Stanoveni hormonu



Stanoveni hormonu

* pouzivaji se imunochemické metody
« zalozeny na specifické reakci antigen — protilatka

Déleni:
- dle usporadani reakce — kompetitivni, nekompetivni (sendvicove)

- dle prostredi
 homogenni imunoanalyza (stanoveni a detekce pfimo v reakcni
smesi — fluoroimunoanalyza, pr. pristroj Kryptor, firma Brahms)
* heterogenni imunoanalyza (po separaci vytvoreného imunokompl.)

— dle techniky pouzité k mereni signalu — radioimunoanalyza,
enzymoimunoanalyza, luminiscenCni imunoanalyza,
fluoroimunoanalyza

- dle pouzité znacky (Casto je predmetem patentu konkrétni firmy)



Kompetitivni stanoveni:

Stanovovany antigen soutezi se stejnym
antigenem, na ktery je navazana znacenka o
limitované mnozstvi protilatky

Velikost odezvy je neprimo zavisla na
koncentraci stanovovaneho analytu

Kalibracni kfivka ma hyperbolicky tvar

Metoda je vhodna pro nizkomolekularni analyty
s malou molekulou (pr. T3, steroidni hormony)
S vyhodou se u ni pouzivaji polyklonalni
protilatky



Sendvicové stanoveni:

« Stanovovany antigen ze vzorku reaguje a dvéma
protilatkami, které jsou v reakCni smési v prebytku

« Jedna protilatka byva znaCena, druha protilatka
umoznuje separaci vznikajicino komplexu

* Velikost méreného signalu je primo umerna koncentraci
stanovovaneho antigenu

( parabolicky tvar kalibracni kfivky)

« Metoda se pouziva pro molekuly s vyssi molekulovou
vahou, které umoznuiji vazbu protilatek na dve
determinanty — pr. TSH
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Mustkové usporadani:

 Podobne jako sendviCove usporadani, ale
orincip je pouzivan ke stanoveni protilatek (pr.

gA)

* Protilatka reaguje s dvema antigeny



Signal

nekompetitivni —
sendvicové usporadani
kompetitivni usporadani

Analyticka koncentrace



Protilatky:

Specificita a senzitivita imunochemickych vySetfeni - ovlivnény
pouzivanou protilatkou

Pouzivaji se protilatky monoklonalni a polyklonalni

Monoklonalni protilatky — produkovany hybridony, které se
pfipravuji fuzi imunizovanych slezinnych buriek s nadorovymi

- po vycisténi a selekci produkuji jen jedinny typ protilatky
- dosahuje se vySsSi specificity, kontinualni produkce

Polyklonalni protilatky — pfipravuji se imunizaci zvirete, jsou vzdy
smeési protilatek, jsou schopny rozeznat i izoformy antigenu

- maji proto vyssi citlivost
- zavisi na imunizovaném zvireti, ziskani muze byt neopakovatelné

Pro vyslednou senzitivitu stanoveni je podstatny také zplsob
detekce — dostatecCnou citlivost maji napr. luminiscencni metody



Radioimunoanalyza:

Patri mezi heterogenni, rucni metody
Nejstarsi imunoanalyticka metoda
Od roku 1959

Citliva, naroCna na rucni praci a na zachovani pfedpisu pfi praci
s radioizotopy

Jako znacka se pouziva izotop jodu '2°1 - y — za&fi¢ s polo¢asem rozpadu 60
dni (pfipadné B - zafi€ tricium (*H) s poloCasem rozpadu kolem 12 roku)

Kompetitivni usporadani (RIA)
SendviCova metoda (IRMA — Imunoradiometricka analyza)
Nezastupitelné misto

Metody pro noveé pouzivané analyty



Schematické znazornéni kompetitivniho stanoveni (RIA):
smichani komponent, inkubace (vznik komplexu antigen-protilatka),
separace (ukotveni komplexu na pevném nosici a promyti) a detekce

D prvni protilatka
e znacleny antigen
o neznaceny antigen
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Priklad - stanoveni 17-OH Progesteronu:

« ZvySené hladiny 17-OHP v krvi nasvedcuji vrozenému
metabolickemu onemocnéni kongenitalni adrenalni
hyperplasii (CAH)

* Principem stanoveni je kompetitivni RIA ve zkumavkach
potazenych protilatkou proti 17-OHP

* Inkubace ve zkumavkach potazenych protilatkou
spoleéné s 17-OHP znacenym 29| (radioindikator)

« Qdsati obsahu zkumavek

 Meéreni radioaktivity navazaného komplexu ve
zkumavce

« Koncentrace 17-OHP ve vzorcich se odecita z kalibracni
KFivky



Detekce - scintilacni dektor:

Multidetektorovy gama meric LB 2104
Kvantitativni méfeni radioaktivity gama zareni radioaktivnich nuklidd

Zalozen na vzniku luminiscence pfi prichodu ionizujiciho zareni
vhodnou latkou - scintilatorem

Jako scintilagni jednotka se pouzivaji krystaly NaJ/Tl , tj. jodidu
sodneho se stopami thalia

Systém je vybaven 12 scintilaCnimi jednotkami (sondami) a
fotonasobicem

Pfi prichodu zafeni gama scintilacnim krystalem vznik
fotoelektrického jevu a Comptonova rozptylu (foton vyrazi elektron a
ztraci Cast energie)

Elektrony uvolnéné z atomovych obalu excituji atomy krystalu
Vznika viditelné luminiscencni zareni — scintilace

FotonasobiCe - méni scintilaci na elektrické impulsy

Lze mérit az 12 zkumavek soucasné



ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay)

Patri k enzymové heterogenni imunoanalyze - enzym
jako znacka ( kifenova peroxidasa ), ruéni technika
Enzymova imunoanalyza muze byt vyuzivana také na
imunoanalyzatorech (pf. Immulite, Siemens, enzym ALP)
Kompetitivni nebo sendviCove usporadani

Stanoveni na mikrotitracnich destickach, potazenych
protilatkou

Faze stanoveni jako u radioimunoanalyzy

Pro usnadnéni prace se vyuzivaji vicekanalove pipety a
automatické promyvaci stanice

Detekce - ELISA reader



sokoucinna promyvacka mikrotitracnich
desticek ( firma TECAN)




ELISA reader ELx800, firma BIO-TEKK
vertikalni fotometr pro mikrotitraCni destiCky, méri koncentrace v celé destiCce
souCasné




ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

* Nevyhodou stanoveni je nutnost provedeni vicebodové
kalibraCni zavislosti pri kazdém mereni. Vzhledem
K tomu, ze metodika se v soucCasnosti pouziva vetSinou
pro vysoce specialni analyty, které nebyly dosud
prevedeny na automatické imunoanalyzatory, byvaji
vzorky skladovany, dokud se jich neshromazdi vetsi
pocCet. Mikrotitracni desticky je mozno rozlozit na
jednotlive pouzky, takze neni nutné zpracovat celou
desticku.

* Na pracovistich, kde se provadi vetsSi poCet ELISA
stanoveni je mozno zakoupit také systém, kde je
pipetovani, promyvani i méreni automatizovano ( BRIO
od firmy DRG).



ELISA

Nevyhoda - provedeni vicebodove kalibracni
zavislosti pri kazdéem mereni

Skladovani vzorku,vétSinou se neprovadi denné

Mikrotitracni destiCcky Ize rozlozit na jednotlive
prouzky

Moznost automatizace pipetovani, promyvani |
mereni ( BRIO od firmy DRG)



Priklad ELISA - stanoveni luteinacniho
hormonu:

Sendvicova technika

Jamky v mikrotitracni destiCce potazeny monoklonalni protilatkou
proti LH - vychytava LH ze vzorku

Druha protilatka je polyklonalni, znacena krenovou peroxidasou
Inkubace 1 h pfi 37 °C, pétinasobné promyti

Pridat substrat tetrametylbenzidin - reaguje s enzymem
Zastaveni reakce kyselinou sirovou

Intenzita zbarveni se méri pri 450 nm



Luminiscencni imunoanalyza
(heterogenni) — automatické imunoanalyzatory:

Analyzatory s primou chemiluminiscencni detekci
rozSirené

Vysoka citlivost - vhodné pro stanoveni hormonu

Luminofory pouzivané ke znaceni nemaiji interference
v biologickych materialech

Zavedeni nové metody Casove i finanCné naroc€né, trva
nekolik let

Nabidka metod byva proto pozadu za technikou RIA a
ELISA

Vyhodou je automatizace, pripadne provedeni klinickych
a imunoanalytickych metod z jedné zkumavky



Cheminiluminiscence — Centaur, firma
Siemens (Bayer)

Princip meéreni:

e System meri kvantitativni mnozstvi svéetla
emitovaného behem chemiluminiscencni
reakce

 Pevna faze jsou paramagneticke castice
 Znacka - AE (acridinium ester) -

chemiluminiscencni latka, ktera emituje svetlo
pri oxidaci H,O, v alkalickém prostredi

 Reakce probiha behem jedneé sekundy, je
velice citliva ( 10-1°)



LIA kompetitivni — pr. stanoveni estradiolu

Estradiol ve vzorku soutézi s estradiolem oznaCenym akridinium
esterem o limitované mnozstvi kraliCi protilatky proti estradiolu
KraliCi antiestradiolova protilatka je navazana na mysi protilatku
proti kraliCimu 1gG, ktera je spojena s paramagnetickymi
casticemi
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LIA kompetitivni — pr. stanoveni estradiolu

» Po inkubaci systém magneticky odseparuje komplex antigen —
protilatky s paramagnetickymi casticemi a promyje Castice

« Dale se prida peroxid vodiku a v luminometru NaOH, ktery
inicializuje chemiluminiscencni reakci

1 PMP-Antibody-Antigen Complex
2 PMP-Antibody-Antigen-AE Complex



LIA sendviCova — pr.stanoveni hCG

Konstantni mnozstvi dvou protilatek.

Prvni polyklonalni kozi protilatka proti hCG, oznaCena acridinium esterem
Druha, monoklonalni mysi protilatka proti hCG kovalentné vazana

s paramagnetickymi Casticemi

Obé protilatky specifické pro odliSné pritomné epitopy, free
betasubjednotku a betasubjednotku intaktni molekuly
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LIA sendviCova — pr.stanoveni hCG

« Po separaci, odsati a promyti se opét davkuje reagent a probehne
chemiluminiscencni reakce
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Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo
Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)

Usporadani metody — kompetitivhi nebo sendvicové
Protilatka nebo antigen biotynilovany
DalSi specificka protilatka je znacena rutheniovym komplexem

Rutenium(ll) tris-bipyridylovym komplexem



Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo
Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)

Sendvi¢ové usporadani

» Protilatky reaguji s antigenem ve vzorku (napf. TSH) za tvorby
sendviCového komplexu

* Firma vyuziva vétSinou monoklonalni protilatky

« Po pridani mikroCastic potazenych streptavidinem se komplex vaze na
pevnou fazi interakci biotinu se streptavidinem

« MikrocCastice se zachycuji magnetickym polem na povrchu elektrody

« Po pfidani substratu tripropylaminu (TPA) a pfivedeni napéti na
elektrody vznika elektrochemiluminiscencni emise — ruthéniovy
komplex uvolni na elektrodé elektron za vzniku Ru(bpy),; ** kationtu

* Ruthéniovy marker se po luminiscencni reakci regeneruje



Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo
Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)




SANDWICH PRINCIPLE

BIOTINYLATED
ANTIBODY




Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo
Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)

Kompetitivni usporadani (napr. stanoveni fT4)

« soutézi stanovovany antigen s biotynilovanym
antigenem o limitované mnozstvi znacené protilatky
(polyklonalni)

* Pouze komplex biotynilovany antigen — protilatka se
muze vazat na paramagnetické Castice

« Komplex stanovovany analyt — protilatka je pri separaci
odstranén

« Dale probiha reakce stejné jako v predchozim pripade

« Velikost signalu je neprimo umerna koncentraci
stanovovaného analytu



COMPETITIVE PRINCIPLE




Homogenni fluorescencni imunoanalyza - TRACE (Time
Resolved Amplified Cryptate Emission) - Kryptor (Brahms)

Princip méreni:
« Neradioaktivni prenos energie z donoru

(kryptatova struktura s iontem europia v centru)
na akceptor (chem. modif. protein)

« Mereni signalu emitovaného z imunokomplexu s
casovym zpozdenim
« Mereny vzorek je ozaren dusikovym laserem,

nasledne donor (kryptat) emituje fluorescencni
signal, po nem emituje signal akceptor

Odpadaji promyvaci a separacni kroky



