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Abstrakt

Nadory prostaty jsou v fadé rozvinutych zemi nejcastéjSim typem nddorovych
onemocnéni a druhou nej¢astéjsi s nadory spojenou pficinou smrti v muzské populaci.
Soucasnym markerem nadorovych onemocnéni prostaty je tzv. prostaticky specificky
antigen, PSA, jehoZ malé mnoZstvi je béZné epitelidInimi burikami prostaty vylu¢ovano
do krevniho obéhu. ZvySena hladina PSA v krvi viak nesignalizuje pouze pfitomnost
nadoru prostaty, ale jakoukoliv abnormalitu této Zlazy, rovnéz je velmi individualni a
proménliva. Proto je fada pacientl zbytecné podrobena dalSim vySetfenim, kterd jsou
spolehlivéjsi, avsak dosti nepfijemna. Na druhou stranu ma az 20 % muzl s nadory
prostaty hladinu PSA v normalu. Mimoto hladina PSA nevypovida o stupni agresivity
nadoru. Proto je, zvlasté v posledni dobé, kdy stdle vice stoupd incidence tohoto
onemocnéni, snaha najit spolehlivéjsi marker nador( prostaty, a tim zvysit Sance na
Uspésnou Iécbu. Jednim z potencidlnich markerd nadorl prostaty je i sarkosin. Hlavnim
cilem této prace bylo optimalizovat metodu pro rychlé a zaroven spolehlivé stanoveni
sarkosinu v rlznych biologickych vzorcich, zejména v moci, vniz byly soucasné
analyzovany, svyuzitim spektrofotometrie a potenciometrie, i jiné biochemické
parametry. K detekci sarkosinu se jako nejvhodnéjsi jevily dvé analytické metody —
vysokoucéinnd kapalinovd chromatografie sionexovou separaci a kapilarni
elektroforéza. Ddale pak byl v praci zkouman vliv zinku, ktery by se v budoucnu mohl
také vyuzivat v diagnostice nadorl prostaty, na Zivotnost nadorovych prostatickych

bunék i hladinu sarkosinu.

Klicova slova
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vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC); kapilarni elektroforéza (CE)



Abstract

Prostate cancer is in many developed countries the most common type of cancer
and the second leading cause of cancer-related death in the male population. The
marker of prostate cancer is called prostate specific antigen, PSA, whose small amount
is normally secreted by prostatic epithelial cells into the bloodstream. However,
increased level of PSA in the blood does not indicate only the presence of prostate
cancer, but any abnormality of this gland; it is also very individual and variable.
Therefore, many patients are needlessly indicated on other tests that are reliable, but
unpleasant. On the other hand, 20 % of men with prostate cancer have PSA level in
normal. In addition, the PSA level does not identify the degree of tumor
aggressiveness. Therefore, particularly in recent years, when the incidence is steadily
increasing, science needs to find a reliable marker of prostate cancer and thereby
increase the chances for successful treatment. One of the potential markers of
prostate cancer is sarcosine. The main objective of this study was to optimize the
method for rapid and reliable determination of sarcosine in various biological samples,
especially in urine, in which were also other biochemical parameters using
spectrophotometry and potentiometry determined. For detection of sarcosine two
different analytical methods — high-performance liquid chromatography with ion
exchange separation and capillary electrophoresis were appropriated. Furthermore,
the effect of zinc on viability of prostate cancer cells and amount of sarcosine was

analyzed.
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Teoreticka cast

1. Uvod

Rakovina je jednou z nejobavanéjsich nemoci moderni doby. Rakovina prostaty je
jednim z nejvice rozsifenych typ( rakoviny u muzd, jen v CR zemfou kazdy den 4 muzi v
disledku tohoto onemocnéni, coz je vice, nez kolik jich zemfe na nasledky dopravnich nehod.
Nyni vSak neexistuje test, ktery by tuto nemoc bezchybné rozpoznal, zvlasté pak v
jejim raném stadiu. Proto je, hlavné v posledni dobé, kdy stale vice roste pocet nové
nemocnych, snaha najit takovyto test, a tim zvysSit Sanci na preziti pacientiim

postizenych touto nemoci.

V neddvné dobé védci objevili pfitomnost latky sarkosinu v moci muz(, ktefi
touto nemoci trpi. Naopak ve vzorcich odebranym muzdm bez rakoviny prostaty se
sarkosin nevyskytoval, coZz by v budoucnu mohlo omezit pocet chybnych potvrzeni
rakoviny prostaty, kterd jsou v soucasnosti bézna. Tato prace je zamérena na potvrzeni

role sarkosinu jako mozného markeru rakoviny prostaty.



1.1. Prostata (predstojna zlaza)

Prostata je soucasti muiského vnitfniho pohlavniho systému. Nachazi se
v muzské panvi mezi konecnikem a stydkou kosti pfimo pod mocovym méchyfem, kde
obklopuje horni ¢ast mocové trubice (obr. €. 1). Je to pridatna pohlavni zZlaza, tvorena
nékolika samostatnymi Zlazkami, jejiz hlavni ukol je Uzce spjat s rozmnoZovanim. Pfi
ejakulaci se ze Zlazy uvoliuje prostaticky sekret, ktery tvori zhruba 1/3 ejakulatu. Latky
obsaZzené v této tekutiné zvysuji pohyblivost spermii, zajistuji jejich delsi Zivotnost
v kyselém prostredi Zenskych pohlavnich organt a zaroven zpUsobuji stahy délozniho

svalstva.

mocovy mechyr

semenneé vacky

prostata

koneénik o )
mocova trubice

Obrdzek ¢. 1 — Umisténi prostaty v muZském téle, upraveno podle
http://www.ibtbebig.eu/fileadmin/images/content/prostata_e.jpg

Béhem jednotlivych fazi muziského Zivota dochdzi k postupnému zvétSovani
prostaty. U novorozenctd ma velikost hrasku a vazi zhruba 4 g. BEhem puberty, vlivem
hormon(, dochazi k jejimu zvétSeni, kdy svymi rozméry (cca 4 x 3 x 2 cm) a svoji vahou
(cca 20 g) pripomina malou mandarinku. Po padesatém roce dochazi opét ke zbytnéni,

v extrémnich pfipadech muze tato Zlaza vazit az 200 g.



Prostatu postihuji tfi zakladni typy onemocnéni:
a) Zanét prostaty (prostatitida)

Akutni zanét prostaty vznika nejcastéji v disledku pronikani bakterii, plisni a
toxin do prostaty ptfimo z tlustého stfeva nebo pfi pohlavnim styku. Infekce zpUsobi
otok a nasledné zvétSeni prostaty, kterd zacne tlacit na mocovou trubici, a tim dochazi
k problémim s mocenim. K [éCeni tohoto infekéniho stavu postaci davka antibiotik. V

pfipadé nedoléceni pfechdazi akutni zanét v chronicky, jehoz |écba je narocnéjsi.
b) Benigni hyperplazie prostaty

Po Ctyficatém roce dochdzi asi u poloviny celkové muzské populace, plsobenim
muzského pohlavniho hormonu testosteronu, k nezhoubnému zvétSeni prostaty
v diisledku zmnozenf jejich bunék.™ zvétienim prostaty dochazi ke stlageni mocové
trubice a naslednym problémdm s mikci v obstrukéni sféfe (= neprichodnost,
prerusovany a slaby proud) i ve sféfe iritacni (= podrazdéni, urgentni mikce az
inkontinence®, nykturie® ). V extrémnich pfipadech m@ze dojit a7 k takovému stlageni
mocové trubice, jenZz nedovoluje vyluéovani moci ztéla. Benigni hyperplazie se
nejCastéji 1é¢i podavanim léku blokujicich produkci muzskych pohlavnich hormonu

nebo operaci.
c) Nadorova onemocnéni prostaty

Prostata patfi mezi organy, které jsou relativné ¢asto postihovany nadorovymi
onemocnénimi. NejéastéjSim typem nadorového onemocnéni postihujiciho tento

organ je karcinom, zhoubny nador vznikly z epitelovych bunék.

! Gnik modi
2 huceni k mo&eni v no&ni dobé
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1.2. Karcinom prostaty

Jako maligni nddorové onemocnéni prostaty byva klinicky nejéastéji oznacovan
. 3 . , Sy, . , o
adenokarcinom™ prostaty, charakterizovdn abnormalnim nekoordinovanym rlstem

epitelidlnich prostatickych bunék se ztratou jejich pl‘]vodnl’funkce.[zl

Jednotny mechanismus vzniku a rozSifovani karcinomu prostaty neni dosud
zndm, pravdépodobné se jedna o soubor rlznych vlivd. Asi nejhlavnéjsim faktorem
ovliviujicim vznik karcinomu prostaty je vék (obr. €. 2), s kazdou dekddou Zivota roste
pravdépodobnost vyskytu na dvojnasobek. Nezbytnou podminkou pro vznik karcinomu
prostaty je pritomnost androgend, muziskych pohlavnich hormond vznikajicich ve
varlatech. DalSimi faktory, které pravdépodobné pfispivaji ke vzniku nddorovych
onemocnéni prostaty, jsou genetické dispozice, riziko vyskytu pro syna otce majiciho
karcinom prostaty je asi trojndsobné, a etnicky plivod, nejvyssi incidence karcinomu
prostaty je u americkych ¢ernochd, vyssi je také u indoevropské populace. VyZiva

s vysSim obsahem tuku pravdépodobné také podnécuje nadorovy rist.

vEkowd struktura populace pacientd za obdobi 1977 - 2007
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Obrdzek & 2 — Vékové specifickd incidence a mortalita nddor( prostaty v CR,
zdroj: http://www.svod.cz/report.php ?diag=C61&type=pdf

% hador vznikly ze #ldzového epitelu
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Pro karcinom prostaty neexistuji typické ptiznaky. Obvykle roste v téle velmi
pomalu, metastazuje relativné pozdé a diky svému umisténi nezpulsobuje Zadné
viditelné symptomy. Pokud vyvold néjaké potize, vétSinou se jiz nemoc nachazi
v pokrocilejSim stadiu. Tyto pfiznaky vsak stale nejsou specifické, jsou totiz shodné se
symptomy benigni hyperplazie prostaty. Nejéastéji se tedy jedna o problémy spojené
s mocenim. V nejpokrocilejSim stadiu, kdyZz uZ se onemocnéni rozsiti do okoli, se
objevuji nové symptomy. Casté jsou bolesti zad, zeber, ky¢li &i ramen, coZ znameng, e
se nador rozsifil ke kostem a byly vytvoreny kostni metastaze. Tyto bolesti se Casto
objevuji, a pak zase mizi. Diagnéza mlzZe byt stanovena aZ na zdkladé patologické
fraktury nebo otokl dolnich koncetin, které svédci o postizeni panevnich lymfatickych
uzlin. Také slabost, Unava nebo obecné bolesti by mohly toto pokrocilé stadium
identifikovat. AvSak vSechny uvedené symptomy jsou dosti individualni, vétSina
pacientd uvadi jen nékolik malo symptomd, i kdyz jiz trpi pokrocilou fazi nemoci.
V nékterych pripadech se dokonce stdvd, ze nemocny netrpi Zzadnymi symptomy, a

presto je u néj odhaleno pokrocilé stadium nadoru prostaty.

Poprvé se o nadorovych onemocnénich prostaty zminil vroce 1832 Benjamin
Brodie, ktery referoval o dvou pfipadech tohoto onemocnéni, kdy oba pacienti méli
prostatu ,tvrdou jako kdmen” s kostnimi metastazemi a neurologickou
symptomatologii. Uplatnéni markerd v diagnostice a monitorovani karcinomu prostaty
zacina roku 1938, kdy byl popsan vzestup kyselych fosfatdz v krevnim séru pacientt
s lokadlné pokrocilym karcinomem prostaty. NejvétSim prinosem pro detekci této
nemoci bylo objeveni prostatického specifického antigenu v roce 1970 Robertem
Benjaminem Ablinem. Chirurgickou |écbu karcinomu prostaty jako prvni popsali v roce
1904 urolog Hugh Hampton Young s asistenci chirurga Williama S. Halsteda. O Ctyfi
roky pozdéji byla poprvé pouzita lécba ozarenim, pfi které bylo radium zavedeno pres
mocovou trubici pomoci cévky do prostatické casti mocové trubice. Pozdéji bylo
radium aplikovano jiz pfimo do prostaty. V roce 1941 Charles B. Huggins prokazal, Ze
karcinom prostaty je hormondlné dependentni. Zjistil, Ze kastrace vede jak k atrofii

prostaty, tak brzdi vyvoj primdarniho nadoru a jeho metastazi. Dospél také k ndzoru, Ze
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stejny ucinek maji i estrogeny a za tento objev, ktery se vyuZiva v lécbé nadora

prostaty dodnes, dostal v roce 1966 Nobelovu cenu. 31

V soucasnosti jsou nadorova onemocnéni prostaty druhym nejrozsifené;jSim
typem nddorovych onemocnéni a treti nej¢astéjsi s nadorem spojenou pfi¢inou smrti
v muiské populaci zapadni Evropy. V Ceské republice byva ro¢né objeveno pfes 5 000
novych pfipadl nadord prostaty a okolo 1500 muZzl na tuto nemoc zemie.™ €R tedy
pat¥ k zemim s nejvy$$i mortalitou®, stabilizovat tento nepfiznivy vyvoj umrtnosti se
dafti, diky dokonalejsim testim na jeji rozpoznani a Gcinné;jsi IéCbé, teprve v poslednich
letech. Incidence’ roste roéné asi o 2-3 %, za poslednich 15 let se pocet nahladenych

nemocnych ztrojnasobil (obr. €. 3). f5]

YWvoj v Gaze

—#— Incidence
—#— Mortalita

Potet pripadd na 1090 000 osab

Ede dat UEIS I:R
T T T T

SECOL8ELEEEEEEEEIEEEBEOSO8I88S

Obrdzek ¢ 3 - Casovy pribéh hrubé incidence a mortality nddorovych
onemocnéni prostaty v CR,
zdroj: http://www.svod.cz/report.php?diag=C61&type=pdf

¢ pocet mrtvych na pocet obyvatelstva
> pocet nemocnych na pocet obyvatelstva
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Zakladni podminkou pro zvyseni Uspésnosti léCby nadorli prostaty je jejich v€asna
detekce. Proto by mél kazdy muZ po padesatém roce, i kdyZz nema zadné problémy s
mocenim, navstivit svého urologa a podstoupit preventivni urologické vysetfeni. Muzi
s vyskytem nadorovych onemocnéni v rodiné a stejné tak muzi afroamerického plivodu
by méli zadit s témito preventivnimi vySetfenimi jiz od svych Ctyficeti let. Poté by ho
méli muzZi navstévovat pravidelné jednou za dva roky a po dovrSeni Sedesati let

kazdorocné.

1.3. VysSetreni prostaty

V soucasné dobé neexistuje jeden konkrétni test, ktery by nam potvrdil ¢i vyvratil
pfitomnost nadoru prostaty a zaroven nds informoval o jeho pokrocilosti a umisténi.
Jednad se tedy spiSe o soubor vySetieni, kterd lze rozdélit na ta, kterd vedou k podezieni
na nador prostaty (vySetfeni per rektum a hladiny PSA), vySetieni, ktera jej histologicky
potvrdi (transrektdini sonografie s biopsii prostaty) a ostatni, ktera slouzi k urceni

pokrocilosti onemocnéni (CT, scintigrafie apod.). [2]

1.3.1. VysSetreni vedouci ke stanoveni diagndézy

Tato vysSetieni, tedy vySetfeni per rectum a hladiny PSA, vedou pouze

k podezreni na pfitomnost nadorU prostaty.

1.3.1.1. Vy3etieni per rectum (digitalni rektalni vySetfeni)

Vysetieni per rectum by mélo byt provadéno pravidelné u vSech muzl starsich
padesati let jiz u praktického lékare. Jeho podstata spociva v prohmatdani zadni stény
prostaty. Lékar pfi vySetfeni vsune prst do konecniku pacienta a pres zakonceni
tlustého stfeva ohmata prostatu (obr. €. 4). Jakakoliv odchylka od elasticity, hladkosti i
mékkosti povrchu (uzliny, Zmolky), symetrie, ohrani¢eni zlazy ¢i mobility rektalni
sliznice nasvédcuje pritomnosti karcinomu prostaty. Musime si vSak uvédomit, Ze toto

vysetfeni umozni lIékari prohmatat pouze zadni sténu prostaty, jen asi 1/3 povrchu této
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zlazy. Vyskytuje-li se tedy nador v predni ¢asti nebo ve stfedu prostaty mlze byt
vysledek rektalniho vySetfeni hodnocen jako normalni. Abnormality pfi tomto
vySetfeni mohou zpUsobit i jiné problémy, napf. soucasné nebo minulé infekce
prostaty, drivéjsi biopsie, kameny v prostaté, a dokonce i benigni hyperplazie. Na
druhou stranu timto preventivnim vySetfenim mizZe zkusSeny lékar odhalit zcela

asymptomaticky nador.

Konecnik

s

Obradzek ¢. 4 — VySetieni per rectum,
zdroj: http://www.zdravaprostata.sk/wp-content/uploads/prostata_DRE.jpg

1.3.1.2. Test na zjisténi hladiny PSA v krvi

Prostaticky specificky antigen (PSA) je soucasny marker® nadorovych onemocnéni
prostaty. SlouZi jak ke stanoveni diagndzy, tak kurceni pokrocilosti choroby i
monitoringu Uspésnosti 1éCby, avsak jeho senzivita (49-91 %) a specifita (68-80 %)

nejsou dostatecné vysoké, aby mohl byt povazovan za idealni marker. [2]

Z chemického hlediska se jednd o glykoprotein, kédovany na 19. chromozomu,

podilejici se na likvefakci’ spermii, jenz je vylu¢ovan epitelialnimi burikami prostaty, jak

®atka vylu¢ovana nadorovymi bunikami, ktera slouzi k identifikaci nddoru
7 preména plynné latky do kapalného stavu
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normalnimi, tak nddorovymi. PSA se vyskytuje v krvi, z vétsi ¢asti (85 %) ve vazbé na
bilkoviny krevni plazmy a z¢€asti jako volny, tzv. fPSA. Malé mnoiZstvi je do krevniho
obéhu uvoliiovano stale, pfi podrazdéni nebo poskozeni prostaty unikd PSA vétsi
mnozstvi. ZvySenda hladina PSA v krvi tedy signalizuje jakoukoliv abnormalitu prostaty,

nejen nador.

Jako normalini mnozstvi PSA v krvi je obvykle povazovana koncentrace 0-4 ng/ml,
nékteré druhy testu maji horni limit normalu jiz 2,5 ng/ml.[G] Vétsina muzl s nadorem
prostaty ma hladinu PSA v rozmezi 10 az 20 ng/ml, avsak nejsou neobvyklé ani hodnoty
v fadu stovek nebo dokonce tisicl. Takto vysoké hodnoty skoro vidy signalizuji
pokrocilé nddorové onemocnéni prostaty. Obecné tedy plati, Zze ¢im vyssi je hladina
PSA, tim je vyssi pravdépodobnost pfitomnosti nddoru prostaty a jeho rozsifeni mimo

tuto Zlazu.

Pokud je hladina PSA v krvi pacienta mezi 4 az 10 ng/ml, v tzv. Sedé zdné, je
vhodné, pro presnéjsi stanoveni diagndzy, uréit pomér koncentraci volného PSA
k celkovému, tzv. f/t PSA. Hodnoty nizsi nez 0,25 (25 % fPSA) signalizuji vysokou
pravdépodobnost vyskytu nddoru prostaty, jelikoz hladina volného PSA je u karcinomu
prostaty, kvlli vétSimu naruseni architektury tkané, vyssi nez u benigniho zvétseni.
DalSim upresnujicim a v soucasnosti hojné pouzivanym je test nazyvany PSA velocita,
PSA-V, ktery porovndva individudlni ndrGst hladiny PSA za urcité casové obdobi,
nejc¢astéji za rok. K presnému urceni vSak staci pouze tfi hodnoty PSA v ¢asovém
rozmezi minimalné 18 mésicl. V minulosti se za znepokojujici povazovala hodnota
presahujici 0,75 ng/ml/rok, ale v soucdasnosti se tato hodnota sniZuje a jiz nardst

0,5 ng/ml/rok miZe znamenat vyrazné riziko pritomnosti nadoru prostaty v téle. [7]

Jak uz bylo vySe uvedeno, specifita PSA neni pfiliS vysokd a hladina PSA v krvi
byva ovliviiovdna mnoha faktory. Asi nejvétsi vliv na mnozstvi produkovaného PSA m3
zvysovani véku (tab. ¢. 1), v jehoZ dlsledku se vétSinou zvétSuje objem prostaty, at uz
kvlli pritomnosti nadorového onemocnéni ¢i pouhé benigni hyperplazie, a tim i
mnozstvi bunék, které PSA produkuji. Hladina PSA by méla u muz(i kolem padesatky

dosahovat hladiny do 3ng/ml, poté se v kazdém desetileti zvySuje zhruba o 1 ng/ml,
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pro muze ve véku 60 az 70 let mazZe byt tedy normalni hladina az 6,5ng/m|.[7] Mezi
dalsi ovliviujici faktory, nesouvisejici s karcinomem, patfi zanéty nebo infekce prostaty

¢i mocového méchyre, kameny v prostaté nebo nedavné operace prostaty.

S jistotou se neda ani fici, Ze kdyZ je hladina PSA v normalu, nema pacient v téle
nador prostaty a naopak. Az 20 % muz( s karcinomem prostaty ma hodnotu PSA nizsi
nez 4 ng/ml.ls] Jsou znamy pripady, kdy hladina PSA byla 1,7 ng/ml a dotyény mél
pfitom pokrocily karcinom prostaty, kdy pacient mél cely svij Zivot hladinu PSA
20 ng/ml nebo kdy pouha infekce zvysila idaj o PSA na 60 ng/ml a diky 1é¢bé se hladina

o w o -~ .. [6
po par mésicich vratila k normalu. tél

vék hodnota PSA vék hodnota PSA
(roky) (mg/ml) (roky) (mg/ml)
35-45 1,79 40 - 50 1,81
45 - 55 2,93 50 - 60 3,36
55-60 4,69 60-70 4,33
65 -75 5,62 70 - 80 6,16

Tabulka ¢. 1 — Referencni hodnoty PSA vztaZené k véku od rtznych autord,
vytvoreno podle
http://www.rochediagnostics.cz/download/la/0204/nadorove.pdf

Tento test je tedy v soucasné dobé cennym voditkem pfi stanoveni diagndzy
nadorovych onemocnéni prostaty, mize byt véasnym indikdtorem karcinomu prostaty,
jesté pred zménami zjistitelnymi rektalnim vySetfenim, ale nemlZeme se na néj
stoprocentné spolehnout. A pfi podezieni na pfitomnost nadoru prostaty musi byt
provedena jesté dalsi vySetfeni. Nejvétsi vyuziti ma tento test aZ pfi samotné 1écbé,

kdy s jeho pomoci mohou Iékafi monitorovat cely jeji pribéh.
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1.3.1.3. Kysela prostaticka fosfataza (ACPP)

Test na kyselou prostatickou fosfatdazu, nazyvany PAP, mize slouzZit jako
doplnkovy marker. Patfil mezi pavodni metody slouZici ke zjistovani vyskytu nador(.
Byl to jeden z nejlepsich testll, vysledky vSak byly ¢asto dosti rozdilné, nepresné a
klamné. Nyni je pouzivan dosti zfidka, vétSinou jen v pfipadech, kdy je podezfeni na

rozsifeni karcinomu mimo prostatu.

1.3.1.4. Dalsi markery

Existuje mnoho dalSich latek, které by mohli potencidlné slouZit jako markery

nadoru prostaty, ale jsou zatim pouze v experimentalnim stadiu.

Vroce 2009 tym vedeny patologem a urologem Arulem Chinnaiyanem z
Michiganské univerzity analyzoval sloZzeni 262 vzorkd tkdné, krve a moci. Védci
provérili 1126 |atek, které by mohly v budoucnu slouzit jako spolehlivéjsi markery
nadord prostaty. Pouze Sest metabolitd bylo pfitomno ve vSech fazich vyvoje této
nemoci. Nejvice vynikala ldtka sarkosin, jejiz mnoistvi se Uumérné zvySovalo
s pokrocilosti nadoru. Tato latka se vyskytovala v 79 % vzork( moci odebranych muzim
s metastazujicimi nddorovymi onemocnénimi prostaty a v 42 % vzorkd moci muzl s
ranym stadiem ndadoru prostaty. DalSim divodem, pro¢ by mohla tato latka
v budoucnu slouzit jako marker nadorovych onemocnéni prostaty, je fakt, Zze se ve

vzorcich moci odebranych muzdm bez karcinomu prostaty nevyskytovala.[9]

Diagnostické i
Diagnostické markery: | Prognostické markery: | prognostické markery:

A2M Akt-1 PSA
DD3/PCA3 FADD PIM-1
GSTP-1 KLK2 AMACR

Tabulka ¢. 2 — Nékteré markery karcinomu prostaty z celkem 91 potencidlnich
markert zverfejnéné v roce 2004 v c¢lanku Detection of Prostate Cancer and
Predicting Progression Current and Future Diagnostic Markers, James V. Tricoli at
el.
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1.3.2. Sarkosin

Jednou z latek, jejichz potencidl pro vyuziti v diagnostice nadorl prostaty je

v soucasnosti v centru zajmu, je sarkosin.

Sarkosin, CH3NHCH,COOH, byl poprvé izolovan a pojmenovan némeckym
chemikem Justusem von Liebigem v roce 1847. Je to pfirodni, netoxickd, bezbarva
pevna latka patfici do skupiny aminokyselin, jenZz ma sladkou chut a je rozpustna ve
vodé. V lidském téle vznikd jako meziprodukt metabolismu cholinu na glycin, je to tedy
methylderivat glycinu, nékdy nazyvany N-methylglycin (obr. €. 5). V malém mnoiZstvi se

vyskytuje ve svalech i jinych télnich tkanich.

V soucasnosti se pouzivad v kombinaci s jinymi antipsychotiky k 1é¢bé schizofrenie

a depresi, nejcastéji v davce 2 g za den, dale je obsazen v protinddorovém antibiotiku

aktinomycinu D. [10]

O
H O I
N\)I\ + HO+ 0 — 5 + HCHO + H;O;
~
H3C OH © G 3 ldehvd Peroxidvodiku
. formaldehy : :
sarkosin glycin NH; .
Obrdzek ¢. 5 — Metabolismus sarkosinu na glycin, upraveno podle

http://www.peta.unas.cz/biosenzory/Biosenzory_soubory/sarkosin_soubory/ima
ge002.gif

1.3.3. Vysetreni k potvrzeni nadoru prostaty

Jak uZz bylo vySe uvedeno, rektalni vySetfeni ani krevni test na PSA nejsou
stoprocentni, proto se pfi podezieni na pritomnost ndadoru prostatu provadi
spolehlivéjsi, avsak nepfijemnéjsi vysetreni, ktera nador histologicky potvrdi Ci vyvrati -

sonografie s biopsii prostaty.
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1.3.3.1. Transrektalni ultrasonografie prostaty

Prvni metoda, provadénd pri lékarsky potvrzeném podezieni na karcinom
prostaty, spocivd v zavedeni ultrazvukové sondy pres rektdlni otvor co nejblize
k prostaté. Sonda, opatrena bioptickym navadécéem, vysild ultrazvukové viny s vysokou
frekvenci (nejcastéji 7,5 MHz [6]), které se postupné odrazi od okolni tkdné. Odrazené
viny jsou toutéZ sondou opét zachycovany. Na zdkladé toho, Ze odlisné tkané odrazi
ultrazvukové viny jinak, ziskd lékaf trojrozmérny obraz celé prostaty i okoli a tim i
polohu pfipadného ndadorového lozZiska (to byva vétSinou hypoechogeni, 40 %
izoechogeni [2]). Takto zavddénd sonda byva Casto opatfena kandlem nebo pridatnym

nastavcem pro biopsii.

1.3.3.2. Biopsie prostaty

Biopsie prostaty spociva v odebirani malych kousk( tkané prostaty pro
mikroskopickou analyzu. Odbér tkané byva zpravidla provddén specialni bioptickou
jehlou hned po transrektalni ultrasonografii s pomoci jiz umisténé sondy, diky které se
uréi presna mista odbéru tkané. Jehla poté provede odbér tkané jiz sama, pocet
odbér( se muze lisit podle velikosti prostaty, v soucasnosti se odebira nejméné deset
vzorkd tkané. Celé vysetieni trva zhruba 15 minut, nemélo by byt nijak bolestivé, mlze
byt spiSe nepfijemné s naslednym drobnym krvacenim, trvajicim az nékolik t\'/dm‘].[4]
Obcas nastanou komplikace v podobé silnéjsiho krvaceni v moci, stolici &i spermatu
nebo mirného zvyseni teploty. Aby nedoslo k infekci, jsou preventivné, rdno jesté pred
zakrokem i po zakroku, podavana antibiotika. Vzorky tkané odebrané pfi biopsii slouzi

k identifikaci nddorovych bunék. PFi potvrzeni pfitomnosti karcinomu se ztéchto

vzorkU stanovi i stupen pokrocilosti nemoci.

Presto, Ze je pfi biopsii odebirdno vétsi mnozstvi vzork(, zhruba u 15 % pripadd
dochdzi k odebrdni pouze tkané nepostizené nadorovym onemocnénim, kterd je

nasledné vyhodnocena jako zd ravé.[sl

V pripadé patologického potvrzeni nadoru prostaty je, jesté pred zahdjenim

|éCby, dllezZité urcit stadium nemoci, a zda se jiZ rozsitila ven z prostaty.
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1.3.4. Vysetreni k potvrzeni rozsifeni nadoru mimo prostatu

V pokrocilejsim stadiu nador( prostaty, zpravidla u pacientl s koncentraci PSA
nad 10 ng/ml, zacnou prostatické nadorové burniky metastazovat krevni nebo
lymfatickou cestou do okoli. NejéastéjSim mistem vzdalenych metastdzi karcinomu
prostaty je skelet, konkrétné panevni kost, pater a Zebra. Tyto kostni metastazy se

vyskytuji zhruba u 80 % pacientl s pokrocilym stadiem nadoru prostaty. f1]

1.3.4.1. Scan skeletu (scintigrafie)

Scan skeletu je dnes nejcitlivéjSi dostupnou metodou k identifikaci rozsiteni
nadorovych onemocnéni do kosti. Pfi této nuklearni lékarské technice jsou do téla
pacienta injektovany malé kousky radioaktivni latky. Latka pak krevnim obéhem
cirkuluje po celém téle, kde je postupné, zhruba po dobu jedné hodiny, absorbovdna
kostmi. Specidlni detekéni zafizeni, tzv. scintilaéni kamera, pak zachycuje po dobu
zhruba 30 az 45 minut gama zareni vysilané atomy radioaktivni latky v téle. Takto

vytvorené snimky zobrazuji oblasti rychlého ristu kosti.

1.3.4.2. CT vysetieni (vypocetni tomografie)

Tato bezbolestna a neinvazivni radiologicka vySetfovaci metoda umoznuje lékafri
prohlédnout si vSechny vnitfni organy lidského téla s pomoci pocitacové zpracovanych

klasickych rentgenovych snimk.

PFi vySetfeni brisni dutiny, tedy i prostaty, musi pacient nejprve na laéno vypit
tekutinu s kontrastni latkou. Pro usnadnéni identifikace cév a vnitfnich struktur se
mUlZe tato kontrastni barva zavést také nitroZilné. Po dvou hodinach od podani
kontrastni latky je pacient pfipraven na vySetieni CT pfistrojem. Samotné vysetreni
trvd 10 az 20 minut, béhem nichz pfistroj generuje nékolik set rentgenovych obrazl
z rlznych uhli pohledu. Lékar tak ziska plosné fezy vysetfovaného objektu. Nékteré

pokrocilejsi systémy jiz umi vytvofit i trojrozmérny obraz sledovaného objektu.
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2. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat metodu pro rychlé a spolehlivé

stanoveni sarkosinu v rlznych biologickych vzorcich.

Zkoumat vliv pridavk( zinku na Zivotnost ndadorovych prostatickych bunék i

hladinu sarkosinu.

Analyzovat hladinu sarkosinu a dalSi biologické parametry ve vzorcich moci

kontrolni skupiné zdravych muz(i a sou¢asnym i vylééenym pacientl s nadory prostaty.
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Experimentalni ¢ast

3. Materidly a metody

3.1. Materialy

3.1.1. Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, spol. s.r.o. ve

standardni p.a. Cistoté. Pro pfipravu vSech roztok( byla pouZita destil. voda Milli-Q.

Pro Analyzator aminokyselin AA 400 bylo pouZito 6 pracovnich roztok( (tab. €. 3).

pH
kys. citronova (g)
citronan sodny (g)
chlorid sodny(g)
kys. borita (g)
azid sodny (g)

thiodiglykol (ml)

hydroxid sodny (g)

redici pufr

2,2

14

11,5

0,1

pufré.1 pufré.2 pufré.3 pufrc.4

2,7
11,11
4,04

9,25

0,1

2,5

3
10
5,6

8,36

0,1

2,5

4,25
7,53
9,06

18

0,1

2,5

9,7

52,6
2,05

0,1

2,5

NaOH

14

Tabulka ¢ 3 — Sodno — citratové pufry pro Analyzdtor aminokyselin AAA 400

(na 1000 ml)

Pro Beckman PACE 5510 byl pouzit jako elektrolyt 50 mM CuSQO4 s hodnotou pH 3,8.

Pro spektrofotometr BS — 400 byly pouzity standardni reagencie od firmy Greiner —

Diagnostic.
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3.1.2. Biologické vzorky
3.1.2.1. Bunécné lyzaty

Pro analyzu sarkosinu byly pouZity bunécéné lyzaty nadorovych prostatickych
bunék linie 22Rv1 (odvozena z xenograftu® pasaZovaného na kastrovanych mysich)
pfipravenych v laboratofich lékarské fakulty Masarykovy univerzity. Burky byly
péstovany v zivném médiu RPMI-1640 obohaceném o 10% FBS® a antibiotika (penicilin,
streptomycin). Uchovavany byly v Termoboxu pfi teploté 37 °C s 5% prisunem CO,. Po
prvnim dosazeni 50 az 60% konfluence doslo k vyméné média. Po zhruba 24 hodinach
bylo médium opét vymeénéno, tentokrat vsak bylo nové médium obohaceno o 50, 150
a 300 uM zinek (ZnSQ,), diky tomu tedy vznikly 3 odlisné vzorky bunék. Zhruba za 72
hodin od tohoto rozdéleni doslo k 80 — 90% konfluenci a buriky jiz byly pfipraveny k

zavérecnému sklizeni.

Zinek je velmi vyznamny biogenni prvek, avsak jeho zvySené mnoiZstvi pusobi
toxicky. Prostatickd tkan je v metabolismu zinku velmi specifickd, jeji buriky akumuluji
az 10 nasobné vétsi mnoistvi tohoto prvku. Nyni se uvaZuje o wvyuZiti zinku

v diagnostice nadort prostaty.[n]

3.1.2.2. Vzorky modi

Pro analyzu sarkosinu i jinych biochemickych parametra bylo pouzito celkem 37
vzorkd muzské moci; 26 vzorkd tvofilo kontrolni skupinu - 23 zdravych dobrovolnikd ve
véku 17-31 let a 3 vyléceni pacienti s karcinomem prostaty (muZi u nichZ byl karcinom
prostaty v minulosti potvrzen, ale po podstoupeni |écby se v jejich téle, podle
v soucasnosti pouzZivanych testl, jiz nevyskytuje) - a 11 pacientl s nadory prostaty

z Urologické kliniky FN u sv. Anny.

VSechny biologické vzorky byly pouZity se souhlasem etické komise FN u sv. Anny.

® §t&p pochazejici z jiného Zivo&isného druhu, v tomto piipads z lidského karcinomu prostaty
? fetalni hovézi sérum, vysoky obsah embryonalnich faktori podporujicich riist
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3.2. Metody

3.2.1. HPLC

Technika HPLC zaujima mezi chromatografickymi metodami velmi vyznamné
misto. VSeobecné uzivana zkratka je odvozena od anglického nazvu , high-performance
liquid chromatography”, v prekladu vysokoucinna kapalinovd chromatografie. Pfistroj,
na kterém se metoda HPLC provadi, se obecné nazyva kapalinovy chromatogram,
v nasem pripadé byl pouZit Analyzator aminokyselin AAA 400 (obr. ¢ 6). V soucasnosti
existuje vice typl kapalinové chromatografie s rozdilnymi principy separace i nasledné

analyzy vzorku.

K detekci sarkosinu byla pouZita ionexovd kapalinovd chromatografie s
fotometrickym detektorem. Mobilni fazi tvofily sodno-citratové pufry (viz. Chemikalie).

Stacinarni fazi byl ionex™, konkrétné ionex s kyselou funkéni skupinou HSO5.

K separaci vzorku dochazi na koloné naplnéné ionexem. Kladné nabitd
aminoskupina aminokyselin se reverzibilné adsorbuje na zdporné nabitou sulfoskupinu.
Zménou podminek, vétSinou pH, iontové sily a teploty, dochazi k postupnému
isoelektrickym bodem®, tedy ty nejzasaditéjsi. Postupnym zapojovanim méné kyselych
a vice koncentrovanych pufri dochazi k postupnému oddéleni vsech sloZek vzorku.
Rovnomérnému vymyvani z kolony dopomaha zvyseni teploty tam, kde by byla mezera
mezi jednotlivymi aminokyselinami opoustéjicimi kolonu pfilis velkda. Po eluci
aminokyselin pfislusného vzorku nasleduje regenerace kolony pomoci promyvani

roztokem 0,2 M NaOH.

Po vystupu z kolony jsou jiz oddélené aminokyseliny miseny s ninhydrinovym
Cinidlem, se kterym ndsledné pfi zvySené teploté reaguji v prato¢ném reaktoru. Tento
proces se nazyva post-kolonova derivatizace (obr. €. 7). Po vystupu z reaktoru je vznikly

barevny produkt reakce, v pfipadé sarkosinu purpurové zbarveny komplex, tzv.

10 . v v
iontomenic

u tj. hodnota pH, pfi niz ma dana aminokyselina nulovy elektricky naboj, vyskytuje-li se v prostredi
s vy$Sim pH je nabita zaporné
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Ruhemannova cerven, detekovan pomoci absorpéniho fotometrického detektoru.
Detektor detekuje zménu absorbance pfi dvou vinovych délkach, v pfipadé sarkosinu

pfi vinové délce 570 nm.

Pocitatovym programem CHROMULAN vytvofeny zdznam, chromatogram,
predstavuje zavislost absorbance na ¢ase. Tento zdznam je tvoren elu¢nimi kfivkami,
piky, jejichz poloha urcuje konkrétni aminokyselinu a jejich plocha pak absorbanci

barevného produktu, ktera je pfimo Umérna koncentraci detekované aminokyseliny.

pufry

(mobilnifaze)

\pufrové ventilky

i =
filszzsusalaig
pl"edkolona\\

program
CHROMuLAN

ninhyd. pumpa

reaktor
davkovacd N separach _— detektor
kolona

Obrdzek ¢. 6 — Schéma kapalinového chromatogramu AAA 400

0 570nm
? 0
OH H O \ H,C. _H
~ 3
OH + ,N\)L = | N= + \[r + CO, + H,0
0 0 0
ninhydrin sarkosin Ruhemannova ¢erven acetaldehy d

Obrdzek ¢. 7 — Post-kolonova derivatizace sarkosinu

26



3.2.2.CE

CE patfi spolu s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) v analytické
chemii k nejdileZitéjSim separacnim metodam. VSeobecné uzivana zkratka je odvozena
od anglického nazvu ,capillary electrophoresis”, v prekladu kapilarni elektroforéza.
Mezi prednosti této metody patfi predevSim rychld a Gcinnd separace s nizkou
spotfebou vzorkd i chemikdlii. Principem separace je vyuZiti odliSné pohyblivosti
nabitych ¢astic (iontl) v elektrickém poli. K analyze separovanych latek, stejné jakou u
HPLC, slouzi fotometricky ¢i fluorescenéni detektor. CE je provadéna na
stejnojmenném pfistroji, v naSem pripadé byl pouZit pristroj Beckman PACE 5510

(obr. ¢. 8).

Pti kapilarni elektroforéze probiha déleni latek v nepokryté kiemenné kapilare,
trubi¢ce délky 57 cm (50 cm — délka k detektoru) o vnitfnim praméru 50 pm*, do ni je
analyzovany vzorek, pomoci tlaku 3,4 kPa, umistén. Naplnénd kapilara je ponofena
kazdym koncem do elektrolytu™ v oddélenych nadobach s elektrodami. Elektrodadm je
nasledné doddno vysoké stejnosmérné napéti 15 kV. Vdasledku prichodu
elektrického proudu kapilarou naplnénou elektrolytem dochazi na jeji vnitini strané
v neutralnim az alkalickém prostiedi pufru kionizaci silanovych skupin, v dasledku
¢ehoz se vnitfni povrch kapilary nabije zaporné. Na zdporné nabity povrch kapilary se
navazou opacné nabité ionty, tim se vytvoti elektricka dvojvrstva. Kladné nabita vnitini
vrstva se zaCne pohybovat smérem ke katodé a strhne s sebou veskery elektrolyt, tim
vznika tzv. elektroosmoticky tok. Smés latek v kapilare se v dlsledku riizné pohyblivosti
v elektrickém poli zaéne délit. Nejrychleji se ke katodé pfriblizi kladné nabité &astice,
neutralni ¢astice se pohybuji stejnou rychlosti jako elektroosmoticky tok, nejpozdéji se
ke katodé dostanou anionty (obr. €. 9). Jednotlivé separované casti vzorku putuji pres
fotometricky detektor, jenz sleduje absorpci ultrafialového zareni o vinové délce
vrozmezi 200 —280nm. Vzhledem kabsenci chromoforu ve struktufe vétsiny

aminokyselin, i sarkosinu, je nutné, stejné jako u HPLC, provadét jejich derivatizaci

1 diky tak malému vnitfnim prdmérem kapilary je zabranéno promiseni separovanych castic difuzi
B roztok kyseliny, zasady nebo soli, ktery vede elektricky proud
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nebo zvolit metodu nepfimé detekce. Alternativni variantou je vyuZiti chelatace
pomoci iotll médi (CuSQ,), ¢imZ vznikne komplex absorbujici zareni o vinové délce
254 nm. K detekci sarkosinu byl vyuZit pravé tento zpUsob. Vysledny zaznam zavislosti
absorbance na case se nazyva elektroferogram. Tento zdznam je tvoren fadou pikd,
jejichz migraéni cas, stejné jako u HPLC, uréuje typ separované slozky a vyska, resp.
plocha, urcuje koncentraci dané latky.

z2dioj

® O

smer pohybu
separovanych ¢astic

kfemenna
kapilara

anoda-—4 <—— katoda

1

elektrolyt elektrolyt

Obrdzek ¢. 8 — Schéma kapildrni elektoforézy

smér pohybu separovanych ¢éastic

v

P

+ @@@@@@@ —

++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++

Obrazek ¢. 9 — Schéma pohybu riizné nabitych cdstic kremennou kapildarou;
nejrychleji se pohybuji malé kationty, neutrdlni ¢dstice se pohybuji stejnou
rychlosti jako elektrolyt, nejpozdéji se ke katodé dostanou nejmensi anionty
S nejvétsim zdpornym ndbojem, upraveno podle:
http://www.doping.chuv.ch/en/lad-ec-zone-eng.jpg

" fyzikalné chemicky proces, pfi némz nékteré organické slouceniny vazi vicevazebné kationty (obvykle

kovy)
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3.2.3. Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je jednou z nejpouzivanéjSich biochemickych metod slouzicich
ke stanoveni koncentrace latek pomoci riizné absorbance elektromagnetického zareni,
v uréitém souvislém rozsahu vinovych délek, danych vzorkll. Mezi prednosti této
metody patfi pfesnost, citlivost a velké spektrum detekovanych latek. Pfistroj slouzici
k méreni absorbance pomoci této metody se nazyvd spektrofotometr. Pro stanoveni
biochemickych parametr( ze vzork( moci byl pouZit automaticky spektrofotometr

BS - 400 (obr. & 10).

MéFeni absorbance pomoci této metody probihad v plastovych kyvetach®. Do
kyvety je nejprve robotickym ramenem opatfenym davkovaci jehlou umisténo 200 pl
reagencie, pro kazdou detekovanou latku specificky typ, zreagencniho prostoru
temperovaného na 4+1 °C. Po 4 minutach, béhem nichZ se reagencie inkubuje na
teplotu kyvetového prostoru 37+0.1 °C, je do kyvety umisténo 20 pl vzorku. Nasledné
jsou tyto dvé latky promichany. Takto vzniklé barevné komplexy jsou pro kazdou latku
specifické a detekovatelné pfi rlizné vinové délce.

Bilkoviny reaguji se svoji reagencii, konkrétné s Coomassie Cinidlem, za vzniku
barevného komplexu detekovatelného pfi vinové délce 570 nm, jehoZ intenzita, stejné
jako u ostatnich latek, je umérnd koncentraci bilkoviny v daném vzorku. U ostatnich
biochemickych parametrl probihd detekce na zakladé enzymatickych stanoveni.
V pfipadé mocoviny dochazi ke vzniku kompexu GLDH — glutamatdehydrogenazy,
detekovatelného pfi vinové délce 578 nm, diky reakci s uredzou. Kyselina mocova
reaguje surikdzou za vzniku TBHBA - 2,4,6-tribrom-3-hydroxybenzoové kyseliny
detekovatelné pti vinové délce 546 nm. K detekci glukdzy, pfi vinové délce 505 nm,
slouzi jeji barevny komplex G-6-PDH = glukézo-6-fosfatdehydrogendza vznikajici pfi
reakci glukézy s HK a nasledné s G-6-PDH. Kreatinin reaguje s alkalickym pikratem za
vzniku komplexu detekovatelného pfi 505 nm. Vyslednd hodnota absorbance
detekované latky je rovna rozdilu hodnoty absorbance jeji reagencie a hodnoty

absorbance jejiho komplexu po 10 minutové inkubaci. S pomoci takto ziskané hodnoty

> drobné labor. nadoba slouzici k méfeni optickych vlastnosti roztokd
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absorbance a hodnot kalibraéni kfivky je mozno uréit koncentraci mérené latky ve

vzorku.
svetlo svetlo
zdrojsvétla —_— —_—
kyveta

reagencie + vzorek

Obrdzek ¢. 10 — Schéma principu spektrofotometru

Ke stanoveni koncentrace iontll je pouZzivana metoda nepfimé potenciometrie,
vtomto pfipadé s vyzitim iontové selektivnich elektrod, které jsou soudasti
spektrofotometru BS - 400. Tato metoda vyuziva k detekci koncentrace latek zmény
hodnoty elektromotorického napéti*® &lanku, sklddajiciho se z mérné a referentni

elektrody.

16 napéti mezi poly nezatizeného zdroje
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Analyza standardnich roztoku sarkosinu

4.1.1. HPLC

Pfistroj AAA 400 je primarné optimalizovan pro analyzu esencialnich
aminokyselin v biologickych vzorcich. Metoda poskytuje vysokou separacni Ucinnost a
reprodukovatelnost’’ stanoveni (RSD'® = 2 %). Jednim z prvnich Ukolt prace bylo
ovéfrit, zda je tento pfistroj vhodny pro stanoveni sarkosinu, pro které neni specificky
urcen.

Na obr. ¢. 11 je chromatogram standardni smési 17 aminokyselin, kterd byla
obohacena o sarkosin pro stanoveni reten¢niho ¢asu a také pro vylouceni mozné
koeluce s jinou aminokyselinou. Z obrdzku je patrné, Ze jsou podminky separace
nastaveny tak, aby doslo k Uplnému rozdéleni piku sarkosinu a nejblizsiho sousedniho
piku — kys. glutamové. Cervené je proloZzen chromatogram samotného sarkosinu o

koncentraci 1 mM. Migracni ¢as signdlu sarkosinu je 31 minut.
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Obrdazek ¢. 11 — Zdaznam chromatogramu smésného standardu aminokyselin
proloZeny se zaznamem 1000 uM sarkosinu

' stabilita metody a jejiho provadéni béhem celé doby pouzivani

'8 relativni smérodatna odchylka reprodukovatelnosti
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Dale byly méreny vzorky cCistého krystalického sarkosinu rozpusténého ve vodé o
rGzné koncentraci, na zakladé jejichz absorbance byla sestavena kalibra¢ni krivka
(obr. &. 12). Linearita kalibrace vyjadfena hodnotou R* = 0.9999 potvrzuje, Ze zvolend

metoda vykazuje optimalni odezvu detektoru v zavislosti na koncentraci analytu.

10 -

y=0,0106x
R%=0,9999

Absorbance (AU)
[=)]

0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentrace (uM)

Obrazek ¢. 12 — Kalibracni kfivka sarkosinu z HPLC
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4.1.2. CE

Ovéreni této metody bylo provedeno, stejné jako u HPLC, pomoci separace

standardni smési aminokyselin véetné sarkosinu (obr. ¢. 13).
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Obrdzek ¢. 13 — Elektroferogram smésného standardu aminokyselin

Pro ovéreni odezvy detektoru byla sestrojena kalibrac¢ni kfivka (obr. €. 14), kterd

ukazuje linearitu na drovni R? = 0.9968. Limit detekce metody je v fadech jednotek uM.

14

[y
M

=
=]

Absorbance (mAU)

y=0,0022x-0,0428
R?=0,9968

1000

2000 3000 4000 5000 6000 7000

Koncentrace (uM)

Obrdzek ¢. 14 — Kalibracni krivka sarkosinu z CE
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4.2. Analyza bunécnych lyzata

4.2.1. Vliv zinku na nadorové prostatické buriky

Soucasné s hladinou sarkosinu byl u nddorovych prostatickych bunék zkouman
vliv pfidavk( zinku na Zivotnost téchto bunék. Na obr. €. 15 jsou zobrazeny buriky bez
pridavku zinku. Na obr. €. 16 jsou buriky, jejichz Zivné médium bylo obohaceno o 75 a
750 uM zinek. VSechny detekované bunky byly, pro zlepsi viditelnosti, obarveny
propidium jodidem s fluorosceindiacetatem a sledovany fluorescenénim mikroskopem
pfi 400 nasobném zvétieni. Cervena barva bunék, nejvice patrna u bunék s nejvyssi
koncentraci pfidaného zinku, pfi tomto typu obarveni, signalizuje mrtvé buriky.
Z fotografii je tedy patrné, Ze se zvySujici se hodnotou pridavku zinku klesa

Zivotaschopnost nadorovych prostatickych bunék.

U zdravych prostatickych bunék linie PNT1A dochdzelo k bunééné smrti jiz u 5
nasobné nizsi koncentrace pfidaného zinku, coZ je zajimavé, jelikoZz nadorové buriky
podléhaji zpravidla ucinklim cizorodym latek snadnéji. Nddorové zménéné prostatické
buriky maji tedy utlumeny mechanizmus importu zinku, ¢ehoZ by se mohlo v budoucnu

vyuzit v diagnostice nador prostaty.m]

4.2.2. Priprava bunécnych lyzatu

Po sklizeni byly nadorové prostatické buriky mechanicky homogenizovany ruénim
homogenizatorem v 50 pl fosfatovém pufru (pH 7,4) po dobu 3 minuty. Poté byly
roztoky doplnény do 200 pl PBS a tepelné denaturovany pfi 99 °C po dobu 15 minut.
Nasledné byly centrifugovany pfi 14 000 otackach a 4 °C po dobu 30 minut. Takto

pfipravené tepelné lyzaty byly pfipraveny pro analyzu.
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Obrdzek ¢. 15 — Nddorové prostatické buriky linie 22Rv1 obarvené propidium
jodidem s fluorosceindiacetdtem, zvétseno 400x

Obradzek ¢. 16 — Nadorové prostatické buriky linie 22Rv1 s 75 uM (vlevo) a
750 uM (vpravo) pridavkem zinku, obarvené propidium jodidem
s fluorosceindiacetdtem, zvétseno 400x
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Absorbance (AU)

4.2.3. HPLC

Pfipravené bunécné lyzaty byly redény fedicim pufrem vpoméru 1:4 a
podrobeny analyze pomoci HPLC. Analyza realnych vzorkd je spojena se zménou
v migraénim case zplisobenou vlivem matrice. Z toho dlivodu je pro identifikaci latek
v realnych vzorcich pouZivdna tzv. metoda standardniho pfidavku. Na obr. €. 17 je
chromatogram bunécného lyzatu redéného fedicim pufrem (Cervenad kfivka) prolozeny
s chromatogramem bunécného lyzatu, ke kterému byl kromé fediciho pufru pridadn
jesté standardni roztok 500 uM sarkosinu (zelena kfivka). Z obrazku je jasné patrné, ze
pik s migracnim ¢asem 39 minut neni signdlem sarkosinu, protoZe se po pridavku
standardniho roztoku sarkosinu jeho plocha nezvétsila. Naopak se objevil pik
s migracnim ¢asem 36 minut odpovidajici sarkosinu. V bunécnych lyzatech tedy nebyl
sarkosin detekovan. Tento stav muZe byt zplUsoben nizkym obsahem sarkosinu
v bunikdch (pod limitem detekce) nebo fedénim predchazejicim analyzu. Toto redéni

vsak bylo pro optimalizaci iontové sily nezbytné.
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Obrdzek ¢. 17 — Chromatogram bunécného lyzdatu redéného v rfedicim pufru

(¢ervena linka) a chromatogram lyzdtu s pfidavkem standardu sarkosinu (zelend
linka)
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4.2.4.CE

Pfed analyzou pomoci CE byly lyzované burnky narfedény s Milli-Q vodou
v poméru 1:1. Obr. €. 18 ukazuje typicky elektroferogram bunééného lyzatu, ze kterého
je patrna relativné slozitd matrice redlného vzorku. Metodou standardniho pfidavku

byl identifikovan sarkosin, jehoZ vysledny obsah byl vypocten z kalibraéni krivky.
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Obrdzek ¢. 18 — Elektroferogram bunécného lyzdtu

Na obr. €. 19 Ize jasné vidét vliv mnozstvi pfidaného zinku na mnozZstvi sarkosinu.
Se zvysujici se hodnotou pridavku zinku dochdzelo ke snizovani poc¢tu nadorovych

prostatickych bunék, coz mélo za ndasledek sniZzovani hladiny sarkosinu.
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Obrdazek ¢. 19 — Zavislost mnoZstvi sarkosinu na obsahu zinku pfidaného do
Zivného média nddorovych prostatickych bunék linie 22Rv1
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4.3. Analyza vzorki moci

Pro analyzu sarkosinu z moci bylo pouZzito celkem 37 vzork(. Kontrolni skupinu
tvofilo 26 vzorkd, jenZz byly odebrany muziim bez nadorovych onemocnéni prostaty.
Z toho 3 vzorky patfily muzim, u nichZ byl karcinom prostaty v minulosti potvrzen, ale
po podstoupeni lécby se v jejich téle, podle v soucasnosti pouZivanych testl, jiz
nevyskytuje. Od pacientl s |ékarsky potvrzenou pFitomnosti karcinomu prostaty bylo

pouzito celkem 11 vzork.

4.3.1. Biochemické parametry vzorkd moci

Soucasné se sarkosinem byly v moci analyzovany i jiné biochemické parametry, a

+

to konkrétné ionty (Na®, K *, CI), proteiny, glukéza, kyselina mocova, kreatinin,
mocovina a pH. Tyto parametry byly detekovdny pomoci automatického
spektrofotometru BS — 400 s pouZzitim 20 ul vzorku moci a 200 pl pfislusné reagencie.
Kazdy parametr byl analyzovan celkem tfikrat. Individudlni primérné hodnoty téchto
parametr( i s odchylkami méreni jsou, jak pro soubor pacientl, tak pro kontrolni

skupiny, uvedeny v tabulkach €. 4,5 a 6.

Hodnoty biochemickych parametrii muzi s karcinomem prostaty

vk sarkosin Na* K* cr proteiny  glukoza mcl?é/f)'vé kreatinin  mocovina
(M) (mM)  (mM)  (mM)  (mg/l) (mM) (mM) (mM) (mM)

62 1480 237+2 76%1 124+2 6215 0.40+0.03 6.94+0.08 17.7+0.3 39915
19

64 770 204+2 77+1 132+1 ND 0.20+0.02 3.41+0.05 12.9+0.2 387+9
65 830 20211 96+1 1l46+1 ND 0.19+0.02 1.93+0.03 14.2+0.4 35547
67 640 182+2 33+1 8512 ND 0.15+0.01 3.35+0.07 12.0£0.2 36416
70 337 106+2 119+2  130+£1 12+2 0.38+0.02 2.51+0.08 10.3%#0.1 37016
71 321 96+1 103+1  131+1 4243 0.22+0.01 1.95+0.07 7.4+0.1 283+7
72 121 88+2 68+1 731 1243 0.49+0.02 2.08+0.06 11.9%0.2 40149
73 530 92+2 6711 7411 1342 0.32+0.02 2.21+0.03  7.4+0.3 21846
74 186 120+1 89+1 91+1 1714 3.93+0.09 0.99+0.03 7.5+0.3 36617
75 15 11542 85+1 116+2 18+3 0.18+0.01 1.93+0.04 10.2+0.4 40219
76 190 176%2 47+1 81+1 ND 0.65+0.02 1.75+0.04 15.710.2 19547

pH

7.610.1
6.7+0.1
5.540.1
6.2+0.1
7.4+0.1
5.510.1
5.540.1
6.510.1
5.4+0.1
5.4+0.1
5.21#0.1

Tabulka ¢. 4 — Hodnoty biochemickych parametri pacient( s nddory prostat

YND = biochemicky parametr nebyl ve vzorku detekovan
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Hodnoty biochemickych parametri muzd bez karcinomu prostaty

_ + + . . . kys. - o

vk sarkosin Na K cl proteiny  glukdza molova kreatinin  mocovina oH

(1M) (mM)  (mM) (mM) (mg/1) (mM) (mM) (mM) (mM)
17 ND 98+1 57+1 79+1 ND 0.23+0.02 2.24+0.06 13.2%0.3 10242 6.5+0.1
19 ND 11242 99#1 11941 ND 0.40£0.03 2.32+0.03 10.30.3 342+4 6.3+0.1
19 ND 114+1  98#1 128+1 ND 0.20£0.02 3.35+0.06 15.2%0.2 33317 6.3+0.1
19 ND 131+2  97+2 13642 43+5  0.66+0.03 2.4+0.04  9.0+0.1 2004 7.0+0.1
19 ND 99+1 731 86+1 ND 0.43+0.02 2.47+0.05 10.0%0.2 27445 6.3+0.1
21 ND 100+1 1011  113#1 ND 0.49+0.01 2.59+0.08 9.8+0.2 2304 6.7+0.1
21 ND 11741 111+1  129#1 ND 0.30£0.01 3.11+0.09 8.1#0.2 36116 6.2+0.1
21 ND 111+2 1361  104+2 ND 0.16£0.01 2.65+0.06 10.30.1 8413 6.6+0.1
21 ND 144+1  94#1 11542 ND 0.24+0.01 1.7#0.03  7.6+0.2 350+7 7.0£0.1
22 ND 14941 1161  108#1 ND 0.17#0.01 2.84#0.02 8.3%0.1 9243 6.5+0.1
22 ND 105+#1 10242  122#1 ND 0.11#0.01 2.75+0.06 8.1+0.2 15443 6.4+0.1
22 ND 11741 77+#1 11341 64+4  0.33+0.02 3.35+0.05 8.3+0.2 27616 6.3+0.1
22 ND 88+1 36%1 90+1 ND 0.10£0.01 1.95+0.03 8.0+0.2 33616 6.4+0.1
22 ND 108+1  65#1 11041 47+4  0.21+¥0.01 4.45+0.08 14.0+0.3 33843 6.1+0.1
23 ND 9942 8942 78+2 ND 0.26£0.01 3.31+0.04 11.00.2 359+1 7.0+0.1
24 ND 15942  100+1  121#2 ND 0.21#0.02 2.44+0.04 12.70.2 32442 6.4+0.1
24 ND 13241 98#1 13542 ND 0.20£0.02 3.57+0.04 9.8+0.1 32843 6.4+0.1
25 ND 87+2 661 10442 ND 0.28+0.02 3.54+0.06 14.50.2 3384 6.7+0.1
26 ND 95+1 5542 83+1 ND 0.14+0.01 2.7620.04 12.6%0.3 16746 6.4+0.1
28 ND 12942  67+1 94+1 ND 0.18+0.02 2.91+0.04 8.8+0.4 2057 6.0+0.1
29 ND 98+1  108+2  111#1 63+4  0.29+0.02 3.36+0.06 8.3+0.1 24615 7.2+0.1
31 ND 11342 36#1 83+1 ND 0.54+0.03 2.26+0.03 14.5+0.4 23646 6.2+0.1

Tabulka ¢. 5 — Hodnoty biochemickych parametri zdravych muzi
Hodnoty biochemickych parametri ,,vylécenych” muzli s karcinomem prostaty

. + + - . : kys. . . .

vek sarkosin Na K Cl proteiny  glukdza motova kreatinin mocovina oH

(1M) (mM) (mM)  (mM)  (mg/l) (mM) (mM) (mM) (mM)
65 ND 1752  120%1  135#1 ND 0.12+0.01 3.43+0.05 6.8%0.2 38747 6.3+0.1
69 ND 13641 94+1 72+1 534  0.66%0.02 2.32+0.07 6.3%0.2 19449 7.0+0.1
70 ND 15041 74%1 76%1 ND 0.43+0.02 2.19#0.09  9.9+0.2 29449 6.4+0.1

Tabulka ¢. 6 — Hodnoty biochemickych parametri ,,vylécenych” pacient
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Celkové primérné hodnoty biochemickych parametrd byly nasledné porovnany
mezi kontrolnimi skupinami a pacienty s nadory prostaty (obr. €. 20). Byla snaha nalézt

zavislost hodnot téchto parametr(i na prfitomnost nadoru prostaty.

Jedinad viditelna zména nastala v pfipadé hladiny pH, coZ je pravdépodobné
zpusobeno podavanim lékl pacientim s nddory prostaty. Ddle byl zaznamenan
narlstajici trend hodnot v pfipadé mnoizstvi glukdzy a mocoviny, ktery je zfejmé
zpUsoben narGstem véku a zvySenou pravdépodobnosti vyskytu dalSich nemoci,

napft. diabetes II. typu. Zadny s téchto trend( véak neni statisticky prokazatelny.

Z vysledk(h méreni tedy vyplyvd, Ze Zadny parametr nem(iZe byt povazovdn za

mozny biomarker nadoru prostaty.
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Obrdzek ¢. 20 — Srovndni biochemickych parametri mezi souborem muZzi bez
nddoru prostaty (zdravi), vylécenymi (vyléceni) i soucasnymi (nemocni) pacienty
s nddory prostaty

4.3.2. HPLC

Pfed analyzou sarkosinu pomoci Analyzatoru aminokyselin AAA 400 musel byt
kazdy vzorek 10x naredén vfedicim pufru, ndsledné byla takto vznikld smés

promichana na Vortexu.

Na obr. ¢. 21 Ize vidét zavislost mnozstvi sarkosinu na stafi muzd. Modrou barvou
jsou zndzornény vzorky moci odebrané od muzl bez karcinomu prostaty, zelenou
barvu predstavuji vzorky od pacientll a tfi cervené body predstavuji jiz zminéné muze,
ktefi touto nemoci v minulosti trpéli.
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Obrdzek ¢. 21 — Zdvislost mnoZstvi sarkosinu na véku muzu
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Z uvedenych dat Ize soudit, Ze hladina sarkosinu u muzl s pozitivni diagnézou
nadorl prostaty je signifikantné zvySend ve srovnani s hladinou u kontrolnich vzorka.
Navic si lze vSimnout, Ze pacienti, jez prodélali |éCbu, nevykazuji zvysené mnozstvi

sarkosinu.

4.3.3. CE

Moc je slozitd biologickd matrice, diky tomu byla jeji analyza pomoci CE znaéné
ztizena. Na rozdil od selektivity, kterou poskytuje HPLC, je CE metoda relativné
univerzalni, a proto poskytuje signdly vyrazné vyssiho poctu latek, coz ztézuje jejich
identifikaci. Jak je vidét na obr. ¢. 22, béhem separace nedoslo ke kompletnimu
rozdéleni této slozité smeési a ani metodou standardniho pfidavku nebyl signal
sarkosinu spolehlivé identifikovdn. Z toho divodu vyZzaduje analyza moci dlikladnou

predpfipravu vzorku spojenou s deproteinaci®.
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Obradzek ¢. 22 — Elektroferogram vzorku moci pacienta s karcinomem prostaty

%% odstranénim bilkovinnych slozek
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Byly testovany dva postupy Upravy vzorku nalezené v literature. V prvnim
pfipadé byly do 2 ml moci pfidany 2 ml metanolu a takto nafedéna moc byla 10 min
centrifugovana. Poté byla tekutina od vzniklé srazeniny odpipetovana, pfidana do 4 ml

vody a zanalyzovana.

Podle druhého postupu byl ke 2 ml moci pfidan 1 ml 10% trifluoroctové kyselliny
(TFA), vnikla smés byla také 10 min centrifugovana a nasledné oddélena od srazeniny
vysokomolekuldrnich slozek a smichana s 3 ml vody. Takto pfipravené vzorky byly

podrobeny analyze CE.

BohuzZel, Zadnd z téchto metod nepfinesla vyrazné zjednoduseni smési, které by
vedlo ke zlepSeni analyzy. V budoucnu bude metoda pfipravy vzorku stejné jako
metoda separace ddle optimalizovana, aby byl minimalizovan matriéni efekt, a aby bylo

zlepseno rozliseni.
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5. Zaveér

Sarkosin je jednim z potencidlnich markerl nadorovych onemocnéni prostaty.
V soucasnosti vSak existuje mnoho diametralné odliSnych védeckych nazord, zda ho lze
a nebo nelze takto vyuZit. V této prdci byla studovdana moZnost stanoveni sarkosinu
v mocéi pomoci dvou separacnich metod - vysokoucinné kapalinové chromatografie s

ionexovou separaci a kapilarni elektroforézy.

Bylo zjiSténo, Ze pro detekci sarkosinu, v tak slozité matrici jako je moc, se jako
vhodnéjsi jevi chromatografie. Vysledky ziskané pomoci této metody korelu;ji
s nazorem, Ze hladina sarkosinu je u pacientl s karcinomu prostaty vyrazné zvysena.
Soucasné byly v mo¢i stanoveny a porovnany dal$i biochemické parametry. Zadny
z analyzovanych parametrl nevykazoval prokazatelné rozdilnou hladinu v pfipadé

vyskytu nador(i prostaty.

Dale bylo zjisténo, Ze s pfibyvajici koncentraci zinku pfidaného do Zivného média
nadorovych prostatickych bunék roste jejich Umrtnost a v dlsledku toho klesa hladina

sarkosinu v jejich lyzatech.

Vysledky experimentdlni prace vykazuji slibny trend vyuziti sarkosinu pro
diagnostiku nadorovych onemocnéni prostaty, ale je potieba je$té mnoho dalsich
studii, nez bude moZno, jestli vlbec bude, vyuZivat sarkosin v béziné klinické

diagnostice nador( prostaty.
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