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Spdsob vyroby kddovanych Castic

Oblast' techniky

Vynalez sa tyka spdsobu vyroby kédovanych castic. Jednym z mnohych

pouziti takychto ¢Castic je identifikovanie sekvencie oligomerov.

Doteraisi stav techniky

Vo velkom rozsahu biochemickych a chemickych postupov existuje potreba
identifikacie sekvencie neznameho oligoméru znamej (pomerne kratkej) dizky.
Oligomér moze byt tvoreny z nukleotidov (RNA alebo DNA), aminokyselin (peptidov
a p'roteinov), cukrov alebo akychkolvek inych oligomérnych chemickych ziGcenin.
Oligomér mdze byt dokonca komplex antigénnych protilatok pouZzity napr.
v imunologickych testoch.

S ohfadom na oligonukleotidy je jednym pristupom umiestnenie neznameho
(ciefového) retazca do pritomnosti vetkych moznych (analytickych vzorieh) retazcov
nejakej kratdej dizky. Maly pocet komplementarnych analytickych vzoriek retazcov sa
naviaze s ciefovym retazcom a tato vazbova udalost moéze byt identifikovana
akymkolvek vhodnym prostriedkom, napriklad fluorescenciou,
elektrochemiluminescencjou, chemiluminescenciou  alebo  fosforescenciou.
V existujucej technoldgii st analytické vzorky retazcov priestorovo rozmiestnené na
povrchu. Sekvencia analytickej vzorky retazca je kodovana v jeho polohe na
povrchu. Identita ciefového retazca moze byt potom odvodena z fyzického miesta
vazbovej udalosti vzhfadom k povrchu.

Alternativna technoldgia je zalozend na malych, fyzikalne diferencovatefych
zrnkach. Aspon jedna analyticka vzorka retazca o zname; sekvencii je spojena so
zrnkom takym spdsobom, Ze v8etky z pripojenych retazcov maju zhodnu sekvenciu.
Tymto spdsobom sekvencia uréitého retazca moéze byt identifikovatelna z uréiteho

zrmka, ku ktorému je retazec pripojeny. Zrnka su potom vystavené ciefovému retazcu



a vazba medzi cielovym retazcom a akymikolvek analytickymi vzorkami retazcov
moéZze byt detekovanad pouzitim akéhokolvek detekéného prostriedku, napriklad
fluorescencie. Zrnka, na ktorych nastala vazbova udalost, mézu byt oddelené
z objemu zrniek a sekvencia cielového retazca odvodena zo sekvencie naviazanej
vzorky retazca je identifikovatelna mnoZstvom prostriedkov.

Spdsob vyroby strojovo Citatefnych zrniek je opisany v GB-A-2334347.
Prihlaska opisuje spésob vyroby kédovanych ¢astic obsahujtici kroky :

- obalenie lica do&ti¢ky z kremika alebo podobného krystalického materialu
alebo inertného kovu alebo kovovej zliatiny fotocitlivym chraniacim
polymérom,

- vystavenie obaleného iica dostiCky UV Ziareniu cez fotolitograficki masku,
uréujucu velkost Castice a/alebo polohu kédovanych miest na Castici;

- rozpustenie alebo iné odstranenie bud UV exponovanych alebo UV
neexponovanych pléch fotocitlivého chraniaceho polyméfu;

- leptanie exponovanych miest dosti¢ky, z ktorych bol odstraneny fotocitlivy
chraniaci polymér, s pouzitim vhodného leptacieho ¢inidla;

- uvolnenie Castic.

Tazkosti s obidvoma tymito systémami spoéivaju vo vyrobe analytickych

vzoriek vliakien takym spésobom, aby mohli byt nasledne identifikované.

Pouzitie takychto strojovo Citatelnych zrniek pre biologické vedy
(kombinatoricka chémia, protedémia, genémia, farmakogenémia) vyZaduje dalSiu
derivitizaciu vhodnych ligandov (protilatok, antigénov, oligonukleotidov, atd), Casto
spolu s pridanim oznacovacich chemikalii (napr. fluoroférov, ruténiovych soli).
Polyméry poskytuju vhodny podklad pre mnoho takych aplikacii a zrnka zlepsuju
pomer signalu k sumu (vaésia povrchova plocha poskytujluca prostriedky pre viazanie
viacej molekul). Jednou z nevyhod, obzvlast pre'vysoké' mnohonasobné skusky
(napriklad uréovanie DNA sekvencii), kde je nevyhnutné derivitizovat' niekde medzi 1
a viacej ako 60 000 réznymi molekulami je obafovanie zrniek. Napriklad pre ziskanie
kazdej jednotlivej moZnej kombinacie 4 nukleotidovych baz predstavovanych
v oligonukleotidovej sekvencii s dizkou 8 nukleotidov ( 8 mer) je potrebnych 65 636
roznych zrniek na reprezentaciu kazdého Cisla (4® = 65536). Existuju tu dva zdroje :

- manipulacia s velkym poctom malych (mensich ako 100 um v priemere )

zrniek pred, pocas a po obalovacom procese,



- naradenie DNA, schopnych vybudovat pozadované sekvencie.

Na vyrieSenie tohto problému bol vyvinuty kombinatoricky spésob syntézy.
Tento pristup obsahuje selektivne masiovanie/demaskovanie sekvencii a pouzitie
fotolabilnych skupin na prepojenie k zakladniam. To je zlozity a.néakladny postup,
ktory nie je lahko prispc‘;sobiterhy v dbsledku vysokych nenavratnych nakladov
| (masky, optimalizacia procesu) a rovnako tak trpi nizkym pomerom signalu k Sumu a
zlym difiznym mieSanim v désledku rovinnej topoldgie poskytovanej analytickym
vzorkam.

WO 97/15390 opisuje koncepciu zhotovenia tvarom kodovanych mikroc¢astic

z polyméru, ale nepontka Ziadny Zivotaschopny spdsob na jej uskutonenie.

Podstata vynalezu

Viynalez chce prekonat tieto a dalie nevyhody alebo nedostatky beznych
spdsobov. V sulade s tym v prvom hladisku vynalezu je poskytnuty sposob vyroby
kddovanych ¢Castic, ktory obsahuje :

- pripravu félie polymérneho materialu na podklade;

- rozrysovanie folie do mnoZiny €astic bez porusenia integrity podkladu;

- strojovo Citatelné kodovanie ¢astic; |

- odobratie ¢astic z podkladu.

‘Viyroba 'strojovo Citatelnych polymérnych zrniek je lakava z niekofkych
dévodov. Po prvé poskytuje vyrobny spésob s niz§imi nakladmi ako pre kremikove
zrnkd. Po druhé polyméry (hlavne polystyrén, polyimid ‘a polykarbonat) su
_prednostnymi podkladmi na nasledné derivizovanie so &irokou mnohotvarnostou
ligandov.

V druhom hladisku vynalezu je poskytnuty spésob vyroby kédovanych &astic
v modifikovanom formate mikrotitrovej dosticky.

Castice mézu byt odobraté z podkladu réznymi spdsobmi, ako je blizsie
opisané niZ8ie. V niektorom ztychto spdésobov je podklad stratenym podkladom,

ktory sa znici odobratim ¢astic z neho.
Ked' su umiestneni ¢lenovia chemickej kniznice na zrnka alebo Castice pred

odobratim zo strateného podkladu, spdésob pouzity na uvolnenie zrniek a zni¢enie



stratenej vrstvy nesmie poskodit pripojené molekuly. To je zvlast pravda o
biologickych molekulach a plati pre obidva formaty : dostigku i mikrotitrovt dosticku.
V obidvoch pripadoch zrinka moéZu byt uvolnené zni¢enim integrity strateného
~podkladu. Tam, kde je vrstva SPLOR30B (ako je opisané nizsie), jednym spdsobom
ako to urobit, je pouzit' Specialny vyvojkovy roztok vyvinuty pre SPLOR30B, ktory je
zhodou okolnosti zésad'ity.

Tento zasadity material nemusi byt vhodny pre v8etky biologické molekuly, a
preto mdézu byt pouZité dalsie stratené vrstvy na umoznenie prichytenia biologickych
molekul k podkladom pred uvolnenim jednotlivej Struktary zrniek.

Stratena vrstva moéZe byt polyolefin (napr. polyetylén) alebo rozpustna
v rozpustadiach alebo vo vode. MdZe byt taktieZ citliva na teplotu, napr. zelatina,
alebo na pH. | '

Ak su zrnka na dosticke alebo na mikrotitrovom podklade, mézu byt odobraté
pouzitim mechanickej energie, napr. priamym lu¢om ultrazvukovej energie
k jemnemu mechanickému opraseniu zrniek z podkiadu. Vazbovym médiom pre
ultrazvukovu energiu moéze byt" biologicky zlugitelna tekutina, ako je voda alebo
rozpustadio.

- Stratena vrstva moze byt tixotropny material, tj. je tuhy v rovnovahe a drzi
zrnka na mieste. Ked su ultrazvukové $mykové viny zamerané na tato vrstvu,
materidl strati svoju tuhost a zacne tiect' a tak umozZni uvolnenie zrniek.

Stratena vrstva méze mat' také vlastnosti, ze pri izbovej teplote vrstva drzi
zrnka na mieste. Ked je doSticka zmrazena, napr. pouzZitim prudu kvapalného
dusika, vrstva zmrzne a skrehné tak, Ze sa zrnka uvornia.

Stratena vrstva. moze byt citlivé na Ziarenie, napr. UV a jasne to posobi
v podkladoch, ktoré su priehladné pre uV. V pripade dostickoveho formatu, hoci
kremik bol pouzity ako poklad v niz8ie uvedenom priklade, mdZe byt pouzity
akykolvek plochy podklad, napr. plocha krystalova dosti¢ka, ktora umoziiuje prechod
UV energie k rozhraniu filmu a zrniek.

Dal$i spésob na pripojenie a uvolnenie zrniek obsahuje pouzitie individuaine
adresovatelnych elektréd bud na pevnej dostiCke alebo na poddajnom obvodovom
materiali, napr. polyamide, uloZenom na plochom tuhom objekte. Zrnka st vyrobené

na vi$ku elektrod a su pridrziavané na podklade elektrostatickou pritazlivostou.



Namiesto jednoduchych, plochych elektrod moéze byt vysSie uvedena
myslienka rozSirena na MEMS (mikro-elektro-mechanické) konzoly v miestach
elektrdd, ktoré dvihaju zrnka z podkladov a lamu mostiky.

Zrnka mozu byt vyrabané s tenkymi mostikmi medzi nimi (velmi podobnymi
spésobmi,' akymi su vstrekové  lisované plastové sucasti spojené s licnymi
kanalikmi). Mostiky mézu sediet na visku stipikov GSM (vysoko magnetostrikéného)
materialu. Pri aktivacii stipca z GMS materialu prelomia mostiky a uvolnia zrnka.
Tenké mostiky mézu byt porusené mnohymi spésobmi. Castice mézu byt zoradené
takym spdsobom, Ze tah na jednom konci licneho kanalika ,rozopne" vSetky zrnka do
suspenzie. Mostiky moézu byt taktiez poruSené laserovym rezanim, napriklad
Nd:YAG laserom alebo CO, laserom.

Na dosticku moéze byt namotany SU-8 alebo iny polymérovy chrani¢ opatreny
otvormi, ktoré odpovedaju velkosti zmiek. To zabezpeéi, Ze akonahle su zrnka
vyrobené, sedia na otvore. Ked' sa vyZaduje uvolnenie zrniek, tenka ihla tlaci zrnko
z dosticky, alebo prad vzduchu odfukne zrnko z podkladu, do suspezného meédia.
Povrchové napétie kvapalného polymérd je vybrané tak, aby nepretekalo otvormi.

Zrnka mozu byt vyrobené ako magnetické, bud' pridanim magnetickych Castic
s chraniéom alebo vhodnym povlakom. Akonahle su zrnka uvolnené, moézu byt
izolované a zhromazdované vplyvom vonkajSieho magnetického pofa. To
zvyhodfiuje manipulaciu so zrnkami.

Do zrnka médze byt pridany scirtilant, napr. fluorid poc¢as alebo po rozrysovani.
Vazobné prihody medzi radioaktivne oznagenymi ligandami v roztoku a scintilacnym
materialom su detekované detekciou zébleskov svetla.

Casticami su prednostne mikro&astice s maximalnym rozmerom 1 mm alebo
menéié, prednostne 500 um alebo mensSie é este vyhodnejsie 200 um alebo mensie.
Druhy a pripadne treti rozmer takychto mikrodastic je prednostne 100 pm alebo
mens$i, vyhodnejsie 50 um alebo mensi, napr. 25 alebo mensi.

Castice mézu mat akykolvek tvar, napriklad dostiCky alebo kotuca, ale
prednostne su palickové Castice.

Na poskytnutie priestoru pre znacky, ktoré sG ako binarny kéd schopné
odlisne kédovat aspor 32 000 roznych castic v rozmedzi povedzme 20 pum na
znacku, prednostné Castice maju ako najvacsi rozmer velkost aspon 50 pm,

vyhodnejSie asport 100 um. Castice v rozsahu velkosti od 100 pm do 250 pm su



preto prednostné. Kniznica ¢astic viak nepotrebuje obsahovat mnozstvo az 32 000
réznych kédovanych castic a tak Castice schopné niest menej oznacovacich
kodovacich prvkov su napriek tomu uZito&né. Napriklad kniznica s mnoZstvom 4 000
Castic m6Ze byt kédovana iba 12 kodovacimi prvkami.

ZnaCky mozu byt vytvorené pozdiz aspon dvoch stran kazdej Castice.

Castice mozu byt morfologicky kédované pocas rozrysovacieho procesu tak,
Ze celkovy tvar Castic je uréeny vzormi trojrozmernych rysov, ktoré opatruju kazdej
Castici jej strojne Citatelny kod.

Alternativne mézZu byt Gastice kédované, &i uz morfologicky alebo inak po
rozrysovani ich celkového tvaru, ale pred oddelenim od podkiadu.

Nemorfologické spdsoby kodovania obsahuiju bielenie vyberovej oblasti alebo
nanasanie atramentu, farieb alebo farbiv, ktoré mézu byt jednofarebné alebo
viacfarebné alebo fluorescenéné alebo fosforescenéné.

Poklad, na ktorom st Castice tvorené rozrysovacim procesom, méze byt
jednorazovym . dielom ako dosticka, ktora je vyhodena po odobrati ¢astic z nej alebo
to méze byt diel, ktory tvori konstrukéni stéast zariadenia, v ktorom si &astice
nasledne pouzité, ako zakladna doska mikrotitrovej dosky, ako je podrobne opisané
nizsie.

V obvyklom postupe podia vynalezu obsahuje podklad zakladnd vrstvu a
stratent vrstvu, na ktorom je nesena folia polymérneho materialu na rozrysovanie na
gastice. Castice s potom odobrané porugenim adhézie astic k stratenej vrstve. To
moZe byt spésobené tak, ze Castice sU uvolnené UV alebo inym Ziarenim alebo
dalsimi prostriedkami, ako rozpustenim rozpustadlom.

Castice su prednostne tvorené vo fotocitlivom chraniacom polyméri a su
v fiom rozrysované pouZitim svetla cez masku urcujicu obrysy okrajov Castic.
~ Alternativne mézu byt rozrysované laserovym obrabanim.

Koédovanie pouzité na mikrocastice moéze pozostavat' zo sekvencie binarnych
znakov, napr. pozdiZ okrajov Castic. Kazd4 &astica moze byt opatrena jednym alebo
viacej kédovacimi znakmi sluziacimi ako identifikator zmyslu &itania, tj. oznacenie
smeru, v ktorom ma byt sekvencia binarnych znakov ¢itana.

Alternativne mdze byt sekvencia binarnych znakov taka, Ze Ziadna chyba
identifikacie Castice nenastane, hoci je sekvencia €itana v akomkolvek smere. To

mdze byt dosiahnuté len pouzitim sekvencii, ktoré &itané odzadu neodpovedaiju



sekvencii Zziadnej inej Castice Citanej odpredu. Tak napriklad, ak jedno zrnko ma
sekvenciu 11101, neexistuje ziadna Castica so sekvenciou 10111. Podla potreby
zrnka obratenej sekvencie (tj. 100111 podla tohto prikladu) mézu byt pritomne a
Citacka pouzitd na Citanie sekvencii mdze byt naprogramovana, aby ich povaZovala
za roynaké.

Pripadne je kodovanie predmetom paritnych pravidiel, ktoré pomahaju
odstranit’ chybné citanie kddu. Tak kédovanie moze byt také, Ze vSetky kddy maju
parny pocet jednotiek. V alternativnych paritne kédovanych sustavach maju vsetky
kody neparny pocet jednotiek alebo parny alebo neparny pocget nul. To znamena, Ze
ak jeden bit je chybne precitany, vysledok bude nezmyselny kod a Citanie bude
vyradené.

Kédované gastice mézu byt pouzité na rézne ciele neobmedzene od pouZitia
vztahujuceho sa ku kombinatornej chémii. Tak napriklad mézu byt pouZité na
poskytnutie sledovatelného oznacovacieho kédu zaclenenim do tovaru mnohych
druhov. Castic;e Inesuce uréity kéd mézu byt vlioZené do farby nanasanej na vyrobok,
ktory ma byt sledovatelny, ako je automobil alebo iny predmet vysokej hodnoty.
Mozu byt zaclenené do davok materidlov ako sU oleje, mazacie oleje, maziva
automatickych prevodoviek, hydraulické tekutiny alebo chemikalie, aby pdsobili ako
zapisy &isiel davok. Kody Gastic moézu kédovat datové informacie, ako je datum
vyroby alebo planovany datum vymeny.

Mozu byt taktie? samozrejme pouzit¢ ako podklady pri vytvarani
kombinatorickej chemickej kniznice, v ktorej velky pocet chemicky vzdialenych
materidlov je umiestiiovany na prislusné &astice alebo casti- castic. To mézu byt
oligomérne zlG¢eniny navzajom sa liSiace v sekvenciach monomérnych jednotiek,
ako nukleové kyseliny alebo ich analégy (vratane DNA, RNA, PNA a dalSie
" modifikované anéic’)gy nukleovych kyselin alebo ich hybridy), proteiny, polypeptidy
alebo peptidy a oligosacharidy.

Véeobecne zlugeniny z kniznice mézu byt bud najskér syntetizovane a potom
viazané na svoje Gastice, alebo mézu byt syntetizované postupne na casticiach. Na
kazdy spdsob podas pripdjania zli¢enin mézu byt Eastice este pripojené k podkladu,
na ktorom boli rozrysované, alebo mézu byt rozrysované, alebo mézu byt od neho

oddelené.



VSeobecne je v chemickej kniznici uréené, Zze kazda castica nestca urcity kod
by mala niest jednu zndmu zltu€eninu z kniznice chemickych zluéenin.

Hlavne tam, kde pocCet chemickych entit v kniZnici je vacsi a aj tam, kde
Castice su male, méze sa stat, ze objem zaberany celou kniznicou Castic je prili§
velky z hladiska lahkosti manipulacie. V principe, objem pouzitého Casticového
materialu méze byt zmensSeny zmensenim kazdej ¢astice. AvSak dalSie zmens§ovanie
Castic moze byt neziaduce zroéznych dévodov, vratane tazkosti, ktoré sa mbZu
prejavit' pri identifikacii ¢astic.

Castice podla vynalezu méZu byt vyuzité v chemickej kniznici obsahuijticej
Castice, z ktorych kazda ma aspoi prvi zénu a druhu zénu, pricom kazda
z uvedenych zén ma na sebe prisluSny chemicky ¢len uvedenej kniZznice a kazda
Castica ma oznaclenie sluZiace na identifikaciu Castice a sluziace na identifikaciu
uvedenych zén Castice a tym na identifikdciu chemického d&lena kniZnice na
- akejkolvek vybranej zéne.

Pouzitim kaidej Castice pre viac ako jednu chemickl entitu v kniznici, ale
oznacenim Castice tak, aby kazda chemicka entita mohla byt oddelene identifikovana
podla svojej Citatelnej polohy na castici, pocet Castic potrebnych pre kniZnicu
obsahuijuci urgity po€et chemickych entit méze byt zmen$eny aspori o polovicu.

Alternativne, pre dany pocet Castic a dany pocet ¢lenov chemickej kniZnice
neseny na &asticiach, méze byt zvySeny pocet fyzickych miest v kniZnici ¢astic, na
ktorych sa ktorykolvek urgity chemicky &len méze nachadzat. Napriklad, ak kniznica
podla GB-A-2334347 pozostava z n €astic nesucich n zliéenin (jedna zli¢enina na
jednu ¢asticu), s kazdou zli€eninou sa mdze stretnut iba na jednom mieste v hmote
¢astic tvoriacich kniznicu. Avsak, ak podla vynalezu su na kazdej €astici pritomne
‘ dve zluéeniny bez zvysenia hmoty &asticového materidlu alebo mnoZstva kazdej
chemickej zla&eniny v kniZnici, umozni sa stretnutie s kazdou zlu€eninou na dvoch
odlinych miestach. Tak mozZe byt znizeny ¢as potrebny pre reakciu s kniznicou.

V principe méze byt pouZity akykolvek tvar Castice. Naprikiad Castica mbze
mat kotUcovy tvar so zénami obsadenymi prislusnymi ¢lenmi chemickej kniznice
v tvare vysece a so zarezmi alebo inymi podobnymi znackami v jednej alebo viacej
polohach po obvode na oznadenie identity kazdej zony. Jedna taka obvodova znacka
postadi nezavisle od poétu pouzitych vysekov, pretoze ktorykolvek vysek méze byt

najdeny vzhladom k jednej znacke podfa svojej uhlovej polohy vzhfadom k nej.



Prednostne vSak kazda castica ma paligkovy tvar s prvym koncom a druhym
koncom s prvou zénou, ktora sa rozprestiera z miesta na prvom konci alebo
v blizkosti prvého konca a s druhou zénou, ktora sa rozprestiera z miesta na druhom
konci alebo v blizkosti druhého konca.

~Kazda Castica méZe mat' oznacenie sluziace na identifikaciu &astice .a znacku
sliziacu na identifikaciu prvého konca alebo druhého konca &astice.

Oznacenie mdZe byt tvorené tvarmi ako su jamky, drazky, zarezy alebo
hrbolky. MGZe byt taktiez vytvorené ako fluorescenéné alebo farebné alebo
jednofarebné znacenie, ako pruzky alebo bodky, ktoré mézu byt nanasané ako
povrchové znacky, napr. tlacou.

Vynalez obsahuje spdsob vyroby | chemickej kniZnice, obsahujlci féliu
podkladového materidlu neslcu rozrysované prichytené castice, ako je opisané
vysSie, (a) vytvorenie nanosov vybranych Elenov chemickej kniznice v znamych
prisludnych priestorovych zénach na povrchu &astic na podkladovom materiali tak,
Ze kazda Castica obsahuje aspori dve z uvedenych priestorovych zo6n, z ktorych
kazda nesie odli$ny z ¢lenov chemickej kniZnice, pricom kaZda &astica je oznaéena
kédom kniznice, a kaZzda castica je oznalenad kdédom identifikujucim &asticu a
ukazujicim orientaciu Castice vzhladom k zénam tak, ze kazda zona je samostatne
identifikovana.

Vyraz ,chemicka knizZnica" zahffa ,biologické kniznice".

V zavislosti od spdsobu rozrysovania &astic vSak ukladaniu chemickych

Clenov kniznice mdze predchadzat alebo nasledovat tvorenie znaciek identifikujucich

Castice. '
Chemicke ¢leny kniznice mézu byt oligomérne zlugeniny, ako su
oligonukleotidy alebo peptidy, . vktorych monomérne jednotky vybrané

z obmedzeného rozsahu chemicky pribuznych zli¢enin s usporiadané v sekvencii
charakterizujucej oligomér. M6Zu to byt neoligomérne zluceniny, mozno pribuzné
s dalSimi ¢lenmi kniznice nejakou spolo€nou S$truktirou alebo skutoénou alebo
potencialnou vlastnostou. Zluceniny mézu mat zlozitd Struktaru, napr. protilatky

alebo inej biomolekuly.

Zluceniny z kniznice mo6zu byt vopred syntetizované a potom umiestnené na
Castice, alebo moézu byt syntetizoviiné na povrchu ¢astic. Zlu¢eniny mézu byt
chemicky viazané na povrch Castic alebo mézu byt na fiom fyzikalne adsorbované.
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Castice mdzu byt porézne a zliéeniny z kniznice mézu byt pritomné v poroch takej
Struktury, hoci sa dava prednost, aby zlG€eniny boli na povrchu ¢astice.

Zrnka mdzu byt akéhokolvek vhodného tvaru. Prednostne su zrnka navrhnuté
ako tenké, bezne 25 um, pravouholnikové tvary s beznymi dizkami 250 um a
Sirkami 40 um.

Akonahle su oligoméry alebo iné zliceniny nanesené na zrnka, jednotlivé
skupiny zrniek mézu byt uvolnené a upravené, napriklad pouZitim prietokovej
cytometrie. Dihy pomer stran pravouholnikovych zrniek prispieva k dobrému
mieSaniu v kyvete, ¢im podporuje UCinné viazanie zakladni analytickych vzoriek
oligonukleotidov na komplementarne cielové sekvencie.

Kazdé zrnko mdze mat okolo svojho obvodu definované tvary davajice mu
jedinedny kod. Strukturne uskutocnenie diskutované niZsie navrhuje, aby bolo
kompatibilné s terajSimi mikrotitrovymi dostickami s 96 jamkami, hoci uvedené
postupy su rovnako pouZitelné pre vacsie velkosti jamok. Pri takychto rozmeroch
kazda Stvorcova jamka 3,5 mm moéze fahko obsahovat pole 100 krat (Ci 4000) zrniek.
Celkovy pocet zrniek definovany v obchodne dostupnej Struktire 96 jamok moéze
potom byt v rozsahu 384 000.

Na ilustraciu 200 pm zrnko méze mat svoj horny povrch vymedzeny do dvoch
zo6n, z ktorych jedna nesie prvy Clen chemickej kniznice (,biomolekulu 17) a druha
nesie druhy ¢len chemickej kniznice (,biomolekulu 2°). Jeden koniec €astice mbze
byt opatreny hlavou v tvare T s dlh§im driekom ako.podobné formacia na druhom
konci, takze su rozliSitelné. Pritomnost ¢lena kniznice moze sluzit ako oznacenie
identifikujice o je horny povrch na odstranenie nejednoznacnosti, ktory dlhy okraj
dastice je ktory. Alternativne moze byt pouZzité dalSie kodové oznacenie sliziace na
identifikaciu jedného dihého okraja Castice.

Po vystaveni testovacej zlucenine, ktord sa moéze viazat alebo reagovat
s kompatibilnou zligeninou na ur¢itom- zrnku v kniznice takych zrniek, mézu byt
zrnka dokladne prehliadnuté na identifikaciu, na ktorom zrnku a na ktorom konci
zrnka nastala vazba alebo ina reakcia. To méze byt urobené vybratim zrniek z jamky
a ich prechodom vhodnym prietokovym systémom do detektora, v ktorom sd po
jednom preskimané. Ked je zodpovedajuca reakcia detekovana, je precitany kéd

zrnka na identifikaciu reagujucej zla€eniny kniznice.
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Pripadne kazda Castica v kniznici Castic, hoci na pouzitie, alebo inak
vytvorena spésobom podia vynalezu, moze obsahovat fluorescenény material, ktory
bol selektivne bieleny na vybranych miestach na definovanie ozna&enia tvoriaceho
strojom Citatelny kéd.,

Fluorescenény material mdze byt polymér tvoriaci &astice, alebo to moze byt
vrstva materialu nanesena na takyto polymér. Méze byt lokalne bieleny pouzitim
dostatocnej intenzity svetelnej energie, napr. z laseru. Méze byt vytvoreny obrazec
bielenych bodov alebo pruzkov tvoriacich binarny koéd. Alternativne cela plocha
Castice mdze byt bielena s vynimkou obrazca bodov alebo pruzkov tvoriacich binarny
kod.

Laserova bieliaca operacia méze byt urobena namiesto opisanej laserove;
rezacej alebo obrabace; opera’Cie, zatial ¢o Castice su udrziavané na podkiade
polymérnej vrstvy, ktorej uvolnenie je aktivované svetlom alebo rozpustadlami.
Deliace Ciary medzi Casticami mdZu byt urobené laserovym rezanim alebo
fotolitografiou. Napriklad méze byt pouzita maska uréujica mnozinu mikrocastic pre
expoziciu fotolitografickej fotocitlivej chraniacej polymérovej vrstvy nesenej na
podklade fotoaktivaciou uvolnenym materidlom. Fotocitlivy chrani¢ méZe potom byt
vyvolany rozpustadlom na vytvorenie kanalikov pre ohrani¢enie uvolnitelnych &astic
ako je opisané vysSie. Tie mozu byt vybielené pre vytvorenie kédovych znaciek
s pouzitim lasera alebo iného svetelného zdroja a pripadne méze byt pouZita
chemicka kniZnica a ¢astice mdzu byt potom uvolnené. Uvol’hené Castice m6zu byt
dalej spracované akymkolvek tu opisanym spdsobom.

Ak sa to poZzaduje, moZze mat kazda Castica aspof prvi zonu a druha zénu,
pricom kazda zo6na ma na sebe prislu$ny chemicky ¢len kniznice, kaZzda Castica ma
oznadenie sluZiace na identifikaciu Castice a sliZiace na identifikaciu uvedenych zén
¢astice a tym na identifikaciu chemickeho ¢lena kniZnice na akejkbrvek vybranej
zone.

V principe mdze byt pouzity akykolvek tvar ¢astice. Napriklad Castica moze
mat tvar kotiéa s vybielenymi znackami koédovanymi na jednej alebo viacej polohach
okolo obvodu .

Prednostne v3ak kaZda Castica ma palickovy tvar s vybielenymi koédovymi

znackami vytvorenymi pozdiz kazdého dihého okraja.
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Kazda castica méze mat oznacenie sluZiace na identifikaciu castice a koncovU
znacCku alebo znacky sluziace na identifikaciu prvého konca a druhého konca ¢astice.

Castice majui prednostne tu opisanu velkost'.

OznaCenie moézZe byt vytvorené pozdiz aspor dvoch stran kazdej castice.
. Ukladanie chemickych ¢lenov kniznice méZe predchadzat alebo nasledovat
po vytvoreni identifikacnych znaciek ¢astic a rozdeleni spojitéj folie do oddelenych
Castic.

Chemicke Cleny kniznice mbZzu byt také, ako je opisané vyssie.

Zluceniny z kniznice moZu byt vopred syntetizované a potom umiestnené na
Castice, alebo méZu byt syntetizované na povrchu &astic. ZI&eniny mozu byt
chemicky viazané na povrch Castic, alebo méZu byt na nich fyzikalne adsorbované.
Castice mézu byt porézne a zluCeniny z kniznice méze byt pritomné v péroch takej
Struktuary, hoci je davana prednost, ked' st zlugeniny na povrchu &astice. -

Chemické kniZnice 'zhotovené podla vynadlezu moézu byt vyuZité
v ktoromkolvek z niekolkych odborov, v ktorych boli v minulosti chemické kniznice
pouzivané alebo navrhované na pouzitie, vratane skisok odhalujucich drogy,
skumanie sekvencii DNA, imunologickych sku$ok a kombinatorickej chémie.

Existuju tri hlavné spdsoby, ako mézu byt chemické molekuly pripojené na
Castice alebo zrnka. Takéto molekuly obsahujiu DNA, RNA, PNA, protilatky, antigény,
proteiny, peptidy, ligandy, virusové Castice, fagy, bunky, chemické zligeniny atd.
Molekuly m6zu byt pripojené na zrnka, ked su edte na podklade, alebo pripojenie
moze byt urobené po uvolneni zrniek. Materidly a postupy pouZité na vyrobu zrniek
su vhodne kompatibilné s aspon jednym a vyhodnejsie so vietkymi troma spdsobmi.
Tieto tri spbsoby budu teraz podrobnej$ie opisané.

V prvom spésobe izolované alebo ‘vopred syntetizované biomolekuly su
pripojené priamo na oddelené polymérové zrnka. Pocas postupu pripajania s zrnka
stale na dostiCke. Po pripojeni su zrnka uvolnené. V druhom spbsobe su zrnka
oddelené z dostiCky a uloZené v oddelerych nadobach tak, ze koédy su sekvenéné.
Kazda nadoba obsahuje mnozinu zrniek rovnakého kodu. Vopred zhotoveny
oligomeér z vyberu je potom spojeny priamo so zrnkami. Zrnka z réznych nadob
s roznymi oligomérmi su potom zmieSané pre nasledujicu analyzu. V tretom
spbsobe su zrnka uvolnené z podkladu do nosnej kvapaliny a st postupne zmie§ané

s chemickymi stavebnymi blokmi. Alternativne su zrnka stale na podklade a
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oligomeéry su budované na zrnkach postupne stupnovitym spdsobom. Vyhody toho
spésobu su : mensia manipulacia, priame budovanie réznych molekdl na jednom
podklade a zaistenie mnozstva oligomérov pomerne s malym po¢tom krokov.

Styri prednostné sposoby ¢itania kodov na &asticiach st nasledujlce :

Vystup laseroveho luca vhodnej vinove; dizky je vedeny optickymi prvkami,
ktoré prevadzaju lI0¢ do tenkého Vejérovitého luca. Zarezy v zrnku préchédzajﬂcom
prietokovou bunkou prerusi IG€. Na detekovanie dopredu smerujucej rozptylenej
energie modze byt senzor umiestneny v priamke s dopadajucou energiou a za
zrnkom. Vystup tohto senzora sa meni podla mnozstva energie dopadajucej na
neho. V pripade dopredu smerujlcej rozptylenej energie zarezy brania, aby energia
dosiahla detektor a medzery medzi zarezmi dovoluju, aby energia dosiahla detektor.
Ako dopredu alebo do strany rozptylené signaly alebo kombinacie tychto signalov
moZu byt pouzité na odvodenie kédu na zrnku.

V dalSom uskutoéneni mdzu byt pravouholnikové polymérme zrnka vyrobené
s kovovymi pruzkami tvoriacimi kod. Typickymi kovmi, ktoré mozu byt pouzité su
nikel-chrém, titan a zlato. Ked sU pouZité zrnka v spojeni s vySSie uvedenym
systémom, je iaserové svetlo silne absorbované v nekovovych oblastiach a silne
odrazané v kovovych oblastiach. Absorbovany alebo odrazeny vystup reprezentuje
kody. .

V druhom spdsobe vysoko rychlostna obrazova kamera ‘zachytava cely
dvojrozmerny obraz zrnka. Kod na zrku je odvodeny podrobenim zachyteného
dvojrozmerného obrazu obchodne dostupného softwaru pre obrazovl énalyzu.
Alternativnym spdsobom je vyuzitie vyhody vyplyvajlicej zo skuto¢nosti, Ze zrnko sa
pohybuje v pride stacionarnej kamery a zachytadva jednorozmerné priamkové
~snimky vysokou rychlostou. Kompletny dvojrozmerny obrazok je tak vybudovany
zlugenim sérii tychto jednorozmernych priamkovych snimok a analyzovany ako
predchadzajuci.

V tretom sposobe je pouzitd viacnasobna obrazova analyza. To je vyznamne
hlavne pre mikrotitrovy doskovy format. Zatial o sa zrnka v jamkach, je treba
zobrazit mnohé zrnka na vytvorenie snimky jamky a analyzovat obrazy off-line.

V étvrtom spdsobe sa pcuziva prirodzena fluorescencie zrnka. Polymérové
zrnka mézu byt zhotovené tak, ze fluoreskuju, ked na ne dopada svetlo urCite]

vinovej dizky a VO vy$sie natienenom systéme v stlade s prvym Eitacim sp6sobom,
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tato vinova dizka je vinova dizka prislusného laseru. Tato viastnost méze byt pouzita
na Citanie kodu na zrnkach s pouzitim detektorov fluorescencie. Ako je opisané
podrobnejsie nizsie, miesto kédovania vytvaranim zarezov po obvode zrnka, rovnaky
kod mdze byt zapisany na zrnku s jednoduchym pravouholnikovym obvodom
vyuzitim vyhody bud zakladnej fluorescencie zrnka alebo fluorescencie dalieho
materidlu naneseného na zrnko. Vo vSetkych pripadoch je material miestne bieleny
vystavenim dostatoCnej intenzity svetelnej energie, napr. laseru. Rézne nastavenia
expozicie maji za nasledok vytvorenie réznych kédov, ako je dané nasledujtcim
zoznamom, ktory vSak nie je vycerpavajuci :

NajzakladnejSie je pouZitie vysoko zaostreného luga laserovej energie na
zapisanie kédu priamo na zrnko.

Ako expozicny zdroj mbze byt taktiez pouzity interferometrovy systém. Tieto
systémy su bezne pouzivané pri produkcii hologramov. '

. Dalsi spésob vytvarania koédov je priechodom laserového Iuéa dvoma

optickymi mriezkami, jednej pevnej, druhej otoénej po malych prirastkoch. Vysledny

difrakény obrazok je prideleny kod.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Nasleduje opis, v ktorom st pomocou prikladov ‘a odkazov na pripojené

vykresy opisané uskuto€nenia vynalezu. Na vykresoch :

Obr. 1 znazoriuje rez casti folie polymérneho materialu na podklade
uvofnitefnom UV Ziarenim ;

Obr. 2 znazornuje'pddorys prikladu kédovanej Castice ;

Obr. 3 znazoriuje rez Casti rozrysovanej félie polymérneho materidlu na
podklade uvolnitefnom UV Ziarenim ;

Obr. 4 znazoriuje rez Casti rozrysovanej félie polymérneho materialu na
podklade uvoflnitefnom UV zZiarenim na spodnej vrstve beznej mikrotitrovej dosky ;

Obr. &5 2znazornuje pddorys beznej mikrotitrovej dosky obsahujucej

“rozrysovanu féliu polymérneho materialu na podklade uvolniteflnom UV Ziarenim ;
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Obr. 6 znazorfiuje bokorys Casti beZznej mikrititrovej dosky znazornenej na obr.
5,

Obr. 7 je schematickym znazornenim bokorysu mikrotitrovej dosky
znazornenej na obr. 5 a 6, spolone s prostriedkami na odobratie zrniek
z mikrotitrovej dosky ; .

Obr. 8. znazornuje vysledky Citania z éitacieﬁo zariadenia kodu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

NizSie opisany spdésob mdze vytvorit’. lahko ovladatelné zoskupenie
oddelenych &astic (alternativne oznacenych ako zrnka) polymerového materialu.
Monoméry ako nukleotidy mozu byt otlaené na horny povrch zrniek pouzitim
systému typu atramentovej prudovej tlaCiarne. Zrnka mozu mat' akykofvek vhodny
tvar. Prednostne s zrnka navrhované tak, aby mali tenké, typicky s hrabkou 25 um,
pravouholnikové tvary s typickou dizkou 250 um a Sirkou 40 pm.

Akonahle boli na zrnka nanesené monoméry, mdzu byt jednotiivé skupiny
zrniek uvolnené a spracované pouzitim prietokovej cytometrie. U pravouholnikovych
zrniek pomer stran s prevazujucou dizkou prepoZic’:iava sam o sebe dobru
miedatelnost v kyvete a tym podporuje uc€inné viazanie zakladov na pbévodnej
sekvencii. '

Kazdé zrnko moZe mat rysy definované po jeho obvode pridefujuce mu
jedinegny kod. Strukturalne uskutognenie, rozobrané nizSie, je navrhnuté tak, aby
bolo kompatibilné s mikrotitrovymi doskami s 96 jamkami, pretoZze uvedené postupy
st rovnako pouzitelné pre vacsiu alebo mensiu velkost jamok alebo pocty. Pri
takychto rozmeroch kazda S$tvorcova iamka srozmerom 3,5 mm moézZe [ahko
obsahovat pole 100 krat 40 (alebo 4000) zrniek. Celkovy pocet zrniek definovanych
v obchodne dostupnej Struktdre s 96 jamkami bude preto v rozsahu 384 000.

V uskutoéneni vynalezu znazornenom na obr. 1 félia plastového materialu 10,
povedzme z 20 alebo 25 um hrubého polyesteru alebo polykarbonatu je umiestnena
na daldej plastovej folii 12 _so $pecifickou vlastnostou, Ze je to material uvolnitelny
UV ziarenim (napr. 130 um hruby Furukava UV pas série‘ SP). Obidve folie su

uloZené vzajomne na sebe s vylicenim vietkych vzduchovych medzier.
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Tato sendviCova Struktdra je uloZena na plochy povrch vakuového spinaca
umiestneneho na suradnicovom stoliku laserového mikroobrabacieho systému.
Prednostne je pouzity CO, laserovy systém s galvanometrickou snimacou hlavou.

Typické galvanometrické snimacie polia maju rozmer 50 mm x 50 mm
s vytvorenymi 500 znakmi za sekundu. Bezné syétémy majO 4 az 5 bitovy kddovaci
systém. Toto uskutoCnenie dovoluje pouzitie napriklad 18 bitového kc')d.ovacieho
systému vytvorenim 18 ,prvkov" 14, ktory méze byt zapnuty alebo vypnuty podla
potreby (obr. 2). Tu sa uvazuje so Sirkou prvku 10 um a s odstupmi medzi prvliami
10 um. Ak su v8etky prvky definované na rovnakej strane, celkova dizka zrnka bude
tesne pod 500 pm, ktora je povazovana za dlh§iu ako je optimum. Tato dizka méze
byt znizena na 250 pm, ak su prvky definované po obidvoch stranach. Citacka bude
potom potrebovat’ informacie tykajuce sa zmyslu ¢itania zrnka, napr. by mohlo nastat
nepresné Citanie kodu, ked sa zrnko pretoéi apod. Tu je navrhnuty spésob, ked
pridanie dvoch dalSich znakov 15, 17 na zrnko sa postara o \}éetky kombinacie
zmyslu Citania.

Za predpokladu rozpatia 20 um a 9 prvkov na kazdej strane je teraz dizka
zrnka priblizne 250 um, ktora je prijatelna. Priklad 18 bitového zrnka je znazorneny
na obr. 2.

Najvys8i vykon laseru je nastaveny tak, Ze plastovy material 10 je v miestach
16 celkom prerezany, ale pas 12 citlivy na UV Ziarenie je iba ,poznamenany”
niekolkymi um a je pre vSetky zamery a ciele celkom neporuSeny. Na obr. 3 je
znazornené, Ze integrita vrstvy uvolnitelnej UV Ziarenim je v podstate
neovplyvnitelna. Tomu sa dava prednost vo vSetkych uskutoéneniach vynalezu.

Opracovany sendvi¢ je odobraty zvakuového spinaa a umiestneny na
spodnu dosku 18 beinej 96 jamkovej mikrotitrovej dosky 24 (obr. 4) na dodanie 4000
zrniek na jamku. BeZne existuju dosky, ktoré su vyrabané tlakovym vstrekovanim
v jednom kuse a dalSie, ktoré su vyrabané v dvoch astiach s plochou zakladnou
doskou ultrazvukovo zvaranou s dierovanou hornou doskou 26. V pritomnom
uskutoéneni nukleotidy alebo oligonukleotidy 20 sU nana$ané na povrch Castic
ponechanych na zakladnej doske pred pripojenim hornej dosky.

Horna doska mikrotitrovej doshy je teraz umiestnena na zakladnej doske na
uzavretie laserom opfacovanej vrstvy plastovych ¢astic vo vyslednych jamkach 22.

Vysledna mikrotitrova doska je znazornena na obr. 5 a 6.
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Dalsim krokom je vybratie skupiny zrniek (presny podet nie je délezity)
v jednej operacii a ich spracovanie v ustrojnom roztoku prietokového systému.

Prvy krok je miestne porusenie lepivej vlastnosti na styku medzi UV pasom a
$pecifickou skupinou zrniek. Typické hodnoty lepivej sily UV pasu (v suCasnosti
dostupného) su 2,5 N/25 mm pred UV ozZiarenim a 0,05 N/25 mm po UV oZiareni. ‘
Typické davky UV Ziarenia pozadovane pre takyto ucinok su radu 1000 MJ/cm?.
V tomto uskutoCneni zdroj 30, napr. impulzovy laserovy 14¢ dodavajuci energiu tohto
typu velkosti na pulz, je umiestneny na presnom suradnicovom stole a dodava
energiu zospodu mikrotitrovej dosky. Akonahle bolo dodané potrebné mnoZstvo
energie na $pecifickl skupinu zrniek, je druhym problémom vybratie tejto Specifickej
skupiny zrniek.

Proces vybratia zrniek nesmie poSkodit horné povrchy obsahujice podkiady
DNA. Jeden spdsob uskutocnenia je pouZitie plochej presne brusenej dutej ihly alebo
- podtlakového vyberaca 32 s vnutornymi priemermi v rozsahu medzi napr. 200 az
500 um. Otvor méze byt uzavrety mikroporéznou membranou. lhla sa upevni na
presny suradnicovy stdla zamieri dole v jamke na skupinu 4000 zrniek. Postup
vyberu je znazorneny na obr. 7.

Podla potreby mdze byt porézny a modze posobit poas pouzitia astic ako
filter. Tak napriklad plastova vrstva na vytvaranie ¢astic moze byt previecena cez
straten plastovu vrstvu na povrchu porézneho podkladu, ako je acetylcelul6za nylon
alebo polyétersulfon. Po rozrysovani zrniek a naneseni ¢lenov chemickej kniznice na
gastice moZe byt pripojena perforovana doska na vytvorenie mikrotitrovej dosky. Po
alebo pred pridanim skasobnych ¢inidiel k ¢asticiam moézu byt Castice v jamkach
dosky uvolnené. Po kazdom pridani kvapaliny vtychto procesoch méZe byt
prebytoéna kvapalina odstranena cez filtraény material. Hlavne ak je stratena vrstva
porudend pridanim rozpustadla na uvolnenie C¢astic v jamkach, prebytbéné
rozpustadio mdze byt odsaté cez filter a/alebo podklad tak, aby Castice zostali vo
svojich jamkach.

Vysledkom vynalezu je vyroba zrniek,'ktoré maju priestorovo definované
strojom ¢itatelné kody. Moze byt jedno alebo niekofko zrniek, ktoré nesu kazdy
jednotlivy kéd. Bezné na silikone zalozené systémy maji znaéné nedostatky, ktoré
zahffiaju nizky pomer signalu k Sumu a zIU difuziu poas mieSania. Pri pouZiti

vynalezu vysledky dosiahnuté z takychto rozsiahlych mnozstiev zrniek v jamke vedu
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k vySSiemu stupniu spolahlivosti v ur¢ovani sekvencii. Na zaistenie dobrého miegania
moZe do prietokového systéemu prejst' az do celkovych 4000 zrniek v jamke.

Pozadovana povrchova UGprava moéZze byt pripadne uskutodfovana
mikroleptacim alebo elektrickym Iestlamm postupom Funkéné vrstvy mézu byt
elektricky ukladané alalebo pasivne nanasane

Biovrstvy mézu byt ,vzorované" priamo na polymérové folie atramentovou
prudovou tlacou. Oligoméry mézu byt vybudované priamou atramentovou pradovou
tlacou monomérov a tak zniZenim prebytku cinidiel a problémov spojenych
s manipulaciou so zrnkami. Tento spdsob je obzvlast pouZitelny na vyrobu
oligonukleotidov.

Teraz je opisany alternativny vyrobny spdsob vyroby na polyméroch
zaloZzenych mikrocastic.

V tomto spdsobe sa prednostne pouziva kremikova dostitka ako podklad pre
vyplyvajuce kroky, hoci odbornikovi v odbore bude zrejmé, ze méze byt pouZity
akykolvek plochy podkiad, vratane poréznych podkladov, ako bolo opisané vyssie.
Kremikova dosticka je vyCistena a vypalenad a potom je na povrch podkladu pri
otaCani nanesené fotocitlivy chrani¢ s hrabkou priblizne 3 pum, ktory pdsobi ako
stratena vrstva. Typickym prikladom fotocitlivého chrani¢a pre tento krok je
SPORLR30B z MicroChem Corporation Massachusetts.

Tato podzostava je potom pred nanesenim dal$ieho fotocitlivého chraniéa pri
otacani vypalena. Druha vrstva fotocitlivého chrani¢a ma hrabku priblizne 20 um a je
tvorena zosilnenym negativnym fotocitlivych chranicom, ako SU8-25, taktieZ
z MicroChem Corporation Massachusetts. To je podrobené predexpozicnym
vypalenim v sulade s inStrukciami vyrobcu. Potom je cez vrstvu SU8 umiestnend
leptana maska chrém na skle a vrstva je potom exponovana pouzitim expozicného
UV prostriedku alebo podobného excitaéného zariadenia. Poexpoziéné vypalenie je
uskutocnené znova podla instrukcii vyrobcu a exponovany material je potom
vyvolany pouZitim odpovedajucej vyvojky na ponechanie pola podla patentu alebo
profilovanych mikrocastic na podkladovej dosticke.

Ako predtym, mozu byt mikroCastice uvedené do funkéného stavu pred alebo
nasledne po uvolneni z dosti¢ky. Uvofnenie je uskutoénené pouzitim rozriedenej

vyvojky, ktora rozpusta vrstvu SPORL30B.
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Pouzitim postupov vysvetlenych vySSie mdzu byt ziskané Castice s dizkou

radu 50 az 200 um. Typické rozmery mikro€astic st nasledujuce :

dizka < 100 pm
Sirka 30 pm
hrabka 20 pum

Na pouzitie v chemickej kniznici je nevyhnutné zaistit uvedenie &astic do
funkcie, aby boli citlivé na chemikalie a biochemikalie, od ktorych sa olakéava, ze
budi vystavené v dalsom spracovani. Uvedenie do funkéného stavu moéze byt
uskutodnené akymikolvek vhodnymi chemickymi prostriedkami alebo plynovymi
prostriedkami, ako je plazmové leptanie, U€inné pridanie poZadovanej chemickej
skupiny - na povrch mikrocastic na spojenie analytickych vzoriek alebo inych
prekurzorovych Spécii.

Napriklad vyssie opisané ¢astice moézu byt uvedené do funkéného stavu, aby
umoznili pripojenie DNA, presnejsie oligonukleotidu prislusnej DNA, ktord ma
detekovat. VV prvom kroku uvedenia do funkéného stavu st mikroGastice silanolovane
HMDS (hexametyldisilazanom) nasledovanym organosilanom, ako je N-2-aminoetyl-
3-aminopropyl-trimetoxysilan, ~ ktory  wori samovytvaratefny sa fim na
hydroxylovanych povrchoch mikrocastic. Pretoze nemodifikované oligonukleotidy
nemdzu byt spojené priamo so silanolovymi skupinami, povrch méze byt dalej
uvadzany do funkcie NHS-biotinom, ktorym je N-hydroxysukcimididester-biotinovy
komplex. Ten spaja povrch s aminoskupinou, ktora je reprezentovana silanovym
fimom. Biotinovda molekula potom reaguje so streptavidinom a proteinom.
Streptavidin je potom pouzity na viazanie biotinylatovanej DNA, tvoriacej silnG
nekovalentnt interakciu. Interakcia je dostatoCne silna, aby odolala dékladnému
premyvaniu vyzadovanému v neskorsich krokoch na minimalizaciu nespecificke;]
hybridizacie.

Presnejsie, ukladanie silanu méze byt uskutoéfiované preplachnutim zrniek
v HMDS a vytvrdzovanim poc¢as 30 minut pri teplote 50 °C. Pocas priblizne 2 minut
sa pridava 2% TMS (N-2-aminoetyl-3-aminopropyl-trimetoxysilan) v suchom acetone.
Zrnka su preplachnuté v suchom acetone a vysusene.

V kroku uvadzania do funk&ného stavu biotinom st ¢astice ponorené v 1 mg

NHS-biotihe v 250 pl dimetylsulfoxidu (DMSO) a jemne pretrepané. Po $tyroch
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hodinach su Castice dvakrat premyté v DMSO nasledovanom fosfatom pufrovanym
sofnym roztokom.

Po dodrzani vy$Sie uvedenej procedury, viazanie chemikalii bolo posudené
prostrednictvom pripojenia konjugovaného FITC-streptavidinu. 100 pg/l roztok
“streptavidinu bol hesuspendovany vo fosfatom pufrovanom solnom roztoku s 0,5 %
pridaného Tween-20. Tween-20 je zmacadlo. Streptavidinovy roztok bol inkubovany
poCas dvoch hodin s asticami. NeS$pecificky viazany streptavidin bol potom
odstraneny pretrepavanim castic pocas dalSich dvoch hodin vo fosfatovanom
pufrovanom sofnom roztoku s 0,5 % pridaného Tween-20 (PBST).

Na skusku hybridizacie bol streptavidin viazany k biotinylatovanému povrchu.
Ako vo fluoresceninej streptavidinovej skuske opisanej vys$Sie, 100 pg/ml
streptavidinovy roztok v 0,05 % PBST bol inkubovany s ¢asticami po¢as dvoch hodin
pri izbovej teplote s pretrepavanim. Potom nasledovalo dvojhodinové premyvanie
PBST na odstranenie neSpecificky viazaného streptavidinu.

Alternativnym spdsobom pripojenia aminomodifikovaného oligonukleotidu je
pouzitie homobifunkéného zosietovadla ako je kyanurchlorid. Tieto spésoby sluzia
iba ako priklady a existuju dalSie spdsoby dosiahnutia pripojenia molekul k Casticiam.

Po uvedeni ¢astic do funkéného stavu s pomocou NHS-biotinu a streptavidinu
bola pripojena biotinylatovana DNA. Boli pripravené dve sady oligonukleotidov,
pricom kaZda sUprava presne odpoveda druhej. Oligonukleotidové sady mali dizku
12 nukleotidov. Jedna suprava obsahovala biotinylatovany oligonukleotid, ktory bol
zakotveny ' k Castici, zatial Co druha suprava obsahujuca komplementarne
oligonukleotidy bola oznacena fluoresceinom. Obidve sady boli potom navzajom
zmieS§ané v roztoku, ktorého podmienky boli vhodné pre hybridizaciu na otestovanie
2ivotaschopnosti systému. o ,

PresnejSie, biotinylatované oligonukleotidy jednej sady boli inkubované
s Casticami pri koncentracii 100 pM v 10 mM tris HCI, 1 mM a 2M NaCl pocas 20
minut pri 30 °C. Potom nasledovali dva kroky premyvania, jednym v tris pufre
pouzitym na viazanie, nasledovanym premyvanim v deionizovanej vode.

Druha suprava oligonukleotidov. neslca fluorescenéné oznacenie, bola
inkubovana s oligonukleotidmi viazanymi na Castice v 20 mM tris, 18 mM EDTA 2 0,1
% Triton pri pH 8,5 po¢as 30 minut pri teplote 29 °C. To bolo optimaine pre

hybridizaciu olignukleotidovych stprav.
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Castice boli dvakrat premyvané na odstranenie akejkolvek neviazanej DNA a
na znizenie fluorescencie pozadia. Castice boli zviditelnené pod fluoroscenénym
mikroskopom a fluorescencia bola detekovana pouZitim nizSie uvedeného
nastavenia pre umoznenie uréenia pritomnosti viazanej DNA. Pritomnost
fluorescencie na povrchu éastic'indikuje, Ze hybridizacia, ktoré nastala potvrdzuje
Zivotaschopnost' tohto pristupu. |

Florescenéné zobrazenie mikro¢astic bolo dosiahnuté mikroskopom, 25 Mw
nm argénovym idénovym laserom a CCD kamerou. Laserovy luc bol rozptyleny
optickou $oSovkou s ohniskovou dizkou 50cm a zapojeny do epi-iluminaéného
systému mikroskopu s nastavitelnymi zrkadlami. Okulary boli z bezpecnostnych
dévodov vybrané a nahradené integratnou CCD kamerou Cohu so sedemvrstvym
interferenénym filtrom pre priechod pasma 550 nm v drahe na odstranenie hlavného
lu¢a 488 nm. Kamera bola spojena s Scion L.G-3 Nubus grabber v po¢itaci Macintosh
Quadra 800, ktory obsahuje prostriedky pre riadenie integranych viastnosti kamery.
Systém manipulacie s ¢asticami a ich detekcia pouziva mikroskop na zobrazenie
kyvety. Prietokovy cytometer bol modifikovany pre manipulaciu so zrnkami a zrnka
boli vedené systémom pri rychlosti prdu priblizne 1 meter za sekundu. Hoci mbze
byt pouzity akykolvek osvetlovaci bodovy zdroj s vefkostou bodu mendou ako
najmensi znak v bunkach, bol vtomto pripade pouzity 1UC argonového iénoveho
laseru (488 nm). Dopredu a postranné rozptylené signaly od zrniek boli detekované
pouzitim usporiadania fotodioda-fotonasobic.

Na obr. 8 pohlady (a) a (b) znazorfujli vystupné krivky ziskané od dvoch
odlisne kodovanych &astic. Su to absorptné krivky, takZze priehlbiny v kiivke
zodpovedaiju vystupkom na povrchu mikroCastice.

Pri modifikacii mikrocastic opisanej vy$sie, st vyrabané Castice nesuce NiCr
alebo iny odrazovy povlak. Ak Castice s odrazovym poviakom mali byt detekovane
pouzitim tu opisaného detekéného systému, moze byt sledovany obrazok odraZania
namiesto obrazku absorpcie. V obrazku odrazania vrcholy na krivke odpovedaju
vystupkom na povrchu mikrocastice, zatial ¢o priehlbiny v krivke odpovedaju
priehlbeninam v povrchu mikroCastice. ' '

Vhodna fotolitograficka maska na pouzitie vo vyssie uvedenom postupe je
rozdelena do mnoziny oblasti, z ktorych kazda obsahuje mnozinu kodov. Kazdy vzor

zrnka pozostava zo 14 bitov a 7 pm znakov. Dizka typického zrnka je potom priblizne
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98 um. Hoci 14 bitov vedie k celkovému kodovému priestoru 16 384 kodov, existuje

mnozstvo zlepSovacich znakov, ktoré znizuju poéet kddov. Hoci to konéi zmensenym

kédovanym priestorom, su dosiahnuté jasné vyhody.

_Nasledujuce tri zlepSenia prepoziCiavaju jasné vyhody v oblasti zniZenej

“moznosti chyb v detekcii :

Maximalny pocet po sebe iducich bitov bol zvoleny na Styri, to zmenSuje
povodny koédovy priestor zo 16 384 na 11 072.

Pouziva sa paritné obmedzenie. To znamena, ze zmena ktoréhokolvek
jedného z bitov na jeho doplnok ma za nasledok neplatnost kodu. To
nastavuje takéto obmedzenie na bud parny alebo neparny pocet nul alebo
jednotiek v kazdom platnom koéde. Vybrali sme parnu paritu jednotkoveého
bitu tak, Ze pocet jednotiek je vzdy parny. To ma ten ucinok, Ze zmensuje
kédovy priestor z 11 072 na 5 536.

Odstranenie reverznych kédov pre zavedenie smeru Citania. Pre kazdy
dany kéd v sade je rezervny kod vypusteny, tak ak je kéd 321, méZe to byt
iba 321, pretoze kéd 123 bol vypusteny z koédového priestoru. Tieto

odstranenia zmensuju kédovy priestor z 5536 na 2724.

V nasledujicom su uvedené jasné vyhody v oblasti manipulacie a detekcii

chyb :

Redundancia — pocet duplicitnych kodov. Usporiadanie zrniek méze byt
oznadené tak, Zze 2724 oddelenych a po sebe nasledujlucich kodov je
ohraniéené v obdiznikoch s rozmerom nejakych 5 mm x 12 mm. Tato
velkost bola zvolena s ohladom na manipulaciu — po vyrobe zrniek a
deleni dostidky, tento obdiZznik méze byt umiestneny do 1,2 ml skimavky
(napr. Eppendorf alebo pod.obne). Zavedenie tohto znaku znamena, Ze
kompletné sUprava zmiek moze teraz byt obsiahnuta v malom objeme
pristupnom na odstredovanie. Je mozné ulozit 13 620 zrniek do tohto
obdiZnika 5 mm x 12 mm a tak zaistit redundac¢né cislo 5 na kod.

Kéd taktieZ vytvara 88 ,palindromov’ , tj. kod sa Cita rovnako, ak sa Cita
zlava doprava alebo sprava dolava. Prikladom toho je 00001000010000.
Tychto 88 palindromov bolo oddelenych z kédovaného priestoru a

pouzitych na ciele testovania a overovania chyb.
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Hoci bol vynalez vy$sie opisany s odkazom na urcité uskutoénenia, bude
odbornikom v odbore zrejmé, Ze si mozné jeho variacie a modifikacie bez toho, aby

sa vybocilo z rozsahu narokov, ktoré nasleduju.
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1

PATENTOVE NAROKY

Sposob vyroby kédovanych ¢astic, vyznacujici sa tym, Ze obsahuje:
vytvorenie félie z polymérneho materialu.na podklade ; | |
rozrysovania folie do mnoziny Castic bez porusenia integrity podkladu ;
strojovo Citatelné kddovanie Castic a

odobratie €astic z podkladu.

Spbsob podla naroku 1, vyznacujuci sa tym, Zze Castice sa morfologicky
koduju pocas rozrysovania.

Spdsob podla naroku 1, vyznaéilj&ci sa tym, Ze Castice sa koduju po
rozrysovani, ale pred odobratim z podkladu.

Spdsob podlfa naroku 1, vyznacujuci sa tym, ze adhézia medzi féliou a
podkladom sa vytvori na Ziareni citlivej stratenej vrstvy, ktorej vlastnosti sa
modifikuju na znizenie pevnosti adhézie pre uvofnenie Castic. _

Spdésob podfa akékolvek z predchadzajiucich narokov, vyznacujuci sa tym,
Ze Castice sa rozrysuju laserovym obrabanim.

Spdsob podla ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov, vyznaéujuci sa
tym, Ze kbédovanie obsahuje vytvorenie mnoziny pripinatelnych prvkov po
obvode kazdej Castice.

Spdsob podla ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov, vyznacdujuci sa
tym, Ze kazda castica sa vytvori aspon s jednym identifikdtorom zmyslu
Citania.

Spdsob podfa ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov, vyznaéujici sa
tym, Ze strojom Citatelny kod sa vytvara bielenim fluorescencie zlozky kazdej
&astice. |

Spdsob podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov, vyznacujuci sa
tym, Ze na prisluSne kédované Castice sa definované ¢leny chemickej alebo
biologickej kniznice nanesu pred odobratim z podkladu. |

Spdésob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 9, vyznadujuci sa tym, Ze na
dastice sa definované c¢leny chemickej alebo biologickej kniznice nanesu

v jamke mikrotitrovej dosky.
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Spbésob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 8, vyznadujuci sa tym, 7e na
kazdu Casticu sa nanesie alebo syntetizuje definovany é&len chemickej alebo
biologickej kniznice po uvolneni ¢astice z podkladu.

Sposob podra-kto_réhokol‘vek z narokov 9 az 11, vyznacujici sa tym, ze
kazda Castica sa opatri aspon dvoma definovanymi ¢lenmi chemiclkej kniZnice,
pricom kazdy Clen zabera svoj viastny prislusny priestor na danej &astici

oddelene od priestoru zaberaného druhym &lenom.
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