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1. Введение

ScheBo(( Tumor M2-PK ЭДТА-плазма тест для количественного определения Опухолевой М2-пируваткиназы (Tumor M2-PK). Для профессионального использования.

1.1. Патобиохимия
Для большинства опухолей человека характерно значительное повышение особой М2 изоформы гликолитического фермента пируваткиназы. Этот изоформа пируваткиназы высвобождается из опухолевых клеток и может быть количественно определена в биологических жидкостях человека. Концентрация M2-изоформы коррелирует со злокачественностью опухолей. Этот новый маркер метаболической активности опухоли получил название Tu M2-PK и является ключевым регулятором опухолевого метаболизма. Компания ScheBo(•Biotech разработала высокочувствительный способ определения Tu M2-PK с помощью иммуноферментного анализа (ИФА), позволяющий количественно определять Tu M2-PK в ЭДТА-плазме. Ведущую роль в тесте играют два типа моноклональных антител, которые специфически реагируют с Tu M2-PK (димерной формой M2-PK) и при этом не дают перекрестных реакций с другими изомерами пируваткиназы (типа L, R, M1 и тетрамерной M2).

1.2. Показания

Измерения Tu M2-PK в ЭДТА-плазме проводятся у пациентов с опухолевыми образованиями для помощи в диагностике и в отслеживании и мониторинге ответа на терапию при многих видах рака, включая, например, почечно-клеточный рак, рак легких, рак молочной железы, колоректальный рак, рак поджелудочной железы, рак яичников, рак простаты, рак желудка, карцинома пищевода и рак шейки матки.
1.3. Основные принципы метода.

На поверхность лунок планшета для ИФА нанесены первые моноклональные антитела, специфичные только к Tu M2-PK. Tu M2-PK, присутствующая в образце ЭДТА-плазмы пациента и в стандартах из ИФА–набора связываются с этими антителами и тем самым иммобилизуются на планшете. Вторые моноклональные антитела (биотинилированные) связываются с Tu M2-PK в процессе следующей инкубации. Затем добавляется конъюгат POD (пероксидазы) со стрептавидином (ПХ–СА) для связывания с биотином вторых антител. Пероксидаза окисляет субстрат – TMB (3,3’5,5’ – тетра-метил бензитин). После чего концентрацию окисленной TMB определяют фотометрически.
1.4. Границы определения

Данный набор позволяет количественно определять концентрацию Tu M2-PK в ЭДТА-плазме крови в пределах от 5 до 100 единиц/мл (Ед/мл). Значения, выходящие за вышеуказанные пределы, должны быть представлены как < 5 Ед/мл в ЭДТА-плазме либо >100 Ед/мл в ЭДТА-плазме соответственно.

1.5. Точность измерения

Внутренняя погрешность метода была измерена путем 20-кратного определения шести проб (10,1 – 55,4 Ед Tu M2-PK / мл ЭДТА-плазмы). Среднее значение коэффициента вариации (СV) составило 4,6% (2,9 - 7,8%).

Меж тестовая вариация рассчитывалась на тех же шести пробах, которые анализировались в десять разных дней. Среднее значение CV составило 5,9% (3,5 - 9,2%).

2. Реагенты
1. 12 стрипов для ИФА с 8 лунками каждый, покрытых моноклональными антителами к Tu M2-PK 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 Tu M2-PK от 1 до 4, готовые к применению (желтая крышечка), каждый содержит объем 700 мкл.

Tu M2-PK в сывороточном матриксе с добавлением азида натрия.

4. Контрольный образец, готовый к применению (красная крышечка), 700 мкл.
Tu M2-PK в сывороточном матриксе с добавлением азида натрия.

5. Вторые моноклональные антитела к Tu M2-PK, конъюгированные биотином:
анти-Tu M2-PK - био (голубая крышечка), 150 мкл.

В водном растворе с добавлением азида натрия.

6. POD-стрептавидин, готовый к применению, чувствительный к свету (пластиковый флакон черного цвета, черная крышечка), 8 мл. Водный раствор.

7. Раствор субстрата, готовый к применению, чувствительный к свету (пластиковый флакон черного цвета, красная крышечка), 12 мл TMB в водном растворе.
8. Раствор для остановки реакции (стоп-раствор), готовый к применению (пластиковый флакон, белая крышечка), 12 мл.

Щелочной водный раствор.

3. Материал для исследования и стабильность образцов
Материал для пробы: Только человеческая плазма крови, полученная с помощью ЭДТА (ЭДТА-плазма). Другие материалы образцов, такие как сыворотка, гепарин-плазма или цитратная плазма не должны использоваться. Характеристики для этих видов образцов не определены. Гемолитичные, желтушные или липемические образцы не могут быть использованы для измерения Tu M2-PK.
Стабильность проб:    Образцы крови должны быть собраны в ЭДТА-пробирки.  Образцы должны быть отцентрифугированы и супернатантная ЭДТА-плазма аккуратно перенесена в пробирки для хранения в течении 24 часов от момента забора крови.  Образцы ЭДТА-плазмы могут храниться при 4°C до трех дней или при -20°C до одного года.

4. Хранение и стабильность диагностического набора
Все компоненты диагностического набора стабильны при 4 - 8°C до истечения срока, указанного на этикетке набора. Набор не должен быть использован после истечения срока годности. Неиспользованные стрипы для ИФА должны храниться в герметично закрытом пакетике, содержащем поглотитель влаги. Убедитесь, что пакетик плотно закрыт.
5. Необходимое дополнительное оборудование
· Полистиреновые пробирки (3 мл и 10 мл)
· 500-мл мерный цилиндр
· Вихревой встряхиватель типа вортекс (Vortex)
· Автоматические регулируемые пипетки: 0-50 мкл, 50-200 мкл и 200-1000 мкл
· Пипетки на 2 мл, 5 мл и 10 мл
· Регулируемая 8-канальная пипетка (50 - 250 мкл)
· Плашечный спектрофотометр ИФА, способный считывать показания абсорбции на длине волны 450 нм. Референсная длина волны 620 нм
6. Меры предосторожности
Данный набор ИФА предназначен только для диагностики in vitro. Стандарты и контроль, имеющиеся в наборе, содержат человеческую сыворотку отрицательную на HIV I, HIV II, HBc, HCV. Тем не менее, с реагентами набора и биологическими жидкостями человека следует обращаться как с потенциально инфицированным материалом.

Стандарты, контроль и анти-Tu M2-PK-БТ в качестве консерванта содержат азид натрия. 
Раствор субстрата в качестве консерванта содержит TMB и катон CG.

Пожалуйста, соблюдайте соответствующие меры предосторожности. Избегайте попадания на кожу. Не пипетируйте при помощи рта. При проведении анализа пользуйтесь одноразовыми перчатками. Не используйте совместно материалы из наборов разных лотов!

7. Рекомендации для оптимального выполнения анализа

1. Точно следуйте протоколу проведения теста 
2. Все реагенты и планшет для ИФА привести к комнатной температуре непосредственно перед проведением теста
3. Все жидкие реактивы встряхивайте на Вортексе перед использованием. Избегайте попадания капель реагентов в крышки пробирок
4. Не дотрагивайтесь до нижней поветхности планшета для ИФА.

5. Всегда выполняйте пипетирование в одинаковом порядке и с одинаковыми временными интервалами
6. Во избежание контаминации используйте чистые наконечники пипеток и чистые емкости. Не используйте одни и те же емкости для разных реагентов (например, анти-Tu M2-PK-БТ и  коньюгата POD–стрептавидин).

7. Раскапывание
· Вносите все реактивы и образцы в нижнюю треть лунки.

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

8. Промывание лунок.

· Перед каждой промывкой перевернуть планшет и приложить его к чистому бумажному полотенцу для удаления остатков жидкости.

· Для удаления остатков жидкости используйте только чистые бумажные полотенца.

· Проконтролируйте, чтобы жидкость не выливалась и не перетекала в другие лунки.

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

9. Измерение.

· Перед каждым измерением встряхните планшет для обеспечения равномерного распределения окраски.

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

8. Процедура исследования

8.1. Подготовка.

8.1.1. Приготовление раствора буфера для образца/промывки

100 мл 5-кратного буфера для образца/промывки 5х (черная крышечка) + 400 мл бидистиллированной воды.

Разведенный буфер для образца/промывки стабилен в течение 6 месяцев при температуре 4-8оС.

8.1.2. Подготовка планшета для ИФА

Перед открытием планшет ИФА следует привести к комнатной температуре. После этого откройте упаковку из фольги, разорвав ее по обозначенным меткам. Далее раскройте внутреннее многоразовое соединение. Извлеките необходимое для работы количество стрипов. Оставшиеся стрипы должны храниться в плотно закрытом пакете из фольги, содержащем влагопоглотитель. Убедитесь, что упаковка полностью закрыта.
8.1.3. Разведение образцов ЭДТА-плазмы 

Приготовление разведения 1:100:

10 мкл образца ЭДТА-плазмы + 1 мл буфера для образца/промывки (1х). Тщательно перемешать на Вортексе!
8.1.4. Приготовление вторых антител, анти-Tu M2-PK–био 
Приготовление разведения 1:100 вторых моноклональных антител, коньюгированнных с биотином = анти-Tu M2-PK-био (голубая крышечка):

Для 2-х тест-стрипов (1/6 планшета):15 мкл анти-Tu M2-PK-био+1,5 мл буфера для образца/промывки

Для 4-х тест-стрипов (1/3 планшета):25 мкл анти-Tu M2-PK-био+2,5 мл буфера для образца/промывки

Для 6-ти  тест-стрипов (1/2 планшета):30 мкл анти-Tu M2-PK-био+3,0 мл буфера для образца/пр-ки
Для 12-ти тест-стрипов (целый планшет):60 мкл анти-Tu M2-PK-био+6,0 мл буфера для образца/пр-ки
Важно: Растворы анти-Tu M2-PK–био не должны разводиться до начала теста. Они должны храниться при 4оС-8оС и приводиться к комнатной температуре непосредственно перед использованием.

8.2. Процедура анализа.

8.2.5. Инкубация образцов и стандартов.

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

	A
	Бланк
	Бланк
	Об3
	Об3
	Об11
	Об11
	Об19
	Об19
	Об27
	Об27
	Об35
	Об35

	B
	Стд1
	Стд1
	Об4
	Об4
	Об12
	Об12
	Об20
	Об20
	Об28
	Об28
	Об36
	Об36

	C
	Стд2
	Стд2
	Об5
	Об5
	Об13
	Об13
	Об21
	Об21
	Об29
	Об29
	Об37
	Об37

	D
	Стд3
	Стд3
	Об6
	Об6
	Об14
	Об14
	Об22
	Об22
	Об30
	Об30
	Об38
	Об38

	E
	Стд4
	Стд4
	Об7
	Об7
	Об15
	Об15
	Об23
	Об23
	Об31
	Об31
	Об39
	Об39

	F
	Кон
	Кон
	Об8
	Об8
	Об16
	Об16
	Об24
	Об24
	Об32
	Об32
	Об40
	Об40

	G
	Об1
	Об1
	Об9
	Об9
	Об17
	Об17
	Об25
	Об25
	Об33
	Об33
	Об41
	Об41

	H
	Об2
	Об2
	Об10
	Об10
	Об18
	Об18
	Об26
	Об26
	Об34
	Об34
	Об42
	Об42

	
	<-- 2 тест-стрипа -->
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

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

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



Рис.1. Рекомендуемая схема обозначения образцов и стандартов на планшете.

	Cтд:
	стандарты

	Кон:
	контроль

	Об1-Об42:
	исследуемые образцы ЭДТА-плазмы


Бланк: пипетируйте по 50 мкл буфера для образца/промывки в лунки А1 и А2;
Стандарты: готовы к применению (желтая крышечка); пипетируйте по 50 мкл каждого стандарта в лунки стрипов 1 и 2 в дублях.

	Стд1
	=      5,0 Ед/мл

	Стд2
	=    15,0 Ед/мл

	Стд3
	=    40,0 Ед/мл

	Стд4
	=  100,0 Ед/мл


Контроль: готов к применению (красная крышечка); пипетируйте по 50 мкл в лунки F1 и F2.

	Кон
	:   20,0 Ед/мл ( 15%


Образцы ЭДТА-плазмы: пипетируйте по 50 мкл разведенных 1:100 образцов ЭДТА-плазмы в каждую из 2-х смежных лунок.

Инкубируйте в течение 60 минут при комнатной температуре.

Промывка: Удалите содержимое лунок и 3 раза промойте каждую лунку буфером для образца/промывки (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунка). Переверните планшет и плотно прижмите его к чистому бумажному полотенцу для удаления всех остатков жидкости.

8.2.2   Инкубация со вторыми антителами (анти-Tu M2-PK-био)

Внесите 50 мкл/лунку разведенных 1:100 вторых моноклональных антител = анти-Tu M2-PK-био, см. также пункт 8.1.4.)

Инкубируйте в течение 30 минут при комнатной температуре.

Промывка: Удалите содержимое лунок и 3 раза промойте каждую лунку буфером для образца/промывки (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунка). Переверните планшет и плотно прижмите его к чистому бумажному полотенцу для удаления всех остатков жидкости.
8.2.3   Инкубация с POD-стрептавидином.
Добавьте 50 мкл/лунку готового к применению POD-стрептавидина (пластиковый флакон черного цвета, черная крышечка).

Инкубируйте в течение 30 минут при комнатной температуре в темноте
Промывка: Удалите содержимое лунок и 3 раза промойте каждую лунку буфером для образца/промывки (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунка). Переверните планшет и плотно прижмите его к чистому бумажному полотенцу для удаления всех остатков жидкости.
 8.2.4    Цветная реакция.

Добавьте по 100 мкл готового к применению раствора субстрата (пластиковый флакон черного цвета, красная крышечка) в каждую лунку.

Инкубируйте в течение 15 минут в темноте при комнатной температуре 

(Возможно, понадобится уменьшение этого времени, если спектрофотометр для ИФА
 может считывать значения поглощения только до 2,5 или 3,0)

8.2.5    Остановка цветной реакции.

Остановите реакцию субстрата добавлением в каждую лунку по 100 мкл готового к применению стоп-раствора (белая крышечка). Встряхивая планшет, хорошо перемешайте содержимое лунок.

8.2.6     Измерение.

Измерите оптическую плотность с помощью спектрофотометра для плашек, используя длину волны 450 нм, между 5 и 30 минутой после добавления стоп-раствора. Перед измерением хорошо перемешать содержимое лунок. В качестве референс-волны может быть использована длина волны 620 нм.

8.3. Количественный обсчет результатов.

8.3.6. Ручной подсчет.

Рассчитать средние значения оптической плотности всех дубликатов, после вычитания из них среднего значения бланка.

Постройте график концентрации стандартов и соответствующих им значений оптической плотности на log-log бумаге = стандартная кривая
Концентрации образцов могут быть считаны непосредственно со стандартной кривой, поскольку фактор разведения (1:100) уже учтен в производстве стандартов.
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Рис. 2: Типичный образец стандартной кривой.

Пример: После вычета значения бланка, оптическая плотность образца составила 0,55. Эта оптическая плотность соответствует концентрации Tu M2-PK  в  21 Ед/мл.
8.3.7. 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 log-log типом шкалы. Не вводите фактор разведения, поскольку разведение (1:100) исследуемых образцов  ЭДТА-плазмы, уже учтено в производстве стандартов.

8.3.8. Справочное значение для Tu M2-PK 

(15.0 Ед Tu M2-PK/мл в ЭДТА-плазме
Концентрация Tu M2-PK ( 15,0 U/мл соответствует 90%-значению специфичности, полученной при анализе контрольной группы неонкологических больных (n=393).

Концентрация в пределах 15 - 20 Ед/мл имеет сомнительное значение и представляет «серую зону». В этих случаях рекомендуется повтор теста на новых образцах
9. Интерференции
В некоторых случаях Tu M2-PK может быть повышен у пациентов с острой бактериальной инфекцией, сепсисом, острыми ревматоидными заболеваниями, диабетической нефропатией, диабетической ретинопатией и политравмой. Гемолитичные, желтушные или липемические образцы могут приводить к повышению  значений Tu M2-PK.
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