Benita,       Regionalized GC content of template DNA as a predictor of PCR success.  NAR 2003
1. Mida ja milleks
 Analüüsiti kuidas töötavad praimerid mis on tehtud 1438 inimese exonile. Tehti nested PCR’i.  Edu 83,4%. Siis analüüsisid 27 erinevat parameetrit ja leidsid, et enim sõltub kvaliteet produkti GC sisaldusest. Parandusi  arvesse võttes edu 94,8%.

2. kuidas praimerid disainiti

Iga sihtmärk järestusest võeti 21 nukleotiidi mõlemast otsast praimeriks.  Praimereid lühendati ainult siis, kui 3’ otsa viimase 5 nt seas  oli  4  GC’d või  3 T’d. Sellistel juhtudel eemaldati kuni 5nt, kõige lühem praimer on 16nt.

PCR järgneb vektorisse kloneerimine kasutades Invitrogeni GatewayTM  , kus PCR produktile lisatakse kaks adapterit. ( kuidas  ei saa aru, sest forw. ja rev.  5’ lisatakse  erinevad praimerid, aga kuidas seda teha, kui asi on juba PCG produkt?)

3. Logistic regression

SPSS paket.  a stepwise backward likelihood ratio (LR) logistic regression. P-value<0.05 

4.  Programmid

 Produkti DNA  ja praimerite analüüsiks kasutati “Phytonit” , andmebaas FileMaker ja statistiline analüüs SPSS’s. Oma kirjutatud programmid on saadaval 

                                    http://wwwcmc.pharm.uu.nl/moret/pub/benita.

5. Tulemused
2876 primerist , 2501 ei muudetud, 

1±4 nt eemaldati  375 praimeril

However, when combined parameters are examined, for example, Tm and 3’ end internal stability together, results are less clear-cut. In the latter example, only 60% of the primers were within the recommended range and only 37% of the primer pairs were both within the range. Primers had 4.8 signifcant hits, on

average, when compared with the human genome using BLAST. A search of the entire human genome for potential PCR products that required the primers to be on opposite strands and not more than 2000 nucleotides apart predicted

that only one PCR product could be formed by in silico.

Vt. ka 

Tabel 1   milliseid muutujaid üldse vaadeldi

Tabel 2   praimerite keskmised omadused -  on toodud ka piirväärtused

Tabel 3   Praimerieid  ja produkti iseloomustavad  omadused . samuti keskmine ja piirväärtused

PCR hindamine

Positiivne tulemus kui on vähemalt 1 band +- 10% piires eeldavast pikkusest ja pikkus >350bp.

Väikeste produktide puhul lubati  +-15%

Pikkus < 120bp debris.

1226 (83.4%) vastas tingimustele. Neist 857 (70%) 1 selge band ja teine minoorne

305 (25%),    2 bandi, 

54 (4.4%),     3 bandi,

8 (0.75%)      4 bandi.

212 (14.7%) ei vastanud   neist 69 ei andnud üldse produkti ja 44 andsid vale pikkusega.

Tulemuste  analüüs – seoste otsimine

A set – need, mis ei andnud produkti   212t

B set – need, mis andsid produkti 
   318t

STAT  one-way ANOVA  ja   “stepwise backward LR logarithmic regression”

one-way ANOVA  

Tm ja GC sisaldus on praimerite tasemel kõige paremas korrelatsioonis ja on parameetrid, mis korreleeruvad totaalse GC sisaldusega.

GCproduct, GCratio,  Tm Product and Ta Opt
Korrelatsiooni mudeli ehitamisel alustati 27’st erinevast praimerit ja produkti iseloomustavast  muutujate komplektist ja ebaolulised muutujad eemaldati mudelist ükshaaval vastavalt   “stepwise backward LR logarithmic regression”.

Parima korrelatsiooni praimerite A ja B komplektiga annavad  NormAUCGC and NormAUCTm   

Eelneva põhjal koostati valem, mis arvutab PCR õnnestumise tõenäosuse.
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mudeli tundlikus – võime leida üles kõik õiged positiivsed    85,2%

mudeli spetsiifilisus – võime õigeid positiivseid õieti ennustada, mitte ennustada valesid  94.8%

Discussion

Therefore, when faced with the task of large-scale PCR, we recommend dividing the samples into three groups and subsequently optimizing the PCR for successful outcomes in each of the following categories: sequences with 

NormAUCGC < 340; 

NormAUCGC between 340 and 750;

and NormAUCGC > 750. 
