Metody vyuzivane v
laboratorni diagnostice

Vv oblastl welfare




PREANALYTICKA FAZE




VOLBA VHODNE METODY PRO ANALYZU

v

* analyzovany ukazatel (meze detekce, objem vzorku, interference)

e vybaveni laboratore (ekonomické hledisko, narocnost pripravy)

* druh biologické matrice (krev, plazma, sérum, moc, exkrementy, sliny a
dalsi)

* vyuziti komercnich kitt (ELISA, biochemické analyzatory)




VOLBA VHODNE METODY PRO ANALYZU

manualni x automatizované provedeni

vSechny merici postupu musi byt validované

pouzivani kalibrace = vztah mezi méfenym signalem a
mnozstvim analytu popsany matematickym modelem (kalibratory,
referencni materialy - CRM) - stabilita, Cetnost kalibrace,
rekalibrace

presnost, preciznost, opakovatelnost, reprodukovatelnost,
linearita a dalSi

pouzivané metody — separacni metody
— imunochemické metody
— optické metody
— molekularne-biologické metody




Separacni metody

* metody, pri kterych dochazi k rozdéleni vzorku minimalne na dva
odliSné podily na zakladé jejich riznych vilastnosti

 metody zalozené na rovnovazne distribuci slozek mezi dve faze (LC,
GC)

 membranové separace (vyuzivaji rozdilu v rychlosti pohybu jednotlivych
slozek pres omezujici rozhrani jako je napriklad membrana, napr.

ultrafiltrace, dialyza, reverzni osmoza)

e separace polem (separace zalozena na vyuZziti rozdili v pohyblivosti
Castic v silovem poli, napr. elektroforéza, izotachoforéza, hmotnostni

spektrometrie — m/z)




Chromatografické metody

vzorek se vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze
(stacionarni a mobilni faze), kde dochazi k opakované distribuci

zachyceni analytu stacionarni fazi — separace jednotlivych
slozek

déleni podle skupenstvi mobilni faze (kapalinova, plynova)
deleni podle usporadani stacionarni faze (kolonova, plosna)

deleni podle povahy deéje previladajicim pri separaci
(rozdelovaci, adsorpcCni, iontoveé-vymenna, gelova, afinitni)

kvalitativni x kvantitativni analyza

vhodna uprava vzorku, online systemy
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Kapalinova chromatografie

mobilni faze — kapalina (jedna latka x smés, pH) — elucni sila MF
stacionarni faze — tuha latka/kapalina
plosné x kolonové usporadani

chromatografie s normalnimi fazemi (SF — polarni, oxid hlinity,
oxid kremicity a dalsi; MF — nepolarni, cyklohexan, hexan a dalsi)

chromatografie s reverznimi fazemi (SF — nepolarni, C18, C8 a
dalsi; MF — polarni rozpoustedlo, voda, ACN, MetOH, pufry)

siroké spektrum pouziti

kalibracni krivka

izokraticka x gradientova eluce, derivatizace (fluorescence)




Kapalinova chromatografie
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Plynova chromatografie

mobilni faze — inertni nosny plyn v tlakovych lahvich o definované
Cistoté (helium, argon, dusik, vodik)

stacionarni faze — tuha latka/kapalina

separované latky musi byt prevedeny do plynného stavu,
termostabilita, moznost derivatizace (chemicka x pyrolyticka)

vyznamnou roli hraje teplota

siroké spektrum pouziti, ale v porovnani s LC neni tak univerzalni

kalibracni krivka




Plynova chromatografie
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Hmotnostni spektrometrie

metoda zalozena na separaci ionizovanych cCastic na zakladée
hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje (m/z)

metoda pro ur€ovani hmotnosti atomu, molekul a jejich fragmentu
po prevedeni na kladné nebo zaporné nabité ionty

podminkou analyzy je prevedeni analyzované Casti do iontove
podoby — vlastni analyze predchazi ionizace (mékké a tvrde
lonizacni techniky)

Caste spojeni se separaCnimi metodami

vsestranna, rychla a citiva metoda, finanCcne narocCna,
destruktivni metoda

kvalitativni x kvantitativni analyza, informace o strukture, relativni
molekulove hmotnosti, izotopicke slozeni




Hmotnostni spektrometrie
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Hmotnostni spektrometrie
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Imunochemické metody

- metody zalozené na specificke reakci antigenu a specificke
protilatky — imunokomplex

- pri vzniku imunokomplexu nevznika kovalentni vazba, ale
pouze slabé interakce (van der Waalsovy sily, vodikove
mustky, hydrofobni vazhby)

( tigen
Anti
Antigen-antibody complex




Imunochemické metody — zakladni pojmy

protilatka
 protein (imunoglobulin - glykoprotein)

 latka telu vlastni, ktera jako soucCast imunitniho systému
identifikuje a zneSkodnuje cizi objekty
« vaze se na specificky antigen (systém zamek — kliC)

Antigens

antigen (antibody generator) > v v
« latka télu vlastni nebo pochazejici z vngjsiho
prostredi

e Vv organismu navozuje produkci protilatek

« 2z chemického hlediska nejCastéji proteiny
nebo polysacharidy

 hapten = nekompletni antigen (napr. lék,

normon) vyvolavajici tvorbu protilatek pouze

je-li vazan na bilkovinny nosic




Oblast pouziti

rozdeleni metod podle techniky pouzité k méreni signalu

* radioimunoizotopoveé (RIA — radioizotopem znacCeny antigen)

* enzymatické (znacCeni antigenu/protilatky enzymem, ELISA -
enzyme-linked immunosorbent assay)

* fluorescencni (FIA — fluoroimunno assay)

* luminiscencni (CLIA — chemilumminiscene immunoassay)




Rozdéleni imunochemickych metod

oblast pouziti
hormony (glukokortikoidy, katecholaminy + metabolity)
farmaka, specifické markery, bilkovin, infekCnich agens

detekce protilatek nebo antigenu

plazma, sérum, moc, féces, tkane, mozkomisni mok



Vyhody/nevyhody imunochemickych metod

+ cena (?), pristrojové vybaveni

+ maly objem vzorku (Casto bez nutné upravy vzorku)
+ technicky nenarocCne, rutinni postupy

+ moznost automatizace, nizké detekcCni limity

+ dostupnost komercnich kitu

- hutnost zpracovat sadu vzorku (stripy)









Vyhody/nevyhody imunochemickych metod

+ cena (?), pristrojové vybaveni

+ maly objem vzorku (Casto bez nutné upravy vzorku)
+ technicky nenarocCne, rutinni postupy

+ moznost automatizace, nizké detekcCni limity

+ dostupnost komercnich kitu

- hutnost zpracovat sadu vzorku (stripy)

- cross reaktivita (nespecificke)



Specificity:

Corticosterone 10055
11-Dehydrocorticosterone 11%
11-Deoxycorticosterone 7%
Progesterone 0.31%
Cortisol 0.17%
Aldosterone 0.06%
Testosterone 0.03%
Pregnenolone 0.02%
5a-DHT 0.01%
Androstenedione <0.01%
Cortisone <0.01%
DHEA <0.01%
DHEA-5

Table 4. Specificity of the Corticosterone ELISA Antiserum



Vyhody/nevyhody imunochemickych metod

+ cena (?), pristrojové vybaveni

+ maly objem vzorku (Casto bez nutné upravy vzorku)
+ technicky nenarocCne, rutinni postupy

+ moznost automatizace, nizké detekcCni limity

+ dostupnost komercnich kitu

- hutnost zpracovat sadu vzorku (stripy)

- cross reaktivita (nespecificke)
- dostupnost ve formé komercnich kitu, bezpecnost (RIA)

screeningové metody — pozitivni nalez — chromatografikca
analyza)




ENZYMATICKE IMUNOMETODY - ELISA

« koncentrace analytu se stanovuje na zaklade kalibracni
Krivky

* nejCastejsi provedeni v mikrotitraCnich destiCkach

7z N\

KOMPETITIVNI

7z N

PRIMA NEPRIMA

NEKOMPETITIVNI



(sendvicova)

imobilisovana stanovovany

protilatka antigen protilatka

Znadena enzymem

imobilizace  aplikace vzorku odmyti aplikace protilatky  promyti, inkubace,
protilatky na dno  (obsahuje nenavazaného vazajici stejny pridavek substratu a
jamky analyzovany antigenu antigen (znaCcena  spektrofotometricke
antigen) enzymem) stanoveni vzniklého

produktu




KOMPETITIVNI ELISA - pfima

stanovovany naceny

imobilisovana antigen antigen
protilatka

Y Y ¥y

_ - L interakce protilatky s antigenem promyti, inkubace, pfidavek
Imobilizace protilatky ve vzorku a antigenem substratu a
na dno jamky znacenym (kompetice = soutéz), spektrofotometrické

omezeny pocet vazebnych mist stanoveni vzniklého produktu

cim vyssi intenzita zbarveni, tim nizsi koncentrace analytu




KOMPETITIVNI ELISA - nepfima

imobilisovany specificka stanovovany
antigen protilatka antigen

Sy by 4

protilatka proti protilatce
Znacena enzymem

\J W/ » -
- -

kompetice mezi promyti, inkubace,

imobilizace imobilizovanym Inkubace, aplikace protilatky pridavek substratu a
antigenu nadno _ .. : , znacené o
: antigenem a antigenem promyti . spektrofotometrické
jamky " b enzymem proti t , lah
ve vzorku o vazbu s orotilatce stanoveni vzniklého
protilatkou produktu

cim vyssi intenzita zbarveni, tim nizsi koncentrace analytu




ELLMANOVO

CINIDLO A Acerylihiocholine
(ACETE)(_IL_ﬁEI)OLIN + /K AChE
&= (hydrolyza)
/:D- A Thiocholine

DENQS—S Oz 5,5'-dithio-bis-
(2-Nitrobenzoic Acid)

5-thio-2-Nitrobenzoic Acid
Myt 412 nm
£: 13,600

cim vyssi intenzita zbarveni, tim nizsi koncentrace analytu



Optické metody

 fyzikalni metody zalozené na interakci vzorku s elektromagnetickym
zarenim nebo na vyzarovani elektromagnetického zareni vzorkem

« nespektralni metody (nesledujeme vymenu energie mezi latkou a
zarfenim, ale sledujeme zmény nekterych vlastnosti zareni — rozptyl
zareni, otaceni roviny polarizovaného svetla a dalsi)

— refraktometrie, polarimetrie, nefelometrie, turbidimetrie

« spektralni metody (metody zalozené na vyméné energie mezi
latkou a zarenim)

— emisni metody (méreni zareni vysilaného neboli emitovane)
— absorpCni metody (méreni sledujici absorpci zareni)




-

zdroj [~°°° . ,
Siin [~ disperzni systém

detektor
rozptyleného
zareni

NEFELOMETRIE

Nefelometrie a turbidimetrie se 1181 zpusobem snimani

« hodnoceni rozptylu svetla na heterogennich ¢asticich v koloidnim roztoku

» liSi pfedevSim umisténim detektoru

« v nefelometrii méfime rozptylené zareni ve sméru kolmém na vstupujici
paprsek a pouziva se predevsim pro nizsi koncentrace

« Vv turbidimetrii je detektor v ose paprsku a pouziva se pro koncentrovanéjsi
roztoky




Optické metody

 fyzikalni metody zalozené na interakci vzorku s elektromagnetickym
zarenim nebo na vyzarovani elektromagnetického zareni vzorkem

« nespektralni metody (nesledujeme vymenu energie mezi latkou a
zarfenim, ale sledujeme zmény nekterych vlastnosti zareni — rozptyl
zareni, otaceni roviny polarizovaného svetla a dalsi)

— refraktometrie, polarimetrie, nefelometrie, turbidimetrie

« spektralni metody (metody zalozené na vyméné energie mezi
latkou a zarenim)

— emisni metody (méreni zareni vysilaného neboli emitovane)
— absorpCni metody (méreni sledujici absorpci zareni)




Optické metody

« elektromagnetické zareni (vineni) je pricné postupné vineni
elektromagnetického a elektrickeho pole

« EZ lIze popsat prislusnou frekvenci, vinovou délkou a Casovou
periodou

« vyuzivani predevsim UV/VIS zareni (RTG — zobrazovaci techniky)

« je-li vinova délka dostatecné velka, tak zareni pronika | skrz

prekazky (napfr. radiové viny pronikaji v terénu od vysilace)
Prehled elektromagnetickych vin a zareni

Erplal . InfraCervené  yjtrafialové Rentgenové
Radiové viny Mikroviny zafeni Svétlo zafeni ziteni Gama ziFeri

u— l {

<0 000 m Tm 03mm 760nm 39 nm 10 nm

e
0,1 nm 300 pm




Spektralni metody

==)> Metody emisni

* zalozeny na méreni zareni vysilaného (emitovaného) vzorkem

 emise se vyvola dodanim energie vzorku v podobé tepla, elektrické energie,
proudu elementarnich castic, nebo jiného elektromagnetického zareni

e prijetim této energie se atomy nebo molekuly so dostavaji do méné stabilnich
energetickych stavl a pri zpétném prechodu se energie zabavuji ve formé
elektromagnetického zareni

== [Metody absorpcni

* metody sleduji pohlcovani (absorpci) zareni vzorkem

 vyuzivdme pfri nich vinové délky z raznych oblasti spektra elektromagnetického
zareni

e podle pouzitého zareni a charakteru vzorku se déli na mnoho metod
(ultrafialova a viditelna spektrometrie, infraCervena spektrometrie)

Elementarni Molekulova

analyza analyza




Atomova absorpcni spektrometrie

* metoda zalozena na absorpci UV a VIS elektromagnetického zareni
volnymi atomy v plynné fazi

 vyuziti pro prvkovou analyzu - analyza makroprvku
— analyza esencialnich prvkd

— analyza kontaminujicich/toxickych prvku

* analyza télnich tekutin, tkani, krmiva atd.

e kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni




Atomova absorpcni spektrometrie
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* Ubytek primarniho zareni je mirou koncentrace volnych atomu prvku, ktery

zareni absorboval
* rozdily energii mezi jednotlivymi elektronovymi stavy atomu jsou

charakteristické pro kazdy prvek




Molekulova absorpcni spektrometrie

metoda zalozena na absorpci UV a VIS elektromagnetického zareni
molekulami latek

Siroké uplatnéni — samostatna metoda x detekéni zarizeni (napf. LC)
analyzatory na principu fotometru

analyza télnich tekutin, tkani a dalsich

kvalitativni a kvantitativni vyvhodnoceni

end point x kinetika

kyvety x mikrotitracni desticky (velikost, material, pritocné kyvety)




Molekulova absorpcni spektrometrie

KYVETA SE VZOREKEM

e MONOCHROMATOR DETEKTOR
ZDROJ ZARENI

VYHODNOCENI
SIGNALU




zdroj zareni

kyveta se vzorkem
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Atomova emisni spektrometrie

dodanim energie je vzorek rozlozen na volné atomy a dochazi k
prechodu valenénich elektronl na vyssi energetickou hladinu (excitace)
—> pfi navratit 1z excitované hladiny dochazi k wvyzareni
elektromagnetického zareni charakteristické pro jednotlivé prvky

lepsSi detekeni limity nez AAS, vyssi porizovaci naklady

prvkova analyza

instrumentace — budici zdroj (doda energii pro vyvolani emise)
- opticky spektrometr (rozklada zareni budiciho zdroje na
jednotlivé spektralni Cary a méri jejich intenzitu)

podle budiciho zdroje rozlisujeme
—> plamenova emisni spektrometrie
—> emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
—> emisni spektrometrie s elektrickym buzenim, buzenim laserem




Luminiscencni spektrometrie

luminiscence je déj, pri kterém molekuly nachazejici se v excitovaném
stavu pri své navratu do zakladniho stavu emituji elektromagnetické
zareni

energie emitovaného zareni je nizSi nez energie zareni excitachiho —
emitované svetlo ma vetsi vinovou délku

kvalitativni x kvantitativni analyza

vyuziti jako detekcnich systému, vimunochemickych metodach

podle toho jak dochazi k excitaci elektront rozliSujeme:
— svétlem (fotoluminiscence) — fluorescence, fosforescence
— chemicky (chemiluminiscence)




Luminiscencni spektrometrie

* fluorescence = emise fluorescencniho zareni zacne okamzité po absorpci
excitujiciho zareni a konci v okamziku, kdy je excitujici zareni zastaveno
(zpozdéni 10 az 108 s) — fotoluminiscence s kratkym dosvitem

 fosforescence = emise fosforescencniho zareni na rozdil od
fluorescencniho pokracuje mnohem déle, kdy je excitujici zareni
zastavené (zpozdéni 102 aZz nékolik dni) — fotoluminiscence s dlouhym
dosvitem

absorbce fluorescence fosforescence

SN

& i
b H 8 w

——r;—‘wbracm relaxace

T S, *, wvnitfni konverze

%
"

% :
F F Y 3
-

-, Mezisystémova
1™ konverze

4:‘ =

T

absorbce fluorescence fosforescence
ﬁ*‘“‘m‘*g

&

&

&
8 %
g
L9 &
£ <2
% o

&
SRUNERsS®

e 107155 T 1085 T 103100 5



Molekularne-biologické metody

siroké vyuziti v zakladnim a aplikovaném vyzkumu v oblasti
biologie, genetiky, biochemie, forenzni ucely, antropologie a dalsi

nemladsi ale nejprogresivnéji se rozvijejici oblast

molekularni biologie studuje strukturu vyznamnych
biomakromolekul, které se podileji na uchovani, expresi a
reprodukci genetické informace (DNA, RNA a proteiny)

analyza Sirokého spektra matric




Molekularne-biologické metody

zakladni vyzkum (izolace genu, sekvenovani), aplikovany
geneticky vyzkum (detekce mutaci v genech, prenatalni
diagnostika), vyuziti v klinickych disciplinach (detekce
patogennich MO, ur€eni pohlavi)

nevyhoda — falesSné pozitivni vysledky (kontaminace)

purifikace a separace nukleovych kyselin (homogenizace,
extrakce, centrifugace, elektroforeza)

amplifikace specifického useku DNA | z velmi malého mnozstvi
(PCR)




NUKLEOVE KYSELINY

v makromolekularni slouc¢eniny (linearni polymery) pfitomné ve
vsech bunkach — DNA a RNA

v podili se na pfenosu a uchovavani genetické informace a urduji
prubeh biosyntézy bilkovin v burikach Kysela

cast

v' stavebni jednotkou (monomer) je nukleotid
SLOZENI NUKLEOTIDU

— kysela cast
(zbytek H;PO,) Cukerna

cast

— zasadita cast
(purinova nebo pyrimidinova baze)

Cukerna

— cukerna cast - pentosa cast
(B-D-ribofuranosa Ci 2-deoxy-B-D-ribofuranosa)

Cukerna
cast



SLOZKY NUKLEOVYCH KYSELIN

PURINOVE A PYRIMIDINOVE BAZE
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SLOZKY NUKLEOVYCH KYSELIN

CUKERNA SLOZKA - PENTOSA

B-D-ribofuranosa B-2-deoxy-D-ribofuranosa

HO—CH, . OH HO—CH, , OH

OH

U
o

OH OH
RNA




vodikové vazby

- ' mezi dusikatymi
N-glykosidova H bazemi
' = \ )
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cytosin guanin H,C{0—P=0

v : |
fosfodiesterova 0
3'-konec vazba : 5'-konec




Polymerazova retézova reakce

In vitro metoda umoznujici ziskat velké mnozstvi urcitého
useku DNA

probiha v termocykleru
denaturace (naruSeni vodikovych mustku mezi viakny DNA)

hybridizace (annealing, dosednuti primeru — oligonukleotidu
0 délce cca 20 az 30 nukleotidu)

elongace (syntéza novych rfetézcu, DNA polymeraza)

klasicka PCR umoznuje kvalitativni analyza, kvantitativni
analyza pomoci RT-PCR (hodnoceni exprese genu)




PCR (polymerazova retézova reakce)

origanal DNA H 'w' ' /.
1o be replicated s 3 5 - 3 /' \.
» . W L1384010
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DNA primer . 5 3 5
Pl 3 N
ucheotid HHHH
M

o Denaturation at 94-96°C

U Annealing at ~68°C
Elongation atca. 72 °C




