na prikladu radioimunoanalyzy inzulinu (3). Za
tento pocin ziskali mnoho védeckych ocenéni,
které se v roce 1977 zavrsilo Nobelovou cenou
pro R. Yalowovou. Vstup imunoanalytickych me-
tod umoznil pomérné jednoduchou a presnou
kvantifikaci latek, které se doposud nedaly sta-
novit, anebo se pouZzivaly metody velmi pracné
améné presné. Imunoanalytické metody se po-
stupné rozsifily za hranice endokrinologie a za-
caly se vyuZivat v biochemii, imunologii a také
v TDM pri stanoveni koncentrace lécivych latek.
Zakladem véech imunoanalytickych metod je
reakce antigenu s protildtkou, z nichZ jedna slozka
(Castéji antigen-léciva latka) je oznacena tak, aby
mohlo dojit k ndsledné identifikaci volné a vazané
frakce. Protilatky jsou imunoglobuliny, které vy-
kazuiji specifickou vazebnou aktivitu k antigenu,
proti kterému byly pfipraveny. Protoze Ié¢iva patff
mezi nizkomolekuldrnf 1atky (tzv. hapteny), mo-
hou vyvolat imunitni reakci a tvorbu protildtek jen
kdyZ jsou navazéany na bilkovinny nosic. Protilatky
mohou byt polyklonalini nebo monoklonalnf
a jejich kvalita vyznamné ovliviiuje specificitu
a selektivitu imunoanalytickych metod.
Imunoanalytické metody se v podstaté délf
na heterogenni a homogenni podle toho, zda
se musi pfed vlastnim méfenim vézana a volna
frakce antigenu oddélit (heterogenni), anebo
zda separace vazaného imunokomplexu nenf
nutna a cely proces probéhne tzv. v jedné zku-
mavce (homogenni). Déle se déli na kompeti-
tivni (kdy dochézi k soutézi o protildtku/antigen)
a nekompetitivni s protildtkou/antigenem v nad-
bytku vétsinou navdzanou na vhodny nosic.
Kvantifikace dané latky je pak umoznéna bud
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méfenim koncentrace oznaceného imunokom-
plexu, ktery vznikd v rovnovéze mezi znacenym
a neznacenym antigenem nebo stanovenim
koncentrace volného znaceného antigenu.
V obou pfipadech se jednd o nelinedrni zavislost.

Mezi prvni imunoanalytické metody patfila
radioimonoanalyza (Radioimmunoassay RIA), kdy
se k oznaceni antigenu/protilatky pouzival radio-
nuklid, pfedevsim jod 125 nebo jod 131. Pozdéji se
hledal jiny zplsob znacen, ktery by méné zatézo-
val Zivotni prostredi nez radioizotopy. Vznikly prvni
enzymoimunoanalyzy (Enzymoimmunoassay EIA),
které k oznaceni antigenu nebo protilatky pouzi-
valy enzymy jako je alkalickd fosfataza, kfenova
peroxiddza, beta-galaktozidaza, glukézo-6-fosfat
dehydrogendza apod. Mezi prvnimi byla hete-
rogenni kompetitivni enzymové imunoanalyza
ELISA s enzymem peroxidédzou (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), kde se detekce imuno-
komplexu provadéla fotometricky za vzniku barev-
ného produktu. Mezi daldf heterogenniimunoana-
lyzy patfi enzymova analyza na mikrocasticich
(Microparticle Enzyme Immunoassay, MEIA) ktera
pouzivala ke znacent alkalickou fosfatazu a k detek-
ci fluorescen¢ni methylumbelliferon.

Déle se vyvijely predevsim homogenni kom-
petitivni enzymové imunoanalyzy jako EMIT
(Enzyme Multiplied Immunoassy Technique)
s glukézo-6-fosfat dehydrogendzou, kde se spek-
trofotometricky v UV oblasti detekovala ménici
se koncentrace NADH. Dalsi homogenni imu-
noanalyzou byla v analytice |ékd pomémé rozsi-
fend polariza¢ni fluoroimunoanalyza (Polarisation
Fluorescence Immunoassay FPIA) s beta galak-
toziddzou a s fluoresceinem. Méfila se zména
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v polarizaci emitované fluorescence po vytvorenf
imunokomplexu (4).

K dalsim vyznamnym imunoanalytickym
metoddm na stanoven( 1ékd patfi metody lu-
miniscencni (Luminiscence Immunoassay LIA),
které mohou pracovat na principu chemilumi-
niscence nebo elektrochemiluminiscence. Mezi
prvnityp patii heterogenni chemiluminiscencnfi
imunoanalyza (Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay, CMIA), kde je antigen oznaceny
akridinium esterem a protildtka je vdzdna na pa-
ramagnetické ¢astice v pevné fazi. Méfi se kvan-
titativni mnoZstvi svétla emitovaného béhem
oxidace peroxidu vodiku v alkalickém prostredi.
Dalsim typem je elektrochemiluminiscencniimu-
noanalyza (Electro-chemiluminescence immu-
noassay ECLIA). Antigen je oznacen rutheniovym
komplexem a protildtka je obvykle vdzéna na
mikrocastice, které se zachyti na povrchu elektro-
dy. Po vlozeni napéti na elektrodu dochdzi k emisi
svétla, kterd je Umeérna koncentraci analytu (5).

V soucasnosti patfi mezi rozsifené imu-
noanalytické metody takové, které vyuzivaji
k detekci imunokomplexu nefelometrii nebo
turbidimetrii.

Imunoanalytické metody se ¢asto pouzivaji
pro rutinnf stanoveni koncentrace lé¢iv vzhledem
k moznosti automatizace, rychlostianalyzy a velké
prlichodnosti vzorkU. Soupravy cinidel spolu s pfi-
strojovou technikou (@utomatickymi analyzatory)
jsou dodavény celou fadou firem predevsim pro
nejcasteji monitorované léky, jako jsou antiepi-
leptika prvni a druhé generace, digoxin, teofylin,
vankomycin, aminoglykosidova antibiotika a imu-

nosupresiva.

latka Fotometrie Fluorescence Luminiscence Imuno turbidimetrie HPLC LC-MS/MS
digoxin 21 214 122

gentamicin 28 20 47 143

teofylin 19 15 47 104 4

kofein 10

karbamazepin 28 15 78 106 9

ethosuximid 44 19
fenobarbital 15 34 69 32

fenytoin 18 45 71 27

primidon 44 17
valproat 98 20 89 89

cyklosporin A 7 13 57
takrolimus 95 61
sirolimus 29 63
everolimus 5 9 64

Udaje z prvniho cyklu EHK RfB (Referninstitut fur Bioanalytik) pro rok 2019 CS1/19 a AK1/19. V tabulce je uveden piehled pouzivanych metod a pocty analyz pro jednotlivé Iécivé Idtky.

Zastoupeni jednotlivych firem: Fotomerie (Roche, Becman Coulter, Siemens), Fluorescence (Roche), Luminiscence (Abbot, Roche, Siemens), Imunoturbidimentrie (Abbot, Bec-
man Coulter, Roche, Siemens), HPLC (Chromsystems, Recipe, viastni), LC.MS/MS (Chromsystems, Recipe, vlastni)
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