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1. Analyticka a perianalyticka automatizace a robotizace

Analyticka a perianalytickd automatizace laboratornich provozi ovliviiuje cely proces
zabyvajici se zpracovanim klinickych vzorktu (laboratorni a caste¢n¢ i mimolaboratorni).
V soucasnosti je vyuzivan vysoky stupenl automatizace a robotizace. Mnohé operace, které se
diive provadély rucné, jsou provadény bez lidského zasahu.

Mimolaboratorni proces zahrnuje piipravu pacienta, odbér biologického materidlu,
transport vzorku a pozadavkti do laboratofe a cestu vysledku z laboratofe k
ordinujicimu lékafi. Patfi sem také oznaCeni vzorkl, piipadné¢ elektronické zadani
pozadavkl. Nejvyssi stupenn automatizace byl dosazen v oblasti transportu vzorki, kdy se
s vyhodou vyuziva potrubni posta, ale v posledni dob¢ také elektrickd vozitka na kolejich, ¢i
roboti.

Laboratorni proces tvofi Cast

* preanalyticka - pfiprava vzorku k analyze: pfijem a identifikace biologického vzorku,
kontrola pozadavka a spravnosti odbéru, jejich zadani ¢i prevedeni do laboratorniho
informac¢niho systému, oznafeni vzorkd c¢arovym kdédem, centrifugace, odzatkovani,
rozpipetovani materidlu na dily pro jednotlivé analyzatory a oznaceni téchto alikvoti
Stitky s Carovym koédem, roztiidéni primarnich a sekundarnich vzorkd, u on-line
ptipojeni pfimy vstup do dopravnikového systému analytické casti

+ analytickda - stanoveni jednotlivych parametri obvykle na automatickych
analyzatorech a analytickd kontrola spravnosti vysledku

* postanalytickd — archivace primarnich piipadné alikvotnich vzorki, elektronicky
pienos vysledki do laboratorniho informacniho systému, validace a interpretace
vysledkt a jejich odeslani oSetiujicimu 1ékati

1.1. Automatické biochemické analyzatory

Analyzy na automatickych analyzatorech tvofi kliCovou c¢ast analytického laboratorniho
procesu. Do klinické laboratorni praxe tyto analyzatory vstoupily v 60. - 70. letech minulého
stoleti jako pokraovani procesu mechanizace laboratornich ¢innosti. Prvni analyzator -
Technicon - byl vyroben v roce 1957.

Automatické analyzatory jsou schopny bez zasahu obsluhy provadét jednotlivé kroky analyzy
podle pfedem naprogramovaného algoritmu. Jedna se o transport analytického vzorku,
pipetovani, davkovani reagencii, promichani, inkubaci, méfeni zmén signalu, vypocet
koncentrace za pouziti kalibracnich standardii, zobrazeni a tisk vysledku analyzy a jeho
pfeneseni v elektronické podobé¢ do laboratorniho informacniho systému.

Prvni automatické analyzatory se vyuzivaly v klinické biochemii, kde se stale uplatiiuji
nejvice ze vSech laboratornich oborti. V této kapitole se budeme zabyvat automatickymi
biochemickymi analyzatory, které jsou v literatufe Casto popisovany jako analyzatory na
klinickou chemii. Jsou na nich zpracovavany vzorky séra, plazmy, moce a mozkomi$niho
moku.

Automatické biochemické analyzatory pracuji na principu spektrofotometrie a
turbidimetrie (vétSinou imunoturbidimetrie). Jejich standardni soucasti je modul s iontové
selektivnimi elektrodami (ISE) ke stanoveni Na®, K a CI". Fotometrickych i iontové
selektivnich stanoveni se v laboratofich bézné provadi nékolik tisic denné. Piikladem



spektrofotometrického testu je stanoveni glukézy, cholesterolu a enzyma (primérnd cena
vysetieni 2-5 K¢/ test); pfikladem imunoturbidimetrickych testi je stanoveni transferinu,
imunoglobind a specifickych bilkovin (cena 15-25 K¢/test).

Nekteti vyrobei jako soucast automatickych biochemickych analyzatorti zatfazuji modul s
biosenzory, které umoziiuji analyzu z plné krve. To vede k vyraznému zkraceni bézné doby
stanoveni z 10 minut na 1 minutu. Dalsi redukce ¢asu pii pouziti této techniky je dosazena
tim, ze vzorek neni pfed mefenim tfeba centrifugovat.

O imunochemickéch analyzatorech, které vyuzivaji chemiluminiscencni a fluorescencni
techniky, je pojednéno ve specidlnich kapitolach.

Soucasné automatické biochemické analyzatory patfi do generace selektivnich ,,random
access* analyzatori, které umoznuji u jednoho vzorku volny vybér z desitek metod. Vykon
jednotlivych typti analyzatorG se pohybuje od 100 do nékolika tisic analyz za hodinu. Pro
rychlost je dulezity tzv. takt amalyzatoru, tj. cas v sekundach, po kterém se pravidelné
pozastavuje reakcni kyvetor a umoziuje tak pipetovat dalsi vzorek. Pii taktu 4 s je to 15 testid
za minutu a 900 testl za hodinu. Pravidelnou funkci analyzatori je moznost prednostniho
provedeni analyz v tzv. statimovém (akutnim) vzorku. Casova odezva na tyto vzorky, kdy na
vysledku zavisi 1écba pacienta, se pocitd v minutich. Popsané ukony jsou jednotlivymi
vyrobci feSeny standardné nebo unikatné za pouziti patentovanych postupti. S védomim
urc¢itého zjednoduseni se v dalSim textu omezime na popis piikladu bézného feseni.

1.1.1. Princip analyzatoru

Jako zdroj svételného zaieni se vétSinou pouziva halogenova wolframova zarovka nebo
xenonova vybojka, svételny paprsek spojitého spektra je po prichodu absorpénim prostfedim
(kyvetou) rozlozen monochromatorem (difrakéni reflexni optickou miizkou) na paprsky s
definovanou vlnovou délkou (monochromatické zafeni), které dopadaji na detektor
diodového pole (diode array). Zmény absorbance reakéni smési v kyveté jsou monitorovany
(zaznamenavany) pti kazdém prichodu kyvety paprskem optického systému — viz obr.1

K transportu svételnych signdli z mista, kde je méfena reakéni smés, do detekeni jednotky se
vyuzivaji optické vlakna.
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Obr.1 Opticka drdaha fotometru modulu ¢501 systému Cobas 6000, Roche

Vysvétlivky:
A Lampa fotometru F Stérbina (vstupni) K Stérbina



B Vodni plast G Reak¢ni lazen L Fotometr

C Filtr k eliminaci infracervené slozky H Reakeni kyveta s obsahem M Mrizka
D Maska I Stérbina (vystupni) N Detektor
E Cocky kondenzoru J Zobrazovaci ¢ocka

Pti vstupu svételného paprsku do fotometru se paprsek odrazi od reflexni difrakéni miizky,
ktera jej rozklada na jednotlivé vinové délky, které pak dopadaji na pfisluSna mista pevného
pole 12 fotodiod. Kazd4 fotodioda je trvale nastavena na detekci svétla uréité vinové délky. K
odeCtu absorbance dochazi v okamziku, kdy otacejici se reakéni kyveta prochazi pied
fotometrem. Pfi prichodu reakéni kyvety svételnym paprskem spektrofotometru je zméieno
pro kazdé¢ stanoveni najednou vSech 12 vinovych délek.

Vétsina fotometrickych testi vyuziva pii vypoctu vysledkt hodnot dvou vinovych délek tzv.
bichromatickou analyzu. Jedna vlnova délka v blizkosti vrcholu absorbance chromogenu,
vytvateného pfti reakci, a druhou vlnova délka v oblasti, ve které dany chromogen vykazuje
malou nebo zadnou absorbanci. Pouzitim rozdilu mezi odecty dvou vlnovych délek
(bichromaticky systém) mulze byt eliminovan vliv interferenci a Sumu fotometru, ¢imz se
zlepSuje citlivost fotometru.

1.1.2. Soucasti automatického analyzatoru — hardware a software

Transportni systém dopravuje analytické vzorky ze vstupu analyzdtoru do pracovniho
prostoru pipetoru a po napipetovani na vystup z analyzatoru. Nejcastéji je zajiStén posunem
stojankl se vzorky linearnim nebo otacivym pohybem. Na vstupu analyzitoru je umisténa
laserova &tecka Garovych kodt. Carovy kéd jednoznaéné identifikuje vzorek pro spojeni s
udaji pacienta v laboratornim informacnim systému a soucasné informuje analyzator o typu
analyzovaného materialu (sérum, plazma, moc, likvor aj.).

Vzorkovy pipetor zajiStuje pipetovani vzorku do reakéni kyvety. Pipetovaci jehla je
vyrobena z inertniho materialu a je opatfena hladinovym senzorem (vodivostni, kapacitni,
radiofrekvencni systém), ktery pfi kontaktu jehly s povrchem vzorku zastavi vertikalni pohyb
pipetoru a nasati vzorku se tak uskutecni té€sn€ pod hladinou. Pipetovaci objemy se pohybuji v
rozsahu 1-20 pl. Aby se zabranilo kontaminaci pfenosem (cary over), je pipetovaci jehla pfi
piechodu na dalsi vzorek zevné 1 vnitiné omyta v myci stanici. Tam, kde se méti velmi nizké
koncentrace, méfeny analyt se vyskytuje v Sirokém koncentratnim rozmezi a existuje
potencidlni nebezpe¢i kontaminace s faleSné pozitivnim vysledkem, pracuji analyzétory s
pipetovacimi Spickami na jedno pouziti. Nékteré analyzatory jsou vybaveny zdvojenymi
(dudlnimi) pipetory ke zvySeni celkového vykonu.

Piesné odméfovani objemu vzorku pipetorem a jeho davkovani zajiStuji pistové davkovace,
které jsou s koncovymi pipetory spojeny hadic¢kami. Nasavani vzorku je tak fizeno pohybem
teflonovych pista.

V soucasné generaci analyzatorl jiz ke standardni funkci pipetoru patii detekce sraZeniny a
peny na principu sledovani hodnoty podtlaku nutného k nasati vzorku.

Davkovacde reagencii pracuji na stejném principu véetné odméfovani objemu, hladinovych
senzorti a myci stanice k zabranéni vzajemné kontaminace reagencii. Davkované objemy jsou
programovatelné v rozsahu odpovidajicim objemu reakéni kyvety, napt. 20-300 pl.

Reakéni kyvety se lisi podle pouZzitého materialu, tvaru, objemu a zpiisobu pouziti bud’ jako

jednorazové, které se po pouziti odstrani do odpadu, nebo opakované pouzivané po
automatickém vymyti a vysuSeni. Zakladnim poZadavkem je propustnost materialu kyvet pro
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UV zafeni, coz spliiuji plastové materialy a kiemenné sklo. Postupna miniaturizace vedla ke
kyvetam o objemu 100 pul a mensim.

V analyzatorech pro klinickou chemii je v reakénim kruhu umisténo nékolik stovek kyvet.
Kyvety se otaCeji a absorbance se méti vzdy v kyvet€, kterou prochazi svételné zazeni ze
zdroje.

Soucasti optické drahy fotometru: Zdroj svételného zafeni, monochromator, absorpcni
prostiedi a detektor.

Inkubacni lazen je prostfedi, ve kterém jsou umistény reakéni kyvety. Inkubacni teplota,
dilezitad predev§im pro stanoveni katalytické koncentrace enzymi, je udrzovana na 37 °C s
piesnosti £ 0,1°C. Homogenni teplotni prostfedi zajistuje v inkubacni lazni cirkulujici voda,
olej nebo vzduch.

Michani zajiStuje promichani reakéni smési v kyveté s vyuzitim ultrazvuku, vibraci,
probublanim vzduchem nebo u rotaénim pohybem lopatky michadla ponotfeného kratce do
reakéni kyvety (piezoelektrické michani).

Myeci stanice odsava po skonceni méfeni reakéni smés z jednotlivych kyvet. Potom kyvety
opakované proplachne vodou, alkalickym detergentem ¢i po urcitych metodach ziedénou
kyselinou a vysuSenim je pfipravi k dalSimu pouziti.

Reagencie. Automatické biochemické analyzatory standardné umoznuji pouziti dvou
reagencii na jednu metodu, mozné jsou i 3-4 reagencie. V soucasné dob¢ je nékteti vyrobci
dodavaji ve form¢ kazet, které obsahuji vSechny potifebné reagencie v tekuté podobé
pfipravené piimo k méfeni (ready to use). V analyzatoru jsou ulozeny v chlazenych
prostorach pro zvyseni jejich stability a snizeni odparu. Kazety s reagenciemi jsou oznaceny
carovym koédem, ktery analyzator registruje a nezdlezi tak na poloze jejich ulozeni v
reagencnim prostoru. Pied davkovanim reagencie do kyvety se pfislusnd nadobka ota¢enim
kruhu s reagenciemi automaticky nastavi do pipetovaci polohy piislusného davkovace.

Definice parametri metod. Kazda stanovovana metoda ma definované parametry - zpusob
méfeni (end point, kineticky), vilnové délky, objem pipetovaného vzorku a davkovanych
reagencii, optimalni body reakéniho pribéhu pouZivané pro vypocet koncentrace, méfeni
vzestupu nebo poklesu absorbance, mezni hodnoty pro opakovani analyzy s vétSim nebo
mens§im objemem vzorku pii pfili§ vysoké nebo naopak pfili§ nizké koncentraci.

Zobrazeni a prenos vysledkii. Vysledky analyz jsou pribézné znazoriiovany na obrazovce
analyzatoru, softwarové ukladany, pienaSeny do laboratorniho informacniho systému, dale v
elektronické formé do nemocni¢niho informacéniho systému do dokumentace pacienta.

Prubéh reakce. Zmény absorbance reakéni smési v kyveté jsou prubézné monitorovany a
graficky zaznamenany. Graficky zaznam se provadi po celou dobu reakce (inkubace trva
vétSinou deset minut a béhem ni je zméfena absorbance az 70x) a je dulezity zvlasté u
stanoveni katalytické koncentrace enzymi, kdy umoZziuje odhalit vyCerpani substratu pii
vysoké aktivité enzymu a nelinearitu reakce — viz. obr.3.

Chybova hlaseni, autodiagnostika. VSechny <cinnosti a funkce analyzatoru jsou

naprogramované v softwaru fidictho pocitace. Pohyb pohyblivych soucasti analyzatoru
zajistuji vetSinou piesné krokové motory. Spravna funkce pohyblivych soucasti je trvale
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monitorovana pomoci specidlnich ¢idel, které kontroluji koncovou polohu i ¢as potiebny k
jejimu dosazeni. Pti nedodrzeni nastavenych poloh a casovych limith se analyzator zastavi s
ptislusnym chybovym hlaSenim. Voda je v analyzatoru pohanéna pomoci ¢erpadel a odsavana
vakuem, které je fizeno magnetickymi ventily.

Soucasné elektronicky fizené automatické biochemické analyzatory maji Casto znacné
sofistikovany software. Bézné je statistické vyhodnocovéni kontrolnich analyz v Ciselné i
piehledné grafické podobé a nastroje vnitini kontroly kvality umoziujici vybér a kombinaci
Westgardovych pravidel. Jinou softwarovou aplikaci je napt. tzv. reflex mode, ktery
umoziuje automatické provedeni doplitkovych analyz az na zakladé ziskanych vysledka.

Software k vyhodnoceni interni kontroly kvality: Spravnost provadénych analyz je
kontrolovana v pravidelnych intervalech pomoci kontrolnich vzorki s deklarovanou hodnotou
stanovovanych analyti. Pouzivaji se kontroly na dvou hladinach; jedna hladina je v oblasti
referen¢nich hodnot, druhé v patologické oblasti. Za vyhovujici jsou povazovany vysledky
kontrolnich analyz v rozmezi + 2 SD. Vysledky kontrol se kromé ¢iselné hodnoty zobrazuji
také ve formé Levey-Jenningsova grafu — viz. obr. 4. VétSina analyzatorti ma ve svych
fidicich programech zabudovana také Westgardova pravidla ke snadnéj§imu posouzeni, zda
na zéklad¢ interni kontroly kvality mohou byt vysledky uvolnény nebo musi byt série
odmitnuta.

Funkce méreni sérovych indexii: Sérové indexy urcuji stupeil potencidlni interference
zpusobené bilirubinem, hemoglobinem nebo lipémii. Test je zaloZzen na méfeni nafedénych
vzorkll pfi raznych vlnovych délkach a v soucasné dobe, zejména pro kompletné

automatizované laboratofe je nezbytnosti.

Ukézka zakladnich ¢asti analyzatoru je na obr.2.
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Obr.2 Horni plocha analyzatoru Hitachi 917, firma Roche

Vysvétlivky:

transportni systém dopravujici vzorky ve stojancich k sérovému pipetoru

rotor v chlazeném prostoru pro kalibratory, kontroly a statimové vzorky

rotor s reakénimi kyvetami uloZeny ve vodni 1azni temperované na 37 °C
reagencie (R1, R2) v nddobkéch znacenych ¢arovym kodem; chlazeny prostor je za

vvvvvv

PoNbE

kazet¢)

sérovy pipetor

reagencni pipetor — davkovac
rota¢ni michadlo

myci stanice reak¢nich kyvet

o~
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Obr.3 Grafické znazornéni pribéhu reakce véetné bodii pouzitych pro
vypocet koncentrace (vertikalni vyznaceni)

Individual QC Chart

Test Module
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lot  Control S. Type Lot No. Data Unit
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Obr.4 Levey-Jennings graf

Slouzi k pirehlednému sledovani vysledki kontrolnich analyz.
Zobrazuje graficky hodnoty kontrol  na dvou hladinidch s
deklarovanou (spravnou) hodnotou ve stfedu.

1.1.3. Piinos zavedeni automatickych analyzatori

zvladnouti enormniho nértstu pozadavk klinik

zkréaceni ¢asové odezvy (TAT) - statim desitky minut, vysoce specidlni metody hodiny

zajisténi vyhovujici pfesnosti a spravnosti analyz
snizeni spotfeby reagencii - zavedeni mikrometod sniZuje néklady a je Setrnéjsi k
zivotnimu prostiedi
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e snizeni potieby biologického materidlu
e zvySeni hygienického standardu
e clektronické zpracovani ziskanych dat

1.1.4. Integrované a modularni systémy

Charakteristickym znakem vyvoje automatizovanych analytickych pfistroji v poslednich
letech byla konstrukce integrovanych systému spojujicich analyzatory pracujici na rizném
principu. Jedna se o pracovni stanice ¢i modularni systémy spojujici klinickou chemii a
imunochemii. Z jedné zkumavky tak mize byt provedeno v jednom piistroji velké mnozstvi
riznych typl testl a vysledky jsou soustfedény v jednom fidicim pocitaci. V ptipadé
modularnich systémti mohou byt pfi nartstu pozadavkl jednotlivé moduly pfidavany bez
narokil na vymeénu celého systému.

Jeden systém tak vyuziva i nékolik ruznych analytickych principa — fotometrii,
turbidimetrii, luminescenci, ISE (v ojedinélém piipadé¢ i nefelometrii).

Prvnim pfistrojem tohoto typu byl Dimension RxL vyrobeny firmou Dade Behring v roce
1997. Sirsi uplatnéni pro spojeni modultl na klinickou chemii a modulii na imunochemii vSak
nasly tyto systémy az od roku 2004 — Modular Analytics, Roche.

Pod pojmem integrované systémy rozumime i spojeni analytické a preanalytické techniky.
Tato problematika je diskutovana v dalsi ¢asti této kapitoly.

1.1.5. Praktické aplikace

Vyznamni vyrobci automatickych analyzatori nabizeji pfistroje s nizkym, stfednim a
vysokym vykonem, coZ umoznuje zdkaznikovi vybér dle kapacity laboratote.

a) Priklady biochemickych analyzatorii pro stfedni a velké laboratore

Analyzatory fady Beckman Coulter UniCel DxC, Danaher - kromé fotometrie a ISE jsou
vybaveny biosenzory k analyze glukoézy, kreatininu, vapniku, celkové bilkoviny a CO,

ADVIA 2400, Siemens - 2400 testi/hod., prediedéni vzorka 1:5

Olympus AU5400, Daneher - novy vysokokapacitni biochemicky systém:
e vykon az 4 800 fotometrickych testti/hod., jednotka ISE az 1 800 testti/hod.
e pracuje jako konsolidovana pracovni stanice s kapacitou stanoveni az 99 riznych
analyt
e Siroké spektrum testl vCetné 1€ki, drog a hormonti
e kiemenné kyvety
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)anaher
Charakteristiky: data manager Remisol 2000
nevyzaduje denni udrzbu, neméni se lampy
detekce a odstranéni srazeniny
65 metod na palubé s vykonem 990 testti za hodinu

b) Priklady biochemickych analyzatori pro malé laboratoie

Alcyon, Abbott - stolni analyzator, 300 fotometrickych a 450 ISE testd/ hod.
BS-300, MINDRAY - dodava firma Medusa; 300 fotometrickych testi/hod.,180 ISE
testti/hod.; 50 pozic na reagencie; na ISE modulu Ize stanovit i Li+

¢) Priklady integrovanych a modularnich analytickych systému

Cobas 8000, Roche

kombinace chemickych a imunochemickych testl
flexibilni pohyb vzorkli mezi moduly

software detailn¢ plni akredita¢ni pozadavky
kazetové reagencie

az 70 kazet na palub¢ fotometrického modulu

Systém Architect, Abbott
Umoziuje integraci modulu pro klinickou chemii Architect ¢ 16000 s imunoanalytickym
modulem Architect i2000 SR.
Architect ¢ 16000 - systém s vykonem az 1800 klinickych testi/hod.
otevieny pro reagencie jinych firem
unikatni technologie myti vzorkové jehly — deklarovéan pfenos vzorku do 0,1 ppm
roz$ifend linearita FlexRate pro fotometrii - vinové délky (od 340 do 804 nm)
kyvety z kiemenného skla
integrovany ISE Chip modul pro Na*, K*, CI
smart Wash - technologie pro 8krokové myti kyvet a davkovacich jehel
65 reagencii na palub¢

Dimension Vista 1500 - Inteligentni Lab Systém, Siemens
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Integrovany systém, ktery kombinuje princip spektrofotometrie, turbidimetrie,
nefelometrie, integrované multisenzorové technologie a LOCI (moderni homogenni
chemiluminiscence). Poskytuje moznost provadét prakticky vSechny testy v jednom
sytému. Vykon je1500 testti/hod., pii spojeni dvou systému 3000 testi/hod.

Obr.6 Cobas 8000, Roche

Obr.7 Cobas 8000, Roche

Detail modulu ¢ 701 na klinickou chemii:
zdvojené vzorkové a reagencni pipetory
zajistuji vysoky vykon 2000 testii/hod

c¢) Priklad analyzatoru pracujiciho se suchou chemii

Analyzatory fady Vitros, Ortho
Pracuji bez kapalnych reagencii. Reakéni zénu tvofii tzv. ,,slide”, na kterém je
zabudovana sucha reagen¢ni multivrstva na podlozce z polystyrenu.

1.1.6. Znaky modernich analyzatori

detekce sraZeniny

vymeéna reagencii bez zastaveni pfistroje

integrovana chemie a imunochemie

efektivni distribuce vzorkl — rychle ziskané vysledky, kratky TAT
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e maly objem kyvety, maly mrtvy objem - u pacientti v kritickém stavu nebo u
novorozenct je biologickym materidlem tieba Setiit

kazetové reagencie bez ptipravy

minimalni doba udrzby

Siroké nabidka vySetieni

instalace metod s vyuzitim webu

moznost nainstalovat metodu jiného vyrobce

meéieni sérovych indexi

1.1.7. Moderni laboratorni provozy

Automatizace a pozd¢ji integrace analyzatorli umoznila vznik centralizovanych laboratofi a
vytvoftila vhodné podminky pro konsolidaci pracovist.

Zajistila  zvySenou efektivitu prace, redukovala variabilitu vysledk, zvysila
reprodukovatelnost a omezila pocet chyb.

Konsolidace

Konsolidace laboratofi ve zdravotnictvi pfedstavuje proces spojovani laboratoii pracujicich
v riznych oborech do jednoho celku. Takto lze ¢asto spojit oddéleni biochemie, hematologie
a mikrobiologie-serologie.

Centralizace

Centralizace zaji$t'uje spojovani pracovist’ stejného oboru a dochézi pii ni k vytvoreni vétsiho
laboratorniho celku s moznosti efektivné provadét Siroké spektrum laboratornich vySetteni.
Systém vyuziva svozu biologickych vzorki z vétsi oblasti.

1.1.8. Klinicky vyznam

Klinicky vyznam parametrii stanovovanych na biochemickych analyzatorech je obrovsky.
Presto, Ze naklady klinickych laboratofi ve zdravotnictvi pfedstavuji pouze 7 %, hraji
laboratofe zasadni roli (az v 70%) pfi rozhodovani kliniki. Biochemické analyzatory pfitom
maji klicovou tlohu.

Uvadime nékolik ptikladii patologickych vysledkl ve vazbé na diagnozu:

zvySeny bilirubin a enzymy ALT, AST pfi jaternich chorobach

sniZend bilkovina u popélenin, zvysena bilkovina u mnohocetného myelomu
zvysené enzymy amyldza a lipaza u pankreatitidy

zvySena urea a kreatinin pfi zhorSené funkci ledvin

zvySeny C-reaktivni protein pii bakterilnich zanétech

snizené zelezo, feritin a zvySeny transferin u anémie z nedostatku Zeleza
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1.2. Perianalyticka automatizace a robotizace

Preanalytické zpracovani biologickych vzorkli v laboratofi je nezbytnou a dilezitou casti
laboratorni prace. Predstavuje celou fadu manualnich, Casto stereotypnich ¢innosti, k jejichz
provedeni neni tfeba specidlnich znalosti a dovednosti, ale jsou narocné na pozornost,
vyzaduji zachovani standardniho postupu a je pii nich dulezité zabranit moznosti vzniku chyb.
mohou Vv kone¢ném dusledku ohrozit pacienta. Jednotlivé pracovni kroky se ve velkych
klinickych laboratotich opakuji ve stondsobcich.

Uvedena charakteristika preanalytické laboratorni faze ukazuje, Ze cely preanalyticky
laboratorni proces je piedurCen k automatizaci a robotizaci. Zafizeni, ktera preanalytickou
automatizaci zajistuji, jsou soucasn¢ vyuzivana Kk automatizaci a robotizaci faze
postanalytické. Nahrazuji tak manipulaci s biologickymi vzorky piedchazejici analyze a
jejich uloZeni po analyze.

Pojmy preanalyticky a postanalyticky souhrnné zahrnuje termin perianalyticky.

Cilem perianalytické automatizace je odstranéni stereotypni nekvalifikované prace, zabranéni
moznosti vzniku chyb, zrychleni provozu a zvySeni kapacity pfi zachovani precizniho
provedeni vSech potiebnych operaci.

Prvni perianalytické systémy byly realizovany jiz v 80. létech v Japonsku. V klinickych
laboratofich se vsak rozsitily az v poslednich létech. Celkova laboratorni automatizace se
tak stala realnou a relativné dostupnou.

1.2.1. Funkce perianalytickych systémii

a) preanalyticka ¢ast - nacteni jednozna¢né identifikovaného materialu, piedtiidéni vzorkd,
centrifugace, odzatkovani zkumavek, rozpipetovani vzorku na potiebné dily (alikvotace),
oznaCeni alikvoti vygenerovanym Carovym koédem, zatkovani vybranych alikvoth i
primarnich vzorki a  roztfidéni materidlu pro jednotlivé piistroje, které nejsou
s perianalytickym systémem spojené on-line

b) postanalyticka ¢ast — archivace a skladovani vzorkdl vcetné jejich likvidace
V naprogramovanou dobu, vytiidéni a ndvrat vzorki k provedeni doordinovanych vysetfeni

Po pfichodu do laboratoie tak mize byt vzorek vlozen do automatického systému a bez
dal$iho dotyku lidské ruky analyzovan a uloZen. Popsana je dokonce moznost vzorek pfi
odbéru na klinice oznacit ¢arovym kodem a poté vlozit na dopravnikovy pas, ktery vede do
laboratofe a je ptimo spojen s preanalytickou ¢asti automatického systému.

Podminkou pro takové zpracovani vzorki je vyuziti odbérovych zkumavek se separa¢nim
gelem, ktery po centrifugaci oddéli krevni elementy od séra ¢i plazmy a zabrani praniku

latek, které se nachazeji v krevnich elementech ve vys§i koncentraci (napt. K*). Odstrafiuje
tak nutnost sérum nebo plazmu po centrifugaci pfenést do jiné zkumavky.

r wr

1.2.2. ZAkladni ¢asti robotizovanych perianalytickych systémi

e Vstup — misto pro vkladani primérnich zkumavek s biologickym materialem.
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e Dopravnikovy systém, ktery zajiStuje transport zkumavek mezi jednotlivymi

funk¢énimi jednotkami.

Laserova ctecka k identifikaci vzorku nactenim ¢arového kodu.

Robotizovana centrifuga.

Zatizeni, které provede odzatkovani odbérové nadobky.

Zasobnik zkumavek pro aliquoty.

Tisk a nalepeni $titkl s ¢arovym kodem.

Alikvota¢ni modul a pipetorem, ktery je vybaven detekci srazeniny, méfenim vysky

hladiny a nékdy i métenim kvality séra (hemolyza, lipémie, ikterus).

e Robotizované rameno zajistujici roztfidéni primarnich zkumavek a aliquotl do
stojankt pro cilové analyzatory.

e Chlazeny sklad pro ulozeni vzork.

1.2.3. Jednotlivé kroky robotizovaného preanalytického procesu:

Primarni zkumavky s plnou krvi jsou na vstupu vlozeny do transportniho systému.

Laserova c¢tecka identifikuje jejich ¢arovy kod.

Zkumavky jsou vlozeny do centrifugy.

Po skonceni centrifugace jsou zkumavky vraceny zpét do transportniho systému.

Nasleduje optické ovéfeni kvality séra nebo plazmy a posunuti zkumavky do mista, kde
dojde k odzatkovani.

Je-li tteba pozadovana vysetieni provadét na vice pfistrojich, provede pipetor rozpipetovani
vzorku z primarni zkumavky do alikvota¢nich zkumavek a oznaci je totoznym carovym
kodem, jaky ma puvodni zkumavka.

Systém aliquoty roztfidi do stojankt pro cilové analyzatory.

Primarni zkumavky jsou uloZeny pro archivaci.

1.2.4. Typy perianalytické automatizace

Perianalytickou automatizaci lze rozdélit na celkovou a diskrétni:
Automatizace celkova pfedstavuje integrované nebo modularni automatické perianalytické
systémy, které jsou pfimo napojeny na analyzatory. Vyrobci nabizeji ptipojeni k
analyzatorim pro klinickou chemii 1 imunochemii a nékdy také interface pro hematologicke,
koagula¢ni a mocové analyzatory. Jedna se o tzv. ,,on-line* systémy.
Déli se na dva typy:

a) kruhové uspoiadani — na vodici drahu jsou pfipojena perianalyticka zafizeni i

jednotlivé analyzatory — viz obr.8.

b) moduly uspoiadané stavebnicové za sebou — na zafizeni slouzici
Kk preanalytickym a postanalytickym funkcim pfimo navazuji jedna nebo vice vétvi
analytickych konsolidovanych jednotek —viz obr.9.

Automatizace diskrétni tvoifi alternativu pro laboratofe stfedni velikosti. Jednd se o
samostatn¢ stojici pracovni stanice. V jednom pfistroji jsou spojené funkce jako kontrola
integrity vzorku, roztiidéni, centrifugace, alikvotace a oStitkovani alikvoti. Pfipravené
alikvoty a vzorky pak persondl rozndsi k analyze do jednotlivych samostatné stojicich
ptistrojii. Vyhodou je, ze laboratot miize neomezen¢ vyuzivat piistroje od riiznych vyrobcii
—viz obr.10.
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1.2.5. Priklady automatickych perianalytickych systému na trhu

Vétsina svetovych firem, které vyrabi a nabizi automatizované analytické systémy, vyvinula i
automatizované a robotizované preanalytické linky. Hlavni dodavatel¢ preanalytickych
technologii jsou firmy Siemens, Roche, Danaher, Ortho, Thermo Electron Corporation a
Abbott.

Ptikladem systémi s kruhovym uspotadanim je:
ADVIA LabcCell, Siemens
Beckman Coulter Power Processor, Danaher
ACCELERATOR, Abbott

Obr.8 System ADVIA LabCell, spojeny s dvéema automatickymi analyzatory
Advia 1600 a imunochemickym analyzatorem Advia Centaur, firma Siemens

Ptikladem modularniho systému je:
Modular Preanalytics, Roche
TCAutomation, Thermo Electron Corporation (Ortho)

vstup vystup

ACU-1 ACU-2 DSP  AQN




Obr.9 Modular Preanalytics, firma Roche
Predstavuje modularni linku, kterd se pfimo spojuje s analytickym systémem Cobas 6000 nebo Cobas 8000.
Nabizi rdzné varianty v poctu modulil i v prostorovém uspotadani.

Vysvétlivky: ACU-1,2  robotizované centrifugy

DSP decaper (odzatkovani)

AQN aliquoter (rozpipetovani)

BCL bar code laber (oznaceni alikvotl Carovym kdédem)
RSP recaper (zazatkovani alikvotd k ulozeni)

FSS flexible sample sorter (roztfidéni alikvoti)

Ptikladem diskrétni automatizace jsou systémy:
OLA 2000, Danaher
Genesis FE 500, Abbott
RSA Pro, Roche

Obr.10 Samostatné stojici systéem OLA 2000,
firma Danaher

1.2.6. Roboticky chlazeny sklad

Soucasti perianalytické automatizace je roboticky sklad. Jedna se o zafizeni, které se dostalo
na trh jako posledni. Slouzi ke skladovani analyzovanych vzorki, které se v laboratofi
uchovavaji nékolik dnli a po uplynuti skladovaci doby je likviduje (pt. modul p501systému
Modular Preanalytics, Roche — viz obr.11). Automaticky posila vzorky zpét do analyzatoru k
analyze doordinovanych testl (napft. sklad systému Power Processor, Danaher).
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Obr.11 Skladovy modul p501 ze systému Modular Preanalytics, Roche
Funkce: uklada 400 zkumavek/hod.
automaticky zatkuje a odzatkovava
likviduje vzorky po uplynuti expirace
kapacita 13500 zkumavek

1.2.7. Postup p¥i automatizaci perianalytické a analytické faze

Po rozhodnuti, ze laboratot bude automatizovana, probiha ptipravna faze celého procesu. Je
nutno podrobné specifikovat pozadavky, provést podrobnou Casovou a mnozstevni analyzu
laboratornich procesti (workflow analyza), detailn¢€ se sezndmit s perianalytickymi systémy
na trhu a instalaci technicky i finanéné ptipravit.

Cilem je zajisténi vyvazeného systému, kde priichodnost jednotlivych perianalytickych i
analytickych ¢asti odpovida dennim maximim vcetné rezervy pro budouci rozvoj laboratofe.
Pokud to situace vyzaduje, po instalaci se provede zména toku vzorkli a nasledna
optimalizace provozu. Nikdy by se nemél automatizovat Spatny proces.

1.2.8. Vyznam a vyhody perianalytické automatizace

Perianalytické systémy zvySuji produktivitu prace, zlepSuji plynulost zpracovani a rychlost
vydavani vysledka, snizuji pocet chyb, omezuji praci s infekénim materialem a nahrazuji
nezéazivnou stereotypni praci. V soucasnosti jich ve svét€ v klinickych laboratofich pracuje
nékolik tisic a instalace kazdym rokem rychle pfibyvaji.

1.3. LIS a informa¢ni technologie v klinickych laboratorich

Automatizace laboratornich procesti je pevné spojena s informa¢nimi technologiemi. Zpusob
jakym se pohybuji zdravotnickd data — pozadavky kliniki a naméfené vysledky - je pro
laboratorni provoz zcela klicovy. Pro moderni klinickou laboratof je charakteristicka pomérné
komplikovana pocitacova sit’ stadou uzivatelskych stanic spojujici nékolik klicovych
softwarti.

Zakladni cesta toku dat je nasledujici: Pozadavky od klinikl pfichdzeji ve formé elektronické
zadanky znemocni¢niho informaéniho systému (NIS) do laboratofe do laboratorniho
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informacniho systému (LIS). K LIS jsou pfipojeny jednotlivé analyzatory. Po ukonceni
analyzy vzorka se vysledky automaticky prenaseji z analyzator do LIS a po validaci do
nemocni¢niho informacniho systému k l€kati, ktery vysetfeni ptivodné ordinoval. Takovy
pienos dat jiz neni omezen na jedno pracovisté, ale miize spojovat zafizeni v ruznych
lokalitach. Jedna se o oboustrannou komunikaci.

1.3.1. Elektronicka Zadanka, poZadavek zaslany v elektronické podobé

Identifikacni udaje pacienta i pozadavky na vySetieni jsou zaddny do informacniho systému
na klinickych pracovistich. Poté se zde vygeneruji jednoznaéné Carové kody a nadobky
s odebranym biologickym materidlem se jimi oznaci.

Pii pfijmu materidlu v laboratofi se nacte Carovy kod na zkumavce laserovou cteckou.
Identifika¢ni udaje 1 pozadavky na biochemicka vySetfeni se tak automaticky ptfenesou do
LIS.

1.3.2. LIS

Zakladni software laboratofe tvofi laboratorni informacni systém. ZajiStuje komplexni
zpracovani dat v laboratofi od pfijmu pozadavku na vySetfeni, ptes jeho zpracovani ve vSech
fazich laboratorni prace, technickou a lékaiskou validaci vysledkd, jejich vydani objednateli a
vyuctovani provedenych vykont.

V LIS se sdruzuji vysledky z jednotlivych ptistroji v laboratofi a mohou tak byt posuzovany
v SirSich souvislostech. Tyto zdkladni ¢innosti laboratorniho informac¢niho systému mohou byt
pak doplnény Skalou riznych tiskovych sestav, statistik a pfehledi a nadstavbovymi
programy pro dalSi zpracovani uloZenych dat. VesSkeré udaje pfichazejici do systému z
nejruznéjSich zdroji, at’ uz ruéné zadané nebo piijaté elektronickou cestou od jinych
pocitacovych systémi ¢i laboratornich analyzatort, zlstavaji trvale ulozeny v systému a lze s
nimi kdykoliv zpétné pracovat.

V CR nabizi LIS asi patnict firem. K nejvétsim patii firma STAPRO se systémem
OpenLIMS, MP Program s produktem Infolab a firma LIRS se stejnojmennym LIS.

Vyznamné charakteristiky modernich laboratornich informacnich systému
kompletnost ( pro vSechny typy klinickych laboratoft)

vhodnost pro fetézce laboratoti, podpora detasovanych pracovist’
pfizplsobitelnost provoznim podminkdm napf. automatizaci
dokonalé¢ sledovani nakladt

udrzba a upgrade prostiednictvim internetu

podpora akreditace

databazova nezavislost

¢asti nastavitelné uZivatelem

grafickd prezentace vysledk

prohlizeni vysledkt pfes web na zakladé€ nastavenych prav
moznost generovani elektronické zddanky
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Trendy LIS

¢ snaha otevfit informacni systémy do okoli, podpotit komunikaci s 1ékafi

e kuvalitni statistika a mezioborové vyuzivani dat (napft. ziskani souvislosti laboratornich
udajii s praveé aplikovanym lé¢ivem a demografickymi tdaji)

e automatické uctovani pro pojistovny

e schopnost piijimat data z programil zajistujicich napojeni POCT pfistroji (systém
umozni denni kontrolu glukometrii, ABR analyzatorii a koagulometrii, moznost
jednotné archivace vysledkt, vyuctovani testll v pojistovne)

Moderni systémy vyuzivaji web klient (na PC je pouze web rozhrani). Tyto systémy maji
mnohovrstevnou strukturu, jsou mnohem flexibilnéjsi, 1ze u nich postupné ménit jednotlivé
vrstvy a snadnéji s nimi mohou pracovat také jini programatofi nez autor.

1.3.3. Data manager, middleware

V automatizovanych laboratofich pfimé spojeni LIS se softwarem analyzatoru jiz v dne$ni
dobé mnohdy nestac¢i. Mezi analytickym systémem, LIS a softwarem perianalytického
systétmu byva jesté¢ zaclenén middleware (MW) zajistujici vzajemnou oboustrannou
komunikaci, umozniuje kontrolu a fizeni pohybu vzorku po laboratofi vcetné jeho archivace,
kontrolu kvality, pfipadné validaci vysledkt. Dal§im softwarem, ktery mize byt zarazen mezi
jednotlivé laboratorni pfistroje a LIS je data manager (DM), ktery umoziuje fidit vice
pfistroji z jedné stanice a predstavuje tzv. centralni kontrolni modul. V nékterych piipadech
plni funkce, které LIS neumoziuje (napt. definace riznych pravidel a podminek).

Datova cesta od pozadavku lékafe po obdrzeni vysledku lékatem vypada v komunikacni siti
nasledovné:

NIS — LIS — MW — Analyzator - DM — MW — LIS - NIS

1.3.4. Datové standardy

PfenaSeni dat mezi jednotlivymi informa¢nimi systémy umoziuji tzv. datové standardy. Jedna
se o n¢kolikamistné Ciselné kody, z nichZz kazdy odpovida urcitému analytu. Standardy byly
akceptovany naprostou vétSinou odbornych spole€nosti. Ve svétovém meéftitku vSak jednotny
systém neexistuje.

Pro komunikaci mezi informa¢nimi systémy uzivanymi ve zdravotnictvi v CR byla vytvofena
prvni verze takového datového standardu vr. 1997 (ing. Zameénik). Jedna se o Narodni
&iselnik laboratornich polozek (NCLP).

NCLP zajist'uje:
e predavani informaci o pacientech mezi zdravotnickymi informac¢nimi systémy
e objednavani pozadavkl smérem do LIS, sdélovani vysledkt z LIS

1.4. Automatizace vySetieni moce

Mocové analyzatory vyuzivaji podobné prvky automatizace jako diive popsané analyzatory
na klinickou chemii — pipetory, transportni mechanismy, michani pomoci vzduchové bubliny.

1.4.1. Chemicka analyza moce

Automatizace v oblasti chemické analyzy moce probihala od 80. let minulého stoleti.
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V soucasnosti jsou na trhu plné automatizované pfistroje s integrovanou cteckou ¢arového
kodu k identifikaci vzorkd. Na pfistrojich se semikvantitativné stanovuje bilirubin,
urobilinogen, bilkoviny, ketony, hemoglobin, leukocyty, dusitany, pH, glukosa a specificka
hmotnost. Analyza vyuziva diagnostické prouzky (suchéd chemie). Celd procedura je
standardizovana, takze se vyhodnoceni provadi az po uplynuti inkubacni doby. Na pfistrojich
soucasné generace se diagnostické prouzky do moce nenamaceji, ale moc€ je napipetovana na
jednotlivé reakéni zony. Piistroj pracuje na principu reflektancni fotometrie.

Reflektancni fotometrie
Princip stanoveni: Zdrojem svétla jsou svétlo emitujici diody, které emituji zafeni o riznych
piesné definovanych vinovych délkach. Svétlo dopadd v rtiznych thlech na reagen¢ni zony
diagnostického prouzku a je odrazeno na fotodiodu , ktera slouzi jako detektor. Intenzita
odrazeného svétla zavisi na vybarveni reakéni zony (od bilé zony se odrazi prakticky 100%,
¢im tmavsi zona, tim vic svétla je absorbovano).
Praktické aplikace:

a) vysokokapacitni analyzdtory
Urisys 2400, firma Roche (kazety se 400 diagnostickymi prouzky, minimalni objem vzorku
1.5ml)
iChem VELOCITY, firma IRIS (miZe pracovat samostatné, ale vyhodné je vyuzivan ve
spojeni s pristroji fady 1Q200 na automatickou mikroskopii)
UriSed, dodava firma DOT (vyuziva se v pfimém propojeni s piistrojem LabUMat)

b) pristroje pro malé laboratore
Miditron Junior a Urisys 1800, firma Roche
Aution Mini, firma Arkray

1.4.2. Automatizace morfologického vysetieni moce

Automatizace v oblasti morfologického vySetieni moce se na trhu objevila pozdéji, az kolem
roku 1995. Z tohoto obdobi pochazi ptistroj UF 100 firmy Sysmex pracujici na principu
prutokové cytometrie. V soucasné dobé¢ tuto metodiku zastupuje piistroj UF 1000, ktery je
popsan v kapitole Flow cytometrie.

Vroce 2004 vyvinula  firma Iris prvni pfistroj pracujici na principu automatizované
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spole¢nosti mély jen omezené uplatnéni. Jednalo se o pfistroj 1Q 200.

Automatizovana mikroskopie

Princip analyzy: Po nasati vzorku je v mikroskopu pfistroje automaticky vytvofena tenka
vrstvicka moce sendviCovité uzaviena mezi vrstvy suspendované tekutiny. Mikroskop je
spojen s digitalni kamerou, kterd s vyuzitim stroboskopu zachyti 500 obrazkd z jednoho
vzorku. Vysledny zaznam je digitalizovan, jednotlivé obrazy castic jsou izolovany do
ramecki — kazda castice zvlast. Pristroj rozliSuje 12 zakladnich kategorii Castic. Software
umoziuje jejich prohliZeni, ptipadné prefazeni do jiné kategorie nebo podkategorie vytvorené
zékaznikem.

Praktické aplikace:

Analyzatory fady IQ 200 — napt. 1Q 200 SPRINT (100 vzorkii/hod.)
1Q 200 ELITE (70 vzorkt/hod.).
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Charakteristiky ptistrojt:
* stanoveni poctu erytrocytt, leukocytt, epitelii, valcti na 1 ul moce
 identifikace a kvantifikace krystalt, bakterii a hlenu
* moznost prohlizeni Castic na obrazovce a pfefazovani je do jiné kategorie
» archivace nalezl
* moznost provadét mikroskopické vysetieni pouze u pozitivnich vzorkt dle nastavenych
kritérii (vybér se provadi na zaklad¢ vysledki chemické analyzy)

Pristroje fady IQ 200 Ize zakoupit propojené s analyzatorem na chemickou analyzu moce
iChem VELOCITY. Komplet od firmy IRIS se dodava jako iRICELL Workcell. Toto
spojeni umoziuje kompletni automatizaci mocové analyzy — viz obr.12. Je v soucasnosti na
trhu nejrozsifené)si.

petaum N .
Obr.12 iRICELL Workcell, firma IRIS

Automatizace mocového sedimentu

Princip analyzy: Metodika vyuzivd automatickou mikroskopii, ale ptiprava vzorku kopiruje
klasicky zptsob provedeni mocového sedimentu v miniaturnim méfitku (soucast pristroje je
centrifuga a postup vyuziva desetindsobné zakoncentrovani vzorku).

Prakticka aplikace:
Ptistroj LabUMat and UriSed, dodava firma DOT
Charakteristika pfistroje:
* neni potieba Zadnych drahych reagentli, pro provoz sta¢i pouze destilovana voda k
promyvani pipety
» kazdy vzorek je prohliZzen v jednorazové kyveté
* vysledkem jsou jasné, ostré obrazky jednotlivych ¢astic mo¢ového sedimentu
* lze prohliZet obrazek jednotlivé ¢astice nebo celého zorného pole
* vSechny obrazky jsou pak ulozeny v databazi, odtud mohou byt kdykoli vyvolany

1.4.3. Klinicky vyznam mocové analyzy

Zvyseni parametri mocové analyzy zpusobuji ¢etné chorobné stavy. Jedna se zejména o
zénéty ledvin a mocCovych cest, kdy se projevuji patologicky zvysené hodnoty bilkoviny,
erytrocytd, leukocytl, epitelii a valci. U pacientl s diabetem melitus nachidzime zvySenou
glukézu a ketony. Rlizné patologie se mohou objevit také u fyziologickych stavli napft.
Vv t¢hotenstvi nebo po velké fyzické ndmaze.
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2. POCT - testovani v misté oSetieni pacienta

V soucasné dobé se vedle biochemickych analyzatori vyuzivanych v provozu klinickych
biochemickych laboratoti pouzivaji mimo laboratofe také malé pfenosné a stolni analyzatory.
Jedna se o tzv. Point of care testing (POCT), ktery zajist'uje provadéni méteni a testil in vitro
V misté péce o pacienta. Vyuzivaji se diagnostické pfistroje s jednoduchym ovladanim. Slouzi
pro rychld stanoveni pfimo u lizka pacienta (centralni pfijem, jednotky intenzivni péce), v
malych laboratornich provozech, ordinacich praktickych I€kaiii a specialisti nebo pro
sebetestovani chronicky nemocnych pacienti doma — tzv. Near patient testing. Jedna se o
zatizeni do ruky, stolni analyzatory ¢i zafizeni na jedno pouziti. Jsou konstruovéna tak, aby je
mohli Uspésné obsluhovat pracovnici bez specializovaného laboratorniho vzdélani na
klinickych odd¢€lenich nebo sam pacient. Vysledky POCT urychluji rozhodovaci proces o
dalsim postupu 1é¢by a péce o pacienta. Nékteré POCT pfistroje jsou vhodnéjsi pro screening
nez pro stanoveni diagnozy.

Specifickym rysem POCT analyzatort je jejich jednoduchy zpiisob obsluhy, vysoce rozvinuty
systém autodiagnostiky s minimalnim pozadavkem na kalibraci, kontrolu a udrzbu ze strany
laboratorné neskoleného zdravotnického personalu.

Ke vzniku POCT zafizeni vedla miniaturizace v klinické diagnostice, kterd je dlouhodobym
trendem. Vyuziva se rovnéz moznosti vyroby stabilnich reagencii na suché vrstvé vyuzivané u
diagnostickych prouzkl a kazet na jedno pouziti. Vé&tSina POCT zatfizeni pracuje na bazi
senzorové technologie. Obvyklym feSenim je tzv. kazetovy systém (cartridge), kdy vlozena
kazeta obsahuje vSechny potfebné reagencie, kalibracni a kontrolni materidly, pfipadné dalsi
potfebné jednorazové soucasti jako napt. méfici elektrody.

POCT tvofi nedilnou soucast laboratorni diagnostiky a ma pevné misto v usporadani
konsolidované laboratorni mediciny. POCT je dulezitym prvkem v péci o pacienta a
optimalnim zavadénim POCT do praxe je jeho fizeny proces a efektivni vyuZzivani jak
Z hlediska péce o pacienta tak i z hlediska ekonomického. POCT predstavuje vyznamny podil
na diagnostickém trhu a jeho objem roste kazdym rokem.

2.1. Charakteristiky POCT

e Jednoduchid obsluha nevyzadujici obsluhu s laboratornim vzdélanim

e Kovantitativni vysledky s presnosti a spravnosti podobné jako v klinické laboratoti
Zabudované kalibratory a kontroly kvality vedouci k automatické periodické kalibraci
1 automatickému méteni kontrolnich vzorkt

Nizka cena pftistroje, vyssi cena za jedno vySetfeni

Servis vyménou pfistroje

Softwarové uloZeni vysledki

Ctecka &arového kodu

On-line ptenos vysledkd méteni do LIS/NIS

Dalkova sprava a supervize laboratofe

2.2. Vyhody POCT
e rychlé analyza z plné zilni nebo kapilarni krve (maly objem vzorku)
o ziskéni vysledku v dobé, kdy se 1ékar pln€ vénuje pacientovi
e zkraceni analytického casu odezvy (kratkd doba cekani pacienta)

29



e cilend zména péce v pripad¢ casného ziskani vysledku (rychlost mize zachranit
Zivot)

e moznost zlepSeni kvality zivota pacienta

e mald velikost, snadny transport, snadna instalace, snadna obsluha, minimalni
udrzba

e moznost vyuZiti v terénu

Nevyhodou POCT je omezené spektrum provadénych testil a to, ze vétSinou nelze vybrat
jednotlivé testy, ale je tfeba provadét cely panel vySetieni.

2.3. Klasifikace POCT zafizeni a pristroju

POCT technologii se analyzuji analyty, u kterych je vyznamny pozadavek na co nejkratsi
dobu odezvy. V soucasné dob¢ je jiz k dispozici n€kolik desitek POCT testi. Analyza se
provadi z plné veno6zni a kapilarni heparinizované krve nebo moce.

Nejéast&ji méfime parametry acidobazické rovnovéahy, glukézu a ionty (Na*, K™ a CI"), ale
také kardialni markery (troponin T, myoglobin, NT-proBNP) a D-dimer, dale pak enzymy,
Helicobacter pylori nebo albumin v mo¢i.

POCT zatizeni a pfistroje mohou byt
e jednorazové - kvalitativni nebo kvantitativni
e K opakovanému méfeni

2.3.1. Jednorazova POCT zarizeni

Jedna se o diagnostické pouzky (k chemickému vySetfeni moce) pro jeden nebo vice analyti
nebo imunoanalytické kazety.

Imunoanalytické kazety obsahuji biosenzory. Detekce je zaloZzena na méfeni reflektance,
fluorescence ¢i optického signdlu. Princip méfeni je sendviCovy.

Priklad stanoveni: Analyza se provadi z plné krve, takze na matrici ze sklenénych vlaken je
nejdiive tfeba odd€lit plazmu. Jedna protilatka s obsahem biotinu je navazand na povrch
pordézni matrice. Druha je znacend zlatou vrstvickou nebo barvenym latexem. Vytvofeny
komplex se pohybuje po celulozové vrstvé, dokud nedoputuje k zachytné zéné, kde je
ukotven streptavidin, na ktery se komplex navaze. Vysledek reakce je bud’ piimo viditelny
okem nebo je vyhodnocen v readeru reflektan¢ni fotometrii.

Jedna-li se o kvantitativni test, vyuzivd se CCD kamera ( zafizeni s vazanym nabojem —
charge couplet device). Takto pracuje napt. kardialni reader firmy Roche, slouzici ke
stanoveni troponinu T, myoglobinu a D-dimeru.

Nejcasteji se jednordzovy POCT vyuziva k méfeni glukézy. Glukometry maji zabudované
biosenzory  vyuzivajici  glukézoxidazu nebo  hexokinazu s fotometrickou nebo
elektrochemickou detekci. V posledni dobé u nich podafilo omezit vliv interference
zpusobované jinymi redukénimi Cinidly. K tomu se jako medidtor vyuziva ferrocen.

Velky vyznam maji multitestové kazety ke screeningovému stanoveni drog (obr.13), z nichz
nekteré je mozno zakoupit v 1ékarnach.
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Obr.13 Kazety ke stanoveni pritomnosti drog,
dodavd firma Inlab Medical

Na trhu jsou rovnéz k dispozici kazety na screening karcinomu tlustého stfeva.

Ke stanoveni glykovaného hemoglobinu se vyuzivd light — scattering imunostanoveni,
v koagulac¢ni terapii optické senzory.

Jednorazovym zatizenim lze stanovovat také kreatinin, alergeny a fertilitni hormony.

Nektera zatizeni ke stanoveni vétsiho poctu parametri maji v sobé zabudovanou centrifugu.

2.3.2. Stolni POCT pfristroje a POCT pristroje do dlané k opakovanému méieni

Vyuzivaji se na jednotkdch intenzivni pé€e, urgentnim piijmu, operacnich salech. Pracuji na
podobném principu jako jednordzova zatizeni — vyuZivaji senzory nebo diagnostické prouzky.
Nejcastéji meéti glukozu, laktat, ureu, krevni plyny. Senzory byvaji umistény spolecné
s kalibratory a reagenciemi do jedné kazety.

Nejcastéji vyuzivané POCT pristroje k opakovanému méreni — priklady:
e Stanoveni kapilarni glukozy
Nejzastoupenéjsi ze vSech POCT testl je stanoveni kapilarni glukézy. Glukometrd, na
kterych se méteni provadi jsou v nemocnicich desitky. Pfistroj se pohodIné vejde do
dlan¢. Ptikladem je bezdratové zafizeni AccuChek Inform Il od firmy Roche. Vysledky
namétené glukozy jsou elektronicky dokumentovany. POCT na glukézu jsou casto
vyuzivany také v domacim monitorovani.
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Obr.14 Glukometr AccuChek Inform II, firma Roche

e Stanoveni krevnich plynii, derivatit hemoglobinu a elektrolytii

Prikladem je Gem Premiér 3000 od firmy Instrumentation Laboratory.

Nevyuzivangjsi princip pti stanoveni krevnich plynti a elektrolyti je potenciometrie,
amperometrie nebo konduktometrie s vyuzitim senzord.

Analyza derivati hemoglobinu je v soucasnosti zalozena na spektrofotometrii s
meétfenim multivinové délky (60 a vice vinovych délek).

e Koagulace

Provadi se méfeni ACT (aktivacni srazeci Cas). Vysetfeni monitoruje heparinovou terapii.
Je velmi dilezZité mit pod kontrolou homeostazu po operacnich vykonech. Pfedavkovani
heparinem muze vést ke krvaceni, nedostatecnd davka pak ke tvorb& srazeniny
zpusobujici embolii.

e Stanoveni kardialnich (srdecnich) markeru
POCT stanoveni zaloZzend na imunochemickych metodach Casto vyuZivaji reagencie na
tenké vrstvé a time-resolved fluorescenci k detekci.

Jednim z nejnovéjSich pfistroji ke stanoveni srdecnich markeri je v soucasné dobé analyzator
firmy Radiometer AQT 90 Flex (obr. 15). Jedna se o stolni analyzator, ke kterému jsou kromé
testovacich souprav pro kardidlni markery v¢. NT-proBNP k dispozici téZ soupravy pro
stanoveni fhCG, CRP a D-dimeru.

Principem stanoveni na analyzatoru AQT 90 Flex je jednokrokova heterogenni sendvicova
imunoanalyza.

Stanoveni na AQT 90 Flex: Biotinylované monoklondlni protilatky imobilizované na
streptavidinovém vnitinim povrchu testovaciho kaliSku tvoii se stanovovanym analytem a
protilaitkami  znaCenymi europiem sendvicovy komplex. Vyslednd koncentrace je
kvantifikovana porovnanim intenzity signdlu vzorku ziskaného principem casové rozlozené
fluorometrie (time-resolved fluorescence - FTR) a kalibra¢ni kiivky ulozené v softwaru
analyzatoru. Doba stanoveni jednoho testu je piiblizn¢ 20 minut, u vice poZadovanych testi v
jednom vzorku se celkova doba stanoveni prodluzuje o 2 minuty za kazdy test. U libovolného
vzorku lze provést maximalné 5 testu.
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Obr.15 Analyzator AQT 90 Flex, firma Radiometer

e V praxi je vyuzivan také stolni POCT analyzator k méfeni krevniho obrazu

e Na trhu lze zakoupit také ptenosné POCT pfistroje uréené pro veterinarni medicinu.
Ptikladem je pfistroj VetScan i-Stat dodavany firmou Inlab Medical na kterém lze
stanovit dle volby 1-8 parametrt. Stanoveni trva pouze 2 minuty.

2.3.3. Invivo POCT

POCT in vivo je prozatim nepfili§ rozsifeny. Lze takto stanovit krevni plyny nebo glukézu.
Zatizeni je umisténo v krevnim feciSti a pracuje na principu optické technologie nebo
elektrochemickych senzort.

Popsana je také mimotélni - ex vivo aplikace. Zatizenim protékéd uzaviena smycka krevniho
feciSté. SlouZzi ke stanoveni glukdzy nebo bilirubinu.

2.4. Déalkova sprava — centralni software

POCT analyzatory v sou€asnosti podléhaji tzv. supervizni ¢innosti laboratornich pracovnikd.
Ta je usnadnéna jejich on-line zapojenim do nemocnicnich siti, coZz umoznuje dalkovou
spravu, monitorovani jejich funkce, vyhodnocovéani automaticky provadénych kontrolnich
analyz a pfenos naméfenych dat do laboratornich a nemocni¢nich informacnich systémd.

Systémy umoziuji laboratoii prohlizet vysledky testli, kontroly kvality, pfistroje a operatory
Zjedné pracovni stanice. Po supervizi ze strany laboratofe se pak data dostdvaji do
nemocni¢niho informacniho systému (NIS), tedy zpét na oddé€leni, kde byla namétena.
Transfer dat umoziuje existence POCT standardu.

Rada POCT software je specifickych pro jednoho vyrobce. Moderni systémy jsou vsak
schopny integrace a soustied’uji a prenasi data z POCT rtznych vyrobci.
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Cenou za rychlou dostupnost a jednoduchou obsluhu jsou vyrazné vyssi finanéni naklady ve
srovnani s klasickym laboratornim vysetienim.

Software pro nemocnicni sit POCT glukometrii nabizi jiz delSi dobu napt. firmy Abbott,
Roche a Johnson and Johnson.

Prikladem takového softwaru je systém cobas IT 1000. Cobas IT 1000 je systémem rozhrani
pro data pacienti naméfena v misté oSetfeni, ktery lze pouzivat ve spojeni s glukometry,
koagulometry, readerem na srdecni markery a mocovymi analyzatory firmy Roche,
vybranymi acidobazickymi analyzatory firmy Roche, Radiometr a IL, mocovym
analyzatorem Sysmex atd. Systém umoziiuje centralni management desitek pfistroji a dat a
zajistuje oboustrannou komunikaci.

Umoznuje koordindtorovi POCT na misté¢ oSetfeni sledovat a fidit ¢innost vzdalenych
testovacich mist a zajiSt'ovat fddné shromazd’ovani, ovéfovani a schvalovani vSech dat pred
jejich odesilanim do LIS a do Iékafskych zaznami NIS. Vysledky kontrolnich méteni je
mozné dale analyzovat, exportovat a zobrazovat pomoci Levey-Jennings a kumulativnich
grafil.

Systémy na stanoveni glukézy Accu-chek Inform a Accu-Chek Inform II obousmérné
komunikuji se systémem cobas IT 1000. Umoziuji ptrenos vysledki méfeni pacientd a
kontroly kvality do cobas IT 1000. Do glukometrti je pak mozné odesilat demografické tidaje
pacientil, seznam opravnénych operatori a centralné spravovat nastaveni konfigurace vsech
ptipojenych glukometrti.

Systém je mozné dale rozsitit o e-learningovy modul cobas academy, ktery je pln¢ integrovan
s cobas IT 1000. Operatofi pak mohou absolvovat pravidelna Skoleni na svém pocitaci a po
uspéSném slozeni zkousky ziskdvaji automaticky certifikat pro dany typ analyzatoru na dalsi
obdobi.

2.4.1. Vyhody softwarové rizenych POCT systémii:

e SniZeni poctu chyb zplsobenych nesprdvnym méfenim, sefizenim pfistroje C¢i
opisovanim dat

Dokumentace a archivace vysledkll - permanentni zdravotni zdznam

MozZnost Gctovat testy zdravotni pojistovné

Standardizace konfigurace jednotlivych pfistroji

Zachovani rychlého ziskani vysledkt a souc¢asné poskytnuti vysoké kvality vysledkt
Zajisténi dodrZeni spravného postupu

Moznost centralni laboratofe monitorovat pfistroje v oddélenych lokalitach, provadét
urcité servisni procedury, ptipadné vypnout pfistroj

V data manageru je uloZena kalibrac¢ni kfivka, limity pro kontrolu kvality

e Splnéni legislativnich pozadavk pro in vitro diagnostiku

2.5. Organizace a zajiSténi POCT

K zajisténi efektivniho systému POCT je vhodné, aby jednotliva zdravotnicka zafizeni
jmenovala koordinatora POCT, ktery zajisti dobrou komunikaci a vztahy mezi dodavatelem
POCT techniky, laboratoii a jednotlivymi klinikami. Kazda klinika ¢i oddéleni dale potiebuje
osobu odpovédnou za POCT véetné zaskolovani, ktera komunikuje s POCT koordinatorem.
Je nezbytné, aby tento pracovnik obdrzel detailni ndvod, ktery pii zaskolovani nového
personalu prabézné vyuziva.
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Systém POCT by mél byt standardizovan a zajist'ovat, aby vysledky z jednotlivych oddéleni
byly srovnatelné. Vyhodou je, ze jednotny systém vede k mnozstevnim slevam a tedy nizsi
cené za test.

Pied umisténim POCT analyzatoru je vhodné zodpovédét nasledujici otazky:

Jak se lisi Casova odezva (doba, za kterou lékai obdrzi vysledek) a cena/test provedena
pomoci POCT analyzatoru a v klinické laboratofi?

Snizi vyuziti POCT dobu ¢ekani v ambulanci ¢i délku hospitalizace?

Neftesi problematiku efektivnéji vyuziti vhodného transportu vzorkii do laboratore?

Bude POCT systém na daném oddéleni finan¢éné efektivni (pfi malém poctu testi se

nevyplati zaskolovani persondlu, tvorba dokumentace atd.) ?

V dnesni dobé POCT splituji klinické pozadavky po analytické i operacni strance. Existuji
velmi dobré pfistroje, které davaji vysoce kvalitni vysledKy v realném case.

Je doporucovano, aby akreditace POCT byla soucasti akreditace laboratofe a aby pro POCT
bylo vyuzivano stejné ¢i podobné dokumentace jako v laboratoii — spravné operacni postupy,
zacvik operatord, systém interni i externi kontroly kvality, srovnani s laboratorni metodikou,
zaznam poruch a napravnych opateni.

U systémi POCT na jedno pouziti mize byt obtizné dosdhnout takovych pozadavkd.
Projevuje se zde silna zavislost na schopnosti vyrobce pracovat reprodukovatelné.

2.6. Klinicky prinos POCT

Vzhledem Kk pestrosti méfenych testd je i pfinos jednotlivych vySetieni riznorody.
Screeningové testy mohou vyloucit ¢i potvrdit t¢hotenstvi (stanoveni hCG) nebo prokazat
napf. poziti drog. Stanoveni koncentrace glukozy poméaha monitorovat diabetes v domaci péci
a u pacientli v nemocnicich sledovat aktualni glykémii. Stanoveni parametrii acidobazické
rovnovéhy ( pH, PO, a pCO, ), iontii (Na*, K™ a CI') a urey pii piijmu pacienta pfispiva ke
stanoveni rychlé a spravné diagnozy.
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3. Elektroforéza

Elektroforéza je analyticka metoda, ktera se fadi mezi elektromigracni separa¢ni metody.
Principem této metody je vyuziti rozdilné pohyblivosti (migrace) nabitych castic (iontil)
Vv elektrickém poli. Pfi elektroforéze se jednd o mechanicky pfenos hmoty vlivem ptisobeni
elektrického pole.

3.1. Princip elektroforézy

Elektroforéza vyuziva schopnosti nabitych castic pohybovat se v elektrickém poli. Toto
elektrické pole je vytvofeno vlozenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi dvé
elektrody .
Na nabitou ¢astici o ndboji Q pusobi v elektrickém poli o intenzité E dvé sily:
o Elektrostaticka sila Fj, ktera ji uvadi do pohybu :
Fi=QE
kde:
E = intenzita elektrického pole: E=U /1 [Volt/cm]
U = napéti mezi elektrodami [Volt]
| = vzdalenost elektrod [cm]
Q =naboj iontu
e Odpor viskdzniho prostiedi F», ktery ji brzdi :
Fzsz
kde:
v- je rychlost pohybu iontu [cm/s]
koeficient k - zavisi na velikosti a tvaru ¢astice (iontovém poloméru rozpusténé
latky) a na viskozit€ prostredi (n):
k=6mrn
kde:

r = polomér iontu [cm], n = vizkozita, © = Ludolfovo ¢islo

Hnaci silou pohybu castice je rozdil mezi elektrostatickou silou F; a odporem prostredi Fo.
V pocate¢nim okamziku je rychlost v nulova, ¢astice je uvedena do pohybu elektrostatickou
silou F;. Srostouci rychlosti vroste sila F, (odpor prostiedi) tak dlouho, az se obé sily
pusobici na ¢astici vyrovnaji a nastane stacionarni stav: F; =F;; QE = kv

Rychlost pohybu urcité ¢astice v elektrickém poli o jednotkové intenzité je definovana jako
elektroforetickd pohyblivost (mobilita) - pn [cm2 sV

p=V/E =Q/k =Q/ 6mrn
Kazda elektricky nabitéd céastice se v elektrickém poli pohybuje ve sméru daném znaménkem
svého naboje a orientaci elektrického pole. Zaporn¢ nabité castice putuji k anodé, kladné

nabité Castice putuji ke katodé. MensSi Castice s vétSim nabojem se pohybuji rychleji nez
¢astice objemné, které nesou maly elektricky naboj.

3.1.1. Popis zakladniho technického usporadani elektroforetické aparatury
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Obr.16 Schéma elektroforetické aparatury

1. prostory pro pufry (anodicky a katodicky)

2. elektrody — vyrobeny z platiny nebo karbonu, polarita kazdé z nich je dana pfipojenim
k napajecimu zdroji

3. elektroforeticky nosi¢, kde probiha vlastni separace — mize byt piimo v kontaktu
s pufrem, nebo je s pufry spojen prostiednictvim knott (pufrovanych houbicek)

4. knoty — pufrované houbicky

5. Kryt — zabranuje vypafovani, chrani systém béhem elektroforézy

3.1.1.1. Napajeci zdroj

Funkci napajeciho zdroje pfi elektroforéze je dodéani elektrické energie. Komeréné dostupné
napajeci zdroje umoznuji provoz v podminkach konstantniho proudu, napéti nebo vykonu,
které jsou nastavitelné. Pfi pratoku proudu elektrolytem vzika tzv. Joulovo teplo

H(heat)= (E)(1)(t)
kde:
E =napéti (V)
| = proud (A)
t=Cas (s)
Teplo vyvinuté behem elektroforézy zvySuje vodivost systému (snizuje odpor). Pri
konstantnim napéti je vysledny narGst proudu pficinou zvySeni tepelného rozruSeni
rozpusténych iontd, zplsobuje zvysSeni miry migrace proteini a zvysSeni vypafovani vody
Z nosného média. Ztrata vody je pficinou zvySeni iontové koncentrace a sniZeni odporu (R,
rovnice ¢.6). K minimalizaci téchto vlivii na miru migrace je nejlepsi pouziti konstantniho
proudu (vlozeného na napdjeci zdroj).

Podle Ohmova zakona: E= (1)(R)

Pokud se snizi odpor (R), vloZené napéti se také snizi (proud zlstava konstantni). To na druhé
stran€ se sniZi tepelny efekt a udrZi se relativné konstantni rychlost migrace.

Pouziti zdrojt :

Izoelektricka fokuzace (IEF) — pouziva se zdroj s konstantnim vykonem, b&hem separace
dochazi ke zméné proudu a napéti. Kapilarni elektroforéza (CE) — vyuziva vysokonapétoveé
zdroje.

3.1.1.2. Funkce pufru pfi elektroforéze

Pti elektroforetické separaci slouzi pufr jako multifunkci komponenta.
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Funkce pufru:
e nese vlozeny proud
e stanovi pH, pii kterém probiha elektroforetické déleni
e urcuyje vysledny elektricky naboj rozpusténé latky
lontova sila pufru ovliviiuje :
e vodivost nosné¢ho média
e tloustku iontové atmosféry okolniho naboje molekuly
e rychlost migrace
e ostrost elektroforetickych zon

Cim vyssi je koncentrace pufru, tim vétsi je iontova atmosféra molekuly a molekula se stava
mén¢ pohyblivou.

Vysoka iontova sila roztoku zpisobi ostiejsi separaci jednotlivych frakei, ale dochazi také
k vétsi produkci Joulova tepla a tento efekt vede k denaturaci proteinti.

Iontova sila (znagena jako I)se pocita podle rovnice

| = 0,52 CiZi2

ci = koncentrace iontu [mol/l]

Zj = néboj iontu

Iontova sila elektrolytu (pufru), ktery se skladd z monovalentnich iontd, je pfimo imérna jeho
molarité¢ [mol/l].

3.2. Rozdéleni elektroforetickych technik
3.2.1. Volna elektroforéza

Pti této technice se elektroforéza provadi ve vodnych roztocich (elektrolytech), kde ¢astice
S ndbojem putuji smeérem k elektrodé s opacnou polaritou. Rychlost migrace a vzajemné
oddélovani ¢astic je dano velikosti naboje ¢astice a pouzitym gradientem napéti. Separaci rusi
konven¢ni proudy a diftize v kapaling, které vznikaji vlivem tepla (Joulovo teplo). Tato
technika se jiZ téméf nepouziva.

2.2. Zénova (zonalni) elektroforéza na nosicich
Pro zénovou elektroforézu se vyuzivaji  hydrofilni (nerozpustné ve vod€) porézni nosice,
které maji co nejmensi absorpéni schopnosti. Prvnimi pouZitymi nosi¢i byly nekliZzeny
(chromatograficky) papir, acetat celulozy, Skrob a celuldza. V sou€asné dobé se jako nosice
pouzivaji hlavné gely — nejcastéji agarézovy (AGE) a polyakrylamidovy gel (PAGE). Pii
piipravé PAGE gelu je mozné ovliviiovat stupen polymerace (zesitovani) - tedy velikost pori.
Rychlost migrace proteinil zavisi na téchto faktorech:

e Elektricky naboj molekuly

e Velikost a tvar molekuly

e Sila elektrického pole

e Vlastnosti nosného média

e Teplota
Proteiny s rozdilnou pohyblivosti migruji v gelu jako pasy (bandy).
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3.2.1.1. Elektroforéza v agar6zovém gelu - Agarose Gel Elektrophoresis (AGE)

Agardza je ziskdvana z motskych fas. Je to linearni polysacharid, jehoz zékladni strukturni
jednotka je slozena z D-galaktosy a 3,6-anhydro-L-galaktosy (viz obr.¢.17 ). Primérna
velikost molekuly agarozy ¢ini 300-400 zékladnich jednotek.

Agardzovy gel se pfipravuje tzv. gelifikaci agardzy. Agar6za mé za nizSich teplot podobu
gelu, gelifikuje (viz obr. ¢. 18) plisobenim vyssi teploty ve vodném roztoku taje. Bod tani
zavisi na koncentraci a typu agar6zy. Pro pfipravu béznych agardézovych gelii se pouzivaji
agarozy, které taji pti teplotach 85-100 ° C a gelifikuji pii poklesu teploty pod 45-50 ° C.
Velikost porti v gelu zavisi na koncentraci agardzy, typicky se pohybuje mezi 100 a 300 nm.
Pro elektroforézu na agar6zovém gelu se nejcastéji pouziva 1-2 % gel agardzy. Pouziva se
pro déleni Castic na zaklad¢ jejich rozdilného naboje.

 HOCH, o C@
’7 o Y —
OH/ \ 1 |
O/ OH\
0 BN cH, /‘* 1
e ,
= OH 1 n

Roztok Gel Gel I
D-galaktosa 3,6-anhydro-L-galaktosa
Obrazek ¢.17 Obrazek ¢.18
3.2.1.2. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE = polyacrylamide gel

electrophoresis)

Polymeraci akrylamidu (CH2=CH-CO-NH2) vznikaji linearni molekuly polyakrylamidu. Ty
se  spojuji  pficnymi  mustky, které  vznikaji = kopolymeraci s N,N*-
methylenbisakrylamidem(CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH?2). Akrylamid i
methylenbisakrylamid jsou pomérné stabilni latky; polymerace probihd v neptfitomnosti
vzdusného kysliku (odstrani se odvzduSnénim pomoci vakua) a zahajuje se pfidanim
katalyzatori peroxydisiranu amonného ( persiran amonny, APS) a N,N,N‘N*-
tetramethylendiaminu (TEMED). APS ve vodném roztoku s TEMED uvoliuje volné
kyslikové radikaly, které atakuji molekuly akrylamidu a bisakrylamidu a spoustéji tak jejich
polymeraci (viz obr.€.19,20). Fyzikéalni vlastnosti gelu a velikost port jsou dany podilem
polyakrylamidu v gelu a stupném jeho zesitovani. NejCastéji pouzivané koncentrace
polyakrylamidu jsou 5-15%, pii¢emz koncentrace N, N’"-methylebisakrylamidu je obvykle 5%
celkového mnozstvi akrylamidu.Nevyhodou je vysokd toxicita akrylamidu N,N’-
metylenbisakrylamidu.Pouzivda se pro déleni Ccastic nejen na zdkladé jejich rozdilného
naboje, ale i na zakladé velikosti molekuly (tzv. sit’ovy efekt).

akrylamidovy gel

nnnnnnnn

L2 =
‘cH2 z':HJ CHyCH |<:H2 <':H|
n, O'Pé‘my Ny akrylamid C;HsNO
CH, .
HN, o Akrylamidovy gel tvori
- kovalentni piicné
{CH,—QHJ» cH—cH,J[cH-;ﬂ:H} vazby mezi dlouhymi
5 Sl i e fetézci.
7 v J w
Obrazek ¢. 19 Obrazek ¢.20
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3.3. Hlavni typy gelové elektroforézy
3.3.1. Gelova nedenaturacni elektroforéza

3.3.1.1. Nativni gelova elektroforéza (nedenaturacni)

Probihd bez denaturacnich cinidel (n¢kdy jsou pouzivany relativné vysoké, nebo nizké
hodnoty pH). Migrace proteinii gelem zavisi na jejich naboji, velikosti a tvaru. Citlivost
elektroforézy je dana charakterem poru gelu.

Mobilitu proteinii v nativnim gelu ovliviuji tyto faktory:
e Naboj proteinu
sekvence aminokyselin — relativni pocet kyselych a bazickych zbytka
pH roztoku
trojrozmérna struktura proteinu
Velikost a tvar proteinu
Koncentrace a stupeii zesitovani gelu
gel obecné snizuje mobilitu proteind, v zavislosti na jejich volné pohyblivosti (bez
pritomnosti gelu)
vétsi molekuly jsou gelem ovlivnény vice nez mensi molekuly
e slozeni gelu mize byt ovlivnéno tak, ze déleni probiha na zdklad¢ rozdilné velikosti
molekul
Podminky pii elektroforéze musi byt optimalizovany pro urc€ity protein.

Net Charge

pH

Obrazek ¢.21 Viiv pH na celkovy naboj proteinu

Tvar kiivky na obr.¢. 21 je zavisly na sekvenci aminokyselin a vlastni struktufe proteinu. Pro
kazdy protein existuje pH pii kterém je pozitivni a negativni naboj v rovnovaze a molekula
nema zadny naboj. Tato hodnota pH se nazyva izoelektricky bod — pl. Pokud je pH > pl,
protein ma negativni naboj (AA [1 COO’), pokud je pH< pl, protein ma pozitivni naboj (AA
[0 NHs+ )

3.3.2. Gelova denaturadni elektroforéza

3.3.2.1. SDS gelova elektroforéza (denaturacni)

Proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym (SDS) a B-merkaptoetanolem (zrusi
disulfidické vazby). Mobilita proteinti zavisi na jejich molekulové hmotnosti.

SDS je anionaktivni detergent, ktery nese pomérné vysoky naboj, a proto ve vazbé na
bilkovinu vyrovnava nabojové rozdily bilkovin, které se potom pohybuji v gelu jen podle
velikosti. VSechny bilkoviny vazi SDS v konstantnim poméru, asi 1,4g SDS na 1g bilkoviny,
a tim charakteristicky méni svou konformaci. Vysledné komplexy SDS-bilkovina pak maji
stejnou hodnotu povrchového naboje a jejich konformace se do té¢ miry unifikuje, ze relativni
molekulova hmotnost bilkoviny odpovida velikosti jejiho komplexu s SDS (viz obr.¢.22).
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Obrazek ¢€.22
dodecyl sulfat sodny micela SDS ve vodé struktura komlexu SDS - bilkovina

Hydrophobic "tail" Polar "head"
0 » ydrophobic "tai \.:é\Tfé:./ olar "hea 29 0009999 00009, E
| AN

6004640 856466000

Vzorek proteinu se zpracuje s tzv. vzorkovym pufrem (,,sample buffer”), ktery mimo SDS
obsahuje i redukéni Cinidlo dithiothreitol nebo B-merkaptoethanol. Pisobenim téchto latek
dojde k rozruseni kvarterni, terciarni a do zna¢né miry i sekundérni struktury. Experimentalné
byla prokdzana linedni zavislost mezi log molekulové hmotnosti a elektroforetickou
mobilitou komplexi SDS - bilkovina.

Pro vlastni odhad molekulové hmotnosti nezndmého proteinového vzorku se pouzivaji
komeréni smési proteint - standardy (viz obr.¢.23). Tato metoda je vhodna pro analyzu
makromolekularnich komplexi.

Protein Protein MW
b4 Markers

W A OONDO

Molecular Weight (KDaltons)

(M)

Mobility

Obrazek ¢.23 Urceni molekulove hmotnosti SDS-PAGE

3.3.2.2. Denaturacni gelova elektroforéza s mocovinou

Vlastnosti mocoviny je jeji schopnost rozpoustét nékteré typy proteinil a také Stépit
polymerni proteiny na polypeptidové slozky. Pfi pouZziti mocoviny jsou proteiny separovany
podle svého naboje. V tomto ptipad¢ se pouzivaji vyhradné polyakrylamidové gely.

3.3.3. Kontinualni zonova elektroforéza

Jde o nejbéznéjsi typ elektroforézy, kdy vlastni separace probihd v jednom médiu a vétSinou
V jediném typu pufru.

Pti kontinudlnim uspofadani proteiny migruji v zoné€, ktera je minimalné tak Sirokd jako je
vyska vzorku v gelové jamce pifi naneseni. Ztoho duvodu jsou pak proteinové pasy
vV kone¢ném vysledku hiife rozliSené.

Slozeni elektrodového a gelového pufru je stejné. Tuto techniku nelze pouzit pro velmi
ziedéné vzorky. Kontinudlni elektroforéza mize probihat na ktrémkoliv typu gelu, je vSak
typicka predevsim pro agar6zové gely.

3.3.4. Diskontinualni zonova elektroforéza

Diskontinuita mlize byt jak v koncetracich gelu, tak predevSim v pH a iontové sile. Je dnes
hlavni elektroforetickou technikou pro analyzu proteini. Byla vytvofena Ornsteinem a

41



Davisem (1964), zdokonalena Laemmlim (1970).Oproti kontinualni elektroforéze ma vysoké
rozliSeni a citlivost.

Pouziva se dvou gelt tzv. koncentrujiciho (,,stacking®) gelu nahote a separa¢niho (,,running®)
gelu dole (obr.c. 24).

)
Stacking Gel

Separating Gel

Obrazek €. 24 Vrstveni a separace v diskontinudlnim gelu

Vzorek se nandsi mezi dva elektrolyty s rozliSnou pohyblivosti iontil - mezi vodici (vedouci)
elektrolyt ve stacking gelu, jehoz ionty maji vys$i pohyblivost, a koncovy elektrolyt
(terminator) s niz8i pohyblivosti nez kterykoliv iont (kationt nebo aniont v roztoku)
v katodovém pufru. Vzorky nejprve voln€ prochazi gelem s vétSimi péry a poté se na
rozhrani s gelem o malé velikosti pért koncentruji do uzké zony (,,stack“=kupa, hromada)
mezi vedoucim a koncovym iontem.

V tomto uskupeni migruji tak dlouho, dokud se nedostanou do separa¢niho gelu -
izotachoforéza.

(déle viz Izotachoforéza)

3.4. Zpracovani gelu po separaci - barveni geli

Po prob¢hnuté elektroforéze je nutné gel rychle suSit nebo fixovat fixacnim roztokem
(obsahuje kyselinu, napi.kys. octovou). Tim dojde k denaturaci proteinti a jejich imobilizaci
vV nosném médiu, aby se zabranilo difizi jednotlivych zon. Dale je nutné gel obarvit, aby
doslo k vizualizaci jednotlivych proteinovych frakci. Po promyti pfebytku barviva se gel susi.
Barvy, které se pouzivaji k vizualizaci se 1i§i podle typu pouziti a jsou uvedeny v tabulce 1.
Mnozstvi barviva, které se béhem barveni vaze na proteiny zalezi na mnoha faktorech. Je
ovlivnéno typem proteinu nebo stupném denaturace pfi fixaci.

Barva pouziti '[Ar;rm)i
Amidocernn 10B 620
Coomassie Brilant Blu R-250 barveni proteind 590
Coomassie Brilant Blu G- P
595
250
Fast Green 610
Acid violet Imunoelektroforéza
Alcian Blu glykoproteiny 630
Glykoproteiny,glykoproteiny
Basic Fuschin bohaté na sialovou Kkys., | 550
nukleové kys.
Methyl Green 635
Ethidium Bromide DNA
(Fluorimetricka detekce)
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Bromcresol Green

Methylene Blue 665
Pyrinin Y RNA 510
Toluidine Blu O 620

Tabulka 1 Prehled pouzivanych barviv

3.5. Vyhodnoceni elektroforeogramii — detekce a kvantifikace

Po elektroforetick¢é separaci a barveni je mozné kvantifikovat jednotlivé zony jako
procentualni podil pfimou denzitometrii.

Denzitometr je pfistroj, ktery slouzi k vyhodnoceni hustoty zbarveni v plosném uspotadani.
Jedna se o postup, ktery je podobny fotometrickému stanoveni (liSi se v  uspotadani),
zaznamenava ménici se hodnotu absorbance v zavislosti na intenzité zbarveni.

Pfi denzitometrii se méfi intenzita zafeni prochdzejiciho prisvitnou plochou nebo odrazené¢ho
zéfeni pfi neprisvitné podlozece a ziskavd se tak graficky zadznam, elektroforeogram.
Jednotlivé frakce délené smési tvofi na zdznamu v idealnim ptipadé soumérné kiivky
zvonovitého tvaru. Plocha pod kifivkou téchto pikli pfipadajici jednotlivym frakcim je
umérnd relativnimu zastoupeni jednotlivych frakei v délené smési. Elektroforeogram se
automaticky posunuje nad Stérbinou, kterou prochdzi svétlo zvolené vinové délky (400 — 700
nm, tabulka 1), v misté frakci dochazi k ¢astecné absorpci zafeni to se projevi pii dopadu na
detektor. Po zpracovani signélu integratorem ziskame ciselné vysledky jednotlivych frakci.
Na jedné podlozce je soucasné€ vyhodnocovano az 30 elektroforetickych drah.

3.6. Zakladni elektroforetické techniky

3.6.1. Izoelektricka fokuzace (IEF)

Metoda IEF se pouziva k separaci amfoternich latek (aminokyseliny, peptidy a proteiny).
V zavislosti na pH maji amfoterni molekuly kladny nebo zaporny celkovy néaboj (,,net

charge®).(obr.c. 25) Pro posouzeni tohoto naboje pfi riznych hodnotich pH je dilezita
hodnota izolektrického bodu (pI).

NHGSD NH@ o MH 5 o
| | s | /
r—c—c/ = r-c-c/ & R-C-c”
A COH |L Og (RO
pHE3 IpH 7.3 pHB.3

Obrazek ¢. 25 IEF

Tato metoda vyuziva gely s velkymi pory, které obsahuji smés syntetickych alifatickych
polyamino-polykarboxylovych skupin, které se oznacuji jako nosné amfolyty. Ty jsou voleny
tak, Ze pokryvaji Siroky rozsah izoelektrickych bodl. Jakmile gel pfipojime ke zdroji
elektrického napéti, amfolyty vytvoii stabilni linearni gradient pH s nejnizsi hodnotou pH pii
anod¢ a nejvyssi pii katod¢€. Stabilita amfolytd v gelu je zajistovana silnou kyselinou (anoda)
a silnou zasadou (katoda).

Proteiny se po naneseni na gel budou pohybovat pH gradientem az do mist, kde se pH gelu
vyrovna s jejich izoelektrickym bodem (pI). V tomto bodé€ je protein elektricky neutralni —
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jakmile by se z této polohy vychylil na jakoukoli stanu, ziskal by kladny nebo zaporny
naboj a vratil by se zpét. Vysledkem jsou velmi uzké zony na gelu (odtud nazev
,fokuzace® - ,,zaostfovani®). Proto je rozliSovaci schopnost této metody vysoka a lze ji
odd¢lit 1 proteiny, lisici se 0 0,01 jednotky svych pl.

Proteiny, které se 1iSi ndbojem, ale maji prakticky stejnou molekulovou hmotnost (napf.
izoenzymy), lze separovat pouze IEF.

IEF se obvykle provadi v 3-4% polyakrylamidovych gelech, nebo v agaroze. Do roztoku pro
ptipravu gelu se pridavaji 2-2.5% amfolyty. Jedna se o smés nizkomolekularnich oligoamino-
oligokarboxylovych kyselin, které maji rozdilné pl hodnoty. Gradienty se tvofi nejCastéji v
rozmezi pH 3-10 nebo v uzs§im. Nadmémé dlouhym pribéhem IEF se piisobenim proudu
gradient zhrouti (amfolyty se za¢nou pohybovat).

Jinou moznosti tvorby gradientu je pouziti immobilinii. Gradient je v tomto ptipadé
imobilizovan v gelu, ¢ehoz se dosahuje pouzitim akrylamidovych derivati obsahujicich
ionizovatelné skupiny s pufrujicimi vlastnostmi.

Anodovy roztok je kysely (k. fosforecna, k. octova, kysely pufr), katodovy roztok je bazicky
(NaOH, triethylamin, bazicky pufr).

Izoelekticka fokuzace se provadi ve vertikalnim uspotadani. Hotové IEF gely s amfolyty nebo
immobiliny se dodavaji komer¢né spolu s pfistroji pro auomatizovanou IEF.

Vzorky se obvykle nanaSeji na katodové strané. Denaturujici podminky pti IEF jsou docileny
pouzitim 9 M mocoviny nebo neionogennich detergenti (Triton X-100).

3.6.2. Izotachoforéza

Jde o diskontinudlni zonovou elektroforézu.
Pouzivé se dvou geli tzv. koncentrujiciho (,,stacking®) gelu nahote a separa¢niho (,,running‘)
gelu dole. (obr.¢.24). Kazdy z téchto gelii se ptipravuje s jinym pufrem (liSi se hodnoty pH),
elektrodovy puftr se pak 1i$i od obou gelovych pufri.
Vzorek se nanasi mezi dva elektrolyty s rozliSnou pohyblivosti iontli - mezi vodici (vedouci)
elektrolyt, jehoz ionty maji vys$i pohyblivost, a koncovy elektrolyt (terminator) s nizsi
pohyblivosi nez kterykoliv iont ( kationt nebo aniont v roztoku). Vodici elektrolyt je na
zacatku izotachoforézy obsaZzen v katodovém prostoru koncovy elektrolyt v anodovém
prostoru. Po pfipojeni stejnosmeérného napéti se udrzuje konstantni proud (asi 102 nHA) a
vzorek se zacne délit podle pohyblivosti jeho sloZek. Rychlejsi ionty se dostavaji dopfedu a
pomalejsi se opozduji. Po urcité dobé se ustavi stacionarni stav, v némz tvoii jednotlivé
kationty zony sefazené za sebou podle klesajici pohyblivosti iontll. Ve stacionarnim stavu se
zony pohybuji stalou a vSechny stejnou rychlosti (odtud nazev izo-tachoforéza). Koncentrace
iontu uvnitf zony je konstantni, zavisi na jeho pohyblivosti a na koncentraci a druhu vodiciho
elektrolytu.
O koncentraci v zén¢ dané latky vzdy rozhoduje koncentrace latky v predchazejici zoné,
pocinaje vodicim elektrolytem. To, Ze se méné pohyblivé ionty ve stacionarnim stavu
pohybuji stejn¢ rychle jako ionty pohyblivéjsi, je zplsobeno tim, ze v kazdé zoné je jiny
(potencidlovy) spad. Gradient potencialu je tim vys$i, ¢im méné pohyblivé ionty se zoné
nachéazeji (na méné pohyblivé ionty piisobi vétsi hnaci sila).
Jednotlivé zény jsou ve stacionarnim stavu velmi ostré, protoZze zde pulsobi tzv.
samozaostiujici efekt - opusti-li iont vlivem difiize svoji zénu a dostane se do zény méné
pohyblivych ionta (plisobi na n¢j vetsi gradient potencidlu), je zvySenim hnaci sily popohnan
zpét do své zony.
Zakladni rozdily:

e pracujeme s konstantnim proudem
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e jednotlivé zony se lisi potencidlovym spadem - ktery zavisi na pohyblivosti danych
iontil

e rychlost pohybu zo6n je ve stacionarnim stavu konstantni

e z0ny na sebe navazuji

e nedochazi promiseni zon diky samozaostiujicimu efektu

3.6.3. Dvojrozmérna elektroforéza (2-DE)

Dvojrozmérné elektroforéza (2-DE) je analytickd a preparativni technika, kterd je schopna
ucinné separovat komplexni smési bilkovin. 2-DE je klicovou technikou proteomiky. Poprvé
byla popsana jiz vr. 1975 (O’Farrelem a Klosem), rozsifena byla az s rozvojem proteomiky
V poslednich letech. Proteomika je obor, ktery se zabyvéa globalnim hodnocenim exprese
genetické informace na urovni bilkovin (proteomem), rovnéz vsSak zkouma strukturu a
interakce proteint. Cile proteomiky formulovala v roce 2001 Human Proteome Organization
—HUPO:
e expresni proteomika - identifikace vSech proteinii kdodovanych lidskym genomem s
naslednym stanovenim jejich exprese v riznych bunkach daného organizmu
e strukturni proteomika zahrnuje subcelularni lokalizaci proteinti v riznych organelach,
jejich posttransla¢ni modifikaci a jejich vzajemnou interakci
e funkcni proteomika - vztah mezi strukturou a funkci proteint

Podstatou 2-DE je vyuziti dvou odlisnych fyzikalné chemickych vlastnosti proteind: nejdiive
jsou proteiny rozdéleny podle jejich izoelektrického bodu (plI) v prvnim rozméru - pomoci
izoelektrické fokuzace (IFE) a dale v druhém rozméru se proteiny déli v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti pouZitim elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a SDS (SDS -
PAGE).

Prvni rozmeér: izoelektricka fokuzace (IFE)

Provadi se na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu s malymi pory s imobilizovanymi
gradienty pH (Immobilized pH gradients = IPG (obr. ¢. 26); pH nejcastéji v rozsahu 3-10).
Proteiny migruji ke katodé ¢i anodé dle svého celkového naboje az do chvile, kdy pH mista v
gelu odpovida pl proteinu. Podle zvoleného rozsahu pH mizeme ménit Skalu proteind, které
rozdélime.

Obrazek ¢. 26 Imobilizovany pH gradient v polyakrylamidovém gelu s disociovatelnymi
karboxy- a aminoskupinami, R= kyseld nebo bazicka pufrujici skupina
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Druhy rozmér: elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS
PAGE)

Po separaci v prvnim rozméru je provedena bézna elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
(PAGE), kdy napéti aplikujeme kolmo vzhledem k ptivodni orientaci elektrod. Prouzek gelu
obsahujici proteiny  po prvnim dé€leni izoelektrickou fokuzaci je po ekvilibraci
v ekvilibraénim pufru umistén na vrch deskového gelu, ktery obsahuje SDS davajici
proteiniim uniformni naboj, tj. naboj vztazeny na jednotku relativni molekulové hmotnosti.
Cilem ekvilibrace je ptfevést bilkoviny do pufri vhodnych pro SDS separaci a maximalizovat
pienos bilkovin z gelového stripu po prvnim déleni. Proteiny poté migruji v druhém rozméru
gelem Cisté v zavislosti na jejich velikosti.

Vizualizace: barveni 2-DE geli

Po probéhnuti obou fazi 2D elektroforézy je tieba proteiny vizualizovat nékterou z barvicich
¢i znalicich metod (chemickych nebo radioaktivnich). Vysledné "mapy" proteind Ize
porovnavat napt. mezi experimentalnim a kontrolnim vzorkem nebo mezi vzorky odebranymi
od pacientll s konkrétnim onemocnénim oproti zdravym kontroldm a identifikovat tak odlisné
exprimované proteiny, které mohou mit souvislost s patogenezi daného onemocnéni.

Proto je tfeba ovéfit identitu téchto odlisSné exprimovanych proteinl, nejcastéji pomoci
"vytiznuti" oblasti gelu vykazujici odliSnost a jeho naslednou analyzou pomoci hmotnostni
spektrometrie. (obr. ¢. 27)

IZOELEKTRICKA FOKUSACE
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Obrazek ¢. 27
2DE gely

Identifikace proteinii: Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, kterd umoznuje pifesné méfeni molekularni hmotnosti
Siroké Skaly latek. JelikoZ zkoumana latka musi byt pfevedena jako intaktni do plynné faze,
vyuziti hmotnostni spektrometrie pro analyzu proteinti (ale i polysacharidi ¢i
oligonukleotidll) bylo umoznéno vyvojem "mekkych" ioniza¢nich technik hmotnostni
spektrometrie, kam se fadi desorpce/ionizace za ucasti matrice (MALDI) a ionizace
elektrosprejem (ESI). Identifikace proteinu se provadi v zasadé dvéma zakladnimi zpisoby:
Protein je naStépen trypsinem nebo jinym proteolytickym enzymem na mensi peptidy, jejichZ
pfesné hmotnosti jsou pomoci MS zméteny. Spektrum téchto hmotnosti je pak porovnano s
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teoretickymi spektry, ktera jsou vypocitdna ze sekvenci proteinii v dostupnych databazich
(pomoci bioinformatickych metod).

Tandemova MS umoziiuje zvolit peptid, ktery je nasledné¢ fragmentovan kolizi s inertnim
plynem. Profil vysledkii fragmentace (fragmentation pattern) poskytuje ¢astecnou ¢i uplnou
informaci o sekvenci proteinu, kterd je voditkem pro hledani shody s daty ulozenymi v
databazich.

Mimo samotnou identifikaci proteini je MS neocenitelnym ndastrojem pro analyzu
postranslacnich modifikaci proteinil, protoze umoziuje lokalizaci dané modifikace uvnitt
proteinu a napomaha rovnéz zjisténi charakteru takové modifikace.

Metoda 2D elektroforézy ma samoziejm¢ i1 své nevyhody - patfi mezi n¢ omezend
reprezentativnost vzorku (problematické jsou velmi zasadité proteiny, proteiny malo
rozpustné ve vodné fazi a membranové proteiny), senzitivita (proteiny pfitomné ve velmi
nizkych koncentracich vyZzaduji specidlni typy barveni), reproducibilita a ve srovndni s
obdobnymi technikami pro nukleové kyseliny Spatnd automatizovatelnost.

3.6.4. Kapilarni elektroforéza - Capillary Electrophoresis (CE)

Zvlastnim  zplisobem elektroforézy je tzv.kapilarni elektroforéza, ktera vyziva
elektrokinetickych principl elektroforézy a elektroosmozy k separaci latek uvniti kapilary.

3.6.4.1. Elektroosmoticky tok (EOF)

Povrch kiemenné kapilary obsahuje negativné¢ nabité funkéni skupiny, které pftitahuji
pozitivné nabité ionty. Pozitivné nabité ionty migruji k negativni elektrodé a unasi molekuly
rozpoustédla stejnym smérem. Tento celkovy pohyb kapaliny je nazyvéan elektroosmoticky
tok. (obrazek ¢. 28 ) B&hem separace se neutralni molekuly pohybuji stejnym smérem jako
elektroosmoticky tok (s nepatrnou vzajemnou separaci). Pozitivné nabité ionty jsou
elektroosmotickym tokem urychlovany, negativné nabité naopak zpomalovany.
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Obrazek ¢. 28
Elektroosmoticky tok-schematicky

Velikost elektroosmotického toku je zavisla na naboji kapilary, viskozité elektrolytu a
elektrické permitivité elektrolytu

neo)=eC/nr

u(eo) = "EOF mobilita" (rychlost EOF)
n = viskozita
€ = zeta potencial (elektrostaticky potencial vznikly v diisledu naboje na povrchu kapilary)
r = polomér kapilary
€ — permitivita elektrolytu
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€ * (je naboj (v Coulombech) podobn¢ jako p=q/6mnr

Velikost EOF je zna¢né zavisla na pH elektrolytu, protoze zeta potencial je fizen ionizaci
silanolovych skupin. Do pH=4 je ionizace mald, nad pH=9 jsou prakticky vSechny skupiny
ionizované.

Jednim z dusledkt existence EOF je moznost detekce kationtd a anionti v jednom
experimentu v piipadech, kdy velikost EOF je vyssi nez elektroforeticka mobilita aniontt
(napt. pii pH>7), protoze tok kapaliny unasi vSechny latky ke katod¢, kde je detektor.
Nejdulezitéjsi praktické dusledky EOF:

» mohou byt detekovany i separovany pozitivni, negativni i neutralni molekuly

* elektrolyt je pumpovan od anody ke katod¢

Rizné nabité molekuly v separovaném vzorku se pohybuji riznymi sméry podle naboje, ale
vSechny jsou neseny ve sméru katody diky elektroosmoze. Kladné nabité molekuly dosahnou
katody jako prvni, nebot elektroforetickd migrace i elektroosmoticky tok maji stejny smér.
Jestlize se za podminek volné kapilarni elektroforézy separuji anionty, pak elektroosmoticky
tok elektrolytu a elektroforetickd migrace maji opa¢ny smér (obr.c. A) Smér
elektroosmotického toku vSak muze byt zménén ptidanim povrchové aktivnich chemickych
aditiv do elektrolytu.

3.6.4.2. Technické usporadani

Kapilérni elektroforéza je provadéna v kfemennych kapilarach (Cisty oxid kiemiciy) s malym
prumérem, které jsou vné potazené tenkou vrstvou polyimidu (jind moZznost je teflonova
kapilara nebo sklenéna kapiléra), piipadné v kapilarach plnénych gelem (CGE). Hydroxylové
skupiny kfemene mohou disociovat a nabijet tak vnitini st€énu kapilary. Vnéjsi prameér je
obvykle 180 — 375 pum, vnitini pramé&r se pohybuje mezi 20 -180 um. Celkova délka kapilary
je 20 cm az né€kolik metrti. Kapilary slouzi jako elektroforetickd komora, ktera je terminalnim
koncem pfipojena na detektor a pres rezervoar s pufrem je napojena na vysokonapetovy zdroj
(viz obr.c. 29).

D O
wyzokého napéti
detektor —
watup [ [ p—
kapilara
i (am |
+ computer ¥
wzorek, rezervodr pufru
rezervodr pufru
Obrazek ¢.29

Kapilarni elektroforéza-technické usporadani

Nejvetsi vyhodou CE oproti tradicnim elektroforetickym technikdm je moznost ucinného
odvodu tepla béhem separace. To umoziiuje pouziti vysokého napéti v rozmezi 25 — 30 kV,
coz vede ke zvyseni separacni Gi¢innosti a redukci doby separace, v nékterych piipadech az
pod 1 min..
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Pufry pro CE

Stejné jako pti konvencni elektroforéze je pro uspésné provedeni CE kritickym bodem vybér
vhodného pufru. Vybrany pufr nesmi interferovat pti detekci stanovovaného analytu, analyt
Vv ném musi byt dokonale rozpustny, béhem analyzy musi mit vysokou pufra¢ni kapacitu a
musi zarucit pozadovanou efektivitu pfi separaci. Bezn¢ pouzivané pufry s nizkou hodnotou
pH jsou napt. fosfatovy, acetdtovy nebo citrarovy pufr. Nejvice pouzivané pufry pro
alkalickou oblast pH jsou napf. TRIS, boratovy pufr nebo CAPS (N-cyklohexyl-3-
aminopropansulfonova kys.). Intova sila pufru je dalSim dulezitym variabilnim faktorem,
ktery ma efekt (pozitivni 1 negativni) na elektroforetckou separaci, hlavné proto, ze vysoka
iontova sila pufru generuje nadmérné mnozstvi Joulova tepla.

Objem vzorku

Mnozstvi vzorku musi byt prizptisobeno velikosti separacni kapildry. Typicky objem kapildry
je 1-10 ul a objemy vzorki nepiesahuji 0,1-1% této hodnoty (1-10 nl).

Detekce

Vétsina CE systémi pouziva on —line detektory (on —column), které musi byt citlivé,
vzhledem k malému mnozstvi aplikovaného vzorku. Pro detekci se nejbéznéji pouziva
opticky UV — VIS detektor. Vice citlivé optické systémy pouzivané pii detekci jsou napf.
detektory fluorescencni, chemiluminiscen¢ni nebo vodivostni.

3.6.4.3. Zdkladni rozdéleni CE technik

CE elektroforéza se provadi nékolika zplsoby - jako zonovéa -elektroforéza, gelova
elektroforéza, micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), izoelektricka fokusace
nebo izotachoforéza.

3.7. Praktické vyuziti elektroforetickych technik v klinické zdravotnické laboratori

Bézn€¢  pouzivanou elektroforetickou separacni technikou je gelova elektroforéza,
elektroforéza s naslednou imunofixaci, kapilarni elektroforéza, izoelektrickd fokuzace.
Vyuzivaji se pro separaci proteini krevniho séra, moce, mozkomisniho moku nebo jinych
biologickych tekutin. Dale se pouzivaji pro separaci a kvantifikaci izoenzymt (ALP,LDH,
CK), lipoproteinti, frakci hemoglobinu nebo transferinu.

3.7.1. Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Serum Protein Electrophoresis (SPE)

Elektroforéza bilkovin krevniho séra je bé&znou technikou pouZivanou klinickymi
laboratofemi k vyhleddvani abnormalit ve spektru bilkovin.

Pi'ehled nejvice pouzivanych elektroforetickych technik

Gelova elektroforéza

Pti standartni SPE jsou vzorky nanaSeny v blizkosti katodického konce nosného média, které
je saturovano alkalickym pufrem (pH 8,6) s nizkou iontovou silou (asi 0,05). Jako nosné
médium se nejcastéji pouziva agardzovy gel (méné Casto acetat celuloza).

Nosné medium je spojeno s dvéma elektrodami a proud prochazi nosnym médiem
k separovanym proteinim. Typické parametry pii elektroforetické migraci jsou: proud 10 mA
na 1 cm $itky gelu s ¢asem migrace asi 10 min. (napéti 240 V, teploty 20 °). VSechny hlavni
sérové proteiny nesou pii pH 8,6 negativni ndboj a migruji k anodi. Pfi standartni pouzivané
SPE se sérové proteiny dili na 5-6 proteinovych frakei.
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Kazda zona obsahuje jeden a vice sérovych proteinu. Nejvice anodicky putuje albumin,
nasleduji az-globuliny ap-globuliny, Bi-globuliny, PB,-globuliny a gamaglobuliny. Kazda zéna
obsahuje jeden a vice sérovych proteinti (obr. ¢.30 ). Sitka proteinového bandu frakce zavisi
na poctu proteind, které jsou ve frakci ptitomny.
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Obrazek ¢. 30

Po elektroforetické separaci jsou proteinové frakce zafixovany v nosném médiu ponotenim do
kyselého fixa¢niho média (napf. kys. octovd), dojde k denaturaci proteinti a jejich imobilizaci
v nosném médiu. V dal$im kroku jsou proteiny vizualizovany barvenim. Nejcastéji se jako
barvivo pouzivd Amidocerii 10B nebo Coomasie blue. Vyhodnoceni elektroforeogramu je
bud’ vizualni nebo denzitometrické (viz Vyhodnoceni elektroforeogramti — detekce a
kvantifikace). Po zpracovani signalu integratorem PC ziskame ¢iselné vysledky jednotlivych
frakci v %. Koncentrace je vypocitana jako % z hodnoty celkové bilkoviny, kterd byla
stanovena kvantitativné (napf. nejvice pouZivanou Biuretovou metodou).

Albumin | ¢ y | & B ¥
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Obrazek ¢. 31

Vysokorozlisovaci elektroforéza — High Resolution electrophoresis (HR)

HR elektroforéza je urcCena k elektroforetickému rozdéleni bilkovin lidského séra ( dalSich
biologickych tekutin jako jsou mo¢ a likvor) na alkalicky pufrovanych agar6zovych gelech o
pH 8.6. Vyhodnoceni je bud vizualni nebo denzitometrické (relativni kvantifikace
jednotlivych zon).

V principu jde o zoénovou elektroforézu provadénou na agardze. VétSina laboratofi pouziva
tradi¢ni pétizonovou (nebo Sesti-zénovou) elektroforézu, HR elektroforéza vSak piindsi dalsi
diagnostické informace.Bilkoviny séra d€li na pfiblizné 10 frakci. Kazda frakce obsahuje
jeden a vice sérovych protein. Slozeni gelu, podminky elektroforézy a volba barvicky
dovoluje vynikajici rozliSeni a vysokou senzitivitu zvIasté v gama zoéné. ( obr.¢.32) Gely je
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mozné obarvit amidocerni nebo kyselou violeti. Obarvené elfogramy lze vyhodnotit vizualné
a denzitometrii.

HYDRAGELTHR Sebla

Elektroforeogram - HR elektroforéza
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Obrazek €. 32 HR elektroforéza

Kapilarni elektroforéza

Dalsi technikou ve zdravotnickych laboratofich pro elektroforézu proteinii krevniho séra je
kapilarni elektroforéza. (viz vySe) Povrch kiemenné kapildry obsahuje negativné nabité
funkéni skupiny, které ptitahuji pozitivné nabité ionty. Pozitivné nabité ionty migruji
k negativni elektrodé a unasi molekuly rozpoustédla stejnym smérem. Tento celkovy pohyb
kapaliny je nazyvan elektroosmoticky tok. Behem separace se proteiny pohybuji stejnym
smérem jako elektroosmoticky tok. Elektroforetické déleni proteinli probiha v silikonovych
kapilarach o délce 30 -50 cm s vnitinim pramérem 25-100 um. Detekce se provadi v oblasti
vinovych délek 200-600 nm.

Elektroforéza s ndslednou imunofixaci - serum immunofixacion electrophoresis (SIFE)
IFE je urCena k detekci monoklondlnich proteini v lidském séru a v moci. Proteiny
separované elektroforézou na alkalicky pufrovanych agardézovych gelech jsou inkubovany se
specifickymi antiséry proti tézkym fetézcim Ig G, Ig A, Ig M a lehkym volnym i vazanym
kappa a lambda fetézciim. Po odstranéni nezreagovanych bilkovin jsou precipitity obarveny
kyselou violeti nebo amidocerni. Elektroforeogramy se hodnoti vizudlné a patra se po
pfitomnosti monoklonalnich bilkovin.

Atypické prouzky zjisténé elektroforézou v zoné alfa2 az gamaglobulinii mohou vyvoléavat
podezieni na vyskyt monoklonalnich proteint (M-proteiny, paraproteiny, monoklonalni
imunoglobuliny) a tim gamapatie. K identifikaci téchto abnormalnich prouzkt slouzi
imunofixace. Imunofixacni elektroforéza umoZzni zafixovani proteind in situ, kde tvofi
nerozpustné komplexy s odpovidajicimi protilatkami.

Provadi se ve ¢tyrech krocich

1. Separace proteint elektroforézou na agaré6zovém gelu.

2. Imunofixace (imunoprecipitace) proteind rozdélenych elektroforézou — piislusné
migracni stopy jsou piekryty jednotlivymi antiséry. Antiséra difunduji do gelu a
precipituji pfitomné antigeny. Proteiny v referencni stopé€ jsou jsou fixovany fixaénim
roztokem.
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3. Neprecipitované, rozpustné proteiny jsou z gelu odstranény odsatim a promytim.
Komplex antigen-protilatka ztstava v gelové matrix.

4. Precipitované proteiny jsou vizualizovany obarvenim.
Elektroforetické déleni vzorku probiha simultanné v Sesti stopach. Po elektroforéze — prvni
stopa (ELP) slouzi jako referencni. Zbyvajicich 5 stop je pouzito k naneseni specifickych
antisér — trivalentni proti t€Zkym fetézcim (G, A, M) a anti-kappa a anti-lambda volnym a
vazanym lehkym fetézcim (Obr. ¢.33).
Imunofixaéni prouzky jsou porovnany s odpovidajicimi frakcemi referen¢niho vzorku —
odpovidajici prouzek by mél mit stejnou migracni pozici.

HYDRAGEL 2 IF sebia

P G A M K L ELP 6 A M K |

Obrazek ¢. 33 Imunofixace séra: Sérum 1 — typ mlg : IgG kappa, sérum 2 — typ mlg: 1gG
lambda

3.7.1.1. Klinicky vyznam stanoveni

Vysetfeni slouzi k diagnostice a monitorovani mnohocetného myelomu a dalSich
patologickych stavi spojenych s absorpci, nadmérnou produkci bilkovin, popf. stavil
spojenych se zvySenymi ztratami bilkovin nésledkem orgédnového postiZeni nebo zménou
nutri¢nich navyk.

Elektroforéza sérovych bilkovin se provadi zejména, zjistime-li patologicky vysledek celkové
je pro prukaz dysproteinemie — zména koncentrace a kvalitativniho slozeni jednotlivych
bilkovin v séru, paraproteinemie — charakterizovana pfitomnosti monoklonalnich
imunoglobulint.

Referencni hodnoty jednotlivych bilkovinnych frakei pro dospélé osoby jsou uvedeny
V tabulce €. 2
(zdroj: Clinical guide to laboratory tests, Tietz, fourth edition)

Frakce %

Albumin 39-51

az-globuliny 2-4

az-globuliny 4-8

B1-globuliny 5-10
B2-globuliny

gamaglobuliny | 6-12

Tabulka ¢.2
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http://www.wikiskripta.eu/index.php/Dysproteinemie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Paraproteinemie

Velkou prednosti elektroforézy ve srovnani s kvantifikaci specifickych proteint je piehled,
ktery poskytuje. Elektroforeogram nam dava informace o relativnim zvySeni, snizeni nebo
homogenité jednotlivych proteinovych frakei.

Proteiny tvofi velkou skupinu latek ptitomnych v plazmé (séru), jejich celkova koncentrace se
pohybuje v rozmezi 60 - 80 g/l. Tyto proteiny plni fadu funkci, nachazime zde transportni
proteiny, protilatky, inhibitory enzymu, srazeci faktory, aj. Pro vysSetieni spektra krevnich
proteinil je nejvhodnéj$im sérum: na rozdil od plazmy neobsahuje fibrinogen (faktor I
koagula¢ni kaskady), jehoz fyziologicka koncentrace je kolem 3 g/l. V pfipad¢é vySetieni
plazmy se fibrinogen nachazi v mistech, kde se za patologickych situaci mohou vyskytovat
tzv. monoklonalni imunoglobuliny (viz dale). Béhem raznych onemocnéni se méni relativni
zastoupeni jednotlivych proteinii v séru a tim i elektroforeogram (vysledek elektroforézy),
ktery tak muze slouzit k orientaénimu zhodnoceni zastoupeni vySe uvedenych frakci proteint.

Hlavni proteiny jednotlivych elektroforetickych frakci
Ptehled v tabulce ¢.3 uvadi proteiny jednotlivych frakei i proteiny vyskytujici se mezi
uvedenymi frakcemi, v tzv. interzonéach. Za fyziologickych podminek je koncentrace téchto

proteint nizka, proto netvoti samostatné frakce (piky v elektroferogramu).

frakce bilkovina vyznam komentar
Albumin je syntetizovan
Vv jatrech. Jeho koncentrace
vséruje35-50¢/L a
biologicky polocas ¢ini 20 dni. | - zvySeni:
Albumin je velmi vyznamny dehydratace
transportni protein - vaze a - snizeni:
pfenasi mnohé latky (mastné poskozeni jater,
Albumin Albumin kyseliny, hormony, bilirubin, chronicka infekce,
1€ky, kovy). Ddle se podilina | onemocnéni
udrzeni vodni rovnovahy mezi | ledvin, podvyziva,
intravaskulédrnim a monoklonalni
extravaskuldrnim prostorem gamapatie
(udrZzovani onkotického tlaku
krevni plazmy) a pufruje télni
tekutiny
Alfal-lipoproteiny o
(= lipoproteiny o vysoké ;}ZVyST.m.' demi
. . hustote, HDL) se ucastni yp?f Ip,l. emie
Alfal-lipoproteiny - snizeni:
. transportu cholesterolu a _
, Alfal-fetoprotein o . , onemocnéni jater
Interzona vitaminu rozpustnych v tucich.

albumin /alfa-1

Alfal-kysely
glykoprotein
(orozomukoid)

Alfal-fetoprotein je
onkofetalni antigen
syntetizovany béhem vyvoje
zarodku

zvyseni: karcinom
jater
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Alfal-kysely glykoprotein
(orozomukoid) je glykoprotein
syntetizovany v jatrech

- zvySeni: jako
odpovéd’ na rizna
akutni a chronicka
zanétliva
onemocnéni

- sniZeni: pii
poruse
proteosyntézy v
jatrech

Alfa-1
globuliny

Alfal-antitrypsin (=
alfa-1-inhibitor
proteaz; API)

Alfal-antitrypsin (= alfa-1-
inhibitor protedz; API) patri
mezi inhibitory proteolytickych
enzymii (napr. elastdzy,
kolagenazy) produkovanych
leukocyty nebo bakteriemi.
Radi se mezi tzv. ,, proteiny
(reaktanty) akutni faze "

zvySeni: akutni
zanétlivé reakce
- sniZeni: tézke
hepatopatie,
hypoproteinemie,
vrozeny defekt
tvorby API

Interzona alfa-

Alfal-
antichymotrypsin

Alfal-antichymotrypsin je
inhibitor proteolytickych

-zvyseni: akutni

1/ alfa-2 enzymul. zanétlivé reakce
-zvyseni:
Alfa-2-makroglobulin je také | nefroticky
inhibitorem proteolytickych syndrom
enzymu. Jeho koncentrace jsou | - sniZeni:
zéavislé na veéku (vyssi v reumatoidni
détstvi). artritida, myelom,
akutni
pankreatitidy
Alfa-2 Alfaz- —
globuliny makroglob_ulm Hapt(')g‘lyob!ny. Fv’on skup1’nu
Haptoglobiny proteind vazajicich volny
hemoglobin (Hb) za tvorby
hemoglobin-haptoglobinového | -zvyseni: akutni a
komplexu, ktery je rychle chronické zanéty
z krve vychytavan bunikami - sniZeni:
retikuloendotelidlniho systému, | onemocnéni jater,
kde je metabolizovan; hemolyticka
Hb-haptoglobinovy komplex anemie
tak zabranuje ztratam zeleza
moci.
Transferin je hlavni transportni | - zvySeni: anemie
protein pro Zelezo; pienasi zpusobené
Beta-1 Transferin zelezo ze stfeva a mezi misty | nedostatkem
globuliny syntézy a odbouravani Zeleza
hemoglobinu. - snizeni:
onemocnéni jater,
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podvyziva,
zanétliva
onemocnéni,
malignity
Beta-lipoproteiny (= - zvyseni:
Interzona beta- . . lipoproteiny o nizké hustotg, hyperlipidemie
1/ beta-2 Beta-lipoproteiny LDL) se podili na transportu - snizeni:
cholesterolu. hladovéni
- zvySeni: akutni
C3 slozka komplementu je zatéz organismu
Beta-2 C3 sloka jeden z proteint sy§t§1}11} - snizent: ’
. komplementu, podilejiciho se | autoimunitni
globuliny komplementu e . .
na zanétlivé rekei. onemocnéni
- (tvorba
imunokomplex)
- zvySeni:
Gamaglobuliny jsou polyklonalni (nebo
imunoglobuliny (protilatky) monoklonalni)
syntetizované plazmatickymi gamaglobulinemie,
buiikami. Kvantitativné je jaterni
nejvyznamngéjsi 19G. onemocnénti,
. . Normalni rozsah migrace chronické infekce
Gamaglobuliny | Imunoglobuliny polyklonalniho IgG je celad - sniZeni:
katodicka ¢ast po¢inaje zonou | fyziologicky u
b1, IgM — migruje v anodické | malych déti,
zOn€ gama, IgA — migruje v hypoimunitni
iterzon€ b1 a b2- globulind. syndrom
Tabulka ¢.3
Jednotlivé elektroforetické typy jsou v tabulce ¢.4:
Typ -
. Vyskyt
3Iektroforeog ram | kometaf Alb a; a2 P Y (piiklad)
zvySeni e
pozitivnich ilft%ﬁ?éfczf
reaktantl akutni o
faze (oi- onemocnén,
Typ akutniho antitrypsinu, al;glt(rgzeni (kAN
zanétu orosomukoidu, ?in farkt
haptoglobinu, mvokardu
ceruloplazminu, yoxardu,
CRP, C3) chirurgicky
pokles nebon| 1 | 1 vykon),veEtsi
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negativnich
reaktantu akutni
faze

popaleniny

rekonvalescenc
e po infekénim

polyklonalni .
. onemocnéni
Typ zmnozeni « ,
chronického imunoglobulinii nektera
. x revmaticka
zanétu «
onemocnéni
I nebo M N M
zvySeni a-
lobulint .,
fvé d&i o chronicka
Chronicky o aktivni
A reaktivaci o,
aktivni zanét revmatoidni
procesu -
artritida
vazne I
proteosyntéza
v hepatocytech
jater
nadmeérna .,
chronicka
tvorba ) ,
. s Jaterni
. imunoglobulini "
Typ hepatopatie onemocnéni —
« jaterni fibroza a
nckdy se ]

neoddéli B ay
frakce (tzv. B-y
mustek — pfi
zvySeni IgA)

cirhdza
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vyrazné ztraty
bilkovin moc¢i
(ptevladaji
rendlni ztraty
albuminu)

zvySeni
bilkovin s
nejvetsi Mr —
O~
makroglobulinu

Typ nefrotického | a B-lipoproteinu nefroticky
syndromu I nebo N syndrom
nadmérna
tvorba
imunoglobulinii
nekdy se
neoddéli B ay
frakce (tzv. B-y
mustek — pii
zvyseni IgA)
primarni
deficity tvorby
protilatek
pokles v oblasti sekundarni
Hypogamaglobui | y globulin deficit tvorby
nemie protilatek
ztraty
imunoglobulint
homogenni .ﬂll benigni
vrchol kdekoliv ' monoklondlni
v oblasti apaz y gamapatie
Monoklonalni deficit o maligni o
amapatie polyklonalnich monoklo_nalm
g Ig gamapatie
(mnohocetny
myelom)
Tabulka ¢.4
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SPE s néslednou denzitometrii ma klic¢ovy vyznam pfti diagnostice monoklonalnich gamapatii
(MG). Monoklonalni gamapatie jsou definovany jako skupina onemocnéni, které jsou
charakterizovany proliferaci jednoho klonu plazmatickych bunék produkujicich homogenni
imunoglobulin. Toto onemocnéni ma maligni nebo potencidlné maligni charakter (napr.
mnohocetny myelom). V elektroforeogramu patrame vizualné po atypické zoné — prouzek
monoklonalniho imunoglobulinu.

Pti elektroforéza séra mohou monoklondlni imunoglobuliny migrovat v Sirokém rozsahu od
oblasti alfa,-globulini az po katodicky konec zony gama-globulini.  Pro typizaci
monoklonélniho imunoglobulinu se pouziva elektroforéza s naslednou imunofixaci.

3.7.2. Elektroforéza bilkovin moc¢e - Urine Protein Electrophoresis (UPE)

Elektroseparaéni techniky pro analyzu moce poskytuji kvalitativni pohled na proteinurii.
Zjisténi a identifikace proteinurie je uziteCnou informaci pii diagnostikovani onemocnéni
ledvin. Proteinurie mtze byt disledkem mnoha patologickych stavi. Identifikace hlavnich
bilkovin v mo¢i pomaha ptesné¢ urcit typ poSkozeni ledvin (tubularni, glomerularni nebo
smiSeny) a dale pomahéd pii identifikaci monoklondlnich gamapatii (Bence- Jonesovy
bilkoviny).

UPE poskytuje informaci o pfitomnosti nékterych vyluovanych proteini — albuminu,
transferinu, IgG, al- mikroglobulinu, hemoglobinu, event. monoklonélnich volnych lehkych
fetézcl imunoglobulind (tzv. Bence - Jonesova bilkovina) v zavislosti na jejich koncentraci
v séru a funkcich ledvin. Elektrofoforeogram bilkovin moce je podobny rozdéleni bilkovin v
séru, avSak intenzita frakci zdvisi na filtrani schopnosti ledvin. K analyze pouzivame
zahusténé nebo nezahusténé vzorky moce. Zahusténi se provadi na koncentraci bilkoviny asi
15 - 20 g/l pomoci koncentranich zkumavek (Vivaspine 2, Santorius). Tyto zkumavky
obsahuji specialni hydrofilni membranu, coz znesnadiiuje vazbu proteinli. Membrana je
vyrobena z polyethrsulfonatu (PES), triacetatu celulozy (CTA) nebo ze stabilizované celulozy
(Hydrostat), ma cut-off hodnotu podle molekulové hmotnosti, pro kterou je nepropustna.(5,10
a 30 kDa). Stabilita moce pro vySetieni elektroforézy je minimaln€ 1 tyden pfi teploté 2 — 8
°C, neni doporuceno vzorky mrazit.

3.7.2.1. Prehled nejvice pouZivanych elektroforetickych technik
Elektroforéza v zahusténé moci se provadi za stejnych elektroforetickych podminek jako
SPE a sIFE.

Gelova elektroforéza na agarozovém gelu v kombinaci s monoklonalnimi protilatkami proti
vybranym proteiniim

Bilkoviny jsou rozd€leny na zasadit¢ pufrovanych agarézovych gelech (pH 9.1) a
imunofixovany pomoci specifickych antisér bilkovin, které predstavuji rizné typy proteinurie.
Imunofixaéni elektroforéza umoziiuje ukotveni bilkovin in situ po elektroforéze vytvorenim
nerozpustnych komplexli s odpovidajicim antisérem. Tento postup umoziuje v jednom kroku
charakterizovat rizné proteinurie a detekci Bence Jonesovych bilkovin jako kvantitativni
pomtcka pfi identifikaci monoklonélnich gamapatii.

Vzorek zahu$téné moce je soucasné podroben elektroforéze v deviti stopach na alkalicky
pufrovaném agarézovém gelu. Po elektroforéze slouzi jedna stopa (ELP) jako referencni pro
znazornéni elektroforetického uspofadani bilkovin ve vzorku. Zbyvajicich osm stop je
imunofixovano pfislusSnym antisérem. NevysrdZzené, rozpustné proteiny jsou z gelu
odstranény pomoci odsadvani a promyvani. Precipitovany komplex antigen-protilatka je
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zachycen v matrici gelu. Vysrazené bilkoviny jsou vizualizovany barvenim kyselou violeti.
Piebyte¢né barvivo se odstranuje kyselym roztokem.

Nasleduje imunofixace specifickymi antiséry proti riznym bilkovindm.

- tubularni proteiny B, mikroglobulin, Protein vazajici Retinol (RBP) a a; mikroglobulin,
- glomerularni proteiny (Albumin a a, makroglobulin),

- tézké fetézce gama, alfa a mi (s trivalentnim antisérem)

- lehké fetézce kappa, volné i vazané

- lehké fetézce lambda, volnt 1 vazané

- lehké volné fetézce kappa

- lehké volné fetézce lambda

Imunoprecipitovant frakce jsou potom porovnany s odpovidajicimi abnormalnimi frakcemi v
elektroforetickim zaznamu vzorku a identifikovany podle reakce nebo nepivtomnosti reakce s
jednotlivymi antiséry (obrazek ¢. 34).

HYDRAGEL URINE PROFIL{IE 274 sebia
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Obrazek ¢. 34

SDS - elektroforéza na agarézovém (SDS AGE) nebo polyakrylamidovém gelu (SDS
PAGE)

Pokud je nutné provést typizaci proteinli moce, je mozné provést elektroforézu na neutralné
pufrovanych SDS gelech, které separuji mocové bilkoviny podle jejich molekulové hmotnosti
a zcela jasn€ odliSuji bilkoviny tubuldrni od bilkovin glomerularniho plivodu. Vysledek
elektroforetického déleni proteinii obarvenych kyselou violeti je vizualné porovnavan s
proteinovymi markery v referenni stop€. Timto zplsobem Ize identifikovat jednotlivé
bilkoviny a proteinurii spravné klasifikovat. Elektroforéza ke klasifikaci proteinurie se
provadi v nezahusténé moci.

V piebytku anionického detergentu SDS (Sodium Dodecyl Sulfate — laurylsiran sodny) jsou
bilkoviny zménény v komplexy obsahujici SDS. V téchto komplexech dochazi k rozruSeni
nativni struktury bilkovin a zaujeti uniformni struktury o stejném negativnim elektrickém
naboji na jednotku hmotnosti.

Pti elektroforéze na mediu s prosivacimi vlastnostmi (gely s vysokou koncentraci ) dochézi
k rozdéleni mocovych bilkovin dle jejich molekularni hmotnosti (obr.c.35). Jednotlivé
bilkoviny tubuldrniho ptivodu (M.V. < 65 - 70 kDa) jsou jasn¢ odliSeny od glomerularnich
(M.V. > 65 - 70 kDa). Dle detekovanych bilkovin lze proteinurii klasifikovat jako tubularni,
glomerularni a smiSenou. Nastaveni parametrii procedury a citlivost barveni kyselou violeti
umoziuje detekci proteint bez predchoziho zahusténi moce. Minimalni detekéni hladina je 15
mg/L na frakci.
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Obrazek ¢. 35

3.7.2.2. Klinicky vyznam stanoveni

Vysetteni mocovych bilkovin stale zlistava jednim ze zakladnich vySetfeni v nefrologii.

Toto vySetfeni ma nezastupitelné misto v cCasné diagnostice nemoci ledvin. Soucasna
diagnostika je zaloZena na vySetfeni celkové bilkoviny a albuminu v moci, méné Casto je
vySetfovana mocova exkrece jednotlivych dalSich mo¢ovych proteind.

Glomerularni kapilarni sténa ledviny efektivné brani priniku bilkovin v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti (velikosti), ndboji a tvaru. Bilkoviny s molekulovou hmotnosti vétsi
nez albumin (69 kD) pronikaji do moci velmi omezeng. Nizkomolekularni bilkoviny, které
jsou voln¢ filtrovany v glomerulech, jsou ucinné resorbovany a nasledné katabolizovany v
proximalnim tubulu a jejich koncentrace v moci jsou minimalni. Nejvyznamnéjsi soucasti tzv.
fyziologické proteinurie je tzv. Tamm-Horsfalliv protein (uromodulin) — mukoprotein.
Dalsimi slozkami jsou albumin (do 10 mg/24 h), IgG a sekre¢ni IgA (do 10 — 15 mg/24 h) a
volné lehké fetézce imunoglobulini (do 10 — 15 mg/24 h).

Pii béZné svalové aktivité nepresdhne fyziologickd proteinurie 50 — 80 mg/24 h, pii vétsi
svalové aktivité, prolongované ortostdze a snizeném piijmu tekutin mtze byt vyssi — horni
hranice fyziologické proteinurie je arbitrarné definovana na 150 mg/24 h.

Podle velikosti ztrat bilkovin do moci za 24 h se proteinurie déli na malou (0,15 — 1,5 g/24

h), stiedni (1,5 — 3,5 g/24 h) a velkou (> 3,5 g/24 h).

3.7.3. Elektroforéza bilkovin mozkomiS§niho moku

Vysetifeni mozkomiSniho moku (Cerebrospinal fluid-CSF) je dileZitou soucasti diagnostiky
onemocnéni centralniho nervového systému (CNS).

Cela tada onemocnéni CSN se vyznacuje zvySenim proteini v mozkomiSnim moku v
disledku zvySené permeability hemato-encefalické bariéry nebo zvySené syntézy
imunoglobulini - v prvni fadé imunoglobulinu (Ig) ve tfidé IgG v CNS. Pfitomnost
intratékalniho Ig G je vyznamnou informaci vedouci k dg. zanétlivého onemocnéni CNS
jehoz pficinou je napi. skleroza multiplex. Ackoliv oligoklonalni prouzkovéni neni ani
diagnostické ani specifické pro toto onemocnéni, je Siroce pouzivano jako podplrna
informace a povaZovano za zakladni vySetfeni dle konsenzu "Evropské komise pro sklerézu
multiplex". Potvrzuje diagnézu u pacientii s klinickymi pfiznaky choroby a poméha pfi
diagnostice ptipadl s nepresvédcivymi klinickymi znaky.
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Kritéria pro detekci Ig G oligoklondlnich pasi v CSF

e metoda s nejveétsi rozliSovaci schopnosti a citlivosti pro detekci oligoklonalnich past
je izoelektricka fokusace

e oligoklonalni Ig G musi byt detekovano specifickym antisérem

e pro potvrzeni intrathekalni syntézy musi byt vzorek séra a CSF pacienta analyzovan
paralelné, pro demonstraci rozdila v Ig G distribuci

e koncentrace Ig G v CSF i séru musi byt nastavena na stejnou hladinu

e mcélo by se ptedejit zahustovani CSF.

3.7.3.1. Nejvice pouzivana elektroforeticka technika

Izoelektrickad fokuzace s imunofixaci

Procedura zahrnuje izoelektrofokuzaci na agard6zovém gelu, nasledovanou immunofixaci s
anti-IgG antisérem. IgG immunofixac¢ni vzorky CSF a séra od téhoz pacienta jsou pak
vizualng porovnany. Citlivost metody dovoluje analyzu CSF bez ptedchoziho zahustovani.

Test se provadi ve dvou stupnich
e lzoelektrofokuzace na agar6zovém gelu k rozdéleni proteint ve vzorcich CSF a séra.
e Imunofixace anti Ig G antisérem znacenym enzymem (peroxiddza) ur¢enym k detekci
Ig G oligoklonalnich prouzkt a demonstrace rozdili nebo neptitomnosti Ig G v CSF a
Vv séru.
Pii koncentraci IgG 10 mg/L (a vice), mize byt jeho rozdéleni detekovano bez zahusténi
CSF vzorku. K potvrzeni intrathekalni syntézy Ig je nutno analyzovat sérum a mozkomisni
mok paralelné ve stejnych koncentracich, aby byl demonstrovén rozdil v distribuci IgG.

HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING sebla
1t 1" 2 ¥ 8 & 4 ¢ 5 5 8 €& 7

TH IH (ML
N HH B I:1 '5:'

1 CSF, 1'sérum, 2 CSF, 2" sérum ......... pacienti

I

7.3.2. Klinicky vyznam stanoveni

Nejcitlivéjsi metodou pro prikaz intrathekélni syntézy protilatek je stanoveni oligoklonalnich
imunoglobulind metodou izoelektrické fokuzace Snaslednym barvenim nebo imnofixaci.
Fyziologicky maji imunoglobuliny v séru i mozkomiSnim moku polyklondlni charakter a
vyjadiuji heterogenitu individuélnich protilatek produkovanych jako odpovéd’ na nejrizné;si
antigeny, s nimiz se jedinec setkal.

Predpoklada se, ze do CNS vstupuje pouze omezeny pocet B-lymfocytt, které se po aktivaci
antigenem (napf. ur€itym mikroorganizmem nebo autoantigenem) diferencuji v plazmatické
buiiky secernujici protilatky. Intrathekdlné produkované protilatky se vyznacuji pouze
omezenou (oligoklonalni) heterogenitou, coz se pii izoelektrické fokusaci projevi jako
izolované prouzky, které nejsou patrné pti analyze séra. Z toho vyplyva nutnost provadét
soucasné analyzu imunoglobulinti likvoru i Séra. Srovnava se piitomnost ¢i nepfitomnost
identickych pruhit 1gG v séru a moku; pocet alokalizace prouzki nema diferencialné
diagnosticky vyznam.
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Popisuje se pét riznych typt izoelektroforegrami (obr. 36 ):

LEF 5 LR 3 LEFE E
Typ 1 e 2 — —/ 3
"N —
— . —— |
C5SF CEF 5
—
Typ 4 = = Typs

| ||| II I =

Orazek ¢. 36

Zakladni typy izoelektroforegramti mozkomisniho moku (obr. )

Typ 1 - v séru iV moku pouze polyklonalni IgG — normalni nalez;

Typ 2 — oligoklonalni prouzky pouze v likvoru — lokalni syntéza IgG (napf.u roztrousené
misni skler6zy)

Typ 3 — oligoklonalni prouzky v likvoru a dalsi oligoklonalni prouzky v likvoru iv séru —
lokdlni syntéza IgG a produkce protilatek v organizmu (napi. chronickd infekce CNS,
roztrousena skleroza);

Typ 4 — identické oligoklondlni prouzky v séru i moku (tzv. ,,zrcadlovy* obraz prouzki v
séru aV likvoru — dochazi k priniku protilatek z krve do likvoru) — systémova imunitni
aktivace bez lokalni syntézy [gG v CNS;

Typ 5 — identické monoklonalni prouzky v séru i moku v kratkém tseku pH gradientu, jde
0 pfitomnost monoklonalniho paraproteinu v likvoru sérového plvodu ; myelom;
monoklondlni gamapatie

3.8. Vyrobci elektroforetickych zarizeni

Vzhledem Kk vysokému pocétu analyzovanych vzorkl, hlavné vzorkt séra, vétSina
zdravotnickych laboratofi pouziva pro elektroforézu automatické systémy. PInd automatizace
sniZzuje objem manudlni prace na minimum. Tyto systémy provadi automatickou aplikaci
vzorku a reagencii (napf. promyvaci roztoky, antiséra) na gel, elektroforetickou separaci,
fixaci barveni, promyti a suseni gelu.

3.8.1. Automatizované systémy pro gelovou elektroforézu bilkovin

Vyrobce Sebia (Francie) — analyzdator HYDRASYS

Poloautomatické systtmy HYDRASYS jsou nejrositencjsi elektroforetické systémy
Vv klinickych laboratofich. Tyto systémy jsou urceny pro elektroforézu bilkovin na agar6ze
(AGE). Lze provést az 145 elektreforéz bilkovin krevniho séra za hodinu. Na jednom gelu je
mozné separovat az 54 vzorkl séra v jednotlivych elektroforetickych stopach. Analyzator
Hydrasys se skldda z modulu migra¢niho (aplikace vzorku, elektroforetickd migrace atd.) a
barviciho (fixace, barveni a susSeni gelu). Provadi vSechny faze elektroforézy. Migracni model
je vybaven systém pro kontrolu teploty (Peltieriv effekt), ktery béhem migrace zajisti
konstantni teplotu. Druhd generace piistroji mé zabudovany skenovaci modul pro néasledné
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denzitometrické vyhodnoceni elektroforeogrami. Skenovaci modul umozituje snimani S
vysokym rozliSenim obrazu a kvantifikaci gelu za méné€ nez jednu minutu. Tento piistroj ma
také mudul pro izoelektrickou fokuzaci.

Sebia pokytuje velmi Sirokou nabidku diagnostickach souprav pro elektroforetickou separaci
proteintt krevniho séra, mofe mozkomisniho moku nebo jinych biologickych tekutin.
Diagnostické kity umoziuji provedeni SPE, UPE, imunofixace séra a moce, izoelktrickou
fokuzaci,separaci a kvantifikaci izoenzymt (ALP,LDH, CK), lipoproteini, frakci
hemoglobinu nebo transferinu.

Vyrobce Helena Biosciences Europe (Anglie) — analyzator SAS1-4, SPIFE 4000
Analyzator SAS 1-4

Tento vyrobce nabizi poloautomatické systémy SAS 1 — 4 (dle kapacity pfistroje) pro gelovou
elektroforézu na agardze. Lze provést az 100 elektroforéz bilkovin krevniho séra za hodinu.
Ptistroj ma obdobné uspoiadani a poskytuje stejnou nabidku vySetiovanych parametrt jako
vyrobce SEBIA.

SPIFE 4000 analyzator pro elektroforézu (SPE) a imunofixaci (IFE) bilkovin krevniho
séra

Je pln¢ automatizovany systém pro elektroforézu a imunofixaci séra. Tento automat ma
kapacitu 560 SPE a 80 IFE béhem 8 hodin. Analyzator provadi vSe automaticky vcetné
aplikace antiséra (pro IFE), kterd jsou umistény na palubé. Po usuSeni je gel automaticky
pienesen do skanovaciho modulu.

Vyrobce Interlab (Itdlie)-Analyzator Microge,l analyzator G26

Je pIn¢ automatizovany elektroforeticky systém pro elektroforézu na agaroze. Jeho kapacita je
150 vzorkii za hodinu. Systém ma 4 drzaky na gel, do kazdého lze umistit 1-2 gely. Na
jednom gelu je mozné soucasné¢ analyzovat 26 vzorkd. Obsahuje také modul pro
izoelektrickou fokuzaci. Unikatni dvojity aplikator umoziiuje soucasné aplikovat vzorky v 1
nebo 2 tfadach na kazdy gel. Migra¢ni modul ma 3 elektrody, cozZ umozni zrcadlové déleni
vzork, pii 2-fadové aplikaci vzorkt na gel (obr. €.37).

Obrazek &.37

Tento systém je pln¢ automatizovany (véetné pipetovani vzorki) pro elektroforézu bilkovin
séra, moc¢e , lipoproteiny, izoenzymy alkalické fosfatdzy, kreatinkinazy,
laktatdehydrogenazy.http://www.interlab-srl.com/img08/hr/microgel/3.jpg

3.8.2. Automatizované systémy pro kapilarni zénovou elektroforézu
Multikapilarni elektroforetické systémy se v soucasné dob¢ stavaji vyznamnym ndstrojem

rychlého, rutinniho, vysokokapacitniho a zcela automatizovaného méteni zakladnich
proteinovych frakci krevniho séra. Vysoka pracovni kapacita multikapilarnich zatizeni pro
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kapilarni zonovou elektroforézu (CZE) komunikujicich s laboratornim informacnim
systémem predstavuje moznost zvyseni efektivity méfeni v rezimu pribézného zpracovani
vzorkll z primarnich zkumavek identifikovanych ¢arovymi kdédy. Jsou eliminovany mozné
chyby zptsobené postupem barveni a denzitometrickym hodnocenim. Soucasné moznosti
instrumentace pro kapilarni elektroforézu vedou k rychlé a ucinné separaci s vysokym
rozliSenim.

Vyrobce Sebia (Francie) — analyzator CAPILLARYS

PIn¢ automatizovany systém pro kapilarni elektroforézu CAPILLARYS 2 provadi
elektroforetickou separaci soucastné na osmi kapilarach a je schopen analyzovat 80 vzorkl za
hodinu. Zivotnost kapilary je 3000 vzorki/1 kapilaru, tzn. 24 000 vzork pro cely systém. Pro
detekci se pouziva opticky UV — VIS detektor s detekci vinové délky v zavislosti na
stanovovanych parametrech (pii elektroforéze sérovych proteinii je méfena absorbance pfi
200 nm). Systém Capillarys 2 umoziuje rozdéleni bilkovin krevniho séra na 6 frakci - frakce
betaglobulinti se déli na beta-1 a beta-2 frakci .

Ptistroj je vybaven c¢teckou ¢arového kodu, coz umoziuje identifikaci vzorkli. Na tomto
systtmu je mozné provadét elektroforézu séra a moce, imunofixaci, déleni frakei
hemoglobinu a transferinu.

Vyrobce Helena Biosciences Europe (Anglie) — analyzator V8

Analyzator V8 — pIn¢ automatizovany systém pro kapilarni elektroforézu. Pristroj ma 8
kapilar, je vybaven UV-VIS detektorem a ¢teckou ¢arového kodu. Spektrum provadénych
vySetfeni je stejné jako u vyrobce Sebia - elektroforéza séra a moce, imunofixace, déleni
frakci hemoglobinu a transferinu.
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4. Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, zalozena na rozdilné afinité¢ d€lenych latek ke
stacionarni (nepohyblivé) a mobilni (pohyblivé) fazi. Chromatografické metody patii k
vybrané slozky smési izolovat.

Metoda byla poprvé pouzita v roce 1901 ruskym botanikem Michailem Cvétem pro izolaci
rostlinych barviv na sloupci uhli¢itanu vapenatého (proto se v ndzvu metody vyskytuje fecké
slovo chromos — barva).

4.1. Princip chromatografie:

Mobilni faze proudi pies nosi¢ nebo ' I ] 1 I

kolonu, obsahujici stacionarni fazi. L

Béhem pohybu mobilni fdze dochazi

k distribuci komponent smési mezi

obé faze: latky s vySsi afinitou ke |enomatograficka Chvomatograficks
stacionarni fizi migruji pomaleji nez G - e
latky s niz$i afinitou ke stacionarni Y Y postupnd ohuce
fazi (tyto zGstdvaji prednostné fraketvzorks
vV mobilni fadzi a migruji rychleji);
jednotlivé  slozky smési  tedy L
prochézeji systémem riznou v v
rychlosti. postupné jimané frakce

4 _J b4 £

vzorek —

(

Obr.38: Princip chromatografie

4.2. Klasifikace chromatografickych metod

Chromatografické metody 1ze je rozdélit podle riznych kriterii a niZze uvedené zpiisoby se
mohou pii jednom chromatografickém uspotadani rizné¢ kombinovat (podrobné;si vysvétleni
bude uvedeno u konkrétnich ptiklada).

4.2.1. Chromatografie podle usporadani systému

Rozeznavame chromatografii plo$nou (planarni) a kolonovou (sloupcovou). Pfi plosné
chromatografii je stac. faze zakotvena na papiru (papirova chromatografie) nebo je
rozprostiena na inertni podlozce (chromatografie na tenké vrstvé, angl. thin-layer
chromatography, TLC). Pfi papirové chromatografii je staciondrni fazi voda nebo polarni
rozpoustédlo zakotvené na vldknech papiru, pfi TLC je stacionarni fazi tenkd vrstva Castic
materidlu (silikagel, alumina, celuldza, aj.) rovhomérné rozlozena na sklenéné desce, plastu
nebo hlinikové f6lii a zpevnénd pojivem. Pokud tenkd vrstva sestdva z Castic o malém
praméru (4,5 pm), technika se nazyva HPTLC — high perfomance thin layer chromatography.
Uspotadani plosnych technik miize byt vzestupné nebo sestupné podle sméru pohybu mobilni
faze.

V kolonové chromatografii mize byt staciondrni fazi silikagel, polymer; faze mulze byt
nanesena nebo chemicky navazana na nosné Castice (pt. uhlovodikové fetézce zakotvené na
nosnych casticich silikagelu); mize tvofit napln kolony nebo byt nanesena na jeji vnitini
povrch.
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4.2.2. Chromatografie podle skupenstvi mobilni faze

Kolonovou chromatografii dale rozdélit na plynovou (gas chromatography, GC) a
kapalinovou (liquid chromatography, LC). Pokud je stacionarni faze pro LC tvoifena
¢asticemi malého priméru, technika se nazyva HPLC (high perfomance LC).

4.2.3. Chromatografie podle separa¢niho mechanismu

Rozeznavadme chromatografii
1. iontoménicovou
2. rozdélovaci
3. adsorpéni
4. gelovou permeacni
5. afinitni.

Tontoméni¢ova chromatografie (ionexova, angl. ion-exchange) je zalozena na vyméné iontd
elektrostaticky vazanych na nabitém povrchu stacionarni faze a ionty v roztoku. Stacionarni
fazi je iontoménic¢ (ionex), tvofeny casticemi gelu (syntetické pryskyfice) s navdzanymi
nabitymi funk¢énimi skupinami. Na téchto skupinach je kvili zachovani elektroneutrality
vazan opacné nabity ion a tento je na zacatku analyzy vyménén za ionty analytli ze vzorku.
Slozky délené smési jsou pak z kolony eluovany postupné zménou pH a/nebo iontové sily
mobilni faze.

Ionexy umoziujici vyménu kationti (katexy) maji na
nosnych ¢asticich navazany silné kyselé sulfonové
skupiny —SOs’H® nebo slabé kyselé skupiny, napf.
karboxy-, karboxymethyl-, sulfomethyl-, sulfoethyl-,
sulfopropyl- nebo fosfo- skupiny. lonexy umoznujici
vyménu aniontll (anexy) maji na povrchu navazany silné
|| bazicke triethylaminoethylove skupiny nebo slabé bazické

——1| aminoethyl-, diethylaminoethyl-, guanidoethyl- apod.
Obr.39: lonexovad chromatografie skupiny.

R

Ionexova chromatografie ma v klinické biochemii Siroké vyuziti, umoznuje délit biologické
nizkomolekularni (napf. aminokyseliny, nukleotidy) 1 vysokomolekularni ionty (peptidy,
proteiny, oligonukleotidy, nukleové kyseliny).

Rozdélovaci chromatografie je zalozena na distribuci latek mezi dvé nemisitelné tekutiny,
tedy na rozdilech v rozpustnosti slozek vzorku v mobilni a stacionarni fazi (plati pro
kapalinovou chromatografii - LLC) nebo na rozdilu hodnot rozpustnosti slozek vzorku ve
stacionarni fazi (pro plynovou chromatografii - GLC). Jako faze staciondrni slouzi kapalina,
ktera mizZe byt naadsorbovéana nebo chemicky navézana na pevném nosi¢i (napf. na vldknech
papiru u papirové chromatografie nebo na nosnych ¢asticich u HPLC) nebo nanesena na
vnitinim povrchu kapilarni kolony (u plynové chromatografie). O pohyblivosti jednotlivych
slozek délené smési rozhoduje rozdélovaci koeficient délenych latek mezi obéma fazemi:

K= Corg / Cyod

K ... rozdélovaci koeficient

Corg ... koncentrace rozpusténé latky v organické fazi
Cvod ... koncentrace rozpusténé latky ve vodné fazi
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Obr.40: Rozdelovaci chromatografie

Rozdélovaci chromatografie mize byt plynova (gas-liquid, GLC, zjednodusené¢ GC) nebo
kapalinova (liquid-liquid, LLC, zjednodusené LC) podle charakteru mobilni faze. LLC muze
byt ve dvou provedenich — LLC s normalni fazi (polarni tekutina je fazi stacionarni, méné
polarni rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel je fazi mobilni) nebo s obracenou (reverzni) fazi
(stacionarni faze je nepolarni, mobilni faze je polarni — Castéji pouzivané provedeni).

Adsorp¢ni chromatografie: D¢leni je zaloZzeno na rozdilech v adsorpci a desorpci latek
analyzované smési na pevny povrch sorbentu elektrostatickymi silami, vodikovymi mistky
nebo disperznimi silami. Adsorpci popisuje tzv. Langmuirova adsorp¢ni izoterma, vyjadiujici
zéavislost mnozstvi analytu ve stacionarni fizi na koncentraci vV mobilni fazi:

Cs=w.z.Cu/(1+w.Cy)

W ... adsorpéni koeficient pro dany analyt

Z ... pocet volnych interak¢nich mist na povrchu . o m—
Cs, Cm... koncentrace analytu v obou fazich

Obr. 41: Adsorpcni chromatografie

Obr.42: Grafické znazornéni Langmuirovy
- izotermy:
Pti nizkych koncentracich analytu v mobil. fazi je

C, : Wep>> 1 zavislost Cs na Cpy linearni, pii vysokych
! koncentracich Cy dojde Kk vysyceni interakénich
; mist na povrchu sorbentu a zavislost se zakfivuje.
' C
- m

Gelova permeacni chromatografie umoznuje délit molekuly podle jejich velikosti a tvaru.
Stacionarni fazi tvoii gelové Castice kulovitého tvaru, nejcastéji na bazi polysacharidii nebo
polyakrylamidu, s péry pokud mozno definovanych rozmérii. V mobilni fazi, ktera protéka
kolem téchto kulicek, jsou rozpustény délené latky. Molekuly, jejichZ primér je mensi nez
prumér pori, difusnim pohybem vnikaji do vnitinich prostor gelovych ¢astic, ¢imz jsou na
koloné zadrZzovany déle nez velké molekuly, které jsou unaSeny proudem mobilni faze a
vytékaji z kolony dfive.
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Obr. 43, 44: Gelovd permeacni chromatografie

Afinitni chromatografie vyuziva specifické interakce molekul. Tyto interakce mohou byt
biologické povahy (enzym - substrat, enzym - inhibitor, antigen - protilatka, receptor -
hormon apod.) nebo biologickou interakci napodobujici (bilkovina - triazinové barVvivo,
bilkovina - kovové ionty apod.). Jeden z partnert (tzv. ligand) je pevné navazdn na nosic,
kterym je naplnéna chromatografickd kolona. V délené smési (mobilni fazi) je pfitomna fada
molekul, z nichZ jen nékteré maji afinitu k ligandu, navazi se na néj a ostatni slozky smési se
Z kolony vymyji. Po promyti kolony se zméni slozeni mobilni faze tak, aby se oslabila
interakce ligand — navazana molekula, ta se takto z kolony uvolni a ziska se v relativné ¢isté
podobé. Bioafinitni chromatografii Ize pouzit k separaci, izolaci a k ¢isténi slozek vzorku.

-

\ Navazany substrat
Ligand
Nosié

Obr.45: Afinitni chromatografie

Pro déleni bilkovin byla vyvinuta moderni chromatografickd kolonova technika
Chromatografie s hydrofobni interakci (HIC, angl. Hydrophobic Interaction
Chromatography). Jako stacionarni faze slouzi specialni nosi¢e nesouci hydrofobni skupiny,
na néz se bilkoviny vazi, aniz by byly (na rozdil od chromatografie s obracenymi fazemi)
denaturovany. Pfi vysoké iontové sile mobilni faze na zacatku chromatografie se bilkoviny
vazi na stacionarni fazi; postupnym sniZovanim iontové sily (sestupny solny gradient) dochézi
k oslabovani hydrofobnich interakci bilkovin s nosi¢em a k jejich postupné eluci z kolony.

4.2.4. Chromatografie podle sloZeni mobilni faze
Podle slozeni mobilni faze rozeznavame izokratické déleni, kdy mobilni faze ma po celou

dobu déleni konstantni sloZeni, a gradientové déleni s proménlivym sloZenim mobilni faze,
kdy se nékteré slozky délené smési nejdiive pevné zachyti na stacionarni fazi, ostatni slozky
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se mobilni fazi vymyji, poté se ndhle nebo postupné (gradientem) méni slozeni mobilni faze a
zachycené latky se postupné z kolony vymyvaji).

4.2.5. Chromatografie podle ticelu
Preparativni chromatografie je pouzivana pro pfipravu vétSiho mnozstvi Cistych molekul
(napt. ptiprava proteinti nebo protilatek afinitni chromatografii atd.).

Analyticka chromatografie slouzi pro urceni identity a koncentrace latek ve smési.
Nasledujici text se tyka chromatografie analytické.

4.2.6. Pirehled chromatografickych technik

papirova rozdélovaci

tenkovrstva rozdélovaci (SF kapalina)
tenkovrstva adsorpéni (SF pevna latka)
plynova rozdélovaci GLC (SF kapalina)
plynova adsorpéni GSC (SF pevna latka)
kapalinova rozdélovaci LLC (SF kapalina)
kolonova kapalinova adsorp¢ni LSC (SF pevna latka)
kapalinova LC gelova permeacni GPC (SF pevnd latka)
1ontove vymeénna IEC (SF pevnd latka)
afinitni (a dalsi)

lanarni
p tenkovrstva TLC

plynova GC

SF...stac.faze

4.3. Planarni chromatografie

Déleni latek probiha na ploSném povrchu staciondrni faze. Vzorky jsou nasazeny na startovaci
pozici blizko okraje pruhu papiru nebo TLC desticky ve formé malych kapek nebo tenkych
car. Papir nebo desticka jsou pak umistény do uzaviené sklenéné nadoby (chromatografické
vany) tak, aby spodni konec nosice byl ponofen do mobilni faze pod urovni startovaci linie
(papirovéa chromatografie umoziluje i sestupné usporadani, kdy je papir v chromatografické
vang zaveSen ve zlabku s mobilni fazi). Mobilni faze v disledku kapilarnich sil migruje pies
staciondrni fazi a unasi s sebou slozky smési v zavislosti na jejich afinité ke stacionarni fazi.
Az mobilni faze doputuje do pozadované vzdalenosti, chromatogram je vyjmut z nadoby a
ususen. Skvrny separovanych slozek jsou pak podle potfeby riznym zptisobem vizualizovany,
napf. osvicenim UV svétlem (pokud byla staciondrni faze ,,obarvena™ fluorescenénim
indikatorem, projevi se UV absorbujici latky jako tmavé skvrny na sviticim pozadi),
fluorescencné nebo nejcastéji prestiikanim chromatogramu vhodnym barvotvornym ¢inidlem.
Charakteristikou latky je retencni faktor R; , jehoZ hodnota je pro dané usporadani
experimentu stala:

Ri=A/B  A...vzdalenost start — stfed skvrny ~ B...vzdélenost start — Celo rozpoustédla
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V praxi jsou planarni techniky pouzivany vétSinou jako metody kvalitativni nebo
semikvantitativni s vizudlnim hodnocenim, skvrny délenych latek se hodnoti srovnanim se
skvrnami standardi chromatografovanych na témze nosi¢i. U HPTLC pfipadd v Gvahu
kvantitativni hodnoceni pomoci denzitometru.

Dokonalejsi separace lze dosdhnout pomoci dvourozmérmé TLC: Vzorek na TLC desce se
vyviji prvni mobilni fazi, po usuSeni se desticka oto¢i o 90° a vyviji druhou mobilni fazi.
Vysledkem je dvourozmérny obrazek rozlozeni skvrn.

Obr.46, 47: TLC — déleni barviv (http://www.demochem.de/Grafik/TLC2.gif)
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4.4. Kolonova chromatografie

V GC a LC mobilni faze s eluovanymi latkami opousti kolonu a prochédzi ptes vhodny
detektor, kde produkuje elektronicky signal. Signal je graficky zaznamenan jako funkce casu,
pfipadné objemu, eluované analyty jsou graficky zndzornény jako série vrchold (piki).
Takovyto vystup se nazyva chromatogram, data reprezentovana chromatogramem slouzi
k identifikaci a kvantifikaci analytd.
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Obr. 49: Vzor chromatogramu Obr. 50: Popis chromatografického vrcholu:

t....retencni ¢as, wy...Sitka piku v poloving vysky,
h...vyska

Kvalitativni charakteristikou analytu je retencni cas t (doba, za kterou analyt projde
z davkovace pies kolonu do detektoru), kvantifikace analytu probihd na zéklad¢ plochy
ptipadné vysky piku.
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4.4.1. Termodynamika a kinetika separace

Pti postupu vzorku kolonou se jednotlivé slozky vzorku (analyty) separuji, tj. dospéji do
detektoru v riznych reten¢nich Casech. Zaroven se zony jednotlivych analyti postupné
Termodynamika separace se zabyva vlivy, které ovliviiuji velikost interakce mezi
stacionarni fazi a analytem, zadrzovani (retenci) a zpozd'ovani (retardaci) analytl, rychlost
migrace analytli kolonou, rozdil v retencnich casech analyti a dé¢leni analyti od sebe
navzajem. Kinetika separace studuje vlivy, které ovliviiuji rozmyvani zon analyti béhem
postupu kolonou, tj. Sitky piki na chromatogramu. Termodynamika a kinetika spolu tzce
souvisi a ob¢ urcuji, jak dokonale budou zony sousednich analytii odd€leny.

Zakladni pojmy a vztahy:

V; (ml)...objem stacionarni faze kolony

Vi (ml)...objem mobilni faze v koloné

L (cm)...délka kolony

Fm (ml/min)...objemovy pritok mobilni faze

U (cm/min)...linearni rychlost mobilni faze pfi pritoku kolonou; u=1L/ty

VR, (ml)...retencni objem i-t€ho analytu (objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby
se prislusny analyt dostal od poc¢atku ke konci separacni kolony); Vgri=Fn . trj

tri (min)...retencni Cas i-t€ho analytu (celkovy ¢as, ktery ptislusny analyt stravi v separacni
kolong)

Vm (ml)...mrtvy objem kolony (objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se
nezadrZovany analyt dostal od pocatku ke konci separacni kolony)

tm (ml)...mrtvy Cas kolony (retencni ¢as analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj. pohybuje
se stejnou rychlosti jako mobilni faze)

V’ri (ml)...redukovany reten¢ni objem i-tého analytu; V’r;i=Vgri—Vm

t’ri (min)...redukovany retenc¢ni Cas i-tého analytu (Cas, ktery pfislusny analyt stravi ve
staciondrni fazi); t'ri=1ri-tm

Pozn.: VSechny analyty stravi v mobilni fazi stejny ¢as — mrtvy ¢as kolony

Distribu¢ni (rozdélovaci) konstanta Kp; vyjadiuje pomér koncentraci slozky ve dvou
fazich:
K _ (Ci)s _ (ni)s Vm
Di — - *
(Ci )m (ni )m VS
(Ci)s, (Ci)m...koncentrace i-tého analytu ve stacionarni a mobilni fazi (¢ =n/V)
(ni)s, (N)m...latkové mnozstvi i-tého analytu ve stacionarni a mobilni fazi

Kapacitni faktor (reten¢ni faktor, kapacitni pomér) Kk; vyjadiuje pomér latkového
mnoZzstvi slozky ve staciondrni a mobilni fazi:

k — (ni)s — KD,i .i

I (ni )m Vm
Kapacitni faktor Kk; lze zjistit pfimo z chromatogramu jako pomér doby, kterou stravi slozka
vzorku ve stacionarni fazi, k dob¢, kterou stravi v mobilni fazi (kolikrat déle je slozka vzorku
zadrzovana stacionarni fazi, nez by byla doba jejiho transportu kolonou rychlosti toku mobilni
faze):
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Distribuéni (rozdé€lovaci) konstanta a kapacitni faktor (kapacitni pomér) jsou pojmy
termodynamické a charakterizuji selektivitu kolony, tj. jak se analyty na koloné zadrzuji a
zpozd'uji.

Zakladni rovnice chromatografie (plati hlavné pro chromatografii rozdélovaci):
Vri=Vm+Kp;. Vs Viei=Kpi -V,

- Ve VK-V Vi KpieV,

t,. =
REE F A = F.

m

,

m

Obr.51: Popis chromatografického piku

trj...retencni Cas j-tého analytu

tm...mrtvy  Cas kolony (retenéni Cas nezadrzovaného
analytu)

W12 j...Sifka piku j-tého analytu v poloviné vysky

wj...Sitka piku j-tého analytu pfi zdkladné (vyty¢end obéma
tangentami v inflexnich bodech)

Pozn. Siika piku se udava v délkovych nebo &asovych
jednotkéach

w
PR

B
PR

. od ezva detektoru

A4

kolony charakterizuje, jak moc se zony separovanych latek rozsifuji. Mirou Géinnosti kolony
je
a) pocet teoretickych pater dané kolony - n

2
t, .
n=16. (ﬂ] w;...Sitka piku analytu pti zdkladné
W.
]
b) vySkovy ekvivalent teoretického patra — H (mm)
2
e
H LW L...délka kolony
n 16 {tg;

Vyskovy ekvivalent teoretického patra (H) zavisi na linedrni rychlosti mobilni faze (u).
Zavislost vyjadiuje Van Deemterova rovnice:

H=A+B/u+C.u
A...vifiva diftze, B...podélnd molekularni difiize, C...odpor proti pfenosu hmoty ve stac. a
mobilni fazi

0,31 3
1. :
3 O

— 0

= 0.2

g Syecisz

0,1 4.
2.

R I T R A AT :ﬂ:ﬂj\ —=
-]+ —
u [cm/min] = —N\

Obr.52: Grafické zndazorneéni Van Deemterovy rovnice Obr.53: Vysvétleni difiize
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Pozn. k obrazku 53:

1. Viriva difize — efekt toho, Ze rizné molekuly urazi pii pohybu kolonou riizné vzdalenosti.
Vitiva difiize (tj. ¢len A ve Van Deemterové rovnici) je tmérna velikosti Castic stac.faze,
projevuje se hlavné u HPLC

2. Podélna molekularni diftize - molekuly putuji z mista o vyssi koncentraci do mista s nizsi
koncentraci

3. Odpor proti prenosu hmoty ve stac. fazi (rizné molekuly difunduji rtizn¢ hluboko do
staciondrni faze) — zavisi na typu stac.faze, projevuje se hlavné u plynové chromatografie

4. Odpor proti prenosu hmoty v mobilni fazi (rychlostni profil mobilni faze uvnitt kanalku je
parabolicky)

Cilem je dosahnout minimalni hodnoty H, tedy maximalniho poctu teoretickych pater dané
kolony a tim jeji maximalni u¢innosti. Minimum Deemterovy kiivky tedy odpovida optimalni
pratokové rychlosti, pii které dana kolona vykazuje nejvétsi ucCinnost a tedy minimalné
roz§ifuje zony analyti.

A B Obr.54: Optimalizace rozliseni ldtek A, B (piejato ze Zyka a
[V \ kol.:
“ | Analyticka ptirucka 1.dil, 3.vydani, Praha 1979, SNTL)
A B a) Spatné rozligeni
b) Dobré rozliseni zménou termodynamickych faktorti (pf. zména
® | mobilni faze)
8 B ¢) ZlepSeni Gc¢innosti kolony oproti b) zménou kinetickych faktorQ

A
[ (pf. pouziti delsi kolony tj. zvySeni poctu teoretickych pater, nebo
¢y | kolonu s men$im pramérem ¢astic apod.)

d) Témet stejné rozliSeni jako u c), ale vkratsi dobé (zvySeni

Aw {‘ prittokové rychlosti mobilni faze)
q)

U
start

— t/min

RozliSeni R je mirou chromatografické separace. Pro dobré rozdéleni dvou sousednich
analytli (pro minimalizaci jejich pfekryvu) je nutné, aby analyty mély dostate¢né¢ rozdilné
retencni Casy a aby byly jejich zony dostatecné tzké.

2.(tri —trj)  2.At
R = (tny — tay) _ . Rij...rozliSen{ i-té¢ho a j-tého analytu
' W; +W; W; +W;

V piipad€¢ hodnoty rozliSeni mensi nez 0,8 je separace nedostatecnd, zatimco dobré separace
aZ na zakladni linii je dosaZeno pti hodnotach rozliSeni nad 1,25.

Obr.55: Rozliseni pikii
R]_:z:]-ao R]_,z: ]_,5

piekryti 2 %% prekryti 0,1 %
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RozliSeni 1ze vyjadtit i pomoci termodynamickych (i , K;) a kinetickych (n) parametru:

R, = ﬂ . L_l . L
4 o, 1+k;

Rij...rozliSeni dvou sousednich analytd, n...pocet teoretickych pater kolony,

K;j...kapacitni (retenc¢ni) faktor j-tého analytu, a;;...separa¢ni faktor: oj;i=K;j/ ki = Kp;/ Kp;

Pocet teoretickych pater n lze ovlivnit zménou rychlosti mobilni faze, délkou kolony nebo

velikosti ¢astic naplné. Separaéni faktor a Ize ovlivnit zménou mobilni a/nebo stac. faze.

Kapacitni (retenc¢ni) faktor ovlivni zména mnozstvi stacionarni faze, teplota nebo zmeéna

mobilni a/nebo stacionarni faze.
4.4.2. Plynova chromatografie, GC

Mobilni fazi unasejici smés t€kavych analyti pies staciondrni fazi v koloné je tzv. nosny plyn
(nejcastéji inertni plyn - dusik, helium, argon). Separace u GC je zalozena na rozdilech tlaku
par analytl a interakcich se stacionarni fazi; t€kavéjsi analyty se tedy pohybuji kolonou
rychleji nez analyty méné tékavé a navic analyty interagujici se stacionarni fazi prochazeji
kolonou pomaleji nez analyty se slabsi interakci. U GSC chromatografie je touto interakci
adsorpce analytd na pevny povrch naplné kolony. GLC pouziva jako staciondrni fazi
netékavou kapalinu zakotvenou na ¢asticich naplné nebo piimo na vnitinim povrchu kapilarni
kolony a separace probiha na zdklad¢ rozdéleni mezi plynnou mobilni fazi a kapalnou
stacionarni fazi.

Nosny plyn unési separované analyty z kolony do detektoru. Analyty jsou identifikovany
podle reten¢niho Casu (v ptipadé GC s hmotnostni spektrometrii 1 podle hmotnostniho
spektra), kvantifikace se provadi na zdklad€ velikosti chromatografického piku (plochy,
pfipadné vysky), kterd je imérnad mnozstvi detegovaného analytu.

4.4.2.1. Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf se skldd4 z nc¢kolika zakladnich €asti - chromatografické kolony pro
separaci analytl, zdroje mobilni faze a zafizeni pro kontrolu pritoku nosného plynu
systémem, davkovace pro naneseni analytu (nebo chemicky derivatizovaného analytu) na
kolonu, termostatu (pece) pro regulaci teploty kolony, on-line detektoru pro detekci
separovanych analytl vychézejicich z kolony a PC pro kontrolu systému a vyhodnoceni dat.

Kontrola

prittoku Davkovani i
T &} Fpracovani
i\\‘. signalu
I
@ Detektor

Termostat kolony

Hosny plyn

Obr.56: Plynovy chromatograf Obr.57: GC kapilarni kolona

Chromatograficka kolona

Pro GC se pouzivaji dva hlavni typy kolon - ndplnové a kapilarni. Star§im typem jsou
napliiové kolony. Maji podobu trubice naplnéné nosnymi casticemi, které jsou samy o sobé
stacionarni fazi (GSC - modifikovany silikagel, aktivni uhli, alumina, molekulov¢ sito) nebo
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jsou stacionarni fazi potazeny (GLC). Vnitini pramér napliovych kolon je 1 - 4 mm, délka 1
m a vice, jsou vyrobeny ze skla nebo nerez oceli. Uzsi kolony jsou ucinnéjsi, maji vSak mensi
kapacitu pro vzorek. U¢innost kolony se zvysuje i s jeji délkou; delsi kolony vak vyzaduji
zvysené tlaky nosného plynu. V dnesni dob¢ je pouzivani napliovych kolon téméf minulosti a
prednost dostavaji kolony kapilarni.

Kapilarni kolony znamé i jako WCOT (wall-coated open tubular column) jsou pfipraveny
potazenim vnitinitho povrchu kapilary z kifemenného skla tenkym filmem stacionarni faze.
Kapilary cist¢ z kfemenného skla by byly velmi kiehké, proto jsou na povrchu potazeny
polyimidem, coz jim doddva pevnost a pruznost (je mozné je svinout do civky). Vnitini
pramér kapilarnich kolon je obvykle 0,1 - 0,5 mm, délka 10 - 150 m. Kapilarni kolony jsou
velmi ucinné, maji vSak malou kapacitu vzorku. Dostupné jsou i GC mikrokolony na bazi
silikonového ¢ipu (napt. firma Agilent). Existuje velky vybér stacionarnich fazi pro GLC -
methylsilikonové polymery, substituované silikonové polymery, silikonové polyestery apod.
Tyto materidly jsou naneseny nebo chemicky navazany na vnitinim povrchu kapilarni kolony.

Zdroj nosného plynu a systém kontroly priitoku

Jako nosny plyn muaze slouzit napt. helium, argon, dusik, vodik. Volba nosného plynu zavisi
na typu kolony a detektoru; napft. pro kapilarni kolony ve spojeni s hmotnostnim detektorem
se dava prednost heliu, pro napliové kolony a starsi typy detektorti (plamenové ionizacni,
termovodivostni atd.) se Casto pouzival dusik. Nosny plyn musi byt velmi Cisty a suchy,
protoze necistoty poskozuji kolonu a snizuji citlivost nekterych detektorti. Z tohoto diivodu se
za zdroj plynu umistuji trubice plnéné molekulovym sitem pro odstranéni vlhkosti,
uhlovodikt a kysliku z nosného plynu.

Pro ziskani reprodukovatelnych retencnich €asii je nutnad fizend rychlost pritoku nosného
plynu. Regulace pritoku plynu z tlakové nadoby se provadi riznymi zpasoby, od
jednoduchych zatfizeni typu jehlového ventilu u starSich pfistrojii po programovatelné
elektronické regulacni systémy. Analyzy mohou probihat za konstantniho prutoku nebo
konstantniho tlaku. Rychlost priitoku nosného plynu zavisi na typu kolony (napliiové kolony
vyuzivaji priatok 10 - 60 ml/min, kapilarni kolony pouze 1 - 2 ml/min s velkymi naroky na
stabilitu)

Davkovacé

Ukolem davkovaciho zafizeni je vnést alikvot vzorku (objem fadové v pl) do kolony tak, aby
byl co nejméné naruSen pritok nosného plynu kolonou. V praxi jsou vzorky rozpustény v
organickém rozpoustédle a davkovany injekéni jehlou ptes tzv. septum (té€snéni, které slouzi
jako interface mezi davkovaem a chromatografickym systémem). Injekéni jehla propichne
septum a pronikne do vyhiivaného prostoru, kde jsou tékavé analyty 1 rozpoustédlo ihned
ptevedeny do plynné faze a vneseny do kolony nosnym plynem.

Pro kapilarni kolony, které maji na rozdil od naplnovych kolon nizkou kapacitu pro vzorek, se
pouziva split - splitless technika davkovani vzorku na kolonu. Pfi split modu vstupuje do
kolony pouze malé ¢ast zplynéného vzorku, zatimco pii splitless modu vstupuje do kolony
vétSina vzorku. Split mod se pouziva pro vzorky, které obsahuji relativné vysoké koncentrace
sledovanych analyti.

Kontrola teploty

Néplnoveé 1 kapilarni kolony vyzaduji pfesnou regulaci teploty; té se dosahuje umisténim
kolony do pece s odporovym vyhiivanim. Kolona mtze mit béhem celé analyzy konstantni
nastavenou teplotu, nebo teplota miiZze programovatelné stoupat v zavislosti na ¢ase. Pro
vétsinu klinickych aplikaci se pouziva druhy zpusob, coz vyrazné zkracuje dobu analyzy.
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Detektory
Pro GC je mozné pouzit fadu detektorti, od univerzalnich, které deteguji vétSinu analytii, po
detektory selektivni, ¢asto se kombinuji dva a vice detektora.

_f. sitka v . v . . ;
ﬁ e Plamenové ioniza¢ni detektor (flame ionization
§ detector, FID) je univerzalnim detektorem pro GC.
i elektroda . , ,
N Efluent z kolony je smisen s vodikem a vzduchem a
hofak ——j‘g . lekiroda eluované ar}al}fty j.sou spé'len,y v plamenj. .V plameni
7 dochazi k ionizaci a vzniklé ionty zvySuji vodivost

plamene. Velikost produkovaného signalu je umérna
bl mnozstvi organické latky prochazejici detektorem.

nosny plyn s analytem

vzduch

Obr.58: Schema plamenové ionizacniho detektoru

NPD (nitrogen — phosphorus detector) je modifikaci FID, kdy je nad plamen umisténa
elektricky vyhtivand kulicka soli alkalického kovu (Rb nebo Cs). Pfitomnost iontd
alkalického kovu v plameni zvySuje signal pro analyty obsahujici dusik a fosfor.
Fotoionizacni detektor (photoionization detector, PID) je rovnéz modifikaci FID, kdy
ionizace je namisto plamene dosahovano intenzivnim UV zéafenim. Detektor ma nizké meze
detekce pro UV absorbujici latky.

Termovodivostni detektor (thermal conductivity detector, TCD) je zaloZen na tom, ze
V pfitomnosti analytu v nosném plynu se zvysSuje tepelna vodivost plynu. Jedna se o
univerzalni jednoduchy detektor, ovsem s horsi citlivosti.

Detektor elektronového zachytu (electron capture detector, ECD) je selektivni detektor pro
organické slouceniny obsahujici elektronegativni skupiny. Dochédzi v ném ke sniZeni ionizace
nosného plynu (radioaktivnim p-zatficem) v dasledku vychytdvani elektront z [-zéfice
elekronegativnimi skupinami.

Pfed uvedenymi detektory se v soucasné dob¢ pro klinické analyzy dava piednost detekci
hmotnostni spektrometrii, které bude vénovana nasledujici kapitola.

Pocita¢

Cely chromatograficky proces (slozeni a pritok mobilni faze, tlak, teplota jednotlivych
kompartmentli, ddvkovani) je fizen pocitacem, ktery zaroven monitoruje signal generovany
detektorem, uklad4d data, vyhodnocuje koncentrace analyti na zdkladé plochy (vysky)
odpovidajicich pikii na chromatogramu, ptipadné vytvaii reporty chromatografickych analyz.
Pozn.: Mezi nejvétsi vyrobee pristroju pro GC patii napt. Agilent Technologies, Thermo
Fischer, Perkin-Elmer, Shimadzu, Analytical Science, Sigma-Aldrich Supelco, SRI
Instruments, DANI Instrument a dalsi.

4.4.2.2. Priprava vzorki pro GC analyzu

Pfed GC analyzou je cCasto nutné sledované analyty ze vzorku biologického materidlu
vyextrahovat do organického rozpoustédla a poté chemicky derivatizovat - mnoho klinicky
vyznamnych latek je totiz netékavych a chemicka modifikace nebo derivatizace zvysi jejich
tékavost pro GC analyzu. Zvyseni jejich tékavosti lze dosdhnout acylaci, silylaci, esterifikaci
nebo oximaci.
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4.4.3. Kapalinova chromatografie

Separace pii LC je zaloZena na rozdéleni latek mezi kapalnou mobilni fazi a fazi stacionarni.
Pokud jsou jako nosi¢ pouzity Castice malého priméru (5 um), technika se nazyva high
perfomance liquid chromatography (HPLC). ProtoZe tato technika vyzaduje relativné vysoké
tlaky v systému kvili zajiSténi dostatecného pritoku mobilni faze kolonou naplnénou malymi
¢asticemi, nékdy se o HPLC mluvi jako o vysokotlaké chromatografii (high pressure liquid
chromatography). HPLC je v klinické laboratofi nejrozsifenéjsi formou LC.

4.4.3.1. Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf obsahuje n¢kolik zakladnich casti: kolonu pro separaci analytt,
zasobniky rozpoustédel (mobilni faze), ¢erpadla pro zajisténi pritoku mobilni faze systémem,
davkovac pro naneseni vzorku na kolonu, on-line detektor pro detekci separovanych analyt
eluovanych z kolony, PC pro kontrolu systému, sbér a vyhodnoceni dat.

Davkovac

Eerpadlo

Zasobnik
mobilni faze

Detektor

Datastanice

Obr.59: Schema kapalinového chromatografu

v Zasobnik mobilni faze a odplynéni

e / Detektory 7|

N Divkovag
\é-erpadlo/

Termostat s
drzakem kolon

L Ridici datastanice
Obr.60 : HPLC
Na rozdil od pfistroji pro GC mohou byt HPLC pfistroje nejen kompletné integrované, ale i

modulédrni (viz obr. 60), kdy uzivatel mize kombinovat jednotlivé moduly, a to 1 od riznych
vyrobct, pokud jsou kompatibilni a je mozné je ovladat softwarové jako jednotny systém.
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Chromatografické kolony:

Pro HPLC se pouzivaji naplitové i kapilarni kolony.

Moderni napliové kolony se vyrab¢ji v riznych rozmérech, s tendenci ke kolonam s malym
detekce a vyzaduji malé objemy mobilni faze. Analytické HPLC kolony pro klinické aplikace
jsou vétsinou trubice z nerez oceli s vnitinim primérem 0,1 - 5 mm o délce 50 - 250 mm,
vrstva naplné (Castice kulovitého tvaru o rizné velikosti a porovitosti) je na obou koncich
udrzovana vlozenou fritou. Vyrabi se i tzv. nanobore kolony s vnitinimi priméry 25 - 100 um
nebo open-tubular kolony s priméry pod 25 um, dostupné jsou i analytické HPLC ¢ipy.
Castice napIné maji pramér 1,8 - 10 um; obecnd &im mensi jsou &astice naplng, tim vetsi je
ucinnost kolony (ale tim vétsi je 1 odpor vrstvy naplné proti pohybu mobilni faze - zpétny tlak
LC kolony je nepfimo Umérny druhé mocniné priméru ¢astic napln€). Pro dosazeni
dostate¢ného prutoku mobilni faze takovou kolonou jsou tfeba relativné vysoké tlaky v
systému, proto se pouzivaji spiSe krat$i kolony, u nichz se nedosahuje kritickych hodnot
zpétnych tlaki.

Casticovych naplni LC kolon je n&kolik typti: naplné s navazanou fazi, polymerni, chiralni
nebo tzv. restricted access.

U naplni s navazanou fazi (bonded phase packing) je stacionarni faze chemicky navazana na
povrch castic silikagelu. Tento typ naplné je dostupny pro IEC a pro HPLC s normalni 1
obracenou (reverzni) fazi. Pro HPLC s normalni fazi jsou funk¢ni skupiny stacionarni faze
relativné polarni (napf. silanol-, amino- nebo nitrilové skupiny), mobilni faze je nepolarni
rozpoustddlo (typicky hexan). Castéji pouzivand HPLC s reverzni fizi vyzaduje nepolarni
stacionarni fazi. NejpouZzivanéjsi je tzv. C18 faze (oktadecylsilanové skupiny navdzané na
casticich silikagelu), mobilni fazi jsou Casto vodné pufry ve smési s poldrnim organickym
rozpoustédlem (metanol, acetonitril). NapIné na bazi silikagelu maji niz$i pH odolnost (pH 2
- 8).

DalSim typem néplni jsou polymerni naplné, kdy jsou na povrchu ¢€astic grafitizovaného
uhliku nebo smiSeného kopolymeru (polystyren - divinylbenzen) navazany skupiny C4, C8,
C18 (uhlovodikové zbytky) nebo ionexové skupiny. Chromatografické charakteristiky
polymernich naplni jsou zcela srovnatelné s naplnémi na bazi silikagelu, jsou vSak odolng;si
v 8ir§im rozmezi pH (pH 2 - 13).

Chiralni naplné se pouzivaji pro separaci enantiomerd (dvojic optickych izomert se
zrcadlovym uspotfadanim molekuly), napf. enantiomert 1€k.

Restricted-access naplné (s omezenym pfistupem) umozinuji pfimou analyzu biologickych
smési s vysokym obsahem proteintll, coZ vyrazné usnadnuje pfipravu vzorku. Vnéjsi povrch
nosnych castic ndplni je opatfen hydrofilni vrstvou, kterou mohou pronikat mensi molekuly
(napft. 1éky) do port Castice. Pory jsou potazeny hydrofobni stacionarni fazi, na které probiha
vlastni déleni. Velké molekuly proteinii neprochazeji do vnitinich port a obtékaji ¢astice
naplné.

Kromé kolon s ¢asticovou naplni existuji 1 tzv. monolitické kolony. Takova kolona je zcela
vyplnéna polymerem o definované porovitosti organického piivodu (styren - divinylbenzen,
metakrylat aj.), nebo anorganického ptivodu (na bazi silikagelu). Material kolony je zpravidla
vytvofen polymeraci pfimo v trubici (monomer + porogenni slozka + inicidtor polymerace),
obsahuje dva typy port - mikropory pro zajisténi permeability kolony a vétsi poéry tvorici
velky povrch pro interakci s analyty. Monolitické kolony maji vysokou u¢innost a nizké
zpétné tlaky.

Kapilarni kolony pro LC se ptipravuji jako kapilary z kiemicitého skla s vné€jSim povrchem
potazenym polyimidem (pro dostatecnou pevnost a pruznost kolony) a tenkym filmem
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stacionarni faze na jejich vnitinim povrchu. Jejich rozméry se pohybuji mezi 0,1 - 1 mm
vnitiniho priméru a 10 - 50 cm délky.

K ochrané kolony pied ireverzibilni adsorpci proteinti ze vzorku, kterd snizuje rozliSeni a
zivotnost kolony, se mezi davkovac¢ a kolonu viazuje predkolona. Piedkolona je naplnéna
stejnou nebo podobnou stacionarni fazi jako analyticka kolona, vaze na sebe proteiny a tak
prodluzuje Zivotnost analytické kolony. Po ur¢itém poctu analyz se pfedkolona vyménuje.

Zasobniky s mobilnimi fazi

Jako zasobnik mobilni faze slouzi v nejjednodussi forme sklenéné lahve s pfivodnimi
hadickami k ¢erpadliim, opatfené filtry pro odstranéni necistot.

Mobilni faze musi byt pfipraveny z Cistych rozpoustédel ur¢enych pro chromatografii (HPLC
grade) a pred pouzitim musi byt prefiltrovany pfes membrénovy filtr pro odstranéni
ptipadnych pevnych ¢astic. Mobilni faze musi byt také zbaveny rozpusténych plynt, nebot
tyto by se uvolnovaly pifi prechodu mobilni fidze z natlakované kolony do prostiedi
s normalnim tlakem za kolonou a pisobily nestabilni signdl detektoru. Za zasobniky fazi
V piistrojich jsou za timto Uicelem viazeny vakuové degassery (odplynovace).

Cerpadla

Cerpadla zajistuji reprodukovatelny konstantni a bezpulzni pratok mobilni faze
chromatografickym systémem. Pro dosaZeni optimalnich priatoka (0,5 — 2 ml/min pro bézné
napliiové kolony) je nutno v systému vyvinout vysoké tlaky 200 — 250 bar (1 bar = 10° Pa =
1,02 atm = 14,5 psi), protoze kolony s velikosti ¢astic 10 um a mensi kladou velky odpor.

Pro malé prutoky lze pouzit tzv. linearni davkova¢ — bezpulzni Cerpadlo, které pracuje
podobné jako velkd rovnomérné vyprazdiiovana injekéni stiikacka. Nejcastéji se vsSak
pouzivaji pulzni pistova dvojucinnd (reciproka) c¢erpadla, jejichz ¢innost je fazové posunuta
pro minimalizaci pulzl. PisluSenstvim téchto pulznich cerpadel je tlumi¢ pulzli na principu
svinuté odporové kapilary nebo jsou pulzy redukovany zmeénou rychlosti pohybu pistl
cerpadla v pocatecni a zavéreéné fazi sani a vytlaku.

HPLC cerpadla mohou pracovat v mdédu izokratickém (slozeni mobilni faze zGstava
konstantni béhem celé analyzy) nebo gradientovém (sloZeni mobilni faze se s ¢asem méni),
kdy jsou az ctyfi slozky mobilni faze programovatelné sméSovany pomoci gradientového
davkovaciho ventilu.

Davkovaci zaFizeni

Nejcastéji pouzivanym davkovacim zafizenim je Sesticestny ventil s vyménitelnou smyckou,
kterda mlZe mit objem od desitek nanolitri po mililitry. V plnici pozici (poloha A) se nasaje
vzorek ze vzorkové nadobky (tzv. vialky) davkovaci injekéni sttikackou do smycky, oto¢enim
ventilu do polohy B je obsah smycky vnesen do proudu mobilni faze. Davkovaci ventil je
pfesny, pracuje pii vysokych tlacich a jeho ¢innost je moZné programovat pii pouZiti
v samplerech automatickych systémd.

Pouzivaji se i davkovace s délicem (obdoba splitovaciho zatizeni v GC) nebo davkovace
S moznosti smiseni vzorku s derivatizacnim ¢inidlem pfed naddvkovanim na kolonu.
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Poloha A Poloha B

vzorek vzorek

| odpad [ odpad
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*

mobilni faze mobilni faze

Kolona <—|—" N\

Obr. 61, 62: S‘esticestn)} davkovaci ventil

Detektory

Pro HPLC se pouzivaji detektory pracujici na riznych principech. Kazdy typ detektoru (s
vyjimkou hmotnostniho, jehoz princip bude uveden v kapitole o hmotnostni spektrometrii)
obsahuje prutokovou celu, kterou protékd eluat z kolony. Separované analyty obsazené
Vv eludtu jsou zde detegovany a generovany elektronicky signdl je zaznamenan ve formé
chromatogramu.

Fotometry a spektrofotometry méti absorbanci UV a VIS zafeni latkami vychazejicimi
z kolony. Jsou Siroce vyuzivané, protoze vétSina organickych latek vykazuje absorpci UV
zéfeni (n€které absorbuji dokonce i ve viditelné oblasti).

Detektory s fixni vinovou délkou vyuzivaji intenzivni linii rtutové vybojky o vinové délce
254 nm, tyto detektory jsou velmi citlivé. U fotometra se dvéma vinovymi délkami (254 nm a
280 nm) se mezi Hg vybojku a priatokovou komoru vklada fosforova desticka, kterd po
excitaci svétlem 254 nm emituje fluorescencni zareni s vinovou délkou 280 nm jako druhy
zdroj svétla.

Detektory s variabilni vinovou délkou mohou méfit pti zvolené vinové délce z rozmezi jiz
od 190 nm do 400 nm (piipadné¢ 600 nm). V kratkovinné oblasti spektra absorbuje i mnoho
rozpoustédel, které tedy nelze pouzit jako mobilni fazi. V HPLC sreverzni fazi casto
pouzivana rozpoustédla acetonitril a metanol vSak absorbuji pii 200 nm pouze minimalné.
Detektory diodového pole jsou schopné méfit v celé oblasti 190 — 600 nm. U tohoto typu
detektoru prochazi pritokovou kyvetou polychromatické svétlo. Proslé svétlo je za kyvetou
rozdéleno difrakéni miizkou a nasmérovano na diodové pole, které registruje intenzitu svétla
vSech vinovych délek (kazdé dioda registruje jednu vinovou délku.

Fluorometry se pouzivaji pro detekci fluorescencnich latek. Pro vznik fluorescen¢nich
sloucenin je Casto nutnd pred- nebo postkolonova derivatizace stanovovanych analytli (napf.
ptedkolonové derivatizace aminokyselin a jinych primarnich amini). HPLC fluorometry jsou
pfistroje pomérné jednoduché, ale citlivé a selektivni. Jako zdroje excitaéniho zafeni se
vyuzivaji deuteriové nebo xenonové lampy nebo lasery.

Elektrochemické detektory: V amperometrickych el.-chem. detektorech prochazi
elektroaktivni analyt pritokovou celou, kde je oxidovan nebo redukovan na povrchu
elektrody s konstantnim potencidlem a je zaznamenam vznikly elektricky proud. Ptikladem
vyuziti je analyza katecholamini v moci. Podobné pracuji coulometrické detektory (meéteni
elektrického naboje), v klinické laboratofi pozivané pro stanoveni metanefring,
vanilmandlové kyseliny, homovanilové kyseliny nebo 5-hydroxy-indoloctové kyseliny
V moci.

Refraktometricky detektor méfi zmény indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci
analytu.
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Pocitac
Podobné¢ jako u GC je celé analyza, sbér a zpracovani dat fizeny pocitacem.

K nejvétsim svétovym vyrobcim HPLC systémt patii napi. firmy Waters, Agilent
Technologies, Thermo, PerkinElmer, Shimadzu, Varian, Amersham Pharmacia, Dionex,
Jasco, Gilson, Hitachi, BioRad a dalsi.

Soucasnym trendem je nejen zmensovani vnitiniho praiméru a délky kolon nebo zmenSovani
velikosti Castic naplné, ale 1 vyuzivani ultravysokych tlakti v chromatografii (100 MPa).
Technika se nazyva UPLC nebo UHPLC (ultra high-perfomance liquid chromatography), ma
vysSi separacni ucinnost nez klasickd HPLC. UHPLC vyuzivd chromatografické kolony s
Casticemi <2um v pfistrojich schopnych pracovat s vysokymi tlaky, coz umoznuje praci s
Sirokym rozsahem prutokti a vyznamné zkracuje dobu analyzy. Pfistroje pro UPLC dodava
napt. firma Waters, Thermo, Perkin-Elmer, Dionex, BioRad a dalsi.

4.4.3.2. Priprava vzorki pro HPLC analyzu

Ptiprava vzorku je dalezitym krokem, ktery pfedchazi chromatografické analyze a zahrnuje
napi. zakoncentrovani analytu, jeho purifikaci nebo derivatizaci.

Zakoncentrovani analytil a ¢i§téni vzorku se provadi extrakénimi technikami. Casto pouzivana
je technika extrakce na pevné fazi (solid phase extraction, SPE), kterd ptipravu vzorku
podstatné zjednodusuje a je mozné ji automatizovat.

Derivatizace analytli se provadi z divodl umozZnéni nebo usnadnéni jejich detekce. Naptiklad
u analyzatord aminokyselin jsou eluované aminokyseliny postkolonové derivatizovany
ninhydrinem a vysledné barevné slouceniny jsou detegovany fotometricky. Jinym piikladem
je predkolonova derivatizace aminokyselin a jinych primarnich amint za vzniku
fluorescen¢nich sloucenin a nasledna detekce fluorometrem.

4.4.4. Kvantitativni analyza

Pro kvantitativni chromatografickou analyzu se pouziva kalibra¢ni technika s vnéjsim nebo
vnitinim standardem.

Pti externi kalibraci se provadi analyza referen¢nich vzorkl se zndmym obsahem analytl. Pro
kazdy analyt se sestavi kalibracni zavislost jako velikost ploch pikl (vysky pikl) v zavislosti
na koncentraci analytu a tato zavislost se pouziva pro vyhodnoceni koncentraci analytl
Vv redlnych vzorcich.

Pti wnitini kalibraci se do referencnich vzorkd se zndmym obsahem analytl piidava
konstantni mnozstvi vnitiniho standardu. Vnitini standard je sloucenina, kterd ma podobné
vlastnosti jako stanovované analyty, ale nevyskytuje se v realnych vzorcich (napft. synteticka
aminokyselina norleucin nebo norvalin pro stanoveni aminokyselin v biologickém materialu).
Do kalibracni kiivky se pak vynasi pomér plochy (vysky) piku analytu a plochy (vysky) piku
vnitiniho standardu v zavislosti na koncentraci analytu. Do realnych vzork se pfidava interni
standard ve stejném mnozstvi jako byl pfidan do referen¢nich roztokii a koncentrace analytu
se vyhodnocuje na zakladé¢ poméru plochy (vysky) odpovidajiciho piku a piku vnitiniho
standardu.

4.5. Priklady praktickych aplikaci chromatografickych technik v klinické biochemii

V klinické biochemii maji chromatografické techniky velmi Siroké vyuziti, uplatiuji se hlavné
TLC, HPLC a GC; ob¢ posledni zvlasté ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS).

81



4.5.1. Planarni techniky

Obr. 63 ukazuje vyuziti jednoduché, dnes jiz mélo pouzivané techniky papirové
chromatografie pro screening aminokyselin v moc¢i: Analyza je provedena na
chromatografickém papife Whatman, skvrny aminokyselin se po sestupném vyvijeni
chromatogramu a ususeni deteguji ninhydrinem a srovnavaji se standardem (1.draha vlevo).

Tenkovrstva chromatografie se pouziva pro kvalitativni, piipadné semikvantitativni
analyzu. Pfestoze metoda TLC se da ve spojeni s denzitometrem pouzit i ke kvantitativni
analyze, je presnéjsi toto provést metodou HPLC, GC.

Tenkovrstva chromatografie jako velmi flexibilni levnad separa¢ni matoda, umoziujici
soub¢ézn€ analyzovat vice vzorkll bez narocné piipravy a bez potifeby sofistikovanych
nastroju, nachazi velmi Casté vyuziti v toxikologii pro cilené prikazy nejriznéjsich nox a pro
orientani screening 1ékti a drog. Konfirmace pozitivnich vysledkid z toxikologického
screeningu se provadi dal$imi chromatografickymi metodami (pi. HPLC, ¢asto ve spojeni
S hmotnostni spektrometrii).

Obr. 64 prezentuje jiné vyuziti TLC — analyzu mono- a disacharidii v mo¢ovych vzorcich na
tenké vrstvé silikagelu pro ucely diagnostiky dédicnych metabolickych poruch. Skvrny
odpovidajici jednotlivym mono- a disacharidim jsou po vyvinuti chromatogramu a usuSeni
vizualizovany barvotvornym ¢inidlem a srovnavany se standardem na krajnich drahach
chromatogramu (na 5. a 8. draze zleva pozitivni vysledek pro galaktozu).

Obr.63: Papirova chromatografie aminokyselin

Obr.64: TLC analyza sacharidi
V moci na silikagelové vrstvé
(komercné dodavané - Merck)

4.5.2. Ionexova chromatografie

IEC se uplatiiuje napt. pii analyze aminokyselin. Vzorek (deproteinovana plazma) predstavuje
smes aminokyselin, které jsou svymi vlastnostmi navzajem velmi podobné. Jsou vneseny na
chromatografickou kolonu s katexem ve form¢ kationti (pfi nizkém pH) pak postupné
eluovany z kolony pufry o zvysujici se eluéni sile (rostouci pH a iontova sila). Eluat z kolony
se misi sroztokem ninhydrinu (postkolonova derivatizace), ktery dava s primarnimi
aminokyselinami modré zbarveni, se sekunddrnimi aminokyselinami Zluté zbarveni. Signal
fotometrického detektoru (570 a 440 nm) se zaznamenava jako chromatogram (Obr.¢. 65),
jehoz vyhodnocenim se zjisti koncentrace jednotlivych aminokyselin ve vzorku na zékladé
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vyhodnoceni ploch pikl. Kvantitativni vyhodnoceni se provadi pomoci vnitiniho standardu
(syntetické aminokyseliny norleucinu), ktery se piidava do standardni kalibracni smeési
aminokyselin pfi kalibraci pfistroje i do kazdého analyzovaného vzorku.
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Obr.65: IEC aminokyselin na automatickém analyzatoru Biochrom (PerkinElmer)

45.3. HPLC

na Siroké spektrum analyth v zdvislosti na zplsobu detekce — sacharidy, karboxylové
kyseliny, aminokyseliny, lipidy, steroidy, katecholaminy, 1éky, drogy, homocystein, pteriny,
atd.

HPLC se uplatiiuje jako standardni metoda v toxikologii, hlavné v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii. (Praktické aplikace LC/MS nebo LC/MS/MS budou diskutovany v dalsi
kapitole).

Na chromatografickou kolonu ¢asto nelze pifimo déavkovat biologicky material a je tedy nutné
vzorek nejprve upravit. V klinické biochemii se pouZivaji hlavn€ techniky extrakéni a
ultrafiltracni.

Ultrafiltrace je metoda Upravy roztoki pomoci polopropustnych membran. Hustota
membrany limituje velikost molekul, které jsou separovany. Technika je vhodnd pro
deproteinaci vzork.

Kapalinovou extrakei analyti do organického rozpoustédla nemisitelného s vodou lze
vzorek precistit 1 zakoncentrovat: organicky extrakt se zpravidla odpatuje v proudu inertniho
plynu (dusiku) a odparek se rozpusti pted aplikaci na chromatografickou kolonu v nezbytném
objemu mobilni faze (Obr. 66).

Extrakce pevnou latkou (solid phase extraction, SPE) je technika izolace, ¢isténi nebo
obohacovani stanovované slozky na malych kolonkach (napf. velikosti injekéni stfikacky)
naplnénych sorbentem, iontoméni¢em, gelem nebo jinym délicim médiem dle charakteru
izolované latky. Vzorek v roztoku se touto kolonkou proléva podtlakem, zachycené slozky se
po promyti uvolni vhodnym rozpoustédlem (Obr.¢. 67).
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Obr.66: Odparovani org. extraktii
ve vyhiivaném termobloku pod proudem dusiku

Obr.67: SPE extrakce

Obr.67: Piiklad zaznamu HPLC analyzy purini a pyrimidini V moci: Detekce pii jedné
vlnové délce ve srovnani se zdznamem analyzy z PDA - detektoru diodového pole - ve

zvoleném rozmezi vinovych délek na HPLC s PDA detektorem

A U
I Uy uL-«I\,_\L,J

— Waters)

mobiini S e= ~—PDA

faze |

; | termostat
i m kolony

autosampler

cerpadla

Obr. 68: Integrovany separacni modul Alliance s PDA detektorem — \Waters
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Obr. 69, 70: Zdznam analyzy katecholaminii v moci z HPLC Agilent série 1200,
elektrochemicky detektor Coulochem

Pozn.: Separa¢ni modul Alliance - Waters je pIn¢ integrovany, HPLC Agilent série 1200 je
ptiklad systému modularniho.

4.5.4. Plynova chromatografie

GC je nepostradatelnd technika v kvalitativnich i kvantitativnich analyzach v toxikologii.
Plynové chromatografy v toxikologickych laboratofich byvaji vybaveny riznymi detektory a
tak ur¢eny k rliznym typim analyz, napf. GC s plamenovym ionizaénim detektorem se
pouziva pro stanoveni alkoholu a té€kavych latek v krvi, NPD detektor je diky zvysené
citlivosti k latkam obsahujicim dusik idealnim pro screening vétSiny 1é¢iv ¢i drog, detektor
elektronového zachytu se uplatiiuje v analyze benzodiazepinii nebo halogenovanych latek.
v toxikologii pro cileny prikaz a stanoveni noxy, nebo pii diagnostice dédi¢nych
metabolickych poruch (viz kapitola Hmotnostni spektrometrie).
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5. Hmotnostni spektrometrie (MASS SPECTROMETRY, MS)

5.1. Definice hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda pro kvalitativni 1 kvantitativni
analyzu Sirokého spektra klinicky vyznamnych analytt, pfipadné pro stanoveni elementarniho
slozeni a struktury molekul, vyuziva separace urychlenych ionizovanych ¢astic ve vakuu
podle jejich hmotnosti pfi jejich prichodu magnetickymi a elektrickymi poli.

MS byla vyvinuta pocatkem 20.stoleti, v klinické biochemii se uziva jiz nékolik desetileti pro
identifikaci a stanoveni nizkomolekularnich latek na zakladé méfeni hmotnosti jejich molekul
(detekce latek ve spojeni s plynovou chromatografii). V prvni poloving 90. let 20.stoleti byly
vyvinuty nové techniky, které umoznily vyuzivat metodu ve spojeni s LC a to i pro
vysokomolekuldrni latky.

.....

soucasné biochemie.

5.2. Hmotnostni spektrum

Vystupem MS je hmotnostni spektrum — Carovy diagram, na jehoz vodorovné ose je hodnota
m/z (hmotnost / naboj iontu) a na svislé ose odezva detektoru nebo relativni zastoupeni
daného iontu (ion ma obvykle naboj z = 1, potom pomér m/z je roven piimo hmotnosti iontu).
Obr. 71,72: Ptiklady hmotnostniho spektra jako zavislost odezvy detektoru resp. relativniho

zastoupeni na m/z (uzitim relativnich zastoupeni fragmenti se minimalizuje variabilita
vysledki ziskanych na rznych pfistrojich a spektra z riznych pfistroji 1ze srovnévat)
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5.3. Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr je analyticky pfistroj, ktery
nejprve ionizuje molekuly sledovaného analytu a po
separaci méfi hmotnost této molekuly nebo jejich
fragment. Pokud je spojen s kapalinovym ¢i Tnlet

plynovym chromatografem, stava se univerzalnim | | ey

detektorem, poskytujicim informace o struktuie K'"::,,:g:af
chromatgraf

analytli eluovanych z kolony. Pfistroj obsahuje tfi | & pi.cierton
funkéni celky: (nfussion) Probe

MALDI destitka

Schéma hmotnostniho spektrometru

Analyzator

‘ Tontovy
separator

>

i technik

EI+, CL, APCL,
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Obr.73: Schema hmotnostniho spektrometru
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Iontovy zdroj — Vv iontovém zdroji dochdzi k ionizaci neutrdlnich molekul métené smési;
molekula analytu je pfevedena do plynné faze (do vysokého vakua), pfiCemz ziskava
charakteristicky néboj.

Iontovy separator — Vv separatoru probiha rozdéleni iontl riznych hmotnosti. Ion je urychlen
a z charakteru jeho pohybu vakuovanym prostorem lze vypocitat pomér jeho hmotnosti a
naboje m/z.

Detektor je nutny pro detekci iontd po jejich separaci podle hodnoty m/z a ureni relativni
intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontd.

Protoze vzniklé ionty musi od zdroje do detektoru urazit pomémé dlouhé drahy, je prostor
iontového separatoru, detektoru a piipadné i1 iontového zdroje hluboce evakuovan, aby
nedochézelo ke kolizim analyzovanych iontli s molekulami plynu. Vakuum v hmotnostnich
spektrometrech se pohybuje v hodnotach 107 az 10 torr podle typu iontového separatoru,
téchto hodnot se dosahuje kombinaci rotacni olejové pumpy a turbomolekularni pumpy.

5.3.1. Iontovy zdroj a zakladni ioniza¢ni techniky

Pro MS byla vyvinuta celd fada ioniza¢nich technik; cilem je vZdy vytvofit nabitou ¢astici,
ktera je nasledné analyzovéana. Pouzitd ionizacni technika zalezi na charakteru analyzovanych
latek a také na tom, zda a na jakou separacni techniku je hmotnostni spektrometr napojen -
zda se jedna o kombinaci GC/MS (plynova chromatografie - MS), LC/MS (kapalinova
chromatografie - MS), CE/MS (kapilarni elektroforéza — MS) nebo o MS bez napojeni na
jakoukoli separac¢ni techniku.

Pro GC/MS ptipada v uvahu technika elektronové ionizace (electron ionization, EI) nebo
chemické ionizace (chemical ionization, Cl).

Pro LC/MS, CE/MS nebo MS s pfimym nastfikem vzorku je vhodna ionizace elektrosprejem
(electrospray ionization, ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric
pressure chemical ionization, APCI) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI,
atmospheric pressure photoionization).

Z dalsich moznosti jsou to technika MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization),
piip. technika indukéné vazané plazmy (inductively coupled plazma, ICP),

5.3.1.1. Elektronova ionizace, El

V iontovém zdroji tohoto typu dochazi k ionizaci molekul analytu v plynném stavu (piimo z
plynového chromatografu) pomoci proudu elektroni ze Zhavené¢ho vlakna ve vakuu: Z
molekuly je pfi srdZzce s paprskem rychlych elektronti odtrzen elektron (molekula ziskava
kladny naboj - stava se kation-radikdlem), nasledné¢ dochazi k fragmentaci (rozpadu)
molekuly prebytkem energie. EI je tzv. tvrda ionizacni technika, protoze pii ni dochézi
k fragmentaci. Vzniklé fragmenty jsou z ioniza¢ni komory pfitaZzeny elektrickym polem,
elektrostaticky fokuzovany a vstupuji do dalsi ¢asti spektrometru — iontového separatoru.

Tento typ ionizace je vhodny pouze pro teplotné stalé nizkomolekularni latky o hmotnosti
molekuly 50 — 800 Da, tedy takové, které je mozno analyzovat plynovou chromatografii.

Pozn.: Da = Dalton — jednotka molekulové hmotnosti, nazyvana téz amu (atomic mass unit)

Piiklad: Schema fragmentace pii elektronové ionizaci a vznik hmotnostniho spektra
metanolu:
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CH3OH + 1 elektron — CH30H™ + 2 elektrony

CH3OH" — CHOH" + H'
CH,OH" — CHO" + H’
CH3OH" — CH;" + OH’

Ve zdroji vznikd nefragmentovany ion CH3OH™ o hmotnosti 32 Da, ktery ¢&astecné
fragmentuje na ionty o hmotnosti 31 (H,C=0H"), 29 (HC=0") a 15 (H3C") Daltont.. Viechny
ionty se objevi v hmotnostnim spektru. Nefragmentovany ion pivodni molekuly se nazyva
molekulovy ion, iontu s nejvyssim zastoupenim v hmotnostnim spektru je piifazena relativni
hodnota 100 % a nazyva se zakladni ion.

Vstup | vzorku
I | 100 5
Wolfram. % a0
wvidkno g0 29 |42
[:} Elelgtrgnovﬂ - paprsels D_ 40 |
E @ 20 15
’.E o -I 1
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Obr.74: Hmotnostni spektrum metanolu Obr.75: Schema EI zdroje

5.3.1.2. Chemicka ionizace CI

Chemicka ionizace je ,,m&kci* variantou elektronové ionizace: Do iontového zdroje je
pfivadén reakéni plyn, nejcastéji metan, amoniak, izobutan piipadné oxid uhli¢ity pro
negativni CI. Proud rychlych elektronil ionizuje nejdiive molekuly reakéniho plynu, protoze
jsou v iontovém zdroji v nadbytku vzhledem k molekulam vzorku. Ionizované molekuly spolu
reaguji navzdjem, ale také predavaji energii molekule analytu a ionizuji ji. Takovato ionizace
analytu je podstatné Setrnéjsi, nedochazi k tak rozsahlé fragmentaci a v hmotnostnim spektru
se vyskytuje molekulovy ion s vysokym zastoupenim, coz je vyhodné pro stanoveni
hmotnosti molekuly a kvantifikaci analytu. Podle charakteru analytu se pouziva pozitivni
nebo negativni chemicka ionizace. Elektronovou i1 chemickou ionizaci je mozné provadét po
malé Upravé na jednom pfiistroji.
Pii pozitivni chemické ionizaci (PCI) se jako reakéni plyn nejcastéji pouziva metan. V
iontovém zdroji probihaji nasledujici reakce:

CHy+e — CH4+' + 2€ thermal

CH4" + CHy — CHs" + CH3  (vznikaji i dalsi ionty, pf. CoHs")
lonty CHs", CH," reaguji s molekulami analyti M a vzniklé kationty jsou pak dale

analyzovany iontovym separatorem:

CHs"+M — CHy + MH"

CH4+' +M — CHy + M*
nebo pf. CHs" + CioHz, — CHy + CyoHa" + Hy  pro latky s nizkou afinitou k protonu (pf.
alkany)
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V hmotnostnim spektru se pak podle charakteru latky vyskytuji piky odpovidajici
hmotnostem M+1, M-1, ptipadné hmotnosti odpovidajici aduktim MC,Hs" a dalsi.

Pti negativni chemické ionizaci (NCI) se na rozdil od EI nebo PCI sleduji zaporné nabité
ionty; hmotnostni spektrometr pracuje v zdporném modu, coz znamend, ze musi dojit k
prepolovani celého hmotnostniho spektrometru. V iontovém zdroji probihaji nasledujici
reakce:

CH;+e — CH4+' + 2€ thermal

Elektrony produkované touto reakci maji nizsi energii nez elektrony z vlakna zdroje a pokud
interaguji s molekulami analytl, nepiisobi vyraznou fragmentaci; dochézi pouze k zachytu
elektronu pfipadné jednoduché disociaci. Zaporné¢ nabité ionty pak dale pokracuji do
iontového separatoru.

MX + € thermat = MX"

MX + €'therma — M+ X

MX + € thermal — M+ + X +e

Béhem téchto reakci nevznikaji zadné zadporné nabité ionty reakéniho plynu a kladné nabité
ionty reak¢éniho plynu se v disledku pfepdlovani ptistroje dal do analyzatoru nedostanou. Tim
se vyrazn¢ snizuje Sum (na rozdil od PCI) a NCI ma proto velkou citlivost a nizké¢ meze
detekce analyta.

Negativni chemicka ionizace lze pouzit pro latky obsahujici elektronegativni substituent
(zvlasteé halogen) nebo heterocyklus s elektronegativnim atomem. NCI se pouziva napf. pro
analyzu benzodiazepinti, mastnych kyselin po derivatizaci pentafluoro-benzyl-bromidem atd.
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Obr.76: Srovnani hmotnostniho spektra ziskaného elektronovou ionizaci a chemickou ionizaci

5.3.1.3. Elektrosprej ionizace, ESI

Ionizace elektrosprejem probihd pii atmosférickém tlaku. Roztok vzorku (typicky eluat z
HPLC kolony) protéka kovovou nebo kifemennou kapildrou, na niZ je vloZzeno vysoké napéti,
¢imz se za pomoci zmlzujiciho plynu vytvaii sprej vysoce nabitych kapi¢ek. Odpafovanim
rozpoustédla z kapicek dochdzi k jejich zmenSovani a tim ke zvySeni hustoty povrchového
naboje, az pii dosazeni kritické hodnoty dochézi k tzv. coulombické explozi, tj. rozpadu na
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jesté mensi kapicky s rozdélenim plivodnich nabojli; opakovani tohoto procesu vede az k
uvolnéni molekulovych ionth. Vznikaji ionty (i vicenasobné nabité), které jsou dale
separovany iontovym analyzatorem (Obr.¢. 77).

Objev ESI znamenal revoluci v hmotnostni spektrometrii, protoze umoznil analyzu polarnich
net¢kavych latek, i vysokomolekuldrnich, napt. proteinti, nukleovych kyselin, peptidu,
sacharidi)

Analyza vysokomolekularnich latek je umoznéna pravé tvorbou vicendsobné nabitych ionti,
protoze iontové separatory déli ionty podle hodnoty m/z (napf. 1 velkd molekula o hmotnosti
20 000 mtize nést 20 naboju a tim byt detegovana uz pii hodnoté m/z = 1000), coz obrovskym
zpusobem zvysSuje rozsah métitelnych hmot piistroje.

ESI je m&kka ioniza¢ni technika (tj. bez nasledné fragmentace vzniklych molekulovych
iontll). vhodna pro nizkomolekuldrni i vysokomolekularni latky.

5.3.1.4. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

APCI je obdobna technika jako ESI, vyuZiva podobné uspofadani, rozdil je v§ak ve zplisobu
ionizace. Vysoké napéti se vklada nikoli na usti kapilary, ale na vybojovou elektrodu (jehlu),
¢imz vznikd koronovy vyboj, kterym jsou nejdiive ionizovany molekuly mobilni faze
(protoze jsou v obrovském prebytku) a nésledné jsou ion-molekularnimi reakcemi
ionizovanych molekul mobilni faze ionizovany molekuly analytu. Vzniklé ionty jsou
elektrodami usmérnény do analyzatoru, protiproud susiciho plynu (dusik) slouzi k rozbiti
ptipadnych nekovalentnich klastrii (aduktl analytu s rozpoustédlem) Obr.¢. 78.

APCI je rovnéz mékka ionizacni technika, kombinuje se s HPLC, na rozdil od ESI vSak neni
vhodné na iontové nebo vysokomolekularni latky.

vstup vzorku vstup vzorku

zmlzovaci plyn . zmlzovaci plyn _
sprejer =
4 A ) $
&

_-sprejer

sprejer
gr: prej

jeoheater _~heater

suiic/i plyn UV lampa ‘;" susici plyn

Obr.77: Schema ESI Obr.78: Schema APCI Obr.79: Schema APPI

5.3.1.5. Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)

APPI je technika velmi podobnad APCI, ale lze ji pouZit 1 pro velmi nepolarni nebo labilni
slouceniny. Koronové jehla je zde nahrazena zdrojem UV zéfeni (kryptonova vybojka).
Energie zafeni je mensi neZ ionizacni energie sloZzek mobilni faze (metanol, acetonitril, voda),
proto se do zdroje ptidava reakéni snadno ionizovatelny plyn, zpravidla toluen. Primarni ionty
vznikaji fotoionizaci z toluenu a tyto nédsledné ion-molekuldrnimi reakcemi ionizuji molekuly
analytu (Obr.¢. 79).

Pozn: Porovnani ESI, APCI a APPI.
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ESI je vhodna pro stfedné polarni az iontové slouceniny, pro biopolymery, je to nejSetrné;jsi
ionizacni technika. ESI je méné vhodné pro bezvodé mobilni faze a systémy s normalnimi
fazemi. APCI se pouziva pro mélo az stfedn¢ polarni slouceniny cca do hmotnosti 1000 az
1500, ma vétsi toleranci k obsahu soli v eluentu a méné aduktovych iontd. APPI umoziluje
anaIyZOVat 1 zcela nepolarni latky nebo labilni latky (napf. cukry), pouziti vhodného typu
reakéniho plynu (dopantu) umoznuje selektivni analyzu, je idealni pro systém s normalnimi
fazemi.

5.3.1.6. MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption lonization

MALDI je spolu s ESI nejvhodnéjsi ionizaci pro analyzu biopolymerd a syntetickych
polymeri (desitky az stovky tisic Da, existuji aplikace i pfes milion Daltonit).

Vzorek je v roztoku smichan s vhodnou matrici, ktera muze absorbovat energii laserového
zafeni ve viditelné nebo blizké ultrafialové oblasti, je nakdpnut a vysuSen (vykrystalizovan)
na MALDI desticce ve formé spotu. Spot na desticce je vystaven kratkému laserovému pulzu.
Energie laseru je absorbovana matrici, latky se prudce odpati do vakua a ionizovana matrice s
sebou strhne molekulu analytu. Nasledn¢ dojde k ion-molekularnim reakcim analyti ze
vzorku s ionizovanou matrici a tim k Setrné ionizaci molekul analytu (obr.¢. 80). lonty
studovanych analytil (nejéastdji kladné ionty [M+H]", [M+2H]?"),se pak jiZz pohybuji
samostatné, urychleny stejnosmérnym elektrickym polem do analyzatoru, kterym byva témér
vyhradné TOF analyzator, schopny separovat pulzné produkované ionty.

Pro analyzu je dilezita spravna piiprava vzorku, volba vhodné matrice a rozpoustédla vzorku.
Jako matrice se pouzivaji derivaty nizkomolekularnich aromatickych kyselin (obr.¢. 81).

Pozn.: Technika SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption / Ionization) vyuziva

kombinace afinitniho principu a ionizace MALDI (vice v kapitole tykajici se praktickych
aplikaci MS).

lasarowy paprsak

malakula vzorku

% .

—— krystaly matrice
ldeska s vzorkam

N

a-cyano-d-hydroxy- 3, 5-dimethoxy-4-hydroxy-
cinnamic acid cinnamic acid

Obr.80: Schema MALDI

Obr.81: Matrice
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Obr.82, 83: Cistd MALDI desticka a desticka se spoty
Obr.84: Zvétseny spot na obrazovce monitoru pristroje (kurzor ukazuje misto dopadu
laserového paprsku

5.3.1.7. Porovnani EI a SetrnéjSich ioniza¢nich technik:

Ionizaéni techniky lze orientacné setfadit podle piebytku vnitini energie ionizované molekuly
analytu vedouci k jeji fragmentaci (hovorové fe¢eno podle jejich ,tvrdosti). Poradi je
orientani, mize se liSit pro rizné tfidy latek a také silné zavisi na experimentdlnich
podminkach: ESI (nejSetrnéjsi) < MALDI ~ APPI < APCI < CI < EL

5.3.1.8. Indukéné vazana plazma (ICP)

ICP je ioniza¢ni technika za atmosferického tlaku. Vzorek je dodavan pomoci zmlZzovace do
zdroje, ve kterém je vysokoteplotni plazma generovana pusobenim vysokofrekvenéniho
elektromagnetického pole na argon. V plazmatu pak dojde k ionizaci analytu a jeho
kompletni atomizaci. Tato velmi tvrda ionizacni technika muze byt v klinické laboratofi
castecné vyuzita pro analyzu stopovych prvka nebo tézkych kovil e vzorcich télnich tekutin
nebo tkéni.

5.3.2. Iontové separatory

V iontovém separatoru (iontovém analyzatoru) probiha rozdé€leni iontt podle hodnoty m/z.
lonty jsou urychleny a z charakteru jejich pohybu evakuovanym prostorem lze vypocitat
pomgér jejich hmotnosti a ndboje m/z.

Iontové analyzatory mohou byt paprskové, kdy ionty béhem mikrosekund aZz milisekund
prolétaji pfistrojem a dopadaji na detektor (k takovym analyzatorim patii magneticky
sektorovy analyzator, kvadrupdl a TOF) nebo analyzatory typu iontové pasti, ve kterych se
ionty vlivem kombinace elektrickych a magnetickych pohybuji v ur€itém prostoru po urcity
Cas (fadove sekundy) po drahach, které¢ dovoluji urcit jejich hodnotu m/z.

5.3.2.1. Magneticky sektorovy analyzator

Magneticky sektor je historicky prvnim iontovym analyzdtorem, vyuzivd skuteCnosti, ze
draha nabité Castice se v magnetickém poli zakfivuje tim vice, ¢im ma vyss$i naboj a nizsi
hmotnost (obr.¢. 85). Analyzator je velmi pfesny s vysokym rozliSenim, stale se vyviji ale ve
své moderni verzi je velmi ndkladny, objemny, v klinickych laboratofich se nepouziva (obr.¢.

86).
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Elektronovy paprsek fr j latek v phmném stavu za vzniku
pozitivmich iontdi. lonty jsou urychleny elektrickym polem a prolétaji
magnetickym polem, kde se jejich drahy zakiivuji.

Obr.85, 86: Magneticky sektorovy analyzator

5.3.2.2. Kvadrupél

Kvadrupoly znamé 1 jako kvadrupodlové hmotnostni filtry jsou nejpouZzivanéjSim typem
iontového analyzatoru. Nedosahuji sice takové citlivosti, pfesnosti a rozliSeni jako
magneticky sektor, ale jsou flexibilni, levné a prostorové nendro¢né. Konstrukéné se jedna o 4
rovnobézné kovové tyCe kruhového nebo hyperbolického prufezu piipojené ke zdrojim
stejnosmérné¢ho a stfidavého napéti. Ionty, které vlétnou do prostoru mezi ty¢emi, zacnou
oscilovat Pfi vhodné kombinaci obou slozek napéti projdou kvadrupolem pouze ionty o
ur€itém poméru m/z. Plynulou zménou vkladanych napéti je mozné béhem kratkého
okamziku nechat projit kvadrupolem postupné ionty v celém rozsahu m/z, (tzn. pfistroj
pracuje v tzv. skenovacim moddu - scan mode), ale je mozné pracovat i v tzv. SIM modu
(selected ion mode), kdy pfistroj sleduje pouze jeden nebo nekolik vybranych iontll, coz
vyrazné zvysi citlivost pro tyto vybrané ionty.

Kvadrupély maji rozliSeni fadové nékolik tisic (rozliSeni je mira schopnosti analyzatoru
rozliSit blizké hodnoty m/z. Podrobnéji bude popsano v dal$im textu), coZ postauje pro
rozliseni izotopi a vyuziva se pro kvantifikaci analytl tzv. izotopovou diluci.

Kvadrupoly se pouzivaji pro GC/MS 1 LC/MS (v kombinaci s EI, CI, ESI, APCI, APPI).

stiidavé napéti

Obr.87,88: Schema kvadrupdlu a redlny pohled na kvadrupol v kobinaci s El zrojem a
detektorem
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5.3.2.3. TOF — analyzator ,,Time of Flight* (priiletovy)

TOF analyzator deteguje hmotnosti ionizovanych molekul na zakladé¢ doby jejich letu
evakuovanou trubici - rychlosti letu zavisi na hodnotach efektivni hmotnosti m/z, kdy lehci
molekula leti rychleji. TOF analyzatory maji téméf neomezeny rozsah hodnot m/z, vysokou
citlivost, dobré rozliSeni a dokazi pracovat s pulznim iontovym zdrojem, proto se pouzivaji v
aplikacich zvlasté v kombinaci s MALDI a podobnymi technikami.

Analyzator mé tvar evakuované trubice. lonty ze zdrojové casti trubice jsou elektricky
urychleny a dopadaji na detektor na opacném konci, méfi se Cas pruletu analyzatorem.

m 12
t=L| =
=)

t...¢as, L...d¢lka drdhy, m...hmotnost iontu, E...kinetick4 energie

Pro dobré rozliSeni musi analyzator méfit Cas s presnosti 1 nanosekunda. Pro dalsi zlepSeni
rozliSeni se pouziva reflektronovy mod, kdy ion nedopadd na linearni detektor na konci
trubice, ale draha jeho letu je obracena reflektorem a ion pak dopada na reflektorovy detektor.
Pti tomto zptisobu se prodlouzi draha a ¢as letu (obr.¢. 89;90).

MALDI - TOF (SELDI - TOF) hmotnostni spektrometry se pouzivaji hlavné pro analyzu
proteini, mohou analyzovat molekuly s hmotnosti pfesahujici az 100 000 Da. TOF v
kombinaci s EI nebo ESI Ize pouzit i pro mensi molekuly, ov§em v ponékud jiném provedeni
- TOF analyzatory byvaji zpravidla "jednotcelové".
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Obr.89,90: Schema TOF analyzdtoru a MS firmy Agilent (TOF analyzatory mohou byt diky

o324

5.3.2.4. Iontové pasti

Iontové pasti jsou trojrozmérmou obdobou kvadrupolu, pracuji na stejnych fyzikdlnich
principech jako kvadrupdl - oba typy analyzatort pouzivaji elektricka pole pro regulaci
pohybu iontu v ur¢itém prostoru.

Sféricka iontova past se pouziva jako alternativa kvadrupdlu v GC a LC detektorech. Na
rozdil od kvadrupolu, ktery omezuje pohyb iontu ve dvou smérech, je past navrzena tak, ze
omezuje pohyb iontu ve vSech tfech smérech. lonty se tak pohybuji po urcitou dobu v
prostoru iontové pasti a mohou z ni byt vypuzovany selektivné podle hodnoty m/z (obr.¢.
91;92).
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Obr.91,92
Sféricka iontovd past a prurez sférickou iontovou pasti: na sttedovou prstencovou (ring)
elektrodu je vkladano vysokofrekvencni napéti s proménnou amplitudou Krajni elektrody jsou

uzemnény. lonty jsou nuceny pohybovat se uvnitt iontové pasti po uzavienych kruhovych
drahach.

Linearni iontova past ma podobny tvar jako kvadrupo6l, pouze na oba jeji konce je vkladano
elektrostatické pole, které zabranuje iontim opustit vnitini prostor. Vyhodou linedrni pasti
oproti sférické je veétsi pracovni rozsah.

Obr.93: Linedrni iontova past

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT - ICR) je zalozena na
principu pohybu iontu v magnetickém poli: jestlize se ion dostane do silného magnetického
pole, zacne se pohybovat po kruhové trajektorii s frekvenci w:

o=B.z/m B...intenzita magnetického pole
Kazdd hodnota m/z ma tedy charakteristickou frekvenci, Fourierovou transformaci se
pfepoctou tyto frekvence do $kaly m/z a tim se ziskd hmotnostni spektrum. ICR se vyznacuje
extrémné vysokym rozliSenim a velmi pfesnym méfenim hmotnosti (obr.c. 94).

Orbitrap je nejnovéjsim iontovym analyzatorem, ktery se rovnéz vyznacuje vysokym
rozliSenim. V Orbitrapu ionty vlivem elektrickych poli obihaji okolo centrdlni elektrody a
soucasné osciluji podél této elektrody s frekvenci zavislou na jejich m/z. Oscilace snimaji
vnéjsi detekeni elektrody. Fourierovou transformaci jsou ziskany frekvence ionti o rizné m/z
a tyto frekvence jsou nasledné piekonvertovany na klasické hmotnostni spektrum (obr.c. 95).

Obé posledni techniky by diky vysokému rozliSeni mohly najit uplatnéni pii analyzach
slozitych matric - biologickych vzorkil bez naroénych uprav.
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Obr.94: FT-ICR - do hlubokého vakua a magnetického pole je umisténa cela ze Sesti elektrod,
které tvoii stény krychle, ionty se v cele pohybuji po cyklickych drahach.

ionty rotujici a
oscilujici kolem
centrélni elektrody

centrélni elektroda

vnéjsi elektrody

Obr.95: Orbitrap - ionty rotuji a zaroven osciluji kolem centralni elektrody

5.3.3. Detektor

Posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru je zafizeni, které¢ deteguje ionty po jejich separaci
podle hodnoty m/z a urCuje relativni intenzitu (Cetnost) jednotlivych iontd. Data jsou
pocitacove zpracovana.

Elektronovy nasobi¢ obsahuje sérii dynod se vzrlstajicim potencidlem. lon narazi na povrch
prvni dynody, dojde k emisi elektronu. Po jeho dopadu na dal$i dynodu dojde k vicenasobné
emisi. Kaskadovitym efektem vznikne velké mnoZstvi elektronii, které jsou detekovany
(obr.c. 96).

Fotonasobi¢: Pred vlastnim fotonasobi¢em je umisténa fosforova desticka, na ni dopadaji
castice z konverzni dynody a dochazi k emisi fotonl. Fotony dopadaji na fotokatodu, kde
fotoelektrickym jevem dojde k emisi elektronti. Ty jsou dale zmnozeny stejné jako v
elektronovém nasobici (obr.¢. 97).
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Obr.97: Fotonasobic¢

Obr.96. Elektronovy nasobic¢

5.4. Parametry hmotnostniho analyzatoru
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Zakladnim parametrem hmotnostniho analyzatoru je rozliSeni R, které vyjadiuje schopnost
analyzatoru rozlisit blizké hodnoty m/z. Jeho reciproké hodnota 1/R miize byt 10° - 10°.

Mize byt vyjadieno jako RP (resolving power) - rozliSeni pro 2 ionty, které maji 10% piekryv

pii stejné vysce:
RP=m / (m1 - mz)

my, My...hmotnosti 1. a 2. iontu (ndboje z1, Z; se rovnaji jedné)

Pro 1 ion miize byt rozliSeni vyjadieno jako FWHM (full width at half maximum):

FWHM = m/Am nebo t/2At (pro TOF)

97

m...hmotnost iontu, t...doba letu (pro TOF)



1.0

.6 _ A \ RP 10000
/ 0 RP 30000

0.6

(50% Max = FWHM)

10% valley

(5% of Max) —

. .
W T T
Y. am \ D =) R
0.0 T L+ e

10000 10010 10020 1003.0 Obr.99: Konkrétni hodnoty RP - modelovy piiklad

Obr.98: Vysvetleni rozliseni

Analyzitor RP Rozsah Rychlost Qena
(FVHM) m/z skenu (mil.K¢)
Magneticky sektor 10° 10* Nizka 10 - 15
Kvadrupol - pfimy 10° 10° Stiedni 2-4
Kvadrupol - past 10° 10* Vysoka 3-6
Priletovy 10°* 10°-10° | Velmi vysoka 6-8
FT-ICR 10° 10° Vysoka 30

Tab.6: Srovnadni iontovych analyzatorii

5.5. Tandemova hmotnostni spektrometrie, MS/MS, MS"

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie je citliva a vysoce selektivni metoda, kterd umoziiuje
rychlou analyzu i ve slozité matrici ve spojeni se separa¢ni metodou (GC, LC), nebo i bez
pouziti separacni metody. Pfi MS/MS jsou ionty podrobeny dvéma (nebo vice) hmotnostnim
analyzam. V tandemovych hmotnostnich spektrometrech jsou v sérii zapojeny dva (nebo vice)
iontovych separatori v tandemu, mezi né je zafazena kolizni cela. Prvni analyzator vybira
ionty s urcitou hodnotou m/z (prekurzorové ionty nebo téz mateiské ionty). Prekurzoroveé
ionty pfechéazi do kolizni cely, kde probiha jejich fragmentace kolizi s atomy inertniho plynu.
Vzniklé produktové (dcefinné) ionty vstupuji do druhého iontového analyzatoru, kde jsou
zaznamenany jako spektrum.

U tandemové hmotnostni spektrometrie se vyuzivaji rizné reZzimy prace. Naptiklad pii skenu
produktovych iontl je prvni hmotnostni analyzator MS1 nastaven tak, aby vybiral pouze ion s
danou hodnotou m/z a druhy analyzator skenuje celé spektrum produktovych ionti - tento
rezim se ¢asto pouZziva pro charakterizaci struktury latky. Pfi skenu prekurzorovych iontl je
vztah obraceny - MS1 skenuje celé spektrum a MS2 vybira specificky produktovy ion (pro
vybrany fragmentovy ion se tedy zjiStuje plivodni prekurzorovy ion, ze kterého vznikl) -
rezim se ¢asto pouziva pro analyzu urcitych skupin latek.

Nejcastejsi pouzivanou kombinaci iontovych analyzatort je tzv. trojity kvadrupol QqQ, kdy
prvni kvadrupdl slouzi jako MSI1, tieti kvadrupol jako MS2 a mezi né€ je viazen kvadrupdl,
ktery funguje jako kolizni cela. DalS§i moznosti je napf. tandemovy TOF/TOF hmotnostni
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spektrometr, ktery je ve spojeni s MALDI G¢innym nastrojem pro proteomiku. Tzv. hybridni
analyzatory jsou kombinaci dvou riznych typt analyzatori, napi. Q/TOF.

Pozn.: Mezi znamé vyrobce MS patii napiiklad Agilent Technologies (GC/MS, LC/MS,
MS/MS, El, CI, ESI, Q, TOF), Bruker Daltonic (FT-ICR, MALDI-TOF, iontové pasti, ESI-
TOF, ESI-QTOF), Ciphergen Biosystems (MALDI-TOF, SELDI-TOF), Thermo Fischer
Scientific (kvadrupolové GC/MS a LC/MS, magnetické sektory, kvadrupoly, iontové pasti,
Orbitrap™, FT-ICR, ICP/MS), Varian (GC/MS, MS/MS a MS" s jontovymi pastmi), Waters
(HPLC/MS, kvadrupoély, TOF, magnetické sektory, MS/MS, ICP/MS) a mnozi dalsi.

5.6. Kvantita v hmotnostni spektrometrii

Pro kvantifikaci latek v MS se pfevazné pouziva metoda vnitiniho (interniho) standardu:
Interni standard (IST) pro stanoveni urcité latky je analogicka slou€enina nebo homolog, aby
IST mél co nejpodobnéjsi chemicko-fyzikalni vlastnosti jako stanovovana latka, ale musi to
byt latka, kterd se ve zkoumaném vzorku nevyskytuje (napt. pro analyzu mastnych kyselin lze
pouzit kyselinu pentadekanovou - ma lichy pocet atomt uhliku, tedy nevyskytuje se v
biologickych vzorcich).

IST se ptidava do vzorku jiz na zaCatku zpracovani - pro potlaceni vlivu matrice ¢i
kontaminace na u¢innost ionizace analytu - do vSech vzorkil ve stejné znamé koncentraci. Z
MS spektra se po analyze vyhodnocuje pomér intenzit fragmentt typickych pro stanovovanou
latku a IST.

Pozn.: Pro kvantifikaci je vhodné pouziti selektivniho zaznamu iontd (SIM — Selection lon
Monitoring) — zpusob, kdy pfistroj registruje pouze nékolik zvolenych fragmentd, coz ma za
nasledek vyrazné zvySeni citlivosti.

Nejptesnéjsim postupem je metoda izotopového zied'ovani (isotopic dilution MS, ID/MS),
kde IST je izotopicky znaceny standard stanovované latky - ma identické chemicko-fyzikalni
vlastnosti jako stanovovana latka. [zotopicky standard byva nejcastéji deuterovany.
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Obr.100, 101:Priklad analyzy methylbromidu s IST (izotopové znaceny methylbromid). Z MS
spektra se po analyze vyhodnocuje pomér intenzit odpovidajicich fragmentt (79-81 a 94-96).

5.7. Praktické aplikace MS, MS/MS v klinické biochemii
5.7.1. Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)

Hmotnostni spektrometrie se vyuziva napf. pro analyzu neznamych sloZzek smési: slozitd smés
analytil je separovana plynovou chromatografii a pro kazdou slozku smési (tj. pro kazdy pik
chromatogramu) se ziskd hmotnostni spektrum v realném case. Identifikace slozek (pika
chromatogramu) se provadi na zaklad¢ porovnani s databazi spekter v pocitaci (k dispozici je
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nékolik komerén¢ dostupnych PC "knihoven" hmotnostnich spekter, pro ucel detekce
neznamé slozky smési napi. Wiley Registry of Mass Spectral Data).

GC/MS muze déle slouzit k potvrzeni ¢i vylou€eni urcitych metabolitl, které sveéd¢i pro urcité
metabolické onemocnéni, piipadné jejich kvantifikaci. GC/MS techniky se staly standardem
ve vyhleddvani a potvrzovani nox v toxikologické praxi (Iéky, drogy, anabolické steroidy),
opét s vyuzitim databazi spekter (pt. Pfleger Drug Library).
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Obr.102, 103: Priklad analyzy organickych kyseli v moci: Organické kyseliny byly ze vzorku
moci extrahovany do ethylacetatu a po odpareni rozpoustédla derivatizovany silylaci. Analyza
byla provedena na GC/MS Agilent. Na obr.102 je plynovy chromatogram, na obr. 103 je
hmotnostni spektrum Sipkou oznafené¢ho piku na chromatogramu. Podle spektra byl pik
identifikovan jako citrat (s pouzitim Wiley databéze).

5.7.2. Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS, LC/MS/MS)

LC/MS, piipadné¢ LC/MS/MS jsou povazovany za toxikologicky standard nejen pfi
screeningu neznamych nox, ale 1 pfi potvrzeni a kvantifikaci specialnich nox termolabilnich a
polérnich latek nebo latek o vy$si molekulové hmotnosti (latky, které neni mozné analyzovat
technikou GC/MS).

V klinické laboratofi se uvedené techniky uplatiiuji pfi stanoveni l1éki, farmakokinetickych
studiich. Techniky LC/MS/MS umoznily rozvoj proteomiky a metabolomiky.

Na obrazku ¢.104 je ptiklad stanoveni 1ékit LC/MS (LC/MS/MS): jak je vidét z
chromatogramu, analyzovand imunosupresiva nelze za danych podminek kapalinovou
chromatograﬁl dobfe rozdelit - piky jednotlivych IéCiv by se vzajemné piekryvaly. Pfi

napojeni separace na hmotnostni spektrometru je pfristroj schopen registrovat fragmenty
typické pro dané 1é€ivo a tak rozlisit a stanovit 1 koeluované latky.
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Obr. 104: Stanoveni ¢kt LC/MS (LC/MS/MS)
Obr. 105: LC/MS/MS - TSQ Quantum Access MAX firmy Thermo, uspoiadani ESI - QqQ

5.7.3. Tandemova hmotnostni spektrometrie MS/MS (bez separacni techniky)

5.7.3.1. Novorozenecky screening dédiénych poruch metabolismu

Tandemova hmotnostni spektrometrie jako samostatnd metoda bez separacni techniky se
vyuziva napf. pii novorozeneckém screeningu dédi¢nych metabolickych poruch pfi stanoveni
koncentraci aminokyselin a acylkarnitini ve vyluhu ze suché krevni kapky na filtraénim
papife (v CR se touto metodou provadi screening 10-ti riiznych metabolickych poruch, mezi
nimi napt. fenylketonurie).

Sledované latky jsou vyextrahovany do metanolu, derivatizovany butylaci a analyzovany
MS/MS na piistroji s uspofadanim ESI - trojity kvadrupol (ESI-QQqQ). Kvantifikace se
provadi pomoci deuterovanych vnitinich standarda.

QqQ tandemové hmotnostni spektrometry by do budoucna mély umoznit multikomponentni
analyzu - profily sacharidu, lipida, fosfolipidt, organickych kyselin a aminokyselin, stanoveni
skupin 1¢kli v jedné analyze, stanoveni nizkomolekuldrnich markeri na Grovni referencnich
metod (pi. glukdza, kreatinin, kyselina mocova)

5.7.3.2. MALDI - TOF/TOF

Technika MALDI - TOF/TOF se pouziva pro proteinovou analyzu, napt. analyzu neznamého
proteinu: Protein (vyseparovany ze smési napi. dvourozmérnou elektroforézou) se rozstépi
enzymem (napf. trypsinem) na smés peptid. Tato smés peptidit se necha vykrystalizovat s
matrici na MALDI desti¢ce a je podrobena analyze na pfistroji s usporadanim MALDI - TOF
- kolizni cela - TOF. Prvni TOF analyzator vybird prekursorovy ion (peptid), ktery vstupuje
do kolizni cely. V kolizni cele dojde k fragmentaci iontu - peptidu na jednotlivé
aminokyseliny (sraZkou iontu s atomy inertniho plynu) a spektrum fragmenti je métfeno
druhym TOF analyzatorem.

o Obr.106: Spektrum

| peptidii z TOF/TOF
Obr.107: MALDI-
TOF/TOF
analyzator
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5.7.4. SELDI — Surface Enhanced Laser Desorption lonization
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SELDI je technika analyzy proteinii pomoci vazby na predptipraveny povrch pevné faze
proteinového €ipu, kombinuje afinitni princip a MALDI. Povrch proteinového ¢ipu miize byt
tvoteny protilatkou, receptorem, ligandem, mize byt chemickym zplisobem upraveny, takze
po naneseni vzorku na Cip se proteiny ze vzorku (sérum, mo¢, mozkomisni mok) navazou k
povrchu adsorpci, elektrostatickou interakci, na afinitnim principu apod. Nenavédzané slozky
smési se odstrani promytim &ipu a nasleduje stejna analyza jako v ptipadé MALDI-TOF. Cipy
mohou byt vyrobeny dle pozadavku zédkaznika (Ciphergen Biosystems)

Vzorek komplexni smési proteinti mize byt analyzovan soucasné na nékolika riznych typech
povrchl tak, aby byly navazany a analyzovany veskeré proteiny ve vzorku. Vysledkem
analyzy pak neni stanoveni pouze jednoho proteinového markeru urcité choroby, ale cely
proteinovy profil souvisejici s ur¢itou chorobou.

Aplikace vzorku

na protenovy ¢ip
200 &
Vymyti nenavazanych slozek /
vzorku

Pfidani absorbuijici A A L
"matrice" na kazdy

vzorek, ionizace
laserovym paprskem

Hmotnostni analyza
TOF analyzatorem

Intensity

“Mass/Charge

Obr.108: Princip SELDI

Obr.109: SELDI - TOF (Ciphergen)

5.7.5. Indukéné vazana plazma (ICP-MS)

ICP-MS se pouziva pro analyzy stopovych prvkd nebo tézkych kovi. Toxicita nebo
biologické ucinky té€chto prvkil vSak zavisi na formé&, ve které jsou prvky v organismu
pfitomny a je dilezité znat spiSe koncentraci toxickych forem téchto prvki, nikoli jejich
celkovou koncentraci. Za timto ucelem se ICP-MS kombinuje s GC nebo LC za ucelem
separace sloucenin obsahujicich dany prvek pired MS analyzou.
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6. Atomova absorp¢ni

6.1. Historie AAS

Prvni pozorovani a objevy smétujici k AAS pochazeji z pocatku 19. stoleti.

Piivod tmavych ¢ar nalezenych pifi pozorovani sluneéniho spektra (Fraunhofer 1815) byl
vysvétlen absorpci ze spojitého zareni slunecni atmosférou (Brewster 1820). Vztah mezi
emisi a absorpci vyjadfil Kirchhoffiv zdkon, podle kterého atom emitujici urcité zareni
miiZe pri téZe vinové délce toto zareni absorbovat. Objev AAS jako analytické metody se
prisuzuje Walshovi , ktery v roce 1955 vystavoval poprvé atomovy absorpcni spektrometr
v Melbourne.

U nas se komercni piistroje zaCaly pouzivat v roce 1962 (Techtron). Ke zdokonalovani a
vyvoji systémlilt AAS vyznamnym zptusobem piispél rusky védec L'vov. Nejvétsi piinos pro
vyvoj a praktickou aplikaci AAS s ETA je spojen se jménem Hans Massmann.

6.2. Atomova spektra
Atomy mohou elektromagnetické zafeni urcité energie pohlcovat (absorbovat) nebo vysilat
(emitovat). Energie atomil v riiznych stavech jsou uréeny predev§im vyskytem elektronil
v urcitych energetickych hladinach. Pfi absorpci nebo emisi zafeni dochéazi k prechodu
elektronti mezi energetickymi hladinami. Jednotlivé stavy atomu se li$i energii podle toho, na
kterou hladinu byl elektron excitovan. Pfi piechodu mezi jednotlivymi stavy atomu mtize
atom absorbovat nebo emitovat foton, jehoz energie je rovna ubytku nebo pfirustku energie
atomu E podle Planckova vztahu
AE=E2 - E1 =h.v

kde: E; E; jsou energie atomu ve vy$$im a nizS§im energetickém stavu

h Planckova konstanta (6,626>*. 10 Js)

v frekvence vyzaien¢ho nebo absorbovaného zateni

Kexcitaci mize dojit bud absorpci elektromagnetického zatreni, pfedanim energie
elektrickycm vybojem nebo zahtatim na vysokou teplotu apod. V excitovaném stavu ziistava
atom jen velmi kratce; 102 s.

Pti termické excitaci za teploty pod 2700°C a pro A<500 nm je pocet excitovanych atomi
zanedbatelny k poctu atomti v zakladnim stavu. Pro AAS z toho vyplyva, ze pocet atomil
v zékladnim stavu je téméf identicky s celkovym poctem volnych atomil. Za teplot
vyuzivanych v AAS je tedy hlavnim stavem atomti zakladni stav.

6.3. Méreni absorpce; Lambertiv-Beertuv zakon
Rizné atomy absorbuji zafeni ve velmi uzkém spektralnim intervalu. V tomto intervalu
0,0005-0,005 musi primarni zdroj zafeni emitovat vysokou zafivou energii. Proto se pouziva
emitovaného zafeni t€hoz prvku, ktery stanovujeme.
Mezi ptivodnim (primérnim) tokem zateni @y a absorpci atomtl oslabenym zafenim @ plati
Lambertv-Beeriv zékon
D= q)O ] e—K.N.l

kde « je atomovy absorp¢ni koeficient; 1 délka absorpéniho prostiedi a N pocet atomu
v zékladnim stavu v jednotce objemu
Po Upravé

A=log ®y/®=0434x.N.1
kde A je absorbance.

AAS je metodou relativni. Hodnoty absorbance pro vzorek jsou porovnavany s hodnotami
absorbance standardli formou kalibrac¢ni kiivky.
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Dulezitymi parametry pro hodnoceni metody AAS jsou citlivost, mez detekce a mez
stanovitelnosti.

6.3.1. Citlivost

se posuzuje podle smérnice kalibracni kiivky. V AAS se navic udava ,.charakteristicka
koncentrace®, coz je koncentrace vyvolavajici absorbanci 0,0044. Chrakteristicka koncentrace
je jednou z cennych ukazatelt spravné funkce a nastaveni spektrometru i spravné piipravy
kalibra¢nich roztok.

6.3.2. Mez detekce

urcuje nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterou mizeme detekovat. Mezi detekce
odpovida signal rovny trojnasobku smérodatné odchylky (3 . SDg) signalu nulového vzorku
(blanku).

6.3.3. Mez stanovitelnosti
se pouziva pro realné vzorky, které odpovidad signal rovny desetindsobku smérodatné
odchylky (10 . SDy) signalu nulového vzorku (blanku).

6.4. Atomovy absorp¢ni spektrometr
Atomovy absorp¢ni spektrometr je pfistroj, ktery méfi absorpci primarniho zafeni volnymi
atomy v zakladnim stavu. RozliSujeme jednopaprskové a dvoupaprskové piistroje.

cwwr

meze detekce. Ma vSak niz§i stabilitu systému a nelze eliminovat kolisdni intenzity
primarniho zdroje zéteni (obr. .

Dvoupaprskovy systém (b) ma naopak vysokou stabilitu, avSak dochazi k vetsi ztraté
primarniho zafeni . Paprsek zprimarniho zdroje se stfidavé propousti pifes atomizér
(absorpéni prostfedi) a mimo (referencni paprsek) a to pomoci dalSich optickych prvk,
zrcadlovych prerusovact nebo délict.

> )

zdroj atomizator monochrométor detektor
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Vedle téchto klasickych systémd byly také vyvinuty systémy s dvoupaprskovou
charakteristikou. Napft. s vyuzitim tzv. Stockdalovy optiky, t.j. vychyleni mérného paprsku
pohyblivymi vychylovacimi zrcadly pfed meéfici periodou mimo absorpcni prostfedi ke
zméteni referencniho signalu. Béhem vlastniho méteni se pracuje v jednopaprskovém rezimu.

Obr. ¢. 110

)

Obdobny systém pouziva pohyblivého hotaku a jeho vysunuti nebo zasunuti do optické drahy
jednopaprskového spektrometru.

Obr. ¢. 111
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6.5. Zdroje primarniho zareni

Primérni zéfeni, které méa byt atomy sledované¢ho prvku absorbovéano, musi mit vysokou
zéafivou energii soustiedénou do uzkého spektralniho intervalu, dlouhodobé¢ stabilni zafivy tok
@, cary nesmi byt deformovany samoabsorpci a pozadi musi byt minimalni.

Toto nejlépe splituji Carové zdroje realizované spektralnimi vybojkami s parami kovi a
zejmény vybojky s dutou (HCL) katodou nebo vysokofrekvencni bezelektrodové vybojky
(EDL).

Pouziti zdroje spojitého spektra ve spojeni s monochromatorem s vysokou rozliSovaci
schopnosti je rovnéz mozné,ale méné beézné.

Lasery zejména laditelné, maji fadu presnosti, jejich vysokd zafivd energie pak nachazi
uplatnéni v AFS.

6.5.1. Vybojky s dutou katodou (Halow Catode Lamp...HCL)

Vybojky s dutou katodou jsou nejpouzivanéjSimi zdroji primarniho zateni, emituji Carové
spektrum s polositkou ¢ar obvykle <0,002 nm (obr.1). Vystupniokénka jsou z optického
kfemene pro A < 240 nm, z UV skla pro A = 240-300 nm a z optického skla pro A > 300 nm.
Duta katoda je bud’ vyrobena piimo z vysoce Cistého sledovaného prvku, nebo je na nosné
katod¢, vyrobené z kovu s relativné chudym emisnim spektrem (Al, Cu) upevnéna folie ze
stanovovaného prvku.

obr.112
Vybojka s dutou katodou

Anoda je vyrobena z kovu s vysokou teplotou
tani (Zr, Ti, Ta).

Vybojky jsou plnény cistym monoatomickym
plynem (neon, argon) na tlak 100-500 Pa.

oty 1y | e S B, Mezi 'katodu a anodu je vloZen
\ \ ‘ aw o4 potencidlovy rozdil stovek voltd (200-
600 V) a vybojka je napajena proudem
jednotek miliampéra (3-10 mA). Ve
A vybojce probiha nizkotlaky doutnavy
wmene vyboj, pii kterém dochazi k ionizaci
vzacného plynu sraZzkami s urychlenymi
elektrony. Kladné nabité ionty vzacného plynu bombarduji povrch katody a vyrdzeji odtud
atomy kovu. Dochézi tak ke katodickému rozprasovani materialu katody. Atomy kovu jsou
excitovany srdzkami s ionty a elektrony plazmatu a vyzaienim fotont se vraceji do zdkladniho
stavu.
U vybojek s vysokou zafivou energii (napt. Superlampy f. Photron) se vyuziva zvySeni
intenzity jejich zafeni dal$im vybojem mezi dvéma pomocnymi elektrodami pied ustim
katody. Tyto vybojky se vyznacuji vyssi intenzitou zafeni a tedy lepSim pomérem signal/Sum
a tim 1 niZ81 hodnotou dosazeného detekéniho limitu.

Sklen#né

Vidlice

Koliky

106



6.5.2. Bezelektrodové vybojky (EDL)

Jsou opét sklenéné banky s kiemennym vystupnim okénkem plnéné vhodnym mmnoZzstvim
prvku ve smési jako kov a té€kava sloucenina (napt. halogenid kovu) s inertnim plynem.
Vybojky jsou umistény v civce radiofrekvencniho generatoru nebo v rezonancni dutiné
mikrovinného generatoru; oba tyto generdtory dodavaji energii k vytvofeni stabilniho
elektrického vyboje. Bezelektrodové vybojky emituji velmi uzké Cary s intenzitou az o tad
vyss$i nez vybojky s dutou katodou. Toto zvySeni intenzity zéfeni je dulezité predevsim u
prvkil, které maji rezonancni linie pod 200 nm (As, Se, Pb..), kdy se podstatné uplatiiuje
absorpce zafeni okolni atmosférou, plamenem a optickym systémem.

6.5.3. Laditelny barvivovy laser.

Je idedlnim zdrojem primérniho zaieni pro vlnové délky nad 300 nm. Jeho zafeni je vysoce
monochromatické, dokonale koherentni (umoznuje velmi dlouhé optické drahy) a dosahuje
vysoké hustoty zativého toku. Nevyhodou jsou vysoké potizovaci naklady.

6.5.4. Specialni zdroje.

Vysokovykonné zdroje kontinudlniho primarniho zéfeni, jako vysokotlaké xenonové
obloukové vybojky a polovodicové laserové diody. Vybojky mohou byt vyuzZity jen ve
spojeni s vysokorozliSovacim optickym systémem, napt. Echelle polychroméatorem.

6.6. Atomizator

Atomizator je zafizeni schopné s dostatecnou Uc€innosti pfeménit stanovovany prvek (analyt)
na atomovou paru atomtl v zakladnim stavu.

Zakladnim pozadavkem na atomizér je, aby poskytoval co nejvyssi koncentraci volnych
atomu v zdkladnim energetickém stavu, a aby byla zajiSténa timérnost mezi touto koncentraci
atomu a koncentraci stanovovaného prvku ve vzorku.

Atomizaci je mozné provadét v plameni, elektricky nebo v kiemennych atomizatorech.
Jednotlivé zplisoby se lisi jak povedenim, tak citlivosti a Casovou zavislosti méfeného signalu.

6.6.1. Plamenova technika

Pii plamenové technice se pouzivd plameni realizovanych smési paliva a okyslicovadla.
Palivem je nej€astéji acetylén a oxidovadlem vzduch (Tmax =2500° K) nebo oxid dusny (Tmax
=2900° K).

V AAS se prevazn€ pouziva laminarnich pfedmichanych plament; tzn. Ze do hofdku je
vedena predem promichand smeés paliva a okyslicovadla. Pouziva-li se misto okyslicovadla
inertni plyn, oznacuji se plameny jako difuzni (k hofeni dochazi difuzi kysliku z okolni
atmosféry). Zavadéni kapalného vzorku do plamene se provadi nejcastéji pomoci
pneumatickych zmlZovact, kde dochéazi k vytvofeni aerosolu drobnych kapének zkoumaného
roztoku.
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Nebulizéx

Obr. 113 Nebulizér s nasavaci kapilarou, privody plynii a hordkem

Vzorek je pfivadén nasavaci kapilarou do mlzné (michaci) komory, kde dochazi na tfiStivé
kulicce k roztfisténi vétsSich kapicek na mensi. Jemny aerosol (velikost ¢astic 2 az 5 um) se
vproudu oxidantu smisi stopnym plynem a je unaSen do usti hotdku. Uginnost
pneumatickych zmlzovact je velmi nizka (okolo 10 %), pouze mala ¢ast vzorku se zmlzi na
aerosol, velka ¢ast vzorku odkape do odpadu. U¢innost zmlZovade zavisi na rychlosti
proudéni oxidantu, ktery strhava roztok od usti kapilary a je ovlivnéna 1 fyzikalnimi
vlastnostmi  pouzit¢ho rozpoustédla (vyskozita, povrchové napéti). Nevyhodou
pneumatickych zmlzovact je také pomérné zna¢na spotieba vzorku (~ 5 ml/min).

Tuto spotfebu lze zna¢né snizit, pracujeme-li technikou pratokové injekéni analyzy,kdy je do
proudu nosného rozpoustédla (voda, kyselina) davkovan pomoci ventilu maly objem vzorku
(100ul), signal pak neni konstantni v ¢ase, ale ma tvar piku.

Utinnost zmlZovani je mozné zvysit pouze pouzitim jiného typu zmlzovace . V technice AAS
nachazi uplatnéni vysokotlaky hydraulicky nebulizér. Jednd se o velmi tenkou kapilaru,
kterou proudi nosny proud (voda, kyselina), do které je davkovan vzorek. Nosny proud je
cerpan HPLC pumpou. Linearni rychlost proudéni v této Uzké kapilate, je natolik velikd, Ze na
jejim konci se ve styku s tfistici kulickou pfimo tvofi velmi jemna mlha aerosolu s velmi
malym primérem &astic. Uginnost tohoto typu zmlZzovaée miize dosahnout az 90 %.

6.6.1.1. Horak
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Hotéky se pouzivaji Stérbinové (délka absorpcniho prostfedi 5-10 cm), Sitka Stérbiny 0,5 mm;
material ocel a titan, nebo s fadou otvorti umisténych v nékolika fadach.

Po vstupu aerosolu do plamene dochazi k fad¢ pochodi. V fadé ptipadli atomizace neprobiha
uplné, protoze nékteré slouceniny kovu tvoii disociujici molekuly (napt. kiemicitany, oxidy).
Schopnost disociace sloucenin je posuzovana podle hodnoty jejich disociacni energie, je-li
niz$i nez asi 3,5 eV, sta¢i pro atomizaci pouziti plamene o nizsi teplot¢ (smés acetylén-
vzduch). Disociace tfady prvki lze téZz podpofit piidavky tzv. uvolnovacich ¢inidel

(spektrochemickych pufri).

Obr. 114 Atomizér s hotdkem

Koncentrace volnych atomii neni ve vSech cCéastech plamene stejnd. Proto je nutné znat
tzv.plamenovy profil, coz pfedstavuje rozlozeni velikosti méteného signalu prvku ( za jinak
konstatnich experimentalnich podminek) v zavislosti na vySce méteni nad hotdkem.

6.6.1.2. Struktura plamane

vvvvv

mezireakéni zona, kde je dosahovano nejvys$Si koncentrace volnych atomil. Touto casti
plamene pak musi prochéazet opticka draha spektrometru (obr.¢. 115)

Vy3ka —>

Sekundémni reakéni
zOna

Mezireak¢ni zona

Primarni reakéni
zona

Smés plynti

V z6n¢ pifedehiivani se topné plyny
zahtivaji na zépalnou teplotu (Sitka 0,01-
0,1 mm). Na tuto z6nu navazuje primarni
reakéni zony vniz se velmi slozitymi
reakcemi tvofi silné reaktivni radikaly,
které jsou zadkladem procesu hotfeni. Tato
zona je zdrojem intenzivniho
molekularniho zareni, je velmi tenka (0,1
mm) a jeji velikost 1ze ovlivnit zménou
pratoku paliva. Nad touto zénou se pak
nachazi sekundarni reakéni zodna, kde
dochazi k difuznimu hofeni. V redukénich
plamenech se mezi primarni a sekundarni
reakéni zonou vyskytuje mezireakéni



zo6na, ktera vykazuje velmi nizkou koncentraci kysliku, a kterd je zvlaSt’ patrnd u plamene
acetylén-oxid dusny.

Obr. 115 Struktura plamene-acetlén/vzduch

Hlavnim nedostatkem plamenovych atomizétort je fakt, Ze se vzorek siln€ nafedi spalnymi
plyny (200-400 tisickrat), a Ze se pouze nepatrny podil analyzovaného vzorku skuteéné
vyuZzije pro analyzu.

Plamenové analyzatory se pouzivaji pfi analyzach vétSich obsahu analytu ve vzorku, kdy se
vyuzije vysoka rychlost métfeni (integrac¢ni ¢as odectu ustaleného signalu byva 5s) a mensi
vliv interferenci matrice vzorku na rozdil od ETA. Konstrukéni uspofaddni s plamenovym
atomizatorem je také jednodussi a tedy levnéjsi.

6.6.2. Elektrotermické atomizatory ....ETA
Pii ETA se davkuje velmi malé mnozstvi vzorku (3-20 pl) do specidlni miniaturni odporové
vyhtivané kyvety. (obr. 116)

Hlavni vyhodou bezplamenovych atomizatort
je fakt, ze se celé nadavkované mnozZstvi
vzorku podili na absorpci priméarniho zéfeni;
dosdhneme tedy mnohem vys§i okamzitou
koncentraci volnych atomi v plynné fazi ve
velmi malém objemu atomizéitoru. Kyvety
musi byt vyrobeny z elektricky a teplotné
vodivého  materidlu, ktery musi byt
mechanicky odolny a chemicky nete¢ny i pfi
vysokych teplotich. Ze vSech dostupnych
materiald  se témto pozadavkim nejvice
pfiblizuje grafit. Tzv. elektrograficky uhlik
ma vSak nékterd nevyhody. Nejvétsi nevyhodou je jeho porovitost a reaktivita, kterd se
projevuje tvorbou karbida s nékterymi prvky. Tyto nevyhody byly z nejvétsi ¢asti odstranény
vytvorenim povlaku pyrolytického grafitu na sténach kyvety. Tento postup je nyni pouzivan
vSemi vyznamnymi vyrobci grafitovych kyvet.

Vzorek mizeme davkovat (obr. ¢. 117)
a) na sténu kyvety
b) na platformu
C) na
sond

DN \ -
SN <
%c) J

Injekéni otvor

a)

Grafitova kyveta
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K atomizaci nadavkovaného vzorku dochazi postupnym ohfevem kyvety pruchodem
elktrického proudu (kyveta se chova jako elektricky odpor). Grafitova kyveta je umisténa
Vv absorp¢nim spektrometru. Elektrotermicky ohiev kyvety probihd v atmosfére velmi ¢istého
argonu (zevné i uvniti kyvety), aby se zabranilo pfistupu kysliku ze vzduchu k rozzhavenému
grafitu a volnym atomiim analytu. Druhou funkci proudiciho inertniho plynu je usnadnéni
odvétrani vnitiniho prostoru kyvety (hornim dévkovacim otvorem) od rozpoustédla ve fazi
suseni a zplodin mineralizace ve fazi zpopelnéni.

Vzorek je do kyvety davkovan bud’ pomoci mikrodavkovace nebo dnes jiz standardné
programovym davkovacem, ktery je pfisluSenstvim elektrotermického atomizétoru.
Autosampler fizeny mikroprocesorem umoziluje naprogramovat a standardné provadét
pipetovani mikrolitrovych objeml vzorku, diluentu a modifikétorti. Jednotlivé komponenty
jsou postupné nasavany do teflonové kapilary oddéleny vzduchovymi bublinkami, aby ke
smichani doSlo az pfi jejich vydavkovani na sténu kyvety nebo na platformu. Zasadné nutnym
poZzadavkem je spravné vycentrovani davkovaci kapilary a jeji vySka nade dnem kyvety
sohledem na davkovany objem. Adjustaci kapilary usnadiiuje u nékterych pfistroji
mikrokamera zavedena do kyvety. Ta umoziuje rovnéz sledovani priibéhu davkovani, suSeni
a mineralizace uvniti kyvety (obr.118)

x

Obr. 118 Centrovani davkovaci kapildary v kyveté,; sledovani procesu ddavkovani na sténu

kyvety
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6.6.2.1. Teplotni program kyvety (ETA)

Po nadavkovani vzorku je teplota kyvety zvySovana v nékolika krocich — podle teplotniho

programu (Tab. 7).

Tento program je sloZen z nékolika stuprii,

1) ohiev kyvety pod teplotu varu rozpoustédla - dojde k vysuSeni vzorku

2) ohiev kyvety na teplotu pyrolyzy - v této fazi dojde k odstranéni co nejvétsi casti
matrice vzorku, anorganickych soli a nerozlozenych organickych zbytkli matrice

3) ohiev kyvety na teplotu atomizace - v této fazi dochazi k vytvofeni oblaku plynnych
atomu sledované¢ho analytu v zakladnim energetickém stavu a absorpci primarniho

zéafeni témito atomy

4) kratkodobé zahrati kyvety nad teplotu atomizace - v této fazi dojde k vycisténi kyvety
5) ochlazeni kyvety na hodnotu po¢ate¢ni teploty a kyveta je ptipravena pro novy cyklus

Faze teplota ¢as rampa inert.plyn
[°C] [s] [°C/s)] pritok [I/min]

1 95 45 10 0,2

suSeni 2 110 20 5 0,2
3 130 15 10 0,2

mineralizace 4 1100 20 150 0,2

atomizace 5 2300 3 0 0

vypaleni kyvety 6 2700 3 0 0,2

Tab 7.

Priklad teplotniho programu, rampa vyjadiuje rychlost ndrostu teploty k dosazeni teploty
dalstho stupné

Pro mechanismus atomizace v ETA plati v podstaté analogické tivahy i procesy, jako pfi
atomizaci v plameni. Analyticky signal registrujeme ve tieti fazi teplotniho programu — po
dobu ohfevu na teplotu atomizace a vlastni atomizace ( asi 5 s). Teplotni program pro
stanoveni daného prvku v dané matrici vzorku je individudlni a musi byt vzdy pro dany
ptistroj optimalizovan. K tomu slouZzi konstrukce tzv. rozkladné atomizacni kiivky, ktera urci
optimalni rozkladnou a atomizacni teplotu s ohledem na stanovovany prvek a charkter vzorku
(matrici).

6.6.2.2. Monitorovani a Fizeni teploty v kyveté

Exaktné stanoveny optimalni teplotni program kyvety pii ETA je rozhodujici pro spravny
analyticky vysledek. Z toho diivodu je nutné nastavené teplotni pribehy monitorovat. Do
600°C je teplota v kyveté odvozovana od prochazejiciho proudu. Pro teplotni rozsah 600-
3000°C se pouziva opticky pyrometr realizovany kiemikovou fotodiodou, ktera ma extrémneé
rychlou odezvu a je schopna zpétnovazebné regulovat hodnotu prochézejiciho proudu a tim 1
teplotu kyvety. Schematické zndzornéni tohoto systému je na obr. 119.
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Radiace z grafitové kyvety (Cerveny az bily zar) se fokusuje cockou umisténou pod kyvetou na
jeden konec optického viakna. Optické vidkno je vedeno ke kiemikové fotodiode.

Vysledny signal mé tvar piku; kvantitu posuzujeme meéfenim vySky nebo plochy piku.
Vzestupnd €ast absorpéniho piku je funkei vstupu plynného analytu z podlozky do objemu
analyzatoru a sestupna ¢ast je funkci vystupu plynného analytu z kyvety. Aby bylo dosazeno
co nejvetsi citlivosti, probihd atomizace (a tim 1 méfeniho piku) v modu zastaveni pritoku
inertniho plynu. V tomto ptipad¢ neni uvolnény plynny analyt ihned odnasen inertnim plynem
mimo maly objem méfici kyvety. Ze stejného diivodu je také nutné, aby k uvolfiovani analytu
z podlozky ve fazi atomizace doslo az tehdy, kdy se jiz neméni teplota plynné faze a tedy, kdy
JiZ nedochazi k rozpinani plynd. Pfi splnéni téchto podminek mluvime o tzv. izotermické
atomizaci. Podminek izotermické atomizace muzeme nejlépe dosahnout atomizaci analytu
z platformy.

6.6.2.3. Izotermické podminky.

Platforma je mala tenka desticka, ktera je vlozena do kyvety a jeji sty¢né plocha se sténami
kyvety je velmi mala (pouze bodova). Energeticky pfenos z vnitini stény kyvety na platformu
se déje predevSim zéafenim; tim je aktualni teplota platformy niz$i ve srovnani s aktudlni
teplotou kyvety a analyt pfechazi do plynné faze pozdé&ji (a za izotermickych podminek) nez
pii atomizaci ze stény kyvety (Obr. 120)

Obr. 120

Casovy posun ndrustu a maxima atomizacni
teploty s pouzitim platformy; b).

Absorbance

Q) AP /
('(\(\‘ lf \'.
| AN
d \shg_
— Na  napijeci  zdroj elektrotermického

atomizatoru jsou kladeny zna¢né ndaroky.
Cas (5) Grafitovou kyvetou prochézi ve fazi ohfevu na
atomizacni teplotu (narust teploty az 2000 °C.s
"y proud 500-1500 A pii napéti mezi grafitovymi elektrodami 3 -10 V.
Dnes je cely proces davkovani vzorku, narust teploty a monitorovani signalu fizen
pocitacovym softwarem obr. 121.

Teplota ('C)
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Obr. 121

Obrazovka ridiciho pocitace.

V horni poloviné graficky zdznam méfeného signalu a monitorovani probihajiciho teplotniho
programu.

V dolni ¢asti Ciselné vysledky méfeni a video-pohled do nitra grafitové kyvety

Hlavni vyhodou Elektrotermického atomizatoru ve srovnani s plamenovy atomizatorem je
znacné zvyseni citlivosti méteni a snizeni detekéniho limitu. S ETA miZzeme pro dany prvek
dosahnout z o 3 fady nizsi detek¢ni limit. Pfi praci s grafitovou kyvetou se vSak na rozdil od
plamene mnohem vice projevi mozné interference matrice a nutnost kompenzace pozadi.

6.6.3. Hydridova technika

Pfi technice generovani a atomizace tékavych sloucenin se nejdiive chemickou reakci
prevede stanovovany analyt na tékavou slouceninu. Tato sloucenina, nejcastéji hydrid, se
oddéli od matrice vzorku a je atomizovana ve specidlnim kiemenném atomizétoru, ktery je
umistén v optické ose AAS. Generace t€kavych hydridi je omezena jen na hydridotvorné
prvky (As, Se, Te, Ge, Bi, Sn, SB, Pb). Pro pfevedeni analytu na hydrid je nejcastéji
pouzivano reduk¢ni Cinidlo tetrahydridoboritan sodny NaBH, (stabilizovany roztokem NaOH
Vv prostiedi riizné koncentrované kyseliny (nejcastéji HCI).

6.7. Disperzni systém

6.7.1. Reflexni difrakéni miizka

Jako monochromatoru, slouziciho kizolaci spektralniho intervalu, ve kterém se nachazi
piislusna absorpcni rezonan¢ni cara sledovaného prvku, se vétSinou uziva interferometricky
zhotovenych (holografickych) mtizek pro rozsah vlnovych délek 190 az 900 nm. Mftizkové
monochromatory se v AAS uZzivaji téméf vyhradné konstrukce Czerny-Turner

Naroky na jejich rozliSovaci schopnost nejsou pfili§ veliké, protoze zdroj primarniho zafeni
emituje dostate¢né tizké Cara.

6.7.2. Opticky hranol

Nejstarsi disperzni prvek, opticky hranol, vyuzivajici rozdilného lomu riiznych vinovych
délek se pro svoji malou ucinnost jiz nepouZziva. Svoje uplatnéni vSak nachdzi v soucasné
dobé v tzv. Echelleho uspotadani, které kombinuje opticky hranol jako vstupni ¢len a za néj
se umist'uje opticka miizka, kterd primarné¢ rozlozené svétlo jest¢ dale jemné disperguje.

Stérbiny (vstupni a vystupni ) monochromatoru jsou zpravidla zpfazené. Spektralni interval je
nutné volit tak, aby byl zajiS§tén dostatecné velky tok zareni a soucasné, aby na detektor
neprochdzelo zafeni blizkych (neabsorbovanych) Car spektra z primarniho zdroje. Volba
spektralniho intervalu je u pfistroje pro AAS zpravidla v rozmezi 0,1-2,0 nm.

6.8. Detektory; fotonasobi¢

Pro detekci zareni se vyuziva pfedevSim fotondsobi¢. Vyhodou fotonasobice je vysoka
citlivost a velmi nizk4 &asovéa konstanta (10° - 10® s). Zavislost vystupniho proudu na
intenzité zafivého toku je linearni ptes 5-6 fadi. Celkovy registrovany proud fotonasobice je
souctem téchto slozek

a) temného proudu fotonasobice;
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b) proudu odpovidajiciho zafeni emitovaného atomizatorem (plamen, stény kyvety);
¢) vlastniho proudu vyvolaného dopadem primarniho zafeni.

Uzite¢nou informaci nese pouze tieti slozka a je proto snaha oddélit ji od ostatnich. Z toho
divodu se primarni zafeni moduluje obdélnikovymi pulsy (moduluje se napajeci proud
vybojek — frekvence cca 500 Hz); stfidava slozka je pak oddélena v synchronnim
demodulatoru, ktery je ovladan ¥idicimi signaly modulatoru. Ridici signaly ovladaji tyto
demodula¢ni obvody tak, Ze jsou zesileny pouze signaly s frekvenci shodnou s modula¢ni
spravnou fazi.Tak se dosahne odliSeni signalii nesoucich potiebnou informaci od parazitnich
stejnosmernych signali a zaroven se potlaci veskeré slozky Sumu, kromé Sumu o frekvenci
shodné s modulacni. Vysledny signal je registrovan bud’ analogovym zafizenim nebo se
pievadi na digitalni formu umoznujici dalsi matematické zpracovani.

6.9. Korekce pozadi

Priméarni zafeni mize byt pii pruchodu absorpénim prostiredim zeslabeno nejen volnymi
atomy sledovaného prvku, ale i nespecifickou absorpci (absorpci pozadi). Absorpce pozadi je
zpusobena rozptylem svétla na nevypafenych pevnych casticich a molekularni
absorpci.Rozptyl svétla je velmi zavisly na vinové délce a projevuje se predev§im v oblasti
kratkych vlnovych délek; molekularni absorpce se projevuje v celém rozsahu pouzivanych
vlnovych délek.Molekularni absorpce je zplsobena hlavné pfitomnosti nedisociovanych
molekul anorganickych soli z rozlozeného vzorku v optické cesté. Nespecifickd absorpce se
pfi méfeni pficitad k signalu analytu a vyvolava tak vzdy pozitivni chybu, kterd muize byt
znacna zvlasté pii praci s ETA a malou koncentraci analytu ve vzorku. Vzhledem k aditivnim
vlastnostem absorbance miizeme pro ziskani spravného vysledku odecist od celkové
absorbance signal pozadi.

Korekci pozadi miiZeme provadét sekvencné nebo simultanné.

6.9.1. Sekven¢ni korekce pozadi

Sekven¢ni korekce pozadi se provadi dvojim odeétem absorbance; pfi prvnim méfeni se zjisti
celkova absorbance na vinové délce analytu; pfi druhém méfteni se zjisti absorpce pozadi na
jiné vlinové délce blizké Care analytu (tfeba i pomoci vybojky pro jiny prvek).

6.9.2. Simultanni korekce pozadi

Simultanni korekce pozadi se u dnesnich pfistroji provadi tfemi zptisoby:
a) pomoci kontinudlniho zdfeni s deuteriovou D, vybojkou
b) pouZiti Zeemanova jevu piimého a inverzniho
¢) metodou Smith-Hieftje
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Schematické vysvétleni uvedenych zplisobti korekce pozadi je na obr. 123

Kompenzace pozadi

Systém s D, v¥bojkou Systém Zeeman Systém Smith-Hieftje
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6.9.2.1. Systém s deuteriovou vybojkou

Kompenzace pozadi se zdrojem kontinudlniho zafeni je nejdéle pouzivanou metodou a stale
patii k nejpouzivanéjSim. M¢cifeni je provadéno tak, ze absorpcni prostiedi je stiidave
ozatovano (pfes polopropustné zrcadlo s posunutim faze modulace napajeciho proudu obou
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vybojek) vybojkou s dutou katodou a deuteriovou vybojkou. Na detektoru je registrovan
rozdilovy absorp¢ni signal, ktery odpovida absorpci Cistého analytu.

Na obr. Je také vysvétlen princip ,,deuteriové korekce®. Vystupni $térbinou monochromatoru
je izolovan spektralni inetrval AA=0,5, kterym je z emisniho spektra vybojky s dutou katodou
vybrana rezonancni ¢ara analytu A a z kontinudlni spektra deuteriové vybojky je izolovan pas,
odpovidajici Sifce spektralniho intervalu. Na pocatku méfeni je upravena intenzita zaieni
vybojky s dutou katodou a D, vybojky na stejnou hodnotu.

M¢étime-li signal analytu bez pozadi, pomoci vybojky s dutou katodou namétime absorbanci
A=0,600, ktera odpovida skutecné koncentraci analytu. Métime-li nyni signal tohoto analytu
pomoci deuteriové vybojky namétfime pouze zanedbatelnou absorbanci A=0,005 (tj.
0,6*0,004/0,5) . Ziskana absorbance je mensi nez 1 % absorbance ziskané pomoci vybojky
s dutou katodou a mizeme ji tedy zanedbat.

Me¢fime-li signal analytu s pozadim, pomoci vybojky s dutou katodou namétime absorbanci
A=1,000, ktera odpovida souctu absorbance analytu 0,600 a absorbance pozadi A=0,400.
Meéfime-li nyni tento signal deuteriovou vybojkou, naméfime absorbanci A=0,405..A=0,400,
tedy pouze absorpci pozadi. Rozdilovy signal téchto absorbanci dava vyslednou absorbanci
¢istého analytu A=1,000-0,400=0,600.

Deuteriova korekce pozadi je pouzitelnd pouze pro vinové délky A<350 nm, pro vétsi A je
potieba pouzit halogenovou vybojku. Korekce pozadi s D, vybojkou déva spravné vysledky
pouze tehdy, neni-li pozadi vyrazné strukturalni (neni vyskyt ostrych past odpovidajici
rotaénim nebo vybracnim ptechodiim).

6.9.2.2. Systém Zeeman
Kompenzace pozadi ,,systtmu Zeeman* je zaloZena na Zeemanové jevu, kdy v silném
magnetickém poli dochézi ke $t€peni energetickych hladin atomu.
Ptistroj mé& umistén v poli elektromagnetu bud’ zdroj priméarniho zéafeni (pfimy Zeeman) nebo
atomizator (inverzni Zeeman); zaroven piistroj obsahuje polarizator (pevny nebo rotacni).
Méfeni je provadéno tak, Ze absorbance je stfidavé odecitana pfi vypnutém a zapnutém
magnetickém poli. Na detektoru je registrovan rozdilovy absorpcni signal, ktery odpovida
absorpci Cistého analytu.

Direct Zeeman

Monochromator,
Detector, etc.

Light
Source

Cara odpovidajici prechodu singletové série Iso - 1py se V silném magnetickém poli §tépi na
tft1 komponenty. Slozka polarizovana rovnobézné s magnetickym polem je oznacovana jako
komponenta m a ma zachovanou stejnou frekvenci a tedy i vinovou délku A odpovidajici
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spektralni cafe a zistdvd neposunuta. DvE€ slozky polarizované ve sméru kolmém
k magnetickému poli jsou ozna¢ovany jako komponenty ¢ a jsou posunuty o — Ak a + AA od
puvodni vinové délky. Posun téchto slozek je umérny sile magnetického pole. Neposunuté ©
komponenty pouZijeme pro méieni celkové absorbance a posunuté ¢ komponenty
pouZijeme pro méieni pozadi. K rozliSeni sloZek m a o se vyuZiva jejich rozdilné polarizace.
Konkrétni zptisob méfeni zavisi na konstrukcei piistroje. Nejcastéji je v komercnich piistrojich
pouzivan elektromagnet s magnetickym polem modulovanym stfidavym proudem a kolmym
k optické ose a pevny polarizator. Pfi vypnutém magnetickém poli je zméfena celkova
absorbance odpovidajici absorpci analytu a pozadi. Pfi zapnutém magnetickém poli je pak
meéiena pouze absorpce pozadi pomoci ¢ komponent, které projdou polarizatorem. Rozdilem
téchto signalii ziskame korigovanych signal odpovidajici stanovovanému prvku obr. 124.

<«——celkovi absorbance

<+———absorbance pozadi

<«— korigovana absorbance

Vyhodou tohoto zpisobu kompenzace pozadi je nejlepsi korekce strukturniho pozadi a
korekce v celém spektralnim intervalu. Nevyhodou je vyskyt maxim na kalibraénich kiivkach,
castec¢ny pokles citlivosti a instrumentalni a cenova naro¢nost.

6.9.2.3. Systém Smith-Hieftje

Kompenzace pozadi ,,systémem Smith-Hieftje“ je zaloZena na rozsiteni profylu ¢ary vybojky
S dutou katodou. Pti zvySovani napéjeciho proudu vybojky dochazi totiz k silnému rozsiteni
emitované Cary, ktera piejde az k samozvratu. Méfeni je provadéno tak, ze vybojka s dutou
katodou je napdjena v urCitém cyklu. Tento cyklus se skladd z pulzu normalniho napéjeciho
proudu, z kratkého pulzu vysokého napajeciho proudu a z relaxa¢niho pulzu o velmi malém
proudu. Pouzitim tohoto cyklu nedojde prakticky ke snizeni zivotnosti vybojky.

Absorbance, kterou odecteme pii normalnim napdjecim proudu odpovida souctu absorpce
analytu a pozadi.Absorbance pii vysokoproudovém pulzu pak odpovida pouze absorpci
pozadi. Rozdilovy signal pak odpovida absorpci zafeni atomy analytu.

Vyhodou tohoto zptisobu korekce je lepsi kompenzace strukturniho pozadi (ve srovnani s D,
vybojkou), jediny zdroj zafeni a kompenzace v celém intervalu pouzivanych vinovych délek.
Nevyhodou je snizeni citlivosti (40 %).

6.10. Interference

O tom, jak se bude chovat signal méfené¢ho vzorku a standardu o stejné koncentraci miize
rozhodovat fada riznych tzv. interferenci, ruSivych vlivli, které mohou velmi zasadné ovlivnit
vysledek a spravnost méfeni. Interferenci v AAS obecné rozumime vliv, ktery zpisobi
systematické odchylky velikosti signalu pfi analyze.
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Lze rozliSovat spektralni a nespektralni interference.

6.10.1. Spektralni interference

Spektralnim interferenci, které jsou zptisobeny nedokonalou izolaci métené spektralni ¢ary od
zafeni, absorbovaného ostatnimi slozkami vzorku nebo absorpci pozadi, se lze vyhnout
volbou jinych ¢ar pro analyzu a korekci pozadi.

6.10.2. Nespektralni interference

Nespektralni interference lze zpravidla pfisoudit vlastnostem vzorku a pfitomnosti
doprovodnych slozek, tj. rusivych prvka matrice. Ve svych disledcich se pon¢kud lisi pro
plamenovou atomizaci a ETA.

V plameni se mohou uplatnit rusivé vlivy transportu, které souviseji se zmé&nami rychlosti
sani vzorku, G¢innosti zmlzovani a mnoZstvim desolvatovaného podilu. Déle jsou to rusivé
vlivy vyparovani, které jsou ovlivnény rychlosti vypatovani (tzn. Ze mén¢ tékavé slouceniny
prvku snizuji signdl proti tékavéjSim sloucenindm téhoz prvku). Rozptylenim sledované
slozky v t€kavéjsi rusici slozce se signal prvku sledované slozky zvySuje; vazanim prvku
napi. do komplexu se signél prvku snizuje aj).Interference v plynné fazi ovliviiuji disociaci
nebo ionizaci (napi. u alkalickych kovii v plameni acetylén-vzduch), pfipadné se tykaji
prostorového rozlozeni volnych atomii v plameni. Odstranéni ruSivych vlivil vypatrovani lze
dosédhnou shodou tékavosti méfenych roztokd, castéji se vSak vyuziva tzv. uvolilovaciho
efektu: prida se dalsi slozka, ktera ruSivou slozku piednostné prevede na tézko tékavou
slouceninu. loniza¢nim interferencim v plynné fazi lze =zabrénit pfidavkem snadno
ionizovatelného prvku, tzv. ioniza¢niho pufru, napf. roztok cesia.

Pii pouZiti ETA mUZe dochézet k interferencim ztratami ve fazi tepelného zpracovani vzorku
pfi nevhodném teplotnim reZimu, interference v plynné fazi l1ze pticist zménam v disociaci €1
ionizaci nebo kinetice procesu atomizace. Pti pouziti ETA jsou Vv pracovnich navodech tdaje
o teplotnim rezimu zpravidla jen pfiblizné, protoze velmi zalezi na slozeni analyzovaného
vzorku. Proto je potifeba podminky pro rlizné materialy znovu ovéfit.

Pti pfipravé vhodnych srovnavacich roztoki je nutné vliv interferenci posoudit a ptipadné
zahrnout do kalibra¢niho procesu. Podle piipravy pouzitych srovnavacich roztokd pak lze
rozliSovat kalibraci na ¢isté roztoky stanovovaného prvku obsahujici prvek stejné slouceniny
ve stejném rozpoustédle, a za pritomnosti stejnych kyselin, soli atd.; na pufrované srovnavaci
roztoky, které podobné jako roztok vzorku obsahuje stejné mnozstvi uvoliovaciho nebo
ioniza¢niho pufru a na modelové srovndavaci roztoky, které se chemickym slozenim co nejvice
blizi slozenim roztoku vzorku.

6.11. Analytické aplikace

Pomoci techniky AAS lze analyzovat velice riiznorové vzorky, jeji vyhodou je vysoka
specifi¢nost stanoveni a to jak kovi, tak né¢kterych nekovl (celkem asi 70prvki). Lze proto
stanovovat prvky bez predchazejici separace. Rada prvki, které se snadno atomizuji, se
stanovuje v plameni piiblizng od 0,1 pg.ml™ . P¥i ultrastopové analyze s ETA se pak tato mez
snizuje o 3 ftady. Citlivost stanoveni, zpravidla vyjadfovana jako smeérnice zavislosti
absorbance na koncentraci prvku v roztoku, se v AAS u jednotlivych prvki Castéji vyjadiuje
jako koncentrace prvku v méfeném roztoku, ktera za uvedenych podminek zptlisobi signal
velikosti 1 % absorpce (0,0044jednotek absorbance) a nazyva se charakteristickd koncentrace
( v jdenotkach pg.ml'1 , rozmér ppm/1 % absorpce). Pro dany prvek se zjiStuje pii zvolené
rezonanc¢ni ¢are za optimalnich podminek atomizace Cistych standardnich roztokl prvku.
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AAS jako analytickd metoda je metodou relativni, srovnavaci, tzn. Ze vysledek ziskdme
porovnanim signalu rozotku vzorku se signdlem roztoku standardi, které se musi sloZzenim
blizit analyzovanému vzorku (zejména pro eliminaci rusivych vlivl transportu).

V medicinské laboratofi se nejcastéji pouziva pro stanoveni koncentrace esencialnich
stopovych prvkl (zinek, meéd’, selen) v séru a moci a Zeleza v moci. Z toxickych stopovych
prvka je rozsitené pouziti AAS pfi stanoveni olova, rtuti a hliniku.

Pti analyze se piiprava roztok vzorkli neomezuje jenom na vodné roztoky, ale Ize pouzit i

nevodnych rozpoustédel; napt pii extrakénim zakoncentrovani analytu. Podobné je mozné pii
ETA davkovat do kyvety suspenze pevnych latek nebo pfimo pevny vzorek.
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7. Imunoanalytické metody

Imunoanalytické metody jsou zalozeny na reakei antigenu a specifické protilatky za vzniku
imunokomplexu. U typické imunoanalytické metody antigen tvofi stanovovany analyt a jako
protilatka je vyuzivana reagencie.

7.1. Antigeny

Antigeny jsou markomolekuly pfirozeného nebo umélého ptivodu. Po chemické strance se
jedna o proteiny, karbohydraty, nukleové kyseliny, lipidy aj. Na vlastni reakci antigenu s
protilatkou se neucastni celd molekula antigenu, pouze nékteré jeji povrchové skupiny, tzv.
determinantni skupiny neboli epitopy. Antigenni determinantu ptedstavuje urcitd skupina
atomu (Cast struktury, funkéni skupiny) na povrchu molekuly antigenu a charakterizuje jeho
specifitu a schopnost reagovat s vazebnym mistem protilatky. Antigenni molekula musi mit
dostate¢né velkou molekulovou hmotnost (M, > 5000 Da) - velikost a musi mit kompletni
strukturu. Jedna molekula antigenu mize na svém povrchu nést rizné mnozstvi antigennich
determinant. PocCet epitopll reagujicich s vazebnym mistem protilatek udava valenci

antigend.
Antigeny vyvolavaji v zZivém organismu tvorbu specifickych protilatek. Imunitni odpoved’
mize vyvolat pouze kompletni antigen. Nekompletni antigen — hapten (napf. léky,

nizkomolekularni peptidy, hormony aj.) — vyvola tvorbu protilatek pouze tehdy, je-li navazan
na bilkovinny nosic.

determinanty

haptén
Obr. 125 Antigeny — hapten, nosic¢, determinanty

7.2. Protilatky

Protilatky jsou bilkoviny vznikajici v organizmu jako jeho odpoveéd na pfitomnost antigend.
Vykazuji specifickou vazebnou aktivitu k antigenu, proti kterému byly pfipraveny. Jsou to
imunoglobuliny, v laboratorni praxi jsou obsazeny v tzv. antisérech. Z analytického pohledu
je prevladajici imunochemickou reagencii imunoglobin G.  Specificita a senzitivita
imunoanalytickych metod je ovlivnéna pouzivanou protilatkou. Polyklonalni protilatky (viz
obr.126) se pripravuji imunizaci zvifat, obvykle opakovanym intraven6znim podavanim
antigenu (nejCastéji lidské sérum). Potom je odebrdna krev a ziskdno sérum bohaté na
protilatky, které nazyvame antisérum. Jsou vzdy smési riznych protilatek proti jednotlivym
vazebnym mistim nebo epitoptim antigenu. Komer¢ni antiséra proti lidskym sérovym
bilkovindm jsou bud’ monovalentni (obsahuji protilatky proti jedné stanovované bilkoving)
nebo polyvalentni (obsahuji protilatky proti mnoha bilkovinam).

Monoklonalni protilatky (viz obr.126) jsou produkovany technologii bunécnych hybridomt,
vytvoienych z lymfocyti a nadorovych bunék, které po vycisténi a selekci produkuji stejné
imunoglobulinové molekuly protilatky. Predstavuji homogenni smés protilatek proti jedné

121



antigenni determinant¢ (jednomu epitopu multivalentniho antigenu). S monoklonalni
protilatkou se dosahuje vyssi specificity stanoveni.
Palyklardlni pratilétky: Monoklondini protilatky

Antigen fj‘l\«\ 5 D
* U-?' ' g

Ob. 126 Polyklonalni a monoklondlm'protildtky

7.3. Interakce antigen — protilatka

Sila interakce mezi protilatkou a antigenem je popsana jako afinita a avidita.

Afinita vyjadiuje intenzitu s jakou se uskuteciiuje interakce mezi vazebnym mistem protilatky
a epitopem antigenu. Antigeny obsahuji n€kolik epitopi, proto byl zaveden pojem avidita.
Avidita je sila, se kterou polyvalentni protilatka interaguje s polyvalentnim antigenem. Avidita
vzrista s afinitou jednoho vazebného mista pro jeden antigen a s poctem simultanné se
uplatiiujicich vazebnych mist (suma vSech interakci mezi protilatkou a antigenem). Avidita
zahrnuje afinitu, ktera je dana piispévky vSech vzniklych vazeb mezi antigenem a protilatkou
a dalsi nespecifické faktory, které ovliviiuji vazbu mezi antigenem a protilatkou. Na vazbé
antigen — protilatka se podili nékolik vazebnych sil. Jedna se o nekovalentni interakce jako
elektrostaticka interakce, vodikové mistky,Van der Waalsovy sily, hydrofobni sily a iontové
interakce hlavné mezi COO a NH," skupinami antigenu a protilatky.

7.4. Rozdéleni imunoanalytickych metod z riiznych hledisek

Podle usporadani reakce
» Kompetitivni (soutéziva) imunoanalyza
» Nekompetitivni (nesoutéziva, sendvicova) imunoanalyza

Podle prostiedi
» Homogenni imunoanalyza
> Heterogenni imunoanalyza

Podle techniky pouZité k méieni signdalu
» Luminiscen¢ni imunoanalyza
> Fluoroimunoanalyza
» Enzymoimunoanalyza
> Radioimunoanalyza

Podle pouZité znacky
Luminofory
Fluorofory
Enzymy
Substraty
Radioizotopy

YVYVYYVYYV
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Bez znaceni
> Imunoturbidimetrie
» Imunonefelometrie

Podle zpusobu provedeni
» Automatizované analyzy
» Manualni analyzy

7.5. Kompetitivni (soutézivé) metody

Stanovovany antigen soutéZi se stejnym znacenym antigenem, ve vazb& na specifickou
protilatku proti stanovovanému antigenu, kterd je v limitovaném mnozstvi. Vzniknou
imunokomplexy obsahujici znatku a imunokomplexy bez znatky. Cim je koncentrace
stanovovaného antigenu vyssi, tim vice vznikne imunokomplexi bez znacky.

Po ukoncené reakci métime signal u imunokoplext se znackou. Velikost odezvy je nepfimo
zavisla na koncentraci stanovovaného analytu. Dle typu znacky méfime luminiscenci,
fluorescenci, ptipadné dalsi veliciny.

Kalibrac¢ni kiivka ma hyperbolicky tvar.

Metoda je vhodné pro nizkomolekularni analyty s malou molekulou, které maji pouze jednu
antigenni determinantu (napfi. T3, steroidni hormony, vitamin B12, folat, teofylin, fenytoin).

7.6. Nekompetitivni (nesoutézivé) metody (sendvicova technika)

Stanovovany antigen ze vzorku reaguje se dvéma protilatkami, které jsou v reakéni smési
v pfebytku. Jedna protilatka byvd znaCend, funkce druhé protilatky zavisi na pouzité
technologii (u heterogenni imunoanalyzy je navdzdna na pevnou fazi a umoznuje separaci
imunokomplexu). Ve vzniklém imunokomplexu je analyt (antigen) vazdn mezi dvéma
protilatkami (sendvic).

Velikost méfeného signalu je pfimo imérné koncentraci stanovovaného antigenu (parabolicky
tvar kalibracni kiivky).

Metoda se pouziva pro vétsi molekuly (molekuly s vys§i molekulovou hmotnosti), které
umoziuji vazbu protilatek na dvé determinanty - napt. TSH, ferritin, nadorové antigeny, PSA,
S100, srdec¢ni troponiny, osteomarkery aj. PouZivaji se dvé monoklonalni nebo jedna
monoklondlni a jedna polyklonalni protilatka.

JestliZze se pii reakci vyuZzivaji monoklonalni protilatky specifické pro urcity epitop, je mozné
provadét simultdnni inkubaci vzorku a konjugatu s ukotvenou protilatkou, coz stanoveni
zjednodusuje. Nekompetitivni imunostanoveni se provadi jak v simultdnnim tak v sekvencnim
modu. Je-1i pfi simultanni analyze pfitomna vysoké koncentrace stanovovaného analytu, mtize
tento reagovat  soucasné se znaCenou i ukotvenou protilatkou. Koncentrace tvorené¢ho
komplexu je pak faleSn€ snizena — projevi se tzv. Hook — efekt. U automatizovanych metod je
vSak tomuto problému softwaroveé zabranéno pomoci chybového hlaseni.
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nekompetitivni —
sendvi¢ové usporadani
kompetitivni usporadani

Signal
T

Analyticka koncentrace

Obr. 127 Kalibracni zavislosti u kompetitivniho a nekompetitivniho usporddani

7.7. Heterogenni imunoanalyza

U této techniky se z reak¢ni smési odstranuji riznymi zpusoby (napf. magnetickou separaci
nebo ukotvenim na pevném nosici a promytim) nepotiebné reaktanty nebo imunokomplexy.
Separuje se znacka volnad od znacky vazané. Reakce s detekei probéhne az po této separaci.
Stanoveni obecné probiha v nasledujicich krocich — smichani komponent, inkubace (vznik
komplexu antigen-protilatka), separace a detekce.

7.8. Homogenni imunoanalyza

Homogenni stanoveni nevyZaduji separaci vazané a volné znacené protilatky nebo antigenu.
U této techniky neni tedy tfeba odstrafiovat reaktanty, stanoveni a detekce probiha piimo
v reakéni smési. V téchto piipadech je aktivita znaCky navazané na antigen modulovana
piimo navazadnim protilatky. Reakcéni postupy jsou tak jednodussi a rychlejsi. (O
neznacenych imunoanalytickych metoddch je pojednano v kapitole Analytickd a
perianalytickd automatizace a robotizace.)
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8. Vyuziti luminiscence v imunoanalyze

8.1. Luminiscence

je jev predstavujici vyzafovani piebyteéné energie ve formé fotont, ke kterému dochazi pti
navratu excitovanych elektroni na zakladni hladiny. Tato produkce (emise) svétla vznika
nasledné po excitaci atoml plisobenim jiného zéfeni, elektronii nebo pii chemické reakci
apod. a po jejich navratu do zakladniho stavu.

Lze také fici, Ze luminiscence je déj, pii némz zafeni o krat$i vinové délce (vétsi frekvenci)
vyvolava v latce urcitého slozeni vznik zareni o delsi vlnové délce (nizsi frekvenci) a Cast

Jo 4

energie se vyzaii ve forme tepla (nesvitivé deexcitacni procesy).

Existuji excitované energetické hladiny, na nich miize atom setrvéavat relativné dlouho (10°%s
a déle). Tyto hladiny se nazyvaji metastabilni hladiny. Nahromadi-li se na takové hladin¢
atomy a pak postupné, nahodile, spontanné vyzafuji, pozorujeme jev zvany luminiscence.

8.1.1. Druhy luminiscence

Ke vzniku luminiscence je tieba dodat latce energii v riazné podob¢. Podle druhu energie,
ktera se pfeménuje na ,,studené svétlo®, rozliSujeme nékolik druhii luminiscence:

e Fotoluminiscence — luminiscence je vyvolana elektromagnetickym zafenim (zativky) - do
této kategorie patii fluorescence a fosforescence.

e Chemiluminiscence — luminiscence je vyvoldna chemickou reakci (sem patii také
bioluminiscence, kdy je emise svételného zateni vytvotena zivymi organizmy — svétlusky,
meduzy).

e Elektroluminiscence — luminiscence je vyvolana elektrickym polem (reklamni panely,
nouzové osvétlent).

e Katodoluminiscence — Iluminiscence je vyvolana dopadajicimi elektrony (stinitko
televizni obrazovky).

e Termoluminiscence — luminiscence je vyvolana vzrustem teploty po pfedchozim dodani
energie.

e Radioluminiscence — luminiscence je vyvolana ptisobenim radioaktivniho zafeni.

e Triboluminiscence — luminiscence je vyvolana pasobenim tlaku (pfi deformaci télesa).
e Sonoluminiscence - vyvolana dopadem ultrazvuku.

V laboratorni medicing je vyuzivana chemiluminiscence a fluorescence.

8.2. Fotoluminiscence
Fotoluminiscence se déli podle délky trvani na fluorescenci a fosforescenci. Dochazi k ni
vlivem absorpce energie dopadajiciho svételného zateni. Pokud po odstranéni zdroje

ozatovani latky luminiscence rychle vymizi, hovotime o fluorescenci. Pokud luminiscence
ptetrvava (doznivd) i po odstranéni zdroje ozafovani, jedna se o fosforescenci.
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Proces fotoluminiscence miize byt vyjadien vztahem:

X+h > X > X+hv

kde X a X je zakladni a excitovany stav molekuly, hv a hv  vyjadfuje dopadajici a
emitovanou svételnou energii.

Emitovana energie zafeni je nizs$i nez energie dopadajiciho (primarniho) zareni, proto ma
emitované (sekundarni) zafeni nizsi frekvenci a tudiz i del$i vlnovou délku nez svételné
zéafeni primarni.

Rozdil mezi vlnovou délkou excitatniho a emitujicitho zafeni se oznacuje jako Stokesitv
posun.

8.2.1. Fluorescence

Fluorescence je prechod mezi tzv. povolenymi stavy atomu a k vyzafeni fotont dojde jiz za
par nanosekund (kratkodobé svétélkovani - 10® az 10° s). Fluorescence tedy ptedstavuje
sekundarni zafeni po absorpci elektromagnetického zateni. Od fosforescence se 1isi dobou,
po kterou trva sekundarni zafeni, kdyz piestalo pisobit zafeni primarni, tzv. dosvitem.

U anorganickych latek se fluorescence projevuje pomérné ziidka (napf. u soli vzacnych
zemin, uranu, thallia). U organickych latek se fluorescence objevuje Castéji. Nejintenzivnéjsi a
analyticky nejvice vyuzitelna je u sloucenin s aromatickymi cykly. Intenzita emitovaného
fluorescen¢niho zafeni je proporcionalni poctu fluoreskujicich molekul, tj. jejich koncentraci.
Tento vztah vSak plati pouze pro ziedéné roztoky.

Fluorescencni spektrum je posunuto k delSim vlnovym délkam nez piivodni absorpéni
spektrum (Stokestiv posun) a zaujima zrcadlovou pozici — viz obr.128.
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Obr.128 Absorpcni a fluorescencni spektrum
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Fluorimetr
Fluorimetr ma mnohé spole¢né soucasti s UV/VIS spektrofotometrem - viz obr. 129.

e zdroj svételného zafeni
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e monochromator pro
Memis sekundarni (emisni)
zareni
)\ o detektor

D

Obr.129 Schéma a hlavni soucasti spektrofluorimetru

Jako zdroj svételného zafeni se vétSinou pouziva xenonova nebo xenonova-rtutova obloukova
vybojka.

Kyvety jsou vyrobeny z kiemenného skla nebo z ¢istého kiemene.

Detektor, vétSinou fotonasobi€, je umistén v pravém uthlu, kolmo ke sméru dopadajiciho
primarniho svételného zareni.

8.2.2. Fosforescence

Fosforescence proti tomu je pfechod tzv. zakazany. Také pii fosforescenci se fotony vyzafi,
ale trva to déle, asto nékolik minut (dlouhodobé své&télkovani - 10% az n&kolik dni).
Fosforescence nema v klinické laboratofi praktické vyuziti.

8.3. Chemiluminiscence

Chemiluminiscence je druh luminiscence vyvolany energii chemické reakce. Vznika
vyzafenim fotonu z molekuly luminoforu po jeho chemické oxidaci piisobenim oxidantl
(H20,, Oa,...). Pti chemiluminiscenci dochazi k produkci svételného zafeni exitovanymi
molekulami v pribéhu chemické reakce. Pfirozenou formou chemiluminiscence v ptirodé je
bioluminiscence oznacujici chemiluminiscenci v zZivych organismech.

Chemiluminiscence mize byt vyjadiena vztahem:

A+B> X >P+h

Kde A a B jsou reaktanty, X" je excitovany meziprodukt, P je produkt v zékladnim stavu a hv
je energie emitované¢ho svételného zafeni. Chemiluminiscenéni reakce vétSinou zahrnuje
oxidaci organické slouceniny produkujici nestabilni excitovany meziprodukt. Ne&které
chemiluminiscencni reaktanty produkuji svétlo v podobé zableskl (,.flash®) jiné vyzatuji
svétlo po delsi dobu (,,glow®).

Jako chemiluminiscen¢ni znacka se Casto pouZiva akridinium ester. Akridinium ester je pfi
chemiluminiscenéni reakci v alkalickém prostiedi oxidovan peroxidem vodiku.

Luminometr
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Zatizeni pro méteni chemiluminiscence je pomérné jednoduché. Sklada se z mérné komurky a
detektoru, nejcastéji fotonasobice. Mérna komurka se vzorkem a ostatnimi reaktanty obsahuje
systém zrcadel, kterd soustfed’uji co nejvice svételného zafeni na detektor. Jestlize pfi
chemiluminiscenc¢ni reakci vznikaji zablesky svétla, vyuziva se pocitani fotonii. Pocet fotont
zachyceny citlivym fotonasobi¢em s velmi rychlou odezvou je proporcionalni produktu
chemiluminiscen¢ni reakce.

Hlavni vyhodou chemiluminiscence je jeji extrémni citlivost. Mnozstvi produkovaného svétla
je umérné poc¢tu molekul, které emituji svételné zablesky.

8.4. Luminofory, Fluorofory
Latky, u nichz dochazi k luminiscenci, se oznacuji jako luminofory.

Z organickych latek jsou to prevazné pevné latky s primési vytvarejici tzv. luminiscenéni
centra (napft. ZnS, CdS s pfimési Ag, Cu, Mg aj.).

Vétsina fluoreskujicich organickych molekul obsahuje konjugované dvojné vazby. Spontanné
fluoreskuje jen malo biologickych molekul - napf. tryptofan a nckteré porfyriny. Spontanné
nefluoreskujici molekuly mohou byt pievedeny na fluoreskujici produkty. Lze také vyuzit
latky, které pii urcitych chemickych reakcich produkuji chemiluminiscenéni zareni.

Pfi imunoanalytickych reakcich jsou fluorofory a luminofory navazany jako znacka na
protilatky ¢i antigeny nebo tvoii substrat, eventuelné vznikaji az po jeho rozstépeni.

Vyuzivaji se nasledujici latky:

Akridin a jeho estery

Adamantyl dioxetan
Methylumbelliferon (MU)

Chelaty platinovych kovl (ruténium)
Chelaty lanthanidt (europium)
Luminol, isoluminol

Fluorescein

8.5. Vyuziti luminiscence

Luminiscence nalezla Siroké vyuziti zejména v optoelektronice (luminiscencni diody, stinitka
obrazovek apod.), v lékaFstvi (luminiscen¢ni znacky, luminiscenéni sondy), v chemii (ke
kvantitativnimu a kvalitativnimu stanoveni latek).

Imunoanalytické metody s fluorescenéni nebo luminiscencni detekei jsou citlivéjsi a
specifiCtéjsi neZ absorpcni nebo turbidimetrické metody, zvlasté v ptipadé velmi nizkych
koncentraci.

U fluorometrickych metod pii nizké koncentraci stanovovaného analytu je zaznamenana
nizka absorbance, tj. velmi maly rozdil mezi dopadajicim a vychazejicim zatfenim (I je témét
stejné vysoké jako Ip). Pfi fluorimetrickém meéfeni se zaznamenava pouze emitované zareni
proti velmi slabému pozadi, proto je méfeni mnohem piesnéjsi. Fluorescence je také
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interferenci.
8.6. Vyuziti luminiscence na automatickych imunochemickych analyzatorech

Spojeni luminiscen¢nich technik a imunoanalyzy pfedstavuji automatické imunochemické
analyzatory, na kterych se v soucasnosti provadi vétSina imunoanalytickych metod
V laboratorni medicin€. Takové analyzatory jsou na trhu znacné rozsifené. Vyznacuji se
vysokou citlivosti, takze jsou pro stanoveni analyti obsazenych v biologickych materialech
Vv nizkych koncentracich velmi vhodné. Nejrozsitenéjsi jsou analyzatory vyuzivajici detekci
na principu chemiluminiscence ptipadné fluorescence. Luminofory pouzivané ke znaceni
nemaji interference v biologickych materidlech (sérum, plasma), které se na
imunochemickych analyzatorech analyzuji.

Velkou vyhodou automatizace v klinické biochemii je mozZnost provedeni klinickych a
imunoanalytickych metod z jedné zkumavky. Imunochemické analyzatory nasSly uplatnéni
také v sérologickych laboratotich a na transfuznich stanicich.

8.6.1. Imunochemické analyzatory

Automatické imunochemické analyzatory se na trhu objevily koncem 80. let. Uplatiiuji se pro
analyty pfitomné v biologickych materialech v nizké koncentraci (nmol/lI, pmol/l), jako jsou
hormony, vitaminy, tumormarkery, kardiomarkery apod.

Analyzatory vyuzivaji reakce antigen — protilatka zalozené¢ jak na kompetitivnim tak i
nekompetitivnim principu. Rozsifenéjsi nez homogenni je heterogenni imunoanalyza, ktera
pracuje se znacenou protilatkou ¢i antigenem.

Detekce vyuziva vysoce citlivych reakci jako chemiluminiscence, elektrochemiluminiscence,
fluorescence..

Doba analyzy se nejcastéji pohybuje mezi 15 — 30 minutami.

Ptistroje vyuzivaji vyhradné plastové reakéni nadobky na jedno pouziti.

Analyzatory jsou opatfeny Cteckou ¢arového kodu, umoznuji tak jednoznacnou identifikaci
pacienta. Pozadavky pro jednotlivé analyzy jsou pfijimany z laboratorniho informaéniho
systému (LIS) a analyza pak probiha automaticky bez zasahu obsluhy.

Jedna se vyhradné o uzaviené systémy, tzn. mohou pracovat vyhradné¢ s reagenciemi vyrobce
(dodavatele) pfistroje a v naprosté vétsiné piipadii jsou dodavany reagencie kazetové. Detekce
srazeniny, kapaliny a pény patii ke standardni vybavé.

Cena imunoanalytickych vySetfeni je pomérné vysokd. Pohybuje se mezi 50 — 200
Ké&/vySetteni, ale nové testy na trhu mohou stat az 1000 K¢.

Principy vyuzivané jednotlivymi firmami se li§i typem znacky, separace a detekce.

Oddéleni komplexu antigen - protilatka se nejcastéji provadi separaci na paramagnetickych
mikrocasticich. Jednd se o oxidy zeleza, které vykazuji magnetické vlastnosti. Na svém
povrchu, ktery je mnohondsobné vétsi nez stény reakéni nddobky, maji mikrocastice vazebna
mista pro navazani stanovovanych a znacenych analyt. Po probéhlé imunoanalytické reakci
je tfeba z reak¢éni smési odstranit pro detekci nepotiebné soucésti. Plisobenim magnetu se
mikroCastice s navazanym imunokomplexem b&hem promyvani pfidrzi na sténé reakéni
nadobky.

Kalibrace
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K vypoctu koncentrace stanovovanych analyti na imunoanalytickych analyzatorech slouzi
nelinearni kalibracni zavislosti vyuzivajici kubické polynomy. Vyrobce vétSinou dodava tzv.
master kiivku a zdkaznik ji pfi kalibraci pouze koriguje na aktudlni podminky.

Detekéni limit

Chemiluminiscencni a fluorescen¢ni techniky patii k nejcitlivéjSim metodikam. Detekcni
limit se pohybuje v fadech fento az zeptomold (10™*° az 102! molu).

8.7. Chemiluminiscenc¢ni techniky na imunochemickych analyzatorech — heterogenni
imunoanalyza

8.7.1. Chemiluminiscence s vyuzitim akridinium esteru

Princip méFeni: systétm méfi kvantitativni mnozstvi svétla emitované behem
chemiluminiscencni  reakce, pevnou fazi tvoii paramagnetick¢é castice, znackou je
akridinium ester - chemiluminiscen¢ni latka, kterd emituje svétlo pii oxidaci H,O; v

alkalickém prostiedi v pfitomnosti detergentu (Triton X-100). Reakce probiha béhem jedné
15
).

sekundy a je velice citliva (10

Obr. 130 Advia Centaur, firma Siemens

Pfistroj pracujici na tomto principu je Advia Centaur (obr.6) od firmy Siemens (doba analyzy
15 minut, vyména reagencii za chodu) nebo imunochemicky modul Architect i2000SR firmy
Abbott (technologie ChemiFlex CMIA, velikost reagencnich souprav 100 a 500 testit).

Ptiklad: Stanoveni hCG sendvi¢ovou metodou

Pouziva se konstantni mnozstvi dvou protilatek. Prvni je polyklonalni kozi protilatka proti
hCG, oznaCena akridinium esterem. Druha, monoklondlni mysi protildtka proti hCG je
kovalentné vdzana na paramagnetické Castice. Tyto dvé protilatky jsou specifické pro odlisné
pritomné epitopy, free beta subjednotku a beta subjednotku intaktni molekuly. Po smichani
slozek reakce probihd inkubace a tvorba imunokomplexu — viz obr.131.
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Obr. 131 Tvorba imunokomplexu na systému Advia Centaur

Po inkubaci systém magneticky odseparuje komplex antigen — protilatky s paramagnetickymi
Casticemi a promyje ¢astice — iz obr.132.
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Obr. 132 Magnetickd separace komplexu na systému Advia Centaur

Po separaci, odsati a promyti se pifida peroxid vodiku a v luminometru NaOH, ktery
inicializuje chemiluminiscen¢ni reakci.

8.7.2. Enzymové zesilena chemiluminiscence

Princip méreni: Ke konjugatu navazanému na reakéni kulicce nebo paramagnetickych
mikrocasticich a znaCenému alkalickou fosfatdzou je pfidan luminogenni substrat dioxetan
fosfat. Uginkem alkalické fosfatdzy se odstépi fosfat a dioxetanfosfat se pfeméni na dioxetan.
Ze substratu vznikd nestabilni anion, pifi jehoz rozkladu dojde k emisi fotont
(chemiluminiscenc¢ni reakce) — viz obr.133.
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Obr.133 Vznik chemiluminiscence pri rozkladu dioxetan fosfatu

Na tomto principu pracuji pfistroje Immulite 2000 (Immulite 2500) od firmy Siemens
(velmi obsdhld nabidka stanoveni, dlouha doba inkubace — 35 nebo 70 minut, pevnou fazi
tvoii jedna velka kulicka) nebo Beckman Coulter Unicel Dxl 800 (obr.134), firma
Danaher (vysoky vykon — 400 testi/hodinu, dopliovani reagencii a spotiebniho materialu
za plného provozu).

Obr.134 Unicel DxI 800, firma Danaher

8.7.3. Elektrochemiluminiscence

Princip méfeni: Metodika vyuziva protilatky (ptipadné antigeny) znacené ruténium(Il) tris-
bipyridylovym komplexem a dalsi protilatky ¢i antigen s navazanym biotinem.
Paramagnetické kulicky jsou potazené streptavidinem. Afinita biotin-avidin je extrémné
vysoka, takze dojde k navazani imunochemického komplexu na mikrocastice.

Elektrochemiluminiscence vznikd v pratokové méfici cele po reakci imunokomplexu
znacen¢ho chelatem ruthenia s tripropylaminem na povrchu elektrody a po vloZeni napéti na
platinovou elektrodu (oxidace na anod€). Magnetické kulicky zajisti zachyceni
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imunokomplexu na povrchu elektrody, nenavézané reagencie i znacka jsou odstranény
promytim.

Na tomto principu pracuji imunochemické pfistroje nebo imunochemické moduly firmy
Roche — napf. modul e 601 systému Cobas 6000 nebo modul €602 systému Cobas 8000
(délka inkubace — 9, 18 nebo 27 minut).

Ptiklad: Sendvicové uspotadani - viz obr.135

Protilatky reaguji s antigenem ve vzorku (napt. TSH) za tvorby sendvi¢ového
komplexu.

Firma vyuziva vétSinou monoklonalni protilatky.

Po pfidani mikrocastic potazenych streptavidinem se komplex vaZze na pevnou fazi
interakci biotinu se streptavidinem.

Mikrocastice se zachycuji magnetickym polem na povrchu elektrody.

Po pridani substratu tripropylaminu a pfivedeni napéti na elektrody vznika
elektrochemiluminiscen¢ni emise — ruthéniovy komplex uvolni na elektrodé elektron
za vzniku Ru(bpy)3 3+ kationu.

Ruthéniovy marker se po luminiscen¢ni reakci regeneruje.
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Obr. 135 Elektroluminiscence, firma Roche — nekompetitivni princip — napr. stanoveni TSH

8.8. Chemiluminiscen¢ni techniky na imunochemickych analyzatorech — homogenni
imunoanalyza

8.8.1. Technologie LOCI
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Jedna se o vysoce citlivou prvni homogenni imunoanalytickou metodu s chemiluminiscenéni
detekct, ktera je zalozena na pienosu kysliku.

Princip méfeni: Technologie pracuje s dvéma latexovymi kuliCkami — 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 krom¢ stanovovaného analytu vstupuje také biotinylovana protilatka specificka pro
analyt. Dojde k vytvofeni imunokomplexu ze vSech popsanych komponent. Po osvétleni
komplexu se z sensibead uvolni singletovy kyslik, pronikne do chemibead a uvolni
chemiluminiscen¢ni zafeni.

Technologie LOCI byla ptedstavena na pfistroji Dimension Vista 1500 Intelligent Lab
Systém od firmy Siemens (integrovany systém vyuZzivajici mimo fotometrii, ISE a
chemiluminiscence také nefelometrii, prvni homogenni imunoanalyza s chemiluminiscen¢ni
detekci — na trhu od r. 2011).

8.9. Fluorescenéni techniky na imunochemickych analyzatorech - heterogenni
imunoanalyza

8.9.1. MEIA
(Enzymova imunoanalyza na mikroc¢asticich - Microparticle Enzyme Immunoassay)

Princip méreni: Tato technika patii mezi heterogenni enzymovou imunoanalyzu na
mikrocasticich, ve které je imunokomplex znaceny enzymem alkalickou fosfatazou.

Jako fluorogenni substrat se pouziva 4-metylumbelliferylfosfat (MUP), s kterym reaguje
enzym alkalickd fosfatdza z imunokomplexu. Pfi defosforylaci substratu vznikd 4-
metylumbelliferon (MU) a po jeho excitaci vznika fluorescen¢ni zateni.

Jako svételny zdroj se pouziva Hg-vybojka (A = 365 nm), MU emituje fluorescen¢ni zateni
(A= 448 nm).

Jedna se o jeden z principi, ktery vyuziva na trhu stale rozsifeny analyzator AXSYM od firmy
Abbott (robustnost, méfici principy — MEIA, FPIA) — viz obr.136.

Postup stanoveni:
e Vzorek se davkuje k reagencii s mikro¢asticemi a inkubuje se
e Separace od nepotiebné matrice a reagencii probiha na valecku s inertnimi
sklenénymi vlakny
e Prida se konjugat s alkalickou fosfatazou
e Piida se substrat 4-methylumbelliferylfosfat (MUP)
e Zméii se fluorescencni zareni
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Obr.136 Axsym, firma Abbott
8.9.2. Technologie “Pegasus”

Princip méreni: Heterogenni imunochemickd technika, ktera jako pevou fazi vyuziva
mikrocastice ze Zelezitanu potazené¢ho zirkoniem, které maji silnou vazebnou kapacitu k
biologicky aktivnim molekuldm. Metodika disponuje rychlou a efektivni separaci a
fluorescencni detekci pii 450 nm.

Jedna se o technologii, kterou disponuje na trhu nepfili§ rozsifeny analyzator Rad 120, firma
Radim.

8.10. Fluorescen¢ni techniky na imunochemickych analyzatorech - homogenni
imunoanalyza

8.10.1. TRACE (Time Resolved Amplified Cryptate Emission) - Kryptor (Brahms)

Problémem fluoroimunoanalyzy bylo v minulosti fluorescenéni pozadi vzorku. Problém
vyftesili time-resolved imunoanalytické techniky, které vyuzivaji chalaty vzacnych zemin —
lantanidy. Jsou zaloZeny na faktu, Ze fluorescencni zatreni chelatu lantanidu (napf. europia)
vydrzi déle ve srovnani s fluorescenci pozadi.

Princip mérFeni: Metoda je zalozena na neradioaktivnim pienosu energie z donoru
(kryptatova struktura s iontem europia v centru) na akceptor (chemicky modifikovany
protein). Méfeni signalu emitovaného z imunokomplexu probihd s €asovym zpozdénim.
Me¢teny vzorek je ozafen dusikovym laserem, nédsledné donor (kryptéat) emituje fluorescenéni
signal, po ném emituje signal akceptor.

Na principu TRACE technologie pracuji pfistroje fady Kryptor firmy Brahms (za

technologii s kratkou inkuba¢ni dobou, kde odpadaji promyvaci a separacni kroky, firma
ziskala Nobelovu cenu).

8.10.2. FPIA
(Fluorescen¢ni polariza¢ni imunoanalyza - Fluorescence Polarization Immunoassay)

Princip méreni: Tato technika patfi mezi homogenni kompetitivni immunoanalyzu, pii které
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soutézi stanovovany analyt a analyt znaceny fluoresceinem o vazebnd mista na specifické
protilatce. K excitaci se pouziva linearné polarizované svétlo (A = 485 nm - zdroj wolframova
lampa a polarizacni filtr). Pfi ndvratu molekuly fluoroforu do zékladni stavu se méfi emise
zeleného svétla pii 525-550 nm pies polarizacni filtr a detekce se provadi fotonasobicem.
Mg¢ieni se provadi ve dvou polarizacnich rovindch vektikdlni a horizontdlni, vysledna
intenzita polarizovaného svétla je nepfimo imeérnad koncentraci stanovovaného antigenu.

Vyuziva se rtizné rychlosti rotace velkych a malych molekul (imunokomplexu a antigenu),
které vedou ke zméné polarizace.

Malé molekuly (stanovovany analyt a znaCeny analyt) se otaCeji velkou rychlosti, po excitaci
polarizovanym svétlem znaceny analyt emituje fluorescencni zafeni do mnoha smért. Pri
detekci polarizovaného svétla se naméfi pouze nizkd intenzita tohoto zéfeni. Je-li znaceny
analyt vazan na protilatku (imunokomplex: znaceny antigen-protilatka), dojde ke snizeni
rychlosti rotace této velké molekuly, emitované svétlo kmita ve stejné roving jako excitujici —
pfi detekci se naméii vysoka intenzita zateni. Cim vys§i koncentrace stanovovaného analytu,
tim vice bude tohoto analytu navazédno na protilatku a tedy tim mén¢ bude navadzano
znaCeného analytu, takze namétfené hodnoty fluorescence budou nizké a naopak pifi nizké
koncentraci namétime hodnoty vysoké.

Stanoveni je mozné pouze v piipade, ze je vyznamny rozdil v rychlosti rotace malé molekuly
antigenu a velké molekuly imunokomplexu a lze pouzit pouze pro stanoveni koncentrace
malych antigend (napft. 1éka) — viz obr.137.

Fluorescen¢ni polarizace se méfi na piistroji podobném fluorimetru. Navic jsou do optické
osy pfistroje mezi dopadajici (primarni, excitani) zafeni a vychdzejici (sekundéarni, emisni)
zéateni vlozeny polarizatory. Excitacni polarizdtor musi byt schopen velmi rychle meénit
polarizaci svétla ve dvou na sebe kolmych osach. Tuto funkci zastava polarizator z tekutych

krystala.
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Obr.137 FPIA — zjednodusené schéma meéreni
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Jedna se o jeden z principi, ktery vyuziva na trhu stale rozsiteny analyzator AXSYM od firmy
Abbott.

Pozn.: Fluorescenéni detekci vyuZzivaji rovnéz tzv. multiplexové metody popsané v kapitole o

flow cytometrii.

8.11. Diagnosticky prinos
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Diagnosticky pfinos imunoanalytickych metod zalozenych na principu chemiluminiscence a
fluorescence je vzhledem k velkému poctu takto stanovovanych analyti velmi riznorody.
Stanoveni hormonti I1ze vyuzit napf. pfi monitorovani funkce $titné zlazy (hormony TSH,
T4,T3); stanoveni tumorovych markert pii sledovani vyvoje, vlivu 1éCby a pfipadné remise
nadorového onemocnéni (napt. PSA); stanoveni kardiomarkert (zejména troponinu T nebo I)
K potvrzeni infarktu myokardu a zji$téni jeho rozsahu; stanoveni hladiny 1ékt k ovéfeni, ze
aplikovana davka je pro daného pacienta v terapeutickém rozmezi atd.
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9. ELISA - Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

ELISA je imunochemickd analytickd metoda urcend ke kvantitativnimu stanoveni analytu
V neznamém vzorku. Imunochemické reakce tvoti zaklad pro kvantitativni analyzu, ktera ma
vysokou citlivost a specificitu. ELISA patii do skupiny metod EIA (enzyme immunoassay),
které pouzivaji enzym ke znaceni protilatky nebo antigenu. U ELISA stanoveni, enzym po
pridani substratu do reakéni smési katalyzuje reakci, na jejimz konci je barevny produkt
vhodny k fotometrické detekci.

9.1. ELISA stanoveni

ELISA techniky patfi mezi heterogenni imunochemické stanoveni. ELISA pouziva ke
znackovani komplexu antigen-protilatka enzymy. Stanoveni probiha na pevné fazi, kde bud’
antigen nebo protilatky jsou absorbovany na povrch pevného nosice.

Pro spravné provedeni ELISA techniky je nutné splnit fadu predpokladii:

antigen nebo protilatka musi byt navazan na povrch nosice bez ztraty imunoreaktivity.
stabilita enzymu a také imunologicka reaktivita konjugatu (komplex AbAg*) musi byt béhem
reakce stabilni.

aktivita enzymdu, které jsou pouzity pfi znackovani, se nemuze pfirozen¢ vyskytovat v
analyzovanych biologickych tekutinach.

pouzité enzymy musi mit vysokou specifickou aktivitu, tj. pfeménuji velka mnozstvi substratu
na detekovany produkt.

Protildatky
Protilatky pouzivané pii ELISA metodach mohou byt monoklondlni 1 polyklonalni. Mohou
byt pouzity ve formé& roztoku nebo imobilizované na pevném nosici. Pfi technikdch ELISA
mohou protilatky vystupovat v neznaené podobé nebo ve formé konjugatli (znacené
enzymem).

Antigeny

Antigeny jsou ziskavany purifikaci z pfirodniho materidlu nebo rekombinantni technologii.
Jsou pouzivany jako enzymové konjugity (znacené enzymem) bud v rozpustné nebo
imobilizované formé.

Enzymové konjugadty

Enzymové konjugaty jsou bud’ antigeny nebo protilatky kovalentné navazané na vybrany
enzym. Pii pfipravé konjugatu lze postupovat tak, Ze protilatky a enzymy jsou nekovalentné
znaCkovany biotinem a pak se vyuziva jeho silné vazebné afinity k streptavidinu. Streptavidin
ma pro biotin Ctyfi vazebna mista a jen nékteré reaguji s biotinylovanou protilatkou, zbyla
vazebna mista mohou slouzit jako receptory pro biotinem znaceny enzym. Cely postup tak
mize byt zkracen pouzitim biotinem znacené protilatky a enzymem znaceného streptavidinu
(obrazek ¢.138).
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Obrazek 138

Enzymy pouZivané ke znaceni protildatky (antigenu)
Je nutné vybrat co nejvhodnéjsi enzym pro ucely znaCeni protilatky nebo antigenu. Enzym
musi byt stabilni, struktura enzymu musi umoznit vytvoieni kovalentni vazby s protilatkou ¢i
antigenem nesmi dojit k V}'/raznému ovlivnéni katalytické aktivity enzymu. Enzym by mél

SV v

reakce. Produkt enzymové reakce musi byt snadno detekovatelny i ve velmi nizkych
koncentracich. Enzym by mél mit co nejvyssi katalytickou aktivitu a mél by byt dostupny v

potiebné Cistote.

Pro znaceni se pfi ELISA metodach pouzivaji nejCastéji tyto enzymy a substraty (tab.¢.1):

Enzym substrat produkt
3, 3", 5, 5 -tetramethylbenzidin (TMB) Je mozné méfit ptimo
CHs vysledny produkt, ktery
NH, ma modré  zbarveni,

O spektrofotometricka

Kfenova HsC CH detekce pfi 370 nm,
peroxidaza (HRP O ° nebo lze reakci zastavit
— peroxidase, EC HoN pomoci stop Cinidla

1.11.1.7)-

V pfitomnosti
substratu
peroxidu vodiku

CH,

(IM kys. sirova) , tim
se zméni zbarveni na
zluté a detekce je pfi
450 nm

oxiduje 2,2 ’-azinobis(3-ethy|benzthiazo|in-6-sulfondt) Vysledny produkt
chromogenni __h“k reakce ma  zelené
latky N _( Ij\ o zbarveni, detekce pfi
g 405 nm
@ S=n o
ABTS NHa
alkalicka p-nitrofenylfosfat Vysledny produkt ma
fosfatiza  (EC NO2 7luté zbarveni, detekce
3.1.3.1) pti 405 (410) nm
H-0O +
?
POzH->
B - D -|o-nitrofenyl — § — D —galaktopyranosid Vysledny
galaktosidaza(EC | ,n 0. .0 ortonitrofenolovy
3.2.1.23) ] \Q o produkt  ma  Zluté
HO ‘OH N* zbarveni, detekce pfi
OH O 420 nm
Tabulka 1
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9.1.1. Rozdéleni ELISA technik podle typu reakce antigen —protilatka

Kompetitivni heterogenni imunoanalyza
Protilatka je pevné vazana na sténu jamky mikrotitraéni desticky (obrazek ¢.139 A). Po
pridani stanovovaného vzorku probihd inkubace, kdy o vazebné misto na protilatce soutézi
znaceny antigen a neznaceny antigen (analyt) ze vzorku (C). Zastoupeni obou forem antigenu
na protilatce odpovida jejich relativnim koncentracim. Prebytek nenavdzaného antigenu
(znaceného 1 neznaCeného — tzv. volna frakce), ktery nezreagoval, se vymyje pomoci
promyvaciho roztoku (D). Po pfidani substrdtu se zméfi intenzita barevného zbarveni
vytvoteného barevného produktu (F). Plati zde nepfima iméra: ¢im vyssi koncentrace analytu
(neznacené¢ho antigenu), tim nizs$i intenzita zbarveni (tim méné navazaného znaceného

antigenu).

nezmaceny antigen  naleny anfigen
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limitovanym mnozstvym protilatky
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-
roztok o E © ‘}

D. Separace volné a
vazané frakce
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B.smichani zna¢eného a
neznaceného Ag
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. kompetitivni reakce
znacen¢ho a

neznaceného antigenu

0 vazbu na protilatce

¥

Spektrofotometricka

o E —® | detekce barevného
produktu

o E o
@

E.ptidavek substratu — F.

pfeména substratu na

barevny produkt

Obrazek: 139 Schéma kompetitivni heterogenni ELISA metody
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Kompetitivni ELISA metodu Ize pouzit i ke stanoveni protildtek. Na povrchu jamky
mikrotitracni desticky je ukotven antigen a v tomto piipadé soutézi neznaCené protilatky
z analyzovaného vzorku se znaenymi protilatkami (z reagencie, o znamé koncentraci) o
vazbu na antigenu. Op¢t zde plati nepfima umeéra.

Nekompetitivni heterogenni imunoanalyza (sendvicova)

Je to nejvice pouzivand ELISA metoda . Na prvni protilaitku navazanou na stén¢ jamky
mikrotitracni destiCky (obrazek ¢.140 A) se navaze antigen (analyt) ze vzorku (B,C).
Probéhne prvni inkubace. Po vytvofeni imunokomplexu (antigen — 1. protilatka) se z reakéni
smesi promytim odstrani nenavazana frakce (D). Poté se piida druhd protilatka znacena
enzymen (tzv. konjugat), kterd je namifena proti druhé antigenni determinanté na stejném
antigenu (E). Po druhé inkubaci je vytvoren ,,sendvicovy* komplex (F). Dale je provedeno
druhé promyti, kdy dojde k separaci nadbyte¢ného nenavazané¢ho konjugatu (G). Po pridani
substratu se zméfi intenzita barevného zbarveni vytvorené¢ho barevného produktu (H,I). Plati
zde pfima uméra: ¢im vyssi koncentrace analytu, tim vyssi intenzita zbarveni.

o e
o* 0"
— — e
N
A. pevna faze B. pfidani vzorku C. reakce antigenu s 1.
S navézanou 1. protilatkou obsahujiciho antigen protilatkou
v nadbytku
p];l';g::i;ad * '.° . * > enzymem naceni protilatka
- >E >E
>E 7 E

D.separace volné a E.pfidani 2. protilatky F.vznik
vazané frakce znacené enzymem v nadbytku »sendvicového*
komplexu
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promyvaci
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Spektrofotometricka
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G.separace volné a H.ptidavek substratu — .
vazané frakce pireména substratu na
barevny produkt

Obrazek 140 Schéma nekompetitivni heterogenni ELISA metody

9.1.2. Vyuziti ELISA metod

Vyhodou ELISA metod je, Ze jsou citlivé, specifické a maji nizké potizovaci naklady na
technickou instrumentaci. Nevyhodou je analyza vzorkli pouze v sériich, ¢asova naroc¢nost
(doba jedné inkubace je vice nez 30 min., obvykle 1-2 hod. ),manualni pipetovani. Vzorky
nelze ftedit bchem analyzované série. ELISA metody lze pouZit pro stanoveni
nizkomolekularnich latek, jako jsou proteiny, karbohydraty, nukleové kyseliny, lipidy aj.,
v riiznych typech biologického materialu. Nejcastéji jsou analyzovany vzorky séra, plazmy,
moce, mozkomisniho moku, tkan€ nebo lyzaty bun¢k. ELISA metody maji Siroké uplatnéni
ve zdravotnickych laboratofich hlavné v imunologii a mikrobiologii (méné v biochemii nebo
hematologii), kde se pouzivaji pro stanoveni napt. infekcnich agens nebo protilatek.

9.1.3. Technicka instrumentace

ELISA metody se provadi ve specidlnich nadobkéach uspotddanych do tzv. mikrotitracnich
desticek. (obrazek ¢.141). Kazda desticka obsahuje 96 jamek usporadanych ve 12 fadach po 8
Jamkach.

I 2.

Obrézek: 141 Mikrotitracni desticka

Mikrotitracni desticky vyZaduji pfi promyvani pouziti specidlnich osmikanalovych pipet nebo
automatickych ELISA promyvacek. Pokud to metoda vyZaduje, lze b&hem inkubace
mikrotitraéni destiCku umistit do tfepacky s moznosti nastaveni intenzity tfepani a inkubacni
teploty. Pro méteni vysledného produktu detekeni reakce se pouzivaji specialni vertikdlni
spektrofotometry - ELISA readry mikrotitra¢nich desticek.

9.1.3.1. ELISA reader (vertikalni spektrofotometr)

Spektrofotometr je usporadan tak, ze svételny paprsek prochazi optickym prostiedim ve
vertikdlnim sméru. ELISA reader  méfi absorbanci svételného zafeni v jamkach
mikrotitracnich desticek.

Princip
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Svételny paprsek ze zdroje prochazi pres zvoleny interferencni filtr (podle pozadované vinové
délky) do optickych kabell, které zabezpecuji distribuci do 9 oddélenych kanali. 8 z nich
vedou pies jamky mikrotitra¢ni desticky a dopadaji na pole fotodiod, které detekuji intenzitu
svétla. Devaty opticky kabel je pouzit na kontrolu intenzity zafeni vychazejiciho ze zdroje
(obrazek ¢.142). Ve zlomku vtefiny se zméii celd fada jamek (8), mikrotitracni desticka se
posune a muze se métit fada nasledujici.

Monochromator
Eliptické Lol
vstupni pleting .-, Konkavni
zrcadlgf———i- ------3 holograficka
L ~\/ mrizka S
‘ Filtry ) Dalié

Eliptické _ Raprsku
mad'f \ =S 1 1 meici

Xe fotodetektor
vybojka i
Referencni |} Kyveta
fotodetektor
fRefgrenﬁtni
otodeteklor . ticks
.-.—.zrcadlo
9 kanali Slie Si
e Délic
tickych '
lidken Bapret
96 jamek
mikrodesticky
=
Mérici

fotodetektor

Obrazek: 142 Usporadani vertikalniho spektrofotometru

Soucdasti vertikalniho fotometru:

Jako zdroj zafeni se nejCastji pouzivd halogenovd Zirovka nebo xenonova
vybojka.Interferen¢ni filtry jsou umistény v posuvném drzaku filtri,obvykle se pouziva 6
filtrti (pro A 400-800 nm).Opticky systém se sklada 9 optickych kabela (svétlovodice), Stérbin
a zrcadel pro vedeni svételného paprsku ze zdroje do optického prostredi (jamka mikrotitracni
desticky). Jako detektor se pouzivaji fotodiody.Rychlost méfeni je 5s (celd mikrotitracni
desticka - 96 jamek).

Vztah mezi zméfenym signalem (absorpci) a koncentraci se urcuje kalibraci. Obvykle se
zm¢éti absorbance 6-ti standardnich roztokii o zndmé vzrlstajici koncentraci a blank ( slepy
pokus, obsahuje v§e krom¢ stanovované latky) pti urcité vinové délce. Pii ELISA metod¢ se
vyzaduje méteni vSech vzorki v duplikatech. Poté software pfistroje sestroji kalibra¢ni kiivku
(naméfené hodnoty absorbance standardii na ose y,hodnoty koncentrace na ose x), ze které
odecte hodnoty koncentraci neznamych vzorki.

Pii vertikdlni fotometrii zavisi dosazené vysledky méfeni pouze na piesnosti pipetovani
kalibratorti, kontrolnich materialt a vzorkli. Jamka mikrotitracni desti€¢ky urcend k méfeni ma
vzdy konstantni plochu kruhové zakladny a pro stejnou koncentraci je konstantni soucin
absorbance a délky optické drahy roztokem.

Lambertiv-Beeriv-Bougneriiv zaikon pro absorp¢ni fotometrii ( A=¢gcl) :
C

Al = Agly =
3

kde: A = absorbance, 1 = délka optické drahy, ¢ = koncentrace analytu, € = molarni absorb¢ni

koeficient pro danou vinovou délku

Kdyz napipetujeme napi. ke stejnému mnozstvi vzorku méné ¢inidla, zkrati se opticka drdha

roztokem (tj. tloustka vrstvy roztoku), ale méfeny roztok bude mit vétsSi absorbanci a

vysledna koncentrace bude stejna jako v prvnim piipad¢. Tato vyhoda vertikalni fotometrie v
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praxi znamena to, ze i pii pomérné kratké optické draze (» 3 mm) a i s nepfesnym ru¢nim
pipetovanim vzorkl a reagencii, kde je bézna chyba 10 %, ziskdme solidni vysledky.

Krom¢ moznosti pouziti samostatného ELISA readeru, promyvacky mikrotitrénich desti¢ek a
tiepacky laboratofe s velkym mnozstvim vzorkl vyuzivaji ELISA automatické linky.

9.1.3.2. ELISA automaticka linka

Automaticka linka provadi automatické pipetovani vzorka, reagencii, kalibratori a kontrol
pomoci pipetovaciho systému (2, 4, 8 jehel). Ma zabudovanou ¢tecku ¢arového kodu, coz
umoznuje pozitivni identifikaci pacientskych vzorkl. Linka ma obvykle 3-4 mista pro
umisténi mikrotitracnich desticek. Dale sestava z inkubatoru (misto pro inkubaci vzorki),
promyvacky a readeru mikrotitracnich desticek. Transport desticek mezi jednotlivymi castmi
provadi pomoci robotického ramene. Systém provadi automatické fedéni vzorkl a je opatien
softwarem pro automatické vyhodnoceni méteni.

Velkou vyhodou automatické linky je pouziti ¢arovych koda, a tim zabranéni zdmény mezi

vzorky. Dale je to pifesnost pipetovani vzorkd a reagencii, vysokd kapacita pfistroje.
Nevyhodou je vyssi spotfeba pouzivanych reagencii.
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10. DELFIA
Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent ImmunoAssay

DELFIA patii mezi fluoroimunoanalytické metody, byla vyvinula finskou firmou Wallac Oy (nyni

Perkin-Elmer)

DELFIA je velmi citlivd a specifickd metoda pro stanoveni nizko- i vysokomolekularnich analytd,
vyuziva ¢asové modulované méfeni fluorescence chelatu lanthanidd (europium, terbium, sammarium,

piip. dysprosium).

10.1. Princip metody:

Principem DELFIA je imunochemickd reakce, v niz jsou bud protilatka nebo antigen oznaceny

fluorescen¢ni sondou — stabilnim chelatem lanthanidu, nejéastéji europia.

Po probéhlé imunochemické reakcei je stabilni chelat, kterym je vznikly komplex oznacen, preménén
na sloueninu s intenzivni fluorescenci (opét chelat lanthanidu, ale s odlisnymi vlastnostmi). Tato
fluorescence je dlouhodoba (fadové stovky mikrosekund) s velkym rozdilem mezi vinovou délkou

excitace a fluorescence (tzv. Stokesiv posun).

10.1.1. Chelatové znaceni protilatek

Chelaty jsou komplexni (koordinacni) slouceniny centralniho atomu (v
tomto pfipad¢ lanthanidu) a dvoj- nebo vicevaznych ligandi, které
mohou s centralnim atomem uzavtit cyklicka usporadani (vykazuji tzv.
chelatovy efekt, tj. vyznamné zvySeni stability komplexi ve srovnani
S jednovaznymi ligandy).

Oznaceni protilatky chelatem nesmi ovlivnit dulezité vlastnosti protilatky
— afinitu, specificitu a rozpustnost; pouzity chelat musi byt hydrofilni,
stabilni a snadno navazatelny.

Pro znaceni protilatek nebo antigenti Se pouzivaji nejcastéji chelaty
lanthanidu s polyaminopolyoctovymi kyselinami jako vicevaznymi
ligandy, obsahujicimi i vhodnou funkéni skupinu pro navazani na
protilatku nebo antigen.

Obr.: Chelat

Obr.: Ptiklady vhodnych chelataénich ¢inidel: izothiokyanatofenyl-derivaty kyselin
1) EDTA (etylendiamintetraoctova kyselina), 2) DTTA (dietylentriamintetraoctova kys.),

3) DTPA (dietylentriaminpentaoctova kys.) apod.
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Znaceni protilatky chelatem — ptiklad reakce izothiokyanatové skupiny chelatu a aminoskupiny lysinu
Vv proteinovém fetézci protilatky pii alkalickém pH uhli¢itanového pufru:

s
1]
Eu —DTTA—@-N=C=S + H,N-Protein— Eu-DTI'A-@NH—C—NH—Protein

Po probehlé reakci je znacend protilatka od nadbytku nenavazaného chelatu oddélena gelovou filtraci
na kolon¢ se Sephadexem: velké molekuly znacené protilatky nepronikaji do pérd v kulickach gelu a
protékaji tedy kolonou rychleji, malé molekuly chelatu jsou zadrzovany v poérech. Eluat vytékajici
z gelové kolony je monitorovan pii 280 nm a jima se odpovidajici frakce.

Obr. : Separace znacené protilatky a volného chelatu gelovou filtraci

e IO 00l |90
ool |l@a |09
Zrnka gelu —-»O O .0.0 O O 280
Q0O QO ®O® agregity
O O O O @ @ IgG Volny Eu chelat
OO0 00O QO
Kolona —— O O O O .O:Q
cd lod ko
Elucni objem

Vznikly znaceny protein nevykazuje fluorescenci, je dostatecné termodynamicky stabilni, aby bylo
mozné jej dlouhodobé skladovat a natolik kineticky stabilni, aby bylo mozné jej pouzit i v prostiedi
s nadbytkem jinych iontti a chelata¢nich Cinidel.

Pro malé molekuly (znacen¢ antigeny) se misto gelové filtrace pouziva technika HPLC.

10.1.2. Imunochemicka reakce

Vlastni imunochemicka reakce mize mit kompetitivni i nekompetitivni usporadani. V prvém piipade
je fluorescencni sondou znacen antigen, v druhém piipadé protilatka.
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Obr.: Piiklad reakce v kompetitivnim uspotadani Obr..: Piiklad imunoreakce Vv nekompetitivnim
(fluorescence nepiimo imérna koncentraci analytu) uspotradani (intenzita fluorescence pifimo Umeérna
koncentraci analytu ve vzorku)
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Pozn.: Pracuje se vétSinou v mikrotitraénich destickach s jednou specifickou protilatkou (obvykle
monoklonalni) vazanou na pevné fazi.

10.1.3. Disociace lanthanidu z komplexu, vznik fluorescenénich chelati

lon lanthanidu je z komplexu odtrzen vlivem kyselého pH (hodnota pH méné nez 4) a pfeménén na
vysoce fluorescencni chelat pfidanim ptfebytku vhodného luminogenniho ligandu (pfi kyselém pH
neinterferuji ptivodni ligandy).

Vhodnymi ligandy jsou B-diketony obecného vzorce R;-C(=0)-CH,-C(=0)-R, , kde R; je nejéastéji
svétlo absorbujici aromaticka skupina, napf. naftyl-, benzofuryl-, furyl-, thienyl-, atd. a R, je
fluorovany uhlovodikovy zbytek, ktery v molekule zajistuje optimalni rozlozeni elektronové hustoty
pro tvorbu komplexu. Ligand se vaze na koordina¢ni misto lanthanidu svymi dvéma ketoskupinami.
Vybér luminogenniho ligandu zavisi na energetickych poZadavcich konkrétniho lanthanidu —
excitovana energeticka (tripletova) hladina ligandu musi leZzet mirn€ vysSe nez emisni hladina iontu,
aby mohlo dojit k optimalnimu pfenosu energie z ligandu na centralni ion.

Obr.: Emisni energetické hladiny lanthanidd Sm, Eu, Tb . cmc%

a Dy ve srovnani s excitovanou tripletovou hladinou - o e -

aromatického (naftoyltrifluoro-aceton) a alifatického ﬁwcﬁv

(hexafluoroacetyl-aceton) B-diketonu: o o

Je patrné, ze v dusledku rozdilu emisnich hladin Eu® a

Sm* ve srovnani s Tb® a Dy** je problematické najit . . " .

univerzalni  ligand, napf. naftoyltrifluoro-aceton § o § g

optimalni pro Eu®* neexcituje Tb* a Dy** a naopak u )

hexafluoroacetyl-aceton optimalni pro Tb®" je méné &

vhodny pro Eu** a Sm*". L T v} o
“sm¥ EuS TF . oyF

Pozn.: Mezi energii a vinovou délkou emitovaného zateni je
nepiima uméra: AE = (h.c)/A h...Planckova konstanta, c...rychlost svétla, A...vInova délka
Fluorescence chelatti Eu a Sm ma vétsi vinovou délku nez je tomu v piipadé Tb a Dy.
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Kysely reakéni roztok kromé luminogennich ligandt obsahuje detergent a pomocnou reagencii TOPO
(tri-n-oktylfosfinoxid), ktera spolu s detergentem udrzuje vysledny chelat ve formé micel a tim jej
chrani prfed molekulami vody, které by zhasely fluorescenci.

10.1.4. Casové modulované méieni fluorescence (time-resolved fluorometry), TRF:

Fluorescence nového chelatu je intenzivni a dlouhodoba - doba emise (decay time) je fadove stovky
mikrosekund, tedy mnohem del$i nez u béznych fluorofor, coz umoziiuje vyuziti Casove
modulovaného méfeni fluorescence: Vzorek je pulzné excitovan uréitou vinovou délkou svételného
zafeni (napf. 340 nm) s frekvenci okolo 1 milisekundy. Detekce fluorescencniho zafeni se pomoci
slozité¢ elektroniky zane méfit se zpozdénim stovek mikrosekund (v dob€, kdy uz vyhasla
fluorescence pozadi, ktera je podstatné kratSi — fadoveé nanosekundy) a vlastni méfeni trva také radove
stovky mikrosekund. Méfeni se provadi opakované a nacita se za vybrany casovy interval 1000 a
vicekrat (za jednu sekundu se da nacitat 1000 méteni pii frekvenci excitace 1 milisekunda).

Pro praktické aplikace se dava piednost chelatim europia, protoze jejich fluorescence pretrvava
nejdéle ve srovnani s ostatnimi lanthanidy (Eu — az 1 ms, Tb — stovky ps, Sm a Dy — desitky ps).

Flurescen¢ni spektrum chelat lanthanidii vykazuje intenzivni tzké emisni piky a velky Stokestv
posun: vzorek je excitovan pii 340 nm a fluorescence se méti v dlouhovinné oblasti spektra, napft.
v piipad€ Eu v ¢ervené oblasti — 620 nm (zde uz neni interference pozadi).

Obr.: ¢asovy prubéh fluorescence chelatu Eu Obr.: Stokestiv posun
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Prevzato z http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-73257FLY_DELFIAApplicationsOfTRF.pdf

Diky specifickym vlastnostem fluorescence chelatli lanthanidi, které umoznuji spektralni i Casové
odfiltrovani pozadi, je DELFIA metodou velmi specifickou a citlivou - detek&ni limit 10 attomol (10™
mol) europia v jamce mikrotitra¢ni desti¢ky, tj. koncentrace Eu 10™ — 10" mol/l.

148



10.1.5. Soucasné stanoveni vice analyti:

Vlastnosti fluorescence umoznuji i soucasné stanoveni vice analyti:

Anti-AFP nia Eu-znacend Obr.: Priklad soucasného stanoveni vice
pewvné fazi anti-AFP 19G
/< N “F_'; N Y/ 7 analyti:
N ) B o Inkubace Protilatka proti AFP je oznadena
= w ,/Eu chelatem Eu, protilatka proti B-HCG je
NV
{ + o + jﬁsm <?' oznaCena chelatem Sm. Diky tzkym
Ant betatCG na heta HCG s znacons f emisnim pikim pfi rdznych vinovych
peme i o6 Sty délkach (Eu 613 nm, Sm 643 nm) a rizné
dob¢ trvani fluorescence Eu a Sm se
<,\/ X <O\/ . neptekryvaji ani vinové délky, ani Casy
[*) /4 v . e . v 7
w ﬁu + zestioer W Méteni odectu jejich fluorescence, je tedy mozné
rostok fuereseence  je méfit paralelng.
’ V-

S,

Pozn.: Obrazky ptevzaty z:
http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-73257FLY _DELFIAApplicationsOfTRF.pdf

Znaceni protilatek chelaty lanthanidi umoziiuje paralelni stanoveni az Ctyf rtiznych analytd. Pii
pouziti chelatu Tb a Dy jako tieti a ¢tvrté fluorescenéni znacky vedle Eu a Sm je nutno pouzit
Vv reak¢ni smési jesteé dalsi luminogenni ligand (viz Obr.).

Megieni fluorescence pii soucasném stanoveni vice analytii se provadi na velmi kvalitnich citlivych
fluorometrech s moznosti TRF a automatickou korekci ptekryvu pro zachovani maximalni citlivosti a
specifi¢nosti stanoveni (napf. EnVision, VICTOR, WiewLux Multilabel Counters — Perkin-Elmer),
pfesto stanoveni ¢tvrtého analytu (vyuzivajici chelaty dysprosia) ma o nékolik fadu horsi citlivost.

10.2. Praktické provedeni metody DELFIA:

Pracuje se nejcastéji v mikrotitraénich destickach v uspofadani 8x12 jamek s navazanou specifickou
protilatkou (obvykle monoklonalni). Imunochemicka reakce probiha piimo v jamce mikrotitra¢ni
desticky, vznikda komplex znaceny chelatem lanthanidu. K promytému komplexu se ptidava tzv.
Enhancement Solution (zesilovaci roztok) obsahujici luminogenni ligand v silné kyselém pufru s
ptidavkem detergen¢niho ¢inidla. Stabilni chelat lanthanidu je jim odtrzen z komplexu a pfeménén na
novy intenzivné fluoreskujici chelat. Fluorescence se proméiuje pomoci fluorometru umoziujiciho
casové modulované meéteni. Do prvnich jamek desticky se déavkuji kalibratory. Pomoci téchto
kalibratort se sestroji kalibracni kiivka, podle které se odecitaji jednotlivé analyzované vzorky.
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Obr.: Praktické provedeni metody DELFIA

DELFIA

YT

Zesilovaci
roztok

R

hedld
i
Jamka .

Pufr  Vzorek Tracer - Tvorba Promyti Tworba - .
desticky s komplexu komplexu chelatu Méreni  Wyhodnoceni
navézanou
protilatkou

X6

Cely postup lze provadét ,,manualné

Obr.: Pristrojova linka DELFIA:

Razi¢ka ter¢iki - pro praci se suchou krevni skvrnou (1),
davkovac ¢inidel (2), tiepacka pro mikrotitracni desti¢ky
(3), odsavacka (4), promyvacka (5), TRF fluorometr (6)

Obr.:

kompetitivni uspotadani (17-OH-P):
osa X...koncentrace nmol/l (logaritmicka stupnice)
osay...odezva B/Bax

B...pocet zablesku za sekundu

Bmax- - -maximalni pocet zableskl za sekundu
6 kalibra¢nich hladin, méfeno v dubletu

150

na pfistrojové lince, metodu vSak lze pln€ automatizovat:

Obr.: AutoDELFIA:

Zde v uspofadani pro praci se suchou
krevni skvrnou (bez davkovaciho
modulu kapalnych vzorkii)

Softwarové zpracovana kalibra¢ni kiivka DELFIA

sendvicové usporadani (TSH):

osa X...koncentrace mIU/I (logaritmicka stupnice)

osay...odezva B/1000 (logaritmicka stupnice)
B...pocet zableskt za sekundu

6 kalibra¢nich hladin, méfeno v dubletu



X-AXIS (COMCENTRATION) = LOG
Y-AXIS (RESFONSE) = B
FITTING AGORTTHI

= x
= SPLINE  SMOOTHED
STD CONC CALC.CONC %DIFF RESPONSE

9.396 ED-60 = 2.188

XcVRESP

SLOFE = 0.259
INTERCEFT = ' 90736
VARIANCE RATIO = [

ZeyCONC

0.1
V6.
1.1
1.2
AVd.

2.1
2.2
ave.
31
AV,
4.1

4.2

AVG.

960 ol oob ohs
2ap 333 /R 4k

1.013
0.987
1.000

preeEey

peeey

ey

TREERRRE

SEERRRRS

1.83

171

0.45

1.58

0.92

11-02-09 06526356 NED1I70HPMeO17-a0HP 98

Page 2

= LOG_B

8

= SFLINE  SMDOTHED
ZDIFF  RESPONSE

88.78
HLOPE
INTERCE] :
VARTACE RATIO =
XcVRESP
944.0

51 846.0
0.64 050 XKKRSEEX 6.09
-4.59 7630
2.81 a1a2
-0.90 7886 wkRRSEEX 4,59
648" 19700
-1.47 16331
2.31 19026 wkarssse 5,01
-0.22 3738
-0.15 37404
-0.22 37596 wwemasEx 0.03
0. 78174
& 3300
10 80738 seaxaxsx 4.49
190873

0.394
0.436
%cvCONC

—-4.42

AutoDELFIA T 11-02-09 06:51:08 NTSHS neo-hTSH 52 Page 2
5.1 265.0  273.6 3.25  0.0971 ~ X i 0 N
VB 265:0  Z56 o8 0:0%03 sesmasss 4.00 4.53 WS- 360:0  359:8 -0209 193979 ewewemss 1.50 1.57
LEVEL 5.M :1235:STD. CURVE 24 NEO170HPneo1?7-aDHP 98 11-FEB-87.81 LEVEL 5.M_:1235:STD. CURVE 32 NTSHS meo-hTSH 52 11-JAN-28.81
TR o s : P P T Y Y B
P T I I ! ! 1 S v X-AXIS
L5 conc : LINVLOG 200 // | conc :LOG
scale : scale @
8.9+ L /
a5 Y-AXIS 168 s/ FoY-AXIS
' . 58] e resp : BCbound)
8.7 r x‘;a ¢ s /f/ scale : »1888
8.6 L 28 7 L
FITTING ALGORTTHM < P FITTING ALGORITHM
8.5 - 18
SPLINE  SHOOTHED // SPLINE ~ SHOOTHED
e conc : LOG 5 o ::sm ll.g}; 3
8.3 resp © B/Bmax / p i LOG]
8.2 | ITERATIONS = 1 2 // t ITERATIONS = 2
8.1 L 1 / L
8.8 T T
a1 5 18 28 58 198 200 8.2 SEEST 20 LG 288 508

10.3. Priklady vyuziti metody DELFIA:

Metodu DELFIA lze pouzit pro Siroké spektrum analyti. V principu Ize chelatem lanthanidu oznacit
kazdou stabilni slou¢eninu obsahujici amino- nebo karboxyskupinu, ktera neni esencialni pro
naslednou tvorbu imunokomplexu. Pokud dana molekula takovou skupinu nema, je mozné pripravit
synteticky jeji vhodny derivat.

Chelatem lanthanidu lze oznacit proteiny, peptidy, hormony, oligonukleotidy i malé organické
molekuly (steroidy, aminokyseliny, 1éky,...). Analytické postupy je mozné vypracovat piimo
Vv laboratofi (v¢etné pripravy mikrotitraénich desticek nebo chelatového znaCeni protilatek pomoci
materidlu a reagencii dodavanych firmou Perkin-Elmer), pro nékteré analyty jsou dostupné
diagnostické sety a automatizované uzaviené analytické systémy.

10.3.1. Proteiny, hormony

Ve formé komercné dodavanych kitl je dostupny napt. kompletni tyroidni panel (TSH, T3, T4, fT3,
fT4, TBG vcetné kitu pro stanoveni protilatek proti tyroidni peroxidaze a tyreoglobulinu), panel
reprodukénich hormontt (HCG, FSH, LH, estradiol, progesteron, prolaktin, testosteron, SHBG), panel
pro screening Vv téhotenstvi (free-PHCG, HCG, estriol, AFP, PAPP-A), PSA, inzulin, ristovy hormon,
cytokiny a dalsi.

10.3.2. Novorozenecky screening

DELFIA je metoda vhodna pro stanoveni analytli nejen v kapalném materialu (sérum, plazma), ale
diky jeji citlivosti je mozno ji pouzit i pro praci se suchou krevni skvrnou.

Pozn.: Sucha krevni skvrna (sucha krevni kapka, dry blood spot) je alternativni zptisob odbéru biologického
materialu, vhodny zvlasté pro odbéry novorozenct. Jedna se o malé mnozstvi kapilarni krve nasaklé do odbérové

karti¢ky ze specialniho filtraéniho papiru. Ze suché krevni kapky se vyrazi teréik (nejlépe ze sttedu skvrny), ze
kterého se krev mize vyextrahovat vhodnym rozpoustédlem nebo pufrem a extrakt pouzit k analyze. Kalibracni
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a kontrolni materialy pro stanoveni analytti metodou DELFIA jsou rovnéz ve forme¢ suché krevni skvrny.

Obr.: Odbérovy systém pro novorozenecky screening
Obr.15: Krevni skvrna po vyrazeni ter¢iku

DELFIA ve spojeni s technikou suché krevni skvrny se stala idealnim feSenim pro zavedeni
celoplo§ného novorozeneckého screeningu nékterych dédiénych chorob. V CR se touto technikou
provadi screening kongenitalni hypotyredzy (stanoveni TSH), kongenitdlni adrendlni hyperpldzie
(stanoveni 17-hydroxy-progesteronu, 17-OH-P) a cystické fibrozy (stanoveni IRT - imunoreaktivniho
trypsinogenu).

Pozn.: Metodu DELFIA lze plné automatizovat pfi praci s kapalnym materidlem (plasma, sérum). Pfi praci se
suchou krevni skvrnou neni dosud bézna automatizace prvniho kroku (vyrazeni teréika).

10.3.3. Dalsi mozné aplikace
Stanoveni aktivity kindz: Enzymy proteinkinazy fosforyluji urcité aminokyseliny V peptidickém

fetézci. Pomoci Eu-znacenych protilatek proti fosforylovanym aminokyselindm lze posoudit troven
fosforylace.

Metody s Eu-znacenymi oligonukleotidy: Eu-oligonukleotidy mohou byt vyuzity pro detekci a
kvantifikaci amplifika¢nich produkti napt. pro detekci genovych mutaci, vird atd.

Metody zaloZené na sledovani syntézy DNA (napf. studium bunééné proliferace): Do nové
syntetizovanych fetézci DNA je misto thymidinu zabudovan pyrimidinovy analog 5-bromo-2’-
deoxyuridine, ktery je detegovan imunochemicky Eu-zna¢enymi monoklonalnimi protilatkami.

Sledovani interakei ligand — receptor, je-li jeden z dvojice pomoci streptavidinu — biotinu fixovan
na mikrotitracni desticce.
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11. Potenciometrie, konduktometrie , polarografie, coulometrie
11.1. Potenciometrie

Princip: Potenciometrie je elektrochemicka metoda, pti které se méfi rozdil potencial
(napéti) pti nulovém proudu mezi dvéma elektrodami, ponofenymi do analyzovaného
roztoku. Jedna elektroda je mérna (indika¢ni) a druha srovnavaci (referentni). Potencial mérné
elektrody zavisi na aktivité (koncentraci) meéfeného analytu ve zkoumaném vzorku, potencial
srovnavaci elektrody je konstantni, nezavisly na slozeni analyzovaného vzorku. Rozdil
potencialti se méfi voltmetrem v milivoltech (mV) s velmi vysokym vstupnim odporem (vice
jak 10" Q). Vysoky vstupni odpor je nutny pro zajiténi nulového proudu.

- Voltmeter
(V)
| |Reference| Electrolyte s | Electrolyte | _ |
electrode solution ampie solution Electrode
Membrane Membrane

Obr. Potenciometrie — schéma usporadani méficiho systému

Druhy elektrod
11.1.1. Srovnavaci (referenc¢ni) elektrody

a) Vodikova elektroda

Referencni elektroda s nulovym potencidlem je standardni vodikova elektroda (sklada se
Z kovové platiny potazené elektrolyticky vyloucenou houbovitou platinou (platinova ceril)
nasycenou plynnym vodikem, ktery je pfivadén pod tlakem 101.325 Pa. Elektroda je
ponoiena do roztoku s jednotkovou aktivitou vodikovych iontd). Prace s vodikovou
elektrodou je velmi komplikovana a nepohodlnd. Proto bylo zavedeno pouZzivéani referen¢nich
elektrod, které sice nemaji nulovy potencial, ale jejich potencial je konstantni a znamy. Jsou
sloZeny z kovu, ktery je potazen tenkou vrstvi¢kou jejich vlastni nerozpustné slouceniny.

b) Kalomelova elektroda

Je tvofena rtuti, ktera je pokryta malo rozpustnym chloridem rtutnym Hg,Cl, (kalomelem) a
je ponofena do nasycené¢ho roztoku KCI. Elektroda je ponofena do zkoumaného roztoku. Na
konci elektrody je tzv. elektrolyticky spoj, ktery neumozZiiuje michéni zkoumaného roztoku
s roztokem KClI, ale je vhodny pro pfeneseni elektrickych naboji. Z Nernstovy rovnice lze
odvodit, ze potencial kalomelové elektrody je zavisly na aktivité chloridovych ionti. Jeslize je
koncentrace KCl uvnitt kalomelové elektrody stald (napt. nasyceny roztok KCI) je i potencial
kalomelové elektrody staly (E = 0,2412 V pti 25 °C), nezavisle na tom, do jakého métrené¢ho
roztoku je elektroda ponofena.
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c) Argentchloridova (chloridostiibrna) elektroda
Je tvofena stiibrnym dratkem potazenym vrstvou nerozpustného AgCl v roztoku 3mol/l KCI.
Na elektrod¢ probihaji nasledujici rovnovazné reakce:
AgCl < Ag"+CI
Ag'+e < Ag
Potencial argentchloridové elektrody je staly (E = 0,2042 V pti 25 °C),

11.1.2. Mérné (indikacni) elektrody
a) Sklenéna elektroda — viz také kapitola analyzatory ABR

Patii mezi elektrody se sklenénou membranou, je naplnéna roztokem HCI nebo pufrem (tedy
prostfedim o konstantnim pH), do které zasahuje stfibrny dratek. Potencial vznika na povrchu
sklenéné membrany, vyménou H" iontdl z roztoku, do kterého je elektroda ponofena, za sodné
ionty z povrchu skla. Tato elektroda je nékdy soucasti tzv. kombinované elektrody, ktera
kromé této mérné elektrody obsahuje i elektrodu srovnavaci. Elektrody maji sklenénou
membranu a zabudovany externi referentni systém. (Ag/AgCl nebo Hg,Cl,). Vnéjsi referentni
elektroda je vétSinou plnéna nasycenym roztokem KCI.

Sklenéna elektroda Referenéni elektroda

kabel __] 1 kabel
),- “\ [ “‘\
| \ f i\
‘ | ' ‘
; L Ptaratek
pasta (Hg, KCl, ol ot
nici otvor
HgCl, HO) |[ILP
Pt dratek j ‘i"‘
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vnitfni pufr 1 ;
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\L Tnasyceny KCI
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kg o

b & bra ‘
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Sklenéna (mérna) a kalomelova referentni elektroda

stinéni - pfivod
k vnéjsi ref.
elektrodé

P

pinici otvor - £ _Vnéjsi ref.

H elektroda

vnitini vodic

- pfivod k vnitini
ref. elektrodé

solny mustek
~ (frita)

skienéna
membrana W vnitfni ref. elektroda

Kombinovana elektroda

Pfed vlastnim méfenim se na meéficim pfistroji (pH-metr) musi zjistit teplota méfeného
roztoku a provést kalibraci pfistroje pomoci standardnich pufri pii zjisténé teplote.
Ptiklady standardnich pufri

Pufr pH(+25°C)
Hydrogenvinan draselny, nasyceny roztok 3,557
0,05 mol/kg hydrogenftalan draselny 4,008
0,025 mol/kg KH,O4 + 0,025 mol/kg Na,HPO, 6,865
0,01 mol/kg tetraboritan sodny 9,180

Nasleduje vlastni méteni pH. Po méteni se elektroda uchovava nejcastéji v pufru. V soucasné
dobé ma v klinické biochemii praktické vyuziti sklenénd elektroda pouze pro vyse uvedena
méfeni H* a Na" vzhledem k dostatecné selektivité v pfitomnosti ostatnich interferujicich
iontd.

Zivotnost pH a Na* sklenénych elektrod v analyzatorech dosahuje 12 i vice mésici.
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b) Severinghausova elektroda (pCO) — viz kapitola Analyzatory ABR
Elektroda je piikladem aplikace pouziti sklenéné pH-elektrody. Aktivita H" méfena pH
elektrodou je imérna parcialnimu tlaku CO, (pCO;) ve zkoumaném vzorku.

c) ISE elektrody — viz kapitola ISE a biosenzory

Nazvem iontove selektivni elektrody (ISE) jsou obvykle oznacovana elektrochemicka cidla,
ktera umoziuji potenciometricka méteni aktivity ionti ve vodnych nebo smiSenych
prostiedich, ptipadné parcialnich tlakti plynt rozpusténych v kapalinach.

Poloclanek, ktery predstavuje ISE ponotfena do zkoumaného roztoku, sestava obvykle z
iontové selektivni membrany, vnitiniho elektrolytu a vnitini referentni elektrody, mize byt
schematicky zapsan napi. pro konstrukci ¢idla priméarné€ reagujiciho na zmény aktivity iontu
Q" ve zkoumaném roztoku:

Ag | AgCl ‘ vnitini elektrolyt (Q', CI) | membrana selektivni k iontim Q" | vzorek
Druhym poloc¢lankem je vnéjsi srovnavaci elektroda (kalomelova, argentochloridova apod.).
Hlavnim pozadavkem je, aby iontové selektivni membrana mérné elektrody dokonale
oddélovala zkoumany roztok od vnitiniho elektrolytu ¢idla a aby byla co nejmén¢ atakovana
rozpoustédly, s nimiz pfi metfeni pfichazi do styku.

11.2. Konduktometrie

Konduktometrie je zalozena na méfeni vodivosti analyzovaného -elektrolytu, tedy na
schopnosti roztoku elektrolytu vést elektricky proud. Vodivost roztoku zavisi predev§im na
koncentraci iontll v roztoku. Elektricka vodivost (G) je pfevracend hodnota odporu (R).
G=1R
Jednotkou vodivosti je siemens (S), jednotkou elektrického odporu je 1 Ohm.
Podle Ohmova zakona je proud (I) ptimo imérny napéti (U)a nepfimo tmérny odporu (R)
I=U/R
Odpor vodice je piimo umérny jeho délce | (vzdalenost elektrod) a nepfimo umérny prifezu ¢
(plocha elektrod), p je mérny nebo-li specificky odpor.
R=p.l/q
Ptfevracend hodnota mérného odporu se nazyva mérnd vodivost. Jednotkou mérné vodivosti je
siemens/m (S.m™).
Meéfeni vodivosti se provadi pomoci konduktometri. Vzdalenost elektrod i jejich plocha jsou
konstantni.
Princip. Na rozdil od kovi, kde proud vedou elektrony, vedou v roztocich proud ionty. Do
meétené¢ho roztoku se ponofi dvé elektrody ve formé platinovych pliskt. Elekrody jsou
obklopené sklenénym valeCkem, ktery je zespodu otevieny; toto uspofadani se nazyva
vodivostni nddobka. Vlivem elektrického pole migruji kationty ke katod€ a anionty k anod¢.
Aby nedochazelo k polarizaci elektrod a k elektrolyze (k naruSeni povrchu elektrod) pouziva
se piti méfeni stfidavé napéti. V pritomnosti iontd v roztoku klesa odpor a roste vodivost, tj.
vetsi proud probihd mezi elektrodami. Elektricky proud je potom proporcionalni vodivosti
roztoku.
VyuZiti.

e V klinické biochemii se principu méfeni vodivosti pouziva predevSim pii sledovani
kvality vody pro analytické ucely. Vodivost vody, pouzivané automatickymi
biochemickymi analyzatory nesmi piekro&it hodnotu 1uS.m™, pro potieby HPLC
hodnotu 0,1pS.m™. Upravny vody v laboratofich jsou vybaveny pritokovymi
konduktometry, slouZzici ke kontinudlnimu méteni vodivosti protékajici vody.
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e Konduktometrii Ize vyuzit i v analytickych metodach, pokud je vysledkem chemické
reakce vznik iontd, které vedou k proporciondlnimu zvySeni vodivosti. Pfikladem je
enzymatické stanoveni mocoviny v séru. Uredza v reakéni smési plisobi pfeménu
mocoviny na ionty NH,", které imémé koncetraci mocoviny zvysi vodivost (Urea
Analyser Beckman).

e Nizsi vodivosti erytrocytl proti plazmé se vyuziva pii konduktometrickém meéteni
hematokritu krve. Takto zmé&fend hodnota hematokritu je jen orientacni, protoze ji
ovlifiyje cela fada dalSich okolnosti. Pies tato omezeni je konduktometrické méteni
hematokritu ¢astou soucasti analyzatorit ABR parametrt, iontli a krevnich plyni pro
svoji jednoduchost.

e Dalsim vyuzitim konduktometrie je pouziti vodivostnich detektord u kapalinové nebo
plynové chromatografie(LC, GC).

Laboratorni konduktometr Pritokovy konduktometr pro méteni
vodivosti protékajici vody v pravnach vody

11.3. Polarografie (voltametrie)

Objevitelem polarografie je Prof.Jaroslav Heyrovsky, ktery za sviij objev z roku 1922 obdrzel
Vv roce 1959 jako dosud jediny ¢esky védec Nobelovu cenu.

11.3.1. Klasicka polarografie

Pti polarografii sledujeme zéavislost proudu prochéazejiciho analyzovanym roztokem na
plynule ménicim se stejnosmérném polarizaénim napéti, vloZeném na dvé rtutové elektrody.
Jedna elektroda(katoda) je polarizovatelna (méni sviij potencial), druha elektroda (anoda) je
nepolarizovatelnd (jeji potencidl se neméni). Pouziti polarografie je orientovano na stanoveni
latek, které Ize oxidovat ¢i redukovat.

Stanoveni se provadi na pfistroji, nazyvanym polarograf.
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Prof.Ing. Jaroslav Heyrovsky Jeden z prvnich polarografii
(1890-1967) prof.Heyrovského

michadlo

L)

rtutova kapkova
elektroda

referenéni
elektroda

Polarograf s detailem na métici nadobku

Katodu tvofi rtutova kapka, odkapavajici z kapilary (tim se neustale regeneruje, neni
ovlivnéna produkty elektrolyzy) anodu tvofi rtut’ na dné polarografické nadobky (slouzi jako
referen¢ni/srovnavaci elektroda). K analyzovanému vzorku se pfidava roztok zakladniho
elektrolytu, jehoz ionty ve sledovaném rozmezi napéti nesmi na elektrodach reagovat, tento
elektrolyt slouzi ptfedevsim ke zvySeni vodivosti.

Na pocatku analyzy je napéti nulové, pii zvySovani napéti dochazi k polarizaci rtutové
elektrody. Pii urcitém napéti dojde k rozkladu elektrolytu, toto napéti se nazyva rozkladné.
Analyt pfitomny v analyzovaném vzorku schopny oxidace nebo redukce se zacne pii svém
rozkladném napéti vyluCovat na povrchu rtutové kapkové elektrody. Pokud se analyt vylucuje
dochazi k ndhlému vzristu intenzity proudu. Tento proud je tim vysSi, ¢im je vyssi
koncentrace stanovovaného analytu. Tento proud se potom ustali i pfi dalSim zvySovani
napéti. Ustalend hodnota tohoto proudu se nazyva limitni difuzni proud. Potencial rtutové
kapkové elektrody se dale plynule zvySuje az pii dosazeni dalSiho urcitého potencidlu se
zacne na elektrod¢ vylucovat dalsi druh iontii pfitomnych v méfeném vzorku.

Zavislost proudu na zvysujicim se napéti se da znézornit graficky jako polarograficka kiivka.
Pfi spusténi kolmice z inflexniho bodu viny na osu x (hodnota potencidlu) se ur¢i tzv.
pulvlnovy potencial, ktery charakterizuje druh analytu (kvalita). VySka viny je umérna
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kocentraci analytu v analyzovaném vzorku (kvantita). Polarografie je metoda kvantitativni i
kvalitativni.

_Proud
1 | Polarograficka krivka (polarogram) /
kvalitativni i kvantitativni stanoveni |
”-‘/" ”’/ "
| 2’ !
1 | #a |
;o y Cal
A S s |
| @2 | kntita
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A ¢« EEG
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potencial Nap&ti

) 05 BV F

11.3.2. Polarografie na tuhych elektrodach

Elektrody byvaji zhotoveny z platiny, zlata, stfibra,aj.(tvoii katodu) a jako referen¢ni
elektrody(tvofi anodu) se pouzivaji napt. chloridostfibrna nebo kalomelova elektroda.
Priklad: Clarkova kyslikova elektroda — viz kapitola analyzatory ABR

11.3.3. Amperometrie

je metoda, pfi niZ je na pracovni elektrodu vlozen konstantni potencidl a méfi se zmény
proudu mezi indika¢ni (polarizovatelnou) a referen¢ni (nepolarizovatelnou) elektrodou v
zavislosti na Case. Velikost tohoto proudu v pfitomnosti analytu (depolarizatoru) je mirou jeho
koncentrace. Jde o metodu odvozenou od metod a polarografickych, 1ze pfi ni pouZit stejné
instrumentace.

11.4. Coulometrie
Coulometrie je elektroanalyticka metoda, pii které se méfi velikost elektrického naboje
(coulomb) prochéazejici mezi dvéma elektrodami potfebného k elektrochemické pireméné
(oxidaci nebo redukci) stanovovaného analytu . Velikost elektrického naboje prochazejiciho
mezi elektrodami je pfimo Umérnd oxidaci nebo redukci elektroaktivni latky na jedné
Z elektrod. Naboj pfeneseny v tomto procesu je podle Faradayova zakona imérny mnozstvi
elektroaktivni latky.

Q=z.a.F
Q —mnozstvi elektrického naboje proslého métici komirkou
Z — pocet elektrond pienesenych pii oxidacni nebo redukéni reakei

a — mnozstvi elektroaktivni latky v molech
F - Faradaytiv naboj (96 500 coulombit)
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Metoda vyuziva Il.Faradayuv zakon, ktery fika, Ze k vylouceni nebo rozlozZeni jednoho
molu chemickych ekvivalentii latky je nutné, aby roztokem proSel jeden mol elektront
(t.j.Faradayliv naboj (F), ktery je roven 96 500 coulombt).
A= Mr/ z.F
A — elektrochemicky ekvivalent
Mr — relativni molekulova hmotnost vylu¢ované nebo rozkladané latky
F — Faradaytiv naboj (96 500 coulombit)
Z —pocet elektront, které se vyméni s elektrodou

Pfi této metodé se méti mnozstvi elektrického naboje (méteni coulombit) proslého
analyzovanym roztokem. Do roztoku jsou vlozeny dv¢ elektrody, pracovni a pomocna.
Mg¢éteni se provadi na pfistrojich nazyvanych coulometry. Pfi elektrolyze se zaznamenava
zévislost proudu na Case. Z velikosti proslého ndboje se vypocitd mnozstvi stanovované latky.

RozliSujeme
Coulometrii provadénou pii konstantnim potencialu pracovni elektrody (potenciostaticka
coulometrie)
P1i této metod¢ proud neustale klesa az do bodu ekvivalence. MEfi se mnozstvi proslé
elektfiny.
Coulometrii provadénou p¥i konstantnim proudu pracovni elektrody (coulometricka titrace)
Pti této metod€ vznika titracni Cinidlo elektrolyticky na pracovni elektrodé priichodem
konstantniho stejnosmérného proudu. Takto vzniklé titracni ¢inidlo potom reaguje se
stanovovanou latkou v analyzovaném roztoku. Méfi se €as od pocatku elektrolyzy do
dosazeni bodu ekvivalence, ktery zjistime nejcastéji potenciometricky nebo ampérometricky
pomoci pomocnych elektrod.
Analyzovanym roztokem prochézi proud(I) o konstantni velikosti, elektricky naboj(Q) prosly
analyzovanym roztokem do bodu ekvivalence vypocitame jako soucin doby(t) elektrolyzy a
velikosti pro§lého proudu(I) pomoci vztahu:

Q=1.t
Mnozstvi stanovované latky (m) potom vypocitame z I. Faradayova zakona: Hmotnost latky
vyloucené nebo rozlozené pii elektrolyze je pfimo imérné velikosti elektrického naboje
proslého elektrolytem

M=Q.A
Stanoveni chloridi coulometricky
Ptistroje se nazyvaji coulometrické titratory (v nasem piikladu chloridometry). Skladaji se
z titrani nadobky obsahujici stanovovany analyt (v tomto ptipad¢ chloridy, CI'), stfibrné
anody (+) a pomocné stiibrné katody (-), déle z michadla a pomocnych elektrod pro stanoveni
bodu ekvivalence (konec titrace) pfipojenych na potenciometr. Mezi stiibrnou anodu a
platinovou katodu je veden konstantni elektricky proud
Stibrné kationty vznikaji elektrolyticky na stfibrné anodé: Ag — Ag’ + ¢’
Na katodé je redukovan H' na plynny vodik.
Stiibrné kationty reaguji se stanovovanymi chloridovymi anionty pfitomnymi
v analyzovaném vzorku za vzniku nerozpustného chloridu stiibrného: Ag” + CI" — AgCl
V bodé ekvivalence, tj. okamzik kdy jsou vSechny chloridové ionty vazany se stiibrnymi
kationty, dojde k prudkému nértistu koncentrace Ag” a tim i nahlé zméné& vodivosti.
Chloridovy titrator méti ¢as potiebny k dosazeni bodu ekvivalence. Elektricky naboj se
vypocita jako soucin tohoto ¢asu a velikosti konstantniho proudu. MnoZstvi stanovovaného
analytu(m) se vypocita z Faradayovych zékont (viz vyse). Ptistroje se v bod¢ ekvivalence
vypinaji automaticky. ZjednoduSené: méii se ¢asy k dosazeni bodu ekvivalence, piistroj se
kalibruje pomoci kalibratorti se znamou koncentraci chloridd, zjisténé Casy se porovnaji
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s Casy analyzovanych vzorkil, namétené ¢asy jsou ptimo umérné koncentraci chloridi .
Coulometrie je pro stanoveni chloridit metodou referencni.

X<

potenciomet titracni nadobka

indikacni elektroda Ag anoda

referencni elektroda
michadélko

Obr. Schéma coulometru

‘;‘IIA
\"! v

Coulometr typSherwood 926S Coulometr typ Karl Fischer
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12. Tontové selektivni elektrody (ISE), biosenzory

Nazvem iontovée selektivni elektrody (ISE) jsou obvykle oznacovana elektrochemicka cidla,
ktera umoziiuji potenciometrickda meéfeni aktivity ionti ve vodnych nebo smiSenych
prostiedich, ptipadné parcialnich tlakt plynd rozpusténych v kapalinach.

ISE ponotena do zkoumaného roztoku, sestava obvykle z iontove selektivni membrany,
vnitiniho elektrolytu a vnitini referencni elektrody.

Druhou ¢asti méticiho systému je vnéjsi srovnavaci (referentni) elektroda (kalomelova,
argentchloridova).

Externi
referentni ISE
elektroda
‘I,/ Interni
1 referentni
; elektroda
- elektrolyt
EZZF Doztok ﬁ
vzorku
membrana

Obr. 145 Merici systém pomoci ISE

Biosenzor je analyticky piistroj, v principu ISE, obsahujici bioreceptor a fyzikalné-chemicky
prevodnik.

L L . -
= v ”
“o e € Pfevodnik Elekt,”df\l’
q . Signa
'% > (biologic (fyzikalné chemicka cast) &

I Analyt

Bioreceptory jsou molekuly, ¢asto enzymy, které rozpoznavaji analyticky cil, tj. latku, ktera
ma byt analyzovéna.
Muzeme je rozdélit na:
e Biokatalytické (stanovovani latka je enzymem pfeménovana v prabéhu chemické
reakce, stanovovana latka obvykle vstupuje do reakce jako substrat)
e Bioafinitni (imunosenzory, stanovovana latka je specificky vazana protilatkou)
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Prevodnik prevadi analyticky cil na méfitelny signdl, ktery je pfimo umérny koncentraci
jedné nebo nekolika chemickych latek ve vySetfovaném vzorku.

Ptevodniky mohou byt:
e Elektrochemické
e Optické

Diilezitou ¢asti je 1 nosi¢ bioreceptoru.

Prvnim biosenzorem byla enzymova elektroda na stanoveni glukozy (1972). V roce 1987 byly
zkonstruovany prvni osobni glukometry. Biokatalyzator (enzym) v imobilizované nebo
insolubilizované podob¢ je umistén na konvencni ISE, kterou se méfi ubytek reaktantu nebo
priristek produktu biochemické reakce. Zmény v koncentracich produkti byvaji cCasto
indikovany potenciometricky, ale také ampérometricky, jak tomu je napf. u enzymové
elektrody pro stanoveni glukosy nebo alkoholu, vyuziva se také konduktometrie. V
potenciometrickych biosenzorech se nejvice uplatiuji ISE se sklenénou, pevnou nebo
plastickou membranou.

Klasifikace ISE:

e Sklenéné elektrody maji membranu tvofenou riznymi viceslozkovymi skly. Tyto
elektrody patfi mezi elektrody s pevnou homogenni membranou, k jejich
samostatnému fazeni piispiva dlouholetd tradice a zpusob vyuziti ( pfedevSim pro
meéieni pH)

¢ Elektrody s vhodnymi pridavnymi membranami, jejichz potenciometricka detekéni
jednotka je zaloZzena na konvencnich elektrodach. Patii mezi né tzv. plynové elektrody
a elektrody s biokatalytickymi membranami (biosenzory)

e Elektrody s kapalnou membrianou maji membrany zhotoveny z kapalnych
elektroaktivnich slouc¢enin nebo z elektroaktivnich pevnych materiali rozpusténych ve
vhodném organickém rozpousStédle (tzv. medidtoru) nemisitelném s vodou.
Elektroaktivni latkou v kapalinovych membranach muze byt bud iontoméni¢
(hydrofobni kyseliny, zasady nebo soli), nebo ionofor (valinomycin, nonactin,
cyklické ethery atp.). Mezi elektrody s kapalnou membranou patii také ty, jejichz
membrana je tvofena mékcenymi plasty, v malo t€kavém plastifikatoru je soucasné
rozpuSténa vhodna elektroaktivni latka. Elektrody, u nichZ je plastickou membranou
ptimo potazen vnitini kovovy vodi¢ jsou znamy jako elektrody typu "coated-wire".

e Elektrody s pevnou membranou_("'solid-state"), tj. membranou tvofenou pevnymi,
malo rozpustnymi solemi, které mohou byt zaloZeny na monokrystalech, ztuhlych
taveninadch nebo polykrystalickych tabletdch lisovanych z praSkovych soli. Vnitini
elektrolyt se u tohoto typu elektrod obvykle nahrazuje kovovym kontaktem ("all-solid-
state"). Membrany mohou byt zhotoveny také z heterogennich smési sraZenin
zabudovanych do polymerni matrice.

e Elektrody pripravené sitotiskovou technikou — na jednu matrici Ize vytisknout i
vice senzortl najednou

NejrozsitenéjSim principem meéfeni je potenciometre pii které se ze zméfené hodnoty napéti
elektrochemického clanku zjiStuje koncentrace (nebo aktivita) iontu v roztoku. Pfi
ptedpokladu linedrniho prubehu kalibrace se bézné pouziva jednoduchéd kalibra¢ni metoda
zalozena na méfeni napéti ¢lanku ve dvou standardnich roztocich ve zvoleném koncentraénim
rozmezi (dvoubodova kalibrace).
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12.1. Stanoveni sodného kationu (Sodik, Natrium, Na®)

Jako indikacni se pouziva elektroda s iontové-vyménnou membranou, 1ze pouzit i sklenénou
elektrodu; jako referencni elektroda se pouziva témeét vyhradné Ag/AgCl elektroda, ojedinéle
1jiné, napt. kalomelova elektroda. Napéti mezi indikacni a referenéni elektrodou se méfi
citlivym digitdlnim voltmetrem (zména aktivity o fad odpovidad zméné potencialu o 0,059
mV) s vysokym vstupnim odporem (proto je béhem méteni bezproudovy stav).

ISE jsou konstruovany jako ponorné, pritokové nebo suché elektrodové systémy. Prutokovy
systém muze pouzivat bud’ okénko s indikacéni elektrodou (elektroda se snadnéji vymeénuje,
ale stykova plocha elektrody a tim i jeji citlivost je mensi) nebo indikaéni elektrodu ve formé
méteni je vétsi. Priklady pouzitych ionoford v iontové-vymeénné elektrodé€ jsou ETH 227
(N,N',N"-triheptyl-N,N',N"-trimetyl-4,4',4"-propylidintris(3-oxabutyramide), makrocyklické
crown-etery oblibené u japonskych vyrobct jako DD-16-C-5, 2,3:11,12-didekalino-16-crown-
5.

Prestoze je mez detekce sodnych elektrod s kapalnou membranou asi 1000-krat vyssi nez u
sklenéné elektrody, pouzivaji se v soucasnych analyzatorech prakticky vyhradné¢ indikaéni
elektrody s kapalnou membranou, které jsou schopné sledovat aktivity sodnych ionti od 1
mmol/l. Sklenéné elektrody totiz nelze konstruovat tak malé jako elektrody s kapalnou
membranou a bylo nutné poskytnout alespont 100 pl materialu k méteni. Obvyklé slozeni
mérného skla sklenéné elektrody je 11 % Na,O, 18 % Al,03 a 71 % SiO,. Méteny potencial
iontovée selektivni elektrody E uréuje Nernstova rovnice.

Me¢fteni probiha v nefedénych vzorcich (piimd metoda ISE, direct ISE) nebo v fedénych
vzorcich (nepiimd metoda ISE, indirect ISE).

Pfimé metoda umozniuje méfit aktivitu sodnych iontll v plné krvi, ptipadné v plazmé nebo
séru. Elektrochemické analyzatory pouZzivané v POCT méfi vyhradné v plné krvi, protozZe
tento postup umoziuje za 1 — 2 min po odbéru ziskat vysledek. Navic tato metoda poskytuje
spravné vysledky i v pfipadé¢ tzv.pseudohyponatremie, kdy se v disledku vysoké koncentrace
lipidt ptipadné bilkovin vyznamné sniZuje podil vody v plazmé (ionty jsou vysoce polarni a
tedy rozpustné jen ve vodeé !). Protoze aktivitu méfime ptimou metodou jen ve vodném
podilu, neni zastoupeni iontd zménou velikosti vodného podilu ovlivnéno. Pokud uvazujeme
celkovou koncentraci véetné nevodného podilu budou vysledky falesn€ nizké (odtud nazev
pseudohyponatremie) a neodpovidaji hlading iontii ve vodni frakci. Koncentrace sodnych
iontd ve vodném podilu je pochopitelné vyssi nez celkova koncentrace (napi. 158 mmol/l ve
vodném podilu odpovida 145 mmol/l celkové koncentrace).

Ptresto automatické analyzéatory v laboratofich pouZivaji vétSinou nepfimou metodu

s fedénymi vzorky séra nebo plazmy, nékdy s moznosti piepnuti mezi obéma zptisoby. Redéni
do jisté miry piiblizuje vysledek piimé metodé€. Pti extrémné vysokém obsahu tukl nebo
bilkovin vSak Spatnému vysledku (pseudohyponatrémii) nezabrani. Technické uspofadani ISE
modulu vzdy umoziuje paralelni méteni sodnych i draselnych iontd a vétsinou také chloridu.
Linearni odezva sodné elektrody je v intervalu 1 — 100 mmol/l (kapalna membrana), resp.
0,001 — 100 mmol/I (sklenéna membrana).

Pfi stanoveni sodnych iontli v moci se musi vzorky vzdy fedit diluentem s velkou iontovou
silou, aby se kompenzoval vliv kolisani iontové sily ve vzorku moce. Koncentrace sodnych
iontll v moci se méni i dvacetinasobné& a iontové selektivni elektroda neni schopna pracovat v
takovém rozsahu zmény iontové sily. Proto se pridava diluent obsahujici konstantni mnozstvi
disociované a dobie rozpustné soli (napt. desetinasobné fedéni diluentem obsahujicim > 100
mmol/l fosfore¢nanu hotecnatého) a kolisani koncentrace ionti v moci pak vyslednou

164



iontovou silu ovliviiuje malo. Nicméné spolehlivé méteni v moci zavisi i na dal$ich faktorech,
napt. povrchovém napéti. Proto je nutné vzdy pouzivat diluent doporuceny vyrobcem
elektrochemického modulu. Elektrody jsou vyhiivany na 37°C.

vniténi Ag/AgCl elektroda dghbl referenéni elektroda
\ —2 /
iontové selektivni elektroda T T
membranovall
kapalina
vnitini elektrolyt - nasyceny roztok KCI vnitini elektrolyt - nasyceny roztok KCI
roztok Aa/AaCl
| vzorku 1 g
hydrofobni porézni membrana = i frita

Existuje moznost stanoveni koncentrace sodiku na pevné fazi, principem je rovnéz
potenciometrie. V tomto piipadé se specidlni multipipetou se dvéma Spickami davkuje
paraleln¢ vzorek i referen¢ni kapalina. Potenciometricka destiCka sestava s péti vrstev. Nahoie
je papirovy mustek, ktery spojuje ob¢ ¢asti komurky a také plni funkci izolatoru proudu. Pod
nim je vrstva polymeru, kterd slouzi jako iontové selektivni membrana. DalSimi vrstvami jsou
referen¢ni vrstva Zelatiny s krystaly chloridu sodného a Ag/AgCl vrstva, kde dochazi ke

vzniku potencialu. Spodni vrstva ma funkci nosice.

ionselektivni
membrana

_- referenéni
o vrstva

A | T~ Ag/Agd

/ \ elektroda

12.2. Stanoveni draselného kationu (Draslik, Kalium, K")

V soucasné dobé€ nejrozsifenéjsi pouzivany princip stanoveni aktivity draselnych kationti je
pouziti ISE.

e lontovée selektivni membrana obsahuje specificky nosi¢ draselnych iontd, kterym je
neionogenni makrocyklické antibiotikum valinomycin rozpusténé v dioktyladipatu na
poréznim organofilnim PVC nosici. Jako nosi¢ mize slouzit také teflon.

e M:éné obvykly je v soucasnosti ionogenni tetra(p-chlorfenyl)boritanovy anion.

e Didle se pouzivaji tzv. ,,crown etery, zejména v ISE japonskych analyzatori (napft. 18-
crown-6) nebo kryptandy (napft. kryptand 2.2.2). Pérovitd membrana je nasycena 0,1
molarnim roztokem KCI, aktivita K" je v ni udrzovéna na konstantni Grovni
iontoméni¢em; Donnantiv potencial pak zavisi pouze na aktivité K* ve vodé (krev,
sérum, plazma jsou vodné roztoky).

Podobné¢ jako u stanoveni sodného kationtu se pouziva pfimé méieni bez fedéni (méfenou
veli¢inou je aktivita ve vodné fazi) a nepiimé meteni s diluci (stanoveni aktivity odpovidajici

165



koncentraci v celém vySetfovaném vzorku). Draselna elektroda ma linedrni odezvu v rozsahu
0,03 az 1000 mmol/l, takze je dobie pouzitelna jak pro métfeni draselnych iontl v séru, tak 1 v
moci. Nicméné velké zmény iontové sily vlivem iontd v moci vyzaduji piidani diluentu s
velkou iontovou silou, aby se jeji vykyvy podstatné zmirnily. Pfi stanoveni v moci se muze u
nékterych ISE projevit interference amonych iontd.

12.3. Stanoveni chloridového anionu (Chloridy, CI)

Mg¢ti se aktivita chloridového anionu ve zfedéném vzorku nebo v nefedéném vzorku. VétSina
soucasnych analyzatora pouziva pred potenciometrickou analyzou fedéni vzorku. Nejvice
pouzivand je iontové-vymeénna membrana obsahujici kvartérni amoniovou stl jako anex,
napf. tri-n-oktylpropylamoniumchlorid v n-dekanolu. Kapalna membrana muze obsahovat
také o-fenantrolin. Existuje také aplikace potenciometrie na pevné fazi. V tomto ptipadé se
provadi méteni bez fedéni a vzorek se davkuje paralelné s referencnim roztokem specialni
dvoukanalovou multipipetou, jako pii stanoveni sodiku.

Lineéarni odezva chloridové elektrody je v intervalu 1 — 100 mmol/l. PfestoZe se ¢asto
upozornuje na nestabilitu chloridovych elektrod (skute¢né jejich Zivotnost je ve srovnani se
sodnymi a draselnymi elektrodami podstatné niz§i) a nekonzistenci v selektivité¢ mezi
jednotlivymi Sarzemi elektrod, je tento zptisob stanoveni chloridovych iontli v biochemickych
laboratotich nejrozsifenéjsi. Neptimy zpiisob métfeni po fedeéni diluentem s velkou iontovou
silou se pouziva Castéji nez piimé méteni, protoze je soucasti technologie rozsitenych ISE
analyzatort firem Abbott, Beckman, Roche, Siemens (Dade Behring, Olympus).

r o r , . . ’ e r . . , . 2+
12.4. Stanoveni vapenatého kationu (Ionizovany vapnik, ionizované kalcium, Ca“")

Tento potenciometricky postup umoznuje méfit aktivitu vapenatych iontl (s jedinou
vyjimkou, kdy analyzator Nova 8 firmy Nova Biomedical méfil také celkovy véapnik). Pro
stanoveni aktivity ionizovan¢ho véapniku (iCa) se pouzivaji elektrody ionexoveého typu, nebo
elektrody s neutrdlni membranou. Oba typy maji kapalnou membranu, obsahujici organické
rozpoustédlo nemisitelné s vodou, ve kterém jsou rozpustény latky schopné vyméenovat nebo
zachycovat ionty z vngj$iho roztoku. Hydrofobni piepazka (obvykle z PVC) oddé€luje
kapalnou membranu od méfeného roztoku. Elektrody ionexového typu pouzZivaji ionex
didecylfosfore¢nan vapenaty [C1oH210),P0,],Ca v dekan-1-olu nebo dioktylfenylfosfonatu
(obr.a). Na fadzovém rozhrani s méfenym roztokem se ustavuje rovnovaha ovlivnéna
koncentraci vapenatych iontl v tomto roztoku.

O V\AN N /\/\A/\Nﬁ\
Obr. a Obr. b
Elektrody s neutrdlni membranou zachycuji vapenaté ionty do dutin, které jim vyhovuji svou
velikosti (jedna se o syntetické cyklické polyetery, napt. ETH 1001 (obr.b) t.j. N,N"-bis[11-
(etoxykarbonyl)undecyl]-N,N"-4,5-tetrametyl-3,6-dioxaoktandiamid, nebo pfirodni
makrocyklické slouceniny). Polymerni membrana obsahuje rozpoustédlo s takovymi nosici.
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Pfi méfeni ionizovaného vapniku méfime potencidl mérné elektrody vii¢i referencéni Ag/AgCl
elektrod¢. Ob¢ elektrody jsou spojeny miistkem s nasycenym roztokem KCI. Tim je zaruceno
jeho konstantni slozeni a soucasné nulovy difuzni potencial (iontova pohyblivost draselnych a
chloridovych iontl je shodna). Obvykl¢ jsou jesté dveé piidavné platinové elektrody, které
slouzi pro detekci kapaliny nebo vzduchu pfi automatizovaném postupu. Piedpokladem
spolehlivosti méfeni je minimalni odchylka mezi aktivitou vapenatého kationtu ve vzorku a v
kalibracnim roztoku. Expozice vzorku na vzduchu vede k tniku CO; a zméné€ pH, na kterém
je hodnota iCa zavisla. Proto je nutny anaerobni odbér, zpracovani i méfeni. Analyzatory jsou
vybaveny pH elektrodou a kromé¢ aktualni hodnoty iCa uvadéji i hodnotu korigovanou na pH
7,4. Viv teploty neni podstatny v intervalu méfeni +2 °C. Abnormalni koncentrace nebo
pozitivni vysledky. Pro méfeni je vhodnéjsi sérum nez plazma (vliv heparinu), ale jeho
anaerobni ziskani miize byt problémem. Srazeninu je nutné rychle separovat a vzorek
neskladovat (vliv pH); iCa elektroda je citliva na iontovou silu a pfi méfeni interferuji sodné
ionty. Proto ma kazdy solidni pfistroj ke stanoveni aktivity iCa také sodnou elektrodu.
Aktivita sodnych iontii nemusi byt pro obsluhu dostupna, ale pfistroj ji méti a pouziva ke
korekci naméfenych hodnot aktivity iCa. Vzhledem k velkému kolisani iontové sily v moci se
aktivita iCa v moci nestanovuje. Mimo to iCa elektroda nepracuje pii pH < 5,5, které se v
moc¢i mize vyskytnout. FaleSnou pozitivitu mohou zpisobit bromidy.

s v v J . . 14 s . . 7 J +
12.5. Stanoveni hore¢natého kationu (Ionizovany hor¢ik, ionizované magnézium, Mg2 )

Pro stanoveni ionizované frakce pomoci ISE je vhodny anaerobni odbér, sou¢asné meteni pH
vzorku a adjustace vysledku na pH 7,40 1 kdyz aktivita ionizovan¢ho hoiciku (iMg) je na
zmény pH o néco méng citliva, nez aktivita iCa.

Iontoveé selektivni elektrody pro stanoveni hotfe¢natych iontl maji ¢asto pomérné kratkou
zivotnost (2 tydny). PouZivaji se neutralni ionofory jako ETH 5220, tj. N,N"-
oktametylenbis(N',N'-dioktylmalondiamid). Elektrody méfi aktivitu ve vodné fazi vzorku,
specificnost je mald, interferuji vapenaté kationty. Proto musi byt elektricky potencidl iMg
elektrody nastaven pomoci signalu iCa elektrody s vyuzitim koeficientu selektivity pro iMg
(kromé toho systém obsahuje jesté Na* a pH elektrodu). Kalibrace se provadi na dva vodné
roztoky s rozdilnymi koncentracemi MgCl, pii zndmém pH a zndmych koncentracich Na*, K*
a Ca’*. Méfeni iMg nerusi silikonovy separator (separacni gel) ze zkumavek, ani sérové

lipidy.

12.6. Stanoveni laktatu

a) Polarografie (amperometrie)
Mérna elektroda je potaZena laktatoxidazou (odtud ndzev ,,laktatova“ elektroda). Pi
konstantnim potencialu (pfepéti) je vznikly proud umérny koncentraci peroxidu vodiku.

L-laktat + O, — pyruvat + HyO,

H,O, — 2H" + O, +2e

Velmi rychly postup umoznuje méteni laktatu z celé krve v elektrochemickych analyzatorech.
Elektroda je vlastn€ modifikaci Clarkovy kyslikové elektrody. Laktatovy senzor obsahuje
vétSinou Ctyfi elektrody (platinovou mérnou elektrodu potazenou laktatoxiddzou — srovnavaci
argentchloridovou elektrodu — platinovou elektrodu ur¢enou ke stabilizaci konstantniho
potencialu — platinovou elektrodu bez enzymu slouzici ke stanoveni interferujicich latek)
Odbér krve se provadi do odbérovych nadobek s protisrazlivym ¢inidlem (EDTA) a
antiglykolytickym ¢inidlem (NaF). Transport krve se uskuteciiuje na ledové tfisti. Je tieba
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zabranit hemolyze (faleSné¢ snizuje vysledky). Separaci krevnich elementl je nutné provést do
15 min od odbéru, stanoveni nejdéle do 2 h od odbéru.

b) Potenciometrie

Vyuziva se ferikyanidu jako mediatoru elektrond. Laktat se laktatoxiddzou (LO) oxiduje na
pyruvat a soucasné se ferikyanid redukuje na ferokyanid. Ten pfi zpétné oxidaci predava
elektrony na platinovou katodu, kde dochézi k jejich spotiebé pti redukci kysliku na vodu.
Tento postup lze automatizovat. Analyza je spolehliva, rychla a citliva, ale zafizeni neni
beézné dostupné.

12.7. Stanoveni glukézy

Vuziva se polarografie (amperometrie), ¢asto s vyuzitim ¢ipové technologie
Enzym imobilizovany na ¢ipu zajist'uje oxidaci glukozy ve vzorku za tvorby peroxidu vodiku.
Ten je nasledné oxidovan (+600mV), zména protékajiciho proudu je umérna koncentraci
méteného analytu.
Glukoéza + O2 — kyselina glukonova + H;0,
H,0, — 2H" + 02 + 2¢°

Gluko6zovy senzor obsahuje podobné jako u stanoveni laktatu vétSinou ¢tyfi elektrody
(platinovou mérnou elektrodu potazenou glukézooxiddzou — srovnédvaci argentchloridovou
elektrodu — platinovou elektrodu uréenou ke stabilizaci konstantniho potencialu — platinovou
elektrodu bez enzymu slouzici ke stanoveni interferujicich latek)

Je mozné také meftit ubytek kysliku spotfebovaného pfi reakci.

Firma EKF Diagnostics: analyzatory Biosen C-line Clinic, Biosen C-line Lab+
Vlastnosti:
e Stanoveni 120 az 180 vzorkl za hodinu
o Cipové senzory
e 20ul vzorku (krev, plazma, sérum) se fedi Iml systémovym roztokem
e Pravidelna kalibrace
M¢éftené analyty: glukoza, laktat

Biosen C-line Lab+

Firma Eppendorf: analyzditor EBIO® plus
Vlastnosti:
e Stanoveni 150 vzorka za hodinu
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e Enzymové elektrody
e Analyzovany material (krev, plazma, sérum)

e 20ul vzorku se fedi Iml systémovym roztokem

Me¢ftené analyty: glukoza, laktat

1 Méfici komirka

2 Enzymova membrana

3 Enzym (gluk6zooxidaza)
4 Me¢fici Pt elektroda

Analyzator EBIO® plus

Schéma méfeni (glukdza)

Jednim z prvnich gluk6zovych analyzatora byl analyzator firmy Beckman:

Vlastnosti:

e Stanoveni 54 vzorki (sérum, plazma, mo¢, likvor) za hodinu

e Enzymova elektrod
Me¢éteny analyt: glukoza

Enzym imobilizovany v membrané elektrody zajistuje oxidaci glukézy ve vzorku za tvorby
peroxidu vodiku. Ten je rozkladan cestou, ktera nevede k tvorbé kysliku. Mé&fi se rychlost
poklesu koncentrace kysliku, ktera je imérna koncentraci glukézy v analyzovaném vzorku.

Glukoza + O, — kyselina glukonova + H,0,
H,O, + 2H  +2I' — I, +2H,0
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BECKMAN

Beckman Glukose Analyser 2

Technologie firmy Nova Medical pouzita v glukometru StatStrip: Multi-WellTM- je zalozena
na vétSim poctu vrstev testovaciho prouzku a mérnych komtirek v méfici vrstvé (jedna se o
Ctyti vrstvy a Ctyfi komurky). Tato patentovana technologie umoziuje rychlé stanoveni
koncentrace gluk6zy a hodnoty hematokritu; zaroven je eliminovan vliv chemicky nebo
elektrochemicky interferujicich slou¢enin pfitomnych v testovaném vzorku krve.

Optium A/'C(,’L’([

Glukometr StatStrip Glukometr Optimum Xceed
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Odbérova lanceta Odbérova lanceta

M¢fteni pomoci glukometrt je jednoduché. Uvadime piiklad firemniho postupu (Roche
Diagnostics) s ptistrojem Accutrend Plus (pfistroj umoziiuje stanovit kromé koncentrace
glukdzy, také cholesterol, triacylglyceroly a laktat).

Zapnout piistroj, vlozit testovaci prouzek, blikajici Sipka na displeji naznacuje, abyste
pfistroj otevieli a nanesli vzorek krve

2.krok

Pomoci odbérové lancetky proved’te vpich do konecku prstu a naneste vzorek kapilarni krve
piimo na testovaci prouzek
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3.krok

Zavtete ptistroj a pockejte na vysledky, které se po dokonceni méfeni zobrazi na displeji

Kontinualni monitory pro zjistovani koncentrace glukozy jsou ptistroje, které méti
koncentraci glukozy v redlném case.
Dnes se vyuzivaji Ctyfi technologické postupy:

e Transkutanni senzory (s glukdézooxidazou, systém obvykle tvoii senzor = méfici
elektroda, vysila¢, monitor)

e Mikrodialyza ktize (metoda je zalozena na méfeni rychlosti pfestupu molekul o urcité
velikosti pies semipermeabilni membranu, systém se sklada z biosenzoru,
mikropumpy, ktera je zapojena na mikrodialyzacni systém, fidici jednotky)

e Neinvazivni kozni a o¢ni pristroje k méfeni koncentrace glukézy (v soucasné dobé
neni Zadny neinvazivni systém pro monitorovani koncentrace glukozy dostatecné
spolehlivy; vyzkum se zamétuje na: vyuZiti proteinu, na ktery se vaze glukoza, na
difuzni reflektanti zalozené na polarizaci, na vyuziti Ramanovych spekter, na
impedancni spektroskopii, na reverzni iontoforézu a na transdermalni méfeni vodivosti
a tepelné kapacity)

12.8. Stanoveni kreatininu

Princip: polarografie (amperometrie)

Firma Radiometer: analyzdator ABL800 Flex

Firma vyuziva dvé kreatininové elektrody. Jedna elektroda umoziuje stanovit kreatinin i
kreatin pfitomné v analyzovaném vzorku krve, druha elektroda stanovuje pouze kreatin. Po
odecteni obou signalt a tedy kompenzaci interferujicich latek v analyzovaném vzorku krve je
stanoven kreatinin. Ob¢ elektrody maji podobné slozeni 1isi se jen v po¢tu imobilizovanych
enzymil na membran¢ (jedna elektroda obsahuje vSechny tfi enzymy, druhd elektroda
obsahuje pouze posledni dva enzymy).
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Kreatinin + H,O <« kreatin (kreatininasa)
Kreatin + H,O — sarkosin + mocovina (kreatinasa)
Sarkosin + H,O + O, — glycin + formaldehyd + H,O, (sarkosinoxidasa)

Vznikajici peroxid vodiku (H203) je transportovéan k platinové elektrod€, mezi elektrody je
vloZeno polarizacni napéti (675mV), dochéazi k oxidaci peroxidu vodiku, pii které vznika
elektricky proud umérny mnozstvi peroxidu vodiku a tedy i koncentraci kreatininu
V analyzovaném vzorku krve.
Na anodé¢ probiha oxidace (pfi které vznikaji elektrony) peroxidu vodiku:

H,O, — 2H" + 02 + 2¢
Na katodé probiha redukce (pfi které jsou spotiebovavany elektrony) Ag* (z AgCI) na Ag:

Ag'+e — Ag

Dva stiibrné kationy jsou redukovany pii oxidaci jedné molekuly peroxidu vodiku.

12.9. Stanoveni mocoviny (urea)
Potenciometricky biosenzor se zakotvenou ureazou, stanovujici vznikajici oxid uhli¢ity (pCO,

elektroda) nebo stanovujici amonné ionty vytvaiené ze vzniklého amoniaku
(NHz + H* — NH,")

enzym
ureaza

o=c<,':',',j§+Hzo COz+2NH;3

V soucasné dobé se stanoveni Na®, K*; CI” provadi na automatickych analyzatorech, az na
vyjimky se tedy nepouzivaji jednoucelové pfistroje.
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Architect ci16200
technologie méreni

- - —
Fotometrie CMIA
* Méfeni v koncovém bodé (End-point) Chemiluminiscenéni imunoanalyza na
- \_+ Méfeni reakEni rychlosti (Kinetické metody) paramagnetickych mikrocasticich
-~ Turbidimetrie Chemiflex™patentovany ester akridinu
33 fotometrickych bodl (\/507 -oxidace v kyselém prostiedi
16 vinovych délek (340 aZ 804nm) NE * zména prostiedi na zésadité
T ¥ 3 O * « vznika nestabilni N-metylakridon
77 Potenciometrie - « pii pechodu do stabilni formy se
i,’ L1 Technologie integrovanych ¢iptl (ICT) o T/SOW uvolni energie v podobé svetl:
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Automaticky analyzator Architekt ci16200 (Abbott Diagnostics)
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Integrovany ¢ip (ICT) slouzici ke stanoveni Na®, K*; CI” na principu nepfimé potenciometre a
usporadani méficich elektrod

Ptiklad jednoucelového ptistroje:
Firma Roche Diagnostics: analyzator ISE 9180
Vlastnosti:
e Programové¢ nastavitelna konfigurace elektrod (Na+, K*: Na*, K: CI: Na", K, Ca2+;
Na’, K*, Li*; Na", Li*; Li")
M¢tené analyty: Na*, K*, CI', Ca?*, CI', Li*

Jinym ptikladem jednoucelového pfistroje je piistroj EasyLyte
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EasyLyte

175



13. Analyzatory acidobazické rovnovahy (ABR) a krevnich plynii.

Hodnota pH krve a krevnich plynu (Oz, CO,) patii vedle ionti a osmolality k zakladnim
charakteristikdm vnitinitho prostiedi. Jsou dilezité pifi monitorovani vnitiniho prostiedi
kriticky nemocnych pacientl na jednotkach intenzivni péce, pii anestezii,atd.

Ptistroje pro jejich méieni, stejné jako zpisob jejich pouziti v diagnostice a 1é¢bé poruch a
rozvratl vnitiniho prostfedi je nerozlu¢né spjat se jménem dénského profesora klinické
biochemie Paula Astrupa. Jeho jméno se i u nas stalo synonymem jak pro piistroj, tak i pro
vlastni vysetfeni acidobazickych parametrti.

Pivodni pristroje vyuzivaly Astrupovu ekvilibracni metodu. Pristroj byl vybaven sklenénou
mikroelektrodou pro méreni pH a dvema ekvilibracnimi komirkami pro nasyceni krevnich
vzorkit dveéma riznymi koncentracemi CO; .Vsechny soucasti pristroje byly temperovany
cirkulujici vodou vyhvivanou na 37°C. Pacientovi se odebraly 3 kapilary arterializované
kapilarni krve z usniho lalicku. V prvni kapilare se zmérilo aktudlni pH krve. Krev ze
zbyvajicich dvou kapilar se vypustila do ekvilibracnich komiirek, ve kterych probublavaly dvé
riizné koncentarce pCO, . Po nékolikaminutové ekvilibraci (syceni) se v obou vzorcich krve
rovnéz zmerila hodnota pH. Aktudlni hodnota pCO; se potom zjistila extrapolaci aktualni
hodnoty pH krve z grafu zavislosti pH na hodnoté pCO,.

Vyvojem selektivnich elektrod k méfeni pCO, a pO, zacala éra analyzatord k pfimému
meéfeni acidobazickych parametri a krevnich plynt. Konstrukce téchto analyzatori od
riznych vyrobcl (Radiometer, Instrumentation Laboratory, AVL, Ciba Corning, Nova,...)
byla dosti podobna. Tti elektrody (pH, pCO, , pO,) umisténé v termostatovaném prostoru
(37 °C) zasahuji svymi mérnymi konci do sklenéné kapilary, do které se nasava méfeny
vzorek nesrazlivé krve.

Soucasné analyzatory ABR umoziiuji soucasné ze stejného vzorku krve méfit dalsi parametry
za pouziti iontove selektivnich elektrod (Na, K, Cl, Ca, Mg ), pfipadné enzymovych elektrod
(laktat, glukéza, kreatinin, mocovina) nebo spektrofotometrie frakci hemoglobinu
(oxyhemoglobin, karnonylhemoglobin, methemoglobin, fetdlni hemoglobin). Tyto
analyzatory jsou jiZ pln¢ automatizované. UmoZnuji nastaveni automatické kalibrace elektrod
v urCenych casovych intervalech (napf. po 6 hodinach), automatické provadéni kontroly
kvality, automatické promyvani a pfipadné i zakladni Gdrzbu systému.

Preanalytické podminky

pH, pCO, a pO, se stanovuji:

e Vv nesrazlivé arterializované kapilarni krvi (usni laliicek, btisko prstu, paticka u
novorozencl, vzdy po hyperemizaci prohfatim, masazi,apod.)

e Vnesrazlivé arterialni krvi ( odebira se nejcastéji z artéria radialis, nachazi se na
zapesti, v misté, kde se obvykle vysetiuje pulz do specialni odbérové stiikacky, na
jednotkach intenzivni péce se Casto zavadi arterialni katetr, ktery umoznuje
opakovan¢ odbéry)

e v centralni nebo (1épe) smisené zilni krvi (z centralniho Zilniho katetru, portu)
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Odbér kapilarni krve Odbér arteridlni krve Odbér arteridlni krve z katetru

Krev v kapilate musi byt dikladné Odbérova stiikacka pro vySetfeni ABR
promichana pomoci dratku vloZeného do
kapilary a magnetu. A peclivé na obou
koncich uzaviena

Je nutné pouzit protisrazlivé ¢inidlo (heparin), v ptipad¢ soucasného stanoveni iontil je nutné
pouzit titrovany (balancovany, iontové vyvazeny) heparin.

Odbér musi byt anaerobni, bez vzduchovych bublin, dokonalé promichani krve s
protisrazlivym c¢inidlem je nutnosti.

Analyza je nutnd do 15 min od odbéru, pokud se analyza provadi v mimo odbérové misto v
laboratofi, musi se vzorek krve transportovat na ledu, potom je stabilita analytd pii +4 az
+8°C az 2h.

13.1. Stanoveni pH — viz také kapitola Potenciometrie

Pro méteni pH v roztocich se obvykle pouziva sklenéna indikac¢ni elektroda, nejstarsi a dosud
1 nejvice v praxi pouzivand iontove selektivni elektroda. Elektroda je tvofena tenkou
sklenénou membranou (tvotfenou riznymi viceslozkovymi skly), ktera je z jedné strany
plnéna pufrem o znamé hodnoté pH a z druhé strany je ovliviiovana prostfedim méteného
vzorku o neznamém pH. Na fazovych rozhranich vzniknou potencidlové rozdily, které se méti
pomoci referencnich elektrod. Potencial vznika vyménou iontll mezi roztokem a membranou.
Idealni elektrodové sklo by mélo vykazovat rychle se ustavujici teoretickou odezvu v co
nejveétsim rozmezi pH, mit vyhovujici chemickou odolnost maly elektricky odpor. Pro méteni
zéasaditych roztoka obsahujici sodné ionty je tieba pocitat s tzv. alkalickou chybou, ktera se
projevi namétenim nizsi hodnoty pH nez odpovida skutecnosti.
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Pro méteni pH je zapotiebi nejprve na povrchu sklenéné membrany macenim v kyselém
roztoku vytvofit hydratovanou vrstvu, v niZ jsou sodné ionty ze skla nahrazeny vodikovymi
ionty z roztoku:

Na'(sklo) + H*(roztok) < H(sklo) + Na*(roztok)

Tyto vodikové ionty z hydratované vrstvy se mohou ucastnit pii méfeni pH rovnovazné
vymeénné reakce s vodikovymi ionty v analyzovaném i vnitinim roztoku, jejimz disledkem je
vznik membranového potencialu:

H*(sklo) < H" + sklo®

Nejvice je pouZivand kombinovanad pH elektroda, kterda ma indikacni i1 referen¢ni elektrody
spole¢né v malé sond¢. Referenéni vnitini Ag/AgCl elektroda je utésnéna v uzkém sklenéném
vélci zakonéeném sklenénou $pickou (kuli¢kou) citlivou na H* jonty. Referen¢ni vnéjsi
elektroda je tvofena dratem, ktery obaluje indikacni elektrodu. Vnéjsi sklenény obal je
naplnén nasycenym roztokem KCI (vnéjsi plnici roztok) a je v blizkosti detekéni Spicky
(kulicky) porézni (keramika). Tak vznika kapalny miistek. Méfeny roztok musi kompletné
pokryt povrch detekéni Spicky (kulicky). Elektroda pH pracuje v rozsahu 0 — 14 a optimalni
selektivitu k H* iontim zarucuje slozeni skla: 72 % SiO,, 22 % Na;O a 6 % CaO. IFCC
vypracovala v roce 1986 variantu potenciometrického méfeni pH jako doporucenou
referen¢ni metodu. K dispozici jsou i kazety s elektrodami na jedno pouziti pro POCT.

pH ELEKTRODA

(sklenéna elektroda)

tésnici krouzek

pufr obsahujici chloridovy ion

vzduchova bublina

pievlecna upeviiujici matice
stiibrny dratek potaZzeny AgCl

plastikovy obal
pH senzitivni sklenéna membrana
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13.2. Stanoveni pO,, parcialniho tlaku kysliku

pO; je definovan, jako parcialni tlak kysliku v plynné fazi, ktery je v rovnovaze s krvi. Je
méfen kyslikovou elektrodou.

13.2.1. Polarografie (ampérometrie)

Tento princip pouZzivaji:

e klasické pO, elektrody

e Cipové pO; elektrody

e transkutanni kyslikové elektrody
V klasickém usporfadani méti ampérmetr proud prochazejici elektrickym obvodem. Elektrolyt
poskytuje kontakt mezi katodou a anodou; obsahuje pufr udrzujici konstantni pH a také
chloridy k odstranéni stfibrnych iontl z roztoku. Katodu pro redukci kysliku tvofi platinovy
drat. Membrana propustna pro O, umoznuje jeho transport ze vzorku ke katodé. Vzorek je v
kontaktu s membranou elektrody. Platinova ¢eri katalyzuje ptevedeni H,O; na kyslik a vodu
v piipadé neuplné redukce kysliku. Vrstva AgCl je vysledkem odstranéni Ag” iontil z roztoku
pii reakci s Cl. Na stiibrné ty¢i dochézi k anodické oxidaci a vloZené ptepéti odpovida
redukénimu potencialu O, Polarografie sleduje zavislost intenzity proudu a napéti
(potencidlu). Vlozené ptepéti (630 mV) odpovida pilvlnovému potencidlu kysliku a
umoziuje selektivné kvantifikovat jeho mnozstvi na zakladé méteni intenzity proudu.

Katodicka redukce probiha jako kompletni:

O, + AH" + 4 — 2H,0
nebo neuplna:

O, + 2H" + 2 — H,0O,
dokoncena na platinové Cerni (amorfni Pt):

2H202 — 2H20 + 02
a kyslik je opét redukovan na katodé. Pii redukci kysliku se spotiebovavaji volné elektrony, tj.
elektricky proud:
Zdrojem elektronil je anodicka oxidace stiibra.
Ag —» Ag +e

Musi byt oxidovany Ctyfi atomy stiibra, aby mohla byt redukovéana jedna molekula kysliku.

dodend napéel
I-—h——@‘_ ampeemelr

L o o o e e i i i -
strlbrnd tye anody et o~ —_
- B e chadadata S R 5 {5 W[4 S N T
vrstva AgCl ——ert - —— — platinovy drat katody
x -
katalyzstor platinovs cem e e membrana propustng pro kydik

vaoeek L ¢ : o ]

a) Clarkova kyslikova elektroda se sklada z mérné, polarizované platinové elektrody
(katoda) a argentchloridové referentni elektrody (anoda). Obé elektrody jsou od méteného
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vzorku oddéleny membranou z teflonu nebo polypropylénu, ktera je propustna pro Oz. Na
elektrody se vklada konstantni napéti, pii kterém se na katodé kyslik redukuje (-630 mV).
Ampérmetr méfi protékajici proud, ktery je imérny koncentraci rozpusténého kysliku

Vv analyzovaném vzorku. Tato elektroda se pouziva u acidobazickych analyzatorii a také napf.
u nekterych typt glukézovych analyzatora.

V elektrodé probihaji nasledujici reakce:
e Na katodé: O, + 2H,O + 4¢° — 40H
e Naanodé: Ag+ClT — AgCl +e

- platinavy drat

s sklendnd tyd

plastikowvé gouzd:o

oyt elektrody

andsda Ag/AgO

fosfatony puft

weanici Krou2ek

(S PRV JT T R — vystup vzorku

platinova katoda (odkryty konec drétu)
pelyprapylenava membedna propustnd pro kyslik
kKyveta

lenéne okénko

b) Cipové pO; elektrody vyuzivaji technologie hustého filmu . Vrstvy jsou postupné
nanaseny na keramickou podlozku, pfi¢emz se materidl vybird podle svych elektrickych
vlastnosti (vodic, izolant). Kazda vrstva se nanasi ptes specifickou Sablonu s dutinami pro
¢idla a elektrody. Tloustka vrstev je 10 — 70 um. Cip miiZe tvofit aZ 28 riznych vrstev.
Technologie umoziuje do jedné zakladni vrstvy umistit az 16 elektrodovych senzorti pro
riizné analyty. Cipova kyslikové elektroda se od klasické 1isi tim, Ze ma zlatou katodu a je
podstatné mensi. Proto mé spojovaci otvory vrtané laserem. K dispozici jsou i kazety s
elektrodami na jedno pouziti pro POCT.

¢) Transkutanni kyslikové elektrody. Zakladem je Clarkova polarograficka elektroda
pfizplsobena k pouziti na povrchu kiize. V anod¢ je zabudovany maly termostatem fizeny
ohtivac (anoda je vyhtivana na 45°C), zpiisobujici ptekrveni kiize na kterou je ptfiloZen.
Elektroda se kalibruje na dva body in vitro. Vlastni méfeni se pak provadi tak, ze se na ktzi
kapne kapka destilované vody a pfilozi se elektroda s adhesivnim krouzkem. Pfilozeni musi
byt vodotésné bez vzduchovych bublin. Nejcastéji se mefeni provadi na kiizi nad bicepsy.

180



13.2.2. Fluorimetrie

Optody vyuzivajici fluorimetrického principu detekce se pouzivaji zejména v analyzatorech
POCT v praci rychl¢ zachranné sluzby. Senzor pO, obsahuje fosforeskujici barvivo
rozpusténé v PVC membrané. Barvivo (NPT7) tvoii komplex porfyrinu s paladiem a piistroj
detekuje zhasSeni fosforescence zplisobené kyslikem.

13.3. Stanoveni pCQ,, parcialniho tlaku oxidu uhli¢itého

Princip: potenciometrie
pCO; je definovan, jako parcidlni tlak CO, v plynné fazi, kterd je v rovnovaze s krvi a je
méfeny pCO; elektrodou.
pCO; elektroda je kombinaci sklenéné a argentchloridové elektrody (Ag/AgCl) referencni
elektrody ulozené v plastikovém obalu naplnéném bikarbonatovym pufrem. Obal elektrody je
na mérném konci piekryt silikonovou membrénou (tloustky 20 um) na nylonové sitce
(tloustky 50 um).
pCO; elektroda je v zdsad€ pH elektroda s ptidanou silikovou membranou. Tato membrana
umoznuje pruchod pouze molekulam bez naboje (napt. CO2, O,, Ny). lonty s nabojem, jako
napi. H+ nemohou pies membranu projit. To vede k tomu, Ze rozpustény CO; v krevnim
vzorku difunduje pies silikonou membranu do tenké vrstvicky bikarbonatového pufru uvnitt
elektrody, dokud se neustavi rovnovéha (dokud nedojde k ekvilibriu).
Vznikajici kyselina uhli¢ita disociuje a posunuje tak pH vnitiniho elektrolytu elektrody na
kyselou stranu.

CO, + HO > H,CO, » H™ + HCO3

Aktivita H" méfena pH elektrodou je v tomto prostoru imérna parcialnimu tlaku CO, (pCO5)
ve zkoumaném vzorku.

Vzhledem k tomu, Ze pfes membranu nemohou projit molekuly a atomy s nabojem, odpovida
zména pH vyhradné mnozstvi CO; v krevnim vzorku. Naméfend zména pH se po ustaleni
elektrody pievede na hodnotu pCO,. Elektroda se kalibruje smési plynii nebo roztokem o
znamém parcialnim tlaku CO,.

K dispozici jsou i kazety s elektrodami na jedno pouziti pro POCT.
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Nékteré priklady technického reSeni

Firma Instrumentation Laboratory: analyzatory GEM®Premier 4000, GEM®Premier
3500, GEM®Premier 3000.
Vlastnosti:

e Pouziti kazet (cartridge) obsahujicich v§echny souc¢ésti méticiho systému (senzory,
reagencie, kontrolni vzorky, hadicky, ventily)

e Automaticka kontrola kvality (1IQM™, Inteligent Quality Management systém) :
aktivni program procesu kontroly kvality ur¢eny ke kontinualnimu monitorovani
analytického procesu s automatickou detekci chyb v redlném case, automatickou
korekci systému a automatickou dokumentaci v§ech napravnych opatieni

e Diélkova sprava dat, kontrola pfistroje, prohlizeni vysledki (GEMweb®Plus)

e Provoz bez udrzby (nahrada kazety kazdych 30 dnt)

Me¢éftené analyty: pH, pCO,, pOa, Na*, K, Ca2+, glukdza, laktat, hematokrit, hemoglobin a
jeho derivaty, bilirubin a vypoc¢itané parametry: TCO,, BE, p50, sO,, HCO3, aj.

E_ oK v.:alvarmanm ) Accepted Venous
:_ s e Capillary
_ oK

::- UZ Select sa%}?;{;&mbeg_iﬂ . Other
Pl o =
e o cvp

‘Samples remaining: 393 1 il |
Cartridga expiration: 0410372008 12:30 TRAINING I 1 G0 | Messages |

GEM®Premier 3000 a vloZeni kazety Automatickd kontrola kvality (1QM,

Inteligent Duality Management systém

Firma Roche Diagnostics: analyzdtory cobas b211(OMNI S), cobas b121 (OMNI C)
Vlastnosti:

e 3 zpusoby aplikace vzorku (kapilary, ampule, stiikacka)
Detekce hladiny reagencii

e Automaticka kalibrace (jedno a dvoubodova), kontrola kvality

e Automatické Cisténi a drzba pfistroje

e Moznost dalkové drzby a monitorovani pfistroje
Megéftené analyty: pH, pCO,, pOa, Na*, K, Ca2+, Cl', glukoza, laktat, mo¢ovina, hematokrit,
hemoglobin a jeho derivaty, bilirubin a vypo¢itané parametry: TCO,, BE, p50, sO,, HCOg3, aj.
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Cobas b211(OMNI S)

Firma Radiometer Copenhagen: analyzdatory ABL800 Flex, ABL90 Flex, ABL80Flex
Vlastnosti:

e Moznost pouziti kazet (ABL80 Flex)

e Detekce hladiny reagencii

e Automaticka kalibrace (jedno a dvoubodova)

e Piistroj je vybaven podavacem vzorki
Mgéfené analyty: pH, pCO,, pO,, Na*, K*, Ca**, CI', glukdza, laktat, kreatinin, bilirubin,
hematokrit, hemoglobin a jeho derivaty, vypocitané parametry: TCO,, BE, p50, sO,, HCOs3,
aj.

ABLS800 Flex ABLS80 Flex

Firma Siemens: analyzatory Rapidpoint 340/350, Rapidpoint 400/405, Rapidlab 1200
(1240, 1245, 1260, 1265)
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Vlastnosti:

e Pouziti reagen¢nich a promyvacich kazet (Zivotnost 28 dni)

e Detekce hladiny reagencii

e Automaticka kalibrace (jedno a dvoubodova) a kontrola kvality

e Moznost automatické spravy dat (RAPIDComm™)

e Bezdotykové davkovani
Mgéfené analyty: pH, pCO,, pO,, Na*, K*, Ca?*, CI', glukdza, laktat, hematokrit, hemoglobin a
jeho derivaty, vypocitané parametry: TCO,, BE, p50, sO,, HCOg, aj.

23
a3

)

Rapidlab 1200 Vlozeni reagen¢ni kazety

Reagencni kazeta Vnitiek kazety

Firma Abbott Diagnostics: analyzdtory i-STAT
Vlastnosti:
e Pouziti reagencnich a promyvacich kazet
e Automatickd kalibrace (jedno a dvoubodova) a kontrola kvality
e Moznost automatické spravy dat (RAPIDComm™)
Mgéfené analyty: pH, pCO,, pO,, Na*, K*, Ca**, CI', glukdza, laktat, hematokrit, hemoglobin a
jeho derivaty, vypocitané parametry: TCO,, BE, p50, sO,, HCO3, aj.
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13.4. Stanoveni saturace hemoglobinu kyslikem

Princip: spektrofotometrie

Oxymetr v elektrochemickych analyzatorech méfi koncentrace oxyhemoglobinu,
deoxyhemoglobinu, celkového hemoglobinu, methemoglobinu, karboxyhemoglobinu (nékteré
registruji také sulfhemoglobin) a % saturace hemoglobinu kyslikem. Oxymetry mohou méfit
128 vinovych délek (478 — 672 nm). Zakladni opticky systém sestava ze svételného zdroje,
kyvety, hemolyzatoru, optického vlakna a detektoru. Zdrojem svétla je obvykle halogenova
zéarovka vybavend infraCervenym (tepelnym) filtrem. Kvalitni oxymetry maji jest¢ druhy
svételny zdroj — neonovou zarovku — ktera slouzi ke generovani referen¢niho paprsku pro
detekcei driftu primarniho zdroje a jeho softwarovou korekci. Optickou drahu paprsku
usmeérnuji cocky. Kyveta ultrazvukového hemolyzétoru je vyhtivana na 37 °C a hemolyza
probiha pod tlakem 200 kPa. Jednoduchy opticky systém obsahuje filtry a fotonku,
sofistikovany systém je vybaven konkavni mfizkou a detektorem diodového pole (az 128
diod).

Pulzni oxymetr ziskava signal z pulzujici arterialni krve pfi méfeni in vivo, neni potieba
zadny vpich k ziskani vzorku krve. M¢éfi se saturace hemoglobinu kyslikem jen pii dvou
vinovych délkach a to v ervené a infracervené oblasti. Senzor je pfipojen na konec prstu
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nebo usni laltcek. Ptistroj je tak jednoduchy, Ze ho mohou pouzivat ptfi monitorovani hypoxie
1 chronici v domaci 1é¢bé. V misté méfeni je absorpce konstantni s vyjimkou absorpce, ktera
vznika ze zvétSeného objemu krve v disledku arterialni pulzace. Pulzujici slozka signalu je
izolovana, zesilena a filtrovana simultann€ v ¢ervené i infraCervené oblasti. Konstantni
(nepulzujici) signaly, napf. z kosti, lipidi, tkani, vendzni a nepulzujici arterialni krve jsou
sumarizovany a vyuzity k normalizaci pulzujicich signal. Zdrojem svétla jsou dvé svétlo
emitujici diody. Detektorem je fotonka, kterd poskytuje proud odpovidajici intenzité
dopadajiciho svétla. Analogové- digitalni prevodnik prevadi signaly z filtrii na Cislicové
signaly ke stanoveni saturace kyslikem v métené arteridlni krvi.

Ptibuzna technologie reflektan¢ni spektrofotometrie se vyuziva pii méfeni S, O, (v plicnici)
nebo ScyvO; (v horni duté zile) optickymi plicnicovymi nebo centralnimi zilnimi katetry.
Fibroopticka vlakna na $pici katetru emituji a zpétn¢ piijimaji monochromatické svétlo o 2-3
vlnovych délkéach. Prednosti systému pracujicich s tfemi vinovymi hodnotami je nezavislost
méfeni na hodnoté hemoglobinu. Problémem je vyskyt artefaktd, pokud opticky konec katetru
naléhd na cévni sténu, vysledny signél ukazuje zkreslenou hodnotu S,0, 85-90%.
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14. Priitokova cytometrie (FLOW CYTOMETRY)

Pratokova cytometrie je technika umoziujici kvalitativni a kvantitativni analyzu bunék nebo
jinych castic (jadérka, mikroorganizmy, latexové Castice aj.) v suspenzi. Pomoci
definovanych méfenych parametrti (rozptyl svétla, fluorescence) dovoluje rozliSovat buiiky na
zaklad¢ jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti (napft. velikosti, mnozstvi granul, obsahu
DNA, apod.) a po oznaeni bunék fluorescen¢nim konjugatem monoklonalnich protilatek
umoznuje studium povrchovych molekul, diferencia¢nich antigend, intracelularnich molekul
vcetné cytokinii apod.

Ptistroj — prutokovy cytometr — vyhodnocuje fadové tisice bunck za sekundu

14.1. Princip priitokové cytometrie:

Bunky v suspenzi (usmérnéné do velmi tenkého proudu) protékaji kapildrou a postupné
protinaji drahu paprsku svétla (nejCastéji laseru) kolmého na smér toku bunck. Kazda bunka
se chova jako sféricka ¢ocka a podle své velikosti a vnitini struktury (granulace) rozptyluje
svétlo do riznych smérii. Vyhodnocenim rozptylu lze bunky roztfidit na jednotlivé bunééné

populace (pf. lymfocyty, monocyty, granulocyty).

Pokud byly bunky pfed analyzou obarveny fluorescen¢nim barvivem nebo inkubovany
s fluorescenéné znaCenymi monoklondlnimi protilatkami proti uréitym antigentim, dochazi
k excitaci fluorochromti laserovym paprskem a nasledné emisi fluorescen¢niho zafeni (princip
pifimé imunofluorescence). Takto je mozné vySetiit vnitini strukturu buiiky nebo specifické
molekuly, které¢ buniky exprimuji na svém povrchu (znaky, receptory), a tim bunky tfidit do
dalsich subpopulaci.

Svétlo vznikajici interakci bunék pti prichodu laserovym paprskem (rozptylené svétlo a
emitovana fluorescence) je rozdéleno optickou soustavou hranold, filtri a zrcadel podle
vlnové délky fluorescence.

Obr.146: Schema priitokového cytometru Obr.147: FACS Calibur (Becton-
Ptevzato z Dickinson)
http://www.abdserotec.com/uploads/signall.jpg (Fluorescence Activated Cell Scanner)
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FSC...detektor rozptylu svétla v malém thlu
SSC...detektor bo¢niho rozptylu
PMT...fotonasobice (detektory fluorescence)

14.1.1. Fluidni systém:

Fluidni systém prutokového cytometru zajistuje tzv. hydrodynamickou fokuzaci:

Vzorek (suspenze bun€k riznych velikosti v izotonickém roztoku) je vnaSen velmi tenkou
tryskou do pritokové kyvety - silnéjsi kapilary, kterou proudi dostate¢nou rychlosti nosna
tekutina (solny roztok, tzv. Sheath fluid). Laminarni pritok nosné tekutiny v kyveté plsobi
usmérnéni bunék do velmi tenkého proudu, ¢astice se tedy pohybuji v jedné fadé€ za sebou.

Obr.148: Hydrodynamicka fokuzace Obr.149: Prutokova cela cytometru

Piejato z publikace: luri Marinov, http://www.bdbiosciences.com/documents/BD _
Priatokova cytometrie v klinické FACSCanto_Il_brochure.pdf

hematologii, Praha, Triton 2008) Pozn.: Obracené uspotfadani nez na obr.148

Central core

Obr.150: Akusticka fokuzace +— Capillary
s Cell
Ptejato z:
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications
-technologies/flow-cytometry.html Piezoelectric

ultrasonic device

Alternativnim zplsobem usmérnéni bungk je akusticka fokuzace:
Technika vyuzivd pro umisténi bunék do osy kapilary
ultrazvukové vlny. Na rozdil od hydrodynamické fokuzace
nevyzaduje tento zptisob rychlé prutoky a pouZziti nosné tekutiny;
je mozné zpomalit pritok bez naruSeni fokuzace bunék a tim
prodlouzit dobu, po kterou butika setrva v laserovém paprsku. Akustickou fokuzaci vyuziva
cytometr Attune firmy Applied Biosystems.

i Laser

14.1.2. Opticky systém:

Zdrojem svétla pro opticky systém FACS je laser, napt. argonovy (488 nm — modry), helium
- neonovy (635 nm — ¢erveny), heliovy - kadmiovy (UV), diodové lasery, argon - krypton dye
laser; zdrojem muze byt i rtutova nebo xenonova lampa.

Svétlo vznikajici interakci bunck pfi prachodu laserovym paprskem je rozdéleno optickou
soustavou podle vinové délky fluorescence. Zakladnimi prvky optické soustavy jsou
- long pass filtry - propoustéji svétlo od ur€ité vinové délky (nizsi vinové délky zachyti)
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- short pass filtry - propoustéji svétlo do urcité vinové délky (vyssi vinové délky zachyti)
- band pass filtry - propoustéji svétlo pouze v ur¢itém rozsahu vlnovych délek (vyssi i
niz8i vinové délky zachyti), napt.520 — 540 nm
- dichroicka zrcadla — odrazi svétlo urcité vinové délky, jiné propousti
Jako detektory slouzi diody a fotonasobice (zkratka PMT — photomultiplier tube).
Zakladnimi parametry flow cytometrické analyzy je rozptyl svétla v malém uhlu, boc¢ni
rozptyl a fluorescence:

Forward scatter channel — FSC (rozptyl svétla v malém thlu nebo téz dopiedni rozptyl)
zachyti dioda doptfedniho rozptylu, kterd méfi signdl v malém uwhlu od osy laserového
paprsku. Intenzita FSC signalu je pfimo umérna velikosti bunék.

Side scatter channel- SSC (boé¢ni rozptyl) zachycuje fotondsobi¢ v thlu 90° od osy
laserového paprsku, poskytuje informaci o vnitini struktufe bunék (granulace). Kombinace
FSC a SSC umoziiuje identifikaci a charakterizaci bun€k v heterogenni suspenzi (napft. plna
krev).

Fluorescence — FL je zachycena fotonasobi¢em pro kazdy fluorofor zvlast v tthlu 90° od osy
laserového paprsku; fotondsobie jsou uspofaddny do osmithelniku nebo trojuhelniku.
Fluorescence poskytuje informaci o obarvenych wvnitinich strukturach builkky nebo o
specifickych membrénovych resp. cytoplazmatickych molekulach, na které se navazala
fluorescen¢n¢ znacena protilatka.

Moderni pfistroje pouzivaji vice laserti a detektor (max. 4 lasery, 18 detektort)

Obr. 151: Opticky systém FACS Canto (Becton-Dickinson):
http://www.bdbiosciences.com/documents/BD_FACSCanto_Il_brochure.pdf

l—trojﬁhalnik

dichroické
LP zrcadlo

Osmi-
Ghelnik

Signal z modrého laseru

14.1.3. Vyhodnocovaci systém

Svételné¢ signdly jsou prevedeny na elekrické impulzy a linearné¢ nebo logaritmicky
znasobeny. Zpravidla se méfi ,,plocha® elektrického signélu (integral). PouZivaji se 1 dalsi
moznosti zpracovani signalu, napiiklad méfeni vysky a Sitky signalu pro odliSeni agregati
bunék. Elektrické signaly jsou zpracovavany pocitacem (digitalizace, grafické¢ znazornéni).
Pocitatové zpracovani dat umoziuje tzv.gatovani (elektronickd selekce analyzovanych
castic).

190



Obr.152: Ukdzka odliseni agregatii ke ocha

bunék na zaklade méreni vysky a plochy ' ‘
signalu @ /\

Piejato z: Tomas Eckschlager a kol.:
Prutokova cytometrie v klinické praxi, @ 2 2
Praha, Grada

14.2. Zobrazovani dat z flow cytometrické analyzy

Vystupem flow cytometrické analyzy jsou vysledky v ¢iselné a grafické formé.

Ke grafickému zobrazeni se pouzivaji jednoparametrové histogramy (na ose X je znadzornéna
intenzita signalu — FSC, SSC nebo fluorescence, na ose y je zndzornéna cetnost bunék) nebo
dvouparametrové grafy o riznych formatech. U dvouparametrovych grafi je na ose x
vynesena intenzita jednoho méfeného parametru, na ose y intenzita druhého parametru a
mnozstvi bun¢k je znazornéno hustotou bodd (tzv. dot-plot histogram), carami, které
pfipominaji vrstevnice na mapé (contour-plot histogram) nebo rlznymi barvami
znazornujicimi hustotu (density plot).

Data je mozné archivovat bud’ pouze ve formé histogrami, nebo jako soubory uchovévajici
vSechny udaje o kazdé bunce. Druhy zplsob je naro¢ny na kapacitu paméti, ale umoziuje
opakované zpracovani dat.

Obr.153: Jednoparametrovy histogram Obr.154: Typy dvouparametrovych
histogramii

150 Cortour Plot Dersity Plot

102 10° 104 10°
Fluorescence 1
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14.3. Vyuziti flow cytometrie:

14.3.1. Historie

Prvnim pfedchiidcem flow cytometrd byl Counter (pocita¢ bunék) zkonstruovany 1953
v USA bratry Coulterovymi. Pro stanoveni poc¢tu a velikosti Castic v suspenzi vyuzival
impedan¢ni princip: Builkky usmérnéné hydrodynamickou fokuzaci ve vodivém roztoku
prochazi mezi elektrodami, na néz je vlozeno napéti a systémem prochazi proud. Pti prichodu
buitky dochazi k pulznimu zvyseni elektrického odporu (impedanéni pulz), jehoz analyzou se
ziska kvantitativni a kvalitativni informace o prochazejicich bunikach - pocet impulzi
odpovida poctu proslych bungk, velikost impulzu odpovida objemu burnky.

Pivodni Coulter princip se stale pouziva v hematologii pro pocitani krevnich bunék a moderni
hematologické analyzatory jej kombinuji s dalsimi technologiemi (rozptyl, fluorescence).

V roce 1968 byl zkonstruovany prvni fluorescen¢ni flow cytometr. Piivodni ndzev metody (az
do roku 1988) znél ,pulzni cytofotometrie“. Prvni flow cytometry byly pfistroje pouze
experimentalni, ale technicky vyvoj umoznil jejich vyuziti pro klinické ucely.

14.3.2. Hematologické systémy pro pocitani krevnich bunék

Hematologické analyzatory krevnich bunék zaznamenaly v poslednim desetileti vyrazny
rozvoj v uzitych technologiich. Moderni analyzatory jsou schopny stanovit po¢ty jednotlivych
typt krvinek na principu prutokové cytometrie. Méfenymi parametry jsou pocet erytrocytl
(RBC — red blood cell), trombocytt (PLT - platelet), pocet a morfologicky typ leukocytt
(WBC — white blood cell) a dalsi (retikulocyty, hemoglobin, odvozené parametry).

Bilé krvinky (leukocyty, WBC) se dé€li na polymorfonuklearni a mononuklearni.
Polymorfonukledry (zjednodusené polynukledry) neboli granulocyty maji Clenité jadro a
obsahuji granula, podle jejichz barvitelnosti jsou déle rozliSovany na neutrofilni, eozinofilni a
bazofilni. Mononukledry (lymfocyty, monocyty) maji neclenité jadro, nemaji specificky
barvici se granula.

Pocty erytrocytll, leukocytl a trombocyti byly ve vzorku nesrazlivé periferni krve pocitany
v komiirkdch pod mikroskopem. Cytomorfologické vysSetfeni leukocyti bylo provadéno
pocitanim jednotlivych typid leukocytl v obarveném tenkém krevnim nété€ru na skli¢ku pod
mikroskopem. Oba zminéné postupy byly casov€ narocné, vyzadovaly zkuSenost
laboratornich pracovnikii a poskytovaly vysledky se znaénym rozptylem vzhledem
k subjektivnimu  zptisobu hodnoceni nalezi. Zavedeni flow-cytometrie piedstavovalo
revoluéni zménu, kterd umoZznila automatizaci velkého poctu hematologickych vySetieni. Pti
jednom vysSetieni se timto zplisobem proméii cca 10 tisic bunék.

14.3.2.1. Princip stanoveni na hematologickém analyzatoru:

Krev je rozvedena do tii cest:

V prvni cesté jsou stanoveny erytrocyty a trombocyty impedan¢ni metodou v komurce pro
méteni elektrického odporu (analyzatory maji moznosti k ptipadnému uptesnéni poctu téchto
bun¢k opticky).

Hemoglobin se stanovuje v druhé cesté spektrofotometricky v pratokové cele.

Tteti cesta je urCena pro stanoveni tzv. diferencidlniho krevniho obrazu (rozpoctu leukocytt
na neutrofily, eozinofily, bazofily, lymfocyty a monocyty); rtizni vyrobci pfistroji kombinuji
ruzné detek¢éni metody stanoveni.
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14.3.2.2. Priklady technickych FeSeni stanoveni leukocytu

Piistroje Beckman Coulter vyuzivaji elektrooptickou flow cytometrii VCS (V — volume, C —
conductivity, S — scatter): Lyza¢nim ¢inidlem se destruuji erytrocyty a trombocyty; leukocyty
zustavaji konstituné neporuseny a deteguji se impedancni metodou (pocet a objem bunck —
V), vysokofrekvenénim stiidavym elektrickym polem (zjistuji se vnitini struktury bunék,
které nevedou elektricky proud — C) a rozptylu laserového paprsku (méfi se tvar bunky,
povrch — S). VSechny tfi parametry jsou méfeny simultanné v jednom kanalu na kazdém
leukocytu a jsou softwaroveé zpracovany. Vyhodnocovaci program roztiidi jednotlivé buiky a
castice do skupin, spocita jejich mnozstvi v kazdé skupiné€ a zobrazi je jako bodovy histogram
(scattergramu).

Analyzatory Sysmex vyuzivaji optickou metodu — fluorescencni pritokovou cytometrii.
Metoda vyuziva dvou méficich systému (kanalit), z nichz kazdy pouziva jiné lyzacni ¢inidlo
a zpisob detekce bunécnych populaci: v 1.systému pro meétfeni neutrofili, eozinofild,
monocytl a lymfocytli dochdzi vlivem lyza¢niho ¢inidla k destrukci erytrocytti a trombocytt
a k perforaci membrany leukocytii. Perforacemi se do bunky dostava barvivo, které se vaze
na DNA a RNA vjadie i cytoplazm¢. Organické kyseliny z lyza¢niho ¢inidla se navic
specificky vazi na eozinofilni granula, zvySuji tim signél a tak umoziuji odliSeni eozinofila
od neutrofild. Po expozici polovodiCovym laserem se méfi intenzita bocniho rozptylu
(informuje o lobularité, tj. ¢lenitosti jadra a pfitomnosti granuli v cytoplazmé) a fluorescence
(odpovidé mnozstvi nukleovych kyselin).

V 2.systétmu pro méfeni bazofilli dochdzi k destrukci vSech bunck kromé bazofili (z
ostatnich WBC zustavaji jen hold jadra) a méii se FSC (velikost ¢astice) a SSC (vnitini
struktura). Zastoupeni bunék je opét zobrazeno formou scattergramu.

Obr.155: Zjednoduseny scattergram z WBC kandlu a z kandalu bazofilii — Sysmex (Ghost —
lyzované RBC a PLT)

WBC diff WBC Baso
Fluorescence Primy rozptyl
] Lymfocyty Monocyty ] -
. Bazofily
WBC
Neutrot‘ly Eosinofily
Ghost Ghost
Boéni rozptyl Boéni rozptyl

Ptistroje firmy Abbott jsou zaloZeny na prutokové cytometrii tzv. MAPSS technologii (Multi
Angle Polarized Scatter Separation). Po interakci bunck s polarizovanym paprskem
argonoveho laseru se méti rozptylené svétlo v riznych thlech a navic je v kolmém sméru
sledovana mira depolarizace svételného paprsku buiikou. Buiiky jsou rozliseny na zakladé
rozptylu svétla, rozliSeni bunck s ¢lenénym jadrem na neutrofily a eozinofily se déje na
zaklad¢ jejich schopnosti ménit rovinu polarizovaného svétla.

193



Obr.156: Opticky systém analyzdtoru CELL-DYN 4000 (Abbott)

Polarizovany paprsek argonového
laseru je zrcadly (Rear, Front

esiMIDL — Mirror) usmérnén do pritokové
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Outer Detect: isti
Beam Spiiter ST charakteristiky paprsku.
Front Detektor ,,buvoli oko* (Bull’s Eye
FL3 (Red) View Detector) deteguje rozptylené
svétlo pod thlem 0 a 7 stupii@
Inner Detector oy o .
0° Light Loss Délice paprskd (Beam Splitter)
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Front Mirror i i A
Flow Cell pyiiseye Detector PMT’ 1 'detekvuje polarl.zovarte
(See Enlarged Detail) rozptylené svétlo  z eozinofild,

PMT 2 rozptylené svétlo pod
uhlem 90°, PMT 3 dava moznost
vyuzit fluorescenci.

a CELL-DYN ® 4000 Customer Training

Argon ion ”I Argon ion | | l Obr. 157:
laser light g 2 1AS laser light ; % IAS

e : ALL . i Merené parametry (Abbott)

EI CELL-DYN ® 4000 Customer Training

ALL - ubytek svétla pod tihlem 0°, métfeny ve stiedové Casti detektoru ,,buvoli oko®, pfi
prichodu bunék pies laserovy paprsek je srovnavan s plnou intenzitou paprsku za
nepiitomnosti bun¢k. Velikost ubytku svételného zareni v roviné laserového paprsku zavisi
na velikosti prochézejicich bunék

(komplexitou) produkuji vétsi intenzitu rozptyleného svétla pod uhlem 7°. Rozptylené svétlo
je méteno v zevni, okrajové Casti detektoru ,,buvoli oko®.

PPS - Rozptylené svétlo méfené pod uhlem 90° je mirou clenitosti bunécného jadra
(lobularity).

DPS - Rozptylené depolarizované svétlo méfené pod uhlem 90°: méfi cytoplazmaticka
granula (je mirou granularity), mize byt pouZzito k odliSeni eozinofilti od neutrofilii (granula
obsazena v eozinofilech svétlo pii rozptylu depolarizuji).

14.3.3. Flow cytometrie v moc¢ové analyze

Analyza mocového sedimentu a spravné zatrazeni jednotlivych elementi ma rozhodujici
vyznam Vv diagnostice fady onemocnéni ledvin a mocovych cest. Mikroskopicka analyza
mocového sedimentu v klinické laboratofi je procedura ¢asové narocnd a vysledek velmi
zé&visi na individualni zkuSenosti laboratorniho pracovnika.

Prvni pfistroje, které umoznily automatizaci a standardizaci mocové analyzy, se objevily v 80.
letech minulého stoleti a byly zaloZzeny na principu digitdlniho snimani castic ve vzorku

194



proudicim planarni prutokovou kyvetou. Tuto techniku vyuzivaji napt. mocové analyzatory
firmy Iris Diagnostics; tiidéni elementti do skupin je provadéno na zaklad¢ softwarového
porovnadvani snimku s databazi v pocitaci.

Jinou cestou k automatickému rozpoznavani a kvantifikaci ¢astic v moci piedstavuji pfistroje
na principu prutokové cytometrie vyuzivajici impedanéniho meéfeni, rozptylu svétla a
fluorescence - analyzatory UF firmy SysmeX. Pfistroje rozeznavaji RBC, WBC, epitelie,
hyalinni valce, patologické vélce, bakterie, kvasinky, spermie, krystaly a ,,jiné builky*.
Necentrifugovana moc je po aspiraci do pfistroje promichdna a nafedéna dilu¢nim pufrem
stabilizujicim osmoticky tlak. Vzorek je dale obarven dvéma fluorescencnimi barvivy - zv1ast
pro membrany (karbocyanin) a nukleové kyseliny (fenantridin) — a hydrodynamicky
fokuzovan. Na vstupu do pritokové cely je zmétena vodivost, kterd je prichodem kazdé
castice snizena; nasleduje prichod c¢éstic paprskem argonového laseru (488 nm) a optické
méfeni. Céstice jsou klasifikovany na zakladé impedance (odrazi objem buiiky), intenzity
FSC (velikost ¢astice), Sitky FSC pulzu (délka castice), SSC (povrch castice), intenzity
fluorescence (odrazi barvitelnost elementu nebo jeho ¢asti) a $itky pulzu fluorescence (délka
obarvené Casti) a zobrazeny pomoci n¢kolika typi scattergramu:

Fzc-F| Scattergram for Small Slzed Paricles Obr158 Scal‘tergram mab}ch castic
— ~ Zavislost intenzity FSC signdlu (odréazi
' N velikost ¢astic — Size of Cell) na intenzité
\ ' ' fluorescence  (barvitelnost ~ Castice -
z RBC S Stainability). WBC jakozto jaderné Castice
HIC [ " » . s bohatou wvnitini strukturou maji vyssi
® fluorescenci (umisténi vpravo na grafu) na
A=\ Vi rozdil od RBC s chudou vnitini strukturou
i ’ﬁ ke (umisténi vlevo)
(—"""B"ﬁm Ptejato z
Stainabilty http://www.sysmex.dk/index.asp?id=4215

Fhw-Fscw Bcattergram for Large Sized Partkles

Obr.159: Scattergram velkych castic
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Cast (without Inctusions Area) na Sifce FSC signélu (odrazi délku
¢astice — Lenght of Cell)

Lengihof Stained Area
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Length of Ceel
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Obecnou nevyhodou priitokové cytometrie oproti digitdlni obrazové analyze je nemoznost
kvalitativniho popisu polozek (valce, krystaly) a rozpoznani ziidka se vyskytujicich
komponent (kvasinky, spermie atd.), analyza takovychto vzorkli musi byt doplnéna
mikroskopii.

Velkou vyhodou je naopak moznost diferencidlni diagnostiky hematurii na zaklad¢ distribu¢ni
kiivky erytrocytd a jejich morfologie. Zajimava je i moznost analyzy jinych télnich tekutin
obsahujicich mensi mnozstvi bun¢k, napt. mozkomisni mok, sperma, tekutina z peritonealni
dialyzy apod.

14.3.4. Bunééna imunologicka vySetieni

14.3.4.1. Buiiky imunitniho systému

V ramci imunologického vySetfeni se ziskavaji informace o poctu a funkci bun€k imunitniho
systému, které se podileji na zajisténi obrany organizmu. Vysetieni bunécnych subpopulaci
ma vyznamnou roli v diagnostice imunodeficitl, urfovani hematologickych malignich
onemocnéni apod.

Obr.160: Buniky imunitniho systému - prevzato z Horejsi, Bartunkova: Zdiklady imunologie,
Praha, Triton 2009

Podstatnou ¢ast imunitniho systému
tvoti rizné druhy leukocytu.
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myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni
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trombocytll) monocyty a tifi druhy
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(vyvoj probiha v brzliku — thymus).
Kone¢nym diferenciacnim stadiem B lymfocytl jsou plazmatické bunky produkujici
protilatky, T lymfocyty diferencuji na Th bunky (pomocné — helper) a Tc bunky
(cytotoxicke).

Bunééné subpopulace na svém povrchu exprimuji (vystavuji) specifické molekuly (znaky,
receptory). Strukturné se jednd o glykoproteiny a jsou pro jednotlivé subpopulace typické.
Jednotlivé znaky mizeme uspotadat do skupin, jez charakterizuji nejen buné¢nou linii, ale 1
stav diferenciace buniky nebo jeji aktivaci.

Pro oznacovani diferencia¢nich znaktl se pouziva jednotny systém, tzv. CD klasifikace (z ang.
Cluster of Differentiation). Kazdy znak definované struktury, rozpoznatelny skupinou
(clustrem) monoklonélnich protilatek, je oznaen ¢islem, napt. CD1. CD2, CD3, atd. Kazdy
nove objeveny znak dostane dalsi pofadové Cislo, které nefika nic o struktufe znaku (jedna se
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jen o ,inventurni* systém). V soucasné dobé bylo charakterizovéano jiz vic nez 400 takovych
znaka.

14.3.4.2. Princip

Nekteré povrchové molekuly (CD znaky) jsou spoleéné pro vice druhl leukocytl, protoze
zajistuji spolecné zékladni funkce, jiné mohou byt pfitomné specificky pouze na urcité
subpopulaci. Toho se vyuziva pfi imunofenotypizaci leukocytl pratokovou cytometrii:

Buiiky v plné krvi se inkubuji s monoklonalni protilatkou proti vySetfovanému antigenu (CD
znaku), pficemz protilatka je oznacCena fluorescencnim barvivem (piima fluorescence). Vazba
protilatky na bunécnou strukturu je vyhodnocovana pritokovou cytometrii.

Bunky je mozné soucasné oznacit vice fluorochromy a tim detegovat najednou vice znaki.
Pocitacové zpracovani namétenych dat pak umozni selektivni analyzu a zobrazovani
konkrétni cilové subpopulace — tzv ,,gatovani* (elektronické ohraniceni, gating). Takto lze
ziskat udaje o subpopulaci bunék charakterizovanych na zéklad¢ jiného znaku, napf.
zastoupeni znaku CD4 na CD3 pozitivnich buiikach (CD3 je typicky pro T-lymfocyty,
kombinace CD3 a CD4 signalu znich vyselektuje Th lymfocyty), nebo pfitomnost
»aktivaéniho* znaku na CD3 pozitivnich lymfocytech (kombinace aktiva¢niho znaku a CD3
vyselektuje pouze aktivované T-lymfocyty) apod.

Obr.161: Priklady gatovani: na ose x dvouparametrového grafu je vynesen jeden parametr,
na ose y druhy, barevné je zobrazena cilova subpopulace.

L T L
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14.3.4.3. Reagencie a postupy

Pro imunologické aplikace pritokové cytometrie se pouzivaji fluorescencné znacené
monoklonalni protilatky. Lze pouzivat piimou imunofluorescenci (protilatka proti
zkoumanému antigenu je oznacend fluoroforem) i nepfimou fluorescenci (protilatka proti
zkoumanému antigenu neni znacena a k jeji detekci se pouziva znacena protilatka proti této
protilatce). Vyhodou piimé fluorescence je jednodussi zpracovani vzorku; nepiima
fluorescence se pouziva v piipadé, ze protilatka proti zkoumanému antigenu neni k dispozici
ve form¢ konjugatu s fluorochromem nebo v ptipadé sledovani slabé exprimovaného antigenu
(neptfima fluorescence poskytuje intenzivnéjsi signal).

Pro znaceni protiladtek je dostupnd celd fada fluorochromli at samostatnych nebo tzv.
tandemovych, u kterych excitace primarniho fluorochromu aktivuje sekundarni fluorochrom.
Pro pritokovou cytometrii jsou nutné ne¢které dalsi reagencie, které se vyuzivaji napf. k fixaci,
lyzaci erytrocyti nebo permeabilizaci bunéénych membran leukocytii. Permeabilizace je
Setrné poskozeni membrany, aby byla prichodna pro reagencie, které musi proniknout do
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buiikky, coz je nezbytné pii vySetfovani cytoplazmatickych nebo jadernych antigent,
vysetfovani obsahu bunécné DNA a RNA a dalsich aplikacich.

Cytometrie umoziuje tzv.kvantimetrii, tj. urCeni mnozstvi (intenzitu exprese) antigenu na
jednotlivych bunikach na zékladé mnoZzstvi navazané protilatky. Kvantifikace se provadi
srovnanim fluorescencéniho signalu bunék s kalibra¢ni kiivkou sestrojenou na zdkladé méteni
kalibra¢nich castic - kulicek se zndmym mnozstvim navazané¢ho fluorochromu.

Nekteré cytometry maji jako jeden z parametrii i Cas, takze lze provadét i kinetické studie
(napf.méfeni zmén hladin intraceluldrniho kalcia po stimulaci buiiky, stanoveni aktivity
intracelularnich enzym1).

14.3.4.4. Pristroje

Analyzy jsou provadény na flow cytometrech se slozitym optickym systémem (vice laserti a
detektorti pro fluorescenci rtiznych vlnovych délek) a moznosti softwarové kompenzace
ptekryvu emisnich spekter jednotlivych fluorochromi, ke kterému dochdzi pfi multibarevné
analyze.

Obr.162: Prekryv emisnich spekter
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Pfevzato z Iuri Marinov: Prutokova
cytometrie v klinické hematologii,
Praha, Triton 2008
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Obr.163: flow cytometr se sorterem

Nekteré typy modernich pratokovych cytometrd (napf.
Calibur Becton-Dickinson, iCyt Eclipse, Partec CyFlow
aj.) jsou vybaveny ,sorterem* - zafizenim pro fyzické
rozttidéni bun€k do vice frakei: Fokuzovany proud bunék
prochazi vibraénim mechanismem, ktery zplsobi rozpad
fokuzovaného proudu na jednotlivé kapicky, z nichz kazda
obsahuje pouze jednu builkku (toho Ize dosidhnout
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odpa elektrostaticky pomoci nabitych vychylovacich destic¢ek.

Pritokova cytometrie umoziiuje analyzovat desetitisice
bun¢k v jednom vzorku (na rozdil od star$i metody - fluorescencni mikroskopie).
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V soucasné dobé¢ jsou pro imunologické aplikace na trhu prutokové cytometry fady firem:
Becton-Dickinson, BioRad, Coulter Electronics, Kratel, Meridian Instruments, Ortho, Partec
aj.

14.3.5. Multiplexové metody

Flow cytometrie byla vyvinuta pro analyzu bunék, dokaze vsSak detegovat jakékoli Céstice
velikosti fadoveé v um, napi. inertni mikrosféry (kulicky) obarvené riznymi fluorochromy.
Takovéto mikrosféry se pouzivaji pro kalibraci flow cytometr (viz. kvantimetrie), mohou
vSak slouzit jako pevna baze pro multiplexové analyzy. Multiplexové systémy umoziuji
stanoveni velkého poctu analytli z minimélniho objemu vzorku.

Dostupné multiplexové systémy jsou dvojiho typu: planarni, které jsou vlastné rozSifenim
ELISA metody, a ,bead-based” multiplexové analyzy (na mikrosférach) zpracovavané flow
cytometrii.

Multiplexové analyzy na mikrosférach ptredstavuji nejnovéjsi aplikaci pratokové cytometrie.
Mikroskopické polystyrenové kulicky (beads) jsou obarveny rtiznymi koncentracemi dvou
fluorescen¢nich barviv, jejichz vzajemné kombinace tvoii az 500 riznych barevnych odstint
(typ) mikrosfér. Na kazdém typu mikrosféry je navazana specifickd protilatka nebo proba
rozpoznavajici a vazajici ur¢itou molekulu (antigen, protilatku, receptor, substrat enzymu,
DNA, RNA atd.). Po smiseni mikrosfér se vzorkem (napf. sérem, plazmou, bunéénym
lyzatem) v jamce mikrotitraéni desticky dojde ke specifickému navazani ptislusného analytu
ze vzorku na povrch mikrosféry. Ke smési je nasledné ptfiddna fluorescenéné znacena
protilatka proti navazanému analytu.

Obr.164: Princip
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Pro multiplexové metody je typické, ze se riizné typy mikrosfér kombinuji do sett, které pak
umoziuji simultanni stanoveni velkého poctu analyti z jednoho vzorku. Vyslednéd suspenze
mikrosfér s navazanym komplexem se nésledné vyhodnocuje prutokovou cytometrii, kdy
pfistroj registruje nejdiive zbarveni vlastni mikrosféry (identifikuje navazany analyt) a poté
kvantifikuje analyt na zaklad¢ intenzity fluorescence znacené protilatky.

Nejznaméjsim multiplexovym systémem pro flow cytometrii je Luminex xMAP (Multiple
Analyte Profiling) , ktery teoreticky umoznuje 50 — 500 simultannich analyz. Techniku a
reagencie Luminex dodavd tada firem, napt. Applied Cytometry System, Biosource
International, Mirai Bio, Qiagen, Upstate, LINCO Research, Marligen Bioscience, BioRad,
Invitrogen, Millipore a dalsi. Kapacitu systému Luminex (az 500 typt mikrosfér — 500
simultannich stanoveni) lze vyuzit prakticky pouze pro analyzu nukleovych kyselin; pfi
analyze proteinii pti velkém poctu simultannich reakci hrozi vétsi riziko zkiizenych reakei
protilatek a interferenci. Systém Luminex pro zpracovani analyz vyzaduje specidlni flow
cytometry (Luminex nebo BioRad).
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Druhou moznosti je CBA (Cytometric Bead Array) firmy BD Bioscience, ktery dovoluje
simultdnni stanoveni 30-ti analytli a méfeni lze provadét na jakémkoli multibarevném flow
cytometru.

Podobny systém vyrabi i Beckman Coulter, ktery misto kombinace dvou barev na
mikrocastici vyuziva kombinaci dvou mikrosfér pro kazdou metodu.

Spektrum moznych aplikaci zahrnuje cytokiny, chemokiny, rastové faktory, zanétlivé a
kardidlni markery, tumormarkery, hormony, specifické IgE, izotypy imunoglobulini,
protilatky, fosfoproteiny, intracelularni signalni molekuly, HLA testovani, genotypizaci a
dalsi.
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15. Osmometrie
15.1. Princip

Osmometrie je analytickd metoda k méfeni koncentrace castic v roztoku. Tato metoda
vyuziva zmén, které¢ zplisobi Castice rozpusténé v rozpoustédle tzv. koligativnich vlastnosti
roztoku.

Rozpusténi latky v rozpoustédle vede ke:

e snizeni tenze vodnich par

e zvyseni teploty varu (ebulioskopicky efekt)

e snizeni teploty tuhnuti (kryoskopicky efekt)

e vzniku osmozy - zvySeni osmotického tlaku

Vsechny tyto vlastnosti jsou zavislé pouze na poctu rozpusSténych castic a nikoliv na
rozpusteéné latce jako takové.

15.1.1. Osmoticky tlak ()

Osmoticky tlak je tlak nizkomolekuldrnich latek a iontd v rozpoustédle. Jestlize jsou dva
vodné roztoky o rizné koncentraci od sebe oddéleny polopropustnou membranou, kterd je
propustné pouze pro vodu (ne pro rozpusténé castice), potom pronika voda z prostoru s nizsi
koncentraci rozpusténych ¢astic, do prostoru s vyssi koncentraci rozpusSténych castic. Tento
pohyb molekul vody se nazyva osmoza. Tlak, ktery je tfeba vyvinout k zabranéni pohybu
vody pfes membranu, se nazyva osmoticky tlak (obrazek €. 164).

Osmoticky tlak
molekuly semipermeabilni
rozpusténé latky membrana molekuly vody

4

osmoza

.

Obrazek 164: Osmoticky tlak

Osmoticky tlak vznikd disledkem ptsobeni celkového poctu osmoticky aktivnich Céstic v
roztoku bez ohledu na jejich velikost. Kazda ¢astice — molekula, atom nebo iont v roztoku se
podili na kone¢né hodnoté osmotického tlaku stejnou mirou. Osmoticky aktivni jsou pouze
Castice, které jsou rozpusténé v roztoku a které nemizou volné piechazet pfes membranu.
Pokud latka disociuje, je kazda jeji disociovana ¢ast osmoticky aktivni ¢astici. Nedisociovana
latka predstavuje jen jednu osmoticky aktivni ¢astici.

Osmoticky tlak lze vyjadfit vztahem pro ideélni roztok (van’t Hoffova rovnice, rovnice €.1):
T =1XxcxRxT

kde:

n= osmoticky tlak (Pa=1J m™)
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i = disociacni ¢islo, pocet Castic, na které rozpusSténa latka disociuje — napt. i =1 pro
neelektrolyty,

1 = pocet osmoticky ucinnych ¢astic (pro silné elektrolyty)

c¢= molarni koncentrace (mol L™)

R= molarni plynové konstanta (8,31441 J mol™ K™)

T= termodynamicka teplota (K)

15.1.2. Osmolarni koncentrace

Osmometrie je technika k méfeni koncentrace rozpusténych ¢astic v roztoku, tzv. osmoldrni
koncentrace. Osmoldrni koncetrace se vyjadiuje jako osmolarita nebo osmolalita.

Osmolarita (mol . I, osmol . I'") — se vyjadiuje na objem (1) roztoku.Osmolarita je molarita
(mol/l), je to latkova koncentrace osmoticky aktivnich latek. Osmolarita je mnozstvi vSech
osmoticky aktivnich latek v 1 1 roztoku.

Osmolalita ( mol - kg * nebo osmol - kg ) — vyjadfena na kg rozpoustédla. Je to
koncentrace osmoticky aktivnich latek v jednotce hmotnosti rozpoustédla. Na rozdil od
osmolarity se jednd o mnozstvi latek v objemu rozpoustédla (tj. bez rozpusSténych latek).
Osmolalita je stejna jako molalita (mol - kg ) u neelektrolyti nebo vyssi u elektrolytd, tj.
latek disociujicich, nez molalita téhoz roztoku. Napt. 1M roztok glukézy a 1M roztok NaCl
maji stejnou molalitu, tj. 1 mol/kg. Molekula glukézy nedisociuje, proto je osmolalita tohoto
roztoku rovna 1 osmol/kg. Roztok NaCl disociuje tak, Ze z jedné molekuly NaCl vzniknou
dva ionty (Na*, CI), z nichZ oba jsou osmoticky aktivni, proto osmolalita tohoto roztoku je 2
osmol/kg.

Osmol je mol osmoticky aktivnich latek. Osmolalita vyjadfena v mmol/kg rozpoustédla je z
termodynamického hlediska piesnéjsi, protoze koncentrace roztoku vztazend na vahu
rozpoustédla neni zavisla na teploté.

U silné nafedénych vodnich roztokt se hodnota osmolarity a osmolality téméft nelisi, protoze
1 I vody se pfiblizné€ rovna 1 kg vody a mnozstvi rozpuSténych latek je moZné zanedbat.

15.2. Méreni osmotického tlaku

V laboratofi se pouziva nepiimé meéfeni osmotického tlaku. Vychdzi se z meéteni téch
vlastnosti roztoku (koligativni vlastnosti), které se méni v zdvislosti na zméné osmolality.
Ptistroje pro métfeni osmolality se nazyvaji osmometry. Nejvice pouzivand metoda k méfeni
osmolarni koncentrace je metoda zalozena na méfeni snizeni bodu tuhnuti - kryoskopie.

15.2.1. Kryoskopie

Osmometry zalozené na kryoskopickém principu vyuzivaji sniZzeni teploty tuhnuti roztoku
Vv zavislosti na koncentraci ¢astic v roztoku. Bod tuhnuti ¢isté vody je 0,000 °C, 1mol roztok
glukozy rozpustény v 1kg vody ma bod tuhnuti snizen o -1,858 °C. Kryoskopicky osmometr
musi byt vybaven velmi citlivym teplomérem, protoze sniZeni teploty tuhnuti je velmi malé. 1
mmol latky rozpustény v 1 kg vody, snizi bod tuhnuti o 0,001858 °C.

Pribéh kryoskopického méfeni (obrazek ¢.2):

e Vzorek se nejprve pomalu termoelektricky ochladi nékolik stupniit pod bod tuhnuti.

¢ Poté se mechanicky indukuje zacatek krystalizace.

¢ V tomto bod¢ se pii krystalizaci uvolnuje skupenské teplo tuhnuti — dojde ke zvySeni teploty
pfesné na teplotu tuhnuti.

e Teplota tuhnuti je stejnd po dobu, kdy se uvoliuje skupenské teplo tuhnuti rozpoustédla -
,faze platau®.

e Teprve pak pokracuje ochlazovani mrznouciho roztoku.
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e Pokles bodu tuhnuti roztoku (vzorku) proti bodu tuhnuti rozpoustédla (vody) je piimo
umeérny osmolalité.

Jednotlivé pristroje se liSi zplisobem, jakym vyvolavaji zacatek krystalizace podchlazené¢ho
meéifeného vzorku. Muze to byt kratkodoba vibrace kovového dratku, poklep kladivka na sténu
méfici nadobky nebo Gcinek ultrazvukovych vin.

['Cl 4 [T]

y Toztok

voida

snizeni hodu
tuhnuti

cas (min.} |

0 1 0 1
Obrazek 165 Kryoskopicka teplotni kiivka

15.2.2. Ebulioskopie

Ebulioskopickd osmometrie sleduje snizeni tenze vodnich par nad roztokem, zvySeni bodu
varu (ebulioskopicky efekt) v zavislosti na koncentraci osmoticky aktivnich ¢astic v roztoku.
Jeden osmol jakykoliv ¢astic rozpusténych v jednom kg vody zplsobi zvySeni teploty varu
(ebulioskopicky efekt) o + 0,52 °C a snizeni tenze vodnich par rozpoustédla nad roztokem o
0,3 mmHg (39,9 Pa). Osmoticky aktivni ¢astice v roztoku sniZzuji proporcionalné tenzi
vodnich par, coz vede ke snizeni rosného bodu. Rosny bod je teplota, pfi které¢ je vzduch
maximalné nasycen vodnimi parami, pokud teplota klesne pod teplotu rosného bodu, nastava
kondenzace vodnich par. Strmost poklesu rosného bodu je 0,303 °C na osmol/kg, tento pokles
je velmi nizky a vyzaduje vyssi rozliSeni pfi méfeni teploty (0,0003°C) stejné jako méfeni
zvySeni teploty varu (ebulioskopie- zvySeni bodu varu bodu varu o +0,52 °C na 1
osmomol/kg). Pfi méfeni interferuje ptitomnost alkoholu a jinych tékavych latek.

15.2.3. Koloidni osmometr

Jeden osmol jakychkoliv ¢astic rozpuSténych vjednom kg vody zplisobi — zvySeni
osmotického tlaku o 17000 mmHg (2266 kPa). V praxi neni mozné méfit osmolarni
koncentraci latek pfimo méfenim osmotického  tlaku, tzn. tlaku vznikajictho na
semipermeabilni membrané propustné pouze pro vodu, protoze dostupna semipermeabilni
membrana je vzdy propustnd pro malé ionty. I kdyby existovala vhodnd membrana, tlak ,
ktery je vyvijen na membranu, je enormné¢ vysoky (1 osmol zptsobi zvySeni osmotického
tlaku 0 2266 kPa ) a membrana by praskla. Pokud bychom chtéli méfit pouze osmoticky
aktivni molekuly proteinli, miZzeme méfit osmoticky tlak pomoci koloidniho osmometru, kde
si zvolime odpovidajici membranu s cut off hodnotou 10 — 20 000 Da, ktera neni propustna
pro proteinové molekuly. Pro méteni celkové osmolality nelze koloidni osmometr pouzit.
Koloidni osmometr — onkometr (obr. ¢. 166) se pouziva vzacné k méfeni tzv. onkotického
tlaku — tlaku plazmatickych bilkovin. K méfeni se pouziva polopropustna membrana, ktera
oddéluje tekutiny (referencni a métenou), o rizné koncentraci vysokomolekuldrnich latek.
Principem méteni onkotického tlaku je sledovéani rozdilu tlaku mezi referen¢ni komiirkou a
komitrkou s méfenym vzorkem. Rozdil tlaki je méten piezoelektricky.
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Obrazek 166 Schéma koloidniho osmometru - onkometru

15.3. Stanoveni osmolality v biologickém materiilu

Nejcastéji pouzivand metoda k meétfeni osmolarni koncentrace v biologickych tekutinach
(plazmé, séru, moci) je zalozena na méfeni snizeni bodu tuhnuti - kryoskopie. Je to robustni
metoda, kterd ma Siroké pouziti ve vSech klinickych zdravotnickych laboratofich. Lidska
plazma (podobné i plné krev a sérum) vykazuje snizeni bodu tuhnuti v v rozmezi 0,54 + 0,014
°C (0,512 — 0,568 °C). Pokud 1 mol osmoticky aktivnich €astic snizi teplotu tuhnuti o -1,858
°C, pak snizeni o -0,54 °C ptedstavuje hodnotu osmolality 0,54/1,858= 0,2906 mol/kg= 290,6
mmo/l. Stejného vypoctu pouzivaji osmometry zaloZené na kryoskopickém principu.

15.3.1. Osmolalita séra (plazmy)

Osmolalita charakterizuje osmotickou kapacitu tekutiny, schopnost pusobit osmotickym
tlakem na semipermeabilni membranu. Osmolalita plazmy se za fyziologickych podminek
pohybuje v rozmezi 285 + 10 mmol/kg a je velmi pfisné regulovana pomoci osmoreceptorti
v mezimozku, které reguluji sekreci adiuretinu (ADH), jez ovliviluje zpétnou resorpci vody
Vv distalnim tubulu ledvin. Systémy fidici pfijem a vydej vody zajiSt'uji nejen konstantni objem
celkové télesné vody, ale i konstantni osmolalitu. Nemame-li k dispozici osmometr, Ize
k odhadu osmolality pouzit vypocet. Nejvice rozsifena je rovnice

Osmolalita séra (vypocitana) = 2xNa'+ urea + glukoza

Kde: Na', urea, glukdéza jsou plazmatické koncentrace v mmol/l. Ve vzorci se pocita
s hlavnim extracelularnim kationtem (Na®), koeficient 2 zapocitava i odpovidajici anionty.
Urea a glukoéza jsou jediné z b&zné meétfenych sloZzek plazmy, které mohou zvlasté za
patologickych stavii dosahnout koncentrace vyznamné ovliviiujici osmolalitu.

15.3.2. Osmolalni okno (osmolal gap)

Je rozdil mezi méfenou a vypocitanou osmolalitou. Odhadovana osmolalita podle uvedené
rovnice odpovidd osmolalité métené, pokud se v plazmé nesvyskytuji patologické latky
zvysujici osmolalitu (tabulka €. 9). Ob€ hodnoty se bézn¢ shoduji, resp. lisi pouze v intervalu
do 5, maximaln€¢ 10 mmol/kg vody. Porovnani vypoctu s méfenim je uzite¢né tam, kde je
podezieni na pfitomnost latek o malé molekule, s nimiz vypocet nepocitd. Napt. 1 g etanolu
(tedy 1 promile alkoholu) v plazmé zvysi naméfenou osmolalitu o cca 23 mmol/kg vody.
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Patologicka Potencialni letalni Osmolalni okno
latka koncentrace (mg/l) (mmol/ kg vody)
etanol 3500 81
etyléter 1800 70
izopropanol 3400 60
metanol 800 27
ethylenglykol 210 3,4
Tabulka 9

DalSim stavem, kdy neodpovida vypoctend osmolalita méfené osmolalité, je extrémné vysoka
plazmatickd koncentrace bilkovin nebo lipidi. V téchto piipadech se méni podil vody
Vv plazm¢ a vypocet, ktery pocita s koncentraci latek na 1 1 plazmy, nemize odpovidat
zmétené hodnoté, kterd se vztahuje na 1 kg vody.

15.3.3. Osmolalita moce

Osmolalita moce se pohybuje u dospélého ¢loveéka v rozmezi 250 — 1200 mmol/kg pii
maximalnim koncentracnim Usili zdravych ledvin. Na osmolalit¢ moce maji hlavni podil
kationty — Na*, K, NH4" a urea. Koncentra¢ni schopnost ledvin je mensi u kojenct a
postupné snizovani je fyziologické i vlivem starnuti.

15.4. Diagnosticky vyznam stanoveni osmolality

15.4.1. Osmolalita séra (plazmy)

O osmolalité¢ séra (plazmy) rozhoduje predevsim Na+ a odpovidajici anionty, dale urea,
gluk6za a v malé mife bilkoviny. Podil urey se stdvd vyznamngjSim az s jeji retenci
v organizmu, podil glukozy roste u dekompenzovaného diabetika nebo pfi intoleranci glukézy
u kriticky nemocnych. Podil bilkovin, tzv. koloidné osmoticky tlak, je vyznamny pro udrZeni
cirkulujicich tekutin v cévnim ftecisti. Pfi patologicky zvySenych hodnotach osmolality
hovofime o hyperosmolalité a naopak pfi sniZenych hodnotach osmolality jde o stav, ktery se
nazyva hypoosmolalita.

Hyperosmolalita ( > 300 mOsm)

Hypoosmolalita ( < 270 mOsm)

15.4.2. Osmolalita moce

Stanoveni osmolality moc¢e ma diagnosticky vyznam u onemocnéni ledvin. Podle hodnoty
osmolality moce se posuzuje koncentra¢ni schopnost ledvin. Porucha koncentra¢ni schopnosti
ledvin patii k prvnim zndmkadm onemocnéni ledvin.

15.5. Technicka feSeni vyrobci - nejvice pouzivané kryoskopické osmometry

Osmometr Arkray OM 6050 a OM 6060 vyrobce ARKRAY Inc. (Japonsko)

Tento pfistroj je pln¢ automatizovany, je vybaven podavacem vzorkil, ma integrovanou
termotiskarnu a ¢teCku ¢arového kodu. Potfebny objem vzorka pro méteni je 200 pl, cas
méfeni je 2 - 3 minuty. Rozsah méfeni je 0-2500 mOsm/kg, piesnost méfeni udava vyrobce
<1% (CV).

Pribéh méveni:

Tryska natahne vzorek a posle ho do méfici cely. Thermo-module 2 je aktivovan a postupné
ochlazuje teplotni modul (Thermo module 1 a 3). To zplsobuje superchlazeni: vzorek
Vv meétici cele je jesté kapalny v bod€ tuhnuti (tdni). Thermo modul 3 je aktivovan k chlazeni
chladiciho bloku(Cryogenic Cooling Blocku), dokud teplota nepoklesne pod teplotu tuhnuti.
Indukce krystalizace se provadi uéinkem ultrazvukovych vin. Vzorek v bloku tuhne
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(zmrzne). Provede se méfeni teploty - pokles bodu tuhnuti roztoku (vzorku) proti bodu
tuhnuti rozpoustédla (vody), ktery je je pfimo umérny osmolalité. Na Thermo-moduly 1 a 3
je aplikovan opaény proud k zahtati tepelného bloku ( Heat Blocku) a chladiciho bloku
(Cryogenic Cooling Blocku). Vzorek roztaje do svého pitivodniho kapalného stavu. Tryska
prenese vzorek z méfici cely do odpadni nddobky (obrazek ¢.167).

~——--- - Detektor (Detector)

k Chladici deska
Mgfici cela (Cooling Base)
(Measurement Cell) :

1 |

1 Teplotni modul
- (Thermo modulel)

Tepelny blok

(Heat Block) Teplotni modul

(Thermo module2)

Teplotni modul
(Thermo module3)

Chladici blok
‘Cryogenic Cooling Block)

* vzorek

Obrazek 167 Schéema merici cely analyzatoru Advaced

Osmometr Fiske 210 (vyrobce: Advanced Instrument, USA)

Jedna se o jednovzorkovy pfistroj vhodny pro malé laboratofe. Potfebny objem vzorkl pro
meéfeni je 20 pl, Cas mefeni je 90 vtefin. Rozsah méfeni je 0-2000 mOsm/kg, pfesnost méteni
udava vyrobce <1% (CV).

Priibéh méfeni:

Vzorek je ddvkovan specidlni pipetou, kterd davkuje a umistuje vzorek do méfici komirky a
zaroven aktivuje spoustéci spina¢ chladici komurky. Teplota v chladici komurce je udrZzovana
pomoci modulu s termoelektrickymi ¢lanky. Pro indukei krystalizace pouZziva poklep kladivka
na chladici komiirku. Dynamické zmény teploty vzorku se automaticky méfi pomoci
termistoru a hodnoty se zobrazuji na displeji.
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16. Molekularné biologické vySetiovaci techniky

Molekularné biologické metody postupné pronikaji do mnoha odvétvi. Vyuzivaji se
Vv biologickych védach, v 1ékaiské genetice, mikrobiologii, biochemii, genetickém inzenyrstvi,
ale také v antropologii, onkologii nebo v kriminalistice. V této kapitole je uveden princip
zakladnich molekularné biologickych technik a jejich mozné vyuziti v klinické praxi.

16.1. Metody priikazu specifické nukleové kyseliny

16.1.1. Hybridiza¢ni techniky

Tyto techniky jsou zalozeny na principu spojovani dvou jednofetézcovych molekul
nukleovych kyselin za tvorby hybridu DNA-DNA, DNA-RNA nebo RNA-RNA. Jednou
z této dvojice je obvykle tzv. hybridiza¢ni sonda, coz je kratky usek nukleové kyseliny (od
20-ti do nékolika tisic nukleotidll) znaceny radionuklidem, chemiluminiforem, heptenem,
antigenem nebo enzymem, ktera je komplementdrni k hledané sekvenci DNA ¢i RNA.
Hybridiza¢ni reakce mize probihat dvéma zptsoby: bud’ jsou ob¢ vldkna volné€ rozptylena v
roztoku nebo je jedna z hybridizujicich slozek navazana na pevny nosic.

HYBRIDIZATION

Obr.168 Hybridizace

16.1.1.1. Hybridizace v roztoku

Pfi této metodé jsou nukleova kyselina i hybridiza¢ni sonda rozptyleny v roztoku a mohou
spolu voln¢ reagovat. Po pfidani enzymu Sl-nukleazy, ktery selektivné rozlozi pouze
jednotetézcovou DNA, zlstanou v roztoku pouze dvoufetézcové hybridy. Ty mohou byt
potom vysrazeny z roztoku kyselinou trichloroctovou nebo vyvazany na hydroxyapatit. Pro
rutinni pouziti je vSak tato metoda pfili§ pracnd a pouziva se tzv. HPA — Hybridization
Protection Assay, kde je sonda oznaCend akridinesterem navazana na mikrocastici
s kovovym jadrem, coZ usnadiiuje separaci. Cela reakce probihd v téchto krocich:

- extrakce nukleové kyseliny (vyhodné je vyuziti 16S ribozomalni RNA pro vyssi
vytéznost)

- hybridizace pfi teploté 60°C

- separace hybridii a degradace nenavazanych sond

- promyvani roztoku

- indukce luminiscence a méfeni jeji intenzity v luminometru.
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16.1.1.2. Hybridizace na pevném nosici

Na rozdil od piedchozi metody je zde hybridiza¢ni sonda navdzdna na pevny nosi¢ a
kinetika této reakce je proto pomalejsi a relativné malo efektivni. Tohoto principu se vyuziva
hlavné u testl, kde stanovujeme vice markeri soucasn€, napi. vice subtypti jednoho
infekéniho agens (tzv. multiple tests), nebo pii HLA typizaci. Mlzeme testovat naraz az
dvacet rozdilnych sond, které jsou navazany napf. na nylonovy prouzek.

Mezi varianty hybridizace na pevném nosici patii dot-, blot- a slot- hybridizace, Southerntv
pienos (popsany v kapitole vénované detekci mutaci) a hybridizace RNA (Northern blotting).
Imobilizace vzorkd se provadi nejcastéji na membrany z nitrocelulézy nebo nylonu.
Nukleovou kyselinu pfed testovanim piedem extrahujeme a zpravidla 1 amplifikujeme (pro
vyssi citlivost testu) a oznacime napft. biotinem (pro naslednou vizualizaci). Dalsi modifikaci
této metody je tzv. Sandwich hybridization assay, kde primarni sonda neni znacena a je
pouzita druha oznacend sonda (komplementarni s jinym usekem nukleové kyseliny) nebo
ptimo protilatka proti nukleové kyseling.

16.1.1.3. Hybridizace in situ

Je v podstaté variantou hybridizace na pevném nosici s tim rozdilem, Ze hybridizace probiha
ptimo v morfologicky intaktni tkéni, v buiikdch nebo na chromozomech, které jsou fixovany
na mikroskopickém sklicku. To ssebou nese dva castecné protichidné pozadavky: co
nejdokonalejsi uvolnéni analyzované nukleové kyseliny a co nejSetrnéjsi fixace tkané pro
morfologickou analyzu.

Vysetiovana nukleové kyselina musi byt nejprve denaturovana. Na ni je pak podle pravidel
komplementarity bazi navazana sonda. Navazani sondy na vysetfovanou DNA se projevi jako
hybridizacni signal, ktery mizeme pozorovat pod mikroskopem.

Znaceni sond muze byt pifimé, coz umoznuje pozorovat hybridiza¢ni signal ihned po
skonCeni hybridizace, ale nevyhodou je, ze signal nelze zesilit. K pfimému znaceni se
nejcastéji vyuziva fluorescencni barvivo fluorochrom (napi. u metody FISH - Fluorescence
In Situ Hybridization) nebo radioaktivni izotop. Pfi nepfimém znaceni je sonda znafena
haptenem, ktery je nasledné detekovan pomoci znafené protilatky. Hybridiza¢ni signal je
V tomto pfipadé mozné zesilit.

16.2. Metody pro stanoveni poiadi nukleotidi
16.2.1. Sekvenovani (sekvenace, sekvencovani)

Sekvenacni biochemické metody zjistuji potadi nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich
DNA (jaderné, mitochonrialni nebo plazmidové). Dnes je znamo jiz velké mnozstvi metod
sekvenovani DNA, které se 1i$i jak nékterymi zdkladnimi principy, tak pfedevSim cenou a

rychlosti. V této kapitole se budeme vénovat jen né€kolika nejzékladn&jsim metodam
sekvenace.

0 3 50 ] a0
CGATIG A TIBMGCGGECOGCE AATTCGCCCTTTCTC TACG A0G ATG ATTTACACGCATG TGC TG AAMTTEGGCEGETEGCCEGE AGTGCGC TCACCEC
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Obr.169 Sekvenace dle Sangera vyhodnocend pocitacem
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16.2.1.1. Sekvenace dle Sangera

Od 70. let 20. stoleti je pouzivana metoda Fredericka Sangera, kterd vyuziva
dideoxynukleotidii a nasledné elektroforézy. Dideoxynukleotid se zacleni do replikujici se
DNA, ale vzhledem k absenci OH skupiny zastavi elongaci (prodluzovani) fetézce.

Vybrand sekvence DNA se vlozi do reak¢éni smési, jez obsahuje vhodny radioaktivné
oznadeny primer (napf. pomoci P*), DNA polymerizu (Taq polymerdza), zasobu &tyf
esencidlnich deoxyribonukleotidi (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), ale navic také jeden ze Ctyt
dideoxynukleotidd, napt. ddATP. Elongace tedy v tomto piipadé skon¢i vzdy adeninem, ale
na ruznych mistech DNA fetézce. Do dalsi zkumavky se ptida jiny dideoxynukleotid, celkem
budeme mit tedy Ctyfi zkumavky.

Razné dlouhé fragmenty DNA se pak rozdéli elektroforézou v gelu. Porovnanim ctyt vedle
sebe umisténych elektroforetickych geld snadno zjistime, jak za sebou nasledovaly nukleové
baze ve zkoumané sekvenci DNA.

Sangerova metoda ma také mnoho alternativ, nové modifikace této metody napf. misto
oznaceni radioaktivnim primerem vyuZzivaji fluorescencni barviva navazand na jednotlivé
dideoxynukleotidy. Vyhoda je v tom, ze misto ¢tyf zkumavek lze pouzit jen jednu, protoze pfi
elektroforéze jsou jednotlivé nukleové baze oznacené riznymi fluorescenénimi barvami.

sekvenovany Usek DNA

—
| 4
ddCTP ddGTP ddATP ddTTP 2 hL
ﬁ | l ﬁ J {
fe 3 'v
Y \ dNTPs + primer
‘L_ » ¢ ( ) “i )

nové i‘enézce DNA

Obr.170 Princip sekvenace dle Sangera

16.2.1.2. Maxam-Gilbertova metoda

Sekvenace, kterou v roce 1977 vyvinuli Allan Maxam a Walter Gilbert, se oznacuje jako
degradacni ¢i chemické sekvenovani. Principem této metody je specifickd chemicka
degradace purinovych a pyrimidinovych bazi. Purinové baze jsou modifikovany pomoci
dimethylsulfoxidu, pyrimidinové pomoci hydrazinu. Poté je pomoci 1M piperidinu pii 90°C
$tépena cukrofosfatova kostra v misté piisluiné modifikované baze. Stépeni DNA je nahodné,
pii poméru ve prospéch DNA se rozstépi pouze kazda 3-4 baze.
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Rozstipanda DNA se nasledné nanese na polyakrylamidovy gel a nechd se probéhnout
elektroforéza, ktera sefadi vSechny sekvence podle jejich délky. Poslednim krokem je
zviditelnéni téchto sekvenci pomoci rentgenového zafeni (po prvotnim oznaceni jejich koncti
radioaktivnimi znackami) a uréeni poradi nukleovych bazi v ptivodnim vzorku DNA.

16.2.1.3. Pyrosekvenovani (angl. pyrosequencing)

Jde o novéjsi metodu sekvenovani DNA, ktera vznikla v roce 1996. Je sice (podobné jako
Sangerova metoda) zalozena také na syntéze novych sekvenci DNA, ale liSi se zptisobem, jak
je detekovano zaclenéni daného nukleotidu a nevyzaduje elektroforézu. Ve smési pro
pyrosekvenovani musi byt vSak pfitomno velké mnozstvi enzymii, mimo DNA polymerazy
jeste¢ ATP sulfurylaza, luciferdza a apyrdza; ze substrati pak adenosinfosfosulfat a luciferin.
Do této smési jsou postupné vkladany nukleotidy riznych typt (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).
Kdyz se po pfidani jednoho z nich uvolni svételné zatreni, znamena to, Ze se do vznikajiciho
fetézce zaclenil jeden nebo vice nukleotidi tohoto typu. Toto svétlo zde vznikd v disledku
enzymatické reakce, na jejimz zacatku je uvolnéni pyrofosfatu z nové zaclenéného nukleotidu
a na jejimz konci je spotieba vzniklého ATP luciferdzou k oxidaci luciferinu.

LR DL
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Obr.171 Vysledek pyrosekvenovani

16.2.1.4. Sekvenace nové generace (NGS — next generation sequencing)

Rozvoj molekuldrni biologie s nutnosti sekvenovat stile vétsi iseky DNA (nejlépe celé
metodou nové generace se stala technologie tzv. masivniho paralelniho sekvenovani (MPSS),
dalsi metodou je pak pyrosekvenovani (popsané vyse).

Podstatou novych metod je vazba fragmentu nukleové kyseliny na mikrokuli¢ky. Pfi
emulzni PCR pak dochazi na kazdé kulic¢ce ke klonalni amplifikaci — vsechny molekuly DNA
pochézi z jediné molekuly templatu. Cteni sekvence je feSena bud’ sekvenovanim syntézou
(napft. u pyrosekvenovani), nebo sekvenovanim zaloZeném na ligaci.

Nejnovéjsi technologie, zatim pouze ve vyvoji, jsou zalozeny na principu sekvenovani
jednotlivych molekul DNA prochdzejicich nanometrickym pérem v kiemikovém ¢ipu. Tento
pfistup slibuje vyrazné vyhody z hlediska nakladd, Sife aplikaéniho pouziti 1 rychlosti
sekvenovani.
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Obr.172 Princip klonalni amplifikace

16.3. Metody zaloZené na amplifikaci nukleové kyseliny

Amplifikace znamené obecné zesileni, v pfipadé DNA zmnozeni pfedem urceného tseku.
JedineCnym nastrojem pro amplifikaci nukleovych kyselin je metoda nazyvana PCR
(Polymerase Chain Reaction).

16.3.1. PCR (Polymerase Chain Reaction, polymerazova ietézova reakce)

PCR jako laboratorni techniku objevil v roce 1983 v Kalifornii prof. Kary Banks Mullis.
Vynalez PCR byl pro molekularni biologii skute¢nou revoluci a v soucasné dob¢ je PCR se
svymi modifikacemi jednou z nejpouzivanéjSich technik v tomto oboru.

Zakladnim principem PCR je opakovana fizena denaturace dvoufetézcové DNA a nasledna
renaturace jednotlivych fetézci se specifickymi oligonukleotidy (tzv. primery) o velikosti 20-
30 nukleotidovych bazi, které jsou do reakéni smési cilené ptidany. Tyto oligonukleotidy
slouzi jako pocatky pro syntézu novych fetézci DNA, a tim v podstaté ohranicuji novée
vznikajici useky z obou stran (primery byvaji zpravidla dva a oznacujeme je z angli¢tiny jako
Forward a Reverse). Vlastni amplifikace DNA pak probiha v opakujicich se cyklech, které se
skladaji ze tii kroku:

DENATURACE
Po zahtati DNA na teplotu kolem 95°C se rozpadnou vodikové mustky mezi vlakny DNA,
¢imz se dsDNA (dvoufetézcova) rozdeli na ssDNA (jednofetézcove).

HYBRIDIZACE (navazani ¢i nasednuti primeri)

V anglické literatufe se tato faze oznacuje terminem annealing (to anneal = Zihat, kalit kov,
tzn. po rozpaleni prudce ochladit). Probiha nej€astéji pii teplotach kolem 50— 60°C. Molekuly
jednotetézcové DNA po ochlazeni na tuto teplotu opét renaturuji. Pokud jsou ve smési v
nadbytku specifické oligonukleotidy (primery), budou hybridizovat se svou komplementarni
sekvenci rychleji nez dlouhé jednotetézcové molekuly, jejichz koncentrace je mnohem niZsi.
Teplota, pfi niZ hybridizace probihd, je pro vysledek PCR velmi dilezitd a musi byt
individudlné nastavena pro dany par primert. Pfi pfili§ nizké teploté mohou primery nasedat i
na ne zcela komplementarni sekvence a vytvofii se tim nespecificky produkt. Pti pfili§ vysoké
teploté zase budou primery malo hybridizovat a produkt se nevytvoii vilbec nebo jen v malém
mnozstvi.

ELONGACE (extenze, synteticka faze)

Oligonukleotidy, které se navazaly na jednotetézcovou DNA v pfedchozim kroku, slouzi v
tomto kroku jako primery (pocate¢ni mista replikace). Pti teploté 70-75°C zac¢ne probihat
syntéza novych vldken smérem od 5'-konce k 3’-konci. Tato syntéza je katalyzovana DNA
polymerazou (zpravidla termostabilni Taq polymerazou pivodné izolovanou z bakterie
Thermus aquaticus z horkych prament Yellowstonského narodniho parku) a samoziejmeé
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probihd pouze za pfitomnosti Ctyi esencidlnich deoxyribonukleotidii (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), které slouzi jako stavebni kameny pro nové syntetizovany fetézec (viz obr.173).

Obr.173 Syntéza nového retézce DNA

Po prvnim cyklu PCR se pocet fetézcli DNA ve smési zdvojnasobi. V dalSim cyklu slouZzi
jako templat pro polymerazu i nové vytvorené fetézce, takze se nasyntetizuje dvojnasobné
mnozstvi produktu. Pfi opakujicich se cyklech tedy mnozstvi vytvofenych fetézcl ptibyva
exponencialné podle vzorce:

p=2"
kde p je pocet kopii daného iseku DNA a n je pocet cykli.

V prvnim cyklu, kdy jako templat slouzi pivodni dlouha molekula DNA, vzniknou fetézce,
které z jedné strany presahuji isek vymezeny obéma primery (tzv. primarni produkt). Pokud v
dalSich cyklech jako templat slouzi takto vytvofeny primarni produkt, vytvoii se podle ngj
usek DNA o délce ptesné ohranicené polohou obou pouzitych primeri (od jednoho primeru
bude syntéza zacinat a v mist¢ druhého skonci, nebot’ v tomto misté kon¢i primérni produkt).
Praveé téchto specifickych produkt o piesn¢ vymezené délce bude v pribéhu PCR piibyvat
exponencialng, zatimco delSich (primérnich produkti) jen linearné.

prvnf cyklus druhy cyklus tfetl cyklus
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Obr.174 Schéma PCR
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16.3.1.1. Alelicky specificka PCR

Modifikace PCR uzivand k piimé detekci bodovych mutaci ¢i malych deleci. PCR sm¢és
obsahuje alelicky specifické oligonukleotidy jako primery. V tomto schématu jsou pouzivany
tii primery (na rozdil od bézné PCR se dvéma primery). Jeden z nich pfedstavuje stabilni
hranici cilového amplifikovaného fragmentu DNA a druhé dva piedstavuji alternativni verze
druhého konce (mutovanou/nemutovanou). Mutace, kterou takto detekujeme, tedy tvofi
hranici amplifikovaného fragmentu a je kryta primerem. Vyuziti alelicky specifické PCR bylo
poprvé popsano Vroce 1991 na detekci subtypti HLA (genii pro hlavni histokompatibilni
komplex u Cloveka).

16.3.1.2. Nested PCR

Tato modifikace PCR je vyuzivand v mnoha laboratofich k védeckym i diagnostickym
ucelim. Amplifikace zde probih4 dvoufazove. V prvni fazi se pomoci jedné dvojice primert
namnozi del$i sekvence nukleové kyseliny. Produkt prvni PCR reakce je potom pouzit
v druhé amplifika¢ni reakci, kde se za pomoci jiné dvojice primerii namnozi krat$i vnitini
sekvence tohoto produktu. Vyhodou je hlavné vysokd specificita dand dvéma dvojicemi
primeri. Aby se zabranilo riziku kontaminace pfi otevirdni zkumavek pfi pfenosu vzorki
mezi prvni a druhou PCR reakci, byla pro rutinné diagnosticky provoz vyvinuta tzv. Single-
tube nested PCR. Pfi ni je dvojice primert pro druhou PCR pfitomna jiz v prvni reakci, ale je
oddélena pomoci silné vrstvy minerdlniho oleje. Po skonceni prvni amplifikace se obsah
zkumavky promisi a zcentrifuguje a necha se probchnout druhd reakce.

Nested PCR
Fl > DNA

R1

F2
PRODUKT 1
—>

R2

PRODUKT 2

Obr.175 Schématické zndzornéni Nested PCR

16.3.1.3. Kvantitativni PCR v realném ¢ase (Real-time PCR)

Real-time PCR slouzi ke kvantifikaci amplifikovaného produktu. Jde o obdobu klasické
PCR s tim rozdilem, Ze probiha na specidlnim pfistroji, ktery umoziuje kontinudlné
monitorovat piiristky DNA béhem kazdého cyklu. Zakladni podminkou této reakce je
pfitomnost fluorescenéniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou DNA. Urovei
detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny. Reakce
probihd na specidlnich termocyklerech s optikou umoZznujici excitaci substratl a naslednou
detekcei fluorescence v kazdé jamce. Standardné se pouziva 96ti jamkovy format, k dispozici
jsou vsak 1 384 jamkové cyklery.
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Obr.176 Schéma Real-Time PCR

Na obr.176 je schematicky zndzornéna jedna z moznosti vizualizace RT-PCR. Specifické
sondy maji ve své struktuie sekvenci, kterou hybridizuji k DNA (v oblasti mezi primery) a
pracuji na principu FRET (fluorescence resonance energy transfer) mezi fluorescen¢nim
barvivem (fluorofor R) a zhdSeCem (quencher Q). Nartst fluorescen¢ni aktivity je zplisoben
zvetSenim vzdalenosti mezi molekulou R a Q po rozstipnuti navazané sondy polymerazou.

16.3.1.4. Reverzné transkripéni PCR (RT-PCR)

Tato metoda je vhodnd pro priikaz RNA (napt. virové nebo mRNA vzniklé pfi transkripci
Z DNA). Princip spociva vtom, Ze pied vlastni amplifikaci musi byt izolovana RNA
pfekopirovdna pomoci enzymu reverzni transkriptdzy do cDNA. Reverzni transkriptdzy
izolované z virti jsou vSak termolabilni a nesnaseji teplotu nad 42°C. Proto se zacalo vyuzivat
reverzné transkripéni aktivity, kterou ma v pfitomnosti Mg2+ ionth DNA polymeréza
z bakterie Thermus thermophilus. Ta je schopna pracovat i pii teploté¢ 72°C. PCR reakce pak
probiha béznym zptisobem. RT-PCR se vyuziva pii hledani novych genti, vyhleddvani mutaci
nebo ke zjiStovani sily exprese jednotlivych genti.

16.3.2. LCR (Ligase Chain Reaction, ligazova fetézova reakce)

Technika ligdzové fetézové reakce byla poprvé popsana v roce 1989 a princip vychazi,
stejné jako u PCR, z replikace DNA in vivo. Na rozdil od PCR vsak napodobuje tvorbu
opozd'ujiciho se fetézce (tzv. Okazakiho fragmentil).

LCR pouziva specifické oligonukleotidové komplementarni sondy, vzdy ve dvojici pro
kazdy fetézec DNA. Vlastni reakce probiha ve ¢tyfech fazich:

1. tepelnd denaturace DNA

2. hybridiza¢ni annealing specifickych sond, mezi nimiz ziistane kratky volny usek

3. syntéza fetézce od 3 ’konce jedné k 5 konci druhé sondy DNA polymerazou I

4. spojeni volnych koncti pomoci DNA lipazy.
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16.4. Metody detekce mutaci a polymorfizmu
16.4.1. RFLP + ELFO

16.4.1.1. Délkovy polymorfizmus restrikénich fragmentu (RFLP)

Restrikéni analyza DNA je metodou charakterizace nukleové kyseliny pomoci jejiho Stépeni
na mensi fragmenty. Vyuzivaji se k tomu bakteridlni endonukleazy (restriktazy) — enzymy,
které st€pi DNA v presné definované sekvenci nukleotidi (vétSinou o velikosti 4-8 bp), napft.
enzym s nazvem EcoRI (produkt bakterie Escherichia coli) rozstépi kazdou DNA sekvenci
»GAATTC* mezi nukleotidy G a A. Pokud by byla v této sekvenci zdména tieba jen jediného
nukleotidu, enzym ji uz nerozpozna.

Nyni je znamo asi 1500 druht bakterialnich endonukleaz, které si bakterie tvoii na ochranu
ptred infikujicimi bakteriofagy (pfi napadeni bakterie rozstépi jejich DNA, jejich vlastni DNA
je chranéna metylaci). Pocet i délka fragmentl Stépenych urcitym enzymem je pro DNA
daného jedince specifickd, proto mizeme na zakladé¢ polymorfizmu délky restrikénich
fragmentti provadét odliseni DNA rtznych individui. Kromé RFLP se pro DNA diagnostiku a
studium ptibuzenskych vztaht (naptiklad pti prikazu otcovstvi) hojné vyuziva polymorfizmu
repetitivnich tisektt DNA - VNTR (variabilni poc¢et tandemovych opakovani).

RFLP metodou se daji vyhledavat ¢i detekovat mutace v konkrétni sekvenci urcit¢ho
enzymu. Pro rutinni diagnostiku mutaci se vSak piili§ nehodi a vyuzivd se pfevazné ve
vyzkumu.

Obr.177 Stépeni DNA enzymem EcoRI

16.4.1.2. Elektroforéza fragmentii DNA (ELFO)

Nepostradatelnym néstrojem pro rozdé€lovani makromolekul s riznou velikosti a ndbojem je
gelova elektroforéza. Nukleové kyseliny maji témét konstantni negativni ndboj na jednotku
hmotnosti, takze se déli na gelech prakticky vyhradné na zakladé své velikosti (nejkratsi
doputuji nejdal). V elektrickém poli se diky zdpornému naboji tedy pohybuji od katody
smeérem k anodé€. Elektroforeticka analyza velikosti fragmentii DNA je nedilnou soucasti fady
molekularné biologickych metod (RFLP, SSCP, Southern blot atd.).

Horizontélni elektroforéza se provadi v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu, ktery
plsobi jako molekularni sito zpomalujici prichod velkych molekul vice nez malych. Gel je
ponofen do pufru (TE, TBE, TAE). NanaSeni vzorku probiha za pouziti vkladacich pufri -
roztokli o vysoké hustoté, které umoziuji vkladani vzorki DNA do jednotlivych jamek.
Manipulaci se vzorky pak umoziuje barvivo, napt. bromfenolovd modi, které ma podobnou
pohyblivost v gelu jako DNA. Vizualizace fragmenti DNA na gelu se d¢je pies UV
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transluminator pomoci ethidium bromidu, ktery je vSak pro svou potencialni kancerogenitu
stale Castéji nahrazovan jinymi barvivy (napt. SYBRGreen, GelGreen atd.).

vzorek DNA

Obr.178 Elektroforéza DNA fragmenti

Na obr.178 je schematicky znazornéna elektroforetickd vana pro agar6zovou elektroforézu.
Obecné jde o nadobu s vyvySenym stfedem pro uloZeni gelu a dvéma komorami pro
elektroforeticky pufr po stranach. Gel je pod hladinou pufru. V nejvzdalenéjsim misté kazdé
komory je vzdy podélné uloZena elektroda v podobé tenkého platinového dratku. Ten je
propojen s vnéjsimi konektory, kterymi se elektrody ptipoji ke zdroji napéti.

16.4.2. Analyza DNA pomoci Southernova blottingu

V roce 1975 publikoval Edwin M. Southern novy pracovni postup, ktery umoznuje zjistit
umisténi genl a jinych sekvenci v restrik¢nich fragmentech DNA separovanych gelovou
elektroforézou na nitrocelulézové nebo nylonové membrané. Tato technika nazvana podle
autora "Southern blot" (pozdéji byly navrzeny 1 analogické postupy pro pienos RNA, resp.
proteinll a byly vtipné pojmenovany jako "Northern blot", resp. "Western blot").

Jde o jednoduchy postup pouzivajici kapilarniho vzlinani tzv. ptenosového pufru.
Membréana je ptiloZena na horni plochu gelu, dolni plocha gelu je prostfednictvim houby nebo
jiného savého materidlu spojena se zasobnikem pienosového pufru. Horni plocha membrany
je poté pokryta vétSim mnozstvim savého materidlu (napt. bunicité vaty). Pro lepsi kontakt
vSech vrstev je soustava pifiméfené zatiZena zavazim. Pfenosovy pufr vzlind kapilarni silou
nahoru pfes houbu, gel a membranu do bunicité vaty. Pfitom vymyva z gelu molekuly DNA a
prenasi je na membranu. Ta je pro molekuly DNA nepropustnd, takze ziistavaji na spodni
plose membrany v pifesné stejnych polohach, v jakych se nachazely v gelu po roztiidéni
gelovou elektroforézou. Pfenosovy pufr obvykle obsahuje chemikalie, které narusu;ji stabilitu
vodikovych mustki v molekule DNA, takZe dochézi k jeji denaturaci. DNA je proto béhem
pienosu denaturovana (je jednovlaknova) a pfipravena k hybridizaci se sondou.
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prenosovy pufr (denaturacni)

Obr.179 Prenos podle Southerna (Southern blot)

16.4.3. SSCP (single strand conformation polymorphism, polymorfizmus konformace
jednoretézcové DNA)

SSCP je rutinni metodou pro vyhledavani mutaci. Je jednoduchou, velice senzitivni a
efektivni technikou k detekci mutaci typu zdmény jedné baze.

Podstatou metody je elektroforéza jednovladknové DNA na polyakrylamidovém gelu pfi
nizké teploté. Konformace jednovldknového fragmentu DNA je ddna intramolekuldrnimi
interakcemi uvnitf DNA sekvence. Je zavislé na teploté a iontové sile. Jiz tak maly rozdil jako
je zaména jedné baze zpisobi zménu konformace a rozdilnou pohyblivost pfi elektroforéze.
Rychlost, jakou DNA putuje béhem elektroforézy, tedy zavisi na jeji presné konformaci.

Tato vysoce citliva technika zachycuje 100% mutaci v DNA fragmentech mensich nez 200
bazi a 80% mutaci v DNA fragmentech menSich nez 400 bazi. Optimalni velikost PCR
produktu pro detekci mutaci je 150 bazi.

16.4.4. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Technika MLPA je relativné nova metoda molekularni cytogenetiky, poprvé publikovana
vroce 2002, ktera je vhodnd pro vyhledavani chromozomalnich aberaci. Principem je
hybridizace, tj. navazani oligonukleotidovych sond na cilovou sekvenci DNA na zakladé
jejich komplementarity. Kazda sonda se skladd ze dvou oligonukleotidi. Po hybridizaci na
cilové misto jsou oligonukleotidy spojeny ligaci. Pouze spojené sondy jsou po denaturaci
amplifikovany pomoci klasické PCR reakce za pouziti jednotného paru primeri. Namnozené
sondy jsou rozdeleny kapilarni elektroforézou na zakladé jejich rtzné délky. Nakonec jsou
analyzovany pomoci specidlniho pocitacového programu.

Metoda MLPA dokéaze detekovat pouze pocetni zmény struktury DNA, jako jsou delece ¢i
duplikace, neodhali v§ak balancované piestavby jako jsou translokace ¢i inverze. K vyhoddm
patfi jednoduchost, rychlost a nenarocnost na mnozstvi DNA, k nevyhoddm patii vysoka
citlivost na kontaminaci. V praxi se pouziva napt. v DNA diagnostice muskularni dystrofie.
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