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1 UVOD

Pii sledovani metabolizmu vzniku, pro zivot dilezit¢ molekuly, oxidu dusnatého
identifikoval v 90. letech 20. stoleti prof. Patrick Vallance se svymi spolupracovniky ve
vzorcich lidské moci dva derivaty L-argininu, asymetricky a symetricky dimethylarginin.

L-arginin a jeho derivaty jsou dilezité pro sledovani metabolizmu souvisejiciho se
vznikem a u¢inky oxidu dusnatého. Pro jejich stanoveni jsou vyhodné separacni
chromatografické metody, které vjedné analyze umoznuji, na rozdil od
imunochemickych metod, stanoveni vice analyti najednou a vypocet jejich vzajemnych
pomérti. V mnoha pracich byla popsana metodika stanoveni pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie nejen pro asymetricky a symetricky dimethylarginin, ale i pro

ostatni derivaty L-argininu.



2 TEORETICKA CAST

Cévni endotel je jednovrstevna cévni vystelka tvotfend z plochych bunék, oddé€lujicich
prostor cévniho lumina od hlubsich vrstev cévni stény. Krome¢ tlohy bariérové ma tento
organ celou tadu dalSich rozli¢nych funkci. Naruseni rovnovahy funkci endotelu se
projevi jeho dysfunkci.

Dulezitou fyziologickou roli pfi ochrané cévniho endotelu hraje oxid dusnaty (NO).
Endotelem tvofeny NO je u¢innym vasodilatitorem a hraje kli¢ovou roli v udrzeni
homeostazy cév. Pokles koncentrace NO je hlavni zndmkou dysfunkce endotelu.

Pomér koncentraci L-argininu a jeho methylovanych derivath urcuje aktivitu NO
synthasy in vivo a tim ovliviiuje vaskularni funkci. Endotelova dysfunkce, jako ¢asné

stadium aterosklerdzy, je zptisobena pravé nedostatkem NO.
2.1 Vznik a piisobeni NO

Oxid dusnaty vznikd v endotelu z aminokyseliny L-argininu dvoustupiiovou reakci
katalyzovanou enzymem NO synthasou (nitroxidsynthasa, NOS). NO synthasa byla
identifikovana v neuronech, endotelidlnich bunkach, makrofazich a hepatocytech
v riznych izoformach. Jsou znamy dva typy NO synthasy, konstituni a inducibilni.
Konstituéni NO synthasa (¢cNOS) zahrnuje neuronélni izoformu I (nNOS) v nervovych a
epitelidlnich bunkéach a endotelidlni izoformu III (eNOS) v endotelidlnich buiikach.
Inducibilni izoforma II (iNOS) se vyskytuje v cytokiny indukovanych bunkéach
(Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012; Tsikas et al., 2000). Konstitu¢ni NO synthasa je
zavisla na vapenatych iontech a kalmodulinu (Siroké et al., 2005; Tsikas et al., 2000).

Enzym NO synthasa se sklada ze dvou podjednotek a katalyzuje reakci prenosu
elektronii z molekularniho kysliku na L-arginin, coZ vede k produkci L-citrulinu a NO
(Obr. 1a) (Boger, 2008). V prvnim kroku reakce vznika hydroxylaci N-hydroxy-L-
arginin, ktery je nasledné oxidovan na L-citrulin a uvoliiuje se NO (Tsikas, 2007). Za
patofyziologickych podminek, pfi inhibici NOS, je mechanizmus reakce syntézy NO
blokovan a je pferuSen pienos elektront a tim 1 oxidace L-argininu (Obr. 1b). Akceptorem
elektronti se pak stava kyslik a vznika superoxidovy radikal (Boger, 2008).

NOS, a tim 1 syntéza NO, je kompetitivn€ inhibovana dvéma endogennimi derivaty
L-argininu: NS-monomethyl-L-argininem (L-NMMA) a NS N®-dimethyl-L-argininem
(asymetricky dimethylarginin, ADMA) (Siroka et al., 2005).
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Obr. 1: Mechanizmus reakce katalyzované NO synthasou.

a) mechanizmus pienosu elektronu a vzniku NO u neinhibované reakce, b) mechanizmus pfenosu
elektronu pfi inhibici NOS (Bdger, 2008). CaM — kalmodulin, FAD — flavinadenindinukleotid,
FMN - flavinmononukleotid, NADPH, NADP - nikotinamidadenindinukleotid, LDL — lipo-
proteiny o nizké hustoté, L-NMMA — monomethylarginin, ADMA — asymetricky dimethylarginin

NO je relativné nestabilni volny radikél, hrajici roli v mnoha biologickych
procesech, jako je nervova komunikace, antimikrobialni aktivita, hormonalni sekrece,
imunitni odpovéd’ nebo cévni tonus (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012). Oxid
dusnaty zpusobuje vazodilataci, inhibuje adhezi a agregaci trombocytl, produkci
tkanového faktoru, adhezi monocytl, proliferaci bun¢k hladké svaloviny, uvoliiovani
superoxidovych radikalti a LDL oxidaci (Boger, 2008; Siroka et al., 2005).

U pacientli se zvySenou hladinou inhibitortt NOS je blokovana NO synthasa a je
narusena na oxidu dusnatém zavisla vazodilatace, ale i dalsi ucinky NO. Oslabeni t€¢inkt
NO vede ke zménam v endotelu, oznacovanym jako endotelovova dysfunkce (Boger,
2008). Endotelova dysfunkce je zodpovédna za fadu zdravotnich problémd, jako je
aterosklerdza, hypertenze, trombodza, vaskulitida (Alddmiz-Echevarria & Andrade,

2012).
2.2 Metabolizmus methylarginini

Methylargininy jsou derivaty odvozené od L-argininu. L-Arginin je bazicka
aminokyselina, ktera obsahuje polarni disociovanou guanidinovou skupinu. Hodnoty
disociacnich konstant pro L-arginin jsou: pK; (karboxylova skupina) = 2,1; pK> (a-amino
skupina) = 8,99; pK3 (guanidinova skupina) = 12,48. Normalni koncentrace v plazmé je
velmi variabilni a pohybuje se mezi 21-138 umol I"! (Burtis et al., 2013). L-Arginin

fadime mezi semiesencidlni aminokyseliny, esencidlni je pouze v dob¢ rustu.

7



V mocovinovém cyklu je L-arginin v cytoplazmé hydrolyticky S$tépen enzymem

arginasou na moc¢ovinu a L-ornitin.

2.2.1 Syntéza methylarginini

Methylace proteint je posttranslaéni modifikaci, kterd ptipojuje methylovou skupinu do
polypeptidového fetézce. Je katalyzovana enzymy methyltransferasami. Tyto reakce 1ze
rozdé¢lit do dvou skupin. Reakce patfici do prvni skupiny vedou k reverzibilni modifikaci
karboxylové skupiny za vzniku methylester. Vysledkem reakci druhé skupiny je
ireverzibilni pfenos methylu na atomy siry nebo dusiku nékolika aminokyselin (Tran et
al., 2003).

Methylaci koncové guanidinové skupiny L-argininu za Gc¢asti enzymi N-methyl-
transferas zrodiny protein-arginin methyltransferas (PRMT) vznikaji methylované

derivaty L-argininu (Obr. 2).
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Obr.2: Arginin a jeho methylované derivaty.
Arg — L-argininp, MMA - monomethylarginin, ADMA - asymetricky dimethylarginin,
SDMA — symetricky dimethylarginin

Protein-arginin methyltransferasy (PRMT) se podle substratu a produktu reakce
rozliSuji na dva typy. Plsobenim protein-arginin methyltransferasy typu I (PRTM I)
vzniki monomethylarginin  (MMA) a N9 NS-dimethyl-L-arginin (asymetricky
dimethylarginin, ADMA). Methylace L-argininu probiha ve dvou krocich, nejprve vznika
NC-monomethyl-L-arginin (L-NMMA) a dalsi methylaci pak N° NS-dimethyl-L-arginin
(ADMA) (Obr. 3a) (Pope et al., 2009).



Asymetrického dimethylargininu je v plazmé pfiblizn¢ desetkrat vice nez
monomethylargininu, stava se tak dilezitym endogennim regulatorem produkce oxidu
dusnatého z L-argininu (Tran et al., 2003; Vallance et al., 1992b). ADMA je tedy hlavnim
inhibitorem NO synthasy. Biosyntézu a metabolizmus ADMA piehledné zachycuje Obr.
4. PRMT typul se nachazi pfevazné¢ v endotelu a buinikdch hladkého svalstva

kardiovaskularniho systému (Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012).

a CH3 CH;

L_arginin ‘ L-NMMA | ADMA |\@
proteolyza

L-arginin ‘ '

Obr. 3: Schéma vzniku methylargininii.
a) vznik monomethylargininu (L-NMMA) a asymetrického dimethylargininu (ADMA) u¢inkem
protein-arginin methyltransferasy typu [ (PRMT I), b) vznik monomethylargininu a symetrického
dimethylargininu (SDMA) G¢inkem protein-arginin methyltransferasy typu II (PRMT II).

Symetricky dimethylarginin (SDMA, NS N®’-dimethyl-L-arginin) vznikd rovnéz
methylaci L-argininu za ucasti enzymu protein-arginin methyltransferas, ale druhého
typu (PRMT II). Protein-arginin methyltransferasa typu II vytvaii v prvnim kroku také
NS-monomethyl-L-arginin (L-NMMA) a ten je pak v druhém kroku methylovdn na
NOS,NC’-dimethyl-L-arginin (SDMA) (Obr. 3b) (Pope et al., 2009). Na rozdil od
asymetrického dimethylargininu v§ak nema SDMA ptimy vliv na aktivitu NO synthasy
(Tran et al., 2003; Vallance et al., 1992a).

Methylové skupiny, které jsou nutné ke vzniku dimethylargininii pfenasi obé&
protein-arginin  methyltransferasy  z S-adenosylmethioninu, ktery je  soucasti

metabolického cyklu homocysteinu (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012).



Volné¢ methylované derivaty L-argininu vznikaji endogenné jako vysledek
proteolyzy posttranslaéné methylovanych proteint (Tran et al., 2003). Proteolyza téchto
proteinlt umoznuje uvolnéni volnych methylargininii do cytoplazmy, kde mohou

inhibovat NO synthasu (Pope et al., 2009).
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Obr. 4: Biosyntéza a metabolizmus asymetrického dimethylargininu.
Pusobenim N-methyltransferas dochazi k methylaci argininovych zbytkti v molekulach proteint,
po jejichz proteolyze se uvoliuje volny asymetricky dimethylarginin (ADMA), ktery inhibuje
NO synthasu a zpusobuje tak endotelovou dysfunkcii ADMA je metabolizovan
dimethylarginindimethylaminohydrolasou (DDAH) na L-citrulin, ¢aste¢né je také vylucovan
moci (Boger, 2008).

Pti oxida¢nim stresu mohou lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) a oxidované LDL
Castice zvySovat aktivitu protein-arginin methyltransferas v endotelidlnich buiikach, coz

vede ke zvySeni produkce ADMA (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012).

2.2.2 Eliminace methylargininii

Volné methylargininy jsou odstraniovany enzymatickou degradaci nebo transportem ven
z bunky s naslednou exkreci ledvinami (Teerlink et al., 2009). VétSina ADMA je

degradovana na L-citrulin, SDMA je naopak témé&f uplné vylucovan ledvinami.
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Hlavni metabolickou degradaci ADMA je hydrolyza, pfi které vznika L-citrulin.
Reakci katalyzuje enzym dimethylarginindimethylaminohydrolasa (DDAH). Ta
specificky hydrolyzuje ADMA a MMA, ale nemé zadnou aktivitu viici SDMA (Tran et
al., 2003). Pii degradaci asymetrického dimethylargininu a monomethylargininu vznika
kromé L-citrulinu jest¢ dimethylamin (DMA) nebo methylamin (Obr. 5) (Aldamiz-
Echevarria & Andrade, 2012; Pope et al., 2009). Vice nez 70 % ADMA je
metabolizovano pravé enzymem DDAH (Pope et al., 2009).

HaC CH
NN o NH, o
)\ M _..DDAH )\ HaC\
HN NH [ OH 0 NH on T N
HaC
NH, NH, :

ADMA L-citrulin DMA

Obr.5: Hydrolyza ADMA katalyzovana DDAH.
ADMA - asymetricky dimethylarginin, DMA — dimethylamin, DDAH — dimethylarginin-
dimethylaminohydrolasa

Jsou znamy dvé izoformy DDAH s rozdilnou orgéanovou specifitou. DDAH-1 je
spojena s tkdnémi exprimujicimi neurondlni NO synthasu, DDAH-2 s tkdnémi
exprimujicimi endotelidlni NO synthasu (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012; Pope et
al., 2009). Lokalizace DDAH v buiikach endotelu spolu s NOS podporuje teorii o pfimém
vlivu ADMA na bunky tvofici NO. Aktivita DDAH je klicovym faktorem urcujicim
hladinu ADMA in vivo (Tran et al., 2003).

SDMA je eliminovan primarné rendlni exkreci, nicméné castetné podléha také
metabolické pfeméné. ADMA i SDMA mohou byt metabolizovany i alternativni cestou

(Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2015; Rodionov et al., 2016).

2.2.3 Transport pires membranu

L-Arginin a jeho methylované derivaty jsou pienaseny pies membranu y* transportnim
systémem specifickym pro kationtové aminokyseliny (Teerlink et al., 2009; Tsikas et al.,
2000). Tento transport zajiStuji molekuly patfici do rodiny transportérii kationtovych
aminokyselin (CAT) (Obr. 6). Transportéry kationtovych aminokyselin se d¢li na n€kolik
typi, z nichz CAT-1, CAT-2A a CAT-2B jsou pro transmembranovy pienos L-argininu
a methylarginint nejdilezit&jsi (Teerlink et al., 2009).
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Transportér kationtovych aminokyselin CAT-1 se vyskytuje ve vSech tkanich a
organech kromé jater, CAT-2A je vyrazné exprimovan v jatrech a CAT-2B je indukovéan
prozanétlivymi cytokiny v rtiznych tkanich spolu s inducibilni arginasou a NO synthasou.
Dibazické aminokyseliny, jako pravé L-arginin, maji pii neutralnim pH krevni plazmy
pozitivni naboj a jsou prenaseny CAT-1 a CAT-2B, methylované derivaty argininu jsou

dobfte prenaseny CAT-2B (Teerlink et al., 2009).

e I

L-citrulin /:’\ L-citrulin

DMA «<_DDAH )— ADMA SDMA  Arg — NOS j—s NO

000

y

‘ Methylace argininovych zbytku + Proteolyza ‘

DMA ADMA SDMA  Arg NO

Obr. 6: Metabolizmus a transport argininu a dimethylarginini v buiice.
Asymetrikcy dimethylarginin (ADMA) je hydrolyzovan dimethylarginindimethylamino-
hydrolasou (DDAH) na L-citrulin a dimethylamin (DMA). Nezmetabolizovany ADMA inhibuje
NO synthasu (NOS). Symetricky dimethylarginin (SDMA) a ¢astecné také ADMA opousti bunku
a soutézi s L-argininem (Arg) o pfenos pres transportér kationtovych aminokyselin (CAT).
ADMA, SDMA a MMA soutéZzi s L-argininem o transport zprostfedkovany
inducibilnim y* transportnim systémem prostfednictvim CAT-2B (Teerlink et al., 2009;
Tsikas et al., 2000). Vysokd koncentrace intracelularntho ADMA, ktery neni
zmetabolizovan DDAH, miZe nejen inhibovat aktivitu NOS, ale také blokovat transport
pfes CAT a omezit tak vychytavani L-argininu buiikou, ¢imZ se také podili na endotelové
dysfunkci a vzniku mikrovaskularniho oxida¢niho stresu (Teerlink et al., 2009). Ke
snizeni produkce NO mize dochézet také v dusledku blokace transportu L-argininu pfi
vysokych koncentracich SDMA (Markowski et al., 2007). Snizena schopnost
vychytavani L-argininu buiikou lze zvratit zvySenim exogenniho pfisunu L-argininu

(Tsikas et al., 2000).
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2.3 L-Arginin paradox

U savct byl pozorovan jev, ktery se nazyvé L-arginin paradox. Fyziologicka plazmaticka
koncentrace L-argininu nékolikanasobné pifevySuje Michaelisovu konstantu pro
endotelialni NOS. Pii fyziologickych koncentracich L-argininu by tedy NO synthasa
méla byt dobfe nasycena substraitem a piidani exogenniho L-argininu by nemélo
ovlivitovat aktivitu tohoto enzymu. Nicméné i malé¢ zmény v koncentraci L-argininu
ptesto mohou zpiisobit viditelnou zménu aktivity NO synthasy (Boger, 2004).

L-Arginin paradox muze byt vysvétlen tim, ze izoformy NOS jsou siln€ inhibovany
endogenn¢é produkovanymi slouceninami. V roce 2000 uvedl Tsikas et al. (2000)
hypotézu vysvétleni L-arginin paradoxu pfitomnosti endogennich inhibitori NO
synthasy, asymetrického dimethylargininu a monomethylargininu. Autor uvadi, ze
koncentrace ADMA 1 pmol 1! snizi aktivitu NOS zhruba na polovinu, koncentrace
2 umol I'! na jednu pétinu ve srovnani s aktivitou pfi stejné koncentraci substratu L-
argininu bez inhibitoru. Také Boger (2004) demonstroval, ze ADMA inhibuje
endotelidlni a neuronalni NO synthasu v zavislosti na koncentraci a jako nejsilngjsi
endogenni inhibitor NO synthasy tak hraje Gstfedni roli v regulaci aktivity NOS.

Za fyziologickych podminek je aktivita izoforem NOS sniZzena na zlomek jejich
maximdlnich aktivit. Za patologickych podminek pak zpiisobuje zvySeni intracelularni
koncentrace inhibitort, zejména patofyziologicky relevantni koncentrace ADMA, i pii
normalni koncentraci L-argininu, dal$i pokles aktivity NO synthasy, jehoz vysledkem
je produkce NO pod fyziologickou normou (Bode-Boger et al., 2007; Tsikas et al., 2000).

Intravendzni nebo perordlni podavani L-argininu zvySujici jeho plazmatickou
koncentraci vede k vyméné¢ intraceluldrnich inhibitort s extracelularnim L-argininem, ke
zvySeni koncentrace intracelularniho L-argininu a obnoveni fyziologického poméru
argininu a jeho inhibitor. Antagonizace L-argininu s kompetitivnimi inhibitory a snizeni
intracelularnich koncentraci kompetitivnich i nekompetitivnich inhibitort extracelu-
larnim L-argininem zplsobuji zvySeni aktivity NOS a zvySeni produkce NO (Tsikas et
al., 2000). 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 endotelidlni NOS (Bode-Bdoger et al., 2007).
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2.4 L-Homoarginin

L-Homoarginin (hArg) je endogenni, neproteinogenni aminokyselina, ktera se odliSuje
od L-argininu dal$i methylenovou skupinou v fetézci (Obr. 7).

L-Homoarginin je syntetizovan ze stejného prekurzoru jako asymetricky a
symetricky dimethylarginin, z L-argininu. Za syntézu je zodpovédny enzym
arginin:glycin amidinotransferasa (AGAT). Tento enzym se podili na syntéze
energetickych metabolitd, pfena$i amidin z L-argininu na L-glycin za vzniku
guanidinoacetatu a L-ornitinu. Guanidinoacetat je pak methylovan na kreatinin (Pilz et
al., 2015; Tsikas & Wu, 2015). Stejnym mechanizmem piendsi AGAT amidin z L-argi-

ninu na L-lysin, pfi¢emz vznika L-homoarginin a L-ornitin. (Tsikas & Wu, 2015).

NH, NH, NH,

HN._ _NH OH )\ I on
Y HN NH/\W
NH, o o

Arg hArg

Obr.7: Arginin a homoarginin.
Arg — L-arginin, hArg — L-homoarginin

Vzhledem k strukturni podobnosti s L-argininem se ptedpoklada, ze L-homoarginin
ovliviluje metabolizmus L-argininu a nasledné i syntézu NO. L-Homoarginin slouzi jako
substrat pro NO synthasu a mize byt metabolizovan na NO a L-homocitrulin, 1 kdyz je
pro NOS horSim substratem nez L-arginin. L-Homoarginin konkuruje L-argininu pfi
pfenosu transportéry kationtovych aminokyselin a trans-stimulaci CAT miize zvysit
bunééné ztraty L-argininu. Na druhou stranu inhibuje enzym arginasu a mize tak zvysit
dostupnost argininu a syntézu NO (Pilz et al., 2015).

Koncentrace L-homoargininu v plazmé je 2,63 umol I'!, tedy 4-5krat vy3si nez
koncentrace ADMA a 20—40krat niz$i nez koncentrace L-argininu (Pilz et al., 2015). Bylo
zjiSténo, Ze koncentrace hArg je niz8i u pacientl trpicich riznymi onemocnénimi. Na
rozdil od ADMA nebo SDMA jsou nizké koncentrace L-homoargininu v plazmé a v moci
spojeny s vysokym rizikem morbidity a mortality (Tsikas & Wu, 2015).

V poslednich letech oznacilo nékolik epidemiologickych studii nizké plazmatické
koncentrace L-homoargininu za nezavisly rizikovy faktor kardiovaskularnich, cerebro-
vaskularnich a rendlnich onemocnéni (Pilz et al., 2015). U zvifecich modelii mrtvice a
obezity ma L-homoarginin pfiznivé U€inky (Tsikas & Wu, 2015).
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2.5 Vyznam stanoveni ADMA a SDMA

ADMA a SDMA, ale i ostatni metabolity L-argininu a on sam, jsou dalezité pro sledovani
metabolizmu souvisejiciho s oxidem dusnatym. V nékterych publikacich jsou uvadény
nejen koncentrace jednotlivych derivati L-argininu, ale jsou také vypocitavany i rizné

poméry, napt. Arg/ADMA, Arg/SDMA, hArg/ADMA, ADMA/SDMA a dalsi.

2.5.1 ADMA a SDMA u zdravé populace

Teerlink (2007) uvadi referenéni meze v plazmé pro ADMA 0,39-0,63 umol 1! a pro
SDMA 0,38-0,73 umol 1I"!. Koncentrace dimethylarginin@i se v8ak v riiznych studiich
znacné lisi, a to i pfi pouziti podobnych metod stanoveni (Meinitzer et al., 2007).

Meinitzer et al. (2007) uvedli ve své praci referencni rozmezi pro ADMA, SDMA,
L-homoarginin a L-arginin. Také zjistili, Ze koncentrace ADMA a SDMA je zavisla na
veku, s rostoucim vékem stoupd, zatimco u L-homoargininu a L-argininu nebyl narast
koncentraci s vékem pozorovan.

Extracelularni koncentrace ADMA je 5—10krat niz$i nez intracelularni. I nepatrné
zmény plazmatické koncentrace jsou dostate¢né k vyznamné zméné intracelularni
hladiny ADMA a produkce NO. Za patologickych podminek mtze dojit k 3—9nasobnému
zvyseni plazmatickych koncentraci ADMA, coz miize inhibovat produkci NO o 30-70 %
(Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012).

2.5.2 ADMA a SDMA u kardiovaskularnich onemocnéni

ZvySend plazmatickd koncentrace ADMA mé vysokou prevalenci u onemocnéni
spojenych s endotelidlni  dysfunkci, zahrnujicich hypertenzi, hyperlipidemii,
hypercholesterolemii, hyperhomocysteinemii, diabetes mellitus, preeklampsii,
ischemickou chorobu srde¢ni (ICHS), chronické srde¢ni selhani, erektilni dysfunkci a
dalsi, ukterych bylo zjisténo, Ze koncentrace plazmatického L-argininu je v normé
(Bode-Boger et al., 2007; Boger and Ron, 2005; Pope et al., 2009; Tsikas et al., 2000).

U stavil spojenych s endotelidlni dysfunkci je pozorovana sniZzena aktivita nebo
exprese DDAH, kterd je zodpovédna za zvySeni koncentrace methylargininti s ndslednou
inhibici NOS (Pope et al., 2009).

Bode-Boger et al. (2006) naméfili u pacientii s ischemickou chorobou srdecni

(ICHS) vyznamné vyssi hladiny ADMA a SDMA. Bylo prok4zéno, Ze koncentrace
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ADMA koreluje s rozsahem a zdvaznosti koronarni aterosklerézy a je silnym ukazatelem
kardiovaskularnich ptihod a nezévislym rizikovym faktorem ICHS a mortality u pacientt
s ICHS (Bode-Boger et al., 2006; Pope et al., 2009).

Ve velké studii zahrnujici 3 952 respondentl, pii které byly meéfeny oba
dimethylderivaty argininu, prokdzal Schwedhelm et al. (2014), ze SDMA je nezavisly
parametr predikce mortality kardiovaskularniho onemocnéni.

Boger et al. (1998) naméfili vyznamné vyssi hladiny ADMA u pacientl s hyper-
cholesterolemii, plazmatickd koncentrace SDMA se u téchto pacienti od kontrolni
skupiny zdravych jedinct neliSila. ZvySeni plazmatické koncentrace ADMA mélo u
téchto pacientli za nésledek niz§i pomér Arg/ADMA. Byla také nalezena pozitivni
korelace mezi LDL-cholesterolem a ADMA a celkovym cholesterolem a ADMA.

Vzhledem k tomu, ¢ ADMA a L-homoarginin mohou na syntézu NO a
kardiovaskularni  onemocnéni  plsobit antagonisticky, mize pii predikci
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dva parametry samostatné¢ (Pilz et al., 2015).

2.5.3 ADMA a SDMA u renalnich onemocnéni

Pii rendlnim selhani je vylu€ovani methylargininii snizeno a ADMA i1 SDMA se
akumuluji v cirkulaci, dochazi ke sniZeni poméru Arg/ADMA a Arg/SDMA. Hladina
SDMA se zvySuje vice nez ADMA, jejiz koncentrace je snizovdna aktivitou DDAH.
ZvySeni koncentrace ADMA pfi onemocnéni ledvin a sniZzeni poméru Arg/ADMA s
naslednou inhibici tvorby NO je pfi¢inou hypertenze, zvySené aterogeneze a imunitni
dysfunkce spojené s renalnim onemocnénim (Alddmiz-Echevarria and Andrade, 2012;
Fleck et al., 2003; Tran et al., 2003). U pacientt s chronickym onemocnénim ledvin jsou
aterosklerotické vaskularni komplikace hlavni pfi¢inou morbidity a mortality (Busch et
al., 2006).

ProtoZze SDMA je metabolicky inaktivni a neni substratem pro DDAH, koreluje se
snizenou rendlni funkci vice. Relativni nartst intracelularniho SDMA muzZe byt
napadngjsi neZ narist ADMA, cozZ vede ke sniZzeni poméru ADMA/SDMA (Teerlink et
al., 2009). Ne¢které studie ukazuji velmi tésnou korelaci mezi sérovym kreatininem,
glomerulérni filtraci a SDMA, naznacujici, Ze SDMA muze slouzit jako dobry ukazatel

renalnich funkci (Bode-Boger et al., 2006).
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2.6 Metody stanoveni ADMA a SDMA

Asymetricky a symetricky dimethylarginin jsou nejcastéji stanovovany separa¢nimi
chromatografickymi metodami, hlavné kapalinovou chromatografii. Zékladni metodou
stanoveni ADMA a SDMA je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
v riaznych modifikacich, liSicich se hlavné upravou vzorku a zptisobem detekce. Dalsi
moznosti stanoveni je plynova chromatografie nebo elektromigraéni metody. Casto se

pouzivaji také metody imunochemické.

2.6.1 Kapalinova chromatografie s UV a fluorescencni detekci

Metody vyuzivajici detekci v UV oblasti pti 200 nm pracuji bez derivatizace vzorku. Tyto
metody vSak nejsou dostatecné citlivé, protoze koncentrace ADMA a SDMA je v lidské
plazmé vice nez stokrdt niz$i nez koncentrace L-argininu a nékterych dalSich
aminokyselin (Lluch et al., 2004; MacAllister et al., 1996).

Vice rozsitené jsou metody HPLC vyuzivajici prekolonovou derivatizaci a
fluorescenéni detekcei. Derivatizace plsobi nejen zvySeni citlivosti metody, ale 1 zménu
chromatografického chovani vzorku (Teerlink, 2007).

Jelikoz nebyla popsana selektivni ¢inidla pro derivatizaci L-argininu a jeho
methylderivati, je tieba vzorek upravit, nejcastéji extrakei na pevné fazi (SPE) (Teerlink,
2007). Extrakce spocivd v iontové vymeéné na katexovych kolonkdch, vyuZivajicich
bazickych vlastnosti L-argininu a jeho methylovanych derivatd. Pfi CiSténi dochazi
k odstranéni vétSiny balastnich latek a sloZzek matrice vzorku, vcetné kyselych a
neutralnich aminokyselin. Vyhodou postupu extrakce na SPE kolonkach je také moznost
zakoncentrovani stanovovanych analyt ve vzorku.

Zhang & Kaye (2004) pouzili pro ¢isténi vzorkl sraZeni ethanolem s naslednou
lyofilizaci. To jim umoZznovalo spolu s L-argininem a jeho methylovanymi derivaty
stanovovat také L-citrulin, coz pfi ¢iSténi vzorkd pomoci SPE neni mozné.

Pti derivatizaci dochézi ke vzniku adukt analytu s derivatizatnim cinidlem, které
lze stanovit citlivéjsim fluorescenénim detektorem. Zaroven se zvySuje hydrofobnost
analytu s moznosti pouziti HPLC na reverznich fazich. Nejcastéji se vyuziva derivatizace
ortho-ftaldialdehydem (OPA) (Teerlink, 2007).

Derivatizace pomoci OPA neni selektivni, reaguji vSechny slouceniny s a-amino-

skupinou. Reakce primarnich aminid s OPA vyZaduje piitomnost thiolové skupiny a
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poskytuje fluoreskujici izoindolové derivaty (Obr. 8a), které vSak podléhaji spontannimu
pfesmyku za vzniku nefluoreskujicich derivati (Obr. 8b) (Goto, 1990).

Pro reakci potiebnou thiolovou skupinu poskytuje ethanthiol, 3-merkaptopropanol,
Castéji 2-merkaptoethanol (ME), 3-merkaptopropionova kyselina (MPA) nebo N-acetyl-
L-cystein (Goto, 1990; Teerlink, 2007). Na Obr. 9 jsou zndzornény adukty L-argininu a

jeho derivati s OPA a 3-merkaproptopionovou kyselinou.

a) HO

o \,,,\
S
+ HS/\/OH + HN-—R —= = + 2H,0
N—R
ey
O
OPA ME primarni amin fluoreskujici derivat
bj
HO
\/\ OH o
s
/
= —_— — N—R + \ESA%/ — N—R
N—R n
\-.
fluoreskujici derivat nefluoreskujici derivat

Obr. 8: Derivatizace primarnich aminu s ortho-ftaldialdehydem.
a) derivatizacni reakce a vznik fluoreskujiciho derivatu, b) spontanni pfesmyk na nefluoreskujici

derivat. OPA — ortho-ftaldialdehyd, ME — 2-merkaptoethanol

Derivatizace probiha velmi rychle pifi pokojové teplot¢ a samotné Ccinidlo
nevykazuje fluorescenci, chromatogram je relativné Cisty (Teerlink, 2007). Nevyhodou
OPA derivatii je jejich kratka Easova stabilita. Casto pouzivana 3-merkaptopropionova
kyselina poskytuje oproti 2-merkaptoethanolu stabilnéj$i derivaty, které jsou také
vzhledem k pfitomnosti dalS$i karboxylové skupiny polarngjsi (Marra et al., 2003;
Teerlink, 2007).

Byla popséana i jina derivatizacni ¢inidla se stabilnéjSimi derivaty nebo lepsi separaci
analytli, napf. naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (Heresztyn et al., 2004; Marra et al., 2003;
Teerlink, 2007), 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbaméat (Heresztyn et al.,
2004; Jones et al., 2010; Teerlink, 2007), 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (Teerlink,
2007) nebo fenylizothiokyanat (Pi et al., 2000; Teerlink, 2007). Ptesto ziistava

nejpouzivanéjSim derivatizaénim Cinidlem OPA.
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Vzhledem k podobnému chemickému a fyzikalnimu chovéni a nizké plazmatické

koncentraci se pfi stanoveni derivati L-argininu pomoci HPLC jako interni standard

nejcastéji pouziva monomethylarginin (Teerlink, 2007). Pro svoji vysokou intracelularni

koncentraci vSak MMA neni pfili§ vhodny u tkanovych vzorkl, proto je v takovém

ptipad¢ 1épe volit L-homoarginin (Pi et al., 2000; Teerlink, 2007). Jako interni standard

1ze také pouzit propylarginin (Teerlink, 2007) nebo monoethylarginin (Blackwell et al.,

2007).
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Obr.9: OPA/MPA adukty derivati L-argininu.

OPA - ortho-ftaldialdehyd, MPA — 3-merkaptopropionovd kyselina, Arg — L-arginin,

hArg — L-homoarginin, MMA — monomethylarginin, ADMA — asymetricky dimethylarginin,

SDMA — symetricky dimethylarginin,

2.6.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

V posledni dobé neustdle roste spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim
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detekce derivatizovaného vzorku (Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2007). Casté je
také tandemové usporadani hmotnostni detekce, metoda MS/MS.

Pti LC-MS lze vynechat derivatizaci a Cisténi vzorku extrakci na SPE kolonkach,
obvykle stai pouze vysrazeni proteini pomoci organického rozpoustédla a jeho
odpareni. Bézn¢ se k precipitaci pouziva acetonitril, kyselina sulfosalicylova nebo smés
acetonitril-methanol (Davids et al., 2012; Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2007).
Pii ptipraveé vzorkl lze pouzit také ultracentrifugaci (Saigusa et al., 2011).

Nekteré metody vyuzivajici MS také pracuji s derivatizaci vzorku, pouziva se napf.
1-butanol, ktery esterifikuje karboxylové skupiny za vzniku butylester stanovovanych
analytli, nebo derivatizace OPA (Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2007).

Kvantitativni analyzu pfi stanoveni hmotnostni spektrometrii mohou u komplexnich
biologickych vzorkii ohrozit tzv. matricové efekty. Efektivnim zplsobem, jak
minimalizovat tyto jevy, je pouziti stabilnim izotopem znacenych internich standarda.
Ke standardizaci lze vyuzit komeréné dostupné izotopy (Martens-Lobenhoffer & Bode-
Boger, 2007, 2012).

Metodami LC-MS lze provést stanoveni L-argininu a jeho derivati v séru, moci
i vzorcich tkan€. Vzhledem k tomu, Zze neni tfeba upravovat vzorek SPE extrakci, je
mozné pfi jedné analyze spolu s L-argininem, MMA, ADMA, SDMA a L-homo-
argininem soucasn¢ stanovovat také L-citrulin nebo kreatinin (Martens-Lobenhoffer &

Bode-Boger, 2007; Saigusa et al., 2011).

2.6.3 Plynova chromatografie (GC)

L-Arginin a jeho derivaty lze také stanovit plynovou chromatografii. Pouziva se ve
spojeni s hmotnostnim detektorem (GC-MS). Vzorky je nutné pied vlastnim
chromatografickym dé€lenim upravit derivatizaci. Hlavnimi divody derivatizace je
potlaceni polarniho charakteru L-argininu a jeho derivatl a pfevedeni analytli na t€kavé
slouceniny.

Stanoveni L-argininu a methylarginini popsali Tsikas et al. (2003). Derivatizace
probiha ve dvou krocich, nejprve vznikaji esterifikaci karboxylové skupiny methanolem
v kyselém prosttedi methylestery, nasleduje acylace aminoskupiny s anhydridem penta-
fluoropropionové kyseliny (PFPA) za vzniku tékavych amid pentafluoropropionové

kyseliny. Vzorky plazmy byly upraveny ultracentrifugaci.
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Stejny postup derivatizace methanolem a PFPA pouzili i Albsmeier et al. (2004).
U vzorkG plazmy byla pied derivatizaci provedena precipitace acetonem, tkanové
supernatanty byly vycistény extrakci na SPE kolonkéch.

K standardizaci lze vyuzit komeréné dostupné izotopy. Albsmeier vyuzil jako
interni standard izotopicky znaceny ADMA vyrobeny v laboratoti. Metody GC-MS jsou
vyuzivany pro stanoveni v plazmé, tkanich a v moci (Albsmeier et al., 2004; Tsikas et al.,

2003).

2.6.4 Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapilarni elektroforéza (CE) patii k elektromigra¢nim metodam s velmi ostrym délenim
jednotlivych pikil. Pro méfeni nizkych koncentraci argininovych derivati je nutné pouzit
kapilarni elektroforézu s laserem indukovanou fluorescenci (CE-LIF).

Caussé et al. (2000) popsali metodu rychlého stanoveni L-argininu a methylarginind
pomoci CE-LIF, derivatizaci fluorescein-5-isothiokyanatem (FITC) a s homoargininem
jako internim standardem. Derivatizace FITC probihala dlouhou dobu. Pfi analyze
v alkalickém prostiedi (pH pufru musi mit hodnotu vyssi nez 9,5) jsou migracni Casy
analyti pomérné kratké, okolo deseti minut (Caussé et al., 2000).

Také Trapp et al. (2004) pouzili kapilarni elektroforézu, k derivatizaci vzorku vSak
zvolili jiné ¢inidlo, 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan.

Vzorky pro stanoveni neni tfeba upravovat extrakci, jsou pouze deproteinovany.
Rozliseni piki ADMA a SDMA vsak neni vzdy dokonalé, velmi zélezi na sloZeni,
iontové sile a pH déliciho pufru. Pracuje se v alkalickém prostiedi (Caussé et al., 2000;

Trapp et al., 2004).

2.6.5 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) je metoda kombinujici kapilarni
elektroforézu a chromatografii. K déleni dochézi v elektrolytu s pfidanym vhodnym
tenzidem, ktery vytvari micely, tzv. pseudostacionarni fazi. Pomoci fluorescenéniho
derivatizac¢niho Cinidla je zajiStén nizky detek¢ni limit stanoveni.

Metodu micelarni elektrokinetické chromatografie s laserem indukovanou
fluorescenci (MEKC-LIF) pouzili pro stanoveni L-argininu a jeho methylderivati Trapp

et al. (2004). Jako surfaktant slouzi deoxycholat. Pfidani deoxycholatu umozni separaci
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nitrobenzafurazanovych derivati L-argininu a methylarginint s vysokym rozliSenim, ale

Cas separace je vyrazn¢ del$i nez u CE (Trapp et al., 2004).

2.6.6 Enzymova imunoanalyza na imunosorbentech (ELISA)

Snaha o dostupné a rychlé stanoveni ADMA vedla Schulze et al. (2004) k vyvoji nové
ELISA metody. Pro stanoveni pouzili mikrotitracni desticku s jamkami potazenymi
ADMA vazanym na albumin, acyla¢ni Cinidlo N-hydroxysukcinimido-karbonovou
kyselinu v dimethylformamidu, krali¢i anti-N-acyl-ADMA antisérum a enzymovy
konjugat kienové peroxidasy s anti-krali¢im IgG. Pro vytvofeni imunogenu pro imunizaci
kralik navazali ADMA na kyselinu jantarovou a nasledné na bovinni sérovy albumin.

Stanoveni dimethylargininii metodou ELISA je zaloZeno na kompetitivnim principu
a je u obou analyti obdobné. Lze rozdé¢lit na acylaéni reakci a vlastni imunochemickou
reakci. ADMA ve vzorku po acylaci soutézi s N-acyl-ADMA (obdobné SDMA soutézi
s N-acyl-SDMA) vazanym na pevnou fazi mikrotitrani desti¢ky o pfidanou krali¢i
protilatku proti ADMA (SDMA). Po ustaveni rovnovahy se odstrani volny antigen a
nenavazany komplex antigen-protilatka. Protilatka v komplexu na vdzaném antigenu
reaguje s anti-krali¢i IgG protilatkou oznacenou kienovou peroxidasou. Pridanim
substratu obsahujiciho peroxid vodiku a tetramethylbenzidin vznikd zabarveni, jehoz
intenzita se po zastaveni reakce okyselenim méfi fotometricky. Intenzita zabarveni je
nepiimo imérna koncentraci ADMA nebo SDMA ve vzorku (ADMA ELISA: Instruction
for use, 2011, SDMA ELISA: Instruction for use, 2016; Sirok4 et al., 2007).

Metody ELISA na mikrotitra¢nich destickach se hodi na stanoveni velkych sérii
vzorkll v klinickych studiich. Vyhodou je kromé& moZznosti zpracovani vétsiho poctu
vzorkl najednou také potfeba malych objemut vzorku i reagencii. U metody ELISA lze
v literatuie nalézt rozdilné nazory na srovnani s HPLC metodami s riiznym provedenim.
Pro stanoveni je dostupnych jen né€kolik komerénich ELISA souprav (Schulze et al.,

2004; Siroka et al., 2007; Valtonen et al., 2005).
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3 CIiL PRACE

Cilem této prace bylo zavedeni metody stanoveni asymetrického a symetrického
dimethylargininu pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekei. Prace byla rozdélena na nékolik
dil¢ich cila:

- zavedeni metody s pouzitim standardnich latek a jeji optimalizace,

- pouziti metody s redlnymi vzorky a optimalizace piipravy vzorkd,

- porovnani zavedené metody s metodou ELISA.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Pouzity material a chemikalie

4.1.1 Pouzité chemikalie

NY,NY-Dimethyl-L-arginin dihydrochlorid > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA),

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

L-homoarginin hydrochlorid > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
NC-methyl-L-arginin acetat > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
L-arginin hydrochlorid > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
ortho-ftaldialdehyd p.a. (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
3-merkaptopropionova kyselina > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
acetonitril pro HPLC (VWR International, Radnor, PA, USA),

methanol p.a. (VWR International, Radnor, PA, USA),

hydrogenfosfore¢nan draselny trihydrat p.a. (VWR International, Radnor, PA, USA),
dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody pro HPLC (VWR International, Radnor, PA,
USA),

hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat p.a. (Penta, Chrudim, CR),
dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a. (Penta, Chrudim, CR),

kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Penta, Chrudim, CR),

hydroxid sodny p.a. (Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové, CR),

amoniak vodny roztok (min. 25 %) p.a. (Lachema, Brno, CR),

chlorid sodny p.a. (Lachema, Brno, CR),

chlorid draselny p.a. (Lachema, Brno, CR),

kyselina borita p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR).

4.1.2 Pouzity material a soupravy

SPE kolonky Oasis MCX 1 ml (30 mg) Extraction Cartridges (Waters Corp., Milford,
MA, USA),

SPE kolonky Oasis MCX 6 ml (150 mg) Extraction Cartridges (Waters Corp., Milford,
MA, USA),
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chromatograficka kolona ACE Equivalence 5 pm C18 Column, 150 x 4,6 mm
(Advanced Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland, UK),

ochranné piedkolony ACE Equivalence 5 C18 Guard Cartridges (Advanced
Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland, UK),

nylonové filtry Nylon filter membranes 0,45 um, 47 mm (Supelco, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA),

injek¢ni filtry Minisart RC4 Syringe Filter 0,20 um (Sartorius, Géttingen, Némecko),
ADMA ELISA (DLD Diagnostika, Hamburg, Némecko),

SDMA ELISA (DLD Diagnostika, Hamburg, Némecko).

4.1.3 Pouzité pristroje

Kapalinovy chromatograf Thermo Separation Products SpectraSYSTEM: odplyiovac
SCM 1000, pumpa P 2000, automaticky davkovac AS 3000, UV detektor UV 2000,
fluorescen¢ni detektor FL 3000, fidici jednotka SN 4000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA),

automaticky analyzator na zpracovani mikrotitracnich desticek NexGen Four (Adaltis,

Guidonia di Montecelio, Italie).

4.1.4 Pouzity software

ChromQuest 2.51 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
MS Excel 2016 (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA),
MedCalc 17.7.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgie).

4.1.5 Ostatni pouZzity material, pristroje a pomicky

Filtra¢ni systém na filtraci roztokli pro chromatografii, vakuovy SPE manifold, vakuova
pumpa, stlaceny plynny dusik, suchy termostat, ultrazvukova vodni lazen, orbitalni

trepacka.
4.1.6 Pouzité pufry

0,5 mol I'! K-fosfatovy puft, pH 6,5: Pufr byl pifipraven ze dvou zisobnich roztoku:
A —0,5mol I"! hydrogenfosfore¢nan draselny, B — 0,5 mol I"! dihydrogenfosfore¢nan
draselny. Zasobni roztok A byl pfipraven rozpusténim 57,05 g KoHPO4.3H20 v 500 ml
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redestilované vody, zdsobni roztok B rozpusténim 68 g KH2PO4 v 1 000 ml redestilované
vody. Pracovni roztok se skldda z 33 ml zasobniho roztoku A a 67 ml zasobniho
roztoku B. Piipraveny pufr byl uchovavan v chladnicce.

0,1 mol I"' Na-fosfatovy pufr, pH 7,0: Pufr byl piipraven ze dvou zasobnich
roztokl: A — 0,2moll™" hydrogenfosfore¢nan sodny, B — 0,2mol 1" dihydro-
genfosforecnan sodny. Zasobni roztok A byl piipraven rozpusténim 7,1629 g
NaxHPO4.12H>0 ve 100 ml redestilované vody, zadsobni roztok B rozpusténim 3,1202 g
NaH>P04.2H>O v 100 ml redestilované vody. Pracovni roztok se sklada z 30,5 ml
zasobniho roztoku A a 19,5 ml zasobniho roztoku B a doplni se do 100 ml redestilovanou
vodou. Ptipraveny pufr byl uchovavan v chladnicce.

0,2 mol I'! boratovy pufr, pH 9,5: Pufr byl piipraven ze dvou zasobnich roztoki:
A —0,2 mol I"! kyselina borita + 0,2 mol I"! chlorid draselny, B — 0,2 mol 1"! hydroxid
sodny. Zasobni roztok A byl pfipraven rozpusténim 1,237 g H3BOs a 1,491 g KCl ve
100 ml redestilované vody, zasobni roztok B rozpusténim 0,8 g NaOH ve 100 ml
redestilované vody. Pracovni roztok obsahuje 50 ml zasobniho roztoku A a 30 ml

zasobniho roztoku B. Pfipraveny pufr byl uchovéavan v chladnicce.

4.2 Priprava roztoku

4.2.1 Mobilni faze

Mobilni faze A se sklada z 50 mmol "' K-fosfatového pufru pH 6,5 s 8,7 % acetonitrilu
(ACN): Byla pfipravena ze 100 ml 0,5 mol I"! K-fosfatového pufru pH 6,5, ziedéna
redestilovanou vodou na objem cca 800 ml, pfidalo se 87 ml ACN a doplnilo
redestilovanou vodou na 1 000 ml. Pfipravena mobilni faze byla vakuové filtrovana ptes
nylonovy filtr o velikosti port 0,45 pm a v ultrazvukové lazni pti 40 °C po dobu 15 minut
bylo provedeno odplynéni.

Mobilni faze B se skladd z ACN a redestilované vody v poméru 50/50 (v/v).
Ptipravend mobilni faze byla vakuové filtrovana pies nylonovy filtr o velikosti
port 0,45 um a v ultrazvukové lazni pii 40 °C po dobu 15 minut bylo provedeno
odplynéni.

Ob¢ zasobni mobilni fdze byly uchovavany v chladnicce.
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4.2.2 Standardy

Zasobni standardni roztoky L-argininu, L-homoargininu, ADMA, SDMA a MMA byly
pripraveny o koncentraci 1 mmol I"' v 10 mmol I"! HCI, rozdéleny do mikrozkumavek a
zamrazeny na —20 °C.

Kalibra¢ni roztoky ADMA a SDMA byly pfipraveny ze zasobnich standardnich
roztok®l nafedénim 10 mmol I"! HCI na findlni koncentrace jednotlivych kalibratord:
0,125; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 a 3 umol ! pro ADMA a 0,125; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4
a5 pmol I"! pro SDMA. Kazdy kalibra¢ni roztok obsahoval 20 umol 1! MMA.

Pracovni smésny standard byl pfipraven ze zasobnich standardnich roztoki
nafedénim 10 mmol I"! HCI na koncentrace jednotlivych slozek: L-arginin 50 umol 17,
MMA 20 pmol 1!, L-homoarginin 2 pmol I"!, ADMA 1 pmol I"' a SDMA 1 umol I'".
Alikvoty pracovniho smésného standardu v mikrozkumavkéach byly uchovavany pii
teploté —20 °C.

Interni standard MMA (IS) byl pfipraven ze zasobniho standardniho roztoku
monomethylargininu nafedénim 10 mmol I"' HCI na koncentraci 40 pmol I"!. Alikvoty

interniho standardu v mikrozkumavkach byly uchovavany pii —20 °C.

4.2.3 Roztoky pro SPE

PBS pH 7,0 se sklad4 z 10 mmol I"! Na-fosfatového pufru pH 7,0 a 140 mmol 1! chloridu
sodného. Byl ptipraven z 50 m1 0,1 mol I"! Na-fosfatového pufru pH 7,0, ptidalo se 4,09 g
NacCl a doplnilo do 500 ml redestilovanou vodou. Ptipraveny PBS pufr byl uchovavan
v chladnicce.

Promyvaci roztok HCI byl 100 mmol I"! HCI. Promyvaci roztok byl uchovéavéan
v chladnicce.

Elu¢ni ¢inidlo se skladd z amoniaku, destilované vody a methanolu v poméru
10/40/50 (v/v/v) s pridavkem 0,5ml 1 moll™! NaOH na 100 ml eluéniho ¢&inidla.

Ptipravené elu¢ni ¢inidlo bylo uchovavano v chladnicce.

4.2.4 Derivatizacni ¢inidlo

Derivatizaéni ¢inidlo se sklada z ortho-ftaldialdehydu a kyseliny 3-merkaptopropionové.

Navazka 0,05 g ortho-ftaldialdehydu byla rozpusténa v 1 ml methanolu, doplnéna 9 ml
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0,2 mol I"! boratového pufru pH 9,5 a bylo ptidano 50 pl 3-merkaptopropionové kyseliny.

Alikvoty derivatiza¢niho ¢inidla v mikrozkumavkach byly uchovéavany pii —80 °C.
4.3 Biologické vzorky

Vzorky krve byly odebrany do zkumavek s heparinatem lithnym. Plazma byla ziskana
standardnim zpiisobem centrifugaci pii 2 170 g po dobu 8 minut pii 4 °C a rozd¢€lena do
mikrozkumavek na vice alikvotd, které byly uchovany az do analyzy pti —80 °C.

Vybér vzorki byl proveden podle zdravotni historie jedinct tak, aby zahrnoval rizné
vysoké ocekavané koncentrace ADMA a SDMA.

Pro kontrolu kvality byla pouzita smésné plazma od 10 dobrovolnikd. Plazma od
vSech dobrovolnikl byla homogenizovana a rozdélena do alikvoti v mikrozkumavkach,

které byly uchovavany pii —80 °C.
4.4 Stanoveni argininu a jeho derivati metodou HPLC

Arginin, ADMA a SDMA byly méfeny metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie na reverzni fazi s predkolonovou derivatizaci ortho-ftaldialdehydem a
detekci fluorescencnim detektorem. Vzorky plazmy byly zbaveny balastnich latek

extrakci na SPE kolonkach.

4.4.1 Priprava vzorku

Pro extrakci na pevné fazi byly pouzity SPE kolonky Oasis MCX firmy Waters. Pfed
extrakci na kolonce se vzorek plazmy nejprve nafedil PBS. Ke 200 ul plazmy bylo
ptidano 100 pl interniho standardu a doplnilo se 700 pl PBS pufru na 1 ml.

Ptiprava SPE kolonky pfed nanesenim vzorku byla provedena nejprve promytim
1 ml methanolu (kondicionace), ndsledovanym 1 ml PBS (ekvilibrace kolonky). Na takto
piipravenou SPE kolonku byl nanesen 1 ml PBS pufrem fedéného vzorku s IS.
Nasledovalo vymyvani balastnich latek nejprve 1ml 100 mmol I HCI, poté 1 ml
methanolu. Eluce byla provedena do cistych sklenénych zkumavek elu¢nim ¢inidlem
sloZzeni amoniak : voda : methanol v poméru 10/40/50 (v/v/v) s ptidavkem 0,5 ml
1 mol I"! NaOH na 100 ml elu¢niho ¢inidla.

SPE extrakci ziskany eluat byl odpaten pii teploté 60—80 °C dosucha pod horkym
dusikem. Odparek byl rozpustén ve 200 ul 10 mmol 1! HCI a cely objem zfiltrovan na
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injekénim filtru o velikosti pord 0,2 pm. Finalni koncentrace IS ve filtratu

rekonstituovaného vzorku byla 20 umol 17!,

4.4.2 Derivatizace

Pro vlastni reakci s OPA/MPA derivatizacnim c¢inidlem bylo do mikrozkumavky
odméieno 40 pl filtratu vzorku a ptidano 40 pul derivatizacniho ¢inidla. Po intenzivnim
promichani a inkubaci 5 minut byla reakéni smés pipetovana do vialek a vlozena do
davkovaciho zatfizeni HPLC chromatografu a pfesné¢ 10 minut od smichani vzorku a
derivatizac¢niho ¢inidla byla spusténa analyza. Kazdy den analyzy byl rozmrazen a pouzit

Cerstvy alikvot derivatizac¢niho ¢inidla, ktery byl uchovavan v temnu v chladnicce.

4.4.3 Chromatografie

K chromatografickému déleni na kapalinovém chromatografu Thermo Separation
Products SpectraSYSTEM byla pouzita chromatografickd kolona ACE Equivalence
s C18 sorbentem o velikosti ¢astic 5 um o délce 15 cm a priméru 4,6 mm s ochrannou
predkolonou.

Nasttik derivatizovaného vzorku na kolonu byl 10 pl. Separace byla izokraticka,
100 % mobilni faze A o pritoku 1,10 ml/min pii 33 °C. Po eluci vSech analyti byla
mobilni faze ptepnuta na 100 % B a prutok zvysen na 1,15 ml/min, kvili vymyti silné
zadrzovanych komponent. Nasledoval gradient mobilni faze B od 100 % do 0 % a
pokracovalo se 100 % mobilni faze A o pritoku 1,10 ml/min (ekvilibrace kolony pred
dalsim nastifikem vzorku).

Fluorescence byla méfena pii excitani vinové délce 342 nm a emisni vinové délce

520 nm a 450 nm. Podminky separace a detekce jsou prehledné shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1: Podminky separace a detekce.

Cas MP A MP B Prutok A excitace A emise
(min) (%) (%) (ml/min) (nm) (nm)
0-12,0 100 0 1,10 342 520
12,1-22,0 100 0 1,10 342 450
22,1-25,0 0 100 1,15 342 520
25,1-30,0 0<100 100>0 1,10 342 520
35,1-40,0 100 0 1,10 342 520

MP A — mobilni faze A, MP B — mobilni faze B
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Celkovéa doba separace byla 40 minut. Piky byly kvantifikovany ur¢enim plochy pod
ktivkou (AUC), respektive plochy pod kiivkou analytu vztazené na plochu pod kiivkou

interniho standardu (AUC/IS) v ovladacim programu chromatografu ChromQuest.

4.4.4 Kalibrace

Urceni koncentrace jednotlivych analyti ve vzorcich bylo provedeno metodou
porovnani s jednim externim standardem s pouzitim metody interniho standardu. Pro
uréeni koncentraci argininu a jeho derivati ve vzorku byl pouzit smésny standard
o koncentraci jednotlivych slozek: Arg 50 pmol 1"!, MMA 20 umol I"!, hArg 2 pmol 1"},
ADMA 1 pmol I'" a SDMA 1 pmol I"!. Jako interni standard pro vzorky plazmy byl
pouzit MMA o koncentraci 40 pmol 17",

4.4.5 Validace

Linearita u ADMA a SDMA nebyla ovéfovana v celém rozsahu, ale jen v rozsahu
koncentraci koncicim nad maximalni ocekavanou koncentraci ADMA a SDMA ve
vzorku. Byly proméfeny kalibra¢ni roztoky s kalibra¢nimi body 0,125; 0,25; 0,5; 1; 1,5;
2;2,5a3 umol I'! pro ADMA a 0,125; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 a 5 pmol 1! pro SDMA.
Kazdy kalibraéni roztok obsahoval 20 pmol 1! MMA. Kalibraéni kiivka byla sestrojena
vynesenim pomeérta AUC piki jednotlivych analytt ku AUC interniho standardu MMA a
koncentraci jednotlivych kalibra¢nich roztokti do grafu. Data byla podrobena regresni
analyze a byly ziskdny hodnoty smérnice, interceptu a koeficientu determinance.

Preciznost stanoveni byla ur¢ena za podminek opakovatelnosti z 6 méfeni smésné
plazmy béhem jednoho dne a jako mezilehla preciznost z 20 méfeni smésné plazmy
v riznych dnech. Smésna plazma byla uchovéavana pti —20 °C a kazdy den byl pouzit
Cerstvy alikvot. Preciznost byla vyjadiena jako variacni koeficient v %.

Navratnost byla ovéfena na smésné plazmé se standardnim pfidavkem ADMA a
SDMA. Vzorek bez piidavku a s pfidavkem ADMA a SDMA prosel SPE extrakei.
Relativni navratnost byla vypocitana jako procentualni pomér mezi rozdilem koncentrace
vzorku s pfidavkem a koncentrace vzorku bez pfidavku ku koncentraci standardniho
pridavku. Absolutni navratnost byla vypocitana jako procentualni pomeér rozdilu AUC/IS
vzorku s pfidavkem a AUC/IS vzorku bez piidavku ku AUC/IS odpovidajicimu

koncentraci standardniho ptidavku pfimo davkovaného na kolonu bez SPE extrakce.
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Limit detekce a limit kvantifikace ADMA a SDMA nebyly urcovany. Jako méfici

Cvwr

roztokem.

4.5 Stanoveni ADMA a SDMA metodou ELISA

ADMA a SDMA byly stanoveny kompetitivni metodou ELISA soupravami firmy DLD
diagnostika. Test byl proveden pfesné podle instrukci v pfibalové dokumentaci soupravy.
Prvni cast testu, acylace vzorku, byla provedena manualnim zpracovanim, vlastni
imunochemické stanoveni bylo provedeno automatickym analyzatorem pro zpracovani

mikrotitra¢nich desti¢ek NexGen Four.

4.6 Statistika

Pro jednodussi statistické vypocty a analyzu dat byly pouzity statistické ndstroje
programu MS Excel, porovnani metod HPLC a ELISA bylo zpracovéano ve statistickém

programu MedCalc.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Zavedeni metody HPLC

Zakladem pro experimentalni ¢ast zavedeni HPLC metody pro stanoveni asymetrického
a symetrického dimethylargininu byla prace Teerlinka et al. (2002), kterou jsme castecné
modifikovali a pfizplisobili nas§im podminkdm a moznostem sestavy naseho HPLC

kapalinového chromatografu.

5.1.1 Chromatograficka separace

Pro chromatografickou separaci jsme pouzili chromatografickou kolonu ACE
Equivalence s reverzni C18 stacionarni fazi (oktadecylsilikagel) a endcappingem volnych
sialovych skupin a ochrannou ptfedkolonu ACE Equivalence 5 C18 Guard Cartridge.
Velikost ¢astic sorbentu je 5 pm, délka kolony 15 cm, primér 4,6 mm. Pouzité mobilni
faze a rychlost pritoku systémem byly stejné jako u Teerlinka.

K identifikaci pika a ur€eni retencnich €asti L-argininu a jeho derivatl jsme pouzili
standardni roztoky L-argininu, MMA, L-homoargininu, ADMA a SDMA, které jsme
stanovovali izolovan¢. Reten¢ni Casy za nasich podminek separace jsou oproti piivodni
Teerlinkové metodé o trochu delsi. Tab. 2 ptehledné shrnuje retencni ¢asy L-argininu a

jeho derivatu.

Tab.2: Reten¢ni ¢asy L-argininu a jeho derivatu.

tr
(min)
L-Arginin 10,1
Monomethylarginin 13,9
L-Homoarginin 15,6
Asymetricky dimethylarginin 18,4
Symetricky dimethylarginin 19,4

tr — retencni Cas

Teplota kolony pii separaci byla 33 °C. Separace za nizsi teploty 30 °C jako
u Teerlinka nebyla moZzna, protoZe jsme v nasich podminkéch nemohli zamezit jejimu
nardstu a zajistit tak stabilni teplotu po celou dobu separace.

Na pouzitém chromatografickém systému nelze béhem analyzy ménit citlivost

detektoru. Vzhledem k rozdilnym hodnotam koncentrace L-argininu a dimethylovanych
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derivati ADMA a SDMA v biologickych vzorcich, nebylo mozné na vysokou citlivost
fluorescencniho detektoru zméfit vysoké koncentrace L-argininu, pii sniZeni citlivosti
naopak byly plochy pikii ADMA a SDMA pfili§ nizké. Tento problém jsme vytesili tak,
ze jsme odezvu fluorescence L-argininu méfili pti 520 nm, vinové délce mimo maximum
emisniho zafeni. K pfepnuti na vilnovou délku maxima emisniho zafeni (450 nm) pro
detekci methylovanych derivatl argininu a opétovnému vynulovani zékladni linie jsme
vyuzili dostatecné dlouhé prodlevy mezi reten¢nim casem L-argininu a retencnim ¢asem
interniho standardu monomethylargininu.

Po eluci vsech analytd, kdy dochazi k promyti kolony, jsme opét vinovou délku
emisniho zafeni posunuli mimo maximum, protoze se obcas stavalo, ze doslo k pfetizeni
fluorescen¢niho detektoru. Pfi vyuziti naSeho nastaveni excitace a emise béhem separace
analytil je zména na zakladni linii velmi mald. Na Obr. 10 je zndzornén chromatograficky

zaznam smésného standardu.
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Obr. 10: Chromatogram smésného standardu.

1 — L-arginin (¢ = 50 umol I'!), 2 — monomethylarginin (¢ = 20 pmol 1'"), 3 — L-homoarginin
(c=2umol 1", 4 — asymetricky dimethylarginin (¢ = 1pumoll™"), 5 — symetricky
dimethylarginin (¢ = 1 pmol I"), Sipka ukazuje misto zmény vlnové délky pro emisni zaieni

Kvalitu chromatografické separace jsme vyjadtili jako faktor asymetrie jednotlivych
pikd, ureny jako pomér Sitky sestupné ¢asti piku ku vzestupné ¢asti piku v 10 % vysky
piku. Faktory asymetrie pikil jednotlivych analyth jsou v Tab. 3. Piky ziskané separaci
byly symetrické, bez vyrazné deformace tvaru.

DalSim zjisStovanym znakem kvality separace bylo rozliSeni ADMA a SDMA.
RozliSeni pikli jsme urcili na zdkladé rozdilu retencnich casti a souctu Sitky pikl

v poloviné jejich vysky. Pfi naSich podminkach separace jsme sice nedosahli uplné¢ho
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rozdéleni piki obou dimethylarginind na zékladni linii, pfesto bylo rozliSeni ADMA a

SDMA velmi dobré (R12 = 1,36).

Tab. 3: Faktory asymetrie pikii argininu a jeho derivatu.

As piku
L-Arginin 0,96
Monomethylarginin 0,91
L-Homoarginin 0,92
Asymetricky dimethylarginin 1,0
Symetricky dimethylarginin 1,0

As — faktor symetrie

Pro uréeni poctu teoretickych pater, poc¢tu efektivnich pater, vyskového ekvivalentu
teoretického patra a redukované vysky teoretického patra, jakozto charakteristik i€¢innosti
chromatografické separace (Tab. 4), bylo ve vypoctech pouzito Sitky pikd v poloviné

jejich vysky u chromatografického zdznamu smésného standardu.

Tab. 4: Utinnost separace chromatografické kolony.

N Ner H h
(um) (um)
Arg 11 690,043 46 760,172 12,831 2,566
MMA 12 242,455 48 969,820 12,252 2,450
hArg 11 752,717 47 010,868 12,763 2,552
ADMA 12 292,311 49 169,244 12,202 2,404
SDMA 12 542,213 50 168,852 11,960 2,392

Arg — arginin, hArg — homoarginin, MMA - monomethylarginin, ADMA - asymetricky
dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, N — pocet teoretickych pater, Ner — pocet
efektivnich pater, H — vySkovy ekvivalent teoretického patra, h — redukovana vyska teoretického

patra
5.1.2 Priprava vzorki

Asymetricky a symetricky dimethylarginin jsme stanovovali v plazmé ziskané po
centrifugaci vzorkd krve odebranych do zkumavek s protisrazlivym cinidlem
heparinatem lithnym. Nazory na rozdilné koncentrace v plazmé a séru se v riznych
studiich pon¢kud lisi. Nelze jednoznaéné fici, zda se mohou vzorky séra a plazmy
kombinovat. VSechna naSe stanoveni jsme proto provadéli z heparinové plazmy a

ptipadné sérové vzorky jsme ze souboru vytadili.
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Pro extrakci na pevné fdzi jsme pouzili SPE kolonky Oasis MCX s vysokou
selektivitou extrakce pro bazické slouCeniny a vysokou stabilitou i pfi extrémnim pH.
Stejné SPE kolonky volil 1 Teerlink, ktery vSak na rozdil on néas kolonky pouzival ptimo,
bez kondicionace. NaSe ptiprava kolonky zahrnovala promyti methanolem a PBS. DalSim
rozdilem oproti ptivodni metod¢ byla uprava elu¢niho ¢inidla. Analyty byly z kolonek
eluovany eluénim ¢inidlem slozeni amoniak : voda : methanol s pfidavkem 1 mol 17!
NaOH podle de Jonga a Teerlinka (2006).

Mal¢ mnozstvi NaOH pifidané do elu¢niho c¢inidla poskytuje piebytek
hydroxidovych iontd, poméhajici k Uplnému odstranéni amonnych iontli b&hem
odpatrovani vzorku. Bez tohoto pfidavku miize dochazet béhem derivatizace k reakci
zbytkovych amonnych iontl s derivatiza¢nim c¢inidlem OPA za vzniku fialového nebo
hnédého zabarveni (de Jong and Teerlink, 2006).

Tab. 5 ukazuje navratnost ADMA a SDMA po SPE extrakci. Absolutni navratnost
je nizsi, nez byla u Teerlinka, ktery dosahoval 85 % u obou dimethylarginini. Podobnou
navratnost uvedli také Pettersson et al. (1997) a Jones et al. (2010). Naproti tomu Pi et al.
(2000) dosahli absolutni ndvratnosti jen okolo 70 % u ADMA a 65 % u SDMA. Relativni

navratnost je zcela v poradku mirné pres 100 %.

Tab.5: Absolutni a relativni navratnosti ADMA a SDMA.

Absolutni navratnost Relativni navratnost
(%) (%)
ADMA 81,9 104,4
SDMA 75,7 102,6

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Jelikoz jsme pro SPE extrakci pouzili 200 pl plazmy a 100 pl interniho standardu,
nedoslo pfi rozpusténi odparku 200 pl 10 mmol I"! HCI k zakoncentrovani vzorku, ale
naopak nafedéni IS. Vysledna koncentrace interniho standardu MMA ve vzorku byla
20 umol 1!, V&tsi objem piecisténého vzorku nam poskytl moznost v piipadé potieby

derivatizaci a analyzu opakovat.

5.1.3 Derivatizace OPA

Davkovaci  zafizeni pouzitého chromatografu  neumoziovalo chlazeni
derivatizovanych vzorkil. Pfi studiu stability derivatiza¢niho ¢inidla OPA/MPA ur¢ili

Molnar-Perl a Vasanits (1999) jako dobu potiebnou pro probéhnuti derivatiza¢ni reakce
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u vSech analytl ve vzorku nejméné 7 minut. Rtiznou rychlost prib¢hu derivatizace jsme
si ovétili vlastnim experimentem, oproti ostatnim analytim ve vzorku vyrazné zaostaval
ADMA. Derivatizaci jsme proto provadeli manualné u kazdého vzorku presné 10 minut
pied spusténim analyzy a nastiikem na kolonu.

V nasich chromatogramech vykazoval obcas pik L-homoargininu ndznak
nepravidelného tvaru. S podobnym problémem u vzorkl plazmy se setkali i Alkaitis et
al. (2016). Nestandardni tvar piku pfitkli drobné kontaminaci, pravdépodobné
s prispénim SPE extrakce, neidentifikovanym kontaminantem. Pii chromatografické
analyze samotného derivatizacniho Cinidla jsme zaznamenali pfitomnost piku pravé

v blizkosti reten¢niho ¢asu L-homoargininu (Obr. 11).

a
34 3
24 2
2 2
< - <
3 £
14 1
04 0
T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
204 ﬂ - 20
15 15
2 2
z 104 - 10 z
5 L5
] A
D-J\ VL..,J\/\J L»/\M Uw Lo
i e e e o R e i s
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Minutes

Obr. 11: Chromatogram derivatiza¢niho ¢inidla OPA/MPA.
a) chromatogram Cerstvého derivatizacniho c¢inidla, b) chromatogram 24 hodin starého

derivatiza¢niho ¢inidla. Cervena linka znazorniuje v obou chromatogramech stejnou hladinu.

Hanczko et al. (2007) ukazali, ze pouZzitelnost OPA derivatiza¢nich €inidel je velmi

limitovana jejich stafim a konstatovali, Ze jimi studované derivatizacni ¢inidlo OPA/ET
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je po dvou dnech nepouzitelné. Pti studiu tohoto derivatizacniho ¢inidla zaznamenali
znaény nartist autofluorescence v ¢ase zplisobeny pfitomnymi necistotami.

Stejny fenomén jsme zaznamenali i my pii analyze samotného derivatiza¢niho
¢inidla OPA/MPA, a to cerstvého a 24 hodin starého, uchovavaného v temnu
v chladni¢ce. V oblasti retencniho ¢asu L-homoargininu (15,6 min) lze pozorovat nartst
fluorescence v Case a vznik interferujiciho piku (Obr. 11).

Tento jev znacn€ sniZuje preciznost stanoveni a mize vést k ziskani faleSn¢ vyssich
vysledkii. Z tohoto diivodu jsme L-homoarginin vyloucili z hodnoceni. Do jaké miry se
uplatituje autofluorescence derivatizac¢niho ¢inidla zptisobend necistotami, SPE extrakce
nebo pfitomnost necistot v ostatnich pouzitych roztocich jme nemohli urc€it, k tomu by

bylo potieba se problémem zabyvat podrobné;i.

5.1.4 Analytické vlastnosti metody

Linearita byla ovéfovana u ADMA a SDMA v rozmezi koncentraci 0,125-3,0 umol 1!
pro ADMA a 0,125-5,0 umol "' pro SDMA. Byla provedena linearni regresni analyza a
byly ziskany rovnice regrese a koeficienty determinance (Tab. 6). Ob¢ kalibra¢ni kiivky

jsou linearni s koeficientem determinance 0,9999.

Tab. 6: Charakteristiky kalibrac¢nich pfimek ADMA a SDMA.

Kalibra¢ni rozsah Rovnice regrese Koeficient
(umol 1) determinance
ADMA 0,125-3,0 y=0,0556 x — 0,0011 0,9999
SDMA 0,125-5,0 y=10,0715 x + 0,0009 0,9999

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Preciznost stanoveni L-argininu a jeho derivati byla uréena za podminek
opakovatelnosti ze 6 stanoveni smésné plazmy v jeden den a jako mezilehld preciznost

z 20 stanoveni smésné plazmy v rtizné dny (Tab. 7).

Tab. 7: Preciznosti stanoveni argininu a jeho derivata.

Opakovatelnost Mezilehla preciznost
CV (%) CV (%)
L-Arginin 1,37 1,53
L-Homoarginin 19,53 26,34
Asymetricky dimethylarginin 4,63 7,18
Symetricky dimethylarginin 4,71 7,75
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Vysledky vyjadiené jako variacni koeficient v procentech jsou slusné a srovnatelné
s jinymi autory. Jedinou vyjimkou je L-homoaginin, jehoz preciznost stanoveni je
ovlivnéna interferenci. Teerlink (2007) uvadi piiblizné rozmezi bézné dosahované

mezilehlé preciznosti 2-10 %.
5.2 Porovnani HPLC a ELISA metody

Zavedenou HPLC metodu jsme porovnali s metodou ELISA jak pro ADMA, tak pro
SDMA. Na imunochemické stanoveni metodou ELISA byly pouzity soupravy ADMA
ELISA a SDMA ELISA. Vybér vzorka byl proveden tak, aby zahrnoval rizné vysoké
koncentrace ADMA a SDMA, vzorky byly méteny v duplikatu.

Pro porovnani metod HPLC a ELISA byla vyuzita Passingova-Bablokova regrese
ve statistickém programu MedCalc (Obr. 12 a Obr. 13). Regresni rovnice pro ADMA
byla y =0,8329 x + 0,0673, pro SDMA y = 1,0343 x — 0,0127. Korelace metody HPLC
s ELISA byla vyjadfena Spearmanovym korelacnim koeficientem. Pro ADMA u 34
vzorkil v koncentraénim rozsahu 0,42—1,77 umol 1! ser= 0,571 (p = 0,0004), pro SDMA
u 30 vzorkl v rozmezi koncentraci 0,45-2,63 umol 1! byl r = 0,735 (p < 0,0001).

Porovnanim HPLC a ELISA metody jsme prokazali korelaci u ADMA i SDMA
(Obr. 12 a Obr. 13). Vysledky porovnani metody HPLC a ELISA se v literatufe pomérné
rozchéazi. Schulze et al. (2004) prokazali velmi silnou korelaci mezi metodami LC-
MS/MS a GC-MS. Také Siroka et al. (2007) doséhli dobrych vysledkii u HPLC
s fluorescen¢ni detekci. Naproti tomu Valtonen et al. (2005) neprokézal mezi HPLC
s fluorescencni detekci a metodou ELISA korelaci Zadnou. Jako moZné vysvétleni uvadi

nespecifickou vazbu protilatek v testech ELISA nebo vliv matrice vzorku.
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Obr. 12: Porovnani metody HPLC a ELISA u ADMA.

a) bodovy diagram s regresni pfimkou (modie regresni piimka, ¢arkovang interval spolehlivosti),

b) Blandav-Altmantv diagram. y = 0,8329 x + 0,0673, n =34, r= 0,571, p = 0,0004.
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Obr. 13: Porovnani metody HPLC a ELISA u SDMA.

a) bodovy diagram s regresni pfimkou (modie regresni ptimka, ¢arkovan¢ interval spolehlivosti),

b) Blandav-Altmantv diagram. y = 1,0343 x — 0,0127, n =30, r = 0,735, p < 0,0001.
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6 ZAVER

Byla zavedena a optimalizovana metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
s fluorescen¢ni detekci, kterd umoziiuje stanoveni asymetrického a symetrického
dimethylargininu v realnych vzorcich lidské plazmy. Vyhodou metody je moznost
soucasného stanoveni obou analyttli, které jsou separovany s velmi dobrym rozliSenim.
Relativni navratnost stanovovanych dimethylarginini je okolo 100 % a preciznost
metody vyjadiena jako mezilehld preciznost variaénim koeficientem je pod 10 % a je
srovnatelna s metodami jinych autorti. Byla prokdzana korelace mezi metodou HPLC a

metodou ELISA.
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POUZITE ZKRATKY

ACN
ADMA
AGAT
Arg
AUC
AUC/IS
CAT
CE
CE-LIF
cNOS
CvV
DDAH
DMA
ELISA
eNOS
FAD
FITC
FMN
GC-MS
hArg
HPLC
HPLC-MS
HPLC-MS/MS

ID-LC-MS/MS

ICHS
iINOS

IS

LC-MS
LDL
L-NMMA

acetonitril

asymetricky dimethylarginin , N,NY-dimethyl-L-arginin
arginin:glycin amidinotransferasa

L-arginin

plocha pod kiivkou

plocha pod kiivkou analytu / plocha pod kiivkou interniho standardu
transportér kationtovych aminokyselin

kapilarni elektroforéza

kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescenci
konstitu¢ni NO synthasa

varia¢ni koeficient

dimethylarginindimethylaminohydrolasa

dimethylamin

enzymova imunoanalyza na imunosorbentech

endotelidlni NO synthasa

flavinadenindinukleotid

fluorescein-5-isothiokyanat

flavinmononukleotid

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
L-homoarginin

vysokoucinna kapalinova chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

izotopova diluce s kapalinovou chromatografii a hmotnostni
spektrometrii

ischemicka choroba srde¢ni

inducibilni NO synthasa

interni standard

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
lipoproteiny o nizké hustoté

NS-monomethyl-L-arginin
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ME
MEKC
MEKC-LIF

MeOH
MMA
MP A
MP B
MPA
MS
NADP, NADPH
nNOS
NOS
OPA
PFPA
PRMT I
PRMT II
PRMT
SD
SDMA
SPE
TMB

2-merkaptoethanol

micelarni elektrokinetickd chromatografie
micelarni elektrokineticka chromatografie s laserem indukovanou
fluorescenci

methanol

monomethylarginin

mobilni faze A

mobilni faze B

3-merkaptopropionova kyselina
hmotnostni spektrometrie
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
neurondlni NO synthasa

NO synthasa, nitroxidsynthasa
ortho-ftaldialdehyd

anhydrid kyseliny pentafluoropropionové
protein-arginin methyltransferasa typu I
protein-arginin methyltransferasa typu II
protein-arginin methyltransferasa
smérodatna odchylka

symetricky dimethylarginin, N°,N° -dimethyl-L-arginin
extrakce na pevné fazi

tetramethylbenzidin
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