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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

PCR umoznuje selektivnhi zmnozeni (amplifikaci) urcité oblasti DNA v podmikach
in vitro; a to procesem, ktery pripomina replikaci DNA in vivo.
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ZASADNI PREDPOKLADY SPRAVNE POLYMERACE

Pritomnost templatu
Polymerace je mozna pouze podle znamé matrice DNA
- templatu-

Pritomnost primeru
Nelze zacCit z nuly

Komplementarita
K polymeraci nukleotidu dochazi vzdy podle
komplementarni dvojice primer/templat

Smér polymerace
Pripojovani nukleotidu je vzdy ve sméru 5°- 3°



PCR - KOMPONENTY

 Templat — DNA, ktera ma byt namnozena
- MgCl,
*  Nukleotidy dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

* Primery (forward and reverse primer)
Primery-oligonukleotidy ohraniCujici cilovou sekvenci

« Taq DNA polymeraza
Zaijistuje pfipojovani nukleotidl

STARTING MATERIALS DHA

5 Nucleotides:
DNA polymerase dATP
Targeted dCTP 4
Primers: Ll sequence dGTP 8 |
PITT , dTTP 4

N
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PCR - PRUBEH DENATURACE DNA

Prvnim krokem je kratké zahrati celé smesi
na 94°C -96°C. Teplem se porusi vodikoveée
vazby a oba retezce DNA se oddeli

STARTING MATERIALS DNA

e Mucleotides:

DNA polymerase = dATP
— | Targaeted dCTP -f

Primers: Ji. sequence dGTP

b = dTTP
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3 to separate DNA
3 strands




PCR - PRUBEH ANNEALING

Druhym krokem je nasedani primeru (annealing).
Ochlazeni reakcni smési na 50°C - 65°C

umozni primerum navazat se na cilovou DNA
vodikovymi mustky podle pravidel komplementarity
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PCR - PRUBEH PRIMERY

Primery jsou kratke, synteticky vyrobene molekuly
jednoretézcové DNA (20-30 nukleotidu), které jsou
komplementarni ke koncum DNA, ktera ma byt amplifikovana.
Primery tak determinuji misto na DNA, které ma byt zmnozeno
(na obrazku oznacCeno modre)

DNA
STARTING MATERIALS ~ DNA_ s

DNA polymerase dATP
Targeted dCTP
Primers: L., sequence dGTP
dTTP
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PCR - PRUBEH EXTENSION

Treti krok:
DNA-polymeraza nyni muze pridavat nukleotidy k 3’koncum
primeru, jako pfi obvyklé replikaci
Smes je zahrata na 72°C .
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PCR - PRUBEH CYKLY

* Smeés je nyni znovu
ohrata a zaCina nove
kolo cyklu

« kazde kolo trva pouze
asi 5 minut.Vysledkem
je dvojnasobne
mnozstvi cilové DNA,
dlouhé i stovky paru
bazi

 tento trikrokovy cyklus
je nasledné opakovan
ZNnovu a znovu. Za tricet
cyklu je mozno
teoreticky obdrzet
miliardu kopii
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POCET CYKLU

 analyticka PCR — ne vice nez 40

* nejCastéji 25-35 cyklu

« vySSi pocet cykll vznik nespecifickych artefaktd
* vycCerpavani komponent reakce

« degradace polymerazy i DNA

Napriklad pfi vycerpani primeru se zbyvajici nukleotidy ucastni
syntézy nespecifickych produktu, které vznikaji po vzajemném
annealingu jiz vzniklych amplikonid a vysledkem jsou delsi
amplifikacni produkty vytvarejici ,,smouhy* na elektroforetickém gelu
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ZAVERECNA EXTENZE

slouzi k dokonalému dosyntetizovani v§ech produktu
probiha po dobu 5-15 min. pri 72°C

poté je mozné produkty amplifikace uschovat a nasledné
analyzovat
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Technické provedeni PCR - termocyklery

* Mikroprocesorem kontrolovane zarizeni, které obsahuje
kovoveé reakeni bloky vyhrivane a chlazene polovodici
(Peltierova pumpa), vodou, vzduchem nebo mikrovinami

« Termocyklery dokazi automaticky rychle menit teplotu v
reak€nich blocich mezi tremi zakladnimi teplotami PCR

cyklu
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PCR vyhodnoceni GELOVA ELEKTROFOREZA

Gelova elektroforéza je metoda, ktera oddéluje jednotlivé fragmenty DNA na zakladé
jejich pohybu gelem. Pohyb je zplsoben elektrickym polem. Smér a rychlost pohybu
je dan nabojem molekul, jejich velikosti a tvarem a rovnéz velikosti naboje
elektrického pole a slozenim gelu. DNA je zaporné nabita , bude se tedy pohybovat
ke kladnému konci

1. Make gel. 2. 0btain prepared 3.Load samples
DMNé& samples. into gel.
@ 4. Separate fragments

by electrophoresis.

6. Prepare a standard curve, 5. 5tain DMA fragments

Deterrine fragment sizes. and measure distances.
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SLOZENI REAKCNI SMESI

» Termostabilni DNA polymeraza (1 — 2 U/ reakci; tolerance 0.5 — 5 U/reakci)

enzym 5+3° 3+5
Taq ano ne
Tth ano ne
Pfu ne ano

Hot start polymerazy — DNA polymeraza vazana na protilatku,
zabranéni polymeraci pfi RT — 70 °C,
nutna pocateCni denaturace (2 — 10 minut / 95 °C)

l

vySSi specifita reakce
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TEPLOTA PRIPOJENI PRIMERU

Tm (melting temperature)

teplota, pfi které se bude zhruba 50% primert v reakci vazat k templatu.

Tm = (poCet G+C)x4 + (poCet A+T)x2

Ta (annealing temperature)

teplota, pfi které bude dochazet k vazbé vétsiny primerud v reakci k
templatu

Ta=Tm—-4°C

Vypocéet Tm a Ta — priklad

Jakou Tm a Ta maji tyto primery?

Primer forward (dopfedny) 5- AAAGTT CGC TCAGGT ACG -3’
Vysledek : Tm = 54°C, Ta = 50°C

Primer reverse (reverzni) 5°- CGT ACG CAT CGT GCG AGC - 3’
Vysledek : Tm = 60°C, Ta = 56°C
Idealni annealingova teplota této dvojice primeru bude 50°C

15



SLOZENI REAKCNI SMESI

» Oligonukleotidové primery
koncentrace v reakCni smési 0.1 — 1.0 mM (optimalizace — qPCR)

20 — 30 nukleotidu, CG ~ 40 - 60%, podobna Tm

primery by nemely byt vzajemné komplementarni, hlavné na 3 konci
- 3
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3 l

N
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N Sy
—
e
-
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SLOZENI REAKCNI SMESI

» Oligonukleotidové primery

115919

11
116031

1324
116349

1431
116461

1543

Extended Hyper-variable Segment I (15919 — 16569)

16030]

5" -TGTAAACCGGAGAT GRAAAACCTTTT TC CAAGGA CAALT CAGAGARAAAGT CTTTAACT CCACCATTAGCACCCARAGC TAAGAT TCTAATTTARACTATTCTCTGTTCTTTC-37
3 - A ATTTGGC CTC T A TTT TG A AL A GG T TCC TG T TTAGTC TCTTTT T AGAAATTGAGGE TG TAATCGTGGGT TTCGAT TC TAAGATTALATTTGAT AAGAGACALGLRALG-S"

5 EARCTCCACCATTAGCACCC -3 E5 112]
16142]|

5 -ATGEEEGALGCACATTTE CETACCACCCAA GTATTRACTCACCEAT CAACAACCECTATCTATTTCETACAT TACTGCCAGCCAC CATGAATATTETACGGTACCATAAATAC -3
37 -TACCCCTTCETCTARAE CEATGETEEET T CATARC TCAGT GHETAGET GT TG CGATACATAAAGEAT ETAAT GACGGTCGETGHEAC TTATAACATEC CATGGTATTTATG-57

1113 224]
116143 16240]

5 —fiToaccRCETETAGTABA TAAAAACCCARTCCACAT CARRA ——C————CCOCT-C-C-CC—A-TRCTHRCEAGCARGTACAGCAAT CAACC - CTCEACTATCACACAR CAR -3/
3 - AACTREIGEACATCATETATTTTTGGGTTAGGT GTAGTTTT—— G- - —- GBGGA-G-G-G6——T-ACGARTGTTCGTTCATGT CRTTAGTTGG-GAGT T GATAGTRTETAGTT-5'
1225 323
116241 16348

5/ —CTGCAACT CECAARGCCAC-CCC-TCACECAC TAGGATAC CAACAAN CCTACCC-ACCCTTAACAGT -ACATAG-TACATAAAGCCATT TACCETACATAGCACATTACAGTC-37
3’ -GACGTTGAGBTTTCGGTG-GGE-AGTGEGTGAT CCTATGGTTEET TGGATGEG-TGEGAATTGTCA-TGEATC-ATGTAT TT CGETAAATGEEATGTAT CGTGTRATGTCAG-57

430]
EBS 3’ -GTGGTAGGAGGCACTTTAG- 5 16460

5 -ARATCCCTTCTCGTCCCCATERATGRACCCCC CTCAGATAGGEGTCCCTTGACCACCATCCTCCGTGAAAT CARTATCCCGCACAAGAGT GCTACTCTCCTCEGCTCCGGGCCC-37
3 -TTTAGGGAAGAGCAGGEGTACCT ACTGEGEGEGAGTCTATCCCCAGGGAAC TGETGETAGGAGGCAC TTTAGTTATAGGGC GTGTTCTCACGATGAGLAGGAGCGAGGCCCGEG-5"

542

| EMEGACCAAGGATGARGTCCCAGRENY 16569

5 -ATAACACT IGGGGETAGCTAANGTGAACTGTAT CCGACATCTGETTCCTACTTCAGGG T CATAAAGCCTARATAGCCCACACGTTCCCCTTARATAAGRCATCACGATG -3 * —end
3 -TATTGTGAACCOCCATCGATT TCACTTGACATAGEC TGT AGACCAAGGATGAAGTCCC AGTATTTC GEATTTATCGGETGTGCAAGGGGALTTTATTCTGTAGTGC TAC-5* —end

651

tvorba nezadoucich sekundarnich struktur (vlasenky), hlavné CG bohaté

Programy na navrh PCR primert: Integrated Gene Technologies

Gene Script Primer Design
VizPrimer, CODEHOP, GeneFisher, Primer3,
BioMath (kalkulace Tm)

Komercni sety primert pro modelové organismy: Roche

SABiosciences (Qiagen)
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SLOZENI REAKCNI SMESI

« dNTP (dTTP, dATP, dCTP, dGTP), ~ 200 uM kazdy (50 — 500 uM)

dUTP misto dTTP — jedna z metod prevence kontaminace
DNA s dUTP — degradace uracil-N-glykosylazou
pridana pred zahajenim reakce, inaktivace béhem prvniho cyklu
nelze pouzit s polymerazami s ,proofreading” aktivitou (Pfu)

» Templatova DNA
Nemusi byt znama kompletni sekvence, ale aspon useky pro navrh primeru
1 — 10 ng bakterialni DNA
0.1 — 1 ng plasmidové DNA
1 — 200 ng genomové DNA
2 ul cDNA/ 50

18



SLOZENI REAKCNI SMESI

Mg?2* - nezbytné pro aktivitu polymeraz, zvysuji Tm
koncentrace pro Taq polymerazy 1.5 mM (200 uM dNTPs)
nutno optimalizovat (1 — 10 mM) nebo pouzit komeréni pufr

Reak¢Eni pufr

slozka koncentrace uloha
siran amonny 5-30 mM usnadniuje rozvolnéni DNA
BSA 50-500 ng / 50 ul vazba inhibitorli (ze vzorku)
DMSO 2-10% (v/v) snizuje Tm, usnadituje annealing
DMF <10% (v/v) snizuje Tm, usnadnuje annealing
formamid 1.25-10% (v/v) snizuje Tm, vyss$i specifita

stabilizace polymerazy

glycerol 0.01-0.1% (v/v) stabilizace polymerazy
PEG6000 5-15% (v/v) stabilizace polymerazy
SDS <0.01% zabranuje agregaci polymerazy
spermidin redukce nespecif. vazby polymerazy
Triton X-100 0.01% (v/v) zabranuje agregaci polymerazy

mocovina I-1.5M snizuje Tm, usnadnuje annealing




REAKCNI PODMINKY

* Denaturace 95 °C (92 — 98 °C), 15 s pro kratké fragmenty (do ~1 kb)
30 — 60 s pro dlouhé fragmenty
delSi Casy — aktivace polymerazy, inaktivace glykosylazy
Denaturace dvouviaknové DNA

» Nasedani (hybridizace) primerua 50 - 55 °C (podle Tm duplexu DNA:primer)

OPTIMALIZACE!
20-30s

» Syntéza DNA 72 °C (70 — 74 °C)
doba zavisla na délce fragmentu (do 1 kb 30 - 60 s
6 — 10 kb az 10 min)

Pocet cyklu: 25 — 35, vzdy negativni kontrolu!!!
faktor zmnozeni 2"

Cykl
ykiery 20



OPTIMALIZACE TEPLOTY NASEDANI| PRIMERU

Gradientova PCR — sada PCR s postupné se zvysSujici teplotou nasedani primeru
Gradientove cyklery

Tm ’ Tm ’

L

[

—-—
e——— N N N N —— e Sess EEee TS ——

Kontrola vSech parametri PCR — gPCR - kalibra¢ni kfivka - uc¢innost reakce
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TYPY PCR - NESTED PCR

»Nested“ PCR: Amplifikace, templat — genomova DNA.
Reamplifikace — templatem je produkt prvni reakce.

Nested PCR

1ry primer Nested primer
O .

Target
= =
.
Primary PCR product

——
ested PCR product

kﬂﬁhikumfht@kcﬁhfnr.ﬂfy 26
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TYPY PCR -PCR -RFLP

RFLP = Restriction fragment length polymorphism

AP Biology

Genetics Techniques:
RFLP & PCR

¥
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TYPY PCR

Multiplexova PCR: testovani vice deleci / bodovych mutaci v jedné reakci
komplikovana optimalizace (navrh primeru)
hlavné v kvantitativnim usporadani s ruznymi fluorescencnimi barvami
Diagnostika deleci v genu pro dystrofin: 11 exonu na 3’konci v jedné reakci
7 exonu na 5°konci v jedné reakci

8-plex

M (ng) 250 50 10 2

4-plex

M (ng) 250 50 10 2

KAPA2G Fast KAPA2G Fast
57 min 64 min

24



Reverzneé transkripcni - PCR

RT-PCR - polymerasova retézova reakce s reversni transkripci

mMRNA =~ CDNA === amplifikace genu (PCR)

Reversni transkripce

mRNA AAAAAA
l pfipojeni primeru

mRNA AAAAAA
.‘—
reverzni transknipce
(RNA-dependentni DNA polymerasa)

mRNA AAAAAA
cDNA <

degradace RNA
(RNasa H)

cDNA

»




REVERZNiI TRANSKRIPTAZY

enzym délka teplotni | citlivost “difficult RNaseH modif.
(kb) optimum templates” nucleotidy

Transcriptor 14 42-65 +++ +++ A A
(Roche)

Expand 14 42-50 ++ + N A
(Roche)

AMV 12 42 (az ++ + A A

60)

M-MulLV 10 37 + +(+) A A

C. therm. 3 60-70 ++ +++ N A

Tth 1 55-70 + + N A

26



PRIMERY PRO RT

mRNA

NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
oligo(dT),s

mRNA

NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

ukotvené oligo(dT),s

(m)RNA

NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

genové specifické primery

(m)RNA

NBAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

nahodné hexamery

plnodélkova cDNA
chyby — templaty s oligo(a)

plnodélkova cDNA
zabranuji nasedani na vnitrni
casti polyA

vysoka specifita
vhodné pro one-step RT-PCR

proporcionalni pfepis v§ech templatu
vysoka koncentrace — pro kratké

templaty se sekundarnimi
strukturami

27



KVALITA TEMPLATU (RNA)

Analyza transkripce genu — izolace mRNA (smir 0.5 — 800 kb, vétSina 1.5 — 2 kb)

Celkova RNA — bandy 18S, 28S rRNA

rostlinna RNA (A. thaliana)

28



JEDNOKROKOVA RT-PCR

Reverzni transkripce a PCR v jedné reakci

Vysoce kvalitni RNA, mnozstvi do reakce musi byt stanoveno empiricky
(dle mnozstvi transkriptu a pouzitého enzymu)

Sekvencné specifické primery

* RT pfi 50 — 60 °C
» poCateCni denaturace
« PCR

29



KVANTITATIVNI RT-PCR

SoucCasna amplifikace a detekce produktu v pritomnosti fluorescencni latky

* rychlejSi (bez elfo)

* spolehlivé vysledky, citliva detekce

OBn
A0S0 —

L0D0a0n

Flateaw

Mo tEmplate

h

4
PLCR cyele nam hu

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Exponencialni faze:
End-point faze:

Nn = NO X (Econst)n
Nn = NO X (Evar)n

fluorescence intensity

1.0+

0.8+

0.6

0.4

aa

B

1000000 moleculas

I
10 20 30 40 50
PCR cycles

http://www.bio-equip.cn/
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SEKVENCNE NESPECIFICKA ANALYZA

Annealing phase

Extension phase (l)

" g .
® @
PE == S
@

Extension phase (Il)

o
. [ ]
o &
. SE Sl = S

]
End of PCR cycle

E S S S S S
2
«—F 5% 9
@ @

Van der Velden et al., Leukemia 2003

SYBR Green |
« fluorescence vyrazné roste po vazbé na dsDNA
« signal pfi 530 nm, detekce na konci kazdeho cyklu
« relativné snadny navrh primera a optimalizace PCR
* pozor na nespecifické produkty (dimery primeru)!!!
- vzdy na konci melting analyza
- detekce fluorescence za vyssSi teploty

* RT s oligo-dT nebo random nonamery, analyza
vice genu z jedné cDNA

« hand-made mixy s hot start polymerazou (naro¢né
na presnost pipetovani — reproducibilita)
« komercni mixy — pfidavaji se pouze primery a templat
 reakce v multiplikatech (nejméné triplikaty), biologické
repliky

31



SEKVENCNE SPECIFICKA ANALYZA

Hydrolytické préby
« reportérovy fluorochrom v blizkosti zhasece
« béhem amplifikace — hydrolyza proby
- oddéleni fluorochromu a zhasece
oo e - detekce fluorescence
Fenar Bk s R Tohe P « béhem PCR exponencialné roste mnozstvi
: volnych fluorochromu

Vyuziti oligonukleotidovych sond
komplementarnich k PCR produktu
Vlysoce specificka analyza

Reverse PCR primer

Amplification Assay

Polymerization

C(

TagMan proby:
Firemni knihovny

W Probe diplacement Validované sety (primery + préba) pro kvantifikaci
mfesics icsags transkripce v modelovych organismech
7 (Clovék, mys, krysa, primati, Drosophila,
Caenorhabditis elegans, Arabidopsis)
Result
‘* fluorescence
— .
PCR Products Cleavage Products ’
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SEKVENCNE SPECIFICKA ANALYZA

FRET Probes

%\ Transfer

Excitation

Ermission

B

Hybridiza€ni proby

« dvé préby, jedna znacena (3°) donorovym
fluorochromem (fluorescein), druha (57)
akceptorovym fluorochromem, homologni
k vnitfni ¢asti amplifikovaného useku

* po hybridizaci — préby v tésné blizkosti

« fluorescein je excitovan modrym sveétllem —
emise zeleného svétla — emitované svétlo
excituje akceptorivy fluorochrom — detekce

« amplifikace — muze hybridizovat vice prob
- vySSi signal detekované fluorescence

FRET - fluorescence resonance energy
transfer

Vyhoda: proby jsou behem PCR stabilni

33



METODY KVANTIFIKACE

Ct (CP) — cyklus, ve kterém fluorescence stoupne nad detekcni limit pristroje
zavisi na pocCatecCni koncentraci templatu:
nizsi koncentrace templatu — vyssi Ct
vySSi koncentrace templatu — nizsi Ct

=
L=]
]
=

.'. _'F o
0.8 @1 L F i
E:' ¥ s e |.
.E ; rl o ]
= LTS A
o | : :
£ 0.6 10 b1 1 a1
&
E 0.4
@
5 0.27 1.000.000 molecules
g
I:l'l:l-l T T T T 1
0 10 20 30 40 50
PCR cycles

http://www.bio-equip.cn/
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ABSOLUTNI KVANTIFIKACE

Koncentrace templatu je vyjadrena v absolutnich Cislech
(kopie, ug/ul)

KALIBRACNI KRIVKA — vzorky standardii o znamé koncentraci

Fluorezcence
100

5 "o 15 20 o5 30 '35 Cycle!
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ABSOLUTNI KVANTIFIKACE

KALIBRACNI KRIVKA — vzorky standardii o znamé koncentraci

q0CT F=0,93371 R2=093342 Efficiency=1,04
M=-0,303 B=10.530

o™ o~z o3 04 105 076 Concentration

R — korelacni koeficient (% dat v souladu se statistickou hypotézou)
B — ,intercept”, teoretické mnozstvi kopii detekovatelné v 1. cyklu
M — sklon (smeérnice) pfimky, zasadni pro vypocet efektivity reakce
Optimalni parametry: M = -3.332

E=1 (E = (10-"™) — 1)

amplifikace 2

36



KALIBRACNI KRIVKA - OPTIMALIZACE PCR

KalibraCni kfivka s parametry blizicimi se optimu — optimalni podminky PCR
navrh primeru | |
teplota nasedani primert LI o ORI | SRS ST
casy '
koncentrace primeru

CT

16 16 16

Concentration
100 -
80 -
i
T
% B0 - Reaction efficiency (*) 0,96336 (* = 10(-
= 1/m)-1)
T
= i M -3,41298
B 24,42021
20 -
R Value 0,99963
R”2 Value 0,99926

1IEI EIEI EIE
Cycle
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Fluorescence

Morm . Fluoro,

1010

80 -

40 |

20 -

10 1¢ 10 1¢

Concentration

é 35
Reaction efficiency (*) | 1,00413 (* = 10*(-1/m) - 1)
M -3,31208
] ; B 22,34521
Threshold / ;
o R Value 0,99991
RA2 Value 0,99981
5 1II]- 1I5 20 25 30 3.5

Cycle 38



ABSOLUTNI KVANTIFIKACE

* vlastni analyzu je nutno provadeét za stejnych podminek jako kalibracni krivku

» koncentrace analyzovanych vzorkud by mély lezet mezi meznimi body
kalibraCni krivky

« efektivita amplifikace standardi a analyzovanych vzorkd musi byt stejna!!!l
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RELATIVNI KVANTIFIKACE

Srovnani mnozstvi transkriptu mezi vice vzorky relativné k transkripci referenéniho genu

REFERENCNI GEN — konstantni mnozZstvi ve v8ech analyzovanych vzorcich
amplifikovan v separatni reakci nebo soucasné (multiplex PCR)

Bez korekce na efektivitu reakce:

R = 2-AAC’[

AACt = ACt (vzorek) — ACt (kontrola, kalibrator)
ACt (vzorek) = Ct(analyzovany gen) — Ct(referencni gen)
ACt (kontrola) = Ct(analyzovany gen) — Ct(referencCni gen)

Korekce na efektivitu reakce:

R = (E )ACt(gen) / (E

ACt(ref.gen)

ref.gen) \

Ct(kontrola) = Ct(vzorek) Ct(kontrola) — Ct(vzorek)

gen
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MULTIPLEX gPCR

Fluorescence

Fluorescence

Fluorescence

©)

10 15 20 25 30 35 40
cyele Bass et al., Acta Tropica 2008

VIC vyellow (530nm
excitation and 555nm emission)

Cy5 green (470nm excitation
and 510 emission)

FAM red (625nm excitation
and 660 nm emission)
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cDNA MICROARRAYS

Clones in
96-well plates

RNA #1 RNA #2
N 4\,
R A
Reverse
Transcription
Label with
Fluor Dyes
PCR amplification
DNA purification
l Hybridise
Robotic UV-crosslink probe to
printing blocking microarray
Y denature ;

Poly-L-Lysine |-_,1 Red probe
coated glass slide (P Green probe

Microarray cDNA Probe
preparation hybridisation

Photomultiplier tube

PMT
Red channel

== Barrier filter

Dichroic |
[

== |== Pinhole

parme R—1Le=ell
S

Confocal
microscope

Going and Gusterson, Eur. J. Cancer 1999

Excitation lasers

Expression
analysis

}

Array
database

Computer
analysis
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cDNA MICROARRAYS

Going and Gusterson, Eur. J. Cancer 1999 43



Déekuji za Vasi pozornost

WHAT IS PCR USED FOR?

. Environmental”

~~microbjology

Food and .
agriculture _ Phylogenetics
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