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Sissejuhatus

Jérjest laienenud teadmised genoomis esinevatest varieeruvustest ja pidevalt
tdiustuv kaasaegne tehnoloogia, vdimaldavad piistitada kogu genoomi hdlmavaid
kiisimusi ning vaadelda inimgenoomi kui tervikut. Laiaulatuslikud mass-
genotiipiseerimise projektid lubavad suurte koguste SNP’de (ithenukleotiidne
poliimorfism) analiiiisi (Wang et al., 1998). Genotiipiseerimise meetoditest on kdige
levinumad praimerekstensioonil pohinevad tehnoloogiad, mille eelisteks on lihtsus,
kiirus, automatiseeritavus ja jarjestuse spetsiifiline reaktsioon (Landegren et al.,
1998). Koige selle juures on vajalik valmistada tuhandeid PCR produkte
paralleelseks detekteerimiseks geenikiibil (Tonisson et al., 2000b; Pastinen et al.,
2000; Kurata et al., 2000).

PCR praimerite disainiks on loodud palju erinevaid programme ja algoritme,
mis kasutavad enamasti traditsioonilisi meetodeid kvaliteedi kontrolliks —
sulamistemperatuur 62°C, GC sisaldus ~50%, sekundaarstruktuuride tekke voimalus
jne. Sageli ei leita optimaalses parameetride vahemikus soovitavaid parameetreid ja
siis tekib kasutajal kiisimus, milliseid parameetreid oleks dige laiendada.

Lisaks on genoomsete PCR praimerite disainil oluline temperatuuri ja
jarjestuse optimiseerimise kdrval ka nende unikaalsus vastavas genoomis. Varem ei
olnud vajadust sellise seostumiskohtade otsingu jérele, sest eksperimentides kasutati
tihtipeale template’na plasmiidset DNA’d ning praimerite ja produktide unikaalsuse
kontroll polnud nii hiddavajalik. Genoomse DNA kasutamisega eksperimentides on
suurem oht PCR praimeril seostuda alternatiivsetesse kohtadesse ja seega vihendada
PCR kvaliteeti.

Kéesoleva t06 eesmirgiks on anda iilevaade olemasolevatest enam levinud
praimeri disaini ja jdrjestuste vorldemise meetoditest. Teiseks piiitakse leida
optimaalseid parameetreid PCR kvaliteedi tOstmiseks, uurides praimerite GC
sisalduse, produktide ja praimerite pikkuste korrelatsiooni kvaliteediga. Kolmandaks
uuritakse seostumiskohtade ja alternatiivsete produktide arvu mdju PCR kvaliteedile
ja vaadeldakse jarjestuste vordlemise meetodite kiirust, mélu kasutust ja tulemuste
kvaliteeti, et selekteerida vilja optimaalseimad parameetrid kogu protsessi jaoks

PCR praimerite disainist kuni seostumiskohtade otsinguni viélja.



I Kirjanduse tlevaade

1. GenotUpiseerimine ja genoomne PCR

Laiaulatuslikud mass-genotiipiseerimise projektid holmavad tuhandete kuni
miljonite SNP  markerite anallilisi ja praeguseks lubavad kaasaegsed
genotiipiseerimismeetodid efektiivselt detekteerida liksikuid kuni tuhandeid SNP-sid
tihes katses (Wang et al., 1998). Geenikiibil pdhineva tehnoloogia kasutamine
voimaldab meil teha kogu genoomi hdlmavat miniatuurset paralleelanaliiiisi, seega
on SNP markerite laiaulatusliku infopanga koostamise iiheks vdimaluseks tulevikus
geenikiibil pohinevate meetodite kasutamine. Pohiliselt kasutatakse SNP-de
analiiisimiseks  kas  ainult  hiibridisatsioonil ~ v&8i  hiibridisatsioonil  ja
praimerekstensioonil pohinevaid geenikiibi tehnoloogiaid (Landegren et al., 1998).

Genotiipiseerimise meetoditest on koige levinumad praimerekstensioonil
pohinevad tehnoloogiad. Praimerekstensiooni eeliseks on lihtsus, meetod on kiire,
automatiseeritav ja toimub jirjestuse spetsiifiline reaktsioon. Praimerekstensiooniga
on detekteeritavad praktiliselt koik mutatsioonide tiilibid, v.a. praimerist pikemad
kordusjérjestused ja trinukleotiidsed kordused (Tdnisson et al., 2000b, Kurg et al.,
2000).

Teaduslike ja diagnostiliste genotiipiseerimise eksperimentide juures on
paljude meetodite puhul (sh. APEX - Arrayed Primer EXtension) vajalik valmistada
tuhandeid PCR produkte paralleelseks detekteerimiseks geenikiibil (Tonisson et al.,
2000b; Pastinen et al., 2000; Kurata et al., 2000). Genoomsete PCR praimerite
disainil lisaks on temperatuuri ja jirjestuse optimiseerimisel oluline ka nende
unikaalsus vastavas genoomis. Kui eksperimentides kasutati plasmiidset DNA’d voi
kui puudusid andmed genoomse nukleotiidse jarjestuse kohta, ei olnud unikaalsuse

kontroll vdga oluline.

2. PCR kvaliteeti mdjutavad parameetrid

DNA dupleksi ehk praimeri ja DNA ahela seostunud struktuuri stabiilsuse
pohiliseks miirajaks on nukleotiidipaaride koostis/jargnevus. Praimerite disaini
juures arvestatakse enamasti 2 pohilist parameetrit — sulamistemperatuur (Tm) ja
produkti pikkus. Lisaks vaadatakse veel praimeri pikkust, GC nukleotiidide sisalduse

protsenti (%) praimeris, sekundaarstruktuuride tekke vOimalus ja praimeri 3’ otsa



nukleotiidset koostist. Praimeri pikkus ja GC sisalduse % on  sdltuvuses

sulamistemperatuurist (Haas et al., 1998).

2.1. Praimerite sulamistemperatuur

Praimeri jarjestuse sulamistemperatuuri arvutamiseks on mitmeid viise,
milles kdige lihtsam — A/T nukleotiidi paar lisab 2 °C ja G/C 4 °C. DNA dupleksi
sulamistemperatuuri arvutamise tdpsemaks algoritmiks on Nearest-Neighbor meetod
(Borer et al., 1974). Breslauer kaasautoritega arvutasid aga vélja koigi 10 vdimaliku

nukleotiidipaaride seostumise energia vaartused (Joonis 1.) (Breslauer et al., 1986).

Interaktsioon AH°(kcal/mol)  AS°(cal/K per mol) AG®(kcal/mol)
AA/TT 9.1 24.0 1.9
AT/TA 8.6 23.9 1.5
TA/AT 6.0 16.9 0.9
CA/GT 5.8 12.9 1.9
GT/CA 6.5 17.3 1.3
CT/GA 7.8 20.8 1.6
GA/CT 5.6 13.5 1.6
CG/GC 11.9 27.8 3.6
GC/CG 11.1 26.7 3.1
GG/CC 11.0 26.6 3.1

Joonis 1. Nearest-neighbor testi tulemused vastavate DNA dupleksite 1ohkumisel 1
M NaCl, 25 °C, pH 7 juures. DNA dupleksite stabiilsus (AG®) arvutati valemi jargi:
AG® = AH° — TAS®, kus T = 293 K. AG® véirtused vastavad energiale, mis kulub
vastavate nukleotiidipaaride vesiniksidemete 10hkumiseks (Breslauer et al., 1986).

Niiteks jarjestuse GGAT korral on nearest neighbour termodiinaamika
AH°(GGAT)wa = AH°(GG) + AH°(GA) + AH°(AT) = 11.0 + 56 + 8.6 =
25.2(kcal/mol) (Kampke et al., 2001).

Valem sulamistemperatuuri arvutamiseks praimer-DNA interaktsiooni korral:
TMoprimer = AH°totat/ (AS°totar + R * In(c/4)) — 273.15 + 16.6
log[Na'].
kus AH ja AS on praimeri-DNA kaksikhiibriidi moodustumise entalpia ning
entroopia véairtused, R universaalne molaarse gaasi konstant (=8.31 J/mol =
1.99cal/°C mol), ¢ on oligonukleotiidide totaalne molaarne kontsentratsioon. Leiti, et
(c) 250 pM oligonukleotiidide empiiriline kontsentratsioon andis koigi testitud

praimerite korral head eksperimentaalsed tulemused (Rychlik et al., 1990).



2.2. PCR produktide pikkus

Produkti pikkus on oluline eelkdige genotiipiseerimise projektides, kus
samade tingimuste ja PCR tsiikli aegade juures on korraga vaja iiles amplifitseerida
palju PCR produkte. Seega tuleb leida optimaalne produktide nukleotiidne pikkus,
mille korral ei halveneks PCR kvaliteet. Samuti on lithematel PCRi produktidel
viiksem vdimalus anda valesid seostumisi APEX praimerite vastu. Geenikiibil
toimuvas reaktsioonis neid kokku segades on oluline, et praimerid ei seostuks

soovimatute produktidega (Tonisson et al., 2000b).

2.3. Praimerite GC sisaldus

Praimeri spetsiifilise seostumise DNA jérjestusega madaidrab tema 3’ ots,
tapsemalt GC nukleotiidide sisaldus 3’ otsas. Seni levinud praktika nduab GC-rikka
3'otsa kasutamist (nn. GC-clamp). Samas on ndidatud, et kdrge GC nukleotiidide
sisaldus praimeri 3’ pooles voib pohjustada vale seostumist ja vdhendada sellega

praimeri spetsiifilisust (Beasley et al, 1999; Li et al., 1997).

2.4. Praimerite omavahelised interaktsioonid ja seostumiskohad

genoomis

Vajalik on testida praimerite hiibridiseerumist iseendaga (self annealing) ja
vastaspraimeriga tdispikkuses ning praimeri 3’ otsa seostumist (self-end annealing)
enda ja vastaspraimeri 3’ poole jérjestusega (Joonis 2). Taoline kontrollimine on
PCR kvaliteedi tostmisel oluline, sest iseendaga hiibridiseerumiste tdttu vdheneb
template DNA’ga seostuvate praimerite kontsentratsioon PCR reaktsiooni segus ja
voivad tekkida praimerite dimeerid (kaks praimerit seostuvad tiksteise kiilge ja nende
pealt toimub ekstensioon) (Kédmpke et al., 2000).

Lisaks eelnevatele parameetritele tuleb kontrollida praimerite voimalikke
seostumiskohti ja vastavalt tekkivaid lisaprodukte genoomse DNA peal. Enamasti on
alternatiivsete seostumiskohtade pohjustajaks praimerid, mis sisaldavad genoomseid
DNA kordusjérjestuste motiive. Hoolimata sellest, et kandidaatpraimereid on
voimalik mitmetes andmebaasides teadaolevate korduste vastu kontrollida, ei ole

need kollektsioonid tdielikud ja pidevalt avastatakse uusi kordusjérjestusi. Praimerite



seostumist kordusjdrjestustesse on proovitud viltida nende vordlemisega STS
andmebaasi vastu (Schuler et al.,, 1997). Teine vdimalus on viltida praimeri
tegemisel piirkondi milles asuvate oktameersete sonade sagedus on genoomis korge

(Chenal et al., 1996).

A 5" ATCGNA 3" 5" ATCCGNA 3"
il I 11
3" TA-CGT 5" 3" TA--CGT 5"
B 5" ATGCCCTAGCTTCCGGATG 3"

1l
3" AAGTCCTACATTTAGCCTAGT 5"

5~ AGGCTATGGGCCTCGCGA 3*

I
3" AGCGCTCCGGGTATCGGA 5°

Joonis 2. Praimerite iseendaga ja 3’ otsaga hiibridiseerumise niited. Rozen
kaasautoritega kasutavad oma programmis PRIMER3 praimerite 3’ otste ja iseendaga
hiibridiseerumise  testimiseks maksimaalset lubatud skoori (score). Iga
komplementaarne nukleotiid annab skooriks 1.00, paardumine N (N’iga tdhistatakse
teadmata nukleotiidid) nukleotiidiga —0.25, mittekomplementaarne paar annab —1.00
ja gap (tdhistatud °-‘ga) —2.00. Joonisel on A niitel tegemist praimeri iseendaga
hiibridiseerumise variantidega, kus esimese 16pp skooriks on 1.75, kuid teisel on 0,
sest negatiivseid 10pp skoore ei arvestata. B poolel, mis niitab praimeri 3’ otsa
iseendaga hiibidiseerumist, on iilemise skoor 7 ja alumisel vastavalt 6.

3. Erinevad praimerite disaini programmid

Joonisel 3 on vilja toodud hetkel enam levinud meetodid PCR praimerite
disainiks nii tasuta (freeware) kui kommertsiaalsete programmide néol. Kajastatud
pole loomulikult k&ik vdimalikud programmid, sest paljude algoritmid on
vananenud, arendust6d peatunud voi programmi todkeskkond pole paljudele
kasutajatele sobiv (MS-DOS).

Praimeri disaini programmid voib esiteks jaotada kahte gruppi: need, mis on
mdeldud suuremahuliste projektide jaoks nagu PRIMER3 (Rozen et al., 1998), PRIDE
(Haas et al., 1998), PRIMO (Kenneth et al., 1996), PRIMEARRAY (Raddatz et al.,
2000), GST-PRIME (Varotto et al., 2001) ja programmid, mis on moeldud viiksemate

koguste praimerite valmistamiseks — OLIGO (Rychlik et al., http://www.oligo.net/),

DOPRIMER (Kdmpke et al., 2000), PRIME (http://www.accelrys.com/ endine

PRIMA), PRIMERSELECT (http://www.dnastar.com/products/PrimerSelect.html).



http://www.oligo.net/
http://www.accelrys.com/products/gcg_wisconsin_package/index.html
http://www.dnastar.com/products/PrimerSelect.html

nimi Aadress

DOPRIMER http://doprimer.interactiva.de/pro/frameset.html

GST-PRIME leister@mpiz-koeln.mpg.de

MEDUSA* http://www.cgr.ki.se/cgr/MEDUSA/

OLIGO http://www.oligo.net/

OLIGOARRAY* http://berry.engin.umich.edu/oligoarray/

PC-RARE* http://bioinformatics.weizmann.ac.il/software/PC-Rare/windows/

PRIDE http://www.dkfz-heidelberg.de/tbi/services/Pride/prideform

PRIME http://www.accelrys.com/products/geg_wisconsin_package/program
list. html#Primer

PRIMEARRAY* christoph.dehio@unibas.ch

PRIMER MASTER*  |ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/dos/primer-master/
PRIMER PREMIER 5 |http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/primerdesign.html

PRIMER3* http:/www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
PRIMERSELECT http://www.dnastar.com/products/PrimerSelect.html
PRIMO* http://innovation.swmed.edu/primo.htm

Joonis 3. Enam levinud praimeri disaini programmid. Térniga (*) mérgistatud
programmid on tasuta saadaval akadeemilistele kasutajatele. Tabelis on vilja toodud
enam levinud/tsiteeritud programmid ja tegelikkuses on erinevate programmide hulk
suurem.

Teine vdimalus programmide klassifitseerimiseks on nende automatiseeritus,
ehk kasutaja voimalikult minimaalne vahelesekkumine praimeri disaini juures.

PRIMER PREMIER 5 (http://www.premierbiosoft.com/) ja PRIDE on praimateks

ndideteks, kus esimesel juhul muudetakse praimeri disaini parameetreid
diinaamiliselt 10dvemaks sobivate kandidaatide mitte leidmisel ning teisel juhul ei
eemaldata iihtegi praimeri kandidaati enne kui on vilja arvutatud koik parameetrid
koikide praimerite kohta (Haas et al., 1998).

Kolmandaks jaotuse kriteeriumiks voib olla praimeri jérjestuse vordlemine
DNA jirjejestusega. Suurte genotiipiseerimise projektide juures, kus PCR praimerite
stinteesiks kasutatakse genoomset DNA’d, on oluline kontrollida nende unikaalsust
erinevalt eksperimentidest, kus kasutatakse plasmiidset DNA’d. Genoomsete
jérjestuste pidev kogumine/tdiendamine suurtes andmebaasides vdimaldab praegu
uurida molekulaarseid protsesse laiemas plaanis, kui varem (Lander et al., 2001).

Genoomse DNA kasutamisega eksperimentides on suurem oht PCR praimeril
seostuda alternatiivsetesse kohtadesse ja seega vdhendada PCR kvaliteeti. PRIDE
kontrollib praimeri seostumise stabiilsust sisestatud DNA jérjestuse vastu (kontiigid),
mille pealt praimereid siinteesida soovitakse ning vastava kontiigiga seotud
jarjestuste vastu. Iga seostumiskoha juures méératakse praimeri 8 viimase nukleotiidi
(3" otsas) ja DNA jidrjestuse vaheline stabiilsus ning originaalasukoha ja kdige
stabiilsema alternatiivse koha vaheline suhe miirab praimeri unikaalsuse (Haas et

al., 1998). OLIGOARRAY kasutab praimerite kontrolliks BLAST meetodit vastava
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genoomse jarjestuse vastu, mille pealt oligonukleotiide siinteesitakse (Rouillard et
al., 2002).

Enamuse iilalnimetatud programmide juures on vdimalik kasutada
alternatiivsete praimerite seostumiskohtade valtimiseks kordusjirjestuste andmebaasi
paringut. MEDUSA vodimaldab aga maskeerida korduvad piirkonnad kohe kasutaja
poolt sisestatud input jarjestuses (Podowski et al., 2001). Hoolimata praimeri disaini
programmide suurest valikust, ei ole jérjestuste genoomse DNA vastu vordlemine

nende algoritmides levinud.

4. DNA jarjestuse sarnasuse ja identsuse otsingu meetodid

Jérjestuste vordlemisel tuleb eristada kolme terminit: identsus, sarnasus ja
homoloogia. Jirjestuste identsus tdhendab, et jarjestuse X positsioonis n (X,) esineb
tédpselt sama nukleotiid (voi aminohape valkude puhul), mis vorreldava jérjestuse Y,
positsioonis. Sarnasuse korral vdetakse arvesse ka kaudsemad identsuse kohad kahe
jérjestuse vahel, mille vahel esinevad gap’id, ja arvutatakse vélja vastav skoor, mis
nditab tdendosust, et tegemist on kas sarnaste vOi mittesarnaste jarjestustega. Kahe
jarjestuse homoloogia juures ei ole jéarjestused X ja Y mitte ainult suure tdendosusega
sarnased, vaid ka nende organismide eellaste jirjestused omasid taolisi jdrjestusi

(Pertsemlidis et al., 2001).

4.1. Dinaamiline programmeerimine

Algoritmid, millega vdrreldakse kahte jérjestust, pohinevad diinaamilisel
programmeerimisel (dynamic programming). Esimest korda kirjeldati eelnimetatud
programmeerimise meetodeid 1950 aastatel viljaspool bioinformaatika teadust ja
1970 aastal kasutasid Needleman ja Wunsch neid bioloogilises kontekstis.
Diinaamiline programmeerimine tdhendab olemasolevale probleemile optimaalse
lahenduse leidmist jagades selle alamprobleemideks ning kus 1dpuks leitakse kodige
madalamal tasemel lihtsaim resultaat, mis kantakse {le algse probleemi
lahendamiseks. DNA jérjestuse juures on probleemiks nende optimaalseima
kokkulangemise (optimal alignment) leidmine. Jaotades jarjestusi jérjest
vidiksemateks “alamjirjestusteks” joutakse 16puks 1 nukleotiidi tasemeni vélja. Seega
koostatakse nukleotiidsel tasemel maatriks, milles piiiitakse leida kdige lithem tee

diagonaali m66da maatriksi tihest nurgast teise (Pertsemlidis et al., 2001).
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Ulal kirjeldatud diinaamilist programmeerimist kasutasid 4ra Smith ja
Waterman (1981), kes optimiseerisid matemaatiliselt seda meetodit, mis suudaks
anda korgeima skooriga alignment jarjestuste vahel iihe arvutusprotsessiga. Siiski on
tegemist aegandudva ja suurt arvutivdimsust vajava algoritmiga, kuid samas on
garanteeritud parim voimalik jérjestuste alignment (Smith et al., 1981; Arslan et al.,
2001). Sellisel Smith-Waterman nimelisel algoritmil pShineb programmi SSEARCH
t00 (Pearson et al., 1988; Pertsemlidis et al., 2001).

4.2. BLAST2

Enim levinud ja tsiteeritud meetodiks jérjestuste vordlemisel on BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), mis sarnaselt varasema meetodiga FASTA
kasutab heuritsilisi algoritme otsimaks péringule ldhimat vastet jirjestuste
andmebaasist (Altschul S., 1999; Altschul et al., 1990; Pearson et al., 1988).
Varasema BLAST versiooniga vorreldes on uuem BLAST2 (ver 2.0, Gapped BLAST)
algoritm 3 korda kiirem ja vOimaldab otsingus kasutada ka gap’e. Kuna gap'id
modelleerivad evolutsioonis toimunud insertsioone ja deletsioone on tulemused ka
bioloogiliselt moistlikumad kui gap’ideta versiooni korral (Altschul et al., 1997).
BLAST2, mis on optimiseeritud kiiruse suhtes, kasutab fikseeritud sonapikkust — 11
nukleotiidi — ja otsing toimub modlemalt DNA ahelalt erinevalt FASTA3’st, kus on
vaja teha kaks paringut sama resultaadi saamiseks (Pearson, 1998).

BLAST2 algoritm todtab pohimdttel, et koigepealt leitakse kdoik sdnad
pikkusega W ja skooriga T. Kui 2 eelnevale kriteeriumile vastavat sona satuvad sama
diagonaali peale otsingu aknas (A < 40), pikendatakse mdlemaid sonasid mdlemas
suunas piki diagonaali seni, kuni skoori S absoluutvaartus ei lange alla 22 bit’i voi ei
lange tile 7.5 bit’i senisest parimast vaartusest. Seejdrel sooritatakse gapped
alignment ja katkestatakse kui skoor langeb alla 15. Eelkirjeldatud algoritmi
nimetatakse BLAST2 two-hit meetodiks, sest varasem BLAST v&imaldas teha ainult
one-hit meetodit, mis pdhines ainult 1 sdna leidmisel ja pikendamisel ning ei
kasutanud gapped alignment’i (Altschul et al., 1997; Pertsemlidis et al., 2001).

BLAST2 skoori arvutamiseks kasutatakse jargmist valemit, kus A ja K
tdhistavad Karlin-Altschul parameetreid ning S;,, esialgset skoori jérjestuste

identsuse vordlemisel (Tatusova et al., 1999):

SbitS = [}\, * Sraw - In K] / In 2.
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Lisaks BLAST2 skoorile on teiseks olulisemaks véaartuseks E (expected value). E-
vadrtus nditab mitu antud skooriga jirjestust voiks antud suurusega andmebaasist
tdnu juhuslikule kokkusattumisele (ilma bioloogilise tihenduseta) leida. Valem E-
vadrtuse arvutamiseks

E = mn25,

kus m tdhistab andmebaasi jarjestuse, n paringu pikkust ja S vOrdub Spjts-
Suuremate andmebaaside korral on E-vdidrtus korgem kui viiksematel. E-védrtus
vOimaldab vorrelda erinevates andmebaasides tehtud otsinguid ja on bioloogiliselt
mdotestatud ainult siis, kui andmebaas koosneb peamiselt juhuslikest ja juhusliku
nukleotiidse koostisega jarjestustest. Paljudel juhtudel on andmebaasis liiga palju
mittejuhuslikke, “valitud” jéarjestusi ning tegemist on nihkega (biased) andmebaasis
(Altschul et al., 1997; Pertsemlidis et al., 2001).

BLAST?2 otsingut on lithemate (7-20 aluspaariliste) jarjestuste juures voimalik
kiirendada, kui ihendada néditeks PCR praimerite jérjestused liheks pikaks eraldatud
paringuks. Uheks automaatselt selliseid piringuid teostavaks programmiks on Perl’is
kirjutatud MPBLAST. Nimetatud programm koosneb skriptide paketist, mis {ihendab
liihikesed jérjestused tiiheks kokku ja filtreerib pérast tulemustest vilja igale

alamjéarjestusele vastavad resultaadid (Korf et al., 2000).

4.3. MEGABLAST

Teine vdimalus kiiremaks alignmentide leidmiseks pikkade nukleotiidsete
jarjestuste vahel on MEGABLAST. MEGABLAST kasutab nukleotiidsete jarjestuste
vordlemisel greedy algoritmi diinaamilise programmeerimise asemel ja suuremate
sonapikkuste juures vOib programmi kiirus {liletada traditsioonilisi jérjestuste
sarnasuse leidmise meetodeid kuni 10 korda. Greedy algoritmi peamine erinevus
diinaamilisest programmeerimisest seisneb selles, et paljud maatriksi punktid
jéetakse korvale, kuna ainult iihte diagonaali pikendatakse mdne punkti vorra ja
MEGABLAST kasutab standartsena (default) pikemat sonapikkust kui BLAST2.
MEGABLAST’is on sona pikkus minimaalne identse jarjestuse pikkus, mille algoritm
iiles leiab ja kdige efektiivsemalt tootab programm 16 nukleotiidse jirjestusega, kuigi
voimalik on minimaalselt 8 pikkust kasutada. Kui W védirtus jagub 4, garanteerib

meetod selle, et kdik perfektsed jarjestuse alignment’id pikkustega W + 3 leitakse

12



iles. Vastasel juhul voetakse aluseks ldhim 4 jaguv védrtus ja proovitakse
alignment’i pikendada soovitud sona pikkuse suunas. Seega MEGABLAST on
sobilikum 95% ja enama identsusega jérjestuse leidmiseks. MEGABLAST vajab
~1Gb arvuti milu (RAM) jdrjestusi inimese genoomse DNA kontiigide vastu
kontrollimiseks (Zhang et al., 2000).

Lisaks on olemas programm BLAT (BLAST-Like Alignment Tool), mis ei ole
seotud BLAST perekonnaga, kuid on moeldud jérjestuste 95% ja rohkema sarnasuse
leidmiseks. Kuid tdpsemad tulemused saadakse pikemate péringute korral jirjestuse
pikkusega alates 40 nukleotiidist ja seega statistika lithemate jarjestuste jaoks voib
puududa. BLAT koostab ja hoiab kogu genoomi indeksid mélus, mis sisaldab infot

koigi mittekattuvate 11-meeride (11 nukleotiidi pikkusega sdonad) kohta genoomis

(Jim Kent, http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat; Kent, 2002).
4.4, SSAHA

Ning kaasautoritega kasutavad oma programmis SSAHA sellist meetodit, kus
eclnevalt genoomne DNA indekseeritakse ja kirjutatakse suurde hash tabelisse.
Hiljem otsingut sooritades loetakse tabel arvuti méllu ja paringu vordlemine indeksi
vastu toimub kiiresti (Ning et al., 2001).

Joonisel 4 on ndha hash tabeli loomise pohimdte, kus arvuti méllu luuakse
kaks andmestruktuuri: koigi voimalike pointer’ite jada A ja nende esinemis
positsioonide loetelu L. Erinevate pointer’ite arv soltub sdna pikkusest k — 4%,
Jérjestuse otsimine indekseeritud andmebaasist toimub sona pikkuse k haaval.
Koostatakse esialgne loetelu H, kuhu lisatakse iga péaringu sona pikkuse k kohta
vastav positsioonide jada L. Master loetelu M sisaldab juba H jada esimese ja teise
litkme jargi sorteeritud positsioone (index ja shift), mille jargi detekteeritakse asukoht
andmebaasi jérjestuses otsides iiles sellised positsioonid, kus index ja shift omavad
samu véartusi (Ning et al., 2001).

Koige rohkem aega nduab seostumiskohtade otsingul hash tabelist M loetelu
sorteerimine. Meetodi t66d on vdimalik kiirendada, kui piirata sama pointer’i kohta
tekkiva jada A suurust. Niimoodi on vdimalik piirata korduvate jirjestuste esinemist
hash tabelis ja otsingu sooritamine muutub vastavalt kiiremaks. Siiski kulub
tavakasutajal palju aega varem kirjutatud tabeli méllu lugemine arvuti kettalt, sest

kogu indeksi mélus hoidmiseks on vaja ~16Gb RAM’i (Ning et al., 2001).

13


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

S| = ATCGCAATCCAGCTTCTAGA Joonis 4. 2 tdhelise (2-tuple)
S; = GTCGAATTGAGCGGACGCTGGT sona pikkusega hash tabeli

loomine kahe jarjestuse S; ja S,

" pointer'id positsioonid pohjal. Hash tabel sisaldab 4°
pointer’ite jada A, kus k tihistab

AA 0 (2,5) sona pikkust ning , ja positsioonide

AC 1 (2,15) loetelu L. Positsioonide jadas olev

AG 2 (1,11) esimene number (sulgude sees)

AT 3 (LY (1,7) téahistab jarjestuse numbrit, mille

CA 4 (1,5) pealt vastav 2 tdheline sona on

cC 5 (1,9) leitud. Teine number néitab

CG 6 (1,3) (23) positsiooni vastavas jérjestuses.

CT 7 (1,13)

GA 8 (1,19) (2,9

GC 9 2,11) (2,17)

GG 10 (2,13)

GT 11 2,1) (2,21

TA 12 (1,17)

TC 13 (1,15)

TG 14 (2,19)

TT 15 2,7

4.5. Suffiksi puud (Suffix-trees)

Viimastel aastatel on esile tousnud suffix-tree’del pShinevad algoritmid just
tdnu nende kiirusele ja arvutite vdimsuse kasvule. Delcher kaasautoritega valmistasid
programmi, mis samuti kasutab suurte jarjestuste vordlemisel suffix-tree’l pohinevat
algoritmi, kuid méilu kasutus iile 30 baidi iihe aluspaari kohta on inimese genoomi
mastaabis liialt suur maht praegu kasutusel olevate arvutite jaoks (Delcher et al.,
1999). Suffix-tree’de suurt arvuti mélu noudlust nditasid oma t66s ka Aach

kaasautoritega (Aach et al., 2001).
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Il Eksperimentaalne osa

T60 eesmargid

Kéesoleva t00 eesmirgiks on anda iilevaade olemasolevatest enam levinud
praimeri disaini ja jdrjestuste vorldemise meetoditest. Teiseks piiiitakse leida
optimaalseid parameetreid PCR kvaliteedi tOstmiseks, uurides praimerite GC
sisalduse, produktide ja praimerite pikkuste korrelatsiooni kvaliteediga. Kolmandaks
uuritakse seostumiskohtade ja alternatiivsete produktide arvu moju PCR kvaliteedile
ja vaadeldakse jarjestuste vordlemise meetodite kiirust, mélu kasutust ja tulemuste
kvaliteeti, et selekteerida vélja optimaalseimad parameetrid kogu protsessi jaoks

PCR praimerite disainist kuni seostumiskohtade otsinguni vilja.

Kasutatud meetodid

1. PCR praimerite disain

Kéesolevas magistritdos kasutasime PCR praimerite kvaliteediandmeid, mis
saadi 1278 erineva SNP analiiiisil inimese kromosoom 22 pealt. SNP’de valimine

teostati 1,5K projekti raames koostoos Sanger’i keskusega Inglismaal

(http://www.sanger.ac.uk/). Praimerite kvaliteeti hinnati agaroosgeeli piltide
vaatlemise tulemusena, kus negatiivseks loeti praimeri paarid, mis andsid mitu
produkti vOi olid ilma produktita. Praimerite seostumis kohtade leidmise
programmide parameetrite optimiseerimiseks kasutasime 100 negatiivset (PCR
kvaliteet alla 50%) ja 100 positiivset (kvaliteet iile 95%) praimerite paari (Joonis 5.).

Ligikaudu 300 SNP jaoks jaoks olid PCR praimerid disainitud késitsi,
tilejddnud disainisime automaatselt. Praimerite disaini programmiks valisime
PRIMER3, kuna tegemist on akadeemiliste projektide jaoks tasuta programmiga ja mis
tootab UNIX’1 keskkonas. Teise valikuna oli ka PRIMA EMBOSS bioloogiliste
programmide paketist (http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/), kuid

sisendviljade véikese valiku tottu eelistasime PRIMER3’e.

Pdhilised parameetrid, mida kasutasime PRIMER3 juures olid praimeri pikkus
— 18, 20, 25 (minimaalne, optimaalne ja maksimaalne) nukleotiidi, praimeri GC
sisaldus — 20%, 50%, 80% ning PCR produkti pikkus — 100, 200, 600 nukleotiidi.

Kordusjirjestuste raamatukogu (repeat library) praimerite disainimise juures ei
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kasutatud. Ulejdinud parameetreid kasutati vaikimisi (default) programmi poolt
etteantuna.

Praimeri disaini erinevate parameetrite ja PCR kvaliteedi vahel piitidsime
leida korrelatsiooni, et vidlja selgitada optimaalseimad védrtused ja analiiiisiks
kasutasime 714 praimeri paari. 564 praimeri paari ei kasutatud, kuna nendega oli

sooritatud kordus eksperimente alla 10 korra.

2. Genoomi-test

Genoomi-testiks nimetame protsessi, kus otsitakse iiles koik voimalikud PCR
praimerite seostumiskohad genoomis ja ennustatakse nende pealt vdimalike
produktide teket. Testi kasutasime nii 714 praimeri paari genoomsete seostumiste
leidmiseks kui ka 2 valimi (100 pos. ja 100 neg. praimeri paari) korral (Joonis 5.).

Testi 1dbiviimiseks kasutati nelja programmi: BLAST2, SSAHA, MEGABLAST ja

kédesoleva t66 raames Perl’is (http://www.perl.com/) kirjutatud programm Identsuse

Otsing (IS — Identity Search). Kui IS, BLAST2 ja SSAHA kasutasid inimese
assembleeritud kromosoomide jérjestusi, siis MEGABLAST vdrdles praimerite

jarjestusi ENSEMBL’i  “golden-path”  (http://www.ensembl.org/) kontiigide

jarjestuse vastu. Tegelikud positsioonid kromosoomides leiti hiljem spetsiaalse
parser-programmi abil andmebaasist paringuid sooritades. Kdikide programmide
véljundis arvestati [0pptulemuses ainult selliste praimerite seostumiskohtadega, kus
oli kinnitunud 3’ ots. Vdimalike PCR produktide arvu leidmiseks lahutati DNA
vastasahela (antisense) praimeri koordinaadist kodeeriva ahela (Sense) praimeri

koordinaat ja arvestati neid produkte, mille pikkus ei iiletanud 1000 aluspaari.

3. Genoomi-testi uuritavad parameetrid

BLAST2 programmi testiti nii parameetri —g T kui ka —g F korral, mis
tdhendavalt vastavalt, kas vahed (gaps) on lubatud voi mitte. Ilma gap’ideta BLAST2
tulemusi ei saanud arvestada, kuna programm ei tootanud korrektselt, kui oli
tegemist suurearvuliste seostumiskohtadega.

Teiseks parameetriks, mida testiti, oli minimaalne vajalik PCR praimeri
pikkus 3’ otsast eraldamaks positiivseid negatiivsetest. Erinevad pikkused, mida

vaadeldi, olid pikkusega 12 nukleotiidist kuni 20. Neid numbreid saab vdrrelda
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BLAST2 ja MEGABLAST védrtustega (bitscore) 24, 26, ..., 40, ehk siis iga identse
nukleotiidi kohta antakse 2 punkti.

Kolmandaks vorreldi genoomi-testi meetodite kiirust erinevate praimeri
hulkadega: 1, 10, 100 ja 1000 (Joonis 5). Kiiruse testid sooritati PIII Intel 700 MHz
protsessoriga ja 2 GB milumahuga arvuti peal. Aega arvutati programmi kéivitamise
hetkest kuni 10pptulemuste kittesaamiseni. Aeg sisaldab ka tulemuste
interpreteerimisprogrammide (parser) t6od, mis filtreerisid vilja praimerite 3’ otsa
seostumised ja arvutasid vOimalikke produkte. Kuna parser’ite todtamise algoritm
oli koigi meetodite juures sarnane, ei esinenud nende meetodite tddajas
mérkimisvéérset erinevust.

Genoomi testi korral kasutati ENSEMBL 3.26.1 (Jaanuar 2002) andmebaasi

inimese genoomi DNA jirjestust ja SNP’de andmeid samast andmebaasist.
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Tulemused

1. PCRIi kvaliteedi seos praimeri omadustega

Kuna sulamistemperatuur oli fikseeritud, testiti praimerite disaini juures
jargmisi parameetreid, mis vOiksid mdjutada PCR tulemuste kvaliteeti: GC sisaldus
(praimeri 3’ pooles ja viimastes nukleotiidides), praimeri pikkus ja produkti pikkus.
PCR praimerite kvaliteedi piiriks méarati vaédrtus 80%, millest madalama protsendiga

loeti mittekvaliteetseks praimeri paariks ja korgema protsendiga kvaliteetseks.

1.1. GC sisaldus ja praimerite pikkus

Levinud seisukohad on, et praimeri 3’ otsas peaks olema soovitavalt C voi G
nukleotiid, et hiibridiseerumine DNA ahela kiilge oleks tugevam ja praimeri pikkus
vOiks olla 21-26 aluspaari vahel. Praimerite pikkused varieerusid kdesolevas toos 18-
26 aluspaarini ja vois tdheldada vihest kvaliteedi tdusu 21 aluspaari pikkusest alates.

Joonisel 6 on vorreldud praimerite 3’ poole (praimerite jarjestus jagati keskelt
kaheks) GC nukleotiidide sisalduse korrelatsiooni PCR kvaliteediga. Selgus, et iile
50% GC sisaldusega praimerite kvaliteet langeb alla 80%. Arvatavasti pohjustab
suurem GC sisaldus praimerite 3’ osas mittespetsiifilist seostumist teistesse genoomi
regioonidesse. Erinevalt varasematele arusaamadele labori praktikast leiti, et PCR
kvaliteeti ei mdjuta oluliselt praimerite 3’ otsa viimase 3 nukleotiidi GC sisaldus
(Joonis 7.). Kuigi praimerite 3’ otsa viimaste nukleotiidide GC sisalduse suurenedes
PCR kvaliteet langes viahesel médral, piisib graafik defineeritud kvaliteedi cutoff’ist
(80%) korgemal.

1.2. PCRIi praimerite seostumine genoomsele DNA’le

PCR praimeri paaride juures uurisime nii summa (seostumiste arvud liidetuna
iga praimeri paari kohta), minimaalse (vOrdlusel kasutati vidiksema seostumiste
arvuga praimerit igast paarist) kui ka maksimaalse seostumiste arvu sdltuvust PCR
kvaliteediga. Selgus, et summa korral saime cutoff’i 10 ehk siis praimeri paarid, mille
seostumiste koguarv iiletab 10, annavad PCR kvaliteediks vihem kui 80%. (Joonis
8.) Minimaalse cutoff’i leidmisel oli vastav number 3. Jarelikult kui véiksema

genoomsete seostumiste arvuga praimeri védrtus on alla 3 ja praimeri paari
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seostumiste arv ei ulatu iile 10, voib praimerit lugeda positiivseks (genoomi-testi
jargi kvaliteetseks). Seostumiskohtade tulemused saadi kdiki praimereid kontrollides

genoomse DNA jirjestuse vastu 18 sonapikkusega 3’ otsast.

1.3. PCR produktide ennustamine genoomselt DNA’It

Lisaks uurisime tekkivate PCR produktide arvu ja pikkuse suhet PCR
kvaliteeti (Joonis 9). Labori eksperimentides on enamasti oluline, et iiles
amplifitseeritakse ainult iiks ja &ige produkt ja iga alternatiiv vdhendab selle
kontsentratsioni ning pdhjustab APEX reaktsiooni analiiiisil mittespetsiifilisi (vale-
positiivseid) signaale. Seetdttu tunnistame ebasobivaks kdik praimerid, mis voivad
anda rohkem kui {ihe produkti. Lisaks leidsime, et produkti pikenedes iile 400
nukleotiidi viheneb PCR kvaliteet samuti alla 80%. Kuna meie projektis kasutati
kdigi praimerite jaoks sama PCR programmi (tsiiklite pikkused samad), voib pikema

produkti siintees katkeda ning lisaks eelnevale on vigade tekke vdimalus suurem.

2. Genoomi-testide tulemused

Eelpool uuritud praimerite parameetrid voib pohimotteliselt jagada kaheks -
esimesed (GC%, praimerite pikkus) on seotud ainult praimerite omadustega, teised
(seostumiste arv genoomis, produktide arv genoomis) aga template DNAga, meie
ndite puhul inimese genoomse DNAga. Et selgitada milline genoomi-testide
labiviimise metoodika on efektiivseim ja millised on parimad parameetrid,
korraldasime tdiendava katse. Valisime 100 positiivset ja 100 negatiivset PCR
praimerit ning sooritasime nendega genoomi testi. Vordlesime 4 erinevat programmi
ja erinevaid praimerite 3 otsa pikkusi.

Joonisel 10 voib tdheldada, et meetodid annavad sarnased tulemused ja
umbes 50% negatiivsetest praimeritest on voimalik leida seostumiskohtade arvu
kasutades. Kuigi erinevused pole praimeri pikkuste skooride vahel suured, saab
optimaalseimaks pidada 16 ja 17 nukleotiidseid praimeri pikkusi. Analiiiisil kasutati
seostumiskohtade arvuna praimeri paaride seostumiste summat, kuna seostumiste
minimaalne hulk ja produktide arv suutsid lahutada maksimaalselt 20%
negatiivsetest praimeritest ja maksimaalne arv andis sarnased tulemused. Praktikas
kasutamiseks on 16 sdna pikkus ka optimaalseim, sest 16 nukleotiidist koosnevaid

sdnu saab tiiiipilise arvuti peal viljendada tipselt 4 baidi abil. 4'® = 2°? = 4 baiti.
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2.1. Kiiruse test 4 meetodiga

Teiseks uurisime, kaua vOtab aega erinevate koguste praimeri paaride
testimine genoomi vastu koigi 4 meetodi korral. Tulemusi analiiiisides selgus, et
vdikese hulga praimeri paaride korral (1-5) on kiireim MEGABLAST ja teised kolm
tiksteisest oluliselt ei erine (Joonis 11). Kuid 10 praimeri paari korral vdis tdheldada,
et BLAST2 ja IS (ldentity Search) programmi kiirus oli 2 korda aeglasem kui
SSAHA’l ja 4 korda aeglasem kui MEGABLAST’il. 100 praimeri paari juures langes
MEGABLAST’1 kiirus samale tasemele SSAHA’ga, samas kui 1000 paari korral oli
SSAHA teistest juba tunduvalt kiirem. SSAHA aegluse pdhjuseks vidiksemate
andmemahtude juures on see, et programm kulutab suure hulga ajast indekseeritud
tabelite lugemisele kettalt (inimese genoomi korral 16 Gb) ning 100 ja enama
praimeri paari juures tema suhteline kiirus vorreldes teiste meetoditega tduseb. Mélu
kasutuselt on ressursindudlikumad MEGABLAST ja SSAHA, mille puhul sooritades

inimese 1. kromosoomi pealt paringut vajatakse ~1Gb mélu ruumi.

2.2. Optimaalsed cutoff’id seostumiskohtade otsingu programmide jaoks

Lihtuvalt eelnevast testist valiti kaks kiiremat meetodit, millega edasi todtada
ja piiiiti leida neile vastavad optimaalseimad praimeri pikkuste cutoff’id positiivsete
ja negatiivsete praimerite eraldamiseks. Joonisel 12 on ndha kahe kiirema meetodi —
SSAHA ja MEGABLAST — vordlust positiivsete ja negatiivsete praimerite seostumiste
arvude tulpade néol, kus 16 nukleotiidse praimeri pikkuse juures 3’ otsast on selleks
cutoff’iks ~30 seostumist genoomis. Antud juhul tdhendab vastav cutoff seda, et 95%
positiivsetest praimeritest omab seostumiskohti genoomis <= 30. Hiljem sooritati
samad katsed ka kahe iilejddnud programmiga (BLAST2 ja IS), ning tulemused olid
sarnased (cutoff = 30) eelnevate meetoditega. Seega on médravaks meetodite vahelise

paremuses programmi kiirus.
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Arutelu

Tulemuste jérgi otsustades olid olulisteks PCR kvaliteeti mojutavateks
parameetriteks parimeri 3’ poole GC sisaldus, produkti pikkus ja seostumiste arvud
genoomsel DNA’I (nii praimerite kui produktide korral). Vorreldes tiiiipiliste levinud
parameetritega leidsime, et oluline on vidhendada GC sisaldust disainitavates PCR
praimerites ning piirata produktide pikkusi. Sarnaselt Haas ja kolleegide todle leiti, et
praimeri pikkus ei ole otseses korrelatsioonis PCR véljatulemise kvaliteediga (Haas
et al., 1998). Samas pole vaja otseselt muuta ka viimaste nukleotiidide sisaldust
praimeri 3’ otsas.

Sageli ei leita optimaalses parameetride vahemikus soovitavaid parameetreid
ja tekib kiisimus milliseid parameetreid oleks Oige 1ddvemaks lasta. Siis tuleks
esimeses jdrjekorras laiendada just praimeri voi produkti pikkuse parameetreid,
praimeri 3’ otsa viimaste nukleotiidide GC sisaldust (GC_CLAMP), sest antud
parameetrid ei mojutanud oluliselt PCR kvaliteeti. Alles seejdrel voiks jirjekordse
negatiivse tulemuse korral laiendada iildist GC sisaldust, muuta Tm’i v3i seostumiste
arvu cutoff’i genoomis.

Sulamistemperatuuri optimumi ei olnud meil vdimalik méérata, kuna Tm’id
olid labori poolt kindlalt fikseeritud ja polnud médistlik tellida mitu erinevat
praimerite komplekti. Beasley kaasautoritega kasutasid oma t60s praimerite disainil
Tm véértusena 62 °C ja meie pliidsime valida praimereid just selle vdirtuse
laheduses (Beasley et al, 1999). Samas oleks erinevate Tm’ide korral parameetrite
optimume ka keerulisem vorrelda ja leida.

Hoolimata genoomi-testi optimaalsete praimeri pikkuste cutoff’ide leidmisest,
jai siiski hulk negatiivseid praimereid “detekteerimata”. Pdhjusteks vdivad olla vead
labori eksperimentides ja agaroosgeeli piltide interpreteerimisel (vale-negatiivsed).
Samuti annab tulemusi parandada GC sisalduse parameetri kitsendamisega piiridesse
20-50% ja produkti pikkuse piiramisega vahemikku 100-400 nukleotiidi. Siiski voib
olla veel teisi tegureid, mis mojutavad reaktsiooni kdiku ning seega PCR kvaliteeti.

Meie t60s kasustusel olevad genoomi-testi programmid pohinevad jarjestuse
identsuse otsingu algoritmidel, mis aga ei anna voibolla nii tédpset tulemust voi head
korrelatsiooni PCR kvaliteedi ja praimerite seostumiste arvu vahel genoomis.
Alternatiiv oleks Nearest-Neighbour algoritmi kasutamine, mis arvestaks praimeri ja

DNA jérjestuse vahelise identsuse asemel termodiinaamilist aspekti. Néiteks seostub
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lithem GC rikas ning pikem AT rohke praimer DNA’ga sama temperatuuri juures
vordse efektiivsusega.

Optimaalseimaks seostumiste otsingu sonapikkuseks saime 16 nukleotiidi
praimeri 3’ otsast ja cutoff’ideks 30 seostumist summana. Kuigi 17 nukleotiidi andsid
parema tulemuse eelistasime siiski 16, kuna 32 bit’istes arvutites kdib andmete mélus
hoidmine 4 baidi kaupa ja 16 tdhe milus hoidmiseks kulub tépselt 4 baiti. Seega on
16 sonapikkusega otsingu sooritamine efektiivsem ja vihem ressursindudlik kui 17
nukleotiidiste sonade kasutamine.

Genoomi-testi alternatiiviks on maskeerida kordusjdrjestused genoomses
DNA’s, et viltida juba disaini ajal praimerite sattumist korduspiirkondadesse.
Maskeerimise kdigus otsitakse iiles korduspiirkonnad ja asendatakse need jérjestused
muu tdhemargiga (tavaliselt ‘N”). Enim levinud selliste jirjestuse genereerimiseks on
REPEATMASKER. Kuid programmi puudusteks on esiteks aeglus, kuna ta kasutab
jarjestuste vordlemiseks diinaamilisel programmeerimisel pohinevat Smith-
Waterman’i algoritmi. Teiseks on maskeerimise tulemused suuresti soltuvuses
genoomi korduspiirkondade valikust (RepBase andmebaas —

http://www.girinst.org/Repbase_Update.html) ja kolmandaks maskeerib

REPEATMASKER korduses oleva ala terves pikkuses, kuigi see vOib sisaldada
tegelikkuses liihikesi “hdid” praimeri disaini regioone (Jurka, 2000; Smit ja Green

http://ftp.genome.washington.edu/RM/RepeatMasker.html). Alternatiivseks

vOimaluseks on kirjutada uus programm, mis koostaks nimekirja kdigist voimalikest
16 nukleotiidi pikkustest jarjestustest inimese genoomis, mis teeb koguarvuks =~
4*10°. Erinevaid jérjestusi, mis annavad >10 seostumiskoha genoomis, on kokku ~40
000 000. Nende viltimine juba praimerite disaini algstaadiumis parandaks praimerite
kvaliteeti mérkimisvéérselt ja muudaks genoomitesti lihtsamaks (vajalik ainult

produktide arvu kontroll).
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Kokkuvdte

Kéesolevas to0s anti lilevaade enamlevinud PCR praimerite disaini
programmidest ja eksperimentides (1278 praimeri disainil) kasutati laialt levinud
ning akadeemilistele asutustele vabalt saadaval olevat programmi PRIMER3.
Tulemuste analiilisis selgus, et PCR kvaliteedi tdstmisel on olulisteks parameetriteks
praimeri 3’ poole GC sisaldus, produktide pikkus. Soovitav vahemik GC% jaoks
oleks 20-50 ja produktide pikkus 100-400 aluspaari. Mérkimisvéarset korrelatsiooni
el tdheldatud nii praimeri pikkuse kui ka 3’ otsa viimaste nukleotiidide GC sisalduse
ja PCR kvaliteedi vahel. Seega tuleks praimerite mitteleidmisel esimesena
suurendada just praimerite voi PCR produkti pikkuse vahemikku ja praimeri 3’ otsa
(GC_CLAMP) véidrtusi ja alles seejarel muuta praimerite ildist GC% voi
sulamistemperatuuri. Viimast parameetrit ei testitud, kuna labori poolt oli kindel Tm
enne paika pandud.

Teiseks leiti, et praimerite seostumisel iile 10 korra 18 sdna pikkusega otsides
jatle 30 korra 16 sdna pikkuse juures langes PCR kvaliteet alla 80%. Sama juhtus ka
2 voi enama PCR produkti tekkimise korral. Kuigi 17 nukleotiidi andsid parema
tulemuse eelistati siiski 16, kuna 32 bit’istes arvutites kdib andmete méalus hoidmine
4 baidi kaupa ja 16 tihe mdilus hoidmiseks kulub tipselt 4 baiti. Seega on 16
sonapikkusega otsingu sooritamine efektiivsem ja vdhem ressursindudlik kui 17
nukleotiidiste sonade kasutamine. Genoomi-test suutis 100 negatiivsest praimerist
vélja selekteerida ~50%. Pohjuseks voimalikud vead eksperimentides voi
agaroosgeeli piltide interpreteerimisel. Lisaks voib vdhendada nende vale-
negatiivsete arvu veel GC protsentide ja PCR produkti pikkuste muutmine.

Seostumiskohtade otsingul oli 1-100 praimeri paari andmemahu juures
kiireim MEGABLAST, kuid alates 100 paarist iiletas kiiruselt teda SSAHA. Nelja
meetodiga erinevate sonapikkustega péringuid tehes (BLAST2, MEGABLAST,
SSAHA ja Perli’s kirjutatud idenstuse otsingu programm) saadi kdigi puhul sarnased
tulemused ja vorreldes negatiivsete praimerite eraldamisvoimet 4 meetodi juures, ei
olnud mirkimisvéérset vahet meetodite juures mérgata.

Edaspidi tuleks katsetada korduste raamatukogu lisamist maskeerides
korduvad genoomsed DNA jirjestused ‘N’ tihtedega 3’ otsast. Uheks vdimaluseks
on kirjutada uus programm, mis koostaks nimekirja kdigist voimalikest 16

nukleotiidi pikkustest jdrjestustest inimese genoomis.
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Summary

Single nucleotide polymorphism’s (SNP’s) are the most widely used markers
for large genotyping projects. Mass-genotyping platforms now allow testing of up to
100 000 SNPs from each individual. However, most genotyping methods require the
PCR amplification procedure. To ensure efficient genomic PCR from the human
genome we need to test PCR primers against the genome for additional binding sites.
Also, it is important to deselect such primer pairs that generate more than one
product, because they could add false signals in genotyping analysis.

Most of the available primer design programs do not check the uniqueness of
designed primers and products against the genomic DNA. Therefore, we decided to
compare some methods that could be used for efficient detection of all primer
binding sites in the human genome. We compared several sequence similarity search
programs to optimise primer binding site detection: SSAHA (Ning et al., 2001),
MEGABLAST (Zhang et al., 2000), BLAST2 (Altschul et al., 1997) and our own
IDENTITY SEARCH (IS) program, written in Perl.

We used 714 experimentally tested PCR primers from a large genotyping

1,5K project in a cooperation with Sanger Centre (http://www.sanger.ac.uk/).

Primers were designed with PRIMER3 (S. Rozen, H.J. Skaletsky, 1996-98). Repeat
library of the PRIMER3 was not used in primer design process. For additional
analysis, a positive and a negative test set (100 PCR primers each) was created based
on observed PCR amplification quality. Primers in the positive (“good”) dataset had
amplification quality over 95%. Primers in the negative (“bad”) dataset had
amplification quality below 50%.

At first we have analyzed the PCR primer design parameters and noticed that
parameters such as primer GC content and PCR product length affecting the PCR
quality. GC% over 50 and product length over 400 bp gave quality below 80% (Fig.
6,9). Parameters like GC_CLAMP (last nucleotides at primer 3’ end) (Fig. 7) and
primer length (data not shown) did not affect PCR quality significantly (lengths 21-
26 were a bit higher quality than shorter ones).

Then we have counted the number of binding sites and alternative product
numbers in the genomic DNA for all primer pairs and counted the number of
detected binding sites for each method (SSAHA, MEGABLAST, BLAST2, IS) at
different lengths of primer 3’ end. Figure 8 shows that primer with binding sites over

10 and product number over 1 are likely ot fail in PCR reaction.
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Genome-test (binding sites search programs described above) methods were
compared for their efficiency to discriminate between positive and negative datasets
based on the number of primer binding sites in the genome (Fig. 10). Different
lengths in range between 12 and 20 nucleotides were tested. We can compare these
values to bitscores from the BLAST2 and assume that they are comparable to
BLAST?2 bitscores 24 - 40 (1 bp = 2 bits for two identical nucleotides). Optimal
query lengths were between 16 - 18 nucleotides from primer 3’ end for all methods.

After that every method was tested with different number of query sequences
and total time was calculated from program start to end (Fig. 11). Total time includes
our parsers work which gathered binding hits and counted possible PCR products.
All tests were performed at Intel P3 machine with 700 MHz processor and 2 GB
RAM. Graphic in Fig. 11 shows, that for smaller queries (1-10 primer pairs)
MEGABLAST is faster than others. SSAHA is slower with small queries because it
spends significant time for reading hash tables from the disk (total size 16GB). With
large number of primers (100 or more) the efficiency of SSAHA and relative speed
compared to others is rising.

Finally at Fig. 12, a typical distribution of both “good” and “bad” PCR
primers according to the number of their binding sites is shown. MEGABLAST and
SSAHA hits plotted against fraction of positive and negative samples percent. Primer
pairs that have more than 30 binding sites in the genome (sum of left and right
primer binding sites) are likely to fail in PCR. To deselect negative primers we can
select cutoff with value 30 where 95 % positive primers have binding hits less than
this cutoff. Other programs had similar distribution and cutoff values. There are still
many negative primers that we cannot predict with in silico methods. Lab experiment
errors and misinterpretation of PCR quality could be behind low quality of some
primers in “bad” dataset. Also it might be possible to rise the PCR quality by
lowering the GC and product number parameters and using the repeat library.

For conclusions — our optimal primer design parameters are: GC% 20-50,
primer length 21-26 bp, product length 100-400 bp, best genome-test methods
SSAHA (for datasets larger than 100 primer pairs) and MEGABLAST (for datasets
between 1-100 pairs) with 3’ primer length cutoffs 16.
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Joonis 5. Magistritod eksperimentaalne iildskeem. Skeemil on kirjeldatud
eksperimentide jérjekorda, kus vasakpoolne rada kujutab endast positiivsete ja
negatiivsete praimerite valimite (100 pos. ja 100 neg) jaoks optimaalse véirtuse
leidmist iga genoomi testi programmiga. Parempoolne rada tdhistab erinevate
parameetrite vordlust PCR kvaliteediga kdigi praimerite suhtes (714 paari) ja kiiruse

testid juhuslikult valitud praimeri paaride gruppidega.
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Joonis 6. Praimerite 3' poole GC sisalduse korrelatsioon PCR kvaliteediga. Koigi
praimerite korral arvutati nende 3 poole GC sisalduse protsent ja iga véértuse kohta
arvutati keskmine PCR kvaliteet. Ule 50% GC nukleotiidide sisaldus praimerites
viahendab PCR kvaliteeti alla meie seatud cutoff’i — 80%.
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Joonis 7. Praimerite 3’ otsa viimase 4 nukleotiidi GC sisalduse korrelatsioon PCR
kvaliteediga. Joonisel on vorreldud praimerite viimase (A), 2 viimase (B), 3 viimase
(C) ja 4 viimase (D) nukleotiidi GC sisalduse protsenti PCR kvaliteediga. Selgus, et

praimerite 3’ 16pu nukleotiidne koostis ei mdjuta oluliselt PCR kvaliteeti.
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Joonis 8. PCR praimerite paaride genoomsete seostumiste summa, minimaalsete ja
maksimaalsete seostumiste arvu korrelatsioon PCR kvaliteediga. Esimese graafiku X
teljel on nédidatud praimerite seostumiste arv summana genoomis, teisel minimaalne

seostumiste arv ehk praimeri paari viiksema vairtusega seostumiste arv ja kolmandal

maksimaalne

maksimaalne seostumiste arv {iletab 10 ja/vdi minimaalne seostumiste véértus on >3,

siis langeb PCR kvaliteet alla 80 %.
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Joonis 9. Koikide vdimalike PCR produktide arvu ja pikkuste korrelatsioon PCR
kvaliteediga. Kui ennustatavate produktide arv iiletab 1 voi 2, siis on tdheldada PCR
kvaliteedi langust alla 80 %. Sama langus tekib siis kui, produkti pikkus iiletab 400

nukleotiidi.
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Joonis 10. 100 positiivse ja negatiivse praimeri paaride seostumiskohtade otsingu
(genoomi-test) meetodite vOrdlus erinevate 3’ otsa pikkustega. Y telg nditab
negatiivsete praimeri paaride arvu, mis detekteeriti vastava cutoff’i juures. Cutoff’iks
defineeriti punkt, kus 95% positiivsetest praimeri paaridest omas arvuliselt vihem
seostumiskohti genoomis kui punkti véértus. X telje peal on nukleotiidide erinevad

pikkused praimerite 3’ otsast.

5000 -
4500
4000 -
3500
3000 ~
2500 ~
2000 -+
1500 -

1000 -

500 -

aeg (sek)

—SSAHA
e—MEGABLAST

BLAST2

1 10 100 1000

praimeri paaride arv

Joonis 11. Kiiruse test. 4 meetodi kiirust moddeti erinevate praimeri paaride arvu
juures — 1, 10, 100 ja 1000. Tooks kuluva aja sisse arvutati nii programmi enda
todaeg kui ka parser-programmide t66, mis filtreerisid vélja 3’ otsaga seostunud

tulemused ja arvutasid vdimalike produktide hulka.
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Joonis 12. SSAHA (iileval) ja MEGABLAST (all) meetodite vOrdlus optimaalse

cutoff’i leidmiseks 16 nukleotiidse sonapikkuse korral. 30 seostumiskohtade arvu
juures on kaetud 95 % positiivsetest praimeri paaridest molema meetodi korral.
Siiski on jadnud markimisvddarne hulk negatiivseid praimereid samuti selle cutoff’i

piiresse, mida genoomi-test ei suuda vélja selekteerida.
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