TARTU ULIKOOL
BIOLOOGIA-GEOGRAAFIATEADUSKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT
BIOINFORMAATIKA OPPETOOL

Priit Tomson

DNA mikrokiipidel kasutatavate oligote
kvaliteeti mojutavad parameetrid ja
meetodid nende disainiks

Bakalaureusetdoo

Juhendaja Ph.D. student Reidar Andreson

TARTU 2005



Sisukord

Lithendid ja MOISTEd ....ccueerervneiiiseriiisnriiinncssnicssnncsssnecsssnesssssssssssesssssesssssesssssesssssssssseses 4
SISSEJURATUS .ovvvreiniiiiiriininiessricnsnnisssnnicsssnissssnessssnesssnosssssossssnssssssosssssssssssssssssssssssssssssses 5
Kirjanduse GeVaade .....c.ecevveeicsvenccssencsssnncsssnsssnicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssassses 6
1 DNA MIKIOKIIDIA covceouirninrensinsaisseniinsunssensissenssessissnnssessansssnssesssssssssssssssssssssssssses 6
1.1 MiKkroKiipide ajalugl .....c.cooiieiieiiieiieieeie ettt e 6
1.2 DNA mikrokiipide iSElOOMUSLUS .......ccveeeiuiieeiiieeiie et 7
1.2.1  Korrapirane maatriks mikrokiipidel..........cccccoriiiiiiniiiniiniiiiiieeee 8

1.2.2  Mikroskoopilised elemendid...........c.ccccoeriiiiiiiiienieiieeeeee e 9

1.2.3  Tasapinnaline SUDSraat..........cceceverirerieriiieriieeieeiee e eiee e eve e 9

1.2.4  Spetsiifiline sS€ONAUMINE.........cceeeviiiiiiiieciieecee e 9

1.3 Tasapinnalised mikroKiibid ..........ccocceriiiiiiiiiiniieiee e 10
1.3.1  Insitu slinteesiga valmistatud mikrokiibid ............cccoeceeieienienienenennene. 10

1.3.2  Spottimise ja ink-jet tehnoloogiaga valmistatud mikrokiibid................ 13

1.4 Mittetasapinnalised miKroKiibid ..........ccccccveeriiieriieeniie e 14

2 Mikrokiipide Kasutusalad ..........cceeveieiveicirnicssnnisssnncsssnnsssensssssssssssssssssssssnssssnns 15
2.1  Ekspressiooni profileerimine — ekspressiooni anallitis...........cccceeveeeerieeneennen. 16
2.2 Mikrokiipide rakendused mikroobsetes siisteemides ...........c.cccceerveerieennnennnen. 17
2.3 c¢DNA mikrokiibid ja nende rakendaming.............cccceeevrevuienciieniencieenieeereennen. 17
2.4 Teised rakendused ..........ccoiieriiiiiiiiieiee s 18

3 APEX MEELOd.....ccueeeuiinniineninicsneisninsnenssnecssnisssesssessssscssnssssesssesssssssssssssssssasssse 20
4 Oligo disaini vajaliKKusS......ccccvvviieeiisnricssssnnicssssannecsssssnesssssssesssssssssssssssssssssssssess 22
5 Oligo kvaliteeti mojutavad parameetrid ..........oeeeveevieensenssnecsaenssncsssecssnecsaenes 24
5.1 Oligo sulamiStemMPETatUUL..........eeeuiieeiieeriieeeieeeeieeesteeesreeeieeeeeeeesreeeeseaenns 24
5.2 Oligo G/C SISALAUSE Y0...cuverueiriiiiieiiniieieeteeeeeeeee e 26
5.3 Oligo sekundaarsed seondumiskohad.............cccceevuieniiiiieniiiiiiiiieieeeee 26
5.4 Iseendaga komplementeerumine ............cccueeveerieerienienieenieeieesieeeereeseeeeaneens 27
5.5 OGO PIKKUS. ....eviiiiiieeiie ettt et e e s e e eenee e 27
5.6  Oligo 3’ terminaalne JArJeStUS.......cccuerieririirieieeieneee et 27

6 Oligo disaini levinuimad meetodid ..........ccceevvurricsisnrrcnissnnrecsssnnnscssssnsncssssnssecs 28



6.1  OLIGOARRAY 2.0 ittt 28

6.2 OLIGODB ...ttt sttt 30
6.3 PERLPRIMER.......coiiii et 31
6.4 PRIDE ... ..ottt 33
6.5 PRIMEARRAY ..ottt 34
6.6 ROSO ... 35
6.7 SNPBOX ...ttt 36
6.8 UNIFRAG ja GENOMEPRIMER.........cccccoiiiiiiiiieieieeeeeeee e 38
6.9  GOARRAY S ettt ettt s 39
7 Probleemid oligote disainimiSel.........cocveeeiveecssuricssencsssnrcssercssnnrcssnnscsssssssnsessnns 42
8 Alternatiivsed meetodid nende probleemide korvaldamiseks.......cccccceveeennnes 43
8.1  GAPPED BLAST .ot 43
8.2 PRIMEX ..ttt ettt ettt ens 44
8.3 SS AH A e ettt et st ens 45
8.4 GENOMETESTER.....ccciiiiiiitee ettt 48
ATULCIU cueneriiiiiiiiriciieinniiesiniessetcssstiessssiesssssssssssssssesssssesssssssssssesssssesssssssssssssssssssnns 50
KOKKUVOTE...oueieneiineistiennecsanisnenstecssnecsansssaesssncsssesssnsssansssassssesssnsssassssassssessanssssssssasasss 52
RESUIMEE ..cuueneiiniiitiiniinnininnistiisntissnessenssesssesssessssisssessssssssnssssssssssssassssassssesssssssassss 53
Kasutatud Kirjandus .......coeeeiiininniicnissnnicnsssssnccssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssans 55
Kasutatud veebiaadressid ........ceeeeveeecvniiisnicsseiissnicssnicsssnccsssncsssnessssncssssscssssessssees 62



APEX

CDS

cross-hybridization

EST

gap

HGVbase

in silico

microarray

oligo

ORF

probe

spot

UNG
VLSIPS

Liihendid ja moisted

oligonukleotiidmaatriksil pohinev Arrayed Primer
praimerekstensioon EXtension
kodeeriv jdrjestus coding sequence
risthiibridisatsioon - oligo seondumine
mittesoovitud kohta

osaline cDNA jérjestus expressed sequence
tag

auk — jdrjestuse joondamisel iihel
ahelal puuduolev aluspaar
Inimese genoomi variatsioonide Human Genome
andmebaas Variation database
arvutis

mikrokiip, DNA kiip, geenikiip,

biokiip

oligonukleotiid, praimer — keemiliselt

siinteesitud lithike DNA jérjestus

avatud lugemisraam — DNA jarjestus,  open reading frame
mis algab initsiatsioonikoodoniga ja
16ppeb stoppkoodoniga

proov, margistatud molekulid,
kasutatakse hiibridisatsiooniks kiibil
olevate sihtmérk molekulidega.
mikrokiibi element, mis sisaldab
substraadile seotud sihtmarkmolekule
uratsiil-N-gliikosiilaas

kdorgtihedalt immobiliseeritud very large scale
poliimeeri siintees immobilized polymer

synthesis



Sissejuhatus

Viimasel ajal on mitmetes uurimisvaldkondades laialdaselt kasutama hakatud
DNA mikrokiipidel pdhinevaid tehnoloogiaid. Mikrokiipide tehnoloogiat rakendatakse
efektiivselt teaduslikes uurimustdodes, samuti ka diagnostikas, farmaatsiatoostuses,
proteoomikas ning keskkonna puhtuse ja toidu kvaliteedi kontrollimiseks.

Mikrokiibi tehnoloogia on véga tihedas seoses PCR’iga. Enamasti on uuritava
materjali kogus védga viike ja seda on vaja amplifitseerida, et hiljem oleks vdimalik
tulemusi visualiseerida ja kvantifitseerida. Antud juhul on vdga oluline, et PCR’is
kasutatavad oligod oleksid iilimalt spetsiifilised. Vastasel korral voib amplifikatsiooni
kdigus tekkida védr(ad) produkt(id), mis vdhendavad PCR’i efektiivsust ja voivad
pohjustada hilisemates reaktsioonides valesignaalide teket.

Samavédrselt on tdhtis ka see, et mikrokiipidel kasutatavad oligod oleksid
spetsiifilised. Vastasel juhul voib see viia andmete valele tdolgendamisele. Selliste
sindmuste véltimiseks tuleb teha palju erinevaid katsetusi, analiilisimisi ja
kontrollimisi, eriti just oligote koha pealt, mis on mikrokiibi rakenduste efektiivsuse
alustalaks.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on uurida kirjanduse pohjal mikrokiipide olemust ja
nende rakendusi, samuti oligo disaini olulisust mikrokiipidega -efektiivseks ja
usaldusvédrseks manipuleerimiseks ning kirjeldada levinuimaid meetodeid oligote
disainimiseks ja nende kvaliteedi kontrollimiseks. Sellele uurimusele toetudes oleks
edaspidiseks eesmairgiks arendada programm, mille abil saaks tdpsemalt analiiiisida

APEX oligote parameetreid, mis mdjutavad APEX reaktsiooni kvaliteeti.



Kirjanduse iilevaade

1 DNA mikrokiibid

Mikrokiibid (microarrays) on mikroskoopiliste elementide korrastatud reastus
tahkel substraadil, tavaliselt klaasil, mis vdimaldab nende spetsiifilist seondumist.
Mikroskoopilisteks elementideks vdivad olla nukleiinhapped, valgud vdi mdned muud
viikesed molekulid. Mikrokiibi elemendid ehk spotid sisaldavad substraadile seotud
sihtmiarkmolekule (target), millel lastakse hiibridiseeruda lahuses olevate
fluorestsentselt margistatud komplementaarsete proovimolekulidega (probe), tekitades
sellega helenduse. Proovideks on rakkudest ekstraheeritud DNA, mRNA vdi nende
derivaadid. Nukleiinhapete mikrokiipidel kasutatakse kiibi elementidena tavaliselt
liihikesi oligonukleotiide (15-25 bp), pikki oligonukleotiide (50-120 bp) ja PCR’1 abil
amplifitseeritud cDNA’d (100-3000 bp) (Stears jt., 2003).

1.1 Mikrokiipide ajalugu

Mikrokiibid arendati vilja Stanfordi Ulikoolis Mark Schena ja tema kolleegide
poolt 90ndate aastate alguses. Mikrokiibi mdiste esitleti esmakordselt 1994. aasta suvel
Hollandis. Esimesed mikrokiibid valmistati koostods Affymetrix’iga, kasutades
korgtihedalt immobiliseeritud poliimeeri siinteesi (VLSIPS) tehnoloogiat (Schena jt.,
1995).

Esimesed komplementaarse DNA (cDNA) mikrokiibid valmistati koostods Dari
Shaloni ja Patrick Browniga. Valmistamisel kasutati ndelprinteril pShinevat robotit, mis
pani pisikesed tilgakesed, mis sisaldasid amplifitseeritud Arabidopsis’e ¢cDNA’d,
eelnevalt toddeldud mikroskoobi alusklaasile. Mikrokiipi hiibridiseeriti neljast erineva
paritoluga Arabidopsis’e mRNA’st valmistatud fluorestsentse cDNA seguga geeni
ekspressiooni analiiiisimiseks metsiktliiipi ja HAT4 cDNA’d {ileekspresseerivas

transgeenses liinis (Schena jt., 1995). Prinditud mikrokiipe kasutati esimest korda ka
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inimese analiiiisi katsetes, mille kéigus jalgiti paralleelselt 1000 geeni ekspressiooni

(Schena jt., 1996).
1.2 DNA mikrokiipide iseloomustus

DNA mikrokiibid koosnevad tahkest kandjast ja sellele korrapérases reastuses
kinnitatud sadadest tuhandetest voi isegi miljonitest DNA molekulidest (Joonis 1 ja 2).
DNA molekulideks vodivad olla PCR’i produktid voi oligonukleotiidid, mis
immobiliseeritakse  ruumiliselt eraldatuna enamasti tasapinnalisele pinnale.
Immobiliseeritud molekulid peavad jdama aktiivseks ja stabiilseks ning efektiivse
hiibridisatsiooni toimumiseks olema optimaalse tihedusega. Véga tdhtis on ka
autofluorestsentsi ja mittespetsiifilise seondumise minimaalsus (Venkatasubbarao,
2004). Et mikrokiipe kiiresti ja lihtsalt toota ja hiljem ka analiilisida, peab mikrokiip

olema korrapirane, mikroskoopiline, tasapinnaline ning spetsiifiline (Schena, 2003).

Spotid

A

'Y
Y
oee®

Klaas-slaid

Joonis 1. Spotitud DNA mikrokiip. Klaasist slaidile prinditud spotid on ithesuurused
ja korrapdrase paigutusega. Iga spott sisaldab kindlaid oligonukleotiide vdi cDNA
fragmente (sihtméirkmolekulid).



Igasse positsiooni viib
stinteesida miljoneid oligosid

Kiibil on kuni 500 000 positsiooni
Oligod on 25 bp pikkused

Joonis 2. Fotolitograafiliselt valmistaud Affymetrix’i GeneChip®. 1,28 cm” pinnale
on voimalik Kkorrapédraselt silinteesida kuni 500 000 erinevat oligonukleotiidide
positsiooni, millest igaiiks sisaldab miljoneid spetsiifilisi 25-meerseid oligonukleotiide.

http://www.affymetrix.com/corporate/outreach/lesson_plan/downloads/slides/details_of

_a_single feature.pdf

1.2.1 Korrapirane maatriks mikrokiipidel

Mikrokiibi spotid/positsioonid on kujundatud ridadesse ja veergudesse. Read ja
veerud peavad olema rivistatud sirgjooneliselt ning olema iiksteisega risti. Selline
paigutus voimaldab printeritel, skdnneritel ja teistel seadmetel kiipi lugeda ja kirjutada
suure kiirusega ning automatiseeritult. Lisaks peab spottidel/positsioonidel olema
{ihesugune suurus ja jaotus ning unikaalne asukoht. Uhtlane jaotus lihtsustab ja
kiirendab mikrokiipide tootmist, nendelt tuvastamist ja andmete analiilisimist.
Uhesugune suurus, molekulide samaviirne arv erinevates spottides/positsioonides, on
oluline kvantifitseerimiseks ja keskmise signaali intensiivsuse arvutamiseks. Unikaalne

asukoht kindlustab kvantifitseerimise digele jarjestustele (Schena, 2003).


http://www.affymetrix.com/corporate/outreach/lesson_plan/downloads/slides/details_of_a_single_feature.pdf
http://www.affymetrix.com/corporate/outreach/lesson_plan/downloads/slides/details_of_a_single_feature.pdf

1.2.2 Mikroskoopilised elemendid

Spotid/positsioonid on sihtmadrkmolekulide kogumikud, mis on vdimelised
hiibridiseeruma spetsiifilise prooviga. Sihtmérkmolekule saab tuletada kas tervest
geenist, geeni osadest vOi keemiliselt siinteesida. Samuti vdivad nendeks olla ka
genoomne DNA, cDNA, mRNA, valgud, viikeseid molekulid, koed vdi teised
molekulid, mis vdimaldavad kvantifitseerida geeni uuringuid. Mikroskoopiliste
elementide eeliseks on see, et vdikesed spotid/positsioonid vdimaldavad viga suurt
tihedust, kiiret reaktsiooni kineetikat ning analiiiisida kogu genoomi thel kiibil —

vdimaldavad minimeerimist ja automatiseerimist (Schena, 2003).

1.2.3 Tasapinnaline substraat

Tasapinnaline substraat on paralleelne ja paindumatu kandja, nagu klaas, plastik
vOi rdni, millele mikrokiip kujundatakse. Koige ulatuslikumalt kasutatakse
klaassubstraati. Klaasi eeliseks on odavus, seda on lihtne keemiliselt modifitseerida
ning vidike autofluorestsents. Tasapinnaline materjal on lame kogu pinna ulatuses. See
kindlustab fotomaskide, ndelade (pin), tindipritspihustite (ink-jet nozzle) ja teiste
valmistamisseadmete tépse vahemaa, mis tagab automatiseeritud tootmise ja kindlustab
korge kvaliteedi. Tasapinnalisus on viga tdhtis ka tdpseks skaneerimiseks ja
pilditehnikas (Schena, 2003). Mikrokiipide substraadid peavad tagama mikrokiibi
analiiisimiseks kiibielementide stabiilse seondumise, minimaalse tausta miira,

homogeense pinna ning andmete kdrge kvaliteedi (Stears jt., 2003).

1.2.4 Spetsiifiline seondumine

Spetsiifiline seondumine toimub proovimolekuli ja komplementaarse
sihtmérkmolekuli vahel biokeemiliste interaktsioonide toimel. Seondumise spetsiifilisus
voimaldab geeni voi geeniprodukti kvantitatiivset analiilisimist. Kvantitatiivne analiiiis
on igasugune katse mikrokiipidega, mis vdimaldab tdpset molekulide arvu, hulga voi
kontsentratsiooni mddtmist antud proovis. Niimoodi saab eristada niiteks homo- ja

heterostigootseid patsiente (Schena, 2003).



1.3 Tasapinnalised mikrokiibid

Tasapinnalisi mikrokiipe valmistatakse in Situ siinteesiga, mis on vilja tootatud
Affymetrix’1 (Santa Clara, CA) poolt voi spotitakse klaasile (Joonis 7), membraanile
vO0i monele teisele pinnale, kas mikrospottimise vOi tindipritsil pdhineva

printimismeetodiga (Venkatasubbarao, 2004).

1.3.1 Insitu siinteesiga valmistatud mikrokiibid

Affymetrix tehnoloogias kasutatakse mikrokiipide valmistamisel fotolitograafia
ja kombinatoorse keemia kombinatsiooni (Joonis 3). Kasutatakse kroomist fotomaske
ning tdpseid maski joondajaid, mis teeb tootmise vidga kulukaks. Mikrokiibile
disainitakse  25-aluspaarilised proovid paaridena, millest 1iiks on tépselt
komplementaarne sihtmérgiga ning teine sisaldab tipselt keskkohas iihte mutatsiooni ja

on ettendhtud sisemiseks kontrolliks (Venkatasubbarao, 2004).

Valgus
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Joonis 3. Affymetrix GeneChip® tootmine. Oligod siinteesitakse otse tahkele
kandjale. Sinised ruudud tdhistavad kaitseriihmi. Oligote siinteesimisel kasutatakse
fotomaske, mille abil juhitakse UV valgust soovitud positsioonidele. Valguse toimel
eemaldatakse kaitserithmad ja seejédrel lisatakse kaitseriihmadega nukleotiide, mis

reageerivad molekulidega, millel kaitseriihmad eemaldati. Jargnevalt kasutatakse uut
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maski, mille abil suunatakse valgus jargmisele soovitud positsioonile. Lisatakse uued
soovitud kaitserithmadega nukleotiidid ja protsessi korratakse kuni kiibile saadakse 25

bp pikkused oligod. http://www.affymetrix.com/corporate/outreach/lesson_plan/

downloads/slides/photolithography basics.pdf

NimbleGen tehnoloogias (Madison, WI) kasutatakse maskita mikrokiibi
stintesaatorit (MAS), kasutades nn virtuaalset maski, mis koosneb sadadest tuhandetest
arvuti abil suunatavatest mikropeeglitest, millega suunatakse UV kiirgust soovitud

kohtadesse mikrokiibi pinnal (Joonis 4) (Venkatasubbarao, 2004).

Valguse toimel e
% = lagunev kaitse - B
rithm Lisamine

RS » 3 ”’é‘?{? 1
Kuni T0 : R g_ISﬂmnmE_EI

"B ER . B

Digitaalsed
mikropeeglid

Joonis 4. NimbleGen mikrokiipide valmistamine. Oligod siinteesitakse etappide
kaupa otse tahkele kandjale. Meetod on pohimdtteliselt samasugune nagu
Affymetrix’il, kuid UV valguse suunamiseks soovitud kohale kiibil kasutatakse
fotomaskide asemel tuhandetest arvuti abil suunatavatest peeglitest koosnevat nn

virtuaalse maski. http://www.nimblegen.com/technology/manufacture.html
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CombiMatrix ~ (Mukilteo, WA) kasutab mikrokiipide valmistamisel

elektrokeemiat (Joonis 5). Iga elektrood asub biotihilduvas kihis, mis soodustab

stinteesitud molekulide kinnitumist. Oligonukleotiid siinteesitakse virtuaalses kambris,

mis hoiab keemilised reagendid mikroelektroodide kohal. Siinteesitud molekulid

pliiitakse biotihilduvasse maatriksisse, mis vdimaldab seda kasutada mikrokiibina

(Venkatasubbarao, 2004).

Lab-on-a-Chip
Eraldi  paiknevate  mikroelektroodidega  maatriksid
voimaldavad silinteesida sadu voi tuhandeid erinevaid

molekule paralleelselt.

Porous Reaction Layer (PRL)
Poorne reaktsiooni kiht. Biotihilduv kiht, mis soodustab

sunteesitud molekulide kinnitumist.

Virtuaalne kamber
Keemilised reagendid hoitakse virtuaalses kambris

mikroelektroodi kohal.

DNA mikrokiip
Kiibil siinteesitud molekulid on eraldatud biotithilduvasse

maatriksisse.

Joonis 5. CombiMatrix mikrokiipide valmistamine.

http://www.combimatrix.com/tech microarrays.htm
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Xeotron (Houston, TX) kasutab valguse suunamiseks sarnaselt NimbleGen’ile
digitaalset =~ mikropeegel  projektorit. = Oligonukleotiidid  siinteesitakse 3D
mikrofluidilistest (microfluidic) nanokambritest (Joonis 6) koosnevasse mikrokiipi.
Seda kasutatakse pikkade, kuni 150-nukleotiidiliste oligonukleotiide siinteesimiseks,
aga ka RNA jdrjestuste, peptiidide ning orgaaniliste molekulide mikrokiipide
tootmiseks (Venkatasubbarao, 2004).

Joonis 6. Xeotron 3D mikrofluidiline Kiip.
Mikrokiip koosneb viikestest nanokambritest,

kuhu siinteesitakse mikropeeglite poolt suunatud

valguse toimel oligonukleotiidid.

www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=10620

1.3.2 Spottimise ja ink-jet tehnoloogiaga valmistatud mikrokiibid

Spottimisega valmistatakse nii oligonukleotiidide kui ka cDNA mikrokiipe.
cDNA mikrokiipide puhul spotitakse tavaliselt PCR’1 abil amplifitseeritud cDNA’d,
mille pikkus on enamasti vahemikus 0,5 kuni 2,0 kb. Sihtmérgid voib valida ka
andmebaasidest, nagu niiteks GenBank, dbESt, ja UniGene, v0i kasutada nendeks
osaliselt sekveneeritud cDNA’de kollektsioone (EST) ja siinteesida need keemiliselt.
Amplifitseerimiseks kasutatakse spetsiifilisi vdi universaalseid oligosid. Enne
printimist fragmendid puhastatakse. Prinditakse tavaliselt polii-L-liisiiniga kaetud
mikroskoobi slaidile. DNA fragmendid seotakse kovalentselt UV valguse toimel. Pirast
fikseerimist lisatakse suktsiin anhiidriidi, millega reageerivad amiini jadgid, et
vihendada pinna positiivset laengut (Xiang ja Chen, 2000).

Spottimiseks kasutatakse erinevaid spotterite tiilipe (Joonis 7) ja substraadi
pindasid. Derivatiseeritud substraadi pind midrab biomolekulide immobiliseerimise,
ning kinnitumise tiitibi (Van der Waals’i joud, ioonne, kovalentne seondumine).
Tavaliselt vOimaldavad oligonukleotiidide, cDNA, valkude ja teiste molekulide
stabiilset seondumist reaktiivne amiin, aldehiiiid vdi epoksiid molekulid klaaspinnal

(Stears jt., 2003).
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Spottimismeetodid ja tindiprits meetod

Lo et e
1[5 2. [N 5. IR
I ,- i} 1
o Bt o e g a0 & T
o " S et = PR it Lo
Tmdiprits
Nielprintimine Pin Ring Technelogy Ouill Pen Tecknology  Inkjetf Technology

Pin Technology

Joonis 7. Spottimise ja tindiprits meetodid. 1. Tavaline ndelprintimine. Selle meetodi
puhul saab korraga votta vihem materjali, kuid ndelade pesemine on lihtsam, kui teiste
meetodite puhul. 2. Noelprintimise tdhusam meetod, mis voimaldab kiiremini proovi
juurde laadida.3. Quill Pen meetodi puhul saab korraga rohkem materjali ja seega ka

korraga rohkem spottida. 4. Tindiprits voimaldab korraga kasutada viga palju materjali.

DNA immobiliseerimiseks kasutatakse tavaliselt fosfaatrilhmasid, mis
seonduvad ioonsete interaktsioonidega positiivselt laetud substraadi aminoriithmadega.
Aminiseeritud pindadel on neutraalse pH juures positiivne laeng, mis moodustab
negatiivselt laetud DNA molekulidega ioonseid sidemeid. DNA kovalentseks
sidumiseks kasutatakse UV voi termilist tootlust. Sellised slaidid sobivad pikkade
oligonukleotiidide ja cDNA immobiliseerimiseks. Sidumise parandamiseks kasutatakse

sageli ka pikaahelalisi speissermolekule (Venkatasubbarao, 2004).

1.4 Mittetasapinnalised mikrokiibid

Metrigenix tehnoloogias (Gaithersburg, MD) kasutatakse mikrokiibina
labivoolu-kiibi platvormi. Mikrokiip koosneb poorsetest mikrokanalite vorgustikust.
Selline disain vdimaldab suuremat pindala ja seostumise tihedust. Tehakse ka
kuulikestega mikrokiipe (Bead arrays). Need kdik on madala tihedusega mikrokiibid
(Venkatasubbarao, 2004).
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2 Mikrokiipide kasutusalad

DNA mikrokiibid koosnevad tuhandetest voi sadadest tuhandetest klaasile
kinnitatud hiibridiseerumisvdimelistest cDNA fragmentidest vOi siinteetilistest
oligonukleotiididest. = Fluorestsentselt maérgistatud RNA vdi DNA  proovi
hiibridiseerumisel kiibil olevate fragmentidega vdimaldab vaadelda geeni ekspressiooni
vOi poliimorfismide esinemist genoomses DNA’s (Gerhold jt., 1999). Mikrokiibid
voimaldavad paralleelselt analiiiisida kompleksseid biokeemilisi proove. DNA
mikrokiibi analiilisimine seisneb mikrokiibi tootmises, proovi prepareerimises,
hiibridisatsioonis ja andmete analiiiisimises (Joonis 8). Praegu on laialt kasutusel kaks
DNA kiibi vormi: ¢cDNA kiibid (Schena jt., 1995) ja suure tihedusega siinteetiliste
oligonukleotiididega kiibid (Lockhart jt., 1996; Pease jt., 1994; Gerhold jt., 1999).
Oligonukleotiidide ekspressiooni kiipide hulka kuuluvad lithikestest oligotest (20-25
bp) (nditeks Affymetrix) koosnevad kiibid ja pikkadest oligotest (50-120 bp) koosnevad
kiibid (Kane jt., 2000).

Kontrollrakk Uuritav rakk

&

- -
Ralkust
~ ekstraheeritud
mRNA

\ <

Piidrdtranskriptsioon
a .
—~~ ja fluorestsents
: miirgistamine

o— W ordvairses i-:nuuses

coldkcnsegamine ja mikrokiibil

: i f huhnd.lseenmme =
ﬁ -» |

Ska.ne erimine e
cDNA mikrokiip

Joonis 8. cDNA mikrokiibi analiiiisi skeem. Kdigepealt valmistatakse mikrokiip ja
seejarel proov. Proovi valmistamiseks eraldatakse kahest erinevast rakust mRNA, mis

konverteeritakse fluorestsentsete nukleotiidide kasutamisega cDNA’ks. Kaks proovi
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segatakse voOrdses mahus kokku ja lastakse hiibridiseeruda mikrokiibil olevate
sihtmirkmolekulidega. Pérast hiibridisatsiooni pestakse seondumata molekulid maha ja
kiipi skaneeritakse. Saadud pildi pohjal sooritatakse andmete analiilisimine.

http://www.bioteach.ubc.ca/MolecularBiology/microarray/

Mikrokiibid vdimaldavad uurijatel ldbi viia suuremastaabilisi kvantitatiivseid
eksperimente, voimaldades paralleelselt méddrata vaga suurel hulgal tihenukleotiidilisi
poliimorfisme (SNP) (Fan jt., 2003). Kdige enam rakendatakse mikrokiipe mRNA
ekspressiooni profileerimiseks, mis 2003. aastal hdlmas 81,5% kdikidest mikrokiipide
rakendustest (Schena, 2003). Mikrokiipe kasutatakse ka uute geenide,
transkriptsioonifaktorite seondumissaitide, DNA koopiaarvu muutuste, iiksikute
jarjestusvariatsioonide voi komplekssete mutatsioonide identifitseerimiseks haigusi
poOhjustavates geenides (Stoughton, 2004). Samuti voimaldavad mikrokiibid analiiiisida
valgu taset rakkudes, kudesid, rakke ning teisi bioloogilisi ja keemilisi molekule

massiivselt ja paralleelselt (Stears jt., 2003).

2.1 Ekspressiooni profileerimine — ekspressiooni analiiiis

Ekspressiooni  profileerimine vdimaldab uurijatel saada kvantitatiivset
geeniekspressiooni  informatsiooni  paljude geenide kohta paljudes proovides
paralleelselt (Stears jt., 2003). DNA mikrokiibid on saanud standardseteks vahenditeks
molekulaarbioloogia uurijatel ja kliinilises diagnostikas. Kodige enam kasutatakse
mikrokiipe mRNA midramiseks. mRNA annab rikkalikku informatsiooni geenide
funktsiooni kohta nii rakkudes kui kudedes. RNA ekstraheeritakse paljudest rakkudest,
ideaalis samast rakutiilibist, ja konverteeritakse cDNA’ks v0i cRNA’ks.
Kontsentratsiooni ~ suurendamiseks  amplifitseeritakse =~ seda ~ PCR’i  abil.
Fluorestsentsmérgised lisatakse kas enslimaatiliselt siinteesitavatele ahelatele voi
liidetakse pérast keemiliselt. cDNA voi cRNA ahelad, mis on komplementaarsed spotil
olevate immobiliseeritud fragmentidega, hiibridiseeruvad aluspaaride paardumisega.
Spotid annavad fluorestsentssignaali, kui neid skaneerida mikrokiibi skanneriga

(Schena, 2003).
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Liihikesed oligod ei kindlusta alati ithe geeni spetsiifilisust ja seetdttu
kasutatakse tihti mitut oligonukleotiidi iihe geeni kohta. SNP’de detekteerimine vajab
tihe valepaardumise (mismatch) eristamist, mille puhul kasutatakse enamasti lithikesi
oligonukleotiide, et maksimaliseerida valepaardumisest pdhjustatud keemilise
destabilisatsiooni efekti. PCR’1 produktid on pikemad ning annavad seetdttu suuremat
signaali ja suuremat tdpsust. Pikad oligonukleotiidid voimaldavad samuti tugevat
hiibridisatsiooni signaali, head tdpsust ja iihetdhenduslikku proovi tuvastamist.
Oligonukleotiidide puhul on eelnevalt vaja teada jirjestuse informatsiooni (Stears jt.,

2003).

2.2 Mikrokiipide rakendused mikroobsetes siisteemides

Tervet mikroobi genoomi saab lihtsalt esindada iihel mikrokiibil, mis teeb
vOimalikus analiiliside sooritamise kogu genoomi ulatuses (DeRisi jt., 1997).
Bakteriaalsetel analiitisidel mérgistatakse tavaliselt kogu rakuline RNA, kuna bakteritel
puudub polii(A) saba mRNA 3’ otsas ja seetdttu on seda raske eraldada kogu RNA’st.
Uldiselt on ka bakteriaalse mRNA pooleluiga palju liihem, kui eukariiootidel, mis teeb
intaktse mRNA populatsiooni isoleerimise véga raskeks (Ye jt., 2001).

Mikrokiipide {ldisteks rakendusteks prokariiootsetes silisteemides on
transkriptsiooni aktiivsuse uurimine kogu genoomi ulatuses, regulonide (regulon)
kindlaks tegemine, operonide struktuuri kirjeldamine, tundmatute DNA regioonide
uurimine, DNA-valk interaktsioonide uurimine ning vdrdlev genoomika ja
genotiipiseerimine. Spetsiifilisemad rakendused on patogeenide virulentsusfaktorite
midramine, peremehe vastused patogeenidele voi normaalsele mikrofloorale, ravimite,
inhibiitorite ja toksiliste iihendite geeniekspressiooni profiilid, mikroobse evolutsiooni

ja epidemoloogia analiilisid. Kasutatakse ka diagnostilise vahendina (Ye jt., 2001).

2.3 ¢DNA mikrokiibid ja nende rakendamine

cDNA mikrokiibid on vdoimsad vahendid geeniekspressiooni uurimiseks. Neid
on rakendatud edukalt samaaegselt mitmete tuhandete geenide ekspressiooni ja

suuremastaabilistes genoomi uuringutes, samuti genoomse DNA poliimorfismide
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soeltestimisel (screening) ja kaardistamises. Voimaldavad kvantitatiivselt analiilisida
nii teadaolevatelt kui ka tundmatutelt geenidelt transkribeeritud RNA’d. Kuna
samaaegselt on voimalik jilgida ekspressiooni taset paljudel geenidel, saab uurida ka
kompleksseid raku kontrollsiisteeme (Xiang ja Chen, 2000).

cDNA mikrokiibi tehnoloogiat on kasutatud komplekssete haiguste ja uute
haigustega seotud geenide identifitseerimiseks. Samuti on neid kasutatud geeni
ekspressioonimustrite analiilisimiseks véhi rakkudes (DeRisi jt., 1996). Heller ja
kaasautorid uurisid geeniekspressiooni iseloomu poletikulises reumatoidartriidis ja
poletikulises siidame haiguses (Heller jt., 1997). Welford ja kaasautorid uurisid geeni
ekspressiooni erinevusi algses vidhikoes (Welford jt., 1998). Iyer ja kaasautorid
rakendasid mikrokiipe inimese kasvu ja rakutsiikli kulgemise uurimiseks, uurides 8600
erinevat geeni (Iyer jt., 1999).

Geeniekspressiooni rajad pakuvad kaudset informatsiooni geeni funktsiooni
kohta. Geeni ekspressiooni tundmine, samuti jérjestuste homoloogia tuntud geeni
perekondades voib pakkuda sobivat otseteed sihtmérgi rolli kohta antud rajas voi
haiguses. ¢cDNA mikrokiibi tehnoloogia abil on suutnud paljud farmaatsia firmad
identifitseerida sobivaid sihtmirke terapeutiliseks sekkumiseks (Xiang ja Chen, 2000).
Mikrokiipe on kasutatud ka geeniekspressiooni muutumiste jélgimiseks vastusena
ravimenetlusele. Marton ja kaasautorid sooritasid ravimi ratifitseerimise uurimust ja

identifitseerisid ravimi sekundaarseid efekte (Marton jt., 1998).

2.4 Teised rakendused

Mikrokiipe on kasutatud ka uute geenide, transkriptsioonifaktorite
sidumissaitide, DNA  koopiaarvu muutuste ja aluspaaride variatsioonide
identifitseerimiseks. Neid saab kasutada haiguse seisundi midramiseks, vorreldes haige
ja normaalse inimese olukorda. Haiguse olukorras voivad olla osad geenid kas iile- voi
alareguleeritud. Samuti saab uurida splaissingut ja leida eksoneid (Stoughton, 2004).

Kui geeni koopiaarv on muutunud, siis sellele vastab ka mRNA taseme muutus.
Sel teel on mikrokiipidega avastatud aneuploidsus pdrmis (Hughes jt., 2000).

Koopiaarvu muutust on vdimalik ndha otse genoomse DNA fragmentide
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kontsentratsioonist spetsiifilises genoomi regioonis ja seda on rakendatud vdhiga seotud
muutuste skaneerimiseks (Lucito jt., 2003).

Korgelt paralleelne patogeenide genoomide ,,lilekuulamine” mikrokiipidega
voimaldab pohjalikult méérata infektsioonhaiguste diagnoose, jdlgida tekkivaid
infektsioone, jélgida toidu, vee ning dhu saastust (Stoughton, 2004).

Mikrokiipe on hakatud palju kasutama proteoomikas. Viike reaktsiooni maht
vihendab kulusid reagentide jaoks ja vdimaldab véga kiiret scondumise kineetikat ning
paralleelsust. Prinditud valkude suur kontsentratsioon stabiliseerib ka valkude
struktuuri ja printimise puhvrid kaitsevad valku oksiidatsiooni eest. Mikrokiipidel on
voimalik uurida valk-valk interaktsioone, valk-ravim interaktsioone,
posttranslatsioonilisi modifikatsioone jne (Stears jt., 2003).

Viga laialt kasutatakse mikrokiipe sdeltestimisel. Uuritakse iithenukleotiidilisi
poliimorfisme, deletsioone ja teisi mutatsioone geenides, mis on aluseks geneetilistes
haigustes. Soeltestimiseks ja diagnoosimise rakendamiseks on arendatud kaks peamist
mikrokiibi vormi: ,,Single-patient” ja ,,Multipatient” mikrokiibid. ,,Single-patient”
oligonukleotiidide kiibid on mdeldud iihe patsiendi mutatsioonide médramiseks. Selle
kiibi eeliseks on suure hulga jérjestuste mééramine iihe testiga. Puuduseks on kdorge
hind patsiendi kohta. ,,Multipatient” mikrokiibid voimaldavad médrata paljudel
patsientidel véiksemal hulgal lookuseid. Eeliseks on tuhandete voi isegi kiimnete
tuhandete patsientide analiilisimine {ihel kiibil. Puuduseks on, et patsiendi proovi peab

printima enne genotiipiseerimist mikrokiibile, milleks kulub lisaaega (Stears jt., 2003).
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3 APEX meetod

Arrayed Primer EXtension ehk praimerekstensioon oligonukleotiidmaatriksil on
DNA analiiiisi meetod, mis pdhineb komplementaarsete fragmentide hiibridisatsioonil
ja DNA poliimeraasi vahendatud praimerekstensiooni reaktsioonil (Joonis 9). APEX’it
saab kasutada SNP’de, deletsioonide ja insertsioonide analiilisimiseks. Selle meetodi
puhul pole vdimalik analiitisida pikki kordusjarjestusi, nagu mikrosatelliidid (Kurg jt.,
2000).

APEX on kompleksne siisteem, mis holmab kiipide ja proovide valmistamist,
APEX reaktsiooni, fluorestsentssignaali detekteerimist ning andmete analiiiisimist.

Kiipide valmistamisel immobiliseeritakse klaasslaidile 5’ otsa kaudu uuritavate
lookuste suhtes komplementaarsed 25-meersed oligonukleotiidid. APEX reaktsiooni
jaoks vajaliku koopiaarvu saamiseks amplifitseeritakse uuritavat materjali PCR’1 abil.
PCR’i produktid on suured (enamasti 100-800 bp) ja pole eriti efektiivsed
hiibridisatsiooniks. Seetdttu kasutatakse PCR’i reaktsiooni segus dTTP nukleotiidide
koguhulgast =20% ulatuses dUTP nukleotiide. See vdimaldab fragmenteerida DNA’d
uratsiil-N-gliikosiilaasi (UNG) abil, mis eemaldab DNA ahelast uratsiili. Sellise DNA
denatureerimisel tekivad hiibridisatsiooniks sobiliku pikkusega fragmendid. APEX
reaktsiooni kdigus lastakse proovil hiibridiseeruda immobiliseeritud oligotega, millele
jargneb matriits ahelast soltuv iihenukleotiidiline ekstensioon DNA poliimeraasi poolt,
kasutades nelja unikaalset fluorestsentselt —margistatud terminaator-  ehk
didesoksiinukleotiidi. Seejdrel detekteeritakse fluorestsentssignaal, mille jérgi

analiilisitakse arvuti abil mutatsioone (Kurg jt., 2000).
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Joonis 9. APEX meetodi pohimétteline skeem. 1. Klaasist slaidile on

immobiliseeritud 5’ otsa kaudu kuni 6000 teadaoleva jarjestusega 25-aluspaarilist
oligonukleotiidi (DNA kiip). 2. PCR’iga amplifitseeritud DNA seondub
komplementaarse oligonukleotiidiga. 3. DNA poliimeraasi abil lisatakse oligole
soltuvalt sihtmidrk DNA jérjestusest liks neljast mirgistatud terminaatornukleotiidist.
4. Seondumata DNA fragmendid ja terminaatornukleotiidid pestakse maha. Signaali
detekteerimisel saab madrata paralleelselt tuhandeid SNP’sid.

http://www.asperbio.com/APEX . htm
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4 Oligo disaini vajalikkus

Biomeditsiini uurimislaborid, biotehnoloogia- ja farmaatsiatéostused on vélja
arendanud véga palju suure joudlusega meetodeid genoomide uurimiseks, millest
paljud soltuvad nukleiinhapete amplifitseerimisest PCR’i abil. PCR’i tegemiseks on
vaja DNA’le kinnituvaid spetsiifilisi oligosid voi oligopaare, mis moodustaksid
stabiilse dupleksi ainult spetsiifilise saidiga huvipakkuval sihtmiark DNA’l. Spetsiifiline
oligo on selline oligo, mis seondub antud hiibridisatsiooni tingimustel ainult soovitud
sihtmérgiga (Benita jt., 2003).

PCR’i produktidel pohinevate meetodite puhul on viga téhtis saada kvaliteetset
produkti. Selle saavutamiseks on vaja kasutada kvaliteetseid PCR’i oligosid, mida tuleb
hoolikalt in silico kontrollida, véltimaks oligote seondumist mittesoovitud jarjestustele
ning mittespetsiifiliste produktide teket. Probleemiks on just korduvad jérjestused, mis
voivad pohjustada risthiibridisatsiooni. Seetdttu on vaja hoolikalt kontrollida kd&iki
voimalikke alternatiivseid seondumiskohti. Véga tihtis on ka see, et oligod ei seonduks
iseendaga ega teiste oligotega, mis vdhendab nende hulka PCR’i reaktsioonisegus.
Samuti peavad PCR’is kasutatavad oligopaarid olema vodimalikult 14dhedase
sulamistemperatuuriga (Matveeva jt., 2003).

SNP’d on kdige sagedasemad DNA jirjestuse variatsioonid inimese genoomis,
keskmise sagedusega 1-2 kb tagant (Sachidanandam jt., 2001) ja seetdottu on nad
leidnud laialdast kasutamist markeritena paljudes geneetilistes uuringutes. Selleks, et
koostada suure tihedusega SNP kaarte voi edukalt 1dbi viia eelnimetatud uuringuid, on
vaja disainida korgekvaliteedilisi PCR’1 ja sekveneerimis oligosid, eelistatavalt kiiresti
ja automatiseeritult (Weckx jt., 2005).

Oligonukleotiidide kiipide puhul soltub andmete kvaliteet valitud oligotest
kiibil. Kiibile kinnitatud oligod on sihtmérkideks hiibridisatsiooniproovis olevatele
margistatud komplementaasetele DNA voi mRNA proovimolekulidele. Enamasti on
oligotel ainult liks sihtmérk, nad on unikaalsed vastavas proovide segus, mis klaasile
kantakse. Mitteunikaalsetel oligotel voib olla alternatiivseid sihtmérke, isegi kui nende
vahel on tiksikuid valepaardumisi voi valepaardumised paiknevad proovi otste ldhedal.

Selle véltimiseks on véga oluline disainida optimaalsed oligod. Optimaalne oligo peaks
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olema minimaalse hiibridisatsiooni vabaenergiaga spetsiaalse proovi jaoks (mairatud
hiibridisatsiooni tingimustel) ja maksimaalse energiaga kdikide teiste proovide jaoks
(Li ja Stormo, 2001).

Oligote disainimisel mikrokiipide jaoks on viga tidhtis, et oligod ei annaks
soovimatuid risthiibridisatsioone ja et kdikidel oligotel oleks minimaalne
sulamistemperatuuri varieeruvus. Madalama hiibridisatsiooni temperatuuri kasutamine
soodustab kdrgema sulamistemperatuuriga oligotel alternatiivseid seondumisi, mis
annab andmete analiilisimisel vale signaali. Samuti on mikrokiibi oligote puhul tihtis,
et nad ei moodustaks stabiilseid sekundaarstruktuure, mis péarsib soovitud

hiibridisatsiooni ja annab jillegi vale signaali (Reymond jt., 2004).
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5 Oligo kvaliteeti mojutavad parameetrid

Uheks tihtsamaks parameetriks oligo disaini kvaliteedi juures on oligo stabiilse
dupleksi moodustamine eranditult spetsiifilise saidiga sihtmérk DNA’I. Sellise olukorra
saavutamiseks on vajalik disainida oligo, millel oleks unikaalne nukleotiidne jdrjestus.
Lisaks on oligo disainimisel olulised oligo sulamistemperatuur (Tm) ja
termodiinaamika, oligo G/C sisalduse %, iseendaga komplementeerumine, oligo pikkus

ning oligo 3’ terminaalne jarjestus (Haas jt., 1998).

5.1 Oligo sulamistemperatuur

Oligo sulamistemperatuur on selline temperatuur, mille juures pooled DNA
ahelatest on iheahelalised ja pooled kaheahelalised. Oligote ideaalne
sulamistemperatuur peaks olema vahemikus 50-70 °C. PCR’i jaoks kasutatavad oligote
paarid tuleb disainida voimalikult 1dhedase sulamistemperatuuriga. Oligonukleotiidide
kiipide puhul tuleb disainida aga mitmed sajad voi tuhanded oligod voimalikult
ldhedase sulamistemperatuuriga. Sulamistemperatuur soltub oligo pikkusest ja G/C
sisaldusest (Haas jt., 1998).

Sulamistemperatuuri arvutamiseks on vélja to6tatud mitmeid erinevaid valemid.
Koige lihtsamaks  vOimaluseks lithikeste  jdrjestuste  (16-28  nukleotiidi)
sulamistemperatuuri arvutamiseks vOib kasutada valemit, mida nimetatakse ka

Wallace’i reegliks:

Tm=4*(C+G)+2*(A+T)

ehk G ja C nukleotiidile omistatakse 4°C, A ja T nukleotiidile 2°C (Suggs jt., 1981).
Sulamistemperatuuri tdpsemaks arvutamiseks kasutatakse dermodiinaamilist
nearest-neighbor (NN) mudelit (SantaLucia, 1998). Selle meetodi puhul arvestatakse,
et energia, mida on vaja paardunud ahelas {lihe aluspaari vahelise vesiniksideme
16hkumiseks, soltub korvalolevast aluspaarist. Selle jaoks on vilja arvutatud

dimeerdupleksite termodiinaamilised suurused (Tabel 1).
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Tabel 1. Oligonukleotiidide AH® ja AS® nearest-neighbor parameetrid.

Interaktsioon AH°(kcal/mol) | AS°(cal/K
mol)
AA/TT 7,9 22,2
AT/TA 7,2 20,4
TA/AT 7,2 21,3
CA/GT 8,5 22,7
GT/CA 8,4 22,4
CT/GA 7,8 21,0
GA/CT 8,2 22,2
CG/GC 10,6 27,2
GC/CG 9,8 24.4
GG/CC 8,0 19,9

AH° on entalpia heeliksi formeerumisel ja AS° entroopia. Kehtivad 1 M NaCl
kontsentratsiooni, 25 °C ja pH 7 juures (SantaLucia, 1998).

Valem sulamistemperatuuri arvutamiseks nieb vilja jargmine:

. AH®
AS°+R*In(C/4)

kus AH° on entalpia, AS°® on entroopia muutus (Tabel 1), R on universaalne gaasi
konstant (1,987 cal/kmol) ja C on oligonukleotiidide molaarne kontsentratsioon
lahuses. Valem kehtib 1 M Na " ioonide kontsentratsiooni juures (SantaLucia, 1998).

Moned autorid ei soovita seda valemit kasutada iile 50-nukleotiidiste proovide
sulamistemperatuuri  arvutamiseks, kuna  pikemate proovide puhul on
sulamistemperatuurid tegelikult natukene madalamad (Rouillard jt., 2003; Haas jt,
2003).

Kasutaja poolt soovitud soola kontsentratsiooni korral saab kasutada tdpsemat

valemit:

To* AH® [Na ]
Tm = £16,6*10 2693
(AH°— AG°+ R*T°In[C/4)) &0l 07Na" )

kus AG® on standartne vabaenergia, T® on temperatuur (Lee jt., 2004).
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AG® (dupleksi stabiilsus) arvutamiseks kasutatakse valemit AG® = AH® — TAS®,
kus T = 293 K. AG°® véirtused vastavad energiale, mis kulub vastavate
nukleotiidipaaride vesiniksidemete 16hkumiseks (Breslauer jt., 1986). Niiteks jarjestuse
GGAT korral on nearest-neighbor termodiinaamika: AH°(GGAT) = AH°(GG) +
AH°(GA) + AH°(AT) = 8,0 + 8,2 + 7,2 = 23.4 (kcal/mol).

5.2 Oligo G/C sisalduse %

Suurema G/C sisaldusega oligotel on korgem sulamistemperatuur, mis on
tingitud rohkematest vesiniksidemete arvust. Madalama sulamistemperatuuriga oligote
disainimiseks kasutatakse véiksemat G/C sisaldust ja vastupidi. Optimaalne G/C
sisaldus peaks oligotel olema =50, kuna sellisel juhul on véiksem tdendosus
sekundaarsete seondumiskohtade leidumiseks (Haas jt., 1998).

PCR’1 oligote puhul peaks oligote G/C sisaldus olema ligikaudu sama voi
natukene suurem kui amplifitseeritaval DNA’l (Benita jt., 2003).

Hiibridisatsioonil seonduvad G ja C nukleotiidid omavahel tugevamini kui A ja
T nukleotiidid. G ja C nukleotiidid moodustavad omavahel paardumisel kolm, A ja T
nukleotiidid kaks vesiniksidet. On néidatud, et paljude lithikeste G/C rikaste regioonide
sisaldumine proovis mojutab negatiivselt proovi ja sihtmérgi hiibridiseerumist,

soodustades mittespetsiifilist risthiibridisatsiooni (Rouillard jt., 2003).

5.3 Oligo sekundaarsed seondumiskohad

Oligote disainimisel tuleb kontrollida kd&iki voimalikke seostumiskohti
sihtmargil, véltimaks lisaproduktide tekkimist ja sellega kaasnevaid ebatdpseid
tulemusi. Enamasti on see probleemiks just kordusjérjestuste puhul. Kandidaatoligosid
on vdimalik mitmetes andmebaasides teadaolevate kordusjirjestuste suhtes kontrollida,
kuigi andmebaasid pole veel téielikud. Suhe originaalse ja koige stabiilsema
sekundaarse seondumissaidi dupleksi vahel on oligo suhtelise unikaalsusele miirajaks.
Oligotel, mis sisaldavad védhemalt kahte samasugust lithikest kordusjirjestust, on
suurem tdendosus termodiinaamiliselt stabiilsete sekundaarsete sidumissaitide

olemasoluks nendes piirkondades (Haas jt., 1998).
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5.4 Iseendaga komplementeerumine

Hiibridisatsiooni proovide disainimisel on oluline kontrollida, et proovid ei
annaks stabiilseid sekundaarstruktuure. Iseendaga hiibridiseerumisel (self annealing)
voivad moodustuda nn stem-loop voi hairpin struktuurid v&i oligo 3’ otsa endaga
seostumine (self-end annealing), mille tulemusel oligod ei saa enam sihtmairgile
seonduda. Oligod vdivad hiibridiseeruda ka vastasoligoga tdispikkuses vdi poole
jarjestusega. Iseenda ja teiste oligotega hiibridiseerumise tulemusel vdheneb sihtmirk

DNA’ga seostuvate oligote kontsentratsioon (Haas jt., 1998).

5.5 Oligo pikkus

Oligo pikkus on erinevate meetodite puhul kdige varieeruvam parameeter.
Mikrokiipidel ldbiviidavatel katsetel peaksid ilma speisseriteta kiibile seotud oligod
olema vidhemalt 60 nukleotiidi pikad, kuna lihemad jéirjestused ei taga piisavat
hiibridisatsiooni efektiivsust (Hughes jt., 2001). Pikemad proovid seonduvad tavaliselt
efektiivsemalt, kui lithikesed (Reldgio jt., 2002). Siinteetilised hiibridisatsiooni proovid
on tavaliselt 25-70 bp pikad (Kane jt., 2000; Chen jt., 2002).

5.6 Oligo 3’ terminaalne jirjestus
Oligo 3’ otsas voiks stabiliseerimiseks olla G v3i C nukleotiid (GC-clamp),
kuna oligo spetsiifilise seostumise DNA’ga méérab 3’ ots. Samas on ndidatud, et kdrge

G/C nukleotiidide sisaldus oligo 3’ otsas voib pohjustada vale seostumist ja vidhendada

oligo spetsiifilisust (L1 jt., 1997).
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6 Oligo disaini levinuimad meetodid

Oligo disainimiseks on avalikult saadaval véga palju erinevaid programme.
Enamus nendest kasutab oligo disainimiseks sarnast algoritmi vdi kriteeriumeid. Ukski
olemasolevatest programmidest ei arvesta kdiki olulisi kriteeriumeid oligo valimisel
(Rimour jt., 2005). Jargnevalt annan lithikese iilevaate monest iildlevinud praimeri

disaini programmist (Tabel 2) ja nende algoritmidest.

Tabel 2. Moned oligo disaini programmid ja nende saadavus.

Programm Saadavus
OLIGOARRAY 2.0 | jmrouill@umich.edu
OLIGODB http://oligodb.charite.de
PERLPRIMER http://perlprimer.sourceforge.net
PRIDE http://www.dk{z-
heidelberg.de/tbi old/services/Pride/search primer
PRIMEARRAY christoph.dehio@unibas.ch
ROSO http://pbil.univ-lyonl.fr/roso/
SNPBOX jurgen.delfavero@ua.ac.be
UNIFRAG ja | http://molgen.biol.rug.nl/molgen/research/molgensoftware.php
GENOMEPRIMER
GOARRAYS http://www.isima.fr/bioinfo/goarrays

6.1 OLIGOARRAY 2.0

OLIGOARRAY 2.0 (Rouillard jt., 2003) on oligonukleotiidide disainimise
programm kogu genoomi ulatuses geeni ekspressiooni profileerimiseks mikrokiipidel.
Programmil saab seadistada maksimaalset oligonukleotiidide arvu, pikkuse vahemikku,
G/C sisaldust ja sulamistemperatuuri, piirvairtust stabiilseid sekundaarstruktuure
moodustavate oligonukleotiidide korvaldamiseks, piirvddrtust risthiibridisatsioonide
arvestamiseks, paralleelselt protsessitavate jérjestuste arvu mitme protsessori
olemasolul ja minimaalset vahemaad kahe kiilgneva oligonukleotiidi 5’ otsa vahel.

Sisend fail, mis voib sisaldada mRNA, CDS’i (coding sequences) voi
eksonijirjestusi, peab olema FastA formaadis. Igal sisendfaili kirjel méaéaratakse pikkus.

Kui see on pikem kui maksimaalne lubatud vahemik oligonukleotiidi 3’ otsa ja
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sisendjdrjestuse 5° otsa vahel, kahandatakse seda 5 otsast kuni lubatud maksimumini ja
kahandatud nukleotiidid asendatakse ,,N*“ tdhtedega ning jérjestus maskeeritakse
keelatud jérjestuste olemasolu tdttu. Koik keelatud jarjestustele vastavad aluspaarid
asendatakse ,,N“ tdhega.

Oligonukleotiidide spetsiifilisuse tagamiseks médratakse koigepealt jdrjestuse
sarnasust sihtmirgi ja teiste jdrjestustega. Maskeeritud jérjestusi vorreldakse teiste
tuntud jarjestustega BLAST (vt. peatiikk 8.1) programmi abil. DUST (Tatusov ja Lipman,
unpublished) filter on inaktiveeritud, et vorrelda kdiki jérjestusi, ka neid mis eelnevalt
maskeeritud. Otsingut on piiratud ainult kodeeriva ahela jaoks, kuna ainult sellelt saab
poordtranskriptsioonil maérgistatud proove. Maksimaalse sarnasuse médramiseks
kasutatakse védhimat lubatud sdna pikkust. E-vdirtus (vt. peatiikk 8.1) valitakse
vastavalt paringu pikkusele, et kindlustada ka liihikeste joonduste raporteerimine.
BLAST’1 véljundis séilitatakse sisendi ja teiste jarjestuste vahelised sarnasused.

Sisendjdrjestust loetakse tagurpidi 3° otsast kasutades minimaalse
oligonukleotiidi pikkust liikuvat akent. Kdigepealt kontrollitakse keelatud jérjestuste
puudumist ja kasutaja poolt midratud G/C sisaldust. Kui iiks nendest tingimustest ei
sobi, liigub aken 5 nukleotiidi vOrra 5° otsa suunas ja kontrollitakse jélle kuni mélemad
tingimused on tdidetud. Seejérel arvutatakse sulamistemperatuur, kasutades nearest-
neighbor mudelit. Kui sulamistemperatuur on véljaspool valitud vahemikku, piiiiab
programm kohandada pikkust ja sulamistemperatuuri sobivasse vahemikku. Kui sobivat
kombinatsiooni ei leita, liigub aken 1 nukleotiidi vorra edasi ja testi korratakse. Kui see
tingimus on tdidetud, kontrollitakse sekundaarstruktuuride olematust. Minimaalse
vabaenergia arvutamiseks kdikidel voimalikel sekundaarstruktuuridel kasutatakse
MFOLD programmi (Zuker jt., 1999) ja SantalLucia termodiinaamilisi parameetreid 1 M
Na' kontsentratsioonil ja kasutaja poolt misratud temperatuuri vahemikus. Negatiivse
vabaenergiaga oligonukleotiidid heidetakse korvale.

Jargnevalt otsitakse sarnasusmaatriksist (Similarity ~matrix) sarnasusi
oligonukleotiidide endi ja teiste jarjestuste vahel, et arvutada kdikide voOimalike
hiibridisatsioonide termodiinaamilisi vddrtusi (Tm, vabaenergia, entalpia, entroopia),
kasutades jdllegi MFOLD programmi. Arvutusi saab sooritada nii perfektse kattuvusega
kui ka valepaardumistega kahe jérjestuse vahel. Kui voimalikke risthiibridisatsioone

médratud temperatuuri vahemikus ei esine salvestatakse oligonukleotiid véljundfaili.
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Voimalike risthiibridisatsioonide korral salvestatakse andmed edasiseks kasutamiseks
méllu. Kui oligonukleotiide leitakse vdhem kui soovitud, arvestatakse ka
mittespetsiifilisi oligonukleotiide, mis esitatakse jdrjekorras védiksemast arvust
voimalike risthiibridisatsioonidega.

OLIGOARRAY 2.0 genereerib kolm viljundfaili. Log fail sisaldab programmi
olekut ja disainimise protsessi ja seda saab kasutada disaini ebadnnestumise
selgitamiseks. Teine fail, rejected.fas, sisaldab jdrjestusi, kuhu pole vodimalik
oligonukleotiide disainida, salvestatakse FastA formaati ja saab kasutada vidhem
rangete parameetritega protsessimiseks. Oligonukleotiidide andmed on salvestatud
teksti faili, milles andmed on tabuleeritud formaadis. Iga oligonukleotiidi jaoks on
antud geeni identifikaator, pikkus, hiibridisatsiooni vabaenergia sihtmérgiga 37°C
juures (kcal/mol), entalpia (kcal/mol), entroopia (cal/kmol) ja Tm (°C) dupleksil ning
sihtmirgi (sihtmdrkide) loetelu. Iga voOimaliku risthiibridisatsiooni jaoks on antud

vabaenergia, entalpia, entroopia ja Tm.

6.2 OLIGODB

OLIGODB (Mrowka jt., 2002) on veebipdhine silisteem oligonukleotiidide
disainimiseks transkriptsiooni profileerimiseks kasutaja poolt midratud parameetritega.
Programm kasutab inimese geeni transkripte ENSEMBL projektist. Veebiliides
voimaldab leida oligosid inimese transkrtiptide jaoks paindlikul viisil.

Oligo valimise kriteeriumiteks on minimaalne sarnasus teiste geenidega,
stabiilsete sekundaarsete seondumiskohtade olematus, oligo pikkus, vihese
keerukusega regioonide puudumine, mis vOib pdhjustada mittespetsiifilist seondumist.
Oligosid on vdimalik valida vastavalt soovitud positsioonile 5°-3’ transkripti suunas.
Sekundaarstruktuure moodustavad oligod vilistatakse.

Sisendparameetriteks on transkript, oligo pikkus (L) ja maksimaalne kogu
tabamuste arv (N). Koigepealt vorreldakse BLAST’i abil kogu transkripti cDNA
jarjestust koigi teiste ENSEMBL’is (Hubbard jt., 2002) olevate inimese cDNA
jarjestustega, et médrata teiste geenidega sarnased olevad transkriptide regioonid.

Sarnased jéarjestused méargistatakse.
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Jargnevalt médratakse koikide voimalike L pikkuste oligote maksimaalne
aluspaaride kattuvus (MO) teiste transkriptidega. Viiksema MO véirtusega oligod
sorteeritakse LI listi, mida kasutatakse edasises tOOtluses. LI listist korvaldatakse
vihem  keeruliste  piirkondadega  (midratakse = DUST  programmiga) ja
sekundaarstruktuure moodustavad (kasutatakse MFOLD programmi) kandidaatoligod.
Negatiivse voltimisenergiaga (folding energy), 65°C ja 1M Na" kontsentratsiooni
juures, oligod eemaldatakse LI listist. Tulemustena esitatakse LI listist N parimat
oligot.

Viljundfail sisaldab oligo jdrjestust, minimaalset voltimisenergiat,
sulamistemperatuuri ja oligo asukohta transkriptil. Sulamistemperatuur arvutatakse
nearest-neighbor meetodiga programmi MELTING (Le Novére, 2001) abil.

Korraga on vodimalik protsessida ka suuremal arvul transkripte itiheaegselt.

Tulemusi voib jilgida brauseris ja saab ka allalaadida tabuleeritud teksti failina.

6.3 PERLPRIMER

PERLPRIMER (Marshall, 2004) on mitmeplatvormiline programm praimerite
disainimiseks standardseks, bisulfit ja reaalaja PCR’1 (Quantitative PCR, QPCR) ning
sekveneerimise jaoks.

Programm sisaldab suure tdpsusega sulamistemperatuuri ja praimeri dimeeride
ennustamise algoritme ning voimaldab jirjestuse otsinguid ENSEMBL’ist ning BLAST’1
otsingut.

Standard PCR’i praimerite disainimiseks kasutab programm avatud
lugemisraami (ORF) detekteerimise algoritmi, mis leiab sisendfailist suurima ORF’i ja
madrab amplifikatsiooni piirid leitud geenile. Programm vdimaldab kasutajal lisada
igale praimerile ekstra 5’ jdrjestustusi. Kui lisatud jdrjestus sisaldab
restriktsiooniensiilimi kloneerimissiati ja see leidub ka sihtmérkvektoris, siis lisatakse
sinna otsa automaatselt adeniin.

Praimeri disainimisel bisulfit PCR’1 jaoks valitakse vaikimisi disainitud
praimeritest sellised, mille 3’ otsas on tsiitosiin — vdimaldab spetsiifilist bisulfitis
konverteeritud sihtmérkide amplifikatsioni. Lubatud ei ole CpG jérjestused.

Programmis sisaldub CpG saari otsiv algoritm, mis seadistab leitud CpG saarte
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piiritlemiseks automaatselt amplifikatsiooni piirid. Véikeste produktide (300-600 bp)
puhul ei limiteerita amplifikatsiooni jdrjestusi automaatselt, soovi korral saab seda
manuaalselt teha.

Nii bisulfit kui standard PCR’i puhul on méiidratud tingimustega sobivate
praimerite  leidmiseks vOimalik  automaatselt suurendada vOi  vdhendada
amplifikatsiooni piire.

QPCR’i praimerite disainimine on tdielikult automaatne. Kasutatakse SPIDEY
rakendust (Wheelan jt., 2001), et leida intronite/eksonite piirid ja kdik voimalikud
praimeripaarid neile. Praimeripaari valimiseks peab iiks praimer ulatuma introni/eksoni
piirile ja teine paiknema iile piiri. Vaikimisi on amplikoni suurus limiteeritud 100 - 300
bp. Kui geeni jirjestus on voetud ENSEMBL’1 andmebaasist (genoomne voi cDNA)
kdib QPCR’1 praimerite disainimine lihtsalt ja vdga kiiresti.

Leitud praimeripaarid kantakse tabelisse, mis sisaldab jdrjestust, pikkust,
asukohta, sulamistemperatuuri, amplikoni suurust ja AG®3; juures kdige stabiilsema
praimeri dimeeri vabaenergiat. Praimerid saab sorteerida erinevate kategooriate jargi.
Praimeripaare saab kasutada ka BLAST’i otsingus. Projekti failid saab salvestada
tabuleeritud teksti faili, mis sisaldab praimeri termodiinaamilisi detaile, praimeri
dimeere ja téielikku jdrjestuste joondusi.

Sulamistemperatuur arvutatakse nearest-neighbor termodiinaamilise meetodiga.
Entroopia arvutamiseks saab kasutaja madrata Mg>", dNTP’de ja praimerite
kontsentratsiooni. Praimeri dimeeride kalkuleerimiseks tehakse sidumise maatriks
(binding matrix) iseenda, teiste ning vastaspraimerite jaoks, kust loetakse
komplementaarsus. Ligikaudne AG°®3;; arvutatakse nearest-neighbor meetodiga,
arvestades ka valepaardumise andmeid.

AG® soltub entroopiast, mis omakorda soltub soolakontsentratsioonist PCR’i
reaktsioonis. Kui kasutaja muudab soola kontsentratsiooni, arvutatakse need vairtused
timber. Praimeri dimeeride stabiilsus arvutatakse nii pikendatavatele praimeri
dimeeridele, mis annavad amplifitseeritavaid produkte kui ka mittepikendatavatele

dimeeridele, mis vihendab vabade praimerite hulka reaktsioonisegus.
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6.4 PRIDE

PRIDE (Haas jt., 1998) on praimeri disainimise programm iiksikutele
kontiigidele voi terve sekveneerimisprojekti jaoks. Praimeri kvaliteedi kalkuleerimiseks
kasutatakse hdguse loogika (fuzzy logic) siisteemi. Arvutuslik joudlus on tdiustatud
sufiksipuude (suffix tree) (Weiner, 1973) kasutamisega suurte koguste andmete
salvestamisel. ~Kasutaja poolt on méédratav ainult soovitud optimaalne
sulamistemperatuur.

Optimaalsete praimerite otsimine on jagatud kahte ossa. Esiteks skaneeritakse
kogu sihtmaérkjérjestus, et leida iiheahelalised regioonid. Praimeri disainimiseks
médratakse alaregioonid iksikahelaliste regioonide servast kuni 500 aluspaarini
naabruses olevast kaheahelalisest jirjestusest. Alaregioonid méératakse ka kontiigide
10pus.

Teiseks kasutatakse iga alaregiooni konsensusjérjestusi oluliste parameetrite
arvutamiseks koigile vdimalikele praimeri kandidaatidele. Luuakse sufiksipuu, mis
sisaldab koiki vajalikke jdrjestusi sekundaarsete seondumiskohtade médramiseks ja
voimaldab kiiret juurdepddsu jérjestuse osadele. Vaikimisi sisaldab see sihtmirgi
jérjestust ja vektorit, kuid saab lisada ka korduvaid elemente vdi teisi jirjestusi
andmebaasidest. Madratakse koik vOimalikud sekundaarsed seondumiskohad
sekveneerimisvektoreites, teadaolevates sihtmarkjérjestustes ning kontiigidega seotud
jarjestustes ja soovi korral kordustes (Alu, LINE, MER jne). Sekundaarsete
seondumiskohtade stabiilsus méadratakse nearest-neighbor meetodiga. Praimeri
dimeeride stabiilsus médratakse suurima arvu naabruses olevate komplementaarsete
aluspaaride pohjal. Sekveneerimisel mddramata jddnud aluspaaride kohtadele disainitud
praimerid hinnatakse madala kvaliteediga ja nende aluspaaride asemele arvestatakse
koige halvemini sobivad aluspaarid. Ei eelistata jéarjestusi mis sisaldavad jérjest kolme
vOi enamat identset nukleotiidi. Praimerid piilitakse valida =50 nukleotiidi ulatuses
teadaoleva jérjestuse 3’ otsast vOi kaheahelalistes regioonides ~50 nukleotiidi ulatuses
enne {ksikahelalisi regioone. Sulamistemperatuur arvutatakse Suggs’i reegliga.
Praimerite kalkuleerimisel ei arvestata lithikesi korduseid, silmuste moodustumist, G/C

sisaldust, praimeri pikkust ega 3’ otsa aluspaari.

33



Jargnevalt madratakse hdguse loogika abil koigile praimeri kandidaatidele 16plik
kvaliteet. Héguse loogika puhul vdetakse sisendiks kasutaja poolt kategooriatesse
liigendatud olulised parameetrid. Néiteks, termodiinaamiline stabiilsus on jagatud
,viga madal“, ,madal“, ,optimaalne“, ,Lkorge*“ ja ,vidga korge™. Disainitakse
matemaatiline mudel, mis kujundab sisendi parameetrid vastavalt kasutaja
kvalitatiivsete kirjeldustega viljundparameetritesse. Praimeri kvaliteediks saadakse 0-
100%. Lopuks kirjutatakse nimekiri parimatest praimeritest iga sihtmérkregiooni jaoks.

PRIDE vdimaldab praimereid disainida ka korduvatesse regioonidesse. Korduvad
elemendid vdivad monikord liksteisest erineda mone aluspaari vorra ja nende vahel
voib olla ka lithikesi mittekorduvaid jérjestusi ja seetottu on nendesse regioonidesse
voimalik praimeried leida, kui pole stabiilseid sekundaarseid seondumiskohti teistes

sama tiitipi elementidel. Korduvaid regioone saab kontrollida andmebaasidest.

6.5 PRIMEARRAY

PRIMEARRAY (Raddatz jt., 2001) on oligonukleotiidi paaride disainimise
programm ulatuslikuks geenide amplifitseerimiseks PCR’1 abil DNA mikrokiipide
tootmise eesmirgil. Programm voimaldab koiki parameetreid kasutaja poolt méérata.
Kodeerivad jérjestused saab ekstraheerida erinevatest sisendfaili formaatidest (nditeks
GenBank-formaat).

Praimeripaaride kalkuleerimist sooritatakse praimeri kandidaate korduva
nihutamisega modda jérjestust, kuni on saavutatud soovitud sulamistemperatuur, G/C
sisaldus ja soovimatute iseendaga ja praimer-praimer interaktsioonide olematus.
Sulamistemperatuuri arvutamiseks kasutatakse Suggs’i reeglit. Samas vodimaldab
programm rakendada ka nearest-neighbor meetodit. Praimeripaaride vahelised
interaktsioonid ja isekomplementeerumine médratakse suurima arvu ilimberkaudsete
komplementaarsete aluspaaride jargi. Kontrollitakse ka G/C sisaldust ja sekundaarsete
seondumiskohtade leidumist. Lisaks on vOimalus kasutaja poolt maidratud
praimeripaaride analiiiisimiseks, kasutaja poolt kontrollitav individuaalsete praimerite
optimeerimine erinevate parameetritega ja maksimaalse huvipakkuva regiooni
piiritlemine. Praimeripaaride optimeerimisel nihutatakse paripidist praimerit (forward

primer) mooda kodeerivat jarjestust kuni koik soovitud tingimused iihe sobiva praimeri
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jaoks on tdidetud. Jdrgnevalt nihutatakse draspidist praimerit (reverse primer)
kodeeriva jérjestuse 10pust kuni koik tingimused iihe sobiva praimeri jaoks on tdidetud
ning on saavutatud minimaalsed interaktsioonid praimeripaaride vahel. Kui {ihtegi
rahuldavat draspidist praimerit ei leita, siis nihutatakse paripidist praimerit edasi kuni
on tdidetud iihe praimeri jaoks koik tingimused jne. Seda strateegiat korratakse
korduvalt. Kui amplifitseeritava DNA fragment on limiteeritud, siis saab maéirata ka
vastavad piirvaartused (cut-off).

Disainitud praimeri paarid ja prognoositava PCR’i produkti suurused saab

kirjutad Excel’i arvutustabelisse voi ASCII faili.

6.6 ROSO

ROSO (Reymond jt., 2004) on optimaalsete oligonukleotiidi proovide
disainimise programm mikrokiipide jaoks. Rakendamiseks on vaja kahte erinevat FastA
formaadis sisendfaili: huvipakkuv fail, mis sisaldab kiibile spotitavate geenide jirjestusi
ja fakultatiivne véline fail, mis sisaldab koiki geenide jirjestusi, mida ei spotita. Sellega
voimaldatakse véltida risthiibridisatsioone teadaolevate geenidega. Kui disainimine
sooritatakse mittekompleksse tdiendava vilise failiga, on kasulik eemaldada
huvipakkuvast failist korduvad jirjestused.

Proovi valiku alustamiseks on vaja maiidrata sihtmirkide ja soola
kontsentratsioon, proovi suurus ja orientatsioon, proovi asukoht geeni jérjestusel,
proovide arv geeni kohta, piirvdirtused sekundaarstruktuuride stabiilsuse jaoks ning
hiibridisatsiooni temperatuur. Saab kasutada ka vaikimisi parameetreid.

Algoritm on jagatud viide jérjestikulisse etappi tdhtsuse kahanemise jarjekorras.

1. Huvipakkuvat faili kédrbitakse 3 viisil. Esiteks eemaldatakse >100 aluspaari
pikkused jirjestused, mille sarnasus on iile 98% voi EST jérjestuste puhul >95%. Igast
sarnaste geenide grupist jietakse huvipakkuvasse faili ainult pikemad ja sarnaste
geenide nimed raporteeritakse valjundfailis. Teiseks saab kasutaja valida proovi
asukoha n nukleotiidi piirides geeni 3’ vdi 5° otsast. Kolmandaks, edasisteks
toiminguteks ei valita kindlaksmddramata nukleotiididega proove. Kasutaja voib
ndustuda voi keelduda nelja jérjestikku identset nukleotiidi sisaldavate jirjestuste

kaasamisest.
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2. BLAST programmi abil kontrollitakse eeldatavaid risthiibridisatsioone iga
geeni jaoks huvipakkuvas ja vilises failis, midrates minimaalselt 70% identsust 20
aluspaari vahel. Iga eeldatava proovi jaoks arvutatakse risthiibridisatsiooni
homoloogsuse skoor (score) (BLAST’1 maksimaalsel tundlikkusel).

3. Parimatel proovidel otsitakse stabiilseid sekundaarstruktuure. Analiitisitakse
koiki sekundaarstruktuuride konformatsioone ja vabaenergia arvutatakse kasutaja poolt
médratud hiibridisatsiooni temperatuuri jaoks. Stabiilseid sekundaarstruktuure
ilmutavad proovid eemaldatakse nimekirjast.

4. Arvutatakse jirelejddnud proovide sulamistemperatuur kasutades nearest-
neighbor termodiinaamilist mudelit.

5. Optimaalsete proovide valimine hdlmab G/C sisalduse kontrolli (eelistatult
40% -65%), esimese ja viimase aluspaari vaatlemist (eelistatult G vdi C), liihikeste
kordusmotiivide valtimist (GGG voi1 CCC rida) ja oligo otstes vabaenergia madramist
(GC clamp molemas otsas).

Kasutaja  vOib  mdifdrata  sulamistemperatuuri ka  valepaardumistega
kontrollproovidele risthiibridisatsiooni hindamiseks, kuid see funktsioon pole veebis
saadaval. Kasutaja vOib vélja jitta ka aegandudva BLAST’i otsingu, vOimaldades
sooritada  korduvaid otsinguid proovide termodiinaamiliseks iihtlustamiseks.
Jarkjarguliseks kvaliteedi parandamiseks saab kasutada erinevaid suvandeid ja
piirvdirtuseid

ROSO’t saab sobivate parameetrite kasutamisel kasutada ka PCR’i proovide

valimiseks (>300 aluspaari).

6.7 SNPBOX

SNPBOX (Weckx, jt., 2005) on modulaarne tarkvara pakett, mis voimaldab
automatiseeritud PCR praimerite disaini ning on kasutusel korgtihedate SNP kaartide
koostamisel. Praimereid saab disainida kas avalikustatud SNP’de kontrollimiseks vdi
uute SNP’de avastamiseks resekveneerimisega. Lisaks saab praimerieid disainida ka
mutatsioonide analiilisimiseks, STR markerite genotiipiseerimiseks ning oligote
disainimiseks mikrokiipide jaoks. SNPBOX kombineerub mitme avalikult saadaoleva

programmidega, nagu néiteks BLAST, SPIDEY ja REPEATMASKER.
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SNPBOX automatiseerib praimeri disainimise tervenisti mddratud genoomsetele
jarjestustele (edaspidi objektid). Objektid on sihtmidrgi midramise alguseks, mille
otstesse 70 bp ulatuses disainitakse PRIMER3 (Rozen ja Skaletsky, 2000) abil praimerid.
Sihtmérgi pikkus on kasutaja poolt midratav. Kui objekt on lithem kui optimaalne
sihtmérgi pikkus, siis pikendatakse seda siimmeetriliselt mdlemalt poolt optimaalse
pikkuseni. Kui objekt on pikem kui sihtmark, siis tileulatused piiritletakse. Vdikesed ja
timberkaudsed  objektid ilihendatakse  iiheks vdi  rohkemaks  sihtmérgiks.
Kordusjirjestused voib  soltuvalt nende pikkusest, olemusest ja paigutusest
sihtmirkjarjestusse kaasa arvata. Kaasa arvatakse <300 bp pikkused vahelduvate
korduste (interspersed repeats) hulka kuuluvad kordused. Poliimorfsed kordused
vilistatakse ning praimerieid ei disainita kordusjirjestustele.

Sisendiks on FastA formaadis failid voi GenBank gi numbrid, viimase puhul laetakse
jarjestus otse NCBI’st kasutades EFETCH

(http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query/static/eutils_help.html) programmi. Kodigepealt

maskeeritakse kordusjérjestused, kasutades REPEATMASKER’it (Smit ja Green,

http://repeatmasker.org) ning mikrosatelliitide ja tihealuspaariliste korduste leidmiseks

kohandatud versiooni SPUTNIK ’ust (http://espressosoftware.com).

SNPBOX sisaldab 3 moodulit: SNP moodul, eksoni moodul ja kiillastus
(saturation) moodul. SNP moodul voimaldab praimereid disainida avalike SNP’de
kontrollimiseks. SNP’de kaardistamiseks kasutatakse genoomse DNA joondamiseks
HGV andmebaasis olevate SNP’dega BLAST programmi. SNP’d valitakse ainult juhul
kui maksimaalse E-vdirtuse 1E-10 puhul on jirjestuse sarnasus >95% minimaalselt 40
bp kohta. Genoomsel DNA’l méératakse iga SNP asukoht ning SNP mdlemale poolele
30 bp objektid. 300 bp ulatuses olevad objektid iihendatakse iiheks objektiks.
Eksonimoodulis maéératakse genoomses DNA’s olevad kodeerivad jirjestused,
joondades cDNA ja/voi EST jérjestused SPIDEY programmi abil. Objekti piiritlemiseks
pikendatakse eksoneid mdlemast otsast 50 bp vorra, et dra katta hargmik (branch point)
ja splaissimissaidid. Kordusjérjestuste leidumisel eksoni ldhedal voib pikendada vihem
voi ildsegi mitte. Objektid 250 bp ulatuses iihendatakse iiheks objektiks.
Kiillastumismoodulis, objektid vdivad koosneda regulaatorpiirkondadest, intronitest,
tervest geenist voi kromosoomi regioonist. Sihtmirgid on vaikimisi médratud 35 bp

kattuvustega. Koos praimerite disainimiseks méiédratud aladega on maksimaalne
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amplikoni kattuvus 175 bp (70+70+35). Selles moodulis iiritatakse praimerid disainida
voimalikult ldhedale optimaalsele pikkusele.

SNPBOX’i vidljundiks on HTML lehekiilg, mis sisaldab tabuleeritud praimeri
jarjestust, genoomset positsiooni ja PCR’i amplifikatsiooni tingimusi ning G/C

sisaldust.

6.8 UNIFRAG ja GENOMEPRIMER

UNIFRAG ja GENOMEPRIMER (van Hijum jt., 2003) on teineteist tdiendavad
programmid, mis koos voimaldavad leida unikaalseid regioone DNA jdrjestuses ja
automaatselt disainida praimereid minimaalse kasutajapoolse vahelesekkumise ning
maksimaalse paindlikkusega. Eelnimetatud meetod on modeldud bakteri genoomi
mikrokiipide tootmiseks ja pole arendatud praimerite disainimiseks introneid
sisaldavate geenide jaoks.

UNIFRAG’iga tootamiseks on vaja eelnevalt installitud BLAST programmi.
Sisendiks on UNIFRAG’il 3 faili. 1. FastA fail DNA jarjestustega, kust valitakse
unikaalsed regioonid. 2. referentsidega FastA fail, DNA jirjestuste formaatimiseks
FORMATDB programmi abil BLAST’i jaoks. Referentsides peab olema vidhemalt
UNIFRAG’1 sisendina kasutatavad DNA jirjestused, risthiibridisatsioonide véltimiseks
voib lisada ka teisi genoomseid jarjestusi. 3. kasutaja poolt valitud suvanditega
konfiguratsiooni fail.

UNIFRAG genereerib kattuvad fragmendid kasutaja poolt méadratud pikkusega
»akna” (window) nihutamisega modda igat sisendjirjestust. Samuti on kasutaja poolt
méidratavad kattuvused akende vahel. Minimaalsest fragmendi suurusest lithemad
fragmendid salvestatakse ,,jadnuste” (leftovers) listi. Jarelejadnud kattuvaid DNA
fragmente vorreldakse vastavalt referentsile BLAST programmiga. Filtreeritud BLAST’1
véiljundist valitakse iga sisend DNA jirjestuse jaoks kdorgeima E-viirtusega
fragmendid. Kui E-véirtus iletab unikaalsuse piirvddrtuse (cutoff unique), siis
kasutatakse sisend DNA jdrjestust praimeri disainimiseks, vastupidisel juhul
salvestatakse see ,,jddnuste” listi. Fragmentide ja kattuvuste suurust v3ib vihendada ja

protsessi voib korrata seni, kuni maksimaalne arv unikaalseid fragmente on leitud.
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Sobilikud andmed vdib vahepeal salvestada FastA formaadis fragmentide tulemuste
listi, mida kasutatakse GENOMEPRIMER’iga to6tlemisel.

GENOMEPRIMER vodimaldab kasutajal midrata praimeri eelistatud asukohta
geenil, pikkust ja selle vihendamist, sdilitades samal ajal seondumise omadusi, 3’ otsa
G voi C nukleotiidi ja G/C sisaldust ning seejirel valitakse tuhanded praimerid
sekunditega. Praimeritel kontrollitakse palindroomsete jéirjestuste esinemist ja
praimeripaaride vahelist homoloogiat. Sulamistemperatuuri arvutamiseks saab valida
Suggs’i  vOi nearest-neighbor meetodi. Mooduli REPORTGENERATOR  poolt
raporteeritakse iildiste tulemuste statistika, nagu Onnestumise protsent, keskmine
praimeri pikkus, silinteesiks vajaminevate nukleotiidide ning amplikonide arv. Kui
praimeri disainimine ebadnnestub voib sdtteid kohandada ja sooritada otsimisi seni,

kuni koik praimerid/amplikonid sobivad soovitud parameetritega.

6.9 GOARRAYS

GOARRAYS (Rimour jt., 2005) on oligo disainimise programm mikrokiipide jaoks.
Meetod on suure tdpsuse ja korge tundlikkusega, vdimaldades oligonukleotiidide
disainimist peaaegu kdikidele kodeerivatele jérjestustele (CDS), vilja arvatud tépsetele
geeni duplikaatidele. Selle meetodi puhul midratakse CDS’i kohta kaks liihikest
(nditeks 25 bp) spetsiifilist jarjestust, mille mddramine on palju lihtsam kui tihe pikema
jarjestuse otsimine. Kahe spetsiifilise jérjestuse vahele lisatakse juhuslikest
aluspaaridest koosnev lithike (3—6 bp) linker jérjestus. Sellise komposiitproovi stabiilsel

hiibridisatsioonil cDNA’ga moodustub silmus (Joonis 10).
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~/IN

GTACCAGCTACT GTACGTACATTA

Proov

Proov

Joonis 10. GOARRAYS komposiitproov. Kiibile kinnitatud oligonukleotiidproov
koosneb kahest mittekiilgnevast komplementaarsest alast CDS’iga, mille vahel on
juhuslikest nukleotiididest koosnev lithike linker (3-6 bp), mis soodustab silmuse

moodustumist stabiilsel hiibridisatsioonil (Rimour jt., 2005).

GOARRAYS vajab autonoomset BLAST programmi ja MFOLD tarkvara.
Programmil on kaks sisendfaili. Esimene fail peab sisaldama koiki jarjestusi, kuhu
oligonukleotiide soovitakse disainida ja teine fail jérjestusi, mis vodivad esineda
hiibridisatsiooni ajal sihtmirk mRNA mikstuuris. Kasutaja poolt on maédratavad
oligonukleotiidi kahe alamjarjestuse pikkused |, minimaalne 0y ja maksimaalne 10max
silmuse suurus, kahe alamjirjestuse vahel oleva linkeri suurus ja piirvaartus jarjestikku
komplementaarsete nukleotiidide jaoks mittesihtmirk jérjestusega (vaikimisi 15).
Lisaks  saab  kontrollida  sulamistemperatuuri  paikapidavust,  stabiilsete
sekundaarstruktuuride olematust jne. Sellisel juhul tuleb midirata soovitud minimaalne
ja  maksimaalne sulamistemperatuur ning maksimaalne sulamistemperatuur
sekundaarstruktuuride jaoks.

Sisendjirjestustest spetsiifiliste jarjestuste otsimiseks liigutakse mooda jérjestusi
3’ otsast | pikkuse aknaga. Alamjdrjestuste spetsiifilisust kontrollitakse BLAST’i
otsinguga. Kui alamjirjestus sisaldab 15 jdrjestikku komplementaarset nukleotiidi

mittesihtmérk jirjestusega voi kui nende joondus on >75% sarnane, siis on see
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alamjdrjestus mittespetsiifiline. Spetsiifilisele alamjérjestusele ostitakse teine
spetsiifiline alamjdrjestus, arvestades l0min ja l0max. Kui kaks spetsiifilist alamjérjestust
on leitud lisatakse nende vahele juhuslikult valitud nukleotiididest lihike linker.
Jargnevalt kontrollitakse, kas lisatud linkerjérjestus ei voi pohjustada tdiendavat
risthiibridisatsiooni.

Vajadusel kontrollitakse ka oligonukleotiidide sulamistemperatuure, kasutades
nearest-neighbor meetodit. Sekundaarstruktuuride esinemist oligonukleotiididel saab
vajadusel kontrollida MFOLD programmi abil, mille olemasolul oligonukleotiidid
korvaldatakse. Lopuks on voimalus kontrollida ka kasutaja poolt méératud keelatud
jérjestuste olemasolu (nditeks korduvad aluspaarid). Kui jirjestus on kdrvaldatud, siis
liigub alamjérjestuse aken modda jarjestust edasi, seni kuni leitakse korrektne

oligonukleotiid.
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7 Probleemid oligote disainimisel

Peamiseks probleemiks oligote disainimisel on genoomis leiduvad
kordusjérjestused ja homoloogsed geenid, mis soodustavad oligote risthiibridisatsiooni.
Samuti on suurte genoomide puhul suurem tdendosus sekundaadersete
seondumiskohtade leidumiseks. Risthiibridisatsioon vOib pdhjustada PCR’i puhul
soovimatute produktide teket, ndrgendada dige produkti amplifitseerimist voi parssida
tiielikult selle amplifitseerimist. Mikrokiipide puhul annab risthiibridisatsioon
valesignaale, mis voib viia bioloogiliste tulemuste valesti mdistmisele (Rimour jt.,
2005).

Liihikeste oligonukleotiidide mikrokiipide puhul on risthiibridisatsioon véga
suureks  probleemiks. Vale seondumist pohjustavad peamiselt prooviga
komplementaarsed olevad 10-16 nukleotiidilised alad. Valepaardumisi hinnatakse
energeetiliselt palju tdhtsamaks kui geenispetsiifilist risthiibridisatsiooni, mis tdhendab
et risthiibridisatsiooni mdju on erinevatel Kkattuvatel ja valepaardumistega
proovipaaridel erinev. Valepaardumiste vabaenergia soltub samuti ka naabruses
olevatest aluspaaridest (Wu jt., 2005).

Vaata veel peatiikk 4, 5.2,5.3,5.4ja 5.6
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8 Alternatiivsed meetodid nende probleemide korvaldamiseks

On arendatud mitmeid programme, mis voimaldavad kontrollida praimerite voi
praimeripaaride seondumisi kogu genoomi vastu. Nende algoritmidega on vdimalik
ennustada praimerite sekundaarseid seondumiskohti ja samuti ka vdimalikke PCR’i
produkte. Olemasolevate meetoditega on vdimalik sooritada nii perfektse kattuvusega
kui ka valepaardumiste ja aukudega joondamisi. Jargnevalt vaatleme nelja sellist

programmi, mis on muidugi vdike osa olemasolevatest meetoditest.

8.1 GAPPED BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programmid on laialt kasutusel
valkude ja DNA andmebaasides jirjestuste sarnasuse otsimiseks ja neid on liidetud
paljudesse programmidesse. Originaalne BLAST (Altschul jt., 1990) kasutab
tihetabamusega (one-hit) meetodit, otsides lithikesi sdnapaare skooriga vihemalt T ning
pikendades igat sellist tabamust. Pikendamise samm on kodige aegandudvam etapp
BLAST’i otsingus, tavaliselt >90% BLAST’i teostamise ajast. Protsessi kiirendamiseks
tuleb vdhendada pikendatavate tabamuste arvu.

GAPPED BLAST (Altschul jt., 1997) kasutab kahetabamusega (two-hit) meetodit
ning vdimaldab ka aukudega joondamist (gapped alignment) ning to6tab originaalsest
BLAST’ist umbes kolm korda kiiremini. Selle meetodi puhul skaneeritakse andmebaasi
ja otsitakse sonu pikkusega W, mille joondamisel piringus olevate sonadega saadakse
skoor vdhemalt T. Iga sOnapaar, mis rahuldab seda tingimust nimetatakse tabamuseks.
Jargnevalt kontrollitakse, kas tabamused on piisava skooriga, et neid raporteerida.
Selleks tuleb pikendada igat tabamust molemas suunas, kuni joonduse skoor ei lange
rohkem kui X alla seni saadud parimast skoorist. Aukudega joondamisel kasutatakse
molema suunaliseks pikendamiseks diinaamilist programmeerimist (Smith ja
Waterman, 1981). Valitakse aken pikkusega A ja pikendamine kédivitatakse ainult juhul,
kui samal diagonaalil leidub kaks mittekattuvat tabamust distantsis A. Teisisonu,
pikendamine kéivitatakse ainult juhul, kui {ihel diagonaalil leidub kaks mittekattuvat

sonapaari distantsis A. Tundlikkuse séilitamiseks kasutatakse madalamat T piirvairtust,
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mis toob kaasa rohkem tabamusi, kuid ainult vidike osa nendest on seotud teise
tabamusega samal diagonaalil ning kuuluvad pikendamisele. Lisaks heidetakse kdrvale
tabamused, mille viimase tabamuse koordinaat jadb distantsi A hetketabamusega.
Selleks kasutatakse maatriksit, kuhu salvestatakse iga viimase tabamuse esimene
koordinaat, mis asendatakse igal jargneval tabamusel uue koordinaadiga. Aukudega
joondus raporteeritakse ainult juhul, kui E-vdirtus on piisavalt madal. E-véirtus
(expected value, e-value) niitab kui palju antud skooriga jérjestusi voib antud
suurusega andmebaasis juhuslikult leiduda. Suuremate andmebaaside puhul on E-

vaadrtus suurem.
Skoori arvutamiseks kasutatakse valemit:

'

_ AS-InK
In2

2

kus A ja K on statistilised parameetreid ning S’ esialgne skoori. Uhik on bittides.

E-véiartuse arvutamiseks on valem:

kus N=mn, m on andmebaasi jdrjestuse pikkus ja n on paringu pikkust.
8.2 PRIMEX

PRIMEX (PRimer Mach EXtractor) (Lexa ja Valle, 2003) on programm, mis on
voimeline leidma oligonukleotiidide jérjestusi kogu genoomi ulatuses, voimaldades ka
valepaardumisi. Seda programmi vOib kasutada oligonukleotiidide proovi valimisel
hiibridisatsiooni eksperimentideks vo1 PCR praimerite disainiks genoomsetelt DNA

jarjestustelt. Sona otsingu tabeli (lookup table) kasutamine ning klient-server
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funktsionaalsus voimaldavad kliendi péringule tagastada kattuvuse tulemused véga
kiiresti.

Kasutatakse maéadratud suurusega akent, mis paigutatakse otsitava genoomi
alguspunkti. Akent nihutatakse modda jdrjestust ja iga aknasuurune sona salvestatakse
otsingu tabelisse. Otsingu tabel on maatriksiks, mille viited esindavad akna suuruseid
sonu. Otsingu tabel salvestatakse edasiseks kasutamiseks. Pirast paringu vastuvotmist
ekstraheeritakse sdonad pdringu jérjestusest ja otsitakse kattuvusi, kasutades otsingu
tabelit ning arvestades lubatud valepaardumiste arvu. Saadud kattuvused filtreeritakse
vastavalt lubatud valepaardumistele, korvaldatakse duplikaadid ja tulemused
kirjutatakse vélja.

Péringu tulemused sisaldavad praimeri numbrit, péringu jérjestust, kattuvaid
jarjestusi, klooni/genoomi nime, positsiooni kloonis/genoomis, orientatsiooni ning

kattuvate aluspaaride arvu.

8.3 SSAHA

SSAHA (Sequence Search and Alignment by Hashing Algorithm) (Ning jt., 2001)
on kiire DNA jérjestuste otsimise algoritm suurtest DNA andmebaasidest, mis vdib olla
kolm kuni neli korda kiirem kui BLAST. Programmi alternatiivseteks kasutusaladeks on
tthenukleotiidiliste poliimorfismide detekteerimine ja suurte shotgun jérjestuste osade
kokkupanemine.

DNA jérjestuste otsimiseks eelprotsessitakse kdigepealt andmebaasi jirjestused,
jagades need Kk kiilgnevast aluspaarist koosnevatesse k-tuple’tesse ning salvestatakse
paisktabelisse (hash table). Paisktabel salvestatakse méllu, mis voimaldab sooritada
suurtest andmebaasidest (inimese genoom voi veelgi suuremad) viga kiireid otsinguid.
Paringjérjestuse otsimiseks paisktabelist kasutatakse péaringjarjestuse k-tuple’de
kattuvusi andmebaasi k-tuple’dega ning tabamused sorteeritakse tulemusse.

Jarjestuse otsimisel saab otsida tdpset vOi osalist paringjarjestuse Q esinemist
andmebaasi D = {S1, Sy, ..., Sq} alamjérjestustes. Iga alamjdrjestus S on tédhistatud
taisarvulise indeksiga i. k-tuple tdhistab k aluspaari pikkust DNA jérjestust. S on n
aluspaari pikkune DNA jirjestus, mis sisaldab (n - k + 1) kattuvat k-tuple’t. Lahe
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(offset) tahistab k-tuple esimese nukleotiidi positsiooni S jérjestusel. w;(S) tahistab k-
tuple’t, mille ldhe on j. Seega k-tuple positsioon andmebaasis on tihistatud (i; j).
Andmebaasi D jirjestus konverteeritakse paisktabelisse, mis sisaldab 4%
pointer’i jada ja nende positsioonide loetelu, ning salvestatakse maéllu. Paisktabel
koostatakse kahe tootiiruga 1dbi andmete, arvestades ainult mittekattuvaid k-tuple’sid.
Esimesel tootiirul loendatakse koigi voimalike 4% k-tuple esinemised, ning miiratakse
nende pointer’ite positsioonid. Jargnevalt voOib ignoreerida sOnasid, mille
esinemissagedus lletab piirvddrtuse N, vdhendamaks paisktabeli suurust ja sellega
omakorda milu vajadust. See on kasulik, kui paisktabel luuakse tihekordseks otsinguks.
Niide jérjestuse otsimise kohta paisktabelist. Olgu otsitavaks jérjestuseks Q =
TGCAACAT, k olgu 2 ning andmebaasis D olgu 3 jérjestust:
S1 = GTGACGTCACTCTGAGGATCCCCTGGGTGTGQG,
S2 = GTCAACTGCAACATGAGGAACATCGACAGGCCCAAGGTCTTCCT,
S3=GGATCCCCTGTCCTCTCTGTCACATA.
Esmalt tehakse andmebaasi D jérjestustest paisktabel (Tabel 4).

Tabel 4. Andmebaasi D 2-tuple paisktabel.

w Pointer Positsioon (i, j)

AA 0 (2, 19)

AC 1 (1,9) 2,5 | @, 11

AG 2 (1,15) | (2,35)

AT 3 (2,13) | (3,3)

CA 4 23 | 29 [e20]@2) @33 G20 [ 6,23
CC 5 (L,2) | 2,3D) | (3,9 3,7

CG 6 (1,5)

CT 7 (1,23) | 2,39 | 2,43) ] 3,13) | (3,15 | (3,17)
GA 8 (1,3) | 1, 17) | 2,15 | (2,25)

GC 9

GG 10 1,2 ] 4,3 | @, 17D | 2,29 | (3, 1)

GT 11 @y |2 [ a29 ] en [ @37 | @319
TA 12 (3, 25)

TC 12 (L7 | @1 |1 4,19 | 2,23) | 2,41) | (3,11)
TG 14 .13 | &7 | (3,9

TT 15

Tabelis on 4° pointerit, iga vdimaliku 2-tuple jaoks. Positsioonid tihistavad kdigi
voimaliku 2-tuple (4 = 16) positsioone andmebaasis D. Sulgudes esimene liige (i)
tahistab alamjdrjestuse indeksit ning teine liige (j) tdhistab 2-tuple esimest nukleotiidi

alamjédrjestusel.
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Paringu otsimiseks liigutakse esmalt mooda otsitavat jarjestust, kK pikkuse
sOnaga, tihe aluspaari kaupa O aluspaarist kuni aluspaarini n - K, kus n tdhistab Q
pikkust. Aluspaari t juures saadakse list r, mis sisaldab péringu k-tuple leidumise
positsioone D’s [(i1, j1), (i2, J2), ..., (ir, jr)], millest arvutatakse tabamuste list [H; = (iy, j1
-4, 1), Ha=(i2, j2 — t, J2), ..., Hr = (ir, r - t, jr)]. Tabamuste list lisatakse master listi M,
mis kujutab endast sorteeritud H listi. Master list on téhistatud (indeks, nihe (shift),
lahe). Master list sorteeritakse jirjekorras indeks, nihe ja siis ldhe (Tabel 5). Nihke
muutmisel mdne iiksiku aluspaari vOrra on vdimalik lubada ka deletsioonide ja
insertsioonide arvestamist. Ldhte jdrgi sorteerides saab teada tédpsete kattuvuste
vahelised regioonid ning piisavalt 1dhedal asuvate regioonide iihendamisel saab tekitada
aukudega kattuvused. Selliselt saab leida kattuvused edaspidises suunas. Tagurpidi
suunas kattuvuste leidmiseks tuleb votta pooratud Q jirjestus ja seejarel protseduuri

korrata.

Tabel 5. Kattuvuste tabel.

t | wy(Q) | Positsioon H M t tdhistab péringjarjestuse  2-tuple
0 TG 1,13 1,13, 13 1,59 . e g .. .
((2 7)) ((2 = 7)) (1( 3 1)3) esimese nukleotiidi positsiooni. Wy(Q) on
3.9 G.9.9 | @2,-2,3) | pdringu 2-tuple positsioonis t. Positsioon
1 GC 2,1,3) . . . .
> | CA (2,3) 2, 1,3) 2, 1,5) nditab  pdringu  2-tuple  esinemise
2. 9) XD (2059 positsioone andmebaasis D. H tulbas on
(2,21 2,19.2D) | 27,7
(2,27) (2,25,27) | ,7,9) | paringu tabamused. M on sorteeritud
2,33 2,31,33 2,7,11 . ~e .
23’ 213 23’ . 21; EZ, 7. 13; tabamuste list, kust on vdimalik lugeda
(3.23) (3.21,23) | (2,16,19) | jérjestikuseid tabamusi (tumedalt). M
3 AA (2,19) (2,16,19) | (2,16,21) o ) B )
7 | AC (1,9 (1,5,9) | (2 19,21) | listis sulgudes esimene liige tahistab
2.5) 2,1,5) |,23,27) alamjarjestuse  indeksit andmebaasis,
2,11) 2,7,11) (2,25,27)
5] CA 2, 3) 2,-2,3) | (2,28,33) | teine liige nihet ning kolmas péringu 2-
2,9) (2,4,9) (2,31, 33) . .. . .
2.21) 2. 1620 | 3.3.3) tuple esimest positsiooni andmebaasi
(2,27) (2,22,27) | (3,9,9 | alamjdrjestusel. Kattuvus on paringu Q
(2,33 (2,28,33) | G.16,2D) | . s .
3.21) | (,16,21) | 3,18, 23) | Ja alamjdrjestuse Sy vahel, mis algab S,
G.23) G.18,23) | (3,19, 21) jarjestuse seitsmendast positsioonist ja
6 | AT | (2, 13) 2,7,13) | (3,21,23)
(3,3) 3, -3,3) kulgeb edasi 8 aluspaari vorra.
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84 GENOMETESTER

GENOMETESTER  (Andreson  jt., submitted) on programm  oligo
seondumiskohtade ja PCR produktide ennustamiseks. Programmis kasutatakse kolme
alamprogrammi. (i) gindexer’i sisend failiks on FastA formaadis genoomi voi
kromosoomi jérjestus, millest tehakse 4 erinevat indeksfaili kdigi n-meersete jarjestuste
jaoks — iiks jérjestustele, mis algavad A’ga, teine C’ga, kolmas G’ga ja neljas T
nukleotiidiga algavate jarjestuste jaoks. See on selleks, et vihendada gtester’i mélu
ndudlust. Need binaarsed indeksfailid sisaldavad koiki vdimalikke seondumiskohti
antud jarjestuse failis. (ii) gtester’i abil luuakse praimeripaaridest jarjend, mis koosneb
etteantud pikkusega n-meersetest praimeri 3’ otsadest, nende originaal- ning
poordkomplementidest. Jargnevalt sooritatakse binaarne otsing koikide maatriksis
olevate praimeritega indeksfailide vastu. Siis luuakse loetelu koikide seondumiskohtade
informatsioonidega ja liikudes iile praimeripaari saitide méaratakse voimalikud PCR’i
produktid. Koige 10puks leitakse koik voimalikud produktid, mida {iks praimer voib
anda hiibridisatsiooniga nii Sense kui antisense DNA ahelale. (iii) gt2multiplex
ekstraheerib gtester’i véljundi informatsiooni pohjal sihtmaérkjarjestusest koikide PCR’i
produktide jérjestused, mida saab kasutada edasistel analiilisidel. Praimeri
seondumiskohti saab modelleerida erinevate sona pikkustega (8 - 16 bp).
GENOMETESTER on tunduvalt kiirem kui teised hetkel saadaolevad programmid (Joonis
11).
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Joonis 11. GENOMETESTER’i joudluse vordlus erinevate meetoditega. Katses

kasutati 5 erinevat andmehulka, mis sisaldas 1, 10, 100, 1000 ja 10000 juhuslikult

valitud praimeripaari.
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Arutelu

Antud t60 eesmérgiks oli uurida kirjanduse pdhjal DNA mikrokiipide olemust
ning nende rakendusi, APEX meetodit, oligo kvaliteeti méiédravaid parameetreid ning
levinumaid oligo disainimise ja kvaliteedi kontrollimise algoritme ja meetodeid, et selle
pohjal edaspidi arendada programm, mis on mdeldud APEX oligote kvaliteeti
mojutavate parameetrite uurimiseks.

Oligote disainimiseks ja seostumiskohtade leidmiseks on olemas viga palju
erinevaid parameetreid kasutavaid algoritme ja meetodeid. Enamus oligo disaini
programme vOimaldavad efektiivselt viltida oligote omavahelisi interaktsioone, kuid ei
paku seda voimalust genoomse DNA interaktsioonide jaoks. On ka mitmeid algoritme
oligote alternatiivsete seondumiskohtade leidmiseks. Varem arvati, et pohiline tegur
risthiibridisatsiooni pohjustamisel on komplementaarsus, kuid niitid on hakatud iiha
enam moistma ka termodiinaamika olulisust. Kuid ikkagi pole veel {ihtegi eriti tdhusat
meetodit, mis vOimaldaks vdga kiiresti leida paljusid olulisi parameetreeid suurte
genoomsete jarjestuste vastu. Praeguseks on sekveneeritud viga palju terveid genoome,
mis pakub véimalusi ja tekitab vajadust selliste meetodite viljatootamiseks.

Praeguseks pole veel tédpselt teada, millised parameetrid mojutavad APEX
reaktsiooni kvaliteeti. Et seda mdista, oleks vaja valmistada programm, mille abil saaks
1abi viia tdpsemat uuringut, et analiilisida APEX oligote olulisi parameetreid. Nendeks
parameetriteks peaksid olema:

1. APEX oligote seostumiskohtade leidmine genoomis
a. 100% identsete jarjestuste leidumine genoomis oligo 3’ otsast 8, 10, 12, 14, 16, 18
nukleotiidi ja kogu oligo ulatuses
b. 100% identsete jérjestuste leidmine oligo 3’ otsast, mille AG;3; <-10, <-15, <-20,
<-25 ja <-30 kcal/mol
c. 1 valepaardumise lubamisel punkti a. ja b. parameetrites
d. 2 valepaardumise lubamisel punkti a. ja b. parameetrites > (va 3’ otsa nukleotiid)
e. 1 augu (gap)lubamisel punkti a. ja b. parameetrites
2. APEX oligo omadused
a. GJ/C sisaldus
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b. 3’ otsa stabiilsus AGs7 pohjal (eraldi 3-9 viimase nukleotiidi jaoks)
c. Lihtsate korduste olemasolu (néiteks korduvad nukleotiidid)

d. 3’ otsa viimase nukleotiidi mdju (4 varianti)

e. 3’ otsa 2 viimase nukleotiidi moju (16 varianti)

f. Sekundaarstruktuuride mdju

Vajalikeks sisendfailideks peaks olema kaks faili. Uks eraldi tulpadena
tabuleeritud teksti fail APEX oligote andmetega, mis sisaldab APEX oligo ID numbrit
ja vasakpoolse ning parempoolse oligo jirjestust. Teine fail peab olema genoomse
jarjestusega FastA formaadis fail. Véljundfail sisaldaks iga APEX oligo kohta kdoiki
eelnevalt nimetatud parameetreid.

Identsete, valepaardumiste ja aukudega seondumiskohtade leidmiseks voiks
kasutada BLAST programmi otsingut. AGj; jaoks voOiks hakata kasutama hetkel veel
viljatootamisel olevat programmi GENOMETESTER2, mis mdidrab seondumissaidid
termodiinaamiliselt dimeeride vabaenergia (AG) kaudu. Programm kasutab vabaenergia
arvutamiseks nearest-neigbor meetodit. Seondumissaidid salvestatakse binaarsel kujul
paisktabelisse, kust GENOMETESTER2 on voimeline kiiresti leidma kdik potentsiaalsed
seondumiskohad genoomis. Sekundaarstruktuuride méaramiseks oleks sobiv kasutada
MFOLD ning lihtsate korduste otsimiseks DUST programmi.

Parameetrite kontrolliks, lisaprogrammide kédivitamiseks ja nende tulemuste
interpreteerimiseks on plaanis kirjutada programmide pakett PERL’is. Valmistatava
programmide paketi abil oleks vdimalik reaalsetele eksperimentaalsetele andmetele

pohinedes leida APEX reaktsiooni kvaliteeti mojutavaid parameetreid.
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Kokkuvote

Kéesolevas t00s anti iilevaade DNA mikrokiipidest, nende kasutusaladest,
APEX meetodist, oligo kvaliteeti mdjutavatest parameetritest ja levinuimatest oligo
disaini ja kvaliteedi kontrollimise programmidest.

Mikrokiibid vdimaldavad analiiisida kompleksseid biokeemilisi proove
paralleelselt ja uurijatel l&bi viia suuremastaabilisi kvantitatiivseid eksperimente.
Rakendusi, kus mikrokiipe kasutada, on mitmeid ja paljud nendest rakendustest
soltuvad nukleiinhapete amplifitseerimisest PCR’i abil. PCR’i tegemiseks on vaja
DNA’le kinnituvaid spetsiifilisi oligosid voi oligo paare. Sama probleem on ka oligote
disainimisel mikrokiipide jaoks. Vidga tdhtis on, et oligod ei annaks soovimatuid
risthiibridisatsioone s.t. moodustaksid stabiilse dupleksi ainult spetsiifilise saidiga
huvipakkuval sihtmiark DNA’l ja et koikidel oligodel oleks minimaalne
sulamistemperatuuri varieeruvus.

Oligo disainimiseks on avalikult saadaval vdga palju erinevaid programme.
Enamus nendest kasutab oligo disainimiseks sarnast algoritmi vdi kriteeriumeid. Ukski
olemasolevates programmidest ei arvesta koiki olulisi kriteeriumeid oligo valimisel. On
arendatud ka programme, mis vdimaldavad kontrollida oligo v0i oligo paaride
seondumisi kogu genoomi vastu.

Tépsema uuringu ldbiviimiseks, mis leiaks olulisi seoseid oligo disaini
parameetrite ja APEX reaktsiooni edukuse vahel, on jargmiseks todetapiks planeeritud

vastava programmi kirjutamine.
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Resiimee

DNA microarrays represent a glass surface bearing thousands of DNA
fragments (cDNA microarray) at discrete sites or oligonucleotides (oligonucleotide
microarray) which are available for hybridization. Hybridization of fluorescently
labeled RNA and DNA-derived samples to DNA chips have enabled biology
researchers to conduct large scale quantitative experiments. Microarrays have been
used to identify novel genes, binding sites of transcription factors, changes in DNA
copy number, and variations from a baseline sequence, such as in emerging strains of
pathogens or complex mutations in disease-causing human genes. Most of these
methods require PCR amplification to achieve sufficiently strong signals. Therefore,
there is a growing need for automatic oligo design and PCR primer design methods.

cDNA microarrays containing cDNAs amplified by the polymerase chain
reaction (PCR) ranging 0,5 to 2,0 kb. The efficient selection of genespecific primers is
of the utmost importance for the successful production of such chips. In the short oligo
(20-25-mer) microarray technology is one of the critical problems howto deal with
cross-hybridization that produces spurious data. Little is known about the details of
cross-hybridization effect at molecular level.

Although there are many publicly available programs for microarray
oligonucleotide design, most of them use the same algorithm or criteria to design
oligos, with only little variation. They primarily differ by the criteria chosen to select
the oligonucleotides: some will take into account the possibility of an oligonucleotide
having a stable secondary structure under certain conditions, others will make it
possible to exclude certain sequence patterns determined by the user, such as the
repetition of a single base. None of them gathers the whole set of criteria.

APEX (Arrayed Primer EXtension) is an integrated system with DNA chip and
template preparation, multiplex primer extension on the array, fluorescence imaging,
and data analysis. It is not yet fully known which parameters affect the success of
APEX reaction. In order to gain better understanding a computer program should be
created to analyse those parameters more thoroughly. The parameters to investigate

should be:
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1. The search for APEX oligo binding sites in genomes
a. The presence of sequences that are 100% identical to oligo 3' terminus to the
extent of 8, 10, 12, 14, 16, 18 nucleotides or the whole oligo
b. The presence of sequences that are 100% identical to the oligo 3' terminus and
the AG37 of which is <-10, <-15, <-20, <-25, <-30 kcal/mol
c. Allowing a single mismatch to the parameters of a. and b. (excluding the 3'
terminal nucleotide)
d. Allowing two mismatches to the parameters of a. and b. (excluding the 3'
terminal nucleotide)
e. Allowing a gap in the parameters of a. and b. (excluding the 3' terminal
nucleotide)

2. Properties of the APEX oligos

a. G/C content

b. stability of the 3' terminus, based on AGsy (separately for the last 3-9
nucleotides)

C. Presence of simple repeats (e.g. repeating nucleotides) (DUST)

d. The effect of 3' terminal nucleotide (4 possibilities)

e. The effect of the last two nucleotides of the 3' terminus (16 possibilities)
f. The effect of secondary structures (MFOLD)
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