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SOUHRN

Cile studie: Cilem studie bylo vytvorit protokol pro zpracovani vzorkd modi pro ziskani aminokyselinovych profilli pomo-
cf iontové vyménné chromotografie s detekci ve viditelném spektru (IEC/Vis) na zékladé tvorby komplext aminokyselin
s ninhydrinem a nasledné zkraceni ¢asu analyzy pro klinicky zajimavé molekuly (sarkosin Ci taurin), které mohou byt vyuzity
jako potencialni nadorové biomarkery.

Typ studie: Metodicka

Material a metody: Vzorky moci, odebrané pacientdim s diagnostikovanym karcinomem prostaty (n = 500) byly shromazdo-
vany po dobu 1 roku a uskladriovany pri teploté -80°C. Pro viastni analyzu aminokyselinovych profilli byly vzorky pfipraveny
kyselou hydrolyzou v mikrovinném reaktoru. Za optimalizovanych podminek (80 W, 120°C, 25 bar, 105 min) bylo 500 pI
vzorku, smichaného s 500 pl 35% kyseliny chlorovodikové zhydrolyzovano na vysledny produkt, ktery byl nasledné reden
pufrem sodikového cyklu (0,2 mol/l NaCl, 60 mmol/l C,H,0,, 1,5 mmol/l N,Na a 0,4 % S(CH,CH,OH),). Po centrifugaci
(25 000 g pri 4°C, 20 min) byly vzorky neutralizovany (0,6 mol/l NaOH) a analyzovany iontove-vymeénnou kapalinovou chro-
matografii s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem vyuzivajici optickou detekci pfi vinovych délkach A = 440 a 570 nm. Pro
detekci sarkosinu a taurinu byly vzorky pfipraveny odparenim 250 pl vzorku na dusikové odparce (40 min, teplota dusiku
60°C, tlak 1 bar) a nasledné resuspendovany pufrem sodikoveho cyklu (250 pl).

VWsledky a zavér: Analyzou aminokyselinovych profild (n = 500) bylo zjisténo, ze Ize docilit ziskani ddlezitych informact
z neinvazivné odebranych vzorkd modi. Pouziti dusikové odparky redukuje manipulaci se vzorkem a zlepsSuje opakovatel-
nost analyzy. Zkréacené analyza sarkosinu a taurinu ze vzorkd odparenych na dusikové odparce mize slouZit jako metoda
pro citlivou a nizkonékladovou analyzu klinickych vzorkd.

Klicova slova: lontové-vymeénna chromatografie, Karcinom prostaty, Neinvazivni biomarkery, Sarkosin, Taurin.

SUMMARY

Cernei N., Heger Z., Vesely S., Zitka O., Adam V., Kizek R.: Chromatographic characterization of amino acid
profiles in urinary samples of patients suffering from prostate carcinoma

Objective: The aim of our study was to prepare a protocol for pre-treatment of clinical urinary samples, subsequently
employed for acquirement of amino acid profiles via ion exchange chromatography with detection in visible spectrum (IEC/
Vis). Further for clinically interesting biomolecules as sarcosine and taurine the optimization was carried out to shorten the
analysis time.

Design: Methodological

Material and methods: Urine specimens from patients diagnosed with prostate cancer (n = 500) were collected within 1 year
and stored in -80°C. Samples were processed for analysis of amino acid profiles through acidic hydrolysis in a microwave
reactor. Using optimized conditions (80 W, 120°C, 25 bar, 105 min), 500 pL sample, mixed with 500 pL of 35% hydrochlo-
ric acid hydrolyzed. That resulted in product, which was subsequently diluted in buffer of sodium cycle (0.2 mol/L NaCl,
60 C,H,0, mmol/L, 1.5 mmol/L and 0.4% N,Na S(CH,CH,OH),). After centrifugation (25000 g at 4°C, 20 min), the samples
were neutralized (0.6 mol/l NaOH) and analyzed using ion-exchange liquid chromatography with post-column derivatization
with ninhydrin, using the detection wavelength A = 440 and 570 nm (IEC/Vis). For analysis of sarcosine and taurine, the
samples were prepared by evaporation of 250 pL of sample employing a nitrogen evaporator (40 min, temperature 60°C.
Nitrogen pressure of 1 bar) and resuspended with buffer of sodium cycle (250 pL).

Results and conclusion: The analyses of amino acid profiles offer interesting clinical information not only in non-invasively
collected urinary samples, but also in other organic matrices. Employment of nitrogen evaporator for sample pre-treatment
leads to reduction of manipulation with sample and its combination with shortened analyses times of sarcosine and taurine
may serve as a sensitive and low-cost method for analysis of clinical specimens.

Keywords: lon-exchange chromatography, Non-invasive biomarker, Prostate carcinoma, Sarcosine, Taurine.

Uvod biomolekuly tvoii zéklad kazdé tkané a alterace v jejich

Aminokyseliny jsou jednim ze zékladnich metabolit(
a jejich biochemické drahy jsou Uzce spojeny s fyziolo-
gickymi ¢i patologickymi pochody, coz z nich déla slibné
indikatory zmén zdravotniho stavu [1]. JakoZto dllezité

hladinach mohou indikovat rozmanité patologické sta-
vy v&etné zhoubnych onemocnéni ¢i oxidativniho stresu
[12]. Vzhledem k potencidlu sarkosinu &i taurinu jako slib-
nych biomarker( jsou neustdle vyvijeny nizkonakladové
a citlivé metody, které by mohly byt do budoucna vyuzity
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pro screeningova vySetieni. Vyznam ma predevsim sta-
noveni sarkosinu a taurinu v moci pro véasné odhaleni
mozného rozvoje malignich novotvar( prostaty.

Diky svym amfolytickym vlastnostem jsou amino-
kyseliny &asto separovany pomoci iontové-vymeén-
né kapalinové chromatografie na zakladeé rozdilného
naboje mezi aminokyselinou a stacionamni fazi. Jako
iontoméniC je vyuzit katex [2, 3], kde je hlavnim fak-
torem uréujicim retenci analytu jeho izoelektricky bod
[4]. Separace aminokyselin je mozna ina reverzné
fazovych kolonach, které vSak pro Udinnou separaci
nutné vyzaduji pfedkolonovou derivatizaci separova-
nych analytl [5]. Separace aminokyselin je mozna i na
hydrofobné interakénich kolonach [6]. Mozna je i sepa-
race pomoci kapilarni elektroforézy, avSak ve srovna-
ni s chromatografickymi technikami byva identifikace

Pro detekci aminokyselin je uiontové vyménné
separace vyuzito postkolonové derivatizace ninhyd-
rinem za definovanych podminek pfi reakéni teploté
120°C. Ninhydrin reaguje s primarni aminoskupinou
adava vzniknout purpurové zbarvenému komplexu
(Ruhemannova c&erver) (Obr. 1) [8]. NejvySSi vynos
derivatizadni reakce byl popsan v detekénim rozmezi
A =400 - 800 nm [2]. Dalsi moznosti je fluorescenéni
detekce, nicméné ita vyzaduje po separaci zarazeni
derivatizadniho kroku [9]. Hmotnostni detekce nabizi
vysokou citlivost, ktera je vykoupena vysokou pofizo-
vaci a provozni cenou pristroje. Problémem mize byt
i komplexnost eluentl po separaci redlnych vzorkd.
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Fig. 1: Overall scheme of derivatization reaction between (A)
ninhydrin and (B) amino acid, resulting in (C) Ruhemann’s
purple.

o}

Cilem této prace bylo sestavit jednoduchy protokol
Upravy redlnych vzork( moci pro ziskani aminokyseli-
nového profilu pomoci iontové-vymeénné kapalinové
chromatografie s Vis detekci. DalSim cilem byla opti-
malizace separacnich podminek sarkosinu a taurinu
pro ziskani rychlé a finanéné& nenarocné metody pro
identifikaci téchto aminokyselin.

Material a metody

Chemikalie

Standardy a chemikaélie na pfipravu pufrd byly pofi-
zeny v 99% Ccistoté od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA), pokud neni uvedeno jinak. Methylcelosolve,
ninhydrin a chlorid cinaty byly pofizeny od firmy Ingos
(Praha, Ceska republika).

Vzorky mogi

Pro ucCely ovéfeni funkCnosti optimalizovanych
metod byly pouzity vzorky moci (n = 500). Soubor se
skladal ze vzorkd ziskanych od pacientd s karcinomem

prostaty (n = 320) a vzorky kontrolni skupiny subjekt(
bez diagnostikovanych malignit s definovanym zdra-
votnim stavem (n = 180). Vzorky byly ziskany z Fakult-
ni nemocnice v Motole v Praze a Fakultni nemocnice
u Sv. Anny v Brné a zpracovany se souhlasem etické
komise (referencni Cislo EK-377/13). Vzorky modi paci-
entd byly shromazdovany po dobu 1 roku a uskladrno-
vany pri teploté -80°C.

Stanoveni prostatického specifického antigenu
(PSA)

PSA afPSA vmodi bylo analyzovano imunoen-
zymometrickou metodou (IEMA). Pro analyzu byl
pouzit automatizovany analyzator AIA 600 Il (Tosoh,
Bioscience, Tokyo, Japonsko). Pro analyzu byl pouzit
komercni kit ST AIA-PACK PSAII dle pokyn( vyrobce.

Priprava vzork( pro analyzu aminokyselinovych
profila

Pro Ucely kyselé hydrolyzy v mikrovinném reaktoru
MW 3000 (Anton Paar, Graz, Rakousko) bylo odebrano
500 pl vzorku a smichano s 500 pl 35% kyseliny chloro-
vodikové. Za pouziti optimalizovanych mineralizacnich
podminek (power: 80 W, Ramp: 15 min, Hold: 90 min,
tlak: 25 bar, Rotor XF-1006) byl ziskan vzorek, ktery byl
nasledné 10 x fedén fedicim pufrem sodikového cyklu
(0,2 mol/l NaCl, 60 mmol/l C;H,0,, 1,5 mmol/l N,Na
a0,4 % S(CH,CH,OH),). Po fedéni byly vzorky centri-
fugovany pfi 25 000 g a 4°C po dobu 20 minut v mik-
rocentrifuze 5417R (Eppendorf, Hamburg, Némecko),
nasledovalo Fedéni 1:2 v neutralizacnim roztoku (0,6
mol/l NaOH). Takto pfipraveny vzorek byl nasledné
analyzovan pomoci IEC/Vis.

Pfiprava vzorktl pro analyzu sarkosinu a taurinu

Vzorky moci (500 pl) byly pfevedeny do mikrotitradni
desticky Deepwell plate 96 (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) a odpareny pomoci dusikové odparky (Ultra-
vap 96, Porvair Sciences limited, Leatherhead, Spoje-
né Kralovstvi). Odparené vzorky byly resuspendovany
pufrem sodikového cyklu (500 pl) a analyzovany pomo-
ci IEC/Vis.

lontové-vyménna kapalinova chromatografie
s Vis detekci

Separace a identifikace aminokyselin byla prove-
dena pomoci vysokoucinné iontove-vymeénné kapali-
nové chromatografie s Vis detekci (IEC/Vis) na pristroji
AAA-400 (Ingos, Praha, Ceska republika.). Stanoveni
aminokyselin pomoci derivatiza¢niho &inidla ninhydrinu
je jednou z nejpouzivangjsich metod. Mezi prednosti
této metody patii presnost, citlivost a velké spektrum
detekovanych latek v riznych matricich jako jsou krev
¢i moc¢. Analyzator aminokyselin neni uréen pro béznou
analyzu aminokyselin taurinu a sarkosinu. Vzorky modi
pacientd byly shromazdované po dobu 1 roku a usklad-
nované pri teploté -80°C. Sklenéna chromatograficka
kolona s vnitfiim prdmérem 3,7 mm a délkou 350 mm
byla naplnéna silnym katexovym ionexem v sodikovém
cyklu s primérnou velikosti ¢astic 12 um a siténim 8 %
a temperovana. Objem nastfikové smycky byl 100 pi
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pfi presnosti nastfiku s relativni smérodatnou odchyl-

kou (RSD) 1 %. Ninhydrin byl rozpustén v 75 % (V/V)

metylcelosolvu a v 25 % (v/v) 4 mol/l acetatovém pufru

(PH 5,5). Derivatiza¢ni Cinidlo bylo po celou dobu ucho-

vano pod inertni atmosférou N2 a chlazeno. Stanoveni

aminokyselin probihalo dle nésledujicich podminek:

® SloZzeni mobilni faze: pufr (A) 60 mmol/I CH,0,,
20 mmol/l Na,C,H.O,, 0,2 mol/l NaCl, 1,5 mmol/I
N,Na, 0,4 % S(CH,CH,OH),, pufr (B) 50 mmol/I
C,H.0,, 830 mmol/l Na,C,H,O,, 0,15 mol/l NaCl,
1,5 mmol/l N,Na, 0,4 % S(CH,CH,OH),, pufr (C)
40 mmol/l C,H,0,, 40 mmol/l Na,C.,H.O,, 0,3 mol/l
NaCl, 1,5 mmol/l N,Na, 0,4 % S(CH,CH,OH),, pufr
(D) 90 mmol/I Na,C H.O,, 0,9 mol/l NaCl, 30 mmol/I
H.,BO,, 1,5 mmol/l N,Na, pufr (E) 0,2 mol/l NaOH,

e Skokovy gradient mobilni faze (pribéh v ¢ase viz
Tabulka 1),

e Prdtok mobilni faze 0,25 ml/min,

® UV detekce pii 570 nm (440 nm pro detekci prolinu).

a LOQ byly vypocitany jako pramér péti nezavislych
analyz jako trojndsobek (LOD, 3S/N) a desetinasobek
(LOQ, 10S/N) smérodatné odchylky 50 hodnot Sumu
(v kazdé analyze) v blizkosti piku analytu. Hodnoty
opakovatelnosti byly stanoveny z 10 hodnot a hod-
noty mezilehlé preciznosti z 25 hodnot. Kalibraéni
body byly prolozeny pfimkou, tak aby soucet Ctver-
cl odchylek byl minimalni. Ziskané parametry piimky
(Usek na ose y a smérnice) byly otestovany, zda jsou
statisticky vyznamné od nuly. Bylo zjisténo, ze smér-
nice je statisticky vyznamna od nuly, zatimco usek
na ose y neni statisticky vyznamny. Byl sestrojen graf
rezidui (zavislosti velikosti rezidui na predpovidané
hodnotg), ktery potvrdil, Ze zvoleny regresni model je
spravny (body rezidui jsou rozmistény v grafu ndhod-
ne) a nebyly odhaleny odlehlé body.

V nasem pripadé byla pro desintegraci peptido-
vych vazeb a ziskani komplexnich profili modi zapoje-
na kysela hydrolyza v mikrovinném reaktoru, ktera ale

Table 1. Expression of gradient elution used for analyses of total amino acids profile, taurine and sarcosine.

AMK profiles Sarcosine Taurine
t (min)* T oumn CCP** Buffer t (min)* T o CC)** Buffer | t (min)* T oumn CC)** Buffer

0 60 A 0 60 B 0 60 A

5 60 B 5 60 B 3 60 E
33 60 C 15 60 B 8 60 A
50 60 D 20 60 E 25 60 A
66 75 D 28 60 B - - -
83 80 D 37 60 B - - -
88 80 E 38 60 B - - -
94 80 E 42 60 B - - -
100 60 A 45 60 B - - -
113 60 A - - - - - -
114 60 A - - - - - -
120 60 A - - - - - -

* Time of start of separation step, ** temperature of column during separation step.

Popisna statistika

Statistické zpracovani dat a jejich graficka interpre-
tace byly provedeny v programech Microsoft Excel®,
Microsoft Word® and Microsoft PowerPoint®. Mez
detekce (3 S/N) a mez kvantifikace (10 S/N) byly vypo-
¢itany dle [10], kde N je vyjadreno jako standardni smeé-
rodatna odchylka Sumu stanoveného v oblasti signalu.

Vysledky a diskuse

Aminokyselinové profily

Stacionarni faze - katex v kombinaci se skokovym
gradientem pufrd o rdznych pH aiontové sile nabizi
vhodnou cestu pro separaci aminokyselin na zakladé
jejich rozdilnych izoelektrickych bodU [11]. Z pfedcho-
zich optimaliza¢nich krok( byly ziskany zékladni ana-
lytické parametry pro 17 analyzovanych aminokyselin
(Tabulka 2). Udaje v tabulce byly zaokrouhleny na
jednu platnou Cislici. Kalibracni kfivky byly sestrojeny
s pouzitim 10 kalibra¢nich roztokd. Parametry LOD

zésadné prodluzuje dobu celkové analyzy (doba mik-
rovinné pripravy vzorku - 105 minut). Po hydrolyze je
vzorek rozlozen na zakladni aminokyseliny, z kterych
je konstituovan. Po kyselé hydrolyze je zasadni dalsi
rfedéni vzorku pomoci pufrd, stabilizujici pH vzorku.

VWySe zminénym postupem byly pfipraveny vzor-
ky modi, odebrané pacientdim s indikovanou radikaini
prostatektomii. Dva vybrané chromatogramy z téchto
ce (hladiny PSA a fPSA, vCetné pridruzenych diagndz)
0 pacientech jsou pfifazeny ke kazdému chromatogra-
mu a pro porovnani je ukézan i vybrany chromatogram
vzorku moci zdravého muze, ziskany stejnym postu-
pem pripravy a analyzy.

Chromatogramy jasneé ukazuji na zvySeni hladiny
v8ech aminokyselin v modi pacientl s karcinomem pro-
staty. Tento jev je zfejmé spojen se zvySenym obsahem
proteint v modi, ktery mize byt disledkem zanétlivych
stavl &i jinych patologii, asociovanych s nadorovymi
onemocnénimi [13]. Jako zajimava cilova molekula se
jevi predevsim sarkosin, ktery jakozto neproteinogenni
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Table 2. The analytical parameters of IEC/Vis analyse for 17 basic analyzed amino acids, obtained from individual analyses of

each amino acid.

AMK Linear Linear R2* LoD** LoD LoQ LoQ Repeatability | Intermedi-
regression | dynamic [mg/L] | [nmol/ | [mg/L]| [nmol/ (n=10) ate mea-
range inj.] inj.] [CV %] surement
[mg/L] precision
(n = 25)
[CV %]
Aspartic y=3.09x+ | 0.2-90 | 0.9803 97 0.2 0.3 0.2 2 5
acid 0.5294
Threonine |y =0.0802x + | 0.2 - 100 | 0.979 115 0.2 0.4 0.4 4 6
0.3451
Serine y=5.595x + | 0.2-100 | 0.9889 | 104 0.2 0.3 0.3 3 4
0.2159
Glutamic y=4.89+ | 0.1-80 | 0.9831 82 0.1 0.3 0.3 3 4
acid 0.7758
Proline y=0.0258x + | 0.1-70 | 0.996 84 0.1 0.3 0.4 3 4
0.0511
Glycine y=0.065x+ | 0.1-90 | 0.9758 | 43 0.1 0.1 0.2 2 2
0.6321
Alanine y=2.675x+ | 0.1-90 | 0.9906 65 0.1 0.2 0.2 2 3
0.3821
Cysteine y=9.515x+ | 0.4-120 | 0.9661 | 1583 0.4 0.5 0.5 2 3
0.4944
Valine y=0.008x + | 0.1-90 | 0.9674 81 0.1 0.3 0.3 4 4
0.8032
Methio- y=7.075x+ | 0.1-80 | 0.9849 88 0.1 0.3 0.3 3 2
nine 0.3028
Isoleucine | y=0.017x+ | 0.2-90 | 0.9817 97 0.2 0.3 0.3 3 4
0.1915
Leucine y=4.814x+ | 0.1-90 | 0.979 86 0.1 0.3 0.3 5 4
0.5876
Tyrosine y=4.988+ | 0.3-100 |0.9849 | 143 0.3 0.5 0.5 5 5
0.2074
Phenyla- y=0.351x+ | 0.3-100 | 0.9761 | 142 0.3 0.5 0.5 4 6
lanine 0.7296
Histidine y=1342x+ | 0.2-80 | 0.9797 99 0.2 0.3 0.3 3 3
0.2585
Lysine y=3434x+ | 0.2-90 | 0.984 97 0.2 0.3 0.3 2 3
0.5411
Arginine y=0.659x + | 0.3-100 | 0.9684 | 137 0.3 0.5 0.3 2 3
0.6926

* Regression coefficients, ** limit of detection (3 S/N), *** limit of quantification (10 S/N), **** relative standard deviation, inj. - injection - 5 pL.

aminokyselina neni Uzce spfiznén se zvySenym obsa-
hem proteind a jeho zvySena koncentrace v matrici je
déna predevsim pritomnosti patologickych stavd [1].

Zkracené analyzy sarkosinu a taurinu

Sarkosin (N-methylglycin) neni obsazen v protei-
nech, a proto neni zapotrebi kyselé hydrolyzy pro jeho
kvantifikaci. Diky tomu byl postup pfipravy vzork{ zjed-
nodusen na pouhé odpareni 250 pl vzorku a nasledné
resuspendovani stejnym objemem fediciho pufru sodi-
kového cyklu. Vyhodou postupu je ¢asova nendroc-
nost, eliminace moznych chyb v pfipravé Casto velmi
cennych vzorkl a Setfeni financnich prostredkd. Pri
analyze sarkosinu je zasadni jeho rozliSeni od hmot-
nostné identického alaninu (89,0932 Da) [14]. NejCas-

t&ji pouzivané metody - GC/MS [15] a LC/MS [16] nabi-
zi vysokou citlivost, avSak za cenu sloZité predupravy
vzorku a nutnosti zapojeni dobre sSkoleného a zkusené-
ho personalu pro obsluhu. PFi zavedeni dobre funguiji-
ci metody jsou tyto komplikace u IEC-Vis eliminovany
a finan¢ni naklady se redukuiji pouze na pofizovani che-
mikalii, potfebnych k analyzam.

Stejna pfiprava vzorku modi byla zvolena i pro ana-
lyzu taurinu (kyselina 2-aminoethansulfonova), ktery ac
postrada karboxylovou skupinu, je Casto fazen mezi
aminokyseliny [17]. Tato sulfonova kyselina je soucasti
vétSiny zivocisnych tkani a hraje vyznamnou roli v mno-
ha fyziologicky ddlezitych procesech, jako je antioxi-
dacni ochrana organismu [18], inhibice neurotransmise
[19] nebo stabilizace bunécnych membran [20]. Zvy-
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Fig. 2. Chromatograms showing total amino acid profiles of two chosen urinary samples obtained from two patients diag-
nosed with prostate carcinoma and one healthy individual as a control. Information belonging to each patient is inserted.
Samples were subjected to acidic hydrolysis following conditions, mentioned in chapter Results and discussion and analyzed
using IEC/Vis using method for determination of total amino acid profiles. * Prostatic specific antigen (ng/mL), ** free prostate
specific antigen (free/total PSA ratio), *** clinical stage: T1c — tumor identified by needle biopsy , **** Gleason score, ***** Other
comorbidities.

Table 3. The analytical parameters of shortened IEC/Vis analyses of taurine and sarcosine.

AMK Linear Linear R2* | LoD** LoD LoQ LoQ Repeatability | Intermedi-
regression | dynamic [mg/L] | [nmol/ |[mg/L]| [nmol/ (n=10) ate mea-
range inj.] inj.] [CV %] surement
[mg/L] precision
(n =25)
[CV %]
Sarcosine |y =0.0052x +| 0.2-90 | 0.9996 50 0.2 0.2 0.2 3 2
0.0055
Taurine y =0.0069x + | 0.3 =100 | 0.9980 70 0.1 0.3 0.3 3 3
0.0096

* Regression coefficients, ** limit of detection (3 S/N), *** limit of quantification (10 S/N),

Sené hladiny taurinu v moci byly jiz dfive identifikovany
u zénétlivych onemocnéni stfev [21], rozvoji nemoci
z ozareni [22] &i chronickych onemocnéni ledvin [23].
Pouzité metody, nejCastéji nuklearni magneticka reso-
nance (NMR) ¢i kombinace kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (trojity kvadrupdl nebo orbitrap)

** relative standard deviation, inj. - injection - 5 pL.
sice nabizeji vysokou citlivost, nicméné vykoupenou
vysokou pofizovaci a provozni cenou a znacnymi naro-
ky na pfipravu vzorku.

Z toho divodu byly optimalizovany zkracené IEC/Vis
metody pro samostatné analyzy taurinu a sarkosinu.
Jejich analytické parametry jsou znazornényv Tabulce 3.
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Fig. 3. Chromatograms of taurine and sarcosine, carried out using analyses, optimized for decrease of separation time of
individual analytes. Chromatograms of standards of (A) taurine (10 pug/mL) and (B) sarcosine (10 pg/mL), obtained on ion-
exchange chromatography with Vis detector. Inserted are shown their calibration curves (0.6 - 100 pg/mL). (C) Overlay of
chromatograms of taurine and sarcosine, resulted from analysis of chosen real urinary sample, obtained by patients suffering

from prostate carcinoma.

Udaje v tabulce byly zaokrouhleny na jednu platnou &is-
lici. Analytické parametry byly ziskany stejnym postu-
pem jako v Tabulce 2. Kalibracni kfivky byly sestrojeny
s pouzitim 10 kalibra¢nich roztok{ v pracovnich rozsa-
zich 7,8 — 1000 pmol/I pro sarkosin a 0,8 - 800 pmol/I
pro taurin.

V porovnani s délkou analyzy aminokyselinovych
profildl (120 minut) byla délka analyzy samotného sar-
kosinu zkracena na 45 minut, kdy eluce analytu probi-
hala v tR = 18,76 min. U taurinu byla analyza zkracena
na 25 minut s eluci v tR = 12,10 min. Zaznamy z analyz
standardd (10 pg/ml) téchto biologicky vyznamnych
latek jsou znazornény na Obr. 3A (taurin) a 3B (sar-
kosin).

Po optimalizaci byla metoda aplikovana na vzorky
pacientll s adenokarcinomem prostaty a po pfiprave
vzorku odparenim na dusikové odparce byly ziskany
chromatogramy sarkosinu a taurinu znazornéné na
Obr. 3C, kdy byly po prepoctu na kreatinin ziskany
hodnoty 33 pumol/mmol kreatininu pro sarkosin a 26,5
umol/mmol kreatininu pro taurin.

Zavér

Prostaticky specificky antigen (PSA) predstavuje
vych onemocnéni prostaty, avSak patfi mezi markery,
kde dochézi k naruseni integrity tkané. Proto jsou hle-
dany markery, pomoci kterych by bylo mozné identifi-
kovat karcinom prostaty pouhou analyzou moci. Jed-
nou z latek, jejichz potencial by se mohl v diagnostice
karcinomu vyuzit je neproteinogenni aminokyselina
sarkosin. Podle nékolika studii je sarkosin hodnocen
jako vyrazné lepsi marker rozvijejicich se nadort pro-
staty nez PSA, a proto bylo cilem této prace zavedeni
jednoduchého testu na hladinu sarkosinu v moci paci-
entl s diagnostikovanym zhoubnym nadorem prostaty
a zdravé kontrolni skupiny. lontové-vymeénna kapalino-
va chromatografie s postkolonovou derivatizaci ninhyd-
rinem je spolehliva separacni technika, ktera je navic
relativné jednoducha na obsluhu a diky tomu by mohly

nase optimalizované separacni postupy byt zavedeny
do rutinni praxe. NaSe vysledky ukazuji moznost ziskani
komplexnich informaci z modi s vyuzitim této metody.
A to at uz pouzitim kyselé hydrolyzy vzorku a nasledné
IEC/Vis analyzy, anebo jednoduchym odparenim az 96
vzorkd soucasné a naslednou rychlou chromatografic-
kou analyzou taurinu a sarkosinu. Vzhledem k neusta-
le se zvysujicimu zdjmu o sarkosin mdze metoda jeho
neinvazivniho stanoveni v moci poslouzit jako scree-
ningova, nizkonakladova metoda, vyuzitelna pro pre-
bioptické testovani pacientl s podezienim na pfitom-
nost karcinomu prostaty. Stejné tak stanoveni taurinu
v télesnych tekutinach mdze poskytovat dilezité infor-
mace o hladinach oxidativniho stresu v organismu.
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