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SOUHRN

Edukaéni publikace se zabyva v prvni ¢asti vyuzitim Sipl v imunochemii pro mikroanalyzu. Je uveden prehled podklado-
vych materidlll a znacek, jakoz i senzitivita jednotlivych technologif. Vysvétiuje se mozZnost imobilizace a detekce proteind
pomoci planarniho vinovodu. Ukazuje se pouzivani Cipl pri paralelni kompetitivni imunoanalyze, sendvicové imunoanalyze
a fluorescencni imunoanalyze na mikrokulickach. Druha ¢ast je vénovana kapilarni elektroforéze a jejimu vyuZziti k separaci
po kompetitivni a nekompetitivni homogenni imunoanalyze, a heterogenni imunoanalyze. Diskutuji se moznosti detekce
analytu jako laserem indukovana fluorescence, enzymoveé znacky, chemiluminiscence, ampérometrie, UV/VIS absorbance,
hmotnostni spektrometrie a povrchova plazmonova rezonance.

Klicova slova: Cip, paralelni kompetitivni imunoanalyza, sendvi¢ova imunoanalyza, homogenni CE imunoanalyza, hetero-
genni CE imunoanalyza.

SUMMARY

Stern P.: Chips and Capillary Electrophoresis Based Inmunoassays

The first part of the educational article covers chip application for microarray in immunochemistry. An outline of surface che-
mistries and labelings is presented, as well as the sensitivity of various technologies. Protein immobilization and detection
using planar waveguide technology is clarified. Chip applications are shown in parallel competitive immunoassay, sandwich
immunoassay and fluorescent microsphere immunoassay. The second part covers capillary electrophoresis and its use
for separation after competitive and non-competitive homogeneous immunoassay or heterogeneous immunoassay. The
following possibilities of analyte detection are discussed: laser-induced fluorescence, enzyme labels, chemiluminiscence,
amperometry, UV/VIS absorbance, mass spectrometry and surface plasmon resonance.

Keywords: chip, parallel competitive immunoassay, sandwich immunoassay, homogeneous CE immunoassay, heteroge-

neous CE immunoassay.

Imunoanalytické Cipy

Provedeni mikroanalyz v imunochemii je mnohem
vétsi rozmanitosti proteind [1]. Mikroanalyza protilatek
(Abs) ma dosud omezenou Uspésnost, protoze vyzadu-
je vysoce citlivy detekéni systém a déimysiny zpUsob
imobilizace. Nicméné je ekonomicky velmi vyhodna,
protoze vyzaduje jen velmi malda mnoZstvi reaktantd.

Reakéni kinetika mikroteCek proteind neprobiha
zcela podle teorie, nebot kinetika Ab velmi zavisi na
proudéni hmoty k reakCnimu bodu. To zahrnuje nejen
pohyb antigenu (Ag) roztokem, ale také po povrchu pev-
né faze. Komplikace u piipravy ¢ipl zplsobuji: rozdiné
biofyzikalni a chemické vlastnosti proteind, omezena
chemicka stabilita proteind a jejich nepredvidatelné
vlastnosti po imobilizaci. Pro pfipravu ¢ipt je k dispozici
mnoho technologii, které pouzivaji epoxysilan [2], alde-
hydsilan, aminosilan, poly-L-lysin, polyakrylamid [3, 4],
hydrogely [5, 6], nebo riizné potazené membrany [3, 4,
7] Ci malé pricné propojené sklenéné destiCky [2]. Jako
znacky se prevazné pouzivaji cyaniny (Cy3 a Cyb — Cis-
lice oznacuji pocet methioninovych &lankt mezi dvéma
substituovanym indoly) [8] nebo hapteny se streptavi-
din-biotinovou kotvou [9].

Vyznamného pokroku bylo dosazeno pfi imobilizaci
protein’ a jejich detekci s vyuzitim planarniho vinovo-
du. PIné automatizovany systém mikroanalyzy protein(
(na formatu klasické mikrotitracni desticky) umoznuje

detekci excitovanych molekul jen v bezprostrednim oko-
Il povrchu, atim se zvysi intenzita signalu stonasobné
[10]. Kimobilizaci se pouziva specialini monomolekularni
vrstva, zviasté odolna vici adsorpci. Tak Ize detekovat
koncentrace 1 — 10 ng/l. Princip technologie je nasle-
dujici [10]: laserové svétlo dopada na miizku tvorfenou
filmem o tloustce 150 nm z vysoce reflexniho materialu
(Ta,0,), fixovaného na prihledné sklenéné podlozce. Ve
sméru Sifeni svétla vinovodem se vytvori na povrchu sil-
né nestalé pole, které méa omezenou hloubku priiniku na
200 nm v0ci priléhajicimu prostredi. VSechny molekuly,
které jsou na ploSe jedné mikroanalyzy umistény uvnitf
tohoto nestalého pole, jsou excitovany soucasné (napf.
na plose 35 mm?) a vizualizovany CCD (charge-coupled
device, tj. zafizeni s vazanymi naboji) kamerou. Pouze
fluorofory na povrchu jsou excitovany pfi 635, 532 nebo
492 nm (a emituji fluorescenci), zatimco ve zbytku média
se excitace neprojevi.

Pri rozvoji Ab mikroanalyzy se objevily nékteré prekazky
[1]. VSechny povrchy poskytuiji srovnatelny signal pfi vyso-
ké koncentraci tecek a inkubaci 30 min, pricemz optimal-
ni koncentrace pro nanaseni je 400 mg Ag/l nebo i méne.
Je-li inkubace prodiouzena na 2,5 h, jsou ale vysledky
rozdiiné. Nejvyssi citlivosti bylo dosazeno na epoxysilano-
vych destickach, kdy byl detekéni limit 10 amol Ab/bod.
Senzitivitu analyzy ovliviiji [11]: inkubacni doba, velikost
teCky, hustota vazebnych mist, Ucinnost michani, geo-
metrie inkubacni komtirky a objem vzorku. K dosazeni
termodynamické rovnovahy pfi vS8ech koncentracich
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analytl je zapotiebi 100 — 400 h, takze pfi typickém pro-
vedeni mikroanalyzy s kratkou inkubaci a bez michani se
zmensuje intenzita signalu 300x. | pfi optimalni inkubaci
Ab (s préimémou afinitou) mtize klesnout reakéni rychlost
ve srovnani s idedlnimi podminkami az 160x, ale ucinné
michani mdze zvednout reakéni rychlost az 40x. Snizent
signdlu viivem usporadani mikroanalyzy mdze byt 100 az
10000x ve srovnani s idealnim provedenim. Adsorpce Ab
zavisi na elektrostatickych a Van der Waalsovych silach,
vodikovych mistcich a hydrofobnich vazbach.

Senzitivita mdze byt definovana bud jako mira zmé-
ny odezvy na malou zménu podnétu [12] a predpoklada
se, Zze metody s vetsi strmosti odezvy, nebo vySsi pres-
nosti jsou pfi urcité koncentraci citlivéjsi, nez ty, které
tita podnétu, ktera mdze byt rozliSena s danym stupném
spolehlivosti [13] a neuvazuje se presnost méreni, ale
pouze detekeni limit (LOD). LOD je definovan pro uréitou
matrici jako dvojnasobek vysky signalu proti Sumu vzhle-
dem k nulové linii. Pri mikroanalyzach se obvykle pouziva
posledné uvedena definice.

Vybér vhodného povrchu pro mikroanalyzy Abs je
komplikovan tim, ze se neuvazuji vSechny fyzikalng-
chemické aspekty imobilizace [1]. VétSina publikaci
uvadi LOD jako nejmensi mnozstvi zjisténého Ag nebo
Ab (Tabulka 1.).

Pri vysoké nebo nizké koncentraci Ab v reakénim
poli jsou velmi rozdilné: stabilita Ab, dostupnost vazeb-
nych mist a poCet molekul specifické Ab. PFi nizké kon-
centraci Ab je kineticky mechanismus vzniku signalu
vyrazné ovlivnén dvourozmeérnou difuzi.

Mnozstvi detekovanych molekul je pfimo umérmé kva-
dratu prdméru reakénino mista, napr. pii priméru 30 um
je 100x nizsi nez pri prdméru 300 pm. Relativni odezva
na velmi nizké koncentrace mtize byt vyssi, nez relativni
intenzita signdlu pfi vysoké koncentraci analytu. Mimoto
nespecificka adsorpce proteind méni reakeni kinetiku.
V soucCasnosti se nejvice pouzivaji hydrogelové destiCky.

Trojrozmérné imobilizacni postupy nejsou pfi mikro-
analyze tak vyhodné, jak se predpokladalo. PFi tomto
zplsobu imobilizace Ag se brani difuzi Ab [14], takZze
dostupna povrchova koncentrace je nizka (~100 mg/l)
a ziskany signal je 100x slabsi. Difuze je také hlavnim
problémem, pro¢ ipfi poloméru mikroteCky 10 pm
amoznosti skeneru detekovat 0,05-0,5 cyaninovych
molekul na pm? nejsou vysledky tak dobré, jak byly dle
teorie vypocteny (tj. detekce 10® — 10"° mol) — v labo-
ratorni praxi jsou 0 2 — 3 rady horsi.

Cipy se mohou vyuzivat pro paralelni kompetitiv-
ni analyzu [15], ato bud s pfimym znacenim, nebo
se méreni provadi nepfimo (obr. 1). Pro pfimé znaCeni
se pouzivaji indokarbocyaninova znacka Cy3 (excita-

Table 1. Development of different surface chemistries for antibody microarray purposes.

Surface Detection LOD Array Sample
Ni>*-coated, silane, Cy labeling From 90 nmol/I Single chain Fv Ab Antigens
FAST™ to 400 fmol/I fragments
Glutaraldehyde, Chemiluminescent 1-100 pg/I Anti-lgG lgG
silane, dextrane sandwich
FAST, epoxy-, alde- Sandwich: biotinylated | 10 ng/I Anticytokines Abs Cytokines mixture
hyde-, aminosilane, Ab/streptavidin-Cy5
poly-L-lysine
Macro-/nanoporous Fluorescein isothiocy- | 70 pmol/I Anti-IgG lgG
silicon anate
Protein—acrylamide Autofluorescence, 80 pg/mm? Glutathione Antigens
hydrogel chemiluminescent S-transferase green

sandwich fluorescent protein
FAST Cy labeling 3.6-0.7 pmol/spot His-tagged proteins Anti-His antibody
and polyacrylamide
FAST, poly-L-lysine, Chemiluminescent 8-40 fg/spot IgG Anti-lgG
aldehyde sandwich
Poly-L-lysine, supra- Cy labeling 6.25 pg/spot IgG Anti-lgG
aldehyde
Complex copolymer Cy labeling and Anti-lgG -54 and IgG Anti-lgG and serum

commercial slides

coating fluorescent Sandwich | serum -900 amol/spot

Self-assembled Cy labeling 3 fmol/spot Biotinylated Antigens
monolayer: biotin/ recombinant Ab

streptavidin fragments

11 different Cy labeling 1-2 fmol/spot Mono-, polyclonal Abs | Antigens
commercial and

homemade slides

16 different Cy labeling 1 ng/l Mono-, polyclonal Abs | Antigen mixture
commercial and

homemade slides

Eight different Cy labeling ~100 amol/spot Mono-, polyclonal Abs | Antigens
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ce 550 nm, emise 570 nm) nebo indokarbodicyanino-
va znacka Cy5 (excitace 650 nm, emise 670 nm). Pro
nepfimé méreni se pouzivaji jako znacky napf. biotin
a digoxigenin, na které se pak pres Ab navazi fluores-
kujici cyaniny Cy3, resp. Cy5. Hlavni pfednosti para-
lelni kompetitivni analyzy je to, ze pro kazdé detekéni
pole Ize pouzit stovky Abs; méfeni ma linearni odezvu
a dynamicky rozsah [16]. Paralelni detekce umozniuje
soucasné mefeni neznamého a referencniho vzorku,
a tim se eliminuji rozdily ve schopnosti zachytu Ab mezi
jednotlivymi mikrotecSkami. Nevyhodou tohoto postupu
je nizdi specifita a senzitivita a také moznost ovlivnéni

interakce Ab s Ag znackou.

«— Biotin

Labeled-based

Cy5 Cy3
Digoxigenin—p-

Protein —p

Direct labeling Indirect detection

Fig. 1. Antibody microassay format

Pri sendvi¢ové imunoanalyze [15] ukotvena Ab
vaze neznaceny Ag a k detekci se pouziva jina Ab, kte-
ra je oznacena (obr. 2). Kromé bézné zesilené luminis-
cence se mohou pouzit i jiné metody jako amplifikace
otacivou kruznici, rozptyl svétla rezonanci, nebo ampli-
fikace tyramidového signdlu Ci biotin-streptavidinova
kotva s navazanym fluoroforem Cy3.

Sandvich K

rolling circle amplification
resonance light scattering

@ = enhancened chemiluminiscence
tyramide signal amplification
biotin-streptavidin-Cy3

Fig. 2. Antibody microassay format

Dvojbarevna izotermni amplifikace otacivou kruz-
nici [17] se pouziva k detekci méné Gastych proteind
a dosahuje citlivosti Fadove fmol. K zesileni signélu se
na druhou Ab navaze oligonukleotidovy primer obsa-
huijici fluorofory a na ngj se hybridizuje kruznice DNA.
Pri otaCeni kruznice dochazi v pfitomnosti DNA-poly-
merézy a nukleotid( k replikaci fluoroforu do kruznice
DNA, a tim k zesileni signalu.

K rozptylu svétla rezonanci [18] dochazi na extrém-
né zarivych ¢asteckach koloidniho zlata (prdmér 78
nm), které jsou potazeny Ab v{ci biotinu.

Amplifikace tyramidového signdlu [19] probiha pfi
ELISA usporadani tak, ze druha Ab je biotinylovana
a reaguje se streptavidinem, ktery ma jako znacku kre-
novou peroxidazu (HRP). Nasledné dochazi k amplifi-
kaci biotinu pomoci biotinyltyramidu. Pfitom dochazi
k navazani biotinu na vSechna mista, kde se nachazi
protein druhé Ab (tyramid se vaze s proteinovym tyro-
sinem). V posledni fazi se navaze streptavidin s fluoro-
forem Cy3 a provede se detekce vertikalnim fluorime-
trem.

Specifita je v sendviCovém usporadani vySsi, pro-
toze kazdy Ag miZe byt detekovan dvéma epitopy,
a také se dosahuje vyssi senzitivity, nebot vliv pozadi
je omezen. V kazdém policku mize byt detekovan jen
jeden vzorek (nelze pouzit referenci) a vzhledem ke
vzajemné interakci Abs je jejich po&et omezen na 30
az 50. Odezva signalu pfi méreni je sigmoidalni a niko-
liv linearni — kalibraéni kfivka je nutna.

Fluorescenéni imunoanalyza na mikroku-
lickach (FMIA) je technika, kterd pouziva spekt-
roskopicky rozliSitelné fluoreskujici polystyrenové
mikrokulicky k paralelni analyze az 100 latek (obvyk-
le jen 10) z jednoho vzorku [20]. Kazda mikrokulic-
ka je konjugovana s unikatnim Ag nebo Ab, navaze
se na vzorek, a na Sipu umoznuje detekci v misté
imunoreakce [21], tj. vjamce mikrotitracni destic-
ky. Detekce se provadi prdtokovym cytometrem.
Mikrokulicky jsou oznaCeny barvivy fluoreskujicimi
Cervené aoranzové [22]. Pomér téchto barviv je
identifikatorem mnozstvi analytu imobilizovaného na
povrchu mikrokulicky. DalSi detektor méfi zelenou
fluorescenci, ktera odpovida celkovému mnozstvi
prfitomného analytu [23]. Dosahovana senzitivita je
v ng/l, ale tento postup vyzaduje dlouhy inkubacni
Cas (2 h a vice).

Dals§im postupem je imunoanalyza na Cipu
s postupnym nastfikem k Cinidlu, resp. vzorku. To se
provadi tak, ze magnetické kuliCky jsou na pocatku
postupné nastiiknuté na Cip k ¢inidldm a vzorku, kde
jsou imobilizovany permanentnim magnetem [24].
Magnetické kuliCky zabranuji mozné agregaci pfi
imunoreakci.

Kapilarni elektroforéza (CE)

Pri tomto postupu se pracuje s malym mnozstvim
vzorku a kombinuje se ucinnost arychlost CE se
selektivitou Ab jako vazebného cCinidla — tato skupi-
na metod se oznacuije také jako afinitni kapilarni elek-
troforéza. VétSina imunoanalyz v minulosti pouzivala
homogenni usporadani s moznosti bud kompetitivni-
ho, nebo nekompetitivniho vytvoreni vazby. PFi téchto
postupech jsou pouzivany roztoky Ag i Ab. Nejbéznégj-
§i znackou byl fluorofor, ale aplikoval se také enzym.
Pozdéji se zaCalo pouzivat i heterogenni usporada-
ni, kdy byla imobilizovana Ab nebo Ag na podlozce.
K selektivni izolaci analytu dochazi jeSté pred CE.
K detekci Ize pouzit rizné principy [25] jako fluores-
cence, absorbance v ultrafialové (UV) nebo viditelné
(VIS) oblasti, chemiluminiscence, elektrochemické
detekce, hmotnostni spektrometrie (MS) nebo povr-
chové plazmonové rezonance.

CE imunoanalyzy maji vici konvenénim imunoana-
lyzam dvé vyhody, a to snadnou automatizaci a relativ-
né rychlou separaci Ab, Ag nebo komplext Ag-Ab [26].
Navic je zapotfebi jen velmi malé [27] nebo stopové
mnozstvi vzorku (< 0,1 pl). CE umoznuje také paralelni
stanoveni vice analyt(. Nevyhodou je, Ze imunoreakce
probiha volné v roztoku, a tak je priichodnost systé-
mem pomalejsi nez u metod ELISA. DalSi nevyhodou je

Klinicka biochemie a metabolismus 2/2016

59



vy$Si mez detekce, protoze pri reakci v roztoku nemiize
dochdzet k lokdlnimu zahusténi reaktantu, k jakému
dochdzi na pevné fazi v postupu ELISA.

Homogenni kompetitivni CE imunoanalyzy [25]
maji prvni krok postupu spole¢ny s konvencnimi imuno-
analyzami, tj. znaCeny a neznaceny Ag soutézi o ome-
zeny pocet vazebnych mist Ab. Pak dochazi k separaci
CE (obr. 3), a znaceny Ag se detekuje bud jako volny
(signdl je pfimo umeérny koncentraci stanovovaného
Ag), anebo vazany v imunokomplexu (signal je nepfimo
umeémy koncentraci stanovovaného Ag). Tento postup
je v soucasnosti nejpouzivangjs§i CE imunoanalyzou.
LOD zavisi hlavné na tfech faktorech [28]: koncentra-
ci vazebnych mist Ab, koncentraci znateného Ag a na
afinité Ab k Ag. Optimalni pomér Ab ke znaCenému Ag
je 1:2. Pochopitelné Ab s vysokou rovnovaznou asoci-
acni konstantou (napr. 10'> mol) je U&inngjsi, nez Ab
s niz8i afinitou. Za vyhodu se povazuje, jsou-li srovna-
telné velikosti vazebnych konstant Ab ke stanovova-
nému Ag a Ab ke znaCenému Ag. Matrice vzorku by
neméla mit nepfiznivy vliv na detekci znacky. Separace
volného a vazaného znaCeného Ag je v kompetitivnim
usporadani snadngjsi, nez v konfiguraci nekompetitivni,
zejména kdyz se jedna o hapten. Znaceni Ag je také
snadnéjsi nez u Ab. Nekompetitivni usporadani ma ale
také své vyhody, napt. nizsi LOD, Sirsi dynamicky roz-
sah méreni, a snadnéjsi rozliSeni interferuijicich latek.

Y, v3 Yy Y $ 3

3 — + ¢,
viv Vv 5

Y= Ab

Fig. 3. Use CE to separate and detect bound vs. non-bound
labeled Ag

Nekompetitivni CE imunoanalyzy (CE s afinitni
sondou) [25] jsou zahdjeny imunoreakci mezi prebyt-
kem znaCené Ab nebo F_ fragmentu a stanovovanym
Ag. Nasledné probéhne CE separace volné znacené Ab,
resp. znaCeného Fab fragmentu, a jejich imunokomplexu
s Ag (obr. 4) na zakladé rozdiiné elektroforetické mobility.
Dosazeny LOD je 1 pmol/l pro CA 125 [29]. Separace CE
probéhne za 4 min, véetné detekce zableskovou chemilu-
miniscenci, ale zahajovaci imunoreakce az za 2 h. PouZitl
velkého prebytku znacené Ab sice urychli imunoreakdi,
ale soucasné zwysi pravdépodobnost nespecifické inter-
akce (zvySuje LOD) a také nepiiznivé ovlivni cenu analyzy.
LOD zavisi na specifité Ab, odezvé detektoru na pouZzitou
znacku a zejména na vazebné konstanté Ag-Ab (mimo-
to znaCka nesmi byt blizko vazebného mista imunoreak-
tant()). Postup nelze pouZit pii nedostate¢ném rozdilu ve
velikosti a naboji mezi znaCenou Ab a imunokomplexem,
protoZe separace CE neni efektivni.

Nekompetitivni CE imunoanalyzu Ize modifikovat
ke stanoveni Ab nebo F_ fragmentu jestlize zahajova-
ci imunoreakce probéhne s prebytkem znaceného Ag.
Nasledna CE separace pak oddéli znaceny Ag od imu-
nokomplexu.

@ = Ag t = Labeled Ag

yYyy ¥

Yy y .
Yy ¥ T G

Yy yy

Y = Labeled Ab @ = Ag

Fig. 4. Use CE to separate and detect bound vs. non-bound
labeled Ab

Ztratu aktivity Ab pfi vazbé znacky Ize minimalizovat
pouzitim afinitni chromatografie k ochrané parato-
pu [30]. Prebytek Ag se ukotvi na podlozku a pfida se
cilova Ab. Ve tfetim kroku se navaze prebytek znac-
ky (napf. Cyb), pricemz je paratop Ab stericky chra-
nén. Nakonec se elucnim pufrem prerusi vazba mezi
Ag a znaCenou Ab a provede se jeji izolace (obr. 5).
Znacena Ab je pak k dispozici pro nekompetitivni CE
imunoanalyzu.

Immobilize Ag on the solid phase

T - see — D

e.g. Ovalbumin

Apply Ab to the solid phase

N+YYY —)

Label Ab while it is bound to the solid phase

— ada

+ 44+

e.g. Cy5
Elute and take off labeled Ab

()
@ Elution
L Buffer

Fig. 5. Affinity protection chromatography

Pri nekompetitivni CE imunoanalyze je Zadouci,
aby mél volny reaktant (podle usporadani znacena Ab
nebo znaceny Ag) homogenni elektroforetickou mobili-
tu a migroval jako jediny Uzky pik pfi separaci CE. Tim
by se snadno odlisil od piku imunokomplexu. Tak se
nechovaji polyklonalni Ab, a proto je vyhodnéjsi pouzit
monoklonalni Ab, nebo jesté Iépe jen jeden fetézec
variabilniho fragmentu. Pouzita znacka musi poskyto-
vat signal pfi jiné vinové délce nez reaktanty a tento sig-
nal nesmi byt zesilovan ani zeslabovan matrici vzorku.

Heterogenni imunoanalyzy jsou hybridni techni-
ky, kdy se kombinuje afinitni nebo imunoafinitni chro-
matografie s CE nebo elektrochromatografii.

Pro stanoveni strukturné podobnych antigend Ize
pouzit postup, kdy jsou antigeny navazany na odpo-
vidajici Abs (nesmi mit vysokou afinitu), imobilizované
na pevné fazi (napf. jednoucelovém disku ze skleng-
nych vlaken). V nasledném kroku jsou antigeny uvol-
nény a separovany CE. Ab miZe byt také zakotvena
v kapilare a vazba cilového Ag s nasledujicim uvolné-
nim a separaci CE mUZe byt provedena az 25x [31],
bez ztraty aktivity Ab. Optimaini prebytek Ab vici Ag
je 15:1.

Pri stanoveni Ag se po imunoreakci s prebytkem
znaCené Ab provede ukotveni volné znacené Ab na
pevnou fazi, potazenou Ag a imunokomplex se sepa-
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ruje CE (obr. 6). Metoda je uzite€na zejména pro stano-
veni haptend, kdy je rozdil mezi elektroforetickou mobi-
litou imunokomplexu a volné Ab maly [25]. V nékterych
pfipadech musi byt zakotveny Ag derivatizovan, aby byl
dostatecné reaktivni pro zachyt Ab. Hapteny musi byt
nekdy upevnéné na podlozce pres distanéni raminko,
aby k nim méla Ab vyhovuijici pfistup. Proces imobiliza-
ce nesmi interferovat pfi reakci Ag s Ab. Imobilizovany
Ag musi byt vici Ab v dostateéném prebytku.

] @
| AAR'A

e @
A
@ 0] +*
Yo Y Y

o @
A

-

Y;. = Laveled Ab
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Fig. 6. Heterogeneous method of separating

Fluorescenéni detekce ma radu variant. Jednou
z nejbéznéjSich metod je laserem indukovana fluo-
rescence (LIF). Timto postupem Ize v nékterych pfi-
padech detekovat i jednotlivé molekuly (1024 mol) [25].
Znacka muze byt vazana jak na Ag, tak na Ab. Nevyho-
dou LIF (a obecné vSech ultracitlivych metod) je velky
Sum pozadi (Rayleighlv a Ramantyv rozptyl) a fluores-
kujici necistoty z rozpoustédel.

Fluorofory jsou nejvice pouzivané znacCky v CE
imunoanalyze. Tyto znacky musi poskytovat vysoky
kvantovy wytézek, jejich konjugace s cilovou moleku-
lou probiha za mirmych podminek, vysledny konjugat je
stabilni a schopny nasledné imunoreakce.

Nejbeézngjsim fluorochromem je fluorescein a jeho
derivaty, ale pouziva se také Cy5 nebo tetramethylrho-
damin ajiné [25]. Ddvodem pro Siroké pouZiti fluores-
ceinu je jeho excitani vinova délka 488 — 495 nm, ktera
se kryje s emisni vinovou délkou argonového laseru 488
nm. To je vyhodné pro LIF. Fluorescein ma za ideélnich
podminek kvantovy vytézek az 0,75; ale roztok s pH < 7
zhasina polovinu uvedené fluorescence. Barvivo Cyb ma
relativné nizky Sum pozadi jak v excitacnim (600 — 900
nm), tak v emisnim spektru (blizka IR oblast). Nevyhodou
je nizky kvantovy vytézek a tendence k agregaci ve vod-
ném roztoku, coz snizuje fluorescenci. Tetramethylrho-
damin umoznuje pouzit pro LIF jak argonovy (488 nm),
tak He-Ne laser (546 nm); ale v druhém pfipadeé je pro-
blémem Uzky Stokestv posun 21 nm.

Enzymové znacky se rovnéz Casto pouzivaji v CE
imunoanalyze. Pri vybéru znacky se voli enzym s vyso-
kym Cislem pfemény. Substrat pro enzymovou reak-
ci by mél byt relativné staly a snadno preveditelny na
produkt umoznuijici maximalni citlivost metody. Enzym
by mél byt stabilni béhem analytické reakce, snadno
detekovatelny, a jeho vyskyt ve zkoumaném vzorku by
mél byt zanedbatelny. Idedlni je Cisty enzym dostupny
za nizkou cenu v homogenni forme.

Vétsinu téchto pozadavkl splfiuje kienova peroxi-
daza (HRP), ktera se nejvice pouziva jako znacka v CE
imunoanalyze [25]. Obvykle se méfi absorbance reakdé-
niho produktu, ale k detekci Ize pouzit i chemiluminis-
cence nebo ampérometrie. V menSim rozsahu se jako
znaCky pouzivaji mikroperoxidazy, a to jak mikroperoxi-
daza-8, tak mikroperoxidaza-11. Obé& mikroperoxidazy

se ziskavaji hydrolyzou cytochromu ¢, a katalyzuiji reak-
ce, pfi kterych se uplatiuje oxidace peroxidem vodiku.

Chemiluminiscence ma nékolik vyhod: chemilu-
miniscenc¢ni reakce je rychlda, méa nizky LOD (10" mol)
[32] a nizky Sum pozadi. NejvétSim omezenim pouziti
této metody je nutnost pripojeni iniciatniho reaktoru
chemiluminiscence za CE. Kromé toho je potfebna
optimalizace koncentrace chemiluminiscencnich reak-
tant(. Bézné se pouziva reakce luminolu s HRP zna¢-
kou a signél ve VIS oblasti mUze byt zesilovacem (napr.
4-j6dfenol) znasoben tak, ze se LOD snizi az 1000x.
K chemiluminiscenci Ize pouzit také reakci izoluminol
izothiokyanatu s mikroperoxidazou [25].

Elektrochemicka detekce ma nékolik prednosti
v0¢i ostatnim technikam, pouzivanym pii CE imunoana-
lyze. Tento postup se snadno kombinuje s CE, je levny,
selektivni a citlivy. Elektrochemicka detekce vyzaduje
znaCku, ktera se snadno oxiduje nebo redukuje. Mefi
se zmeéna proudu pfi konstantnim napéti. Selektivita se
dosahuje nastavenim optimalniho potencialu. Dalsi zvy-
Seni selektivity se dosahne pfi pouziti chemicky modifi-
kované elektrody [33], nebo nékolika rliznych elektrod.
Jako oxidujici znaCka se pouziva napf. HRP pro sub-
strat tetramethylbenzidin, a produkt je pak redukovan
na uhlikové elektrodé.

UV/VIS absorbance je bézna nedestruktivni meto-
da pfi CE. Jeji nevyhodou je pomeérné nizka senzitivi-
ta ve srovnani s LIF. Stanovovany analyt nebo znad-
ka musi obsahovat chromofor s dostatecné vysokou
molarni absorptivitou pfi monitorované vinové délce.

Hmotnostni spektrometrie vyzaduje takovou Upra-
koncentraci soli, aby se nemohly usazovat ve spektrome-
tru, napf. v trysce pfi elektrospreji. Limitované mnozstvi
vzorku, které se pfi MS pouziva, nedovoluje dosahnout
nizky LOD, nicméng Ize takto jednoznacné urcit analyt.
MS detekce je vyhodna pfi stanoveni latek s podobnou
elektroforetickou mobilitou, napf. derivaty kodeinu v modi
[34]. Jednotlivé antigeny Ize stanovit z poméru hmotnosti
a naboje (M/z) jim odpovidajicich iontd.

Povrchova plazmonova rezonance je technika,
pfi které se sleduje zména indexu lomu v ase na kovo-
vém povrchu (Au) pfi adsorpci velkych molekul po CE
(napf. LOD pro IgG je 2 fmol) [35]. Nevyhodou meto-
dy je zna¢na zavislost indexu lomu na teploté vodného
roztoku (zména indexu lomu je 104/1 °C). Pri dobré ter-
moregulaci Ize metodu pouzit, kdyz se v imunoreakci
pred CE pouziva Ab s vysokou afinitou vici stanovova-
nému Ag, aby po CE dochdzelo ke skokovym zménam
detekovaného indexu lomu.
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