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SOUHRN

Edukacni publikace se zabyva nékterymi postupy, které rozsifily aplikaci imunochemie v poslednim desetileti. Fluorescenéni
imunochromatografie spojuje vyhody chromatografickych a imunochemickych metod znacenych fluoroforem. Nejvice se
pouziva pritokova horizontalni analyza s fluoroforem Alexa 647 nebo sulforhodaminem B (mdze byt i v liposomech). Dal-
Simi fluorofory jsou nanocastice s ionty europia, kiemenem potazené Ci polovodic¢ove nanokrystaly. Imunochromatografie
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii ma zatim vétsi uplatnéni ve vyzkumu nez v klinické laboratorni praxi.
K obohaceni stanovovaného analytu se vyuziva imunoafinitni chromatografie. Ke standardizaci slouzi inkorporace stabilnich
izotopl do cilovych peptidd. V poloprovozni fazi je zavadéni ultracitlivych metod: aplikace senzoru obiiho elektrického
odporu magnetického pole a technologie tranzistoru fizeného polem.
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kého pole, tranzistor fizeny polem.

SUMMARY

Stern P.: New trends in immunochemistry

The educational article deals with some procedures that extended applications of immunochemistry in the last decade.
Fluorescence immunochromatography combines advantages of chromatographic methods and immunoassays with fluo-
rophor labels. Flow horizontal detection using a fluorophor such as Alexa 647 or sulfo-rhodamine B (also incorporated in
liposomes) is most widely used. Nanoparticles combined with europium ions, silica coated or semiconductor nanocrystals
are also used as fluorophors. Immunochromatography in connection with tandem mass spectrometry has been used in
research rather than in clinical laboratory practice. For enrichment of determined analyte immunoaffinity chromatography
is used. For standardization incorporating stable-isotopes into the specific peptides of interest is applied. Implementing of
ultrasensitive methods, such as application of giant electrical magnetoresistive sensor or field-effect transistor technology,
is in a pilot stage.

Keywords: fluorescence immunochromatography, mass spectrometry, giant electrical magnetoresistive sensor, field-effect
transistor.

Fluorescenéni imunochromatografie

Imunochromatografie spojuje vyhody chromato-
grafickych a imunochemickych technik a uplatfiuje se
zejména pfi urgentnich vySetfenich. Imunochromato-
grafie je podobna technice ELISA, pouze s tim rozdi-
lem, ze imunochemicka reakce probiha na chromato-
grafickém papife béhem kapilarni migrace. Analyticky
systém sestava ze Ctyr Casti: podlozky pro vzorek,
absorpéni podlozky, nitroceluldzové membrany a kon-
jugacni podlozky [1] obsahuijici detekeni pufr. Antigen
(Ag), obsazeny ve vzorku po naneseni na podlozku
difunduje pres absorpéni podlozku do nitroceluldzové
membrany, kde tvofi imunokomplex se zakotvenou
protilatkou (Ab), ktera je znagena fluoroforem. Béhem
nékolika minut se imunokomplex posune na fluores-
cencni linii, kde se kvantitativné méfi fluorescence [2].
S fluorescendni znackou se nejvice pouziva pratokova
horizontalni imunoanalyza [3]. Vnitfrnim standardem
je krali¢i Ab a jako fluorofory se pouzivaji bud Alexa 647
nebo sulforhodamin B. Detekce se provadi laserovym
fluorescenénim skenerem. Prouzky pro stanoveni lid-
ského sérového albuminu mohou mit dvoji usporada-
ni. Pfi kompetitivnim postupu obsahuje detekeni pufr
lidsky albumin a krali¢i anti-lgG; oba znacené fluorofo-
rem. Monoklonaini Ab viéi lidskému albuminu je imobi-

lizovana na linii testu a krali¢i IgG na kontrolni linii. Zna-
Ceny aneznaCeny lidsky albumin soutézi o vazebna
mista specifické Ab, ktera je k dispozici v omezeném
mnozstvi (obr. 1) a méfeny signal je nepfimo umeérmy
koncentraci alouminu. PFi inhibi¢ni imunoanalyze obsa-
huje detekeni pufr krali¢i anti-IgG Ab a monoklonalni
Ab vUci lidskému albuminu, obé znacené fluoroforem.
Lidsky aloumin je zakotveny na linii testu a krali¢i IgG
na kontrolni linii. Stanovovany sérovy albumin inhibuje
odpovidajici znacenou monoklonalni Ab pfi vazbé na
albumin v linii testu (obr. 2) a méfeny signal je nepfimo
umeérmny koncentraci albuminu. Kompetitivni fluores-
cencni imunochromatografie byla pouzita také ke sta-
noveni albuminu v modci [4]. PFi stanoveni mikrocystinu
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Fig. 1. Competitive immunoassay
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Fig. 2. Inhibitive immunoassay

[5] bylo zjisténo, ze detekeni limit (LOD) je pro inhibicni
postup o polovinu nizsi, nez v kompetitivnim proveden.
Pro stanoveni C-reaktivniho proteinu (CRP) v séru [6]
byl LOD 0,133 mg/| a rozsah linearity O — 10 mg/I. Pro-
staticky sérovy antigen (PSA) Ize stanovit imunochro-
matografil v sendviCovém usporadani s fluorescencnim
barvivem Alexa 647 [3] a laserovym skenerem za 15 min
v rozsahu 2,5 — 8 pg/l. Preciznost v sérii je < 6,5 %,
mezi sériemi 4,5 %. Pozdgji [7] byl postup vylepSen a je
pouzitelny v rozsahu 0,72 — 46 pg/l. Vzorek se smicha
s detekénim roztokem, ktery obsahuje monoklonalni
Ab vi¢i PSA znac¢enou fluoroforem a biotin konjugova-
ny pres hoveézi albumin s fluoroforem (jako vnitfni stan-
dard). Laserovym skenerem se hodnoti fluorescence
vzniklého sendviCe (obr. 3) proti znacenému biotinu
na streptavidinové kotvé. SendviCovy postup byl takeé
popsan pro fluorescencni imunochromatografii 3-pod-
jednotky choriového gonadotropinu (3-hCG) [8] v roz-
sahu 0 - 1000 IU/l a pro tyreotropin (TSH) [9] v rozsahu

1-40 mU/.
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Fig. 3. Sandwich immunoassay

Monoklonalni Ab znacena liposomy, plnénymi
sulforhodaminem B (emituje svétlo 520 nm), byla
pouzita pfi imunochromatografickém stanoveni pro-
dukt’ kyanobakteridlnich toxinC: mikrocystind a nodu-
larinG [10]. Citlivost metody byla 10x lepSi nez pri zna-
¢eni koloidnim Au. Dosazeny LOD pro mikrocystiny byl
60 ng/l pfi preciznosti < 13 %.

Nanocastice obsahujici Eu®* byly vyuzity pfi
imunochromatografickém stanoveni CRP [11]. LOD
metody byl < 0,2 ug/l a rozsah linearity 0,2 — 200 pg/I.
Chelaty Eu®* s kfemennymi nanocasticemi umoznuiji
stanovit povrchovy Ag hepatitidy B (HBsAg) [12]. Na
nanocCastici je pres dextran kovalentné vazano velké
mnozstvi iontd Eu® (6,86x10°%), poskytuiicich intenzivni
fluorescenci pfi 615 nm. Tak byl dosazen LOD 30 ng/l,

coz je 100x niz8i hodnota nez pfi aplikaci koloidniho
Au. Metoda je linearni v rozsahu 50 — 3130 ng/I s pre-
ciznosti 2,3 - 10,4 %.

Anorganické nanokrystaly fluoreskujicich oxy-
sulfidii potaZzené SiO, se mohou uplatnit jako zesilovaci
luminofory (oxysulfidy Er nebo Tm), které jsou excitovany
infraCervenym zarenim (laser 980 nm) a emituiji fotony ve
viditelném spektru (Er 550 nm, Tm 480 nm) [13]. Tak
Ize detekovat 10 ng/l hCG (rozsah méreni presahuije tfi
rady), pricemz LOD je 10x nizSi nez pfi imunochroma-
tografii s koloidnim Au. Vzorek po naneseni na nitroce-
luldzovou membranu difunduje pres prouzek s luminis-
cencnimi nanocéasticemi, které unasi k linii specifické Ab.
Fluorescence linie testu se jeSté koriguje na pozadi (fluo-
rescence membrany po ukonceni difuze) a na kontrolni
linii (obsahuje kontrolni Ab). PFi pouZiti obou luminofor(
(Er a Tm) Ize stanovit dva imunogeny souc¢asné a detek-
Ci provést pri dvou vinovych délkach.

Imunochromatografie se provadi také s polovodi-
¢ovymi nanokrystaly [14]. NanocCastice maji ve srov-
nani s konvencnimi fluorofory vynikajici fluorescenéni
vlastnosti: fluorescence je nastavitelna podle velikosti
Castice, absorpdni (excitacni) spektrum je Siroké, emis-
ni spektrum je Uzké a symetrické, intenzita fluorescence
je vysoka a nanokrystaly zabrafuiji zeslabovani svétla.
Na tomto principu byl stanoven nitrovany ceruloplaz-
min s LOD 8 pg/I [15]. Pouziva se sendviCova varianta,
kdy vzorek difunduje membranou do konjugacni zény,
kde se nitrovany ceruloplazmin navaze na anti-tyrosin,
znaCeny polovodicovymi nanokrystaly. Konjugat dale
migruje k zoné s Ab v0c¢i ceruloplazminu. Zde vznika
sendvi¢ a prebytek volného znaceného anti-tyrosinu
odchazi do odpadu. Fluorescence sendvicové zony se
méfi pfi 585 nm. Kompetitivni postup byl aplikovan pfi
stanoveni 3,5,6-trichlorpyridinolu [16]. Vzorek difundu-
je k zéné s Ag znacenym polovodicovymi nanokrystaly
(CdS-ZnS). Znaceny a volny Ag pak pfi dalsi migraci
dosdhnou zoény s Ab a soutézi o jeji vazebna mista.
Prebytek znaceného Ag odchézi do odpadu a mére-
ny signal (v zéné Ab excitace 330 nm, emise 655 nm))
je nepfimo umérny mnozstvi 3,5,6-trichlorpyridinolu ve

Oligomers polymaleic acid n-hexadecanol ester

Fig. 4. Microspheres of semiconductor nanocrystals
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vzorku. Provedeniimunoreakce trva 15 min, LOD meto-
dy je 1 pg/l, rozsah linearity 1 — 50 pg/l, preciznost 6,3
- 12,9 % a zpétny vytézek 102 %. Fluoreskuijici polovo-
dicové nanokrystaly CdSe/ZnS (prdmér 50 — 150 nm)
umoznuiji stanovit hCG s 20x lepSi citlivosti (0,5 1U/1)
nez bézné pouzivany barevny latex nebo koloidni Au
[17]. Hydrofobni nanokrystaly jsou potazené oligomery
(molekulova hmotnost < 2000) n-hexadekanolesteru
polymaleinové kyseliny (obr. 4), které maji amfifilni (tj.
soucasné hydrofilni i lipofilni) viastnosti. Ab vici hCG
je pripojena k oligomerlm karbodiimidem a ukotvena
v zOneé testu na nitroceluldzovou membranu. Fluores-
cence se sleduje pfi 370 nm za 10 min od pipetovani
vzorku na zaCatek membrany.

Hmotnostni spektroskopie

Klasické imunoanalytické metody umoznuiji stano-
vit velké mnoZstvi jednotlivych protein( a jinych latek,
ale vysledky nemusi byt spolehlivé v disledku matri-
ce, autoprotilatek, Abs vi¢i reagenciim a vlivem nad-
bytku Ag. Tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS) mlze projevy téchto nedostatkl zmensit [18].
Kvantifikace proteint zacina jejich Uc¢innou degradact
protedzou (obvykle trypsinem) a naslednou separaci
vzniklych peptidd vysokoucinnou kapalinovou chro-
matografii (HPLC). Potom hmotnostni spektrometr na
zékladé poméru hmotnosti iontu a jeho naboje (m/z)
separuje cilovy peptid, provede jeho fragmentaci
a kvantifikuje cilovy fragment. Specifita tohoto postupu
je déna tristupriovou separaci: rozdéleni peptidd HPLC
na zakladé hydrofobicity (UV detektor sleduje eluované
peptidy); 1. kvadrupdl (obr. 5) na zékladé poméru m/z
vybere peptidy se stejnym m/z a kolizni 2. kvadrupdl
Stépi peptidy na fragmenty; 3. kvadrupdl vybere cilovy
fragment a ionty, které dosahnou detektoru, pak maj
pfifazeny prekurzor ke stanovenému fragmentu. V prv-
nim kroku probiha chromatografie obvykle na reverzni
fazi, ktera je nepolarni a silné vaze hydrofobni moleku-
ly. To umoZnuje intenzivni promyti peptidd pred jejich
postupnym uvolfovanim organickym rozpoustédlem.
Ve druhém kroku peptidy prechazeji do elektrického
pole hmotnostniho spektrometru, kde jsou rozdélo-
vany na zakladé pomeéru m/z. lonty jsou vychylovany
konstantni silou a urychleni kazdého iontu je nepiimo
umeémeé jeho m/z. Tak je separovan cilovy peptid a dalsi
latky s nastavenym pomérem m/z, které prochazi prv-
nim kvadrupdlem. Ve druhém kvadrupdlu jsou napr.
dva peptidy (obr. 5). K odliSeni cilového peptidu od ire-
levantnich molekul je druhy kvadrupdl naplnén inertnim
koliznim plynem, aby se zajistila fragmentace molekul.
Vzniklé peptidové fragmenty jsou pak separovany ve
tfetim kvadrupdlu; fragment s nastavenym pomérem
m/z dopada na detektor a jeho signal je registrovan.
Kdyz je vybran v prvnim kvadrupdlu prekurzor se spe-
cifickym m/z a ve tfetim kvadrupdlu fragment se spe-
cifickym m/z — toto spojeni se oznaCuje jako prechod
(transition). Eluéni program HPLC ve spojeni s trojitym
kvadrupdlem umoznuje sledovat v jednom vzorku velké
mnozstvi analyt’ a fadu jejich pfechodt soucasné (mul-
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Fig. 5. Tandem mass spectrometry

tiple reaction monitoring — MRM) [19]. Urcitym omeze-
nim je to, ze nékteré peptidy neposkytuji pfechody, pfi
kterych vznika silny signal v poméru k Sumu.
Nejjednodussi metoda stanoveni proteinl MS je
zahdjena proteolyzou enzymem a zmérenim plochy piku
jednoho nebo vice takto vzniklych peptidd po separa-
ci HPLC. Zatimco se chromatograficky ucinné oddéli
cilovy analyt od mnoha primési, nékteré molekuly jsou
vymyvany soucasneé s cilovym analytem (jgjich koncen-
trace kolisa mezi jednotlivymi pacienty) a mohou potla-
Covat jeho ionizaci [20] pfi nasledné detekci MS. Kromé
toho odezva spektrometru béhem dne kolisa, a proto
je nutné vztahovat plochu méreného piku k plose piku
vnitfniho standardu, aby se eliminovalo mozné potlace-
ni ionizace. K tomu se obvykle pouzivaji stabilni izoto-
py cilovych peptidtli, obsahuijici deuterium, '*C nebo
SN. Tyto izotopy jsou chemicky identické s mérenymi
peptidy, ale spektrometr je na zakladé rozdilu v jejich
hmotnosti rozlisi. Proteolyza a pfimé stanoveni po izo-
topovém fedéni byly vyuzity napf. ke stanoveni Zn-a2-
glykoproteinu (LOD 0,08 mg/I, rozsah linearity 0,32 az
10,2 mg/l, preciznost v sérii 5,0 az 6,3 %, mezi sériemi
4,4 az 5,9 %) [21] nebo ceruloplazminu u novorozenct
v krevnich skvrnach (LOD 7 mg/l, rozsah linearity 200
az 950 mg/l, preciznost v sérii 9,2 az 10,7 %, mezi séri-
emi 5,8 az 8,9 %) [22].
vyskytujicich se ve velmi nizkych koncentracich v séru,
je technika zvySeni mnozstvi cilovych peptid’ po pro-
teolyze séra a jejich detekce tandemovou MS. Tak byl
pro CRP po proteolyze trypsinem dosazen LOD 1 nmol/l
[23]. Ke znaceni peptidd se pouzil *C-leucin. Kalibrace
byla v rozsahu 1 — 1000 nmol/I ?C-CRP peptidu. Za
nejvice specifické se povazuje obohaceni cilového
analytu imunoafinitni chromatografii [24]. Cilovy
protein, tj. lehky fetézec myozinu |, byl izolovan imuno-
afinitni purifikaci specifickou Ab, nasledovala proteoly-
za na kulickach potazenych trypsinem a MS detekce
odpovidajiciho peptidu s vyuzitim trojitého kvadrupdlu.
Promeénlivost imunoafinitniho obohaceni Ize regulovat
v tomto kroku pfidanim peptidu znaceného stabilnim
izotopem [25]. Metodika vyuZiti standard( se stabilni-
mi izotopy a zachytu Abs V& peptiddm se oznacduje
jako SISCAPA (Stable Isotope Standards and Capture
by Anti-Peptide Antibodies). Abs jsou imobilizovany na
100 nl kolonkach z litého kfemene a zachyti jak pfiroze-
né peptidy, tak vnitini standardy syntetickych peptid{
znacenych stabilnim izotopem *C. Kolonky se mohou
recyklovat s malou ztratou vazebné kapacity a variac-
ni koeficient mezi cykly je pfiblizné 5 %. Imunoafinitni
chromatografif Ize dosahnout 120nasobného obohace-
ni antigent ve srovnani s jinymi MS separa¢nimi meto-
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dami, jako je monitorovani vybraného iontu (selected
ion monitoring = SIM) nebo reakce (selected reaction
monitoring = SRM) elektrospreji. Postup je vyhodny
zejména pro stanoveni proteind, které se vyskytuji ve
velmi nizkych koncentracich. Kombinace MS imuno-
analyzy a MRM je perspektivni, protoze umozni spoleh-
livou kvalitativni i kvantitativni analyzu, mezilaboratorni
standardizaci a vytvoreni atlasu standardd, znacenych
stabilnimi izotopy [26].

Ve srovnani s postupy ELISA a RIA umoznuje MS
jednoznacné urdit znamé analyty, simultanné deteko-
vat analyty s podobnou imunoreaktivitou a identifikovat
izoformy proteind, zachycené na Abs.

Kvantitativni stanoveni proteini LC-MS/MS
ma fadu uskali, takze stale nepatii mezi rutinni labora-
torni metody. Koncentrace protein( se pohybuije v roz-
sahu deseti radd, ale odstranéni hojné se vyskytujicich
protein( imunoafinitni chromatografii nemusi byt dobré
feSeni [27], protoZe cilové proteiny se mohou vazat na
imunoglobuliny (napf. tyreoglobulin na autoprotilatky),
nebo na albumin (35 proteind). Dalsim problémem, sou-
visgjicim se slozitosti plazmy, je dostateCné mnozstvi
vychoziho materidlu pro ziskani peptidd v koncentra-
Ci potrfebné ke stanoveni MS (fmol), tedy 20 — 100 i
plazmy nebo > 1 mg proteinu [22 — 24, 28]. Mimoto
se miZe projevit neekana interference homologic-
kych peptidd pri imunoafinitnim obohaceni. Prestoze
je dostupna kompletni sekvence lidského genomu,
nelze predvidat rozsah soupereni podobnych peptidd
0 vazebna mista Ab. Plazmaticky proteom dosud neni
z velké &asti definovany, a pravdépodobnost vysky-
tu peptidd podobnych cilovym peptiddm je znacna,
zejména pri studiu velmi nizkych koncentraci peptidd.
Lidsky genom je z 99 % identicky, ale presto existuji
> 3 miliony individudlnich rozdild. Polymorfismus exo-
nG vede k substituci aminokyselin (AA), a nasledkem je
diskrepance mezi laboratofemi pfi imunoanalyze pro-
teind [18], ktera ovliviiuje také MS analyzy. Jakékoliv
zmény AA v cilovych peptidech zpUsobuiji problémy
pii jejich detekci MS. Pro dlvéryhodnou kvantifikaci
proteinu se doporucuje paralelni stanoveni alespon t¥
peptidd; optimalni je pouZiti monoklondlnich Abs vidi
péti peptidim. Zajimavé je pouziti MS pro cilové analy-
ty, které maji mezi sebou nepolymortni peptidy. Vedle
polymorfismu ovliviiuji imunoanalyzy a MS také post-
translacni modifikace, napf. u tyreoglobulinu ovliviuji
glykosylace, jodace, fosforylace, oxidace a sulfatace az
10 % tohoto proteinu [28]. Dalsi komplikaci jsou &etné
izoformy u mnoha proteind. Ktomu dochézi pfi spo-
jovani u transkripce nebo pfi post-translacnim proteo-
lytickém Stépeni, a navic jsou nékteré post-translaéni
produkty nestabilni (napf. karbonylové adukty).

| kdyz se MS v klinickych laboratofich pouziva delsi
dobu, sledovani peptidd pfi stanoveni protein( vyzadu-
je nékteré Upravy pracovnich postupd. Je tfeba moni-
torovat potlaceni tvorby iontl analytu v pripadé, Zze ve
stejném okamziku vznikaji konkurenéni ionty z latek,
které jsou pritomny v fadové vysSich koncentracich
(napf. soli ze vzorku) [29]. Pfi sekundarni iontové MS
se sleduje vznik izobarické interference mezi rozpra-
Sovanymi molekularnimi ionty a cilovymi ionty. Také se

hodnoti zavleCena chyba (0,01 — 1 %) podle pouzité-
ho automatického davkovace a analytu [18]; je tfeba
si uvédomit, ze hodnoty koncentrace, napf. CA 19-9
a hCG, kolisaji v rozpéti az osmi fadd. Pri detekci kon-
centrace syntetickych peptidd MS ziskavame obecné
linedarni odezvu signalu, ale to nemusi platit pro analyzy
klinickych vzork(. Pouzité Abs musi mit vysokou cCis-
totu a reakeni pufry nesmi obsahovat funkéni skupiny
ovliviujici ukotveni Ab na jeji nosi¢ [30]. Prikladem je
jemna ionizacni technika podobna ionizaci elektrospre-
jem, oznaCovana jako iMALDI (imunoanalyza a matrici
zprostifedkovana laserova desorpce s naslednou ioni-
zaci). Vzorek se smicha s matrici a aplikuje na kovo-
vou porézni podlozku se zakotvenou Ab. Po promyti
se 0zaf pulznim laserem, atim se desorbuje. Analyt
se rychle prevede do plynné faze, ionizuje a detekuje
MS. LOD je 0,5 - 1,0 % cilového analytu v analyzované
smeési latek.

Ultracitlivé metody

Do tohoto souboru se poditaji kromé uz uvedenych
imunochromatografickych metod, znamych elektroche-
mickych a optickych metod (v€etné téch vyzaduijicich
vinovody), také magnetorestriktivni metody a postupy
vyuzivajici tranzistor fizeny polem (obsahuijici nanovlak-
na, nanotyCinky nebo nanopasku) [31], které budou
blize vysvétleny.

Senzor obfiho elektrického odporu magnetic-
kého pole (GMR = giant magnetoresistive) pracuje na
principu preladéni spinu elektron’ v magnetickém poli.
Jak vyplyva z kvantového stavu, vyvolava mala zména
v magnetickém poli velky pokles elektrického odporu
(proto je v nazvu ,obfi"). Tento postup se pouziva jiz
radu let ke kédovani harddiskd. GMR senzor tvoii mag-
neticky velmi uniformni nanocastice. Desticka (o délce
13 — 300 nm) ma na krajich ferromagnetické Co Iis-
ty, které jsou spojeny nemagnetickym Cu prouzkem.
Ferromagnetické Casti jsou potazené Ab. Pfi vyrovna-
ni sméru spind externim magnetickym polem docha-
zi v magnetickych vrstvach ke zméné odporu za Cu
vrstvou: bez magnetizace je elektricky odpor nekonec¢-
ny, po zavedeni magnetického pole je 50% (obr. 6).
Elektrony se spravnym smérem spinu prochazeji mezi
jednotlivymi vrstvami bez rozptylu, elektrony s nesprav-

No magnetic field Magnetic field

T l T I
B  |iEnl

High resistivity Low resistivity

Fig. 6. Giant magnetoresistive effect: FM — ferromagnetic
layer, NM — non-magnetic layer
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nym smérem spinu jsou zadrzovany — proto je elek-
tricky odpor 50%. LOD dosazeny GMR senzorem je 5
fmol/l [32], pficemz je mozné stanovit 64 analytt simul-
tanné béhem 4 s. VétSina publikaci popisuje obvykle
analyzu jednoho analytu. Interleukin-6 byl stanoven jak
sendvicovym (LOD 10 amol/l), tak kompetitivnim (LOD
50 fmol/l) postupem [31]. Stanoveni parathormonu Ize
provést za 15 min jednostupnovou reakci bez promy-
vani [33]. LOD zavisi na velikosti nanocastice pro 500
nm je 0,8 pmol/l, ale pro 300 nm jen 10 pmol/I.

Technologie tranzistoru fizeného polem vyuzi-
va unipolarni tranzistory. Unipolarni tranzistor je polo-
vodicovy prvek, jehoz oznadeni vyjadfuje, ze prenos
naboje se v ném uskutecnuje pouze vétSinovymi nosici
naboje (na rozdil od bipolarniho tranzistoru). MenSinové
nosic¢e naboje jsou pro funkci tranzistoru nezadouci —
jsou parazitniho charakteru (vznika Joulovo teplo, které
mikroCip neni schopen odvést).

Pro velky vstupni odpor se témto tranzistorlim také
fika tranzistory fizené elektrickym polem. Velky vstupni
odpor je sice velkou vyhodou unipolarnich tranzistord,
ale nutno mit na paméti, ze vysoka vstupni impedance
mUze vést k jejich poskozeni statickym nabojem.

Transistor fizeny polem (FET) sestava ze tfi ¢asti:
kolektoru, baze (tj. vstupniho hradla s Ab) a emitoru.
V polovodici (obr. 7) je proud veden elektrony (negativ-
ni ¢astice — n kanal) nebo dérami v mistech chybgjicich

n-channel p-channel

lemitter |emitter

<
gate
Icollector

gate

lcollector

Fig. 7. Field-Effect Transistor

elektront (kde je kladny naboj — p kanal). Tranzistor se
sklada z polovodicl typu n a p, pricemz vyrazné pre-
vlada jeden z nich. Naboj na povrchu hradla zplsobuje
odpuzovani elektron nebo volnych dér v oblasti sub-
stratu pod hradlem a dochézi k vyCerpani nosiCe (Ab).
Je-li naboj dostateCny, dochazi k propojeni kolektoru
s emitorem. Vyhodou FET oproti elektrochemickym
metodam je to, Ze se nepouziva znacek. Proud v tran-
zistoru je ovliviiovan povrchovym nabojem. Protein ma
charakteristicky naboj a vazebna reakce je stanovena
pfimo jako funkce naboje navazané latky. Nevyhodou
tohoto postupu je, Zze detekce naboje imunogenu na
hradle velmi zavisi na iontové sile a pH. Znacné se uplat-
Auje také vliv matrice. Systém je citlivy na prostorové
rozdéleni naboje, takze molekuly vzdalengjsi od hradla
se uplatiuji méné [31]. Technologie FET byla pouzita
pfi stanoveni CRP, karcinoembryonainiho Ag (CEA),
PSA, troponinu |, imunoglobulinu G (IgG) a simultanné
Ize stanovit i dva analyty (hemoglobin — Hb a glykovany
hemoglobin — HbA, ) [31].

Prednosti FET je, ze citlivost stanoveni roste pfi
zmenseni velikosti zarizeni. Kolektor s emitorem mUze
spojovat kiemikové nanovilakno o délce 2 pm. Pri elek-
troforetickém nanaseni Ab na nanovlakno Ize pro PSA
dosahnout LOD 1 amol/l [34]. Uhlikové nanotyCinky
jsou mensi nez nanovidkna a umoznuiji dosahnout jes-
té niz8i LOD. Nanovlakna jsou vyrabéna sedmistup-
novym procesem a jejich zabudovani do FET je dalsi
devitistupfiovy postup [35]. Siroké pouziti je vyhodné
pfi nizké cené komponentd, ale toho Ize doséhnout jen
pfi velkovyrobé FET.
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