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SOUHRN
Edukační publikace se zabývá některými postupy, které rozšířily aplikaci imunochemie v posledním desetiletí. Fluorescenční 
imunochromatografie spojuje výhody chromatografických a imunochemických metod značených fluoroforem. Nejvíce se 
používá průtoková horizontální analýza s fluoroforem Alexa 647 nebo sulforhodaminem B (může být i v liposomech). Dal-
šími fluorofory jsou nanočástice s ionty europia, křemenem potažené či polovodičové nanokrystaly. Imunochromatografie 
ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií má zatím větší uplatnění ve výzkumu než v klinické laboratorní praxi. 
K obohacení stanovovaného analytu se využívá imunoafinitní chromatografie. Ke standardizaci slouží inkorporace stabilních 
izotopů do cílových peptidů. V poloprovozní fázi je zavádění ultracitlivých metod: aplikace senzoru obřího elektrického 
odporu magnetického pole a technologie tranzistoru řízeného polem.
Klíčová slova:� fluorescenční imunochromatografie, hmotnostní spektrometrie, senzor obřího elektrického odporu magnetic-
kého pole, tranzistor řízený polem.

SUMMARY
Štern 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.

Fluorescenční imunochromatografie

Imunochromatografie spojuje výhody chromato-
grafických a imunochemických technik a uplatňuje se 
zejména při urgentních vyšetřeních. Imunochromato-
grafie je podobná technice ELISA, pouze s tím rozdí-
lem, že imunochemická reakce probíhá na chromato-
grafickém papíře během kapilární migrace. Analytický 
systém sestává ze čtyř částí: podložky pro vzorek, 
absorpční podložky, nitrocelulózové membrány a kon-
jugační podložky [1] obsahující detekční pufr. Antigen 
(Ag), obsažený ve vzorku po nanesení na podložku 
difunduje přes absorpční podložku do nitrocelulózové 
membrány, kde tvoří imunokomplex se zakotvenou 
protilátkou (Ab), která je značená fluoroforem. Během 
několika minut se imunokomplex posune na fluores-
cenční linii, kde se kvantitativně měří fluorescence [2]. 
S fluorescenční značkou se nejvíce používá průtoková 
horizontální imunoanalýza [3]. Vnitřním standardem 
je králičí Ab a jako fluorofory se používají buď Alexa 647 
nebo sulforhodamin B. Detekce se provádí laserovým 
fluorescenčním skenerem. Proužky pro stanovení lid-
ského sérového albuminu mohou mít dvojí uspořádá-
ní. Při kompetitivním postupu obsahuje detekční pufr 
lidský albumin a králičí anti-IgG; oba značené fluorofo-
rem. Monoklonální Ab vůči lidskému albuminu je imobi-

lizována na linii testu a králičí IgG na kontrolní linii. Zna-
čený a neznačený lidský albumin soutěží o vazebná 
místa specifické Ab, která je k dispozici v omezeném 
množství (obr. 1) a měřený signál je nepřímo úměrný 
koncentraci albuminu. Při inhibiční imunoanalýze obsa-
huje detekční pufr králičí anti-IgG Ab a monoklonální 
Ab vůči lidskému albuminu, obě značené fluoroforem. 
Lidský albumin je zakotvený na linii testu a králičí IgG 
na kontrolní linii. Stanovovaný sérový albumin inhibuje 
odpovídající značenou monoklonální Ab při vazbě na 
albumin v linii testu (obr. 2) a měřený signál je nepřímo 
úměrný koncentraci albuminu. Kompetitivní fluores-
cenční imunochromatografie  byla použita také ke sta-
novení albuminu v moči [4]. Při stanovení mikrocystinu 

Fig. 1. Competitive immunoassay
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[5] bylo zjištěno, že detekční limit (LOD) je pro inhibiční 
postup o polovinu nižší, než v kompetitivním provedení. 
Pro stanovení C-reaktivního proteinu (CRP) v séru [6] 
byl LOD 0,133 mg/l a rozsah linearity 0 – 10 mg/l. Pro-
statický sérový antigen (PSA) lze stanovit imunochro-
matografií v sendvičovém uspořádání s fluorescenčním 
barvivem Alexa 647 [3] a laserovým skenerem za 15 min  
v rozsahu 2,5 – 8 µg/l. Preciznost v sérii je < 6,5 %, 
mezi sériemi 4,5 %. Později [7] byl postup vylepšen a je 
použitelný v rozsahu 0,72 – 46 µg/l. Vzorek se smíchá 
s detekčním roztokem, který obsahuje monoklonální 
Ab vůči PSA značenou fluoroforem a biotin konjugova-
ný přes hovězí albumin s fluoroforem (jako vnitřní stan-
dard). Laserovým skenerem se hodnotí fluorescence 
vzniklého sendviče (obr. 3) proti značenému biotinu 
na streptavidinové kotvě. Sendvičový postup byl také 
popsán pro fluorescenční imunochromatografii β-pod-
jednotky choriového gonadotropinu (β-hCG) [8] v roz-
sahu 0 – 1000 IU/l a pro tyreotropin (TSH) [9] v rozsahu 
1 – 40 mU/l.

což je 100x nižší hodnota než při aplikaci koloidního 
Au. Metoda je lineární v rozsahu 50 – 3130 ng/l s pre-
cizností 2,3 – 10,4 %. 

Anorganické nanokrystaly fluoreskujících oxy-
sulfidů potažené SiO

2
 se mohou uplatnit jako zesilovací 

luminofory (oxysulfidy Er nebo Tm), které jsou excitovány 
infračerveným zářením (laser 980 nm) a emitují fotony ve 
viditelném spektru (Er 550 nm, Tm 480 nm) [13]. Tak 
lze detekovat 10 ng/l hCG (rozsah měření přesahuje tři 
řády), přičemž LOD je 10x nižší než při imunochroma-
tografii s koloidním Au. Vzorek po nanesení na nitroce-
lulózovou membránu difunduje přes proužek s luminis-
cenčními nanočásticemi, které unáší k linii specifické Ab. 
Fluorescence linie testu se ještě koriguje na pozadí (fluo-
rescence membrány po ukončení difuze) a na kontrolní 
linii (obsahuje kontrolní Ab). Při použití obou luminoforů 
(Er a Tm) lze stanovit dva imunogeny současně a detek-
ci provést při dvou vlnových délkách.

Imunochromatografie se provádí také s polovodi-
čovými nanokrystaly [14]. Nanočástice mají ve srov-
nání s konvenčními fluorofory vynikající fluorescenční 
vlastnosti: fluorescence je nastavitelná podle velikosti 
částice, absorpční (excitační) spektrum je široké, emis-
ní spektrum je úzké a symetrické, intenzita fluorescence 
je vysoká a nanokrystaly zabraňují zeslabování světla. 
Na tomto principu byl stanoven nitrovaný ceruloplaz-
min s LOD 8 µg/l [15]. Používá se sendvičová varianta, 
kdy vzorek difunduje membránou do konjugační zóny, 
kde se nitrovaný ceruloplazmin naváže na anti-tyrosin, 
značený polovodičovými nanokrystaly. Konjugát dále 
migruje k zóně s Ab vůči ceruloplazminu. Zde vzniká 
sendvič a přebytek volného značeného anti-tyrosinu 
odchází do odpadu. Fluorescence sendvičové zóny se 
měří při 585 nm. Kompetitivní postup byl aplikován při 
stanovení 3,5,6-trichlorpyridinolu [16]. Vzorek difundu-
je k zóně s Ag značeným polovodičovými nanokrystaly 
(CdS-ZnS). Značený a volný Ag pak při další migraci 
dosáhnou zóny s Ab a soutěží o její vazebná místa. 
Přebytek značeného Ag odchází do odpadu a měře-
ný signál (v zóně Ab excitace 330 nm, emise 655 nm)) 
je nepřímo úměrný množství 3,5,6-trichlorpyridinolu ve 

Fig. 2. Inhibitive immunoassay

Fig. 3. Sandwich immunoassay

Monoklonální Ab značená liposomy, plněnými 
sulforhodaminem B (emituje světlo 520 nm), byla 
použita při imunochromatografickém stanovení pro-
duktů kyanobakteriálních toxinů: mikrocystinů a nodu-
larinů [10]. Citlivost metody byla 10x lepší než při zna-
čení koloidním Au. Dosažený LOD pro mikrocystiny byl 
60 ng/l při preciznosti < 13 %. 

Nanočástice obsahující Eu3+ byly využity při 
imunochromatografickém stanovení CRP [11]. LOD 
metody byl < 0,2 µg/l a rozsah linearity 0,2 – 200 µg/l.  
Cheláty Eu3+ s křemennými nanočásticemi umožňují 
stanovit povrchový Ag hepatitidy B (HBsAg) [12]. Na 
nanočástici je přes dextran kovalentně vázáno velké 
množství iontů Eu3+ (6,86x105), poskytujících intenzivní 
fluorescenci při 615 nm. Tak byl dosažen LOD 30 ng/l, Fig. 4. Microspheres of semiconductor nanocrystals
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vzorku. Provedení imunoreakce trvá 15 min, LOD meto-
dy je 1 µg/l, rozsah linearity 1 – 50 µg/l, preciznost 6,3 
– 12,9 % a zpětný výtěžek 102 %. Fluoreskující polovo-
dičové nanokrystaly CdSe/ZnS (průměr 50 – 150 nm) 
umožňují stanovit hCG s 20x lepší citlivostí (0,5 IU/l) 
než běžně používaný barevný latex nebo koloidní Au 
[17]. Hydrofobní nanokrystaly jsou potažené oligomery 
(molekulová hmotnost < 2000) n-hexadekanolesteru 
polymaleinové kyseliny (obr. 4), které mají amfifilní (tj. 
současně hydrofilní i lipofilní) vlastnosti. Ab vůči hCG 
je připojena k oligomerům karbodiimidem a ukotvena 
v zóně testu na nitrocelulózovou membránu. Fluores-
cence se sleduje při 370 nm za 10 min od pipetování 
vzorku na začátek membrány. 

Hmotnostní spektroskopie

Klasické imunoanalytické metody umožňují stano-
vit velké množství jednotlivých proteinů a jiných látek, 
ale výsledky nemusí být spolehlivé v důsledku matri-
ce, autoprotilátek, Abs vůči reagenciím a vlivem nad-
bytku Ag. Tandemová hmotnostní spektrometrie 
(MS) může projevy těchto nedostatků zmenšit [18]. 
Kvantifikace proteinů začíná jejich účinnou degradací 
proteázou (obvykle trypsinem) a následnou separací 
vzniklých peptidů vysokoúčinnou kapalinovou chro-
matografií (HPLC). Potom hmotnostní spektrometr na 
základě poměru hmotnosti iontu a jeho náboje (m/z)  
separuje cílový peptid, provede jeho fragmentaci 
a kvantifikuje cílový fragment. Specifita tohoto postupu 
je dána třístupňovou separací: rozdělení peptidů HPLC 
na základě hydrofobicity (UV detektor sleduje eluované 
peptidy); 1. kvadrupól (obr. 5) na základě poměru m/z 
vybere peptidy se stejným m/z a kolizní 2. kvadrupól 
štěpí peptidy na fragmenty; 3. kvadrupól vybere cílový 
fragment a ionty, které dosáhnou detektoru, pak mají 
přiřazeny prekurzor ke stanovenému fragmentu. V prv-
ním kroku probíhá chromatografie obvykle na reverzní 
fázi, která je nepolární a silně váže hydrofobní moleku-
ly. To umožňuje intenzivní promytí peptidů před jejich 
postupným uvolňováním organickým rozpouštědlem. 
Ve druhém kroku peptidy přecházejí do elektrického 
pole hmotnostního spektrometru, kde jsou rozdělo-
vány na základě poměru m/z. Ionty jsou vychylovány 
konstantní silou a urychlení každého iontu je nepřímo 
úměrné jeho m/z. Tak je separován cílový peptid a další 
látky s nastaveným poměrem m/z, které prochází prv-
ním kvadrupólem. Ve druhém kvadrupólu jsou např. 
dva peptidy (obr. 5). K odlišení cílového peptidu od ire-
levantních molekul je druhý kvadrupól naplněn inertním 
kolizním plynem, aby se zajistila fragmentace molekul. 
Vzniklé peptidové fragmenty jsou pak separovány ve 
třetím kvadrupólu; fragment s nastaveným poměrem 
m/z dopadá na detektor a jeho signál je registrován. 
Když je vybrán v prvním kvadrupólu prekurzor se spe-
cifickým m/z a ve třetím kvadrupólu fragment se spe-
cifickým m/z – toto spojení se označuje jako přechod 
(transition).  Eluční program HPLC ve spojení s trojitým 
kvadrupólem umožňuje sledovat v jednom vzorku velké 
množství analytů a řadu jejich přechodů současně (mul-

tiple reaction monitoring – MRM) [19]. Určitým omeze-
ním je to, že některé peptidy neposkytují přechody, při 
kterých vzniká silný signál v poměru k šumu.

Nejjednodušší metoda stanovení proteinů MS je 
zahájena proteolýzou enzymem a změřením plochy píku 
jednoho nebo více takto vzniklých peptidů po separa-
ci HPLC. Zatímco se chromatograficky účinně oddělí 
cílový analyt od mnoha příměsí, některé molekuly jsou 
vymývány současně s cílovým analytem (jejich koncen-
trace kolísá mezi jednotlivými pacienty) a mohou potla-
čovat jeho ionizaci [20] při následné detekci MS. Kromě 
toho odezva spektrometru během dne kolísá, a proto 
je nutné vztahovat plochu měřeného píku k ploše píku 
vnitřního standardu, aby se eliminovalo možné potlače-
ní ionizace. K tomu se obvykle používají stabilní izoto-
py cílových peptidů, obsahující deuterium, 13C nebo 
15N. Tyto izotopy jsou chemicky identické s měřenými 
peptidy, ale spektrometr je na základě rozdílu v jejich 
hmotnosti rozliší. Proteolýza a přímé stanovení po izo-
topovém ředění byly využity např. ke stanovení Zn-α2-
glykoproteinu (LOD 0,08 mg/l, rozsah linearity 0,32 až 
10,2 mg/l, preciznost v sérii 5,0 až 6,3 %, mezi sériemi 
4,4 až 5,9 %) [21] nebo ceruloplazminu u novorozenců 
v krevních skvrnách (LOD 7 mg/l, rozsah linearity 200 
až 950 mg/l, preciznost v sérii 9,2 až 10,7 %, mezi séri-
emi 5,8 až 8,9 %) [22].

Nejdůležitějším postupem při detekci proteinů, 
vyskytujících se ve velmi nízkých koncentracích v séru, 
je technika zvýšení množství cílových peptidů po pro-
teolýze séra a jejich detekce tandemovou MS. Tak byl 
pro CRP po proteolýze trypsinem dosažen LOD 1 nmol/l  
[23]. Ke značení peptidů se použil 13C-leucin. Kalibrace 
byla v rozsahu 1 – 1000 nmol/l 12C-CRP peptidu. Za 
nejvíce specifické se považuje obohacení cílového 
analytu imunoafinitní chromatografií [24]. Cílový 
protein, tj. lehký řetězec myozinu I, byl izolován imuno-
afinitní purifikací specifickou Ab, následovala proteolý-
za na kuličkách potažených trypsinem a MS detekce 
odpovídajícího peptidu s využitím trojitého kvadrupólu. 
Proměnlivost imunoafinitního obohacení lze regulovat 
v tomto kroku přidáním peptidu značeného stabilním 
izotopem [25]. Metodika využití standardů se stabilní-
mi izotopy a záchytu Abs vůči peptidům se označuje 
jako SISCAPA (Stable Isotope Standards and Capture 
by Anti-Peptide Antibodies). Abs jsou imobilizovány na 
100 nl kolonkách z litého křemene a zachytí jak přiroze-
né peptidy, tak vnitřní standardy syntetických peptidů 
značených stabilním izotopem 13C. Kolonky se mohou 
recyklovat s malou ztrátou vazebné kapacity a variač-
ní koeficient mezi cykly je přibližně 5 %. Imunoafinitní 
chromatografií lze dosáhnout 120násobného obohace-
ní antigenů ve srovnání s jinými MS separačními meto-

Fig. 5. Tandem mass spectrometry
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dami, jako je monitorování vybraného iontu (selected 
ion monitoring = SIM) nebo reakce (selected reaction 
monitoring = SRM) elektrospreji. Postup je výhodný 
zejména pro stanovení proteinů, které se vyskytují ve 
velmi nízkých koncentracích. Kombinace MS imuno-
analýzy a MRM je perspektivní, protože umožní spoleh-
livou kvalitativní i kvantitativní analýzu, mezilaboratorní 
standardizaci a vytvoření atlasu standardů, značených 
stabilními izotopy [26]. 

Ve srovnání s postupy ELISA a RIA umožňuje MS 
jednoznačně určit známé analyty, simultánně deteko-
vat analyty s podobnou imunoreaktivitou a identifikovat 
izoformy proteinů, zachycené na Abs.  

Kvantitativní stanovení proteinů LC-MS/MS 
má řadu úskalí, takže stále nepatří mezi rutinní labora-
torní metody. Koncentrace proteinů se pohybuje v roz-
sahu deseti řádů, ale odstranění hojně se vyskytujících 
proteinů imunoafinitní chromatografií nemusí být dobré 
řešení [27], protože cílové proteiny se mohou vázat na 
imunoglobuliny (např. tyreoglobulin na autoprotilátky), 
nebo na albumin (35 proteinů). Dalším problémem, sou-
visejícím se složitostí plazmy, je dostatečné množství 
výchozího materiálu pro získání peptidů v koncentra-
ci potřebné ke stanovení MS (fmol), tedy 20 – 100 µl 
plazmy nebo > 1 mg proteinu [22 – 24, 28]. Mimoto 
se může projevit nečekaná interference homologic-
kých peptidů při imunoafinitním obohacení. Přestože 
je dostupná kompletní sekvence lidského genomu, 
nelze předvídat rozsah soupeření podobných peptidů 
o vazebná místa Ab. Plazmatický proteom dosud není 
z velké části definovaný, a pravděpodobnost výsky-
tu peptidů podobných cílovým peptidům je značná, 
zejména při studiu velmi nízkých koncentrací peptidů. 
Lidský genom je z 99 % identický, ale přesto existují 
> 3 miliony individuálních rozdílů. Polymorfismus exo-
nů vede k substituci aminokyselin (AA), a následkem je 
diskrepance mezi laboratořemi při imunoanalýze pro-
teinů [18], která ovlivňuje také MS analýzy. Jakékoliv 
změny AA v cílových peptidech způsobují problémy 
při jejich detekci MS. Pro důvěryhodnou kvantifikaci 
proteinu se doporučuje paralelní stanovení alespoň tří 
peptidů; optimální je použití monoklonálních Abs vůči 
pěti peptidům. Zajímavé je použití MS pro cílové analy-
ty, které mají mezi sebou nepolymorfní peptidy. Vedle 
polymorfismu ovlivňují imunoanalýzy a MS také post-
translační modifikace, např. u tyreoglobulinu ovlivňují 
glykosylace, jodace, fosforylace, oxidace a sulfatace až 
10 % tohoto proteinu [28]. Další komplikací jsou četné 
izoformy u mnoha proteinů. K tomu dochází při spo-
jování u transkripce nebo při post-translačním proteo-
lytickém štěpení, a navíc jsou některé post-translační 
produkty nestabilní (např. karbonylové adukty). 

I když se MS v klinických laboratořích používá delší 
dobu, sledování peptidů při stanovení proteinů vyžadu-
je některé úpravy pracovních postupů. Je třeba moni-
torovat potlačení tvorby iontů analytu v případě, že ve 
stejném okamžiku vznikají konkurenční ionty z látek, 
které jsou přítomny v řádově vyšších koncentracích 
(např. soli ze vzorku) [29]. Při sekundární iontové MS 
se sleduje vznik izobarické interference mezi rozpra-
šovanými molekulárními ionty a cílovými ionty. Také se 

hodnotí zavlečená chyba (0,01 – 1 %) podle použité-
ho automatického dávkovače a analytu [18]; je třeba 
si uvědomit, že hodnoty koncentrace, např. CA 19-9 
a hCG, kolísají v rozpětí až osmi řádů. Při detekci kon-
centrace syntetických peptidů MS získáváme obecně 
lineární odezvu signálu, ale to nemusí platit pro analýzy 
klinických vzorků. Použité Abs musí mít vysokou čis-
totu a reakční pufry nesmí obsahovat funkční skupiny 
ovlivňující ukotvení Ab na její nosič [30]. Příkladem je 
jemná ionizační technika podobná ionizaci elektrospre-
jem, označovaná jako iMALDI (imunoanalýza a matricí 
zprostředkovaná laserová desorpce s následnou ioni-
zací). Vzorek se smíchá s matricí a aplikuje na kovo-
vou porézní podložku se zakotvenou Ab. Po promytí 
se ozáří pulzním laserem, a tím se desorbuje. Analyt 
se rychle převede do plynné fáze, ionizuje a detekuje 
MS. LOD je 0,5 – 1,0 % cílového analytu v analyzované 
směsi látek.  

Ultracitlivé metody

Do tohoto souboru se počítají kromě už uvedených 
imunochromatografických metod, známých elektroche-
mických a optických metod (včetně těch vyžadujících 
vlnovody), také magnetorestriktivní metody a postupy 
využívající tranzistor řízený polem (obsahující nanovlák-
na, nanotyčinky nebo nanopásku) [31], které budou 
blíže vysvětleny.   

Senzor obřího elektrického odporu magnetic-
kého pole (GMR = giant magnetoresistive) pracuje na 
principu přeladění spinu elektronů v magnetickém poli. 
Jak vyplývá z kvantového stavu, vyvolává malá změna 
v magnetickém poli velký pokles elektrického odporu 
(proto je v názvu „obří“). Tento postup se používá již 
řadu let ke kódování harddisků. GMR senzor tvoří mag-
neticky velmi uniformní nanočástice. Destička (o délce 
13 – 300 nm) má na krajích ferromagnetické Co liš-
ty, které jsou spojeny nemagnetickým Cu proužkem. 
Ferromagnetické části jsou potažené Ab. Při vyrovná-
ní směru spinů externím magnetickým polem dochá-
zí v magnetických vrstvách ke změně odporu za Cu 
vrstvou: bez magnetizace je elektrický odpor nekoneč-
ný, po zavedení magnetického pole je 50% (obr. 6). 
Elektrony se správným směrem spinu procházejí mezi 
jednotlivými vrstvami bez rozptylu, elektrony s nespráv-

Fig. 6. Giant magnetoresistive effect: FM – ferromagnetic 
layer, NM – non-magnetic layer
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Předností FET je, že citlivost stanovení roste při 
zmenšení velikosti zařízení. Kolektor s emitorem může 
spojovat křemíkové nanovlákno o délce 2 µm. Při elek-
troforetickém nanášení Ab na nanovlákno lze pro PSA 
dosáhnout LOD 1 amol/l [34]. Uhlíkové nanotyčinky 
jsou menší než nanovlákna a umožňují dosáhnout ješ-
tě nižší LOD. Nanovlákna jsou vyráběna sedmistup-
ňovým procesem a jejich zabudování do FET je další 
devítistupňový postup [35]. Široké použití je výhodné 
při nízké ceně komponentů, ale toho lze dosáhnout jen 
při velkovýrobě FET.
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ným směrem spinu jsou zadržovány – proto je elek-
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Fig. 7. Field-Effect Transistor

elektronů (kde je kladný náboj – p kanál). Tranzistor se 
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