Разработка нового метода определение каталитических параметров L-аспарагиназы в сыворотке крови с применением ИК-спектроскопии
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Целью данной работы является разработка метода определения каталитических параметров L-аспарагиназы в сыворотке крови с помощью ИК-спектроскопии. Бактериальные аспарагиназы более 30 лет применяются в онкологической практике при комбинированной химиотерапии различных видов лейкозов. [1-3] Однако использование препаратов аспарагиназы для лечения ограничено некоторыми побочными эффектами [4, 5], поэтому необходимо получение и исследование  модифицированных форм L-аспарагиназы. В связи с этим представляется актуальным создание новых методов определения кинетической активности фермента. Определение каталитической активности L-аспарагиназы в сыворотке крови открывает новые перспективы для исследовании фармакокинетических характеристик разрабатываемых новых препаратов без дополнительной пробоподготовки, а также позволяет проводить мониторинг больных на предмет определения уровня фермента в кровотоке при проведении терапии с использованием L-аспарагиназных препартов.   
Для определения каталитических параметров L-аспарагиназы регистрировались ИК-спектры реакции гидролиза L-аспарагина в присутствии фермента. Эксперименты проводились в двух различных средах: в натрий-фосфатном буфере и в сыворотке крови. Из полученного набора данных по характеристическим пикам L-аспарагина и L-аспарагиновой кислоты были построены кинетические кривые. Каталитические параметры L-аспарагиназы определяли посредством обработки полных кинетических кривых накопления продукта реакции и убывания субстрата. В результате проведенного эксперимента и обработки данных по уравнению Михаэлиса-Ментен методом двойных обратных координат были рассчитаны значения Km и Vmax. Для натрий-фосфатного буфера полученные значения были сопоставлены с полученными ранее по методу УФ-спектрофотометрии.
В результате проведенной работы были рассчитаны значения Km, kкат и Vmax, которые коррелируют с литературными данными. Показана перспективность применения данной метода для определения каталитических параметров L-аспарагиназы в сыворотке крови. Данный метод представляется удобным для исследования фармакокинетики, так как не требует трудоемкой пробоподготовки и является достаточно экспрессным. Он может вытеснить используемые сейчас метод несслеризации и кондуктометрический метод, которые неприменимы для работы в оптически плотных средах.
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