Ćwiczenie 3
T: Markery nowotworowe
Zagadnienia teoretyczne: 
Markery nowotworowe – wartość diagnostyczna (wykrywanie, monitorowanie leczenia). Metody immunochemiczne stosowane w diagnostyce chorób nowotworowych. Wskaźniki metastazy. Markery raka prostaty. Metody oznaczania markerów nowotworowych. 
Ćwiczenie praktyczne: 

Oznaczanie PSA. Oznaczanie fosfatazy kwaśnej (ACP).
1) Oznaczanie całkowitego  stężenia PSA (Prostata Specific Antygen – swoistego antygenu sterczowego) w surowicy metodą ELISA (DRG)
Zasada oznaczenia:

Metoda immunoenzymatyczna (ELISA): dołki płytki są opłaszczone przeciwciałami skierowanymi przeciwko epitopom cząsteczek antygenowych (Ab-PSA). 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 (3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna (TMB) intensywność zabarwienia jest proporcjonalna do stężenia antygenu w próbce. 
AbPSA + PSAw surowicy-> AbPSA – PSA + E-Ab -> AbPSA – PSA – E-Ab  + substrat (TMB) -> reakcja barwna
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 
· probówki Eppendorf 
· pipety automatyczne o pojemności 0,025 cm3; 0,10 cm3
Materiał badany i odczynniki (DRG):
· surowica badana

· dołki opłaszczone przeciwciałami

· wzorce PSA (6 stężeń) (Standards) o stężeniach: 0 ng/mL; 1,56 ng/mL; 3,12 ng/mL; 6,25 ng/mL; 12,5 ng/mL; 25 ng/mL

· surowica kontrolna (Control)
· przeciwciała znakowane enzymem (Peroxidase Conjugate)

· substrat (TMB-Substrate)

· roztwór hamujący (Stop Solution)

· minutnik
Wykonanie:
· odmierzyć po 25 L wszystkich wzorców, kontroli i prób badanych według załączonego schematu: 

	Standard 1 (0 ng/mL)

	Standard 2 (1,56 ng/mL)

	Standard 3 (3,12 ng/mL)

	Standard 4 (6,25 ng/mL)

	Standard 5 (12,5 ng/mL)

	Standard 6 (25 ng/mL)

	Kontrola High/Low

	Próbka badana


· inkubować 5 minut w temperaturze pokojowej
· dodać po 100 L PSA Conjugate do każdego dołka 

· wymieszać przez poruszanie płytką na stole (10 sekund)

· inkubować 60 minut w temperaturze pokojowej 

· opróżnić dołki na bibułę odwracając płytkę 
· 6-krotnie płukać dołki roztworem płuczącym = napełnić dołki 250 L wody destylowanej; wymieszać, opróżnić na bibułę odwracając płytkę 

· odmierzyć po 100 L TMB Substrate do wszystkich dołków

· inkubować 20 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 PSA w próbach badanych i kontrolnych 
2) Oznaczanie aktywności fosfatazy kwaśnej (ACP) w surowicy metodą kolorymetryczną (BioSystems)
Zasada oznaczenia:

Fosfataza kwaśna (ACP) katalizuje w środowisku kwaśnym hydrolizę grupy fosforanowej z α-naftylofosforanu. Powstały α-naftol reaguje z solą dwuazoniową (Fast Red TR - sól 1,5-naftalenodisulfonianowa) tworząc chromogen. Stężenie katalityczne oznacza się na podstawie szybkości powstawania chromogenu mierzonego w 405nm. Pentanodiol przyśpiesza reakcję działając jako akceptor fosforanu. Winian służy jako swoisty inhibitor frakcji sterczowej




      ACP
α-naftylofosforan + H2O 


            α-naftol + fosforan
1-naftol + Fast Red TR                            Chromogen
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· Spektrofotometr 
· łaźnia wodna

· probówki Eppendorf 

· pipety automatyczne o pojemności 1,00 cm3; 0,10 cm3
Materiał badany i odczynniki:
· surowica badana – fosfataza kwaśna jest niestabilna w surowicy
· odczynnik AT – cytrynian sodu 110 mmol/L, 1,5-pentanodiol 220 mmol/L, pH = 5.2 (45ml) – ACP całkowita
· odczynnik AI - cytrynian sodu 110 mmol/L, 1,5-pentanodiol 220 mmol/L, winian sodu , pH = 5.2 (22,5 ml) – ACP niesterczowa
· odczynnik B1 - α-naftylofosforan 12,5 mmol/L, po rozpuszczeniu (10 ml)
· odczynnik B2 - Fast Red TR 1,25 mmol/L, po rozpuszczeniu (10 ml)
Wykonanie:
Roztwór roboczy:
· ACP całkowita  [do odczynnika B1 dodajemy 10 mL odczynnika AT]
· ACP niesterczowa [do odczynnika B1 dodajemy 10 mL odczynnika AI]
Oba roztwory mieszamy do całkowitego rozpuszczenia, następnie całą objętość otrzymanego roztworu przelewamy do butelki zawierającej odczynnik B2 i ponownie mieszamy do całkowitego rozpuszczenia. 

Opisać probówki, odmierzyć dokładnie odpowiednie objętości roztworów – jak podano w poniższej tabeli:
	
	Próba

badana

	Surowica badana
	100 L

	Roztwór roboczy [ całkowita/nie-sterczowa] - 37°C
	1 mL

	Zawartość probówek wymieszać i inkubować 5 minut w 37°C

	Zmierzyć absorbancję początkową próby badanej wobec wody ( = 405 nm) za pomocą spektrofotometru włączyć minutnik i odczytać absorbancję po 1, 2 i 3 minutach


Obliczenia:
1. Całkowita aktywność fosfatazy kwaśnej
[U/L] = 844 ∙ Aa/min
Aa – średnia zmiana absorbancji w ciągu 1 minuty (reakcja z substratem AT)

2. Aktywność fosfatazy niesterczowej

[U/L] = 844 ∙ Ab/min

Ab – średnia zmiana absorbancji w ciągu 1 minuty (reakcja z substratem AI)

3. Aktywność fosfatazy sterczowej (PAP)
[U/L] = 844 ∙ (Aa/minAb/min)
844 – współczynnik uwzględniający wartość molowego współczynnika ekstynkcji, objętość surowicy, odczynnika i przeliczenie na jednostki [U/L]
WARTOŚCI REFERENCYJNE dla zestawu firmy BioSystems
Całkowita aktywność fosfatazy kwaśnej do 10 U/L

Całkowita aktywność fosfatazy sterczowej do 3,5 U/L
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