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תמצית
תחל (primer) לתגובת שרשרת של פולימרז (PCR) נקרא מנוון (degenerate) אם הוא מכיל מספר בסיסים אפשריים בחלק מהמיקומים שלו. הניוון (degeneracy) של התחל הוא מספר הרצפים השונים שהוא מכיל. עבודה זו עוסקת בבעית תכנון זוג תחלים בעלי ניוון נתון, שמתאימים למספר מקסימלי של רצפים גנטיים נתונים. בעיות כאלה מתעוררות כשחוקרים משפחה של גנים שידועה באופן חלקי או במין קרוב. אנו מוכיחים כי גרסאות שונות של הבעיה הן קשות לפתרון, ומתארים גם מקרים שבהם הבעיה פולינומיאלית. כמו כן, אנו מציגים אלגוריתמי קירוב לאחת הגרסאות הקשות. אלגוריתמי הקירוב שימשו השראה לתוכנה חדשה בשם HYDEN שפיתחנו לתכנון תחלים בעלי ניוון גבוה לקבוצה של רצפים גנטיים. התוכנה הופעלה בהצלחה בניסוי לזיהוי הגנים המקודדים לקולטני הריח באדם (Human olfactory receptor genes). בניסוי זה, השתמשנו ב-HYDEN לצורך תכנון תחלים בעלי ניוון עד 1010, שהגבירו עם ספציפיות גבוהה גנים חדשים רבים ממשפחה זו, ושילשו את מספר הגנים שהיו ידועים באותה עת.

מבוא
תגובת שרשרת של פולימרז, או PCR, היא טכניקה להגדלת מספר העותקים של אזור מסוים בד.נ.א. לצרכי ריצוף או מחקר. על מנת להשתמש ב-PCR, יש לדעת מהם הרצפים המדויקים שנמצאים משני הצדדים של אזור המטרה. רצפים אלה משמשים לתכנון שתי שרשראות ד.נ.א. סינתטיות, או תחלים (primers), לרב באורך 30-20 בסיסים. כל מחזור של PCR מורכב משלושה שלבים. תחילה, מחממים את הד.נ.א. כדי להפריד את שני הגדילים. לאחר מכן, מוסיפים כמות גדולה של שני התחלים ומקררים את התערובת על מנת לאפשר לתחלים להיקשר (hybridize) לרצפים הגנומיים המשלימים. בשלב השלישי, מחממים את התערובת יחד עם פולימרז (polymerase) וארבעת הבסיסים (A,C,G,T). הפולימרז קורא את רצף הגדיל שאליו נקשר התחל, ומחבר לגדיל את הבסיסים המשלימים. כלומר, הפולימרז מתחיל מכל תחל שנקשר לד.נ.א., מאריך אותו, ויוצר גדיל שיכול לקשור תחלים במחזור הבא. מכאן שכל מחזור של PCR מכפיל את כמות הד.נ.א. באזור שבין שני התחלים. לאחר 20 מחזורים רצף הד.נ.א. הזה מוגבר פי מיליון. בניסוי PCR טיפוסי מבצעים 40-30 מחזורים והתהליך כולו אורך מספר שעות. 
תחל של PCR נקרא מנוון (degenerate) אם חלק מהמיקומים בו מכילים מספר בסיסים אפשריים [23]. לדוגמא, בתחל: GG{C,G}A{C,G,T}A, המיקום השלישי הוא C או G, והחמישי הוא C, G או T.  הניוון (degeneracy) של התחל הוא מספר הרצפים השונים שהוא מכיל. למשל, הניוון של התחל לעיל הוא 6. תחלים מנוונים קלים וזולים לייצור כמו תחלים רגילים, ומשתמשים בהם ביישומים שונים לצורך הגברת רצפים גנטיים קרובים. ברב היישומים הקיימים משתמשים בניוונים נמוכים של עד כמה מאות. בעבודה זו נבחן את הבעיה של תכנון תחלים בעלי ניוון גבוה. 

במצב טיפוסי נתון אוסף של רצפים קרובים, כגון רצפי ד.נ.א. של גנים הומולוגים, והמטרה היא לתכנן תחלים שיתאימו לכמה שיותר רצפים. פתרון פשוט הוא עימוד הרצפים ללא פערים (ungapped alignment), ספירת מספר הבסיסים השונים בכל מקום לאורך העימוד, וחיפוש חלון באורך הרצוי (לרב 30-20), שבו מכפלת המספרים נמוכה. פתרון זה נותן לרב תחלים בעלי ניוון גבוה מדי. לכן, במצב כזה עלינו להתפשר ולחפש תחלים שיגבירו את רב הרצפים, אך לא בהכרח את כולם. מטרתנו כאן היא לפתח שיטה לתכנון תחלים, שתאפשר איזון בין הניוון והכיסוי (מספר הרצפים אליהם מתאימים התחלים). אנו קוראים למטרה זו "תכנון תחל מנוון" Degenerate Primer Design), ובקיצור (DPD. 
קיימות סיבות שונות לחקר DPD. אנו, למשל, היינו מעורבים בפרוייקט עם הקבוצות שלH. Lehrach  MPI ) (Berlin ודורון לנצט (מכון וייצמן) למציאת גנים של קולטני ריח באדם. בתחילת הפרוייקט, שקדם לפרסום הגנום האנושי, רק 127 גנים כאלו היו ידועים במלואם, ומטרתנו הייתה להגביר (ב-PCR) גנים נוספים באמצעות תחלים מנוונים. הרציונל היה שתחלים המתאימים לרבים מהגנים הידועים יגבירו גם גנים חדשים רבים מאותה משפחה, שרצפיהם קרובים. רוב הגנים של קולטני ריח מכילים אזורים שמורים, ולכן התחלים תוכננו להתאים לאזורים אלו. הגנים הללו מורכבים מאקסון מקודד יחיד באורך כ-1000 בסיסים, כך שההגברה יכולה היתה להתבצע על רצפים גנומיים. במשפחות גנים שמכילים אינטרונים ניתן להשתמש בטכניקה דומה להגברה סלקטיבית של cDNA. אפשר ליישם את הטכניקה למשפחות שונות, ולחשיפת גנים ממשפחה מסויימת במין שלא רוצף על סמך גנים ידועים מאותה המשפחה במין קרוב. בניתוח cDNA ניתן להשתמש בתחלים מנוונים להגברת גנים והערכת שכיחותם. 
בעית תכנון התחל המנוון קשורה לבעית בחירת התחל (Primer Selection Problem) [31], שבה המטרה היא למצוא מספר מינימלי של תחלים לא מנוונים הדרושים להגברת קבוצה של רצפים גנטים. מספר אלגוריתמים פותחו לפתרון בעיה זו, וחלקם לוקחים בחשבון שיקולים ביולוגיים שונים ומגבלות טכניות (ראה, למשל, [8]). אף על פי כן, עבור משפחות גנים גדולות, דרוש מספר גדול למדי של תחלים על מנת לכסות אחוז גדול של הגנים מבלי לאבד ספציפיות. יתר על כן, מכיוון שהתחלים אינם מנוונים, הרי שהם לא מגבירים מספר רב של גנים חדשים. כיום, תחלים מנוונים מתוכננים לרוב ע"י בחינה ידנית של העימוד  (multiple alignment)של רצפי המטרה. CODEHOP הינה תוכנה לתכנון תחלים לרצפי חלבונים מעומדים [35]. לכל עימוד נתון יוצרת התוכנה זוג תחלים. כל תחל מורכב מאזור מנוון בצד ה-'3, לרוב עם ניוון עד 128, ורצף קונצנזוס לא מנוון בצד ה-'5 לייצוב ההתגבשות (annealing). CODEHOP עובדת היטב עבור קבוצות של חלבונים, כשהיא מתחשבת בשכיחויות הקודונים בגנום המטרה וכן בטמפרטורת ההתגבשות הרצויה. יחד עם זאת, היא איננה מתאימה ליצירת תחלים בעלי ניוון מאד גבוה עבור קבוצות גדולות של רצפים גנומיים ארוכים. 

בעית תכנון התחל המנוון דומה גם לבעית מציאת מוטיב (motif finding). אולם, המטרה של אלגוריתמים למציאת מוטיב הינה למצוא מוטיב "מפתיע", כלומר, תבנית שמופיעה יותר מהצפוי לפי הסתברויות הרקע (ראה, לדוגמא, [2,5,16,19,22,26,32,39]). ב-DPD, לעומת זאת, שיקול זה אינו רלוונטי, ואנו מתעניינים רק בכיסוי ובניוון של התחל.

בעבודה זו נחקור את בעית תכנון התחל המנוון מבחינה תיאורטית ופרקטית. בהיבט התיאורטי, נגדיר מספר גירסאות של הבעיה, נתאר תנאים שעבורם הבעיה פולינומיאלית, ונוכיח מתי הבעיה היא NP-קשה. באחת הגירסאות נתון הניוון של התחל וצריך למקסם את מספר הרצפים שהוא מכסה. נפתח מספר אלגוריתמי קירוב פולינומיאליים עבור גירסה זו. בהיבט הפרקטי, נתאר תוכנה חדשה בשם  HYDEN לתכנון תחלים בעלי ניוון גבוה. תוכנה זו היא היוריסטיקה שמשתמשת ברעיונות שפותחו בחלק התיאורטי. HYDEN יושמה במסגרת ניסוי לחיפוש גנים חדשים של קולטני ריח באדם. בניסוי זה, השתמשנו ב-HYDEN על מנת לתכנן זוגות תחלים בעלי ניוון עד 1010·1.4. תחלים אלו היו מאד רגישים וספציפיים – מצד אחד, הם שילשו את מספר הגנים שהיו ידועים בזמנו, ומצד שני, הם הגבירו מספר זניח של רצפים לא קשורים. בנוסף לתוצאות הניסויים, ננתח את הביצועים של התחלים על קבוצת ביקורת גדולה, שנלקחה מהטיוטה הראשונה של הגנום האנושי [14]. נדווח גם על  תוצאות ראשוניות של ניסוי לפיענוח הגנים של חוש הריח בכלב. 

חלקים מעבודה זו הופיעו ב-[27] וב-[11]. 

מבנה התזה כדלהלן: בפרק 2 ניתן הגדרות פורמליות של הבעיות; בפרק 3 נתאר תוצאות קשיות ואלגוריתמים פולינומיאליים; בפרק 4 נפתח אלגוריתמי קירוב; פרק 5 מתאר את התוכנה HYDEN; פרק 6 מציג את הביצועים של HYDEN במסגרת הפרוייקט לפיענוח הגנים של קולטני הריח באדם; ובפרק 7 נסכם את העבודה במתן כיוונים למחקר עתידי.

