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Lthendid ja mdisted

auk joonduses mittekattuvate nukleotiidide piirkond (gap)

matriits ahel, mille pealt DNA polimeraas uue, komplementaarse ahela
siinteesib (template)

PCR pol imeraasahel reaktsi oon (polymerase chain reaction)

piirav vaartus véartus, millegaleitud skoori vorreldakse, tldjuhul ei ole piirava
vaartuse Uletamine lubatud (cutoff)

skoor vaartus, sobivuse hinnang (score)

SNP Uhenukleotiidne pol imorfism (single nucleotide polymor phism)



Sissejuhatus

Nii nagu tundub ténapdeval kummaline kohata bioloogi, kes el tea midagi geenidest,
e saa ilmselt tésiselt votta ka Uhtegi biotehnoloogiaga tegelevat inimest, kellele
midagi e Utle tdhekombinatsioon PCR, eestikeel se vastega pol imeraasahel reaktsioon.
PCR abil on véimalik paljundada valitud |6ike genoomsest materjalist (eeldusel, et
sellised 16igud seal eksisteerivad), et hiljem teha need néiteks nahtavaks
elektroforeesil. Meetod on laialt kasutuses mitmete genoomse materjaliga seotud
toimingute juures, muuhulgas ka inimese vereproovist eraldatud genoomsete
elementide analllisiks. Tulupilisess PCR reaktsioonis osaevad polimeraas
(kuumaveebakterist saadud genoomset materjali paljundav valk), genoomne materjal,
kaks praimerit (oligonukleotiidid, mis seonduvad paljundatava jérjestuse otstele) ja
nn. PCR puhver. Inimese geenide anallils vereproovist on tudpiline ndide, kus
soovitakse sama genoomse materjali pealt paljundada e. amplifitseerida mitmeid
erinevaid 16ike. See nduab kas rohkemate praimerite reaktsioonisegusse lisamist vOi
identse genoomse materjali piisava hulga korral iga 16igu jaoks eradi reaktsiooni
l[abiviimist. Inimese vereproovide puhul e ole métet materjaliga pillavalt Umber kdia
ning seetdttu on maottekam eri 16ike korraga amplifitseerida, samas tuleb sellisel juhul
arvestada praimerite omavahelist v6i produktidega seondumist ning mitmeid teis
piiravaid tegureid. Selliseid tegurid seavad piirangu korraga amplifitseeritavate
genoomildikude hulgale, samuti piirab ka kasutatav metoodika. Uuritavad piirkonnad
ning neile vastavad praimerid tuleks jaotada gruppidesse nii, et grupid el oleks liiga
suured ega liiga véikesed ning samas oleks kasvOi genoomse materjali sééstmise
huvides kasulik, kui gruppe oleks voimalikult véhe. Antud probleemile lahenduse
leidmiseks sai vdja tootatud arvutiprogramm nimega Multiplx (miks mitte Multiplex
— pbhjus on autori teatavas nostalgias MS-DOSi-laadsete slisteemide suhtes, kus
teatavasti failinime pikkus e saanud olla Ule 8 mérgi ning Multiplex oleks samas liiga
triviaalne ldhenemine programmi nimetamisel), sellele programmile ongi pihendatud
antud t66. Programm ise e ole kahjuks vabalt kéttesaadav, 6igused sellele on ostnud
Uks Tartu biotehnoloogiafirma, kes mitib antud programmi edasiarendatud, Windows-

platvormil to6tavat versiooni WinMultiplx.



| Teoreetiline osa

1 PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction e. polumeraasi ahelreaktsioon) on
molekulaarbioloogias laiat rakendatav meetod, mida vOib kasutada
genotlpiseerimisel, punktmutatsioonide uurimisel, genoomse DNA kloneerimisel jm.

Eesmérk on saada Uhest geenildigust palju koopiaid, mida ténu suurele hulgale on

néiteks hiljem lihtsam detekteerida. PCR koosneb kolmest etapist, mida korratakse

tstkliliselt:

- denaturatsioon — genoomse DNA puhul temperatuuril 93-95 °C. DNA kaksikahel
I6hutakse kaheks Uksikahelaks. Sellisel temperatuuril 16pevad éra ensimaatilised
reaktsioonid, nditeks DNA stintees eelmisest tsiiklist.

- anneding e. praimerite seostumine DNA-le (~50-70 °C). Uheahelalise praimeri ja
Uheahelalise matriitsi (template) vahel moodustuvad ja katkevad vesiniksidemed.
Stabiilsemale  kaksikahelale saab  seostuda  polUmeraas  (tUdpiliselt
kuumaveebakterist eraldatud nn. Tag-polimeraas) ning agab matriits
duplitseerimine.

- ekstensioon e. DNA siintees (70-75 °C). PolUmeraas lisab dNTP-sid praimeri 3’
otsa. Praimerid, mida polimeraas on juba pikendanud, on stabiilsemad tanu
tekkinud uutele vesiniksidemetele, Ulgdanud praimerid matriitsi kiljes e pus
ning voivad seonduda teistele positsioonidele jargmises tstklis.

Tsuklit korratakse 25-45 korda (Glick, Pasternack, 1998).

1.1 PCR praimerite disain

PCR teostamiseks on vaga teada amplifitseeritava DNA jérjestust, mille alusel

disainida praimerid — 15-30-meersed stnteetilised nukleotiidid. Praimerite disainil

tuleb arvestada jargnevaga:

- praimerite sulamistemperatuur (T,,) peaks olema50-70 °C

- pramerite GC sisaldus peaks olema 50-55%, véiksema GC sisalduse puhul tuleb
sulamistemperatuuri téstmiseks tle 50 °C disainida praimerid pikkusega tle 20

nukleotiidi



- vdltida tuleks Uhe vdi kahe nukleotiidi kordusi, eriti 3 otsas, kuna see vdib
pohjustada sekundaarseid hibridisatsioone
- praimeri 3' ots on stabiilsem, kui seal asub G vai C nukleotiid

- pramerid @ tohiks moodustada sekundaarstruktuure ning di- ja oligomeere

1.2 PCR praimerite disainiks kasutatavad programmid

Suured molekulaarbioloogias kasutavad programmide paketid nagu EMBOSS
(http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/ EMBOSS/, vabavara) ja GCG

(http://www.accelrys.com/about/geg.html, kommertstarkvara) sisaldavad programme
praimerite disainimiseks, vastavalt Primaja Prime. Laiat tuntud ning ka veebibrauseri
kaudu kasutav on Primer3 (Rozen, Skaletsky,
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_code.html, vabavara) (veebi kaudu kasutatav

variant  http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi), Vvarasemates
versioonis nimega Primer. Erinevate t66pdhimabtete ja sisendandmetega on ka néiteks

programmid PrimerDesign (http://www.chemie.uni-
marburg.de/~becker/pdhome.html, DOY), PC-Rare (Griffais,

http://bi p.weizmann.ac.il/mb/bioguide/pcr/PCRsof PC_Rare.html, Mac, Windows),

PRIDE (http://www.uni-duesseldorf.de/urz/hardware/server/pride/PRIDE.html,
Solaris, Digital Unix, Linux), PerlPrimer (http:/perlprimer.sourceforge.net/,

Windows, Unix, Mac). Veebibrauseri kaudu kasutatavad on veel NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html,  Windows,
Mac), GeneFisher (http://www.genefisher.de/, CGI), Web Primer (SGD,

http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer, CGIl). Toodud nimekirja voiks veel

pikalt jatkata

Optimaalse praimeripaari leildmine nBuab mitmete parameetrite optimeerimist.
Viimase kiimne aasta jooksul on kujunenud vélja kindel hulk pohiparameetreid, mida
kasutavad paljud programmid (Burpo, 2001). Neist on tgpsemalt juttu allpool. Enamik
programme leiavad praimeri kriteeriumite tegelikud vaartused ning suunavad neid, et
leida optimaalne praimer kindlaks kasutuguhtumiks (Kampke, et a, 2001). Kuid
nditeks PRIDE kasutab kvalitatiivset kasutga sisendit ning arvutustes hagusat
loogikat (Haas, et a, 1998).



2 PCR kvaliteeti mdjutavad parameetrid

PCR kvaliteedi all tuleb moista pOhiliselt seda, kuivord efektiivselt seostuvad
praimerid Gigetesse kohtadesse ning seostumise stabiilsust. Kvaliteedi méaéravad

pohiliselt jargnevalt toodud parameetrid.

2.1 Praimerite sulamistemperatuur

Lihtsustatud léahenemine praimerite sulamistemperatuuri arvutamisele on lisada 2 °C
iga A-T paari ning 4 °C iga G-C paari kohta (Suggs et a, 1981). Seda nimetatakse ka
Wallace'i reegliks. Enamasti kasutatakse tépsemat valemit

H

T =— K*
S+ RIn(c/4)

—-273.15°C +16.6l0g,,

kus H on nukleotiidide hiubridiseerumisest tekkinud entalpia muutude summa, S
analoogiliselt entroopia muutude summa, R gaasikonstant (8,31 Jmol), ¢ ahelate
keskmine molaarne kontsentratsioon. lseendaga komplementaarse ahela puhul
kasutatakse c/4 asemel valemis c. Sellist valemit kasutab oma téos néditeks programm
Primer3.

Kogu praimeri sulamistemperatuuri arvutamiseks kasutavad paljud programmid nn.
|ahimate naabrite meetodit (Breslauer, et al, 1986). See tdhendab, et H ja S saadakse
kui Uksikute naabrite panuste summa.

Praimeripaari korral peab praimerite sulamistemperatuur erinema vahesel méaral, et

tagada voimalikult Ghtlane erisuunaliste praimerite scondumine.

2.2 Kordusjéarjestused

Kordugérjestused (nt. Alu), moodustavad inimese genoomist 50% voi Ule selle. Et
valtida mittespetsiifilist seondumist genoomis korduvatele |Gikudele, testivad mitmed
programmid (nt. PRIMER) prameri  komplementaarsust  genoomsete

kordug érjestustega voi valditakse kordusi heksa/oktameeride sagedustabeli kaudu.

2.3 Poli-N traktid

Sarnaselt kordugjérjestustele pdhjustab ka Uhe nukleotiidi paljukordne jarjest
esinemine seostumise mittespetsiifilisust. Samuti korduvad di ja trinukleotiidid.

Tlupiliselt esineb matriitsis pikki komplementaarseid kordusi, pikemaid kui praimeris



ning mitmes kohas, mis vdimaldab praimeril seonduda paljudesse erinevatesse

kohtadesse.

2.4 Praimerite vahelised interaktsioonid

Uhe praimeripaariga (single-plex) reaktsioonis tuleb kontrollida praimeri seondumist
iseenda ja vastaspraimeriga ning 3’ otsa seostumist enda ja vastaspraimeri 3' poole
jarjestusega, multipleks-reaktsioonis kdiki praimereid omavahel. Iseenda vdi mdne
teise reaktsioonis osaleva praimeriga hubridiseerudes vaheneb template DNA’ga
seostuvate praimerite kontsentratsioon ning vOivad tekkida praimerite dimeerid

(Kéampke et a, 2000) voi sekundaarstruktuurid nt. juuksendel astruktuur (hairpin).

2.5 Produkti pikkus

Luhemad PCR produktid seostuvad véiksema tOendosusega valede praimeritega.
Sobiv PCR produkti pikkus oleneb genoomsete jérjestuste puhul asukohast, naiteks
mikrosatelliitide puhul on edlistatud kuni 150 aluspaari, heterodupleksi analliiiside
korral 250-500 aluspaari pikkune produkt (Wallace, unpublished). PCR reaktsioonis
on soovitav omada sarnase pikkusega produkte vordsete koguste tagamiseks ja masina
tstikli aegade Uhtlustamiseks, multipleks-PCR puhul vdimaldab aga erinev produktide
pikkus neid kergemini eristada. Uldjuhul jadb sobiv produkti pikkuse vahemik 100 ja
1000 nukleotiidi vahele.

2.6 Praimerite pikkus

Tavaliselt loetakse killaldaseks praimeri pikkusi alates 18 nukleotiidist. Kindel 18
aluse pikkune oligonukleotiid esineb keskmiselt korra 418 = ~7 x 10w© (70 Gb)
pikkuses jarjestuses, ta e tohiks seostuda rohkem kui Uhte positsiooni enamikes
eukartiootsetes genoomides. Samas e ole genoomi jarjestus juhudlik, mis vdib nduda
pikemaid praimereid, et valtida mittespetsiifilist seondumist. Lihemad praimerid
seostuvad sellise suurusega genoomides suure téendosusega mitmesse kohta, kuid
neid vOib kasutada néiteks juhul, kui matriitsiks (template) on plasmiidne DNA.

Praimeri pikkus mdjutab ka sulamistemperatuuri, iga lisatud nukleotiid tdstab seda.
Pikemad praimerid nfuavad suuremat AT-sisaldust, et sulamistemperatuur ja8ks

mai stlikkusse vahemikku.



2.7 Praimerite GC nukleotiidide sisaldus

Praimeri nukleotiidide sisaldus prameri 3' otsas méarab seostumise spetsiifilisuse
DNA jérjestusega. On soovitatud kasutada kérge GC-sisaldusega 3’ otsa (enamasti
50-55%), kuid on ndidatud, et kérge GC-sisaldusega 3'ots vdib pdhjustada
valeseostumisi ja halvendada PCR kvaliteeti (Li et a, 1997). GC sisaldus mdjutab

samuti sulamistemperatuuri.

3 Seostumise arvutamise meetodid

PCR modelleerimisel tuleb arvutada praimerite seostumiste arvu ja seostumistugevust
teiste praimerite, produktide vdi genoomiga. Olulissmad on praimer-praimer
interaktsioonid. Vahel arvutatakse vélja seostumise tugevus absoluutskaalal,
mdnikord aga lubatakse lihtsustus ja loetakse vordseks A-T ja G-C seondumise
tugevus ning tihti arvutatakse seostumise tugevus suhtelisel skaalal, n.6. skoorina.

Seostumiste leidmisel kasutatakse jargnevaid meetodeid:

3.1 Aukudeta joondus

Aukudeta joonduse (gapless alignment) leidmine on kd&ige lihtsam seostumise
arvutamise meetod. Esimese jarjestuse positsiooni teise suhtes varieeritakse ning iga
positsiooni jaoks loetakse komplementaarsed ja mittekomplementaarsed nukleotiidid,
vastavalt millele suurendatakse voi vahendatakse skoori. Eraldi vaértused voivad olla
teadmata nukleotiidide jaoks. Eeldusel, et tugevam seostumine annab suurema skoori,
loetakse 18plikuks seostumise tugevuseks maksimaalne leitud vaartus. Monel juhul
vOib tegeliku seondumise kadigus osa nukleotiide paardumata jééda, mida antud

algoritm e arvesta.

3.2 Smith-Waterman

Smith-Watermani  algoritm  (Smith, Waterman, 1981) on nn. dinaamilise
programmeerimise (dynamic programming) agoritm. Optimaalseima joonduse
leidmiseks arvutatakse , headust” nditav punktisumma (score) kahe jérjestuse iga
vOimaliku positsiooni kombinatsiooni kohta ning 18puks leitakse koostatud tabeli
vaartustest maksimum. Maksimumi leidumise kohalt tagasi suundudes (backtracking)

on vdimalik leida optimaal ne joondus.
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Punktisumma e ole Uheselt méadratud, vaid sOltub algoritmile antavatest
parameetritest — tldpiliselt positiivne , preemia‘ seondumise (match) jaoks ning
negatiivne , karistus’ mitteseondumise (mismatch) ja augu (gap) eest.

Algoritmi tookiirust on voimalik tdsta, kui piirata voimalikku augu pikkust.

3.3 BLAST

BLASTI (Basic Local Alignment Search Tool) agoritmi vorreldes Smith-Watermani
algoritmiga iseloomustab véiksem tundlikkus (sensitivity) ja suurem tookiirus.
Kasutades lUhikestel sbnadel baseeruvat heuristikat, pltab BLAST ligikaudu
realiseerida nn. maksimaalsete segmendipaaride (maximal segment pairs) algoritmi.
Maksmaalsete segmendipaaride joonduste statistikud on arusaadavad ja seega on
voimalik arvutada olulisustéenaosus (Altschul et a, 1997). Ent selline joondus e saa
sisaldada auke, mist6ttu ka BLAST eeldab, et insertsioonid ja deletsioonid oluliselt
joondust ei mdjuta.

Taopiline BLASTI kasutus on antud etalonjérjestusega sarnaste jarjestuse otsimist
kandidaatjdrjestuste seast, nditeks genoomi andmebaasist. BLASTi annaks kasutada
praimerite ja produktide vahelise seondumistugevuse arvutamiseks, kui suur tdpsus el
ole nbutav.

Praeguseks on arendatud ka téiustatud versioone BLASTIst, mis on parema
tundlikkuse voi kiirusega ning voivad lubada ka auke joonduses. Nimetada voiks

néiteks MEGABLASTI.

3.4 Suffiksipuud

Suffiksipuud (suffix tree) on Uks vBimalik efektiivne jérjestuste esitamise viis. Nagu
nimigi Utleb, sisadab suffiksipuu sinna lisatava stringi kdiki  suffikseid ehk
alamstringe, mis algavad suvalisest kohast, ent |8pevad stringi |8pus. Lihtsamal juhul
vajuvad igast tipust kaared tema alamtippudesse vastavalt sellele, milline on lisatud
stringi voi tema suffiksi jargmine téht. Keerulisemal (ja efektiivsemal) juhul hoitakse
kaartel viiteid lisatud stringi alamstringi alguspositsioonile ja pikkusele. Samuiti
voivad tipud sisaldada viiteid teistele puus sisalduvatel e tippudele.

Suffiksipuu rakendusi informaatikas ja bioinformaatikas on mitmeid. Uldistatud

sufiksipuus on vAimalik otsida néiteks pikim thine alamjada gjahinnanguga O(m), kus
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m on Uldistatud sufiksipuu suurus. Samuti on Uldistatud suffiksipuust véimalik otsida
koikidest sinna lisatud stringidest Uheaegselt keerukusega O(n + k), kus n on otsitava
sbne pikkus ning k selle sbne esinemiste arv. Suffiksipuudel baseeruvalt on véimalik
koostada kogu genoomi joondus, nagu seda teevad programmid MUMmer (Delcher,
et a., 2002) ja Multiple Genome Aligner (H6hI, et al., 2002). Samuti on suffiksipuude
kasutamine efektiivne mikrokiibile seotud oligonukleotiidsete signatuuride leidmisel

geeniekspressiooni uurimisel (Kaderali, Schliep, 2002).

3.5 Rasialgoritmid

Rasialgoritmid  (hashing algorithms)  vO@imaldavad kiirendada otsinguid
andmebaasidest. Rasimine (hashing) jaotab jarjestuse suhteliselt |Uhikesteks sbnadeks
ning nende pohjal on vdimalik koostada otsingut hdlbustav ,indeks*. Alamjéarjestuste
asemel voivad indeksis olla ka nn. sdrmejdjed (fingerprint, message digest), mis
saadakse spetsiadlset rasifunktsiooni kasutades. Rasimise kombineerimisel teiste

meetoditega on vdimalik sarnaste jarjestuste otsingu keerukus viia lineaarseks.

3.6 Kui pikka ala praimerist arvestada

Pludes arvutudikult ennustada praimerite seondumist genoomi, voib piisava tgpsuse
anda juba praimeri osalise jarjestuse kasutamine. On ndidatud, et véhemalt 13
nukleotiidi arvestamine praimeri 3' |0pust tagab arvestatava kvaliteedi (Andreson et.
al, unpublished). Praimeri osalise ja seega |Uhema jarjestuse kasutamine voimaldab

effekti arvutuskiiruses, naiteks suuremddtmelise genotiipi seerimise korral.

12



4 PCR multipleks

TUupilise Uhe praimeripaariga (single-plex) PCR reaktsiooni asemel voib samas
keskkonnas korraga ldbi viia mitme erineva |6igu Uheaegse amplifitseerimise. See
vOimaldab sédsta genoomset materjali ning on leidnud kasutust néiteks deletsioonide,
mutatsioonide ja pol imorfismide analtitisil (Henegariu, et al., 1997). Uhes
reaktsioonis amplifitseeritavate lookuste arv on siiski piiratud, kunavajalik on véltida
erinevaid interaktsioone praimerite ja produktide vahel. Kui vajalikku arvu lookusi el
ole vBimalik amplifitseerida Uihes reaktsioonis, on siiski vBimalus lasta arvutil
minimiseerida vajalike reaktsioonide hulka. Praimeripaaride jaotamisest (tlupiliselt

voimalikult vaikesesse hulka) gruppidesse tulebki jargnevalt juttu.

4.1 Olulised parameetrid grupeerimisel

Olulised grupeerimise parameetrid voib jaotada:

4.1.1 Energia piirvaartused (cutoffs)

Kui oligonukleotiidide seostumisenergia e ole vaga suur, toimub paardumine
piisavalt ndrgalt, et mitte alandada liiga palju PCR multipleks-reaktsiooni kvaliteeti.
Seostumisenergiat arvutatakse mitmel viisil ning erinevatest oligonukleotiididest voi
nende 16ikudest |&htuvalt. Mdned véimalikud variandid on:

1. Pramer-praimer interaktsioonid, molemad otsad

2. Praimer-praimer interaktsioonid, Uks ots

3. Praimer-praimer interaktsioonid, suvaline regioon

4. Praimer-produkt interaktsioonid, Uks ots
5

. Praimer-produkt interaktsioonid, suvaline regioon

4.1.2 Produktide pikkuse erinevuse piirvaartused

Soovitav on omada thes grupis praimereid, mille produktide pikkuste erinevused ei
ole liiga vaikesed ega ka mitte liiga suured. Kui reaktsiooni kaigus tekib kaks vaga
sarnase pikkusega produkti, muudab see raskeks nende eristamise néiteks
elektroforeesil. Liiga suur produkti pikkuste erinevus nduab jéllegi elektroforeesil
suuremat skaalat.
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4.1.3 Praimerite sulamistemperatuuride erinevus

Ideaaljuhul peaksid kdik praimeripaarid multipleks-PCR reaktsioonis vastavaid
lookus amplifitseerima sarnase efektiivsusega (Elnifro et. a, 2000).
Sulamistemperatuuride erinevus pohjustab ka ebavordse amplifitseerimisefektiivsuse,
mis nduab omakord praimerite kontsentratsiooni varieerimist.

4.1.4 Piirangud grupi suurusele

Uhes multipleks-PCR reaktsioonis vdib korraga voimendada tilpiliselt 2-14
(Henegariu, unpublished), monel juhul kuni 26 lookust (Lin et. al, 1996). Nii suure
arvu lookuste kasutamine onnestub siiski vaid parimatel juhtudel voi spetsiaalvotteid
kasutades (neist réaégib ptk. 5), tihti tuleb piirduda 5-10 lookusega (Hacia et al., 1998).
Suure arvu lookuste puhul kannatab PCR kvaliteet, kuna siis on tarvis suuremat hulka
praimereid, see tédhendab aga enamaid kitsendusi keskkonnatingimustele, samuiti
muutub méargatavaks paljude ndrgemate interaktsioonide moju. Samas on eesmark
tavaliselt minimiseerida reaktsioonide arvu ning sellest tulevalt maksimeerida
lookuste hulka.

4.2 Grupeerimise kvaliteeti mdjutavad tegurid

Amplifikatsiooni spetsiifilisus multipleks-PCR reaktsioonis oleneb ka PCR puhvri ja
praimerite kontsentratsioonist ning kasutatavatest temperatuuridest. Puhvrina

kasutatakse néiteks KCl-sisaldavat PCR puhvrit (Henegariu, et al, 1997).

5 Alternatiivid praimerite grupeerimisele

Eelnevalt vaadeldud grupeerimise korral kasutatakse praimeritena |Uhikes
oligonukleotiide, kaks praimerit iga lookuse kohta, ent vdimalike interaktsioonide
kontrollimine muutub keeruliseks kui neid on palju (Wang et. a, 1998). Erinevad
autorid on kirjeldanud teistsuguseid léhenemisi mitmete lookuste Uheaegseks

amplifitseerimiseks.

5.1 PCR supressioonil baseeruv amplifitseerimine (Broude et al., 2001)

Autorid on arendanud meetodi, mis vBimaldab multipleks-PCR-s lookuse kohta
tavapérase kahe praimeri asemel kasutada thte praimerit ning lisaks Uhte praimerit
kogu reaktsiooni kohta s.t. n lookuse amplifitseerimiseks laheb tarvis n+1 praimerit.
Meetod pShineb nn. PCR supressiooni efektil (Lukyanov et a., 1994). Kasutatakse

nn. adaptorpraimerit, mis seostub geenifragmentide 16ppu ligeeritud n.0. adaptoriga
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(Rosenthal, Jones, 1990). Adaptor on u. 40 aluspaari pikk ning kérge GC sisaldusega.
Parast iga denaturatsioonissmmu formeeruvad iseendaga komplementaarsetest
fragmentide [8ppudest dupleksid ning juuksendelastruktuurid (hairpin structures).
Adapterile vastavad praimerid (A-praimerid) e replikeeri taolisi DNA fragmente, ent
juuksendel astruktuuri Uheahelalises silmuses (loop) asuva DNA-ga komplementaarsed
praimerid (T-praimerid) kill. Saadud produkti amplifitseerivad nii A- kui T-
praimerid. Seega toimub PCR ainult ndutavat sihtjarjestust (target) sisaldavates
fragmentides. A-praimer aga on kdigile sihtjarjestustele.

Antud meetodit on dnnestunult kasutatud kuni 14 lookusega multipleks-PCR jaoks,
eesmérgiga saada anallilise tsiitilist fibroosi p&devate inimeste genotlipi seerimiseks.
Taopilise multipleks-PCR korral oleks nii suure arvu lookuste kasutamine tihti
komplitseeritud (Hacia et a., 1998).

5.2 DOP-PCR (Jordan et. al, 2001)

Uks lahenemine unikaalsete genoomse jarjestuse |8ikude amplifitseerimiseks on
kasutada PCR praimeritena lookustevaheliste kordusjarjestustega (néiteks Alu-
jarjestus) komplementaarseid jérjestusi. Niimoodi saavutatud amplifitseeritavate
genoomsete jarjestuste hulk on siiski piiratud. Suurema amplifitseeritavate jérjestuste
hulga annab esidgu kogu genoomi amplifitseerimiseks loodud meetod
degeneratiivsete oligonukleotiididpraimeritega PCR, DOP-PCR. DOP-PCR puhul
kasutatakse praimereid, kus umbes tks kolmandik oligonukleotiidi keskel asuvatest
positsioonidest on degeneratiivsed. Oligonukleotiid, mille 3' otsas on 6 unikaal set
nukleotiidi, amplifitseerib efektiivselt suure osa eurkarliootsest genoomist. Seda
meetodit on kasutatud muuhulgas inimese ja hiire SNP-de genotupiseerimiseks.
Autorid on ndidanud taielikult sekveneeritud genoomide puhul véimalikkust leida
optimeeritud hulk DOP-PCR produkte.

5.3 Affymetrix Inc. massgenotipiseerimise meetod (Matsuzaki et al.,

2004)

Affymetrix, Inc. on arendanud vélja platvormi the praimeriga suuremahuliseks SNP-
de leidmiseks (Ule 10 000 SNP) (Matsuzaki et. a, 2004). Genoom fragmenteeritakse
restriktaaside abil ning segdrel amplifitseeritakse fraktsioonid. Kuna sellega on
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oluliselt véhendatud genoomi komplekssust, on voimalik l&bi viia aleelispetsiifiline
hibridisatsioon maatriksil. Uuritavad SNP-d mé&ératakse pohiliselt l&htuvalt arvuti
poolt ennustatud vastavaid SNP-sid dSisaldavate fragmentide pikkustest.
Restriktsioonilise I6hutamise ning jérgneva alleelispetsiifilise hubridisatsiooni ideed
on kasutatud varem (Dong et a, 2001; Kennedy et al., 2003), antud juhul optimeerisid
autorid mitte-lookusspetsiifilist amplifikatsiooni, genereerimaks
restriktsioonifragmendid suurusvahemikus, mis oleks voimalikult reprodutseeritav.
Arvuti poolt ennustatud SNP Konsortsiumi - katal oogidest parit SNP-sid sisaldavatele
fragmentidele rakendati peale pikkuse teisigi piiranguid ning valiti 11555
korgtihedusega  oligonukleotiidmaatriksil aledlispetsiifilise  hlbridisatsiooni
labiviimiseks  sobivaimat  jarjestust.  Genotliipide ning  aleelispetsifilise
hibridisatsiooni intensiivsuste vahelise seose leidmiseks arendati eraldi algoritm (Liu
et a., 2003). Genotupiseerimise efektiivsust ja reprodutseeritavust antud platvormil
kontrolliti 307 inimese pohjal 13 etnilisest grupist. Platvormi kogu genoomi haarava
skaneerimise néiteks replitseeriti korrektselt ahelduvus kromosoomis 2p kroonilise

kandidomukoos ja/vdi tiroidse hédirega.
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Il Praktiline osa

EESMARK

TA6 eesmark oli kirjutada programm praimerite grupeerimiseks, arvestades erinevaid
grupeerimist takistavaid interaktsioone. Algselt pidi programm arvestama ainult
praimerite seostumistugevusega lokaal se ja globaal se leidmise pdhjal, hiljem lisandus
téiendavaid kriteeriumeid.

Grupeerimise algne eesmérk oli paigutada kdik praimeripaarid minimaalsesse hulka
gruppidesse, hiljem lisandusid piirangud grupi minimaalsele ja maksimaalsele
suurusele ning lubati méningate, halvasti gruppi paigutuvate praimeripaaride vélja

jamist.

1 Programmi Multiplx dGldine kirjeldus

Programmi  Multiplx to6tab Unix-keskkonnas késureziimis. Programmile antakse
parameetritena ette Ulesanne ning tooks vajalikud failid. Enamikel parameetritel on

vaikevaartused, mida saab muuta kasurealt, monel juhul ka konfiguratsioonifailist.

2 Parameetrite ja kadskude kirjeldus

Jargnevalt on toodud programmi viimases versioonis kasutatavad kasud. Programmi
pdhikasutuseks on mdeldud kask gg, aga teised kasud vdivad vaalikud olla néiteks

Uksikute etappide eraldi teostamiseks, konfiguratsooni ja sisendfailist lugemise

testimiseks.

2.1 Kasud

la Arvutab kahe parameetrina ette antud nukleotiidijarjestuse lokaalse joonduse
skoori
$ multiplx |la ATGCTGT GATCTGA
3

ga Arvutab kahe parameetrina ette antud nukleotiidijérjestuse globaal se joonduse
skoori
$ multiplx ga ATGCTGT GATCTGA
2

ea Arvutab kahe parameetrina ette antud nukleotiidijérjestuse lokaalse nn.

|6ppjoonduse (joondatav ala el tohi asuda jarjestuse keskel)
$ multiplx ea ATGCTGT GATCTGA
2
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gd

pt

jt

ig

Néitab kahe parameetrina ette antud nukl eotiidijérjestuse lokaal set joondust

$ multiplx |d ATGCTGT GATCTGA

CTG

CTG

Néitab kahe parameetrina ette antud nukleotiidijérjestuse globaal set joondust

$ nmultiplx gd ATGCTGT GATCTGA

CTGT

CTGA

Néitab kahe parameetrina ette antud nukleotiidijérjestuse nn. lokaalset
|8ppjoondust

$ nmultiplx ed ATGCTGT GATCTGA

CTGT

CTGA

Néitab infot sisendfaili kohta (multiplx.dat v8i —i parameetriga etteantav)

$ multiplx er

mul tiplx.dat: 1278 iten(s)

Kuvab valitud numbritega ridadest andmed

$multiplx ei 12 3

...

Koostab néutud skooride tabeli. Esimene parameeter néitab skoori tldpi, neli
jargmist parameetrit on optsionaalsed ja néitavad esimese ja teise indeksi
miinimum- ja maksimumvaartust. Skooride tutbid on jargmised:

1 — praimer/praimer lokaalne joondus (PRIMER_SELF ANY)

2 —praimer/praimer globaalne joondus (PRIMER_SELF_END2)

3 — praimer/produkt lokaalne joondus (PRIMER_PRODUCT_ANY)

4 — praimer/praimer 3'-I6ppjoondus (PRIMER_SELF_END1)

5 — primer/produkt 3’ -16ppjoondus

6 — produkti pikkuste vahe

>=7 — plugin-ide arvutavad skoorid ja tuleviku rakendused

$multiplx pt 41313

6 3 4
3 4 3
4 3 3

Uhendab skooride tabelid, mis on saadud nt. pt kasuga, kokku liheks tabeliks,
kasutades antud nivoovaartus (cutoff)

$ multiplx pt 1 1313 >table. 1
$multiplx pt 21313 >table.2

$ multiplx pt 31313 >table.3

$ multiplx jt table.1 5 table.2 2 table.3 15
6 0 1

0 5 0

1 0 8

Jaotab (eeldatavasti kasu jt tulemusena saadud) antud tabeli p&hja
praimeripaarid gruppideks. Teise parameetriga antakse ette maksimaal ne skoori
vaartus, mille korral praimeripaarid v6ivad ved Uhte gruppi kuuluda

$ nultiplx jt table.1 5 table.2 2 table.3 9 > table.j
$ multiplx jg table.j 0

Goup 1: 1 2

Goup 2: 3
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ag Moodustab ja Uhendab skooritabelid (mélus, gjutisi faile e tekitata) ning
grupeerib, andes véljundiks sisendi, kuhu on esimesse tulpa lisatud grupi
number. Erinevus jg kasust on veel see, et ette antakse grupi minimaalne ja
maksimaalne suurus ning vgadusel ka maksimaalne véjavisatavate
prai meripaaride arv
$ multiplx gg ptl=5 pt2=2 pt3=9 m n=1 max=2 drop=0
1 8_9GH1L 367 GGAGACCTGTAGT CAGAGCCAAAAA
...

2.2 Votmed

-en L ubab joonduses maksimaalselt n auku (gap), vaikimisi 1

-g X Annab skoori joonduses oleva augu (gap) pikenemisel Uhe nukleotiidi vorra,
vaikimisi 2

-i file Madrab sisendfaili nime, vaikimis multiplx.dat. - failinimena téhendab
standardsisendit

-m X Maéarab joondamisel skoori nukleotiidide seostumisele (match), vaikimisi 1

-n X Maarab joondamisel skoori nukleotiidide mittesobivusele (mismatch), vaikimisi
-1

-ofile Maarab vajundfailinime, vaikimisi standardvaljund (-)

-rn Proovib grupeerimisel kasutada n erinevat jarjestust, vaikimisi 0 s.t. juhuslikke
jarjestusi e kasutata

-U X Maéarab skoori tundmatu nukleotiidi voi tundmatute nukleotiidide seostumisele,

vaikimisi —0.25

3 Skoori arvutamise meetodid

Hetkel toetab programm jargnevate grupeerimist piiravate skooride arvutamist:

© N o a &~ 0w DN BRF

kahe praimeri vaheline |okaal ne joondus

kahe praimeri vaheline globaalne joondus
praimeri ja produkti vaheline |okaal ne joondus
praimeri 3' 16pu joondus teise praimeri suhtes
praimeri 3' 16pu joondus produkti suhtes
produkti pikkus

produktide pikkuse erinevus

kasutaja poolt nt. Perli skriptina lisatavad piirangud

3.1 Lokaalne joondus

Lokaalse

joonduse leidmiseks kasutatakse Needleman-Wunchi  agoritmi.

Moodustatakse maatriks, mille mddtmed on vahemalt Uhe vorra suuremad kahe
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joondatava jarjestuse pikkusest. Edasi hakatakse maatriksit Uhes suunas téitma ning
iga positsiooni juures leitakse skoor maksimumina
Iscore(i, j) = MAX(Iscore(i — 1, ] — 1), Iscore(i — 1, j) + gapweight(1),
Iscore(i, j — 1) + gapweight(1))

kus gapweight(1) téhendab karistust 1-nukleotiidi pikkuse augu (gap) eest. Kui
kasurealt on ndutud pikemate aukude lubamist, vaadatakse vastavalt rohkem eelmisi
tabeli elemente [&bi.

LBpuks kaiakse tabel 18bi ning leitakse maksimaalse skooriga koht, millest tagasi

minnes saab kétte kogu joonduse.

3.2 Globaalne joondus

Globaalne joondus leitakse sama protseduuri sees, kuid erinevalt lokaalse joonduse
leidmisest |ubatakse skooride véartuseks ka negatiivseid arve ning skoori leides el
otsita maksimumi kogu tabelist, vaid maatriksi alumisest ja paremast dérest. Sellega
tagatakse, et jarjestused joondatakse taies pikkuses (t&psemalt Geldes joondatakse
mdlemast jarjestusest vahemalt Uks ots).

3.3 Lokaalne , 16ppjoondus” (3'-16pu joondus)

Selle algoritmi puhul kasutatakse sama maatriksit, mis tavalisel lokaalsel joondusel.
Erinevus on see, et maksimumskoori otsitakse ainult maatriksi alumisest ja paremast

aarest. Sellega tagatakse, et joondusesse satub vahemalt Uhe jérjestuse 3'-ots.

4 Grupeerimismetoodika

Hetkel realiseeritud grupeerimisalgoritm kujunes vaja moningate paranduste ja
téienduste kaigus ning optimeerimise peale e ole praeguses versioonis just Ulearu
moeldud. Algoritm paigutab elemente gruppidesse Ukshaaval, jérjekord voib olla
sama, mis sisendfailis, kuid soovi korral ka juhuslik (grupeerimise efektiivsus oleneb
teatud médra sSisendelementide jéarjekorrast, mistéttu paljukordne juhuslik
grupeerimine vBimaldab selekteerida parima tulemuse andnud variandi). Grupeerimist
piiravad argumendid on minimaalne ja maksimaalne grupi suurus ning eementide
(praimeripaaride) arv, mis on lubatud grupeerimiset vélja jétta, eesmérk on leida neile

kriteeriumitele vastavad grupid, samas minimeerides gruppide arvu. ESimene element
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pai gutatakse esimesse gruppi. Iga uus jarjekorrast voetud element plltakse paigutada
esimesse gruppi, kuhu ta sobib ning kus el ole juba maksimaal set hulka elemente. Kui
sellist gruppi e ole, moodustatakse elemendist uus grupp. Kui kdik elemendid on
gruppidesse paigutatud, proovitakse midagi ette votta gruppidega, kus on vahem kui
minimaalne hulk elemente. Selle jaoks otsitakse ettejuhtuvaid elemente, mis on mones
minimaalsest arvust suuremat hulka elemente sisaldavas grupis, ent sobiksid ka
mdnesse liiga vaikesesse gruppi ning leidmisel tOstetakse element Umber. Kui koik
grupid on piisava suurusega, loetakse saadud tulemus sobivaks variandiks (vorreldes
teda erinevate variantide |&bivaatuse korral seni leitud sobivaima tulemusega). Kui
liiga vaikestesse gruppidesse jéanud elementide hulk el Uleta elementide arvu, mis on
lubatud grupeerimata jatta, eemaldatakse nimetatud grupid ja loetakse tulemus samuti
sobivaks. Vastasel juhul loetakse grupeerimise antud katse ebadnnestunuks.
Skemaatiliselt voiks algoritmi esitada jargmiselt:
--- P—sisend - grupeerimata elementide (praimeripaaride) arv
--- Smax — Maksimaalne grupi suurus
--- Smin — MiNimaal ne grupi suurus
--- d — elementide arv, mis on lubatud grupeerimisest véljajétta
--- G —vdjund — gruppide hulk, kus iga grupp sisaldab elemente
G:={}
igahulga P elemendi p korral
lisatud := VAAR
igahulga G elemendi g korral
kui sobib_gruppi(p, g) ja[g] < sw jalisatud = VAAR siis
g:=gu{p}
P:=P\{p}
lisatud := TOENE
[6pp-kui
[Gpp-iga
g:={p}
G:=Gu{g}
P:=P\{p}
|6pp-iga
¢ := VAAR --- kas kGik grupid on paragja suurusega
korda kuni ¢ = VAAR
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c:= TOENE

igahulga G elemendi g korral

kui [g] < Smin SiiS
c:=VAAR

igahulgaG\{g} elemendi h korral
kui [h] > suin Siis
igahulga h elemendi p korral
kui sobib_gruppi(p, g) siis

g:=guU{p}
h:=h\{p}
katkesta-iga
[6pp-Kkui
[Bpp-iga
|8pp-kui
kui [g] > smnSiS
katkesta-iga
|8pp-kui
|1Bpp-iga
[Bpp-kui
|Bpp-iga
[6pp-korda

n = 0 --- liiga véikestes gruppides olevate praimeripaaride hulk

igahulga G elemendi g korral

kui [g] < Smin SiiS
n:=n+{g
G:=G\{g}
[6pp-kui
[6pp-iga

kui n> d siis --- kui tuli eemaldada lubatust rohkem e emente

G :={} --- grupeerimine ebadnnestus

[6pp-kui
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5 Tulemused (proof of principle)

5.1 Programmi tookiirus

Kiiruse testimiseks sai koostatud erineva mahuga sisendandmete komplektid ja
mdddeti programmi t66 jaoks kulunud aega Unixi kasuga time. Esimesel juhul lasti
MULTIPLX-il arvutada erinevate praimeripaaride tabelite jaoks kolm skoori ning
praimeripaarid grupeerida. Konkreetne k&sk oli jargmine:
$ time multiplx gg ptl=8 pt3=12 pt4=4 m n=1 nmax=20
Teisel juhul voeti Uks sisendtabel ning hinnati gja sdltuvust olenevalt grupeerimise
korduste arvust.
$ time multiplx gg —r nnn pt1=8 pt3=12 pt4=4 mi n=1 nmax=20
Saadud tulemustest (toodud lisas, tabelid 1, 2, 3, 4, 5, 6) oli ndha, et grupeerimine
votab oluliselt véhem aega kui joondamise skooride arvutamine, samuti on juhuslik
gruppide proovimine hadavajaik minimaase gruppide arvuga lahenduse
saavutamiseks (58 praimeripaariga naites saavutati minimaalne gruppide arv 11 alles
10 000 juhusliku grupeerimise jarel). Seega tuleks alati lasta programmil proovida
grupeerida 10000-100000 voi isegi enamal erineval viisl, et saavutada minimaalse
gruppide arvuga lahendus.
Programmi t60gjat (sekundites) arvutamiseks sai leitud hinnanguline valem

t = C*(p?+0.005* r* p19),
kus C on arvuti Kkiirusest ja sisendandmete olemusest (néditeks produktide pikkused)
olenev konstant, p on praimeripaaride arv ning r korduste arv, mida grupeerimise
puhul tehakse (-r).
Katsetusteks kasutatud arvutil (Microlink PIII 700 MHz, 2GB RAM, 75 GB SCS|
disk) tuli C véartuseks olenevalt sisendandmetest 0.04 - 0.10.

5.2 Programmi maluvajadus

Programmi maluvgadus sdltub kasutatud praimeripaaride arvust ruutvordeliselt
ligikaudu jargmise valemi kaudu:

m=4%*p?
kus m on kasutatav mau hulk baitides ning p kasutatavate praimeripaaride arv.

Vaiksemamahulise sisendi korral annavad tooni ka konkreetse praimeripaariga seotud
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andmed (naiteks praimeri ja produkti vastupidises suunas komplementaarne jérjestus,
nn. reverse-complement), grupeerimisega seotud andmed (genereeritud juhuslik
praimerite jarjestus, seni leitud grupid) ning loomulikult programmi enda kood, kuid
peamiselt ndub malu siiski leitud skooride koondtabel (skoore hoitakse int-tulpi
muutujas, mis on 32-bitisel arhitektuuril 4 baiti, teoreetiliselt voiks kasutada ka 2-
baidist muutujat). Uldjuhul on siiski arvutuste juures limiteerivaks aeg, mitte arvuti
malu hulk. Néiteks 1GB RAMiga 2GHz protsessoriga arvuti peal saaks grupeerida 15
000 praimeripaari, kuid see votaks aega peaaegu terve kuu.

5.3 Programm praktilises kasutuses

Algoritmi  efektiivsuse hindamiseks sai  vOrreldud programmi  grupeerimise
efektiivsust juhusliku grupeerimisega (Kepp, unpublished). Testimiseks sai leitud
praimerid teatud hulga positsioonide jaoks inimese genoomis jaoks ning proovitud
neid grupeerida erinevate seostumisskoore piiravate vaartustega gruppideks ning
moodustades leitud gruppide suurusega sama suured juhuslike praimeripaaridega
grupid. PCR labiviimisel hinnati valenegatiivsete ning valepositiivsete signaalide
osakaalu. Valenegatiivsete signaalide osakaalud on toodud lisas oleval joonisel
(Joonis 1). Suuremate gruppide korral suurendati kahe praimeri vahelise globaalse
seostumise skoori (primer_primer_end2, PPE2) véartust, Ulejaénud piiravad vaartused
olid fikseeritud (praimerite 3' otsadest |8htuv joonduse skoor 8, kahe praimeri vaheline
lokaalne joondusel 12, praimeri ja produkti vahelisel lokaalsel joondusel 15. Nagu
lisas toodud valenegatiivsete signaadlide podhjal saadud graafikult on ndha, on
programmi poolt pakutud praimeripaaride Uhes reaktsioonis kasutamine vajalike
lookuste amplifitseerimiseks margatavalt efektiivsem kui juhusikult moodustatud
gruppide korral. Véga suurte gruppide korral (antud néites 75-liikmelised) oli
Ullatuslikult juhuslik grupeerimine efektiivsem. Sellise tulemuse pShjused jéid esiagu
vélja selgitamata. Ometi vOib véita, et teatud kasutusvaartus on programmil olemas,
valepositiivsete signaalide hulk oli ka 75-liikmeliste gruppide puhul Multiplx

tulemusi kasutades vaiksem kui juhuslikult komplekteeritud gruppide korral.
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Arutelu

Erinevatel autorist olenevatel ja mitteolenevatel pdhjustel jé programmi arendamine
katki. Osa planeeritud t66st on realiseeritud teiste inimeste poolt: Windowsi versioon,
gragfiline kasutgaliides, ulatuslikum objekt-orienteeritud programmeerimise
kasutamine arendamisel, tulemuste visualiseerimine, seondumistugevuste arvutamine
sOltuvalt reaktsioonitingimustest — DNA kontsentratsioon, monoval entsete katioonide
kontsentratsioon, seostumistemperatuur. Voéimalik oleks arvestada kahe nukleotiidi
vordlemisel mitte ainult nende vastavust, vaid saadud vaértus enne uldskoorile
lisamist korrutada |abi teatud kaaluga, olenevalt praimeri positsioonist. Samuti voib
osutuda mdttekaks seostumistugevuse hindamisel kasutada erinevaid vaartusi praimeri
vOI produkti 3' otsas asuva paari nukleotiidi jaoks. Lisaks vOib uurida ka praimerite ja
produktide GC-sisalduse ning pikkuse mdju grupeerimise efektiivsusele. K&k need
ideed nduaksid pohjalikumat uurimist, 18bimatlemist ja eksperimenteerimist.

Korduva pooljuhusliku grupeerimise efektiivsus sdltub méargatavalt tsiklite arvust.
Rohkem tsiikleid annab suure tdendosusega parema tulemuse, samas teatud tsiklite
arvust alates e ole tulemust enam parandada véimalik. Praeguses versioonis peab
vaalikku tsiklite arvu hindama kasutaja, kuid teoreetiliselt vOiks seda ka programm
teha. Voimalus oleks kasutada néiteks loogikat, et kui on tehtud n tstklit, n > ¢ ning
tstiklite arvu m-kordsel kasvamisel tulemus enam el parane, loetakse tulemus piisavalt
heaks. Konstant ¢ oleks suhteliselt véike arv, mis peaks siski vdistama teatud
ebasoodsa juhuse (naiteks olgu m=10 ning 10 esimest grupeerimisest oli juhuslikult
esimene kodige parem, samas 100 tsikli korral tuleks tGendoliselt hoopis parem
tulemus). Teine vdimalus oleks dritada vaaikku tsiklite arvu hinnata
sisendandmetest lahtuvalt, néiteks kui on leitud tingimustele vastav vOimalus
grupeerimiseks ning koigis gruppides on elementide arv maksimumile |&hedal, voib
tulemuse piisavalt heaks lugeda — samas monede sisendandmete korral on selline seis

Saavutamatu.
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Kokkuvote

PCR ehk polimeraasahelreasktsioon on tanapdeval laiat kasutatav meetod tOoks
genoomse materjaliga. Rohkem kui Uhe paari praimeritega PCR |&biviimist,
eesmargiga amplifitseerida mitu lookust, nimetatakse multipleks-PCR-ks. Multipleks-
PCR korral halvendavad reaktsiooni kvaliteeti praimerite ja produktide omavahelised
ning Uksteisega interaktsioonid. Praimeripaaridest sobivate gruppide valjavalimiseks,
|ahtudes etteantud minimaal sest ja maksimaal sest grupi suurusest, sai koostatud Unixi
al tootav arvutiprogramm, mis arvutab praimerite ja produktide omavahdisi
seondumistugevus erinevatel viisidel ning pltab saadud tulemuste pdhjal paigutada
praimeripaarid minimaalsesse hulka gruppidesse. Programmi voib lubada ka méned
praimeripaarid grupeerimata jétta. Seondumistugevuste arvutamise meetodid
globaalne, lokaalse ja 3'-otsast lahtuva joonduse jaoks on tuletatud Needleman-
Wunchi algoritmist, lisaks lubab programm arvestada produkti pikkust, produkti
pikkuste erinevusi ning kasutada seostumisskooride leidmiseks kasutgja poolt
koostatud programme vOi skripte. Erinevad praimeripaarid lubatakse Uhte gruppi
panna, kui erinevatel meetoditel saadud seostumistugevuste skoorid e Uleta kasutga
poolt antud piiravaid vaartusi. Grupeerimisel puitakse praimeripaarid algul esimesse
vOimalikku gruppi panna ning hiljem pudtakse liiga véikestesse gruppidesse lisada
praimeripaare minimaalsest hulgast rohkem praimeripaare sisaldavatest gruppidest.
Kuna tulemus soltub praimeripaaride jarjestusest, on vdimalus korrata grupeerimist
erinevate juhudikult jarjestatud prameripaaridega ning leida saadud tulemustest
parim. Programmi t60aeg ja méluvajadus on ligikaudu ruutsdltuvuses praimeripaaride
arvust sisendis, kuigi tdbaeg oleneb ka néaiteks produktide pikkustest, samuti sellest,
milliseid meetodeid seostumistugevuste arvutamiseks kasutatakse ja mitu tsuklit
kasutatakse grupeerimisel. 2GHz Pentium 1V protsessoriga arvuti voib pooletunnise
agaressurss  korral grupeerida orienteeruvalt 200 praimeripaari, kasutades
grupeerimisel 1000000 tsiklit. M@uvajadus e ole Uldjuhul piirav. Programmi on
testitud laboris ning tema poolt leitud gruppide pdhjal reaktsioonide 18biviimine on
praktilistel juhtudel mérgatavalt efektiivsem kui juhuslikult komplekteeritud gruppide
puhul.
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Automated grouping of PCR primers

Meelis Olev
Resume

PCR (polymerase chain reaction) is a widely used method for working with genomic
material nowadays. Multiplex-PCR uses more than two pairs of primers and is used to
amplify more than one loci. In case of multiplex-PCR must be considered interactions
between primers and products. To find the suitable sets of primers that can be used
together in reaction, an algorithm and a computer program were developed. This
program works under Unix operating system and calcul ates binding strengths between
primers and products in different ways to divide primer pairs to minimum number of
groups, considering minimum and maximum group size. It is allowed to exclude an
user specified number of primers from groups. Methods for calculating binding
strengths for global, local, and 3-end alignment were derived from Needleman-
Wunch agorithm. Additionally, the program alows to consider product lenghts,
differences between product lengths and binding scores calculated by an user written
external program or script. Different primer pairs can be in one group if different
binding scores do not exceed user given cutoff values. When grouping, al primer
pairs are tried to include to first possible group at first and later the groups with too
few primer pairs are tried to fill from groups with more than minimum number of
items. While the result is depending of order of primer pairs, it is possible to repeat
grouping with randomly ordered primer pairs and to find the best of the results.
Execution time and memory requirement of the program are in about square
dependence from number of primer pairs in input, but the execution time is also
influenced for example by lenghts of products, methods used for calculating binding
scores and number of grouping repetitions. A computer with 2GHz Pentium 1V
processor may use approximately a half of hour to group about 200 primer pairs,
using 1000000 grouping cycles. Memory requirements are not limiting usually. The
program is tested in laboratory and it was found that using groups calculated with
program is usualy significantly more effective than using groups with randomly

chosen primer pairs.
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Lisad

Relative efficiency of grouping comparing to singleplex PCR
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Joonis 1. Programmi multiplx poolt genereeritud gruppide efektiivsus vorreldes juhusliku
grupeerimisega (Kepp, unpublished). Kriteeriumina on kasutatud valenegatiivsete vastuste hulka.

Praimeripaare

sisendfai

lis
3
11
58
99
298
952

Timekasu tulemus

0.640u 0.010s 0:00.65

13.060u 0.000s 0:13.05
135.400u 0.370s 2:15.89
1002.580u 0.010s 16:43.34
3538.750u 0.020s 58:59.80
91672.790u 4.770s 25:28:02.94

Arvutus
aeg (s)

0.64
13.06
135.40
1002.58
3538.75
91672.79

Tabel 1. Arvutusaja (koos grupeerimisega) sdltumine praimeripaaride arvust sisendis.
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Kordusearv

o

1

10

100
1000
10000
50000
100000

Timekasu tulemus

134.900u 0.520s 2:15.41
135.360u 0.000s 2:15.35
135.370u 0.020s 2:15.39
135.350u 0.010s 2:15.36
135.640u 0.010s 2:15.65
137.640u 0.000s 2:17.64
146.730u 0.010s 2:26.73
158.340u 0.000s 2:38.35

Arvutus
aeg (8)
134.90
135.36
135.37
135.35
135.64
137.64
146.73
158.34

Grupegimis
aeg (s) ~

0.00

0.46

0.47

0.45

0.74

2.74

11.83

23.44

Tabel 2. Grupeerimisaja soltuvus tsiklite arvust, kasutades 58 praimeripaariga sisendit.

Gruppe

14
13
13
12
12
11
11
11

* korduste arv O téhendab siiski Uhte grupeerimist, aga sellisel juhul & ole gruppidesse paigutamise
jarjekord juhuslik. Kuna mittejuhusliku Gihekor dse grupeerimise aeg on piisavalt vaike, on ta voetud
|ahtepunktiks grupeerimisaja mdotmisal.

Kordugsearv Timekasu tulemus Arvutus  Grupegrimis
aeg (s) aeg (s) ~
0* 12.970u 0.010s0:12.97 12.97 0.00
1 12.970u 0.000s 0:12.97 12.97 0.00
10 13.050u 0.000s 0:13.04 13.05 0.08
100 13.010u 0.010s 0:13.02 13.01 0.04
1000 13.060u 0.010s 0:13.06 13.06 0.09
10000 = 13.300u 0.000s 0:13.30 13.30 0.33
50000 14.210u 0.020s 0:14.23 14.21 1.24
100000 15.550u 0.010s 0:15.55 15.55 2.58
Tabel 3. Grupeerimisaja sdltuvus tsiiklite arvust, 11 praimeripaari.
Kordugearv Timekasu tulemus Arvutus  Grupegrimis
aeg (s) aeg (s) ~
0*  0.640u 0.010s 0:00.64 0.64 0.00
1 0.640u 0.000s 0:00.64 0.64 0.00
10 0.650u 0.000s 0:00.65 0.65 0.01
100 0.640u 0.010s 0:00.65 0.64 0.00
1000 0.660u 0.000s 0:00.65 0.66 0.02
10000 0.710u 0.000s 0:00.70 0.71 0.07
50000 @ 0.930u 0.000s 0:00.92 0.93 0.29
100000 | 1.210u 0.000s 0:01.20 121 0.57
Tabel 4. Grupeerimisaja sdltuvus tsiiklite arvust, 3 praimeripaari.
Kordugearv Timeka&su tulemus Arvutus  Grupeerimis
aeg (s) aeg (s) ~
0* 1002.580u 0.010s 16:43.34 1002.58 0.00
100000 | 1060.780u 0.040s 17:40.80 1060.78 58.20

Tabel 5. Grupeerimisaja sdltuvus tsiiklite arvust, 99 praimeripaari.



Kordugearv Timekasu tulemus Arvutus  Grupeerimis

aeg (s) aeg (s) ~
0*  3538.750u 0.020s 58:59.80 3538.75 0.00
100000 3917.820u 0.620s 1:05:18.43 3917.82 379.07

Tabel 6. Grupeerimisaja sdltuvus tsiiklite arvust, 298 praimeripaari.
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