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POVZETEK

Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je najpogostejsa raka-
va bolezen pri otrocih. Eno klju¢nih komponent pri zdra-
vljenju ALL predstavlja asparaginaza, katere aktivnost v
krvi mora biti vsaj 100 U/L, da pride do celicne smrti lev-
kemicnih blastov. Veliko oviro pri zdravljenju ALL pred-
stavlja razvoj protiteles proti asparaginazi, kar vodi v inak-
tivacijo encima. Prepoznavanje tihe inaktivacije encima
in prilagoditev zdravljenja morata biti ¢im hitrejsa, iz-
brana metoda pa ustrezati dobri laboratorijski praksi. Pri
uvajanju in oceni metode smo optimizirali Ze opisano in-
dooksinsko spektrofotometricno metodo za doloc¢anje as-
paraginazne aktivnosti v serumu in dolocili statisti¢ne pa-
rametre. Pri tem smo spremenili temperaturo hranjenja
substrata in podaljsali ¢as inkubacije substrata v reakci-

ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common
cancer 1n children. One of the key components in the tre-

LABORATORIJSKA MEDICINA 2021, 3t. 3: strani od 68 do 75

ji. Izracunane vrednosti koeficienta variacije za ponovlji-
vost, tocnost in celokupne analitske napake niso presegle
meje 30 %, s ¢imer smo potrdili analitsko ustreznost po-
stopka. Pribolnikih, zdravljenih s PEG asparaginazo smo
v razlicnih ¢asovnih intervalih izmerili encimske aktivno-
sti, ki so padale od dneva aplikacije zdravila. Pri bolnikih
z zapleti ob prejemanju asparaginaze smo izmerili vred-
nosti, ki kazejo na tiho inaktivacijo encima. Optimizirana
metoda je primerna za klini¢cno diagnostiko in omogoca
identifikacijo bolnikov, pri katerih je potrebna spremem-
ba vrste asparaginaze zaradi tihe inaktivacije.

Kljucne besede: asparaginaza, encimska aktivnost, tiha
inaktivacija

atment of ALL is asparaginase whose activity in the blo-
od should be at least 100 U/L for certain cell death of le-



ukemic blasts. A major disadvantage in ALL treatment is
the occurrence of antiasparaginase antibodies leading to
inactivation of the enzyme. It is of utmost importance to
detect silent enzyme inactivation as soon as possible. The
chosen method should be in accordance with good labo-
ratory practice. In the process of method introduction and
evaluation, we optimized the already described indooxin
spectrophotometric method for the determination of aspa-
raginase activity in serum and determined the statistical
parameters. We changed the storage temperature of the
substrate and extended the incubation time of the substra-
te in the reaction. The calculated values of the coeflicient
of variation for repeatability, accuracy, and total analyti-

UvoD

Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je najpogostejsa ra-
kava bolezen pri otrocih, v Sloveniji v povprecju zboli od
10 do 15 otrok na leto. Prezivetje bolnikov z ALL je pre-
cej visoko, saj se uspesno pozdravi vec¢ kot 80 % vseh pe-
diatricnih bolnikov z ALL. K izboljsanemu prezivetju je
v zadnjih 50 letih pripomogla tudi asparaginaza, ki pred-
stavlja eno klju¢nih komponent pri zdravljenju ALL. V
drzavah po svetu so v uporabi razli¢ni protokoli zdravlje-
nja bolnikov z B- in T-celi¢cno ALL. Asparaginaza se sicer
uporablja tudi pri zdravljenju nekaterih drugih malignih
boleznih, kot so ne-Hodgkinovi limfomi, med njimi T- in
B-limfoblastni limfom, Burkittov limfom, difuzni velikoce-
licni B-limfom idr. (1). Asparaginaza kot zdravilo je vklju-
¢ena v indukcijsko in reindukcijsko fazo zdravljenja s kom-
binacijo citostatikov. Intenzivnej$e in daljse zdravljenje z
asparaginazo izboljsa prezivetje teh bolnikov (2).

Asparaginaza je encim, ki katalizira hidrolizo asparagina
v asparaginsko kislino in amonijak. Aminokislino aspa-
ragin dobimo v telo s hrano, organizem pa ga lahko sin-
tetizira tudi sam iz asparaginske kisline, za kar je potre-
ben encim asparagin sintetaza. Levkemic¢ni blasti imajo
zmanj$ano sposobnost sinteze asparagina (imajo zmanj-
Sano aktivnosti asparagin sintetaze) v primerjavi z nor-
malnimi limfoblasti in so zato moc¢no odvisni od zunanjih
virov asparagina. Ob razgradnji asparagina v krvnem ob-
toku pride do zmanjsane sinteze DNA in RNA, zmanjsa-
ne sinteze celicnih proteinov, zavrtja celi¢ne rastiin okvar
celicnih funkcij ter celicne smrti (3, 4). Cilj zdravljenja z
asparaginazo je, da dosezemo zadostno zmanjsanje aspa-

LABORATORIJSKA MEDICINA

cal error did not exceed the limit of 30%, thus confirming
the analytical suitability of the procedure. In patients tre-
ated with PEG asparaginase, enzyme activities were mea-
sured at various time intervals. The values decreased from
the day of drug administration. In patients with aspara-
ginase complications values indicating silent enzyme ina-
ctivation were measured. The optimized method 1s suita-
ble for clinical diagnostics and allows the identification of
patients in whom asparaginase preparation needs to be
changed due to silent inactivation.

Key words: asparaginase, enzyme activity, silent ina-
ctivation

ragina v krvnem obtoku. Da pride do celicne smrti lev-
kemicnih blastov, mora biti aktivnost asparaginaze v krvi
vsaj 100 U/L z zmanjSanjem koncentracije asparagina pod

0,1 umol/L (5).

V naravi asparaginazo najdemo v razlicnih rastlinah, zi-
valih in mikroorganizmih. Vecina asparaginaz v naraviv
delezu do 10 % svoje aktivnosti hidrolizira tudi glutamin
v glutaminsko kislino in amonijak. V klini¢ni rabi so apa-
raginaze, pridobljene iz mikroorganizmov: izolirano iz
Escherichia coli (nativna oblika), izolirano iz Erwinie ch-
rysanthemi in modificirani (pegiliran-PEG) encim, izoli-
ran iz E. coli. Vse tri vrste imajo enak mehanizem delova-
nja, med seboj pa se razlikujejo v doloc¢enih biokemic¢nih
in farmakokineti¢nih lastnostih. Zaradi tega se razlikujejo
tudi protokoli zdravljenja ALL s posamezno vrsto aspara-
ginaze (3). V splosnem velja, da je en odmerek 10002500
UJm® PEG asparaginaze na §tirinajst dni enako uéinkovit
kot odmerki 500010000 U/m” nativne asparaginaze na
tri dni oz. odmerki 10000-25000 U/m* Erwinia aspara-
ginaze na dva dni (6, 7).

Kljub temu, da so normalne celice sposobne sintetizira-
ti asparagin in jih pomanjkanje le-tega med zdravljenjem
z asparaginazo manj prizadene, lahko zaradi zmanjsane
sinteze proteinov vseeno pride do okvar celicnih funkeyjin
pojava nezelenih ucinkov. Ker se asparaginaza uporablja
v kombinaciji z drugimi zdravili za zdravljenje ALL, sicer
ni vedno mogoce povezati dolocenega nezelenega ucinka
s specificno zdravilno u¢inkovino (3, 8).
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Veliko oviro pri zdravljenju ALL predstavljajo preobcut-
ljivostne reakeije (9). Razvoja protiteles proti asparagina-
zi ne spremljajo vedno klini¢no izrazene reakcije, a kljub
temu protitelesa zmanjsajo aktivnost encima. Opisano je,
da do tega stanja pride pri 8—30 % bolnikov, zdravljenih
z nativno asparaginazo. Ta delez je Se vecji pri bolnikih,
pri katerih je prislo do ponovitve bolezni. Tiha inaktiva-
cija predstavlja resen zaplet pri zdravljenju ALL, saj brez
klini¢nih znakov, ki nakazujejo pojav protiteles in s tem
zmanj$ano delovanje asparaginaze, hiter odziv zdravni-
kov ni mogo¢. Spremljanje encimske aktivnosti asparagi-
naze v krvi med samim zdravljenjem omogoca identifika-
cijo bolnikov s tiho inaktivacijo in prilagoditev zdravljenja
z zamenjavo vrste asparaginaze (10-12). Zaradi manjse
imunogenosti in manj pogostih odmerkov (v primerjavi z
nativno asparaginazo) se je PEG asparaginaza uveljavila
kot prva izbira zdravljenja, ki jo v primeru alergijske re-
akcije zamenjajo z Erwinia asparaginazo (7).

Pri zdravljenju s PEG asparaginazo je tiha inaktivacija
opredeljena kot encimska aktivnost pod 100 U/L sedmi
dan po aplikaciji zdravila pri bolnikih brez klini¢nih zna-
kov alergije in/ali encimska aktivnost pod mejo kvantifika-
cije Stirinajsti dan po aplikaciji zdravila. Pri zdravljenju z
nativno asparaginazo je tiha inaktivacija opredeljena kot
aktivnost pod mejo kvantifikacije tretji dan po aplikaciji,
pri zdravljenju z Erwinia asparaginazo pa drugi dan po
aplikaciji (13). Zaradi moznosti pojava tihe inaktivacije ra-
ven encimske aktivnosti obicajno preverjamo pred nasled-
njim odmerkom, lahko pa tudi pogosteje (13).

Za zagotovitev optimalnega odziva bolnika na zdravljenje
z asparaginazo je priporocljivo spremljanje uc¢inkovitosti
delovanja asparaginaze. Opisanih je ve¢ metod. Merjenje

MATERIALI IN METODA

Materiali: TRIS/BSA pufer (1,955 g TRIS; 37,5 mg BSA;
250 mL destilirane vode; pH 7,3); L-aspartat f-hidroksi-
mat (Sigma Aldrich, 2 mM in 10 mM v TRIS/BSA pu-
fru), trikloroocetna kislina (24,5 %); hidroksikinolin
(8-Hydroxyquinoline, Sigma Aldrich, 2-odstotna razto-
pina v absolutnem alkoholu); Na,COj; (1,0 M); reagent
Oxin (2-odstotni hidroksikinolin in 1,0 M Na,CO; 1:3);
PEG asparaginaza 750000 U/L (Oncaspar® — 3750 enot

PEG asparaginaze, prasek za raztopino za injiciranje, Ser-
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koncentracije asparagina v krvi ob prisotnosti asparaginaze
je tehnicno zahtevno in ima veliko predanalizno variabil-
nost (14, 15). Samo dolocanje protiteles proti asparaginazi v
krvi ne zados$ca za spremljanje uspesnosti zdravljenja, saj se
pri bolnikih lahko razvijejo tudi protitelesa, ki ne vplivajo
na delovanje encima, a sprozijo preobcutljivostno reakcijo
s podobnimi simptomi kot protitelesa, ki nevtralizirajo en-
cimsko aktivnost asparaginaze (11, 16). Za spremljanje se je
najbolj uveljavilo merjenje encimske aktivnosti asparagina-
ze v krvi, ki je tehni¢no lazje izvedljivo in ponovljivo. Veci-
noma se uporabljajo kolorimetri¢ne metode, ki temeljijo na
hidrolizi L-asparagina z L-asparaginazo (17).

Lanvers s sodelavci je opisala analizno metodo za terapevtsko
spremljanje L-asparaginaze, ki temelji na indooksinski meto-
diin se izvaja na mikrotitrski ploscici. Metoda ima dobro ob-
cutljivost, saj omogoca zaznavanje asparaginazne aktivnosti
v serumu pri vrednosti 2x10” U asparaginaze z obmodjem
linearnosti med 2,5 in 75 U/L (nizje obmocje) ter med 75 in
1250 U/L (vi§je obmocje). Omogoca tudi dolocitev aktivnosti
razlicnih vrst asparaginaze (18). V Univerzitetnem medicin-
skem centru Erasmus MC v Rotterdamu so na osnovi opisane
metode razvili modificiran protokol za kvantifikacijo aspara-
ginaze v serumu, ki je prilagojen serumskim koncentracijam
asparaginaze pri bolnikih ob tihi inaktivaciji in brez nje (19).

Namen raziskave na Klini¢nem institutu za specialno la-
boratorijsko diagnostiko, Pediatri¢na klinika, UKC Lju-
bljana, je optimizirati ze opisano indooksinsko encimsko
spektrofotometri¢no metodo in opredeliti njeno natanc¢nost
in toc¢nost. Ugotoviti zelimo, ali bo metoda primerna za
doloc¢anje encimske aktivnosti asparaginaze v serumu tis-
tith bolnikov, ki se zdravijo z asparaginazo, ter za prepo-
znavanje tihe preobcutljivostne reakcije.

vier Laboratories); sveza zamrznjena plazma.

Za kalibracijo smo pripravili raztopine standardov z red-
cenjem PEG asparaginaze s TRIS/BSA pufrom do kon-
centracije 3000 U/L, nato s svezo zamrznjeno plazmo do
kon¢nih koncentracij (5100 U/L za nizje obmoc¢je in 100
1000 U/L za vi§je obmocje). Kontrolne vzorce smo pripra-
vili na enak nacin kot raztopine standardov.



Vzorci bolnikov: v raziskavo smo vkljucili pediatri¢ne bol-
nike (starost 3—15 let), ki so bili v ¢asu izvajanja raziskave
na kemoterapiji in so se zdravili s PEG asparaginazo (On-
caspar®). Uporabili smo alikvote vzorcev serumov osmih
bolnikov z ALL ali T-limfoblastnim limfomom, odvzetih
za druge biokemicne preiskave. Vzorce seruma smo do
analize hranili na temperaturi < -70 °C.

Metoda: Za dolocitev aktivnosti PEG asparaginaze upo-
rabljamo indooksinsko metodo na mikrotitrski ploscici. V
prvem koraku L-asparaginaza (20 UL vzorca seruma, ka-
libratorja, kontrole) med 10-minutno inkubacijo na 37 °C
hidrolizira AHA substrat (180 uL) v L-asparaginsko kisli-
no in hidroksilamin. Z dodatkom TCA ustavimo reakcijo.
V naslednjem koraku k supernatantu prve reakcije doda-

REZULTATI

Pri uvajanju in oceni lastnosti metode smo optimizirali ze
opisani postopek (19) za dolocanje asparaginazne aktiv-
nosti v serumu in pogoje ravnanja z reagenti. Zaradi sla-
be stabilnosti substrata smo tako temperaturo njegovega
hranjenja spremenili z 2-8 °C na —20 °C. Fazo inkubaci-
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mo reagent Oxin in inkubiramo eno minuto na 95 °C ter
20 minut na sobni temperaturi. Oxin reagira s hidroksi-
laminom, da nastane indooksin (5,8-kinolinkinon-5-(8-hi-
droksi-5-kinolilimid)). Slednji je intenzivno zelene barve
in ga lahko doloc¢imo spektrofotometri¢no pri valovni dol-
zini med 690 in 710 nm (20). Aktivnost PEG asparagina-
ze je premo sorazmerna z absorbanco. Za pripravo kali-
bracyjske krivulje v nizkem in visokem koncentracijskem
obmocju merjenja uporabimo 4-parametricno krivuljo
Marquardt, ki zagotovi maksimalno prileganje tock. Re-
zultate aktivnosti izrazimo v U/L (1 U = 16,7 nkat). Ena
enota (U) L-asparaginaze je opredeljena kot kolicina en-
cima, ki je potrebna za pretvorbo 1 pmol L-asparagina
v 1 wmol L-asparaginske kisline in 1 ptmol amonijaka na
minuto pri 37 °C (18).

je pred od¢itavanjem absorbance smo podaljsali za 10 mi-
nut, da smo dobili visje absorbance, ustrezno prileganje
kalibracijskih tock, odstopanje od ciljnih vrednosti kon-
trol pa se je s tem zmanjsalo za 10 % (Tabela 1).

Tabela 1: Primerjava odstopanja kontrolnih vzorcev od ciline vrednosti v nizkem in visokem kalibracijskem obmoéju glede na &as po inkubaciji; n - stevilo

meritev

Table 1: Comparison of deviation of control samples from the target value in the low and high calibration range in different incubation time; n - number of

measurements

Odstopanie od ciline vrednosti [%] | Odstopanie od ciljne vrednosti [%] | Povpreéno
nizko kalibr. obmoéje visoko kalibr. obmo¢je odstopanje
Aktivnost asparaginaze
cilina vrednost [U/L] 10 50 100 150 500 1000
n 24 24
Po 10 min 20,4 22,8 21,9 15,1 19,8 29,4 21,6
Po 20 min 10,6 15,5 13,4 7,2 9,1 13,6 11,6

Aktivnost asparaginaze smo doloc¢ali v visokem kalibra-
cijskem obmocju (100—-1000 U/L) z uporabo visje koncen-
tracije substrata. Pri aktivnosti asparaginaze pod 100 U/L

smo analizo ponovili v nizkem kalibracijskem obmocju
(5—100 U/L) z uporabo nizje koncentracije substrata. Ak-
tivnost asparaginaze v serumskem vzorcu smo odc¢itali iz
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kalibracijske krivulje, ki smo jo dolocili z merjenjem ab-
sorbanc indooksina pri 690 nm v raztopinah standardov
pri vsaki seriji meritev.

Z merjenjem kontrolnih plazem pri $estih razli¢nih kon-
centracijah PEG asparaginaze smo ocenili natancnost
(koeficient variacije), tocnost (relativna napaka) in meril-
no negotovost (celokupna analitska napaka) optimizira-

ne metode. Koeficient variacije za ponovljivost je znasal <
10 %, relativna napaka za tocnost < 9 %, celokupna napa-
ka pa okoli 24 % (Tabela 2). Statisticni parametri, ki smo
jih dolocili, so potrdili analitsko ustreznost postopka. Tri
vzorce smo primerjalno izmerili v zunanjem laboratoriju,
ki uporablja enako metodo kot mi. Relativna napaka je
znasala < 10 %, rezultati so med sabo bili primerljivi (21).

Tabela 2: Ponovljivost, toénost in celokupna analitska napaka indooksinske spektrofotometrine metode za nizko (5-100 U/L) in visoko kalibracijsko

obmocje (100-1000 U/L); stevilo meritev je 24

Table 2: Repeatability, accuracy and total analytical error of the indoxin spectrophotometric method for low (5-100 U/L) and high calibration range (100-

1000 U/L); the number of measurements is 24

Nizko kalibr. obmoéje | Visoko kalibr. obmoéje Povprecna
vrednost

Aktivnost asparaginaze 10 50 100 150 500 1000
Cilina vrednost [u/1]
Ponovljivost med serijami kv [%] 14,4 | 8,1 572 7.8 8,9 13,5 9,6
Ponovljivost znotraj serije kv [%] 7.8 7,0 4,8 3,2 5,6 7.3 6,0
Toénost med serijami relativna napaka [%] | 253 | 4,5 2,5 5,1 3,6 8,8 8,3
Celokupna andlitska napaka [%] 24,2

V ¢asu ocenjevanja metode smo pri osmih bolnikih z ALL
ali T-limfoblastnim limfomom, ki so se zdravili s PEG as-
paraginazo, v razlicnih ¢asovnih intervalih po odmerkih
dolocili encimsko aktivnost v serumu. Od posameznih
bolnikov (P1- P8, slika 1) smo pridobili razli¢no $tevilo
vzorcev krvi, ki so jim bili odvzeti v razli¢cnih ¢asovnih in-
tervalih po aplikaciji PEG asparaginaze (od enega do dva-
indvajset dni po aplikaciji).
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Encimsko aktivnost smo najprej dolocali v visokem kali-
bracijskem obmocju (1001000 U/L), saj smo predvide-
vali, da bo v vecini vzorcev aktivnost asparaginaze nad
100 U/L. V primerih, ko je bila dolocena manjsa aktiv-
nost, smo analizo ponovili v nizkem kalibracijskem ob-
mocju (5—100 U/L). Skupno smo analizirali 33 vzorcev v
vec serjjah, od tega smo jih 7 analizirali v obeh obmocjih
merjenja. Visoko stopnjo aktivnosti (> 200 U/L) v 1 do 14
dneh po aplikaciji zdravila smo izmerili pri sedmih bol-
nikih. Tiho inaktivacijo smo odkrili pri enem izmed bol-

nikov (21); (Slika 1).
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Slika 1: Aktivnosti asparaginaze (U/L) pri bolnikih P1-P8 v vzorcih seruma, odvzetih v razlignih dneh po aplikaciji

Figure 1: Asparaginase activities (U/L) in patients P1-P8 in serum samples taken on different days after the administration

RAZPRAVA

V klini¢no uporabo smo vpeljali metodo, ki je ze v uporabi
v drugih klini¢nih laboratorijih. Kot izhodisce pri uvedbi
nase metode je sluzil protokol Univerzitetnega medicin-
skega centra Erasmus MC v Rotterdamu (19).

Pri optimizaciji metode smo ugotovili, da smo s spremem-
bo pogojev shranjevanja substrata stabilizirali njegovo ob-
stojnost v obdobju dveh mesecev. Substrat je primeren za
shranjevanje na temperaturi —20 °C. Z znizanjem tem-
perature preprecimo tudi njegovo razgradnjo in zmanj-
Samo spremembo pH.

Ugotovili smo, da so bili rezultati kontrol blizje ciljni vred-
nosti, mera odstopanja pa nizja za 10 %, ¢e smo absorban-
ce izmerili Sele 20 minut po inkubaciji. Tudi iz literatu-
re je znano, da se barva nastalega produkta indooksina v
celoti razvije v 15 minutah po inkubaciji pri 95 °C in os-
tane stabilna se 30 minut (20). Zato smo se odlocili, da
bomo podaljsali ¢as, ob katerem merimo nastali produkt,
za dodatnih 10 minut.

KV med serijjami so za naso metodo znasali med 5,2 in 14,4
%. Pricakovali bi, da bodo KV manjsi pri ve¢jih aktivnostih,
a tega nismo dokazali. KV se je zmanjseval od najmanjse
do najvecje aktivnosti v nizkem kalibracijskem obmocju, v
visokem kalibracijskem obmocju pa je narascal. Podoben
trend z nizko vrednostjo KV je dolocila tudi Lanvers s so-
delavei, a le v nizkem kalibracijskem obmocju (18). Kljub
temu je bila nasa povprecna ponovljivost (KV = 9,6 %) do-
volj dobra, saj so bile vse vrednosti KV manjse od 20 %, kar
ustreza smernicam Evropske agencije za zdravila (EMA) (22).
KV znotraj serije so znasalimed 3,2 in 7,8 % . V literaturi so
opisani manjsi KV (med 2 in 5,7 %), a so izracuni opravlje-
ni le na podlagi osmih meritev (18). Relativna napaka (RE)
med serjjami je znasala med 2,5 in 25,3 %. Podobno opisu-
je tudi Lanvers s sodelavci, ki je prav tako dolocila najvecji
odklon od ciljne vrednosti pri aktivnosti 10 U/L, v povpre-
¢ju pa so dolocili manjso RE (5,1%). Z izjemo kontrolnega
vzorca najnizje koncentracije RE ni presegla priporocene
meje tocnosti pri 20 %. Pri tej koncentraciji je vrednost re-
lativne napake manj pomembna, saj koncentracija ni v ob-
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modju klini¢nih odloc¢itev. Izracunana celokupna analitska
napaka (24,2 %) je ustrezala smernicam, ki jih je postavila
EMA za ocenitev tocnosti in natanc¢nosti analizne metode
in postavlja mejo pri 30 % (22).

Pri analizi vzorcev bolnikov je aktivnost asparaginaze pa-
dala s casom, kar je seveda bilo pricakovano. Absolutnih
vrednosti aktivnosti med seboj nismo mogli neposredno
primerjati, saj so bolniki dobivali asparaginazo v razlic-
nih odmerkih na podlagi razli¢nih protokolov zdravljenja.

Pri bolniku P6 z relapsom ALL je bil vzorec odvzet v fazi
indukcije po prvi in drugi aplikaciji, obakrat je bila ak-
tivnost encima nizka, kar je dokaz tihe inaktivacije enci-
ma. Bolnik ni imel znakov preobcutljivostne reakcije (21).
V nizkem kalibracijskem obmocju smo dolocili aktivno-
st1 5,9 U/L v prvem vzorcu in 5,5 U/L v drugem vzorcu.

V literaturi so opisana priporocila in pricakovane vrednos-
ti asparaginazne aktivnosti po dnevih glede na farmakoki-
neti¢ne podatke o intravenski aplikaciji PEG asparagina-
ze. Med cetrtim in sedmim dnevom po aplikaciji encima
je pricakovana aktivnost asparaginaze med 600 in 1200
U/L, vecina bolnikov pa ob normalnem poteku zdravlje-

ZAKLJUCEK

Spremljanje encimske aktivnosti asparaginaze v krvi
pri bolnikih z ALL, ki se zdravijo z asparaginazo, je po-
membno, ker med zdravljenjem omogoca prepoznavanje
bolnikov s tiho inaktivacijo in s tem prilagoditev zdravlje-
nja. Optimizirali smo indooksinsko metodo za spremlja-
nje aktivnosti PEG asparaginaze in v postopku ocene na-
tanc¢nosti in tocnosti ugotovili, da je analitsko ustrezna in
tako primerna za klini¢no uporabo. Optimizirana meto-
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nja ne bi smela imeti aktivnosti pod 200 U/L se priblizno
21 dni po aplikaciji zdravila (10). Taksno aktivnost smo iz-
merili pri petih bolnikih (P2, P3, P4, P5, P8), pri bolnikih
P1 in P6 pa smo ze pred cetrtim dnevom po aplikaciji do-
locili asparaginazno aktivnost pod 600 U/L. Bolnik P7 je
imel Se pred pretekom 21 dni po aplikaciji encimsko ak-
tivnost pod 200 U/L. Na podlagi rezultatov ne moremo
sklepati, kaj pomeni nekoliko nizja aktivnost encima za
uspesnost zdravljenja, saj je podatkov o tem premalo (21).

Zaenkrat Se ni jasno, kaksna je optimalna encimska aktiv-
nost na dolocen dan po aplikaciji zdravila, ki bi omogoca-
la zadostno aktivnost encima pred naslednjim odmerkom
(pred stirinajstim dnevom po aplikaciji PEG asparagi-
naze), saj se je vecina raziskav osredotocila na dolocitev
asparaginazne aktivnosti na $tirinajsti dan po aplikaciji
zdravila (11, 13). Prav tako $e ni povsem raziskano, kak-
sen odmerek asparaginaze je treba aplicirati bolnikom za
maksimalno uc¢inkovitost zdravila in hkrati ¢im manjso

moznost za pojav stranskih ucinkov. Za izboljsanje ucin-
kovitosti zdravljenja bi bila potrebna postavitev smernic
za prilagajanje odmerjanja asparaginaze za posamezne-
ga bolnika na podlagi meritev asparaginazne aktivnosti.

da omogoca identifikacijo bolnikov, pri katerih je potrebna
sprememba vrste asparaginaze zaradi tihe inaktivacije en-
cima. Za klini¢no uporabo je treba natancneje dolociti pro-
tokol za odvzem vzorcev pred naslednjim odmerkom. Indi-
vidualno prilagajanje odmerkov asparaginaze na podlagi
meritev asparaginazne aktivnosti zaenkrat $e ni mogoce.
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