Ćwiczenie 4
T: Laboratoryjna diagnostyka endokrynologiczna 
Zagadnienia teoretyczne: 
Diagnostyka chorób tarczycy. Diagnostyka chorób nadnerczy. Metody immunochemiczne: oznaczanie prohormonów, hormonów, wolnych frakcji hormonu i peptydów. Błędy w metodach immunochemicznych (przedanalityczne i analityczne). Badania endokrynologiczne w monitorowaniu okresu ciąży. Badania przesiewowe noworodków.
Ćwiczenie praktyczne: 
Oznaczanie TSH. Oznaczanie kwasu wanilinomigdałowego. 
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A. Oznaczanie  stężenia TSH w surowicy metodą ELISA 
Zasada oznaczenia:
Metoda immunoenzymatyczna (ELISA): dołki płytki są opłaszczone przeciwciałami skierowanymi przeciwko epitopom cząsteczek antygenowych (Ab-TSH). Surowica pacjenta jest inkubowana w opłaszczonych dołkach z wtórnym przeciwciałem sprzężonym z enzymem (E-Ab), skierowanym przeciwko różnym regionom cząsteczek antygenu. Po okresie inkubacji niezwiązane E-Ab są wypłukiwane. Ilość związanego E-Ab jest proporcjonalna do stężenia antygenu w próbce. Po dodaniu substratu intensywność zabarwienia jest proporcjonalna do stężenia antygenu w próbce. 
AbTSH + TSHw surowicy-> AbTSH – TSH + E-Ab -> AbTSH – TSH – E-Ab  + substrat (TMB) -> reakcja barwna
3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna (TMB). TMB (3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna) jest przeznaczona do pomiarów kolorymetrycznych z zastosowaniem peroksydazy. Po utlenieniu TMB tworzy rozpuszczalny w wodzie niebieski produkt reakcji, który nadaje się do pomiarów spektrofotometrycznych przy długości fali 650 nm. Po zakwaszeniu produkt reakcji przyjmuje kolor żółty i ma maksimum absorbancji przy 450 nm. 
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· Analizator biochemiczny
· probówki Eppendorf 
· pipety automatyczne o pojemności 0,025 cm3; 0,10 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana
· dołki opłaszczone przeciwciałami
· wzorce TSH (5 stężeń) (Standards) o stężeniach: 0 mU/L (A); 0,5 mU/L (B); 3 mU/L (C); 6 mU/L (D); 15 mU/L (E); 30 mU/L (F) 
· surowica kontrolna (Control)
· przeciwciała znakowane enzymem (Enzyme Conjugate)
· substrat (TMB-Substrate)
· roztwór hamujący (Stop Solution)
· bufor myjący 
· minutnik
Wykonanie:
· odmierzyć po 50 L wszystkich wzorców, kontroli i prób badanych według załączonego schematu 
· inkubować 5 minut w temperaturze pokojowej 
· dodać po 100 L Enzyme Conjugate do każdego dołka 
· wymieszać przez poruszanie płytką na stole (10 sekund)
· inkubować 60 minut w temperaturze pokojowej 
· opróżnić dołki na bibułę odwracając płytkę 
· 5-krotnie płukać dołki buforem myjącym = napełnić dołki 0,30 mL wody destylowanej; wymieszać, opróżnić na bibułę odwracając płytkę 
· odmierzyć po 100 L TMB-Substrate do wszystkich dołków
· inkubować 15 minut w temperaturze pokojowej
· odmierzyć po 100 L Stop Solution do wszystkich dołków
· odczytać absorbancję za pomocą analizatora (=450 nm)
Obliczenia:
· narysować krzywą kalibracyjną = krzywą zależności absorbancji od stężenia wzorców
· wyznaczyć z krzywej kalibracyjnej stężenie TSH w próbach badanych i kontrolnej 

B. Oznaczanie stężenia kwasu 3-metoksy-4-hydroksymigdałowego (wanilino- migdałowego; VMA)
Zasada oznaczenia:
Pochodne kwasu migdałowego są ekstrahowane z moczu (w kwaśnym środowisku) za pomocą octanu etylu. Ekstrakt utlenia się nadjodanem, a powstałą wanilinę oznacza się ilościowo spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji przy 360 nm.
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· Spektrofotometr 
· łaźnia wodna
· rozdzielacze 
· szklane probówki z korkiem
· probówki Eppendorf
· zlewki
· cylindry miarowe
· pipety automatyczne o pojemności 5 cm3, 1 cm3; 0,10 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· mocz – 0,2% z dobowej zbiórki moczu z 6 M HCl
· 6 M HCl
· 0,5 M K2CO3
· 5 M CH3COOH
· 1,5 M K2HPO4
· 2% nadjodan sodu (NaIO4)
· 10% metabisulfitu sodu (Na2S2O5)
· octan etylu
· toluen 
· NaCl w substancji
· woda destylowana
· 1 mg/mL wzorcowy roztwór kwasu 3-metoksy-4-hydroksymigdałowego w 0,01 M HCl
· minutnik
Ćwiczenie pokazowe!
Wykonanie:
· 0,2% objętości dobowej moczu (taką samą objętość wody destylowanej lub 30 L wzorca) odmierzyć do rozdzielacza, dodać 5,5 mL H2O destylowanej, 0,5 mL 6 M HCl, 3 g NaCl w substancji i 30 mL octanu etylu
· wytrząsać zawartość rozdzielacza w ciągu 5 minut i pozostawić w statywie do rozdzielenia warstw
· warstwę (ok. 25 mL) octanu etylu przenieść do drugiego rozdzielacza 
· dodać 1,5 mL 0,5 M K2CO3
· wytrząsać zawartość rozdzielacza w ciągu 3 minut i pozostawić w statywie do rozdzielenia warstw
· 1 mL warstwy węglanowej przenieść do szklanej probówki  
· dodać 0,1 mL 2% nadjodanu sodu
· ogrzewać w łaźni wodnej o temperaturze 50°C w ciągu 30 minut
· schłodzić probówkę i przenieść zawartość do trzeciego rozdzielacza 
· dodać 0,1 mL metabisulfitu sodu; 0,3 mL 5 M CH3COOH; 0,6 mL 1,5 M K2HPO4; 20 mL toluenu
· wytrząsać zawartość rozdzielacza w ciągu 3 minut i pozostawić w statywie do rozdzielenia warstw
· 15 mL warstwy toluenowej przenieść do czwartego rozdzielacza 
· dodać 1,5 mL 0,5 M K2CO3
· wytrząsać zawartość rozdzielacza w ciągu 3 minut i pozostawić w statywie do rozdzielenia warstw
· warstwę wodną, zawierającą wanilinę przenieść do kuwety i odczytać absorbancję przy 360 nm wobec próbki zerowej zawierającej wodę zamiast moczu

Obliczenia:
· zawartość kwasu wanilinomigdałowego (Cbad) w badanej próbce obliczamy ze wzoru:
   Abad
Cbad = 		     ∙ Cwzorca
              Awzorca

Cwzorca = 30 g


· zawartość VMA (CVMA) w dobowej zbiórce moczu (DZM) obliczamy ze wzoru:


          Cbad
		CVMA  = 		∙ VDZM [mg/24 h]
			          Vbad

Cbad – stężenie VMA w badanej próbce [mg]
Vbad – objętość próbki moczu wzięta do oznaczenia (0,2% DZM)
VDZM – objętość dobowej zbiórki moczu [mL]

4

