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Oblast’ techniky

Tento vynalez sa vzt'ahuje na magnetické v podstate gulovité, ¢astice so sklenenym povrchom. Tento vy-
nalez sa tiez vztahuje na metédy ich pripravy, na ich suspenziam a na ich pouzitie na purifikaciu biologické-
ho materialu, najmé v automatizovanych procesoch.

Vela biologickych materidlov, najmi nukleovych kyselin, poskytne pri izolécii z ich normalneho prostre-
dia vynimo¢né problémy. Na jednej strane sii velmi €asto pritomné vo ve'mi malych koncentraciach a na
druhej strane sa ¢asto v pritomnosti mnohych inych pevnych a rozpustnych substancii, ktoré stazuju izolaciu
alebo meranie, najma pri biologickych analyzach.

Bio3pecifické vazobné analyzy umozZiiujit detekciu Specifickych analytov, napr. nukleovych kyselin alebo
$pecifickych vlastnosti analytov a hraji ddlezitii rolu na poli diagnostik a bioanalytik. Priklady su hybridi-
za¢né analyzy, immuno analyzy a analyzy typu receptor-ligand.

Hybridizaéné analyzy vyuzivaju na molekularnu detekciu analytov nukleovych kyselin, napr. RNA a
DNA, $pecifické parovanie baz. Oligonukleotidové sondy s dizkou 18 aZz 20 nukleotidov tak méZu umoznit
$pecifické rozpoznanie vybranej sekvencie v l'udskom genome. Ina analyza, ktora vyuZziva selektivnej vizby
dvoch oligonukleotidovych primérov, je polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction, PCR)
opisana v US 4 683 195. Tato metdda vyuziva v niekol’kych cykloch selektivnu amplifiké4ciu Specifickej ob-
lasti nukleovej kyseliny termostabilnou polymerazou, az do detegovateného mnozstva, za pritomnosti deo-
xynukleotidovych trifosfatov.

Nukleové kyseliny si pomerne komplexné analyty, ktoré sa musia normélne extrahovat' z komplexne;j
zmesi pred tym, ako sa mdZu pouZzit’ v testoch zaloZzenych na sondach:

Existuje niekol’ko metod na extrakciu nukleovych kyselin:

- od sekvencie zavislej alebo biospecifickej metddy, ako napr.:

- afinitna chromatografia,

- hybridizacia k imobilizovanym sondam na gul'd6¢kach,

- od sekvencie nezavislej alebo fyzikalno-chemickej metddy, ako napr.:

- extrakcia vodna faza - vodna faza s napr. chloroformom,

- precipitacia napr. ¢istym etanolom,

- extrakcia s filtraénym papierom,

- extrakcia s ¢inidlami tvoriacimi micely, ako cetyl-trimetylamménium-bromid,

- navézovanie k imobilizovanym interkalaénym farbivam, napr. derivatom akridinu,

- adsorpcia ku kremiéitému gélu alebo dvojmocnym zeminam (diatomic earths),

- adsorpcia k magnetickym sklenenym ¢asticiam (MGP) alebo organosilanovym &asticiam pri chaotrop-
nych podmienkach.

V poslednych rokoch sa navrhlo vela procedir a materidlov na izolaciu nukleovych kyselin z ich priro-
dzeného prostredia, ktoré vyuzivali ich navdzovanie na sklenené povrchy. Napriklad v Proc. Natl. Acad.
USA 76, 615 - 691 (1979) je navrhnuty postup na navédzovanie nukleovych kyselin v agarézovych géloch na
mleté flintové sklo v pritomnosti jodidu sodného.

V Anal. Biochem. 121, 382 - 387 (1982) je opisana purifikacia plazmidovej DNA z baktérii na sklene-
nom prachu v pritomnosti chloristanu sodného (sodium perchlorate).

V DE-A 37 34 442 je opisana izolacia jednopramennej DNA fagu M13 na vlaknitych filtroch precipita-
ciou fagovych &astic s vyuzitim kyseliny octovej a lyza fagovych ¢astic chloristanom. Nukleové kyseliny sa
naviaZu na filtre zo sklenenych vlékien, omyji a potom vymyju Tris/EDTA pufrom s obsahom metanolu.

Podobna procedura na purifikaciu DNA z fagov lambda je opisand v Anal. Biochem. 175, 196 - 201
(1988).

Procedura, znama uZ skorgie, vyvola selektivnu vizbu nukleovych kyselin na skleneny povrch v rozto-
koch chaotropnych soli a oddeli nukleové kyseliny od kontaminujicich primesi, ako je agardza, proteiny ale-
bo bunkové zvysky. K oddeleniu sklenenych ¢astic od znedistujlcich latok sa €astice podla doterajSich po-
stupov bud’ centrifuguju, alebo sa tekutina prefiltruje cez skleneny vlaknity filter. To je ale obmedzujici
krok, ktory zabrafiuje pouzitiu tohto postupu na spracovanie velkého poctu vzoriek.

Ukazalo sa, Ze magnetické Castice pokryté sklenenym povrchom pontkaju na izolaciu biologickych mate-
ridlov zna¢né vyhody. Ked’ sa nevystavili magnetické ¢astice pdsobeniu magnetického pola, je jedinou silou
pouZitelnou na sedimenticiu graviticia. Pretrepanim roztoku sa moZzu resuspendovat’. Sedimentacna proce-
dura, ktora nevyuZziva magnetické pole, je pomalSia, ako imobilizacia biologickych materialov na ¢asticiach.
To plati najma pre nukleové kyseliny. Magnetické ¢astice sa mézu l'ahko sustredit’ na uréitom mieste v roz-
toku pomocou magnetu. Roztok sa potom oddeli od ¢astic a teda tiez od prichytenych biologickych materia-
lov.

Pouzitie magnetickych &astic na imobilizaciu nukleovych kyselin po precipitacii, pridanim soli a etanolu,
je opisané v Anal. Biochem. 201, 166 - 169 (1992) a v PCT GB 91/00212. V tomto postupe sa nukleové ky-
seliny aglutinuji spolo¢ne s magnetickymi €asticami. Aglutinat sa oddeli od pdvodného roztoku aplikaciou
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magnetického pol'a a premyvacim krokom. Po jednom premyti sa nukleové kyseliny rozpustia v Tris pufri.
Tento postup ma ale nevyhodu v tom, Ze precipitdcia nie je selektivna pre nukleové kyseliny. Dochadza tiez
k aglutinacii radu pevnych a rozpustenych ¢astic. Vysledkom je, Ze sa tato procedira nemdze pouZit na od-
stranenie vyznamného mnoZstva inhibitorov $pecifickych enzymatickych reakcii, ktoré sa moézu vyskytovat'.

Na trhu je tiez magnetické porézne sklo, ktoré obsahuje v porovitej, $pecidlnej sklenej zdkladnej hmote
(matrix) magnetické Castice a ktoré je pokryté vrstvou obsahujucou streptavidin. Tento produkt sa mdZe pou-
Zit' na izolaciu biologickych materialov, napr. proteinov alebo nukleovych kyselin, ktoré si modifikované v
komplexnom pripravnom kroku tak, Ze sa viazu kovalentne na biotin. Zmagnetovatel'né $pecifické adsorben-
ty sa ukazali ako ve'mi a¢inné a vhodné na automaticku pripravu vzorky. Na tieto uéely sa mdézu pouzit’ fe-
rimagnetické, feromagnetické a superparamagnetické pigmenty.

Ciasto¢ky st podra odbornikov pevné materialy s malym priemerom. Takéto &iastocky sa &asto nazyvaji
pigmenty.

Tieto materialy, ktoré su oznagené ako magnetické, su pritahované k magnetu, tzn. napriklad feromagne-
tické alebo superparamagnetické materialy. Ako vyhodny a preferovany sa odbornikom javi supermagnetiz-
mus (napr. US 5 928 958; US 5 925 573; EP 757 106). Sklené alebo organosilanové (organosilane) povrchy
sl asto na pouzitie v biopecifickych vdzobnych reakcidch upravované, napr. US 5 928 958, US 5 898 071,
US 5 925 573, EP 937 497, US 9 554 088 alebo US 4 910 148. Alebo sa mbZe skleny alebo organosilanovy
povrch upravit’ réznymi rozpustadlami alebo solami na modifikaciu ich hydrofilnosti a/alebo ich elektropo-
zitivity, napr. US 5 438 127.

Nederivatizované silanolové skupiny skla alebo sildnového povrchu mézu byt, ale za vhodnych reaké-
nych podmienok opisanych v DE 195 20 964, DE 195 37 985, WO 96/41840, WO 96/41811, EP 757 106
alebo US 5 520 899 pouzité na adsorpciu pomocou &irych fyzikalno-chemickych sil. Typicky su magnetické
jadra alebo magnetické jadrové agregaty pokryté sklenym povrchom, ktory sa vytvori kyselinou- alebo zésa-
dou- katalyzovanym sol-gél procesom (by an acidor base- catalyzed sol-gel-process). Tieto astice sa nazyva-
ju Castice typu jadro-plast’ (core-shell particles). Skleny obal ma potom typickd hribku vrstvy (pozri napr.
DE 195 20 964), kde velkost a tvar pigmentu (ktory méZe obsahovat’ okrem magnetickych kovovych oxidov
tieZ nemagnetické &astice, ako napr. sf'udu) uréuja velkost' a tvar produkovanej €astice (pozri napr. DE 195
37 985 a zodpovedajiici WO 96/41811). Aby sa ziskala vysoka povrchova aktivita, pouZiva sa skleny mate-
rial s velkou pérozitou (pozri napr. EP 757 106; WO 99/26605). Opisané sa d’alej zloZzené magnetické &asti-
ce, napr. kremicitanom obaleny oxid Zelezity obaleny anorganickou kremennou hmotou z kremennych &astic
(EP 757 106), alebo zmesi sklenenych a kremennych gélov (mixtures of glass and silica gel) (WO 95/06652).
Problém, ktory by mal vyriesit’ predkladany vynélez, sa moZe vidiet' ako poskytnutie magnetickych sklenych
Castic so zlepSenymi vlastnostami na pripravu vzorky a na biologické analyzy, najmi v automatizovanych
procesoch.

Nedostatok magnetickych sklenych ¢astic v saasnom stave vyvoja sa vyrie$i vysledkami predkladaného
vynalezu.

Ciel'om vynalezu je poskytnit’ zmes (composition) magnetickych sklenych &astic. Magnetické sklené ¢as-
tice (magnetis glass particles - MGPs) su podl'a predkladaného vynalezu pevné disperzie malych magnetic-
kych jadier v skle. MGP su relativne malé a si v podstate gul'ovité. Nemagneticky jemny obsah zmesi MGP
je velmi nizky, vd'aka met6de ich pripravy. To ma ten u¢inok, Ze suspenzia MGP sedimentuje pomaly a mé-
Ze tak byt vyhodne vyuZita na postupy v molekuldrnej bioldgii, ktoré sa mdzu automatizovat’. V jednej forme
vynalezu su poskytnuté zmesi a suspenzia MGP podla predkladaného vynalezu. V inej forme vynalezu je po-
skytnutd metdda pre zmes MGP. V este d’alSej forme vyndlezu je poskytnutd metoda na purifikiciu DNA ale-
bo RNA, kde sa pouzivaji MGP podl'a predkladaného vynalezu.

Predmetom vynalezu je spdsob vyroby zmesi magnetickych sklenych &astic, ktorého podstata spoiva v
tom, Ze zahrnuje stupne
a) suspendovanie magnetickych objektov s priemerom medzi 5 az 500 nm v solu,

b) suSenie suspenzie rozpraSovanim vo dvojdyzovej rozprasovacej susiarni a,
¢) slinovanie rozpragovanim vysus$eného prasku.

Vyhodne vstupné teplota dvojdyzovej rozpra§ovacej susiarne je medzi 120 °C a 500 °C, vystupna teplota
je zvolena podTa teploty varu solu a rozpraSovaci tlak je aspoti rovnajuci sa aspoii 0,3 Mpa.

Vyhodne vstupné teplota dvojdyzovej rozpraSovacej susiarne lezi medzi 170 °C a 230 °C, vyhodnejsie
medzi 190 °C a 210 °C.

Vyhodne rozpraSovaci tlak leZi medzi 0,4 a 0,6 Mpa.

Vyhodne sol’ ako rozpistadlo obsahuje etanol.

Vyhodne vystupna teplota lezi medzi 50 °C a 300 °C.

Vyhodne vystupna teplota lezi medzi 90 °C a 100 °C.

Vyhodne slinovacia teplota lezi medzi 400 °C a 1200 °C, vyhodne medzi 720 °C a 770 °C.

Predmetom vynélezu st rovnako magnetické sklenené &astice ziskate'né uvedenym spoésobom.
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Predmetom vynélezu je rovnako zmes magnetickych sklenenych &astic ziskate'na uvedenym spdsobom,
ktora obsahuje aspoti jeden magneticky objekt so strednym priemerom medzi 5 a 500 nm, a ktorej podstata
spociva v tom, Ze poléas sedimentdcie suspenzie zmesi v izopropanolu s obsahom 3 mg/ml (hmotn./obj.) je
dlh$i nez 3 mindty.

Vyhodne magneticky objekt ma stredny priemer medzi 10 a 200 nm, vyhodne medzi 15 a 50 nm.

Vyhodne pol¢as sedimentacie je dIh§i nez 6 minut.

Vyhodne magneticky objekt ma stredny priemer 23 nm.

Vyhodne pomer priemeru magnetického telieska k priemeru skleneného plasta je menSinez 1 : 10.

Vyhodne magnetické sklenené ¢astice maju stredny priemer medzi 0,5 pm a 5 um.

Vyhodne magnetické sklenené ¢astice st mikroporézne.

Vyhodne porézny povrch magnetickych sklenenych ¢astic tvori menej nez 10 % celkového povrchu.

Vyhodne magneticky objekt je superparamagneticky.

Vyhodne magneticky objekt je ferimagneticky alebo feromagneticky.

Vyhodne magneticky objekt obsahuje Zelezo alebo oxid Zeleza.

Vyhodne oxidom Zeleza je Fe;O,4 alebo *y*Fe,0s.

Vyhodne magnetické sklenené Gastice maji povrchovii plochu vi&Siu nez 4 m”/g.

Vyhodne sklenené &astice majii povrchovii plochu medzi 5 a 100 m%/g, vyhodne v rozmedzi 10 az
50 m‘/g, najvyhodnejsie v rozmedzi 15 aZ 30 m¥/g.

Vyhodne magnetické sklenené ¢astice sii v podstate sférické.

Predmetom vynalezu je rovnako suspenzia, ktorej podstata spo¢iva v tom, Ze obsahuje uvedenil zmes
magnetickych Castic v kvapaline.

Vyhodne kvapalina obsahuje alkohol.

Vyhodne alkoholom je isopropanol alebo etanol.

Vyhodne kvapalinou je pufrovany vodny roztok.

Vyhodne suspenzia dodatoéne obsahuje DNA alebo RNA.

Vyhodne suspenzia dodato&ne obsahuje chaotropné ¢inidlo.

Vyhodne chaotropné ¢inidlo je pritomné v koncentracii medzi 2 a 8 mol/l, vyhodnejSie medzi 4 a 6 mol/l.

Vyhodne suspenzia obsahuje 5 aZ 60 mg/ml uvedenej kompozicie.

Predmetom vynalezu je rovnako skimavka obsahujiica uvedeni kompoziciu alebo uvedent suspenziu.

Predmetom vynalezu je rovnako viaczloZkova stprava obsahujiica uvedent skimavku.

Vyhodne suprava d’alej obsahuje premyvaci roztok alebo eluent.

Vyhodne siprava obsahuje ¢inidl4 vhodné na Eistenie nukleovej kyseliny.

Predmetom vynalezu je rovnako pouzitie uvedenej zmesi na pripravu suspenzie.

Vyhodne sa suspenzia pouZije na gistenie nukleovych kyselin.

Predmetom vynalezu je rovnako pouZitie uvedenej viaczlozkovej supravy na Cistenie nukleovych kyselin.

Predmetom vynalezu je rovnako sposob izolacie biologického materialu, ktorého podstata spo¢iva v tom,
Ze obsahuje
a) privedenie vzorky, ktora obsahuje biologicky material v kvapaline, do kontaktu so zmesou podla niekto-
rého z narokov 10 aZ 24, magnetickymi sklenenymi &asticami podFa naroku 9 alebo suspenziami podl'a nie-
ktorého z narokov 25 az 32 za podmienok, pri ktorych sa biologicky material viaZe priamo na skleneny po-
vrch,

a
b) oddelenie biologického materialu od kvapaliny.

Vyhodne biologickym materidlom je nukleova kyselina.

Vyhodne sa oddelenie uskutoéni pomocou magnetu.

Vyhodne magnetické &astice nie sii predmagnetizované, ked’ sa privedené do kontaktu so vzorkou.

Vyhodne je spdsob automatizovany.

Vyhodne je spdsob prevadzkovany vo formate vysokeho presadenia.

Vyhodne sa pri spdsobe odoberie zo zasobnej nadoby uvedena suspenzia a ¢iastkové objemy suspenzie sa
pridaji do r6znych reakénych nadob.

Vyhodne sa nukleova kyselina po isteni deteguje.

Vyhodne sa nukleova kyselina deteguje po amplifikaénom stupni.

Vyhodne sa nukleova kyselina deteguje spésobom zahrnujicim:

a) uvedenie do kontaktu vzorky s oligonukleotidom obsahujucim sekvenciu komplementarnu k oblasti cie-
Tovej nukletidovej kyseliny a so znafenym oligonukleotidom obsahujucim sekvenciu komplementarnu k
druhej oblasti toho istého vlakna sekvencie cielovej nukleovej kyseliny, ale nezahrnujticim sekvenciu nukle-
ovej kyseliny definovanu prvym oligonukleotidom, na vytvorenie za hybridizaénych podmienok zmesi dup-
lexov, pri¢om tieto duplexy obsahuju cielovii nukleovi kyselinu spojent s prvym oligonukleotidom a so zna-
&enym oligonukleotidom tak, Ze 3'- koniec prvého oligonukleotidu je pril'ahly ku 5'-koncu zna¢eného nukleo-
tidu;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287932 B6

b) udrzanie zmesi zo stuptia a) s templat-dependentnou polymerazou nukleovych kyselin majicou 5'- a 3'-
-nukledzovou aktivitu za podmienok dostatoénych na umoZnenie 5'- a 3'-nukledzovej aktivite rozstiepit’ pri-
pojeny znaceny oligonukleotid a uvol'nit’ znaené fragmenty; a

c) detekciu a/alebo meranie signalu generovaného hydrolyzou znageného oligonukleotidu.

Spdsob podl'a niektorého z narokov 48 az 49, vyznadujici sa tym, Ze detekcia sa uskuto&iiuje za pritom-
nosti blokujuceho oligonukleotidu.

Vyhodne blokujucim oligonukleotidom je aptamer.

Vyhodne aptamer ma sekvenciu SEQ ID NO:23.

Vyhodne sa amplifika¢nd a detek¢na reakcia uskutociiuje vo formate homogénneho multiplexového sta-
novenia v roztoku na u€ely si¢asnej detekcie viacpocetnych ciel'ov.

Vyhodne v priebehu aspoii 5 cyklov polymerazovej retazovej reakcie je teplota nasadenia primérov me-
nej ako 8 °C, vyhodne menej ako 3 °C, nad disocia¢nou teplotou polymerazo-aptamérového komplexu.

MGP podl'a predkladaného vynalezu st sklenené kvapd&ky, v ktorych su rozptylené velmi malé, v kto-
rych st rozptylené vel'mi malé, neagregujuce magnetické castice. Tieto Castice, ktoré sa nazyvaju ako magne-
tické, s pritahované k magnetu, tzn. napriklad feromagnetické alebo superparamagnetické materialy. Prefe-
rované si feromagnetické materialy, najmi ak neboli dosial predmagnetizované. Predmagnetizovanim sa v
tomto kontexte rozumie kontakt s magnetom, ktory zvysi zvy$kovy magnetizmus (remanencia). Preferova-
nymi magnetickymi materidlmi st Zelezo alebo oxidy Zeleza, ako napriklad magnetid (Fe;O4) alebo Fe,O;,
prednostne y-Fe;O;. V zasade sa m6Zu pouZit’ Zelezitan barnaty, nikel, kobalt, zlatiny Al-Ni-Fe-Co, alebo iné
feri alebo feromagnetika (ferri or ferromagnetic). Magnetickymi Gasticami mdze byt napr. magneticky pig-
ment. Velkost’ magnetickych ¢astic je v nano rozsahu, tzn. podl'a predkladaného vynalezu je priemer medzi 5
a 500 nm, lepSie medzi 10 a 200 nm a eSte lepSie medzi 15 a 50 nm. Vhodné magnetické pigmenty vyraba
firma CERAC; maju stredny priemer 23 nm a skladaju sa z yFe,03 (BET-povrch 50 m%*/g, CERAC: P. O.
Box 1178, Milwaukee, Wisconsin 53201 - 1178 USA; Article-No. I-2012). Magnetické sklenené ¢astice pod-
I'a predkladaného vynélezu su d’alej charakterizované skuto¢nost'ou, ze MGP maj priemer &astice medzi 0,5
a 5 um, prednostne potom medzi 1 a 2 pm, ¢o sa uréilo pomocou vysokoroztiSovacieho rastrovacieho elek-
trénového mikroskopu, zatial' ¢o magnetické Eastice maju priemer medzi 5 aZ 500 nm, prednostne medzi 10 a
200 nm, alebo este lepsie medzi 15 a 50 nm, ako bolo uvedené. MGP predkladaného vynalezu s teda d’alej
charakterizované pomerom priemerov magnetického pigmentového jadra k magnetickej sklenej Castici men-
$im ako 1 k 10, ako sa ur¢ilo vysokorozliSovacou rastrovacou elektronovou mikroskopiou. Vd’aka tymto po-
merom priemerov a tiez vd’aka nepritomnosti akéhokol'vek inertného nosica, ktory by ur¢oval tvar a velkost’
¢astic, s geometria MGP a pocet za¢lenenych magnetickych &astic uréenych podmienkami vyroby. MGP
podl'a predloZzeného vynalezu st mikroporézne, ale maju vysoko Struktarovany a teda relativne velky povrch
s viacej ako 6 m?/g. Magnetické sklené &astice podPa predkladaného vynalezu maju prednostne povrch v roz-
sahu 5 az 100 m?/g, lepsie v rozsahu 5 az 90 m%g, eite lepsie v rozsahu 10 aZ 50 m%/g a najlepsie v rozsahu
15 a% 30 m%/g. Tento povrch je zhruba dvojnasobny v zrovnani s &asticami opisanymi v DE 195 37 985. To
sa moze ur¢it metédou Braunauer-Emett-Teller s vyuZzitim automatického komeréného pristroja (pozri pri-
klad 4). Diskusia tejto metddy, neformalne nazyvanej BET metdda, je v praci S. Brauner. The Adsorbtion of
Gases and Vapors, Vol. 1, Princeton University Press, 1943. Napriklad vzorka EJ0096.5R-01, o ktori je
prednostne zaujem (pozri priklad 1 a tabulky 1 az 3 pre prehlad vyrobnych parametrov), ma BET-povrch
26,8525 m%/g, oblast’ mikropéru 2,3058 m?/g a priemerny priemer péru 24,9132 nm. To znamen4, Ze povrch
péru je menej ako 10 % celkového povrchu a Ze magneticka sklend ¢astica je mikropordzna.

Pérom sa mysli zarez (recess) vo vonkaj$om povrchu ¢astice. Povrch zasahuje tak d’aleko do &astice, Ze
zvisla linia vynesend v zareze na povrchu rozdeli Casticu aspoti jeden raz v smere prilahlého prostredia ¢asti-
ce. Navyse pory zasahuju do &astice do hibky, ktor je vigsia ako jeden polomer péru.

PomalSia sedimentaéna kinetika, va&si povrch a sféricky tvar inhibujici agregaciu sa prejavi v lepSom
funk¢énom sprévani ako adsorbenta pri diagnéze nukleovych kyselin (pozri priklad 3, 5 a 7), pri porovnani s
nemeckymi navrhmi patentov DE 198 54 973.3, alebo DE 198 55 259.9. Toto kritérium sa mdZze kvantifiko-
vat’ posunom cyklu, ked’ dojde k prekrogeniu nastaveného prahu (threshold cycle) v tzv. TagMan® testoch,
pomeru signal-pozadie, a Statisticky potvrdenym niz$im detek&énym limitom. Metddy na tento test s uvedené
v W092/02638 a zodpovedajucich US patentoch (US 5 210 015, US 5 804 375, US 5 487 972). Experimenty
s radioaktivnym sledovanim (pozri priklad 5.2) ukazali, ze sposob navédzovania pokial’ ide o DNA a RNA bol
ten isty, ako pri sii¢asnom referenénom materiali.

Produkéné parametre mali prekvapivo vplyv na vysledky experimentov s radioaktivnym sledovanim.
DalSou vyhodou MGP typu predkladaného vynalezu je to, Ze neexistencia tenzie vo sklenej vrstve moze
viest' kvoli vnutornej Struktire k prasklinam pocas procesu susenia a zodpovedajiucim poskodenim vo skle-
nom obale (dokladny (solid) rozptyl malych magnetickych jadier v sklenenej kvapke). To sa mdze skamat
metédami tvorby obrazu (pozri priklad 3).

Inou formou predkladaného vynalezu je suspenzia magnetickych ¢astic. Je to zrejmé odbornikom, ktori
pripravuji suspenzie pridavanim tekutiny ku zmesi MGP a premie$anim suspenzie do homogenity. Tekutina
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podla predkladaného vynalezu mdZe zahrnovat’ akukolvek tekutinu, ktord neovplyvni stabilitu magnetickych
castic a moZze sa pouZit’ pre tvorbu homogénnej suspenzie.

Prednostne sa pouzivaji tekutiny vhodné na procesy v molekularnej bioldgii, najmé na procesy purifika-
cie deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) alebo ribonukleovej kyseliny (RNA), ktoré vyuZivaju za uréitych
podmienok navizovania tychto latok na sklenené Castice. Medzi preferované tekutiny patria alkoholy alebo
akékol'vek ich zmesi s vodou alebo ketony. Medzi alkoholy by podla predkladaného vynalezu mali patrit
predovietkym primarme, sekundarne a terciarne alkoholy so veobecnym zloZzenim R-OH, kde R znamena
vieobecny vzorec -(-CH,),-CHjs, kde n > 0. Ale pouzité mozu byt aj iné alkoholy, ak st vhodné na Gc¢ely mo-
lekularnej bioldgie, ako napriklad glycerol. Zvlast' vhodné st izopropanol, etanol alebo ich zmesi s vodou,
prednostne zmes 80 objemovych &asti izopropanolu a 20 objemovych ¢asti vody. V inej forme vynalezu te-
kutina obsahuje ketdny, ako napriklad acetdén. V preferovane) forme vynalezu tieto suspenzie obsahujit medzi
5 a 60 mg/ml MGP. V inej forme vynalezu si MGP suspendované vo vodnych pufrovanych roztokoch, ktoré
moZu pripadne obsahovat’ chaotropni latku v koncentracii medzi 2 a 8 mol/l, alebo lepsie medzi 4 a mol/l.
Chaotropnymi sol'ami mdZu byt jodid sodny, chloristan sodny, guanidin tiokyanat, guanidin izotiokyanat,
alebo guanidin hydrochlorid. St tieZ mozné iné zli¢eniny. Chaotropné ¢inidlo podla predkladaného vynalezu
bude akakoPvek chemicka latka, ktora rozrusi usporiadant Struktiru kvapalnej vody a spdsobi navidzovanie
DNA alebo RNA na MGP podrl'a predkladaného vynalezu, ak je tato latka v roztoku obsahujucom DNA ale-
bo RNA. Je to samozrejmé pre kvalifikovaného pracovnika pripravujiceho vhodné pufrované vodné roztoky.
Pufrovacie systémy, ktoré sa m6Zu pouZit' na uéely molekularnej bioldgie, je moZné najst’ napriklad v Sam-
brook et al. (1989), Molecular Cloning, Cold Spring Harbour University Press, New York, NY, USA. Prefe-
rovanymi pufrovacimi latkami su Tris-hydroxymetylamin fosfat (TRIS), N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N'-
(etansulfénova kyselina) (HEPES), ich soli, alebo iné latky. Okrem toho mdZu byt pritomné latky, ktoré
upravuji i6nova silu roztoku, ako napriklad NaCl, KCl, alebo CaCl,, alebo ktoré su komplexotvornymi lat-
kami kovovych katiénov, ako napriklad etylén-diamin-tetra-octova kyselina (EDTA), alebo jej soli. Moze
byt tiez pritomny biologicky material znamy odbornikom. V inej forme predkladaného vynalezu méze sus-
penzia MGP d’alej obsahovat' DNA alebo RNA, pripadne v zmesi s proteinmi, mastnymi kyselinami, sacha-
ridmi a inymi materialmi biologického pévodu. V inej forme predkladaného vynalezu méze tekutina obsaho-
vat’ zmes jednej alebo viacej zloZiek vybranych zo skupiny alkoholov, keténov, vodnych pufrovanych rozto-
kov, chaotropnych latok, latok modifikujicich iénovu silu roztoku, komplexotvornych latok, biologicky ma-
terial, DNA alebo RNA, vsetky s vlastnostami opisanymi skor.

Pri inej forme vynalezu je poskytnuta skiimavka alebo reak&nd nadoba obsahujtica suspenziu podl'a pred-
kladaného vynalezu. Skiimavka moZze byt vyrobena z plastov, ale méze byt tiez ¢astou vicsej Struktiry, na-
priklad mikrotitraéné dosti¢ky v formate s 96 alebo 384 jamkami. Este d’alSou poskytnutou formou vynalezu
je skladovacia nadoba, ktord obsahuje zmes magnetickych &astic alebo ich suspenzie. DalSou poskytnutou
formou vynalezu je stiprava jednotlivych sucasti, ktora obsahuje skladovaciu nadobu, ktora obsahuje zmes
magnetickych sklenych ¢astic alebo ich suspenzie podl'a predkladaného vynalezu. Stprava sa mbZe pouzit na
purifikdciu DNA alebo RNA. Takéto supravy zndme odbornikom d’alej obsahuji vyrobky z plastu, ktoré sa
mozu pouzit podas purifikaéného procesu, napriklad mikrotitraéné dosticky vo formate s 96 alebo 384 jam-
kami, alebo oby¢ajné reak&né skiimavky, vyrabané napriklad firmou Eppendorf, Hamburg, Nemecko. Supra-
va mdze d’alej obsahovat’ premyvaci roztok, ktory je vhodny na premyvaci krok magnetickych sklenych &as-
tic, ked’ je na ne naviazana DNA alebo RNA. Casto je premyvaci roztok poskytovany ako zasobny roztok,
ktory sa musi pred pouZitim zriedit. Suprava moze d’alej obsahovat’ vymyvaci roztok, tzn. roztok alebo pufer
(napr. TE, 10 mM Tris, 1| mM EDTA, pH 8.0), alebo ¢isti vodu na uvolnenie DNA alebo RNA naviazanej k
magnetickym sklenym &asticiam. Dalej potom mozu byt pritomné d'alsie reakéné &inidla, ktoré sa mbzu po-
uzit' na proces purifikacie nukleovych kyselin, tzn. DNA alebo RNA. V jednej forme vynélezu je stprava z
Gasti podla predkladaného vynalezu pouzita na purifikaciu nukleovych kyselin.

V jednej forme vynélezu sa mdze pouzit’ zmes MGP napripravu suspenzie, ako to bolo uz opisané.

V inej forme vynélezu sa méZu pouzit’ suspenzie podla predkladaného vynalezu na purifikaciu nukleo-
vych kyselin, tzn. RNA alebo DNA, z komplexnych zmesi, ktoré obsahuju tieZ ostatné biologické substancie.
Mozu sa teda purifikovat’ tiez zmesi réznych nukleovych kyselin, dokonca aj zmesi obsahujuce nukleové ky-
seliny, ktoré nds zaujimaji, v malom mnoZzstve. Purifikaény efekt je vysledkom spravania DNA alebo RNA,
ktoré sa viaZu za ur¢itych podmienok na magnetické sklené Castice, napriklad za pritomnosti ur¢itej koncen-
tracie chaotropnej latky. MGP s naviazanymi DNA alebo RNA st potom rad3ej aspoii jeden raz premyté, naj-
lep3iu zmesou 70 objemovych ¢asti etanolu s 30 objemovymi ¢astami vody (,,70 % etanol®). Potom sa pod-
mienky zmenia, tzn. na vymytie DNA alebo RNA naviazanych na MGP ¢astice sa znizi koncentracia chaot-
ropnej latky. To sa prednostne uskuto€ni peletovanim magnetickych sklenych &astic, napriklad gravitaciou
alebo pouzitim magnetu a resuspendovanim v roztoku bez obsahu a/alebo s nizkym obsahom chaotropnej
latky. Alebo sa moze pripadne roztok zriedit’ roztokom bez obsahu a/alebo s nizkym obsahom chaotropnej
latky. Purifikovand DNA alebo RNA sa teraz m6Zze pouZzit’ na d'al$ie reakcie.
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Jednym ciel'om predkladaného vynélezu je poskytnutie vyrobného postupu pre MGP podla predkladané-
ho vynalezu. Sklom sa podl'a predkladaného vyndlezu rozumie amorfny material, ktory obsahuje kremik.
Sklo mdze obsahovat’ dalsie latky, ako B,O; (0 - 30 %), Al,O; (0 - 20 %), CaO (0 - 20 %), BaO (0 - 10 %),
K;0 (0 - 20 %), Na,O (0 - 20 %), MgO (0 - 18 %), PbyO; (0 - 15 %). Sklo tiez mdze obsahovat’ mensie per-
cento (0 - 5 %) rad d’alsich oxidov, ako Mn,0;, TiO,, As,0;3, Fe,0;, CuO, CoO atd’.

Podr'a predkladaného vynédlezu st zvlast preferované skla, ktoré su pripravené s pouzitim gél-sol procesu
opisaného v WO 96/41811 a potom vysusené a zlisované. Zakladné principy tohto procesu su zname a boli
opisané, napr. v C. J. Brinker, G. W. Scherer ,,Sol Gel Science - The Physics and Chemistry of Sol Gel Pro-
cessing®, Academic Press Inc. 1990, Sol-Gel Optics, Processing and Applications, Lisa C. Klein, Ed., Kluwer
Academic Publishers 1994, p. 450 ff., a v DE-A-1941191, DE-A-3719339, DE-A-4117 041, DE-A-4217432
a WO 96/41811. V prvom rade su v gél-sol procesu alkoholaty sietujucich zloziek, napr. SiO,, B,0s;, Al,Os,
TiO;, ZrO,, GeO, skombinované s oxidmi a solami ostatnych zloZiek, napriklad v alkoholovom roztoku a
potom hydrolyzované. Nasledujiica rovnica opisuje postup na pripravu sodného borohlinikového silikitového
skla:

+H20
NaOH + B20O + Al{OR + Si(OR
a 203 (OR)3 i(OR)4 ROH
—> NaOH + B2O3 + <A{OH);> + <Si(OH)g> ——>
OH
O B-O-Al-Si-OH T
—> (Na20-B203-A1203-5i032) Sklo
O- Gel
Na+

Na zaliatok procesu hydrolyzy vychodiskovych komponentov sa prida voda. Reakceia prebieha relativne
rychlo, pretoze alkalické i6ny maju katalyticky vplyv na rychlost’ hydrolyzy esteru kyseliny kremigitej. Len
€o dojde k vytvoreniu gélu, moze sa vysusit’ a zahustit' (alebo kondenzovat’) termalnymi procesmi, ¢im sa
vytvori sklo.

V jednej forme vynélezu sa sklovita zakladna hmota pripravi kyselinou alebo zisadou katalyzovanou sol-
g¢él syntézou, ako je naznacené schematicky na obrazku 1 a obrazku 2 a detailne opisané v priklade 1. VyuZi-
va sa tu koloidny systém, kde st najskor dispergované pevné zlozky v tekutej faze (=sol) a po spracovani su
vzajomne pospéjané podobne ako véeli plast (=gél). Zlozenie skla (k6d EJ) vypocitané z mnoZstva vytazkov
bolo 70,67Mol %Si0O,, 14,33Mol %B,0;, 5,00 Mol %Al,0;, 4,00Mol % K,0, 2,00 Mol %CaO,
4,00Mol %ZnO. Zlozenie skla (kéd RN) bolo 74Mol %SiO,, 15Mol %B,0s, 5,00 Mol %Al,0;, 4,00Mol %
K50, 2,00 Mol %Ca0O. Zlozenie skla (kéd EP) bolo 73,6 1Mol %Si0,, 14,93Mol %B,0;, 5,21Mol %Al,0s,
4,17Mol % K,0, 2,08 Mol %CaO.

Reakcia m6Ze byt opisana nasledovne:
bud’ katalyzovana kyselinou, napriklad:

BCl; + 3 H,0 — B(OH); + 3 H*'CI?

AICL + 3 H,0 - AI(OH); + 3 HC1?

SiCl, + 4 H,0 — Si(OH), + 4 HCI

Na®”NO;M" + H,0 —» Na®’OH" + H® NO,"
K“900CCH; + H,0 » K”0H" + H"Y00CCH,

alebo katalyzovana zasadou, napriklad:

K®Y0OCH,CH; 4 H,0 - KOH" + HOCH,CH,

Na®™“OCH; + H,0 —» Na™OH" + HOCH;

AI®? [POCH,CH,CH;); + 3 H,0 — AI(OH); + 3 HOCH,CH,CH,
B(OCH,CH,); + 3 H,0 — B(OH); + 3 HOCH,CH,

Rézne hydroxidy kondenzuju na zodpovedajiice oxidy, ktoré tvoria trojrozmernii siet’, amorfnii skleneni
hmotu Si0,/B,03/A1,0; s kovovymi iénmi na vmedzerenych (interstitial) miestach. Okrem opisanych alka-
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lickych i6nov a iénov alkalickych zemnych kovov, sa mézu zainkorporovat’ do hmoty, ako ¢inidla ovplyviiu-
juce zosietovanie, iony prechodovych kovov, ako napriklad Zn*" a 7,

| | I |
—8i—Q —§i— ==> —§i—0 Zn¥ Ho__gi

I j | X® |
—Si O Sl ==> i O HO§i—
I f I )

V inej forme vynalezu sa moZe sklo pripravit metédami zndmymi odbornikom - tavenim surového SiO, a
uhli¢itanov alkalickych kovov alebo alkalickych zemnych kovov Na,CO3, K,COs alebo CaCO;.
Reakcia mbZe byt opisana nasledovne:

Na,CO; + SiO, — Na,SiO; (= Na,0 Si0,) + CO,"
K,CO; + Si0; = K,Si0; (= K,0 Si0,) +CO,"
CaCO; +Si0, — CaSiO; (= Ca0 Si0y) +CO;,

Vo vadsine pripadov, ale vysledkom nie je &ista silikitova matrix, ale matrix boritan-hlinik-kremicitan,
tzn. vzhl'adom na jednotlivé &asti tvoriace siet’ je ¢ast’ SiO, nahradené B,0 a Al,O;.

Pomer sol : pigment ma zna¢ny efekt na vynos magnetickych Castic poskytovanych tymto vynalezom. Pre
proces je dbleZité, Ze sol moze byt stale kvalifikovanym pracovnikom pumpovany a rozpra$ovany.

Pre pripravu prasku sa kala prednostne rozprasuje cez dvojkvapalinovi dyzu (two-fluid nozzle) opisand
na obrazku 1 a v priklade 1.3. Vhodné su$iace rozpraSovacie systémy vyraba Nubilosa Molekularzerstiu-
bung, Ladisch GmbH & Co. KG, Konstanz, Nemecko, napriklad ,,Labor-Zerstdubungstrockner (yp LTK)“
alebo Biichi AG, Uster, Svajtiarsko, napriklad Mini Spray Dryer (Type B-191).

Pretoze pomery priemeru magnetickych jadier k sklenenému obalu sit mensie ako 1 : 10, prednostne me-
dzi 1:10 a1 :1000, geometria a pocet vélenenych magnetickych jadier alebo ich inertnych nosi¢ov neurcuju
tvar a vel'kost’ &astic; uréujii to podmienky vyroby, najméd podmienky pocas sufenia rozprafovanim. Inymi
slovami vol'ba tlaku, vstupna teplota, vystupna teplota a rychlost prietoku pocas procedury sudenia rozpraso-
vanim predstavuji stupne volnosti, ktoré uréuju rozloZenie ¢astic a tvar sklenenych kvapiek, ¢im modifikuji
MGP.

Ked sa zvysi rozpra$ovaci tlak, rozloZenie velkosti sa posunie smerom k sub-p-oblasti. ZniZena teplota
podas procesu suenia rozpraSovanim povedie k pomal$iemu vyparovaniu rozpustadla, ¢im sa tvar MGP pri-
bliZi blizsie k idealnej guli, tzn. pomer polomerov v rovinach xy- a xz- sa priblizi zhruba 1. Pomer polomerov
sa bude pohybovat’ medzi 0,8 a 1,2, lepSie medzi 0,9 a 1,1.

V preferovanej forme vynalezu st dyzy zohrievané. Privodna teplota je medzi 120 °C a 500 °C, lepSie
medzi 170 °C a 230 °C, alebo 150 °C a 230 °C a najlepsie medzi 150 °C a 200 °C, alebo 190 °C a 210 °C,
alebo pri teplote 200 °C alebo trochu niZ$ej. Vystupna teplota zavisi od teploty varu solu a tym od rozpuastad-
la a mdze byt nad, rovnaka alebo slabo pod, tzn. menej ako 10 °C, teplotou varu rozpistadla. Ked' sa ako
rozpuitadlo pouZzije etanol, je medzi 50 °C a 300 °C, lepsie medzi 70 °C a 150 °C a najlepSie medzi 80 °C a
110 °C. Optimalna teplota je medzi 90 °C a 100 °C. Tlak dyzy je cez 3 bary, najlepsie ak je regulovatelny od
4 do 6 barov.

Kvalifikovany pracovnik pozna, Ze presné parametre budu zavisiet od pouZitého systému na suSenie roz-
prasovanim. MdZe ale upravit’ poznatky predkladaného vynalezu pre akukolvek d’alSiu rozpraSovaciu susi¢-
ku a prislu§né parametre hladat’ s prihliadnutim na poznatky tohto vynalezu. Vztah, ako opisany v praci
Masters: Spray Drying Handbook, Fifth Edition, John Wiley & Sons, 1991, New York, mu mdze ukazat’ ces-
tu na urdenie, ktoré parametre sa musia vybrat pre iné nastavenie. Prednostne bude asi pracovat’ s ndvodom
svojho systému na su$enie rozpra$ovanim, alebo bude kontaktovat' technickll podporu vyrobca systému na
suSenie rozpra$ovanim.

Na optimalizaciu vytazku by zhustenie alebo teplota spekania (sinter temperature) mali byt ¢o mozno
najvyssie, tzn. mierne pod teplotou topenia. Ak je ale prili§ vysoka, Castice sa budui k sebe prichytavat’ a tvo-
rit aglomeraty, ktoré sa musia preosievanim odstranit’. Ak je prili§ nizka, nebudd MGP optimalne zhustené.
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Dalgie spracovanie &astic pri prili§ vysokej teplote povedie ku strate magnetickych vlastnosti. Privefmi vyso-
ka teplota by sa teda nemala pouzivat'. Presna teplota z4visi od zloZenia skla, ale mdZe byt’ v rozsahu 400 °C
az 1200 °C. V pripade sklenej zmesi EJ je teplota spekania medzi 720 °C a 770 °C, najlepsie okolo 750 °C.
Je na zruénosti pracovnika, aby nasiel teploty pre kazdou sklent zmes pri prihliadnuti na poznatky predkla-
daného vynalezu. Podla predkladaného vynalezu sa méze MGP prasok suSeny rozpraSovanim d’alej spraco-
vat’ tak, ako je uvedené v obrazku 2 a opisané v priklade 1.4. Prednostne sa pragok zohreje pogas 1 hodiny na
200 °C, pripadne ochladi na izbovu teplotu a zohreje na ¢as 1 hodiny na 750 °C (zahustovanie alebo teplota
spekania) v dusikovej atmosfére, s rychlostou ohrievania 1K/minitu a na tejto teplote sa udrzuje 1 hodinu.
Potom sa pec ochladi na 150 °C a potom sa opit’ zohreje na ¢as 1 hodiny na 200 °C vzdusnej teploty (in air).
Po ochladeni na izbovu teplotu sa prasok prenesie na sito (50 pm) a po 30 minat preosieva. Preosiata vzorka
sa prenesie do flia§ a 4 hodiny sterilizuje pri 200 °C; potom sa ochladi na 80 °C. Potom sa sklenené nadoby
vyberu z pece, pokryju sterilnou f6liou a uzatvoria.

Magnetické €astice poskytované vynalezom st prekvapivo vhodné zv1ast' na izolaciu biologickych mate-
ridlov zo vzoriek. Okrem toho je material jadra prirodnym zdrojom a teda nepredstavuje vazny ekologicky
problém. Navyse nie su ¢astice podl'a vynalezu drahé a st Fahko vyrabané.

Inym predmetom vynélezu je postup na izolaciu biologickych materialov, ktory je taky, Ze sa vzorka ob-
sahujuca biologicky material v tekutine zmie$a s magnetickymi &asticami vynalezu za podmienok, ked’ déjde
k naviazaniu biologického materidlu na povrch Castic a oddelenie biologického materialu od tekutiny. Podl'a
vynalezu vyraz ,,v tekutine* znamena, ze tekutina sa mbze pridat’ ku vzorke pred tym, ako sa pridaji magne-
tické Castice. Ale bude tiez zahrnovat’ situaciu, ked’ sama vzorka ma nizku viskozitu a je sama osebe tekuti-
nou, takZe sa Ziadna d’alSia tekutina alebo pufer nemusi na pripravu vzorky pridavat’; priprava sa mdZe usku-
to€nit’ pridanim pevnych ¢inidiel pred pridanim magnetickych &astic. Poradie pridavanych &inidiel sa moZe
liSit’ podl'a poziadaviek procesu.

Biologickymi materidlmi sa myslia materialy so Specifickym alebo molekularnym zakladom. Zahrnuja
zv1ast bunky, ako virusy alebo baktérie, tieZ izolované bunky z mnohobunkovych organizmov, ako napriklad
ludské a zvieracie bunky, ako leukocyty, d’alej imunologicky aktivne nizko a vysoko molekularne chemické
zliCeniny, ako haptény, antigény, protilatky a nukleové kyseliny. Nukleové kyseliny ako DNA alebo RNA su
zvla$t uprednostiiované. V jednej forme vynalezu sa purifikuji zmesi Specifickych nukleovych kyselin, kde
modze byt cielova nukleova kyselina (nukleové kyseliny) menginovou suast'ou, pokial ide o koncentraciu
(alebo moZe byt pritomna v malom mnoZstve). Podl'a predkladaného vynalezu cielova nukleovéa kyselina
bude zdujmova nukleova kyselina, tzn. nukleova kyselina, ktora bude skiimana, pretoZe jej pritomnost’ na-
znacuje ur€ity stav alebo ochorenie ¢loveka alebo zvierata. Napriklad pritomnost’ virusovej sekvencie (napr.
virusu hepatitidy B, virusu hepatitidy C alebo virusu Fudskej imunodificiencie) ukazuje, Ze prislusny jedinec
je infikovany $pecifickym virusom. Potom by tato virusova sekvencia bola ciefovou sekvenciou. Iné ciel'ové
sekvencie st sekvencie, ktoré nazna€uju predispozicie jedinca k urgitému ochoreniu, ako napriklad dedi¢né-
mu ochoreniu, ako je kosafikovitd malokrvnost alebo uréité typy rakoviny. Tieto priklady by mali ilustrovat’
vynalez, ale nemali by ho vymedzovat'.

Vzorky podla vynalezu zahrnuja klinické vzorky, ako krv, sérum, oralne vyplachy, mo&, mozgovii teku-
tinu (cerebral fluid), sputum, stolicu, bioptické vzorky a vzorky krvnej drene. Vzorky tieZ mdzu byt ich roz-
ne typy pouzivané pri analyze prostredia, analyze potravin alebo molekularne biologickom vyskume, napri-
klad z bakterialnych kultur, lyzatov fagov a produkty amplifikaénych procedur, ako je treba PCR.

Opisané procediiry sa moZu pouzit' na izolaciu prirodnych alebo modifikovanych biologickych materia-
lov. Prirodnym biologickym materidlom sa rozumie material, ktorého $truktira nebola nezvratne zmenena pri
zrovnani s prirodzene sa vyskytujucimi biologickymi materialmi. To ale neznamend, Ze iné zlozky vzorky
nemézu byt modifikované. Modifikované biologické materidly zahrnuji materialy, ktoré sa nevyskytuji v
prirode, napriklad nukleové kyseliny, ktoré si modifikované pripojenim skupin, ktoré st reaktivne a ktoré
umozituju detekciu alebo imobilizaciu. Prikladom su biotinylované nukleové kyseliny.

V ur¢itych pripadoch méze byt vzorka pouZita v izolatnej procedire podla predkladaného vynalezu bez
predbeznej tpravy. Vo vela pripadoch by ale mala byt vzorka vhodnou metédou lyzovana, &im sa uvolni
biologicky material obsiahnuty vo vzorke.

Procediry na lyzu vzoriek sii odbornikom zname a mézu byt chemickej, enzymatickej alebo fyzikalnej
povahy. TieZ sa da pouZit kombindcia tychto procedur. Lyza sa méZe uskutoénit’ napriklad ultrazvukom, vy-
sokym tlakom, striznymi silami, s vyuzitim alkalii, detergentov alebo chaotropnych solnych roztokov, alebo
pomocou proteinaz & lipaz. Co sa tyka lyzaéného postupu na ziskanie nukleovych kyselin, $pecialnou refe-
renciou je Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd Addition, Cold Spring Harbour
University Press, Cold Spring Harbour, NY a Ausubel et al.: Current Protocols in Molecular Biology 1987, J.
Wiley and Sons, NY.

Okrem biologického materialu, ktory ma byt izolovany, méZe vzorka v tekutine tiez obsahovat’ d’al3ie
zloZky, ako zvysky buniek, proteiny, soli a d'alsie latky, ktoré sa nemaji izolovat. T4to vzorka, ktora pred-
nostne obsahuje biologicky material v prirodnej forme, sa zmie$a s ¢asticami za podmienok, ked’ sa cielovy
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biologicky material naviaZze na povrch &astice. Tieto podmienky zavisia od typu doty¢ného biologického ma-
terialu, ale v zasade s zname. TieZ zavisia od metody, ktorou sa biologicky material viaze na povrch. Ak sa
na navizovanie vyuzivaji napriklad imunologické reakcie, musia sa vybrat’ podmienky, ktoré st vhodné na
tvorbu imunokomplexu. Ak sa pouZivaji modifikované nukleové kyseliny, k naviazaniu méze déjst’ cez sku-
piny nukleovych Kyselin, ktoré predstavuji modifikaciu, napriklad biotin naviaZuci sa na streptavidinom po-
tiahnuté povrchy. Najmé pri nukleovych kyselinach sa ale uprednostiiuje priame navdzovanie nukleovych
kyselin na sklo, pretoze (okrem inych dovodov) sa nukleové kyseliny nemusia modifikovat’ a dokonca sa
moZzu viazat' aj prirodné nukleové kyseliny. Postup na navézovanie prirodnych nukleovych kyselin na skle-
nené ¢astice mbze byt analogicky postupu opisanému skorsie. Prednostne sa uskuto¢iiuje v pritomnosti cha-
otropnych soli v koncentracii medzi 2 a 8 mol/l, alebo lepsie medzi 4 a 6 mol/l. Chaotropnymi sol'ami mozu
byt jodid sodny, chloristan sodny, guanidin tiokyanat, guanidin izotiokyanat alebo guanidin hydrochlorit.
Mozné st aj iné zlaceniny.

Zmiesanim vzorky s ¢asticami sa dostane vzorka s ¢asticami do vzajomného kontaktu - inkubécia prebie-
ha po dobu dostatoénti na to, aby mohlo dojst’ k naviazaniu. Odbornici st spravidla zozndmeni s dobou ne-
vyhnutnou na inkubaény krok odvodenim z postupov, kde sa pouzivaju nemagnetické Castice. Tento krok sa
moze optimalizovat uréenim mnoZstva naviazaného biologického materidlu na povrch v réznych ¢asovych
intervaloch. Vhodné inkubaéné ¢asy pre nukleové kyseliny mozu byt medzi 10 sekundami a 30 minutami.

V zavislosti od velkosti a typu magnetickych astic sit astice bud’ oddelené od tekutiny pocas vlastnej
inkubaénej periddy, alebo suspenzia zostane nedotknuta po dlhsie ¢asové obdobie. Ak su astice velmi malé
a nezmagnetizované, zostane suspenzia neporusena po dlhSie ¢asové obdobie. Ak maji ¢astice va¢si rozmer,
dastica sa pomaly pocas inkubaénej doby oddeluju od tekutiny.

Imobiliz4cia sa prednostne neuskuto&ituje precipitaciou, znizenim rozpustnosti materidlov, ktoré maju
byt imobilizované. Imobilizacia je skor zaloZena na biodpecifickych interakciach (zachytenie molekul) alebo
adsorpcii. To z vel'kej gasti zabraiiuje tomu, aby dochadzalo k zahmutiu kontaminujucich latok.

Po inkubdcii sa biologicky material oddeli od tekutiny. PouZitim magnetického pol'a sa vSeobecne do-
siahne oddelenie materialu naviazaného na magnetické Castice. Napriklad magnetické Castice sa mo6zu pri-
tiahnut' ku stene nadoby, v ktorej dochadzalo k inkubécii. Tekutina obsahujuca obsah vzorky, ktory sa nena-
viazal na magnetické ¢astice, sa potom moZe odstranit. Proces pouzity na odstranenie zavisi od typu nadoby,
v ktorej sa uskutociiovala inkubacia. Medzi vhodné kroky patri odstranenie tekutiny pipetovanim alebo odsa-
tim.

Ak je to Ziaduce, magnetické Castice sa méZu d’alej jeden raz alebo viackrat predistit’ pouZzitim premyva-
cieho roztoku. PouZije sa premyvaci roztok, ktory nespdsobi uvolnenie biologického materidlu z povrchu
Castic, ale obmyje ¢o mozno najlep$ie neziaduce kontaminanty. Premyvaci krok sa najlepsie uskutoéni inku-
baciou premyvacieho roztoku s Gasticami. Castice st najlepsie poéas tohto kroku resuspendované, napriklad
pretrepanim alebo aplikdciou magnetického pol'a, ktoré nie je identické s tym, ktoré sa pouzilo prvy raz.
Kontaminovany premyvaci roztok sa prednostne oddeli rovnako ako vzorka v kroku na navédzovanie biolo-
gického materialu opisanom skor.

Po poslednom premyvacom kroku sa mdZu magnetické Castice rychlo vysusit pomocou vékua alebo sa
mdZe nechat roztok vyparit'. TieZ sa moze pouzit’ krok s predbeZznou Upravou acetonom. Ak sa to vyzaduje,
biologicky material purifikovany tymto spésobom sa méZe od magnetickych Eastic oddelit’. Tento krok tiez
zavisi od spOsobu, ktorym sa biologicky material naviazal na magnetické Castice. Ak st biologickym mate-
ridlom prirodné nukleové kyseliny a magnetické ¢astice si sklom potiahnuté Castice, nukleové kyseliny sa
mdZu uvolnit’ od &astic podl'a vynélezu s pouzitim eluéného pufra s nizkou koncentraciou soli. Pufre tychto
vlastnosti sii zname z DE 3724442 a Analytical Biochemisty 175, 196 - 201 (1998). Vymyvacimi puframi s
nizkym obsahom soli st najmé pufre s obsahom nizsim ako 0,2 mol/l. V inej $pecidlnej forme je vymyvacim
pufrom demineralizovana voda.

V este d'aldej forme sa uskuto¢iluje opisana purifikéna a izola¢né procedira potom, o su bunky (napri-
klad virusové &astice alebo prokaryontné ¢&i eukaryontné bunky) oddelené imunomagneticky z telovych teku-
tin alebo pletiva. V tomto kroku je vzorka inkubovand, napriklad pri pretrepavani s magnetickymi ¢asticami,
ku ktorym je pripojena protilatka proti antigénu. Tieto astice mozu byt Castice podl'a vynalezu, alebo ko-
mer¢ne dostupné &astice (napriklad MACS Microbeads od Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Ne-
mecko). Potom, ¢o sa aplikuje magnetické pole, sa uskutoéni jeden alebo viacej premyvacich krokov s vyuzi-
tim solnych roztokov. Ziskaju sa &astice, ku ktorym su prichytené Ziaduce bunky. Prichytené bunky su po-
tom resuspendované v sofnom pufri. V preferovanom pripade je tento solny pufer chaotropny sol'ny roztok,
takZe nukleové kyseliny v bunke st z buniek uvol'nené.

Zv1a8t vyhodné purifikaéné procediry na izolaciu nukleovych kyselin zo vzoriek obsahujucich bunky sa
dosiahne kombinaciou izolacie buniek opisanou skdr, s izoldciou nukleovych kyselin opisanou tiez skor, na
magnetickych &asticiach podl'a vynalezu. Vyhoda tejto formy je v potencialnej jednoduchosti (metdda vyuzi-
vajica jednu skamavku), vysokej citlivosti (zvlast dolezitd v lekarskej mikrobioldgii a onkologii) a v jedno-
duchosti, s ktorou mdze byt automatizovana.
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Biologické materialy, izolované s vyuzitim postupu podl'a vynélezu, sa teraz mdzu pouzit' podra potreby
d’alej. M6zu sa napriklad pouZzit’ ako substraty na rozne enzymatické reakcie. Ak ide o nukleové kyseliny,
moéZu sa pouzit' na sekvenovanie, radioaktivne alebo neradioaktivne oznalenie, amplifikiciu jednej alebo
viacej sekvencii ktoré obsahuju, transkripciu, hybridizaciu s oznaéenymi nukleovymi kyselinami, translaciu
alebo ligaciu. Vyhoda postupu podl'a vynalezu je v tom, Ze sa vel'mi ahko oddeli biologicky material od te-
kutiny. Skor sa na oddelenie sklenenych ¢astic od kontaminantov pouzival centrifugaény krok, alebo sa (ked
bol biologicky material prichyteny na sklenena vlakna) tekutina odstranila cez filtre. To je obmedzujuci krok,
ktory predstavuje spracovanie velkého mnozstva vzoriek tazko. Biologické materialy sa m6zu od kontami-
nantov oddelit’ G€innejSie s vyuzitim Castic podl'a vynalezu. Najma inhibitory uréitych enzymatickych reakcii
sa m6Zu do zna¢nej miery odstranit’ podl'a vynalezu.

V preferovanom pripade sa ¢astice podl'a vynalezu pridavaja k lyzovanej zmesi. Po vhodnom ¢asovom
Gseku nutnom na adsorpciu (ktory sa mbze optimalizovat’ mechanickym pretrepanim) sa astice separuju od
okolitej tekutiny, obsahujice bunkové komponenty, ktoré sa nemaji detekovat’. To sa uskutoéni prednostne
aplikaciou magnetického pol'a umiestnenim magnetu ku stene nadoby.

Na odstranenie v3etkych kontaminantov, ktoré moézu stale byt pritomné, sa uskutoéni prednostne premy-
vaci krok s roztokom, ktory neuvol'ni nukleové kyseliny, ktoré maji byt uréené, od skleneného povrchu. Na
uvolnenie nukleovych kyselin zo skleneného povrchu sa prida eluény pufer s reakénymi podmienkami, ktoré
to umoznia. Tymito podmienkami st najmé podmienky s nizkym obsahom soli. V zavislosti od zamys§laného
d’alSieho pouZitia nukleovych kyselin sa moze tento roztok teraz oddelit’ od &astic a d’alej spracovat’. Tento
separacny krok sa uskuto¢ni prednostne aplikaciou magnetického pol'a, takZe sa €astice oddelia od eluatu.

Preferovanou formou predkladaného vynalezu je pouzitie MGP predkladaného vynélezu v automatizova-
telnych metodach, ako napriklad opisanych v WO 99/16781. Automatizovatel'na metoda znamena, Ze kroky
metddy st vhodné na uskuto¢nenie aparatom alebo pristrojom schopnym pracovat’ s malou, alebo bez von-
kajSej kontroly ¢i ovplyvilovania Fudskou osobou. Iba pripravné kroky metédy sa mézu uskutoénit’ ruéne,
napriklad skladovacie nadoby musia byt’ naplnené a umiestnit’ na miesto, élovek musi uskutoénit’ vyber vzo-
riek a ako vedia odbornici, aj d’alSie kroky, napriklad praca s ovladacim pogitaom. Aparat alebo pristroj mé-
Ze napriklad automaticky pridat’ tekutiny, mieSat’ vzorky alebo uskuto¢nit’ inkuba&né kroky pri uréitej teplo-
te. Typicky je takyto pristroj alebo aparat robot ovladany poc¢itadom, ktory vykonava program, kde su 3peci-
fikované jednotlivé kroky a prikazy. Preferovanymi automatickymi metodami su tie, ktoré sa uskuto&iiuji vo
formate umoziiujucom vysoki priechodnost, €o znamena, Ze metddy a pouZivané pristroje alebo aparaty si
optimalizované pre vysoku priechodnost’ vzoriek v kratkom &ase.

V inej forme st MGP podl'a predkladaného vynalezu pouzité v poloautomatickom postupe, o znamena,
Ze sa niektoré reaktné kroky mozu robit’ manualne. V preferovanej forme vyndlezu sa vezme zo skladovacej
nadoby suspenzie obsahujiice MGP podla predkladaného vynalezu a prida sa v uritom mnoZstve k rdznym
reakénym nadobam. Reakénymi nddobami méZzu byt reakéné skumavky vyrobené z plastiku alebo mikrotit-
ra¢né dostitky s 69 alebo 384 (alebo aj viacej) jamkami, kde mdZe prebehnut reakcia. Tieto nadoby mézu ale
byt aj z inych materidlov, napriklad zo Zeleza.

Preferovanou formou vynalezu su purifikaéné metody nasledované detek&nym krokom alebo purifikagné
met6dy nasledované amplifikaénym a detek&nym krokom. Cielova nukleova kyselina alebo nukleové kyseli-
ny, ktoré nas zaujimaji, mdzu byt obsiahnuté v prostredi niecielovych nukleovych kyselin a mézu byt do-
konca minoritnou su¢astou tejto spominanej zmesi §pecifickych nukleovych kyselin. Vhodné DNA detekéné
metddy su zndme odbornikom v tejto oblasti a sit opisané v §tandardnych u¢ebniciach, ako Sambrook et al.:
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd Addition, Cold Spring Harbour University Press, Cold Spring
Harbour, NY a Ausubel et al.: Current Protocols in Molecular Biology 1987, J. Wiley and Sons, NY. Pred
detekciou DNA sa mdZe uskutoCnit’ d'ali purifikaény krok, napriklad precipitaény krok. Detek&né metddy
mdZu zahrnovat’ okrem iného navizovanie alebo interkalaciu $pecifickych farieb, ako je etidiumbromid, kto-
ry sa vmedzeri do dvojpramennej DNA a tak zmeni svoju fluorescenciu. Purifikovand DNA sa méze tiez
rozdelit' pomocou elektroforetickych metéd, niekedy na rozstiepenie restrikénymi enzymami, a potom vizua-
lizovat’. Jestvuji tieZ stanovenia zaloZené na sondéch, ktoré vyuzivaju hybridizaciu oligonukleotidov k 3peci-
fickym sekvenciam a s naslednou detekciou hybridu. Je tiez mozné, po uréitych krokoch znamych odborni-
kom, DNA sekvenovat. Novsie metody vyuZzivaji réznorodosti DNA sekvencii v spojeni s kremikovym &i-
pom, ku ktorému su prichytené $pecifické sondy - pri naviazani komplementarnej sekvencie poskytuju sig-
nal.

Preferovanymi metédami podl'a predkladaného vynalezu su amplifikainé metody, ako ligdzova retazova
reakcia a polymerdzova retazova reakcie, ktoré $pecificky amplifikuju cielovii sekvenciu na detegovatelné
mnozstvo. ZvIlast preferovanymi detekénymi metddami st TagMan metddy, uvedené v WO 92/02638 a zod-
povedajucich US patentoch US 5 210 015, US 5 804 375, US 5 487 972. Tato metdda vyuziva exonukledzo-
v aktivitu polymerazy na tvorbu signalu. Podrobnejsie nukleova kyselina je detegovana postupom zahrnuja-
cim kontakt vzorky s oligonukleotidom, obsahujicim sekvenciu komplementarnej k oblasti ciefovej nukleo-
vej kyseliny a s ozna¢enym oligonukleotidom, ktory obsahuje sekvenciu komplementarnu k inej oblasti toho
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samého retazca cielovej nukleovej kyseliny, ale nie tej sekvencii nukleovej kyseliny, ktord bola definovana
prvym nukleotidom; tym vznikne pri hybridiza¢nych podmienkach zmes duplexov zahrnujacou ciel'ovil nuk-
leovit kyselinu s prichytenym prvym oligonukleotidom a s ozna¢enym oligonukleotidom tak, ze 3'-koniec pr-
vého nukleotidu je prilahly 5'-koncu oznageného nukleotidu. Potom sa na tito zmes pdsobi s od templatu za-
vislii od polymerazy nukleovych kyselin s 5'-3'nukleazovou aktivitou, za podmienok dostatonych na tato 5'-
-3'nukledzovou aktivitu polymerazy rozitiepit' pripojeny oznageny nukleotid a uvolnit oznafeny fragment;
signal produkovany hydrolyzou oznageného oligonukleotidu je detegovany a/alebo merany. TagMan techno-
l6gie eliminuje potrebu reakénych komplexov naviazanych na pevnu fazu nutnych na detekciu.

Vo vieobecnejSom zmysle je uvedena procedura na purifikaciu biologického materialu nasledovana de-
tekénym krokom, kde je amplifikadna a/alebo detek&na reakcia homogénnym multiplexovym testom v rozto-
ku na su¢asnt detekciu viacej ciel'ov (pozri priklad 7.2).

V inej forme vynalezu je opisany purifikaény postup kombinovany s amplifikaénym postupom s vyuZitim
jednej z d’alej opisanych metdd, prednostne vyuzitim blokujicich nukleotidov. Problém ¢asto spojeny s am-
plifikciou, najmd malych mnoZstiev nukleovych kyselin, je aktivita termostabilnej polymerazy pri niz3ej
teplote (izbova teplota az do 40 °C). Pri tejto teplote sa primérové oligonukleotidy ¢asto viazu neSpecificky
jeden ku druhému alebo k nepecifickej nukleovej kyseline a mézZu byt polymerazou predlzované. To ma za
nasledok pokles reak&nych komponentov a tieZ vy3$iu hladinu pozadia a nasledovne zniZenie citlivosti. Tiez
to mdZe viest k falo$ne pozitivnaym vysledkom. Aby sa obmedzila ne$pecificka aktivita polymerazy, bolo
opisané niekol'ko postupov, ako ,,hot-start“-PCR (Chou et al., 1992, Nucl. Acid Res. 20, 1717 - 1723), pouZzi-
tie kovalentne modifikovanej polymerazy (napr. AmliTaq Gold, Perkin Elmer) alebo protilatky (Scalice et
al., J. Immunol. Methods, 172, 147 - 163, 1994) a oligonukleotidov (Dang a JMB 264, 268 - 278, 1996; US 5
763173; US 5 693 502). Podra predkladaného vynalezu blokujuce oligonukleotidy budu oligonukleotidy,
ktoré st schopné blokovat’ aktivne centrum polymerazy aZ do uvedenej teploty. Tieto oligonukleotidy mézu
byt napriklad aptamér (aptamér), ako je to opisané v priklade 7.2.2.1.3

V inej forme vynalezu sa m6ézu pouZit' v amplifikagnej reakcii a nadvézujicich detekénych metédach ap-
taméry (pozri napr. priklad 7.2.2.1.3) a/alebo samotné modifikované priméry (pozri napriklad priklad
7.2.2.1.3). To je vyhodné a mdZe sa to povaZzovat za vynalez sam osebe, ktory poskytuje lepsie vysledky. V
preferovanej forme vynalezu je 3'-koncova nukleotidova baza, najlepsie adenin, modifikovana p-(t-butyl)-
benzyl zvyskom. Dalsie modifikécie vratane tych na 3'-1 pozicii si opisané v EP 866 071 A2 a s tak tu za-
hrnuté odkazom.

V edte inej forme vynalezu na purifikiciu biologického materialu nasledovaného detekénym krokom je
uvedeny (postup), kde je aspoii po 5 cyklov polymerazovej retazovej reakcie teplota nasadania primérov
(annealing temperature) niz3ia o 8 °C, alebo lep$ie niZ3ia ako 3 °C, ako disocia¢na teplota komplexu polyme-
raza-aptamér.

Nasledujuce priklady sltzia na ilustraciu foriem vynalezu.

Opis obrazkov:

Obrazok: Schéma postupu na vyrobu sol syntézou a suenim rozpraSovanim.

Obrazok 2: Schéma postupu pri priprave surovych MGP.

Obrazok 3: Schematické zobrazenie rozpraSovacej susicky - vyrobok Nubilosa. Detaily su opisané v texte
pod prikladom 1.3.

Obrazok 4: Vysokorozlidujici obrazok MGP s Merck pigmentom BM z rastrovacieho elektronového mik-
roskopu.

Obrazok 5: Vysokorozlidujuci obrazok MGP s CERAC pigmentom z rastrovacieho elektrénového mikro-
skopu.

Obrazok 6: Vysokorozlidujuci obrazok MGP s Merck pigmentom MMB z rastrovacieho elektrénového
mikroskopu.

Obrazok 7: Vysokorozlidujici obrazok MGP sa Strem pigmentom z rastrovacieho elektrénového mikro-
skopu.

Obrazok 8: VysokorozliSujuci obrazok MGP s BASF pigmentom FA z rastrovacieho elektronového mik-
roskopu.

Obrazok 9: VysokorozliSujici obrazok MGP s BASF pigmentom CE-HQ z rastrovacieho elektrénového
mikroskopu.

Obrazok 10: Vysokorozli¥ujici obrazok MGP s BASF pigmentom CE-SU z rastrovacieho elektrénového
mikroskopu.

Obrazok 11: Vplyv magnetického jadrového pigmentu alebo rozpraSovacej suSi¢ky na izolaciu RNA
(rozpra$ovacia susicka: Biichi (B) alebo Nubilosa (N)).

Obrazok 12: Vplyv parametra ,,rozprasovaci tlak* na izolaciu DNA alebo RNA.

Obrazok 13: Vplyv réznych parametrov pri produkcii MGP na izolaciu RNA (rozpraSovaci tlak, (L =
vzduch, N = dusik), teplota privodu (E) alebo teplota vyvodu (A))

12
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Obrazok 14 a, b: Sedimenta¢né spravanie réznych MGP v r6znych suspenznych médiach.

Obrazok 15: HREM-obraz vzorky EJ0096.5R-01; MGP s CERAC pigmentom.

Obrazok 16: HREM-obraz vzorky EJ0100.5R-01, rozprasenej pri nizkom tlaku a vysokej teplote, sklada-
jucej sa hlavne z deformovanych p-¢astic.

Priklad 1: Vyroba magnetickych sklenenych &astic
Klasicky, surové materidly ako SiO, a alkalické uhli¢itany alebo uhli¢itany alkalickych zemin (Na,COs,
K,COs alebo CaCOs) sa spolo¢ne roztopia.

Typ reakcie:

Na,CO; + Si0; — NaySiO; (= Na,O Si0,) +CO;, '
K,CO; + Si0, — K,Si0; i(= K,0 Si0,) +CO,"
CaCO; + Si0, — CaSiO; (= Ca0 Si0y) + CO,'

Vo vicsine pripadov sa ale pouziva kompozitnd matrica silikatov, boritanu a hlinitanu, tzn. v stvisiacich
matrix je SiO, ¢iastoéne nahradeny B,0; a Al,O;. Alebo sa sklo mbZe syntetizovat sol-gél reakciou.

Typ reakcie:
bud’ kyselinou katalyzovana sol-gél reakcie, napriklad:

BCL; + 3 H,0 — B(OH); + 3 H"'CI”

AICL; + 3 H,0 — AI(OH); + 3 H'C1©

SiCl, + 4 H,0 — Si(OH), + 4 HVCIV

Na”NO;“ + H,0 —» Na®”OH" + H NO,®
K900CCH; + H,0 » K®OH" + HY“OOCCHS,

alebo zasadou katalyzovan4, ako v naSom pripade, napriklad:

K®Y0OCH,CH; + H,0 - K®’OH" + HOCH,CH,4

Na®“OCH; + H,0 — Na®’OH" + HOCH,

AI®Y [YOCH,CH,CH;]; + 3 H,O0 — AI(OH); + 3 HOCH,CH,CH,
B(OCH,CH;); + 3 H,0 — B(OH); + 3 HOCH,CH;

Vyhoda: alkoholy sa pocas susenia rozpra§ovanim I'ahko vyparia; v idedlnom pripade nedochadza k rek-
ry$talizacii soli na povrchu.

Alkoholaty su teda zmenené na hydroxidy, ktoré po eliminacii vody poskytuji zodpovedajuce oxidy. Tie
nasledovne vytvoria 3-rozmerni amorfnd skleneni hmotu skladajicu sa z SiO,/B,03/A1,0;, do ktorej st za-
¢lenené uréité oxidy kovov, ako oddelovade vizby matrix (matrix bond separators), napr.

| I | I
5O -mSi— mmd> —§i 0 Zn M COg_g;_.
I | | |

I | | K" |
—S$i Qi => —8i—O" o
' ! I k™|

Pre experimenty tu opisané boli sklenené zlozky pripravené sol-gél syntézou katalyzovanou zasadou.
Zlozenie skla vo vetkych experimentoch (pokial nie je uvedené inak) bolo nasledujtice:

70,67 Mol % SiO,, 14,33 Mol % B,0;, 5,00 Mol % Al,O;, 4,00 Mol % K,0, 2,00 Mol % CaO, 4,00
Mol % ZnO

(vypocitané z hmotnosti jednotlivych zloZiek vnesenych do reakcie)
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1.1 Opis skamanych magnetickych pigmentov
Skamali sa rézne typy magnetickych pigmentov a vysledky su zhrnuté v tabulke 1.

1.2 Vyroba potahovacieho solu (EJ-zmes)
Vytazky (educts) sa pridavaju v nasledujucom poradi a mnoZstvach do vyhrievateInej premieSovatel'nej

nadoby:

Tetraetoxysilan (Tetracthoxysilane - TEOS) 10700 ml
Trietylborat (Triethylborate - TEB) 3305 ml
K-metanolat

(K-metanolate) 25 % (vaha/objem) v metanole 1601 ml
etanol 11292 ml
Izopropanolat hlinika (aluminiumisopropanolate) 1385 g
Vapnik 544 g
Octan zinku (Zincacetate) 498 g

Potom sa nadoba uzatvori. Sol sa zohreje na 70 °C a premie$ava cez noc (15 h). Teplota sa reguluje po-
mocou termosenzorov, ktoré si ponorené do tekutiny.

Potom sa sol zohrieva na 90 °C a pridé sa zmes alkohol/voda (etanol: 3781 ml, H,O: 1512 ml) rychlost'ou
5000 ml/h. Po Gplnom pridani tejto zmesi sa nadoba ochladi na 20 °C.

Otvori sa veko a za intenzivneho premieavania sa prida 10 249 g magnetického pigmentu (CERAC).
Pripraveny sol sa hadicou premiestni do rozpraSovacej susicky.

1.3 Su3enie rozpraSovanim

Teplota privodu rozprasovacej susicky je nastavena na 200 °C. Tlak dyzy je nastaveny na 6 barov a dyza
sa 3 minuty ochladzuje etanolom. Potom sa pripoji na vyvod sklenenej nadoby hadice a pigment obsahujici
sol sa pumpuje ultrazvukovym zariadenim (200W) rychlostou 110 ml/min. do dvojkvapalinovej dyzy (prie-
mer otvoru: 2 mm; dodavatel’: Nubilosa, Type 1B1WS1) rozpraovacie sui¢ky. Suiace rozprasovacie zaria-
denie je znazornené schematicky na obrazku 3. Castice vytvorené pocas prvych dvoch miniit sa vyhodia. Po
Gplnom rozpraseni solu sa kontajner pod odlu¢ovadom (cyclone) (AVO, pozri obrazok 3) s €asticami odobe-
rie a Castice sa v dalich krokoch upravia.

Aby sa predislo sedimentacii suspendovanych ¢astic, pigment obsahujum sol sa mieSa v mieSacej nadobe.
Sol sa premiestni z nadoby do dyzy pomocou pumpy (SP). Ako susiaci plyn sa vyuZiva dusik ohrievany elek-
trickym zohrievacim zariadenim (EWT). Obaleny pigment sa premiestni zo suSiacej komory (T) do odluco-
vada (ZY). Suchy prasok sa potom vyberie z kontajneru (AVO) pod odlu¢ova¢om. Vel'mi jemné Castice sa
odstrania dusikovym filtrom (SF). Aby sa zabranilo nasiatiu vzduchu do suSi¢ky pouZiva sa rozpraSovacia
sui¢ka s pretlakom. Vzduch je fikany pomocou dichadla (AV).

1.4 Dalsie spracovanie rozpraovanim vysuieného prasku

Prasok sa prenesie do keramickej misky a zohreje v peci na 200 °C rychlosti 1K/min. Potom sa teplota
200 °C udrzuje pocas jednej hodiny a potom sa pec ochladi na izbovu teplotu. Miska sa prenesie do atmosfé-
rickej pece s objemom 27 1, ktora sa premyva 60 | dusika za hodinu. Pec sa zohreje na 750 °C rychlostou
1K/min. a tato teplota sa udrzuje 1 hodinu. Potom sa pec ochladi na 150 °C a premyje 60 | vzduchu za hodi-
nu. Pec sa zohreje na 200 °C rychlostou 2K/min.; tato teplota sa udrzuje 1 hodinu a potom sa ochladi na tep-
lotu. Potom sa prasok prenesie na sito (50 um) a 30 minut preosieva. Preosiata vzorka sa naplni do sklene-
nych nadob, ktoré sa nezatvorené sterilizuji v peci zohriate rychlostou 1 K/min. na 200 °C; tato teplota sa
udrzuje 4 hodiny a potom sa zniZi na 80 °C. Potom sa sklenené nadoby vyberu z pece, pokryju sterilnou f6liu
a uzatvoria vie¢kom. Prehl'ad ddlezitych parametrov procesu je v tabulke 2 a tabul'ke 3, pripravenej indivi-
dualne;j vzorky s niektorymi udajmi su poskytnuté v tabulke 3. Kazda vzorka ma Specificky kod. Prvé dve
pismena opisuju pou21tu chémiu skla (pozri niZ8ie) a dalsie Styri ¢isla koduji vyrobny proces (pozr1 tabulka
2). Dal3ie &islo opisuje pouzity pigment (tabul’ka 1). Pismeno R znamen4, Ze sa neodstranil jemny obsah, za-
tial’ ¢o pismeno E znamen4, Ze sa jemny obsah etanolom odstranil. Posledné dve €islice opisuju ¢islo SarZe.
ZloZenie skla (kod EJ) vypocitané z mnoZstva zloZiek vnesenych do reakcie bolo 70,67 Mol % SiO,, 14,33
Mol % B,0;, 5,00 Mol % Al,O;, 4.00 Mol % K,0, 2,00 Mol % CaO, 4,00 Mol % ZnO. ZloZenie skla (kod
RN) bolo 74 Mol % SiO,, 15 Mol % B,0;, 5,00 Mol % Al,O;, 4,00 Mol % KO, 2,00 Mol % CaO. ZloZenie
skla (k6d EP) bolo 73,61 Mol % SiO,, 14,93 Mol % B,03, 5,21 Mol % Al,04, 4,17 Mol % K,0, 2,08 Mol %
CaO.

2 Priklad 2: Vysokorozlisovacia rastrovacia elektronova mikroskopia
Aby sa ziskala informécia o povrchu, velkosti a tvare MGP, uskuto¢nili sme vysokorozliSovaciu rastro-
vaciu elektronovii mikroskopiu (vyrobok firmy JEOL - JSM). Vzorky sa elektricky vodivym obojstrannym
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spojivom (electrically conducting double-sided adhesive) rozptylili na nosi¢ vzoriek a poprasili zlatom po&as
36 sekiind prddom 30 mA. Na zobrazenie povrchu sa pouzili emitované sekundarne elektrony (topografia to-
pography) a tiez spétne rozptylené elektrony (back scattered electrons) (pravidelny &islovany kontrast -
- order number contrast). Pouzité primarne elektronové napitie bolo 10 kV (sekundarne elektrény) alebo
25 kV (spétne rozptylené elektrony).

Obrazok 4 ukazuje MGP so sludou, pokryté oxidom Zzelezitym ako magnetickym pigmentom (BM).
Mozno zretelne vidiet' trhlinu v sklenenom plasti, ktora pochadza zo suSenia ¢astic rozprafovanim, ked’ sa
zacina zraZat’ vrstva na nezraziteI'nom substrate (zmr§tovacia trhlina vznikla vysychanim). Okrem toho moz-
no vidiet vacsi pocet gulovitych Castic, ktoré neobsahuji jednu z vicSich magnetickych &astic (10 az
60 pm). Tieto gule bez magnetického jadra (jemny nemagneticky obsah) sa nemozu odstranit’ v magnetickom
poli, m6zu sa preniest’ do PCR reakcie a interferuju s touto reakciou.

Castice s CERAC pigmentom (pozri obrazok 5) nemajui trhliny, pretoZe magneticky pigment (priemerna
velkost’ ¢astice 23 nm) nevytvara vo vrstve tenzné sily, takze nedochddza k tvorbe trhlin pri procese susenia
rozpraSovanim. Okrem toho st malé CERAC <¢astice tiez zaclenené v jemnom obsahu, takZe tu nie s ne-
magnetické Zastice. Castice sii tiez podstatne mensie ako &astice so sfudou, ktoré je mozné pozorovat' na
tychto obrazkoch s rovnakym zviéSenim. Na obrazkoch 6 aZ 10 s tiez ukazané MGP s ostatnymi magnetic-
kymi pigmentmi pri rovnakom zvacSeni.

3 Priklad 3: Fyzikalny vyskum MGP

Na zhodnotenie MGP pred skutoénymi funkénymi testmi sa uskutoénilo okrem HREM skamania d’alie
fyzikalne meranie MGP. Bolo zaujimavé poudit’ sa o rozpustnosti Zeleza vo vode, magnetickej sile, jemnom
obsahu a hustote. Dalej si tieto experimenty opisané a uvedené vysledky.

3.1 Meranie extinkcie

Aby sa testom zistilo, ak sa odstranili jemné &astice, navazilo sa 1000 mg teplotne opracovaného a preo-
siateho prasku do 50 ml centrifugatnej kyvety (Sarstedt), pridalo sa 40 ml vody a trepanim sa obsah premie-
Sal. Potom sa kyveta ponori do vysky naplnenia (with the total filling height) do ultrazvukového kipela (So-
norex (RK 102H; 120/240W) a potom sa umiestni do magnetického separatora (Roche Diagnostics GmbH
RD Art Nr. 1858 025). Po 3,5 minitach magnetickej separacie sa sklenenou pastérkou odoberie z nadoby te-
kutina aZ k 15 ml zna&ky na strane protil'ahlej magnetu a tou sa naplni 5 mm kremenna kyveta (typ 110-QS,
Hellma). Extinkcia supernatantu sa meria UV-VIS-NIR spektrofotometrom (Hitachi U-3000) oproti zodpo-
vedajlicej kyvete naplnenej deionizovanou vodou. Aby sa zistil rozsah vinovych dizok absorp&nych pasiem
pripadnych negistot, meralo sa v rozsahu 200 aZ 1100 nm v 1 nm krokoch. Extinkcia pri vinovej dizke 280
nm a 400 nm sa zobrali ako referen¢né.

3.2 Meranie hustoty

Na meranie hustoty sa pouzil plynovy pyknometer (AccuPyc 1330, Fa. Micromeritics). Ako plyn sa pou-
Zilo hélium 6.0. Pristroj sa kalibroval poskytnutym $tandardom (kovové guld¢ky so zndmym objemom). Da-
lej sa vzorka susila aspoii 1 hodinu pri 150 °C a potom naplnila do meracieho kontejneru a zvazila. Po zme-
rani sa kontajner umiestni do plynového pyknometra a pouzije sa 10 premyvacich cyklov a 5 meracich cyk-
lov na urenie priemernej hodnoty a Standardnej odchylky.

3.3 Ur¢enie rozpustnosti zeleza

Rozpustnost’ Zeleza obalenych (coated) a tepelne opracovanych vzoriek sa ur¢i indukéne viazanou plaz-
mou (Inductive Coupled Plasma), atdmovou emisnou spektroskopiou (JY 24, spoloénost’ ISA). Preto sa pre-
miestnil 1 g vzorky do 50 mi polypropylénovej skimavky naplnenej destilovanou vodou a udrzoval 20 hodin
pri teplote 60 °C. Potom sa vzorky filtruji 0,2 pm injekénym filtrom a filtrat sa meria. Uskuto&nia sa $tyri
jednoduché uréenia pri vinovej dizke 259,940 nm a potom sa z nich vypo&ita priemerna hodnota.

3.4 Meranie magnetickej sily

Na meranie magnetickej sily sa zvazila MGP Gplne naplnena vaZiaca skimavka PP (Pp-weighing tube)
(Company Licefa, Art. Nr. V2-3). Pomocou $ablony sa tento obal vzorky umiestni do stredu LDPE skumav-
ky (Company Kartell, TS 735), zat'aZzeny mosadzou tak, Ze sa vietko skimavky dalo stale zatvorit. Nadoba
sa pomocou inej $ablény umiestni do stredu vahy (presnost’ vaZenia 0,1 g). Po ustanoveni rovnovahy vah sa
nad stupnicu umiestni plasticky viSok, ktory obsahuje magnet v tvare valca (priemer: 30 mm; vyska: 113,5
mm; samarium-kobalt 2/17).

Tak st MGP na vahe pritahované proti gravitacii a znizuji teda svoju vahu. Po ustanoveni rovnovahy
(1,5 mintty) sa uréi Gbytok vahy vzorky a hodnota sa $tandardizuje na 250 mg MGP.
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3.5 Vysledky

Vysledky fyzikalnej charakterizacie MGP s EJ zloZzenim a réznymi pigmentmi si zhrnuté v tabulke 3.
Stoji za pov§imnutie, Ze hodnoty extinkcie st vel'mi nizke, ked’ sa pouzije CERAC pigment. To sa mdze vy-
svetlit’ nedostatkom nemagnetického jemného obsahu, pretoze malé CERAC pigmenty (23 nm) sa moZzu za-
&lenit’ do kazdej magnetickej sklenenej astice. Hustota CERAC-MGP nie je prili§ vel'ka. To ma pozitivny
vplyv na rychlost’ sedimentovania. Magneticka sila je podrobend velkym vykyvom, ale je pozitivne ovplyv-
nena pouzitim CERAC pigmentov. CERAC-MGP maji pomerne vysoky unik Zeleza do vody. Ale ani desat’-
nasobne vyssie hodnoty nevykazuju Ziadny vplyv na proces PCR.

Struéne povedané sa mbze definovat, Zze medzi réznymi pigmentmi nie su Ziadne vyznamné rozdiely vo
fyzikalnych vlastnostiach, ale CERAC-MGP ma vel'mi nizky jemny obsah.

4. Priklad 4: Vplyv magnetického jadrového pigmentu a rozpradovacie susicky na BET povrch

Povrch sa uréil s vyuzitim pristroja od Micromeritics (Type ASAP 2400). Meranie sa uskuto¢itovalo pri
teplote tekutého dusika. Ako meraci plyn sa pouzil dusik 5.0 (Nitrogén 5.0) a ako inertny plyn sa pouzilo hé-
lium 4.6. Typicky sa na jedno meranie pouzil 5 g vzorky.

Povrch MGP hra zrejmii rolu pri izolacii DNA a RNA. Cim je povrch viagsi, tym viacej DNA sa moze
naviazat' na to isté mnozstvo MGP. Je tieZ mozné pouzit' mensie mnoZstvo MGP a dosiahnut’ toho samého
vysledku. To ma za nasledok to, Ze je medzizrnovy (intergrain) objem mensi a Ze sa teda dostane mensie
mnozstvo kontaminujiceho alkoholu do PCR reakcie. Udaje o zmeranych BET-povrchoch pri niektorych
vzorkéach st zhrnuté v tabulke 4. Ked’ sa porovnajui povrchy vzoriek pripravenych na vel'kych rozpraSovacich
sudickach, malo by sa upozornit’ na to, Ze vzorky s malymi pigmentmi (BASF FA, STREM a CERAC) maji
relativne velké povrchy, zatial’ o velké pigmenty Merck maji malé povrchy. To méZe byt spdsobené sku-
tognostou, Ze vel'ké magnetické &astice vytvaraju vel’ké MGP, zatial' ¢o malé magnetické Castice su zainkor-
porované do gulovitych kvapd&ok podas procesu suSenia rozpraSovanim a majl teda za podobnych podmie-
nok procesu susenia rozpra§ovanim podobné povrchy. BASF CE-SU &astice maju €astice s velkost'ou od ma-
lych (ako BASF FA, STREM a CERAC) aZ po velké Merck Castice. V zrovnani s Merck ¢asticami nemaju
truktirovany povrch, takZe tieto ¢astice maju velmi hladky skleneny povrch. To ma za nasledok mensi po-
vrch. Pri mensej rozprasovacej susi¢ke sa pouzil vy$si tlak a dyza tejto rozpraSovacej suSicky je vyrazne
menSia ako pri vi¢3ej rozpradovacej sui¢ke. To vedie k mengim &asticiam a vyrazne sa zva¢i povrch. To je
v sulade s vysledkami prikladu 5.2.1.

Akykol'vek vplyv magnetického pigmentu alebo rozprajovacieho tlaku na vysledky dalich fyzikalnych
skumani je nedefinovatelny okrem spominaného vplyvu na tvorbu trhlin a jemny obsah. Ale iba meranie po-
vrchu vykazuje priame spojenie s vysledkami funkénych skamani. Dalsie vysledky fyzikalneho skiimania
nevykazuja tento priamy vzt'ah.

Priklad 5: Vazobné $tudie pomocou stopovania radioaktivity

Jestvuje niekolko metdd na hodnotenie MGP, ¢o sa tyka ich vhodnosti na extrakciu nukleovych kyselin.
Stanovenie extinkcie pri 260 nm pred purifikaciou a po purifikdcii nie je vel'mi citlivé a nepodoba sa situécii,
pri ktorej je extrahované malé mnoZstvo cielovej nukleovej kyseliny z klinického materialu. Vysledky funk-
&nych vyhodnocovacich metdd, ktoré sa spoliehajii na metédy amplifikacie nukleovych kyselin, ako st napr.
PCR, RT-PCR, NASBA ¢&i akékolvek podobné metddy, nie si vicSinou dostatoéne presved¢ivé. Okrem toho
tieto metddy, ktoré si vhodné na stanovenie malého podtu kopii cielového genomu, st nachyIné na latky,
ktoré sa méZu nachadzat’ vo vzorkach &i na latky pouzivané pocas pripravy vzoriek. Vdzobné Studie pomo-
cou radioaktivity st vhodnou analytickou metddou, ktora dovol'uje analyzovat’ proces pripravy vzoriek krok
po kroku. Data tykajuce sa u¢innosti nie s absolitne data, ale si vzdy relativne na uginnost’ referenénych
castic.

5.1 Experimentalny protokol

Najskor je syntetizovana enzymaticky, pomocou PCR, radioaktivne oznaena DNA alebo RNA alebo in
vitro transkripciou, v pritomnosti *P oznageného deoxynukleozidu alebo nukleozidtrifosfatu. Potom je ozna-
&end DNA alebo RNA oddelena od voPnych nukleozidtrifosfatov. Stanovi sa obsah nukleovych kyselin a je
pripravené definované nariedenie. Malé mnoZstvo oznacenej DNA alebo RNA sa prida do kazdej vzorky
pred pokusom. Pocas pripravy vzoriek sa za pritomnosti chaotropnych latok v3etka nukleova kyselina navia-
ze na MGP. MGP s oddelené (peletované) vystavenim magnetickému polu a zleje sa supernatant. Pelet sa
premyje a naviazané nukleové kyseliny sa eluuji pri zvysenej teplote opa¢nymi reakénymi podmienkami,
napr. pridavkom eluéného pufra s nizkym obsahom soli. Po naviazani a pripadnom premyvacom kroku sa
alikvotna ¢ast’ supernatantu nanesie na filter. Tiez eluat a vo vode dispergované MGP sa taktiez nanest na
filter. Filtre sa potom usus$ia a nakoniec sa meria ich radioaktivita. Pre kaZda vzorku sa spo¢ita distribucia ra-
dioaktivity.
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5.1.1 Priprava radioaktivne oznacenej DNA

5.1.1.1 A. 1.1. Reagencie

- Expand High Fidelity PCR Systém (Roche Molecular Biochemicals, kat. ¢. 732641)

- zmes ANTP (Roche Molecular Biochemicals, kat. ¢. 1277049)

- deoxycytidin 5'-alfa-P32 Trifosfat dCTP 3000 Ci/mmol (Amersham kat. & PB 102 05)
- lambda-DNA (Roche kat. ¢ . 1029053), koncentricia Ing/ml - radioznackovaci primér 1 (SEQ ID NO 1)
koncentracia

5,3 OD260/ ml

- radioznackovaci primér 2 (SEQ ID NO 2) koncentracia

5,2 ODygy/ml

- QIA Quick PCR Purification Kit (Qiagen kat. ¢. 28104)

5.1.1.2 Reakcia

- 29,5 pl dvojnasobne destilovanej vody

- 5 ul Expand High Fidelity pufer

- 2,5 pl zmesi dNTP (1 : 10) riedenej dvojnasobne destilovanou vodou
- 1 pl radioznackovaci primér 1 (SEQ ID NO1)

- 1 pl radioznackovaci primér 2 (SEQ ID NO2)

-0,3 ul *P-dCTP

- 10 pl lambda-DNA

- 0,75 pl enzymovej zmesi Expand High Fidelity

5.1.1.3 Amplifikacia

-2 min. 94 °C

- 10 cyklov (10 sek. 94 °C/30 sek. 60 °C/60 sek. 72 °C)

- 20 cyklov (10 sek. 94 °C/30 sek. 60 °C/60 sek. 72 °C +10 sek. 72 °C predizenie na cyklus)
-7 min. 72 °C

-4°C

5.1.1.4 Purifikicia
- podl'a protokolu QIA Quick PCR Purification Protocol (Qiagen)

5.1.1.5 Riedenie
Riedenie DNA 1 : 10 v dvojnasobne destilovanej vode a meranie radioaktivity

5.1.2 A.2. Priprava radioaktivne oznadenej RNA

5.1.2.1 - Reagencie

- SP6/T7 Transcription Kit (Roche Molecular Biochemicals kat. ¢. 999644)

- Uridin 5'-alfa-P32 Trifosfat UTP 3000 Ci/mmol (Amersham kat. &. PB 10203)
- Plazmid pBKBH10S, linearizovany EcoRI v koncentracii 100 pl/ml

- High Pure RNA Isolation Kit (Roche Molecular Biochemicals kat. ¢. 1828665)

5.1.2.2 -Reakcia

-2 pl 10x pufra

- 3 pul zmesi NTP (AGC)

-1 pl UTP (1 : 50 s dvojnasobne destilovanou vodou)

-5 ul 2P-UTP

- 7 pl linearizovaného plazmidu

- 1 pl RNAse Inhibitor (Roche Molecular Biochemicals kat. ¢. 802808)
- 1 ul T7 RNA-Polymerazy

5.1.2.3 Transkripcia a rozdtiepenie pomocou DNAzy
- 20 min. inkubdcia pri 37 °C

- pridanie 2 pl DNAzy, RNAse free

- 10 min. inkubacia pri 37 °C

- pridanie 178 ul dvojnasobne destilovanej vody

5.1.2.4 - Purifikacia
- podla High Pure RNA Isolation Protocol (Roche Molecular Biochemicals)
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5.1.2.5 Riedenie
Riedenie RNA v pomere 1 : 30 dvojnasobne destilovanou vodou a meranie radioaktivity.

5.1.3 Priprava radioaktivnej vzorky

5.1.3.1 Reagencie

- negativna plazma

- Proteinaza K, koncentracia 20 mg/ml (napr. Roche, &. 1942387) - Poly-A-RNA (napr. Roche, €. 1942387),
koncentracia 1 mg/ml,

riedené 1 : 1000 (objem na objem) lyzaénym pufrom

- lyzaény pufer (50 mM Tris pH 7,0, 15 % (obj./obj.) Polydocanol, SM guanidin izotiokyanat, 1 mM DTT)

- MGP (s EJ zloZenim skla a roznymi pigmentmi jadra (BM, MMB, CERAC, STREM, BASF-FA, BASF-
-CE)) suspendované v izopropanole 60 mg/ml alebo 6 mg/ml

- premyvaci pufer (20 mM Tris pH 7,5, 20 mM NaCl, 70 % (obj./obj.) etanol)

- eluény roztok: redestilovana voda

- pomocny material: Filter Whatman GF/D

5.1.3.2 Reakcia (protokol pre 1,5 ml)

- 80 pl Proteinkinazy K

- pridat’ 410 pl negativnej plazmy a zamieSat’

- pridat’ 500 pl lyza¢ného pufra a zamieSat’

- pridat’ 10 pl radioaktivne oznaZenej DNA alebo RNA, zamieSat’

- 10 min. inkubacie pri izbovej teplote za mieSania

- pridat’ 500 pl suspenzie MGP (koncentracia 6 mg/ml) a zamieSat’

- 20 min. inkubdcia pri izbovej teplote za mie$ania

- dvojminitové oddelenie v magnetickom separatore (Magnetic separator, Dynal)
- odstranenie supernatantu a nanesenie 300 pl na filter

- pridat’ 750 pl premyvacieho pufra, zamieSat, 2 min. separovat’

- odstranit’ supernatant, pripadne naniest 375 pl supernatantu na filter

- opakovanie premyvacieho postupu dvakrat

- pridat’ 100 pl eluéného roztoku, inkubécia 5 min. pri 80 °C za staleho mie3ania
- separacia 2 min. v magnetickom drziaku, nanesenie supernatantu na filter

- pridanie 100 pl eluéného roztoku, resuspendovat’ a naniest MGP na filter

- ususit’ filtre 60 min. pri 75 °C v suSiarni

- preniest filtre do scintilanych fTastigiek, pridat’ 5 ml scintilaéného roztoku a zmerat’ radioaktivitu

5.1.3.3 Experimentalny protokol (na 1 ml)

- 25 pl Proteinkinazy K

- pridat’ 415 pl negativnej plazmy a zamieSat’

- pridat’ 500 pl lyzaéného pufra a zamiesat’

- pridat’ 10 pl radioaktivne oznadenej DNA alebo RNA, zamieSat’

- 5 min. inkubacie pri izbovej teplote pri mieSani

- pridat’ 50 pl suspenzie MGP (koncentracia 60 mg/ml) a zamie3at

- 20 min. inkubécie pri izbovej teplote za mie$ania

- dvojminitové oddelenie v magnetickom separatore (Magnetic separator, Dynal)
- odstranenie supernatantu a nanesenie 300 pl na filter

- pridat’ 700 pl premyvacieho pufra, zamie$at, 2 min. separovat’

- odstranit’ supernatant, pripadne naniest’ 350 pl supernatantu na filter

- dvojnasobné opakovanie premyvacich krokov

- pridat’ 120 pl elu¢ného roztoku, inkubécia 10 min. pri 80 °C za staleho mieSania
- separacia 2 min. v magnetickom drZziaku, nanesenie supernatantu na filter

- pridanie 100 pl eluéného roztoku, resuspendovat’ a naniest MGP na filter

- susit filtre 60 min. pri 75 °C v suSiarni

- preniest’ filtre do scintilagnych fTasti¢iek, pridat’ 5 ml scintilaéného kokteilu a zmerat’ radioaktivitu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

SK 287932 B6

5.2 Vysledky experimentov pomocou radioaktivneho stopovania
5.2.1 Vplyv magnetického jadrového pigmentu alebo rozprasovacej sugi¢ky na izolaciu RNA
Charakterizovali sa rozdielne typy MGP, ktoré sa pripravili s pouZitim EJ sklenenej chémie a rozdielne
jadra s nano alebo mikro velkostou (MMB, CERAC, atd.) a s pouzitim rozdielnych rozpra$ovacich susi¢iek
(Biichi alebo Nubilosa) s oh'adom na ich spravanie po¢as extrakcie nukleovych kyselin z materialu prostého
virusov (negativna plazma). Charakterizacia sa uskuto¢nila pomocou radioaktivneho stopovania, metédou
podla prikladu 5.1.3.2. RNA parameter sa po¢as Studii ukazal ako najcitlivej§i material a vybral sa preto ako
typické veli¢ina. Obrazok 11 ukaque ze BASF-CF nie je vhodny ako material na jadro, pretoZe v eluéte sa
nachadza iba mal4 ¢ast naviazanej RNA. Castice EJ/CERAC, rozpra§ované pomocou systému Biichi pri 6
baroch, vykazovali rovnaku u€innost” ako referenéné ¢astice EJ/MMB, ktoré boli rozprasované pomocou Nu-
bilosa systému.

5.2.2 Vplyv parametra tlaku pri rozpraSovani na izolaciu DNA alebo RNA

Rozdielne typy MGP pripravené pomocou systému Nubilosa s pouZitim rozdielnych rozpra3ovacich tla-
kov su porovnané podla 5.1.3.3. Referenénymi ¢asticami st EJ/MMB MGP. Skiimali sa vdzobné vlastnosti
DNA a RNA. Zatial' ¢0 DNA parametre neukazuju zavislost' od rozpradovacieho tlaku, RNA parametre vy-
kazuji vyznamné rozdiely v G¢innosti. Uginnost astic EJ/CERAC, pripravovanych pri rozpraSovani tlakom
1,5 barov s pouzitim systému Nubilosa, je niz§i, ako u¢innost’ referenénych &astic. NiZ$ia Gi&innost’ je pri rade
vzoriek pripravovanych rozpraSovanim tlakom, ktory sa menil medzi 1,5 a 3,4 barov 30 %). Castice, ktoré su
rozpraSované tlakom 4,3 barov dosiahli 90 % G¢innosti Castic, ktoré st rozpraSované tlakom 1,5 barov (pozri
obrazok 12). Experimenty dokazali priamo sivislost’ medzi parametrami pripravy MGP a G&innost'ou v teste.
Malo by sa poznamenat’, Ze zvy3ujlci sa tlak rozpragovania vedie k niZsej Gginnosti v teste, ale od ur&itého
rozpraSovacieho tlaku si vlastnosti astic zlep$ené a vedu k lepsej i¢innosti.

5.2.3 Vplyv rozdielnych parametrov pripravy MGP na izolaciu RNA a DNA

Tieto experimenty by mali viest’ ku zisteniu, ¢i rozdielne rozpra$ovacie tlaky vedu k MPG s este lepSou
aéinnostou.

Preto sa MGP pripravuju systémom Nubilosa za tlaku 1,5 barov, 4,3 barov a 6 barov a s pouZitim dusika
ako rozpra$ovacieho plynu. Aby sa dosiahlo $etrného susiaceho procesu, boli vstupné aj vystupné teploty
rozpraSovacej sui¢ky dodatotne zniZené. Vplyv tychto faktorov na izoldciu RNA sa skumal podl'a 5.1.3.3. a
MGP ¢astice EJ/MMB sluzili ako referenéné.

Vysledky (pozri obrazok 13) ukazuju prekvapivy vplyv dramatického zniZenia G¢innosti, ktoré je sp6so-
bené znizenim teploty rozpraSovania a ktoré sa nemohlo predvidat’. Zvy$enim rozprasovacieho tlaku sa moh-
lo dosiahnut’ G¢innosti referenénej kvality. Takto pripravené Castice su lepsie ako referenény material, preto-
Ze st scasne stabilnejSie v suspenzii.

Priklad 6: Sedimenta¢na analyza magnetickych sklenenych &astic
6.1 Experimentalny protokol

Na zhodnotenie sedimentacnych vlastnosti magnetickych sklenenych &astic sa pouzil Spektrofotometer
Uvikon, Model 930 firmy Kontron Instruments. Tento spektrofotometer je modifikovany tak, aby dovolil va-
riabilné nastavenie kyvety pozdiz mierky. Na meranie sa kyveta nastavi do polohy, v ktorej meraci 14¢ s vi-
novou dizkou 650 nm pretina kyvetu vo 2/3 plniacej vy3ky (meracia pozicia 7,5). Pouzivaju sa makrokyvety
z polystyrénu s objemom 4 ml a Sirkou 1 cm. Pred meranim sa urobi kalibracia pomocou jednoli¢ového po-
stupu proti ¢istému suspenznému médiu. Vzorky MGP st dispergované homogénne v suspenznom médiu,
beZne pri pomere hmotnost/objem 3 mg/ml, a ihned’ namerané. Sleduji sa zmeny extinkcie v &ase, kontinu-
alne pri danej vinovej dizke (650 nm).

Fyzikdlna veli¢ina pouZivand na porovnanie sedimentagnej rychlosti rozdielnych vzoriek je ,,polas zivo-
ta* (t;2) v urditom suspenznom médiu. Je to asovy usek, v ktorom extinkcia suspenzie v horne;j tretine kyve-
ty klesne na polovicu hodnoty, ktora bola na po&iatku merania. ZniZovanie extinkcie je spdsobené sedimen-
taciou Castic a s tym spojené precistenie hornej tretiny testovaného objemu.

Opisané zariadenie d’alej umoziiuje inStalaciu magnetu pod kyvetou. Takto mbZe byt stanovena rychlost’
magnetickej separacie.

6.2 Vysledky sedimentacnej analyzy
6.2.1 Experiment 1

Niekol'ko typov MGP s rozdielnymi jadrami v rozmedzi nano alebo mikrometrov a vyrobenych pomocou
EJ sklenenej chémie sa skimali spektrofotometricky - zistovalo sa ich sedimentaéné a separaéné spravanie,
tzn. s magnetom a bez magnetu pod kyvetou. V tomto pripade bol pomer hmoty ku objemu 6 mg/ml. Sus-
penzné médium bola zmes izopropanolu a lyza¢ného pufra v pomere 1 : 1. Vysledky st zosumarizované.
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Castice typu CERAC vykazuji jasné vyhody v stabilite suspenzie, ale nemaju Ziadne nevyhody pre magne-
tickll separaciu (pozri tiez obrazok 14).

6.2.2 Experiment 2

Sedimentacné spravanie rozdielnych MGP typu CERAC vyrobenych sklennou chémiou EJ bolo skiimané
v gistom izopropanole.

Délezité vyrobné parametre:

EJ0100.5R-01 - rozpraSovaci tlak 1,5 baru, teplota na vstupe 230 °C, systém Nubilosa

EJ0108.5R-01 - rozpraSovaci tlak 4,3 baru, teplota na vstupe 230 °C, systém Nubilosa

EJ0096.5R-01 - rozpraSovaci tlak 6,0 baru, teplota na vstupe 150 °C, systém Biichi

EJ0096.5R-01 sii ukazané na obrazku 15. Tieto gul’ocky su vi¢sinou gulovité s vysoko §truktiirovanym
povrchom a velkostou prevazne 0,5 - 5 pm. Vzorka EJ0100.5R-01 rozpra$ovana pri nizkom tlaku a vysokej
teplote sa skladé hlavne z deformovanych &astic v yum mierke (pozri obrazok 16, ktory ukazuje funkény ek-
vivalent k EJ0100.5R). Zaverom moZno konstatovat’, Ze Castice ako EJ0096.5R-01 vykazuji vyznamné spo-
malenie sedimentacie, &o je najvyhodnej$ie na prenos kvapalnych suspenzii MGP (pozri obrazok 14b). Vy-
sledky st zosumarizované.

Priklad 7: Funké&ny test pomocou PCR
7.1 Heterogénne funkéné testy: amplifikacia PCR pomocou pristroja GeneAmp 9600 od firmy Perkin Elmer
a detekcia biodpecifickym vidzobnym testom s chemiluminiscenéne oznacenou detekénou sondou na modifi-
kovanom Elecsys1010®.
7.1.1 VSeobecné ivahy
Virusové Castice vo vzorke (napr. plazme) sit lyzované v pritomnosti proteaz, vysokej koncentracie chaot-
ropnych soli a tieZ detergentov. Potom sa prida adsorbent &astic (= MGP) pre fyzikalne-chemickd adsorpciu
uvolnenych nukleovych kyselin na skleneny povrch. Nasleduje magneticka separacia a premytie pridanych
guldeok, tzn. separacia uvolnenych a naviazanych komponent. Nakoniec sa uskutoéni disociacia naviaza-
nych nukleovych kyselin z gul'd¢ok (= elicia) za opaénych reakénych podmienok, ako je tomu pri adsorpcii,
¢o znamena nizkou koncentraciou soli v pufri ¢i dokonca destilovanou vodou. Alikvétna Cast’ eluatu sa po-
tom zmiesa s alikvétnou &astou PCR mastermixu na nastartovanie amplifikacie nukleovych kyselin izolova-
nych v eluate. Tato reakcia je charakterizovana rovnicou:
Ni=N,x (1 + E)", kde
N, = pocet molekul na po¢iatku PCR
N; = po¢et molekul na konci PCR
E = t€innost amplifikicie=0<E <1
N = poget reakénych cyklov = typicky 20 <n <35
Po PCR s aspoii jednym biotinylovanym primérom sa alikvét amplifikatu s naviazanym biotinom zmieSa
s hybridizanym pufrom a detekénou sondou. Po inkubdécii sa pridaji gul'6¢ky potiahnuté streptavididom a
nasleduje dal3ia inkubacia. Nakoniec sa gul'6¢ky premyju, prida sa signdlny pufer a meria sa intenzita signa-
lu chemiluminiscencie, ktord zodpovedd mnoZstvu amplifikovanej naviazanej nukleovej kyseliny a teda
mnoZstvu virusu vo vzorke plazmy.
Odbornik méze tiez uskutocnit’ ruéne 1 ml protokol.

7.1.2 Experimentalny protokol
7.1.2.1 Reagencie
7.1.2.1.1 Priprava vzorky
- Proteinaza K v roztoku octanu vapenatého v glycerole (20 mg/ml)
- Poly-A-RNA, 1 mg/ml, pouZiva sa riedenie 1 : 1000 v lyza¢nom pufri
- Lyza¢ny pufer obsahuje:
- Tris pufer, 50 mmol/1, pH 7,0 (1,0 a pripadne extrakény protokol) alebo 4,0 (1,5 ml protokol)
- Polydokanol (Polydocanol), 15 % (v/v) (1,0 a pripadne extrakény protokol) alebo Triton X-100 20 % (v/v)
(1,5 ml protokol)
- guanidin izotiokyanat, S mol/l
- 1 mmol/1 DTT
- magnetické sklenené astice (MGP), bud’ typ EJ/BM, EJ/MMB alebo EJ/CERAC suspendované v izopro-
panole (&istota 99,8 %) v koncentrécii 60 mg/ml
- premyvaci pufer zloZeny z
- Tris-pufer, 20 mmol/1, pH 7,5
- 60 % etanol vo vode (1,0 a pripadne extrakény protokol) alebo 70 % (1,5 ml protokol)
- NaCl, 20 mmol/l
Eluent = redestilovana voda
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Amplifikacia/Mastermix:
- PCR-pufer obsahujuci
pufraéné médium
RT-PCR (virus l'udskej imunodeficiencie (HIV Human immunodeficiency virus), virus hepatitidy C (HCV)):
250 mmol/l Bicin/KOH pH 8,2, 557 mmol/l octanu draselného, 40 % glycerol
HBV-PCR (virus hepatitidy B (HBV)): 20 mmol/l Tris-HCI pH 8,3:
100 mmol/i KCl, 0,012 % Brij 35 (= 2x koncentrovany)
kationy kovov MgCl, (HBV-PCR) 3 mmol/1 alebo MnCl, (RT-PCR) 2,5 mmol/l (HCV) a 1,25 mmol/l
(HIV)
deoxynukleozid trifosfat (1ATP, dGTP, dCTP, dTTP, dUTP) pre analyt 3pecifické popredné priméry (for-
ward)
pre analyt $pecifické spitné priméry (reverse)
Uracil-N-glykosidaza (UNG)
DNA-polymeraza (Taq alebo Tth polymeraza pre HBV respektive pre HIV/HCV)
demineralizovana H,O (Cistota pre molekularnu bioldgiu) na upravu objemu na 100 pl
Stop reagencie pre UNG po amplifikacii
N-lauroylsarkozin (napr. Roche kat. &. 133895), 1 % (vaha/objem): 5 ul na 100 pl amplifikatu

7.1.2.1.2 Detekcia

hybridizaény pufer (napr. Roche kat. &. 1930273) chemiluminiscen¢ne oznacené detekéné sondy:
HCV (Roche BMO 28.140336), pracovny roztok = 8,0 nmol/I

HIV (Roche BMO 28.540948), pracovny roztok = 7,8 nmol/l

HBYV (Roche BMO 28.540917), pracovny roztok = 9,2 nmol/I

ECL gul6¢ky pokryté SA (napr. Roche kat. ¢. 1865943-001)

denaturaény roztok (napr. Roche kat. ¢. 1930257)

ProCell (napr. Roche kat. &. 1717685)

CleanCell (napr. Roche kat. &. 1717642)

7.1.2.1.3 Priméry a sondy
Primér: ’

HIV- popredny: SEQ ID NO 3
HIV- spitny: SEQ ID NO 4
HCV- popredny: SEQ ID NO 5
HCV- spitny: SEQ ID NO 6
HBV- popredny: SEQ ID NO 7
HBV- spiitny: SEQ ID NO 8
Detekéné sondy: HIV: SEQ ID NO 9
HCV: SEQID NO 10

HBV: SEQ ID NO 11

7.1.2.2 Reakéné podmienky a pracovny postup

Priprava vzorky:
1 ml manuélny protokol; => pouZity na pokus 1 pozri priklad 7.3.1
pridat’ 25 pl proteinazy K ku 425 ul vzorky s plazmou, premie3at’
pridat’ 500 pl lyzaéného pufra, inkubovat’ 5 min. pri izbovej teplote s mechanickym mie$anim (1300 ot./min.
v trepacke Eppendorf)
pridat’ 50 pul MGP suspendovanych v izopropanole (koncentracia 60 mg/ml), premiesat’ a inkubovat’ 20 min.
pri izbovej teplote na roleri
magneticka separacia s pouzitim magnetického separatora Dynal (2 min.);
odstranit’ nenaviazant frakciu odsatim, pridat’ 700 pl premyvacieho pufra, premiesat’, separovat’ a odsat’;
zopakovat’ premyvaci postup este 4x
pridat’ 120 ul DEPC vody, premie$at’ a eluovat’ 10 min. pri 80 °C v termomixéri Eppendorf pri 1300 ot./min.,
vzorky s odzatkované
oddelit’ gul6¢ky od vodného supernatantu (=eluat) pomocou magnetického separatora Dynal (2 min.) eluét
zamrazit’ aZz do doby pouZitia

Automatizovany protokol pouzity v nami vyvinutom extraktore; => pouzity v experimentoch 2 a 3 (pozri
priklad 7.3.2 a priklad 7.3.3)
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V podstate rovnaky postup a reagencie ako v predchadzajucom pripade. Navyse je do kazdej vzorky pri-
dand RNA internd kontrola (IC, pozri nizSie). Extrakény postup je termostatovany na 40 °C a objemy st
upravené na 2 mi celkového lyzacného roztoku, to znamena:
50uIC
50 ul proteinazy K
850 pl vzorky
1000 pl lyzaéného pufra
100 pl suspenzie MGP
2200 pl premyvacieho pufra pre kazdy z piatich premyvacich krokov
125 pl eluentu
1,5 ml manualny protokol; => pouZity pre Experiment 4 (pozri priklad 7.3.4)
pridat’ 80 pl proteinazy K ku 420 ul vzorky plazmy, premieSat’
pridat’ 500 pl lyzaéného pufra, inkubovat’ 10 min. pri izbovej teplote s mechanickym mieSanim (1300
ot./min. v trepacke Eppendorf)
pridat’ 500 ul MGP suspendovanych v izopropanole (koncentracia 6 mg/ml), premiesat’ a inkubovat’ 20 min.
pri izbovej teplote na roleri
magneticka separdcia s pouzitim magnetického separatora Dynal (2 min.)
odstranit’ nenaviazan frakciu odsatim,
pridat’ 700 ul premyvacieho pufra, premiesat, separovat’ a odsat’
zopakovat’ premyvaci postup este 4x
pridat 100 ml DEPC vody, premieat’ a eluovat’ 15 min. pri 80 °C v termomixéri Eppendorf pri 1300
ot./min.,
oddelit’ gul'd&ky od vodného supernatantu (= eluat) pomocou magnetického separatora Dynal (2 min.)
zamrazit’ eluat aZz do doby pouzitia

Amplifikacia
Celkovy objem reakcie je 100 ul (plati pre vietky vzorky)

HBV: objem eluatu pre PCR = 20 pl

zasobny roztok kone&na koncentracia v PCR/pl
voda (PCR Ggistota) 4l
DNA-Mastermix 2x 1x/50 pl
MgCl, 25 mM 3,0 mM/12 pl
primér SEQ ID NO 7 5uM 0,2 uM/4 pl
primér SEQ ID NO 8 5uM 0,4 uM/8 nul
UNG 1U/pl 2072 pl

HCV: objem eluatu pre PCR =40 pl

zasobny roztok kone¢na koncentracia v PCR/pl
voda (PCR ¢istota) 18 ul
bicinovy pufer 5x 1x/20 ul
MnOAc 25 mM 2,5 mM/10 pl
DNTP-Mix (dUTP/ 30 mM 0,6 mM
DATP/dCTP/dGTP 10 mM 0,2 mM/2 pl
primér SEQ ID NO 5 10 uM 300 nM/3 ul
primér SEQ ID NO 6 10 uyM 300 nM/3 ul
UNG 1U/pl 2072
Tth-polymeraza 5,5 U/l 10U/2 pl

HIV: objem eluéatu pre PCR =40 pl

zasobny roztok kone¢na koncentracia v PCR/pul
voda (PCR Z¢istota) 20 pl
bicinovy pufer 5x 1x/20 pl
MnOAc 25 mM 1,25 mM/5 pl
DNTP-Mix (dUTP/ 0,6 mM
DATP/dCTP/dGTP 10 mM 0,2 mM/2 pl
primér SEQ ID NO 3 5uM 0,2 uM/4 pl
primér SEQ ID NO 4 5uM 0,2 uM/4 Wl
UNG 1U/pl 2072 pl
Tth-polymeraza 5,5 U/l 10U/3 pl
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Po PCR je UNG zablokovana pridanim laurylsarkozinu do koncentracie 1 %
Termocyklerové profily boli nasledujtce:

HBV:
UNG-krok 1x 10 min. 37°C
PCR 35x 30 sek. 92°C
30 sek. 55°C
40 sek. 72 °C
HCV:
UNG-krok 1x 10 min. 37°C
krok
reverznej transkripcie 1x 30 min. 60 °C
denaturacia 1 min. 95°C
PCR 2x 10 sek. 95°C
20 sek. 60 °C
33x 15 sek. 90 °C
20 sek. 60 °C
dalia inkubécia 7 min. 72°C
HIV:
UNG-krok 1x 10 min. 37°C
krok
reverznej transkripcie 1x 30 min. 60 °C
PCR 4x 10 sek. 95°C
10 sek. 55°C
10 sek. 72°C
31x 10 sek. 95°C
10 sek. 60 °C
10 sek. 72 °C
detekcia s pouzitia, modifikovaného Elecsys 1010®
reagencie objem ¢as inkubécie
(HBV, HCV, HIV) (HBV, HCV, HIV)
PCR produkt 10 ul
denaturacny roztok 35ul 5 min.
detekéna sonda 120 pl 30 min.
SA-gul'6¢ky 35ul 10 min.

7.2 Homogénny funkény test: technologia 5'-nukleazového testu na pristroji Cobas Tagman®
7.2.1 VSeobecné Givahy

Lyza virusovych &astic a tiez adsorpcia, purifikdcia a elicia nukleovych kyselin extrahovanych zo vzorky
st uskutoénené spésobom opisanym skor (pozri priklad 7.1.2). Amplifikacia cielovych molekul je opit opi-
sana rovnicou

N;=N, x (1+E)", kde

N, = pocet molekul na pociatku PCR
N; = pocet molekiil na konci PCR
E = d¢innost amplifikdcie=0<E <1
n = pocet reakénych cyklov = v tomto pripade typicky 40 <n <60

Pri 5'-nukleazovej technoldgii st viak amplifikatné a detekéné reakcie tesne prepojené a objavuju sa vo
faze roztoku, to znamena bez imobilizicie na pevnej faze a bez tomu zodpovedajicich premyvacich krokov
(= homogénna PCR). Do PCR mastermixe sa pridaju sondy s dvomi $pecidlnymi chemickymi modifikaciami.
Jednou z tychto modifikacii je kovalentne naviazana fluorescenéna reportérova skupina (R, napr. derivat 6-
-karboxy-fluoresceinu). Téato skupina je naviazana na zakladny retazec sondy. Druha modifikacia je farbivo
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(napr. derivat polymetin-cyaninu) schopné absorbovat’ fluorescencné svetlo reportérové skupiny, ,,zhasnut™
ju (quencher - zhagag). Zhasac je zvy€ajne pripojeny k zédkladnému retazcu sondy na 5'-konci, zatial’ ¢o re-
portérova skupina sa nachddza vnutri oligo sekvencie, oddelena od zha$a¢a mnoZstvom nukleotidovych sta-
vebnych blokov. Tieto sondy sa viazu na ciel'ové nukleové kyseliny (na sense alebo antisense vlakno) blizsie
3'-koncu priméru (prednému &i spatnému). Ako sa primér naviaZe na ciel a DNA polymeraza sa naviaZe na
hybrid primér : ciel’ a za¢ne elongécia. Vd'aka 5'-nukledzovej aktivite enzymu je, spolu s kopirovanim a syn-
tézou nového vlakna, vo chvili, ked’ polymeraza dosiahne vdzobného miesta sondy, hydrolyzovana sonda.
Tym sa reportérova skupina a zha$a¢ vzdiali a fluorescenény signal za¢ne byt meratelny. Tento proces sa
opakuje v kazdom cykle a stale viacej fluorescenéného reportéru sa akumuluje v roztoku dokial’ sa nespotre-
buju reagencie na konci reakcie. Takto na grafu zavislosti signalu od ¢asu vzniknd sigmoidné krivky. Cim
vyssi je N, tym skor sa signalna krivka objavi nad pozadim.

Bod na &asovej osi, kde uz mozno spolahlivo oddelit’ fluorescenény signal od pozadia sa nazyva prahovy
cyklus (threshold cycle = ct). ct je mierka citlivosti stanovenia - ¢im niZiia je hodnota ct, tym citlivejsie je
stanovenie. Hodnotu ct mozno vypocitat’ pomocou réznych matematickych operacii, ako st napriklad limitné
pristupy (priemerna intenzita signalu pozadia nasobena konstantnym faktorom da limitnu intenzitu signalu na
odliSenie negativneho od pozitivneho) alebo pristup, v ktorom sa lokalizuje maximum prvej derivacie krivky
zavislosti signalu od ¢asu (teda strmost’ profilu) alebo sa spo¢ita lokalizacia maxima druhej derivacie na Ca-
sovej osi a definuje ako ct.

Téato amplifikaénd/detekénd technologia dovoluje sledovat’ PCR v redlnom case, priGom skimavky st
uzatvorené, ¢o je v kontraste so $tandardnym postupom. PCR skimavky st od napipetovania eluatu a mas-
termixu uzatvorené, ¢im je ucinne zniZené riziko kontaminacie.

Okrem to je mozZné pouzit’ sipravy sond a primérov pre rozdielne druhy virusov (a teda rozdielne mole-
kuly analytu a rozdielne ciel'ovej sekvencie) kombinovanej v jedinom mastermixe. Takto je mozné uskutoc-
nit’ niekol’ko amplifikaénych a detekénych reakcii naraz, v zavislosti od pritomnosti virusov kontrolovaného
jedinca. To je zdkladom tzv. viacnasobného stanovenia.

A ¢o viacej. Vd'aka vieobecnej povahe pripravy vzoriek pomocou MGP, je vietka nukleova kyselina pri-
tomna vo vzorkach extrahovana na zaklade fyzikalne-chemickej adsorpcie na povrch &astic, bez ohladu na
sekvenénu charakteristiku. To zahrnie tiez 'udskd DNA (human hDNA), uvolnent z rozrusenych krvnych
buniek, napr. leukocytov, ktorych titer sa méze vo vel'kej miere liSit' v zavislosti od fyziologického alebo pa-
tologického stavu jednotlivych darcov krvnych vzoriek. Napr. v pripadoch autoiminnych ochoreni, ako su
SLE, m6zu byt’ hladiny hDNA vyrazne zvy$ené. Takze hDNA a jedna ¢i viacej patogénnych nukleovych ky-
selin pritomnych v danej vzorke tvoria zmes rozdielnych nukleovych kyselin s rozdielnymi sekvenénymi
vlastnostami, ktoré si extrahované spolo¢ne. Tvoria siet’ polynukleotidov, ktoré st extrahované bez rozdielu
a nasledne st ciel'ové nukleové kyseliny za vhodnych reakénych podmienok sekvenéne Specificky amplifi-
kované a detegované pomocou interakcie so §pecifickymi primérmi a sondami.

Dana patologicka hladina 4000 ng/ml hDNA (v pripade SLE) a nizka hladinu virusu - 50 kopii virusove)j
genomickej DNA na ml plazmy, ¢o je 10000 nukleotidov na genémovia RNA. 50 kopii resp. 50000 nukleoti-
dov cielovej RNA s hmotnost'ou cca 325 daltonov (1 dalton = 1,66 x 10% g) na nukleotid dava cca 2,7 x 107
ng na ml plazmy, o vedie k vysledku, Ze relativne zastipenie ciel'ovej nukleovej kyseliny k necielovej je
priblizne 1 : 10°'?! Na monitorovanie celého procesu méze byt do vzoriek pridavany umely konstrukt nukle-
ovej kyseliny, najlepsie pokial je zabaleny (obaleny) modifikovanou virusovou €asticou. Ten je potom extra-
hovany a amplifikovany dohromady s prirodnym cielom. Tato vnutorna kontrola (internal control = IC)
predstavuje unikatnu vézobna oblast’ pre IC detekéna sondu, ktora sa lidi od sond $pecifickych pre ciel’ roz-
dielnymi reportérovymi skupinami, s odlinymi emisnymi charakteristikami. Takto moze byt IC signal odli-
Seny od cielového signélu a pretoZe je znadme, Ze IC si pritomné vo vzorke, mdZze tento signal sluzit’ k moni-
torovaniu. TakZe viacnasobné oznadenie zvySuje uzitoénost’ multiplex technologie. Interna kontrola je opisa-
na v W098/00547.

7.2.2 Experimentalny protokol
7.2.2.1 Reagencie
7.2.2.1.1 Priprava vzorky
Pozri (priklad 7.1.2 => automatizovany protokol na vyvinutom extraktore)

7.2.2.1.2 5-nukleazovy test, reakéné ¢inidla a reakéné podmienky

koncentracia kone¢na pridavok
Reagent zasobného koncentracia (uV reaction)
roztoku v teste
Mn(OAc), pH 6,5 50 mM 3 mM 5,75
dNTPs 2,50
(dG, dA, dC) 100 mM 300 uM
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(dT) 50 uM

(dU) 500 uM

DEPC-H,0 - 9,50
Glycerol 80 % 5,64 % napospol 3,50

*2,8 % prid. tu

K Oac pH 7,5 2M 100 mM 5,00
Tricin pH 8,3 1M 50 mM 5,00
DMSO 80 % 5,0 % 6,25
Primér SEQ ID NO 12 50 yM 150 nM 0,30
Primér SEQ ID NO 13 50 uM 150 nM 0,30
Primér SEQ ID NO 14 50 uM 400 nM 0,80
Primér SEQ ID NO 15 50 uM 150 nM 0,30
Primér SEQ ID NO 16 50 uM 400 nM 0,80
Primér SEQ ID NO 17 50 uM 150 nM 0,30
Primér SEQ ID NO 18 50 uM 150 nM 0,30
Sonda SEQ ID NO 19 50 uM 100 nM 0,20
Sonda SEQ ID NO 20 50 uM 100 nM 0,20
Sonda SEQ ID NO 21 50 yM 100 nM 0,20
Sonda SEQ ID NO 22 50 uM 100 nM 0,20
UNG 2,4 U/ul 10U 4,20
Z05 10 U/pul 40U 4,00
Aptamér SEQ ID NO 23 50,4 uM 200 nM 0,40

* Zvysok glycerolu sa pridd s enzymami ZO5 (mutovana Tth-DNA polymeraza) a UNG (uracil-N-glyko-
zidaza).
BeZny profil na multiplex termélnu cyklovaciu reakciu pre vetky testované parametre sii nasledujuce:

UNG krok 45 °C 10 min,
Denaturacie 94 °C 30 sek.
reverzna transkripcia 94 °C 30 sek.
PCR 95 °C 20 sek./59 °C 50 sek. - 5x
91 °C 15 sek./52 °C 50 sek. - 55x

7.2.2.1.3 Sekvencia

Primér:
HIV popredny SEQ ID NO 12
HIV popredny SEQID NO 13
HIV spitny SEQ ID NO 14
HCV popredny SEQID NO 15
HCYV spitny SEQ ID NO 16
HBYV popredny SEQ ID NO 17
HBV spitny  SEQID NO 18
Sondy:
HIV: SEQID NO 19
HIV: SEQ ID NO 20
HIV: SEQID NO 21
HIV: SEQ ID NO 22
Aptamér:

SEQ ID NO 23

Teplota topenia komplexu DNA polymeraza-aptamér = 51,7 °C (= 50 % disociacia).

Terminoldgia chemickej derivatizacie:

Niektoré z nukleotidov su derivatizované Cy$, ¢o je Pentamethine-di-indocarbocyanine pripojeny k alkyl-
fosfatidilovému spojovniku (linker) (Pharmacia Biotech Cy5-N-ethy-phosphoramidite) a ktory pdsobi ako
zhasa¢ (quencher) (Q); Ag, = 630 nm, Agy= 665 nm. Niektoré z oligonukleotidov si derivatizované FAM, ¢o
je 6-karboxyfluorescein pripojeny k 2-(amino-cyklohexyl-)propan-1,3-diol (ovému) spojovniku (Biogenex
CX-FAM-phosphoramidite) a ktory funguje ako reportér na ciele (R); Agx = 485 nm, Agy = 515 nm. Niektoré
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z oligonukleotidov su derivatizované hexachloro-6-carboxyfluoresceinom, ktory je pripojeny k 2-(amino-
cyklohexyl-)propan-1,3-diol(ovému) spojovniku (Biogenex CX-HEX-phosphoramidite) a ktory pdsobi ako
reportér na internu kontrolu (R); Agx = 530 nm, Agy = 585 nm.

7.2.2.1.4 Reak¢né podmienky
Reakéné podmienky st opisané vo vysledkoch experimentov (pozri priklad 7.3).

7.2.2.1.5 Dalsie potreby

- virus-negativna plazma (0-Matrix, jednoduchd plazma alebo zloZena plazma (single plasma or Plasma-
Pool)), napriklad citrat plazma alebo EDTA-plazma

- virus pozitivna plazma, alebo virus obsahujici supernatanty kultur, ktoré sa méZu pouZit na upravu ur-
¢itych titrov virusov zmie$anim s 0-matrix v zodpovedajucich pomeroch;

- alebo: in-vitro transkripty so skumanymi cielovymi sekvenciami - F'udska placentarna DNA (a. geno-
mova, Sigma kat. &. D4 642; b. fragmentovana, Sigma kat. ¢. D3287) pridana ku vzorke na napodobnenie pa-
tologickych podmienok, ktoré vedu ku zvySenému uvolfiovaniu intracelularnych latok a tak ku zvySenym
hladinam DNA/RNA v krvi, napriklad autoimtnne ochorenie ako SLE hemolyza.

7.3 Vysledky funkénych testov
7.3.1. Experiment 1
Rézne MGP-vzorky typu EJJCERAC sa skumali metédou opisanou v 7.1. Premennou v teste bol rozpra-
Sovaci tlak:
EJ0100.5R - 1,5 baru
EJ0106.5R -2,5 baru
EJO0107.5R - 3,5 baru
EJO108.SR - 4,3 baru
Moze sa ukazat', ze so zvySujucim sa rozpraSovacim tlakom, tzn. posunom smerom k menSiemu priemer-
nému priemeru gul'6¢ok, klesa neSpecifické nadvédzovanie (USB, unspecific binding), zatial' ¢o tvorba vyso-
ko Specifického signalu je nezmenend, ¢o ma za nasledok zvyseny pomer signalu k pozadiu.
Upravenim titra virusu 0,5xGG je priblizne 100 sgu/ml (sgu = signal generating units, signal vytvarajtci
jednotky) v pripade HBV a asi 150 sgw/ml v pripade HIV. Udaje st zhmuté v tabul’ke 7.

7.3.2 Experiment 2

Dva varianty ako EJ/MMB a EJ/CERA.C sa funkéne porovnali s vyuzitim metédy opisané v priklade 7.2
v spojeni so spojenymi (multipool, MP) a jednotlivymi (PL) vzorkami plazmy. EJ0047.2R (MMB) a
EJ0100.5R (CERAC) sa rozpraSovali za §tandardnych podmienok, tzn. 1,5 baru, teplota na vstupe 230 °C a
na vystupe 110 °C. EJ0102.2R (MMB) a EJO108.5R (CERAC) st vyvojové varianty, ¢o sa tyka rozpragova-
cich podmienok (teplota na vstupe zniZzena na 200 °C [MMB]) a rozpraSovaci tlak zvySeny na 4,3 baru
[CERACY). Vysledky st zhrnuté v tabulke 8 a ukazuji moznosti CERAC nano-jadrovych ¢astic ziskat’ vys-
$iu citlivost, ako je vysvetlené ¢asnej$im ,threshold” cyklom a/alebo vd¢§imi rozdielmi signdlu (saturaény
signal minus $um, S-N (signal minus noise)).

7.3.3 Experiment 3

Niekol'’ko MGP pripravkov typu EJ/MMB a EJ/CERAC (pozri tabul’ka 9) je funkéne porovnané s vyuzi-
tim metdd opisanych v priklade 7.2. Vysledky st zhruté v tabulke 10 a ukazuji potencial Castic typu
EJ0096.5R-01 dosiahnut’ vyssiu citlivost, ako dokazuje ¢asnejsi ,.threshold” cyklus alebo vysSiu uspe$nost
hl'adania (hit rate) nezavisle od konkrétneho testu.

7.3.4 Experiment 4

Niekol'’ko MGP pripravkov typu EJ/MMB a ES/CERAC je funkéne porovnanych s vyuzitim metdd opi-
sanych v priklade 7.1, kde sa uskuto¢iiuje adsorpénd inkubacia s trepanim a/alebo bez trepania. Tym sa stane
sedimenta¢na rychlost’ rozhodujuca, tzn. éim je vysia sedimentaéna rychlost’, tym je vys$§i pocet Castic, ktoré
sa (vo vytvarajicom sa precipitate) netcastnia interakcie s analytom. Na rozdiel od stavu, ked je sedimen-
taéna rychlost’ mensia ako ¢asové rozpitie, v ktorom sa mdzu molekuly analytu z tekutiny naviazat’ na po-
vrch adsorbentu. Vysledky zhmuté v tabulke 11 (EJ0047.2R sa pouzil ako referencia) ukazuji, Ze bez me-
chanického trepania je strata vykonnosti najvi¢sia (>40 %) u MMB typu (li$ia sa vyznamne od charakteristik
tohto vynalezu) a najmensia alebo prakticky vobec ziadna u CERAC typu (najviac sa podoba v tejto sérii
charakteristikam vynalezu).

Aby bolo mozné starostlivo zhodnotit’ funkénost’ réznych typov MGP, vypocital sa pre kazdy typ nasle-
dujlicim spdsobom vykonnostny index:
- eluaty réznych davok kazdého typu MGP a kazdej hladiny titra su spojené do 1 spojeného eluétu
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- z kazdého spojeného eluatu sa uskuto€nili 3 amplifikacie kazdého testu (HIV, HCV, HBV)

- kazdy amplifikéat sa meral zvIast’ (in singlicite) na modifikovanom Elecsys 1010®

- signal sa pre vietky typy MGP, testy a hladiny titrov spriemerkovali

- pre kazdy typ MGP a test sa vypocitali faktory signal/Sum (S/N), tzn. nizky titer (slabo pozitivny) cez O-
-matricu (negativny) a zvyseny titer cez O-matricu '

- S/N faktory su normalizované k referenénému typu MGP stéasne (at the time)

- vypocet sttu normalizovanych S/N faktorov pre kazdy typ MGP ziskany zo v3etkych testov a hladin titrov;
S/N faktory pre nizke rozsahy titrov st vaZzené dvojnasobne relativne k hodnotam pre vysoké hladiny titrov,
aby sa zohl'adnili aspekty citlivosti

- vysledna suma je prideleny index vykonnosti pre kazdy skimany typ MGP

7.3.5 Experiment 5

Na extrakciu HCV in vitro transkriptov, ktoré sa nariedili na r6zne hladiny titrov riediacim roztokom ob-
sahujicim 10 mmol/l Tris, pH 80, 1 mM EDTA, 20 ug/ml poly-A-RNA a 0,05 % NaN; a pridané do spojenej
plazmy, sa pouzili rézne typy MGP.

LCudské DNA pozadia (human background DNA - hBG-DNA) sa pridali do vzorky v koncentraciach 0
alebo 4000 ng/ml. Prekvapivo je mozné obmedzit’ interferenciu hBG-DNA vyberom gul6¢ok, ako ukazuji
hodnoty uvedené v tabul’ke 12.

7.3.6 Experiment 6

Na spracovanie vzoriek HCV pozitivnej plazmy sa pouzili rézne typy MGP. Do vzorky sa pridavala l'ud-
ska DNA pozadia (human background DNA - hBG-DNA) v koncentracii 0 alebo 4 000 ng/ml. Opit’ bolo
mozné pozorovat znadny dopad velkosti gul6¢ok a geometrie gul'6¢ok. MGP EJ0096.5R, <o je najlepsi
predstavitel MGP predkladaného vynalezu, vykazuje jasné vyhody ¢o sa tyka minimalneho posunu ct hodnét
a zniZenim straty generovaného 3pecifického signalu (S-N), ako ukazuji dita uvedené v tabulke 13.

Tabulka 1
Spolo¢nost’ Skratka Opis I;?Eligolz 2
-- - Bez pigmentu 0
Merck Darmstadt, |BM Merck Black Mica: 1
Nemecko Malé platky sl'udy (podpora),
priemer = 10 aZ 60 um,
hriibka asi 1 - 2 pm,
pripojené st malé kvadre Fe;O,4, a zma Ti0,; typicky docha-
dza k agregécii nickolkych jednotiek pigmentu
Merck Darmstadt, (MMB Merck Microna Matte Black 2
Nemecko Malé platky sl'udy (podpora),
priemer =3 - 15 pm,
hrubka asi 1 - 2 pm, pripojené s malé kvadre Fe;Oy; typicky
dochadza k agregécii niekol’kych jednotick pigmentu
BASF Ludwigsha- |BASF-FA|BASF oxid zelezity FA28-41: 4
fen, Nemecko Ihlice nanovelkosti vyrobenej z gam p= Fe,0s, dizka asi 200
az 400 nm, vd’aka tvaru a vel’kému, vysoko $truktarovanému
povrchu vel'mi vysoka nachylnost k agregacii do ¢astic v u-
rozsahu Cerac,
CERAC Milwaukee [CERAC |y-Fe,0s, (kat. &. [-2012, distribuovany Chemco Chemiproduk- S
WI, USA te GmbH v Nemecku)
y-Fe,0; -mikrogul6¢ky v nano-oblasti (¢isty oxid zelezity),
priemer = 23 nm, neagregujuci
Strem Chemicals, |[STREM |STREM Fe;0,4> 95 % (kat. &.: 93 - 2616) mikrogul'6¢ky v na- 7
Newburyport MA, no-oblasti vyrobené z precipitovaného Fe;Q,, priemer = 200 -
USA - 500 nm, silna tendencia k agregdcii do &astic v u-rozsahu
BASF Ludwigsha- |BASF-CE|Gul'6¢ky v p-oblasti vyrobenej z kovového Zeleza
fen, Nemecko - BASF karbonylovy Zelezny prasok 8
HQ: 10 % < 1,04 pm, 50 % < 1,91 pm, 90 % < 3,71 um, 9
- BASF karbonylovy Zelezny prasok
SU: 10 % < 0,43 um, 50 % < 0,93 um,
90 % < 1,81 um,
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Tabul’ka 2
Teplota vo |Teplotal .
Voda Alkohol . . . Teplou Teplota| Tepelné opraco-
Kod | M0 J(ml/100 ml Atkohol 109 S‘a(r}‘l‘;‘“e R‘:lzfm‘;gc‘ Dynl vstupu v:::th: 2 | Oupo | vanie vo fTasi
TEOS ml TEOS cc)y | P °C) p(oc) FA (°C)| pod vzduch (°C)
0005(1750| 1333 |EOH| 50 1 1,5 Al 230 250 675 | 300 300
0009[1750( 1333 |EOH| 50 1 1.5 Al 230 250 675 | 300 300
0045|1400 13,33 | EtOH| 50 0 1,5 Al 230 200 675 | 300 200
00456 250 | 13,33 | EOH| 50 0 5 B"zch 150 200 675 | 300 200
0047|1300 14,13 | EOH| 137 0 1,5 Al 23 250 750 | 200 200
0096 150 | 14,0 |EOH| 141 0 3o 6 Bfgch 150 200 750 | 200 200
0097| 150 | 141 |EOH| 141 o |to1 6 Bl 150 200 | 750 | 200 200
0098 210 | 141 |E©OH| 141 0 p3o 6 B‘}Ch' 150 200 | 690 | 200 200
0099|210 | 14,1 |EOH| 141 0 P30 6 B"ich 150 200 710 | 200 200
0100| 840 | 14,1 |EOH| 141 0 1230 1,5 Al 230 200 750 | 200 200
0101 840 | 141 [EOH]| 141 0 o1 1,5 A 230 200 750 | 200 200
0102|1300 14,1 |EOH| 141 0 P30 15 Al 230 200 750 | 200 200
0106| 840 | 141 |EOH| 141 0 P33 25 Al 230 200 750 | 200 200
0107 35 Al 230 200 750 | 200 200
0108 43 Al 23 200 750 | 200 200
01098000 14,1 [EOH]| 141 0 P3d 1,5 Al 210 200 750 | 200 | 200
ott1]1300] 141 [EOH]| 141 0 [230 1,5 Al 210 200 750 | 200 200
o119/1200] 146 |EOH| 130 0 3d 1,5 Al 210 200 750 | 200 200
0124 6 Bf;"h 150 200 750 | 200 200
012817830 14,1 |EOH| 141 0 P3 1.5 Al 230 200 750 | 200 200
0129 1,5 A 200 200 750 | 200 200
0130 43 A| 200 200 750 | 200 200
0131 6 Al 200 200 750 | 200 200
Tabul'ka 3
vzorka Vystupna teplota Hustota | Extincia | Extincia (400 | Rozpustnost' Zeleza |Magneticka sila (g/250]
°C) (g/em®) (280 nm) nm) (mg/ml) mg)
RIN0005.2E-01 116 3,420 0,037 0,027 < detekény limit 16,04
IRN0009.1E-01 119 3,155 0,106 0,093 < detekény limit 9,50
EJ0028.25-01 118 3,602 0,019 0,024 < detekény limit 12,25
IRN0045.4R-01 130 >3,647 0,032 0,034 < detek€ny limit 9,23
RN0046.7R-01 98 3,866 0,013 0,013 < detekény limit 13,12
IRN0045.5R-01 120 3,802 0,019 0,017 0,047 9,52
EJ0047.2R-01 118 3,659 0,022 0,018 < detekény limit 12,00
[EJ0096.5R-01 96 4,203 0,001 0,000 < detekény limit 13,53
EJ0096.7R-01 96 4,328 0,000 0,001 < detekény limit 18,36
EJ0097.4R-01 96 3,859 0,001 0,000 < detekény limit 15,17
EJ0098.8R-01 95 5,588 0,065 0,055 < detekény limit 15,76
IEJ0099.9R-01 95 5,538 0,103 0,101 0,016 14,13
EJ0100.7R-01 122 4,196 0,027 0,003 < detekény limit 16,29
EJ0100.5R-01 126 4,069 0,012 0,012 < detekény limit 12,42
EJ0101.4R-01 119 4,079 0,083 0,084 0,015 11,67
[EJ0102.2R-01 128 3,668 0,009 0,009 < detekény limit 13,36
EJ0047.2R-07 118 3,612 0,024 0,022 0,159 11,26
IEJ0100.5R-02 127 4,107 0,029 0,023 0,054 14,51
EJ0100.5R-03 127 4,173 0,063 0,045 0,126 10,44
EJO106.5R-01 127 4,191 0,004 0,004 0,025 10,09
EJO107.5R-01 127 4,235 0,016 0,009 0,037 10,25
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K Vystupna teplota Hustota | Extincia | Extincia (400 | Rozpustnost' Zeleza [Magneticka sila (g/250
vzorka (°C) (g/em’)  |(280 nm) nm) (mg/ml) mg)
EJO108.5R-01 127 4,233 0,026 0,026 0,039 11,56
EJ0109.2R-01 110 3,700 0,046 0,043 0,028 11,23
EJO111.5R-01 117 3,612 0,071 0,036 0,166 16,48
EJ0111.5R-02 121 4,082 0,065 0,040 0,161 15,95
EJ0124.5R-01 3,992 0,001 0,001 0,051 17,57
EJ0128.5R-01 125 4,078 0,023 0,028 8,97
EJ0129.5R-01 92 4,013 0,044 0,043 9,64
EJ0130.5R-01 87 4,022 0,031 0,036 11,70
EJ0131.5R-01 89 3,908 0,033 0,037 11,73
EP0119.5R-01 127 4,110 0,003 0,003 0,079 17,15
Tabulka 4
oy BET .
Sarza povrch (m?/g) Poznamka
EJ0096.5R-01 Cerac, mala rozprasovacia suSicka,
26,85 6 bar
EJ0100.5R-01 Cerac, vel'ka rozprafovacia susicka,
8,95 1,5 bar
EJ0101.4R-01 BASF FA, velka rozprafovacia su$icka,
8,47 1,5 bar
RN0005.2E-01 3.54 MERC MMB, velka rozpra$ovacia su§i¢ka,
i 1,5 bar
RN0009.1E-01 3.25 MERC MMB, vel'ka rozpra$ovacia su§i¢ka,
’ 1,5 bar
EJ0099.9R 0.74 BASF CE-SU, vel’ka rozpraSovacia susicka
’ 6 bar
EJ0100.7R STREM, vel’ka rozpraSovacia susitka
8,53
1,5 bar
Tabulka 5
vel'kost’ izolova- o . L . . , .
typ MGP ngch jadier zlozenie forma t» sedimentacia [min.] ti, separacia [sec.]
MMB 3-15um agregované dosti¢ky 3,9 14
CERAC 23 nm individualne gul'dcky » 10 16
STREM 300 - 500 nm agregované gulocky 4,8 10
BASF-FA 200 - 300 nm agregované ihlicky 4,6 12
Tabulka 6
o -
MGP vzorka s (90 %-Wert) t1/2 (90 %-Wert) sedimentacia [min.]
sedimentacia [min.]
EJ0100.5R-01 0,35 2,78
EJO108.5R-01 0,62 7,58
EJ0096.5R-01 1,39 19,85
Tabul'ka 7
MGP USB [impulzy] - HIV_ 0-matrix HBV SB [impulzy] - HIV 0,5x-matrix HBV
EJ0100.5R-01 4997 2277 20380 80292
EJ0100.5R-02 6100 3590 22036 53417
EJ0100.5R-03 4856 2270 19791 65109
EJ0106.5R-01 4427 2263 19030 75128
EJ0107.5R-01 3940 2261 19255 68285
EJ0108.5R-01 3429 2217 20048 80426
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Tabulka 8
HBV HCV

vzorka MGP $arza Ct S-N ct S-N
MP2 E10047.2 40,49 19,88 41,68 12,6
MP2 EJ100.5 40,96 21,80 43,08 12,74
MP2 EJ0102.2 41,93 21,39 44,74 10,10
MP2 BJ0108.5 40,09 22,01 47,36 10,61
PL1/2 EJ0047.2 41,03 18,14 - -

P11/2 EJ100.5 40,12 19,31 - -

P11/2 EJ0102.2 41,81 22,80 44,69 14,30
P11/2 EJ0108.5 39,93 21,77 43,27 12,58
P14/5 EJ0047.2 46,33 12,83 39,54 18,30
Pl. 4/5 EJ100.5 40,82 15,12 38,24 21,48
Pl. 4/5 EJO102.2 42,49 19,65 39,24 19,05
Pl. 4/5 EJ0108.5 47,33 9,51 39,47 17,81
Pl. 6/8 EJ0047.2 41,08 20,83 49.44 9,46
Pl. 6/8 EJ100.5 40,68 23,16 48,98 10,31
Pl. 6/8 EJ0102.2 40,50 22,49 54,50 6,50
Pl. 6/8 EJO108.5 38,79 18,60 50,41 8,61
Pl. 6/8 EJ0047.2 44,16 17,26 41,40 10,59
Pl. 6/8 EJ100.5 42,97 18,59 41,01 11,33
Pl. 6/8 EJ0102.2 44,49 12,41 42,18 11,32
Pl. 6/8 EJ0108.5 41,24 18,73 41,46 10,80

Statistika merania: Ktory typ vyhovuje lepsie

»Standardné vzorky* ,»Vyvojové varianty* S:;é?l'(:ij l:;grsl:)?;;a
MMB: CERAC MMB: CERAC MMB: CERAC
Ct S-N Ct S-N Ct S-N
2:7 0:9 3:7 5:5 1:9 3:7
(1 zrovnanie nemohlo byt vyhodnotené)
Tabulka 9
MGP Opis
EJ0096.5R 6 barov rozpraSovaci tlak, 150 °C vstupna teplota, Biichi laboratérne vybavenie. Tento pre-
parat sa bliZi charakteristikdm podl'a vynalezu vel'mi dobre, pozri obrazok 15
EJO111.5R 1,5 barov rozpraSovaci tlak, 230 °C vstupna teplota, Nubilosa laboratérne vybavenie
EP0119.5R 1,5 barov rozprasovaci tlak, 230 °C vstupna teplota, Nubilosa laboratérne vybavenie, zme-
nené zloZenie skla bez Zn-acetatu, K-metanolat je nahradeny K-acetdtom s rovnakou ste-
chiometriou
|EJ 108,5R |4,3 barov rozprasovaci tlak, 230 °C vstupna teplota, Nubilosa laboratérne vybavenie !
Tabulka 10
ct-hodnoty (HBV)

IParameter

IHBV

ct- prepoCet cez maximum prvej derivacie

Titer
[sgu/ml]

NK
100
40
20
10
5

pomerna pocetnost’

MGP Sarze
EJO111.5R-02
AVG

46,1
47,6
50,6(6/8)
47,6(5/8)
51,2(3/8)
75 %

MGP 3sarze
EP0119.5R

AVG

44,1(6/6)
46,5(7/8)
46,1(6/8)
50,1(5/8)
48,6(4/8)
74 %

MGP 3arze
EJ0096.5R
AVG

434
45,5(7/8)
46,8(7/8)
46,8(4/8)
47,8(5/8)

77,5 %

MGP sarze
EJO108.5R
AVG

442
46,7(6/7)
50,0(4/8)
47,7(3/7)
49,7(4/7)

67,5 %
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Parameter

HBV

[Parameter

HCV

IParameter

HCV

[Parameter

HIV

IParameter

HIV

ct-prepocet cez vzorec medznej hodnoty

Titer MGP 3arze MGP 3arze MGP 3arze MGP 3arze
EJO111.5R-02 EP0119.5R EJ0096.5R EJO108.5R
(sgw/ml] AVG AVG AVG AVG
NK - - - -
100 442 41,7(6/6) 41,5 41,9
40 45,5 44,1(7/8) 42,7(6/8) 45,0(6/7)
20 47,7(6/8) 43,5(6/8) 44,3(7/8) 47,2(6/8)
10 45,5(5/8) 47,7(3/8) 44,4(6/8) 45,6(3/8)
5 49,3(3/8) 45,7(4/8) 45,4(4/8) 46,6(4/7)
pomerna podetnost 75 % 74 % 77,5 % 71 %
ct-hodnoty (HCV)
ct- prepoet cez maximum prvej derivécie
Titer MCP 3arze MGP 3arze MGP 3arze MGP $arze
[IU/ml] EJO111.5R-02 EP0119.5R EJ0096.5R EJO108.5R
AVG AVG AVG AVG
NK - - - -
400 42,7 42,5(7/8) 41,8 42,6(7/7)
80 44.,4(7/8) 44,1(6/6) 44,2(7/8) 44.2(7/7)
60 45,1 44,7(7/7) 44,4(6/7) 45,1(6/6)
40 46,2(7/8) 45,8(7/7) 43,9(5/7) 44,5(7/7)
20 46,(5/8) 46,3(7/7) 45,9(6/8) 47,4(4/8)
pomerna podetnost 90 % 97 % 84 % 85 %
ct-prepocet cez vzorec medznej hodnoty
MGP $arze MGP 3arze MGP 3arze MGP 3arze
Titer (IU/ml) EJO111.5R-02 EP0119.5R EJ0096.5R EJO108.5R
AVG AVG AVG AVG
NK - - - -
400 41,8 4106(7/8) 40,9 41,7(7/7)
80 44.6(7/7) 44,0(6/6) 43,4(7/8) 44.5(7/7)
60 44,7 45,5(7/7) 45,1(6/7) 44,3(5/6)
40 47,9(7/8) 46,1(7/7) 44,7(4/7) 47,5(7/7)
20 49,6(5/8) 47,2(7/7) 45,3(5/8) 47,4(4/8)
pomerna pocéetnost 90 % 97 % 79 % 86 %
ct - hodnoty (HIV)
ct- prepodet cez maximum prvej derivacie
Titer MGP $arze MGP Sarze MGP $arze MGP Sarze
[sgu/ml] EJO111.5R EP0119.5R EJ0096.5R EJO108.5R
AVG AVG AVG AVG
NK - - - -
30 43,2(6/8) 46,9(3/8) 43.9(3/7) 41,9(1/7)
60 42,7(4/7) 42,6(4/7) 42.8(7/7) 42,4.4(2/7)
150 42,4(5/7) 42,0 41,7(6/6) 42,6(6/8)
300 41,9(5/5) 41,0(5/5) 41,5(6/6) 41,3(6/6)
600 41,6(7/7) 40,8(6/6) 40,8(5/5) 41,5
pomerné pocetnost 79 % 76 % 87 % 64,0 %
ct-prepodet cez vzorec medznej hodnoty
MGP $arze MGP 3arze MGP 3arze MGP 3arze
Titer [IU/mil] EP0O11.5R EP0119.5R EJ0096.5R EJO108.5R
AVG AVG AVG AVG
NK - - - -
30 44.3(1/8) 47,3(2/8) 46,8(1/7) -(0/7)
60 50,3(3/7) 54,1(1/7) 51,4(4/7) -(0/7)
150 47.4(5/7) 43,7(5/8) 45,5(5/7) 52,2(2/8)
300 42,2(5/5) 44.8(5/5) 41,6(4/6) 46,5(6/6)
600 41,2(7/7) 41,3(5/6) 41,1(5/5) 42.5
pomerna pocetnost 62 % 53 % 59 % 44 %
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Tabul'ka 11
typ MGP , index po-
P HIV 1 HCV HBV vykonnost-| © vpy-
ny index konnosti
kumalova| - trepa-
60 sgu/neg 600 4800 40 sgu/neg 400 ny/vazepy/ nim/bez
sgu/neg sgu/neg sgu/neg |normalizo- .
, trepania
vany
FI0047.2R )00 100 100 100 100 100 900 :
(referencie)
EJ0096.5R 55 34 44 74 146 112 709 -
EJ0096.7R 47 47 18 8 116 107 523 -
EJO097.4R 32 54 29 47 169 132 692 -
RN0045.5R 85 64 76 63 7 84 545 -
RN0046.7R 109 80 43 40 121 135 803 -
RN0045.4R 48 93 112 128 136 96 908 -
£10047.2R 24 24 52 49 93 122 534 0,59
(referencie)
EJ0096.5R 28 23 47 88 102 154 619 0,87
[EJ0096.7R 34 23 38 14 99 70 449 0,86
EJ0O097.4R 33 36 20 18 101 94 456 0,66
RN0045.5R 53 74 60 25 107 72 610 1,12
IRN0046.7R 141 90 16 8 32 40 518 0,64
IRN0045.4R 55 113 25 146 78 101 675 0,74
Tabulka 12
Castice (If\fTv i{{}i’) AKDNA Act AS-N
RNO00091.E = vel'ké dosticky (3 - 60 pm) 1000 cp/PCR 4000 ng/ml +2 -6,1
EJO100.SR = deformované gul'dcky -1 -3,2
(ca. 1 - 12 prozsah)
EJO108.5R = (ca. 1-4 p rozsah) +0 -1,2

deformované* gul’6¢ky

* vysokotlakova varianta, pozri sekcia 7.2.4.2. 2 7.3.1

poznamka:

A (+) Act= menegj citlivy (tzn. tendencia k falo$ne negativnym vysledkom); (-)A ct = citlivejsi (tendencia k

falo$ne pozitivnym vysledkom?)

(-)AS-N = tvorba menej $pecifického signilu = negativna interferencia
Tabul'ka 13
HCV- titer
(EJ/CERAC iba) (extrahovana ge- AhDNA Act AS-N
némova RNA)

EJ0096.5R = zamy§l'any ciel'* 200 IU/ml vzorka 4000 ng/ml -0,95 -8,5
EJ0127.5R = standard -3,08 -13,89
EJ0129.5R = p-variant -2,30 -12,62
EJ0130.5R = p-variant -2,62 -10,57
EJO131.5R = p-variant -2,46 -12,41

*=0,5 - 5 p-rozsah: > 50 % sub- p -stupnice; velka povrchové plocha (27 m%/g BET); dokonale gulovité gu-

Packy

p- variant = suenie rozprasovanim pri vy$Som tlaku (pozri sekcia 7.3.1).
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Obrazok 1
Schematické znazornenie pripravy syntézou solu a su$enim rozprasovanim

K-metanoldt
Tetraetyl-ortosilikdt

Trietylbordt

Izopropanolét hlinity
Etanol(rozpiit’adlo)
Kovovy vipnik

Octan zino&naty

v
Vyroba &istej fyzikélnej zmesi zloZiek

Pridanie zmesi etanil/voda

=spustenie reakcie
zdsadou katalyzovans syntéza sélu
k4
homogénny priezraény sél
pridanie magnetického pigmentu

sél s disperziou pigmentu vhodny¥ pre rozpraSovanie

proces suSenia rozprafovaaim(premenlivy
tlak, teplota, rychlost’ prietoku, geometria

trysky)

Xerogél Zastice s magnetickym jadrom
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Obrazok 2

Schematické znazornenie pripravy nehotovych &astic

Predkondenzacia teplotnym pdsobenim (4h/200 °C) na vzduchu pre

stabilizéciu povrchu

b

Konedna kondenzacia a spekanie v inertnej atmosfére (N;)
pésobenim vysokej teploty (1lh, 750 °C) => jadra

pigmentov obklopené slabo podchladenou taveninou

|

Rychle ochladenie=> sklom obalené castice s magnetickym jadrom

= MGP

Teplotni opracovanie na vzduchu (4h, 200 °C) = oxidéacia

skleneného obalu

{

Priprava neagregujicej frakcie pouZitim sita

'

Plnenie MGP pra3ku do flias, potom teplotné opracovanie
4h/200 °C

}

Ochladenie na asi 80 °C, uzatvorenie fla%e fé6liu a

zaskrutkovanie vietka

}

Skladovanie MGP Castic ==> suspenzia v R-OH (napr.

izopropanole)
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Obrazok 3

sP Q\ ? =
t us
1. -3
 EWT &)
Z T
| AVO AV

T

-

WB nadoba so solom

SP plniaca pumpa

EWT elektricky ohrievaé

T susiaca komora

ZY odluéovad

SF filter

WT kondenzator

AV ventilator

AVO nadoba

US ultrazvukové zariadenie

Technické udaje:
Priemer susiacej komory
Vyska susiacej komory
Vyparovacia schopnost

0,75 m
25m
1-21h

Obrazok 4
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Obrazok 7
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Obrazok 11
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Obrazok 12
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Obrazok 14a
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Obrazok 14b
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<130> 52960AEP engl AB

<140>
<141>

<150> EP99122853.7
<151>1999-11-17

<160> 23
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1

<211>23

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér

<400> 1
tcagggcaaa actcagctca ccg 23

<210>2

<211>23

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky oligonukleotid

<400> 2
gatgagttcg tgtccgtaca act 23

<210>3

<211>30

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HIV vopredny)

<220>

<221> Modifikovana baza
<222>(1)

<223> Derivatizacia biotinu

<400> 3
agttggagga catcaagcag ccatgcaaat 30

<210>4

<211>27

<212>DNA

<213> Umela sekvencia
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<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér(HIV spitny)

<220>

<221> Modifikovana baza
<222> (1)

<223> Derivatizacia biotinu

<400> 4
tgctatgtca gttccecttg gttctct 27

<210>5

<211>24

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HCV vopredny)

<400> 5
gcagaaagcg tctageeatg gegt 24

<210> 6

<211>24

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér(HCV spitny)

<220>

<221> Modifikovana baza
<222> (1)

<223> Derivatizacia biotinu

<400> 6
ctcgcaagea ccctatcagg cagt 24

<210>7

<211> 18

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HBV vopredny)

<400> 7
ggagtgtgga ttcgeact 18

<210> 8

<211>18

<212> DNA

<213> Umel4 sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HBV spitny)

<220>

<221> Modifikovana baza
<222>(1)
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<223> Derivatizacia biotinu

<400> 8
tgagatcttc tgcgacge 18

<210>9

<211>20

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticka olinukleotidova sonda (HIV)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222>(1)

<223> Ruthenium3+-(tris-bipyridyl)- derivatizacia

<400>9
atcaatgagg aagctgcaga 20

<210>10

<211>21

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticka olinukleotidova sonda (HCV)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (1)

<223> Ruthenium3+-(tris-bipyridyl)- derivatizacia

<400> 10
gtcgtgeage ctccaggace ¢ 21

<210>11

<211>18

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticka olinukleotidova sonda (HCV)

<220>

<221 > Modifikovana baza

<222>(1)

<223> Ruthenium3+-(tris-bipyridyl)- derivatizicia

<400> 11
agaccaccaa atgcccct 18

<210>12

<211>29

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220> .
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HIV)
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<220> Modifikovana baza

<221>

<222>(29)

<223> derivatizacia p-(t-butyl)benzyl- zvySkom

<400> 12
agtgggggea catcaageag ccatgcaaa 29

<210> 13

<211>29

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HIV)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222>(29)

<223> derivatizacia p-(t-butyi)benzyl- zvy$skom

<400> 13
agtgggggga caccaggceag caatgcaaa 29

<210> 14

<211> 30

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HIV spitny)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222>(30)

<223>' derivatizacia p-(t-butyl)benzyl- zvyskom

<400> 14
ggtactagta gttcetgeta tgtcacttce 30

<210> 15

<211>26

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HCV vopredny)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (26)

<223> derivatizacia p-(t-butyl)benzyl- zvySkom

<400> 15
gcagaaageg tctagccatg gegtta 26

<210> 16

<211>28
<212>DNA
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<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HCV vopredny)

<220>

<221> Modifikované baza

<222> (28)

<223> derivatizacia p-(t-butyl)benzyl- zvyskom

<400> 16
gcaagcaccc tatcaggceag taccacaa 28

<210>17

<211>28

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HBV vopredny)

<220>

<221> Modifikovana baza
<222> (20)

<223>i

<220>

<221> Modifikovana baza

<222>(28)

<223> derivatizacia p-(t-butyl)benzyl- zvyskom

<400> 17
agaagtcaga aggcaaaaaa gagagtaa 28

<210>18

<211>27

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky olinukleotidovy primér (HBV vopredny)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (27)

<223> derivatizacia p-(t-butyl)benzyl- zvy§kom

<400> 18
cacctctgcce taatcatctc ttgttca 27

<210>19

<211>32

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticka olinukleotidové sonda (HIV)

<220>
<221> Modifikovana baza
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<222>(1)
<223> Derivatizacia Pentamethine-di-indocarbocyanine via a alkylphosphatidyl- spojovnikom (Pharmacia
Biotech CyS-N-ethyl-phosphoramidite) '

<220>

<221> rdzne vlastnosti

<222> (10)

<223> N predstavuje 2-(amino-cyclohexyl-)propane-1,3-diol-spojovnik derivatizovany 6-carboxy-fluores-
ceinem (Hiogenex CX-FAM-phosphoramidite)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222>(31)

<223> derivatizacia 3’-koncovou fosfatovou skupinou

<400> 19
tctgecagcetn tectcattga tggtatettt ta 32

<210> 20

<211>32

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticka olinukleotidova sonda (HCV)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (1)

<223> derivatizacia Pentamethine-cli-inclocarbocyanine cez a alkylphosphatidyl-spojovnik (Pharmacia Bio-
tech CyS-N-ethyl-phosphoramidite)

<220>

<221> r6zne vlastnosti

<222>(15)

<223> N predstavuje; 2-(amino-cyclohexyl-)propane-1,3-diol-spojovnik derivatizovany 6-carboxy-fluoresce-
inem (Biogenex CX-FAM-phosphoramidite)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (31)

<223> derivatizacia 3'-koncovou fosfatovou skupinou

<400> 20

cggtgtactc accgnttccg cagaccacta tg 32
<210>21

<211>33

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky oligonukleotid

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (1)

<223> derivatizacia Pentamethine-di-indocarbocyanine via a alkylphosphatidyl- spojovnikom (Pharmacia
Biotech CyS-N-ethyl-phosphoramidite)

<220>

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

SK 287932 B6

<221> rdzne vlastnosti

<222>(17)

<223> N predstavuje 2-(amino-cyclohexyl-)propane-1,3-diol-spojovnik derivatizovany 6-carboxy-fluoresce-
inem (Biogenex CX-FAM-phosphoramidite)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222>(32)

<223> derivatizacia 3'-terminal fosfatovou skupinou

<400> 21
ccaagetgtg cettggntgg ctttggggcea tgg 33

<210>22

<211>31

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky oligonukleotid

<220>

<221> modifikovana baza

<222> (1)

<223> derivatizacia

Pentamethine-di-indocarbocyanine cez alkylphosphatidyl-spojovnik (Pharmacia Biotech CyS-N-ethyl-pho-
sphoramidite)

<220>

<221> rbzne vlastnosti

<222>(14)

<223> N predstavuje 2-(amino-cyclohexyl-)propane-1,3-diol-spojovnik derivatizovany hexachloro-6-car-
boxy-fluoresceinem (Hiogenex CX-HEX-phosphoramidite)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (30)

<223> derivatizacia 3'-koncovou fosfatovou skupinou

<400> 22
tggactcagt cctntggtca tctcacctte t 31

<210>23

<211>46

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: synteticky oligonukleotid (Aptamér)

<220>

<221> Modifikovana baza

<222> (46)

<223> derivatizacia 3’-koncovou fosfatovou skupinou

<400> 23
cgatcatctc agaacattct tagegttttg ttcttgtgta tgatcg 46
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PATENTOVE NAROKY

1. Spdsob vyroby zmesi magnetickych sklenenych &astic, vyznacujieci sa tym, Ze zahr-
nuje stupne:

a) suspendovanie magnetickych objektov s priemerom medzi 5 a 500 nm v sole,

b) suSenie suspenzie rozprasovanim v dvojdyzovej rozpraSovacej susiarni a

¢) slinovanie rozpra$ovanim vysu$eného prasku.

2. Sposob podlanaroku 1, vyzna&ujici sa tym, Ze vstupna teplota dvojdyzovej rozpra-
Sovacej suSiarni lezi medzi 120 °C a 500 °C, vystupna teplota je zvolena podl'a teploty varu sola a rozpraSo-
vaci tlak je aspoii rovnajici sa 0,3 MPa.

3. Spdsob podfa niektorého z narokov 1 aZ2, vyznacdujiuci sa tym, Ze vstupna teplota
dvojdyzovej rozprasovacej suiarni leZi medzi 170 °C a 230 °C, vyhodne medzi 190 °C a 210 °C.

4. Spdsob podla niektorého z narokov 1 a23, vyznadujlici sa tym, ZerozpraSovacitlak
leZi medzi 0,4 a 0,6 MPa.

5. Sposob podla niektorého z narokov 1az4, vyznadujici sa tym, Zesolakorozpuitad-
lo obsahuje etanol.

6. Spdsob podlanaroku5, vyznadujici sa tym, Ze vystupna teplota lezi medzi 50 °C a
300 °C.

7. Spdsob podla niektorého z narokov 5az6, vyznac€ujlici sa tym, Ze vystupni teplota
lezi medzi 90 °C a 100 °C.

8. SpoOsob podla niektorého z narokov 1 az7, vyznadujlici sa tym, Zeslinovacia teplota
lezi medzi 400 °C a 1200° ¢, vyhodne medzi 720 °C a 770 °C.

9. Magnetické sklenené &astice ziskate'né spdsobom narokovanom v niektorom z narokov 1 az 8.

10. Zmes magnetickych sklenenych &astic ziskateI'na spdsobom narokovanym v niektorom z narokov 1 az
8, ktora obsahuje aspori jeden magneticky objekt so strednym priemerom medzi 5a 500 nm, vyzna-
¢ujica sa tym, Ze poléas sedimenticie suspenzie zmesi v izopropanole s obsahom 3 mg/ml
(hmotnost/objem) je dlh§{ nez 3 minuty.

11.Zmes podla naroku 10, vyznadujlica sa tym, Ze magneticky objekt ma stredny prie-
mer medzi 10 a 200 nm, vyhodne medzi 15 a 50 nm.

12. Zmes podrla niektorého z narokov 10 az 11, vyznaéujlica sa tym, Ze polassedimen-
tacie je dlhsi neZ 6 minut.

13. Zmes podla niektorého z narokov 10 az 12, vyznadujlica sa tym, Ze magneticky ob-
jekt ma stredny priemer 23 nm.

14. Zmes podla naroku 10 alebo 13, vyznadujuca sa tym, Zepomer priemeru magnetic-
kého telieska k priemeru skleneného plasta je mensinez 1 : 10.

15. Zmes podl'a niektorého z narokov 10az 15, vyznadujiica sa tym, Ze magnetické skle-
nené ¢astice maji stredny priemer medzi 0,5 pma 5 pm.

16. Zmes podl'a niektorého z narokov 10az 15, vyznaéujica sa tym, Zemagnetické skle-
nené Castice s mikroporézne.

17. Zmes podra niektorého z narokov 10 az 16, vyznadujhica sa tym, Ze porézny povich
magnetickych sklenenych &astic tvori menej nez 10 % celkového povrchu.

18. Zmes podra niektorého z narokov 10 az 17, vyznadujica sa tym, Ze magneticky ob-
jekt je supermagneticky.

19. Zmes podFa niektorého z narokov 10 a2 16, vyznaéujhica sa tym, Ze magneticky ob-
jekt je ferimagneticky alebo feromagneticky.

20. Zmes podla niektorého z narokov 10 a2 19, vyznad€ujuca sa tym, Ze magnetickych
objekt obsahuje Zelezo alebo oxid zeleza.

21.Zmes podlanaroku20, vyznadéujaca sa tym, Zeoxidom Zelezaje Fe;O,alebo yFe,0s.

22.Zmes podl'a niektorého z narokov 10 az21, vyznaéujica sa tym, Zemagnetické skle-
nené &astice maju povrchovii plochu vigsiu nez 4 m%/g.

23.Zmes podla naroku 22, vyznafujiica sa tym, Ze ma§netické sklenené Castice maju
povrchovi plochu medzi 5 a 100 m*/g, najvyhodnejsie v rozmedzi 15 a% 30 m”/g.

24. Zmes podla niektorého z narokov 102223, vyznadujuca sa tym, Zemagnetické skle-
nené Castice st v podstate sférické.

25.Suspenzia, vyznadujaca sa tym, Ze obsahuje zmes magnetickych ¢astic v kvapaline
podra niektorého z narokov 10 az 24.

26. Suspenzia podla naroku 25, vyznaédujica sa tym, Zekvapalinaobsahuje alkohol.

27. Suspenzia podla naroku 26, vyznadujica sa tym, Ze alkoholom je izopropanol alebo
etanol.
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28. Suspenzia podl'a naroku 25, vyznadujuca sa tym, Ze kvapalinou je pufrovany vodny
roztok.

29. Suspenzia podla niroku 28, vyznacdujuca sa tym, Ze suspenzia dodatone obsahuje
DNA alebo RNA.

30. Suspenzia podl'a niektorého z nérokov 25 az29, vyznadujica sa tym, Ze suspenzia
dodato¢ne obsahuje chaotropné ¢inidlo.

31. Suspenzia podla naroku 30, vyznadéujica sa tym, Zechaotropné ¢inidlo je pritomné v
koncentracii medzi 2 a 8 mol/l, vyhodne medzi 4 a 6 mol/l.

32. Suspenzia podla niektorého z narokov 25 az 31, vyznadujiica sa tym, Ze suspenzia
obsahuje 5 az 60 mg/ml kompozicie podl'a niektorého z narokov 10 az 24.

33. Skiimavka obsahujuca kompoziciu podl'a niektorého z narokov 10 aZ 24 alebo suspenziu podla nie-
ktorého z narokov 25 az 32.

34.ViaczloZkova suprava, vyznadujlica sa tym, Zeobsahujeskimavku podlanaroku33.

35. ViaczloZzkova siiprava podla naroku 34, vyznaéujica sa tym, Ze dalej obsahuje pre-
myvaci roztok alebo eluent.

36. Viaczlozkova suprava podla niektorého z narokov 34 az35, vyznadujica sa tym, Ze
obsahuje ¢inidla vhodné na ¢istenie nukleove) kyseliny.

37. Pouzitie zmesi podl'a niektorého z narokov 25 aZ 32 na pripravu suspenzie.

38. Pouzitie suspenzie podl'a niektorého z narokov 25 az 32 na &istenie nukleovych kyselin.

39. Poutzitie viaczlozkovej sipravy podla niektorého z narokov 34 az 35 na &istenie nukleovych kyselin.

40. Spdsob izolacie biologického materidlu, vyznadujiici sa tym, Zeobsahuje:

a) privedenie vzorky, ktora obsahuje biologicky material v kvapaline, do styku zo zmesi podl'a niektoré-
ho z narokov 10 az 24, magnetickymi sklenenymi &asticami podla naroku 9 alebo suspenzii podl'a niektorého
z narokov 25 az 32 za podmienok, pri ktorych sa biologicky material viaZe priamo na skleneny povrch, a

b) oddelenie biologického materialu od kvapaliny.

41. Spdsob podlandroku40, vyznadujici sa tym, Ze biologickym materidlom je nukleo-
va kyselina.

42.Sp6sob podla niektorého z narokov 40 az 41, vyznadujaici sa tym, Ze sa oddelenie
uskutoéni pomocou magnetu.

43. Sposob podla niektorého z ndrokov40a42, vyznadujici sa tym, Zemagnetické éas-
tice nie st predmagnetizované, ked’ st privedené do styku so vzorkou.

44. Spdsob podra niektorého z ndrokov 40 243, vyznadujhci sa tym, Ze spdsobje auto-
matizovany.

45. Spdsob podla niektorého z narokov 40 az44, vyznadujiaci sa tym, Ze sposob je pre-
vadzkovany vo formate vysokého nastojenia.

46. Sposob podl'a niektorého z narokov40 az45, vyznaédujici sa tym, Ze sapritom odo-
berie zo zdsobnej nadoby suspenzia podla niektorého z narokov 25 az 26 a &iastkové objemy suspenzie sa
pridajii do réznych reakénych nadob.

47. Spbsob podra niektorého z narokov 40 az46, vyznadujici sa tym, Zesanukleova ky-
selina po &isteni deteguje.

48. Spdsob podra niektorého z ndrokov 40 az47, vyzna€ujlici sa tym, Zesanukleova ky-
selina deteguje po amplifikaénom stupni.

49. Spdsob podla niektorého z narokov40 az48, vyznadujaci sa tym, Zesanukleovaky-
selina deteguje spésobom zahrnujiicim:

a) uvedenie do styku vzorky s oligonukleotidom obsahujicim sekvenciu komplementarnej k oblasti cie-
l'ovej nukleotidovej kyseliny a s oznagenym oligonukleotidom obsahujicim sekvenciu komplementarnej k
druhe;j oblasti toho istého vlakna sekvencie ciel'ovej nukleovej kyseliny, ale nezahmujtcim sekvenciu nukle-
ovej kyseliny definovanou prvym oligonukleotidom, na vytvorenie za hybridizaénych podmienok zmesi dup-
lexov, pricom tieto duplexy obsahuju cielovi nukleovi kyselinu spojent s prvym oligonukleotidom a s
oznaCenym oligonukleotidom tak, Zze 3'-koniec prvého oligonukleotidu je prifahly k 5'-koncu oznadeného
oligonukleotidu;

b) udrZanie zmesi zo stuptia a) s templat-dependentnou polymerazou nukleovych kyselin majuci 5'- a 3'-
-nukledzovu aktivitu za podmienok dostato&nych na umozZnenie 5'- a 3'-nukledzovej aktivite rozstiepit pripo-
jeny oznaceny oligonukleotid a uvol'nit’ znadené fragmenty; a

c) detekciu a/alebo meranie signdlu generovaného hydrolyzou oznageného oligonukleotidu.

50.Spdsob podla niektorého z nérokov 48 a2z 49, vyznadujiuci sa tym, Ze detekcia sa
uskuto¢tiuje v pritomnosti blokujiiceho oligonukleotidu.

51.Spdsob podl'androku 50, vyznadujici sa tym, Zeblokujicim oligonukleotidom je ap-
tamér.
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52.Spbésob podla naroku 51, vyznadujici sa tym, Ze aptamér ma sekvenciu SEQ ID
NO:23.

53. Spdsob podla niektorého z narokov 50 az 52, vyznadujici sa tym, Zeamplifikatnia
detek&na reakcia sa uskuto¢fiuje vo formate homogénneho multiplexového stanovenia v roztoku na cely su-
¢asnej detekcie viacpoéetnych ciel'ov.

54. Sposob podla niektorého z narokov 51 az 53, vyznadujici sa tym, Zev priebehu as-
poii 5 cyklov polymerazovej retazovej reakcie je teplota nasadenia primérov menej nez 8 °C, vyhodne menej
nez 3 °C, nad disocia¢nou teplotou polymerazo-aptamérového komplexu.

Koniec dokumentu
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