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(57) Anotace:

Piedmétem feseni je zpiisob izolace a analyzy latek z
biologickych vzorki pomoci povrchové modifikovanych
magnetizovatelnych &astic a éipové kapilarni elektroforézy.
Metoda je zaloZena na manipulaci s magneti zovatelnymi
gasticemi pfimo v elektroforetickém rezervodru Eipu pro
kapilarni elektroforézu, kdy se pisobenim vnéjiiho
magnetickeého pole z biologického vzorku izoluje pozadovany
analyt, ktery se nasledné separuje, identi fikuje a kvantifikuje
pomoci &ipové kapilarni elektroforé zy.
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CZ 303383 Be

Dvojdimenzionélni zpisob izolace a analyzy latek z biologickych vzorki

Oblast techniky

Vyndlez se tyka zplsobu selektivni izolace biomolekul ze slozitych biologickych vzorkl pomoci
magnetizovatelnych &astic v kombinaci srychlou a jednoduchou analyzou pomoci kapilarni
elektroforézy.

Dosavadni stav techniky

Komplexnost biologickych vzorki je zakladnim problémem ztéZujicim stanoveni vybranych ana-
Iyt. Kazdému stanoveni musi predchézet ur¢ita forma extrakéniho, separaéniho nebo izolaéniho
procesu. Metody co nejjednodussi detekce biologicky vyznamnych latek z velmi malych objemi
vzorku jsou obec né velmi dilezité.

Extrakce pripadné izolace minoritnich slozek komplikované smési vede k vyraznym ztratam v
objemu vzorku a tento jev piedstavuje vyznamny problém piedevsim u vzorkd, jejichz ziskani ve
vétsich objemech miize byt komplikované (mozkomisni mok, nadorové vypotky aj.). Soucasny
trend vede k intenzivnimu tlaku na rychlost, jednoduchost a komplexnost analytickych metod.
S tim souvisi také snaha o miniaturizaci analytickych pfistrojii, které by umoznily prenositelnost
téchto zafizeni a jejich pouziti mimo laboratof, tedy pfimo v misté odbéru vzorku (napf. v prirodé
nebo u ldzka pacienta). Analyza in sifu urychluje cely analyticky proces a snizuje celkové nakla-
dy na analyzu,

Podstata vynalezu

Vyse uvedené pozadavky jsou do znacné miry splnény zpiisobem izolace a analyzy biologicky
vyznamnych latek podle tohoto vynalezu.

Podstatou vynalezu je dvojdimenzionalni zplsob izolace a analyzy litek z biologickych vzorkd,
kdy se analyzované latky pred zahajenim analyzy kapilarni elektroforézou izoluji pomoci povr-
chové modifikovanych magnetizovatelnych &astic (jedna dimenze) v elektroforetickém rezervoa-
ru ¢ipu kapilarni elektroforézy, poté se v elektroforetickém rezervodru &ipu pro kapildrni elektro-
forézu plisobenim vnéjsiho magnetického pole separuji od modifikovanych magnetizovatelnych
Castic a teprve pak se provede druha separace a analyza latek pomoci standardni kapilarni elek-
troforézy v ¢ipovém usporadani (druha dimenze).

Izolace pomoci povrchové modifikovanych magnetickych ¢astic se provadi piimo v elektrofore-
tickém rezervoaru ¢ipu pro kapilarni elektroforézu pasobenim vnéjsiho magnetického pole, které
je realizovano pomoci stacionarniho magnetu nebo elektromagnetu. Pii tomto zpisobu je mozné
vyuzit velmi malého objemu snadno dostupného vzorku, jako jsou veskeré typy télnich tekutin
(krev, krevni sérum, mozkomi$ni mok, pot, mo&, nadorové vypotky).

Zpusob podle vynalezu integruje proces izolace latek pomoci magnetizovatelnych ¢astic s povr-
chem selektivné modifikovanym pro studovany analyt a identifikaci analyzovanych latek pomec'
kapilarni gelové elektroforézy v mikrofluidnim uspotradani. Magnetizovatelné &astice s povrchem
selektivné modifikovanym pro zachyt proteind, nukleovych kyselin nebo dalsich analytu, upis®
téné do rezervoaru komeréniho mikrofluidniho &ipu specifického pro ur&ity analyt slouzi jare
extrakéni faze s velkym povrchem, a tim také s vysokou extrakéni kapacitou. Kapilamni elekﬁ'o
foréza optimalizovand pro analyzu specifického analytu nasledn& poskytuje informace nejen ¢
koncentraci sledované latky, ale napiiklad i ¢istoté, velikost molekul a dalsich parametrech.
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o usporadani se vyuZziva komeréné dodavaného e]ektroforc_atického Cipu, vjehoi
rovadéna izolace sledované latky (nukleové kyseliny, proteinu) pomoci modifiko-
P éﬁmvate]nych gastic. Pro manipulaci s magnetizovatelnymi ¢asticemi se ve vthd-
dani pouziva vnéjsiho m?gneticifého pole, jehoz zdroj je umistén pod eletroforetic-
Alternativni moZnosti je vyuziti tubulamiho magnetu vkladaného do rezervoaru
Lého &ipu. Magnetické pole lze realizovat bud’ pomoci stacionarniho magnetu poza-
osti, nebo elektromagnetu. Po ukondeni promyvacich procesii spojenych s izolaci je
sadni® (nebo pouZzité) magnetické Eastice v rezervoaru ponechat, protqie nedochazi k
i separacnim kanalem, a tim ruSeni procesu stanoveni, piipadné je lze odstranit
inéného tubularniho magnetu.

wrehové modifikované magnetizovatelné Castice™ zahmuje Sastic vyrobené z magnetic-
3ld (napt. Fe,0s, Fe;0y aj.) 0 rozmérech v fadu nano— nebo mikrometri modifikova-
opnou interagovat s analytem (napf. protilatka, oligonukleotidova komplementdrni

ik

rvoar elektroforetického Cipu® pojmenovavé prostor na elektroforetickém &ipu, ktery
‘nanadeni roztokil. Jde o miniaturni nadobku, ktera je soucasti plastového plasté ¢ipu a
stupy do jednotlivych kanali v Cipu.

: mi magnet™ pojmenovava magnet ty¢inkovitého tvaru o rozmérech vhodnych pro
o rezervoaru elektroforetického Cipu.

tromagnet” pojmenovava magnet ty¢inkovitého tvaru o rozmérech vhodnych pro
rezervoaru elektroforetického &ipu, jehoZ magnetické vlastnosti jsou oviadany pomoci
lektrického proudu.

postup izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych &astic je uveden na obr. 1. Ve
(a) je homogenat vzorku, do kterého byly priddny magnetizovatelné &astice. P proce-
hybridizace (interakce dvou vlaken nukleovych kyselin), konjugace (protein—protein
&i daldich fyzikdlné—chemickych interakcich (adsorpce, iontové interakce) dochazi
onkrétnich biomolekul (DNA, RNA, proteiny) na specificky modifikovany povrch
telnych Castic (b), ktery je upraven podle druhu izolovanych molekul. Napiiklad pro
Kleové kyseliny je povrch magnetizovatelnych &astic modifikovan fetézcem komple-
"k hledané sekvenci nebo fetézcem tvofenym repetitivni sekvenci (oligo dT, oligo G
izolaci proteini se pouziva modifikace streptavidinem, avidinem, neutravidinem, pro-
. polymernimi slou¢eninami nebo napiiklad protilatkami (monoklonalni, polyklonalni).
vane slozky pfi hybridizaci byvaji pro vyslednou detekci biologické interakce znadené;
I technologicky vyuzivané zplisoby znaceni zahrnuji streptavidin-biotin nebo avidin—
avidin-biotin apod. Poté nasleduje promyti magnetizovatelnych &astic s jiz navaza-
ulami, pii kterém se odstrani ostatni interferujici latky (c). Oddéleni izolovanych bio-
od magnetizovatelnych &astic se doeili zvySenim teploty (d), zménou iontové sily, zmé-
.i eluniho roztoku & dal$imi fyzikalné—chemickymi zménami prostiedi, ve kterém
Pprobiha (e). Po oddéleni izolovanych biomolekul se magnetizovatelné &astice piitah-
m ii'cilové biomolekuly se odpipetuji do nové zkumavky (f). Takto separované bio-
U pripraveny pro dalsi analyzu.
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Je spojen{ principu izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych ¢astic se
analyzou pomoci &ipové kapilarni elektroforézy (obr. 2). Schematické zna-
davaného &ipu je uvedeno v &asti (A). K tomuto Cipu je pfipojen magnet,
S magnetizovatelnymi ¢asticemi piimo v ¢ipu (A), (B). Obréazek (C) ukazuje
pomoci magnetizovatelnych &astic, homogenét s cilovymi biomolekulami,
o Sélovou' Skupin(_)u l?iomo[ekul, promyti a odstranéni interfergjicich latek, denatu-

paraci ve spojent s detekei cilovych biomolekul pomoci ¢ipové kapilarni elek-
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Moznosti manipulace s magnetickymi &asticemi v jamce elektroforetického €ipu jsou znazornény
na obr. 3. Castice je mozné piidrzet na dné jamky pomoci planarniho magnetu umisténého pod
gipem (obr. 3A), piipadné lze Castice z jamky vyjmout pomoci tenkého tubuldrniho magneticke-
ho mechanismu (obr. 3B, 3C). Pfesna manipulace s &ipem podél os x a y, stejné jako manipulace
s magnetickym separtorem v ose z, je v idedInim pfipadé zajisténa pomoci 3D mikromanipulato-
ru. Realizace magnetického separatoru je mozna pomoci permanentniho magnetu o vhodném
tvaru a rozmérech nebo pomoci elektromagnetu.

Kapilarni elektroforéza pomoci jakéhokoli Cipu poskytuje informace nejen o koncentraci sledo-
vané latky, ale nasobi separa¢ni potencial predkladaného patentu o druhou dimenzi, tzn. izolova-
né molekuly pomoci magnetickych ¢astic jsou dale rozliseny dle velikosti a stanovena jejich kon-
centrace podle urleni daného Cipu. Zplsob podle vynalezu umoziiuje rozsifit moznosti bézné
dostupnych ¢ipt kapilarni elektroforézy na efektivni, snadnou a rychlou izolaci a analyzu latek
z velmi malych objem@i biologickych vzorkii i mimo laboratof bez nutnosti specializovanych

separacnich kanall s magnety.

Piehled obrazk( na vykresech

Obr. 1: Postup izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych Castic

Obr. 2: Izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych &astic ve spojeni s Cipovou kapilarni
elektroforézou

Obr. 3: Moznosti manipulace s magnetickymi ¢asticemi

Vynélez bude podrobné&ji popsan pomoci piikladu provedeni a ptilozenych obrazki. Uvedeny
piiklad neni omezujici z hlediska dalSich moZnych provedeni v rozsahu patentovych néaroki.

Pyiklady provedeni vynalezu

Priklad 1:
Izolace oligonukleotidd specifickych pro virus Zloutenky typu B

Streptavidinem modifikované magnetické castice byly konjugovény s biotinem znagenym oligo-
nukleotidem (HBV) komplementirnim k hledanému oligonukleotidu specifickému pro virus

zloutenky typu B.
Priprava magnetizovatelnych édstic k hybridizaci mimo ¢ip v mikrozkumavce

Magnetizovatelné &astice v nativnim roztoku se odebraly v objemu 110 pl, umistily se do mikro-
zkumavky, mikrozkumavka se pfiloZila k magnetu a nativni roztok se odsal. Pridalo se 200 pl
promyvaciho roztoku (50 mM HEPES), roztok se pipetou 5x promichal, pfilozil k magnetu 2
promyvaci roztok se odsal.

HBV oligonukleotid znageny biotinem se rozpustil v 2 M NaCl roztoku na vyslednou koncentraci
5 pg/ml a piidal se k promytym Easticim. Mikrozkumavka se vlozila do termostatu a tiepala se 30
min pii 1100 rpm a teploté 25 °C. Pak se pfenesla na magnet, 2 M roztok NaCl s HBV oligo-
nukleotidem se odsal 3x promyl 50 mM roztokem HEPES, po poslednim promyti se 1‘ozt0‘k
odstranil, takze v mikrozkumavce ziistaly pouze HBV oligonukleotidem modifikovane magnet”

zovatelné Castice.
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K promytym modifikovanym magnetizovatelnym ¢asticim v mikrozkumavee s HBV oligo-
nukleotidem se piidalo 110 pl hybridizaéniho roztoku (100 mM Na,HPQ,, 100 mM NaH,PO,,
0,5 M NaCl a 0,15 M Tris-baze s upravenym pH = 7.5.

Viastni izolace a analyza cilovych molekul na cipu

Do kazdé z 11 jamek na Cipu, urCenych pro vzorky, se napipetovalo 6 pl pfipravenych ¢astic na
hybridizaci a do kazdé jamky se napipetovalo maximalné 5 ul vzorku. Vzorek s magnetizovatel-
nymi ¢asticemi se pipetou 5x promichal.

Cely C&ip s napipetovanymi vzorky se prekryl parafilmem a umistil do termostatu a tiepal se
10 min pfi 600 rpm a teploté 25 °C. Cip se pak umistil na 30 az 60 s na magnet (viz obr. 2A), a7
se magnetizovatelné ¢astice pfitdhly k magnetu, opatmé se odsal roztok nad &asticemi a piidalo
se 10 pl promyvaciho roztoku (50 mM HEPES). Poté se ¢ip odstranil z dosahu magnetu a vzorek
s promyvacim roztokem v jednotlivych jamkéch se 5x promichal pipetou. Promyvani se tiikrat
zopakovalo, pfi poslednim promyti se promyvaci roztok odsal a ¢ip se ponechal na magnetu.

Do jednotlivych jamek se pfidalo 10 pl 50 mM HEPES, &ip se piekryl parafinem, umistil na ter-
mostat a tfepal se 10 min pfi 600 rpm a teploté 85 °C. Po uvolnéni vzorku z magnetickych ¢astic
(eluci) se ¢ip okamzité umistil na magnet a led. Analyza vzorkd pomoci kapilami ¢ipové elektro-
forézy se provedla podle navodu dodavaného k viastnimu &ipu a kapilarni ¢ipové elektroforéze a
spustila se analyza. Pomoci streptavidinem modifikovanych magnetickych &astic se takto pfimo
v elektroforetickém Cipu izoloval hledany biotinem znadeny HBV oligonukleotid, ktery se nas-
ledné analyzoval kapilarni elektroforézou. Pomoci softwaru dodavaného k ¢ipu se vyhodnotily
vzorky a ziskala se informace o mnozstvi oligonukleotidii specifickych pro virus Zloutenky typu
B, jejich Cistoté a také velikosti oligonukleotidového fragmentu.

Prumyslova vvuzitelnost

Dvojdimenzionalni zpisob izolace a analyzy latek v ¢ipovém uspofadani kapilarni elektroforézy
umoZiiuje soutasné izolaci biologicky vyznamnych molekul z biologickych vzorki i analyzu na
Jjednom zafizeni. Pfi tomto zplsobu izolace analytu pomoci povrchové modifikovanych magneti-
zovatelnych Castic nevznikaji ztraty odebraného biologického vzorku. Zpisob podle vynalezu
umoziuje rozsitit moznosti bézné dostupnych &ipl kapildrni elektroforézy na efektivni, snadnou
a rychlou izolaci a analyzu latek z velmi malych objemi biologickych vzorkl i mimo laboratof
bez nutnosti specializovanych separaénich kanalii s magnety.

PATENTOVE NAROKY

1. Dvojdimenzionalni zpiisob izolace a analyzy latek z biologickych vzorkil, vyzna & uji-
¢i se tim, Ze analyzované latky se pied zahajenim analyzy kapilarni elektroforézou izoluji
pomoci povrchové modifikovanych magnetizovatelnych &astic v elektroforetickém rezervoaru
Cipu kapilarni elektroforézy, poté se v elektroforetickém rezervoaru ¢ipu pro kapilarni elektro-
forézu pasobenim vnéjsiho magnetického pole separuji od modifikovanych magnetizovatelnych
Castic a teprve pak se provede druhd separace latek a analyza pomoci standardni kapilarni
elektroforézy v gipovém usporadani.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze magnetické pole je realizovano
Pomoci stacionarniho magnetu nebo elektromagnetu.
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3. Zptsob podle narokii 1 a2, vyznacujici se tim, Ze magnetizovatelné Castice jsou
paramagnetické mikro— nebo nano&éstice.
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