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(54) Zpusob pripravy polyakrylamidového gelu zejména pro elektroforezu

ReSenf{ se tyk& oboru polymerl a analy-
tické chemie. Je FeSen technicky problém
pfipravy polyakrylamidovych gelll pro
‘elektroforezu. Podstatou FeSeni je prove-
den{ polymerace 3,5 aZ 28% roztoku akryl-
amidu a N,N -bis-methylenakrylamidu
v molérnim pom&ru 1 ku 0,01 a% 0,05 v p¥i-
tomnosti dihydrétu hydrosi¥ifitanu sodného
a methylenové mod¥i pisobenim persiranu
draselného nebo amonného. ReZenf miZie byt
vyuZito p¥i p¥ipravé gell pro elektrofo-
retick4 d&len{ polypeptidld, proteini a
jingch nabitych &&stic obecné&.
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Vyndlez se tykd zplscbu p¥ipravy polyakrylamidového gelu zejména pro elektroforetickéd
dé&leni.

Vv rémci zdkladnfho i aplikovaného vyzkumu biologick§ch systémi nalézd Ziroké pouZiti
elektroforetické dé€leni polypeptidd, bilkovin, enzyml a jingch elektricky nabitych &&stic.
D&leni se provddi obvykle ve vrstvé& vodného gelu na bézi agaru, agaroz, $krobl, modifikované
celuldzy nebo polymernfho akrylamidu. Relativné nejlep$i vysledky d&lenf se dosahuji zejména
na polyakrylamidovych gelech sit&nych nap#¥. N,N -bis~-methylenakrylamidem. Tento gel se
p¥ipravi bez vé&tZfch nesndzi i v laboratornich podminkdch, je dostate&n& mechanicky pevny
a lze na ném dosahnout vyhovujicfho dé&licfho efektu. ZdvaZnym nedostatkem je v3ak kolisava
kvalita gelu p¥ipravovaného podle stdvajfcfho stavu metodiky radik4lovou polymeraci nejastéji
pisobenim persfranu a slouenin obsahujfcich tercidrni dusik. Céste&n¥& lze uvedené potiZe
sniZit uZivdnim vysoce &istych sloZek polymeradniho systému, ale hlavni p¥f&€ina nedostated&né
reprodukovatelnosti - inhibice polymerace vzdud$nym kyslikem - zUstdvi4.

Soudasny stav techniky neznd zplsob dosaZeni takové reprodukovatelnosti kvality gelu,
kterd je pro elektroforetické d&lenf nezbytnd (vyjma polymerace v, inertnim prost¥edi,
kterd je v3ak technicky velmi ndro&nd).

Na zdkladd experimentdlnich praci jsme nalezli novy zptsob p¥ipravy polyakryamidového
gelu, ktery vyie uvedené nedostatky zplisobené difuzi vzdusného kysliku vylu&uje a dovoluje
pfipravovat gely pro elektroforetické dé&leni s velmi dobrou reprodukovatelnosti. Zpisob
p¥ipravy polyakrylamidového gelu podle vynédlezu spodivd v tom, %e 3,5 aZ 28% vodny roztok
sm&si 100 hmotnostnich df1& akrylamidu a N,N -methylen-bis-akrylamidu v mol&rnim pom&ru
1 ku 0,01 a% 0,05 se misf s 1,0 a% 10,5 hmotnostnimi dfly 0,5% roztoku methylenové mod¥i
a p¥idavkem pufru obsahujfciho 0,1 a% 0,4% N,N,N”,N ~tetramethylethylendiaminu se pH roztoku
upravi na 8 aZ 9, nafeZ se na roztok plusobi 0,4 aZ 1,0% roztokem hydrosi¥i&itanu sodného
do odbarveni. X bezbarvému roztoku se p¥idd 0,2 aZ 0,6 hmotnostnich dilt pr&Zkového dihydrétu
hydrosi¥iditanu sodného, nafeZ se na homogenni roztok plisob{ 500 hmotnostnimi dily persiranu
draselného nebo amonného o koncentraci 0,1 aZ 0,5%.

P¥i pokojové teplotd prob&hne polymerace do stadia gelu nejdéle do p&ti minut a plné
hustoty polymern{ s{t& dosdhne po 2 a% 12 hodin&ch, z&visle na teplot&.

Zpisob podle vyndlezu poskytuje velmi dob¥e reprodukovatelnou kvalitu gelll, coZ lze
nejlépe dok&zat vlastnim elektroforetickym délenim. Aplikace jinych redox systéml polymerace
akrylamidu, jako na p¥iklad persf{ran-si¥iditan, persiran-sirnatan atd. se zpisobu polymerace
podle vynélezﬁ dosa¥enym technickym d&inkem nevyrovnaji{. Redox systém podle vyndlezu je
pf¥i p¥ipravé vodnych gell vysoce reaktivni a soub&fné vyluduje neifddouci efekt kyslikové
inhibice polymerace, ktery se v p¥ipad® ostatnfch inicia&énfch systémi nekontrolovand a
nereprodukovateln& uplathuje se zndmymi disledky. PouZity barevny indikdtor dovoluje precisni
kontrolu redox potencidlu polymeradniho prost¥fedf, jeho? porufeni se okam3itd projevi
zmodrédnim. V¢zna&nou vyhodou zplsobu podle vyndlezu je skutednost, Ze po skonfeni polymerace
je v gelu dosaZena op&t vice mén& fyziologickd hodnota redox potencidlu prostfedi vlivem
nestability hydrosi¥i&itanu. NeZ&douci l&tky (elektricky nabité) se snadno odstrani elektro-

forezou bez vzorku, tzv. "pre-run".

Mezi nemén& vyznamné vyhody uvddéného zplsobu pat¥f i dosahované ost¥ejsi d&leni létek
s velmi dobrou reprodukovatelnosti.

P¥i{kx1lad
Pi¥edem se p¥ipravi tyto Zisté roztoky:

roztok A:
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28,0 g akrylamidu a 0,735 g N,N -methylen-bis-akrylamidu ve 100 ml deionisované vody,
udriuje se p¥i teploté 0 az 4 c.

roztok B:

36,6 g tris~(hydroxymethyl)aminomethan a 200 ul N,N,N”,N -tetramethylethylendiaminu se
rozpust{ v 40 ml deionisované vody, 1N HCl se pH roztoku upravi na 8,9 a deionisovanou

vodou roztok doplni do celkového objemu 100 ml.

roztok C:

200 mg dihydrdtu hydrosi¥i¢itanu sodného ve 25 ml deionisované vody.
roztok D:

100 mg persfiranu draselného v 50 ml deionisované vody.

Postup:

Smich4d se 6 ml roztoku A se 3 ml roztoku B a Yedf se 10 ml deionisované vody. Roztok se
obarvi 1 kapkou 0,5% roztoku methylenové mod¥i a za michdni se p¥ikapdvd roztok C do odbarve-
ni, nafeZ? se k bezbarvému roztoku p¥id4d 7 mg préadkového dihydrdtu hydrosifiditanu sodného

a po rozpudténi 5 ml roztoku D. Krétce se michd a reak&éni smés se nalévd do prostoru elektro-
foretické desky &i trubidky. Po 2 aZ 5 minutédch roztok pF¥echdzi do gelu, nafeZ se nechd

p¥i 25 9C 12 hodin dozrét.

PREDMET VYNALEZU

Zplisob p¥ipravy polyakrylamidového gelu, zejména pro elektroforezu, redoxni polymeraci
akrylamidu a N,N -bis-methylenakrylamidu ve vodném prost¥edi v p¥itomnosti pufru vyznadeny
tim, %e 3,5 a% 28% vodny roztok sm&si 100 hmotnostnich df{ld akrylamidu a N,N ~bis-methylen~
akrylamidu v moldrnim pomé&ru 1 ku 0,01 aZ 0,05 se mis{ s 1,0 a% 10,5 hmotnostnimi dfly
0,5% roztoku methylenové mod¥i a p¥fdavkem pufru obsahujicfho 0,1 a% 0,4% N,N,N ,N -tetra-~
methylethylendiaminu se pH roztoku upravi na 8 a% 9, nadeZ se na roztok pisobi 0,4 a¥
1,0% roztokem hydrosiFiditanu sodného do odbarveni, k bezbarvému roztoku se p¥id4 0,2 aZ
0,6 hmotnostnich df1ld préZkového dihydrdtu hydrosi¥iéitanu sodného, nade?Z se na homogenni
roztok pisobi 500 hmotnostnimi dily persiranu draselného nebo amonného o koncentraci
0,1 a%Z 0,5% do ukonleni polymerace.
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