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Zpusob manipulace se vzorky biologického materialu a prostiedek pro

takovou manipulaci

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu manipulace se vzorky biologického materialu,
zejména pro molekularni diagnostiku nebo pro izolaci nukleovych kyselin a
z nich pfipadnou néaslednou detekci ur€itého genomu, napfiklad patogenniho,

a/nebo diagnostiku geneticky podminénych chorob Zivych organismu.

Dale se vynalez tyka prostfedku pro manipulaci se vzorky biologickeho
materialu, zejména pro molekulami diagnostiku nebo pro izolaci nukieovych
kyselin a znich pfipadnou néslednou detekci urcittho genomu, napfiklad
patogenniho, a/nebo diagnostiku geneticky podminénych chorob Zivych

organismu.

Dosavadni stav techniky

Molekularni in vitro diagnostika zaloZend na pfimém prikazu cilové
sekvence DNA je dnes jednim z nejprogresivnéji rostoucich segmentd trhu
laboratorni in vitro diagnostiky. Tradiéné nachazi uplatnéni v diagnostice
tuberkulozy, kde nahradila zdlouhavé (3-9 tydnd) a malo citlivé (104 bakterii /
1ml vzorku) mikroskopické vySetieni, dale v diagnostice sexualné prenosnych
chorob (chlamydiové infekce, syfilis) nebo v diagnostice virovych onemocnéni
s nizkou protilatkovou odpovédi nebo pfili§ rychlym prab&hem (virové hepatitidy
B a C, herpetickd meningoencefalitida, cytomegaloviroza). Stale Castéji vSak
byva molekularni diagnostika vyuzivana takeé v diagnostice respiracnich infekci
(byla jednim z prvnich dostupnych testi pro diagnostiku SARS) nebo
nosokomialnich nakaz (meticilin resistentni stafylokokové infekce — MRSA) 2.
Jednim z nedostatk(i molekularni diagnostiky je jeji znaéna naroCnost jak na
personal, tak na pfistrojové vybaveni. AZkoliv samotna metodika molekularni
detekce infekéniho agens trva pii souc¢asném stavu techniky 2-4 hodiny,
laboratofe nejsou schopné optimalizovat pfi naro€nosti metodiky svoji praci tak,

aby vysledek v tomto ¢ase dodaly.
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Bézné je dnes (v CR) dodani vysledkl do 3-5 pracovnich dnl, coz vSak
neumoziuje lékaflim vasny a cileny zasah do lé¢ebného schematu a vede ve
svém dlsledku (mimo jiné) k nadmérnému uZivani antibiotk se vsemi
negativnimi dlsledky pro spole¢nost, jak ekonomickymi v podobé vysokych
primarnich nakladd na lékovou politiku, tak epidemiologickymi v podobé vzniku
rezistence na b&Zna antibiotika se vznikem sekundarnich nakladl za antibiotika
specialni.

V souéasné dobé jsou dostupné dva typy molekularni diagnostiky, tzv.

uzavieny typ a otevieny typ.

Uzavienym typem se oznaluji feSeni, u nichZ stejny vyrobce dodava
diagnostické soupravy i samotny laboratorni pfistroj. Laboratorni pfistroj je
uréeny k vySetfeni pouze s diagnostickymi soupravami stejného vyrobce, nelze
jej pouzit s diagnostickymi soupravami jinych dodavatell. Vyhodou tohoto
feSeni je pro zakaznika vétsi odpovédnost, kterou vyrobce za vysledek
vySetfeni pfejima, garance dand dobrym jménem spole¢nosti vyrobce a v
nékterych pfipadech vyssi stupefi automatizace. Nevyhodou byvaji vyssi
provozni naklady takového feSeni a uritd smluvni nesvoboda zakaznika.
Typickym zakaznikem byva velka laboratof s vysokymi naroky na standardizaci

metod a automaticky provoz.

Otevieny typ feSeni vychazi vstfic mendim laboratofim. UmozZiuje
koupit néktery z laboratornich pfistroji volné dostupnych na trhu a kombinovat
jej s diagnostickou soupravou kteréhokoliv jiného vyrobce, popfipadé vyvinout
si pro vy3etfeni metody vlastni. Vyhodou jsou smluvni volnost a moznost
snizovat naklady na jedno vy3etfeni, nevyhodou byva meéné kvalitni zakaznicka
podpora ze strany vyrobcl a vy$§i naroky na udrzeni poZadovaného stupné

kvality provadénych vysSetreni.

Nevyhodou dosud znamych feSeni je potfeba Skoleného personalu
v laboratofich, dlouhé ¢asy dodani vysledku, vysoka cena pfistroje a vysoke
naklady na jedno vySetfeni a zejména nebezpeli kontaminace Zivotniho
prostiedi nebezpeénymi latkami, nebot davkovani reagentnich chemikalii do

zkumavek se v laboratofich provadi ruéné pomoci pipet a podobné.
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Cilem vynalezu je navrhnout a vytvofit zplisob manipulace a prostredek
pro manipulaci se vzorky biologického materialu, ktery by zcela zabrafoval
moznosti kontaktu obsluhy se vzorkem nebo reakénimi chemikaliemi a
zabrafoval jakémukoliv Uniku reakénich &inidel mimo prostredek pro
manipulaci. Vynalez by mél zarovei umoznit pfesunuti molekularni diagnostiky
z laboratofi pfimo na misto, kde se nachazi pacient, tedy Point of care testing
(POCT) v dusledku zjednodueni manipulace se vzorky a umoZnéni zpracovani
kazdého vzorku samostatné pfi zachovani laboratorni kvality a zkraceni Casu
do dosaZeni vysledku na mozné minimum, které v soucasné dobé predstavuje
2-4 hodiny.

Podstata vynalezu

Cile vynalezu je dosaZeno zpusobem podle vynalezu, jehoZ podstata
spogiva v tom, Ze vzorek biologického materialu se na pocatku procesu viozi do
jedné komory manipula¢niho prostfedku, v jehoZ dalSich komorach byly pred
tim oddélené od sebe ulozeny vSechny pro pfislusny proces potfebné
reagenéni chemikalie, pfitemZ nasledujici etapy procesu probihaji uvnitf
manipulaéniho prostfedku bez pfimé manipulace obsluhy s reagencnimi
chemikaliemi, které se postupné misi a reaguji, pfiemz nezadouci zbytky
zreakci se ukladaji do odpadniho prostoru, ktery se nachazi rovnéz uvnitf
manipulaéniho prostfedku a je bezpe€né oddélen od ostatnich prostor
manipulaéniho prostiedku, obsluhy i okoli. To zjednodusuje zpUsob manipulace
se vzorky biologického materidlu a umoZiuje provadét takovou manipulaci
pfimo na misté, kde se nachazi pacient — point of care testing (POCT), misto

v laboratofich.

Pfi tom je vyhodné, kdyz vzorek biologického materialu se uvnitf
manipulagniho prostfedku v jeho sméSovaci komofe smisi s lyzacnim enzymem
a souasné& nebo nasledné se z pfislusné zasobni komory manipulaéniho
prostiedku pfida lyzaéni pufr a po dal§im promichani se smés ve sméSovaci
komore podrobi inkubaci, béhem niz se roztok smési opakované promichava a
probiha lyze roztoku, az vznikne lyzovana smés, nasledné se k lyzované smési
pfivede z dal$i zasobni komory manipulaéniho prostfedku precipitaCni Cinidlo,

s vyhodou etanol nebo isopropanol, nacez se lyzovanad smés s precipitacnim
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¢inidlem homogenizuje a v prubéhu reakce s precipitaénim €inidlem dochéazi ke
srazeni volné nukleové kyseliny, tedy k jeji precipitaci. Po precipitaci se smés
privede na separaéni membranu uspofadanou uvniti manipulaéni prostredku,
pfes kterou se prefiltruje do odpadniho prostoru, ktery je vytvofen uvnitf
manipulaéniho prostfedku, pficemz separaéni membrana zadrzi zbytky
bunécnych struktur a precipitovanou nukleovou kyselinu, natez se zbytky
bunétnych struktur ze separaéni membrany odstrani proplachnutim
promyvacim pufrem, ktery se pfivede zdalSi zasobni komory manipulacni
prostfedku, nacez se uzavfe odpadni prostor a k separaéni membrané se z
dal$i zasobni komory manipulaéniho prostfedku pfivede eluéni pufr, ktery se
necha puUsobit na separaéni membranu a nasledné projde separacni
membranou do reakéni komory manipulaéniho prostfedku, pfi¢emz v roztoku je
izolovana pfislusna nukleova kyselina ze zkoumaneho vzorku biologického
materidlu. To znamena, Ze vSechny reakce potfebné kizolaci pfislusné
nukleové kyseliny ze zkoumaného vzorku biologického materialu probéhnou

uvnitf manipulaéniho prostredku.

Pro urychleni procesu probiha inkubace smési pfi teploté vy$si, nez je

teplota okoli, s vyhodou 70 T po dobu 10 az 30 min.

Dalsiho urychleni a zkvalitnéni procesu se dosahne tim, Zze se teplota
separaéni membrany pred pfivedenim elu¢niho pufru zvy$i nad teplotu okoli,

s vyhodou na 70 C na dobu 3 min.

Pro urychleni startu a sniZzeni poltu zasobnich komor se vzorek
biologického materialu po zahajeni procesu pfivede do sméSovaci komory, do

niz byl pfed tim umistén lyzaCni enzym.

Ze stejnych dlvodu je vyhodné, je-li lyzaCni enzym soucasti lyzaniho
pufru.

Zrychleni prichodu smési separaéni membranou se dosahne pisobenim
odstfedivé sily.

Ve vyhodném provedeni je separani membrana tvofena ionexovou

membranou.

Po izolaci nukleové kyseliny muze vreakéni komofe probihat

polymerézova fetézova reakce, pficemz jeji vysledky |ze snadno detekovat pfes
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sténu reakéni komory, ktera je s vyhodou prlhledna. V pfipadé neprihledné

stény reak&ni komory Ize detekci provadét pouZitim radioaktivniho zareni.

Cile vynalezu je dosazeno rovnéz prostfedkem pro manipulaci se vzorky
biologického materialu podle vyndlezu, jehoZ podstata spoliva vtom, Ze
v jednom uzavieném celku obsahuje zasobni komory pro vzajemnée oddélené
uvolniteiné ulozeni reagenénich chemikalii, vkladaci komoru pro vloZeni vzorku
biologického materialu, jimZ je pfifazena smé8ovaci komora, jejimuz vystupu je
piitaditelna filtraéni komora, jejimuz vystupu je pfes separani membranu
pifaditelna odpadni komora nebo reakéni komora, pfiéemZ pouze vkladaci
komora je opatfena pro obsluhu oteviratelnym a uzaviratelnym vickem.
Vzhledem k tomu, Ze v8echny reakce probihaji v jednom uzavieném celku bez
moznosti pFistupu k reagenénim chemikaliim a bez nutnosti takového pfistupu,
umoziiuje takovy prostfedek provadét molekularni diagnostiku pfimo na misté

POCT, bez naroku na speciaini prostory a speciainé skoleny personal.

V obecném provedeni jsou zasobni komory a vkladaci komora
uspofadany v zasobnikové &asti, na kterou navazuje sméSovaci Cast opatfena
smésovaci komorou, jejimuz vstupu jsou volitelné pfifaditelné jednotlivé komory
zasobnikové ¢&asti, které jsou sprahnutelné s oteviracim prostfedkem pro
vypusténi jejich obsahu do sméSovaci komory, pfi€emZ vystupu smésovaci
komory je pfifaditelny vstup filtradni komory filtraéni asti, jejimuz vystupu je
volitelné prifaditelna odpadni komora nebo reakéni komora reakéni Casti,
zasobnikova &ast, pfitemz smésovaci Cast, filtracni ast a reakeni Cast jsou
tvofeny samostatnymi télesy, ktera jsou vzajemné spojena, pfitemZ spojeni
umoznuje vzajemny pohyb a zajistuje tésnost.

Toto obecné provedeni ma dvé moznosti konkrétniho provedeni, kdy
jsou jednotlivé ¢asti spojeny bud oto&né nebo suvné, pfitemz je alespori jedna
z nich opatfena prostfedkem pro spfazeni s pohonem, alespofi jedna z nich je
opatfena prostfedkem pro fixaci jeji polohy a zbyvajici Casti jsou opatfeny

prostfedky pro pienos pohybu od &asti spfazené s pohonem.

V jednom zvyhodnych provedeni je separatni membrana tvofena

ionexovou membranou.
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Pro snadné otevirani zasobnich komor a vkladaci komory jsou tyto
v dolni ¢asti opatfeny vystupky, jimzZ je pfifazen oteviraci prostfedek, ktery je
s vyhodou tvofen bfitem pevné ulozenym ve sméSovaci komofe. Ufiznutim
spodni ¢asti vystupku prislusné komory je zajisténo uvolnéni jejiho obsahu a
jeho transport do sméS$ovaci komory a v pfipadé, Ze tato je jiz oteviena,

transport do dalSich Casti prostfedku.

Objasnéni vykrest

Prostiedek pro manipulaci se vzorky biologického materialu podle
vynalezu je schematicky znazornén na pfilozenych vykresech, kde znaci obr. 1
podélny fez prvnim piikladnym provedenim prostfedku pro manipulaci se
vzorky biologického materialu, obr. 2 fez A-A z obr. 1, obr. 3 fez B-B z obr. 1,
obr. 4 fez C-C z obr. 1, obr. 5 pohled na prvni pfikladné provedeni prostfedku a

obr. 6 fez druhym pfikladnym provedenim prostfedku.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Prostfedek pro manipulaci se vzorky biologického materialu, zejména pro
molekularni diagnostiku nebo pro izolaci nukleovych kyselin a z nich pfipadnou
naslednou detekci ur¢itétho genomu, napfiklad patogenniho, a/nebo diagnostiku
geneticky podminénych chorob Zivych organismi bude popsan na pfikladnych
provedenich, ktera slouzi k vysvétleni konstrukce a funkce prostifedku a nikoliv
k omezeni feSeni pouze na tato provedeni. Prostfedek pro manipulaci je
znazornén a popisovan ve svislé poloze, coz nevyluCuje mozZnost zaujimat
béhem jeho funkce jiné polohy. Prostfedek pro manipulaci obsahuje &tyfi
zakladni Casti, které jsou ve znazornéném provedeni vzajemné oto€né spojeny.
V horni &asti je vytvofena zasobnikova ¢ast 1, na kterou smérem doll navazuje
smésovaci ¢ast 2, na kterou smérem doll navazuje filtracni €ast 3, pod niz se
nachazi odpadni a reakéni €ast 4. Jednotlivé €asti 1, 2, 3, 4 jsou vzajemné
oto¢né spojeny zamky 5, které jsou tvofeny vystupkem 51 na vnitini ze
spojovanych ¢asti a drazkou 52 ve vné&jSi ze spojovanych Casti. Jednotlivé Casti
1, 2, 3, 4 jsou zaroven vzajemné utésnény, napfiklad pomoci o-krouzk( 6

znazornénych na obr. 1 nebo jinym vhodnym znamym zpdsobem. Tim je
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zabranéno Uniku reakéni smési mimo vymezeny prostor prostiedku &i do okoli a

nezadoucimu miseni zbytkl z reakci a vysledku reakci.

V prikladu provedeni znazornéném na obr. 1 aZz 5 je zasobnikova ¢ast 1
uloZena v objimce vytvorené ve sméSovaci ¢asti 2, takZe vystupek 51 zamku 5§
je vytvoren na obvodu zasobnikové Casti 1 a drazka 52 zamku je vytvoiena ve
sméSovaci Casti 2. SméSovaci €ast 2 je na své vystupni strané
opatiena objimkou, v niZ je ulozena filtraéni ¢ast 3, takZe vystupek 51 zamku je
vytvofen na obvodu filtraéni ¢asti 3 a drazka 52 zamku je vytvofena ve
smésSovaci Casti 2. Filtrani ¢ast 3 je na své vystupni strané opatfena objimkou,
v niz je ulozena odpadni a reakéni Cast 4, takze vystupek 51 zamku § je
vytvofen na obvodu odpadni a reak&ni ¢asti 4 a drazka 52 zamku je vytvorena
ve filtrani Casti 3.

Zejména pokud jsou prostfedky pro manipulaci se vzorky biologického
materialu podrobovany béhem manipulace pisobeni odstfedivé sily ve sméru
od zasobnikové ¢asti 1 k odpadni a reakéni Casti 4, je vyhodné opacne
vzajemné usporadani spojeni jednotlivych &asti 2, 3, 4. To znamena, Ze pfi
spojeni filtraéni c¢asti 3 odpadni a reakéni &asti 4 je objimka vytvorena
v odpadni a reakéni Casti 4 a v této objimce je uloZena filtracni ¢ast 3, takze
vystupek 51 zamku je vytvofen na obvodu filtraéni €asti 3 a drazka 52 zamku je
vytvofena v odpadni a reakéni €asti 4. FiltraCni ¢ast 3 je na své vstupni strané
opatfena objimkou, v niz je uloZzena sméSovaci &ast 2, takZze vystupek 51
zamku je vytvofen na obvodu sméSovaci Casti 2 a drazka 52 zamku je
vytvorena ve filtraéni ¢asti 3. Spojeni sméSovaci Casti 2 a zasobnikové Casti je
timto zplsobem provedeno jiz ve znazornéném provedeni. | toto spojeni v8ak
mlze byt vytvofeno opacéné, to znamena, Ze objimka mlZe byt vytvofena na
zasobnikové ¢asti 1 a v ni bude uloZzena smésovaci ¢ast 2. Vystupek 51 zamku
je pak vytvofen na obvodu sméSovaci ¢asti 2 a drazka 52 zamku je vytvorena
v zasobnikové €asti 2.

Vy$e popsana provedeni zamkU Ize podle potfeby vzajemné kombinovat.

Zasobnikova ¢ast 1 obsahuje vkladaci komoru 11 pro vloZeni
zkoumaného vzorku biologického materialu, ktera je opatfena oteviratelnym

vikem 110. Zasobnikova ¢ast 1 dale obsahuje zasobni komory 12, kterych je ve

znazorméném provedeni sedm a které slouzi pro vzajemné oddélené
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uvolniteiné ulozeni reagenénich chemikalii a po vioZeni reagenénich chemikalii
jsou uzavieny spole€nym pevnym vikem 120. Zasobnikova &ast 1 je ve
znazornéném provedeni tvofena horni vélcovou &asti, ktera se smérem dolti
zuzuje do dolni valcové &asti, pod niz je vkladaci komora 11 zakoncena
kapkovitym vystupkem 111 a jednotlivé zasobni komory 12 jsou zakonéeny

kapkovitymi vystupky 1210 az 1270, jejichz sténa je ve vyhodném provedeni

ztendena. Na obvodu zasobnikové &asti 1 jsou vytvofeny dva polohovaci
vystupky 13, které slouzi pro polohovani prostfedku pro manipulaci se vzorky

biologického materialu béhem diagnostiky, napfiklad v centrifuze.

V dUsledku svého uloZeni zasahuje zasobnikova ¢ast 1 svou dolni
valcovou ¢&asti do vstupniho prostoru smésovaci &asti 2. Vstupni prostor
smésovaci &asti 2 je tvofen valcovou dutinou 21, v niz je uloZeno sitko 22, v
némz je uloZen niZ 23, zasahujici svym ostfim mezi kapkovité vystupky 112,
122 komor 11, 12 zasobnikové ¢asti 1 a slouZici k odfiznuti jejich koncl. Kolem
valcové dutiny 21 je na obvodu smésovaci Casti vytvofen ozubeny pastorek 24.
Pod valcovou dutinou 21 je ve sméSovaci ¢asti 2 vytvofena sméSovaci komora
25, ktera se smérem dolU zuzuje az k vystupnimu otvoru 26, ktery je vytvoren
ve dné 27 sméSovaci Casti 2. Kolem vystupniho otvoru 26 je v dolni strané dna
27 uloZeno t&snéni tvofené ve znazornéném provedeni o-krouzkem 6, které
doseda na viko 31 filtradni &asti 3 a zabrafuje Uniku reagencii ze smésovaci
komory 25, dokud se jeji vystupni otvor 26 pfi vzajemném otaleni smeésovaci

gasti 2 a filtradni &asti 3 nedostane nad vstupni otvor 321 filtraéni komory 32.

Filtragni &ast 3 ma v podstaté valcovy tvar, pfic¢emz filtratni komora 32 je
ve znazorné&ném provedeni tvofena valcovou dutinou a zbyvajici vnitini prostor
je tvofen odleh&ovaci dutinou 33. Ve filtraéni komofe 32 je uloZzena alespori
jedna separaéni membrana 322. Ve znazornéném provedeni jsou ve filtracni
komore 32 uloZeny dvé separaéni membrany 322, mezi nimiz je uloZen
oddélovaci prstenec 323. Oddélovaci prstenec 323 je podle znazornéneho
provedeni uspofadan také nad horni separatni membranou 322. Ve dné

filtra&ni komory 32 je vytvofen vystupni otvor 324.

Odpadni a reakéni Cast 4 obsahuje odpadni komoru 41, ktera ma ve
znazornéném prikladu provedeni tvar rozsifeného srpku mésice, a reakeni

komoru 42, ktera je tvofena valcovou dutinou smérem doll se zuzujici, pficemz
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dolni &ast reakéni komory 42 vyéniva ze soustavy prostfedku pro manipulaci
smérem doll, ma ztendenou sténu a je ze vSech stran volné pfistupna jak pro

optické, tak pro jiné vyhodnocovaci prostredky.

Na obvodu odpadni a reakéni ¢asti 4 jsou vytvofeny dva vystupky 13,
které slouzi pro polohovani prostfedku pro manipulaci se vzorky biologického

materialu béhem diagnostiky, napfiklad v centrifuze.

K ovladani vzajemné polohy jednotlivych €asti 1, 2, 3, 4 prostiedku
b&hem manipulace a diagnostiky slouzi ozubeny pastorek 24 na sméSovaci
gasti, ktery je znamym zplUsobem spfahnutelny s nezndzornénym ovladacim
ozubenym kolem nebo $nekem, pfiCemZ zasobnikova Cast 1 a odpadni a
reakéni &ast 4 maji stalou polohu, uréenou ve znazornéném provedeni
zasunutim jejich obvodovych vystupkil 13 do odpovidajicich vybrani
v neznazornéném pouzdru. SméSovaci ¢ast 2 je opatfena vystupkem 28,
v provedeni podle obr. 1 az 5 obvodovym vystupkem, ktery zasahuje do drazky
34 ukon&ené dorazem 341, ktery vymezuje thel otoeni sméSovaci Casti 2 vUci
filtragni &asti 3. V provedeni podle obr. 1 az 5 je drazka 34 vytvofena na obvodu
filtracni ¢asti 3. Zakladni poloha filtrani ¢asti 3 viici odpadni a reakeni Casti 4 je
vymezena vystupkem 35, ktery zasahuje do vybrani mezi dvojici dorazl 44,
které jsou u provedeni podle obr. 1 az 5 vytvofeny na obvodu odpadni a reakeni
¢asti 4 podobné jako mezi né zasahujici vystupek 35 vytvofeny na obvodu
filtraéni &asti 3. Ve sméru otadeni filtracni asti 3 za dvojici dorazl 44 je v draze
vystupku 35 filtraéni &asti situovan na odpadni a reakéni Casti 4 koncovy doraz
45, ktery po dosednuti vystupku 35 filtracni ¢asti 3 ukonci vzajemné otaceni
filtraéni ¢asti 3 a odpadni a reakéni ¢asti 4 v koncové poloze, v niz se vystupni

otvor 43 filtragni a reakéni ¢asti 4 nachazi nad reak&ni komorou 42.

Provedeni polohovacich vystupku, drazek a dorazi znazornénych na
obr. 1 aZ 5 je prikladné a slouzi k vysvétleni konstrukce a funkce prostredku a
nikoliv k jeho omezeni. Vystupky, drazky a dorazy mohou byt vytvofeny

libovolnym vhodnym zpUsobem.

Ve druhém pfikladu provedeni znazornéném na obr. 6 se prostiedek pro
manipulaci se vzorky biologického materialu li8i od pfedchoziho provedeni
jinym konkrétnim spojeni sméSovaci ¢asti 2, filtratni ¢asti 3 a odpadni a reakeni

gasti 4. SméSovaci &ast 2 je na své vystupni strané opatfena objimkou, v jejiz
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valcové dutiné je oto¢né uloZena svou vstupni €asti filtracni ¢ast 3. Vystupni
strana filtraéni Casti 3 je otocné uloZena v objimce vytvofené na vstupni strané
odpadni a reakéni Casti 4, pficemz tato objimka filtratni €ast 3 presahuje aZ na
smésovaci Cast 2, kterou obepind a ktera je vni uloZena svym vnéjSim
obvodem. Vystupek 51 zamku je vytvofen na obvodu sméSovaci Casti 2 a
drazka 52 zamku je vytvorena v odpadni a reakéni €asti 4. Filtracni Cast 3 je
uloZena uvniti sméSovaci ¢asti 2 a odpadni a reakéni ¢asti 4 bez zamku. Toto

provedeni je vyrobné jednodussi a levnéjsi.

Odpadni a reakéni ¢ast 4 je navic opatfena pomocnou odpadni drazkou
43, ktera slouzi ke shromazdovani pfipadnych zbytk( zreakci, pokud se

dostanou mezi dno filtraéni ¢asti 3 a horni plochu odpadni a reakéni Casti 4.

Prostfedek pro manipulaci se vzorky biologického materidlu je uréen
k provadéni rychlé a Gc¢inné diagnostiky infekénich a geneticky podminénych
chorob &lovéka vrezimu POCT (Point of care testing) v zafizeni s plné
automatickym provozem ve vSech fazich diagnostiky, jednoduchou obsluhou a
vysokou bezpecnosti pro obsluhujici personal i Zivotni prostfedi. Prostfedek pro
manipulaci se vzorky biologického materialu je pfedem naplnén vSemi
potfebnymi reagencemi, které jsou uzavieny v jednotlivych zasobnich
komorach 12 zasobnikové casti 1. V nize uvedeném pfikladu bude popisovan
prostfedek pro manipulaci se vzorky biologického materialu se sedmi zasobnimi

komorami 12 a jednou vkladaci komorou 11 v zasobnikové &asti 1.

Do vkladaci komory 11 vioZi obsluha vzorek biologického materidlu a
vkladaci komoru uzavre otevirateinym vikem 111.

V prvni zasobni komofe 121 je ulozen lyzaéni enzym, napfiklad
proteinaza K.

V druhé zasobni komofe 122 je uloZen lyzaéni pufr, ktery je tvofen smési

dodecylsulfatu sodného a chelatizacnich Cinidel.

Ve treti zasobni komore 123 je uloZeno precipitaéni Cinidlo, v konkrétnim

pfipadé etanol.

Ctvrta zasobni komora 124 je v popisovaném pfikladném provedeni

prazdna.
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V paté zasobni komofe 125 je uloZen prvni promyvaci pufr, tvofeny
v popisovaném pfikladném provedeni sedmdesati procentnim etanolem a

stabilizaénimi ionty.

V Sesté zasobni komore 126 je uloZen druhy promyvaci pufr, tvofeny
v popisovaném pfikladném provedeni sedmdesati procentnim etanolem a

stabilizaCnimi ionty.

V sedmé zasobni komofe 127 je uloZzen elucni pufr, ktery je tvofen
roztokem s nizkou koncentraci iontll Tris- hydroxymethylaminomethan +

chelatizaéni ¢inidlo EDTA (kyselinu etylendiaminotetraoctovou).

V zéakladni vychozi poloze je filtraéni komora 32 svym vystupnim otvorem
321 nad odpadni komorou 41, pfi¢emZ vstupni otvor 321 filtrani komory 32 je
mimo vystupni otvor 26 smésovaci komory 25, takze sméSovaci komora 25 je
uzaviena a utésnéna t&snénim, kterym je ve znazornéném provedeni o-krouzek
6. Draha noZe 23 protina kapkovité vystupky 1210 aZ 1270 a v zakladni vychozi
poloze se ve sméru otaceni nachazi pfed kapkovitym vystupkem 111 vkladaci
komory 11. Poloha prostfedku pro manipulaci se vzorky biologického materialu
je pfitom dana umisténim polohovacich vystupkd 13 zasobnikové Casti 1 a
polohovacich vystupk(i 13 odpadni a reakéni &asti do pfisludnych vybrani
v neznazornéné centrifuze, pficemz ve znazornéném a popisovaném provedeni
zabrafuji polohovaci vystupky 13 otaceni zasobnikové Casti 1 a otaceni
odpadni a reakéni ¢asti 4. SméSovaci €ast 2 a filtracni ¢ast 3 se pfi manipulaci
se vzorky biologického materialu otaceji, pfi¢emz kroutici moment je na né

pfenasen ozubenym pastorkem 24.

Po vioZeni vzorku biologického materidlu do vkladaci komory 11
zasobnikové ¢asti 1 a uzavfeni oteviratelného vika 111 se prostfedek pro
manipulaci se vzorky biologického materialu vlozi do zafizeni, v némzZ probiha
cely diagnosticky proces a kterym je obvykle centrifuga. Po vioZeni je ozubeny
pastorek 24 spfazen se znamym hnacim ¢&lenem neznazornéného pohonu,
napfiklad se Snekem nebo ozubenym kolem. Jednotlivé €asti prostiedku pro
manipulaci se vzorky biologického materialu jsou ve vychozi poloze, v niz se
nUZ nachazi pred vystupkem 111 vkladaci komory 11, vytokovy otvor 26
sméSovaci komory 25 je uzavien vikem 31 filtraéni ¢asti 3 a vystupni otvor 324

filtraéni komory 32 se nachazi nad odpadni komorou 41.
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V provedenich znazornénych na Obr. 1 a 6 jsou v8echny kapkovité
vystupky 111, 1210 az 1270 znazornény celé neufiznuté a ntz 23 je na Obr. 1
znazornén schematicky pred jednim z kapkovitych vystupkd. Jednéd se o
schematické znazorméni a jednotlivé kroky manipulace se vzorky budou

popsany nize véetné postupného urfezavani kapkovitych vystupkd.

V prvnim kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pooto&i sméSovaci
Casti 4 o 45° pritemz ostatni Casti stoji. Tim dojde k ufiznuti spodni Casti
kapkovitého vystupku 110 vkladaci komory 11 a jeji obsah tvofeny zkoumanym
vzorkem vyteCe do sméSovaci komory 25, pfi¢emz odfiznutad spodni Cast
kapkovitého vystupku 110 se zachyti na sitku 22. Vytokovy otvor 26 se premistil
0 45°nad plnou ¢&asti vika 31 filtracni €asti 3 a je stale uzavien. Pro dokonalé
pfemisténi celého obsahu vkladaci komory 11 do sméSovaci komory 25 se

centrifuga kratce rozto€i na cca 500 g.

Ve druhém kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pooto€i smé&Sovaci
gasti 2 o dalSich 45° zatimco ostatni &asti stoji. Tim dojde k ufiznuti
kapkovitého vystupku 1210 prvni zasobni komory 121, v nizZ se nachazi lyzacni
enzym, napfiklad proteinaza K. Vytokovy otvor 26 se pfemisti o dalSich 45°nad
plnou &asti vika 31 filtracni ¢asti 3 a je stale uzavien. Lyzaéni enzym, napfiklad
proteinaza K se premisti do smésovaci komory 25, s vyhodou za pUsobeni
odstiedivé sily, a prostfedek pro manipulaci se vzorky biologického materialu se
ohfeje na teplotu vy$§i, nez je teplota okoli, s vyhodou na 70 T, ¢imz dojde

k rozpusténi pfipadné vysrazenych komponent.

Ve tfetim kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pootoli sméSovaci
¢asti 2 o dalSich 45°, zatimco ostatni Casti stoji. Celkové natoCeni sméSovaci
Casti 2 je 135° Tim dojde k u fiznuti kapkovitého vystupku 1220 druhé zasobni
komory 122, v niz se nachazi lyzaéni pufr. Vytokovy otvor 26 se pfemistil o
dalich 45°nad plnou ¢asti vika 31 filtradni ¢asti 3 a je stale uzavien. Lyzacni
pufr se pfemisti do smésovaci komory 25, s vyhodou za pUsobeni odstfedivé
sily, a po dlkladném promichani zkoumaného vzorku biologického materialu
s enzymem a lyzaénim pufrem se zahaji proces lyze, tedy odbouravani

bunéénych oball a uvolnéni DNA do roztoku.
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Nasleduje inkubace smési pfi teploté vy$8i neZ je teplota okoli, s
vyhodou 70 € po dobu 10 az 30 min, bé&hem niZ se roztok opakovane

promichava.

Po inkubaci se teplota alespori ve stfedni €asti prostfedku pro manipulaci

se vzorky biologického materialu snizi na laboratorni teplotu (20 az 25 T.).

Ve &tvrtém kroku se sméSovaci Cast 2 pootoCi o daldich 45° na
celkovych 180°. Tim se od fizne kapkovity vystupek 1230 tfeti zasobni komory a
dojde k transportu precipitaéniho &inidla, v popisovaném pfikladu provedeni
etanolu, ze tfeti zasobni komory 1230. Kvalita a rychlost transportu
precipitaéniho &inidla do smésovaci komory 25 se zvysi roztoenim centrifugy
na cca 500 g. Smés se dikladné promicha. Dikladna homogenizace a
promichani nasledné zabezpeti spravnou vazbu DNA na separatni membranu
322, v popisovaném pfikladném provedeni na ionexovou membranu. Vytokovy
otvor 26 se pfemistil o dal$ich 45°nad plnou €asti vika 31 filtracni Casti 3 a je

stale uzavren.

V patém kroku se smésovaci ¢ast otoi o dalSich 45ha celkovych 225°a
ndZ odfizne kapkovity vystupek 1240 ctvrté zasobni komory 124, ktera
v pfikladném provedeni prazdna. Vytokovy otvor 26 sméSovaci komory 25 se
pFemistil o daldich 45°a nachazi se nad vstupnim otv orem 321 filtracni komory
32, jejiz vystupni otvor 324 se stale nachazi nad odpadni komorou 41 odpadni
a reakéni &asti 4, nebot filtragni ¢ast 3 dosud stala. Vystupek 28 na sméSovaci
gasti 2 dosed| na doraz 341 na konci drazky 34 ve filtraini Casti 3, Cimz doslo
ke spojeni t&chto &asti, které se budou dale otacet spoleéné. Lyzatni smes
homogenizovana s etanolem se ze sméSovaci komory 25 pfemisti do filtracni
komory na separa¢ni membranu 322, pod kterou se nachazi odpadni komora
41.

Nasleduje centrifugace 5000 az 15000 g, pfi niZ se lyzatni smés
prefiltruje pres separaéni membranu 322 do odpadni komory 41 odpadni a
reakéni &asti 4, pficemz separani membrana 322 zadrzi zbytky bunécnych
struktur a DNA.

V Sestém kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 opét pootoCi

sméSovaci &asti 2 o dalSich 45°na celkové nato ¢eni 270° a v d Usledku toho se
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filtracni &ast 3 oto&i o 45° nebot je unasena vystupkem 28 a dorazem 341.
Pritom vystupek 35 na filtragni asti pfekona silu dvojice dorazu 44, které dosud
vymezovaly jeho polohu. Vystupni otvor 26 sméSovaci komory 25 se stale
nachazi nad vstupnim otvorem 321 filtraéni komory 32 a vystupni otvor filtracni
komory 32 je nad odpadni komorou 41 odpadni a reakéni Casti 4. Naz 23
odfizne kapkovity vystupek 1250 paté zasobni komory 125 a z ni do smésovaci
komory 25 vyte&e prvni promyvaci pufr, ktery protece do filtraéni komory 32 nad

separacni membranu 322.

Centrifugaci pfi 5000 az 15000 g proteCe prvni promyvaci pufr pfes
separaéni membranu 322 do odpadni komory 41 odpadni a reakeni Casti 4. Tim
dojde k promyti separaéni membrany 322 a odstranéni zbytkd bunécnych
struktur kromé DNA.

V sedmém kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pooto€i sméSovaci
gasti 2 o dalSich 45°a sm &Sovaci ¢ast pootoci o 45°i filtra Eni Casti 3. Vystupni
otvor 26 sméSovaci komory 25 se stale nachazi nad vstupnim otvorem 321
filtragni komory 32, nebot filtratni &ast 3 je unaSena sméSovaci Casti 2.
Vystupni otvor 324 filtraéni komory 32 se pfes pootoCeni o 45%tale nachazi
nad odpadni komorou 41. N0z 23 ufizne kapkovity vystupek 1260 Sesté
zasobni komory 126, z niz vytete druhy promyvaci pufr, ktery rovnéZ protece
do filtraéni komory 32 nad separaéni membranu 322. Druhy promyvaci pufr
protéka pres separa&ni membranu 322 pfi centrifugaci pfi 5000 az 15000 g. Tim
dojde k dal§imu promyti separatni membrany 322 a Upinému odstranéni zbytkl

bunécnych struktur kromé DNA.

Nasledné se alespori stiedni ¢ast prostfedku pro manipulaci se vzorky
biologického materialu vytemperuje nad teplotu okoli, s vyhodou na teplotu 70
C.

V osmém kroku se pomoci ozubeného pastorku 23 pootoci sméSovaci
gast o dal8ich 45°na celkovych 360°a dojde k dal§i mu pootoceni filtraCni Casti
3 vzhledem k odpadni a reakéni ¢asti 4. Vystupni otvor 26 sméSovaci komory
25 se stale nachazi nad vstupnim otvorem 321 filtratni komory 32. Vystupni
otvor 324 filtraéni komory 32 se timto pootocenim o 45°p femisti nad sténu 40
mezi odpadni komorou 41 a reakéni komorou 42, na niZ je utésnén tésnicim

krouzkem 6. PFi pootodeni sméSovaci ¢asti 2 dojde k odfiznuti kapkovitého
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vystupku 1270 sedmé zasobni komory 127, z niZ po roztogeni centrifugy na cca
500 g vytete eluéni pufr do filtracni komory 32 na separatni membranu 322. Pfi
inkubaci po dobu 3 minut pfi teploté 70 C se ze separa &ni membrany 322
uvolni DNA do eluéniho pufru. Inkubace mdze probihat i pfi teplot& nizsi, ale po

delsi asovy interval.

V devatém kroku dojde k dals§imu otogeni smé&Sovaci komory 2 0 45°a
jeji celkové nato&eni ¢ini opét 45° P fitom se soucasné otoCi o 45°i filtra &ni Cast
3 takze vystupni otvor 324 filtracni komory 32 se pfemisti nad reakéni komoru
42. Centrifugaci pfi 5000 az 15000 g prote€e elutni pufr s izolovanou DNA

separaéni membranou 322 do prostoru reakCni komory 42.

Dalsim pooto&enim smésovaci komory 2 v desatém kroku se vystupni
otvor 324 filtragni komory pfemisti nad odpadni komoru 41 a reakcni komora 41
se uzavie, takZe v ni mQze probihat polymerazova fetézova reakce (PCR) nebo
zni Ize izolovanou DNA odebrat kjinému pouziti. Polymerazova fetézova
reakce probihd standardnim mechanismem cyklického chlazeni a ohfivani

smési v reakcnim prostoru.

Stejnym zplsobem probiha izolace RNA i obecna molekularni

diagnostika.

Lyza&ni enzym mlze byt pfidavan do vkladaci komory 11 spolecné se
vzorkem biologického materidlu nebo naopak vzorek muZe byt pfidavan do
vkladaci komory 11 k lyzaénimu enzymu. Potom bude prvni zasobni komora
prazdna. NGz 23 se tedy v jednom kroku pooto€i o 90° aby od fizl vystupek
vkladaci komory 11 s lyzaénim enzymem a vzorkem a zaroven vystupek
prazdné zasobni komory. Toto provedeni je zfejmé, a nebude proto dale

popisovano.

Pro zvy8eni pfesnosti je vhodné odstranit ze separatni membrany 322
zbytkovy obsah tekutin po proplachnuti separaéni membrany 322 promyvacim
pufrem a pfed uzavienim odpadni komory 41, aby se do reak&ni komory 42
nedostaly nezadouci latky. Toho se dosahne proplachnutim separaCni
membrany 322 inertni tekutinou a/nebo eluénim pufrem v mnoZstvi
odpovidajicim znamému zbytkovému obsahu tekutin v separani membrané

322, ¢imz dojde k vytlaceni téchto tekutin ze separaini membrany. U tohoto
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provedeni je uspofadani obsahu vkladdaci komory 11 a jednotlivych zasobnich

komor nasledujici:

Do vkladaci komory 11 viozi obsluha vzorek biologického materialu
spoleéné s lyza&nim enzymem, napfiklad proteinazou K, a vkladaci komoru

uzavie oteviratelnym vikem 111.

V prvni zasobni komofe 121 je uloZen lyzaéni pufr, ktery je tvofen smési

dodecylsulfatu sodného a chelatiza¢nich Cinidel.

Ve druhé zasobni komofe 122 je uloZzeno precipitatni Cinidlo,

v konkrétnim pfipadé etanol.

Treti zasobni komora 123 je v popisovaném pfikladném provedeni
prazdna. (v tomto provedeni jsou upraveny unaseci detaily na sméSovaci
komore a sméSovaci &asti, které zajisti spolecné otaceni téchto dvou Casti o

jeden krok dfive = 45 stupnid).

Ve &tvrté zasobni komofe 124 je uloZen prvni promyvaci pufr, tvofeny
v popisovaném pfikladném provedeni sedmdesati procentnim etanolem a

stabilizaénimi ionty.

V paté zasobni komore 125 je uloZen druhy promyvaci pufr, tvofeny
v popisovaném pfikladném provedeni sedmdesati procentnim etanolem a

stabilizacnimi ionty.

V Sesté zasobni komofe 126 je uloZena inertni tekutina a/nebo elugni
pufr vmnoZstvi odpovidajicim zbytkovému obsahu tekutin v separacni

membrané

V sedmé zasobni komofe 127 je uloZen eluéni pufr, ktery je tvofen
roztokem s nizkou koncentraci iontll Tris- hydroxymethylaminomethan +

chelatizaéni éinidlo EDTA (kyselinu etylendiaminotetraoctovou).

V prvnim kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pootoCi sméSovaci
Casti 4 o 45° piiemz ostatni Casti stoji. Tim dojde k ufiznuti spodni Casti
kapkovitého vystupku 110 vkladaci komory 11 a jeji obsah tvofeny zkoumanym
vzorkem a proteindzou K vyte€e do smésovaci komory 25. Vytokovy otvor 26
sméSovaci komory 25 se premistil 0 45°nad pinou &asti vika 31 filtraCni Casti 3

a je stale uzavien. Pro dokonalé pfemisténi celého obsahu vkladaci komory 11
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do sméSovaci komory 25 se centrifuga kratce rozto€i na cca 500 g. Prostfedek
pro manipulaci se vzorky biologického materialu se ohfeje na teplotu vyssi, nez
je teplota okoli, svyhodou na 70 €, ¢&imz dojde krozpusténi piipadné
vysrazenych komponent.

Ve druhém kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pootoCi smésSovaci
Gasti 2 o dalSich 45° zatimco ostatni casti stoji. Tim dojde k ufiznuti
kapkovitého vystupku 1210 prvni zasobni komory 121, v niz se nachazi lyzacni
pufr. Vytokovy otvor 26 je stale uzavfen. Lyzalni pufr, se premisti do
smésovaci komory 25, s vyhodou za pusobeni odstfedivé sily, a po dikladném
promichani zkoumaného vzorku biologického materialu s lyzaCnim enzymem a
lyzaénim pufrem se zahaji proces lyze, tedy odbouravani bunétnych oball a

uvolnéni DNA do roztoku.

Nasleduje inkubace smési pfi teploté¢ vy38i neZ je teplota okoli, s
vyhodou 70 T po dobu 10 az 30 min, bé&hem niZ se roztok opakované

promichava.

Po inkubaci se teplota alespori ve stfedni ¢asti prostfedku pro manipulaci

se vzorky biologického materidlu snizi na laboratorni teplotu (20 az 25 C.).

Ve tfetim kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pootoCi sméSovaci
&asti 2 o daldich 45° zatimco ostatni ¢asti stoji. Celkové natoCeni sméSovaci
&asti 2 je 135° Tim dojde k u fiznuti kapkovitého vystupku 1220 druhé zasobni
komory 122, v niz se nachazi_precipitacni €inidlo. Vytokovy otvor 26 se pfemistil
o dalich 45°nad plinou Casti vika 31 filtracni €asti 3 a je stale uzavien. Kvalita
a rychlost transportu precipitacniho €inidla do sméSovaci komory 25 se zvysi
roztoéenim centrifugy na cca 500 g. Smés se dukladné promicha. Dikladna
homogenizace a promichani nasledné zabezpeli spravnou vazbu DNA na
separaéni membranu 322, v popisovaném pfikladném provedeni na ionexovou
membranu. Vytokovy otvor 26 se premistil o dalSich 45°nad pinou &asti vika 31

filtrani Casti 3 a je stale uzavien.

Ve &tvrtém kroku se sméSovaci ¢ast 2 pootoCi o dalSich 45° na
celkovych 180° Tim se od fizne kapkovity vystupek 1230 tieti zasobni komory,
ktera je v prikladném provedeni prazdna. Vytokovy otvor 26 sméSovaci komory

25 se premistil o dal$ich 45° a nachazi se nad vstupnim otvorem 321 filtraCni
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komory 32, jejiz vystupni otvor 324 se stale nachazi nad odpadni komorou 41
odpadni a reakéni Casti 4, nebot odpadni a reakini &ast 4 dosud stala.
Vystupek 28 na smésovaci casti 2 dosedl na doraz 341 na konci drazky 34 ve
filtragni ¢asti 3, ¢imz doslo ke spojeni téchto ¢asti, které se budou dale otacet
spoleéné. Lyzaéni smés homogenizovana s etanolem se ze sméSovaci komory
25 premisti do filtracni komory na separacni membranu 322, pod kterou se

nachazi odpadni komora 41.

Nasleduje centrifugace 5000 az 15000 g, pfi niz se lyzaéni smés
piefiltruje pfes separacni membranu 322 do odpadni komory 41 odpadni a
reakeni Casti 4, pricemz separani membrana 322 zadrzi zbytky bunécnych
struktur a DNA.

V patém kroku se sméSovaci ¢ast oto€i o daldich 45ha celkovych 225°
a v dusledku toho se filtracni ¢ast 3 otoéi o 45° nebot je unaSena vystupkem
28 a dorazem 341. Vystupni otvor 26 sméSovaci komory 25 se stale nachazi
nad vstupnim otvorem 321 filtraéni komory 32 a vystupni otvor filtraéni komory
32 je nad odpadni komorou 41 odpadni a reakéni &asti 4. Niz 23 odfizne
kapkovity vystupek 1240 ctvrté zasobni komory 124 a zni do sméSovaci
komory 25 vyte€e prvni promyvaci puft, ktery protege do filtracni komory 32 nad
separaéni membranu 322. Centrifugaci pfi 5000 az 15000 g prote€e prvni
promyvaci pufr pfes separac¢ni membranu 322 do odpadni komory 41 odpadni
a reakéni Casti 4. Tim dojde k promyti separaéni membrany 322 a odstranéni
zbytkd bunéénych struktur kromé DNA.

V Sestém kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 opét pootoCi
smésovaci ¢asti 2 o dalSich 45° na celkové nato ¢eni 270° a sm &Sovaci Cast
pootoéi o 45°i filtra éni ¢asti 3. Vystupni otvor 26 sméSovaci komory 25 se stale
nachazi nad vstupnim otvorem 321 filtraéni komory 32, nebot filtracni ¢ast 3 je
unasSena smésovaci €asti 2. Vystupni otvor 324 filtraéni komory 32 se pfes
poototeni o 45%tale nachazi nad odpadni komorou 41. NiZ 23 ufizne
kapkovity vystupek 1250 paté zasobni komory 125, z niZz vytele druhy
promyvaci pufr, ktery rovnéz prote€e do filtraéni komory 32 nad separacni
membranu 322. Druhy promyvaci pufr protéka pfes separacni membranu 322
pfi centrifugaci pfi 5000 az 15000 g. Tim dojde k dalSimu promyti separa&ni
membrany 322 a Uplnému odstranéni zbytk( buné€nych struktur kromé& DNA.
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V sedmém kroku se pomoci ozubeného pastorku 24 pootoci smésovaci
gasti 2 o daldich 45°a sm &Sovaci ¢ast pootoCi o 45°i filtra ¢éni ¢asti 3. Vystupni
otvor 26 sméSovaci komory 25 se stdle nachazi nad vstupnim otvorem 321
filtra&ni komory 32, nebot filtratni Cast 3 je unadena sméSovaci gasti 2.
Vystupni otvor 324 filtraéni komory 32 se pfes pootoceni o 45%tale nachazi
nad odpadni komorou 41. NGz 23 ufizne kapkovity vystupek 1260 Sesté
zasobni komory 126, z niZ vytece inertni tekutina a/nebo elucni pufr v mnozZstvi
odpovidajicim zbytkovému obsahu tekutin v separacni membrané 322 a
prote¢e do filtraéni komory 32 nad separalni membranu 322. Tato inertni
tekutina a/nebo eluéni pufr protékd pfes separani membranu 322 pfi
centrifugaci pfi 5000 az 15000 g a vytlaCi zbytkové tekutiny v separacni
membrané 322, které pak nemohou oviiviiovat dalSi reakce. Tim dojde k

upInému odstranéni zbytkd bunéénych struktur krome DNA.

Nasledné se alesponi stfedni &ast prostfedku pro manipulaci se vzorky
biologického materialu vytemperuje nad teplotu okoli, s vyhodou na teplotu 70
T.

Dal$i kroky osm aZ deset probihaji stejné jako u dfive popsaného

zpusobu.

Pramyslova vyuzitelnost

Zpusob a prostfedek pro manipulaci se vzorky biologického materialu
podle vynalezu jsou ureny pro molekularni diagnostiku nebo pro izolaci
nukleovych kyselin a z nich pfipadnou naslednou detekci urcittho genomu,
napfiklad patogenniho, a/nebo diagnostiku geneticky podminénych chorob
Zivych organismi, napiiklad pro automatickou izolaci DNA/RNA ze vzorku,
automatickou detekci metodou gPCR a automatické vyhodnoceni vysledku
reakce mimo specializované laboratofe, tedy pfimo na misté — Point of care
testing (POCT).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

20

Seznam vztahovych znaéek

1

11
110
111
12
120
121
122
123
124
125
126
127

zasobnikova Cast

vkladaci komora

kapkovity vystupek vkladaci komory
otevirateiné viko vkladaci komory
zasobni komory

pevné viko zasobnich komor
prvni zasobni komora

druha zasobni komora

tfeti zasobni komora

¢tvrta zasobni komora

pata zasobni komora

Sesta zasobni komora

sedma zasobni komora

1210-1270 kapkovité vystupky zasobnich komor

13

2

21
22
23
24
25
26
27
28

3
31
32
321
322
323
324
33
34
341
35

4
41
42
43
44
45

5
51
52

6

polohovaci vystupky

smésovaci ¢ast

valcova dutina

sitko

nuz

ozubeny pastorek

smeésovaci komora

vystupni otvor sméSovaci komory
dno smésovaci Casti

vystupek

filtracni Cast

viko filtrani ¢asti

filtracni komora

vstupni otvor filtraéni komory
separacni membrana
oddélovaci prstenec
vystupni otvor filtraéni komory
odleh&ovaci dutina

drazka

doraz

vystupek

odpadni a reakCni cast
odpadni komora

reakEni komora
pomocna odpadni drazka
dvojice dorazl

koncovy doraz

zamky
vystupek zamku
drazka zamku

o-krouzek

PS3874CZ
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob manipulace se vzorky biologického materialu, zejména pro
molekularni diagnostiku nebo pro izolaci nukleovych kyselin a z nich pfipadnou
naslednou detekci urtitého, napfiklad patogenniho, genomu a/nebo diagnostiku
geneticky podminénych chorob Zivych organismd, vyznadujici se tim, Ze
vzorek biologického materialu se na po€atku procesu viozi do vkladaci komory
(11) prostfedku pro manipulaci se vzorky biologického materialu, v jehoZ
zasobnich komorach (12) byly pfed tim oddélené od sebe uloZeny vSechny pro
pfislusny proces potiebné reagenéni chemikalie, pficemz nasledujici etapy
procesu probihaji uvnitf prostfedku bez pfimé manipulace obsluhy
s reagenénimi chemikaliemi, které se postupné misi a reaguji, pficemz
nezadouci zbytky z reakci se ukladaji do odpadni komory (41), ktera se nachazi
rovnéZ uvnitf prostfedku a je bezpetné oddélena od ostatnich prostor

prostiedku, obsluhy i okoli.

2. Zplisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze vzorek biologického
materialu se uvnitf prostfedku pro manipulaci se vzorky biologickeho materialu
v jeho sméSovaci komore (25) smisi s lyzatnim enzymem a soutasné nebo
nasledné se zpfislusné zasobni komory manipulaéniho prostiedku pfida
lyzaéni pufr a po daldim promichani se smeés ve sméSovaci komore (25)
podrobi inkubaci, b&hem niz se roztok smési opakované promichava a probiha
lyze roztoku, aZ vznikne lyzovana smés, nasledné se k lyzované smési pfivede
z dal$i zasobni komory prosttedku precipitaéni ¢inidlo, naéeZ se lyzovana smés
s precipitaénim &inidlem homogenizuje a v prib&hu reakce s precipitacnim
ginidlem dochazi k precipitaci volné nukleové kyseliny, po precipitaci se smés
pfivede na separatni membranu (322) uspofadanou uvnitf prostiedku, pfes
kterou se pfefiltruje do odpadni komory (41), ktera je vytvofena uvnitf
prostfedku, pfic¢emz separaéni membrana (322) zadrzi zbytky bunéénych
struktur a precipitovanou nukleovou kyselinu, natez se zbytky bunéénych
struktur ze separaéni membrany (322) odstrani proplachnutim promyvacim
pufrem, ktery se pfivede z dalSi zasobni komory prostredku, nacez se uzavie
odpadni komora (41) a k separatni membrané (322) se z dalsi zasobni komory

prostfedku pfivede eluéni pufr, ktery se necha pusobit na separacni membranu
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(322) a nasledné projde separaéni membranou (322) do reakéni komory (42)
prostfedku, pfiéemz v roztoku je izolovana prislusna nukleova kyselina ze

zkoumaného vzorku biologického materialu.

3. Zplisob podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze po proplachnuti
separaéni membrany (322) promyvacim pufrem a pred uzavienim odpadni
komory (41) se separa&ni membrana (322) proplachne inertni tekutinou a/nebo
eluénim pufrem v mnoZstvi odpovidajicim zbytkovemu obsahu tekutin

v separacni membrané (322).

4. Zplisob podle naroku 2 nebo 3, vyznacujici se tim, Ze inkubace
smési ve smésovaci komore (25) probiha pfi teploté vy38i, nez je teplota okoli,

s vyhodou pfi teploté 70 T po dobu 10 az 30 minut.

5. Zplisob podle libovolného z narokll 2 az 4, vyznaéujici se tim, ze
pied pfivedenim elugniho pufru se separalni membrana (322) zahfeje na

teplotu vy$8i, neZ je teplota okoli, s vyhodou na 70 T na dobu 3 minuty.

6. Zplsob podie libovolného z narokli 2 aZ 5, vyznaéujici se tim, Ze
vzorek biologického materialu se po zahajeni procesu pfivede do smésovaci

komory (25) prostfedku, v niz byl pfedem umistén lyzacni enzym.

7. Zplsob podle libovolného z narokll 2 az 5, vyznaéujici se tim, Ze

lyza&ni enzym je soucasti lyzacniho pufru.

8. Zpuisob podle libovolného z narokl 2 az 7, vyznatujici se tim, ze
priichodu smési pfes separacni membranu (322) se napomaha plsobenim

odstredivé sily.

9. Zplisob podle libovolného z narokll 2 aZ 8, vyznaéujici se tim, ze

separa&ni membranou (322) je ionexova membrana.

10. Zpusob podle libovolného z narokll 2 az 9, vyznacujici se tim, Ze

v reakéni komore (42) probiha polymerazové fetézova reakce.

11. Prostiedek pro manipulaci se vzorky biologického materialu, zejména
pro molekulami diagnostiku nebo pro izolaci nukleovych kyselin a znich
pripadnou naslednou detekci urcitého genomu, napfiklad patogenniho, a/nebo
diagnostiku geneticky podminénych chorob Zivych organismd, vyznacujici se

tim, ze v jednom uzavieném celku obsahuje zasobni komory (12) pro vzajemné
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oddélené uvolnitelné ulozeni reagenénich chemikalii, vkladaci komoru (11) pro
vlozeni vzorku biologického materialu, jimz je pfifazena smésovaci komora
(25), jejimuz vystupu je pfifaditelna filtracni komora (32), jejimuz vystupu je pies
separagni membranu (322) pfifaditelna odpadni komora (41) nebo reakéni
komora (42), pfi¢emz pouze vkiadaci komora (11) je opatiena pro obsluhu

oteviratelnym a uzaviratelnym vikem (111).

12. Prostfedek podle naroku 11, vyznadujici se tim, Ze zasobni komory
(12) a vkladaci komora (11) jsou uspofadany v zasobnikové ¢asti (1), na kterou
navazuje smésovaci &ast (2) opatfena smésovaci komorou (25), jejimuz vstupu
jsou voliteln& pfifaditelné jednotlivé komory (11, 12) zasobnikové ¢€asti (1), které
jsou sprahnutelné s oteviracim prostfedkem pro vypusténi jejich obsahu do
smésovaci komory (25), pfigemz vystupu sméSovaci komory (25) je pfifaditelny
vstup filtraéni komory (32) filtraéni &asti (3), jejimuz vystupu je volitelné
pfitaditelnd odpadni komora (41) nebo reakcni komora (42) reakéni Casti (4),
pticem2 zasobnikova &ast (1), smésovaci Cast (2), filtradni Gast (3) a reakeni
gast (4) jsou tvofeny samostatnymi télesy, ktera jsou vzajemné spojena,

pticemz spojeni umoziiuje vzajemny pohyb a zajistuje tésnost.

13. Prostfedek podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze zasobnikova
gast (1), sméSovaci gast (2), filtracni ¢ast (3) a reakeni Cast (4) jsou vzajemné
otoéné& spojeny, pficemz alespoil jedna znich je opatfena prostfedkem pro
sptazeni s pohonem, alespof jedna z nich je opatfena prostfedkem fixaci jeji
polohy a zbyvaijici asti jsou opatfeny prostiedky pro pfenos otoéného pohybu

od Casti spfazené s pohonem.

14. Prostfedek podle naroku 12 nebo 13, vyznacujici se tim, ze
smésovaci &ast (2) je na své vystupni strané opatfena objimkou, v jejiz valcove
dutin® je oto&né& uloZena svou vstupni Casti filtralni Cast (3), jejiz vystupni
strana je otoén& uloZena v objimce vytvofené na vstupni strané odpadni a
reakéni asti (4), pficemz tato objimka filtradni &ast (3) pfesahuje az na
smégovaci &ast (2), kterou obepind a ktera je vni uloZzena svym vnéjsim

obvodem.

15. Prostfedek podle libovolného z narokd 14, vyznacujici se tim, Ze

vodpadni a reakéni &asti (4) je vytvofena odpadni drazka (41) pro
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shromazdovani pfipadnych zbytkl zreakci, pokud se dostanou mezi dno
filtraéni &asti (3) a horni plochu odpadni a reakeni Casti (4).
16. Prostiedek podle libovolného z narok( 11 az 15, vyznadujici se tim,

e separaéni membranou (322) je ionexova membrana.

17. Prostiedek podle libovoiného z narokli 11 az 16, vyznaéujici se tim,
e zasobnikové komory (12) a vkladaci komora (11) jsou v dolni Zasti opatfeny

kapkovitymi vystupky, jimz je pfifazen oteviraci prostredek.

18. Prostfedek podle naroku 17, vyznacujici se tim, Ze oteviracim

prostfedkem je n(Z (23) pevné uloZeny ve sméSovaci komore (25).
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