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DELFIA

Dissociation-Enhanced
Lanthanide Fluorescent
ImmunoAssay

fluoroimunoanalyticka metoda
firma Wallac Oy - LKB Pharmacia (fin.)

stanoveni nizko- i vysokomolekularnich
analytu

velmi citliva
velmi specificka

casové modulované méreni fluorescence
chelatu lanthanidu

Europium
Terbium
Sammarium
Dysprosium




DELFIA - princip

Protilatka nebo antigen oznaceny fluorescencni
sondou

« chelat lanthanidu, nejCastéji Europia
Po probéhlé imunochemické reakci: pridani
,Zzesilovaciho® roztoku ke vzniklému komplexu

° Odtl’ienll Eu Z komplexu Excitation N . Emission
3 alorEs 5 Or &urcpoem -
« preména Eu na novy intenzivné fluoreskujici chelat
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fluorescence s velkym Stokesovym posunem
fluorescencéniho spektra
- rozdil mezi vinovou délkou excitace a fluorescence

vzorek pulzné excitovan UV zafenim (340 nm)

fluorescence mérena v dlouhovinné ¢asti VIS spektra
—  pf. Europium 620 nm

@ fluorescence je dlouhodoba
— (fFadové stovky mikrosekund)

Emission (nm)




DELFIA - Chelatové znaceni protilatek

komplexni (koordinacni) slouceniny centralniho atomu a dvoj-
nebo vicevaznych ligandu

ligandy tvofi s centralnim atomem cyklicka usporadani

» chelatovy efekt - vyznamné zvySeni stability komplext ve
srovnani s jednovaznymi ligandy

pouzity chelat musi byt hydrofilni, stabilni a shadno
navazatelny na protilatku

nejCastéji chelaty lanthanidu s izothiokyanatofenyl-derivaty
polyaminopolyoctovych kyselin (EDTA, DTTA, DTPA,...)
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DELFIA - Chelatové znaceni protilatek

Oznaceni protilatky chelatem

nesmi ovlivnit vlastnosti protilatky — afinitu, specificitu, rozpustnost

reakce izothiokyanatové skupiny chelatu a aminoskupiny lysinu v proteinovem
retézci protilatky:
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Eu—DTrA—@-N=C=S + HN-Protein——» Eu-[‘ﬂTA-@NH—C—NH—Pmt&in

oddéleni znacené protilatky od nadbytku nenavazaného chelatu - gelova filtrace
» oddéleni znaceného antigenu od nenavazaného chelatu — HPLC

eluat z kolony monitorovan pfi 280 nm, jima se odpovidajici frakce

Znatena
protilatka
avolny
chelat

Zrnka gelu

Agregaty

IgG Volny Eu chelat

Eluéni objem



DELFIA K.

Protilatka na  anti -thyroxin lg

Usporadani
imunochemické reakce: |
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Inkubace

Inkubace a

- kompetitivni:
- fluorescencni sondou znaceny

, Eu-znateny %, Inkubace a
an t| g en th].n'umn promyti
- intenzita fluorescence neprimo _
umerna koncentraci analytu ve & = e
vzorku fluorescence

e ’ . v 7y, INKUBACE
- nekompetitivni (sendvicove): |=g + & +“~\"(_E,J)J£fLI %((
- quorescencnl sondou znacena Protttia TSH j—.ré:-tg?.tiéu \l{suhﬂ:u
protilatka pems faz
- intenzita fluorescence pfimo zesileni

r v P ; prarmyti
umerna koncentraci analytu ve

[’ MEREN
vzorku FLUORESCENCE




DELFIA - disociace lanthanidu z komplexu,
vznik fluorescencénich chelatu

ion lanthanidu z komplexu odtrzen vlivem kyselého pH
preménén na vysoce fluorescencni chelat pridanim prebytku luminogenniho ligandu

vhodnymi ligandy jsou [3-diketony:

R1-C(=0)-CH2-C(=0)-R2

— R1... svétlo absorbujici aromaticka skupina, napfr. naftyl-, benzofuryl-, furyl-, thienyl-, atd.

— R2... fluorovany uhlovodikovy zbytek, v molekule zajiStuje optimalni rozlozeni elektronove
hustoty pro tvorbu komplexu
— ligand se vaze na koordinaéni 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

Kysely reakcni roztok kromé ligandu obsahuje
» detergent
* pomocne reagencie
udrzuji vysledny chelat ve formé micel




DELFIA - Time-resolved fluorometry (TRF)

fluorescence - intenzivni a dlouhodoba
* doba emise delSi nez u béznych fluoroforti - radové stovky mikrosekund

Excitation 1 = 340 nm 1000 cycles/s

@
9
Z
[
o
&
—_
=]
=
=)

=t

=

T 0 400 800 1000
600 Delay time Counting time Time (ps)

Emission (nm)

- vzorek pulzneé excitovan vinovou délkou 340 nm

- fluorescencni zareni se zacne meérit se zpozdénim stovek mikrosekund
* V dobé, kdy uz vyhasla fluorescence pozadi

- vlastni méreni - 400 mikrosekund

- cyklus (pulsni excitace - prodleva - méreni) trva 1 milisekundu
* bé&hem méreni vzorku (1 sekunda) se 1000x opakuje



DELFIA

vysoka citlivost
vysoka specificnost

Increasing .*luﬂ!:i;;rt Concentrafion

Coniventional EIA

Conventional FIA

Radipimmunoassa i

Luminescence

DELFIA

lincreasing Assay 3_

DELPHIA aszays are done using
the principle of Time resolved
Fluormetry ; -

Hence high levels of analytical
Sensitivity & Specificity are
maintained

: Dissodation
. Enhandoed

: Lanthanide
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DELFIA - sougasné stanoveni vice analytu

Fluorescence lanthanidu:
uzké emisni piky pfi ruznych vin. délkach
rizna doba trvani fluorescence

* pfi méreni se neprekryvaji vinové delky ani
Casy odectu fluorescence

Anti-AFP na Eu-znacena
pewvné fazi anti-AFP lgG

| —Eu

Inkubhace
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Anti-hetaHCG na Sm-znacend
pevné fazi Anti-hetaHCG
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<,_ roztok fluorescence
" ‘_'r g

Emission (nm)

paralelni stanoveni az ¢tyr analytd

pouziti chelatu Tb a Dy jako 3. a 4.
fluorescencni znacky vedle Eu a Sm

* nutno pouzit v reakéni smesi
dalsi luminogenni ligand

fluorometry s moznosti TRF a
automaticke korekce prekryvu

stanoveni ¢tvrtéeho analytu (Dy) -
horsi citlivost



DELFIA - praktické provedeni

prace v mikrotitracnich destickach

- specificka protilatka (obvykle monoklonalini)
navazana na pevné fazi

vznik znaceného komplexu v jamce desticky
promyti komplexu

pridani tzv. Enhancement Solution
- luminogenni ligand
- silné kysely pufr
- detergent

DELFIA

Zesilovaci
roztok

A

u*m "m »u, 1

Jamka
desticky s
navazanou
protilatkou

Tvorha PTDI]]_\"'lI’ Tvorha
komplexu komplexu chelatu

Pufr Vzorek Tracer

odtrzeni stabilniho chelatu
z komplexu, preména na
fluoreskujici chelat
meéreni fluorescence

- TRF fluorometr
V prvnich jamkach
destiCky davkovany
kalibratory

- kalibrac¢ni krivka

Méieni Vyhodnoceni




DELFIA AutoDELFIA

,Manualni“ linka DELFIA Analyzator AutoDELFIA

= DELFIA - Ize plné automatizovat pfi praci
s kapalnym materialem (plasma, sérum)

= pfi praci se suchou krevni skvrnou neni
dosud bézna automatizace prvniho kroku
(vyrazeni ter€ika) $



DELFIA — praktické provedeni

«— Diagnosticky set - mikrotitracni desticky, roztoky,
kalibratory, kontroly

— Umisténi kalibratoru, kontrol a pacientskych vzorku na
destiCce @ kalibrator kontrola ® pacient

Softwarové zpracovana kalibracni kfivka
kompetitivni usporadani sendviCove usporadani
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DELFIA - vyuziti

DELFIA Ize pouzit pro Siroké spektrum analytd
- chelatem Ize oznacit kazdou slouceninu obsahujici amino- nebo karboxyskupinu

Proteiny

Peptidy

Oligonukleotidy

Malé organické molekuly (steroidy, aminokyseliny, Iéky,...)

- Napf. proteiny, hormony

tyroidni panel (TSH, T3, T4, fT3, fT4, TBG, protilatky proti tyroidni peroxidaze a
tyreoglobulinu)

reprodukcni hormony (HCG, FSH, LH, estradiol, progesteron, prolaktin,
testosteron, SHBG)

screening v tehotenstvi (free-BHCG, HCG, estriol, AFP, PAPP-A)
inzulin, ristovy hormon, cytokiny
PSA a dalSi

Analytické postupy

diagnosticke sety a automatizované uzavrené analytické systemy
postupy vypracovane primo v laboratofi



Vyuziti DELFIA — novorozenecky screening

DELFIA + sucha krevni skvrna

= kapka kapilarni krve z pati¢ky novorozenctl SN 4
= odebrana na na karticku filtracniho papiru .

» ze suché krevni kapky vyrazen tercCik '-

« extrakce analytu z terCiku

* pouziti extraktu k analyze

1963 - poprvé pouzita sucha krevni skvrna
- screening metabolickych poruch novorozencu - prof. Guthrie (USA)

= NS - vyhledavani novorozencu se zvysenym rizikem nékterych vzacnych onemocnéni
« odbér krve vSem novorozenctim 3. den po narozeni
« stanoveni specifickych markert pro vyhledavané choroby

= Novorozenecky screening (DELFIA) v CR

TSH - kongenitalni hypotyreéza
- vrozena snizena funkce §titné Zlazy

17-hydroxy-progesteron - kongenitalni adrenalni hyperplazie
- vrozena nedostatecnost tvorby hormond nadledvin

Imunoreaktivni trypsinogen IRT - cysticka fibroza
- vrozena porucha transportu chloridd




DELFIA (sucha krevni skvrna)

1 Vyrazeni terCiku (razicka) 2 Davkovani Cinidel 3 Inkubace, trepani

4 QOdstranéni tercikt z jamek 5 Promyti desticky 6 Méreni na fluorometru po
(vakuova odsavacka) (promyvacka) pridani zesilovaciho roztoku




DELFIA — priklady dalsich aplikaci

Stanoveni aktivity kinaz
* enzymy proteinkinazy fosforyluji urCité aminokyseliny
v peptidickém retézci
* posouzeni urovné fosforylace pomoci Eu-znacenych
protilatek proti fosforylovanym aminokyselinam

Metody s Eu-znacenymi oligonukleotidy

» vyuziti Eu-oligonukleotidd pro detekci a kvantifikaci
amplifikacnich produktt

- napf. pro detekci genovych mutaci, virt atd.

Metody zalozené na sledovani syntézy DNA (napf.
studium bunécéné proliferace)

* zabudovani pyrimidinového analogu 5-bromo-2’-deoxyuridinu
do nové syntetizovanych fetézcll DNA misto thymidinu

* imunochemicka detekce Eu-znacenymi monoklonalnimi
protilatkami proti 5-bromo-2’-deoxyuridinu

Sledovani interakci ligand — receptor

* jeden z dvojice pomoci streptavidinu — biotinu fixovan na
mikrotitracni destiCce

* proti druhému namifena Eu-znacena protilatka

pr. tyrozinkinaza

DELFIA
OH




Dekuji za pozornost...

...tém, které
— problematika
zajimala...

/|

.aleitém,
kteri se
nudili !
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