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1. Введение
1.1. Патофизиология.

Панкреатическая Эластаза 1 (Э1) человека синтезируется ацинарными клетками поджелудочной железы. В случае развития острого воспаления поджелудочной железы Э1 поступает в кровь. Обнаружение Э1 в сыворотке крови позволяет поставить или исключить диагноз острого панкреатита.

Эластаза 1 – фермент поджелудочной железы человека, который остается в неизмененном виде в процессе его транзита по кишечнику. Поэтому, концентрация этого фермента в стуле отражает состояния экзокринной функции поджелудочной железы.

Предлагаются два вида наборов ИФА (основанных на использовании моноклональных антител) для определения панкреатической Эластазы 1.

Сывороточный ИФА набор (определение панкреатической Эластазы 1 в сыворотке) для количественного определения содержания Э1 в крови. Он позволяет поставить или исключить диагноз: острый панкреатит; РХПГ - индуцированный панкреатит; желчекаменный панкреатит; обострение хронического панкреатита.

ИФА набор для анализа кала (определение панкреатической Эластазы 1 в анализе кала) определяет количественное содержание Э1 в кале и позволяет поставить или исключить диагноз экзокринной недостаточности поджелудочной железы вследствие: хронического панкреатита; муковисцидоза; опухоли поджелудочной железы; холелитиаза; сахарного диабета.
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1.2. Преимущества.

В отличие от других лабораторных методов диагностики заболеваний поджелудочной железы, таких как определение активности амилазы и липазы в сыворотке крови для диагностики острого панкреатита и определение активности химотрипсина в кале для диагностики экзокринной недостаточности поджелудочной железы – определение панкреатической Эластазы 1 имеет следующие преимущества:

· Является абсолютно специфичной для поджелудочной железы.

· Как и другие панкреатические ферменты, Э1 попадает в кровоток вследствие развития острого воспалительного процесса поджелудочной железы. Благодаря более длительному, чем у амилазы и липазы, периоду полураспада, концентрация Э1 остается повышенной более длительное время, и острый панкреатит может быть установлен даже через 3 или 4 дня после начала заболевания.

· Содержание Э1 в сыворотке крови, в отличие от амилазы и липазы, лишь незначительно повышено у больных с почечной недостаточностью.

· Э1 остается стабильной в процессе кишечного транзита, поэтому ее концентрация в кале отражает секреторную способность поджелудочной железы. Таким образом, с помощью теста на Эластазу 1 можно поставить или исключить диагноз экзокринной недостаточности поджелудочной железы.

· Результаты определения Э1 коррелируют с результатами инвазивных тестов: секретин-панкреозиминовым тестом и секретин-церулеиновым тестом - «золотыми стандартами» в определении степени экзокринной недостаточности поджелудочной железы.

· Заместительная ферментная терапия не влияет на концентрацию Э1. Моноклональные антитела, используемые в данном тесте, не взаимодействуют с эластазой животного происхождения, которая присутствует в ферментных препаратах.

1.3. Чувствительность и специфичность

Согласно исследованиям Malfertheiner и др. (1987), чувствительность и специфичность метода определения Э1 в сыворотке крови для диагностики острого панкреатита составляли 100 % и 96 %, соответственно. В отличие от этого метода другие тесты имели меньшую чувствительность для диагностики острого панкреатита: 90 % (липаза), 87 % (трипсин) и 78 % (панкреатическая амилаза).

По данным Büchler и др. (1986), отметившим схожие значения чувствительности разных лабораторных параметров для диагностики острого панкреатита, чувствительность определения Э1 даже на 2 – 4 сутки после начала заболевания была значительно выше (93 %), чем определение липазы (78 %), трипсина (59 %) и панкреатической амилазы (29 %).

1.4. Основные принципы метода.

На поверхность лунок планшета для ИФА нанесены первые моноклональные антитела, специфичные только к панкреатической Эластазе 1 человека. Э1, присутствующая в образце для анализа пациента и стандарт для Э1 из набора для ИФА связываются с этими антителами для иммобилизации на планшете. Вторые моноклональные антитела (биотинилированные) связываются с Э1 в течение следующей инкубации. Затем добавляют конъюгат пероксидазы хрена со стрептавидином (ПХ – СА) для связывания с биотином вторых антител. Пероксидаза хрена окисляет субстрат - диамониевую соль ABTS [2, 2’ – Азино-бис-(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновая кислота)], который приобретает темно-зеленый цвет. В заключении концентрацию окисленной ABTS определяют фотометрически.

1.5. Границы определения

Данный набор ИФА позволяет определять концентрации панкреатической Эластазы 1 в сыворотке крови в пределах от 0,5 до 20 нг Э1/мл. Показатели концентрации Э1, не достигающие нижнего порога, должны определяться как ( 0,5 нг/мл. Концентрации Э1, превышающие значения верхнего предела определения метода должны быть представлены как ( 20 нг Э1/мл.

1.6. Точность измерения

Погрешность интра-исследования была измерена посредством 20-кратного анализа двух образцов сыворотки (4,7 и 9,6 нг Э1/мл сыворотки). Среднее значение коэффициента вариации (СV) составило 7,1 % (6,6 - 7,6 %).

Так же погрешность метода вычислялась на примере 2 образцов сыворотки, исследованных в разные сроки (10 дней). Среднее значение CV - 7,2 % (6,8 – 7,7 %).

1.7. Интерференция.

Почечная недостаточность: в сыворотке крови у больных с почечной недостаточностью наблюдается повышенный уровень Эластазы 1. Однако, отмеченное повышение не столь значительно, если сравнивать его с другими показателями, как липаза, амилаза, панкреатическая амилаза, фосфолипаза-А2 или трипсиноген (Seno и др., 1995).

Нарушение функции печени: возможно повышение уровня Эластазы 1 в сыворотке крови у больных с выраженным нарушением функции печени (Büchler и др., 1986).

2. Реагенты
1.     12 стрипов для ИФА с 8 лунками каждый, покрытых моноклональными антителами к  

        панкреатической Эластазе 1 (Э1) человека.

96 лунок

2.     5-кратный концентрат (5х) буфера для образца/промывки (черная крышечка), 100 мл.
       Забуференный фосфатами физиологический раствор, рН 7,2 с детергентом.

3.    Стандарты Э1 от 1 до 5, готовые к применению (фиолетовая крышечка), каждый содержит  

       объем 700 мкл.

       Панкреатическая Эластаза 1 человека в водном растворе с добавлением азида натрия.

4.    Контрольный образец, готовый к применению (синяя крышечка), 700 мкл.

       Панкреатическая Эластаза 1 человека в водном растворе с добавлением азида натрия.

5.    Комплекс моноклонального анти-Э1-биотина и конъюгата пероксидазы хрена со 

       стрептавидином (=анти-Э1-био-POD-стрептавидин-комплекс), готовый к применению,   
       чувствительный к свету (пластиковый черный флакон с черной крышечкой), 8 мл.

6.   Раствор субстрата, готовый к применению, чувствительный к свету (красная крышечка),  

     12 мл.

      Соль ABTS в водном растворе.

7.   Раствор для остановки реакции (стоп-раствор), готовый к применению (пластиковый
      пузырек, белая крышечка), 12 мл.

      Щелочной водный раствор.

8.   Пластиковый пакет, содержащий поглотитель влаги для хранения неиспользованных
      стрипов.

3. Материал для исследования и стабильность образцов
Материал для исследования: 
Образец сыворотки крови.

Стабильность: Взятые от пациентов не разведенные образцы сыворотки могут храниться до 5 дней при температуре 4оС - 8оС или до 1 года при температуре –20оС.

4. Хранение и стабильность диагностического набора
Все компоненты диагностического набора стабильны при температуре 4-8оС до окончания срока годности, указанного на этикетке набора. Неиспользованные стрипы для ИФА должны храниться в хорошо закрытом пластиковом пакете, содержащем поглотитель влаги (входит в набор).
5. Необходимые дополнительные приспособления
· Полистиреновые пробирки с крышками (3 и 10 мл)

· 500-мл цилиндр, мерный

· Автоматические регулируемые пипетки: 0-50, 50-200 и 200-1000 мкл

· Пипетки на 2, 5 и 10 мл

· Регулируемая 8-канальная пипетка (50 - 250 мкл)

· Спектрофотометр для плашекИФА, способный считывать показания абсорбции на длине волны 405 нм и, если возможно, на длине волны 492 нм (референс-волна).

6. Меры предосторожности
Данный ИФА - набор предназначен только для диагностики in vitro. Стандарты, контрольный образец,  анти Э1 – БТ и POD-стрептавидин-комплекс содержат NaN3 в качестве консерванта. Не закапывайте пипеткой через рот. Во время проведения анализа рекомендуется надеть перчатки. Запрещается смешивать реагенты из наборов разных серий.

7. Рекомендации для оптимального выполнения анализа

1. Перед выполнением исследования, необходимо все реагенты и планшет ИФА привести к комнатной температуре.

2. Приготовить все жидкие реактивы до начала исследования. Избегать появления капель реагентов на крышках пробирок.

3. Не дотрагиваться до дна лунок планшета для ИФА.

4. Всегда выполнять манипуляции с планшетами в указанном порядке и в рекомендуемые сроки.

5. Во избежание загрязнения использовать чистые пипетки и чистую посуду. Не использовать одну и ту же посуду для разных реактивов (например, анти Э1 - БТ и ПХ-СА).

6. Раскапывание.

· Вносить все реактивы и образцы в нижнюю треть лунки.

· Во время промывания лунок кончик наконечника пипетки должен находиться на уровне верхнего ободка лунки.

7. Промывание лунок.

· Перед каждой процедурой промывки перевернуть планшет на бумажное полотенце и промокнуть для удаления остатков жидкости.

· Для высушивания пользоваться только чистыми бумажными полотенцами.

· Убедиться, что нет протечек жидкости.

· На каждом этапе промывки инкубировать лунки с буфером для промывки, по меньшей мере, 1-2 минуты.

8. Измерение.

· Перед каждым измерением планшета хорошо перемешать содержимое лунок для обеспечения равномерного распределения окраски.

· Убрать возможные пузырьки в лунках при помощи чистой иголки.
· После остановки реакции подождать, по меньшей мере, 5 минут прежде, чем начать измерение оптической плотности.

8. Процедура исследования

8.1. Приготовление образцов и рабочих растворов реагентов.

8.1.1. Приготовление раствора буфера для образца/промывки.

100 мл 5-кратного буфера для образца/промывки (черная крышечка) + 400 мл бидистиллированной воды. Разведенный раствор буфера для образца/промывки сохраняется в течение 6 месяцев при температуре 4-8оС.

8.1.2. Подготовка планшета ИФА.

Перед тем как открыть планшет ИФА, следует подержать его при комнатной температуре. Необходимое для работы количество стрипов оставить в рамке планшета для микротитрования. Неиспользованные стрипы должны храниться в хорошо закрытом пластиковом пакете, содержащем поглотитель влаги.
8.1.3. Подготовка образца сыворотки к анализу (1:5).

Приготовить разведение сыворотки 1 : 5:

50 мкл исходного образца + 200 мкл буфера для образца/промывки.

8.2. Процедура исследования.

8.2.4. Инкубация образцов и стандартов.

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	Бланк
	Бланк
	Об2
	Об2
	Об10
	Об10
	Об18
	Об18
	Об26
	Об26
	Об34
	Об34

	B
	Стд1
	Стд1
	Об3
	Об3
	Об11
	Об11
	Об19
	Об19
	Об27
	Об27
	Об35
	Об35

	C
	Стд2
	Стд2
	Об4
	Об4
	Об12
	Об12
	Об20
	Об20
	Об28
	Об28
	Об36
	Об36

	D
	Стд3
	Стд3
	Об5
	Об5
	Об13
	Об13
	Об21
	Об21
	Об29
	Об29
	Об37
	Об37

	E
	Стд4
	Стд4
	Об6
	Об6
	Об14
	Об14
	Об22
	Об22
	Об30
	Об30
	Об38
	Об38

	F
	Стд5
	Стд5
	Об7
	Об7
	Об15
	Об15
	Об23
	Об23
	Об31
	Об31
	Об39
	Об39

	G
	ПК
	ПК
	Об8
	Об8
	Об16
	Об16
	Об24
	Об24
	Об32
	Об32
	Об40
	Об40

	H
	Об1
	Об1
	Об9
	Об9
	Об17
	Об17
	Об25
	Об25
	Об33
	Об33
	Об41
	Об41

	
	<---------4 тест-стрипа --------->
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	<--------------------6 тест-стрипов ------------------->
	
	
	
	
	
	

	
	<----------------------------------полный ИФА-планшет, 12 тест-стрипов------------------------------------->


Рис.1. Рекомендуемая схема обозначения образцов и стандартов.

	Cтд:
	стандарты

	ПК:
	позитивный контроль

	Об1-Об41:
	исследуемые образцы


Бланк (пустое место) = лунки А1 и А2; при помощи пипетки в каждую из них внести по 50 мкл  буфера для образца/промывки.

Стандарты (Стд) (фиолетовая крышечка) готовы к использованию; при помощи пипетки внести по 50 мкл каждого стандарта (неразведенного) в дублях в лунки колонок 1 и 2 (см. Рис.1.)







Сыворотка

	Стд1
	соответствует   0,5 нг /мл 

	Стд2
	соответствует   1,5 нг /мл 

	Стд3
	соответствует   3,0 нг /мл 

	Стд4
	соответствует   7,5 нг /мл 

	Стд5
	соответствует 20,0 нг /мл 


Контроль (ПК) готовый к применению (синяя крышечка); при помощи пипетки внести по 50 мкл в лунки G1 и G2.








Сыворотка

	ПК
	соответствует 5,0 нг /мл ( 15%


При помощи пипетки в каждую из двух смежных лунок внести по 50 мкл образцов сыворотки в разведении 1:5.

Инкубация в течение 30 минут при комнатной температуре.

Промывка: Удалить содержимое лунок и 3 раза хорошо промыть каждую лунку буфером для образца/промывки (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунку). Перевернуть планшет и плотно прижать его к чистому бумажному полотенцу для удаления остатков жидкости.

8.2.5. Инкубация с анти Э1 – БТ и POD-стрептавидин-комплексом  
Внести по 50 мкл/лунку готового к использованию анти Э1 – БТ и POD-стрептавидин-комплекса (черный пластиковый флакон с черной крышечкой)
Инкубация в течение 20 минут при комнатной температуре.

Промывка: Удалить содержимое лунок и 3 раза хорошо промыть каждую лунку буфером для образца/промывки (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунку). Перевернуть планшет и плотно прижать его к чистому бумажному полотенцу для удаления остатков жидкости.
8.2.6. Цветная реакция.

Добавить по 100 мкл готового к применению раствора субстрата (красная крышечка) в каждую лунку.

Инкубация в течение 20 минут при комнатной температуре в темноте 

(Рекомендуется уменьшить время инкубации, если Ваш спектрофотометр для ИФА
 имеет лимит определения экстинции равное значениям 1,5 или 2).

8.2.7. Остановка цветной реакции.

Остановить реакцию окисления субстрата с помощью добавления 100 мкл на лунку готового к применению раствора для остановки реакции (пластиковый пузырек, белая крышечка). Покачивая планшет, хорошо перемешать содержимое лунок.

8.2.8. Измерение.

Измерять оптическую плотность с помощью спектрофотометра для плашек, используя длину волны 405 нм, через 5-30 минут после добавления раствора для остановки. Перед измерением хорошо перемешать содержимое лунок. В качестве референс-волны может быть использована длина волны 492 нм.

8.3. Количественный обсчет результатов.

8.3.9. Ручной подсчет.

Рассчитать средние значения оптической плотности для всех повторов, после чего вычесть из них средние значения, полученные для лунок, обозначенные как «Бланк».

Построить логарифмический график стандартной кривой, используя концентрации стандартов и полученные для них значения оптической плотности.

Концентрацию образцов можно прямо определить с помощью построенной стандартной кривой, т.к. в значения стандартов Эластазы 1 уже включен фактор разведения.

Рис. 2: Типичный образец стандартной кривой.

Пример: После того, как было отброшено значение бланка, средняя оптическая плотность образца составила 0,65. Эта оптическая плотность соответствует концентрации 3,2 нг Э 1/мл сыворотки (см. стандартную кривую).
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8.3.10. Расчет с помощью программного обеспечения для ИФА.

Перед измерением выставить местоположение бланка, стандартов и образцов, согласно используемой схемы внесения образцов (рис. 1). Выберите метод линейной регрессии c двойным логарифмическим типом шкалы.

8.3.11. Справочные значения для панкреатической Эластазы 1 в сыворотке крови.

( 3,5 нг Э1/мл сыворотки
Это значение панкреатической Эластазы 1 в сыворотке крови относится к пациентам, имеющим нормальную экзокринную функцию поджелудочной железы, (т.е. по данным копрологического теста содержание Э1 в кале пациента ( 200 мкг/г кала). У пациентов, имеющих нарушение экзокринной функции, при остром воспалении поджелудочной железы следует ожидать умеренного повышения концентрации Эластазы 1 в сыворотке крови.
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Короткий протокол для опытного исследователя

Важно:  Короткий протокол не заменяет детального описания по количественному определению Эластазы 1 данного Руководства.

· Приготовить раствор буфера для образца/промывки.
· Развести сыворотку в отношении 1:5 буфером для образца/промывки 
· Внести по 50 мкл бланков, стандартов, контролей и образцов в дублях в лунки стрипов набора ИФА. Инкубировать 30 мин при комнатной температуре. Промывка.

· Внести по 50 мкл/лунку анти Э1 – БТ и POD-стрептавидин-комплекса (готовый к использованию, чувствительный к свету) Инкубировать 20 мин при комнатной температуре в темноте. Промывка.

· Внести по 100 мкл/лунку готового к применению раствора субстрата. Инкубировать 20 мин при комнатной температуре в темноте.

· Внести по 100 мкл на лунку раствор для остановки цветной реакции (готовый к применению).

· Снять показания OD405 или OD405 – OD492 на спектрофотометре для ИФА в течение 5 – 30 мин после добавления раствора для остановки цветной реакции.

· Рассчитать значения для образцов, используя двойной логарифмический тип полученной стандартной кривой.

Оптическая плотность
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