Предсказание генов
Даны два файла: 

1. ecoli48.txt — фрагмент последовательности ДНК Escherichia coli в формате EMBL;

2. human48.txt — фрагмент последовательности ДНК человека в формате FASTA.
Часть 1. Поиск прокариотических генов.
В этой части используем файл ecoli48.txt. Были идентифицированы гены в этом фрагменте при помощи программ ORF Finder и GeneMark и полученные результаты сопоставлены с аннотацией.

1.1.  Таблица CDS из ecoli48.txt
	CDS из аннотации ecoli48

	начало
	конец
	длина
	рамка

	101
	718
	618
	-2

	<1
	104
	
	

	737
	>818
	
	


Длина CDS делиться на 3. Для CDS на обратной цепи рамку можно определить, взяв разность длины последовательности и координаты конца CDS по модулю 3: (818 – 718)mod 3 = 1, следовательно, рамка –2. 

1.2.  С помощью программы ORF Finder идентифицированы открытые рамки считывания в последовательности ДНК

	Программа ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) идентифицирует открытые рамки (ORFs) на обеих цепях ДНК.
ORFs

	начало
	конец
	длина
	рамка

	101
	718
	618
	-2


Остальные ORFs пересекаются между собой и входят в приведенный ORF, который полностью совпадает с CDS из аннотации (поэтому выделен зелёным цветом).
Используем blastp для нахождения белков в точности совпадающих с транслированной ORF; ниже приведено выравнивание, соответствующее лучшему хиту blastp:
 Score =  413 bits (1061),  Expect = 5e-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

1.3  С помощью программы GeneMark распознаём гены в последовательности ДНК
GeneMark (http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/gmhmm2_prok.cgi) — программа статистического предсказания генов. Включаем опции Print GeneMark 2.4 predictions in addition to GeneMark.hmm predictions и Generate PDF graphics (screen). Получены таблицы генов, предсказанных двумя программами: GeneMark и GeneMark 2.4. В отчете использованы результаты работы GeneMark 2.4.

   Gene    Strand    LeftEnd    RightEnd       Gene     Class

    #                                         Length
    1        -          <3         104          102        1

    2        -         101         724          624        1
Желтым цветом выделены строки, соответствующие предсказаниям, пересекающимся с аннотированными генами, но не совпадающими с ними. Генов, пропущенных GeneMark, нет. Посмотрим, как распределен кодирующий потенциал по ДНК. Графики распределения кодирующего потенциала для каждой рамки считывания на обеих цепях ДНК прилагаются к отчёту (файл graph.pdf).
Часть 2. Поиск эукариотических генов.

Использован фрагмент ДНК из генома человека, содержащий альтернативно сплайсируемый ген (human48.txt). Задача — найти две различные изоформы этого гена (неодинаковые выранивания двух белков с ДНК) и некодирующие экзоны, используя программы GENSCAN, BlastX и Human Genome Browser (HGB).

2.1  С помощью программы GENSCAN выделим экзоны в последовательности ДНК и определим их тип.

GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) — программа статистического распознавания генов, она предсказывает границы экзонов и интронов, промоторы, сайты полиаденилирования. GENSCAN представляет результаты в виде таблицы экзонов. Занесём в таблицу начало, конец и тип всех предсказанных программой экзонов:
	Экзоны, предсказанные GenScan для human48

	начало
	конец
	тип
	QQ

	384
	442
	начальный
	1

	511
	645
	внутренний
	1

	893
	989
	внутренний
	1

	1256
	1353
	внутренний
	0.12

	1452
	1556
	внутренний
	0.77

	1713
	1781
	внутренний
	1

	1962
	2109
	внутренний
	0.88

	2526
	2585
	внутренний
	1

	2665
	2754
	внутренний
	1

	2944
	3062
	внутренний
	1

	3124
	3191
	внутренний
	1

	3271
	3526
	внутренний
	1

	3640
	3724
	внутренний
	0.90

	4450
	4541
	внутренний
	1

	4864
	4999
	внутренний
	0

	5324
	5506
	внутренний
	0.78

	5589
	5741
	внутренний
	0.78


2.2.  Выделим экзоны в последовательности ДНК с помощью программы BlastX и сравните предсказания программ GENSCAN и BlastX.
Программа BlastX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Web&LAYOUT=TwoWindows&AUTO_FORMAT=Semiauto&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CLIENT=web&DATABASE=nr&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=%28none%29&EXPECT=10&FILTER=L&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GENETIC_CODE=1&NCBI_GI=on&PAGE=Translations&PROGRAM=blastx&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=37&SET_DEFAULTS.y=5&SHOW_OVERVIEW=on&UNGAPPED_ALIGNMENT=no&END_OF_HTTPGET=Yes&SHOW_LINKOUT=yes&GET_SEQUENCE=yes) производит поиск формального транслята входной последовательности в базе данных известных белков. 

Вы получите картинку с выравниваниями Вашей последовательности с белками базы данных. Программа BlastX предсказывает изоформы выданного гена. Выберем две изоформы с разным числом экзонов. 

gi|6572234|emb|CAB63049.1| OTTHUMP00000042163 [Homo sapiens] Length=662

 Score = 177 bits (449), Expect (3) = 9e-71

 Identities = 86/86 (100%), Positives = 86/86 (100%), Gaps = 0/86 (0%)

 Frame = +3

Query  3270  DVTAVPMSPSSHSPEGRPPPLLPGGPVCKAAASAPSSLLDQPCLCPAPSVRTAVALTTPD  3449

             DVTAVPMSPSSHSPEGRPPPLLPGGPVCKAAASAPSSLLDQPCLCPAPSVRTAVALTTPD

Sbjct  365   DVTAVPMSPSSHSPEGRPPPLLPGGPVCKAAASAPSSLLDQPCLCPAPSVRTAVALTTPD  424

Query  3450  ITLVLPPDVIQQEASALREETEAWAR  3527

             ITLVLPPDVIQQEASALREETEAWAR

Sbjct  425   ITLVLPPDVIQQEASALREETEAWAR  450

 Score = 88.2 bits (217),  Expect(3) = 9e-71

 Identities = 39/40 (97%), Positives = 40/40 (100%), Gaps = 0/40 (0%)

 Frame = +1

Query  2941  QGGYHLESLAESVCMTVQTLLGDPAPPLSGPMAPCQRCEG  3060

             +GGYHLESLAESVCMTVQTLLGDPAPPLSGPMAPCQRCEG

Sbjct  302   EGGYHLESLAESVCMTVQTLLGDPAPPLSGPMAPCQRCEG  341

 Score = 48.5 bits (114),  Expect(3) = 9e-71

 Identities = 23/23 (100%), Positives = 23/23 (100%), Gaps = 0/23 (0%)

 Frame = +2

Query  3122  SALESIQSARAAQAPHWKSLQQQ  3190

             SALESIQSARAAQAPHWKSLQQQ

Sbjct  342   SALESIQSARAAQAPHWKSLQQQ  364

 Score =  230 bits (587),  Expect = 1e-58

 Identities = 109/110 (99%), Positives = 109/110 (99%), Gaps = 0/110 (0%)

 Frame = +2

Query  5318  PQMTGGFLSCILGLVLPLAYGFQPDLVLVALGPGHGLQGPHAALLAAMLRGLAGGRVLAL  5497

             P MTGGFLSCILGLVLPLAYGFQPDLVLVALGPGHGLQGPHAALLAAMLRGLAGGRVLAL

Sbjct  553   PVMTGGFLSCILGLVLPLAYGFQPDLVLVALGPGHGLQGPHAALLAAMLRGLAGGRVLAL  612

Query  5498  LEEVSWAGWRCCGVGRGKGPVTASVFAPGPELHTPASRDPGPGAEWRGTS  5647

             LEEVSWAGWRCCGVGRGKGPVTASVFAPGPELHTPASRDPGPGAEWRGTS

Sbjct  613   LEEVSWAGWRCCGVGRGKGPVTASVFAPGPELHTPASRDPGPGAEWRGTS  662

 Score =  118 bits (296),  Expect = 7e-25

 Identities = 65/118 (55%), Positives = 65/118 (55%), Gaps = 53/118 (44%)

 Frame = +1

Query  1960  SVLYFSWHRYEHGRFWPFLRESDADAVGRGQGLGFTVNLPWNQVPTLKPQVPTQPPPPGP  2139

             SVLYFSWHRYEHGRFWPFLRESDADAVGRGQGLGFTVNLPWNQV                

Sbjct  188   SVLYFSWHRYEHGRFWPFLRESDADAVGRGQGLGFTVNLPWNQV----------------  231

Query  2140  LPSPTVHPQAPGPHPPPPPGPSPAPQFRM*PGMSCQVGMGNADYVAAFLHLLLPLAFE  2313

                                                  GMGNADYVAAFLHLLLPLAFE

Sbjct  232   -------------------------------------GMGNADYVAAFLHLLLPLAFE  252

 Score =  108 bits (269),  Expect = 9e-22

 Identities = 78/197 (39%), Positives = 91/197 (46%), Gaps = 69/197 (35%)

 Frame = +1

Query  1207  KGSREGRGLICAPAPTEYLSL----RAAGRRGWTAAGGR--CAHWSCAKWACPGEVRAAP  1368

             + S E  GL+ +P   EY+SL    +  G+    A  G+    ++  + + C    R A 

Sbjct  54    EASEEELGLVHSP---EYVSLVRETQVLGKEELQALSGQFDAIYFHPSTFHC---ARLAA  107

Query  1369  SPGCSSVGGPVRGQGDPDVTQILLSRRRPPGHHGQRAAANGFCVFNNVAIAAAHAKQKHG  1548

               G   V   + G       Q  L+  RPPGHHGQRAAANGFCVFNNVAIAAAHAKQKHG

Sbjct  108   GAGLQLVDAVLTG-----AVQNGLALVRPPGHHGQRAAANGFCVFNNVAIAAAHAKQKHG  162

Query  1549  LHRCVPGWLQGGGPRPHSKGQRRRRENPASTFPSLAGLLEVGGPAPLPPALSVPRILVVD  1728

             LHR                                                    ILVVD

Sbjct  163   LHR----------------------------------------------------ILVVD  170

Query  1729  WDVHHGQGIQYLFEDDP  1779

             WDVHHGQGIQYLFEDDP

Sbjct  171   WDVHHGQGIQYLFEDDP  187

 Score = 91.7 bits (226),  Expect = 9e-17

 Identities = 46/55 (83%), Positives = 48/55 (87%), Gaps = 0/55 (0%)

 Frame = +2

Query  479  DL*TELLICPSPECEIERPERLTAALDRLRQRGLEQRCLRLSAREASEEELGLVH  643

            D+    L+   PECEIERPERLTAALDRLRQRGLEQRCLRLSAREASEEELGLVH

Sbjct  10   DMTATRLLWDDPECEIERPERLTAALDRLRQRGLEQRCLRLSAREASEEELGLVH  64

 Score = 65.1 bits (157),  Expect(2) = 7e-16

 Identities = 30/31 (96%), Positives = 31/31 (100%), Gaps = 0/31 (0%)

 Frame = +1

Query  2662  QGQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGRVCAVLE  2754

             +GQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGRVCAVLE

Sbjct  272   EGQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGRVCAVLE  302

 Score = 43.9 bits (102),  Expect(2) = 7e-16

 Identities = 20/20 (100%), Positives = 20/20 (100%), Gaps = 0/20 (0%)

 Frame = +3

Query  2526  FDPELVLVSAGFDSAIGDPE  2585

             FDPELVLVSAGFDSAIGDPE

Sbjct  253   FDPELVLVSAGFDSAIGDPE  272

 Score = 69.3 bits (168),  Expect = 5e-10

 Identities = 33/33 (100%), Positives = 33/33 (100%), Gaps = 0/33 (0%)

 Frame = +3

Query  891  SPEYVSLVRETQVLGKEELQALSGQFDAIYFHP  989

            SPEYVSLVRETQVLGKEELQALSGQFDAIYFHP

Sbjct  65   SPEYVSLVRETQVLGKEELQALSGQFDAIYFHP  97

 Score = 64.7 bits (156),  Expect = 1e-08

 Identities = 40/71 (56%), Positives = 44/71 (61%), Gaps = 4/71 (5%)

 Frame = +2

Query  3599  SLRVCVSLWSVHHRPHESLAREEALTALGKLLYLLDGMLDGQVGAPGRGWGCCGPRGRDQ  3778

             +LR     W+   RPHESLAREEALTALGKLLYLLDGMLDGQV + G             

Sbjct  440   ALREETEAWA---RPHESLAREEALTALGKLLYLLDGMLDGQVNS-GIAATPASAAAATL  495

Query  3779  DLPTRCGLSRG  3811

             D+  R GLS G

Sbjct  496   DVAVRRGLSHG  506

 Score = 63.2 bits (152),  Expect = 3e-08

 Identities = 32/32 (100%), Positives = 32/32 (100%), Gaps = 0/32 (0%)

 Frame = +1

Query  4447  QVNSGIAATPASAAAATLDVAVRRGLSHGAQR  4542

             QVNSGIAATPASAAAATLDVAVRRGLSHGAQR

Sbjct  478   QVNSGIAATPASAAAATLDVAVRRGLSHGAQR  509

 Score = 56.6 bits (135),  Expect = 3e-06

 Identities = 26/28 (92%), Positives = 28/28 (100%), Gaps = 0/28 (0%)

 Frame = +1

Query  5041  RSLWLNIRGKEAAALSMFHVSTPLPVVS  5124

             RSLWLNIRGKEAAALSMFHVSTPLPV++

Sbjct  529   RSLWLNIRGKEAAALSMFHVSTPLPVMT  556

 Score = 46.6 bits (109),  Expect = 0.003

 Identities = 20/22 (90%), Positives = 21/22 (95%), Gaps = 0/22 (0%)

 Frame = +2

Query  4673  SSRLLCVALGQLDRPPDLAHDG  4738

             + RLLCVALGQLDRPPDLAHDG

Sbjct  507   AQRLLCVALGQLDRPPDLAHDG  528

 Score = 45.1 bits (105),  Expect = 0.009

 Identities = 19/20 (95%), Positives = 20/20 (100%), Gaps = 0/20 (0%)

 Frame = +3

Query  384  MGTALVYHEDMTATRLLWDE  443

            MGTALVYHEDMTATRLLWD+

Sbjct  1    MGTALVYHEDMTATRLLWDD  20

 Score = 42.7 bits (99),  Expect = 0.046

 Identities = 26/65 (40%), Positives = 37/65 (56%), Gaps = 9/65 (13%)

 Frame = +2

Query  5336  FLSCILGLVLPLAYGFQPDLVLVALGPGHGLQGPHA---------ALLAAMLRGLAGGRV  5488

             +++  L L+LPLA+ F P+LVLV+ G    +  P           A L  +L+ LAGGRV

Sbjct  238   YVAAFLHLLLPLAFEFDPELVLVSAGFDSAIGDPEGQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGRV  297

Query  5489  LALLE  5503

              A+LE

Sbjct  298   CAVLE  302

	gi|6572234|emb|CAB63049.1| OTTHUMP00000042163 [Homo sapiens]

	координаты по белку
	координаты по ДНК

	1
	384

	20
	442

	
	

	21
	511

	64
	645

	
	

	65
	893

	97
	989

	
	

	98
	1332

	102
	1344

	
	

	103
	1355

	120
	1407

	
	

	121
	1422

	165
	1557

	
	

	166
	1713

	187
	1781

	
	

	188
	1962

	231
	2091

	
	

	232
	2250

	252
	2313

	
	

	253
	2526

	272
	2585

	
	

	273
	2665

	302
	2754

	
	

	303
	2944

	341
	3062

	
	

	342
	3124

	364
	3191

	
	

	365
	3271

	450
	3526

	
	

	451
	3637

	477
	3715

	
	

	478
	4450

	508
	4541

	
	

	509
	4678

	528
	4738

	
	

	529
	5041

	552
	5118

	
	

	553
	5318

	662
	5647


gi|62205055|gb|AAH92573.1| Hdac10 protein [Rattus norvegicus] Length=588

Score =  101 bits (252),  Expect(2) = 4e-36

 Identities = 51/65 (78%), Positives = 55/65 (84%), Gaps = 0/65 (0%)

 Frame = +2

Query  5318  PQMTGGFLSCILGLVLPLAYGFQPDLVLVALGPGHGLQGPHAALLAAMLRGLAGGRVLAL  5497

             PQ TGGFLS ILGLVLPLAYGFQPD+VL+ALGP HGLQ   AALLAAMLR   GGR+LAL

Sbjct  469   PQTTGGFLSFILGLVLPLAYGFQPDMVLMALGPAHGLQNAQAALLAAMLRSPVGGRILAL  528

Query  5498  LEEVS  5512

             +EE S

Sbjct  529   VEEES  533

 Score = 75.5 bits (184),  Expect(2) = 4e-36

 Identities = 35/53 (66%), Positives = 45/53 (84%), Gaps = 0/53 (0%)

 Frame = +3

Query  5586  QNSTPQLAGILARVLNGEAPPSLGPSSVASPEDVQALMYLRGQLEPQWKMLQV  5744

             + S  QLA  LA+VL+GE PPSLGP S+ASPE++QALM+L+ QLEP+WK+LQV

Sbjct  531   EESILQLARTLAQVLHGETPPSLGPFSMASPEEIQALMFLKAQLEPRWKLLQV  583

 Score = 95.1 bits (235),  Expect(2) = 5e-29

 Identities = 52/110 (47%), Positives = 55/110 (50%), Gaps = 52/110 (47%)

 Frame = +1

Query  1450  RPPGHHGQRAAANGFCVFNNVAIAAAHAKQKHGLHRCVPGWLQGGGPRPHSKGQRRRREN  1629

             RPPGHH QRAAANGFCVFNNVAIAA HAKQK+GL R                        

Sbjct  130   RPPGHHSQRAAANGFCVFNNVAIAARHAKQKYGLQR------------------------  165

Query  1630  PASTFPSLAGLLEVGGPAPLPPALSVPRILVVDWDVHHGQGIQYLFEDDP  1779

                                         IL+VDWDVHHGQGIQY+FEDDP

Sbjct  166   ----------------------------ILIVDWDVHHGQGIQYIFEDDP  187

 Score = 58.2 bits (139),  Expect(2) = 5e-29

 Identities = 28/32 (87%), Positives = 30/32 (93%), Gaps = 0/32 (0%)

 Frame = +2

Query  1259  TFHCARLAAGAGLQLVDAVLTGAVQNGLALVR  1354

             TFHCARLAAGA L+LVDAVLTGAV NG+ALVR

Sbjct  99    TFHCARLAAGAALRLVDAVLTGAVHNGVALVR  130

 Score =  107 bits (268),  Expect = 1e-21

 Identities = 78/212 (36%), Positives = 88/212 (41%), Gaps = 71/212 (33%)

 Frame = +1

Query  1960  SVLYFSWHRYEHGRFWPFLRESDADAVGRGQGLGFTVNLPWNQVPTLKPQVPTQPPPPGP  2139

             SVLYFSWHRYEHG FWPFL ESDAD VGRG+G GFTVNLPWNQV                

Sbjct  188   SVLYFSWHRYEHGNFWPFLPESDADTVGRGRGQGFTVNLPWNQV----------------  231

Query  2140  LPSPTVHPQAPGPHPPPPPGPSPAPQFRM*PGMSCQVGMGNADYVAAFLHLLLPLAFEVT  2319

                                                  GMGNADY+AAFLH+LLPLAFE  

Sbjct  232   -------------------------------------GMGNADYLAAFLHVLLPLAFEFD  254

Query  2320  AR--------RAPPGQPGGRGTLCLECASEGRRRVMSCPTPVWLGKVLRRGWDGPGSPSP  2475

                        +  G P G+     EC +   +          L +VL  G        P

Sbjct  255   PELVLVSAGFDSAIGDPEGQMQATPECFAHLTQ----------LLQVLAGGRICAVLECP  304

Query  2476  GLQPLSVDPPHSGLACSLTLSWCWSRQDLTQP  2571

             G+ P   D P   L    T S C   +D   P

Sbjct  305   GVYPECSDSPDPSLDKPPTNSTCTVAEDSLSP  336

 Score = 66.2 bits (160),  Expect(2) = 3e-16

 Identities = 30/34 (88%), Positives = 32/34 (94%), Gaps = 0/34 (0%)

 Frame = +1

Query  2662  QGQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGRVCAVLEVTG  2763

             +GQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGR+CAVLE  G

Sbjct  272   EGQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGRICAVLECPG  305

 Score = 43.9 bits (102),  Expect(2) = 3e-16

 Identities = 20/20 (100%), Positives = 20/20 (100%), Gaps = 0/20 (0%)

 Frame = +3

Query  2526  FDPELVLVSAGFDSAIGDPE  2585

             FDPELVLVSAGFDSAIGDPE

Sbjct  253   FDPELVLVSAGFDSAIGDPE  272

 Score = 74.7 bits (182),  Expect = 1e-11

 Identities = 39/55 (70%), Positives = 42/55 (76%), Gaps = 0/55 (0%)

 Frame = +2

Query  479  DL*TELLICPSPECEIERPERLTAALDRLRQRGLEQRCLRLSAREASEEELGLVH  643

            D+    L+   PECEIE PERLTAALD LRQRGLE+RC  LS  EASEEELGLVH

Sbjct  10   DMTATRLLWDDPECEIECPERLTAALDGLRQRGLEERCQCLSVCEASEEELGLVH  64

 Score = 65.1 bits (157),  Expect = 9e-09

 Identities = 36/72 (50%), Positives = 40/72 (55%), Gaps = 3/72 (4%)

 Frame = +3

Query  3321  PPPLL---PGGPVCKAAASAPSSLLDQPCLCPAPSVRTAVALTTPDITLVLPPDVIQQEA  3491

             P P L   P    C  A  + S  LD+PC  P P +  AVAL      L LPP V+ QE 

Sbjct  314   PDPSLDKPPTNSTCTVAEDSLSPCLDRPCHRPTPPICIAVALAVSGAALDLPPGVLHQEG  373

Query  3492  SALREETEAWAR  3527

             SALREETEAWAR

Sbjct  374   SALREETEAWAR  385

 Score = 52.4 bits (124),  Expect = 6e-05

 Identities = 22/33 (66%), Positives = 28/33 (84%), Gaps = 0/33 (0%)

 Frame = +3

Query  891  SPEYVSLVRETQVLGKEELQALSGQFDAIYFHP  989

            SPEY++LV++TQ L KEEL  LS Q+DA+YFHP

Sbjct  65   SPEYIALVQKTQTLDKEELHTLSKQYDAVYFHP  97

 Score = 45.1 bits (105),  Expect = 0.009

 Identities = 19/20 (95%), Positives = 20/20 (100%), Gaps = 0/20 (0%)

 Frame = +3

Query  384  MGTALVYHEDMTATRLLWDE  443

            MGTALVYHEDMTATRLLWD+

Sbjct  1    MGTALVYHEDMTATRLLWDD  20

 Score = 43.5 bits (101),  Expect = 0.027

 Identities = 20/26 (76%), Positives = 21/26 (80%), Gaps = 0/26 (0%)

 Frame = +1

Query  5038  RRSLWLNIRGKEAAALSMFHVSTPLP  5115

             RR LWL+IRGKEA   SMFH STPLP

Sbjct  444   RRILWLSIRGKEADIWSMFHFSTPLP  469

 Score = 42.4 bits (98),  Expect = 0.060

 Identities = 25/65 (38%), Positives = 37/65 (56%), Gaps = 9/65 (13%)

 Frame = +2

Query  5336  FLSCILGLVLPLAYGFQPDLVLVALGPGHGLQGPHA---------ALLAAMLRGLAGGRV  5488

             +L+  L ++LPLA+ F P+LVLV+ G    +  P           A L  +L+ LAGGR+

Sbjct  238   YLAAFLHVLLPLAFEFDPELVLVSAGFDSAIGDPEGQMQATPECFAHLTQLLQVLAGGRI  297

Query  5489  LALLE  5503

              A+LE

Sbjct  298   CAVLE  302

 Score = 36.6 bits (83),  Expect = 3.3

 Identities = 20/43 (46%), Positives = 28/43 (65%), Gaps = 3/43 (6%)

 Frame = +2

Query  3599  SLRVCVSLWSVHHRPHESLAREEALTALGKLLYLLDGMLDGQV  3727

             +LR     W+   R H+S  +++ L ALGK L LLDG+LDGQ+

Sbjct  375   ALREETEAWA---RLHKSQFQDDDLAALGKSLCLLDGILDGQI  414

	gi|62205055|gb|AAH92573.1| Hdac10 protein [Rattus norvegicus]

	координаты по белку
	координаты по ДНК

	
	

	1
	384

	20
	442

	
	

	21
	511

	64
	645

	
	

	65
	893

	97
	989

	
	

	99
	1256

	130
	1353

	
	

	130
	1452

	165
	1556

	
	

	166
	1713

	187
	1781

	
	

	188
	1960

	231
	2091

	
	

	232
	2250

	252
	2313

	
	

	253
	2526

	272
	2585

	
	

	273
	2664

	304
	2760

	
	

	305
	2476

	336
	2571

	
	

	337
	3380

	385
	3527

	
	

	386
	3640

	414
	3727

	
	

	444
	5038

	468
	5112

	
	

	469
	5318

	533
	5512

	
	

	534
	5595

	583
	5744


В таблицах красным цветом покрашены отличия изоформ — альтернативные экзоны — экзоны, которые отсутствуют в другой изоформе, либо покрывают собой интрон, идентифицированный в другой изоформе, Особое внимание стоит обратить на следующий случай: экзоны, соответствующие аминокислотным участкам 98-102, 103-120, 121-165 в одном случае и 99-130, 130-165 в другом по сути могут являться одним большим экзоном 98-130.
Укажем отличия каждой изоформы от предсказания GENSCAN.  Желтым цветом покрашены строки, соответствующие „потерянным“ BlastX-экзонам (не пересекающимся ни с одним GENSCAN-экзоном). В таблицу с предсказанием GENSCAN добавим колонку QQ. Перекрытие QQ — мера близости двух систем отрезков, вычисляется как отношение длины пересечения к длине объединения отрезков из этих систем. Зеленым цветом покрашены GENSCAN-экзоны хорошо совпадающие с каким-либо BlastX-экзоном (QQ>0.9), а красным цветом — строки, соответствующие „лишним“ GENSCAN-экзонам (не пересекающиеся ни с одним из BlastX-экзонов в обеих изоформах).
2.3.  Найдём свой ген в геноме человека, используя программу BLAT в Human Genome Browser. Выделим кодирующие и некодирующие экзоны.

База Human Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) содержит гены, белки, мРНК, EST и другие объекты, картированные на геном человека и т.д. Браузер позволяет просмотреть разнообразную информацию, относящуюся к заданному фрагменту ДНК. Программа BLAT (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start&org=Human&db=hg17) аналогично BLAST позволяет искать последовательности в геноме с учетом возможной фрагментированности генома.
Поместим последовательность ДНК в текстовое поле формы, нажмём кнопку Submit и получим список найденных фрагментов генома. Выберем ту строку, которая имеет максимальное сходство с вашей последовательностью по SCORE и максимальную длину выравнивания.
  ACTIONS          QUERY      SCORE  START END  QSIZE IDENTITY CHRO STRAND START     END      SPAN

browser details YourSeq         6221    10  6230  6230 100.0%    22   -   48986072  48992292   6221
Для пересчета координат от геномных к координатам последовательности определим число OFFSET: моя последовательность находится на обратной цепи, поэтому OFFSET=<1+END(48992292)+QSIZE(6230)–END(6230)> = 48992293.
Нажмём гиперссылку browser. Поставим на pack переключатель Blat Sequence в группе Mapping and Sequencing Tracks, а также переключатели Human mRNAs и Spliced ESTs в группе mRNA and EST Tracks, остальные переключатели поставим на hide. Мы получим выравнивание с геномной ДНК моей последовательности, а также сплайсированные EST и мРНК из базы. Картинка приложена к отчёту (файл genome.bmp).
Щёлкнем по изображению mRNA AY450395:

SIZE IDENTITY   CHROMOSOME STRAND    START     END              QUERY      START  END  TOTAL

1854   99.8%         22     -       48986394  48991918        AY450395       1    1855 1856
На этой страничке в разделе mRNA/Genomic Alignments перейдём по гиперссылке с выравниванием и найдём раскрашенную последовательность, заголовок которой начинается с Genomic. На ней синим выделены кодирующие участки, красным — некодирующие, чёрным — интроны и участки генома за границей выравнивания. Экзоны могут быть полностью кодирующими, полностью некодирующими, а также смешанными — частично кодирующими и частично некодирующими (это экзоны, содержащие старт- и стоп-кодоны):
Genomic chr22 (reverse strand):

gtcccaggcc tccggctgct cccggccgaa ggtggggaca ggcagtggca  48991969

ggcaccacta gcgagggcgt ttgggaaccc agggtgacca cggcgcagcc  48991919

ATGGGGACCG CGCTTGTGTA CCATGAGGAC ATGACGGCCA CCCGGCTGCT  48991869

CTGGGACGAg taagtgggac ctggccgagg tggggtgcgg ggagggacct  48991819

ctgaactgag ctcctcatct gccccagCCC CGAGTGCGAG ATCGAGCGTC  48991769

CTGAGCGCCT GACCGCAGCC CTGGATCGCC TGCGGCAGCG CGGCCTGGAA  48991719

CAGAGGTGTC TGCGGTTGTC AGCCCGCGAG GCCTCGGAAG AGGAGCTGGG  48991669

CCTGGTGCAC AGgtcaggac gggggcaggc cccacgatgg ggggcggggc  48991619

gggcagccca gctagaaacc taagaacctg ggcctacccc gagcctgcca  48991569

gcctcgaata cagagcctct ccctatgcac ctcgggtggg ctcacaggct  48991519

tgaggaagtg acagggtggc cactcccacc atgaatccca ggtccccgcc  48991469

tcccgccccc ctgctcctgc tggtgaccct gcctctcctg cctgcccatc  48991419

tgcatgcagC CCAGAGTATG TATCCCTGGT CAGGGAGACC CAGGTCCTAG  48991369

GCAAGGAGGA GCTGCAGGCG CTGTCCGGAC AGTTCGACgC CATCTACTTC  48991319

CACCCGgtgc gtgtccccgg acacactcac ctgtgcagac acacatgcac  48991269

gtgcctttga gcgttcacag ccacggccgc caaccccagc cagtgtcccc  48991219

tggtccatac acatgacatt gccctgcaca cctgcctgct ggcactgcca  48991169

gagcctgggg ctggcctgtt ctgctcagca gctggtgtct tgcagcctgg  48991119

cacaagtgtg ggtatggcct gcaaagggca gcagggaagg cagggggctc  48991069

atctgcgccc ctgcgcccac agAGTACCTT TCACTGCGCG CGGCTGGCCG  48991019

CAGGGGCTGG ACTGCAGCTG GTGGACGCTG TGCTCACTGG AGCTGTGCAA  48990969

AATGGGCTTG CCCTGGTGAG gtgagagctg ccccttcccc tggctgctcc  48990919

tccgtgggtg gccctgtgag gggccagggc gaccctgacg tgacccaaat  48990869

cctactctca cgccgtagGC CTCCCGGGCA CCATGGCCAG AGGGCGGCTG  48990819

CCAACGGGTT CTGtGTGTTC AACAACGTGG CCATAGCAGC TGCACATGCC  48990769

AAGCAGAAAC ACGGGCTACA CAGgtgtgtg ccaggctggc tgcagggggg  48990719

tgggcccagg ccacacagca aggggcagcg caggaggcga gagaacccag  48990669

ccagcacctt cccatccctg gccgggctcc tggaggtggg aggccctgcc  48990619

cctttgccac cagcgctgtc tgtacccagG ATCCTCGTCG TGGACTGGGA  48990569

TGTGCACCAT GGCCaGGGGA TCCAGTATCT CTTTGAGGAT GACCCCAGgt  48990519

gagcaggggt gcggaaacca cccttccctg cagccccagt ttttgggtgc  48990469

acagcctggc ctgggaaaat ccaggggtga gatacagaca tgtgctcagg  48990419

ggtcagcgtt ctacagggag ctgtagagct gttgagggtc ctgacctttg  48990369

acctctggcc ctggctggct gttggcagCG TCCTTTACTT CTCCTGGCAC  48990319

CGCTATGAGC ATGGGCGCTT CTGGCCTTTC CTGCGAGAGT CAGATGCAGA  48990269

CGCAGTGGGG CGGGGACAGG GCCTCGGCTT CACTGTCAAC CTGCCcTGGA  48990219

ACCAGgtgcc caccctcaag ccccaggtcc ccacccagcc ccctccccct  48990169

gggcccctcc cctcccccac agttcaccct caagccccag gtccccaccc  48990119

accccctccc ccgggcccct cccctgcccc acagttcagg atgtagcctg  48990069

ggatgtcctg ccagGTTGGG ATGGGAAACG CTGACTACGT GGCTGCCTTC  48990019

CTGCACCTGC TGCTCCCACT GGCCTTTGAG gtgactgcac ggagggctcc  48989969

cccagggcag ccgggtggga gggggacctt gtgcctggag tgcgccagtg  48989919

aaggcaggag gagggttatg agctgtccca ctcctgtgtg gctggggaag  48989869

gtgctcagga ggggatggga tgggcctggc tcgccctcac ctgggctcca  48989819

gcccctctct gtcgaccctc cccactccgg cctggcctgt agtttgaccc  48989769

tgagctggtg ctggtctcgg caggatttga ctcagccatc ggggaccctg  48989719

aggtgagggc cttgccttgc cagggagggc ttctggggtc ctggggccca  48989669

ggtcccccat cacacatggc tctggttcca ggggcaaatg caggccacgc  48989619

cagagtgctt cgcccacctc acacagctgc tgcaggtgct ggccggcggc  48989569

cgggtctgtg ccgtgctgga ggtgactggg gagggcacac agggagggtc  48989519

tctgggccag aggcctgggg gtcaggagca tgggagccag gtgcccacgg  48989469

ggtatttggg aggggcgtcc tgcccgggat agagccaggc aggggctctc  48989419

ccggtgacat cccatcccag tgatatctct gccccaatca tgtctccacc  48989369

ctcctcccag GGCGGCTACC ACCTGGAGTC ACTGGCGGAG TCAGTGTGCA  48989319

TGACAGTACA GACGCTGCTG GGTGACCCGG CCCCACCCCT GTCAGGGCCA  48989269

ATGGCGCCAT GTCAGAGgtg cgaggggagg tagggcgggc agggccgggg  48989219

tgtgagacca ggtgtcacga ctgttgtgtc tccctcacag TGCCCTAGAG  48989169

TCCATCCAGA GTGCCCGTGC TGCCCAGGCC CCGCACTGGA AGAGCCTCCA  48989119

GCAGCAAGgt cagtgtggcc gggtgctagg ctgcaggatc ccacctcggg  48989069

ctcctgtgca gtggctatga ctccgaactg tccctagATG TGACCGCTGT  48989019

GCCGATGAGC CCCAGCAGCC ACTCCCCAGA GGGGAGGCCT CCACCTCTGC  48988969

TGCCTGGGGG TCCAGTGTGT AAGGCAGCTG CATCTGCACC GAGCTCCCTC  48988919

CTGGACCAGC CGTGCCTCTG CCCCGCACCC TCTGTCCGCA CCGCTGTTGC  48988869

CCTGACAACG CCGGATATCA CATTGGTTCT GCCCCCTGAC GTCATCCAAC  48988819

AGGAAGCGTC AGCCCTGAGG GAGGAGACAG AAGCCTGGGC CAGgtgggca  48988769

gggctggcct ggggagaagg atggggccgc atctacacct gtgcctgtgt  48988719

gtgcctgacc tgcggtcact ccgtgtctgt gtgtccctct ggtctgtcca  48988669

ccacaggcca cacgagtccc tggcccggga ggaggccctc actgcacttg  48988619

ggaagctcct gtacctctta gatgggatgc tggatgggca ggtgggagca  48988569

cctgggaggg gttggggatg ctgtggacct aggggcaggg accaggacct  48988519

gccaacgaga tgtggcctgt ccagaggagg gctgggtggt gcagaaccac  48988469

atggatgtga acattgcctt gtgccaggaa ctgttcccag aacagcccca  48988419

ggggtgggga tcactagtgt gtctgacctc tgacctcagc ttcttcagtt  48988369

aaatgctctt tggcagagag gtgaaggggg tgatttaaag tatacattta  48988319

ggcagggtgc agtggctcat gcctgtaata acggcagttt ggggggccaa  48988269

ggtgggagaa acgcttgagc ccaggagttc aagaccagcc tagagaacat  48988219

atggagaccc tgtcttcaca aaaaataaaa aagtcagcca agcgtggtgg  48988169

tgtgtgcctg tagttactta ggaggctgag gcaggacgat cgcttaagcc  48988119

caggagtttg aggctgtggt gagctacaat tgcgccactg cacgccagcc  48988069

tggctacaga acgagaccct gcctctctaa aaaaaaaaaa aaaaattata  48988019

gacgtaagca tcttatttac agaaatggag tgattgacct tagtgtaaga  48987969

agatgtgtgg ctgacagtag ccgcagagac acaccgaatg aagggaactg  48987919

tggatctgtt tacctggctt gggagttggt tggtgcctca ttctccactg  48987869

tttattcatc ccacagGTGA ACAGTGGTAT AGCAGCCACT CCAGCCTCTG  48987819

CTGCAGCAGC CACCCTGGAT GTGGCTGTTC GGAGAGGCCT GTCCCACGGA  48987769

GCCCAGAGgt aagcctcact tggccatcct gagcctctga cggcaggacc  48987719

tgtgggcacc cctatcctgg ctggccaagc acagagagtt ctgggaatgg  48987669

actctggaca acatgaacac ctgtcctgag gccagctctt cttccagGCT  48987619

GCTGTGCGTG GCCCTGGGAC AGCTGGACCG GCCTCCAGAC CTCGCCCATG  48987569

ACGGgtagga ctctcaggtc ttgcatatgt ccagccatgc atgtggacgg  48987519

gcatgtgatg gacgtgtgcc tgggccccag ggtgacgggt gggtggggca  48987469

ctgtgtggta ctgaatggag ccttcctcag ctggggtgtg ggagaagggc  48987419

tgctggaggc aatgccaggt gggtctccag cacagaggct cagcagtcac  48987369

agcacccctg cccatggccc cgtgaatgct cttccacctc tgcctctgcg  48987319

gtttgggctc aggagggtga gcagggcctt acacttatgc acctgtgtcc  48987269

tggaagGAGG AGTCTGTGGC TGAACATCAG GGGCAAGGAG GCGGCTGCCC  48987219

TATCCATGTT CCATGTCTCC ACGCCACTGC CAGTGgtgag tgaccatgcc  48987169

acgcggcaag gcaggtgctg gggagcccat ggatgtgtac agctgctgtt  48987119

tgctggcatt gtcatgatag caggcctctg gtccttcctg tctccctgct  48987069

cctactccag gggccctgag attgggaggt tgggaggcca gagccagcag  48987019

gtgtccgtag atgaggagct gggctctgct gtccccacag ATGACCGGTG  48986969

GTTTCCTGAG CTGCATCTTG GGCTTGGTGC TGCCCCTGGC CTATGGCTTC  48986919

CAGCCTGACC TGGTGCTGGT GGCGCTGGGG CCTGGCCATG GCCTGCAGGG  48986869

CCCCCACGCT GCACTCCTGG CTGCAATGCT TCGGGGGCTG GCAGGGGGCC  48986819

GAGTCCTGGC CCTCCTGGAG GAGGTAAGCT GGGCAGGGTG GAGGTGCTGC  48986769

GGGGTGGgAC GAGGGaAAGG ACCAGTGACT GCTTCCGTCT TCGCCCCTGG  48986719

TCCAGAACTC CACACCCCAG CTAGCAGGGA TCCTGGCCCG GGTGCTGAAT  48986669

GGAGAGGCAC CTCCTAGCCT AGGCCCTTCC TCTGTGGCCT CCCCAGAGGA  48986619

CGTCCAGGCC CTGATGTACC TGAGAGGGCA GCTGGAGCCT CAGTGGAaGA  48986569

TGTTGCAGgt gaggctgact gcggaggcat ggccctgccc tggggcctgg  48986519

ctctgccgca cagatcggtg gggagggcag ggcaggggag tgccctgaac  48986469

cagctccagc gccggaggcc aactgcgcgc ctcttctcgg ctcctcctgt  48986419

agTGCCATCC TCACCTGGTG GCTTGaaatc ggccaaggtg ggagcattta  48986369

caccgcagaa atgacaccgc acgccagcgc cccgcggccg cgatccggac  48986319

cccaagccca cggctccctc gactc

Найденные в Human Genome Browser экзоны:

	мРНК AY450395

	начало экзона
	конец экзона
	тип экзона

	373
	415
	кодирующий

	546
	612
	кодирующий

	864
	968
	кодирующий

	1301
	1304
	кодирующий

	1405
	1501
	кодирующий

	1744
	1776
	кодирующий

	1995
	2068
	кодирующий

	2209
	2344
	кодирующий

	2913
	3007
	кодирующий

	3134
	3166
	кодирующий

	3286
	3531
	кодирующий

	4503
	4516
	некодирующий

	4676
	4720
	некодирующий

	5017
	5139
	некодирующий

	5333
	5716
	некодирующий

	5871
	5949
	некодирующий


Указаны <координаты в моей последовательности> = 48992293 (OFFSET) – <координата в геноме>. Все внутренние кодирующие экзоны так или иначе были предсказаны BlastX, но при этом координаты в последовательности сильно различны. 
