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1. Введение
ScheBo(( Tumor M2-PK копрологический тест для количественного определения Опухолевой М2-пируваткиназы (Tumor M2-PK). Для профессионального использования.

Тест используется для скрининга колоректального рака и определяет колоректальные полипы, колоректальный рак, острые и хронические воспалительные заболевания кишечника и некоторые другие заболевания желудочно-кишечного тракта.
1.1. Патобиохимия
Для большинства опухолей человека характерно появление особой формы гликолитического фермента пируваткиназы, Tumor M2-PK (Tumor M2-PK, опухолевая пируваткиназа М2-типа). Этот изомер пируваткиназы освобождается из опухолевых клеток и может быть количественно определен в биологических жидкостях. Концентрация Tumor M2-PK в крови коррелирует со злокачественностью опухолей. Этот новый тип онкомаркеров, являющийся ключевым регулятором опухолевого метаболизма, получил название – метаболический онкомаркер Tumor M2-PK. Фирма ScheBo((Biotech разработала два высокочувствительных теста для иммуноферментного анализа (ИФА). Один из этих тестов позволяет проводить количественное определение Tumor M2-PK в кале (для диагностики гастроинтестинальных опухолей), а другой – в ЭДТА-плазме (для выявления широкого спектра различных солидных опухолей). Ведущую роль в обоих тестах играют моноклональные антитела двух типов, которые специфически реагируют с Tumor M2-PK (димерной М2-РК) и не вступают в перекрестные взаимодействия с другими изоформами фермента (типа L, R, M1 и тетрамерной M2). Данное руководство описывает работу с копрологическим тестом ScheBo((Tumor M2-PK (каталожный номер 11). Если Вам необходима инструкция по ScheBo((Tumor M2-PK в ЭДТА-плазме (каталожный номер 08), пожалуйста, обращайтесь к нам  (см. п. 7.1)
1.2. Основные принципы метода.

На поверхность лунок планшета для ИФА нанесены первые моноклональные антитела, специфичные только к Tumor M2-PK. Tumor M2-PK, присутствующая в образцах кала пациента или в стандартах связывается с этими антителами и, таким образом, иммобилизуются на планшете. Вторые моноклональные антитела (конъюгированные с биотином) связываются с Tumor M2-PK в течение следующей инкубации. Затем добавлется конъюгат POD (пероксидаза) со стрептавидином (ПХ – СА), которые связывается с биотином вторых антител. Пероксидаза окисляет субстрат – ТМВ (3,3’ 5, 5’–тетра-метил бензидин), который приобретает желтый цвет. Далее концентрацию окисленного ТМВ определяют фотометрически.

1.3. Границы определения

Данный набор ИФА позволяет определять концентрации Tumor M2-PK в стуле в пределах от 1 до 20 Ед/мл. Значения Tumor M2-PK вне этих пределов должны быть представлены как ( 1 Ед/мл или ( 20 Ед/мл. соответственно.
1.4. Точность измерения

Погрешность интра-исследования Tumor M2-PK была измерена посредством 20-кратного анализа пяти образцов кала (3,8– 19,7 Ед/мл). Среднее значение коэффициента вариации (СV) составило 5,3% (3,0 – 7,9 %).

Так же погрешность метода вычислялась на примере пяти образцов кала (1,9 – 18,2 Ед/мл), исследованных в течение 10 различных дней. Среднее значение CV составило – 6,8 % (4,4 – 9,4 %).

2. Реагенты

1. 12 стрипов для ИФА с 8 лунками каждый, покрытыми моноклональными антителами к Tumor M2-PK, 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 Tumor M2-PK от 1 до 4, готовые к применению (фиолетовые крышечки), каждый содержит объем 700 мкл Tumor M2-PK в сывороточном матриксе с добавлением азида натрия.
4. Контрольный образец, готовый к применению (желтая крышечка), 700 мкл Tumor M2-PK в сывороточном матриксе с добавлением азида натрия.
5. Вторые моноклональные антитела к Tumor M2-PK, конъюгированные биотином: анти-Tumor M2-PK-био (белая крышечка), 150 мкл в водном растворе с добавлением азида натрия.
6. POD-стрептавидин, готовый к применению, чувствительный к свету (черный пластиковый флакон с черной крышечкой), 8 мл в водном растворе.
7. Раствор субстрата, готовый к применению, чувствительный к свету (черный пластиковый флакон с красной крышечкой), 12 мл, ТМВ в водном растворе.
8. Стоп-раствор, готовый к применению (пластиковый флакон с белой крышечкой), 12 мл, водный раствор кислоты.
3. Материал для исследования и стабильность образцов

Материал для исследования: только образец человеческого кала. Для теста достаточно образца 
оформленного стула, размером с горошину. Образец не должен контактировать с водой или мочой. Tu M2-PK экстрагируется из образца кала и затем измеряется ИФА-методом.
Стабильность образца: Взятые от пациентов образцы должны предпочтительно храниться в холодильнике (или в холодном месте), или же при комнатной температуре до отправки в лабораторию. Образцы должны быть доставлены в лабораторию в течение 48 часов от дефекации и затем могут храниться 1 день при температуре 4-8оС или до 1 года при температуре –20оС. 
Неразведенные экстракты кала могут храниться при температуре 4-8оС в течение 1 дня или до 4-х недель при температуре –20оС.
Для других видов образцов характеристики не определены.
4. Хранение и стабильность диагностического набора

Все компоненты диагностического набора стабильны при температуре 4-8оС до окончания срока годности, указанного на этикетке набора. Не использовать после истечения срока годности. Неиспользованные стрипы для ИФА должны храниться в плотно закрытом пакете из фольги, содержащем влагопоглотитель. Убедитесь, что пакет плотно закрыт.
5. Необходимые дополнительные материалы
· Полистиреновые пробирки (3 и 10 мл).

· Мерный цилиндр 500 мл. 

· Вихревой встряхиватель типа вортекс (Vortex).

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

· Пипетки на 2, 5 и 10 мл.

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

· Спектрофотометр для плашек ИФА, способный считывать показания на длине волны 450 нм (референсная длина волны 620 нм)
6. Меры предосторожности

Данный ИФА - набор предназначен только для диагностики in vitro. Стандарты и контроль содержат человеческую сыворотку, негативную по HIV I, HIV II, HBc и HCV. Несмотря на это, данный набор реагентов, также как и другие биологические жидкости, следует рассматривать как потенциальный источник инфекции.

Буфер для экстракции, стандарты, контрольный образец и анти-Tumor M2-PK-био содержат NaN3 в качестве консерванта. Субстратный раствор содержит ТМВ и Kathon CG в качестве консерванта. Пожалуйста, соблюдайте соответствующие меры предосторожности. Избегайте контакта с кожей. Не пипетируйте при помощи рта. При проведении анализа надевайте перчатки. Не смешивайте реагенты из наборов разных серий.

7. Рекомендации для оптимального выполнения анализа

1. Точно следуйте инструкции
2. Все компоненты набора должны храниться при 4-8оС. Приведите все реагенты и планшет ИФА к комнатной температуре непосредственно перед использованием. После использования немедленно поместите все реагенты в 4-8оС.
3. Все жидкие реагенты перед использованием встряхивайте на Вортексе. Избегайте попадания капель в крышки пробирок. 
4. Не дотрагивайтесь до нижней поверхности планшета ИФА.

5. Всегда выполняйте манипуляции с планшетом, соблюдая один и тот же порядок и временные интервалы.

6. Во избежание контаминации используйте чистые наконечники пипеток и чистые емкости. Не используйте одну и ту же емкость для разных реактивов (например для анти-Tumor M2-PK-био и PОD-стрептавидина).

7. Пипетирование.

· 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 каждым этапом промывки переверните планшет и плотно прижмите к чистому бумажному полотенцу для удаления всех остатков жидкости.
· Пользуйтесь только чистыми бумажными полотенцами.

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

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

9. Измерение.

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

· Уберите какие-либо пузырьки при помощи чистой иголки.

· После остановки цветной реакции подождите, по меньшей мере, 5 минут прежде, чем начать измерения.

8. Процедура исследования

8.1. Подготовка.
8.1.1. Приготовление раствора буфера для образца/промывки 1х.

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

8.1.2. Подготовка планшета 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 при температуре 4 - 8оС в плотно закрытом пакете из фольги, содержащем влагопоглотитель. Убедитесь, что упаковка полностью закрыта.
8.1.3. Подготовка образца кала к анализу.
· Мы рекомендуем использовать систему для экстракции кала Tu M2-PK Quick-Prep (одноразовые дозаторы, каталожный № 11-Quick, см.п.8.1.3.1), для быстрой и удобной подготовки образцов кала к исследованию  
· Весовой метод: образцы кала могут быть взвешены (см. п. 8.1.3.2)
8.1.3.1. Использование Quick-Prep (одноразовых дозаторов).

Система для экстракции кала Tu M2-PK Quick-Prep содержит готовый к применению буфер для экстракции. См срок годности на упаковке

Приготовление образца кала:
Используйте систему для экстракции кала Tu M2-PK Quick-Prep (кат № 11-Quick), в соответствии с рисунком 1.

Экстракты кала, полученные при помощи Tu M2-PK Quick-Prep  готовы к применению!
Пипеттируйте по 50 мкл экстракта кала непосредственно из Tu M2-PK Quick-Prep  в лунки в дубликатах.
8.1.3.2. Использование весового метода

Концентрат буфера для экстракции образцов кала (5х) (кубический флакон, зеленая крышечка),   100 мл (кат. № 02) Забуференный фосфатами физиологический раствор, рН 7,2 с детергентом и азидом натрия
Приготовление буфера для экстракции:

Развести буфер для экстракции образцов кала (5х) (кат. № 02) 100 мл буфера для экстракции (5х) + 400 мл дистиллированной воды. Разведенный буфер для экстракции стабилен в течение 6 месяцев при 4-8оС
Взвешивание проб кала:

Предварительно взвесьте одноразовую пробирку (примерно на 12 мл) и петлю для взятия образца (или зубочистку) на чувствительных лабораторных весах. Возьмите небольшой кусочек (примерно 100 мг) образца кала при помощи петли (или зубочистки) и вместе с петлей (или с зубочисткой) внесите в пробирку. Взвесьте образец.
Добавьте в пробирку буфер для экстракции в соответствии с массой взвешенного образца кала так, чтобы конечная концентрация соответствовала 10 мг кала на 1 мл буфера для экстракции (например, к 100 мг кала добавить 10 мл буфера или к 75 мг кала – 7,5 мл буфера). 
Гомогенизация и экстракция образцов кала.

Полученную суспензию кала несколько раз тщательно перемешать встряхиванием при комнатной температуре на вортексе. Кал необходимо подвергнуть полной гомогенизации для обеспечения полной экстракции. После периода экстракции (по меньшей мере, 15 минут) суспензию перемешать на вортексе еще раз.

Оставить экстракт на 10 минут при комнатной температуре. Затем отделить супернатант для использования в тесте (после разведения).
Разведение экстрактов кала, полученных весовым методом (1:2).

Приготовление разведения 1:2:

200 мкл экстракта кала + 200 мкл разведенного буфера для образца/промывки 1х.
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Рисунок 1.
8.1.4. Приготовление рабочего разведения (1:100) вторых антител, анти-Tumor M2-PK-био.

Приготовление разведения 1:100 вторых моноклональных антител, конъюгированнных с биотином = анти-Tumor M2-PK-био (белая крышечка):
Для 2-х тест-стрипов (1/6 планшета):   15 мкл анти Tumor M2-PK bio + 1,5 мл буфера для образца/промывки 1х
Для 4-х тест-стрипов (1/3 планшета):   25 мкл анти Tumor M2-PK bio + 2,5 мл буфера для образца/промывки 1х
Для 6-ти тест-стрипов (1/2 планшета):   30 мкл анти Tumor M2-PK bio + 3,0 мл буфера для образца/промывки 1х
Для 12-ти тест-стрипов (1 планшет):   60 мкл анти Tumor M2-PK bio + 6,0 мл буфера для образца/промывки 1х
Важно: Растворы вторых антител (анти-Tumor M2-PK-био) не должны приготовляться заранее до начала постановки. Они должны храниться при 4 - 8оС и приводиться к комнатной температуре непосредственно перед использованием.

8.2. Процедура исследования.

8.2.1. Инкубация образцов и стандартов.
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	<--------------------------------------------- полный ИФА-планшет, 12 тест-стрипов ------------------------------------------>


Рис.2. Рекомендуемая схема обозначения образцов и стандартов.

	Cтд:
	стандарты

	Кон
	контроль

	Об1-Об42
	исследуемые образцы


Бланк: при помощи пипетки внесите по 50 мкл буфера для образца/промывки 1х в лунки А1 и А2 

Стандарты: готовы к использованию (фиолетовая крышечка); встряхнуть на вортексе и при помощи пипетки внести по 50 мкл каждого стандарта в лунки колонок 1 и 2 в дубликатах.

	Стд1
	соответствует    1,0 Ед/мл

	Стд2
	соответствует    3.5 Ед/мл

	Стд3
	соответствует  10,0 Ед/мл

	Стд4
	соответствует  20,0 Ед/мл


Контроль: готов к применению (желтая крышечка); встряхнуть на вортексе и при помощи пипетки внести по 50 мкл в лунки F1 и F2.

	Контроль:
	4,5 Ед/мл ( 15%


Образцы: внести при помощи пипетки по 50 мкл экстракта образца кала в каждую из 2 дублирующихся лунок.

Инкубация в течение 60 минут при комнатной температуре.

Промывка: Удалить содержимое лунок и хорошо промыть каждую лунку 3 раза буфером для образца/промывки 1х (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунку). Перевернуть планшет и плотно прижать его к чистому бумажному полотенцу до тех пор, пока будут удалены остатки жидкости.
8.2.2. Инкубация со вторыми антителами (анти-Tumor M2-PK-био).

Встряхнуть на вортексе разведения (1:100) вторых моноклональных антител, конъюгированных с биотином = анти-Tumor M2-PK-био (см. 8.1.4) и внести по 50 мкл/лунку
Инкубировать в течение 30 минут при комнатной температуре.

Промывка: Удалить содержимое лунок и хорошо промыть каждую лунку 3 раза буфером для образца/промывки 1х (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунку). Перевернуть планшет и плотно прижать его к чистому бумажному полотенцу до тех пор, пока будут удалены остатки жидкости.
8.2.3. Инкубация с PОD-Стрептавидином.

Встряхнуть на вортексе готовый к применению PОD-Стрептавидин (пластиковый флакон черного цвета с черной крышечкой) и добавить по 50 мкл/лунку.
Инкубировать в течение 30 минут при комнатной температуре в темноте.

Промывка: Удалить содержимое лунок и хорошо промыть каждую лунку 3 раза буфером для образца/промывки 1х (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунку). Перевернуть планшет и плотно прижать его к чистому бумажному полотенцу до тех пор, пока будут удалены остатки жидкости.
8.2.4. Цветная реакция.

Встряхнуть на вортексе готовый к применению раствор субстрата (черный пластиковый флакон с красной крышечкой) и добавить по 100 мкл в каждую лунку.

Инкубация в течение 15 минут при комнатной температуре в темноте.

(Рекомендуется уменьшить время инкубации, если Ваш спектрофотометр для ИФА
 считывает оптические плотности только до уровней 2,5 или 3).

8.2.5. Остановка цветной реакции.

Встряхнуть на вортексе стоп-раствор (готовый к применению, белая крышечка) и остановить реакцию субстрата добавлением 100 мкл на лунку. Покачивая планшет, хорошо перемешать содержимое лунок.

8.2.6. Измерение.

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

8.3. Количественное выражение результатов.

8.3.1. Ручной подсчет.

Рассчитать средние значения оптической плотности для всех повторов, после чего вычесть из них средние значения, полученные для лунок, обозначенных как «Бланк». Построить стандартную кривую на бумаге в двойных логарифмических координатах log-log, используя концентрации стандартов и полученные для них значения оптической плотности. Концентрации образцов могут быть считаны непосредственно со стандартной кривой, поскольку фактор разведения уже учтен в производстве стандартов.
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Рис. 3: Типичная стандартная кривая.

Пример: средняя оптическая плотность после вычитания среднего бланка составила 0,7, что соответствует концентрации Tumor M2-PK 5,5 Ед/мл.

8.3.2. Расчет с помощью программного обеспечения для ИФА.

Перед измерением определить местоположение бланка, стандартов и образцов, согласно используемой схеме внесения образцов (рис.2). Используйте метод линейной регрессии и двойную логарифмическую шкалу log-log. Не вводите фактор разведения, поскольку разведение образцов уже учтено в производстве стандартов
8.3.3. Справочные значения для концентрации Tumor M2-PK в кале.

Дискриминантный уровень : 4 Ед/мл
Концентрация Tumor M2-PK > 4 Ед/мл = повышенный уровень Tumor M2-PK в кале может быть индикатором

колоректальных полипов или колоректального рака. Повышение уровня может также наблюдаться при острых и хронических заболеваниях кишечника и при некоторых других заболеваниях желудочно-кишечного тракта.
Референсная концентрация 4 Ед/мл соответствует чувствительности 80% (n=704 пациента с колоректальным раком) при специфичности 96% (n=7793 пациента без симптомов).

9. Интерференция с другими соединениями

В очень водянистых образцах кала концентрация Tumor M2-PK может быть снижена, что может вести к ложно-негативным (нормальным) результатам, поэтому рекомендуется отмечать консистенцию в случае водянистого стула. При  получении нормальных результатов ((4 Ед/мл) в водянистых образцах требуется повторить исследование в оформленных образцах кала того же пациента. Другие факторы, влияющие на определение концентрации Tumor M2-PK в кале, неизвестны.
10. Дополнительные исследования

Дополнительные исследования (такие как колоноскопия, гастроскопия, КТ или УЗИ) должны всегда проводиться для подтверждения патологических результатов или когда присутствуют клинические подозрения на рак или предраковое состояние. Тест не заменяет колоноскопию.
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