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Цель. Инструкция по применению разработана для прогнозирования исхода рака молочной железы на основании оценки патогенетических изменений биохимических показателей сыворотки крови и служит дополнительным прогностическим показателем.
Область применения – онкология. 
Уровень внедрения. Предложенный способ прогнозирования исхода рака молочной железы может быть использован в онкологических учреждениях областного и республиканского уровня врачами онкологами, маммологами, химиотерапевтами, врачами лабораторной диагностики.

ПЕРЕЧЕНЬ НЕОБХОДИМОГО ОБОРУДОВАНИЯ, ВСПОМОГАТЕЛЬНЫХ УСТРОЙСТВ, РЕАКТИВОВ

Биохимический анализатор или спектрофотометр, рН-метр иономер, газовый хроматограф с пламенно-ионизационным детектором, насадочной  хроматографической колонкой длиной 2м, набитой реоплекс 400, стандартные диагностические наборы для определения общего холестерола, холестерола липопротеинов высокой плотности, центрифуга лабораторная, термостат суховоздушный 37 ºС, водяная баня 80±3 ºС, пипетки автоматические 0,2мл, 1,0мл, сменные наконечники к автоматическим пипеткам.

ПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ
Использование способа прогнозирования исхода рака молочной железы на основании биохимических показателей сыворотки крови рекомендуется для повышения возможностей прогнозирования неблагоприятного исхода заболевания у пациенток с неметастатическим и метастатическим раком молочной железы.
ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ

Не выявлены.
ОПИСАНИЕ ТЕХНОЛОГИИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ СПОСОБА

Способ прогнозирования исхода рака молочной железы на основании биохимических показателей сыворотки крови состоит в определении биохимических параметров сыворотки крови: активности аутокринного фактора подвижности, содержания холестерола ЛПВП, арахидоновой кислоты, общего холестерола, стеариновой кислоты с последующим расчетом значений дискриминантных функций. Сравнение полученных значений дискриминантных функций с граничными значениями позволяют отнести пациентку к определенной группе риска.
Все этапы способа могут быть автоматизированы использованием биохимических анализаторов.

Материалом для исследования служит сыворотка крови. Кровь забирают натощак путем венепункции в асептических условиях и переносят в сухую центрифужную пробирку, где оставляют при комнатной температуре на 30 минут до образования сгустка. После ретракции сгустка производят центрифугирование при 1500 об/мин 15 минут. Полученная сыворотка не должна иметь признаков гемолиза. Если исследование не проводят непосредственно после забора материала, необходимо перенести 1 – 2 мл сыворотки в одноразовую пластиковую пробирку типа Eppendorf, плотно укупорить и хранить при -16 – -18ºС не более 1 месяца.

Концентрация общего холестерола в сыворотке крови. Для определения содержания общего холестерола в сыворотке крови используют биохимический анализатор и стандартный диагностический набор 

Концентрация холестерола ЛПВП. Определение концентрации холестерола ЛПВП в сыворотке крови выполняют с помощью биохимического анализатора и стандартного диагностического набора. Метод основан на том, что ЛПНП и ЛПОНП осаждаются под действием фосфовольфрамовой кислоты в присутствии ионов магния. Холестерол ЛПВП остается в растворе и может быть определен ферментативным методом.

Жирнокислотный спектр сыворотки крови. Жирнокислотный спектр сыворотки крови следует определять при помощи газового хроматографа с пламенно-ионизационным детектором и насадочной колонкой длиной 2м, наполненной «реоплекс 400». Температурный режим  программируют в интервале от 180 до 200ºС в следующем режиме: (180ºС – 250 с; 190ºС – 800 с; 200ºС – 1700 с). Расход газа-носителя (гелия) 40 л/ч.

Экстракцию липидов сыворотки крови проводят смесью хлороформа и метанола 2:1 в течение 1 часа при комнатной температуре. Полученный экстракт фильтруют в сухую пробирку. Для разделения метаноловой и хлороформной фаз в фильтрат добавляют дистиллированную воду в соотношении 10:1, тщательно перемешивают и оставляют в холодильнике при температуре +4ºС на ночь. Метаноловую фазу удаляют водоструйным насосом. Хлороформную фазу упаривают в токе азота и немедленно начинают метилирование 1,75N раствором H2SO4 в метаноле в течение суток при 60°С в герметично укупоренных капсулах. После окончания метилирования производят  экстракцию жирных кислот из метилирующего раствора гексаном.

Регистрация результатов и математический обсчет хроматограмм производят на системе автоматического анализа данных хроматографа либо на ПЭВМ.  Производят анализ содержания индивидуальных жирных кислот в образцах по соотношению площадей пиков хроматограммы и расчет относительного содержания жирных кислот в пробах. Идентификацию жирных кислот производят по данным, полученным хроматографированием стандартов растворов метиловых эфиров жирных кислот: миристиновой, пальмитиновой, стеариновой, олеиновой, линолевой, линоленовой, арахидоновой.

Активность AMF. Активность в сыворотке крови аутокринного фактора подвижности (autocrine motility factor, AMF, глюкозофосфатизомераза) определяют спектрофотометрически по методу Bruns и Hinsberg в модификации, основанному на определении энзиматической активности AMF в сыворотке крови.
Определение AMF. 

Приготовление растворов:

Растворы, которые можно хранить.

1. Раствор HCl  0,1 М

Содержимое фиксанала перенести в мерную колбу на 1000 мл, довести дистиллированной водой до метки.

2. Раствор ТРИС 0,2 М

Для приготовления 1000 мл 0,2 М раствора перенести в мерную колбу на 1000 мл 24,23 г ТРИС (гидроксиметил) аминометана, довести до метки дистиллированной водой.

3. Раствор ТРИС HCl буфер рН 7,4 (при 37ºС)

Приготовление согласно таблице 2:
Таблица 2.

Приготовление раствора ТРИС-HCl буфера
	рН при температуре 23ºС
	рН при температуре 37ºС
	Раствор

ТРИС 0,2 М

(мл)
	Раствор

HCl 0,1 М

(мл)
	Разбавить до

(мл)

	7,54
	7,4
	250
	400
	1000


4. Раствор NaOH  1М

Перенести в мерную колбу на 250 мл 10 г NaOH, довести до метки дистиллированной водой.

5. Раствор железоаммонийных квасцов (ЖАМК) в концентрированной HCl.

В мерную колбу на 1000 мл перенести 216 мг ЖАМК, довести до метки концентрированной HCl.

6. Раствор Na2SO4 10%
10 г Na2SO4 перенести в мерную колбу на 100 мл. Довести до метки дистиллированной водой.

7. Раствор ТХУ 20%

В мерную колбу на 500 мл внести 100г ТХУ, довести до метки дистиллированной водой.

Растворы, которые готовятся для каждого исследования.

8. Раствор натриевой соли глюкозо-6-фосфат 4мМ. 

Перевод бариевой соли в натриевую. 

На 25 проб 

8.1. В центрифужную пробирку перенести 104,314 мг бариевой соли Г-6-Ф. 

8.2. Добавить раствор HCl 1М по каплям, встряхивая пробирку до полного растворения бариевой соли Г-6-Ф.

8.3. Добавить по каплям раствор Na2SO4 10% до прекращения образования осадка (обычно 3-5 капель).

8.4. Центрифугировать при 3000 об/мин 15 мин.

8.5. Проверить чистоту осаждения 1 каплей Na2SO4 10%. В случае выпадения осадка повторить с пункта 8.3.

8.6. При помощи раствора NaOH 1М довести рН до 7,0.

9. Приготовление субстрата.

Полученный центрифугат слить в мерную колбу на 50 мл, добавить до метки ТРИС HCl буфер. 

10. Приготовление раствора резорцина в этаноле 0,05%

25 мг резорцина перенести в колбу, добавить этанол 98% до 50 г.   

Приготовление инкубационной смеси

Контроль:

В 3 центрифужные пробирки внести:

· 2 мл 4мМ раствора Г-6-Ф,

· 1 мл 20% раствора ТХУ (прогреть в термостате 5 мин),

· 0,2 мл сыворотки, встряхнуть.

Опыт:

В 20 центрифужных пробирок внести:

· 2 мл 4мМ раствора Г-6-Ф (прогреть в термостате 5 мин),

· 0,2 мл исследуемой сыворотки, встряхнуть.

Инкубация в термостате 37ºС 30 мин.

В опытных пробирках остановить реакцию добавлением 1мл 20% ТХУ, встряхнуть.

Центрифугировать при 3000 об/мин 15 мин.

В пробирки

· отобрать 1,0 мл центрифугата, добавить

· 1,5 мл 0,05% раствора резорцина в этаноле,

· 1,5 мл раствора ЖАМК в конц. HCl.

Встряхнуть

Поместить в водяную баню 80±3ºС на 40 мин.

По истечении времени экспозиции охладить пробирки под струей воды.

Фотометрировать  при помощи спектрофотометра при длине волны λ=440 нм

кювета 10 мм.

Активность рассчитать по формуле.

Активность AMF = 
[image: image1.wmf]444
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где:

ΔЕ – разность экстинкции опытного образца и контрольного образца,

k – коэффициент экстинкции,

V – объем сыворотки.

Рассчитать активность с поправкой на содержание белка в сыворотке крови.
Расчет дискриминантных функций.

Полученные данные подставляют в уравнения дикриминантных функций и рассчитывают первую дискриминантную функцию (ДФ1) для определения возможности применения метода, если значение ДФ1  меньше, чем 0,04, то рассчитывают значение второй дискриминантной функции (ДФ2) для прогнозирования выживаемости в течении последующих 5 лет.

ДФ1 = 2,219 – 0,013×AMF – 0,981×ХС ЛПВП + 0,123×C20:4 


ДФ2 = – 3,071 – 0,390×С18:0 + 0,598×ХС



Значение ДФ2<–3,3 свидетельствует о неблагоприятном прогнозе и отнесения пациентки в 3 группу риска; значение ДФ2 в пределах от –3,3 до 0 позволяет отнести пациентку во 2 группу риска; в случае, если ДФ2>0, пациентку следует относить в 1 группу риска.
[image: image2.wmf]
Рисунок 1 – Алгоритм прогнозирования исхода рака молочной железы.
Прогноз выживания в течение пяти лет после установления диагноза для пациенток 1 группы риска составляет 79,8±5,5%, для пациенток 2 группы риска – 50,8±7,4%, пациенток 3 группы риска 10,4±5,6%.
Эффективность метода.

Процент правильного прогноза по предложенным ДФ1 и ДФ2 составил: для первой дискриминантной функции – 84%, для выделения 1 группы риска на основании ДФ2 – 50%, для выделения 2 группы риска – 88%, 3 группы риска – 80%.

УПРОЩЕННАЯ МЕТОДИКА СТРАТИФИКАЦИИ РИСКА ГЕМАТОГЕННОГО МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ.
Согласно упрощенной методике стратификации риска проводят определение только одного параметра – активности AMF в сыворотке крови по вышеописанной методике. Способ состоит из трех этапов:
1-ый этап – забор материала. 

2-й этап – определение активности AMF.

3-й этап – стратификация риска.
	Активность

AMF (нмоль×с-1×л-1)
	

	<155
	Низкий риск

	155 – 315
	Умеренный риск

	>315
	Высокий риск


Эффективность метода.

Чувствительность метода прогнозирования неметастатического рака молочной железы составляет 85,37%, специфичность – 93,75%, эффективность – 89,56%. Чувствительность метода прогнозирования метастатического рака молочной железы при помощи определения уровня AMF составляет 75,00%, специфичность 89,47%, эффективность – 82,24%.

ПЕРЕЧЕНЬ ВОЗМОЖНЫХ ОШИБОК ПРИ ВЫПОЛНЕНИИ И ПУТИ ИХ УСТРАНЕНИЯ
Неправильный забор и хранение сыворотки крови. 
При выявлении признаков гемолиза, установлении ошибок забора и хранения материала необходимо повторить забор материала. 
Неточное пипетирование образца сыворотки крови, неточное приготовление реагентов, нарушение технологии лабораторного тестирования.
Результаты исследования могут искажаться при состояниях, сопровождающихся внутрисосудистым гемолизом, обширных травматических повреждениях мягких тканей, острых заболеваниях печени, сопровождающихся некрозом гепатоцитов.

КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА проводимых лабораторных исследований осуществляется методом исследования параллельных проб, случайных проб, повторных проб, смешанных проб и специальных контрольных сывороток (согласно приказу МЗ РБ №154 от 24 июня 1997 г. «О дальнейшем совершенствовании системы контроля качества клинических лабораторных исследований»). Контроль качества работы с данными осуществляется во время их сбора, ввода в базу данных, просмотра, коррекции, проведения математической и статистической обработки.

ТЕХНИКА БЕЗОПАСНОСТИ

Главным фактором опасности заражения сотрудников лабораторий инфекционными заболеваниями является инфицированный биологический материал. Безопасность лабораторных исследований должна базироваться на профилактике инфицирования медицинского персонала лабораторий и обследуемых пациентов посредством строго соблюдения санитарно-эпидемиологического режима. При организации противоэпидемических мероприятий в лабораториях необходимо руководствоваться  правилами безопасной работы, которые  регламентированы нормативными документами (приказ МЗ РБ № 66 от 12.06.1989 г., № 201 от 19.01.1998 г., № 351 от 16.12.1998 г., инструкций по охране труда КДЛ, инструкциям по эксплуатации лабораторного оборудования).
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