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Denzitometrie

Opticka metoda, ktera se zabyva merenim
opticke hustoty

® Reflexni denzitometrie — v odrazenéem
svetle

® prima denzitometrie — v prochazejicim
svetle




Denzitometr

Pristroj, ktery slouzi k vyhodnoceni hustoty
zbarveni v ploSnem usporadani. Jedna se o
postup, ktery je podobny fotometrickemu
stanoveni (liSi se v usporadani), zaznamenava
menici se hodnotu absorbance v zavislosti na
iIntenzité zbarveni

® /droj svetelneho zareni: halogenova zarovka
® Monochromator: interferencni filtry
® Detektor: fotonasobiC



Reflexni denzitometrie

Princip: mereni intenzity zareni odrazeneho
od nepruhledné podlozky. Hodnoti se
pomer intenzity dopadajiciho svetla a
svetla odrazeneho od barevné plochy

Pouziti: v tenkovrstvé chromatografii



Prima denzitometrie

Princip:
mereni intenzity zareni prochazejiciho
pruhlednou plochou, ziskava se graficky zaznam
fotometrovaneho useku.

Jednotlivé frakce delene smesi tvori na zaznamu
v idealnim pripade soumerné krivky zvonoviteho
tvaru. Plocha téchto piku pfipadajici jednotlivym
frakcim, je umerna relativnimu zastoupeni
jednotlivych frakci v délené smesi.

Pouziti: pfi hodnoceni elektroforeogramu



Denzitometr

Elektroforeogram se automaticky posunuje nad
sterbinou, kterou prochazi svetlo zvolené vinove

delky
V miste frakci dochazi k Castecné absorpci
zareni — to se projevi pri dopadu na detektor

Po zpracovani signalu integratorem ziskame
ciselné vysledky jednotlivych frakci

Na jedné podlozce je soucastne vyhodnocovano
az 30 elektroforetickych drah



Elektroforeogram — elektroforéza v plosneém usporadani na
agaroze




Elektroforéza bilkovin v agarozovéem gelu

Deli bilkoviny krevniho séra na 5 (6) frakci:
Frakce albuminu: tvorena jedinou bilkovinou
Frakce globulinove:

® A1-globuliny: a1 lipoprotein,
orosomukoid,a1antitrypsyn

® A2-globuliny: a2 makroglobulin, ceruloplasmin,
haptoglobin, pre-[3 lipoprotein

® B1-globuliny:transferin, fibrinogen, C3, 8 —
lipoprotein

® B2-globuliny: C3

® gama-globuliny: 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE
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Elektroforetickeé typy

Na zaklade charakteru rozdeleni frakci v
elektroforéze - vymizeni frakci, objeveni
se novych frakci, nebo jiny vzajemny
pomer frakci, Ize usuzovat z urciteho
elektroforetickeho typu na urcité skupiny
chorob. (stavu)



Elektroforeticka frakce

ELFO typ Albumi Globuliny
n a, a, B, B, Y

1. Typ akutniho

zanétu v T ™ N (™) N
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zanetu
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gamapatie

imunoglobulinu; y-frakce mlze zcela vymizet




Typ akutniho zaneétu

® Celkova bilkovina je normalni, lenhke snizeni
albuminu, vzestup a1- a a2-globulinu, pfipadné
i b2-globulinu.
Akutni rozsahly zanet, predevsim bakterialni.
Nalez je u vSech akutnich stavu (po operacich,
urazech, infarktu myokardu apod.). Akutni
hepatitida. Aktivni zanet u revmatoidni
arthritidy, u rychle rostoucich malignit
(zhoubnych nadoru).



Typ chronického zanetu

® Pokles albuminu. Vzestup a1- a a2-
globulint (mensSi nez u typu ad 1.),
vyrazny vzestup g-globulinu (Siroky pruh
g-globulinu na elektroforeogramu). Jedna
se o tzv. polyklonalni
hyperimunoglobulinemii.
Chronické infekCni choroby, zanétliva
onemocneni pojiva, autoimunitni
choroby, maligni nadory



Typ chronické hepatopatie

® Pokles albuminu, a1-, a2- a b-globulinu
(t. J. bilkovin tvorenych jatry). Vzestup g-
globulinu (pfedevsim IgA, ktery se
naleza mezi g a b globuliny a tvori tzv.
b-g mustek mezi témito frakcemi,
g-globulinova frakce naseda primo na
frakci b-globulint)

ezka fibroza az jaterni cirhoza,

chronicka hepatitida.




Typ nefrotickeho syndromu (ztraty
bilkovin)

® Velky pokles albuminu. Pokles g-
globulinu. Narust a2- a b-globulinu.
(Ztraty predevsim bilkovin s malou
molekulou)

Nefroticky syndrom (chronicka
glomerulonefritida, postizeni ledvin pri
systemovych onemocnenich, diabeticka
glomeruloskleréza, amyloidéza, nektera
infekCni onemocneni)



Malnutricni typ

Celkova bilkovina vyrazne snizena.
Velky pokles albuminu a b1-globulinu.
Chybeni aminokyselin, z toho vyplyvajici
porucha syntezy bilkovin.



Monoklonalni gamapatie

NizSi koncentrace albuminu. Nekde (tj. kdekoli)
mezi al1- az g-globuliny se nachazi uzky
prouzek monoklonalniho imunoglobulinu.
Nadorové onemocneni mnohocetny myelom.
Waldenstromova makroglobulinémie,
hemoblastdzy, karcinom, plazmocytom aj. S
vékem vyskyt paraproteinu roste, ve stafi se i

u zdravych lidi objevuji benigni monoklonalni
imunoglobuliny, a to bez klinickych priznaku
onemocneni




Vzacnejsi nalezy

Bisalbuminémie (zdvojeni frakce albuminu),
analbuminémie (chybi frakce albuminu), deficit
al-antitrypsinu (chybi a1-frakce),
atransferinémie (pokles b1-globulinu),
hypogamaglobulinémie (dedicny Ci ziskany
defekt syntézy imunoglobulinu); hemolytické
sérum (projevy: posun a2-globulinu ke katodé,
zvySeni b2-globulinu), fibrinogen (prouzek
mezi b- a g-globuliny), zvySeni b-lipoproteinu
(LDL; intenzivni prouzek v b-oblasti)



Zarizeni pro elektroforézu:
poloautomat HYDRASYS (fy SEBIA)
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Vyznam denzitometrie

® Kvantitativni vyhodnoceni jednotlivych
frakci ziskanych elektroforetickym
delenim bilkovin v biologickém materialu

® \/edle grafickeho vystupu (krivka
elektroforeogramu) , vypocitava software
denzitogranu procentualni zastoupeni
jednotlivych bilkovinnych frakci



Vyznam v diagnhostice MG

ELFO bilkovin s naslednou denzitometrii
ma klicovy vyznam pro diagnozu MG
MG: jsou definovany jako skupina
onemocneni, které jsou charakterizovany
proliferaci jednoho klonu plazmatickych
bunek produkujicich homogenni
imunoglobulin. Toto onemocneni ma
maligni nebo potencialneé maligni
charakter



Vyznam v diagnostice MG

V elektroforeogramu patrame vizualne po
atypické zone. V séru mohou mlg migrovat v
Sirokém rozsahu od oblasti a2-globulinu az po
katodicky konec zény gama-globulinu.

Normalni rozsah migrace polyklonalniho IgG je
cela katodicka Cast pocCinaje zénou b1, IgM —
migruje v anodické zone gama, IgA — migruje v
iterzéné b1 a b2- globulinu.

Metodou volby pro identifikaci mlg v séru a moci

je elektroforeza s vyssi rozlisovaci schopnosti.
(HR)



HR - elektroforéza

Automatizovany system — Hydrasys (fy
Sebia)
Manualni postup podle Johanssona

V obou pripadech probiha deleni pri vyssim
napeti (15-20 V/cm) a elektroforeogram je
delsi (6-8 cm)
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Vertikalni fotometrie



Vertikalni fotometrie

Spektrofotometricka metoda,s usporadanim kdy
svetelny paprsek prochazi optickym prostredim
ve vertikalnim smeru

Vyuziti : proméreni absorbance (fluorescence) v
jamkach mikrotitracnich destiCek, které se
pouzivaji hlavne pro imunochemicka stanoveni
na principu ELISA (analyzy s navazanym
enzymem za vyuziti imunosorbce)



Vertikalni fotometr

Reader mikrotitraCnich desticek, ktery meri
absorbanci svetelného zareni

Princip

Svetelny paprsek ze zdroje prochazi pres
zvoleny interferencni filtr do optickych kabeld,
ktere zabezpecuji distribuci do 9 oddéelenych
kanalu.

8 z nich vedou pres jamky mikrotitracni destiCky
a dopadaji na pole fotodiod, ktere detekuiji
iIntenzitu svetla. Devaty opticky kabel je pouzit
na kontrolu intenzity zareni vychazejici ze
zdroje.



Vertikalni fotometrie

Ve zlomku vtefiny se zméri cela fada jamek (8),
mikrotitracni destiCka se posune a muze se mérit fada
nasledujici

Vysledky méreni zavisi na presnosti pipetovani

Jamka mikrotitracni destiCky ma konstantni plochu
kruhoveé zakladny a pro stejnou koncentraci je konstantni
soucin absorbance a délky optické drahy :

C
A=A L= ——
a



Vertikalni fotometrie

Vyhody

Kdyz napipetujeme napr. ke stejnému mnozstvi
vzorku méne Cinidla, zkrati se opticka draha
roztokem ({]. tloustka vrstvy roztoku), ale méreny
roztok bude mit vetsi absorbanci a vysledna
koncentrace bude stejna jako v prvnim pripade

tzn., ze i pfi pomerne kratke opticke draze (asi 3
mm) a s dosti nepresnymi pipetami (chyba asi
10%) ziskame solidni vysledky
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Hlavni komponenty pristroje:

Zdroj zareni: halogenova zarovka

Interferencni filtry: umisteny v posuvnem
drzaku filtru, obvykle 6 (pro A 400-800 nm)

Opticky system: 9 optickych kabelu
(svetlovodicCe)

Detektor: fotodiody

Rychlost mereni: 5s
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ELISA: Enzyme-linked immunosorbent
assays

Princip:
Reakce antigenu (analytu) s protilatkou.
Protilatka, nebo antigen je ur€itym zpusobem
oznacen.

Pri ELISA stanoveni se ke znacCeni protilatky
(antigenu) pouzivaji enzymy (alkalicka
fosfataza, peroxidaza, b-galaktozidaza), ktereé po
pridani substratu do reakcni smesi katalyzuiji
reakci, na jejimz konci je barevna latka vhodna

k fotometrické detekci.



P Ay Sg-PI

+ o —

reagencie = oznacenou protildtkou stanovovany analyt ve wzorku kample:x antigen-protilatka

Oznacens protildtka umoZziuje pfi imunoanalyzach detekci komplesos antingen-protilatka

gt Ay APl + Ag-Pl

+ 30 +d0—

reagencie = protilakou resdencie s oznacnym analytem analyt ve vzorku komplex antigen-protilatka

PI®

Ozrnaceny antigen také umoZniuje pfi imunoanalyzach detekci komplexu antigen-protilatka



ELISA

Heterogenni imunoanalyza: vyzaduje separaci
volné a vazane frakce indikatoru (znaCené
protilatky, antigenu)
® Kompetitivni: se znacenou protilatkou

se znacenym antigenem
® Nekompetitivni: se znacenou protilatkou



Heterogenni kompetitivni se znacenym
antigenem

Soutéziva reakce mezi stanovovanym
antigenem a antigenem znaCenym enzymem o
vazebna mista na protilatce.

Po separaci volné frakce a frakce vazané na
protilatku probehne detekcCni enzymaticka
reakce.

Plati zde prima umera, Cim vice (neznaceného)
antigenu ve vzorku, tim vice komplexu

S neznacenym antigenem a méne komplexu se
znacenym antigenem (vice znaCeneého antigenu
zustane nezreagovano v reakéni smesi).
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Heterogenni kompetitivni se znacenou
protilatkou

V tomto pripade je antigen navazan na
pevnou fazi (stenu mikrotitracni desticky)
a dochazi k soutezive reakci s antigenem
vV heznamem vzorku o vazebne misto
protilatky.

Promytim je z reakCni smesi odstranen
nenavazany konjugat

konjugat vazany na pevne fazi je
iInkubovan s enzymovym substratem



Heterogenni nekompetitivni ELISA —
,sendvicova“

Pri nekompetitivhim (tzv. sendvicovem)
usporadani je analyt vazan mezi dve vysoce
specificke protilatky (jako v ,sendvicCi).

Jedna z nich je vazana na pevnou fazi ( jamku
desticky), druha je znacCena a pridava se az

K vytvorenemu komplexu.

Plati, ze Cim vice antigenu ve vzorku, tim vice

antigenu v komplexu a tim vice znacené
protilatky v naslednem ,dvojitem" komplexu.



Sencdvicova imunoanalyza: protilatky jzou vazany na analyt ohoustranne

Pevna faze:

- mikrocastice

- napin specianich
nacobek (matrix), napr.
shelng viakna

- stény mikrotitracnich
jamek




ELISA - priibéh

pipetovani kalibratoru, kontrol, vzorku

Inkubace: navazani antigenu ze vzorku na
protilatku (ukotvenou na jamce mikrotitracni
destiCky)

Promyti: separace volné a vazane frakce
Pridani druhée protilatky znacené enzymem
Inkubace: navazani druhée protilatky znacene
enzyme - vytvoreni kompelexu Ab-Ag-Ab’



ELISA - priibéh

6. Promyti

Pridani substratu

8. Inkubace: dojde k barevné reakci mezi
substratem s enzymem

9. Pridani stop reagencie — zastaveni barevnée
reakce

10. Stanoveni absorbance

™~



Reflexni fotometrie



Reflexni fotometrie

Princip
® mereni intenzity zareni odrazeného od
nepruhledné (homogenné zbarvené) podlozky.

Hodnoti se pomeér intenzity dopadajiciho svétla a
svetla odrazeneho od barevné plochy

® Pouziti: sucha chemie, mocCova analyza,
denzitometricke hodnoceni tenkovrstevnych
chromatografu



Reflexni fotometr

Pristroj slouzi ke kvantitativnimu
vyhodnoceni reakci probihajicich na
pevne fazi. Pevna faze slouzi jako nosic
obsahujici Cinidla aktivovana vodou
obsazenou v nanesenem vysetrovanem
biologické materialu (krev, moc).

Meri se intenzita zareni odrazeneho od
homogenne zbarvené podlozky.(matrice)



Reflexni fotometr - pevna faze (matrice)

Cinidla jsou v reagenéni zéné prouzku
Impregnovana vilakna prouzku (fy Roche,
Reflekton)

Cinidla jsou nanesena v reagen&ni zéné
prouzku jako vicevrstevny film (fy Kodak)



Reflexni fotometr

Odraz svetla od reagencni zony:
® zrcadlovy — na reflexni plose zrcadla

® difuzni - je vysledkem interakce
dopadajiciho svetla s molekulami reakcni
zony (zahrnuje 1 absorpci a rozptyl)



Hlavni komponenty reflexniho fotometru

Zdroj zareni:
halogenova lampa
xenonova vybojka
svetloemitujici dioda



Hlavni komponenty reflexniho fotometru

Ulbrichtova koule (jako zdroj difuzniho

svetla):
duta koule jejiz vnitrni povrch je potazen vysoce
reflexnim materialem (siran barnaty).

Svetlo ze zdroje se po vstupu do koule
mnohonasobne odrazi od sten a jako dokonale
difuzni dopada na reagencni plosku



Hlavni komponenty reflexniho fotometru

Detektor zareni:
uvnitr koule jsou umisteny dva detektory.

Jeden méri svétlo difuzné odrazené od
reagencni plosky a druhy je referencni



reflectance spectrophotometer
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Reflexni fotometr pro chemické vysetreni moce
pomoci diagnostickych prouzku
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Dekuji za pozornost



