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ZHRNUTIE

Bakalarska praca sa zameriava na popis zakladnych parametrov robotickej
pipetovacej stanice atvorbu programu pre biochemicky experiment. Pri praci
s robotickou stanicou je potrebné dobre poznat' kalibraéné paramatre, parametre pre
nasavanie a vypustanie kvapalin a programovacie prikazy, ktoré¢ su uvedené
v teoretickej Casti prace. Cielom experimentalnej Casti bolo vytvorit’ program pre
biochemicky experiment a optimalizovat’ ho. Experiment bol tieZ pipetovany pomocou
automatickych pipiet pre porovnanie vysledkov. Porovnavala sa presnost’ pipetovania,
rychlost’ pipetovania @ mnozstvo spotrebovaného materialu pri jednotlivych meraniach.
Dizka experimentu bola najkrat$ia prave pomocou robotickej pipetovacej stanice, ale

Vv tomto pripade bolo meranie najmenej presné a bola najvicsia spotreba roztokov.



SUMMARY

The thesis is focused at the description of basic parameters of robotic pipetting
station and creating a programme for a biochemical experiment. When operating with a
robotic station, it is necessary to learn calibration parameters, liquid aspiration and
dispense parameters and programming commands that are introduced in the theoretical
part of the thesis. The aim of the experimental part was to create a programme for a
biochemical experiment and optimize it. The experiment was also performed using the
automatic pipettes to compare the results. The accuracy of pipetting, pipetting speed and
an amount of used materials in individual measurements were compared. The length of
the experiment was shortest when a robotic pipetting station was used, but in this case,

the measurement was the least accurate and the consumption of solutions was largest.
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1. Uvod

Jednou zo zékladnych technik, ktoré sa zvycajne vyuzivaji v laboratoridch je
pipetovanie. Tato technika sa najCastejSie vykonava pomocou automatickych pipiet,
ktoré¢ su zékladnou vybavou kazdého laboratoria. V modernejSich laboratéridch su
automatické pipety nahradzané robotickymi pipetovacimi stanicami, predovsetkym pre
urychlenie pipetovania a pre eliminaciu l'udskych chyb.

Cielom prace je naucit’ sa pracovat’ s robotickou pipetovacou stanicou a porovnat’
rozdielnost’ pipetovania s automatickymi pipetami. U automatickych pipiet sme sa
Vv teoretickej Casti venovali réznym metodam pipetovania, ich kalibracii a tdrzbe.
U robotickej pipetovacej stanice sme sa zamerali na vysvetlenie spravneho kalibrovania
stanice, popisu jednotlivych parametrov pre triedy kvapalin, a parametrov pre nasavanie
a vypustanie kvapalin. Dalej sme popisali jednotlivé programovacie prikazy a ukazali si
priebeh programu.

V experimentalnej Casti tejto prace sa zameriavame na kalibraciu stanice, na tvorbu
pipetovacieho programu ajeho optimalizaciu. Na porovnanie prace s robotickou
stanicou a automatickymi pipetami sme vytvoreny pipetovaci program zopakovali
pomocou automatickych pipiet. Sledovali sme rozdielny ¢as experimentu, presnost

a spotrebu materialu.



2. Automatické pipety
Slizia k manipulacii s mikrolitrovymi objemami riedenych roztokov. Vzhl'adom
pripominaji injekéné striekacky, ktoré st upravené pre manipulaciu S malymi
objemami. V praxi sa stretavame s automatickymi pipetami, ktorych rozsah je od 1ul do
5000 pl, pricom jednotlivé pipety maju rézne objemy. Pouzivanie takychto pipiet je
mozné iba s jednorazovou Spickou ur¢enou pre danu pipetu a pre dany objem. Samotné

pipety st odliSené¢ farebne, ¢o pomaha aj pri vybere vhodnej Spicky.

2.1. Historia pipiet

Pipety sG najviac vyuZzivané laboratorne pomdcky, ktoré slazia K presnému
odmeraniu malych objemov kvapalin. Vyuzivaji sa v laboratoriach genetiky,
mikrobiologie, v chemickych vyskumoch, vo farmécii a v d’alSich inych odvetviach.

Ich histéria mé viac ako Sest'desiat rokov. Hlavnym problémom v laboratoriach na
zaCiatku 50-tych rokov bolo prenesenie presného mnozstva kvapalin. Neskor v roku
1958 nastala revolucia, ked’ nemecky vedec Heinrich Schnitger vynasiel piestovy zdvih
v pipete. AvSak jeho vynalez mal vela obmedzeni. VtedajSia pipeta bola injek¢éna
strickacka, do ktorej sa pridala pruzina. T4 sa zastavila na pozadovanom objeme
ainjekéna ihlica bola nahradena plastovou. Prva pipeta sa volala Murburgova pipeta
a bola dodéavana spolo¢nostou Eppendorf Medical Supply Company.

Prvd mechanicky nastaviteI'na pipeta bola vyndjdena zakladatelom a manaZérom
spolo¢nosti Gilson Medical Electronics v roku 1978. Jej mechanicka Cast’ je velmi
podobna pipetam vyuzivanym v dneSnych laboratoriach. Novy vynélez viedol
k zvySeniu presnosti, pohodlnosti a moznosti nastavenia. Prva autoklavovatel'na pipeta
bola skonsStruovana v roku 1984 vyrobcami firmy Capp Denmark. Viac ako 80% pipiet,
ktoré sa dnes vyuZzivaju su autoklavovatené. Spolo¢nost’ Capp Denmark vyvinula aj
ototny gombik na nastavenie mnozstva nasatého a vypusteného objemu.
Zdokonal'ovanie pipiet pokraovalo aj v d’alSich rokoch. V roku 2002 spolo¢nost’ Vista
Labsystems Technologies vynasla novl pipetu, ktora vyuziva najmodernejsi

ergonomicky tvar (Anonym 1, 2010).



2.2. Pracas pipetou

2.2.1. Popis pipety

7.\ Ovladaci piest
T Nastavenie objemu

Tlac¢idlo na odhodenie $picky

Displej zobrazujici nastaveny objemu

Kalibra¢ny otvor

Displej zobrazujuci hodnotu kalibracie

Odpruzeny konus pre nasadenie Spicky

Ve— Miesto pre jednorazovu Spicku

Obrazok 1: Popis jednotlivych casti automatickej pipety (http://www.biotech.cz/produkt/Research-plus).

2.2.2. Nastavenie objemu
Objem kvapaliny, ktory ma byt pipetovany mdézeme nastavit pomocou otocného
piestu. Vyska piestu sa meni v zavislosti od objemu. Na displeji vidime nastaveny
objem, ktory vzdy ¢itame z hora dole a desatinné miesta st oddelené vodorovnou
¢iarkou (Anonym 2, 2010). Treba dbat’ na vyber vhodnej pipety, aby nastaveny objem

nepresahoval objem pipety.

2.2.3. Nasatie kvapaliny
Po nastaveni objemu, ktory chceme pipetovat’, stla¢ime ovladaci piest do prve;j
polohy a spicku ponorime kolmo pod hladinu. Pri pomalom uvolfiovani piestu do
povodnej pozicie sa kvapalina nasaje do pipety. Nasledne pipetu vyberieme. Spicku
pipety treba mat’ neustale pod hladinou nasavanej kvapaliny, aby nedoslo k nasatiu
vzduchu. Pri nasavani vacSich objemov kvapalin treba po uvolneni piestu do zakladnej

polohu vyckat' 3 s nez Spicku vyberieme z kvapaliny. Pre dosiahnutie véc¢sej presnosti
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a spol'ahlivosti sa odportaca najprv kazda Spicku ,,preplachnut’™, teda nasat’ a vysat’ do

nej kvapalinu aspon trikrat.

2.2.4. Vypustenie kvapaliny
Spi¢ku s nasatym objemom kvapaliny oprieme o stenu skimavky a pomaly
stla¢ime ovladacie tlacidlo do prvej polohy. Pockdme, pokial' vSetka kvapalina
nevytecie so $picky. Aby sme dosiahli toho, Ze Spicku uplne vyprazdnime, stlacime
piest opakovane do druhej pozicie. Ak opakujeme pipetovanie z rovnakého roztoku
a nedotkli sme sahladiny, do ktorej sme prenasali dany objem, nemusime S$picku
odhadzovat. V pripade, ze potrebujeme prepipetovat’ iny roztok treba Spicku odhodit’

a pouzit’ nova. Spi¢ku odhodime pomocou tla¢idla na odhadzovanie $piciek.

2.2.5. Techniky pipetovania

e Priama technika — je najcastejSie vyuzivana technika, umoziuje rychle a presné
pipetovanie. Piest stla¢ime na prva zarazku. Ponorime $pi¢ku pod hladinu roztoku
a pomaly uvol'nime piest. Po nasati kvapaliny vyberieme $picku z roztoku. Pod uhlom
10 — 45 ° prilozime Spicku k stene skimavky a jemne stlatime piest pipety na prvu
zarazku (Anonym 2, 2010). Chvil'u poc¢kame a potom stlac¢ime piest do druhej polohy,
¢im sa S$pi¢ka uplne vyprazdni. Piest nad’alej drzime v druhej polohe a Spicku
vytiahneme z roztoku. Potom uvol'nime piest do povodnej polohy. V pripade potreby si

vymenime $picku za novu a pokracujeme v pipetovani.

e Reverzna technika — tento typ techniky volime, ak pipetujeme roztoky
s vysokou viskozitou alebo roztoky, ktoré mozu penit’. Tiez sa odporuca pre pipetovanie
vel'mi malych objemov. Piest stla¢ime na druhu zarazku. Ponorime Spicku pod hladinu
roztoku a pomaly piest uvolfiujeme, priCom sa Spicka naplni tekutinou. Naslednym
stlatenim piestu na prva polohu vypustime nastaveny objem zo $picky. ZvySok objemu
ostava v Spicke. Tento objem nie je sucastou meraného objemu a vyhodime ho so

Spickou.

2.3. Starostlivost’ o pipetu

Pri pravidelnom pouZivani pipiet dochadza k ich opotrebovaniu, ktoré moze byt
sposobené chemikaliami alebo velkym zatazenim pipety. Preto treba dbat’ na ich
pravidelnt udrzbu, pretoze chyby pri pipetovani mozu byt spdsobené aj nedostatocnou

starostlivost’ou.



2.3.1. Cistenie
Mokrou handrickou a miernymi Cistiacimi prostriedkami odstranime necistoty z
povrchu pipety. Pri vniknuti kvapaliny do pipety rozoberieme dolnu ¢ast’ na jednotlivé
diely a umyjeme ich demineralizovanou vodou (Eppendorf Research plus, 2010). Pri

Cisteni pipety nikdy nepouzivame ostré predmety.

2.3.2. Dezinfekcia
Pri dezinfekcii otrieme povrch pipety s dezinfekénymi prostriedkami, pripravkom
na DNA/RNA dekontaminiciu alebo 70% izopropanolom. Na dezinfekciu konusu
pipety a odhadzovaca S$piciek pouzijeme 4% roztok chlornanu sodného (Eppendorf

Research plus, 2010). Potom pipetu starostlivo oplachneme destilovanou vodou.

2.3.3. Autoklavovanie
Pred samostatnym autoklavovanim je potrebné si pipetu pripravit. Odstranime
vSetko znecistenie z povrchu pipety az vnitra dolnej casti. Pipetu mézeme do
autoklavu vlozit' bud’ vcelku alebo moézeme oddelit’ spodny diel. Avsak vzdy treba
davat’ pozor, aby sa nam jednotlivé spodné diely nezamenili. Autoklavujeme pri 121 °C,
20 minut, pri pretlaku 1 bar (Eppendorf Research plus, 2010). Pipetu potom nechame

vychladnut’ na teplotu miestnosti.



3. Roboticka pipetovacia stanica
Umoznuje rychle a presné pipetovanie bez chyby lI'udského faktoru. Pipetovanie je
mozné z roznych skimaviek do 96 jamkovych ¢i 384 jamkovych dostic¢iek. Ovladanie

je pomocou pocitaca a je naro¢nejsie ako v pripade automatickych pipiet.

3.1. Pohyb ramena (Moving Arm)

Na obrazku 2 vidime aktudlne nastavenie pozicie ramena. Ak sa hrot nenachadza
VvV spravnej polohe v urcitej nddobe (mysli sa stred nadoby) jeho polohu zmenime
pomocou klavesnic. Pre zmenu polohy zl'ava doprava pouzivame klavesy 4 a 6, tym
menime poziciu X. Pre zmenu polohy spredu dozadu pouzivame klavesy 8 a 2, tym
zmenime poziciu Y. A pre zmenu polohy hore a dole pouzivame klavesy 9 a 3, alebo +

a -, tym sa zmeni pozicia Z.

! Move

‘7 Liquid Handling Am ‘

X Y z

Current position: EI (1/10 mm)

1 8
Z-movements: | | Tips: 1 £
first tip = 1

[ Get Tips H Drop Tips

X ¥ 4
:EI ﬂl Egi :E Hi‘
RSN/

+
255

Obriazok 2: Nastavenie pozicie ramena a zobrazenie ako zmenit jednotlivé pozicie.

3.2. Konfiguracia nadob (Configuring Labware)

Klikneme na zalozku Laboratorne nadoby (Labware) na hlavnej liste, ¢im sa
zobrazia jednotlivé nadoby, ktoré moézeme pouzivat' pre robotickil stanicu. Podla
objemu si vyberieme pozadovant nadobu. Dvojklikom otvorime okno ako vidime na
obrazku 3, ktoré sltzi pre Gpravu jednotlivych nadob. Prikazy, ktoré su d’alej uvedené

st pre ependorfky, ale platia vo v§eobecnosti aj pre ostatné laboratorne pomdcky.



Edit Labware: Tube Epp 16Pos 2ml Flat &

Teaching | Well dimensions | Advanced|

Wells: (9 [ 2 m 16

Number of compartments per well: 1

Device to be used for teaching: [LiHa v

Posttion during definition Grid Site

Carmier: | Tube Eppendorf 16 Pos v‘ 7 =~ 1

Compartment 1

Posttion

X Y
well #1) 1500 26 @ <ctransfer | [ moveto |
(well #16) 1500 2786 ‘ [ <<transfer | [ moveto

Z

ZTravel 740 ((<ctransfer | [ moveto |
ZStart - j < 1000 {(g] [stner ] [Cmoveto ]
Z-Dispense 1000 ] \ << transfer | move to

ZMax 1325 (<ctransfer | [ moveto |

187
Y - distance of wells -l | l—
45 9.0 38.0
| Adiust Site
Prnt Stomo

Obrazok 3: Okno zobrazujiice aktudlne nastavenie pre ependorfky.
Kalibracia polohy (Teaching tab):

Jamka (Wells) — nastavujeme dve suradnice geometrie jamky X a Y. Tiez
urCujeme celkovy pocet jamiek v danom smere. Maximum pre oba smery je 128
(Freedom EVOware 2014).

Pocet oddielov na jamku (Number of compartments per well) — niektoré typy
laboratornych pomdcok maju jamky s réznymi oddeleniami. Ak pouZivame takéto
jamky, stanica je schopné pipetovat rozdielne kvapaliny do jednotlivych oddielov.
Kazda jamka ma jeden hlavny oddiel a jeden alebo viac sprievodnych oddielov, ktoré su
susedné a st menSich rozmerov. Pre tento parameter Specifikujeme pocet oddielov pre

jednu jamku. Pre klasické laboratérne pomocky nastavime tento parameter na 1.

Zariadenie vyuzivané pri kalibracii pozicii (Device to be used for teaching) — zo
zoznamu si vyberieme rameno, ktoré pouzijeme pre kalibraciu. V naSom pripade

nechame nastavenie ako vidime na obrazku 3 a nebudeme tento parameter upravovat’.

Pozicia pocas nastavovania (Position during definition) — z moznosti si zvolime
pozadovany stojan pre laboratornu nadobu, jeho poziciu a polohu, ktort pouzijeme pri

konfiguracii. Stojan vyberieme zo zoznamu a potom nastavime ostatné parametre.
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Oddelenie (Compartment) — tento parameter nastavujeme iba ak pouzivame jamky

s viacerymi oddeleniami. V ostatnych pripadoch nechavame nastavenu 1.

Pozicie jamky (Well positions) — na uréenie X, Y a Z pozicie zadavame hodnoty

iba pre prvua a poslednu jamku. Pre ostatné jamky sa informacie o danej pozicii nastavia

pomocou zamknutej retaze E]. Ak je retaz uzamknuta, znamena to, Ze vSetky zmeny sa
nastavia rovnako pre vSetky hroty. Ak klikneme na tla¢idlo Prevod (Transfer), tak sa
dané zmeny prenesu do povodnych nastaveni pristroja. Po kliknuti na tlacidlo Presunut’
sa (Move to) sa hroty daji do aktualne nastavenej pozicie. Tym vidime, ¢i je dana
pozicia spravna, aV pripade potreby ju upravime. Poziciu menime pomocou
jednotlivych kladves na klavesnici ako bolo uvedené v uvode kapitoly. Pre poziciu
Z nastavujeme $tyri rozne pozicie, ktoré vidime na obrazku 4. Z — vyska pohybu (Z —
travel) je pozicia, z ktorej sa pohybuje hrot na X alebo Y poziciu. Tato pozicia musim
byt nastavena vysSie ako vSetky prekazky, ktoré mozu byt na pracovnej doske. Z -
pociato¢na (Z — start) touto poziciou nastavime z akej vysky sa za¢ne detekovat’ hladina
kvapaliny. Mala by byt aspoit 1 mm pod okrajom nadoby, ale zaroveni nad hladinou
kvapaliny. V pripade dosticky musi byt tento parameter nastaveny aspoit 1 mm nad
okrajom dosticky. Z - vypustania (Z - distance) je pozicia, z ktorej vypustame
kvapalinu. Vysku treba zvolit'" dostato¢ne nizko, aby sa ziadna kvapka pri vypustani
moze hrot zajst’ bez toho, aby sa dotkol dna nadoby. Je potrebné, aby boli vSetky

parametre spravne nastavené. Inak hrozi, Ze sa hroty poskodia alebo znicia.



Z-Trave|

Z-SHar —

Z-DISPENSE e—

Obrazok 4: Zndazornenie jednotlivych Z — pozicii (Freedom EVOware 2014).

Rozmery jamky (Well Dimensions):

Parametre zobrazené na obrazku 5 pouzivame pre d’alSie nastavovanie parametrov

pre laboratorne nadoby.

RS S o= TN ———

Edit Labware: Tube Epp 16Pos 2mil Flat

Teaching | Wel dimensions | [ ‘

e

Vendor Name:

Additional Information:

Link ta:

Labware Shape: @ flat u Well alignment: @ QOO0
Orwd U © %%
() vshaped V

Tip-Touching Distance: 1 {mm) - X or Y offset while pipetting

Tips perwell: 1

Depth of bottom: |0 573 mm?

TubeRobet MNo. 1 2

Robot vector Create..

Frint

Obrazok 5: Okno zobrazujuce doplnujice parametre pre laboratorne nadoby.



Farba (Color) — jednotlivé vybavenie, ktoré vyuzivame pri praci s robotickou
stanicou maju priradené rozne farby, ¢o sluzi na jednoduchs$iu orientdciu na pracovnej
doske. Modra farba oznacuje laboratorne nadoby (dosticky, ependorfky a iné), modro —
zelenou farbou sa oznacuju stojany, oranzova farba oznacuje premyvaciu stanicu, a pre

vSetky ostatné vybavenia sa vyuziva modra farba.

Typ (Type) — vyberieme typ hrotu zo zoznamu. V pripade potreby mézeme vybrat

podtyp z druhého zoznamu.

Objem hrotov (Tip Capacity) — nastavime objem vrozmedzi 1 — 1000 ul
(Freedom EVOware 2014). Objem, ktory nastavime bude predstavovat’ limit pre
nasdvanie kvapaliny, teda hornd hranica pre nasavanie kvapaliny. Pri nastavovani

objemov v prikaze nasdvania kvapaliny nemozno tento limit prekrocit’.

Odchylka hrotov (Tip Offset) - nastavime odchylku vrozmedzi 0 — 1000
(Freedom EVOware 2014). Odchylka sa pouziva pre vyrovnanie rozdielnych dizok
hrotov.

Hrot s filtrom (Tip with filter) — tento parameter zaskrtneme v pripade, Ze mame

hroty s filtrami. Filtre znizuju riziko kontaminacie aeroso6lov v hrote.

Koeficient hrotov (Tip index) — je to koeficient osobity pre jednotlivé typy hrotov.

Tento parameter sa neda nastavit’ rucne.

Znacka predajcu (Vendor Name) — meno nemusi byt zadané, je urCené iba pre

zdokumentovanie.

Dodatkové informacie (Additional information) — v tomto okne mozeme zadat’

ur€ité poznamky o danom type pipetovacej stanice.
Pripojenie (Link to) — do tohto okna zadame internetovu adresu vyrobcu stanice.
Tvar nadoby (Labware shape) — vyberieme tvar dna nadoby.
Usporiadanie jamok (Well alignment) — vyberieme si medzi dvoma typmi

usporiadania. JO0C Pravouhlé usporiadanie (Rectangular labware)— usporiadanie
jamok v riadku alebo v stipci za sebou. Tento typ usporiadania nazyvame $tandardny.

0.0
OO pravouhlé usporiadanie s odchylenim (Rectangular labware with offset) —
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usporiadanie jamok je rozdielne v tom, ze kazda druha jamka je posunuta o jednu jamku
v bok.

Vzdialenost’ hrotov pri dotyku (Tip-Touching Distance) — tento parameter
nastavujeme iba ak u danej triedy kvapalin pouZivame dotyk hrotov pri vypastani. Je to
Specidlny pohyb pri vypustani kvapaliny. Ak je aktivovany, stanica normalnym
sposobom vypusti kvapalinu do cielovej nddoby a po vypusteni kvapaliny rychlym
pohybom pohne hroty k stenam nadoby, ¢im sa odstrania vSetky kvapky, ktoré mohli

ostat’ v hrotoch.

Pocet hrotov na jamku (Tip per well) — uréime pocet hrotov, ktoré mézu naraz

vstupit’ do jamky. Pre klasické jamky zaddvame jeden hrot.

Hibka dna (Depth of bottom) — pre nadoby, ktoré maju dno tvaru V, nastavime v
mm kolmu vzdialenost’ od najnizsicho bodu, ktory tvori zaciatok V — tvaru (Freedom
EVOware 2014). Tento parameter je dolezity pre vypocet objemu a pre pohyb hrotu pri
nasavani. Pri nasdvani sa hrot pohybuje smerom dolu zaroven s ubtidajicim mnozstvo

kvapaliny. Pre nadoby s okrithlym dnom si stanica dokaze uréit’ hibku dna automaticky.

Plocha (Area) — zadame plochu v mm? (Freedom EVOware 2014). Po kliknuti na
okno Plochy (Area) sa zobrazi okno, ktoré pomaha pri vypoéte plochy z dizky, vysky

a priemeru nadoby.
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4. Nastavovanie parametrov pre pipetovanie

4.1. Triedy kvapalin (Liquid Classes)

Triedy kvapalin st sibor parametrov, ktory je potrebny pre pipetovanie kvapalin.
Kazda trieda kvapalin je dalej rozdelend do podtried pre technické nastavenie
a objemovy rozsah. U jednotlivych tried sa Specifikuje nastavenie pre rychlost’ nasatia
a vypustenia kvapaliny, vel'kost' vzduchovej medzere, detekciu kvapaliny a mnohé iné.
Hodnoty parametrov zavisia na fyzikalnych vlastnostiach kvapaliny. Freedom
EVOware obsahuje vel’ké mnozstvo prednastavenych tried kvapalin. Tie nemozno
menit, avSak da sa vytvorit' nova trieda, ktorej parametre je mozné upravit podla
potreby. Ak potrebujem novu triedu kvapaliny, klikneme na Triedy kvapalin (Liquid
Classes) v kontrolnom panely a dvojklikom otvorime program na Gpravu parametrov.
Po kliknuti sa otvori okno ako vidime na obrazku 6, ktoré nam umozni vybrat’ si uz
Z existujtcich tried. Jednotlivé triedy s zobzrazené v 'avej Gasti obrazka 6. Symbol #
oznacuje preddefinované triedy a symbol is oznacuje triedy vytvorené uzivatel'om. Pri
tvorbe vlastnej triedy vzdy len upravujeme uz vytvorenu triedu, ktora sluzi ako vzor. To
nam pomoze jednoduchsie a rychlejSie tvorit’ nami pozadovanu triedu kvapalin, pretoze
menime uz len niektoré parametre.

] N
Edit liquid classes - (S
_
@ DEFAULT CLASSES Global |
4-# DMSO free dispense
(4% Ethanol free dispense Class Name AK Water free dispense with touch
4§ Serum free dispense
& ,ag System Liquid free dispense Description General liquid class for most pipetting devices and tip types
] r@i’ Water dry contact High density plate > i )
(- Water free dispense Liquid Denstty 1 mg/
- Water wet contact
§4 CUSTOM CLASSES Liquid Detection
SR I AK Water free dispense with touch Detection Mode [detea simultaneously and twice with all tips v
¥ Standard <3- 15.01> - .
¥ Standard <15.01-500.014> Liquid Conductivity | |good X
¥ Standard <all other volumes> Detection Speed | 60 wnle
- §4 MK Waterfree dispense
4 f4 MK Waterfree dispense liquid touch Double Distance | 4 mm

Clot Detection
Detection Speed | 50 mm/s
Clot Limit | 4 poe
Liquid Amival Check |
Use Check | [[]yes

[ New Class ] { New Entry J 5 o
( Delete ] ( Print J user prompt
[7] Show all liquid classes ) ,

Obrazok 6: Okno zobrazujuce moznosti volby existujucich tried kvapalin.
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4.2. Vseobecné parametre tried kvapalin (Global Parameters)
Parametre, ktoré su uvedené na obrazku 7, sa rovnakym sposobom nastavuju aj pre

ostatné triedy kvapalin.

Global

Class Name AK Water free dispense with touch

Description General liquid class for most pipetting devices and tip types

Liquid Density 1 mg/u

Liquid Detection

Detection Mode [deted simultaneously and twice with all tips v

| —

Detection Speed 60 mm/s

Double Distance | 4 mm

Clot Detection
Detection Speed 50 mm/s
Clot Limt | 4 mm

Liquid Amival Check
Use Check | [Clyes

OK I Stomo

Obrazok 7: Okno zobrazujuce vSeobecné parametre tried kvapalin.
Nazov triedy (Class Name)- $pecifické meno pre dant triedu.

Popis (Description) — dodato¢né informacie o danej triede. Tento parameter je
potrebny iba pre zdokumentovanie, a preto ho nemusime vyplnit. Ak pouZivame
Tlakové monitorovanie pipetovania (Pressure - monitored pipetting - PMP), tak sa

popis ulozi v tlakovej krivke.

Hustota kvapaliny (Liquid Density) — urcuje hustotu kvapaliny v rozmedzi 0,1-10
mg/ul (Freedom EVOware 2014). Funkcia detekcie prichadzajucej kvapaliny vyuziva
tento parameter na vypocet napipetovaného objemu z rozdielu hmotnosti. PMP vyuziva
tento parameter na vyhodnotenie kvality prepravy kvapaliny. Tiez detekuje anomalie

pipetovania poc¢as nasavania a vypustania.

Panel detekcie kvapaliny (Liquid Detecion panel) — v paneli nastavujeme rozne
parametre pre detekciu. Sposob detekcie (Detection Mode) hladiny si vyberieme zo
zoznamu. Taktiez pri vybere Tekutej vodivosti (Liquid Conductivity) volime jednu
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Z moznosti zo zoznamu. Tento parameter nie je dostupny, ak sme v detekcii hladiny
kvapaliny zvolili mod: Iba tlak (Pressure only). Rychlost’ detekcie volime v rozmedzi
0,1 — 500 mm/s (Freedom EVOware 2014) a dvojita vzdialenost’ v rozmedzi 0,1 — 50
mm (Freedom EVOware 2014). Pri detekcii hladiny kvapaliny sa hroty presunti na Z —
pociato¢nu (Z - start) poziciu, z ktorej sa detekuje mnozstvo kvapaliny. Pred druhou
detekciou hladiny kvapaliny sa hroty stiahnu spat’ a potom sa detekcia zopakuje.
Dvojita vzdialenost’ je vzdialenost’, o ktort sa hroty stiahnu spét’ pred druhou detekciou

hladiny.

Panel detekcie tlaku kvapaliny (Pressure Liquid Detecion panel) — nastavovanie
parametrov je mozné iba ak sme Vv detekcii kvapaliny vybrali mod: Iba tlak (Pressure
only), alebo Tlak a objem (Pressure and capacity). Citlivost’ (Sensitivity) zvolime zo
zoznamu a vztahuje sa na o¢akavani zmenu tlaku na hrote pri kontakte s kvapalinou.
Charakteristiku kvapaliny (Liquid Characteristics) tiez vyberame zo zoznamu a volime
z dvoch moznosti hydrofobickd alebo hydrofilicka kvapalina. Hydrofilickd kvapalina
znamena, ze pri kontakte hrotu a kvapaliny je rozdiel tlaku negativny. V pripade

hydrofobickej kvapaliny je tento tlak pozitivny.

Panel kontroly pipetovania tlakom (Pressure Monitored Pipetting panel) - PMP
funkcia vykonava kontrolu tlak v hrote po€as nasavania a vypusStania kvapaliny. Toto
nastavenie mozeme ignorovat, ak PMP nie je aktivované. Parameter, ktory tu
nastavujeme je Viskozita (Viscosity). Ta vyuziva PMP pre vyhodnotenie kvality
prenosu kvapaliny. Hodnoty volime v rozsahu 0,1 — 10 mPa s (Freedom EVOware
2014).

Panel detekcie zrazeniny (Clot Detecion panel) — nastavujeme Rychlost’ detekcie
(Detection Speed) a Medzu zrazeniny (Clot Limit). Medza zrazeniny je faktor
tolerancie, ktory vyrovnava kohézny efekt. Pre moznost nastavovania tychto
parametrov je potrebné mat zaskrtnuté Pouzitie vystupnej detekcie signalu (Use exit

signal detection) v tabul’ke parametrov nasavania.

Panel kontroly vstupu kvapaliny (Liquid Arrival Check - LAC) — overuje
spravnost’ objemu kvapaliny, ktory je pri davkovani vaZeny pomocou pristroja pred,
aj po pipetovani. Objem kvapaliny sa automaticky vypocita z vahového rozdielu
a vysledok sa porovna s objemom Vv pipetovacich prikazoch. LAC upozorni na chybu,

ak sa dve hodnoty vyrazne lisSia od maximalnej vychylky. Funkcie LAC aktivujeme
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zakliknutim Kontroly pouzivania (Use check). Najnizsia vychylka (Lower Deviation)
urcuje pozadovanu presnost’ pre LAC, teda ako blizko musi byt vypocitany objem k
objemu zadanému v pipetovacom prikaze. Rozsah volime 0 -100 ul alebo 0 - 10 %
(Freedom EVOware 2014). Ak je tento objem prili§ maly zobrazi sa sprava
s upozornenim. Najvyssiu vychylku (Upper Deviation) volime s rovnakym rozsahom,

Vv pripade prili§ vel’kého objemu sa tieZ zobrazi sprava s upozornenim.

4.3. Parametre nasavania kvapalin (Aspirate Parameters)
Parametre nasdvania kvapaliny vidime na obrazku 8 a zobrazuji aktudlne

nastavenie pre jednoduchy alebo multipipetovaci maod.

Type | Aspirste | Dispense || Calibration
Single Fipetting Multi Pipetting Single Pipetting Multi Pipetting

Aspiration Speed | | 100 Wis 100 Wis

Systemn System

Delay | 540 ms 540 ms
System Trailing Airgap | |20 W 20 | el STAG
Leading Airgap 5 W 0 W LAG Etcess
Trailing Airgap | |10 W ] W
Excess Volume | |0 u (v | [20 u ™ g Val.

Conditioning Volume | |0 W 30 W

Cond.

\Use Pinch Valve | [Jyes [yes TAG

Use Liquid Detection yes
Aspiration Position | |liquid level £ offset, with tracking [ 2 mm X |left K

Y : | center v
On Detection Emor | |user prompt K

Use Exit Signal Detection yes
On Exit Signal Emor | |user prompt v
On PMP Clot Emor | | continue, dispense back and pipette nothing v

Mix before Aspiration | [#]yes |1 |x 100 |4 at |selected position, no tracking v

Retract Tipsto | (liguid level v -5 mm
Retract Speed | |20 mm /s

Obrazok 8: Okno zobrazujiice parametre nasavania kvapalin (Freedom EVOware 2014).

Rychlost’ nasatia (Aspiration Speed) — nastavujeme ju v ul/s (Freedom EVOware
2014). Nizsie hodnoty rychlosti mézu zlepS$it' presnost’ pipetovania, vys$Sie hodnoty

zlepSuju rychlost’ ¢innosti.

Oneskorenie (Delay) — cas oneskoreného nasatia kvapaliny v ms (Freedom
EVOware 2014).
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Systém koncovej vzduchovej bubliny (System Trailing Airgap - STAG) —
Specifikuje objem vzduchovej bubliny, ktora brani kontaktu systémovej kvapaliny s

nasatou kvapalinou.

Poc¢iato¢na vzduchova bublina (Leading Airgap - LAG) — Specifikuje objem
pociato¢nej vzduchovej bubliny, ktora tieZ pomaha zabrafiovat’ premieSaniu systémovej
kvapaliny anasatej kvapaline. Tato vzduchova bublina je vypustena pri vypustani

kvapaliny.

Koncova vzduchova bublina (Trailing Airgap - TAG) - vzduchova bublina brani
odkvapnutiu kvapaliny z hrotu pri pohybe ramena. Tiez zaistuje, aby sa meniskus
kvapaliny netahal pre¢ z konca hrotu pri rychlom pohybe ramena. Je nasavana na Z —

pozicii, ktora je definovana v Spatnom stahovani hrotov (Retract tips to).

Nadbyto¢ny objem (Excess Volume) — objem zadavame v pl alebo % (Freedom
EVOware 2014). Je to maly objem nasatej kvapaliny, ktory sa mdze premiesat’ so
syst¢émovou kvapalinou. Tento objem sa pri pipetovani nepouziva a po skonceni

pipetovacieho cyklu (nasatie a vypustenie kvapaliny) je vypusteny.

Uprava objemu (Conditioning Volume) — pouziva sa na maximalizovanie
pipetovacej presnosti, tym Ze zaistuje rovnaky tvar menisku kvapaliny na konci hrotu
po nasati, ako aj po vypusteni kvapaliny. Tento objem je vypusteny ihned’ po nasati

kvapaliny.

Pouzivanie privretia ventilu (Use Pinch Valve) — vyuZijeme na aktivaciu vol'by
Nizkeho objemu (Low Volume). Tento parameter je mozné vyuzit’ iba ak je nim pristroj

vybaveny.

Pouzivanie detekcie kvapaliny (Use Liquid Detection) - tato moznost
zaSkrtneme, iba ak chceme pouzivat Kapacitativnu detekciu hladiny kvapaliny
(Capacitative liquid level detection - cLLD) pri nasavani kvapaliny. cLLD detekuje
hladinu kvapaliny zmenou elektrickej kapacitancie v hrote pipety, v momente ked sa

hrot dotkne kvapaliny. Detekcia sa uskutocni este pred zacatim nasavania kvapaliny.

Pozicia nasavania (Aspiration Position) - nastavime Z — poziciu a Z — posun pre
hroty pri nasavani. Volime vzdy iba Z — polohu vzhl'adom k vyske hladiny kvapaliny.

Pre tento ukon vSak musime mat’ aktivovanu detekciu hladiny kvapaliny. Ak zvolime
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poziciu nasavania S detekciou hladiny kvapaliny (With tracking), tak pri nasavani
kvapaliny sa hroty budi pohybovat smerom dole vzhladom na pokles hladiny
kvapaliny.
MoZeme vyberat’ X — poziciu pre nasavanie kvapaliny.
e Nastred — je Specificka vzhl'adom na laboratorne vybavenie, ktoré pouzivame.
e Na l'avo od stredu — posun je ureny X alebo Y posuvom pocas pipetovani
vzhl'adom na laboratorne vybavenie, ktoré pouzivame.
e Na pravo od stredu - posun je uréeny pre X alebo Y posuvom pocas pipetovania
vzhl'adom na laboratorne vybavenie, ktoré pouzivame.
e Vlavo/vpravo — vlavo od stredu pre neparne stipce a vpravo od stredu pre parne
stipce.
e Vpravo/vlavo — vpravo od stredu pre neparne stipce a vPavo od stredu pre parne
stipce.
Taktiez mézeme vyberat’ Y — poziciu pre nasavanie kvapaliny. VSetky pozicie st
rovnaké ako pre X — pozicie, akurat miesto dolava a doprava uvazujeme dopredu

a dozadu. Kombinaciou X — posunu a Y — posunu ziskavame devat’ pipetovacich poloh.

Zapnutie chyby detekcie (On Detection Error) — volime pozadované
vyhodnotenie chyby v pripade, ze pristroj detekuje malé mnozstvo kvapaliny alebo
ziadne. Ak sme na vyhodnotenie chyby zvolili Vyzva pre pouzivatel'a (User prompt),
v pripade chybnej detekcie kvapaliny sa zobrazi okno s danou chybou ako vidime na

obrazku 9. V d’alsich pripadoch sa vykona dana akcia bez upozornenia.

17



e T

Detection Error (MTiScriptSimple.esc)

Tip Skatus Salume [pl]

325
z no liquid

328

327
5 not enough liquid 164

331

330

320

Retry dekection

Move tips to £ (Max)

Pipette nothing

Aspirate air instead of the liquid

Obrazok 9: Okno zobrazujiice chybu detekcie kvapaliny, zobrazena chyba upozornuje uZivatela na

Ziadne alebo malé mnozstvo kvapaliny v danej nadobke (Freedom EVOware 2014).

Pouzivanie detekcie vystupného signalu (Use Exit Signal Detection) — tento
prikaz zaSkrtneme ak chceme aktivovat kapacitivhu detekciu vystupného signalu.
Detekuje hladinu kvapaliny cez zmeny elektrickej kapacitancie v hrote pipety, ked’ sa
hrot st'ahuje pre¢ a optsta kvapalinu. Tento tkon sa deje hned’ po nasati. Namerana

hladina kvapaliny sa porovnava s hladinou kvapaliny, ktora bola nasata.

Zapnutie chyby vystupného signalu (On Exit Signal Error) — vyberieme
pozadovany prikaz. Je potrebny v pripade, Ze chyba vystupného signalu nebude taka
ako sme oc¢akavali. Ak nastane chyba vystupného signalu zobrazi sa okno Hlasenia
zrazeniny (Clot Error) ako vidime na obrazku 10. Okno sa zobrazi iba v pripade, Ze
pouzivame moznost Vyzva pre pouzivatela (User prompt). V dalSich pripadoch sa
vykona dana akcia bez upozornenia. M6ézu nastat’ dve situacie, kedy nastane chyba.
Vystupny signal je detekovany pocas st'ahovania hrotu z kvapaliny a nie je v rozsahu
medze zrazeniny. To mdze byt spdsobené tym, Ze zrazenina je prichytend na jeden
z hrotov a tym sa zachovava elektricky kontakt medzi hrotom a kvapalinou. Hlasenie
zrazeniny sa zapise do protokolového suboru. Druhd moznost’ je, ze vystupny signal nie
je detekovany pocas stahovania hrotu z kvapaliny. Do protokolového suboru sa zapise

,»bez chyby vystupného signalu* (,, no exit signal error*).
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l" N

Clot Error {INTiScriptSimple.esc)

Tip Skatus

3 clot detected
4 clot detected

Dispense back into vessel, then retry |

Dispense back inka vessel, then pipette nokhing ]

|
[
[ Go on with clat |
[

Conkinue, ignare clak errar ]

Obrazok 10: Okno zobrazujuce hldsenie zrazeniny (Clot Error), zobrazend chyba znazornuje, na ktorom

hrote bola detekovand zrazenina (Freedom EVOware 2014).

Zapnutie PMP hlasenie zrazeniny (On PMP Clot Error) — vyberieme
pozadované spracovanie chyby, ak je zrazenina detekovana na zaklade tlakovej detekcie
zrazeniny. Takéto detekcia si vyzaduje vel'mi citlivé technické vybavenie. Ak nastane

chyba zrazeniny, zobrazi sa okno detekcie chyby ako v predchadzajucom pripade.

Zamiesat’ pred nasatim (Mix before Aspiration) — tento prikaz zaskrtneme ak
chceme, aby pristroj premiesal kvapalinu pred nasatim. MdZeme nastavit’ pocet cyklov
pre mieSanie v rozmedzi 1 — 99 a tieZ objem pre premieSanie kvapaliny v rozmedzi 1 —

2500 pl (Freedom EVOware 2014).

Spitné stiahnutie hrotov (Retract Tips to) — zadame Z — polohu a Z — posun, na
ktoré sa ma hrot stiahnut’ (vratit’ sa spat’) po nasati kvapaliny. Ak je aktivovana detekcia

hladiny kvapaliny, mézeme nastavit iba Z — polohu.

Rychlost’ stiahnutia sa (Retract Speed) — zadame pozadovanu rychlost pre

stiahnutie Spicky.
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4.4. Parametre vypustania kvapalin (Dispense Parameters)

Parametre nasdvania kvapaliny vidime na obrazku 11 a zobrazuji aktudlne

nastavenie pre jednoduchy alebo multipipetovaci méd.

Type | Aspirate | Dispense | Calibration
Single Fipetting Multi Pipetting

Dispenze Speed | | 600 e EOO pis
Breakoff Speed | | 400 TS 400 pis

Delay | |0 ms 0 ms
Trailing Airgap after
each Dispense Clyes L
Use Pinch Valve | []yes [Jyes

Use Liquid Detection yes

Dispenze Position | | liquid lewvel £ offzet, no tracking | s 0 mm | left w
Y | center v
Tip Touching | | no tip touching hd
Mix after Dispense ves |1 | x |100 | pl at | selected position, no tracking  |[»
Retract Tips to | | -dispense v 0 mm
Retract Speed | |50 mm /s

Obrazok 11: Parametre vypustania kvapalin (Freedom EVOware 2014).

Rychlost’ vypustania (Dispense Speed) — rychlost’ nastavujeme v pl/s (Freedom
EVOware 2014). Vysoku rychlost’ pouzivame pri vypustani kvapaliny bez kontaktu. Pri

vypustani s kontaktom je vhodné volit’ nizSie rychlosti.

Rychlost’ zastavenia vypustania (Breakoff Speed) — rychlost’ nastavujeme v pl/s
(Freedom EVOware 2014). Spravidla sa tato rychlost’ stanovuje ako 70% zo skutocne;j
rychlosti vypustania kvapaliny. VysSie rychlosti st vhodné pre dosiahnutie presného

vypustenia.

Oneskorenie (Delay) — urcuje oneskorenie, pocas ktorého hroty ostavajui nad

nadobou po vypusteni a aZ po uplynuti tohto casu sa stiahnu spit’.

Stopova vzduchova bublina po kazdom vypusteni (Trailing Airgape after each
Dispense) — modzeme nastavit' tvorbu Vvzduchovej bubliny na konci hrotu, tym

obmedzime tvorbu kvapiek na konci hrotu a ich pripadné odkvapnutie.
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Pouzivanie privretia ventilu (Use Pinch Valve) — vyuZijeme na aktivaciu vol'by
Nizkeho objemu (Low Volume). Tento parameter je mozné vyuzit’ iba ak je nim pristroj

vybaveny.

Pouzivanie detekcie kvapaliny (Use Liquid Detection) - zaskrtneme ak chceme
pouzivat Kapacitativna detekciu hladiny kvapalin (CcLLD) pri vypustani. cLLD
detekuje povrch cez zmeny elektrickej kapacitancie v hrote pipety pri kontakte hrotu

s kvapalinou.

Pozicia vypustania (Dispense Position) — nastavime Z — poziciu a Z — posun pre
hroty pocas vypustania. Tiez volime vypustanie S detekciou hladiny kvapaliny (With
tracking). To znamena, Ze hroty sa pohybujii smerom hore vzhladom k narastajtce;j
hladiny kvapaliny. Ak mame aktivovanu detekciu hladiny kvapaliny vyberame iba Z —
poziciu primerant pre hladinu kvapaliny. Ak chceme vypustanie S dotykom (No
tracking), teda hroty sa pri vypustani dotykaji dna nadoby a nemenia pocas vyptstania
svoju poziciu, nastavime poziciu vypustania na 0 mm.

MoézZeme tiez vyberat’ X — poziciu pre vypustanie kvapaliny.

e Nastred — je Specificka vzhl'adom na laboratérne pomdcky, ktorti pouzivame.

e Na l'avo od stredu — posun je urceny pre X alebo Y posuvom pocas pipetovania

vzhl'adom na laboratérne pomocky, ktoru pouzivame.

e Na pravo od stredu - posun je ureny pre X alebo Y posuvom pocas pipetovania

vzhl'adom na laboratérne pomocky, ktoru pouzivame.

e VTavo/vpravo — vlavo od stredu pre neparne stipce a vpravo od stredu pre parne

stipce.

e Vpravo/vl'avo — vpravo od stredu pre neparne stipce a vI'avo od stredu pre parne

stipce.
Taktiez mézeme vyberat’ Y — poziciu pre vypustanie kvapaliny. V tomto pripade je
vSetko rovnaké ako pre X — poziciu, akurat miesto pozicie dol'ava a doprava uvazujeme
dopredu adozadu. Kombinaciou X — posunu aY — posunu ziskavame devit

pipetovacich poloh.

Dotyk hrotu (Tip touching) — je mimoriadny pohyb pocas vypustania kvapaliny.
Pred tym, ako st hroty stiahnuté spét, rameno s nimi pohne smerom k stenam nadoby.
Tento pohyb odstrani vsetky kvapky, ktoré by mohli ostat’ v hrote. Nastavujeme

rychlost’ a oneskorenie medzi dotykom a stiahnutim hrotov spat’.
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PremieSat’ po vypusteni (Mix after Dispense) — tento prikaz zaskrtneme ak
chceme kvapalinu po vypusteni premiesat. Mozeme nastavit' pocet cyklov pre mieSanie
vrozmedzi 1 — 99 atiez objem pre premiesSanie kvapaliny v rozmedzi 1 — 2500 pl

(Freedom EVOware 2014).

Stiahnut’ hroty spit’ (Retract Tips To) — zadame Z — poziciu a Z — posun, o0 ktory

sa maju hroty vratit’ spat’ po vypusteni kvapaliny.

Rychlost’ stiahnutia hrotov (Retract Speed) — nastavime pozadovant rychlost’.
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5. Programovanie

5.1. Programovacie prikazy (Script Commands)
Nasledujice prikazy st najddlezitejSie a najCastejSie vyuzivane prikazy pri tvorbe
jednotlivych pipetovacich prikazov. Nizsie uvedené parametre s pre prikaz nasdvania,

pre prikazy vypustania a premieSania sa parametre nastavuju rovnakym spdsobom.
\‘/ P
@'Af‘

\‘/N asavanie (Aspirate) — prikaz pre nasavanie kvapaliny. Po dvojkliku na ikonu

2
remieSanie (Mix), \‘/Vypl’lét’anie (Dispense)

nasavania sa nam zobrazi okno ako vidime na obrazku 12.

' =] B
Aspirate @
Tip Selection Loop Options
FMrFMMEMEE 0 options
& [ All tips ] [ First tip ] [ Loop Options...
Volume
Individual Volumes...
Liquid Class
[AK Water free dispense with touch V]
( Customize... ] | Editor... ] W

Tip Spacing: 1 £ [Labware15”

Cursor (X,Y): 1,1

ielelelelelelelel 1 1 1 11117}

o] |

Obrazok 12: Parametre pre prikaz nasdavania.

Vyber hrotov (Tip Selection) — vyberieme hroty, ktoré maji nasavat’ dant

kvapalinu.

Moznosti slu¢ky (Loop options) — pomocou tohto prikazu moézeme zopakovat
nasavanie, pricom moézeme zmenit’ stipec, riadok, ¢i jamku. Po kliknuti sa nAm zobrazi
okno ako vidime na obrazku 13. Ak zaSkrtneme dany riadok nastavujeme v fiom tri

parametre. V kazdom kroku sluc¢ky (In every cycle of loop) - zo zoznamu vyberieme
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prisluiny stipec (riadok, jamku), ktory chceme zamenit. Mysli sa tym, Ze po nasati
z urditej nadoby sa pre d’alsiu ast’ slucky tento stipec zameni za iny. Zamena (vary) —
z0 zoznamu vyberiem, za ¢o sa bude menit’ dany stipec (riadok, jamku). Na obrazku 13
je uvedena zmena zo stipcu na stipec. Pri opakovani tohto prikazu uZz bude stanica
nasavat’ z iného stipca. Posun o (for) — &iselne vyjadrime o kolko stipcov sa ma rameno

stanice posunut’ pre d’al§ie nasavanie.

Edit Loop Options
In every cyde of loop | column s | vary | the column | for |1
Inevery cyde of loop | rack s | vary | the rack | for |1

[Jin every cyde of loop
[Jin every cyde of loop
[Jin every cyde of loop
[]1n every cyde of loop
[Jin every cyde of loop
[J1n every cyde of loop

Obrazok 13: Moznosti slucky pre nasavanie (Freedom EVOware 2014).

Triedy kvapalin (Liquid Classes) — vyberieme si pozadovanu triedu zo zoznamu.
Ak sa v zozname nenachadza kvapalina, ktor potrebuje, pripadne potrebujeme zmenit’
niektoré parametre, tak pri tvorbe novej triedy alebo uprave danej triedy sa riadime

informaciami uvedenymi v kapitole 3.

Objem (Volume) — zadame objem, ktory chceme nasat’. Ak klikneme na moznost’
Individualne objemy (Individual Volumes), moéZeme nastavit rozne objemy pre
jednotlivé hroty. V dolnej Casti obrazka 12 vidime zobrazeny stojan pre ependorfky.
Kurzorom klikneme na jednotlivé miesta, z ktorych chceme nasat’ dany objem. Ak
chceme vybrat' inu poziciu pre nasatie, napr. nasavanie z falkonky, klikneme na
pracovnej doske na miesto odkial chceme naberat, teda stojan pre falkonky
a automaticky sa zmeni dolna Cast obrazka 12. Zobrazi sa rozlozenie pre falkonky,

Z ktorych uz len vyberieme odkial’ sa mé nasavat.

V prikaze pre premiesSanie sa nachadza eSte jeden parameter. Cyklus (Cycles) —

zadame kol'kokrat chceme zopakovat’ premieSanie.
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Premytie hrotov (Wash Tips) — prikaz pre vyplachnutie a premytie hrotov. Pri
tomto prikaze sa hroty presunti nad premyvaciu stanicu. Na obrazku 14 vidime okno,
ktoré sa zobrazi po dvojkliku na tento prikaz. V tomto okne nastavujeme jednotlivé

parametre pre premytie hrotov.

Wash Tips 7 0 [

Tip Selection

m% V| MM F FE E @

Volume in Waste: 3.0 (ml)

| volumein Cleaner: 4.0  (m)
‘ Use Waste: | Wash Station Waste (11) -
Grid: 11 Site: 2

Use Cleaner: [Wash Station Cleaner shallow (11) VJ

Grid: |11 Site: |1
[¥] Use Fast-Wash Module

Use Pinch Valve

| Delay in Waste: 500 (ms)
Delay in Cleaner: 500 (ms)
Retract with: 30 (mm/s)

Airgap volume: 10 (1))
Airgap speed: 70 ulfs)

Ok Cancel

Obrazok 14: Parametre pre prikaz premytie hrotov.
Vyber hrotov (Tip Selection) — vyberieme hroty, ktoré chceme premyt.

Objem odpadu (Volume in Waste) — nastavime objem systémovej kvapaliny,

ktora sa pouzije na o€istenie hrotov vo vnftri.

Objem pre vycistenie (Volume in Cleaner) — nastavime objem systémovej

kvapaliny, ktory sa pouZije na ocistenie povrchu hrotov.

Komentar (Comment) — prikaz, ktory vlozi komentar k jednotlivym Castiam
programu. Je vhodné ho vyuzit’ pre lepSiu orientaciu v prikazoch daného programu. Po
dvojkliku na dany prikaz sa zobrazi okno, ktoré vidime na obrazku 15, do

ktorého zaddme vhodny komentar.
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| Comment @

rozpipetovanie pufru - stipec 1-6|

Obrazok 15: Prikaz komentaru.

w Vyzva pre uzivatel’a (User Prompt) - je informativny prikaz, ktory sa zobrazi
ako okno s vyzvou a upozornuje na nejaka funkciu alebo na rozostavenie laboratornych
pomocok na pracovnej doske. Tento prikaz sa zobrazi az pri spusteni dané¢ho programu.
Po dvojkliku na prikaz sa zobrazi okno, ktoré vidime na obrdzku 16. NapiSeme text,
ktorym chceme upozornit’® d’alSiecho uzivatel'a na urcity problém. Médzeme nastavit’
samostatné vypnutie tohto okna po urcitom case alebo vypnutie uzivatel'om. Taktiez

mozeme zapnut’ zvukové upozornenie pri otvoreni tohto okna.

" User Prompt e

- i

Text Skontrolovat' pozicie: ependorfky - 8,1-8; ependorfky - 7,1-

Sound [once v ]

i Close window automatically [

After 60 | seconds

: -

Obrazok 16: Prikaz vyzvy pre uzivatela.

@ Zaciatok slucky (Begin Loop) — prikaz, ktorym sa zacina slucka. Zadame pocet
sluciek, teda kolkokrat chceme, aby bol nejaky prikaz alebo séria prikazov zopakovana.

Danut slucku pomenujeme, maximalny pocet znakov je 32.

26



Begin Loop ‘ - g

Number of loops: 3

Name of Loop:  pufrl

oD (o=

.. Koniec slu¢ky (End Loop) — prikaz, ktory uzatvara slu¢ku. Tento prikaz sa
vlozi automaticky po pridani prikazu pre zaciatok slucky. VsSetky parametre su
nastavené rovnako ako pre zaciatok slucky. Treba vsak dat’ pozor, kde je koniec slucky
umiestneny, aby sa nachadzal az za poslednym prikazom, ktory eSte do danej slucky
patri. Na presunutie tohto prikazu nan sta¢i kliknit' a premiestnit’ ho na poZadovani

poziciu.

5.2. Priebeh programu

Pri spusteni programu sa nam zobrazi okno, ktoré vidime na obrazku 18. Na tomto
novootvorenom okne znova musime kliknat sa RUN, aby sa program spustil. Po
spusteni sa toto okno zmeni, ako vidime na obrazku 19. Zobrazuje celkovy cas

pipetovania, jednotlivé vytvorené komentare, a pontka d’alSie moZnosti.

Run script! AK
Run full script? [¥] Run from Line 1 toline 47
Comments:

Starttme: 10:01:28 |2

RUN

>]

© 2014 Tecan

Obrazok 18: Okno zobrazujuce sa po spusteni programu. V tomto okne musime znova spustit RUN je

uplne spustenie programu.
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7 r Bl

Running script A<

Run full script? Rurn from Line

Start time: 10:02:05

— h!
Car“:E, ‘

© 2014 Tecan

Obrazok 19: Okno zobrazujuice spusteny program.

RLUM

Pause — tlacidlo na pozastavenie programu

[E‘Stop —tlacidlo na zastavenie programu

zobrazi nové okno, ktoré vyhodnocuje jednotlivé prikazy v jazyku pristroja.

Zobrazenie zapisu suboru (Show Log File) — stlatenim tohto tlacidla sa

-Rozéireny pohPad (Extended view) — zobrazuje viac informacii o spustenom
programe, C¢o vidime na obrazku 20. Zobrazuje cely vytvoreny program
a taktiez ukazuje, Vv ktorej cCasti programu sa nachadzame. Aktualny riadok je

zvyrazneny Zzltou farbou. DalSie informdcie, ktoré nam tato moznost’ ponuka, su:

Okno s prikazmi (Commands window) - ak sme programe napisali komentare pre

jednotlivé prikazy, tak sa nam zobrazia v tomto okne (obrazok 20, vl'avo hore).

Okno s premennymi (Variables window) — zobrazuje hodnoty pre vsetky

definované premenné pocas pipetovania (obrazok 20, vlavo dole).
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Okno programu (Script Windows) — ukazuje jednotlivé Casti programu. Pocas
pipetovania mézeme sledovat’, v ktorej ¢asti programu sa nachadzame. Dany riadok je

zvyrazneny (obrazok 20, vpravo hore).

Okno pracovnej dosky (Worktable window) — ukazuje rozlozenie pracovnej
dosky. Pocas pipetovania st zvyraznené Casti pracovnej dosky, ktoré sa pre dany prikaz

vyuzivaju (obrazok 20, vpravo dole).

[ RZT T[] Lebware1s (Col. 1, Rows 19)
| ) % 150, 143, 136, 129, 122, 115, 108, 101 AK Water free dispense with touch
| Dispense s Labware1” (Col. 7, Rows 1-8) , 1 option
@ End Loop “pufr3”
s
= A )
\'q] Begin Loop 3 times "pufr4”
o DN
7] " 94,87,80,73,66,59,52,454  AK Water free dispense with touch
= ',Z Aspirate % M “abware 15" (Col. 1, Rows 1-6)
7 i % | 94,87,80,73,66,59,52,45u AKWater free dispense with touch
) g/ Depense [l Ybverer” (co. 10, Rows 1), 1 option |
@evior
i
kZE Wash Tips %[ 30+40m B
1 EE o
F/j Comment rozpipetovanie protein - stipec 1-6
. I
gl '.
\'q] Begin Loop 6 times "protein”
1 (97"
)| 45 AKWater free dispense with touch
| fsprate illL “Labware13" (Col. 1, Rows 1-4)
Varizbles () ) 45y AK Water free dispense with touch
i F || vabware1s"(col. 1, Rows 14)
CURRENT_USER Nologin =
" i 2 % 5 4540 AKWater free dispense with touch
S 3 |, 1| Dspense R YLabware " (Col. 1, Rows 1-8) , 1opton
detected_volume_3 -1 -
detected_volume_4 1 ,i, 5
detected_volume_5 -1
detected_volume_6 -1 S
detected_volume_7 1 ~
detected_volume_8 -1
LAST_BARCODE et
LAST ERROR 0 i
LAST_ERROR MESSAGE  NONE
LAST_ERROR MESSAGEID 0 Sysmm
LOOP_protein 1
LOOP_pufr1 3
LOOP pufr2 3
LOOP_pufr3 3
LOOP pufr4 3
REPLACE_DITI_GRID 0
REPLACE _DITI_SITE 0
Labwareld]
) S e
RUN
For Help, press F1 NUM

Obrazok 20: Rozsireny pohlad po spusteni programu.
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6. Modelovy priklad interakcie HSA s eozinom B

6.1. HSA (Human serum albumin)

Je malo rozpustny protein, ktory je sicastou obehovych systémov. Protein obsahuje
585 aminokyselin s molekulovou hmotnost'ou 66 500 Da (Shaw a Pal, 2008). Sklada sa
z troch homolognych alfa-helixovych domén I, II, III. Kazdd doména sa sklada z 10
Spiral, ktoré st rozdelené do 6 helixov poddomény A a 4 helixov poddomény B (Carter
a kol. 1989). Primarna funkcia HSA je transport hydrofobnych neesterifikovanych
mastnych kyselin, ktoré¢ su potrebné pre syntézu membranovych lipidov a slizia ako
zdroj energie (Carter a Ho, 1994).

HSA ma dve vdzbové miesta s vysokou afinitou (Sudlow a kol. 1975) pre malé
heterocyklické alebo aromatické zmesi (interakcia s poddoménami IIA a IIIA), dve az
tri vdzbové miesta pre dlhé retazce mastnych kyselin (interakcia s poddoménami IB
a ll1B) (Carter a Ho, 1994) a dve rozdielne vdzbové miesta pre kovy. Jeden zahtia Cys-
34 a druhy N koniec (Peters, 1996). Teda HSA ma Sest’ oblasti pre interakciu ligandov
(Dockal a kol. 1999).

6.2. Eozin B

Farbiva sa delia medzi kationové, neionové alebo anidnové typy V zavislosti od
Struktary a vlastnosti (Mehmod a kol. 2015). Anidnové farbiva sa ¢asto nazyvaji kyslé
alebo reaktivne farbiva a medzi takéto farbiva sa radi aj eozin B (Mohammad a kol.
2011). Casto sa vyuziva ako biologické farbivo. PouZziva sa pri farbeni textilu, pri
atramentovej vyrobe, pri farbeni kozmetiky a pri farbeni benzinu. A preto je velka
pravdepodobnost’, Ze je toto farbivo rozptylené v 'udskom tele. Eozin B je vhodnou
sondou pre Stadium vodnych rozhrani, pretoze je rozpustny vo vode. Hlavne sa vyuZiva
pre znaCenie proteinov, pretoze v roztoku kysliny sa eozin B naviaze na protein
a absorpcia komplexu proteinu a farbiva je okolo 536 — 544 nm, ¢o je Umerné
koncentracii proteinov (Zhou a Ray, 2003).

Pri interakcii HSA s farbivom a d’alsimi ligandmi dochadza ku konformacnej
zmene proteinu. Eozin B sa viaZe na poddoménu IIA pomocou hydrofobickej sily
a vodikovej viazby. Tato vdzba ma velky vplyv pre ich interakciu a je pomerne silna. Pri
naviazani eozinu B na HSA sa meni sekundarna Struktara proteinu, a tym sa poSkodi
funkcia HSA. Teda pritomnost eozinu B v I'udskom tele moéze byt skodliva (Yang
a kol. 2011).
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7. Ciel prace
Ciel'om bakalarskej prace bolo oboznamenie sa s robotickou pipetovacou stanicou
Tecan Freedom EVO 100/8 (Tecan Schweiz AG, Svajéiarsko), tvorba a optimalizacia
experimentu pre kvantitativne vyhodnotenie interakcie dvoch latok a kalibracia stanice.
Taktiez sme porovnavali rozdielnost’ v pipetovani rovnakého experimentu pomocou
automatickych pipiet a robotickej pipetovacej stanice. Sledovali sme rozdielnu spotrebu

materidlu, celkovy Cas experimentu a presnost’ pipetovania.
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8. Materialy
e HSA (SIGMA)

e TRIS (2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol) (SIGMA)
e EOZIN B (Aldrich)

e DMSO (dimethylsulfoxid) (Duchefa Biochemie)

9. Metody

9.1. Spektroskopia

Pri merani absorbancie v 96 jamkovej dosticke sme vyuzivali spektrofotometer
Synergy Mx (BioTek Instruments, USA) a meranie sme uskutoénili pri vlnovej dizke
504 nm.

Pri titracii sme vyuzivali dvojpaprskovy spektrofotometer SPECORD 250 Plus
(Analytik Jena AG, Nemecko). Nastavenie pristroja: slit (velkost Strbiny): 1 nm, vinova
dizka: 504 nm, integracny cas: 1 s. Zasobny roztok sondy, ktory sme pouzili, mal
koncentraciu 200 uM. Objem v Kyvete na zaciatku bol 2 ml pufra a postupne sme
pridavali 5 pl sondy eozin B. Pri vyhodnocovani sme robili korekciu na riedenie
proteinu. Jednotlivé série sme zopakovali trikrat, aby sme ziskali rovnaké vysledky ako

pri pipetovana do 96 jamkovej dosticky.

9.2. Kalibracia

Pri prepocte priemeru falkoniek a ependorfiek sme vychadzali zo vzorca pre objem
valca. Nizsie uvedeny vztah sme pouzivali pri prepocte pre vSetky priemery. Meranie
sme robili pri zadanom priemere v stanici. Predpokladany objem a detekovany objem
neboli v sulade. Z detekovaného objemu sme dopocitali priemer nadoby, pri ktorom bol

detekovany a predpokladany objem takmer rovnaky.

Vypocet pre upravu priemeru ependorfky:
V,-d?
d, = 241

«} Vi
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kde d, je predpokladany priemer nadoby, V; je detekovany objem, V, je
predpokladany objem, d, je skuto¢ny priemer nadoby.

9.3. Disocia¢na konStanta

Je rovnovazna konStanta, ktora urcuje silu vdzby medzi molekulami. Vel'mi pevna
védzba je charakterizovana malou hodnotou disocia¢nej konstanty. Pre pevné vazby je
typicka nizka koncentracia neviazanych vstupujucich reaktantov a vysoka koncentracia
vzniknutych viazanych produktov. Pre vypocet disociacnej konstanty Kp bol vyuzity

vzt'ah (Kubala a kol. 2003 upravené)

A = (Ll + 22 ([Llr + [P1r + Kp = (LI +TPIr + Kp)? — 41T, PI;) (1)
kde [L]; je koncentracia volnej sondy, [P]; je koncentracia proteinu, y je pomer

extinkénych koeficientov volnej a viazanej sondy, A* je namerana absorbancia.

9.4. Priprava roztokov pre meranie s robotickou pipetovacou stanicou:

Riedenie roztokov:

155 pul 100 uM proteinu + 2945 pl 20 mM pufra
30 pul 10uM sondy + 6970 pl 20 mM pufra
Vysledna koncentrécia proteinu 1,5 uM

Protein sme nariedili do 4 ependorfiek, kde v kazdej bol objem 770 ul, sondu sme
nariedili do 8 ependorfiek, kde v kazdej bol iny objem: 540 ul, 620 ul, 710 pl, 790 pl,
880 ul, 960 pl, 1040 pul, 1130 pl, a pufer sme umiestnili do 8 ependorfiek, kde v kazde;j
bol objem 1130 pl.
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10. Vysledky

Pred tvorbou samotného programu bola potrebna kalibracia laboratérnych nadob,
predovsetkym ependorfiek a falkoniek. Kalibraciu sme robili vzdy pre jeden typ
ependorfiek a falkoniek. V samostatnom programe, ktory sme vytvorili sa vyuzili len

dané falkonky a ependorfky.

10.1. Kalibracia laboratérnych nadob

S kalibraciou sme zacali u ependorfiek od spolo¢nosti P-LAB (P-LAB a.s., Praha)
s katalogovym c¢islom U346500. Pre kalibraciu sme vytvorili jednoduchy program,
ktory vidime na obrazku 21. Pre falkonky sme pouzili rovnaky program akurdt sme

upravili objem pre nasavanie a vypustanie na 300 pl.

‘% Wash Tips m% 3.0 +4.0ml
1 1-§
ST e
@ 1 Begin Loop 10 times "Pipetovani”
| R
Y S MK Water free dispense
5 7‘;» Detect quu»d % “Labware 13" (Col. 1, Row 2)
@" )\ ¢ 100pl MK Water free dispense
il /Aspwate Fil' “Labware13" (Col. 1, Row 1)
%i‘ . % 100pl MK Water free dispense
! %/ Dispense 5 “Labware 13" (Col. 1, Row 2)
Al
P@%End Loop *Pipetovani”
s N2 |
Y r MK Water free dispense
5 7;» Detect quund % “Labware13" (Col. 1, Row 1)
Y a7 ¥ MK Water free dispense
% 7;» Detect L»qu»d % Labware 13" (Col. 1, Row 2)
% Wash Tips m%y 3.0 +4.0ml
9 & = 13

Obrazok 21: Kalibracny program pre ependorfky.

Povodny priemer ependorfiek v pristroji bol nastaveny na 8,9 mm. Nastavili sme
objem pre nasavanie na 100 pl z jednej ependorfky, v ktorej bol objem 1500 pl,
a vypustanie rovnakého objemu do druhej ependorfky, v ktorej bol objem 500 pl. Pred
kazdym nasatim a vypustenim kvapaliny bola zmerana hladina kvapaliny pomocou
detekcie kvapaliny. V pristroji boli zadané nespravne parametre pre ependorfky, preto
pri detekcii hladiny pristroj spocital vac¢Sie mnozstvo nasatej a vypustenej kvapaliny.
V priemere je detekovany objem pri nasati 106,22 pl a vypusteni 107,96 pl. Na obrazku

22 vidime detekovany objem v ependorfkach.
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1800

1400
1200

Objem 1000
W]l 800
600

400

200

0

1600 -

y =106,22x + 509,09
R*=0,9997

y =-107,96x + 1547,6
R?=0,9996

Pocet pipetovania

12

Obrazok 22: Zobrazenie detekovaného objemu kvapaliny v ependorfkiach pri nasdavani 100 ul

z ependorfky 1 (modrd) avypustani 100 ul do ependorfky 2 (Cervend), meranie pri predpokladanom

priemere 8,9 mm.

Pomocou vypocétu v metddach sme prepocitali priemer ependorfky, zmenili sme ho

28,9 mm na 8,6 mm a meranie sme zopakovali. Po tGprave bol priemerny detekovany

objem pri nasati 100,12 pl a pri vypusteni 102,69 pl. Na obrazku 23 vidime detekovany

objem v ependorfkach pri upravenom priemere.

1800 -
1600 -

1400

Objem 1200
W] 1000
800

600

400

200 -

0

y =100,12x + 468,14
R*=0,9999

y =-102,69x + 1443,6
R*=0,9998

2 4 6 8 10

Pocet pipetovania

12

Obrazok 23: Zobrazenie detekovaného objemu kvapaliny v ependorfkich pri nasdavani 100 ul

z ependorfky 1 (modra) a vypustani 100 ul do ependorfky 2 (¢ervend), meranie pri priemere 8,6 mm.

Znova sme prepocitali priemer ependorfky, ktory vysiel 8,5 mm. Meranie sme opét’

zopakovali. Po tejto uprave bol priemerny detekovany objem pri nasati 98,61 ul a
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pri vypusteni 100,94 ul. Detekovany objem kvapaliny v ependorfkach vidime na

obrazku 24. Kone¢ny priemer sme nechali 8,5 mm, pretoze pri tomto priemere si

pristroj z danych rozmerov nadoby dokazal najlepSie prepocitat’ pri detekcii hladiny

kvapaliny nasati a vypusteni objem.

1800 -
1600 - y = 98,609x + 461,23
1400 R?=0,9999
Objem 1200
[nl]
1000

800

600
400 y =-100,94x + 1428,9
R?=0,9998
200 -
0 : : : .
0 2 4 6

Pocet pipetovania

Obrazok 24: Zobrazenie detekovaného objemu kvapaliny v ependorfkach pri nasdavani 100 ul

z ependorfky 1 (modra) a vypustani 100 ul do ependorfky 2 (¢ervend), meranie pri priemere 8,5 mm.

Rovnakym spdsobom sme postupovali aj pri falkonkach. Pri merani sme pouzivali

falkonky od vyrobcu BioTek (BioTek Instruments, USA) s katalogovym ¢&islom TPP

91015. Upravili sme program pre kalibraciu, kde sme nastavili objem pre nasavanie na

300 pl z jednej ependorfky, kde povodny objem bol 5500 pl a vypustanie rovnakého

objemu do druhej ependorfky, v ktorej pévodny objem bol 1500 pl. V pristroji bol

nastaveny priemer falkonky na 13,5 mm. Po spusteni programu sme zistili, ze opat’ je

detekované vicSie mnozstvo kvapaliny, z dovodu nepresne nastavenych rozmerov

nadoby. V priemere je detekovany pri nasati objem 307,24 pl a pri vypusteni 306,45 pl.

Detekovany objem vo falkonkach vidime na obrazku 25.
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Objem
[ml]

6000

5000

4000

3000

2000

1000

y = 307,24x + 1538,2
R? = 0,9995

y =-306,45x + 5448,4
R?=0,9997

Pocet pipetovania

12

Obrazok 25: Zobrazenie detekovaného objemu kvapaliny vo falkonkdch pri nasavani 300 ul z falkonky

1(modrd) a vypustani 300 ul do falkonky 2 (Cervend), meranie pri predpokladanom priemere 13,5 mm.

Prepocitali sme novy priemer, ktory vysiel 13,4 mm. Meranie sme zopakovali

a priemerny detekovany objem pri nasati vysiel 305,42 pl a pri vypusteni 293,89 ul. Na

obrazku 26 vidime detekovany objem vo falkondch. Priemer 13,4 mm sme uz dalej

neupravovali a nechali sme ho takto nastaveny v pristroji. U falkoniek sme upravili aj

hibku dna (depth of bottom) na 19 mm. Na dne tak ostala rezerva 1 mm, &o odpoveda

objemu 15 pl.

Objem
[ml]

6000
5000
4000
3000

y = 305,42x + 1535,5
R? = 0,9999

2000
y =-293,89x + 5056,4
1000 A R?=0,9996
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Pocet opakovania

Obrazok 26: Zobrazenie detekovaného objemu kvapaliny vo falkonkdch pri nasdavani 300 ul z falkonky

1(modrd) a vypustani 300 ul do falkonky 2 (Cervend), meranie pri priemere 13,4 mm.
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10.2. Program pre interakciu HSA a eozinu B a jeho vysledky

Program, ktory sme naprogramovali sluzil pre zmiesanie proteinu HSA s malou
organickou molekulou, teda sondou cozin B. Pred tvorbou programu si bolo treba
premysliet’ rozlozenie jednotlivych roztokov na pracovnej doske, ktoré vidime na
obrazku 27. Ependorfky s proteinom sme umiestnili na poziciu 7,1-4, ependorfky so
sondou Sme umiestnili na poziciu 7,5-12 aepednorfky s pufrom sme umiestnili na
poziciu 8,1-8. V kazdej ependorftke sme nechali malé mnozstvo objemu ako rezervu,
aby sa hrot nahodou nezapichol do dna ependorfky, aby bol dostatok objemu a nedoslo

k nasatiu vzduchu.

Protein 96 jamkova dosticka
/
/
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= Ko ke o/l = e
2 2 3 O Ls... L=biwiare 14 BlHER
ol ololo —
ol ololo
ol ololo
olololo .
La...l3...la...La... La...La.. \

1 / 5 10 /1 15 Z\D\ 25 30

Sonda Pufer Premyvacia stanica

Obrazok 27: RozlozZenie roztokov na pracovnej doske robotickej pipetovacej stanice.

Na obrazku 28 vidime ako bude vyzerat' dosticka po skonceni programu. V jednej
polovici (Cervena oblast’) sa nachadza zmieSany pufer, sonda a protein, S postupnym
zvySovanim koncentracie sondy po riadkoch. Toto meranie sme robili v troch
replikaciach. V druhej polovici (modra oblast’) sa nachadza sonda a pufer, tiez

s narastajiicou koncentraciou sondy po riadkoch. Opdt sme meranie robili v troch
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replikdciach. Koncentracia proteinu bola pre cely program rovnaka. Hotovy program

S jednotlivymi prikazmi vidime na obrazku 29.

Obrazok 28: Rozlozenie roztokov SO Zvysujiicou sa koncentraciou sondy na 96 jamkovej dosticke, modra
oblast predstavuje zmiesany pufer a sondu s postupnym zvySovanim koncentrdcie sondy, cervend oblast

predstavuje zmieSany pufer, sondu a protein s postupnym zvySovanim koncentrdcie sondy.
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"Skontrolovat’ pozicie: ependorfky - 8,1-8; ependorfky - 7,1-12; dosticka 13,zadna pozica”
sound : once

e’ User Prompt
. W p

‘ 1
L4 |Wash Tips m%[ 3.0 +40ml
2 ) 1-%
‘// l Comment rozpipetovanie pufru - stipec 1-6
3
= :
@ Begin Loop 3 times "pufr1”
4

E_?%Aspirate

N%T | 105,98,91,84,77,70,63,56 4 AK Water free dispense with touch
Jll E "Labware15” (Col. 1, Rows 1-8)

% Dispense

105,98,91,84,77,70,63,5 ul AK Water free dispense with touch
"Labware1” (Col. 1, Rows 1-8) , 1 option

77| Comment
12 55

6 1-2
I @ End Loop "pufr1”
B .
Begin Loop 3 times "pufr2”
5
@if ] M% | 49,42,35,28,21,14,7,00  AKWater free dispense with touch
3 [::AASplrate il E "Labware 15" (Col. 1, Rows 1-8)
v; > 49,42,35,28,21,14,7,0u AK Water free dispense with touch
w0 DY ’Dtspense il § "Labware1” (Col. 4, Rows 1-8) , 1 option
I I@ End Loop "pufr2”

rozpipetovanie pufru - stipec 7-12

=
@ Begin Loop
13

3 times “pufr3”

14 L

Vl%l 150, 143, 136, 129, 122, 115, 108, 101l AK Water free dispense with touch

L "Labware15™ (Col. 1, Rows 1-8)

%Aspirate
@ Dispense

M% 150, 143, 136, 129, 122, 115, 108, 101l  AK Water free dispense with touch
L 25 "Labware1” (Col. 7, Rows 1-8) , 1 option

pufr3"

3 times “pufr4”

"Labware 15" (Col. 1, Rows 1-8)

N% 94,87,80,73,66,59,52,45p  AK Water free dispense with touch
1-2

i 94,87,80,73,66,59,52,45u AK Water free dispense with touch
"Labware1” (Col. 10, Rows 1-8) , 1 option

"ufrd”

Y |wash i
_21.;& ERE

%{ 3.0+4.0ml

1-3

/| Comment
22 ="

rozpipetovanie proteinu - sﬂpec 1-6
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23

Begin Loop

6 times “protein”

4

Syl AK Water free dispense with touch

~

T

1

@Asplrate

abware13" (Col. 1, Rows 1-9)

45

Syl AK Water free dispense with touch
abware13” (Col. 1, Rows 1-4)

-~

25 WJI Popwate %

45l  AK Water free dispense with touch
"Labware1” (Col. 1, Rows 1-8) , 1 option

o W pepere

@ End Loop “protein”
21

k Wash Tips m% 3.0+4.0ml

25 - 1-%

;:// Comment rozpipetovanie sondy {priddvame do proteinu) - stipec 1-6

3 times "sonda1”

=
in L
30@ Begin Loop

0,7,14,21,28,35,42,49 MK Water free dispense

| "Labware13"(Col. 1, Rows 5-12)

0,7,14,21,28,35,42,45u MK Water free dispense
"Labware1” (Col. 1, Rows 1-8) , 1 option

“sondal”

@ End Loop
33

3 times "sonda2”

Z@B&gm Loop

B y
v 56,63,70,77,84,91,98, 105y MK Water free dispense
s Aspirate “1% I 'Labware 13" (Col. 1, Rows 5- 12)
56,63,70,77,84,91,98, 105y MK Water free dispense

5 5’52’1 Dispense

"Labware1” (Col. 4, Rows 1-8) , 1 option

“sonda2”

. @ End Loop

'-/7 Comment rozpipetovanie sondy - stipec 7-12

Begin Loop

3 times "sonda”™

MK Water free dispense

@y Aspirate

M%H i 0,7,14,21,28,35,42, 994
Ul | "Labware13"(Col. 1, Rows 5-12)

M%N 0,7,14,21,28,35,42,49 MK Water free dispense
Jll =5 " abware1” (Col. 7, Rows 1-8) , 1 option

“sonda”

3 times "sonda”

56,63,70,77,84,91,98, 105y MK Water free dispense
1-3

56,63,70,77,84,91,98, 105y MK Water free dispense
"Labware1” (Col. 10, Rows 1-8) , 1 option

I | Labware13" (Col. 1, Rows 5-12)
’I!%N

"sonda”

m% 3.0 +4.0ml

1-%

Obrazok 29: Program pre pipetovanie, ktory slizi pre zmiesSanie proteinu HSA so sondou eozin B.
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Absorpéné spektrum sme merali pomocou dvojpaprskového spektrofotometra
SPECORD 250 Plus (Analytik Jena AG, Nemecko). Namerané spektrum vidime na
obrazku 30.

Absorbancia

0 T T T
400 450 500 550 600 650
VInovi dizka
[nm]

Obrazok 30: Namerané absorpcné spektrum volnej sondy eozin B (Cervena krivka) a sondy viazanej s

proteinom HSA (modra krivka), zobrazend je zavislost absorbancie na vinovej dizke.

Namerantl absorbanciu pri prvom spusteni programu vidime na obrazku 31.
Vychylenie niektorych bodov je spdsobené bublinkami, ktoré vznikli v dosticke pri
vypustani jednotlivych roztokov. Pred vlozenim dosticky do spektrofotometra sme sa
snazili zbavit’ bubliniek ich prasknutim. Celkovy ¢as pipetovania bol 5:48 min, a navyse

eSte d’alSich 5 mintt trvalo praskanie bubliniek.

0,25 ~

0,2 -

o
JEEY
(9]

1

Absorbancia
o
[SY
1

0,05 -

O T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Koncetracia sondy
[uM]

Obrazok 31: Absorbancia volnej a viazanej sondy pri prvom spusteni programu, modré body

predstavuju viazanu sondu eozin B + HSA, cervené body predstavuju volnu sondu eozin B, fialova krivka

odpoveda fitu podla rovnice (1).
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Pri optimalizicii programu sme sa hlavne zamerali na rychlost vypustania
kvapalin. Dévodom vzniku bublinieck mohol byt pufer alebo protein. Pufer obsahuje
malé mikrobublinky, ktoré sa po vytiahnuti z chladu spajaji a zvacsujl, a tym sa mozu
tvorit’ pri pipetovani bublinky. Preto sme pred samotnym meranim dali pufer na 5 min
do sonikac¢nej vane. Protein vyrazne penil uz pri priprave zasobného roztoku, preto sme
pre protein spomalili rychlost nasidvania a vypusStania. Pre vSetky roztoky sme este
nastavili vyputstanie sdotykom. Na obrazku 32 vidime upravené parametre pre
nasavanie ana obrazku 33 vidime upravené parametre pre vypuStanie proteinu. Pri

uprave parametrov postupujeme ako je uvedené v kapitole 4.3 a 4.4.

i l :-4 a— - o]
[@ DEFAULT CLASSES Type | Aspirate | Dispense [ Calibration |
-4 DMSO free dispense -
[ Ethanol free dispense Single Pipetting Multi Pipetting Single Pipetting Multi Pipetting
- Serum free dispense
@ System Liquid free dispense Aspiretion Speed | 20 /s | 2 u/s e 5
@ Water diy contact High densty plate Delay | 200 ms 200 ms 3 .
- Waterfree dispense .
@ Water wet contact System Trailing Airgap | 10 T} 20 u STAG STAG
§4 CUSTOM CLASSES LaG
= f4 AK Waterfree dispense with touch Leading Airgap | 10 My |0 &) u o .
; Standard <3 - 15.014> Traiing Arrgap | 0 ®md |0 & W
Standard <15.01 - 500.0144>
¥ Standard <all other volumes> BcessVoume | 10 () [u +]| 2 & o
- §& MKWaterfree dispense Conditioning Volume | 0 @y | 20 (D] Vol
- §4 MK Waterfree dispense liquid touch N
Use Pinch Valve | [[lyes [Cyes Cond.
f
Use Liquid Detection | [¥]yes
Aspiration Postion | |liquid level = offset, with tracking_ v| 2 mm X f
Y |
00 stecton ;
Use Ext Signal Detection | [[]yes \‘
0 S or user prompt
user prompt
Mix before Aspiration | [Tlyes |1 100 | ul at [selected postion, no tracking
[ NewGass | [ NewEnty ) -
—— - T -
(] Show ol b classes Retract Speed | |20 /s
_OK -Slomo

-
Edit liquid classes

1 e

Obrazok 32: Nastavené parametre nasavania po uprave triedy kvapalin pri optimalizacil.

ot

[@ DEFAULT CLASSES
- DMSO free dispense

¥ Standard <15.01-500.014>

¥ Standard <all other volumes>
MK Water free dispense

MK Water free dispense liquid touch

2}

§*
B-§4

[ Type [ Aspirate | Dispense | Calibration |

Use Liquid Detection

Dispense Position

Tip Touching

=

H

3
°

liquid level + offset, notracking v

1

@@ Ethanol free dispense Single Pipetting |  Multi Pipetting
(- Serum free dispense ’ |
3 200 200

@@ System Liquid free dispense Dhecnse Socsd /s dis
(5] Water dry contact High density plate Breakoff Speed | 150 /s 150 /s
(- Waterfree dispense Delay | 0 ms 0 ms
(@ Water wet contact P
e Trailing Airgap after
4 CUSTOM CLASSES “each Dapense | I¥es [Elyes
- §4 AK Water free dispense with touch = -

¥ Standard <3-15.014> Use Pinch Valve | [yes [Cyes

mm

i

< %

Mix after Dispense | [[]yes |1 100 | selected position, no tracking
Retect Tisto O
Retract Speed | 50 mm/s
[ NewCass | [ NewEnty |
( Delete ] | Print )
[7] Show allliquid classes
Sore

Obrazok 33: Nastavenie parametrov vypustania po uprave triedy kvapalin pri optimalizacii.

43



Po spusteni optimalizovaného programu uz nevznikli ziadne bublinky. Celkovy ¢as
pipetovania po optimalizacii bol 6:06 min. Namerant absorbanciu vidime na obrazku
34. Jednotlivé vychylenie bodov, ktoré vzniklo pri prvom merani sa nam podarilo

znacne minimalizovat’.

0,25 -
0,2 -
0
€ 0,15 -
©
£
2
o 0,1 -
<
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Koncetracia sondy
[eM]

Obrazok 34: Absorbancia volnej aviazanej sondy po optimalizacii, modré body predstavuju viazani
sondu eozin B + HSA, cervené body predstavuju volnu sondu eozin B, fialova krivka odpoveda fitu podla

rovnice (1).

Dalej sme pomocou automatickych pipiet vyskusali pipetovat’ vytvoreny program
do 96 jamkovej dosticky. Pred pipetovanim sme pufer opét’ dali na 5 min do sonikaénej
vane. Celkovy ¢as pipetovania bol 55 min, ale v dosticke bolo velké mnozstvo
bubliniek, ktorych praskanie nam zabralo d’alSich 15 min. Namerani absorbanciu
vidime na obrazku 35. Pri porovnani nameranych vysledkov robotickou stanicou
a automatickymi pipetami vidime, ze celkové vysledky su relativne podobné, vyrazne sa

lisia iba v Case pipetovania.

44



0,25
0,2
0,15

0,1

Absorbancia

0,05

0 T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Koncetracia sondy
[uM]

Obrazok 35: Absorbancia volnej aviazanej sondy pri rucnom pipetovani do dosticky, modré body
predstavuju viazanu sondu eozin B + HSA, ¢ervené body predstavuju volnui sondu eozin B, fialova krivka

odpovedad fitu podla rovnice (1).

Pre dalSic porovnaniec pipetovania sme spravili titraciu v dvojpaprskovom
spektrofotometri SPECORD 250 Plus (Analytik Jena AG, Nemecko). Celkovy ¢as pre
titraciu sondy eozin B bol 39 min. Rovnakym spdsobom sme postupovali aj pri proteine
HSA. Kde pociato¢ny objem v kyvete bol 1970 ul pufra a 30 ul proteinu HSA. Opét’
sme pridavali 5 ul sondy eozin B. Cas pre titraciu proteinu HSA a sondy eozin B bol 36
min. Celkovy ¢as tohto pipetovania bol 75 min. Co je najdlhsi &as, ktory sme pri
pipetovani dosiahli. Namerani absorbanciu vidime na obrazku 36, ktora sa opat

omnoho nelisi od vysledkov ziskanych pomocou robotickej stanice.

0,45
0,4
0,35
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0,25
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0 T T T !

0 2 4 6 8
Koncentracia sondy

[nM]

Absorbancia

Obrazok 36: Absorbancia volnej a viazanej sondy pri titrdcii v spektrofotometry, modré body predstavuju

viazanu sondu eozin B + HSA, cervené body predstavuju volnu sondu eozin B, fialovad krivka odpoveda

fitu podl'a rovnice (1).
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11. Diskusia

V tejto praci sme sa zamerali na kalibraciu robotickej pipetovacej stanice a
porovnavali sme proces pipetovania pomocou robotickej stanice a automatickych pipiet.
Porovnévali sme Cas pipetovania, presnost’ a spotrebu materialu pri pipetovani.

V kalibracii sme sa zamerali na mnozstvo nasavané¢ho a vypustaného objemu.
Zamerali sme sa hlavne na kalibraciu falkonick a ependorfiek. Vytvorili sme
jednoduchy kalibrovaci program, ktory vidime na obrazku 21 a zistili sme, Ze roboticka
stanica detekuje vAa¢Sie mnozstvo nasate] avypustenej kvapaliny. To shvisi
S nespravnymi nastavenim priemeru nadoby. Po zmene priemeru u ependorfky stanica
detekovala sprdvne mnozstvo nasatého a vypusteného objemu. Problém pri kalibracii
nastal hlavne pri falkonkach. Aj pri opakovanom merani a prepocte nového priemeru
falkonky sa vysledky nezlepsSovali, ¢o bolo spdsobené rozdielnymi typmi falkoniek.
Celu kalibraciu falkoniek sme museli teda zopakovat’ od za¢iatku a meranie sme robili
uz iba pre jeden typ falkoniek. Pouzivali sme falkonky od spolo¢nosti BioTek
s katalégovym c¢islom TPP 91015.

Ak porovnavame rozdielnost pri praci s automatickymi pipetami a robotickou
stanicou, je praca s automatickymi pipetami jednoduchsia na obsluhu. Zvolime si pipetu
s vhodnym rozmedzim objemu pre objem, ktory chceme pipetovat’. Celé meranie vSak
zavisi na sktsenosti experimentatora. Roboticka pipetovacia stanica je naro¢nejSia na
obsluhu, no tvorba programu je dostatocne zrozumitel'na a jednoducha pre orientaciu
a pochopenie. Pri robotickej stanici si musime premysliet ako bude cely program
prebichat, v akom poradi budeme roztoky pipetovat aako budi rozmiestnené na
pracovnej doske stanice. Pred meranim s roztokmi bolo potrebné spravit meranie
s vodou, aby sme zistili, ¢1 sme nastavili spravne objemy pre nasatie a vypustenie,
taktiez ¢i mame dostatocny objem v jednotlivych ependortkéch pre celé pipetovanie. Pri
meraniach s vodou sme skusali obmedzit’ mnozstvo rezervnej kvapaliny v ependorfkach
na ¢o najmensi objem, aby sme znizili spotrebu vyuzivanych latok na minimum.

Po prvom spusteni programu sme v kazdej jamke dosticky mali rovnaky objem, aj
po premerani absorbancie a vytvoreni grafu sme dostali vyhovujice vysledky.
Nameranti absorbanciu vidime na obrazku 31. Niektoré body boli mierne vychylené
Z linearnej krivky, ¢o bolo spdsobené bublinkami, ktoré vznikli v dosticke pocas
pipetovania. Pri optimalizacii procediry sme sa zamerali na eliminaciu bubliniek. Pri

optimalizacii sme upravili rychlost nasavania a vypustania proteinu. Upravené
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parametre vidime na obrdzkoch 32 a 33. Pre vSetky roztoky sme nastavili vypustanie
s dotykom. Protein nemusel byt jedinym zasadnym problémom pre vzniknutie
bubliniek v dosticke. Vzniknuté bublinky mohli byt spésobené aj mikrobublinkami
v pufri, ktoré sa po vytiahnuti z chladu zva¢Suju a spajaju. Preto sme pufer pred
meranim vlozili na pdt minit do sonikacnej vane. Po tejto optimalizacii nam uz
Vv dosticke nevznikali Ziadne bublinky. Nameranti absorbanciu po optimalizacii vidime
na obrazku 34. Celé¢ meranie po optimalizaciu trvalo priblizne Sest minut.
Z nameranych hodndt absorbancie sme pomocou vztahu uvedeného v metddach
vypocitali disociacnu konstantu interakcie proteinu HSA a sondy eozin B, ktora ndm
vysla log K = —6,95 + 0,38 M.

Pre porovnanie presnosti a rychlosti pipetovania sme cely experiment zopakovali
pomocou automatickych pipiet atitrdciou v spektrofotometri. Ocakdvali sme, ZzZe
celkovy Cas pipetovania sa znacne zvysi. Pri porovnani grafov absorbancie volnej
a viazanej sondy sa namerané vysledky vyrazne nelisili, jediny rozdiel bola prave
rychlost’ pipetovania. Namerané¢ hodnoty absorbancie pri pipetovani pomocou
automatickych pipiet vidime na obrazku 35. Pipetovanie trvalo skoro hodinu. Navyse
Vv dosticke vzniklo vel’ké mnoZstvo bubliniek, ktorych praskanie zabralo d’alSich patnast’
minat. Hodnoty absorbancie pri titracii v spektrofotometri vidime na obrazku 36.
Celkové pipetovanie trvalo sedemdesiatpdt’ mintt. Pri merani pomocou automatickych
pipiet nam disociatnd konStanta vysla logKp = —6,76 + 0,43 M, apri titracii
v spektrofotometri disocia¢na konstanta vysla log K, = —6,73 + 0,23 M.

V tabul’ke 1 vidime porovnanie vSetkych spdsobov pipetovania. NajpresnejSie
vysledky sme ziskali pri titracii v spektrofotometri, ¢o sme aj ocakavali. A najmenej
presné meranie sme dosiahli pomocou robotickej pipetovacej stanice. No préave
pipetovanie pomocou robotickej stanice trvalo najkratSsie abola najmensia
pravdepodobnost’ vzniku chyby pri merani. Pri praci s automatickymi pipetami moéze
nastat’ chyba pri velkom mnozstve opakovania ur¢itého experimentu. Na tieto chyby
ma vplyv Tludsky faktor acelkovd sklsenost’ experimentatora. Pri porovnavani
spotrebovaného mnozZstva materialu vidime, Ze najvicsia spotreba nastala pri pouzivani
robotickej pipetovacej stanice. Pretoze pre kazdé meranie je potrebné nechat’” malé
mnozstvo rezervného objemu, aby nedoSlo k zarytiu hrotov do dna nddoby alebo

preruseniu programu z dovodu nedostatoéného mnozstva kvapaliny.
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Tabul’ka 1: Porovnanie vysledkov ziskanych pri pipetovani réznymi pristrojmi, R* sa vztahuje na linedrny fit pre
titraciu volnej sondy, charakterizuje zasumenie ddt.

R? Celkovy Cas log K, Mnozstvo pouzitych roztokov
experimentu [M] Protein Sonda Pufer
Roboticka ) .
pipetovacia stanica 0,9964 6:06 min —6,95 + 0,38 3080 ul | 6670 ul | 9040 pl
Amggj&‘zke 0,9993 | 55 min —6,76 + 0,43 2160 ul | 5040 ul | 7335 ul
Titracia v .
spektrofotometri 1,0 75 min —6,73 10,23 60 ul 450 pl 12000 pl
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12. Zaver

Ciel'om bakalarskej prace bolo oboznamit’ sa s fungovanim robotickej pipetovacej
stanice, naucit’ sa zaklady kalibracie a vytvorit’ program pre biochemicky experiment.
Pri kalibracii laboratornych nadob, falkoniek a ependorfiek, sme optimalizovali
nasavanie a vypustanie kvapalin, tak aby stanica detekovala spravne mnozstvo
kvapaliny.

Pri praci s robotickou stanicou sme sa obozndmili zo zakladnymi programovacimi
prikazmi a ich pomocou sme vytvorili jednoduchy pipetovaci program. Tento program
sme pre porovnanie rychlosti a presnosti vyskusali pipetovat’ aj pomocou automatickych
pipiet. Pri porovnani jednotlivych vysledkov sme zistili, ze pri pipetovani pomocou
robotickej pipetovacej stanice trva celé pipetovanie najkratSie. Aj ked’ sme pomocou
ostatnych merani ziskali presnejSie vysledky, ¢asovo boli tieto merania naro¢nejsie a pri
vac¢som pocte opakovani pipetovania pomocou automatickych pipiet moze 'ahko nastat’
chyba. Ich pouZzivanie predovsetkym zavisi od skusenosti experimentatora. U robotickej
stanice st vSetky merania zatazené rovnakou chybou, ¢o je zabezpefené rovnakym
meniskom na dne nasatych kvapalin v hrotoch.

Zasadnou nevyhodou robotickej stanice oproti pipetovaniu automatickymi
pipetami, je vicSia spotreba roztokov z dovodu rezervy, ktori musime pre stanicu
nechat’, aby sme zZiadnym spdsobom neposkodili hroty, ¢i aby sme nenasali vzduch
a tym znehodnotili vlastné meranie. Ak porovname néarocnost’ pipetovanie pomocou
automatickych pipiet a pipetovanie pomocou robotickej stanice, tak rozhodne je
pipetovanie automatickymi stanicami jednoduchSie pre beZného experimentatora, ale
pipetovanie robotickou stanicou vyrazne Setri ¢as pri opakovani velkého mnozstva
identickych experimentov. Po osvojeni si jednoduchych pipetovacich prikazov modze
s robotickou pipetovacou stanicou pipetovat’ kazdy, aj bez najmensej skusenosti

S pipetovanim.
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