Поиск мутаций в линиях Drosophila melanogaster с фенотипом flamenco с использованием данных, полученных при секвенировании транскриптома.
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Контроль перемещений мобильных генетических элементов (МГЭ) важен для поддержания стабильности генома любого организма. У Drosophila melanogaster существуют линии, характеризующиеся повышенной активностью некоторых групп МГЭ, в частности ретротранспозонов группы gypsy. Чаще всего повышеннная экспрессия ретроэлементов вызвана нарушением работы генов, задействованных в системе РНК-интерференции. Известно, что перемещения МГЭ группы gypsy контролируются локусом flamenco, выступающим в качестве источника малых РНК (piРНК), необходимых для процесса РНК-интерференции. 
В нашей лаборатории имеются линии (SS и MS) с нарушением контроля элементов группы gypsy. Их обозначают как линии с фенотипом flamenco. До сих пор сложно точно определить первопричину данного проявления  признака. Возможно, в линиях присутствуют мутации ранее не описанные в литературе, которые могут прямо или опосредованно нарушать регуляцию экспрессии  МГЭ группы gypsy. 
Для исследования причин нарушения контроля МГЭ в линиях с фенотипом flamenco провели секвенирование транскриптома, так как этот метод позволяет одновременно получить информацию об экспрессии генов, а также о наличии мутаций в экзонах активно транскрибирующихся генов.  Были исследованы образцы РНК взрослых мух линий SS (w, мутант flamenco), SSw1 (w, мутант flamenco, отводка линии SS), MS (w, мутант flamenco, активная копия gypsy). Линия D32 (лабораторная линия дикого типа) была использована в качестве контроля. Секвенирование проводилось с помощью прибора Illumina HiSeq 2000. Длина прочтений составляла 50 п.н. Прочтения картировались на референсный геном BDGP6 с использованием программы Tophat2 (v2.0.13). Одной из первоочередных задач являлся поиск нонсенс-мутаций, для чего нами была разработана  программа, позволяющая находить замены нуклеотидов, приводящие к формированию стоп кодонов. В отличии от ряда доступных нам сторонних программ, реализованный нами алгоритм поиска позволяет выявить замены аминокислот происходящие вследствие одновременного изменения двух нуклеотидов в триплете, так как происходит анализ триплетного кода. Данная программа является модульной, что позволяет настроить ее под любую поставленную задачу в рамках исследования. На данный момент программа содержит модули: чтения, анализа, исключения повторов, фильтра и нахождения пересечения двух прочтений геномов. Использование конфигурационных файлов позволяет автоматизировать решение поставленной задачи. Фильтрация результатов может быть осуществлена по представленности замены среди всех последовательностей прочтений, по количеству прочтений с заменами и общему количеству прочтений. Так же возможен поиск мутаций приводящих к замене с одной группы аминокислот на другую (включая стоп-кодоны).
В результате анализа обнаружено около 7 000 нуклеотидных замен относительно референсного генома, из которых  до 1% мутаций соответствовали появлению стоп-кодонов в открытых рамках считывания. Например такие замены произошли в кодирующей части генов  cyp9b1, crb, CG2121, CG15345, list, CG13101.  В данный момент мы занимаемся анализом нонсенс-мутаций, найденных программой. 
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