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Reakéni smés pro kvantitativni stanoveni
sarkosinu ve vzorku lidské moci, séra nebo
plazmy

Anotace:

Reseni se tyka reakéni smési pro snadné, rychlé a finanéné
nenarocné enzymatické stanoveni mnozstvi sarkosinu ve
vzorku lidské moci, séra nebo plazmy prostiednictvim
automatizovanych fotometrickych systémi. Reakéni smés
obsahuje ¢inidlo R1, které tvori chlorid sodny v koncentraci
100 az 200 mM, chlorid draselny v koncentraci 30 az 80 mM,
fosforeénan sodny v koncentraci 10 az S0 mM, mocovina v
koncentraci 200 az 500 mM, kreatinin v koncentraci 10 az
25 mM, bovinni sérovy albumin v koncentraci 600 az

800 1M a sarkosin v koncentraci 10 az 100 uM a reakéni
¢inidlo R2, které tvofi peroxidaza o aktivité 10 az 100 KU/,
sarkosin oxidaza o aktivité 2 az 10 KU/, fenol o koncentraci
1 az 5 mM a barviva 4-amino-2,3-dimethyl-1-fenyl-3-
pyrazolin-5-on o koncentraci 0,1 az 2,0 mM a sodna sil 3-
(N-ethyl-3-methylanilin)propanesulfonové kyseliny v
koncentraci 0,1 az 2,0 mM nebo 3,3~ diaminobenzidin v
koncentraci 1 az 10 mM nebo o- enylendiamin v koncentraci

5 a7z 20 mM. Pifedmétem vynalezu jsou téZ prislusné
diagnostické soupravy.



20

25

30

35

40

45

50

CZ 307555 B6

Reakéni smés pro kvantitativni stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské moci, séra nebo
plazmy

Oblast techniky

Vynalez se tyka reakéni smési pro kvantitativni enzymatické stanoveni sarkosinu ve vzorku
lidské moci, séra nebo plazmy prostrednictvim automatizovanych fotometrickych systéma.

Dosavadni stav techniky

Sarkosin (N-methylglycin) je aminokyselina, ktera mize vznikat methylaci glycinu.
Fyziologicky je sarkosin v organismu pfitomen ve stopovém mnoZzstvi. ZvySené hodnoty
nachazime v krvi a v mo¢i u sarkosinemie z deficitu sarkosindehydrogenazy a u glutarové
acidurie typu II. Sarkosinemie je velmi vzacnd metabolickd porucha, kterd nema presné
definované klinické projevy. U onemocnéni dochazi k vzestupu hladiny sarkosinu v mo¢i i krevni
plazmé [1]. Analyzované hodnoty sarkosinu se tak mohou pohybovat v desitkach az stovkach
mikromolarnich koncentraci ve sledovaném biologickém vzorku. N,N-dimethylglycin byl
testovan pro potencionalni antioxidacni efekt v priibéhu fertilizace. Bylo zjiSténo, Ze pouzitim
N,N-dimethylglycinu dochézi k lepsimu vyvinu zarodki skotu [2].

Kromé uvedeného jsou hladiny vybranych aminokyselin (v moci, krevnim séru) mozné ukazatele
potencionalniho kardiovaskularniho rizika [3]. Klasicka homocysteinurie (HCU) je zplisobena
deficitem cystathionin—beta—synthasy a je charakterizovan poruchami pojivové tkané, mentalni
retardaci a kardiovaskularnimi onemocnénimi. Lécba typicky zahrnuje sniZovani hladiny
homocysteinu s dietou omezujici methionin a dietni suplementace betainem, coz piimo navazuje
na metabolickou drahu spojenou se sarkosinem [4]. Podobné byly popsany pomémné vyznamné
zmény hladin aminokyselin, véetné sarkosinu u pacientli s chorobami aorty [5]. Navrzeny marker
by mohl napomoci pii neinvazivni a objektivni diagnostice takové zavazné zdravotni poruchy

[S].

Bylo zjisténo, Ze u pacientdl s aktivné probihajicim onemocnénim HIV dochédzi k vyznamnym
zménam hladiny sarkosinu a N,N—-dimethylglycinu [6]. Bylo zde také prokazano, ze po prob&hlé
antivirotické terapii doslo k vyznamnému snizeni hladiny obou markert [6].

Terapeuticky se sarkosin pouziva ve vysokych koncentracich (2 g/den) jako podplrna lécba
psychickych a psychiatrickych onemocnéni, pfedev§im schizofrenie [7, 8]. Pfi jeho pouziti
dochazi k ovlivnéni glutamatového receptorového systému a sarkosin je pravdépodobné
inhibitorem glycintransporter—1 (GlyT-1) [9].

V tad¢ experimentalnich studii byly sledovany aminokyselinové profily ve vztahu k nadorim
prostaty [5, 10, 11]. Zvysené hladiny sarkosinu v mo¢i byly identifikovany jako potencionélni
marker zhoubnych nadori a to predevsim nadori prostaty [12].

Kromé vySe uvedenych divodd pro analyzu sarkosinu v biologickém vzorku je sarkosin v
bézném spotiebitelské siti dostupny jako doplnék stravy. Zde by jeho zvysené koncentrace mély
byt pravdépodobné sledovany pro posouzeni maximalnich vhodnych davek aminokyseliny.

Ke stanoveni sarkosinu se dosud pouzivaly bézné chromatografické a elektrochemické metody.
Vzhledem ke klinickému vyznamu tohoto metabolitu byly urcité snahy o nalezeni zplsobu, jak
tyto metody modifikovat pro pouziti v klinickych laboratofich a umoznit kvantitativni detekci u
pacienta jako soucast diagnostického vysetreni.
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Metodu kvantitativni detekce sarkosinu ve vzorku moci pomoci chromatografie a hmotnostni
spektrometrie uvadi spis CN 102662013 nebo CN 1026800599. Detekci sarkosinu pomoci
zafizeni na bazi elektroforézy—elektrochemiluminiscence popisuje napiiklad dokument
CN 101718746. Kvantitativni rutinni stanoveni sarkosinu je vSak stale naro¢né na pristrojové
vybaveni, ¢asto vyzaduje chemickou Upravu biologického vzorku a neni dostatec¢né citlivé a
presné.

Enzymatické metody pro automatické analyzy pifi stanoveni kreatininu, kyseliny mocové,
triacylglycerolu, cholesterolu, glukosy a ptipadné dalSich analytl vyuzivaji Trinderovy reakce 4—
aminoantipyrinu a fenolu v pfitomnosti peroxidu a peroxidazy, kdy vznika chioniminové barvivo
s vyslednym vyhodnocenim automatizovanymi fotometrickymi systémy [13]. Zavedeni této
reakce do klinické biochemie prineslo ve spojeni se substratové specifickymi enzymy vyrazné
zlepSeni specifity a selektivity [14].

Analyza sarkosinu v klinickych laboratotich v bézném provozu neni v soucasné dobé mozna. Pro
jeji provedeni je nezbytné zavést vhodnou metodiku vcetné prace s jednotlivymi slozkami a
pomérné naro¢nou optimalizaci metody.
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Podstata vynalezu

Vyse uvedené pretrvavajici nedostatky resi reakéni smés podle vynalezu pro snadné kvantitativni
stanoveni sarkosinu enzymatickou metodou s pouzitim 4-amino-2,3—-dimethyl-1-fenyl-3—
pyrazolin-5-onu (AAP) a sodné soli 3—(N-ethyl-3—-methylanilin) propansulfonové kyseliny
(TOPS), 3,3'-diaminobenzidinu nebo o—fenylendiaminu. Pouzitim téchto ¢inidel vznikne stabilni
smés s velmi dobrou citlivosti k identifikaci sarkosinu jak pfi pouziti béznych fotometrti, tak plné
automatizovanych systému.

Reakéni smés pro kvantitativni stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské moci, séra nebo plazmy in
vitro s pouzitim 4—amino-2,3-dimethyl-1-fenyl-3-pyrazolin—-5—-onu u (AAP) a sodné soli 3—(N—
ethyl-3-methylanilin)propansulfonové kyseliny (TOPS) vyuziva nasledujici enzymatické reakee:

Sarkosinoxidaza

Sarkosin + O + H2O <> Glycin +HCHO + H20,
Peroxidaza

2H>0, + AAP + TOPS + fenol <> chinonimin + 4 H,O

Tuto reakeni smés tvoii reakéni ¢inidlo R1 a reakéni ¢inidlo R2 v objemovych pomérech 9:36:55.
Reakeéni €inidlo R1 pro tuto enzymatickou reakei obsahuje sarkosin o koncentraci 10 az 100 uM,
chlorid sodny v koncentraci 100 az 200 mM, chlorid draselny v koncentraci 30 az 80 mM,
fosforeGnan sodny v koncentraci 10 az 50 mM, mocovinu v koncentraci 200 az 500 mM,
kreatinin v koncentraci 10 az 25 mM, bovinni sérovy albumin v koncentraci 600 az 800 pM.
Reakeéni €inidlo R2 obsahuje sarkosin oxidazu o aktivité 2 az 10 kU/I, peroxidazu o aktivité 10 az
100 kU/l, 4-amino-2,3-dimethyl-1-fenyl-3—-pyrazolin-5-on (AAP) v koncentraci 0,1 aZ
2,0mM, fenol v koncentraci 1 az S5mM a sodnou sul 3—(N-ethyl-3-
methylanilin)propansulfonové kyseliny (TOPS) v koncentraci 0,1 az 2,0 mM. ZvySeni
absorbance produktu chinoniminu fialového zbarveni v posledni reakei pii A=546 nm méfitelné
fotometrickou metodou je pfimo umérné koncentraci sarkosinu ve vzorku (Obr. 1 a Obr. 4).
Stanoveni je linearni v rozmezi koncentraci 1 az 1000 pM.

Jednotka sarkosin oxidazy (1 U) je definovana jako produkujici 1,0 umol formaldehydu ze
sarkosinu za minutu pii pH 8,3 a 37 °C. Jednotka peroxidazy (1 U) odpovidd mnozZstvi enzymu,
ktery zoxiduje 1 pmol diamonné soli 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin—6—sulfonové
kyseliny) za minutu pfi pH 6,0 a 25 °C (dle katalogu chemikalii Sigma—Aldrich).

Pfedmétem vynalezu je také diagnostickd souprava pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni
sarkosinu ve vzorku lidské moci, séra nebo plazmy in vitro. Souprava obsahuje reakcni €inidlo
R1, které tvofi chlorid sodny v koncentraci 100 az 200 mM, chlorid draselny v koncentraci 30 az
80 mM, fosfore¢nan sodny v koncentraci 10 az 50 mM, mocovina v koncentraci 200 az 500 mM,
kreatinin v koncentraci 10 az 25 mM, bovinni sérovy albumin v koncentraci 600 az 800 uM a
sarkosin v koncentraci 10 az 100 uM, reakéni ¢inidlo R2, které tvoii sarkosin oxidaza o aktivité 2
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az 10 kU/I, peroxidaza o aktivit¢ 10 az 100 kU/I, 4—amino-2,3—dimethyl-1-fenyl-3—pyrazolin—
5-on (AAP) v koncentraci 0,1 az 2,0 mM, fenol v koncentraci 1 az 5 mM a sodna sl 3—(N-
ethyl-3-methylanilin)propansulfonové kyseliny (TOPS) v koncentraci 0,1 az 2,0 mM. Soucasti
diagnostické soupravy je také kalibracni roztok standardu sarkosinu o koncentraci 10 uM.

Reakeni €inidlo R2 v reakéni smési pro kvantitativni stanoveni sarkosinu, kterou tvofi reakéni
¢inidlo R1 a reakeni ¢inidlo R2 v objemovych pomérech a se sloZzenim reakéniho ¢inidla R1, jak
je uvedeno vyse, mize mit také nasledujici sloZeni: peroxiddaza o aktivite 10 az 100 kU/I,
sarkosin oxidaza o aktivité 2 az 10 kU/I, fenol o koncentraci 1 az 5 mM a 3,3'-diaminobenzidin v
koncentraci 1 az 10 mM.

Pfedmétem vynalezu je dale prislusna diagnostickd souprava pro kvalitativni a kvantitativni
stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské moci, séra nebo plazmy in vitro. Souprava obsahuje reakeni
¢inidlo R1, které tvoii chlorid sodny v koncentraci 100 az 200 mM, chlorid draselny v
koncentraci 30 az 80 mM, fosfore¢nan sodny v koncentraci 10 az 50 mM, mocovina v
koncentraci 200 az 500 mM, kreatinin v koncentraci 10 az 25 mM, bovinni sérovy albumin v
koncentraci 600 az 800 uM a sarkosin v koncentraci 10 az 100 az uM, reakéni ¢inidlo R2, které
tvofi peroxidaza o aktivité 10 az 100 kU/], sarkosin oxidaza o aktivit¢ 2 az 10 kU/I, fenol o
koncentraci 1 az S mM a 3,3'-diaminobenzidin v koncentraci 1 az 10 mM. Soucasti diagnostické
soupravy je také kalibraéni roztok standardu sarkosinu o koncentraci 10 uM.

Reakeni €inidlo R2 v reakéni smési pro kvantitativni stanoveni sarkosinu, kterou tvofi reakéni
¢inidlo R1 a reakéni ¢inidlo R2 v objemovych pomérech a se sloZzenim reakéniho ¢inidla R1, jak
je uvedeno vyse, mize mit i nasledujici sloZeni: peroxidaza o aktivité 10 az 100 kU/I, sarkosin
oxidaza o aktivité 2 az 10 kU/I, fenol o koncentraci 1 az 5 mM a o—fenylendiamin v koncentraci
5 az20 mM.

Pfedmétem vyndlezu je i pfislusnd diagnostickd souprava pro kvalitativni a kvantitativni
stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské moci, séra nebo plazmy in vitro. Souprava obsahuje reakéni
¢inidlo R1, které tvoii chlorid sodny v koncentraci 100 az 200 mM, chlorid draselny v
koncentraci 30 az 80 mM, fosforecnan sodny v koncentraci 10 az 50 mM, mocovina v
koncentraci 200 az 500 mM, kreatinin v koncentraci 10 az 25 mM, bovinni sérovy albumin v
koncentraci 600 az 800 uM a sarkosin v koncentraci 10 az 100 uM, reakéni €inidlo R2, které
tvofi peroxidaza o aktivit¢ 10 az 100 kU/1, sarkosin oxidaza o aktivit¢ 2 az 10 kU/I, fenol o
koncentraci 1 az 5 mM a o—fenylendiamin v koncentraci 5 az 20 mM. Soucasti diagnostické
soupravy je také kalibraéni roztok standardu sarkosinu o koncentraci 10 uM.

Reakéni smési jsou vhodné pro kvalitativni stanoveni sarkosinu diky vyslednému zbarveni
reakce, ale predevsim pro kvantitativni stanoveni ve vzorku lidského séra, plazmy nebo moci v
koncentracnim rozmezi 0 az 1000 uM. Rozmezi hodnot sarkosinu u zdravého ¢lovéka v moci je
0 az 1 uM, v plazm¢ je rozmezi hodnot 0 az 5 pM. Predpoklada se, ze kazda laboratof si stanovi
své vlastni referenéni rozmezi.

Reakéni smési podle vynalezu pro kvalitativni a kvantitativni enzymatické stanoveni ve vzorku
lidské moci, séra nebo plazmy umoziuji snadnou a rychlou detekci sarkosinu v biologickém
vzorku v laboratofich klinické biochemie prostiednictvim automatizovanych fotometrickych
systémul.

Objasnéni vykresi

Obr. 1: Kvalitativni test pfitomnosti sarkosinu ve vzoru (biologicky vzorek, degradacni produkt
apod.) za vyuziti kterékoli enzymatické reakéni smési podle vynalezu. V reakci dochéazi ke
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vzniku intenzivniho zabarveni roztoku podle pfitomného barevného produktu reakce, a) sarkosin
negativni; b) sarkosin pozitivni

Obr. 2: Kvantitativni stanoveni sarkosinu v pufrovaném prostiedi (0,2 M fosfatovy pufr pH 7,0)
za vyuziti enzymatické reakéni smési dle piikladu 1 v automatizovaném fotometrickém systému.
(A) Typické spektrum je ukdzéno v insertu obrazku s maximem pii 546 nm. Reakéni kinetickd
kiivka ukazuje strmou, ¢asové zavislou reakei (pro vlastni test je potieba 10 az 15 min.). Pfi
pouziti odectu pii 510 nm je citlivost metody o 25 % snizena. (B) Kalibracni zavislost je striktné
linearni (R*> = 0,9994), L.OQ = 25 uM, LOD = 5 uM, relativni chyba stanoveni pod 2 %, n = 30.
R1:chlorid sodny v koncentraci 130mM, chlorid draselny 60mM, fosforecnan sodny 30mM,
mocovina 300mM, kreatinin 20mM, bovinni sérovy albumin 750 uM, sarkosin100 pM. R2:
peroxidaza o aktivit¢ 20 kU/l, sarkosin oxidaza o aktivit¢ 4 kU/l, 4-amino-2,3—dimethyl-1-
fenyl-3-pyrazolin-5-on o  koncentraci 0,5 mM, sodnou sl 3—(N—ethyl-3-
methylanilin)propanesulfonové kyseliny v koncentraci 0,5 mM a fenol o koncentraci 2 mM.

Obr. 3: Kvantitativni stanoveni sarkosinu v prostfedi umél¢ moci (chlorid sodny v koncentraci
130mM, chlorid draselny v koncentraci 60mM, fosfore¢nan sodny v koncentraci 30 mM,
mocovina v koncentraci 300 mM, kreatinin v koncentraci 20 mM, bovinni sérovy albumin v
koncentraci 750 uM, sarkosin v koncentraci 10 az 100 uM) za vyuziti enzymatické reakéni smési
v automatizovaném fotometrickém systému. (A) Typické spektrum je ukdzano v insertu obrazku
s maximem pii 546 nm. Reakéni kinetickd kiivka ukazuje strmou, ¢asové zavislou reakci (pro
vlastni test je potieba 10 az 15 min). (B) Kalibracni zavislost je striktné linearni v celém
testovaném rozsahu (0 az 1 000 uM; R* = 0,9997), LOQ 15 uM, LOD 5 uM a v rozsahu nizkych
koncentraci (0 az 10 uM, R? = 0,9873), LOQ =2 uM, LOD = 0,5 uM, relativni chyba stanoveni
pod 2%, n = 30. V pripadech A, B, C a) byl standardni piidavek sarkosinu 100 uM. Obrazek C b)
znazornuje kalibraéni zavislost v nizkych koncentracich (0 az 10 uM, R?=0,972), LOQ = 35 uM,
LOD = 10 uM, pii standardnim pfidavku sarkosinu 10 pM.

Obr. 4: Kvantitativni stanoveni sarkosinu v prostiedi realného vzorku moci (hustota moci 1,0112,
pH 7,1) za vyuziti enzymatické reakéni smési dle prikladu 2 v automatizovaném fotometrickém
systému. (A). Typické spektrum je ukdzano v insertu obrazku s maximem pii 546 nm. Reakéni
kineticka kiivka ukazuje strmou, ¢asové zavislou reakci (pro vlastni test je potfeba 10 az 20 min).
(B) Kalibra¢ni zavislost je striktné linearni v celém testovaném rozsahu (0 az 1 000 uM; R* =
0,9979), LOQ 50 uM, LOD 15 uM. (C a)). V rozsahu nizkych koncentraci (0 az 10 uM, R? =
0,9873), LOQ =2 uM, LOD = 0,5 uM, relativni chyba stanoveni pod 2%, n = 30. (C b)). Metoda
je vyuZitelna pro stanoveni sarkosinu i pi odeétu 510 nm (0 az 10 uM, R? = 0,9824), LOQ =
2 uM, LOD = 0,8 uM, relativni chyba stanoveni pod 5 %, n = 30.

Obr. 5: Kvantitativni stanoveni sarkosinu v prostiedi krevni plazmy (koncentrace bilkoviny
75 g/l, pH 7.1) za vyuziti enzymatické reakéni smési dle piikladu 3 v automatizovaném
fotometrickém systému. (A) Typické spektrum je ukdzéno v insertu obrazku s maximem pfi
546 nm. Reake¢ni kineticka kiivka ukazuje strmou, Casové zavislou reakei (pro vlastni test je
potieba 10 az 20 min). (B) Kalibra¢ni zavislost je striktné linearni v celém testovaném rozsahu (0
az 1000 uM; R? = 0,9933), LOQ 85 uM, LOD 25 uM. (C a)) V rozsahu nizkych koncentraci (0
az 10 uM, R? = 0,987), LOQ =2 uM, LOD = 0,5 uM, relativni chyba stanoveni pod 2 %, n = 30.
Obrazek C b) znazornuje hladiny sarkosinu v krevni plasmé u 7 vzorkt (0,8 az 3,4 uM).



20

25

30

CZ 307555 B6

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1:

Kvantitativni stanoveni sarkosinu ve vzorku lidského séra enzymatickou metodou s pouzitim
barviv 4-amino-2,3-dimethyl-1-fenyl-3—pyrazolin-5—onu (AAP) a sodné soli 3—(N—-ethyl-3—
methylanilin)propansulfonové kyseliny (TOPS).

Ke stanoveni se pouzila diagnosticka souprava obsahujici kalibra¢ni roztok standardu sarkosinu o
koncentraci 10 puM, €inidlo R1 a R2 s nize uvedenym sloZzenim a koncentraci jednotlivych
slozek:

K1
""""" Chiond sedny | S00-208 mM
Chlorid draselny 1 30-80 m
Fosforatnan sodiy
T g
Kosatinin i 25 M
R2
210 Rl
13100 KA
Q.1-2,0mi
-5 mid

Ke stanoveni mnozstvi sarkosinu se pouzil vzorek lidského séra s trvanlivosti az 7 dni pri 2 az
8 °C nebo 3 mésice pii —20 °C nebo vzorek moci s trvanlivosti pii 4 az 8§ °C 5 dni. Je mozné
pouzit téz vzorek lidské plazmy, ktera ma stejnou trvanlivost jako sérum. Plna krev a
hemolytické vzorky se vSak nedoporucuji zpracovavat touto metodou. Soucasné se s piipravou
vzorku ke stanoveni sarkosinu piipravil i slepy vzorek (blank). Pro stanoveni sarkosinu v séru se
jako blank pouziva fosfatovy pufr o koncentraci 0,2 M a pH 7,0.

K 180 ul vyse uvedeného cinidla R1 v plastové kyveté se napipetovalo 45 ul vzorku lidského
séra a v pfipad¢ blanku 45 pl fosfatového pufru o koncentraci 0,2 M a pH 7,0. Smés ¢inidla R1 a
vzorku se promichala a inkubovala 1 az 5 minut pii 37 °C. Nasledné se piidalo k této smési
275 pl ¢inidla R2. Vysledna smés se promichala a inkubovala 21 minut pii 37 °C. Fotometrickou
metodou se méfila absorbance vzniklého produktu chinoniminu fialového zbarveni ve vzorku a
blanku pii 546 nm (Obr. 2A). Ziskana hodnota rozdilu absorbance AA = [AA vzorku] — [AA
blanku] byla pfimo umérna mnozstvi sarkosinu ve vzorku séra, moci dle odectu pomoci
kalibraéni kiivky (Obr. 2B).
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Priklad 2:

Kvantitativni stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské mo¢i enzymatickou metodou s pouzitim
barviva 3,3'-diaminobenzidin

Ke stanoveni se pouzila diagnosticka souprava obsahujici kalibracni roztok standardu sarkosinu o
koncentraci 10 puM, ¢inidlo R1 a R2 s nize uvedenym sloZzenim a koncentraci jednotlivych
slozek:

R
Chtond sodny {00200 mi
Chilorid drassing 20-80 M
 Fosforsénan sedny | 10-50 M
Modovina { 200-500 miW
Kreatinin L 025 M

S00-800 M

| Sakosinoxiddza | 2-10 kUi
" Percxidazs 10-1060 kUil
...................... e
""" 3,3 diaminobenzidin 110 M

Ke stanoveni mnozstvi sarkosinu se pouzil vzorek lidské moci s trvanlivosti pii 4 az 8 °C 5 dni.
Soucasné se s piipravou vzorku ke stanoveni sarkosinu pfipravil i slepy vzorek (blank).

Pro stanoveni sarkosinu v mo¢i se jako blank pouzila artificialni mo¢, kterou tvori chlorid sodny
v koncentraci 100 az 200 mM, chlorid draselny v koncentraci 30 az 80 mM, fosfore¢nan sodny v
koncentraci 10 az 50 mM, mocovina v koncentraci 200 az 500 mM, kreatinin v koncentraci 10 az
25 mM a bovinni sérovy albumin v koncentraci 600 az 800 uM.

K 180 ul vyse uvedeného cinidla R1 v plastové kyveté se napipetovalo 45 ul vzorku lidského
séra a v piipad¢ blanku 45 pl artificidlni moc¢i. Smés €inidla R1 a vzorku se promichala a
inkubovala 1 az 5 minut pii 37 °C. Nasledné se pridalo k této smési 275 pl ¢inidla R2. Vysledna
smés se promichala a inkubovala 21 minut pfi 37 °C. Fotometrickou metodou se meéfila
absorbance vzniklého produktu chinoniminu fialového zbarveni ve vzorku a blanku pti 546 nm
(Obr. 4A). Ziskana hodnota rozdilu absorbance AA = [AA vzorku] — [AA blanku] byla piimo
umérna mnozstvi sarkosinu ve vzorku séra, moc¢i dle odeétu pomoci kalibracni kiivky (Obr. 4B).

Piiklad 3

Kvantitativni stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské plazmy enzymatickou metodou s pouzitim
barviva o—fenylendiamin
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Ke stanoveni se pouzila diagnosticka souprava obsahujici kalibra¢ni roztok standardu sarkosinu o
koncentraci 10 puM, ¢inidlo R1 a R2 s nize uvedenym sloZzenim a koncentraci jednotlivych
slozek:

S
Chilprid soday ~ 100-200 mM
Chiorid draseiny 30-80 mi
_Fostoretnansodny | 10-80md ¢
Modovina L Q00-500 miM
Kreatinin 5 1028 mM
Bowinnf S8FOVY | ann ans e
afbumin : 500-800 uM
Sarkosin - 10-100 W
RZ
Barkosin oxidaza 2-10 ks
Paroxidaza 10-100 xUA
Fanot 15 mid
ofenviendiamin | 520 mM

Ke stanoveni mnozstvi sarkosinu se pouzil vzorek lidské plazmy s trvanlivosti az 7 dni pii 2 az
8 °C nebo 3 mésice pii —20 °C. PIna krev a hemolytické vzorky se nedoporucuji zpracovavat
touto metodou. Soucasné se s piipravou vzorku ke stanoveni sarkosinu pfipravil i slepy vzorek
(blank). Pro stanoveni sarkosinu v plazmé se jako blank pouziva fosfatovy pufr o koncentraci 0,2
M a pH 7,0.

K 180 ul vyse uvedeného cinidla R1 v plastové kyveté se napipetovalo 45 ul vzorku lidského
séra a v piipadé blanku 45 ul fosfatového pufru o koncentraci 0,2M a pH 7,0. Smés ¢inidla R1 a
vzorku se promichala a inkubovala 1 az 5 minut pii 37 °C. Nasledné se prfidalo k této smési
275 ul ¢inidla R2. Vysledna smés se promichala a inkubovala 21 minut p#i 37 °C. Fotometrickou
metodou se méfila absorbance vzniklého produktu chinoniminu fialového zbarveni ve vzorku a
blanku pii 546 nm (Obr. 5A). Ziskana hodnota rozdilu absorbance AA = [AA vzorku] — [AA
blanku] byla pfimo umérna mnozstvi sarkosinu ve vzorku séra, moci dle odectu pomoci
kalibraéni kiivky (Obr. 5B).

Prumyslova vyuZitelnost

Stabilni a citliva reakéni smés podle technického feSeni umozinuje snadné, rychlé a finanéné
nenarocné enzymatické stanoveni mnozstvi sarkosinu ve vzorku lidské moce, séra ¢i plazmy v
bézném fotometru nebo plné¢ automatizovaném fotometrickém systému. Stanoveni sarkosinu a
jeho mnoZstvi usnadiuje jeho detekci obecné jako markerové molekuly pro diagnostiku a dalsi
aplikace v klinické biochemii.

PATENTOVE NAROKY
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Reakéni smés pro kvantitativni stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské moci, séra nebo
plazmy fotometrickou metodou in vitro, vyznacujici se tim, Ze jej tvofi reakeni ¢inidlo
R1 areakéni ¢inidlo R2 v objemovych pomérech 9:36:55, pii¢emz reakéni ¢inidlo R1
obsahuje chlorid sodny v koncentraci 100 az 200 mM, chlorid draselny v koncentraci 30
az 80 mM, fosfore¢nan sodny v koncentraci 10 az 50 mM, mocovinu v koncentraci 200
az 500 mM, kreatinin v koncentraci 10 az 25 mM, bovinni sérovy albumin v koncentraci
600 az 800 uM a sarkosin v koncentraci 10 az 100 pM a reakéni ¢inidlo R2 obsahuje
peroxidazu o aktivité 10 az 100 KU/, sarkosin oxidazu o aktivité 2 az 10 kU/1, 4—amino—
2,3—dimethyl-1-fenyl-3—-pyrazolin—5-on o koncentraci 0,1 az 2,0 mM, sodnou sil 3—
(N—ethyl-3-methylanilin)propanesulfonov¢ kyseliny v koncentraci 0,1 az 2,0 mM a
fenol o koncentraci 1 az 5 mM.

Reakéni smés podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze reakéni ¢inidlo R2 obsahuje
peroxidazu o aktivité 10 az 100 kU/I, sarkosin oxidazu o aktivité 2 az 10 kU/I, fenol o
koncentraci 1 aZ 5 mM a 3,3'-diaminobenzidin v koncentraci 1 az 10 mM.

Reakéni smés podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze reakéni ¢inidlo R2 obsahuje
peroxidazu o aktivité 10 az 100 kU/I, sarkosin oxidazu o aktivité 2 az 10 kU/I, fenol o
koncentraci 1 az 5 mM a o-fenylendiamin v koncentraci 5 az 20 mM.

Diagnosticka souprava pro kvantitativni stanoveni sarkosinu ve vzorku lidské mo¢i, séra
nebo plazmy fotometrickou metodou in vitro, vyznacujici se tim, Ze obsahuje reakeni
¢inidlo R1, které tvoii chlorid sodny v koncentraci 100 az 200 mM, chlorid draselny v
koncentraci 30 az 80 mM, fosfore¢nan sodny v koncentraci 10 az 50 mM, mocovina v
koncentraci 200 az 500 mM, kreatinin v koncentraci 10 az 25 mM, bovinni sérovy
albumin v koncentraci 600 az 800 uM, sarkosin v koncentraci 10 az 100 uM, reakéni
¢inidlo R2, které tvoii peroxidaza o aktivit¢ 10 az 100 KU/I, sarkosin oxidaza o aktivité 2
az 10 kU/1, 4-amino-2,3—dimethyl-1-fenyl-3—pyrazolin—5—on v koncentraci 0,1 azZ

2,0 mM, sodna stil 3—(N—ethyl-3—ethylanilin)propanesulfonové kyseliny v koncentraci
0,1 az 2,0 mM, fenol o koncentraci 1 az S mMa kalibra¢ni roztok standardu sarkosinu o
koncentraci 10 uM.

Diagnosticka souprava podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze reakéni ¢inidlo R2
obsahuje peroxidazu o aktivité 10 az 100 kU/1, sarkosin oxidazu o aktivit¢ 2 az 10 kU/I,
fenol o koncentraci 1 az 5 mM a 3,3'-diaminobenzidin v koncentraci 1 az 10 mM.

Diagnosticka souprava podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze reakéni ¢inidlo R2

obsahuje peroxidazu o aktivité 10 az 100 kU/1, sarkosin oxidazu o aktivit¢ 2 az 10 kU/I,
fenol o koncentraci 1 az S mM a o—fenylendiamin v koncentraci 5 az 20 mM.

3 vykresy
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