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ANOTACE

Bakalai'ska prace je zamétena na asymetricky dimethylarginin a jeho roli v ateroskleroze.
Prace se vénuje vyznamu a vlastnostem asymetrického dimethylargininu, popisu aterosklerozy
a nasledné propojeni asymetrického dimethylargininu s aterosklerézou. V posledni ¢asti prace

jsou popsany nejcastéjsi metody stanoveni asymetrickeho dimethylargininu.
KLICOVA SLOVA
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TITLE

The importance of asymmetric dimethylarginine in atherosclerosis

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on asymmetric dimethylarginine and its role
in atherosclerosis. The work deals with the importance and properties of asymmetric
dimethylarginine, description of atherosclerosis and consequently the connection
of asymmetric dimethylarginine with atherosclerosis. The last part describes the most common

methods of determination of asymmetric dimethylarginine.
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Uvob

Asymetricky dimethylarginin je sloucenina, jejiz vyznam zkouma védecka spole¢nost
jiz fadu let. Jako kompetitivni inhibitor enzymu syntdzy oxidu dusnatého je asymetricky
dimethylarginin schopen snizit produkci oxidu dusnatého, ktery je dileZitym pfirozenym
endogennim vazodilatatorem a podili se na udrzeni cévni homeostazy. Jakmile je tato
homeostaza naruSena, mize dochazet k rozvoji patogeneze celé fady onemocnéni, mimo

jiné i aterosklerdzy.

Ateroskler6za je dynamicky se vyvijejici patologicky proces, ktery vede k ukladani
latek tukové povahy, rozvoji zanétlivych zmén a tkanové prestavbé v cévni sténé.
Piedpokladem pro rozvoj tohoto onemocnéni je naruseni cévni homeostdzy vedouci
k poskozeni endothelu a jeho dysfunkci. Ateroskler6za je onemocnéni vyskytujici se
napfi¢ vSemi vyspélymi zemémi svéta a je také jednou z hlavnich pfti¢in celosvétové
amrtnosti. | proto je vyzkum asymetrického dimethylargininu, jako prediktivniho

markeru kardiovaskularnich onemocnéni, potazmo aterosklerozy, tak dilezity.

Cilem bakalai'ské prace je uvést zakladni informace o vlastnostech, vyznamu a vyuziti
asymetrického dimethylargininu a pfiblizit jeho roli v patogenezi aterosklerozy.
Pozornost je také veénovdna nejCastéjSim metodam stanoveni asymetrického

dimethylargininu v lidské plazmé, véetné podminek pro odbér a zpracovani vzorku.
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1 ASYMETRICKY DIMETHYLARGININ V SIRSIM KONTEXTU

1.1 L-arginin a jeho metabolismus

L-arginin je semiesencialni aminokyselina. Jeho endogenni syntéza de novo je
Vv dospélosti dostatecnd, avsak v obdobi dospivani je potieba ho pfijimat i v potrave.
Plazmatickd koncentrace L-argininu zavisi na dietnim pfijmu, endogenni produkci,
katabolismu a transportu ptes buné¢né membrany. Fyziologické hodnoty plazmatické
koncentrace se pohybuji v rozmezi od 50 do 100 umol/l. Intracelularni koncentrace

L-argininu je mnohonasobné vyssi, pfiblizné 1 mmol/l. [1]

Hlavni metabolické reakce L-argininu jsou katalyzovany ¢tyimi enzymy: arginaza,
syntd&za oxidu dusnatého (NOS), arginin dekarboxyldza a arginin:glycin
amidinotransferaza. Vyslednymi produkty reakce katalyzované arginazou jsou L-ornitin
a mocCovina. NOS Kkatalyzuje reakci, kdy vznika L-citrulin a oxid dusnaty (NO°®).
Pii metabolické reakci katalyzované arginin dekarboxylazou vznika produkt agmatin,
ktery miize byt dale metabolizovan na polyaminy putrescin, spermidin a spermin. Enzym
arginin:glycin amidinotransferaza katalyzuje vznik L-ornitinu a kreatinu. VSechny vyse

popsané reakce jsou schématicky znazornény na obrazku 1. [1, 2]

arginin dekarboxy!dza__/[w, _
(__/ /

agmatin 25 .
arginin:glycin

/ argindza | nos amidinotransferdza

putrescin

spermidin i,

spermin y .4 L-ornitin
L-ornitin L-citrulin + kreatin
+mocovina +NO’

Obrazek 1 Metabolické drahy L-argininu, upraveno dle [2]

Vyznamnou roli v metabolismu L-argininu hraje také skupina enzymti ozna¢ovana
jako protein-arginin methyltransferazy (PRMT). Tyto enzymy katalyzuji pienos

methylovych skupin na L-arginin, ktery je zabudovany v proteinu. Tato reakce je
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dulezitou posttranslaéni modifikaci, jejimz prostfednictvim dochéazi nejen K regulaci
transkripce DNA, ale také regulaci funkce proteini a bunééné signalizace. V savéich
buiikdch se skupina enzymli PRMT déli jesté do dalSich dvou podskupin PRMT |
a PRMT Il v zavislosti na tom, jaky produkt pifi enzymatické reakci vznikne. Oba typy
PRMT Katalyzuji tvorbu NG-monomethyl-L-argininu (L-NMMA) z L-argininu. Reakci
katalyzovanou PRMT | dochazi dalsi methylaci L-NMMA k syntéze asymetrického
dimethylargininu (ADMA) a reakci katalyzovanou PRMT Il je dalsi methylaci L-NMMA
syntetizovan symetricky dimethylarginin (SDMA), ptficemz SDMA je strukturnim
izomerem ADMA. Chemicka struktura methylovanych L-arginini je zndzornéna
na obrazku 2 a reakce katalyzované PRMT ilustruje obrazek 3. Po transportu do
cytoplazmy soutézi L-NMMA a ADMA s pfirozenym substratem NOS L-argininem
0 vazebné misto a pusobi tak jako kompetitivni NOS inhibitory. Zatimco SDMA piimo
neinhibuje aktivitu NOS, mutze nepiimo potlacit funkci NOS inhibici kationtovych

transportértu aminokyselin, kdy dojde k zamezeni vstupu L-argininu do bunky. [3, 4, 5, 6]

L

N._-NH HMN. _NH HN._NH
~NH _NH _NH

1 e i o) i -0
HM < H;N' HaM

OH OH OH

ADMA SDMA L-NMMA

Obréazek 2 Chemicka struktura methylovanych L-argininii [4]

1.2 Syntéza oxidu dusnatého

Syntaza oxidu dusnatého je enzym, ktery katalyzuje tvorbu L-citrulinu a NO*®
z L-argininu jako substratu. Tato chemicka reakce je znazornéna na obrazku 1. Tento
enzym tvofi tfi izoformy, kterymi jsou neuronalni NOS, endothelialni NOS
a indukovatelnd NOS. Neurondlni NOS je exprimovana piedevsim v neurondlnich
bunkach a endothelialni NOS je exprimovana piedevsim ve vaskularnich endotelialnich
burikach. Jelikoz jsou endothelidlni NOS i neuronalni NOS konstitutivné exprimovany

v niz§ich koncentracich i v mnoha jinych typech bunék, nazyvaji se také obecné
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konstitutivni NOS. Indukovatelnd NOS je exprimovana za nepiiznivych podminek, jako

zanétlivé a jiné stresové stavy predevsim v makrofazich a T-lymfocytech. [5]

1.3 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je signalni plynnd molekula, ktera se ucastni mnoha
kardiovaskularnich fyziologickych procesi, véetné udrzeni normalni funkce endotelu,
¢iregulace angiogeneze a zanétu. NO* je produkovan v endothelovych bunikach reakci
katalyzovanou enzymem endothelidlni NOS za buné¢ného redoxniho stavu, ktery je
znamy jako redoxni signalni transdukce na bdzi NO*. Oxidovany LDL jako silny oxidant
muze tuto signdlni transdukci vyznamné naruSit, coz méa za nasledek odpojeni
endothelialni NOS z reakce a zastaveni syntézy NO*. Dale je produkce NO* regulovana
dostupnosti  L-argininu, koncentraci NOS, aktivitou NOS, kofaktorem NOS
tetrahydrobiopterinem a endogennimi NOS inhibitory ADMA a L-NMMA. [5, 7]

Oxid dusnaty dale stimuluje rozpustnou guanylatcyklazu za vzniku cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP). V pfitomnosti ¢cGMP nasledné dojde k aktivaci
proteinové kinazy G, ktera je na cGMP zavisla. Aktivace proteinové kindzy G vede
Kk relaxaci bunék hladkého svalstva a snizeni vaskularni rezistence. Vysledkem je
vasodilatace cévy a zvyseni krevni perfuze ve tkédnich. Cely tento proces je nazvan
kaskada NO*-cGMP-proteinova kinaza G. [5]

Dalsi funkci NO* je regulace prostrednictvim S-nitrosylace, jako posttranslacni
modifikace proteind. Pfi S-nitrosylaci dochazi ke kovaletnimu ptipojeni nitrosylové
skupiny ke specifické thiolové skupiné cysteinu, ktery je zabudovan ve struktuie
proteinu. Tato modifikace chrani klicové cysteinové zbytky bioaktivnich proteint pred
nevratnym oxidacnim poskozenim a hraje kliCovou roli v regulaci aktivity enzymd,
interakce proteini a celkové stability kardiovaskularniho systému. Napiiklad
S-nitrosylace vapnikovych kanalii typu L snizuje ventrikularni arytmie, S-nitrosylace
ryanodinového receptoru snizuje Unik diastolickeho vapniku a S-nitrosylace G-proteinu

sprazeného s receptorem reguluje srdecni ischemické poskozeni. [5, 7]

1.4  Asymetricky dimethylarginin

2-amino-5-[(amino-dimethylaminomethylen)amino]pentanovd  kyselina  nebo

N€ NC-dimethyl-arginin, také znamy jako asymetricky dimethylarginin je derivat
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semiesencialni aminokyseliny L-argininu. Chemicky vzorec ADMA je zakreslen
na obrazku 2. [8]

Prvni zpravu o ptirozeném vyskytu methylovaného argininu v lidského organismu
vytvoril Kakimoto a spolupracovnici. Ti identifikovali, purifikovali a charakterizovali
ADMA ze vzorku moc¢i 13 subjektl. Protoze stanovené koncentrace byly relativné
konstantni a nebyly vyrazn¢ ovlivnény stravou, byl u€inén zavér, ze ptvod této nové
slouCeniny je endogenni, a Zze ADMA byl pravdépodobné vytvoren methylaci
argininovych zbytka proteind, které se nasledné enzymaticky rozstépily. Enzymaticka
methylace proteinovych frakci ziskanych z teleciho thymu byla poprvé publikovana
Paikem a spolupracovniky. Kone¢né nejpozoruhodnéj$im zavérem bylo, ze ADMA
v mo¢i muze odrazet rychlost methylace télnich bilkovin, a Ze rychlost jeho obratu
a stanoveni této latky mtize byt dtilezité pro studium nékolika patologickych onemocnéni.
Prvni dukaz, ze ADMA souvisi s rozvojem nemoci byl spojen s Patrickem Vallancem
a spolupracovniky a poukazuje na zvySené mnozstvi ADMA v plazmé od pacienta
S chronickym selhanim ledvin. Ve stejném roce tato skupina zjistila, Ze endogenni

ADMA inhibuje syntézu NO*. [8]

Dnes uz je dobie znamo, ze ADMA je silny endogenni kompetitivni inhibitor, ktery
soutézi o vazbu do aktivniho mista NOS s pfirozenym substratem tohoto enzymu
L-argininem. Po vazbé ADMA na NOS poklesne aktivita tohoto enzymu, coz vede
ke snizené produkci signalnich molekul NO*. ADMA hraje klicovou roli v patogenezi
ruznych kardiovaskularnich onemocnéni spojenych s endotelovou dysfunkci, kam fadime

mimo jiné dynamicky a dlouhodobé se vyvijejici onemocnéni — aterosklerézu. [4, 5]

V soucasné dob¢ se plazmaticka koncentrace ADMA pohybuje kolem hodnoty

0,5 umol/l, avsak se stale lepsi citlivosti metod se tato praimérna hodnota postupné spise

snizuje. [9, 10, 11, 12]

1.5 Syntéza asymetrického dimethylargininu

Asymeticky dimethylarginin je syntetizovan intracelularné z prekurzoru L-argininu
v reakci katalyzované enzymem PRMT |. PRMT | katalyzuje syntézu jak ADMA, tak
L-NMMA a obé tyto slouCeniny nasledné¢ soutézi s piirozenym NOS
substratem L-argininem o vazebné misto a pisobi tak jako kompetitivni NOS inhibitory.
Syntéza ADMA je znazornéna na obrazku 3. Plasmatickd a intracelularni koncentrace
ADMA je vsak asi desetkrat vyssi nez koncentrace L-NMMA, a proto je ADMA

15



povazovan za hlavni typ endogennich NOS inhibitort v lidském organismu. Enzym
PRMT ptenasi methylové skupiny na L-arginin v dob¢, kdy je tato aminokyselina jesté
vazéna v polypeptidovém fetézci bilkoviny a jedna se o posttransla¢ni modifikaci tohoto
proteinu. Po lyze a degradaci takového proteinu v proteasomu se do cytoplasmy uvolni
samotny cytoplasmaticky protein a volné methylargininy vcetné ADMA.
Do extracelularniho prostoru je ADMA nasledné piepraven pomoci kationtovych

transportéru aminokyselin. [4, 8]

1.6 Degradace asymetrického dimethylargininu

Hlavnimi organy pro degradaci ADMA a dalsich methylarginini jsou ledviny
ajatra, ptriCemz degradacni procesy, kterym ADMA podIéhd, jsou katalyzovany
intracelularnimi enzymy  dimethylarginin  dimethylaminohydrolazou  (DDAH)
a alanin-glyoxylat aminotransferazou 2. Lidsky enzym DDAH tvoii dvé izoformy
DDAH1 a DDAH2, pticemz DDAH1 je hlavnim enzymem zajistujicim degradaci
ADMA. Zdravy dospély produkuje asi 300 pmol (~ 60 mg) ADMA denné. DDAH1
katalyzuje hydrolyzu ADMA na L-citrulin a dimethylamin. Degrada¢ni produkt
dimethylamin je nasledn¢ vyloucen ledvinami. Touto cestou je degradovano ptiblizné
80% celkové denni koncentrace ADMA. Zbytek ADMA piechazi z cytoplazmy
do extracelularniho prostoru a zde opét smétuje k renalni exkreci. Cely degradaéni proces

je schématicky znazornén na obrézku 3. [4, 8, 9]

Je tfeba poznamenat, ze DDAH je také aktivni vi¢i L-NMMA, ale nemuze
metabolizovat SDMA. To ¢astecné vysvétluje, pro¢ jsou plazmatické koncentrace SDMA
podobné koncentracim ADMA, a to navzdory tomu, Ze béhem metylace L-argininu
vznikd pravdépodobné mnohem vice ADMA. U lidi hraji ledviny dilezitou roli
v eliminaci dimethylarginint z téla vylu¢ovanim ADMA i SDMA do mo¢i. Cista renalni
extrakce z arteridlniho zasobovéni byla vSak vyznamné vy$si u ADMA ve srovnani
s SDMA, coz naznacuje, Zze U ADMA je do degrada¢niho procesu zapojeno nejen renalni
vylucovani, ale také aktivni metabolismus uvnitf ledvin, zprostiedkovany
nejpravdépodobnéji opét DDAHL1. U SDMA, ktery neni degradovdn DDAH, je hlavni

vylucovaci cestou pouze renalni exkrece. [4, 8, 9]

Studie ukazaly, ze dal$im organem zapojenym do degradace a eliminace jak
ADMA, tak SDMA jsou lidska jatra. K degradaci dochazi pomoci katalyzy enzymem

alanin-glyoxylat aminotransferaza 2 za vzniku N NCG-dimethylguanidinovalerové
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kyseliny, jak je patrné na obrazku 3. Bylo prokazano, ze hladiny ADMA v plazmé a moci
jsou zvysSené u pacientl s terminalnim onemocnénim jater. Také se prokazalo, ze
U pacientll ¢ekajicich na transplantaci jater byly pfedoperacni hladiny ADMA vysoce
zvysené, zatimco po transplantaci se vyznamné snizily. [4, 8, 9]

protein “ intracelularni prostor
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Obréazek 3 Metabolismus ADMA, upraveno dle [4]
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2 ATEROSKLEROZA

2.1 Zakladni informace

Ateroskler6za je komplexni, dynamicky a dlouhodobé se vyvijejici proces sloZzeny
z faktor buné¢nych, metabolickych a zanétlivych. Sklerdza, tedy kornaténi je
charakterizovana tvorbou vazivovych plata lokalizovanych ve sténé velkych elastickych
a stiedné velkych svalovych arterii. V téchto vazivovych platech se zpravidla hromadi
latky tukoveé povahy tvofici v centru kaSovitou hmotu. Odtud nazev aterosklerdza,
z feckého athere = kaSe. Toto onemocnéni tvoiri patologicky z&klad pro vétSinu
perifernich vaskularnich, koronarnich a cerebrovaskularnich onemocnéni a je jednou
Z hlavnich pfic¢in tmrtnosti po celém svété. Zatimco se do nedavna jesté predpokladalo,
7Ze jde o pasivni proces a nevyhnutelny aspekt starnuti, nyni je jasné, ze se ve skute¢nosti
jedna o souhru celé fady biologickych procest jako jsou endothelova dysfunkce, poruchy
metabolismu lipidd, aktivace mnoha typd bunék a jejich interakce, zanét,
remodelace matrixu, ale i genetika, a Ze je tedy do znaéné miry mozné rozvoj
aterosklerdzy ovlivnit. V soucasné dob¢ se pracuje na vyvoji a syntéze ruznych G¢innych
latek, které naptiklad snizuji hladinu cholesterolu a na osvéte v oblasti zdravého Zivotniho
stylu. Pfesto je vSak pozorovan pouze mirny pokles miry ateroskler6zy a jejich klinickych
nasledkd. [13, 14, 15]

2.2 Obecné struktura cévni stény

Céva je duta trubice, ve které jsou na kolmém prutfezu charakterizovany tii zakladni
vrstvy. Vnitini vrstva vystylajici lumen cévy se nazyva tunica intima. Tunica intima se
sklddd z vrstvy endothelovych bun€k, bazalni laminy a subendothelové vrstvy.
Jednovrstevny plochy epitel — endothel vystyla lumen cévy. Tato vrstva je ukotvena
na bazalni laming, ktera je produktem endothelu. Bazalni lamina dale naseda
na subendothelovou vrstvu, ktera je tvofena fidkym kolagennim vazivem a muze
obsahovat ojedinélé hladkosvalové bunky. Stiedni vrstva, tedy tunica media, se sklada
z obvodové orientovanych bun¢k hladké svaloviny. Tyto buinky produkuji latky
glykosaminoglykany, chondroitinsulfat a proteoglykany a tvofi z nich mezibunécnou
matrix. Vrstvou tunica media prochazeji také elastickd a retikularni vlana, ktera
na okrajich mohou kondenzovat v membrana elastica interna a externa. Vngjsi

vrstva tunica adventitia, se sklada z kolagenniho vaziva, které tvoti extracelularni matrix,
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z fibroblasta a progenitorovych bunék. Obecna stavba cévni stény je schématicky

znazornéna na obrazku 4. [16]
stavba cévni stény
— :
I, — ’h\—\\* membrana elastica externa
tunica media - hladkosvalova bunka

tunica adventitia - kolagenni vazivo

Obréazek 4 Obecnda stavba cévni stény, upraveno dle [16]

2.3 Morfologie

Mortfologicky obraz onemocnéni se vyviji v urcité posloupnosti. Jako prvni jsou patrné
takzvané lipoidni skvrny. Tyto skvrny vznikaji nahromadénim pénitych bunék v tunica
intima, maji zluté zabarveni a ve velkych elastickych tepnach jako je aorta se mohou
vyskytovat jiz od prvniho roku Zivota. Vlivem zvySeného obsahu lipoidnich latek se
V histologickém preparatu skvrny pozitivné barvi tukovymi barvivy. Vzhledem k tomu,
7ze se tyto skvrny objevuji i v populacich, kde se pokrocilé formy aterosklerozy
nevyskytuji, napiiklad domorodé obyvatelstvo Afriky, pfevazuje nazor, ze se jedna
0 zménu reverzibilni. Predpoklada se tedy, Ze lipoidni skvrna mize byt podkladem

pro vznik aterosklerotického platu, ale mize také i vymizet. [15]

Dal$im morfologickym stddiem aterosklerdzy je ateroskleroticky plat. Tato 1éze jiz
vykazuje fibrotické zmény a charakteristicky prominuje nad Groven tunica intima.
Ateroskleroticky plat byva tvoren vrstvou hyalinniho vaziva s mnozstvim dalSich bun¢k,
jako jsou hladké svalové bunky cév, pénité bunky a buniky imunitniho systému. V centru
takového platu se nachazi nekrotické kasovité lozisko tvorené latkami tukové povahy,
ptipadné krystaly cholesterolu. Nad kasovitym loziskem smérem do lumen cévy vznika
tenka vrstva hyalinniho vaziva, ktera se nazyva vazivova cCepicka. Rozvojem
aterosklerotické 1éze dochazi také kutlaku svalové tunica media, kterd atrofuje
avazivové se meéni. Z tunica adventitia prostupuji do tunica media vasa vasorum
apostupné prorustaji az do aterosklerotickych 1ézi v tunica intima. Ve velkych

elastickych tepnach mize celkova pfeména a zeslabeni tunica media, vlivem pusobeni
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krevniho tlaku, vést az k vnéjSimu vychlipeni cévni stény a vzniku aterosklerotické
vyduté — aneuryzmatu. Ateroskleroticky plat vraném a pozdnim stadiu znazorhuje
obrazek 5, ¢ast a,b. [15]

Poslednim morfologickym stadiem ateroskler6zy je komplikovany plat. Tento plat
podléha dalsim nezadoucim procestim, které mohou nakonec vést k fatalnim nasledkim.
Mezi takové komplikace patii zviedovaténi, vznik trombu, krvaceni a dystroficka
kalcifikace. Komplikovany plat znazorfiuje obrazek 5, ¢ast c. Podle velikosti viedu
v aterosklerotické 1ézi dojde bud’ k obnazeni subendothelového vaziva, které za¢ne byt
nachylné ke vzniku trombu, nebo k Gplnému prasknuti vazivové Cepicky, kdy jednak
muze dojit ke krvaceni z lumen do platu a jednak k vyliti kaSovitého loZiska do lumen
cevy, kdy hrozi jeho naslednd embolizace. Na obnazeném subendothelovém vazivu se
muze vytvorit trombus, ktery se bud’ zabuduje do cévni stény, ¢imz zazi lumen cévy
a zpusobi naslednou ischemii tkang, nebo se trombus muze utrhnout a putovat krevnim
feCistém, az do tenkych cév, kde zplsobi embolii. Dalsi komplikaci je protrzeni
aterosklerotické vyduté a krviaceni do tkani. Dystrofickd kalcifikace je zménou
nejpozdnéjsi. Vapenné soli se vysrazeji v hyalinnim vazivu ¢i v kasovitém jadie a mohou

tepnu zménit az v tuhy vapenaty valecek. [15]

membrana elastica b

elastica i

tunica adventitia

lipid

hladka svalova buka cévy R S P makrofag

trombus

protrieni
! o yazivoué
b\ vazivova T lepitky
1 - Zepitka 1

krvaceni do
aterosklerotického
platu

Obréazek 5 Morfologicka stadia aterosklerdzy, upraveno dle [13]
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2.4 Patogeneze

2.4.1 Endothelova dysfunkce

Endothelova vrstva ptichazi pfimo do styku s krvi, je nesmaciva a zaji$t'uje celou fadu
funkci. Mezi hlavni funkce patfi pomoc pii udrzovani cévni homeostazy, vylucovani
vazodilatatniho NO°®, jakoz i vylucovani vazokonstrikénich latek endothelinu
a angiotensinu 1. Sekrece NO* bréni adhezi leukocytt k endothelialnim buiikam, udrzuje
hladkosvalové bunky cév v neproliferativnim stavu a inhibuje agregaci desticek.
Na zvitecich modelech s inhibovanou produkci nebo sekreci NO* doslo k nasledné
vazokonstrikci a rozvoji hypertenze, ale takeé vznikly abnormality v interakcich leukocytt
a trombocytl. Pravé vazokonstrik¢éni odezva a hypertenze patii k nejcasnéj$im
patologickym staviim zaznamenanym u cévnich onemocnéni, které Casto predchazeji
vzniku aterosklerotickych 1ézi. Vazokonstrikce cévy a hypertenze totiz méni
hemodynamiku krevniho toku a vysledkem je zména laminarniho proudéni na proudéni
turbulentni. Na tyto zmény proudéni reaguji endothelové buiiky zménou genové exprese.
Zatimco pii laminarnim proudéni dochdzi k expresi Kruppel-like faktoru 2, ktery
vykazuje ochranny ucinek proti ateroskler6ze prostfednictvim snizeni zanétu,
pii turbulentnim proudéni dochazi kaktivaci Nuklearniho faktoru kappa B

a k reorganizaci cytoskeletalnich proteint. [13,17]

2.4.2 Porucha metabolismu lipidia

Poruchy metabolismu lipidd jsou obecné povazovany za rizikovy faktor pro rozvoj
aterosklerozy. Je znamo, ze vysoké plazmatické koncentrace lipoproteinti o nizké hustoté
(LDL) jsou aterogenni a na druhé stran¢ lipoproteiny o vysoké hustoté¢ (HDL) maji
ateroprotek¢ni ucinky. Funkce HLD totiz spo¢iva ve zpétném transportu cholesterolu
z perifernich tkani do jater, kde dochazi k jeho degradaci. Plazmatickou koncentraci HDL
zvySuji statiny, ale také uprava dietniho rezimu a cviCeni. Funkce statinli spociva
v inhibici enzymu HMG-CoA reduktazy. Tento enzym katalyzuje syntézu cholesterolu
ajeho inhibici tedy dojde ke snizeni hladiny LDL. Pokud se zvysi hladiny LDL
v cirkulaci, za¢nou se ukladat a akumulovat v intim¢ cév. Naakumulované LDL ¢astice
obsahujici cholesterol a fosfolipidy jsou nachylné k oxidaci enzymy myeloperoxidazou,
lipoxygenazou, oxidazou NADPH a NOS. Oxidovany LDL nadale vyznamné narusuje
redoxni stav v endothelovych buiikdch, ktery nazyvame redoxni signalni transdukce

na bazi NO*. Pokud je tato redoxni signélni transdukce narusena, dojde k odpojeni
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endothelidlni NOS a pierusi se syntéza NO*. Pokles aktivity endothelidlni NOS a pokles
tvorby NO* vedou opét k rozvoji endothelové dysfunkce a fadi se mezi jedny z hlavnich
faktorti podporujicich rozvoj aterosklerdzy. Pti oxidaci vznikaji nejen oxidované LDL
Castice, ale také reaktivni formy kysliku. Tyto reaktivni formy jsou toxické a indukuji
dysfunkci endotelu, zanét a zvySenou permeabilitu cév, coz zplsobi naslednou migraci
lymfocytii a makrofagti do stény cévy. Makrofagy pohlcuji ¢astice LDL prostfednictvim
endocytozy a nasledné je transportuji do lysozomu, kde za normalnich okolnosti
podléhaji degradaci. Protoze jsou ale LDL c¢astice oxidované, jsou k degradaci méné
nachylné, a tak makrofag neustale pohlcuje nové LDL c¢astice, aniz by je zvladal

degradovat a méni se na pénitou bunku. [13, 18]

2.4.3 Zanét

Od pozorovani Rudolfa Virchowa v padesatych letech 19. stoleti je nyni dobfe znamo,
ze aterosklerdza neni jen vysledkem akumulace lipidd, ale ze predevs§im endothelova
dysfunkce hraje klicovou roli v rozvoji vrozenych i ziskanych zanétlivych reakci
lokalizovanych v tunica intima. Pfi zanétu dochazi k aktivaci endothelovych bunék
a bun€k imunitniho systému, které zacnou produkovat celou fadu prozanétlivych
molekul. Monocyty a leukocyty, které cirkuluji v krevnim ob&hu, se za¢nou vazat
na povrch aktivovaného endothelu, ktery produkuje molekuly bunééné adheze. Po adhezi
na povrch endothelu pisobi na monocyty a leukocyty dalsi molekuly — chemokiny, které
tyto buiiky pfitahuji do subendothelového prostoru cévy. Pravé v tomto prostoru se
zacinaji tvofit prvotni aterosklerotické 1éze. Mezi nejCastéji exprimované chemokiny
v téchto 1ézich patfi monocytarni chemotakticky protein-1, faktor stimulujici kolonie
makrofagu a interferon y (IFN-y). Monocytarni chemotakticky protein-1 aktivuje integrin
leukocytt a tim zajisti pocate¢ni pevnou adhezi monocytt. Produkci faktoru stimulujiciho
kolonie makrofagt je podpofena syntéza scavenger receptoru a diferenciace monocytt
na tkanové makrofagy. IFN-y dale podporuje zrani makrofagi, pohlcovani oxidovaného
LDL a jejich pfeménu na pénité buiiky. I samy makrofagy produkuji celou fadu cytokint,
jako interleukin 1, interleukin 6 a interleukin 12, podporujicich zanét a rozvoj
aterosklerotickych lézi. Interleukin 1 zvySuje expresi molekul buné¢né adheze a reguluje
aktivaci makrofagt a lymfocytt. Interleukin 6 se podili na novotvorbé cév a indukuje
expresi C-reaktivniho proteinu a vaskularniho endotelidlniho réstového faktoru.
Interleukin 12 se podili na aktivaci T-lymfocyti. DalSim produktem makrofagi jsou

enzymy metaloproteinazy, které remodeluji extracelularni matrix, tedy subendothelovy
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prostor tvoreny fidkym kolagennim vazivem a mohou tak oslabit stabilitu
aterosklerotické léze. [13, 17, 19]

Piesto, Ze se neutrofilim v minulosti dostavalo jen malé pozornosti, nedavné pokroky
v chapani mechanismi aterosklerdzy dnes uz fadi neutrofily mezi jedny z dulezitych
faktorti ptispivajicich k rozvoji ateroskler6zy. Tyto buiiky tvoii prvni obrannou linii
zanétu. Podobné jako monocyty jsou neutrofily pfitahovany do aterosklerotickych lézi
pomoci chemotaxe, zejména chemokiny produkovanymi aktivovanymi trombocyty.
Kromé toho neutrofily uvoliuji granulované proteiny, jako je azurocidin, katepsin G
a o- defensiny. Tyto proteiny ptitahuji monocyty z krevniho feciSté, podileji se
na aktivaci makrofaga a podporuji jejich naslednou pfeménu na pénité
bunky. [13, 17, 19]

Dalsi zanétlivé bunky podporujici vznik aterosklerotickych 1ézi jsou T-lymfocyty.
Vétsina T-lymfocyta exprimuje na svém povrchu znak CD-3 a T-bunéény receptor. Podle
funkce a podle dalsich exprimovanych CD znaku se déle T-lymfocyty déli na pomocné
T-lymfocyty, cytotoxické T-lymfocyty, supresorové T-lymfocyty a NK buiiky. Pomocné
T-lymfocyty exprimuji znak CD-4* a cytotoxické T-lymfocyty exprimuji znak CD-8*.
Prostiednictvim T-buné&ného receptoru interaguji T-lymfocyty s antigen prezentujicimi
burnikami, kterymi jsou makrofagy, dendritické burniky a B-lymfocyty. T-lymfocyty jsou
producenty IFN-y a tumor nekrotického faktoru o (TNF-o). Tyto molekuly aktivuji
makroféagy, které nasledné prostiednictvim svych receptoru vychytavaji oxidovany LDL.
Mohou ale také indukovat apoptézu makrofagii. Odumfielé makrofagy potom vytvareji
nekrotické jadro a snizuji tim stabilitu aterosklerotické 1éze. TNF-a také zvySuje expresi

molekul bunééné adheze a stimuluje migraci bun¢k hladkého svalstva cév. [13, 17, 19]

Naproti T-lymfocytim je Gloha B-lymfocytu, jako piedstaviteli humoralni imunity,
v ateroskler6ze spiSe protektivni. Zalezi vSak na poc€etnim zastoupeni jednotlivych
bunéénych podtypti znamych jako Bl a B2 bunky. Bunky Bl produkuji pievazné
IgM protilatky, u kterych bylo prokazano, ze hraji ochrannou ulohu proti aterosklerdze
tim, Ze rozpoznévaji oxidované LDL ¢astice. Na druhé strané vétSina studii ukazala, ze

burniky B2 produkujici IgG a IgE protilatky ateroskler6zu podporuji. [13, 17, 19]

Potlac¢eni zanétu na riznych trovnich muzZe tedy byt novou terapeutickou strategii
pro lécbu aterosklerdzy v klinické praxi. Je vSak zapotiebi opatrnosti, protoze utlumeni

zanétu mize vyvolat i nezadouci G¢inky jako napiiklad rozvoj infekce. [13, 17, 19]
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2.4.4 Hladké svalové buiiky cev

Stejné tak jako endothelové buiiky ptitomné ve sténé cévy se mohou aktivovat i hladké
svalové bunky cév. V klidovém stadiu si hladké svalové buiiky cév udrzuji kontraktilni
fenotyp. To znamena, ze dochazi k expresi kontraktilnich molekul aktinu a myosinu
hladkého svalstva. Aktivované hladké svalové bunky cév vSak expresi téchto molekul
redukuji a vstupuji do tzv. syntetického stavu, kdy proliferuji a produkuji proteiny
extracelularni matrix. Touto ¢innosti se zvétSuje ateroskleroticka léze, ktera je vSak
strukturné stabilni. Aktivované hladké svalové buiiky cév mohou, stejné jako makrofagy,
piijimat lipidy a vytvafet pénité buinky. Také pohlcovani oxidovanych LDL ¢astic
potlacuje kontraktilni fenotyp, avSak naproti makrofagiim maji hladké svalové bunky cév
mensi fagocitujici kapacitu. Proliferaci a aktivaci hladkych svalovych bunék cév
odvozeny od krevnich destic¢ek, transformujici rastovy faktor 3, IFN-y, TNF-o a zakladni
fibroblasticky rustovy faktor. Opét plati, ze hladké svalové buiiky cév mohou podléhat
apoptoze ¢i nekréze a odumielé buiikky potom spolutcasti na tvorbé nekrotického jadra
snizuji stabilitu aterosklerotické léze. Umirajici hladké svalové buiky cév také snizuji
syntézu zanétlivého interleukinu 1, ktery dale podporuje zanét a endotelovou
dysfunkci. [13]

2.45 Remodelace extracelularni matrix

Bunééné slozKy nachazejici se uvniti aterosklerotickych 1ézi spolu interaguji a aktivné
se podileji na remodelaci extracelularni matrix. Tato piestavba pfitom muze mit
ochrannou 1 patologickou vlastnost. Zalezi na tom, v jakém staddiu se onemocnéni
nachazi. Napiiklad, zatimco kalcifikace snizuje pruznost tepen a prispiva ke stendze,
muze také zajistit posileni aterosklerotického platu a snizeni rizika jeho prasknuti.
Dokonce velké plochy kalcifikace, zejména v oblasti vicka aterosklerotického platu,
mohou byt spojeny s lepsi stabilitou. Degradaci extracelularni matrix katalyzuje
rodina 23 strukturné ptibuznych enzymu zvanych matrixové metaloproteinazy. Jedna se
0 proteolytické enzymy — endopeptidazy, které ke své aktivité potiebuji zinek.
Vyznamnym producentem matrixovych metaloproteinaz jsou makrofagy. Piedpoklada
se, ze klicovou ulohu vrozvoji aterogeneze hraji piedev§im matrixové

metaloproteindzy 1, 2, 8, 9 a 12. Kromé proteolytické aktivity ziejmé matrixové
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metaloproteindzy podporuji akumulaci makrofagii uvolnénim ristovych faktord

zachycenych v extracelularni matrix. [13, 20, 21]

Dalsi dulezitou tilohu v remodelaci extracelularni matrix pIni skupina proteinti zvana
kostni morfogenetické proteiny. Kostni morfogenetické proteiny patéi do rodiny
transformujiciho ristového faktoru B a fidi jak fyziologickou, tak patologickou aktivaci
osteogenni diferenciace a kalcifikace. Kostni morfogenetické proteiny 2 a 4 jsou
detekovany v arterialnich sténach jak v endothelu, tak v tunica intima a media. Aktivitu
kostnich morfogenetickych proteint reguluje matrixovy GLA protein, ktery vaze vapnik,
a tak zabraniuje kalcifikaci mékkych tkani véetné cév. Dokazuji to i pokusy na mysSich,
u kterych byla prokézana rozsahla arterialni kalcifikace pii deficitu matrixového GLA
proteinu. [13, 20, 21]

Vaskularni kalcifikaci stimuluje také hyperfosfatémie. Je zndmo, ze enzym nukleotid
pyrofosfataza/fosfodiesterdza 1 hydrolyzuje fosfodiesterové vazby a tim brani
I kalcifikaci m&kkych tkani véetné cév. [13, 20, 21]

V neposledni fad¢ se uplatiuje signalni draha RANK/RANKL, ktera reguluje aktivitu
osteoklastil, bunék resorbujicich kosti a je také faktorem vaskularni kalcifikace. RANKL
je molekula exprimovana na povrchu osteoblastii a slouzi jako ligand, ktery se vaze
na receptor RANK na povrchu prekurzort osteoklastti. Po vazbé téchto dvou molekul se
osteoklasty aktivuji. V ramci této cesty se piedpoklada, ze osteoprotegerin blokuje vazbu
RANKL k RANK a tim inhibuje odbouravani kostni tkang, a tedy neptimo vaskularni
kalcifikaci. [13, 20, 21]

2.4.6 Genetika

Geneticky podklad aterosklerdézy neni jesté zcela objasnén. S onemocnénim je sice
spojovana cela fada jednonuleotidovych polymorfism, avSak jejich vyzkum jesté neni
zdaleka dokoncen. Nejpodrobnéji prozkoumany jednonuleotidovy polymorfismus se
nachazi v chromozomu 9p21.3 lokusu a je spojen s asnym nastupem ischemické choroby
srdecni a s tvorbou aneuryzmatu lokalizovaného v aorté. Je zajimave, Ze lokus 9p21.3 je
umistén vedle clusteru genil pro regulaci nddorovych supresorti bunééného cyklu, které
jsou zodpovédné za apoptozu, bunécnou proliferaci a starnuti. Bylo prokdzéano, ze lidské
aterosklerotické 1éze vykazuji inverzni vztah mezi expresi téchto proteinil a proliferaci
hladkych svalovych bunék cév ve variant¢ 9p21, coz indikuje vazbu mezi timto

jednonuleotidovym polymorfismem a nachylnosti k ateroskleroze. [13, 17]
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Dobie znamé je, ze nektera dédi¢na onemocnéni spojend s poruchou metabolismu
lipidi, jako naptiklad familiarni hypercholesterolémie, zna¢né ptispivaji k rozvoji
aterogeneze. Dal§im geneticky podminénym faktorem mohou byt vrozené ¢i ziskané
mutace, které postihnou endothelové bunky, hladké svalové buiky cév, ¢i builky celé
Skaly imunitniho systému na jakékoliv Urovni diferenciace. Ke vzniku genetickych
mutaci je také relevantni ptidruzeni tradi¢nich rizikovych faktort, jako jsou muzské
pohlavi, v€k, obezita, diabetes, kouieni a hypertenze. Ackoliv je vétSina z téchto
rizikovych faktort, které spolu ¢asto koexistuji, spiSe prediktivni k ateroskleroze, je

dilezité brat na né patii¢ny zietel. [13, 17]

26



3 ADMA V KONTEXTU ATEROSKLEROZY

3.1 Endothelova dysfunkce

Cetné studie prokazaly, ze endothelova dysfunkce je zasadnim faktorem pro rozvoj
ateroskler6zy. Endothel totiz jako takovy hraje klicovou roli v udrzeni vaskuldrni

homeostazy a cévniho tonu. [22]

Jednim z hlavnich mediatort derivovanych zendothelu je silny endogenni
vazodilatator NO*, ktery vznika pii reakci katalyzované endothelidlni NOS, z prekurzoru
L-argininu a je uvoliovan jako odezva na smykové napéti uvniti cévy. Kromé
vazodilatace pIni NO* celou fadu dalsich vyznamnych funkei. Inhibuje agregaci krevnich
desticek, inhibuje adhezi monocyti a leukocyti k endothelu, inhibuje proliferaci
hladkych svalovych bungk cév, inhibuje oxidaci LDL a v neposledni fad¢ inhibuje také
vaskularni zanét tim, Ze potlacuje expresi a aktivitu adhezivnich molekul a chemokind.

Tyto funkce délaji z NO*® velmi vyznamnou molekulu brénici rozvoji aterosklerozy. [22]

Produkce NO°® vSak mize byt vyrazné negativné ovlivnéna zvySenou koncentraci
ADMA, ktery je kompetitivnim inhibitorem NOS. Pokud se koncentrace ADMA
Vv poméru ku L-argininu neimérné zvysi, ADMA vyhraje sout¢z o vazebné misto
na endothelidlni NOS, dojde k inhibici tohoto enzymu a produkce NO* se zastavi. Snizena
produkce NO°® nasledné narusi cévni homeostazu a endothel se stane dysfunkénim.
Takto narusena funkce endothelu je poté podkladem pro rozvoj patogeneze

aterosklerézy. [22]

Nedavna studie se zaméfila na dysfunkci a indukci apoptdézy u endothelovych
progenitorovych bunék a jejich souvislost se zvysenou koncentraci ADMA. Endothelové
progenitorové bunky jsou odvozeny z kmenovych bunék kostni diené. Odtud mohou
putovat do periferniho obéhu a v ném proliferovat a diferencovat se do zralych
endothelovych bunék. Tyto zralé endothelové buriky nasledné mohou nahrazovat

poskozeny endothel a branit tak efektivné rozvoji aterosklerozy. [23]

Pro analyzu byla odebrdna cerstva pupecnikova krev od zdravych matek. Nasledné
byly endothelové progenitorové buiiky z krve izolovany, kultivovany a spocitany pod
mikroskopem. V dalsi fazi analyzy byly kbunkam piidany koncentrace ADMA

vrozmezi 5-50 pumol/l a po kultivaci se kvantifikovaly dysfunkéni endothelové
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progenitorové bunky, a buiiky které podlehly apoptdze. Jako kontrolni vzorek se pouzily

endothelové progenitorové buiky neosetiené ADMA. [23]

Plazmatickd koncentrace ADMA se u zdravych jedinci pohybuje pfiblizné
do 1 umol/l v zavislosti na zvolené metodé¢ detekce. Provedenou analyzou bylo zjisténo,
7e ADMA v zévislosti na koncentraci ve zvoleném rozmezi 5-50 umol/l indukuje
dysfunkci a apoptozu endothelovych progenitorovych bun¢k in vitro. Toto zjisténi
koresponduje s jinou studii, ktera prokazala, ze zvySena koncentrace ADMA u pacientl
s ischemickou chorobou srde¢ni piimo souvisela se snizenym poctem endothelovych

progenitorovych bunék, nebo s jejich dysfunkci. [23]

Zakladnim mechanismem apoptdzy a dysfunkce vyvolané zvySenou plazmatickou
koncentraci ADMA muzZe byt bunény stres s poruchou funkce endoplazmatického
retikula. Buné¢ny stres muize nastat pii dlouhodobé akumulaci nefunkénich proteind
v endoplazmatickém retikulu, ktera zapticini aktivaci stresovych faktoru, které jsou
zanormalnich okolnosti v neaktivni form¢ vazany v endoplazmatickém retikulu
k chaperonu GRP78. Uginek ADMA miiZe spoéivat v rozpojeni vazby mezi chaperonem
GRP78 a stresovymi faktory, jejich nasledné aktivaci a spusténi kaskady reakci
vedoucich k dysfunkci buiiky nebo az k jeji apoptoze. [23]

3.2 Pomér L-arginin/asymetricky dimethylarginin

Vzajemnym vlivem koncentraci L-argininu a ADMA se zabyvala studie z roku 2014,
ktera zmény poméru L-argininu/AMDA manifestovala zménami tloustky tunica intima
a media karotidovych tepen. Studie se zacastnilo 785 japonskych obyvatel (306 muzi
a479 zen) zijicich v komunité bez zavaznych zdravotnich problémut. Pohovorem byla
ziskana historie koufeni, hypertenze, diabetes mellitus a hypercholesterolémie, protoze
se jednalo o rizikové faktory, které vedle ADMA podporuji rozvoj aterosklerozy.
Podle poméru L-arginin/ADMA byla populace rozdélena do 4 skupin Q1-Q4, pficemz
L-arginin/ADMA. Plazmatickd koncentrace L-argininu a ADMA ve vzorku zilni krve
byla stanovena pomoci vysokotuéinné kapalinové chromatografie. Tloustka vrstvy tunica
intima a media byla méfena v bilateralni karotidové tepné ultrasonografii. Provedenou
analyzou bylo zjiSténo, ze pomér L-arginin/ADMA vykazuje vysokou korelaci
s tloust’kou tunica intima a media. Tedy, ze ¢im niz§i pomér L-arginin/ADMA studovana

populace vykazuje, tim dochazi k vétsimu patologickému ztlusténi stény Kkarotickych
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tepen. V dalich analyzach bylo zjist€éno, Ze ani samotny L-arginin, ani ADMA
nevykazuji vyznamnou Korelaci s tloustkou tunica intima a media. Tyto informace
nakonec vedly k zavéru, ze pomér L-arginin/ADMA je lepS§im biomarkerem ztlusténi
stény karotidové tepny ve srovnani se samostatnym stanovenim ADMA a bylo zaroven
potvrzeno, ze snizeny pomér L-arginin/ADMA je dilezitym prediktivnim a rizikovym

faktorem pro rozvoj ateroskler6zy. [24]

Zvyseni poméru L-arginin/ADMA lze dosdhnout suplementaci L-argininu, nebo
ptipadné L-citrulinu, jako substratu pro syntézu L-argininu. S aplikaci intravenozni
infuze L-argininu byly provadény mnohé randomizované studie a bylo prokazano, ze se
po aplikaci L-argininu jednak snizi pomér L-arginin/ADMA a jednak se normalizuje
funkce endothelu. [22]

Stale vétsiho vyznamu nabyva také lé¢ba pomoci statini, predevsim hydrofilnich jako
pravastatin, rosuvastatin a fluvastatin, kdy byl prokazan jejich ucinek na snizeni
plazmatické koncentrace ADMA. [8]

3.3 Tvorba reaktivnich forem kysliku

Endogenni inhibitory NOS jako jsou ADMA a L-NMMA mohou svou vazbou
do aktivniho mista NOS také indukovat produkci reaktivnich kyslikovych radikali.
Strukturné je NOS tvotena dvéma bilkovinnymi podjednotkami, které jsou za norméalnich
okolnosti propojeny Vv pfitomnosti redukované formy kofaktoru tetrahydrobiopterinu.
Za téchto podminek NOS katalyzuje reakci, pfi niz vznika NO*. Po navazani ADMA
do aktivniho mista na NOS se indukuje oxida¢ni stres a prevazi oxidace kofaktoru
tetrahydrobiopterinu  za vzniku dihydrobiopterinu. V pfitomnosti oxidovaného
dihydrobiopterinu dojde k rozpojeni podjednotek NOS a za¢ne byt produkovan radikal
superoxid (O2). Oz poté muze spontanné reagovat s NO* za wvzniku daleko
nebezpeénéjsiho radikalu peroxynitritu (ONOO"), nebo byt enzymem superoxid
dismutdzou pfeménén na peroxid vodiku (H202). VSechny vySe popsané reakce jsou

zakresleny na obréazku 6. [5, 6, 25]
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Obrazek 6 Metabolické drahy oviivnéené ADMA, upraveno dle [5]

Studie prokazaly, ze piidani ADMA nebo L-NMMA k purifikovanému NOS proteinu
podpotilo tvorbu Oz Purifikovany NOS protein byl extrahovan z in vitro kultivovanych
lidskych endothelialnich bunék, z izolovanych arteriol potkanti a z mysi plicni epitelidlni
bunécné linie LA-4. Ve vsech ptipadech pfidavek ADMA a L-NMMA zpuisobil zvySenou
tvorbu Oz". [5]

3.4 Oxidovany LDL

Bylo prokazano, Ze uvoliiovani ADMA =z endothelidlnich bunc¢k je zvySeno
Vv ptitomnosti oxidovaného LDL. Oxidovany LDL vyznamné naruSuje redoxni signalni
transdukci na bazi NO*, coz ma za nasledek odpojeni endothelialni NOS a zastaveni
syntézy NO*. Navic aktivaci S-nitrosylace argindzy a potlaéenim S-nitrosylace DDAH

dojde ke snizeni tvorby NOS substratu L-argininu, coz zapii¢ini zvyseni koncentrace
endogennich NOS inhibitoru, jako je ADMA. [7, 22]

Neékolik studii navrhlo kardioprotektivni ulohu aspirinu. Ve studii na potkanech byla
pouzita nizka davka aspirinu (30 mg/kg) a nasledné byl hodnocen jeho G¢inek na LDL
indukovanou endotelidlni dysfunkci. Vysledky této studie naznacuji, Ze aspirin v nizsi
davce (30 mg/kg) chrani endothel pied poskozenim vyvolanym LDL in vivo
a ze ochranny ucinek aspirinu na endothel souvisi se snizenim koncentrace ADMA

zvySenim aktivity DDAH. [22]

3.5 SniZena signalizace kaskady NO*-cGMP-proteinova kinaza G

Snizena syntéza NO® zptlisobena inhibici aktivity NOS po navazani ADMA také
oslabuje naslednou kaskadu NO*-cGMP-proteinova kindza G. NO* se vaze s rozpustnou

guanylatcyklazou, ktera katalyzuje vznik cGMP z guanosintrifosfatu. Nasledné¢ cGMP
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aktivuje proteinovou kindzu G a dojde krelaxaci hladkych svalovych bunék cév
avazodilataci cévy. Schéma celé kaskady je znazornéno na obrazku 6. SniZena
signalizace kaskady NO*-cGMP-proteinova kinaza G muze také narusit angiogenezi, rist
a proliferaci vaskularnich endothelovych bun¢k, desagregaci krevnich desticek, spotiebu
kysliku myokardem a opravu poskozenych cév. Pokud je tato protektivni funkce
narusena, dochazi k rozvoji celé fady kardiovaskularnich onemocnéni, jako je hypertenze,
koronarni onemocnéni, ateroskler6za, diabetes, mrtvice, plicni hypertenze,

chronické srdec¢ni selhani a chronické selhani ledvin. [5]

3.6 Aktivita dimethylarginin dimethylaminohydrolazy

Aktivita DDAH byla zjiSténa v ledvinach, slinivce, jatrech, mozku a aorté
s imunoexpresi také v neutrofilech a makrofazich. Zvysené plazmatické hladiny glukézy,
oxidovaného LDL a homocysteinu jsou spojené se snizenymi hladinami DDAH. Né&které
konvencni kardiovaskularni rizikové faktory mohou navic snizit aktivitu DDAH
zvySenim oxidac¢niho stresu. Farmakologickd inhibice DDAH zvySuje koncentrace
ADMA a snizuje produkci NO®. Naopak nadmérnd exprese DDAH snizuje hladiny
ADMA a zvysuje hladiny NO*. Ve studiich na zvifatech bylo prokazano, ze nadmérna

exprese DDAH podporuje reparaci endothelu po vaskularnim poranéni. [22]

Pfi studii na mysich bylo déle prokazano, Ze po inhibici DDAH1 dojde ke chronické
akumulaci ADMA a L-NMMA, coZz mélo za nasledek hypertenzi, snizenou vaskularni
produkci NO* a poSkozeni endothelu, ptic¢emz vznikaly disledky podobné, jako u studie
na mysich s deficitem endothelialni NOS. Inhibice DDAH1 dale zmirnila angiogenezi
a vrustani mikrocév do gelovych zatek u mysi. Jina studie prokazala, ze inhibice DDAH1
zmirnila angiogenezi v zadni koncetiné u mys$i po permanentnim podvazani femoralni
arterie. Chronickd akumulace ADMA a L-NMMA pfi inhibici DDAH1 u mysi také
zpusobila hypertenzi a kardidlni hypertrofii souvisejici se starnutim bez snizeni funkce
levé komory. Kromé toho akutni infuze ADMA zpusobila zvySeni krevniho tlaku

a snizeni endothelem zavislé vazodilatace u lidskych subjektti i pokusnych zvifat. [5]

3.7 Fibrotizace

ADMA muze piimo nebo nepiimo podnécovat diferenciaci fibroblasta, epitelialnich

bunék, endotelovych bunék nebo hladkych svalovych bunék cév na myofibroblasty.
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Jedna se 0 takzvanou epitelovo-mezenchymalni pfeménu nebo
endothelovo-menezchymalni pieménu, kdy jsou v aktivovanych myofybroblastech
exprimovana stresova o-aktinova vlakna hladké svaloviny. Aktivované myofibroblasty
syntetizuji velké mnozstvi fibrilarniho kolagenu a nestrukturnich proteind
v extracelularni matrix, coz spolu s produkci dalSich profibrotizujich molekul jako
naptiklad transformujici ristovy faktor [, matrixové metaloproteinazy, angionzin Il
aendothelin 1, vede Kk ptestavbé a tutlaku ptivodni tkané, a nakonec k selhani celeho
orgdnu. Fibrotizaci byvaji nejCastéji postizeny ledviny, jatra, plice a kardiovaskularni
systém. [4]

Uloha ADMA v tkafové fibroze viak jesté neni podrobné prozkoumana. Budouci
studie by se mély zaméfit na regulacni a pracovni mechanismy ADMA v tkanové fibroze

a na pievedeni téchto poznatku K identifikaci a syntéze novych a a¢innych terapeutickych
latek. [4]
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4 STANOVENI ASYMETRICKEHO DIMETHYLARGININU

Pouze mensi ¢ast ADMA je z buriky transportovana pies cytoplazmatickou membranu
do krevni plazmy, a proto mal¢ zmény plazmatickych koncentraci ADMA odrazeji
mnohem vétsi zmény koncentraci intracelularnich. Méfeni intracelularni koncentrace
ADMA by bylo relevantnéjsi, protoze jak tvorba ADMA, tak i inhibice syntezy NO*
a velka ¢ast degradacnich procest jsou lokalizovany intracelularné. V epidemiologickych
studiich je vSak bohuzel prakticky nemozné méfit intracelularni koncentrace ADMA
u velkého poctu subjekti a doposud bylo smysluplnych vysledki dosazeno pouze

méfenim plazmatické koncentrace ADMA. [9]

4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pro analyzu ADMA a SDMA pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) se vyuzivaji pfedevsim vzorky plazmy ziskané odbérem vendzni krve. K plazmé
se pridavaji antikoagulac¢ni ¢inidla ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), nebo
heparin. Po odbéru vzorku je nutné zkumavky zcentrifugovat a ziskanou plazmu zamrazit

na teplotu -70 ° C nebo nizsi az do analyzy. [9, 10, 11]

Plazmatické koncentrace methylarginint se pohybuji fadové v mikromolarnim
rozmezi jak u zdravych jedincu, tak u nemocnych. Koncentrace jinych aminokyselin jsou
o dva az tfi fady vyssi, a proto je kvantifikace methylovanych analogi L-argininu
Vplazmé znaéné narocna. TradiCné se aminokyselinova analyza provadi iontové
vyménnou chromatografii s naslednou flourescen¢ni detekci, méné Casta je detekce
elektrochemicka nebo hmotnostni. Tontové vyménna HPLC je vhodna nejen pro analyzu
dvaceti zakladnich aminokyselin vyskytujicich se v proteinech, ale také pro analyzu
velkého poctu nebilkovinnych aminokyselin a posttranslaéné modifikovanych
aminokyselin, jako je ADMA a SDMA. Jedna se v8ak o stanoveni velmi ¢asové naro¢né.
Proto se Casto pro zkraceni analyzy pouziva derivatizace vzorka s naslednou rozdélovaci
HPLC s obracenou fazi. [9]

Derivatizace slouzi hned k nékolika Géelum. Za prvé, reakci se sledovanymi analyty
zajisti jejich pfeménu na derivaty, které mohou byt nasledné detekovany s vysokou
citlivosti. Zadruhé, derivatizace obvykle zvySuje hydrofobnost velmi polérnich

aminokyselin, coz usnadni separaci pomoci reverzni faze. Za tieti, reaktivni skupiny
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V postrannim fetézci mohou byt selektivné zna¢eny vhodnym derivatiza¢nim ¢inidlem,

¢imz se opét zvysi citlivost detekee. [9]

Prvotnim krokem pro analyzu pomoci HPLC je &isténi vzorku. Cisténi probiha
extrakci pevnou fazi a zahrnuje kroky promyvaci a elu¢ni. SloZeni pevné faze je nejcastéji
na bazi oxidu kiemicitého nebo polymeru. Kolony, ¢i jamky mikrotitracni desticky jsou
nejprve promyty methanolem a vodou, ptipadné pufrem a poté je nanesen vzorek plazmy.
Plazma se pred ¢iSténim obvykle deproteinuje ptidanim Kkyseliny chloristé, aby se
odstranily slou¢eniny s vysokou koncentraci amind, jako je lanin a taurin, které by mohly
rusit stanoveni. Vznikla srazenina se nasledné odstrani a plazma se poté zneutralizuje
uhli¢itanem draselnym. Po naneseni vzorku jsou sérii promyvacich kroku z kolony
nejprve odstranény neutralni a kyselé aminokyseliny a nasledné se pak eluuji bazické
aminokyseliny véetné sledovanych methylarginint. Cileného promyvani a eluce analytt

je dosazeno pouzitim vhodnych rozpoustédel a pufri o specifickém pH. [9, 10]

411 HPLC s flourescenéni detekei

HPLC s flourescenéni detekci zpravidla piedchazi krok derivatizace. Mezi nejcastéji
uvadéné derivatiza¢ni ¢inidlo pro flourescen¢ni analyzu patii ortho-phthalaldehyd,
ptipadné naftalen-2,3-dikarboxaldehyd. Hlavni piednosti ortho-phthalaldehydu je témér
okamzita reakce pii pokojové teploté a skute¢nost, ze samotny ortho-phthalaldehyd je
nefluorescencni, coz vede k vytvoteni relativné ¢istych chromatogramu. Reakce mezi
ortho-phthalaldehydem a aminoskupinami zavisi na pfitomnosti thiolu. Pro tento ucel
byvaji pouzity slouceniny s thiolovou skupinou jak 2-merkaptoethanol, tak kyselina
3-merkaptopropionova. [9, 10]

Pii rozdélovaci HPLC s obracenou fazi se pouziva izokratickd i gradientova eluce.
Nejcastéji pouzivanymi kolonami jsou kolona Cis, ptipadné fenylova kolona. ADMA
a SDMA jsou si strukturné velmi podobné, a proto je obtizné tuto dvojici sloucenin
vzajemné odlisit. Pii pouziti ortho-phthalaldehydu jako derivatiza¢niho c¢inidla se
na koloné Cis derivait ADMA obvykle eluuje pied derivaitem SDMA. Celkovy ¢as
separace se pohybuje kolem 30 minut a dafi se ho nov€ snizit pouzitim monolitické

kolony na bazi oxidu kiemicitého. [9, 10]

Akumulace ADMA byla identifikovana jako biomarker a potencialni mediator
endothelové dysfunkce a kardiovaskularnich onemocnéni. Z toho vyplyva, ze rutinni

méteni plazmatickych koncentraci ADMA by mohlo poskytnout klinicky uzite¢né
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informace. Jelikoz inhibice aktivity NOS je kompetitivniho charakteru, souvisi zvysena
koncentrace ADMA také s koncentraci L-argininu, jako soupefe v této soutézi. Je proto
vhodné soucasné kvantifikovat jak ADMA, tak L-arginin. Takova soucasna kvantifikace
je mozna pomoci HPLC, nikoliv metodou ELISA, coz miize byt vnimano jako zna¢na

vyhoda HPLC analyzy. [10]

Studie z roku 2015 se zabyvala analyzou plazmatické koncentrace ADMA pomoci
HPLC s flourescencni detekei na zadklad¢ diiv publikovanych postupt a jeji snahou bylo
analyzu dale vylepsit. K zasadnim pokroktim doslo hned v né¢kolika krocich. Pti extrakci
pevnou fazi bylo dosazeno vysokych absolutnich (>95%) a relativnich (>93%) vytézku,
coz ukazuje na témét uplnou retenci a eluci cilovych metabolitii. Pfedchozi publikované
metody uvadély absolutni vytéZnost v rozmezi 85% s pouzitim stejné techniky
od stejného vyrobce a za podobnych podminek. Tohoto zlepseni vytéznosti bylo ziejmé
dosazeno vytvofenim nizkého vakua pii zavadéni vzorku a promyvani, coz prodlouzilo
dobu nasyceni pevné faze vzorky a rozpoustédly. Bylo dosazeno také lepSiho spodniho
limitu detekce a linearity kiivek. Dale byl pro metodu pouzit minimalni objem vzorku
12 pl, coz bylo vyrazné zmenseni objemu oproti dfive publikovanym metodam, kde bylo
tieba 100 pl, 200 pl a v nékterych piipadech dokonce az 500 pl vzorku. Pro zpiesnéni
metody byl dale pouzit neendogenni vnitini standard monoethyl-L-arginin. Pfedchozi
metody pouzivaly jako vnitini standard L-NMMA, coz jednak vyloucilo naslednou
kvantifikaci L-NMMA, a navic mohlo dojit k nepfesnostem stanoveni ostatnich
methylarginini zpasobenych patofyziologickou zménou plazmatické koncentrace
L-NMMA. [10]

Nevyhodou této metody byly predev§im vysoké naroky na zpracovani vzorki
arelativné dlouha doba pro provedeni metody, ktera ¢inila 55 minut. Analyzou byla

ziskana plazmatickéa koncentrace ADMA 0,53 umol/l. [10]

4.1.2 HPLC s hmotnostni detekci

Jinou metodou analyzy muze byt kvantifikace L-argininu a jeho methylovanych
derivatt v lidské plazmé pomoci HPLC s hmotnostni (HPLC-MS) ¢i s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS-MS). U vétSiny validovanych metod byla piiprava
vzorkl plazmy omezena pouze na vysrazeni proteini a piipadné odpaieni rozpoustédla,
zatimco krok derivatizace odpadnul tpln€. Oproti HPLC s fluorescenéni detekci se tak

vyrazné¢ zkratila doba ptipravy vzorku pfed samotnou analyzou. Pro vlastni separaci byla
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vét§inou pouzita metoda rozdélovaci HPLC s normalni nebo obracenou fazi. Nasledna
hmotnostni detekce byla provedena ionizaci elektrosprejem nebo chemickou ionizaci
za atmosférického tlaku. Oba typy ionizace jsou se fadi mezi mékké ionizacni techniky
a produkuji pfevazné protonované nebo deprotonované ionty bez fragmentace. Vysledné
chromatogramy vsak vykazovaly vysokou hladinu Sumu a piky nebyly dobie oddéleny
od endogennich interferenci. Pro zpfesnéni analyzy a potlaceni Gi¢inkt matrice byly poté
zavedeny komer¢ni vnitini standardy znaCené izotopem, pro L-arginin
slouGenina [*°N2]-Arg a pro ADMA sloucenina [°He]-ADMA, ktera vznikla reakci
komplexu med-[?He]-ornitin s dimethylaminem na bromkyanoagaréze. Zavedenim
komerénich vnitinich standard znacenych izotopem pro L-arginin a ADMA
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii bylo nakonec dosazeno velmi piesné, citlivé
a selektivni analyzy. Pti pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie analyza vykazovala

selektivitu jeSté o néco vyssi. [12, 26]

Dalsi vyhodou této metody je moznost kvantifikovat ve stejném cyklu kromé
L-argininu a jeho methylovanych derivatt také aminokyselinu L-citrulin, ktera se podili
na metabolické draze L-argininu. To bylo nemozné v analyze pomoci HPLC
s fluorescenéni detekci, kdy byl L-citrulin odstranén pfi ¢isténi vzorku extrakci pevnou
fazi. [26]

Primérna hodnota plazmatické koncentrace ADMA u zdravych lidi vypocitana
z vysledki nékolika validovanych metod HPLC s hmotnostni detekei ¢inila 0,4 umol/I.
Navzdory tomu, Ze je analyza pomoci HPLC s hmotnostni detekci nakladnéjsi

N U

a selektivngjsi v porovnani s HPLC s flourescencni detekei. [12, 26]

4.1.3 HPLC s elektrochemickou detekci

Studie Kleparnika a kolektivu popisuje jednoduchou metodu pro soucasné stanoveni
ADMA, SDMA a L-argininu pomoci rozdélovaci HPLC s obracenou fazi a s izokratickou
eluci v lidské plazmé. Jako vniténi standard byl pouzit L-NMMA. Vzorky plazmy byly
vy¢istény extrakci pevnou fazi a derivatizovany pomoci ortho-phthalaldehydu
s kyselinou 3-merkaptopropionovou. HPLC analyza byla provedena na koloné¢ Synergi
Hydro RP s naslednou elektrochemickou detekci pomoci coulometrického detektoru.
Jako mobilni faze byl pouzit pufr fosfore¢nanu draselného o koncentraci 50 mmol/I

apH 6,1. Coulometricka detekce byla provedena pii potencialu +320 mV, kdy tato
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hodnota potencialu zajistila vysokou citlivost a také selektivitu detekce. Celkovy ¢as

analyzy byl 32 minut. [27]

Ziskané hodnoty ADMA ve vzorcich lidské plazmy se pohybovaly
v rozmezi od 0,29 do 1,05 umol/l. Vysledky analyzy byly porovnavany s metodami
HPLC s flourescen¢ni detekei a ELISA. Mezi HPLC s elektrochemickou detekci a HPLC
s flourescenéni detekci byla vypocitina velmi dobra korelace R? = 0,967. Porovnanim
metod HPLC s elektrochemickou detekci a ELISA byla ziskana korelace velmi $patna
R? = 0,185 a podobné dopadlo i srovnani metod HPLC s flourescenéni detekei a ELISA
s korelaci R? = 0,242. Vysvétleni t&chto nesrovnalosti by mohlo spo¢ivat v matricovych

ucincich, které doprovazeji komer¢ni test ELISA. [27]

Studie Katsuhiro Suzuki a kolektivu také provadéla analyzu ADMA a dalSich
methylovanych argininii pomoci HPLC se sou¢asnou flourescencni a elektrochemickou
detekei ze vzorki plazmy. Jako vnitini standard byl tentokrat pouzit N®-propyl-L-arginin.
Vzorky byly opét ociStény extrakci pevnou fazi a derivatizovany pomoci
ortho-phthalaldehydu s 2-merkaptoethanolem. Vzniklé derivatiza¢ni produkty vsak byly
nestalé a musely byt analyzovany pii teplot€¢ 4°C. Pro piesnéjsi stanoveni tedy bylo
pouzito jesté jiné derivatizacni ¢inidlo 6-Ferrocenyl-1-hexanethiol, ktery vytvoril stabilni
derivaty, které mohly byt analyzovany pii pokojové teploté. Pro separaci byla pouzita
kolona Wako Combi ODS. Jako mobilni faze byl zvolen pufr fosfore¢nanu draselného
0 koncentraci 100 mmol/l a pH 7,0. Elektrochemicka detekce probihala pii potencialu
+1000mV a flourescenc¢ni analyza pti vinovych délkach 340 a 455 nm. [28]

Namétené plazmatické koncentrace ADMA se pohybovaly vrozmezi
0,49 - 0,75 umol/l. Ziskané hodnoty byly poté porovnavany s metodou ELISA.
Porovnanim HPLC s flourescen¢ni detekci a ELISA byl vypocitan korela¢ni koeficient
R? = 0,91 a porovnanim HPLC s elektrochemickou detekci a ELISA byl vypo¢itan
korela¢ni koeficient R? = 0,88. Diky soucasné flourescenéni a elektrochemické detekci

bylo dosazeno vysoké selektivity i citlivosti. [28]

4.2 Plynova chromatografie

Pro stanoveni L-argininu, ADMA, jakoZto i dalSich methylovanych arginini se uziva
metoda plynové chromatografie (GC) v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (GC-MS),
nebo v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii (GC-MS-MS). [12, 26, 29]
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L-arginin a jeho methylované derivaty véetné ADMA jsou polarni molekuly, a tedy
jako takové jsou pro analyzu pomoci plynové chromatografie nevhodné. Aby mohla byt
analyza pomoci GC uskute¢néna, musi se nejprve derivatizovat v§echna polarni centra
molekul. Derivatizace probiha ve dvou krocich. Nejprve jsou kyselé karboxylové skupiny
esterifikovany kyselym methanolem a poté se pfeméni bazické aminoskupiny pomoci
anhydridu pentafluorpropionové kyseliny na amidy pentafluorropionové kyseliny.
Vzniklé derivaty uz jsou vhodné pro separaci pomoci GC a vysledné chromatogramy

vykazuji na kapilarni koloné Optima-17 symetrické a ostré piky. [26]

4.2.1 GC standemovou hmotnostni detekci

Metodu GC-MS-MS popsal Tsikas a kolektiv. Jako vzorek byla pouzita lidska plazma.
Vzorek plazmy se nejprve ocistil ultrafiltraci, diky které doslo k odstranéni nezadoucich
proteini a ndsledn¢ se provedlo odpareni kapaliny. V dalSim kroku nasledovala
derivatizace popsana Vv piedchozim odstavci. Protoze SDMA reagovala v procesu
derivatizace na produkt velmi odlisny od ADMA, vznikly dva strukturni izomery, které
mohly byt jednoduse oddé¢leny. Pro kvantitativni analyzu byl pro L-arginin pouzit
komer¢ni vnitfni standard, stabilni izotop [*°N2]-Arg. Pro ADMA vsak stabilni vnitini
standard nebyl doposud vytvoren. Proto byla zvolena metoda dvoukrokové derivatizace
analogicka k derivatizaci vzorku, kdy byla v prvnim kroku misto kyselého methanolu

pouzita slouc¢enina CD3OD za vzniku derivatu ADMA- [Ds] -methylesteru. [26]

Pomoci metody GC-MS-MS byla zméfena plazmaticka koncentrace ADMA
u zdravych jedinct 0,6 + 0,076 umol/l. [26]

4.2.2 GC s hmotnostni detekci

Metodu GC-MS popsal Albsmeier a kolektiv a opét pro analyzu pouzili vzorek lidské
plazmy. Ci§téni vzorku bylo provedeno proteinovou precipitaci s acetonem. Nasledovala
op¢t dvoukrokova derivatizace popsand vySe a ziskan¢ derivaty byly separovany
a nakonec detekovany pomoci hmotnostni spektrometrie. V' chromatogramech nebyly
pozorovany zadné interference dalSich endogennich latek a ADMA i SDMA byly opét
zietelné¢ oddé€leny, protoze pii procesu derivatizace vznikly dva odlisné produkty.
Jako vnitini  standard pro L-arginin byla pouzita komeréné  dostupna
slougenina [**N2]-Arg. | pro ADMA byl tentokrat dostupny stabilni komeréni standard

znadeny izotopem [*He]-ADMA, ktery vznikl reakci komplexu med-[?He]-ornitin

38



s dimethylaminem na bromkyanoagar6ze. Tento postup publikoval Pundak
a Wilchek. [26, 29]

Pomoci metody GC-MS byla zméfena plazmaticka koncentrace ADMA u zdravych
jedinct 0,39 + 0,062 umol/l. [26, 29]

Hmotnostni spektrometrie spojend s plynovou chromatografii poskytuje vysokou
zavislym naptiklad na fluorescenéni detekci. Nevyhodou je vSak naro¢na a zaroven

nakladna instrumentace. [26, 29]

4.3 ELISA

Ve studii z roku 2016 byl zkouman vliv terapie oxidem uhli¢itym na drahu NO*
pomoci analyzy plazmatickych koncentraci ADMA metodou ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Terapie oxidem uhli¢itym spociva v transkutanni aplikaci oxidu
uhli¢itého, ktery voln€ prochazi membranami a ma dobfe zndmy vazodilatac¢ni ucinek.
Po aplikaci tohoto plynu se zvysi pritok krve cévou a parcialni tlak kysliku ve tkanich,
pH krve naopak poklesne. Také bylo zjisténo, ze se oxid uhli¢ity podili na odstranovani
volnych radikali a tim potlaceni oxida¢niho stresu, jehoz markerem a mediatorem je
pravé ADMA. Snizeny oxidacni stres ndsledné vede ke zvySené uc¢innosti DDAH1, coz
zajisti snizeni hladin ADMA. Tato nenakladna 1é¢ba se provadi uz od roku 1932

predevsim u pacientii S kardiovaskularnimi onemocnénimi. [30]

Pro analyzu byla odebrana zilni krev do zkumavek s antikoagulacnim ¢inidlem EDTA.
Nasledovala centrifugace a ziskand plazma byla uskladnéna pii teplot¢ -70°C
az do analyzy. Analyza byla provedena metodou kvantitativni dvojita sendvi¢ova ELISA
nasledujicim zpisobem. Stény jamek mikrotitraéni desticky byly potazeny lidskou
monoklonalni protilatkou proti AMDA. Do téchto jamek byl napipetovan vzorek plazmy,
desticka se nechala inkubovat a poté se promyla. V dalsim kroku byly ptidany
polyklonalni protilatky s navazanym biotinem a opét nasledovala inkubace a promyti.
Nasledné byl pfidan komplex avidin-peroxidaza. Avidin se specificky vaze s biotinem
ptes avidin-biotinovy mustek a ptipoji tak peroxidazu k analyzovanému komplexu.
V poslednim kroku byl pfidan substrat 3,3’,5,5'-tetramethylbenzidin a probéhla

enzymatickd reakce s vyslednym zlutym zabarvenim. Mikrotitraéni desti¢ky nakonec
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byly proméfeny spektrofotometricky pti vinove délce 450 nm a nésledna kvantitativni
analyza byla provedena metodou kalibraéni kiivky. [30, 31, 32]

Naméfené plazmatické koncentrace @ADMA se pohybovaly v rozmezi
0,078 - 5,0 umol/l, pticemz kontrolni vzorek od zdravého mladého darce vykazoval
plazmatickou koncentraci ADMA 0,35 umol/l. Pacienti s kardiovaskularnim
onemocnénim mély vzdy vyssi naméfené plazmatické koncentrace ADMA nez zdravi
darci a zaroven bylo prokdzano, Ze plazmatickd koncentrace ADMA poklesla po podéani

davky oxidu uhligitého. [30]

Analyza pomoci metody ELISA ma dobrou reprodukovatelnost a je vhodné&jsi
pro vétsi sérii vzorkli. Nevyhodou je naopak analyza pouze ADMA, kdy neni mozna

simultanni analyza L-argininu a jeho dal$ich methylovanych derivati. [32]
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5 ZAVER
Bakalatska prace se zabyvala vyznamem asymetrického dimathylargininu a jeho roli

v aterosklerdze.

Na zacatku byly piredstaveny zakladni vlastnosti, metabolické drdhy a vyznam
asymetrického dimethylargininu v $ir§im kontextu. Dale se prace vénovala popisu
ateroskler6zy z hlediska morfologickych zmén a patogeneze. Ziskané informace byly
nasledné propojeny a usporadany. Ukazalo se, ze asymetricky dimethylarginin hraje
vyznamnou roli v naru$eni cévni homeostazy a rozvoji endothelové dysfunkce, ktera je
podkladem pro pocatek aterosklerotickych zmén. Také se potvrdilo, Ze asymetricky
dimethylarginin se podili na tvorbé kyslikovych radikali a tkanové prestavbeé cévni stény.
Na zaklad¢ téchto informaci byl asymetricky dimethylarginin stanoven jako prediktivni

a rizikovy faktor pro rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni, vcetn¢ aterosklerozy.

V posledni casti se bakalaiska prace vénovala nejCastéji provadénym metoddm
stanoveni asymetrického dimethylargininu v lidské plazmé, véetné odbéru a zpracovani
vzorkl. Nejcastéji pouzivanymi metodami pro analyzu jsou vysokoucinna kapalinova
chromatografie, plynova chromatografie a ELISA. Nejbéznéji pouzivana je metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie s flourescen¢ni detekci, ktera je vSak naro¢na
na zpracovani vzorku a délku samotné separace. Zvysenou selektivitu a zna¢né urychleni
samotné¢ analyzy predstavuje elektrochemicka detekce u vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Hmotnostni detekce je potom nejvice selektivni, citliva a pfesna a da se
pouzit jak pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, tak pro plynovou
chromatografii. Nevyhodou hmotnostni detekce jsou vysoké ndklady na potiebné
vybaveni. Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie a plynové chromatografie
mohou byt vedle asymetrického dimethylargininu stanoveny soubézné i dalsi latky
ze vzorku. Metoda ELISA je komeréné dostupna a dobie reprodukovatelna metoda, ktera
se rutinné pouziva pro stanoveni plazmatickych koncentraci asymetrického
dimethylargininu ve vétSich sériich vzorkli. Nevyhodou je pak moznost stanoveni pouze

asymetrického dimethylargininu, nikoliv soubézn¢ dalsich latek ve vzorku.
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