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T60 valmimise pohjused 1

* PCR (poliimeraasahelreaktsioon) — kindlate
genoomis esinevate jarjestuste (nt. SNP-sid
timbritsevad alad) paljundamiseks
(voimendamiseks) ning detekteerimiseks

 Kui uuritavaid jarjestusi on palju ning genoomset
materjali vahe, on kasulik multipleks-PCR e.
reaktsiooni labiviimine mitme praimeripaariga



To0 valmimise pohjused 2

* Multipleks-PCR1 labiviimist piiravad nt.
praimerite ja produktide liksteisega ja omavahel
seondumiste tugevused, produktide pikkuse
erinevused

* Suvalisi praimeripaare €1 saa alati kasutada koos,
korraga uuritavate lookuste hulk on piiratud

* Suure hulga lookuste korral on oluline saada
sarnase suurusega grupid



Programm Multiplx

e Jaotab sisendiks saadud praimeripaarid gruppidesse,
arvestades kasutaja puiranguid grupi suurustele

* Praimeripaaride kokkusobivuse hindamiseks suudab
arvestada jargmiste kriteeriumitega:

— praimerite ja produktide vahelised seondumised (lokaalse
ja globaalse ning 3" 10pust lahtuva joonduse pohjal)

— produkti pikkus ja pikkuse erinevus

— kasutaja poolt antud lisandprogrammi (plugin) poolt
saadud sobivuse hinnang



Oligonukleotiidide seostumine

* Lokaalne joondus — Needleman-Wunchi algoritm,
leitakse suvalise pikkusega suvalisest kohast
algav kattuv 101k, mis on kdige sarnasem

* Globaalne joondus — piitiab oligonukleotiidid
“kokku sobitada” voimalikult taies ulatuses

e 3'-joondus — piiiitakse leida parim seostumine,
mille siis jadb vihemalt iihe oligonukleotiidid 3°
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Grupeerimismetoodika

* Piiliab praimeripaarid paigutada gruppidesse,
kuhu nad sobivad (e1 uileta kasutaja poolt antud
pure) ega iileta maksimaalset grupi suurust

* Hiljem piilitakse minimaalsest vaiksema
suurusega grupid tdita elementidega minimaalsest
suurematest gruppidest parit elementidega

* Soovi korral on voimalik grupeerimist lab1 viia
juhuslikus jarjekorras valitud praimeripaaridena
ning paljukordselt



Programmi hindamine

e Katrin Kepp vordles programmi grupeerimise efektiivsust
laboris vorreldes juhuslikult gruppidesse paigutamisega
(vt. diagramm - valenegatiivsete vastuste hulk)

e Moaistliku suurusega gruppide korral margatavalt vaiksem
valenegatiivsete ja valepositiivsete signaalide hulk

e Kasutatavad gruppi sobivuse kriteeriumid —
praimer/praimer globaalne, praimer/praimer 3',
praimer/praimer lokaalne, praimer/produkt lokaalne



Relative efficiency of grouping comparing to singleplex PCR
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Programmi hindamine 2

* Praimeripaaride kokkusobivuse hindamiseks
arvutatavate seostumistugevuste leidmine on
acganOudev ning kasvab enam kui ruutvordeliselt
praimeripaaride arvuga

e Kdige acganoudvam on produktidega
seondumiste arvutamine, kuna produktid on pikad

* Grupeerimine toimub kiiresti — nt. 11
praimeripaari korral 4 seostumisparameetri
arvutamine ~13 s, 100 000-kordne juhuslik
grupeerimine ~2.6 s



Teie poolt, lugupeetud kuulajad...

Oponendi arvamus ning kuulajate kst
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