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medac Asparaginase-Aktivitats-Test (MAAT)

Quantitativer Enzymtest zur Bestimmung der Asparaginase—-Aktivitdt in
Serum und EDTA-Plasma

Katalog-Nr.: 550

ZUR IN VITRO DIAGNOSTIK

EINFUHRUNG

Das Enzym L-Asparaginase 1st ein =zentraler Bestandteil in der
Behandlung der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) bei Kindern und
Erwachsenen.

Das Wirkprinzip der Asparaginase-Therapie besteht in der enzymatischen
Spaltung der Aminosdure Asparagin in Asparaginsdure und Ammoniak, mit
nachfolgender Depletion wvon Asparagin im Blutplasma und Liquor (s.
auch Testprinzip: Seite 2).

Mit Hilfe des vorliegenden Testkits ist es mdglich, die Asparaginase-
Aktivitdt im Verlauf der Therapie zu messen, um sO eine optimierte
Asparaginase-Therapie durchfiihren zu kdnnen.

Die Zielsetzung dieses Asparaginase—-Aktivitdtsmonitorings ist:

* Kontrolle des Asparaginase-Aktivitdts-Spiegels wdhrend der Therapie
als Surrogatparameter flr die Asparagin-Depletion.

* Detektion einer durch Immunresponse hervorgerufenen ,silent inacti-
vation" und die dadurch verursachte Verkiirzung der Wirksamkeitsdauer
des Asparaginase-Prdparates.

* Rationale Entscheidungsgrundlage fir einen evtl. notwendigen Einsatz
eines alternativen Asparaginase-Prdparates oder einer eventuell
notwendingen Anpassung der Dosierung.

Der MAAT-Assay ist ein homogener Test zur Messung der Asparaginase-—

Aktivitat, der es ermdglicht, die Zielsetzungen eines Asparaginase-
Aktividts-Monitorings voll zu erfillen.
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TESTPRINZIP

Aspara-
ginase
Substrat > +
Enzymatische
I
Hydrolyse
Spaltprodukt Spaltprodukt
A B
+ é
Spaltprodukt Chromogen Griner Farbstoff
B

Absorptionsmessung
bei 690 - 720 nm

Asparaginase spaltet ein asparaginanaloges Substrat in 2 Spaltprodukte
A und B.

Das freigesetzte Spaltprodukt B bildet in einer komplexen Reaktion mit

einem Chromogen einen griinen Farbkomplex, der durch Absorptionsmessung
nachgewiesen werden kann.

Die optische Dichte wird bei 690 - 720 nm gemessen, die Asparaginase-—
Aktivitédt ist mit Hilfe einer Standardkurve zu ermitteln.
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Testvorteile

< < < *

Flexibles Handling durch einzeln brechbare Kavitaten
Einfaches Handling, da keine Wasch- und Zentrifugierschritte
Testdauer von nur ca. 2,5 Stunden

Hohe Pridzision der MeBergebnisse mit Asparaginase medac®

PACKUNGSINHALT:

KAT.-NR.: 550

Mikrotiterplatte: 6 Teststreifen a 8 Vertiefungen (mit Halterah-
men im Aluminiumbeutel vakuumverschweiBt), Dbrechbar, Rundboden,
spezialbehandelt.

Kontrolle: 2 Flischchen & 0,5 ml, Asparaginase medac® aus E. coli
in humanem Serum, lyophilisiert.

Standards: Jje 2 Flaschchen & 0,5 ml, Asparaginase medac® aus
E. coli in humanem Serum, lyophilisiert:

3a. Standard 1: 600 U/L

3b. Standard 2: 300 U/L

3c. Standard 3: 50 U/L

3d. Standard 4: 0 U/L
Probenverdinnungspuffer: 1 Flasche a 110 ml, 0,01 M
PBS/TWEEN/BSA, pH 7,2 - 7,4, gebrauchsfertig, enthilt ProClin™

300 (0,008 % CMIT/MIT)" .

Substrat: 2 Fldschchen a 0,75 ml, gebrauchsfertig, enthdlt Pro-
clin™ 300 (< 0,0015 % CMIT/MIT)'?

Chromogen: 2 Fladschchen a 1,0 ml, konzentriert.

Schddlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

Inhalt/Behdlter gemdB lokalen und nationalen Vorschriften der
Entsorgung zufihren.

Chromogenverdiinner: 2 Flaschchen a 2,0 ml, gebrauchsfertiqg.
Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.

Gemisch aus: 5-Chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-on und 2-Methyl-2H-
isothiazol-3-on (3:1).

Kann allergische Reaktionen hervorrufen. Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage
erhdltlich (s. CD-ROM).
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1. LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Material/Reagenz Zustand Lagerung Haltbarkeit
Testkit ungedffnet |2...8 °C bis Verfalldatum
Mikrotiterplatte gedffnet 2...8 °C bis Verfalldatum
im Beutel mit
Trockenmittelpappe
Kontrolle gedffnet, 2...8 °C 4 Wochen
geldst
Standards gedffnet, 2...8 °C 4 Wochen
gelost
Probenverdinnungs- gedffnet 2...8 °C 8 Wochen
puffer
Substrat gedffnet 2...8 °C 4 Wochen
Chromogen gedbffnet 2...8 °C 4 Wochen
Chromogenverdinner gedffnet 2...8 °C 4 Wochen

Die Reagenzien
mehr zu verwenden.

2. ZUSATZLICH BENOTIGTE REAGENZIEN UND MATERIALIEN

sind nach Ablauf des

2.1. Mikroliterpipetten fiir entsprechende Volumina.

2.2. Saubere Glas-

Chromogen.

angegebenen Verfalldatums nicht

oder KunststoffgefdBe zum Verdinnen von Proben und

2.3. Mikrotiterplatten-Photometer mit einem Filter filir 690 - 720 nm.

3. ANSETZEN DER REAGENZIEN

Alle Kitkomponenten miissen vor Testansatz auf Raumtemperatur gebracht

werden.

Ermitteln Sie die Anzahl der benttigten Mikrotitervertiefungen.
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3.1. Mikrotiterplatte
Der Aluminiumbeutel sollte nach jeder Entnahme wvon Mikrotiterver-—
tiefungen zusammen mit der Trockenmittelpappe wieder fest ver-
schlossen werden. Lagerung und Haltbarkeit der nicht verwendeten
Mikrotitervertiefungen siehe Tabelle Seite 4.

3.2. Standards und Kontrolle
Die 1lyophilisierten Kontrolle und Standards werden mit Jjeweils
0,5 ml des Probenverdinnungspuffers rekonstituiert. Die ver-—
schlossenen Fladschchen werden leicht geschwenkt, so daB auch am
VerschluR haftende Partikel in L&sung gebracht werden.

3.3. Chromogenldsung
Das Chromogen wird mit Chromogenverdiinner im Verhdltnis 1 + 2 ge-—
mischt. Fir 8 Vertiefungen werden 800 pl Chromogenldsung bend-

tigt.
Beispiele:
Anzahl der | Chromogen | Chromogen-— > (pl) benttigtes
Vertiefun- (nl) verdinner Pipettier-—
gen (nl) volumen (ul)
6 240 480 720 600
7 280 560 840 700
8 320 640 960 800
9 360 720 1080 900
10 400 800 1200 1000
11 440 880 1320 1100
12 480 960 1440 1200
13 520 1040 1560 1300
14 560 1120 1680 1400
15 600 1200 1800 1500
16 640 1280 1920 1600

Hinweis: Beim Mischen tritt eine Erwdrmung der Chromogenldsung auf.

Die Mischung aus Chromogen und Chromogenverdiinner ist nicht lagerfahig
und muB sofort verwendet werden.

Die Reagenzien einer Charge sind nicht mit Reagenzien anderer Chargen
oder anderer Hersteller zu mischen.

Nur bei exakter Einhaltung der Arbeitsvorschrift und bei Verwendung

der Testkit-spezifischen Reagenzien werden valide und reproduzierbare
Ergebnisse erhalten.

550-VPD/010418 5



UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Der Test ist geeignet zur Untersuchung von Serum und EDTA-Plasma.
Die Patientenproben kénnen fiir 7 Tage bei 2 - 8 °C aufbewahrt
werden. Eine ldngere Lagerung sollte bei < -20 °C erfolgen.
Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Proben ist zu vermeiden.

Eine Vorbehandlung der Proben, wie z. B. Inaktivierung, darf nicht
erfolgen, sie sollten nicht mikrobiell kontaminiert, nicht 1lipa-
misch und frei von Humanerythrocyten sein.

Die Proben werden 1:10 mit Probenverdiinnungspuffer verdinnt (z. B.
20 pl Probe + 180 pl Probenverdinnungspuffer). Proben aulerhalb
des MeBbereiches kdnnen beliebig weiterverdinnt werden.

. ARBEITSVORSCHRIFT

Die Verpackung der Mikrotiterplatte am ZIP-VerschluB &ffnen und
die erforderliche Anzahl Mikrotitervertiefungen entnehmen
(s. 3.1.).

Jeweils 20 pl der Kontrolle, der Standards und der Proben in die
Vertiefungen der Platte pipettieren.

Danach jeweils 20 pl Substrat in alle Vertiefungen zupipettieren.

Das Pipettieren der Standards, Kontrolle, Proben und des Sub-
strats sollte innerhalb von 10 min erfolgen. Durch vorsichtiges
Schitteln ist fur gleichmaBige Durchmischung zu sorgen.
AnschlieBend ist die Platte unverziglich zu inkubieren.

Die Mikrotitervertiefungen 60 min (X 2 min) bei Raumtemperatur
(22 °C £ 1 °C) abgedeckt inkubieren.

Gegen Ende der Inkubationszeit die Chromogenl&sung ansetzen
(s. 3.3.).

100 pl der Chromogenldsung in alle Mikrotitervertiefungen pipet-
tieren.

Die Mikrotitervertiefungen 90 min (£ 2 min) bei Raumtemperatur
(22 °C £ 1 °C) abgedeckt inkubieren.

Durch vorsichtiges Schiitteln fir gleichmaBige Durchmischung
sorgen.

Vor photometrischer Messung darauf achten, daB keine Luftblasen
in den Vertiefungen vorhanden sind.

Die Messung ist wunverziglich nach Beendigung des 1letzten
Inkubationschrittes durchzufihren.
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5.B.

TABELLE ZUR ARBEITSVORSCHRIFT

Standards Kontrolle Probe
Standards 20 pl - -
Kontrolle - 20 pl -
Probe - - 20 pl
Substrat 20 pl 20 pl 20 pl

Inkubation 60 min, Raumtemperatur (22 £ 1 °C)

Chromogenldsung 100 pl 100 nl 100 nl

Inkubation 90 min, Raumtemperatur (22 £ 1 °C)

Photometrische Auswertung bei 690 - 720 nm

TESTBEURTEILUNG (VALIDITAT)

Die photometrische Auswertung erfolgt bei einer Wellenldnge von
690 — 720 nm. Der Blankwert wird gegen Luft gemessen.

Der Sollwertbereich der Kontrolle ist dem Jeweilen Boxlabel =zu
entnehmen.

Validitédtskriterien

- Die Aktivitdt der Kontrolle muR innerhalb des Sollwert-
bereiches (siehe Aufdruck auf dem Boxlabel) liegen.

- Der OD-Wert des Standards 1 muB > 1,500 betragen.

- Der OD-Wert des Standards 4 muBl < 0,150 betragen.

Sind die genannten Validitatskriterien nicht erfillt, muB der
Test wiederholt werden.

Standardkurve und Quantifizierung der MeRergebnisse

Die OD-Werte der Standards werden gegen die Aktivitdt aufgetra-
gen. Flr die Standardkurve wird empfohlen, eine kubische Spline-
Anpassung durchzufihren.

Fiir die OD-Werte der Proben kdnnen die Asparaginase—-Aktivitédten
aus der Standardkurve abgelesen werden.
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Der MeBbereich erstreckt sich wvon 30 bis 600 U/L. Proben mit
Aktivitdten unterhalb des MeBbereiches sind als < 30 U/L zu
bewerten. Proben oberhalb des MebBbereiches sind als > 600 U/L zu
bewerten. Diese diirfen nicht extrapoliert werden, sondern sollten
in hbherer Verdinnung wiederholt getestet werden.

Wurde eine Probe in einer hoheren Verdinnung als 1:10 gemessen,
ist die aus der Standardkurve ermittelte Konzentration mit dem
zusdtzlichen Verdiinnungsfaktor zu multiplizieren (z. B.: Verdiin-
nung im Test 1:40, abgelesene Aktivitdt 250 U/L = tatsdchliche
Aktivitdt = 250 U/L x 4 = 1000 U/L).

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE/GRENZEN DER METHODE

Mit Hilfe des medac Asparaginase—-Aktivitadts-Tests (MAAT) kann die
Asparaginase-Aktivitdt von asparaginabbauenden Enzymen gemessen
werden. Dies gilt fir die Asparaginase—-Aktivitdt aller im Handel
befindlichen Asparaginase-Prdparate.

Die Kalibrierung des Tests erfolgt gegen Asparaginase medac®, so
dass Proben von Patienten, die mit Asparaginase medac® therapiert
werden, akkurat bewertet werden. Die Validierung erfolgte im
Vergleich zu einer Referenzmethode (AHA-Test, s. Lanvers et al.,
2002) .

Aufgrund der Abhéadngigkeit der Enzymaktivitadt von der MeRmethode
kann es bei der Messung von Proben, welche andere Asparaginase-—
Praparate enthalten, zu systematischen Abweichungen der
gemessenen Aktivitadt kommen. Zur Bestimmung dieser Abweichung fir
Oncaspar® wurde parallel zur AHA-Referenzmethode eine ent-
sprechende Vergleichsuntersuchung filir Proben von Patienten, die
mit Oncaspar® therapiert wurden, durchgefiihrt. Diese ergab eine im

Mittel um 24 % erhdhte Aktivitat (s = 10 %; N = 134). Zur
Qualitatssicherung und Uberpriifung der angestrebten

Dosisintensitdt wahrend der Therapie sind diese 1in der Regel
geringfigigen Abweichungen zu vernachldssigen.
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* Nach den derzeitigen wissenschaftlichen Erkenntnissen gibt es
keinen eindeutigen Grenzwert der Asparaginase—-Aktivitat, ab dem
eine 100 %ige Asparagin-Depletion gewdhrleistet 1ist. Deshalb
sollte der Jjeweilige Grenzwert entsprechend des Therapieziels vom
Anwender bzw. der Jeweiligen Studiengrupppe selbst definiert
werden. Die Publikation wvon Riccardi et al. (1981) weist Jjedoch
darauf hin, dass ab einer Asparaginase-Aktivitdt > 100 U/L eine
vollstdndige Asparagin-Depletion gewdhrleistet ist, so dass die
Aktivitat von 100 U/L als ,sinnvolle, minimale Aktivitat®
angesehen werden kann.

* Hohe Ha&moglobin- wund Bilirubinkonzentrationen beeinflussen die
Testergebnisse nicht.

7. LEISTUNGSMERKMALE

Die nachfolgenden Leistungsmerkmale wurden von uns im Rahmen der

diagnostischen Evaluierung ermittelt.

7.A. PRAVALENZ

Im Rahmen der diagnostischen Erprobung wurden 102 Seren von

Blutspendern gemessen. In diesen Seren waren keine Asparaginase-—

Aktivitdten meBRBbar. Die Asparaginase-Aktivitat lag generell unter

30 U/L.

Es wurden
untersucht.

auBerdem 52 Kinderseren auf Asparaginase-Aktivitat
Die Werte lagen auch hier unter 30 U/L.

7.B. PRAZISION

Probe Intraassay-Varianz Probe Interassay-Varianz

MW OD S VK (%) | n MW U/L S VK (%) | n
std. 1| 2,162 0,068 3,1 22 |K 91,5 3,7 4,0 9
K 0,530 0,006 1,1 22 |Nr. 3 38,2 1,7 4,5 9
Nr. 1| 0,254 0,006 2,5 22 |Nr. 4 125,5 7,5 6,0 9
Nr. 2| 1,380 0,021 1,5 22 |[Nr. 5 420, 3 33,7 8,0 9
Std. = Standard; K = Kontrolle; Nr. = Serum
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7.C. WIEDERFINDUNG

Durch Zugabe von Jeweils 3 definierten
(Asparaginase medac®) zu 3 verschiedenen
Wiederfindung von 93,6 % (S = 9,9 %)

Asparaginase-Aktivitdten
Seren wurde eine mittlere
ermittelt.

7.D. VERDUNNUNGSLINEARITAT

Die Verdinnungslinearitat wurde anhand von 10 hochreaktiven Seren, die

in 4 - 5 wverschiedenen Verdinnungen (jeweils 1:2 weiterverdiinnt)
getestet wurden, iUberprift.
Verd. 1|Verd. 2|Verd. 3|Verd. 4|Verd. 5 MW S VK
U/L U/L U/L U/L U/L U/L U/L %
Nr. 1 1731 1789 1845 1897 - 1815 71 3,9
Nr. 2 440 446 465 476 - 457 17 3,6
Nr. 3 1569 1638 1665 1672 - 1636 47 2,9
Nr. 4 359 357 373 375 - 366 9 2,5
Nr. 5 373 380 407 404 - 391 17 4,4
Nr. 6 543 520 546 564 614 557 35 6,3
Nr. 7 940 945 972 979 - 959 19 2,0
Nr. 8 8876 8889 9248 8986 9125 9025 160 1,8
Nr. 9 3609 3775 4025 4273 - 3920 291 7,4
Nr. 10 1087 1068 1116 1153 - 1106 37 3,4

7.E. HOOK-EFFEKT

Bei Asparaginase-Aktivitadten bis

beobachtet.

zu 20 000 U/L

wurde kein Hook-Effekt

7.F. BESTIMMUNGSGRENZE (LIMIT OF QUANTITATION, LOQ)

Die Bestimmungsgrenze betridgt 30 U/L.
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ALLGEMEINE HANDHABUNGSHINWEISE

* Reagenzienflaschen und deren Verschlisse nicht vertauschen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

* Sofort nach Gebrauch die Reagenzflaschen wieder fest verschlie-
Ben, um Verdunstung und mikrobielle Kontamination zu vermeiden.

* Nach Gebrauch sind die Reagenzien sofort wieder, entsprechend den
vorgeschriebenen Lagerungsbedingungen, =zu lagern, um die angege-
bene Haltbarkeit zu gewdhrleisten.

* Um Verwechslungen mit Reagenzien anderer Testsysteme oder Chargen
zu vermeiden, sollten alle Kitkomponenten einer Testpackung nach
dem Gebrauch =zusammen in der Orginalpackung gelagert werden
(siehe auch 3.).

SICHERHEITSHINWEISE

* Die national verbindlichen Arbeitsschutzvorschriften sind zu
beachten.

* Die Reagenzien humanen Ursprungs wurden auf HBsAg, Anti-HIV 1/2

und Anti-HCV untersucht und fir nicht reaktiv befunden. Dennoch
sollten diese Reagenzien wie auch jene, die Bestandteile tieri-
scher Herkunft enthalten (siehe Packungsinhalt), als potentiell
infektids behandelt werden, um das Risiko einer Ansteckung zu
vermeiden.

ENTSORGUNGSHINWEISE

Die in diesem Produkt enthaltenen Chemikalien und Zubereitungen sowie
die bei der Anwendung dieses Produktes anfallenden Reste sind in der
Regel Abfadlle, die einer ordnungsgemdlBen Entsorgung zugefiihrt werden
missen.

Die Entsorgung solcher Abfdlle unterliegt den nationalen
abfallrechtlichen Gesetzen und Verordnungen. Die zustdndige Behorde

oder Abfallbeseitigungsunternehmen informieren {iber die Entsorgung wvon
Sonderabfallen.

Ausgabedatum : 01.04.2018
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