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Kiwvonat

A talalmany targya eljaras 5'-nukleotidaz aktivitas meg-
hatarozasara, amelynek soran a bioldgial mintat onmagaban is-
mert médon és koriilmények kozott nukleotid pentdz-monofoszfat-
tal mint szubsztridtummal inkubaljak, a felszabadult anorganikus
foszfdtot amménium-molibdattal és redukalédszerrel kezelve szi-
nes komplexszé alakitjak, a szinintenzitast ismert médon mérik,
és a mért értékbdél ismert szamitassal és/vagy kalibracidés gorbe
segitségével kiszamitjak az 5'-nukleotidaz aktivitéast vagy az
id&egység alatt felszabadult anorganikus foszfat mennyiségét,
mint az 5'-nukleotidaz aktivitassal aranyos adatot. A taléalmany
értelmében nukleotid pentéz-monofoszfitként 5'-AMP-t, 5'-CMP-t,
5'-UMP-t, 5'-GMP-t, 5'-IMP-t és 5'-TMP-t hasznalnak, és a mé-
rést mind a hat felsorolt szubsztridtumon elvegzik.

A talalmany targyat képezi a fenti eljaras végrehajtasara
alkalmas reagens-készlet is. A talalmany targya tovabba a fenti
eljaras és reagens-készlet felhaszndlasa rosszindulati folyama-

tok diagnosztizalasara és/vagy terdpia nyomonkdvetésére.
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A talalmany targya eljaras 5'-nukleotidédz (5'-ribonukleo-
tid-foszfohidrolaz) aktivitas meghatarozasara testnedvekben,
szdvetpreparatumokban és/vagy sejtalkoté elemekben. A talalmany
tovabbad a meghatarozashoz felhasznalhaté reagens-készletre vo-
natkozik.

A rosszindulatu folyamatokhoz is kapcsolddd, azokkal e-
gyuittjard és azokat fenntartd anyagcserefolyamat-zavarok kozul
kiemelkednek a nukleotid metabolizmusban kialakult valtozasok.
Ez a magyarazata annak, hogy a daganatterapias beavatkozasok

egyik f& célja a DNS/RNS szintézis és e folyamatokhoz szervesen
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kapcsolédd nukleinsav-nukleotid metabolizmus befolyasolasa.

A nukleinsav-nukleotid anyagcserefolyamatok vizsgalatanak
kiemelt jelentdsége van a daganatos folyamatok felderitésében
és a jé- és rosszindulata folyamatok egymastél vald megkilon-
béztetésében. A nukleinsav-anyagcserefolyamatok valtozasainak
vizsgalata a daganatterdpia nyomonkoévetése szempontjabdl 1is
melldzhetetlen, mert a kemoterapias kezelések dénté tobbsegének
terapias hatasa a nukleinsav-nukleotid anyagcsere mesterségesen
eldidézett zavaraiban és a DNS-szintézis mesterséges karosita-
sadban nyilvanul meg. E mesterségesen eldidézett valtozasok meg-
hatarozé tényezéi a daganatterapia eredményessegenek, de ugyan-
akkor az egészséges sejteket alapvetden érintd karosodasokert,
sejt- és szervfunkcié-zavarokért is feleldsek.

A nukleinsav-nukleotid anyagcserefolyamatok valtozasainak
vizsgdlatara rutin korilmények kozétt az egyik legalkalmasabb
médszer a Reis [ Reis, J.: Uber die spezifische Phosphatase der
Nerwengewe?e; Enzymologia 2, 110-115 (1937)] &altal felfedezett
5'-nukleotidaz (5'-ribonukleotid-foszfohidroldz) enzim aktivi-
tasanak meghatéarozasa. Ez az enzim kizardlag a nukleotid pen-
tbéz-monofoszfatok (5'-AMP, 5'-CMP, 5'-UMP, 5'-GMP, 5'-IMP, 5'-
TMP, dAMP, dCMP, dUMP stb.) hidrolizisét katalizalja nukleozi-
dok és anorganikus foszfat keletkezése ké;ben [ Bodansky, O.,
Schwartz, M.K.: 5'-Nucleotidase; Adv. Clin. Chem. 11, 277-327
(1968)] ; és az egyik legérzékenyebb plazmamembran markernek te-
kinthetd. Az 5'-nukleotidéz aktivitas meghatarozasat klinikai
célokra és experimentalis vizsgdlatokban egyarant alkalmazzak;
a mérést az eldébbi esetben rendszerint hemolizismentes szérum-
ban és/vagy hemolizatumban, az utdbbi esetben testnedvekben,

szbvetpreparatumokban (példaul plazmamembranokban) és/vagy



sejtalkoté elemekben (példaul mikroszoémakban, citoplazmakban,
lizoszémakban) végzik [ Solyom, A., Trans, E.G.: Enzyme Markers
in Characterization of Isolated Plasma Membranes; Enzyme 13,
329-372 (1972)1 .

Minthogy az 5'-nukleotidaz a nukleotid pentéz~monofbszfé—
tokat specifikusan hasité enzim, az S5'-nukleotidaz-aktivitas
meghatarozasanak egyik igen széles korben hasznalt médja az,
hogy a biolégiai mintat egy nukleotid pentéz-monofoszfat szub-
sztratummal inkubaljak, majd megfeleld szinképzd& reagens hoz-
zdadasa utan kolorimetriadsan (spektrofotometriasan) mérik az
enzim hatasara iddegység alatt felszabadult anorganikus foszfat
mennyiségét. Ha a vizsgalandé bioldégial minta olyan komponense-
ket is tartalmaz, amelyek interferalnak az 5'-nukleotidaz en-
zimmel (vér vagy szérum esetén ilyen az alkalikus foszfataz,
lizoszéma membran esetén az egyéb cukorfoszfatok), az inkuba-
last ezek gadtlasara alkalmas inhibitorok jelenlétében végzik.
Szinképzd geagensként amménium-molibdatot hasznadlnak redukald-~
szer (rendszerint 6n(II)-klorid és adott esetben hidrazinsod
vagy aszkorbinsav) jelenlétében, ami az anorganikus foszfattal
intenziv kék szinld komplex képzddése kdzben reagadl. Minthogy az
amménium-molibdat a bioldgial mintdkban 1évé fehérjéket kicsap-
ja, a szinreakcidé keltése eldétt a fehérjéket eltavolitjak, vagy
megfeleld szolubilizaldszer hozzaadasaval gondoskodnak a fehér-
jék oldatban tartasardél. Az utdbbi a jelenlegi ismereteink sze-
rint az egyik legkorszerUlbb kolorimetriads médszer. Alkalmazéasa-
val a mérés mintaigénye szazadmilliliterre is csdkkenthetd, és
a meghatarozas pontossaga jelentdsen fokozhaté. Az 5'-nukleoti-
daz aktivitas fenti elven alapuld mérését részletesen ismerte-

tik tobbek kozdtt a kdvetkezd kdzlemények, és az azokban talal-
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haté egyéb hivatkozasok: J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 7, 18-25
(1969), 13, 453-459 (1975), 15, 715-718 (1977), 18, 781-788
(1980); Clin. Chem. 23, 2311-2323 (1977), 27, 464-465 (1981);
Adv. Clin. Chem. 11, 277-332 (1968).

Az 5'-nukleotidaz aktivitas fenti elven alapuld, diagnosz-
tikali vagy altaldnos experimentalis mérésére eddig alkalmazott
rutin médszerek koézds jellemzbje, hogy mindig csak egyetlen
szubsztratumon mérték az enzimaktivitast. Szubsztratumként leg-
gyakrabban adenozin-5'-monofoszfatot (5'-AMP), ritkabban citi-
din-5'-monofoszfatot (5'-CMP) vagy inozit-5'-monofoszfatot,
vagy hemolizatumban uridin-5-monofoszfatot (5'-UMP) hasznaltak.

A rosszindulatu folyamatok kimutatésara és a daganattera-
pia hatasossaganak nyomonkdvetésére iranyuld vizsgalataink so-
ran azonos bioldgiai minta 5'-nukleotidaz aktivitasat hat ki-
16nbo6z8 szubsztratummal - éspedig adenzoin-5'-monofoszfattal
(5'—AMP), citidin-5'-monofoszfattal (5'-CMP), uridin-5'-mono-
foszfétta%;(S'—UMP), guanozin-5'-monofoszfattal (5'-GMP), ino-
zin-5'-monofoszfattal (5'-IMP) és timidin-5'-monofoszfattal
(5'-TMP) - mértik parhuzamosan. A bioldégiail mintdk nemspecifi-
kus foszfataz aktivitasat PB-glicerofoszfat szubsztratummal ha-
taroztuk meg, amit korrekciéba vettiink. Megallapitottuk, hogy
egészséges egyéneknél az egyes nukleotid pentdéz monofoszfat
szubsztratumokhoz tartozdé 5'-nukleotidaz aktivitas értékek
mennyiségileg ugyan eltérnek egymastdl, de az egyes szubsztra-
tumokhoz tartozdé aktivitas-értékek kozott szoros korrelacid all
fenn. Ez azzal magyarazhatd, hogy fizioldégids kodrilmények ko-
zO0tt a szérumban mint kozods metabolikus poolban a nukleinsav-
-nukleotid anyagcserefolyamatok dinamikus egyensulyi &allapota

tikrszddik. Felismertik, hogy egészséges és beteg egyének szé-
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rumdban a fenti hat szubsztratummal mért 5'-nukleotiddz aktivi-
tas értékek kilonboézdségei nem az egyes szubsztratumok kémiai
tulajdonsagaira vezethetdk vissza, hanem élettani folyamatok
hataséara alakulnak igy. Meglepd mdédon azt tapasztaltuk azonban,
hogy kilédnbdz8 kemoterapias kezelés hatasara ez a szoros korre-
lacidé megvéaltozik, és jelentds eltérések lépnek fel annak alap-
jan, hogy a terédpia a purin-metabolizmusban, a pirimidin-meta-
bolizmusban vagy a timidin-metabolizmusban fejtette-e ki hata-
sat. A felsorolt hat szubsztratumon parhuzamosan végzett akti-
vitidsmérések eredményei alapjan tehat elddnthetdvé valik, hogy
az alkalmazott terapia hatasos-e, a befolyasolni kivant helyen
fejti-e ki hatasat, és nem indukal-e nemkivéanatos sejtkarosoda-
sokat. Ez a felismerés képezi a taldlmany alapjat.

Felismertik azt is, hogy a kemoterédpias kezelést kodvetd
rovid idé (24 ébra) elteltével mar igen jél érzékelhetd az 5'-
~-nukleotidédz aktivitas valtozasa mind a hat kilonbozd szub-
sztrétumnal, igy a terapia fenntartasardél, médositasardl vagy
megszlintetésérdl hamarabb és egyértelmibben lehet megalapozott
dontést hozni. Osszehasonlitasként megjegyezziik, hogy a tumor-
markerek legtdbbjénél csak kb. 1 hetes kezelés utan lehet doén-
tést megalapozdé mértékd valtozast észlelni.

Felismertik tovadbba, hogy ha az 5'-nukleotidaz aktivitast
a fenti hat szubsztratummal parhuzamosan mérjuk, és az eredmé-
nyeket Osszesitjik, sokkal megalapozottabb diagnézis allithaté
fel a vizsgalt személyek allapotardél, a maj- és csontfolyamatok
eléforduléasardl, mint ha a mérést csak egy szubsztratummal haj-
tanank végre. Ez a rosszindulatu folyamatok korai felismerésé-

hez nytjthat értékes segitséget.
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Végiul felismertik, hogy a biokémiai folyamatok kovetkezmé-
nyes kapcsolatai alapjan a fenti hat szubsztratummal torténd
5'-nukleotidaz aktivitas meghatdrozas helyettesithetl az expe-
rimentalis és klinikai gyakorlatban ritkdbban alkalmazott, méd-
szertinknél jéval bonyolultabb, és rutinszerlen nehezen vagy nem
alkalmazhaté enzimaktivitas-meghatarozasokat. Ezek a helyette-

sitési vagy pétlasi lehetdségek példaul a kovetkezdk: 5'-CMP
nukleotiddz — citidin-kinadz — citidin-dezamindz — citidin-
~trifoszfat-szintetaz; 5'-GMP nukleotiddz — guanozin-dezaminaz;
5'-IMP nukleotidaz — IMP dehidrogenaz; 5'-TMP nukleotidaz —
timidin-kinaz <> timidin-szintetéaz.

Az egyik szempont szerint tehdt a taladlmany targya eljaras
5'-nukleotidéz aktivitéds meghatarozédsara, amelynek soran a bio-
légial mintat onmagdban ismert médon és koérilmények kozott nuk-

leotid pentéz-monofoszfattal mint szubsztratummal irkubaljuk, a

felszabadult anorganikus foszfatot amménium-molibdattal és re-

-

dukélodoszerrel kezelve szines komplexszé alakitjuk, a szininten-
zitast ismert médon mérjik, és a mért értékbdl ismert szamitéas-
sal és/vagy kalibraciés gorbe segitségével kiszamitijuk az 5'-
-nukleotidaz aktivitast vagy az iddegység alatt felszabadult
anorganikus foszfat mennyiségét, mint az 5'-nukleotidaz aktivi-
tassal arényos adatot. A talalmany értelﬁében nukleotid pentdz-
-monofoszfatként 5'-AMP-t, 5'-CMP-t, 5'-UMP-t, 5'-GMP-t, 5'-
-IMP-t és 5'-TMP-t hasznalunk, és a mérést mind a hat felsorolt
szubsztratumon elvégezzik.

A mérésekhez sziukséges reagensekrdl, a reakcidkorulmények-
r6l és a szamitids médjardl a szakirodalomban - koztiltk a fent

mar idézett kozleményekben - részletes utmutatas talalhatéd. Az
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alédbbiakban példaként ismertetjuk egy igen eldnydsnek talalt,
fehérjementesités nélkiili méréshez haszndlhatdé reagens-rendszer
Osszetételét, és az azzal szérummintédban végzendd mérés és sza-
mitas menetét, anélkil, hogy a taldlmany szerinti eljaras al-
kalmazhatésdgat a most ismertetendd reagens-rendszerre és ko-
rilményekre korléatoznank.

A felhasznilandé reagensek a kovetkezdbk:

(1) Puffer/aktivdtor oldat:

75-400 mmél/1 TRIS, 5,0-10,0 mmbdl/1l MgCl, vagy 2,0-5,0
mmél/1 MnCl,, 1,0-5,0 mmél/1 KCl; az oldat pH-ja 3-6 N vizes
sésavoldattal 9-9,5-re allitva.

(2) Inhibitor:

Inhibitor hasznalatara csak akkor van szlkség, ha a biolo-
gial minta az 5'-nukleotiddz aktivitas meghatarozasaval inter-
ferald anyagot tartalmaz. Vér és szérum eseteén ilyen anyag az
alkaiikus foszfatdz, amelynek inhibeadlésara 10-20 g/l L-ciszte-
int vagy Lrglicint vagy ennek megfeleld L-cisztein- vagy L-gli-
cinsét, vagy 50-250 mg/l Concavalin A-t hasznalunk a fenti puf-
feroldatban oldva. Lizoszdéma membranokon végzett mérésekhez a
cukorfoszfatok inhibealasara L (+)-tartaratot hasznalunk a fenti
pufferoldattal készitett 5-50 mmol/l koncentraciéju oldatban.

(3) Szubsztratumok:

Szubsztratumokként 5'-aMp-t, 5'-CMP-t, 5'-UMP-t, 5'-GMP-t,
5'-IMP-t és 5'-TMP-t hasznalunk ionmentes vizzel készitett 1-10

mmbél/1 koncentracidéju oldatként. Szikséges még szubsztratként
B-glicerofoszfatot vagy dinatrium-fenil-foszfatot is hasznalni

ugyanilyen koncentraciéju oldatban. Az utdbbi két szubsztratum
a nemspecifikus foszfatdz aktivitas meghatdrozasénak két ismert

szubsztratuma; az 5'-nukleotidaz aktivitas mértékének pontos
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meghatarozasahoz a vizsgalatok soran a nemspecifikus foszfataz
aktivitas mértéke is meghatarozandd.

(4) Fehérjeoldd reagens:

Tiszta (témény) hangyasav vagy propionsav; analitikailag
legtisztabb (alt) mindségd.

(5) Stabilizdld reagens:

1:9 és 4:6 kozotti térfogataranyua glicerin/viz elegy, vagy
0,5-5 tomeg %-os vizes szorbit oldat, vagy 0,25-2,5 tomeg %-os
vizes mannit oldat, vagy 1:2 és 1:1 kozoétti térfogataranyia n-
-propanol/viz elegy.

Célszerd a stabilizaldé reagensben kevés (0,001-0,01 tomeg
%) natrium-azidot is oldani az eltarthatésag novelésére.

(6) Szinreagens:

Amménium-molibdat ionmentes vizzel készitett 5-10 g/1 kon-
centracidéju oldata.

(7) Redukcids oldat:

SnCl, 1,0 N vizes sbsavoldattal készitett, 1-5 g/l koncent-
racidéju oldata, vagy aszkorbinsav ionmentes vizzel készitett,
1-5 g/l koncentraciéju oldata.

(8) Foszfor standard oldat:

1,61 mmol/l koncentraciéju anorganikus foszfat oldat, ami-
b8l higitési sort készitink.

A mérés menete a kovetkezdé:

Munkareagenst készitink az anorganikus foszfat meghataro-
zdsdhoz ugy, hogy a fehérjeocldd reagenst
- (4:1)-(1:1) térfogataranyban a vizes glicerin-oldattal,

- (3:1)-(1:1) térfogataridnyban a vizes szorbit-oldattal,
- (5:1)-(1:2) térfogataranyban a vizes mannit-oldattal, wvagy

- (7:1)-(4:1) térfogataranyban a vizes n-propanol-oldattal
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keverjik Ossze, és a kapott keverékhez a végsd keverék Ossztér-
fogatara vonatkoztatva 15-25 térfogat % szinreagenst adunk.

Az 1. tébléazat elsd 6t sordban felsorolt komponenseket az
ott megadott aranyokban Jdsszekeverjuik egymassal, és a kapott
elegyet 60 percig 37°C-on inkubaljuk. Ezutan az elegyhez hozza-
adjuk az 1. tablézatban felsorolt tovabbi komponenseket, a ka-
pott elegyet Osszekeverjik, 15 percig &llni hagyjuk, és mérjik
az oldat abszorbanciajat 620-720 nm koézott. Az 1. téblazatban
5'-ND+ALP-vel jeldlt oszlop olyan mérésre vonatkozik, ahol az
5'-nukleotidaz aktivitést az alkalikus foszfataz aktivitassal
egyuitt mérjuk (azaz nem hasznalunk inhibitort), mig az 5'-ND
jelolés az alkalikus foszfataz-inhikitor jelenlétében végzett
mérésre vonatkozik. Mindkét mérés eredményében a nemspecifikus
foszfataz aktivitas is jelentkezik. A nemspecifikus foszfataz

aktivitas kilon meghatérozéasat inhibitor jelenlétében végezzuk
el B-glicerofoszfat szubsztriatummal; az igy kapott értéket az

eldz8ekbdl kivonva kapjuk az 5'-nukleotidaz + alkalikus foszfa-
tdz, illetve az 5'-nukleotididz aktivitast.

A szamitas menete a kovetkezd:

(a) AE értékek (extinkcidkilonbségek) szamitasa:

B_glicerOfOSZfét: Eanta - I;—"vak = AEB glicerofoszfar

mas szubsztratok: Eginie — Eninta vak =
= AES'»AMF, 5'-CMP, 3'-UMP, 5'-GMP, 5'-IMP, 5'-TMP
standard: Estandard - Ereagens vak AEstqrw‘/,xm

(b) Enzimaktivitasok szamitasa a fenti AE értékek alapjan:

Minta AE
Aktivitas, U/]1 minta = —----==-==--—- x Standard konc. x K

Standard AE

ahol Standard konc. a standard koncentracidja,
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K a kévetkezd képletbd8l szamitott konstans:

inkubdlt ossztérfogat, ml x 1000
inkubalasi 1d&, perc x mintatérfogat, ml x kuvetta vastagsaga

(c) Az egyedi enzim-aktivitasok, 1ll. az 6sszaktivitéasok
szamitdsa a fentli aktivitédsi adatokbdl:
Nemspecifikus foszfataz aktivitas = f-glicerofoszfattal mért
aktivitas
Kiloénboz8 nukleotid-pentdéz-monofoszfatokkal mért 5'-nukleotida:z
aktivitasok = 5'-ND aktivitas - nemspecifikus foszfataz akti-
vitéas
5'-nukleotidéz + alkalikus foszfatéz aktivitds = 5'-ND+ALP -
nemspecifikus foszfatidz aktivitas
Alkalikus foszfataz aktivitéds = 5'-ND+ALP - 5'-ND - nemspeci-
fikus foszfataz aktivitas
Szérumtdél eltérd bioldégiai mintan ugyanigy végezzik el a
méreést, azzal a kilonbséggel, hogy inhibitorra esetenként nincs
szlkség, vagy mas inhibitort haszndlunk. A szadmitas menete 1is

azonos a fentiekkel.
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A fenti méréssorozattal minden egyes szubsztratummal ku-
16n-kiilon kapott 5'-nukleotidaz aktivitas-értékekbdl a kdvetke-
z6 bioldgiai kdovetkeztetések vonhatok le:

Allapot eldéntése: A hat mért aktivitisi érték Osszegzésé-
vel kapott szam 54-65 U/l-ig betegségmentes Allapotot jelent,
ha az alkalikus foszfataz aktivitas értéke ugyanakkor 10-25
U/1l. Amennyiben az alkalikus foszfataz aktivitas értéke 50 U/1
folott van, és az 5'-nukleotidaz aktivitas értékek dsszege 54-
-65 U/1, akkor malignus csontfolyamatok gyanuja vetddik fel. Ha
az 5'-nukleotidaz aktivitasok osszege 70 U/1-nél nagyobb, ez
biztosan beteg allapotot jelent. Ha ugyanakkor az alkalikus
foszfataz aktivitas 35 u/l-nél nagyobb, Ugy biztosan m&jkaroso-
déssal kell szamolni. Rosszindulatu m&djdaganatok esetén mind az
5'-nukleotiddz aktivitéds értékek Osszegzésével kapott szam,
mind az alkalikus foszfatiz aktivitas értéke a normal értékek
négy~tizs%erese.

Terdpia értékelése: Az 5'-AMP, 5'-GMP és 5'-IMP szubsztra-
tumokkal mért aktivitas valtozasa azt jelzi, hogy a daganatte-
rapia a purin-metabolizmusba avatkozott be; az 5'-CMP, 5'-UMP
é€s 5'-TMP szubsztratummal mért aktivitas valtozasa a pirimidin-
-metabolizmusba valé beavatkozast jelez. Valtozasmentes értékek
a terapia értéktelenségét jelzik. Az aktivitacsdkkenés minden
esetben azt jelzi, hogy a terdpia kedvezden avatkozott a fo-
lyamatokba. Szamos esetben eld8fordul, hogy az alkalmazott kemo-
terdpias kezelés soran olyan nagymértékd az 5'-nukleotidaz ak-
tivitésok csdkkenése, hogy mind az egyes szubsztratumoknal ku-
lon-kuloén mért aktivitas, mind pedig azok 6sszege 10 U/l-nél

kisebb, sét esetenként az 5'-nukleotidaz aktivitasokra negativ
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szamokat kapunk. Ez annak a kovetkezménye, hogy a terapia a
nukleotid anyagcserét tamadja, de nem befolyasolja a nemspeci-
fikus foszfatdz értékeket; negativ aktivitdsi adathoz akkor ju-
tunk, ha kisebb 5'-ND értékekbdél kell kivonni a nagyobb nemspe-
cifikus foszfatdz aktivitas értéket. Az egészséges kontrollok-
nal mért értékekhez képest alacsonyabb 5'-nukleotidaz aktivitas
értékek mar a gyors nukleotid metabolizmusu egészséges sejtek
(elsé&sorban bélnyalkahartya, csontveld, eritrociték) citotoxi-
kus karosodasat jelzik, kiulondésen akkor, ha ez a valtozas mind
a hat szubsztratummal mért 5'-nukleotidaz aktivitasban bekdvet-
kezik. Ilyenkor a terdpia médositidsadra vagy befejezésére lehet
szlUkségqg.

Egy tovabbi szempont szerint a taldlmany targya a fent is-
mertetett eljirads felhaszndléasa rosszindulatu folyamat fennal-
lasanak diagnosztizalédsara és/vagy rosszindulatu folyamat keze-
lésére hasznalt terapia eredményeinek nyomonkovetésére.

A ta%élmény tovabba a taldlmany szerinti eljarashoz fel-
hasznalhaté vegyszerkészletre vonatkozik, amit az jellemez,
hogy az 5'-nukleotiddz aktivitas anorganikus foszfat képzésén,
a képzdédott foszfat szines komplexszé alakitasan és a szinin-
tenzitas fotometrids mérésén alapuld méréséhez hasznalhaté
vegyszerkészlet szokasos komponensei mellett szubsztratumként
5'-AMP-t, 5'-CMP-t, 5'-UMP-t, 5'-GMP-t, 5'-IMP-t és 5'-TMP-t
tartalmaz.

A vegyszerkészlet szokadsos komponenseli az ismert médsze-
rekhez felhasznilt - példiul a kordbbiakban idézett kozlemé-
nyekben ismertetett - komponensek lehetnek. Egy eldényds vegy-
szerkészlet a kovetkezd szokadsos komponenseket tartalmazhatja:

- puffer,
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- fehérjeoldd reagens,

- stabilizalé reagens,

- szinreagens,

- redukalédszer,

- foszfor standard;
tovabbd adott esetben

- inhibitor és/vagyr

- nukleotid-pentéz-monofoszfattdl eltérd szubsztratum
(példéul B-glicerofoszfat) .

A felsorolt szokasos komponensek elényds képviseldi a ta-
ldlmény szerinti eljaras példaszerd ismertetésénél megadottak.
A vegyszérkészlet a szokéasos komponenseket akdr a fent megadott
koncentraciéju oldatok, akar azoknal toményebb, utdlag higitan-
d6é oldatok, akar tiszta vegyszerek formajaban tartalmazhatja.

A kovetkezdkben példaként szérummintikon a talalmany sze-
rinti eljarassal végzett 5'-nukleotidaz-aktivitasmérések ered-
ményeit ismertetjik, az azokbdl levonhatd kdvetkeztetésekkel
egylitt. A méréseket minden esetben az 1. tadblazatban megadott
anyagmennyiségekkel végeztik, az ott megadott korilmények ko-
zott. A felhasznalt egyedi reagensek pontos osszetétele a ko-
vetkezd volt:

(1) Puffer/aktivdtor oldat: 75,0 mmol/l TRIS.HCl, 5,0
mmol/l1 MgCl,, 5,0 mmol/l KCl; pH: 9,3.

(2) Inhibitor: 0,29 g L-cisztein.HC1l 20,0 ml puffer/akti-
vator oldatban oldva.

(3) Szubsztratumok: 5'-AMP, 5'-CMP, 5'-UMP, 5'-GMP, 5'-
-IMP, 5'-TMP és fB-glicerofoszfat ionmentes vizzel készitett,

8,0 mmol/l koncentracibéju oldatai.
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(4) Fehérjeoldd reagens: Alt. mindségl témény hangyasav.

(5) Stabilizdlé reagens: 300 ml alt. glicerin + 700 ml
ionmentes viz + 0,05 g NaNj.

(6) Szinreagens: amménium-molibdat ionmentes vizzel készi-
tett, 8,0 g/l koncentracidbju oldata.

(7) Redukcids oldat: 0,20 g SnCl, 100 ml 1,0 N vizes sbsav-
oldatban oldva.

(8) Foszfor standard oldat: "Dyalab" tipusu, 1,61 mmol/l
koncentracidéju anorganikus foszfat oldat (tovabbi ezerszeres
higitasra)

Munkareagens: 200 ml (4) komponens 200 ml (5) komponenssel
és 100 ml (6) komponenssel elegyitve.

A méréseket a kovetkezdé esetekben végeztik el:

- Egészséges egyéneken és klinikailag diagnosztizalt, kezelés
elétt alld daganatos betegeken. Az eredményeket a 2. tébléazat
tartélmazza.

- Emldédaganatos betegek mitét utani ciklofoszfamid - metotrexat
- S5-fluor-uracil (CMF) terapiajanak nyomonkdévetésére. Az ered-
ményeket a 4. és 5. téblazat tartalmazza.

- Osteosarcomas betegek metotrexat (félsav-antagonista hatoéd-
anyag) terapidjénak nyomonkdvetésére. Az eredményeket a 7. tab-
ladzat tartalmazza.

A 2. és minden tovabbi téblazatban az egyszeriiség érdeké-
ben csak a szubsztratum jelét tuntetjik fel, ez azonban mindig

az adott szubsztratummal mért 5'-nukleotidaz aktivitast jelenti.
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A 2. tablazat adataibdél megéllapithatd, hogy a vizsgalt
malignémékban a hat szubsztratummal mért 5'-nukleotidaz aktivi-
tads értékek a lymphoma + csont manifesztacidé kivételével jelen-

tés mértékben megemelkedtek az egészséges kontroll értékekhez
viszonyitva. Az 5'-nukleotiddz aktivités értékek Osszege (Z5'-

-ND) tiddédaganatban és maj manifesztacidval szovédott lymphoma-
ban mutatja a legkifejezettebb emelkedést. Az alkalikus foszfa-
tdz aktivitds emelkedése az 5'-nukleotidédz aktivitéas valtozasa-
hoz viszonyitva csont manifesztacidval szovddott lymphomaban a
legkifejezettebb.

A vizsgalt maligndéméakban szenvedd, kezelés eldtt 4116 be-
tegek és az egészséges kontrollok esetén az egyes szubsztratu-
mokhoz tartozd 5'-nukleotidaz aktivitéas értékek, valamint az

5'-AMP szubsztratummal mért aktivitas érték és a nemspecifikus
foszfatdz aktivitast jelzd B-glicerofoszfattal mért aktivitas
k6zo6tt szoros korreladcid tapasztalhatd, amit a 3. tabléazat ada-

tai igazotnak.

3. tablazat

Korrelacidés parok Korrelacid
5'-AMP 5'-CMP 0, 9943
5'-AMP 5'-UMP 0,9728
5'-AMP 5'-GMP 0,9234
5'-AMP 5'-IMP 0,9656
5'-AMP 5'-TMP 0,9878
5'-CMP 5'-UMP 0, 9456
5'-CMP 5'-GMP 0,9678
5'-CMP 5'-IMP 0,9489
5'-CMP 5'-TMP 0,8978
5'-UMP 5'-GMP 0,8989
5'-UMP 5'-IMP 0,9323
5'-UMP 5'-TMP 0, 9562
5'-GMP 5'-IMP 0,8978
5'-GMP 5'-TMP 0, 9545

5'-AMP-f3—-glicerofoszfat 0,8978
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Az emlStumorral mitott, majd kemoterdpidsan kezelt betegek
teradpiadjénak nyomonkovetésére alkalmazott mérések eredményeit a
4. és 5. tablazatban ké6zdljuk. A 4. tablazatban a sikeres, az
5. tablazatban a CMF-terdpiéra rezisztens esetek adatait fog-
laltuk Ossze. Az 5. tédblazatban a terapiavaltas utani adatokat
is megadtuk. A terdpiavaltais sorédn a betegeket Cis-platin keze-
lésnek vetettik ald, majd az elsd kezelés utadn 1 nappal, illet-
ve a kura befejezése utan 1 nappal mértik az 5'-nukleotidéz ak-
tivitédsokat. Minden mas esetben a méréseket 24 6raval a kemo-
terdpia utan végeztiik. Osszehasonlitasként az egészséges kont-
rollokon mért értékeket is megadjuk.

4. tablazat

5'-nukleotidaz aktivitas, U/l standard dev.
5'-AMP 5'-CMP 5'-UMP 5'-GMP S5'—-IMP 5'-TMP X5'-ND

Egészséges 6,5 10,1 8,4 4,1 3,3 3,5 40, 9
kontroll +1,2 +2,2 +1,6 +1,1 +0,9 +1,6 +1,43
Beteg, CMF 29,4 34,7 11,8 7,9 7,6 19,8 112,2
eldtt L +3,7 +7,8 +3,4 +1,8 +1,1 +3,7 +3,5
1 széria 11,6 3,4 4,6 2,3 3,2 4,5 29,6
CMF utén +2,1 +0,9 +1,2 +0,8 40,9 +1,4 +1,2
3 széria 3,4 2,3 2,1 -2,4 -2,8 1,1 1,28
CMF utén +1,1 +0,9 +0,9 +0,1 +0,8 +0,03 +0,63
6 széria 0,7 -1,7 2,2 -3,3 1,1 ~-3,4 -4, 4
CMF utéan +0,04 +0,3 +0,7 +0,8 +0,1 +0,7 +0, 44

Az adatokbdl a kovetkezd kovetkeztetések vonhatdk le:
Mar az elsd széria CMF kezelés utédn jelentds mértékben csokkent
az 5'-CMP, 5'-GMP, 5'-IMP és 5'-TMP szubsztratumokkal mért 5'-
-nukleotidaz aktivitas. A harmadik széria CMF kezelés utan az
5'-AMP, 5'-GMP és 5'-IMP szubsztratumokkal mért 5'-nukleotidaz

aktivitéas csokkent kiildndsen nagy mértékben. A hatodik széria
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CMF kezelés utan az 5'-AMP, 5'-CMP, 5'-GMP, 5'-IMP szubsztratu-
mokkal mért 5'-nukleotidaz aktivitasban észleltink jelentds
mértékd csdkkenést. Gydégyszerkombindcid esetén a kulonbozdé ta-
madadspontok miatt nehéz behatdrolni a tamadaspontra gyakorolt
hatast. Ezen esetekben a kezelés eldtti allapothoz vald viszo-
nyitads az uUtmutaté. A mérési adatok azt igazoljak, hogy az al-
kalmazott gyégyszerkombinacid két féazisban fejti ki a terapias
hatast, a purin és pirimidin anyagcsere-folyamatokra gyakorolt
kovetkezmények révén.

5. tablazat

5'-nukleotidaz aktivitéas, U/l standard dev.
5'-AMP 5'-CMP 5'-UMP 5'-GMP 5'-IMP 5'-TMP X5'-ND

Egészséges 6,5 10,1 8,4 4,1 3,3 8,5 40,9
kontroll +1,2 +2,2 +1,6 +1,1 +0,9 +1,6 +1,43
Beteg, CMF 39,6 72,4 45,8 23,7 18,9 24,7 225,11
eldtt +8,6 +11,3 +10,9 +7,8 +3,5 +6,2 +8,05
1 széria 20,7 68,9 40,2 19,8 16,4 21,1 193,1
CMF utan +5,3 +10,2 +9,9 +6,9 +4,6 +5,2 +7,01
Cis—platig 20,3 43,2 26,5 4,2 2,3 8,9 115,14
utan (*) +3,4 +8,1 +5,7 +1,1 +0,9 +1,8 +3,5
Cis-platin 4,1 3,6 4,4 -1,6 1,1 1,2 12,8
utan (**) +1,3 +0,9 +1,5 +0,8 +0,6 +0,3 +1,2

Hatidstalan CMF kezelés utéan az egyes szubsztratumokkal
mért S5'-nukleotidaz aktivitasok nem mutattak szignifikans csok-
kenést, ezért a kezelés Cis-platin alkalmazasaval folytatddott.
A vizsgalatok eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a Cis-
-platin kezelés elsd fazisdban (a kezelést kdvetd 24. oraban; a
tdbladzatban *-gal jeldlve) mar szignifikansan csokkentek az
egyes szubsztratumokhoz tartozdé S'-nukleotidaz aktivitas éerté-

kek, mely csdkkenés elsdésorban a purin metabolizmusban résztve-
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vé szubsztratumokon mutatkozott meg. A Cis-platin kezelés befe-
jezését kovetd elsd napon mért értékek (a tablazatban **-gal
jelolve) igazoltak, hogy a purin metabolizmus valtozasat 1ddé-
rendben a pirimidin metabolizmus véaltozasa koveti, azzal a meg-
jegyzéssel, hogy a két anyagcsere-folyamat valtozédsa Osszeadd-
dik. A CMF teréapia hatastalanséagat vizsgédlataink mar a diag-
nosztikai értékid (egyébként szintén hatastalansagot jelzd)
tumormarker (CA 15-3) mérés eldtt 5 nappal jelezték, igy a be-
tegeket meg lehetett kimélni 5 napi felesleges CMF kezeléstdl.

A terapia eredményességét és hataséat az is jelzi, hogy a
kilonboz8& szubsztratumok felhasznalasaval mért 5'-nukleotidaz
értékek kozotti kezdeti szoros korrelacid megvaltozik. Az ered-
ményes terapia utan szamitott korrelacid-értékeket a 6. tabla-
zatban ko6zolilk; Osszehasonlitasként a terdpia eldétti értékeket
is megadjuk.

6. téblazat

Korrelacid
Korrelacidbs parok Kemoterapia Kemoteréapia
eldtt utan
5'-AMP 5'-~-CMP 0, 9856 0,6767
5'-AMP 5'-UMP 0,8997 00,4561
S5'-AMP 5'-GMP 0, 7845 0,3267
5'-AMP 5'-IMP 0,8967 0,4519
5'-AMP 5'-TMP 0,7897 0,4687
5'-CMP 5'-UMP 0,9879 ' 0,5639
5'-CMP 5'-GMP 0,7868 00,2345
5'-CMP 5'-IMP 0,8887 0,2689
5'-CMP 5'-TMP 0,6767 0,1123
5'-UMP 5'-GMP 0,8978 0, 3493
5'-UMP 5'-IMP 0,8889 0,0567
5'-UMP 5'-TMP 0,8992 0,3635
5'-GMP 5'-IMP 0,9981 0,4084
5'-GMP 5'-TMP 0,9767 0,4781

5'-IMP-5'-TMP 0,8898 0,4356
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A 6. tablazat adatai igazoljak, hogy a kiloénbozd szubszt-
ratumoknal mért 5'-nukleotidaz aktivitasok kozotti kezdeti szo-
ros korrelacid megszlnt, ami azt is igazolja, hogy a kuldnbozé
szubsztratumokkal végzett mérések lehetdséget nyujtanak a tera-
pia soran végbemend egyedi bioldégiai folyamatok kiloén-kilén ki-
mutatasara és értékelésére.

Pétolhatatlanul hasznos informacidét nyajt az 5'-nukleoti-
dadz aktivitds meghatarozédsa a fent emlitett 6 szubsztrdtummal
olyan esetekben is, amikor a kemoterdpias kezelés kozvetlenul
nem befolyasolja a nukleotid anyagcserét. Erre jé példa az os-
teosarcomas betegek metotrexat-kezelése. A metotrexat fdélsav-
-—antagonista hatéasu anyag, nincs kdézvetlen hatdsa a nukleotid
metabolizmusra, ezért minden olyan valtozas a nukleotid anyag-
cserében, amely a metotrexat kezelés hatasara alakul ki, a de
novo nukleotid szintézist, azaz az egészséges sejtek karosoda-
sat jelzi. A kezelés hatasara esetlegesen kialakuld karosodasok
tartdsan iﬁlyos kovetkezményekkel jarnak; ilyen lehet példaul a
celluléaris és humoralis immunités gyengiulése, mely indukalhatja
egy masodik daganat kialakuliséat is.

A 12,0 g ddézish metotrexadttal kezelt osteosarcomas betege-
ken mért 5'-nukleotiddz aktivitds valtozasokat a 7. tablazatban

foglaljuk ossze.
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7. tabléazat

5'-nukleotidaz aktivitas, U/1
1d8 Pirimidin metabolizmus Purin metabolizmus
5'-AMP 5'-CMP 5'-UMP 5'-GMP 5'-IMP 5'-TMP

0 perc -8, 39 5,33 5,05 3,34 3,77 1,56
15 perc -3,12 2,21 0,14 0,57 -0,2 -6,75
30 perc -11,87 -2,19 1,92 -2,19 2,98 -6,89

1 éra -5,05 2,41 1,2 -2,1 1,34 -1,01

2 6ra -4, 84 5,97 2,77 2,84 -3,49 -2,49

3 éra -0,5 8,6 4,05 7,61 5,68 2,41

4 bra -3,63 6,76 4,19 0,92 -0,28 -3,98

6 6ra -10,32 -1,63 -1,85 -5,48 -2,7 -3,7
12 6ra -1,71  -0,15 1,48 1,98 3,69  -4,49
21 éra -2,56 6,04 5,83 -0, 99 0,35 -4,84
44 éra 31, 38 4,69 7,89 1,99 -12,95 -9,46
69 6ra 7,96 18,42 14,93 13,16 13,01 8,6
90 6ra 6,83 13,09 15,16 3,49 10,1 3,63

162 6ra -12,6 6,97 29,53 -6,33 -1,99  -1,35
186 6ra 1,41 7,53 12,16 14,94 6,54 0,35
210 éra 5,76 4,48 7,39 3,91 -3,091 0,92
234 b6ra 8,61 3,48 10,88 8,68 5,47 6,11
258 éra 3,99 2,42 2,64 0,22 0,43 -5,82
330 6ra 9,25 7,47 2,99 8,46 10,53 -2,7

358 6ra 9,67 5,47 4,9 5,97 -2,28 2,56
402 6ra 5,18 8,03 9,59 8,24 6,04 5,4

A pirimidin és purin metabolizmus valtozasainak vizsgala-
tara alkaf%azott hat szubsztratummal elvégzett 5'-nukleotidaz
aktivitas meghatdrozasanak eredményel azt igazoljék, hogy a ke-
zelés hétésa elsé periddusban a pirimidin metabolizmust érinti.
A kilonbség a két metabolikus Ut kozott kiléndsen a kezelést
kovetd 44. 6raban rendkivil kifejezett. A 7. téblazat adatai
mutatjék, hogy az egyes szubsztratumok eéetén (egy metabolikus
uton belil is) Jjelentds eltérések tapasztalhatdék. Ennek egyér-
telmi magyarazata az egyes szubsztrdtumok biokémiai funkcidéinak
elterése. A terdpiat a taldlmany szerinti médon nyomonkdvetve
lehetéség nyilik arra, hogy a terapiat ledllitsuk vagy megval-
toztassuk, még mieldtt a felfedezett zavarok késéi kovetkez-

ményként sulyosabb valtozasokhoz vezetnének.
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Noha a korabbiakban a talalmany szerinti eljaras és rea-
gens-készlet diagnosztikali célu felhasznadlasat ismertettik, a
taldalmany nem korlatozédik ezekre a felhasznéalasokra. Az elja-
ras és reagens-—készlet kutatasi célokra is kivaldan hasznalhatod
példaul egyes rosszindulatu folyamatok mechanizmusénak felderi-
téséhez, ismert vagy Uj rakellenes szerek teszteléséhez és ha-

tasmechanizmusuk vizsgalatdhoz.
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Szabadalmi igénypontok

1. Bljards 5'-nukleotidéz aktivités meghatarozéasara bio-
légiai mintaban, amelynek sordn a bioldégial mintat onmagéban
ismert méddon és kérilmények kozdtt nukleotid pentdz-monofosz-—
fattal mint szubsztratummal inkubaljuk, a felszabadult anorga-
nikus foszfatot amménium-molibdattal és redukaldszerrel kezelve
szines komplexszé alakitjuk, a szinintenzitast ismert mdédon
mérjuik, és a mért értékbdl ismert szamitassal és/vagy kalib-
racids gorbe segitségével kiszamitjuk az 5'-nukleotidaz aktivi-
tast vagy az iddegység alatt felszabadult anorganikus foszfat
mennyiségét, mint az 5'-nukleotiddz aktivitassal aranyos ada-
tot, azzal jellemezve, hogy nukleotid pentdéz-monofoszfatként
5'-AMP-t, 5'-CMP-t, 5'-UMP-t, 5'-GMP-t, 5'-IMP-t és 5'-TMP-t
haszndlunk, és a mérést mind a hat felsorolt szubsztratumon
elvégezzik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a biglégiai mintat pufferolt kdézegben, adott esetben inhi-
bitor jelenlétében inkub&ljuk a szubsztratummal, majd az inku-
balt elegyhez az amménium-molibdaton és a redukalédészeren kivil
fehérjeoldd reagenst és stabilizadldé reagenst is adunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a nukleotid pentéz-mecnofoszfat szubsztratumokat 1-
-10 mmél/1 koncentracidéju vizes oldatok formajaban hasznaljuk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy bioldgiaili mintaként teljes vért, vérszérumot
vagy hemolizatumot haszndlunk, és a szubsztratummal valé inku-
badlast alkalikus foszfatdz-inhibitor jelenlétében és tavollé-

tében egyarant elvégezzik.
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5. Reagens-készlet az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti
eljaras elvégzéséhez, azzal jellemezve, hogy az 5'-nukleotidéaz
aktivitas anorganikus foszfat képzésén, a képzddott foszfat
szines komplexszé alakitdsadn és a szinintenzitas mérésén alapu-
16 méréséhez haszndlhaté reagens-készlet szokésos komponensei
mellett szubsztratumként 5'-AMP-t, 5'-CMP-t, 5'-UMP-t, 5'-GMP-
-t, 5'-IMP-t és 5'-TMP-t tartalmaz.

6. Az 5. igénypont szerinti reagens-készlet, azzal jelle-
mezve, hogy szokasos komponensekként puffert, fehérjeoldd rea-
genst, stabilizald reagenst, szinreagenst, foszfor standardot,
tovabba adott esetben inhibitort és/vagy nukleotid-pentéz-mono-
foszfattdl eltérd szubsztratumot tartalmaz.

7. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras vagy az
5. vagy 6. igénypont szerinti reagens-készlet felhasznéaléasa
rosszindulatu folyamat fennadllésanak diagnosztizéaléasara és/vagy
rosszindulatu folyamat kezelésére hasznalt terapia eredményei-

nek nyomcnkoévetésére.

A bejelentd helyett

a meghatalmazott:
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