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Piedmétem pFedloZeného vyndlezu je zplsob provadeni
elektroforézy na gelu, vyznaceny tim, ze na gel se vloZi
elektrické pole majici charakter pseudondhodné sekvence s
¢asov€ stabilni dopfednou vyslednici clektrického pole. Toho
lze dosahnout vloZenim pseudondhodného clektrického pole
na uplnou nebo netplnou dvojrozmérnou nebo trojrozmérnou
matici elektrod, generovanim elektrického pole zapomoci
nahodného &i pseudondhodného magnetického pole,
mechanickym pohybem gelu vici elektrickému nebo
magnetickému poli, nebo jakoukoliv kombinaci uvedenych
metod. Zafizeni k provadéni tohoto zpisobu zahrnuje dvé
elektrody (1. 3) vlozené na gelu (4). Molekuly gelu (4) se
plsobenim polena elektrody (1, 3) pohybuji riznou rychlosti
a vytvéfei tak prouzky (2).




Zplisob a zafizeni k provadéni elektroforézy

Oblast techniky

Vynilez se tyka zlepSeného zpisobu provadéni elektroforézy a zafizeni k provadéni tohoto

zpusobu.

Dosavadni stav techniky

Elektroforéza je metoda vyuzivajici zdkonitosti pohybu elektricky nabitych &astic pod vlivem
elektrického pole. Elektroforéza se uplatiiuje napfiklad v biochemii a molekuldrni biologii,
kdy se biomolekuly, napf. proteiny, DNA nebo RNA, nanesou do jednoho mista gelu a poté se
gel vystavi plsobeni elektrického pole. Molekuly nanesené na gel se pod vlivem tohoto
elektrického pole pohybuji gelem, v zavislosti na velikosti molekul nebo na velikosti naboje se
vSak nepohybuji stejnou rychlosti. Pohybem v gelu se molekuly od sebe vzdjemné oddgli, a to

v zdvislosti na svych elektroforetickych vlastnostech.

Nejstardi elektroforetickou metodou je stejnosmérnad elekiroforéza. Na gel (gelovou
membranu) se do jednoho mista nanese zkoumany vzorek a vloZi se elektrické pole ve sméru
podélné osy gelu (gelové membréany) - viz obr. 1. Rizné molekuly obsaZené ve vzorku se

plisobenim tohoto pole pohybuji riznou rychlosti.

Pii stejnosmémé elektroforéze existuje zdvazny problém. Dostatedné malé molekuly bez velké
afinity k materidlu gelu bez problému putyji ve sméru elektrického pole a dochazi
k postupnému odd€lovani molekul vzorku od sebe. Vétsi molekuly nebo molekuly s velkou
afinitou viéi okoli se ale navaZi (,,zapletou”) do molekularni struktury gelu a dal jiz

nepostupuji. Tento problém vznika jiZz u pomérné malych molekul.

Tento problém do znaéné miry fesi tzv. pulzni elektroforéza. Pii ni se ve vhodnych Easovych
intervalech prepoluji elektrody, a tim se obrati smér plsobiciho elektrického pole. Molekula
vzorku, ktera narazila na strukturu gelu a zastavila se, se tudiZ dd do pohybu opaénym
smérem, ze struktury gelu se vymani (,,vyplete*) a v daldim dopfedném pulzu se miize znovu
pohybovat. ProtoZe vektor pohybu jedné konkrétni molekuly je do znaéné miry ndhodnd

veli¢ina, je velmi pravdépodobné, Ze se molekula bude pohybovat ponékud odliSnym smérem
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a strukturu gelu, na kterou v pfedchozim pulzu narazila, v tomto dal$im pulzu obejde. Timto

zplisobem je zajisténo, Ze je pulzni elektroforéza pouZitelna i pro poméré velké molekuly a
husté gely. U pulzni elektroforézy se asto pouziva elektrodovy systém znazornény na obr. 2.
Tim je dale zvySena pravdépodobnost, Ze se ,,zapletend molekula® uvolni a v dal$i sérii pulzi

prekéazku obejde pozménénou trasou.

Pro jesté vétsi molekuly se pouzivd bodova elektroforéza, kterd je vhodnd pro rozdélovani
smési molekul, které jsou natolik velké (anebo ,,nevhodné tvarované®), Ze k jejich rozd&leni
nelze pouZit pulzni elektroforézu. 1 pii pulzni elektroforéze se tyto molekuly zaplétaji do

struktury gelu a nepostupuji dostate¢né kupfedu.

Pii bodové elektroforéze se pouziva elektrodovy systém, kde se misto dvou linearnich elektrod
u okrajii gelu pouzije nékolik bodovych elektrod umisténych na mzna mista gelu. Tyto
elektrody se cyklicky budi elektrickym napétim. Existuje tak velkd pravdépodobnost, Ze
molekula vzorku zachycena molekulou gelu tuto molekulu gelu v podstaté ,,obkrouzi®, tim se
ze zachyceni v gelu uvolni a molekula vzorku bude dale postupovat. Velkou nevyhodou této
metody je, Ze trajektorie molekul nejsou rovné, ale deformované, a rozdélovani smési molekul

vzorku neprobihd konstantni rychlosti.

Vy$e uvedené metody - stejnosméra, pulsni, shexagondlnim elektrodovym systémem a
bodové elektroforéza - jsou v soudasnosti nejéast&ji pouzivané metody. V minulosti bylo
vyvinuto mnoho dalfich metod, a jednotlivi uZivatelé si tyto metody dale ¢asto sami
modifikuji. Ndzvy, oznaceni a mnohdy i drobné technické detaily redlného provedeni nejsou

ustaleny, nejCastéji je vyuZivana tato klasifikace:

- Stejnosmérna elektroforéza: Elektrody jsou umistény na protilehlych strandch gelu a na
elektrody je pfivedeno stejnosmérné napéti neproménné velikosti, viz obr. 1.

- Jednoducha pulzni elektroforéza, FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis): Ta vyuziva
rovnéZ elektrodovy systém uvedeny na obr. 1, ale na elektrody neni ptivedeno stejnosmérné
napéti stabilni velikosti, ale napét'ové nebo proudové pulzy.

- CHEF (Contour Clamped Homogenous Electric Field): Jednad se¢ o nejcastéjsi variantu
elektroforézy s Sestihelnikovym elektrodovym systémem. Plocha, na niZ elektroforéza
probihd, je zcela ohranitend S3esti elektrodami, jez jsou uspofadany do pravidelného

Sestitthelniku. Na jednotlivé elektrody je pfivedeno ptednastavené napéti. Casto se pouZivaji i
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varianty této metody. Jednotlivé elektrody Ize budit elektrickymi pulsy podobné jako u

jednoduché pulsni elektroforézy se dvémi elektrodami. Déle elektrody nemusi tvofit
pravidelny 3estitthelnik, ale mohou byt uspofadany ponékud nepravidelné, nejCastéji tak jak je
zobrazeno na obr. 2,

- PFGE (Pulsed Field Gradient Gel Electrophoresis): Tato metoda vyuziva elektrodovy systém
zobrazeny na obr. 4, kdy je aplikovana kombinace homogenniho a nehomogenniho
elektrického pole.

- OFAGE (Orthogonal Field Alternation Gel Electrophoresis): Elektrodovy systém je zobrazen
na obr. 3, plisobi zde kombinace dvou nehomogennich elektrickych poli.

- TAFE (Transverse Alternating Field Electrophoresis): pouZity gel je umistén vici
elektrodam vertikalné, plsobici elektrickd pole jsou homogenni, viz obr. 5.

- CROSS FIELD (Crossed Field Gel Electrophoresis): Elektroforeticky gel je uloZen na
pohyblivé podloZee, kterd se periodicky otadi, poptipadé posouvd, uvniti elektrického pole.
Tento systém se Casto oznacuje jako RGE (Rotating Gel Electrophoresis).

UZivatelé elektroforézy &asto metody elektroforézy kombinuji dohromady a upravuji si je.
Ptikladem t&chto kombinaci a uprav je napf. metoda ST/RIDE (Simultaneous Tangential/

Rectangular Inversion).

Nevyhody v soulasné dobé zndmych typl elektroforéz fesi zplsob a zafizeni podle

piedloZeného vyndlezu.

Podstata vyndlezu

Piedmétem piedloZeného vynalezu je zplsob provadéni elektroforézy na gelu, jehoZ podstata
spodiva v tom, Ze na gel se vlozi elektrické pole majici charakter pseudonahodné sekvence s
¢asové stabilni dopfednou vyslednici elektrického pole. Elektrické pole miZe byt vloZeno

pfimo nebo miiZe byt generovéano indukci z pole magnetického, miZe byt pulzni nebo spojité.

Elektroforetickou separaci molekul omezuje zejména ,,zaplétani“ separovanych molekul do
struktury gelu. Ulelem viech dosud znamych elektroforetickych metod je co nejvice
randomizovat pohyb molekul vzorku gelem, a tim sniZit pravd€podobnost nevratného
»zapleteni“ molekuly vzorku do struktury gelu. Ospé§nost vSech nyni pouZivanych
elektroforetickych metod je limitovana pravé tim, jak jsou schopny omezit vliv tohoto jevu.

Tento jev se uplatni nejméné v pripad€, Ze pohyb elektroforeticky separovanych molekul
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gelem bude co moZné nejndhodngjdi, oviem pii zachovéani dopfedné vyslednice tohoto pohybu

tak, aby na gelu vznikl ,.elektroforeticky b&h“. Toho je technicky dosaZeno tak, Ze na gelu
plisobici elektrické pole je v uZivatelem zvolenych mezich pseudondhodné s uZivatelem
zvolenymi statistickymi parametry tak, aby existovala asové stabilni dopfedna vyslednice
elektrického pole. Zplisob podle vynalezu se provadi napfiklad vloZenim pseudonahodného
elektrického pole na tiplnou nebo neupinou dvojrozmémnou nebo trojrozmérnou matici
elektrod, generovdnim elektrického pole za pomoci ndhodného ¢i pseudondhodného
magnetického pole, mechanickym pohybem gelu vigi elektrickému nebo magnetickému poli,

nebo jakoukoliv kombinaci uvedenych metod.

Konkrétni trajektorie konkrétnich molekul prostupujicich gelem je nadhodnd velidina a
spektrum trasy se bliZi k bilému Sumu. Pokud odhlédneme od nelinearnich jevil vznikajicich
pt narazech molekul a pfi polarizaci molekul, od &ist¢ ndhodného bilého Sumu se lisi jen
vyslednym dopfednym pohybem, ktery je zplisoben tim, Ze pfevazujici smér elektrického pole
je smér kuptedu. “Zaplétani se” molekul vzorkl mezi molekuly gelu je rovnéZ ndhodny jev se

spektrem blizkym bilému Sumu.

Zplsob provadéni elektroforézy podle predlozeného vynilezu lze aplikovat do viech nyni

existujicich elektroforetickych metod jako jejich modifikaci.

Pfedmétem pfedloZeného vynalezu je dale zafizeni k provadéni zpisobu podle piedlozeného
vynalezu, obsahujici nadobu na elektroforeticky gel, elektrody a zdroj elektrického pole, jehoz
podstata spoiva v tom, Ze obsahuje matici elektrod. Matice elektrod miZe byt dvojrozmérna
nebo trojrozmérna. Pro riiznou poZadovanou kvalitu elektroforetického procesu lze pouzit
riizné podty a velikosti elektrodovych ploSek v matici. Elektrody mohou byt usporadany
pravidelné a pravothle nebo jakymkoliv jinym nepravidelnym zpisobem. Matice mizZe, ale
nemusi byt realizovana jako Uplnd, vyplnéna, pro mensi naroky lze &ast elektrod tvoficich
matici vynechat, tedy matice mizZe byt neiiplna. Jednotlivé elektrodové plosky v matici mohou
byt vyuZivany jako elektrody budici, méfici nebo oboji. V praxi budou &asto zachovany pouze
obvodové elektrody. Ve vyhodném provedeni vynalezu je pak v prostoru nadoby, kde probiha
elektroforéza, vlioZena alespoii jedna méfici elektroda. Tato elektroda (elektrody) slouZi pro

linearizact béhu.
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Nadobou na elektroforeticky gel mize byt kterakoliv nadoba pouZivana v dosud znémych

elektroforetickych metodach, jako je napf. podlozka pod gel, vani¢ka atd.

Budici elektrody jsou buzeny matematicky konstruovanym signdlem tak, aby v
elektroforetickém prostoru vznikalo budici elektrické pole s pseudondhodnou sekvenci s
Sasové stabilni dopfednou vyslednici elektrického pole. Casova stabilita této vyslednice je
nutnd, protoZe polarizace molekul vzorku neni linedrni déj. Tato Casovd stabilita je nutnd i z
praktickych divodi - aby uZivatel mohl elektroforézu pferusit pfed¢asné a mél k dispozici

hodnotitelny vysledek.

Generovani pseudondhodného &asového pribéhu budictho elektrického pole je mozZné
provadét napfiklad nasledujicimi zplsoby:

- Pseudondhodna budici sekvence mizZe byt do pfistroje vloZena uZivatelem, napiiklad jako
vysledek jeho empirie.

- Pseudonahodnd budici sekvence miZe byt generovana pfistrojem jako soulet ndhodné
sekvence uzivatelem zadanych statistickych parametrd snulovou stfedni hodnotou a
konstantniho elektrického pole uzivatelem zadané hodnoty.

- Pseudondhodnd budici sekvence miiZe byt generovdna v redlném d&ase béhem bghu
elektroforézy na zakladé méfeni skutetného elekirického pole v prostoru elektroforézy tak,
aby toto skuteéné elektrické pole v prostoru elekiroforézy spliiovalo uZivatelem zadany rozsah
povolenych statistickych hodnot. Toto je realizovano tak, Ze se kontinudlng mé&fi prostorové
parametry generovaného elektrického pole, tyto se statisticky vyhodnocuji a néasledny tsek
pseudondhodné sekvence budiciho pole se vygeneruje jako nahodna sekvence s parametry
néhodnosti takovymi, aby se statistické parametry vysledného pole trvale udriely v
poZadovanych mezich.

- Pseudonahodnym pohybem gelu vidi elektrodovému systému s elektrickym polem
s dopfednou vyslednici nebo vi¢i magnetickému poli. Elektrické pole miZe byt v tomto
pripadé¢ Casové stabilni nebo proménné, napi. uréené pseudondhodnou sekvenci. Pohyb gelu
mizZe byt realizovan i jako zména thlu v trojrozmémém prostoru, Pro tento zpusob proveden{
vynilezu je vhodné zafizeni, obsahujici nadobu na elektroforeticky gel, elektrody a zdroj
elektrického pole, v némZ je nadoba na elektroforeticky gel uspofadana pohyblivé vici

elektrodam nebo vi¢i magnetickému poli.




6
Zafizeni podle vynalezu umoZiuji aplikovat zplisob provadéni elektroforézy podle

ptedloZeného vynélezu jako zdokonaleni nyni existujicich elektroforetickych metod. A to bud’
jako externi technické zafizeni, které se aplikuje spoletné se zafizenim pro provadéni
elektroforézy na nyni znidmych principech, nebo jako interni subsystém, ktery je vnitini
soucasti zdokonalujici nové vyrobena zafizeni vychdzejici z nyni zndmych principl provadéni
elektroforézy. Vyie uvedeny zplsob provadéni elektroforézy lze realizovat i jako zcela novou
technickou konstrukci elektroforetického generatoru, elektroforetického elektrodového

systému a elektroforetické komory.

Piehled obrazki

Obr. 1 ukazuje schematicky zdkladni dvouelektrodovy systém vhodny pro stejnosmérnou nebo
pulzni elektroforézu. Na gel 4 jsou umistény elektrody 1 a 3. Rizné molekuly vzorku se
plisobenim tohoto pole pohybuji riznou rychlosti a vytvéfeji tak prouzky 2.

Obr. 2 ukazuje schematicky systém obsahujici vice nez dvé elektrody, vhodny napt. pro pulzni
elektroforézu. Na gelu 5 je umistén systém Sesti elektrod 6.

Obr. 3 ukazuje schematicky systém pro provedeni metody OFAGE, kde jsou na gel 9
umistény dvé dvojice elektrod, pfi¢emZ je na elekirody 8 a 8  vloZeno jedno napéti, na
elektrody 7 a 7" je vloZeno jiné napéti a pisobi zde kombinace dvou nehomogennich
elektrickych poli.

Obr. 4 ukazuje schematicky systém pro provedeni metody PFGE, kde jsou na gel 12 umistény
dve dvojice elektrod, pfiCem? je na elektrody 10 a 10 vloZeno jedno napéti, na elektrody 11 a
11" je vloZeno jiné napéti. Je pfi ni aplikovdna kombinace homogenniho a nehomogenniho
elektrického pole.

Obr. 5 ukazuje schematicky systém pro provedeni metody TAFE, kdy je gel 13 umistén vi¢i
dvojicim elektrod 14, 14" a 15, 15" vertikalné, plsobici elektrickd pole vloZena na dvojice
elektrod jsou homogenni.

Obr. 6 ukazuje schematicky systém podle prikladu 2.

Obr. 7 ukazuje schematicky systém podle pfikladu 3.

Obr. 8 ukazuje schematicky systém podle pfikladu 4.

Obr. 9 ukazuje schematicky systém podie pfikladu 5.

Obr. 10 znazoriiuje schematicky usporadani elektrod do Gplné matice.




Ptiklady

Piiklad 1

Zplisob podle vynélezu lze aplikovat v jakémkoliv v souéasné dob& znamém elektroforetickém
systému tak, Ze se zajisti pseudondhodny mechanicky pohyb gelu vidi elektrodam. Lze to
ukazat na zndmém uspofadani dvouelektrodového systému podle obr. 1, kdy uZivatel rukou

nahodn& pohybuje gelem &i elektrodou.

Ptiklad 2

Zafizeni podle ptikladu 2 je znazornéno na obr. 6, kde je v prostoru mezi elektrodami 17 a 18,
na néZ je vloZeno stejnosmérné nebo pulzni pole, umisténa otoén& podlozka 19, na niz je
poloZen gel 20. PodloZkou 19 se otadi pomoci pohonné jednotky, napt. elektromotorku, o
néhodn& generované thly v rozmezi 0 — 90°. Uhly oto&eni mohou byt generovany jakymkoliv

generatorem nahodnych &isel.

Priklad 3

Zafizeni podle piikladu 3 je zndzoméno na obr. 7, kde je nadoba 21 s elektroforetickym gelem
vloZena do t&la solenoidu 24, vroviné kolmé na podélnou osu nadoby 21 jsou umistény
dvojice elektrod 22, 22" a 23, 23°, na né&Z je vloZeno homogenni elektrické pole. Na solenoid
24 je pfivadén proud z generatoru Sumu, ¢imZ se generuje ndhodné magnetické pole, stabiln{
dopfednou vyslednici zaji$tuje homogenni elektrické pole vkladané na dvojice elektrod 22,

22" a 23,23’ Jedn4 se o metodu TAFE s aplikaci zpiisobu podle vynélezu.

Piiklad 4

Zatizeni podle prikladu 4 je schematicky zndzoméno na obr. 8. Na gelu 25 je neuplnd matice
elektrod: jsou ponechany obvodové elektrody 26 a nékteré vnitini elektrody 27 matice, které
lze pouZit k méfeni pole v danych mistech gelu 25. Na viechny obvodové elektrody 26 je
pfivedeno napéti z generator( $umu, ponechané vnitini elektrody 27 méfi skuteCnou hodnotu
vyslednice proudového pole vznikajictho na gelu 25, tato informace je vyuZita ke
zpétnovazebni modulaci amplitudy generatori $umu budicich obvodové elektrody 26.

Zpétnovazebni mechanismus udrZuje poZadovanou dopfednou vyslednici vznikajiciho

proudového pole.

Priklad 5
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Zafizeni podle piikladu 5 je schematicky zndzornéno na obr. 9. Na gelu 28 je neuplna matice

elektrod: jsou ponechany pouze obvodové elektrody 29. Buzeni probiha stejné jako v piikladu
4, pouze regulaéni informace pro zpétnou vazbu je ziskavéana nikoliv z méfeni skute¢ného pole

na gelu vnitinimi elektrodami, ale z matematického modelovani pole vznikajiciho na gelu 28.

Primyslova vyuZitelnost

Zpusob a zafizeni podle pfedloZeného vyndlezu jsou vyuZitelné i pro vétsi molekuly nez
umoZiiuje bodovd elektroforéza. Pro menSi molekuly elektroforéza zplsobem podle
pfedloZzeného vynalezu probiha rychleji a v gelu vznikaji ostiej$i pruhy neZ je tomu u
elektroforézy pulzni. Elektroforeticky systém vyuZivajici tento zplsob lze vZdy navrhnout tak,
aby vznikaly pouze rovné behy se stejnou rychlosti postupu ve viech oblastech gelu, pokud je

gel homogenni.




PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob provadéni elektroforézy na gelu, vyznaeny tim, Ze na gel se vlozi elektrické pole

majici charakter pseudondhodné sekvence s Casove stabilni dopfednou vyslednici elektrického

pole.

2. Zplsob podle naroku 1, kde elektrické pole je generovano indukei z pole magnetického.
3. Zpisob podle néaroku 1, kde elektrické pole je pulzni
4. Zpusob podle naroku 1, kde elektrické pole je spojité.

5. Zpisob podle naroku 1, kde plisobenti elektrického pole majiciho charakter pseudonahodné
sekvence s c¢asové stabilni dopfednou vyslednici elektrického pole se dosdhne
pseudondhodnym pohybem gelu vi¢i elektrodovému systému s elektrickym polem

s dopfednou vyslednici nebo viiéi magnetickému poli.

6. Zafizeni k provadéni zpisobu podle naroku 1, obsahujici nadobu na elektroforeticky gel,
elektrody a zdroj elektrického pole, vyznadené tim, Ze obsahuje dvojrozmémou nebo

trojrozmérnou uplnou nebo nefiplnou matici elektrod.

7. Zafizeni k provadéni zplisobu podle naroku 5, obsahujici nddobu na elektroforeticky gel,
elektrody a zdroj elektrického pole, vyznalené tim, Ze nadoba na elektroforeticky gel je

uspofadéna pohyblivé vici elektroddm nebo vi¢i magnetickému poli.
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Obr. 5
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