Pulzni gelova elektroforéza

Pt1 konvencni gelové elektroforéze je rozdéleni molekul je podminéno
rychlejsim pruchodem menSich molekul porovitou strukturou gelové
matrice.

Tento princip separace se uplatiuje u molekul DNA do velikosti piiblizné
50 kb.

V¢Etsi molekuly se pohybuji stejnou rychlosti a nerozdéli se.
K jejich separaci se vyuziva pulzni gelova elektroforéza.

Gel vystaven elektrickému poli, jehoz smér se pod urcitym thlem (90-
180°) v Casovych intervalech periodicky méni.

Aby se molekuly DNA mohly pohybovat ve sméru zménéného
elektrického pole, musi nejdiive zménit svou orientaci.

V¢étsi molekuly DNA spotiebuji na svou reorientaci vice ¢asu nez
molekuly mensi a jejich vysledny primocary pohyb je proto pomalejsi.
Techniky pulzni elektroforézy se vyuziva k separaci neporusenych

molekul DNA (napt. chromozomu kvasinek) nebo restrikénich fragmentu
o velikosti nékolika megabazi.



Zakladni terminy tykajici se PFGE
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* Pulzni pole (pulsed field).
Elektroforeticky proces, ktery
pouziva vice nez jedno elektricke
pole, a ve kterem se elektricka
pole stiidave aktivuyi.

e Pulzni interval (switch interval, switch time, pulse
time). Cas, po ktery je kazdé ze stfidajicich se
elektrickych poli aktivovano.

 Reorientacni thel (reorientation angle). Uhel mezi
dvéma stridajicimi se elektrickymi poli, tj. thel mezi
ruznymi sméry, ve kterych molekuly DNA putuyi.

 Homogenni pole (homogeneous field). Elektricke
pole, které ma uniformni potencialové rozdily po
celém poli.




Princip separace molekul v pulznim poli

A. Molekuly DNA o ruznych velikostech v prostiedi bez
elektrického pole

B. Separace molekul v konvencni gelové elektroforéze
(molekuly o velikosti 50 - 500 kb se pohybuji stejnou rychlosti)

C. Pi1 pulzni elektroforéze je elektrické pole E1 preruseno a
nahrazeno polem E2 v jiném sméru. Aby mohla DNA ve sméru
druh¢ho pole migrovat, musi se nejdiive reorientovat ve sméru u
nového pole. Cim jsou molekuly vétsi, tim delsi dobu spotiebuji
ke své reorientacl, a dochazi tak ke zpomaleni jejich pohybu.
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Pohyb DNA v agarozovéem gelu pri PFGE
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Oznaceni systému pouzivanych pree < |+

pro pulzni elektroforéezu
B A

PFGE OFAGE /)I(\
Pulsed Field Gel Electrophoresis AN /&
OFAGE d h
Orthogonal Field Alteration Gel Electrophoresis TAFE g
TAFE //E\\x .
Transverse Alterating Field Electrophoresis e 3
FIGE

Field Inversion Gel Electrophoresis FIGE

CHEF

Clamped Homogenous Electric Field Electrophoresis

RGE

Rotating Gel Electrophoresis CHEF

ZIFE

Zero-Integrated Field Electrophoresis

PHOGE RGE

Pulsed Homogeneous Orthogonal Field Gel Electrophoresis




Soucasti aparatury pro PFGE
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Priprava vzorku pro PFGE

Kultivace bunék do presné stanovené hustoty
Smichani bunék s roztavenou agarozou (107 bunék/ml)
Naliti smés1 do malé formicky

lyze bunék v agardzovych bloccich
deproteinace DNA

Promyti a odstranéni proteinazy K s«
(fenyl-metyl sulfonyl fluorid, PMSF)
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Schéma pripravy vzorku pro PFGE

Bunécna kultura,
jednobunécné Zivoc¢isna nebo
organizmy rostlinna tkan

} |

Shromazdit Disociovat Koncentrovat bilé krvinky

centrifugaci

Promyt bunéénou suspenzi

|

Stanovit koncentraci bunék
a naredit na pfrislusnou hodnotu

-

Optimalné stepit Smichat buiiky s nizkotajici agarézou
bunécnou sténu a nalit do formicky

"

Stépit proteiny proteinazou K
v pufru s EDTA a detergenty

Krev

Dakladné promyt v pufru s EDTA
Alternativné odstranit proteinazu K pomoci PMSF

Skladovat v pufru s EDTA



Vybér vhodnych restrik¢nich enzymu
pro makrorestrikéni analyzu DNA

1. Vybér na zakladé délky rozpoznavaci sekvence RE

Délka rozpoznavaci sekvence by méla byt ¥ 6 bp

Sfil 5' GGCCNINGGCC 3! priklad RE s 10 bp rozpoznavaci sekvenci

I-Scel 5 TAGGGVYATAATCAGGGTAAT 3'  priklad intronem koédované endonukleazy
s 18 bp dlouhou rozpoznavaci sekvenci

2. Vybér na zakladé obsahu GC

Bakterialni druhy se velice liSi v obsahu GC v jejich genomech.

Enzymy s GC-bohatou rozpoznavaci sekvenci jsou vhodné pro AT-bohaté genomy

Smal 5' CCCIGGG 3' Notl 5' GC{GGCCGC 3
a enzymy s AT-bohatou rozpoznavaci sekvenci jsou vhodné pro GC-bohaté genomy.
Sspl 5' AATJATT 3 Swal 5 ATTTJAAAT 3

3. Vyskyt urditych sekven¢nich motivii_v rozpoznavaci sekvenci

Ptitomnost sekvence odpovidajici termina¢nimu kodonu v rozpoznavacim mist¢ RE mize
ovlivnit ftrekvenci $té€peni.

Xbal 5 TICTAGA 3" amber

4. Restrik¢éni endonukleazy citlivé na metylaci typu CpG jsou vhodné eukaryotické DNA
N¢ékteré enzymy nestépi DNA jestliZze se v rozpoznavacim misté vyskytuje

5-metylcytozin.

Miul 5' AYC'GC'GT 3' tento enzym §tépi savéi DNA méné ¢asto nez Sfil




Vyuziti PFGE pro diagnostické a typizacni
ucely — makrorestrik¢ni analyza
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Switch times (seconds)

Volba pulznich intervali v zavislosti na
velikosti separovanych molekul

presné hodnoty je mozno urcit pomoci softwaru
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Pouzivané standardy velikosti pro PFGE
e Konkatemery plazmidu

« Konkatemery DNA faga lambda
— Velikost monomeru 48,5 kb

— Escherichia coli 5.7 Mb
' 2200 kb
47 Mb
3,5Mb
225 kb
(3,5-5,7 Mb) 50 kb

e Makrorestrik¢ni fragmenty bakteridlnich genomu
Chromozomy kvasinek -
— Saccharomyces cerevisiae
(240-2200 Kb)
— Hansenula wingei (1,0-3,1 Mb) 25.90s  1800s  60-120
— Candida albicans (1,0-4,0 Mb) Pulzni ¢asy
Chromozomy Dictyostelium discodium (3,6-9,0 Mb)

— Staphylococcus aureus Lambda ladder s. pombe S. cerevisiae
— Schizosaccharomyces pombe
Chromozomy Neurospora crrassa (4,0-10,3 Mb)



Problémy pri PFGE

Problémy piiizolaci — nanaSeni vzorku — Stépeni RE — nastaveni PFGE
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Optimalni vzorek

Vysoka koncentrace bunck

Nizka koncentrace bunc¢k

Nedokonal¢ promichani bun€k s agar6zou

Degradace DNA pi1 izolaci nebo Sté€peni

BloCek agardzy je v jamce vertikalné

Blocek se béhem nanaseni rozlomil

Blocek je v jamce umistény zeSikma

Caste¢né §tépeni DNA (vzorek vpravo)

Castecné étépeni DNA v &asti blo¢ku vyénivajici z pufru

. Nedostatecné chlazeni nebo neni vodorovna podlozka

Ptili§ kratké pulzni intervaly
Ptili§ dlouhé pulzni intervaly



Kmeny Staphylococcus aureus

Kmeny S. aureus

o 8325, 8325-4=ISP, 8325-4 (77+), 8325-4
(53+)

o |SP-8(53+), ISP-8 (77+), ISP-8 (91+), ISP-8
(47+)



Kmeny Staphylococcus aureus

ISP8 — bezprofagovy kmen odvozeny z PS47

ISP8 (47+) — profag zaclenujici se do prvniho
fragmentu v makrorestrikénim spektru

ISP8 (53+) — profag zaclenujici se do druhého
fragmentu v makrorestrikénim spektru

ISP8 (77+) — profag se Smal mistem v genomu
zacClenujici se do pateho fragmentu v
makrorestrikénim spektru

ISP8 (11+) — profag zaclenujici se do Sestého
fragmentu v makrorestrikénim spektru

PS47- ti1 profagy v genomu ¢p11, ¢12 a ¢p13
PSA47 (77+) — Ctyti profagy
PS47 (53+) — Ctyti profagy
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