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SIRNA (short interfering RNA)

« LuUhike, 10-25 nt RNA dupleks
(21nt)

« Pohjustab mRNA jarjestuse-
spetsiifilist degradatsiooni

« 3’ otsades uleulatuvad 2 nt- (i) G/C (iii) AU rich

* Imetajates: 5’ . | J_

(i) antisense ahela 5’ ots A/U 3’ p 3

(i) Sense ahela 5’ otsas G/C — S

(iii) Vahemalt 5 A/U jaaki (iv) (i) A/U
antisense ahela 5" otsmises No long GC stretch

kolmandikus

(iv) Rohkem kui 9 nt GC regiooni
puudumine



Mismatch tolerance

 Teadlane: Maksimaalne mismatch’de arv,
mille juures siRNA ei kaota oma
funktsionaalsust on 3

* Bioinformaatik-teadlane: 75% 359-st
avaldatud siRNAst omas 3 mismatch’i
juures off-target riski. Unikaalsemad
jarjestused on olemas ja neid saab otsida
ka kiiremate algoritmidega, kui Smith-
Waterman

Snove Jr.& Holen (2004) BBRC
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Off-target risk

siRNA primary target siRNA siRNA off-targed hit {Acc#/RelSeq)

{AccR/RefSeg) FLA TR (mismaiches wobbles)

Lamin A/C {(0kDa lamin) Lamnin A/C NDUFS4 (NM 002495) <B|19=
(NM_170T0T) G = AACUGCAGTUCCAGRRGACCA=3

[LEEEELFTELETT T
3" -UUGACCURAAGGUCUUCUUGY-5 "



Miks BLAST ei sobi?

» Kui sOna pikkus on 7, jaab 21 nt-pikkuse ja
3 mismatch’iga jarjestuste otsimisel
leidmata ca 6% off-target jarjestustest.

* 19-meeride puhul jaab leidmata 15%.

ZAAT  (NM 000014

2AT (NMOHEIRET



siDirect http://design.RNAI.|p

* Mismatch tolerance (mt) — minimaalne
arv mismatch’e siRNA jarjestuse ja iga
off-target jarjestuse vahel

GAAGGCAGTCCAGTGAAAT  siRNA sequence
REPSEEEP:SEEPSRERR
GAAGCCAGTACAGAGRAAAT  off-target sequence

Yamada & Morishita (2004) Bioinformatics, Nov 25



mt

G (input jarjestus): ATGCTACGATCGTAGCTC

E (G alamstring). ATGC

mt(E,G) = 2

Mismatch tolerance (mt) — minimaalne arv mismatch’e siRNA jarjestuse ja
iga mitte-sihtmark jarjestuse vahel.



Longest common factor (Icf)

Off-target riski vahendamiseks tuleb
sIRNA jarjestus E valida nii, et pikim uhine
faktor (Icf) E ja iga teise sama pika E-ga
mittekattuva stringi vahel oleks vaikseim

kui 11.
G: ATGCTACGATCGTAGCTC

E: ATGC
Icf(E,G) on AT voi GC
|lcf]=2
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Mt arvutamise algoritmid

*Seed sequence ~ q-gram —
alamstring pikkusega q, mida
kasutatakse mustriotsingutel filtrina.

ACCGTAGTATATGCTGCT|S sIRNA sequence
[ XTTTETHIXT ] XX
AGCGETAGTATGTGCTCCAN off-target sequence




Search phase: seed search trials

* Naiivne algoritm ja BYP meetod (Baeza-Yates &
Perleberg) nduavad, et vahemalt uks seed
jarjestus sobitub taielikult off-target
jarjestusega (maksimaalne pikkus 3)

 siDirect algoritm : vahemalt uks seed jarjestus
pikkusega / peab sobituma off-target
jarjestusega maksimaalselt s(<=k)
mismatch’i abil.-> st luuakse koikvoimalikud
stringid, kus i(<=s) tahte | positsiooni hulgas
asendatakse ulejaanud kolme tahega.



number of seed expected number  seed

search trnals

s of seed hits length
1 57 2,087,402 6
2 704 402,832 9
3 5,240 2,998,352 9
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Kattuvad seed jarjestused

* 19 nt jarjestuse puhul saab kasutada ainult
uhte mittekattuvat seed jarjestust, mille

pikkus on >9.

» Kattuvate jarjestuste kasutamine
vahendab sooritusaega
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Algoritmide vordlus

Naiivhe algoritm
BYP meetod

Mittekattuvad, osaliselt sobituvad seed

jarjestused %

E|=19
— s
Mittekattuvad, osaliselt sobituvad seed

jarjestused vahendatud otsingukatsete arvuga

Kattuvad osaliselt sobituvad seed jarjestused
otsingukatsete arvuga




Algoritmide vordlus
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reduced mumber of seed search trials
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Jareldus

« Parimad on osaliselt sobituvad 13 voi 14
nt pikkused seed jarjestused.

« Kattuvad seed jarjestused annavad alati
parema tulemuse, kui mittekattuvad



_.“__.....u.__..._._ paaE

Ll | £l 1 i L
1 1 1 T
y
¥
S[FE] [[AIRIE [A9E [0 JAEUEIE PAsTR
‘5 [paas ..._.___"__”..__.__..__ ._“._.__..____HH .m_..___.__._:._m_.._.__..|n_|
% )
T|2ESS PAAS 10 M PAINpal - EpadE
dumpapme Aqpered “Fmddepea aowon —e—
FpaaE ]

dumnpapms AqErped “Fmddegraao-mon —e—

F=1

RLRI]

[0
4]
n.n._
l.-
=}
=]
|
L4 ]
o

[

1

.__”_m_“_..._” paas
| El 11 i

B[] [AFRAE Pads [0 FEQAME Pasnpas
“spaas Funppan Agmued “Fwddepaso g
B[R}
AIEDE P3RS [0 ININ0 PRI SpaaE
.|..:_.__.._..=.= .__._.._____.__”._n_ ...u__..__.m_.m____.._.__.rd_.,..__"|....__|

spaas
.|.._“__.__.._..=..__ .__._.._____.__H_ ..n__..__m_.m____.._.__....__.,..__"+

£=4

110

10

{ e ) SULETY RO LT D

10




