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DNA microarray probe design
Summary

DNA microarrays are widely used in many areas of biological research. They
are an efficient tool for gene expression analysis due to a high level of parallel-
ism, what means that they allow for simultaneous measuring of the
transcriptional activity of all genes present in the studied genome. The quality
of the results obtained using microarrays depends among other factors on the
proper design of probes. Two general features which should characterize each
probe are sensitivity and specificity. Since designing a set of probes having both
of these properties is usually a complex task, many algorithms supporting this
process have been developed and implemented. However, the designing
method should be carefully chosen such that the results will match the require-
ments following from the nature of the biological problem to be solved. In this
paper the criteria used for DNA microarray design are described and some com-
puter based approaches are presented.
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1. Wistep

jednym z najwiekszych wyzwan przed jakimi stoi obecnie
biologia molekularna i obliczeniowa jest dokfadne poznanie
struktury genomdw oraz mechanizméw kontrolujacych sposéb
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ich funkcjonowania. W tym celu tworzone sg coraz bardziej doskonate narzedzia
umozliwiajace precyzyjna analize aktywnosci transkrypcyjnej genomu oraz $ledze-
nie zachodzacych w nim zmian. Jednym z takich narzedzi sg mikromacierze DNA.

Mikromacierze sg miniaturowymi ukladami hybrydyzacyjnymi sktadajgcymi sie
z sond specyficznie rozpoznajacych fragmenty poszczegdinych genéw tub tran-
skryptow. Moga one stuzy¢ zardwno do analizy strukturalnej jak i funkcjonalnej ge-
nomu, stad znajdujg liczne zastosowania w wielu dziedzinach biologii i medycyny.

Podstawowym problemem, jaki nalezy rozwiaza¢ przed przystapieniem do wias-
ciwych badan jest odpowiednie zaplanowanie catego eksperymentu, jezeti nie ko-
rzystamy z macierzy komercyjnej gtbwnym zadaniem staje sie zaprojektowanie ze-
stawu sond, ktore bedg nastepnie umieszczone na macierzy. Warunkiem niezbed-
nym uzyskania wiarygodnych wynikéw w eksperymencie mikromacierzowym jest
wysoka czutosé oraz specyficzno$¢ sond. Oznacza to, ze kazda z nich musi specy-
ficznie rozpoznawac fragment genomu lub transkryptomu powstatego podczas eks-
presji informacji genetycznej. Ze wzgledu na ztozonos¢ problemu projektowania
mikromacierzy do jego rozwigzania stosowane sg metody informatyczne (1). W pra-
cy przedstawione zostang podstawowe Kryteria stosowane przy doborze sond oraz
przyktady wykorzystywanych w praktyce atgorytméw.

2. Projektowanie sond

Dwie zasadnicze cechy, jakie powinny posiadac sondy, z ktérych zbudowana jest
mikromacierz to wysoka czuto$¢ oraz specyficznos$é. Pierwsza z tych cech oznacza,
ze dana sonda z wysokim prawdopodobienstwem hybrydyzuje z okrestonym frag-
mentem DNA lub RNA, ktérego obecno$¢ w badanej probie ma wykrywac, jednym
z podstawowych warunkéw, jakie musi spetni¢ sonda jest zatem petna komptemen-
tarnos¢ do wybranego fragmentu sekwencji docelowej. Z kolei specyficzno$é sondy
oznacza minimalizacje prawdopodobienstwa jej hybrydyzacji do sekwencji innej niz
docelowa. Poszukiwana sonda powinna zatem charakteryzowac¢ sie jak najmniej-
szym stopniem komplementarnosci do wszystkich sekwencji, ktore moga znalezé
sie w badanej probie, z wyjatkiem sekwencji docelowej. Z algorytmicznego punktu
widzenia zapewnienie wysokiej czutosci jest zadaniem stosunkowo prostym - na-
lezy dla kazdej sekwencji, ktdra ma by¢ wykrywana za pomocg mikromacierzy za-
projektowa¢ w petni komplementarng sonde - przy czym zaréwno sonda, jak
i komplementarny do niej fragment sekwencji docelowej samodzielnie nie powinny
tworzy¢ stabilnych struktur drugorzedowych. O wiele bardziej skomplikowanym
problemem jest zapewnienie wysokiej specyficznosci sond. Oczywiscie, kazda
z nich musi posiadaé obie wiasciwosci jednoczesnie, dlatego jako sonde nalezy wy-
bra¢ taki oligonukleotyd, ktdry jest w petni komplementarny do fragmentu wybra-
nego genu lub mRNA, a jednoczesnie jak najmniej komplementarny do wszystkich
innych genéw lub mRNA z badanej préby, jest to zatem zadanie minimalizacji war-
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tosci pewnego kryterium. Moze ono jednak zosta¢ sformutowane w inny sposob, tj.
moga by¢ poszukiwane sekwencje, ktorych stopiet komplementarnosci do sekwen-
¢ji innych niz docelowe nie przekracza pewnego progu, ponizej ktoérego prawdopo-
dobienstwo hybrydyzacji jest wystarczajgco mate.

Wspomniana petna komplementarno$é lub jej brak ma zapewnié zachodzenie hy-
brydyzacji z jak najwiekszym lub jak najmniejszym prawdopodobieristwem. Jego wiel-
kos¢ zalezeC bedzie przede wszystkim od energii wigzan wodorowych, jakie moga sie
utworzy¢ miedzy czasteczkami DNA lub RNA. Uzytecznym parametrem bedacym miarg
tej energii jest temperatura topnienia dupleksu (Tm) DNA/DNA, DNA/RNA lub RNA/RNA.
7m definiuje sie jako temperature, w ktérej rowno potowa duplekséw ulega rozplece-
niu (przejsciu z formy dwuniciowej do jednoniciowej) (2-4). W rezultacie podstawo-
wym Kkryterium stosowanym przy projektowaniu sond nie jest komplementarno$¢ se-
kwencji (komplementarnos¢ dwoch ciagéw znakow), lecz temperatura topnienia du-
pleksu tworzonego przez te sekwencje. Oczywiscie istnieje zalezno$¢ pomiedzy
ciggami znakO6w reprezentujagcymi sekwencje a temperaturg topnienia, ale zwigzek
ten nie jest do konca jasny. Precyzyjne obliczenie temperatury topnienia dupleksu jest
ztozonym zagadnieniem termodynamicznym, ktére nie doczekato sie dotagd doktadne-
go rozwigzania. Niemniej jednak wiele badan, w ktérych dgzono do okre$lenia zale-
zno$ci temperatury topnienia od sekwencji nukleotydowej czasteczek tworzacych du-
pleks zostato przeprowadzonych i pewne modele z nich wynikajgce sg z powodze-
niem stosowane w praktyce. Réznig sie one oczywiscie doktadno$cig wyznaczanej
temperatury i ztozonoscig obliczen koniecznych do przeprowadzenia. Wedtug naj-
prostszego z nich kazda para A-T wnosi 2°C do temperatury topnienia dupleksu, a para
C-G wnosi 4°C (2,3). Cho¢ bardzo uproszczony, model ten jest czesto stosowany do
projektowania starteréw do reakcji PGR. Najbardziej zblizone do rzeczywistosci wyni-
ki daje metoda najblizszego sasiada, w ktérej, przynajmniej do pewnego stopnia,
uwzgledniana jest nie tylko liczba poszczegdlnych nukleotydow w czasteczkach two-
rzacych dupleks, ale rowniez ich sekwencje (4-6). Wadg standardowej wersji tej meto-
dy jest to, ze daje ona stosunkowo doktadne wyniki dla sekwencji catkowicie komple-
mentarnych, natomiast zawodzi w przypadku wystepowania réznego typu niedopaso-
wan. Dlatego model zostat rozszerzany przez wprowadzanie dodatkowych parame-
trow odpowiadajacych réznego rodzaju niedopasowaniom (7-12). Niezaleznie jednak
od metody, jaka zostata wykorzystana do wyznaczenia temperatury topnienia, sondy
nalezy zaprojektowac w taki sposob, by dupleksy jakie tworza one z sekwencjami do-
celowymi charakteryzowaty sie identycznymi lub zblizonymi warto$ciami Tm-jednak-
ze dupleksy tworzone z sekwencjami innymi niz docelowe powinny mie¢ temperatury
topnienia na tyle niskie, by nie dochodzito do ich utworzenia.

PrzedstawilisSmy jedynie ogdlny zarys metody projektowania macierzy DNA,
w ktérej zasadniczym kryterium przydatnosci sond jest temperatura topnienia du-
pleksu, W praktyce sondy wybiera sie na podstawie szeregu tatwych do sprawdze-
nia kryteriéw czastkowych, ktérych suma stanowi przyblizenie kryterium dokkadnej
temperatury topnienia. Najczesciej stosowane sg nastepujace reguty (13-17):
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- zawarto$¢ danego nukleotydu w sondzie nie moze stanowi¢ wiecej niz 50°0 se-
kwencji,

- fragmenty sktadajgce sie z nukleotydow jednego rodzaju nie powinny przekra-
cza¢ 25% dhugosci sondy,

- zawartos¢ nukleotydéw GC powinna miesci¢ sie w granicach od 30 do 70%,

- oligonukleotydy bedace sondami oraz komplementarne do nich sekwencje do-
celowe nie powinny tworzyé¢ stabilnych struktur drugorzedowych,

- dtugosc ciagtego fragmentu sondy (podciggu) komplementarnego do sekwen-
cji nie bedacej sekwencjg docelowa nie powinna przekracza¢ 15 nukleotyddw,

- stopienn komplementarnosci do sekwencji nie bedacej sekwencja docelowg nie
powinien przekracza¢ 75%.

Kryteria te zostaty m. in. wykorzystane przy tworzeniu programu PICKY (18),
ktérego ciekawg wiasciwoscig jest brak koniecznosci okreslenia doktadnej dtugosci
projektowanych sond oraz temperatury topnienia. Uzytkownik podaje jedynie pe-
wien zakres dtugosci sond oraz minimalng r6znice miedzy temperaturami topnienia
dupleksow tworzonych z sekwencjami docelowymi i pozostatymi sekwencjami. Bio-
rac pod uwage te ograniczenia program PICKY dobiera sondy tak, by wykazywaty
one maksymalng czuto$¢ i specyficznosé.

W jednej z metod projektowania mikromacierzy genomowych unikatowo$¢ sond
sprawdzana jest na podstawie odlegtosci Levensteina (18). Zgodnie z definicja od-
legtos¢ Levensteina miedzy sekwencjami s i t, 0znaczona przez L(s,t), réwna jest naj-
mniejszej liczbie elementarnych operacji edycyjnych niezbednych do przeksztatce-
nia s w t (lub odwrotnie) (19). Wspomnianymi operacjami jest zamiana, wstawienie
i usuniecie pojedynczego znaku. Autorzy metody przyjmujg, ze oligonukleotyd
sjest unikatowy, jezeli nie istnieje (w zbiorze rozwazanych sekwencji) oligonukle-
otyd t taki, ze L{s,t)<k, gdzie k jest przyjetym progiem, a ponadto wystapienia s i t
w analizowanych sekwencjach nie naktadajg sie na siebie. Autorzy przyjeli dtugos¢
sond réwng 25 nukleotydow, natomiast warto$¢ progu k ustalona zostata na 4.

Wyselekcjonowane w ten sposob sondy poddawane sg dalszej analizie, w ktorej
zmierza sie do usuniecia zaréwno tych, ktére moga hybrydyzowac same ze sobg jak
i tych, ktore tworzg z sekwencjami docelowymi dupleksy o zbyt niskiej temperatu-
rze topnienia. W tym celu zastosowano nastepujace kryteria;

-oligonukleotyd moze zawiera¢ najwyzej 12 nukleotydow A, 12 nukleotydow T,
10 nukleotydéw C i 10 nukleotydow G,

- zaden podcigg o dtugosci 8 nukleotyddéw nie moze zawiera¢ wiecej niz 6 nu-
kleotydow A, 6 T, 4 Ci 4 G,

- sonda moze zawiera¢ najwyzej 6 kolejnych nukleotydéw A, 6 nukleotydéw T, 5
nukleotydéw C i 5 nukleotydéw G,

- konce sondy nie powinny by¢ wzajemnie komplementarne.

Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze wymienione kryteria sg jedynym warunkiem
majacym zapewni¢ odpowiednig temperature topnienia duplekséw tworzonych
przez sondy z sekwencjami z badanej proby.
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Na podobnych zasadach oparty zostat program YODA (20). W tym przypadku pro-
ces projektowania ma zapewni¢ odpowiednig czuto$¢, specyficznosé oraz spéjnosé
sond. Zatozona czuto$¢ sond osiggana jest poprzez eliminacje oligonukleotydéw, kt6-
re moga tworzy¢ stabilne struktury drugorzedowe badZz homodimery. Sondy posia-
dajace takie wiasciwosci miatyby ograniczong zdolno$¢ do hybrydyzacji z sekwencja
docelowa. Specyficzno$¢ zapewniana jest przez eliminacje z poczatkowego zbioru oli-
gonukteotydow tych jego elementow, ktore wykazujg wiecej niz 75% komplementar-
nosci do sekwencji innej niz docelowa oraz tych, ktore zawierajg podcigg dtuzszy niz
15 nukteotydow catkowicie komplementarny do sekwencji réznej od docelowej. Po-
nadto eliminowane sg otigonukieotydy zawierajace dugie podciagi ztozone z nukte-
otyddw jednego rodzaju. Spojnos¢ zapewniana jest poprzez dobdr oligonukleotydow
0 zblizonej temperaturze topnienia oraz takich, ktore sg komplementarne do okreslo-
nego obszaru sekwencji docelowej, np. blisko konfica 3' lub 5’, badz blisko $rodka se-
kwencji - w zalezno$ci od sposobu przygotowania badanej proby.

Do okre$lenia temperatury topnienia stosowany jest model najblizszego sasiada
z parametrami podanymi przez SantalLucie (4). Najpierw wyznaczana jest srednia
temperatura topnienia duplekséw tworzonych przez wszystkie otigonukieotydy
0 podanej dtugosci, a nastepnie uzytkownik podaje dopuszczalny zakres tempera-
tur. Na wstepie sprawdza sie czy w obrebie oligonukleotydéw o zadanej dtugosci
wystepuja wczesniej zdefiniowane przez uzytkownika tzw. sekwencije zabronione,
np. podciagi sktadajace sie z nukteotydéw jednego rodzaju. Otigonukieotydy zawie-
rajgce takie sekwencje sg eliminowane ze zbioru potencjalnych sond. Nastepnie
sprawdzana jest temperatura topnienia duplekséw tworzonych przez oligonukle-
otydy, ktére przeszty pozytywnie poprzedni test. Jesli nie miesci sie ona we wczes-
niej zdefiniowanym przedziale warto$ci, sonda jest odrzucana. W dalszej kolejnosci
sprawdzana jest mozliwos¢ tworzenia przez otigonukieotydy stabilnych struktur
drugorzedowych. W badaniu tym nie jest stosowane podejscie termodynamiczne,
gdyz jego celem nie jest znalezienie najbardziej stabilnej struktury, lecz sprawdze-
nie, czy powstanie jakiejkolwiek struktury tego typu jest prawdopodobne.

Na tym etapie weryfikacji oligonukleotydéw kazdej sekwencji docelowej mozna
przypisa¢ wiele potencjalnych sond (moze sie jednak réwniez zdarzy¢, ze pewnej
sekwencji nie bedzie mozna przypisa¢ zadnej sondy). W celu zidentyfikowania naj-
lepszych sond, dla kazdej z sekwencji docelowych przeprowadzana jest dodatkowa
selekcja. Podstawowym jej celem jest wybdr odpowiedniego podzbioru sond, ktore-
go elementy beda wykazywac jaka$ charakterystyczng ceche np. réwnomierny roz-
kitad wzdtuz sekwencji docelowej. Innym kryterium selekcji moze byé potozenie
sond blisko jednego z korficdw lub $rodka sekwencji docelowej. Mozliwe jest tez
zazadanie, by sondy nie nakladaty sie na siebie.

Koncowa analiza potencjalnych sond, ktore przeszty przez wszystkie poprzednie
etapy polega na sprawdzeniu mozliwosci dimeryzacji oraz okre$leniu komplemen-
tarnosci do sekwencji innych niz docelowe. Domyslny prog komplementarnosci, po-
wyzej ktérego otigonukteotydy sg odrzucane wynosi 80%.
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W innej metodzie projektowania sond wykorzystuje sie drzewa sufiksowe oraz
programowanie dynamiczne (21). Metoda ta rozpoczyna dziatanie od konstrukcji
uogolnionego drzewa sufiksowego na podstawie sekwencji komplementarnych do
sekwencji docelowych. Drzewo sufiksowe jest strukturg danych umozliwiajgcg szyb-
kie wyszukiwanie powtarzajacych sie podsekwencji. Wiasciwos¢ ta jest wykorzysta-
na do identyfikacji niespecyficznych oligonukleotyddéw, ktdre sg usuwane ze zbioru
sond. Dla wszystkich dupleksow tworzonych przez kandydatéw na sondy i podciagi
sekwencji docelowych obliczana jest ich temperatura topnienia, jest ona wyznacza-
na za pomoca rozszerzonego modelu najblizszego sasiada, w ktérym oprécz par
Watsona-Cricka uwzglednione sg réwniez inne pary zasad, a takze pozycje niespa-
rowane. Ze wzgledu na fakt, ze genomowe DNA zawierajg duzo powtarzajacych sie
podsekwencji, efektywnos$¢ algorytmu moze zostaé¢ zwiekszona przez unikanie wie-
lokrotnego obliczania temperatury topnienia dla pewnych fragmentéw sond oraz
sekwencji docelowych. W tym celu juz w poczatkowej fazie dziatania algorytmu po-
tencjalne sondy sg zapisane w uogolnionym drzewie sufiksowym. W interesujgcy
spos6b rozwiazany zostat problem wyznaczania temperatur topnienia za pomoca
programowania dynamicznego. Poniewaz oprdcz duplekséw catkowicie dopasowa-
nych nalezy wzigé pod uwage réwniez takie, w ktorych wystepuja niedopasowania,
stad najpierw nalezy wyznaczy¢ optymalne dopasowania sond do sekwencji niedo-
celowych. Miarg stuzaca do wyznaczenia tych optymalnych dopasowan jest tempe-
ratura topnienia. Zatem oba problemy, tj. znalezienie optymalnego dopasowania
sond z sekwencjami niedocelowymi oraz wyznaczenie temperatur topnienia odpo-
wiadajacych takim dopasowaniom sekwencji sg ze sobg Scisle powiagzane. Autorzy
rozwigzujg oba te problemy jednoczes$nie za pomocg programowania dynamiczne-
go wyznaczajacego dopasowanie termodynamiczne, tj. takie, ktéremu odpowiada
najwyzsza temperatura topnienia.

Inng interesujgcg metode doboru sond opracowat Hu i wsp. (22). W odrdznieniu od
wielu innych nie polega ona na sprawdzaniu kolejno wybranych kryteriow czastko-
wych i eliminowaniu oligonukleotyd6w ich niespetniajacych, lecz na sprawdzaniu kry-
terium zbiorczego, utworzonego ze standardowych kryteridw czastkowych, ktérym
przypisano odpowiednie wagi. Tymi kryteriami sg: specyficznos¢, ztozonos$¢ sekwen-
cji, temperatura topnienia oraz prawdopodobienstwo utworzenia struktury drugorze-
dowej. Klasyczne podejscie oparte na sekwencyjnym sprawdzaniu kryteriéw czastko-
wych w niektérych przypadkach moze prowadzi¢ do wyboru sond o niskiej jakosci,
zwhaszcza gdy projektowana mikromacierz ma zosta¢ wykorzystana do badania geno-
mu, w ktorym wystepuje duzo powtdérzonych podsekwencji lub wystepuje duza
zmienno$¢ zawartosci nukleotydéw GC. Oligonukleotydy, ktére pomysinie przeszty
przez etap sprawdzania danego kryterium sg nastepnie weryfikowane pod katem ko-
lejnego z nich, jednak bez uwzgledniania rezultatéw poprzednich testéw. Innymi
stowy, na kolejnych etapach filtrowania (kryterium czastkowe dziata jak filtr) wszyst-
kie oligonukleotydy traktowane sg jednakowo. Wady tej nie posiada metoda, w ktorej
stosowane jest tylko jedno kryterium, sktadajace sie z kryteriéw czastkowych.
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Interesujace podejscie do projektowania dtuzszych sond (ok. 50 nukleotydow
i wiecej) zaimplementowane zostato w programie GoArrays (23). W opisanych trady-
cyjnych metodach zaktada sie petng komplementarnos¢ sondy z sekwencjg doce-
lowa na catej dtugosci. Dodatkowo, niemat we wszystkich stosuje sie nastepujace
ograniczenia:

- komplementarnos¢ do sekwencji nie bedacej sekwencja docelowa nie powinna
przekracza¢ 75%,

- dhugos¢ ciggtego fragmentu sondy (podciagu) komplementarnego do sekwen-
cji nie bedacej sekwencjg docelowg nie powinna przekracza¢ 15 nukleotyddw.

jednakze nie zawsze mozliwe jest zaprojektowanie specyficznych sond z uw-
zglednieniem tych ograniczen. Przykladowo, dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae
253 rejony kodujace (4,5% wszystkich tego typu rejondéw) nie mogg by¢ reprezento-
wane przez specyficzne sekwencje. Program OligoArray 2.0, wykorzystujacy model
termodynamiczny najblizszego sasiada, nie znajduje specyficznych sond dla 7% rejo-
now kodujacych Arob/dops/s thaliana. Sytuacja przedstawia si¢ jeszcze gorzej w przy-
padku Encephalitozoon cuniculi, gdzie dla tradycyjnej metody projektowania sekwen-
cji o dhugosci 50 nukleotydow, utworzy¢é mozna sondy specyficzne zaledwie dla ok,
40% rejondw kodujgcych.

Autorzy programu GoArrays probuja rozwigza¢ problem specyficznosci poprzez
zastosowanie nieco innego podejscia. Zamiast jednej specyficznej sondy program
wyszukuje dwa krétsze podciagi specyficzne (o dtugosci np. 25 nukleotydéw), odda-
lone od siebie 0 zadang liczbe nukleotyd6w (liczba ta powinna miesci¢ sie w okres-
lonym przedziale). Oba podciagi muszg by¢ w petni komptementarne do fragmen-
téw rozpatrywanego obszaru. Nastepnie tagczone sg one krétkim, losowo wygenero-
wanym ciggiem nukleotydéw (zwykle 3-6 nukleotydow). Utworzona w ten sposéb
sonda nie jest komplementarna do sekwencji docelowej na catej dtugosci. Sekwen-
cja docelowa po przytaczeniu tworzy petle, ktdrej dtugos¢ réwna jest odlegtosci
miedzy znalezionymi podciggami. Specyficzno$¢ skonstruowanej w ten sposéb son-
dy sprawdza sie ponownie za pomoca opisanych testdw, poniewaz mogta ona zo-
sta¢ zaburzona przez wstawienie losowego tgcznika. W ostatnim etapie eliminowa-
ne sg sondy, Kktore:

- nie mieszczg sie w dopuszczalnym przedziale temperatury topnienia, oblicza-
nej za pomocg modelu najblizszego sasiada,

- tworzg stabilne struktury drugorzedowe (jest to sprawdzane za pomocg pro-
gramu Mfold),

- zawierajg zdefiniowane przez uzytkownika sekwencje zabronione.

W przypadku gdy sonda zostanie odrzucona, analizowany obszar sekwencji do-
celowej zostaje przesuniety na kolejng pozycje, a caty proces trwa tak dtugo, az po-
prawny oligonukleotyd zostanie znaleziony.

Kolejny program, OligoArray, stuzy do projektowania sond o statej dtugosci (24).
Moze on takze dziata¢ przy zatozeniu kilku statych parametréw, np. mozliwe jest
przyjecie: statej liczby sond dla jednej sekwencji docelowej, maksymalnej odlegtosci
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od konca sekwencji docelowej, zakresu temperatur topnienia, progu temperatury
topnienia struktur drugorzedowych, modyfikacji (chemicznych) konca 5' i/lub 3'
sondy oraz zbioru sekwencji zabronionych.

Kazda z sekwencji, dla ktérych maja by¢ zaprojektowane sondy przegladana jest
od konca 3' za pomocg przesuwajgcego sie okna o dlugosci projektowanych sond.
Zawartosc tego okna jest w pierwszej kolejnosci pordwnywana ze zbiorem sekwen-
cji zabronionych. Nastepnie sprawdzana jest unikatowo$¢ wskazywanych przez
okno oligonukleotyddw przez poréwnanie ze zbiorem wszystkich transkrybowa-
nych sekwencji organizmu, dla ktérego projektowana jest macierz. W metodzie tej
prog specyficznosci jest wyzszy niz czesto stosowany prég zaproponowany przez
Kane’a i wsp. (13). Dla fragmentdw o dtugo$ci wiekszej niz 50 nukleotydow stopien
identyczno$ci powinien by¢ mniejszy niz 50%. Dla fragment6w o dtugo$ci od 36 do
50 nukleotyddw powinien on byé mniejszy niz 00%, a dla fragmentéw o dtugosci od
15 do 35 nukleotydéw - mniejszy niz 70%. Podciggi o dtugosci mniejszej niz 15 nu-
kleotydéw w petni komplementarne do fragmentéw sekwencji niedocelowych sa ak-
ceptowane.

Sekwencje, ktére przejda test specyficznosci sg sprawdzane pod wzgledem moz-
liwosci tworzenia struktur drugorzedowych. Temperatura topnienia poszczegol-
nych struktur drugorzedowych obliczana jest za pomocg programu Mfold (25). Oli-
gonukleotyd jest akceptowany, jezeli nie tworzy struktury o temperaturze topnie-
nia przekraczajgcej okreslony przez uzytkownika prog. Jezeli znajdujacy sie w oknie
oligonukleotyd nie spetnia postawionych kryteridw, jest ono iteracyjnie przesuwane
0 10 nukleotyddw w kierunku konca 5’, dopdki odpowiedni oligonukleotyd nie zo-
stanie znaleziony lub nie zostanie osiggnieta minimalna dopuszczalna odlegtos¢
korica 5' oligonukleotydu od korica analizowanej sekwencji.

W programie OligoPicker zaimplementowana jest metoda projektowania sond
dla rejonéw kodujgcych (26). Metoda ta polega na sekwencyjnym przeprowadzaniu
testéw weryfikujgcych okreslone wiasciwosci potencjalnych sond. Podstawowym te-
stem jest sprawdzenie, czy oligonukleotyd zawiera odpowiednio dtugi ciggty frag-
ment komplementarny do jakiejkolwiek z analizowanych sekwencji. Badania prze-
prowadzone przez autor6w metody sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami, ze
odrzucane powinny hby¢ sondy zawierajace 15-nukleotydowe fragmenty komple-
mentarne do innych sekwencji niz docelowa. Ponadto, eliminowane sg oligonukle-
otydy zawierajace ciagi identycznych nukleotyddw oraz tworzace struktury drugo-
rzedowe. jednak wedtug autorow dwa ostatnie testy w nieznacznym tylko stopniu
zmniejszaja licznos¢ zbioru potencjalnych sond. Sprawdzana jest réwniez tempera-
tura topnienia oligonukleotydéw, obliczana wg wzoru:

7 =64,9f41~- —
; ,

/

gdzie oznacza liczbe nukleotydéw C i G w oligonukleotydzie, a / jest jego dtugos-
cig. Poniewaz RNA inne niz mRNA moga zaburzaé eksperyment hybrydyzacyjny, do-
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datkowo odrzucane sa rowniez oligonukleotydy o sekwencjach podobnych do rRNA
lub snRNA.

W pracy Suzuki i wsp. przedstawiono z kolei wyniki badania wptywu dtugosci
sond na ich specyficznos¢, a konkretnie na ich zdolno$¢ do wykrywania jednonukle-
otydowych niedopasowan (27). W tym celu autorzy zaprojektowali sztuczne
25-mery o losowych sekwencjach, a nastepnie dla tych sekwencji zostaty zaprojek-
towane sondy catkowicie z nimi komplementarne o dtugosciach od 14 do 25 nukle-
otydéw oraz sondy zawierajgce po jednym niedopasowanym nukleotydzie wyste-
pujacym kolejno we wszystkich mozliwych pozycjach. Na podstawie wynikow eks-
perymentu hybrydyzacyjnego przeprowadzonego za pomocg stworzonej w ten spo-
s6b mikromacierzy wskazuje sig, ze optymalna dtugos¢ sond ze wzgledu na specy-
ficzno$¢ wynosi od 19 do 21 nukleotydéw. Warto zauwazy¢, ze dtugos¢ ta jest
mniejsza niz stosowana w standardowych mikromacierzach o duzej gestosci. Po-
nadto w eksperymencie tym potwierdzono, ze specyficzno$¢ sond maleje, jezeli nie-
dopasowany nukleotyd znajduje sie blisko jednego z koncéw sondy.

Interesujgca metoda selekcji sond zaproponowana zostata do projektowania mi-
kromacierzy przeznaczonych do wykrywania organizméw zmodyfikowanych gene-
tycznie (GMO) (28). Autorzy przyjeli zatozenie, ze pojawienie sie sygnatu na mikro-
macierzy oznacza, iz badana prébka zawiera materiat pochodzacy z GMO. Wszystkie
sondy majg jednakowg dtugos¢ /. Metoda rozpoczyna dziatanie na zbiorze wszyst-
kich oligonukleotydéw o dtugosci / i za pomocg pewnych biologicznych i kombina-
torycznych zasad eliminacji zmniejsza liczbe oligonukleotyddw do takiej, ktéra od-
powiada technicznym mozliwosciom konstrukcji mikromacierzy. Reguty eliminacji
podzielone sg na trzy grupy:

1. Usuwanie sond odpowiadajacych obu niciom genomu odniesienia, ktérego
obecnos¢ jest spodziewana w badanej prébce (w przeciwienstwie do GMO, ktéry
jest nieznany). Celem zastosowania regut z tej grupy jest ograniczenie liczby ble-
déw pozytywnych.

2. Usuwanie sekwencji, ktére najprawdopodobniej nie sg genetycznie funkcjo-
nalne (np. hiperzmienne motywy mikrosatelitarne, dtugie fragmenty skladajace sie
z nukleotyddw jednego rodzaju lub powtoérzenia krétkich sekwencji). Sekwencje ta-
kie zazwyczaj nie sg wynikiem zamierzonych modyfikacji genetycznych.

3. Usuwanie oligonukleotydéw, ktére tworza dupleksy o malej sile wigzania.

Jezeli przez A, B, i C oznaczone zostang zbiory sond okreslonych przez reguly 1,
2 i 3, to zbiorem sond wybranych przez opisywang metode jest AuBuUC, gdzie
przestrzenig, w ktdérej okreSlone sg te zbiory jest zbior wszystkich sekwencji
o0 dtugosci /.

Reguty z pierwszej grupy oprécz eliminacji sekwencji doktadnie dopasowanych
do genomu odniesienia usuwajg ze zbioru potencjalnych sond réwniez te oligonu-
kleotydy, ktore majg pewna, okreslong jako parametr, liczbe niedopasowan w sto-
sunku do tego genomu. Jest to wskazane z kilku powoddw, m. in. dlatego ze se-
kwencje takie réwniez moga tworzy¢ dupleksy, a ponadto, ze wzgledu na naturalng
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réznorodnosé, nie wszystkie czasteczki DNA pochodzace z organizmu odniesienia
musza mie¢ doktadnie taka samg sekwencje nukleotydowa. Wreszcie, kompensowa-
ne sa w ten sposob, przynajmniej do pewnego stopnia, btedy sekwencjonowania.

Reguty z drugiej grupy eliminujg oligonukleotydy, ktére zawierajg wiecej niz 50%
nukleotyddéw jednego rodzaju lub wiecej niz trzy kolejne jednakowe dinukleotydy,
badZz wiecej niz 33% identycznych dinukleotydéw w catej sekwencji.

Reguly z trzeciej grupy oparte sg na empirycznie wyprowadzonych heurystykach
podanych przez Asymetrix dla sond o dtugosci 20 nukleotyddw (11). Zgodnie z tymi
regutami eliminowane sg oligonukleotydy, ktore zawieraja;

- wiecej niz 9 nukleotyddw A, 9 nukleotydéw T, 9 nukleotydow C lub 9 nukleoty-
dow G,

- w dowolnym podciagu o dtugosci 8 nukleotydow wiecej niz 7 nukleotydow A
lub 7 nukleotydéw T,

- w dowolnym podciagu o dtugosci 8 nukleotydéw wiecej niz 6 nukleotydéw C
lub 6 nukleotydéw G,

- podcigg o dtugosci 6 nukleotyddw skiadajacy sie z nukleotydéw C i G,

- podciag o dtugosci 7 nukleotydéw skiadajacy sie z nukleotydéw A i T.

Ponadto, eliminowane sg réwniez oligonukleotydy, dla ktérych potowa maksy-
malnej liczby komplementarnych par zasad miedzy sekwencjami 5-3' i 3'-5' jest
wieksza od 6. Wyznaczana jest rdwniez temperatura topnienia potencjalnych sond,
ktéra dla catego projektowanego zbioru powinna znajdowaé sie w jak najwezszym
zakresie. Temperatura ta wyznaczana jest za pomocg modelu najblizszego sasiada.

Wiele interesujacych wynikéw biologicznych uzyskano w eksperymentach,
w ktérych wykorzystano mikromacierze zaprojektowane za pomocg programu Ar-
rayOligoSelector (29,30). Program ten generuje zbior sond dla wszystkich otwartych
ramek odczytu i wymaga podania petnej sekwencji genomowej badanego organi-
zmu oraz sekwencji otwartych ramek odczytu, dla ktérych majg zosta¢ zaprojekto-
wane sondy.

W pierwszym etapie w programie wykorzystuje sie metode BLAST lub BLAT do
sprawdzenia lokalizacji poszczeg6lnych ramek wzgledem catego genomu. Algorytm
BLAST jest bardziej doktadny, przez co generuje wiekszy zbiér danych i w konse-
kwencji program dziata wolniej. Metoda BLAT jest szybsza, jednak mniej doktadna,
gdyz istnieje ryzyko pominiecia niektdrych dopasowan.

W kolejnym etapie identyfikowane sg oligonukleotydy o najwiekszej specyficz-
nosci. W tym celu dla kazdej ramki znajdowane sg sekwencje wykazujgce najmniej-
szg specyficzno$¢ w obrebie pozostatej czesci genomu. Dla wszystkich potencjal-
nych rejonéw hybrydyzacji, znalezionych wczesniej algorytmem BLAST lub BLAT,
obliczana jest energia wigzania za pomocg metody najblizszego sgsiada, z uwzgled-
nieniem niedopasowan dupleksow.

Nastepnie sekwencje sprawdzane sg pod katem tworzenia struktur drugorzedo-
wych. Ze wzgledu na dbugi czas obliczer nie wykorzystano programu Mfold, lecz
szybszg metode bazujgcg na algorytmie Smitha-Watermana.
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Kolejny etap to sprawdzanie zawartosci par G-C, ktéra jest gtownym czynnikiem
majacym wplyw na temperature topnienia dupleksu. Wykorzystywany jest tutaj
prog okreslony przez uzytkownika.

W ostatnim etapie dokonywany jest wybor najlepszego oligonukleotydu w obre-
bie danej ramki. Dla kazdej z nich wykonywane sg nastepujace kroki:

- wybierane sg te oligonukleotydy, ktérych energia wigzania jest najblizsza war-
tosci zdefiniowanej przez uzytkownika i nie przekracza progu odciecia,

- opcjonalnie wystapi¢ moze eliminacja zdefiniowanych przez uzytkownika se-
kwencji niepozadanych, np. zawierajgcych zbyt duzg liczbe par A-T,

- wybierane sg oligonukleotydy, dla ktérych ztozonos$¢ sekwencji ma warto$é
mniejszg niz prog odciecia oraz wynik badania mozliwosci powstania struktury dru-
gorzedowej jest zadowalajacy; jesli wszystkie sekwencje w ramach analizowanej
ramki zostaty odrzucone, progi odciecia ulegajg obnizeniu, a jesli nadal zadna se-
kwencja nie zostanie wybrana obnizony zostaje prdg zawartosci par G-C ponizej
wartosci zdefiniowanej przez uzytkownika,

- ostatnim parametrem jest bliskos¢ sagsiedztwa konfica 3' - wybierany jest oli-
gonukleotyd lezacy najblizej konca 3' ramki i ten oligonukleotyd jest uznawany za
najlepszy.

Program umozliwia réwniez generowanie wiecej niz jednej sondy dla kazdej
z ramek.

Opisane dotagd metody projektowania mikromacierzy oparte sg m. in. na zatoze-
niu, zgodnie z ktdrym sondy powinny by¢ specyficzne dla odpowiednich genow,
jest to zatozenie ze wszech miar stuszne, jednak w praktyce moze okaza¢ sie trud-
ne, badz wrecz niemozliwe do spetnienia. Stad prowadzone sg intensywne badania
nad metodami projektowania zbioréw sond mniej specyficznych, jednak wybranych
w taki sposéb, ze mozliwe jest za ich pomocg jednoznaczne zidentyfikowanie anali-
zowanych gendw (31). Problem znalezienia takiego zbioru sond dla danego zbioru
sekwencji docelowych (genéw) mozna sformutowaé nastepujaco. Niech dana bedzie
macierz H=\hjj\, nazywana macierzg incydencji. W macierzy tej wiersze odpowia-
dajg sekwencjom docelowym, natomiast kolumny odpowiadajg potencjalnym son-
dom. Element hjj rowny jest | wtedy i tylko wtedy, gdy sonda j hybrydyzuje z se-
kwencjg /. W przeciwnym przypadku element ten réwny jest 0.

Majac dang macierz incydencji nalezy wybraé zbiér sond o jak najmniejszej licz-
nosci, taki, by za jego pomocag mozliwe bylo jednoznaczne zidentyfikowanie dowol-
nej z sekwencji docelowych reprezentowanych przez wiersze tej macierzy. General-
nie jest to interesujacy i ztozony problem matematyczny, jego rozwigzanie, nawet
przyblizone, moze zostaé wykorzystane do skonstruowania efektywnych pod
wzgledem skuteczno$ci dziatania oraz kosztdw mikromacierzy DNA.

W tabeli przedstawiona jest przyktadowa macierz incydencji. Wystepujg w niej
4 sekwencje docelowe (ti - tg) oraz 7 potencjalnych sond (pi - py). Z macierzy tej
wynika m. in., ze sonda  hybrydyzuje z sekwencja tj (jedynka w komorce (2,3)), na-
tomiast sonda  z ta sekwencjg nie hybrydyzuje (zero w komorce (2,5)).
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Tabela

Przyktadowa macierz inndencji

P P2 P3 P4 P5 P6 P7

tl 1 ¢ 1 1 o 1 o
2 o 1 1 1 o o ¢}
3 1 1 o 1 1 o 1
o o 1 o o 1 1

tatwo mozna zauwazy¢, ze gdyby w badanej prébie mogta znalez¢ sie tylko jed-
na z sekwencji docelowych t] - ta, do ich wykrycia wystarczytyby tylko trzy sondy
Pi. Pi i P3.

Istotnie, hybrydyzacja z sondami pi i  oznaczataby obecnos¢ w badanej probie
sekwencji t], hybrydyzacja z p2 * P3 oznaczataby wykrycie sekwencji t2, obecnosé se-
kwencji ~3 wykryta bytaby poprzez hybrydyzacje z sondami pi i p2, natomiast hybry-
dyzacja wylacznie z sonda p3 oznaczataby obecnos$¢ w probie sekwencji ta.

W podobny spos6b wykryé mozna obecno$¢ w badanej proébie par sekwencji do-
celowych. Przyktadowo, hybrydyzacja z sondami pi, p2, P4, Pe. P? oznacza obecnos$¢
sekwencji f] i t4 jesli hybrydyzacja zachodzi ze wszystkimi sondami, w probie obec-
ne sg sekwencje i f4 Za pomoca przedstawionego w tabeli zestawu sond nie moz-
na jednak bada¢ prob, w ktérych moga wystapic trojki sekwencji docelowych, np.
wystapienie trojki tj, t2, ti, spowodowatoby hybrydyzacje ze wszystkimi sondami,
czyli wynik identyczny z uzyskanym w przypadku obecnosci w roztworze sekwencji
hiu-

W pracy Meneses i wsp. opisano algorytm przyblizony, rozwigzujacy przedsta-
wiony problem wyboru sekwencji niespecyficznych oraz wynik jego zastosowania
do projektowania sond dla sekwencji genomowej ludzkiego wirusa upos$ledzenia
odpornosci (H1V) (32).

3. Podsumowanie

Mikromacierze DNA sg nowoczesnym i bardzo efektywnym narzedziem stuza-
cym m. in. do badania ekspresji genéw, ich gtéwng zaletg w poréwnaniu z innymi
metodami stuzacymi do tego rodzaju badan jest wysoki stopief réwnolegtosci umoz-
liwiajacy analize ekspresji wielu, niekiedy nawet kilkudziesigciu tysiecy genéw jed-
noczesnie. Nalezy jednak pamieta¢, ze jako$¢ wynikdw uzyskiwanych za pomoca mi-
kromacierzy jest silnie uzalezniona od sposobu ich zaprojektowania. Dwoma glow-
nymi kryteriami przy projektowaniu mikromacierzy powinny by¢ czutos$¢ i specyficz-
nos$¢. Kryteria te nie zawsze jest fatwo ze sobg pogodzié, stad projektowanie mikro-
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macierzy jest skomplikowanym problemem kombinatorycznym, do rozwigzania kto-
rego stosuje sie metody informatyczne. Ponadto, oprocz sond specyficznych dla ba-
danych genow, nalezy takze uwzgledni¢ odpowiednie sondy kontrolne: 1) negatyw-
ne, ktére nie powinny hybrydyzowa¢ z zadng sekwencjg obecng w prébie biologicz-
nej, oraz 2) pozytywne, czyli specyficzne dla okreslonych sekwencji zewnetrznych,
dodawanych do prébki w znanym stezeniu, jeszcze przed procesem znakowania
(ang. spike controls). W celu lepszej kontroli warunkdw hybrydyzacji czesto stosuje
sie takze sondy o stopniowo obnizajagcym sie stopniu komplementarnosci do okres-
lonej sekwencji docelowej (np. sonda w petni komplementarna, sonda komplmen-
tarna w 90, 80, 70% itd.). Sondy kontrolne powinny spetniac te same kryteria (dtugo-
Sci, skfadu nukleotydowego czy temperatury topnienia), co zestaw sond stuzacy do
badania interesujgcych nas sekwencji.

W ciggu ostatnich lat powstatlo wiele pakietdéw oprogramowania wspomaga-
jacych projektowanie mikromacierzy. Programy te rozwigzujg (czesto w sposéb
przyblizony) problem projektowania odpowiedniego zestawu sond biorgc pod uwa-
ge rézne kryteria czastkowe, ktérych suma jest w praktyce przyblizeniem wspo-
mnianych dwoch gtéwnych kryteridw, tj. czutosci i specyficznosci. Ze wzgledu na
fakt, ze problemy biologiczne rozwigzywane za pomocg mikromacierzy sg bardzo
réznorodne nalezy przy wyborze metody projektowania wzigé pod uwage Kryteria
zawarte w tej metodzie i rozwazy¢, czy odpowiadajg one rozwigzywanemu proble-
mowi biologicznemu.

Opracowanie powstato w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, nr PBZ-MNil-2/1/2005.
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