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(54) Nazev prihlasky vynalezu:
Zavizeni pro amplifikaci DNA pomoci
polymerazové Fetézové reakce v
miniaturnim reaktoru

(57)  Anotace:
Zafizeni, které umoZiiuje teplotni cyklovani PCR
reakdn{ smési pomoci termostatického elementu
ponoieného do smési, a kde je soucasné snizeno
odpafovani tim, Ze je reakéni nadobka umisténa
dnem vzhiiru. ZaFizeni je vhodné pro provadéni
PCR amplifikace v miniaturnich nadobkach,
napiiklad ve vstupnich portech mikrofluidnich
analyzatorti, kde je nasledn& mozno ihned provadgt
analyzu amplifikovaného produktu bez nutnosti
pipetovactho mezikroku.
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Zatizeni pro amplifikaci DNA pomoci polymerazové fetézové reakce v miniaturnim reaktoru

Oblast techniky
Pfedpokladany vynélez se tyka oblasti molekularni genetiky a diagnostiky vyuZivajici

polymerazovou Fetézovou reakci pro amplifikaci DNA fragmentd.

Dosavadni stav techniky

Metoda polymerazové Fetézové reakce (PCR) je jednou ze zdkladnich technik
vyuzivanych v molekularni biologii, genetice a pfibuznych oborech. PCR slouZi k umélému
namnoZeni (amplifikaci) uritého specifického tseku na zakladé procesu umélé in vitro replikace
DNA pro potieby daliiho zpracovani & detekce. Zakladni princip je zaloZen na opakované
syntéze komplementérnich Fetézcl jednofetézcovych DNA fragmentl vzniklych denaturaci
dvojietézcového produktu z predchoziho kroku reakce. Pri PCR reakc; se tak cyklicky opakuji
kroky (i) denaturace, (ii) iniciace (nasednuti kratkych jednofetézcovych DNA, tzv. primert) a (iii)
vlastni syntézy (prodlouZeni komplementa’rniho fetezce). Pufrovana smés reakénich komponent
obsahujici kromé predlohy pro kopirovéni (templatové DNA) pfedeviim smés stavebnich
jednotek syntetizovanych fragmentl (G-, T-, A-, C- deoxyribonukleotidl) a enzym PCR
polymerazu je v pribéhu PCR reakce ohfivana na 3 rzné teploty — napriklad 9%\"C po dobu 30
sekund (denaturace), S4}C po dobu 30 sekund (nasednuti primerd) a 72’C po do?u 60 sekund
(prodlouZeni fetézce) a tyto teploty jsou stfidany postupné v pribéhu typicky 20 3-’025 cyklat.

PFi nejrozéitendjsi konfiguraci probihd PCR reakce v reakéni nddobce, typicky v objemu
od 5 pL do 20 pL, uvnitf PCR cykléru, ve kterém je tato nddobka umisténa v termostatickém
bloku, ktery je zvenku ohfivan a ochlazovan. Rychlost pfenostu tepla mezi blokem a reakéni
smési a predeviim prostupnost tepla sténou reakéni nadobky byva casto limitujicim faktorem
pro zvydeni rychlosti PCR reakce. Po skongeni amplifikace,.je produkt (amplifikovany DNA
fragment) z nadobky vyfiat pro ovéfeni spravného priibéhu reakce, pfipadné dal3i zpracovani Ci
detekci. Castym postupem je napfiklad vizualizace PCR amplifikdtu nanesenim Casti objemu
reakéniho produktu na agarozovy gel s naslednou elektroforetickou separaci. V posledni dobé

se namisto klasické gelové elektroforézy vyuzivaji dedikované pfistroje, kde elektroforeticka
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separace probiha pd ve formatu mikrofluidniho Cipu, napfiklad systém Bioanalyzer 1200 od

spole¢nosti Agilent Technologies nebo Experion system od spolecnosti Bio-Rad Laboratories’.

Podstata vynalezu

Ve zde navrhovaném Fefeni je namisto reakéni nadobky ohfivané a ochlazované vnéjsim
kontaktem s termostatovanym blokem pouZit termostaticky element, ktery je do reakéni
nadobky ponofen a ktery pfevadi ohfev &i ochlazovani dovnité reakéni smési z vnéjSiho
teplotniho cykléru, jak je ukdzéno na Obrazku 1. Vyhodou takového Feieni je, Ze umoinuje
teplotni cyklovani uvnitf libovoinych geometrickych tvarG reakéni nadobky, coZ lze napfikiad
vyuzit pro provadéni PCR reakce v miniaturnich nadobkach & vstupnich portech mikrofluidnich
analyzator( apod. V pfipadé malych rozméri reakéni nadobky (v fadu do cca 20 pi) lze v ramci
navrhovaného fedeni soutasné umistit reakéni nadobku dnem vzhlru (v disledku povrchového

napéti zGstava kapalina v nddobce) a tim sniZit rychlost odpafovani zahfivané smési.

P¥iklady uskuteénéni vynalezu

Jednim z ptikladd vyuZiti navrhovaného zafizeni je provadéni PCR amplifikace pfimo ve
vstupnim portu mikro¢ipového analyzatoru Bioanalyzer 1200 spolec¢nosti  Agilent
Biotechnologies. Princip zafizeni z Obrazku 1 byl adaptovan tak, aby z jedné strany zafizeni bylo
moiné vlozit mikrofluidni &p pouzivany v systému Bioanalyzer (Obrazek 2). Soucasné bylo
zafizeni zdola opatieno konickymi sloupky z teplovodivého materidlu (méd), které se presné
zasunou do 96-jamkového bloku bézného PCR termocykléru, do kterého se zafizeni vioZi, jak je
zobrazeno na Obrazku 2. PCR cyklér se nasledné nastavi na teplotni program a probihajici
cyklovani se pomoci navrhovaného zafizeni pfendsi pro amplifikaci pfimo ve vstupnim portu
mikro&ipu. Po skon&eni programu tak Ize Cip obsahujici amplifikovany produkt ze zafizeni
vyjmout a rovnou vlozit do mikro¢ipového analyzatoru bez nutnosti daldiho pipetovaciho
mezikroku. Diky rozmériim bloku pro standardni 96-jamkové mikrotitraéni desticky, lze

navrhované zafizeni pouZit pro amplifikaci ve 2 mikrofluidnich Cipech najednou.
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Systém pro amplifikaci nukleotidovych sekvenci na bazi polymerazové Fetézové reakce
vyznadeny tim, Ze do reakéni nddobky je ponofen termostaticky element, ktery zahfiva a
ochlazuje reakéni smés ve smyslu termocyklické amplifikacni reakce. -

Systém popsany v bodé I. vyznaceny tim, Ze reakéni nadobkou je davkovaci kompartment
mikrofiuidniho separaéniho zafizeni.

Systém popsany v-bodé 1. a Il. vyznaceny tim, e termostaticky element je od pfimého
kontaktu s reakéni smési oddélen nepropustnou teplovodivou barierou.

Systém popsany v bodech . aZ lll. vyznaleny tim, e reakéni nadobka je otoéena dnem vzhiru
a termostaticky element je do reakéni smési ponofen zdola tak, aby bylo potlaéeno
odpafovani,

Systém popsany v bedech I. aZ ill. vyznadeny tim, Ze termostaticky element je pouzit jako
michadlo reakce «
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Priifez zafizenim umoiziiujicim PCR amplifikaci v miniaturni nadobce: 1 - silikonové tésnéni, 2 - teplotni
izolace, 3 - nddobka s PCR reakéni smési, 4 - termostaticky element, 5 - ohfivany/ochlazovany blok
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Nasazeni na 96-iamkovy biok PCR cykléru

Zafizeni adaptované pro provadéni PCR amplifikace v miniaturni reakéni nddobce — vstupniho portu
mikrofluidniho €ipu pouZivaného v mikrogipovém analyzatoru Bioanalyzer 2100. Zafizeni umoZiiuje
provadéni amplifikace ve 2 Eipegnejednou (vyobrazeno poutiti s jednim vioZzenym €ipem)
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