Bioanalytické metody v
environmentalni analyze




Enzymova analyza

= Enzym
chemicky katalyzator biologického puvodu
syntetizovany vSemi organismy
oznacuji se jako ,biokatalyzatory”

bilkoviny jednoduché nebo slozene

= SloZené: apoenzym + kofaktor

Kofaktor: vitaminy rozpustné ve vodé, nékteré nukleotidy,
komplexy kovu atd.

A Li\ Struktura enzymu
monoaminooxidazy

e\



Enzymova reakce

Tvorba komplexu ,enzym — substrat”
= Substrat se vaze na aktivni misto na apoenzymu

Aktivni mista maji mnoho spoleCného u ruznych
enzymu

= Trojrozmérné

= Jsou znaéné malé vuci celému enzymu

= Vypadaji jako jamka, prohluben, kapsa

= Teorie ,zamku a klice"
Velmi stara, ale viceméné stale platna

= Teorie indukovaného pfizpusobeni

Rukavice ziska tvar az s viozenou rukou, zde ziska aktivni misto
podobu az se substratem



2. Kinetika

Dle poCtu molekul podilejicich se na tvorbée
produktu oznacujeme reakci : mono-, bi-, a
trimolekularni
= 2A P
= A+B —P

Rychlost tvorby produktu v je dana rovnici
Michaelise a Mentenove:

= v=V][S]/Km + [S], kde ] je konc.substratu, V limitni rychlost a Km
Michaelisova konstanta

3. Vliv teploty

S rostouci teplotou roste reakcni rychlost, ale
soucasne se zvysuje denaturace enzymu




Enzymy jako analyticka ¢inidla

= Pouzivaji se pro stanoveni substratu, aktivatoru a
Inhibitoru
= Specifita pouzivanych enzymu umoznuje stanovit
vetsinu latek ve smeési bez jejich predchoziho oddeleni
= ALE riziko inaktivace az denaturace:
Teploty nad 40 C
pPH nizsSi nez 5 nebo vyssSinez 9
Org.rozpoustédlo v konc. 3%>
Pritomnost 0, svetlo, zbytky detergentu

kovove ionty ve vode, fosfaty (zivi mikroorg., které
utilizuji enzymy



= Experimentalni technika - 1
Stanoveni substratu:

promerenim celkové zmény koncoveho produktu Ci
substratu po dosazeni rovnovahy

produkt musi byt odliSitelny od substratu
Etanol + NAD™ _alkeholdehydrogenasa - gcetaldehyd + NADH + H*

mérfeni reakcni rychlosti z prabéhu reakce

= méri se zmeény fyzikalné-chemického parametru
sledované latky (pH, absorbance, fluorescence
apod.) se vynesou proti Casu

= smérnice je pfimo umerna reakcni rychlosti
= vypocitava se z linearni Casti krivky
meéreni r.rychlosti s fixni konc. a proménnym Casem

= sleduje se Cas potrebny k dosazeni predem
stanovené koncentrace



= Experimentalni technika — 2
Stanoveni substratu:

meéreni s r.rychlosti fixnim Casem a proménnou koncentraci

= mereno po urcitou dobu a pak zmérena koncentrace
jedné ze slozek reakCni smési vhodnou fyzikalné-
chemickou metodou

» vySe zminéné metody pouzivame ke stanoveni: substratu, iont,
koenzymd, inhibitort, enzymové aktivity
> napr.:

iont |enzym

Ca2+ |alkalicka fosfatasa
K+ fosfofruktokinasa
Mg2+ |acetatkinasa




= Experimentalni technika — 2
Stanoveni substratu:

ADP pyruvatkinasa

AMP myokinasa

CoA 2-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa
FAD oxidasa D-aminokyselin

FMN laktatoxidasa

NAD alkoholdehydrogenasa

NADH laktatdehydrogenasa




Metody méreni enzymovych reakci

1. Uprava vzorku a podminek méfeni
Biologicky material je nutno zpracovavat pfi teploté 0-4 C
Velice Setrna homogenizace
Dale:

=  extrakce, odstranéni lipidu a rozpusténych plynd, filtrace,
centrifugace, uprava pH a redéni vzorku

Uskladnény vzorek miaze znehodnotit:
=  Oxidace, vysychani, nafedéni, ¢innost mikroorganismu



Metody méreni enzymovych reakci

2. Podminky mereni

Postupnym promérovanim se hledaji
= Zdlouhavé

Vypocty pomoci PC

= Nutno znat Km, V, Ki a typ inhibice
Hruba optimalizace

= Pro zjisténi, které proménné maji okrajovy vliv a které
Jsou vyznamné
= Ve druhé fazi se optimalizuji ty vyznamné

= Nékdy muze vysoka konc.substratu pusobit inhibicné na
enzym, nebo znemozni detekci produktu - nutné hledani
kompromisu



Fyzikalni a fyzikalné-chemickeé
metody

= Manometrické metody
Predpoklad tvorby nebo spotreby plynu
Podminky:

= Spotreba nebo vyvoj O, tj. pfi reakcich katalyzovanych enzymy
oxidoreduktasy (glukosaoxidasa, peroxidasa, katalasa...)

= Spotifeba nebo vyvoj CO, nebo NH3 tj. reakce katalyzovane
lyasami

(karboxylasy, aspartasa ...)
= Tvorba protonu nej¢astéji odStépenim PO,
tj.pfi reakcich kat. transferasami, hydrolasami
= Dnes se tyto metody témer nepouzivaji




Fyzikalni a fyzikalné-chemickeé
metody

=  Spektrofotometrické metody

Pouzivaji se tehdy, ma-li néktery z reaktantl nebo
produktu vyrazné absorpéni maximum v UV, VIS
nebo IR oblasti jimz se odliSuje od ostatnich latek
ve smesi

Dava se prednost mereni:

= pfirastku pfed ubytkem

= Privinové délce, v které absorbuje jen jedna slozka
smeési

= Slozky s vétSim molarnim koeficientem (cm? . mmol’)




Fyzikalni a fyzikalné-chemickeé
metody

=  Spektrofotometrické metody

Casto pouzivané ke sledovani
kofaktoru NAD* nebot NADH silné
absorbuje pfi vinové delce 340 nm,
zatimco NAD* nikoliv

= Toho je vyuzito pro stanoveni substratu:
glukosa, laktat, ethanol, glutamat apod.




Fyzikalni a fyzikalné-chemickeé
metody

= Fluoroscencni metody

Zalozeno na tvorbé fluoreskujici slouceniny v
enzymove reakci

az 2x citlivéjsi nez spektrofotometrické metody
Pouziti pro oxidacni reakce:

= reakce zavislé na NAD*, NADP*

Pro hydrolyticke reakce:

= Nefluoreskuijici ester mize poskytnout fluoreskuijici alkohol
nebo amin

Nevyhody:

= Zhaseni fluorescence — vysoce absorbujicimi molekulami,
které odnimaji energii

= Interferujici latky — fluoreskuji ve stejné oblasti jako ta jez
chceme stanovit




Fyzikalni a fyzikalné-chemickeé
metody

Polarimetricke metody
Méreni optickych isomeru
Vyuziti hlavné u reakci oblasti cukerneho metabolismu

Vyhodou je levné zarizeni — pouze polarimetr s
termostatovanou trubici

Sacharosa _nvertasa, glukosa + fruktosa
+66,5 +52,5 -91,9 stp.otacivosti

{ Natriumdampflampe

| /T i
ny,” .

Schéma polarografu



Fyzikalni a fyzikalné-chemickeé
metody

0 Elektrochemické metody

=  Vznika-li pfi reakci mnoho kyselin(zmény konc.vodiku), pouzivaji se sklenéné
elektrody

. Udrzuje se pH v kost..hodnotach a méri se k tomu mnozstvi potrebného
hydroxidu nebo kyseliny (princip pH-statu)

= Existuji O,, NH; i CO, elektrody, méfi se spotreba Ci uvolfiovani pfisluSneho
plynu

. Metoda se voli u oxidacnich reakci, kde se uplatni flavinové enzymy, dale
dekarboxylace oxokyselin a aminokyselin

. Vhodné pro kineticka méreni, dochazi-li k rozstépeni substratu
. Musi byt odliSny redox potencial jednoho z produktu a substratu
= A __emym C+D

. Priklad: rozklad cholinesterasou thiolesteru cholinu

. Méri se potencialni rozdil mezi dvéma platinovymi elektrodami polarizovanymi
nizkym proudem



Fyzikalni a fyzikalné-chemickeé
metody

u Elektrochemické metody

. Mé&fFi se zmény proudu, zplsobené oxidaci hexakynozeleznatanu na
hexakyanoZzelezitan

. Pouzitelné pro vSechny reakce, kde vznika peroxid vodiku

. Méfi se kvantum proslého naboje roztokem béhem enzymové reakce

. Pfi primarni coul.analyze je stanovovana slozka oxidovana nebo
redukovana na jedné z elektrod

. O sekundarni se jedna, reaguje-li stanovovana latka kvantitativné v
roztoku s produktem elektrolyzy

=  Jako metoda spolupracujici s enzymovymi metodami



Imobilizované enzymy v analytice

V kolonovém usporadani

Substrat, ktery ma byt analyzovan, protéka kolonou a je preménovan na produkt
Produkt nebo vstupni reaktanty jsou kontinualné promérovany
(spektrofotometricky, iontové selektivnimi el., ...), nutné tedy pritokové
usporadani

Vyhodou je, Ze kolona mlze byt vyuZzita opakované pro nékolik set az tisic analyz

Priklad:

. Stanoveni glukosy v krvi a moCi pomoci glukosaoxidasy imobilizované na
sklenénych perlach. Ubytek kysliku ze systému je monitorovan Clarkovym
kyslikovym Clankem

=  Mocovina Y38  NH, + CO, (uvolhovany amoniak se mefi potenciometrickou
reaktorovou el.)




Imobilizované enzymy v analytice

signal

¢lectrical signal processing

o Enzymoveé thermistory
o Biosenzory

Potenciometricke enz.elektrody |
transduction

. p TRANSDUCER
Amperometrické enz.elektrody

Bunecneé a tkanove elektrody . L
physiochem tcal signal

Imunoafinitni biosenzory

| BIORECEPTOR , I'GUUgHitiOH

complex matrix

Princip biosenzoru



Imobilizované enzymy v analytice

*Enzymove thermistory
= princip této metody je zalozeny na tom, ze kazda enzymova reakce uvolrfuje jiné
kvantum tepla (50-100 kJ/mol)
= sklada se z kolony s fixovanym imobilizovanym enzymem a thermistory na vstupu i
vystupu, které méri vzniklé teplo
= konc. substratu ziskame porovnanim vysledku méfeni s vysledky vzorku se znamym
slozenim
= citlivost méfeni dosahuje az pmol/litr

= nutné thermistor izolovat od vnéjSich interferujicich faktord, proto je thermistor v
kovovém obalu a méfi se ve vodném ultrathermostatu

= nemoznost dokonalé izolace je také divodem, pro¢ tato metoda zatim nedostala
SirSiho uplatnéni v praxi




Imobilizované enzymy v analytice

=Biosenzory

= jednémi z mala komeréné vyuzivanych biosenzorl jsou senzory na
elektrochemickém principu, resp. enzymové elektrody, které maji na
elektrochemickém Cidle zachyceny imobilizovany enzym

= enzymoveé elektrody

= enzym v im.formé je umistén na Cidle, které proméruje ubytek reaktantu (Ubytek
O2 pfri oxidaci glukosy) nebo vznikajici produkt (CO2 pfi dekarboxylaci AMKSs)

= vyhodou je pouzivani elektrody dokud je enzym aktivni

= stanovovana latka difunduje do vrstvy, v niz je vazan enzym, takze dojde k
enzymové reakci, zmeény jsou proméfeny a zaznamenany

= moznost vazani enzymu na ,sitky®, tudiz pak Ize vyuzit komerc¢ni elektrodu pro
vice enzymu

= imobilizace enzymu
vSak naro€né ho pripravit
= snazsSi je zachyceni do matrice gelu
= jsou i komer¢né dostupné jiz hotové enz.elektr.



Imobilizované enzymy v analytice

=Biosenzory
= zpusoby upevnéni enzymu na elektrodu

= rozpusStény nebo imobilizovany enzym je v blizkosti elektrody udrzovan tak,
se prekryje membranou (celofanem)

= stabilni vydrzi asi jeden tyden

= na nylonovou ¢i silonovou sitku se rozestre gel s enzymem a necha se
zpolymerovat

= sitka se pak mechanicky (gumickou) fixuje na elektrodu
= sitky se daji snadno ménit

= gel s enzymem zpolymeruje pfimo na elektrodé
= elektrodu pak ale neni mozno pouzivat pro jina méreni



Imobilizované enzymy v analytice

=Biosenzory
= Potenciometrické enzymové elektrody

" pouziti u téch reakci, v nichz je produktem NH; (nebo amonné ionty) ¢i CO,

= jejich aktivitu méfi vnitrni elektroda, coz je obvykle plynova sonda nebo
nonaktinova iontove selektivni el. pro amonné ionty
= patfi sem predevsim enz. el. pro stanoveni mocoviny, L-AMK

= dale el. pro stanoveni amygdalinu, ktera vyuziva enz. B-glukosidasu, jez
uvolnuje z molekuly amygdalinu kyanovodik, ktery je méfen kyanidovou indikacni

el.
= Amperometrické enz. el.

" kratSi doba odezvy i doba regenerace nez potenc.enz.el.
= nejCastéji uzivana pro stanoveni glukosy s imobil. glukosaoxidasou



Imobilizované enzymy v analytice

= Biosenzory
= Bunécné a tkanové enzymové elektrody

" na el. se fixuji celé buriky mikroorganismu nebo jejich organely

= ¢asto jsou mikroorg. fixovany v polyakrylamidovém gelu

= indikacéni el. byva Clarkova kyslikova elektroda
= ke stanoveni EtOH, octové kys., cholesterolu, steroidnich hormond, ale téz
pro BSK (biologicka spotieba kysliku)

= nékdy se funkce org. Kombinuji

= pomoci mikrosomU z krysich jater se stanovuje NADPH, NADH, G6P a
askorbova kyselina

= u tkanovych el. se pfipevnuji na elektrodu celé tkané
= zde je dulezity azid sodny, branici mikrobialnimu rozkladu tkani

= vyhodou téchto metod je vétsi stabilita enzyma (brani je bunééné prostiedi), o to
je ale reakce pomalejSi a dochazi k interferenénim reakcim s enz. komplexy v
bunkach



Imobilizované enzymy v analytice

= Biosenzory

Imunoafinitni biosenzory

principem je interakce ligand (analyt) — bilkovina

nejrozSifenéjSim pfipadem téchto biosenzorl jsou takové vyuzivajici
interakce antigen-protilatka
jakmile se na protilatku navaze antigen nachazejici se v roztoku, naboj se
Zmeni

zménu naboje je mozné zméfit potenciometricky proti referencni elektrodé

ponofené do stejného roztoku, rozdil obou potencialt je umérny
koncentraci antigenu v roztoku

Analogicky stejné zplsobem funguje antigenova el. k méfeni protilatek
DetekEni limity se pohybuji v fadu jednotek az desetin ng/ml

Vyvoj v této oblasti jiz umoznil vyvinout Cipy, tj. senzory, jez Ize vpravit do
bunky a méreni provadét pfimo in vivo



Imunochemické metody

= |munoprecipitacni metody
Interakci rozpustného antigenu (AG) s protilatkou (Ab) vznika
nerozpusny precipitat
Imunoprecipitacni reakce mize probihat bud v roztoku nebo v
gelovéem prostredi

Imunoprecipitace v roztoku
Mefi se nefelometricky nebo turbidimetricky zakal roztoku s AG, jez

Antigens .,
je umérny konc. AG v roztoku

w Tato metoda je jiz automatizovana nap¥. centrifugalni

Antigen
4 Antigen-hinding fragment

rychloanalyzator s laserovou detekci

R— Protilatka a antigeny




Imunochemické metody

= |Imunoprecipitace v gelovem prostredi

= Tato metoda je zaloZzena na rozdilné rychlosti difuze v gelu

= Rychlost ovlivhuje koncentrace, fyzikalné chemické vlastnosti, struktura
latek a vlastnosti gelu

= Difunduje-li v gelu pouze jedna slozka (AG nebo Ab) jedna se o
jednoduchou imunodifusi, pokud obé jedna se o dvojitou

= gelem byva nejCastéji agar nebo agarosa
Dvojita imunodifuze - dale délime na:

= Radialni

= |Imunoelektroforéza

= Protismérna imunoelektroforéza

Jednoducha imunodifuze - dale délime na:
= Linearni
= Radialni
= Elektroimunodifuze
= Dvourozmeérna imunoelektroforéza



Imunochemické metody

= Citlivé imunochemické techniky

= detekci antigenu Ize zcitlivét oznaCenim jedné z reaguijicich slozek znackou
= k oznaceni lze pouzit radionuklidy, enzymy, fluorescencni a luminiscencni Cinidla a;.
= citlivéjSi metoda nez méreni zakalu precipitatu

Radioimunoanalyza
Enzymova imunoanalyza
Systém avidin-biotin
Dalsi znacky pouzivane v imunoanalytickych metodach
Luminiscencni
Fluoroscencni
Stabilni volné radikaly (spinova znacka)
Atomy kovu
Jiné znacky
Stabilni nuklidy, koenzymy, chromofory, bakteriofagy a;



Imunochemické metody

= Citlivé imunochemické techniky

Radioimunoanalyza (RIA - radioimmunoassay)

= Spojuje specifitu imunochemickych stanoveni s vysokou citlivosti metod pouzivajicich
radionuklidy

= Stanovit Ize vSechny latky, které jsou schopny vyvolat imunologickou odpovéd, .
tvorbu protilatek v organismu

= Jsou to:

Peptidy

Bilkoviny

Enzymy

Nukleoproteiny

Mikroorganismy

Hapteny (po navazani na makromolekularni nosic)
= Metoda se stala znaCné univerzalni — stanovuje se cela fada latek
= Metoda je stara vice jak 40 let




Imunochemické metody

= Citlivé imunochemicke techniky

Radioimunoanalyza (RIA - radioimmunoassay)
= Metoda je zaloZena na soutézi mezi radioaktivhé oznaCenymi antigeny a
antigeny ze vzorku pfi vazbé na specifickou protilatku

= Po ustaveni rovnovahy se oddéeli protilatka s navazanymi antigeny
oznacenymi i ze vzorku

= Zméri se radioaktivita, jejiz mnozstvi je neprfimo umeérné koncentraci
antigenu ze vzorku

Znaceni AG
= Na peptidy se pouziva prevazné radionuklid 12|
= Na hapteny 3H (tritium), ale také 2°I




Imunochemické metody

= Citlivé imunochemické techniky
Enzymova imunoanalyza — EIA

» misto radionuklidu se jako znaCky vyuziva enzym
= V nékterych modifikacich maze byt oznacena i protilatka

= EIA heterogenni
Kompetitivni

Soutézi antigen znaCeny enzymem a antigen ze vzorku

Heterogenni proto, Ze je nutné separovat komplex ,protilatka-navazané AG*
od nenavazanych AG

Kompetitivni proto, Zze dochazi k soutézi mezi znaCenym a neznaCenym AG
V literature se vyskytuje nejCastéji pod zkratkou ELISA

Nekompetitivni

Prvni faze: na Ab, jenz je imobilizovana napf. na sténé zkumavky, se navaze
AG ze vzorku

Druha faze: po promyti systému, se na AG vychytany ze vzorku navaze
dalSi Ab, ktera je znaCena enzymem

Tuto metodu Ize pouzit, pouze je-li AG polyvalentni
Tato varianta je méne presna



Imunochemické metody

= Citlivé imunochemické techniky

Enzymova imunoanalyza - EIA

= EIA homogenni
AG se kovalentné navaze na enzym v blizkosti aktivniho centra
Ab pfi interakci s AG ,zakryje” nejen molekulu AG, ale i vazebné misto enzymu,
jenz se stava inaktivni
Je-li pfitomen AG ze vzorku, potom se navaze na Ab a ¢ast konjugatu AG-enzym
zUstane volna a enzym tudiz aktivni
Aktivita enzymu je pak umérna mnozstvi antigenu ve vzorku
Vyhodou je, ze se nemusi oddélovat komplex AG-Ab od volného AG, coz
umoznuje pouziti automatd
Doba stanoveni €ini pouze minuty
Nevyhodou je, Ze se podafilo stanovit pouze hapteny

Tato metoda byva oznaCovana jako EMIT (enzyme multiplied immunoassay
technique




Imunochemické metody

= Citlivée imunochemicke techniky
Enzymova imunoanalyza - EIA

Pouzivané enzymy — kritéria pro vybér

1.
2.

S

~

LI 40" &V 4

Schopnost vazby na Ab nebo AG a mit vhodné funkcni
skupiny

Co nejvyssi specificka katalyticka aktivita

Stabilita

DostateCna Cistota bez interferujicich primesi

Produkt enzymové reakce musi byt snadno detekovatelny i
ve velmi nizkych koncentracich

Musi byt dostupny a levny



Imunochemické metody

Citlivée imunochemicke techniky

Enzymova imunoanalyza - EIA
Pouzivané enzymy
=  EMIT: lysozym, malatdehydrogenasa a G6P-dehydrogenasa

= ELISA: kienova peroxidasa, sérova alkalicka fosfatasa, beta-D-
galaktosidasa mikrobialniho pavodu, glukosaoxidasa mikr.puv.,
glukoamylasa, karboanhydrasa, acetylcholinesterasa
Za optimalnich podminek se detekcni limity enzymové
imunoanalyzy blizi metode RIA, takze Ize prokazat v jedné
zkouSce pmoly az fmoly latek

Klasicka 96-jamkova mikrodestiCka pro test ELISA



Imunochemické metody

= Citlivé imunochemicke techniky
Systém avidin-biotin

= Biotin: nizkomolekularni, snadno dostupny, ve vodé rozpustny vitamin, diky snadr

modifikaci je mozné ho zavadét pfimo do molekul riznych proteind, diky malé MW

(244) neovliviiuje enzymovou aktivitu, s glykoproteinem vaje¢ného bilku avidinem

vytvari neobyCejné pevné komplexy

Avidin: s MW (68.000) ma 4 vazebna mista pro biotin, ¢asto byva pro nedostatky

nahrazen streptavidinem, ktery nema cukernou slozku a ma neutralni pl

= Vyhodou spojeni spojeni téchto dvou latek je, ze biotin jako nizkomolekularni latka j
minimalné ovlivhuje imunoreaktivitu protilatky, pouziti této znacky vede tedy ke zvys
citlivosti metody a ke zkraceni inkubaénich ¢asU

™N oo
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Avidin-biotin komplex



Imunochemické metody

Citlivé imunochemicke techniky
Dalsi znacky pouzivané v imunoanalytickych metodach

Luminiscencni

Nékteré molekuly maji schopnost vyuzit chemickou energii, aby se uvedly
do excitovaného stavu

Ziskanou energii potom vyzafi v podobé fotonu (luminiscence)
Pouziva se luminol (3-aminoftalhydrazid) a jeho derivaty

Po imunochemické interakci a separaci reaguji znacené slouceniny s
ox.Cinidlem(H202) a katalysatorem (hemin, laktoperoxidasa, kobaltové
nebo médnaté ionty) a pak jsou méreny emitované fotony luminometrem

Casto pouZivanou znaékou jsou také arylderivaty ester(i akridiniové
kyseliny

Nékdy Ize témito metodami docilit jesté nizSich detekénich limitl nez s
enzymovymi nebo radionuklidovymi znaCkami

Prednosti téchto znacCek je dobra stabilita

Nevyhodou je Ze mnohy stanovovany biol.material pfi chemiluminiscenci
interferuje



Imunochemické metody

Citlivé imunochemicke techniky
Dalsi znaCky pouzivané v imunoanalytickych metodach

FluorescencCni

méfi se fluorescence, ktera vznika pfi ozareni znacky zarenim vhodnych
vinovych délek

meéfi se fluorescence separovaného komplexu AG-Ab

pouzivané znacky jsou fluorescein, isothiokyanat, rhodamin, umbelliferon
dansyl chlorid, derivaty pyrenu a chelaty vzacnych zemin

Stabilni volné radikaly (spinova znacka)

pfi tvorbé el.parud se jejich spiny rusi

nékteré atomy maji neparove el., které jsou-li vneseny do magnetického
pole urcité intesity a pak excitovany zarenim, adsorbovana energie
zpUsobuje pfechody nenulovych mag.momentu na vysSi energ.stavy
adsorpce neparovych el. mize byt ovlivnéna zménami v jejich
bezprostfednim okoli jako se to stava pfi vazbé Ab na determinantni
skupinu AG

tyto zmény je mozné stanovit v EPR spektroskopu

Atomy kov

obsah kovu (napf.Au, Ag, Ba ...) se kvantifikuje pomoci atomové
absorpCni spektrometrie



Vyuziti imunometod v
analytice

= Uplatneni v biologii, biochemii, mikrobiologii, cytologii, histochemii,
ale i v potravinarském a zemédelskem vyzkumu
= Stanoveni bilkovin a enzymu
Stanoveni Bromelainu, ficinu, papainu, avidinu (bilkovina vaje€ného Zloutku,
ktery specificky vaze biotin
= Stanoveni peptidovych toxinu

Metody RIA umoznuji stanovit nanogramova mnozstvi enterotoxinti v 1g
potraviny, vypracovanymi postupy je mozné enterotoxiny stanovit i v masnych,
mlékarenskych vyrobcich, suSenych polévkach, bramborech a dalSich, diky
RIA stanovujeme i endotoxiny E.coli

= Stanoveni nizkomolekularnich latek (haptenu)
Stanoveni steroidnich hormond v humanni i veterinarni mediciné
Popsany RIA metody pro stanoveni kys.pantothenové, listové, kobalamind a
biotinu
Prukaz estronu, progesteronu v telecim mase

RIA metody umoznuji i studium hladiny povolenych hormona a veterinarnich
lecCiv, dale stanoveni oxytocinu v mléce a mleCnych vyrobcich nebo stanoveni
prostaglandint a jejich metabolitu

Prukaz penicilinu v riznych tekutinach zviasté v mléce i dalSich antibiotik jako:
gentamycin, tobramycin a amikacin



Vyuziti imunometod v
analytice

Stanoveni nizkomolekularnich latek (haptenu)

Dnes stanoveni i pesticidl a jejich residui (paraquat, ktery slouzi k ochrané jahod
a chmelu)

Stanoveni alfatoxint, mykotoxinu
Stanoveni nékterych latek s kancerogennim nebo mutagennim u€inkem
Stanoveni ethylkarbamatu (ve viné) Ci benzpyrenu (v potravinach)

Zhodnoceni a perspektivy citlivych imunochemickych technik

Vzhledem k vysoké specifité, citlivosti i relativné snadnému provedeni,
umoznénému komercéni vyrobou analytickych souprav, nalezly citlivé
imunochemické techniky, zvlasté pak RIA a ELISA, rozsahlé uplatnéni v
diagnostice humanni a veterinarni mediciny, v zakladnim vyzkumu riiznych
biologickych veéd (potravinarské a zem.analytice), ale i v ekologii pfi stanoveni
riznych Skodlivin, dalSi pfednosti je automatizace analyzy a tak moznost
zpracovat stovky vzorku.

Imunometody jsou zvlasté vhodné pro hromadné vysSetfovani vzorkd, pro pripady
potfeby analyzovat desitky az stovky vzorkd denné
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Prednosti a omezeni
imunometod

= Prednosti
Lze stanovit od bisubstituovaného benzenu az po biopolymery
Specifita
Citlivost
Jednoduchost provedeni
Moznost velkych vzorku

= Omezeni
Neumozni stanovit mensi molekuly
Krizove interakce
Interference
Zdlouhava priprava protilatek
Ojedinélé analyzy




ELISA

= Popis testu
= je jednou z nejpouzivanéjSich imunologickych metod slouzicich k detekci protilatek.
= metoda funguje na bazi imunoenzymatickeé reakce a lze s ni rovnéz detekovat i antigen
= vyuziva dvou zakladnich vlastnosti imunoglobulint, schopnost proteint (tedy
imunoglobulinl) vazat se na povrch umélych hmot (napf. polystyrenu) a schopnost vazat
enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych molekul.
= pro prukaz specifickych protilatek i antigenu existuje Siroké spektrum riznych modifikaci
ELISA testu:

= Prima ELISA - pro detekci antigenu

= Nepirima ELISA - pro deteci specifickych protilatek

= Prima sendvic¢ova ELISA - pro detekci antigenu

= Nepirima sendviéova ELISA - pro deteci specifickych protilatek

= Zakladni slozky ELISA testu
= Konjugat
= jedna se opét o protilatku proti protilatce (konkrétné proti druhové specifickym
imunoglobulinim pFislusného izotypu (proti IgG, IgM, IgA ..), na kterou je navazany
enzym (konjugovana enzymem)
= Substrat
= je chemicka latka, ktera reaguje s enzymem a tim zméni svou barvu




ELISA

= Prakticke pouziti
" metody ELISA se vyuzivaji k diagnostice infekénich nemoci ¢lovéka a zvirat
= stanovuji se bud protilatky proti konkrétnimu patogenu nebo se detekuji pfimo prionove,

virové, bakterialni, parazitarni antigeny
= dale se pouzivaji k detekci nékterych toxinl, hormond, celé rfady proteinu, pfipadné

dalSich bioaktivnich latek

ELISA

Antibody Labeling Reagents
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