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ISradimas liec¢ia diagnostinius tyrimus ir jy metodikas.
Konkrec¢iai, <¢ia aprasSomi diagnostiniy tyrimy blokai,
sukonstruoti kompaktiniame optiniame diske, bei jy

naudojimo metodikos.

Yra did2Ziulis poreikis, kad klinikiniai tyrimai bidty
atliekami greic¢iau, maZesnémis sgnaudomis ir paprasciau.
Idealiu atveju pacientas, jei Jjis to pageidauja, tyrimus
galety atlikti pats. Vienas 1§ bidy pasiekti §j tikslg
yra jvairiy tyrimy operacijy miniatiGrizavimas @ ir
integravimas. $iuo metu biolusty tyrimy pavyzdZiai (taip
vadinami dél jy sukirimui naudojamos silicio drozliy
poligrafijos metody) yra komercigkai prieinami arba yra
kGrimo stadijoje. Visiems $&iems pirmiesiems Zingsniams

reikalingas nuskaitymo jirenginys ir kompiuteris.

Pardavime yra taip pat disko formos kasetés, naudojamos
klinikiniuose tyrimuose kartu su Uv/Vis
spektrofotometrija. JAV patente Nr. 5122284 aprasomas
centrifuginis rotorius, kuris talpina daugybe tarpusavyje
sujungty skyscio kamery, prijungty prie daugybés
kiuvec¢iy. Rotorius yra taip pritaikytas, jog gali bati
naudojamas jprastoje laboratorinéje centrifugoje ir yra
pagamintas 18 medZiagy, kurios netrukdo tyrimams,
atliekamiems reakcinese kiuve;ése, bei tyrimy rezultaty
fotometrinei detekcijai. Yra épraéytas didziulis kiekis
rotoriaus konfiglracijy, susiety su to padio arba
panaSaus tipo analiziy aparatais. ZitGréti, pvz., JAV
patentus Nr. 5472603; 5173193; 5061381; 5304348; 5518930;
5457053; 5409665; 5160702; 5173262; 5409665; 5591643;
5186844; 5122284; 5242606; ir ¢ia vardinamus patentus.
Liofilizuoti reagentai tokioms sistemoms aprasyti JAV

patente 5413732.

Centifuginioc analizatoriaus principai yra pritaikyti
diskui, kuris kaip instrumentas gali bGti naudojamas CD-

tvarkykléje (Mian, et al., WO 97/21090 parais&ka).
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Mian pateikia modifikuotg CD-tvarkykle, turinc¢ig dvigubg
funkcijg: 1 - ji naudojama diske saugomai informacijai
nuskaityti ir 2 - naudojama disko sukimui. Taciau Mian
nepateikia CD-tvarkyklés nuskaitymo gebos panaudojimo mus

dominantiems tyrimams analizuoti.

NeZiGrint dabartiniy pasiekimy, i$lieka paprastesnés
tyrimo schemos poreikis, kas jgalinty tyrimus atlikti
greitai, efektyviai, tiksliai ir nedideliais kastais. Sis
idradimas apjungia diagnostinius tyrimus su kompigteriais
ir kompaktinio disko technologija. Optimaliausiame
iSradimo variante reikalingas vien tik kompiuteris su
kompaktinio disko nuskaitymo irenginiu. Visi cheminiai
tyrimai atliekami kompaktinio disko, kuris gali biti
priskirtas integruotam biokompaktiniam diskui (IBCD),
viduje. Tame pacliame kompaktiniame diske taip pat yra
uzsifruota programiné jranga, t., y., ma$ina nuskaitoma
instrukciné ir kontroliné informacija, kuri kompiuteriui

pateikia instrukcijas pries$ tyrimg, jo metu ir po tyrimo.

CD; 1ir DVD; atstovauja ekonomiskiausig ir, daugeliu
atvejy, geriausig informacijos kaupimo aplinkg. Reikia
pazZymeti, kad CD ir DVD yra plac¢iai naudojami akronimai,
kurie ateityje gali kisti, net jeil pagrindinés
technologijos is8liks fundamentaliai nepakite. CD- arba
DVD-tvarkykle atskirais aspektais yra ekvivalentiska
skanuojanc¢iam konfokusiniam mikroskopui. Tuo pat metu $§ie
instrumentai yra prilyginami geroms centrifugoms, kadangi
sukimosi greitis komercinése tvarkyklése yra 200-12000
aps./min. 1ir 3&is greitis gali bGti reguliuojamas tam
tikrose ribose. Apjungiant Sias tris charakteristikas i
vieng analitine sistemg, gaunamas didziulis
supaprastinimas, lyginant su bet kuria Xkita analitine
technika. Beje, darbo atlikimas yra 1lygiavertis arba
geresnis uz tg lygi., kurji duoda daugelis konkuruojandiy
metody. Nors §is i$radimas reikalauja Siek tiek

modifikuoty CD- arba DVD-tvarkykliy, $iuos pakeitimus yra
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imanoma jterpti i komercines tvarkykles. Tai leis &j
i8radimg pritaikyti Pacienty slaugos punktuose (POPC) ir
namuose. CD- arba DVD-tvarkykliy panaudojimas uZtikrins
bet kokio pavyzdzio tiksliag skaitmenine  analize,

nenaudojant jokiy specifiniy analitiniy instrumenty.

Isradimas apima optini diskg, adaptuotg nuskaitymui
optinio jrenginio pagalba, kurio pirmas sektorius turi is
esmés savarankiskas tyrimo priemones analités, numanomos,
jog ji yra bandinyje, surisimui bent vienoje i3 anksto
nustatytoje pirmo sektoriaus vietoje, ir, kuris
nebitinai turi kontrolines priemones antrame sektoriuje,
skirtas tyrimo atlikimui ir analites padéties
informacijai, atsizvelgiant i vieng arba daugiau
anali¢iy, numanomy esant pavyzdyje (bandinyje). Analités
buvimas arba nebuvimas minétoje vietoje yra nustatomas
nuskaitymo jrenginiu, naudojant kontrolines priemones ir
padeties informacijg. Priklausomai nuo tyrimo ridsies,
diskas gali talpinti skysc¢iy laikymo priemones, skysc&iy
perdavimo priemones, pvz., vieng arba keletg kapiliariniy
kanaleliy, voZtuvus, baterijas, dializatorius, kolonéles,
filtrus, elektros 1lauko $altinius, laidus arba kitus
elektros laidininkus, pvz., metalines pavirsines dangas

ir pan.

Diskas gali turéti vieng arba kelias bandinio jvedimo
angas, kad pavyzdZio skystis pasiekty tyrimy sektoriy.
Pageidautina, kad tokios angos blity taip hermetizuojamos,
kad po pavyzdzio jvedimo | diskg, $is hermetizuotas

diskas, talpinantis pavyzdi, turéty hermetiskai uZdaryta

jtaisg, kuris gali  buti atitinkamai pasalinamas,
naudojant iprastus bidus arba kitus pasalinimo
mechanizmus, skirtus biologinéms atliekoms. Taip pat

disko tyrimo sektorius yra atitinkamai suskirstytas i
jvairius poskyrius, skirtus pavyzdzZzio (bandinio)
paruosSimuli 1ir analités atskyrimui. Taip pat gali biti

numatytas tinkamas atlieky priémimo poskyris. Tyrimy
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sektorius gali bati suskirstytas i daugybe smulkesniy
sektoriy, kuriy kiekvienas gauna po pavyzdi. Kiekvienas
toks smulkesnis sektorius gali analizuoti vieng arba

daugiau analic¢iy, priklausomai nuo konkretaus uzdavinio.

Kitas i&radimo aspektas yra tyrimams atlikti aparatas,
turintis optinj diskg, disko nuskaitymo jrengini ir
informacijos procesoriy, diske yra pirmasis sektorius su
i esmés savarankiskomis tyrimec priemonémis bent vienai
numanomai analitei, esanc¢iai pavyzdyje, lokalizuoti 1i§
anksto nustatytoje vietoje pirmame sektoriuje 1ir,
nebiitinai, antrasis sektorius, turintis kontroline
informacijg, skirtag tyrimo atlikimui ir analités padeties
informacijai, atsizvelgiant i vieng arba daugiau
anali¢iy, numanomy esant pavyzdyje. Informacija patenka i
nuskaitymo jrenginj ir apdorojama informacijos
procesoriuje; diskas yra pritaikytas nuskaitymui
nuskaitymo jrenginiu, o informacijos procesorius yra
pritaikytas nustatyti analités buvimg arba nebuvimg
minétoje padétyje, naudojant kontroline informacijg ir
padéties informacijg. Aparatas gali tureti nuskaitymo
irengini, turintj CD-ROM arba DVD nuskaitymo irengini ir

informacijos procesoriy, pvz., personalinji kompiuterij.

ISradimo dar vienas aspektas yra optinis diskas, tinkamas
nuskaitymui su CD-ROM arba DVD nuskaitymo jrenginiu,
turinciu savarankiskas tyrimo priemones, skirtas
analités, numanomos esant pavyzdyje, lokalizavimui bent
vienoje 1% anksto nustatyty viety diske bel priemones
minétoje vietoje patvirtinti analités buvimg arba
nebuvimg, pasinaudojant CD-ROM arba DVD nuskaitymo

irenginiu.

Trumpas breéziniy aprasymas

1 Fig. schematiskai atvaizduotas $io i&radimo diskas.
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2A Fig. detaliau pateiktas diske patalpinto pavyzdZio

ruosimo ir tyrimo sektoriaus schematinis vaizdas,

iliustruojantis tipinio tyrimo sektoriaus bendrag
i8deéstymg.
2B Fig. schematiskai atvaizduotas is8pléstas tyrimy

sektorius, kuris gali atlikti imuninius tyrimus, DNR
testus, lgsteliy skaic¢iavima, spektrofotometrinius

tyrimus ir elektrolity analize.

3 Fig. pateikia disko schematinji wvaizda, iliustruojanti
tyrimo sektoriy daugetg, kur kiekvienas sektorius turi

individualia pavyzdzio jvedimo anga.

4 Fig. pateikiamas detalesnis vieno i§ tyrimy sektoriy,

pavaizduoty 3 Fig., schematinis vaizdas.

5 Fig. schematiskai vaizduoja cheminiu bGdu suaktyvinamg

baterija, naudojamg Siame iSradime.

6 Fig. atvaizduotas struktiros, skirtos atlikti dializes

funkcijg diske, schematinis vazdas.

7 Fig. pateikia koloneles, kuri gali bdti patalpinta

diske, schematinji vaizds.

8 Fig. schematiskai vaizduoja elektros pagalba

reguliuojamg vozZtuvg, naudojamg Siame iSradime.

9 Fig. pateikia Siame idradime naudojamy Treagenty
rinkinéli, sujungtg kapiliariniais kanaleéliais,

schematini vaizda.

10 Fig. schematiskai vaizduoja 1linijiniy tyrimo viety,
kurios yra patogiai isdéstytos disko tyrimy sektoriaus

sroviniame kanale, isdeéstymo tvarkg.
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11A-C Fig. schematiskai vaizduoja tyrimo bloky variantus,
kurie konkre¢iai naudojami virusiniy ir bakteriniy
daleliy Dbei 1gsteliy detekcijai, naudojant bendras

metodikas, skirtas nustatomos medZziagos vietos specifinei

lokalizacijai.

12A-C Fig. schematiskai vaizduoja detekcijos metodiky
variantus, kur neskaidrios dalelés yra naudojamos vietoj
atspindinc¢iy daleliy ir yra suri$tos su atspindinéiu
pavirs$iumi. Lauztineés (zig-zag) linijos vaizducja
oligonukleotidus, bet tai gali biGti bet kokios atpazinimo
molekulés, pvz., antikinai. Siame pavyzdyje dalelés yra

plastikinés sferos, bet gali bati liposomos, lagstelés ir

t.t.
13 Fig. schematiskai atvaizduotas tyrimy blokas,
iliustruojantis tarpininkg-molekule su komponenty

atSakomis ir skaldymo sritimi, suristg vienu galu su
disko pavir$iumi ir su perdavimo elementu (auksc arba

latekso sfera) kitame gale.

14A Fig. schematiskai vaizduoja pirmgjj tyrimo elementg

tyrimo procediros pradZioje.

14B Fig. schematiskai vaizduoja antrgjj tyrimo elementg

tyrimo procediros ankstyvoje stadijoje.

14C Fig. pateikia 14A Fig. tyrimo elemento schematini
vaizdg, kur analités molekulés ats$akos susijungusios,

sudarant jungiamgjg kilpg tarp skaldymo srities grupiy.

14D Fig. schematiskai vaizduoja 14B Fig. tyrimo elementg,
kur analités molekuleés atsakos néra susijungusios ir

jungiamoji kilpa nesusidariusi tarp skaldymo srities

grupiy.
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14E Fig. schematiskai vaizduoja 14C Fig. tyrimo elementg
po tarpininko molekuleés suskaldymo. Perdavimo elementas

pasilieka suristas su disko pavirsiumi atskirame tadke.

14F Fig. schematigkai vaizduoja 14D Fig. tyrimo elementg
po tarpininko molekulés suskaldymo. Perdavimo elementas
yra atsikabines nuo disko pavirsiaus ir gali bati

nuplaunamas nuo konkrecios vietos.

15 Fig. schematigkai vaizduoja kiuvec¢iy rinkinj. Siame
pavyzdyje parodytos keturios kiuvetés ir su jomis
sujungtos reagenty ir pavyzdZio ruos$imo kameros, o taip

pat &viesos Saltiniai.

16 Fig. schematiskai vaizduoja daugybe kapiliary, kurie

gali biti naudojami atliekant izoelektrini fokusavimg.

17 Fig. schematiskai vaizduoja aparatg, skirtag tiksliy

tdriy matavimui.

Bendras integruoto bio-kompaktinio disko (IBCD)
scematinis vaizdas parodytas 1 Fig. Diskas (Bio-
Kompaktinis Diskas, BCD) faktiskai gali bdti bet kokios
formos ir dydZzio. Praktisgkiausia jo forma yra skritulys,
turintis 10-1000 mm skersmeni, tinkamiausias skersmuo -
20-200 mm ir esantis 0,1-20 mm storio, tinkamiausias
storis yra 0,5-3 mm. Diskas turi du sektorius: tyrimo

sektoriy 1 ir programinés jrangos sektoriy 2. Centrine

skyle 3 skirta disko. patalpinimui i kompaktinio disko
nuskaitymo jrengini. Programiné jranga, skirta tyrimo
kontrolei, gali biti atskirame diske. Vienok, yra
pageidautina, jog programine jranga baty diske,

sujungtame su konkrec¢ios analites arba analic¢iy tyrimu,
kad, atliekant tyrimg, iki minimumo bty sumaZinta
galimybé atsirasti subjektyvioms klaidoms. Galimi IBCD

komponentai ir pavienés operacijos pateikiami aprasyme.
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Iprastiniuose CD-ROM arba DVD nuskaitymo jrenginiuose
diskas sukasi iki 16000 aps./min. greic¢iu. Visuose CD-ROM
ir DVD nuskaitymo jrenginiuose greitis yra reguliuojamas
ﬁam tikrose ribose (200-16000 aps./min.). Tac¢iau kail
kurioms operacijoms gali bdti paranku naudoti skirtingy
greiciy sukimgsi, pvz., 1000-10000 aps./min.,
tinkamiausia - 2000-5000 aps./min. Bet kokiam Kkonkrediam
tyrimui kontroliuojanti programiné jranga analizavimo
metu u2duoda sukimosi reZimg. Sis rezimas, greic¢iail ir
veiksmy sinchronizavimas, iskaitant perioda, kada
nevyksta sukimasis deél inkubacijos, elektroforezeés,
izoelektrinio fokusavimo ir t. t., yra reguliuojamas, kad
reagentai ir pavyzdys (bandinys) bty pristatyti i
atitinkamas tyrimo sektoriaus vietas, kaip yra nurodyta
tyrimo protokoluose. Tinkami sukimosi greiciai uZtikrina
pakankamg iScentrine Jjeéga, kuri gali Dbiati naudojama
skys¢iy judéjimui uZtikrinti. Kitas energijos 8$altinis,
kuris gali biGti 1lengvai pritaikomas IBCD, yra chemine
energija. Labiausiai tinkama cheminés energijos forma yra
baterijy teikiama elektros energija. Mechaniné ir chemine
energijos uZtikrina daugelio rids$iy bloky darba. Svarbis
IBCD blokai gali talpinti wviena arba daugiau komponenty:
kapiliarus, konteinerius, filtrus, dializés membranas,
chromatografines kolonéles, elektroforetinius gelius,
voztuvus, bet kokius mikromechaninius arba elektroninius
mazgus, iskaitant mikroprocesorius, elektrodus, ypac
enziminius elektrodus, kiuvetes Dbelil tyrimo blokus.
Galimos pavienés operacijos atliekamos blokuose, apimant:
centrifugavimg, filtravimg, skysc¢iy perdavimg, skyscéiy
sumaisymg, dialize, frakcionavimg kolonélése, kaitinimg,
$aldymg, elektrokonvekcijg, elektroforeze bei analites

detekcijg ir pranesimg apie tai.

Paprastai IBCD yra pagamintas i§ dviejy daliy, turinciy
virSutine 1ir apatine puses. Apatineé puseé gali tureti
beveik visus blokus, tuo tarpu virsSutiné puse gali biti

ploksc¢ias dangalas, turintis tik keletga bloky, pvz.,
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elektrodus ir laidus. Siame isradime slucksniy kiekis
gali virsyti du ir daugelis bloky, kaip moduliai, gali
bati paruosti i§ anksto. Reagenty konteinerius, kiuvediy
rinkinius, kolonéles, mikromechaninius blokus, $viesos
Saltinius 1ir mikroprocesorius naudingiausia sumontuoti
kaip modulius. Jvairios charakteristikos gali Dbiti
ispaustos minkStame plastike. Jvairis blokai gali bati
priklijuojami terminiu arba Uv-vulkanizavimo  bddu,
sulydzius kartu, sujungiant papildomomis mechaninémis
priemonémis, mechaniskai jdedant arba tiesiog uzdarant
maZzesni komponentg didesnio viduje. ZXai kurie plotai,
gali biati apdorojami, pvz., plazmos amoniaku, kad juos
padaryti hidrofiliniais. Po to pavirsiy galima apdoroti
jvairiomis molekulémis, kad pavirsius tapty inertinis
arba, prieSingai, jgauty specifines adsorbcines savybes.
Sililinimas yra bendras metodas pavirsiy apdorojimui
(Virtanen, J. A., Kinnunen, P. K. J. 1ir KXulo, A.,

"Organosilanes and their hydrolytic polymers as surface

treatment agents for use in chromatography and
electronics”, JAV patentas 4756971). Kovalentinis
detergenty prijungimas sumazins proteiny, pvz., albumino,
adsorbcija, o taip pat sumazins tirpiy proteiny

adsorbcija. Metalo elektrodai ir laidai gali Dbati
uZgarinami ant pageidaujamy ploty. Maskuotés arba varzZos
gali biti naudojamos plazmos "lokalizavimui arba metalo
nusodinimui. Kapiliariniai vamzdeliai ir skyscio
saugojimo bei sulaikymo blokai gali bGti jterpiami |
optinius diskus arba suformuoti <cheminiu biGdu arba
ipurskimo pagalba. Kaip parodyta 2 Fig., tyrimo sektorius
gali tureéti pavyzdZio jvedimo angg 14. Pavyzdzio angag
pageidautina hermetizuoti tokiu bGdu, kad diskas biaty
efektyviai sandarus, isskyrus blGtinus kanalus skyscio
srovel, ir apsaugotas nuo bet kokiy biologiniy tersaly.
Naudojant gerai Zinomas ivairias priemones, pvZz.,
isScentrine jeégg 1ir pan., pavyzdzio porcija yra paduodama
1 pavyzdzio ruoSimo vietg 15, kuri gali turéti reagentus

ir pan., kad atlikti tyrimg. Alternatyviai, arba kartu su
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reagentals Jjau pavyzdZio ruo$imo segmente gali bati

numatytas reagenty rinkinelio 6, esant reikalui,
tiekimas i pavyzdzio ruo$imo segmentyg reikalingu
eiliskumu. 9 Fig. yra parodytos reagenty rinkinélio

papildomos detalés. Gali bati reikalinga 1§ pavyzdZio
bent dalinai atskirti analite ir tali gali bati atlikta
pavyzdzio atskyrimo segmente, bendrai paZymétame kaip 7.
Jeli atskyrimo procese reikalinga elektros energija, yra
numatyta baterija 8. Papildomos baterijos detalés yra
parodytos 5 Fig. 1ir aprasytos Zemiau. Gautas pavyzdys
toliau perduodamas i tyrimo vietg 9. Optimaliame
isradimo variante tyrimo vieta turi tyrimo bloka, tai
detaliai aprasSyta Zemiau. Analiteé, jei ji yra pavyzdyje,
prisirisa prie 1§ anksto nustatytos vietos ant disko ir
analités buvimas detektuojamas nuskaitymo jrenginiu 1i$
informacijos, tai identifikuoja konkre¢ig analite toje
padetyje, prie kurios ji prisirisusi. Yra numatytas
atlieky skyrius reagentams arba pavyzdzio tiriams
surinkti, kurie yra didesni uz jvedamus tyrimui kiekius,
o jvairis skyriai ir skysc¢iy perdavimo kanalai leidZia,

atitinkamai, skys¢iui tekéti visame tyrimo sektoriuje.

Viename iSradimo variante gali biti numatyta gausybe

tyrimo sektoriy 11 , 12, 13 ir t. t., kaip parodyta 3

Fig., su individualiomis pavyzdZio jvedimo angomis 14 |,
15, 16, atitinkamai. Kiekvienas sektorius 18 esmés
veikia, kaip aprasyta, tuo paciu laiku atliekant

skirtingus tyrimus konkrediuose sektoriuose su daugeliu
analic¢iy arba daugeliu -pacienty. Konkretaus sektoriaus
detales parodytos 4 Fig., kur jvairis galimi blokai yra
identifikuoti tais pacdiais numeriais, kurie naudojami

ankstesniame aprasyme.

Blokai

Kaip parodyta 5 Fig., gali bati numatyta baterija, kurig

paprastai sudaro du metalo sluoksniai, pvz., varis 1ir
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cinkas, kurie, atitinkamai, yra apatinéje ir virdutinéje
ertmés pusése. Nedarbo metu Jjie yra atskirti oro
sluoksniu. Kada diskas sukasi, ertme tarp §iy metaly
prisipildo praskiesta neorganine riagstimi, priklausomai
nuo metalo elektrody rudies. Vario ir cinko atveju tai
gali bGti praskiesta sieros ridgStis, turinti vario jony,
ir baterija yra suaktyvinama. $i baterija generuoja 1,5 V
jtampg apie 1 val. Tokia laiko trukme yra ilgesne uz
reikalingg analizei atlikti laikg. Jei batina, 1§ kity
medziagy bei storesniy metalo sluoksniy gali bati
pagaminamos ilgesnio veikimo baterijos. Svarbu, jog.
vandeniui patenkant 1 ertme tarp metalo sluoksniy,
baterija yra dezaktyvuojama. Suaktyvinimo ir
dezaktyvinimo ciklai gali bGti kartojami keletg karty.
Jei blGtinas didesnis potencialas, keletas baterijy gali
biti apjungiamos. ] elektros grandine gali bGti jterpti
fotodiodai. Siuo atveju numatyta, kad kontroliuojantis
tyrimg kompiuteris turi informacijg apie aktyvias
elektros grandines. Taip pat gali Dbidti naudojama
miniatidrizuota, i§ anksto surinkta baterija, kuri gali
biti suaktyvinama, sujungiant elektros grandine druskos,

pvz., natrio chlorido, tirpalu.

Skysc¢io ir oro perdavimui pageidautina naudoti
kapiliarus. Kapiliaruose taip pat gali bati laikomi labai
mazi tGriai skysc¢ic. Gerai, kai oro kapiliarai bity
hidrofobiniai, o tuo tarpu kapiliarai, kontaktuojantys su
vandeniu, bty hidrofiliniai. Jei bitina, kapiliarai,
gali bdti apvalaus arba staciakampio pjGvio. Iprastinis
gylis yra nuo 10 pm iki 500 wm, tuo tarpu plotis yra tarp

50 wm ir 2 mm. Oro kapiliarai yra didesniy dimensijy, kad
bity isvengiama slégio gradiento susidarymo, nebent
pageidaujama kitaip. Srovés greitis priklauso nuo IBCD
sukimosi daznio, kapiliaro dimensijy ir klampumo bei
skys¢&io tankio. Fizikines skyscio savybés yra sglygojamos

tyrimo pobidzio, o sukimosi daznis yra ribojamas iki tam
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tikro dydzio CD-ROM arba DVD nuskaitymo jrenginiu. Tokiu
bddu, skyscio perdavimo greic¢iui reguliuoti yra
naudojamasi kapiliary dimensijomis. Kapiliary vamzdeliai
gali bdti numatyti su ~“buteliy kaklais”, t. y., su
skersinio pjavio susiauréjimais tam, kad badty galima
reguliuvoti skys€iy tekéjimg norimu greic¢iu. Tam paciam
tikslui gali badti panaudojamas hidrofiliskumas ir

hidrofobiskumas.

TikslGs kapiliary tinklo ir kamery matmenys gali bati

aprasomi Navier-Stokes lygtimi:
pv=pb - Vp+uVv

kur p yra tankis, p yra slégis, v reiskia greitj, b yra

kiino jégos laukas, L yra klampumas ir V yra
diferencialinis operatorius del {Mase, Continuum
Mechanics, McGraw-Hill, 1970). Slegis yra skaliarinis

laukas, tuo tarpu v ir b yra vektoriniai laukai.
Sudetingos geometrijos Navier-Stokes lygties sprendimui

tinka komerciné kompiuteriné programiné jranga.

PavyzdzZio ivedimui, reagenty  saugojimui, reakcijy
atlikimui bei atlieky surinkimui naudojami konteineriai
arba sekcijos, suformuoti diske. Jy gylis yra apie 1-2000
pm, pageidautina apie 10-800 um, ir jie gali tureti bet
kokig jimanomg formg, nors tinkamiausios yra apvalaus arba
stadiakampio pjivio. Sekcijos yré hidrofilinés, isskyrus
vieng atlieky konteinerio galg, kuris turi hidrofobini
oro kapiliarg. Reakcijos sekcijos gali bGti suformuotos
su elektrodais, skirtais kaitinimui, elektrokonvekcijai
arba elektrocheminiams tikslams. Pageidautina, kad
elektrodai bidty kokybiskal uZgarintos aukso plévelés.
Sekcijos taip pat gali tureéti voztuvus, KkKurie yra valdomi

elektros arba chemikaly pagalba, kaip aprasyta Zemiau.
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Saugojimo konteineriai gali bati padengti metalu,
pageidautina, auksu, kad baty isvengta vandens
prasiskverbimo i plastiko vidy. Reagentai taip pat gali
biti i8 anksto supakuoti j kasetes, kurios yra
nepralaidzios. $Sios kasetés saugojimo metu gali bdti
uzdaros ir yra atidaromos rankiniu bGdu praduriant arba
atidarant voztuvy arba kamsti pavyzdzZio kasetés
patalpinimo i diskg metu. Taip pat kasetés atidarymas
gali biti palengvinamas i&centrineés jégos deéka, kada IBCD
pradeda suktis. Bet kuriuo atveju tyrimo metu palaikoma
tinkama skys¢io srové, reguliuojama kompiuterio per CD

arba DVD nuskaitymo jrenginj.

Tyrimo metu skys¢io srove galima reguliuoti atspindincio
elemento pagalba. Atspindintis elementas naudoja lazeri,
kuris yra CD arba DVD nuskaitymo jrenginyje, ir ta
faktg, kad, net skysc¢iui esant skaidriam, jo atspindZio
rodiklis zymiai skiriasi nuo oro rodiklio. Tokiu bGdu,
esant orui, lazerio Sviesa atsispindi atgal i CD arba DVD
nuskaitymo irengini. ir kitokia kryptimi - esant
skys¢iui, arba priesingai. Kitas metodas kontroliuoti
skysCio srove yra aktyvios &viesos Saltinio panaudojimas,
pvz., LED arba puslaidininkinio lazerio. Tokia S&viesa
gali biiti sustiprinta, esant elektrai laidZiam skysc¢iui,
PVZ. ., plazmai arba buferiui, suaktyvinantiems

elektronines grandinés sujungimg.

Informacijos perdavimui 1§ IBCD ] CD arba DVD-nuskaitymo
jrenginj ir { kompiuteri gali bidti naudojamas LC-
displéjus. LC-displéjus gali turéti didelj skaiciy
taskeliy (pikseliy), atspindincéiy $viesa, kai LC-pleveleés
turi potenciala. Sie ta3keliai gali biti, pvz., isdéstyti
linijine tvarka, tokiu bitdu, kad viename gale Sviesos
atspindéjimui yra reikalingas Zemas potencialas, tuo
tarpu kitame gale tam pacdiam rezultatui gauti potencialas
turi biti Zymiai aukStesnis. CD arba DVD-nuskaitymo

irenginys sugeba lokalizuoti atspindinc¢ius taskelius 1ir,



10

15

20

25

30

35

H LT 4681 B

atitinkamai, potencialas grandineje gali bati
iSmatuojamas. Potencialo pokytis gali susidaryti del
elektrocheminio proceso, vykstancio vienoje is
elektrocheminiy celiy. Pvz., elektrodas, padengtas
cholesteroloksidaze, esant cholesteroliui, generuos

vandenilio peroksidg. Vandenilio peroksidas pakeis
elektros grandinés potencialg ir cholesterolis galés bati

nustatomas kiekybiskai.

Norint 1§ tirpaus pavyzdzio pasalinti dideles daleles,
pvz., lgsteles, dulkes ir t. t., gali bati naudojami
filtrai. Filtrai dazniausiai yra jterpiami kaip pavyzdzio
ivedimo bloko dalis. Filtrai gali biati padaryti is akyto
plastiko, stiklo, skersai susiQtos medvilnés arba
celiuliozeés ir kt. Sios medZiagos gali biti stulpelio

arba panasios formos, priklausomai nuo konkretaus atvejo.

Plastikai, pvz., teflonas, gali bati naudojami plévelés
pavidalu.
Kadangi pavyzdzio ruosimo metu oligonukleotidy

denatiravimui daZnai naudojami chaotropiniai agental, yra
tikslinga diske numatyti dializés priemones, kad pries
atliekant tyrimg bidty pas$alinta druska. Kaip parodyta 6
Fig., dializes mazgas yra paruo$Siamas, uzdedant dializés
membrang 17 ant suformuoto diske = sekcijos vienos arba
abiejy pusiy (virsaus ir apaéiosj. Turint omeny mazus
tdrius, buferio, kuris jau yra dializés membranos viduje,
kiekis yra paprastai pakankamas ir nereikia buferio

kitoje membranos puséje, prieSingoje skysc¢io sluoksniui.

Koloneéle gali biati ruosiama taip, kaip parodyta 7 Fig.,
uzpildant sekcijg 18 reikiamu geliu, adsorbentu arba
jonitu, pvz., silikageliu, Sefadeksu ir t. t. (konkreciam
atvejul yra parenkama konkreti medziaga) ir kitame gale
uzdedant filtrg 19. Potencialds pavyzdzZiai apima maZesniy
molekuliy atskyrimg nuo didesniy bei hidrofiliniy ir

hidrofobiniy junginiy frakcionavimg. Jonitiné kolonéle
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ypac tinka nukleino rdgs&c¢iy atskyrimuil nuo  kity
biomolekuliy. ‘oloneles savaime tinka kitiems
pritaikymams, kurie gali bdti naudingi arba batini,

atliekant bet kurj konkrety tyrimq.

8 Fig. iliustruoja voztuvg, paZymétg kaip 20, kuris gali
bati patalpintas viename kolonéles arba reakcijos
konteinerio gale, turinc¢iame du isleidimo kapiliarus 23
ir 22, Be to, ¢ia yra du elektrodai, 23 ir 24, kurie 1i$
pradZiy néra jkrauti (parodyta pozicija), ir laidi metalo
folija 25, kuri yra pritaikyta uzdaryti vieng arba kitg
kapiliara, priklausomai nuo padéties kapiliare. Metalo
folija yra taip sukonstruota, kad uzdaro vieng kapiliarg,
kada nebéga elektros srové, bei atidaro anksciau uzdarytg
kapiliarg ir uzdaro kitag kapiliarg, kada elektros srove
teka. Kailp pavyzdys, voZtuvas yra padarytas 18 plonos
aukso folijés, kuri mechani&kai prispaudziama priesais
kitg istekéjimo kapiliarg ir pajungiama prie artimiausio
elektrodo. Kada baterija suaktyvinama, aukso folija yra
atstumiama nuo artimiausio elektrodo ir pritraukiama kito
elektrodo. Tokiu budu, aukso folija yra spaudziama prie
kitos iSleidimo angos. Gali bGti naudojamos Kity laidiiq
metaly folijos, bet daugeliui operacijy yra tinkamiausias
laidus 1ir neriddijantis metalas. Baterija gali batil
dezaktyvuojama, kaip aiskinta anksc¢iau, ir tada vozZtuvas

perjungiamas atgal | pradine padeti.

CD-R arba CD-RW-tvarkykliy lazeris turi iki 10 n%
galingumg, tai leidzia jkaitinti objektus iki auksty, net
iki 600°C, temperatiiry. Galingumas yra pakankamai didelis,
kad padaryty skyles jvairiose medziagose, jskaitant
plastikus. Plastikai privalo tureti dazg, kuris
absorbuoja lazerio &viesg. Griztamajam uZdarymui gali
biati naudojamas terminis isSpletimas. Pvz., bimetaliniy

folijy junginys yra labai jautrus temperatarai.



10

15

20

25

30

35

16 LT 4681 B

Voztuvu gali biGti naudojamas pjezoelektrikas. Taip pat
pjezoelektriskumas gali bdti naudojamas matuojant ypac
mazus skysc¢iy tarius, pvz., pavyzdzio nanolitrai gali

bdti padalinami skirtingiems tyrimams.

Voztuvo funkcijai panasios operacijos gali bGti vykdomos
cheminiu bddu - id% tirpalo nusodinant kietg cheminj
junginj ir/arba istirpinant nuosédas. Pirmoji tokio
voztuvo 1i§leidimo anga yra uzdaroma, nusodinant chemini
jungini kapiliare. Tas junginys gali bati, pvz., sidabro
chloridas. Chlorido jony gali bati pagrindiniame skyscio
sraute, kai tuo tarpu atskiruose S$Soniniuose kapiliaruose
yra grynas vanduo Dbei sidabro nitratas vandenyje.
Soniniai kapiliarai turi tokia konfigGracijag, kad
pirmiausia vanduo ir po to sidabro nitratas patenka 1
pagrindini skys&io srauta, kuriame yra chlorido. Tuo
momentu, kada sidabro jonai pasiekia sekcijy susikirtimg,
kapiliaras yra uZkem$amas, veikdamas kaip uzdaromasis
voztuvas. Priesingai, 18§ pradziy kapiliaras gali bati
uzkimStas tirpaus Jjunginio nuosedomis, pvz., natrio
chloridu. Kapiliaro natrio chlorido kam$tis istirpinamas

ir kapiliaras atidaromas, pridéjus bet kokio vandeninio

tirpalo.

Pageidautina tyrimo bloka naudoti tyrimo vietoje.
Trumpai, tyrimo blokas (13 Fig.) apima skaldymo
tarpininkag 26 . kovalentiskai vienu galu 27 prisijungusi
prie disko pavir$iaus 28, o kitu galu 29 - prie perdavimo
elemento 30. Cia aprasyti optimalGs perdavimo elemento
variantai apima atspindincias aukso sferas arba

neskaidrias latekso sferas. Taip pat yra du atpazinimo
elementai 3la, 31b . veliau minimi Xkaip at8akos, kurie
kovalentigkai prisijunge prie kiekvieno tarpininko tokiu
bidu, kad viena at$aka yra prijungta tarpininko skaldymo
vietoje 32 prie kiekvienos pusés. Cia apradyti optimalds
at$aky variantai apima oligonukleotidus, antikidnus ir

oligonukleotidy-antikiny konjugatus. Tyvrimo blokai gali



10

15

20

25

30

35

17 LT 4681 B

bGti naudojami analités buvimui detektuoti ir gauti jos
signalg ir teigiamo, ir neigiamo atpaZinimo fakto atveju
(14 Fig.). Teigiamas atpaZinimo faktas (14A, C ir E Fig.)
yra tada, kada analité 33 prisirisa prie abilejy atSaky
3la ir 31, sudarydama jungiamosios kilpos 34 komplektg
tarp tarpininko, padalyto skaldymo vietos 32, dviejy
pusiy. Neigiamas atpazinimo faktas (14B, D ir F Fig.) yra
tada, kada analité 33 prisirisa tiktai prie vienos arba
nei prie vienos atsaky 35a., 35 ir todél nesusidaro
kilpa, sujungianti dvi tarpininko puses. Kada teigiamas
atpazinimo faktas yra lydimas tarpininky skaldymo, rysys
nuo disko ] perdavimo elementg pasilieka nepazeistas (14E
Fig.). IS kitos puseés tarpininky skaldymas tyrimo bloke,
lydimas neigiamo atpazinimo fakto, perdavimo elementuose
sglygoja atsijungimg nuo disko (14F Fig.). Tokiu budu,
neigiami atpazinimai baigiasi perdavimo elementy
atpalaidavimu, 1ir jie yra lengval pa$alinami, tuo tarpu
teigiamas atpazinimas baigiasi tuo, kad perdavimo
elementai pasilieka savo tam tikruose tyrimo sektoriuose.
Bet kokiu atveju rezultatai gali biti nedelsiant stebimi

CD-ROM arba DVD nuskaitymo jrenginyje.

Cia aprasgyti papildomi isradimo variantai, kur naudojamos
atspindincdios arba neskaidrios perdavimo molekulés, ir
teigiami ir/arba neigiami atpazinimo fakto testai
atliekami plad¢iame galimy tyrimy diapazone. Pvz., kail
kuriuose tyrimuose at&akos gali biiti sujungtos pries
idedant pavyzdi ir analites surisimas atjungia at$akas.
Siuo atveju teigiamas atpazinimo faktas baigiasi
perdavimo elemento isnykimu, kal tuo tarpu neigiamas

atpazinimo faktas baigiasi perdavimo elemento uzlaikymu.

Kiti <¢ia aprasyti tyrimo reakcijos variantai neturi

skaldymo tarpininky su atsakomis. Vienoje tokioje
alternatyvioje schemoje IBCD pavirsius gali bati
padengtas metalu, pageidautina auksu, ir analite

susijungia su neskaidriom dalelénmn, pvz., latekso
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rutuliukais arba su nudazytomis liposomomis metalo

pavirgiuje.

Neskaidrios sferos tyrimo blokuose

Ankstesni tyrimo Dblokai reémési atspindinc¢iy daleliy
susiridimu su permatomu IBCD pavir$iumi. Situacija gali
bati taip pakeista, kad neskaidrios dalelés  bus
prijungtos prie atspindinc¢io paviréiaus. Sis sprendimas
yra ypac¢ naudingas, kada tiriamos dideles lgstelés ir tai

pavaizduota 12 Fig.

Ant plastiko pavir$iaus yra nusodinama metaline plévele.
Informacija gali biati uzsifruojama Siame metalo
sluoksnyje, kaip yra jprastiniuose CD. Si informacija
gali apimti padéties adresus bei kitg su tyrimu susijusiag
informacijg. Toliau metalinis sluoksnis yra padengiamas
plastikiniu sluocksniu. Po to §is yra amininamas, kaip
aprasyta ankséiau, vietoj aukso sfery prie substrato per
tarpininko molekules yra prijungiamos didelés latekso
sferos (10-50 pm skersmens), turin¢ios dazy. Sios
latekso sferos yra dalinai padengtos atpazinimo
molekulémis, Xkaip aprasyta aukso sfery atveju anksciau.
AtpazZinimo lagstelés surisa latekso sferas su substratu,
net jeil tarpininkas yra suskaldytas, ir daZas, esantis
sferoje, neleidzia lazerio $&viesai atsispindéti nuo
metalo pavirsiaus. PriesSingai, jeli naudojamas tinkamas
fluorescencinis dazas ir tinkamas lazerio Sviesos bangos
ilgis, sfery fluorescenciné emisija gali bdti naudojama
tyrimo kontrolei. Tam bitinas specializuotas jtaisas 1ir
uzdavinys gali bGti palengvintas naudojant melynuosius
lazerius, kada jie bus prieinami CD-ROM arba DVD

nuskaitymo jrenginiuose.

Papras&iausioje 1lgsteliy detekcijos tyrimo versijoje

latekso sferos néra sujungtos su IBCD prie$§ tyrimg, bet
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yra jvedamos po to, kai 1lgstelés susijungia su IBCD.
Sudedama latekso sfery suspensija, atpazinimo molekulés
ant sfery prisijungia prie tinkamy Ilgsteliy ir Sios
lgsteles yra imobilizuojamos. Tada $Sios latekso sferos
gali biti stebimos deél sumazéjusio atsispindéjimo CD-ROM

arba DVD nuskaitymo jrenginyje.

Komplementarus tarpininky surifimas

Viena klidGtis tarpininko kovalentiniam surisimui yra tai,

kad diskas sunkiai regeneruojamas po tarpininko
suskaldymo. Jeigu vietoje to tarpininkai yra prijungiami
prie substrato su kompelementariaisiais

oligonukleotidais, diskas gali bGti regeneruojamas po

tyrimo wuZbaigimo. Tarpininkai arba Jjy liekanos vyra
pasalinami kaitinant arba naudojant chaotropinius
agentus. Dupleksai, surisantys tarpininkus, yra

denatirizuojami ir diskas gali bati nuvalomas. Diskas
uzlaiko oligonukleotidus, kurie yra prijunge senus
tarpininkus. Visi oligonukleotidai vienoje tyrimo vietoje
yra identiski. Jie gali bGti skirtingi skirtingose tyrimo
vietose arba identiski visame IBCD. Yra pridedama naujy
tarpininky, turin¢iy oligonukleotidus kompementarius su
esanc¢iais IBCD. Po inkubacijos tarpininko komplementaris
oligonukleotidai ir IBCD ~hibridinami. Tarpininky
perteklius pasalinamas. Siuo atveju oligonukleotidy
atSakos gali bGti prijungiamos prie tarpininky prie& tai,
kai tarpininkai yra surisami su pavirdiumi. Po to
pridedama aukso sfery, jos surisamos tarpininky
tiolinémis grupémis arba disulfidiniais tiltelials, ir

diskas vel paruostas naudojimui.

Kiuveté yra naudojama UV/Vis spektrofotometriniuose,
fluorescencijos arba chemiliuminescenciniuose tyrimuose.
BCD kiuvete @ i§ esmeés yra kapiliaras, kuris yra
patalpintas tarp 8viesos $altinio 1ir fotodetektoriaus.

Sviesa gali biti reguliuojama veidrodZiais ir bangy
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kreiptuvais. BCD kiuvec¢iy kiekis svyruoja nuo 0 iki
10000, geriausiai nuo 0 iki 50 vienam tyrimo sektoriui. I
daugumg kiuvediy pavyzdys patenka per pavyzdZio ruoSimo
kamerg. Sios kameros gali turéti i$ anksto patalpintus
reagentus arba reagentai yra laikomi atskirose kamerose
ir su pavyzdZiu sumaisSomi tuomet, kai Jjis patenka i
pavyzdzio ruo$imo kamera. Pavyzdys ir reagental gali bati
pakaitinami elektros pagalba, infraraudonaisiais
spinduliais, kurie yra generuojami fotodiodo. Po
inkubacijos periodo pavyzdys perduodamas 1 kiuvete.
Transmisineé arba emisineé Sviesa yra matuojama
fotodetektoriumi. Siame idradime naudingiausia, kai

fotodetektorius yra CD arba DVD tvarkykles viduje.

Spektrofotometriniams tyrimams tinkamiausi Sviesos
Saltiniai yra fotodiodai arba puslaidininkiniai lazeriai.
Galima naudoti CD arba DVD tvarkykliy Sviesos Saltini.
Tad¢iau $Siuo metu Sie prietaisai naudoja tiktai vieng
bangos ilgji, kuris atitinka infraraudongjg arba raudonagja
Sviesg. Jei naudojamas CD arba DVD tvarkykliy vidinis
Sviesos $altinis, 15 Fig. fotodiodas arba lazeris yra
pakeic¢iamas veidrodziu. Nors naudojant infraraudongja
arba raudongjg sSviesg gali Dbiti atliekami jvairis
tyrimai, daugumai tyrimy naudinga naudoti papildomus
Sviesos Saltinius. Pvz., gali bGti specialiai
sukonstruota eile fotodiody, kad jie generuoty raudong,
geltong, 2zalig ir meélyng §&viesas. Imanoma sukonstruoti
fotodiodg bet kokiam bangos ilgiui 1ir, atitinkamai,
fotodiody skaic¢ius gali siekti 300, kad bity apimtas
visas UV/matomos éviesoé spektras. Lazeriy galingumas yra
didesnis ir geriau fokusuojamas negu fotodiody, todel jie
yra tinkamesni. Ypa¢ mikroertminiai ir nanodotiniai
lazeriai pasiZymi mazumu 1ir Jjie gali Dbiti taip
sukonstruoti, kad emituoty vos ne bet koki bangos ilgi.
Sviesos $altinis gali bGti sukonstruotas kaip modulis,
kuris gali biiti jtaisomas ant disko prie§ ir pasalinamas

po IBCD panaudojimo.
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Pavienés operaciijos

Toliau yra aprasomos pavieneés operacijos:
centrifugavimas, filtravimas, skysc¢iy perdavimas, skysé&iy
sumaisymas, dialize, frakcionavimas kolonelese,

kaitinimas, Saldymas, elektrokonvekcija ir elektroforeze.

I&centriné jéga yra pagrindiné jéga, naudojama skysdiy
perdavimui IBCD. Ji taip pat gali Dbdti naudojama
centrifugavimui, kuris yra svarbus atskiriant lgsteles i$
plazmos. Siuo atveju yra naudinga jterpti filtra

pavyzdzio priémimo konteineryije.

Skys¢iy perdavimo operacijoje yra svarbu eiliskumas ir
veiksmy atlikimo momentas. Kad uztikrinti tinkamg
eiliskumg pristatant i tam tikros reakcijos vietg, gali
biti sudaryti skyscéiy rinkineliai, kaip parodyta 9 Fig.
Viename variante numatyti du pagrindiniai kapiliarai, 36
ir 37, kuriais skystis gali tekéti per jungiamuosius
kapiliarus 38, 39 ir 40. Vienas 1§ pagrindiniy kapiliary
yra oro kanalas, kuriuo gali teketi ir skystis ir kuris
paprastai yra hidrofobinis. Kitas pagrindinis Xkanalas
pristato reagentus skystame pavidale ir yra hidrofilinis.
Jungiantieji kapiliarai ir apjungtos ertmés gali tarnauti
reagenty saugyklomis (pazZymeta 41, 42 ir 43), nekeiciant
jy isSsidestymo viena kitos atzvilgiu. Skyscéio sekcija, i
kurig jie yra nukreipiami, ir pristatymo momentas yra
kontroliuojami Jjy atitinkamais isdeéstymais, kapiliary
dydziu, skysé¢iy tankiu ir klampumu bei disko sukimosi
grei¢iu. Skysciai atskiriami mazy oro burbuliuky pagalba,
kad DbGty isSvengta susimaisymo, nebent susimai$ymas
pageidautinas. Kad idvengti slégio gradienty, oro
kapiliarai su visais skysc¢iy kapiliarais sujungiami pries
srove. Be to, skys¢iy apsaugai nuo patekimo 1 oro

kapiliarus pastarieji btna hidrofobiniai.
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Dviejy tirpaly sumaisymas atliekamas sujungiant du
kapiliarus i Y formos darini. Jau vien tai uztikrina gera
tirpaly susimaiSymg. Kad garantuoti dar efektyvesnij
susimaisymg, kapiliaras gali turéti mazus periodinius
praplatejimus toje dalyje, kuri yra po sujungimo. Reikia
pazymeti, kad IBCD sukimasis uZtikrina efektyvy tirpaly

sumaisymg konteineriuose.

Dializes metu skystis kontaktuoja su membrana, turincia
buferj. Membranos molekulinés masés ribos gali bti nuo
300 iki 500000 daltony. Kadangi tiktai 1labai plonas
skysC¢io sluoksnis kontaktuoja su dializés membrana,
dialize vyksta labai greitai. Tad¢iau skys¢io ir buferio
santykis yra tiktai tarp 1:10 ir 1:100, todél dializé

néra kiekybiné. Daugeliu atvejy $ito pilnai pakanka.

Visiskai jimanomos yra geliy adsorbcijos ir jony mainy
chromatografijos. Chromatografinés terpés pagalba yra
frakcionuojamos jvairios molekuliy rasys ir jos iSeina
kapiliarais atskirai, kaip iprastinés chromatografijos
metu. Naudojant vozZtuva, atskiros frakcijos gali bGti

atskiriamos ir nukreipiamos ] tyrimo blokg.

Kaitinimg geriausia atlikti elektros pagalba. VirsSutinis

ir apatinis elektrodai yra atskirti 500 um tarpu. Jei
tirpalas turi Jjony, sistema uZsitrumpina ir vyksta
kaitinimas. Kaitinimg galima nutraukti, pa$alinus jonus
1§ baterijos arba 1§ konteinerio. Ijungus | grandine
termostata, gali biti -pasiekiama pastovi temperatiira.
Labai paprastas termostatas yra bimetalinis elementas,
kuris gali sujungti elektros grandine, esant Zemesnei
temperatidrai, ir isjungti, esant aukStesnei temperatirai.
Kitoks kaitinimo mechanizmas yra numatytas su lazeriu CD
arba DVD-tvarkyklése. Ypa¢ CD-R-tvarkyklés turi galingus
lazerius. Taip pat ertmés vir$us arba dugnas gali turéti

skysty kristaly plevele, kuri, Jjei tai Dbatina, yra
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izoliuota permatomu sluoksniu. Kitoje ertmés puseéje yra
atspindintis sluoksnis. Kada ertmeés temperatira yra
Zemesne  uz pagrindine virsmo temperatirsg, skystas
kristalas 1iSbarstys $&viesg 1ir atsispindéjimas nebus
stebimas. Esant temperatirai aukstesnel uz virsmo
temperatirg, Sviesa yra atspindama atgal ir kaitinimas
gali bati nutraukiamas, ir yra maZiau efektyvus. Saldymas

geriausial atliekamas endoterminio i&tirpinimo pagalba,

t. Yoo naudojantis $ilumos absorbcija, tirpstant
nedziagai. Saldomasis tirpalas ir tirpalas, kuris bus
Saldomas, turi bGti atskirti plona aliuminio, vario,
sidabro arba aukso plévele. Saldymas gali bati

atliekamas, pasyviali atsSaldant oru. Siuo biddu at$aldoma
tik iki kambario temperatiros, bet daugeliu atvejy to
pilnai pakanka. Saldymas ir kaitinimas taip pat gali bati
atliekami ciklais vienoje ertméje, arba nuoseklia seka
besikaitaliojanc¢iose kaitinimo ir Saldymo ertmése. Tai

leidZzia PCR-amplifikacijas atlikti IBCD viduje.

Konkreciais atvejais gali biti pritaikyta
elektrokonvekcija, elektroforezé ir izoelektrinis
fokusavimas. Elektrokonvekcijos atveju medZiaga yra

perduodama, nebandant Jjos 1isskirstyti ] komponentus.
Elektroforezéje atskyrimas yra pagrindinis tikslas.
Atskyrimas yra palengvinamas, naudojant gelj, kuris
trukdo vykti konvekcijai. Kadangi atstumai yra mazi,
esamo lauko stiprumo pakanka, kad vykty elektroforeze.
Del tos pacios prieZasties frakcionavimui bitinas laikas
yra gana trumpas ir gali trukti 1-5 min., arba net maZiau
nei 1 min. Sékminga elektrokonvekcija gali bdti atlikta
per keletg sekundziy. Izoelektrinis fokusavimas 1§ esmés
yra elektroforeze pH gradiente. pH gradientas gali biti
sudaromas, naudojant eile 1lygiagrec¢iy kapiliary, kuriy
kiekvienas turi skirtingg Dbuferi, kad pH keistysi
laipsniskai. Tai parodyta 16 Fig. DidZioji buferio dalis
iSsilaikys kapiliaruose 4ir tai uZtikrins pH gradiento

buvimg izoelektrinio fokusavimo metu. Pasibaigus
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fokusavimui, komponentai gali judéti isSilgai kapiliary

dél 1isScentrinés jégos poveikio arba gali bGti atlikta

ortogonaliné (stad¢iakampé) elektroforezé. Sis metodas
uztikrina beveik pilng Zmogaus plazmos proteiny
frakcionavimg (Anderson, Tracy and Anderson, *“The Plasma

Proteins”, 2"°¢ Ed., Vol. 4, Academic Press, Inc., 1984).

Ypatingai palankus tyrimo viety is8déstymas parodytas 10
Fig. Tyrimo  blokas turi tarpininko molekules ir
atspindin¢ias sferas, kaip aprasyta ankscCiau, bet Jos
taip isdéstytos linijine tvarka, kad gali biti patogiai
lokalizuotos viename arba keliuose kapiliaro kanaléliuose
disko tyrimo vietoje. Kaip aprasSyta, analité prisirisa
prie tarpininkc molekuliy, kurios turi atsakas, Jjautrias
arba komplementarias analitei (kaip numatyta A atveju) ir

po nuplovimo analité, kuri yra surista, yra lokalizuota

specifinése padétyse (kaip parodyta B atveju). Suristy
anali¢iy buvimas nustatomas, pasinaudojant jprastiniu
padéties adreso nustatymu disko nuskaitymo jrenginio ir
asocijuotos programines jrangos pagalba, kaip Dbuvo
aprasyta.

1 pavyzdys

Oligonukleotidy analizés tyrimy ‘blokas (2 Fig., Tvyrimy

blokas)
Pavyzdys, turintis DNR, sumaisomas su natrio
dodecilsulfatu, kad biaty lizuojamos 1lastelés. Sis

tirpalas paduodamas i ~konteinerji, paZymétg “PavyzdZio
jvedimas” ir diskas pradeda suktis. Pavyzdys filtruojamas
ir sumaisomas su komplementariyijy oligonukleotidy
mi$iniu. Sie oligonukleotidai yra komplementaris tiems
oligonukleotidams, kurie bus analizuojami, ir taip pat
turi tiolio grupe viename gale. Hibridizacija atliekama
konteineryje, pazymetame “pPavyzdzio ruosimas”. Sis
konteineris gali DbGti kaitinamas (Fig. neparodyta).

Pasibaigus atitinkamai inkubacijai, diskas pasukamas. Kai
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pavyzdys perduodamas ] konteinerj, pazymétg “PavyzdZio
ruoSimas”, jis sumaisSomas su nukleazés S tirpalu, paduotu
i$§ Soninio kapiliaro. Misinys paliekamas inkubuotis -
"PavyzdZio atskyrimas” konteineryje, kuris turi du aukso
elektrodus ir voZtuvg, kaip parodyta 8 Fig. Zemutinis
elektrodas padengtas tarpininkais, turinc¢iais galines

izotiocianato grupes. Jos prisijungia prie tiolj turinciy

oligonukleotidy, kuriy keletas yra Thibridizuoti su
pavyzdziu. Visos nesusihibridizave DNR  dalys yra
suskaldomos ir nuplaunamos. Tada baterija tampa

funkcionali. Tai reguliuojama greic¢io, kuriuo rGgstis ir
vario jonai suteka 1 neapkrautg baterijg. Konteineris
kaitinamas, suristi oligonukleotidai atsilaisvina ir

voztuvas persijungia.

Oligonukleotidai pliGsteli i tyrimy plotg. Po atitinkamos
inkubacijos tyrimy plotg pasiekia ligazé ir, jei pavyzdys
turi tinkamg oligonukleotida, ant tarpininko molekules
esanc¢ios dvi ats$akos susijungia. LabillGs tarpininkai yra
nukerpani. Jei tarpininkai turi siloksano grupes,
ndkirpimas atliekamas pridedant fluorido jony. Laisvos
aukso sferos nuplaunamos dideliu greic¢iu sukant IBCD.

Nuskaitymas gali biti atliekamas nedelsiant.
2 pavyzdys

Lasteliy ir virusy nustatymo tvrimy blokas

Alternatyviniai tyrimy bloko variantai, aprasyti c¢ia, yra
naudojami, nustatant: virusines ir Dbakterines daleles,
lgsteles 1ir kitas daleles, kurios yra didesnes negu
oligonukleotidai, antikinai ir kt., aprasyti anksciau.
Virusai paprastal yra beveik sferines daleles, turindios
skesmeni, maZesni negu 0,5 ppm. Bakterijos yra arba
sferinés arba lazdelés formos. Jy didZiausios dimensijos
nevirsija 2 upm, 1i$skyrus flageliatus ir kitas panaSias

iSorines struktidras (siGlelinius). Sie patogenai yra
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mazesni arba mazdaug to paties dydzio, kaip 1ir aukso
sferos, naudojamos Jjy nustatymui, ir Jy saveika su
dvejomis tarpininko atsSakomis gali bati apribota. Del
Sios priezasties $ios  atsakos susijungia su IBCD
pavirsiumi ir aukso sfera vietoj tarpininko, kaip
parodyta 11 Fig. Aukso sfera prisijungia prie tarpininko
molekuleés 45 viename tarpininko molekulés gale, o kitas
tarpininko galas yra prijungtas ©prie substrato 46
pavirsiaus. Tarpininko molekuléje yra tipiska skaldymo
vieta 47, pvz., siloksano grupe, kaip aprasyta anksciau.
Priesingai anksé¢iau aprasytiems variantams, kur atsSakos
yra prisijunge prie tarpininko molekules tarp substrato
ir skaldymo vietos bei aukso sferos ir skaldymo vietos,
¢ia atsakos yra prisijunge prie aukso sferos ir substrato
pavir$iaus. Tai iliustruoja 11 Fig., Kur oligonukleotidai
48 ir 49 prisijunge prie substrato pavirsiaus, o
oligonukleotidai 50 ir 51 vyra prisijunge prie aukso
sferos pavirsiaus. Po to komplementaris oligonukleotidai
konjuguoti su specifinés suri$andios poros elementais,
pazymeétais 52, 53, 54 ir 55, pridedami prie
oligonukleotidy ant substrato ir aukso sfery, Xkaip tai
parodyta brezinyje. Tai sudaro didesne erdve lgsteléms

jungtis su antikinais ir kitomis atpaZinimo molekulémis.

Fiekvienas tarpininkas vis dar :turi maziausiai vieng
skaldymo sritji. Visais aspektals jos yra identiskos toms,
kurios aprasytos anksc¢iau, isskyrus tai, kad neturi
prijungty atsakiniy molekuliy. Jeigu, pvz., lgsteleé
patenka ] tyrimy vietg, ir ji turi grupes, kurios sudaro
specifines surisancias poras su ju atitinkamais
komplementariais elementais, tarp aukso sferos ir
substrato susidaro Jjungiancioji kilpa. FKada tarpininko

molekulé suskaldoma, aukso sfera pasilieka ant substrato

ir 1gstelés Dbuvimas gali biati detektuojamas, kaip
aprasyta anksciau. Tac¢iau Jei specifines surisanc¢ios
poros nesusidaro, suskaldzius tarpininkg, aukso sfera

nepasilieka prisirigusi prie substrato ir yra pa$alinama.
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Antikinai ir kitos atpaZinimo molekulés su substratu gali
jungtis panas$iu bidu, kuriuo yra prijungiami tarpininkai.
Visi tarpininkai, esantys ant IBCD, yra identi8ki ir tuo
pa¢iu metu yra prijungti prie pavirsiaus amino grupiy

arba analogis$ky aktyviy grupiy. MaZdaug pusé amino grupiy

yra naudojama tarpininky prijungimui. KXita pusé yra
naudojama atpazinimo molekuliy prijungimui prie
substrato. Jei visos ant IBCD pavirsiaus esandios

molekuleés yra panasios, Jjos tuo paciu metu gali biti
prijungiamos kaip tarpininkai. Priesingu atveju, Jjei
atpazinimo molekulés yra specifinés kiekvienai tyrimo
vietai, Jjos gali biti paskirstytos 1lokaliai, naudojant
kontaktini spausdinimg, rasalinj spausdinimg arba

mikrokapiliarini nusodinimg.

Po to, kai aukso sferos prijungiamos prie tarpininko
tiolio grupiy, per tiolio grupes prie aukso sfery yra
prijungiamos taip pat ir kitos atpaZinimo molekulés. Siuo
tikslu gios atpazinimo molekulés pirmiausia yra
konjunguojamos su tarpininku, turin¢iu blokuotas tiolio
arba amino grupes. Amino grupeé gali bdGti transformuota ir
ivesta tiolio grupé. JIvairios atpaZinimo molekulés,
sujungtinos su aukso sferomis, pasiskirsto pana$iu bidu,
kuriuo kitos atpazinimo molekulés yra sujungiamos su IBCD

pavirs$iumi.

Atpazinimo molekulés gali bidti oligonukleotidai. 8ie

oligonukleotidai toliau gali bdti hibridizuojami su

komplementariy oligonukleotidy - biomolekuliy
konjungatais. Tai leidzia prijungti jautrias ir
reaktyvias biomolekules, pvz., proteiny, turinc¢iy keletg

amino arba tiolio grupiy.

Prie aukso sfery prijungtos atpazinimo molekulés gali
difunduoti apie sferg, nors jos yra standziai suristos.

Lgstele, kuri yra atpazinta abiem atpaZinimo molekulémis,
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uzbaigia jungiancigjg kilpa, kuri aukso sferg surisa su
IBCD pavirdiumi. Po tarpininko suskaldymo aukso sfera

islieka ir yra detektuojama CD-ROM arba DVD nuskaitymo

jrenginiu.

Toje padioje tyrimo vietoje gali bdti naudojama daugybé
skirtingy atpazinimo molekuliy. Tokio sprendimo
pranadumas yra tai, kad visi Zinomi tam tikry patogeno
ra$iy mutantai gali bdti detektuojami vienoje tyrimo
vietoje. Taip pat jvairGs mutantai gali biti nustatomi
skirtingose tyrimo vietose, turinc¢iose specifines

atpazinimo molekules.

IBCD yra universalus analizatorius. Ji yra lengva
naudoti, ir Jjis savo progresyviausioje formoje talpina
visus reagentus, o pridedamas vien tik pavyzdys. Jis gali
biti naudojamas klinikinése laboratorijose, 1ligoninése,
gydytojy kabinetuose ir namuose. Namuose surinkta
informacija gali biti siunciama j gydytojo kabinetg per
internetgy. IBCD gali bidti sukonstruotas taip, kad
kiekvieno paciento genetinis kodas baty tikrinamas
kiekvieng karta. Pakanka apie 35 polimorfizmo tasky, kad
kiekvienam asmeniui priskirti unikaly “bruksninji-koda”.
Tai pa$alina galimas klaidas, atsirandanc¢ias supainiojus
meégintuvélius arba etiketes. Tyrimai, kurie gali bGti
atlikti, apima, bet neapsiriboja, imuninius tyrimus, DNR
testus, lgsteliy registravimg ir lgsteliy formos
matavimg, veziniy lgsteliy audiniy pavyzdzZiuose
detekcija, kraujo chemijg ir elektrolity analize. Kiti
pritaikymai lie¢ia bisimy vaisty (vaisty-kandidaty) masés
nustatymg, maisto ir aplinkos saugumo analize, patogeny

ir toksiny monitoringg mG$io lauke.
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3 pavyzdys

Lipazes aktyvumo turbidimetrinis tyrimas

Reagenty ertmé talpina 15 pL stabilizuoto trioleino (250
uM) emulsijos, kurioje yra natrio deoksicholiato (30 mM)

ir CaCl, (100 M), istirpinty TRIS buferyje (pH 9.0, 25
mM) . PavyzdZio ruo$imo kameroje yra liofilizuotos kiauliy
kolipazeés (0,5 upg). I pavyzdzio ruosSimo kamerg yra
patalpinama du mikrolitrai serumo kartu su stabilizuotu
trioleinu ir kitals reagentais (naudojant 17 Fig.

parodyta aparatg). Veliau dalis misinio (5 puL) vyra
perkeliama i kiuvete. Kadangi kapiliaro iSéjimas eina
disko centro kryptimi, prie$slégis nutrauks tekejimg.

Absorbcija prie 340 nm yra nuskaitoma su vienos minutés

intervalais. AA/min. yra lipazeées aktyvumo matas.

Nors sis isSradimas aprasSytas atsizZvelgiant i kai kuriuos
specifinius variantus, suprantama, Jjog Jjo papildomos
modifikacijos ir ekvivalentai bei jy pakeitimai bus
aisklis specialistams 1r sudaro i$radimo apibreézties

turinji.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Optinis diskas, tinkamas nuskaitymui lazerinio
nuskaitymo jirenginio pagalba, be s i s kiriantis
tuo, kad turi pirmgji sektoriy, turinti 1§ esmés
savarankigkas tyrimo priemones analiteées, numanomos, Jjog
ji yra pavyzdyje bent wvienoje i$ anksto nustatytoje
vietoje, surisimui arba reagavimui; nebitinai, antraji
sektoriy, turintji kontrolines priemones, skirtas tyrimo
atlikimui ir analités padéties informacijos dél vienos
arba daugiau analic¢iy, numanomy esant pavyzdyije,
patekimuli i nuskaitymo jrengini, ir kur analités buvimas
arpa nebuvimas minetoje padétyje yra nustatomas
nuskaitymo irenginiu, naudojant kontrolines priemones ir

padéties informacija, ir pavyzdzio jvedimo anga.

2. Optinis diskas pagal 1 punkta, be s iskirian -
t 1 s tuo, kad pavyzdzio jivedimo anga yra per skysti

sujungta su tyrimo priemonémis.

3. Aparatas tyrimams atlikti, turintis optini disksa,
lazerini nuskaitymo irengini ir informacijos procesoriy,
b e s i g k i r i an t i s tuo, kad diskas turi
pavyzdzio ivedimo anga, pirmgji sektoriy, turinti 1is$
esmés savarankiskas tyrimo priemones analités, numanomos,
jog ji yra pavyzdyje bent vienojé i§ anksto nustatytoje
vietoje pirmajame sektoriuje, 1ir, nebltinai, antraji
sektoriy, turintji kontroline informacija tyrimo atlikimui
ir analités padéties ‘informacijos, del wvienos arba
daugiau analiciuy, numanéhq esant pavyzdyje, pateikimui i
nuskaitymo jrengini ir apdorojimui informacijos
procesoriumi, kur diskas vra tinkamas nuskaitymui
lazeriniu nuskaitymo irenginiu, o informacijos
procesorius yra adaptuotas nustatyti analités buvimg arba
nebuvimg minetoje padetyije, naudojant kontroline

informacijg ir padéties informacija.
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4. Aparatas pagal 3 punktg, b e s i s ki riantis
tuo, kad nuskaitymo jrenginys yra pritaikytas apjungti su

informacijos procesoriumi.

5. Aparatas pagal 4 punktg, b e s i sk iriantis
tuo, kad informacijos procesorius yra personalinis

kompiuteris.

6. Diskas pagal 1 punktg, b e s i s k i r i ant i s
tuo, kad tyrimo priemonés turi skysc¢iy laikymo priemones
ir skys¢iy perdavimo priemones, suformuotas ant disko

pavirgiaus.

7. Diskas pagal 6 punktg, b e s i s ki riantis

tuo, kad skys¢iy perdavimo priemonés turi kapiliarus.

8. Diskas pagal 6 punktg, b e s 1 s ki riantis

tuo, kad skys¢iy perdavimo priemonés turi voZtuvg.

9. Diskas pégal 6 punktg, b e s i s ki riantis

tuo, kad diskas turi elektrocheminés energijos priemones.

10.Diskas pagal 1 punktyg, b e s i s ki r i anti s
tuo, kad tyrimo priemonés turi pavyzdZio jvedimo angg,
pavyzdzio ruoSimo sektoriy, analiteés atskyrimo sektoriy

ir tyrimo sektoriy, kur yra lokalizuota analite.

11. Diskas pagal 6 punktg, b e s i s k i riantis
tuo, kad skysciy perdavimo  priemonés reaguoja i

iscentrine jégg arba i elektros laukg.

12. Diskas pagal 1 punktg, b e s i s k i r i antis
tuo, kad diskas turi daug pirmyjy sektoriy, tinkamy

analizuoti daugeli analiciy.
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13. Diskas pagal 1 punktg, b e s i s ki riantis
tuo, kad papildomai turi daug pirmyjy sektoriy, tinkamy
analizuoti ta pa&ig analite arba skirtingas analites, kur
kiekvienas 1§ minéty daugybés sektoriy yra tinkamas

sujungimui per skysti su pavyzdZio ivedimo anga.

14. Tyrimo blokas, turintis substrata, galinti suristi
oligonukleotidus, ir tarpininko molekules, galincéias
jungtis prie oligonukleotidy, be s i sk iriantis
tuo, kad turi pirmgji oligonukleotids, suristg su
substratu, tarpininko molekule, sujungtg pirmuoju galu su
pirmuoju oligonukleotidu antrojo oligonukleotido, kuris
yra komplementarus pirmgjam oligonukleotidui pagalba, kur
tarpininko molekule papildomai turi priemones prisijungti
prie analités pavyzdyje, ir turi antrgji galg, kuris gali
biti nustatomas detekcijos priemonémis, tarpininko

molekulei, papildomai turint tarpine dali tarp pirmo ir

antro galy, kuri gali biti skaldoma, prisijungimo
priemones, turinéias pirmaja grupe tarp tarpininko
molekulés pirmojo galo ir skaldymo vietos, skirta

prisijungti prie analités pirmosios dalies, ir antraja
grupe tarp tarpininko molekulés antrojo galo ir skaldymo
vietos, skirta prisijungti prie analités antrosios
dalies, kur skaldymo vieta gali biti skaldoma, chemiskai

nepaveikiant analités prisijungimo srities.

15. Tyrimo blokas, tinkamas nuskaitymui CD-ROM arba DVD
nuskaitymo jrenginiu, b e s i s ki r i ant i s tuo,
kad turi optini diskag, turinti pavyzdZzio jivedimo angag 1ir
i§ esmés savarankiskas fyrimo priemones diske analités,
numanomos, jog ji vra pavyzdyje bent vienoje 1is§ anksto
nustatytoje vietoje ant disko, suridimui, ir priemones
minétoje vietoje, skirtas nustatyti analités nebuvimg
arba buvimg, naudojant CD-ROM arba DVD nuskaitymo

jrengini.
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16. Optinis diskas, tinkamas nuskaitymui CD-ROM arba DVD
nuskaitymo irenginiu, b e s i s k i r i a n t i s tuo,
kad turi pavyzdZio ivedimo anga, 18 esmés savarankiskas
tyrimo priemones lokalizuoti analitei, numanomai, jog Jji -
yra pavyzdyje bent vienoje 1§ anksto nustatytoje vietoje
ant disko, ir priemones minétoje vietoje, skirtas
nustatyti analités nebuvimg arba buvimg, naudojant CD-ROM

arba DVD nuskaitymo irengini.

17. Optinis diskas pagal 1 punktg, b e s i1 s k 1 -
riantis tuo, kad lazerinis nuskaitymo jrenginys yra

CD-ROM arba DVD diskinis nuskaitymo jrenginys.

18. Aparatas pagal 3 punktg, b e s i s kiriantis
tuo, kad lazerinis nuskaitymo irenginys yra CD-ROM arba

DVD diskinis nuskaitymo jirenginys.

19. Tyrimo blokas, turintis substratg, galinti suristi
oligonukleotidus, ir  tarpininko molekules, galinéias
jungtis prie oligonukleotidy, b e s i sk iriantis
tuo, kad turi pirmgaji oligonukleotida, surista su
substratu, tarpininko molekule, pirmuoju galu sujungta su
pirmuoju oligonukleotidu antrojo oligonukleotido, kuris
yra komplementarus pirmgjam oligonukleotidui pagalba, kur
tarpininko molekulé papildomai turi priemones prisijungti
prie analités pavyzdyje, ir tdri antraji galg, kuris gali
biti nustatomas detekcijos priemonémis, tarpininko

molekulei, papildomai turint tarpine dali tarp pirmo ir

antro galy, kuri gali bGti skaldoma, prisijungimo
priemones, turin¢ias pirmaja grupe tarp tarpininko
molekulés pirmojo galo ir skaldymo vietos, skirta

prisijungti prie analités pirmosios dalies, 1ir antraja
grupe tarp tarpininko molekulés antrojo galo ir skaldymo
vietos, skirta ©prisijungti prie analités antrosios
dalies, kur skaldymo vieta gali biti skaldoma

nepriklauscomai nuo analites.
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