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Antigeny

» Latky schopné vyvolat v zivém organismu tvorbu specifickych protilatek
 Imunitni odpovéd’ mize vyvolat pouze kompletni antigen - imunogen

* Nekompletni antigen — hapten (napr. léky, nizkomolekularni peptidy,
hormony, aj.) — vyvola tvorbu protilatek pouze tehdy, je-li navazan na
bilkovinny nosic¢

determinanty

hapten



Protilatky

Bilkoviny vznikajici v organizmu jako jeho
odpoved na pritomnost antigenu

Vykazuji specifickou vazebnou aktivitu
kK antigenu, proti kteremu byly pripraveny

Jsou to imunoglobuliny - v laboratorni
praxi j[sou obsazeny v tzv. antiserech

Specificita a senzitivita imunoanalytickych
metod jsou ovlivheny pouzivanou
protilatkou



Protilatky:

Pouzivaji se protilatky monoklonalni a polyklonalni

Monoklonalni protilatky — produkovany hybridony, které se
pripravuji fizi imunizovanych slezinnych bunek s nadorovymi

- po vycistéeni a selekci produkuji jen jedinny typ protilatky
- dosahuje se vyssi specificity, kontinualni produkce

Polyklonalni protilatky — pripravuji se imunizaci zvirete, jsou
vzdy smeési 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 také zptsob
detekce — dostatecnou citlivost maji napr. luminiscencni
metody



Antigeny a vazebna mista protilatek

Epitopy (antigenni determinanty):
d imunologicky aktivni oblasti imunogenu (antigenu) -
pristupna mista na povrchu imunogenu

0 velikost epitopu je uréena velikosti vazebného mista
pro antigen na protilatkovée molekule (velikosti

paratopu)
SN —~ PN - Vazba |_3rotilét,ky S epitopem,
VN Ny Y N N e zahrnuje slabé nekovalentni
é\{;@ L--—\Fj @\;3 9@\ ?@ interakce

® funguji na kratké vzdalenosti, zavisi na
komplementarité epitopu a paratopu, aby
se tyto interakce maximalizovaly.

[] Antigen ] Marker molecule B Antibody



Faktory ovlivnujici vazbu
antigen-protilatka

 Afinita epitopu a paratopu dana silou
nekovalentnich interakci, tj. vodikovymi mustky,
disperznimi silami, elektrostatlckyml silami

* Vazba je pomerne slaba, ovlivhovana ionty
pritomnymi v reakcni smesi, iontovou silou, nebo
deji na rozhrani pevné a kapalne faze (napr
odtlacovani molekul vody, adsorpce, kapilarita

a).)



http://oldweb.izip.cz/ds3/hypertext/JVAKB.htm
http://oldweb.izip.cz/ds3/hypertext/JVAKL.htm
http://oldweb.izip.cz/ds3/hypertext/JVAKS.htm

Avidita

« Antigeny obsahuji nekolik determinantu, proto
se zavadi pojem avidita, ktery charakterizuje
vazebnou energii mezi komplexnim antigenem
a protilatkou

 Avidita je zavisla na afinite, ale bere v uvahu

valenci antigenu a protilatky i nespecificke
faktory, ktere ovlivauji vazby mezi antigenem a
protilatkou



Imunochemickeé techniky

e pouzivaji se imunochemické metody
« zaloZeny na specifické reakci antigen — protilatka

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

- dle prostredi
 homogenni imunoanalyza (stanoveni a detekce primo v reakcni
smeési — prf. fluoroimunoanalyza, pfistroj Kryptor, firma Brahms)
« heterogenni imunoanalyza (po separaci vytvoreného imunokompl.)

— dle techniky pouzité k méreni signalu — radioimunoanalyza,
enzymoimunoanalyza, luminiscencni imunoanalyza,
fluoroimunoanalyza

- dle pouzité znacky (radioizotop, enzym, luminofory, fluorofory)
(neznaCené metody — viz imunoturbidimetrie, imunonefelometrie)
- dle zpusobu provedeni: jednostuprioveé - dvoustupnove
manualni analyzy - automatizované analyzy



METODY STANOVENI

Imunoanalytické metody

Detekce s vysokou citlivosti:

luminometricka (LIA, ILMA, CMIA, ECL)
fluorometricka ( MEIA, FPIA, TRACE, DELFIA)
fotometricka — enzymova (EIA,ELISA, EMIT)

radioaktivni (RIA, IRMA)

Uplatneni pro analyty s nizkou koncentraci
(nmol/l, pmol/l)



Imunometody rozdeéeleni

Homogenni analyzy

U teto techniky neni potreba odstranovat
reaktanty - oddelovat nenavazanou protilatku
(send.) Ci imunokomplex (komp.) — v§e mimo
vazany komplex je inaktivni, nedava signal -
stanoveni a detekce probi ¥ primo v reakcni
smesi. Je to rychlejsi a jednodussi technika.

Heterogenni analyzy

Obe slozky davaji signal, jednu nebo druhou je
treba oddelit



Luminiscencni

Lumino Immuno Assay (LIA)

Chemiluminescent Magnetic Immuno
Assay (CMIA)

Immuno Lumino Metric Assay (ILMA)
ElectroChemilLuminiscence (ECL)



Fluorescencni

» Fluorescence Immuno Assay (FIA)

* Fluorescence Polarization Immuno Assay
(FPIA)

* Dissociation Enhanced Lanthanide
Fluoro Immuno Assay (DELFIA)

* Time Resolved Aplified Cryptate Emission
(TRACE)



Enzymove - fotometricky princip

* Enzymo Immuno Assay (EIA)

* Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA)

* Enzyme Multiplied Immunoassay
Technique (EMIT)

* Immuno Enzyme Metric Assay (IEMA)



Enzymoimunoanalyza

Enzymy

krenova peroxidaza

substrat peroxid vodiku, uvolneny kyslik
oxiduje bezbarvy chromogen
(o-fenylendiamin)

alkalicka fosfataza

substrat p-nitrofenylfosfat

glukozooxidaza
beta-galaktosidaza



Radiometrickeé

Radio Immuno Assay (RIA)
Immuno Radio Metric Assay (IRMA)
Radio Enzymo Assay (REA)

Radio Receptor Assay (RRA)



Citlivosti metod

Metoda (9)
EMIT 106
FIA, FPIA, EIA 1079

RIA, REA, IRMA 10-12

LIA, ILMA 10-1°




Zakladni postup pri imunoanalyze:

smichani komponent

iInkubace — vznik kompexu antigen - protilatka
separace (v pripade heterogenni imunoanalyzy,
caste vyuziti magnetu)

reakce znacenky komplexu antigen — protilatka
s chemickou latkou startujici reakci

s detekovatelnym efektem

detekce (pr. chemiluminiscence)



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 kfivka ma hyperbolicky tvar

Metoda je vhodna pro nizkomolekularni analyty
s malou molekulou (pr. B12, folat, teofylin,
fenytoin T3, steroidni hormony)

S vyhodou se u ni pouzivaji polyklonalni
protilatky



Sendvicoveé stanoveni:

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

« Jedna protilatka byva znacena, druha protilatka
umoznuje separaci vznikajicino komplexu

* Velikost mereneho signalu je primo umerna
koncentraci stanovovaného antigenu
( parabolicky tvar kalibracni krivky)

* Metoda se pouziva pro molekuly s vyssi
molekulovou vahou, které umoznuji vazbu
protilatek na dvé determinanty — pr. TSH, ferritin,
nadorove antigeny, PSA, S100, srdecCni

troponiny, osteomarkery
« Casto se pouzivaji monoklonalni protilatky



Mustkoveé usporadani:

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

IgA)

* Protilatka reaguje s dvema antigeny



Signal

nekompetitivni —
sendvicové usporadani
kompetitivni usporadani

Analyticka koncentrace



Heterogenni imunoanalyza



Radioimunoanalyza:

Patfi 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] . » — Z&fi¢ s polocasem rozpadu 60
dni (pfipadné B - zafic tricium (°H) s polocasem rozpadu kolem 12 roku)

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

Metody pro nove pouzivané analyty



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

D prvni protilatka
e znacleny antigen
o neznaceny antigen
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RIA promyti



Priklad - stanoveni 17-OH Progesteronu:

« ZvysSené hladiny 17-OHP v krvi nasvedcuji vrozenému
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 29| (radioindikator)

« QOdsati obsahu zkumavek

 Mereni radioaktivity navazaného komplexu ve
zkumavce

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



Detekce - scintilacni detektor:

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

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

Jako scintilaCni jednotka se pouzivaji krystaly NaJ/Tl , tj. jodidu
sodneho se stopami thalia

Systém je vybaven 12 scintilaCnimi jednotkami (sondami) a
fotonasobiCem

Pfi pruchodu zafeni gama scintilanim 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 - meni scintilaci na elektrické impulsy

Lze mérit az 12 zkumavek soucasné



ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay)

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

Stanoveni na mikrotitracnich destickach, potazenych
protilatkou

Faze stanoveni jako u radioimunoanalyzy

Pro usnadnéni prace se vyuzivaji vicekanalové pipety a
automatickeé promyvaci stanice
Detekce - ELISA reader



sokoucinna promyvacka mikrotitracnic
desticek ( firma TECAN)




ELISA reader ELXx800, firma BIO-TEKK
vertikalni fotometr pro mikrotitracni destiCky, méri koncentrace v celé destiCce
soucasné




ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

 Nevyhodou stanoveni je nutnost provedeni vicebodove
kalibracni zavislosti pri kazdem mereni. 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 take system, kde je
pipetovani, promyvani i méreni automatizovano ( BRIO
od firmy DRG).



ELISA

Nevyhoda - provedeni vicebodove kalibracni
zavislosti pfi kazdem mereni

Skladovani vzorku,vétSinou se neprovadi denné

Mikrotitracni destiCky Ize rozlozit na jednotlive
prouzky

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



Priklad ELISA - stanoveni luteinacniho
hormonu:

Sendvicova technika

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

Druha protilatka je polyklonalni, znaCena kfenovou 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



MEIA (Enzymova imunoanalyza na mikrocasticich:;
Microparticle Enzyme Immunoassay)

Technika patri mezi heterogenni enzymovou
Imunoanalyzu na mikrocasticich

Imunokomplex znaCceny enzymem (ALP)
Jako fluorogenni substrat napr.

4-metylumbelliferylfosfat (MUP) - s nim reaguje
enzym (ALP) - vznika 4-metylumbelliferon (MU)
a po jeho excitaci vznika fluoroscencni zareni
Jako svételny zdroj se pouziva Hg-vybojka ((A =
365 nm), MU emituje fluorescencni zareni((A =
448 nm)



Luminiscencni imunoanalyza
(heterogenni) — automatické imunoanalyzatory:

Analyzatory s primou chemiluminiscencni detekci
rozSifene

Vysoka citlivost - vhodné pro stanoveni hormonu

Luminofory pouzivané ke znaCeni nemaiji interference
v biologickych materialech

Zavedeni nové metody Casove i financne narocne, trva
nekolik let

Nabidka metod byva proto pozadu za technikou RIA a
ELISA

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

LIA - kompetitivni
ILMA — nekompetitivni (sendvic)



Cheminiluminiscence — Centaur, firma
Siemens (Bayer)

Princip méreni:

¢ Systém méri kvantitativni mnozstvi svetla
emitovaneého béhem chemiluminiscencni
reakce

 Pevna faze jsou paramagneticke cCastice

 Znacka - AE (acridinium ester) -
chemiluminiscencni latka, ktera emituje svetlo
pri oxidaci H,O, v alkalickém prostredi

 Reakce probiha behem jedné sekundy, je
velice citliva ( 10-1°)



LIA - kompetitivni — pr. stanoveni estradiolu

Estradiol ve vzorku soutézi s estradiolem oznacenym akridinium
esterem o limitovaneé mnozstvi kraliCi protilatky proti estradiolu

KraliCi antiestradiolova protilatka je navazana na mysi protilatku
proti kraliCimu IgG, ktera je spojena s paramagnetickymi
casticemi

<

1 Antibody 3 Analyte-specific Antigen in the Sample
2 <EMP 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
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1 PMP-Antibody-Antigen Complex
2 PMP-Antibody-Antigen-AE Complex



ILMA sendvicova — pr.stanoveni hCG

Konstantni mnoZzstvi dvou protilatek.

Prvni polyklonalni kozi protilatka proti hCG, oznaCena acridinium esterem
Druha, monoklonalni mysi protilatka proti hCG kovalentné vazana

S paramagnetickymi casticemi

Obé protilatky specifické pro odliSné pritomné epitopy, free
betasubjednotku a betasubjednotku intaktni molekuly

Y

&
- O 'S X

& W ~ ) 1

1gs o "< T
s X B ~

£ - SN ,
o =

1 Acridinium Ester 3 Analyte-specific Antigen in the Sample

2 Antibody 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 probehne
chemiluminiscencni reakce
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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 sendviCove
Protilatka nebo antigen biotynilovany
DalSi specificka protilatka je znaCena rutheniovym komplexem

Rutenium(ll) tris-bipyridylovym komplexem



Elektrochemiluminiscence — pristroj Elecsys,
Cobas nebo Modular s modulem e (Roche Diagnostic)

Sendvicové usporadani

Protilatky reaguji s antigenem ve vzorku (napr. TSH) za tvorby
sendvicového komplexu

Firma vyuziva vetsinou monoklonalni protilatky

Po pridani mikrocCastic potazenych streptavidinem se komplex
vaze na pevnou fazi interakci biotinu se streptavidinem
Mikrocastice se zachycuji magnetickym polem na povrchu
elektrody

Po pridani substratu tripropylaminu (TPA) a privedeni napéti na
elektrody vznika elektrochemiluminiscencni emise — ruthéniovy

komplex uvolni na elektrodé elektron za vzniku Ru(bpy), 3*
kationtu

Ruthéniovy marker se po luminiscenc€ni reakci regeneruje



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

Kompetitivni usporadani (napr. stanoveni fT4)

e soutézi stanovovany antigen s biotynilovanym
antigenem o limitované mnozstvi znaCené protilatky
(polyklonalni)

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

« Komplex stanovovany analyt — protilatka je pri separaci
odstranen

« Dale probiha reakce stejne jako v predchozim pripade

* Velikost signalu je neprimo umerna koncentraci
stanovovaného analytu
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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

* Mikrocastice (microparticles): mikrocastice
potazené rekombinantnim antigenem ve
fyziologickem 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 reakéni nadobky se vzorkem

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



CMIA - princip

3. Po inkubaci pfitahne magnet paramagnetické mikrocastice
(navazané na specificky analyt) ke sténé 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 imunokomplex

<
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Pridani akridiniového konjugatu

5. Inkubace

6. Promyti a odstranéni nenavazaného analytu



CMIA - princip

/. Nadavkuje se Pre-Trigger (peroxid vodiku) a opticky system CMIA
provede Cteni pozadi

Pre-Trigger plni nasledujici funkce:
— vytvari kyselé prostredi, které zabranuje predCasnému uvolnéni
emise svetla
— pomaha predchazet shlukovani mikrocastic
— slouzi k odstépeni akridinioveho barviva z konjugatu navazaneho
na komplex mikrocastice
Akridinioveé 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 energetického
stavu uvolni energii ve formé emise svétla

9. Obsah analytu je zjiSt'ovan na zakladé méreni 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 mikrocasticich

Po inkubaci se do reakcni smeési prida konjugat kortizolu
s akridiniem

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

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

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



Fluorescencni imunoanalyza



Fluorescencni enzymova imunoanalyza —
RAD 120 (Radim)

napr. Stanoveni prolaktinu (sendvic)

» ke vzorku a prida polyklonalni protilatka
navazana na magnetizovatelne 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



DELFIA
Dissociation-Enhanced
Lanthanide Fluorescent A _
ImmunoAssay | ﬁ‘&

* Fluoroimunoanalyticka heterogenni N7
metoda vyvinuta (finskou firmou ‘
Wallac QOy)

* Velmi citliva a specificka metoda pro
stanoveni nizko- i

vysokomolekularnich analyt. R
* vyuziva Casové modulované méreni 5 1 T EDle i P
fluorescence chelatu lanthanidu - IR R R

Europium, Terbium, Sammarium..



DELFIA - princip

Protilatka nebo antigen jsou oznaCeny
fluorescencni sondou — chelatem lanthanoidu,

nejCastéji Europia /\

Po probéhlé imunochemické reakci se ke ) o
vzniklému komplexu pfidava ,zesilovaci“ roztok, ',

ktery odtrhne Eu z komplexu a pfemeéni jej na novy ",ﬁf
intenzivné fluoreskujici chelat 0’2023

- fluorescence s velkym Stokesovym
posunem fluorescencniho spektra (rozdil mezi
vinovou délkou excitace a fluorescence)

Excitation Emission
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DELFIA

Usporadani

imunochemickeé reakce:

- kompetitivni:
- fluorescencni sondou znaceny
antigen
- intenzita fluorescence nepfimo
umerna koncentraci analytu ve
vzorku

- nekompetitivni (sendvicové):
- fluorescenéni sondou znacena
protilatka
- intenzita fluorescence pfimo
umeérna koncentraci analytu ve
vzorku
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DELFIA - soutasné stanoveni vice analytu

Fluorescence lanthanidu:

= Uzké emisni piky pfi rdznych vinovych
délkach (Eu 613 nm, Sm 643 nm)

= RuUzna doba trvani fluorescence Eu, Sm

Anti-AFP na Eu-znatena
pevneé fazi anti-AFP lgG
AFP

\< + O + j ﬁm
heta HCG —
Anti-hetaHCG na Sm:Z“aCEﬂa
pevneé fazi Anti-hetaHCG
IgG
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- fluorescence
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Emission (nm)

- Prfi méreni se neprekryvaji
vinoveé deélky ani Casy
odectu fluorescence Eu a
Sm - umoznuje soucasné
stanoveni dvou analytu

Emission
Intensity



DELFIA - vyuziti

DELFIA Ize pouzit pro Siroké spektrum analytu (v principu Ize lanthanidem
oznacit kazdou stabilni slouc¢eninu obsahujici aminoskupinu):

- Proteiny

- Peptidy

- Oligonukleotidy

- Malé organické molekuly (steroidy, aminokyseliny, Iéky,...)

Novorozenecky screening (stanoveni ze suché krevni skvrny):
- TSH (kongenitalni hypotyre6za)

- 17-hydroxy-progesteron (kongenitalni adrenalni hyperplazie)
- Imunoreaktivni trypsinogen IRT (cysticka fibréza)



DELFIA

praktické provedeni

- Pracuje se v mikrotitracnich destiCkach
v usporadani 8x12 jamek se specifickou
protilatkou (obvykle monoklonailni)
vazanou na pevné fazi

DELFIA
zesilovaci roztok
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S Tracer Jamka Tworba Promyti Zesileni Méreni
Pufr Vzorek desticky komplexu signalu
potazena

protilatikou



DELFIA - linka
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HOMOGENNI IMUNOANALYZA



FPIA (Fluorescencni polarizacni imunoanalyza;
Fluorescence Polarization Immunoassay)

« Patri mezi homogenni kompetitivni
Immunoanalyzu

« Stanovovany analyt a analyt znaceny
fluoresceinem soutezi o vazebna mista na
specifickeé protilatce

« K excitaci se pouziva linearne polarizované
svétlo (A = 485 nm - zdroj wolframova lampa +
polarizacni filtr)

» Pri navratu molekuly fluoroforu do zakladni stavu
se meri emise zeleneho svetla pres polarizacni
filtr

* Intenzita polarizovaneho svetla je neprimo
umerna koncentraci stanovovaneho antigenu



FPIA (Fluorescencni polarizacni imunoanalyza;
Fluorescence Polarization Immunoassay)

* Vyuziva ruzné rychlosti rotace velkych a malych
molekul (imunokompl. a antigenu)- zména polarizace

« Malé molekuly (stanovovany analyt a znaceny
analyt) se otaceji rychle, po excitaci polarizovanym
svétlem znac¢eny analyt emituje fluorescenéni zareni
do mnoha sméru - naméri se pouze nizka intenzita
tohoto zareni

* Po vzniku velké molekuly (imunokomplex)-dojde ke
shizeni rychlosti rotace - emitované svétlo kmita ve
stejné rovine jako excitujici — nameri se vysoka
intenzita zareni

* Pro stanoveni malych antigenu (napf. 1éku,...)
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Homogenni fluorescencni imunoanalyza - TRACE (Time
Resolved Amplified Cryptate Emission) - Kryptor (Brahms)

Princip méreni:
* Neradioaktivni prenos energie z donoru (kryptatova

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

* Meéreni signalu emitovaného z imunokomplexu s
casovym zpozdenim

 Mereny vzorek je ozaren dusikovym laserem,
nasledné donor (kryptat) emituje fluorescenéni
signhal, po ném emituje signal akceptor

Odpadaji promyvaci a separacni kroky



Technologie LOCI - Siemens

Technologie zalozena na prenosu kysliku

Prvni homogenni imunoanalyticka metoda
s chemiluminiscencni detekci — novinka

Vysoka citlivost

Pristroj Dimension Vista 1500 Intelligent Lab Systém



Technologie LOCI - Siemens

Princip:
* Dve latexoveé kulicky
— jedna obsahuje olefinové barvivo a protilatku
specifickou pro
analyzovanou metodu (chemibead)

- druha je potazena streptavidinem a obsahuje
barvivo, které

generuje singletovy kyslik (sensibead)
Do reakce dale vstupuje
- stanovovany analyt
- biotinylovana protilatka specificka pro analyt.

« Vytvori se imunokomplex ze vsech popsanych
komponent.

 Po osvetleni komplexu se z sensibead uvolni
singletovy kyslik, pronikne do chemibead a uvolni
chemiluminiscencni zareni



Technologie LOCI - Siemens
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EMIT

 Homogenni, kompetitivni EIA

« MéFi se aktivita volného enzymu AgF
(glukoso-6-fosfat dehydrogenaza)

« Enzym v imunokomplexu AgF —Ab je
iInhibovan, zmena v okoli znacky

- AgFa Agt —Ab neni tfeba oddélovat
« Male molekuly leky,drogy, mykofenolat

* Rychlost, jednoduchost provedeni prace v
jedné kyvete, automatizace, prima umera

 Priklad — stanoveni drog na pristroji
Viva-E, Siemens




