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Pokroky v imunoanalyzach s luminiscenéni a elektrochemickou
detekci

P. Stern
Mimoriska 637/16, 190 00 Praha 9

SOUHRN

Edukaéni publikace se zabyva v prvni ¢asti luminiscenénimi metodami: luminiscenci lanthanidd rozlozenou v ¢ase, lumini-
scenci lanthanidd zesilenou enzymem, homogenni imunoanalyzou s pohlcenim luminiscence, chemiluminiscenci, elektro-
chemiluminiscenci (kompetitivni i sendviGoveé usporadani a metoda primeé interakce) a moznostmi simultéannich imunoanalyz
s elektrochemiluminiscenéni detekei. Druha ¢ast je vénovana imunoanalyzam s elektrochemickou detekci, zejména anodic-
kou rozpoustéci voltametril a square-wave voltametrii. Jako znacky se pouzivaji réizné nanomateridly: zlato, stfibro, polovo-
dice (CdS, PbS, ZnS, CuS), uhlikové nanotrubicky (plnéné enzymem), apoferitin (plnény ferokyanidem nebo ionty Cd?* nebo
Pb?*), liposomy (pInéné ferokyanidem), kiemenné astice (s kovalentné vazanym polyguaninem, nebo plnéné peroxidazou
a thioninem), mikrokrystaly ferrocenu a jiné.

Kilicova slova: Luminiscence lanthanidd, chemiluminiscence, elektrochemiluminiscence, elektrochemické imunoanalyzy,
nanomaterialy.

SUMMARY

Stern P.: Advances in immunoassays by luminescence and electrochemical detection

The first part of the educational article deals with luminescence methods as follows: lanthanide-based time-resolved
luminescence, enzyme-amplified lanthanide luminescence, homogeneous immunoassays with luminescence quenching,
chemiluminescence, electrochemiluminescence (competitive assay, sandwich-type assay, and direct interaction) and si-
multaneous immunoassays options with electrochemical luminescence detection. The second part covers immunoassays
with electrochemical detection, particularly anodic stripping voltammetry and square-wave voltammetry. Many kinds of
nanomaterials are used as labels, e.g. gold, silver, semiconductors (CdS, PbS, ZnS, CuS), carbon nanotubes (enzyme-loa-
ded), apoferritin (hexacyanoferrate loaded, in some cases Cd** or Pb?* ions are used), liposomes (hexacyanoferrate loaded),
silica particles (by covalently binding polyguanine or with peroxidase & thionine loaded), ferrocene microcrystals, etc.
Keywords: Lanthanide-based luminescence, chemiluminescence, electrochemiluminescence, electrochemical immu-

noassays, nanomaterials.

Luminiscenéni metody

Pristrojova technika k detekci luminiscence byla
vyfeSena jiz pred 20 roky. Pro automatizaci na mikro-
titracnich desti¢kach bylo nutné zdolat nasleduiici pro-
blémy [1]: nastfik vzorku s ¢inidlem nesmi znehodnotit
méreni luminiscence, nutno zabranit vystrfiknuti vzorku
a Cinidla z jamky, umisténi nastfikové trysky a hlavy
detektoru maiji byt takova, aby nebylo tfeba michani,
a zavleCena chyba vlivem svételné kontaminace ze
sousednich jamek musi byt zanedbatelna. Pro méreni
ve zkumavkach je k dispozici automaticky luminometr
s kapacitou 160 zkumavek. V 21. stoleti ale mizeme
pozorovat pokrok v oblasti imunometod s luminiscen-
éni detekci a tomu se bude vénovat tato prace.

Luminiscence lanthanidi rozlozena v ¢ase
se vyuziva jiz delsi dobu zejména proto, Ze umozfiuje
prokazat antigen (Ag) i v prebytku interferuijicich latek,
jejichz fluorescence je v dobé méreni jiz vyhasla. Roz-
sah méreni dosahuje dvanacti radd [2], a Ize tak stanovit
napr. proteiny ve stopoveé i ve vysoké koncentraci. Tato
technologie vyuziva Stokeslv posun (rozdil mezi emisni
a excitacni vinovou délkou) > 150 nm, takze i opticky
neprilis kvalitni fluorimetr méiZze poskytnout méreni bez
interferenci. Na druhé strané& musi mit fotonasobic fluo-
rimetru vyjimecné nizky temny proud, protoze vyza-

fovani lanthanid( je vzhledem k fluoroforéim relativné
malé. Podle pouzité metody je detekéni limit (LOD)
napf. pro PSA 0,21 ng/l (chelat Eu®* uvnitf nanocCastice
o prdméru 107 nm, ktera je potazena Ab vici fPSA) [3],
AFP 0,15 ng/l (znacka ALP uvolfiuje 5-fluorsalicylovou
kyselinu z fosfatu, ktera poté tvori vysoce fluoreskuijici
ternarni komplex s Th% a EDTA) [4] nebo 2,5 pg/l pro
Lp(a) (chelat Eu®) [5].

Nejbéznéjsi  heterogenni varianta stanoveni Ag
pouziva trojmocny kation lanthanidu jako znacku dru-
hé Ab pro sendvicoveé usporadani imunoreakce (obr. 1)
a fluorescenéni detekce se provede po pridani zesilo-
vaciho roztoku. Tyto metody mohou poskytovat linear-
ni odezvu v rozsahu az 5 radd, ale bézné pouzivané
postupy jsou linearni v rozsahu 2 az 3 fady [2]. Homo-
genni postup s resonanc¢nim prenosem luminiscen-
¢ni energie (TRACE = time-resolved amplification by
cryptate emission) pouziva v nekompetitivnim (sendvi-
¢ovém) usporadani Ab znaCenou obvykle Eu** a dalsi
Ab znaCenou allofykocyaninem. Jestlize Abs obklopi
Ag, znaCky se ksobé priblizi a nastane resonancéni
prenos, napr. z Eu® (337 nm) na allofykocyanin, ktery
vyzali fluorescenci rozlozenou v Case (zivotnost 0,25
ms) pfi 665 nm (obr. 2). Kompetitivni varianta pouziva
znaCeny Ag, obvykle Eu®*, ktery je vytlaCovan stanovo-
vanym Ag z vazby na Ab znacenou allofykocyaninem —
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proto se moznost rezonanéniho prenosu luminiscence
snizuje, a tedy vysledny signal bude tim slabsi, ¢im vice
bude stanovovaného Ag. V pripadg, ze nejde oznadit
Ab pfimo, Ize pouzit biotinylovanou Ab, na kterou se
navaze znaceny streptavidin.

luminophore

Ag

solid
phase

Fig. 1. Heterogeneous sandwich immunoassay

665 nm

allofykocyanin

Fig. 2. Homogeneous competitive immunoassay: lumines-
cence resonance energy transfer

Vysoka hodnota Stokesova posunu u lanthanidd je
déna tzv. anténovym efektem chelatd iontd lanthanidd
(Ewdr, To®, Dy3, Sm?), ktery vysvétluje obr. 3. Absor-
bovana energie excituje molekulu ze zakladniho single-
tového stavu na vysSi singletovou hladinu, ze které se
CasteCné vraci do zékladniho stavu s vyzarenim fluo-
rescence, a casteCné prechazi do nestabilniho triple-
tového stavu. Z ngj pak prechazi opét do zékladniho
stavu fosforescenci a (pokud je to mozné) anténovym
Ucinkem na ionty chelatd lanthanidd, které poskytuijf
pomerné intenzivni luminiscenci pfi nékolika vinovych
délkach (685, 615, 655, 688 nm) pfi svém navratu do
zékladniho stavu. Prenosem energie z excitovaného
singletu na triplet a na chelaty iontd lanthanid( dochazi
ke ztraté energie teplem, a proto je vinova délka vyza-
fované luminiscence o > 150 nm vy$si, neZ u plvodni-
ho excitacniho zéreni. Chelaty chrani ionty lanthanid(
pred zhasecim ucinkem vody (pro vytlaCeni vody z okoll
lanthanidu se pouziva trioktylfosfinoxid a neionogen-
ni detergent Triton X-100). K excitaci chelatl Eu*+ se
nejvice vyuziva intenzivni spektralni ¢ara dusikového
laseru 337 nm. Jako chelaty se pouzivaji, kromé dob-
fe znamé etylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA),
takeé silngjsi chelat dietylentriaminpentaoctova kyselina
(DTPA) a jeste silngjsi 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-
1,4,7,10-tetraoctovéa kyselina (DOTA). Cim je chelat
silngjsi, tim je komplex s kationem lanthanidu stabilng;-
8i. V komercnich DELFIA soupravach se jako chelaty

pouzivaji B-diketony, ackoliv jsou méné stabilni, pro-
toze davaji velmi intenzivni luminiscenci [2]. Pro zajisténi
anténového efektu je potfebné dodat do roztoku latky,
které maji aromatické Tr-elektrony, jako jsou naftalen,
1,10-fenantrolin nebo 2,2"-bipyridin (molarni absorpéni
koeficient se miiZe zvysit aZz 100 000krat).
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Fig. 3. An antenna ligand luminescence

Pouziti  luminiscencnich nanocastic potazenych
streptavidinem snizuje hodnotu LOD v0i¢i béznym
metodam stokrat [3]. Soucasné pouziti Eut a Tb3,
jako znacek, umoznuje paralelni stanoveni, napf. Abs
vic¢i HBsAg a HIV-1 [6]. Polystyrénové nanocéstice
nejsou optimalni, protoze jsou relativné velké, bobtnaj
nanocastice, které jsou diky silanolové vrstvé lépe roz-
pustné ve vodg, a také rozpustngjsi nez latex. Kromé
toho ma silanol lepsi vazebné schopnosti [7].

Luminiscence lanthanidi zesilena enzymem
je postup, kdy se enzym pouziva jako znacCka, ktera
prevadi substrat na produkt s odliSnymi chelatacnimi
nebo spektroskopickymi vlastnostmi. Zesileni signalu je
natolik prinosné, ze je akceptovan reakeni krok navic.
Vétsina metod pouziva jako znaCku ALP, Stépici fosfat
substituované kyseliny salicylové na volnou substituo-
vanou kyselinu, ktera tvofi luminiscenéni komplex s T
a EDTA (obr. 4). Nejnizsi LOD poskytuje substituent 5-
(2°,4"-difluorfenyl), kdy Ize detekovat 0,2 amol ALP [8].
Jiné enzymové znacky se pouzivaji zfidka, protoze maji
horSi senzitivitu.

substrate T3

———— luminescence
product EDTA

solid
phase

Fig. 4. Enzyme-amplified lanthanide luminescence
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Homogenni imunoanalyza s pohlcenim lumi-
niscence se provadi bud v kompetitivnim usporadani,
kde Ag znaceny FITC (fluorescein izothiokyanat) a sta-
novovany Ag soutézi o Ab. V nasledujicim kroku se pfi-
da zhaSedlo TRITC (tetrametylrhodamin izothiokyanat)
vazané na Ab. Toto &inidlo se navaze na Ag znace-
ny FITC a zhéSedlo jeho fluorescenci zhasne. Produkt
prvni reakce Ab-Ag-FITC se z prostorovych dvod
nemUZe navazat na Ab-TRITC ajeho fluorescence je
zachovana. Intenzita signdlu je pfimo umeérna mnozstvi
stanovovaného Ag. V heterogenni konfiguraci se pouziji
dveé Abs (jedna je znaCena FITC a druha TRITC). Po pfi-
pojeni na obé vazebna mista Ag fluorescence zhasne.
Utlum fluorescence (Ab,-FITC je v prebytku) je pfimo
umérny mnozstvi stanovovaného Ag. Misto TRITC Ize
pouzit ke znaCeni druhé Ab koloidni Au, které zakry-
je fluorescenci Ab,-FITC. Zhaseni se mlze vyuzit i pfi
ziskavani luminiscence chemickou cestou. Je-li prvni
Ab znacena peroxidazou (POD) a druha koloidnim zla-
tem, pak je vimunokomplexu aktivni centrum enzymu
zakryto, reakce POD s luminolem neprobihd a che-
miluminiscence je utlumena. Obecné plati, ze &im jsou
nanocastice Au mensi (pouzivaji se ¢astice o prdméru
2 az 100 nm), tim je ucinnost zhasedla vysSi [9]. Imuno-
chemicka aktivita Ab zlstava pri vazbé na koloidni Au
zachovana. Nanoc&astice Au Ize snadno detekovat také
elektronovou mikroskopii [10].

V chemiluminiscenéni varianté lze Au znaCku
po sendviCové imunoreakci (kotvici Ab na magnetické
kuli¢ce — Ag — druhd Ab znacena Au) oxidovat bromem
(obr. 5) na kation Au®*, ktery sluminolem poskytuje
chemiluminiscenci s LOD pro IgG 3,1 pmol/I [10].
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Fig. 5. Magnetic beads and colloidal Au on noncompetitive
CLIA

Bé&zné pouzivané chemiluminiscenéni technologie
byly znac¢né vylepSeny [11]. Tak zesilovace, které zvy-
Suji kvantovy vytézek reakce a prodluzuji dobu trvani
luminiscence, byly doplnény o nukleofilni acylacni kata-
lyzatory (napf. 4-aminopyridiny) [12], umoznuijici snizit
LOD pro POD z 50 na 8 amol/l. Chemiluminiscence
ester(l akridinu je znama uz vice nez 50 let, ale vztah
mezi strukturou molekuly a kvantovym vytézkem lumi-
niscence neni dosud zcela vysvétleny, takze inovace
stale probihaji. Pripojeni hexaetylenglykolovych skupin
na akridin umoznilo zvysit citlivost stanoveni TSH pét-
krat, takZe funkeni senzitivita byla 0,002 mU/I [13].

Pouziti Au nanocastic pro chemiluminiscenci pred-
chazi sendviCova reakce, kdy se na kotvici Ab navaze
Salmonella a na ni pak druha Ab znacena Au. Redukci
hydrochinonem se z roztoku AgNO, vyluCuje Ag, a usa-

zuje se na Au nanocasticich imunokomplexu [14]. Po
vymyti pfebytku Ag vodou se Ag usazené na Au nano-
Casticich rozpusti kyselinou dusi¢nou na Ag* kationty,
které katalyzuji chemiluminiscencni reakci persiranu
draselného (K,S,0,) s luminolem za pritomnosti kati-
ontl Mn?+ a v prostredi kyseliny fosfore¢né. Ultracitlivé
stanoveni umoznuje dosahnout LOD 5 cfu/ml (colony
forming units).

Elektrochemiluminiscence (ECL) je oblibena
metoda, jejiz vyhodou je absence optické excitace,
takze nedochazi ke vzniku pozadi rozptylem svét-
la a autofluorescenci vzorku. LOD je < 10 pmol/l pfi
pouziti Ru-chelatd, generovanych in situ na povrchu
elektrody [15]. Koncentrace bipyridylrutheniovych ka-
tiontd Ru(bpy),** je pfi méfeni konstantni a intenzita
emise tedy zavisi na dalSich reaktantech (vysoka selek-
tivita ve srovnani s luminolem). Doba méreni je nékolik
sekund a technologie umoznuje paraleini méreni néko-
lika analytd modifikacemi &tyf parametrd: okamziku
startu ECL, napéti na elektrodg, intenzity ECL a vinové
délky. SouCasné automaty zajistuji Casovou i prostoro-
vou kontrolu ECL reakce na povrchu elektrody.

Heterogenni ECL ma tfi obvyklé varianty analytického
postupu: kompetitivni ECL, sendviCovou ECL a pfimou
interakci. Kompetitivni ECL (obr. 6A) ma vyhodu v tom,
zejemozné pouziti nevycisténou primarni Ab. Nevyhod je
ale podstatné vice: omezena citlivost a pracovni rozsah,
pomala reakeni kinetika, niz8i preciznost, a riziko falesSné
nizsich nameérenych hodnot pri vysokych koncentracich.
Tato metoda se vétsinou pouziva pro hapteny, ale nékdy
i pro velké molekuly, napf. IgG [17], ovS8em s mnohem
mensi citlivosti nez pfi sendviCové varianté. Tak LOD je
pro stanoveni IgG kompetitivni ECL 7,2 ug/l, zatimco pfi
vicova ECL (obr. 6B). Vyhodou je specifiCtéjsi postup
nez u ostatnich variant, protoze k rozpoznavani analytu
se pouzivaji dvé Abs misto jedné. Stanovovany analyt
by mél mit molekulovou hmotnost > 1000. Nevyhodou
sendviCového usporadani je deli inkubacni ¢as a vice
separacnich krok( pro oddéleni volnych a vazanych Ag
a Ab. Méné znama metoda primé interakce (obr. 6C)
se zabyva mérenim vazby receptor (znacena Ab) —analyt
bez dalSiho znaceni (obvykle v reainém Case), a pokles
signdlu je pfimo umérny koncentraci analytu. Vyhodou
postupu je, ze se eliminuje moznost kfizové reaktivity
druhé Ab. Stanoveni je rychlé, protoze se pouziva jedina
Ab. Tato varianta ma ale ¢etné nevyhody: nahodné ECL
vlastnosti cilového analytu, znaceni primami Ab je zdlou-
havé a drahé, neexistuje flexibilita ve vybéru znaCeni Ab
mezi analyzami, imunoreaktivita Ab mdZe byt po ozna-
Ceni snizend a zeslabeni signalu po imunoreakci je malé.
Nékolik postupti na tomto principu bylo vypracovano pro
a-fetoprotein (AFP) [15], ktery blokuje prestup elektron(
po navazani na Ab, znaCené napr. Ru(bpy),* [18]. Jak uz
bylo uvedeno, je senzitivita metod primé interakce mensi
nez u sendvicovych postupl; konkrétné pro AFP [15] je
LOD 0,2 pg/l (pfima interakce), resp. 20 fg/l (sendvicové
usporadani). Také rozsah linearity stanoveni a-fetopro-
teinu je odlisny, a to pro metodu pfimé interakce 0,5 pg/I
— 50 ng/l, zatimco pfi sendviCové varianté 50 fg/l — 500
pg/l. Obecnym problémem ECL je Spatna rozpustnost
luminofort ve vode.
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Fig. 6. Type of electroluminescence: A) competitive, B) sand-
wich, C) direct interaction

V sendvic¢ové ECL byla publikovana fada novych
postupd, jak bude ilustrovano na tfech prikladech.
Prvnim postupem je ECL stanoveni CRP. Uvodem
je potazeni povrchu liposomu streptavidinem. Lipo-
som je naplnény Ru(bpy),**. Na streptavidin se vaze
biotinylovana Ab vidi lidskému CRP. V paralelni reak-
ci se identicka biotinylovana Ab vaze pres streptavidi-
novy mustek na magnetickou mikrokulicku. Obé Abs
obklopi CRP a vytvofi sendvi¢. Stanoveni CRP (po
lyze liposomU Tritonem X-100) se uskutecni obvyk-
lou ECL detekef signalu Ru(bpy),** (pracovni diskova
Pt elektroda, pomocna elektroda Pt drat, referenéni
Ag/AgCl elektroda) v pfitomnosti tri-n-propylaminu
[19]. LOD metody je 100 pg/l CRP. Jiné usporadani,
vyuzivajici liposomy pinéné Ru(bpy),”*, je ECL sta-
noveni AFP. Pfiprava imunosenzoru probiha tak, ze
na Au elektrodu jsou elektrolyticky naneseny nano-
Castice Au, aby byl zaji§tén velky povrch. Ponorenim
Au elektrody do polyetyleniminu se pfipoji aminosku-
piny. Pfes mistek glutaraldehydu se kovalentni vaz-
bou navaze primarni Ab a na ni AFP. Nasledné& vzni-
ka sendvi¢ se sekundarni Ab, znacenou liposomy.
Triton X-100 uvolni Ru(bpy),** z liposomd a provede
se ECL detekce [20]. LOD metody je 1 pg/l a rozsah
linearity 5 — 200 pg/l AFP. Tretim prikladem je stano-
veni AFP zhasenim ECL. Imunosenzor se pfipra-
vuje na uhlikové elektrodé potazené grafenem (pres
CdS mustek). Grafen mé hexagonalni strukturu grafi-
tu, ale odlisné vlastnosti: je nejtvrdSi znamy material,
ma dvojrozmérnou strukturu (tloustka 1 atom), vyni-
kajici vodivost, velky dostupny povrch, dokonale rov-
nou plochu a dobrou biokompatibilitu. Na grafen se
(pfes CdS mdstek) pripoji alginatové vidkno (z hné-
dych morskych fas), které zajisti souvislou hranu
sestavajici z hydroxylovych skupin. Jednotlivé trojice
hydroxylovych skupin reaguji s aminopropylsilanem;
vysledkem je produkt s volnymi aminoskupinami, na
které se vaze kovalentni vazbou (pfes glutaraldehyd)
primarni Ab. Neobsazena vazebna mista glutaral-
dehydu se vysyti hovézim albuminem. Provede se
imunoreakce s AFP a nasledné se prida sekundarni
Ab, znacena Cernym télesem polovodi¢ového nano-
krystalu CdSe/ZnS, pohlcujicim emitované fotony
CdS. Po inkubaci se sleduje ECL, ktera je nepfimo
umeérna mnozstvi AFP [21]. LOD metody je 0,2 pg/I
a rozsah linearity 0,5 — 50000 pg/l AFP.

V pfistrojové technice se objevuji, kromé dobre
znamych a Siroce vyuzivanych analyzator( Elecsys,
zafizeni pouzivajici k imobilizaci misto magnetickych
mikrokuli¢ek uhlikovou elektrodu (obr. 7). Tyto elek-

trody tvofi dno 96 jamek jednoudelovych mikrotitrad-
nich destiCek. Sitotiskem se do kazdé jamky vpravi
pracovni elektroda, ktera je od pomocné elektrody
oddélena dielektrikem. Po imobilizaci primarni Ab
na uhlikové elektrodé (96 elektrod na desticce), pro-
béhne sendviCova imunoreakce s Ag a nasledné se
sekundarni Ab, znac¢enou Ru(bpy),**. Svételny signal
se ziskava obvyklou ECL technologii reakci s tripro-
pylaminem (obr. 7). Uhlikova elektroda ma 10x vySsi

e .
E & Ru(biPY)gz*Cﬂcz TPA Cﬁ/

Ru(bipy),?* Ru(bipy);**  TPA TPA-+

e % e

working |
electrode P

counter electrode insulator

Fig. 7. Electrochemiluminescence on carbon electrodes

vazebnou kapacitu nez polystyrén a na kazdé elektro-
dé Ize stanovit az 10 rdznych antigend. Méreni destic-
ky trva 70 s [15].

Rozvoj nanostrukturnich materiald umoznuje navr-
hovat vysoce kapacitni ECL imunosenzory, nebot
nanocastice mohou nést mnoho ECL znacek, slouzi
jako akceptory energie a zhasedla ECL, déle jako neob-
vyklé znacky pro ECL, elektrokatalyzatory ECL reakci,
také zlepsuji prenos elektron’ na rozhrani elektrody,
jakoz i elektrokatalytickou aktivitu [22]. Polovodi¢ové
nanokrystaly jsou slabsi luminofory nez Ru-komplexy
nebo luminol. Na nanokrystaly Ize pfipojit Cetné ligandy
po jejich potazeni karboxylem nebo aminem [23] (napf.
funkeni skupiny navazané pres polyetylenglykol), elek-
trostaticka uskupeni, ligandy Ni?* s histidinem, aktivni
estery a dalsi komplexy. Na nanostruktury Ize navazat
primo thiol, imidazol, histidin, nebo pouZzit streptavidin-
biotinovy mUstek s moznosti pripojeni Siroké palety
malych i velkych molekul.

Simultanni imunoanalyzy s ECL detekci se ubi-
raji dvéma smery [15]: vyuziti vice znaCek soucasne,
nebo plosné rozliSeni ukotvenych specifickych reak-
tantl. Vyuziti vice znaCek ma deldi tradici. Stanoveni
vice analytd je umoznéno odlisnymi podminkami star-
tu (rozdilné optimalni napéti), odliSnou intenzitou ECL,
nebo rlznou vinovou délkou detekce. Tento postup ma
ale fadu nevyhod: obtize s nalezenim vhodné znacky,
nelze pouzit organické luminofory (vadi prekryv jejich
Sirokych emisnich spekter), a pocet soucasné deteko-
vatelnych analytl je omezeny. PloSné rozliSena analyza
vyuzivé univerzalni znacku pro detekci vSech analytl na
zakladeé jejich umisténi na plose, takze se otevira moz-
nost pouziti nékterého organického luminoforu. Ten-
to postup je vhodngjsi v pfipadé simultannich analyz
vétsiho podtu analytd, nez varianta vyuzivajici nékolik
znadek.
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Elektrochemické metody

Znacky pro imunoanalyzy s elektrochemickou
detekci se pripravuji z mnoha druhd nanomateridlC.
Sem patfi kovové nanocastice (Au, Ag), polovodicové
nanocastice, enzymem plnéné uhlikové nanotrubicky,
nebo &astice plnéné elektroaktivnimi slozkami (nano-
Céstice oxidu kremicitého, kulicky polymerd anebo
liposom) [24].

Au ¢astice se pouzivaji bud samotné, nebo jsou
potazené stiibrem. Koloidni Au Ize stanovit v 35 pl
vzorku anodickou rozpoustéci voltametrii na jed-
noucelové uhlikové elektrode vytvorené sitotiskem [25].
Nekompetitivni imunoreakci se na prebytek zakotvené
specifické Ab navaze stanovovany IgG. Druha Ab zna-

¢ena Au pak vytvori sendvi¢. Au se v kyselém prostredi

(HBr) oxiduje bromem na Au®** a stanovi se anodickou
rozpoustéci voltametrii na C-elektrodé proti Pt-elek-
trodé s Ag/AgBr referencni elektrodou (obr. 8). LOD
metody pro IgG je 3 pmol/l. Jiny postup vychazi z toho,
Ze po obdobné sendviCové imunoreakci je povrch Au
mikrocCastic potazeny stfibrem, po redukci dusiCnanu

stfibrného hydrochinonem [26]. Stfibro se pak rozpusti

ve zfedéné kyselingé dusi¢né a stanovi anodickou roz-
poustéci voltametrii na elektrodé ze sklovitého uhliku
proti Pt-elektrodé (referencéni je kalomelova elektroda).
LOD metody je 6 pmol/l IgG.

Ag/AgBr reference electrode
Pt-wire counter-electrode
Carbon electrode\

‘ Aud* \

Polovodi¢ové nanocastice jsou vytvoreny z CdS,
PbS, ZnS, nebo CuS. Lze také pouzit vSechny Ctyfi
znaCky simultanne [27] a stanovit soucasné B,-mik-
roglobulin, hovézi albumin, IgG a CRP. VSechny Ctyri
nanokrystaly vykazuji srovnatelnou senzitivitu. Na mag-
netické kuliCky potazené streptavidinem jsou navazany

Label

8] =

Fig. 8. Anodic stripping voltammetry

odpovidajici biotinylované primarni Abs, které reaguijf

s jednotlivymi bilkovinami. Druhé specifické Abs se
oznali jednotlivymi nanokrystaly, pres karbamatovy
mUstek, a vytvoli s prislusnym Ag sendvi¢. Provede se
magneticka separace, nanokrystaly se rozpusti ve zfe-
déné kyselingé dusi¢né a ionty Cd?*, Pb?*, Zn?*, Cu?* se
stanovi anodickou rozpoustéci voltametrii na elektrodé
ze sklovitého uhliku (s filmem rtuti) proti Pt elektrodé
(s Ag/AgCI referencni elektrodou). LOD pro jednotlivé
proteiny je kolem 10 pg/l.

Prednosti uhlikovych nanotrubicéek je jejich roz-
sahly povrch vzhledem k hmotnosti (imunoreakce se
uskuteCnuiji predevsim na povrchu), vynikajici mecha-
nické vlastnosti a schopnost rychlého prenosu elektro-
n{ [24]. Priméarni Ab zakotvena na magnetické kulicce
vytvori sendvi€¢ s Ag (IgG) a sekundarni Ab, znacenou

uhlikovou nanotrubi¢kou plnénou enzymem. Nanotru-
bicka o délce 1 um obsahuje 9600 molekul ALP [28]
a LOD pro IgG je 500 pg/l, tj. 100x nizSi nez u bézného
znadeni enzymem. Detekce produktu enzymoveé reak-
ce a-naftolu se provadi elektrochemickym detektorem
plynového chromatografu na uhlikové elektrode.

Apoferitinové nanoc¢astice obsahuiji kulovity pro-
tein o prdméru 12,5 nm (obsahuijici 24 sousedicich
podjednotek) s vnitrnim prdmérem 8 nm, kde je umis-
téno 4500 atomU Fe [24]. Apoferitinova klec se pri pH 2
rozpadne na 24 podjednotek a pfi pH 8,5 se zase zno-
vu slozi. Takto Ize do dutiny apoferitinu zabudovat 150
molekul ferokyanidu draselného a pouzit jej jako znac-
ku, pres mUstek ester N-hydroxysukcinimid — biotin. Tfi
biotinové koncovky (tj. 3 molekuly apoferitinu s napl-
nénymi dutinami) se mohou navazat na streptavidin,
ktery se opét pres biotin vaze na druhou Ab. Prvni Ab
je zakotvena na magnetické kuli¢ce a vytvori s druhou
znaCenou Ab sendvi¢ kolem Ag (napr. IgG). Elektro-
chemicka detekce se provadi metodou square-wave
voltametrie [29], kdy se pravidelna obdélnikova vina
potencialu sklada s podkladovym stupriovitym poten-
cialem. Pro méfeni byly pouzity sitotiskové jednouce-
lové elektrody (uhlikova pracovni, uhlikova pomocna
elektroda a referencni Ag/AgCl elektroda). LOD pro IgG
je 80 ng/l, tj. 0,52 pmol/I.

Apoferitin ma 14 kanalkd, které spojuji jeho dutinu
s vnéjSim prostorem (6 kandlk( je hydrofobnich a 8
kanalkd je hydrofilnich). Toho Ize vyuzit pfi tzv. difuznim
postupu [30]. Roztok dusi¢nanu kademnatého nebo
olovnatého se pridava k roztoku apoferitinu aionty
Cd?*, resp. Pb? difunduji do dutiny apoferitinu. Pak
se pipetuje fosfatovy pufr, ktery vytvori s prebytecny-
mi ionty Cd?*, resp. Pb?* sraZeninu fosfore¢nanu, ktera
se odstfedi. Supernatant obsahuje apoferitin plnény
fosforeCnanem kademnatym nebo olovnatym. Elektro-
chemicka detekce se provadi metodou square-wave
voltametrie. Pro méfeni byly pouzity uhlikova pracovni
elektroda, Pt pomocna elektroda a referencni Ag/AgCl
elektroda.

Liposomy se mohou pouzit také jako znacky pro
elektrochemickou detekci. Velikost liposomd je v rozsa-
hu nm az nékolika pm, takze maji znacny vnitfni objem,
ktery se mUze naplnit elektrochemicky aktivni znackou.
Liposomy se plni napf. tetrapentylamoniovymi ionty,
draselnymi ionty nebo kyselinou askorbovou [24]. Lipo-
somy plnéné ferokyanidem draselnym byly pouzity jako
znaCka pro elektrochemickou detekci teofylinu [31].
Imunosenzor sestava ze dvou ¢&asti, ato sitotiskové
elektrody, a prouzku nitroceluldzové membrany pro
imunochromatografii. Na membranég je imobilizovana
Ab V& teofylinu v kompetiéni zéné; liposomy plnéné
ferokyanidem draselnym jsou imobilizovany v zéné
generuijici signal. V zéné pro vzorek je fixovan konjugat
teofylin-melitin. Melitin je peptidicky toxin, slozeny z 26
aminokyselin, ktery poruSuje biologické membrany. Po
pridani vzorku soutézi stanovovany teofylin s konjuga-
tem teofylin-melitin o vazebna mista na Ab. Nenava-
zany konjugat teofylin-melitin migruje dale do signaini
zony, kde rozrusi zakotvené liposomy a uvolnéné fero-
kyanidové ionty se stanovi amperometricky (pracovni
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a pomocna elektroda jsou uhlikové, referenéni je Ag/
AgCl elektroda). Vznikajici proud je pfimo umérny kon-
centraci ferokyanidovych iontd, a to odpovida koncen-
traci stanovovaného teofylinu. LOD metody je 5 mg/I
teofylinu a jednostupriova analyza trva 20 min.

KFfemenné nanocastice Ize ucinit elektroaktiv-
nimi pomoci polyguaninovych vildken. Kazdé viakno
sestava z 20 molekul guaninu; na kazdou nanocastici
Ize navazat priblizné 60 vidken [32]. Kfemenna nano-
Gastice se pripoji na druhou Ab pres konjugacni Cinidla
1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid a N-hydro-
xysukcinimid. Na uhlikové elektrodé je zakotvena prvni
biotinylovana Ab pres avidinovy mistek. Tak Ize vytvo-
fit sendvi¢ (napf. s IgG) a elektrochemické stanoveni
provést sledovanim oxidace guaninu Ru(bpy),*, ktery
se pfitom redukuje na Ru(bpy),*. Na uhlikové anodé
odevzda Ru(bpy),* elektron ajako Ru(bpy),** je opét
pouzitelny k oxidaci dalSich molekul guaninu (obr. 9).
Vznikajici proud je pfimo umeérny logaritmu koncent-
race IgG. LOD pro IgG je 0,2 pg/l, tj. 1,3 pmol/l [32].
Elektrochemicka detekce se provadi metodou square-
wave voltametrie (pracovni a pomocna elektroda jsou
uhlikové, referencni je Ag/AgClI elektroda).

avidin
biotin Silica
nano-particle
IgG
Carbon AB -<QIHI>>-
working
electrode Ru(bipy),2* polyguanine

Ru(bipy),%*

Fig. 9. Square-wave voltammetry based on the polyguanine-
coated silica nanoparticle

Nanocastice oxidu kfemicitého lze pouzit na povr-
chu, nebo se mohou vyplnit jejich dutiny POD a media-
torem elektrond thioninem [33], zesilujicim signél. Takto
naplnéné kfemenné nanocastice se pres (3-glycidyloxy-
propyltrimetoxysilanovy mstek pripoji na druhou Ab
v0ci CA 125, znacenou POD. Prvni (kotvici) Ab je pres
(3-glycidyloxypropyl)trimetoxysilanovy mdstek pripojena
k magnetitovym kulickam. Stanovovany CA 125 vytvo-
fi s obéma Abs sendviC. Pro jeho separaci se vyuziva
externi magnet. Pro ziskani elektrochemickeého signalu
slouzi redukce H,O,, katalyzovana POD, s thioninem
jako mediatorem elektrond (z dutin nanocastic SiO,).
Pracovni elektrodu tvori In,O, + SnO,, pomocnou elek-
trodu Pt drat a referencni je Ag/AgCI elektroda. LOD pro
CA 125 je 0,1 kU/l a rozsah méreni 0,1 — 450 kU/I.

Jiny priklad utilizace elektrochemické detekce je
znaceni pomoci obalovanych mikrokrystalli ferro-
cenu. Koloidni krystaly ferrocenu jsou obaleny vrstvou
polyallylaminu a po promyti nasledné vrstvou 4-styren
sulfonatu. Obé vrstvy maji opacny naboj a mohou byt
nanaseny opakované (obvykle 8 vrstev) [34]. Obalené

mikrokrystaly ferrocenu jsou konjugovany s kozi Ab vici
mysimu IgG. Mikrotitracni desticky jsou potazeny kotvi-
cf Ab vici mysimu IgG. Poté se prida stanovovany mysi
lgG a druha Ab, znaCend obalovanymi krystaly ferroce-
nu. Vznikly sendvi¢ se proplachne, aby byly odstranény
prebytky reaktant(l. Pak se prida dimetylsulfoxid, ktery
rozpusti krystaly ferrocenu, a jeho molekuly se detekuji
amperometricky nebo voltametricky. V obou pfipadech
se pouziva stejnd konfigurace tfi elektrod: pracovni
uhlikovéa, Pt pomocna a referencni Ag/AgCl elektroda.
LOD metody pro mysi IgG je 2,82 pg/l, tj. 20 pmol/I.

Popsané technologie vyuzivajici elektrochemickou
detekci nejsou jednoduché, avSak predpoklada se
[24], Ze zdokonalené nanomateridly umozni v budouc-
nu konstruovat snadno pouzitelna prirucni zafizeni pro
rychlou, citlivou a levnou detekci biomarker(.
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