Разработка нового метода определения каталитических параметров L-аспарагиназы в сыворотке крови с применением ИК-спектроскопии
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Целью данной работы является разработка диагностического метода определения активности L-аспарагиназы в сыворотке крови с помощью ИК-спектроскопии. Бактериальные аспарагиназы более 30 лет применяются в онкологической практике при комбинированной химиотерапии различных видов лейкозов. [1-2] Однако использование препаратов аспарагиназы для лечения ограничено некоторыми побочными эффектами [3]. Более того, фармакокинетика L-аспаргиназы находится в существенной зависимости от иммунного статуса организма. Для достижения терапевтического эффекта и во избежание аллергической реакции необходим непрерывный контроль активности фермента в кровотоке пациента. [4] Существующие на данный момент методы спектрофотометрии не позволяют проводить анализ напрямую в сыворотке крови, что значительно снижает их эффективность. [5] В связи с этим представляется актуальным создание новых методов определения каталитической активности фермента.
Для определения каталитических параметров L-аспарагиназы регистрировались ИК-спектры реакции гидролиза аспарагина и глутамина в присутствии фермента в натрий-фосфатном буфере и в сыворотке крови. Из полученного набора данных по характеристическим пикам аспарагина, аспарагиновой кислоты, глутамина и глутаминовой 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 L-аспарагиназы по отношению к аспарагину и глутамину. Также была проанализирована термостабильность фермента с использованием ИК-спектроскопии.
В результате проведенной работы были рассчитаны значения Km, kкат и Vmax, а также оценена глутаминазная активность. Показана перспективность применения данного метода для определения каталитических параметров L-аспарагиназы в сыворотке крови и для исследования фармакокинетики.
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