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ANOTACE

Diplomova prace je zamétena na asymetricky dimethylarginin, jeho klinické vyuziti a na
moznosti stanoveni této latky v plazmé ¢&i séru. Prakticka cast se vénuje stanoveni
asymetrického dimethylargininu v plazmé pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

s elektrochemickou detekci.
KLICOVA SLOVA

asymetricky dimethylarginin, vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, elektrochemicka

detekce

TITLE

The determination of asymmetric dimethylarginine in human plasma
ANNOTATION

The master thesis is focused on asymmetric dimethylarginine, its clinical use and the possibility
of determining this substance in plasma or serum. The practical part is devoted to the
determination of asymmetric dimethylarginine in plasma using high performance liquid

chromatography with electrochemical detection.
KEYWORDS

asymmetric dimethylarginine, high performance liquid chromatography, electrochemical

detection
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Uvob

Asymetricky dimethylarginin byl objeven jiz v 70. letech 20. stoleti a od té doby se
stal predmétem zdjmu mnoha védeckych publikaci. Tato sloucenina vznika intracelularné
pii normalnim obratu bilkovin, jeji zvySené koncentrace vSak mohou byt nezadouci. Jako
nejucinngjs§i znamy inhibitor syntazy oxidu dusnatého snizuje asymetricky
dimethylarginin biologickou dostupnost oxidu dusnatého, molekuly s protektivnimi
ucinky pro cévni endotel. Inhibici syntazy oxidu dusnatého se zaroveinl v bufice zvysuje

oxidacni stres, ktery miize byt spoustécem celé fady patologickych mechanismd.

Doposud ziskané informace naznacuji, Ze zvySené hladiny -cirkulujiciho
asymetrického dimethylagininu by mohly vyznamné predikovat vyvoj a umrtnost u celé

fady onemocnéni, predevsim pak u onemocnéni kardiovaskularnich.

Diplomovéa prace se v teoretické Casti snazi piiblizit zakladni vlastnosti a
metabolismus asymetrického dimethylargininu a jeho vztah k syntaze oxidu dusnatého,
respektive K oxidu dusnatému. Dale je pozornost zaméfena na klinicky vyznam
asymetrického dimethylargininu a jeho vztah ke kardiovaskuldrnim a rendlnim
onemocnénim. V praktické casti prace popisuje zavedeni metody pro stanoveni
asymetrického dimethylargininu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci a snahu optimalizovat ji tak, aby byla pouzitelnd pro
stanoveni tohoto parametru v lidské plazmé ziskané od kardiologickych pacientt, kteti
podstoupili perkutanni koronarni intervenci. Ziskané vysledky jsou nakonec porovnany

s vysledky publikovanymi ve védecké literatuie.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Asymetricky dimethylarginin

Asymetricky dimethylarginin (ADMA) je piirozené se vyskytujici aminokyselina
0 molekulové hmotnosti 202 Daltonti. Vznika intraceluldrng, posttanslacni modifikaci
z L-argininu, béhem normalniho obratu bilkovin. ADMA je povazovan za nejucinngjsi
endogenni inhibitor enzymu syntaza oxidu dusnatého (NOS). Pfirozenym substratem
NOS je L-arginin, ze kterého se jako produkt enzymatické reakce generuje
oxid dusnaty (NO*), klicovy regulator vaskularniho tonu. ADMA s L-argininem soutéZzi
o vazebné misto na NOS a v ptipadé, Zze ADMA zvitézi, aktivita NOS poklesne a s ni
I produkce NO*. ADMA byl poprvé izolovan z lidské moci v roce 1970 Kakimotem
a Akazawou a od té doby figuruje v celé fadé védeckych publikaci, které zkoumaji jeho

vztah K riznym onemocnénim, zejména kardiovaskularnim. [1,2,3]

1.2 Syntéza asymetrického dimethylargininu

Syntéza ADMA zacind intracelularné z prekurzoru L-argininu. L-arginin je
semiesencialni aminokyselina vdzana v polypeptidovém fetézci celé fady noveé vzniklych
proteintll. Takové proteiny nasledné podléhaji nejriiznéjS$im posttranslacnim modifikacim,
Z nichz jedna konkrétni, pii které dochazi k pfenosu methylovych skupin na jeden
z terminalnich dusikd guanidinové skupiny L-argininu, vede k syntéze ADMA. Tato
posttransla¢ni modifikace je katalyzovana rodinou enzymil nazvanych protein-arginin
methyltransferazy (PRMT). Rodinu PRMT délime jesté do dalsich dvou podskupin na
PRMT | (PRMT 1-4, 6, 8 a 10-11) a PRMT Il (5, 7 a 9). PRMT I i PRMT II shodné
katalyzuji syntézu N®-monomethyl-L-argininu (L-NMMA), ktery vznikne navazanim
jedné methylové skupiny. PRMT 1 néasledné katalyzuje pfenos a navazani druhé
methylové skupiny na jiz vytvofeny L-NMMA za vzniku ADMA. Na misto toho
PRMT II katalyzuje pfenos a navazani druhé methylové skupiny na L-NMMA za vzniku
symetrického dimethylargininu (SDMA). Vzniklé methylargininy jsou v této fazi stale
jeste vazany ve struktufe proteinu a teprve po jeho fragmentaci a hydrolyze v proteasomu
se uvolni samostatné do cytoplazmy. Chemickou strukturu L-argininu a jeho
methylderivati zndzornuje obrazek 1. Metabolismus ADMA vcetné jeho syntézy

znazornuje obrazek 5. [1,4]
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L-arginin L-NMMA ADMA SDMA

Obrazek 1 Chemickd struktura L-argininu a jeho methylderivatii, upraveno dle [5]

1.3 Syntaza oxidu dusnatého

NOS je enzym, ktery katalyzuje reakeci, pfi které vznika NO* a L-citrulin. Jako substrat
pro tuto reakci slouzi L-arginin spolu s molekularnim kyslikem. Tuto enzymatickou
reakci zndzoriiuje obrazek 5. ADMA a L-NMMA jsou piirozenymi endogennimi
inhibitory tohoto enzymu. Protoze vSak celkova koncetrace ADMA je oproti L-NMMA
asi 10x vyssi, je ADMA povazovan za hlavni endogenni inhibitor NOS v lidském
organismu. SDMA i piesto, ze je pouze strukturnim izomerem ADMA aktivitu NOS
inhibovat nedokaze. [1,4,6]

Doposud jsou znamy tfi izoformy enzymu NOS u savcl, endotelidlni NOS,
neuronalni NOS a indukovatelnd NOS. Endotelidlni NOS je nejsilnéji exprimovana
Vv cévnim endotelu, zatimco neurondlni NOS je pfevazné exprimovana v neuronalnich
buiik4ch a buiikach kosterni svaloviny, v niz§ich hladindch jsou vSak obé& tyto izoformy
exprimovany také v mnoha jinych typech bunék. Endotelidlni i neurondlni NOS
produkuji NO* v reakci na zvyseni vapenatych iontll v cytosolu, proto se nazyvaji také
Ca?* dependentni NOS. Indukovatelnd NOS je za normalnich podminek exprimovéana
prevazné v leukocytech, ale mize byt také indukovana v mnoha dalSich bunéénych
typech v reakci na zanét nebo v reakci na jiné stresové signaly. Indukovatelna NOS je
konstitutivné aktivni pfi bazalni koncentraci vapenatych iontid, a zatimco endotelidlni
a neuronalni NOS jsou povazovany spiSe za kardioprotektivni, exprese indukovatelné

NOS muize byt i Skodliva. [1,4,7,8]
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Stavbu NOS znazoriiuje obrazek 2. NOS je dimer tvofeny dvéma identickymi
monomery neboli podjednotkami. Kazda podjednotka je nasledné rozdélena na dvé
domény, oxygendzovou doménu na N-termindlnim konci a reduktizovou doménu
na C-termindlnim  konci, které jsou Spojeny prostiednictvim kalmodulinu.
U Ca?" dependentnich izoforem NOS, je k stabilnimu propojeni obou domén potieba, aby
kalmodulin vazal vapenaté ionty. Oxygenazova doména obsahuje vazebna mista pro
substrat L-arginin a pro kofaktory hem, ktery vaze trojmocné Zelezo
a tetrahydrobiopterin. Reduktazovd doména obsahuje vazebna mista pro kofaktory
flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN) a redukovanou formu
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH). Vazba kofaktoru tetrahydrobiopterinu
je kli¢ova, protoze tetrahydrobiopterin zastava nejen redoxni funkci, ale také funkci
alosterickou tim, ze posouva hemové zelezo do stavu s vVysokou rotaci, a tak stabilizuje
aktivni dimerni formu enzymu, ktera je schopna v soucinnosti S ostatnimi kofaktory

efektivné produkovat molekuly NO*. [6,9]

H,N—{ L-Arg Hem BH, |—{ CaM |—{ FMN FAD NADPH |-COOH

oxygenazova doména reduktazova doména

Obrdzek 2 Stavba podjenotky enzymu syntdaza oxidu dusnatého, upraveno dle [9]

L-arg - L-arginin;  BHs - tetrahydrobiopterin;  CaM - kalmodulin;  FAD - flavinadenindinukleotid;
FMN - flavinmononukleotid; NADPH - redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

Syntéza NO® probihd ve dvou krocich, pficemz v prvnim i druhém kroku
se spottebovava molekularni kyslik. Pro oxida¢né-redukéni reakei, kterou je z L-agininu
ptes N-hydroxy-L-arginin generovan L-citrulin a NO* jsou dale potiebné volné elektrony,
které poskytne kofaktor NADPH po navazani do reduktdzové domény. Z reduktazové
domény jsou volné elektrony postupné transportovany pomoci kofaktort FAD a FMN
pres kalmodulin do oxygenazové domény na hem. Hem vazajici trojmocné zelezo
je centrem, kde dvou krokova oxida¢né-redukéni reakce probéhne. Ackoliv v kazdém
kroku oxida¢né-redukéni reakce vznikne jiny produkt, jejich pocatek je identicky.
Zelezity hem je redukovan jednim elektronem ziskanym z reduktazové domény.
Redukovany Zeleznaty hem nésledné vaze molekularni kyslik a vytvoii s nim Zeleznaty
oxyhemovy komplex. Tento komplex je poté redukovan dalSim elektronem za vzniku
zeleznatého komplexu superoxyhemu, ktery bude nasledné rychle protonovan. Poté uz se

jednotlivé kroky reakce rozchazi. Jelikoz je vSak ptenos elektronii mezi doménami
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pomérné pomaly a oxyhemovy komplex spiSe nestabilni, pouziva NOS jako rychly
pomocny donor elektronti kofaktor tetrahydrobiopterin, ktery je vazan v blizkosti hemu
V oxygendzové doméné. Za optimalnich experimentalnich podminek je stechiometrie

reakce nasledujici, na 1 mol generovaného NO* se zoxiduje 1,5 molu NADPH. Syntézu

NO* znazoriiuje obrazek 3. [6,9,8]

HON + NH; O NH:

\.,r \r 05H"
l HY  NaDP™ : 0.5 NADP"

NADPH NH 0.5 NADPH
%\ %—%» %\ % (/I\ + @ oxid dusnaty
HaN

% 1,0

L-arginin N-hydroxy-L-arginin L-citrulin
Obrdzek 3 Reakce probihajici na syntdze oxidu dusnatého, upraveno dle [6]

1.4 Oxid dusnaty

NO* je dvouatomova plynnd molekula s jednim neparovym valenénim elektronem.
Tato molekula je produkovana endogenné, dokaze voln¢ difundovat
pfes cytoplazmatickou membranu a plsobit tak jako lokalni mediator na okolni burky.
NO* produkovany endotelovymi buiikami hraje klicovou roli v regulaci tonu cévni stény.
Po syntéze v endotelovych bunikach NO® samovolné difunduje do sousednich bunck
hladké svaloviny, v jejich cytosolu se spoji s rozpustnou guanylatcyklazou a aktivuje ji.
Aktivovana guanylatcyklaza néasledné katalyzuje vznik cyklického guanosinmonofosfatu
(cGMP) z guanosintrifosfatu. cGMP jako druhy posel poté aktivuje cGMP-dependentni
proteinkinazu G (PKG). Aktivovana PKG poté fosforyluje tadu dulezitych
intracelularnich cilt. Nejzndmé&jSim vysledkem popsané kaskady je relaxace hladké
svaloviny vedouci k dilataci cévni stény. Tato kaskdda se také Casto popisuje jako
NO*/cGMP/PKG signalizace. Vedle vazodilatace, plni NO* fadu dalSich dualezitych
funkci. Bréni agregaci krevnich desticek, adhezi monocyti k cévni sté€né, proliferaci
bunék hladké svaloviny, snizuje uvolfiovani superoxidového radikalu a tlumi oxidaci
lipoproteinovych castic o nizké hustoté. Diky t€émto protektivnim uCinktim je NO* také
oznacovan jako endogenni antiaterogenni molekula. Funkce NO® znazoriuje

obrazek 4. [5,7,10]
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Obrdzek 4 Funkce oxidu dusnatého, upraveno dle [5]

Produkce NO* je regulovana mnozstvim a dostupnosti substratu L-argininu, bunéénou
a subbunécnou distribuci, kvalitou a obsahem enzymu NOS, dostupnosti kofaktoru NOS
tetrahydrobiopterinu, koncentraci endogennich inhibitorat NOS jako je ADMA
aL-NMMA a vneposledni ftadé enzymatickou aktivitou dimethylarginin

dimethylaminohydrolazy. [7]

1.5 Degradace a eliminace ADMA

Koncentrace ADMA je v téle fyziologicky regulovana tfemi zakladnimi cestami,
znazornénymi na obrazku 5. Prvni a nejvyznamnéjsi cestou regulace je intracelularni
degradace ADMA pomoci enzymu dimethylarginin dimethylaminohydrolaza (DDAH).
Tento kliCovy enzym je exprimovan pievazné v jatrech, ledvinach, mozku a slinivce
btisni. Doposud byly identifikovany dvé izoformy toho enzymu, DDAHI1 a DDAH2,
pficemz kazda z téchto izoforem je kodovana odliSnym genem. DDAHI1 je pfitomen
prevazné ve tkanich, které exprimuji neurondlni NOS, zatimco DDAH2 se nachézi ve
tkanich, které exprimuji endotelialni NOS. Degradace prostfednictvim DDAH spo¢iva v
hydrolyze ADMA na L-citrulin a dimethylamin. Timto zptisobem se télo z celkové denni
produkce zbavi asi 80 % ADMA. Pomoci DDAH je degradovan také L-NMMA, na rozdil
od SDMA, na jehoz degradaci se DDAH viibec nepodili. [1,2,4]

Experimentalné zvysena exprese DDAH1 a DDAH2 v endotelovych bunkach vedla
k vyssi produkci NO*. Analogicky experimentalné snizena exprese DDAH1 a DDAH?2
v endotelovych bunkach produkci NO® utlumila. Pfi snizeni exprese DDAH1 bylo
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generovano zvySené mnozstvi ADMA, pomér L-arginin/ADMA se tak snizil a s nim
I produkce NO*. Po suplementaci L-arigininem se pomér L-arginin/ADMA ¢astecné
obnovil a snim produkce NO°®. Naopak pii snizené expresi DDAH2 se pomér
L-arginin/ADMA v podstaté¢ nezménil a ani suplementace L-argininem produkci NO*
nijak neovlivnila. Zda se tedy, ze koncetrace ADMA a s ni ovlivnéna produkce NO* jsou
zavislé predevsim na aktivit¢ DDAHI1. Stejny poznatek naznacuje i studie Hu a kolektivu,
V niz byl pro experimentalni ucely vytvofen mysi kmen s deficitem genu pro DDAH1
a nasledné¢ se zkoumal dopad tohoto deficitu na metabolismus ADMA. Ackoliv rist
avyvoj téchto mysi byl stejny jako u mysi divokého typu, namétené plazmatické
a intracelularni koncentrace ADMA byly u mysi s deficitem DDAH1 nékolikandsobné
vys$i. Zajimavé je, ze 1 presto, Ze exprese DDAH2 nebyla ovlivnéna, ve vsech
zkoumanych tkanich byla naméfena nulova DDAH aktivita. Toto zjisténi tedy rovnéz
naznaCuje, ze by aktivita DDHAI mohla byt pro degradaci ADMA

in vivo kli¢ova. [11,12]

Druha cesta regulujici koncentraci ADMA je zprostfedkovana ledvinami. ADMA
musi byt nejprve piepraven zcytosolu pies cytoplazmatickou ~membranu
do extracelularniho prostoru. Tento ptechod je zprostfedkovan transportéry kationtovych
aminokyselin (CAT). ADMA transportovany do krve mize byt nasledné v nezménéné
podobé vylou€en renalni exkreci. Renalni exkrece je zaroven hlavni cesta regulujici

koncentraci SDMA. [1,2,4]

CAT hraji dilezitou roli nejen v distribuci ADMA, ale také L-argininu mezi bufikou
akrvi. Pro transmembranovy transport L-argininu a jeho methylovanych derivata
je dalezity CAT-1. Tento transportér se exprimuje ve vSech tkanich s vyjimkou jater a ma
pro kationtové aminokyseliny vysokou afinitu s nizkou kapacitou. Dal§im dilezitym
trasportérem jen CAT-2A, ktery je exprimovan piedev§im v jatrech a ma pro kationtové
aminokyseliny naopak nizkou afinitu s vysokou kapacitou. Poslednim dulezitym
transportérem je CAT-2B, ktery je exprimovan v raznych tkanich predev§im
po stimulaci prozanétlivymi  faktory. CAT-2B se cCasto exprimuje soucasné
s indukovatelnou NOS. [13]

Pfi monitoringu intracelularnich koncentraci L-argininu se doslo k zavéru, ze jsou
jeho koncentrace relativné podobné tém extracelularnim a intracelularni koncentraci
ADMA pievysuji mnohonasobné. U ADMA vs$ak byl zaznamenan markantni rozdil mezi

jeho intracelularni a extracelularni koncentraci, kdy intracelularni koncentrace ADMA
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prevysovala tu extracelularni 5-20krat. Takovy koncentracni rozsah intracelularniho
ADMA je naproti extracelularnimu rozsahu dostate¢ny pro tonickou inhibici NOS. Zda
se vSak, Ze rozhodujici dopad na aktivitu NOS ma poméi L-arginin/ADMA, nikoliv
samotna intracelularni koncentrace ADMA. Tento piedpoklad je v souladu s takzvanym
L-argininovym paradoxem. Jeho podstatou bylo zjisténi, ze suplementace L-argininem
vede ke zvyseni produkce NO*® s pozitivnim ucinkem na cévni endotel in vivo, ackoliv
uz fyziologickd hladina L-argininu bez suplementace ptevySuje 25-30krat konstantu
Michaelis-Menteové pro endotelialni NOS, ktera byla vypocitana po extrakci a purifikaci
endotelidlni NOS in vitro. PrestoZze by tedy kapacita NOS méla byt za fyziologickych
okolnosti substratem nasycena a dalSi zvySeni L-argininu by jeji aktivitu uz nemélo
ovlivnit, neni tomu tak a zda se, ze pomér L-arginin/ADMA bude v tomto ohledu kli¢ovy.
Pomér L-arginin/ADMA miize byt regulovan ptfedevsim aktivitou PRMT, DDAH, ale
i dal$imi enzymy podilejicimi se na metabolismu L-argininu a ADMA. Dulezitou roli
v distribuci L-argininu a ADMA mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem hraji
také transportéry kationtovych aminokyselin, jejichz exprese a aktivita muze vyrazné

promlouvat do poméru L-arginin/ADMA. [13,14]

Tteti a spiSe minoritni cestou regulace je degradace ADMA pomoci katalyzy enzymem
alanin-glyoxylat aminotransferaza 2 (AGXT2). Jedna se o mitochondrialni
aminotransferazu exprimovanou primarn¢ V ledvinach. Pii degradaci pomoci
AGXT2 dochazi ktransaminaci ADMA na NCNS-dimethylguanidinovalerovou
kyselinu. Také SDMA muze byt degradovan pomoci AGXT2 za vzniku stejného
produktu jako u ADMA. [1,2,4]

Lidskd AGXT2 byla prostfednictvim adenovirového vektoru vpravena do bunck
mySich jater, kde byla zaroven zvysena jeji exprese. Vysledkem tohoto pokusu bylo
jak snizeni intracelularni koncentrace ADMA v mysich hepatocytech, tak snizeni
plazmatické koncentrace ADMA. Endotelové mysi buniky byly zaroven chranény pred
ADMA zprostiedkovanou inhibici produkce NO®. V jiném experimentu byla mySim
podavana infuze ADMA po dobu tii dni, pfi¢emz poloving z t€chto mysi byla provedena
oboustranna nefrektomie. Nasledné, zvySena koncentrace ADMA vedla k rapidnimu
narastu koncentrace kyseliny N NC-dimethylguanidinovalerové, jakozto produktu
metabolismu AGXT2 a to i u mysi po nefrektomii. Zaroven bylo prokazano, ze ani infuze
ADMA, ani oboustranna nefrektomie nemély vliv na zménu regulace exprese a aktivity
AGXT2. Zdéa se tedy, ze tato metabolicka draha pro degradaci ADMA ma velkou
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kapacitu, ktera je za normalnich okolnosti vyuzita jen Caste¢né, proto byla AGXT2
schopna dynamicky reagovat na zvysené hladiny ADMA dokonce i po provedeni
oboustranné nefrektomie. AGXT2 by tak mohla hrat hlavni roli pfi korekci zvySenych
hladin ADMA. [15,16]

protein W intracelulrni prostor
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Obrdazek 5 Metabolismus asymetrického dimethylargininu, upraveno dle [4]
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1.6 Klinicky vyznam ADMA

Zhou a Kkolektiv zkoumali souvislost mezi koncentraci cirkulujiciho ADMA
a umrtnosti ze v§ech pii¢in. Studie zahrnovala data z 34 studii s vice nez 35 000 ucastniky,
coz tuto studii zafadilo mezi jednu z nejvétsich. Ackoliv nékteré predchozi studie prinesly
kontroverzni pohled na prediktivni hodnotu ADMA pro iimrtnost ze vSech pficin, studie
Zhou a kolektivu rozhodné naznacuje pozitivni asociaci mezi koncentraci cirkulujiciho
ADMA a mortalitou ze vsech pfic¢in. Tyto vysledky jsou také v souladu s publikovanou
studii Schlesingera a kolektivu, ktery cirkulujici ADMA rovnez povazuje za nezavisly

rizikovy marker mortality ze v§ech pficin. [17,18]

Vysoké riziko umrtnosti pak bylo shledano ptredev§im pii asociaci mezi zvysenou
hladinou cirkulujictho ADMA a kardiovaskularnim onemocnénim nebo onemocnénim
ledvin. Schlesinger a kolektiv napiiklad uvadi, Ze vyssi plazmatické koncentrace ADMA
zvySuji riziko Gmrtnosti u pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim az o 33 %.

Zhou a kolektiv také uvadi, ze vysoké riziko umrtnosti asociujici se zvySenou hladinou
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ADMA vznikd nejen ve spojeni S preexistujicim stabilizovanym kardiovaskularnim

onemocnénim, nybrz také ve spojeni s nahlymi kardiovaskularnimi pfihodami. [17,18]

1.6.1 Biologické u¢inky ADMA

Nejvyznamnéj$im biologickym uc¢inkem ADMA je inhibice NOS vedouci ke snizeni
produkce NO*. Prubéh syntézy NO* za fyziologickych podminek byl jiz popsan. Pokud
se do aktivniho mista na NOS navaze ADMA, NOS piijde o moznost vazat substrat
azn¢j generovat NO*. Tok elektronti z reduktdzové do oxygendzové domény vsSak
nebude prerusen, ale jejich jedinym akceptorem se stane molekularni kyslik a misto NO*
se na NOS za¢nou generovat reaktivni superoxidové radikaly. V bunce za¢ne vznikat
oxida¢ni stres, ktery dale povede koxidaci kofaktoru tetrahydrobiopterinu
na dihydrobiopterin a dimerni konformace NOS ztrati svou stabilitu. Podjednotky NOS
se rozpoji. Vznikne tak monomerni konformace, ktera i nadale produkuje superoxidy.
Superoxid mlize G€inn€ zhaSet superoxid dismutaza a preméiovat jej na méné reaktivni
peroxid vodiku. Pokud vSak syntéza superoxidu pievysi antioxidacni schopnost
superoxid dismutazy, za¢ne superoxid poskozovat bunécné struktury. Superoxid miize

také spontaln¢ reagovat s molekulou NO* za vzniku mnohem reaktivnéjsiho a pro burnky

vvvvvv

Studie in vitro na monocytarni bunééné linii THP-1 prokézaly, Ze se ADMA, tim Ze
generuje reaktivni kyslikové formy, podili na aktivaci monocytt a stimuluje jejich adhezi
k endotelové vystelce. Aktivované monocyty navic vykazovaly prokoagulaéni aktivitu.
Po inkubaci bunéénych linii THP-1 s ADMA byly v monocytech generovany reaktivni
kyslikové formy. Vznikly oxidacni stres v buiice nésledné aktivoval nukledrni faktor
kappa B, jenz je transkripénim faktorem ovliviiujicim expresi genii. Vysledkem byla
aktivace monocytd s produkci nejriaznéjsich cytokint. Naptiklad exprese tkanového
faktoru muze hrat dilezitou roli v prokoagulacni aktivit¢ monocyth pii akutnich
korondrnich syndromech. Inkubace endotelovych bunck extrahovanych z pupecnikové
zily s ADMA vedla k expresi monocytarniho chemoatraktivniho proteinu 1,
interleukinu8 a tumor nekrotizujiciho faktoru o. Tyto cytokiny indukovaly
adhezi monocytia  k endotelovému  povrchu a  zaroven  stimulovaly rozvoj

zanétlivé reakce. [19,20,21]

Bunéénd linie lidské monocytarni leukémie HL-60 diferencovand pomoci

forbol-12-myristat-13-acétatu byla kultivovana s ptidavkem ADMA. Nasledn¢ byla
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technikou Western blot méfena exprese receptoru pro oxidovany lipoprotein o nizké
hustot& (LOX-1). Pfidavek ADMA v koncentraci 15 pmol I zpiisobil maximdlni expresi
receptoru  LOX-1, kterd se oproti méfeni bez ptridavku ADMA zvysila
0 pozoruhodnych 217 %. Receptor LOX-1 je vysoce exprimovan v endotelovych
bunkach, makrofazich a hladkosvalovych buikach cév. Gen pro LOX-1 se fadi mezi
takzvané geny okamzité-Casné exprese a je exprimovan v odpovédi na aktivaci
nuklearniho faktoru kappa B. Makrofag pomoci receptoru LOX-1 absorbuje oxidovany
lipoprotein o nizké hustoté. ZvySena exprese receptor LOX-1 vede k akumulaci
oxidovanych lipoproteint o nizké hustoté v makrofazich, coz mize byt podkladem pro
jejich pfeménu v takzvané pénité bunky, které jsou charakteristickym nalezem

v aterosklerotickych platech. [22]

Existuji také studie, které poukazuji na vyznamnou roli ADMA v rozvoji a progresi
fibrozy. Pro fibrozu je charakteristicka aktivace myofibroblastu, které nasledné produku;ji
velké mnozstvi komponent extraceluldrni matrix jako jsou fibrilarni kolagen a mnohé
nestrukturni proteiny. Nadmérné produkovana extracelularni matrix se akumuluje
ve tkanich a organech, coz nakonec vede k jejich selhani. U aktivovanych myofibroblasti
dochazi k charakteristickému piechodu z klidového fenotypu do fenotypu aktivniho,
ktery se projevuje expresi stresovych vlaken obsahujicich a-hladkosvalovy aktin. Dnes
uz je dobfe znamo, Ze epitelové nebo endotelové bunky mohou zménit sviij fenotyp
a transformovat se Vv myofibroblasty prostiednictvim epitelo-mezenchymalni nebo
endotelo-mezenchymalni tranzice. Za podminek pftispivajicich k rozvoji fibrozy jako je
zanét, hypoxie a oxidativni stres mohou byt i jiné mezenchymalni buiiky potencidlnimi
prekurzory myofibroblastd, napiiklad hladkosvalové buniky cév, nebo fibroblasty.
ADMA stimulaci tranzice bunék v aktivované myofibroblasty hraje dtlezitou roli
V rozvoji fibrézy ledvin, jater a dalSich organti. Vliv ADMA na tvorbu myofibroblastl

znazornuje obrazek 6. [1,4,23,24,25,26]
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Obrdzek 6 Viiv ADMA na tvorbu myofibroblastii, upraveno dle [1]

Wang a kolektiv prokazali, Ze ADMA in vitro zvySuje expresi transformujiciho
rustového faktoru B1 v lidskych endotelovych bunikach renalniho glomerulu. Jako mozny
patofyziologicky mechanismus Wang a kolektiv uvadi, Ze ADMA, jako potencialni
producent reaktivnich kyslikovych forem mutize aktivovat p38 MAP kindzu. Tato kindza
patii do rodiny proteinovych kinaz aktivovanych mitogenem. Aktivovana
p38 MAP kinaza naslednou aktivaci proteinu teplotniho Soku umozZni polymeraci
aktinovych vlaken. Toto je mozZna cesta vzniku stresovych vlaken, zminénych jiz
u aktivovanych myofibroblast. Stresova aktinova vlakna nasledné mohla usnadnit
translokaci nuklearniho faktoru kappa B, ktery po vazbé na DNA stimuloval zvySeni
exprese transformujicitho rastového faktoru [1 v lidskych endotelovych buikach
rendlniho glomerulu. Transformujici ristovy faktor B1 byl jiz dfive identifikovan jako
kauzalni pti¢ina rozvoje rendlni fibrozy. Hlavnim biologickym G¢inkem transformujiciho
rustového faktoru [ je regulace syntézy a akumulace extraceluldrni matrix.
Transformujici riistovy faktor 3 také reguluje bunéénou proliferaci a diferenciaci a rozvoj

imunitni odpovédi. [27,28,29]
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1.6.2 ADMA ve vztahu ke kardiovaskularnim onemocnénim

Kardiovaskuldrni onemocnéni miize byt vnimdno jako kontinuum. Pocinaje
kardiovaskularnimi rizikovymi faktory u klinicky asymptomatickych osob se mitize
rozvinout v asymptomatickou aterosklerozu. Ateroskleréza mize nasledné progredovat
do onemocnéni koronarnich tepen vykazujiciho klinické ptiznaky. Onemocnéni
koronarnich tepen vedouci k méné zavazné ischemii myokardu muize byt po rizné
dlouhou dobu stabilizovano, v takovém ptipad¢ se projevuje jako stabilni angina pectoris.
Nakonec vsak naristajici slozité aterosklerotické 1éze, nebo jejich ruptura zpiisobi tak
zavaznou ischemii, ze se rozvine mnohdy zivot ohrozujici stav, ktery nazyvame akutni
koronarni syndrom. Akutni koronarni syndrom je klasifikovan jako infarkt myokardu s
elevaci ST useku na echokardiogramu (STEMI), nebo jako infarkt myokardu bez elevace
ST useku na echokardiogramu (NSTEMI), nebo jako nestabilni angina pectoris.
Stanoveni konkrétniho typu akutniho koronarniho syndromu se opird 0 vyhodnoceni
Klinickych ptiznakii ischemie, odchylek v ST tseku na echokardiogramu a laboratorniho
vySetfeni se stanovenim troponinu a dal$ich markerii. Zjizveni po infarktu myokardu ma
za nasledek snizeni srde¢ni kontraktility. Srdce se takovou ztratu snazi kompenzovat
remodelaci tkan¢ a dilataci srde¢nich oddili doprovazenou kompenzacni hypertrofii
kardiomyocytl. V této fazi myokard vykazuje vysoké energetické naroky, srdce zacina
chronicky selhavat a blizi se ke kone¢nému stadiu, ke smrti. ADMA pfitom miize mit
podstatnou klinicky relevantni prediktivni a diagnostickou roli v n€kolika fazich tohoto
kontinualniho procesu. Kardiovaskularni onemocnéni jako kontinuum piehledné

znazornuje obrazek 7. [5,30,31]
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Obrazek 7 Kardiovaskuldrni onemocnéni zndzornéné jako kontinuum, upraveno dle [5]
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Rizikovym faktorem rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni mize byt koufeni.
Zhang a kolektiv zkoumali, jaky efekt ma cigaretovy kouf na biologickou dostupnost
NO*. Soucasné byl vtomto kontextu zkouman i metabolismus ADMA. Pokusy byly
provadény in vitro na lidskych endotelovych buiikkdach a na endotelovych bunkach
extrahovanych z hovézi aorty. Tyto bunky byly po kultivaci vystavovany riznym davkam
takzvaného extraktu z cigaretového koute. Extrakt z cigaretového koufe byl pfipraven
spalenim péti cigaret, kterym byl odstranén ochranny filtr. Kazda cigareta vzdy hoiela asi
5 minut, pficemz cigaretovy kouf byl nasavan a ptivadén specialni aparaturou s vakuovou
pumpou do Eaglova média modifikovaného Dulbeccem. Tak vznikla suspenze, ktera byla
po upravé pH a pfefiltrovani pouzita pro pokusy. Vysledek byl nasledujici. Expozice
10 % extraktu z cigaretového koufe vyznamné ovlivnila metabolismus L-argininu.
Intracelularni obsah produktu L-citrulinu se snizil na 81 %, meziproduktu
N-hydroxy-L-argininu na 57 % a substratu L-argininu dokonce na 23 %, pii¢emz
intracelularni hladina ADMA vzrostla na 129 %. Zaroven byla vyrazn¢ inhibovana
absorpce L-argininu do buniky sniZzenim exprese CAT-1 0 34 %. Extrakt z cigaretového
koufe také vyznamné snizil aktivitu endotelidlni NOS, coz vedlo ke sniZeni produkce
NO*. V endotelovych buikach zaroven stoupla produkce reaktivnich kyslikovych forem.
Kromé intracelularnich hladin ADMA in vitro, byly také zméteny plazmatické hladiny
ADMA a dalsich latek ucastnicich se metabolismu L-argininu u aktivnich kufakda.
Ziskana data se nasledn¢ porovnavala s kontrolni skupinou zdravych nekufaku.
U aktivnich kufdkl byla plazmatickd koncentrace ADMA o 80 % vyssi nez u nekuraka,
zatimco hladiny L-citrulinu a N-hydroxy-L-argininu byly naopak vyznamné nizsi oproti
kontrole. Koufeni muize byt tedy vyznamny rizikovym faktorem zvySujicim
jak plazmatické, tak intracelularni hladiny ADMA. Nasledné snizeni biologické
dostupnosti NO* miize vést k rozvoji endotelové dysfunkce a s ni spojenému rozvoji

kardiovaskularniho onemocnéni. [32]

Vyznamem ADMA V rozvoji aterosklerézy se podrobnéji zabyvala ma bakalafska
prace a mnohé principy jsou popsany i zde. Ve struCnosti se ateroskler6za rozviji
na podkladé endotelové dysfunkce. ADMA jako ucinny endogenni inhibitor NOS snizuje
biologickou dostupnost NO*® a zaroven prispiva ke zvysSeni oxida¢niho stresu v burce.
Snizena produkce NO* se vzhledem k multifunk¢nosti této molekuly projevi na mnoha
urovnich. Signalizace NO*/cGMP/PKG poklesne a sni i vaskularni vazodilatace.

Dysfunkéni endotel bude vykazovat prokoagulaéni a prozanétlivé vlastnosti.
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Bude stimulovana adheze monocytti K endotelialnim povrchim a jejich vstup do
mezibunééného prostoru cévni stény. Generované reaktivni kyslikové radikaly aktivuji
nuklearni faktor kappa B, ktery reguluje expresi celé fady genl. Zvysi se exprese
receptort LOX-1, coz usnadni hromadéni oxidovanych lipoproteinovych ¢astic o nizké
hustoté uvnitt tkanovych makrofagh a podpoii se tak jejich pfeména v pénité buiky.
ADMA stimuluje aktivaci hladkosvalovych bunék cév a zménu jejich fenotypu
v aktivované myofibroblasty. Spolu se zvySenou expresi transformujiciho rtistového
faktoru B1 a s akumulaci extracelularni matrix bude fibréza v misté poskozeného
endotelu progredovat. Popsané mechanismy budou ménit kvalitu a prisvit cévni stény,

coz je zaklad pro rozvoj rizné zavazné ischemie tkani. [1,4,5,7,19,22,27]

Parikh a kolektiv zkoumali vliv zvySené plazmatické koncentrace ADMA
na koronarni vazomotoriku. Koronarni vazomotoricka dysfunkce je moznym kli¢ovym
mechanismem pro rozvoj ischemie myokardu projevujici se jako angina pectoris
U pacientd S absenci obstruk¢éni ischemické choroby srde¢ni. Studie zahrnovala
191 pacientli s typickou ¢i atypickou anginou pectoris, u kterych byla femoralni
koronarni angiografii prokazana absence obstrukéni ischemické choroby srdecni.
Typicka angina pectoris byla definovana jako nepiijemné pocity na hrudi, vyvolané
namahou nebo emo¢nim stresem, zmirnéné odpoc¢inkem nebo nitroglycerinem. Atypicka
angina pectoris byla ozna¢ena jako projev alespoii dvou zvySe jmenovanych
charakteristik. Vazomotoricka koronarni funkce byla testovana podanim acetylcholinu
Vv davce nejprve 50 nug a poté 100 pg do levé koronarni artérie. V ¢asti levé koronarni
artérie zvané ramus interventricularis anterior byla nasledné ve vsech tfech segmentech
zméfena zména Siiky lumen. Nakonec testu byl do artérie podan nitroglycerin.
Plazmaticka koncentrace ADMA byla stanovena pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie. U kontrolni zdravé populace byla projevem normalni vazomotorické
funkce po podani acetylcholinu vazokonstrikce. Podani nitroglycerinu pak nasledné
vedlo relaxaci hladké svaloviny a lumen artérie se opét rozsitilo. U testovaného vzorku
191 pacientli s anginou pectoris se vSak u 137 pacientli po podani acetylcholinu projevila
abnormalni vasomotorickd funkce omezend bud’ na jeden, dva, nebo vSechny
tii segmenty ramus interventricularis anterior levé koronarni artérie. Primérna
plazmaticka koncentrace ADMA u zdravych subjekti byla 0,48 pmol I'Y, u pacienti
s abnormalni vazomotorickou funkci v jednom segmentu 0,54 umol I* a u pacienti

s abnormalni vazomotorickou funkci ve viech tfech segmentech 0,55 pmol I'X. Bylo tedy
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patrné, ze plazmatickd koncentrace ADMA vzrlstd s postupujicim rozsahem
vazomotorické dysfunkce. V neupravené statistické analyze ADMA vysoce predikoval
vazomotorickou dysfunkci a po upravé analyzy o dalsi faktory (napf.index télesné
hmotnosti, hyperlipidémie, uzivani tabaku, nitrati ¢i beta-blokatort) ADMA neztratil

na statistické vyznamnosti. [33]

Ye a kolektiv se zaméfili na prognostickou hodnotu cirkulujiciho ADMA u pacienti
s ischemickou chorobou srdecni. Metanalyza byla provedena na zakladé vyhodnoceni
11 studii zahrnujicich 9496 pacientii s ischemickou chorobou srdecni. Ischemicka
choroba srdecni obvykle zahrnuje stabilni ischemickou chorobu srde¢ni a akutni
koronarni syndromy, mezi které patii nestabilni angina pectoris a infarkt myokardu.
Na zdkladé¢ provedené metaanalyzy bylo zjiSténo, ze vysoce zvySend hladina
cirkulujictho ADMA pfinasi pacientim s ischemickou chorobou srdecni 2,49krat vyssi
riziko umrti na kardiovaskularni onemocnéni a 1,71krat vyssi riziko rozvoje zavaznych
kardiovaskularnich piihod. Pro ilustraci, Schnabel a kolektiv uvadi namétené sérové
hladiny ADMA u pacientti s ischemickou chorobou srde¢ni v rozmezi 0,12-3,92 umol I
s pramérnou hodnotou 0,68 umol I, Zajimavé bylo zjisténi, ze zvyseni sérové hladiny
ADMA o jednu standardni odchylku ptineslo pro tyto pacienty o 27 % vyssi riziko
mortality. Méfeni hladin cirkulujiciho ADMA by tak mohlo zlepsit klasifikaci rizika

pii ischemické chorobé srde¢ni. [34,35]

Pacientim s akutnim infarktem myokardu byly na pfijmu odebrany vzorky krve,
které nasledné slouZily pro stanoveni koncentrace ADMA v séru. Studie se zucastnilo
249 pacientii. U pacientt, kteti po infarktu myokardu zemfteli, byla primérna sérova
koncentrace ADMA 1,23 umol I}, zatimco u pacienti, ktefi byli nazivu po jednom roce
sledovéni, byla tato hodnota daleko nizsi 0,95 umol I, Zda se tedy, Ze kromé tradi¢nich
biomarkerti, mize mit hladina cirkulujiciho ADMA silnou prognostickou hodnotu
pro umrtnost po prodélani infarktu myokardu. Stejn¢ tak Sen a kolektiv vysoké hladiny
cirkulujiciho ADMA spojuji se zvySenym rizikem umrti do jednoho roku po prod€lani
infarktu myokardu. Vysoké hladiny cirkulujicho ADMA byly navic spojeny

se zhorsenou perfuzi myokardu. [36,37]

Velké populacni studie Lorin a kolektivu, €itajici 612 pacientti hospitalizovanych pro
akutni infarkt myokardu, naSla silny inverzni vztah mezi sérovymi hladinami ADMA

a HDL cholesterolu. HDL cholesterol pifitom vykazuje v kardiovaskularnim systému

rrrrr
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odebrany vzorky krve, které se nasledné pouzily pro analyzu. Podle sérové hladiny
HDL cholesterolu byly pacienti rozdéleni do dvou skupin, s nizkym a vysokym HDL
cholesterolem. Skupina s nizkym HDL cholesterolem byla definovana jako koncentrace
< 40 mg/dl u mizu a < 50 mg/dl u Zen, nizky HDL cholesterol mélo 59% pacient.
Nameétena stfedni hodnota koncentrace ADMA byla vyrazn€ vyssi u skupiny s nizkym
HDL cholesterolem 0,69 pmol It oproti skuping s vysokym HDL cholesterolem
0,50 umol I'Y. Zajimavé také je, ze hladiny SDMA a L-argininu, byly u obou skupin
takika stejné. Ve vicerozmérné regresni analyze hladiny ADMA silné¢ korelovaly

s nizkou hladinou HDL cholesterolu. [38,39]

Bergheanu a kolektiv poukézal na zjis$téni, Ze hladiny cirkulujiciho ADMA u pacient
s akutnim infarktem myokardu vykazuji ranni maximum. Namétené sérové koncentrace
ADMA se pohybovaly vrozmezi 0,43-1,66 umolll. Den byl rozdélen
na 4 Sestihodinové intervaly béhem kterych se zaznamenavala ¢etnost pacientd, hlasicich
se na piijem. Nejcetnéj$i frekvence pacienti na pfijmu byla hlasena
v intervalu 06:00-11:59 hodin. S timto ranni maximem korespondovaly i ziskané stiedni
hodnoty sérové koncentrace ADMA. Nejvyssi stfedni hodnota sérové koncentrace
ADMA byla ve zminéném ranni intervalu 06:00-11:59 hodin a to 0,84 pmol I,
pro srovnani stfedni hodnoty sérové koncentrace ADMA Vv dalSich nasledujicich

Sestihodinovych intervalech byly 0,77; 0,74 a 0,66 umol 1'%, [40]

Jako strategicky lécebny postup u pacientli s akutnim korondrnim syndromem,
pfedevSim pak pro STEMI, se pouziva perkutdnni koronarni intervence (PCI).
Po dramatickém snizeni umrtnosti spojené¢ s uzivanim PCI vSak umrtnost

z kardiovaskularnich pficin stale zlstava az na 40 %. [41]

Huang a kolektiv se zabyvali studiem restenozy ve stentu po provedeni PCI. Zda se,
ze dulezitym podkladem pro rozvoj restendzy Ve stentu je neoateroskleroza. Zaroven bylo
hlaseno, ze rozvoj neoaterosklerdézy souvisi se Spatnou reendotelizaci a dysfunkci

endotelu po zavedeni koronarniho stentu. [42,43,44]

Mnohé mechanismy ptisobeni ADMA pii rozvoji aterosklerézy zde byly popsany.
Gremmel a kolektiv navic poukazali na silnou asociaci zvy$enych hladin cirkulujiciho
ADMA se zvySenou expresi a aktivaci glykoproteinového komplexu IIb/IIla po zavedeni
stentu. Aktivovany glykoproteinovy komplexu IIb/Illa je citlivym markerem aktivace
trombocyti. Krzanowski a kolektiv také uvedli, ze hladiny cirkulujiciho ADMA
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pozitivné a nezavisle korelovaly se stupném kalcifikace v radidlni tepné predlokti

U pacientti pokro¢ilym onemocnénim ledvin. [45,46]

Studie Huang a kolektivu se zaméfila se na vztah mezi morfologickymi
a kompozi¢nimi charakteristikami tkanovych 1€zi u restendzy ve stentu a plazmatickymi
hladinami ADMA. Studie se zGcastnilo 45 pacientl, u nichz byla prokazana restenoza
definovana jako zzeni lumen uvniti stentu vétsi, nebo rovno 50 %. Stfedni hodnota
casového horizontu rozvoje restendzy ve stentu byla 58 meésicii. U 17 pacientii byly
pouzity holé kovové stenty, u 12 pacientli Iékové stenty 1. generace au 16 pacientil I€kové
stenty 2. generace. Stanoveni plazmatické koncentrace ADMA bylo provedeno metodou
ELISA. Pro hodnoceni tkanovych charakteristik resten6zy ve stentu in vivo byla pouzita
opticka koherentni tomografie. Parametry posuzované ve stentu v souvislosti
S plazmatickou koncentraci ADMA byly homogenni neointima, neoateroskler6za
(lipidem vyplnéna neointima) a kalcifikace v neointimé. Homogenni neointima byla
identifikovana jako oblasti se silnym signalem a nizkym utlumem, neoaterosklerdza jako
homogenni oblast s vyraznym utlumem signidlu a difuzni hranici a kalcifikace
V neointim¢ jako heterogenni oblast s nizkym utlumem signalu a ostfe ohranic¢enou
hranici. Primérna plazmaticka koncentrace ADMA u pacientll s restenézou ve stentu
byla 1,05 + 0,22 umol I, 12 1ézi bylo klasifikovano jako homogenni neointima a 33 jako
neoaterosklerdza. Pacienti S neoaterosklerozou ve stentu méli vyznamné vyssi primérnou
plazmatickou koncentraci ADMA 1,12 +0,21 umol I* v porovnani s pacienty
s homogenni neointimou ve stentu 0,83 + 0,08 umol IX. Obdobné tomu bylo i u pacienté
s kalcifikaci ve stentu, kteti méli vyznamné vyssi prumérnou plazmatickou koncentraci
ADMA 1,19+ 0,19 umol I'? v porovnani s pacienty bez Kkalcifikace ve stentu
0,88 + 0,11 umol It. Skupiny pacientii s neoaterosklerézou nebo kalcifikaci ve stentu
byly navic star§i a mély také vyznamné horsi funkci ledvin. Studie prokézala, Ze zvySené
hladiny ADMA v plazmé jsou spojeny s rozvojem neoaterosklerézy a kalcifikace

ve stentu. [42]

V souvislosti prevence restendzy ve stentu bylo navrzeno jako prospésné podavani
L-argininu jakozto antagonisty ADMA v inhibici NOS. Zna¢ny preventivni
a terapeuticky potencidl piinesla i preklinicka studie, kde transgenni mysi nadmérné
exprimujici DDAH1 vykazovaly nizsi plazmatické hladiny ADMA, coz vedlo
ke zrychlené endotelové regeneraci a snizené neointimalni hyperplazii po denudaci

endotelu a vaskularnim poskozeni. [47,48]
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Pan a kolektiv informovali, ze zvysené hladiny ADMA jsou také vyznamné spojeny
S vyS$im rizikem umrtnosti a dalSich nezadoucich U¢inkti u pacientd s chronicky
selhavajicim srdcem. Vychozi hladiny ADMA by tak mohly byt prediktorem
jak nemocni¢ni umrtnosti, tak dlouhodobé umrtnosti u pacientl

se srde¢nim selhanim. [49]

1.6.3 ADMA ve vztahu k onemocnéni ledvin

Ledviny jsou jednim z kliCovych organti, které se podili na degradaci a eliminaci
ADMA. Jednak v ledvinach dochazi k expresi DDAH a AGTX2, dvou ustfednich
enzymi pro degradaci ADMA, ale také jsou ledviny schopny i ptimé eliminace ADMA
moci prostiednictvim renalni exkrece. Ledviny jsou dokonce tkan s nejvétsi expresi
DDHALI a zéroven vykazuji nejvy$si DDAH aktivitu. Je proto zfejmé, Ze onemocnéni
ledvin mize do rizné miry rozvratit metabolismus ADMA a dynamickou rovnovahu

Vv ném ustalenou. [1,2,4,50]

Vroce 1992 Vallance a kolektiv prokéazali, ze u hemodialyzovanych pacientt
V terminalnim stddiu onemocnéni ledvin byl ADMA signifikantné zvySeny oproti
kontrolnim vzorkiim. Ackoliv nizka molekulova hmotnost ADMA jej piedurcuje
k Gspé&sné eliminaci hemodialyzou, vysledky publikovanych studii uz tak jednoznaéné
nejsou. Neékteré studie sice prokazaly signifikantni pokles plazmatické koncentrace
ADMA po dialyze, jiné vSak vyznamné sniZeni nenalezly. Kielstein a kolektiv zjistili,
ze se po standardni hemodialyze v dialyzatu nachézi pouze asi 12% mnozstvi ADMA
z celkové denni produkce. Data naznacuji, Ze dialyzu, a tedy eliminaci ADMA dialyzou,

brzdi skute¢nost, ze ADMA se v krvi mize vazat na plazmatické proteiny. [2,51,52]

Vallance a kolektiv také zjistili, ze je ADMA u pacientl s terminalnim onemocnénim
ledvin schopen inhibovat produkci NO* a to jak in vitro, tak in vivo, coz nasledn¢ vedlo
k nezadouci vazokonstrikci, hypertenzi, dysfunkci imunitniho systému a rozvoji dalsich
zejména kardiovaskularnich rizikovych faktor. Zoccali a kolektiv pozdéji plazmatickou
koncentracit ADMA, u pacientl s termindlnim onemocnénim ledvin, spojili s predikci

kardiovaskularnich vysledki a umrtnosti u téchto pacientd. [51,53]

S tim koresponduje i studie Tripepi a kolektivu, ti v kohorté 225 hemodialyzovanych
pacientti pozorovali interakci mezi biomarkery zanétu a ADMA. Ve skuping, ktera méla
jak zvySenou hladinu cirkulujiciho ADMA, tak zvys$enou hladinu C-reaktivniho proteinu

byla vys$$i umrtnost ve srovnani se skupinami, které mély zvySeny pouze jeden
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ze zminénych analytl. Autofi proto dospéli k zaveru, Ze zanét mize zvysovat riziko umrti
a kardiovaskularnich piihod u hemodialyzovanych pacienti s vysokymi hladinami
cirkulujiciho ADMA. [54]

Evropska pracovni skupina pro uremicky toxin dokonce zatadila ADMA i SDMA
mezi uremické toxiny. Uremicky syndrom je charakterizovan retenci velkého poctu
sloucenin, které vSak za normalnich okolnosti zdravé ledviny vylouci. Jako uremické
toxiny jsou klasifikovany ty slouceniny, které jsou pii onemocnéni ledvin nejen
zadrZovany, ale také negativné interaguji s biologickou funkci ledvin. ADMA i SDMA
jsou zatazeny mezi ve vodé rozpustné slouceniny s molekulovou hmotnosti nizsi

nez 500 Daltont. [55]

Nésledné dalsi studie prokazaly nariist plazmatické koncentrace ADMA U pacientil
S chronickym onemocnénim ledvin. Narlst cirkulujicho ADMA u pacientl
S chronickym onemocnénim ledvin je pravdépodobné kombinovanym vysledkem snizené
vylucovaci kapacity ledvin pro ADMA a zaroven snizené exprese nebo aktivity enzymu

DDAHI1 v poskozenych ledvinach. [50,56,57,58,59]

Eiselt a kolektiv zkoumali ADMA jako prognosticky faktor na vyvoj chronického
onemocnéni ledvin. Hladiny ADMA v séru byly méteny spolu s dal§imi proménnymi
souvisejicimi s oxida¢nim stresem jako jsou napiiklad produkty pokrocilé glykace,
nebo produkty pokroc¢ilé oxidace bilkovin. Studie se zucastnilo 181 nedialyzovanych
pacienti s chronickym onemocnénim ledvin ve stadiu 3-5. Pacienti byli hodnoceni
na zacatku studie a nasledné 6 a 12 mésicl po jejim zahajeni. Vysledky se porovnavaly
se 46 zdravymi kontrolami. ADMA byl zvySeny u vSech pacientll V rozmezi koncentraci
0,79-0,98 umol I}, ale v priibéhu roku se jeho hladiny ptili§ nezménily, stejné tak tomu
bylo i u produktii pokrocilé oxidace bilkovin. Zato u 164 pacientti, ktefi studii dokoncili
poklesla odhadovana glomerularni filtrace a vzrostly produkty pokrocilé glykace.
Po statistickém vyhodnoceni se doslo k zavéru, ze zvysena koncentrace ADMA spolu
se zvySenymi markery oxida¢niho stresu byly silnymi prediktory progrese chronického
onemocnéni ledvin u pacientdi s odhadovanou glomerularni filtraci mezi

25-40 ml / min / 1,73m?, tedy na hranici 3-4 stadia chronického onemocnéni ledvin. [60]

Emrich a kolektiv se také zaméfili na nehemodialyzované pacienty S mirnym
az stfedné tézkym chronickym onemocnénim ledvin. Vzorky plazmy pro analyzu

ADMA, SDMA a dalsich methylarginini byly ziskany ze studie CARE FOR HOMe
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od 528 nedialyzovanych pacienti s diagn6zou chronického onemocnéni ledvin. Studie
probihala od roku 2008 az do roku 2015. U vsech pacienti byla kazdoro¢né sledovana
progrese chronického onemocnéni ledvin a vyskyt aterosklerotickych kardiovaskularnich
piihod. V pribéhu studie chronické onemocnéni ledvin progredovalo u 80 pacientl
au 145 pacienti doslo k wvyskytu aterosklerotickych kardiovaskularnich piihod.
Po statistickém vyhodnoceni v jednorozmérnych Coxovych regresnich analyzach byly
zvySené plazmatické hladiny vSech analyti vcetné ADMA spojeny jak s progresi
chronického onemocnéni ledvin, tak s aterosklerotickym kardiovaskularnim
onemocnénim. Naproti tomu v plné¢ upravenych Coxovych regresnich analyzach
prognostické disledky ADMA, a dalSich methylarginini zna¢né klesly a vysokou
korelaci s rizikem progrese chronického onemocnéni ledvin a s vyskytem

aterosklerotickych kardiovaskularnich ptihod vykazoval pouze SDMA. [61]

Vedle vyznamné korelace SDMA s progresi chronického onemocnéni ledvin
a s vyskytem kardiovaskularnich pfihod, mize byt SDMA také vybornym ukazatelem
funkce ledvin ptedevsim proto, Ze je vylu¢ovan z vice jak 90 % rendlni exkreci. Neékteré
studie navrhuji SDMA piidat mezi endogenni markery funkce ledvin nebo pfimo nahradit
méfeni Kreatininu métenim SDMA. [2,62,63]

Tutarel a kolektiv monitorovali funkci ledvin u pacienti s vrozenym onemocnénim
srdce. Jako referen¢ni metoda pro posouzenim funkce ledvin byl pouZzit vypocet
odhadované glomerularni filtrace pomoci Larssonovy rovnice. Tato rovnice vyuZiva pro
vypocet glomerularni filtrace hodnotu sérového cystatinu C, ktera je lepSim a CitlivéjSim
markerem renalni dysfunkce nez plazmaticka koncentrace kreatininu. Zminéna referen¢ni
metoda byla nasledné porovndvana s jinymi rovnicemi pro vypocet odhadované
glomerulérni filtrace a také s plazmatickymi koncentracemi SDMA, které rovnéZ mohou
slouzit jako vyborny marker rendlni funkce. Plazmatickd koncentrace SDMA byla
méfena pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
Odhadovana glomerularni filtrace byla dale jesté vypocitana napiiklad podle rovnice
MDRD z anglického Modification of Diet in Renal Disease, ktera byla navrzena
ve stejnojmenné studii, kterd se zabyvala vlivem nizkoproteinové diety na rychlost
progrese chronického onemocnéni ledvin. Rovnice MDRD pro sviij vypocet zohledituje
hned nékolik parametrti, a to plazmatickou koncentraci kreatininu, mo¢oviny a albuminu
a dale parametry jako v€k a pohlavi. Jina rovnice pro vypoc¢et odhadované glomerularni

filtrace se nazyva CKD-EPI z anglického Chronic Kidney Disease Epidemiology
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Collaboration. Tato rovnice byla navrzena ve studii Levey a kolektivu, pro odhad
glomerularni filtrace u pacientii s chronickym onemocnénim ledvin. Rovnice CKD-EPI
vyuziva pro vypocet glomerularni filtrace ¢tyfi proménné, a to sérovou koncentraci
kreatininu, vék, pohlavi a rasovou pfisluSnost. Obé zminéné rovnice, a piedevsim
pak CKD-EPI jsou v praxi Siroce vyuzivané. Studie Tutarela a kolektivu prokézala silnou
korelaci mezi referenéni metodou zalozenou na stanoveni cystatinu C a metodami pro
vypocet odhadované glomerularni filtrace MDRD a CKD-EPI. Pozoruhodné vsak bylo,
ze nejsilngjsi korelace byla vypocitana mezi stanovenymi hodnotami SDMA a referencni
metodou. SDMA tak ptekonal konvenéné pouzivané metody MDRD a CKD-EPI a mohl
by byt do budoucna velmi slibnym  markerem pro  hodnoceni

renalni funkce. [64,65,66,67]

U pacientl s chronickym onemocnénim ledvin je ¢astou komplikaci rozvoj anémie.
Nedostatecna syntéza erytropoetinu v dusledku redukce renalni tkané a jeji funkce
je nejCastéj$i pricinou anémie u téchto pacientd. Pro 1é¢bu anémie u chronického
onemocnéni ledvin se pouziva rekombinantni lidsky erytropoetin uz od roku 1986. Vedle
1é¢ebnych Gginkl erytropoetinu byly viak pozorovany také jeho vedlejsi u¢inky. Casto
pozorovanym nepiiznivym uéinkem dlouhodobého podavani erytropoetinu je zvyseni
arterialniho tlaku u pacientti a experimentalnich zvitat s chronickym selhanim ledvin.
Wang a kolektiv nésledné prokazal, ze erytropoetin u in vitro kultivovanych lidskych
endotelovych bunék snizuje expresi endotelialni NOS a s ni je spojena snizena produkce
NO°®. Nasledn¢ se objevily studie, poukazujici na souvislost mezi erytropoetinem
a ADMA. Scalera a kolektiv prokazal, Ze erytropoetin u in vitro kultivovanych
endotelovych bunék inhibuje syntézu NO®, coz se projevilo rozvojem oxida¢niho stresu
v bunce. V zavislosti na davce erytropoetinu doSlo také k signifikantnimu nartstu
intracelularni koncentrace ADMA. Zaroven se také zjistilo, ze nartst oxidacniho stresu
zptisobeny davkou erytropoetinu snizoval aktivitu enzymu DDAH v endotelové buiice,
coz vedlo k dal$imu nartstu intracelularni koncentrace ADMA.. Posléze bylo také in vivo
pozorovano zvySeni plazmatické koncentrace ADMA u pacientl po prvotni 1é¢bé
erytropoetinem. V roce 2017 Yokoro a kolektiv poukazali na moznost, ze zvySené
intracelularni koncentrace ADMA mohou piispivat ke zhorSeni anémie. U pacientd
Vv pokrocilém stadiu chronického onemocnéni ledvin byly jednak niz§i koncentrace
hemoglobinu spojeny s vyssi intracelularni koncentraci ADMA, ale také zvySené

intracelularni hladiny ADMA korelovaly se zvySenim indexu rezistence vuci
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erytropoetinu. Pokusy na mysich se nésledné mely pftiblizit pokrocilému stadiu
chronického onemocnéné ledvin provedenim téméf Gplné nefrektomie. Takové mysi
potom stejné jako u popsanych pacientt vykazovaly pokles hemoglobinu v erytrocytech
doprovazeny zvysenim intracelularni koncentrace ADMA. U mysi divokého typu navic
byla prokdzana snizena exprese genu pro receptor erytropoetinu. ZvySené intracelularni
koncentrace ADMA by tak mohly pfispivat ke zhorSeni odpovédi na 1écbu
erytropoetinem. [2,68,69,70,71]

1.7 Moznosti stanoveni asymetrického dimethylargininu

Plazmatické koncentrace methylovanych arginind, tedy i ADMA, se u zdravych
jedincti pohybuji v submikromolarnim rozmezi a nanejvy$S v né€kolika jednotkach
mikromol u nemocnych. Koncentrace ostatnich aminokyselin jsou o dva az tfi fady vyssi.
Je tedy zfejmé, ze kvantifikace ADMA v plazm¢é ssebou pifinasi uréitou

analytickou vyzvu. [4,72]

Vétsina publikovanych metod vyuziva pro stanoveni ADMA vzorky plazmy nebo séra
s pozadavkem na objem v rozmezi 0,02-1,5 ml. U vzorkd plazmy se jako antikoagulans
pouziva ethylendiamintetraoctova kyselina nebo heparin. Pouziti citratu sodného
se nedoporucuje, nebot relativné velky objem tohoto roztoku ve zkumavce muze
odebranou krev zna¢né nafedit. Vzorky plazmy se mohou uchovavat pfi teploté -70 °C
a niz8i neomezen¢ dlouhou dobu. N¢kolik let skladovani plazmy pfi teploté -20 °C taktéz
nepiineslo zmény v koncentracich methylovanych arginind. Bylo také prokazano,
ze opakované cykly zmrazeni a rozmrazeni koncentrace ADMA a SDMA neovlivni.
K vyraznym zméndm plazmatickych koncentraci ADMA a SDMA nedoslo ani
pii pokojové teploté béhem 24 hodin. [72,73]

Pro simultanni stanoveni ADMA a dalSich dimethylarginint se vyuzivaji pfedevS§im
chromatografické separaéni metody, a to zejména vysokoucinna Kkapalinova
chromatografie (HPLC) ve spojeni s fluorescen¢ni detekci. Velké oblibé se v poslednich
letech t&€s8i také kapalinova a plynova chromatografie ve spojeni s detekci hmotnostni.
Enzymoimunoanalyza (ELISA), kterou fadime mezi metody imunochemické, se diky své
nenarocnosti ¢asto pouziva v rutinni praxi. U této metody je vSak vylou¢ena simultanni
analyza. ADMA se podafilo také stanovit pomoci HPLC s elektrochemickou detekci
apomoci kapildrni  elektroforézy, tyto ~metody jsou vSak  vyuzivany

spiSe minoritné. [4,74]
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1.7.1 HPLC s UV a fluorescenéni detekci

Analyza aminokyselin Se standardn¢ provadéla pomoci iontové vymeénné
chromatografie s derivatizaci za kolonou. Takto bylo mozné vedle zakladnich
aminokyselin stanovit i posttanslacné¢ modifikované aminokyseliny, vcéetn¢ ADMA.
Aby vsak bylo ziskdno dobré rozliseni, vyzadovala tato metoda velmi dlouhou dobu
analyzy, coZ neni vyhodné pro méteni vétsiho mnozstvi vzorkl. Zkratit dobu analyzy
se podafilo pouzitim HPLC s obracenou fazi a derivatizaci pied kolonou. V souc¢asnosti

se pro stanoveni ADMA hojné vyuziva metoda HPLC s fluorescen¢ni detekci. [4,72]

Pted samotnou chromatografickou separaci je vhodné nejprve vzorek plazmy ¢i séra
vycistit, ¢imz se jednak eliminuje pfevazna cast slozek matrice a taktéz se vzorek
zakoncentruje. Vétsina metod v souc¢asné dob¢ spoléha na propracované vyc¢isténi vzorku
pomoci extrakce na pevné fazi (SPE). Pro tyto ucely se nejéastéji pouzivaji kolonky
s iontové vyménnou fazi na bazi polymeru, jako naptiklad Oasis MCX od firmy Waters
nebo Strata™-X-C od firmy Phenomenex, mén& potom kolonky na bazi oxidu
ktemicitého. Kolonky na bazi polymeru jsou sice stejné efektivni jako kolonky na bazi
oxidu kfemicitého, vzorek se vsak pred jejich pouzitim uz nemusi upravovat a mezi
jednotlivymi kroky SPE mohou kolonky vyschnout. Cisténi vzorku pomoci SPE zahrnuje
dil¢i kroky jako je kondicionace a ekvilibrace kolonky, samotné naneseni vzorku a jeho
nasledné promyti a eluce. Po naneseni vzorku na kolonku se jeho slozky zachyti v pevné
fazi. Promytim se z pevné faze uvolni pfevazna ¢ast sloZzek matrice jako jsou neutralni
a kyselé aminokyseliny. Eluci se zpevné faze nakonec uvolni piecistény vzorek,
ktery obsahuje bazické aminokyseliny, kam patii i ADMA a dal§i methylované argininy.
K promyti a eluci se pouzivaji rozpoustédla o specifickém pH v zavislosti na konkrétné
zvoleném typu SPE kolonky. Kromé toho by elu¢ni rozpoustédlo mélo nejen narusit
interakci mezi analytem a pevnou fazi, ale také by mélo analyty dobie rozpoustét a byt
tékavé povahy, aby se zeluatu dalo nakonec odpafit. NejcastéjSi slozkou elucniho
rozpoustédla byva 25% amoniak ve smési s methanolem. Z vyse uvedeného je patrné,
ze vyCisténi vzorku je pomérné pracné, postup je vSak mozné plné¢ automatizovat.
Zaroven jsou dostupné i miniaturni SPE kolonky ve formatu mikrotitracni desticky,

které umoznuji vycisténi daleko vétsiho poctu vzorki nez klasicky SPE manifold. [4,72]

UV detekce hladin methylargininti jakoZto aminokyselin je Casto zaloZena na absorpci
svétla karboxylové skupiny pii vinové délce 200-210 nm. Kromé& aminokyselin vSak

poskytuje vétsina organickych molekul silnou UV absorpci na vinovych délkach mensich
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nez 210 nm. Stanoveni nederivatizovanych aminokyselin s dostatecnou citlivosti
a selektivitou v UV detektorech je proto velmi obtizné a vétSina HPLC metod se dnes

spoléha spise na fluorescen¢ni detekci s pouzitim derivatiza¢nich ¢inidel. [75]

Derivatizace pted kolonou je velmi pfinosna, protoze reakci ADMA s derivatiza¢nim
¢inidlem dojde k jeho pfeméné na adukt, ktery 1ze detekovat s daleko vyssi citlivosti.
Derivatizace také zvysSuje hydrofobnost velmi polarnich aminokyselin, coz je ¢ini
vhodnéj§imi pro separaci pomoci HPLC s obracenou fazi. Derivatiza¢nich ¢inidel
uzivanych pro stanoveni ADMA byla popsana cela fada, zdaleka nejpouzivanéjsi je vSak
ortho-ftaldialdehyd (OPA). Dulezitymi vyhodami OPA jsou okamzité vytvoreni aduktu
s aminokyselinou pii pokojové teploté a fakt, Zze samotné ¢inidlo neni fluorescencni.
Vznikaji tak relativné ¢isté chromatogramy. Aby vSak OPA s primarni aminoskupinou
aminokyseliny reagoval je pro vznik vazby potfebna thiolova skupina. Jednémi
z nejcastéjSich  thiolovych  ¢inidel  jsou  bud®  2-merkaptoethanol  nebo
3-merkaptopropionova kyselina. Adukty OPA s 3-merkaptopropionovou kyselinou jsou
stabilngjsi a zaroven polarnéjsi, kvali pfitomnosti dals$i karboxylové skupiny. Vazba
ADMA s OPA obsahujici 2-merkaptoethanol nebo 3-merkaptopropionovou kyselinu
je znazornéna na obrazku 4. Derivatiza¢ni ¢inidlo miize u aminokyselin také vyznamné
zvysit jejich selektivitu tim, ze se navdze na n¢jakou reaktivni funkéni skupinu, ¢imz
danou aminokyselinu selektivné oznaci. Selektivni ¢inidla pro derivatizaci ADMA
a dalSich methylovanych arginini v§ak popsdna zatim nebyla, a proto se za ucelem
zvySeni selektivity nejcastéji pouZiva extrakce na pevné fazi. Mezi dal§i popsana
derivatiza¢ni ¢inidla patii naptiklad naftalen-2,3-dikarboxaldehyd, 6-aminochinolyl-N-
hydroxysukcinimidyl — karbamat nebo-li ~ AccQ-Fluor™,  4-fluoro-7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol, nebo fenylizothiokyanat, ktera poskytuji bud’ stabiln&jsi derivaty nebo
vyssi citlivost analyzy v porovnani s OPA. Naptiklad u derivatizace pomoci naftalen-2,3-
dikarboxaldehyd je potiebna delsi doba inkubace. Derivatizaci AccQ-Fluor™ vzniknou
derivaty stabilni az jeden tyden pti pokojové teploté, ale doba analyzy se s jeho pouzitim
prodlouzi az na 50 minut. Asi nejlepsi vysledek pfinasi 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol s potfebnou dobou inkubace 3 minuty a stabilitou vzniklych derivati
az 3 dny pii pokojové teploté. [4,72,76,77,78,79]
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Obrdazek 8 Adukty ADMA po derivatizacni reakci s OPA, upraveno dle [72]

Aby se predeslo ndhodnym chybam, které vznikaji pfi €isténi a derivatizaci vzorku,
je tieba pouzit vnitini standard. Vhodny wvnitini standard by mél byt podobny
stanovovanému analytu do té miry, aby byla zarovent umoznéna jeho dostate¢na separace
S plnym chromatografickym rozliSenim. Interni standard by se mél eluovat pii SPE
S bazickymi aminokyselinami, mél by obsahovat primarni aminoskupinu pro umoznéni
derivatizace a mél by mit podobnou polaritu jako ostatni derivatizované analyty.
Pokud je to mozné, nemél by se endogenné viubec vyskytovat. Pokud vsak toto nelze
zajistit, méla by koncentrace vnitfniho standardu byt alespon signifikantné vyssi
nez piredpokladana koncentrace stanovovanych analytl. Z endogenni latek se jako vnitini
standard nejéast&ji pouziva N®-monomethyl-L-arginin, méné potom L-homoarginin.
Uspésing byl také pouzit jako neendogenni vnitini standard
N@-propyl-L-arginin. [72,76,77,78,80]

Chromatografickd separace methylovanych argininii se obvykle provadi pomoci
HPLC s obracenou fazi za pouziti izokratické nebo gradientové eluce. ADMA a SDMA
jakozZto enantiomery jsou si velmi podobné, proto je jejich vzajemna separace ze vSech
Dalsi moznosti je pouziti kolon fenylovych. Na kolonach C18 se ADMA zpravidla eluuje
diive nez SDMA, u kolon fenylovych tomu byva naopak. Celkova doba separace
se na téchto kolonach pohybuje kolem 30 minut a vice. Pouziti monolitickych kolon
na bazi oxidu kiemicitého, naptiklad Chromolith Performance HPLC RP18-e od firmy

Merck, piineslo vyrazné zkraceni doby separace, protoze ji lze provozovat pii vysokém
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prutoku se zachovanim dobré separatni UCinnosti a niz§im protitlaku,

oproti konven¢nim kolonam. [72,81]

Ravula a kolektiv pfisli s jednoduchou metodou stanoveni ADMA, SDMA
a L-homocysteinu v plazmé¢, nebo séru pomoci HPLC s UV detekci. Metoda zahrnovala
jednoduchou upravu vzorku precipitaci proteinu pomoci trichloroctové kyseliny.
Nasledné byl po centrifugaci ziskdn c¢iry supernatant, ke kterému se se pridalo
derivatizac¢ni Cinidlo fenylizothiokyanat. Chromatografickd separace byla provedena
na koloné¢ C18 s obracenou fazi, pii pratoku 1 ml/min a teplot¢ 37 °C. Mobilni faze
sestavala z acetatového pufru, ke kterému byl linearnim gradientem ptidavam acetonitril
ve vodé. Fenylizothiokyanatové derivaty byly detekovany pii 256 nm pomoci
fotodiodového detektoru. Analyza trvala 30 minut. Metoda byla linearni v rozmezi
koncentraci 0.3-3.75 umol I, s limitem detekce 17,6 pmol I"Y. Priiméina koncentrace

ADMA naméfena u zdravych subjektii byla 0.65+0.29 pmol I, [79]

Schou-Pedersen a kolektiv stanovovali L-arginin, ADMA a SDMA v lidské plazmé
metodou HPLC s fluorescenéni detekci a zaméfili se na porovnani tfi postupd Gpravy
vzorku, pfed jeho vlastni analyzou. Prvni postup byl zamétfen na precipitaci proteinu
pomoci kyseliny trichloroctové ve vodném roztoku. Druhy postup opét vedl k precipitaci
proteinu tentokrat pomoci smési amoniaku s acetonitrilem. Tteti postup byl proveden
extrakci na pevné fazi. U postupu SPE se pii promyvacich krocich pouzil nejprve
methanol a poté kyselina chlorovodikova. Eluce byla provedena pomoci elu¢niho ¢inidla
obsahujiciho 25 % amoniak, vodu, methanol a hydroxid sodny. OCcistény vzorek
se nasledn¢ derivatizoval pomoci derivatizacniho cinidla obsahujiciho OPA
a 2-merkaptoethanol. Chromatograficka separace probéhla na kolon¢ C18 izokratickou
eluci, pfi pritoku 1,2 ml/min. Mobilni faze byla sloZend z fosfatového pufru se 14 %
acetonitrilu. Detekce probéhla ptfi vinové délce excitacni 340 nm a emisni 455 nm.
Analyza trvala 30 minut. Metoda byla linearni s koeficientem determinace pro ADMA
0,994, limit detekce byl 0,012 pmol I, Pramérna plazmatickd koncentrace ADMA
u zdravych jedincti byla 0.40 = 0.013 umol I, Vytéznost pro prvni a tieti postup upravy
vzorku byla srovnatelnd, pro oba postupy nad 90 %, vytéZnost pro druhy postup byla
méné nez 75 %. Vzhledem k jednoduchosti a rychlosti provedeni prvniho postup,

byl tento doporucen. [82]

HPLC metody s UV a fluorescencni detekci jsou pro stanoveni ADMA ¢asto

vyuzivany predevsim kvili jejich nendrocnosti na laboratorni vybaveni. Jejich pouziti
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vSak skyta fadu nevyhod. Jednak se mohou vyskytnout problémy s citlivosti a vysokou
polaritou analyzovanych latek, ale ty se daji odstranit pouzitim vhodného derivatiza¢niho
¢inidla. Spatna stabilita vzniklych derivatd je viak i dnes stale aktualni. Nevyhodou také
je, Zze separace enantiomert ADMA a SDMA Ize dosédhnout pouze chromatograficky,

a navic je tato separace obtizna a pomérn¢ ¢asove naroc¢na. [75]

1.7.2 HPLC s elektrochemickou detekci

Kleparnik a kolektiv vyvinuli a validovali metodu HPLC s elektrochemickou detekci
pro simultanni stanoveni L-argininu, ADMA a SDMA vV plazmé. Pro analyzu byla
pouzita krev od hypertenznich pacientii s akutnim infarktem myokardu (n=40). Vzorky
krve byly odebrany do zkumavek s ethylendiamintetraoctovou kyselinou,
zcentrifugovany a vzorky separované plazmy byly nasledné vycistény pomoci SPE
popsanou de Jong a kolektivem s mensimi modifikacemi. Konkrétné, polymerni
SPE kolonky byly kondicionovany s 1 ml elu¢niho ¢inidla slozeného z 25 % amoniaku,
vody, methanolu a hydroxidu sodného. Nasledovala ekvilibrace s 1 ml vody. Vzorek
plazmy se smichal s roztokem vnitintho standardu N®-monomethyl-L-argininem
a s fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS) a poté se nanesl 1 ml takto
ptipraveného vzorku na kolonku. Nasledovaly kroky promyvaci, nejprve 1 ml HCI a poté
I ml methanolu. Pomoci 1 ml elu¢niho ¢inidla byl ziskan eluat, ktery se nakonec vysusil
pod proudem dusiku pfi teploté 70 °C. Derivatiza¢ni reakce byla opét provedena podle
metody popsané de Jong a kolektivem. VysuSené vzorky byly rozpustény
Vv derivatizaénim cinidle, které obsahovalo OPA a 3-merkaptopropionovou kyselinu.
Nasledovala inkubace po dobu 10 minut pii pokojové teplot¢ a poté se vzorky
neutralizovaly pfidanim roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného. Chromatograficka
separace byla provedena za izokratickych podminek na koloné s obracenou fazi
SynergiHydro RP pfi 25 °C. Mobilni faze sestavala z fosfore¢nanového pufru
obsahujiciho 10 % acetonitrilu. Rychlost prutoku byla nastavena na 1 ml/min
a coulometricka detekce byla provedena pii potencialu +320 mV. ADMA se separoval
pred SDMA a jejich oddéleni vykazovalo rozliseni Rs = 1,35. Cela analyza trvala
32 minut. Metoda byla linearni v rozmezi koncentraci 0,1-20 umol I, limit detekce byl
pro ADMA 0,012 umol I"t. Absolutni vytéZznost naméfena u viech analytii se pohybovala
od 85 do 88 %. Nameétena koncentrace ADMA ve vzorcich plazmy Se pohybovala
v rozmezi 0,29-1,05 pmol 1%, [4,81,83]
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Suzuki a kolektiv se taktéz zabyvali stanovenim ADMA a SDMA a dalSich
methylargininti pomoci kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci. Inovace,
se kterou pfisli, spocivala v pouziti elektrochemicky aktivnéjSiho thiolového cCinidla
6-ferrocenyl-1-hexanthiolu, ktery s OPA a ADMA poskytoval daleko stabiln&jsi adukt
vV porovnani s 2-merkaptoethanolem. Zatimco 2-merkaptoethanol vyzadoval rychlou
derivatizaci pii teploté 4 °C, adukty s 6-ferrocenyl-1-hexanthiolem byly stabilni 6 hodin
pii pokojové teploté. Analyza byla provedena na vzorcich lidské plazmy od urologickych
pacientl. Pro zlepSeni identifikace piktl a selektivity byla pouzita dualni elektrochemicka
a fluorescenc¢ni detekce. VVzorky heparinizované plazmy byly vycistény SPE postupem,
témef identicky jako popisuje Teerling a kolektiv nebo Horowizt a Heresztyn. Polymerni
SPE kolonky byly kondicionovany 1ml methanolu a ekvilibrovany 2 ml vody. Vzorek
plazmy se smichal s vnitinim standardem N“-propyl-L-argininem a s PBS. Takto
ptipraveny 1 ml vzorku se nanesl na SPE kolonky. Nasledovalo promyti, nejprve 1 ml
HCI, poté 1 ml methanolu. Methylargininy byly eluovany pomoci 1 ml elu¢niho ¢inidla,
které obsahovalo koncentrovany amoniak, vodu, methanol a 2-propanol. Eluat byl
nasledné vysusen pod proudem dusiku pii teplot€¢ 60 °C. Po vysuSeni byl vzorek opét
resuspendovan ve fosfatovém pufru a pro derivatiza¢ni reakci bylo ptidano OPA ¢inidlo
obsahujici OPA a 6-ferrocenyl-1-hexanthiol. Inkubace probéhla pii pokojové teploté
atrvala 10 min. Chromatograficka separace byla provedena na koloné Wako Combi
ODS. Mobilni faze sestavala z fosfore¢nanového pufru a acetonitrilu, pritok byl nastaven
na 0,8 ml/min. Elektrochemickd detekce prob¢hla pifi potencidlu +1000 mV,
u fluorescenc¢ni detekce byla zvolena vinova délka pro excitaci 340 nm a pro emisi
455 nm. Metoda byla linearni do 150 pmol I, detekéni limit byl pro dimethylargininy
0,5 pmol It u elektrochemické detekce a 2 pmol It u fluorescenéni detekce. Suzuki
a kolektiv uvedl, Ze se citlivost u fluorescenéni detekce zvySila asi desetkrat
a u elektrochemické detekce dokonce vice nez tficetkrat ve srovnani s MacAllisterem
a kolektivem, ktery misto 6-ferrocenyl-1-hexanthiolu pouzil 2-merkaptoethanol.
Selektivita se s dualni detekci také zlepsila. Vytéznost naméfena u vSech analyti
se pohybovala od 89,1+7,2 do 91+7,5% pro elektrochemickou detekci
a pro fluorescen¢ni detekci od 86,648 do 9148,2 %. Namétfena koncentrace ADMA

ve vzorcich plazmy se pohybovala v rozmezi 0,49-0,75 umol I, [4,72,84,85]
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1.7.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie poskytuje daleko vyssi selektivitu
nez detekce pomoci UV absorbance nebo fluorescence. Metody vyuzivajici hmotnostni
detekci proto nevyzaduji tak pracnou pfipravu vzorku jako metody s UV, fluorescen¢ni
nebo elektrochemickou detekci, a piesto piinasi spolehlivé vysledky. Kromé
charakteristickych retencnich cCasii je zde i dalsi dimenze selektivity spocivajici
Vv identifikaci latek na zakladé charakteristického poméru molekulové hmotnosti k naboji
(m/z) respektive na zdkladé zaznamu relativnich intenzit stanovovanych analyti
po ionizaci. U hmotnostni spektrometrie v kombinaci s kapalinovou chromatografii
se nejcastéji vyuzivaji mekké ionizaéni techniky probihajici za atmosférického tlaku
jako ionizace elektrosprejem ¢i chemicka ionizace. Achillovou patou ioniza¢nich technik
V hmotnostni spektrometrii je vSak vznik takzvanych matricovych efektt. Ty jsou typické
pro analyzy ze vzorkl plazmy a jinych biologickych tekutin se slozitou matrici, tedy
obsahem slozité smési nejruznéjsich latek. Matricovy efekt pravdépodobné vznika tehdy,
pokud se stanovovanym analytem koeluuje jesté n¢jakd jina nezjiSt€na matricova slozka.
Takova koeluce nasledné muze vést k zeslabeni nebo naopak zesileni ionizace
stanovovaného analytu, ovlivnit odezvu detektoru a vést tak k nepfesnym vysledkdm.
Matricovy efekt je navic nepiedvidatelny a mtize se liSit mezi analyzou riznych vzorku
i pii opakované analyze stejného vzorku. Matricové efekty lze minimalizovat
zdokonalenim upravy vzorku se ziskem co nejéistSich extraktd, optimalizaci
chromatografického postupu k oddéleni stanovovanych analytli od matricovych slozek
azménou ionizaCnich podminek nebo kombinaci vySe uvedeného. NejucinngjSim
zpusobem pro potlaceni matricového efektu je vSak pouziti stabilniho izotopicky

zna¢eného vnitiniho standardu odvozeného od stanovovaného analytu. [86,87,88,89]

Boelaert a kolektiv stanovovali ADMA a SDMA v lidském séru pomoci extrémné
ucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Koncentrace
ADMA a SDMA byly stanovovany u kontrolni skupiny zdravych jedinct
a U hemodialyzovanych pacientli s chronickym onemocnénim ledvin. K vzorku séra
se pridal vnitini standard d7;-ADMA. Nasledovala deproteinace pomoci tepelné
denaturace s Sokovym ochlazenim a naslednou ultrafiltraci. Ultrafiltrat byl poté
derivatizovan pomoci kyseliny chlorovodikové a 1-butanolu. Chromatograficka separace
probéhla na kolon¢ C18 s gradientovou eluci pfi pritoku 0,25 ml/min. Mobilni faze

obsahovala kyselinu octovou a methanol. Detekce prob&hla po ionizaci elektrosprejem
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na tandemovém kvadrupélovém hmotnostnim spektrometru. Analyza trvala pouhych
10 min. Metoda byla linearni v rozmezi koncentraci 0,1-4,94 umol I, limit detekce
byl 7,9 nmol I'*. Primérna sérova koncentrace ADMA u zdravé kontrolni skupiny
byla 0,52+0,07 umol I'* a u hemodialyzovanych pacienti s chronickym onemocnénim

ledvin 0,8420,19 umol I, [90]

Fleszar a kolektiv také stanovovali ADMA, SDMA, L-arginin a L-citrulin v lidském
séru pomoci extrémné¢ ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Sérum bylo ziskano z krve od zdravych dobrovolnikti (n=73). K vzorku
séra se pridaly vnitini standardy, pro ADMA vnitini standard d--ADMA a extrakce
a derivatizace byla provedena v jediném kroku pomoci acetonitrilu v kombinaci
s benzoylchloridem. Po centrifugaci byl odebran ¢iry supernatant, ktery byl nasledné
pouzit pro analyzu. Chromatografickd separace probé&hla na koloné sreverzni fazi
pfi pratoku 0,25 ml/min. Mobilni faze sestavala z kyseliny mravenci ve vod¢. Detekce
probéhla po ionizaci elektrosprejem na kvadrupolovém hmotnostnim spektrometru.
Celkovy cCas analyzy byl 10 minut. Metoda byla linearni v rozmezi koncentraci
0,05-2,5 umol I, limit detekce byl 0,03 pmol I, Priimérna koncentrace ADMA v séru
od zdravych dobrovolniki byla 0,38+0,05 umol I, [91]

I Sotgia a kolektiv stanovovali ADMA a dal$i methylargininy pomoci extrémné ucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Pro analyzu byly pouzity vzorky plazmy od zdravych dobrovolniki muzského pohlavi
(n=20). Kvzorku plazmy byl ptidan vnitini standard de-ADMA. Deproteinace byla
provedena pomoci tepelné koagulace plazmy. Jako derivatiza¢ni Cinidlo byl pfidan
diethylpyrokarbonat a po centrifugaci byl ziskan Ciry supernatant pfipraveny k pouziti
pro analyzu. Chromatografickd separace probé&hla na kolon¢ CI18 Sreverzni fazi
a izokratickou eluci pfi pratoku 0,8 ml/min. Mobilni faze sestavala z kyseliny mravenci
v kombinaci s acetonitrilem. Detekce probéhla na tandemovém hmotnostnim
spektrometru po ionizaci elektrosprejem. Celkovy ¢as analyzy byl 10 minut. Metoda byla
linearni v rozmezi koncentraci 0,31-5,0 pmol I%, limit detekce byl 0,01 umol I,
Primérna koncentrace ADMA v séru od zdravych dobrovolnikii

byla 0,612+0,140 umol I, [92]

Spojenim extrémné U¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

vnikaji atraktivni metody charakteristické rychlou analyzou s jednoduchou a pomérné
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levnou Gpravou vzorku. Zejména tehdy, pokud se jako vnitini standard pouzivaji analogy
oznacené stabilnim izotopem, jsou tyto metody vysoce selektivni, citlivé, spolehlivé,
opakovatelné a reprodukovatelné. Dnes se tyto metody povazuji za zlaty standard a jsou
vhodné pro pouziti v rutinni praxi. Zaroven peclivé pouzivani téchto metod muze

ptipravit cestu ke konzistentnéjsim vysledktim v klinickych studiich. [86,90,91,92]

1.7.4 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Analyza ADMA a ostatnich methylariginini pomoci plynové chromatografie neni
bez derivatizace mozna, nebot’ jsou tyto latky jakozto aminokyseliny polarni, tepelné

labilni a netékavé. [86]

Albsmeier a kolektiv stanovovali ADMA v lidské plazmé od zdravych subjektt
pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Pro analyzu byl
nasyntetizovan vnitini standard [?He]-ADMA jinym oznacenim ds-ADMA. Syntéza
vnitiniho standardu probéhla na zakladé modifikovaného postupu Pundaka s Wilchekem.
Zjednodusen¢  byla syntéza  provedena reakci  L-ornitinu  upevnéného
na bromkyanoagaréze s dimethylaminem. Vzorek plazmy byl obohacen [?Hs]-ADMA
a pro deproteinaci byl pfidam aceton. Po centrifugaci byl ziskany supernatant vysusen
pod proudem dusiku a resuspendovan v derivatizacnim  cinidle kyseling
pentaflourpropionové. Vzniklé derivaty byly nasledné analyzovany. Chromatograficka
separace prob&hla na kolon¢ Optima-17, jako nosny plyn bylo pouzito helium pfi
konstantnim pratoku 1 ml/min. Pro detekci ADMA byla pouzita hmotnostni
spektrometrie s chemickou ionizaci, kterou byly ziskany specifické iontové fragmenty
m/z 634 pro ADMA a m/z 640 pro [?Hs]-ADMA. Metoda byla linearni v rozmezi
koncentraci 0,0-2,0 pmol I, limit detekce byl 2 fmol I, Priimérna koncentrace ADMA

u zdravych subjektl byla 0,60 umol I, [93,94]

Tsikas a kolektiv v roce 2003 ptisli s postupem de novo syntézy vnitiniho standardu
dsMe-ADMA pro stanoveni ADMA v plazmé a moc¢i pomoci plynové chromatografie
S hmotnostni detekci. V té dobé nebyly komeréné dostupné Zadné analogy ADMA
znacené stabilnim izotopem. Stru¢né de novo syntéza dsMe-ADMA zahrnuje tyto dil¢i
kroky. Samostatnou O-methylaci karboxylové skupiny endogenniho ADMA
Vv plazmatickém vzorku pomoci kyseliny chlorovodikové v methanolu a samostatnou
O-methylaci karboxylové skupiny syntetického ADMA pomoci kyseliny chlorovodikové
V deuterovaném methanolu. Po methylaci byli endogenni a synteticky ADMA spojeny
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do jediné matrice, ktera byla nasledn¢ piipravena pro derivatizaci pomoci kyseliny
pentaflourpropionové. V roce 2007 se stal komerc¢né dostupnym wvnitini standard
pro analyzu ADMA znadeny deuteriem [°H7]-ADMA neboli d7-ADMA.. Tsikas nasledné
srovnava pouziti téchto dvou vnitinich standardt pti analyze ADMA pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. Oba wvnitini standardy byly vyhodnoceny
jako vhodné pro analyzu ADMA. Nevyhodou dsMe-ADMA a obecn¢ de novo
syntetizovanych analogi znacenych stabilnim izotopem je, ze musi byt pfipraveny
vV matrici odli$né od biologického vzorku. Syntézou de novo v laboratoti se vSak ziska
presna koncentrace vnitiniho standardu. Na druhou stranu komeré¢né dostupny vnitini
standard zna¢né zjednodusi postup celé analyzy a jeho pouziti umoznuje spolehlivéjsi
srovnani analytickych vysledkl a technik. Tsikas vSak varuje, Ze pouziti komercnich
vnitinich standardd nemusi byt vzdy bezpecné. Komeréni vnitini standardy mohou

obsahovat necistoty. Navic u komercné ziskaného d7-ADMA bylo odhaleno kolem vice

jak 20 % nadbyte¢ného mnozstvi d7-ADMA, nez deklaroval vyrobce. [95,96]

Bollenbach a kolektiv stanovovali ADMA v lidském séru pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci, metoda byla jiz dfive validovana. Poukazali vsak
na zajimavé zjisténi, ze ADMA je pfitomen v lidské krvi nejen ve volné formé, nybrz ¢ast
z celkové plazmatické koncentrace ADMA je vazana na zatim blize nespecifikované
plazmatické proteiny. B&zné€ se stanovuji koncentrace volného ADMA a proto celkova
plazmaticka koncentrace ADMA mitiZe byt zkreslend. Proto Bollenbach a kolektiv pfisli
s metodou, kterd je zaloZzend na dvou kvantitativnich méfenich. Zaprvé kvantifikace
volného ADMA v séru a zadruhé kvantifikace celkového ADMA (volny ADMA
+ vazany ADMA) ve stejném vzorku séra po hydrolyze sérovych proteint kyselinou
chlorovodikovou. Koncentrace vazaného ADMA se nasledné vypocita z rozdilu mezi
obéma kvantitativnimi meéfenimi. Ob¢ kvantitativni analyzy se provadéji paralelné.
Vzorky séra byly ziskdny od starSich zdravych subjektd (n=27). U kvantitativniho
stanoveni volného ADMA se proteiny vysrazi ledové chladnou kyselinou
chlorovodikovou v methanolu a odstrani se centrifugaci. Ziskany supernatant se nasledné
upln¢ odpafi. Poté se provede esterifikace opét pomoci kyseliny chlorovodikové
v methanolu. Nasledné se pfidaji vnitini standard dsMe-ADMA a po odpaieni vzorku
dosucha se provede N-acylace anhydridem pentafluorpropionové Kkyseliny
Vv ethylacetatu. Derivaty se nasledné extrahuji toluenem. U kvantitativni analyzy

vazaného ADMA se provede nejprve hydrolyza sérovych proteinti zahtatim na 110 °© C
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s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou v tésné uzavienych sklenénych lahvickach
po dobu 20 hodin. Nasledujici kroky jsou stejné jako u kvantitativni analyzy volného
ADMA. Chromatograficka separace byla provedena na kolon¢ Optima 17, jako nosny
plyn bylo pouzito helium pfi konstantni pratoku 1,0 ml/min. Detekce byla provedena na
jednostupiiovém kvadrupdlovém hmotnostnim spektrometru s pouzitim chemické
ionizace. Primérna koncentrace volného ADMA v séru byla 0,47 umol It a u vazaného
ADMA 90 nmol I! u star$ich zdravych subjekti. Pomér volného ADMA k vazanému
ADMA byl stanoven na pfiblizn€ 6 : 1. Pro srovnani, v ptfedchozi studii byla primérna

koncentrace vdzaného ADMA v séru zdravych mladych subjekti 121 nmol 1”2, [97,98]

1.7.5 Kapilarni elektroforéza

Caussé a kolektiv méfili cirkulujici koncentrace L-argininu, ADMA a SDMA
vlidském séru  pomoci kapilarni  elektroforézy. Sérum  bylo  ziskano
od hemodialyzovanych pacientu s projevem ischemické choroby srdeé¢ni nebo bez néj.
Pred elektroforetickou analyzou byl vzorek séra derivatizovan fluorescein-5-
isothiokyanatem a nasledné inkubovan ve tmé pies noc pii pokojové teploté. Na druhy
den vzdy probéhla jeho analyza. Jako vnitini standard byl pouzit L-homoarginin.
Elektroforeticka separace v kapilafe byla provedena pii pH 10 a napéti +20 kV (35 pA),
pozitivni elektroda byla umisténa na strané¢ nastfiku. Pfi zasaditétm pH maji
methylargininy tfi naboje. Dva negativni jsou dany fluoresceinovym jadrem
a karboxylovou skupinou a pozitivni vychdzi z guanidinu. Vysledny néboj
jetedy -2 v dusledku ¢ehoz se tyto bazické aminokyseliny eluuji pfed neutralnimi
aminokyselinami s celkovym nabojem -3 a kyselymi aminokyselinami s celkovym
nabojem -4. Tato skute¢nost umoziuje velmi rychlou analyzu, ktera se pohybovala kolem
10 minut. Protoze maji dimethylargininy stejny naboj, jejich vzajemné rozdéleni zavisi
na odliSnych molekulovych hmotnostech. Detekce prob¢hla pomoci laserem indukované
fluorescence, s pouzitim argonového laseru emitujiciho zafeni o vinové délce 488 nm.
Metoda byla linearni s koeficientem determinace 0,998 pro ADMA, limit detekce byl
0,05 umol I1. Vytéznost metody se pohybovala kolem 100 %. Primérna koncentrace
ADMA byla 0,343+0,022 pmol It u kontrolnich vzork, u hemodialyzovanych pacientt
bez projevu ischemické choroby srde¢ni 0,95040,217 pmol I* a u hemodialyzovanych

pacientfl s projevem ischemické choroby srde¢ni 1,205+0,201 pmol I, [99]
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Zinellu a kolektiv vylepsil svou metodu z roku 2007 pro stanoveni methylarginind
V plazmé pomoci kapilarni elektroforézy. Pro pfedchozi metodu bylo potieba velké
mnozstvi vzorku a nckolik predanalytickych krokii k eliminaci proteinu
a zakoncentrovani vzorku pied nadavkovanim do kapilary. Nyni byla pfeduprava vzorku
omezena pouze na pridani vnitfniho standardu L-homoargininu a precipitaci proteinu
pomoci acetonitrilu s amoniakem. Oddéleny supernatant mohl byt nasledné pouzit pro
analyzu. Pro dosazeni vyss$i citlivosti detekce pii zachovani vysokého rozliSeni byla
pouzita technika zakoncentrovani vzorku s elektrokinetickym davkovanim. Separace
probéhla v roztoku zakladniho elektrolytu trisfosfatu o pH 2,3 pfi 15 °C s normalni
polaritou a napétim +12 kV (68 pA) s naslednym pouzitim UV absorp¢éniho detektoru.
Doba analyzy se pohybovala kolem 22 minut. Metoda byla linearni s koeficientem
determinace 0,997 a limitem detekce 10 nM pro ADMA. Vytéznost se pro ADMA
pohybovala v rozmezi 99-104% a pramérna koncentrace ADMA ve vzorcich plazmy
byla 0.463+0.107 umol I, [100]

Desiderio a  kolektiv ~ taktéz  pouzili pro  stanoveni  L-argininu,
NC-monomethyl-L-argininu, ADMA s SDMA v lidské plazmé od zdravych subjekti
metodu kapilarni elektroforézy tentokrat vSak v kombinaci standemovou hmotnostni
spektrometrii. Metoda zahrnovala jednoduchou piedipravu vzorku precipitaci pomoci
kyseliny mravenci a acetonitrilu zastudena. K supernatantu se nasledné ptidal vnitini
standard d7-ADMA. Aby se dosahlo detekéni citlivosti vhodné pro analyzu ADMA
a SDMA, zvolila se technika zakoncentrovani vzorku s vyuzitim elektrokinetického
davkovani. Separace probéhla v kapilafe naplnéné zakladnim elektrolytem s kyselinou
mravenci pii napéti +23 kV. Za téchto podminek byly analyzované slouc¢eniny pozitivné
nabité a migrovaly ke katodé v kratkém case. Pomoci tandemové spektrometrie
siontovou pasti byla provedena detekce MS? specifickych fragmentl sledovanych
analyti. Doba analyzy se pohybovala kolem 15 minut. Metoda byla linerani
s koeficientem determinace 0,991 a limitem detekce 20 nmol I* pro ADMA.
Metoda m¢la dobrou vytéznost. Primérna koncentrace ADMA u zdravych subjektt

byla 0,42+0,05 umol I, [101]

1.76 ELISA

V roce 2004 vyvinul Schulze a kolektiv ELISA metodu pro stanoveni ADMA

Vv lidském séru, plazmé a jinych biologickych tekutinach. Metoda byla validovana a dnes
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je komercéné dostupnd ve form& ELISA kitd u celé¢ fady spolecnosti, napiiklad
DLD Diagnostika se sidlem v némeckém Hamburgu. Metoda zahrnuje oSetfeni vzorku
pomoci acylace a samotnou kompetitivni ELISU. Metoda obsahuje tyto dil¢i kroky.
Do jamek reakéni mikrotitra¢ni desti¢ky se napipetuji vzorky séra ¢i plazmy a piida
se acylacni ¢inidlo. Nasleduje inkubace 20 minut pii pokojové teploté za stalého tiepani.
Alikvoty takto osettenych vzorki se nasledné piepipetuji do nové mikrotitracni desticky,
jejiz jamky jsou potazeny ADMA. Do jamek s oSetifenym vzorkem se nasledné piida
antisérum obsahujici krali¢i primarni anti-N-acyl-ADMA protilatky. Acylovany ADMA
z predem oSetfenych vzorkli a navazany ADMA na stén¢ mikrotitracni desticky spolu
soutézi o omezeny pocet vazebnych mist na protilatkach v ptidaném antiséru. Nasleduje
inkubace 90 minut pii pokojové teploté za stalého tiepani, pro dosazeni rovnovahy
v reakci antigenu s protilatkou. Po ukonéeni inkubace se promyvacim roztokem odstrani
komplex antigen-protilatka, ktery neni vazan na desticku. Po promyti se piida enzymovy
konjugéat obsahujici sekundarni anti-krdlici IgG protilatku s navdzanym enzymem
kienova peroxidaza. Opét nasleduje inkubace 30 minut pfi pokojové teploté za stalého
ttepani. Po ukonceni inkubace se desticky znovu promyji. V dalSim kroku se ptida
substrat tetramethylbenzidin a opét se inkubuje 25 minut pfi pokojové teploté za stalého
ttepani. Po pfidani substratu probéhne enzymatickd reakce zprostiedkovana kienovou
peroxidazou, ktera se projevi barevnou zménou. Po ukonceni inkubace se do vSech jamek
pfida zastavovaci roztok obsahujici kyselinu sirovou. Nakonec se mikrotitrani desticka
vlozi do automatické ¢te¢ky a zméfi opticka hustota pii 450 nm. Intenzita vyvinuté barvy
odpovida mnozstvi primarni protilatky navazané na jamku mikrotitracni desticky

a je nepiimo imérna mnozstvi ADMA ve vzorku. [102,103]

Vyrobce uvedl, e metoda je linearni v rozmezi koncentraci 0,23-1,53 pmol It
slimitem detekce 0,03 umol I*.  Referenéni rozmezi vséru & plazmé
je 0,40+0,75 pmol I1. Metoda ELISA ma s metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci dobrou korelaci, s korelacnim koeficientem 0,983. Schulze
a kolektiv uvadi také porovnani ELISA metody s plynovou chromatografii s hmotnostni
detekcet, kde je také velmi dobra korelace s korela¢nim koeficientem 0,991. [102,103]

Vyse popsané metody HPLC s elektrochemickou detekci od Kleparnika a kolektivu,
nebo Suzukiho a kolektivu pfinasi rozporuplné vysledky. Zatimco Suzuki a kolektiv
uvadi pomérné uspokojivou korelaci s metodou ELISA s korelacnim koeficientem 0,880,

Kleparnik a kolektiv vypocitali velmi slabou korelaci s metodou ELISA s korela¢nim
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koeficientem 0,185. Vyse popsana studie Boelaerta a kolektivu, ktery métil koncentrace
ADMA pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni tandemovou hmotnostni
spektrometrii uvadi pouze mirnou korelaci s metodou ELISA s korelatnim

koeficientem 0,780. [83,84,90]

1.8 Referen¢ni hodnoty ADMA

Németh a kolektiv provedli v roce 2017 velké srovnani referen¢nich plazmatickych
koncentraci ADMA. S pfihlédnutim k nejpouzivangj§im metoddm méfeni
byly porovnavany pouze studie vyuzivajici bud® kapalinovou chromatografii
S fluorescenéni a hmotnostni detekci, nebo studie vyuzivajici metodu ELISA.
Do srovnavaci analyzy bylo zahrnuto 66 studii, 24 s pouZitim ELISA a 42 s pouzitim
kapalinové chromatografie uvadéjici celkovy pocet 5528 studovanych dospélych objektl
bez diabetu, hypertenze, obezity a bez jakékoli 1é¢by. Jednalo se 0 3178 muzti a 2350 Zen
S prumérnym vékem 41,6+16,9 let. Referencni rozsah ADMA méfeny pomoci kapalinové
chromatografie (n = 4093) se pohyboval v rozmezi koncentraci 0,34-1,10 umol I*
s primérnou hodnotou 0,71 umol I, Referenéni rozsah ADMA méfeny metodou ELISA
(n = 1435) se pohyboval v rozmezi koncentraci 0,25-0,92 umol I s préimé&rnou hodnotou
0,57 pumol I'Y. Autor dale uvadi, ze celkové vysledky mély vysokou heterogenitu,
coZ naznacuje 1 porovnani referencnich hodnot ADMA ve zminéném vyctu metod

zde v diplomové praci. [104]
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2 CIiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovat metodu pro stanoveni asymetrického
dimethylargininu pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s elektrochemickou
detekci a pokusit se ji optimalizovat tak, aby byla pouzitelna pro stanoveni tohoto
parametru Vv lidské plazmé. Nasledn¢ se mély zhodnotit ziskané vysledky vzhledem

k vysledkim publikovanym v literatuie.
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3 PRAKTICKA CAST
3.1 Chemikalie, pristroje a pouzity material
3.1.1 Chemikalie

N® NC -dimethyl-L-arginin dihydrochlorid (ADMA), > 98 % (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA; MW: 275,18 g/mol)

N€ NC'-dimethyl-L-arginin di(p-hydroxyazobenzen-p -sulfonat) (SDMA), > 99 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW: 758,82 g/mol)

NC-methyl-L-arginin acetat (MMA) > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,
MW: 248,28 g/mol)

ortho-ftaldialdehyd, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW: 134,13 g/mol)

3-merkaptopropionova kyselina, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,;
MW: 106,14 g/mol)

acetonitril pro HPLC, > 99,9 % (Merck, Kenilworth, New Jersey, USA;
MW: 41,05 g/mol)

dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
MW: 156,01 g/mol)

hydrogenfosfore¢nan sodny, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW:
141,96 g/mol)

hydroxid sodny, > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW: 40 g/mol)

boritan draselny tetrahydrat, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
MW: 305,50 g/mol)

kyselina borita, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW: 61,83 g/mol)

methanol LiChrosolv®, > 99,8 % (Supelco, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
MW: 32,04 g/mol)

kyselina chlorovodikova 37 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW: 36,46
g/mol)

hydroxid amonny, 25% pro HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
MW: 35,05 g/mol)

chlorid sodny, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW: 58,44 g/mol)
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3.1.2 Material a soupravy

Chromatograficka kolona Nucleosil® C18, 5,0 um 250 mm x 4,6 mm (Supelco, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Chromatograficka kolona ARION® Polar C18, 3,0 um 150 mm x 4,6 mm (Chromservis,
Praha, Ceska republika)

SPE kolonky Strata™-X-C 33 um Polymeric Strong Cation, 30 mg/1ml (Phenomenex,
Torrance, CA, USA)

Vakuovy SPE manifold Visiprep™ (Supelco, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Polytetrafluorethylenové stiikackové filtry CHROMAFIL® (Macherey-Nagel, Diiren,
Némecko)

3.1.3 Pristroje

Systém HPLC s elektrochemickou detekci sestaval z:

— cerpadlo LC-10ADvp (Shimadzu, Kjoéto, Japonsko)

— manualni davkovaci ventil Rheodyne® model PEEK - 9725i (IDEX
Health&Science, Northbrook, IL, USA)

— ochranna cela model 5020 (ESA, Chelmsford, MA, USA)

— termostat pro separacni kolonu CTO-10Asvp (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

— detektor Coulochem® 11l (50W) (ESA, Chelmsford, MA, USA) s prutokovou
analytickou buitkou model 5010A (ESA, Chelmsford, MA, USA)

Pienosny pH/mV/°C metr model HI 8314 (HANNA instruments, Woonsocket, Rhode
Island, USA)

Systém pro piipravu ultracisté vody model MicroPure UV (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

Pfenosny konduktometr (HANNA instruments, Woonsocket, Rhode Island, USA)

3.1.4 Software
Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA)

Chromatograficky software Clarity (DataApex, Praha, Ceska republika)
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3.1.5 Ostatni material a pomicky

Orbitalni tfepacka, pipety, sklenéné zkumavky, plastové mikrozkumavky, odmérné
valce, sklenéné banky a kadinky, ptedvazky, analytické vahy, injek¢ni stiikacky, filtra¢ni
systém na filtraci roztokt pro kapalinovou chromatografii, hamiltonka, stlaceny plynny

dusik o Cistoté 4.6, vakuova pumpa.
3.2 Priprava roztokii

3.2.1 Roztoky standardnich latek
Zasobni roztoky standardnich latek

Ze standardnich latek ADMA, SDMA a vnitiniho standardu monomethylargininu
(MMA) byly ptipraveny zasobni roztoky jejich rozpusténim v 10 mmol I HCI. Zasobni
roztok ADMA byl piipraven o koncentraci 726,80 pmol I, Zasobni roztok SDMA
byl ptipraven o koncentraci 658,92 umol I't. Zasobni roztok vnitiniho standardu MMA
byl ptipraven o koncentraci 2013,90 pmol I, Takto ptipravené zasobni roztoky
se rozpipetovaly v alikvotnich podilech do mikrozkumavek a byly uchovavany
pfi teploté -20 °C.

Pracovni roztoky standardnich latek

Ze zasobnich roztoku jednotlivych standardnich latek se ptipravily roztoky pracovni
o koncentraci 40 umol It pro ADMA, SDMA i MMA. Pracovni roztoky ADMA a SDMA
se fedily 10 mmol It HCI, pracovni roztok vnitiniho standardu MMA se fedil pufrem

PBS. Pracovni roztoky vSech standardnich latek se uchovavaly pii teplote 4 °C.
Smésny standardni roztok

Smésny standardni roztok ADMA a SDMA byl pfipraven smichanim pracovnich
roztoki ADMA a SDMA v poméru 1 : 1 na pozadovanou koncentraci 20 pmol I,

Smésny standardni roztok byl uchovavan pfi teploté 4 °C.
Vnitini standard MMA

Vnitini standard MMA o koncentraci 8 umol I byl pfipraven nafedénim pracovniho
roztoku MMA pomoci PBS pufru. Roztok wvnitintho standardu byl uchovavan
pfi teploté 4 °C.
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Roztoky pro kalibraci

Jednotlivé koncentrace smésného standardniho roztoku ADMA a SDMA pro kalibraci
byly piipraveny z pracovniho smésného standardniho roztoku ADMA a SDMA
nafedénim pomoci 10 mmol It HCI individualné na pozadované koncentrace. Zvolené
koncentrace pro kalibraci se pohybovaly v intervalu 0,1-20 umol I, Kalibraéni roztoky

byly uchovavany pfi teploté 4 °C az do analyzy.
Roztok HCI

Roztok HCI o koncentraci 10 mmol I byl piipraven nafedénim 100 mmol I roztoku

HCI pomoci ultracisté vody a byl uchovavan pii pii teploté 4 °C.

3.2.2 Roztoky pro extrakci na pevné fazi
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) o pH 8 a celkovém objemu 500 ml
obsahoval fosfatovy pufr o koncentraci 10 mmol I* a NaCl o koncentraci 140 mmol I,
PBS pufr se ptipravil rozpusténim 4,091 g NaCl v 500 ml fosfatového pufru o pH 8
a koncentraci 10 mmol I'X. PBS pufr byl uchovavan pii pii teploté 4 °C.

Fosfatovy pufr

Pro piipravu fosfatového pufru o pH 8 a koncentraci 10 mmol I bylo nejprve potieba
pfipravit dva zasobni roztoky A a B. Zasobni roztok A obsahoval hydrogenfosfore¢nan
sodny a zasobni roztok B obsahoval dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat. Zasobni
roztok A o koncentraci 0,2 mol I1 byl p¥ipraven rozpusténim 2,839 g Na;HPO4ve 100 ml
ultragisté vody. Zasobni roztok B o koncentraci 0,2 mol I byl piipraven rozpusténim
3,120 g NaH2POg4 . 2H20 ve 100 ml ultracisté vody. Nasledné byl pfipraven pracovni
roztok fosfatového pufru o pH 8 a koncentraci 0,1 mol I tak, Ze se smichalo 47,35 ml
roztoku A s2,65 ml roztoku B a smichané roztoky se doplnily ultracistou vodou
na vyslednym objem 100 ml. Nasledné se 50 ml pracovniho roztoku fosfatového pufru
0 pH 8 a koncentraci 0,1 mol I"! smichalo se 450 ml ultra ¢&isté vody. Tak byl ziskan
fosfatovy pufru o pH 8 a koncentraci 10 mmol It v celkovém objemu 500 ml, tento pufr

byl uchovévan pii teploté 4 °C.
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Elu¢ni ¢inidlo
Eluéni ¢inidlo bylo pripraveno v celkovém objemu 100 ml smichdnim

10 ml 25 % amoniaku se 40 ml ultracisté vody s 50 ml methanolu a s 0,5 ml NaOH

o koncentraci 1 mol I, Eluéni ¢inidlo bylo uchovavano pii teploté 4 °C.
Roztok NaOH

Roztok NaOH o koncentraci 1 mol I byl pfipraven rozpusténim 5 g NaOH v 50 ml

ultracisté vody a byl uchovavan pfi teploté 4 °C.
Roztok HCI

Roztok HCI o koncentraci 100 mmol I* byl pfipraven odpipetovanim 821 pl
237 % HCI a doplnénim do 100 ml ultradistou vodou. Roztok HCI o koncentraci

100 mmol I"* byl uchovavan pfi teploté 4 °C.

3.2.3 Roztoky pro derivatizaci
Derivatiza¢ni ¢inidlo

Derivatiza¢ni ¢inidlo obsahovalo ortho-ftaldialdehyd o koncentraci 18,7 mmol I,
kyselinu 3-merkaptopropionovou o koncenraci 28,7 mmol I'Y, 5 objemovych %
methanolu a boritanovy pufr o koncentraci 200 mmol I*. Derivatiza¢ni &inidlo
Vv celkovém objemu 4 ml bylo piipraveno rozpusténim 0,010 g ortho-ftaldialdehydu
v 200 pl methanolu smichanych s 3,8 ml boritanového pufru a 10 pl kyseliny
3-merkaptopropionové. Pfipravené derivatiza¢ni ¢inidlo bylo nésledné jesté prefiltrovano
pomoci polytetraflourethylenového stfikackového filtru. Derivatizacni  Cinidlo

bylo uchovavano pfi teploté 4 °C.
Boritanovy pufr

Boritanovy pufr o koncentraci 200 mmol I* obsahoval boritan draselny tetrahydrat.
Pufr byl pfipraven rozpuSténim 3,055 g KoBsO7 . 4H20O v 50 ml ultradisté vody.
Vysledné pH pufru bylo 9,21 a nebylo déle upravovano. Boritanovy pufr byl uchovavan
pfi teploté 4 °C.

Neutraliza¢ni ¢inidlo

Neutraliza¢ni ¢inidlo obsahovalo dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat o koncentraci
200 mmol It. Cinidlo bylo pfipraveno v celkovém objemu 5 ml, rozpu§ténim 0,157 g

H2NaO4P . 2H20 v 5 ml ultracisté vody. Ptipravené neutraliza¢ni ¢inidlo bylo nésledné
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jesteé prefiltrovano pomoci polytetrafluorethylenového stiikackového filtru. Neutralizacni

¢inidlo bylo uchovavano pii teploté 4 °C.

3.2.4 Mobilni faze

Mobilni faze A slozila pro chromatografickou separaci, mobilni faze B pro promyti

a jako uchovavaci roztok chromatografické kolony.
Mobilni faze A

Mobilni faze A o pH 6,1 obsahovala fosfore¢nan draselny o koncentraci 25 mmol |
a 9,5 objemovych % acetonitrilu. Mobilni faze o celkovém objemu 1000 ml byla
pfipravena rozpusténim 3,900 g NaH2PO4 . 2H20 v 95 ml acetonitrilu a doplnéna do
celkového objemu 1000 ml ultracistou vodou. Pocatecni pH mobilni faze A bylo 4,75
ana pH 6,1 bylo upraveno s pomoci pifenosného pH metru postupnym piidavanim
roztoku NaOH. Po pfefiltrovani a odvzdu$néni v ultrazvukové 14zni byla mobilni faze A

uchovavana pfi teploté 4 °C az do analyzy.
Mobilni faze B

Mobilni faze B obsahovala 70 objemovych % acetonitrilu a byla pfipravena
v celkovém objemu 1000 ml smichanim 700 ml acetonitrilu a 300 ml ultracisté vody.
Po prefiltrovani a odvzdu$néni v ultrazvukové lazni byla mobilni faze B uchovavéana

pii teploté 4 °C az do analyzy.
Roztok NaOH

Roztok NaOH byl pfipraven rozpusténim 15 peci¢ek NaOH v 50 ml ultracisté vody.
Pro dosazeni pH 6,1 u mobilni faze A bylo pfidano nékolik set mikrolitr( tohoto roztoku.

Roztok NaOH byl uchovavan pti pokojové teploté.

3.3 Biologické vzorky

Vzorky krve byly ziskany od pacienti 1é¢enych na Kardiologickém oddéleni Interni
kliniky Pardubické krajské nemocnice, a.s. Tito pacienti byli zaclenéni do studie
S nazvem ,,Zaneétliva odpoved’ po implantaci absorbovatelnych koronarnich stentii*,
ktera byla schvalena etickou komisi pii Pardubické krajské nemocnici, a.s.
dne 13. 12. 2013. Kazdy z pacientii podepsal informovany souhlas. Zminéné formulare

jsou soucasti ptilohy A a B.
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Krev od pacienttl, za ucelem ziskani plazmy, byla odebrdna do sterilnich zkumavek
s protisrazlivym ¢inidlem vzdy pied a Vriznych intervalech po zdkroku PCI.
Béhem transportu byly vzorky krve uchovavany u ledu. Po transportu se krev
ve zkumavkach zpracovala centrifugaci po dobu 10 minut pti 3500 otackach za minutu
a pii teploté 4 °C. Nasledné se odd¢lila plazma, ktera byla rozpipetovana do zkumavek
v alikvotnich podilech. Alikvoty plazmy poté byly zamrazeny na -80 °C a takto

uchovavany az do analyzy.

3.4 Metodika

Asymetricky dimethylarginin byl stanovovan pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci po extrakci na pevné fazi a derivatizaci

ortho-ftaldialdehydem s 3-merkaptopropionovou kyselinou.

3.4.1 Priiprava standardniho nebo plazmatického vzorku

Vzorky plazmy byly rozmrazeny. Nasledné bylo smichano 200 pl plazmy nebo 200 pl
standardniho roztoku se 100 ul vnitiniho standardu MMA o koncentraci 8 pmol I
a's 700 pl pufru PBS na vysledny objem 1 ml. Pfipravu standardniho nebo plazmatického

vzorku pfehledné znazornuje obrazek 9.

Obrdzek 9 Postup pripravy standardniko nebo plazmatického vzorku

3.4.2 Extrakce na pevné fazi

Pro extrakci na pevné fazi byly pouzity SPE kolonky Strata™-X-C od firmy
Phenomenex s kapacitou 30 mg. Tyto kolonky byly umistény na vakuovy SPE manifold
Visiprep™ od firmy Supelco, ke kterému byla napojena vakuova pumpa. Kolonky byly
nejprve kondicionovany 1 ml eluéniho ¢inidla a nasledné ekvilibrovany 1 ml
redestilované vody. Poté byl na kolonky nanesen 1 ml ptedpfipraveného standardniho,
nebo plazmatického vzorku. ADMA a dalsi methylargininy obsazené ve vzorku
se napevné fazi kolonky zachytily. Nasledovaly kroky eliminujici pfevaznou cast
matrice ze vzorku. Nejprve promyti 1 ml 100 mmol I HCI, poté promyti 1 ml methanolu.

Po promyvacich krocich se vyménily sklenéné zkumavky, které doposud slouzily
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na jimani slozek matrice za plastové mikrozkumavky a hadicky, ptivadéjici extrahovanou
smés do zkumavek se fadné oplachly ultracistou vodou. Poté byl na kolonky nanesen
1 ml elu¢niho ¢inidla. Bazické methylargininy se tak uvolnily z pevné faze obsazené
Vv kolonkéach. Ziskany eluat v plastovych mikrozkumavkach byl nésledné vysuSen
pod proudem dusiku o Cistoté 4.6 pii teploté 60 °C. Vysuseni eluatu trvalo asi 75 minut.

Postup pro extrakci na pevné fazi prehledné shrnuje obrazek 10.

I 1 ml elu¢niho &inidla kondicionace
ekvilibrace

1 ml ultradisté vody

sklenéné zkumavky
AN

 — -

----------------------------------- » vyménit zkumavky, oplach

plastové
mikrozkumavky
2 ml

Obrazek 10 Postup pro extrakci na pevné fazi

3.4.3 Derivatizace

Pro derivatizaci bylo pouZito derivatizaéni ¢inidlo obsahujici OPA
a 3-merkaptopropionovou kyselinu. VysuSeny eluat byl resuspendovan ve 100 pl
derivatiza¢niho ¢inidla a nasledné se vzorek nechal se inkubovat 10 minut p#i pokojové
teploté. Po inkubaci se derivatizovany vzorek zneutralizoval 100 pl neutraliza¢niho
¢inidla obsahujiciho dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat. Takto pfipraveny vzorek
byl ihned davkovan pomoci hamiltonky do manualniho davkovaciho ventilu na kolonu

a byla spusténa analyza.

3.4.4 Chromatograficka separace s elektrochemickou detekeci

Chromatograficka separace v syst¢ému HPLC byla provedena na chromatografické

koloné¢ ARION® Polar C18. Tato kolona méla délku 150 mm, primér 4,6 mm a velikost

¢astic 3,0 um.
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Nastiik derivatizovaného a nasledné¢ zneutralizovaného vzorku byl 10 pl.
Chromatografickd separace probihala za izokratickych podminek s pouzitim
mobilni faze A o pH 6,1, kterd obsahovala fosforecnan draselny o koncentraci
25 mmol It a 9,5 objemovych % acetonitrilu. Pritok byl 1 ml/min. Termostat
pro separacni kolonu udrzoval konstantni teplotu kolony 30 °C. Po eluci posledniho
analytu byla analyza ukoncena a kolona promyta mobilni fazi B, ktera obsahovala
70 objemovych % acetonitrilu Vv ultracisté vodé. Po promyti nasledovala ekvilibrace

kolony na vychozi podminky. Jedna analyza trvala 38 minut.

Elektrochemicka detekce probéhla na detektoru Coulochem® IlIl. Pro detekci byla
zvolena citlivéjsi coulometrickd detekce. Na elektrochemickou celu detektoru bylo

aplikovano napéti +320 mV. Zvolena citlivost detekce byla 500 nA.

3.45 Vyhodnoceni a vypocty

Kvantifikace  vychdzela ~z  vyhodnoceni  chromatogramli  vytvofenych
chromatografickym softwarem Clarity. Chromatogramy znazoriovaly zéavislost
proudové odezvy detektoru na Case a u ziskanych piki pro stanovované analyty
byla uréena jejich plocha pod ktivkou (AUC). Kvantifikace byla nasledn¢ provedena
metodou jednoho standardu, pro vypocet byla pouzita plocha pod kiivkou analytu,
kter4 byla vztaZena k ploSe pod kiivkou vnitiniho standardu. Vypocty byly provedeny
v programu MS Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Zaklad pro experimentalni ¢ast diplomové prace zaméfené na stanoveni ADMA
Vv lidské plazmé pomoci HPLC s elektrochemickou detekci ndm poskytla védecka
publikace Kleparnika a kolektivu z roku 2013. Tato publikace jednak vyhovovala
moznostem nasi laboratoie pro vytvoieni sestavy HPLC s elektrochemickym detektorem
a byla jednou zmala a zaroven nejnovejsi, ktera stanoveni ADMA pomoci
elektrochemické detekce diskutovala. Metodu jsme nasledné castecné modifikovali

a prizpusobili naSim moznostem. [83]

Elektrochemickou detekci jsme si vybrali, ackoliv se pro stanoveni ADMA,
Vv porovnani s fluorescencni ¢i hmotnostni detekci, pfili§ nevyuziva. Rozhodujici pro nas
vsak byla vysoka citlivost elektrochemického detektoru, ktera je pro stanoveni ADMA
velmi zadouct, jelikoz se v plazmé& vyskytuje pouze v submikromolarnim rozmezi
u zdravych jedinct a nanejvys v nékolika jednotkach mikromol u nemocnych. VétSinou
jsou vsak rozdily v koncentracich ADMA mezi zdravymi a nemocnymi pouze malé
a stejné tak jsou vétSinou i malé rozdily u jednotlivych stadii onemocnéni. I piesto,
ze jsou tyto rozdily malé, jsou vSak signifikantni, pokud jsou méfeny u vétsiho

poctu pacientd.

Naptiklad Németh a kolektiv vypocitali primérnou referencni hodnotu cirkulujiciho
ADMA stanouvenou ELISA metodou na 0,57 umol I'2. Ve studii Huang a kolektivu byla
také méfena hladina cirkulujiciho ADMA pomoci metody ELISA u pacientl s resten6zou
ve stentu. U pacientd, u kterych byla restenéza ve stentu klasifikovana
jako homogenni neointima byla priméra plazmatickd koncentrace =~ ADMA
0,83 £ 0,08 umol It a urestenézy ve stentu klasifikované jako neoaterosklerdza

1,12 + 0,21 umol I%, [42,104]

Nas konkrétni model elektrochemického detektoru, Coulochem® III od firmy ESA,
umoznuje jak amperometrickou, tak coulochemickou detekci. Pfi amperometrické
detekci eluované latky unasené mobilni fazi proudi podél povrchu elektrody. V tomto
provedeni dochazi k tomu, ze je pouze urcita frakce eluovanych elektroaktivnich latek,
radoveé 5-15 %, oxidovana ¢i redukovana a zbytek s povrchem elektrody nereaguje.
Naproti tomu pfi coulochemické detekcei proudi eluované elektroaktivni latky pfimo skrz
porézni grafitovou elektrodu, coz extrémné zvétsuje reakéni plochu elektrody. V tomto

provedeni jsou prakticky vSechny elektroaktivni latky protékajici elektrodou oxidovany
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¢iredukovany, ¢imz se snizuje pomér signalu k Sumu a dosahuje se daleko vyssi citlivosti.
Z tohoto ditvodu jsme také coulometrickou detekci zvolili. Produkovany proud néasledné

pfimo souvisel s koncentraci sledovaného analytu. [105]

Do budoucna je také cilem porovnat nasi metodu S metodou, kterd pro stanoveni
ADMA vyuziva HPLC ve spojeni shmotnostni spektrometrii. Na této metodé

se v soucasnosti na katedie ve skuping klinické biochemie pracuje.

4.1 Zavedeni metody na koloné Nucleosil® C18

Protoze se ve vétsiné metod pro separaci aduktd vzniklych po reakci s OPA vyuziva
chromatograficka kolona C18, prvni pokusy jsme provedli na konvenéni
chromatografické kolon¢ Nucleosil® C18 od firmy Supelco, ktera byla v nasi laboratoti
dostupna. Tato kolona méla délku 250 mm, pramér 4,6 mm, velikost castic 5,0 um
a stacionarni faze byla tvofena oktadecylsilikagelem Se zbytkovymi silanolovymi
skupinami. Zaroven jsme také veédéli, ze nebude mozné pouzit gradientovou eluci,
protoze elektrochemicky detektor je obecné velmi citlivy na zménu chemického slozeni

mobilni faze, dokonce i na zménu jeji viskozity. [83]

Stejné tak i Kleparnik a kolektiv ve své metod¢ pouzili izokratickou eluci, avsak jejich
zvolena chromatograficka kolona byla jina, konkrétné SynergiHydro RP od firmy
Phenomenex s délkou 150 mm, primérem 4,6 mm a velikosti ¢astic 4 um. Tato kolona

v

se od té nasi lisila délkou a velikosti ¢astic, ale predevsim vyssi polaritou. [83]

Bylo proto tfeba vyzkouset, jaké mozné separace jsme na koloné Nucleosil® C18
schopni dosahnout i pies to, Ze jsme védéli, Ze separace enantiomerd ADMA a SDMA

bude na nasi koloné obtiZna.

V prvni fazi nds zajimalo, jak se za podobnych podminek jako v praci Kleparnika
a kolektivu budou na nasi kolon¢ chovat standardni roztoky ADMA a SDMA jednotlive.
Pouzili jsme standardni roztoky ADMA a SDMA bez extrakce na pevné fazi, které byly
derivatizovany pii pokojové teploté, nechaly se inkubovat 10 minut a hned po neutralizaci
byly davkovany na chromatografickou kolonu. Objem nastiiku standardniho roztoku
byl 10 pl. Separace byla provedena pti 37 °C, prutoku 1 ml/min s mobilni fazi obsahujici
10 objemovych % acetonitrilu. Koncentrace standardnich roztoki ADMA a SDMA
se pohybovaly v rozmezi 0,1 - 20 pmol I, Zkouseli jsme davkovat réizné koncentrace,

abychom mohli posoudit, jak jsou dimethylargininy po derivatizaci pro detektor

58



rozpoznatelné a mohli jsme tak nastavit jeho optimalni citlivost. Jako nejlepsi jsme
vyhodnotili citlivost 500 nA pii napéti +320 mV vloZzeném na analytickou bunku
detektoru. Piky ADMA 1 SDMA byly dobie viditelné a ziskaly jsme zaroven elementarni
ptehled o reten¢nich Casech (tr) téchto latek, a to ptiblizné tr = 23 minut pro ADMA
a tr = 25 minut pro SDMA.

vvvvv

pro ADMA > 98 % apro SDMA > 99 % stanovenou tenkovrstvou kapalinovou
chromatografii. UrCitou obavu jsme méli z toho, Zze je SDMA v pozadované Cistote
dodavan ve formé sulfonatu, ktery je zbarven do zluta. Nebylo proto jasné, jestli toto
nebude mit né&jaky rusivy vliv pfi stanoveni. Obavy se vsSak nepotvrdily,
chromatograficky zdznam byl relativné Cisty a nezaznamenali jsme zadné vétsi rusiveé
piky, které by naznacovali n¢jaké znecisteéni.

Obréazek 11 znazoriiuje chromatogram, kde je ADMA v koncentraci 5 a 20 pmol I,
spiky vtr = 23,1 a 23,4 minut. Plocha piku pii koncentraci 20 pumol I je zhruba
Styfnasobkem plochy piku pfi koncentraci 5 pmol It, coz byl bez pouziti vnitiniho
standardu povzbudivy vysledek. Obrazek 12 znazorfuje chromatogram, kde je SDMA

v koncentraci 20 umol I}, s pikem v tr = 25,3 minut.

[m AJ

0,8

23,4

0,6

0,4, \[\

\ -
) &
0,2, \ k

Proud

C‘as

Obrazek 11 Standardn{ roztok ADMA o koncentraci 5 a 20 gmol I

zelend barva - ADMA o koncentraci 5 umol I'%; oranzova barva - ADMA o koncentraci 20 pmol I
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Obrazek 12 Standardni roztok SDMA o koncentraci 20 umol I

ADMA a SDMA jakozto enantiomery jsou si velmi podobné, proto je jejich vzajemna
separace obtiznd, coz naznacuji i zminéné podobné retencni Casy téchto sloucenin.
Prvotni analyza smésného standardu ADMA a SDMA byla provedena opét pii teploté
37 °C a prutoku 1 ml/min s mobilni fazi obsahujici 10 objemovych % acetonitrilu,
rozdéleni pikd vsak bylo nedokonalé s rozliSenim (R12) = 0,654. Celkova analyza trvala
27 minut. Nasledovala tedy série pokust, kdy jsme se snazili ménit rizné podminky
analyzy, abychom rozliSeni vylepsili. Ukazalo se, ze pritok ani zména teploty rozliSeni
pfiliS neovlivni, tyto parametry hraji roli pfedevs§im v délce analyzy. Co vSak mélo velky
vliv na rozliSeni byla zména procentudlniho zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi.
Naptiklad pti teploté 25 °C, pritoku 1 ml/min a 7 objemovych % acetonitrilu v mobilni
fazi se rozliSeni vyrazné zlepSilo na hodnotu Ri> = 1,359. I tak vSak nedoslo
k dokonalému rozdéleni pikt, za které jsme povazovali hodnotu R12 > 1,500. Celkovy
¢as analyzy navic pfesahl 60 minut. Toto rozliSeni bylo také patrn€ umozZnéno délkou
kolony, na kratsi kolon¢ by k separaci ADMA a SDMA mozn4 vibec nedoslo. Zaroven
doba analyzy pfesahujici 60 minut neni vyhodna pro stanoveni vétsiho mnozstvi vzorki
a co vic, s prodluzujici analyzou se snizovala i jeji citlivost. Jako nejlepsi kompromis
mezi délkou analyzy a rozliSenim jsme proto vyhodnotili analyzu pfi teploté¢ 37 °C,
prutoku 1 ml/ minas 9 objemovymi % acetonitrilu v mobilni fazi. Pilky ADMA a SDMA
byly rozdéleny srozliSenim Ri2 = 0,920 a celkovy cas analyzy byl 35 minut.

Tuto analyzu shrnuje chromatogram na obrazku 13.
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Obrazek 13 Smésny standardni roztok ADMA a SDMA o koncentraci 10 gmol I

Jak je v8ak patrné, rozliSeni v tomto kompromisu bylo stale neuspokojivé, a tak jsme
dospéli k zavéru, ze na konvencni koloné¢ Nucleosil® C18 neni mozné v rozumném c¢ase
enantiomery ADMA a SDMA dostatecné odseparovat. Proto jsme hledali jinou moznost
a naskytla se nam pfilezitost vyzkouset novou polarnéj$i chromatografickou kolonu

ARION® Polar C18 od ¢eského vyrobce Chromservis.

4.2 Zavedeni metody na koloné ARION® Polar C18

Chromatografickd kolona ARION® Polar C18 od firmy Chromservis nam byla
nejprve zapujcena na zkousku a po slibnych métenich jsme se rozhodli ji zakoupit. Tato
kolona mé¢la délku 150 mm, pramér 4,6 mm a velikost ¢astic 3,0 um. Vyhodné bylo,
ze s chromatografickou kolonou SynergiHydro RP z ¢lanku Kleparnika a kolektivu méla
mnohé spole¢né. Ob¢ kolony mély stejnou délku 1 pramér, ale predevs§im byla podobna
jejich polarita. Jak SynergiHydro RP, tak ARION® Polar C18 méli totiz stacionarni fazi
tvofenou oktadecylsilikagelem s vodnym endcappingem. Kolona ARION® Polar C18

byla také v porovnani s kolonou SynergiHydro RP cenové dostupnéjsi.

Firma Chromservis uvedla chromatografickou kolonu ARION® Polar C18 na trh
v roce 2020, jedna se tedy o relativni novinku. Vyrobce zaroven poukazuje na vysokou
kvalitu silikagelovych castic, tvoricich vypli chromatografické kolony, nazvanych
ARION®. Tyto castice se co nejvice blizi sférickému tvaru a maji unikatné¢ hladky

povrch. Tyto vlastnosti ¢astic nasledné¢ umoziuji jejich lepsi plnéni do HPLC kolon
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atésnou distribuci, ¢imz je zajiSténa vysokd separaéni sila a dobra

reprodukovatelnost seprace. [106]

Prvni pokusy na kolon¢ ARION® Polar C18 probéhly s pouzitim smésného
standardniho roztoku ADMA a SDMA za podminek, u kterych jsme skoncili na koloné
Nucleosil® C18, tj. pii teploté 37 °C, prutoku 1 ml/ min a s 9 objemovymi % acetonitrilu
Vv mobilni fazi. Tuto analyzu znazoriiuje obrazek 14. Analyza trvala 45 minut a piky
ADMA a SDMA byly k nasi velké radosti dokonale oddélené s rozliSenim R 2 = 3,025.
Zd4 se tedy, ze vysSi polarita nové kolony hraje klicovou roli pro separaci

enantiomeru ADMA a SDMA.
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Obrazek 14 Smésny standardni roztok ADMA a SDMA o koncentraci 5 pmol I

Protoze se vSak tato analyza, Vporovnani s posledni analyzou na kolong
Nucleosil® C18, prodlouzila o 10 minut (z 35 minut na 45 minut), snazili jsme Se zménit
podminky tak, aby se ¢as analyzy op¢t zkratil. Pokus se smésnym standardnim roztokem
ADMA a SDMA pii teplote 37 °C, pratoku 1 ml/ min a s 10 objemovymi % acetonitrilu
vV mobilni fazi znazoriuje obrazek 15. Analyza trvala 30 minut a piky ADMA a SDMA
byly stale dobfe rozdéleny s rozliSenim R12=2,471. Objevil se zde vSak neidentifikovany
pik v tr = 23 minut, u kterého jsme m¢li obavu, Ze tato latka eluuje v podobném ¢ase jako
byl na§ odhadovany reten¢ni €as pro vnitini standard MMA, ktery jsme nasledn¢ pro dalsi

analyzy chtéli pouzit.
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Obrazek 15 Smésny standardni roztok ADMA a SDMA o koncentraci 5 pmol I
Dv¢ analyzy smésného standardniho roztoku ADMA a SDMA s piidanym vnitinim
standardem MMA znazorfiuje obrazek 16. Ob¢ analyzy prob¢hly za stejnych podminek
pfi teploté 37 °C, prutoku 1 ml/ min a s 10 objemovymi % acetonitrilu v mobilni fazi.
OranZové barva znazorfiuje analyzu smésného standardniho roztoku ADMA a SDMA o
koncentraci 10 umol I s pfidanym vnitinim standardem MMA o koncentraci 5 umol I,
Zelena barva znazorfiuje analyzu smésného standardniho roztoku ADMA a SDMA

o koncentraci 5 pmol It s pfidanym vnitinim standardem MMA o koncentraci 8 umol I,
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Obrdazek 16 Porovnani zaznamii s pouzitim MMA o koncentraci 5 a 8 zmol |

oranzov4d barva - analyza s MMA o koncentraci 5 pmolI?l; zelend barva - analyza s MMA

o koncentraci 8 pmol I
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Zménami koncentraci jsme si ovéfili, ze se vnitini standard MMA nachézi
V tr = 22,3 minut. Vnitini standard vSak m¢l ve své blizkosti pik neznamého ptvodu

a diive zminény neidentifikovany pik byl také stale pfitomen v tr = 25 minut.

Pii analyze smésného standardniho roztoku ADMA a SDMA o koncentraci 5 pmol I
s pridanym vnitinim standardem MMA o koncentraci 8 umol I, kdy jsme teplotu snizili
na 30 °C a pritok ponechali na 1 ml/min i mobilni fazi obsahujici 10 objemovych %
acetonitrilu, uz byl chromatograficky zaznam daleko ¢istSi a vSechny piky, které nas

zajimali, byly dobfe oddé€leny. Znazoriuje jej obrazek 17.
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Obrazek 17 Smésny standardni roztok ADMA a SDMA o koncentraci 5 mol It s MMA

Zaznam standardniho vzorku po extrakci na pevné fazi znazoriiuje obrazek 18.
Standardni vzorek byl vytvofen smichdnim 200 pl smésného standardniho roztoku
ADMA a SDMA o koncentraci 5 umol I se 100 pl vnitfniho standardu MMA
o koncentraci 8 pumol I* a se 700 pl pufru PBS. Poté byla provedena SPE.
Nejlepsi zaznam jsme ziskali pfi teploté 30 °C, pritoku 1 ml/ minas 9,5 objemovymi %
acetonitrilu v mobilni fazi. Jak je patrné, pik vnitfniho standardu MMA neni

uplné odseparovan od piedchoziho piku.
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Obrizek 18 Zaznam standardniho vzorku po extrakei na pevné fizi
Zaznam plazmatického vzorku po extrakci na pevné fazi zndzornuje obrazek 19.
Plazmaticky vzorek byl vytvoren jako tzv. poolova plazma, ktera vznikla smichanim 15-ti
alikvotli plazmy, ziskanych od kardiologickych pacientl, ktefi podstoupili zakrok PCI.
Nasledné se 200 pl poolové plazmy smichalo se 100 pl vnitiniho standardu MMA
o koncentraci 8 pmol I a se 700 ul pufru PBS. Poté byla provedena SPE. Analyza byla
opét provedena pfi teploté 30 °C, pratoku 1 ml/ min a s 9,5 objemovymi % acetonitrilu

V mobilni fazi. V zaznamu nové s pikem ADMA koeluoval neznamy analyt.
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Obrazek 19 Zdaznam plazmatického vzorku po extrakci na pevné faizi
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Jak je patrné, na chromatografické kolon¢ ARION® Polar C18 nebyl problém
vV rozumném c¢ase enantiomery ADMA a SDMA uplné rozdélit, zminéna vyssi polarita
této kolony, zda se, hraje klicovou roli pro separaci. U vzorkt po extrakci na pevné fazi
je v8ak do budoucna potieba se zbavit koeluujiciho piku v ¢ase ADMA. Analyt koeluujici
s ADMA nemusi byt pfitomen v kazdém vzorku a mize byt disledkem pouziti poolové

plazmy. Tato domnénka se v§ak musi potvrdit, nebo vyvratit fadou dal$ich méfeni.

Nevyhodou kolony ARION® Polar C18 byla jeji daleko vétsi citlivost v porovnani
s chromatografickou kolonou Nucleosil® C18. Proto jsme museli dbat na velmi precizni

odvzdus$néni mobilnich fazi.

Znacné prodleva mezi jednotlivymi analyzami plazmatického vzorku vznikla proto,
ze se kolona vZzdy po eluci posledniho analytu, tedy SDMA, musela promyvat.
Obrazek 20 znazornuje velky pik vtr = 56 minut, kvili kterému musel byt

promyvaci krok zafazen.
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Obrazek 20 Zaznam znazornujici nutnost promyvani po kazdé analyze plazmatického vzorku

4.3 Stabilita pouzitych cinidel a roztoki

Vedle separace ADMA a SDMA jsme pozorovali stabilitu derivatiza¢niho ¢inidla
a zjistili jsme, ze Gplné Cerstvé Cinidlo poskytuje nejlepsi signal. Po dobu alespon 6 dnt
poskytuje uspokojivy signal a pii stafi 21 dni a vice uz zadny signal neposkytne.
Obrazek 21 ukazuje dvé analyzy smésného standardniho roztoku ADMA a SDMA
s pfidanym vnitinim standardem MMA, které probéhly za stejnych podminek pouze

srozdilem ve stafi derivatiza¢niho ¢inidla. Zelena barva v chromatogramu znazoriuje
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analyzu s derivatizatnim cinidlem starym 1 den a oranzovd barva analyzu
s derivatizacnim c¢inidlem starym 6 dni. Na tomto zdznamu je patrné, Ze plochy piki
po pouziti derivatiza¢niho ¢inidla starého 6 dni jsou o trochu mensi. Takto staré
derivatizacni Cinidlo vSak stale poskytuje dobry signdl a malé rozdily v plochach pikt
zpuisobené stafim derivatizaéniho ¢inidla by mély byt vykompenzovany pouzitim
vnitiniho standardu. Na zakladé tohoto zjisténi neni proto dle naseho nazoru nutné michat

kazdy den derivatizac¢ni ¢inidlo nové.
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Obrazek 21 Porovnani zaznamui s pouZitim derivatizacniho cinidla starého 1 a 6 dni

zelend barva - analyza s derivatiza¢nim ¢inidlem starym 1 den; oranzova barva - analyza s derivatiza¢nim
¢inidlem starym 6 dni

Obrazek 22 ukazuje, z¢ ADMA okoncentraci 20 umol I'? derivatizovany
¢inidlem starym 21 dni neposkytuje uz zadny signdl. Timto jsme si zaroven ovéfili,
7e detekce ADMA a dalSich methylarginini bez pouziti derivatizaéniho ¢inidla

neni mozna.
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Obrazek 22 Zaznam s pouzitim derivatizacniho cinidla starého 21 dni

Dale jsme pozorovali, ze alikvoty standardnich latek zamrazené pii -20 °C
byly v prubéhu roku stabilni. Pokud jsme je nasledné rozmrazili a skladovali v lednici
pfi teploté 4 °C, jejich stabilita se v prib¢hu jednoho mésice nezménila.

Stejné tak jsme pozorovali, zZe Cinidla obsahujici pufr, jako neutralizacni ¢inidlo,
boritanovy pufr, nebo PBS pufr byly stabilni v fddu jednoho mésice, poté jsme vzdy

michali ¢inidla nova.

Odpatené eluaty po exktrakci na pevné fazi, které byly nasledné zamrazeny na - 20 °C

zlstaly stabilni po dobu minimalné jednoho tydne.

4.4 Zhodnoceni metody

Pro piedbézné stanoveni koncentrace ADMA a SDMA v plazmatickém vzorku jsme
pouzili metodu jednoho standardu. Pro lepsi nazornost slouzi obrazek 23. Zelena barva
znazoriiuje analyzu standardniho vzorku po SPE o koncentraci ADMA a SDMA
5umol I, Oranzova barva znazorfiuje analyzu  plazmatického  vzorku

po SPE vytvoteného z poolové plazmy pacientd, ktefi podstoupili zdkrok PCI.
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Obrazek 23 Zaznamy slouzici pro predbézny odhad koncentrace ADMA a SDMA ve vzorku

zelend barva - zdznam standardniho vzorku o koncentraci ADMA a SDMA 5 umol I
oranzova barva - zaznam plazmatického vzorku vytvoteného z poolové plazmy

Na zékladé metody jednoho standardu, kdy jsme AUC analytu vztahly k AUC
vnitiniho standardu MMA, jsme vypocitali pfedbézné orienta¢ni koncentrace ADMA
a SDMA v plazmatickém vzorku. Pro ADMA je to hodnota 0, 783 umol It a pro SDMA
0, 662 umolll Tyto hodnoty pfitom nejsou v rozporu s hodnotami

publikovanymi V literatufe.

Napftiklad Schnabel a kolektiv uvadi primérnou hodnotu cirkulujiciho ADMA u

pacientii s ischemickou chorobou srde¢ni 0,68 umol I, [35]

Studie Zeller a kolektivu uvadi praimérnou hodnotu cirkulujiciho ADMA u pacientd,
ktefi byli naZivu po jednom roce od prodélaného akutniho infarktu myokardu
0,95 pmol It a u t&h, co do jednoho roku zemieli 1,23 pmol I, Analogicky byly
naméiené hodnoty pro SDMA 0,46 a 0,76 umol I, [36]

Referen¢ni hodnota cirkulujicitho SDMA zde nebyla diskutovana, proto ji pro
nazornost uvadime. Atzler a kolektiv stanovili stfedni hodnotu cirkulujiho SDMA

na 0,43 umol I, vypoéitanou ve skuping 1359 zdravych dobrovolnikd. [107]

Protoze plazmatické vzorky byly od pacientli odebirany i v del§im intervalu
po zakroku PCI, uvadime zde i hodnoty ze studie Huang a kolektiv, kterd stanovovala

hladiny cirkulujictho ADMA u pacientii s restendzou ve stentu. Primérna plazmaticka
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koncentrace ADMA u pacientil s resten6zou ve stentu klasifikovanou jako homogenni
neointima byla 0,83 + 0,08 umol I}, jako neoaterosklerdza 1,12 + 0,21 umol I'! a jako

kalcifikace ve stentu 1,19 + 0,19 umol I"%. [42]

Vyhodou nasi metody a obecné HPLC metod je moznost simultdnni analyzy, kdy
je mozné vedle ADMA stanovit i koncentrace dalSich cirkulujicich methylarginind,
jako je SDMA, L-arginin a dalsi. Stejné tomu tak je 1 u kapilarni
elektroforézy. [82,83,91,99]

Naproti tomu u metody ELISA, ktera je hojn¢ vyuzivana pro studie s velkym poctem

vzorku, je mozné stanovit koncentraci pouze jednoho zvoleného analytu. [102,103]

Simultanni analyza L-argininu a jeho methylderivatl je velmi vyhodna, protoZe
je mozné zhodnotit vzajemny pomér téchto latek, coz muze piinést daleko komplexné&jsi
pfedstavu o aktualnim stavu v lidském organismu. Napiiklad pomér L-arginin/ADMA
muze hrat klicovou roli v tom, ktera z téchto latek vyhraje soutéz o vazebné misto
na enzymu NOS. I zdanlivé vyssi koncentrace ADMA totiz mize byt kompenzovana

vyssi hladinou L-argninu. [13,14]

Dalsi vyhodou nasi metody je takeé jiz zminovand vysoka citlivost elektrochemického
detektoru pti pouziti coulometrické detekce. Diky tomu je mozné stanovit pomérné nizké
hodnoty cirkulujiciho ADMA, které se pohybuji vétSinou v submikromolarnim rozmezi
a zaroven je také mozné odliSit malé koncentracni rozdily mezi zdravymi a nemocnymi
subjekty, ¢i dokonce rozliSit malé rozdily v koncentracich u jednotlivych stadii

sledovaného onemocnéni.

Nevyhodou nasi metody je nemoZznost vyuziti gradientové eluce, protoze
elektrochemicky detektor je obecné velmi citlivy na zménu chemického slozeni mobilni
faze, dokonce i na zménu jeji viskozity. Gradientova eluce by pfitom mohla byt velmi
napomocna pro snadnéjsi rozdéleni enantiomert ADMA a SDMA. Naptiklad u metod

HPLC s fluorescencni detekci je gradientova eluce hojné vyuzivana. [79,83]

Ackoliv byl zminény problém vyfeSen konstrukci multikanalového CoulArray
detektoru, ktery obsahuje sady 4, 8, 12 nebo 16 tiielektrodovych elektrochemickych
¢lanka zapojenych do série, kdy je softwarové fizena kompenzace driftu béhem

gradientni eluce, nase laboratoi neméla tento konkrétni model zatizeni k dispozici. [83]

N 24

extrakce na pevné fazi. Napiiklad Schou-Pedersen a kolektiv poukézali na jednoduchy
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postup ptipravy vzorku pro stanoveni ADMA metodou HPLC s fluorescenéni detekci.
Tento postup byl zaméfen na precipitaci proteinu pomoci vodného roztoku kyseliny
trichloroctové. Vytéznost tohoto postupu byla nad 90 % a byla srovnatelna

s metodou SPE. [82]

Také metody vyuzivajici hmotnostni detekci vyzaduji méné pracnou ptipravu vzorku.
Napiiklad Boelaert a kolektiv omezili ptipravu vzorku pro kapalinovou chromatografii
s hmotnostni detekci na deproteinaci vzorku pomoci tepelné denaturace s Sokovym
ochlazenim a jeho néslednou ultrafiltraci. Fleszar a kolektiv omezili pfipravu vzorku

na deproteinaci pomoci acetonitrilu v kombinaci s benzoylchloridem. [90,91]

Doba jedné naSi analyzy pro stanoveni plazmatického vzorku byla 38 minut.
S moznosti vyuziti extrémné¢ G¢inné kapalinové chromatografie v kombinaci
S hmotnostni spektrometrii je dnes uZz mozné dostat se na cas jedné analyzy

pohybujici se kolem 10 minut. [90,91]
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ZAVER
Vypracovali jsme a pokusili jsme se optimalizovat metodu pro stanoveni

asymetrického dimethylargininu v plazmé pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie s elektrochemickou detekci.

Dle naSeho nazoru je vypracovand metoda nadéjnad a do budoucna pouzitelna pro
stanoveni tohoto parametru ve vzorcich lidské plazmy. Je vSak tieba jesté vytesit oddéleni

piku, ktery koeluuje s ADMA.

Promyti kolony po analyze plazmatického vzorku je nutné, proto je tfeba pouzit
pfepina¢ mobilnich fazi pro zna¢né zjednodusSeni a urychleni promyvaciho kroku.

Zaroven je tieba dbat na precizni odvzdusnéni mobilnich fazi.

I ptes to, ze s ADMA koeluuje jesté jiny analyt, SDMA se podatilo rozdé¢lit a stanovit
usp&sné. SDMA ma pfitom sviij potencial a vysokou vypovédni hodnotu, nebot’ miize byt

velmi senzitivnim markerem funkce ledvin.
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Piiloha A Stanovisko etické komise 1. cast

=

=

Stanovisko Etické komise pri Pardubické krajské nemocnici, a. s.
ze dne 13. 12. 2013 (15.00 h)

Piitomni: MUDr. Josef Hajek, CSc.. MUDr. David Stuchlik, MUDr. Jan Mejzlik. Ph.D.,
Mgr. Jaroslav Prochazka, JUDr. Josef Rokos. Mgr. Jana Skvrnakova, Ph.D..
MUDr. Marek Sychra, MUDr. Petr Formanek. doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc.,
Omluveni: MUDr. Zuzana Kala Grofova, Anna Némcova.,

Schtizi zahajil a ridil MUDr. Josef Héjek, CSc. )
Sekretaika EK seznamila ¢leny s korespondenci se SUKL a multicentrickymi etickymi komisemi za obdobi
25.11.2013 - 13.12.2013.

434/13.12.2013

. MUDr. Vojtéch Novotny, lékar kardiologického odd. PKN. a.s., pozadal ¢leny EK o souhlas

s provadénim studie s nazvem ,,Zanétliva odpovéd’ po implantaci absorbovatelnych koronarnich stentu“.
Studie je zamétend na sledovani zanétlivé reakce. novych markert oxida¢niho stresu a dalsich biochemickych
parametri u pacientt s ischemickou chorobou srde¢ni a uskutec¢ni se v ramci spolupréace Pardubickeé krajské
nemocnice, a.s., Kardiologického centra Agel. a.s. a Univerzity Pardubice na Kardiologickém oddéleni

s védomim a pod dohledem prim. MUDr. Petra Vojtiska. CSc. a MUDr. Iva Varvarovského., Ph.D.

Studie nema komeréni charakter a rozsituje jiz probihajici studii. schvalenou Etickou komisi pii PKN. a.s. dne
11.5.2012. Ziskana data vyuzije MUDr. Vojtéch Novotny k sepséani diserta¢ni prace v ramci doktorského
studijniho programu (Ph.D.) na Lékatské fakult¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, skolitelem je doc.
MUDr. Josef Stasek, Ph.D.

Na studii se budou podilet:

Kardiologické oddéleni: prim. MUDr. P. Vojtisek. CSc., MUDr. V. Novotny

Kardiologické centrum Agel, a.s.: MUDr. . Varvarovsky, Ph.D., MUDr. J. Maté¢jka. Ph.D., MUDr. V.
Rozsival, CSc.. MUDr. V. Novotny.

Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky: prim. PharmDr. J. Skalicky. Ph.D., Mgr. J. Kovarik

Univerzita Pardubice:MUDr. V. Muzikova, Ph.D.. Mgr. P. Zékova, Ph.D.. Doc. Mgr. R. Kand’ar, Ph.D.

Byly pfedlozeny dokumenty: protokol studie, informovany souhlas, pacientsky dotaznik. informovany souhlas
s provedenim koronarografie /PCI, informace vyrobcu o stentech.

Clenové EK studii po prostudovani predlozenych dokumentii — v souladu s ICH GCP — schvalili.

V Pardubicich 13. 12. 2013
Zapsala: Ivana Faiklova

Predbézny termin pristi schiize etické komise: 24. 1. 2014

wevssasssatEe e e heswsimei
MUDY¥. Josef Hajek. CSe.
predseda Etické komise pii Pardubické krajské nemocnici. a. s

85



Piiloha A Stanovisko etické komise 2. cast

Etick4 komise pfi Pardubické krajské nemocnici, a. s.
- jeji sloZeni na schtizi konané

podpis

MUDir. Josef Hajek, CSc. — pifedseda EK !

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc. — ¢len EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

MUD:r. Petr Formanek — ¢len EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

MUDr. Zuzana Kala Grofova — ¢lenka EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

MUDr. Jan Mejzlik, Ph.D. — ¢len EK 7,

zameéstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. ' B e

Anna Némcova | / /

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

Mgr. Jaroslav Prochazka — ¢len EK

neni zaméstnan v Pardubické krajské nemocnici, a.s.

JUDr. Josef Rokos — ¢len EK s

¥ y = 5
zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. ’é/

MUDr. David Stuchlik — ¢len EK
zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. / &

MUDr. Marek Sychra — &len EK l

zaméstnanec Pardubické krajské nemochice, a.s. B L

Megr. Jana Skvriidkova, Ph.D.

neni zaméstndna v Pardubické krajské nemocnici, a.s. L el

LAY
53203 Pardutie,
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Piiloha B Informovany souhlas

INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE
Vazena pani, vazeny pane,

v soucasné dobé probiha na nasem pracovisti ve spolupraci s Univerzitou Pardubice vyzkumna prace
(studie) s ndzvem ,,Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stenta“.

Tato vyzkumna prace je zamérena na sledovani ukazatell zanétu a oxidacniho stresu v krvi pacientd
po perkutanni koronarni intervenci (PCI) a wvyhodnoceni jejich vyznamu v =zavislosti na
typu pouZitého stentu.

V soucasné dobé je standardni lécbou ischemické choroby srdec¢ni tzv. perkutanni koronarni
intervence (PCl), ktera spociva v roztazeni zizeného mista véncité tepny specialnim balénkem a jeho
nasledné vyztuZzeni stentem. Stentl je nékolik typl, nejcastéji jsou pouzivany stenty kovové, jejichz
struktura je potazena lécivou latkou, ktera se postupné uvolfiuje a brani naslednému opétovnému
zuZovani véncité tepny v reakci na cizi material stentu. Tyto stenty oznacujeme jako tzv. ,lékové
stenty”. Novéji jsou dostupné stenty, které jako kostru misto kovu vyuZivaji organickou latku
(kyselinu polymlécnou), ktera se v organismu postupné rozklada, ai pfiblizné po dvou letech
z organismu zcela zmizi. Vyhodou tohoto typu stentu je moZnost navraceni véncité tepny do stavu
blizkého stavu pGvodnimu, tedy se zachovanou schopnosti reagovat na pfirozené podnéty k rozsifeni
¢i zuzZeni tepny. Nevyhodou je pak nemoZnost zavést tyto stenty do viech typl zuZeni, tj. nelze je
vyuzit ve viech situacich. Tyto stenty nazyvame ,absorbovatelné stenty” a jsou rovnéz potazené vyse
uvedenym lécivem zabranujicimu opétovnému zlZeni tepny.

V predkladané praci budeme srovnavat laboratorni parametry zanétlivé odpovédi na zavedeni téchto
dvou typl stentl. Predchozi prace prokazaly, ze ¢im vyssi je zanétliva reakce po vykonu na véncité
tepné, tim vyssi je riziko pozdéjSich komplikaci ve smyslu opétovného zuZovani véncité tepny ¢i

srdeéniho infarktu.

K Géasti v této vyzkumné préci jste byl/a osloven/a vzhledem k tomu, Ze Va$ zdravotni stav vyZzaduje
osetreni zuZeni véncité tepny stentem a zaroven jde o ziZeni tepny, které je vhodné k zavedeni obou
typl stentd.

V pfipadé, Ze se rozhodnete pro ucast v této vyzkumné praci, bude na zakladé nahodného vybéru
(tzv. randomizace) zvolen k oSetfeni ziZeni véncité tepny jeden z vyse uvedenych typl stentd. Rizika
spojena s Ucasti ve studii se nelisi od béZnych rizik v souvislosti s PCl a zavedenim stentu. Tato rizika
jsou podrobné popsana v Informovaném souhlase s provedenim koronarografie/PCl, ktery jste pred
vykonem podepsal/a.

Zatéz vyplyvajici ze zafazeni do studie spociva ve tfech odbérech 19 ml krve béhem stavajici
hospitalizace a ve vyplnéni dotazniku, dale v klinické kontrole a odbéru krve po jednom roce. DalSi
podrobnosti a informace Vam budou na pozadani sdéleny.

Vase Ucast na této studii je zcela dobrovolna.
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