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FN Brno FN Brno ––
 

Pracoviště dětské medicíny, OKBPracoviště dětské medicíny, OKB



DELFIA  Dissociation-Enhanced
 Lanthanide

 
Fluorescent

 ImmunoAssay



 

fluoroimunoanalytickáfluoroimunoanalytická
 

metoda metoda 


 

firma firma WallacWallac
 

OyOy
 

--
 

LKB LKB PharmaciaPharmacia
 

((finfin.).)


 

stanovení nízkostanovení nízko--
 

i vysokomolekulárních i vysokomolekulárních 
analytůanalytů

••

 

velmi citlivá  velmi citlivá  
••

 

velmi specifickávelmi specifická



 

časově modulované měření fluorescence časově modulované měření fluorescence 
chelátuchelátu

 
lanthanidůlanthanidů

••

 

Europium Europium 
••

 

TerbiumTerbium
••

 

SammariumSammarium
••

 

DysprosiumDysprosium



DELFIADELFIA
 

--
 

principprincip


 

Protilátka nebo antigen označeny fluorescenční 
sondou

•

 

chelát

 

lanthanidu, nejčastěji Europia



 

Po proběhlé imunochemické

 

reakci: přidání 
„zesilovacího“ roztoku ke vzniklému komplexu

•

 

odtržení Eu

 

z komplexu 
•

 

přeměna Eu

 

na nový intenzivně fluoreskující chelát



 

fluorescence s velkým Stokesovým

 

posunem 
fluorescenčního spektra

-

 

rozdíl mezi vlnovou délkou excitace a fluorescence

••

 

vzorek vzorek pulzněpulzně

 

excitován UV zářením (340 excitován UV zářením (340 nmnm))

••

 

fluorescence měřena v dlouhovlnné části VIS spektrafluorescence měřena v dlouhovlnné části VIS spektra
––

 

př. Europium 620 př. Europium 620 nmnm

fluorescence je dlouhodobáfluorescence je dlouhodobá
––

 

(řádově stovky mikrosekund) (řádově stovky mikrosekund) 



DELFIA DELFIA --
 

ChelátovéChelátové
 

značení protilátekznačení protilátek
ChelátyCheláty


 

komplexní (koordinační) sloučeniny centrálního atomu a dvojkomplexní (koordinační) sloučeniny centrálního atomu a dvoj--

 nebo nebo vícevaznýchvícevazných

 

ligandůligandů



 

ligandyligandy

 

tvoří s centrálním atomem cyklická uspořádánítvoří s centrálním atomem cyklická uspořádání

••

 

chelátovýchelátový

 

efekt efekt --

 

významné zvýšení stability komplexů ve významné zvýšení stability komplexů ve 
srovnání ssrovnání s

 

jednovaznýmijednovaznými

 

ligandyligandy



 

použitý použitý chelátchelát

 

musí být hydrofilní, stabilní a snadno musí být hydrofilní, stabilní a snadno 
navázatelnýnavázatelný

 

na protilátkuna protilátku



 

nejčastěji nejčastěji chelátycheláty

 

lanthanidulanthanidu

 

ss

 

izothiokyanátofenylizothiokyanátofenyl--deriváty deriváty 
polyaminopolyoctovýchpolyaminopolyoctových

 

kyselin (EDTA, DTTA, DTPA,…)kyselin (EDTA, DTTA, DTPA,…)



DELFIA DELFIA --
 

ChelátovéChelátové
 

značení protilátekznačení protilátek
Označení protilátky Označení protilátky chelátemchelátem


 

nesmí ovlivnit vlastnosti protilátky nesmí ovlivnit vlastnosti protilátky ––

 

afinitu, afinitu, specificituspecificitu, rozpustnost, rozpustnost


 

reakce reakce izothiokyanátovéizothiokyanátové

 

skupiny skupiny chelátuchelátu

 

a a aminoskupinyaminoskupiny

 

lysinu vlysinu v

 

proteinovém proteinovém 
řetězci protilátky:řetězci protilátky:



 

oddělení značené protilátky od nadbytku nenavázaného oddělení značené protilátky od nadbytku nenavázaného chelátuchelátu

 

--

 

gelovágelová

 

filtrace filtrace 
••

 

oddělení značeného antigenu od nenavázaného oddělení značeného antigenu od nenavázaného chelátuchelátu

 

––

 

HPLCHPLC



 

eluáteluát

 

z kolony monitorován při 280 z kolony monitorován při 280 nmnm, jímá se odpovídající frakce, jímá se odpovídající frakce



DELFIA
Uspořádání 
imunochemické

 
reakce:

--
 

kompetitivní:kompetitivní:
--

 
fluorescenční sondou značený    fluorescenční sondou značený    
antigenantigen

--
 

intenzita fluorescence nepřímo  intenzita fluorescence nepřímo  
úměrná  koncentraci úměrná  koncentraci analytuanalytu

 
ve    ve    

vzorkuvzorku

--
 

nekompetitivní (sendvičové):nekompetitivní (sendvičové):
--

 

fluorescenční sondou značená   fluorescenční sondou značená   
protilátka protilátka 

--
 

intenzita fluorescence přímo  intenzita fluorescence přímo  
úměrná  koncentraci úměrná  koncentraci analytuanalytu

 
ve    ve    

vzorkuvzorku



DELFIA DELFIA --
 

disociace disociace lanthanidulanthanidu
 

zz
 

komplexu, komplexu, 
vznik fluorescenčních vznik fluorescenčních chelátůchelátů



 

ion ion lanthanidulanthanidu

 

zz

 

komplexu odtržen vlivemkomplexu odtržen vlivem

 

kyselého kyselého pHpH


 

přeměněn na vysoce fluorescenční přeměněn na vysoce fluorescenční chelátchelát

 

přidáním přebytku přidáním přebytku luminogenníholuminogenního

 

liganduligandu


 

vhodnými vhodnými ligandyligandy

 

jsou βjsou β--diketonydiketony::
RR11--C(=O)C(=O)--CHCH22--C(=O)C(=O)--RR22

––

 

R1… světlo absorbující aromatická skupina, např. R1… světlo absorbující aromatická skupina, např. naftylnaftyl--, , benzofurylbenzofuryl--, , furylfuryl--, , thienylthienyl--, atd.  , atd.  
––

 

R2… fluorovaný uhlovodíkový zbytek, vR2… fluorovaný uhlovodíkový zbytek, v

 

molekule zajišťuje optimální rozložení elektronové molekule zajišťuje optimální rozložení elektronové 
hustoty pro tvorbu komplexu hustoty pro tvorbu komplexu 

––

 

ligandligand

 

se váže na koordinační místo se váže na koordinační místo lanthanidulanthanidu

 

svými dvěma svými dvěma ketoskupinamiketoskupinami



 

výběr výběr luminogenníholuminogenního

 

liganduligandu

 

závisí na energetických závisí na energetických 
požadavcích konkrétního požadavcích konkrétního lanthanidulanthanidu

••

 

excitovaná energetická (excitovaná energetická (tripletovátripletová) hladina ) hladina liganduligandu

 

musí musí 
ležet mírně výše než emisní hladina iontuležet mírně výše než emisní hladina iontu



 

Kyselý reakční roztok kromě Kyselý reakční roztok kromě ligandůligandů

 

obsahujeobsahuje
••

 

detergent detergent 
••

 

pomocné reagenciepomocné reagencie
••

 

udržují výsledný udržují výsledný chelátchelát

 

ve formě ve formě micelmicel



DELFIA DELFIA --
 

TimeTime--resolvedresolved
 

fluorometryfluorometry
 

(TRF)(TRF)


 

fluorescence -

 

intenzivní a dlouhodobá
•

 

doba emise delší než u běžných fluoroforů

 

-

 

řádově stovky mikrosekund

••

 

vzorek vzorek pulzněpulzně

 

excitován vlnovou délkou 340 excitován vlnovou délkou 340 nmnm
••

 

fluorescenční záření se začne měřit se zpožděním stovek mikrosekfluorescenční záření se začne měřit se zpožděním stovek mikrosekundund
••

 

V době, kdy už vyhasla fluorescence pozadíV době, kdy už vyhasla fluorescence pozadí

••

 

vlastní měření vlastní měření --

 

400 mikrosekund400 mikrosekund
••

 

cyklus (cyklus (pulsnípulsní

 

excitace excitace --

 

prodleva prodleva --

 

měření) trvá 1 milisekunduměření) trvá 1 milisekundu
••

 

během měření vzorku (1 sekunda) se 1000x opakujeběhem měření vzorku (1 sekunda) se 1000x opakuje



DELFIADELFIA


 

vysoká citlivost vysoká citlivost 


 

vysoká specifičnostvysoká specifičnost



DELFIA DELFIA --  
současné stanovení více současné stanovení více analytůanalytů

Fluorescence lanthanidů:


 

úzké emisní píky při různých vln. délkách 


 

různá doba trvání fluorescence
••

 

při měření se nepřekrývají vlnové délky ani při měření se nepřekrývají vlnové délky ani 
časy odečtu fluorescencečasy odečtu fluorescence



 

paralelní stanovení až čtyř paralelní stanovení až čtyř analytůanalytů


 

použití použití chelátuchelátu

 

TbTb

 

a a DyDy

 

jako 3. a 4. jako 3. a 4. 
fluorescenční značky vedle fluorescenční značky vedle EuEu

 

a a SmSm
••

 

nutno použít vnutno použít v

 

reakční směsi reakční směsi 
další další luminogenníluminogenní

 

ligandligand


 

fluorometryfluorometry

 

ss

 

možností TRF a možností TRF a 
automatické korekce automatické korekce překryvupřekryvu



 

stanovení čtvrtého stanovení čtvrtého analytuanalytu

 

((DyDy) ) --

 
horší citlivosthorší citlivost



DELFIA -
 

praktické provedení


 

práce v mikrotitračních

 

destičkách
-

 

specifická protilátka (obvykle monoklonální) 
navázána na pevné fázi



 

vznik značeného komplexu vvznik značeného komplexu v

 

jamce destičky jamce destičky 



 

promytí  komplexu promytí  komplexu 



 

přidání tzv. přidání tzv. EnhancementEnhancement

 

SolutionSolution
--

 

luminogenníluminogenní

 

ligandligand
--

 

silně kyselý silně kyselý pufrpufr
--

 

detergentdetergent



 

odtržení stabilního odtržení stabilního chelátuchelátu

 z komplexu, přeměna na z komplexu, přeměna na 
fluoreskující fluoreskující chelátchelát



 

měření fluorescenceměření fluorescence
--

 

TRF TRF fluorometrfluorometr



 

v prvních jamkách v prvních jamkách 
destičky dávkovány destičky dávkovány 
kalibrátorykalibrátory

--

 

kalibrační křivkakalibrační křivka



DELFIA
 

xx  AutoDELFIA
„Manuální“ linka DELFIA                          Analyzátor AutoDELFIA



 

DELFIA -

 

lze plně automatizovat při práci 
s kapalným materiálem (plasma, sérum)



 

při práci se suchou krevní skvrnou není 
dosud běžná automatizace prvního kroku 
(vyrážení terčíků)



DELFIA
 

–
 

praktické provedení
Diagnostický set -

 

mikrotitrační

 

destičky, roztoky, 
kalibrátory, kontroly

Umístění kalibrátorů, kontrol a pacientských vzorků na 
destičce

 

kalibrátor

 

kontrola                 pacient

Softwarově zpracovaná kalibrační křivka
kompetitivní uspořádání               sendvičové uspořádáníkompetitivní uspořádání               sendvičové uspořádání



DELFIA DELFIA --
 

využitívyužití
DELFIA lze použít pro široké spektrum DELFIA lze použít pro široké spektrum analytůanalytů

--

 

chelátemchelátem

 

lze označit každou sloučeninu obsahující lze označit každou sloučeninu obsahující aminoamino--

 

nebo nebo karboxyskupinukarboxyskupinu

••

 

ProteinyProteiny
••

 

PeptidyPeptidy
••

 

OligonukleotidyOligonukleotidy
••

 

Malé organické molekuly (steroidy, aminokyseliny, léky,…)Malé organické molekuly (steroidy, aminokyseliny, léky,…)

--

 

Např. proteiny, hormonyNapř. proteiny, hormony
--

 

tyroidnítyroidní

 

panel (TSH, T3, T4, fT3, fT4, TBG, protilátky proti panel (TSH, T3, T4, fT3, fT4, TBG, protilátky proti tyroidnítyroidní

 

peroxidázeperoxidáze

 

a a 
tyreoglobulinutyreoglobulinu) ) 

--

 

reprodukční hormony (HCG, FSH, LH, reprodukční hormony (HCG, FSH, LH, estradiolestradiol, , progesteronprogesteron, , prolaktinprolaktin, , 
testosteron, SHBG)testosteron, SHBG)

--

 

screeningscreening

 

vv

 

těhotenství (těhotenství (freefree--βHCGβHCG, HCG, , HCG, estriolestriol, AFP, PAPP, AFP, PAPP--A)  A)  
--

 

inzulininzulin, růstový hormon, , růstový hormon, cytokinycytokiny
--

 

PSA a dalšíPSA a další

Analytické postupyAnalytické postupy
••

 

diagnostické sety a automatizované uzavřené analytické systémy diagnostické sety a automatizované uzavřené analytické systémy 
••

 

postupy vypracované přímo vpostupy vypracované přímo v

 

laboratořilaboratoři



Využití DELFIA Využití DELFIA ––
 

novorozenecký novorozenecký screeningscreening
DELFIA + suchá krevní skvrnaDELFIA + suchá krevní skvrna


 

kapka kapilární krve zkapka kapilární krve z

 

patičky novorozencůpatičky novorozenců


 

odebrána na na kartičku filtračního papíru odebrána na na kartičku filtračního papíru 

••

 

ze suché krevní kapky vyražen terčíkze suché krevní kapky vyražen terčík
••

 

extrakce extrakce analytuanalytu

 

z terčíku z terčíku 
••

 

použití extraktu k analýzepoužití extraktu k analýze

1963 -

 

poprvé použita suchá krevní skvrna
-

 

screening

 

metabolických poruch novorozenců -

 

prof. Guthrie

 

(USA) 



 

NSNS
 

--

 

vyhledávání novorozenců se zvýšeným rizikem některých vzácných vyhledávání novorozenců se zvýšeným rizikem některých vzácných onemocnění onemocnění 
••

 

odběr krve všem novorozencům 3. den po narození  odběr krve všem novorozencům 3. den po narození  
••

 

stanovení specifických stanovení specifických markerůmarkerů

 

pro vyhledávané chorobypro vyhledávané choroby



 

Novorozenecký Novorozenecký screeningscreening

 

(DELFIA) v ČR (DELFIA) v ČR 
TSH TSH --

 

kongenitální kongenitální hypotyreózahypotyreóza
--

 

vrozená snížená funkce štítné žlázy vrozená snížená funkce štítné žlázy 
1717--hydroxyhydroxy--progesteronprogesteron

 

--

 

kongenitální kongenitální adrenálníadrenální

 

hyperplaziehyperplazie
--

 

vrozená nedostatečnost tvorby hormonů nadledvinvrozená nedostatečnost tvorby hormonů nadledvin
ImunoreaktivníImunoreaktivní

 

trypsinogentrypsinogen

 

IRT IRT --

 

cystická fibrózacystická fibróza
--

 

vrozená porucha transportu chloridůvrozená porucha transportu chloridů



DELFIA DELFIA (suchá krevní skvrna)

11

 

Vyrážení terčíků (Vyrážení terčíků (razičkarazička)           )           2 2 Dávkování činidel                     Dávkování činidel                     3 3 Inkubace, třepáníInkubace, třepání

44

 

Odstranění terčíků z jamek        Odstranění terčíků z jamek        55

 

Promytí destičky                  Promytí destičky                  66

 

Měření na Měření na fluorometrufluorometru

 

popo
(vakuová (vakuová odsávačkaodsávačka)                     (promývačka)                         přidá)                     (promývačka)                         přidání zesilovacího roztokuní zesilovacího roztoku



DELFIA DELFIA ––
 

příklady dalších aplikacípříklady dalších aplikací



 

Stanovení aktivity Stanovení aktivity kinázkináz
••

 

enzymy enzymy proteinkinázyproteinkinázy

 

fosforylujífosforylují

 

určité aminokyseliny určité aminokyseliny 
vv

 

peptidickémpeptidickém

 

řetězci řetězci 
••

 

posouzení úrovně posouzení úrovně fosforylacefosforylace

 

pomocí pomocí EuEu--značených značených 
protilátek proti protilátek proti fosforylovanýmfosforylovaným

 

aminokyselinámaminokyselinám

Metody s Metody s EuEu--značenými značenými oligonukleotidyoligonukleotidy
••

 

využití využití EuEu--oligonukleotidůoligonukleotidů

 

pro detekci a kvantifikaci pro detekci a kvantifikaci 
amplifikačních produktůamplifikačních produktů

--

 

např. pro detekci genových mutací, virů atd.např. pro detekci genových mutací, virů atd.



 

Metody založené na sledování syntézy DNA Metody založené na sledování syntézy DNA (např. (např. 
studium buněčné proliferace)studium buněčné proliferace)

••

 

zabudování zabudování pyrimidinovéhopyrimidinového

 

analogu 5analogu 5--bromobromo--2’2’--deoxyuridinudeoxyuridinu

 
do nově syntetizovaných řetězců DNA místo do nově syntetizovaných řetězců DNA místo thymidinuthymidinu

••

 

imunochemickáimunochemická

 

detekce detekce EuEu--značenými značenými monoklonálnímimonoklonálními

 protilátkami proti 5protilátkami proti 5--bromobromo--2’2’--deoxyuridinudeoxyuridinu

Sledování interakcí Sledování interakcí ligandligand
 

––
 

receptorreceptor
••

 

jeden zjeden z

 

dvojice pomocí dvojice pomocí streptavidinustreptavidinu

 

––

 

biotinu fixován na biotinu fixován na 
mikrotitračnímikrotitrační

 

destičcedestičce
••

 

proti druhému namířena proti druhému namířena EuEu--značená protilátkaznačená protilátka

př. př. tyrozinkinázatyrozinkináza



Děkuji za pozornost…Děkuji za pozornost…

……ale i těm, ale i těm, 
kteří se kteří se 
nudili !nudili !

……těm, které těm, které 
problematikaproblematika

 zajímalazajímala……
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