Практическое занятие
Цель – работа с базой данных TRSIG и обучение поиску участков нуклеотидных последовательностей в мРНК, представляющих собой потенциальный сигнал экспрессии. 
От вас требуется выполнить описанные ниже упражнения и приготовить отчет, включающий (а) фамилию, (б) результаты поиска в TRSIG (достаточно привести один из результатов – название сигнала, с которым было найдено сходство и гомологичный фрагмент РНК), (в) по одному из результатов поиска потенциальных сигналов в выборке (которую можно в принципе сделать и самостоятельно из других нуклеотидных последовательностей) – с помощью программ Oligo analysis, Dyad analysis, Consensus (можно любые две из этих трех). Нужно привести мотив, общий для нуклеотидных последовательностей в анализируемой выборке и параметры поиска (вероятность случайного присутствия такого мотива). Также хорошо бы сопоставить эти результаты между собой (найдено ли что то похожее). Все это надо отправить на адрес ak@bionet.nsc.ru в виде файла в MS word как аттачмент. Если по ходу выполнения работы будут вопросы – звоните 3217, я подойду (Кочетов Алексей Владимирович, к. 3217, 2 этаж нового корпуса). 
1. Создание выборки нуклеотидных последовательностей of 5'-нетранслируемых районов мРНК
(I selected a random sample of homologous genes just for training).

a) Use GenBank в качестве источника данных: 

go to address: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed

b) Select "Nucleotide", click “Search”
c) Click "Limits"

d) Select "Accession" in the "search field tags" menu & select GenBank in Source database
e) Input into the search window the next string: BC062708|BC016009|BC085309|BC012314

f) Click "Search". Click "Display settings" - Select "GenBank". Click "Apply"

Четыре карточки будут показаны – две для light ferritin chain cDNAs (human and mouse) и две для heavy ferredoxin chain cDNAs (human and mouse).

-------------

Создайте текстовый файл (use "notepad" or similar text editor). Выделите участок нуклеотидной последовательности между ее 5'- концом и стартовым кодоном трансляции (CDS) (information is available in the Feature Table: “CDS
203..730” means that sequence between 1 and 202 nt is the 5’UTR). 

Copy sequence and paste into the text file (сами его создайте для этого). 

Arrange it in the Pearson/Fasta format (symbol ">" marks comment line, other non-marked lines contain nucleotide sequences; see the example below).

Example:

>BC062708; human ferritin light chain

ggggcagttc ggcggtcccg cgggtctgtc tcttgctcca acagtgtttg gacggaacag

atccggggac tctcttccag cctccgaccg ccctccgatt tcctctccgc ttgcaacctc

cgggaccatc ttctcggcca tctcctgctt ctgggacctg ccagcaccgt ttttgtggtt

agctccttct tgccaaccaa cc

>BC016009; human ferritin heavy chain

ggggagacgt tcttcgccga gagtcgtcgg ggtttcctgc ttcaacagtg cttggacgga

acccggcgct cgttccccac cccggccggc cgcccatagc cagccctccg tcacctcttc

accgcaccct cggactgccc caaggccccc gccgccgctc cagcgccgcg cagccaccgc

cgccgccgcc gcctctcctt agtcgccgcc

>BC085309; mouse ferritin light chain

cgtggatctg tgtcttgctt caacagtgtt tgaacggaac agacccgggg attcccactg

tactcgcttc cagccgcctt tacaagtctc tccagtcgca gcctccggga ccatctcctc

gctgccttca gctcctagga ccagtctgca ccgtctcttc gcggttagct cctactccgg

atcagcc

>BC012314; mouse ferritin heavy chain

ccgcggtttc ctgcttcaac agtgcttgaa cggaacccgg tgctcgaccc ctccgacccc

cgccggccgc ttcgagcctg agccctttgc aacttcgtcg ttccgccgct ccagcgtcgc

caccgcgcct cgccccgccg ccacc

(Comment: to make this sample I used the following search string: "Homo [Organism] AND ferritin AND complete CDS AND mRNA NOT chromosome". "[]" defines a limit of an upstream search term by certain GenBank entry field (otherwise search terms are targeted to all fields). I can also recommend SRS based European system which can provide considerably more opportunities for the sample preparations (http://srs.ebi.ac.uk/).)

-------------------------------------------------------------------

2. Database on translational signals (TRSIG)

Address: http://gibk26.bio.kyutech.ac.jp/jouhou/trsig/trsig.html

Задача: Проанализировать выборку лидерных районов 5’-НТП мРНК ферритина на сходство с трансляционными сигналами, аннотированными в TRSIG.

a) Go to the above address. Select "BLAST ".

b) Copy ferritin 5’-UTR sequences and past them into input window. 

    Change "word size" to 10 nucleotides (to decrease sensitivity and false positives)

c) Run program («Search Blast»). Results will be presented for each sequence consequently.

d) Compare human and mouse genes for the presence of similar motifs. 

Some similarity shared between TRSIG sequence collection and mammalian ferritin 5'UTR sample can be useful to reveal candidate signals. Try to take information from TRSIG to see more data for one of this possible candidate signals (click on the sequence ID on the BLAST search result page):

- click on the Object ID (OBJID) on the sequence database entry page. It contains a summary on the signal.

- click on the Experiment database ID. The following entry will contain information on the experiment design and relative experimental activities of TRSIG-collected sequences.

-------------------------------------------------------------------

3. Pattern discovery: RSAT portal
Задача: поиск потенциальных сигналов с помощью различных методов компьютерного анализа.
Address: http://rsat.scmbb.ulb.ac.be/rsat/   - далее View all tools – раздел Pattern Discovery strings
Aim: Проанализировать выборку 5'UTRs ферритина и найти потенциальные сигналы.

Portal contains several tools for search of candidate signals including: oligo-analysis (search for overrepresented oligonucleotide "words"), dyad-analysis (search for overrepresented  pairs of spaced triplet motifs), consensus (revealing common patterns in a sample of co-regulated nucleotide sequences) и несколько новых, которых я еще и сам не пробовал.
1. Oligo analysis (words):

a) Click on the corresponding link at the left side (oligo-analysis (words)).

b) Copy ferritin 5'UTR sequences and past them into the input window

c) Change "count on" menu for "single strand" and remove mark from "return reverse complement together in the output" (“double strand“ mark is useful for DNA analysis to reveal transcriptional signals).

d) Define ORGANISM (Homo sapiens or Mus musculus) to provide a background for calculation of the expected oligonucleotide frequencies.

e) Run program.

In the result page one can see the set of characteristic patterns. If the sample of co-regulated genes is characterized by a specific oligonucleotide content, these oligos could be considered as a candidate signals or the signal's components.

Compare with the results of TRSIG search
==================

2. Dyad analysis:

a) Click on the corresponding link at the left side

b) copy ferritin 5'UTR sequences and past them into the input window

c) change "count on" for "single strand" - (“double strand” option is useful for DNA analysis to reveal transcriptional signals).

d) Define "dyad type" (e.g., “inverted repeat”)

e) Define "ORGANISM" (Homo sapiens or Mus musculus) to provide a background for calculation of the expected dyad frequencies.

f) Run program (GO).

On the result page one can see the inverted repeats overrepresented in the ferritin sample. 

g) Click consequently on: "string-based-pattern matching" "Go" "feature map" "Go". 

On the result page one can see the schematic distribution of inverted repeats within 5'UTRs analyzed.

==================

Запустите программу Consensus и сравните результаты с тем, что получено с помощью других программ. 
