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sylabus prednasky

laboratorni medicina

: vzorky — charakter, zpracovani

: instrumentace, integrace a miniaturizace
. kontrola a rizeni jakosti

: vybér analytické metody

: optimalizace postupu

: analyticka souprava

: vyjadrovani analytického vysledku

zakladni metody a principy

: barevnost a jeji analytické vyuziti, indikatorové reakce
: stanoveni proteinll a enzymaticka analyza

: imunoanalyza

: analyza nukleovych kyselin

. IékaFSka, mIkI’ObIO|OgIe stanoveni vybran?ch analytﬁ
: pripadova studie: stanoveni ALP
: albumin, barbiturany, draslik, etanol...



laboratorni medicina

: analyza slozek télnich tekutin s diagnostickym vyznamem

: stanovovani analyt a metabolitl nebo jejich skupin,
véetné monitorovani hladiny nékterych lékd

: zastresSuje obory zabyvajici se laboratorni diagnostikou:

klin. chemie, klin. biochemie, hematologie, Iek. mikrobiologie, imunologie...

u nas tradovany jako samostatné klinické discipliny

TN
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definice IFCC
(international federation of clinical chemistry)

JKlinicka chemie je aplikaci chemickych,
molekularnich a bunécnych principd a technologii
s UCelem porozumét lidskému zdravi a nemoci a
umoznit jeho hodnoceni. Jadrem oboru je
poskytovani vysledkli méreni a pozorovani se
vztahem k priCiné nemoci a udrzeni zdravi. Na
rozhrani laboratore a kliniky nasleduje preména
techto dat na specifické a obecne informace se
vztahem Kk pacientovi a nemoci. Ukolem oboru je
prohlubovani znalosti o zdravi a nemoci
prostrednictvim  zakladniho a aplikovaného
vyzkumu."




laboratorni medicina : v EU 5 — 10 analyz na hlavu za rok

: nejvetsi svetovy producent (bio)analytickych dat
: a zasahuje do vétsSiny analytickych oborl

laboratore
: nemocnicni
: soukromeé
: tzv. konsolidované (spojené) laboratore
. diagnosticka centra

obrovsky rozsah analytické Cinnosti
: nesrovnatelny s jinymi védnimi nebo primyslovymi obory



biologicky
. invazivni (krev, mozkomisni mok, tkané, stava zaludecni a duodenalni)
: neinvazivni (sliny, moc, stolice, sputum, dech)

krev

krev = suspenze b. castic v kapaliné (plazma)

bunécné castice : krvinky (erytrocyty a leukocyty)
: krevni desticky (trombocyty)

srazeni krve (opusténi kr. recisteé) — preména rozp. fibrinogenu na nerozp. fibrin

krev sézn’> tyhy krevni kolac€ + krevni sérum

krevni sérum — podobné slozeni jako plazma, bez srazlivych latek



plazma a sérum
smes anorganickych a organickych latek ve vodée

nativni plazma — oddélenim od krvinek z krve v nadobce s nepolarnim
povrchem (plast) bez protisrazliveého prostredku
: nejvice blizi tomu, co je pritomno v cirkulujici krvi

plazma — z krve v nadobce s protisrazlivymi prostredky

seérum — oddélenim od srazeniny z krve v nadobce s polarnim povrchem a bez
antikoagulancii

. priprava plazmy je rychlejs/

: ziska se asi 0 20 % vice plazmy nez séra

: plazma snizuje riziko nezadouci hemolyzy (v séru az 10x vyssi)

: vV séru po odstredéni nezadouci dodatecna koagulace

: sérum je svym zpUlsobem artefakt

: v plazmé nelze provadét elfu bilkovin = fibrinogen prekryva radu y-globulin{
. protisrazlivé prostredky vnaseji do plazmy ionty, které pak nelze stanovovat

: Fadu analyt maskuiji a inhibuji i nékteré enzymy plazmy



moc

svetle Zluta tekutina produkovana ledvinami a vylucovana z organizmu
prostrednictvim mocovodd, mocového méchyre a mocove trubice

obsahuje: mocovinu, chloridy, ionty sodiku, drasliku, fosforecnany, sirany,
kreatinin a kyselinu moCovou

mozkomisni mok
(likvor, cerebrospinalni tekutina)

cirg, ridka tekutina, kterad cirkuluje mezi mozkovymi komorami, centralnim
kanalem v patefi a prostupem mezi mozkem a michou a jejich ochrannymi
membranami (meningami)

obsahuije: elektrolyty a podobné organické latky (podobné jako krevni plazma,
ale jiné koncentrace)

napr. glukozu, bilkoviny, laktat, pyruvat, cholesterol, enzymy, soli a urcité typy

lymfocytd g



co ovliviiuje koncentrace analytt v biologickych vzorcich

b) proménné

viivy dané

rasa a pohlavi

napr. rlzné referencni hodnoty analytl: kreatinkindzy, a-amylazy a granulocytd

: vySSi u muzd nez u zen
:: Zeny maji vétSinou nizsi a uzsi referencni intervaly u celé rady analyt{
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napr. rlzné referencni hodnoty analytl u novorozencl, déti, dospivajicich,
dospélych a starych lidi
9



biorytmy — chronobiologickeé vlivy

linearni : méni se priibézné s vékem

cyklické : denni (cirkadianni)
: mésicni (lunarni)
: rocni obdobi (sezonni)
biorytmy zplsobuji zmény koncentraci analyti

cyklické biorytmy - kolisaji koncentrace ze dne na den i v priibéhu dne

vyznamna zmeéna biorytmi v téhotenstvi

vlivy proménné

dieta

. stravy, hladovéni (= malnutrice; podvyziva)

A koncentraci tukd, cukrd, bilkovin = A hladiny sérového amoniaku a mocoviny
10
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kratkodoba a intenzivni namaha
: spotreba ATP, | hladiny glukdzy a laktatu

dlouhodoba namaha
: T koncentrace iontl sodiku, drasliku, vapniku, fosforu, ALP, albumin, mocovi-
na, bilirubin, AST, pyruvatkinaza, CK

mira zmeény je /ndividualni a zavisi' na okolnostech

vliv nadmorské vysky (zatez organizmu)
: T koncentrace C-reaktivni proteinu, B,-globulinu, kyseliny mocove, hemoglobi-
nu a hematokritu

adaptace na vysoké nadmorske vysky je pomald a trva tydny

adaptace po prechodu zpét je jen néekolikadennr
11



bézné drogy

: T koncentrace glukdzy, neesterifikovanych mastnych kyselin a katecholamin{

nikotin (cigareta)
: akutni i chronické zmény

napr. T koncentrace sérovych mastnych kyselin, glukdza, fibrinogenu, choleste-
rolu, volného glycerolu, aldosteronu a kortisolu, nékterych hormon{ a tumorové
markery a tézké kovy (Cd, Cu, Pb)

alkohol
: ovlivhuje intenzita a délce konzumace

okamzité vlivy: 4 koncentrace sérové glukozy, metabolicka aciddza
(etanol=acetaldehyd=>acetat)

dlouhodobé vlivy: T aktivity enzym{ GMT, GLD, AST a ALT
(intoxikacni vliv na jatra)

chronicky alkoholizmus: T koncentrace triacylglycerold, cholesterolu a nékterych
hormond
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jiné bézné vlivy

biologické tekutiny — komplex anorganickych a organickych molekul, navic
jsou tvoreny nepravymi roztoky bilkovin a emulzi tukovych kapének

latky mohou byt vazany na bilkoviny = jejich obsah se v Zivém organizmu
dynamicky méni; zmény souvisi s jejich individualni stabilitou nebo rozkladnymi
procesy (metabolizmus a bakterie)

biologické vzorky —

potencialné infekcni material

= bezpecnostni predpisy

pocCet analytli ve vzorku — stovky + jejich derivaty s proménnym obsahem a
proménnou foto- a termostabilitou = biologicka matrice

vliv odbéru a nasledného transportu - tzv. preanalyticka faze

nutnost rychlého transportu a uchovavani v chladu nebo konzervace

13



vlivy medikace

vzorky nemocnych — Iékové interference
zkresluji vysledek nebo dpine znemozriuji provedeni analyz

udaje o interferencich - zjistovany empiricky
: vlivy jednotlivych léki (bézné)
: vlivy lékovych kombinaci (vesmés nezname)

: odbér krve nalacno, ale i po vysazeni Iékli na dobu 24 —72 h
: vétsSinou jen znalost Iékl pacienta

analyticka interference léCiv — je sledovana IFCC, zjisténé analyticke
interference v databance

standardni (normovany) operacni postup (SOP) — analyza smésného séra
darct nebo nemocnych obohaceného znamym mnozstvim prislusného léciva
: vysledek analyzy je statisticky hodnocen

14



preanalyticka faze
odbér, transport a uchovavani vzorkd

postupy a operace se vzorkem analyzovaného materialu do zahajeni analyzy

odber a transport biologického materialu

analyty maji omezenou casovou stalost
: jsou metabolizovany, jsou termolabilni nebo fotolabilni

stabilita — doba skladovani, kdy se za presné definovanych podminek neméni
io e vzorku; J eho koncentrace nebo aktivita
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vyjadruje se jako Cas, béhem néhoz se pocatecni obsah analytu s 95%
pravdepodobnosti nezméni o vice nez 1.5-nasobek referencniho intervalu
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. . zasady odbéru
vlivy stavu pacienta

VVVVVV

se az 0 15 % pri odbéru vstoje

fyzickha namaha — A koncentrace latek podilejicich se na energetickém
metabolizmu, dochazi k zahustovani makromolekularnich latek, zvysuje se aktivita
enzym{ AST a CK, kreatininu, snizuje se hladina thyroxinu

krev

: odebira se vsedé a alespon po 30 min klidu

. stazeni paZe elastickym obinadlem a po dezinfekci mista vpichu
: obinadlo se rychle uvoini— odbira se voiné proudici krev

: pred vpichem se nesmi pacient stazenou pazi dlouho cvicit

rychlé neuvolnéni obinadla a prilis intenzivni cviceni pazi =

vyznamné oviivnéni hladiny nékterych sérovych analyt{:
T koncentrace Na+ a Ca2+, hemoglobinu, cholesterolu, ALP, bilkovin, bilirubinu a
nékterych enzymy; 4 se koncentrace glukdzy, kreatininu, fosfore¢nanu...
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venozni (Zilni) krev

odbér rano nalacno

posledni lehkou potravu kolem 18:00, a druhy den rano v malém mnoZstvi jen
vodu nebo neslazeny caj

vysazeni lék{i na dobu alespon 24 — 72 hodin
: vétSina analyz (kromé hematologickych) je provadéna ze séra

: po odbéru srazlivé krve a pred oddélenim séra od krevni srazeniny odstredénim je
nezbytné vyckat nejméné 30 minut, coz je doba nezbytné nutna pro koagulacni
proces

. s prostredky zrychlujici proces krevni koagulace, staci obvykle jen 10 minut

kapilarni krev

vpichem lancetou do prstu, do usniho laliicku nebo paticky (déti)
: Setrné

: skapnuti nebo odsati (mikropipetou nebo kapilarou) 1 — 3 kapek krve
: okamzita analyza (stanoveni glukdzy na diagnostickém prouzku)

: transport v plastové mikrozkumavce s protisrazlivym a anti-glykolytickym prostredkem
17



protisrazlivé prostredky (antikoagulancia)

latky schopné komplexovat ve vzorku ionty endogenniho vapniku a tak
zabranit procesu srazeni krve — koagulaci

: sodné nebo draselné soli kyseliny citronové, stavelové nebo EDTA

: heparin, akcelerator antithrombin III (inhibitor krevni koagulace)

: hirudin (antikoagulans pijavek Iékarskych)

v hematologickych analyzach a testech je nutné naopak nesrazlivou krev

rekalcifikovat a tim obnovit srazlivost krve pridanim prebytku vapenaté soli
k vysyceni antikoagulancia

18
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otevreny systém — otevrena zkumavka

uzavreny systém — evakuovana nadobka Ci zkumavka s pryzovou zatkou,
nebo specialni injekcni strikacka slouzicich k odbéru a soucasné i jako
centrifugacni zkumavka

obsahuji — antikoagulancia nebo latky urychlujici srazeni krve (zelating,
aprotinin, polystyrenové kulicky apod.)

stanoveni glukozy — specialni nadobky s prostredky potlacujicimi glykolyzu v
kombinaci s antikoagulacnimi prostredky

protisrazlivé prostredky jsou vétSinou sofi a vnaseji vzdy do biologického

vzorku nékteré ionty, nelze tyto ionty v takto osetreném biologickém materialu
stanovovat

19



bezpecnostni uzavér sterilni evakuovana
HEMOGARD® zkumavka | VACUTAINER®

preddefinované
bezpecnostni ventil vakuum

jehla pro
vicenasobny odbér

specialni separacni gel — oddéli po centrifugaci sérum nebo plazmu od
krevni srazeniny nebo krvinek; neni nutné rychlé oddéleni séra/plazmy od
zbytku krve

nadobky na odbér krve jsou barevné odliseny pro snadnéjsi manipulaci;
zakotveno v prislusné norme ISO
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cervena — Cista; zlata — gel pro centrifugaci
Seda — glukézove (NaF, K,(ox)), zelena — heparin
fialova — EDTA, modra — citrat...
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jednorazové p. (disposables) — trida pomlcek, mezi nez patfi i uzavrené
nadobky a dalSi plastové jednorazové pomdlcky pro odbér, transport,
odstredéni, davkovani a uchovavani dalSich télnich tekutin ve sterilnim
provedeni

dale jsou to: nastavce automatickych pipet, nadobky a zkumavky na moc,
plastové desticky ELISA, na urceni krevnich skupin atp.

hemolyza

rozpad erytrocytd = méni kvalitu odebrané krve

: zpracovani odebrané krve na sérum Ci plazmu optimalné do 30 minut,
nejpozdeji ale do 1 hodiny po odbéru

projev — T koncentrace drasliku a chlorid{, T aktivita enzymu ALT, 4 glukdza

vzhled — normalni sérum i plazma — nazloutlé a prihledné
: hemolyza = cervenée (uvolnéni hemoglobinu)
. mlécny zakal— emulgované tukové kapénky — chylézni (lipemické) sérum

hemolytické a chylozni sérum nebo plazma jsou pro vétsinu analyz nevhodné

21



glykolyza

obsah glukozy v krvi rapidneé klesa po odbéru — krvinky stale Ziji
sérum/plazmu je nutné uchovavat pri teplote kolem +4 °C
ucinné, ale komplikuje transport

teplota 15 — 25 °C = obsah glukozy za den na ~30 %, za 2 dny jen 6 %

teplota +4 °C = obsah glukdzy za den na ~80 %, za 2 dny 32 %

biochemicka povaha glykolyzy — katabolizmus glukozy
: aerobni glykolyzu — konecnym produktem CO, a voda

: anaerobni glykolyzu — koneCnym produktem laktat
: pentozovy cyklus — prima oxidace glukozy; hexdza = pentoza

22



potlaceni glykolyzy
: potlaceni funkce vyznamnych enzym( danych katabolickych drah

glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza — dehydrogenace glyceraldehyd-3-
fosfatu na 1,3-bis(fosfo)glycerat

. inhibovana &yselinou monojodoctovou (cca 0.5 mg/ml vzorku krve)

enolaza - prevod 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat
metaloprotein — Mg2* v aktivhim centru

. inhibovana fuoridy v kombinaci s endogennimi fosforecnany (cca 2 mg/ml
KF nebo NaF; krev Ize uchovavat az 24 hodin pri pokojové teploté)

hexokinaza - fosforylace glukozy

: inhibovana mannozou v prebytku (kompetitivni substrat, 15 mmol mannozy,
stabilita krve na 12 h pri pokojové teplote)
kontraindikace: nelze pouzit hexokinazovou metodu pro stanoveni glukdzy

: inhibovana téz fluoridy v kombinaci s protisrazlivym pripravkem (EDTA; na 1
ml krve 1.6 mg Na,EDTA a 2 mg KF)

kontraindikace: EDTA, KF interferuji nebo inhibuji stanoveni nékterych analytd
(napr. metaloproteiny) 23




moc

jednordzovy sber (prvni ranni moc€) nebo sbirana moc (12 nebo 24 hodin)
. katetrizace (cévkovani)

hygiena odbéru — bakterialni kontaminace
jednorazovy sbér moci

: zakladni analyza a vyhodnocuje se mocovy sediment
: analyza nejpozdéji do 2 hodin po odbéru

sbirana moc

: stanoveni nékterych jiontd, mocoviny, glukdzy, mikroalbuminurie, kreatininu a
kreatininové clearance

: stanoveni nékterych hormon( (17-ketosteroidtl, 5-hydroxyindoloctové kys. a
kys. vanilmandlové) — konzervace zredénou HCI

: kvantitativni analyza 24 h moc (dU) — vztazeni obsahu analytu na jeho denni
vyluCovani moci; objemova eliminace

24



konzervacni prostredky

: 5 ml 10 % thymolu ve 2-propanolu/l moci — pro véetsinu analyz

: azid sodny, 10 mmol/I moci — glukdza, mocovina, kys. mocova, Na, Ca,
oxalaty, citraty

: 25 ml roztoku HCI 6 mol/l na dU — kys. 5-hydroxyindoloctova, Ca, Mg, P,
katecholaminy

: uhli¢itan sodny, 2g/l moci — porfyriny, urobilinogen

: kyselina benzoova, 10 mg na dU — glukoza

: Uprava pH moci nad 8 — kyselina mocova

25



mozkomisni mok

lumbaini punkce
stanoveni bilkovin, glukdzy, chloridd aj.

krom neurologickych vysetreni, se vyuzivaji rutinni analytické metody

duodenalni st'ava

sondazi dvanactniku
analyzy travicich enzymu (trypsin), kyselin, zluCovych kyselin a barviv

rychle se ménici vzorek, ktery musi byt proto specialné odebiran do nadob
vychlazenych ledem a okamzité analyzovan

26



daisi biologické vzorky

stolice, sputum, hnis, sliny, pot, sperma, vytéry a stéry sliznic a vzorky organd a
tkani

sputum, pot — vesmés nejsou predmétem prace bézné laboratore klinické
chemie, obvyklé v mikrobiologii, histochemii 4.

stolice — tzv. okultni (skryté) krvaceni (krev ve stolici)

sliny — analyza drog (alkohol atp.) a nékterych steroiddi

27



uprava vzorku

: odstredéeni celé krve, deproteinace, mineralizace, zkoncentrovani

odstred’'ovani
oddéleni sedimentu od supernatantu

podminky — relativni centrifugacni sila (RCS), Cas a teplota

RCS - kolikrat je odstredivé zrychleni u dna centrifugacni nadobky vétsi nez
gravitacni zrychleni (g)

intenzivni centrifugace vede k nezadouci hemolyze krve

28



odstranéni bilkovin

deproteinace — nutné pro stanoveni nékterych analyt(

analyt

: v supernatantu — nekteré ionty nebo substraty

: v sedimentu — organicky fosfor, celkova bilkovina v silné lipemickych sérech,
bilkovinny dusik Kjeldahlovou metodou apod.

deproteinacni techniky
fyzikalni — centrifugace, ultracentrifugace, adsorpce a denaturace teplem

Casove narocne, urceno pro specialni pripady

chemickeé — srazeni protilatkami (imunoprecipitace), dehydrataci nebo solemi

rychlée

29



dehydratace

uzivana

frakcionace bilkovin nebo v nékterych specialnich analytickych pripadech

silné zavislé na pH - bilkoviny maji jak kladné, tak i zaporné naboje

: v kyselém prostredi — kationty, v alkalickém prostredi — anionty

. izoelektricky bod (pI) — specifické pH kde je bilkovina elektroneutralni
.1 v izoelektrickém bodeé jsou bilkoviny labilni a snadno se srazeji

dehydratace: pomoci rozpoustédel nebo vysolenim

kompetice proteinu se srazedlem o vodu
= odejme-li se proteinu urcité mnozstvi vody = protein se srazi

: metanol, etanol, aceton

: pracuje se v oblasti pI

dehydratace bilkovin je vétsinou vratny proces

30



srazeni solemiji

obvykile
srazeni bilkovin ve formé nerozpustnych soli

srazedla:
: aniontova (trichloroctan, chloristan, pikran, wolframan, molybdenan,

sulfosalicylan, metafosforecnan)
: kationtova (zinek, rtut, kadmium, uran, thorium, zelezo, méd' a olovo)

mineralizace
specialni pripady
mineralizace suchou cestou

pro stanoveni C, H a N elementarni analyzou nebo stanoveni kov{ v
biologické/organické matrici atomovou absorpcni spektrofotometrii

31



mineralizace mokrou cestou

pro stanoveni organicky vazaného fosforu, stanoveni celkového bilkovinného
dusiku Kjeldahlovou metodou

kjeldahlizace v klinické chemii — smés obsahujici konc. kyselinu sirovou se
solemi, napr. s K,SO, s CuSO,, HgSO, a SeO,

zakoncentrovani

zakoncentrovani stopovych, jinak nestanovitelnych mnozstvi analytd (bilkoviny)

metody
dialyza, ultrafiltrace nebo separace na koloné

: nejsou predmeétem prace bézné laboratore

32



I1.

instrumentace
analyzatory; organizace, integrace a miniaturizace analyz

historie

vyznamna zmeéna za poslednich 40 let
manuaini provoz = automatickeé analyzatory

odbeér — krev injekeni jehlou do otevrené sklenéné zkumavky
: ta je bud’ neuzavrena, nebo v lepsim pripadé uzavrena korkovou ¢i gumovou zatkou

v_laboratori — srazenou krev promichat sklenénou tyCinkou, odstredit a sérum nad
srazeninou odsat Pasteurovou pipetou, prenést do dalSi zkumavky pro analyzu

. vzorky a pripravena cinidla odmérit do reakcnich zkumavek, a nechat probéhnout
prislusnou chemickou reakci, prelit zreagovanou smés do kyvety fotometru, zmeérit
absorbanci a provést vypocet obsahu analytu

: stanoveni jednoho analytu — od 50 do 500 pl séra a dalSich 1.5 — 2 ml Cinidel

srovnani: kolem r. 1930 byl objem reakcni smési pro stanoveni alkalické fosfatazy pres

anorganicky fosforeCnan néekolik mililitrd a inkubace trvala kolem 48 hodin
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pritokové (50. lIéta) = centrifugacni = pasové (70. léta) = revolverové

: vicekanalova analyza — paralelni analyzy
: vicekomponentova analyza - vice analyz z jednoho vzorku

pritokové a.

sklenéné kapilary, vzorky oddélené vzduchovymi
bublinami nebo inertni kapalinou
: vicekanalova analyza

vysoka spravnost a shodnost analyz



centrifugacni a.

nowy ? ; \"-\\
rotor s prohlubnemi paprskovite od stredu & *»“*ﬁeéif}f’i%_

dvé reakéni mista oddélena zvysenou prepazkou ,;f,,»r %'-a\,

: odstred’'ovanim davkovani vzorku i Cinidla; sliti vzorku s Cinidlem
:: preliti se do mériciho prostoru

rotor — 28 pozic pro vzorky, standardy a kontroly, omyvatelny

: analyzy po metodach (batch analyses)

nevyhoda: neselektivni; nemoznost analyzy s primym pristupem
(random access analysis)
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pasove a.
kopirovani reakci ve zkumavce

: nekonecné pohyblivé pasy osazené radami zkumavek ve vodni lazni
: linearni pohyblivy davkovac pipetuje sérum a fixni davkovace jednotliva Cinidla

: po probéhnuti reakce byl obsah zkumavek nasat do méricich kyvet

1 v i 1 INJ

:: doslova zastupy pochodujicich zkumavek

nevyhoda: spotieba vzork{ i Cinidel
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revolverove a.

kruh stojand na vzorky, Cinidla a reakéni kyvety se soustavou davkovacii
: fizeno procesorem
: méreni absorbance 340 — 600 nm vymenitelnymi filtry (5 — 8)

malé, stredni nebo velké
: dosahované priimérné hodinové vykony (analyz/h)
. vykon se pohybuje od stovky za hodinu az nad tisic v hodiné

paleta metod, bez preprogramovani: 15 — 50

specialni analyzatory — vybrané skupiny analyt( dle Iékarskych pozadavkl _
: nebezpecna l|eCiva (drug monitoring), analyza moci, stanoveni hormond,

stanoveni onkomarkert, koagulacni hematologické pfistroje (pocitace krevnich

castic aj.)

neodkladna (akutni) vysetreni — specialni malé analyzatory




sucha chemie — Cinidla v suchém stavu
desticky Ci prouzky (stripy) — nosice reagencii

principy méreni signalu:
kolorimetrie, méreni odrazu, potenciometrie a imunochemické reakce

az 50 rtznych druhti analyz

analyzator s destickami: obsahuje zasobniky desticek, stojanek pro vice
vzorkl a davkovac

vzorek do okénka na jednu stranu desticky; vsakne se do reakcni zony =
prislusna chemicka reakce; odezva se méri v méricim okénku na druhé
strané desticky

analyzatory s diagnostickymi prouzky: meri se odraz zbarveni reakcni
plosky
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umoziuji bud’ jednotlivé analyzy nebo analyzu souboru vice analyt{

N

destilovana

voda
612 nM
* '“;:';., 0 ’ iﬁ -‘:«1';
X ey =
— = I sl
01
vzorek reagencie formovani omyti -
krve produktu méreni

na sucha

—— | § min.g

sucha chemie — nemoznost rychlého transportu vzorku nebo vysledkd; maly
objem analytu

: snadné pro obsluhu, ale nevhodné pro kvalitni screening; orientacni stanoveni

39



| , ,
- ostatni analyzatory

AAS (atomova absorpcni spektrometrie), FAS (fluorescencni absorpcCni
spektrometrie), centrifugy, CZE a PAGE bilkovin a lipoproteind,
skenery, pH-metry, osmometry, coulometry, fluorimetry,
analyzatory NA, chromatografy, hmotnostnich spektrometry...
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preména laboratorni diagnostiky na laboratorni medicinu

—> pokroky v instrumentaci!

laboratorni medicina < patologie a laboratorni praxe na zacatku 19. stoleti
(C. Bernard, R. Virchow, J. Hopkins a dalsi)

do 30. let vyuzivana k dodatecnému potvrzeni diagnézy — laboratorni
diagnostika

rozvoj po r. 1950 — prudkym rlistem poctu laboratornich vysetreni nastupem
novych diagnostickych metod, zejména s imunodiagnostikou (kolem r.
1960), zrychlenych automatizaci a komputerizaci analyz (po r. 1970); a
molekularni biologii (po r. 1990)

1970 — 1990 : meziro¢ni T poctu analyz o cca 12 %, naklady na laboratorni
diagnostiku dosahly jiz asi 10 % z celkovych nakladll na zdravotnictvi
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racionalizace

efektivita prace - sluCovani samostatnych sekci (hematologie, klinické
biochemie, imunologie, castecné mikrobiologie) =
= konsolidované laboratore; rychleji a levnéji komplexni servis

kontrola u lizka (bed-side monitoring)

rychld analyza u ldzka pacienta personadlem kiiniky

akutni analyzy na misté — tzv. point-of-care testing (POCT)

klinickd chemie akutnich stavl

sledovani tzv. vnitrniho prostredi pacienta: pH krve, pO,, pCO,, ionty sodiku,
drasliku, chloridy a hemoglobin nebo hematokrit

sebekontrola pacienttl (home diagnostics)
analyzu nebo vysetreni si pacient provadi doma sam
kontrola aktualniho stavu, davkovani léku, nebo signal k navstéve lékare

miniaturizace a automatizace — robotizovanych celkd,
do tzv. diagnostickych center
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centralizace

konsolidované laboratore

souCasné analyzy biochemické, hematologické, imunochemicke, detekce
nékterych cilovych sekvenci NA + mikrobiologické analyzy

soustred’uji analyzy z plvodné izolovanych laboratori klinické biochemie,
hematologie, mikrobiologie, imunochemie a&j. do celku, ktery je schopen
poskytnout na jednom misté hlavni laboratorni vySetreni biologickych vzorkd
rychleji a levnéji, napric tradicnim oborovym délenim
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diagnosticka centra

: komplexni palety analyz
: vysoky stupen automatizace

.. umisténi vzorkd s carovymi kody pacientll na vozik pohybujici se na
draze kolem nékolika vzajemné kompatibilnich analyzatorll, zcela
automatické odmérovani vzorkd, provadéni analyz a vydani nalezu

: modularnim propojeni kompatibilnich analyzator{
: fizeny celek
: analyzy prakticky bez zasahu lidské ruky

identifikacnich znak{

rozdéleni vzorku do zkumavek dle pozadovanych analyz
: vzorek se automaticky pohybuje mezi analyzatory
: kumulace nalezll a databaze pacientd
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organizace diagnostickych center

: centralni laborator (core /aboratory)
.1 cca 75 % objemu Cinnosti
.. analyticka chemie, hematologie, toxikologie, imunologie, analyzy moci

: mikrobiologie
. cca 20 % objemu cinnosti
.. kultivace vzorkl krve a modi, sérologie

: transfiizni sluzby
.1 cca 5 % objemu cCinnosti
:: urcovani krevnich skupin a predtransfuzni krizové testy/zkousky

malé, specializované laboratore akutni analyzy, analyzy pro
poradny (diabetologii, urologii, toxikologii apod.), kde je vhodné nebo
nutné provést nekteré zakladni analyzy na misté a co nejrychleji
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miniaturizace

dlouhodoby trend

: A rozmér{ analytického mista na mikro- az nanometrové

: A objemu vzorku a Cinidel na submikrolitry
. mikroCipy maji analyticka mista o rozméru cca 10 az 100 pm
.. velikost lidského erytrocytu je 7 um

terminy z mikroelektroniky

¢ip (chip, plv. tenky platek polovodice): soubor analytickych mist na
matrici (mikrojamek ¢i mikroteCek obsahuijicich vSechny potrebné
reagencie); + dalsi funkcni elementy: kanalky, mikropumpy, Cidla gpod.

pole (array, plv. usporadani v radcich a sloupcich; soustava usporadanych
elementll): zplsob usporadani souboru nebo mnoziny analytickych mist a
funkci na matrici

mikroanalyticka jednotka — cely analyticky systém, tedy kompletni
mikroanalyzator, véetné davkovacd, ventill a detektord méreného signalu

46



tacrhnnlnaia
| S\ WL ]y | | Iulusl\a 11l

= zachyceni urcitych cilovych skupin obsazenych ve vzorku
vhodnym cidlem (sondou)

cidlo — afinitni systém (protilatka, enzym, bilkovina, NA nebo kompletnim
biologickym systémem)

detekce — optické metody, elektrochemicky nebo mérenimi reagujicimi na
hmotnost (napr. akustickymi vinami)

zakladni déleni mikroanalytickych pripravki

: mikroreakcni desticky o vysoké hustoté reakcnich mist
: reakEni mista na povrchu plochy

: mikroCipy a nanoCipy

: senzory a biosenzory (bioCipy)
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mikroreakcni desticky o vysoké hustoté reakcnich mist

plvodni mikrotitracni desticka ELISA: Ciry polystyren, 8x12 (96) jamek na
9x12 cm, objem jamky je cca 0.2 ml

dnesni mikroreakcni desticky: od 192 do 20000 mikrojamek o objemu 125 pl
do 50 nl

praxe: Cipové pripravky s cca 100 analytickych mist; kompromis mezi
miniaturizaci a jeji cenou

mikrodavkovace (na bazi techniky /nk-jet odmérujici mikro- az nanolitry)
mikrodetektory (spojeni mikroskopu s fotometrem c¢i fluorimetrem) méri
signal (napf. absorbanci) v mikrojamce desticky shora dold; jamka je
soucasneé reakcni cela i mérici kyveta

meéreni: metoda ,smichej a mér*

mikroreakcni desticky — polymerni material; odlitim nebo vrtanim jamek
laserem, laserovou ablaci apod.

mikroreakcni desticky — mikrocCip i mikroarray
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ALY

1 az 2 cm? (ne v mikrojamce)

reakcni systém — primo na podiozce, cc

: stovky mikrotecek o velikosti 10 — 100 pm

reakcni mista na povrchu plochy |

material podlozky: sklo, kremik, plasty (teflon, polymetylmetakrylat,

polykarbonat, polypropylen, polyakrylamid gpod.)

nanaseni vzorku: technika /nk-jet nebo tiskem (fotolitografie)

a : : : 10 S= 0 !

2
= - d

meéreni analytického signalu: vétSinou odrazem

T

Ao
i\ “t N

= I
- —:E—EU .ﬁ 60
‘ “ = =
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mikrocipy mikrocCipy a nanocipy e
matrice/nosi¢ — cca 1.5x1.5 cm; tloustka nékolik milimetrd
materialy: sklo, kremik, hydrofobni plasty 300 pm ——|

reakcni mista: jamky nebo mikrotecky; propojeny nanokanalky s ventily,

kanalky jsou naplnény gelem
: moznost osazeni elektrodami = elektrické napéti mezi jamku/vzorek a

SENZOr

priutok vzorku sledovan dcidly s Ilaserovou diodou (excitace
fluorescence; detekce fotondsobicem; znaceni reaktantl/vzorks
fluorofory)

analyza: DNA, RNA, |éCiv apod.

tekutiny se pohybuiji na principu elektrokineze

200 pm —

. elektroosmdza; vyuziva el. pole k pohybu vodivych vodnych roztokd
. elektroforézou; déleni molekul v el. poli podle jejich naboje 50



externi mikropumpy - jina moznost pohybu tekutin
. velikosti Cipy mnohonasobné presahuji; nesnadné spojeni s p-Cipem

centrifugacni analyzatory — reseni problému externi pumpy

plvodné pro analyzy v beztizném stavu
mikroCip pro centrifugacni analyzu — LabCD

material: trivrstvy disk, vicenasobné stanoveni jednoho typu analytu (cca 96
stejnych mikrokyvet)

obsah: ridici software, zahrivaci elementy a mikrokanalky, reakcni jamky,
ventily a mikrokyvety

pohyb kapaliny — kapilarni sily, centrifugacni odstredive sily

miseni, zred'ovani, promyvani; zahrivani, filtrovani, lyzovani, separace bunek,
fotometricka nebo fluorimetricka detekce

modifikace — systém tzv. povrchové Fizeného toku uvnitié mikrokanalkii
(tzv. surface-directed liguid flow inside microchannels) — mikrofluidni systém =
rychly laminarni tok, molekularni difuze

kanalky zhotovené fotolitografii 51



funkce LabCD

1. naneseni vzorku

2. odstredéni
prekoncentrace na koloneé

3. promyti kolony

4. eluce z kolony

5. vzorek v detektoru
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nanocipy

dalsi miniaturizaci mikroCipl = nanometry
kopiruji casto funkci prirodnich molekul (napr. kolagen — kabel, DNA —
pamét'ova jednotka, bilkovinna membrana — pumpa)

ultramikroanalyzy (nanoanalyzy) - léCiva, biologicky aktivni latky,
imunoanalyza, mitochondrialnich DNA apod.

omezeni — limity citlivosti analyz a naklady (prudce zvysuiji)
komplikace — odparovani mikroobjem& vzorku i ¢inidel na mikrocipu

vzorek: objem 1 pl, analyt 2 fmol/l = 6020 molekul analytu

redukce objemu na 1 nl = jen 6 molekul analytu!!
: vétSinou pod detek¢nim limitem analytické metody na mikroCipu

: postupy prekoncentrace: flow-through apod.
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senzory senzory a biosenzory
vyuziti mikroelektrod na kfemiku

napr. odpor tenké kovoveé vrstvy (Au, < 30 nm) se zvysuje s pritomnosti
jinych atomil a molekul na povrchu filmu Au

: elektrony dopadajici na kovovy film (~ zrcadlo) jsou odrazeny

: v misté adsorpce jinych atoml a molekul se elektrony neodrazeji, ale jsou
rozptylovany
= zména odporu filmu Au (1); odpor = 7(koncentrace)

vyuziti: napr. stanoveni stop tézkych kovl v roztocich (iontd Cd, Pb, Ni, TI,
Zn, jejich organické komplexy), limit detekce ppb (parts per billion)
pritokové cely — kvalita pitné vody, korozni procesy, ale i v organizmu

cipovy senzor pro penicilin ___, peniciliniza
kfemik s pH-citlivou strukturou (Si;N,) PTreeet :"'ﬁz't','if,?ﬁrswa

— oxid kremicity

—» kremik

penicilin + H,0 #eenidlaza> kys, 6-aminopenicilanova + H*
meri se vysoce citlivou pH-vrstvou g4



biosenzory (biocCipy)

biologicky systém (enzym, receptor, organ) s analytickym cipem
vyuziti: medicina, biotechnologie, kontrola a monitorovani potravin a
zivotniho prostredi

princip: propojeni biomolekul s kremikem
technologie EIS (capacitive electrolyte insulator semiconductor)
BioFET (biologically sensitive field-effect transistors)

modelovy analyticky systém
biosystém + analyt = produkt + elektrony/protony(H")

pripadné

biosystém1 + analyt = produktl
biosystém2 + produktl = produkt2 + elektrony/protony(H™)

analyza metabolitll, osobni ID (pot) apod.
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referencni elektroda
/ elektrolyt

/ ISFET

membrana v - , . vr ,
iontove selektivni tranzistor rizeny polem
jon-selective field-effect transistor

_—{
@

referencni elektroda

roztok analytu

ENFET
enzymovy tranzistor rizeny polem
enzyme-controlled field-effect transistor 56



DNA-Cipy
urcovani cilovych sekvenci nukleovych kyselin

detekce patogend, prenatalni diagnostika,
forenzni diagnostika, testy POCT

princip: na Cipu sonda s sekvenci DNA (Watson-Crickovo parovani)
komplementarni k cilové sekvenci NA

pouze komplementarni sekvence interaguji!

vzorek TAACGCGATTGTGTGAC
sonda ATTGCGCTAAGTCACTG

sonda je znacena napr. luminoforem = indukce laserem + fluorimetr

zachyceno cervené
nedokonale zachyceno zluté
nezachyceno zelené
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imunosenzory

imunoanalyza na nasakavé podlozce
: metoda suché chemie

material: filtracni papir, tkané rouno
: ukotvené reakcnimi komponenty; difuzibilni sekundarni znacena protilatka

vzorek difunduje nasakavym materialem do reakcnich zon
: 1 az 5 minut = barevné pruhy indikujici vysledek testu

detekce: vizualné nebo jednoucelovym reflektometrem

analytické systémy — binarni jednotucelové testy — ano/ne

analytické kazety (patrony)
material: plastova patrona s Cinidly v suchém nebo v kapalném stavu

vzorek se v systému kanalkd smisi s Cinidly
detekce: v misté optické kyvety se odecte analyticky signal

: analyza lécCiv, drog, nebo pro akutni analyzy
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mikrocCipy pro stanoveni jednoho druhu analytu

na mikrocipu — pole stejnych analytickych mist — mikrotecek
mikrotecka — imobilizovana primarni protilatka (Ab,), v prebytku

e S wbw

senzor pevna podlozka

mikrotecka ~ 10 pm

20,0,

prida se vzorek/antigen (Ag) = kotveny imunokomplex [Ab,P-Ag]

rom ida se znacena sekundarni nrnhl:d'l(:a (Ah *) =

promyti; prida se zn
= sendwcovy |munokomplex [Ab,P-Ag]-Ab,*
detekce: spektrofotometricky

primarni protilatka — protilatka senzorova
sekundarni protilatka — protilatka vyvolavaci

multifunkéni mikrocip — mikrotecky obsazeny rliznymi druhy protilatek
= soucasné stanoveni nékolika riiznych analytt
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mikroCipy pro soucasné stanoveni nékolika analytt
analyticka mista (mikrotecky) — rlizné primarni protilatky (Ab,)

napr. proti antigenu Ag, primarni protilatkou Ab,, proti antigenu Ag,
primarni protilatkou Ab,, atd.

promyti; prida se smés monoklonalnich sekundarnich znacenych protilatek
proti stanovovanym antigenim (*Ab,,, *Ab,,, atd.)

detekce: laserovy mikroskop

detektory | fotonli
alfa beta

CEo o fﬂz o T

mikrocip pro vice analyti

multianalytové imunomikroCipy — POCT (cca 8 az 10 analytd),
onkomarkery, alergeny, hormony pro endokrinologii, screening vybranych

analytl darcd krve v transfusnich stanicich apod. 6o



jakost v klinické analyze —

- [V 4 \'4 4 r
1011 lkantrala » rizani
JUJI INWITGWGE WVIGE O | Ia=sNsE 00

Lfatalni* vyznam klinické mediciny
aplikace norem ISO rady 9000

jakost

charakteristické a Zzadouci vlastnosti nebo rysy vyrobku ci sluzby

jakost je neprimo Umeérna variabilité vyrobku nebo sluzby
: variabilita — odchylka od navrhu/zameéru

provereni vsech etap celého stanoveni analytu
: od odbéru vzorku az po vypocet; vycvik analytika, priprava Cinidel, myti
nadobi, nakladani s odpadem atd.

vysledkem je navrh na jejich spravné provadeéni a vytvorit podminky pro
provoz s minimalnimi odchylkami od predepsaného postupu, vcetné

kontrolniho mechanizmu
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definice dle CSN ISO 8402

jakost (quality)
celkovy souhrn vlastnosti a znakl vyrobku (napf. analytické soupravy) nebo
sluzby (napr. provadéni analyz), které zarucuji schopnost uspokojovat predem
stanovené nebo predpokladané potreby

koncepce jakosti (quality policy)
celkové zaméry a sméry plsobeni organizace v oblasti jakosti formulované
vrcholovym vedenim (napr. vedoucim laboratore)

rizeni jakosti (quality management)
soucast funkce celkového rizeni, ktera urcuje a realizuje koncepci jakosti

systém jakosti (quality system)
organizacni struktura, zodpoveédnosti, postupy, procesy a zdroje potrebné na
realizaci rizeni jakosti; pozadavkem je, aby veskeré postupy byly jasné, radné
dokumentované a dodrzované; systém jakosti je pravidelné kontrolovan a
doplnovan; vsichni pracovnici se aktivné zucastnuji zavadeéni a provozovani
systému jakosti
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prirucka jakosti

fizeni jakosti v laboratofi — prirucka jakosti
: je v kazdé certifikované Ci akreditované laboratori

komplexni dokument zahrnuijici vSechny aspekty cinnosti laboratore,
od Cinnosti vrcholového managementu az po uklid laboratori

»,domaci norma"“ — prevod obecnych norem ISO 9000 resp. EN 45000
spravné laboratorni praxe (GLP), bezpec¢nostnich predpisli, zakon{ a nafizeni
aj. na konkrétni podminky laboratore

celkova koncepce jakosti
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1) laborator a jeji povinnosti — jméno laboratore, adresa, fax, e-mail, tel.
Cisla, jméno zodpovédného vedouciho

2) pracovni doba laboratore — zp{isob a doby prijmu vzorkl
3) seznam zajist'ovanych sluzeb — (véetné analyt{)

4) komunikace mezi laboratori a uzivateli — popis zadanek, popis
nalezového formulare, pravidla pro predavani vysledkd telefonicky, zptsob, pro
opravy Ci doplnéni predanych analytickych nalez{l, dobu potrebnou k provedeni
analyz, véetné zplsobu kontroly jejiho dodrzovani

5) odbéry vzorkl (doba) — instrukce pro pacienta, doprava vzorkd, Uprava
az po pripravu zkusebniho vzorku a skladovani vcetne expiracni doby; zajisténi
jednoznacné identifikace pacienta; zplsoby vyrazeni nevyhovuijicich vzorkd;
smérnice pro predavani dil¢ich vzorkd do rliznych sekci laboratore

6) provadéni analyz - psané navody pro uzivané analytické postupy;
dohledatelnost kazdého stanoveni od zadanky az po laboratorni nalez; kalibrace
vCetné navaznosti na metrologicky vyssi etalony

7) interpretace vysledkii — Udaje o moznostech konzultace pracovnikl
laboratore, urcené kontaktni osoby
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8) ucast na klinickych poradach, setkani s externimi Iékari
9) vychova pracovniki laboratore, klinik{i, sester a studentii
10) informovani o zménach v provozu, o akreditaci Ci certifikaci

11) acast na vyvoji a vyzkumu — koncepci Ucasti laboratore na
vyzkumu a vyvoji; systém kontroly a jména prislusnych odpovédnych
pracovnik{

12) zplsoby zajisténi povinné micenlivosti
13) pocty pracovniki v jednotlivych kategoriich

14) adaje o vybaveni laboratore — nazvy pristrojli, vyrobci, rok
nakupu, cena, Udaje o zaruce, umisténi pristrojl, Udaje o servisnich
prohlidkach, o opravach, provozni denik pristroje a jeho ulozeni; o kalibraci

15) bezpecnostni pravidla laboratore a nemocnice — ulozeni prislusnych
smeérnic; zaznamy o nehodach a Urazech

jakost neni stav, ale dynamicky, vylepsujici se proces
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kalibracni, kontrolni a referencni materialy

chybna analyza = spatné rozhodnuti = poskozeni zdravi nebo smrt
merici proces — k mérenému signalu priradit jeho odpovidajici koncentrace
pomoci kalibracnich materialt (standard()

kontrolné-regulacni proces — validace vysledku analyzy a zahrnuti do rizeni
jakosti; sledovani analyzy v delSim Casovém intervalu
: vyzaduje vhodné kontrolni a referencni materialy

50. — 70. léta XX. stoleti
analyzy manualni (fotometricky, titraché apod.) nebo poloautomaticke
(nalévaci/odsavaci kyvety)

: objem vzorku 20 — 500 pl, objem Cinidel 1 — 5 ml

: vodneé roztoky pripravené z Cisteho analytu

dnes
automatické analyzatory
: objem vzorku v mikrolitrech, objem cinidla v desitkach mikrolitr{
. Viskozita = potize, kalibraCni roztoky bez biologické matrice nesplnuji
.. pozadavek shody s analyzovanym vzorkem
:: misto vodnych roztokl kalibratory s bilkovinnou matrici
. certifikované referencni materialy 66



vodné kalibracni roztoky a standardy

TFCC — vsude, kde je to mozné — kalibrace pomoci vodnvch roztoki

o o VJ”U\-‘/ INA J\.d 11 IV d

stabilizovani a ochrana (oxidace, bakterialni kontaminace apod.)

uziti: atestace enzyml, ovérovani vytéznosti analytické metody, kontrola
vinovych délek fotometrl apod.

priprava: vazenim; vysoce Cisté chemikalie, redestilovana voda

uchovani: sklenéné ampule nebo dobre tésnicich lahvicek
: pod inertni atmosférou N, nebo CO,

pomocné latky: albumin, polysacharidy, cukry, glycerol (stabilizace enzym),
cystein, dithiothreitol, kyselina askorbova (ochrana pred oxidaci), komplexany,
(napr. EDTA, maskovani tézkych kovl katalyzujicich oxidaci), rlzné pufry a
produkty enzymové hydrolyzy substratdl (zvySeni stability enzymd) a
konzervacni prisady (benzoan sodny, azid sodny apod.)

nesmeji obsahovat jako primés/necistotu uvazovany standard

(jen stopove a definované mnozstvi) 67



kontrolni séra a moce

kapalna — zmrazena (- 80 °C)

: plivodné séra zvireci: koniska (eguine), hovézi (bovine), praseci (porcine)
: nahrazovana séry lidského plvodu

lyofilizovana - stabilngjsi

: pripravovana v nejméneé dvou koncentracich pokryvajicich jak referencni
interval analytd, tak i patologické hodnoty

séra s atestem — urceni spravnosti v delSim casovém intervalu
séra bez atestu — urceni shodnosti (reprodukovatelnosti)

parametry: pH 7 az 8, rozdil obsahu ve stejné sarzi < 0.1 %, volny glycerol <
0.2 %, maji byt sterilni, zbytkova vihkost < 1 %, stabilita v chladu 3 roky, rozdil
obsahu labilnich slozek < 4 %, zakal po rekonstituci a zredéni vodou 1:9
meéreny kyveté 1 cm jako absorbance pri 700 nm pod 0.05 a pri 340 nm pod
0.2 68



séroveé kalibratory

podobné slozeni'a chovani jako analyzovany vzorek

priprava: jako kontrolni séra; koncentrace analytd se upravuje pridanim
lyofilizaty — stabilita

komutabilita s urcenymi metodami

priprava a atestace: jako u kontrolnich sér

obsah jednotlivych analytli stanoven definitivnimi ¢i referencnimi
metodami certifikovanymi referencnimi materialy

pripravky pro normalni a patologické hodnoty analytl

multikalibracni pripravky
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certifikované referencni materialy (CRM)

: kalibrace definitivnich a referencnich metod
: testovani/porovnavani rutinnich metod (komutabilita)

RM - material nebo latka, hodnoty vlastnosti stanovenymi pro kalibraci
pristrojového vybaveni, vyhodnoceni metody méreni nebo pro stanoveni hodnot
materiall

CRM je RM dolozeny certifikatem
. certifikovana metoda je doprovazena nejistotou pri dané konfidencni Urovni

koncentrace a matrice analytu v CRM stejna jako analyzovaném vzorku
vhodnost RM pro dany ucel se proveéruje (ISO Guide 35)

sarze CRM musi byt homogenni
: rozdily mezi reprezentativnim meérenim vzorku musi byt vzdy mensi nez
celkova nejistota vsech méreni

CRM musi mit uvedenu svou expiracni lhiitu

CRM - opatren atestem

koordinace evropskou komisi pri evropské unii, napr. institutem pro
referencni materialy a méreni v Belgii (IRMM) 20



validace a spravna laboratorni praxe

potvrzeni mérenim (zkousenim) a opatieni objektivniho priikazu, ze byly
splnény jednotlivé pozadavky pro urceny ucel

validovana analyticka metoda — poskytuje medicinsky spravné vysledky a
vyuzitim analytického vysledku pri IéCeni pacienta nedojde k jeho ujmé

overeni velikosti celkové chyby — souctu chyb nahodnych a systematickych

spravna laboratorni praxe (good laboratory praxis, GLP)

: mezinarodné dohodnuty systém zabezpeceni a kontroly jakosti

: zahrnuje organizaci zkousek, studii a podminek, za nichz jsou neklinické
studie planovany, provadeny, monitorovany, zaznamenavany, archivovany
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operativni Fizeni jakosti

take vnitrni kontrola kvality (VKK)

nastroje VKK tzv. ,bajecna sedma":

IIIII--
>

&

tabulka lodyha-list (stem-and-leaf display) — kontrolni data
rozepsana tak, aby bylo mozné rychle posoudit globalni rozdéleni dat

list zavad (check list) — kalendar s uvedenymi priCinami zavad; radky
tvori kalendar, do kterého se zapisuje, kdy a kolikrat se dana zavada
objevila

Paretliv graf (Pareto chart) — histogram se sloupci vyjadrujicimi
Cetnost jednotlivych typl zavad v klesajicim poradi

diagram pricCina-nasledek (cause and effect diagram) — graficky
rozbor chyb a jejich zdrojl

proudovy diagram (flow chart, defect concentration diagram) —
grafické zobrazeni zarizeni ¢i procesu s vyznacenim citlivych bod(

korelacni diagram (scatter diagram) — korelacni graf k odhadu
vzajemnych zavislosti analyzovaného problému

regulacni diagram (control chart) ;
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A4 y

regulacni diagram

: 1931 W.A. Shewhart

THINGVVIIUL L

: 1950 S. Levey a E.R. Jennings — klinicka biochemie
jednoducha graficka interpretace Gaussova rozdéleni

mnozina normalné rozdélenych dat =

v intervalu smérodatnych odchylek

od —sdo +s lezi 68.3 % Udajl

od —2s do +2s lezi 95.5 % Udajl (varovnd mez)
od —3s do +3s lezi 99.7 % Udajl (regulacni’ mez)

+3s osa x B éavsv ’ - 7

2 _ ., | 0Say—mereny signal

]

g I 6, M. .. . :duvegler_l)'/, pod[l udaji musi lezet v

?, o " . - " odpovidajicich pasech na grafu

o

g - ' "% polovina téchto Udajii musi byt
-3% | stridaveé nad a polovina pod osou x

den méreni
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kumulace jen na jednu stranu intervalu = systematicka chyba v
analytickém procesu

: mimo varovnou mez > 1x meésicneé
: mimo regulacni meze > 1x za 18 mésicll

:: mimo varovné meze Caste€ji
= zavady v analytickém procesu nebo proces je uplné mimo kontrolu

odchylky: A smérodatné odchylky (s) ; A vychyleni (B)

ucinnost regulacniho diagramu
priimérné délky série (PDS)
: @ pocCet bod(, kdy praveé vynaseny bod indikuje metodu mimo kontrolu

PNS =1/p
ruo = 1/ 0

kde p je pravdépodobnost, zZe libovolny bod prekroci kontrolni meze

operativni charakteristické krivky
: zavislost chyby S, tj. pravdépodobnosti nezjistit posun

L=@®(L-kVN)— ®(-L-kVN),
kde @ je Gaussova funkce, L je nasobek s dle zvolené meze, k je faktor

respektujici zménu x v nasobcich s, NV je pocet vzorkl
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mezilaboratorni posuzovani jakosti

(EQA, external quality assurance)

soucast obecného rizeni jakosti kazdé laboratore (cca 1x za 2 mésice)

: validace metod
: sledovani laboratore a porovnani jeji presnosti v{ci ostatnim laboratorim
nebo obecné platnym pozadavkdm

posuzuje se
: vychyleni ve vztahu k souCasné dosahované Urovni (state-of-the-art), resp.
vlici Udajlim ziskanym referencnimi i definitivnimi metodami
: dosahovana uroven vSech zucastnénych laboratori, a to jak podle inter-, tak i
podle intralaboratorniho rozptyleni nalezenych udajt

: vztah mezi nalezenymi Udaji a zplsobem kalibrace, analytickym postupem,
uzitymi komercnimi analytickymi soupravami a pouzitym pristrojovym parkem

dosahovana soucCasnou uroven v zavislosti na koncentraci analytu v
kontrolnich materialech
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mezinarodni harmonizovany protokol pro ovérovani zpulsobilosti
(chemickych) analytickych laboratori

international harmonised protocol for proficiency testing of (chemical) analytical
laboratories

: od roku 1992
: IUPAC, ISO a AOAC (association of official analytical chemists)

material IFCC: zaklady mezilaboratorniho posuzovani jakosti
presna a protokolarni organizace testu
statistické vyhodnoceni testu

z-skore

z=(x—X)/s,

kde s je cllova smerodatna odchylka, x je namerena veliCina, X, dohodnuta
(skutecna) hodnota veli¢iny a z ma tvar smérodatné normalni veliciny

interpretace z-skore

|z| < 1 Ize hovorit o dobrém skore
|z| < 2 o skore dostacujicim

2 < |z| £ 3 o skore problematickém

skore |z| > 3 skore nedostacujici -



vyznam hodnoceni laboratore

uspéch laboratore v externim hodnoceni kvality

jeji vykony jsou v tolerancnich limitech akceptovanych prislusnou
(mezi)narodni spolecnosti klinické chemie pro dané obdobi

vybér
&l odbér
& transport : preanalyticka faze
preanalyt. f.
gn;; R b :&‘ : analyticka faze
e ﬁ registrace

: postanalyticka faze

Iyt. .
preansi: T 1 F%' @ odstiedéni

v laboratori

37 1 °/o iii
& " rozdéleni

priprava vzorku
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Fizen a kontrolovan — pouze vi/astni analyticky postup
opomijeni preanalyticke faze (odbeér, transport a uchovavani vzorku)

chyby preanalytické faze — az 50 % X analyticky proces ma asi 25 %
zbytek pripada na tzv. postanalytickou fazi

jednu hruba chyba na cca 1600 analyz
priprava vzorku (55 % jde na vrub jeho hemolyzy), nedostatecny objem vzorku
(21 %), zaména vzork{ (12 %) a koagulovany vzorek (5 %)

hruba chyba ohrozuje zivot = zprisnéni kontroly preanalytické faze

Kill as few patients as possible & 56 other essays on how to be the world's best doctor,
Arlan Cohn, 2004

postanalytlcka faze
: uskladnéni vzorkd i vysledkd
: preména analytickych vysledkd na podlozené informace (smysl lab. mediciny)
: komunikace s praktikem, zpétna vazba
: metaanalyza vysledkd
79



analytické metody Iv.

vybér a optimalizace
vybér metod/postupll je poznamenan vyvojem oboru analytické chemie

: kvalitativni
: kvantitativni

ptivodné: metody chemické
: pocet stanovovanych analytd byl maly, nepresahl nékolik desitek

od 70. let: metody biochemické/enzymatické/molekularné biologické
: spektrofotometrie
: primyslova vyroba enzymd, analyzatory

lrA |nh ratAroa i anahAicln7 nach
Ke iaporatore JC diidi u\,l\y PUSLU

i klinické
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<
T
0
A
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é pozadavky

vlastni nepresnosti vysledku testu: vcetné preanalytickych chyb,
systematické vlivy, nahodné chyby a omyly

biologické vlivy: intra- a interindividualni variabilitu, chyby zplsobené
nestandardnim odbérem vzork{

nejistoty: schopnost testu skytat spravné zavéry (diagndza, prognoza, nebo
terapeuticka rozhodnuti) 30



historie stanoveni glukozy:

1) oxidoredukcni vlastnosti v alkalickém prostredi, oxidace kyselinou
pikrovou, ferrikyanidem nebo redukci Cul+; pracné, malo citlivé, nespecifické

2) o-toluidinem pres Schiffovu bazi; citlivé a specifické; o-toluidin —
kancerogen, Cinidlo obsahuje ledovou kyselinou octovou

3) stanoveni enzymovymi postupy (GOD)

charakteristické znaky analytické metody

definovana a popsana analyticka metoda
: charakteristické znaky, normované v mezinarodnich normach ISO i v

odvozenych nebo prevzatych narodnich normach
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specificke klinické pozadavky

presnost metody ve vztahu k biologickeé variabilité

rozsah kalibracni funkce — minimalni rozsah kalibracni funkce v rozsahu
referencnich hodnot analytu

analyticka metoda - v principu funkce daného analytu v organizmu

ekologickeé a toxikologické pozadavky

analyza potencialné infekcniho biologického materialu
neuzivat k analyze jedy, kancerogeny, ziraviny a horlaviny

nevyhnutelnost: stanoveni kreatininu kyselinou pikrovou, celkové bilkoviny
biuretovou reakci s NaOH, stanoveni hemoglobinu pres hemiglobinkyanid gj.
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vlastni znaky analytické metody

znak analytické metody (analytical performance characteristic)

: vlastnost z mnoziny vlastnosti, které jsou nutné pro ovéreni presnosti
mériciho postupu a jeho vhodnosti pro dany UGcel a které milze byt prirazena
experimentalne urcitelna hodnota

definovano IFCC a IUPAC 5
Ceska spolecnost chemicka (CSCH) — jind nomenklatura analytickych znakd

spravnost (accuracy, trueness, CCHS pravdivost)
: tésnost shody mezi prlimérnou hodnotou ziskanou z velké fady vysledkd
zkousek a prijatou referencni hodnotou

prijata referencni hodnota (dohodnuta referencni hodnota)

: hodnota, ktera slouzi jako schvalena referencni hodnota, odvoditelna jako

a) teoreticka

b) odsouhlasena (certifikovana), zalozena na experimentalnich pracich

c) prirazena (certifikovana), zalozena na experimentalni spolupraci

d) neni-li ani a), b), c); oCekavana hodnota meéritelné veliCiny, tj. stredni

hodnota specifikovaného zakladniho souboru méreni 83



strannost Cili vychyleni (bias, odchylka)
rozdil mezi stredni hodnotou vysledki zkousek a pfijatou referencni hodnotou

stanoveni: pomoci CRM nebo RM

vytéznost (recovery)

relativné vyjadreny rozdil mezi Udaji mericiho systému pri méreni vzorku se
znamym pridanym mnozstvim analytu a vzorku bez pridavku, vztazeny na
pridané mnozstvi

shodnost, preciznost (precission, presnost)
tésnost shody mezi nezavislymi vysledky zkousek ziskanymi za predem
specifikovanych podminek

opakovatelnost (repeatibility)

shodnost stanovena za podminek opakovatelnosti (stejna laborator, stejna
metoda, stejné zkuSebni zarizeni, stejny operator, béhem kratkého cCasovéeho
intervalu)
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reprodukovatelnost (reproducibility)
shodnost stanoveni za podminek reprodukovatelnosti (stejna metoda, rlizna
laborator, rtizny operator, rtizné zkusebni zarizeni, rtizna doba)

presna specifikace — slouzi jako zaklad pfi konstrukci regulacnich diagram(

nejistota méreni (uncertainty of measurement)
parametr pridruzeny k vysledku meéreni, charakterizujici rozptyl hodnot, které
by mohly byt dlivodné prisuzovany k mérené veliciné

zahrnuje mnoho slozek

nejistota typu A - charakterizace smerodatnou odchylkou urCenou ze
statistického rozlozeni vysledkd

nejistota typu B - charakterizace smeérodatnymi odchylkami z
predpokladanych rozlozeni na zakladé zkusenosti

nejistota jako smerodatna odchylka — smerodatna nejistota u,,
vysledna nejistota metody — kombinovana smérodatna nejistota u,,
nejistota — interval kolem vysledku méereni (rozsirena nejistota U)

U = k*u_, kde k je koeficient rozsireni
normalneé rozdélené hodnotya k=2 =

= vysledek v uvedeném intervalu s pravdépodobnosti 95 % o



kalibrace
soubor Ukonl, za specifikovanych podminek se stanovi vztah mezi hodnotami
mérenych veli€in a odpovidajicimi kalibracnimi hodnotami (etalony)

kalibracni funkce S = f(c)

analyticka citlivost — prvni derivace této funkce podle koncentrace
dS/dc = df(c)/dc

vypocet kalibracni funkce z kalibracnich Udajl regresni analyzou

prednost — /inearni zavislosti (stanoveni mezi spolehlivosti, jednodussi vypocty)

mez detekce (/imit of detection, L,, LOD) — souvisi s mezemi spolehlivosti
a=p6=0.05

B — pravdépodobnost falesné negativniho vysledku

a — pravdépodobnost falesné pozitivniho vysledku

dolni mez stanovitelnosti (/imit of gquantification, LOQ)

V7

IUPAC: pro LOQ nejistota (variacni koeficient) = 10 %
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Fy = Il ]
nracravni infFarval ( moacs lrlnn n an/:vl\
| I | Al \IIIL«UJ”I 1 nHIcG71 ved

I 4 l WV

uzavreny interval hodnot, které Ize urC|t danym méricim postupem; je omezeny
dolni a horni mezi stanovitelnosti. U fotometrickych metod se vybere linearni
oblast kalibracni krivky nebo linearni ¢ast grafu zavislosti 7= f(log ¢

linearita kalibracniho vztahu (/inearity)
rozsah koncentraci, ve kterém je analyticky signal linearni funkci koncentrace

kalibrace (linearni funkce):
: 10 koncentraci v pracovnim intervalu, 3 — 4 méreni jedné koncentrace
: test na homoskedascitu (rovnost jejich smérodatnych odchylek)
. konstrukce regresni primky
:: normalni regrese (homoskedascita)
:: vazena regrese (heteroskedascita)
: test na linearitu
: vypocet mezi spolehlivosti (tolerancni interval)
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analyticka specifita, specifita (analytical specifity)
schopnost mériciho postupu stanovovat pouze tu mérenou veli¢inu, ktera ma
byt stanovena

vyjadreni — jako nespecifita, tj. jako efekt libovolné slozky vzorku odliSné od
analytu zpUsobujici zménu indikace méficiho pristroje a tim zavadéjici
systematickou chybu

interference
systematicka chyba méreni zplisobena analytickym interferentem

analyticky interferent — slozka vzorku, ktera je soucasné slozkou ovlivnuijici
veliCiny, ktera vSak sama neni zdrojem signaiu mériciho systému, ale ktera
zpUsobuje prirlistek nebo pokles indikované hodnoty

robustnost metody (robustness, ruggedness)
schopnost metody skytat prijatelné vysledky méreni i v pripadé malych
odchylek v méricim postupu nebo ve slozeni vzorku
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srovnani s jinymi metodami (comparison with other methods)
napr. rutinné laboratori pouzivana metoda a jeji porovnani s metodou
referencni (IFCC), Ci s metodou definitivni, pokud je k dispozici

rozmyvani vzorku ( carry-over)

neni znakem metody, ale jedna se o zjisténi, zda nedochazi k rozmyvani po
sobé jdoucich vzorku (vzajemné ovlivnéni mereni signalu nizkého vzorku po
vysokém a naopak)

problém nalévacich a prltokovych kyvet

provedeni:
15 analyz, 5x s vodou (absorbance A; azZ A:)
5x se vzorkem (absorbance Ag az A;()
nakonec 5x s vodou (absorbance A az A;s)

A6 - A5 = Alo - A5 = AlO - A11 d A15 - A5 = 0, nEdOCha,Zi k roszénf

rozmyvani — numericky v % jako podil rozmyvani 100 * (A;g — Ag)/(A1g — As) 4o



kritéria vybéru analytické metody

analyza v laboratorni mediciné
: smysl pouze k vyhodnoceni zdravotniho stavu pacienta

dva hlavni aspekty

klinicka uzitecnost — jaka je pozadovana jakost z Iékarského hlediska

jakost analytického stanoveni — nespravnosti a neshodnosti, interference a
specifita metody

vybér metody podle analytickych znak

dle soucCasného stavu (state-of-the-art)
voli se postupy podle prave zZadoucich klinickych potreb pri uziti analytickych
metod
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dle poZadavkd expertd i expertnich skupin (panel experts)

: empiricka zjisténi expertll ve specializovanych Iékarskych odvétvich

: kompromisy prihlizejici spiSe k souCasné dosazenému stavu nez k realnym
potrebam

dle vysledk rizeni jakosti
: s rostouci jakosti analytickych metod klesaji naklady a pracnost kontroly

vybér podle pozadavki klinikd
zkusenosti Iékare konfrontované se soucasnou trovni postupti
neni mozné navrhnout univerzalni pozadavky na jakost postup{i

nevyhoda — liSi se v fadeé pripadd a neni mozné stanovit spole¢nd hodnotici
kriteria

vybér zalozeny na biologické variabilité

nejprimérenéjsi klinickym i analytickym pozadavkdm

: intra- i interindividudlni variabilita analytl je skoro konstantni (i ve stari)
: je mozny geograficky i Casovy prenos

o1



vybeér podle klinické vyznamnosti

ke zmé&nam koncentrace nebo i slozeni nékterych analytl mlze dojit pri jakékoli
zmené zdravotniho stavu; pro praktické vyuziti je ucCelné uzivat jen néekteré
indikace zmény — potreba definovat vzitecnou indikaci zmény

testy s binarnimi vysledky
vysledky testl: pozitivni/negativni (ano/ne)

diagnosticka vyznamnost (kontingencni tabulka 2x2)
: radky — vysledky nalezené u skupiny nemocnych a u skupiny ne-nemocnych

pacient | pozitivni test | negativni test suma
nemocny spravné (sp) falesné (fn) N*sp + N*fn
ne-nemocny | falesné (fp) spravneé (sn) N*fp + N*sn
suma N*sp + N*fp N*fn + N*sn N*(sp + fn + fp + sn)
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senzitivita (cit/ivost)
: pravdépodobnost, ze u nemocného bude nalezen pozitivni vysledek testu

sens = N*sp [ (N*sp + N*fn)

smérodatnd odchylka s =V[(sens* (1 — sens) | V]

specifita

: pravdépodobnost, se kterou se u ne-nemocnych ziska negativni vysledek
spec = N*sn [ (N*fn + N*fp)

smérodatna odchylka s, = V[(spec* (1 - spec) | N]

nesenzitivita (necitlivost)
: pravdépodobnost oCekavani falesneé negativniho vysledku u nemocného
: nesenzitivita je doplrikovy pojem k citlivosti

(1 — sens) = nesens = N*fn [ (N*fn+ N*sp)

nespecifita
: pravdépodobnost oCekavani falesné pozitivniho vysledku u zdravého

(1 — spec) = nespec = N*fp | (N*fp + N*sn) 03



predikce (predpoved’)
: pravdépodobnost nemoci, je-li test pozitivni (nebo test ne-nemoci negativni)
: popsano dvéma podminénymi pravdépodobnostmi

predpos = N*sp [ (N*sp + N*fn)
predneg = N*sn [ (N*sn + N*fn)

T =T )3
D 94 6 100
-D 5 95 100
)3 99 101 200

sens = 94/100 =0.94
spec = 95/100 = 0.95
nesens = 6/100 = 0.06
nespec = 5/100 = 0.05
predpos = 94/(94 + 5) = 0.95
predneg = 95/(95 + 6) = 0.94
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vyznam prevalence
: pravdépodobnost nemoci v definované populaci v urcitém okamziku

prevalence — podil nemocnych z poctu testovanych
100 D + 100 =D = 200 testd = preval = 0.5

citlivost a specifita se nemeéni, meni-li se pocet vysetrovanych, méni se
predikce

T =T >
D 470 30 500
vzdy srovnavat -D 475 9025 9500
jen souméritelné
testovaci skupiny 2 945 9055 10000

predikce infaktu D = 500, =D = 9500 = preval = 0.05

populace X kardiaci sens = 470/500 = 0.94
spec = 9025/9500 = 0.95
predpos = 470/945 = 0.497

predneg = 9025/9055 = 0.997 o5



incidence
: vyskytu nemoci za urcity Casovy interval (napr. rok)

napr. cukrovka
: prevalence v USA — 2.00 %, tj. cca 4 miliony obéand nemocnych diabetem
: incidence v USA — 1.99 %, tj. kazdy rok novych 398 000 pripadl

vydatnost
: pomér poctu vsech spravnych vysledki k jejich celkovému poctu

vydatnost = (N*sp + N*sn) [ (N*sp + N*sn + N*p + N*fn)

veérohodnost a pomér verohodnosti

verohodnost (likelihood)
. pravdépodobnost je mirou pro nastoupeni jevu pri dané hypotéze
. vérohodnost je mirou pro nastoupeni jevu pfi ridznych hypotézach
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pomeér vérohodnosti LQ (/ikelihood guotient, likelihood ratio)
LQ =sens [ (1 —spec)

misto prevalence a prediktivni hodnoty: nadéje (chance, W)
post — nadeji po provedeni testu
ante — nadeji pred provedenim testu

Woost = LQ * Wnte
vztah mezi pravdépodobnostmi a nad€jemi
wW=°P/(1-P)P=W]/QQ+ W)

Woie =P/ (1—-P)=0.05/(1-0.05) =0.0526

LQ =sens/| (1—-spec)=0.94/(1-0.95)=18.8

Woost = LQ*Wjpnte = 0.0526 * 18.8 = 0.98888
Whost | (1+Wyost) = 0.98888 / (1 + 0.98888) = 0.497
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definitivni metody klasifikace analytickych metod

zalozené na izotopovém zredovani (ID) a hmotnostni spektrometrii (ID-MS),
popr. na kombinaci ID s plynovou chromatografii (ID-GC)

: nejsou vetsinou aplikovatelné do denni praxe — sfloZité a pracné
: slouzi hlavné pri atestaci kalibratord a kontrolnich pripravki

referencni metody

zakladni, dikladné prostudovany a definovany mérici postup, jehoz analytické
znaky (nepresnost a strannost) dovoluji jeho uziti k posuzovani spravnosti
jinych méricich postupl a k charakterizaci referencnich materialt

doporucené metody

(dle IFCC) s popsanymi logickymi sledy operaci, které jsou soucasti postupu
meéreni tak, jak byly definovany a doporuceny prislusnou pracovni skupinou

rutinni metody

metody, které nepatri do nékteré z vyse uvedenych skupin
: musi byt komutabilni s metodou referencni

komutabilni metoda — poskytuje na reprezentativhim souboru nativnich sér
stejné vysledky jako metoda referencni 98




optimalizace analytické metody

optimalni podminky analyzy

: slozeni reakcni smeési (druh, koncentrace slozek, pH a teplota reakcni smeési
apod.)

: jednotlivé kroky a poradi pridavani Cinidel

hledani optimalnich reakénich podminek — zkoumani vétsiho poctu parametrd,
zjistuje se jejich vliv

existuje vetsinou jen jedna urcita optimalni kombinace

metoda postupného ménéni parametri (single variable approach, SVA)

. relaxacni metoda
zkouma oddelené reakcni parametry; vyzaduje vetsi poCet nezavislych méreni;
zkouma oddélené i ty, které spolu mnohdy té€sné souvisi (mlze vést k
nespravnému zaveru)

multivariacni metody (multivariable approach, MVA)
zkouma parametry komplexné; méni se soucasné nekolik parametrl; metodicky
spravnejsi

: vyzaduje plan pokust (experimental design, ED) 99
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plany pokusu

zplsob rozvrzeni experimentl tak, aby z co nejmensiho poctu bod{ byla
ziskdna maximalni informace a tedy co nejlepsi popis priibéhu funkce o vice
proménnych

faktorovy plan

pIné faktorovy plan (fu// factorial experimental design, FED)
: obsahuje vSsechny mozné kombinace vybranych faktor(

parametry: pocet faktorl a pocet Urovni kazdého faktoru
pocet faktord (f) odpovida poctu vstupnich proménnych (poctu slozek)

pocet drovni (L) je pocet hodnot kazdé vstupni proménné (napr. pocet
mérenych koncentraci)
pocet bodli faktorového planu (celkovy pocet experimentl n)

n=Lf
100



trihladinovy dvoufaktorovy plan
(L = 3); 32 experimentd

2
&
|
I

L

| |

2

proménna
[ T
L)
L4

2

promeénna

%

>§ 4(\(‘@
proménna 1 o @ﬁ‘e
2 (Q
promenna 1 proménna 1
dvouhladinovy dvoufaktorovy plan dvouhladinovy trifaktorovy plan
(L = 2) nejjednodussi’; 22 experimentd (L = 2) 23 experimentl

redukovany faktorovy plan (fractional factorial experimental design, FrED)
shiZuje pocet experimentl oproti FED (ten je nékdy zbytné komplexni/pracny)

: stale popisuje vliv kazdého parametru a kontroluje mozné interakce

: vhodny v pripadech drahych a ¢asové narocnych experimentl
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hvezdicovy plan

: dalsi varianta planu pokusl

: mUZe byt FrED variantou faktorového planu
: tiihladinovy dvoufaktorovy faktorovy plan = dvoufaktorovy hvézdicovy plan

obsahuje (2xf+1) experimentd, kde f je poCet rozmérd (slozek)

rozmisténi' bodld hvezdicového planu je dano polohou centralniho bodu

ostatni body jsou rozmisteny symetricky kolem stredu

2

promeénna

|
{}—T—{}
5

proménna 1

dvoufaktorovy hvézdicovy plan
2xf+1 experiment(

2

promeénna

{\’;) %’
.I@Q

&

proménna 1

trifaktorovy hvézdicovy plan

2xf+1 experiment(
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centralne a necentralne kompozicni plany

kombinace faktorového a hvézdicového planu pokust — komplexni hyperplocha

centrainé kompozicni plan — stredy obou plant shodné
necentraine kompozicni plan — stredy shodné nejsou

2

promeénna

proménna 1

pétihladinovy trifaktorovy centralné kompozicni plan
2f + 2xf+1 pokus(
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aproximativni metody a algoritmy

optimalizace - snaha ,,odhalit" numericky funkci zavislosti vystupu na
optimalizovanych parametrech — aproximace

black box : algoritmy nepopisuji fyzikalné chemické vlastnosti, ale ,jen"
numericky zaznamenavaji vztahy mezi proménnymi

parcialni metodou nejmensich ctvercid (partial least squares, PLS)

parciaini’ metoda nejmensich ctvercd — MVA, hodnoty pro vSsechny komponenty

kanonicka korelace (canonical correlation, CC)
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umeélé nervoveé (neuronoveé) site (artificial neural networks, ANN)
napodoba biologického systému vzdjemneée propojenych neurond

. procesory — neurony
: zpUsob spojeni — topologie sité

vstupni neurony
vystupni neurony

skryté vrstvy neuronil

neurony jsou sdruzovany do vrstev
vystupy n-té vrstvy jsou privedeny do kazdého neuronu ve vrstvé n + 1

prvni, vstupni vrstva — prijima hodnoty pro zpracovani
posledni, vystupni vrstva — hodnoty odezvami celého ANN na zmény
podminek vstupnich parametrd

pocty neurond ve vstupni a vystupni vrstvé jsou dany poctem vstupnich a
vystupnich promennych

vnitrni, skryté vrstvy — pocet zavisi na slozitosti aproximované funkce 105
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spojeni mezi neurony pocet skrytych neuronu

reprezentovano racionalnim cislem — vahou spojeni (w)

uceni se predpovedi vystupnich hodnot s minimaini odchylkou hodnot
predpoveézenych ANN od hodnot experimentalnich — opakovanym nastavovanim
Ciselnych vstupl transformacni funkce a sledovani vystupl na funkcni (redlnou)
hodnotu

odchylka — dpl/na suma ctverci (total sum of squares,TSS)
soucet ctvercl rozdildl predpovézenych a vstupnich hodnot

7SS = X (z; — OUT))?
i=1

i=
z; — hodnota vystupni proménné z pro danou trojici (x, y, z), OUT; (output) —

jeji predpovézena hodnota, n — pocet prvki trénovaci sady 106



kazdy neuron (kromé vstupnich) sCita hodnoty z predchozi vrstvy a nasobi je
vahou spojeni w:

NET, = Z (INP; * w;) +BIAS;
INP; - hodnota vstupu (input), w; — hodnota prislusné vahy a BIAS; —
hodnota prahu (bias), ktera je tzv. prahovym parametrem a je nezbytna pro
spravné nastaveni hodnoty neuronu NET; apro cely vykon sité

NET; — neuron jv neuronoveé siti

OUT; — transformace souctu NET; (output)

OUT, =1 [ (1 + e ~NETj)

sada trénovaci/ucici — n sad parametrd ur¢enych planem pokust
testovaci — nejméné 3 sady parametrl uvnitr hranic danych planem
verifikacni — nejméné 3 sady parametr v hranicich danych planem

(i hranice sami)
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analytické soupravy
v iaboratorni mediciné

analytickeé sety/kity

pred r. 1960 — analyticka Cinidla pripravovana v klinickych laboratorich

dnes — analytické pripravky ve formé mikroCipl ur¢ené pro specialni analytické
pristroje jiz nelze v bézné laboratofi vyrabét viibec

pozadavky na analytickou soupravu

pripravena k okamzitému pouziti (ready-for-use)
jednostupnova metoda — jeden pracovni roztok

dvoustupnova metoda — dva pracovni roztoky; enzymova stanoveni

stabilni alespon 12, ale nejlépe az 24 mésici

: jednotlivé cinidlo po otevreni pri 2 — 8 °C stabilni tyden -



metoda s rychlou analyzu - signal, nejcastéji absorbance, do 5 minut,
kinetické méreni v intervalu nejvyse desitek sekund

metoda bez uprav vzorku — deproteinace, mineralizace, zkoncentrovani
obsahu analytu apod.
priprava analytické soupravy

vyrobni postup — technologicky reglement
. popis vsech vyrobnich, kontrolnich a dalSich operaci formou standardniho
operacniho postupu

vyroba analytickych souprav je organizovana podobné jako vyroba IéCiv

v YV -

kapalna cinidla
priprava: vazenim (vcetné vody; presn€jsi)
nadoby: sklenéné nebo plastove, objem od 10 do 200 ml
stabilni — nelouhovatelné, nepodtékajici, neprostupné pro plyny (oxidace, unik
ochranného inertniho plynu)
: nizkotlaky PE, PP, PET (polypropylentereftalat) 4.

plnéni: prlplach nadoby inertnim plynem, davkovani Cerpadlem, bakterialni
filtry (mikrofiltrace), Stitkovani (Carovy kod) 109



Ve

pevna cinidla

ZataVU]I (bllstry)
: mlynky, michaci a homogenizacni zarizeni, tabletovaci stroje, granulatory;
za snizené vihkosti vzduchu (< 20 %)

choulostiva cinidla (enzymy, bilkoviny) — lyofilizaty

. lyofilizace (freeze drying, mrazova sublimace) — odstranéni vody sublimaci v
hlubokém vakuu ze zmrazeného vodného roztoku produktu; voda kondenzuje v
chladici, ktery ma proti produktu podstatné nizsi teplotu (vyssi tepelny spad)

lyofilizacni houba - latky umoznujici snadnéjsi proces (bilkoviny, derivaty

rozpustné celuldzy apod.)
fotochemickv
- laminat PET

,.-:""‘ .,_,__- adhezivum
— reakéni slozka

_,_,_.”__—-‘. nosi¢ (PC)
"
vod. inkoust
kompletace soupravy e >
: poloautomaticky, na pasu <~ <% nosi& (PET)

vaevs TV eIektrochem|cky
vnejsi obal — finalni etiketa

skladovani: pokojova teplota nebo v chlazenych boxech e



soupravy pro suchou chemii

diagnosticky prouzek
reakcni zona — na plastovém prouzku
impregnace: koncentrované, kapalné analytickeé Cinidlo nasaté do nasakaveho
materialu; fixace navarenim sit'’ky z plastu

nasakava podlozka — definované vlastnosti (gramaz, tj. hmotnost v g/m? a
nasakavost pro kapaliny) = nasakne témér stejné mnozstvi roztoku Cinidla

uskladnéni: vysousedlo (silikagel/molekulové sito)

obsah analytické soupravy

nazev soupravy
: analyt; princip jeho stanoveni
: skladovaci podminky, doba exspirace, pocCet analyz
: Udaje o jedech, horlavinach a ziravinach
pracovni navod
. princip soupravy (i chemickymi rovnicemi), odkazy (lit. a patent.), slozeni
Cinidel, slozeni reakcni/inkubacni smeési, postup jejich pripravy, uchovavani a
stabilita

referencni hodnoty analytu, schéma pracovniho postupu, doporucené
kalibracni a kontrolni materialy, poznamky o vzorku a k bezpecnosti prace 111




ptivodné: hmotnost, popr. aktivita na objem (v biologické tekutiné)
g a mg/dl, jinak téz gramprocenta (g%) a miligramprocenta (mg%)
1977 soustava SI
hmotnost (g, mg) = latkové mnozstvi (mol)
koncentrace — mol/l (analyt s presné definovanou molekulovou hmotnosti)

enzymy: koncentrace katalytické aktivity misto koncentrace enzymu

katalyticka aktivita 1 katal — mnozstvi enzymu, které rozlozi 1 mol
enzymoveho substratu za 1 s za definovanych reakcnich podminek

koncentrace katalytické aktivity — katalyticka aktivita vztazena na objem
obsah katalyticke aktivity — katalyticka aktivita vztazena na hmotnost

mezinarodni jednotka U (international unit, IU) — mnozstvi enzymu, které

rozlozi za 1 min 1 pmol enzymového substratu za danych podminek

1U=1pumol/min = 16.67 nmol/s = 16.67 nkat 112



hmotnostni koncentrace enzymu/proteinl (/mass concentration)
: stanoveni v imunodiagnostice a u enzymu CK
.. koncentraci vyjadrujeme jako mg Ci pg proteinu/I|

pocet elementd v biologickych tekutinach (bunék, castic, rlznych Gtvar()
. pocCetni koncentrace, tj. pocCet castic v litru

mocovy sediment — arbitrarni pocetni koncentrace (arbitrarni jednotka)
. zjednodusSeni pri vyjadrovani poctu castic (elementl) na definovany
(dohodnuty) objem

po odstredéni vzorku moce se zjisti pocty jednotlivych elementd v zorném poli
mikroskopu v odecitaci kom{rce s definovanym objemem (Biirkerova komurka)

jiné uziti: analyzy nékterych testl v moéi (napf. prlkaz bilkoviny), v
mozkomisnim moku, ve stolici (obsah zeleza) apod.

IFCC a IUPAC: systém zkratek pro vyjadrovani analytického nalezu pro tyto
typy vzorkd nad ramec SI
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interpretace vysledku analyzy

analyt — soucast vzorku, kterou stanovujeme (&reatinin v séru a v moci)
: stanoveni s urCitou presnosti v zavislosti na obsahu, stabilité, metode
stanoveni gpod.

analyticka metoda/postup — metoda stanoveni analytu (Jaffého reakce s
kyselinou pikrovou v alkalickém prostred))

vysledek analyzy — hodnota ve vztahu k diagnoze (kreatininova clearance)

test na urcitou funkci — testovany stav ve vztahu k diagnoze (glomerularni
filtrace)

index — diagnostické poméry obsahu analytd

analyticka variabilita — preanalyticka i analyticka faze

biologicka variabilita (BV) populace — komplexni charakterizace rozptylu
vysledk{ biochemickych vySetreni; suma intra- a interindividudlnich variabilit
vyjadreni: variacni koeficient v procentech (CV)

stanoveni: analytické postupy, které maji CV < cca 1/3 intervalu BV
114



dohodnuté odchylky od cilové hodnoty analytu (target value, TV) — misto BV

cilova hodnota : primérna hodnota vsech vysledkd souboru po jejich zaznamu

primér stanoveny definitivni nebo referencni metodou, v
pripadech, ze definitivni ani referencni metoda zatim nejsou stanoveny, mize
byt uzita srovnavaci metoda

souvislost mezi analytickym nalezem a stavem pacienta
zdravy (normalni) nebo ma analyt vybocujici (patologicke) hodnoty
pro bézné analyty zpracovany tzv. referencni hodnoty (drive normalni i

fyziologické hodnoty)

. referencni hodnoty referencniho jedince — donora

: h_lj ,J—H_WH : referencni skupiny
j IIIIIIIIIIIII : referencni populace

ulzl 08 14 02 08 14
aktivita ALP

= Cetnost®
1

ziskavani: analyzou vzorkd osob, které se hodnoti jako zdravé
referencni (fyziologicky) interval — hodnoty laboratorniho testu, mez nimiz
leZi vetsina hodnot ziskana merenim referencni populace 115



analytické soubory

funkcni soubory jednotlivych analytickych metod

klinicko-biochemické pozadavky |ékarll
: jaterni soubor, soubor pro tukovy metabolizmus, soubor pro poruchy
glukézoveé tolerance aj.)

Jjiné divody — organizacni, bezpecnostni, ekonomické

akutni (statimova) analyza
stanoveni jednoho nebo skupiny hlavnich analytd co nejdrive a non-stop

glukéza (diabetes), kreatinin nebo mocovina (ledviny), bilirubin a
aminotransferaza ALT (jaterni testy), kreatinkinaza a troponin (srdce), a-
amylaza Ci lipaza (slinivka), acidobazicka rovnovaha krve, zakladni toxikologické
vysetreni a zakladni vysetreni moci

Zdkladni biochemické vysetreni

zakladni (screeningové) vysetreni analytd charakterizujicich cinnost hlavnich
télesnych organd a funkcri

celkovou bilkovinu, bilirubin, kreatinin, mocovinu, glukozu, cholesterol, kyselinu

mocovou, ALP, aminotransferazy ALT a AST, popr. GMT nebo CK 116



Zadkladni hematologické vysetreni
stanoveni’ krevniho obrazu

hemoglobin, erytrocyty, hematokrit, leukocyty, trombocyty, retikulocyty,
osmotickou rezistenci erytrocytll, bazofilni teckovani erytrocytl apod.

organizacni déleni analyz do soubori

imunochemicka vysetreni

imunoelektroforéza

serové bilkoviny, al-fetoprotein, imunoglobuliny A, G, M, prealbumin, ai-
antitrypsin, a2-makroglobulin, transferin, ceruloplasmin, CRP, prostaticky
specificky antigen gj.

radioimunoanalyticka vysetreni
thyroxin, trijodtyronin, thyreotropin, luteinizacni hormon, folikuly stimulujiciho
hormonu, prolaktin, choriogonadotropin, estradiol, progesteron gj.

vysetreni mozkomisniho moku
chemické stanoveni analytd + ridzné specidini’ testy
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Zakladni vysetreni moci
PH, dusitany, bilkovina, glukoza, bilirubin, urobilinogen, ketoldtky, osmolalita,
erytrocyty a hemoglobin, leukocyty, vysetreni mocového sedimentu

doplrikové analyzy

morfologicka analyza mocového sedimentu (epitelie, valce granulované,
voskové, epitelové, erytrocytarni, leukocytové, zZluCové, pseudovalce, spermie a
mikroby (kvasinky, bakterie, trichomonady, plisné)

druqg monitoring
kontrola hladiny tech IECiv, ktera jsou ve vetsich davkach toxicka a hrozi jejich

predavkovani, nebo protoze maji lidé na nektera Ieciva individualni toleranci

specialni analyzatory

nejcastéji monitorovanymi léCivy — digoxin, fenytoin, fenobarbital, kyselina
valproova, diazepam, theofylin, gentamicin, tobramicin, methotrexat,
cyklosporin a dal.

drogy (drugs of abuse)
instrumentalni metody (HPLC, GC, MS, CZE apod.)

alkohol, amphetamin, barbiturany, benzodiazepiny, cannabinoidy, kokain,

methadon, opiaty, antidepresiva, anabolické steroidy 4. 118



vybrané instrumentalni analytické metody

v laboratorni mediciné

spektrometrické metody

: UV-Vis, fluorimetrie
: AAS, AES
: hmotnostni spektrometrie

elektrochemickeé

separacni metody

: chromatografie (kapalinova, plynova)
. elektroforéza (gelova, kapilarni)

119



vysokou&inna kapalinova chromatografie (HPLC)| **°

- -
(2 V2 oV all g

HIIIIMIH
separace dle rlznych rozdélovacich konstant analytl v systému dvou fazi

(pevna-kapalna)
rozdelovaci pomér D D =C5 /Gy
Cs — koncentrace analytu na stacionarni fazi, Gy — koncentrace ve fazi mobilni

retencni cas ity
: Cas, za ktery analyt projde kolonou

mrtvy (nulovy) cas t,
. Cas, za ktery projde kolonou samotna mobilni faze, nebo neinteragujici latky

(JeJ|Ch tR - tM)

sorpce — analyt z mobilni faze se zachyti na fazi stacionarni
desorpce — obraceny proces
chromatografie — dynamicka rovnovaha sorpce a desorpce analytu

ctyrfi hlavni sorpcni mechanizmy: adsorpce, rozdéleni (obdoba extrakce),
jontovou vyménu na iontoménicCich a sterické vyluCovani (stacionarni faze s

kontrolovanou porozitu, déleni latek dle jejich velikosti a molekulové hmotnosti)
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adsorpce — povrchovy efekt plisobeny elektrostatickymi interakcemi (vodikové
mustky, vazba dipdl-dipdl a vazba dipdl-indukovany dipdl)

analyty soutézi s mobilni faz/ o limitovany pocet vazebnych mist na
povrchu adsorbentu

chromatografickeé déleni latky — symetricky neboli gaussovsky koncentracni
profil ve sméru pohybu mobilni faze, tzv. zény dili piky

kvalita chromatografického déleni :fa“l;g;if:;‘ tok
: ucinnost kolony

pocet teoretickych pater N N = 5.54%(t, | W)?
W — Sirka piku v poloviné jeho vysky

vyskovy ekvivalent teoretickéhopatra H H=L/N
L — délka kolony Aty
vysoké H = ucinné deleni multikomponentnich smési latek

: oddéleni dvou sousednich pik{

intenzita signalu
=
—
Yy
E

cas

Rs > 1.5 uspokojujici, Rg = 1.5 je tzv. déleni na zakladni linii 121



|
-
Q
0,
- |©
-
[« ]
q
-
=
-
N\
N
()
o
)]
“
e’

silikagel Si-OH — polarni a slabé kysely

: modifikace alkylchlorsilany s délkou alifatického uhlikového retézce 1 az 18;
hydrolyticky stalé siloxany s typickymi vazbami Si-0-Si-C

: nejuzivanejsi faze — oktadecylsiloxany (ODS Cili C18); tzv. reverzni faze

mobilni faze (MF)
dle polarity: r7hexan, cyklohexan, metylbenzen, chlorované uhlovodiky,
tetrahydrofuran, aceton, acetonitril, /so-propanol, etanol, metanol, voda...

jednotlivé nebo jejich misitelné smési

MF tece pod tlakem az 40 MPa, rychlosti toku asi 0.05 — 2.00 ml/min

reverzni HPLC — smeés metanolu nebo acetonitrilu s vodou nebo s roztokem
pufru

velmi dllezité pH vodné sloZky — ionizované formy latek mensi afinitu k C18
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kolony pro HPLC
konvencni— nerezova ocel, délka 3 do 25 cm, vnitfni primér 3 — 5 mm

mikrokolony — délka 5 — 50 cm, vnitfni prdmér 0.5 — 2 mm
kapilarni HPLC

detekce signalu
: v MF po eluci z kolony

fotometry UV-Vis (PDA/DAD), fluorimetry, refraktometry, elektrochemické
detektory, noveé hmotnostni spektrometrie

citlivost HPLC detektord

. refraktometrické a vodivostni detektory 5.10~7 g/cm3

: fotometrické detektory 10710 g/cm3

: fluorimetrické a ampérometrické detektory do 10-12g/cm3
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aplikace HPLC v laboratorni diagnostice

syndrom fragiiniho chromozomu X
pricina vrozene mentaini retaradace (2. nejcastejsi po Downove chorobe)
projevy: oblicejova dysmorfie, velké usi, velka tvar s vyraznou bradou a Celisti
poruchy chovani: stereotyp, Spatna komunikace, hyperaktivita a Spatna
prostorova orientace

defektni gen FMR 1 na chromozomu X (fragile X mental retardation gene 1)
mutace: zmnozeni trinukleotidovych repetici (SNP, single nucleotide
polymorphism)

: Fra X — zmnozeni repetice CGG a nasledna metylace cytosinu

: metylace cytosinu v sekvenci CGG = potlacCeni exprese genu = projevy Fra X

podle obsahu deoxycytidinmonofosfatu (dCMP) a jeho metylovaného
derivatu (mdCMP) a podle poctu repetici CGG mlze mit gen FMR 1 t¥i
stadia:

stavFRM 1 | dCMP [%] | mdCMP [%]| pocet CGG
normalni 70 — 100 0-30 6 —53

premutacni 50-70 30-50 < 200
mutacni 10-50 50-90 > 200
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stanoven bsahu dCMP/mdCMP

mu dAMP I\J’I X dTMP HN,JKI

bunka = DNA &rdonukleiza Msp1s HpO.L0- CH HPO L OCH, { .

pom

Era
1

'<m<
:
(o)

i
nnnctilea
SI INJJIUIIN\GUL I /\ yl 1

mdCMP maR = CH;

nukleotidtrifosfaty exonukieazalll> dGMP_| dCMI:(O
Y > )

nukleotidmonofosfaty — ﬁ Hﬁy "y onoron,

F

(mdCMP / dCMP), vs. (mdCMP / dCMP),
%mdCMP = mdCMP / (mdCMP + dCMP)

kontrolni poméry E ™
<

dC

(mdCMP + dCMP) / dGMP = 1 -_ .
dAMP / dTMP = 1 a0

zlepseni citlivosti o rad mdc
- v 101
UV-Vis = fluorescencni detekce ]

derivace dansylchloridem (i 125



kapilarni elektroforéza (CE)

princip
separace dle rlznych -elektroforetickych mobilit analytd v potencidlovém
gradientu elektrického poli

d - vzdalenost, kterou analyt uputuje po zavedeni potencialu E mezi dvéma
elektrodami vzdalenymi od sebe S za Cas t

d=p*t*(E/S)

M — elektroforeticka mobilita (je funkci naboje, molekulové hmotnosti a tvaru
molekuly; frik¢ni sily — zpomaluji migraci ve viskdznim elektrolytu)

separace Ad =(py—Hy)) *t*(E/S)

nejuzivanéjsi metodiky

CZE - kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza (polyacrylamide gel electroph.)
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CZE - kapilarni zonova elektroforéza

: kremenna kapilara o malém priiméru (50 — 75 ym)

, v . . , , OJCICICIONGS
: Zaporne nabity povrch (silanove skupiny) ®® @
T @0 ee o
: vlozené napéti ~ 10 — 60 kV CICICICICMO

CZE
elektroosmoticky tok (e/ectroosmotic flow, EOF)
: zakladni jev v CE

silanolové skupiny (pK, asi 6.2) = kompenzace kationtll pufru = Sternova
elektricka dvojvrstva

potencialovy gradient = hydratované kationty v pohybu = posun celého
elektrolytu (EOF) = unasi ke katode vSechny pritomné latky (neutralni i ionty)

rychlost EOF — 1 se T pH pufru a napétim; | s viskositou

= EOF

zakladni elektrolyt (vodivé medium) — pufr oN I
(background electrolyte, BE) & K cork
: zasadni vliv na konstantni mobilitu délenych latek T . kora

H3N+'CH2'COOH fem (HzN'CHz'COOH fem— H3N+'CH2'COO_) e HzN'CHz'COO_
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separace neutralnich latek — pridani povrchové aktivnich latek do BE
vytvareni micel = uzavreni neutralnich latek = nabité micely jsou separovany
separace na zaklade jejich rozdilné rozpustnosti v micelach nebo na
zakladé rozdild v distribucnich koeficientech analytd mezi vodnou a
micelarni fazi

detekce signalu

: UV-Vis — citlivost 10713 az 1016 mol (105 az 10~8 mol/I)

: ampérometricka detekce — 1011 mol/I

: laserem indukovana fluorescence (LIF) — 10-14 az 1016 mol/I
.+ derivatizace fluoroforem
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PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza

migrace v polymerni matrici
(agar, skrob, agaroza, polyakrylamid)

] 2 3 i 5
: separace makromolekul =
provedeni : izokraticka, gradientova — R
= =8k
-y’ . - " S | S— el
: denaturujici (SDS; Lammli) | == —d 3
: nedenaturujici - _—
- — |+—232kb
— |—2.03 kb
-
proteiny
Coomassie modr, strfibro, SYPRO rubinova, Cu?*, Zn?+
detekce: NA

barveni, denzitometrie SYBR zelen, ethidium bromid, akridinova oranz
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aplikace CZE v laboratorni diagnostice

metabolické poruchy
: porusené metabolické drahy (blokovani, nepritomnost enzymu /geneticky/)
.1 pHtomnost produktd nedpiného metabolizmu v modi a Krvi

stanoveni obsahu purinti a pyrimidinii
diagnostika xanthinurie a deficitu enzymu hypoxanthinfosforibosyltransferazy

BE — boratovy pufr 30 mmol/l o pH 10.2; hydrodynamické davkovani 10 s,
separacni napeti 15 kV, teplota 25 °C, UV-detekce pri 260 nm

0
{NfLN xanthin [
N N/g 0 _

.

W
hypoxanthin <f fLJJ
N7
o

N N kyselina T — T -
D v 4
:<N | M /ED mocova migracni ¢as [min]

hypoxanthin

é

absorbance
adenin + thymin
kyselina mocova
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hmotnosti spektrometrie (MS)

. fyzikalni metoda; urceni molekulové nebo atomové hmotnosti analytu

princip
molekuly analytu se ionizuji v plynné fazi; pak jsou rozdéleny bud' v
prostoru nebo v Case podle pomeéru jejich hmotnosti a naboje (m/z)

ionizace = hmotnostni analyza = detekce ionti

ionizace — polem nebo vysokoenergetickymi casticemi (elektron, foton, atom)
mekka vs. tvrda ionizace

hmotnostni analyza

detektor doby letu

iontovy zdroj

magnet| magneticky sektor

____________ laser extraktor
| 2 fontdi
iontova ionizaéni letova trubice  reflektron
optika komora -Hk i"—.__‘l _________ H_|_H| |

citac

zesil. (— detektor ‘ g _________________

detekce iont{i — systém dynod

detektor
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: prvni analyzator rozdeli ionty dle m/z

: selekce iontu o urcitem m/z

sekundarni ionizace-fragmentace

rozdéleni fragmentt v druhém analyzatoru

detekce ionttli fragment

Val Lys Val Lex Gly Asp Val Tle Gl Val His Gly Lys

HHOMHHWODHHOIHHOHAOHHMHEHAOQHYH OHHOHHOHHOIHHOHHOD
I I I IR I I I T I I T T
Hac—?— HN—C—CFN-C=1 'N"'EI.'—'I:' H—C-C"N—{F—C -Nh{i-:_': ‘N"':I'.‘—E'.' 'N'"[IT-'L:' _‘wl‘ti,""'lf_: 'N—Q'C"N—{;—ﬂ “'N—ﬁf‘—f."-]‘\l*--(l}-{_‘“-ﬂH
b I 1 i
o K, R, R, R. R R L Ry R, B o B L L

analyza proteind a nukleovych kyselin

MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight)
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aplikace MS v laboratorni diagnostice

[M-+H]'
B0 -
MALDI PSD TOF _ b, b, )
r— : ' : A
rozpad za zdrojem S ;
(post-source decay) s | - Y a
'N 40 - :
=
identifikace hormonu ‘:_ﬁ 21|y
tandemovou MS =1
1L
0 L L -

! I ! I ! I ! I ! I
200 4010 BO0 200 1000 1200
m/z

2 3 4 5 7 8
Trp } Ser } Tyr }Gly } Leu Arg~~~Pro~~~Gly—NH2
7 6 5 4 2 1

3 =N Y

a,b, n= 1
pGIu-His}

lidsky hormon uvolnujici luteinizacni hormon (LHRH) 133



imunochemicka analyza

v praxi klinické imunodiagnostiky

imunitni systém (IS) — informacni soustava
: zodpovida za udrzeni identity a integrity jedince a jeho individuality

slozky: lymfocyty, fagocyty, komplement, interferony a protilatky (Ab)
lokalizace: v krevnim a lymfatickém obéhu

funkce: toleruji vlastni struktury, cizi oznacuji a odstranuiji

: rozpoznani vlastniho od ciziho

L] I:II\ l:ﬁl"\f.f\

« IINVIUCAUCT

antigenn

pUsobici latky

~
C

v

e

interakce antigen + protilatka

: analytické vyuziti imunitniho systému — afinitni (specificka) interakce
.. nekovalentni
:: reverzibilni
.1 variabilni

VI.
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antigen (antibody generator) (Ag)

: obsahuje determinanty (epitopy) = vyvolavaji imunitni reakci (imunogen)

:: makromolekula (> 8 kDa)

:: makromolekularni nosi¢ + hapten

bakterialni toxiny, lipopolysacharidy, aglutininy, revmatoidni faktor,
endotoxiny, alergeny

protilatka (antibody) (Ab)

: rozeznavaji determinanty = odpovéd’ imunitniho systému na Ag

: specificka Ab reaguje s urCitym Ag — oznaci jej

: vazi se na determinanty vazebnym mistem (paratopem)

:: imunizace - vystaveni IS novému Ag = vyroba novych Ab

monokionaini, polyklonaini Ab — rovnocennost epitop(

krizové reakce Ab - interakce jednoho paratopu s podobnymi epitopy
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imunoglobuliny
IgA (15 — 20%) — na povrchu sliznic z exokrinnich zlaz
IgD - aktivace B-bunék
IgE — u alergii; dvojvazny: alergen-IgE-glykoprotein
IgG (75%)
IgM (3 — 10%) — intravaskularni prostor

protilatka — detail struktury

antigen vazan antigen vazné misto
na Fab fragment

[Cllehky (L)
Fetézec

[ tézky (H)

L disulfidické
.. mistky

g } Fc fragment
sacharid
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sledovani interakce
: primé — precipitace, rozptyl svétla

imunoanalyza

: neprimé — aglutinace, vazba komplementu

: znacenim — imunostanoveni
:: homogenni
.. heterogenni
.11 primé, kompetitivni
.11 neprimé, sendvicové

detekce

u primych a neprimych imunoanalyz

: vizualni

. opticka (nefelometrie, turbidimetrie)
: hmotnostné-spektrometricka

u imunoanalyz se znacenim
. spektrofotometrickd, fluorimetricka
: radiometricka
. elektrochemicka

prostredi
: roztoky

: gel (imunodifize)
: imobilizace a jejich kombinace

. tkané
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prima imunoanalyza — precipitacni reakce

bivalentni Ab (precipitin), makromolekularni Ag (precipitinogen), 1:1
precipitat — viditelna srazenina vznikla primo z molekul

5

Ag S e A

\*’( e Sy o
z | - T~

L >~ @0 1.0 / SN
Y Ab -E _ // R““HH

® 05 - / '*-a_“B
" R T
disagregacni latky — brani precipitaci SO0 T or a0 o8
BSA [mg]

precipitacni krivka

i o korpuskularni —~
polyvalentni Ab (aglutinin), Ag —> {korp. ff
korpuskularni Ag (aglutinogen) \YF ﬂ/ 7 \“\.

aglutinat - viditelna srazenina
vznikla z makroskopickych castic x /\[

korpuskulace Ag: imobilizace na korpuskuli (makroskopickou castici)
: hemaglutinace, cytaglutinace, latex; systém komplementu 138



kvalitativni metody

prstencova p. — prstenec precipitatu na rozhrani fazis Ag a s Ab

o parafin
rv ’ v o, N roztok Ag
sklickova p. — ,kapkovaci" imunitni reakce gi
>0 precipitat
£ .
“» agaroza s Ab

Oudinova metoda — dve vrstvy gelu, s Ab nebo s Ag

Oakley-Fulthorpova metoda — dva gely, s Ab nebo s Ag; vice [AbAg]
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plazma

Ag
Ouct_lt,erlo_r,lyhp met_ogla aghi64 Ab A9 eidenticke
: dvojita radialni imunodifuze 1:32 f-i

anti-albumin
+ anti-fibrinogen

. , , . albumi
:: koncentricky system jamek
castecné
identické

anti-albumin

Ab vprostred Ag
Ag okolo 1:16 1:8

anti-y
+ anti-k

identické

gel s Ab

_'Brecipitét

metoda dle Williamse a Grabara
: imunoelektroforéza

®start

:: startovaci jamky s Ag, podélna jamka s volné difundujicim Ab

protismérna imunoelektroforéza

: na opacnych koncich Ab a Ag, precipitacni prouzky 140



hemaglutinacné inhibic¢ni test (HIT)

xvzorek + * anti Hu-IgG + = _\;zgiek * anti Hu-1gG 2
G1 opi
‘j: x Hu-1q6 1 epitop . 4 Hu-IgG G1 epitop

jiny epitop
! -r'

G1 epitop A?.
—> 9T A T D zhdng —>

aglutinace

aglutinace!

pozitivni — krev sedimentuje negativni — aglutinované erytrocyty
pritomnost Ab = zadna aglutinace nepritomnost Ab = aglutinace

Coombslv test (CT)

indikatory : odhaleni protilatek proti ¢ervenym krvinkam

nebo K i ) ) -
[" b ' X p M6 .. stanoveni Ag, pomoci nekompletniho Ab

&krv. Rh* &krv. s Hu-1gG . primarni komplex: Ag,Ab'
vzorek :: sekundarni komplex: Ag;Ab'Ag,

1’4‘ nebo ‘ krok 1
anti Hu -IgG E‘] vzorek

neprimy CT

matka dits Coombsiiv reagent

=
T —
pFimy CT e

4 A &Y

®

K7 N 141

+ ik <V -
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kvantitativni metody

vazkova p. — vazeni p., nefelometrie, turbidimetrie

Ab v gelu
metoda Manciniové 10mg
: radialni imunodifuze | 25m
o 10.0 mg
. G
:: gel obsahujeAb | — " vzorek

:: Fada jamek
::: standardy (kalibrace) + vzorek

metoda dle Laurela
: raketova, spoijita, krizova IELFO; elektroimunodifize

hinna

nl Anlhen A
1 UivodaAl |UJC m

" AMA s A
» Yt

metoda dle Clarka a Freemana — 2D IELFO
. 1.D déeli Ag, 2.D interakce s Ab v gelu v Uhlu 90°

tandemova IELFO
:: obdoba 2D IELFO se standardnimi mnozstvimi Ag

1 c ANm nlarman
Jallll\y 9 "\U, Lvdal |JIC]IIICI

Ag vzorek
/015 mg/ml

Ag [mg/mi]
™
i
NE

_.-Ef

d priimér [mm?2]

kalibraéni zavislost

(+)
ﬁ start I N
|

-
[N [ IHN g
gel s AB \'k_/ §<
®
- (-)

(+) 1. rozmér (-)



imunoanalyza se znacenymi reaktanty

imunostanoveni, imunoesej (/immunoassay); neutralizace séra

univalentni Ab, rozpustny Ag

: vhodné Ab — monoklonalni

: vhodna znacka (Ab, Ag) — fluorofor, chromofor, radioaktivni izotop, enzym
: separacni systém — imobilizace

: detekce

: standard Ci kontrolni stanoveni
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jednoducha imunoanalyza

: imobilizace Ag
: Zznameé mnozstvi Ab
: vazba Ab na Ag
: urcenim obsahu Ag
:: primo — znacena Ab,
:: neprimo — znacenou Ab, proti Ab,

A, £818F e

koncentrace

® Ag 1 znaéena Ab 0 substrat
Ag + Ab* < [AgAb*]

vyhody: nizka spotreba Ab

nevyhody: imobilizace vzorku, znacena Ab,
nizka specifita, nizka selektivita (jen u primé)
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kompetitivni imunoanalyza
stanoveni' s omezenym mnoZzstvim reagentu

: omezeny pocet vaznych mist na Ab
: neznameé mnozstvi Ag
: soutéz o vazna mista se znamym mnozstvim znaceného Ag

:: ur¢enim pomeéru znaceného Ag a to bud’ volného nebo vazaného =

N

koncentrace

neznamého Ag

\|
u

o™y -
Sy T 9eet

® Ag YAb f znacena Ab 0 substrat
2Ab + Ag + Ag* <> [AbAgG] + [AbAgG*]

vyhody: nizka spotreba Ab

nevyhody: nizka specifita, nizka selektivita 145



sendvicova imunoanalyza, imunometrie
stanoveni' s nadbytkem reagentu

: dveé a vice Ab zarucuiji specifitu imunoanalyzy
: teoreticky limit detekce je jedna molekula analytu

.1 nevazana znacena Ab mize byt pouzita ke kvantifikaci analytu

I L

koncentrace
|
e Ag Y Ab x znacena Ab 0 substrat

.,
signal

X Ab, + y Ag — y [Ab,Ag] + (x-y) Ab,
vyhody: zvysena citlivost, zvysena specifita

nevyhody: znacené Ab, plytvani Ab
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FIA — fluorescencni imunostanoveni
fluorescent immunoassay

znaceni Ab Ci Ag fluroforem

provedeni
homogenni
: A fluorescencnich vlastnosti znacené Ab/Ag po vzniku [AbAg]

heterogenni
: fluorescence znacené Ab/Ag po vymyti nevazaného

pouzivaneé fluorofory:
fluorescein, izothiokyanat fluoresceinu (FITC), rhodamin, ombelliferon,
8-anilino-1-naftalenesulfonat (ANS), chelaty lanthanoidt (Eu, Tb, Sm)

vyhody nevyhody

: specifita : pozadi (zhaseni)

: citlivost : instrumentalné narocné

: rozmér sondy : omezeny vybér rliznych znacek
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chemoluminiscence

LIA —

luminiscencni imunostanoveni
luminescence immunoassay

estery akridinia — nepotrebuji katalyzu

cO-0-} CU
H0, Ho,, POC
o
Hy C

0

- OO

1
CH,

luminol, izoluminol — potrebuje peroxid vodiku; peroxidaza

o

R, O
R NH POD H,O

2 | + N, + hv + H,0
NH pH(lO 11)

enzymaticky indukovana luminiscence
slozka: 1,2-dioxetan

0=0 CHy
g%
1 O(OH),

*Hnﬂ « HyPO,
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elektrochemoluminiscence

NHS ester Ru(bpy);%*

kotveni na magnetickém nosici

]
(]’q] jj oxidace znacky na Pt i Au eldé pfi 2 V
0:;;*' ° + TPA (tripropylamin) v pufru — regenerace

bioluminiscence; \uciferin/luciferaza

- ATP, Mg2*,0, HO g 17 HO 3
5 1 ~ 4 Lco —— LY
@N W™ COOH  Juciferaza M I o -0 - Co, Nﬁ N0

vyhody nevyhody
: pomer S/N : instrumetalni narocnost
: Citlivost

: rozmer sondy
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RIA - radioizotopové imunostanoveni

rarddinincnfNnirc iMmMmi1inNaccay
/ GUIUIUDULUPIL Hinndrivdoody

znaceni Ab Ci Ag radioizotopem (nestabilnim / radioktivnim izotopem)

provedeni
: heterogenni, kompetitivni

pouzivané izotopy:
1257 — proteinové Ag; 60 dni; 14C — hapteny; 3H — steroidni hormony
dalsi izotopy — 14C, 7°Se, >’Co

detekce: die typu zareni — a a B (scintilator) Ci y (krystalovy pocitac)

vyhody nevyhody

: pruznost : toxicita

: Citlivost : skladovatelnost
: rozmeér sondy : likvidace odpadu
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EIA — enzymové imunostanoveni
enzyme immunoassay

znaceni Ab Ci Ag enzymem

provedeni
homogenni
: kompetitivni Ab + Ag-E + Ag — [Ab*Ag-E] + Ag-E + Ag

heterogenni
: kompetitivni
: pfima/neprima
: sendviCova

pouzivané enzymy:
alk. fosfataza, peroxidaza, lysozym, galaktosidaza, glukozooxidaza,
glukdzodehydrogenaza, malatdehydrogenaza

vyhody nevyhody

: rliznorodost : nestabilita

: viceucelovost : rozmér znacky
. zesileni signalu  : heterogenni
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! iImunodiagnostika |
[

imunoanalyzatory

: pIné automatizované imunoanalyzy

: vétSinou na bazi heterogenniho sendvicového imunostanoveni (EIA, FIA)
.. kazdy vyrobce ma vlastni modifikaci postupu (patenty)

: relativné nizka cena (masova produkce Ab)
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imunoprouzky

. specializované jednoucelové imunoanalyzy na jedno pouziti
. vétSinou na bazi heterogenniho sendvicového imunostanoveni (EIA)

: relativné nizka cena (masova produkce Ab)

tok vzorku
vyvod
uvoliovaci ) pro ctecku
vzorek A plogka hasakava L
membrana odsav?a ploska

membrana ;
pro separaci plazmy mylarova

kostra imunoreakc¢ni zona

kontrola
e]0J3U0)

| I=— suwu | w005 | Agds

3x nemochi 3x zdravi
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meérice pro akutni analyzy na misté (POCT) na bazi imunoanalyzy

: specializované jedno- i vicelCelové miniimunoanalyzatory
: vétSinou na bazi heterogenniho sendvi¢ového imunostanoveni (EIA)

: vychazeji z pouziti imunoprouzkd
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imunocipy

: dalsi miniaturizace

. klasické vyhody Cipové technologie

sekundarni Ab

odpad

pufr

mrizka s /‘
imobilizovanymi Ag

qv ‘Aj10za

: OptoLabCard+Skinpatch
:: lab-on-foil

= The SmartBioPhone™
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imunohistochemie

imunocytochemie

l biopsie

aplikace imunologickych metod pri studiu zamrazeni
tkani a izolovanych bunék

: detekce nédordl a patogennich zmén \"\\"\\‘\\‘\‘_ ;%

4 — 8 um tloust’ky  kryostatické rezy

nejcastéji znaceni fluroforem, kovem a enzymem
: pfima, neprima, neprima tristupnova (Ab-,mlstek™) — zesilovani signalu

+ chromogenni ALPaza + chromogenni
substrat

B{S POX ( Ab* substrat
.y k! i>_ L_
Ab
Ab, A Ab, ! mflzstek !
. e y

metoda BSPOX metoda APAAP
B — biotin, S — streptavidin, POX — peroxidaza 156




aplikace imunologickych metod pri studiu bunék IS
: detekce patogennich zmén v IS

nejcasteji znaceni Ab s fluroforem
: pritokova cytometrie

rozptyl

o . fotonasobic
we . || poduhle J
bunééna | (2 lgge O L kontrola ]
suspenze | 2| | ., barevnéfiltry . antiCD3-Ab*
o | = A - O
1ef| A=) @ s
=R 2
| [ z-.-l P Pl s o
I'g.! i AW 1, WAVAWAN @ "g
1@ £ c
o L@g-‘ A, _ H fotosenzitivni g B
: 49 FO rozptyl dioda
@8- _ vpFfimém sméru
He- B intenzita fluorescence
— separace bunék in

CD3+ |

| CD3+ &
CD4- o
* : co4+ £ | granulocyty Monocyty
7]
P i CD3— =
.&_’_, i CD4— 2
e L e T =~
© %é‘/_ e CD3- E :
. : CD4+ E - lymfocyty
antiCD4-Ab* rozptyl v pFimém sméru
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analyza proteinu VIL.

v klinické biochemii

Ho 0 _g@9dag  primarni struktura

struktura proteini

primarni struktura — poradi aminokyselin
(sekvence)

sekundarni l
struktura .

sekundarni struktura — samovolny vznik

terciarni struktura — 3D (indukované chaperoniny)

/ a-helix

kvartérni struktura — suprakomplexy
terciarni
struktura

kvartérni
struktura
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specificka — stanoveni urcitého proteinu
nespecificka — stanoveni celkové bilkoviny nebo jednoho proteinu

nespecificka stanoveni

Kjeldahlova metoda [chjeldalova]

polypeptid = amoniak, obsah p. se definuje dle organického dusiku

peptid-._ ® ).‘,
e H"‘H‘ ' vzorek se mineralizuje koncentrovanou kyselinou sirovou v
it @ pritomnosti katalyzatoru; aminovy dusik = amonné ionty

.ampn!ak

amonné ionty se prevedou na amoniak zahratim a destilaci
se zachyti ve sbérné nadobé, kde se opét preméni na
amonne ionty

amonné ionty se stanovi neutralizacni titraci
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spektrofotometrické stanoveni (SPEFO)

205; 260 a 280 nm
peptidova vazba; aromatické struktury

absorbanci oviivnuji
: sekundarni, terciarni i kvartérni struktury
: faktory jako pH, iontova sila atp.

(ne)znamy vzorek
. kalibrace na BSA = extinkcni koeficient pri 205 anebo 280 nm

neznamy vzorek s moznou kontaminaci DNA
: mereni pri 260 a 280 nm
: koncentrace (mg/ml) = (1.55 X Aygg) — (0.76 X Aygp)

neinvazivni (nespotrebovava vzorek)
: nepresne, snadneé falesne pozitivni vysledky — kontaminace
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SPEFO — biuretova metoda i
: invazivni, zdlouhavé, velka spotreba vzorku

biuretové cinidlo:

25 g vinanu sodno-draselného -,
0.75 g siranu med'natého 5H,0 =
1.25 g jodidu draselného e el e

:: vée v 100 ml 0.2 M NaOH biuretové _ ,
_ ginidlo glycin bilek
: vzorek 1 — 10 mg/ml proteinu

: kalibrace na BSA
: pridame biuretoveé Cinidlo, rozmichame a nechame stat 20 min

: absorbanci mérime pri 550 nm e

o=C NHz
\\ ) A

. . v o iz -
vinan - rozpustnost iontd médi v alk. # O .
jodid — katalyza redukce Cu?* = Cul* 2?? L )
y y 1 4 4 v ngm ’ 4 . -c{fi ) \ e L . @
chylozni serum — falesne pozitivni vysledky | | o R I P Ry
s : L 2N @ el
reaguji i tyto skupiny H|~” - _m_r,f -
—CONH,, —C(NH)(NH,)— a —CSNH, &t Lo ®
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SPEFO — Lowryho metoda
: variace na biuretovou metodu

v alkalickém prostredi s méd'natymi ionty

: po pridani Folin-Ciocalteu reagentu se tento vaze na protein, je zvolna
redukovan na heteropolymolybdenanovou modr pomoci Cu?+-katalyzované
oxidace aromatickych kyselin; barva se méni ze zluté na modrou

: 100 pl vzorku + 1.0 ml Lowryho reagentu (alkalické prostredi CuSO,)
: inkubace 30 min pri 25 °C
: + 100 ml Folin-Ciocalteuova reagentu
: inkubace 30 min pri 25 °C
: méFime pfi 595 nm Folin-Ciocalteu
750 ml vody; 100 g Na,WOQO,; 25 g

Na,MoQ,;50 ml 85% kys. fosforecnée; 100 m|

konc. HCl; 150 g Li,SO, + par kapek Br,
vice rozdild mezi proteiny, mnohdy nestadi jen kalibrace na BSA

interferenty:

barbital, CAPS, CsCl,, citronan, cystein, dietanolamin, dithiothreitol, EDTA,
EGTA, HEPES, merkaptoetanol, Nonidet P-40, fenol, polyvinylpyrrolidon,
deoxycholan sodny, salicylan sodny, thimerosol, Tricin, TRIS a Triton X-100 445



SPEFO — modifikovana/Smith-Lowryho metoda

: provedeni podobné jako u Lowryho metody
: absorbance pri 562 nm

: citlivost nezvysena, ale snizen vliv kontaminantd

velmi citliva metoda na presné pipetovani

mechanizmus

1.

OH-
protein + Cu2*———m Cul+

0 0
C—0ONa C—ONa

Q\NAN = o0c O O c00.
, BCA + Cult——»
kyselina bicinchoninova — BCA -00¢ O O c00-

BCA- Cu1+
komplex
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SPEFO — metoda Bradfordové

: kalibrace na BSA (1 mg/ml) HENTS“’S“‘
: absorbance pri 595 nm bez inkubace ( ] "
H 3': .I-.‘:-'.-.’!-" |: H .
neni citlivé na interferenty, vyjma vysokych konc. tenzidd{ [
, , , _ _ HNT T STSN e,
vyznamny rozdil abs. hodnot protein od proteinu P o~
= vhodna kalibrace! | @
QOCH;CH3 S0,
jiné modifikace SPEFO metody
4 g % MNaO1S._ | o_~S03Na
L ey
koloidni zlato "-._% § ¢ o A ﬁ
N OH NH;
SAANA n . v v
> éA" YA Amidotertt [ ) [ ]
|_|-| 2 QLLI ~ N,
AR
A
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specificka stanoveni

A o
_ ] A. bez separace
imunoanalyza B. se separaci

hmotnostni spektrometrie

. V4 . fo) - - . .
peptidove otisky prstu (peptide mass fingerprinting; PMF)
HFLEAVWLTL ALVAVAGARL EVILADOWVATY MWDYFIOLSN MNAKEAVEHLO EIELTQOLMNL LFODELGEVH TYAGDLQEEL
YPFATELHER LAKDSEELKE EIGEELEELR ARLLFPHAMEYV SCOHIGDNLEE LOOFLEPYAD QLETQVHTOA EQLEROLTPY
AQRMEEVLRE HADSLQASLR PHADELELET DOHVEELEGR LTPYADEFEY EID(QTVEELR RSLAPYADDT QEKLHHOQLEG

LTFOMEFHAE ELEARIZASL EELEOELAPL AEDVEGHLEG HTEGLQESLA ELGGHLDOQV EEFRREBVEFY GEHFHEALY(
QMEQLRQELG PHAGDVEGHL SFLEFDLEDE YHSFESTFKE FEZODETLISL PELEQOOEQD QEQOOECON LAPLES

: enzymatické stépeni
proteaza; chemicka cinidla

194.
262.
345 .
412,
465 .
183.
555 .
581.
687 .
T50.
T73.
858 .

L=

B04.47 (int. std. )
1858 08

: specifické stépeni
(jen u urcitych aminokyselin) — trypsin

134573
46520 dint. std. I

168785

1E81.7¢

in silico stépeni — modelové stépeni

B008.a97

1262 65
1465748

1190549
AR 32
03835

: srovnani stépeni /n silico a ve vzorku
statistické vyhodnoceni shody . . . . . .

(MOWSE Skére) 1000 1500 2000 2500 3000 3500
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sekvenace proteinu

: enzymatickeé stépeni — proteazou

: specifickeé stépeni (jen u urcitych aminokyselin) — trypsin

: dalsSi Stépeni v analyzatoru hmot. spektrometru (polem, kolizi)

: specificka fragmentace peptidické vazby

100

500

95950

1000

1072.58
1086.74

1100 1200
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Edmanova sekvenace

separace fenylthiohydantoinovych derivat(
: iontové parova HPLC

: RP-HPLC

: CZE

jiné metody identifikace — bod tani

srovnani Edman vs MS

vyhody MS — mala spotreba vzorku
predseparace na PAGE

vyhody ES — automatizovatelné
rutinni metoda

167

(Oome=s

fenylizothiokyanat
+
0 O
| i
HoM —(i":H—C-—NHF-CH—C—

I
R, R

l 4 N-terminus peptidu

H

|
O g 3
H—N—?Hr-C—NH—'Ll':H-G—
H‘l Hz

fenylthiokarbamoylovy
derivat peptidového retézce

I q
(Ort—gmg = mwi-gut-
H = cﬁc -0 Ra

|:|¢1 peptidovy retézec

kratsi o jednu jednotku

C fenylthiohydantoinovy
FF‘ derivat R,



gelova elektroforéza (PAGE — polyakrylamidova gelova elfa)
: separace v gelu + vhodné barveni

denaturuijici PAGE — SDS normalizuje naboj, déleni jen podle M,
:: denzitometrie

druhy barviv '2-_@3

: barveni stribrem — nekvantitativni ; Hi\n:;_,i -
. modF Coomassie Brilliant — semikvantitativni —%j’ “ﬁ

. SYPRO rubinova — kvantitativni j

Ph

hmotnostni spektrometrie
: pomoci izotopoveé znaceného vnitrniho standardu

kapilarni elektroforéza
HPLC

. UV detekce — nevhodna
. fluorescencni detekce — predkolonova derivatizace
danzylchlorid, o-ftaldialdehyd 168




enzymova analyza

enzym ~ biokatalyzator

holoenzym = koenzym (kofaktor) + apoenzym

formy jednoho enzymu — izoenzymy

E+S«—>ES «—>ES«—>EX <> EP«—>EP«—E+P

E-X*

energie [kJ]

R
EP E+P

E+S

reakcéni souradnice

[ E

-

aktlvm mlsto

tA+B—‘—bABJ

1

. “q‘

enzym

.‘

substrat (S) se vaze do aktivniho centra = komplex enzym-substrat [ES]

[ES] = P; enzym regeneruje

vazba ES — vysoce specificka; zavisi na AA slozeni a kofaktorech

ucinnost enzymu — katalyticka aktivita; koncentrace katalytické aktivity
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allosterické enzymy

inhibice enzymové reakce

NS X/ G? \,f VY
o | -

inhibitor
# 4

nekompetitivni kompetitivni

inhibitory : specifické a nespecifické
: reverzibilni a ireverzibilni

aktivované enzymoveé reakce -nh-b-tor'

akompetitivni
: kationty: Ca?+, Mg?*, Zn?*...
: anionty: CI-
: organicke latky: metabolické meziprodukty a hormony
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mechanizmus enzymové katalyzy

- zamek a klic¢
aktivni

misto  substrat

s

enzym komplex ES enzym produkt

H L A o ’
substrat indukovane prizpusobeni

&

: obecna acidobazicka katalyza

: nukleofilni a elektrofilni katalyza

kinetika enzymove reakce s jednim S

enzym komplex ES enzym produkt
Ve
Vv
- 12V .«
i / Km
. I
. [S]

K, K
E+S <> ES(—-EP)-»> E + P

V=V *[S1/ (K, + [S])

rovhice Michaelise a Mentenové

V__ — maximalni rychlost

max

K. — Michaelisova konstanta;

koncentrace S, kde v =172V,

v = —d[S] / dt = k,*[E]*[S] — k_,*[ES]
v = d[P] / dt = k,*[ES]

max
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enzym + substrat =
= kratka perioda pro vytvoreni ES, tzv. lag-faze (indukcni perioda)

[E] se enzymu snizuje, koncentrace [ES] narlista az do ustaleného stavu
(steady state, ms) = [ES] = konst, [P] =0

o o) .
3 S - lag-faze [P] -
: B 8\ imEs1 7
S T g mmmme ELL
V4 -~ - V4 - =
P SR
\K[E] . [ES] [l s
e e — e
R cas [s] > cas [ms]
enzymova kinetika vyrez
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viiv reakcnich podminek

teplota

: rozsah teplotnich optim: 0 az 150 °C .
s1] |~

. bézny rozsah teplotni stability: 20 az 40 °C 2000 |-

1000 |-

zvyseni teplotni stability
:: kotveni na nosic; | |
.. biotechnologicky / geneticky zasah 15 25 45
teplota [°C]

rychlost enzymatické reakce — Arrhenitiv zakon

pH
dan poctem a kvalitou (pK) disociovatelnych skupin

: pH optimum enzymu se syntetickymi substraty in vitro
:: je odlisSné od pH optima pro enzym /in vivo
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: &asto i jiny vyznam neZ jen nastaveni optimalniho pH pufr
:: synergicky efekt pufru — kumulace efekt
jednoduché pufry

pufr jako druhy enzymovy substrat amfolyty

stanoveni katalytické koncentrace alkalicke fosfatazy (ALP)

enzymova aktivita zasadné zavisi na typu pufru
: uhlicitan — ALP jako hydrolaza
: aminoalkohol — ALP jako fosfattransferaza

aminoalkoholovy pufr je souc¢asné druhym enzymovym substratem

stanoveni katalytické koncentrace y-glutamyltransferazy (GMT)
akceptorem glutamylové skupiny aminokyselina jsouc druhym enz. substratem

:: bez aminokyseliny — GMT jen jako hydrolaza
.. optimalnim druhym substratem je glycylglycin
:: soucasné jako pufr + synergicky vliv na GMT; pK, ~ opt. pH pro GMT
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pufr jako specificky moderator pfi stanoveni enzymu

enzymoveé turbidimetrické stanoveni fibrinogenu s proteolytickym enzymem
batroxobinem

:: rychlost reakce se specificky zvySuje za pritomnosti glycylglycinu v priméru
az 0 80 %

:: enzymova reakce ma pH,, = 8, ~ pK, glycylglycinu = soucasneé pufr i
aktivator, synergicky efekt

pufr jako nespecificky moderator reakce

enzymove stanoveni glukozy se provadi s glukozaoxiddzou (GOD), peroxiddzou
a oxidacni' kopulacr/

:: TRIS: reakce probiha pomalu a jen zvolna se ustaluje rovnovazny stav
:: fosforecnanovy pufr: reakcni rychlost se dramaticky zvySuje a rovnovaha
se ustaluje rychle
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Y S N I H L4 . I 4 1 ==

pufr jako stabilizator enzymove aktivity

stanoveni mocoviny ureazou
:: v aktivnim centru skupinu -SH = pufry kombinujici EDTA (kysela slozka

pufru) s rlznymi zasadami; EDTA chrani enzym pred inaktivaci stopami tézkych
kov{l

pufr jako zdroj potiZi pfi enzymové analyze

stanoveni pomoci ALP

:: dietanolamin a aminometylpropanol: odstrasujicimi priklady pufru
.11 latky medovité konzistence, nedaji se krystalovat a je obtizné je vycistit
::: obsahuji neCistoty interferujici pri stanoveni ALP, ktera je
metaloproteinem; komplexuji zineCnaté kationty v aktivnim centru ALP
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moderator

aktivatory nebo inhibitory

inhibitor jako analyt. z miry inhibice je mozné stanovit koncentraci analytu

substrat

praktické dlivody = syntetické substraty
strukturni definovanost, priimyslova vyroba

: substrat s autoindikacni viastnosti

4-nitrofenylfosforeCnan ALE> 4-nitrofenol

: substrat = produkt, jenz je substratem indikatoroveé reakce

1-naftylfosforeCnan AC€P> 1-naftyl + 4-aminoantijpyrin = chinonmonoimin
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enzymy jako analyty

stanoveni K a V.,

linearizovana rovnice Michaelise-Mentenové podle Lineweavera a Burka

1/ V= 1/ I/max + I(m /([S] Vmax) 1/v

alkalicka fosfataza (ALP) 1/V_..

absorbance 400 nm AA/min — 1/ Ky \ tg a = Ky / Vo

inkubacni smés \ A

. -~
: ALP + substrat 4-nitrofenylfosforecnan ’
: alkalické prostredi
. pufr N-metyl-D-glukamin, pH 10.1 pri 37 °C

1/1[S]

inkubacni smeés vzdy stejné mnozstvi enzymu a pufru, startuje se substratem,
jehoz koncentrace se plynule zvysuje

: AA se méri mezi 30 az 120 s po startu

odhad K, a V,_, lze provést z grafu linearizované rovnice
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enzym

enzymy jako analyticka Cinidla

: rychla, elegantni, vysoce specificka chemicka reakce za Setrnych podminek

absorbance

3 4
aktivita [pkat.I]

urikaza
: preména kys. mocové na allantoin

1 — urikaza z hovézich jater
2 — urikaza z Aspergillus flavus
3 — urikaza z Candida utilis
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zplisoby méreni enzymu a substratil vcetné kalibrace

koncentrace katalytické aktivity enzymd

: analyticky postup musi byt kineticky
: reakce podle kinetiky nultého Fadu a maximalni rychlosti V,__,

metodou konstantni koncentrace
: Z Casu potrebného k dosazeni predem zvolené zmény koncentrace

metodou konstantniho casu

: z velikosti signalu dosazeného za predem zvoleny Cas

intenzita signalu

konstantni

cas /‘fl /z

konstantni

/ koncentrace
/

cas

vzorek 1 s vysSi a 2 s nizSi aktivitou
svislé primky
: metoda konstantniho Casu
vodorovné primky
: metoda konstantni koncentrace
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kalibrace

enzym jako analyt - definice koncentrace katalytické aktivity enzymu
produkt-em/-y, které vznikaji enzymovou transformaci prislusného substratu
nebo mérenim jeho Ubytku

enzym jako analytické cinidlo — kalibrace provadéna standardnim roztokem
pouzitym misto vzorku

kalibranty

. certifikované referencni materialy (CRM)
. serové kalibratory (lyofilizovana séra obohacena o prislusné analyty), jejich

obsah stanoven definitivnimi nebo referencnimi metodami, pokud jsou k
dispozici, nebo pomoci primarnich standardd
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strucné zasady enzymove analvtiky

konstantni teplota inkubacni smeési s presnosti + 0.1 °C (37 £ 0.1 °C)

stanoveni enzymu: inkubacni smés — vzorek (enzym), pufr a dalSi nezbytné
latky reakce; se startuje roztokem vytemperovaného substratu

: objem startéru ne >1/20 az 1/10 celkového objemu

: substrat musi byt v dostatecném prebytku > cca 20x K

: startovat Ize i vzorkem (napr. sérem)

stanoveni substratu: jako v bodé 2), startuje se vzorkem

cl-nnnunnl kaoncantraca Ilnl-nl\ irka alckivilvy an Zvmur: lealihrace
A1 RAYA A" B || I AN J B A"\"I B 9| A\ ul“l'l‘, A1 A I < AR AS N INUATI VI G\

definice katalytlcke koncentrace enzymu produktem, ktery vznika ransfor maci
substratu, nebo sérovymi kalibratory a CRM

t_.l
C

enzymoveé stanoveni substratu: kalibrace standardnim roztokem substratu,
nebo CRM a sérovymi kalibratory
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optimalizace enzymovych postup(

reakéni smés — vice slozek navzajem se ovliviujicich, optimalizace tzv.
relaxacni metodou (SVA)

: shromazdit udaje o enzymu/enzymech vcetné K (staci i odhad)
: hledani hlavni parametri enzymové reakce optimalizacnimi postupy MVA

metoda — validace = splnuje pro dany Ucel analytické a klinické pozadavky
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VIIL.
analyza DNA

v klinické biochemii

onkologie

vysetreni rakoviny £\
prfitomnost MRNA markerovych proteind: mRNA tyrosinaza (melanom), GAPDH
(rakovina plic), E-kadherin (travici trakt), AIB1 receptor (slinivka brisni),
hypermetylace DNA (rakovina prostaty)

prenatalni a postnatalni diagnostika

vrozené metabolické nebo neurodegenerativni poruchy
galaktosémie, fenylketonurie, Wilsonova choroba, MCAD (porucha metabolizmu
mastnych kyselin), Friedreichova ataxie, syndrom fragilniho chromozdmu X aip.

soudni medicina

zjistovani identity pomoci tzv. genetickych otiskd prstd
urceni pribuznosti; spor o rodiCovstvi (paternita, maternita), identifikace obéti Ci
pachatele
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infek¢éni nemoci

prikaz pdvodctl chorob

: vir (HIV, cytomegalovirus, viry hepatitidy B, C, enterovirus, adenovirus,

herpes simplex virus)

: bakterie (Mycobacteria, zejména M. tuberculosis, Chlamydia trachomatis,

Bordetella pertussis, Borreliae, Neisseria gonorrhoeae, Legionella pneumophila)
houby a paraziti (Candidae, Aspergillus, Leishmania, Plasmodium,

Trichomonas)
terorizmus — antrax, tularemie, botulizmus apod.

sledovani post-transplantacnich stavi

sledovani stavu pacientd po transplantaci
hladiny cytomegaloviru a herpesviri, DNA-chimérizmus

sledovani kvality potravin a veterinarni lékarstvi

sledovani patogendi
mykobakterie, echinokoky, rotaviry, PRRVS a BVDV viry u chovnych zvirat,
helikobaktery v mléce, Escherichia coli 0157 prevazné v hovézim mase Ci

enteroviry obecné v potravinach a pitné vodé 185



struktura DNA
primarni struktura — sekvence

baze: puriny — A, G; pyrimidiny = C, T
nukleosid: baze + (2'-deoxy)ribdza
nukleotid: nukleosid + 5'-fosforecnan;
MP — monofosfat, DP — difosfat, TP — trifosfat

L h> Hwﬂia |?\> G:‘j)j DHNS% 3

adenin (A) guanin (G) cytosin (A) thymin (A)
5 MH, | i
HOCH, ., OH NP R HO-P=0
. 3
iyt & | 5 CH baze C
i H D:‘\,L s
5

deoxycytidin (dC), R = H
deoxycytidin-3'-5'-difosfat (dCDP)
5-metyldeoxycytidin (mdC): R = CH;
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sekundarni struktura — dvousroubovice DNA

parovani bazi (Watson-Crickovo)

Ho-lpzo

5°CH, o Bazel CH,

G-C W : i HN— H O s

A-T %’3 H fpe
— HO-P=0 < - ) 0

M < - \m\"xNyN_dR
<( | .f'.IJJ_ NHH e o
R T [
0 | H
)J dR guanin — cytosin
-m ’ ’7 ’ ’ V4 G - A
jine parovani bazi G_T
Hoogsteenovo, Wobbleho, obracené Watson-Crickovo A — C

I\\

neshoda (mismatch) — nesednouci sekvence, ,uze
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ssDNA - jednoretézcova DNA (single stranded DNA)
dsDNA - dvouretézcova DNA (double stranded DNA)

dvousroubovice — formy

sSroubovice A B Z
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dsDNA
1 1_+_nrn
chromatin 4
30nm- S
chromatin nm
rozvinuty
chromatin 300 nm

kondenzovany 9 g T
chromozém ¥ %} ?T o
’—”_/EMérlaJ
mitoticky '
chromozom

50 000x zkraceno

1400 nm

terciarni struktura DNA

nadsroubovice
. topoizomerdzy
: histony
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transkripce; DNA = mRNA translace; mRNA = protein

) CYTOPLAZMA
JADRO .
b;ﬁ:.t;it::y o volne wl:mlnokyselmy
gen retezec Y

) wt
mRNA g""‘""
transkripce tRNA s
_ aminokyselinou
i

translace
ribozom
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diagnostika poruch

znak, resp.
mutace q q EEE l> fenotypow
projev

DNA RNA protein
A sekvence DNA, A genové exprese, A enzymové aktivity, A stavby a funkce
A struktury a poctu vznik RNA o chybné poruchy stavby bunék organ(i, poruchy
chromozomi sekvenci a tkani metabolismu,
poruchy vyvoje
o, molekularné-
geng,alq,glc’ke biologickeé
vysetreni vy§eti‘eni
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—
e —

|
|

analytické postupy

pa—

-
-
R ]
-
-_—
S
—
-~
—_—
L

i1 31 9% fe ¢ D

¢ 1t i _)I_L
] 1] X X X

sledovani numerické aberace
: monozomie (Turnerfv syndrom), polyzémie (Down{lv syndrom)

identifikace znamé sekvence
: mutace (fenylketonurie)

identifikace nezndmé sekvence
: sekvenace novych patogent W e e Wt it
,,,,, LW AL P YAY LA L.;IAII‘A, ) VAR N

sledovani stavu DNA

: metylace deoxycytidinu (syndrom fragilniho chromozému X)
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zakladni metodické postupy analyzy NA

: zmnozeni (PCR)

:: multiplikace vychozi DNA, 25 cykl{ ~ 224= 17 x106 kopii

: Stépeni restrikénimi enzymy
:: Stépeni namnozené DNA (specifické)

: (prenos otisku po gelové elektroforéze)
:: oddéleni separovaného Useku DNA

: hybridizace — na prenosové membraneé ¢i na Cipu
:: reakce s komplementarni oznacenou ssDNA
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PCR: 10 — 500 pg lidské DNA ]
1 — 10 pg bakteridlni DNA izolace DNA
0.1 — 1 pg plazmidové DNA

1) extrakce NA + sorpce na SiO, po cytolyze

2) postupna setrna degradace bunék organickymi rozpoustédly

pripravu vzorku a separace DNA

afinitni purifikace — princip hybridizacni schopnosti NA

: vzorek + lyzacni pufr; + biotinylacni pufr; inkubace
: po inkubaci = mikrozkumavka
s povrchem modifikovanym avidinem nebo streptavidinem

adsorpce na silikagelu
: NA v prit. guaninu adsorbuji na silikagelu
: eluce pomoci A pH a iontove sily

gelova filtrace
: mikrokolonky plnéné gelem

: adsorpce na silikagelu a gelova filtrace se mohou urychlit centrifugaci 194



polymerazova retézova reakce | (polymerase chain reaction, PCR)

Sl cilova
piivodni DNA ' El selwvence 1) iniciace — zahrivat na 96 C 5 min
: R az DNA i primery roztaji
1)a2) E i 2) tani — zahrivat na 96 °C po 30 s;
! i pridat DNA-polymerazu
1. ks, 3) 4 3) pripojeni — zahfivat na 68 °C po 30 s

| 4) prodluzovani — zahrivat na 72 °C po 45 s

4)
kot 5) opakovani — kroky 2 — 4 opakovat

: max. 25x
—

E
: |
2.cyklus {  5) E é E é 6) uchovani — vysledna smes na 7 °C;

4 molekuly chrani DNA pred rozkladem

3. cyklus 4
8 molekul

o 195



PCR

RT-PCR

TAS

3SR

NASBA

TMA

SDA

amplifikace NA

polymerase chain reaction (DNA)
polymerazova retézova reakce

reverse transcription PCR (RNA)
reverzné transkripéni PCR

transcription-amplification system (RNA, DNA)
transkripéné-amplifikacni systém

self-sustained sequence replication (RNA,DNA)

nepretrzité zmnozovani sekvence / 3SR amplifikacni reakce
nucleic acid sequence-based amplification (RNA, DNA)
amplifikace na zakladé sekvence bazi

transcription mediated amplification (RNA, DNA)
amplifikace zprostredkovana transkripci
strain displacement amplification (DNA)

amplifikace s vytésnovanim retézce

amplifikace hybridizacni sondy

LAR
LCR

Q-beta

ligase amplification reaction
ligazova amplifikaCni reakce
ligase chain reaction

ligazova retézova reakce
Q-beta replicase amplification
Q-beta replikazova amplifikace

1985

1991

1989

1990

1991

1992

1989

1991

1988

196



restrikcéni enzymy

EcoR1  Escherichia coli

BamH1 Bacillus amyloliguefaciens
HindIll Haemophilus influenzae
MstIl  Microcoleus sp.

7aqgl Thermus aquaticus

Notl  Nocardia otitidis

Alul Arthrobacter luteus

WOUTLWUTWUTWUTWUT WU WU

"GAATTC
"CTTAAG
"GGATCC
"CCTAGG
"AAGCTT
"TTCGAA
"CCTNAGG
"GGANTCC
"TCGA
"AGCT
"GCGGCCGC
"CGCCGGCG
"AGCT
"TCGA
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. i i ‘ identifikace znamé sekvence NA |
prenos otisku (blotovani) | |

PCR = stépeni NA restrikcni endonukleazou =
= separace gelovou elfou = prenos = hybridizace = vizualizace znacky

DNA - prenos podle Southerna, ,jizni* prenos (Southern blot)
RNA - prenos podle ,Northerna“, ,severni* prenos (Northern blot)

12340L567891012340L5678910 12340L56782910

hybridoblot

nﬂn”nﬁﬂwv

hybridizace
ssDNA fragment (analyt) +
+ znaceny komplementarni ssDNA fragment (sonda)

: chromofor, fluorofor, radioaktivni izotop (32P) 198



cytogeneticka diagnostika

FISH — fluorescencni in situ hybridizace

sledovani polyzomii, translokaci, inverzi, deleci

moznost analyzy interfaznich chromozom
: nevyzaduje kultivaci bunék a pripravu metafazickych chromozom

komplementarni parovani vysetfované DNA s fluorescencné znacenou sondou

sekvence vysetrovaného genu
: jednotlivy gen
: cely Ci ¢ast chromozomu
anebo centromerickeé Ci telomerické oblasti

detekce — fluorescencni mikroskopie
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mFISH - vicebarevna vysokorozlisovaci fluorescencni hybridizace
multicolour FISH high resolution banding

kombinace vice fluorochromd a vice sond

SKY — spektralni karyotypovani

spectral karyotyping

identifikace pocCetnich i strukturalnich chromozomalnich aberaci

komplementarni parovani — 55 fluorescencné znacenych sond

pocitaCové zobrazeni a analyza

!

1

\
i
L ]

T B 9 1w M 112

i

[

!
I
Il.
i
'

L HEIRI
13 14 15 16 17 18

ik ig

o we
19 20 21 2
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CGH - komparativni genomova hybridizace

-
o pmm zem o pamm s o e - -

comparative genomic hybridization
vizualizace chromozomovych poruch

soucasna hybridizace dvou vzork& DNA znacenych odliSnymi fluorochromy
: DNA pacienta (nadorova), znacCena zelené
: kontrolni DNA (DNA zdravého jedince), znaCena Cervene
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! genova terapie I
R

: prenos genetického materialu s IéCebnym Ucinkem (AVV; adenovirovy vektor)
: cilené vyrazeni aberantniho proteinu (rakovina; proti /antisense/ terapie)

: obnova exprese mutovaného genu (dédicné choroby)

: problém obrannych mechanizm{ bunky k cizorodé DNA (transplantace)

: problém selektivni terapie defektnich bunék

protismysina proteolyza*_

I".
DNA s genem MRNA Mﬁt . zniceni

§ p translace
4 e X A
2 7 ) \.
’< \ ) s %_'—x—» ki
” N T \ T
‘N /R ol
transkripce N\ i C"OVY_
mRNA komplementarni protein
dvousroubovice
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barevnost
fyzikalni jev

indikace = zrak = barva

slunecni svétlo — bilé, bezbarvé

IX.

vinova délka (nm)

700 650 600 550 500 450 400

oranzové zelené fialové

modra -

|
. j i modro-
cervené| zlute modreé | yv zelend ¢

Ze|ené Zeleno_

modra

zeleno-

fialova Eerveno-
fialova

cervena

oranzova

Zluta

zluta

rozklada se hranolem < index lomu je funkci vinové délky

: vice se odklani od kolmice paprsky fialové, méné zluté

lidské oko vnima jako barevné paprsky s vinovou délkou mezi 400 az 760 nm

absorbuje-li predmét |zlutou, odrazi modrou = jevi se|modry

tzv. doplnkové barvy

a naopak
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popis absorpce

Bouguer-Lambert-Beeriv zakon
I = I %10 —e*c*d

koncentrace ¢[mol/l], molarni absorbance &, sila absorpcni vrstvy d [cm]

transparence vrstvy: 1/ I,
absorbance A [I/mol.cm]: A=logI,/I=¢g*c*d

£ = A/ c*d = umérné poctu molekul absorbujici latky

spektrofotometricka absorpcni kfivka (absorpcni spektrum) A = f(A)
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094 1
g absorpcni spektrum:
g - 2 magon s ionty Mg?*
L : 1 — magon
0.3- 2 — magon + 2.10°Mg?*
3 —magon + 1.10°>Mg?*
y ! - 4-magon + 8.10*Mg?*

T T T T T T T T T T T
450 500 550 a0 650 700

vinova délka [nm]

posuny polohy absorpcniho maxima:

bathochromni : k vysSim vinovym délkam
hypsochromni : k nizSim vinovym délkam
hyperchromni : zvySeni absorbance
hypochromni : shizeni absorbance

je-li zména spektra plynula = existence izosbestického bodu

: vsechny barevné slozky téze molekuly v ném maji stejnou absorbanci
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molekula = X atoml (X>2)

absorpce sveétla — valencni vazebné elektrony
: rychlost jejich kmitl je tim vétsi, ¢im je vazba pevnéjsi

molekuly absorbuji: svétlo s kmitoctem = kmitoctu vazebnych elektronl

celkova vnitrni energie molekuly E:  E = E_; + E;, + Eqjeitr

elektrony o — velka energie prechodu na vyssi energetickou hladinu =
= neUcastni se absorpce svétla ve Vis

elektrony n — mensi energie prechodu na vyssi energetickou Uroven =
= mohou absorbovat jiz ve Vis

vlastni pricina barevnosti:
absorpce energie zareni prechodem elektronli n mezi hladinami s réiznymi E
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struktury zplsobujici barevnost

retézce konjugovanych dvojnych vazeb

excitacni energie

etan CH,—CH; cca 180 kd/mol A =155 nm
etyn CH,=CH, cca 150 kd/mol A =190 nm
butadien CH,=CH-CH=CH, A =210 nm
lykopen (11 konjugovanych dvojnych vazeb) A = 506 nm
|(:H3 CH, CH, CH, CH, CH,
CHZ_:-__:-_-__:-:_ : :
l:H Pl " C\C_CH CH,
T en, HC”
. substituenty :: nukleofilni, elektrofilni
:: nabité
dodate¢ny efekt . oxidace [ redukce
. planarita struktury

. komplexace s ionty kovl
. detergenty; molekularni sloucCeniny
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substituenty — nukleofilni, elektrofilni

substituenty — nabité
oviivriuji rozloZeni elektrondi

nukleofilni:
: aminoskupina (volny elektronovy par)
: hydroxylova skupina (dva volné elektronové pary)

benzen A, = 255 nm > fenol A__, = 275 nm > anilin A__, = 282 nm

elektrofilni:
: nitroskupina, karbonylova skupina a iminova skupina

nitrobenzen A__, = 268 nm, acetofenon A, = 279 nm

:» kombinace skupiny nukleofilni a elektrofilni: bathochromni posun

jonizace umocriuje efekt pritomnosti substituentu

nitrofenol pK = 7.16

: kyselé prostfedi bezbarvy A__ = 315 nm (vlevo) | '§" o1 it
: alkalické prostredi zluty (uprostred) © ~rH © —
: chinoidni struktura (vpravo) A__. = 404 nm T T N

maXx
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oxidace | redukce

oxidace zvysuje mnozstvi konjugovanych dvojnych vazeb

Cl cl

O |
l
Igl
+
N
I
+
+
N
D
T
G |
Z |
O |
T

Cl Cl

2,6-dichlorfenolindofenol — modry
redukce — leukobaze (bezbarva)

redukce zcela vyjimecné zlepsuje absorpci

0 g i
NH; e 5 (& “NH;
] .
N N

NADH NAD+

koenzymy odvozené od nikotinamidu

CH,—CH,—OH + NAD* — CH,~CH=0 + NADH + H* 200



strukturalni planarita

volné prekryvéani n-elektrond v konjugovaném systému = rovinna struktura

F'r hde

o

Me

hemoxygenaza -COo,
+ 02 - Fe2+

e W Me Pr Pr Me hle W
E ’fc"' /Z_S\A
N N et
H H H

biliverdinreduktaza l — NADP+

+ NADPH
hde W hde Pr Pr Me he WV
= o
'fz:L N~ TCHI TN N9
H H H H

hem — Cerveny

biliverdin — zeleny

bilirubin — Zluty
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kovoveé chelaty

vznik komplexu [ML] a vznik koordinacni vazby na ukor volného elektronového
paru zapojeného do systému konjugovanych dvojnych vazeb je provazen

zvysenim barevnosti

1-nitroso-2-naftol : zlutooranzovy
: ionty Fe, Ni nebo Cr
:: zelené a hnédé komplexy

detergenty

alkalicka xylenolova oranz 2.10-> mol/I
1 - X0, pH 10.5

2 — XO a 5.10 mol/l CPB pH 10.5
3—-XO, pH 6.4

molekulove slouceniny

IN=O

= oL

absorbance

o
N

e
fo)l
L

o
AN
1

0.0

400

4%0 560 530 660
vinova délka (nm)

650

. aromaty, heterocyklické baze a arom. slouceniny s nukleofilnimi substituenty

: aromatické uhlovodiky s elektrofilnimi substituenty

chinhydron

211



vyu iti barevnosti
v klinické diagnostice
acidobazické indikatory
stanoveni pH

: alkalimetricka titrace =
stanoveni celkové bilkoviny Kjeldahlovou metodou (NH5)

: orientacni stanoveni pH =

semikvantitativni stanoveni pH moci — smésné indikatory (plynuly prechod)

stanoveni analyti

: semikvantitativni stanoveni sérového albuminu — tzv. proteinova chyba
: semikvantitativni stanoveni mocoviny — ureazova reakce, produkce NH;

: indikace mikrobialni kontaminace — preména cukrl na organické kyseliny
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redoxni indikatory

stanoveni redukujicich/oxidujicich latek

: stanoveni kyseliny askorboveé (vitamin C)

: oxidacni kopulace — stanoveni glukdzy, kyseliny mocove, cholesterolu

: stanoveni ELISA s POD (kfenova peroxidaza)

: stanoveni enzymi AST, ALT (fosfatazy)

pomoci druhotné enzymatické redoxni reakce

organocCinidla a metalochromni indikatory

stanoveni ionti kovi — CI~, Ca’*, Mg?*, Cu®*, Fe®*

chloridy - titrace Hg(NO;),; Hg?* + difenylkarbazon — modrofialové zbarveni
vapnik — arsenaze III, o-kresolftalein komplexon

horcik — magon, calmagit

med’ — bathocuproin

zelezo — bathofenantrolin, ferrozin
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cinidla kopulacni

stanoveni reagujicich latek

azokopulace

: azobarviva — vodivé propojeni konjugovaného retézce dvojnych vazeb
pUvodnich molekul azoskupinou = rovinna struktura nové molekuly

+ —_ o+
=] < (Yt

{ Ve (2

: aryldiazoniovy kationt jako elektrofilni Cinidlo

: aktivace p-polohy fenolu pri disociaci hydroxylového vodiku

CH.— N= N* + —CH—R — C,H—N=N-C,H,—R

reakce bilirubinu s diazosulfanilovou kyselinou
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oxidacni kopulace

: molekula se dvéma aromatickymi kruhy konjugovanymi pres iminoskupinu
: nova molekula ma chinoidni strukturu

: dalsSi substituenty zvysuiici jeji polarizaci = vysoce barevna

vyuziti vznikajici peroxid vodiku
CHH-R +2H,0, P> 0=CH,R + 3H,0
R-NH, + 0=C,H,-R - R-N=C,H,~R + H,0

—R odpovida =0, -NH,

nechromogenni produkty se prevadéji na barevné

1-naftylfosforeCnan A€P> 1-naftyl + kopulacni cin. = barevny produkt
Kyseld fosfatdza
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oxidace =

cinidla redoxni

stanoveni reagujicich latek

zmeéna redukované leukoformy na barevnou

+H,0,, POD

—}-—

H,C

L CH,
_ . +H¢
- -Hr

H,C CH,

HG CH,

3,37,5,5 -tetrametylbenzidin a oxidace na modr

: oxidaCni mezistupen — semichinon
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chromogenni substraty pro enzymové reakce

samy barevné, nebo enzymovou transformaci vznika barevny produkt

alk. fosfataza

4-nitrofenylfosforeCnan ALR> 4-nitrofenol
312 nm 404 nm

glutamat transferaza

L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid €MT> kys. 5-amino-2-nitrobenzoova

TH,
i waln)
MO,

CH
-

pH 8

+
MH,
i CO0
O=h-0"
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znaceni biomolekul

: peptidy/proteiny

: afinitn/ — slabé interakce . NA
. kovalentni -
typy znacek
afinitni : chromofory, fluorofory
kovalentni : izotopické (radioaktivni, teézkeé)
: chromofory, fluorofory, luminofory
. enzymy
cho-;ij f RNy CONHR + Ho?\lz]
modifikace o | 0
- 4 ester sukcinylimidu karhoxamid
: ChemICka Fy-MN=C=5% I Fy-MNH-C5-MNH-RB
: enzymaticka RS TR oo
izothiokyanat thiourea
~H,%0 R-S0,-Cl + RyMH, — R4-SO-NH-R, + HCl

’Lﬂ»Nj)J\x '-’f)‘Pﬁﬂ WU'H £ HH;&) sulfonylchlorid sy lfoamid
R2 O

Ri‘?] + RSl | R*“?:L
= 7 Nap,

. v 0 9
Rl Je ZnaCka rral einirmid thinathar

218 R, je biomolekula



lékarska mikrobiologie
postupy vysetreni

mikroorganizmy — zakladni slozka biosféry

: patogenni — zdravi skodlivé
: oportunneé patogenni — prilezitostné skodlivé ( Escherichia coli )

lekarska mikrobiologie — mikrobiologicka analyza
dikaz etiologického agens — plivodce vysSetrované infekce; jeho citlivost na
antibiotika a chemoterapeutika

Iékarsky diilezité mikroorganizmy
: bakterie
: mikroskopické houby
: prvoci
: Viry
: subvirova agens (priony)
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obecny postup mikrobiologické diagnostiky

. klinické vysetreni pacienta
: odbér a transport vzorku
: evidence a stanoveni postupu
1. sled: mikroskopie, dlikaz antigen{i a DNA/RNA
2. sled: izolace agens, popr. neprimy diikaz
3. sled: identifikace agens
4, sled: stanoveni citlivosti na antibiotika

: diagnoza a terapie

primy dtlikaz: nalez mikroorganizmu

: mikroskopicky — tvar, barveni

: imunologicky — priikaz patogennich antigenl

: geneticky — sekvenace

: biochemicky — diikaz specifickych metabolitli patogenu

neprimy diikaz: imunologicky — nalez protilatek proti patogeniim 290



mikroskopicky diikaz

: rychly a levny
: méné citlivy — az v koncentraci 10>/ ml
nativni preparat
: dlkaz vétsSich mikroorganizml — nékterych parazitt a koznich plisni
. diagnostika syfilitidy ( 7repomena pallidum, treponemata)
: mykologické preparaty — ,nativni* jen v technickém smyslu slova; pribarvuiji
se Parkerovym inkoustem nebo fluorescencnim barvivem

barveny preparat

fixace — naruseni a prichyceni mikrobialnich bunék na podlozni sklo
zahrati natéru nad plamenem nebo denaturaci chemickymi Cinidly
(Setrné; metanol, bilkovinné antigeny — etanol, viry — aceton)

: orientacni jednoducha barveni — methylenova modr
barveni diagnosticka (diferencialni) — barveni dle Grama, Ziehla-

Neelsena, Giemsy a fluorescencni barvici postupy
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Gramovo barveni

. pritomnost mikroorganizm{ (vyznamny pocet)
: velikost, tvar (koky, tyCinky, rovné, zahnuté Ci vétvené)
: vzajemneé usporadani (dvojice, shluky, retizky apod.)

pozadi preparatu — pritomnost a vzhled bunék makroorganizmu (epitelie
nebo leukocyty) a dalSich struktur (hlenova vlakna apod.)

rozdéli mikroby na modrofialoveé vybarvené mikroby grampozitivni
rtizové az cervené zbarvené mikroby gramnegativni

provedeni: fixovany preparat na 20 s do roztoku krystalove violeti; pak 20 s v
roztoku jodu, promyti alkoholem (max. 20 s), oplachnuti vodou, ponoreni do
roztoku safraninu a zaverecny oplach vodou

stavba bakteriaini steny — komplex krystalové violeti s jodem, u bakterii
gramnegativnich snadno vyplavitelny alkoholem; snadno se dobarvi na rlizovo
safraninem nebo zredénym fuchsinem

diagnostika hnisavych afekci (meningitida, kapavka, anaerobni infekce,
zanety) 222



barveni dle Ziehla-Neelsena

bakterie nebarvitelné podle Grama (Mycobacterium tuberculosis )

provedeni: fixovany preparat se barvi za horka v tzv. karbolfuchsinu,
odbarvuje se okyselenym alkoholem a dobarvuje napr. methylenovou modri;
acidorezistentni tycinky se barvi rlizové, pozadi preparatu modre

fluorescencni barvens

: citlivéjSi postup dlkazu acidorezistentnich tycinek

provedeni: teplem fixovany preparat se barvi smeési fluorescencnich barviv
auraminu a rhodaminu, diferencuje se tzv. kyselym alkoholem, dobarvuije se
fuchsinem; na sametové tmavorudém pozadi preparatu jasné zluté tycinky

barveni dle Giemsy-Romanowského

: v _hematologii k barveni krevnich natérli; v mikrobiologii k dikazu prvokd
(malarie, trypanosomy, leishmanie, trichomonady), Spatné se podle Grama
barvicich bakterii (ehrlichii, rickettsii afp.) a ke znazornovani virovych inkluzi

provedeni: fixace metanolem a barvi se 2 h Giemsovym barvivem (1:10
redéného vodou). Giemsovo barvivo — azur s eosinem; bakterie se barvi
tmavomodre, jadra prvokl karminové, jejich cytoplasma bledémodre 293



kultivacni diikaz

izolace, kultivace mikroorganizmu = primy diikaz

provedeni
: na kultivacnich mediich : bakterie, kvasinky, plisné a prvoci
: v bunécnych kulturach (/in vitro, in vivo) : prvoci a intracelularni paraziti

kultivacni media

zakladni ptida tekuta (bujon)
: masovy extrakt
. ockovani klickou, inkubace v termostatu

zakladni ptida pevna (zivny agar)
: rozvareneé rasy v bujonu — gel (agardza, agaropektin)
. ockovani klickou — krizovy roztér, inkubace v termostatu

obohacené pudy
: ristové faktory (vitaminy, AA, nukleotidy)
: krevni agar, pldy vajecné (M. tuberculosis)

selektivni plidy

: inhibitory rlstu nezadoucich organizml — selekce 294



diagnostické pudy
: ristové faktory, selek¢ni inhibitory, substrat a indikator

Endova plda (strevni tycinky), MacConkeyho ptda

pldy pro stanoveni citlivosti na antibiotika
: rlstové faktory, selekcni inhibitory, substrat a indikator

agar Mueller-Hintonoveé

transportni pady
: bez zivin, vihké, inhibitory metabolizmu
.1 24 h preziti

Amiesovo medium — anorg. soli, thioglykat sodny, aktivni uhli, 0.4 % agaru
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in vitro bunéecné kultury
: kureci embrya — viry, ricketsie, chlamydie

tkanové kultury, monovrstvy pod zivhym roztokem (Eaglovo esencialni
minimalni médium)

in vivo

: morcata, mysi

zasada ,3 R"

refinement (propracovani) — peclivé pripravené pokusy, nejlepsi podminky
reduction (omezeni) — na co nejmensim poctu zvirat

replacement (nahrazeni) — snaha nahradit pokus jinym postupem, napr.
tkanovymi kulturami nebo priikazem cilovych sekvenci NA

tuberkulozni mykobakterie — morcata; vzacné a neopakovatelné vzorky
(likvor, vynaté mizni uzliny gpod.)

vivisekce je citlivéjsi nez kultivace — tularémie nebo psitakoza

virologie — laboratorni mysi;
izolace viru kliSt'ové encefalitidy, coxsakievirdl (zanétu mozkovych plen a
srdecniho svalu)

dlkazy mikrobialnich toxinll — nejde bez vivisekce 226



biochemicky diikaz

pldy cukerné — schopnost mikroorganizmu Stépit jisty sacharid
produkt = kyselina J pH media — acidobazicky indikator

diagnostické ptdy

adonitol, arabindza, cellobioza, dulcit, fruktdza, galaktdza, glukoza, inositol,
inulin, laktéza, maltdéza, mannitol, manndza, melesitdoza, melibidéza, rafindza,
rhamndza, ribdza, sachardza, sorbitol, skrob, trehaldza a xyloza

substratové plidy — schopnost enzymaticky zpracovat substrat
: deaminace - fenylalanin a tryptofan

: dekarboxylace — arginin, lysin a ornithin

: hydrolyza — mocovina, hippurat a tributyrin

: redukce — dusi¢nany na dusitany

metabolické plidy — vyuziti nékterych latek

citronan, octan nebo malonan — zdroje uhliku
: ristové faktory

auxanogram — zjisténi, zda kvasinka neroste lépe v okoli tablety s urcitym
sacharidem
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vyuzivané mikrobialni enzymy: N-acetyl-B-D-glukosaminidaza (NAG), C8-
esteraza, a-galaktosidaza (aGA), B-galaktosidaza (BGA), B-glukosidaza (BGL),
B-glukuronidaza (BGLR), y-glutamyltransferaza (GGT), leucin-aminopeptidaza
(LAP), pyrrolidonylarylamidaza (PYR), ureaza a B-xylosidaza (BXY)

imunodetekce

aglutinace na sklicku
. antigeny télové a bicikoveé

Salmonella enteridis, citrobaktery, pseudomonady, cholerova vibria, bordetelly,
meningokokoveé

virova identifikace

virus-neutralizacni test
: specificka protilatka inhibuje neéktery biologicky ucinek viru
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citlivost na antibiotika

antibiotika, synteticka antimikrobialni chemoterapeutika

kvalitativni diikaz
diskovy diftzni test

princip: kolem disku z filtracniho papiru nasyceného antibiotikem citlivy mikrob
nevyroste — vytvori se zona inhibice o urcitém priiméru

kmen citlivy vii¢ci danému antibiotiku — zéna stejnou nebo Vétsi nez u
referencniho kmene

testovana antibiotika — zavisi na druhu mikroba, na charakteru onemocnéni
a na druhu vzorku, z néhoz byl mikrob vypéstovan a na mistni situaci ve vyvoji
rezistence mikrob{ na antibiotika
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kvantitativni stanoveni
dilucni postupy (zred'ovani antibiotik); minimalni inhibicni koncentrace (MIC)
daného antibiotika pro vysetrovany kmen mikroba

: mikrotitracni desticka 8x12 s definovanou koncentraci urcitych antibiotik
klesajici geometrickou radou

: po naockovani a inkubaci se zjistuje, zda bujon zlstal ¢iry (Uplna inhibice
rlstu), nebo zda ma zakal ¢i sediment

AL

A 44

schopna vysetrovany kmen usmrtit
: vzestupna koncentrace v sérii
dnes zvlasté — rezistence mikrobl k antimikrobidlnim latkam

rezistence na antibiotikum — zména cilové molekuly, zhorseni priniku do
bunky, zrychleni vyluCovani antibiotika z bunky nebo tvorba enzymu, ktery
antibiotikum inaktivuje
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diikaz mikrobidlni slozky

neprimy diikaz

stopy, které béhem infekce zanechal patogen v organizmu
: mikrobialni antigeny, toxiny, metabolické produkty a typické sekvence NA

naprosté vétsiné jde o stanoveni mnozstvi protilatek (Ab)

sérologicky test

imunostanoven/

syfilis, mononukledza, infekce HIV apod.
: dfikaz signifikantniho narlistu mnozstvi Ab; mnozstvi Ab se nazyva titr
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pripadova studie
vyvoj metody pro klinickou diagnostiku

stanoveni alkalické fosfatazy
alkalicka fosfataza (ALP) - analyt souvisejici s funkci jater, rlistem kostniho
aparatu, placenty aj.
4 hlavni izoenzymy: kostni, jaterni, strevni a placentalni
pripadova studie — typicky priklad pro vyvoj analytické metody

: vlivy metody, vliv teploty, pufru, modifikatord, urceni optimalni koncentrace
substratu, postup zjisténi referencniho intervalu

+ vyroba soupravy a zplsoby stabilizace jednotlivych Cinidel
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zakladni vlastnosti ALP

E.C.3.1.3.1.

fosfohydrolaza monoesterli kyseliny ortofosforecné s alkalickym
optimem

katalyzuje hydrolyzu fosforeCnanovych monoesterl na anorganicky
fosforeCnan a odpovidajici alkohol

: mUze také hydrolyzovat vSechny typy sloucenin s vazbami typu P-O-C, P-O-
P, P-S a P-N, s vyjimkou sloucenin typu P-C

. v pripadé fosforeCnanovych monoesterd mlze i prenos fosforecnanové
skupiny

hydrolyza
R-O-PO—(OH), + H,0 ALE> R-OH + H3PO,
transfosforylace
R,~O-PO—(OH), + R,—OH AtE> R.—OH + R,—O—PO—(OH),

ucinnost transfosforylace zavisi znacné na typu a koncentraci akceptoru )33



ALP : metaloprotein; kofaktor Zn%* (4 atomy)

: Zn%* hraje vyznamnou roli pri transfosforylacnich reakcich ALP
: Co?* hydrolyzuje, netransfosforyluje

nespecifické inhibitory: EDTA, KCN, cystein, o-fenantrolin, kyselina 8-
hydroxychinolin-5-sulfonova 4.

: odstranénim prvych 2 atomt Zn klesa aktivita enzymu asi 0 90%
: zbylé 2 atomy Ize odstranit obtizn€ji, pak ale vznika zcela neaktivni apoenzym

specificky inhibitor — L-fenylalanin

aktivatory: ionty Co%*, Mg2* a Mn2+, zatimco inhibicné plsobi Be?* a Zn2+
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aktivni misto
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vyznam ALP

objev: 1907 v ryzovych kliccich

analytické stanoveni a vyuziti v diagnostice
: 1926 — diagnostika kostnich nemoci

: 1930 — obstrukcni zloutenka

serum zdravych obsahuje hlavné kostni a jaterni izoenzymy

1 aktivita ALP
: poruchy rlstu a u nékteré kostni nadory (kostni izoenzym)

: nemoci hepatobiliarniho systému (cholestaza a nadorové metastazy do jater)

l aktivita ALP
: hypothyredza (kretenizmus), skorbut, nemoci z ozareni, t€zka anemie a pri
|éCbé imunosupresivy

sezonni variace: vliv UV-zareni; v zimé (nizsi slunecni svit) T ALP v
téhotenstvi T ALP 0 12 az 50 % (placentarni izoenzym)
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metody stanoveni ALP

,,

katalyticka aktivita: zavisi na substratu a reakcnich podminkach — druhu, pH
a koncentraci pufru, teploté, pritomnosti modifikatord

historie:

1926 - substrat hexafosforecnan

1929 Kay — substrat B-glycerofosfat, bez pufru; stanoveni anorganického
fosforu (48 h!ll)

pozdeji — glycinovy pufr pH 8.8, fosfor pomoci fosfomolybdenové modri (3 h)
— barbitalovy pufr pH 10.8

nové substraty: fenyifosfat a 4-nitrofenyifosfat, fenolftaleinmono- a difosfaty,

thymolftaleinmonofosfat, = 3-O-metylfluoresceinfosfat, = naftyl-AS-MX-fosfat,

metylumbelliferylfosfat, indoxylfosfat apod.

zvyseni citlivosti — fenylfosfatem, stanoveni uvolnéného fenolu oxidacni
kopulaci se 4-aminoantipyrinem a ferrikyanidem

nove — chromogenni substraty — fenoftaleinfosfat (= fenolftalein)

— thymolftaleinfosfat
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substrat
: jednoznacné definovany, chemicky dostatecné Cisty; s produktem hydrolyzy s
autoindikacnimi vlastnostmi

dnes — 4-nitrofenylfosforecnan (NPP 1), stépi se na fosforeCnan a 4-nitrofenol
(NP 2)

NP je acidobazickym indikatorem s disociacni konstantou pK, = 7.16

koncentrace NPP: 5 — 20 mmol/I

absorbance

teplota

2
Va - - ’ u+ﬁ'
ALP — pri 37 °C rychleji inaktivovana
4 1
,g 0.3
< 37 °C
Ma_
: . 0.0, . . . . .
——______f’_c_____ 260 300 350 400 450 500
2 vinova délka [nm]
1

30 60 ¢as [min] 90 238



pH a pufr

jiz nepouzivané pufry: barbitalovy, glycinovy, hydrogenuhlicitanovy, 2-amino-2-

metyl-1-propanolovy aj.

aktivita ALP je pufrem vyrazné ovlivnéna

pufr soucasné i druhym substratem (akceptorem fosforeCnanu) pri

transfosforylaci

ovlivnéni aktivity pufrem

: neutralni / inertni (uhlic¢itanovy, barbitalovy apod.)
: inhibujici (glycinovy, propylaminovy gj.)

: aktivujici (transfosforylujici pufry)

pufr pro ALP
: akceptor fosforeCnanu, EAE etylaminastanal
: dostatecné staly m

: dostupny ve vhodné analytické Cistoté HC #_C —on
: disociaéni konstanta pK, ~ 10 4

AMP bYI doporuEen IFCC AMP 2-amino-2-metyl- 1-propanol
239
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HC —OH

F
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zplisoby méreni

kdysi: aktivita enzym{ kineticky, manualné a diskontinualné (dvoubodové)
dnes: rychly kineticky kontinualni postup

modifikatory ALP

inhibitory: slouceniny arsenu, fosforecnany, latky schopné vazat ionty zinku
silnéji nez sam enzym

: nespecifické chelatotvorné inhibitory: EDTA a KCN

specificky aktivator: v pufru MEG ionty sodiku
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4 _ A=

stanoveni ALP v MEG pufru

optimalizace stanoveni ALP

. literarni reSerse (vlastnosti, metody stanoveni apod.)

: vymezeni orientacnich podminek analytického postupu (typ pufru a jeho pH a
koncentrace, typ a koncentrace substratu)

: optimalizace slozeni inkubacni smési

vyhradné se substratem NPP

pufr

: MEG — dobré transfosforylacni vlastnosti, nizka reaktivita, vysoka Cistota a
snadna dostupnost

: DEA i AMP vyrazeny pro obsah inhibujicich necistot

241



reakcni podminky a pracovni postup

teplota 37 °C vinova délka 420 nm
pH (37 °C) 10.1 £ 0.1 délka opt. drahy 1cm
MEG pufr 0.35 mmol teplota (37.0 £ 0.1) °C
NPP substrat 15 mmol/I signal AA
chlorid sodny 70 mmol/l interval méreni 30-120s
chlorid horecnaty | 0.5 mmol/l | sérum/inkub. smés (v/v) | 1:61 (0.0164)

cistota chemikalii

NPP: < 0.05 % volného 4-nitrofenolu, < 0.25 % volného anorg. PO,3-
molarni absorbance v 10 mmol/l NaOH A = 311 nm — 9 867 + 761 |/mol.cm

MEG: bod tani 129 — 131 °C

NP: molarni absorbance v 10 mmol/l NaOH A = 401 nm —18 380 I/mol.cm 242



stalost cinide/
pufr — nejméné 1 meésic pri teploté +5 °C (bez bakterialni kontaminace)

substrat — pripravit tésné pred pouzitim; v temnu a chladu pri teploté +5 °C
staly nejméne 24 hodin

standardni roztok NP — v temnu a chladu staly nejméné 1 meésic

vypocet koncentrace katalytické aktivity

absorbance kontrolniho roztoku (AA,) — kompenzuje absorbanci NP
vzniklou spontannim, neenzymovym rozkladem substratu vlivem alkalického
prostredi

faktor F:
1) z kalibracniho roztoku bez ALP

2) pomoci molarni absorbance 4-nitrofenolu 243



optimalni podminky stanoveni ALP

4 . aktivita 4. aktivita ] aktivita
kostni 1 kostni 3_ kOStIyujZ DDDD —a
3_ n_’,_n——Aﬂ—-ﬂ—-_m_w-‘u . ul Jaterm
N e e . | e st
] V 2 2_ ﬁrﬂ‘dﬂ_é‘_ﬂ_‘_‘—ﬂ—\_:
2 . //Av—\ I m fﬂ‘ NPP + sérum
strevni | stFevni | p
e e e Lﬂ'n'z'ﬂ'4'ﬂ'ﬁ'ﬂ'ﬂ T R T SR
93 986 989 102 105 H ' ' ' ' ' 0 5 10 15 20
P koncentrace MEG [mol.I'1] koncentrace NPP [mol.l"1]
vliv pH viiv viiv
koncentrace MEG koncentrace NPP

referencnyi interval

fS-ALP [pkat/1]: muzi 0.90 — 2.20, zeny 0.74 — 2.10, déti 1.20 — 6.30
200 dospélych, 112 chlapci a 152 divek

opakovatelnost a reprodukovatelnost

opakovatelnost: oveérena na 10 externich pracovistich, presnost v sérii a ze
dne na den;

N = 20; g rel. smerodatné odchylky: 3.5 % manualni analyza; 2.5 % analyzator

reprodukovatelnost: na 5 pracovistich; 1.4 - 4.2 % 244



souprava pro stanoveni ALP

¢inidlo 1 (6 lahvicek)

: pevna navazka substratu obsahuje NPP 1.12 mmol/lahvicku

: roztok substratu se pripravi rozpusténim obsahu jedné lahvicky v 5.0 ml
destilované vody; v temnu a chladu pri +5 °C je roztok staly asi 1 tyden

cinidlo 2 (300 ml)
: MEG pufr v kapalném stavu o koncentraci 0.56 mol/l, ktery obsahuje pro
konzervaci 5-brom-5-nitro-1,3-dioxan 0.3 mg/l a N-metylizothiazolon 1 mg/I

¢inidlo 3 (2 ml)
: standardni roztok NP v ampuli pod N, obsahujici NP 2.4 mmol/l a Na,EDTA
0.05 g/I

sklad: v temnu a chladu prfi 2 — 8 °C, stala 24 mésicli

pracovni postup: vzajemné objemové pomery séra, pufru a substratu jsou

1:50:5, tedy 0.02 + 1.00 + 0.10 m|
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vyznam pufru v bioanalyze

pufr — reakcni prostredi

: udrzeni pH (optimum)
: druhotny substrat (enzymové reakce)
: modifikatory - inhibitory, aktivatory

1900, Fernbach a Hubert: Castecné neutralizovany roztok kyseliny fosforecné
plsobi jako ochrana proti nahlym zménam kyselosti nebo alkality pfi studiu

enzymu amylazy

vybér pufru

zakladni charakteristiky: disociacni konstanta kyseliny (slozka); pK,
vlivu redéni, iontové sily, pufracni kapacity a vlivu teploty na pH

rozsah pH : pH = pK, + 1, pricemz nejefektivnéjsi je pufr pfi pH = pK,
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kompatibilita a synergicky vliv pufru

kompatibilita

chemicka

: dobra rozpustnost ve vodé (nemaji ji barbiturany)

: nekomplexovat ionty kovl (Ca2*, Mg?+, Mn2+, Zn2*, Fe2+/3+ gj)

: netvorit nerozpustné slouceniny (tedy ne uhliéitany, fosforeCnany, citronany)
: nereagovat s dalSimi slozkami systému (bilkoviny, sacharidy + boritany)

: nenachylny k bakterialni kontaminaci (tedy ne fosforeCnany, citronany aj.)

biochemicka

: ovlivhovani aktivity nékterych enzyml (fosforecnany inhibuji fosfatazy,
karboxylazy, fosfoglukomutazy aj)

. interference v procesech oxidacni fosforylace (barbiturany)

: antisepticita; blokace aktivity vétSiny enzym{ (fenoly)

: amfolyty (obojetné ionty) oxidovany flavinovymi mononukleotidy (BICIN,
TRIS)

: reaktivni a inhibujici pufry (TRIS)

synergicita

modifikace — aktivator (GlyGly; fibrinogen) nebo sekundarni substrat (MEG)
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hlavni bioanalytické pufry

zkratka | slozeni Pk,
MES | 2-(N-morfolin)etansulfonova kys. 6.1
BIS-TRIS | 2-bis(2-hydroxyetyl)amino-2-(hydroxymetyl)-1,3-propandiol 6.5
BES N,N-bis(2-hydroxyetyl)-2-aminoetansulfonova kys. /.1
HEPES | N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N "-(2-etansulfonova kys.) 7.5
TRICIN | N-(2-hydroxy)-1,1-bis(hydroxymetyl)etylglycin 8.1
BICIN | N,N-bis(2-hydroxyetyl)glycin 8.3
AMPSO | 3-[(1,1-dimetyl-2-hydroxyetyl)amino]-2-hydroxypropansulfonova k. 9.0
CAPSO | 3-(cyklohexylamino)-2-hydroxy-1-propansulfonova kys. 9.6
CABS | 4-(cyklohexylamino)-1-butansulfonova kys. 10.7
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XI.

analyza vybranych analyti
anorganické, organické analyty a bioanalyty

amoniak

obsah: degradace aminokyselin v jatrech; toxicky (CNS) = mocovina
stanoveni: v plazmé; referencni interval 11 — 35 uM

chemické metody

provedeni: amoniak alkalizovan, vydélen a absorbovan do kyselého roztoku (Conwayova
technika)

: titrace, konduktometrie, ISE, Nesslerovo cinidlo (zluté) nebo Berthelotova reakci
(reakce s fenolem a s alk. chlornanem na modré chinoniminové barvivo)

pracné a neautomatizovatelne

enzymové metody
enzym: glutamatdehydrogenaza (GLD)

2-oxoglutarat + NH,* + NADPH SLB> |-glutamat + NADP* + H,O
: pokles absorbance NADPH pri 340 nebo 365 nm

provedeni: TEA 150 mM, pH 8.6 + 2-oxoglutarat 15 mM, ADP 1.5 mM, GLD min 800
U/ml a NADPH 0.12 mM 249




fosfor, fosforeCnany

obsah: anorganické a organickych fosforecnany; kostni tkan, nukleové Kkyseliny,
fosfolipidy, koenzymy, ATP gpod
stanoveni: v séru; referencni interval 0.7 — 1.6 mM

chemické metody
anorganické fosforecnany:.
: reakce s molybdenanem amonnym (bezbarvy fosfomolybdenanovy komplex)

s molybdenanem a vanadichanem amonnym (zZluty komplex kyseliny
molybdatovanadatofosforecné); hydrolyzuje Castecné i organické estery fosforu a tim
nadhodnocuje stanoveni anorganického fosforeCnanu

organické fosforecnany. po mineralizaci srazenych bilkovin; zavisi na pH (silné kyselé
prostredi)

provedeni: deproteinace séra (silna kyselina), analyza supernatantu: méreni pri 340 nm;
fosfomolybdenova modr (po redukci chlorid cinaty, kys. aminonaftalensulfonova, metyl-
p-aminofenolsulfat, siran zeleznato-amonny, kys. askorbova aj. ) pri 882 nm; kyselina
molybdatovanadatofosforecna pri 420 nm

enzymové metody

nekatalyzuji hydrolyzu organickych ester( fosforu a tim odpada deproteinace vzorku
: glykogenfosforylaza, fosfoglukomutaza a glukdza-6-fosfatdehydrogenaza — NADPH
: purinnukleosidfosforylaza, xanthinoxidaza (peroxidazy) — oxidacni kopulace

: sacharozafosforylaza — NMADH 250
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chemické metody
AAS — optimalni; volny Mg2+ — ISE
: v analyzatorech — fotometrické metody s calmagitem, magonem...

AAS:

provedeni: roztok LaCl; (spektralni pufr, uvolfiuje Mg?+ z fosfore¢nanovych komplexd a
fedi viskézni bilkoviny) ma koncentraci 4.3 g/l s 10 ml konc. HCl; vzorek : pufru 1:50 do
plamene (acetylén-vzduch), Mg-vybojka prfi 285.2 nm; kalibracni roztoky obsahuji
interferenty Nat+ a K*

reakce s magonem:.

provedeni: 10 ul séra s 2 ml pracovniho roztoku (20 mM boratového pufru o pH 9.5 a
magonu 0.28 mM rozpusténého ve smési DMF s etanolem 5+100), vysledné pH cca 11;
je ovlivnéno Ca?* a tézkymi kovy — maskovani kyanidem + fyziologické koncentrace
iontd Ca2*, Na* a K*; pokles absorbance modre zbarveného komplexu okolo 500 nm

reakce s calmagitem:
provedeni: v Castecné nevodném prostredi s 2-metyl-2-amino-1-propanolem; maskovani
Ca?* EGTA, méfi se pri 540 nm
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hydrogenuhlicitany

obsah: krev; urceni poruch acidobazické rovnovahy
stanoveni: v celé krvi, plazmé i séru jako CO, (po okyseleni); referencni interval zavisi
na instrumentaci, obvykle CO, v kapilarni plazmeé asi 22 — 31 mM

fyzikalni metody
plynny oxid uhliCity manometricky, pracné a nelze automatizovat

chemické metody

kontinualni mereni — difuze CO, Si-membranou a sorbce jako HCO;~ v alkalickém pufru,
pH 9.2 s fenolftaleinem; pokles zbarveni (okyseleni) fotometricky

elektrochemické meren/— CO, elektroda, parcialni tlak rozpusténého plynu v krvi

enzymové metody
alkalizace — prevedeni na HCO;-
enzymy: fosfoenolpyruvatkarboxylazou (PEPC), malatdehydrogenaza (MDH):

HCO5;- + fosfoenolpyruvat BEPC> oxalacetat + PO,3-
oxalacetdt + NADH + H+* MBH> mgalat + NAD*

provedeni: alkalicky pufr cca 70 mM, pH 8 + fosfoenolpyruvat 8 mM, NADH 1.6 mM,
mikrobialni PEPC min 17 pkat/l a mikrobialni MDH min 4 pkat/I

10 pl séra/plazmy (temperovana kyveta) + 1 ml Cinidla, inkubace 5 min pri 37 °C,
absorbance pfi 340 nm 252




chloridy

obsah: hlavni extracelularni aniont (67 %)
stanoveni: v séru i plazmé; referencni interval v séru je 98 — 107 mM
titrace:.

2 C- + Hg(NO,), = HgCl, + 2 NO;

provedeni: v kyselém prostredi, roztokem dusicnanu rtutnatého 5 mM, vzorkem je 0.20
ml séra, indikatorem je difenylkarbazon 20 mM v etanolu

spektrofotometrie;
2 CI- + Hg(SCN), = HgCl, + 2 SCN-
SCN- + Fe3* = Fe(SCN)2*
provedeni: méri se kolem 500 nm (Cerveny produkt), rozsah 80 — 125 mM, kalibrace

neni linearni, linearita konstantnim mnozstvim Hg(NO;), ktery vaze cca 60 mmol CI- na
1 L chlorid@

coulometrie:

Agt + CIF = Agd
provedeni: generovani Ag* konstantni rychlosti z anody az do ekvivalence. obsah
chloridll je proto pfimo Umérny mérenému casu; kyselé prostredi (lepsi vodivost) za
pritomnosti zelatiny nebo polyvinylalkoholu (reprodukovatenost)
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med’
obsah: metaloenzymy, v plazmé z 95 % na ceruloplasmin
stanoveni: v séru; referencni interval (umol/l) 10.1 — 18.4 (muzi), 11.3 — 25.2 (Zeny)

AAS:
. staCi pouze zredéni vzorku

reakce s bathocuproinem:

provedeni: deproteinace + redukcni Cinidlo (hydroxylamin nebo pyrosificitan v kombinaci
s p-(N-metyl)aminofenolem), odstredi se, supernatant se odméri do dalsi zkumavky a
prida se roztok bathocuproinu; v silné kyselém prostredi oranzové zbarveny komplex se
méri kolem 480 nm

: znacné zavisi na Cistoté skla; EDTA, promyté vodou s amoniakem

zinek
obsah: metaloenzymy

—_ T - Y 4

stanoveni: v plazmé, séru, slinach a moci; referencni interval (sérum) 10 — 20 uM

spektrofotometrie s 5-Br-PAPS
provedeni: 2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-(N-n-propyl-N-3-sulfopropylamino)fenol pri pH 8.6
+ maskovadla (dalsi endogenni kovy), méri se pri 560 nm, malo citlivé

AAS
provedeni: vzorek se redi 5x 5% glycerolem, méri se pri 213.8 nm; moc jen ze 24 h
sbéru, moc je Ize do plamene primo; komplikace vysoky obsah soli v moci 254




vapnik
obsah: kostni tkan (99 %), extracelularni tekutina, aktivni pouze volny Ca2*
stanoveni: v séru, jen volny nebo i vazany; referencni interval 2.1 — 2.6 mM

reakce s o-kresolftaleinkomplexonem:
provedeni: pH 12 v prostfedi organické baze (2-amino-2-metyl-1-propanol, 2-
etylaminoetanol); méfi se pri 580 nm, 8-hydroxychinolin potlacuje interference horciku

reakce s arsenazem III:
provedeni: imidazolovy pufr pH 6, modry komplex, méri se kolem 650 nm; specifické
detergenty potlacuji interference bilkovin

AAS:
provedeni: podobné jako horcik, méri se Ca-lampou pfi 422.7 nm, drahé, vyssi presnost
i spravnost

ISE:
: mE&ri se aktivita Ca2+, zavisi hlavné na iontové sile (Na* a CI-) — kalibratory
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draslik

obsah: K* hlavnim intracelularnim kationtem (4.6 mM)
stanoveni: ve vSech télnich tekutinach, nejcastéji v plazme a v séru, silné rusi hemolyza;
referencni hodnoty v séru jsou 3.8 — 5.2 mM

enzymové metody
enzymy: tryptofanaza (TR), glutamatdehydrogenaza (GLD)

tryptofan + pyridoxal-5-fosfat TRE*> indol + pyruvat + NH,*
NH,* + 2-oxoglutarat + NADPH + H* 62> glutamat + NADP+*

enzymy: pyruvatkinaza (PK), laktatdehydrogenaza (LDH)

fosfoenolpyruvat + ADP BKK*> pyruvat + ATP
pyruvat + NADH + H+ LPH> |gktat + NAD+

: snizeni koncentrace Na+ kryptandem

chemické metody

stanoveni AES:

provedeni: sérum se redi spektralnim pufrem (lithiovym nebo cesiovym, stabilizuje
efektivni teplotu plamene; aniontové tenzidy Brij 35 nebo Sterox SE pro lepsi atomizaci);
plamen propan-vzduch; Na, K, Li a Cs s ostrymi ¢arami pri 589 nm, 768, 671 a 852 nm

stanoveni pomoc/ ISE:
: elektroda s kapalnou membranou 256



sodik

obsah: Na* hlavnim extracelularnim kationtem (cca 142 mM)
stanoveni: ve vSech télnich tekutinach, nejcastéji v plazme a v séru, silné rusi hemolyza;
referencni hodnoty v séru 132 — 142 mM

enzymové metody
enzymy: B-galaktosidaza (BGD)

2-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid B€CNa*> galaktdza + 2-nitrofenol

2-nitrofenol (chromofor) se méri kineticky pri 420 nm, snizeni obsahu Na+ na méritelné
hodnoty se pouziva kryptand, napr. Kryptofix 221

chemické metody
AES:
jako draslik

ISFE:
elektroda se sklenénou membranou
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barbiturany

obsah: |éCiva (sedativa)
stanoveni: v séru (kontrola medikace), v moci nebo v Zaludecnim obsahu (otrava)

chemické metody

plynovéa chromatografie.

provedeni: k séru se prida aprobarbital (vnitfni standard), dvojita extrakce dietyleterem,
odvodnéni siranem sodnym a odpareni dosucha; odparek se rozpusti v etylacetatu; GC
separace — kapilarni kolona s kotvenou fazi (WCOT), plamenovy ionizacni detektor,
nosny plyn Ar nebo He; analyza rlznych typl barbiturand (tzv. rychle, stredné a
dlouhodobé plsobici)

titracni analyza:

provedeni: extrakce smési fosforecnanového pufru pH 7 a chloroformu; k organické fazi
se prida opét pufr a chlorid rtutnaty, znovu se protrepe a odstredi se; organicka faze se
titruje roztokem difenylthiokarbazonu (dithizon), prechod z fialové (komplex [Hg2+-
barbituran]) do oranzové (komplex [Hg?*-dithizon]); interferuji zejména hydantoiny a
cyklické imidy kyseliny glutarové
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bilirubin a jeho estery

obsah: metabolizmus hemu pres biliverdin na bilirubin a konjugaty (estery mono- a
diglukuronidy)

stanoveni: v séru a v moci; referencni interval pro celkovy bilirubin v séru (uM):
novorozenci 68 — 138, déti a dospéli 3.4 — 17.1, z toho konjugovany, tzv. primy bilirubin
0-3.4

chemické metody

stanoveni bilirubinu a jeho konjugatl (a casti bilirubinu kovalentné navazaného na
albumin) je zalozeno na vzniku azobilirubinu (acidobazicky indikator): Cerveny ve slabé
kyselém a neutralnim pH, v silné kyselé a alkalické oblasti je modry; konjugaty (tzv.
primy bilirubin) reaguji bez akceleratori; nekonjugovany bilirubin (tzv. volny)
nereaguje, jen v pritomnosti akcelerdtord (alkohol, kofein agj), které uvoliuji a
solubilizuji bilirubin z jeho vazeb na albumin

stanoveni celkového bilirubinu za pritomnosti akceleratord, pri zvySeném obsahu se
stanovuje i tzv. primy bilirubin bez akcelerator(l; pfi novorozenecké Zloutence a
ozarovani novorozencll UV-svétlem, které slouzi k rozkladu a odstranéni volného,
nekonjugovaného bilirubinu, byl pozorovan vznik tzv. fotobilirubinG, které maji na rozdil
od popisovaného bilirubinu Udajné jinou reakcni kinetiku a mohou zkreslovat vysledky
jeho stanoveni
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spektrofotometrie s diazotovanou kyselinou sulfanifovou:.

provedeni: IFCC metoda stanoveni celkového bilirubinu; v kyveté vzorek + roztok
kyseliny sulfanilové v HCI (Stépi bilirubin v misté metylenového mdlstku) s roztokem
akceleratoru (smeés kofeinu, octanu sodného a benzoanu sodného) + se roztok NaNO,
(diazoniova soli); po asi 10 minutach se zméri ve slabé kyselém prostredi absorbance
Cervené zbarveného azobilirubinu pri 430 — 460 nm; stanoveni pres modrou formu,
prida se po reakci alkalicky roztok pufru (smés NaOH a vinanu sodno-draselného) a v pH
12 se méri pri 580 — 620 nm

stanoveni primého bilirubinu se provadi bez akceleratoru zastavenim diazoreakce
kyselinou askorbovou (ukonceni rozlozenim diazocinidla), ta se pridava obvykle za 5
nebo 10 minut; celkovy bilirubin se stanovuje s kationaktivhim detergentem jako
akceleratorem (cetyltrimetylamonium bromid)

spektrofotometrie po oxidacr:

provedeni: oxidace bilirubinu (zZluty) kyselinou vanadicnou na biliverdin (zeleny);
dvoubodovy zplsob méreni absorbance pred a po oxidaci (3 min); lze stanovovat
celkovy i primy bilirubin

enzymové metody
enzym: bilirubinoxidaza (BOX)
bilirubin (zluty) BOX> biliverdin (zeleny)

provedeni: pH 4.5, méri se v pasu 424 — 465 nm kineticky v casovém intervalu asi 5
min; celkovy bilirubin se stanovuje pfi pH 8.5 za pritomnosti akceleratorl 260




etanol
obsah: intoxikaci alkoholem

chemické metody

Widmarkova metoda; destilace alkoholu ze vzorku, oxidace dvojchromanem v
kyseliné sirové na kyselinu octovou, prebytek dvojchromanu je stanovovan titracné
jodometricky; pro ucely soudni je vyuzivano stanoveni plynovou chromatografii

. k prlkazu tezkého alkoholizmu byl vyvinut test na tzv. karbohydratovou deficienci
transferinu (CDT) na bazi heterogenni imunoanalyzy

enzymové metody
enzym: alkoholdehydrogenaza (ADH)

CH;CH,OH + NAD* ABH> CH,CHO + NADH + H*

provedeni: deproteinace vzorku Kkyselinou chloristou, alkohol se stanovuje ze
supernatantu v alkalickém pufru pH 8.7 (pyrofosfat, semikarbazid a glycin), absorbance
se méri pri 37 °C pri 340 nm po inkubaci 25 minut
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drogy

obsah: zneuzivana lécCiva (psychofarmaka) a jejich prekurzory — alkohol, amfetamin,
barbiturany, benzodiazepiny, kannabinoidy, kokain, methadon, opiaty, antidepresiva,
anabolické steroidy aj.

stanoveni: fazeno mezi klinickou chemii akutnich stavll (POCT)

chemické metody
kompetitivni imunochemie — rychlé statimové orientacni stanoveni nejobvyklejSich drog,
screening moci na diagnostického prouzku

instrumentaini techniky — GC-MS nebo HPLC, slouzi vétsinou pro naslednou kvantitativni
analyzu po pozitivnim screeningovém testu

screeningoveé imunostanoveni

multifunkéni (az 9-zonovy) prouzkovy test, nejCast€ji: amfetamin, barbituraty,
benzodiazepiny, kokain, metamfetamin, morfin, fencyklidin a tricyklicka antidepresiva
(popr. na jejich metabolity)
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provedeni: droga z moci (mAg) soutézi o vazebna mista s (obvykle) mysi monokionaini
protilatkou proti ni (Ab,*), fixovanou na povrchu mikrocastic, které jsou jen sorbovany
(nekotveny) v dolni Casti prouzku; v horni Casti prouzku je kotvena jako dalsi (druhad)
protildtka Ab, proti mysim imunoglobulindm tvoficim Ab,*

po ponoreni multiprouzku do vzorku moci obsahuijici nékterou z testovanych drog
zreaguje na pocatku prislusného prouzku protilatka a vytvori barevny imunokomplex
[Ab,*-mAg] a vzlina nahoru

moc bez drogy. komplex nevznikne a barevné mikrocCastice s fixovanou protilatkou
vzlinaji nahoru a ve stredni casti zreaguje Ab,* se zde imobilizovanou
drogou/metabolitem a vytvori tam kotveny barevny imunokomplex [Ag-Ab;*] jako
negativni kontrolu

moc s drogour. vzlina se vzorkem vytvoreny barevny imunokomplex [Ab,*-mAg] dal a
zachyti se az nahore, kde zreaguje s Ab, a vytvori silné zbarveny prouzek jako
pozitivni test [Ab, Ab,*-mAg]; protilatka Ab,* je v tomto pripadé antigenem pro
druhou kotvenou protilatku Ab,

caitlivost. 10 — 100 ng/ml
uzivaji se mikrocastice z koloidniho zlata (Au), vysledné zbarveni negativni kontroly i
pozitivniho testu cervené nebo modré (na povrchu modre zbarvené mikrocCastice)
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glukoza

obsah: reprezentuje metabolizmus cukrd
stanoveni: v séru, plazmé a v moci (nejCastéji stanovovany analyt); referencni interval
(mM) pro sérum je 3.9 — 6.1, pro plazmu 3.3 — 5.6 a ve sbhirané moci za 24 h je do 1.39

chemické metody

reakce s o-aminotoluenem

specifické (uz jen galaktéza a manodza), supernatant deproteinovaného vzorku v
prostredi ledové kyseliny octové, kdy o-aminotoluen (6 % o-toluidinu v 80 % kyseliné
octové obsahujici 0.5 % kys. stavelové) kondenzuje s Glu za zvySené teploty na
glykosylamin, stabilizovany Schiffovou bazi, méri se zeleny produkt pri cca 630 nm

: agresivni chemikalie, nutnost varu a deproteinace vzorku

enzymové metody
enzymy: hexokinaza (HK), glukoza-6-fosfatdehydrogenaza (G6PD), glukdzaoxidaza
(GOD), glukézadehydrogenaza (GDH), peroxidaza (POD)

stanoveni' s GDH

R-CH=0 + H,O + NAD* GRH> R-COOH + NADH + H*
provedeni: vzorek se smicha s pracovnim roztokem (fosforeCnanovy pufr pH 7.6, GDH
cca 4.5 kU/I a NAD* cca 2.2 mM), inkubuje 7 min pfi 37 °C, méfi se narlst absorbance
pri 340 nm
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stanoveni s HK a G6PD
glukéza + ATP HK> glukdza-6-fosfat + ADP
glukéza-6-fosfat + NADP+ G6PD> glukonolakton-6-fosfat + NADPH + H*

provedeni: vzorek s pracovnim roztokem (TRIS 50 mM pH 7.5, ATP 1 mM, NAD* 2 mM,
HK cca 3 kU/I a G6PD 2 kU/I) pri 37 °C, po 5 min se méri absorbance pri 340 nm; HK je
pro glukdzu nespecificky enzymem, specifita je v nasledné reakci

stanoveni oxidacni kopulaci s GOD a POD
Vv praxi nejrozsirenéjsi
R-CH=0 + O, + H,0 S9B> R-COOH + H.O,
R-NH, + CH=OH + 2H o POD>  R-N=CH,=0 + 4 H,0

provedeni: vzorek s pracovnim roztokem (fosforecnan cca 0.15 mM pH 8.0, GOD 10
ku/l, POD 1 kU/I, AAP 1 mM a 3- metylfenol 10 mM) pri 37 °C, m “F' se zména

l\v\ ~

absorbance pFi 500 nm v intervalu 30 — 90 sekund nebo vyblcuné zbarveni po 15 min;
druha reakce nespecificka, rusena redukujicimi latkami (vitamin C)

speciaini analyzatory
osobni glukometry pro sebekontrolu diabetik{
provedeni: imobilizovana GOD a elektrodovy systém v suchém stavu, indikace
ampérometricky (tzv. Clarkova elektroda):
H,O, B> 2H* + O, +2e

nebo: glukéza + O, + R-Fe(Il) BOD> glukonat + R-Fe(III) 265



pyruvat

obsah: produkt oxidace laktatu katalyzované enzymem LDH,
stanoveni: v krvi obsazeny v malém mnozstvi do asi 41 — 67 nM

enzymové metody
enzym: laktatdehydrogenaza (LDH)
pyruvat + NADH + H+ LBH> | -[aktat + NAD*

kreatinin

obsah: bunécny produkt svalového energetického metabolizmu premény svalového
kreatinu

stanoveni: zakladni vySetreni séra i z moci (funkci ledvin — kreatininova clearance);
mnozstvi je umérné velikosti svalové hmoty; referencni interval pro sérovy kreatinin je
pod 115 uM

chemické metody

Jaffého reakce

cervenooranzovy Janovského komplex (adukt kreatininu s pikratem 1:1); nespecifické,
reaguiji i tzv. nekreatininové chromogeny: bilkoviny, glukdza, kys. askorbova, guanidin,
aceton, acetoacetat a pyruvat

provedeni: sérum s pracovnim roztokem (kys. pikrova 4.4 mM, NaOH 150 mM a
Na,HPO, 13 mM), méri se absorbance za 10 s a dale presné po 2 min pri 492 nm 266




enzymové metody
stanoveni pres chinoniminova barviva
enzymy: kreatinindza (KRN), kreatinaza (KR), sarkosinoxidaza (SOX), peroxidaza (POD)

kreatinin + H,O KRN kreatin
kreatin + H,O KR> sarkosin + mocovina
sarkosin + H,0 + O, S9%X> glycin + HCHO + H,0,
2 H,0, + 4-aminoantipyrin + fenol B22> chinoniminove barvivo + 4 H,O

provedeni: vhodné derivaty fenolu — TBHB (2,4,6-tribrom-3-hydroxybenzoova kyselina)
a EHSPT (N-etyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidin), méri se absorbance pri 550
nm

triacylglyceroly (TG)

obsah: 95 % vsSech tukd ulozenych v tkanich, jsou tvorfeny nasycenymi mastnymi
kyselinami od C12 az do C18

stanoveni: v séru (nezavisly faktor rizika ischemické choroby srdecni), referencni interval
méné nez 1.7 mM

chemické metody

barevny produkt absorbuijici pfi 570 nm, nebo byl preveden acetylacetonem a octanem
amonnym (Hantzchova kondenzace) na zluty 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidin, ktery byl
stanoven fotometricky nebo fluorimetricky 267



uvedené postupy lze (po extrakci TG) popsat témito reakcnimi schématy:
TG + ROH/OH- = glycerol + 3R-COOH
glycerol + 10, = HCHO + HCOOH + H,0 + IO;-
HCHO + kys. chromotropova + H,SO, = barevny produkt

OH O

HO.S SOH O‘
SO,H § HOsS
on OH HO,S O ‘ SO H

OH O

nebo:
4 HCHO + NH,OH + CH;COCH,COCH; = 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidin + 5 H,0

enzymové metody

kombinace s chemickou metodou, vyuzivaji vznikajici glycerol

enzymy: glycerolkinaza (GK), glycerol-3-fosfatdehydrogenaza (G3PD), pyruvatkinaza
(PK), laktatdehydrogenaza (LDH), diaforaza (DF), lipoproteinlipdza (LPL),
glycerolfosfatoxidaza (GPO), peroxidaza (POD)
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glycerol + ATP SK> glycerol-3-fosfat + ADP
glycerol-3-fosfat + NAD+ €3PD>  dihydroxyacetonfosfat + NADH + H*

ADP + PEP BK> ATP + pyruvat
pyruvat + NADH + H+ LBPH> [aktat + NAD*
NADH + H* + INT DBE> cerveny formazan INT + NAD*
INT - jodnitrotetrazoliova violet, cca 500 nm

kombince s chemickymi metodami priliS komplikované a nevhodné pro automatizaci

stanoveni pres chinoniminové barviva
TG + 3 H,O LBL> glycerol + 3 R-COOH
glycerol + ATP SK> glycerol-3-fosfat + ADP
glycerol-3-fosfat + O, @P9> dihydroxyacetonfosfat + H,0,
2 H,0, + 4-aminoantipyrin + fenol BOR2> chinoniminove barvivo + 4 H,0O

fenoly: 4-chlorfenol, nebo kyselina 3,5-dihydroxybenzensulfonova (DHBS), nebo N-etyl-
N-(3-sulfopropyl)-m-anisidin (ESPAS)

stanoveni pres NADH
TG + 3 H,0 LBL> glycerol + 3 R-COOH
glycerol + ATP €K> glycerol-3-fosfat + ADP
glycerol-3-fosfat + NAD* €3ED> dihydroxyacetonfosfat + NADH + H*

provedeni: probiha s jednim roztokem, je jednostupnova a je vhodna k automatizaci ,gg




revmatoidni faktor

obsah: pentamerické imunoglobuliny IgM se specifitou pro Fc fragment IgG, podobné
vlastnosti i u monomerickych IgM, IgA a IgG
stanoveni: v séru, indikace (az 75 %) vSech revmatickych onemocnéni

latexovy fixacni test

provedeni: separace dle Cohna (extrakce sadou roztokd etanolu za chladu), frakce II se
smicha s latexovymi cCasticemi, na néz je pasivné sorbovan y-globulin, dochazi k
aglutinaci; citlivost je asi od 2 U/ml

Rose-Waalerdv test

hemaglutinacni test (ovCi erytrocyty modifikované taninem /zpevnuje bunky/, potazené
krali¢i protilatkou proti ov¢éim erytrocytlim); erytrocyty aglutinuji se vzorkem obsahujicim
lidsky revmatoidni faktor na zaklade krizové reakce mezi kralicim a lidskym IgG
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C-reaktivni protein (CRP)

obsah: patfi mezi tzv. bilkoviny akutni faze a mezi rizikové faktory ischemické choroby
srdce

stanoveni: v séru, jeho koncentrace narlsta cca 7 h po zanétu a kulminuje béhem 1 az
3 dnd, kdy mize dosahovat az tisic mg/I, referencni interval je pod cca 1.6 mg/|

CRP Ize stanovit rliznymi imunochemickymi metodami, nejCastéji jsou to metody s
latexovymi Casticemi

imunoturbidimetrické stanoveni
metoda DuREL (dual-radius enhanced latex) — latexové mikrocastice o dvou velikostech

S \lavnn\lnm Avs m: tvby mnnnlzl n::lnl nrnhl::H/\l S r||7nn|| afinitnit v CRD /\lnllzn r:chrn S
Lullyllll \.ﬂlvylll yl-/y 11INJI |U|\|U| 1Al IJl \ WA ¥ | ut.\ INJU UTTTITIWWVWU N Ui NG GWUJDUIL

\'4

vysokou afinitou); pri nizké koncentraci analytu reaguji prednostné velke Castice, pri
vysSich koncentracich analytu reaguiji i mensi Castice = citlivy, Siroky a linearni mérici
rozsah

CRP + Ab = [CRP-Ab]
: méri se turbidita pri 340 nm
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rypsin

obsah: EC 3.4.21.4, serinova proteinaza, ve dvanacterniku

stanoveni: v plazmé&, v duodendlni stavé, ve stolici; test na poruchu exokrinni funkce
pankreatu, referencni interval priblizné 150 + 77 pg/I

enzymatické metody
imunochemicky (zejména RIA)

fotometricky s chromogennimi substraty
L-TAPA + H,0O tryesin> N-g-tosyl-L-arginin + 4-nitroanilin

Zluty chromofor 4-nitroanilin; podobny chromogenni substrat benzoyl-L-arginin-4-
nitroanilid

provedeni: vzorek se redi fyziologickym roztokem + pufr TRIS 200 mM pH 8 + substrat
1 mM, pti 37 °C po 10 min se zméri absorbance pfi 405 nm

272



tehotensky test (hCG)

obsah: lidsky choriovy gonadotropin (hCG), glykoprotein, dimer a 40 kDa; hormon
produkovany placentou

stanoveni: v materské krvi a moci; od 8. dne po oplodnéni vajicka, hladina hCG v moci
pri téhotenstvi prudce narlista, nejvyssi je 8. tyden, pozitivni test pri obsahu hCG nad 20
— 50 U/l

latexovy aglutinacni test

provedeni: na podloznim sklicku; v moci, hCG reaguje s monoklonalnim antisérem (Ab,
mysi), a bud’ inhibuje naslednou aglutinacni reakci po pridani latexovych castic s
fixovanym hCG, nebo ji neinhibuje (reakce probéhne); soucasné se provadi i tzv.
pozitivni kontrola

maly obsah hCG (nestaci vyvazat antisérum) = aglutinace probéhne, negativni:
hCG + Ab — [hCG-Ab] + Ab
Ab + hCG-latex — [Ab-hCG-latex]{

vysoky obsah hCG (vsSe vysyceno) = aglutinace neprobéhne, pozitivni:
hCG + Ab — [hCG-Ab]
[hCG-Ab] + hCG-latex — neprobéhne aglutinace
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test diagnostickym prouzkem

s koloidnim zlatem

prouzek obsahuje v misté naneseni vzorku (dole) sorbovanou, ale nekotvenou
monokionaini’ protilatku proti hCG na koloidnich casticich zlata (Ab,-Au), nahore (ve
sméru diflze) dvé zoény s kotvenymi protilatkami; prva zéna obsahuje kotvenou
sekundaarni’ protilatku proti hCG (Ab,P), druha zona obsahuje kotvenou protilatku proti
Ab, (AbyP)

vysoky obsah hCG
hCG reaguje s primarni protilatkou na komplex, difunduje nahoru a zachyti se na prvé
zoné s kotvenou Ab, jako sendvic [hCG-Ab,-Au]-Ab,P; vznikne cerveny prouzek

(pozitivni reakce)

maly obsah hCG

zadny komplex, Ab, difunduje nahoru, zachyti se az na druhé zoné, tam se objevi
cerveny pruh koloidniho zlata (negativni_reakce), slouzi jako kontrola, ze test je
funkcni

: misto koloidniho zlata napr. organické barvivo
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prouzek s protilatkou znaCenou enzymem

: podobné jako u koloidniho zlata

. primarni hCG protildtkou je znacena vhodnym enzymem (Ab,*); v misté zakotvene
(Ab,P) je v reakcni zoné vhodny enzymovy substrat a pomocné latky

vysoky obsah hCG
vznikne komplex [Ab,*-Ag], ktery difunduje a zachyti se na Ab,? [Ab,*-Ag]-Ab,b;
enzym katalyzuje rozklad bezbarvého substratu a zona se zbarvi’

maly obsah hCG

zadny komplex, znaCena primarni protilatka je zachycena v kontroini zone treti
protilatkou (AbsP) [Ab,*-AbsP]; druha zona také obsahuje enzymovy substrat —
barevny pruh

substraty:

: pro enzym POD — TMB (v kyselém prostredi) : modré zbarveni

: pro enzymem ALP — fenolftalein- nebo thymolftaleinfosfatu (alkalické prostredi) :
Cervené az modré zbarveni

kvantifikace hCG pomoci ELISA
sendviCova technika; druha Ab je konjugat s POD, substrat ABTS
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Mycobacterium tuberculosis

obsah: Mycobacterium jsou acidorezistentni tyCinky, patogenni (tuberkuléza) je M.
tuberculosis a M. bovis, atypicka mykobakteria, napr. M. Kansasia M. avireni a ptvodce
malomocenstvi M. /eprae; infekcni je jiz i méné nez 10 bacilll

stanoveni: sputum, ranni vzorek, asi 5 — 10 ml po 3 dny za sebou, nékdy i likvor, hnis,
biopsie, moC; nebarvi se dle Grama

kultivacni pridkaz

provedeni: dekontaminace (nespecificka mikroflora) NaOH 1 M za pritomnosti
laurylsulfatu, neutralizace HCl; naockovani na pldu (vajecnd s obsahem soli,
asparaginu, glycerinu, sSkrobu a malachitové zelené€; nebo fekutd obsahuijici glutamat, L-
alanin, kaseinovy hydrolyzat, hovézi sérum aj.), inkubace pri 37 °C, odecCitda za 1, 3, 6 a
9 tydnd (vyradit kontaminované pldy); pri pozitivnim vysledku se pokracuje urcenim
zachycenych kmenU a zaloZi se vySetreni na jejich citlivost (rezistenci) vaci Iékdm; pro
rozliSeni M. tuberculosis od M. bovis se ovéruje schopnost tvorby niacinu, redukce
dusi¢nanl na dusitany, citlivost vici hydrazidu kyseliny thiofen-2-uhlicité (tzv. TCH-test)
a hydrolyza Tween 80; M. tuberculosis ma, na rozdil od M. bovis, uvedené testy pozitivni

prikaz pomoci PCR

HIV (AIDS)

obsah: télni tekutiny, virus lidské imunodeficience, retrovirus
stanoveni: v séru, imunochemické postupy (ELISA) 276




