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Nazev vynalezy:
Dvojdimenzionalni zpiisob izolace a analyzy
latek z biologickych vzorki

Anotace:

Pledmétem fedeni je zpisob izolace a analyzy iatek z
biologickych vzorkd pomoci povrchové maditikovanych
magneti zovatelnych &astic a Cipové kapildrni elektroforézy.
Meteda je zaloZena na manipulaci s magnetizovatelnymi
Cisticemi piimo v elektmforetickém rezervodru Eipu pro
kapilarni elektroforézu, kdy se plsobenim viéjsiho
magnetického pole z biologického vzorku izoluje pozadovany
analyt, ktery se nisledng separuje, identifikuje a kvantifikuje
pomoci Lipové kapildrni elektroforé zy.
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Dvojdimenzionalni zpiisob izolace a analyzy latek z biologickych vzorkii

Obtast techniky
Vynalez se tyka zpiisobu selektivni izolace biomolekul ze stoZitych biologickych vzorki pomoci

magnetizovatclnych fastic v kombinaci s rychlou a jednoduchou analyzou pomoci kapilarni
elektrotorézy.

Dosavadni stav techniky

Kompiexnost biologickych vzorki je zakladnim problémem ztézujicim stanoveni vybranych ana-
lyti. Kazdému stanoveni musi pfedchazet urita forma extrakéniho, separaéniho nebo izolacniho
procesu. Metody co nejjednodussi detekee biologicky vyznamnych latek z velmi malych objemi
vzorku jsou obec né velmi diileZité.

Extrakce pripadné izolace minoritnich slozek komplikované smési vede k vyraznym ztratam v
objemu vzorku a tento jev predstavuje vyznamny problém predevsim u vzorkd, jejichZ ziskani ve
vétsich objemech mize byt komplikované (mozkomidni mok, nédorové vypotky aj.). Soudasny
trend vede k intenzivnimu tlaku na rychlost, jednoduchost a komplexnost analytickych metod.
S tim souvisi také snaha o miniaturizaci analytickych pfistrojii, kieré by umoznily pfenositelnost
téchto zatizeni a jejich pouziti mimo laboratof, tedy pfimo v miste odbéru vzorku (napt. v pfirodé
nebo u liizka pacienta). Analyza in situ urychluje cely analyticky proces a snizuje celkové nakla-
dy na analyzu.

Podstata vynalezu

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

Podstatou vynalezu je dvojdimenzionalni zplsob izolace a analyzy latek z biologickych vzorky,
kdy se analyzované latky pted zahdjenim analyzy kapilarni elektroforézou izoluji pomoci povr-
chové modifikovanych magnetizovatelnych &astic (jedna dimenze) v elektroforetickém rezervoa-
ru &ipu kapilamni elektroforézy, poté se v elektroforetickém rezervoaru &ipu pro kapilami elekiro-
forézu plsobenim vnéjstho magnetického pole separuji od modifikovanych magnetizovatelnych
¢astic a teprve pak se provede druha separace a analyza tatek pomoci standardni kapilamni elek-
troforézy v ipovém uspofadani (druha dimenze).

[zolace pomoci povrchové modifikovanych magnetickych &astic se provadi pfimo v elektrofore-
tickém rezervodru &ipu pro kapilarni elektroforézu pisobenim vnéjiiho magnetického pole, které
je realizovano pomoci staciondmiho magnetu nebo elektromagnetu. PEi tomto zpisobu je moZné
vyuzit velmi malého objemu snadno dostupného vzorku, jako jsou veskeré typy télnich tekutin
(krev, krevni sérum, mozkomisni mok, pot, mo&, nddorove vypotky).

Zpisob podle vynalezu integruje proces izolace latek pomoci magnetizovatelnych &astic s povr-
chem selektivné modifikovanym pro studovany analyt a identifikaci analyzovanych latek pomoci
kapilami gelové elektroforézy v mikrofluidnim uspofadani. Magnetizovatelné ¢astice s povrchem
selektivné modifikovanym pro zachyt proteind, nukleovych kyselin nebo dalgich analytli, umis-
t&né do rezervoaru komeréniho mikrofluidniho &ipu specifického pro urtity analyt slouzi jako
extrakéni faze s velkym povrchem, a tim také s vysokou extrakéni kapacitou. Kapilami elektro-
foréza optimalizovana pro analyzu specifického analytu nasledné poskytuje informace nejen o
koncentraci sledované latky, ale naptiklad i &istoté, velikost molekul a dalsich parametrech.
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Ve vyhodném uspoiadani se vyuziva komeriné dodavaného clektroforetického &ipu, v jehoz
rezervodru je provadéna izolace sledované latky (nukieové kyseliny, proteinu) pomoci modifiko-
vanych magnetizovatelnych &astic. Pro manipulaci s magnetizovatelnymi ¢asticemi se ve vyhod-
ném uspofddini pouziva vnéjsiho magnetického pole, jehoz zdroj je umistdn pod eletroforetic-
kym &ipem. Alternativni moznosti Je vyuziti tubuldrniho magnetu vkladaného do rezervoaru
elektroforetického Cipu. Magnetické pole lze realizovat bud’ pomoci stacionarniho magnetu poza-
dované velikosti, nebo elektromagnetu. Po ukonéeni promyvacich procesi spojenych s izolaci je
mozné ,.odpadni* (nebo pouzité) magnetické &astice v rezervoaru ponechat, protoZe nedochéazi k
Jejich migraci separaénim kandlem, a tim ruseni procesu stanoveni, pfipadné je ize odstranit
pomoci z minéného tubularniho magnetu.

Pojem ..povrchové modifikované magnetizovatelné astice™ zahrnuje &astic vyrobené z magnetic-
kych materialg (napf. Fe,0s, Fe;O, aj.) 0 rozmérech v Fadu nano— nebo mikrometri: modifikova-
n¢ latkou schopnou interagovat s analytem (nap#. protilatka, oligonukieotidova komplementamni
sekvence, aj.).

+
Pojem ,rezervodr elektroforetického &ipu™ pojmenovava prostor na elektroforetickém ¢ipu, ktery
Je uréen k nanéSeni roztokii. Jde o miniaturni nadobku, ktera je souéasti plastového plasté Cipu a
vymezuje vstupy do jednotlivych kanald v ¢ipu.

Pojem ..tubulérni magnet* pojmenovava magnet ty&inkovitého tvaru o rozmérech vhodnych pro
vsunuti do rezervoaru elektroforetického cipu.

Pojem elektromagnet* pojmenovava magnet ty€inkovitého tvaru o rozmérech vhodnych pro
vsunuti do rezervoaru elektroforetického Cipu, jehoz magnetické vlastnosti jsou oviadany pomoci
prichodu elektrického proudu.

Zakladni postup izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych &astic je uveden na obr. I. Ve
zkumavce (a) je homogenét vzorku, do kterého byly ptidany magnetizovateiné &astice. Pti proce-
su zvaném hybridizace (interakce dvou vliken nukleovych kyselin), konjugace (protein—protein
interakce) &i daliich fyzikdlné—chemickych interakcich (adsorpce, iontové interakce) dochézi
k navazani konkrétnich biomolekul (DNA, RNA, proteiny) na specificky modifikovany povrch
magnetizovatelnych ¢astic (b), ktery je upraven podie druhu izolovanych molekul. Napfiklad pro
izolaci nukleové kyseliny je povrch magnetizovatelnych &astic modifikovan fetézcem komple-
mentarnim k hledané sekvenci nebo fetézcem tvofenym repetitivni sekvenci (oligo dT, oligo G
apod.). Pti izolaci proteinii se pouziva modifikace streptavidinem, avidinem, neutravidinem, pro-
teiny G, A, polymernimi sloudeninami nebo napfiklad protilatkami (monoklonalni, polyklonaini).
Konjugované slozky pfi hybridizaci byvaji pro vyslednou detekci biologické interakce znakené:
nejéastéji technologicky vyuzivané zplisoby znadeni zahmnuji streptavidin—biotin nebo avidin—
biotin, neutravidin-biotin apod. Poté nasleduje promyti magnetizovatelnych &astic $ jiZ navéza-
nymi molekulami, pfi kterém se odstrani ostatni interferujici latky (c). Oddéleni izolovanych bio-
molekul od magnetizovatelnych &astic se docili zvySenim teploty (d), zménou iontové sily, zmé-
nou sloZeni eluéniho roztoku &i dalsimi fyzikainé~chemickymi zménami prostedi, ve kterém
hybridizace probiha (e). Po odd&leni izolovanych biomolekul se magnetizovatelné &astice pfitah-
nou magnetem a ciloveé biomolekuly se odpipetuji do nové zkumavky (f). Takto separované bio-
molekuly jsou pfipraveny pro dalgi analyzu.

Predmétem vynalezu je spojent principu izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych &astic se
separaci a naslednou analyzou pomoci ¢ipové kapilarni elektroforézy (obr. 2). Schematické zna-
zornéni komeréné dodavaného ¢ipu je uvedeno v &asti (A). K tomuto ¢ipu je pfipojen magnet,
umoZijici praci s magnetizovatelnymi ¢asticemi pfimo v &ipu (A), (B). Obrazek (C) ukazuje
princip separace pomoci magnetizovatelnych &astic, homogenat s cilovymi biomolekulami,
interakei &4stic s cilovou skupinou biomolekul, promyti a odstranéni interferujicich latek, denatu-
raci a naslednou separaci ve spojeni s detekci cilovych biomolekul pomoci ¢ipové kapilamni elek-
troforézy.
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Moznosti manipulace s magnetickymi ¢asticemi v jamee elektroforetického &ipu jsou znazornény
na obr. 3. Castice je mozné pfidrzet na dné jamky pomoci planarniho magnetu umisténého pod
gipem (obr. 3A), pripadné lze ¢astice z jamky vyjmott pomoci tenkého tubulamiho magneticke-
ho mechanismu (obr. 3B, 3C). Pfesna manipulace s Eipem podél os x a 'y, stejné jako manipulace
s magnetickym separatorem v ose z, je v idedlnim pfipade zajisténa pomoci 3D mikromanipulato-
ru. Realizace magnctického scpardtoru je moind pomoci permanentniho magnetu o vhodném
tvaru a rozmérech nebo pomoci elektromagnetu.

Kapilarni elektroforéza pomoci jakéhokoli gipu poskytuje informace nejen o koncentraci sledo-
vané latky, ale nasobi separacni potencial predkladaného patentu o druhou dimenzi, tzn. izolova-
né molekuly pomoci magnetickych astic jsou dale rozliseny die velikosti a stanovena jejich kon-
centrace podle uréeni daného tipu. Zpisob podle vynalezu umoZiiuje roziifit moznosti béZne
dostupnych &ipt kapildrni elektroforézy na efektivni, snadnou a rychlou izolaci a analyzu latek
z velmi malych objemi biologickych vzorkii i mimo laboratof bez nutnosti specializovanych
separacnich kanald s magnety.

Piehled obrazk( na vvkresech

Obr. 1: Postup izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych dastic

Obr. 2: Izolace biomolekul pomoci magnetizovatelnych Castic ve spojeni s Cipovou kapitami
elektroforézou

Obr. 3: MoZnosti manipulace s magnetickymi ¢asticemi

Vynilez bude podrobnéji popsan pomoci piikladu provedeni a piilozenych obrazki. Uvedeny
piiklad neni omezujici z hlediska daldich moznych provedeni v rozsahu patentovych naroka.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1:
Izolace oligonukleotidii specifickych pro virus Zloutenky typu B

Streptavidinem modifikované magnetické &astice byly konjugovany s biotinem znacenym oligo-
nukleotidem (HBV) komplementarnim k hledanému oligonukleotidu specifickému pro virus
Zloutenky typu B.

Priprava magnetizovatelnych dstic k hybridizaci mimo cip v mikrozkumavce

Magnetizovatelné &astice v nativnim roztoku se odebraly v objemu 110 ul, 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 a
promyvaci roztok se odsal.

HBYV oligonukleotid znageny biotinem se rozpustil v 2 M NaCl roztoku na vyslednou koncentraci
5 pg/ml a pfidal 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, 2 M roztok NaCl s HBV oligo-
nukleotidem se odsal 3x promyl 50 mM roztokem HEPES, po poslednim promyti se roztok
odstranil, takze v mikrozkumavce zistaly pouze HBV oligonukleotidem modifikované magneti-
zovatelné ¢astice.
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K promytym modifikovanym magnetizovatelnym &isticim v mikrozkumavee s HBV oligo-
nukleotidem se pridalo 110 pl hybridizacniho roztoku (100 mM Na;HPO,, 100 mM NaH,PO,,
0,5MNaClao0,15M Tris—baze s upravenym pH = 7 5.

Viasini izolace a analyza cilovich mofekul na cipu

Do kazdé z 11 jamek na €ipu, uréenych pro vzorky, se napipetovalo 6 pl pfipravenych &astic na
hybridizaci a do kazdé Jamky se napipetovalo maximaing 5 wl vzorku, Vzorek s magnetizovatel-
nymi &asticemi se pipetou 5x promichal.

Cely &ip s napipetovanymi vzorky se piekryl parafilmem a umistil do termostatu a tiepal se
10 min pFi 600 rpm a teploté 25 °C. Cip se pak umistil na 30 a2 60 s na magnet (viz obr. 2A), a3
se magnetizovatelné ¢astice pritahly k magnetu, opatmeé se odsal roztok nad Eisticemi a pridaio

s promyvacim roztokem v Jednotlivych jamkich se 5x promichal pipetou. Promyvani se tikrat
zopakovalo, pfi poslednim promyti se promyvaci roztok odsal a ¢ip se ponechal na magnetu.

vzorky a ziskala se informace o mnozstvi oligonukleotidi specifickych pro virus Zloutenky typu
B, jejich &istotd a také velikosti oligonukleotidového fragmentu.

Priimyslova vyuZitelnost

Dvojdimenzionalni zpisob izolace a analyzy latek v €ipovém uspoiadani kapilarni elektroforézy
umozfiuje souéasné izolaci biologicky vyznamnych molekul z biologickych vzorki i analyzu na

»rwe

umoZituje roziiFit moZnosti bézns dostupnych &ipd kapilarni elektroforézy na efektivni, snadnou
a rychlou izolaci a analyzu latek z velmi malych objemii biologickych vzorkii i mimo laborato#
bez nutnosti specializovanych separa¢nich kanily s magnety.

PATENTOVE NAROKY

I.  Dvojdimenzionalni Zphsob izolace a analyzy latek z biologickych vzorkl, vyzma&uji-
¢i se tim, e analyzované litky se pfed zahajenim analyzy kapilami elektroforézou izoluji
pomoci povrchové modifikovanych magnetizovatelnych &éstic v elektroforetickém rezervoaru
Cipu kapilarni elektroforézy, pote se v elektroforetickém rezervoaru ¢ipu pro kapilami elektro-
forézu pitsobenim vngjsiho magnetického pole separuji od modifikovanych magnetizovatelnych
Castic a teprve pak se provede druhi separace latek a analyza pomoci standardni kapilarni
elektroforézy v gipovém usporadani.

2. Zpisob podle naroku 1, vyzmadujici se tim, ze magnetické pole je realizovéno
pomoci stacionarniho magnetu nebo elektromagnetu,
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3. Zpisobpodle narokii 1 a2, vyznaédujici se tim . ¢ magnetizovatelné Castice jsou
paramagnetické mikro— nebo nanocastice.

| vykres
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Obr. 3

Konec dokumenty




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

