Stanoveni hormonu



Hormony

Latky specificky reagujici na metabol. deje
vV organismu
Vetsinou tvoreny v endokrinnich zlazach

Krvi prenaseji informace do bunek
cilovych organu po vazbe na specifické
receptory (nebo bez spec. receptoru)

V krvi hormony Casto vazany na specificke
transportni bilkoviny

Biologicky ucinne jen formy volné



Podle chemického slozeni rozliSujeme
hormony

bilkovinneé a peptidoveé (hormony pankreatu,
hypotalamu, hypofyzy, pristitne zlazy)
steroidni (hormony pohlavnich zlaz a kary
nadledvin)

odvozené od aminokyseliny tyrosinu
(hormony stitné zlazy a drene nadledvin)
odvozené od mastnych kyselin
(prostaglandiny )



METODY STANOVENI

Chromatografické metody (HPLC, GC, LC/MS/MS,
ID-GC/MS, ID-LC/MS/MS, ID-HPLC/MS ) — i metody
referencni

Casto nutna Uprava vzorku (derivatizace, extrakce)

Imunoanalytické metody

s luminometrickou detekci (LIA, ILMA, CMIA, ECLIA)
s fluorometrickou detekci ( MEIA, FPIA)

s fotometrickou detekci (ELISA, EMIT)

s detekci radioaktivity (RIA, IRMA)

Multiplexové metody



HORMONY STITNE ZLAZY

TYROXIN (CELKOVY A VOLNY, T4 A FT4)
Specialni preanalytickeé pozadavky: separaci
séra nebo plazmy provest do 6h po odberu

Referencni hodnoty: 60-150 nmol/l (T4) a
9,1-23,8 pmol/l (FT4)

TRIJODTYRONIN (CELKOVY A VOLNY, T3 A FT3)
Specialni preanalytické pozadavky: separaci
séra nebo plazmy provest do 6h po odberu

Referencni hodnoty: 1,21-2,29 nmol/l (T3) a
2,2-5,3 pmol/l(FT3)



Dalsi latky, ktere nejsou hormony, ale tykaji se
metabolismu stitne zlazy

TYREOGLOBULIN ( THYROGLOBULIN, THG)
Referencni hodnoty: do 55 ug/l

glykoprotein obsahuijici jod, prekursor tyroxinu a trijodtyroninu,
tvoreny dvema podjednotkami

PROTILATKY PROTI TYREOIDALNI PEROXIDAZE (ANTI-
TPO, TPOAB)

Referencni hodnoty: do 50 kU/I (U/ml)

mohou se zucastnit na poskozeni tyreocytu

PROTILATKY PROTI TYREOGLOBULINU (ANTI-TG, TGAB)
Referencni hodnoty: do 150 kU/I (U/ml)

PROTILATKY PROTI RECEPTORUM TSH (TRAK)
Referenc¢ni hodnoty: negativni <1,0 U/l (Brahms)<1,5 U/l (Roche)
,seda zona“ 1,0-1,5 U/l 1,5-1,75 U/l
pozitivni >1,5 Ul >1,75 Ul



POHLAVNI HORMONY

Androgeny (testosteron)
Estrogeny (estradiol, estron, estriol)
Gestageny (progesteron)

Sekrece pohlavnich hormonu fizena hypofyzarnimi
gonadotropiny; luteinisacnim hormonem (LH) a
hormonem stimulujicim folikuly (FSH)

Hlavnim transportnim proteinem pohlavnich hormonu
je sexualni hormony vazajici globulin (SHBG)



POHLAVNI HORMONY

TESTOSTERON
Referencni hodnoty: zeny 0,2-2,9 nmol/l,
muzi 9,9-27,8 nmol/l
v Krvi vazany na bilkoviny, cast je volna

zmeny koncentrace vazebnych bilkovin mohou ovlivnit
koncentraci, v praxi se pouziva index volnych androgenu (FAI),
vypocCitany jako pomeér testosteronu celkového a SHBG

ESTRADIOL (17-B-ESTRADIOL)

Referencni hodnoty: zeny: folikularni faze 40-606 pmol/I,
ovulacni faze 536-1930 pmol/l, lutealni faze 121-718 pmol/l,
posmenopauza <136 pmol/l,

muzi: <121 pmol/l
hlavni zensky steroidni pohlavni hormon

sledovani indukce ovulace a ovarialni hyperstimulace, anomalii
menstruacniho cyklu



POHLAVNI HORMONY
PROGESTERON (PRG)

Referencni hodnoty: zeny: folikularni faze 0,5-4,4 nmol/l,
ovulaéni faze 14,1-89,1 nmol/l, lutealni faze 10,6-81,3 nmol/l,
posmenopauza <2,3 nmol/l

muzi: 0,9-3,9 nmol/l

u zen tvoren Zlutym téliskem ovarii , v mensi mife klrou
nadledvin.

v Sestem tydnu hlavnim mistem tvorby stava placenta.
vétSina progesteronu je v krvi vazana na bilkoviny (albumin, aj.).
prudky narust koncentrace pfi ovulaci

PLACENTARNI HORMONY

Lids;(y choriovy gonadotropin (lidsky choriogonadotropin,
hCG

stanoveni je také soucasti screeningu vrozenych vyvojovych vad
Referencni hodnoty: do 5 U/l

k potvrzeni gravidity a k jejimu sledovani, zvysene hodnoty jsou u
nadoru vajecniku, varlat, a;.

stanoveni celkovy beta-hCG (intaktni hormon+volna podjednotka
beta), intaktni hCG(pouze intaktni hormon), volna beta-
podjednotka



HORMONY PANKREATU
INZULIN
Referencni hodnoty: 6-27 mU/|
stanoveni ma malou diagnostickou hodnotu
rusi exogenni inzulin a protilatky proti inzulinu

GLUKAGON

polypeptid slozeny z 29 aminokyselin, stimuluje
glykogenolyzu a glukoneogenézu, zvysuje glykemii

C-PEPTID
Referenc¢ni hodnoty: 0,78-1,89 ug/I

C-peptid neni hormon, je to jednoduchy peptid vznikly
rozstepenim promzullnu

ukazatel endogenni syntezy inzulinu
neinterferuje exogenni inzulin



HORMONY HYPOFYZY A HYPOTALAMU

TYREOTROPIN (TYREOTROPNi HORMON, TSH)

Specialni preanalytické pozadavky: pokud je to
mozné odbeér rano, nalacno, separaci sera nebo
plazmy provest do 4h PO odbéru

Referen¢ni hodnoty: 0,2-4,5 mU/I

ADRENOKORTIKOTROPIN (KORTIKOTROPIN, ACTH)
Specialni preanalytické pozadavky: transport
v ledové lazni, Referencni hodnoty: do 46 ng/l
(pg/ml)
odhalovani priciny nadmerné produkce kortizolu
(Cushinguv syndrom),nebo nedostatecné sekrece
(Addisonova nemoc)
stimulacni a inhibiCni testy syntezy ACTH
(napr.dexametazonovy test)



HORMONY HYPOFYZY A HYPOTALAMU

FOLIKULOSTIMULACNi HORMON (FOLITROPIN, FSH)

Referenc¢ni hodnoty: zeny: folikularni faze 2,5-10,2
U/I, ovulacéni faze 3,4-33,4 U/l, lutealni faze 1,5-9,1
U/l, postmenopauza 23,0-116,3 U/

muzi: 1,4-18,1 U/l

zavislost na obdobi menstruacniho cyklu s maximem v
ovulaci

LUTEINIZACNi HORMON (LUTROPIN,LH)

Referencni hodnoty: zeny: folikularni faze 1,9-12,5
U/l, ovulacni faze 8,7-76,3 U/l, lutealni faze 0,5-16,9
U/l, postmenopauza 15,9-54,0 U/|

muzi: 1,5-9,3 U/l



HORMONY HYPOFYZY A HYPOTALAMU

PROLAKTIN (PRL)
Specialni preanalytické pozadavky: doporucCuje se
odbér 3h po probuzeni (optimalné mezi 8 a 10h)

Referencni hodnoty: zeny: 59-619 mU/I,
postmenopauza 38-430 mU/l, muzi: 44-375 mU/|

zakladni diagnosticka metoda pro diagnostiku
adenomu hypofyzy (prolaktinom)

zvySeneé hodnoty jsou pfitomny v gravidité a pri laktaci

RUSTOVY HORMON (SOMATOTROPIN, STH, TAKE GH,
GROWTH HORMON)

Referencni hodnoty: 0,16-13,00 mU/I



HORMONY KURY NADLEDVIN

KORTIZOL

Specialni preanalytické pozadavky: kolisani koncentrace
kortizolu beéhem dne - nejCastéji se odbér provadi rano mezi 7-9h
a vecer mezi 16-20h

Referenéni hodnoty: sérum - rano 101-536 nmol/l,
vecCer 79-478 nmol/l
mocC 12-486 nmol/24h

vétSina kortizolu v krvi je vazana na transkortin, dale na SHBG a
albumin

10 % je ve volné forme

DEHYDROEPIANDROSTERON SULFAT (DHEAS)

Specialni preanalytické pozadavky: oddélit elementy do 30 min
po odbéru

Referencni hodnoty: jsou zavislé na pouzité metode, véku,
pohlavi

vznika téemer vyluéné v nadledvinach, u muzl Castecné i ve
varlatech, u zen v ovariich.
zvySené koncentrace u hyperplazie a tumoru nadledvin



HORMONY DRENE NADLEDVIN
adrenalin, noradrenalin (katecholaminy)

pro stanoveni v plazmeé nebo moci se pouziva HPLC
s elektrochemickou detekci po vyextrahovani
z bilkovinné matrice

stanovuji se také O-methyl metabolity nazyvané
metanefriny.

Katecholaminy a metanefriny se stanovuji predevsim
pro diagnostiku nadoru chromafinnich bunek
feochromocytomu

PARATHORMON

Specialni preanalyticke pozadavky: transportovat pri
teplote tajiciho ledu, centrifugovat co nejdrive
v chlazené centrifuze a odd&lit sérum nebo plazmu

Referencni hodnoty: 1,5-7,6 pmol/l

stanoveni slouzi pro laboratorni diagnostiku primarni
hyperparatyredzy



Antigeny

» Latky schopné vyvolat v zivém organismu tvorbu specifickych protilatek
* Imunitni odpovéd mize vyvolat pouze kompletni antigen

* Nekompletni antigen — hapten (nap¥. Iéky, nizkomolekularni peptidy,
hormony, aj.) — vyvola tvorbu protilatek pouze tehdy, je-li navazan na
bilkovinny nosic¢

determinanty

hapten



Protilatky

Bilkoviny vznikajici v organizmu jako jeho
odpovéd na pritomnost antigenu

Vykazuji specifickou vazebnou aktivitu
k antigenu, proti kteremu byly pripraveny

Jsou to imunoglobuliny - v laboratorni
praxi j[sou obsazeny v tzv. antiserech

Specificita a senzitivita imunoanalytickych
metod jsou ovlivhény pouzivanou
protilatkou



Protilatky:

Pouzivaji se protilatky monoklonalni a polyklonalni

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

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

Polyklonalni protilatky — pfipravuji se imunizaci zvirete, jsou vzdy
smesi 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 takeé zplusob
detekce — dostatecCnou citlivost maji napr. luminiscencni metody



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

~ y nr¥



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



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

0:
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1 Antibody 3 Analyte-specific Antigen in the Sample

2 PMP 4 AE-labeled Antigen



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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1 Acridinium Ester 3 Analyte-specific Antigen in the Sample

2 Antibody 4 Other Antigens 1 PMP-Antibody-Antigen-Antibody-AE Complex



LIA sendviCova — pr.stanoveni hCG

« Po separaci, odsati a promyti se opét davkuje reagent a probehne
chemiluminiscencni reakce

bg
e
|
|

,
'

X

b S . v .y 2
T 5

N

1 Magnets
2 PMP-Antibody-Antigen-Antibody-AE Complex
3 Cuvette



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 komplex



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




Technologie ChemiFlex CMIA
(Abbott)

 CMIA (Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay) chemiluminiscencni
Imunoanalyza na paramagnetickych
mikrocasticich

* Znaceni patentovanym akridiniem

* Moznost dvou promyvacich kroku (One
Step, Two Step)




CMIA - princip

« MikrocCastice (microparticles): mikrocCastice
potazené rekombinantnim antigenem ve
fyziologickeém roztoku s TRIS pufrem

« Konjugat :konjugat rekombinantnich antigenu s
akridiniem a monoklonalni protilatkou proti
prislusnemu antigenu s akridiniem



CMIA - princip

1. Davkovani paramagnetickych mikroCastic obalenych
zachytovymi molekulami do reakéni nadobky se vzorkem

2. Inkubace v trepacce, analyt ze vzorku se navaze na
zachytove molekuly na mikrocCasticich — vznik
Imunokomplexu



CMIA - princip

3. Po inkubaci pritahne magnet paramagnetické mikrocCastice
(navazané na specificky analyt) ke sténé reakCni nadobky

Nasleduje proplach reakCni smési a odstraneni nenavazané latky

Pritazeni paramagnetickych mikro¢astic magnetem



CMIA - princip

4. Pridavek konjugatu znaceneho chemiluminiscencnim akridiniem
Konjugat se navaze na imunitni komplex
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Pridani akridiniového konjugatu

5. Inkubace

6. Promyti a odstranéni nenavazaného analytu



CMIA - princip

7. Nadavkuje se Pre-Trigger (peroxid vodiku) a opticky systém CMIA
provede Cteni pozadi

Pre-Trigger plni nasledujici funkce:

— vytvari kyselé prostredi, které zabranuje predCasnému uvolnéni
emise svetla

— pomaha predchazet shlukovani mikroCastic

— slouzi k odstepeni akridiniového barviva z konjugatu navazaneho
na komplex mikroCastice

Akridiniové barvivo je pripraveno pro dalsi krok.

8. Do reakéni smesi se nadavkuje Trigger (hydroxid sodny). Dojde k
oxidacni reakci a vzniku chemiluminiscence

Vznika N-methylakridon a pfi navratu do zakladniho energetického
stavu uvolni energii ve formé emise svétla

9. Obsah analytu je zjiSt'ovan na zakladé méreni chemiluminiscencni
emise



CMIA — stanoveni kortisolu

Jednokrokova imunoanalyza, kompetitivni

Vzorek se smicha s paramagnetickymi mikrocasticemi
potazenymi protilatkami proti kortizolu

Kortizol ze vzorku se navaze na protilatky proti kortizolu
na mikrocasticich

Po inkubaci se do reak¢éni smési prida konjugat kortizolu
s akridiniem

Konjugat soutézi o dostupna vazebna mista na
mikrocCasticich potazenych protilatkami proti kortizolu

Po druhé inkubaci se mikroCastice promyji a do reakcni
smeési se pfidaji roztoky Pre-Trigger a Trigger

MnoZzstvi kortizolu ve vzorku je nepfimo umérné
jednotkam RLU (Relative Light Units), ve kterych se meri
vysledna chemiluminiscencni reakce



Fluorescencni enzymova imunoanalyza —
RAD 120 (Radim)

napr. Stanoveni prolaktinu (sendvic)

« ke vzorku a prida polyklonalni protilatka
navazana na magnetizovatelné Castice

« a monoklonalni protilatka proti prolaktinu
znacena alkalickou fosfatasou

* Inkubace, promyti

* prida se substrat — 4-methylumbelliferyl fosfat
* pri dalsi inkubaci vznik 4- methylumbelliferon
» fluorescence pri 450 nm



Priklad problematickeho stanoveni — Tyreoglobulin
(glykoprotein s rozhoduijici ulohou pfi syntéze T3 a T4)

V pritomnosti protilatek proti Tg — vysledky mohou byt
ovlivneny

Plati pro imunochemické stanoveni od riznych vyrobcu
Doporuceno soucasné stanoveni anti-Tg

Nebo konfirmacni stanoveni Tg s prfidavkem znamé
konc. Tg

Vysledky Tg i Tg po prfidavku Tg zadat do vzorce — je-li
vytéznost mimo pozadované rozmezi, vliv protilatek
okomentovat



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)

» Meéreni 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



Technologie LOCI - Siemens

Technologie zalozena na prenosu kysliku

Prvni homogenni imunoanalyticka metoda
s chemiluminiscencni detekci — novinka

Vysoka citlivost

Pristroj Dimension Vista 1500 Intelligent Lab Systém



Technologie LOCI - Siemens

Princip:
* Dve latexové kulicky
— jedna obsahuje olefinové barvivo a protilatku
specifickou pro
analyzovanou metodu (chemibead)

- druha je potazena streptavidinem a obsahuje
barvivo, které

generuje singletovy kyslik (sensibead)
Do reakce dale vstupuje
- stanovovany analyt
- biotinylovana protilatka specificka pro analyt.

« Vytvori se imunokomplex ze vS§ech popsanych
komponent.

 Po osvétleni komplexu se z sensibead uvolni
singletovy kyslik, pronikne do chemibead a uvolni
chemiluminiscencni zareni
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MULTIPLEXOVE METODY

Princip XxXMAP technologie (microarraye partical):

* 100 druhu mikrokulicek (magnetické)
rozlisenych kombinaci dvou fluorescencnich
barev

* Na kazdem druhu je navazana molekula vazajici
specificky jeden analyt

* Na kuliCku se navaze analyt a druha protilatka.
Kulicky protékaji pristrojem (Luminex 100 IS,
Luminex Corp.) - princip flow cytometrie

« Meri se fluorescence vzniklé po excitaci dvema
lasery — z nich se vyhodnoti — druh a mnozstvi
analytu



MULTIPLEXOVE METODY- vilastnosti

XMAP technologie poskytuje moznost simultanniho
méreni az 100 analytl v jedné jamce mikrotitracni
destiCky

Analyzu je mozné provadét pro predem pripraveneé
panely vysetreni — pr. cytokiny

Potreba velmi malého objemu

Nizsi cena za vysetreni

Diouha inkubace a nutnost prace ve veétsich sériich

Metodika je vhodna pro méreni imunochemickych
metod, mukleovych kyselin, enzymli



BioCipova array technologie:

Imunoanalyza zalozena na simultanni multianalyze

Na jednom bioCipu se analyzuji celé panely
pribuznych testl

Principem stanoveni je ELISA (pristroj Evidence,
Randox)



