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UvVoD

Dimethylované derivaty L-argininu hraji zasadni roli v metabolismu oxidu dusnatého.
Ten je zodpoveédny za udrzovéani cévni homeostazy, nebot’ se jedna o vasodilatator. V piipade
nadmérné tvorby, zejména asymetrického dimethyl L-argininu, dochazi k inhibici synthasy
oxidu dusnatého, v disledku ¢ehoz klesd plazmatickd koncentrace oxidu dusnatého. Stejny
efekt ma i monomethyl L-arginin, jez je meziproduktem pfti syntéze dimethylovanych derivatu.
Avsak ztoho divodu jsou jeho plazmatické koncentrace takika nulové. Tato inhibice je
zpusobena tim, ze asymetricky dimethyl-L-argnin soutézi o vazebné misto na synthase oxidu

dusnatého s L-argininem, ¢imz nedochézi k syntéze oxidu dusnatého.

Oproti tomu symetricky dimethyl L-arginin nema schopnost se vazat do vazebného
mista synthasy oxidu dusnatého, ale namisto toho soutézi s L-argininem o vazebné misto na
kationtovych transportérech. Coz ma za nasledek nepfimou inhibici syntézy oxidu dusnatého,

protoze se do buiiky nedostava dostatek substratu (L-argininu) pro jeho syntézu.

V soucasné dob¢ jsou proto dimethylované L-argininy zvazované jako biomarkery
kardiovaskularnich a renalnich onemocnéni. Asymetricky dimethyl-L-arginin je pro sviij vliv
na endotelidlni funkci cév predikovan jakoZto biomarker pro rozvoj kardiovaskularnich
onemocnéni, zejména aterosklerdzy, kterd ptimo souvisi s flexibilitou cévni st€ny. Symetricky
dimethyl-L-arginin je bran v potaz jako potencialni biomarker spravné funkce ledvin, to je dano

tim, ze je takika ze 100 % vylucovan do moci.

Z tohoto duvodu je nezbytné ptesné, rychlé a kvantitativni stanoveni obou izomerd.
Cilem prace bylo pokusit se vyvinout metodu pro simultinni stanoveni asymetricky

dimethyl-L-arginin a symetricky dimethyl-L-arginin.
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TEORETICKA CAST

1. Methylované derivaty argininu

L-arginin je bazicka semiesencialni aminokyselina S nejdel$im postrannim fetézcem ze
vSech amonikyselin, viz obrazek 1. Semiesencialni je z toho divodu, ze je jeho produkce
nedostatecna, zejména v obdobi vyvoje ditéte. K jeho syntéze dochazi piredevsim
v proximalnich tubulech ledvin, déale pak také v mocovinovém cyklu v jatrech. Mechanismus
vzniku L-argininu v ledvinach a jatrech je shodny, ale lisi se jeho nasledné vyuziti. Zatimco
arginin syntetizovany v jatrech neni uvolfiovan do krevniho fecisté, ten v ledvinach, ano. Je
soucasti proteinl, kde ma vyznam hlavné pfii posttransla¢nich modifikacich. Pfi nich dochazi
k methylaci obdobné jako u histidinu a lysinu. Dal§im vyznamnym zdrojem argininu je

enzymatické Sté€peni proteint, kdy jsou ziskavany i jeho methylované formy, viz obrazek 1.
[1,2,12]

/CH3 NH
H, N\

2
CH
>¥ H, >¥/ / 3 HN=—
NH >;NH NH NH

1333

L-arginin MMA ADMA SDMA HARG

O

Obriazek 1 L-arginin, jeho methylované derivaty a homo-L-arginin, upraveno dle [5, 30]
Monomethyl-L-arginin (MMA), asymetricky dimethyl-L-arginin (ADMA), symetricky dimethyl-L-arginin
(SDMA); L-homoarginin (HARG)

V minulosti byl zjistén klinicky vyznam methylovanych forem argininu, a to zejména
kvali vlivu na metabolickou drahu oxidu dusnatého, coz je vyznamny vazodilatator.
Nejzasadnéjsi vliv méd asymetricky dimethyl-L-arginin (ADMA), ktery pifimo ovliviiuje
metabolickou drahu oxidu dusnatého. Stejné tak ptsobi i monomethyl-L-arginin (MMA).
Druhy z dvojice dimethylovanych L-arginind, symetricky dimethyl-L-arginin (SDMA), jiz

ucinkuje nepiimo, a to pres nemethylovany L-arginin, kdy inhibuje jeho pfijem do bungk, a tim
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je omezena syntéza oxidu dusnatého. Homoarginin md, na rozdil od methylovanych verzi,

L-argininu pozitivni vliv na metabolickou drahu oxidu dusnatého. [1, 2, 12]

1.1 Metabolismus L-argininu

Zdrojem volného L-argininu je v nejvétsi mife potrava, za ni hned nasleduji endogenni
syntézy arecyklace bilkovin. Piestoze syntézu argininu mohou zprostiedkovavat témét vSechny
bunky v organismu, jeho endogenni produkce je primarné zastoupena v bunikach proximalniho
tubulu, jenz spolupracuji s epitelidlnimi bunikami tenkého stfeva. U zdravych jedinci je tudiz
jeho endogenni syntéza dostateéné vysoka a neni proto esencialni aminokyselinou. Produkce
L-argininu se stava nedostate¢nou, az v piipadé zanétu jater ¢i tenkého stfeva. U zdravych
dospélych jedinci je plazmaticka koncentrace L-argininu 80-120 pmol/L. Homeostaza
argininu je regulovana endogenni syntézou L-argininu, a zejména jeho katabolismem.

[1,2,4,12]

Syntéza argininu probihd za katalyzy argininsukcinat syntasy (ASS) nebo
argininsukcinyl lyasy (ASL), ato z L-citrulinu, viz obrazek 2. Tato reakce muize byt indukovana
fadou podnétl. Velmi Casto k této indukci dochéazi soubézné se zvySenou produkci syntasy
oxidu dusnatého, protoze je L-arginin substratem pro jeho syntézu, pfi niZ vznika jako vedle;jsi
produkt L-citrulin. Z toho vyplyva, ze ¢ast L-citrulinu produkovaného béhem syntézy oxidu

dusnatého je zpétné vyuzita k syntéze L-argininu, viz obrazek 2. [1, 12]

Dal8im regulacnim mechanismem je aktivita transportérii argininu a dalSich bazickych
aminokyselin. Ty jsou umistény v cytoplazmatické membrané¢ a jedna se o transportéry
kationtovych aminokyselin (CAT). V momenté¢, kdy je nedostatek aminokyselin k transportu,
je omezena i syntéza téchto transportértl. V opacném piipadé vSak neschopnost indukce syntézy
téchto pfenasecli vede k nedostatku argininu v bunikach. To ma vliv na syntézu proteint
asyntézu oxidu dusnatého. Mnohem vice je omezena exprimace mitochondrialnich
transportérii, hovoiime o transportérech ornithinu (ORNT) a L-argininu, které jsou
syntetizovany pievazné V jatrech. Jejich tvorba probihda i Vjinych typech bunéck, ale

Vv hepatocytech je nejvyznamnéjsi. [1, 2, 4, 12]

18



ADC

arginino- ASL L - ARGININ

P agmatin
sukcinat
A fumarat \éoz
NOS, 9)
ol @ kreatinin
T . [NOHA] ==mamsasmems mocovina
aspartat

, NO
: CITRULIN = ‘\ ORNITHIN

DDAHT
.l karbamoylfosfat
"~ ADMA

/ polyaminy

[Mez— arginin | [ citrulin ] [ ornithin ]

protein protem protein

[ arginin ]protem Gluthamat Pl‘Olll]

Obrazek 2 Metabolismus L-argininu, upraveno dle [1, 12]

synthasa oxidu dusnatého (NOS), argininsukcinat synthasa (ASS), argininsukcinyl lyasa (ASL), L-arginin
dekarboxylaza (ADC), arginin:glycin amidotransferasa (AGAT), arginasa (ARG); ODC — ornithin dekarboxylaza,
ornithinamino transferasa (OAT), ornithin transkarbamylasa (OTC), protein-arginin methyltranferasa (PRMT),
dimethylarginin aminohydrolasa (DDAH), N®-hydroxy-L-arginin; P5C - L-Al-pyrrolin-5-karboxyldt (NOHA),
Me; — dva methyly

V téle je kladen velky diraz na recyklaci, a to nehovofime jen o argininu. Arginin je
vyuzivan pro syntézu bilkovin v fad€ metabolickych drah, zejména v ornithinovém cyklu, je
prekurzorem pro syntézu oxidu dusnatého atd. V situaci, kdy pro né&j uz télo nemé vyuZiti,
dochazi k jeho degradaci pomoci arginin dekarboxylasy za vzniku produktu agmantinu, jenz je

dale transformovan agmatinasou na mocovinu, viz obrazek 2. [1, 4, 12]

1.1.1 Vliv L-argininu na syntézu oxidu dusnatého

L-arginin je vychozi latkou pro syntézu oxidu dusnatého, z toho divodu je i jednim
z limitujicich faktort jeho tvorby, opomeneme-li nedostatecnou endogenni syntézu L-argininu
a piijem v potravé. Dalsi moznou pfi¢inou jeho nedostatku pro syntézu oxidu dusnatého je
nizka aktivita CAT transportéri. V neposledni fadé maji vliv i enzymy ornithinového cyklu.
Vyhodou ve prospéch oxidu dusnatého je nckolikaset ndsobné vyssi afinita syntasy oxidu
dusnatého k L-argininu, oproti arginasam. Dalsim kladem je fakt, ze meziprodukt syntézy oxidu
dusnatého, N®-hydroxy-L-arginin (NOHA), je vyraznym inhibitorem arginas. Mnohem
zasadnéjsi vliv ale maji methylované L-argininy, které plni regula¢ni funkci pii tvorbé oxidu

dusnatého. [1, 2, 6]

19



1.2 Metabolismus methyl-L-arginini

Jak jiz bylo zminéno, methylované derivaty vznikaji pii posttransla¢nich modifikacich
u vazaného L-argininu v proteinech, anebo methylaci volného L-argininu. K t¢ muze dojit
jednou, anebo dvakrat. MMA je N®-monomethyl-L-arginin, viz obrazek 1, jedna se o jedenkrat
methylovanou aminokyselinu. Pfi dvojndsobné methylaci mohou vznikat dva rtizné produkty
v zavislosti na methylovaném dusiku, viz obrazek 1. Tehdy hovoiime o symetrickém
NC, N¢-dimethyl-L-argininu, kdy jsou oba methyly na jednom dusiku, a asymetrickém

NC, NC-dimethyl-L-argininu, kdy nejsou methyly na stejném dusiku. [1, 3, 5, 8, 9, 10]

Obrazek 3 Struktura enzymu protein-arginin methyltransferasy 1, ptevzato [44]

Jejich kli¢ova role v organismu spoc¢iva v genové regulaci hlavnich bunéénych procest,
jakozto zpracovani RNA a DNA, oprav a vysilani signali okolnim bunkam. Tato methyla¢ni
reakce je zprostiedkovana enzymy PRMT, coz jsou protein-arginin methyltransferasy. Ty jsou
zodpovédné za methylaci L-argininu v histonovych i nehistonovych ¢astech proteind. V téle se
vyskytuje celkem 9 izoforem tohoto enzymu, které jsou rozdéleny do 3 tiid. Strukturni vzorec
enzymu PRMT 1 lze vidét na obrdzku 3. Zastupce druhé tiidy lze vidét na obrazku 4.
[1,3,8,9,10]
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Obrazek 4 Struktura enzymu protein-arginin methyltransferasy 5, pievzato [46]

Ve vSech tfidach je shodny prvni krok, kdy je jedna methylenové skupina zanesena na
L-arginin za vzniku MMA. Druha methylace je jiz pro kazdou tfidu specificka. Do prvni tridy
(EC 2.1.1.319) patii enzymy PRMT 1,2,3,4,6 a 8. Tyto enzymy katalyzuji tvorbu ADMA.
Nejvyznamnéj$im zastupcem prvni tfidy je PRMT 1, ktery reguluje metabolismus RNA
asignalizaci poSkozeni DNA, stability proteini a jejich bunécnou lokalizaci.

5,7, 8,9, 10, 11, 28]

Druha tfida (EC 2.1.1.320) je zodpovédna za tvorbu SDMA a patii do ni PRMT 5 a 9.
PRMT 5 je hlavnim enzymem, ktery je zodpovédny za methylaci histond, transkripcnich
faktordi a proteinti zodpovédnych za opravy DNA. Tento enzym tvofi, na rozdil od enzymi
prvni tiidy, komplexy s takzvanymi substratovymi adaptéry, které reguluji jeho substratovou
specifitu. [5, 7, 8, 9, 10, 11, 28]

Do posledni, tfeti tfidy, patii pouze PRMT 7, ktery katalyzuje tvorbu MMA. PRMT 7
zodpovida za transkripci a signalizaci poSkozeni DNA, stresové a antivirové odpovédi. Reakcni

schéma syntézy lze vidét na obrazku 5 Schéma reakce syntézy methylovanych derivatu

L-argininu. [5, 7, 8, 9, 10, 11, 28]

Methyly potfebné pro methylace jsou ziskany z S-adenosylmethioninu (SAMe). Ten je
nasledné regenerovan v metabolickém cyklu homocysteinu, do kterého se vraci
S-adenosylhomocystein. Do cytoplazmy se methylované L-argininy dostavaji diky hydrolyze
proteind, kde jsou nasledné zpracovany. Jesté pred tim, nez jsou eliminovany, mohu mit vliv

na procesy V bunce, zejména na metabolismus oxidu dusnatého. [5, 7, 8, 9, 10, 11]
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Obriazek 5 Schéma reakce syntézy methylovanych derivatu L-argininu, upraveno dle [8]
Monomethyl-L-arginin (MMA), asymetricky dimethyl-L-arginin (ADMA), symetricky

dimethyl-L-arginin(SDMA), proteinarginmethyltransferasa (PRMT), S-adenosyl methionin (SAMe)

1.2.1 Eliminace methyl-L-argininu

Volné methyl-L-argininy jsou po transportu z buriky z téla vylouceny ledvinami. Dalsi
moZnosti je enzymatickd degradace. Prvni variantu vyuzivda SDMA, zatimco ADMA je
enzymaticky  degradovan na  L-citrulin  za ucasti enzymu  dimethylarginin
dimethylaminohydrolasy (DDAH, EC 3.5.3.18). Tento je specificky orientovan na ADMA
a MMA, kdy kone¢nymi produkty reakce jsou L-citrulin a dimethylamin, viz obrazek 6. Enzym
DDAH se v téle vyskytuje ve dvou izoformach, kdy bylo prokazano, ze s ADMA reaguje pouze
DDAH 1. Tato reakce probiha zejména v endotelovych buiikach, ale i v hepatocytech. Oproti
tomu SDMA s timto enzymem nijak neinteraguje a je vyloucen takika ze 100 %. ADMA je
degradovan asi z 80 % a rendlni exkrece predstavuje pfiblizn€ 15 %. Ackoliv DDAH 2 nema
vliv na plazmatickou hladinu ADMA, bylo prokazano, ze ma vliv na relaxaci endotelu. To je
nejpravdépodobnéji zpiisobeno jejim vlivem na oxid dusnaty pomoci ADMA nezavislych

mechanism, které jsou predmétem vyzkumu. [12, 13, 14, 15, 16]
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Obrazek 6 Schéma majoritni eliminaéni drahy asymetrického dimethyl-L-argininu, upraveno dle [12]
Asymetricky dimethyl-L-arginin (ADMA\), dimethylarginin dimethylaminohydrolasa (DDAH)

ADMA muze byt jest¢ v malé mife metabolizovan mitochondridlnim enzymem
alanin-glyoxylat aminotransferasou 2 (AGXT2, EC 2.6.1.44) za Gcasti glyoxylatu, kdy vznika
a-keto-3-(N®, NC-dimethylguanidino) valerova kyselina (DMGV) a glycin, viz obrazek 7.
AGTX2 ma Sirokou substratovou specifitu, a tak kromé ADMA, zvlada zpracovavat MMA,
adokonce 1 SDMA. Pii vyuziti SDMA jako substratu dochazi ke vzniku symetrické
a-keto-6-(dimethylguanidino) valerové kyseliny a glycinu, jedna se ale o minoritni zptisob. Jak
jiz bylo feceno, hlavni zpisob vylu¢ovani SDMA je ledvinami v nezménéné podobé. Eliminace
katalyzované pomoci AGXT2 probihaji zejména v ledvinach. Nésledné produkty jsou
vylou¢eny moci. Bylo prokézéno, ze v moci se vyskytuje ADMA sjeho degradacnim
produktem v poméru 1:1, zatimco v ledvinach byl ADMA v nékolikanasobném nadbytku nad
degradac¢nim produktem. Z toho vyplyva, ze renalni eliminace produktu degradace je mnohem
ucinnéjsi nez samotného ADMA. Studie naznacuji, Ze tato minoritni cesta poméaha regulovat

hladiny methylovanych L-argininu. [13, 14, 15, 16]
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Obrazek 7 Schéma minoritni eliminaé¢ni reakce asymetrického dimethyl-L-argininu, upraveno dle [14]

Asymetricky ~ dimethyl-L-arginin ~ (ADMA),  alanin-glyoxylat ~ aminotransferasa 2 (AGXT2),
a-keto-6-(N€, NG-dimethylguanidino) valerova kyselina (DMGV)

Dal$i moznosti je acetylace, kdy dochédzi ke vzniku asymetrickych a symetrickych
N-a-acetyldimethyl-L-arginint. K této reakci dochazi primarné v jatrech, ledvinach a tenkém

stievé. T¢lo pak tyto derivaty vylucuje ledvinami. [16]

1.3 Metabolismus oxidu dusnatého

Oxid dusnaty je bezbarvy, vysoce reaktivni plyn, jenz je omezen¢ rozpustny ve vode.
Jedna se o paramagnetickou molekulu, kterd ma lichy pocet elektront, coz predurcuje jeji
vysokou reaktivitu a radikdlovou povahu. Zarovenn mu jeho nabojova neutralita umozZiuje
rychle difundovat napti¢ tkdnémi, a to je nezbytna vlastnost pro okamzitou reakci organismu.
Jeho biologicky vyznam spoéiva v pfedavani signalu napii¢ organismem, vasodilataci
a odpovédi imunitnich bunck. Podstata ti€elu oxidu dusnatého vychdzi z tkané, ve které doslo
k jeho produkci. Ta =zavisi na synthase oxidu dusnatého (NOS, nitroxid synthasa,
EC 1.14.13.39), u které jsou v soucasnosti znamy Ctyfi izoformy tohoto enzymu. Témi jsou
endotelidlni, indukovatelna, neuronalni a mitochondrialni NOS. VSechny tyto izoformy vytvari
oxid dusnaty z L-argininu za ptitomnosti kysliku a NADPH, viz obrazek 8. Jejich aktivita je
regulovana mnozstvim substratu, a zejména methylovanymi L-argininy. ADMA je silny
inhibitor, nebot’ plisobi pfimo na NOS, zatimco SDMA je slabsi a piisobi nepiimo pies

kompetici s L-argininem o misto na transportérech do bunky. [17, 21, 22, 26, 39]
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Obrazek 8 Syntéza oxidu dusnatého, upraveno dle [17]

Oxid dusnaty (NO°), redukovany nikotinadenindinukleotid fosfat (NADPH), oxidovany nikotinadenindinukleotid
fosfat (NADP™)

Endotelidlni NOS je aktivni zejména v endotelidlni tkani cév, kde zajiStuje stabilni
produkci oxidu dusnatého o nizkych koncentracich. Indukovatelna NOS je aktivni v buikach
imunitniho systému a gliovych bunikach, zvlada vytvaret vysoké koncentrace oxidu dusnatého
v kratkém case. K jeji aktivaci dochazi az po setkani s patogenem a uvolnéni cytokinti, pficemz
jejim hlavnim tkolem je zprostfedkovani bunécné smrti vytvofenim toxického mnozstvi oxidu

dusnatého. [17, 21, 22, 26, 39]

Neuronalni NOS je aktivni pfedev§im v centralnich a perifernich neuronech, kde vytvari
stabilni nizké koncentrace oxidu dusnatého, jenz slouzi jako neurotransmiter pro komunikaci
mezi bunikami a pifi neurondlni plasticité. Neuroplasticita je termin popisujici vyvoj zmén
v mozku v prubéhu zivota po vystaveni rdznym situacim a novym informacim.

[17, 21, 22, 26, 39]

Posledni izoformou syntasy oxidu dusnatého je mitochondridlni varianta, kterd byla
objevena teprve nedavno. Je umisténa na vnitini mitochondridlni membrané a jeji vyznam

spo¢iva v regulaci bioenergetiky a udrzovani konstantni hladiny Ca?*. [17, 21, 22, 26, 39]

Oxid dusnaty ptsobi jako lokalni modulator, jedna se zejména o ten z endotelidlni
produkce. Pti nedostatku hemoglobinu rychle prostupuje tkanémi a podél cév do bunék
hladkého svalstva a mitochondrii kardiomyocytl, ¢imz ovlivni priitok krve a funkci hlavné levé
komory. V tkani myokardu je volny oxid dusnaty vazan na myoglobin, coz vede k jeho stabilni

koncentraci 0,1 — 0,3 pmol/L. V praxi ale mize oxid dusnaty cestovat organismem na velké
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vzdalenosti, pfi tom je vystaven piisobeni molekularniho kysliku ¢i jeho reaktivnim derivatim
(ROS), thioltim a redukovanym hemoproteinim. To ma za nasledek jeho rozklad a zeslabeni,

¢1 ztratu prenaSeného signalu vlivem jeho oxidace za vzniku stabilnéjSich dusitant a dusi¢nanti.

[17, 21, 22, 23, 26, 38, 39]

Pfestoze v organismu hraje oxid dusnaty dualezitou roli, ma také fadu
patofyziologickych vlastnosti. Ty jsou zptusobené jeho reakcemi zejména s ROS, pii niz
vznikaji vysoce reaktivni slouceniny, které poskozuji bunécné struktury. Jednim ze zptsobti je
reakce se superoxidovymi anionty, pti kterych vznikaji peroxonitrily, jenz v mitochondriich
stimuluji syntézu cytochromu C. Ten je indikatorem mitochondridlniho stresu, induktorem
bunééné smrti a inhibitorem bunééného dychani. Dal§im negativnim vlivem je S-nitrosylace
proteini, coz ma za nasledek dysfunkci bilkovin, ktera miaze vést az k rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni, naptiklad: Parkinsonové chorobé ¢i Alzheimerové chorobé.
Dale mize plsobit na glutamatové receptory v neuronech, to ma za nasledek nadmérnou

stimulaci receptorti a pfiliv Ca?" iontd. Tim dochazi ke stimulaénimu poskozeni neurond.

[17, 21, 22, 23, 38]

Stejné tak jako zvySené hladiny oxidu dusnatého, viz vySe, tak 1 jeho nizké hladiny maji
patologicky vyznam. Ty jsou nejcastéji zpuisobeny vysokymi koncentracemi methylovanych
derivati L-argininu. V dasledku toho dochazi ke zménam endotelu arozvoji endotelové
dysfunkce. Stou souvisi rozmach fady onemocnéni, zejména kardiovaskularnich chorob.

[17, 21, 22, 23, 26]

1.4 Klinicky vyznam asymetrického a symetrického L-argininu

Obe posttranslaéni modifikace L-argininu jsou spojeny s pribéhy fady chorob. Jedna se
zejména o chronickd onemocnéni ledvin a onemocnéni spojenda s metabolismem oxidu
dusnatého. Jejich fyziologické hodnoty se pohybuji v rozmezi 0,4-0,6 pmol/L pro ADMA
a 0,5-0,7 umol/L pro SDMA, nacez jejich intracelularni koncentrace je asi pétkrat vyssi. Tento
vyznamny rozdil vysvétluje, pro¢ i nepatrnd zména plazmatické koncentrace ma velky vyznam.

Dale bylo prokédzano, Ze jejich koncentrace rostou s vékem, coz mize vysvétlovat snizujici se

glomerularni filtrace. [5][17][18][19][20] [29] [38] [39]

Ke zvyseni koncentrace obou izomerti dochazi vlivem oxida¢niho stresu, pii kterém
mohou lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) a oxidované LDL zvysit produkci ADMA. To je
zpusobeno jejich vlivem na aktivitu enzymu produkujiciho methylované L-argininy, PRMT.

Tohle ma za nasledek ptehlceni elimina¢nich enzymi, ¢imzZ dochazi ke zvyseni plazmatickych
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koncentraci. Dalsi pfi¢inou zvySeni koncentraci methylovanych rezidui L-argininu je selhdni
eliminacnich enzymi, jenz mize byt zptisobeno nedostate¢nou anebo nulovou tvorbou téchto
enzymt, zejména DDAH. Mezi mozné pfi¢iny inhibice fadime hyperglykémii,
hyperhomocysteinémii, oxidacni stres, erytropoetin, anebo také 1éky. Mezi medikamenty, jenz
inhibuji DDAH, patii hlavn¢ inhibitory protonové pumpy. To ma za nasledek mimo jiné vysoké

zatizeni ledvin, jakoZto cesty téchto sloucenin z téla ven. [17, 18, 19, 38]

Ob¢ tyto neproteinogenni aminokyseliny se fadi do skupiny uremickych toxinu, kdy
fada studii prokazala silnou korelaci mezi zvysenou hladinou SDMA a funkci ledvin. U ADMA
tato spojitost prokazana nebyla, obecné¢ vsak plati, Ze kontrolni skupiny maji nizsi hladiny
ADMA nez pacienti. SDMA je proto povazovan za biomarker akutniho poSkozeni ledvin, pravé
diky jeho takika 100% vylucovani v nezménéné podobé. Zde je SDMA vhodngjsi cestou nez
vypo¢et  odhadu  rychlosti  glomerularni  filtrace  ze  sérového  kreatininu.

[17,18, 19, 20, 29, 38, 39]

Dale jsou zvySené hladiny ADMA a SDMA spojovany s endotelidlni dysfunkei,
zejména s vysokym krevnim tlakem, diabetes mellitus, cévni mozkovou piihodou,
hyperurikémii, ischemickou chorobou srde¢ni, syndromem polycystickych vajecniku, erektilni
dysfunkci a fadou dalSich, pfi¢emz seznam neustale narista. U pacientd s diabetes mellitus
2. typu byla prokézana korelace mezi zvySenymi hladinami ADMA a C-reaktivnim proteinem.
Nejzasadnéjsi vyznam maji pro rozvoj kardiovaskularnich chorob a chronickych onemocnéni

ledvin. [5, 17,18, 19, 20, 29, 38, 39]

ADMA a SDMA maji také vyznamny vliv na genovou expresi. Dojde-li k dimethylaci
L-argininu v histonech, dochazi pravé k vyraznému omezeni genové exprese. V soucasné dobé
je snaha vyuZzit methylované derivaty ke zpomaleni ¢i Uplnému zvraceni proliferace

rakovinovych bunék. Diky tomu by byla mozna tvorba specifické protinadorové 1écby. [27, 28]

1.4.1 Rizika pro rozvoj kardiovaskularnich chorob

Rada studii prokazala, Ze zvy$ené hladiny SDMA, ale zejména ADMA, maji vyznamny
vliv na rozvoj téchto onemocnéni, kdy byla potvrzena korelace mezi extracelularni koncentraci
ADMA a mortalitou u kardiovaskularnich chorob (CVD). To je zpusobeno piedevsim jejich
vlivem na metabolismus oxidu dusnatého, ktery vyznamné ovliviiuji. Z toho ditvodu se o nich
uvazuje jako o potencidlnich biomarkerech kardiovaskularnich chorob. Nejvyznamnéjsi
spojitost je sischemickou chorobou srde¢ni, onemocnénimi perifernich tepen, chronickym

srde¢nim selhanim a dalsimi. [5, 19, 20, 36, 38]
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Nejvice se vsouvislosti sCVD hovoii o ADMA, jehoz zvySend plazmaticka
koncentrace vyznamné¢ koreluje s rostoucim rizikem a mortalitou na tato onemocnéni. Jeho
zvysené hladiny se nejvice vyskytuji u pacientli s endotelovou dysfunkci. Mezi n¢ fadime
pacienty s hypercholesterolémii, hyperlipidémii, hypertenzi, diabetes mellitus, ischemickou
chorobu srde¢ni, chronickym srdecnim selhanim, erektilni dysfunkci a dal$imi. Pro vSechny
tyto nemoci je nejcastéji spolecnd normalni hladina L-argininu a snizena aktivita nebo exprese

DDAH. [19, 20, 36, 38]

Rada studii prokdzala korelaci mezi zavaznosti aterosklerézy a vyznamné vyssimi
hladinami ADMA, to je nejspiSe zpusobeno jeho pfimym vlivem na metabolismus oxidu
dusnatého. ADMA je také zvySeny u pacientl s hypercholesterolémii, coz souvisi s posileni
jeho syntézy vlivem LDL. Kromé toho jsou také zvySené hladiny ADMA spojovany s dalSimi
rizikovymi faktory pro rozvoj CVD, a to se zvySenymi hladinami glukosy, triacylglycerold,

homocysteinu a mediatort zanétu. [19, 20, 36, 38]

Oproti tomu zvySené hladiny SDMA poukazuji na vyssi riziko imrti z rliznych pficin,
mezi néz patii i CVD. V jejich ptipad¢ jsou zvySené plazmatické koncentrace vyssim rizikem
pro jejich progresi a pfipadné komplikace spojené obzvlasté s aterosklerozou. Jeho zvysSené
hladiny jsou vyznamnym ukazatelem progrese CVD, a z toho diivodu ho lze vyuzivat pro

predpovidani dalsiho pribéhu CVD. [19, 20]

1.4.2 Mozné sniZeni asymetrického L-argininu

JelikoZ ma ADMA nizkou molekulovou hmotnost (202,25 g/mol), nabizela by se
moznost vyuziti dialyzy k jeho eliminaci. BohuZel ale mnoZstvi studii prokazalo, Ze tato tivaha
vSe az prili§ zjednodusuje, nebot” ADMA je v plazmé ve volné formé asi z 12 %, kdy zbytek je
vazan na plazmatické proteiny. Bylo tedy zjiSténo, Ze tento zpusob jeho eliminace je v praxi

nevyuzitelny. [19, 20, 26]

Daéle se nabizi jeho modifikace vlivem medikamentu. Zatimco inhibitory protonovych
pump maji za nasledek jeho zvySeni, a tim zhorSeni prubéhu CVD. Jako jeden z jeho moznych
inhibitort byl zvazovan paricalcitol, coZ je 1€k, ktery zvySuje na endotelu zavislou vazodilataci,
¢imz zlepSuje Sance na lepsi prubéh, potazmo na pieziti pacienti s CVD. Mechanismus jeho
ucinku je dosud nezndmy. Bohuzel vSak bylo prokazano, ze nemé zadny vliv na plazmatické
koncentrace ADMA ani SDMA. N¢kolik studii zabyvajici se touto problematikou poukazuje
na fadu 1éCiv zkousenych na zvifecich modelech, které snizuji hladinu methylovanych

L-arginini, mezi né patii napiiklad rosiglitazol, amplodipin a dalsi. [19, 20]
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Dalsim, bohuzel, neprikaznym pokusem bylo podavani L-argininu pacientiim ve snaze
zvratit kompetici u NOS ve prospéch nemethylované verze. Pozitivni vliv na endotelialni funkci
byl prokézan pouze jednou a dale se ho nepovedlo zopakovat. Pii jeho podavani pacientim po

infarktu myokardu byl dokonce objeven opacny trend, pii némz doSlo ke zvySeni mortality.
[19, 20]

Studie vyuzivajici 1éky k inhibici angiotenzinu konvertujiciho enzymu, ¢i blokatory
receptoru pro angiotenzin II., dokazaly v nékterych studiich snizit hladiny ADMA, ale v dalSich
se efekt, ato i pfi dlouhodobém uzivani, neprojevil. Do této kategorie 1é¢iv patii napiiklad

perindopril ¢i enalapril. [19, 20, 26]

Oproti tomu léky, jez Gspésné snizuji hladinu ADMA jsou peroralni antidiabetika, 1ék
metformin, kromé zdarné kontroly glykémie, upravuje koncentraci ADMA. Tento efekt byl
prokdzdn 1 u resiglitazolu, ktery primarn€ plsobi na inzulinovou rezistenci.
Nejpravdépodobnéjsi pticina tohoto pozitivniho efektu je vliv téchto 1é¢iv na regulaci DDAH,
jejiz exprese je posilena. Mezi dals$i mozné dusledky lze ptidat i zvySeni produkce oxidu

dusnatého. [19, 20]

Mezi dalsi 1é€iva, kterd maji vliv i na DDAH, se fadi estrogenova terapeutika, jenzZ také
zvysuji aktivitu daného enzymu. Dal$§i moZnou potencidlni metodou je snizovani oxida¢niho
stresu, podavanim napftiklad kyseliny listové ¢i vitaminu E, kdy by mélo dojit k pozitivni zpétné
vazbé€. Avsak v tomto ptipadé studie stale bézi. Co ale jiz bylo prokazano, je podavani vitaminu
C, pii kterém doslo k poklesu ADMA. Pacientim s CVD se také Casto podavaji statiny, 1éky
snizujici hladinu cholesterolu, proto bylo zkoumano, zda tato skupina medikament nema vliv

na methylovana L-argininova rezidua, bohuzel marné. [19, 20, 26]

V soucasné dobé¢ je snaha o ovéfeni funkCénosti specifického 1éku, antagonisty
farnesoidniho X receptoru GW 4064 (transkripéni faktor), ¢imZ by mélo dojit ke zvySeni
exprese DDAH a snizeni hladiny ADMA. Tento antagonista také zvySuje vylu¢ovani ADMA
zlu¢i béhem jaterni ischemie. Bohuzel vSak zatim nejsou zadné piesvédcivé diikazy, 0 snizeni

hladiny ADMA a SDMA. [19, 20]

1.5 L-homoarginin

Zatimco vyznam methylovanych L-arginind je znam jiz od 20. let minulého stoleti,
vyznam L-homoargininu byl objeven teprve nedavno. L-homoarginin je neesencialni,
neproteinogenni aminokyselina, ktera se lisi od L-argininu v délce uhlikatého fetézce, nebot’

ma o 1 methylenovou skupinu navic, viz obrazek 1. [24, 25, 29]
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Prestoze se nejedna o L-arginin, ani o jeho methylované derivaty, diky strukturni
podobnosti i L-homoarginin vyznamné ovlivituje metabolismus oxidu dusnatého. Na rozdil
vsak od svych dimethylovanych piibuznych, je jeho vliv spiSe pozitivni. Zarovenn ma také

vyznamny vliv na homeostazu L-argininu. [24, 25, 29]

1.5.1 Biosyntéza L-homoargininu

Tato aminokyselina mize vznikat sledem reakci podobnych tém, které se nachazi
Vv moc¢ovinovém cyklu, ornithin je vSak nahrazen lysinem. Piestoze mé lysin niz8i afinitu
k ornithin transkarbamoyl transferase, katalyzuje tento enzym i tuto transamidacni reakci za

vzniku L-homoargininu. [24]

Dalsi cestou pro jeho biosyntézu je z L-argininu za pfitomnosti arginin:glycin
amidotransferasy (AGAT, EC 2.1.4.1). Tento enzym primarn¢ katalyzuje pfenos amido skupiny
z argininu na glycin, ¢imZz dochazi k syntéze guanidinoacetatu, a je tak nasledné vyuzit
K syntéze kreatininu. V piipadé zadmény lysinu za glycin dochazi ke vzniku pravé

L-homoargininu. [24, 25]

1.5.2 Klinicky vyznam L-homoargininu

L-homoarginin muze diky své podobnosti k L-argininu také vstupovat do cyklu oxidu
dusnatého. Na rozdil v§ak od methylovanych derivati ADMA a SDMA je jeho vliv pozitivni.
Piestoze pro jeho podobnost soutézi o misto na transportérech do bunky CAT, stejné jako
dimethylované derivaty. Oproti nim, on muze plsobit jakoZto alternativni substrat pro NOS,
¢imZ neomezuje syntézu oxidu dusnatého, avSak oproti L-argininu ma niz8i afinitu. Touto
reakci pak vznika oxid dusnaty a L-homocitrulin. Jeho dalsi pfinos spoé¢iva v kompetitivni
inhibici arginasy, enzymu zodpovédného za rozklad L-argininu. Tim pfispiva ke zvySovani

intracelularni koncentrace L-argininu. [24, 25, 29]

Vzhledem ktomu, Ze jeden zenzymu syntetizujicich L-homoarginin (AGAT) je
exprimovan primarné v ledvinach, je také vhodnym ukazatelem rychlosti glomerularni filtrace.
Soucasné s tim bylo prokézano, Ze HARG inhibuje zpétné vychytavani ARG z moci do ledvin.

[24, 25]

Rada studii prokazala, ze snizené hladiny L-homoargininu mohou byt rizikovym
faktorem pro rozvoj kardiovaskularnich chorob, zejména pak aterosklerozy. Z tohoto divodu
je zvazovan jakozto nezavisly rizikovy faktor pro kardiovaskularni a renalni onemocnéni.

[24, 25]
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2. Stanoveni methylovanych L-arginint

Vzhledem K jejich potencialu byt biomarkerem pro kardiovaskularni onemocnéni, je
snaha o jejich co nejpiesnéjsi stanoveni. K tomu lze vyuzit fadu metod. Jelikoz se v$ak jedna
0 izomery, je jejich kvantitativni stanoveni obtizné. Dal$im uskalim je jejich nizka plazmaticka
koncentrace. Ke stanoveni Ize vyuzit enzymatickou imunoanalyzu (ELISA), ktera je vyuzivana
zejména pro kvantifikaci ADMA, dale také plynovou chromatografii (GC) ¢i vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC) nebo ultra vysoce uc¢innou kapalinovou chromatografii
(UHPLC). Nejdulezitéjsi casti je ale detekce, protoze oba tyto methylované derivaty jsou

bezbarvé aminokyseliny s téméf shodnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi. [29, 32, 43]

Ptestoze bylo publikovano mnoho metod stanoveni téchto izomert, jen malé mnozstvi
zZ nich vykazuje vhodnou ptesnost a spravnost. V soucasné dob¢ je nejvyznamnéjSim postupem

vyuziti HPLC s hmotnostni detekci, pfipadné s tandemovou hmotnostni detekei. [32, 43, 45]

2.1.1 Odbér a skladovani vzorku

Ke stanoveni lze vyuZit sérum, Castéji se vSak pouziva plazma. Sérum je ziskdno
sto¢enim vysrazené krve. Oproti tomu, plazma je ziskana sto¢enim nesrazené plné krve, jako
protisrazlivé ¢inidlo je vyuZzivana hlavné ethylendiamintetraoctova kyselina, ktera nerusi dalsi
stanoveni. Déle je moZzné vyuZit heparin. Nelze vSak vyuzit L-citrdt. EDTA ani heparin
nevykazuji Zadné rozdily v plazmatickych koncentracich ADMA a SDMA v porovnani k séru.
Je nezbytné zabranit hemolyze, protoze by to znamenalo uvolnéni intracelularniho ADMA
z erytrocytl. Po stoCeni je plazma ¢i sérum kratkodobé uchovavano pti 4 °C, pro stiedné
dlouhodobé skladovani pii -20 °C, a pro dlouhodobé skladovani az -80 °C. Bylo prokazano, Ze

opakované mraZeni a rozmrazovani nema vliv na stabilitu ADMA a SDMA. [5, 13]

Jako dalsim biologickym materidlem je vyuzivand mo¢. Ta je nejprve stoCena
a supernatant je nasledn¢é odebiran ke stanoveni. Ve vzacnych, a zejména pii vyzkumnych
ptipadech je vyuzivan tkanovy supernatant anebo mozkomisni mok, zde je vSak uskalim nizsi
koncentrace nez Vv plazmé, coz jesté vice zvySuje naroky na citlivost stanoveni. Pfi zpracovani
homogenizatu je nezbytné zabranit proteolyze, kterd by méla za nasledek prudky nartst

methylovanych aminokyselin. Zkresleni mize byt zplisobeno i pfitomnosti arginas a DDAH.
[5,13]

2.2 Stanoveni dimethylovanych L-arginina v proteinech
Jedna z moznych metod stanoveni je stanoveni proteinti obsahujicich methylované
L-argininy pomoci elektroforézy, kdy je vyuzit polyakrylamidovy gel (PAGE) v kombinaci
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s dodecylsulfatem sodnym. Tato stl plni dilezitou funkci, pti které dava proteinu stejny naboj,
¢imz umozni jeho separaci na zéakladé molekulové hmotnosti. Nasledn¢ je po elektroforetické
separaci proveden western blotting. Proteiny pfenesené na membranu jsou zvyraznény
protilatkami. K oznaCeni jsou vyuzity polyklonalni protilatky proti specifickym c¢astem
sekvenci aminokyselin. Tato specifickd mista odpovidaji sekvencim, kam se pfirozen¢ vazi
enzymy PRMT pifed provedenim methylace. Tyto protilatky jsou uz znaCeny nejcastéji
enzymem (peroxidasa), anebo je k tomu vyuzita protilatka proti protilatce, ktera nese tento
enzym. Provedenim tohoto stanoveni ziskdme informaci 0 urovni methylace L-argininu
V proteinech, coz vyznamné ovliviiuje genovou expresi. Nasledné, diky hydrolyze téchto

proteind to ma vliv i na intracelularni hladiny ADMA a SDMA. [27]

Toto stanoveni ma vyznam zejména pii studiu rakovinotvornych bun¢k, nebot’ vyskyt
dimethylovanych L-argininti v histonech zasadn¢€ ovliviiuje genovou expresi. PRMT, enzymy
zodpoveédné za methylaci L-argininu, jsou obecné¢ nadmérné exprimovany v ruznych typech
rakovinotvornych buné€k. Studie se proto nejvice zaméfuji na histonové oblasti proteint
a poukazuji tak na jejich vyznamnost. Ta je zptisobena vlivem histonti na genovou expresi, tim

by bylo mozné ovlivnit rozvoj rakoviny. [27, 28]

2.3 Stanoveni asymetrického a symetrického L-argininu pomoci

imunochemickych metod
Enzymatickd imunoanalyza je hojn€ vyuZivanid metoda ke kvantitativnim stanovenim
ruznych antigentl. Piestoze ma tato metoda ne€kolik riznych postupti, pokazdé se jedna o reakci
antigenu s protilatkou. Na jedné z téchto molekul je vzdy kovalentné navazan enzym, ktery
nasledné umozni spektrometrické, ptipadné fluorimetrické stanoveni. Nejcastéji je za timto
ucelem vyuzivana kienova peroxidasa. Pro méfeni ADMA je k dispozici omezené mnoZstvi
komer¢né dostupnych souprav pro jeho stanoveni, avSak vyznacuji se vysokou citlivosti.

Problémem vsak u tohoto stanoveni je reprodukovatelnost. [31]

VALTONEN a kolektiv prokazali, ze kvantitativni stanoveni ADMA pomoci ELISA
kitd je zatizeno problematickou reprodukovatelnosti. Zatimco HPLC metoda s fluorimetrickou
detekci méla pii analyze stejnych vzorkd reprodukovatelnost ukazkovou, tak ELISA Vv této
oblasti selhala. Jeji reprodukovatelnost byla tristni, a to i naproti tomu, ze bylo postupovano dle
navodu vyrobce. Valtonen a kolektiv se domnivali, Ze to mohlo byt zpisobeno pouzitim
redlnych vzorkt, protoze studie, ze které vychazeli, méla vzorky modelové. Dale uvazovali

0 mozné nespecifité vazeb protilatek. Tu vSak vyvratili, protoze se ukazala jako dobra, nebot’
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mnozstvi zkiizenych reakci bylo pouze 1,2 %. Jejich porovnani obou metod ukézalo znacné
rozdily ve stanovenych koncentracich ADMA. Jesté prokazali, ze HPLC metoda je mnohem
vyhodné&jsi, kvili vyssi citlivosti, reprodukovatelnosti, ale piedev§im diky moznosti stanovit

vSechny derivaty L-argininu, v¢etné n¢ho zaroven. [31]

2.4 Stanoveni asymetrického a symetrického L-argininu pomoci plynové

chromatografie
Dimethylované derivaty L-argininu Ize stanovit také pomoci plynové chromatografie,
Vtomto pifipadé vzdy se spojenim s hmotnostni spektrometrii. Tato metoda umoziiuje

bezinterferentni kvantifikaci sérovych proteinti obsahujicich ADMA. [29]

BOLLENBACH a kolektiv vyuzivali ke stanoveni volného, celkového a v proteinech
vazaného ADMA plynovou chromatografii za soucasného vyuziti L-homoargininu pro zvySeni
specifity stanoveni. Diky kombinaci s MS detekci zvladli simultanni stanoveni vSech
zminénych aminokyselin, samoziejmé v kombinaci se stabilnimi izotopy, jakoZto vnitinimi
standardy. Ke stanoveni byla vyuzita 15metrova kolona Optima 17 s vnitinim priamérem
0,25 mm a tloustkou filmu 0,25 um. Teplota vsttikovani byla 280 °C. Separace probihala pii
stabilnim priutoku hélia 1,0 mL/min a teplotnim gradientu. Ten mél pribéh 0,5 minut pii 40 °C,
pak byla teplota postupné zvednuta na 210 °C, a to rychlosti 15 °C/min. Nésledné byla zvySena
rychlosti 35 °C/min na teplotu 320 °C, ktera byla drZzena 1 minutu. Detekce byla zajiSténa
kvadrupdlem, ktery separoval ionty vzniklé methanem zprostfedkovanou chemickou ionizaci.
Pro ptipravu vzorku séra byla vyuzita hydrolyza pomoci HCI, ktera zajistila stabilni rozklad

proteint na jednotlivé aminokyseliny. [29]

TSIKAS wvyuzil ke stanoveni plazmatické koncentrace plynovou chromatografii
s tandemovou hmotnostni detekci, s tim, Ze kvtili nedostatku komercné dostupného a stabilniho
izotopu znaceného derivatu ADMA aplikoval de novo syntézu pravé tohoto interniho
standardu. Cilem jeho prace bylo ovéfit jeho pouzitelnost a porovnat jeho schopnost
V porovnani s komeréné¢ dostupnou variantou. Pii vyuziti de novo syntetizovaného
deuterovaného ADMA byla provedena O-methylace, jak u n¢j, tak i u plazmatického ADMA.
Pribéh reakce byl separatni a po ni byly oba methylované roztoky spojeny. Oproti tomu,
komer¢n€ dostupny interni standard byl pouze smichan s plazmatickym alikvotem. Obé
varianty byly nasledné derivatizovany N-pentyfluorpropionylem. Vzorky byly separovany na
30metrové koloné Optima 17 o vnitinim pruméru 0,25 mm a tloustce filmu 0,25 pm.

Chromatograficka separace probihala pfi konstantnim pratoku hélia 1 mL/min pfi teplotnim
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gradientu. Ten mél pocatecni teplotu 90 °C po dobu 1 minuty, pak byl zvysen na 320 °C
rychlosti 15 °C/min. Detekce byla zprostfedkovana tripl kvadrupdlem za soucasné¢ho vyuziti
argonu, jakozto kolizniho plynu. Byla pouzita chemicka ionizace pomoci metanu. Tsikas
prokazal, ze vyuziti de novo syntetizovanych vnitinich standard pro kvantifikaci latek bez

vhodného vnitiniho standardu je takika stejné spolehlivou cestou. [30]

2.5 Stanoveni asymetrického a symetrického L-argininu pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie

Oproti plynové chromatografii nabizi kapalinova chromatografie $ir§i moznosti
detekce. Samoziejmé, ze v dnesni dobé je nejvyznamnéj$im zpisobem hmotnostni detekce, at’
uz ve své zakladni ¢i tandemové verzi. Mezi dalsi moznosti detekce je naptiklad
elektrochemické detekce ¢i UV detekce, v obou piipadech je ale nutnosti kvalitni derivatizace,
bez které bude stanoveni obou derivatl takika nemozné. Oba tyto izomery sice poskytuji UV
odezvu pti 200 nm, avsak vzhledem k nedostate¢né citlivosti se toho nevyuziva. Pravé kvili
tomu je nejCastéjSim zpasobem fluorimetrickd detekce s derivatizaci. Tim ale dochazi ke
zna¢nému prodlouzeni stanoveni, dale se také zvySuje riziko ztrat a interferenci vzniklych

derivatizacnim krokem. Zasadnim krokem je také extrakce, kdy ma tento krok vyznamny vliv

na vysledek celého stanoveni. [32, 43, 45]

2.5.1 Vliv matrice

SloZeni vzorku méa zéasadni vliv na efektivitu stanoveni, ionizaci a detekci. Do vzorku
se mohou také uvoliovat latky z odbérového ¢i transportniho materialu, v¢etné aditiv, jako jsou
antikolagulancia. Vliv téchto dalsich latek ve vzorku je nazyvan matricovym efektem a miizeme
ho pozorovat zejména u ESI a chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Matricové
efekty jsou neptedvidatelné a muzou zpusobit bud’ potlaceni, anebo zvySeni ionizace.
K potlaceni ionizace miize dojit pii zkfizeni reakce mezi analytem, metabolitem ¢i internim
standardem. Opacna situace nastava pfi silné vazb¢ analytu na matrici ¢i fragmentaci metabolitt
jiz ve zdroji. V tom okamziku hovofime o zvySené ionizaci. Matricovy efekt mize byt také

zpisoben mobilnimi fazemi. Mezi tyto latky patii trifluoroctova kyselina a kyselina propionova

¢i izopropanol, jsou-li pfidany za kolonou. [47]

Matricovy efekt ma zasadni vliv na kvantitu a kvalitu stanoveni, proto je snaha o jeho
potlaceni. K tomu je vyuzivano davkovani co nejmensich objemt vzorku, nafedéni vzorku,

vhodna tprava vzorku ¢i chromatografickych podminek. Nejvhodnéjsi apravou vzorku je

vyuziti SPE kolonek, které dokdZou odstranit nejvétsi mnozstvi potencialné interferujicich
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latek. NejvyznamnéjSim pristupem pro potlaceni matricového efektu je ale pfidani vnitiniho

standardu. [47]

2.5.2 Interni standard

Pted jakoukoliv prvni upravou vzorku je pfidan vnitini standard. Ten je aplikovan
ztoho davodu, aby bylo zajisténo, Ze vSechny piipravné kroky, kterymi vzorek projde,
nezpusobi ztraty analytu. Dale slouzi pro ovéfeni Gi¢innosti ionizace ¢i citlivosti detekce. Diky
nému je totiz potlacen vliv matricového efektu, protoze se predpoklada, ze vnitini standard
bude ovlivnén stejné jako analyt. V HPLC metodach stanovujicich methylované L-argininy se
nejastéji vyuzivaji strukturni analogy. Zejména monomethyl L-arginin, jehoz plazmatické
koncentrace jsou takika nulové. Nekteré studie také vyuZzivaji monoethyl-L-arginin (MEA),
ktery se v lidském organismu nevyskytuje. Jeho dalsi vyhodou je, ze diky del§imu uhlikatému
fetézci je vzdy jasné oddélen od zbylych analytd, na rozdil od MMA. Oba tyto standardy lze
vyuzit pii takika vSech metodach detekce, avSak pro hmotnostni detekci jsou piece jen
vhodnéjsi izotopicky znacené wvnitini standardy. Ty jsou vyuzivadny obecné pii kazdém
hmotnostnim stanoveni kterékoliv latky. Jsou totiz separovany ve stejném Case jako neznaceny

analyt, ale li$i se svoji hmotnosti. Nebot’ oproti klasické latce obsahuji vhodny izotop. [32, 47]

2.5.3 Pristupy k extrakci methylovanych L-arginini

Existuje nékolik extrakénich postuptli, jednim z nich je extrakce pomoci pevné faze
(SPE). V tomto pfipad¢ jsou vyuzivany kolonky s katexovou naplni. Kolonky jsou umistény do
podtlakovych extrakénich systémi, které urychli prichod kapaliny kolonou. Eluce analyti je
po fadném promyti pufrem, vodou a methanolem zajisténa roztokem 50 % methanolu s 10 %

amoniaku. Poté je eluent odpatfen dosucha pii 80 °C proudem dusiku. [5, 32]

Dalsim extrakénim postupem je smichani vzorku plazmy s methanolem, kdy je po
fadném promichani vzorek na 1 hodinu zmrazen pii -20 °C. Dojde tak k denaturaci proteint.
Po hodiné je potom vzorek rozmraZen a centrifugovan. Odebrany supernatant s analyty je

nasledné odpaten pti 70 °C proudem dusiku. [5, 40]

Oba tyto extrakéni piistupy jsou vyuzivany at’ uz takto, nebo v riznych modifikacich.
Po odpateni nasleduje uskladnéni v mrazaku pti -20 °C, anebo rehydratace v mobilni fazi ¢i

v derivatiza¢nim cinidle. [5, 32]
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2.5.4 Derivatizace vzorki

Derivatizacni postupy jsou rizné, zavisi na zpusobu detekce, ktery se planuje vyuzit.
Nejcast€jsim z nich je pomoci ortho-ftaldialdehydu (OPA) a kyseliny 3-merkaptopropionové,
Viz obrazek 9. Tato kombinace je vyuzivana vice oproti dal§im moznym ¢inidlim, naptiklad
naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA), 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat
(AQC), 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD-F) a fenylisothiokyanat (PITC), protoze
jejich reakce probiha jiz pii pokojové teploté, a navic samotna OPA neni fluorescencné aktivni.
Je nezbytné zminit zavislost OPA na thiolové skupiné. Ta je zajisténa bud’ merkaptoethaolem,
anebo 3-merkaptopropionovou kyselinou (MPA). MPA je vyuzivana Castéji, protoze poskytuje

stabilni a mén¢ polarni produkty nez merkaptoethanol. [5, 32]
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Obrazek 9 Derivatiza¢ni reakce s ¢inidlem ortoftalaldehydem, upraveno dle [33]

Ortoftalaldehyd (OPA), 3-merkaptopropionova kyselina (MPA), asymetricky dimethyl-L-arginin (ADMA)
Diky tomu lze provézt fluorescencni ¢i vodivostni detekci. Derivatizacni Cinidlo

obsahuje jest¢ navic methanol a boritanovy pufr kvili stabilnimu pH 8,5. Vyuziti tohoto

postupu je vSak ndro¢né na koordinaci. Nebot stabilita tohoto ¢inidla je az 48 hodin od ptidani

3-merkaptopropionové kyseliny, pokud je skladovano pii chladni¢kovych teplotach. V piipadé,

ze je kyselina ptidana tésné pied analyzou, vydrzi takto pfipraveny roztok az tyden. [32]

Dalsi mozny derivatiza¢ni postup je vhodny pro hmotnostni detekci, jedna se o zavedeni
butylu na fetézec aminokyseliny, Viz obrazek 10. Dochazi ke vzniku butylestert, které maji
mnohem vys$$i signal pro hmotnostni detekci. Reakce spociva ve smichani butanolu

s acetylchloridem ¢i kyselinou chlorovodikovou, a po pridani vzorku je smés nechana reagovat
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po dobu 15 minut pii 85 °C. Poté nasleduje odpateni pii 45 °C pod proudem dusiku. Odparky

jsou pred analyzou rozpustény v mobilni fazi. [34, 35, 40]

HN CH

HN /CH3 \ e
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\ \
HN CH, HN CH,
OH
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HO 4/_/0
ADMA Butanol Butyl ester ADMA

Obrazek 10 Schéma derivatiza¢ni reakce s butanolem, upraveno dle [40]

Asymetricky dimethyl-L-arginin (ADMA), kyselina chlorovodikova (HCI)

2.5.5 Vliv stacionarni fiaze na separaci

Po provedeni derivatizace lze vyuZit k separaci obracené faze, a to tedy nepolarni
stacionarni fazi. Bez provedeni derivatizace je jeji vyuZiti obtizné, nebot’ tyty izomery maji
shodné fyzikdlni a chemické vlastnosti, ¢imz je jejich separace zna¢né obtiznd. Ve snaze
0 odstranéni derivatizacnitho kroku je dalSi moznosti vyuzZiti hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC). Kolony pro metody HILIC zvladaji omezenou separaci téchto
dimethylovanych derivatil L-argininu. Casto ale za i¢asti kyseliny trifluoroctové, coZ je velmi
vyznamny problém, jelikoz je to ,,iont killer** (zabijak iontil), to ma za nasledek zna¢né snizeni
signalu, a to i u dal$ich stanoveni, kde jiz neni pfitomna. Dalsi nevyhodou, oproti reverzni fazi,
je delsi doba ekvilibrace kolony, jeji nizZsi stabilita v ¢ase, a hlavné horsi reprodukovatelnost.
U nékterych autorti je snaha o vyuzivani modifikovanych obracenych fazi, které dokazou diky

své upravené povaze separovat methylované L-argininy bez vyuziti HILIC technik. [35]
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2.5.6 Prehled riznych pristupt k stanoveni asymetrického a symetrického L-

argininu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

BLACKELL a kolektiv provedli stanoveni ADMA, SDMA, homo-L-argininu
a L-argininu pomoci izokratické HPLC metody s fluorescen¢ni detekci. Systém byl postaveny
na reverznich fazich, za pouziti kolony Symmetry s délkou 150 mm a primérem 4,6 pm.
Jednalo se 0 C18 kolonu s ptedkolonkou pro jeji ochranu. Vzhledem ke zvolené detekci byla
nutnosti derivatizace, kterou provedli pomoci OPA a 3-merkaptopropionové kyseliny. V této
studii porovnavali vyuziti dvou riiznych internich standardd. Jednim z nich byl MMA, ktery se
jiz standardné pouziva, ale pro svlj mozny nepatrny vyskyt ve vzorku neni zcela idealni-
Druhym byl monoethyl-L-arginin, coz je latka, ktera se v téle nevyskytuje. Vzorky plazmy byly
smichany s internim standardem a nasledné¢ byla provedena extrakce tuhou fazi. Vzorky byly
poté odpateny proudem dusiku pti 80 °C. Odparek byl nasledné derivatizovan na OPA derivaty.
Chromatografickd separace probihala za izokratickych podminek, pfi mobilni fazi slozené
z 50 mM acetatového pufru o pH 6,3 a 9 % acetonitrilu. Pritok byl nastaven na 1,5 mL/min.
Fluorescen¢ni detektor mél nastavenou excitacni vinovou délku 340 nm a emisni vinovou
délkou 455 nm. Pomoci derivatizace docilili velké citlivosti a dobré rozseparovatelnosti,
bohuzel vSak za cenu dlouh¢ analyzy, kterd trvala piiblizné¢ 35 minut. Déle se podafilo
optimalizovat extrakéni postup a dosdhnout vysoké reprodukovatelnosti. Ovéfili, Ze vyuziti
MEA, jakozto vnitiniho standardu, je vhodnéjsi nez MMA, protoze prokazali jeho pfitomnost
Vv plazmé. MMA se v plazmé vyskytoval vrozmezi 0,05 az 0,3 pumol/L. Vyuziti dal$iho
potencialniho interniho standardu, a to L-homoargininu, se také jevi jako problematické, nebot’
jeho plazmatické koncentrace jsou 0,35 — 3,5 umol/L. U obou je také pravdépodobny nartist pii

onemocnéni. [32]

MAMATHA a kolektiv prokazali, ze ADMA neni jen biomarkerem CVD, ale zZe
existuje korelace mezi jeho plazmatickou koncentraci a cévnimi mozkovymi ptihodami. Ke
stanoveni ADMA byla vyuzita HPLC s coulochemickou detekci. VVzorky byly nejprve po
pfidani interniho standardu MMA extrahovany pomoci SPE kolonek s katexovou naplni.
Nasledn¢ byl eluent odpaten Vv proudu dusiku a derivatizovan pomoci OPA a MPA. Takto
pfipraveny roztok byl okamzité analyzovan. Separace probihala na C18 koloné o délce 150 mm
a praméru 3,9 um. Jako mobilni faze byl zvolen 50mM fosforecnan draselny o pH 6,5 s 8,7 %
acetonitrilu. Po izokratické eluci analyti byly silné zadrzené latky eluovany 50 % mobilni faze

B, ktera obsahovala 50 % obj. acetonitrilu s vodou. Analyza trvala piiblizné 30 minut. [37]
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POPE a kolektiv se zabyvali utlumovanim geni pro DDAH 1 a 2, enzymu
zodpovédnych za rozklad dimethylovanych L-argininti na L-citrulin. Z toho didvodu byla
nezbytna stanoveni L-argininu a jeho dimethylovanych derivati. Ke stanoveni byl vyuzit HPLC
systém s elektrochemickou detekci. Vzorky bunécnych lyzati byly extrahovany pomoci
katexovych SPE kolonek s naslednou derivatizaci OPA a MPA. Derivatizovany vzorek byl
nasledné separovan na Supelco LC-DABS C18 kolon¢ o délce 25 cm a praméru 4,6 mm. Jako
mobilni fazi autofi zvolili 50 mM dihydrogen fosfore¢nan draselny ve vodé o pH 7. SlozZeni
mobilni faze B bylo 70 % acetonitrilu v methanolu. Autofi zvolili gradientovou eluci, kdy
prvnich 10 minut $lo na kolonu 90 % mobilni faze A a poté jeji podil klesal az ke 30 % na
40 minut¢ analyzy. Rozseparované analyty byly detekovany elektrochemickou detekci ESA pri
400 mV. Jako vnitini standard vyuzili L-homoarginin, ktery byl pfidan pfed extrakci. A¢koliv
bylo docileno separace i kvantitativni detekce, pouZiti této 40 minut trvajici metody je mozné
pouze experimentalng, jelikoz rychlejsi metody jako HPLC MS jsou schopny provést analyzu
jiz do 10 minut. Zavérem této studie je, ze DDAH ma vyznamny vliv na metabolismus oxidu

dusnatého, nebot’ metabolizuji az 80 % ADMA. [15]

FLESZAR a kolektiv vyuzili ke stanoveni ADMA a dal$ich derivati L-argininu UHPLC
metodu s tandemovou hmotnostni detekci. Analyty byly smichany s deuterovanymi vnitinimi
standardy a nasledné derivatizovany pomoci benzoylchloridu. Po 5Sminutové inkubaci byly
roztoky stoCeny a byl odebran supernatant. Chromatografickd separace probihala v rezimu
obracenych fazi na kolon¢ Acquity HSS T3 od firmy Waters. Jednalo se o 5 cm kolonu
s primérem 1 mm. Celkovy prutok béhem separace byl 0,250 mL/min. Separace probihala pti
gradientu, kdy slozeni mobilni faze A bylo 0,1 % kyseliny mravenéi ve vodé a sloZeni mobilni
faze B bylo 0,1 % kyseliny mraven¢i v methanolu. Gradient spociva v postupném piidavani
mobilni faze B, kdy na po¢atku bylo 5 %. Na 5 minuté bylo dosazeno 90 % mobilni faze B. Od
paté minuty byl gradient linearné sniZzovan na pocatecnich 5 % na 10 minuté. Ke hmotnostni
detekci byl vyuzit kvadrup6l TOF systém s ESI iontovym zdrojem. Napéti ESI jehly bylo
5 kV. Diky vyuziti derivatizace benzylchloridem autofi podpofili separaci analyti na dané
koloné a oproti klasickym butyryl derivatiim nebylo zapottebi tak dlouhé odpatovani. Zaroven
vyuZzili ACN jakozto deproteinacni €inidlo, ¢imz umoZnili zkraceni doby ptipravy vzorku,
protoze ho vyuzili i jako extrakéni ¢inidlo. Diky vyuziti gradientu docilili iplné separace vSech

analytt v relativné kratkém Case analyzy. [35]

SCHWEDHELM a Kkolektiv provedli stanoveni dimethylovanych L-arginini
a L-argininu metodou HPLC sMS/MS. Vzorky plazmy byly nejprve aplikovany do
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mikrotitracni desticky, jez byla pfedem potaZena deuterovanymi internimi standardy. Do takto
ptipravenych jamek aplikovali 100 pL methanolu a nasledné 20 pL vzorku plazmy. Proteiny
byly vysrazeny béhem Sminutového tfepani, dale byla provedena centrifugace, po které byl
odebran supernatant. Ten byl opafovan po dobu 10 minut p#i 85 °C, nasledovala derivatizace.
K odparkiim byl pfidan butanol spolu s kyselinou chlorovodikovou a tato smés byla nechana
reagovat pii 65 °C zakryta hlinikovou folii po dobu 15 minut. Bylo mozné nechat reakci bézet
1 odkrytou, zahtev ale musel byt nastaveny na 85 °C a reakce se prodlouzila na 30 minut. Po
reakci byla smés odpafena za stejnych podminek jako po srazeni proteinti. Odparek byl
rehydratovan ve 100 uL 60% ACN s 0,1 % mravenc¢anu amonného. Rehydrata¢ni roztok mél
upravené pH kyselinou mravenci na pH 4. Nasledovala chromatografickd separace, ktera
probihala na koloné Astec o délce 2 cm apriméru 1 mm S naplni tvofenou Casticemi
s navazanym teicoplaninem. Jako mobilni fazi zvolili autofi 60% ACN s 0,1 % mravencanu
amonného. Separace probihala za izokratické eluce s pritokem 0,2 mL/min a teploté kolony
28 °C. Detekce probihala pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie s ESI ionizaci. Napéti
jehly bylo 5,6 kV a jako fragmentacni plyn byl vyuzit argon. Vzhledem Kk tomu, Ze byla
provedena derivatizace, dochazelo ke vzniku specifickych fragmenti analytu. Autofi vyuzili
chromatografickou separaci, ne k rozd€leni analytt, ale k oddé€lené matrice. Vyuziti kolony
S navazanym antibiotikem teicoplaninem, zvysilo zadrzovani aminokyselin pfi soucasném

zkraceni analyzy na 1,6 minuty. [40]

WINKLER a kolektiv provedli chromatografickou separaci dimethylovanych izomert
s tandemovou hmotnostni detekci. Vzorek séra byl nejprve deproteinovan methanolem
Vv poméru 1:4. V nadbytku methanolu vyuZzitého k vysrdzeni proteind byly rozpustény interni
deuterované standardy. Po deproteinaci byl vzorek zfiltrovan a opafen v proudu dusiku pfi
70 °C. Nasledn¢ byla provedena derivatizace butanolem a kyselinou chlorovodikovou. Poté
byly eluaty odpateny v proudu dusiku pti 70 °C. Odparek byl pfed méfenim rehydratovan smési
25% methanolu ve vodé s 0,1 % mraven¢anu amonného. Vzorek byl separovan na koloné
Polaris C18 ether, kterd byla dlouhd 5 cm a primér ¢inil 2 mm. K eluci byl vyuzit gradient
vytvofeny smichdvanim mobilni faze A o sloZeni 0,1% kyseliny mravenc¢i ve vodé a mobilni
faze B o slozeni 50 % ACN a 50 % methanolu. Gradient zaéinal na 95 % MF A po dobu
30 sekund nésledn¢ az do druhé minuty bylo aplikovano 50 % MF A, poté nasledovalo opét
95 % MF A az do konce analyzy na 4 minuté. Teplota kolony byla 30 °C a pritok mobilnich
fazi byl 0,3 mL/min. K detekci byl vyuzit hmotnostni spektrometr s tripl kvadrup6lem a ESI
iontovym zdrojem jehoZ napéti bylo 5 kV. [41]
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SERVILLO a kolektiv navazali stanovenim derivati L-argininu v plazmé na stanoveni
téchto aminokyselin v zelening. Ke stanoveni byla vyuzita metoda HPLC s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Autoii uvadi, ze vyhodou této metody je stanoveni analytu bez
nutnosti piedchozi derivatizace. Vzorky byly pouze deproteinovany pifidavkem methanolu
v poméru 1:3. Takto vznikld smés byla nasledné¢ zmrazena na 1 hodinu pii -20 °C. Po
rozmrazeni byla smés zcentrifugovana a supernatant byl odebran. Po odebrani byly roztoky
odpaieny v proudu dusiku pfi 70 °C, a pfed mé&fenim byly rehydratovany roztokem vody s 0,1%
kyselinou mravenéi. Separace byla provedena na kolon¢ Supelcosil, jenz je zastupce kolon
uré¢enych pro normalni faze. Jeji délka byla 3,3 cm a primér 4,6 mm. Jako mobilni fazi zvolili
autoti smés 0,1% kyseliny mravenci ve vodé (MF A) a 100 mM mraven¢anu amonného ve vodé
(MF B). Eluce byla izokraticka pfi pritoku 0,1 mL/min. Autofi zkouSeli dva rtizné poméry
mobilnich fazi, ato 90 % a 80 % mobilni faze A. K hmotnostni detekci byla vyuZita
kvadrupdlova iontova past s ESI iontovym zdrojem. Timto pokusem dospéli k zavéru, ze
rozliSeni jednotlivych pika je lepsi pfi poméru 90 % MF A a 10 % MF B, ale za cenu delsi
analyzy a SirSich pikl. Tim poukdzali na vztah mezi rozliSenim jednotlivych pikt a koncentraci
mraven¢anu amonného, kdy pfi vyssich koncentracich mravenc¢anu amonného dochazi k zisku

uzsich pikl za cenu horsiho rozliseni. [42]
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PRAKTICKA CAST

3. Materialy a metoda stanoveni

3.1 Pristroje, chemikalie a pouzity material

3.11

Pristroje a software

Hmotnostni spektrometr LCMS-8045 (Shimadzu, Japonsko)

Kapalinovy chromatograf LC-40B x3 (Shimadzu, Japonsko)

Software Labsolution (Shimadzu, Japonsko)

Kapalinovy chromatograf LC-40D UV/VIS (Shimadzu, Japonsko)

Cerpadlo LC-10ADvp (Shimadzu, Kjéto, 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, Kjoéto, Japonsko)

Detektor Coulochem® III (50W) (ESA, Chelmsford, MA, USA) s pratokovou
analytickou buiikou model 5010A (ESA, Chelmsford, MA, USA)

Chromatograficky software Clarity (DataApex, Praha, Ceska republika)

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

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

Membranové vyvéva (KNF, Freiburg, Némecko)

Vortex (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Analytické vahy (OHAUS, Ninikon, Svycarsko)

Piedvazky (KERN, Frankfurt, Némecko )

Ultrazvukova vodni lazen K12 (Kraintech, Podhajska, Slovensko)

Chemikalie a plyny

NC, N®-dimethyl-L-arginin dihydrochlorid (ADMA), > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

NC, NS -dimethyl-L-arginin  dihydrochlorid  (di(p-hydroxyazobenzen-p’-sulfonat)
(SDMA), > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

42



Acetonitril pro LC-MS, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina mravenci pro LC-MS, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Mravencan amonny LC-MS, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina chlorovodikova 37%, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
3-merkaptopropionova kyselina, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Ortho-ftalaldehyd, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny, > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Hydroxid sodny, > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;)

Boritan draselny tetrahydrat, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina borita, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Methanol LiChrosolv®, > 99,8 % (Supelco, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Stla¢eny plynny dusik (Linde, Dublin, Irsko)

Stlaceny plynny argon 5.0 (Linde, Dublin, Irsko)

Stlaceny plynny vzduch

Pomiicky

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

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

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

Automatické pipety: 10 uL, 100 uL, 1000 pL (BioHit, Finsko)

Mikrozkumavky Eppendorf: 1 500 pL

Plastové extrakéni zkumavky 15 mL

Plastova stii¢ka (Fisher Scientific, Ceské republika)

Sklenéné davkovaci stiikacka 100 pL.

Sklenéné vialky

Podtlakova filtra¢ni aparatura pro filtraci mobilni faze

Laboratorni sklo
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3.2 Priprava roztoki
Roztoky, mobilni faze a ptiprava vzorku pro elektrochemickou detekci byla ptipravena
ptesné dle postupti uvedenych v diplomové praci Anny Runéikové. Vzorek EDTA plazmy pro

elektrochemické stanoveni byl ziskdn odbérem vlastni krve. Nésledujici ptiprava standardi

a mobilnich fazi byla jiz pro HPLC UV/VIS a MS.[48]

3.2.1 Standardy

Zasobni roztok ADMA byl pfipraven o koncentraci 1,817 umol/L a byl rozdélen do
50 mikrozkumavek po 1 mL. Zasobni roztok SDMA byl vytvotfen o koncentraci 331 umol/L
a byl rozdélen do 20 mikrozkumavek po 1 mL. Takto ptipravené mikrozkumavky byly nasledné

zmrazeny a uchovavany pti -80 °C.

Roztoky jednotlivych standardli byly vytvofeny o koncentraci 10 pmol/L nafedénim
zasobnich roztokl redestilovanou vodou. Smésny standard byl vytvofen smichanim obou

roztokli v poméru 1:1, vysledny roztok mél nasledné 5 umol/L koncentraci obou standardu.

3.2.2 Mobilni faze

Mobilni faze A se skladala z0,1% kyseliny mravenéi ve 2% acetonitrilu. Byla
pfipravena pfidanim 300 pL kyseliny mravenci do 300 mL roztoku vzniklého smichdnim 6 mL
acetonitrilu $294 mL redestilované vody. Pfipravena mobilni faze byla odplynéna

Vv ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Mobilni faze B byla sloZena z 0,1% kyseliny mravenci ve 100% acetonitrilu. Byla
pfipravena pfidanim 300 pL kyseliny mravenéi do 300 mL roztoku acetonitrilu. Pfichystana

mobilni faze byla odplynéna v ultrazvukové 1azni po dobu 15 minut.

Mobilni faze C byla vytvofena rozpusténim 1,26 g mravencanu amonného, jehoz
vysledna koncentrace byla 40 mmol/L, v roztoku 4% acetonitrilu. Ten byl vytvofen smichanim
12 mL acetonitrilu s 500 mL redestilované vody. Pfipravena mobilni faze byla piefiltrovana

a odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Mobilni faze D wvznikla rozpusténim 0,22 g mravencanu amonného v roztoku
13% acetonitrilu. Vysledna koncentrace mravenanu amonného c¢inila 7 mmol/L. Roztok
acetonitrilu vznikl smichanim 65 mL acetonitrilu s 500 mL redestilované vody. Ptipravena

mobilni faze byla pfefiltrovana a odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.
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Mobilni faze E byla vytvofena smichanim 500 pL kyseliny mravenci s 500 mL
redestilované vody. Koncentrace kyseliny mravenc¢i byla 0,1 %. Pfipravend mobilni faze byla

odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Mobilni faze F se skladala z 40 mmol/L mraven¢anu amonného (1,26 g) a 0,1% kyseliny
mravenci (500 pL). Objem mobilni faze byl 500 mL. Pfipravena mobilni faze byla ptefiltrovana

a odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Mobilni faze G vznikla rozpuSténim 0,378 g mravenanu amonného ve 300 mL
redestilované vody, ¢imz byl vytvofen roztok o koncentraci 20 mmol/L. Pfipravena mobilni

faze byla prefiltrovdna a odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Mobilni faze H byla vytvofena smichanim 300 pL kyseliny mravenéi v roztoku
o0slozeni mobilni faze G. Pfipravena mobilni fiaze byla prefiltrovana a odplynéna

V ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Mobilni faze I se skladala z 20 mmol/L mraven¢anu amonného (0,378 g) rozpusténého
ve 300 mL roztoku pfipraveného smichdnim 30 mL ACN s 270 mL redestilované vody.

Ptipravend mobilni faze byla ptefiltrovana a odplynéna v ultrazvukové l4zni po dobu 15 minut.

3.3 Stanoveni dimethylovanych derivati L-argininu metodou vysokoucinné

kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci.
Asymetrické a symetrické dimethyl L-argininy byly stanovovany pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

3.3.1 Chromatograficka separace
Chromatografické déleni probihalo na kapalinovém chromatografu Shimadzu LC-40B
a byla vyuzita ARION® Polar C18. Délka kolony ¢inila 15 ¢cm a jeji pramér byl 4,6 mm

a velikost ¢astic 3,0 um. Jedna se o kolonu s oktadecylsilikagelem s polarnim endcappingem.

Eluce byla izokratickd a spocivala v riiznych pomérech jednotlivych mobilnich fazi. Po
kazdé zméné slozeni mobilni faze nasledoval 15minutovy equilibraéni interval. Byly testovany
1 rizné pritoky mobilnich fazi a teplot kolony pro zajisténi co nejoptimalnéjSich podminek pro

separaci.

Eluce gradientova byla vytvofena z mobilnich fazi H (vodna mobilni faze s0,1 %
kyseliny mraven¢i a 20 mmol/L mravenc¢anu amonného) a | (10 % acetonitrilu s 0,1 % kyseliny

mraven¢i a 20 mmol/L. mravenc¢anu amonného). Pocatec¢ni slozeni mobilni faze bylo 0 %
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mobilni faze I a kone¢né 10 % mobilni faze I, tak bylo dosazeno kone¢né koncentrace ACN
1 %. Dale byl testovan gradient 0 az 50 % mobilni faze I, kdy bylo dosaZeno 5% koncentrace
ACN. Posledni byl testovan gradient s konecnou koncentraci ACN 10 %, ¢ili 100 MF 1. Tyto
gradienty byly pouzity pii priutoku 0,5 mL za minutu a teplot¢ kolony 25 °C. V obou ptipadech

analyza trvala 12 minut a 1 minutu nésledovala equillibrace kolony.

Ptistroj byl vybaven autosamplerem, ve kterém byly umistény 3 vialky, v prvnich dvou
po jednom ze standardu a ve tieti byla jejich smés. Teplota v autosampleru byla 20 °C. Nastiik
vzorku byl 0,2 pL.

3.3.2 Hmotnostni detekce
K hmotnostni detekci byl vyuzit hmotnostni spektrometr LC-MS 8045 znacky

Shimadzu. Tento pfistroj byl vybaven tripl kvadrupolem, ionizaci zajistoval elektrospre;.

Analyty byly ionizovany za vzniku [M+H]" iontd. Jako nebulizaéni a desolvata¢ni plyn
byl vyuzivan dusik. Pritok nebuliza¢niho plynu byl 3 L/min, prutok susiciho plynu 10 L/min
vV nasem piipadé to byl vzduch a jeho teplota byla 400 °C. Teplota interfaceru byla 300 °C.
Ionty byly sledovany v pozitivnim modu, pti napéti na vstupu kapilary 4 kV.

Tripl kvadrupdl byl nastaveny pro monitorovani vice reakci (MRM), takze byly
detekovany fragmentacni produkty obou izomerd z jednoho nebo vice prekurzorovych iontd.
Prekurzorové ionty vybrané prvnim kvadrupélem byly fragmentovany pomoci argonu, jakoZzto
kolizniho plynu. Tim doslo ke kolizi vyvolané disociaci (CID) ve druhém kvadrup6lu. Nasledné

kolizni produkty byly separovany tfetim kvadrupolem.

Sledovanymi ptechody pro ADMA byly 202,75 — 70,20 m/z, 202,75 — 116,15 m/z
a202,75 — 46,05 m/z. Pro SDMA jimi byly 202,75 — 70,05 m/z, 202,75 — 116,20 m/z
a 202,75 — 71,20 m/z.
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4. Vysledky

ADMA a SDMA byly separovany na kolon¢ ARION® Polar C18 za ruznych
izokratickych a gradientovych podminek. Byly testovany i rizné teploty kolony, tak aby byly
vybrany nejvhodnéjsi podminky pro separaci. Pro detekci byl pouzit tripl kvadrupdl s iontovym
zdrojem ESI. Analyty byly ionizovany za vzniku [M+H]* iontd, které byly nasledné
fragmentovany. Pro sledovani vSech analyti byla pouzita metoda MRM. Hmotnostni spektra

obou izomert jsou zobrazena nizZe na obrazcich 11 az 34.

Nejprve byly zmeétfeny specifické hmoty a nésledné byly meéfeny retenéni cCasy
samostatnych standard obou latek. Prekurzorovy iont mél hmotu 202,75 m/z a byl pro ob¢
latky stejny. Proto doslo ke vzniku takika totoznych fragmentovych iontt, ty se liSily pouze
V jednom fragmentu, a to specifickym fragmentem 46 m/z pro ADMA. Z tohoto diivodu byl na
vétsin¢ obrazkli zobrazen pouze totalni iontovy proud (TIC) pro ADMA, SDMA a fragment
46 m/z.

Vychozi sloZzeni mobilni faze bylo 20 % MF (mobilni faze) B a 80 % MF A,
chromatogram lze vidét na obrazku 11 . Tento pomér byl nasledné upravenna 5 % MF B a 95 %

MF A, z diivodu prodlouzeni ¢asu retence, viz obrazek 12.
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Obrazek 11 Retenéni ¢as asymetrického dimethyl-L-argininu pii 20 % acetonitrilu a 0,1 % kyseliny
mravendi a pritoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

80 % MF A a 20 % MF B, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, riizovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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Obrazek 12 Retenéni ¢as asymetrického dimethyl-L-argininu p¥i 5 % acetonitrilu a 0,1 % kyseliny
mravenc¢i a priatoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

95 % MF A a 5 % MF B, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, riiZzovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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Obrazek 13 Reten¢ni ¢as symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 5 % acetonitrilu a 0,1 % Kkyseliny mraven¢i

a prutoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

95 % MF A a 5 % MF B, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rtizovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétn€ 46 m/z.

Z obrazkt 12 a 13 je patrné, Ze retencni Casy obou latek jsou takika shodné. Nasledné

bylo provedeno méteni smésného standardu pii 5 % ACN a 0,1 % kyseliny mravenci.
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Obrazek 14 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 5 % acetonitrilu a 0,1 %
kyseliny mraven¢i a pritoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

95 % MF A a 5 % MF B, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rtizovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétng 46 m/z.
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Z obrazku 14 je ziejmé, ze za stavajicich podminek nedoslo k separaci. Z tohoto divodu
byly nasledné provedeny zmény slozeni mobilni faze s cilem, co nejlepsi separace. Postupné

byl snizovéan obsah organické slozky mobilni faze, viz obrazky 15 a 16.
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Obrazek 15 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 3 % acetonitrilu a 0,1 %
kyseliny mravenci a priitoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

80 % MF A a 20 % MF B, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, riZovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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Obrazek 16 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 2 % acetonitrilu a 0,1 %
kyseliny mravenci a pritoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

100 % MF A, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, riZovy chromatogram je TIC pro SDMA,
modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.

Z obrazku 16 je zjevny ndznak separace pii 2 % ACN v mobilni fazi spolecné
s 0,1% kyselinou mravenci. Z toho divodu byl doplnén stejny zdznam pii zobrazeni vSech

analyzovanych fragmentovych iontd, viz obrazek 17.
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Obrazek 17 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 2 % acetonitrilu a 0,1 %
kyseliny mraven¢i a priutoku 0,8 mL/min, véetné v§ech fragmenti, teplota kolony: 37 °C

100 % MF A, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, ruzovy chromatogram je TIC pro SDMA,
modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z, fialovy chromatogram je fragmentovy
iont ADMA 70,02 m/z, zeleny chromatogram je fragmentovy iont ADMA 116,15 m/z, hnédy chromatogram je
fragmentovy iont SDMA 70,05 m/z, zluty chromatogram je fragmentovy iont SDMA 116,20 m/z, Sedy
chromatogram je fragmentovy iont SDMA 71,20 m/z.

Dalsi fazi bylo nahrazeni kyseliny mraven¢i mravenc¢anem amonnym o rdznych
koncentracich, z grafu nize je o¢ividné, ze tato zména méla vliv pouze na Cas retence, ktery se
mirné prodlouzil s rostouci koncentraci soli. Vyslednych koncentraci bylo docileno smichanim

MF C a D v riznych pomérech, viz obrazky 18, 19 a 20.
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Obrazek 18 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu pri 11 % acetonitrilu a 10,3
mmol/L mravenéanu amonného a priitoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

10 % MF C a 90 % MF D; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) SDMA, rtizovy chromatogram je TIC
pro ADMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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Obrazek 19 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 10 % acetonitrilu a 18,5
mmol/L mravené¢anu amonného a pritoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

35 % MF C a 65 % MF D; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) SDMA, rtizovy chromatogram je TIC
pro ADMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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Obrazek 20 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 4 % acetonitrilu a 40 mmol/L

mraven¢anu amonného a pritoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

100 % MF C a 0 % MF D; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) SDMA, rtzovy chromatogram je TIC
pro ADMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.

Bylo prokazano, ze samotna piitomnost mraven¢anu amonného nema vliv na separaci

téchto izomerl, ma vliv pouze na retenci, jenZ se s rostouci koncentraci prodluzuje.

Vzhledem k piedchozim zjisténim bylo dal§im krokem pfidani mraven¢anu k MF A,
¢imz byla vytvofena mobilni faze 1. Ta se skladdala z2 % ACN, 0,1 % kyseliny mravenci

a mraven¢anu amonného o koncentraci 20 mmol/L.
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Obrazek 21 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥#i 2 % acetonitrilu, 0,1 %
kyseliny mraven¢i a 20 mmol/L mravené¢anu amonného a pritoku 0,8 mL/min, teplota kolony: 37 °C

100 % MF I; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, razovy chromatogram je TIC pro SDMA,
modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.

Pti této kombinaci mobilni faze doslo ke zlepSeni separacnich podminek, jak je patrné
z obrazku 21, ale také k desetindsobnému poklesu citlivosti. Z toho diivodu byl v dal§im kroku
upraven prutok MF z 0,8 mL/min na 0,5 mL/min. Jak je zfejmé z obrazku 22, tato zména méla

opét pozitivni vliv na separaci izomeri. Z tohoto diivodu byl dale pouZivan jiz tento pritok.
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Obrazek 22 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥#i 2 % acetonitrilu, 0,1 %
kyseliny mravenc¢i a 20 mmol/L mraven¢anu amonného a priitoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 37 °C

100 % MF I; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rtZzovy chromatogram je TIC pro SDMA,
modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.

Dal$im krokem bylo odebrani organicke slozky z mobilni faze za sou¢asného ponechani
pouze 0,1 % kyseliny mravenci, viz obrazky 23 a 24 (vSechny fragmenty). Soucasné s tim byl
sledovan 1 vliv riznych pratokt, konkrétné 0,4 a 0,6 mL/min. Kdy zména pritoku méla vliv
pouze na reten¢ni Cas, ktery zac¢inal pii prutoku 0,4 mL/min na 7,4 minutach a pfi pritoku

0,6 mL/min na 5,6 minutach. Tyto drobné zmény pratoku mély zanedbatelny vliv na separaci.

52



x100,000)

3.0

2.0

1.04

0.0
0 10 20 3 40 50 60 min

Obrazek 23 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu pfi 0,1 % Kkyseliny mravenéi
a prutoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 37 °C, v¢etné vSech fragmentu

100 % MF E; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rizovy chromatogram je TIC pro SDMA,
modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z, fialovy chromatogram je fragmentovy
iont ADMA 70,02 m/z, zeleny chromatogram je fragmentovy iont ADMA 116,15 m/z, hnédy chromatogram je
fragmentovy iont SDMA 70,05 m/z, zluty chromatogram je fragmentovy iont SDMA 116,20 m/z, Sedy
chromatogram je fragmentovy iont SDMA 71,20 m/z.

Jelikoz odebrani organické slozky z MF mélo spise pozitivni vliv na separaci, ale ne
dostatecny, byla proto postupné upravena teplota termostatu kolony z aktualnich 37 °C na
25 °C. Kdy pf1 30 °C byl pozorovan vyznamny vliv na separaci a pii finalnich 25 °C doslo jesté

K vyznamnéjsi separaci.
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Obrazek 24 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 0,1 % Kkyseliny mraven¢i
a prutoku a prutoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 25 °C

100 % MF E; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rizovy chromatogram je TIC pro SDMA,
modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.

Z obrazku 24 je ziejmy vyznamny vliv teploty kolony na separaci. Avsak stale nedoslo
k dostatecné separaci, a z tohoto divodu byl pfidan mravenc¢an amonny, u né¢hoz byl pozorovan
pozitivni vliv na separaci, viz vySe. Ten byl pfiddvan v rtiznych koncentracich smichdvanim
MF E a G, viz obrazky 25 az 28. Zbylé podminky separace byly ponechany stejné, a to teplota
kolony 25 °C a prtitok 0,5 mL/min.
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Obrazek 25 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 5 mmol/L. mravenéanu
amonného a 0,1 % kyseliny mravenc¢i a pritoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 25 °C

13 % MF F a 87 % MF E; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rtizovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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Obrazek 26 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 10 mmol/L. mravencanu
amonného a 0,1 % kyseliny mraven¢i a pritoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 25 °C

25 % MF F a 75 % MF E; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rtizovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétn€ 46 m/z.

x100,000)

2.0

1.5

1.0

0.5]

0.0
00 10 20 30 40 50 60 70  min

Obrazek 27 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 20 mmol/L mravenc¢anu
amonného a 0,1 % kyseliny mravendi a pritoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 25 °C

50 % MF F a 50 % MF E; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, riiZzovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétn€ 46 m/z.
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Obrazek 28 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 25 mmol/L. mravenéanu
amonného a 0,1 % kyseliny mravenc¢i a pritoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 25 °C

63 % MF F a 37 % MF E; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rtizovy chromatogram je TIC
pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.

Kombinace kyseliny mraven¢i a mravenc¢anu amonného mély pozitivni vliv na separaci,
avsak za cenu snizeni intenzity pikil. Zavislosti koncentraci mravenc¢anu amonného na rozliseni

a na intenzit¢ jsou znazornény na grafech nize, obrazek 29. Vliv na retenéni Casy byl

zanedbatelny.
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Obrazek 29 Zavislost intenzity na koncentraci mraven¢anu amonného
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Zavislost rozliSeni na koncentraci
mraven¢anu amonného
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Obrazek 30 Zavislost rozliSeni na koncentraci mraven¢anu amonného

Z grafu na obrazku 30 je zjevné, Ze nejvyssiho rozliSeni bylo dosazeno pii 20mmol/L
koncentraci mravencanu amonného. Soucasné je vSak o€ividné, Ze jeho pfitomnost snizuje
intenzitu pikd. Pro ovéfeni spoleéného vlivu na separaci byla provedena analyza s MF G, kdy
nebyla pfitomna kyselina mravenci, ale jen 20mmol/L mravencan amonny. Vysledkem bylo,

ze jeho samostatny vliv na uspésnost separace je nedostatecny, viz obrazek 31.
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Obrazek 31 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu p¥i 20 mmol/L mravenc¢anu
amonného a priitoku 0,5 mL/min, teplota kolony: 25 °C

100 % MF G; ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, riizovy chromatogram je TIC pro SDMA,
modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.

Po stanoveni optimalnich izokratickych podminek byla provedena série méfeni pfi
riznych gradientech mobilnich fazi. Cilem bylo zjistit, zda nepatrné rostouci mnozstvi

organické slozky bude mit vliv na chromatografickou separaci. Nejprve byl nastaven gradient,
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na jehoz konci, tedy na 10 minuté, bylo dosazeno 1% koncentrace acetonitrilu. Z obrazku 32 je

vidét, ze to nemélo zadny vliv na vysledek separace.
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

Obrazek 32 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu pii gradientové eluci s kone¢nou
koncentraci acetonitrilu 1 %, 20 mmol/L mraventanu amonného a pritoku 0,5 mL/min,
teplota kolony: 25 °C

0-10 % MF I a 10090 % MF H, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rizovy chromatogram
je TIC pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétn¢ 46 m/z.

Dalsi gradient dosahoval na svém konci jiz 5 % ACN. Zaznam lze vidét na obrazku 33.
Ani v tomto pfipadé¢ to nemélo na vysledek separace zadny zasadni vliv. Jako posledni gradient
byl zvolen takovy, pii kterém bylo dosazeno na konci analyzy 10 % ACN. Stejné¢ jako
v piedchozich ptipadech, tak ani z obrazku 34 neni vidét, Ze by tento linedrni gradient mél

néjaky vliv na separaci.
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Obrazek 33 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu pri gradientové eluci s kone¢nou
koncentraci acetonitrilu 5 %, 20 mmol/LL mraventanu amonného a pritoku 0,5 mL/min,
teplota kolony: 25 °C

0-50 % MF I a 100-50 % MF H, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, rizovy chromatogram
je TIC pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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Obrazek 34 Separace asymetrického a symetrického dimethyl-L-argininu pri gradientové eluci s kone¢nou
koncentraci acetonitrilu 10 %, 20 mmol/L mravenéanu amonného a pritoku 0,5 mL/min,

teplota kolony: 25 °C

0-100 % MF | a 100-0 % MF H, ¢erny chromatogram je TIC (total iont currant) ADMA, riZzovy chromatogram
je TIC pro SDMA, modry chromatogram je specificky fragment pro ADMA, konkrétné 46 m/z.
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DISKUSE

Methylované L-argininy jsou neesencidlni, neproteinogenni aminokyseliny, které hraji
v organismu dulezitou roli v oblasti genové exprese. Patii mezi né¢ monomethyl-L-arginin
(MMA), symetricky dimethyl-L-arginin (SDMA) a asymetricky dimethyl-L-arginin (ADMA).
Vsechny tyto derivaty L-argininu vznikaji za katalyzy enzymem
protein-arginin methyltransferasou. ADMA a SDMA jsou nasledné z proteinu uvolnény pfi
hydrolyze, kdy se dostadvaji do cytoplazmy a potazmo do celého organismu. Plazmatické
koncentrace obou jsou mnoho ndsobné¢ niz§i nez jejich intracelularni koncentrace, proto
I nepatrna zména téchto koncentraci miize znamenat zasadni problém. ADMA se vyskytuje
Vv plazm¢ v rozmezi od 0,4 do 0,5 umol/L a SDMA od 0,5 do 0,7 umol/L. ADMA je takika
uplné¢ degradovan enzymaticky za 0c¢asti enzymu dimethylarginin dimethylaminohydrolasy,
ktery je specificky orientovan na ADMA a MMA. Pti této reakci vznika L-citrulin. Oproti tomu
je SDMA z téla vylucovan v nezménéné formé ledvinami. Maji zasadni vyznam pro rozvoj
kardiovaskularnich onemocnéni v Cele s aterosklerozou a také pro rozvoj chronickych
onemocnéni ledvin. SDMA je také pro svoji 100% vyloucitelnost ledvinami povazovan za

vhodnéjsi biomarker funkce ledvin nez kreatinin. [5, 17, 18, 19, 20, 29, 38, 39]

Tato prace navazuje na diplomovou praci Anny Runcikové ,,Stanoveni asymetrického
dimethyl-L-argininu v lidské plazmé“. Ztoho divodu byly uvodni kroky sméfovany
K pochopeni tskali pii stanoveni dimethylovanych L-argininti pomoci coulochemické detekce.
Aby bylo mozZzné provést tento typ detekce, je nezbytné provést derivatizaci pomoci OPA
a MPA. Tento krok zna¢n¢ prodluzuje analyzy a zvySuje riziko kontaminace vzorku. Dalsi
nevyhodou je nizka stabilita derivatizacniho ¢inidla a samotné smési. Proto je nutné ptipravovat
vzdy Cerstvy derivatizaéni roztok. Dal§im uskalim je extrakce, kterd byla provadéna pomoci
SPE kolonek, po které nasledovala dlouhd doba vysouSeni proudem dusiku. Pfi samotné
detekci, ktera byla provadéna po separaci na kolon& Arion Polar C18, bylo V zaznamu pfitomno
stale velké mnozZstvi interferenci, které zhorSovaly identifikaci analyt. Zaroven se nepovedlo
zcela separovat interni standard MMA od interferujicich pikii. Casto se také objevovali
interference u piku ADMA. Doba analyzy byla pomérn¢ dlouhd trvala bezmala 40 minut.
Z téchto divodl se tato prace zameéfila na stanoveni ADMA a SDMA pomoci HPLC

s tandemovou hmotnostni detekci. [48]

Nejprve byla provedena série pokust s vyuzitim HPLC s UV detekci, aby byla
otestovana separace nederivatizovanych dimethyl-L-argininii pfi pouziti s hmotnostnim

spektrometrem kompatibilnich mobilnich fazi, pfed tim, nez probéhnou méfeni na hmotnostnim
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spektrometru. Bohuzel tato prace dosla ke stejnému zavéru jako studie pied nami.
Dimethylované L-argininy neni mozné stanovit, a to ani pii udavané idedlni vinové délce
200 nm. Pii této detekci nebylo dosazeno takika zadného signdlu, a to ani pies aplikovani
vysokych koncentraci standardi obou analytti. Kvili tomu byly vSechny separa¢ni parametry

metody testovany az na hmotnostnim spektrometru. [32, 45]

Vzhledem k tomu, Ze derivatizace zna¢né prodluzuje analyzu, byla zvolena cesta
analyzovani nederivatizovanych dimethyl L-arginini. Po provedeni zakladnich pfipravnych
krokti pro uvedeni hmotnostniho spektrometru do chodu byly nejprve zjistény fragmenty
tvorené jednotlivymi standardy. K tomu byla vyuzita zdkladni mobilni faze pro hmotnostni
spektrometry ACN s vodou a 0,1 % kyseliny mravenc¢i. BohuZzel jsme oproti ostatnim studiim
nedetekovali signifikantni fragmenty pro oba methylované derivaty, ale pouze pro ADMA.
Jedna se o fragment 46 m/z, ktery je na chromatografickych zaznamech znazornén modrym
chromatogramem. Signifikantni pik pro SDMA, fragment 172 m/z, nedosahoval potiebné

intenzity.

Po ur¢eni pomért m/z bylo provedeno uréeni reten¢nich ¢asi obou methylovanych
derivatd. Pocate¢ni koncentrace organické slozky v mobilni fazi byla 20 % ACN. Jelikoz byly
analyty velmi rychle eluovany, byl obsah acetonitrilu sniZzen na 5 %. I poté byly analyty vymyty
z kolony pf#ilis§ rychle. Vzhledem k tomu, Ze se strukturni vzorce izomeria ADMA a SDMA 1isi
pouze nepatrné, jejich retence byla takika totozna, viz obrazky 12 a 13. A vzhledem k absenci
signifikantnich pikii bylo nutné docilit jejich rozseparovani. Z toho diivodu byl déle snizovan
obsah organické sloZzky v mobilni fazi. Pfi snizeni obsahu ACN na 2 % byl pozorovan naznak

separace, viz obrazek 16.

Rada studii vyuzivala pro zlepSeni vzijemné separace mravenéan amonny, proto byl
testovan jeho vliv pfi vyuziti 2 % ACN. Byly zkouSeny rtizné koncentrace této soli, avSak jak
je patrné z obrazku 18 az 20, jeho samotna ptitomnost separaci neumozni. Pouze na obrazku 20
bylo pozorovano, zZe signifikantni pik fragmentu 46 m/z se ptiblizoval spiSe k jedné strané
celkovych iontovych proudd. Dale bylo pozorovano, Ze jeho pfitomnost v mobilni fazi

prodluzuje reten¢ni ¢asy v zavislosti na jeho koncentraci. [40, 41, 42]

Poté byl mravencan amonny pfidan do mobilni faze s 2 % ACN a 0,1 % kyseliny
mravenci. Zde jiz byl vidét posun k lepsi separaci, avSak stale nedostate¢ny, viz obrazek 21.

Jelikoz byl vidén néznak separace, byl zménén pritok ve snaze o nepatrné rozsiteni pikd, a tim
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I zlepSeni separace. Nakonec byl vybran prutok mobilni faze 0,5 mL/min, viz obrazek 22,

protoze §lo o kompromis mezi délkou analyzy a kladnym vlivem na separaci.

Vzhledem k tomu, Ze separace byla stale nedostate¢na, byla provedena dal$i zména
mobilni faze, pfi které byla odstranéna organicka slozka a byla ponechana pouze 0,1% kyselina
mravenci. Tento krok byl konzultovan s vyrobcem kolony, ktery ndm potvrdil, ze tato kolona
by s tim neméla mit vaznéjs$i problém ani pfi dlouhodobém pouzivani u velkého mnozstvi
vzorkl. Timto krokem doSlo opét k prodlouzeni reten¢nich Casu, ale zaroven i1 ke zlepSeni
vzajemné separace, viz obrazek 23. Ddle byla provedena zména teploty kolony, ktera byla
doposud vyhtivana na 37 °C. Postupné byla teplota sniZzena na 25 °C, coz byla limitujici teplota

termostatu. Tato zména v8ak méla dal$i pozitivni vliv na separaci, jak je patrné z obrazku 24.

Jak jiz bylo dfive ovéfeno, mravencan amonny v kombinaci s kyselinou mravenci ma
kladny vliv na separaci. Kvili tomu byl nasledné pfidan i do této vodné mobilni faze. Vzhledem
k tomu, Ze riizné studie uvadély rizné koncentrace této soli , bylo provedeno srovnani riiznych
koncentraci. Chromatografické zdznamy lze vidét na obrazcich 25 az 28. Z grafu na obrazku 29
je vidét, ze rostouci koncentrace mraven¢anu amonného ma nepatrny negativni vliv na intenzitu
signalu. Z grafu na obrazku 30 je patrné, Ze nejlepSiho rozliSeni bylo dosaZeno pii koncentraci
20 mmol/L mravencanu amonného. Ddale bylo znovu ovéfeno, Ze samotnd piitomnost
mravencanu amonného nezajisti separaci ani pii nami zjiSténych nejoptimalnéjSich

podminkach, viz obrazek 31.

v

Po stanoveni nejoptimalnéjsi izokratickych podminek bylo ale rozliSeni piki stale pod
hodnotou 1,5, z toho diivodu bylo testovano vyuziti jemné gradientové eluce s postupnym
pridavanim organické slozky. Linedrni gradienty trvaly vzdy 10 minut a na jejich konci bylo
dosazeno maximalnich koncentraci ACN. Nejprve byl zkouSen gradient s konecnou
koncentraci 1 %, pak 5 %, a na konec 10 % ACN. Jak je patrné z obrazkt 32 az 34, gradienty
maji neutralni vliv na separaci. Jemné gradienty vyznamnéji nezhorsili rozliSeni, ale zkratily
dobu analyzy tak, aby bylo mozné jesté snizit priitok mobilni faze, ale na separaci uz to nemelo

vyznamny vliv.

Vzhledem ktomu, Ze nejoptimalnéjsi separace bylo dosazeno pii izokratickych
podminkach, bychom do budoucna tuto cestu upfednostiiovali, oproti vyuziti gradientu. Jelikoz
matrice vzorku obsahuje mnoho potencialné problematickych latek, je nutné diikladné ptipravit
preanalytickou fazi. Pfi vyuziti coulochemu byl vzorek extrahovan na SPE kolonkach, pficemz

se Vv extraktu stale vyskytovaly interferujicich latky, soucasné byl nasledny krok odpaieni
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extraktu velmi zdlouhavy a zaroven nezbytny. Z tohoto divodu bychom se ptiklanéli spise
k vyuziti extrakce metanolem, ktery provede deproteinaci. Supernatant pak bude moci byt
pfimo aplikovan, nebo bude odpafen a rozpustén v mobilni fazi. Samoziejmosti je aplikace

deuterovanych vnitinich standardt pro dalsi potlaceni matricového efektu.
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ZAVER

Asymetrické a symetrické dimethyl-L-argininy jsou neproteinogenni aminokyseliny
vznikajici posttranslacni modifikaci L-argininu. Jejich vyuziti v klinické biochemii spociva
Vv predikci fady onemocnéni, v Cele s kardiovaskuldrnimi chorobami a chronickymi chorobami
ledvin. Soucasné jsou zvazovany jako potencialni protinadorova 1éciva. JelikoZz se jedna o velmi
podobné latky lisici se v pozici methylu na sousedicich uhlicich, je jejich vzajemné stanoveni
znacn€ problematické. Byla vytvofena cesta pro zavedeni metody, diky které bude mozné
stanovit oba dimethylované strukturni izomery L-argininu soucasn¢ a bez derivatizace.
K separaci byla vyuzita kolona Arion Polar C18, ktera je urcend pro reverzni faze. DalSim

uspéchem bylo déleni obou analytt za izokratickych podminek.

Do budoucna bude vSak nutné vyuziti deuterovanych vnitinich standardi pro potlaceni
matricovych efektl. Zarovenl bude nutné zméfit analytické parametry, jakoZto piesnost,
spravnost a reprodukovatelnost. Nejdalezitéjsim krokem vsak bude ptiprava vzorku k analyze,

nebot” extrakeni krok hraje nejzasadnéjsi roli pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni.
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