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KASUTATUD LUHENDID

c¢DNA — complementary DNA — komplementaarne DNA

mRNA — messenger RNA — informatsiooni-RNA

IVT — in vitro transcription — in vitro transkriptsioon

MMVLYV — Moloney murine leukemia virus — Moloney hiire leukeemia viirus

SMART - switching mechanism at the 5' end of the RNA transcript — RNA matriitsahela 5'
otsa pohine iimberliilitusmeetod

RNA-sek — RNA-sequencing (RNA-seq) — RNA sekveneerimistehnoloogia

STRT - single-cell tagged reverse transcription — lihe raku RNA-sek meetod

CEL-Seq — cell expression by linear amplification and sequencing — ithe raku RNA-sek

meetod



SISSEJUHATUS

Geenide avaldumine ehk geeniekspressioon on eluslooduse fundamentaalne protsess,
mille tulemusel siinteesitakse geeni nukleiinhappe jérjestusse kodeeritud informatsiooni
pohjal kindla funktsiooniga produkt. Geeniekspressiooni kdigus siinteesitud produktideks on
sageli valgud, kuid proteiini mittekodeerivate geenide korral on produktiks funktsioneeriv
RNA, niiteks ribosoomi-, transpordi-, vdi vidikesed tuuma RNA-d. Nimetatud RNA
produktide funktsioon on veel paljuski selgusetu, kuid on teada, et osadel neist on oluline roll
transkriptsiooni ja translatsiooni regulatsioonis. Ajalooliselt kauem ja tulemuslikumalt on
uuritud rakkudes siinteesitud ja seal funktsioneerivaid valke, mis iseloomustavad enda
ekspressiooni mééra ning paiknemisega raku morfoloogiat ja realiseerivad raku funktsioone.

Oskus kvantitatiivselt méérata, millisel tasemel antud geen avaldub rakus, koes voi
organismis, avab uued vOimalused organismi tundmadppimiseks ning pakub olulist
informatsiooni baasuuringutes, meditsiinilistes uuringutes ja diagnoosimises. Geeniprodukti
hulka on vOimalik méiérata, kuid sageli on lihtsam mddta produkti eelvormi, tavaliselt
informatsiooni-RNA-d (mRNA), mille pdhjal saab tuletada geeniekspressiooni ulatust ning
muutusi. Geeniekspressiooni mootmiseks 14bi mRNA on kasutusse voetud mitmeid erinevaid
tehnoloogiaid, millest nimekamad on reaalaja-PCR, ekspressiooni geenikiip ning RNA
sekveneerimine (RNA-sek). Teise polvkonna sekveneerimise tehnoloogiate panust RNA-sek
arengus on raske iilehinnata, sest RNA-sek on tdestanud end paljudes uuringutes, mistottu
eelistatakse RNA sekveneerimist varasemalt valdkonda wvalitsenud geenikiibil pdhineva
meetodi ees.

RNA-sek meetodi edasiarendused vdimaldavad uurida geeniekspressiooni véga
viikesest ldhtematerjalist — iithe raku tasemel, andes uusi teadmisi nditeks rakujagunemise,
rakkudevahelise variatsiooni ja geeniregulatsiooni kohta diferentseerunud rakkudes. Uued
publikatsioonid pakuvad tidiendusi RNA-sek meetoditele ning seetdttu tekib vajadus vordleva
iilevaate jirele, mis suudaks vélja tuua erinevate meetodite eelised ja puudused, et seeldbi
suurendada meie t60grupi teadmiseid tulevaste projektide planeerimisel.

To66 eesmirk on tutvustada siiani avaldatud iihe raku pdhiseid RNA-sek protokolle,
tuua vilja nende sarnasused ja erinevused, vOrrelda nende voimekust ning arutleda, miks on
ithe raku geeniekspressiooni uurimine iildse oluline.

To6 on koostatud Reproduktiivmeditsiini Tehnoloogia Arenduskeskuses Kaarel
Krjutskovi juhendamisel. T66 kaasjuhendajaks on Tartu Ulikooli Molekulaar- ja

Rakubioloogia Instituudi molekulaarse biotehnoloogia professor Ants Kurg.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 RNA sekveneerimine

Transkriptoomi iseloomustamine on olnud laialt kasutatav molekulaarbioloogia
uurimise vahend juba enam kui kiimme aastat. Sellesse aega jdi geenikiibi tehnoloogia
voidukiik, mis pohineb tahkele kandjale kinnitatud proovi molekulide ning lahuses olevate
sihtmdrk-molekulide vahelisel hiibridisatsioonil. Viimaste aastate jooksul on RNA-sek
tehnoloogia vilja vahetanud geenikiibid ning eksponentsiaalselt on kasvanud katsetest saadud
andmete hulk ja paranenud nende kvaliteet. Moodsad sekveneerimise tehnoloogiad suudavad
paralleelselt analiilisida miljoneid jdrjestusi korraga ja teha seda koike aina vidiksemate
kuludega (Church, 2006; Hall, 2007).

RNA-sek, tuntud ka kui kogu transkriptoomi pimejérjestamine (Morin et al., 2008),
mRNA-sek ja cDNA-sek, on mRNA jirjestamiseks ning geeniekspressiooni analiilisimiseks
vilja tootatud meetod, mis pdhineb moodsatel sekveneerimise tehnoloogiatel. RNA-sek
toimub kas otseselt (Ozsolak et al., 2009) vdi komplementaarse DNA (cDNA) jérjestuse
alusel pérast poordtranskriptsiooni (Cloonan et al., 2008; Mortazavi et al., 2008; Wang et al.,
2008). Praegused tehnoloogilised piirangud ei voimalda transkriptide jérjestust méérata lihe
tervikuna, vaid see jaotatakse juhuslikult monekiimne kuni -saja nukleotiidilisteks
jarjestusteks. Saadud jarjestused joondatakse referentsjirjestusele, mille tulemusel kaetakse
kogu geeni kodeeriv jérjestus. Jargneb referentsile joondunud jérjestuste kokkulugemine,
mille pdhjal on véimalik hinnata transkriptide hulka ja miérata geeni avaldumise tase. Antud
uurimuses keskendutakse just cDNA pdhisele RNA sekveneerimise tehnoloogiatele, sest
enamik moodsatest sekvenaatoritest vOimaldab analiilisida vaid DNA-I pohinevaid
raamatukogusid, jdttes otsese RNA analiiiisi kéttesaadavaks seni veel vdga véhestele
toogruppidele.

Vorreldes ekspressiooni geenikiipidega, on RNA-sek meetodil mitmeid lisaomadusi,
mistottu on konealusest tehnoloogiast saanud eelistatud valik transkriptoomi analiilisimisel
(Fu et al., 2009). (i) RNA-sek puhul ei ole transkriptide detekteerimine limiteeritud ainult
teadaolevate jirjestustega, vaid vdoimaldab jirjestuste de novo reastamist, mis teeb sellest
ddrmiselt atraktiivse meetodi ka vihem uuritud organismide analiilisimisel (Vera et al., 2008).
(if) RNA-sek suudab transkriptsiooni ddrealasid méérata kuni iihe nukleotiidi tdpsusega ning
seetottu on RNA-sek sobilik eksonite tihenduskohtade ja alternatiivse splaissingu uurimiseks.
(iii) Geeni kodeeriva ala katmine sekveneerimise jérjestustega vdimaldab usaldusvéirselt

tuvastada iihe ja enama nukleotiidi variatsioone. (Cloonan et al., 2008; Morin et al., 2008).
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(iv) RNA-sek meetodil on viga madal taustamiira, kuna jirjestused joonduvad unikaalsetele
genoomi regioonidele iiheselt. Nende kvantiseerimine on dérmiselt tépne ja ilma iilempiirita,
pakkudes laia diinaamilist vahemikku detekteeritud transkriptide ekspressioonile (Mortazavi
et al, 2008; Nagalakshmi et al., 2008). (v) RNA-sek vdimaldab leida alternatiivseid
promootoralasid ja modta nende vahendatud geeniekspressiooni (Islam et al, 2011).
Uuringud niitavad, et lisaks sellele on RNA-sek tehniliselt hésti korratav, tulemused on

bioloogiliselt sarnased ning usaldusvéirsed (Cloonan et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2008).

1.2 Uhe raku RNA-sek

Rakkude keskmistamisel ehk rakumassi totaalse RNA analiilisiga vorreldes voimaldab
individuaalsete rakkude transkriptoomi uurimine hinnata iiksiku raku geeniekspressiooni,
modta rakkudevahelist varieeruvust ning eristada rakutiilipe iihtses koes. Geeniekspressiooni
heterogeensus uuritavate iiksikute rakkude vahel pakub uut informatsiooni nditeks raku
elutsiikli, funktsiooni ja ravimitundlikkuse kohta. Rakupopulatsiooni heterogeensust uuritakse
mRNA ja proteiini tasemel nii erinevates arengufaasides kui ka erinevates flisioloogilistes
tingimustes (Buganim et al., 2012; Bumgarner et al., 2012; Chang et al., 2008; Toyooka et al.,
2008).

Koed voi teised rakulised kogumid on heterogeensed isegi siis, kui uuritavad rakud on
iihest tiilibist. Naiteks toimub immuunrakkude korral raku tiiiibi mdaramine ekspresseerunud
pinnamarkerite pohjal, sest antud rakkude puhul on tdheldatud katkematuid
ekspressioonivahemikke ja pinnamarkerite iisna piiramatut kombinatoorikat ekspressioonil
(Bendall et al.,, 2011). See tdhendab, et piirid rakutiilipide vahel on hédgusad ja iga
individuaalne rakk on erinev. Sarnane diinaamika esineb ka kasvaja rakkudes ning on teada, et
kasvajad koosnevad heterogeensetest rakutiitipidest (Shackleton et al., 2009) ja rakud voivad
iiksteisest mirkimisvéérselt erineda ka genoomi poolest (Navin et al., 2011).

Kasvajaraku heterogeensus on seletatav akumuleeruvate mutatsioonidega genoomis,
sest isegi geneetiliselt identsetel rakkudel, mis asuvad pealtndha identsetes tingimustes, on
geeni- ja proteiini ekspressioonis korge varieeruvus. Sellist ndhtust defineeritakse kui
keskmist varieeruvust vOi standardhdlvet ning nimetatakse ,,miiraks® (Paulsson, 2005).

,Miira®“ pohjustele suunatud uvuringute tulemusel on leitud, et see tuleneb peamiselt



juhuslikest efektidest, mis on pdhjustatud uuritavate molekulide véhesusest, mida omakorda
voimendab analiilisimisel kasutatavad amplifikatsiooni etapid (Maheshri & O'Shea, 2007).

Standardsete ekspressiooni analiiiisimeetodite rakendamisel saavutatakse uuritavate
rakkude keskmine ekspressioonitase. Uksikute rakkude jaotus demonstreerib, et ainult viike
hulk neist ekspresseerib mRNA-d sarnaselt keskmisega. V3ib juhtuda, et just keskmisest
erinevad rakud on funktsionaalselt olulised. Seevastu tavapdrasel, keskmistatud rakkude
analiiiisil, kus kasutatakse eelnevalt puhastatud rakkude totaalset RNA-d, ei ole neid vdimalik
tuvastada (Munsky et al., 2012).

Uhe raku geeniekspressiooni analiiiis ei ole iseenesest midagi uut (Eberwine et al.,
1992). Varem on rakulist heterogeensust moddetud pohiliselt vaid teatud sihtmirkgeenide
suhtes, kasutades iithe raku reaalaja kvantitatiivset PCR meetodit. Geeniekspressiooni
ulatuslikuks analiilisiks sobilikud tavapidrased RNA-sek protokollid nduavad enam kui
mikrogrammi totaalset RNA-d, millest mRNA-d on vaid moned protsendid (Mortazavi et al.,
2008), mis omakorda vastab sadadele tuhandetele imetajarakkudele. Seetdttu ei ole antud
protokollid ithe raku puhul kasutatavad. Lisaks individuaalsete rakkude heterogeensuse
uurimisele on iihe raku geeniekspressiooni laialdane analiilisimine traditsioonilistel meetoditel
piiratud ka rakkude vdhesuse korral. Néiteks embriionaalsete rakkude uurimisel, kus rakkude
arv on limiteeritud ning isegi in vitro kasvatatud tiivirakkude puhul on rakkude arv sageli
limiteeritud. Seetdttu on antud olukordades vaja tundlikumat RNA analiilisimeetodit, mis
oleks vdimeline to6tama tihe raku tasemel.

Uksiku raku analiiisimiseks on vilja todtatud tdnapdevased meetodid, mis
voimaldavad geeniekspressiooni usaldusvédrset uurimist viga madalal totaalse RNA koguse
juures (hinnanguliselt 5-20 pg), rakendades moodsaid sekveneerimise tehnoloogiaid (Tang et
al., 2010; Tang et al.,, 2011a). Jargnevalt tutvustatakse detailsemalt iihe raku RNA-sek

meetodeid.

1.2.1 Tang’i meetod

Esimene RNA-sek meetodil pdhinev uurimus, kus analiiiisiti neljarakulise embriio
staadiumis eraldatud iiksikuid blastomeere, publitseeriti juba 2009. aastal (Tang et al., 2009).
Tang’i protokoll algab iiksiku raku isoleerimisega, millele jargneb raku Kilisimine ja
poliiadentiileeritud mRNA pdordtranskriptsioon ja cDNA siintees. Selleks kasutatakse

polii(dT) praimereid, mis sisaldavad ankurjérjestust. Poordtranskriptsioonil kasutamata jaanud
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praimerid lagundatakse eksonukleaas I toimel. Siinteesitud cDNA 3’ otsa lisatakse polii(dA)
saba terminaalse desoksiinukleotidiiiil transferaasi vahendusel, et varustada cDNA molemad
otsad universaalse, kuid omavahel erineva ankurjirjestusega. Jargnevalt viiakse ldbi teise
cDNA ahela siintees, mille genereerimiseks kasutatakse polii(dT) praimereid, kuid antud juhul
erineva ankurjirjestusega. Praimerid kinnituvad polii(dA) pikendusele ja initsieerivad teise
cDNA ahela siinteesi. Tulemuseks on kaheahelalised cDNA molekulid, mille mdlemas otsas
on erinevat tiilipi ankurjérjestused. Lisaks on modifitseeritud PCR-i praimerite 5” otsi, millele
on lisatud aminoriihm, et kaheahelalise cDNA fragmentide 5’ otsadele ei ligeeruks tulevase
sekveneerimise raamatukogu valmistamise kéigus mittesoovitavad jdrjestused, vdhendades
seeldbi molekulaarsetel manipulatsioonidel saadud korvalproduktide hulka. Jargnevalt toimub
kaheahelalise cDNA amplifikatsioon, kus praimerid seonduvad eelnevalt lisatud
ankurjdrjestustele. On oluline teada, et teise cDNA ahela siintees algab sealt, kus esimese
cDNA ahela siintees 10ppes, mistottu soltub kogu protsess poordtranskriptaasi edukusest ning
mRNA terviklikkusest (Hebenstreit, 2012).

Amplifikatsioonile jdrgnevad iihe raku cDNA sekveneerimise raamatukogu
ettevalmistamiseks vajalikud protseduurid. Selleks lagundatakse amplifitseeritud cDNA
ultrahelitootluse abil umbes 80-130 bp fragmentideks, millele jargneb kleepuvate otste
tombistamine ja adeniileerimine. Kaheahelalisteks taastatud otstele ligeeritakse
sekveneerimiseks vajalikud adapterid, millele jargneb orienteeruvalt 150-200 bp pikkuste
raamatukogu fragmentide eraldamine kasutades geel-elektroforeesi. Jargneb teistkordne PCR
amplifikatsioon eesmirgiga parandada ja korrastada olemasolevaid molekule ning

amplifitseerida vajalik kogus materjali jargnevaks sekveneerimiseks.
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Joonis 1. Tang’i meetodi skemaatiline iilevaade. Isoleeritud rakk liiiisitakse. mRNA ahelate pohjal
poordtranskribeeritakse ¢cDNA ahelad, kasutades UP1 ankurjirjestusega polii(dT) praimerit. Kasutamata
praimerid lagundatakse. Poordtranskribeeritud cDNA ahelate 3’ otsa lisatakse polii(dA) saba, millele kinnitub
UP2 ankurjérjestusega polii(dT) praimer ja genereeritakse kaheahelalised cDNA molekulid. cDNA molekulid
amplifitseeritakse PCR-i abil, kasutades UP1 ja UP2 praimereid. Amplifitseeritud cDNA molekulid
fragmenteeritakse ja otstesse ligeeritakse P1 ja P2 adapterid. Ldpuks viiakse 1dbi emulsioon-PCR, kus
raamatukogudele lisatakse mikrokerad, mille pinnale on kovalentselt seotud P1 praimerid. Joonis modifitseeritud
Tang et al., 2009 jargi.

1.2.2 SMARTH-il pohinevad meetodid

Kaks jargnevat iihe raku RNA-sek protokolli pdhinevad SMART (ingl switching
mechanism at the 5' end of the RNA transcript) meetodil (Zhu et al., 2001) ja kasutavad
matriitsi imberliilituse (ingl template-switching) mehhanismi (Schmidt & Mueller, 1999).
Meetod kasutab Moloney hiire leukeemia viiruse (MMLV) poordtranskriptaasile

iseloomulikku omadust, millega ¢cDNA ahela 3° otsa lisatakse mdned matriitsahelast
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sOltumatud nukleotiidid. Koige tdendolisemalt lisandub kolm tsiitosiini (Zhu et al., 2001).
Kohe pérast cDNA ahela siinteesi 10ppu kinnitub {ileulatuvate tsiitosiinide kiilge
komplementaarse (rG); 3’ otsaga oligonukleotiid, mille 5’ otsas on hilisemaks
amplifikatsiooniks vajamineva praimeri seondumise universaalne jirjestus. Seejdrel jatkub
cDNA siintees, kuid edasist matriitsahela funktsiooni tdidab eelnevalt kinnitunud kolme
riboosi tsiitosiiniga varustatud oligonukleotiid. Selline molekulaartehnoloogiline vote
voimaldab mRNA 5’ otsa lisada soovitud jirjestusi ning tekitada seeldbi sekveneerimiseks

vajalikke raamatukogusid (Hebenstreit, 2012).

1.2.2.1 STRT meetod

STRT on esimene SMART meetodil pohinev iihe raku RNA-sek protokoll (Islam et
al., 2011; Islam et al., 2012). STRT meetod ndeb ette uuritavate rakkude isoleerimist eraldi
proovideks, millele jdrgneb rakkude lilisimine vdga kiire kiilmutamise tulemusel
poOordtranskriptaasi puhvris. Seega sisaldab iga proov iihest rakust parinevat totaalset RNA-d
ning mRNA-d ei ole tarvis liisaadist isoleerida.

Lidsimisele jargneb poOordtranskriptsioon, mille tulemusena genereeritakse
poliiadeniileeritud mRNA ahelatele vastavad cDNA jarjestused. Selleks kinnitub
poliiadeniileeritud mRNA sabale oligo(dT) praimer, mille 5’ ots on matriitsahela
imberliilitumise viltimiseks biotiniileeritud ja 3’ ots sisaldab VN-jarjestust, kus ,N*
stimboliseerib kodigi nelja aluse segu ja ,,V* adeniini, tsiitosiini v0i guaniini segu. Viimane on
vajalik, et praimer paarduks vahetult polii(A) saba algusele. Praimer sisaldab lisaks veel
universaalset jirjestust ja Sall-HF restriktaasi 10ikekohta, et elimineerida mRNA 3’
sekveneerimise jdrjestusi. Jargneb cDNA ahela elongatsioon, millega kantakse kogu
poliiadeniileeritud mRNA jarjestus iile cDNA ahelaks.

Poliiadentileeritud mRNA poordtranskriptsioon toimub SMART meetodi ja matriitsi
iimberliilitusmehhanismi alusel (Schmidt & Mueller, 1999; Zhu et al., 2001), kus MMLV
poordtranskriptaasile omaselt lisatakse cDNA ahela 3’ otsa eelnevalt mainitud kolm
tsiitosiini, millega paardub komplementaarse (rG); 3’ otsaga oligonukleotiid, millest kujuneb
algse mRNA ahela 5’ otsa pikendus. Sellega vahetab podrdtranskriptaas RNA-matriitsi DNA-
matriitsi vastu. Sama oligonukleotiidi abil viiakse tekkinud konstrukti spetsiifiline
indeksjérjestust ning universaalne praimerjirjestust. Indeksjdrjestused vdimaldavad hiljem,

parast sekveneerimist saadud jérjestusi seostada individuaalsete rakkudega, lubades
10



analiiisida kuni 96 iiksikut rakku iihes raamatukogus. Nimetatud oligonukleotiid sisaldab
endas ka uratsiili jddke, mis vdimaldavad mRNA ning DNA oligonukleotiidi konstrukti
ensiimaatilist lagunemist enne amplifikatsiooni etappi.

Komplementaarse DNA siinteesi l0ppemisel puhastatakse reaktsioon korvalisest
rakumaterjalist ja eemaldatakse reageerimata jadnud praimerid, kasutades magnetiseeritud ja
karboksiileeritud mikrokerakesi. Nii rakkude liitisimine, podrdtranskriptsiooni reaktsioon kui
ka tdispika cDNA konstrukti siintees viiakse 1dbi 96-anumalises analiilisiplaadis.
Mikrokeradega seondunud cDNA ahelad koondatakse kokku iihte proovi ja edasised etapid
toimuvad uuritavate rakkude puhul iihe raamatukoguna iihes reaktsioonituubis.

Puhastatud cDNA 14bib seejirel PCR amplifikatsiooni. Kasutatakse praimerit, mis on
komplementaarne varasemalt cDNA 3’ otsa lisatud universaalse praimerjarjestusega ja samal
ajal identne cDNA 5’ otsaga, mis on poli(dT) oligonukleotiidi elongatsioonil saanud
konstrukti universaalse jdrjestuse. Seeldbi amplifitseeritakse c¢cDNA wvaid {iihte tiilipi
praimeriga. Lisaks on praimeri 5’ otsa kinnitatud biotiin, mida kasutatakse jargneval etapil
produkti puhastamiseks. Selleks immobiliseeritakse amplifitseeritud cDNA kaksikahelad
streptavidiini mikrokeradele, kus kdrge afiinsusega biotiin-streptavidiini kompleks voimaldab
spetsiifilist cDNA puhastamist nii vahetult pdrast PCR-1 kui ka pérast teisi ensiimaatilisi
manipulatsioone.

Amplifitseeritud ja puhastatud cDNA raamatukogu fragmenteeritakse ensiimaatiliselt.
Tekkinud fragmentide otsad ldbivad parandusreaktsiooni, millega tombistatakse ldikekohad,
ning 3’ ots adeniileeritakse, millele ligeeritakse jargnevalt sekveneerimiseks vajalik Illumina’
adapter. Lisaks, kasutades Sall-HF restriktaasi, eraldatakse c¢DNA kaksikahelatest
poliiadeniileeritud mRNA 3’ otsa iseloomustavad jarjestused. Geeni alguse ehk 5’ otsa jaoks
vajalik adapter kuulub PCR-i praimeri jarjestusse ning raamatukogu amplifikatsiooni etapi
kaudu saab adapterist cDNA osa. Produktid sekveneeritakse ainult transkriptide 5’ otste poolt.
Saadud ahelad algavad indeksjdrjestusega, millele jargneb 3-6 tsiitosiini ja mRNA-le vastav
fragment. See tdhendab, et transkriptid sdilitavad omavahelise suhte ka pérast sekveneerimist

ja kdik jérjestused joonduvad geeni promootori regiooni.

! Illumina, Inc., San Diego, CA, USA
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Joonis 2. STRT meetodi skemaatiline iilevaade. Rakud isoleeritakse plaadi tuubidesse ja liiiisitakse.
mRNA ahelate pohjal poordtranskribeeritakse cDNA ahelad, kasutades STRT ankurjérjestusega polii(dT)
praimerit. cDNA ahelate iileulatuvale 3’ otsale paardub STRT ankur- ja indeksjirjestusega matriitsahela
imberliilituse oligonukleotiid. Oligonukleotiidiga seondumata ahelad eemaldatakse ja seondunud ahelad
amplifitseeritakse PCR-i abil, kasutades STRT praimerit. Amplifitseeritud cDNA molekulid fragmenteeritakse,
kleepuvad otsad tombistatakse, adeniileeritakse ja neile kinnitub P2 adapter. Raamatukogu amplifitseeritakse
PCR-i abil, kasutades P1 adapteriga seotud STRT praimerit. Loplik raamatukogu sekveneeritakse algse mRNA

5’ otsa poolt. Joonis modifitseeritud Islam et al., 2012 jérgi.

1.2.2.2 Smart-Seq meetod

Smart-Seq on teine SMART meetodil pdhinev iihe raku RNA-Seq protokoll
(Ramskdld et al., 2012). Olgugi et Smart-Seq publitseeriti aasta hiljem kui STRT protokoll,
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amplifikatsioon,
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on tegemist siiski STRT lihtsustatud versiooniga, mida demonstreeriti melanoomiga patsiendi
verest eraldatud tsirkuleerivate kasvajarakkude analiiiisil.

Smart-Seq meetodi puhul liiisitakse iga uvuritav rakk hiipotoonilises RNaasivabas
lahuses, mis RNA stabiliseerimiseks sisaldab lisaks RNaasi inhibiitoreid. Jérgneb
poliladeniileeritud mRNA pdordtranskriptsioon otse rakulahuses. Poordtranskriptsioon
initsieeritakse mRNA polii(A) otsale seonduva oligo(dT) praimeriga, mille 3’ otsas on
nukleotiididevahelise fosfodiestersideme loomiseks vajalik hiidroksiiiilriihm. Jargnevalt
kinnitub RNA-praimer dupleksile MMLV pd&ordtranskriptaas ja algab cDNA siintees. Kui
cDNA elongatsioon jouab matriitsahela 5° 10ppu, siis toimub SMART tehnoloogial pohinev
matriitsahela iimberliilitus. MMLV poordtranskriptaasi terminaalse transferaasi aktiivsuse
tottu lisatakse virskelt siinteesitud cDNA 3 otsa mdned matriitsahelast soltumatud
tsiitosiinid. Uleulatuvale tsiitosiinidest moodustatud otsale paardub komplementaarse (rG); 3’
otsaga disainitud oligonukleotiid, millest kujuneb algse poliiadeniileeritud mRNA ahela
pikendus. Poliiadeniileeritud mRNA podrdtranskribeerimine cDNA-ks jatkub kuni lisandunud
oligonukleotiidi 5’ 1dpuni. Tulemusena siinteesitakse tdispikk cDNA, mis sisaldab téielikku,
kuid komplementaarset poliiadeniileeritud mRNA jdrjestust koos oligonukleotiidide poolt
tutvustatud otsmiste jarjestustega, mis on universaalse praimeri paardumiskohaks teise ahela
stinteesil ja PCR-amplifikatsioonil.

Universaalse = PCR-1  praimeri  seondumisjérjestustega  varustatud  cDNA
amplifitseeritakse PCR-1 kdigus. Tsiiklite arv valitakse soltuvalt cDNA algsest kogusest nii, et
kokku saaks moni nanogramm amplifitseeritud cDNA-d. Jérgneb standardse Illumina
sekveneerimise raamatukogu konstrueerimine. Amplifitseeritud cDNA fragmenteeritakse
akustiliselt ja iiheahelalised (kleepuvad) otsad parandatakse kaheahelalisteks (tompideks).
Fragmentide otsad adeniileeritakse ja nende kiilge ligeeritakse Illumina adapter. Jargneb PCR-
amplifikatsioon, kus tstiklite arv valitakse soltuvalt cDNA kogusest, ning sekveneerimine.

Hiljuti tehti kittesaadavaks kommertsiaalne Smart-Seq meetodil pdhinev toode cDNA
genereerimiseks ja amplifikatsiooniks, mida turundab Clontech® SMARTer Ultra Low RNA
Kit for Illumina sequencing nime all. Multipleks on voimalik alles pérast adeniileerimist ja

[llumina adapterite ligeerimist, mis teeb meetodi tddmahukaks ning kulukaks.

% Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA, USA
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1.2.3 CEL-Seq meetod

Korge libilaskevoimega RNA-sek tehnoloogiad annavad ekspresseerunud geenidest
detailse tilevaate, kuid analiiis nduab palju rohkem totaalset RNA-d kui tiksikust rakust on
voimalik saada. Vajaliku RNA koguse saavutamiseks lisatakse analiiiisile tdiendav etapp —
RNA amplifikatsioon. Kasutatakse eksponentsiaalset PCR-pohist voi lineaarset in vitro
transkriptsiooni (IVT) pdhist amplifikatsiooni (Eberwine et al., 1992). PCR-i saab kasutada
minimaalse koguse RNA amplifitseerimiseks, suurendades tsiiklite arvu. Komplitseeritum on
lineaarne amplifikatsioon, kuna IVT madala efektiivsuse tottu on esmaseks amplifikatsiooni
tstikliks vaja 400 pg (hinnanguliselt 50 raku materjal) totaalset RNA-d. On niidatud ka tihe
raku IVT-d, kuid see on toomahukas, sest vajab kolme sdltumatut amplifikatsiooni ja nduab
ithe raku kohta viis toopdeva (Eberwine et al., 1992). Nimetatud limitatsioon takistab IVT-
poOhise meetodi efektiivset rakendamist iihe raku RNA-sek analiiiisil (Tang et al., 2011Db).

Uksiku raku IVT-pdhise amplifikatsioonile on lahenduse pakkunud CEL-Seq meetod
(Hashimshony et al., 2012). Tegemist on korge ldbilaskevoimega sekveneerimise tehnoloogial
pOhineva iihe raku geeniekspressiooni analiilisimeetodiga, kus pérast indeksjérjestuste
lisamist jatkub individuaalsete rakkude uurimine iihises proovis. Antud meetodi efektiivsust
demonstreeriti varajase embriionaalse arengu uuringus, kus kasutati mudelorganismi, C.
elegans’i blastomeere.

Protokoll algab individuaalsete rakkude eraldamisega iiksikuteks proovideks, millele
jargneb litisimine. Liisaadile lisatakse p&drdtranskriptsiooni praimerid, mis koosnevad neljast
osast — T7 promootor, Illumina adapter, indeksjérjestus ja polii(dT). Oligonukleotiidi 5° otsas
paikneb T7 promootor, kuhu kinnitub T7 RNA poliimeraas, mis on vajalik IVT-ks. Jargneb
[llumina 5° adapter sekveneerimiseks ja unikaalne indeksjéarjestus, mille abil eristatakse
rakkude transkriptid hiljem iiksteisest. Indeksjarjestused on disainitud nii, et rakkude jaoks
erineksid individuaalsed jéirjestused vdhemalt kahe nukleotiidi vorra, mille tulemusel
vélditakse {ksikutest sekveneerimisvigadest pOhjustatud eksimusi. Praimeri viimase osa
moodustab polii(dT), millega neljaosaline oligonukleotiid kinnitub mRNA polii(A) sabale.
Pérast praimeri kinnitumist toimub pdordtranskriptsioon ja siinteesitakse cDNA ahel.

Poordtranskriptsioonile jargneb teise ahela silintees, pédrast mida segatakse
individuaalsete rakkude indekseeritud cDNA iiheks prooviks ja puhastatakse reageerimata
jadnud praimeritest. Rakumaterjali summeerimisel saavutatakse IVT initsiatsiooniks piisav
cDNA kogus. Toimub lineaarne amplifikatsioon, kus matriitsahelaks on cDNA. T7
poliimeraasil on vdime seonduda korduvalt cDNA 5’ otsas asuvale promootorile ning viia ldbi

piisav amplifikatsioon edasisteks etappideks. Amplifitseeritud ja poliiadeniileeritud mRNA
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fragmenteeritakse osadeks, mille kiilge ligeeritakse Illumina 3’ adapterid. Fragmenteeritud
mRNA poordtranskribeeritakse uuesti cDNA-ks. Ainult algse mRNA 3’ otsa iseloomustavad
cDNA jirjestused sisaldavad molemas otsas Illumina adapterit ja libivad PCR

amplifikatsiooni, mille jdrel saadud raamatukogu sekveneeritakse.
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Joonis 3. CEL-Seq skemaatiline iilevaade. Rakud isoleeritakse eraldi tuubidesse koos T7 promootorit,
5’ adapterit ja unikaalset indeksjérjestust sisaldavate oligo(dT) praimeritega, mille abil mRNA ahelad
poordtranskribeeritakse cDNA ahelateks. Pérast teise ahela siinteesi proovid iihildatakse, millele jirgneb IVT
amplifikatsioon. Amplifitseeritud RNA fragmenteeritakse, puhastatakse ja 3’ otsa ligeeritakse adapter. RNA
poordtranskribeeritakse ja fragmendid, mis sisaldavad mdlemas otsas adaptereid, amplifitseeritakse ning
sekveneeritakse. Joonis modifitseeritud Hashimshony et al., 2012 jérgi.
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2 UURIMUS

2.1 Too eesmirgid

e Anda metoodiline iilevaade siiani avaldatud iihe raku RNA-sek protokollidest.
Kiesoleva t06 valmimise ajaks oli publitseeritud neli meetodit, mis siinkohas ka
késitlemist leiavad.

e Tuua vilja lihe raku RNA-sek protokollide omavahelised sarnasused ja erinevused,
kuvada laboratoorse t660 mahtu, raamatukogu manipulatsioonide labimdeldust ja
keerukust ning multipleksi voimalikkust.

e Varrelda iihe raku RNA-sek analiitisi tulemusi, anda hinnang andmete iseloomule ning
tuua vélja aspektid, millistele bioloogilistele kiisimustele saab iihte v41 teist meetodit
kasutades vastata.

e Arutleda, miks on {ihe raku geeniekspressiooni uurimine oluline, millised puudused
hetkel wvalitsevad ja nende vdimalikud lahendused ning mis suunas toimub

arendamine.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Mirksonad

Geeniekspressioon, oligo(dT), polii(A), mRNA, cDNA, indeksjarjestus, MMLV,
SMART matriitsahela timberliilituse meetod, RNA-sek, iihe raku RNA-sek, Tang’i meetod,
STRT meetod, Smart-Seq meetod, CEL-Seq meetod, PCR, IVT, Illumina, sekveneerimine.

2.2.2 Andmete analiiiisi meetodid

Kéesolev referatiivne uurimustdd on koostatud kirjandusepohisel vordleva analiiiisi
meetodil. Antud t66 pohineb teaduslikel artiklitel, mis on leitud otsingumootori Google

Scholar (http://scholar.google.com) ning RNA-Seq Blog (http://www.rna-segblog.com/)

vahendusel.
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2.2.3 Uuritavad objektid

Eksperimentaalsete ithe raku RNA-sek protokollide esmasel demonstreerimisel
kasutatud rakud ja kontrollid:

e Tang — hiire blastomeerid, kiipsed ootstiiidid.

e STRT — hiire embriionaalsed tiivirakud, hiire embriionaalsed fibroblastid ja inimese
aju referentsi RNA.

e Smart-Seq — melanoomipatsiendi verest eraldatud arvatavad tsirkuleerivad
kasvajarakud, inimese ajurakud, hiire ajurakud, universaalne inimese referentsi RNA,
hiire ootsiilidid, eesnddrmevéhi rakuliini rakud, pdievéhi rakuliini rakud, primaarsed
melanotsiitidid, melanoomi rakuliini rakud, inimese embriionaalsed tiivirakud.

e CEL-Seq — C. elegans’i embriio tiitarrakud, hiire embriionaalsed tiivirakud ja hiire

embrionaalsed fibroblastid.

2.3 Tulemused ja arutelu

RNA-sek voimaldab geeniekspressiooni taseme kvantitatiivset analiiiisi, iseloomustab
tdispika transkripti igat nukleotiidi ning voimaldab mairata kummalt DNA ahelalt on mRNA
transkribeeritud. Olenevalt iihe raku RNA-sek avaldatud protokollidest ei ole need eesmargid
olemasolevate meetoditega samaaegselt saavutatavad.

Publitseeritud on neli erinevat iihe raku RNA-sek strateegiat. Esimene uuring, Tang’i
meetod, avaldati 2009. aastal ja seal rakendati modifitseeritud versiooni eelnevalt laialdaselt
kasutatud iihe raku transkriptoomi amplifikatsiooni meetodist (Kurimoto et al., 2006;
Kurimoto et al., 2007). Jargnevad kaks iihe raku RNA-sek strateegiat, STRT ja Smart-Seq, on
olemuselt sarnased, sest molemad lihtuvad SMART-il pdhineva matriitsahela timberliilituse
mehhanismist. Neljas iihe raku RNA-sek protokoll, CEL-Seq, on publitseeritud 2012. aastal ja
erinevalt varasematest meetoditest, rakendatakse sellel [VT-pohist amplifikatsiooni. Uurimuse
jargnevas osas tuuakse vdlja nelja nimetatud tihe raku RNA-sek meetodi pdohimdttelised

erinevused ja vorreldakse nende mdddetavaid karakteristikuid.
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2.3.1 Protokollide sarnasused ja erinevused

Originaalartiklitele pdhinedes on keeruline vorrelda olemasolevate iihe raku RNA-sek
meetodite tdelist suutlikkust ning peab piirduma silmndhtavate erinevuste nagu néiteks ahela
spetsiifilisus, transkripti katvus, multipleksi voimalikkus ja laboratoorse t60 maht. Autorid
kasutasid suutlikkuse hindamiseks kiillaltki erinevaid viise — vOrreldi geenikiibi, sisemiste
kontroll-RNA-de, algse RNA massi tiitrimise ja teiste siisteemidega. Samuti kasutati
erinevaid parameetreid nagu PCR-i tsiiklite arv, millel voib olla tugev efekt 10ppresultaadile.
Hea oleks vorrelda koiki meetodeid iiksteisega identsetes tingimustes, mida on varasemalt
kasutatud tavapiraste RNA-sek protokollide puhul (Levin et al., 2010).

Kodigi nelja ithe raku RNA-sek meetodi puhul kasutatakse proovi rikastamiseks
oligo(dT) praimereid, mis seonduvad mRNA polii(A) sabale. Positiivseks kiiljeks on, et
bioloogiliselt informatiivset mRNA-d ei pea lisaetapina iileliigsest rakumaterjalist puhastama,
vaid reaktsioonidega jitkatakse otse liisaadis. Negatiivne on, et poliiadeniileerimata mRNA-d,
nditeks histoone kodeerivad geenid (Marzluff et al, 2008), jddvad uuringust vilja.
Alternatiivina kasutatakse ka totaalsest RNA-st suurima osakaaluga ribosomaalse RNA
eemaldamist, kuid see pole nii spetsiifiline kui polii(dT) praimeri kasutamine. Rikastamine on
vajalik, sest huvipakkuva mRNA osakaal moodustab raku totaalsest RNA-st vaid mdne
protsendi. Vastasel juhul jadks mRNA {ilejianud RNA varjus vihemargatavaks.

Koigi meetodite puhul kasutatakse amplifikatsiooni kahes etapis, sealhulgas
sekveneerimise tehnoloogiale spetsiifilise proovi ettevalmistamisel. Teistest meetoditest
erineb CEL-Seq, kus esimene amplifikatsioon pdhineb in vitro transkriptsioonil. IVT eelis
seisneb amplifikatsiooni lineaarses toimemehhanismis, mis erinevalt PCR-ist ei kahanda
eksponentsiaalselt jirjestusi, mida on raske téddelda (Hashimshony et al, 2012). T7
poliimeraasi vOoime korduvalt seonduda promootorile lubab saavutada maéarkimisvaarset
amplifikatsiooni samas reaktsioonis, ilma et oleks vaja denatureerida ja praimerit uuesti
siduda. Samas nduab IVT-pdhine amplifikatsioon CEL-Seq meetodilt kahte
poordtranskriptsiooni — algne mRNA teisendatakse cDNA-ks, siis tagasi komplementaarseks
RNA-ks ja 16puks jille cDNA-ks. Toendoliselt toob mitmekordne ahela teisendamine kaasa
lisahdlbeid.

SMART-il pdhinevad STRT ja Smart-Seq meetodid kasutavad mdlemad matriitsahela
imberlilituse mehhanismi, mille vahendusel lisatakse mRNA 5’ otsa soovitud universaalne
praimerjirjestus. Umberliilituse mehhanismiga vilditakse ka puudulikult siinteesitud ahelate
analiilisimist, mis on omane Tang’i meetodile. Samas ei tdhenda see, et transkripti katvus

oleks parem ténu sellele, et kogu pikkuses cDNA-d siinteesitakse sagedamini. Vastupidiselt
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on ebatiielikult siinteesitud cDNA-1 vdiksem tdendosus jatkata protokolli edasistes etappides.

Seejuures on negatiivne, et transkriptid, mis vdiks vihemalt osaliselt panustada eksperimendil

kogutud andmetesse, jaetakse arvestamata (Hebenstreit, 2012).
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Joonis 4. Nelja ithe raku RNA-sek meetodi erinevuste skemaatiline vordlus. Tegemist on
lihtsustatud skeemiga, mis keskendub protokollide omavahelistele erinevustele ja toob vilja nende
iseloomulikud omadused. Tang’i protokollis kinnituvad adeniinnukleotiidid esimese ahela 3’ 13ppu, kus neid
kasutatakse ankur-oligonukleotiidide seondumissaitidena ja RNA ning esimese cDNA ahela praimerid
eemaldatakse enstimaatiliselt (mustad ristid). STRT ja CEL-Seq sisaldavad proovide iihendamisetappi, mis
arvestades algseid transkripte, baseerub vastavalt esimese cDNA ahela 5’ ja 3’ regioonide indeksjérjestustel.
CEL-Seq kasutab esimesel amplifikatsiooni etapil [VT-d, mis nduab otseselt RNA adapteri ligeerimist, millele
jargneb proovi sekveneerimiseks ettevalmistamisel teine poordtranskriptsioon. Smart-Seq on STRT lihtsustatud
versioon ilma indeksjérjestusteta. Kdik PCR-i praimerid kinnituvad oligonukleotiidide abil tutvustatud kindlatele
jarjestustele. Nooled viitavad praimeri poolt initsieeritud DNA poliimerisatsioonile. AAA ja TTT jérjestused on
illustratiivsed ja ei viita nukleotiidide tegelikule arvule. Joonis modifitseeritud Hebenstreit, 2012 jérgi.
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STRT meetodi puhul lisatakse iimberliilituse mehhanismi abil ka indeksjérjestused,
tdinu millele saab erinevaid proove pdrast cDNA siinteesi kokku segada ilma raku
individuaalsuses kaotamata. Indeksjirjestust kasutab samal eesmérgil ka CEL-Seq, kuid sel
juhul lisatakse indeks oligo(dT) praimeriga mRNA 3’ 16ppu iseloomustavale otsale. Vorreldes
Tang’i ja Smart-Seq meetoditega, vihendab mitme raku analiiiisimine iihtse proovina t60, aja
ning raha kulu iihe raku kohta mérgatavalt. Lisaks vélistatakse multipleksiga individuaalsete

reaktsioonide erinevustest tingitud lahknevused.

2.3.2 Meetodite suutlikkus

Esimestel teedrajavatel ithe raku RNA-sek meetoditel puudusid eelnevad
vordlusaspektid ja seetdttu on erinevatel alustel saadud tulemusi raske vorrelda. Hilisemates
uuringutes kasutatakse eelnevate meetoditega analoogseid katseid, kus vorreldakse
samaliigilisi rakke ja rutiinselt on kasutusele voetud soovituslikud sisemised kontrollid, mis
voimaldavad méddrata algse mRNA kogust ning analiilisida proove omavahel.

Sekveneerimisel soltub transkriptide katvus paljuski protokollide eripdrast. Tang
meetodi korral langeb katvus eksponentsiaalselt 5° suunas. Transkriptide piirkonnad, mis on
3’ otsast kaugemal kui 3 kb, on kaetud vdga limiteeritult (Tang et al., 2009).

STRT meetodil sekveneeritakse mRNA 5’ otsa usaldusvididrselt vdhemalt 2 kb
pikkustel transkriptidel (vastavalt pikimale kontrollile), kuid mérkimisvédrset kadu ei olnud
ka pikemate transkriptide hulgas. Ténu 5’ otsa jirjestamisele saab méédrata ka tdpse
transkriptsiooni alguskoha ja vodimaliku alternatiivse promootori. Kontroll-RNA korral jdi
85% jérjestustest esimesse 5% RNA pikkusest, millest peaaegu kdik joondusid transkripti 5’
otsa moOne nukleotiidilisse vahemikku. Endogeense mRNA korral oli niha bimodaalset
jaotust, kus lisaks 5’ maksimumile kerkis esile ka transkriptide 3’ transleerimata piirkond.
Antud ndhtus vajaks edasist uurimist. (Islam et al., 2011).

Erinevalt STRT strateegiast ei kasuta Smart-Seq meetod indeksjérjestusi ja sarnaselt
Tang’i meetodile kaotatakse fragmenteerimisel sense- ja antisense DNA ahela informatsioon.
Ahela informatsioon puudumine raskendab jdrjestuste joondamist transkriptsioonilistele
iiksustele, kuna vastasahelatel paiknevad geenid vdivad kattuda ja 5° ning 3’ transleerimata
piirkonnad on sageli eelnevalt ebapiisavalt kirjeldatud, kuid autorite sdonul paraneb
transkriptide katvus mérgatavalt iile kogu pikkuse — ligi 40%-line katvus transkriptide 5’

otsas. Samuti on joondunud jdrjestused keskmiselt pikemad kui Tang’i meetodi korral
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(Ramskold et al., 2012). Vorreldes teiste meetoditega, on Smart-Seq strateegial parem katvus
iile kogu transkripti, mis tOstab alternatiivsete transkripti isovormide detailse analiiiisi
kvaliteeti ja voimaldab SNP-de identifitseerimist.

CEL-Seq meetodiga séilitatakse jirjestuste ahela informatsioon ja sarnaselt Tang’i
meetodile langeb katvus 5° suunas. 90% sekveneerimisel saadud jirjestustest joondub 3’ otsa,
millega kaetakse ligikaudu esimesed 500 bp (Hashimshony et al., 2012).

Esimesel eksperimentaalsel ithe raku RNA-sek meetodil saadud andmeid vorreldi
Affymetrix’i’ geenikiibi tehnoloogiaga (Tam et al., 2008). Uhe hiire blastomeeri analiiisil
Tang’1 meetodiga detekteeriti 75% (5270) rohkem ekspresseerunud geene kui geenikiibiga
sadade blastomeeride puhul. Samuti avastati 1027 transkripti, mille proovid geenikiibilt
puudusid.

Hiire embriionaalsete tiivirakku analiiiisil detekteeriti CEL-Seq kasutades keskmiselt
ligikaudu poole rohkem ekspresseerunud geene kui STRT meetodiga. Fibroblasti puhul jii
viimane alla vaid ligikaudu kiimnendiku jagu. CEL-Seq meetod produtseeris kdrgemaid
korrelatsioone embriionaalsete tlivirakkude korral ning tegi vorreldes rakutiiiipidel selgemini
vahet siis, kui uuriti kdrgelt ekspresseerunud geene kummaski rakutiiiibis.

CEL-Seq edestas néitajate poolest STRT meetodit nii robustsuse, tundlikkuse kui ka
reprodutseeritavuse poolest ning kannatas madrgatavalt vihem tehnilise miira all. Kuigi
eelnevalt nimetatud meetodit kirjeldavad erinevaid transkripti otsi ja analiilisitud rakutiitipide
kasvutingimuste erinevust ei saa tdielikult vélistada, on siiski ebatdendoline, et need aspektid
pohjendaksid meetodite demonstreerimisel tdheldatud erinevusi, kuna meetodeid vorreldi ka
sisemiste kontroll-RNA-dega, mida bioloogilised faktorid ei mojuta.

Uks laialdaselt kasutatud RNA-sek eelis geenikiibi ees on selle vdime tabada
splaissingu variante. Seda on demonstreeritud koigi kolme PCR-pdhise iihe raku RNA-sek
protokolli puhul. Néiteks identifitseeriti Tang’1 meetodiga ainult iihe blastomeeri kohta 1753
eelnevalt tundmatut splaissingu ehk kokkupdime liitekohta. See nditab RNA-sek voimet leida
uusi splaissingu isovorme de novo. Samuti leiti 2070 uut splaissingu liidet kiipse ootsiiiidi
analiiiisimisel. Uhe raku tasemel pole seda varasemalt geenikiibiga teha suudetud. Lisaks leiti,
et 8-19% geenidest ekspresseerisid kahte vdi enamat transkripti isovormi samas rakus, mis
demonstreerib transkriptide varieeruvuse komplektsust individuaalsetes rakkudes kogu
genoomi tasandil.

Uhe raku RNA-sek meetoditele seni lahendamata probleemiks on madalalt
ekspresseerunud transkriptide kvantifitseerimine. STRT meetod detekteerib usaldusviirselt

ainult korgelt ja keskmiselt ekspresseerunud geenid — 10 vdi rohkem koopiat raku kohta

3 Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA
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(Islam et al., 2012). Smart-Seq meetodi puudused avalduvad véiga vidhese 1ihte-RNA korral.
Moned madalama taseme juures ekspresseeruvad transkriptid nditavad juhuslikku kadu
(Ramskold et al., 2012). CEL-Seq meetodi puhul on molekulide arv otseselt proportsionaalne
sisend-RNA-ga. Tundlikkus on iile kogu vahemiku lineaarne ja ei lange vihese algmaterjali
korral. Vdga madalalt ekspresseeritud geenid, kus transkriptid on esindatud nelja kuni viie
koopiaga, detekteeritakse 50% toendosusega ja 50 koopiaga geenid praktiliselt alati sdltumata
analiiiisitud RNA hulgas (Hashimshony et al., 2012). Olukorra muudab paremaks veel mitme
proovi iihendamise etapp, kus haruldased transkriptid summeeruvad ja ei jdd tdiesti
mirkamata. Lisaks on vdimalik, et moningate madalalt ekspresseeritud geenide puhul on
avaldumine juhuslik — kord avaldub, kord mitte. Transkriptid, mis ekspresseeruvad madalatel
tasemetel voivad kodeerida vdga olulisi proteiine, mis on doositundlikud ja mida seetdttu
hoitakse madala taseme juures. Meetodite edasiarendused voiks tdsta tundlikkust veelgi, et

analiitisida ka madala avaldumisega geene.
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Tabel 1. Uhe raku RNA-Sek meetodite vordlus. Andmed périnevad (Hashimshony et al., 2012; Islam et al., 2011; Islam et al., 2012; Ramskdld et al., 2012; Tang et al., 2009).

Tang STRT Smart-Seq CEL-Seq
Sihtmark RNA Poliiadeniileeritud mRNA
Proovi rikastamine PCR IVT
Raamatukogu amplifikatsioon PCR
Sekveneerimise platvorm Applied Biosystems SOLiD [llumina
Multipleksi voimalikkus Puudub Olemas Puudub Olemas
Indeksjérjestus Puudub 5’ otsas Puudub 3’ otsas
Ahela informatsioon Ei sdili Séilib Ei sdili Sailib
Matriitsahela timberliilitamine Ei kasutata SMART tehnoloogia Ei kasutata
Raamatukogu ettevalmistamine Moned paevad 2-3 pdeva 3 pédeva 2-3 pdeva
Raamatukogu hind Vorreldav Smart-Seq’ga ~160 €/ 96 rakku ~80 € / rakk Vorreldav STRT-ga
Transkripti katvus 3’ ots 5’ ots Kogu ulatus 3’ ots
Transkripti efektiivne pikkus Kuni 3 kb Viahemalt 2 kb Suurem kui Tang’il NA

Kvantifitseerimise tundlikkus

75% rohkem geene vorreldes

50% 10 koopia korral Sarnane Tang’le

50% 4-5 koopia korral

geenikiibiga
Varieeruvus Tehnilise varieeruvuse hinda- Bioloogiline varieeruvus Bioloogiline varieeruvus Margatavalt viiksem tehniline
miseks puudusid kontrollid iiletas tehnilist igal tasemel véaiksem kui Tang’il varieeruvus kui STRT-1

Sobilikud rakendused _ o Transkriptsiooni alguskoha ja Alternatiivse splaissingu . o

3’ eksonite splaissingu - ) ) . ) Suuremahuline kvantitatiivne

_ _ _ alternatiivse promootori isovormide, SNP-de ja

isovormide maddramine _ o . analiilis

méddramine mutatsioonide médramine

Puudused 3’ otsa tendents, multipleks Tugev 5’ otsa tendents Multipleks Tugev 3’ otsa tendents




2.3.3 Perspektiiv

Esimesed tihe raku RNA-sek uurimused on tdestanud seda tiitipi analiiiisi teostatavust.
Meetodi tegelik tugevus ilmneb tdendoliselt alles siis, kui see vdetakse kasutusele uurimaks
mRNA ekspressioonitasemete jaotust individuaalsete rakkude seas ning selle karakteristikuid.
Samuti on objektiivse hinnangu andmiseks tarvis enam publikatsioone teiste toogruppide
poolt, kes on suutnud mdnda neist meetodist juurutada ja kasutada.

Uhe raku analiiiisi tdieliku potentsiaali kasutamiseks peab esmalt olema tdidetud mitu
tingimust. Tdpse parameetri hinnang (ingl precise parameter estimation) transkriptsiooni
regulatsiooni matemaatilistele mudelitele pohineb tavapiraselt iihe molekuli fluorestsents in
situ hiibridisatsioonil, mida kohaldatakse vihemalt mdnesajale rakule (So et al., 2011). See
teeb hddavajalikuks tihe raku RNA-sek edendamise, mida tdendoliselt on kdige lihtsamalt
teha mitme proovi tihildamise teel nagu STRT ja CEL-Seq meetodite korral. Jatkuvalt on
lahendamata ka iihe raku RNA-sek kvantitatiivne tdpsus. Sisemised kontrollid voimaldavad
tuletada, kuidas sekveneerimisel saadud jérjestuste arv transleeritakse transkriptide algseks
hulgaks (Hebenstreit, 2012).

Uks viis, kuidas jilgida amplifikatsioonil pdhjustatud hélvet, on kasutada teist tiiiipi
indeksjérjestusi, mis identifitseeriks individuaalseid molekule (Fu et al.,, 2011). Sama
indeksjérjestuse arvukas ilmnemine viitab sellele, et vastavad sekveneeritud fragmendid
tulenesid koik iiksnes iihest algmolekulist. See tostab esile PCR-iga kaasneva hédlbe, mille
arvesse votmine suurendab RNA-sek tapsust (Fu et al., 2011; Kivioja et al., 2011), kuid ei
kaitse molekulide tdieliku kao eest. Seega oleks veel kasulik omada tdiendavaid matemaatilisi
mudeleid, mis kirjeldaksid proovide ettevalmistamise protsesse.

Teine strateegia meetodite efektiivsuse tOstmiseks oleks protokolli etappide
vihendamine. Katse selles suunas tehti Helicos® siisteemil pohineva otsese sekveneerimise
tehnoloogiaga, mis lubab cDNA sekveneerimist ilma proovi ettevalmistamiseta (Lipson et al.,
2009) ning vdimaldab otse RNA sekveneerimist (Ozsolak et al., 2009; Ozsolak & Milos,
2011). Antud tehnoloogia piiranguks on sekveneerimisel saadavate jérjestuste madalam arv
(Ozsolak & Milos, 2010). Kavandatavad tehnoloogiad nagu Pacific Biosciences > poolt
arendatav meetod lubab lihe molekuli sekveneerimist ning on potentsiaalselt kohandatav iihe
raku uuringuteks (Eid et al., 2009; Uemura et al., 2010).

Potentsiaali omavad ka nanopooridel pdhinevad sekveneerimise tehnoloogiad, mis

esindavad tdiesti uut ldhenemist. DNA v0i1 RNA ahel juhitakse nanomeetrise ldbimdoduga

* Helicos BioSciences, Corp., Cambridge, MA, USA
> Pacific Biosciences, Corp., Menlo Park, CA, USA



pooride kaudu libi membraanide. Alused, mis ldbivad poore, detekteeritakse elektrooniliselt
voi optiliselt (Niedringhaus et al., 2011).

Hoolimata kirjeldatud edasiminekutest, ei ole iihe raku sekveneerimise rakendamine
kliinilistes uuringutes majanduslikult taskukohane ning diagnostiliselt usaldusvéérne. Siiski
annab niiteks teadmine kasvaja heterogeensusest suurt lootust selle praktiliseks
kasutuselevotuks, mis lubaks tdpsemaid diagnoose, sihtmérkidele suunatud ravi ja
personaliseeritud meditsiini, parandamaks vihipatsientide kliinilist ravi. Uhe raku
sekveneerimine on vaid iiks molekulaar-tehnilistest meetoditest, mis omab potentsiaali
nimetatud valdkondades, kuid sedagi vaid koos teiste meetodite, analiilisi protokollide ning

usaldusvairsete publikatsioonide koosmdjul.
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KOKKUVOTE

Antud referatiivne uurimustd6 annab lilevaate hetke seisuga publitseeritud iihe raku
RNA-sek protokollidest alates raku isoleerimisest kuni sekveneerimiseni. Vilja on toodud
meetodite omavahelised sarnasused ja erinevused, laskudes protokolli-spetsiifiliste etappideni
nagu matriitsi iimberliilitamine, indeksjirjestuste lisamine ja in vitro transkriptsioon, millest
tingitud erinevustest ldhtudes voOrreldakse meetodite suutlikkust ja sellest tulenevat
andmestikku. Lisaks keskendutakse praeguste meetodite kitsaskohtadele ja tutvustatakse
perspektiivikaid arendusi.

Nelja erineva lihe raku RNA-sek vordlemisel selgus, et lisaks lihe raku kvantitatiivsele
analiiisile, on koigil meetoditel teatud piirangud olenevalt protokolli eripdrast ja kindla
bioloogilise probleemi lahendamisel pole alati iihtset valikut. Kas leppida néiteks multipleksi
puudumise voOi transkriptide lithema katvuse vahel, valida 5° voi1 3° otsa iseloomustava
meetodi vahel, tuleb otsustada lihtudes uuringu olemusest, kuna hetkel pole kdik eemérgid

samaaegselt saavutatavad.
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Gene expression analysis at the single cell level

Hindrek Teder

SUMMARY

Gene expression analysis has been a popular tool in molecular biological research for
more than a decade. Mostly implemented by microarray technology, it has led to numerous
insights and discoveries. Following its recent introduction, RNA-sequencing (RNA-seq) is
rapidly replacing microarrays as the method of choice for transcriptomics. Besides the
superior accuracy in the quantification of expression, RNA-seq offers other advantages, such
as the possibility to detect novel transcripts, splice variants or allele-specific expression.

To understand the basis and importance of heterogeneity and the stochastic aspect of
gene expression, it is essential to examine transcriptomes of individual cells. Several recent
studies demonstrate the feasibility of RNA-seq at the single cell level. This allows new
biological insights into cell differentiation, cell-to-cell variation and gene regulation, and how
these aspects depend on each other.

In this study, I give an overview of the current single cell RNA-seq experimental
protocols, reveal the similarities and differences between them, bring out the special features,
like template-switching, barcoding and in vitro transcription, and discuss the efforts,
challenges and potentials.

Despite of the fact that methods were demonstrated on different cells in different
conditions, I compared the results of the four single cell RNA-seq protocols and found that all
the strategies have some technical limitations which define their suitability for certain
applications.

Depending on the experimental protocols, the goals of “traditional” RNA-seq are not
simultaneously achievable with current single cell RNA-seq methods. Artifacts and biases
still exist and that needs to be identified and controlled for. The next few years will hopefully

see a consensus emerge on the best analysis pipeline.
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