Prace se sekvencnimi daty (DNA)

l. Cast



NejCcastejsi typy analyz sekvenci DNA

Vyhledani otevienych ¢tecich ramcu (ORF)
Analyza vyuziti kodonu

Parove prilozeni sekvenci, stanoveni identity a
podobnosti

Vyhledani motivu v sekvencich

RestrikCni analyza in silico

Navrh sekvenci oligonukleotidu
primery pro PCR

primery pro sekvenovani
hybridizacni sondy



Vyhledani otevienych étecich ramcu (ORF)

ORF (Open Reading Frame)

u u [ u 4 1 4

terminacnim kodonem
ORF Finder

Vysledek je zavisly na pouzitem genetickém
kodu

U prokaryot, které nemaji introny je zakladem
hledani genu

U eukaryot zpravidla vyuzivame analyzu
sekvenci komplementarni DNA (cDNA)


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

Analyza vyuziti kodonu (codon usage)

Vyuziti synonymnich kodonu
neni nahodné

je rozdilné u ruznych genomu, které maji urcité
preferovaneé kodony pro urcité aminokyseliny

Databaze vyuziti kodonu

The Human Codon Usage Table



http://www.kazusa.or.jp/codon/

Nejcastejsi typy vyhledavani v sekvencich

restrikCni mista
repetice DNA

prime

obraceneé (vlasenky, vilasenky se smyckou)
konsenzni vzory

uzivatelsky definovane vzory



Restrikcni analyza in silico

Restrikéni endonukleazy tridy Il

Sekvencné specifické endonukleazy, které stépi DNA v
rozpoznavanych sekvencich

Prehled dostupny v databazi REBASE- Restriction Enzyme
Database

Sekvence rozpoznavacich mist
Producent enzymu

Reference

Komercni dostupnost
Sekvence genu
Krystalograficka data

Citlivost k metylaci

REBpredictor — predikce rozpoznavaci sekvence u novych
enzymu

Rebase genomes — identifikace genu pro RE v genomech


http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html

Software pro restrikCni mapovani

Konstrukce restrikénich map na zaklade analyzy sekvence DNA —
vyhledani restrikCnich mist

Nezbytny pfedpoklad pro klonovani
Interpretace RFLP polymorfizmu
Simulace vysledku gelové elektroforézy restrikCnich fragmentu
Virtualni klonovani
Vytvoreni kvalitni grafiky ilustrujici restrikéni mapy
RestrictionMapper ( )
WebCutter ( )
NEB Cutter v2.0 ( )
EMBOSS Restrict
( )

Restriction Maps

( )
pDRAW32 ( )


http://www.restrictionmapper.org/
http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/restrict.html
http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/mapper/index.html
http://www.acaclone.com/

Vysledky restrikcni analyzy in silico

Enzymy, které sekvenci nestepi
Enzymy, které stepi — pocCet a pozice
rozpoznavacich mist

Linearni nebo kruznicova mapa sekvence se
znazornenim pozice restrikCnich mist

Grafika
|dentifikace ORF a translace do proteinu



Klonovani in silico, konstrukce vektoru

Kombinace segmentu sekvenci
znameé/nezname funkce
Plazmidy
prebirané z databaze
zpravidla zname funkce
Inzerty — obvykle nové sekvence
charakterizované restrikCni mapou
charakterizovane sekvenci DNA
charakterizovane funkci
Nomenklatura pro konstrukty neni stanovena
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Navrhovani sekvenci primeru

Polymerazova retezova reakce
Modifikované oligonukleotidy na 5'-konci pro
klonovani

Oligonukleotidy jako hybridizacni sondy pro real-
time PCR



5 Syntéza obou retézcu u specifické sekvence
9 39

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3 Primy (forward) dNTPs 5
S’ primer 3
TTGAGAAAGGAATAAGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3’ 5
5’ 37
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
TCTTTAGCTCATATACG
3 5
dNTPs Zpétny (reverse) primer
5, 37
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3 5
5, 39
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3 5



Design primeru pro PCR

Relativhé snadna vypocetni zalezitost —
prohledavani sekvence a identifikace kratkych
sekvenci spliujicich urcita kritéria

Délka primeru

Obsah G+C

Teplota Tm

Specificita

Komplementarita primerovych sekvenci

Sekvence 3'-konce



Jedinecnost primeru

Na jedinecnost primeru a jeho hybridizacni
vlastnosti (annealing) ma vliv délka primeru a
velikost templatove DNA

Délka (17 — 28 bazi dlouhé)

Mozna hybridizacni mista primeru by se take
nemela nachazet na DNA tvoricich pripadnée
kontaminace vzorku

Templatova DNA

57 .. .TCAACTTAGCATGATCGGGTA. . .GTAGCAGTTGACTGTACAACTCAGCAA. ..
O119VV1091 IAVLIO910VVIOLIVO OLLSVVJ_Q@J_

Primer 1 5”-TGCTAAGTTG-3~ Neni jedinecny!

Primer 2 57 -CAGTCAACTGCTAC-3~ JedineCny!

3’



Zastoupeni bazi

Zastoupeni bazi ovliviuje vlastnosti hybridizace a
reasociace primeru

Zadouci je nahodna distribuce bazi bez oblasti
bohatych na AT nebo GC

Obvykly obsah G+C, ktery poskytuje stabilni
hybridy je 40-60 %, ale zavisi také na obsahu
G+C templatu

Templatova DNA
57 .. .TCAACTTAGCATGATCGGGCA. . .AAGATGCACGGGCCTGTACACAA. .. 3"

1091VIO1V9O32291 J‘C)E)J'VO J_VE)OOQE) 1



maji T, teplotu 50 — 65 °C
T, =03xT "™ +0,7 xT ™" - 25

kde T, Pmer je hodnota T,, nejméné stabilniho
paru primer-matrice a T, Produkt je hodnota T,
amplifikacniho produktu.

Orientacne lze vypocitat T, podle vztahu:
T, =2(A+T) + 4(G+C)
T,=T,-5°C



nejsou komplementarni navzajem na 3’-koncich, takze nevytvareji
navzajem nebo samy se sebou duplexy

neobsahuji vnitrni sekundarni struktury
Chybné navrzena dvojice primeru, ktera vytvari stabilni duplex na 3’-

kongi: E'HTTCECCGTTCMF%?FFC 3
FETTCEECCTACCTTTATTTOTC B

Spravné navrzena dvojice primeru, ktera vytvari pouze malo stabilni
duplex na 5’-konci; na 3'-konci je G nebo C zarucCujici stabilni parovani
s templatem:

R CGMTE?HCTHGTMGC 3!

N |
FOCTTACTCCACECCTAATACARTCCE

Chybné navrzeny primer, vytvarejici vlasenku:
3 T???TC?—@.GGE
3 AARDGAGET



Hairpin

3 GGGALA—
i |
5 TATETAGGACCTTA

3 GGGAA
i

5 TﬁTCTAGGECCTTl—J

Self-Dimer
3 by Dimer

3" GEGALAATTCCAGZATCTAT 5@

L1 11 forward primer
5" TATCTAGGACCTTAALAGSE 3
S TATCTAGGACCTTAAAAGEE: 3

R
3 CATGEAAACGTAGGAGAC &
3" GGGAARATTCCAGGATCTAT 5 reverse primer

LT
5' TATCTAGGACCTTALAAGGG 3

4 bp



na matricové DNA nemaji faleSna vazebna mista
Nespravne navrzeny primer s faleSnymi vazebnymi misty

BY1024) %GGCTR?HGWTRTGG (1048)3"

na templétOVé DNA: 3(948) L ECEE ACCOTtE Lt — Lo e (@565

5(1028) ARGGCTAGRGARARATATGG (1048)3
el tttgtattgoattatatacc (12105

BY1024) %HGGCT%G%?W?%TGG (1048)3"
JEYE) Cocatttttotttttatott (414)5

Spravne navrzeny primer, ktery nema falesna vazebna
m ISta na templatu: B'[247R) CCTMCHTH&TCCGCHCCTC}?L?T"CC(2452)3'

B
787 taaatctattagtttacacataacc (8115

R'(2476) CCT%Q%TT—\ATCCGCACCTCTT‘TTCC (24523
A M caattgtaactataactgogttato (32355

B2478) ?C?%?AT%?CCGCHCCTCHTTC? (24523
IMadigtattgoattatatacctotgttag (12185

5(2476) CCTARCRTARTCCGUACCTCATTCC (2452)3
31469 atattgta-tatacgaactaaatct (14925



Kdy je primer jeste primerem?
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Pro navrh primeru se obvykle pouziva
specializovany software

Melting Temperafture [21-mer] SEIE_C;:T'EngerS
ar us.seq
. PUCTY.SEQ | (7686) - - O Current Oligo e
Graph_Zoom Options [pos:] 20 [Tp:] &45 S ITETT pCBIu3 -269U21 Upper Primer
U 1 [1o |20 |ER] |E) |50 5 CGGCGCCAGATCTGGTACCCA 3°
2509 [Sequence Length: 1842 | Length: 21-mer
-ﬁ— Current Dlige (+ strand) 5° Position: 269
5° CCCGCCTGATGAATGCTCATE 3° Tt 788 °C
Length: Sy a6 (25 °C):  -46.1 keal/mol
....................................... 5 Position: 1373 Dege'neracy z 1
Ton: 721 o°¢ PE.*: 542/542 ;
e
[TCGCGCGT T TCOGTGATGAC 46 (25 °C):  -42.7 keal/mol 17E: 5.12 nmol/ Azen
[TCGCGCGTTTCGETEATGACGETEARARCC TCTGACACATGCAGCTCCCGOAGACGETL Degeneracy - 1 33.1 pof Azen
o) FIGCGCECARAGCCACTACTGCCACT T T TGGAGACTGTGTACE T COAGEECETCTGLCAG o
LowER ] TGTACGTCGAGEGECETCTGE TR 5“23 i pCEIuZ :817L21 Lower Primer
e R el Hodl UeKe § S DT C S5 HO Wi oo 17€: e 5° TACCGGGTTGGACTCAAGACG 3°
24.0 pgf Azen
Length: 21-mer
Dok display mode Bar graph mode Current Olige (- strand) 3" Position: 217
5" GATGAGCATTCATC AGGCGGG 3° Tm: £9.5°C
PE*: 537 a6 (25 °C):  -41.4 keal/mol
i R = 17E- 4.20 nmolf Azen Degeneracy : 1
Lower Primer False Priming Sites : 217 pol hzeo PE.*: s02/502
18 17E- 4.29 nmolf Azen
Lower Primer - M1ZMP18:6310L19 (positive strand) 32.0 #9f Aze0
Priming efficiency of the perfect match is 428 Cabove the threshold)
Priming efficiency : 423 (abowve the threshold)
5°(6328) GGTTTTCCCAGTCACGACG (6310)3"
FELELETTTETETLTTInd PCR

3(6328) ccoaaagggtecagtgotge (631005°

pCEBlu.seq

Priming efficiency : 205 (above the threshaold)

S(6328) GGTTTTC??T?TCT??T?? (631003
F(626) agooantggic——tgotge (61005°

Priming efficiency : 194 (above the threshold)

56328 GG'I"I’T'I’CElllZlZTEli'I'EIITCEliTEIIEli (6310)3"

Dptimal Annealing Temperature: 5527 (Max: 72.0%)

3"(808) gtoatatggicagtcctge (79005 FPosition and T [°C] GC [%] PE®
Length e
Priming efficiency : 155 (above the threshald) g
Product 1352 8.0 513 | -
5(6328) GGTTTTCCCAGTCACGACG (63 10)3"
| ITTTTTT [T Upper Primer 7 21 722 47 & 452
3(5125) tctaagtagteagtg-tac (S108)5" ::
Lower Primer 1262 21 729 a7 S0E

Priming efficiency : 121 N

5(6328) GGTTTTC-CCAGTCACGACG (6310)3" LA o e (AL A = e
VT TTIT T Primers T, difference: T.E

3(5989) agooaagtggtc-getotge (F971)5°

Concentration | | Terminal stability of the | =

Lo.vt.ar Pri_n?er = HI3HPIB:63IDL.19 (negative strand) Upper Primer 200.0 nM Lower Prirmer iz too high. [ |
Priming efficiency of the perfect match iz 428 Cabove the threshold) .
Lower Primer 200.0 nM
BEIMinG e THcien ey Monovalent Cation |S0.0 mH
5'{6328) GOTTTTCCCAGTCACGACG (631003" =
T T M Free Mg[2+] 0.7 mM -

3(5744) ccoaanagogggaoactge (S762)5°

Total Ma[+] Equivalent: 1558

S

4] 3




Poéitaéovy navrh primeru

Umonuje fada molekularné biologickych programu

Nekteré jsou volne dostupné na internetu
GCG
Primer3
OligoExplorer
BioTools
WebPrimer
PrimerBlast

Kalkulatory vlastnosti primeru

Oligo Analyzer

(
BioMath ( )


http://eu.idtdna.com/SciTools/SciTools.aspx?cat=DesignAnalyze
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm

Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm)
r@ Primer3 Input (version 0.4.0) - Mozilla Firefox E]@

Soubor  Uprawy  Zobrazeni  Historie  Zalofky  MNastroje  Napovéda

@ o c By W http:,l',l'Fr-:uu:Iu:u.wi.mit_.eu_:lu,l'primerS,l'input.htm T "‘l* ;.

17 Primer3 Input {version 0.4.0) - -

| Checks for mispriming in template. |t|iscla.i1ner |P1'imer3 Home

: ~
‘ PI‘IH]@I‘J {w. 0.4.0) Pick primers from a DINA sequence. | PririerSnli fiiterface | EEE | FAQ/WIKI

Paste source sequence below (3'-=3', string of ACGETNacgtn -- other letters treated as I -- mumbers and blanks ignored). FASTA format ol Please
I-cut undesirable sequence (vector, ALz, LIMNEs, etc.) or use a Misprimung Library (repeat hbrary): | MOME |+

*3044Kh001 [org=3taphylococcus aureus] [sStrain=CcCM 335] [clone=7/IV] Staphylococcus aureuss |
EcoRI-clone from common 44 kb Zmal fragment [
GAATTCAALACCAGC ARG TG TGALL ARG C AT TACC A GTAAAGATAATTTGGC TATATTGTATGGAGLAGGATTTCATATTTGTALLGGC G
AATTATTTGGAL AR A TCGAC AT TGAAGATTGTC TG TTC TG T TTAGALG T TTTAAGTGATTAA T C ALGCACACTCARATAGTGTTATALTTAT
AR TGAATATGGTT TG GATAAGTC T GAGAC LA TG ATGTTTCAGGC TTTAAT TG TGTATAALGTTTTGGTGATTGCATAAGAGATGGCFETACTL
AATGTTATTATTAAGT GTGCAC G LG TATC AT TAGT TAT AR A A TG TAGC TGTTAALAGTC AL A TAC A TCGAATGTAGTTAGGCATATALTATA W
< | | >

Pick left primer, O Pick hybridization probe (internal Pick nght primer, or use nght primer below

o uze left primer below: oliga), o use oligo below: (2'to 5 on opposite strand):

I Fick Frimers ” Feset Form

sequence Id: A string to 1dentify your output.

E g 50,2 requires primers to surround the 2 bases at posttions 30 and 51, Or marlk the source sequence with

[and ] ez . PLTCT[CCCC]TC}&T means that primers must flank the central CCCC

S T T — N R TS - - e

Hokowo

Targets:

S T—_ . = ) - o VSR - T i




& Primer3 Input (version 0.4.0) - Mozilla Firefox

M)

Soubor  Dprawy  Zobrazenmi  Historie  Zalodky  Mastroje  Mapovéda
LT : 3 o o 9 = | ‘. - 2]
@ = g AW Reepefifrodo i mit.edufprimer3finput bt * g - e J
Y Primer3 Input {version 0.4.0) - -
. , ~
[ Fick Primers ] I Feset Form :
secquence Id: A string to 1dentify vour output.

E g 50,2 recquires pritners to surround the 2 bases at positions 50 and 51, Or mark the source sequence with

Largets: [and | eg . ATCT[CCCCITCAT . means that prumers must flank the central CCCC,
Ezxcluded E g 401,77 68,3 forbads selection of primers m the 7 bases starting at 401 and the = bases at 68, Or martk the
Eegions: source sequence with < and > e g ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC

Product Size Eanges |150-260 100-300 301-400 401-600 601-600 601-700 701-850 851-1000

Mumber To Eeturn |5

Mlax Eepeat Misprimung |12.00

Iz Template Bispriming |12.00

[ Fick Primers H Feset Form ]

Ilax 5' Stability (9.0
FPawr Wax Eepeat hispriming |24.00

FPair IMax Template Misprirung | 24.00

General Primer Picking Conditions

Primer Size  MWn: (18 Opt: |20
Primer Tm  Mhn |57.0 | Opt: |60
Product Tm DM Opt:
Primer GC% Min: 20.0 Opt:

hlam
A Mlaz

27

E3.0 Max Tm Difference: (100.0

- 180.0

Table of thermodynamic parameters: | Breslauer etal. 1986 |+ |

Hokovio




& Primer3 Output (primer3_results.cgi release 0.4.0) - Mozilla Firefox E]@

Soubor  Upravy  Zobrazenmi  Historie  ZaloPky  Mastroje  Napovéda

6 b c g S htkpeSfFroda.wi.mit. edufcgi-binfprimer 3-web-cgi-bin-0. 4.0/primer3_resulks. cgi 7T 'l' J-

L' Primer3 Output {primer3_results.cgi... | + -

PRIMER PICEING REIULTI FOR Sid44kb001 [org=3taphylococcus aurens] [Strain=CCM 855] [clone=7/IV] Staphylococcus aure

MNo mispriming library specified

Uzing l-based sequence positions

OLIGD =tart len T oo any 3! =zZeq

LEFT PRIMER 159 Z5 E7. 21 IZ2.00 6.00 Z2.00 AATCAAGCACACTCAMLATAGTGTTLA
RIGHT PRIMER 429 Z5 55.40 I6.00 4.00 3.00 AACTCCTATGAAGACAACCTTTTTC
SEQUENCE ZIZE: 2052

INCLUDED REGICN 3IIZE: Z0OE5Z

PRODUCT SIZE: 271, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00
TARGETS (start, len)*: 200,200

1 GAATTCAARACCAGC ARG TGTGALAANGCCATTACCAAGTAAAGATALATTTGGCTAT

6l ATTGTATGGAGAAGGATTTCATATTTGTARAGGCGAATTATTTGGAAAACATCGACATGG

121 TGARGATTGTCTGTTCTGT T TAGAAGTTTTAAGTGATTAATCAAGCACACTCARATAGT G

e e e e e e e e e e e e g

151 TTATAATTATAAATGAATATGGTTTGEATAAGTCTGAGACALATGCATGTTTCAGGCTTTA
o R R R R R R e R

241 ATTGTGTATAAAGTTTTGGTGATTGCATAAGAGATGGCGGTACTALATGTTATTATTALG
R R R R R R R R e e R

301 ToTGCACGCAGTATCAT TAGTTATAALATGTAGCE TGTTALAAGTCAAAAATACATCGALT
R R R R R R R R e e R

361 GTAGTTAGGCATATAATATAAAAAGAGTTTTCAATTAC TCAATAGAAAAAGGTTGTCTTC
R A A R A A R R R ] P OO N

L4 »
Hokovio




|£: Oligo 7 Demo - Human elF-4E.seq Lﬁ.ﬂ-g:]

File Edit Analyze Search Select Change View MWindow Help

BEE.=E=0E8 Ak

o XTI

TS M|

File: Human elF-4E zeq

DA Sequence Selected Oligo Position Length # Feature Laocation
Sequence Length: 1868 nt _.!D. B Forveard Primer | 997 22 1  =ource .-18..1850
Reading Frame: +1 Ji) @ |Reverze Primer | 1081 2
Current Cligo Length: 21nt | JT @ Upper Oligo 56 bl
Position: 356 | O Lower Qligo 2, o
g i 491°C | JD 'PCRE Product [85,---]rt
|‘I |E:! |1I:IJ |‘IEJ |2'nu |g:! |]:G |Hﬂ |4III |4EJ |B:0 |H:l |BCIJ |EBD |'|"III |'|"B:I |H:O lﬂ |HII |H:I |‘II:_I:IJ |1Eﬂ3 |‘I'IIII |‘I‘IBB |1E.IO |15:E:I |13.:O |1'.‘ﬂJ |14Eﬂ |14E:I |'IE:O |1HJ |'IEII |15!u |1'|"I:0 |1'|"E:! |‘IHII

L T o o — s e -Qp--‘pn-_-_n- i ] —T] (Tt - i - ixoem e e (LT ] ke [e— o

- - ) - ) w - 1} L} -
pl:ls: | | tm: | |
950 as0 a70 920 980 1000 o410 azo 020 040 as0 Qg0 a7 az0 )
::!l!_!J!.I_.!.!!!_!!!.II.!._l!_!_I!.II.!I_!__I_I!.II.!I_!_!_II_II.!I_!_!_I!.I_.!.!I_!_!IIIIIIII_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIII
TGGCATTTCTATACTTTACAGS
ACATACAGATTTTACCTATCC

A’ITAC CATTAATI’MATAEAGLTITTAEETJLTEEACAATAGTCAGEMACMCTTGGCAI TTCTATACT T TACAGGALL AL A A TTCTGT TGTTCCATT T TAT GCAGALGCATATTTTGCTGETTTCARAGATTATGATGCAT
_TAATGGTAA'ITAATGTETGTCTBMLTEG.ETAGGTG’ITATEAGTEI TTTGTTEAACCGTARAGATAT AL A TGTCCTTTTTT T TAAGACAACARS GETARLSTACGTCTICGTATARALCGACCARLCTTTCTARTACTAC GTA:

' EGACCARACTTTCTAATACTA




Vysledky

Vybér optimalniho paru primeru
Sekvence primeru

Délka primeru a hodnota Tm
Velikost produktu

Posouzeni sekundarnich struktur
Podminky reakce

Alternativni primery




Pokrocily navrh primeru

Alelove specificke primery
Molekularni diagnostika
Vicenasobné detekce - primery pro multiplex PCR
Zajisteni kompatibility primeru v reakci
Konsenzni primery
Pro klonovani
Pro PCR-RFLP (napf. 16S rRNA)

Vyzaduje identifikaci konzervativnich oblasti na
zakladé mnohonasobnych pfrilozeni sekvenci (multiple
alignment)

Primery pro modifikaci koncu produktu PCR



Modifikace koncu DNA,
Pripojeni sekvenci prostirednictvim 5‘-koncu primeru

Cilova sekvence

5' 5
3 5
Denaturace l a pripojeni primerti 1 a 2 ;
5 3
sticky foot*
_ o 2
3'“— TTAAGCCGG 5
Primer 1 Primer 2
5 GCGCAAGCTT
q 3
3 5 .t ,
Pridavané sekvence
PCR '
wlr RE mista
Hindlll Target region EcoRl Promoto ry
5 GCGCAAGCTT GAATTCGGCC Terminatory
3 CGCGTTCGAA c:rrqeccee Translacni

signaly



Dalsi technologie vyzadujici navrh
oligonukleotidu

Real-time PCR
TagMan
Molecular Beacons
Primer extension
Sekvenovani
Sangerovo sekvenovani
Pyrosekvenovani
Ligazova retézova reakce
Oligonukleotidy pro microarrays
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