X DELFIA (Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent ImmunoAssay)

DELFIA patfi mezi fluoroimunoanalytické metody, byla vyvinula finskou firmou Wallac Oy (nyni
Perkin-Elmer)

DELFIA je velmi citliva a specifickda metoda pro stanoveni nizko- i vysokomolekularnich analytd,
vyuziva ¢asové modulované méfeni fluorescence chelatu lanthanidt (europium, terbium, sammarium,
ptip. dysprosium).

X.1  Princip metody:

Principem DELFIA je imunochemicka reakce, v niz jsou bud’ protilatka nebo antigen oznaceny
fluorescen¢ni sondou — stabilnim chelatem lanthanidu, nej¢astéji europia.

Po prob¢hlé imunochemické reakci je stabilni chelat, kterym je vznikly komplex oznacen, pfeménén
na slouceninu s intenzivni fluorescenci (opét chelat lanthanidu, ale s odliSnymi vlastnostmi). Tato
fluorescence je dlouhodoba (fadové stovky mikrosekund) s velkym rozdilem mezi vinovou délkou
excitace a fluorescence (tzv. Stokesiiv posun).

X.1.1 Chelatové znaceni protilatek Obr.1: Chelat
Chelaty jsou komplexni (koordinacni) slouceniny centralniho atomu (v

tomto piipadé lanthanidu) a dvoj- nebo vicevaznych ligandl, které O

mohou s centralnim atomem uzavtit cyklicka uspotadani (vykazuji tzv. o o
chelatovy efekt, tj. vyznamné zvySeni stability komplexii ve srovnani - '{/
s jednovaznymi ligandy). N‘ /:','O_
Oznaceni protilatky chelatem nesmi ovlivnit dilezité vlastnosti protilatky < e |V| §

— afinitu, specificitu a rozpustnost; pouzity chelat musi byt hydrofilni, N o
stabilni a snadno navazatelny. \_<

Pro znaCeni protilaitek nebo antigenii se pouzivaji nejCastéji chelaty C:)—O
lanthanidu s polyaminopolyoctovymi kyselinami jako vicevaznymi ')

ligandy, obsahujicimi i vhodnou funkéni skupinu pro navdzani na
protilatku nebo antigen.

Obr.2: Ptiklady vhodnych chelatacnich ¢inidel: izothiokyanatofenyl-derivaty kyselin

1) EDTA (etylendiamintetraoctova kyselina), 2) DTTA (dietylentriamintetraoctova kys.),
3) DTPA (dietylentriaminpentaoctova kys.) apod.
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Znaceni protilatky chelatem — ptiklad reakce izothiokyanatové skupiny chelatu a aminoskupiny lysinu
v proteinovém fetézci protilatky pti alkalickém pH uhlic¢itanového pufru:
S
I

Eu mrm-@-n:c:s + H,N—Protein—» Eu-DﬂA-@-NH—C—NH—Protein

Po probehlé reakei je znacend protilatka od nadbytku nenavazaného chelatu oddélena gelovou filtraci
na koloné se Sephadexem: velké molekuly znacené protilatky nepronikaji do pori v kulickach gelu a
protékaji tedy kolonou rychleji, malé molekuly chelatu jsou zadrzovany v poérech. Eluat vytékajici
z gelové kolony je monitorovan pii 280 nm a jima se odpovidajici frakce.

Obr. 3: Separace znacené protilatky a volného chelatu gelovou filtraci
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Vznikly znaceny protein nevykazuje fluorescenci, je dostate¢né termodynamicky stabilni, aby bylo
mozné jej dlouhodobé skladovat a natolik kineticky stabilni, aby bylo mozné jej pouzit i v prostiedi
s nadbytkem jinych iontd a chelata¢nich ¢inidel.

Pro malé molekuly (zna¢ené antigeny) se misto gelové filtrace pouziva technika HPLC.

X.1.2 Imunochemicka reakce

Vlastni imunochemicka reakce miize mit kompetitivni i nekompetitivni uspotradani. V prvém piipadé
je fluorescen¢ni sondou znacen antigen, v druhém piipadé protilatka.

Obr.4: Priklad reakce v kompetitivnim usporadani Obr.5.: Priklad imunoreakce v nekompetitivnim
(fluorescence nepiimo umérnd koncentraci analytu) usporadani (intenzita fluorescence piimo Umeérna
koncentraci analytu ve vzorku)
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Pozn.: Pracuje se vétSinou v mikrotitracnich destickach s jednou specifickou protilatkou (obvykle
monoklonalni) vazanou na pevné fazi.

X.1.3 Disociace lanthanidu z komplexu, vznik fluorescen¢nich chelata

Ion lanthanidu je z komplexu odtrzen vlivem kyselého pH (hodnota pH méné nez 4) a pfeménén na
vysoce fluorescencni chelat pridanim pifebytku vhodného luminogenniho ligandu (pii kyselém pH
neinterferuji pdvodni ligandy).

Vhodnymi ligandy jsou B-diketony obecného vzorce R;-C(=0)-CH,-C(=0)-R; , kde R, je nejcasteji
svétlo absorbujici aromatickd skupina, napf. naftyl-, benzofuryl-, furyl-, thienyl-, atd. a R, je
fluorovany uhlovodikovy zbytek, ktery v molekule zajistuje optimalni rozlozeni elektronové hustoty
pro tvorbu komplexu. Ligand se vaze na koordina¢ni misto lanthanidu svymi dvéma ketoskupinami.
Vybér luminogenniho ligandu zavisi na energetickych pozadavcich konkrétniho lanthanidu —
excitovana energeticka (tripletova) hladina ligandu musi lezet mirné vySe nez emisni hladina iontu,
aby mohlo dojit k optimalnimu pienosu energie z ligandu na centralni ion.

Obr.6: Emisni energetické hladiny lanthanidd Sm, Eu, Faci;j\c%
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Pozn.: Mezi energii a vinovou délkou emitovaného zafeni je
nepiima timéra: AE = (h.c)/A h...Planckova konstanta, c...rychlost svétla, A...vlnova délka
Fluorescence chelati Eu a Sm ma vétsi vinovou délku nez je tomu v piipadé Tb a Dy.

Kysely reakéni roztok kromé luminogennich ligandti obsahuje detergent a pomocnou reagencii TOPO
(tri-n-oktylfosfinoxid), kterd spolu s detergentem udrzuje vysledny chelat ve formé& micel a tim jej
chrani pfed molekulami vody, které by zhasely fluorescenci.

X.1.4 Casové modulované méfeni fluorescence (time-resolved fluorometry), TRF:

Fluorescence nového chelatu je intenzivni a dlouhodoba - doba emise (decay time) je fadovée stovky
mikrosekund, tedy mnohem del$i nez u bé&znych fluoroford, coz umoziuje vyuziti Casové
modulovaného méreni fluorescence: Vzorek je pulzné excitovan urcitou vinovou délkou svételného
zateni (napt. 340 nm) s frekvenci okolo 1 milisekundy. Detekce fluorescencniho zatfeni se pomoci
slozité¢ elektroniky zatne méfit se zpozdénim stovek mikrosekund (v dobé, kdy uz vyhasla
fluorescence pozadi, ktera je podstatng kratsi — fadove nanosekundy) a vlastni méfeni trva také tadove
stovky mikrosekund. Méfeni se provadi opakované a nacitd se za vybrany Casovy interval 1000 a
vicekrat (za jednu sekundu se d4 nacitat 1000 méfeni pfi frekvenci excitace 1 milisekunda).

Pro praktické aplikace se dava prednost chelatim europia, protoze jejich fluorescence pretrvava
nejdéle ve srovnani s ostatnimi lanthanidy.



Flurescen¢ni spektrum chelatt lanthanid vykazuje intenzivni Gzké emisni piky a velky Stokestiv
posun: vzorek je excitovan pti 340 nm a fluorescence se méii v dlouhovinné oblasti spektra, napf.
v pripad¢ Eu v ¢ervené oblasti — 620 nm (zde uz neni interference pozadi).

Obr.7: ¢asovy prub¢h fluorescence chelatu Eu Obr.8: Stokestiv posun
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Ptevzato z http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-73257FLY DELFIAApplicationsOfTRF.pdf

Diky specifickym vlastnostem fluorescence chelatli lanthanidt, které umoziuji spektralni i casové
odfiltrovani pozadi, je DELFIA metodou velmi specifickou a citlivou - detek&ni limit 10 attomol (107"
mol) europia v jamce mikrotitraéni desti¢ky, tj. koncentrace Eu 10™* — 10" mol/l.

X.1.5 Soucasné stanoveni vice analyti:

Vlastnosti fluorescence umoziuji i soucasné stanoveni vice analyti:
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Pozn.: Obrazky ¢.4, 5,9 a 10 ptevzaty z:
http://www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-73257FLY DELFIAApplicationsOfTRF.pdf

Znaceni protilatek chelaty lanthanidd umoziiuje paralelni stanoveni az Ctyf rtiznych analytt. Pii
pouziti chelatu Tb a Dy jako tieti a Ctvrté fluorescencéni znacky vedle Eu a Sm je nutno pouzit
v reakéni smési jesté dalsi luminogenni ligand (viz Obr.5).

Meéfeni fluorescence pii soucasném stanoveni vice analytli se provadi na velmi kvalitnich citlivych
fluorometrech s moznosti TRF a automatickou korekei piekryvu pro zachovani maximalni citlivosti a



specificnosti stanoveni (napt. EnVision, VICTOR, WiewLux Multilabel Counters — Perkin-Elmer),
presto stanoveni ¢tvrtého analytu (vyuzivajici chelaty dysprosia) ma o nékolik fadd horsi citlivost.

X.2  Praktické provedeni metody DELFIA:

Pracuje se nejcasteji v mikrotitra¢nich destickdch v usporadani 8x12 jamek se specifickou protilatkou
(obvykle monoklonalni) navazanou na pevné fazi. Imunochemicka reakce probiha piimo v jamce
mikrotitracni desticky, vznikd komplex znaCeny chelatem lanthanidu. K promytému komplexu se
pridava Enhancement Solution (zesilovaci roztok) obsahujici luminogenni ligand v silné kyselém
roztoku s piidavkem detergencniho ¢inidla. Stabilni chelat lanthanidu je jim odtrzen z komplexu a
pfeménén na novy intenzivné fluoreskujici chelat. Fluorescence se proméfuje pomoci fluorometru
umoziujiciho casové modulované méteni. Do prvnich jamek desticky se davkuji kalibratory. Pomoci
téchto kalibratord se sestroji kalibra¢ni kiivka, podle které se odecitaji jednotlivé analyzované vzorky.

Obr.10: Praktické provedeni metody DELFIA
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X.3  Piklady vyuziti metody DELFIA:

Metodu DELFIA lze pouzit pro Siroké spektrum analytii. V principu Ize chelatem lanthanidu oznacit
kazdou stabilni slouceninu obsahujici amino- nebo karboxyskupinu, kterd neni esencidlni pro
naslednou tvorbu imunokomplexu. Pokud dand molekula takovou skupinu nemad, je mozné ptipravit
synteticky jeji vhodny derivat.

Chelatem lanthanidu lze oznacit proteiny, peptidy, hormony, oligonukleotidy i malé organické
molekuly (steroidy, aminokyseliny, léky,...). Analytické postupy je mozné vypracovat piimo
v laboratofi (v€etné piripravy mikrotitracnich desticek nebo chelatového znaceni protilatek pomoci
materidlu a reagencii dodavanych firmou Perkin-Elmer), pro nékteré analyty jsou dostupné
diagnostické sety a automatizované uzavirené analytické systémy.

X.3.1 Proteiny, hormony

Ve formé komeréné dodavanych kith je dostupny napt. kompletni tyroidni panel (TSH, T3, T4, fT3,
fT4, TBG vcetné kitu pro stanoveni protilatek proti tyroidni peroxidaze a tyreoglobulinu), panel
reproduk¢nich hormontt (HCG, FSH, LH, estradiol, progesteron, prolaktin, testosteron, SHBG), panel
pro screening v tehotenstvi (free-BHCG, HCG, estriol, AFP, PAPP-A), PSA, inzulin, ristovy hormon,
cytokiny a dalsi.



X.3.2 Novorozenecky screening

DELFIA je metoda vhodna pro stanoveni analytl nejen v kapalném materialu (sérum, plazma), ale
diky jeji citlivosti je mozZno ji pouzit i pro praci se suchou krevni skvrnou.

Pozn.: Sucha krevni skvrna (sucha krevni kapka, dry blood spot) je alternativni zpisob odbéru biologického
materialu, vhodny zvlasté pro odbéry novorozenct. Jedna se o malé mnozstvi kapilarni krve nasaklé do odbérové
karti¢ky ze specialniho filtraéniho papiru. Ze suché krevni kapky se vyrazi tercik (nejlépe ze stfedu skvrny), ze
kterého se krev mtize vyextrahovat vhodnym rozpoustédlem nebo pufrem a extrakt pouzit k analyze. Kalibra¢ni
a kontrolni materialy pro stanoveni analyt metodou DELFIA jsou rovnéz ve formé suché krevni skvrny.

Obr.11: Odbérovy systém pro novorozenecky screening Obr.12: Krevni skvrna po vyrazeni ter¢iku

DELFIA ve spojeni s technikou suché krevni skvrny se stala idealnim feSenim pro zavedeni
celoploiného novorozeneckého screeningu nékterych dédiénych chorob. V CR se touto technikou
provadi screening kongenitalni hypotyreozy (stanoveni TSH), kongenitalni adrenalni hyperplazie
(stanoveni 17-hydroxy-progesteronu, 17-OH-P) a cystické fibrozy (stanoveni IRT - imunoreaktivniho
trypsinogenu).

Pozn.: Metodu DELFIA Ize pln¢ automatizovat pii praci s kapalnym materidlem (plasma, sérum). Pii praci se
suchou krevni skvrnou neni dosud bézna automatizace prvniho kroku (vyrazeni tercik).

X.3.3 DalSi mozné aplikace

Stanoveni aktivity kindz: Enzymy proteinkindzy fosforyluji urcité aminokyseliny v peptidickém
fetézci. Pomoci Eu-znacenych protilatek proti fosforylovanym aminokyselindm lze posoudit tiroven
fosforylace.

Metody s Eu-znacenymi oligonukleotidy: Eu-oligonukleotidy mohou byt vyuzity pro detekci a
kvantifikaci amplifika¢nich produktt napt. pro detekci genovych mutaci, viri atd.

Metody zaloZené na sledovani syntézy DNA (napf. studium bunécné proliferace): Do nové
syntetizovanych fetézci DNA je misto thymidinu zabudovan pyrimidinovy analog 5-bromo-2’-
deoxyuridine, ktery je detegovan imunochemicky Eu-zna¢enymi monoklonalnimi protilatkami.

Sledovani interakei ligand — receptor, je-li jeden z dvojice pomoci streptavidinu — biotinu fixovan
na mikrotitracni desticce

X.3.4 Instrumentalni technika

Na snimcich je zobrazena ,,manualni* pfistrojova linka DELFIA: razicka tercikli (1 — pro praci se
suchou krevni skvrnou), davkovac Cinidel (2), tftepacka pro mikrotitracni desticky (3), odsavacka (4),
promyvacka desticek (5), TRF fluorometr (6) a automaticky analyzator AutoDELFIA.



Obr.13: Pristrojova linka DELFIA

Obr.14: AutoDELFIA

Obr.15: Softwarové zpracovana kalibra¢ni kiivka DELFIA
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