ANALYTICKE METODY

Klinicka biochemie



Spektrofotometrie

e Turbidimetrie
e Nefelometrie

Fluorimetrie
Delfia

Chemiluniniscence

e Vertikalni fotometrie (reader)
e Denzitometrie

Reflexni spektrofotometrie

Atomova emisni spektrofotometrie
Atomova absorpcni spektrofotometrie



Lambertiv-Beeruv zakon
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Limitace (omezeni) platnosti Lambertova-
Beerova zakona zplUsobenda chemickymi a
instrumentalnimi (technickymi) vlivy - pficCiny
nelinearity:

» Odchylka absorpcniho koeficientu pfri vysokych
koncentracich (>0.01 mol/l) vlivem elektrostatickych
interakci mezi molekulami

» Rozptyl svétla na ¢asticich pritomnych ve vzorku

> Fluorescence nebo fosforescence vzorku

> Nedokonale monochromatické svételné zareni

> Nekoherentni svételné zareni



Kalibracni krivka

Citlivost metody
Linearita metody
Meérici rozsah metody
Kalibracni faktor
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Meéreni End — point

Kinetické meéreni



ENZYMY

-A/t substrat + A/t produkt
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pyruvat + NADH +H* <« L-laktat + NAD* (LD)

L-laktat + NAD* < pyruvat + NADH +H+ (L D)

4-nitrofenylfosfat + H,O « 4-nitrofenol + fosforeCnan (ALP )

L-alanin + 2-oxoglutarat <« pyruvat + L-glutamat (ALT)

pyruvat + NADH + H+ « L-laktat + NAD* (LD)
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KONSTANTA MICHAELISE-MENTENOVE
(K]
Reakce prvniho radu

Reakce nultého radu
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LUMINISCENCE

Fotoluminiscence
Fluorescence
Fosforescence

Chemiluminiscence



FLUORESCENCE

X+ hv 2 X 2 X+ hv

excitacni

primarni

Stockesuv posun



CHEMILUMINISCENCE

A+B—=> X =2 P+ hv

A a B jsou reaktanty

X* je excitovany meziprodukt

P je produkt v zakladnim stavu

hv je energie emitovaného svételného zareni



DELFIA

Tento systém vyuziva jako fluorescencni znacky chelaty lanthanid(l europia, samaria
a terbia.

Cheldaty lanthanidt vykazuji velky Stokestv posun (az 300 nm) a delSi dobu emise
nez ostatni bézné fluorofdéry. Tyto dvé vlastnosti vyrazné zvysuiji citlivost a
specificnost.

Emitované zareni mize byt méreno az v dobé, kdy nespecificka fluorescence matrice
vzorku pohasla. Tato nespecificka fluorescence ma trvani pouze 10 ns.
Vzorek je ozarovan tisici pulzy za sekundu excitaCnim zarenim o vinové délce 340 nm.

V intervalu mezi zablesky je mérena fluorescence vzorku po dobu 400 ps vzdy po
casové prodleveé v délce 400 ps.



IMUNOCHEMICKE REAKCE

Kompetitivni / nekompetitivni

Homogenni / nehomogenni



