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Lithendid ja moisted.

BAC bakteri kunstlik kromosoom
BIO biotiin

cDNA mRNA-It péordtranskriptaasi abil siinteesitud DNA
Cy-virvid tsiianiinvarvid

DIG digoksigeniin

DNA desoksiiribonukleiinhape
FITC fluorestseiin

Gb gigabait

in silico arvutis

in situ algse materjaliga

in vitro katseklaasis

kb kilobase, 10° aluspaari

Mb megabait

mRNA messenger-RNA

P1 bakteriofaag P1

PAC P1 kunstlik kromosoom
PCR poliimeraasi ahelreaktsioon
RNA ribonukleiinhape

TRITC rodamiin

YAC parmi kunstlik kromosoom



Sissejuhatus.

Alates inimese kogu genoomi esmase kavandi véljatulemisest aastal 2000 on
inimese genoomi uuringud aasta-aastalt kasvanud. Jéarjestuste uurimisega ja
analiilisimisega on vdimalus tegeleda peaaegu kdigil, kuna andmed on vabalt
kéttesaadavad. Inimese genoomi jdrjestuse teadmine vdimaldab uurijatel lisaks koigele
muule otsida ka geneetiliste haiguste pdhjuseid DNA tasandil, aidates paremini aru
saada inimese kui terviku puhul toimivatest pohjus-tagajarg siindmustest. Teades aga
vidhimaidki pisiasju inimesse puhul, oskame paremini niha ennast tervikuna ja
vastupidi. Meil on vdimalus otsida ja leida sarnasusi ning erinevusi enda ja teiste liikide
vahel, mis saavad alguse madalaimast voimalikust korrastatult edasikanduvast
stisteemist — parilikkuseaine DNA jarjestusest.

Uurides DNA jirjestusi, vajame me meetodeid, mis aitaksid meil ennast
paremini organiseerida inimese 3,2 miljardi aluspaari seas. Sellise andmemahuga
tootamiseks vajame me automaatseid tOOriistasid, mis teostaksid just meile vajaliku
informatsiooni tootlust ja analiilisi. Samuti vajame me tdoriistasid, mis aitaksid meile
teadaolevat genoomi infot lile kanda ja rakendada praktilistes lahendustes. Et sellised
lahendused toimiksid reaalses elus vOimalikult hésti, on vajalik nende katsetamine,

kontrollimine ja optimeerimine in silico.



| KIRIANDUSE ULEVAADE

1. Mikrokiibid.

Tanapdeval on mikrokiibid (voi ka DNA/RNA kiibid, biokiibid, geenikiibid)
laialdaselt kasutusel kogu geenitehnoloogiaga aga eriti biotehnoloogiaga seotud aladel.
Mikrokiibid teevad voOimalikuks suure hulga katsete tegemise paralleelselt ja ka
iiheaegselt. Pidades silmas iiha kasvavat eksperimentide arvu ja mahtu, on mikrokiibid

samm tuleviku ja genoomi-uuringute ratsionaliseerimise suunas.

1.1 Mikrokiipide lithitutvustus.

Mikrokiip on korrastatud struktuuriga tahke kandja, millele planaarsele pinnale
on kinnitatud mikroskoopilised molekulid (DNA, RNA, valgud), milledele seonduvad
neile komplementaarsed molekulid. Vastavalt definitsioonile on mikrokiip tlikskdik
milline analiiiitiline seade, mis on: a) korrastatud, b) mikroskoopiline, c) planaarne ja d)
spetsiifiline (Schena, 2003).

Mikrokiipide tehnoloogia pdhineb biomolekulide hiibridiseerimisel, mille puhul kahe

molekuli komplementaarsus viib nende seostumisele. Uks molekulidest on tavaliselt

seotud tahkele kandjale ehk kiibile (Gabig et al., 2001).

1.2 Mikrokiipide rakendusalad.

Koige esimesed mikrokiipidega tehtud eksperimendid viidi 1dbi cDNA
mikrokiipidega juba 1990-ndate alguses (Schena et al., 1995) ja pérast seda on
mikrokiipide tehnoloogia ja meetodid arenenud jérjest kasvava kiirusega.

Ténapdeval kasutatakse mikrokiipe koige rohkem geeniekspressiooni
uurimiseks, mutatsioonide ja polimorfismide leidmiseks, nende kaardistamiseks,
primaarstruktuuri  maéadramiseks ja ka litkide eristamiseks ja madramiseks.

Protsentuaalselt on koigist mikrokiipidega seotud publikatsioonidest iilekaalukalt



esikohal geeniekspressiooni uuringud (81,5 %), jargnevad genotiipiseerimine (12 %),
koe analiiiisid (4,6 %) ja valgu- uuringud (1 %) (Schena et al., 2003).

Vastavalt selle jargi, millist biomolekuli mikrokiibid kannavad, jaotatakse nad
mitmeks erinevaks tiilibiks. Kdige enam kasutatakse cDNA-d kandvaid mikrokiipe (65
% koikidest vastavatest publikatsioonidest), oligonukleotiidide mikrokiipe (26 %), koe-
mikrokiipe (6,6 %), valguproovidega mikrokiipe (1,4 %) ja teisi erinevaid proove
kandvaid mikrokiipe (1 %) (Schena et al., 2003).

Erinevaid molekule kandvate mikrokiipidega saab kiill tihtipeale teha sarnaseid
analiiiise, kuid nende tootmise meetodite vahel on fundamentaalsed erinevused. cDNA
kiipide tootmisel immobiliseeritakse robotite poolt tahkele kandjale suhteliselt pikad
DNA  molekulid, enamasti pikemad kui 100 nukleotiidi. Proovide cDNA-d
paljundatakse enamasti PCR-ga. Seda tiiiipi kiibid on kasutusel ulatuslikes skriinimis- ja
ekspressioonianaliiiisides. Oligonukleotiidide kiipidel olevad jirjestused siinteesitakse
kas in situ valguse poolt kontrollitud keemiliste reaktsioonidega voi eraldi oligote
siinteesi teel, millele jidrgneb nende kinnitamine klaasile vdoi muule kandjale. Koe
mikrokiipe, mille puhul maérgitud proovid (enamasti riboproovid) hiibridiseeritakse
koeldikudes oleva RNA-ga, kasutatakse mRNA ekspressiooni uurimiseks. Valgu
mikrokiipidega uuritakse kompleksseid siisteeme; nditeks on nii vOimalik uurida
valkude, DNA ja RNA seondumissaite.

Olenemata sellest, milliste proovidega on tegemist, on 1dpp-tulemusena
spetsiifilised molekulid kiibil ja eksponeeritud lahuses olevatele mérgitud molekulidele.
Viga tépselt maédratletud soolasisaldusega lahuses ja kindla temperatuuri juures
hiibridiseerub kiibil olev molekul ainult temale komplementaarse molekuliga, mitte aga
tikskdik millisele teise molekuliga, mis on lahuses. Valesti paardunud molekulide vahel
tekkinud vesiniksidemed on lithikese elueaga, samas kui digesti paardunud molekulide

vahel jddvad sidemed stabiilseks, andes determineeritava signaali (Miller et al., 2001).

2. Ulevaade erinevatest aberratsioonide tuvastamise meetoditest.

Kuigi vdga paljusid geneetilisi haiguseid pdhjustavad punktmutatsioonid, on
viimasel ajal jirjest rohkem leitud, et muutused DNA koopiaarvus ja jirjestuste

inserteerumine/deleteerumine on tdenéoliselt paljude geneetiliste haiguste pohjustajaks.



Sellised muutused vodivad olla védga erineva suurusega, alates tervete kromosoomide ja
kromosoomialade kuni geenide ja iiksikute eksonite kordistumisest/kaotsiminekust. On
nididatud, et geenidoosi ja koopiaarvu muutused on iseloomulikud kasvajarakkudele ja
otseses seoses arenguhédlvete ja/voi vaimse alaarengu esinemisega (Pollack et al., 2002;
Albertson et al., 2003a). Seetdttu on vdga oluline vilja tootada ja arendada meetodeid
selliste muutuste detekteerimiseks.

On olemas mitmeid erinevaid klassikalisi meetodeid, mis vdimaldavad uurida
erineva pikkusega koopiaarvu muutusi. Kuid enamasti on nendega vdimalik médrata
vaid suuremaid ja seni teadaolevaid ja pohjalikult uuritud muutusi genoomis. Viimastel
aastatel on aga rakendatud ka uusi, mikrokiipidel pohinevad meetodeid, mis oluliselt
kiirendavad ja lihtsustavad geenidoosi ja kromosoomiaberratsioonide uurimist ja
diagnostikat ning aitavad meil seega ka paremini mdista selliste muutuste ja nendega

kaasnevate voimalike haiguste olemust.

2.1 In situ hiibridisatsioon.

In situ hiibridisatsioon e. ISH (in situ hybridization) on suhteliselt vana, kuid
viimasel aastakiimnel vdga kiiresti arenenud tehnoloogia. Meetod vdimaldab tdnapieval
metafaasi kromosoomides kaardistada juba 1-2 kb pikkusi DNA jérjestusi, interfaasi
kromatiinis aga isegi monesaja aluspaari pikkusi RNA vO6i DNA jirjestusi.
Hiibridiseerimise eesmérgiks on proovi (probe) teadaolevat jarjestust kasutades
tuvastada homoloogilisi jdrjestusi mairklaud-nukleiinhappes (target). Tiiiipiliselt
kasutatakse in-situ hiibridiseerimisel kloneeritud ja denatureeritud DNA fragmente, mis
margistatakse radioaktiivse, fluorestseeruva voi antigeense markega ja hiibridiseeritakse
vastaval alusel olevale fikseeritud metafaasi kromosoomile. Edasi saab
autoradiograafiliselt detekteerida kohad, kuhu in-situ hiibridiseerimise kaigus on
seostunud radioaktiivselt méargitud proovid. Fluorestsentsiga voi ensiliiim-vahendatud
detekteerimisega leitakse kohad, kuhu on hiibridiseerunud mitteradioaktiivselt,

fluorokroomidega voi antikehadega mérgitud proovid.



2.1.1 Radioaktiivne in situ hiibridisatsioon.

Radioaktiivne in situ hiibridisatsioon voeti esmakordselt kasutusele 1969-ndal
aastal (Pardue et al., 1969). Radioaktiivse in situ hiibridisatsiooni korral mérgistatakse
uuritav  proov radioaktiivse madrkega, denatureeritakse ja  hiibridiseeritakse
denatureeritud metafaasi kromosoomidele. Seejirel kromosoomipreparaati pestakse, et
eemaldada norgalt seostunud voi {ildse mitte hiibridiseerunud proovid. Pérast pesemist
kaetakse preparaat fotoemulsiooniga ja inkubeeritakse pimedas kuni paar nidalat.
Proovidega integreeritud radioaktiivne mérgis indutseerib hobedagraanulite ergastumise
fotoemulsioonis, mida saab kvantitatiivselt detekteerida. Emulsiooniga detekteerimise
asemel voOib kasutada ka rontgenfilmi autoradiograafiat, mis liihendab inkubeerimise aja
monele pédevale. On olemas ka kommertsiaalselt pakutavad tehnoloogiad (nditeks
detekteerimine ,,Phospholmager” aparatuuri abil), mis on veelgi kiiremad. Radioaktiivse
in situ hiibridisatsiooni eelisteks on suur tundlikkus, proove on suhteliselt lihtne
margistada ja hiljem detekteerida. Meetodi puudusteks on selle ohtlikkus (t66tamine

radioaktiivsete isotoopidega) ja ajandudlikkus.

2.1.2 Mitteradioaktiivne in situ hiibridisatsioon.

Mitteradioaktiivne in situ hiibridisatsioon ehk NISH (non-radioactive in situ
hybridization) on olnud kasutusel 80-ndate aastate algusest, kui radioaktiivse margise
asemel hakati proove mérgistama biotiiniga ja tootati vdlja uued, tundlikumad meetodid
mirgiste detekteerimiseks (Pinkel et al., 1986). Mitteradioaktiivse in situ
hiibridisatsiooni puhul mérgitakse proovid kas fluorokroomiga vdi retseptormolekuliga.
Vdéimalik on ka erinevate méargiste omavaheline kombineerimine. Hiibridiseerimine ja
pesemine toimub iildjuhul samamoodi, kui radioaktiivse in situ hiibridiseerimise puhul,
detekteerimine on aga fundamentaalselt erinev. Kui proovid on maérgitud vahetult
nukleotiidile seotud fluorokroomiga (Cy-vérvid, fluorestseiin, rodamiin), toimub
detekteerimine kohe pérast hiibridiseerimist fluorestsentsmikroskoobi vOi spetsiaalse
CCD (charge-coupled device) kaamera ja vastava digitaalset andmetddtlust voimaldava
tarkvara abil. Kui proovid on seotud retseptormolekulidega (biotiin, digoksigeniin),

tuleb neid enne detekteerimist toodelda vastava retseptormolekuli spetsiifilise



antikehaga voi retseptormolekulile afiinse iihendiga (nditeks biotiini puhul avidiini voi
streptavidiiniga), mis on konjugeeritud fluorokroomiga. Seejdrel on vdimalik
hiibridiseerunud proove detekteerida CCD kaamera ja vastava tarkvara abil. Kui
kasutatakse kahte eelpool mainitud meetodit, on tegemist fluorestsents in Situ
hiibridisatsiooni ehk FISH-iga (fluorescence in situ hybridization). Juhul kui
retseptormolekuli vastane antikeha voi retseptori molekulile afiinne iihend ei ole seotud
fluorokroomiga, vaid mone ensiitimiga (niiteks aluselise fosfataasi voi peroksiidaasiga),
lisatakse proovidele nende detekteerimiseks veel spetsiaalset substraati, mis
ensiimaatilise reaktsiooni kiigus lokaalselt vérvub. Seda spetsiifilist meetodit
nimetatakse ensiitim-vahendatud in situ hiibridisatsiooniks ehk EISH-iks (enzyme-linked
in situ hybridization). Ensiiiim-vahendatud in situ hiibridisatsiooni puhul v&ib ensiitimi
(aluselise fosfataasi) substraadina kasutada ka spetsiaalset ainet — luminooli, mille
defosforiileerimisel tekib tasapisi lagunev ja valgust eraldav produkt. Saadav signaal
detekteeritakse visualiseerimisega fotopaberile voi rontgenfilmile.

Mitteradioaktiivse in situ hiibridisatsiooni eelisteks on kiire visualiseerimine ja
suhteliselt korge eraldatavus ning vdrreldes radioaktiivse in situ hiibridisatsiooniga

suurem ohutus. Puuduseks on aga viiksem tundlikkus.

2.1.3 Mitme virvi fluorestsents in situ hiibridisatsioon.

1980-ndate 15pus modifitseeriti traditsioonilist in situ hiibridisatsiooni nii, et
tihes eksperimendis sai samaaegselt kasutada mitmeid erinevalt mérgistatud DNA
proove ning mitmete erinevate fluorokroomidega maérgistatud detekteerimissiisteeme
(Nederlof et al., 1989). Meetodit hakati nimetama mitme varvi fluorestsents in situ
hiibridisatsiooniks ~ (multicolor fluorescence in situ hybridization). Meetodi
pOhierinevuseks fluorestsents in situ hiibridisatsioonist on see, et korraga kasutatakse
kombineeritult mitmeid erinevaid fluorokroome. Seetdttu on detekteerimiseks peale
fluorestsentsmikroskoobi ja CCD kaamera vajalikud ka spetsiaalsed filtrid ja
digitaaltootluse programmid. Mitme vidrvi fluorestsents in situ hiibridisatsiooni
edasiarendusteks voib pidada MFISH-i (multiplex fluorescence in situ hybridization) ja
spektraalse kariiotiipiseerimise ehk SKY (spectral karyotyping) meetodeid. Neid

kasutatakse peamiselt kromosoomide ja nende osade diferentsiaalseks vérvimiseks ja



nad erinevad mitme védrvi fluorestsents in situ hiibridisatsioonist ja teineteisest

minimaalselt modifitseeritud detekteerimise meetodite poolest.

2.2 Vordlev genoomne in situ hiibridisatsioon.

Vordlev genoomne in situ hiibridisatsioon ehk CGH (comparative genomic in
situ hybridization) on molekulaarne tsiitogeneetikal pohinev meetod, mis vdimaldab
kogu kasvajaraku genoomis avastada seal toimunud aberratsioone: geeni koopiaarvu
muutusi, kromosoomialade juurdetulekuid ja kadusid. Meetod vdeti kasutusele 1990-
ndate alguses (Kallioniemi et al., 1992) ja pohineb kromosoomide pdordvérvimise
ideel, mille puhul erinevate fluorokroomidega maérgistatud testi-DNA ja kontroll-DNA
hiibridiseeritakse korraga normaalsetele mirklaud-kromosoomidele. Piirkonnad, kus on
toimunud muutused DNA-s (nditeks deletsioonid, duplikatsioonid, amplifikatsioonid)
on ndhtavad kui kahe fluorokroomi muutunud intensiivsuse suhtega alad méarklaud-
kromosoomidel. Vordleva genoomse in situ hiibridisatsiooni eeliseks teiste koopiaarvu
tuvastavate meetodite ees on see, et ta vOimaldab korraga uurida kogu genoomis
toimunud muutusi ja on palju kiirem. Ténapdeval on lisaks traditsioonilisele vordlevale
genoomsele in situ hiibridisatsioonile lisandunud ka mikrokiipidel pdhinev vordlev
genoomne in Situ hiibridisatsioon, mis tithendab traditsioonilised tsiitogeneetilised ja

moodsad mikrokiipidel pohinevad meetodid.

2.2.1 Traditsiooniline vordlev genoomne in situ hiibridisatsioon.

Traditsiooniline vordlev genoomne in situ hiibridisatsioon (chromosome CGH)
pOhineb meetodil, mille puhul kasvajarakkudest saadud ja maérgistatud (nditeks
biotinileeritud) kogu genoomne DNA (testi-DNA) segatakse normaalsetest rakkudest
saadud ja teisiti mirgistatud (nditeks digoksigeniiniga) genoomse DNA-ga (kontroll-
DNA) vahekorras iiks-iihele. Moned autorid on ndidanud, et parem on siiski kasutada
otseselt fluorokroomidega mirgitud DNA-d, mis tagab tulemuste parema kvaliteedi
(Karhu et al,, 1997). Saadud segu hiibridiseeritakse normaalsetele metafaasi

mirgistamata kromosoomidele, kusjuures segule lisatakse ka liigispetsiifiline
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mérgistamata konkurent-DNA (competitor DNA), et vdhendada margitud proovide
mittespetsiifilist seondumist. Sellist ldhenemist nimetatakse kromosomaalseks in situ
supressiooniks ehk CISS-ks (chromosomal in situ supression) ja see aitab tunduvalt
vidhendada proovide mittespetsiifilist seondumist nditeks kordusjérjestustele.
Hiibridiseerunud proovid detekteeritakse erinevate fluorokroomidega seotud méirgetele
afiinsete  molekulidega  (nditele  vastavalt  FITC-avidiiniga ja  TRITC-
antidigoksigeniiniga). Seejdrel moddetakse fluorokroomide hiilgus ja arvutatakse iga
kromosoomisegmendi jaoks rohelise ja punase (FITC/TRITC) hiilguse intensiivsuste
suhe ehk FR (fluorescence ratio). Saadud FR vaartus nditab kromosoomide voi nende
osade esindatust testi genoomis kontroll genoomi suhtes ehk lahtimotestatult; kui palju
kordi esineb mingi kindel piirkond kasvajarakkudes rohkem/vihem, kui normaalsetes
rakkudes. Kromosoomide ja/vdi nende osade kadumist voi lisandumist saab méairata ka
vaid margitud testi-DNA CISS-hiibridiseerimisel normaalsetele kromosoomidele.
Teisiti margitud kontroll-DNA lisamine aga kindlustab selle, et tasakaalustamata
(monosoomiad, trisoomiad) ja tasakaalustatud (disoomiad) kromosoomide kohta

saadakse selgelt eristuvad FR-véértused.
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dgencomne DHA genocomne DHA

COT-1 DHA |
Hilbridiseeritakse normaalsetele
B metafaasi kromosoomidele
Saadakse erinevalt C

fluorestseeruwvad

kromosoomipiirkon-

na{!, n!is natavad, punase ja |

o rdas rohelise =

ef'"eh L _ fluorestsentsi

piirk on{l_k asvajaraku e

genocomis

rehkemivihem kui

kontrollrakkude Saadakse fluorckroomide

gencomis. hiilguse intensiivsuste
sulte (FR)} profiil.

Maoddetakise

Joonis 1. Traditsiooniline vordlev genoomne hiibridisatsioon. Koigepealt
eraldatakse normaalse ja kasvajaraku DNA-d (A), mis kohiibridiseeritakse

metafaasi kromosoomidele (B) ja seejirel detekteeritakse (C).
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Vordleva genoomse in situ hiibridisatsiooni eelisteks teiste in situ hiibridisatsiooni
meetodite ees on suurem kiirus ja see, et kromosoomide ja nende alade lisandumist
ja/voi kadumist saab testi-genoomis hinnata ilma kromosoomipreparaati tegemata. See
ongi kasvajarakkude uurimise puhul oluline, kuna tihtipeale on kromosoomipreparaadi
tegemine kasvajarakkude segipaisatud genoomidest raskendatud, kui mitte vdimatu.
Puuduseks on aga vordlemisi limiteeritud resolutsioon (voime positsioneerida muutusi),
mis kromosoomide kdrge kondenseerituse tottu ei iileta kadude uurimise puhul 10 Mb
ja juurdetulekute puhul 2 Mb (Beheshti et al., 2002), andes kiill kindlad koordinaadid
edasisteks uuringuteks, kuid mitte piisava tdpsusega. Puuduseks on ka see, et kogu
protsess on ainult osaliselt automatiseeritud ja I0puks peab ikkagi kogenud
tsiitogeneetik leidma muutunud regioonid kromosoomides. Lisaks veel see, et vordleva
genoomse in Situ hiibridisatsiooniga saab hinnata vaid kromosoomimaterjali lisandumist
ja kadumist. Umberpaigutused translokatsioonide ja inversioonide niol jiivad aga

avastamata (Kallioniemi et al., 1992, 1994; Forozan et al., 1997).

2.2.2 Mikrokiipidel pohinev vordlev genoomne in situ hiibridisatsioon.

Mikrokiipidel pohineva vordleva genoomse in situ hiibridisatsiooni (array CGH,
matrix CGH) puhul kasutatakse metafaasi kromosoomide asemel hiibridisatsiooni
mirklaudadena (target) mikrokiibile seotud jirjestusi. Oige regiooni piisava esindatuse
korral mikrokiibil on selle meetodiga voimalik tunduvalt tdsta siisteemi eraldusvdimet,
positsioneerimaks muutunud regioone. Hiibridisatsiooni mirklaudadena kasutatakse
enamasti genoomsete jirjestuste kloone, cDNA jirjestusi voi ka oligonukleotiide, mis
on korrastatult ja kindlas jdrjekorras seotud mikrokiipidele. Nagu ka traditsioonilise
vordleva genoomse in Situ hiibridisatsiooni puhul, toimub kdigepealt proovide (testi-
DNA ja kontroll-DNA) erinev mirkimine (enamasti Cy-varvidega). Seejirel proovid
kohiibridiseeritakse mikrokiibil olevatele jarjestustele, lisades mittespetsiifiliste
seondumiste &drahoidmiseks konkurent-DNA-d. Kiibid pestakse, et eemaldada
mitteseondunud ja mittespetsiifiliselt seondunud nukleiinhappejérjestused. Kiipidel
olevad signaalid detekteeritakse ja analiiiisitakse (Solinas-Toldo et al., 1997).

Genoomseid jarjestusi kandvate mikrokiipide mérklaud-jarjestused périnevad

tavaliselt genoomsetest kloonidest, mida paljundatakse spetsiaalsetes vektorites.
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Sellised vektorid on YAC-id (sisestatava DNA suurus 0,2-2 Mb), BAC-id (kuni 300
kb), P1-d (~ 70-100 kb), PAC-id (~ 130-150 kb) ja kosmiidid (~ 30-45 kb), mis on mitu
suurusjarku  vdiksemad, kui traditsioonilises ldhenemises kasutatud terved
kromosoomid. Marklaud-jirjestuse lithenemine toob kaasa resolutsiooni tdusu
detekteerimisel, tagades muutunud koopiaarvuga geenide tdpsema lokaliseerimise.
Samuti on voimalik huvipakkuvaid regioone piisava ja iihtlase katvusega mikrokiibile
panna, mis parandab tulemuste tdpsust. On ndidatud, et on vdimalik avastada 100 kb
(Wessendorf et al., 2001) ja isegi 50kb (Albertson, 2003a) suurusi aberratsioone
uuritavas genoomis. Genoomsete jarjestustega mikrokiipidel ldbiviidava vdrdleva
genoomse in Situ hiibridisatsiooni eelisteks vorreldes traditsioonilise ldhenemisega on
suurem resolutsioon ja tdielik automatiseeritus, mis teeb vdimalikuks paljude
paralleelsete testide labiviimise (Pinkel et al., 1998; Buckley et al., 2002; Albertson et
al., 2003b).

A N INEINIEN NN

8ag21.1
e

T,
7
Jarjestuse kontiig {_?f_E i A B_h:h_}

Uksteisega kattuvad
gencomsed kloonid S ———

"Spotid” mikrokiili jaoks a 0 0 " 'a' 0 a O a

"Spottimine”™ ; mikrokiibile
B o« J+V + 2

_.a- ””u‘fa

i j"’ > ]

Mormaalse raku Haswvajaraku
gernoomne OMA genoomne DML

OMA rnikrokiip detekteerimine
C "Spotid™ Kiibil e e R <xm§3§
& &

Geenidoosi (5%? C'f§ {‘?*9 c};@{: &

analiiiis o 2
-
{dbEST — e — e
Ennustatav geen — —_—

Joonis 2. Genoomsete jirjestustega mikrokiibil libiviidav vordlev genoomne

in situ hiibridisatsioon. Huvipakkuv regioon paljundatakse iiksteisega osaliselt
kattuvate genoomsete kloonidena (A) ja spotitakse mikrokiibile. Normaalse ja
kasvajaraku genoomid mirgistatakse erinevalt ja hiibridiseeritakse mikrokiibil

olevatega jirjestustega (B) ning seejirel detekteeritakse ja analiiiisitakse (C).
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CGH mikrokiibid, millel kasutatakse sihtmirgina cDNA jérjestusi, voeti
kasutusele 1999 aastal (Pollack et al., 1999). Kuigi ¢cDNA mikrokiipe kasutatakse
enamasti ekspressiooniuuringuteks, ndidati, et neid saab edukalt kasutada ka geenidoosi
médramiseks genoomis. cDNA mikrokiipide abil on vdimalik avastada {ihe geeni kadu
ja thekordse tdpsusega ka geeni amplifitseerumist. Liites mdlemad cDNA kiipide
funktsioonid, saadakse tundlikud siisteemid, millega on paralleelselt voimalik uurida
geeniekspressiooni ja geeni koopiaarvu muutusi ithes koes vdi kasvajarakkudes (Zhou

et al., 2004; Mantripragada et al., 2004).

T

RHA-d klasterdatakse
ekspressioonitaseme r
) iirgi

A +

NHormaalse  Kaswajaraku
raku RHA RHA

.H

TR MK e S O T AR T
rrrrrrrrr —

B Hormaalse raku  Kasvajaraku

genoomne DA genoomne DNA Mikrokiibil olnud jirjestustele
tehakse geenidoosi analiiiis

Joonis 3. cDNA mikrokiipidel ldbiviidavad analiiiisid: geeniekspressiooni (A) ja

geenidoosi analiiiis vordleva genoomse in situ hiibridisatsiooni meetodil (B).

c¢DNA mikrokiipide eeliseks vordleva genoomse in situ hiibridisatsiooni ldbiviimisel on
automatiseeritus ja suur resolutsioon muutunud piirkonna tépsustamisel. Puudusteks on
aga kiillaltki suur valepositiivsete (15 %) ja valenegatiivsete (15 %) tulemuste arv
(Beheshti et al., 2002) ja sdltumine jarjestuste andmebaaside annoteerituse kvaliteedist.
Oligonukleotiididel baseeruvate mikrokiipide (oligo-array CGH) puhul on kiibil

suhteliselt lithikesed (~ 50-70 nukleotiidi) jérjestused, millele hiibridiseeritakse testi- ja

14



kontroll-DNA. Suurem erinevus vorreldes genoomseid jarjestusi ja cDNA-d kandvate
platvormidega on, et oligonukleotiidsete jirjestustega mikrokiibil 1dbiviidava vordleva
genoomse in situ hiibridisatsioonil proovide kohiibridiseerimisel enamasti ei lisata
konkurent-DNA-d, kuna oligonukleotiidsed jarjestused on siinteesitud vdi paljundatud
unikaalsetena. Meetodi eeliseks on aga suurem resolutsioon ja vdiksem taustamiira

(Lucito et al., 2003).

2.3 Multipleks amplifitseeritavate proovide hiibridisatsioon.

Multipleks amplifitseeritavate proovide hiibridisatsioon ehk MAPH (multiplex
amplifiable probe hybridization) on meetod, mis vdimaldab terves genoomis
spetsiifiliste geneetiliste lookuste uurimist seal toimunud vdimalike aberratsioonide
tuvastamiseks (Armour et al., 2000). Meetod voimaldab tdpselt tuvastada vastava
lookuse (geeni) koopiaarvu genoomis. Multipleks amplifitseeritavate proovide
hiibridisatsioonil fikseeritakse =~ uuritav ~ denatureeritud = genoomne  DNA
nailonmembraanile ja hiibridiseeritakse spetsiifiliste proovidega.
Hiibridisatsioonisegusse lisatakse ka konkurent-DNA (nditeks Cot-1). Proovid on
disainitud nii, et igale proovile vastab nailonmembraanil olevas jérjestuses liks kindel
komplementaarne marklaud-jarjestus, mida soovitakse detekteerida. Proovid on
tavaliselt saadud mérklaud-jarjestuse kloneerimisega plasmiidsesse vektorisse ja nende
paljundamisega sealt universaalsete praimeritega, mille tulemusena on kdikide proovide
otstes (flanking) identsed jarjestused (Sellner et al., 2004). Pédrast hiibridiseerimist
nailonmembraan pestakse, et eemaldada sealt mitteseondunud proovid. Membraanile
jadvad proovid, mis on seondunud genoomsele DNA-le spetsiifiliselt. Liihiajalise
kuumutamisega vabastatakse seondunud proovid lahusesse ja paljundatakse
(universaalsete praimeritega) PCR-i meetodiga. Saadud produktid lahutatakse tliksteisest
poluakriitilamiid-geelil. Iga saadud bdndi kvantitatiivse hinnangu alusel saab hinnata
genoomile seondunud identsete proovide arvu ja seega ka vastava geeni koopiaarvu
genoomis/lookuses. Et proove poliiakriitilamiid-geelil identifitseerida ja detekteerida, on
tiks universaalsetest praimeritest tavaliselt margistatud kas radioaktiivse voi

fluorestseeruva margisega (Hollox et al., 2002). Meetodi suurimaks puuduseks on see,
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et proovide pikkused peavad olema teineteisest piisavalt erinevad, et proove geelil
identifitseerida.

Traditsioonilise MAPH-i kdrvale on tulemas ka kiipidel pdhinev multipleks
amplifitseeritavate proovide hiibridisatsioon, mis on praegu arendatav mitme erineva
uurimisgrupi poolt. Kiipidel pdhineva MAPH-i puhul detekteeritakse amplifitseeritud
proovid mitte enam geelil, vaid kvantitatiivse signaali alusel mikrokiibil, mis saadakse
paljundatud proovide tagasi hiibridiseerimisega iseendile (Hollox et al., 2002). Proovide
hiibridiseerimine uuritavale DNA-le toimub sarnaselt klassikalisele ldhenemisele:
proovid kohiibridiseeritakse nailonile seotud DNA-ga, lisades konkurent-DNA-d.
Mitteseondunud proovid eemaldatakse pesemisega. Seondunud proovide paljundamine
toimub samamoodi kui ennegi: proovid amplifitseeritakse unikaalsete praimeritega,
millest iiks on mérgitud fluorestseeruva maéarkega. Needsamad proovid, mis
kohiibridiseeriti uuritava DNA-ga, on seotud ka kindlas jdrjekorras mikrokiibile.
Uuritava DNA-ga seondunud ja amplifitseeritud proovid hiibridiseeritakse kiibil olevate
jérjestustega, mis ei ole margitud. Iga proov seondub justkui iseendaga. Kiibilt saadavad
fluorestseeruvad signaalid peegeldavad iga positsiooni ja seega ka uuritava DNA-ga
seondunud proovi kvantitatiivset hulka. Arvestades eeldust, et iga proovi jarjestus on
genoomis esindatud vaid iiks kord, saab niimoodi méédrata muutunud intensiivsusega

proovide koopiaarvu genoomis (Kurg et al., unpublished).

3. Hiibridiseerimisproovide disain.

Hiibridiseerimisproovide disain ja spetsiifilisus on kriitilise tdhtsusega nii
traditsiooniliste kui kiipidel ldbiviidavate hiibridiseerimismeetodite kvaliteetseks
realiseerimiseks. Hiibridiseerimisproovidena kasutatakse kdige enam PCR-i produkte
(tavaliselt iile 100 nukleotiidi pikad) ja siinteetilisi oligonukleotiide (25-70 nukleotiidi
pikad) (Reymond et al., 2003). Proovid peavad olema korge tundlikkuse ja

spetsiifilisusega.
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3.1 Hiibridiseerimisproovide olulised parameetrid.

Erinevad tinapédeval kasutatavad molekulaarbioloogia meetodid rakendavad
hiibridiseerimisproovidele vdga erinevaid ndudeid, kuid pohilised muutuvad
parameetrid on sarnased. Téhtsamateks parameetriteks on: proovide pikkus, GC
nukleotiidide sisaldus, sekundaarstruktuuride moodustamine ja sulamistemperatuur

(Benita et al., 2003).

3.1.1 Hiibridiseerimisproovide pikkus.

Hiibridiseerimisproovide pikkus on erinevate meetodite vahel kdige enam
varieeruv parameeter, igale meetodile on omane optimaalne proovi pikkus.
Mikrokiipidel ldbiviidavatel katsetel peaksid ilma speisseriteta (Spacer) kiibile seotud
proovid olema vidhemalt 60 nukleotiidi pikad, kuna lithemad jarjestused ei taga piisavat
hiibridiseerumise efektiivsust (Hughes et al., 2001). Pikemad proovid seonduvad
reeglina efektiivsemalt, kui lithikesed (Relogio et al., 2002).

Vastavalt kasutatavale tehnoloogiale valitakse tavaliselt ka proovide saamise ja
paljundamise meetod, mis seab omakorda piirangud proovide pikkusele. Siinteetilised
hiibridiseerimisproovid on tavaliselt 25-70 nukleotiidi pikad (Kane et al., 2000; Chen et
al., 2002), samas kui PCR-i produktid, mida kasutatakse hiibridiseerimisproovidena, on
100-3000 nukleotiidi pikad (Tdnisson et al., 2000; Schena et al., 2003). Uhe katse
raames kasutatakse tavaliselt kiillaltki kindlas pikkuse vahemikus olevaid proove, et

tagada koikide proovide iihtlane kéitumine.

3.1.2 Hiibridiseerimisproovide GC nukleotiidide sisaldus.

Hiibridiseerimisproovide GC nukleotiidide sisaldus nditab G (guaniini) ja C
(tstitosiini) nukleotiidide osakaalu jarjestuses. GC sisalduse teeb oluliseks asjaolu, et G
ja C nukleotiidid seonduvad hiibridiseeruvates jarjestustes omavahel tugevamini kui A
ja T nukleotiidid. G ja C nukleotiidid moodustavad paardumisel kolm vesiniksidet,

samas kui A ja T nukleotiidi paardumisel moodustub kaks vesiniksidet. On néidatud, et
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paljude liihikeste GC rikaste regioonide sisaldumine proovis mojutab negatiivselt
proovi- ja mairklaud-jarjestuse hiibridiseerumist, soodustades mittespetsiifilist rist-
hiibridiseerumist  (cross-hybridization) (Rouillard et al., 2003). Suurema GC

nukleotiidide sisaldusega kaasneb ka jirjestuse korgem sulamistemperatuur.

3.1.3 Hiibridiseerimisproovide sekundaarstruktuur.

Viga oluline on hiibridiseerimisproovide disainimisel jdlgida, et proovid ei
annaks stabiilseid sekundaarstruktuure. Sekundaarstruktuuride tekke voimalikkus
proovis voib viia selle seondumisele iseendaga (moodustuvad nn. stem-loop ja hairpin

struktuurid), mitte aga oma marklaud-jarjestusega.

3.1.4 Hiibridiseerimisproovide sulamistemperatuur.

Sulamistemperatuur (Ty,) on temperatuur, mille juures pool DNA dupleksist on
denatureerunud (ahelad on {iksteisest lahus) ja pool mitte (ahelad on dupleksina).
Sulamistemperatuur arvutatakse omavahel paardunud nukleiinhapetele vilja vastavalt
kindlatele valemitele. Kodige lihtsam valem liihikeste jarjestuste (16-28 nukleotiidi)

sulamistemperatuuri arvutamiseks on toodud jirgnevana (Suggs et al., 1981):
Th=4*(G+C)+2*(A+T),

kus G ja C on guanosiini ja tsiitosiini ning A ja T adeniini ja tiimidiini nukleotiidide arv.

Pikemate hiibridiseerimisproovide sulamistemperatuuri véljaarvutamiseks kasutatav

meetod pohineb termodiinaamilisel Nearest-Neighbor mudelil (Borer et al., 1974;

Santal.ucia, Jr., 1998):

Tm=AH/(AS+R *In Cy),

kus AH on entalpia muut protsessis, AS on entroopia muut, R on universaalse gaasi

konstant (R = 8,31 J / K * mol = 1,987 cal / K * mol) ja Cr on oligonukleotiidide
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kontsentratsioon lahuses. Moned autorid soovitavad siiski Nearest-Neighbor mudelit
kasutada vaid kuni 50-meersete proovide sulamistemperatuuri arvutamiseks, viidates
faktile, pikemate proovide puhul on sulamistemperatuurid monevorra vdiksemad mudeli
poolt eeldatavast (Rouillard et al., 2003; Haas et al., 2003). Tegelikust kdrgema
sulamistemperatuuri rakendamine voib kaasa tuua proovide spetsiifilisuse vihenemise.
On vilja arvutatud erinevate autorite poolt vilja pakutud dinukleotiidide seondumiste

energiate iihtlustatud keskmised, mis on siinkohal &ra toodud tabelina:

Tabel 1. Erinevate autorite poolt publitseeritud Nearest-Neighbor seondumiste
vabaenergiate vordlus ja nende iihtlustatud (unified) tulemus (SantaLucia, Jr.,
1998).

Parameter, keal/mol
Gotah Vologodskii Breslauer Blake Benight SantaLucia Sugimoto Unified
Sequence (1981) (1984) (1986) (1998} (1992) (1996) (1996)
AATT -0.43 —(.59 (—1.66) =0.67 -0.03 -1.02 -1.20 - 100
AT/TA -0.27 —(1.81 -1.19 ~(.62 -0.83 -0.73 -0.90 -0.88
TA/JAT -0.22 =076 ~0.76 -0.70 -0.70 =060 -0.00 -0.58
CA/GT -0.97 -1.37 —1.80 -1.19 -1.26 -1.38 -1.70 -145
GT/CA ~0.98 -1.3 -1.13 -1.28 -1.32 -143 -1.30 -1.44
CT/GA —(.83 -116 -1.35 -117 -1.03 -1.16 -1.50 —-1.28
GA/CT -0.93 -1.25 -1.41 -1.12 -1.56 -1.46 -1.50 -1.30
CG/GC -1.70 -1.09 (-3.28) -1.87 (—1.65) =200 (—2.80) =217
GC/CG -1.64 -1.9% (-2.82) —1.85 -2.44 -1 -2.30 -2.24
GG/CC -1.22 - 1.64 (=2.75) -1.55 -1.67 -1.77 =210 -1.84
Average -0.92 -1.32 -18 -1.20 -1.36 -1.39 —1.64 -1.42
Init. w/term, G-C* NA NA (+2.60) NA NA 0.91 (+1.70) 0.98
Init. w/term. AT* NA NA (+2.60) NA NA Lot (+1.70) 1.03
Sodium concentration, M 0.0193 0,195 1.0 0.075 0L115 1.0 1.0 1.0
Rank of stacking matrix § 8 1 § 9 10 11 12

3.2 Hiibridiseerimisproovide seostumiskohtade ja unikaalsuse kontroll.

Et saada kvaliteetseid hiibridiseerimisproove, on enne praktilisi katseid vaja in
silico leida koikide proovide voimalikud seostumiskohad uuritavas genoomis, tagamaks
proovide unikaalsust ja véltimaks nende rist-hiibridiseerumist. Samas on vaja
kontrollida, et iihes katses koos kasutatavad proovid ei seonduks iiksteisega.

On néidatud, et kui proov sisaldab regiooni, mis on 50 nukleotiidi ulatuses {ile

75 % identne mone teise prooviga vOi1 regiooniga uuritavas genoomis, vOib see viia
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proovi rist-hiibridiseerumisele ehk seondumisele valel jérjestusel. Kui proov on
marginaalselt sarnane (50-75 %) mdnele teisele samas katses kasutatavale jérjestusele,
ei tohi see proov sisaldada iile 15 nukleotiidi pikkusi mone teise jirjestusega 100 %
identseid alasi (Kane et al., 2000). Sarnased tulemusi on saadud ka pikemate
jarjestustega tehtud katsetes (Hughes et al., 2001).

Selleks, et leida ja kontrollida hiibridiseerimisproovide seondumiskohti
genoomis, on arendatud mitmeid erinevaid programme, mis in silico otsivad etteantud
proovide seondumiskohti genoomis. Tuntumateks sellisteks programmideks on SSAHA
(Sequence Search and Alignment by Hashing Algorithm), BLAST2 (Basic Local
Alignment Search Tool, ver 2) ja MegaBLAST.

SSAHA programmi algoritm kasutab metoodikat, mille puhul andmebaas
(nditeks inimese esimene kromosoom), millest hakatakse jarjestust otsima, kdigepealt
indekseeritakse ja kirjutatakse {ihte suurde paisktabelisse (hash). See on aeglane, kuid
see-eest ithekordne protsess. Kui programm hakkab etteantud jarjestust (query
seqguence) otsima, loetakse enne valmistehtud paisktabel millu ja jarjestuse otsimine ise
toimub juba kiiresti. SSAHA otsib etteantud jirjestuse ja indekseeritud paisktabeli vahel
kasutaja  poolt kindlaksmiddratud sonapikkusega identseid (100 protsenti
kokkulangevaid) elemente. Programmi t60 tulemusena saadakse unikaalsed ehk
andmebaasis vaid liks kord esinevad jéarjestused (Ning et al., 2001).

BLAST?2 ehk Gapped BLAST programm kasutab sarnasuse leidmiseks péring-
jérjestuse ja andmebaasi vahel heuristilisi algoritme. Koikidele sonadele pikkusega T
arvutatakse skoor, kasutades selleks spetsiaalseid tabeleid. Kui kasutaja poolt etteantud
jarjestus ja moni andmebaasi jédrjestus mingis osas iihtivad, arvutatakse nende sarnasele
osale skoor ja kui see iiletab kasutaja poolt miératud piiri, védljastatakse tulemus.
BLAST?2 suureks eeliseks on asjaolu, et ta voimaldab otsida ka gap-idega. Seda tehes
vOetakse sarnasuse otsimisel arvesse ka viiksemaid erinevusi jérjestustes (nditeks aja
jooksul toimunud mutatsioone), mis arvestades jdrjestuste bioloogilist péritolu on
ainudige (Altschul et al., 1997).

MegaBLAST on programm, mis voOrdleb péring-jarjestuse ja andmebaasi
jarjestuste sarnasuse leidmiseks nende erinevust liksteisest. Programm kasutab ahnet
(greedy) algoritmi, mis vOimaldab kahe jérjestuse vordlemisel kdrvale jitta

ebatdendolised muutused (gap-id) nendes jérjestustes. Sellega vdhendatakse oluliselt
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programmi ajalist keerukust. Kasutades sobivaid jérjestusi, vOib péring-jarjestusele
sarnased regioonid andmebaasis leida kuni 10 korda kiiremini kui diinaamilist
programmeerimist (dynamic programming) kasutades (Zhang et al., 2000). Seetottu
sobib MegaBLAST histi ka pikkade péring-jérjestuste vordlemiseks andmebaasiga.
Kodik eelmainitud programmid kasutavad sarnasuse otsimisel evolutsioonilist
kaugust kahe jirjestuse vahel. Uuemad programmid kasutavad aga proovide sarnasuse
leidmisel termodiinaamilist 14henemist, kalkuleerides jdrjestuste seondumise tugevust ja
leides koik piirkonnad, kuhu proovid vdivad seonduda piisavalt tugevasti.

Ebasoovitavaid seondumisi andvad proovid saab seejirel eemaldada.

3.3 Hiibridiseerimisproovide disaini programmid.

Suurem enamus hiibridiseerimisproovide disaini programme on loodud
suhteliselt lithikeste (20-70) oligonukleotiidide disainimiseks. Kvaliteetsed programmid

pikkade hiibridiseerimisproovide automaatseks disainimiseks aga puuduvad.

Tabel 2. Erinevad programmid hiibridiseerimisel kasutatavate oligote

disainimiseks.

Programm Kattesaadavus

PROBEmer http://probemer.cs.loyola.edu/

PRIMROSE http://www.cf.ac.uk/biosi/research/biosoft/Primrose/index.html

OligoArray 2.0 [http://berry.engin.umich.edu/oligoarray2/
GenomePRIDE _|http://pride.molgen.mpg.de/genomepride.html

OLIGO6 http://oligo.net/

OligoWiz http://www.cbs.dtu.dk/services/OligoWiz/
ProbeSel Kirja teel kusitav : schliep@molgen.mpg.de
ProbeSelect Kirja teel kusitav : lif@ural.wustl.edu

4. PCR-i praimerite disain hiibridiseerimisproovidele.

Viga paljud tdnapdeval kasutatavad genoomide uurimiseks moeldud
funktsionaalse genoomika meetodid baseeruvad genoomist PCR-iga amplifitseeritavatel
jarjestustel — PCR-i produktidel ja nende hiibridiseerimisel. PCR-1 produkte kasutatakse

genotiipiseerimisel, mutatsioonide uurimisel, jne. PCR-iga paljundatud proove
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kasutavad ka sellised vordleva genoomika meetodid nagu array CGH (comparative
genomic in situ hybridization) ja MAPH (multiplex amplifiable probe hybridization). Et
need praktilised meetodid toimiksid veatult, on enne PCR-i rakendamist vajalik
spetsiifiliste PCR-1 praimerite ja produktide disainimine in silico. Et saada kvaliteetseid
PCR-i produkte, mida saab kasutada hiibridiseerimisproovidena, on vajalik méarklaud-

jarjestuse amplifitseerimine kahe PCR-i praimeriga.

4.1 PCR-i praimerite olulised parameetrid.

Poliimeraasi ahelreaktsiooni Onnestumiseks peavad kasutatavad praimerid
vastama mitmele erinevale kvaliteedindudele. Praimerite disainimisel on kdige tdhtsam
jélgida praimerite sulamistemperatuuri ja produkti pikkust, aga ka praimerite GC

nukleotiidide sisaldust ja pikkust (Benita et al., 2003).

4.1.1 Praimerite sulamistemperatuur.

Praimerite sulamistemperatuuri arvutatakse sarnaselt hiibridisatsiooniproovide
sulamistemperatuurile. Téhtis on, et {ihe kindla regiooni {iilesamplifitseerimiseks
kasutatavad praimerid (Sense- ja antisense praimerid) oleksid {ihesuguse
sulamistemperatuuriga. Nditeks inimese genoomse DNA fragmendi amplifitseerimisel
kasutatavad 18-24 nukleotiidi pikkused praimerid voiksid olla sulamistemperatuuriga

55-58° C (Henegariu et al., 1997).

4.1.2 PRC-i produkti pikkus.

Kuigi viimastel aastatel on saanud tinu PCR-i meetodite arenemisele
voimalikuks kuni 10 kb pikkuste alade amplifitseerimine (Zakour et al., 2004), on
ndidatud, et edukamalt amplifitseeruvad lithikesed PCR-1 produktid. Kui produkti
pikkus on iile 400 nukleotiidi, langeb PCR-i kvaliteet alla 80 protsendi (R. Andreson,
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2002). Kui produkti pikkus on 10 protsendi vorra suurem voi vdiksem kui soovitud, siis

voib produkte pidada kvaliteetseteks (Benita et al., 2003).

4.1.3 Praimerite GC nukleotiidide sisaldus.

Enamasti peaks praimerite GC nukleotiidide sisaldus olema valitud selliselt, et
see on sama vOi natuke korgem iilesamplifitseeritava DNA regiooni GC nukleotiidide
sisaldusest (Benita et al., 2003). Inimese puhul on ndidatud, et optimaalsete praimerite
GC sisaldus on ca 50 protsenti (Haas et al., 1998). Praimerite GC sisaldus sdltub ka
sulamistemperatuurist; madalama sulamistemperatuuriga praimerid disainitakse
vidiksema ja korgema sulamistemperatuuriga praimerid suurema GC nukleotiidide

sisaldusega.

4.1.4 Praimerite pikkus.

PCR-i1 praimerite pikkus soltub oluliselt sulamistemperatuurist ja GC
nukleotiidide sisaldusest. Praimerite pikkus vdib olla 15-30 nukleotiidi, optimaalseks
peetakse 18-26 nukleotiidi pikkuseid praimereid. Kuna erinevate organismide
genoomide GC nukleotiidide sisaldused varieeruvad, erinevad ka praimerite keskmised

pikkused organismide vahel (Haas et al., 1998, 2003).

4.2 Praimerite seondumiskohtade kontroll.

Et saada kvaliteetseid PCR-i praimereid ja seega ka produkte, peab in silico
kontrollima, et disainitud praimerid ei seonduks genoomis valedele jérjestustele ega
annaks mittespetsiifilisi produkte. Samas peab jdlgima, et praimerid ei seonduks
iseendaga ega teiste praimeritega (Matveeva et al., 2003).

Praimerite seondumiskohtade in silico leidmiseks genoomis saab rakendada
samasid programme, mida rakendatakse hiibridiseerimisproovide unikaalsuse ja
seondumiskohtade leidmiseks: SSAHA, MegaBLAST, BLAST2. On olemas ka

spetsiaalselt praimerite voi teiste lithikeste jérjestuste seondumiskohtade leidmiseks
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kirjutatud programme. Uheks selliseks programmiks on GenomeMasker-i paketist
programm GenomeTester (Reppo et al., unpublished). GenomeTester-i to6pohimdte on
sarnane programmi SSAHA omale; enne jirjestuste otsimist indekseeritakse genoomsed
jarjestused ja kirjutatakse paisktabelitesse (hash). Jérjestuste otsimisel loetakse
paisktabel millu ja identsete piirkondade leidmine toimub juba kiiresti. Eeliseks
SSAHA ees on see, et indekseerimisel kasutatakse fikseeritud sonapikkust (vaikimisi
16). Seetottu on GenomeTester teistest sarnastest programmidest ka kiirem. Teiseks
GenomeTester-i eeliseks on see, et viheste péring-jirjestuste puhul ei pea programm
indekseeritud jérjestusi milusse lugema. Programmi t66 tulemusena leitakse praimerite
seondumiskohad genoomis ja kui palju ja millistest regioonidest produkte nende
praimeritega amplifitseeritakse. Uleliigseid seondumisi ja produkte andvad praimerid
eemaldatakse.

On nédidatud, et kui praimerite paari seostumiste summa kogu genoomis on
suurem kui 10, langeb PCR-i kvaliteet alla 80 protsendi. Samavorra alaneb PCR-i
kvaliteet juhul, kui praimerite paari ennustatavaid produkte on rohkem kui 2 (R.

Andreson, 2002).

4.3 Praimerite disaini programmid.

Palju programmid, mis sobivad liihikeste hiibridiseerimisproovide disainimiseks,
sobivad ka praimerite disainimiseks. Disainimisel on oluline jilgida vdga paljude
erinevate parameetrite sobivust, head praimerite disainimise programmid vdimaldavad
neid parameetreid valida ja muuta.

Praimerite  disainimise programmid vOib iildjoontes jaotada kaheks:
programmid, mis on mdeldud suuremahuliste projektide tarvis praimerite disainimiseks
ja programmid, mis on viiksema mahuga projektidel vajaminevate praimerite
disainimiseks. Esimesed on enamasti rohkem automatiseeritud (suurte andmehulkade
kiirem 1dbito6tamine) kui véiksemahuliste projektide jaoks mdeldud programmid.
Viimaste heaks omaduseks on aga see, et kasutajal on kogu aeg iilevaade (tihti ka
visualiseeritud) disainimise protsessist. Tabelis 3 on é&ra toodud enamlevinud

programmid praimerite disainiks.
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Tabel 3. Erinevad programmid praimerite disainimiseks.

Programm Kéttesaadavus

Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3 code.html
http://frodo.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer3/primer3.cgi

Web Primer http://genome-www?2.stanford.edu/cqi-bin/SGD/web-primer

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

OLIGO6 http://www.oligo.net/

PrimerDesign http://www.chemie.uni-marburg.de/~becker/pd.exe

Primer Premier 5 [http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/index.htm|

PrimerQuest http://biotools.idtdna.com/primerquest/

PrimerSelect http://www.dnastar.com/web/r11.php
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Il PRAKTILINE TOO

Too eesmargid.

Jarjest rohkem tegeleb funktsionaalne genoomika inimese genoomsetes
jérjestustes toimunud muutuste (aberratsioonide) ja geneetiliste haiguste omavaheliste
seoste uurimise ja avastamisega. Seetdttu on vajalik ka spetsiifiliste bioinformaatiliste
lahenduste viljatoGtamine ja in silico rakendamine.

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli luua terviklik lahendus hiibridiseerimisproovide
automaatseks disainimiseks inimese genoomsetele jdrjestustele, veebipdhise
kasutajaliidese loomine hiibridiseerimisproovide disaini programmide kasutamiseks ja
néidisproovide tegemine praimerite andmebaasi PrimerStudio jaoks.

Lahendusena on vélja todtatud unikaalsel metoodikal pohinev programmide
pakett ja veebiportaal nimega MAPHDesigner. MAPHDesigner-iga saab automaatselt
disainida mikrokiipidel ldbiviidavate MAPH-i (multiplex amplifiable probe
hybridization) ja CGH (comparative genomic hybridization) hiibridiseerimisproove.
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Kasutatud meetodid.

1. Andmete péritolu ja struktuur.

To6s kasutatud algandmed ja jérjestused on saadud EnsEMBL-i andmebaasist.
EnsEMBL-ist on alla lactud inimese genoomi andmebaasi (Human 34) versioon 18.34.1
(avalikustatud 04.11.2003) ja sama versiooni inimese genoomsete jirjestuste kontiigide
andmebaas (Core 34). Modlemad andmebaasid on assambleeritud NCBI inimese
genoomi versiooni nr 34 jérgi. Tabelis 4 on niha Human 34 andmebaasis olevad,

kiesolevas t00s kasutatud tabelid ja nende véljad.

Tabel 4. Andmebaasi Human 34 struktuur, t66s kasutatud andmebaasi tabelid ja

viljad.
Human 34 andmebaas:
Tabel: Véljad:
karyotype chromosome_id, chr_start, chr_end, band, stain
ens gene gene_id, chr, start, end, strand, external_id, mim_id, hugo_id, locuslink_id, refseq_id

vega gene | gene id, chr, start, end, strand, mim_id, hugo id, locuslink id, refseq_id

ncbi gene |id, gene id, chr, start, end, strand, locus_id, mim_id, hugo id, locuslink_id,

refseq_id, external id

Core 34 andmebaasist saadi jdrjestuste info kujul: kromosoom, alguspositsioon,
jarjestus. Selleks kasutati spetsiaalset EnsEMBL-i moodulit (SliceAdaptor), mis teeb
andmebaasist paringu ja tagastab tulemused (Stajich et al., 2002).

2. Kasutatud programmide Kkirjeldus.

MAPHDesigner-i  poolt hiibridiseerimisproovide  disainiks  kasutatavad
programmid vdib tinglikult jagada kaheks. Esimese grupi moodustavad programmid,
mis teostavad to0 sisulise poole; jarjestuste paringu andmebaasist, proovide jirjestuse
maskeerimise, proovide ja praimerite disainimise, unikaalsuse kontrolli, jne. Teise grupi
moodustavad veebi kasutajaliidese genereerimiseks ja tootamiseks vajalikud

programmid.
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To6 sisulist poolt teostavate programmide kirjeldus on toodud tabelis 5.

Tabel 5. Hiibridiseerimisproovide disaini teostavad programmid.

Programm

Kirjeldus

1. proc*

Tdmbab andmebaasist DNA jarjestused, kaivitab kindlas
jarjekorras ulejdanud programmid.

2. dust_lower (modifitseeritud
DUST)

Maskeerib madala keerukusega piirkonnad proovides
(poli-N traktid, di-, tri- ja tetranukleotiidsed kordused).

3. gmasker (GenomeMasker)

Maskeerib nn "musta nimekirja" alusel jarjestustes olevad Ule-
esindatud kuni 16 nukleotiidi pikkused sdnad.

4. fasta2primer3

Kirjutab fasta failis olevad jarjestused Primer3-e sisendformaati.

5. gm_primer3
(modifitseeritud Primer3)

Uritab igale jarjestusele disainida etteantud parameetritele
vastava sense ja antisense praimeri.

6. primer3_to_table

Kirjutab Primer3 tulemused imber tabuleeritud formaadis faili.

7. gtester (GenomeTester)

Kontrollib praimerite seondumiskohti genoomis ja
sekundaarsete produktide tekke vimalust.

8. gtester _filter

Eemaldab praimerid, mis seonduvad valedes kohtades ja
annavad sekundaarseid produkte.

9. prod2fas

Kirjutab gtester filter-i tulemused Umber fasta formaadis faili.

10. dust_score
(modifitseeritud DUST)

Vastavalt sellele, kui palju on proovis maskeeritud nukleaotiide,
arvutab igale proovile kordusjarjestuste skoori.

11. cut_off*

Kirjutab liiga kdrge DUST-i skooriga proovide ID-d vastavasse
faili.

12. exclude_from_fasta

Eemaldab uhes failis olevate proovide ID-de alusel vastavad
proovid teisest failist.

13. SSAHA Otsib etteantud sGnapikkusega identseid alasid proovide ja
genoomi vahel.

14. MegaBLAST Otsib sarnaseid alasid proovide ja genoomi jérjestuste vahel.

15. megablast_parser_b Parsib MegaBLAST-i tulemused tabuleeritud formaati.

16. parsers_parser*

17. wrong_chr_out*

18. wrong_doubled_out*
19. one_per_start*

Eemaldavad proovide hulgast need, mis annavad seondumisi
ka mittesoovitavates regioonides.

20. extract_from_file

21. extract* Kirjutab tulemused Uimber fasta formaadis faili.

22. first_name Kirjutab "heade" proovide ID-d selleks ettenéhtud faili.
23. first* Eraldavad erinevatest failidest "heade" proovide vajalikud
24. extrtract_lines_from_file* andmed ja kirjutavad need faili.

25.

one_per_start_pos*

Eemaldab redundantsed proovid.

Kéaesoleva t60

raames

loodud programmid (*) on kirjutatud Perl-is

(http://www.perl.com/) ja shelli-skriptis. On kasutatud ka teiste autorite programme.

Enamus programmidest on rakendatud toru (pipe) pohimdttel;

eelmise programmi

viljund on jirgneva programmi sisendiks (STDOUT>STDIN). See vdoimaldab mingil

madral optimeerida programmide t66d, kuna véljundinfo suunatakse otse malust

jargmisele programmile,

seda vahepealt kovakettale kirjutamata.

Praimerite ja
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hiibridiseerimisproovide disaini teostavate programmide viljundiks on fail results.txt.
Results.txt sisaldab: disainitud proovi jarjekorranumbrit; ID-d; kromosoomi, kuhu proov
seondub; proovi alguspositsiooni kromosoomil; sense ja antisense praimereid proovi
amplifitseerimiseks ja proovi jérjestust.

Veebiliidese genereerimisel osalevad mitu erinevat programmi. MAPHDesigner-
1 esmase portaali paneb kahest html-failist (index.pl.html ja index.p2.html) kokku
programm index.pl. Edasised lehekiiljed pannakse kokku failides Index.pm ja

Bioprimer.pm (R. Andreson) olevate alamprogrammidega.

3. Tooks vajalik méilumaht ja aeg.

MAPHDesigner-i t66s on koige ressursindudlikumad programmid, mis
kontrollivad praimerite ja proovide unikaalsust genoomis: GenomeTester, SSAHA ja
MegaBLAST. Maélundudlikkus on kdige suurem programmil SSAHA, mis otsides
proove inimese esimese kromosoomi pealt, hdivab kuni 1 Gb mélu. MegaBLAST-i
sama nditaja on 500 Mb. GenomeTester vajab praimerite seondumiskohtade otsimisel
samuti kuni 500 Mb milu. Vdhem mélu kasutavate programmide ndudlikkus ei tileta
150 Mb piiri.

Nagu méilukasutuse puhul, on ka ajalises mottes kdige keerukamad programmid
MegaBLAST ja SSAHA. Ulejiinud programmide tddajad on suhteliselt liihikesed.
Teoreetiliselt on nii SSAHA kui ka MegaBLAST-i ajaline keerukus vordelises seoses
paringute arvuga; péringute arvu suurenemisel kasvab lineaarselt ka programmide
tootamise aeg (Ning et al., 2001; Zhang et al., 2000). Programmil SSAHA lisandub
proovide arvust sdltuvale todajale veel indeksite kdvakettalt milusse lugemise aeg.

Joonisel 4 on dra toodud programmi SSAHA praktiliselt mdddetud ajaline kulu

soltuvalt kontrollitavate proovide arvust.
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Joonis 4. Programmi SSAHA ajaline kulu soltuvalt proovide arvust. Proovide arvu

suurenemisel kasvab lineaarselt ka programmi SSAHA tooaeg.

Siinjuures on oluline mirkida, et proovide arvu all on silmas peetud programmide
SSAHA ja MegaBLAST poolt kontrollitud proovide arvu, mitte positiivset tulemust.

Joonisel 5 on programmi MegaBLAST ajaline kulu sdltuvalt kontrollitavate proovide

arvust.
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Joonis 5. Programmi MegaBLLAST ajaline kulu soltuvalt proovide arvust. Proovide

arvu suurenemisel kasvab lineaarselt ka programmi MegaBLAST tooaeg.
Nagu joonistelt 4 ja 5 ndha, on programmide SSAHA ja MegaBLAST praktiliselt

saadud t0Oajad lineaarses seoses pdring-jdrjestuste arvuga, mis on kooskdlas ka

teoreetilise mudeliga.
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Kogu MAPHDesigner-i tédaja moodustab koikide programmide summaarne

tootamise aeg. Hiibridiseerimisproovide disaini protsessi ajalist kulu kirjeldab joonis 6.
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Joonis 6. Hiibridiseerimisproovide disainimise ajaline kulu séltuvalt disainitud

proovide arvust. Protsessi ajaline kulu on lineaarses soltuvuses disainitud proovide

arvust.

Protsessi ajaline kulu on lineaarses sdltuvuses disainitud proovide arvust ja selle

keskmist suuremate péringute puhul véljendab valem:

T =30+ K * proovide arv,

kus T on aeg ja K on iihe proovi disainimiseks keskmiselt kuluv aeg minutites. 30
minutit lisandub programmide ,tiihjalt® to6tamise ajana (indeksite kettalt méllu
lugemine, jne).

Kéesoleval juhul tootas MAPHDesigner-i programmipakett Linux-i
operatsioonisiisteemiga kaheprotsessorilises (2 * Pentium III @800Mhz) serveris, millel

on 1 Gb operatiivmilu. Uhe proovi disainimise ajaks (K) tuli keskmiselt 0,4 minutit ehk

24 sekundit.
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Tulemused.

1. Veebi kasutajaliides.

Loodud programmide paketi lihtsamaks kasutamiseks valmis veebipdhine

kasutajaliides ehk portaal MAPHDesigner (http://kobra.ebc.ee/MAPH), mis voimaldab

kasutajal disainida hiibridiseerimisproove inimese genoomsetele jéarjestustele.

Kasutajal on voimalik portaalis disainida proove kindlatele regioonidele ja/voi
geenidele. Saab valida terveid kromosoome ja/voi nende piirkondi (vaikimisi on valitud
regiooniks terve esimene kromosoom). Valikute hulgas olevate piitkondade mairamisel
pannakse nende piirkondade algus- ja 10pp-koordinaadid (positsioonid kromosoomil)
automaatselt paika. Samas on kasutajal voimalik ka ise méérata soovitavad positsioonid.
Geenispetsiifiliste proovide disainimisel peab kasutaja vastavasse kohta sisestama
geenide nimed, millele soovitakse proove disainida. Seejdrel on vdimalus méérata,
millisest andmebaasist soovib kasutaja sisestatud geenide koordinaadid saada. Valikud
on: EnsEMBL, Vega ja RefSeq. Erinevate projektide kdigus on geene erinevalt
annoteerinud ning seetdttu erinevad ka nende koordinaadid andmebaasides. Vega
andmebaasis on hetkel saadaval 6, 13, 14, 20 ja 22 kromosoomis olevate geenide
koordinaadid, EnsEMBL-i ja RefSeq-i andmebaasides on esindatud koik inimese
kromosoomid. Vaikimisi on geenikoordinaatide andmebaasiks EnsEMBL.

Kasutaja miirab ka soovitud proovide arvu. Kui kasutaja on valinud mitu
erinevat genoomset regiooni ja/vdi geeni, iiritab programm teha igale valitud regioonile
soovitud arvu proove. Vaikimisi on soovitavate proovide arvuks 1.

Valida saab ka disainitavate proovide pikkuse. On vdimalik médrata minimaalne
proovi pikkus (vaikimisi 200 nukleotiidi), optimaalne proovi pikkus (vaikimisi 400) ja
maksimaalne proovi pikkus (vaikimisi 600).

Lisaks saab kasutaja paika panna ka hiibridiseerimisproovide minimaalse
(vaikimisi 70 C°) ja maksimaalse (vaikimisi 80 C°) sulamistemperatuuri.

Kui kasutaja soovib proovide disaini Ioppemisest teada saada e-maili teel, on tal

vOimalik sisestada oma e-maili aadress.
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Hiibridiseerimisproovide disain algab, kui kasutaja vajutab nupule ,,Select
Probes®. Kasutaja poolt sisestatud andmed saadetakse l1dbi CGI (Common Gateway
Interface) programmile proc.pl, mis kédivitab proovide disaini. Kasutaja suunatakse
edasi ootelehele, kust on vdimalik nupu ,,Check Results* vajutamisega kontrollida, kas
proovide disain on Idpetatud. Kui hiibridiseerimisproovide disain on 1dpetatud,
suunatakse kasutaja tulemuste lehele, kus on link failile results.txt ja kust on vdimalik

alla laadida tulemuste faili ka pakitud (.zip) kujul.

2. Algoritmi kirjeldus.

Kasutaja poolt kdsurealt voi veebi kasutajaliidese kaudu sisestatud andmed on
argumendiks programmile proc.pl. Kui kasutaja on defineerinud kindla regiooni inimese
genoomist (nditeks esimene kromosoom), jaotatakse see regioon (span) soovitud arvu
(num) proovide alusel viiksemateks loikudeks (subdiv) ja programm proc.pl teeb
paringu Core 34 andmebaasist, kust iga 16igu (subdiv) keskelt voetakse 3000 nukleotiidi
pikkune jarjestus. Kui kasutaja on defineerinud kindla geeni, teeb proc.pl kdigepealt
paringu Human 34 andmebaasist, kust saadakse vastava geeni algus- ja 10pp-
koordinaadid, mille alusel toimub soovitud arvu jérjestuste piring Core 34
andmebaasist. Saadud jarjestused kirjutatakse koos genereeritud ID-ga (kujul
kromosoom:jarjestuse alguspositsioon) faili regions.fas. Kui andmebaasist saadud
jarjestus sisaldab tile iihe protsendi N-tdhti (teadmata nukleotiide), ei kirjutata jarjestust
andmefaili.

Edasi toimub jirjestustes olevate korduste maskeerimine programmidega
dust lower ja gmasker, maskeeritud jérjestused kirjutatakse faili regions.gm. Programm
fasta2primer3.pl kirjutab maskeeritud jérjestused Primer3-ele sobivas formaadis faili
primers.txt. Gm_primer3 {iritab igas 3000 nukleotiidi pikkuses regioonis leida sobivad
praimerid, mis vastaksid soovitud tingimustele ja kontrollib, et nende praimeritega
tekkiv produkt vastaks proovile seatud nduetele. Programm primer3 to table.pl kirjutab
Primer3-e tulemused (ID, praimerid, produktid) sobivas formaadis faili primers2.txt.

Programm gtester kontrollib seejdrel genoomitestiga, kuhu saadud praimerid
inimese genoomis seonduvad ja kas tekib ka sekundaarseid produkte. Praimerid, mis

seonduvad ka mittespetsiifiliselt ja annavad sekundaarseid produkte, eemaldatakse
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programmiga gtester filter.pl. Sobivate praimeritega in silico saadavad produktid ehk
proovid kirjutatakse koos ID-ga faili prod.fas.

Seejérel arvutab programm dust score vastavalt failis prod.fas olevate proovide
maskeeritud tdhtedele igale jarjestusele vastava skoori. Jéarjestused, millel on liiga palju
korduvaid elemente (skoor iile 50), korvaldatakse programmidega cut off.pl ja
exclude from fasta.pl failist prod.fas.

Proovide unikaalsuse kontroll tehakse nii genoomi kui proovide iseendi vastu.
Kdigepealt kontrollitakse proove iseendi ja iliksteise vastu. Seda tehakse programmiga
MegaBLAST. Proovid, mis vodivad anda omavahel seostumisi, eemaldatakse.
Voimalikeks seostumisteks on loetud juhud, mille puhul kaks proovi on viahemalt 50
nukleotiidi pikkusel 16igul enam kui 75 protsenti sarnased. Unikaalsuse kontroll inimese
genoomi vastu tehakse programmidega SSAHA ja MegaBLAST. Kontrollitakse failis
prod.fas olevate jérjestuste voimalikke sekundaarseid seostumiskohtasid inimese
genoomis.

MegaBLAST-i  tulemused  parsitakse = programmiga  megablast parser
tabuleeritud formaati ja nende tulemuste jdrgi eemaldatakse programmidega
parsers_parser.pl, wrong chr out.pl, wrong doubled out.pl, one per start ja
extract from_file.pl inimese genoomis mittespetsiifilisi scondumisi andvad proovid.

Viimases etapis vOetakse erinevatest failidest ,heade” proovide vajalikud
andmed ja kirjutatakse need koos praimerite ja jarjestustega 10pp-faili results.txt. Selles
etapis osalevad programmid extract.sh, first name.pl, first.pl, extract lines from_file.pl
jaone per start pos.pl.

Et kasutajal oleks vdimalik mugavamalt tulemusi alla laadida, pakitakse koopia
failist results.txt faili results.zip. Kui kasutaja sisestas t60 alguses oma e-maili aadressi,
saadab programm proc.pl disainimise protsessi 10pus kasutajale vastavasisulise e-maili.
Kirjas on kasutaja paringu ID (request ID, unikaalne igal disainimisel) ja disainimise
protsessi alguse aeg. Lisaks on kirjas ka hiiperlingid tulemuste failile ja tulemuste
pakitud failile.

Joonisel 7 on toodud MAPHDesigner-i algoritm lihtsustatud kujul.
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Eastaja sisestab
MAPHDesizner-1 portaalis
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tagammine. tagarmine.
- . -
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teatavaks tegermine. L pranmerte info koganune.

Joonis 7. MAPHDesigner-i algoritmi lihtsustatud skeem. Disainimine algab
kasutaja poolt sisestatud jérjestuste allalaadimisega andmebaasist ja 16peb

kasutajale tulemuste teatavaks tegemisega.

3. Tulemuste kirjeldus.

Hiibridiseerimisproovide disaini metoodika viljatootamisel arvestati MAPH-1
meetodi eripdradega. Pandi paika erinevad kriitilised parameetrid, millele praimerid ja
proovid peavad vastama. Proovide pikkuseks méérati 200 — 600 nukleotiidi (Hollox et
al., 2002). Proovide ja praimerite GC nukleotiidide sisalduseks pandi 20 — 50 protsenti,
mis médrati praktiliselt saadud tulemuste (Patsalis et al., unpublished) analiiiisil ja mida
toetavad ka kirjanduse andmed (Benita et al., 2003). Unikaalsuse tagamisel arvestati
seda, et kuigi kdik PCR-i produktid (proovid) amplifitseeritakse eraldi, on nad koos
hiibridiseerimislahuses. Seetdttu peavad proovid olema unikaalsed genoomis ja nad ei
tohi anda seostumisi omavahel. Kuna proovide kontrollimine on kogu disainimise

protsessi juures koige aegandudvam, tuli see korraldada vdimalikult aega sddstvalt.
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Seetottu toimus proovide kontrollimine jérjekorras: 1. proovid proovide vastu
programmiga MegaBLAST (vOimaldas kiiresti elimineerida omavahel seonduvad
proovid), 2. proovid inimese genoomi vastu programmiga SSAHA (vdimaldas
suhteliselt kiiresti eemaldada proovid, mis sisaldasid ulatuslikke komplementaarseid
alasid genoomiga) ja 3. proovid inimese genoomi vastu programmiga MegaBLAST
(koige aegandudvam kontrollimise osa, mis viidi 1dbi vaid allesjddnud proovidega).
Koige aegandudvama kontrollimise osa ldbiviimine minimaalse arvu negatiivsete
proovidega vdimaldas oluliselt kiirendada kogu protsessi.

Metoodika viljatootamisel kasutati katseliselt saadud PCR-i praimerite
kvaliteedi andmeid (Patsalis et al., unpublished), mis sisaldasid informatsiooni
MAPHDesigner-ile sarnase metoodikaga disainitud (M. Remm) praimerite ja nende
produktide (proovide) kohta. Nende proovide hulgas oli kaks eraldi (kuid {ihe
algoritmiga) disainitud gruppi: proovid, mis olid disainitud inimese X kromosoomile
(grupp 1) ja proovid, mis olid disainitud autosomaalsetele kromosoomidele (grupp 2).
Grupi 1 PCR-i Onnestumise protsent oli 96,6 (96,6 protsenti produktidest onnestus
amplifitseerida neile disainitud praimeritega) ja grupi 2 PCR-i dnnestumise protsent oli
93,8. Ebadnnestunud praimerite hulka loeti praimerid, mis: a) ei andnud produkti, b)
andsid mitu produkti, ¢) andsid vale pikkusega produkte. Grupi 1 ja grupi 2 praimerite
ning proovide in silico vordlemisel selleks kirjutatud programmiga MA

(MAPHAnalyser) saadi tulemused, mis on kokkuvotvalt esitatud tabelis 6.

Tabel 6. Kahe erineva PCR-i kvaliteediga proovide ja praimerite grupi vordlus.

Vorreldud on praimerite ja proovide tihtsamaid parameetreid.

Grupp 1 (kromosoom X)

Proovide andmed: Keskmine pikkus: 481
Max pikkus: 589
Min pikkus: 386
Keskmine GC sisaldus: 38,6

Praimerite andmed: Keskmine pikkus: 23,88
Max pikkus: 26
Min pikkus: 22
Keskmine GC sisaldus: 48,36

Grupp 2 (autosoomid)

Proovide andmed: Keskmine pikkus: 395
Max pikkus: 600
Min pikkus: 200
Keskmine GC sisaldus: 50,1

Praimerite andmed: Keskmine pikkus: 21,25
Max pikkus: 26
Min pikkus: 18
Keskmine GC sisaldus: 60,57
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Vordlusest tuli vélja, et madalama PCR-i kvaliteediga praimerite ja proovide
(grupp 2) keskmine GC nukleotiidide sisaldus on tunduvalt korgem (ca 12 % vorra) kui
PCR-il paremini Onnestunud praimeritel ja proovidel (gruppl). Ka olid grupi 2
praimerid tunduvalt lihemad, kui grupi 1 praimerid. Lithemate ja GC-rikkamate
praimerite kasutamine voib viia nende seostumisele valele genoomsele jirjestusele ja
valede produktide tekkele (Haas et al., 2003). On niidatud, et pikemate praimerite
kasutamine tdstab PCR-i kvaliteeti (R. Andreson, 2002). Samas ei olnud
mirkimisviirseid GC nukleotiidide sisalduse ega ka pikkuse erinevusi lihes grupis
olnud Onnestunud ja mittednnestunud proovide ning praimerite vahel. Nendest
tulemustest soltuvalt otsustati praimerite pikkuseks maédrata 22 — 26, optimaalse
pikkusega 24 nukleotiidi.

Hiibridiseerimisproovide disainimisel oli eesmdrgiks teha PrimerStudio
andmebaasi jaoks 30 000 praimerite paari ja proovi iile kogu genoomi. Proovide
disainimisel arvestati inimese genoomse DNA ebaiihtlast jaotumist kromosoomide

vahel. Erinevate kromosoomide DNA sisaldust kujutab joonis 8.

300000000
250000000 1 4 —~

200000000 1 |

150000000 - M
100000000 ~

I00nnnnln

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
8079656,259565248 44444443 373433292725212115165016

DNA sisaldus (aluspaarides)

Kromosoomi nimi ja DNA sisaldus kogu genoomsest DNA-st protsentides

Joonis 8. Inimese genoomse DNA jaotus erinevate kromosoomide vahel.
Kromosoomide DNA sisaldus aluspaarides ja protsentuaalselt kogu genoomsest

DNA-st.

Proovide disain inimese genoomsetele jarjestustele teostati kromosoomide kaupa
ja automaatse disainimise tulemusena saadi 36 172 proovi iile kogu genoomi. Proovide

jaotumist kromosoomide vahel kujutab joonis 9.
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Joonis 9. MAPHDesigner-iga disainitud hiibridiseerimisproovide arv erinevatel

kromosoomidel.

Tabelis 7 on é&ra toodud soovitud proovide arv (vastavalt kromosoomide

suurusele) ja tulemused kromosoomide kaupa.

Tabel 7. MAPHDesigner-iga teostatud proovide disainimise tulemused. Disainida

proovitud ja edukalt disainitud proovide arv erinevate kromosoomide kohta.

Soovitud . Mitu protsenti Mitu pr.otsenti
. Proovitud Saadud . ; saadi teha
Kromosoom proovide . saadi soovitud .
arv teha proovide arv proovide arvust pro_ovnud
proovide arvust

1 2405 9999 2781 115,6 27,8
2 2381 9999 2530 106,3 25,3
3 1948 9740 2243 115,1 23,0
4 1874 9368 1567 83,6 16,7
5 1769 8845 1944 109,9 22,0
6 1670 8351 1956 117,1 23,4
7 1549 7746 1776 114,6 22,9
8 1430 7148 1726 120,7 24,1
9 1333 6663 1611 120,9 24,2
10 1320 6598 2037 154,4 30,9
11 1314 6571 1873 1425 28,5
12 1291 6453 1676 129,9 26,0
13 1105 5523 952 86,2 17,2
14 1029 5145 1197 116,3 23,3
15 980 4898 1316 134,3 26,9
16 880 4399 1466 166,6 33,3
17 800 4000 1603 200,4 40,1
18 744 3719 995 133,8 26,8
19 624 3118 1083 173,7 34,7
20 623 3114 1227 197 39,4
21 459 2295 470 102,4 20,5
22 483 2413 813 168,4 33,7
X 1502 7509 1211 80,6 16,1
Y 491 2457 119 24,2 4,8
Summal/keskmine 30000 146070 36172 125,6 25,5

38




Disainida iiritatud proovide arvust saadi keskmiselt 25,5 protsenti. See tdhendab,
et ca 75 protsenti proovidest langeb disainimise kidigus vilja, kuna ei vasta
kvaliteedinduetele. Kdige vdhem proove saadi Y kromosoomist. See on seletatav
sellega, et inimese Y kromosoomis on véga palju kordusjérjestusi, mida aga proovide
disainimisel vilditi. Disainitud praimerite ja proovide olulisemad parameetrid on toodud
tabelis 8. Siinkohal peab arvestama, et koik parameetrid on oma keskmise (optimaalse)

véirtuse suhtes normaaljaotusega.

Tabel 8. MAPHDesigner-iga disainitud praimerite ja proovide tihtsamad

parameetrid.
Proovide andmed: | Keskmine pikkus: 390.97
Max pikkus: 600
Min pikkus: 200
Keskmine GC sisaldus: 46,39
Praimerite andmed: | Keskmine pikkus: 24,06
Max pikkus: 26
Min pikkus: 22
Keskmine GC sisaldus: 49,2

Proovide disainimiseks kulunud arvuti-aeg oli ligikaudu 240 tundi ehk ca 10 66pédeva.
Koik disainitud proovid ja nende amplifitseerimiseks vajalikud praimerid on
kéttesaadaval andmebaasi PrimerStudio alajaotuses maphPCR (T. Koressaar,

http://bioinfo.ebc.ee/PrimerStudio/).
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Arutelu.

Saadud tulemuste jargi voOib arvata, et disainitud hiibridiseerimisproovid on
korge kvaliteediga ja sobivad hésti nii kiibil ldbiviidava CGH (array-CGH) kui ka
multipleks paljundatavate proovide hiibridisatsiooniks. Muidugi oleks vaja proovide
kvaliteedi tdestamiseks teha praktilisi katseid, sest kuigi in silico on proovid sobivad, ei
tea me tépselt, kuidas nad kdituvad in vitro. Pisut ettearvamatult voivad proovid kéituda
juba sellepérast, et silamaani pole péris tépselt teada, kuidas toimub pikkade jérjestuste
omavaheline hiibridiseerumine ja kui pikad vdivad olla komplementaarsed alad, et
proovid ei rist-hiibridiseeruks. Levinud arvamus on, et kdigepealt seonduvad omavahel
komplementaarselt kdrgema GC nukleotiidide sisaldusega alad ja alles seejérel
tilejdénud proovi alad.

Disainimise algoritmi tdiustamiseks voiks proovida erinevate programmide
tootamise jarjekorra varieerimist. Voimalik, et algoritmi saab niimoodi veelgi kiiremaks
teha. Uldine programmide td6tamise jérjekord peaks alluma loogikale, mille puhul kohe
alguses eemaldatakse proovid ja praimerid, mis ei sobi ja kdige aegandudvamad
protsessid (genoomitest) viiakse 14bi minimaalse arvu negatiivsete proovidega.

Samuti aitaks proovide kiiremale disainimisele kaasa, kui jagada iiksteisest
mittesoltuvad protsessid arvutamiseks erinevatele arvutitele voi panna kogu protsess
toole arvutiklastris.

Kasutaja jaoks saaks MAPHDesigner-it mugavamaks teha, kui arvestada, kui
suur protsent proove Onnestub keskmiselt disainida sdltuvalt soovitud proovide arvust.
Sel juhul oleks voimalik alguses votta kadude vorra rohkem proove; see tdhendab
korrutada kasutaja poolt sisestatud proovide hulk 1dbi kindla kordajaga, et
16pptulemuses oleks piisav proovide arv esindatud. Kéesolevas t66s saadud tulemuste
pohjal vaib oletada, et piisava arvu proovide saamiseks voiks kasutaja poolt sisestatud
proovide arvu korrutada 4 voi 5-ga, kuna keskmiselt langeb disainimise kdigus vilja 75
protsenti soovitud proovide arvust.

MAPHDesigner on iiks esimesi, kui mitte esimene omalaadne programmide
pakett, millega saab automaatselt disainida pikki hiibridiseerimisproove inimese

genoomsetele jdrjestustele. Seetottu on MAPHDesigner-i meetodi ja programmide
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tdiustamine edasises t00s veel voOimalik, arvestades tulevikus praktiliselt saadavate

PCR-i ja hiibridisatsiooni tulemusi.
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Kokkuvote.

Kéesolevas to0s tehti iilevaade mikrokiipidel pohinevatest aberratsioonide
tuvastamise meetoditest, samuti anti lilevaade mikrokiipidel kasutatavate proovide ja
nende amplifitseerimiseks vajalike praimerite disainimisest ja nii proovide kui ka
praimerite kvaliteedi kontrollimisest.

Praktilises t60s alustati {ilesande piistituse ja eesmirkide seadmisega. Jargnes
hiibridiseerimisproovide disainimiseks vajaliku metoodika jérk-jarguline véljatdGtamine
ja arendamine ning to0ks vajalike programmide kirjutamine. Meetodi arendamisel ja
optimeerimisel arvestati nii kirjanduse andmetega kui ka praktiliste tulemuste analiiiisil
saadud andmetega.

Praimerite ja proovide disain algas inimese genoomi jérjestuse ja muu vajaliku
informatsiooni allalaadimisega EnsEMBL-i1 andmebaasist ja todtlemisega programmide
poolt Kkésitletavale kujule. Jargnes kromosoomide kaupa toimunud praimerite ja
proovide disain. Esimeseks sammuks selle juures oli sobivate jérjestuste allalaadimine
kohalikust andmebaasist, jdrjestuste maskeerimine, praimerite disainimine ja nende
seondumiskohtade  kontroll.  Seejarel  toimus  PCR-i  produktide  ehk
hiibridiseerimisproovide kvaliteedi ja unikaalsuse kontroll kahekordse genoomitestiga
ning andmete kokkupanek tulemus-faili. Disainitud hiibridiseerimisproovide saamiseks
vajalikud praimerid pandi praimerite andmebaasi PrimerStudio.

Kogu protsessi lihtsamaks késitlemiseks loodi veebipdhine kasutajaliides
MAPHDesigner, mis vdimaldab kasutajal mugavalt disainida hiibridiseerimisproove

inimese genoomsetele jérjestustele.
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Summary

In this paper, we made overview about different methods for detecting
aberrations in human genomic DNA. We also made overview and had a discussion
about designing probes that can be hybridized on microchips and about primers for
amplifying these probes.

In practical work, we started with defining our objectives. This was followed by
development of the method and writing programs for automatic probe design. In the
method elaboration, we considered with literature facts and the data, which we got from
analysis of practically tested materials.

We first downloaded human genome sequences from EnsEMBL database and
decoded them to be appropriate for our programs. Then probes were designed separately
for every chromosome. First, we downloaded specific sequences from local database
and masked them for repetitive sequences. Then we designed primers for each required
sequence and tested those primers for cross-hybridization in the human genome. We
also checked witch products (probes) would amplify with those primers. Designed
probes were tested twice for cross-hybridization in the genome with programs SSAHA
and MegaBLAST. The final step in probe design process was assembling all
information about ,,good” probes and primers. All probes designed were added in the
database called PrimerStudio.

To simplify the designing process for user, we made web interface called
MAPHDesigner, witch can be easily utilized for designing long hybridization probes

from human genomic DNA.
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