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Sada pro stanoveni katalytické aktivity terapeuticky podané asparaginazy

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka sady pro stanoveni katalytické aktivity terapeuticky podané
asparaginazy ve vzorku odebraném z téla pacienta, zejména ve vzorku krve nebo krevni plasmy.

Dosavadni stav techniky

Enzym asparaginaza (naptiklad 1é¢ivé pripravky Elspar®, Kidrolase®, Erwinase®, Oncaspar®) je
specificky 1€k pro ALL (akutni lymfoblastickou leukémii) a NHL (non-Hodgkindv lymfom)
u déti, uzivany v intenzivnich fazich terapie. Asparaginaza v krevni plazmé pacienta hydrolyzuje
aminokyselinu asparagin na kyselinu asparagovou a amoniak. Asparagin je pro lymfoblasty
esencialni aminokyselinou, protoze lymfoblasty nemaji dostate¢nou aktivitu asparagin-syntetazy,
po podani asparaginazy tedy dochazi k depleci asparaginu v plazmé. V dusledku jeho snizené
nabidky leukemickym bunikdm se snizuje syntéza proteinil a nukleovych kyselin, po zablokovani
progrese bunééného cyklu nedochazi k proliferaci bunék. Vzhledem k tomu, Ze asparaginaza je
pro télo pacienta cizi latkou, tvofi se protilatky. V disledku tvorby protilatek dochazi k poklesu
ucinnosti asparaginazy snizenim jeji aktivity a zkracuje se doba deplece asparaginu.

Metody a sady, které jsou v soucasné dobé k dispozici na trhu, dovoluji pouze hmotnostni
stanoveni mnozstvi asparagindzy ve vzorku odebraném z téla pacienta, napiiklad metodami typu
ELISA, ale zadna aktualné dostupna metoda ¢i sada nedovoluje stanovit pifimo mnoZstvi
katalyticky aktivni asparaginazy, resp. rozlisit katalyticky aktivni a neaktivni asparaginazu.

Predkladané technické feseni si klade za cil poskytnout analytickou sadu pro pifimé stanoveni
katalytické aktivity terapeuticky podané asparaginazy ve vzorku odebraném z téla pacienta.

Podstata technického feSeni

Predmétem technického feSeni je sada pro stanoveni aktivity terapeuticky podané asparaginazy
ve vzorku odebraném ztéla pacienta, kterd obsahuje asparagin, 2-oxoglutarat,
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) a enzym glutamatdehydrogenazu (GLDH).

Stanoveni katalytické aktivity asparagindzy ve vzorku, napiiklad v krevni plazmé, pacienta
s pouzitim sady podle technického feSeni spocéiva ve sledovani in vitro nardstu koncentrace
amoniaku jako produktu enzymatického rozkladu asparaginu katalyzované katalyticky aktivni
asparaginazou.

S vyhodou je asparagin ve form¢ vodného roztoku o koncentraci 0,08 az 0,12 mol/l, vyhodné;ji
0,1 mol/l.

2-oxoglutarat, NADPH a enzym glutamatdehydrogenaza slouzi ke kvantitativnimu stanoveni
vzniklého amoniaku. Pfi stanoveni amoniaku témito Cinidly se vyuziva detekéni enzymaticka
reakce s glutamatdehydrogenazou v kombinaci s Warburgovym optickym testem, napiiklad za
pomoci automatického biochemického analyzatoru:

GLDH

NH;*" + 2-oxoglutarat + NADPH —— L-glutamat + NADP* + H,O

S vyhodou sada dale obsahuje smésnou lidskou krevni plasmu s nulovou hodnotou aktivity
asparaginazy, napt. smésné KsEDTA plazmy osob nelécenych asparaginazou.
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Dale mize sada s vyhodou obsahovat alespoil jednu zkumavku s antikoagula¢nim ¢inidlem, ktera
je vhodna pro pouziti pfi odbéru vzorku krve od pacienta. S vyhodou je antikoagula¢nim
¢inidlem KsEDTA.

Sada umoziuje kvantitativni stanoveni katalytické aktivity terapeuticky podané asparaginazy,
napiiklad u onkologicky nemocnych déti s diagnézou ALL. Umoznuje stanovit frakci i¢inného
1é¢iva v organismu i Vv pfitomnosti inhibitorti / protilatek, na rozdil od ELISA metod, které
stanovuji pouze hmotnostni koncentraci asparaginazy. Stanoveni Ize provést i v rezimu STATIM
(= akutni rezim); stanovena aktivita mize pomoci lékaii optimalizovat podavané davky léciva
pro konkrétniho pacienta.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 znazornuje piiklad ovéfeni linearni zavislosti koncentrace amoniaku v reakéni smési na
Case, podle prikladu provedeni.

Piiklad uskuteénéni technického feSeni

Byla ptipravena sada podle pfedkladaného technického feseni, obsahujici:

- Asparagin o koncentraci 0,1 mol/l, pfipraveny rozpusténim 1,3212 g asparaginu ve 100 ml
vody;

- Cinidla pro kvantitativni stanoveni amoniaku: 2-oxoglutardit, NADPH a enzym
glutamatdehydrogenaza (byla pouzita Cinidla pro stanoveni amoniaku, kterd jsou soucasti
soupravy NH3L Ammonia firmy Roche);

- Zkumavku s antikoagula¢nim ¢inidlem K3EDTA.

Stanoveni aktivity asparaginidzy Vkrevni plazmé pacienta bylo provedeno s vyuzitim
automatického biochemického analyzatoru Cobas Integra 400 Plus firmy Roche. Stanoveni
spoc¢iva ve sledovani in vitro narastu koncentrace amoniaku jako produktu enzymatické reakce
substratu asparaginu katalyzované asparaginazou. Analyzovana reakéni smés tedy obsahuje
ziedénou plazmu pacienta s ALL (s asparaginazou aplikovanou v ramci 1é¢by) a dodany substrat
asparagin ze sady podle pfedkladaného technického feSeni. Reakce katalyzovana asparaginizou
pak probiha pfimo v nadobce na vzorky ve vzorkovém kompartmentu automatického analyzatoru
a narast koncentraci amoniaku in vitro je sledovan opakovanymi analyzami na tomto analyzatoru
s vyuzitim ¢inidel ze sady podle pifedkladaného technického feseni.

Primarnim zpracovavanym materidlem je krev odebrana do zkumavky s antikoagula¢nim
¢inidlem K3EDTA a v kratkém c¢ase dorucend do laboratofe pii teploté tajiciho ledu. Krevni
plazma je ziskéna centrifugaci 10 minut pii 2500 g za teploty 4 °C.

Krevni plazma pacienta s asparaginazou byla pted analyzou nafedéna v poméru 1 dil plazmy
pacienta 1éCeného asparaginidzou a 9 dili irelevantni plazmy s nhulovou hodnotou aktivity
asparaginazy (tj. smésné K3EDTA plazmy pacientli nelécenych asparaginazou). Irelevantni
plazma muize byt pfipravena ptimo v analytické laboratofi nebo mize byt dodavana jako soucast
sady podle technického feseni. Redéni je provadéno za ucelem zajisténi linearity enzymatické
reakce rozkladu asparaginu (tj. zajisténi rovnomérného naristu koncentrace amoniaku v reakéni
smési) po dostatecné dlouhou dobu, a také z divodu dosazeni takovych hodnot koncentraci
amoniaku v reakéni smési, které odpovidaji pracovnimu rozsahu metody stanoveni amoniaku ha
automatickém analyzatoru a jsou tedy spolehlivé méfitelné (aktivita asparaginazy v nefedéné
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krevni plazmé dosahuje pomé&rné vysokych hodnot az kolem 20 pkat.l?, coz odpovida nartistu
koncentrace NHs3 az o 12000 pmol za 10 minut). Smésna plazma (misto pouhého fediciho pufru
s vhodnym pH) je k fedéni pouzita z divodu zachovani matrice vzorku.

Reak¢ni smés dale obsahuje piidavek asparaginu v co nejvyssi koncentraci pro zajisténi linearity
enzymatické reakce rozkladu asparaginu (tedy kinetiky reakce nultého fadu diky dostate¢nému
nadbytku substratu). 900 pl zfedéné plazmy pacienta je pfidano ke 100 ul roztoku asparaginu
o koncentraci 0,1 mol/l. Objemovy pomér je opét zvolen tak, aby nebyla vyrazné ovlivnéna
matrice vzorku. Asparagin je ve vodé pomérné malo rozpustny, proto neni mozné pouzit
o mnoho vyssi koncentrace. Vzhledem k vysledné koncentraci asparaginu Vv reakéni smési
(0,01 mol/l) tedy neni dosazeno optimalniho stavu nasyceni substratem, koncentrace vSak
postacuje Kk tomu, aby bylo ve sledovaném ¢asovém intervalu dosazeno linearity reakce i pro
vzorky s vysokou hodnotou aktivity asparaginazy.

Vysledna reakéni smés obsahuje 90 pl plazmy pacienta s ALL, 810 pl fedici plazmy a 100 pl
vodného roztoku asparaginu o koncentraci 0,1 mol/l (fin4lni fedici faktor je 11,11).

Pfipravena reakéni smés je ihned pienesena do vzorkové nadobky, umisténa do vzorkového
kompartmentu biochemického automatického analyzatoru, na kterém je poté opakované méiena
in vitro koncentrace amoniaku — vzdy 5 az 6 méfeni S odstupem 10 minut mezi startem
jednotlivych analyz (analyzator Cobas Integra 400 Plus a metoda NHsL Ammonia firmy Roche).
Desetiminutovy interval je pti vhodné zvolené sekvenci jednotlivych tkonl (start analyzy,
umisténi nosi¢e vzorku, vyuziti softwarovych moznosti analyzatoru) mozné dodrzet
I V nepfetrzitém statimovém provozu laboratoie bez naruseni bézného rezimu prace na
automatickém analyzatoru.

Automaticky analyzator vyuziva pii stanoveni koncentrace amoniaku detekéni enzymatickou
reakci s glutamatdehydrogenazou v kombinaci s Warburgovym optickym testem:

GLDH

NH4* + 2-oxoglutarat + NADPH —— L-glutamat + NADP* + H,0

Koncentrace amoniaku je pfimo umérna koncentraci vznikajicitho oxidovaného koenzymu
NADP*, ktera je sledovana poklesem absorbance pii 340 nm. U detekéni enzymové reakce je
zajisténa pracovni teplota 37 °C.

Pro vzorky, u nichz se predpoklada, ze koncentrace amoniaku béhem opakovanych analyz
piesahne horni hranici méticiho rozsahu metody (v pfipadé Roche NHs;L Ammonia hodnotu
700 pmol/1), je nutné na zakladé posouzeni prvniho naméfeného vysledku nastavit automatické
fedéni vzorku 10x.

Linearita priabéhu primarni reakce rozkladu asparaginu za danych podminek musi byt vzdy
ovéfena vynesenim naméfenych hodnot koncentrace amoniaku na ¢ase analyzy do grafu, piiklad
vysledkd méfeni je uveden na Obr. 1.

Z linedrni zavislosti je pomoci regresni rovnice zjiSténa smérnice piimky, ktera za danych
podminek odpovida rychlostni konstanté. Se znalosti rychlostni konstanty je poté mozné
vypocitat aktivitu enzymu podle vzorce:

.. k10
Aktivita = 500, (pkat/l)

kde Kk je rychlostni konstanta, ktera se nasobi 10 (fedéni plazmy) a déli 60 (piepocet jednotek
z Ul na pkat) a 0,9 (objemova korekce na ptidavek asparaginu do reakéni smési).
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada pro stanoveni aktivity terapeuticky podané asparaginazy ve vzorku odebraném z téla
pacienta, vyznacena tim, Ze obsahuje asparagin, 2-oxoglutarat, nikotinamidadenindinukleotid-
fosfat a enzym glutamatdehydrogenazu.

2. Sada podle naroku 1, vyznafena tim, Ze asparagin je ve formé vodného roztoku
0 koncentraci 0,08 az 0,12 mol/l, vyhodnéji 0,1 mol/I.

3. Sada podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyzna€ena tim, Ze dale obsahuje
smésnou lidskou krevni plasmu s nulovou hodnotou aktivity asparaginazy.

4. Sada podle kteréhokoliv z predchézejicich narokil, vyzna€ena tim, ze dale obsahuje alespon
jednu zkumavku s antikoagula¢nim ¢inidlem, s vyhodou je antikoagulaénim ¢inidlem KsEDTA.

1 vykres
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Obr. 1
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