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Vynélez se tyka pritné fezacky gell pro
diskovou elektroforezu

Jednou z nejcitlivéjSich separac¢nich metod
soudobé biochemie a molekularni biologie
je soubor metod na principu gelové elektro-
forézy, kterd umoZiiuje ve svych rdznych
modifikacich separaci ionizovatelnych ma-
kromolekul li8icich se od sebe jednou ionizo-
vanou skupinou v mnoZstvi miligramovém
az pikogramovém. Dal3i modifikace umoZz-
nuji delit makromolekuldarni smési podle
molekulové vahy, izoelektrického bodu atd.
NeuZivanéjsi forma téchto metod je tzv. dis-
kova forma, kdy akrylamidové gely (2,4 aZ
20 %) nebo agarosové gely (1 az 7 %) jsou
odlévdny do véalcovité formy v trubicich o
priméru 0,5 aZ 10 mm a délky 5 aZ 20 cm.

K realizaci diskové elektroforetickych ana-
lyz je v3ak t¥eba soubor pfistroji, mimo jiné
i pFitné Fezacky gelll, pomoci které lze pro-
vést pricné rozfezani valce gelu na segmen-
ty obvykle asi 1 mm silné.

Pritom rozfezavani gell je stdle zdlouha-
vé, vyZaduje soustfed&nou préci jednoho az
dvou kvalifikovanych a zkuSenych pracovni-
kil a perspektivy na mechanizaci nebo auto-
matizaci této zdlouhavé operace jsou malé.

VSechny dosud zndmé piicné rezade gelil
1ze zhruba zaradit do Sesti konstrukénich
typl.

— Strunové FezaCe (na principu krajece
vajiCek natvrdo). Osnova ocelovych strun
v napinacim rdmu protne jednim pohybem
cely gelovy vélecek ve vhodném ldZku. Rid-
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ké gely se musi zpevnit zmrazovanim. Ne-
vyhody: gely se musi zmrazovat riiznou do-
bu na rfiznou teplotu podle jejich sloZeni.
Nelze fezat velmi mélké a elastické gely.
Zarizeni je poruchové, nepfesné a nespoleh-
livé.

— Rezade s hiebenovou sestavou fepelek,
mezi nimiZ jsou vloZeny distanini planZety.
Gelovy valecek se zmrazi a v profrézovaném
10Zku se protne po celé délce sestavou &e-
pelek {aZ 100 i vice). Konstrukce je vhodna
zejmeéna pro koncentrované gely. Nevyhody:
Ridké gely se musi ztuZovat zmrazenim, coZ
je spojeno s nevratnymi zménami v geomet-
rii gelu. B€hem Fezdni miZe dochazet k t¥ig-
téni zmrazenych gell, k deformaci depelek.
V planu pokusiut je tieba potéitat s nezdar-
nym Fezdnim. Ciiténi, ddrzba a sefizeni je
pracné a zdlouhaveé.

— Mikrotomové FezaCe. Jako fezaciho
astroji se pouZiva ruénich mikrotomié nebo
jejich modifikaci. Posun gelového valedku je
bud mechanicky (vytlaény pist spojeny se
Sroubovym posunem) nebo hydraulicky
(preciznim mikrogerpadlem). Nevyhody:
Ridké gely je nutné opét zmrazovat. P¥ijatel-
né presnych fezli se docili jen u mechanic-
ky stabilnich gelt o vy33{ koncentraci gelu
a vy§Sim stupni zesitovani.

— Gilotinové fezae. Co do vhodnosti,
presnosti i svych nevyhod odpovidaji zhruba
pFedchozimu typu C.

— Maceraéni délife. Lze jimi frakciono-
vat gely v pomérné Sirokém rozmezi kon-
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centraci v nezmrazeném stavu. Nevyhody:
Zatizeni je pomérné drahé, ndrofné na pro-
stor, fezani je zdlouhavé. Nelze jim roziezat
gel po celé jeho délce.

— Rezade s koncentrickym fezacim tstro-
jim (irisovou clonou]). Pfedstavuji vyznam-
ny pokrok pojeti mechanizmu Fezdni geld.
Posun gelil je op&t mechanicky — vytlaénym
pistem a $roubem. Gely se nemusi zmrazo-
vat. Nevyhody: Nejchoulostiv&jsi operaci je
zde podélny transport gelového valeCku
k fezacimu ustroji. Lokdlnimi zménami v ti'e-
ni a adhezi gelu k vodicimu Z1dbku nebo tru-
bici dochdzi u Fidkych geldt k deformaci a
vybodeni a tim k nepravidelnym fezlim (tu-
téZ nevyhodu maji vSechny Fezatky gelll
s mechanickym posunem). P¥i Fezani iriso-
vymi clonami jsou Fezné plochy konvexni
nebo konkdvni. Irisové clony z kon3truké-
nich divodf nelze zcela uzavrit a pfi feza-
ni zejména koncentrovanéjsich gelfl zlstdvd
segment spojeny s gelem za nedofiznutou
stfedovou stopkou a ztéZuje odbér jednotli-
vych Fezli pro izotopovou analyzu. v

Z uvedeného vyplyva, Ze dosud nebyla na-
lezena Kkonstrukce fezacky vhodnd pro
viechny typy pouZivanych geld. Zatimco vét-
gina popsanych typh je schopné rozifezavat
koncentrované gely, pro vice pouZivané Fid-
ké gely je konstrukce nevyhovujici a gely
je nutno p¥i fezdni ztuZovat zmrazovéanim.
RovnéZ pifesnost, reprodukovatelriost a spo-
lehlivost je u dosavadnich typd sporna. Tak
napiiklad u irisové Fezatky se uvadi, Ze fe-
zy o sile 1 mm lze na ni ziskat s pfesnosti
13 aZ 34 % podle zku3enosti a zru&nosti ope-
ratora. Je to pfili§ vysokad chyba zavédé&na
pfi analytickém zpracovani elektroforstic-
kych gelli, podminénd navic vyraznymi in-
dividualnimi chybami. Zadny z dosud zné&-
mych typa i‘ezace polyakrylamidovych nebo
agarosovych gelll se dosud nepiibliZil mini-
malnim poZadavkim, zejména co do pfes-
nosti a reprodukovatelnosti, ktera by odpo-
vidala tFidé presnosti ostatnich analytic-
kych metod pouZivanych pfi elektroforetic-
kych metoddch v gelovych nosi¢ich.

Uvedené nevyhody z velké casti odstra-
Huje pri¢nd Fezactka gelt podle vynélezu,
jejiZ podstatou je, Ze k nosné desce je ve
svislé poloze upevnéna vodici trubice, na je-
jimZ hornim konci je nasazena ndadobka,
ktera uvnitf na spodnim konci je ziZena a
dotyka se Fezacich planZet, pod kterymi se
nachazi miska se zvySenym okrajem, spoje-
nad raménkem s posuvnym a otoénym pouz-
drem a Sroubovym regulaénim zafFizenim
tloustky Fezu, pri¢emZ Fezaci planZety jsou
pevné spojeny s undSecimi kotoudi, které
jsou ovladany pdkou.

Vyhody pfi¢né Fezacky gelll podle vyna-
lezu jsou nésledujici:

— Rezadku podle vynélezu lze pouZit na
vSechny typy geld — fiidké, k¥Fehké, tuhé
apod. U fidkych gelti neni tfeba zmrazeni
gelu.
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— TlousStka fezu je nastavitelnd ve v&tSim
rozsahu oproti stavajicim Fezakam geld.

— Je moZno Fezat libovolné dlouhé gelo-
vé vidledky a provadét libovolny pocet Fezil
za sebou, nebot podet Fezfi neni konstrukéné
omezen. :

— Rezaci tustroji je niizkového systému
a nezplisobuje bez ohledu na konzistenci ge-
lu deformaci fezné plochy jako je tomu na-
pfiklad u gilotinovych nebo irisovych Feza-
¢ek s ot4€ivymi segmenty.

— Ve srovnéani s dosavadnimi postupy je
manipulaéni doba k ziskani a k zpracovani
jednoho Fezu podstatné& krat$i neZ u dosa-
vadnich zplisobt.

— Hlavni vyhoda je v8ak ve zpiisobu po-
sunu valeCkd gelu k fezacimu ustroji, nebot
ten se déje hydrostaticky. Nedochédzi k de-
formacim gelu jednostrannym plsobenim sil
a védlecek je fezdn za konstantnich tlako-
vych podminek, coZ nespliiuje vétSina sta-
vajicich typd Fezacek. U dosavadnich zptso-
bll fezu gelovych valedk se posun usku-
tefiuje jednosmérnym plsobenim sily na ge-

. lovy véledek, napitklad jen z &elni:strany.

Priénd fezacka gelfl podle vynalezu je te-
dy zaloZena na novém principu transportu.
Gel je pfi Fezdni vertikdlné ponofen do
vhodné kapaliny ve vodici trubici. Konstant-
ni hydrostaticky tlak, plisobici na gelovy va-
lecek, dava silu potfebnou k posunu. Stroj
je-vybaven jednodu33Sim a pfitom dokonalej-
$im Soustfednym Fezacim systémem.

Rezadka se sklada z tvarované vodici tru-
bice z teflonu, kterd je na svém hornim
konci nalevkovité roz§ifend a vodotésné pri-
pojena k vélcovitému zasobniku o velkém
priméru. Vodici trubice ma vnitini svétlost
vétsi neZ je primér rfezaného gelu. Na spod-
nim konci je trubice pozvolné ziZena na
pramér vedeného gelu a zastdvd zde funkci
tésnici. Spodni dsti trubice je spojeno s fe-
zacim mechanismem, ktery je tvoien nliZko-
v8 se pohybujici dvojici Fezacich planZet,
vybrou$enych do tvaru V. Rezaci mechanis-
mus se svou funkci podoba d&tyfplanZetové
irisové cloné& s uplnym uzéavérem otvoru.

Rezany gel se zavede do vodici trubice
a prevrstvi se vodnym roztokem hydrofilni-
ho polymeru o specifické hmotnosti vySsSi
neZ ma gel. Potom se dolije tolik roztoku,
aby jeho hladina byla v zdsobniku. Ubytkem
gelu pfi Fezani klesne hladina roztoku jen
nepatrnd o méné neZ 1 % vysky kapaliny.
B&hem Fezdni se tedy prakticky neméni hy-
drostaticky tlak na gel ve spodnim usti vo-
dici trubice. Po otevieni noZd sklouzne a
dosedne Fezany gel svym Celem na otdcivy
stolek se zvySenym okrajem, jeho vertikalni
vzddlenost vi¢i roviné nozli se nastavi sta-
vécl matkou na stojanu feza€ky. Tim se zvo-
li poZadované tloustka Fezfi. Sevienim fe-
zacich noZl se odfizne vyénivajici ¢dst gelu
a soucasné se tak uzavie vodici trubice. Do-
sedaci stolek se pak oto&i, odtransportuje
odFiznuty segment gelu mimo fezatku a gel
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se prenese Spachtli do zkumavky nebo do
scintila¢ni lahvicky k méfeni.

Stojan Fezacky je pFipevnén k vanicce,
ktera dava systému stabilitu a zabrariuje
Giniku piipadnych stop radioaktivniho ma-
terialu.

V frezadce 1ze frakcionovat Fezdnim v3ech-
ny druhy uZivanych gell, tj. polyakrylami-
dové gely o koncentraci 2,2 aZ 20 %, agaro-
sové gely o koncentraci 0,5 aZ 7 %.

Tloustku ezl lze u stdvajiciho prototypu
nastavit v rozmezi 0,3 aZ 5 mm.

Konstantnich a reprodukovatelnych fezl
se docili pokud hydrostaticky tlak na gel
vytvali roztok rozpustného polymeru o re-
lativné vysoké molekulové vaze a specific-
ké hmotnosti vyssi neZ mé rezany gel. Vhod-
ny je synteticky polymer sacharosy o mol.
hmotnosti 400 000. Potfebnou koncentraci
roztoku lze empiricky stanovit podle flotace
gelu.

Roztok, ktery vytvari hydrostaticky tlak, -

ma dosahovat vysky 130 aZz 150 mm od ro-
viny Ffezacich noZ0 a jeho hladina se musi
nachdzet v zasobniku o dostateCné velkém
vnitfnim priméru. Maly pokles hladiny zpii-
sobeny ubytkem gelu ve vodici trubici ne-
ovliviiuje signifikantn& reprodukovatelnost
rezu.

Rezactku lze vybavit sadou snadno vymé-
nitelnych vodicich trubic pro zpracovéani ge-
14 rfiznych primérd nebo vétSich délek.

Pri¢nd Fezacka gell podle vynélezu se
sklada z podstavce, ktery tvofi vana, déle
stojanu a nosné desky, na které je pripev-
néna vodici trubice. Jeji zlZeny spodni ko-
nec je uzavren dvojici Fezacich planZet. Niz-
kovity pohyb planZet je ovladan padkou pies
unaseci kotou¢ s kolikem, ktery zapada do
vyrezu v druhém kotoudi. Pod ost¥imi Feza-
cich planZet, vybrouSenych do tvaru V se
v ose vodici trubice nachazi miska se zvy-
Senymi okraji. Na hornim konci vodici tru-
bice je upevnéna nadoba pro vodny roztok
hydrofilniho polymeru o specifické vaze
vy33i neZ ma gel. Ve stojanu je uloZeno
Sroubové regulaéni zafizeni, kterym se na-
stavuje tlouStka rezii gelu.

Pri¢na rezatka geld pro diskovou elektro-
forézu podle vyndlezu je schematicky znéa-
zornéna na priloZeném vykresu, kde na obr.
1 je celkovy narysny rez, na obr. 2 ptidorys-
ny fez A—A, na obr. 3 plidorysny Fez B—B.

Pfi¢na rezacCka gell dle vynalezu sestava
z vany 24, tvorici zaroveil podstavec Fezad-
ky. Na ni je p¥ipevnén pomoci Sroubu a ma-
tice 22 stojan 11 pristroje s nosnou deskou
20. V dolni ¢4sti stojanu 11 je umisténa pru-
Zina 23, krytd pouzdrem 13, opirajici se ve
spodni ¢4sti o podlozku 25 a kterd v horni
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¢asti tla¢i vzhiiru pouzdro 10. Pohyb pouzd-
ra 10 je omezen v horni C4asti stojanu 11
Sroubovym regulaénim zafizenim 18 tlouStky
Ffezu. Sroubové regulaéni zafizeni 18 tloudt-
ky Fezu se opird o kolik 17, ktery je zaliso-
van do pouzdra 10. Poloha Sroubového re-
gulacniho zafizeni 18 je aretovdna matici 19.
K hornimu konci stojanu 11 je p¥ipevnéna
svérnym Sroubem 21 nosnd deska 20, v je-
jimZ stfedu je zaSroubovana vodici trubice
1, na jejimZ hornim konci je nasazena né-
dobka 2 pomoci matice 3. Spodni konec 28
trubice 1 se dotyka Fezacich planZet 4, je-
jichZ pohyb je ovladan unéSecimi kotoudi 5
s kolikem 7 a které jsou ovlddany pakou 6.
Ost¥i Fezacich planZet 4 jsou vybrouSeny do
tvaru V. Rezaci planZety 4 jsou vedeny vo-
ditky 8. Vystupek 29 ve voditku 8 omezuje
pohyb raménka 16, k né€muZ je pFipevnéna
miska 14 a které je ovladano pakou 12. Na
misku 14 doseda ¢elo Fezaného gelu pii ro-
zevieni Fezacich planZet 4, pricemZ vzdale-
nosti 14 od roviny Fezacich planZet 4 je da-
na tloustka ufiznutého platku gelu. Miska
14 ma zvySeny okraj, ktery zabrarfiuje sklouz-
nuti ufiznutého platku gelu pri oddéleni
misky 14 od Fezacich planZet 4.

Rezaci mechanismus se prestavi tak, aby
Fezaci planZety 4 zakryly otvor zuZeného
spodniho konce 28 vodici trubice 1. Rezany
gel se zavede do vodici trubice 1 a pFevrstvi
se vodnym roztokem hydrofilnitho polymeru
o specifické vaze vy33i neZ ma gel. Ubytkem
gelu nasledkem fFezéni poklesne hladina jen
nepatrné. Konstantni hydrostaticky tlak, pt-
sobici na gelovy véalefek dava silu potieb-
nou k posunu, pficemZ vodici trubice 1 mé
vnitini svétlost v8t8i neZ je pramér gelu a
na spodnim konci 28 je trubice 1 zlUZena a
zastdva funkci t&snéni. Rezaci planZety 4
v oteviené poloze umoZiiuji posuv gelové-
ho véleCku aZ na doraz k misce 14 a béhem
uzaviradni odriznou gelovy platek a uzaviou
zespodu vodici trubici a umoZni otofeni mis-
ky 14 a sejmuti gelového platku, pfricem?
jeho tlouStka je regulovdna nastavenim
vzdalenosti misky 14 od fezacich planZet po-
moci Sroubového regula¢niho zarizeni 18.
Béhem rezadni se tedy prakticky neméni
hydrostaticky tlak na gel ve spodnim Kkonci
28 vodici trubice 1. Miska 14 s raménkem
16 se pak otoC€l pakou 12 a od¥Fiznuty gel se
tak odtransportuje mimo Fezatku a platek
gelu se prenese ru¢né napi. $pachtli do zku-
mavky nebo do scintilaéni lahvicky k méie-
ni. Stojan rezacky 11 je pripevnén k vané
24, kterd dava systému stabilitu a zabrafiu-

je tniku pripadnych stop radioaktivniho

materialu.
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PREDMET VYNALEZU

[YPRYS

Pri¢na rezacka gell pro diskovou elektro-
forézu, sestdvajici z vany, kterd soucasné
tvofi podstavec Pezatky a k niZ je pfipev-
nén stojan s nosnou deskou s posuvnym
otonym pouzdrem, které je ovladdno pakou
a se Sroubovym regula¢nim zarizenim tloust-
ky Fezu, vyznac¢né tim, Ze k nosné desce (20}
je ve svislé poloze upevnéna vodici trubice
(1), na jejimZ hornim konci je nasazena né-

dobka (2) a kterd uvnitf na spodnim konci
(28) je ziiZena a dotyka se fezacich planZet
(4), pod kterymi se nachazi miska (14) se
zvySenym oKkrajem, spojend raménkem (16)
S posuvnym a otofnym pouzdrem (10) a
Sroubovym regulaénim zafizenim (18) tloust-
ky fezu, prifemZ fezaci planZety (4) jsou
pevné spojeny s unaSecimi kotouéi (5), kte-
ré jsou ovladany pakou (6).

3 vykresy
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