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Uvod

Karcinom prostaty je nejcastéji se vyskytujici zhoub-
né nadorové onemocnéni muzi' . Podle statistik WHO je
celosvétové kazdy rok diagnostikovdno vice nez
1,1 milionu novych pfipadd a evidovano asi 307 tisic amrti
muzi. V Evropé€ je kaZzdorocn¢ zaznamendno asi 190 tisic
nové diagnostikovanych pripadd a 80 tisic zemielych'.
Vyskyt karcinomu prostaty se geograficky vyrazn€ liSi
a nariista s vékem'. Pro rychlou diagnostiku jsou hledany
vhodné nadorové markery*. Velmi slibnym kandidatem je
aminokyselina sarkosin (N-methylglycin)®’, ktera je sou-
¢asti metabolickych drah glycinu, serinu a threoninu. Sar-
kosin miize vznikat methylaci glycinu piisobenim enzymu
glycin N-methyltransferasy (EC 2.1.1.20)%. V n&kolika
pracich bylo zjisténo, ze mnozstvi sarkosinu v krvi se po-
hybuje v jednotkach pmol I" (cit.>'%). V piipadé nékterych
onemocnéni jako je sarkosinémie a glutarova acidurie ty-
pu II se vyskytuji zvySené hodnoty sarkosinu v krvi a mo-
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&', Analyzované hodnoty sarkosinu se v téchto piipadech
mohou pohybovat v desitkich aZ stovkach pmol 1. Uve-
dena biologicka relevance sarkosinu je vyznamna, a proto
je dilezité hledat vhodné techniky jeho rychlé a spolehlivé
detekce. Pro detekci sarkosinu se vyuziva fada analytic-
kych technik: fotometrie, elektrochemie, hmotnostni de-
tekce a kapalinova chromatografie'' . Tyto techniky
umoziuji jeho citlivé a selektivni stanoveni' "%, Enzyma-
tické metody jsou velmi vhodné pro automatizované stano-
veni kreatininu, kyseliny mocové, triacylglycerolu, choles-
terolu, glukosy a pfipadné dalSich analytd vyuzivajicich
Trinderovy reakce. Tato reakce je zaloZena na pouZiti
vhodného barviva (jako je aminoantipyrin a dalsi vhodné
latky) v pfitomnosti peroxidu a peroxidasy. Pfi reakci
vzniké chinoniminové barvivo, které je stanoveno fotome-
tricky'’. Aminokyseliny jsou bezbarvé a jejich ptimé foto-
metrické stanoveni je obtizné. Moznosti stanoveni amino-
kyselin jsou reakce s chromoforem za vzniku barevnych
komplext®. Znamou reakci aminokyselin s ninhydrinem
vznikd komplex ¢ervenofialového az modrofialového zbar-
veni’'. Absorbance produktii se m&fi pii 570 nm (cit.*> ).
Kromé n¢ho poskytuje barevnou reakci s aminokyselinami
kyselina trinitrobenzensulfonova, kdy v alkalickém pro-
stiedi vznikaji zluté produkty, u kterych se méti absorban-
ce pfi vinové délce 340 nm (cit.”*®). Té&chto barevnych
reakei Ize ke stanoveni jednotlivych aminokyselin vyuZzit
pouze v ptipad¢, Ze je nejprve provedena separace. VyuZi-
va se separacnich metod na bazi kapalinové chromatogra-
fie (papirova, tenkovrstva, vysokotlakd). Cilem této prace
bylo navrhnout vysoce senzitivni automatizovatelny foto-
metricky detekéni systém bez nutnosti separace.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Pouzité chemikalie v analytické Cistoté (ACS) byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (USA): NaH,POy,,
Na,HPO,4, Na;PO,, KCIl, NaCl, NaOH, HCI, 4-amino-
antipyrin, Phenol BioXtra, sodna stl 3-(N-ethyl-3-methyl-
anilino)propansulfonové kyseliny, sarkosin, kreatinin,
hovézi sérovy albumin, enzymy (kfenova peroxidasa,
HRP, sarkosin oxidasa, SOX, z Bacillus sp.).

Material

Pouzité jednordzové plastové Spiky a mikrozkumav-
ky byly v kvalit¢ RNA a DNA free (Eppendorf, Némec-
ko). Jednorazové 1 cm UV-Vis kyvety byly zakoupeny od
firmy VWR (USA). Jednorazové kyvety do BS-300 analy-
zétoru byly zakoupeny od firmy Mindray (Cina) a polysty-
renové mikrotitracni desticky od spole¢nosti Gama Group
a.s. (Ceska republika).
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Experimentalni vzorky

Syntetickd mo¢: chlorid sodny (170 mM), chlorid
draselny (80 mM), fosfore¢nan sodny (39 mM), mocovina
(300 mM), kreatinin (18 mM), hovézi sérovy albumin
(750 uM)®. Lidska mo¢ (muz, zdravy dobrovolnik) byla
odebrana do sterilni odbérové zkumavky firmy VWR
(USA). Od subjektu zatazeného do studie byl ziskan pi-
semny informovany souhlas o vyuziti biologického vzorku
(PM2018/02). Mo¢ méla tyto parametry: hustota moci
1,0112 g cm>, pH 7,1, vodivost 24 mS cm ', barva: svétle
Zluta, bilkovina 0,06 mM, mocovina 364,5 mM, kreatinin
10,1 mM, erytrocyty nebyly detegovany.

Piistroje a pracovni postupy

Fotometrie: chemicky analyzator BS-300 firmy Min-
dray (Cina). Spektrofotometrie: pro zdznam UV-Vis spek-
ter bylo vyuzito jednopaprskového spektrofotometru UV/
Vis UV-3100PC, VWR (USA) a Infinite M 200 PRO,
firmy Tecan (Svycarsko). Voda byla upravena systémem
Aqual deionizator Elga firmy Purlab Flex (USA). Hodnoty
pH a vodivost byly méfeny multimetrem Phenomenal MU
6100L firmy VWR (USA). Hustota byla stanovena digital-
nim refraktometrem PA201 (MISCO, USA).

Kontrola dat a statistickd analyza

V8echna experimentalni data byla evidovana a ukla-
dana do laboratorniho informaéniho systému Qinslab®.
Dostupna experimentalni data byla zpracovana a vyhodno-
cena matematicky a statisticky pfimo v databazi Qinslab.
Vylouceni extrémnich hodnot u soubort dat bylo provede-
no vypoctem v Grubbsové testu. Experimentalni prace
byla provedena minimdlné ve tfech nezavislych experi-
mentech (n;). Kazdy vzorek v experimentech byl nejméné

Puivodni a metodické prace

Skrat analyzovan (n,). Ziskana data prezentovana v této
praci jsou uvedena jako primérné hodnoty. Hodnoty LOD
a LOQ byly urCeny na hladin¢ vyznamnosti 95 %
a zaokrouhleny®',

Vysledky a diskuse

Nutnosti separace se 1ze vyhnout pouZzitim specifické
reakce, kterou miize byt reakce enzymaticka™. Enzymatic-
ka reakce je cilena ptimo na jednu specifickou aminokyse-
linu. Sarkosin oxidasa (EC 1.5.3.1) je specificky enzym,
ktery oxiduje pouze aminokyselinu sarkosin za pfitomnosti
vody a kysliku na glycin, za vzniku vedlejSich produkti
peroxidu vodiku a formaldehydu. Nésledné Ize stanovit
vznikly peroxid vodiku za vyuziti Trinderovy reakce’>,
kdy fenol reaguje s peroxidem vodiku a 4-amino-
antipyrinem za katalyzy enzymem peroxidasou a vznika
4-(p-benzochinon-monoimino)-fenazon detegovatelny
spektrofotometricky pii 510 nm (cit.?). V experimentu byl
stanoven sarkosin enzymatickou metodou s pouzi-
tim 4-aminoantipyrinu (4-AAP) a sodné soli 3-(N-ethyl-3-
-methylanilino)propansulfonové kyseliny (TOPS). Tuto
modifikaci aplikoval Trinder pfi stanoveni glukosy
v lidské krvi****. Molekula sarkosinu se pfeméni na glycin
za katalytického plisobeni enzymu sarkosin oxidasy. Jako
vedlejsi produkt reakce vznikne peroxid vodiku, ktery
nasledné reaguje s fenolem a ¢inidlem. Produktem reakce
je vyrazné fialové zbarveny chinoniminovy komplex
(obr. 1 a 2) s absorpcnim maximem pfi 546 nm. Pro ovére-
ni pouzitelnosti detekce sarkosinu za vyuziti Trinderovy
reakce bylo provedeno nékolik experimenti (obr. 1A, B,
C). Ziskané vysledky ukazuji, Zze v pfitomnosti 4-AAP
(3 mM) a TOPS (200 mM) je pozorovany signal sarkosinu
o vice nez 100 % vyssi neZ pii reakci 4-AAP (3 mM)
a fenolu (200 mM). Pridavek 4-AAP (3 mM) a TOOS —
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Obr. 1. Trinderova reakce sarkosinu s riznymi ¢inidly. Typické spektrum (A) 4-AAP (3 mM) a fenolu (200 mM); (B) 4-AAP (3 mM)
a TOPS (200 mM), (C) 4-AAP (3 mM) a TOOS (200 mM), 0,2 M fosfatovy pufr (pH 8,0). K jednotlivym c¢inidlim byl pfidan roztok
sarkosinu (500 uM), 0,1 U HRP a 1 U SOX. VIS spektrum bylo méteno po 30 minutach od pocatku enzymové reakce. Dalsi podrobnosti

jsou uvedeny v sekci Experimentalni ¢ast
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Obr. 2. MoZnosti automatizovaného fotometrického stanoveni sarkosinu. (A) Schéma automatického fotometrického analyzatoru: (a)
¢ast na vzorky, objem davkovaného vzorku: 3—45 ul, krok po 0,5 pl; (b) ¢ast obsahujici reakéni ¢inidla, objem davkovanych ¢inidel: R1,
R2, krok po 1,0 pl; (c) kyveta slouzici ke smiseni vzorkd a ¢inidel, 5 mm opticka draha, objem 400 pl; (d) fotometricky detektor; (e) poci-
tac s fidicim programem. Analyzované reak¢ni smési: 1 — 0,2 M fosfatovy pufr (pH 8,0); 2 — roztok sarkosinu (500 pM) ve vodé; 3 — 0,2
M fosfatovy pufr (pH 8,0) a fenol (200 mM); 4 — 0,2 M fosfatovy pufr (pH 8,0) a TOPS (200 mM); 5 — 0,2 M fosfatovy pufr (pH 8,0), 4-
AAP (3 mM) a 200 mM fenol; 6 — 0,2 M fosfatovy pufr (pH 8,0), TOPS (200 mM), 4-AAP (3 mM) a fenol (200 mM); (B) fotografie
kyvet s reakéni smési: 1, 2, 3, 4, 5 a 6; (C) Vis spektrum analyzovanych reakénich smési. (D) teplotni zavislost probihajici enzymové
reakce. VSechny vysledky byly vyhodnoceny po 30 min od poc¢atku enzymové reakce, pokud neni uvedeno jinak. Dalsi podrobnosti jsou

uvedeny na obr. 3 a v sekci Experimentalni ¢ast

sodna stl N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3-methyl-
anilin) — (200 mM) zvysil sledovany signal o vice nez
50 % nez byl signal pozorovany pouze v ptitomnosti feno-
lu. Na zékladé téchto experimentalnich vysledkd byl pro
stanoveni sarkosinu zvolen reak¢éni roztok obsahuji-
ci 4-AAP a TOPS.

V dal8ich experimentech byl navrzeny postup detekce
sarkosinu optimalizovéan pro automaticky chemicky analy-
zator. Automatizovany systém je schematicky zndzornén
na obr. 2A. Vzorky i ¢inidla byly odebrany davkovaci
jehlou a ptepraveny do kyvety, kde dochazi ke smiseni
reakcéni smési (obr. 2B). Pred vlastnim pfevedenim meto-
diky na automatickou analyzu byly nejdfive testovany
reakce SOX v ruznych prostiedich. Ve sledované viditelné
oblasti vlnovych délek (350-800 nm) neposkytoval fosfa-
tovy pufr, sarkosin (500 pM), TOPS (200 mM) ani sub-
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strat (fenol s enzymy: peroxidasa, sarkosin oxidasa) zadny
signal. V pfipad¢, ze byla pfipravena kompletni reakéni
smés, byly ziskany velmi dobré odezvy. Na obr. 2C, kiiv-
ka 5, je v reakéni smési 4-AAP (3 mM) a fenol (200 mM)
a na obr. 2C, kiivka 6, je do reakéni smési piidan TOPS
(200 mM). Pridavek TOPS do reakéni smési zlepsil sledo-
vany signal asi o 25 %. Absorpéni maximum se mirné
posunulo do ¢ervené oblasti (obr. 2C). Sarkosin (v rozmezi
koncentraci 1-1000 uM) byl stanoven v prostfedi fosfato-
vého pufru o pH 8,0 (obr. 3). Reak¢ni kineticka kiivka je
ukazana na obr. 3. Do obr. 3A je vloZeno typické spektrum
produktt reakce s maximem pii 546 nm. Zavislosti nameé-
fenych absorbanci pii vlnové délce 546 nm na koncentraci
sarkosinu jsou ukazany na obr. 3A a 3B a 3C. Parametry
linedrnich regresnich rovnic pro stanoveni sarkosinu
v prostiedi fosfatového pufru jsou uvedeny v tab. 1. Ziska-
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Obr. 3. Stanoveni sarkosinu v pufrovaném prostiedi. (A) typicka zavislost absorbance chinoniminového komplexu na ¢ase v pribéhu
enzymatické reakce a vlozené Vis spektrum v 15. minuté. Zavislost absorbance vytvorené¢ho chinoniminového komplexu na koncentraci
sarkosinu v rozsahu 0—1000 uM (B) a 0-10 uM (C). Reakce probihala v 0,2 M fosfatovém pufru (pH 8,0) za vyuziti enzymatické reakéni
smési v automatizovaném fotometrickém systému. Dal$i podrobnosti jsou uvedeny v sekci Experimentalni ¢ast

Tabulka I
Parametry linearnich regresnich rovnic pro stanoveni sarkosinu v prostiedi fosfatového pufru (0,2 M, pH 8,0). Reakeni Cas
30 min, dal8i podrobnosti jsou uvedeny v sekci Experimentalni ¢ast

Prostfedi Rozsah koncentraci Rovnice LOQ LOD r RSD

(MM] [(MM] (uM] (%]
Fosfatovy pufr 0-1000 y=10,39x + 7,84 21 6 0,9999 32
Fosfatovy pufr 0-10 y=11,03x + 4,83 7 2 0,9988 6,2

Pocet opakovani: n; =3 a n, =5, LOD a LOQ na hladiné vyznamnosti 95 %

né zavislosti v koncentraénim rozsahu (0-10 uM) byly je zavislost absorbance na ¢ase odrazejici kinetiku piislus-
striktné linedrni (» > 0,99) s vypoctenym limitem detekce né reakce — strmy rist koncentrace produktu a zpomaleni
(LOD) 2 pM a limitem kvantifikace (LOQ) 7 uM. Pro reakce a posléze az jeji zastaveni pfi vytvoreni rovnovahy
sledovéani pfipadnych interakci s matrici bylo provedeno substrat-produkt. Do obr. 4A je vloZeno typické spektrum
stanoveni sarkosinu v syntetické moci (obr. 4). Na obr. 4A s maximem pii 546 nm. Zavislost naméfenych absorbanci
Tabulka II

Parametry linedrnich regresnich rovnic pro stanoveni sarkosinu v prostiedi syntetické moc¢i. Reakéni ¢as 30 minut, dalsi
podrobnosti jsou uvedeny v sekci Experimentalni cast

Prostfedi Rozsah koncentraci Rovnice LOQ LOD r RSD
(uM] (MM] (MM] [%]

Artificialni mo¢ 0-1000 y =10,24x — 28,53 21 6 0,9999 23

Artificialni mod 0-10 y=15,79x + 1,70 5 1 0,9970 6,6

Pocet opakovani: n; =3 a n, =5, LOD a LOQ na hladiné vyznamnosti 95 %
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Obr. 4. Stanoveni sarkosinu v prostiedi syntetické moci. (A) typicka zavislost absorbance chinoniminového komplexu v priubéhu enzy-
matické reakce na Case a vlozené Vis spektrum v 15. minuté. Zavislost absorbance vzniklého chinoniminového komplexu na koncentraci
sarkosinu v rozsahu 0—1000 pM (B) a 0-10 uM (C). Reakce probihala v 0,2 M fosfatovém pufru (pH 8,0) za vyuziti enzymatické reakcni
smési v automatizovaném fotometrickém systému. Dalsi podrobnosti jsou uvedeny v sekci Experimentalni ¢ast

pfi vlnové délce 546 nm na koncentraci sarkosinu je na
obr. 4B. Parametry linearnich regresnich rovnic pro stano-
veni sarkosinu v prostfedi syntetické moci jsou uvedeny
v tab. II. Ziskané zavislosti v koncentracnim rozsahu (0 az
10 uM) byly striktné linedrni (» > 0,99) s vypoltenym
LOD 1 uM a LOQ 5 pM. Vypocétené hodnoty LOD a LOQ
jsou podobné jako pfi stanoveni v pufrovaném prostedi

(tab. I). Vysledky naznacuji, ze pfitomné slozky umélé
moci neovliviyji stanoveni sarkosinu. Jako realny vzorek
byla pouzita lidskd mo¢ (vybrané analyzované parametry
jsou uvedeny v sekci Experimentalni ¢ast). Stanoveni sar-
kosinu provadéné v prostiedi redlné lidské moci dokumen-
tuje obr. 5. Sarkosin v pozadovanych koncentracich byl do
moci pfidan pied provedenim reakce. Zavislost absorbance
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Obr. 5. Stanoveni sarkosinu v prostiedi realné moci. (A) typicka zavislost absorbance chinoniminového komplexu v pribéhu enzyma-
tické reakce na Case a vlozené VIS spektrum v 15. minuté. Zavislost absorbance vytvofeného chinoniminového komplexu na koncentraci
sarkosinu v rozsahu 0—1000 uM (B) a 0—-10 pM (C). Reakce probihala v 0,2 M fosfatovém pufru (pH 8,0) za vyuziti enzymatické reakéni
smési v automatizovaném fotometrickém systému. Dalsi podrobnosti jsou uvedeny v sekci Experimentalni cast
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Tabulka IIT
Parametry linearnich regresnich rovnic pro stanoveni sarkosinu v prostfedi modelové realné moci. Reak¢ni ¢as 30 minut,
dalsi podrobnosti jsou uvedeny v sekci Experimentalni ¢ast

Prostiedi Rozsah koncentraci Rovnice LOQ LOD r RSD
(mM] [MM] [MM] [%]

Realna mod 0-1000 y=17,84x - 4,19 26 8 0,9999 2,5

Realna moc 0-60 y=14,48x - 0,01 19 6 0,9967 4.9

Pocet opakovani: n; =3 a n, =5, LOD a LOQ na hladiné vyznamnosti 95 %

na Case (obr. 5A) je v porovnani s pufrovanym prostfedim 4. Sawyers C. L.: Nature 452, 548 (2008).

a umélou moci méné strma. Koncentrace produktu nejprve 5. Gil J., Ramirez-Torres A., Encarnacion-Guevara S.: J.
stoupd strmé a po dvacaté minuté dochazi ke zpomalovani Proteomics. 150, 297 (2017).

reakce. Zavislost absorbance pii vinové délce 546 nm na 6. Sreekumar A. a 25 spoluautorti: Nature 457, 910
koncentraci sarkosinu byla linearni v rozsahu 0-1000 pM (2009).

(obr. 5B), a také pfi nizSich koncentracich v rozsahu 0 az 7. Cernei N., Heger Z., Gumulec J., Zitka O., Masarik
10 uM (obr. 5C). Parametry linearnich regresnich rovnic M., Babula P., Eckschlager T., Stiborova M., Kizek
pro stanoveni sarkosinu v prostfedi modelové realné moci R., Adam V.: Int. J. Mol. Sci. /4, 13893 (2013).

jsou uvedeny v tab. III. Ziskané zavislosti v koncentratnim 8. Kanehisa M., Goto S.: Kyoto Encyclopedia of Genes
rozsahu (0—10 uM) byly striktné linearni (» > 0,99) s vy- and Genomes. https://www.genome.jp/kegg/
poctenym LOD 6 pM a LOQ 19 pM. Ziskané vysledky keggl.html, stazeno 29.8.2019.

ukazuji na vliv interferentli pfitomnych ve vzorku moci, 9. Gkotsos G., Virgiliou C., Lagoudaki I., Sardeli C.,
ktery vede ke zvySeni LOD a LOQ. Podobnych vysledkl Raikos N., Theodoridis G., Dimitriadis G.: Metabo-
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Puivodni a metodické prace

M. Staiikova®, B. Ruttkay-Nedecky”, M. Dotekalova®,
D. Uhlifova®, R. Mikelova®, B. Hosnedlova®, J. RaZi¢ka®,
and R. Kizek™™® (“ Department of Research and Develop-
ment, Prevention Medicals s.r.o., Studénka, Czech Repub-
lic, " Department of Human Pharmacology and Toxicolo-
gy, University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences
Brno, Czech Republic, “ Department of Biomedical and
Environmental Analyses, Faculty of Pharmacy with Divi-
sion of Laboratory Medicine, Wroclaw Medical Universi-
ty, Poland, *CONEM Metallomics Nanomedicine Re-
search Group (CMNRG), Biology Park Brno, Czech Re-
public): Spectrophotometric Detection of the Amino
Acid Sarcosine Using its Hydrolysis by Sarcosine Oxi-
dase

Prostate cancer is the most common malignant tumor
in men, whose incidence significantly differs geograph-
ically and increases with age. For rapid diagnostics, new
tumor markers with higher prognostic relevance are still
being sought. A very promising candidate molecule is the
amino acid sarcosine. The aim of this work was to design
a highly sensitive photometric detection system for the
sarcosine determination. An original, yet unpublished,
methodology for determining the amino acid sarcosine
using Trinder's reaction has been proposed. Absorbance
dependence on sarcosine concentration at 546 nm is linear
over a total range of 0—1000 pM (» > 0.99) with limit of
detection (LOD) of 6 pM and limit of quantification
(LOQ) of 20 uM. The suggested procedure allows to ana-
lyze the content of sarcosine in real urine specimens at
micromolar concentrations.

Keywords: sarcosine, prostate cancer, photometric
detection, automated analysis, sarcosine oxidase
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