etody pripravy a analyz
orku steroidu, hormonu

|&Clv




matrice

Sina biochemickych vysetfeni se pre
e (plazmy, séra) a moci
en€ casto z mozkomisniho moku, stolice
ypotku €1 pankreatickych St'av




Faze analyzy

nalytické — nejcCastéj1 duvod nespravného vysledku
1mo laboratot
— Ptiprava pacienta
— Vlastni odbér
— Transport do laboratote

laboratori

— Ptiprava vzorku
— Skladovani




Preanalyticka faze

)ba pacienta
O¢r vzorku

nsport vzorku

yrava vzorku ke zpracovani



Osoba pacienta

livnitelne faktory
ohlavi (pocet Cervenych krvinek)
asa, etnikum, socialni skupina (jiné geny, stravovani)

¢k

yklicke zmény (cyklus Zenskych pohlavnich hormond, denni bioryt
ravidita

oucasn¢ probihajici jiné onemocnéni

1ologicky polocas stanovovane latky




Odbér vzorku

oer venozni krve ( kapilarni, tepennad)

oha paCICnta (vstoje dochazi k presunu tekutiny do intersticia)

zinfekce kuze- povrchové aktivni latky-hemolyza
Zeni paie a ,,CViéeni“- pfesun tekutiny do intersticia,

hemolyza, anaerobni metabolismus

savani krve- podtlak- hemolyza, mokra stfikacka — osmotic
Iyza

oer ze zavedené Jehly- odpusténi malého mnozstvi krve







Transport a skladovani

zavienych odbérovych nadobach

hodné teploty (ne pod bod mrazu-hemolyza; nékdy za teplo
o ledu)

nime pied svétlem

elSi vzdalenosti radéj1 sérum, ne celou krev- mec
lyza

1 krev nesnese skladovani
¢lené sérum lze skladovat pii +4°C az nékolik dr
s S O D O




Referencni hodnoty

uji se ruznymi zpusoby (gaussova
ka)

dy je dulezita jen dolni ¢1 horni hra
5% populace hodnoty mimo referer
mezi 1 bez patologického nalezu







Hormony

tSina dobre rozpustna ve vodeé

atn€ rozpustne ve vodé — steroidni
ony a hormony §titn€ zlazy — pri
sportu se vazou na specificke
sportni bilkoviny, coz prodluzuje




Stanoveni hormonu

ime stanoveni —sledujeme metabolické pusobe
emie-inzulin)

oveni v moci

bvykle stanovujeme metabolity hormont

)bsah kolisa v zavislosti na sekreci hormonu béhem dne a
oncentraci moc¢i — obvykle se stanovuje z moci za 24 hod
esponl poméer k mocovému kreatininu

vyjimkou hCG (choriovy gonadotropin) se moc¢i nevyluc
ormony bilkovinné povahy a peptidy




1zymova imunoanalyza — ELISA
1dioimunoanalyza

uoroimunoanalyza

emiluminiscencni analyza

Dostupn¢ komercni soupravy




zyme Linked Immuno Sorbent Assa

a povrch polystyrenovych jamek je nava
ezname mnoZzstvi antigenu
Jo jamek je napipetovana specificka proti
> navazanym enzymem




Nepiima ELISA
Jo jamek je napipetovano znameé mnozstvi protil

fidano serum, které se nevaze na protilatku, ale
ablokuje moznost nespecificke vazby ,,naSeho*

ntigenu na plast

fidan roztok hledané¢ho antigenu —navaze se na
yrotilatku

fidan antigen s navazanym enzymem — obsadi d
olna vazebna mista protilatky




Kompetitivni ELISA

alyzovany antigen je inkubovan se znamyi
0zstvim protilatky
ztok je vpraven do jamek s navazanym

genem — volné protilatky se navazou,
tilatky s analyzovanym antigenem se vypl

dana sekundarni protilatka s konjugovany

Jy ~ o)



Radioimunoanalyza

ime mnozstvi znacen¢ho antigenu (stejny
lyzovany) — Casto isotopy jodu navazaneh

da se serum pacienta- neznacene

ceny a neznaceny antigen kompetitivng sc
azebna mista protilatky




otitrovaci desticka pro ELISU (obvykle ve 8 X 12 ja




hCG

dsky choriovy gonadotropin- t€hote

ysena koncentrace 1 u nékterych d
koviny napft. varlat a vajeCniku, ve

hém trimestru jeden z ukazateku m
>neticke vady —napt. Downuv syndro







steroidy
rivaty cyklopentan-o-perhydrofena

cove kyseliny, vitamin D, pohlavni
ony

roidni hormony- antikoncepce, dop
oznuji ptirustek svalove hmoty az
sic




Steroidy v prostredi

are odbouratelné, asi 20% piecka Cistirnu odp:
)d — synteticke estrogeny stabilné€jSi nez prirod
yskytuji se v povrchovych 1 podpovrchovych
bdach, sklony ke kumulaci v sedimentech
dokrinni disruptory, demaskulinizace a

>fiminizace ryb, sniZzena plodnost a hermafrod
bdnich organismu

0zna souvislost se zvySujicim se mnoZstvim



Analyza steroidu
enty, kaly

ansport a uchovavani za nizkych teplot a
pritomnosti svétla, pred uskladnénim Casto

yfilizace

trakce - ultrazvukova nebo tlakova extrakce
zpoustédlem aceton-methanol (1:1),

-¢isteéni SPE (C18)
/MS




Estradiol, testosteron

radiol- aktivita folikult, sleduje se p
clém oplodnéni, diagnostice menop

stosteron-androgenni Zeny, polycysti
1drom vajecniku

dioimunoanalyza



Doping

tovani androgenich steroidu v moci

estosteron-sleduje se pomér mezi testoste
yJukuronidem a epitestosteron glukuronide

epitestosteron minoritni produkt metabolismu testosteronu a nez

i1 jeho externim dodani)

C-MS- sleduje se izotop. pomér 3C/12C.



« GC

— Metabolity druh¢ faze — konjugovane

— Priprava vzorku

» dekonjugace (hydrolyza) —chemickou ne
(enzymatickou)cestou

* derivatizace pro lepsi tCinnost chromatog




Leky

ekt vytvarejicich stabilni hladiny je
hodné&;Si odebirat krev pred dalSi davkou
0 vyckat rovnovazneého stavu- doba 4-
lo¢asii eliminace

ckii s rychlou eliminaci se stanovuje
centrace pred podanim(bazalni koncentra




antibiotika

racyklin-pouZiti: Sirokospektralni antib.

arstvi, v ZivoCiSné vyrob€ —v nizkych dav

fylakticky, popft. k potlaceni infekce
oveni tetracyklinu

1krobialni test — bakterie, které obsahuji gen pro lucifera
caguji na piitomnost tetracyklinu — svétélkovani




miluminiscenc¢né

cakce s- N-bromsukcinimidem

— Bromem
— Peroxidem vodiku (katalyzovano médnatymi ionty)

C — 2 zivotisné matrice —vysrazeni proteini
— SPE
— -rizné detektory

= Napf HPLC (MF-smss kyseliny $tavelové, methanolu a acetonitrilu), kolona
detektor
— MS/MS-MS,...V potravinach APCI




D¢ekuj1 za pozornost




