Stanoveni hormonu




Stanoveni hormonu

* pouzivaji se imunochemické metody
« zalozeny na specifické reakci antigen — protilatka

Déleni:
- dle usporadani reakce — kompetitivni, nekompetivni (sendviCoveé)

- dle prostredi
 homogenni imunoanalyza (stanoveni a detekce pfrimo v reakcni
smeési — fluoroimunoanalyza, pf. pristroj Kryptor, firma Brahms)
* heterogenni imunoanalyza (po separaci vytvoreného imunokompl.)

— dle techniky pouzite k mereni signalu — radioimunoanalyza,
enzymoimunoanalyza, luminiscencni imunoanalyza,
fluoroimunoanalyza

- dle pouzité znacky (Casto je predmétem patentu konkrétni firmy)




Kompetitivni stanoveni:

Stanovovany antigen soutezi se stejnym
antigenem, na ktery je navazana znacenka o
limitované mnozstvi protilatky

Velikost odezvy je neprimo zavisla na
koncentraci stanovovaneho analytu

Kalibracni krivka ma hyperbolicky tvar

Metoda je vhodna pro nizkomolekularni analyty
s malou molekulou (pr. T3, steroidni hormony)

S vyhodou se u ni pouzivaji polyklonalni
protilatky




Sendvicové stanoveni:

« Stanovovany antigen ze vzorku reaguje a dvéma
protilatkami, které jsou v reakCni smesi v prebytku

« Jedna protilatka byva znacCena, druha protilatka
umoznuje separaci vznikajiciho komplexu

* Velikost méreného signalu je primo umerna koncentraci
stanovovaneho antigenu

( parabolicky tvar kalibracni krivky)

* Metoda se pouziva pro molekuly s vyssi molekulovou
vahou, které umoznuji vazbu protilatek na dve
determinanty — pr. TSH

» Casto se pouzivaji monoklonalni protilatky




Mustkoveé usporadani:

* Podobné jako sendviCové usporadani, ale
princip je pouzivan ke stanoveni protilatek (pr.
I9A)

* Protilatka reaguje s dvema antigeny




Signal

nekompetitivni —
sendvi¢ové usporadani
kompetitivni uspofadani

Analyticka koncentrace




Protilatky:

Specificita a senzitivita imunochemickych vySetreni - ovlivhény
pouzivanou protilatkou
Pouzivaji se protilatky monoklonalni a polyklonalni

Monoklonalni protilatky — produkovany hybridony, které se
pfipravuji fuzi imunizovanych slezinnych bunek s nadorovymi
- po vycisténi a selekci produkuji jen jedinny typ protilatky

- dosahuje se vyssi specificity, kontinualni produkce

Polyklonalni protilatky — pfipravuji se imunizaci zvifete, jsou vzdy
smesi protilatek, jsou schopny rozeznat i izoformy antigenu

- maji proto vyssi citlivost
- zavisi na imunizovaném zvireti, ziskani muze byt neopakovatelné

Pro vyslednou senzitivitu stanoveni je podstatny takeé zpusob
detekce — dostateCnou citlivost maji napr. luminiscencni metody




Radioimunoanalyza:

Patri mezi heterogenni, rucni metody
Nejstarsi imunoanalyticka metoda

Od roku 1959

Citliva, naroCna na rucni praci a na zachovani predpisu pfi praci
s radioizotopy

Jako znacka se pouziva izotop 3Jodu 125] - x — zafi¢ s poloasem rozpadu 60
dni (pfipadné 3 - zafi¢ tricium (°*H) s polo€asem rozpadu kolem 12 roku)

Kompetitivni usporadani (RIA)
SendviCova metoda (IRMA — Imunoradiometricka analyza)
Nezastupitelné misto

Metody pro nove pouzivané analyty




Schematické znazorneni kompetitivniho stanoveni (RIA):
smichani komponent, inkubace (vznik komplexu antigen-protilatka),
separace (ukotveni komplexu na pevném nosicCi a promyti) a detekce

D prvni protilatka
e znacdeny antigen
o neznaceny antigen
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Priklad - stanoveni 17-OH Progesteronu:

« Zvyseneé hladiny 17-OHP v krvi nasvedcuji vrozenemu
metabolickemu onemocnéeni kongenitalni adrenalni
hyperplasii (CAH)

* Principem stanoveni je kompetitivni RIA ve zkumavkach
potazenych protilatkou proti 17-OHP

* Inkubace ve zkumavkach potazenych protilatkou
spoleénés 17-OHP znacenym '%3| (radioindikator)

* Qdsati obsahu zkumavek

« Mereni radioaktivity navazaného komplexu ve
zkumavce

« Koncentrace 17-OHP ve vzorcich se odecdita z kalibracni
Krivky




Detekce - scintilacni dektor:

Multidetektorovy gama meric LB 2104
Kvantitativni méreni radioaktivity gama zareni radioaktivnich nuklidd

Zalozen na vzniku luminiscence pfi pruchodu ionizujiciho zareni
vhodnou latkou - scintilatorem

Jako scintilacni jednotka se pouzivaiji krystaly NaJ/Tl , tj. jodidu
sodného se stopami thalia

Systém je vybaven 12 scintilacnimi jednotkami (sondami) a
fotonasobiCem

Pfi pruchodu zarfeni gama scintilacnim krystalem vznik
fotoelektrického jevu a Comptonova rozptylu (foton vyrazi elektron a
ztraci cast energie)

Elektrony uvolnéné z atomovych oball excituji atomy krystalu
Vznika viditelné luminiscencni zareni — scintilace

FotonasobiCe - méni scintilaci na elektrické impulsy

Lze mérit az 12 zkumavek soucasneée




ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay)

Patri k enzymoveé heterogenni imunoanalyze - enzym
jako znacka ( Kfenova peroxidasa ), ruéni technika
Enzymova imunoanalyza muze byt vyuzivana také na
imunoanalyzatorech (pr. Immulite, Siemens, enzym ALP)
Kompetitivni nebo sendviCove usporadani

Stanoveni na mikrotitracnich destiCkach, potazenych
protilatkou

Faze stanoveni jako u radioimunoanalyzy

Pro usnadnéni prace se vyuzivaji vicekanaloveé pipety a
automaticke promyvaci stanice

Detekce - ELISA reader




Vysokoucinna promyvacka mikrotitracnich
desticek ( firma TECAN)




ELISA reader ELx800, firma BIO-TEKK
vertikalni fotometr pro mikrotitracni destiCky, méfi koncentrace v celé desticce
soucasné




ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

* Nevyhodou stanoveni je nutnost provedeni vicebodove
kalibraCni zavislosti pri kazdém méreni. Vzhledem
K tomu, ze metodika se v souCasnosti pouziva vetsinou
pro vysoce specialni analyty, které nebyly dosud
prevedeny na automatické imunoanalyzatory, byvaji
vzorky skladovany, dokud se jich neshromazdi vetsi
pocCet. MikrotitraCni destiCky je mozno rozlozit na
jednotlive pouzky, takze neni nutné zpracovat celou
desticku.

* Na pracovistich, kde se provadi vetsi poCet ELISA
stanoveni je mozno zakoupit také system, kde je
pipetovani, promyvani i méreni automatizovano ( BRIO
od firmy DRG).




ELISA

Nevyhoda - provedeni vicebodove kalibracni
zavislosti pfi kKazdem mereni

Skladovani vzorku,vétSinou se neprovadi denné

Mikrotitracni destiCcky Ize rozlozit na jednotlive
prouzky

Moznost automatizace pipetovani, promyvani i
mereni ( BRIO od firmy DRG)




Priklad ELISA - stanoveni luteinacniho
hormonu:

« Sendvic¢ova technika

« Jamky v mikrotitracni destiCce potazeny monoklonalni protilatkou
proti LH - vychytava LH ze vzorku

» Druha protilatka je polyklonalni, znaCcena krenovou peroxidasou
* Inkubace 1 h pri 37 °C, pétinasobné promyti

« Pridat substrat tetrametylbenzidin - reaguje s enzymem

« Zastaveni reakce kyselinou sirovou

* Intenzita zbarveni se meri pri 450 nm




Luminiscencni imunoanalyza
(heterogenni) — automatické imunoanalyzatory:

Analyzatory s primou chemiluminiscencni detekci
rozsirene

Vysoka citlivost - vhodné pro stanoveni hormonu

Luminofory pouzivané ke znaCeni nemaji interference
v biologickych materialech

Zavedeni nove metody Casove i financneé narocne, trva
nekolik let

Nabidka metod byva proto pozadu za technikou RIA a
ELISA

Vyhodou je automatizace, pripadne provedeni klinickych
a imunoanalytickych metod z jedneé zkumavky




Cheminiluminiscence — Centaur, firma
Siemens (Bayer)

Princip méreni:

System meri kvantitativni mnozstvi svétla
emitovaného béhem chemiluminiscencni
reakce

Pevna faze jsou paramagneticke cCastice
Znacka - AE (acridinium ester) -
chemiluminiscencni latka, ktera emituje svetlo
pri oxidaci H,O, v alkalickem prostredi
Reakce probiha behem jedne sekundy, je
velice citliva (10-1°)




LIA kompetitivni — pr. stanoveni estradiolu

Estradiol ve vzorku soutezi s estradiolem oznacenym akridinium
esterem o limitované mnozstvi kraliCi protilatky proti estradiolu
KraliCi antiestradiolova protilatka je navazana na mysi protilatku
proti kraliCimu IgG, ktera je spojena s paramagnetickymi
casticemi

O3
E )
: 4
1 Antibody 3 Analyte-specific Antigen in the Sample

2 PMP 4 AE-labeled Antigen




LIA kompetitivni — pr. stanoveni estradiolu

« Po inkubaci systém magneticky odseparuje komplex antigen —
protilatky s paramagnetickymi casticemi a promyje Castice

« Dale se prida peroxid vodiku a v luminometru NaOH, ktery
inicializuje chemiluminiscencni reakci

1 PMP-Antibody-Antigen Complex
2 PMP-Antibody-Antigen-AE Complex




LIA sendviCova — pr.stanoveni hCG

Konstantni mnozstvi dvou protilatek.
Prvni polyklonalni kozi protilatka proti hCG, oznaCena acridinium esterem
Druha, monoklonalni mysi protilatka proti hCG kovalentné vazana

s paramagnetickymi Casticemi
Obé protilatky specificke pro odliSné pritomné epitopy, free
betasubjednotku a betasubjednotku intaktni molekuly
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1 Acridinium Ester
2 Antibody

3 Analyte-specific Antigen in the Sample
4 Other Antigens

1 PMP-Antibody-Antigen-Antibody-AE Complex




LIA sendviCova — pr.stanoveni hCG

Po separaci, odsati a promyti se opét davkuje reagent a probéhne
chemiluminiscencni reakce

1 Magnets
2 PMP-Antibody-Antigen-Antibody-AE Complex
3 Cuvette




Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo
Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)

Usporadani metody — kompetitivni nebo sendviCoveé
Protilatka nebo antigen biotynilovany
DalSi specificka protilatka je znaCena rutheniovym komplexem
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Rutenium(ll) tris-bipyridylovym komplexem




Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo

Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)

Sendvic¢ové usporadani

Protilatky reaguji s antigenem ve vzorku (napf. TSH) za tvorby
sendvicoveho komplexu

Firma vyuziva vetsinou monoklonalni protilatky

Po pfidani mikroCastic potazenych streptavidinem se komplex vaze na
pevnou fazi interakci biotinu se streptavidinem

MikrocCastice se zachycuji magnetickym polem na povrchu elektrody

Po pfidani substratu tripropylaminu (TPA) a pfivedeni napéti na
elektrody vznika elektrochemiluminiscencni emise — ruthéniovy
komplex uvolni na elektrodé elektron za vzniku Ru(bpy), 3* kationtu

Ruthéniovy marker se po luminiscencni reakci regeneruje




Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo
Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)
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SANDWICH PRINCIPLE

FUARY

BIOTINYLATED
ANTIBODY




Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys nebo
Modular s modulem E 170 (Roche Diagnostic)

Kompetitivni usporadani (napf. stanoveni fT4)

» soutezi stanovovany antigen s biotynilovanym
antigenem o limitované mnozstvi znacene protilatky
(polyklonalni)

* Pouze komplex biotynilovany antigen — protilatka se
muze vazat na paramagnetické ¢astice

 Komplex stanovovany analyt — protilatka je pri separaci
odstranen

« Dale probiha reakce stejné jako v predchozim pripade

* Velikost signalu je neprimo umerna koncentraci
stanovovaneho analytu




COMPETITIVE PRINCIPLE
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Technologie ChemiFlex CMIA
(Abbott)

* CMIA (Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay) chemiluminiscencni
Imunoanalyza na paramagnetickych
mikrocasticich

» Znaceni patentovanym akridiniem

* Moznost dvou promyvacich kroku (One
Step, Two Step)




CMIA - princip




CMIA - princip

» Mikrocastice (microparticles): mikrocCastice
potazene rekombinantnim antigenem ve
fyziologickém roztoku s TRIS pufrem

» Konjugat :konjugat rekombinantnich antigenu s
akridiniem a monoklonalni protilatkou proti
prislusnemu antigenu s akridiniem




CMIA - princip

1. Davkovani paramagnetickych mikrocastic obalenych
zachytovymi molekulami do reakCni nadobky se vzorkem

2. Inkubace v trepacce, analyt ze vzorku se navaze na
zachytove molekuly na mikrocCasticich — vznik
Imunokomplexu

Vazba mezi vzorkem a mikrocasticemi




CMIA - princip

3. Po inkubaci pritahne magnet paramagnetické mikrocCastice
(navazané na specificky analyt) ke stené reakCni nadobky

Nasleduje proplach reakcni smesi a odstraneni nenavazane latky

Pritazeni paramagnetickych mikrocastic magnetem




CMIA - princip

4. Pridavek konjugatu znaceného chemiluminiscencnim akridiniem
Konjugat se navaze na imunitni komplex

Pridani akridiniového konjugatu

5. Inkubace

6. Promyti a odstranéni nenavazaného analytu




CMIA - princip

7. Nadavkuje se Pre-Trigger (peroxid vodiku) a opticky systém CMIA
provede cCteni pozadi

Pre-Trigger pIni nasledujici funkce:
— vytvari kyselé prostredi, které zabranuje predcasnému uvolnéeni

emise svéetla
— pomaha predchazet shlukovani mikrocastic
— slouzi k odstépeni akridiniového barviva z konjugatu navazaneho
na komplex mikroCastice

Akridiniové barvivo je pripraveno pro dalSi krok.

8. Do reakCni smési se nadavkuje Trigger (hydroxid sodny). Dojde k
oxidacni reakci a vzniku chemiluminiscence

Vznika N-methylakridon a pri navratu do zakladniho energetickeho
stavu uvolni energii ve formé emise svétla

9. Obsah analytu je zjistovan na zakladé mereni chemiluminiscencni
emise




CMIA — stanoveni kortisolu

Jednokrokova imunoanalyza, kompetitivni

Vzorek se smicha s paramagnetickymi mikroCasticemi
potazenymi protilatkami proti kortizolu

Kortizol ze vzorku se navaze na protilatky proti kortizolu
na mikrocCasticich

Po inkubaci se do reakcCni smesi prida konjugat kortizolu
s akridiniem

Konjugat soutézi o dostupna vazebna mista na
mikrocCasticich potazenych protilatkami proti kortizolu

Po druhé inkubaci se mikrocCastice promyji a do reakcni
smesi se pridaji roztoky Pre-Trigger a Trigger

Mnozstvi kortizolu ve vzorku je neprimo umerné
jednotkam RLU (Relative Light Units), ve kterych se meri
vysledna chemiluminiscencni reakce




Fluorescencni enzymova imunoanalyza —
RAD 120 (Radim)

napr. Stanoveni prolaktinu (sendvic)

» ke vzorku a prida polyklonalni protilatka
navazana na magnetizovatelné castice

* a monoklonalni protilatka proti prolaktinu
znacena alkalickou fosfatasou

* Inkubace, promyti

» prida se substrat — 4-methylumbelliferyl fosfat
 pri dalsi inkubaci vznik 4- methylumbelliferon
 fluorescence pri 450 nm




Homogenni fluorescencni imunoanalyza - TRACE (Time
Resolved Amplified Cryptate Emission) - Kryptor (Brahms)

Princip mereni:
* Neradioaktivni prenos energie z donoru (kryptatova

struktura s iontem europia v centru) na akceptor (chem.
modif. protein)

» Mereni signalu emitovaneho z imunokomplexu s
casovym zpozdenim

* Mereny vzorek je ozaren dusikovym laserem, nasledne
donor (kryptat) emituje fluorescencni signal, po ném
emituje signal akceptor

Odpadaji promyvaci a separacni kroky




Priklad problematického stanoveni — Tyreoglobulin
(glykoprotein s rozhodujici ulohou pfi syntéze T3 a T4)

« V pritomnosti protilatek proti Tg — vysledky mohou byt
ovlivhény

» Plati pro imunochemické stanoveni od riznych vyrobcu
« Doporuceno soucasné stanoveni anti-Tg

* Nebo konfirmacni stanoveni Tg s pridavkem zname
konc. Tg

Vysledky Tg i Tg po pridavku Tg zadat do vzorce — je-li
vytéznost mimo pozadované rozmezi, vliv protilatek
okomentovat




