


FIA fluorescencni imunoanalyza
(fluorescence immuno-assay)
CIA chemiluminiscencni imunoanalyza

Znacky pro antigeny a protilatky:
“* radioizotop

* enzym

** fluorescencni sonda

“* luminiscencni sonda

“+ kovove castice (Au nebo Ag)




FIA
Princip: stejny jako RIA a EIA metody
znacku tvori fluorescencni sonda.

Fluorescencni sondy:
v Fluorescein-isothiokyanat (FITC)
v Tetramethyl-rhodamin-isothiokyanat (TMRITC)

Detekce:
v fluorometry
v pocitace fotonU




Luminiscence

exitace atomu pusobenim jiného zareni, elektrony...
a naslednym navratem atomu do zakladniho stavu,
cimz dojde k vyzareni fotonu

fluorescence:

po odstraneni zdroje zareni — zareni vymizi
fluorescence — prechody mezi povolenymi stavy,
nic nebrani vypousténi fotonu jiz za par nanosekund
fosforescence:

po odstranéni zdroje zareni, zareni pokracuje
fosforescence je prechod zakazany, nic vsak fotony
nezadrzi, takze i pri fosforescenci dojde k vyzareni
fotonu, ale nékdy to trva i par minut



druhy luminiscence:
v foto-luminiscence - vyvola foton

v’ elektro- - elektrické pole

v katodo- - proud elektront
v chemi- - chemicka reakce
v bio- - Zivymi organismy
v termo- - tepelné zareni

v radio- - jaderné zareni

v tribo- - pusobenim tlaku
v sono- - zvukem

v mechano- - mechanicky



bioluminiscence


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/Bioluminescencekils.jpg

sekundarni zareni fluorescence a fosforescence

emise

doba:

v fluorescence: 108 —-10>s

v fosforescence 102 s — nékolik dni

slouceniny, které emituji svetlo:
v anorganické soli (soli vzacnych zemin, uranylu)
v organické latky z aromatickymi cykly

napoj tonik

fluorescencni bankovky
barviva
chininsulfat



Absarption r emissin intensity

ztrata energie mezi absorbci a emisi

fluorescencni emisni spektrum
v’ posunuto k vétSim A

(30-50nm) Stokesuv posun
v'je k nému zrcadlové symetrické
fosforescencni emisni spektrum
v  vétSi posun az 200 nm




Zakladni charakteristika fluorescencnich molekul:
» vinova délka maxima absorbcniho (excitacniho) svetla
* vinova délka maxima emisniho svetla
» molarni absorpcni koeficient
» kvantovy vytéezek (pomeéer mezi poctem absorbovanych
a vyzarenych fotonu)
** fluorescencni cas (delka trvani fluorescence po excitaci)
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Vlastnosti nejvyznamnéjsich fluorescencnich sond FIA

Vinova dizka maxima Kvantita- | Fluorescen-
Sonda (v nm) tivny ¢ny cas
absorpcie emisie vytazok (ns)

Fluoresceini-
zotiokyanat —
FITC 7 % 10*
Rodamin B
izotiokyanat
— RBITC 1.2 x 10*
Tetrametylro-
daminizotio-
kyanat —
TMRITC 5 x 10*
Umbeliferony 2 x 10°
Fluoreskamin 6.3 x 10°
2-metoxy-2.4-
~-difenyl-3(2H)-
-furanon —
MDFP 390 480 6.4 x 10°
Porfyriny 400 az 410 | 619 azZ 633
Chlorofyly 430 az 453 | 648 az 669
Fykobilipro- 550 az 620 | 580 az 660 7 x 10°
teiny az24 x 10°




Zdroj excitacniho zareni: laseroveé zdroje

Citlivost FIA: vysoce citliva metoda

ale biologické materialy (proteiny) mohou

v mensi mire fluoreskovat, zvysuje se hodnota
fluorescencniho pozadi.

citlivost 10° az 101> mol.I*!

Pozadavky kladené na fluorencencni sondy:

v'musi mit vysokou intenzitu fluorescence
v'fluorescencni signal musi byt odlisitelny od pozadi
v'vazbou na Ag nebo Ab se nesmi ménit jeji vlastnosti

Specielni fluorescencni sondy:
vzacnych zemin a jejich chelaty
detekce antigenu a protilatek : citlivost: 10-14 mol/l



Struktura nékterych fluorochromu

UMBELIFERON

FLUORESKAMIN




Rozdéleni FIA metod
** heterogenni
“* homogenni



Heterogenni FIA

Volné oznacené Ag nebo Ab
oddelit od vazanych v imunokomplexech.

Separace:
“ separacni FIA - precipitace
- oznaceny reaktant v tuhe
fazi

“*Sendvicoveé techniky v tuhé fazi s oznacenymi Ab
imunofluorometricke analyzy IFMA



Separacni fluoroimunoanalyza (Sep-FIA)

kompetice mezi oznaCenym a neoznacenym Ag
o limitované mnozstvi protilatek.
Nekdy je mozné oznacit i Ab.

Oddéleni imunokomplexu:
v'sekundarni protilatka
siran amonny } malo se pouziva
polyethylenglykol (zvy$uje se fluorescence pozadi)
v'nejcastéji: zakotveni jednoho z reaktantu
na tuhou fazi



tuha faze - mikrocastice
v polysacharidy

v polyakrylamid

v polystyren

v magnetické

Postup:

‘*na castice se navaze reaktant
‘*probéhne reakce

“»castice oddeéli centrifugaci
*zmeéri se fluorescence castic

Vyznam:
komeréni soupravy pro stanoveni léku, hormont



Magnetickeé castice
v polyglutaraldehydové kulicky
s primesi ferofluidu (disperze Fe;O,) a FITC
v' smés niklu obalenych antigenem,
polystyrenem a FITC

separace pomoci magnetického nebo
gravitacniho pole



Imunofluorometricka analyza (IFMA)

Princip:
Stanoveni antigenu:
v na tuhou fazi se imobilizuje primarni protilatka
v' ze vzorku se navazuje specificky antigen
(mikrob, vir, protein, proteohormon)
v mnozstvi navazaného vzorku se kvantifikuje pomoci
oznacené sekundarni protilatky (sendvicova technika).
Stanoveni protilatek: na tuhou fazi se navaze antigen,
ktery ze vzorku vychytava specificke protilatky a ty
se kvantifikuji pomoci antiizotypovych oznacenych
protilatek.
Tuha faze pro IFMA: polyakrylamidove kulicky nebo
disky polymethakrylatu nebo acetatnitratu celulosy.




Homogenni FIA
nevyzaduje oddeéleni volného a vimunokomplexu
vazaného Ag pred merenim fluorescence
vetSinou jsou zalozeny na kompetitivhim principu.

Vyuziti:
v stanoveni Ag o vysoké koncentraci (mg/l)

N 7’y

v stanoveni haptenu (100 x nizSi koncentrace)

Princip:
vazba Ab zpusobi zmény ve fluorescencnich
vlastnostech oznaceneho Ag



Vyuziva se

*+ fluorescencni polarizace

*» zhaseni

“» stupnovani fluorescence (zvysovani)
% excitacni prenos

“* oznaceny substrat



“* Fluorescencneé-polarizacni imunoanalyza (FPIA)

v'kdyz se pouzije na ozareni polarizované svétlo
imituji se také polarizovaneé fotony

v'kdyz se fluorofor navaze na hapten, jeho
nahodné rotace snizuji polarizacni signal.

v'pokud se navaze konjugat na specifickou Ab,
rotace se zpomali, cim se polarizacni signal zesili

jen pro hapteny do 20 kDa

Firma Abbott dodava automaticky fluorimetricky
pristroj na stanoveni ruznych Iékii a hormonti
(kardiotonika, antihistaminika, cytostatika, opiaty, antibiotika)
20 analyz za 10 minut

digoxin (0,2 nug/l)



“» Stupnovani fluorescence
po vazbe Ag na specifickou Ab se fluorescence

zvysuje

fluorescencni sonda: dansylove derivaty
napr. kyselina anilinnaftalensulfonova



< Zhaseni fluorescence
(fluorescence quenching immunoassay)

pouzivaji se fluoresceinové derivaty, jejichz
fluorescence se snizi (zhaseji) po navazani
SpECifiCké Ab (zhaseji po nespecifické konjugaci s proteiny)

- navazuji se na specifické antifluoresceinove protilatky (zhaseni)
- antigen oznaceny FITC reaguje s prislusnou protilatkou

Dvé modifikace:
v FIA s pfrimym zhasenim
v FIA s nepfimym zhasenim




Primé zhaseni:

reaguje hapten nebo Ag oznaceni FITC s Ab

Pro kvantifikaci hapténu (opiaty, antibiotika, hormony)
a pro néekteré kompletni antigeny (Ig a albumin)
reaguje Ag nebo H oznaceny FITC s Ab proti Ag nebo H.

Neprimé zhaseni:

O znaceny antigen soutezi dve protilatky:

jedna Ab je specificka

pro analyzovany Ag a druha je proti FITC

zadny volny Ag: zhaseni je nejmensi

vysoka c Ag: antiFITC reaguji s fluoroforem (zhaseni).
Pouziti ke stanoveni velkych antigenu.




“* Fluorescencni imunoanalyza

s excitacnim prenosem FETIA
(Fluorescence excitation transfer immunoassay)

Dve fluorescencni znacky: FITC a TMRITC

s odlisnou vinovou délkou fluorescence

Jedna znacka oznaceni Ag a druha Ab

FITC ma vinovou délku emise stejnou, jako

je vinova délka excitace TMRITC

V imunokomplexech fluorescenci FITC

pohlcuje TMRITC

Na zaklade fluorescence TMRITC se zjisti konc. Ab
Z pomeéru FITC/TMRITC se urci koncentrace Ag
Pouziti: stanoveni proteint i haptént



“* Fluoroimunoanalyza s oznacenym substratem

SLFIA (substrate labeled fluoroimmunoassay)
Ag se oznaci fluorogenem (dve slozky):
v substrat urcitého enzymu
v prekurzor fluoroforu (schopny fluorescence)

enzym se nachazi v roztoku

Ag znaceny fluorogenem reaguje s Ab

(sterické duvody nedovoli pristup enzymu k fluorogenu
zadna fluorescence)

prida neznaceny Ag = z komplexu se uvolni

znaceny Ag, ke kterému uz ma enzym pristup,

rozstepi fluorogen a vznika fluorescence

fluorogen: galaktosylumbeliferon

enzym: B-galaktosidasa

Pouziti: komercni soupravy pro nizkomolekularni leky
stanoveni nékterych proteint




fluorimetr



Chemiluminiscencni analyza (CIA)

Pri nekterych exergonickych chemickych reakcich
vznika viditelné zareni

meziprodukty nebo konec¢né produkty jsou

v exitovaném stavu, vraceji se do zakladniho
stavu za emise zareni. |

Bioluminiscence

reakce probiha v zivych
organismech

vetsinou ji katalyzuje luciferasa,
ktera rozklada substrat luciferin




Luminiscence
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Chemiluminofory

latka ktera je schopna chemiluminiscence

v luminol } CIA ) , 4
v izoluminol znacka, ktera se meni

v akridinové estery (pri reakci se spotrebovava)
v' aromatické hydrazidy

katalyzatory
v peroxidasa
v luciferasa

znacka, ktera se nemeni

Stupen chemiluminiscence se méri luminometry



Oxidace luminolu a struktura izoluminolu
a akridinovych esteru

WOy o
ALKALICKE
PROSTREDIE

AMINOFTALATOVY
DIANION

AKRIDINOVE ESTERY




Chemiluminiscencni imunoanalyza

znacka: luminol, |z?lum|nol znaéka, ktera se méni
vazba na Ag , haptén nebo Ab

stejné usporadani jako pri heterogenni EIA

Priklad analyzy:

v'oznaci se Ag (luminolem)

v’ heterogenni usporadani

v’ kompetitivni reakce (oznaceny Ag v pritomnosti
neoznacenych standardnich a neznamych mnozstvi Ag)

v oddéli se imunokomplexy

v'reakce s oxidaénim ¢€inidlem (H,O,, alkalické prostredi)

v'vzniklé svétlo se méri na luminometru

Pouziti: pro stanoveni hapténu (hormonii)
Citlivost: srovnatelna s RIA



Luminiscencni technika s Ag v tuhe fazi SPALT
(solid-phase antigen luminescence technique)

v" znacka na Ab

v antigen imobilizace na pevnou fazi (polystyrenové kulicky)
v vznik komplexu

v' prida se oxidacni €inidlo a katalyzator

v vznik luminiscence, méri se luminometry

obmeéna:
Misto specifické Ab se muze chemiluminoforem
znacit i sekundarni Ab (sendvicové usporadani)



Chemiluminiscencni imunoanalyza

znacka: peroxidasa, luciferasa znacka, ktera se
nemeni
Peroxidasa nahrazuje katalyzator a urychluje oxidaci
luminolu peroxidem vodiku na aminoftalatovy dianion.
“* Ag nebo Ab se oznacCi peroxidasou,
ale nezjist'uje se jeho aktivita jako u EIA.
“* Mnozstvi peroxidasou znaceného imunokomplexu se
detekuje (prida se H,O, + luminol)
“* méri intenzita vzniklé chemiluminiscence



Stanoveni ATP

Luciferasa je enzym, ktery katalyzuje bioluminiscenci
svatojanskych musek. V CIA metodach se moc nepouziva,
ale umoznuje citlivé stanoveni ATP:

ATP + luciferin + Mg?* + O, = oxyluciferin+ svétlo
+ ostatni produkty

Pouziti:

v’ primé stanoveni ATP,

v_ uréovani zivotnosti bunék
(ziva bunka, obsahuje ATP)




Luminometr format Orion

fy EAST
PORT

mikrodestickovy, pocita¢ fotonu
moderni fotonasobice

fluoroscan luminoscan
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