DELFIA

Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent ImmunoAssay

@ Fluoroimunoanalyticka metoda
— velmi citliva metoda
— specificka metoda

@ Stanoveni analytl
— nizkomolekularnich
— vysokomolekularnich

— finska firma Wallac Oy

@ vyuziva Casové modulované méreni
fluorescence chelatu lanthanidd

— Europium
— Terbium

— Samarium
— Dysprosium




DELFIA - princip

@ Protilatka nebo antigen oznacCeny fluorescencni
sondou — chelatem lanthanidu

nejCastéji Europium

@ Po probéhlé imunochemicke reakci:
pridani ,zesilovaciho® roztoku ke vzniklému
komplexu
odtrzeni Eu z komplexu

preména Eu na novy intenzivné fluoreskujici
chelat

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

ligandy tvori s centralnim atomem cyklicka
usporadani
» chelatovy efekt - vyznamné zvysSeni stability
komplexu ve srovnani s jednovaznymi ligandy




Fluoreskujici chelat (s novym - luminogennim - ligandem):

Fluorescence s velkym Stokesovym posunem fluorescencniho spektra
(rozdil mezi vinovou delkou excitace a fluorescence)

- Vzorek pulzné excitovan zarenim o vinové délce 340 nm

- Fluorescence mérena v dlouhovinné €asti viditelného spektra (Eu - 620 nm)

— eliminace pozadi (pfipadna fluorescence matrice se projevuje pouze
v kratkovinngjSi oblasti)

Excitation Emission
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DELFIA - Time-resolved fluorometry (TRF)

= fluorescence je dlouhodoba
» doba emise delSi nez u béznych fluoroforu - radové stovky mikrosekund

Excitation | = 340 nm 1000 cycles/s
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- Fluorescencni zareni se zacne méfit se zpozdénim stovek mikrosekund (zacina v
dobé, kdy uz vyhasla fluorescence pozadi, ktera je podstatné kratSi —
nanosekundy) a samotné méreni trva také 400 mikrosekund.

- Cyklus (pulsni excitace - prodleva - méreni) trva 1 milisekundu, b€hem méreni
vzorku (1 sekunda) se tedy 1000x opakuje



DELFIA

- VVysoka citlivost a specificnost

Increasing .‘hl-ﬂ!:i;f'ﬂ!' Concentrafion

Conventional EIA DELPHIA assays are done using
the principle of Time resolved
Fluormetry : -
Hence high levels of analytical

e it e Sensitivity & Specificity are
Conventional FIA Conlpmie B
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DELFIA

Usporadani imunochemickeé
reakce:

. ’ Inkubace
Protilatkana  Anti-thyroxin Ig
pevné Tazi

4 Inkubace a
" promyti

- kompetitivni: _.
- fluorescencni sondou znaceny antigen =K tu.snateng £, Inkubace a

- intenzita fluorescence nepfimo Umérna thyroxin promy
koncentraci analytu ve vzorku

Méreni
fluorescence

- nekompetitivni (sendviéové):

- cni ® . INKLIBACE
fluorescencni sondou znacena +“‘\.{-Eu);’u }=<(
protilatka oo TSH O Protilétk
. . s g R Lnarp:ﬁ EIJ \\{E“IFE”

- intenzita fluorescence pfrimo BN fazi
umerna koncentraci analytu zesileni
ve vzorku cod promyti

( MERERI
FLUORESCEMCE




DELFIA - sougasné stanoveni vice analytu

Fluorescence lanthanidu:

Uzké emisni piky pfi riznych vinovych
délkach (Eu 613 nm, Sm 643 nm)
RuUzna doba trvani fluorescence Eu, Sm

Anti-AFP na Eu-znacena
pevmié fazi anti-AFP IgG
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heta HCG 5 ..
Anti-betaHCG na m_—znacena
pevmé fazi Anti-hetaHCG
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- Pri mereni se neprekryvaji
vinoveé délky ani casy
odectu fluorescence Eu a
e Sm - umoznuje soucasné

puoreseence stanoveni dvou analytd



DELFIA - vyuziti

DELFIA Ize pouzit pro Siroké spektrum analytu (v principu Ize lanthanidem
oznacit kazdou stabilni slouceninu obsahujici aminoskupinu):

Proteiny

Peptidy

Oligonukleotidy

Malé organické molekuly (steroidy, aminokyseliny, I€ky,...)

Novorozenecky screening (stanoveni ze suché krevni skvrny):

TSH (kongenitalni hypotyredza)
17-hydroxy-progesteron (kongenitalni adrenalni hyperplazie)
Imunoreaktivni trypsinogen IRT (cysticka fibréza)



DELFIA

praktické provedeni

> Pracuje se v mikrotitracnich destickach
v usporadani 8x12 jamek se specifickou
protilatkou (obvykle monoklonalni)
vazanou na pevné fazi

DELFIA
zesilovaci roztok
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Tracer A Tvorba Promiyti IESI[EHI Méreni
Pufr Vzorek dESﬁEh‘_\F komplexu signalu
potazena
protilatkou




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




o | «—— Diagnosticky set obsahuje mikrotitracni desticky,
roztoky, kalibratory a kontroly (ve formeé suché krevni
skvrny)

—— Umisténi kalibratoru, kontrol a pacientskych vzorkt na
desticce @ kalibrator kontrola ® pacient

(N Softwarové zpracovana kalibracni kfivka:
pa@a® - kompetitivni usporadani sendviCové usporadani
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DELFIA AutoDELFIA

,Manualni“ linka DELFIA Analyzator AutoDELFIA

Metodu DELFIA Ize pIlné automatizovat pfi
praci s kapalnym materialem (plasma, sérum)

Pri praci se suchou krevni skvrnou neni dosud
bézna automatizace prvniho kroku (vyrazeni
tercika) o
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