I Ahne algoritm praimerite arvu
I miniseerimiseks korduvatel
PCR reaktsioonidel

Meelis Olev



PCR

* Polumeraasahelreaktsioon amplifitseerib
(voimendab) DNA jarjestuse kahe praimeri
vahel

» Uks praimeripaar (ihele genoomi I6igule

* Praimeri hind on vordeline tema pikkusega



Paljude praimeritega PCR

* Tihti on vaja amplifitseerida mitu genoomi
10iku

* Multipleks PCR — niipalju kui on
amplifitseeritavaid 10ike, on ka
praimeripaare

* AP-PCR — suvalised 8-12 nukleotiidised
praimerid



I Vajadus vahendada praimerite
I arvu

* AP-PCR taiendus — praimerid asendada
I sekventsist tuletatutega ning vorrelda

ennustatud ja eksperimentaalseid produkte

* Minimaalse sihtjarjestuste
amplifitseerimiseks vajaliku praimerite
hulga leidmine oleks majanduslikult kasulik

* Parmi (6000 ORF-i) puhul on
amplifitseeritavaid sihtjarjestusi liiga palju,
et neid elektroforeesil eristada



I Geeniekspressioonimustrite
I leidmine

* Viimastel aastatel on saadud
I geeniekspressioonimustreid oligo-kiipe ja

DNA mikrokiipe

* Saadud andmed on suhteliselt ebatapsed

* AP-PCR ja tema taiendatud variandid
annavad tapsemaid andmed

* Koichiro Doi ja Hiroshi Imai meetod annab
juba paris tapsed tulemused!



Teised praimerite selektsiooni
programmid

* Nicodeme ja Steyart — multipleks PCR

* Pearson jt. - minimaalne praimerite hulk
kOigi DNA sekventside katmiseks, el
arvesta praimerite orientatsiooni

* Doi ja Imal — praimerite arvu
minimiseerimine uhekordse PCR jaoks



I Kaesolev programm / artikkel

* Tegeleb praimerite valikuga korduva PCR
I Jaoks
* Algul disainitakse praimereid uhekaupa,
kasutades uhekordse PCR praimerite
leidmise ahnet algoritmi
* Hiljem taiendatakse algoritmi ning testitakse
parmi genoomi peal
* Niimoodi voideti praimerite hinnas 5 korda
vorreldes multipleks PCR-ga



Bioloogilised piirangud
praimeritele

GC sisaldus 40-60%
Pikkus — lUhikesed (8-12 nukleotiidi)

Paarikaupa / iseendaga komplementaarsus
- 3'-GCCTAGGC-3'

- 3'-GACAATGC-3', 5'-GCATTGTC-3'

Produkti pikkus — 50-500 aluspaari
Produktide pikkuste erinevus elektroforeesil

eraldamiseks vahemalt 5



I Ulesande pustitus

* PSP (praimerite valiku probleem)
I - Leida minimaalne praimerite alamhulk S', mis
sisaldab koiki DNA jarjestusi

e Minimiseerida |S'| s.t. V| HSi, Si.eS', (j,p1,r)eSi,
(,p,.1) €S, p,-p,+1>0

* (J,p,,r)eS, — praimer i sobib DNA jarjestuse |
positsiooni p orientatsiooniga paremale

* (J,p,,)eS, — praimer i' sobib DNA jarjestuse |
positsiooni p orientatsiooniga vasakule



Ulesande pustitus 2

* Teoreem 1. PSP jaoks leidub ahne algoritm
polunomiaalse keerukusega O(Inmn),
m=max(m,,...,m )

- m,,....,m_—amplifitseeritavate DNA jarjestuste

pikkused
- n — amplifitseeritavate DNA jarjestuste arv

* Teoreem 2. PSP-d ei saa hinnata
polunomiaalse aja jooksul faktoriga (1-¢)Inn
v.a. juhul NPcTIME (n©eglean)



I Ulesande piistitus 3

* Amplifikatsiooni kitsendus kodeeriva ja
I mittekodeeriva ahela praimeri vahel
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I Ulesande piistitus 4

I * PSPMDLC - leida minimaalne praimerite
I alamhulk, mis amplifitseerib kdik vajalikud
DNA jarjestused nii, et amplifitseeritud DNA
jupid on pikkusega vahemalt k ja
erinevusega vahemalt d.
* Uhekordne PCR ei amplifitseeri kdiki
sihtjarjestusi
e PSPME — minimiseerime X _|S°]
- S¢ — praimeripaaride hulk
* Autorid votavad d=1



I Algoritmide raamistik

* A1 — algoritm praimerite arvu

I minimiseerimiseks uhekordse PCR puhul

- Lopptingimus: leitud 100 50-500 nukl. pikkust
amplifitseeritud segmenti

* Mitmekordse PCR puhul

- 1. Rakendada A1 kuni tema lopptingimuseni

- 2. Eemaldada uued DNA sihtjarjestused, mille
Jjaoks A1 praimerid leidis

- 3. Kui koigi jarjestuste jaoks on vahemalt uks
praimeripaar voi A1 uutele sintjarjestustele
praimereid ei andnud, siis Iopetada, muidu
poorduda sammuni 1



I Algoritm uhekordse PCR jaoks

* Ahne algoritm
I - 1. Skaneerida DNA jarjestusi ja leida
kandidaatpraimerid
- 2. Valida praimer S, mis holmab suurima hulga

katmata elemente ning eemaldada
kandidaatpraimerite hulgast

- 3. Korrata sammu 2 kuni koik elemendid on
kaetud voi ronkem kandidaatpraimereid pole



I Praimerite valiku tingimused

* 1. sammul
- GC sisaldus
— praimeri pikkus
e 2. sammul
- paarikaupa/iseendaga komplementaarsus
- amplifitseeritud segmendi minimaalne pikkus
- amplifitseeritud segmendi pikkuste erinevus
(segmente pikkustega valjaspool 50-500 nukl. ei
arvestata)
- katvus... vt. jargmine slaid



Praimeri katvus

* Modifitseeritud katvus — amplifitseeritava
osa minimaalpikkuse k alla jaavat juppi ei
arvestata




Algoritmi taiendused

* Eelistatult on juba identifitseeritud DNA

jarjestuste segmentide arv vaike
- Seega valime praimeri, mis amplifitseerib eelnevalt
identifitseeritud DNA jarjestustest kdige vahem
* |dentifitseeritud DNA jarjestuste puhul ei tule

pikki amplifitseeritud segmente eristada

- Rakendame amplifitseeritud segmendi
minimaalset pikkust ainult identifitseerimata DNA
jarjestustel



Seniste laienduste tulemused

* Molemal juhul elementide katvuse
parameeter k=50, amplifitseeritud segmendi
minimaalpikkus =50
- n(50,500) — DNA segmentide arv pikkustega 50-

500, mis erinevad teistest amplifitseeritud
segmentidest
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I Algoritmi taiendused 2

* Erinevalt uhekordsest PCR-st eelistada
I praimereid, mis katavad palju DNA jarjestusi

* Ahne algoritm
- 1. Skaneerida DNA jarjestusi ja leida
kandidaatpraimerid, mis rahuldavad bioloogilisi
tingimusi
- 2. Valida praimer S, kui S. ja juba leitud praimerid
amplifitseerivad suurima hulga katmata DNA
jarjestusi. Vordsuse korral praimer S, mis katab

suurima hulga katmata elementidest
- Korrata sammu 2 kuni koik elemendid on kaetud
vOol rohkem kandidaatpraimereid pole



I Algoritmi taiendused 3

* DNA jarjestuste arvu asemel kasutame
I kaalude summat, kuna pikki DNA jarjestusi

on lihtsam amplifitseerida

- Uhe elemdni kaal 1/(elementi sisaldava DNA
jarjestuse pikkus)

— DNA jarjestuse kaal 1/(DNA jarjestuse pikkus)

changing the order of priority 1o yes
cxperiments 31 ale
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I Tulemused 2

* Praimerite arv 85% identifitseeritud DNA

I jarjestuste arvust
- 90% koigist sihtjarjestustest
- 42% praimerite arvust, mida vajab multipleks PCR
— Praimeri pikkuste luhiduse t6ttu hind 20%
multipleks PCR omast

* Ligikaudu 470 jarjestust eristamatud
— Multipleks PCR ei suuda ampilifitseerida ule 100
DNA jarjestuse, ent suudab u. 350 jarjestust,
mida antud algoritm el suuda
- Parema tulemuse voOiks saada GC sisalduse ja
praimeri pikkuse tingimusi muutes



I Tulemused 3

* Pidevjoon — uued identifitseeritud DNA
I jarjestused, punktur — praimerite arv
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I Tulemused 4

* Algul leitakse head praimerid, IOpus on aga
I praimerite efektiivsus halvem kui multipleks
PCR-I
* Efektiivsuse tostmiseks eemaldame
praimerid, mis ei amplifitseeri asja
iIdentifitseeritud DNA jarjestusi
- Detallid jaavad antud artiklist valja



Kokkuvote

e vi. slaidi ,Tulemused 2°



