DGGE

Velmi citlivou technikou pro vyhledavéni mutaci je elektroforéza v gradientovém T S ————
/

denaturac¢nim gelu (denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE). Vyuziva se pfi
ni toho, Ze rychlost denaturace DNA zavisi na poc¢tu vodikovych mistkl. Retézce DNA
se od sebe budou sndze oddélovat v mistech bohatych na AT pary, zatimco Useky
bohaté na CG budou stabilnéjsi. Pro elektroforézu se pouziva polyakrylamidovy gel s
postupné se zvysujici koncentraci denaturujicich latek (formamidu a mocoviny).
VySetrovana DNA putuje v elektrickém poli rychlosti, kterd odpovida jeji molekulové
hmotnosti, az do okamziku, kdy se oba retézce za¢nou od sebe oddélovat. Vznikajici
denaturovand vldkna putuji pri elektroforéze mnohem pomaleji, takZze ¢im snéze se
urcity Usek denaturuje, tim blize startu se vzorek DNA zastavi. Protoze zcela oddélené
ssDNA by vytvorily neostré prouzky, pouzivaji se pri amplifikaci DNA primery s tzv. CG-
svorkou. PCR produkt pak obsahuje dvousroubovice, které maji na jednom konci samé
CG pary; v tomto misté se retézce denaturuji jen nesnadno. Citlivost DGGE se blizi
100 %.

TGGE

Podobnou technikou je TGGE (temperature gradient gel electrophoresis, gelova elektroforéza s teplotnim
gradientem). Namisto gelu s postupné se zvysujici koncentraci denaturujicich latek se pfi ni pouziva postupné se
zvysSujici teploty gelu.
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Priibéh DGGE a CG svorka
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