Polymorfismus konformace jednoduchych retézcu

Jednad se o techniku vyhledavani mutaci v genomu. Patfi mezi nejjednodussi techniky k této ¢innosti. Byva
oznacovana zkratkou SSCP (single strand conformation polymorphism, polymorfismus konformace
jednoretézcové DNA).

Princip techniky

Jejim principem je elektroforéza jednovldknové DNA na nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu pfi nizké teploté.
Retézec DNA se ,sbali“ podle vnitfnich komplementarit, ¢imz vznikne prostorové struktura podobnda napf. tRNA.
Rychlost, jakou pak jednoretézcova DNA putuje béhem elektroforézy nukleovych kyselin, zavisi na presné
konformaci. Protoze i velmi mald zména v sekvenci nukleotidd mlze zpUlsobit, Zze DNA vytvori Gplné jinou
prostorovou strukturu, je mozné pomoci SSCP odlisit ¢asto i zaménu jediné baze.

Prace s PCR

Pri praci s vétsinou PCR produktl se DNA béhem SSCP rozdéli do dvou skupin frakci: Prvni skupina putuje pomaleji,
prouzky byvaji ostrejsi a byva jich vétsi pocet. Druhd frakce putuje rychle a zpravidla tvori jediny pruh.

DGvodd, pro¢ jeden PCR produkt tvori nékolik prouzkd, je nékolik:

kazdy retézec denaturované DNA zaujme jinou konformaci,

jeden retézec mlze tvorit vice stabilnich konformaci,

¢ast molekul nevytvori sbalenou prostorovou strukturu,

¢ast molekul renaturuje do pavodni dvousroubovice a vzniknou tak znovu homoduplexy,
u heterozygotd mdze ¢ast molekul renaturovat za tvorby heteroduplexd.

Spolehlivost techniky

Uvadi se, ze pfi praci s Usekem DNA dlouhym 100-300 bp Ize pomoci SSCP zachytit 99 % bodovych mutaci, pro
Useky dlouhé 400 bp vice nez 80 %. S rostouci délkou vysetrfovaného fragmentu DNA Gcinnost SSCP klesa a pro
Useky delSi nez asi 750 bp neni tato technika vhodna.
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