CZ 23748 U1

UZITNY VZOR

(19) (21) Cislo prihlasky: 2011 - 23910
CHESKA (22) Ptihldseno: 09.02.2011
REPUBLIKA {47) Zapsino; 10.05.2012

l'Jl”{(\n
I’RIIMYSLOV!'?JHO
VLASTNICTV]

(11) Cislo dokumentu:

23748

(13) Druhdokuments: (J1

G el

GOIN 27/447 (2006.01)
GOIN 27/26 (2006.01)
BOID 57/62 (2006.01)

(73) Majitel:
Vysok¢ ugeni technické v Brng, Brno, CZ

(72) Pavodee:
Kizek René Doc. Ing. Ph.D., Bogitov, CZ
Adam Vojt&ch RNDr. Ph.D., Brmo, CZ
Hiska Dalibor Ing., Jihlava, CZ
Ryvolova Markéta Mgr. Ph.D., Karlovy Vary, CZ
tubdlek Jaromir Doc. Ing. Ph.D., Bmo, CZ
Provaznik Ivo Prof. Ing. Ph.D., Boskovice, CZ

(54) Nivev uzitného vzoru:
Sestava pro selektivni izolaci a analyzu litek z biologickych vzorkii

Utad primyslového vlastnictvi v zapisném Hzeni nezjidt'uje, zda predmét uzitmého vzoru

spliiuje podminky zplisobilosti k ochrané podle § 1 zak. &. 478/1992 Sb.




1}

30

35

40

45

CZ 23748 U1

Sestava pro selektivni izolaci a analyzu litek z biologickych vzorkd

Oblast techniky

Technické feSeni se tykad sestavy pro selektivni izolaci a analyzu latek z biologickych vzorki,
JjehoZ soudsti je zafizeni pro ipovou kapilari elektroforézu.

Dosavadni stav techniky

Komplexnost biologickych vzorki je zakladnim problémem zt&2ujicim stanoveni vybranych ana-
lytii. Kazdému stanoveni musi ptedchazet uréita forma extrakéniho, separacniho nebo izolaéniho
procesu. Metody co nejjednodusdi detekce biologicky vyznamnych latek z velmi malych objemi
vzorku jsou obecné velmi dlleZité.

Extrakce pfipadné¢ izolace minoritnich slozek komplikované smési vede k vyraznym ztratam
v objemu vzorku a tento jev pfedstavuje vyznamny problém predevéim u vzorku, Jjejichz ziskani
ve veétSich objemech miiZe byt komplikované (mozkomisni mok, nadorové vypotky aj.). Soudas-
ny trend vede k intenzivnimu tlaku na rychlost, jednoduchost a komplexnost analytickych metod.
S tim souvisi také snaha o miniaturizaci analytickych pistroji, které by umoZnily pfenositelnost
téchto zafizeni a jejich pouziti mimo laboratok, tedy pfimo v mist& odbéru vzorku (nap¥. v pfiro-
dé nebo u lizka pacienta). Analyza in situ urychluje cely analyticky proces a snizuje celkové na-
klady na analyzu.

Podstata technického fegeni

Vyse uvedené pozadavky do zna¢né miry spiiiuje sestava pro selektivni izolaci a analyzu latek
z biologickych vzorki podle technického Feseni.

Podstatou technického fe¥eni je sestava pro izolaci a analyzu latek z biologickych vzorkd, jehoz
soucasti je zafizeni pro gipovou kapilari elektroforézu. Toto zatizeni zahmuje elektroforeticky
&ip s rezervoary obsahujicimi povrchové modifikované magnetizovatelné &astice, pfidemz je
¢lektroforeticky ¢ip ve spojeni s magnetem.

Izolace pomoci povrchové modifikovanych magnetickych Sastic se provadi pfimo v rezervoaru
elektroforetického Cipu pro kapilarni elektroforézu piisobenim vnéjSiho magnetického pole, které
Je realizovano pomoci stacionamiho magnetu nebo elektromagnetu. Pfi tomto zpisobu je mozné
vyuzit velmi malého objemu snadno dostupného vzorku, jako jsou vedkeré typy télnich tekutin
{krev, krevni sérum, mozkomi$ni mok, pot, mo&, nadorové vypotky).

Sestava podle technického fedeni umoziiuje izolaci latek pomoci magnetizovatelnych &astic
s povrchem selektivné modifikovanym pro studovany analyt a identifikaci analyzovanych liatek
pomoci kapilarni gelové elektroforézy v mikrofluidnim uspofadani. Magnetizovatelné &éstice
s povrchem selektivng modifikovanym pro zachyt proteind, nukleovych kyselin nebo dalgich
analytii, umisténé v rezervoaru komeréniho mikrofluidniho ¢ipu slouZi jako extrakéni faze s vel-
kym povrchem a tim také s vysokou extrakéni kapacitou. Kapilarni elektroforéza optimalizovana
pro analyzu specifického analytu nasledné poskytuje informace nejen o koncentraci sledované
latky, ale napfiklad i Sistoté a dal3ich parametrech.

Ve vyhodném uspofddani se vyuzivd komeréné dodavaného elektroforetického ¢ipy, v jehoz re-
zervodru je provadéna izolace sledované latky (nukleové kyseliny, proteinu) pomoci moditikova-
nych magnetizovatelnych &astic. Pro manipulaci s magnetizovatelnymi ¢asticemi se ve vyhod-
ném uspofadani pouziva vnéjsiho magnetického pole, jehoz zdroj je umistén pod elektroforetic-
kym &ipem. Alternativni moznosti je vyuziti tubularniho magnetu vklidaného do rezervoaru
elektroforetického Cipu. Magnetické pole lze realizovat bud’ pomoci stacionérniho magnetu po-
zadované velikosti nebo elektromagnetu. Po ukondeni promyvacich procesil spojenych s izolaci
Je mozné ,.odpadni* (neboli pouzité) magnetické Gastice v rezervoiru ponechat, protoze nedocha-
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zi k jejich migraci separaénim kanalem a tim ruseni procesu stanoveni, pripadng je Ize odstranit
pomoci zminéného tubularniho magnetu.

Pojem .,povrchové modifikované magnetizovatelné Castice™ zahrnuje &astice vyrobené z magne-
tickych materialii (napf. Fe,0s, FesO4 aj.) 0 rozmérech v iadu nano- nebo mikrometri moditiko-
vané latkou schopnou interagovat s analytem (napi. protilitka, oligonukleotidova komplemen-
tamni sckvence, aj.).

Pojem ,.rezervoar elektroforetického Cipu pojmenovava prostor na elektroforetickém &ipu, ktery
je uréen k nanadeni roztokil. Jde o miniaturni nadobku, ktera je soudasti plastového plasté Eipu
a vymezuje vstupy do jednotlivych kanalii v Eipu.

Pojem ,,tubularni magnet* pojmenovavéa magnet ty€inkovité¢ho tvaru o rozmérech vhodnych pro
vsunuti do rezervoaru elektroforetického Cipu.

Pojem ..clektromagnet* pojmenovava magnet tyfinkovitého tvaru o rozmérech vhodnych pro
vsunuti do rezervoaru elektroforetického Gipu, jehoz magnetické viastnosti jsou ovladany pomoci
priichodu elektrického proudu.

Piehled obrazkii na vykrese

Obr. 1: Princip izolace biomolekul z homogenatu vzorku pomoci magnetizovatelnych Castic
a magnetu.

Obr. 2: Izolace biomolekul z homogenatu vzorku pomoci magnetizovatelnych Eastic v zafizeni
pro ¢ipovou kapilarni elektrotorézu.

Obr. 3: Moznosti manipulace s magnetizovatelnymi &asticemi pomoci planarniho, tubularniho
magnetu nebo elektromagnetu.

Technické fegeni bude podrobn&ji popsano pomoci piikladu provedeni a ptiloZenych obrazkil.
Uvedeny pfiklad neni omezujici z hlediska daldich moZnych provedeni v rozsahu narokil na
ochranu.

Ptiklady provedeni technického fedeni

Zakladni postup izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych Castic je uveden na obr. L.
Ve zkumavce (a) je homogenat vzorku, do kterého byly pfidany magnetizovatelné &astice. Pii
procesu zvaném hybridizace (interakce dvou vldken nukleovych kyselin), konjugace (protein-
protein interakce) &i daldich fyzikalng-chemickych interakcich (adsorpce, iontova interakce)
dochazi k navazani konkrétnich biomolekul (DNA, RNA, proteiny) na specificky modifikovany
povrch magnetizovatelnych &astic (b), ktery je upraven podie druhu izolovanych molekul. Napfi-
klad pro izolaci nukleové kyseliny je povrch magnetizovatelnych Castic modifikovan fetézcem
komplementamnim k hledané sekvenci nebo fetézcem tvofenym repetitivni sekvenci (oligo dT,
oligo G apod.). P¥i izolaci proteinii se pouZiva modifikace streptavidinem, avidinem, neutravidi-
nem, proteiny G, A, polymernimi slougeninami nebo napfiklad protilatkami {monoklonalni, po-
lyklonalni). Konjugované slozky pfi hybridizaci byvaji pro vyslednou detekei biologické inter-
akce znadené; nejlastéji technologicky vyuzivané zpisoby znaCeni zahmuji streptavidin-biotin
nebo avidin-biotin, neutravidin-biotin apod. Poté naslteduje promyti magnetizovatelnych &astic
§ jiz navazanymi molekulami, pfi kterém se odstrani ostatni interferujici tatky (c). Oddéleni izo-
lovanych biomolekui od magnetizovatelnych &astic se docili zvySenim teploty (d), zménou ion-
tové sily, zmé&nou sloZeni elu¢niho roztoku ¢i dal$imi fyzikalné-chemickymi zménami prostfedi,
ve kterém hybridizace probiha (e). Po oddéleni izolovanych biomolekul se magnetizovatelné ¢as-
tice pfitihnou magnetem a cilové biomolekuly se odpipetuji do nové zkumavky (). Takto sepa-
rované biomolekuly jsou ptipraveny pro dalsi analyzu.

Piedmétem technického Fedeni je sestava umozitujici izolaci biomolekul pomoci magnetizovatel-
nych &astic i analyzu pomoci &ipové kapilami elektroforézy {obr. 2). Schematické znazornéni
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komeréné dodavaného Cipu je uvedeno v asti (A). K tomuto Cipu je pfipojen magnet, umoZituji-
ci prici s magnetizovatelnymi &asticemi pfimo v ¢ipu (A), (B). Obrizek (C) ukazuje princip
separace pomoci magnetizovatelnych ¢astic, homogenat s cilovymi biomolekulami, interakci ¢as-
tic s cilovou skupinou biomolekul, promyti a odstranéni interferujicich latek, denaturaci a nas-
lednou separaci ve spojeni s detekei cilovych biomolekul pomoci ¢ipové kapilarni elektroforézy.

- MoZnosti manipulace s magnetickymi &asticemi v jamce elektroforetického ¢ipu jsou znazomény

na obr. 3. Castice je moiné pridrzet na dné Jamky pomoci planiamiho magnetu umisténého pod
&ipem (obr. 3A), piipadné lze &astice z jamky vyjmout pomoci tenkého tubularniho magnetické-
ho mechanismu (obr. 3B, 3C). Pfesna manipulace s &ipem podél os x a y, stejné jako manipulace
s magnetickym separatorem v ose z, je v idealnim piipadé zajisténa pomoci 3D mikromanipul4-
toru. Realizace magnetického separatoru je moZna pomoci permanentniho magnetu o vhodném
tvaru a rozmérech nebo pomoci elektromagnetu.

Ptiklad 1

Izolace oligonukleotidii specifickych pro virus Zioutenky typu B s vyuzitim sestavy podle tech-
nického feleni
Streptavidinem modifikované magnetizovatelné &astice 1 byly konjugovéany s biotinem znade-

nym oligonukleotidem (HBV) komplementamim k hledanému oligonukleotidu specifickému pro
virus Zloutenky typu B.

Priprava magnetizovatelnych ¢astic k hybridizaci mimo éip v mikrozkumavce

Magnetizovatelné istice v nativnim roztoku se odebraly v objemu 110 pl, umistily se do mikro-
zkumavky, mikrozkumavka se pfilozila k magnetu 5 a nativni roztok se odsal. Pfidalo se 200 pl
promyvaciho roztoku (50 mM HEPES), roztok se pipetou 5x promichal, pfilozil k magnetu 3
a promyvaci roztok se odsal.

HBYV oligonukleotid znageny biotinem se rozpustil v 2 M NaCl roztoku na vyslednou koncent-
raci 5 pg/ml a ptidal se k promytym asticim. Mikrozkumavka se vloZila do termostatu a tiepala
se 30 min pfi 1100 rpm a teplot& 25 °C. Pak se pienesla na magnet 5, 2 M roztok NaCl s HBV
oligonukleotidem se odsal a 3x promyl 50 mM roztokem HEPES, po poslednim promyti se roz-
tok odstranil, takze v mikrozkumavce ziistaly pouze HBV oligonukleotidem modifikované mag-
netizovatelné ¢astice 1.

K promytym modifikovanym magnetizovatelnym &asticim 1 v mikrozkumavce s HBV oligo-
nukleotidem se ptidalo 110 pl hybridizaéniho roztoku (100 mM Na,HPO,, 100 mM NaH,PQO,,
0.5 M NaCl a 0,15 M Tris-base s upravenym pH = 7.5.

Vlastni izolace a analyza cilovych molekul na elektroforetickém &ipu

Do kazdého z 11 rezervoari 4 elektroforetického ¢ipu, urenych pro vzorky, se napipetovalo 6 pl
pFipravenych modifikovanych magnetizovatelnych &4stic 1 na hybridizaci (obr. 2B) a do kazdého
rezervodru 4 elektroforetického &ipu se napipetovalo maximaing 5 pl homogenatu 2 vzorku
(obr. 2C). Homogenét 2 vzorku s modifikovanymi magnetizovatelnymi &dsticemi 1 se pipetou 5x
promichal.

Cely elektroforeticky ¢ip 3 s napipetovanymi vzorky (obr. 2C) se piekryl parafilmem a umistil do
termostatu a tfepal se 10 min pii 600 rpm a teploté 25 °C. Elektroforeticky &ip 3 se pak umistil
na 30 - 60 s na magnet 5 (obr. 2A), az se modifikované magnetizovatelné ¢astice 1 pritéhly
k magnetu 3, opatmé se odsal roztok nad ¢&asticemi a ptidalo se 10 ul promyvaciho roztoku
(50 mM HEPES). Poté se elektroforeticky &ip 3 odstranil z dosahu magnetu 5 a vzorek s promy-
vacim roztokem v jednotlivych jamkéich se 5x promichal pipetou. Promyvani se tiikrat zopako-
valo, pfi poslednim promyti se promyvaci roztok odsal a elektroforeticky &ip 3 se ponechal na
magnetu 5.
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Do jednotlivych rezervoart 4 elektroforetického Eipu (obr. 2B) se piidalo 10 pl 50 mM HEPES,
clektroforeticky &ip 3 se prekryl parafinem, umistil na termostat a tfepal se 10 min pfi 600 rpm
a teplotd 85 °C. Po uvolnéni vzorku z modifikovanych magnetizovatelnych astic 1 (eluci) se
clektroforeticky &ip 3 okamzité umistil na magnet 5 a led. Analyza vzorki pomoci vyhodnocova-
ciho zatizeni § kapilarni Gipové elektroforézy se provedia podle navodu dodavaného k vlastnimu
clektroforetickému &ipu 3 a kapilami &ipové elektroforéze a spustila se analyza. Pomoci strepta-
vidinem modifikovanych magnetizovatelnych ¢astic 1 se takto pfimo v elektroforetickém ¢ipu 3
izoloval hledany biotinem znageny HBV oligonukleotid, ktery se nasledng& analyzoval zafizenim
kapilarni elektrotorézy. Pomoci softwaru dodavaného k elektroforetickému ¢ipu 3 se vyhodnotily
vzorky a ziskala se informace o mnoZstvi oligonukleotidi specifickych pro virus Zloutenky typu
B, jejich istoté a také velikosti oligonukleotidového fragmentu.

Primyslova vyuZitelnost

Sestava pro selektivni izolaci a analyzu latek z biologickych vzorka zahrnujici zafizeni pro Cipo-
vou kapilarni elektroforézu s rezervoarem elektroforetického &ipu, obsahujicim povrchove modi-
fikované magnetizovatelné astice ve spojeni s magnetem umoziiuje soutasné izolaci biologicky
vyznamnych molekul z biologickych vzorkil pomoci povrchové modifikovanych magnetizovatel-
nych &astic i analyzu na jednom zafizeni. P¥i tomto zpusobu izolace analytu nevznikaji ztraty
odebraného biologického vzorku. Sestava podle technického Feseni umoziuje efektivni, snadnou
a rychlou izolaci a analyzu latek z velmi malych objemi biologickych vzorki i mimo laboratof.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Sestava pro izolaci a analyzu latek z biologickych vzorki, jehoz soudisti je zafizeni pro
gipovou kapilarni elektroforézu, vyzmnaéujici se tim, Ze zafizeni pro &ipovou kapilami
elektroforézu zahrnuje elektroforeticky &ip (3) s rezervoary (4) obsahujicimi povrchové modifi-
kované magnetizovateiné &astice (1), ptiemz je elektroforeticky &ip (3) ve spojeni s magnetem

(5).

2. Sestava podle ndroku 1, vyzma&ujici se tim, ze magnet(5)je v podobé stacio-
narniho magnetu nebo elektromagnetu.

3. Sestava podle narokii i a2, vyznadujicf se tim, Ze magnetizovatelné ¢astice (1)
jsou paramagnetické mikro- nebo nanocastice.

1 vykres

Seznam vztahovych znacek:

1- modifikované magnetizovatelné &astice
2 - homogenat vzorku

3- elektroforeticky &ip

4- rezervoar elektroforetického &ipu

5 - magnet

6- elektromagnet

7- ovladani elektromagnetu

8- vyhodnocovac! zafizeni.
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Obr. 3
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