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La PCR (polymerase chain 
reaction) ,  technique d 'amplification 
de séquences nucléiques, nécessite le 
choix de deux oligonucléotides de part 
et d 'autre de la région à amplifier. 
Ces oligonucléotides doivent être 
choisis selon certains critères 
nécessaires à un rendement optimal de 
l 'expérience d 'amplification. PcrBase 
est un logiciel conçu pour choisir un 
ou plusieurs couples d 'oligonucléotides 
pour l 'amplification de séquences 
personnelles ou issues des deux 
principales banques de séquences 
nucléiques : GenBank et l 'EMBL. 
Avec PcrBase, l 'expérimentateur a la 
possibilité d 'engager une recherche 
d 'oligonucléotides après avoir fixé les 
paramètres suivants : ( 1) les bornes 
supérieures et inférieures de la région 
à amplifier ainsi que la marge de 
recherche des oligonucléotides de part 
et d 'autre de cette région ; (2) la 
taille des oligonucléotides et leur 
pourcentage G+C; (3) la présence ou 
non d 'une succession de dinucléotides 
G, C à l 'extrémité 3 '  des 
oligonucléotides ; ( 4) le nombre 
maximal de bases consécutives 
appariées dans les " épingles à 
cheveux » susceptibles de se former 
dans l 'oligonucléotide ; (5) le nombre 
maximal de bases consécutives 
appariées maximum dans le dimère 
susceptible de se former entre les deux 
oligonucléotides. Une fois la sélection 
établie, le logiciel peut tester la 
spécificité des oligonucléotides sur 
l 'ensemble des séquences nucléiques de 
GenBank. 

La polymerase chain reaction est une 
technique d'amplification de séquen­
ces nucléiques utilisée en routine 
dans de nombreux laboratoires de 
biologie ( m/s, n° 8, vol. 4, p. 515, [ 1 ,  
2] ) .  Cependant, le choix des oligo­
nucléotides qui vont permettre 
d'amplifier une séquence est délicat 
car il nécessite de prendre en 
compte plusieurs paramètres qu'il 
devient difficile de gérer '' manuel­
lement » .  Nous avons donc conçu 
un logiciel d'aide au choix des oli­
gonucléotides appelé PcrBase. Celui­
ci permet la sélection de couples 
d'oligonucléotides sur la base de cri­
bles successifs définis par l 'utilisa­
teur. 
Il est également indispensable de 
tester la spécificité de ces oligonu­
cléotides sur les séquences nucléi­
ques stockées dans les bases de don­
nées telles que l'EMBL (European 
Molecular Biology Laboratory) ou Gen­
Bank ( Genetic Sequence Data Bank 
USA). Nous avons donc interfacé ce 
logiciel avec le contenu de ces ban­
ques : PcrBase est implanté en mode 
interactif sur le serveur BISANCE 
[3] . Il permet ainsi de trouver les 
couples d' oligonucléotides pour 
l'amplification d'une séquence issue 
de la banque ou pour l'amplifica­
tion d'une séquence personnelle 
stockée dans un fichier informati­
que. 
L'originalité de PcrBase par rapport 
aux logic iels commerciaux de 
recherche d'oligonucléotides réside 
dans son exploitation interactive et 

son interfaçage avec les principales 
banques de séquences nucléiques. 1 Critères retenus 

pour la sélection 

Les bornes inférieures et supeneu­
res de la région à amplifier sont 
fixées par l 'utilisateur ainsi que la 
marge de recherche des oligonu­
cléotides de part et d'autre de cette 
région (en nombres de bases) , cela 
afin d'éviter d'inclure une région 
non désirée dans le produit d'ampli­
fication ( région intronique par 
exemple) ou d'obtenir un nombre 
trop élevé d'oligonucléotides. 

Les oligonucléotides utilisés pour 
l'expérience d'amplification ont le 
plus souvent une taille voisine de 20 
nucléotides [ 4] . Il est possible de 
choisir une taille comprise entre 10 
et 25 nucléotides ; ce paramètre est 
fixe, c 'est-à-dire que tous les oligo­
nucléotides sélectionnés par le logi­
ciel auront la même taille. 
Le pourcentage G+C des oligonu­
cléotides étant le plus souvent une 
contrainte majeure de l 'expérience 
d'amplification [5] , PcrBase permet 
de fixer les limites inférieures et 
supérieures de ce pourcentage dans 
l'intervalle compris entre 0 et 100. 
Un des facteurs limitants de la réac­
tion PCR est la formation de struc­
tures secondaires et de dimères qui 
diminuent la concentration des oli­
gonucléotides au site de polymérisa­
tion. Ces appariements peuvent être 
internes à l'oligonucléotide et for-
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mer des << épingles à cheveux ,, , ou 
externes et aboutir à la formation 
de dimères, engageant soit deux 
copies du même oligonucléotide 
(homodimères) , soit deux oligonu­
cléotides différents (hétérodimères) 
[ 4,5] . Il est possible d'éliminer les 
oligonucléotides susceptibles de for­
mer une épingle à cheveux avec un 
nombre de bases appariées successi­
ves supérieur à une valeur seuil 
fixée par l'expérimentateur. Ce seuil 
peut être choisi dans l ' intervalle 
compris entre 0 et 3. PcrBase donne 
aussi la possibilité d'éliminer les oli­
gonucléotides formant des homodi­
mères et des hétérodimères. Pour 
cela l'utilisateur fixe un seuil corres­
pondant au nombre de bases appa­
riées successives autorisé (entre 0 et 
3) . Par exemple si le seuil choisi est 
de 3, l'oligonucléotide ci-dessous est 
rejeté de la sélection car il peut for­
mer un homodimère avec 4 apparie­
ments successifs : 

5' ATTGTCCTCCTACATGCTTA 3'  

3' ATTCGTACATCCTCCTGTTA 5'  

Certains auteurs pensent que l 'étape 
de polymérisation est facilitée 
lorsqu'il y a une courte succession 
de dinucléotides G,C à l 'extrémité 3' 
de l'oligonucléotide ; d'autres suggè­
rent au contraire qu'une succession 
de G,C peut engager cette extrémité 
dans un autoappariement qui blo­
querait la polymérisation [ 4, 6] ; le 
logiciel donne la possibilité de 
rechercher ou non des oligonucléo­
tides présentant une succession de 
G,C en 3' et laisse ainsi le choix à 
l'utilisateur. 
Enfin, pour minimiser le risque 
d'amplifier une séquence du même 
génome autre que celle désirée, en 
particulier dans les cas où la réac­
tion PCR est réalisée à partir 
d'extrait brut, d'ARN totaux ou 
d'ADN [7] , PcrBase teste la spécifi­
cité des oligonucléotides sur toutes 
les séquences de GenBank ou sur 
un sous-ensemble de la même 
espèce. 
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1 Algorithmes 

Sélection des couples 
Dans le logiciel nous appelons oli­
gonucléotide droit le segment 
d'ADN à droite de la région à 
amplifier et oligonucléotide gauche 
le segment d'ADN à gauche de la 
région à amplifier (dans le sens 
5' -3' )  (figure 1). 
La recherche des couples va s'effec­
tuer en trois étapes. 

• Étape 1 
L'algorithme recherche indépen­
damment les oligonucléotides gau­
ches puis les oligonucléotides droits. 
Plusieurs filtres sont appliqués suc­
cessivement sur un ensemble initial 
d'oligonucléotides se trouvant dans 
la zone de recherche autorisée par 
l'utilisateur (figure 2) : tout d'abord 
le filtre de la taille qui permettra de 
ne traiter que les oligonucléotides 
ayant la taille requise, puis le filtre 
du pourcentage G+C qui ne retien­
dra que les oligonucléotides se trou­
vant dans l ' intervalle du pourcen­
tage G+C désiré, puis à partir de ce 
nouveau sous-ensemble ne seront 

retenus que les oligonucléotides 
ayant une succession de dinucléoti­
des G,C à leur extrémité 3' ( si cette 
option est demandée) . Enfin seront 
éliminés les oligonucléotides suscep­
tibles de former des épingles à che­
veux avec un nombre d'apparie­
ments successifs supérieur au seuil 
fixé. Pour ce dernier filtre, l 'extré­
mité 3' de l' oligonucléotide est 
déplacée vers l 'extrémité 5' en déca­
lant à chaque fois d'une base et le 
nombre de bases consécutives appa­
riées dans chaque conformation est 
compté : si ce nombre est supérieur 
au seuil fixé, l 'oligonucléotide est 
aussitôt rejeté. 

A l ' issue de cette étape, deux sous­
ensembles distincts d' oligonucléoti­
des droits et d' oligonucléotides gau­
ches sont retenus et visualisés à 
l 'écran. Pour chaque oligonucléotide 
sont indiqués la séquence, la posi­
tion sur le brin 5'-3' , le pourcen­
tage G+C et la température de 
fusion (Tm) : l 'utilisateur peut alors 
choisir les oligonucléotides qui lui 
conviennent en indiquant leur 
numéro (figure 3 A). 

Oligo droit* 

3' - T A C G - 5' 

5' -....:.V __ T G A C ----·--_......,:V�- A T  G C --� 

R 
3' +--- A C T  G ----·------------

5' - T G A C - 3' 

Oligo gauche 

Produit PCR 

F igure 1. Table d'orientation. On appelle oligonucléotide droit le segment 
d'ADN à droite de la région à amplifier et oligonucléotide gauche le seg­
ment d'ADN à gauche de la région à amplifier R (dans le sens 5'-3'). v = 

positions sur le brin 5'-3' des extrémités 5' des oligonucléotides (oligo). * :  
inverse complémentaire. 
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• Étape 2 
L'algorithme forme toutes les paires 
possibles d'oligonucléotides sur eux­
mêmes ( droit-droit ou gauche­
gauche) pour éliminer ceux formant 
des homodimères puis teste ensuite 
toutes les paires droit-gauche et éli­
mine les couples dont le nombre de 
bases successives appariées dépasse 
le seuil fixé. Pour cela il fait coulis­
ser un oligonucléotide sur un autre 
en décalant d'une base à chaque 
fois et compte pour chacune des 
configurations du dimère le nombre 
de bases appariées. Si ce nombre est 
supérieur à la valeur seuil, la com­
binaison ol igonucléotide-droit ,  
oligonucléotide-gauche est rejetée. 
Les couples d'oligonucléotides rete­
nus sont visualisés dans un tableau 
indiquant leur séquence, leur posi­
tion sur le brin (5 '-3' ) ,  leur pour­
centage G+C, leur température de 
fusion, la taille du produit obtenu 
après amplification (produit PCR) 
ainsi que sa température de fusion 
(figure 3 B). 
• Étape 3 
L'ultime étape de la sélection con­
siste à tester dans une base de 
séquences nucléiques la spécificité 
des couples d'oligonucléotides sélec­
tionnés. Cette recherche s'effectue 
avec l'oligonucléotide dans le sens 
direct et inverse-complémentaire. 

Recherche de la spécificité des oli­
gonucléotides dans la base de 
données 
Afin de rechercher rapidement un 
motif, c 'est-à-dire un court segment 
d'ADN de 60 caractères maximum 
dans une banque de séquences 
nucléiques, nous avons utilisé le 
système de codification d'une ban­
que de séquences nucléiques mis au 
point au CITI 2 (Centre Interuniver­
sitaire de Traitement de l 'Informa­
tion n°2) [8] . Ce système a été 
adapté spécifiquement pour la 
recherche d'oligonucléotides dans 
une banque. 

• Principe de la codification des séquen­
ces d 'une banque nucléique 
Cette codification consiste à mémo­
riser dans un fichier à accès direct 

, Oligonucléotides possibles dans la région 

2 Taille 

3 % G + C  

4 G, C extrémité 3' 

5 Epingles à cheveux 

- 2 sous-ensembles distincts 
d'ol igonucléotides droits 

gauches 

Fig u re 2. Filtres successifs utilisés pour la sélection de chaque sous­
ensemble d'oligonucléotides. On détermine à l'avance la taille des oli­
gonucléotides, leur pourcentage G+C, la possibilité d'une extrémité G,C. Sont 
aussi éliminés les oligonucléotides susceptibles de former des épingles à 
cheveux avec un nombre d'appariements successifs supérieur au seuil fixé. 

Figu re 3. Recherche des oligonucléotides pour l'amplification dans la � 
région 1020-1 140 de l'exon 8 de l'hexosaminidase A (la délétion du 
codon 304-305 est impliquée dans la maladie de Tay-Sachs}. (A). Deux 
oligonucléotides gauches et deux oligonucléotides droits sont sélectionnés 
par le logiciel dans un premier temps. (8). Quatre couples d'oligonucléoti­
des sont r:etenus. * Les oligonucléotides droits sont donnés dans le sens 
inverse complémentaire (la position indiquée est celle de l'extrémité 3'). 
(C). Amplification de la région 1039- 1 13 1  de l'exon 8 avec le couple no1  et 
détection d'un mutant de 90 paires de bases correspondant à la délétion 
du codon 304. Piste 1 enfant normal, pistes 2-9 malades Tays-Sachs. 

les noms des séquences avec la posi­
tion du premier nucléotide d'un 
motif de longueur donnée. Une 
molécule d'ADN étant représentée 
par les 4 lettres A, C, G, T, il existe 
4" possibilités de coder un motif de 
longueur n. Chaque séquence de la 
banque est alors décomposable en 
motifs chevauchants de même lon­
gueur n. Par exemple, une séquence 
de 20 bases se décomposera en 18  

motifs de longueur n=3 bases (figure 
4). A chaque motif correspond un 
code qui est une entrée possible 
dans ce fichier à accès direct. Ainsi 
pour un code C représentant un 
motif m, il existe un enregistrement 
de numéro C donnant toutes les 
séquences de la banque contenant 
ce motif ainsi que sa position dans 
cette séquence. Dans notre cas, la 
longueur d'un motif est fixée à 8 
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Mnémonique de la séquence : hsbha (EMBL) région 1 020-1 1 40 

Oligonucléotides gauches 

1 GAATCCCAGTCTCAATAATACCT 
2 AATCCCAGTCTCAATAATACCTA 

Oligonucléotides droits 

1 ATTTTTATCTTCATCTTGGAGGA 
2 TTTTTATCTTCATCTTGGAGGAG 

Position 

1 0 3 8  
1 0 3 9  

1 1 0 9  
1 1 1 0  

Couples retenus après le test des dimères : 

%GC 

3 9  
3 5  

3 0  
3 5  

Tm 

5 8 , 9  
5 7 , 2  

5 9 , 4  
6 0 , 1  

A 

B 
Oligonucléotides Position %GC Tm Taille TmPCR 

Couple n°l 
Gauche : AATCCCAGTCTCAATAATACCTA 1 0 3 9  
Droit* : TCCTCCAAGATGAAGATAAAAAT 1 1 0  9 

Couple n°2 
Gauche : AATCCCAGTCTCAATAATACCTA 1 0 3 9  
Droit* : CTCCTCCAAGATGAAGATAAAAA 1 1 1 0 

Couple n°3 
Gauche : GAATCCCAGTCTCAATAATACCT 1 0 3 8  
Droit* : TCCTCCAAGATGAAGATAAAAAT 1 1 0 9  

Couple n°4 
Gauche : GAATCCCAGTCTCAATAATACCT 1 0 3 8  
Droit* : CTCCTCCAAGATGAAGATAAAAA 1 1 1 0  

2 3 4 5 6 7 8 9 

3 5  5 7 , 2  
3 0  5 9 , 4  9 3  

3 5  5 7 , 2  
3 5  6 0 1  1 9 4  

3 9  5 8 , 9  
3 0  5 9 , 4  9 4  

3 9  5 8 , 9  
3 5  6 0 , 1  9 5  

pb 

93 

90 

6 6 , 8  

6 7 , 2  

6 6 , 8  

6 7 , 1  

c 

nucléotides [9] . Nous aurons alors 
48 soit 65 536 possibilités de coder 
un motif et notre fichier aura donc 
65536 entrées. Un programme opti­
misé par une méthode d'intersec­
tion de listes triées peut ensuite 
exploiter ce fichier [9] . Ainsi des 
motifs de longueur inférieure ou 
égale à 60 caractères pourront être 
repérés très rapidement à l' intérieur 
d'une base de données de plus de 
m/s n° 11 vol. 9, novem!Jre 93 

1 10 millions de paires de bases dis­
tribuées en quelque 100 000 séquen­
ces nucléiques. La recherche des oli­
gonucléotides, c'est-à-dire des motifs, 
est ici effectuée sur toute la banque. 
Les résultats peuvent néanmoins 
être partiellement filtrés et ne pré­
senter que les séquences d'une 
même espèce ou d'une extraction 
personnalisée de la banque. Dans 
ce tte recherche, une non-

concordance d'une base est systéma­
tiquement tolérée. Par exemple 
eour l 'ol igonucléotide TATTC­
GACGGGC, le logiciel cherchera 
dans la banque toutes les séquences 
possédant exactement ce motif mais 
également toutes celles possédant le 
m.otif approché ayant une base de 
différente comme 

TATNCGACGGGC 
ou 

TATTNGACGGGC 
etc. 

'
eN remplaçant A,C,G ou T) . Si 

l 'utilisateur désire une recherche 
avec plus d'une base de différence 
sur l 'oligonucléotide, il lui est alors 
conseillé d'utiliser un algorithme 
classique de recherche d'aligne­
ments avec une base de données 
[ 10] .  

Calcul des températures de fusion 
La température de fusion (Tm) des 
oligonucléotides est calculée en uti­
lisant les critères énergétiques des 
dinucléotides adjacents composant la 
séquence de l ' oligonucléotide 
[ 1 1 , 12] . La concentration de l 'oligo­
nucléotide ainsi que la concentra­
tion en sels dans la réaction PCR 
sont des paramètres du calcul de ce 
Tm et sont donc fixés par l 'utilisa­
teur : 

dH 
Tm = -----------------------­

dS + [R x ln (C/4) ] 

- 273,1 5  + 1 6,6 x log [Na+] 

dH ( kcal.moJ- 1 ) ,  dS ( cal.mol-1 ,  
1 calorie = 4 184 Joules) sont respec­
tivement l 'enthalpie et l'entropie de 
la formation de l 'hélice, R est la 
constante des gaz parfaits 1 ,987 
( cal.k-1 .mol-1 ) ,  C la concentration 
de l 'oligonucléotide (J.!M) et [Na+] 
la concentration en sels (mM) . 
La température de fusion du pro­
duit PCR (TmPCR) est calculée 
selon la relation suivante applicable 
à des molécules de pJus de 50 
nucléotides [6] : 

TmPCR = 8 1 ,5 + 1 6,6 x log [Na+] + 
0,41 x (GC) - 500 1 taille 

où [Na+] désigne la concentration 
en sels, (GC) le pourcentage G+C et 
<< taille , la longueur du produit 
PCR. ---
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Exemple d'une application à l'ampli­
fication de l'exon 8 du gène de 
l'hexosaminidase A 

L'hexosaminidase A est une enzyme 
impliquée dans le métabolisme des 
gangliosides dont le déficit conduit 
à la maladie de Tays-Sachs [ 1 3] .  Il 
s'agit ici d'amplifier une courte 
région de l 'exon 8 ( inférieure à 120 
paires de bases) afin d'identifier 
rapidement une délétion du codon 
304/305 par simple migration du 
produit PCR sur un gel de polyacry­
lamide [ 13] . On se propose d'ampli­
fier la région 1020-1 140 en utilisant 
PcrBase pour rechercher les oligo­
nucléotides. La marge de recherche 
est fixée à 50 nucléotides en amont 
et en aval de la région 1070-1090. 
Les contraintes fixées pour les oli­
gonucléotides sont : une taille de 23 
bases, un pourcentage G+C compris 
entre 30 et 45, pas de dinucléotides 
G,C à l 'extrémité 3 ' .  Le seuil auto­
risé pour l'appariement dans les 
épingles à cheveux est de 3 . Deux 
oligonucléotides gauches et deux oli­
gonucléotides droits sont sélection­
nés par le logiciel dans un premier 
temps (figure 3 A). Le seuil des appa­
riements consécutifs autorisés pour 
les homodimères et des hétérodimè­
res est fixé à 3. Quatre couples d' oli­
gonucléotides sont alors sélectionnés 
par PcrBase. Leurs caractéristiques 
sont affichées ainsi que la taille et 
la température de fusion (TmPCR) 
du produit PCR pour chacun des 
couples (figure 3 B). Leur spécificité 
testée sur l 'ensemble de GenBank 
ne fait pas apparaître de séquences 
incluant ces oligonucléotides (à part, 
bien sûr, la séquence de l 'exon 8 de 
l 'hexosaminidase A) . 
L'amplification est réalisée à partir 
d'ARN totaux humains selon une 
méthode précédemment décrite 
[ 1 3] en utilisant le couple n°1 .  La 
taille du produit PCR attendu est de 
93 paires de bases et nous mettons 
effectivement en évidence sur le gel 
une bande de 93 paires de bases 
après révélation au BET (figure 3 C). 

Matériel et langage 
Le logiciel est programmé en Pascal 
et en Fortran 77 pour sa version 

implantée sur le Vax du serveur 
BISANCE. Une version portable sur 
PC programmée en TurboPascal est 
en cours d'achèvement. 

1 Conclusion 

Il existe un certain nombre de logi­
ciels aidant l 'expérimentateur à 
choisir des oligonucléotides pour la 
réaction PCR [6, 14, 15] . Cependant 
PcrBase est un logiciel directement 
relié aux banques de séquences 
nucléiques. Il permet de travailler à 
partir d'une séquence stockée dans 
une banque (EMBL ou GenBank) 
en donnant simplement son mné­
monique. Une fois les oligonucléo­
tides sélectionnés pour la réaction 
PCR, PcrBase donne la possibilité de 
tester leur spécificité sur l 'ensemble 
des séquences de la banque (ou sur 
un sous-ensemble ) .  PcrBase étant 

mis en ligne sur le serveur français 
BISANCE, il bénéficie de l 'assurance 
d'avoir accès à des bases de données 
périodiquement mises à jour. 
Les développements futurs de ce 
logiciel donneront la possibilité de 
rechercher des structures secondai­
res sur la séquence à amplifier, en 
particulier lorsque l 'on désire ampli­
fier une séquence d'ARN [7, 16] • 
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T A T T C G A T C G A T T G A T C G A T 
_m1_ 

_m2_ 

_m1 7_ 

52 1 6  62 55 25 36 1 4  55 25 36 1 6  63 57 36 1 4  55 25 36 

Figure 4. Transcodage d'une molécule d'ADN-chaÎne de caractères en 
molécule d'ADN-chaÎne de motifs codés : exemple sur une séquence 
de 20 nucléotides. Le code Cx d'un motif mx commençant à la position 
x s'obtient de la manière suivante : 
Cx = (P1 x 4(n- 1)) + (P2 x 4(n-2)) + . . . .  + (Pi x 4(n-i)) + Pn + 1 
où P a les valeurs 0, 1, 2, 3 pour A, C, G, T respectivement. 
Pour n = 3, il y a 64 motifs différents (43) codés de 1 à 64 par Cx = (P1 
x 42) + (P2 x 4 1) + (P3 + 1). 

m2 = A TT et C2 = (0 x 42) + (3 x 4 1) + (3 + 1) = 16 
m6 = GA T et C6 = (2 x 42) + (0 x 41) + (3 + 1) = 36 
m5 = m9 = m 1 7 = CGA et C5 = C9 = C17 = (1 x 42) +(2 x 41) + 0 + 1 = 25 
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,----- * GLOSSAIRE * ----, 

EMBL : European Molecular Bio­
l ogy Laboratory, banque européenne 
de séquences nucléiques. La version 
34 de février 1 993 contient près de 
99 5 91 séquences, soit 122 millions 
de bases. 

GenBank : Genetic sequence data­
bank, banque américaine de séquen­
ces nucléiques. La version 75 de 
février 1 993 contient près de 106 637 
séquences (126 millions de bases). 

Inverse complémentaire d 'une 
séquence : sens direct, 5'-GCAT-3 '; 
sens inverse complémentaire, 
5 '-ATGC-3'. 

Mnémonique : nom sous lequel une 
séquence est répertoriée dans la 
banque. 

Fichier à accès direct : structure de 
stockage de l 'information décomposée 
en lignes ou enregistrements. Chacune 
de ces lignes est accessible par son 
numéro. 
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Summary 
PcrBase : a PCR software interfa­
ced with nucleic sequence 
databases 

PCR, polymerase chain reaction, 
is a powerful technique of 
nucleic sequence amplification. It 
requires to choose two oligonu­
cleotides at each extremity of the 
segment to be amplified. These 
oligonucleotides must be carefully 
chosen according to specifie rules 
that are necessary for an optimal 
yield of amplification. PcrBase is 
a software designed to select one 
or more oligonucleotide couples 
for the amplification of persona} 
sequences or database sequences 
( EMBL, GenBank) .  With 
PcrBase, the user has the possi­
bility to search oligonucleotides 
according to the following crite­
ria : (i) the upstream and downs­
tream limits of the region to 
amplify as weil as the range of 
search from both sides of this 
area, ( ii )  the oligonucleotide size 
and their GtC percentage, ( iii) 
the occurrence or not of GC 
dinucleotide succession at the 3' 
end, ( iv) the maximum number 
of consecutive matched bases sus­
ceptible to make hairpins in the 
oligonucleotide, (v) the maxi­
mum number of consecutive mat­
ched bases that may appear in 
the dimer made by the two oli­
gonucleotides. Once the selection 
criteria have been established, 
the software will test the specifi­
city of oligonucleotides on the 
whole set of sequences of 
GenBank. 
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