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IRENGINYS, - SKIRTAS DARBUI SU MEMBRANOMIS ELEKTROFOREZEI IR
CHEMILIUMINISCENTINIAM NUSTATYMUI ADSORBUOTY ANT MEMBRANU
PRODUKTY; SIO IRENGINIO PANAUDOJIMO BUDAI

Sis i&radimas nagrinéja irenginj, skirta nustatyti, o po to
ir identifikuoti gel-elektroforezés ir blotingo produktus.
Konkreciai, jis liecdia jrenginji, skirtg darbui su blotingo
membranomis, ant kuriy yra $5ios medZiagos, be to, skirta
detektuojamo signalo, generuojamo i§ atitinkamai apdoroty
atskirty biologiniy medZiagy juosty, stiprinimui.

Gel-elektroforezé paprastal yra naudojama molekulineje
biologijoje molekuliniy sudetiniy daliy atskyrimui bandinyje,
remiantis jy dydziu ir krdviu. Klasikinis pavyzdys yra S$iy
daleliy perkélimas ant membrany. I perkélimo procediira, arba
blotinga, ieina tekandio srauto apdorojimas, kaip Southern
(pietinis) blotingo arba elektroblotingo metu pagal JAV pat.
No 4589965. Produktas, vadinamas blotu, yra apdorojamas taip,
kad vizualiai arba kitomis aptikimo priemonémis bity galima
pastebéti atskiry molekuliy juostas. PavyzdZziui, kai j
apdorojimg jeina radioaktyvus Zymeéjimas, tada yra naudojamas
autoradiografinis detektavimas. Kaip apradyta JAV patente No
4874492, dviejy dimensijy kruvio ry3i nustatanliame prietaise
yra naudojamos fluorescentinés Zymés, paveikiamos i$§
ultravioletiniy spinduliy $altinio.

Geriausias metodas sukurti paruodts detektavimui signalg yra
chemineés liumminescencijos metodas, kuris remiasi tam tikry
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pakeisty 1,2-dioksetany, fermentiniu suZadinimu. IvairGs tokio
suZadinimo aspektai yra pateikti daugelyje patenty.

JAV pat. No 4857652 Schapp duoda liuminescencinio 1,2-
dioksetano formule:

0—0
| LA
AL b7

A Mrox

kur ArOX yra aromatinis Ziedas su pakeista X oksigrupe, o A
yra pasyvios organinés grupés, jgalinancios 1,2-dioksetang
spinduliuoti Sviesa, paveikiant ji tuo metu, kai paSalinamas
X. X yra chemi3kai judri grupeé, kuri yra pa$alinama
aktyvatoriumi. 1,2-dioksetano dalys gali biti suZadinamos
liuminescuoti kambario temperatiiroje.

Edwards ir kt. JAV pat. No 4952707 pateikia bendra
fermentiSkai skaidomy 1,2-dioksetanu apra3ymg. 3is patentas
apras8o fermentiSkai skaidomy cheminés liuminescencijos 1,2-
dioksetany formule:

kur Ry rei8kia vandenili arba chemine jungti, kai Ry yra
pakaitalas, susijes su dioksetano Ziedu per spiro-jungti, arba
organinis pakaitalas, kuris nedaro poveikio &viesos
iSskyrimui; Ro yra florofolo likutis, turintis kondensuotg
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daugiabranduolini Zieda ir fermentidkai skaidoma judru Ziedo
pakaitala; T yra stabilizuojanti grupé, neleidzianti
dioksetano junginiui i%siskaidyti pries tai, kai fermentiskai
yra nutraukiamas skaidomo judraus Yiedo pakaitalo rysys.
Bronstein ir kt. JAV pat. No 4956477 taip pat apraso
fermentidkai skaidomy 1,2-dioksetany sintezeg, taikomg chemines
liuminescencijos imunoanalizei ir tiesioginei fermentuy
analizei.

Schaap JAV pat. No 4959182 apra3o metoda ir sudeti, duodancius
padidintg 1,2-dioksetany cheming liuminescencija.

Pagal 3i metoda fermentiskai skaidomas 1,2-dioksetanas yra
sumaigomas su jautriu pavir3iniu sluoksniu, o florescentiné
dalis yra prijungiama prie angliavandenilio, sudarant jautruy
pavirsini, sluoksnj miceléje arba kitoje struktdroje. Sis budas
duoda fermentidkai paveikiamos cheminés liuminescencijos
signalo stiprinimg 500 karty 1,2-dioksetany tirpaluose. Be to,
Bronstein ir kt. (J. Biolumin. Chemilumin. 4, 99-111, 1989)
rago, kad jauéiy serumo albuminas ir kitos tirpstancios
vandenyje makromolekulés Zymiai stiprina cheminj
liuminescentini, signalg, generuojamg i3 fermentiskai skaidomy
1,2-dioksetany tirpaly. Manoma, kad visi tie stiprintojai
didina anijony pusiauprodukty ir 3viesa spinduliuojanciy
medZiagy stabilumg, laikant jas hidrofobinéje aplinkoje.
Tadiau hidrofobinio pagrindo atveju, pvz., nailono membrany
atveju, 8is pagrindas anijoninéems medZiagoms perduoda
hidrofobine aplinka. To pasékoje Sie stiprintojai neduoda
Zymesnio stiprinimo tuo atveju, kai fermentas yra apribotas
hidrofobiniu pagrindu.

Okada ir kt. Australijos paraiskoje patentui A 36340/89 apraso
metoda cheminés liuminescencijos signalo stiprinimui, skirta
fermentidkai suZadinamiems 1,2-dioksetanams. Fermentine
reakcija yra atliekama, esant optimaliai fermento pH
reikSmei. Po to pH yra didinamas, pridedant stipria bazing
medZiaga, kad bty sustiprintas liuminescentinis efektas.
Bandant su polistiroliniais rutuliukais buvo pasiektas signalo
sustiprinimas nuo 7 iki 59 kartuy.
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Paraigkoje WO 89/06650 Bronstein ir kt. nagrinéja dioksetany
panaudojimo klausimus pavyzdZiuose, iskaitant floroscentini
chromofora, turinti spiro-ry3i su dioksetano 4 anglies atomu.

Dioksetano formuleée yra

kur X yra CR7Rg, O, S arba R-R (kur kiekvienas R7, Rg ir R
nepriklausomai yra H, alkilas, heteroalkilas, arilas,
heteroarilas, cikloalkilas, cikloheteroalkilas,
aralkilas,aklarilas, arba fermentiskai hidrolizuojama grupeé).
Kiekvienas Rj, Rp, R3, R4, Rg ir Rg nepriklausomai yra H,
elektrona akceptuojanti grupe, elektroda atiduodanti grupe,
heteroarilas arba fermentiné hidroliziné grupé, arba grupes
R1- Rg, kartu sudaranios Zieda. T yra pakeistas arba
nepakeistas arilas, poliarilas, cikloalkilidenas arba
policikloalkilideno grupé, spiro-susieta su dioksetano 3
anglies atomu. 3ie dioksetanai yra naudojami tyrimuose, norint
aptikti tam tikra susijusios poros narj arba fermentsa.
Hummelen ir kt. JAV patente No 4705847 nagrinéja pakeiciamo
policiklo-alkilideno policiklo alkany, tokiy, kaip pakeistas
adamantilidenas, adamantanas ir atitinkami epidioksiniai
junginiai, paruo$imo procediirg. Policikloalkilideno policiklo
alkanai yra halogenuooti ir to pasékoje halogeninis produktas
pasirinktinai patenka i pakeitimo reakcija. Gaunami produktai
yra paver&iami i atitinkamus epidioksinius junginius. Cia yra
apradyti ivairls epidioksiniai junginiai, kurie turi
dioksetano Zieda. Sie junginiai yra naudingi kaip
termocheminés liuminescentinés Zymés.

Erwin ir kt. JAV patente No 49488775 apraSo kiekybine
liuminescentine vaizdo sistemg, kuri galimybe i3matuoti Zemus
Sviesos lygius, gaunamus liuminescentiniy reakcijuy metu
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elektromagnetiniﬁose laukuose, pvz., mikrobanginiame
spinduliavime ir jos panaudojimg cheminés liuminescencijos
tyrimuose ir terminéje mikrodozimetrijoje. Mikrobanginio
spinduliavimo efektas cheminéje liuminescencijoje yra
apra8ytas patente ir publikacijoje (Kiel, Bioelectromagnetics
4, 193-204, 1983) Zymiai skiriasi, nuo 3io aprad3ymo. 1 apradyta
sistemg fermentinés reakcijos, ypac liuminolio oksidavimas,
katalizuojamas peroksido fermenty i proteino Zelatina, skyscio
i8laikomg dreégname bivyje. Stiprinimas, paveiktas dél
mikrobanginio spinduliavimo, priklauso nuo padidéjusio
substrato mobilumo (vandenilio peroksidas) Zelatinos viduje,
bet ne dél faktinio cheminés liuminescencijos proceso
stiprinimo, kaip ¢ia yra aprasyta.

JAV pat. No 4812216 ir su juo susijusiame pat. No 4913791 yra
apradytas metodas ir irenginys, skirti darbui su bloting-
mermbranomis blotingo, hibridizacijos ir detektavimo metu.
Juose yra apra3omi metodas ir jrenginys, skirti blotingo
membrany manipuliavimui ir valdymui proceso, analizés ir
saugojimo metu. I apradyta jrengini jeina priemones membranos
palaikymui (atramos) kartu su vienu arba daugiau lizdy,
sgveikaujanciy su fiksatoriais taip, kad membrana bity
priimama i3 lizdo i lizda visada orientuota tokioje pa&ioje
padétyje. Taip pat yra apra3ytas metodas, i kurio panaudojimag
ieina atramos, atitinkamai pritvirtintos viena prie kitos
(savitarpio fiksatoriaus ar klijy pagalba) ir kurio déka
membrana yra patogiai valdoma atramomis, nepaZeidZiant pacdios
membranos arba ant jos esanios biologinés masés. Membrana yra
transportuojama, kaip viena detalé j arba i3 apdorojimo posty.
TaCiau 3iuose literatiliros Saltiniuose nepateikti automatizuoti
ir valdomi mechanizmai, skirti membrany apdorojimui, iskaitant
ir biologinji bandinj, kuriame membrana yra pagal norga
prispaudimo galvute prispaudZiama prie 3viesa ekranuojandios
dalies detektavimo aparate metu.

JAV RE 30595 yra apraSoma konteineris, skirtas pakrauti
skaidres su reagentais i aparata, kuriame atliekama skysty
bandiniy kiekybiné cheminé analizé. Staliakampiame korpuse yra
istatyta kamera, skirta priimti skaidriy paketa. Konteineris
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tinka istatyti i atitinkamos formos lizda, esanti analizes
aparate, o atjungimo priemonés apsaugo nuo jistatymo
neteisingoje padétyje. JAV pat. 4152390 apraso chemini,
analizatoriy, i kuri ieina daug kaseCiy su bandymy skaidrémis.

5 Skaidriuy perkél%mo mechanizmas perduoda skaidres i35 kasetes,
transportuoja jas i prietaisa, kur jos suSlapinamos skysciu,
ir pristato skaidres transporteriu per 3ildytuvag i analizes
atlikimo vieta. Tadiau 3iose nuorodose néra aprasytas
nukreipimo prietaisas, skirtas perkeliamos membranos

10 pozicionavimui, o taip pat ir prispaudimo galvutes, skirtos
sujungimui ir atpalaidavimui ir 3viesg ekranuojancio aparato,
kuris parinktinai apgaubia membrang tokiu biadu, kaip tai yra
nurodyta $iame j3radime.
8io idradimo tikslas yra sukurti aparatg, skirta

15 elektroforiniy perkeliamy blotingo membrany cheminei
liuminescencijai, kuris atlikty ir valdytuy sekancias
funkcijas: priemones, skirtas membrany priémimui ir perkeélimui

bei juy pastatymui detektavimui, automatizuotai valdyty
detektavimo priemones, skirtas membrany paSalinimui ir

20 priemones, skirtas graZinti i pradine padéti taip, kad buty
galima apdoroti sekancig membrang.
Sekantis 8io i3radimo tikslas yra sukurti aparata, tinkamg
cheminés liuminescencijos detektavimui ir kuriame buty
stiprinamas cheminés liuminescencijos signalas. Sio iSradimo

25 poZymi sudaro prispaudimo galvutés jkomponavimas i aparato
sudeti, kuri idkreipia membrang ir pagal norg papildomai jg
kaitina tam, kad b0ty pagerintas signalo stiprumas. Sio
i3radimo prana3umas yra tai, kad ¢ia aprasyti aparatas ir
blidas jgalina atlikti tiksly ir valdomg elektroforiniy

30 bandiniy apdorojimg, minimaliai jsikiSant kvalifikuotam
laborantui. 3io i3radimo 3ie ir kiti tikslai, poZymiai ir
pranasumai bus aiskls pagal toliau sekanti 3io iSradimo
aprasyma.
Siame idradime yra apradytas patobulintas aparatas, skirtas

35 elektroblotingo membrany manipuliavimui ir detektavimui, j
kuri ieina standus rémelis (i), kuris palaiko elastingg
membrang (ii) pagal jos periferija, membrana (ii), turinti
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detektuojamg elektroforetini blota ir pats detektorius. 1
patobulinimg jeina:

(a) kreipian&iyju mechanizmas, skirtas pastatyti blotingo
membrana taip, kad ji buty pozicionuota padetyje, skirtoje
susijungimui su prispaudimo galvute (b) ir po to detektavimui;
(b) prispaudimo galvute, pastatyta kreipian&iyjy mechanizmo
atzvilgiu taip, kad galétuy susijungti su membrana (ii) ir Jja
atpalaiduoti;

(c) &viesa ekranuojantis aparatas pastatytas kreipianéiyju
at?vilgiu taip, kad pasirinktinai galety apgaubti blotingo
membrang 1ir

(d) priemoneés, skirtos nuosekliai valdyti aparato darbag, kad
prispaudimo galvute susijungtu su membrana (ii) tada, kai
blotingo membrana yra tokioje padétyje, kuri tinka
detektavimui atlikti.

Taip pat yra apra3omas pagerintas vir3 minety elektroforiniy
membrany manipuliavimo ir detektavimo budas. I patobulinimg
jeina:

(a) blotingo membranos pozicionavimas kreipianciajame
mechanizme susijungimui su prispaudimo galvute (b) ir po to
detektavimui;

(b) membranos (ii) sujungimas su prispaudimo galvute tuo metu,
kai membrana yra minétame kreipianZiyju mechanizme taip, kad
galéty nukreipti membrang (ii) nuo standaus rémelio (i)

(c) 3viesa ekranuojancio aparato pastatymas kreipianciyju
atzvilgiu taip, kad pasirinktinai batuy galima apgaubti
blotingo membrang ir

(d) blotingo membranos detektavimas prispaudimo galvutés
susijungimo su membrtana (ii) metu, kaip pagal p. (b) ir
Zviesos ekranavimo irenginio valdymas tokiu budu, kaip yra
nurodyta p. (c).

Elektroblotingo produkto detektavimas pagal sitlomag
igyvendinimo atvejj, yra atliekamas:

(a) atitinkamai apdorojama membrana (1i), ant kurios yra
detektuojamas blotas su fermentiskai sufadinamais 1,2-
dioksetanais;

(b) membranos (ii) dZiovinimas;
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(c) papildomas membranos (ii) kaitinimas kartu su dZiovinimu
arba po jo ir

(d) detektavimas 1,2-dioksetany cheminés liuminescencijos,
susijusios su elektroblotingo produktu, atliekant dziovinimg
ir (arba) kaitinimg prie¥ arba kartu su detektavimu.

Be to, membranos (ii) kaitinimas gali btati atliekamas

kaitinimo priemonémis, esaniomis prispaudimo galvutéje.

TRUMPAS BREZINIU APRASYMAS

Fig. 1 yra aksonometrinis blotingo membranos ir jos rémelio
valzdas.

Fig. 2 yra daliy, naudojamy su detektavimo moduliu pagal
i8radimg, schema.

Fig. 3 yra Zoninis vertikalus dalinis detektavimo modulio
skerspjavis.

Fig. 4 yra %oninis vertikalus membrang apdorojancio modulio
dalies skerspjtvis.

Fig. 5 yra smulkesnis prispaudimo galvutes, parodytos Fig. 4,
skerspjivis.

Fig. 6 yra %oninis vertikalus membrang apdorojanéio modulio
dalies skerspjtvis.

Kaip matoma i3 Fig. 1, yra parodyta elektroblotingo elastine
membrana, turinti standy rémelj 28, kuris laiko elastine
membrana 30. Elastiné membrana 30 yra pritvirtinta mechaniskai
arba klijais ir pan. standZiame rémelyje 28. Standaus remelio
28 dydis yra truputj didesnis uZ elastinés membranos 30 ploti,
abiejose pusése paliekant tarpeli 90 taip, kad kai membrana
kontaktuoja su prispaudimo galvute, elastineé membrana 30 yra
pastumiama nuo standaus rémelio 28 plokStumos. Remelis 28 turi
pratesimg 92, skirta patogesniam darbui ir tam, kad likty
vietos identifikatoriaus Zymei, tokiai kaip bruk3niy kodas 94.
Tipiné membrana arba atrama yra padarytos i3 nailono, turincio
modifikuota pavir$iy ar pan., paprastai ant kokio nors
pagrindo, kaip 1,5 mm storio neaustinés medZiagos pagrindas.
Tokios plonos membranos yra ne tik pakankamai tvirtos, bet ir
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pastovumg darbo metu.

8ios membranos su rémeliais gali biti naudojamos rankinio
darbo metu, taiau geriausiai yra naudotis automatizuotais
irengimais. Bakteriniy bandiniy identifikavimui galima
naudotis metodika, apradyta Webster, JAV pat. No 4717653. Toks
irenginys gali turéti toki modulj, koks yra apradytas 3iame
iSradime. Tokiu pat biidu membranos su rémeliais gali bati
naudojamos su moduliu pagal 3i i3radima, veikianciu, kaip
savarankidkas prietaisas. Bet kuriuo atveju identifikavimo
procesas yra pagerinamas, supaprastinant operatoriaus darba,
pagerinant proceso metu gauty rezultatu pasikartojamumg ir to
pasékoje, Cia apradyto automatizuoto stiprinimo metodo
pasékoje, Zymiai sumaZinant chemineés liuminescencijos
detektavimg nuo trukmeés valandomis iki minuciy.

Elastine membrana 30, sumontuota standZiame rémelyje 28, 1ir
ant pavirsiaus turinéiag blotingo produkta, gauta ankstesnio
elektroforezés proceso metu, apdoroja 1,2-dioksetanu, kaip Cia
buvo apradyta, norint ja paruodti cheminés liuminescencijos
detektavimui. Po to ji yra perkeliama, kaip tai yra parodyta
Fig. 2, i detektavimo moduli 300, kuriame ji yra
pozicionuojama registravimui prietaise 500. Kaip tokios
paskirties prietaisg, geriausiai yra naudoti kamera CCD,
veikian¢ia kraviy perkélimo principu. Duomenys i§ kameros 500
yra perduodami i proceso valdymo bloka 400, geriausiai, mini
kompiuteri, kuriame atliekamas identifikavimas, naudojant
metoda, kaip tas, kuris yra apraSytas Hubner, JAV pat. No
4885697.

Nuosekliai ir tinkamai sinchronizuotas apdorojimas taip pat
yra valdomas i3 bloko 400, kuris paleidZia veikti ivairius
variklius, kaip 328, kad bty atliktos reikiamos funkcijos.
Valdymo blokas 400 taip pat turi analitines priemones
identifikavimui atlikti, kaip buvo auk3&iau minéta.

Pagal Fig. 3, modulis 300 turi tris pagrindines dalis: kamerg
302 (ir kamera 500, kuria gali buti perkeliamy elektriniy
kriiviy kamera CCD, tokia, kaip Star 1/A, gaminama firmos
Photometrics Ltd, Tucson, AZ), 3viesos praéjimo vamzdji 304 ir
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rémelio valdymo bloka 306. Reikia pastebeti, kad 3ioje
schemoje néra parodytas padavimo mechanizmas, kadangi modulis
pilnai tinka arba rankiniam rémeliy idéjimui vienas po kito,
arba automatiniam juy padavimui i3 kasetes. Reémeliy
manipuliavimo blokas 306 yra po priekiniu gaubtu 308, kuris
apsaugo ji nuo 8viesos ir turi idejimo ply3i 310 ir isémimo
ply3i 312 rémeliams su membranomis arba atramy detalems
istatyti. Blokas 306 yra pritvirtintas detaleémis, kurios
brézinyje néra parodytos, prie pagrindo 314, kuris su
pagrindiniu gaubtu 316 sudaro sviesos vamzdi 304, dengiantji
optine a$8i, praeinanciag tarp kameros galvutes 302 ir
pastatytos membranos 30. Detalés yra sutvirtintos viena su
kita tvirtinimo detalémis, kurios bréZinyje taip pat néra
parodytos.

Modulis 300 turi sekan&ias funkcijas: jis leidZia istatyti j
rémelio manipuliavimo blokag atitinkamai iréminta ir apdorotsg
membranag, paruodtg juosty detektavimui Southern, Northern arba
Western (piety, 3iaures, vakaru) metodais atlikti, palaiko
membrana detektoriaus Zidinio atstume (¢ia pastatyta CCD
kamera) ,esant tamsos sglygoms, atlieka 1,2-dioksetano, esancio
ant membranos, cheminés liuminescencijos intensyvumo terminji
stiprinimg ir po to, kai ant membranos esantis vaizdas yra
usfiksuotas detektoriumi, i3meta membrang, © visa tai yra
atliekama, atitinkamai valdant veiksmy tvarka.

Smulki rémeliy manipuliavimo bloko konstrukcija yra matoma i8
Fig. 4. Kreipian&iyjuy mechanizmas (a) dar gali turéti remelio
kreipian&igsias 340, turincéias plysi 338, priderinta taip, kad
i ji itilpty membrana, susijungimo su prispaudimo galvute (b)
metu ir atlikus detektavimg rémeli galima bty i3 jo isimti.
Prispaudimo galvuté 318 yra pritvirtinta kronSteinu prie
detalés 320, kuri sukasi apie a3i A, esancia detaléje 322,
pritvirtintoje neparodytomis breZinyje tvirtinimo detalémis
prie konstrukcijos 324, kuri yra mazgo 314 tesinys. Tokiu
blidu, prispaudimo galvute 318 gali susijungti ir atpalaiduoti
elastine membranag 30. T. y., prispaudimo galvute 318
susijungia su membrana 30 tada, kai elektroforiné membrana yra

pastatoma detektavimui, tacCiau jidéjimo ir i%émimo metu nuo
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membranos 30 ji yra atpalaiduojama. Variklio apkaba 326 yra
pritvirtinta prie prispaudimo galvutés 318 detalémis, kurios
bréZinyje néra parodytos, apkaboje yra padarytas plySys ir
kiaurymés variklio 328 montavimui. Variklis gali bati
reduktorinio tipo (pastovios srovés variklis su
krumpliaratiniu reduktoriumi, kaip "Maxon", No 2322846 - 11,
112 - 000, gaminamas firmos Maxon, 838 Mitten rd, Burlingame,
CA). Dinaminis stabdymas yra atliekamas Zinomos schemos
pagalba. Variklis yra pritvirtintas prispaudéju, kuris
breZzinyje néra parodytas. Kum3telis 330 yra uZtvirtintas ant
variklio 328 veleno varZtu 332 ir sujungtas su kum3teliu per
sekikli, 334 (kuriuo gali bati 1/4 colio STOCK DRIVE gaminys No
A7Y5-CF2512). Jis kontaktuoja kumstelio ply3yje, esanciame
detalés 324 krondteine, kuris parodytame skerspjivyje
nesimato, o parodytas, kaip nematoma linija 324'. Variklio
veleno sukimasis, pvz., stréle parodyta kryptimi, judina vir$s
apraSyta mazga i§ vienos parodytos kampinés padéties i kitg -
"darbo", "pakrovimo" ir "iSkrovimo" padeétis, jei toks yra
pasirinktas darbo reZimas. Detales yra parodytos darbo
padétyje arba pradineje padétyje, o kitos padetys yra
parodytos dalinai nematomais vaizdais. Sviesg ekranuojantis
pagal 8i, isradimg jrenginys (c¢) turi pirmg 3viesos ekranavimo
dali 341, esanlig prie i3tisinio ply3io 338 blotingo membrany
priémimo zonoje (virSutineéje Fig. 4 dalyje). Be to, jirenginys
(c) turi antrag 8viesos ekranavimo dali 335, esandéig prie
i8tisinio ply3io 338 blotingo membrany iSémimo zonoje
(apatinéje Fig. 4 dalyje). Abi Sviesos ekranavimo dalys 341 ir
335 turi padétis "atidaryta" ir "uzZzdaryta". Tai yra, kai
jirenginys yra pozicionuojamas i padéti, skirta priimti
elektroforezine membranag, pirmasis Sviesos ekranas 341 yra
atidarytas ir leidZia membranai patekti i plyS8i 338, o
antrasis 3viesos ekranas 335 yra uZdarytas ir neleidZia
membranaipatekti i ply$i 338. Tokiu blGdu membrana yra idedama
i bloka ir pozicionuojama kontaktui su prispaudimo galvute
318. Detektavimo metu pirmasis ir antrasis 3Sviesos ekranai yra
"darbo" padetyje ir gerai apsaugo nuo 3viesos patekimo i darbo
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zong detektavimo metu. Po detektavimo antrasis Sviesos ekranas
pakankamal prasiveria, praleisdamas membrang pro plySi.
Pirmasis ir antrasis 3viesos ekranai 341 ir 335, geriausiu
atveju, susideda i8 pirmo ir antro sverto 342 ir 336, su
kuriaisyra sujungtos pirmoji ir antroji uZtvaros 341' ir 336'.
Jos yra pastatytos taip, kad galety uZtverti 3Sviess, einanciag
per plySi 338, o pirmasis ir antrasis 3viesos ekranai 341 ir
335 galéty veikti taip, kad uZdengty Sviesg ir galima bity
atlikti detektavimg. Pirmasis ir antrasis svertai 342 ir 336
yra sujungti taip, kad galéty veikti ir dirbty vienu metu,
koordinuojami pagal jdéjimo ir iSémimo operacijas. Antrasis
svertas 336 yra pritvirtintas prie prispaudimo galvuteés 318,
svyruoja kartu su ja ir yra parodytas pradineéje padetyje.
Antroji uZtvara 336' uidaro vertikalios 3viesos praejimo
tarpelius plySyje 338 nuo einanio is§ apalios aplinkos
ap3vietimo. I3tisinis plySys 338 yra tokio dydzio ir
priderintas prie jdéjimo ir iSémimo ply$iy 310, 312 (gaubto
dalis), kad netrukdyty rémeliams su membranomis praeiti
apdorojimui. Atkreipkite démesi i tai, kad idéjimo metu
pirmoji uZtvara 342' pilnai uZdengia plys$i 338, duodama
galimybe jstatyti membrang, taciau antroji uZtvara 336'
neatidengia ply3io ir veikia kaip stabdys. Kadangi ji juda i
pilno uZdarymo padéti, tokiu btGdu ji prilaiko rémeli 30
teisingoje vertikalioje padétyje.

Vienas i13tisinio plySio 338 8onas yra padarytas taip, kad bity
kaip rémelio kreipiancioji 340, kuri, geriausiai, yra
pagaminta i35 techninés plastmasés, turinlios gera stiprumag ir
Zemg slydimo trinti, pvz., DELRINTM (firmos E. I. du Pont de
Nemours and Company, Wilmington, DE gaminys). I8tisinio ply3io
338 vir3us darbo metu yra uZdarytas pirmuoju 3viesos ekranu
341 (konkreciai, pirmgja uZtvara 342'). Jis svyruoja apie a3i
B (2r. punktyrines linijas), kuri gali sukineétis konstrukcijos
324 atzvilgiu per atitinkamus kroniteinus, kurie bréZinyje
néra parodyti ir laiko kumStelio plokste 344, kurioje yra
kumstelio ply8ys 346. KumStelio sekiklis 348, kuris yra
analogiskas sekikliui 334, yra pritvirtintas prie prailgintos
variklio apkabos 326 ir lieCiasi su kum3telio ply3iu 346.
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Fiksavimo kumdtelis 330 periferijoje turi placlia veliavele 352
ir siaurag veliaveéle 354. Jos iZsikisa tiek, kad galétuy
paveikti sensorius 356, 358, kurie yra sumontuoti Ziediniame
takelyje spausdintos plokstes 360, savo ruoZtu pritvirtintos
prie prispaudimo galvutes 318 ir turinéios visa elektros
schemg. Geriausiu atveju yra naudojami du fotoelektriniai
sensoriai, tokie kaip H2311, pagaminti firmos Harris ir kuriy
kiekvienas yra siuystuvas ir imtuvas.

dviesos srautas yra pertraukiamas, kai pro Jji praeina
veliavelés. Tokiu bidu yra sudaromas valdymo signalas.
Sensorius 356 yra "stop" sensorius - kai veéliavele 352 ji
uzdengia ir graZina i prading padéti sensoriy 358, tada
variklis 328 yra sustabdomas pradineje padetyje arba 0
laipsniy padetyje. Tada yra pasiun¢iamas signalas i CCD
kamers, kad ji pradety veikti. Véliavéleés 354 dydis yra toks,
kad vienu metu galety uZdengti tik vieng sensoriy, ji yra
atitolinta nuo antrosios veéliavéles ir duoda signala, rodanti,
kad detaliy grupé yra pakrovimo padetyje, o tai yra ties 7
laipsniy padétyje. Signalas yra perduodamas j iSorini jejimo
bloka, jei toks yra, arba i operatoriaus indikatoriy, kad bty
perduodamas sekantis rémelis 28. Ties 13 laipsniy padétim yra
atliekamas iskrovimo procesas, kurio metu yra atidaromas
ply$io 338 dugnas ir rémelis 28 yra iSmetamas i35 modulio
svorio jegos deka.

Prispaudimo galvutes 318 konstrukcija smulkiau yra parodyta
Fig. 5. Galvutés pagrindas 350 yra pagamintas i% technineés
medziagos, turinlios geras izoliacines savybes, tokios kaip
DEL-RINTM. 3is pagrindas membranos ir atramos kontaktiniame
gale turi forma, leidzianéiag jam praeiti per rémelio 28
kiauryme. Sis galas turi kreivalinijini pavirsiy 352, prie
kurio yra pritvirtinamas reguliuojamas elektrinis §ildytuvas
354, pvz., Minco Part No HR5435R17.9L12A, turinti K tipo
folgos termopora. Tvirtinimas atliktas sluoksnine
vulkanizacija. Tokiu pat bidu prie 3ildytuvo yra pritvirtinta
prispaudimo plokstelé 356, kuri yra pagaminta i§ aliuminio
arba pana%ios medZiagos, esanfios geru $ilumos laidininku.
Prispaudimo plok3telée 456 turi kontira, tinkamg tam, kad
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prilietimo metu nukreipty elastinga membrang nuo standaus
rémelio 28. Kai kurie elektriniai Zildytuvai yra parduodami
savuose korpusuose ir jei yra tokie naudojami, o Silumos
galingumas yra atitinkamo dydZio, prispaudimo plokstele 356
gali biti pa3alinta.

Darbo metu variklis 328 sukasi ir nuo i3krovimo padéties (13
laipsniy) judina visas dalis, besisukanlias aSies A atzvilgiu
pried laikrodZio rodykle, veikiamas kumstelio sekiklio 334 ir
kumsdtelio 324'. Pirmasis svertas 342 svyruoja apie a3i B pagal
laikrodZio rodykle, ver&iamas kampinio kum3telio sekiklio 348
judesio kumstelyje 346. Pakrovimo padétyje (7 laipsniai)
pirmoji uZtvara 342' neuZdengia iSpjovos 338 virsaus, bet
sekan&ios uztvaros 336' galas vis dar yra Zemiau plySio 338.
Siauroji veliaveélé 354, atsiradusi ties sensoriumi 356,
generuoja signalg, neparodytas iSorinis padavimo prietaisas
paduoda (ir numeta dél svorio jeégos) rémelj 28 per plysi 310 i
i&tisini ply8i 338. Rémelis atsiremia i sekanlios uztvaros
gala. Po i% anksto uzduoto laiko tarpo variklis 328 sukasi
tol, kol pladioji veliaveélé 352 neatsidurs pradinéje padetyje,
kaip buvo apra3dyta, kumitelio judesys perstumia abu - pirmaji
ir antraji - svertus 342 ir 336 taip, kad jie uZdengty, kaip
parodyta, per ply3i 338 einanlig 3viesa. Prispaudimo galvute
318 yra perstumiama pirmyn taip, kad jos priekiné dalis,
prispaudimo plok3té 356, susiliefia su uZpakaline membranos
arba atramos 30 pavirZiumi ir lenkia ja lauk ir su jivaria
prastumia ja per rémelio 28 apertira. Sildytojas 352,
pastoviai 3ildomas iki nustatytos ir, kaip aprasyta,
reguliuojamos temperatiiros, perduoda $ilumine energijg
membranos arba atramos &ildymui ir tokiu bilidu stiprina vaizds.
Veikia kamera 500.

Vaizdas yra perduodamas j valdymo prietaisa 400 ir
apdorojamas. Po uZduoto laiko tarpo sukimasis atnaujinamas ir
ties 13 laipsniy iskrovimo padétimi, antrosios uZtvaros 336’
galas, maksimaliai atitrauktas, numeta j atliekas rémeli 28,
kuris praeina per i&éjimo plySi 312 (neparodyta). Po to ciklas
gali bati pakartotas. Dabar jau galima suprasti, kad
besisukantis fiksavimo kumStelis 330 ir susije¢ su juo
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mechaniniai elementai sudaro i§stimimo mechanizmg, judinantj
membrany remelius 30 modulyje.

Pagal 8i isradimg apradytas detektavimo modulis tinka naudoti
automatiniame membrany apdorojimo aparate. Fig. 6 parodytas
igyvendinimo pavyzdyje toks modulis yra pritaikytas
autonomigkam darbui, perduodant rémelius 28 rankiniu badu.
Fig. 6 yra parodytas tokio modulio dalies aksonometrinis
vaizdas. Jo priekinis gaubtas yra pakeistas, kad tikty
rankinio padavimo mazgui 362, kuris yra pritvirtintas
detalemis, kurios bréZinyje néra parodytos. Du priekiniai
grioveliai 364 ir 366 yra vir$ i3pjovos 310, esancios gaubte
308 ir turi vietos slystanéiam rémeliy 28 idéjimui. Surinkimo
vienetas 362 yra pagamintas i3 technines plastmases, turincios
maZa trinties koeficienta, tokios kaip DELRINTM, pagamintos
firmoje E. I. du Pont de Nemours and Company, Wilmington, DE
19898. I3pjovos anga yra uZdaroma nuimama pertvaréle 368, kuri
yra sumintuota su paspyruokliuota jungtim, kurios prijungimas
ir valdymas i% solenoido 370 néra parodytas. Surinkimo vieneto
362 uZpakalinéje dalyje yra sumontuotas ventiliatorius 372,
tokiu biidu, i% aplinkos oras yra puliamas strelés 374
kryptimi, apimdamas membrang 30 tuo metu, kai su ja sujungtas
rémelis 28 atsiremia i uZtvara 368.

Darbo metu laborantas paima membrang ir rémeli 30, 28, ant
kuriy yra paskirstytas blotas, paruostas detektavimui
(procedira, kuri pagrista cheminés liuminescencijos principu -
nusodinimas, izoliavimas, isisavinimas, deproteinizavimas) ir
ideda ji i i3pjova 364, 366 tokiu budu, kad remelio 28 apacia
remtysi i atrama 368. Pradeda veikti valdymo blokas 400.
Ventiliatorius 364 pudia ora i membrang 30, paSalindamas po
ankstesnio apdorojimo likusia drégme. Po nustatyto laiko
signalas i3 bloko 400 paveikia‘solenoidq 370 ir atrama 368 yra
atitraukiama, leidZiant rémeliui 28 nukristi per iSpjova 310.
Po to vyksta apdorojimas, kaip buvo anksCiau aprasyta.
Operatoriui isikisti nereikia tol, kol atidirbusi membrana ir
rémelis 30, 28 nei¥krenta i% i3pjovos 312, esanCios gaubte
308, kai valdymo blokas atliko identifikavima.
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Detektavimo modulis 300 ir metodas, pagal kuri jis dirba, yra
aprasdyti pagal Webster naudojamus mikroorganizmy nustatymo
terminus. Kiti atvejai (naudojant atitinkams aparatiirg ir su
ja susijusia metodologija) turi bfOti aidkids tos srities
specialistams. I juos jeina baltymy nustatymas, naudojant
Western blotinga, ELISA ir RNA analize, naudojant Northern
blotingsg.

Pried% detektavima sausinant membrang, nepaisant naudojamo
metodo, yra gaunamas 4-6 kartus geresnis signalas. Geriausius
rezultatus dave karitas dZiovinimas krosneleje, tacdiau toks
pat efektas buvo pastebétas, dZiovinant vakuume, ore arba
kaitinimo lempa. Papildomas efektas atsiranda tada, kai
membrana yra kaitinama vaizdo fiksavimo metu, pavyzdZiui, su
CCD kanera, t.y., membrana yra kaitinama tuo metu, kai yra
fotografuojamas jos vaizdas. Sausa membrana arba 3$lapia
membrana gali bati kaitinamos vaizdo fiksavimo metu, kadangi
membrana, kaitinama pa%ildymo bloke,dZifista labai greitai. Siy
operacijy panaudojimas yra nauja koncepcija farmaciniu bidu
sukeliamoje chemijos liuminescencijoje. Zymus stiprinimas yra
pasiekiamas tada, kai tyrimo buferiu yra naudojamas karbonato
buferis. Zymiai maZesnis stiprinimas yra pasiekiamas tada, kai
tyrimo buferiu yra naudojamas vienas i3 kity bendros
paskirties buferiy, naudojamy Sarminiams fosfatavimo tyrimams,
t. y., Tris, dietanolaminas ir 2-amino-2-metyl-l-propanolis.
Cia nagrinéjama keletas dziovinimo kombinacijy su arba be
pavyzdZzio kaitinimo. Reikia apZvelgti kiekviena i3radimo
proceso atveji pagal specialius tyrinétojy poreikius. Taip,

.praktiskai geriausiomis procediiromis yra bandinio dZiovinimas

prie§ detektavimg, bet, naudojant kaitinimg, geriau ji naudoti
detektavimo metu, kaip ir kaitinimas - dZiovinimas detektavimo
metu. Kai kuriais atvejais, kai kaitinimas detektavimo metu
praktiSkai netinka, pvz., detektavimo atveju, naudojant
rentgeno spindulius arba fotojuosta, tada geriausiai tinka
dziovinimas, kaitinant prie¥ detektavimg.

Tarp kity tinkamy kaitinimo ir/arba dZiovinimo kombinacijy (ir
ju poveikio detektavimo operacijai) galima nurodyti: vien tik
bandinio dziovinimg (be toliau sekancio kaitinimo, kadangi



10

15

20

25

30

35

-17-

pavyzdys yra sausas) pried detektavima; bandinio dZiovinimg ir
po to jo kaitinimg; bandinio dZiovinimg atskirai detektavimo
metu (nors praktiskai tam skirtas laikas jtakos neturi,
kadangi signalas po to, kai membrana yra i8dZidvusi, kuri
laika lieka pastovus); bandinio dZiovinimg ir kaitinimg vienu
metu su detektavimu.

Standaus pagrindo, ant kurio yra bandinys, "dZiovinimu" yra
vadinamas toks procesas, kurio metu nuo bandinio yra
paSalinamas likes tirpalas arba kiti skysciai. Nepretenduojant
i kokia nors ypatingg teorija, galima paaidkinti apie
dziovinimo nauda tuo, kad procesas pagereja dél skyscio
molekuliy pasalinimo nuo bandinio (paprastai, membranos). Sios
skysCio molekulés proceso metu gali susidurti su kitomis
suZadintomis molekulémis, tokiu badu, yra prarandama maziau
energijos del jos iZbarstymo susidirimo metu, o to pasékoje
atsiranda kvantiniai efektai. DZiovinimo metu yra paSalinamos
skys€&io molekulés, o tai pasalina cheminés liuminescencijos
slopinimg dél susidirimy. Membranos dZiovinimas prie$
detektavimg 4-6 kartus padidina signalo stiprumg, lyginant su
iprastiniais metodais, kuriy metu membrana yra laikoma 3lapia
nuo substrato skysCio. Membrana turi btGti visiSkai sausa, kad
galétume pajusti pilng stiprinimo efektsy.

Dziovinimo metu standus pagrindas atitinkamg laiksg yra
i3laikomas temperatiroje, prisilaikant procediiros, pasirinktos
i3 vakuuminio dZiovinimo, konvekcinio dziovinimo, dZiovinimo
ore, mikrobanginés ir elektros energijos panaudojimo. Tokiu
btidu, pakanka vakuuminéje sistemoje dZiovinti apytikriai nuo
15 iki 30 minuc¢iy, esant aplinkos temperatirai. Konvekcinis
dZziovinimas (naudojant, pvz., konvekcinius 3ildytuvus) yra
atliekamas apytikriai 5-30 minutes, esant temperatirai 30-
100°C. DZiovinimas ore yra atliekamas per 30 min. arba ilgiau
(keletg valandy), esant aplinkos temperatiirai. DZiovinimas
priklauso nuo eilés parametry, pvz., membranos sudéties ir jos
dregmes. DZiovinimo sglygos turi bGti optimizuojamos
kiekvienam atvejui. Cia pateiktos salygos buvo paruo3tos
nailono 8x8 cm dydZio membranoms, arba maZesneéms, kurioms
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blotingas buvo atliktas pried dZiovinimg, paSalinant skyscio
pertekliy.

Membranos dZiovinimo metodas yra parenkamas, vadovaujantis
patogumu. Vienintelis reikalavimas yra tas, kad membrana biity
pilnai i&dZiovinta. Geriausias procesas yra elektrinis dreégnu
membrany, 18 anksto padZiovinty, kaitinimas detektavimo su CCD
kamera metu. Siam tikslui yra skirtas elektrinis 3ildytuvas
454, esantis prispaudimo galvutéje 318. Tam tikru mastu prie
dZiovinimo prisideda ir ventiliatorius 372. Optimalios salygos
priklausys nuo aplinkybiy. Kai kuriais atvejais gali bati
pageidautina gauti didZiausiag signala per trumpiausig laiko
tarpg. Tam tikslui reikia panaudoti auk3ta temperatirg, pvz.,
100°C. Gali buti pageidautina, kad emisija bity létesné, tada
yra naudojama, pvz., 70-80°C temperatira ir tuo metu gali buti
padaroma daugelis ekspozicijy, keicdiant jy trukme. Tokiu budu,
didesnés koncentracijos takeliai yra fiksuojami
(registruojami), esant trumpesnéms ekspozicijoms, © maZesnes
koncentracijos takeliail yra fiksuojami (registruojami), esant
ilgesnéms ekspozicijoms. 35i galimybé didina sistemos dinaminj
diapazong.

Standaus pagrindo, ant kurio yra bandinys, "kaitinimu" yra
vadinamas toks procesas, kurio metu po to, kai nuo bandinio
yra paSalintas likes tirpalas, bandiniui yra perduodama $iluma
ar kita energijos r0i8§is, pakelianti bandinio temperatirs.Vélgi
nepretenduojant j kokia nors ypatingg teorija, galima
paaidkinti apie kaitinimo naudg tuo, kad procesas pageréja del
to, kad kaitinimas greiciau ir pilniau suskaido tarpinio
produkto molekules. To pasékoje per trumpiausig laikg yra
pasiekiamas intensyviausias signalas, lyginant su jprastiniais
metodais, nenaudojanciais kaitinimo. Kaitinimo metu standus
pagrindas atitinkamg laikg yra islaikomas temperatiiroje,
prisilaikant vienos i§ procediry, pagal kurig i irengini gali
biti jimontuotos techninés priemonés, tokios, kaip elektrinis
§ildytuvas 454, imontuotas i prispaudimo galvute 381.
Elektrinio kaitinimo kartu su detektavimo metu, pried tai
nusausinta membrana yra dZiovinama konvekciniame dZiovintuve
per 10-30 min. laiko tarpg, esant temperatirai 40°C. Po to
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membrana nuo 30 sekundZiy iki 10 minuéiy yra kaitinama
elektriniu 3ildytuvu 454, esant temperatiirai 40-100°C.
Signalas yra matuojamas, naudojant CCD kamera. Yra padaroma
serija nuotrauky, paprastai nuo 30 sek. iki 2 min., ir yra
atrenkamas vaizdas, kurio signalo santykis su fonu yra
geriausias.

Kaitinimas paprastai yra atliekamas 1-10 min., esant 40-100°C.
Kaitinimas taip pat gali bGti laikomas vienu i3 btdy
i8dZiovinti membrang. Tarp membranos dZiovinimo bet kokiomis
priemonémis prie3 detektavimg ir $lapios arba sausos membranos
kaitinimo detektavimo metu yra skirtumas. Yra manoma, kad jei
membrana detektavimo metu neéra kaitinama, pagrindinis stebimas
efektas yra dZidvimo procesas, neZifirint i tai, koks buvo
panaudotas dZiovinimo metodas. Kaitinimas detektavimo metu
uztikrina didZiausiag stiprinimo efekts.

Tikimasi, kad ¢ia apra3yti dZiovinimo ir kaitinimo metodai yra
gerai suprantami 3ios srities specialistams, be to, ¢&ia
iSvardintos priemonés daugiau yra skirtos pailiustravimui ir
neapima visy galimy priemoniy, galimy panaudoti &ia
pareiSkiamame procese.

Taip pat suprantama, kad jvairios &ia apraSytos dZiovinimo ir
kaitinimo priemonés gali bati optimizuotos, kad atitikty
atskirus tyrinétojo poreikius.

Sustiprintas cheminés liuminescencijos detektavimo metodas
pagal 3i i3radimg yra taikomas fermentinéms kietos fazés
analizeéms, kuriy metu yra naudojama 1,2-dioksetany substratai,
duodantys pusiau stabilius tarpinius produktus. Kadangi §is
procesas geriausiai gali bGti panaudotas pladiai naudojamoms
1,2-dioksetany cheminés liuminescencijos sistemoms, ¢ia darome
nuorodg i JAV patenty apra3ymus No 4931223 ir No 4952707,
jtrauktus i prototipy skai&iy. Taip pat yra Zinomos daugelis
publikacijy, kuriose yra aprasyti fermentiskai suZadinami 1,2-
dioksetanai, skirti fermentiniy imunoanaliziy atlikimui
(Bronstein et al., J. Biolumin. Chemilumin. 4, 99-111, 1989),
Southern Blotting (Bronstein et al., BioTechniques 8, 310-314,
1990) ir DNA sequencing (Tizard et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
87, 4514-4518, 1990).
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Sios analizes remiasi vienos molekulés tarpusavio ry3io su
kita panaudojimu. Prie specifiniy saveikaujanciy pory
priklauso: antiktniai - antigenai, nukleino rigs&iy bendrosios
jungtys, jungiantis proteinas - vitaminas ir jungianti
proteino - nukleino rigstis. Vienas susijungianéios poros
narys yra perkeliamas ir imobilizuojamas ant kieto pagrindo.
Po to pagrindas yra inkubuojamas i tirpala, turinti, antraji
susijungianc¢ios poros nari, kuris yra arba tiesiogiai
pazyméetas su fermentu, arba turi risanciaja grupg, pPvVz.,
bioting arba avidina, kurie toliau gali suridti fermentineg
syme. Pastaruoju atveju, pagrindas yra inkubuojamas tirpale,
turindiame fermentine Zyme. Toliau pagrindas yra inkubuojamas
tirpale, turinCiame atitinkamg 1,2-dioksetano substrata,
naudojama kaip fermentine Zymé. PavyzdZiui, gali buoti
naudojamas 3- (2'-spiroadamantanas) - 4-metoksi-4-(3''-
fosforiloksi) fenil-1,2-dioksetanas, kai fermentine Zyme yra
Sarmine fosfatazeé, o kai fermentine Zyme yra B-D-
galaktozidazé, tada naudojamas 3- (2'-spiroadamantanas) -4-
metoksi—4—(3"-B—D—galakto—piranoziloksifenil)—1,2—
dioksetanas. Kai kuriy placdiai naudojamy analiziy metu yra
atliekama kietos fazés imunofermentine analize (ELISA), DNA
titravimas ir Southern blotingas.

Fermentinés reakcijos metu i¥ 1,2-dioksetano yra paSalinama
fermentiné hidrolizuota grupé, sudarant anijonini, tarpini
produkta. Sio tarpinio produkto puse gyvavimo sudaro keletg
valandy po jo adsorbavimo ant hidrofobinio pagrindo, pvz.,,
nailono membranos.

Tarpinis produktas, suirus dioksetano 3iedui, sudaro du
karbonilo junginius. Pagaliau vienas 18 ty junginiy turi
suzadinty elektrony buvi, kuris nustoja aktyvumo po
spindulinés energijos emisijos. Vykstanciy reakcijy pavyzdys
yra sekantis:
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DZiovinimo ir pasirenkama 3ildymo operacijos yra atliekamos su
kietu pagrindu, po inkubavimo substrato tirpale, o cheminés
liuminescencijos signalas yra iSmatuojamas taip, kaip buvo
anksCiau apra8yta. Pagrindo kaitinimas padidina cheminés
liuminescencijos signala, gal bt dél to, kad daugiau skatina
tarpinio anijono skilima.

Geriausiai tinkami kieti pagrindai yra hidrofobiniai, tokie
kaip nailono membranos, polimeriniai rutuliukai,
mikrotitravimo lék3telés. Jie yra naudojami analizei, norint
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atskirti suristas fermenty Zymes nuo nesuridty. Kieto pagrindo
parinkimas priklauso nuo atliekamos analizés tipo. Paprastai
imunologinéms analizéms yra naudojami polimeriniai rutuliukai
ir mikrotitravimo lek3telés, nors taip pat yra naudojamos ir
membranos. Membranos gali bliti naudojamos bet kuriai analizei,
kuri reikalauja blotingo ir gelelektroforezes, t. y.,
Southern, Western ir Northern blotingui. Paprastai daugiausiail
yra naudojami kieti pagrindai - tai polimeriniai rutuliukai,
mikrotitravimo lék3telés ir membranos. TaCiau pagrindas gali
tureti bet koki pavidala, pvz., mégintuvelio arba mentelés.
Hidrofobinis pagrindas yra tinkamiausias, nes jis duoda
hidrofobine aplinka, kuri stabilizuoja anijonini 1,2-
dioksetano tarpini produkta. Teoriskai yra aidkinama, kad
naudojant hidrofobini pagrindg stiprinimas bOty Zymiai
maZesnis, kadangi tarpinis produktas irty greiciau.
Substancijos bendrasis partneris yra imobilizuojamas ant kieto
pagrindo. PavyzdZiui, jei ant pagrindo esas tikslas yra DNA,
tada yra naudojamas DNA bandinys. Imunologinei analizei yra
naudojama antik@inio - antigeno pora. Antroji suridanti dalis
gali bati tiesiogiai paZyméta nukleino fermentu, arba ji gali
bliti modifikuojama ir turéti antraja jungiancig dali, kuri po
to suri fermento zyme. Cia apradytoje sistemoje ant membranos
yra imobilizuojamas DNA taikinys. Suridimo dalimi yra
bendrasis DNA bandinys, modifikuotas taip, kad jame bity
vitaminas biotinas. Po hidridizavimo, kurio metu bendrosios
DNA 3akos yra atkaitinamos, yra pridedamas avidino - 3armineés
fosfatazés junginys. Avidinas yra suriSamasis proteinas, kuris
yra stipriai susijes su biotinu. Tokiu bddu, biotino ir
avidino kompleksacija prie DNA bandinio pritvirtina fermentine
?yme. Sarminé fosfatazé yra naudojama tada, kai 1,2-
dioksetanas yra 3-(2'-spiroadamantanas)-4-metoksi-4-(3''-
fosforiloksi)fenil-1,2-dioksetanas (paprastai vadinamas
AMPPD) . Kai 1,2-dioksetanas yra 3-(2'-spiroadamantanas)-4-
metoksi-4-(3''-B-D-galakto-piranosiloksi-fenil)-1,2-
dioksetanas (paprastal vadinamas AMPGD), tada papildomai yra
naudojama P-D-galaktosidazé.
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Cheminés liuminescencijos intensyvumo matavimas yra atliekamas
bet kuriomis i3 daugelio technikos priemoniy, gerai Zinomy
Sios srities specialistams. Metodai kinta taip pat, kaip ir
tikslai, kuriems jie yra naudojami. Tokiu btidu, detektavimo
stiprinimas gali bGti naudingas keliems atvejams, jiskaitant
kietos fazés analizés, kaip ELISA ir DNA bandiniy analizés,
jautrumo didinimas. Kitoms analizéms priklauso Southern,
Northern ir Western analizés. Stiprinimo procesas pagal §j
i%radimg yra naudingas, gaunant vaizda apie nukleinines
rigStis arba proteiny blotinga. Siais atvejais daugiausia yra
naudojamas fotografavimas rentgeno spinduliuose. Pirmasis 35io
stiprinimo proceso pranasumas yra tai, kad jis smarkiai
sumazina detektavimo procesui reikalingg laikag, t. y.,
substrato inkubavimo laika ir cheminés liuminescencijos
signalo detektavimo laika. Detektavimo procediira, kuri uZimty
keletg valandy, gali bGti atliekama per 10 arba maZiau
minuéiy. Kitus irengimus, reikalingus matavimams atlikti,
sudaro rentgeno spinduliy arba fotojuosta bei tam reikalui
reikalingi komponentai, fotodauginimo prietaisai ir
elektroniniai vaizdo detektoriai, tokie, kaip perne3amo krivio
prietaisai (CCD) ir kameros. Tureédami galimybe greitai pagauti
didelio intensyvumo vaizda, galime iSvengti kity inZineriniy
problemy, tokiy, kaip kameros atausimas ir fono triuksmo
lygis.

Cia yra apradytas patobulintas jrenginys, skirtas manipuliuoti
ir detektuoti elektroblotingo membranas. ] patobulintg
prietaisa jeina kreipianciyjy mechanizmas, skirtas blotingo
membrany jstatymui, prispaudimo galvuté, pastatyta
kreipian€iyjy mechanizmo atZvilgiu taip, kad galeéty susijungti
ir atsipalaiduoti nuo membranos ir 3viesos ekranavimo
irenginys, pastatytas kreipianc¢iyjy mechanizmo atZvilgiu taip,
kad galety pasirinktinai apgaubti membrang. Irenginys veikia
taip, kad prispaudimo galvuteé susijungia su elastine blotingo
membranos dalimi, kurioje yra elektroforinis blotas tuo metu,
kai ji yra padetyje, tinkamoje detektavimui. Cia taip pat yra
apra3ytas jrenginio, sukurto pagal 3j i%radimg, panaudojimo
bidas. Taip pat &ia yra apraSytas biidas, pagal kuri membrana
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yra dZiovinama ir pasirinktinai kaitinama, o blotingo
produktas yra kontaktuojamas su fermentinio suZadinimo 1,2-
dioksetanais tam, kad buty sustiprintas galutinis chemineés
liuminescencijos signalas.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Patobulintas irenginys, skirtas manipuliuoti ir detektuoti
elektroblotingo membranas, kuris turi standy remelj (1),
laikanti elastinga membrana (ii) jos pakra3Ciais, membrang
(ii), ant kurios pavirdiaus yra detektuojamas elektroforinis
blotingo produktas ir detektoriy produktui nustatyti,
pasizymintis tuo, kad jis papildomai turi:

a) kreipian&iyjy mechanizmg, skirtg blotingo membrany
pakreipimui tokiu badu, kad galety kontaktuoti su prispaudimo
galvute (b) detektavimui;

b) prispaudimo galvute, pastatyta minety kreipincéiyju
ativilgiu taip, kad galéty susijungti ir atsipalaiduoti nuo
membranos (ii);

c) &viesos ekranavimo jrengini, pastatyta minéty kreipianciyju
mechanizmo atZvilgiu taip, kad galety pasirinktinai apgaubti
membrang ir

d) priemone, skirta nuosekliam jrenginio darbui valdyti taip,
kad minéta prispaudimo galvuté kontaktuoty su membrana (ii)
tuo metu, kai ji yra padéetyje, tinkamoje detektavimui.

2. Irenginys pagal punktg 1, pasiZymintis tuo, kad minetas
kreipian&iyjy mechanizmas (a) turi kreipianéiujuy reéma, kuris
savo ruoZtu turi istisini ply3i tokio pavidalo, kad i Jji butuy
galima jdeti blotingo membrang sujungiant su mineta
prispaudimo galvute (b), ir i3 jo i35imti membrang po
detektavimo.

3. Irenginys pagal punkta 1, pasiZymintis tuo, kad mineta
prispaudimo galvuté yra pastatyta su galimybe pasisukti minety
kreipiandiyjy mechanizmo atzvilgiu ir susijungti bei
atsipalaiduoti nuo membranos {(ii) pasukamo sverto pagalba.

4. Irenginys pagal punktg 3, pasiZymintis tuo, kad mineta
prispaudimo galvuté papildomai turi prispaudimo plok3te, kuri
kontaktuoja su membrana (ii) ir taip pagaminta, kad galety
uZtikrinti membranos slinkimg nuo standaus rémelio (i)

plok3tumos susijungimo metu, bei gali turéti kaitinimo
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elementa, pritvirtintg prieminétos prispaudimo plok3teés tokiu
btdu, kad prispaudimo plok3té ir kaitinimo elementas yra
pritvirtinti prie pasukamo sverto.

5. Irenginys pagal punkta 2, pasiZymintis tuo, kad 3viesos
ekranavimo irenginys turi pirmg 3viesos ekranavimo elementsg,
patalpintg greta mineéto iStisinio plySio toje vietoje, kur yra
jidedama blotingo membrana, ir turi "uZdarg" ir "atvirg"
padétis, ir antra 3viesos ekranavimo elementa, patalpintag
greta minéto iStisinio ply$io toje vietoje, kur yra i3imama
blotingo membrana ir turinti "atvirg" ir "uzdarg"” padetis, abu
elemental sujungti darbui taip, kad kai blotingo membrana yra
istatoma per minétg istisinji ply3i, pirmas ekranavimo
elementas yra "atidarytas", o antras ekranavimo elementas yra
"uZdarytas" tiek, kad neleisty membranai praeiti, ko pasekoje
detektavimo metu pirmas ir antras ekranavimo elementai yra
pakankamai uZzdaryti, kad apsaugoty nuo 3viesos detektavimo
metu, o kai blotingo membrana yra iSimama per minéta ply3i,
antras ekranavimo elementas yra "atidarytas".

6. Irenginys pagal punkta 5, pasiZymintis tuo, kad minetas
pirmas Sviesos ekranavimoelementas turi pirmg sverta, kurio
viename gale yra uZtvara, esanti 3viesos ekranavimo saveikoje
su minetu i8tisiniu ply$iu, o minétas antras &viesos
ekranavimo elementas turi antrgji sverta su uztvara kitame
gale ir 8i uZtvara, esanti 3viesos ekranavimo sgveikoje minéto
i3tisinio ply3io atZvilgiu; minéti pirmasis ir antrasis
svertali yra sujungti galais bedram veikimui.

7. Irenginys pagal punkta 6, pasiZymintis tuo, kad minétas
kreipianCiyjy mechanizmas (a) papildomai turi apsaugini gaubta
su prieSprieSineémis angomis blotingo membranoms jdeti ir
i3imti, minéta idéjimo anga yra greta istisinio ply3io
blotingo membranos jidéjimo zonoje, o tarp jdejimo ir istisinio
ply8io angos yra minétas pirmas 3viesos ekranavimo elementas,
ir minéta i%émimo anga yra greta minéto istisinio plyS3io
blotingo membranos i%émimo zonoje, o tarp ju yra minétas
antrasis 3viesos ekranavimo elementas.

8. Patobulintas irenginys, skirtas manipuliuoti ir detektuoti
elektroblotingo membranas, kuris turi standy rémeli (i),

o
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laikanti elastinga membrang (ii) jos pakrasdcCiais, membrang
(ii), ant kurios pavir$iaus yra elektroforinis blotingo
produktas, ir detektoriy produktui nustatyti, pasiZymintis
tuo, kad turi:

a) kreipin&iuyjy mechanizmg, skirta blotingo membrany
pakreipimui tokiu biidu, kad galeétu kontaktuoti su prispaudimo
galvute (b) detektavimui;

b) prispaudimo galvute, pastatyta minéty kreipianCiyjuy
atZvilgiu taip, kad galéty susijungti ir atsipalaiduoti nuo
membranos (ii);

c) &viesos ekranavimo irengini, pastatyta minéty kreipianciyju
mechanizmo atZvilgiu taip, kad galeéty pasirinktinai apgaubti
membrang;

d) priemone, skirta nuosekliam jrenginio darbui valdyti taip,
kad minéta prispaudimo galvute kontaktuoty su membrana (ii)
tuo metu, kai ji yra padétyje, tinkamoje detektavimui ir

e) priemone, skirtg elektroforinio blotingo produkto
detektavimui, turindig CCD kamers, sufokusuotg minéto
kreipian&iyju mechanizmo atZvilgiu tokiu bGdu, kad prispaudimo
galvutei kontakto su membrana metu bty gautas tinkamas
blotingo produkto vaizdas.

9. Irenginys pagal punktg 8, pasiZymintis tuo, kad tarp
minétos CCD kameros ir minety kreipianéiyjy (a) yra jterptas
elektrovakuuminis fotoelementas, kad uZtikrinty tinkamg
blotingo produkto vaizdo fokusavimg.

10. Pagerintas elektroforinés blotingo membranos , kurig
sudaro standus rémas (i), palaikantis elastine membrang (ii)
jos pakradciais, pati membrana (ii), ant kurios pavirSiaus
yra detektuojamas blotingo produktas ir detektorius,
manipuliavimo ir detektavimo bidas, pasizZymintis tuo, kad

a) blotingo membrana patalpinama kreipianciajame mechanizme
taip, kad galéty kontaktuoti su prispaudimo galvute (b) ir po
to galima btGty atlikti detektavimag;

b) kai membrana yra minétame kreipianéiyjy mechanizme, jai
leidZiama nuslinkti nuo standaus rémelio (i) plok3tumos ir
jvykdomas jos kontaktas su prispaudimo galvute;
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c) Sviesa ekranuojanti priemoneé, patalpinama kreipianciujy
atzvilgiu taip, kad apgaubtuy blotingo membrang nuo 3viesos, ir
d) prispaudimo galvutei kontaktuojant su membrana (ii) kaip p.
(b), ir patalpinant Sviesos ekranavimo priemone kaip nurodyta
p. (c), yra detektuojamas elektroforetinio blotingo produktas.
11. Bddas pagal punktg 10, pasiZymintis tuo, kad
elektroforetinio blotingo produkto detektavima sudaro:

(a) atitinkamas membranos (ii), ant kurios pavir$iaus yra
detektuojamas blotingo produktas, apdorojimas fermentiskai
suzadintais 1,2-dioksetanais;

{b) membranos (ii) dziovinimas;

(c) galimas membranos (ii) kaitinimas kartu su dZiovinimu arba
po jo ir

(d) 1,2-dioksetany, prisijungusiy prie elektroblotingo
produkto cheminés liuminescencijos matavimas, atliekant
dZiovinimg ir/arba kaitinimg prie$ arba kartu su matavimu.

12. Bhdas pagal punkta 10, pasiZymintis tuo, kad membranos
(ii) kaitinimas yra atliekamas kaitinimo elemento, esandio

prispaudimo galvutéje, pagalba.
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