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Denzitometrie

Opticka metoda, ktera se zabyva merenim
opticke hustoty

® prima denzitometrie — v prochazejicim
svétle pres pruhledny nosic




Denzitometr

Pristroj, ktery slouzi k vyhodnoceni optické 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



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: pri 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 ploSném usporadani na
agaroze
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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
2. Typ

chronického N/ N N N N M)

zanetu
3. Typ chronicke

hepatopatie v v v v v T
4. Typ

nefrotického N2 N AN ™ ) N

syndromu
5. Typ malnutrice | VW (™M N (™M) N (V) N N
6. Typ . v .

monoklonalni ¢ Kdekoli uzky prouzek monoklonalniho

gamapatie

imunoglobulinu; y-frakce mlze zcela vymizet




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)



Vertikalni fotometrie



Vertikalni fotometrie

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

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



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.



ELISA techniky podle typu reakce
antigen —protilatka

Kompetitivni heterogenni imunoanalyza

Nekompetitivni heterogenni
Imunoanalyza (sendvicova)



ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce
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ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce

3. inkubace: kdy o vazebné
misto na protilatce soutézi

znaéeny antigen a SR -
neznadeny antigen (analyt) N %
ze vzorku =
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nezreagoval, se vymyje
pomoci promyvaciho
roztoku




ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce
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ELISA - Kompetitivni heterogenni reakce

Plati zde neprima umera: Cim vyssi koncentrace
zbarveni (tim meéne navazaného znageného
antigenu).
Kompetitivni ELISA metodu Ize pouzit i ke
stanoveni protilatek:

na povrchu jamky mikrotitracni desticky je
ukotven antigen a v tomto pripade soutezi
neznacene protilatky z analyzovaneho vzorku se
znacenymi protilatkami (z reagencie, o znameé
koncentraci) o vazbu na antigenu

opet zde plati neprima umera



ELISA - Nekompetitivni (sendvicova) heterogenni reakce

prvni protilatka je Q}
navazana v nadbytku na

sténé jamky mikrotitracni
desticky

2. pridani vzorku (antigenu) {2} Et \

3.prvni inkubace: vytvoreni
imunokomplexu (antigen —
1. protilatka)




ELISA - Nekompetitivni (sendvicova) heterogenni

reakce @
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proti druheé antigenni
determinante na stejném
antigenu




ELISA - Nekompetitivni (sendvicova) heterogenni

&

reakce

6. druha inkubace: je
vytvoren ,sendviCovy"
komplex

7. druhé promyti: dojde
kK separaci nadbytecného
nenavazaneho konjugatu

&

&

proncivaci
mwriok




ELISA - Nekompetitivni (sendvicova) heterogenni reakce

8. pridani substratu

9. méfeni: zméfeni intenzity @ Spektrofotometricka
zbarveni vytvoreného detekcri zzﬁxneho
barevného produktu P




ELISA - Nekompetitivni (sendvicova)
heterogenni reakce

nejvice pouzivana ELISA metoda
plati zde prima umera: Cim vyssi
koncentrace analytu, tim vyssi
intenzita zbarveni.



Vyuziti ELISA metod

ELISA metody Ize pouzit pro stanoveni
nizkomolekularnich latek, jako jsou :

proteiny,

karbohydraty,

nukleové kyseliny,

lipidy aj.
Stanoveni se provadi ruznych typech
biologickeho materialu..



Vyuziti ELISA metod

NejCasteji jsou analyzovany vzorky:
séra, plazmy,
moce,
mozkomisniho moku,
tkane nebo lyzaty bunek.

ELISA metody maji Siroké uplatneni ve zdravotnickych
laboratorich hlavné v imunologii a mikrobiologii (méne
v biochemii nebo hematologii), kde se pouzivaji pro
stanoveni napr. infekCnich agens nebo protilatek.



Vyuziti ELISA metod

Vyhody:
jsou citlivé a specificke

maji nizke porizovaci naklady na technickou
Instrumentaci.

Nevyhody:
analyza vzorku pouze v sériich,

casova narocnost (doba jedné inkubace je vice
nez 30 min., obvykle 1-2 hod. )

manualni pipetovani
Vzorky nelze redit béhem analyzovane série.



ELISA - Technicka instrumentace

Provadi se ve specialnich nadobkach
usporadanych do tzv. mikrotitracnich
desticek.

Kazda desticka obsahuje 96 jamek
usporadanych ve 12 radach po 8 jamkach.



ELISA - Technicka instrumentace

Mikrotitracni desticky vyzaduji pri
promyvani:
pouziti specialnich osmikanalovych pipet
automatickych ELISA promyvacek.
Pokud to metoda vyzaduje, Ize béhem
inkubace mikrotitracni destiCku umistit do

trepacky s moznosti nastaveni intenzity
trepani a inkubacni teploty.



ELISA - Technicka instrumentace

Pro mereni vysledneho produktu detekcni
reakce se pouzivaji specialni vertikalni
spektrofotometry - ELISA readry
mikrotitracnich desticek: je usporadan tak,
ze svetelny paprsek prochazi optickym
prostredim ve vertikalnim smeru.



ELISA reader (vertikalni spektrofotometr)

Princip: svetelny paprsek ze zdroje prochazi pres zvoleny
interferencni filtr (podle pozadované vinové delky) do
optickych kabelu,

které zabezpecuiji distribuci do 9 oddélenych kanalu: 8 z
nich vedou pres jamky mikrotitracni destiCcky a dopadaji na
pole fotodiod, které detekuji intenzitu svétla.

Devaty opticky kabel je pouzit na kontrolu intenzity zareni
vychazejiciho ze zdroje (obrazek €.8).

Ve zlomku vtefiny se zmeéri cela rada jamek (8),

mikrotitracni destiCka se posune a muze se mérit fada
nasledujici.



ELISA reader (vertikalni spektrofotometr)
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ELISA reader (vertikalni spektrofotometr)

Soucasti vertikalniho fotometru:
zdroj zareni: nejCastéji pouziva halogenova zarovka
nebo xenonova vybojka.

Interferencni filtry: jsou umistény v posuvném drzaku
filtra,obvykle se pouziva 6 filtra (pro A 400-800 nm).

Opticky systém: se sklada 9 optickych kabeld
(svétlovodiCe), Stérbin a zrcadel pro vedeni svételného
paprsku ze zdroje do optického prostredi (jamka
mikrotitraCni destiCky).

Detektor: pouzivaji se fotodiody.
Rychlost méreni je 5s (cela mikrotitracni destiCka - 96
jamek).



Vertikalni fotometrie

Vztah mezi zmerenym signalem (absorpci)
a koncentraci se urcuje kalibraci. Obvykle
se zmeri absorbance 6-ti standardnich
roztokl o znamé vzrustajici koncentraci a
blank ( slepy pokus, obsahuje vse krome
stanovovaneé latky) pri urcité vinove délce.



Vertikalni fotometrie

Pri ELISA metodé se vyzaduje mereni vsech
vzorku v duplikatech.

Pote software pristroje sestroji kalibracni krivku
(namérené hodnoty absorbance standardu na
ose y,hodnoty koncentrace na ose x), ze které
odecte hodnoty koncentraci neznamych vzorku

Pri vertikalni fotometrii zavisi dosazené
vysledky mereni pouze na presnosti pipetovani
kalibratoru, kontrolnich materialt a vzorku.



ELISA automaticka linka

Automaticka linka provadi:

automatické pipetovani vzorku, reagencii, kalibratort a
kontrol pomoci pipetovaciho systému (2, 4, 8 jehel).

Ma zabudovanou cCteCku Caroveho kodu, coz umoznuje
pozitivni identifikaci pacientskych vzorku.

Linka ma obvykle 3-4 mista pro umisténi mikrotitracnich
destiCek.

Dale sestava z inkubatoru (misto pro inkubaci vzorku),
promyvacky a readeru mikrotitraCnich destiCek.

Transport destiCek mezi jednotlivymi castmi provadi
pomoci robotického ramene. S

systém provadi automatické redéni vzorku a_je opatfen
softwarem pro automatické vyhodnoceni méreni.



ELISA automaticka linka

Velkou vyhodou automaticke linky je
pouziti Carovych kodu, a tim zabranéni
zameny mezi vzorky. Dale je to presnost
pipetovani vzorku a reagencii, vysoka
kapacita pristroje.

Nevyhodou je vyssi spotreba pouzivanych
reagencili.



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
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Reflexni fotometr pro chemické vysetreni moce
pomoci diagnostickych prouzku

li



Dekuji za pozornost



