Automatické imunochemickeé
analyzatory

Spojeni luminiscencnich technik a imunoanalyzy
predstavuji automatické imunochemické analyzatory

Na nich vetsina imunoanalytickych metod v laboratorni
mediciné

Uplatneni biochemie, serologie, transfuzni stanice
Automatizace koncem 80. let

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

Vyuziti reakce antigen — protilatka
Znacena protilatka (pripadnée antigen)

Veétsinou heterogenni imunoanalyza (pevny povrch —
paramagnetické Castice, kuliCka)

Doba analyzy 15 — 60 min

Detekce s vysokou citlivosti (chemiluminiscence,
elektrochemiluminiscence, fluorescence..)



Automatické imunochemickeé
analyzatory

Jsou opatreny cteckou caroveho kodu, umoznuji tak
jednoznacnou identifikace pacienta

Zpracovavaji vzorky v primarni zkumavce , prace po
pacientech - Random Access

Pozadavky pro jednotlivé analyzy jsou prijimany
z laboratorniho informacniho systemu (LIS), analyza
pak probiha automaticky bez zasahu obsluhy

Jedna se o0 uzavrené systémy — pouze pro reagencie
vyrobce pristroje



Automatické imunochemickeé
analyzatory

Kazetovy systém reagencii
Detekce srazeniny patri ke standardni vybavé

Cena imunochemickych vysetreni pomérné vysoka -
radové mezi 50 — 200 Ké

Principy jednotlivych firem se liSi typem znacky,
separace a detekce



Separace na paramagnetickych
mikrocasticich

RozSifenym zpusobem oddéleni komplexu antigen -

protilatka

Jedna se o oxidy zeleza - vykazuji magnetické vlastnosti

Povrch Castic mnohonasobné vetsi nez steny reakcni
nadobky

MikroCastice maji vazebna mista pro navazani
stanovovanych a znaenych analytu

Po probehlé imunoanalyticke reakci se z reakCni smesi
odstranit pro detekci nepotfebné soucasti

Plsobenim magnetu se mikroCastice s navazanym
iImunokomplexem pfi promyvani pridrzi na stene reakcni
nadobky



Kalibrace

« K vypoctu koncentrace stanovovanych analytu
na imunoanalytickych analyzatorech - nelinearni
kalibracni zavislosti

 Vyuziti kubickych polynomu
» Master krivka od vyrobce - zakaznik ji pri

kalibraci pouze koriguje na aktualni podminky
(dve hladiny)

Detekcni limit

* Chemiluminiscencni a fluorescencni techniky
patri k nejcitlivejsim metodikam

« Radové fento aZ zeptomoly (10-'°aZ 10-2! molu)



Elecsys® - The Master Calibration Ly

Process at Roche Diagnostics

Reference Standardizﬁiinn Reference: gold standard (e.g. WHO material),
once 10 - 12 concentration values
(much wider range than reportable range).
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Chemiluminiscencni techniky v
automatizované imunoanalyze —
heterogenni imunoanalyza



Chemiluminiscence s vyuzitim

akridinium esteru

Princip meéreni:

« System meri kvantitativni mnozstvi svétla
emitovaného behem chemiluminiscencni
reakce

* Pevna faze jsou paramagneticke castice
(Fe,03)

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

 Reakce probiha behem jedne sekundy, je velice
citiva ( 10-19)



Advia Centaur (Siemens - Bayer)

Analyzovanym
materialem je
sérum/plasma nebo moc
Pracuje po pacientech pri
vyuziti principu
"RANDOM ACCESS, -
analyzy se provadeji v
optimalnim Casovem
rytmu

Stroj se nemusi
zastavovat pro doplneni
reagencii a vzorku

240 stanoveni za hodinu



LIA - kompetitivni — pr. stanoveni estradiolu

Estradiol ve vzorku soutézi s estradiolem oznaCenym akridinium
esterem o limitované mnozstvi kraliCi protilatky proti estradiolu

KraliCi antiestradiolova protilatka je navazana na mysi protilatku
proti kraliCimu 1gG, ktera je spojena s paramagnetickymi
casticemi

e J/{

1 Antibody 3 Analyte-specific Antigen in the Sample
2 PMP 4 AE-labeled Antigen
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LIA kompetitivni — pr. stanoveni estradiolu

« Po inkubaci system magneticky odseparuje komplex antigen —
protilatky s paramagnetickymi casticemi a promyje Castice
» Dale se prida peroxid vodiku a v luminometru NaOH, ktery

inicializuje chemiluminiscencni reakci
_ *’H
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1 PMP-Antibody-Antigen Complex
2 PMP-Antibody-Antigen-AE Complex



Advia Centaur (Siemens)

Metody: Thyroidni hormony:
Reproduktivni hormony:

Anemie:
Tumor markery:

TDM:

Kardio markery:
Alergie:
Ostatni:
Infekce:

FT4, TT4,FT3, TT3, TSH, TU, TSH-3,
neonatal TSH, Anti - TPO
Prolactin, FSH, Progesteron, hCG, Estradiol,
Testosteron, LH
B12, Folaty, RBC Folaty, Ferritin
AFP, CEA, PSA, komplex PSA, CA 15-3,
/IB27.29/, CA 125, CA 19-9,
Digitoxin, Carbamazepin, Phenobarbital,
Tobramycin, Digoxin, Genamicin

CKMB, cTroponin |, Myoglobin
total IgE
Kortizol
Rubella G, Rubella M, Toxoplasma G,
Toxoplasma M



Advia Centaur (Siemens)

Reagencie: Kazetovy chlazeny zasobnik s 30 pozicemi - jsou
neustale promichavany. Automaticka kontrola hladiny reagencie

Vzorky: Linearni podavac s kontinualnim pristupem totéz pro
kontroly, standardy

Kyvety: akrylové, na jedno pouziti

Kalibrace: KalibracCni krivka se vklada do analyzatoru pomoci
cteCky caroveho kodu nactenim. Master krivky z prislusného setu

Doplnéni reagencii, SpiCek, destilované vody, kyvet, vyliti odpadu,
odstranéni pouzitych Spicek Ci kyvet za chodu



Architekt 1 2000 SR, Abbott

Technologie ChemiFlex CMIA (chemiluminiscencni
Imunoanalyza na paramagnetickych mikrocasticich)

- mereni vyzarovanych chemiluminiscencnich emisi v
reakcni nadobce

- Znaceni patentovanym akridiniem

Strucny postup:
1. Zmereni pozadi po pridavku peroxidu vodiku
2. Davkovani NaOH (Trigger) do reakCni nadobky

3. Zachyceni emitovaného svétla a jeho odvedeni
svetlovodem do fotonasobice (PMT)



Architekt i 2000 SR, Abbott

Obrazek 1.4: Primarni soucasti systému i 2000,

1. 1200045 ™ modul: Diagnosticky 2. Podava¢ RSH (podavac vzorku pro
modul s pfednostnim zpracovanim |  opakovane testovani): Pfepravni
vzorkil, ktery pro zpracovani vzorkii | modul, ktery pfesunuje vzorky do
vyuziva metodu CMIA modulu(-10) k analyze
{chemiluminiscenéni imunoanalyza a opakovanému testovani.

na mikrocasticich).

3. Jednotka SCC (fidici jednotka
systemu}: PoCitaCovy system, ktery
uzivatellim umozniuje Fidit modul(-ly)
a pfibuzné soucasti pomoci
jednotneho centralniho rozhrani.




ARCHITECT i2000/i2000SR

Systémy ARCHITECT i2000SR/i2000 - plné
automatizované systémy poskytujici vysoky stupen
flexibility

25 metod, chlazeny karusel

Velikost reagencnich souprav 100 a 500 testu
Automatické opakované testovani, redéni a reflexe
Detekce kapalin, detekce srazenin

Pouziti carovych kodu

Moznost integrace s biochemickym analyzatorem
ARCHITECT c8000

Vykon systému je az 200 testu za 1 hodinu (400 pro
14000, 600 pro i6000 a 800 pro i8000)
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Enzymove zesilena chemiluminiscence

Princip meéreni:

« Ke konjugatu navazanemu na reakcni kuliCce nebo
paramagnetickych mikrocCasticich a znacenemu
alkalickou fosfatazou je pridan luminogenni substrat
dioxetan fosfat

« Uc&inkem alkalické fosfatazy se odstépi fosfat a
dioxetanfosfat se pfeméni na dioxetan

« Ze substratu vznika nestabilni anion, pri jehoz rozkladu
dojde k emisi fotonu (chemiluminiscencni reakce)



Immulite 2000, Siemens
Chemicka reakce substratu
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Immulite 2000 (Siemens - DPC)

Vykon 200 testu
Random Access
24 chlazenych reagencii

Automatické opakovani "out of range" vzorku

Doty
Dete
Dlou

Kova obrazovka
Kce srazenin

na doba inkubace — 35 nebo 70 minut



Unicel DxI 800 (Beckman Coulter)

« Kompaktni plné automaticky
uzavieny systém umoznujici
provadeni imunoanalytickych
stanoveni

« Zalozen na pouziti alkalicke
fosfatazy jako markeru

« Paramagnetickych mikrocCastic
jako nosice protilatek resp.
antigenu

* Luminiscencni detekci vyuzivajici
premeny dioxetanfosfatu na
dioxetan

» Pristroj ma vysokou detekcni
citlivost pri Sirokém koncentracnim
rozmezi a velmi dobrou presnost a
reprodukovatelnost vysledku




Unicel DxI 800 (Beckman Coulter)

Vykon:
Az 400 testt /hodinu

Rychlé uvolnéni vzorku ze systemu - systém si vytvari vilastni interni
alikvot

Kompatibilita s biochemickymi analyzatory Synchron LX 20, UniCel
DxC s automatizaci — preanalycka linka, Power Processor

Doplnovani reagencii a spotrebniho materialu za piného provozu
(bez nutnosti pauzy)

Minimalni udrzba (5min.denné)
Kontrola integrity vzorkl — detekce srazeniny a bublin

Siroka nabidka testtl



Pathfast, Mitsubishi chemical

PIné automatizovany stolni POCT imunoanalyzator

Kombinuje chemiluminiscencni technologii s Magtration
technologii (slovo odvozeno od magneticke filtrace —
automatizace pfi genetickém testovani), vysoka citlivost

Reagencni cartridge
Plna krev, plasma nebo sérum

6 vzorku Ci testu v jednom béhu-17 min.
Stanoveni kard. markeru, hCG, CRP,
Presepsinu

Reagent Cartridge

\

\ \ Counting well

Sample well = Magnetic particles

= ALP-conjugated antibody
- Chemiluminescent substrate
(COP-Star with Sapphire Il)
= Sample diluent
Washing buffer
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Presepsin

- Presepsin — nove vyuzivany analyt (gen sCD 14
subtyp)

* Vyznam pri diagnoze, prognoéze a stratifikaci
pacientl v septickych stavech

« Zvyseni rychlejsi nez IL-6 a D-dimer

* ROC krivka strméjsi nez pro prokalcitonin



Elektrochemiluminiscence - princip méreni

Metodika vyuziva protilatky (pfipadné antigeny)
znacene rutenium(ll) tris-bipyridylovym komplexem a
dalsi protilatky Ci antigen s navazanym biotinem

Paramagneticke kuliCky jsou potazené streptavidinem.
Afinita biotin-avidin je extremné vysoka, takze dojde

K navazani imunochemickeho komplexu na
mikrocCastice

Elektrochemiluminiscence vznika v prutokové méfici
cele po reakci imunokomplexu znaceneho chelatem
ruthenia s tripropylaminem na povrchu elektrody a po
vlozeni napéti na platinovou elektrodu (oxidace na
anode).

Magneticke kuliCky zajisti zachyceni imunokomplexu
na povrchu elektrody, nenavazané reagencie i znacka
jsou odstraneny promytim

Rutenium(ll) tris-bipyridylovy komplex



Elektrochemiluminiscence

ECL.AYI




Priklad — nekompetitivni stanoveni TSH

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

MikrocCastice se zachycuji magnetickym polem na povrchu elektrody

Po pridani substratu tripropylaminu a privedeni napeti na elektrody
vznika elektrochemiluminiscencni emise — ruthéniovy komplex
uvolni na elektrodé elektron za vzniku Ru(bpy), 3* kationu

Ruthéniovy marker se po luminiscencni reakci regeneruje

Na tomto principu pracuji imunochemické pristroje nebo
imunochemické moduly firmy Roche — napr. modul e 501
systému Cobas 6000, modul 502 systému Cobas 8000 nebo
Cobas e411 (délka inkubace — 9, 18 nebo 27 minut)
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Elektrochemiluminiscence — imunoanalyza Roche




Tvorba ucinného vitaminu D
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Stanoveni Vitaminu D, elektrochemiluminiscence, Roche

Vitamin D (25-0H) total assay procedure
Step 1: Denaturation of the vitamin D binding protein secures
release of vitamin D (25-OH)

Pretreatment
Sample, PT1, F'Tz f
DBP 9 min

Denaturated
DBP

DBP = Vitamin D binding protein
PT1, PT2 = pre-treatment components



Stanoveni Vitaminu D, elektrochemiluminiscence, Roche

Vitamin D (25-0H) total assay procedure
Step 2: Vitamin D (25-OH) is captured by recombinant monoclonal
ruthenylated vitamin D binding protein

captue -DBP

R1 9 min E O
Denaturated
DBP

“capture“-DBP



Stanoveni Vitaminu D, elektrochemiluminiscence, Roche

Vitamin D (25-0H) total assay procedure
Step 3: Biotinylated Vitamin D (25-OH) competes with the bound
Vitamin D (25-OH) to generate signal complexes

“capture“-DBP
25(0H)D-Bi = biotinylated vitamin D (25-0H)



Cobas e411, Roche
(Elescys)

« Systém je zalozen na
technologii
Elektrochemiluminiscence
(ECL)

« Jedna se o benchtop
analyzator s kapacitou 86
testu za hodinu

« Vkladani dat prostrednictvim
unikatniho dvourozmeérneého
caroveho kodu




Elescys (Roche)

Inkubacni jednotka 37 ¢C £ 0,5 «C

« Zde probiha vlastni imunochemicka reakce mezi vzorkem a
reagenciemi

 Délka inkubace — 9, 18 nebo 27 minut

Merici jednotka 28 ¢C £ 0,5 «C

» Obsahuje fotonasobic, prutokovou méfici celu, magnetickou
jednotku a zesilujici obvod

« Po ukoncCeni reakce je reakcni smes nadavkovana do merici cely,
kde probehne chemiluminiscencni reakce



Chemiluminiscencni techniky v
automatizovane imunoanalyze —
homogenni imunoanalyza



Technologie LOCI - Siemens

Princip:

Dve latexove 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 chemiluminiscenc¢ni zareni



Analyte
b S

3

3 Biotinylated :
Chemibead Receptor Bead
g Immunocomplex

Sensibead

Chemiluminescence

0, Production




Technologie LOCI - Siemens

* Prvni homogenni imunoanalyticka metoda
s chemiluminiscenc¢ni detekci — novinka 2011

 Technologie zalozena na prenosu kysliku

 Pristroj Dimension Vista 1500 Intelligent Lab System



Dimension Vista 1500 Intelligent Lab
System, Siemens

* Integrovany systém - (mimo fotometrii, ISE a
chemiluminiscence take nefelometrie)

 Technologie LOCI
* Vysoka citlivost
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Fluorescencni techniky v
automatizovane imunoanalyze -
heterogenni imunoanalyza



MEIA (Enzymova imunoanalyza na mikrocasticich;
Microparticle Enzyme Immunoassay)

Technika patri mezi heterogenni enzymovou
Imunoanalyzu na mikrocasticich

Imunokomplex znaceny enzymem (ALP)

Jako fluorogenni substrat metylumbelliferylfosfat (MUP) -
s nim reaguje enzym (ALP) - vznika 4-metylumbelliferon
(MU) a po jeho excitaci fluoroscencCni zareni

Jako svetelny zdroj se pouziva Hg-vybojka (A = 365 nm),
MU emituje fluorescencni zareni (L = 448 nm)

Pristroj Axsym, Abbott

Priklady stanoveni — BNP,anti —-CCP, hCG



MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay)
- enzymova analyza na mikrocasticich

Postup:
 Vzorek se smicha s reagenciemi, pak se inkubuje

« Separace od nepotrebné matrice a reagencii na
sklenenych vlaknech valecku

- Pridavek konjugatu s alkalickou fosfatazou

* Pridavek substratu — 4-methylumbelliferylfosfat
(MUP)

 Hydrolyza MUP s ALP
* Fluorescence methylumnelliferonu



Axsym (Abbott)

- * Velmi rozsireny

- analyzator

- ~* 80-120 testd/ hod
=2 « Meérici principy — MEIA,
s - FPIA, REA a ICIA

* Robustnost
* Dotykova obrazovka
* Doba analyzy 15 - 20 min

— — * Technologie zabranujici
tvorbe peny



Xsym - procesni centrum

Processing Carousel
Air Heater
Inlet Filter
FPIA
Optical .
Assembly = G2 Transfer
B :
Carousel
o
Matrix Cell E’S
Delivery )
System gon =
Pipetting
System : Bulk Solution
Dispensers 1, 3
MEIA
Optical
Assembly

Matrix Cell
Carousel

AxEVAr

Processing Center



Axsym = reakcni nadobka

Reagent 3
Reagent 2

Cuvette Reagent 1

Predilute Well

Sample Well
Buffer Well

Incubation Well

Reaction Vessel
Carousel



Technologie “Pegasus” - RAD 120, Radim

Heterogenni imunochemicka technika

Pevna faze - zelezitan potazeny zirkoniem
(Castice se silnou vazebnou kapacitou k biologicky aktivnim
molekulam)

Rychla a efektivni separace
Substrat — 4-methylumbelliferyl fosfat
Fluorescencni detekce pri 450 nm

r 4 I 4 I 4 V' 4

Produktivita: az 120 testu/hod



Im

RAD 120, Rad




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



Fluorescencni techniky v
automatizované imunoanalyze -
homogenni imunoanalyza



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

Princip meéreni:
* 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
signal, po ném emituje signal akceptor

« Technika oceneéna Nobelovou cenou

Pristroj neprilis rozsireny
Odpadaji promyvaci a separacni kroky



FPIA (Fluorescencni polarizacni imunoanalyza;
Fluorescence Polarization Immunoassay)

« Patri mezi homogenni kompetitivhi immunoanalyzu

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

« Malé molekuly (stanovovany analyt a zna€eny analyt) se otaceji
rychle, po excitaci polarizovanym svétlem znaceny analyt
emituje fluorescenéni zareni do mnoha smeéru - nameéri se
pouze nizka intenzita tohoto zareni

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

* Vhodna pro stanoveni malych antigenu (napf. 1éki)



FPIA (Fluorescencni polarizacni imunoanalyza;
Fluorescence Polarization Immunoassay)

« Stanovovany analyt a analyt znaceny fluoresceinem soutézi o
vazebna mista na specifické protilatce

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

* Pri navratu molekuly fluoroforu na znaceném analytu do
zakladni stavu se méri emise zeleného svetla pres polarizacni
filtr - vznika polarizacni fluorescenéni zareni

 Hodnota polarizace emitované fluorescence je umérna rychlosti
rotace molekuly

« Meéfri se zména v polarizaci emitované fluorescence po
vytvoreni komplexu analyt-protilatka

» Intenzita polarizovaného svétla je nepfimo umérna koncentraci
stanovovaného antigenu
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Fluorescencni detekce

* Vyuzivaji ji také multiplexove metody
popsaneé v kapitole flow cytometrie



Diagnosticky prinos

Prinos imunoanalytickych metod zalozenych na principu
chemiluminiscence a fluorescence velmi riznorody

Stanoveni hormonu - napfr. pfi monitorovani funkce
stitné zlazy (hormony TSH, T4,T3)

Stanoveni tumorovych markeru - pfi sledovani vyvoje,
vlivu IéCby a pripadneé remise nadoroveho onemocnéni
(napr. PSA)

Stanoveni kardiomarkeru (zejména troponinu T nebo 1)
K potvrzeni infarktu myokardu a zjisténi jeho rozsahu

Stanoveni hladiny |€éku - k ovéreni, Ze aplikovana davka
je pro daneho pacienta v terapeutickem rozmezi



