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Гель-електрофорез широко використовуєть-
ся для розділення суміші наночастинок та біомоле-
кул (ДНК, РНК, білки, полісахариди і т.ін.)  [1–5]. 
Електрофоретичні системи у поліакриламідних ге-
лях (ПААГ) широко використовуються для фракціо-
нування білків з різних типів клітин (наприклад тка-
нини пухлин та біологічних рідин) [6]. Застосування 
цих систем дозволило ізолювати та дослідити десятки 
тисяч білкових молекул і створило потенціал для роз-
робки надійних біомаркерів багатьох захворювань, 
у тому числі онкологічних [7, 8]. Для кращої кількіс-
ної оцінки та фракціонування білків у денатуруючих 
умовах потужні детергенти, такі як додецилсульфат 
натрію (ДДС) або саркозил використовують у поєд-
нанні з електрофорезом у ПААГ [2, 3]. Ефективність 
розділення білкових сумішей значно підвищується 
у разі застосування градієнтного гелю зі зростаючою 
концентрацією ПААГ. Для виявлення білків в елек-
трофореграмах застосовують барвники, специфічні 
до білкових молекул, наприклад, амідо чорний [9], 
кумасі яскраво блакитний [10], кристал віолет  [11] 
та ін. Метод електрофорезу в ПААГ дозволяє вияв-
ляти ферментативну активність багатьох білків, що 
є важливим підходом до вивчення молекулярної ге-
терогенності і генетичного різноманіття ферментів.

ПААГ готуються шляхом кополімеризації між 
акриламідом (AM) та N,N’-метиленбісакриламідом 
(Біс). Співполімеризація каталізується N,N,N’,N’-
тетраметил-етилендіаміном (ТЕМЕД) та персульфа-
том амонію (ПСА) [12]. Радикали персульфату пере
творюють мономери AМ на вільні радикали, які реа
гують з неактивованими мономерами.

Фотополімеризація широко використовуєть-
ся для приготування гідрогелів та везикул, зокрема 

у  медичній галузі  [13]. Процес фотополімеризації 
AM та Біс за  допомогою рибофлавіну (РФ) впер-
ше було описано в 1964 р. [14]. На жаль, гель з не-
великими порами для зони розділення в умовах ви-
сокої концентрації АМ (12–20% і більше) не може 
бути отримано у разі використання відомого мето-
ду фотополімеризації, і тому такі гелі готують шля-
хом хімічної полімеризації за  допомогою системи 
TEMЕД/ПСА  [14]. Для підвищення ефективнос-
ті розділення зон в умовах одно- та двовимірного 
електрофорезу гелі, отримані за допомогою систе-
ми РФ/сульфінат/йодоній, використовували замість 
стандартної системи ТЕМЕД/ПСА [15].

Однак наявні системи фотополімеризації AM 
мають ряд недоліків, які роблять їх менш придат-
ними для використання на практиці [16]. Зазвичай 
їх підготовка вимагає тривалого часу полімериза-
ції (протягом 1 год або більше), потужного ультра-
фіолетового опромінення та використання неста-
більних реагентів [1]. Більше того, такі гелі складні 
для приготування, кожен експеримент вимагає під-
готовки нових реагентів, і відтворюваність електро-
форетичного аналізу може бути сумнівною. Напри-
клад, нестабільність каталітичних реагентів при-
зводить до проблем з контролем полімеризації [17]. 
Неполімеризований мономер може реагувати з біл-
ками [18], що зумовлює появу некоректної картини 
в електрофореграмах [19]. Наявність ТЕМЕД здатна 
викликати підвищення pH [12] та впливати на ефек-
тивний заряд молекул білка [20]. Запропоновані сис-
теми фотополімеризації ПААГ на основі катіонного 
барвника метиленового синього потребують вико-
ристання тонких шарів полімеризованого розчи-
ну (1–2 мм) через недостатню прозорість метиле-
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зації поліакриламідних гелів. Вивчити придатність запропонованої систе-
ми для електрофоретичного розділення білків крові. Об’єкт і методи: у до-
слідженні використовували зразки периферичної крові донорів. Виготов-
лення поліакриламідних гелів проводили шляхом фотополімеризації водних 
розчинів акриламід/N,N’-метиленбісакриламід і освітлення штучним ден-
ним світлом (у діапазоні довжин хвиль λ = 400–700 нм) з використанням 
етилендіамінтетраоцтової кислоти (каталізатор) та рибофлавіну (фото
ініціатор). Результати: створено нову каталітичну систему для фотопо-
лімеризації поліакриламідних гелів. Показано придатність запропоновано-
го методу для електрофоретичного розділення білків крові. Висновки: ви-
користання запропонованого методу є особливо доцільним під час вивчення 
молекулярної гетерогенності ферментів, що може дати додаткові дані 
про перебіг та прогноз онкологічних захворювань.
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нового синього [21]. Більше того, каталізатор ТЕ-
МЕД та ініціатор ПСА є надзвичайно агресивними 
та токсичними реагентами і здатні впливати на пе-
ребіг ферментативної реакції при застосуванні ме-
тоду ензимограм. Крім того, їх використання може 
спричинити подразнення шкіри, алергічні реакції, 
сильні опіки та пошкодження очей [22]. Тому ка-
талізатор ТЕМЕД та ініціатор ПСА у багатьох ви-
падках є небажаними або токсичними реагентами 
і для приготування ПААГ необхідний інший, «зе-
лений» підхід [23].

У цьому дослідженні вперше перевірено новий 
метод фотополімеризації ПААГ, заснований на ви-
користанні каталізатора етилендіамінтетраоцтової 
кислоти (EДTA) та фотоініціатора РФ (AM/Біс + 
EДTA/РФ). При  опроміненні денним світлом ре-
акція полімеризації реалізується без застосуван-
ня ТЕМЕД та ПСА. Малотоксичні ЕДТА і РФ [24] 
входять до фармакопей більшості країн світу. EДTA 
широко використовують для лікування пацієнтів 
з отруєннями важкими металами, надмірним від-
кладенням кальцію в органах, розладами осифіка-
ції скелету при  гіперкальцифікації, склеродермі-
єю, дерматоміозитом та іншими станами [25]. РФ 
також використовують при захворюваннях очей, 
печінки, променевій хворобі, дефіциті вітамінів 
тощо; він потрібен організму для клітинного дихан-
ня [26]. Структура РФ складається з ізоалоксазино-
вого кільця та бічного ланцюга рибіту. Опромінен-
ня РФ ультрафіолетом або видимим світлом може 
призвести до утворення кількох активних форм кис-
ню, відповідальних за механізм зшивання гелю. Не-
щодавно було повідомлено про  приготування по-
двійно зшитих альгінатних гідрогелів за  допомо-
гою РФ як фотоініціатора [27]. При цьому важливо, 
що фотополімеризація відбувалася за наявності йо-
нів кальцію [28].

Про використання реагентів EДTA і РФ для отри-
мання ПААГ (AM/Біс + EДTA/РФ гель) раніше 
не  повідомлялося. Для одержання роздільних ге-
лів ми запропонували каталітичну систему на осно-
ві РФ-EДTA. Така методика дозволяє своєчасно 
(за 10–15 хв) виготовити роздільні гелі з різною кон-
центрацією АМ (12–20% і вища). Методика підхо-
дить для одержання роздільного гелю для виділен-
ня та аналізу складних білкових сумішей, фермен-
тів та інших органічних речовин і має низку переваг 
перед відомою технікою застосування каталізатора. 
Наведено приклади виготовлення гелів та застосу-
вання ПААГ-тестів для аналізу білків крові донорів.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Хімічні речовини та матеріали. У  процедурах 

синтезу використано реагенти AM, Біс, EДTA, глі-
цин, РФ, Тріс, ДДС, Coomassie Brilliant Blue R-250, 
PMSF, оцтову кислоту (≥99%), етанол (≥99%) 
(Sigma-Aldrich, США). Деіонізовану воду (18,2 MΩ) 
отримували за допомогою системи Ultrapure water 

від Millipore (Мілфорд, МА). У наших експеримен-
тах досліджували білки крові донорів.

Експериментальна частина. Процедура синтезу 
високозшитої гелевої матриці включала розчинен-
ня АМ та Біс у буферному розчині гелю, додавання 
ЕДТА та РФ з наступним опроміненням суміші ви-
димим світлом. У цій суміші ЕДТА слугувала ката-
лізатором, а РФ — фотоініціатором фотополімери-
зації молекул АМ і Біс. У нашій процедурі гелевий 
буферний розчин готували за 22 °C шляхом розчи-
нення Тріс (0,46 М) у воді (50 мл), додавання EДTA 
(2,69 · 10-3 М), за допомогою HCl доводили pH до 8,9. 
Потім до гелевого буферного розчину додавали AM 
до концентрації CAM = 20%, після його розчинення 
додавали Біс (CБіс = 1,2%), після чого додавали РФ 
(CРФ =  0,005%) за  тьмяного освітлення. Кінцевий 
об’єм розчину гелю становив 5 мл. Суміш поміща-
ли в електрофоретичну камеру між двома скляни-
ми пластинами і освітлювали світлодіодним випро-
мінювачем видимого світла (LED) (λ = 400–700 нм) 
Philips E27 (потужність 11 Вт, еквівалентна потуж-
ність 95 Вт, світловий потік 1100 Лм). Відстань між 
джерелом світла та електрофоретичною камерою 
становила 10 см. Під час фотополімеризації цієї су-
міші протягом 10–20 хв утворювалися високозши-
ті блоки AM/Біс, і гель залишався повністю прозо-
рим. У загальному випадку необхідний час фотопо-
лімеризації залежить від товщини гелевих блоків, h 
та концентрації компонентів. Аналогічні процеду-
ри можна використовувати для приготування гелів 
з h = 0,1–40,0 мм, CAM = 15–40% і CБіс = 0,12–2,00%.

Електрофоретичні експерименти проводили 
з використанням вертикальної електрофоретичної 
буферної системи ДДС-ПААГ з розміщенням гелю 
між двома скляними пластинами (45×75 мм, з тов-
щиною спейсерів 1  мм і гребінцем з  8 зубцями). 
Отримані зразки крові донорів для завантаження 
на гель розчиняли в 0,4 М Трис-HCl (pH 6,8) буфе-
рі, що містив гліцерин (5,0%), ДДС (0,1%) і бром-
феноловий синій (0,001%). Застосування системи 
ДДС-ПААГ дозволяє розділяти різні білки винятко-
во на основі відмінностей у їх молекулярній масі [29, 
30]. Використовувався електродний буфер (водна 
суміш гліцину) (1,4%), Трис (0,46 М) і ДДС (0,1%).

Прикладена напруга становила 100 В. Типовий 
час розділення — приблизно 1,5 год. Гель фіксува-
ли за  допомогою водного фіксувального розчину 
(40% — етанол, 10% — оцтова кислота) протягом 
16 год. Для візуалізації білків, розділених за допомо-
гою ДДС-ПААГ, застосовували забарвлювання ге-
лів протягом 60 хв у розчині 0,1% Coomassie Brilliant 
Blue R-250 [10]. Гель знебарвлювали у фіксувально-
му розчині протягом 90 хв.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Білки крові відіграють важливу роль у метаболіз-

мі, і зміни в їх електрофоретичних спектрах можуть 
відображати особливості перебігу захворювання.
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Проведено перевірку ефективності запропонова-
ної системи електрофорезу в ДДС-ПААГ із застосу-
ванням фотополімеризованих блоків гелю AM/Біс + 
EДTA/РФ для електрофоретичного розділення біл-
ків крові донорів.

На  рисунку представлено отримані результати 
електрофоретичної міграції білків крові донорів.

Рисунок. Електрофорез лізату крові двох донорів у 20% 
ПААГ, виготовленому методом фотополімеризації із за-
стосуванням каталітичної системи на основі ЕДТА і РФ: 
а — електрофореграма білків периферичної крові доно-
рів (cтрілка показує напрямок електрофоретичної мігра-
ції — від катоду до аноду); б та в — денситометричний ана-
ліз електрофореграми

Отримані картини були подібними до електро-
фореграм, представлених іншими авторами із  за-
стосуванням гелю ДДС-ПААГ, забарвленого ку-
масі [31]. Використання запропонованого методу є 
особливо доцільним під час вивчення молекулярної 
гетерогенності ферментів, що може дати додаткові 
дані про перебіг та прогноз онкологічних захворю-
вань. Можна припустити, що в цілому положення 
ідентифікованих піків електрофоретичної міграції 
білків певною мірою залежить від умов освітлення, 
концентрації реагентів, зокрема CAM і CБіс, і порис-
тості гелів. Для з’ясування цих питань у майбутньо-
му потрібні подальші дослідження.

Метод приготування зшитих гелів AM/Біс + 
EДTA/РФ може бути корисним для медичної діа-
гностики, виробництва градієнтних гідрогелів, сис-
тем цілеспрямованої доставки ліків, бар’єрних мате-

ріалів і малотоксичних гелів із застосуванням у пар-
фумерній та харчовій промисловості [32, 33]. Однак 
у таких мікропористих системах ДДС-ПААГ можуть 
виникнути деякі обмеження у застосуванні техніки 
електроблотингу, що особливо важливо для гідро
фобних білків  [34, 35]. Тому необхідні подальші 
дослідження з метою отримання остаточних дока-
зів ефективності запропонованої системи поліме-
ризації ПААГ у різних біомедичних застосуваннях.

ВИСНОВКИ
1. Продемонстровано можливість приготуван-

ня гелю ДДС-ПААГ без використання ТЕМЕД та 
ПСА із  застосуванням методу фотополімеризації 
АМ шляхом використання каталізатора EДTA та 
фотоініціатора РФ.

2. Описано каталітичну систему, засновану 
на використанні малотоксичних речовин, її легко і 
швидко виготовляти, методику можна застосовува-
ти як у кислому, так і в лужному середовищі, вона є 
дешевшою у порівнянні із системою хімічної полі
меризації.

3. Запропонована техніка дозволяє створювати 
градієнтні гелеві системи, час утворення гелю мож-
на точно контролювати умовами освітлення.

4. Система полімеризації ДДС-ПААГ продемон-
струвала високу ефективність для електрофоретич-
ного розділення білків крові.

Роботу виконано за підтримки відомчої тематики 
«Дослідити особливості дисфункціонального стану 
жирової тканини, які формують метастатичний по-
тенціал та визначають перебіг пухлинного процесу», 
№ 0120U105603.
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ACRYLAMIDE PHOTOPOLYMERIZATION 
FOR ANALYTICAL ELECTROPHORESIS

V.О. Shlyakhovenko, О.А. Samoylenko
R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 

Oncology and Radiobiology, NAS of Ukraine, 
Kyiv, Ukraine

Summary. Aim: To create a low-toxicity catalytic sys-
tem for the photopolymerization of polyacrylamide gels. 
To study the suitability of the proposed system for elec-
trophoretic separation of blood proteins. Object and 
methods: The samples of donors peripheral blood has 
been studed. Photopolymerization of acrylamide/N,N′-
methylenebisacrylamide was assisted with combination 
of ethylenediaminetetraacetic acid disodium dihydrate 
catalyst, riboflavin photoinitiator, and artificial daylight 
(wavelength range of λ=400–700 nm). Results: a new 
catalytic system for photopolymerization of polyacryl-
amide gels was created. The suitability of the proposed 
method for electrophoretic separation of blood proteins 
is shown. Conclusions: the use of the proposed method 
can be particularly appropriate for the study of molecular 
heterogeneity of enzymes, which can provide additional 
data on the course and prognosis of cancer.

Key Words: biomarkers, electrophoresis, 
photopolymerization, EDTA, riboflavin, protein 
separation.
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