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ANOTACE

Symetricky dimethylarginin je metabolit aminokyseliny L-argininu, ktery se pifirozen¢
vyskytuje v lidském organismu. Klinicky vyznamny muze byt pfi predikci renalnich ¢i
kardiovaskularnich onemocnéni. Symetricky dimethylarginin je nejCastéji stanovovan
separacnimi chromatografickymi metodami, a to pfedev§im vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii s riznymi zpasoby detekce.

KLIiCOVA SLOVA

symetricky dimethylarginin, rendlni funkce, vysokoucinna kapalinova chromatografie,

elektrochemicka detekce

TITLE

The determination of symmetric dimethylarginine in human plasma

ANNOTATION

Symmetric dimethylarginine is a metabolite of amino acid L-arginine, which is naturally
occured in human organism. It is clinically significant in prediction of renal or cardiovascular
diseases. Symmetric dimethylarginine is most often determinated by chromatographic methods,

especially high performance liquid chromatography with various ways of detection.

KEYWORDS

symmetric dimethylarginine, renal function, high performance liquid chromatography,

electrochemical detection
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UvVOD

Symetricky dimethylarginin byl poprvé izolovan v moci v 70. letech 20. stoleti japonskymi
vedci. ZvySend pozornost je mu vSak vénovana az poslednich 25 let. Tento metabolit vznika
intracelularn€ spole¢n€¢ se svym konstitunim isomerem asymetrickym dimethylargininem
posttranslaéni modifikaci aminokyseliny L-argininu. Mechanismus u¢inku symetrického
dimethylargininu spociva v kompetitivni inhibici transportu L-argininu do butiky. Déle svym

pasobenim na monocyty indikuje tvorbu prozanétlivych cytoking.

Klinicky vyznamny muze byt predev§im pii predikci renalnich onemocnéni, méné
signifikantné¢ pak také v oblasti kardiovaskuldrnich onemocnéni, kde je pfinosn&jSim
parametrem asymetricky dimethylarginin. Ledviny jsou pro symetricky dimethylarginin
klicovym prostfedkem eliminace z organismu. Pfi nedostate¢né funkci ledvin tak dochazi

ke zvySeni hladiny symetrického dimethylargininu v plazmé.

Symetricky dimethylarginin je nejCastéji stanovovan separa¢nimi chromatografickymi
metodami, a to predevsim vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s riznymi zptisoby
detekce. Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie umoziiuje separaci vice sloucenin
z jednoho biologického materidlu najednou. Dal§i moznosti stanoveni jsou imunochemické

metody nebo elektromigracni metody.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Symetricky dimethylarginin

NC N®'-dimethyl-L-arginin (symetricky dimethylarginin, SDMA) je jeden z metabolitli
aminokyseliny L-argininu, ktery se pfirozen¢ vyskytuje v lidském organismu. Kakimoto a
Akazawa v 70. letech 20. stoleti poprvé izolovali a popsali slouCeniny v mo¢i, které jsou dnes
znamy jako methylované derivaty argininu. SDMA byl identifikovan jako produkt
posttranslagni modifikace aminokyseliny L-argininu a je konstituéni isomer N°, N°-dimethyl-
L-arginin (asymetrického dimethylargininu, ADMA). Poslednich 20 let je SDMA vé&novéna
pozornost a je povazovan za potencidln€ vyznamny biomarker rendlni funkce ledvin a

kardiovaskularniho rizika. [1]

CHj
'
HN. HN CHx HN, CH, N CH,
- \ N i
/ 2 ) MH ) = \ ;}
HM HN HN CH HN
\ \ \
/ / / J,}
& o I {
b 5 4
.."'. N, l."'\
i 4/ ' Fi
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Obrdzek 1. Chemicka struktura L-argininu a jeho methylovanych derivata

1.2 Metabolismus symetrického dimethylargininu

Methylargininy obecné jsou derivaty odvozené od L-argininu. L-arginin je bazicka
semiesencidlni aminokyselina, kterd ma polarni guanidinovou skupinu. Fyziologicky se jeho

koncentrace v plazm¢ pohybuje mezi 21 az 138 pmol/l. [2], [3]

L-arginin je primarné syntetizovan v proximalnich tubulech ledvin a odtud je uvolilovan do
systémové cirkulace, kde dale vznika jako intermediat mocovinového cyklu, ktery probiha
v jatrech. Odtud vSak neni uvolfiovan do krve. V mocovinovém cyklu je pak L-arginin

v cytoplazmé hydrolyticky stépen enzymem arginasou na moc¢ovinu a L-ornithin. [3]
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1.2.1 Biosyntéza symetrického dimethylargininu

Methylargininy vznikaji posttranslacni modifikaci polypeptidového fetézce. Tyto reakce
jsou katalyzovany methyltransferasami, které se déli do dvou skupin, tedy protein-arginin
methyltransferasy (PRMT) typu I a II. Tyto transferasy se li§i podle substratu a produktu reakce.
Enzymy L. typu katalyzuji reverzibilni modifikaci karboxylové skupiny za vzniku methylesteru.
Touto cestou vznika ADMA. Naopak enzymy II. typu katalyzuji ireverzibilni reakci prenosu
methylu na atomy dusiku nebo siry. Timto zpasobem vznika SDMA. Oba typy PRMT vsak
katalyzuji syntézu N°-monomethyl-L-arginin (L-NMMA), ktery vznikne navazanim jedné
methylové skupiny. [3], [4]

Protein-arginin methyltransferasa typu Il katalyzuje dvoustupfiovou methylaci. V prvnim
kroku methylaci jednoho z terminalnich atoma dusiku guanidinové skupiny v argininovych
zbytcich vznikd N°-monomethyl-L-arginin. V druhém kroku pienasi methylovou skupinu na

druhy terminalni atom dusiku a vznika N° N -dimethyl-L-arginin. [4]

Methylové zbytky ke vzniku dimethylargininid pfenasi oba typy enzymi PRMT z S-
adenosylmethioninu, ktery je meziproduktem v metabolickém cyklu homocysteinu. Rodina
enzymi PRMT vyuziva S-adenosylmethionin jako donor methylu a generuje S-

adenosylhomocystein a homocystein jako vedlejsi produkty. [4]
K aktivaci PRMT muze ¢astecné dochazet pii oxida¢nim stresu lipoproteiny o nizké hustoté
(LDL). Zvysenim aktivity PRMT se tak zvySuje produkce methylargining. [5]

1.3 Degradace a eliminace symetrického dimethylargininu

1.3.1 L-alanin:glyoxylat-aminotransferasa 2

Symetricky dimethylarginin je pfedevSim eliminovan z organismu v nemetabolizované
formé renalni exkreci. Muze vSak také podléhat, stejn€ jako ADMA, metabolické pfeméné za
katalyzy enzymem L-alanin:glyoxylat-aminotransferasou 2 (AGXT2). Tato mitochondrialni
aminotransferasa je exprimovana primarné v ledvinach. Pti degradaci pomoci AGXT2 dochazi

k transaminaci SDMA za vzniku N° N© -dimethylguanidinovalerové kyseliny. [1], [5]
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1.3.2 N-acetylace

Dalsi nepiilis probadanou variantou degradace SDMA je N-acetylace a-aminoskupiny.
K acetylaci dochazi predevsim v jatrech a ledvinach. Reakci vznikd symetricky Na-

acetyldimethylarginin. Ten je poté eliminovan ledvinami. [5]

ADMA méa moznosti eliminace rozmanit&$i. Hlavni eliminaéni cestou je hydrolyza, pfi
kter¢ wvznikd L-citrulin. Tato reakce probiha za katalyzy dimethylarginin:dimethyl-
aminohydrolasou (DDAH). Je zajimavé, Ze tento enzym nevykazuje zadnou aktivitu vaci
SDMA. Dale je mozné ADMA odstranit renalni exkreci, ta vSak predstavuje pouze 15 %
celkové eliminace této slouc¢eniny. Spolecné pak mohou ADMA a SDMA podléhat eliminaci
skrz butylaci nebo methylaci. [5] Prehledné schéma metabolismu methylargininii znazorfiuje

Obrazek 2.

L-arginin
- ),{_'.7 %
& PRMTI /' PRMT Il
g 4 \
@ o W
@ Proteiny se zbytky Proteiny se zbytky
ADMA SDMA
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Obrdzek 2: Schéma metabolismu methylargininu, prevzato /5/

ADMA a SDMA vznikaji methylaci pitsobenim enzymit PRM 1. SDMA je prevazné vylucovan

ledvinami a cdstecné je metabolizovan AGXT2. MiiZe byt také eliminovdn z organismu
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pomoci butylace nebo methylace. ADMA je z 80 % eliminovdin enzymatickou reakci za

katalyzy DDAH.

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, PRMT —
protein-arginin methyltransferasa, DDAH — dimethylarginin:dimethyl-aminohydrolasa,
AGXT2 —  L-alanin:glyoxylat-aminotransferasa 2, DMGV —  a-keto-6-(N,N-

dimethylguanidino)valerovd kyselina
1.3.3 Transportéry kationtovych aminokyselin

Vyznamnou roli ur€ujici koncentraci SDMA mezi cytosolem a extracelularni tekutinou je
prestup pfes membranu skrze transportni systém specificky pro kationtové aminokyseliny. Ten
je zajistovan pomoci rodiny transportéra kationtovych aminokyselin (CAT). Tyto transportéry
v plazmatické membrané€ umoziiuji transport cytosolického ADMA a SDMA do ob&hu. Odtud

jsou piijaty jinymi butikami nebo tkanémi anebo jsou vyluCovany ledvinami. [5], [6]

Pro transmembranovy prenos L-argininu a jeho methylderivati jsou nejdulezité)si
transportéry CAT-1, CAT-2A a CAT 2-B. SDMA a ADMA jsou dobfe prenaSeny
transportérem CAT-2B, zatimco pfenos L-argininu zaji$tuji transportéry CAT-1 a CAT-2B.
Pfenos SDMA a ADMA je zprostredkovan pomoci CAT vymeénou za L-arginin a jiné

kationtové aminokyseliny. Tento pfenos funguje skrze plazmu na dlouhou vzdalenost. [6]
1.3.4 Biologické uéinky symetrického dimethylargininu

Symetricky dimethylarginin neptsobi jako pfimy inhibitor syntasy oxidu dusnatého. Presto
je vSak dulezity pro pozorovani v souvislosti s metabolismem oxidu dusnatého. Jednim z
mechanismi biologického u¢inku SDMA je kompetitivni inhibice transportu L-argininu do
bunky. Soutézi o pozici na CAT 2-B transportéru a pokud zvitézi, tak znemozni transport L-

argininu do buiky a pfipravi tak syntasu oxidu dusnatého o substrat k tvorbe oxidu dusnatého.

[51, [7]

SDMA aktivuje nuklearni faktor kappa B v monocytech, coz souvisi se zvySenou expresi
zanétlivych cytokind, jako jsou napf. interleukin-6 a tumor nekrotizujici faktor alfa. Navic také
zvySuje produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) v endotelidlnich butikdch a monocytech

skrze vapnikové kanaly a zvySuje NADPH-oxidasu pres endotelialni toll-like receptory. [5], [8]

15



SDMA

Modifikace molekul HDL
aktivujici receptory Toll

ZvyEena produkce
aktivace nuklearni faktoru monocytovych ROS
kappa B a zvySovani exprese
prozanétlivych cytokini

Obrdzek 3: Hlavni biologické ucinky SDMA, pievzato /5]

1.3.5 L-arginin paradox

U savcu byl pozorovan jev, ktery se nazyva L-arginin paradox. Fyziologicka plazmaticka
koncentrace L-argininu mnohonéasobné pievySuje Michaelisovu konstantu pro endotelidlni
synthasu oxidu dusnatého (eNOS). Pii fyziologickych koncentracich L-argininu by tedy
synthasa oxidu dusnatého (NOS) méla byt dobfe nasycena substratem a ptidani exogenniho L-
argininu by nemélo ovliviiovat aktivitu tohoto enzymu. Nicméné i malé zmény v koncentraci

L-argininu pfesto mohou zpusobit viditelnou zménu aktivity NOS. [9]

Tento paradox muze byt vysvétlen tim, ze izoformy NOS jsou siln€ inhibovany endogenné
produkovanymi slouceninami. V roce 2000 uvedl tym védct vysvétleni L-arginin paradoxu
pfitomnosti  endogennich  inhibitord  NOS, asymetrického dimethylargininu a
monomethylargininu. Autofi uvadi, ze koncentrace ADMA rovna 1 umol/l snizi aktivitu NOS
zhruba na polovinu, koncentrace 2 umol/l na jednu pétinu ve srovnani s aktivitou pfi stejné
koncentraci substratu L-argininu bez inhibitoru. Za fyziologickych podminek je aktivita
izoforem NOS snizena na zlomek jejich maximalnich aktivit. Za patologickych podminek pak
zpusobuje zvySeni intracelularni koncentrace inhibitort, zejména pak koncentrace ADMA, 1 pfi
normalni koncentraci L-argininu. Dalsi pokles aktivity NOS zpusobuje pokles produkce oxidu

dusnatého (NO*) pod fyziologickou normu. [10], [11]
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L-arginin lze podavat intraven6zné nebo peroralné a zvySit tak jeho plazmatickou
koncentraci. To vede k vymeéne¢ intracelularnich inhibitori s extracelularnim L-argininem, ke
zvySeni koncentrace intracelularniho L-argininu a obnoveni fyziologického poméru argininu a
jeho inhibitord. Antagonismus L-argininu s kompetitivnimi inhibitory i nekompetitivnimi
inhibitory extracelularnim zpasobuje zvyseni aktivity synthasy oxidu dusnatého a diky tomu

zvyseni produkce oxidu dusnatého. [11], [12]

L-arginin paradox tedy naznacuje, ze aktivita endotelialni NOS je spojena s transportem L-
argininu a extracelularni hladiny L-argininu a ADMA jsou zodpovédné za modulaci aktivity

endotelialni NOS. [12]

1.4 Klinicky vyznam symetrického dimethylargininu

Symetricky dimethylarginin je dulezity metabolit z hlediska pozorovani renalni funkce jak
u lidi, tak zvifat. Fyziologicka koncentrace v lidské plazmé se pohybuje v rozmezi 0,38-
0,73 umol/l. Koncentrace dimethylarginini se vSak v riznych studiich 1i$i, a to 1 pfi pouziti

podobnych metod stanoveni. [13]

Diky svym prozanétlivym GCinkiim se SDMA ziejmé podili pfimo ¢i nepfimo na pficiné
vzniku chronické cévni choroby (CVD). Vy$si hladiny SDMA jsou téz pozorovany u

chronického onemocnéni ledvin (CKD) v termindlni fazi. [14]
1.4.1 Funkce ledvin a jejich poskozeni

Ledviny jsou parovy vylu¢ovaci organ, ktery nejen odstrafiuje skodlivé latky, ale i prebytky
latek, které jsou t€lu potiebné. Ledviny jsou bohaté zasobené krvi a prutok krve ledvinami Cini
1000-1300 ml krve/min. Zakladni funk¢ni jednotkou ledviny je nefron (Obr.4). Ten se sklada
mimo jiné zglomerulu, kde probihd zékladni stupenl vyluCovaci funkce ledvin, tzv.
glomerularni filtrace (GF). Ta zavisi na filtraCnim tlaku, filtracni ploSe a propustnosti
glomerularniho filtru. Objem glomerularni filtrace je 120 az 130ml/min, tedy 170 az 180 1/24
h. Glomerularni filtraci lze méfit pomoci inulinu. Inulin je polymer fruktosy, ktery se po
prutoku glomerulem vylouci a uz se nevstiebava. Tato vlastnost latky se nazyva clearance. [15],

[16]
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Obrdzek 4: Nefron, pievzato [17]

Snizeni glomerularni filtrace do cca 50 % fyziologické hodnoty nezptisobuje zmény ve
slozeni vnitiniho prostiedi. Koncentrace sérového kreatininu se zvysSuje pii poklesu funkce
glomerularni filtrace zhruba pod 50 % fyziologické hodnoty. Stadium poklesu glomerularni
filtrace bez nartstu koncentrace kreatininu v séru se nazyva snizeni funkce ledvin nebo mirna

rendlni insuficience. [15], [18]

Pii selhani funkce ledvin organ neni schopen vylucovat vodu, elektrolyty a dusikaté
katabolity ani za bazalnich podminek. Nasledn€ dochéazi k poruSe homeostazy v lidském
organismu a snizuje se mnozstvi vytvorené moci, coz vede k zadrzovani vody a vzniku otokd.
Odpadni latky hromadici se v organismu mohou toxicky pusobit na ostatni organy a zptisobovat
dalsi komplikace. NaruSena byva také acidobazicka rovnovaha, syntéza a degradace hormont

aj. [18], [19]

Pojem konecné selhani funkce ledvin popisuje stav, pii kterém je udrzeni homeostazy celého

organismu nemozné a jedinym fesenim pak byva hemodialyza ¢i transplantace ledvin. [19]
1.4.2 Chronické onemocnéni ledvin
Chronické onemocnéni ledvin (CKD) je poskozeni struktury ¢i funkce ledvin, které trva déle

nez 3 mésice a méa vazny dopad na lidsky organismus. Chronickd onemocnéni v raném stadiu
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mnohdy nemivaji zadné ptiznaky a nezpiisobuji zadné obtize. K projevim v pokrocilém stadiu
patii naptiklad pokles funkce ledvin, albuminerie, abnormélni nalez v mo¢ovém sedimentu,
histologicky nalez pii biopsii aj. Pacient s CKD je klasifikovan dle pii€iny (diabetické CKD,
CKD zpusobené amyloiddzou), funkce glomerularni filtrace (G1, G2,...) a albuminurie (A1,

A2, A3). [14], [20], [21]

Kategorie Glomerularni filtrace [ml/s/1,73 m?]
Gl > 1,50

G2 1,0 az 1,49

G3a 0,75 az 0,99

G3b 0,5az0,74

G4 0,25 az 0,49

GS < 0,25 = selhani ledvin

Tabulka 1: Kategorie CKD podle glomerulami filtrace; pfevzato /20/

Albuminurie ACR Proteinurie PCR
Kategorie
[mg/24 h] [mg/mmol] [mg/24 h] [mg/mmol]
Al <30 <3 <150 <15
A2 30 az 300 3 az30 150 az 500 15az 50
A3 > 300 >30 > 500 > 50

Tabulka 2: Kategorie CKD podle albuminurie a porovnani s proteinurii, pfevzato /20/

ACR: pomér mocovy albumin/ mocovy kreatinin; PCR: pomér mocovy protein/ mocovy kreatinin
1.4.3 AKkutni poSkozeni ledvin

Akutni poSkozeni ledvin (AKI) je nahle vzniklé a v Casném stadiu reverzibilni pokles funkce
ledvin. V t&€zsi formé je toto onemocnéni spojeno s vyraznym poklesem diurézy. Jedna se o
rychle progredujici onemocnéni. Asi 20 az 60 % pacientd s AKI vyzaduji hemodialyzu. Dle
statistiky se umrtnost pfi multiorgdnovém postiZzeni pohybuje kolem 80 %. AKI je vSak Castou
komplikaci pfedevs§im u ambulantnich a hospitalizovanych pacientd a jeho incidence se za

posledni 1éta zvySuje, a to i u détskych pacientd. [20], [22], [23]
1.4.4 Aktualné pouzivané ledvinové markery

Tradiéni ledvinové biomarkery jsou uzitecné pii diagnostice a monitoringu renalnich

onemocnéni. Nicméné€ vSechny tyto markery maji své limity, at’ uz se jedna o vyuziti téchto
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marker pfi biochemické diagnostice ve zdravotnictvi €i jejich vyuziti ve veterinarni
diagnostice. Tyto biomarkery se obecn€ mohou rozdélit na markery glomerulérni filtrace nebo
markery glomeruldrniho a tubularniho poSkozeni ¢i dysfunkce. Mezi nejCastéji vySetfované
parametry glomerularni filtrace patfi kreatinin a urea. Kreatinin je oznacovan jako primarni
ledvinovy marker, protoze jeho hladina neni tolik ovliviiovana nerenalnimi faktory jako je tomu
u urey. Sérovy kreatinin je dosud povazovany za zlaty standard pro stanoveni AKI. Nicméné
schopnost v¢asné detekovat snizenou funkci glomerularni filtrace je 1 tak zna¢n€¢ omezena a
Cetné studie ukazuji, ze kreatinin je opozdénym markerem zjisténym v dob€ vyrazného
poskozeni renalniho parenchymu. Tomuto opozdéni prispiva fakt, ze kreatinin se tvori ve

svalech, tudiz podil svalové hmoty determinuje jeho bazalni koncentraci v organismu. [24]

Pomémeé noveé pouzivanym ledvinovym biomarkerem je cystatin C. Jedna se o
nizkomolekularni protein z rodiny inhibitort cysteinovych proteas. Je produkovan konstantné
vetSinou jadernych bunck v organismu a pfitomny ve vSech vySetfovanych biologickych
tekutych materidlech. V ledvinach je filtrovan skrze glomeruldrni membranu a v tubulech
podléhd degradaci. Za fyziologickych podminek tedy neni vylu€ovan moci. Vyhodou je, ze
koncentrace cystatinu C v séru je téméf vyhradn€ zavisla na funkci ledvin. Jeho koncentrace

v krvi je spolehlivym endogennim ukazatelem glomerularni filtrace. [25]
1.4.5 Novéledvinové markery

Neutrofilni s gelatinasou asociovany lipokalin (NGAL) nebo zjednodusené lipokalin-2 je
sekre¢ni protein, ktery se ucastni transmembranového pienosu lipofilnich Castic. Pivodné byl
izolovan ze specifickych granul neutrofilti a pozdéji byl nalezen v kostni dfeni a v epiteliich
nékterych organt. Exprese NGAL ve vystelkové tkani a télnich tekutinach znacné stoupa pfi
zanétlivych a nadorovych onemocnénich. Diagnosticky vyznamnd jsou vySetfeni hladiny
lipokalinu-2 v krvi, ktery je schopen rozlisit bakterialni a virovou infekci. Je také jednou
z prvnich molekul, jejiz tvorba je stimulovana rozvojem renalniho onemocnéni. Tvofi se
v tubuléarnich epitelidlnich burikach jako odpoved na poskozeni tubulointersticialni tkang, které
se objevuje u tady progresivnich ledvinovych onemocnéni. Hladina exprese NGAL je
ovlivnéna mirou poskozeni ledvin a maze u pacientt indikovat vyssi riziko rychlejsiho poklesu
funkce ledvin. Ukézalo se, ze NGAL je vyuzitelny jako marker miry glomerularni filtrace. Mala
studie zahrnujici détské pacienty s riznymi stadii CKD demonstrovala, ze hladiny plazmové
NGAL korelovaly s glomerularni filtraci. U pacientt s renalni funkci pod 30 ml/min se NGAL

ukazal jako presnéjsi marker a prekonal v citlivosti 1 cystatin C. [26], [27]
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Uromodulin je glykoprotein, ktery je produkovéan tubuldrnimi butikami ledvin a dle
dostupnych studii se zapojuje do obrany tubuldrnich bunék proti infekci mocovych cest
objevuyjicich se u pyelonefritidy a urolitiazy. Pivodné byl objeven v moci t€hotnych Zen jako
protein s imunosupresivnimi U€inky. Hojn€ se vyskytujici glykoprotein v moci tvori
v aglutinované formé zaklad valci. Mutace uromodulinu jsou spojeny s nékterymi typy
intersticialnich postizeni ledvin, napf. familiarni juvenilni hyperurikemicka nefropatie. Pti
rozvoji rendlnitho onemocnéni se uromodulin hromadi v tubularich burikéch, zatimco jeho
exkrece a obsah v moci jsou snizené. U pacientli s CKD ve stadiu 2 se hladina koncentrace
uromodulinu pohybuje kolem 300 ng/ml. U pacienti s CKD ve stadiu 5 tato hladina klesne az

na 10 ng/ml. U dialyzovanych pacientu je hladina uromodulinu nedetekovatelna. [26], [28]

Molekula poskozeni ledvin 1 (KIM-1) je transmembranovy protein, ktery se za
fyziologickych podminek nevyskytuje v ledvinach, avSak je exprimovan v dediferencovanych
burikach proximalniho tubulu po ischemickém nebo nefrotoxickém inzultu. Jeho exprese se
zvysuje pii AKI a v moci 1ze detekovat jeho proteolyticky zkraceny segment. V nedavné studii
pfi biopsiich ledvin bylo zjisténo, Ze v proximalnich tubulech ledvin u pacientt trpici AKI se
vyrazné zvysila tvorba KIM-1 a na zaklade pfitomnosti této molekuly v moci bylo mozné
rozlisit ischemické AKI od prerenélni formy a chronického onemocnéni ledvin. Protein KIM-
1 je slibny marker pro zatazeni do moc€ového ,,AKI-panelu“. Jeho specifita pro ischemické
poskozeni ledvin je jeho hlavni vyhodou a muze byt proto dilezitym biomarkerem pro rozliseni

jednotlivych podtypa AKI. [29]

Interleukin 18 (IL-18) je prozanétlivy cytokin, ktery se po akutnim poSkozeni ledvin
uvoliuje v proximalnim tubulu a jeho produkt se vylucuje do moci. Ve velké prafezové studii
byla prokazana vyrazn€ zvysena koncentrace u pacientd trpici na AKI. Hladina interleukinu
vSak nebyla ovlivnéna u pacientd s prokazanou infekci mocovych cest, chronickym
onemocnénim ledvin ¢i s nefrotickym syndromem. Ve studii zabyvajici se pacienty
podstupujici transplantaci ledvin, koncentrace IL-18 ve vzorcich moci odebranych v den
transplantace umoznila rozpoznat piijemce kadaveroznich ledvin, u kterych byl nésledné
opozdén rozvoj funkce Stépu. Tito pacienti nasledné potiebovali dialyzacni 1é€bu. Koncentrace
IL-18 v kombinaci s NGAL v mo¢i predstavuji potencialné vyznamné markery u détskych
pacientt podstupujici kardiochirurgické operace. Pacienti, u kterych doslo k rozvoji AKI do 3
dni po operaci se NGAL zacal vylu¢ovat do moci do nekolika hodin po vykonu operace a

nejvyssi hodnoty byly naméfeny po 6 hodinach. Koncentrace IL-18 v moci byla 2x pomalejsi
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a maxima hodnoty dosahla po 12 hodinach. Hodnoty obou markeri nezavisle korelovaly

s trvanim AKI [30], [31]
1.4.6 Symetricky dimethylarginin u renilnich onemocnéni

Ledviny jsou pro symetricky dimethylarginin klicovym prostfedkem eliminace z organismu.
Jednak zde dochazi k pfimé eliminaci SDMA vlivem rendlni exkrece, ale také k produkci

AGTX2, ktery se z urcité ¢asti podili na jeho eliminaci. [5]

U renalniho selhani je exkrece methylarginini snizena a SDMA spolecné s ADMA se
hromadi v cirkulaci. To je také divod, pro¢ je daleko vyznamnéj$i analyza tohoto parametru
z lidské plazmy/séra nez z moci. Hladina SDMA se zvysuje vice nez ADMA, ktery je
degradovan enzymem DDAH. Jelikoz je SDMA metabolicky inaktivni a neni substratem pro
DDAH, koreluje se snizenou renalni funkci mnohem vice. Narist SDMA je oproti ADMA
napadné&jsi a nékolik studii tak ukazuje, ze je presn€jsim biomarkerem renalnich onemocnéni.

[51, [32], [33]

V porovnani se zndmymi biomarkery pro chronické onemocnéni ledvin jako je napft.
kreatinin, urea nebo cystatin C by mél SDMA odhalit onemocnéni dfive, nez dojde k trvalému
poskozeni tkdn€. Hladiny SDMA v lidské plazmé ukazaly korelaci s glomerulami filtraci (GF)
u pacientd postizenych CKD. SDMA ma oproti kreatininu a cystatinu C vyhodu v tom, Ze neni
ovliviiovan faktory ovliviiyjici rendlni funkci, napt. vaha, dieta, zanét, diabetes mellitus aj. U

CKD na hladiny SDMA také nema vliv ani vék ¢i pohlavi. [14], [18], [34]

El-Khoury a kolektiv provedli v roce 2016 v Klinické renélni laboratofi v Clevelandu
srovnani SDMA s kreatininem a cystatinem C a jejich korelaci s GF u pacienti s podezienim
na CKD. Bylo vybrano 40 pacientt ve véku od 21 do 76 let. Koncentrace SDMA v plazmé byla
signifikantné nizsi u pacientd s GF > 90 ml/min/1,73 m? nez u pacientt s GF < 60 ml/min/1,73
m?. Za pouziti diive stanovené horni hranice referenéniho intervalu 0,65 pM pro SDMA jako
mezni hodnotu pro CKD poskytly nasledujici klinické vysledky: senzitivita = 81,3 %,
specificita = 100 %, pozitivni prediktivni hodnota = 100 %, negativni prediktivni hodnota =

88,9 %. [35]

Feliers a kolektiv v roce 2014 zvetejnili studii, kde se snazili zjistit, zda SDMA ovliviiuje
aktivitu endotelialni syntazy oxidu dusnatého (eNOS) u glomerularnich endotelialnich bunék.
Studie simulovala pacienty s chronickym onemocnénim ledvin pomoci mysSiho modelu.

Analyza byla provadéna metodou SDS-PAGE s infra¢ervenym senzorem. Vysledky studie vsak
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ukdézaly, ze pfitomnost volného L-argininu naznacuje, ze SDMA piimo eNOS neovliviiyje, ale

kompetitivni inhibici ¢astecné zamezuje transportu argininu a tim snizuje aktivitu eNOS. [19]

Hyla-Klekot a kolektiv se v roce 2015 zabyvali klinickou studii dimethylargininii coby
rizikovymi markery aterosklerézy a chronického onemocnéni ledvin u déti s idiopatickym
nefrotickym syndromem. Klinické ptiznaky onemocnéni byly charakterizovany zvySenou
propustnosti glomerularni filtracni bariéry s naslednym rozvojem proteinurie, hypoproteinemie
a otokd. Studie se zucastnilo 32 déti s nefrotickym syndromem a bylo testovano nékolik
parametrd v remisni a relapsni fazi nefrotického syndromu., véetné ADMA, SDMA, klasického
tukového screeningu a GF. Ve fazi relapsu byla negativni korelace mezi ADMA a lipidy.
V obou fazich SDMA negativné korelovala s GF. Tato studie v zavéru shledala ulohu ADMA
pii monitorovani endotelidlni dysfunkce jako bezvyznamnou. Naopak SDMA se ukézala byt
potencialn€ vyznamnym markerem monitoringu glomerularni filtrace u déti s idiopatickym

nefrotickym syndromem. [36]

V roce 2019 byla zvetejnéna studie z nemocnice v Canterbury, kterd se pro zménu zaméfila
na starsi pacienty ve véku od 74 do 97 let, trpici na renalni onemocnéni. Studie probihala 33
mésicl a zucCastnilo se ji 394 pacientll, muzi i zeny. U pacientl se pozorovala glomerularni
filtrace pomoci clearance metody a soub&zné byly méfeny hodnoty plazmatického ADMA a
SDMA pomoci izotopové dilucni tandemové hmotnostni spektrometrie. Plazmatické
koncentrace asymetrického dimethylargininu byly zvySeny u pacientli s GF <60 ml/min/1,73 m
ve srovnani stémi srychlosti GF >60 ml/min/1,73 m se hodnoty neliSily. Plazmatické
koncentrace symetrického dimethylargininu se konstantn€ zvySovaly s ohledem na klesajici
hodnoty glomerularni filtrace. V prabéhu studie zemielo 65 pacientd. Oba methylargininy tak
byly nezavisle spojeny se snizenim prezitim. SDMA byl touto studii shledan jako spolehlivy

marker rychlosti GF a lepsim prediktorem vysledku, nez je ADMA. [13]
1.4.7 Symetricky dimethylarginin u kardiovaskuldrnich onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni patii zejména ve vyspélych zemich k nejCastéj§i pricing
umrti. Vyznamnym podkladem pro kardiovaskularni onemocnéni je ateroskler6za neboli
kornaténi cév, zasobujici srdecni sval krvi. Ateroskleroza déale vede k ischemické chorobé
srde¢ni (ICHS), ktera se projevi jako infarkt myokardu. Dale se na vzniku onemocnéni podili
procesy starnuti tkani charakterizované jizvenim, ukladanim proteind v srdci a ukladanim soli

vapniku do srdecnich chlopni a cév. Tyto procesy pak vedou k srdecni arytmii, arterialni
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hypertenzi a chlopennim vadam srdce. V poslednim kroku pak dojde k chronickému srde¢nimu

selhani a smrti. [37], [38]

Ukazalo se, ze SDMA je u kardiovaskularnich onemocnéni potencidlné vyznamnym
biomarkerem a jeho plazmaticka koncentrace ma zna¢nou prevalenci u onemocnéni spojenych
s endotelialni dysfunkci zahrnujici hypertenzi, hyperlipidemii, hypercholesterolemii nebo

napiiklad diabetes mellitus 1.1 2. typu. [39]

Zobel a kolektiv v roce 2017 zvefejnili vysledky vyzkumu, ktery trval 6 let. Provadeéli
evaluaci SDMA a ADMA jako markert kardiovaskularniho rizika a celkové umrtnosti a
zhorseni renalni funkce u pacientd s diabetes mellitus 2. typu a mikroalbuminerie avsak bez
symptomu onemocnéni koronarnich tepen (CAD). Vyzkumu se ucastnilo 200 pacientt
zkliniky Steno Diabetes Center Copenhagen, kde po metabolomické analyze provedli
statistické vyhodnoceni v neupravenych i upravenych Coxovych analyzach o tradi¢ni rizikové
faktory jako pohlavi, vék, krevni tlak, LDL - cholesterol aj. Vyzkum ukazuje, Ze u pacientd
lé¢enych na diabetes mellitus 2. typu a mikroalbuminerii jsou vysoké hodnoty SDMA spojeny
s incidenci kardiovaskularniho onemocnéni, celkovou imrtnostni a zhorSenim renalni funkce.
Vyssi hodnoty ADMA jsou asociovany s celkovou umrtnosti. SDMA vyznamné zlepSuje
predikci zhorSeni rendlni funkce, dokonce snad vyznamnéji nez tradi€n€ pouzivané renalni

markery. [40]

Eyileten a kolektiv provadéli studii, zda je vysoka koncentrace SDMA spojena s nizkou
aktivitou krevnich desticek a zvySenym rizikem krvaceni u pacientu s akutnim koronarnim
syndromem (ACS). Dualni antiagregacni lécba (DAPT) ptredchazi vzniku ischemickym
piihodam u pacienti s akutnim koronarnim syndromem, ale jejim vedlej§im ucCinkem je
zvySené riziko krvacivych pithod. Studie hodnotila roli SDMA v predikci krvacivych piihod u
pacientti po ACS 1éCenych DAPT. Porovnany byly plazmatické koncentrace metabolitti vzniklé
metabolickou drahou oxidu dusnatého u celkové 291 pacienti s ACS. Béhem 1 roku byla
zkoumana prognosticka hodnota SDMA jako prediktoru krvaceni. Koncentrace metabolitd byla
meétena pomoci ultra G¢inné kapalinové chromatografie (UPLC) a reaktivita krevnich desticek
se mefila pomoci impedancni agregometrie. Pacienti s nejvys$§im kvartilem (4.) koncentrace
SDMA méli vyznamné niz8i funkci agregace ve srovnani s pacienty 1. a 3. kvartilu SDMA.
Pacienti s majoritnimi 1 minoritnimi krvacivymi piihodami méli vyznamné vyssi koncentrace
SDMA ve srovnani s témi, ktefi krvaceli minimalné ¢i vubec. Da se konstatovat, ze studie

poukazala na to, ze vyss§i koncentrace SDMA muze byt spojena s niz§i reaktivitou krevnich
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destiCek a je spojena s krvacivymi stavy ruzné intenzity u pacientd trpici akutnim koronarnim

syndromem. [41]

Horowitz a kolektiv testovali hypotézu, zda plazmatické hladiny SDMA a ADMA, které
inhibuji tvorbu oxidu dusnatého, mohou predikovat nasledky onemocnéni u pacientu s atrialni
fibrilaci (AF). Pro studii bylo pouzito celkové 5004 vzorki plazmy od pacientd s AF pfi
randomizaci na warfarin nebo apixaban. Studie pod anglickym nazvem ARISTOTLE trial
znamena zkratku pro Apixaban for reduction in stroke and other thromboembolic events in
atrial fibrillation, Cesky Apixaban pro snizeni mrtvice a jinych tromboembolickych ptihod pii
arterialni fibrilaci. Koncentrace methylarginina byly méfeny pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Vztahy ke klinickym charakteristikim byly hodnoceny multivariabilnimi
analyzami. Asociace s hlavnimi vysledky byly béhem sledovani s medianem 1,9 roku
hodnoceny upravenymi Coxovymi modely proporcionalnich rizik. Vysledky studie ukazaly, ze
hladiny obou dimethylarginint stoupaly u pacientt vys$siho véku, zenského pohlavi, u pacientd
s poskozenymi ledvinami a meéstnavym srdecnim selhanim. Dale se koncentrace SDMA
zvysovala soucasné s vysokym CHA2DS2-VASc a HAS-BLED skorem, ale naopak se snizila
u pacientu s diabetem. ADMA ani SDMA nemély rozdilné odezvy na warfarin nebo apixaban.
Horowitz a kolektiv dospéli k zavéru, ze u antikoagulovanych pacienti s AF jsou zvySené
hladiny SDMA spojeny s krvacivymi stavy a spolecné s ADMA jsou siln€ spojeny se zvySenou
mortalitou. Tato zjisténi naznacuji, ze poruchy funkce oxidu dusnatého moduluji jak

trombotické, tak hemoragické riziko u antikoagulovanych pacientd s AF. [42]

Szabo a kolektiv zkoumali, zda jsou zmény sérové hladiny SDMA spojeny s piechodnou
ischemii myokardu u pacientd s CAD, ktefi se podrobili vysetfeni perfusni scintigrafie
myokardu, jinak také zat¢zovy MPS, a zda je SDMA u&inny prediktivnim marker ve spojitosti
s timto zdravotnim stavem. Dale se testu podrobilo i nékolik zdravych dobrovolnika. Vsichni
pacienti a vSechny dalsi subjekty podstoupili 2denni dipyridamolovy stres/klidovy protokol.
Pacienti s ptechodnou abnormalitou myokardidlni perfuse byli sledovéani a jejich koronarni
prutok krve byl kvantitativné hodnocen. Pied a po dipyridamolovym stresem byla odebrana
Zilni krev k zméfeni hladiny markert. Vychozi koncentrace ADMA a SDMA byly vyznamné
vy$$i u pacientt s CAD ve srovnani se zdravymi subjekty. Koncentrace SDMA pied a po stresu
byly vyznamné vy$si u pacient s pfechodnou abnormalitou myokardialni perfuse ve srovnani
s témi, co méli negativni vysledky MPS. U pacientu s angiograficky prokazanym nizkym
koronarnim pratokem a pacientt s normalnim priatokem se zadny z markert vyrazné nelisil.

Koncentrace SDMA pted vyvolanym stresem byla nezavislym prediktorem kardiovaskularni
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mortality behem 8letého sledovani. Zvysené sérové koncentrace SDMA mohou byt uzite¢né
pro selekci vysoce rizikovych pacientd s CAD, pokud jsou n€jaké nejasnosti pii interpretaci

vysledkt MPS. [43]

Chandrasekharan a kolektiv se zabyvali pacienty s revmatoidni artritidou (RA), ktefi maji
sklony k vyvinuti kardiovaskularniho onemocnéni. Snazili se zjistit, zda zvysena plazmaticka
hladina SDMA muze slouzit jako potencialni indikator kardiovaskularni mortality u pacienti
s revmatioidni artritidou. Celkové méli k dispozici 119 vzorku plazmy od pacienti s RA a
dalsich 238 vzorkl plazmy od kontrolni skupiny stejného véku a pohlavi. K analyze byla
pouzita metoda kapalinové chromatografie s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (LC-
MS/MS) a spolecné se SDMA se zaméfili také na volny L-arginin, L-ornitin, L-citrulin, MMA
a ADMA. Pii méfeni porovnavali pomér biologické dostupnosti argininu (GABR), tj. pomér L-
argininu k L-ornitinu + L-citrulinu, sindexem methylace argininu (ArgMI), tj. ADMA +
SDMA/MMA), ato u pacientt s RA a kontrolni skupiny. Hodnota GABR byla snizena, zatimco
aktivita plazmatické arginazy, koncentrace SDMA a ADMA byly u pacientd s RA oproti
kontrolni skupiné zvySeny. Plazmova SDMA byla spojena s hypertenzi a hyperlipidemii u
pacienti s RA. Tento metabolicky rozvrat L-argininu by tedy mohl fungovat jako potencialni

indikator rizika kardiovaskularniho onemocnéni u pacienti s RA. [44]
1.4.8 Symetricky dimethylarginin ve veterinarni diagnostice

Jak jiz bylo zminéno na zacatku této kapitoly, symetricky dimethylarginin nalezl uplatnéni 1
ve veterinarni sféfe. Onemocnéni ledvin je bézné u domécich zvitat a tradi¢né se diagnostikuje
koncentrace sérového kreatininu, dusik v mocoviné a abnormalni nalezy pii analyze moce a
mocového sedimentu. Symetricky dimethylarginin je novy biomarker ledvin, ktery odrazi miru
glomerularni filtrace. Jeho hladina se zvysuje dfive nez hladina sérového kreatininu u akutniho

poskozeni ledvin a chronické onemocnéni ledvin. [45]

Vroce 2018 Ernst a kolektiv provedli srovnévaci méteni dvou imunochemickych metod,
komer¢né€ nazyvanych jako IDEXX SDMA Test a DLD SDMA ELISA. Jako srovnavaci
metoda slouzila kapalinovéa chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Pro srovnéni
bylo pouzito 30 psich vzorkl a 30 kocCiCich vzorku séra. Tyto vzorky byly v ramci jednoho
druhu smichany dohromady jako tzv. poolova séra, kdy polovina vzorkd byla naspikovana
standardem SDMA o nizké koncentraci a druha polovina byla naspikovana standardem SDMA
o vyssi koncentraci. Po provedeném meéteni bylo proveden vypocet variacniho koeficientu (CV)

pro test IDEXX SDMA Test, kdy hodnoty CV pii niz§ich koncentracich SDMA dosahovaly

26



7,7 % a hodnoty CV pii vysSich koncentracich SDMA dosahovaly 2,3 %. Hodnota rozliSeni
piki u testu IDEXX SDMA Test byla 0,99. U testu DLD SDMA ELISA se hodnoty CV u obou
koncentracich pfiblizily 30 % a rozliseni pika bylo rovno 0,27. Celkove se doslo k zaveéru, ze
IDEXX SDMA Test je vhodngjsi variantou pro klinické vyuziti v diagnostice a monitoringu

renalniho onemocnéni u psu a kocek. [46]

Dnes jsou jiz imunochemické testy na SDMA ve veterindrni praxi dostupné a bézné
pouzivané i v Ceské republice. Je to pravé IDEXX SDMA Test, pomoci ného se stanovuje
symetricky dimethylarginin. Pro praci s testem je zaveden urc€ity algoritmus, jak postupovat dle
naméfené koncentraci SDMA. Referen¢ni hodnoty SDMA v séru pro Sténata se pohybuji
v rozmezi 0-16 pg/dl. Hodnoty v rozmezi 15-19 ng/dl indikuji kompletni vySetfeni moci, tj.
sérovy kreatinin, protein, fosfor, kultivace moci, analyza mo€ového sedimentu. Hodnoty nad
20 ug/dl vyzaduji okamzité jednat. Tyto hodnoty mohou reflektuji problém s GF a mohou
znamenat chronické onemocnéni ledvin, tézkou dehydrataci, otravy ¢i hypertyre6zu u kocek.

[47]
1.5 Moznosti stanoveni symetrického dimethylargininu

Symetricky dimethylarginin je spole¢né s asymetrickym dimethylargininem nejcastéji
simultanné stanovovan separacnimi chromatografickymi metodami, a to piredev§im
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii v rdznych modifikacich zpasobu detekce a
ptipravou vzorku. Dal§i moznosti stanoveni jsou imunochemické metody nebo elektromigracni
metody. Plazmatické koncentrace methylarginini se u zdravych jedinci pohybuji
v submikromolarnim rozmezi a nanejvy$ v n€kolika jednotkdch mikromol u nemocnych

pacientt. Kvantifikace je tak diky nizkym koncentraci velmi obtizna. [48], [49]
1.5.1 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

Kleparnik a kolektiv pracovali s metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci (HPLC-ECD) pro simultdnni stanoveni L-argininu a
methylarginini v plazmé. Pro analyzu vybrali 40 pacient(i s akutnim infarktem myokardu.
Vzorky plné krve byly odebirany do zkumavek s ethylendiamintetraoctovou kyselinou a
zcentrifugovany. Nasledné byly vzorky separované plazmy vyciStény a zakoncentrovany
pomoci extrakce na SPE kolonkach. Extrakce na SPE kolonkach s polymerni néplni probihala
v alkalickém prosttedi za pfitomnosti 25% amoniaku, vody, methanolu a hydroxidu sodného.

Po eluci vzorku nasledovalo suseni pod proudem dusiku pii 70 °C. Odparky vzorka byly
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rozpuStény v derivatizaénim Cinidle, které obsahovalo o-ftaldialdehyd (OPA) A 3-
merkaptopropionovou kyselinu. Po 10minutové inkubaci pfi laboratorni teploté byly vzorky
zneutralizovany dihydrogenfosfore€nanem draselnym. Nasledoval néstfik vzorku na kolonu a
chromatografickd separace za izokratickych podminek na koloné s obracenou fazi
SynergiHydro RP pii 25 °C. Mobilni faze slozena z 10% acetonitrilu protékala kolonou
rychlosti 1ml/min. Detekce byla provedena pomoci coulometrického detektoru pii potencialu
+320 mV. Délka analyzy byla 32 minut. ADMA se separoval pfed SDMA a rozliSeni jejich
pikd vykazovalo hodnotu R = 1,35. Limit detekce pro SDMA byl 0,012 uM a pro L-arginin
0,013 uM. Autoti také provedli porovnani této metody s ELISA a HPLC s fluorescen¢ni
detekei, kdy korelace mezi HPLC metodami byla pozitivni (R?>=0,967). Nicméné korelace mezi
HPLC-ECD a metodou ELISA byla zanedbatelna (R?=0,185). To sam¢ platilo pro korelaci s
HPLC s fluorescenénim detektorem (R*=0,242). [50]

Rovnéz Suzuki a kolektiv se zabyvali stanovenim dimethylarginint a dal§ich methylarginint
metodou kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci. Vroce 2012 prisli
s variantou, ktera spo€ivala v pouziti elektrochemicky aktivnéj§iho &inidla 6-ferrocenyl-1-
hexanthiolu. Toto thiolové Cinidlo poskytovalo s OPA a dimethylargininy stabilnéjsi adukt nez
varianta s 2-merkaptoethanolem. Stabilita pfi pouziti 6- ferrocenyl-1-hexanthiolu se
pohybovala v fadu hodin. Analyza byla provedena se vzorky lidské plazmy od urologickych
pacientt. Vzorky plné krve byly odebirany do heparinovych zkumavek a separovana plazma
byla poté zpracovana obecnym extrakénim postupem na SPE kolonkéch dle Teerlinga. Kolonky
s polymerni naplni byly kondiciovany 1 ml methanolu a 2 ml supercisté vody. Na kolonku se
nanesl vzorek smichany z 200 pl plazmy, 10 pl vnitinitho standardu N®-propyl-L-argininu a
1 ml PBS. Poté nasledovala promyvaci faze, nejprve 1ml HCl a poté 1 ml methanolu.
Methylargininy byly eluovany 1 ml elu¢niho ¢inidla, které obsahovalo amoniak, vodu,
methanol a 2-propanol. Poté byl eluat susen pod proudem dusika pii 60 °C. Po vysuSeni byl
odparek rozpustén ve fosfatovém pufru a nasledovala derivatizace Cinidlem sloZzeného z OPA
a 60- ferrocenyl-1-hexanthiolu. Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 10 minut.
Samotna instrumentalni analyza probéhla s dualni elektrochemickou a fluorescencni detekci
pro zlepSeni identifikace piku a selektivity. Analyza byla provedena na kolon¢ Wako Combi
ODS. Mobilni faze slozené z acetonitrilu a fosfatového pufru protékala kolonou rychlosti
0,8 ml/min. Elektrochemické4 detekce probé&hla pii potencialu +1000 mV. Pro fluorescencni
detekci byla zvolena vinova délka pro excitaci 340 nm a pro emisi 455 nm. Linearita metody

byla zméfena do 150 umol/l. Detekéni limit pro dimethylargininy byl 0,5 pmol/l u
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elektrochemické detekce a 2 pmol/l u fluorescen¢ni detekce. Selektivita se s dualni detekci
zlepsila. Vytéznost nameéfena u vSech analytd se pro elektrochemickou detekci pohybovala
piiblizné od 89,1+7,2 do 91,0+8,2 %m, pro fluorescen¢ni detekci od 86,6+8 do 91+8,2 %.
Nameétend hodnota koncentrace SDMA ve vzorcich plazmy se pohybovala v rozmezi 0,42-
0,80 uM. Namétena hodnota koncentrace v moci se pohybovala v rozmezi 10,4-20,1 uM. [51],

[52]
1.5.2 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s UV a fluorescen¢ni detekci

Pivodné se kanalyze aminokyselin vyuzivala iontov€é vyménna chromatografie
s derivatizaci za kolonou. Takto bylo mozné stanovit methylargininy vcetné dalSich
posttranslatné modifikovanych aminokyselin. Metoda vSak kvuli dosazeni dobrého rozliSeni

méla dlouho dobu analyzy a poCetnéjsi sekvence vzorku by tak nebylo vyhodné méfit. [53]

V souCasné dob€ metody HPLC s fluorescennim detektorem nejvice vyuzivaji systém
obracenych fazi a prekolonovou derivatizaci, ktera zpusobuje zvySeni citlivosti metody.
Samotna ptiprava vzorku zahrnuje ¢isténi biologického materidlu pomoci extrakce na pevné
tazi (SPE). NejcCast€ji se pouzivaji kolonky s iontov€ vymeénnou fazi na bazi polymeru, protoze
mezi jednotlivymi kroky extrakce mohou kolonky vyschnout. Extrakce pak probihd dle
standardniho postupu s elu¢nim Cinidlem o slozeni amoniak/methanol, aby se vyplavily bazické

aminokyseliny. [52]

UV detekce hladin methylargininti vychazi z absorpce svétla karboxylové skupiny pfi
vlnové délce 200 nm. Nejedna se o pfilis specifickou metodu, jelikoz mnoho organickych
molekul absorbuje UV zafeni pii vlnovych délkdch nizsSich nez 210 nm. Stanoveni
aminokyselin bez derivatizace s dostateCnou citlivosti a selektivitou v UV detektoru je
prakticky nemoznd a pouziva se spis fluorescen¢ni detekce s moznosti pouziti derivatizaCnich

Cinidel. [52]

Alkaitis a kolektiv vroce 2015 také pouzili systém HPLC s obracenymi fazemi a
prekolonovou derivatizaci a fluorescencni detekci. Je zajimavé, ze jako interni standard byl
pouzit synteticky monoethyl-L-arginin. Pro Upravu a zakoncentrovani vzorku byla pouzita
extrakce na SPE kolonkéch. Po eluci byly vzorky suSeny pod vakuem pii 45 °C po dobu 3-4
hodin. Odparky byl poté rozpustény v ultraisté vodé a preneseny do vialek a pfipraveny
k analyze. Neékteré vzorky byly pro studijni ucely deproteinovany HCIO4. Nésledovala
prekolonova derivatizace s OPA a 3-merkaptopropionovou kyselinou a davkovani na kolonu.

Analyza probihala izokraticky po dobu 42 minut. Fluorescence byla méfena pii vlnovych
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délkach pro excitaci 340 a emisi 455 nm. SDMA eluoval v reten¢nim ¢ase 34 minut a vnitini
standard monoethyl-L-arginin v ¢ase 39 minut. Autofi uvedli, ze hlavni vyhodou této metody

je pouziti pouze 12 ul vzorku séra. [53]
1.5.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Velmi popularni je v posledni dob& spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim
detektorem razného typu (LC-MS). Tento detektor je specifictéjsi a citlivéjsi nez napiiklad
fluorimetricka detekce derivatizovaného vzorku. Casto se lze setkat standemovym
usporadanim hmotnostni detekce, tedy metoda MS/MS. Pti tandemovém usporadani totiz neni
potieba derivatiza¢ni krok. Metodami LC-MS lze spolehlivé provést simultanni stanoveni L-

argininu i jeho derivatd v séru a v mo¢i. [54]

Pii LC-MS se znatné ulehluje uprava vzorku pied vlastni analyzou. Cisténi a
zakoncentrovani vzorku extrakci na SPE kolonkdch a nasledna derivatizace neni nutna.
Obvykle stai pouze precipitace proteini pomoci organického rozpoustédla a jeho odpafeni.
Bézné se k precipitaci pouziva acetonitril, pfipadné smes acetonitril-methanol nebo roztok
siranu zine¢natého rozpustény ve vodé a metanolu v poméru 1:1. Uprava vzorku je tak &asové
a manualné méne narocna. Nekteré metody vSak také pracuji s derivatizaci vzorku, kdy se
pracuje napt. s 1-butanolem, ktery esterifikuje karboxylové skupiny za vzniku butylestera

stanovovanych analyti. [54], [55]

Pii kvantitativni analyze hmotnostni spektrometrii nastava problém u komplexnich
biologickych vzorkl. Presnost a spravnost analyzy mohou ohrozit tzv. matricové efekty. Vliv
téchto efektl je zapotiebi minimalizovat a existuje zaruCeny zpusob, jak se téchto jevu zbavit.
Pouziva se vnitini standard znaCeny stabilnim izotopem a ke standardizaci 1ze pouzit komeréné

dostupné izotopy. [56]
1.5.4 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

SDMA a ADMA lze simultann€ stanovit také plynovou chromatografii nejcastéji
v kombinaci s hmotnostni detekci (GC-MS). Symetricky dimethylarginin je vSak vétsi vyzvou
pro stanoveni metodou GC-MS narozdil od ADMA. Vzorek je nutné pied vlastni analyzou
derivatizovat derivatizaCnim ¢inidlem, aby se potlacil jeho polarni charakter a prevedl se na

tekavou latku. [57]

Bollenbach a kolektiv popsali v roce 2018 metodu GC-MS, kdy jako derivatiza¢ni €inidlo

rovneéz pouzili PFPA s ethylacetatem. Jako vnitini standard byl pouzit izotopem znaceny De-
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SDMA. Derivatizace probihala 30 minut pfi 65 °C. Po derivatizaci nasledovalo odpateni pod
proudem dusiku a nasledné rozpusténi odparki v boratovém pufru, pH=8.5 a toluenu. Po
promichani a nasledné centrifugaci byla odebrana horni organicka vrstva do ptislusnych vialek
s insertem a ty byly posunuty k néasledné analyza vzorku. Analyza probihala na plynovém
chromatografu s kvadrupolem a autosamplerem. Na kapilarni kolonu Optima 17 byl nanasen
vzorek o objemu 1 ul ve split modu. Teplota na davkovaci byla nastavena na 280 °C. Jako nosny
plyn bylo pouzito helium s pratokem 1 ml/min. Termostat byl na pocatku analyzy nastaven na
90 °C, poté se teplota zvySovala po 35 °C az na 320 °C. Pro chemickou ionizaci byl pouzit
methanol. Analyza trvala pfiblizn€¢ 10 minut. SDMA eluoval zkolony v retenénim Case
7,28 min s m/z =456 a De-SDMA eluoval v retencnim ¢ase 7,22 min s m/z = 462. Tato metoda
byla zaroven aplikovana na vzorky moce od 80 zdravych chlapcti ve véku 6-8 let. Presnost
metody v nenaspikovanych vzorcich byla 2,1 % a pfesnost v naspikovanych vzorcich 25uM
SDMA byla 2,5 %. Ptesnost analyzatoru byla vyhodnocena na 0,96 = 0,38 %. Reten¢ni ¢as pro
Ds-SDMA byl 6,97 min a pro SDMA 7,02 min. V zavéru bylo zhodnoceno, ze tato metoda je

vhodna pro analyzu sérovych i mocovych vzorka po jednokrokové derivatizaci. [57]

Tsikas a kolektiv v roce 2003 popsali metodu GC-MS, kde k upravé vzorku pouzili
ultracentrifugaci a jako derivatizani ¢inidlo pro zménu pouzili methanol s anhydridem
kyseliny pentaflluoropropionové (PFPA) za vzniku tékavych amidii pentafluoropropionové

kyseliny. [58]
1.5.5 Enzymova imunoanalyza na imunosorbentech

Schulze a kolektiv vroce 2004 vyvijeli metodu enzymové imunoanalyzy na
imunosorbentech (ELISA) ke stanoveni L-argininu a jeho methylderivatd. Princip stanoveni
symetrického dimethylargininu byla kompetitivni technika. Pouzili pro ni mikrotitra¢ni
desticku s jamkami potazenou SDMA, ktery byl vazany na albumin. Dale pak acylacni €inidlo
N-hydroxysukcinimido-karbonovou kyselinu v dimethylformamidu, konjugat kienové

peroxidasy s anti-kréali¢imi IgG a krali¢i antisérum s anti-N-acyl-SDMA.. [59]

Reakce probiha ve dvou krocich. Po acylacni reakci SDMA soutézi s N-acyl-SDMA
vazanym na pevnou fazi mikrotitrani desti¢ky o anti-N-acyl-SDMA. Po ustaleni rovnovéhy se
odstrani volny antigen a volny komplex antigenu s protilatkou. Protilatka ve vazaném
imunokomplexu reaguje s konjugatem. Pfidanim substratu s barvivem vznikéa barevna reakce.
Ta se okyselenim zastavi a intenzita zabarveni se méfi fotometricky. Intenzita zabarveni je

nepfimo umérna koncentraci methylargininim. [59]
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V roce 2016 Boelaert a kolektiv provadéli stanoveni SDMA a ADMA metodou ELISA u 87
dobrovolnikli, ztoho néktefi znich byli pacienti s chronickym onemocnénim ledvin
v terminalni fazi. U zdravych jedinct naméfili hodnoty SDMA v rozmezi 0,62 + 0,09 uM.
Koncentrace u pacienti s CKD v terminalni fazi se pohybovaly v rozmezi 2,09 + 0,59 uM.
Oproti ADMA, kde se hodnoty u zdravych dobrovolnikii pohybovaly v hodnotach 0,49 +
0,59 uM au pacientli s CKD v rozmezi 0,97 + 0,23 uM, Ize u SDMA pozorovat signifikantngjsi
zvyseni hodnot. [23]

Boelaert a kolektiv také vedle ELISA metody provade¢li srovnani stanoveni SDMA a ADMA
pomoci ultravysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovym hmotnostnim
analyzatorem (UPLC-MS/MS). Zajimali se o korelaci téchto dvou metod pii stanoveni
methylarginini. Hodnoty korelace pro ADMA R=0,78 a pro SDMA R=0,72 se v§ak neukazaly

nijak signifikantné vyznamné. [60]
1.5.6 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) patfi mezi elektromigracni metody s ostrym délenim
jednotlivych pikt. Principem separace je rozdilna rychlost migrace nabitych iontd
v elektrickém poli. Pti separaci se uplatiiuji dva jevy, a sice elektroforéza a elektroosmoza.
Vysledny pohyb ionti je dan vektorovym souCtem migrace a elektroosmozy. Pro méfeni
nizkych koncentraci methylarginini je nutné pouzit kapilarni elektroforézu s laserem

indukovanou fluorescenci (CE-LIF). [61]

Caussé a kolektiv popsali metodu pomérné rychlého stanoveni L-argininu a methylargining
pomoci CE-LIF. Sérum bylo ziskano od hemodialyzovanych pacientd s projevem ischemické
choroby srdecni, ale 1 bez. K derivatizaci vzorku byl pouzit fluorescein-5-isothiokyanat, a ta
probihala celou noc. Druhy den se provadela analyza v alkalickém prostiedi a jako vnitini

standard se pouzival L-homoarginin. Analyza trvala 10 minut. [62]

Také Trapp a kolektiv pouzili kapilarni elektroforézu, av§ak k derivatizaci vzorku pouzili 4-

fluoro-7-nitrobenzofurazan. [63]

Pro Gpravu vzorkl u obou metod postacila deproteinace. RozliSeni piki ADMA a SDMA

nebylo vzdy dostacujici. Predevsim zalezelo na slozeni, pH a iontové sile déliciho pufru.

Desiderio a kolektiv pouzili pro stanoveni L-argininu, MMA, ADMA a SDMA v lidské
plazmé od zdravych dobrovolnikd metodu kapilari elektroforézy v kombinaci s tandemovou

hmotnostni spektrometrii. Zpracovani vzorku spocivalo v precipitaci kyselinou mravenéi a
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acetonitrilem. K supernatantu se nasledn¢ pfidal izotopem znaceny vnitini standard D7-ADMA.
Pro zakoncentrovani vzorku se pouzila technika elektrokinetického déavkovani. Separace
probihala v kapilafe naplnéné zdkladnim elektrolytem s kyselinou mraven¢i pii napeti +23 kV.
Za téchto podminek byly analyzované slouceniny pozitivné nabité a migrovaly ke katode¢.
Pomoci tandemové spektrometrie s iontovou pasti byla doba analyzy kolem 15 minut. Primérna

koncentrace SDMA u zdravych subjektt byla 0,424+0,05 umol/l. [64]
1.5.7 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) je metoda, kterd kombinuje
chromatografii a kapilarni elektroforézu. Mechanismem separace jsou hydrofilni a iontové
interakce s micelami. K dé€leni dochdzi vtzv. pseudostacionarni fazi, coz je elektrolyt
s pfidanym tenzidem, ktery vytvati micely. Trapp et al. pouzili v roce 2004 metodu micelarni
elektrokinetické chromatografie slaserem indukovanou fluorescenci (MEKC-LIF) pro
stanoveni L-argininu a methylarginind. Jako surfaktant pouzili deoxycholat, ktery umoznil
separaci methylarginini s vysokym rozliSenim, ale vyrazné del§im Casem separace, nez je

napiiklad u CE. [63]

1.6 Elektrochemicka detekce v kapalinové chromatografii

Elektrochemicka detekce se jako detekéni technika v kapalinové chromatografii zacala
pouzivat v 70. letech 20. stoleti. Postupné se vyvinula ve spolehlivou a v§estranné pouzitelnou
techniku, ktera diky své vysoké citlivosti a selektivité nalezla uplatnéni v celé rfade oblasti, at

uz pfi analyze potravin nebo pii farmakologické, a dokonce klinické analyze. [56]

Elektrochemicka detekce latek je zaloZzena na méfeni proudu, ktery je vyvolany prichodem
elektroaktivni latky celou s elektrodami, na néz je vloZzeno napéti nezbytné pro prubéh
elektrochemické reakce. V separacnich metodach se elektrochemické detekce vyuziva k méfeni
odezvy analytd v prutoku po pfedchozi separaci metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Odezvu v elektrochemickém detektoru poskytuji latky za ptedpokladu, ze pfi
kontaktu s povrchem pracovni elektrody podléhaji elektrochemické konverzi, to znamena
oxidaci nebo redukci. Pii elektrochemické reakci dochazi k vymeéné elektrond, které jsou
detekovany jako proud v daném cCase. Elektrochemicka aktivita je dana chemickou strukturou
danych latek. Odezva elektrochemického detektoru nezavisi na elu€nich podminkéch.
Selektivitu a citlivost uruje potencial, ktery je vlozen mezi pracovni a referencni elektrodu.

[65]
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Mezi jednoduse oxidovatelné latky patfi ty, které v molekule obsahuji hydroxylovou nebo
primarni aminoskupinu vazanou na aromatické jadro. Dale podléhaji oxidaci slouCeniny
s thiolovou skupinou nebo latky s heterocyklickym dusikem ¢i sirou. Alifatické slouCeniny
s aminoskupinou nebo hydroxylovou skupinou vyzaduji k elektrochemické reakce vétsi

energii, tedy se na elektrodu musi aplikovat vyssi potencial. [66]
1.6.1 Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci — amperometrie

Amperometrické detektory zaznamenavaji difusni proud vyvolany pruchodem redukované
nebo oxidované latky pratokovou celou detektoru pfi konstantnim elektrodovém potencialu
jako funkci celkové koncentrace analytu. Jako mémé elektrody se u amperometrickych
detektorti pouzivaji tuhé mérné elektrody zhotovené ze skelného uhliku, grafitovych vlaken,

ptipadné platiny ¢i jiného kovu. [67]
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Obrdzek 5: Cela amperometrického detektoru

Povrch materiala téchto elektrod se vSak zanasi produkty elektrochemické reakce a je
potieba provadét Cisténi. To se muze provadét mechanickym ocisté€nim mérné elektrody po
demontazi cely detektoru. U novéjSich typa se CiSténi muze provadét otoCenim polarity
elektrodového systému nebo takzvanou pulsni technikou, kdy se na elektrodu vklada stiidavé

napéti. [67]

Mobilni faze omyva povrch pracovni elektrody. V pfipadé amperometrického detektoru
elektrochemicka reakce probiha ve velmi tenké vrstveé a oxidaéné-redukéni reakcei na povrchu
elektrody podléhd méne nez 10 % analyzované latky. Konstrukce mérnych cel ma nékolik
technickych feSeni. U valcové mérné cely prochazi analyt kapilarou ve stfedu matky, ve které
je umistén drzék s meérnou elektrodou, pii tryskové konstrukei (wall-jet) vytéka efluent z trysky
a omyva piimo meérnou elektrodu. Prutokové mérné cely lze miniaturizovat pro praci s
mikrokolonami nebo kapilarnimi kolonami. Amperometricky detektor je znaéné€ selektivni a

citlivy, mez detekce (LOD) muze dosahovat hodnot 0,01-1 ng. Jako srovnavaci elektroda se
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diive pouzivala kalomelova nebo chloridostfibrna elektroda, dnes se Cast&ji pouziva vodikova
elektroda. Uginnost elektrochemické reakce zavisi na dvou faktorech. Prvnim je difuse
elektroaktivnich latek k povrchu pracovni elektrody, kde probiha samotna reakce a druhym
faktorem je rychlost prutoku mobilni faze. Amperometricky detektor je tak zavisly na pratoku
mobilni faze. Zneclisténi elektrodepozicemi a jejich adsorpci na povrchu elektrody se zna¢né

snizuje jeji uCinnost a klesa tak hodnota analytického signalu. [67], [68]
1.6.2 Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci — coulometrie

Coulometrické detektory jsou zalozeny na kvantitativni pfeméné elektroaktivni latky na
pracovni elektrodé neboli méti naboj potiebny k oxidaci ¢i redukci celkového mnozstvi latky
pii jejim prichodu mérnou celou. Predpokladem je stoprocentni proudova ucinnost. Ke
coulometrické ucinnosti konverze je zapotiebi pouzit pratocnou elektrodu neboli elektrodu
fritového typu, kterd je na bazi porézniho grafitového uhliku. Vyhodou této elektrody je mimo
jiné jeji vysoka selektivita, stabilita a jiz zmiflovana u¢innost. Dalsi vyhodou a moznosti
zvySeni selektivity je sériové zapojeni dvou a vice elektrod, na které je vlozeno rizné napéti.
V pfipadé, ze existuji vdaném systému dva separované analyty a liSi se svymi
elektrochemickymi vlastnostmi, tak je mozné je od sebe voltametricky rozlisit. Jejich pulvinovy

potencial se vSak musi lisit alespori 0 60mV. [68],
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Obrazek 6: Porézni grafitova elektroda fritového typu

Zapojenim Ctyf nebo az Sestnacti coulometrickych elektrod lze ziskat detektor, ktery je

podobny detektoru diodového pole, tzv. CoulArray ™. Prestoze ma coulometricky detektor
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vysoky aplikaéni potencial a v sériovém usporadani dosahuje vysoké selektivity, jedna se vSak

o nakladné a mén¢ robustni zatizeni. [69]

Obecne elektrochemické detektory dosahuji vysoké citlivosti, ktera je srovnatelna s citlivosti
fluorimetrického nebo hmotnostniho detektoru. Elektrochemicka detekce je pouzitelnd pro
normalni 1 obracené faze. Nejvhodnéjsi je vSak pouziti systému obracenych fazi, protoze
mobilni faze musi byt vodiva a je zde nutna pfitomnost elektrolytt, napt. fosfaty, citraty,
acetaty. Jsou tu také dalsi praktickh omezeni a podminky, které musi byt pii préci
s coulometrickym detektorem dodrzeny. Dulezitou roli hraje pH mobilni faze, které vedle
retence latek mize ovliviiovat elektrochemickou aktivitu. Vysoka Cistota komponent mobilni
faze je nezbytnou nutnosti. Odstranéni mechanickych necistot a stejné tak odstranéni
rozpuSténych plynt v mobilni fazi, zejména kysliku je tak podminkou. Dulezitym krokem
Cisténi mobilni faze je pouziti filtrd o porozité alesponi 0,2 um. V neposledni fadé pomaha

k Cistoté také pouziti ultrazvukové lazné. [66], [69]

Urcité naroky jsou kladeny 1 na pouzitou instrumentaci. Potize dé€laji v HPLC systému
soucasti a spojovaci material znerezové oceli, ze které je mozna kontaminace ionty
dvojmocnych kovi. Cerpadlo by mélo nejlépe pracovat v bezpulznim reZimu a
s reprodukovatelnou rychlosti pratoku. Pro detektor je vyhodné, je-li napajen ze samostatného

zalozniho zdroje. [66]

Celkové ma systém obracenych fazi v kombinaci s elektrochemickym detektorem Siroky
aplikacni rozsah a vybornou kompatibilitu s méfenim vzorkl biologické povahy. Piestoze ma
metoda HPLC-ECD naro¢né pozadavky, nepiedstavuji néjaké omezeni ¢i problém v rutinni

praxi. Podobné vysoké naroky se dnes uplatiiuji i napt. ve stopové analyze.
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2 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovat metodu pro stanoveni symetrického
dimethylargininu pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci
a pokusit se o jeji optimalizaci tak, aby byla pouzitelna pro stanoveni tohoto parametru v lidské

plazmé&. Ziskané vysledky se mély zhodnotit vzhledem k vysledkiim publikovanym v literatufe.
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Chemikalie, pouzity material a pFistroje

3.1.1 Chemikalie

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

NY-methyl-L-arginin acetat (MMA) > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MW:
248,28)

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: 305,5 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)

3.1.2 Material a soupravy

Chromatograficka kolona ARION® Polar C18, 3,0 um, 150 mm x 4,6 mm (Chromservis,
Praha, Ceska republika)
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SPE kolonky Strata™-X-C 33 um Polymeric Strong Cation, 30 mg/1ml (Phenomenex,
Torrance, CA, USA)

Vakuovy SPE manifold Visiprep™ (Supelce, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Polytetrafluorethylenové sttikackové filtry CHROMAFIL® (Macherey-Nagel, Diiren,

Némecko)
3.1.3 Pristroje
Systém HPLC s elektrochemickou detekci se skladal z:

o detektor Coulochem III (50W) (ESA, Chelmsford, MA, USA) s prutokovou analytickou
buiikou model S010A (ESA, Chelmsford, MA, USA)

e termostat pro chromatografickou kolonu CTO-10Asvp (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

e Cerpadlo LC-10ADvp (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

e ochrannd cela model 5020 (ESA, Chelmsford, MA, USA)

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

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

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

Termovap-Sample Concentrator TV 10 (ECOM spol. s r.0.)

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

MA, USA)

3.1.4 Software

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

Orbitalni tfepacka, pipety, sklenéné zkumavky, plastové zkumavky, plastové
mikrozkumavky, odmérné valce, sklenéné kadinky, injekéni stfikacky, mikrostiikacky

Hamilton, filtracni systém na filtraci roztokd pro kapalinovou chromatografii, vakuova pumpa
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3.2 Priprava roztoku

3.2.1 Mobilni faze

Mobilni faze A slouzila pro chromatografickou separaci a mobilni faze B pro promyti a jako

uchovavaci roztok chromatogratické kolony.
Mobilni faze A

Mobilni faze A o pH 6,1 a objemu 1000 ml obsahovala fosfore¢nan draselny o koncentraci
25 mmol/l a 9,5 % acetonitrilu. Pripravena byla rozpusténim 3,9 g NaH2PO42H20 v 95 ml
acetonitrilu a doplnéna do celkového objemu 1000 ml ultraistou vodou. Pocatecni pH mobilni
taze bylo 4,75 a upraveno na pH 6,1 pomoci pienosné¢ho pH metru a roztokem NaOH. Po
prefiltrovani a odvzdusnéni v ultrazvukové 1azni byla mobilni faze A uchovana pii teploté 4 °C

az to analyzy.

Mobilni faze A o pH 6,1 a objemu 500 ml obsahovala fosfore¢nan draselny o koncentraci
25 mmol/l a 8,5 % acetonitrilu. Pfipravena byla rozpusténim 1,95 g NaH2PO42H20 v 42,5 ml
acetonitrilu a doplnéna do celkového objemu 500 ml ultracistou vodou. Pocate¢ni pH mobilni
taze bylo 4,83 a upraveno na pH 6,1 pomoci pfenosného pH metru a roztokem NaOH. Po
prefiltrovani a odvzdusnéni v ultrazvukové 1azni byla mobilni faze A uchovana pii teploté 4 °C

az to analyzy.

Mobilni faze A o pH 6,1 a objemu 350 ml obsahovala fosfore¢nan draselny o koncentraci
25 mmol/l a 7,5 % acetonitrilu. Pfipravena byla rozpusténim 1,37 g NaH2PO42H20 v 26,3 ml
acetonitrilu a doplnéna do celkového objemu 350 ml ultracistou vodou. Pocate¢ni pH mobilni
taze bylo 4,84 a upraveno na pH 6,1 pomoci pfenosného pH metru a roztokem NaOH. Po
prefiltrovani a odvzdusnéni v ultrazvukové 1azni byla mobilni faze A uchovana pii teploté 4 °C

az to analyzy.
Mobilni faze B

Mobilni faze B obsahovala 70 % acetonitrilu a byla pfipravena v celkovém objemu 1000 ml
smichanim 700 ml acetonitrilu a 300 ml ultraisté vody. Po ptefiltrovani a odvzdu$néni

v ultrazvukové lazni byla mobilni faze B uchovana pfi teplot€ 4 °C az to analyzy.
3.2.2 Roztoky pro extrakci na pevné fazi

Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
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Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) o pH 8 a celkovém objemu 500 ml obsahoval
fosfatovy pufr o koncentraci 10 mmol/l a NaCl o koncentraci 40 mmol/l. PBS pufr se pfipravil
rozpusSténim 4,091 g NaCl v 500 ml fosfatového pufru o pH 8 a koncentraci 10 mmol/l. PBS
pufr byl uchovéan v lednici pii teploté 4 °C.

Fosfatovy pufr

Fostatovy pufr o pH 8 a koncentraci 10 mmol/l byl pfipraven smichanim dvou zasobnich
roztokd. Zasobni roztok A obsahoval hydrogenfosfore¢nan sodny a zasobni roztok B obsahoval

dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat.

Zasobni roztok A o koncentraci 0,2 mol/l byl pfipraven rozpusténim 2,839 g Na;HPO4 ve
100 ml ultracisté vody. Zasobni roztok B o koncentraci 0,2 mol/l byl pfipraven rozpusténim
3,120 g NaH2PO4-2H20 ve 100 ml ultracisté vody. Nasledné byl pfipraven pracovni roztok
fosfatového pufru o pH 8 a koncentraci 0,1 mol/l smichanim 47,35 ml roztoku A a 2,65 ml

roztoku B. Smichané roztoky se doplnily ultracistou vodou na vysledny objem 100 ml.

Nakonec se smichalo 50ml pracovniho roztoku fosfatového pufru s 450 ml ultracisté vody.
Tak byl ziskan fosfatovy pufr o pH 8 a koncentraci 10 mmol/l o celkovém objemu 500 ml a

tento pufr byl uchovan pfi teploté 4 °C.
Eluéni ¢inidlo

Eluéni ¢inidlo bylo pfipraveno v celkovém objemu 100 ml smichanim 10 ml 25% roztoku
amoniaku s 40 ml ultra¢isté vody, s 50 ml methanolu a s 0,5 ml roztoku NaOH o koncentraci

1 mol/l.
Roztok NaOH

Roztok NaOH o koncentraci 1 mol/l byl pfipraven rozpusténim 5 g NaOH v 50 ml ultracisté
vody a byl uchovan pii teploté 4 °C.

Roztok HCI

Roztok HCI o koncentraci 100 mmol/l byl pfipraven z 821 pl 37% HCL a doplnénim do

objemu 100 ml ultracistou vodou. Tento roztok byl uchovan pfi teploté 4 °C.
3.2.3 Roztoky pro derivatizaci

Derivatizaéni ¢inidlo
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Derivatiza¢ni €inidlo o celkovém objemu 4 ml bylo pfipraveno rozpusténim 10 mg ortho-
ftaldialdehydu v 200 ul methanolu a smichanim s 3,8 ml boritanového pufru a 10 ul kyseliny
3-merkaptopropionové. Takto pfipravené <Cinidlo bylo nasledné pfefiltrovano ptes

polytetrafluorethylenovy stiikackovy filtr a uchovano pii teploté 4 °C.
Boritanovy pufr

Boritanovy pufr o pH 9,21 a koncentraci 200 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 3,055 g
tetrahydratu boritanu draselného v 50 ml ultracisté vody. Roztok byl uchovan pfi teploté 4 °C.

Neutraliza¢ni ¢inidlo

Roztok neutraliza¢niho ¢inidla o koncentraci 200 mmol/l byl ptipraven rozpusténim 0,157 g
NaH2PO4-2H20 v 5 ml ultracisté vody. Takto pfipravené Cinidlo bylo nasledné piefiltrovano

pres polytetrafluorethylenovy stiikackovy filtr a uchovano pii teploté 4 °C.
3.2.4 Roztoky standardnich latek
Zasobni roztoky standardnich latek

Ze standardni latky symetrického dimethylargininu (SDMA) a vnitiniho standardu
monomethylargininu (MMA) byly pfipraveny zasobni roztoky jejich rozpusténim v 10 mmol/l
HCI. Zasobni roztoky SDMA byly pripraveny o koncentraci 941,31 pumol/l. Zasobni roztok
vnitinitho standardu MMA byl pfipraven o koncentraci 2876,94 umol/l. Pfipravené zasobni
roztoky se rozpipetovaly v alikvotnich podilech do mikrozkumavek a byly uchovany pfi teplote

-20 °C.
Pracovni roztoky standardnich latek

Ze zasobnich roztoki jednotlivych standardnich latek se pfipravily roztoky o koncentraci
40 umol/l. Pracovni roztok SDMA byl fedén roztokem 10 mmol/l HCI a pracovni roztok MMA
se fedil PBS pufrem. Pracovni roztoky byly uchovany pfi teploté 4 °C.

3.3 Biologické vzorky

Vzorky krve byly ziskany od pacientti [éCenych na Kardiologickém oddéleni Interni kliniky
Pardubické krajské nemocnice, a.s. Tito pacienti byli zaclenéni do studie s ndzvem ,,Zanétliva
odpovéd’ po implantaci absorbovatelnych koronarnich stentd®, ktera byla schvalena etickou
komisi pfi Pardubické krajské nemocnici, a.s. dne 13. 12. 2013. Kazdy z pacienti podepsal

informovany souhlas. Zminéné formulafe jsou soucasti ptilohy A a B.
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Krev od pacientd, za ucelem ziskani plazmy, byla odebrana do sterilnich zkumavek s
protisrazlivym cinidlem vzdy pted a v riiznych intervalech po zakroku koronarni intervence.
Béhem transportu byly vzorky krve uchovavany u ledu. Po transportu se krev ve zkumavkach
zpracovala centrifugaci po dobu 10 minut pii 3500 otackach za minutu a pii teplote 4 °C.
Nasledné se oddélila plazma, ktera byla rozpipetovana do zkumavek v alikvotnich podilech.

Alikvoty plazmy poté byly zamrazeny na -80 °C a takto uchovavany az do analyzy.

Dale byly pouzity vzorky od dobrovolnych darca. Odbér krve probéhl na oddéleni Klinické
biochemie a toxikologie v Pardubické krajské nemocnici a.s. a také v prostorach spole¢nosti

MeDilLa spol. s r.0., v odb&rovém centru Polabiny.

3.4 Metodika

Plazmaticky vzorek byl extrahovan na pevné fazi. Vznikly eluat byl susen pifi 60 ° pod
proudem dusiku. Poté byl odparek derivatizovan ortho-ftaldialdehydem s 3-
merkaptopropionovou kyselinou. Symetricky dimethylarginin byl stanovovan metodou

vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekei.
3.4.1 Priprava standardniho nebo plazmatického vzorku

Vzorky plazmy byly rozmrazeny a temperovany na laboratorni teplotu. Poté bylo smichano
200 pl plazmy nebo standardniho roztoku se 100 pl vnitiniho standardu MMA o koncentraci
8 umol/l a objem byl doplnén 700 ul PBS pufru na 1 ml.

3.4.2 Extrakce na pevné fazi

Pro extrakci 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. Samotné extrakce probéhla nasledovng:

e kondicionace 1 ml elu¢niho Cinidla;

e ckvilibrace 1 ml redestilované vody;

e naneseni 1 ml standardniho nebo plazmatického vzorku a zachyceni methylargininii na
pevné fazi kolonky;

e promyti kolonky 1 ml 100 mmol/l HCI,

e promyti kolonky 1 ml methanolu;

e vymeéna sklenénych zkumavek za plastové mikrozkumavky a oplach hadi¢ek ultra¢istou

vodou;
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e naneseni 1 ml elu¢niho Cinidla na kolonku a uvolnéni methylarginint z pevné faze.

Ziskany eluat byl vysusen pod proudem dusiku pfi teploté 60 °C. Suseni trvalo ptiblizné 75

minut.
3.4.3 Derivatizace a davkovani na kolonu

Jako derivatiza¢ni ¢inidlo byla pouzita sm€s OPA s 3-merkaptopropionovou kyselinou.
VysuSeny eluat byl resuspendovan ve 100 ul derivatizacniho ¢inidla a poté se vzorek nechal
inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl vzorek zneutralizovan 100 pl
neutraliza¢niho €inidla obsahuyjiciho dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat. Takto pfipraveny

vzorek o objemu 10 pul byl mikrostiikackou ihned davkovan na kolonu.
3.4.4 Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

Chromatograficka separace probihala na chromatografické koloné ARION® Polar C18 za
izokratickych podminek za piitomnosti mobilni faze A o pH 6,1 o 9,5 obj. % acetonitrilu.
Pratok byl 1 ml/min a teplota kolony 30 °C. Po eluci posledniho analytu byla ukonCena analyza
a kolona promyta mobilni fazi B obsahujici 70 obj. % acetonitrilu. Jedna analyza trvala asi

45 minut.

Pro elektrochemickou detekci byl pouzit detektor Coulochem® III. Tento detektor umoziiuje
metodu méteni amperometrické nebo coulometrické detekce. Pro detekci byla pouzita citlivejsi

metoda coulometrické detekce s napétim +320 mV a citlivosti 500 nA.
3.4.5 Vyhodnoceni a vypocty

Vyhodnoceni chromatogrami bylo provedeno pomoci chromatografického softwaru Clarity.
Chromatogramy znazorniovaly proudovou odezvu detektoru v zavislosti na Case a u ziskanych
pika se urcovala plocha pod kfivkou (AUC). Ke kvantifikaci se vyuzivala metoda jednoho
standardu a pro vypoCet v MS Excel byly pouzity hodnoty plochy pod kiivkou analytu a

vnitfniho standardu.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Zakladni védeckou publikaci pro experimentalni cast diplomové prace zaméfenou na
stanoveni SDMA v lidské plazmé pomoci HPLC s elektrochemickou detekci je publikace
Kleparnika a kolektivu z roku 2013. [50]

Dale tato experimentalni ¢ast navazovala na diplomovou praci Mgr. Anny Runcikové z roku
2021, ve které se zamérovala na stanoveni asymetrického dimethylargininu (ADMA) pomoci
HPLC s elektrochemickou detekci. Prestoze s ADMA koeluoval dal§i neznamy pik, touto
metodou se ji v8ak uspesné podarilo oddé€lit SDMA v lidské plazmé kardiaka. Tento zavér byl
tak pro nas vychozim bodem a rozhodli jsme se symetrickému dimethylargininu vénovat
pozornost a pokusit se o jeho optimalizaci stanoveni a pokouset se o separaci ADMA a IS od

interferujicich piku. Finalni zaznam Mgr. Runcikové uveden na Obrazku 7.
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Obrdzek 7 Zaznam méteni vzorku poolové plazmy, prevzato z /39/; podminky méfeni: T = 30 °C,
pratok 1 ml/min, MF A =95 % acetonitrilu, citlivost 500 nA

MMA - monomethylarginin, ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA - symetricky
dimethylarginin

4.1 Prvni méreni na koloné ARION® Polar C18

V prvni fazi nas zajimalo, zda dokdzeme zopakovat stejny vysledek za stejnych podminek
méfeni jako u posledni analyzy, kterd se mefila pted 1,5 rokem a zda od sebe dokazeme oddélit
dimethylargininy a dosahnout u standardi ADMA a SDMA rozliseni R>2,47. Pouzili jsme

vzorek plazmy kardiaka bez vnitiniho standardu. Vzorek byl dle postupu upraven extrakci na
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pevné fazi, vysuSen pod proudem dusiku a odparek byl derivatizovan OPA s 3-
merkaptopropionovou kyselinou. Po derivatizaci a neutralizaci byl vzorek nadavkovan na
kolonu. Separace probihala pfi teploté kolony 30 °C, pratoku 1ml/min s mobilni fazi obsahujici

9,5 % acetonitrilu, napéti +320 mV a citlivosti 500 nA. Zaznam uveden na Obrazku 8.
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Obrdzek 8 Zaznam méteni plazmatického vzorku kardiaka; podminky méfeni: T = 30 °C, pratok
1 ml/min, MF A = 9,5 % acetonitrilu, citlivost 500 nA

Dle zaznamu je zfejmé, ze se nam méfeni povedlo zopakovat. Retencni Cas pro
pravdépodobny vyskyt ADMA byl naméfen jako Tr = 33,6 min, pro SDMA pak Tr = 35,8 min.
Prestoze chromatograficky zdznam nebyl prilis citlivy, reten¢ni asy byly velmi podobné s témi
na Obrazku 7. Jednalo se vSak o vzorek poolové plazmy, tedy smichany z plazmy vice pacientd
a naSe meéfeni zaznamenavalo biologicky vzorek od jednoho pacienta. Zaznam jasné ukazuje,

ze v oblasti reten¢niho Casu ADMA eluuje dalsi neznama latka.
4.2 Méreni standardnich roztoku

Pred méfenim plazmatickych vzorkii jsme provedli ne€kolik méfeni s nové nakoupenou
standardni latkou (SDMA) a vnitinim standardem. Vyskytl se problém s tvorenim dvojpiku
vnitiniho standardu a SDMA. Tento problém nebyl v pfedchozi diplomové préci popsan a tudiz
ani feSen. Problém jsme se pokusili fesit navySenim pomeru derivatizaniho Cinidla ku smési
standardi. Porovnali jsme pomér pouzitého objemu derivatizacniho Cinidla s objemem smési

standardu SDMA o koncentraci 10 umol/l s IS o koncentraci 8 pmol/l. Analyza probihala pfi
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teploté 37 °C, pritoku 1 ml/min a citlivosti 500 nA. K tomu jsme zvolili pomalej$i mobilni fazi
se 7,5 % acetonitrilu. Na obrazku srovnani nastfiki smeési derivatizaniho Cinidla se smési
standardt v poméru 1:1 (Cerna barva) a 2:1 (zelena barva). Zaznam méfeni na Obrazku 9.
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Obrdzek 9 Zaznam dvou chromatogramil smési derivatizacniho ¢inidla se smési standardit v poméru
1:1 (¢erna barva) a v poméru 2:1 (zelena barva)

MMA - monomethylarginin, SDMA - symetricky dimethylarginin

Zmeéna poméru derivatizacni ¢inidlo/smés standardi vsak na tvorbu dvojpikt neméla vliv.
Pro vSechna dalsi méfeni standardd a vzorkd bylo pouZzito derivatiza¢ni Cinidlo se

vzorkem/standardem v pivodnim pomeéru 1:1. Navic jsme se presveédcili, ze analyza s takto
namichanou mobilni fazi je pfili§ pomala.

Pokra¢ovali jsme s méfenim standardni latky s vnitinim standardem a snazili se porovnat,
zda bude mit vliv na tvorbu dvojpikd typ pouzitého fediciho roztoku, ve kterém se standardy
fedi. Zaroven jsme zmenili slozeni MF A, a to na 8,5 % acetonitrilu. Tim se analyza zrychlila

asi 0 10 minut. Méfeni probihaly pfi teploté 30 °C, citlivosti 500 nA a rychlosti pritoku MF
I ml/min. Zaznam na Obrazku 10.

47



[m A]

0,8.

0,6

Proud

0.4

0,2

e
0,0 k2
0 10 20 30 40 50 60

Obrdzek 10 Zaznam chromatogramu vnitiniho standardu o koncentraci 8 umol/l rozpusténého v PBS
(¢erna barva) a v HCI (zelena barva)

MMA - monomethylarginin

Ze zadznamu je ziejmé, Ze ani rozdilné ¢inidla, ve kterych byl vnitini standard rozpustén,

nem¢la na tvorbu dvojpiki MMA Zadny vliv.

Prestoze jsme béhem méteni standardni latky s vnitinim standardem nepfisli na divod, proc¢
se dvojpiky tvoti, rozhodli jsme se 1 pfes tento fakt postoupit dal a pfesunout se na méfeni
vzorkll z biologického materialu. Doufali jsme, ze problém vyfesime béhem dalSich méfeni a

zjistime, zda stejny problém bude 1 ve vzorcich.

4.3 Méreni vzorkii lidské plazmy

Od znacné starSich plazmatickych vzorkd kardiakd jsme se presunuli na méfeni vzorku
lidské plazmy z krve dobrovolnych darcti. Krev byla odebirana do zkumavek s heparinatem

lithnym a do zkumavek s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA).

Béhem méfeni biologickych vzorkil nas kromé dvojpiki trapil také problém s citlivosti,

ktera nebyla uplné podle nasich predstav. Pokusili jsme se tedy tento problém fesit.

Nejdrive jsme zkusili porovnat, zda bude mit vliv na citlivost méteni rozdilné antikoagulacni
¢inidlo ve zkumavkach. Provedli jsme analyzu krve z heparinové zkumavky, zkumavky s

EDTA a samotného standardu SDMA o koncentraci 10 pmol/l s vnitinim standardem MMA.
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Analyzy probihaly pfi teplote 30 °C, citlivosti 500 nA, prutoku 1 ml/min a s 9,5 % acetonitrilu

v mobilni fazi A. Zaznam méifeni na Obrazku 11.
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Obrdzek 11 Zaznam chromatogrami standardu SDMA o koncentraci 10 umol/l s vnitinim
standardem o koncentraci 8 umol/l (¢erna barva), vzorku s IS z EDTA zkumavky (zelena barva) a
vzorku s IS z heparinové zkumavky (Cervena barva)

MMA - monomethylarginin, SDMA - symetricky dimethylarginin

Ze zaznamu je ziejmé, Ze antikoagulacni Cinidla obsazena ve zkumavkach nemaji vliv na

vyskyt dvojpikt, ani na citlivost metody.

Kvili zjednodusené instrumentaci (Coulochem II1.) a nemoznosti pouzit gradientovou eluci
a delsSimu ustalovani detektoru pii zmé&n€ MF jsme nedodrzovali proplachy MF B po
jednotlivych métenich, jako to aplikoval Kleparnik a kolektiv (CouloArray). Misto toho jsme
prodlouzili proplachovani MF A, abychom se vyhnuli ¢asové ndro€nému ustalovani detektoru
pii prepnuti mobilnich fazi. Po této sérii mefeni jsme se vSak také rozhodli pro jednorazovy
intenzivni proplach kolony. Proplach vodou trval 3 hodiny a po ni nésledoval Zhodinovy
proplach mobilni f4zi B. Ten den jiz neprob&hlo zadné metfeni. Od této chvile se mezi kazdym
vzorkem zaCala kolona promyvat mobilni fazi B, a to vzdy po dobu alespoii 10 minut.

Promyvani mezi jednotlivymi vzorky znamenalo zna¢né zlepSeni citlivosti metody.

Po proplachu nasledovalo méteni standardu SDMA o koncentraci 5 umol/l s IS (zelena

barva). Dale jsme méfili vzorek plazmy z EDTA zkumavky s IS a ptidavkem 1 umol/l (Cervena
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barva) a vzorek kardiaka s IS (Cerna barva). VSechny tfi analyzy byly provedeny z tyden starych
odparkt. Méfeni probéhlo za T = 30°C, citlivosti 500 nA, pratoku 1 ml/min a slozeni MF A 9,5

% acetonitrilu. Zaznam méfeni na Obrazku 12.
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Obrdzek 12 Zaznam chromatogramu standardu SDMA o koncentraci 5 pmol/l s IS o koncentraci
8 umol/l (zelena barva), vzorku z EDTA zkumavky s IS a pfidavkem 0,25 umol/l SDMA (Cervena
barva) a vzorku kardiaka s IS (¢erna barva)

MMA - monomethylarginin, SDMA - symetricky dimethylarginin

Ze zaznamu je ziejmé, ze diky intenzivnimu proplachu se zvysila citlivost metody. Zavedeni
proplacht MF B mezi jednotlivym meéfenim vzorkt meélo také pozitivni vliv na citlivost a
opakovatelnost zaznam@. Cerveny zdznam poukazuje na fakt, e bez vhodného vnitiniho
standardu neni mozné stanoveni provadét. Citlivost zaznamu je oproti ostatnim
chromatogramum nékolikanasobné vyssi. S navySenim koncentrace SDMA standardnim
ptidavkem do vzorku je zfeymé, ze vyssi koncentrace zhorSuje tvar piku a interferuji v zdznamu
dalsi latky. Prestoze se Cerveny a Cerny zaznam vyznamné li§i dosazenou citlivosti, je zfejmé,

ze v ¢erném zaznamu je pied retenénim casem SDMA navic vyrazny interferujici pik.

Po zavedeni proplachu MF B mezi jednotlivymi méfeni jsme vyzkouSeli, zda bude mit
promyvani vliv na dvojpiky MMA a SDMA v meétenych standardech. Provedli jsme analyzu
standardu, kdy prvni standard obsahoval SDMA o koncentraci 10 umol/l s IS (zelena barva).

Druhy standard o stejné koncentraci SDMA byl nadavkovan na kolonu bez IS (Cerna barva).
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Analyza probihala pfi teplote 30 °C, citlivosti 500 nA, pritoku 1 ml/min a s 9,5 % acetonitrilu

v mobilni fazi A.
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Obrdzek 13 Zaznam chromatogramu standardu SDMA o koncentraci 10 umol/l s IS (zelena barva)
a standardu SDMA o koncentraci 10 umol/l bez IS (¢erna barva)

MMA - monomethylarginin, SDMA - symetricky dimethylarginin

Ze zaznamu je patrné, ze v retenCnim Case MMA se vyskytuje dvojpik, ktery se objevuje
nehled€ na pouziti vnitiniho standardu. Tento dvojpik neni mozné odd¢lit od MMA a objevuje

se pii pouziti proplachu MF B.

Nasledujici dny jsme provedli méfeni standardu SDMA s IS (Cernd barva), vzorku s IS
zEDTA zkumavky (zelend barva) a vzorku s IS a ptidavkem 1 pmol/l zEDTA zkumavky
(Cervena barva). Ve snaze oddélit dvojpiky u retenc¢nich ¢ast MMA a SDMA jsme pouzili
pomalej§i mobilni fazi o slozeni 8,5 % acetonitrilu. Ostatni podminky méfeni zlstaly
zachovany, tedy teplota 30 °C, citlivost 500 nA a pratok 1 ml/min. Analyza se protahla

pfiblizn€ o 10 minut. Zaznam na Obrazku 14.
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Obrdzek 14 Zaznam chromatogrami standardu SDMA o koncentraci 10 umol/l s IS o koncentraci
8 umol/l (Cernd barva), vzorku z EDTA zkumavky s IS (zelena barva) a vzorku z EDTA zkumavky
s IS a pridavkem 1 pmol/l (Cervena barva)

MMA - monomethylarginin, SDMA - symetricky dimethylarginin

Tento chromatogram zaznamenava zasadni zménu, kterou jsme provedli pfi proplachu mezi
jednotlivymi méfeni vzorki. Jako proplachovaci roztok totiz nebyla pouzita MF B, ale roztok
acetonitrilu s vodou v poméru 1:1. Takto pfipraveny roztok se nechal proplachovat kolonou po kazdém
méfeni piiblizné 20 minut. Prvnim méfenym zaznamem pied zavedenim téchto proplachu je
chromatogram standardu SDMA s IS (¢ema barva). Ze zaznamu je zfejmé, Ze zména promyvaciho
roztoku v kombinaci s pomalejsi MF A pomohla posunu interferujiciho dvojpiku u méfenych vzorka a

tyto dva zaznamy se povedlo zopakovat.

Pii poslednim méreni jsme se chtéli presvédcCit, zda nam promyvaci krok pomuze k naméfeni
zaznamu, které budou opakovatelné pii méfeni nékolika biologickych vzorka po sob€ a zda se podari
posunout interferujici dvojpik z retencniho ¢asu SDMA. Provedli jsme méfeni vzorku EDTA s IS (Cerna
barva) a dvou vzorku EDTA bez IS (Eervena barva, zelend barva). Méfeni probihalo pfi teploté 30 °C,
citlivosti 500 nA a pratoku 1 ml/min. Slozeni MF A s obsahem 8,5 % acetonitrilu. Zaznam
uveden na Obrazku 15. Pro porovnani standard SDMA s IS naméfen predchozi den (rizova

barva).
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Obrdzek 15 Piiblizeny zaznam chromatogramu standardu SDMA o koncentraci 10 pmol/l s IS o
koncentraci 8 umol/l (rizova barva), vzorek z EDTA zkumavky s IS (Cerna barva), vzorek z EDTA
zkumavky bez IS (Cervena barva) a vzorek z EDTA zkumavky bez IS (zelena barva)

MMA - monomethylarginin, SDMA - symetricky dimethylarginin

Ze zéznamu je ziejmé, ze diky promyvacimu roztoku s acetonitrilem a vodou v pomeéru 1:1
a pomalej§i MF A o slozeni 8,5 % acetonitrilu se ndm podafilo promyt kolonu tak, aby se
SDMA co nejvice oddélil od interferujicich pikt. Pro porovnani zde uvadime zaznam standardu
SDMA z pitedchoziho dne. Povedlo se nam 3x po sobé zopakovat méfeni s podobnym
zaznamem, kdy pramérna hodnota reten¢niho Casu pravdépodobného vyskytu SDMA byla
vypoctena na Tr = 52,46 min. Déle je z tohoto zaznamu ziejmé, ze u této metody MMA jako
vnitini standard neni vhodny, jelikoz promyvaci krok ¢i zména slozeni MF A na dvojpik u

MMA nema vliv.

4.4 Zhodnoceni metody

Prestoze se SDMA a ADMA bézné stanovuji simultanné beéhem jedné analyzy, tato prace
navazovala na diplomovou praci, ve které byl dopodrobna popsén klinicky vyznam i stanoveni

ADMA a dostali jsme tak prostor zaméfit se podrobnéji na jeden izomer.
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Metodu pfipravy vzorkt pievzata od Kleparnika a kolektivu nebylo zapotiebi nijak
upravovat, jelikoz se jednalo o postup vychazejici z dalSich publikaci, kde se zi¢astnénym
podafilo stanovit oba dimethylargininy vedle sebe. Naptiklad Suzuki a kolektiv pouzili
identické elucni Cinidlo, které obsahovalo také demineralizovanou vodu. Bohuzel pfitomnost
vody prodluzovala krok odpatrovani vzorku po extrakci. Prestoze se jednalo o pomérné dlouhy
postup pfipravy, nebylo mozné vyuzit jiny zpasob zakoncentrovani vzorku. Navic je tento

zpusob piipravy bézn€ pouzivany v praxi. [S0], [51], [52]

Nevyhodou této metody byla pfitomnost dvojpiku vnitiniho standardu a standardu SDMA,
se kterymi jsme mé&li problém po celou dobu méfeni. Problém se objevoval jak u standardnich
vzorkll bez IS, tak u biologickych vzorki. Interference u SDMA se nakonec povedlo odstranit
pfi pouziti mobilni faze o slozeni 8,5 % a promyvani kolony promyvacim roztokem acetonitrilu
s vodou v poméru 1:1 mezi kazdym méfenim, a to po dobu 20 minut. Promyvaci krok se ukazal
byt v této metode klicovy. U promyvani jsme také vychazeli z publikaci, kde u proplachu autofi

pouzivali MF B o slozeni 70 % acetonitrilu. Nakonec jsme se vSak rozhodli pro zménu slozeni.

Vyskyt interferenci v oblasti MMA 1 pfes zavedeni promyvaciho kroku a zmény slozeni MF
A znemoznil pouziti toho vnitiniho standardu u této konkrétni metody s detektorem Coulochem
II. Pro tuto metodu by bylo vhodn¢jsi pouzit vnitini standard, ktery by eluoval az za
dimethylargininy, ne vsak pfili§ daleko, aby se analyza neprotahla déle nez na 60 minut. Pak
by totiz hrozilo, ze OPA derivaty nebudou dostatecné stabilni. Jako vhodny vnitini standard
pro tuto metodu by se mohl jevit N®-propyl-L-arginin, ktery pouzili Suzuki a kolektiv pfi jejich
analyze. Dalsi vhodnou variantou by mohlo byt pouziti monoethyl-L-arginin, ktery eluuje
pfiblizné 5 minut po SDMA. Tento IS pouzili Alkaitis a kolektiv pfi stanoveni dimethylarginint
metodou HPLC s fluorescen¢ni detekei. [S1], [53]

Na zaklad¢ metody jednoho standardu, kdy jsme AUC analytu vztahli k AUC wvnitiniho
standardu MMA, jsme vypocitali pramér predbézné hrubé orientacni koncentrace SDMA
z poslednich méfeni plazmatickych vzorkd. Pro SDMA to byla hodnota 0,41 pmol/l. Tato

hodnota nebyla nijak v rozporu s hodnotami publikovanymi v literature.

Atzler a kolektiv uvadi stfedni hodnotu cirkulujiciho SDMA na 0,43 pmol/l, vztazenou na

skupinu 1359 zdravych dobrovolnych darca. [70]

Dalsi nevyhodou metody byla kombinace derivatiza¢niho <¢&inidla s pouzitou
chromatografickou kolonou ARION® Polar C18. Ze zaznamui je ziejmé, ze tvorené OPA

derivaty pfi derivatiza¢nim kroku né&akym zptusobem interaguji s povrchem kolony a nejspis
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maji tendenci vytvaret dvojpiky na jejim povrchu a poté nahodné eluovat. Bohuzel, zatim
nejsou dostupné jiné publikace, které by vyuzivaly chromatografickou kolonu ARION® Polar
C18 v kombinaci s elektrochemickym detektorem, a tudiz toto tvrzeni nelze potvrdit, ani zcela

vyvratit.

Béhem kompletovani dat a vysledkd této metody probihalo dal§i méfeni na
chromatografické kolon¢ ARION® Polar C18, avSak metodou LC-MS. Kolega pii postupu
ptipravy vzorku nepouzival derivatiza¢ni ¢inidlo. Analyzu se mu uspésne podarilo provést a

oddgélit piky 1 bez derivatiza¢niho kroku. V tomto piipadé se dvojpiky SDMA nevyskytovaly.

Metoda LC-MS sraznou variantou detektord se zda byt tou spravnou volbou pfi
simultannim stanoveni dimethylarginini. Velkou vyhodou je jednoduchost pfipravy vzorku,
kdy stai pouhd precipitace. Derivatizace u této metody neni nutnd a oproti piipraveé vzorku u
metody HPLC-ECD se tak jeji doba zna¢né zkrati. Celkovéa doba analyza pak byva kolem 10
minut. Nevyhodu zde vSak hraji tzv. matricové efekty, které 1ze eliminovat izotopem zna¢enym
vnitinim standardem. Vybér spravného IS je kliCovy. Znacnou nevyhodou metody by vsak

mohla byt jeji finan¢ni narocnost. [54]

55



ZAVER
Cilem prace bylo pokusit se optimalizovat metodu pro stanoveni symetrického

dimethylargininu v lidské plazmeé€ pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

s elektrochemickou detekei.

Dle naSeho néazoru je vypracovana metoda pouzitelna za predpokladu, ze se
monomethylarginin nahradi jinym vnitinim standardem, ktery bude eluovat az za
dimethylargininy. Je vSak nutné pocitat s dalSim prodlouzenim analyzy, ktera je uz sama sobé

dlouha.

Promyti kolony po analyze je nutné kvuli interferujicim pikim a optimalni citlivosti.
Interakce OPA derivatd s chromatografickou kolonou, ktera se pravdépodobné projevuje

tvorbou dvojpikt v chromatografickém zaznamu, znacné€ komplikuje vyhodnoceni.

I pres komplikace s koelujicimi dvojpiky se nakonec povedla alespori orienta¢né stanovit

koncentrace SDMA v plazmé od zdravého darce.
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Priloha A Stanovisko etické komise 1. cast

Stanovisko Etické komise pi#i Pardubické krajské nemocnici, a. s.

ze dne 13. 12, 2013 (15.00 h)

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

Schiizi zahdjil a ridil MUDr. Josef Hajek, CSe. .
Sekretarka EK seznamila ¢leny s korespondenei se SUKL a multicentrickymi etickymi komisemi za obdobi
2511.2013 - 13.12.2013.

43413122013

. MUDr. Vojtéch Novotny, lékai kardiologického odd, PKN, a.s., poZadal Eleny EK o souhlas

s provadénim studie s ndzvem ,Zanéiliva odpevéd® po implantaci absorbovatelnych korondrnich stenti®.
Studie je zaméfena na sledovani zanétlivé reakce, novych markeri oxidaéniho stresu a dalSich biochemickych
parametri u pacienth s ischemickou chorobou srdedni a uskutedni se v ramei spoluprdce Pardubické krajské
nemocnice. a.s., Kardiologického centra Agel, a.s. a Univerzity Pardubice na Kardiologickém oddéleni

s védomim a pod dohledem prim. MUDr. Petra Vojtitka. CSc. a MUDr. Iva Varvafovského, Ph.D.

Studie nemd komeréni charakter a rozSituje jiz probihajici studii. schvilenou Etickou komisi pii PKN. a.s. dne
11.5.2012. Ziskana data vyuzije MUDr. Vojuéch Novotny k sepsani disertaéni préce v ramei doktorského
studijniho programu (Ph.D.) na Lékafské fakulié Univerzity Karlovy v Hradei Kralové. skolitelem je doc.
MUDr. Josef Stasek. Ph.D.

Na studii se budou podilet:

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

Kardiologicke centrum Agel, a.s.: MUDr, L. Varvatovsky. Ph.D., MUDr. J. Mat&jka, Ph.D., MUDr. V.
Rozsival, CSc., MUDr. V. Novotny.

Oddeéleni klinické biochemie a diagnostiky: prim. PharmDr. J. Skalicky, Ph.ID., Mgr. J. Kovatik

Univerzita Pardubice:MUDr. V. Muzdkovd, Ph.D., Mgr. P. Zdkovd. Ph.D.. Doc. Mgr. R. Kand'ar, Ph.D.

Byly pfedloZeny dokumenty: protokol studie, informovany souhlas. pacientsky dotaznik, informovany souhlas
5 provedenim koronarografie /PCL informace vyrobel o stentech.

Clenové EK studii po prostudovani predlozenych dokumentii - v souladu s ICH GCP - schvalili,

V Pardubicich 13, 12, 2013
Zapsala: Ivana Faiklova

PiedbéZny termin pFisti schize etické komise: 24. 1. 2014

MUDk. Josef Hajek. CSe.
piedseda Etické komise pii Pardubické krajské nemocnici. a. s
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Eticka komise pfi Pardubické krajské nemocnici, a. s.
= jeji sloZeni na schiizi konang

podpis

| MUDr. Josef Hajek, CSc. — predseda EK
zaméstnanec Pardubické krujské nemocnice, a.5.

doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc. - &len EK
zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.5. |

MUDr. Petr Formanek — &len EK

|
raméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. |
MUDr. Zuzana Kala Grofové - Slenka EK |
| zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. \
MUDr. Jan Mejzlik, Ph.D. — clen EK T
fl zaméstnanes Pardubicke krajské nemocnice, a.s.
| Anna Némcova
!nnﬂmnec Pardubické krajské nemocnice, a.s.
]Mgr. Jaroslav Prochézka — &len EK

neni zamésman v Pardubicke krajské nemocnici, a.s.

'JUDT. Josef Rokos — élen EK
|mnh‘mamc Pardubické krajské nemocnice, a.s.
MUDr. David Stuchlik — ¢len EK
zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.
MUDr. Marek Sychra — &len EK ' '
zamésinanec Pardubické krajské nemochice, as. I
Mgr. Jana Skvriidkova, Ph.D. |

nen| zaméstnina v Pardubické krajské nemocnici, a.s.
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Piiloha B /nformovany souhlas

INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE
Vazena pani, vazeny pane,

v soucasné dob¢ probiha na naSem pracovisti ve spolupraci s Univerzitou Pardubice vyzkumna prace

(studie) s nazvem , Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stentu.

Tato vyzkumna prace je zamefena na sledovani ukazatelu zanétu a oxidacniho stresu v krvi pacientu po
perkutanni  koronarni intervenci (PCI) a vyhodnoceni jejich vyznamu v zavislosti na

typu pouzitého stentu.

V soucasné dob¢ je standardni Ié€bou ischemické choroby srdeéni tzv. perkutanni koronarni intervence
(PCI), ktera spociva v roztazeni znzené¢ho mista véncité tepny specialnim balénkem a jeho nasledné
vyztuzeni stentem. Stentu je nékolik typu, nejCastéji jsou pouzivany stenty kovové, jejichz struktura je
potazena lé¢ivou latkou, ktera se postupné uvoliiuje a brani naslednému opétovnému zuzovani vénéité tepny
v reakci na cizi material stentu. Tyto stenty oznaCujeme jako tzv. . I¢kové stenty™. Novéji jsou dostupné
stenty, které jako kostru misto kovu vyuzivaji organickou latku (kyselinu polymléénou), ktera se v organismu
postupné rozklada, az priblizn¢ po dvou letech z organismu zcela zmizi. Vyhodou tohoto typu stentu je
moznost navraceni véncité tepny do stavu blizkého stavu puvodnimu, tedy se zachovanou schopnosti
reagovat na prirozené podnéty k rozsifeni ¢i zazeni tepny. Nevyhodou je pak nemoznost zavést tyto stenty
do vSech typu zazeni, tj. nelze je vyuzit ve vSech situacich. Tyto stenty nazyvame ,,absorbovatelné stenty* a

jsou rovnéz potazené vysSe uvedenym léCivem zabranujicimu opétovnému ziizeni tepny.

V predkladané praci budeme srovnavat laboratorni parametry zanétlivé odpovédi na zavedeni téchto dvou
typu stenti. Predchozi prace prokazaly, ze ¢im vy$$i je zanétliva reakce po vykonu na vénéité tepné, tim

vy$$i je riziko pozdéjSich komplikaci ve smyslu opétovného zuzovani véncité tepny ¢i srdec¢niho infarktu.

K ucasti v této vyzkumné praci jste byl/a osloven/a vzhledem k tomu, ze Vas zdravotni stav vyzaduje
oSetfeni zuzeni véncité tepny stentem a zaroven jde o zuzeni tepny, které je vhodné k zavedeni obou typu

stentu.

V pfipad¢, Zze se rozhodnete pro ucast v této vyzkumné praci, bude na zaklad¢é nahodného vybéru (tzv.
randomizace) zvolen k oSetfeni zazeni vénéité tepny jeden z vySe uvedenych typu stentn. Rizika spojena
s ucasti ve studii se nelisi od béznych rizik v souvislosti s PCI a zavedenim stentu. Tato rizika jsou podrobné

popsana v Informovaném souhlase s provedenim koronarografie/PCI, ktery jste pfed vykonem podepsal/a.

Zatez vyplyvajici ze zarfazeni do studie spociva ve tfech odbérech 19 ml krve béhem stavajici
hospitalizace a ve vypInéni dotazniku, dale v klinické kontrole a odbéru krve po jednom roce. Dalsi

podrobnosti a informace Vam budou na pozadani sd€leny.

Vase ucast na této studii je zcela dobrovolna.
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