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SOUHRN

Asymetricky dimethylarginin (ADMA) jako jeden z metabolitl L-argininu inhibuje nitroxidsyntazu (NOS) a tim nepfimo
brzdi produkci oxidu dusnatého, respektive jeho radikalu (NO’). Snizena hladina NO je doprovazena znamkami
endotelové dysfunkce, mj. zplsobuje vazokonstrikci a podporuje agregaci trombocytl a proliferaci hladké svaloviny
cévni stény. Hodnoty koncentrace ADMA v séru, plazmé a moci Ize méfit nékolika metodami. Cilem této prace je
prehledny souhrn, zhodnoceni kvality a efektivnosti dosud aplikovanych metod — vysokoucinné kapalinové (HPLC)
nebo plynové chromatografie (GC) a imunochemie (ELISA). VSechny dosud publikované typy detekci jsou v ¢lanku
podrobné probrany a vysledky popsanych metod porovnany s hodnotami ziskanymi méfenim na naSem pracovisti.
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SUMMARY

Siroka R., Racek J., Filipovsky J.: Asymmetric Dimethylarginine (ADMA)

Asymmetric dimethylarginine (ADMA), one of the L-arginine metabolites, inhibits nitric oxide synthase and therefore
indirectly influences the nitric oxide (NO’) production rate. Vascular smooth muscle cell proliferation, platelet aggrega-
tion and endothelial dysfunction are caused by decrease of NO. High performance liquid chromatography (HPLC), gas
chromatography (GC) and enzyme immunoassay (ELISA) are useful methods to monitor ADMA concentrations in
serum, plasma and urine.The aim of this article is to review and discuss effectiveness of previous methods and

compare our results with those of the other authors.
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1 Uvod

PoSkozeni endotelu je jednim z nékolika intenzivné
zkoumanych parametrd pfedpovidajicich riziko rozvoje
aterosklerézy. Vétsina novych studii udava, ze duilezité
prognostické informace o kardiovaskularnich komplika-
cich Ize zjistit sledovanim nékterych parametrd v peri-
fernim krevnim obéhu. Jednim z nich je i oxid dusnaty,
respektive jeho radikal (NO), ktery vznika dvoustuprio-
vou reakci z L-argininu plsobenim nitroxidsyntazy
(NOS), ale i bez jejiho vlivu, a to plisobenim superoxi-
du. Tyto reakce umoznuji vznik NO i ve tkanich neobsa-
hujicich NOS. Jsou znamy dva typy NOS — konstitu¢ni
(cNOS, zavisi na Ca?* a kalmodulinu) a inducibilni
(INOS). NO zpusobuje vazodilataci a je klicovym inhi-
bitorem adheze a agregace trombocytu. Inhibici produk-
ce tkanoveého faktoru (TF) v monocytech brzdi NO ini-
ciaci koagula¢éni kaskady. Hojivé pochody a remodela-
ce ceévni stény jsou rovnéz kontrolovany NO (1). Syn-
téza NO je selektivné inhibovana kompetitivni bloka-
dou aktivniho centra NOS dvéma derivaty L-argininu:
Né-monomethyl-L-argininem (L-NMMA) a N& N¢&-di-
methyl-L-argininem (asymetricky dimethylarginin —
ADMA) (obr. 1). Koncentrace ADMA v krvi je desetkrat
vy$38i nez koncentrace druhého derivatu (L-NMMA) a tim
je ur€enai jeho role hlavniho inhibitoru NOS (2, 3). Exis-
tuje i vztah ADMA a hyperhomocysteinémie, ktera je
povazovana za nezavisly rizikovy faktor aterogeneze:
homocystein inhibuje odbouravani ADMA a tim nepfi-
mo vyvolava depleci oxidu dusnatého, a tedy i znam-
ky endotelové dysfunkce (4).
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Fig. 1. Structure of L-arginine and endogenous methylarginines:
Né-monomethyl-L-arginine (L-NMMA), N&, N¢-dimethyl-L-argini-
ne (asymmetric dimethylarginine, ADMA) and N¢, N’¢-dimethyl-L-
-arginine (symmetric dimethylarginine, SDMA)

Metabolismus ADMA zagina metylaci proteind bo-
hatych na L-arginin pomoci protein-arginin methyltransfe-
razy typu | (PRMT I). PRMT | je zodpovédna za synté-
zu ADMA a NMA. Stereoizomer ADMA, N¢, N’¢-di-
methyl-L-arginin (symetricky dimethylarginin, SDMA)
(viz obr. 1), vznika plsobenim PRMT typu Il na stejny
substrat; SDMA jiz nema pfimy vliv na inhibici NOS
(5). Minoritné je ADMA vylu€ovan ledvinami, ale hlavni
metabolicka degradace probiha hydrolyzou na dimethy-
lamin a L-citrulin pomoci enzymu dimethylarginin di-
methylaminohydrolazy (DDAH) (obr. 2). Spole¢na loka-
lizace DDAH a NOS v bunkach endotelu (6) podporuje
hypotézu o pfimém vlivu koncentrace ADMA na bunky
tvofici NO.
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Faraci et al. experimentalné urcili patologickou kon-
centraci ADMA v lidské plazmé, ktera signifikantné inhi-
bovala NOS v burnkach cévniho endotelu a tim snizo-
vala mnozstvi méfeného NO na 2—10 umol/l (7).
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Fig. 2. Biochemical pathways for generation and degradation of
asymmetric dimethylarginine (ADMA); according to (2)

2 Metody detekce derivatl L-argininu

2.1Vysokoucéinna kapalinova chromatografie (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC)

Pro studium systému arginin-NO a jeho vyznamu
pfi monitorovani inhibice NOS bylo popsano nekolik me-
tod pracujicich na stejném principu déleni a detekce
ADMA a SDMA vysokotlakou kapalinovou chroma-
tografii (8—14). Molekuly argininu a jeho derivatl je nut-
no extrahovat z krevni plazmy a poté derivatizovat na
fluorescencné aktivni latky (viz kap. 2. 1. 1-2. 1. 3).
V literatufe je popsano nékolik zplisobu extrakce zalo-
zenych na principu kolonové chromatografie: cation-
exchange column, solid-phase extraction (SPE) s rliz-
nym stupném aktivace sorbentu a naslednym nékoli-
kastuprfiovym promyvanim kolony (9, 13). Absolutni na-
vratnost, cca 85%, lze kompenzovat pfidanim interni-
ho standardu, poté je relativni navratnost témér 100%
a vysledky kvantitativné odpovidaji mnozstvi ADMA
v analyzovanych extracelularnich tekutinach.

2. 1. 1 Derivatizace pomoci OPA

Pro spravné a pfesné ur€eni koncentrace ADMA
v lidské krevni plazmé, séru a moci bylo popsano né-
kolik metod. Jednou z nich je i proces vyuzivajici de-
tekce nikoliv pfimo molekul ADMA a jeho derivat, ale
derivatll a-aminoskupiny téchto latek s o-ftaldialde-
hydem (OPA) a 3-merkaptoethanolem (10—13) nebo
3-merkaptopropionovou kyselinou (9). Vzniklé produk-
ty reakce jsou detekovany fluorescencné (excitace
340 nm, emise 450 nm).

2. 1. 2 Derivatizace pomoci NDA

Marra et al. modifikovali pfedchozi metodu a pouzili
jako derivatizaéni €inidlo naftalen-2,3-dikarbaldehyd
(NDA). Vznikla fluorescenéné aktivni forma 1-kyano-
benz[flisoindolu je stabilngjsi v ¢ase (pokles fluo-
rescence 0 30 % za 7 dni) nez OPA derivaty a retencni

Casy obou izomer( se liSi o vice nez 6 minut, coz vylu-
¢uje moznost prekryti signali. Nevyhodou této metody
je prodlouzeni doby analyzy o 10 minut (14).

2. 1. 3 Derivatizace pomoci AccQ-Fluor™

Heresztyn et al. pouzili po standardni extrakci amin0
z plazmy (SPE kolony) vysoce stabilni reagencii Acc-
-Q-Fluor™ (6-aminochinolyl-N-hydroxysukcini midylkarba-
mat). Stabilita vzniklych derivatl argininu se po tydnu
prakticky nemeéni (zmenSena plocha piku do 5 %) (15).
| tato metoda vSak pfi zlepSeni stability vzorku posouva
délku analyzy o dal$ich 10 minut. Na rozdil od derivat(
OPA se Cas analyzy posouva az ke 45 minutam.

2.2 HPLC-MS (HPLC-Mass Spectrometry)

Detekce ADMA tandemovym zapojenim kapalino-
vého chromatografu a hmotnostniho spektrometru (MS)
patfi mezi nové metody (16). PouZitim dvou detektor(
Ize obejit naronou preanalytickou pfipravu vzorku, ktera
zahrnuje pouze precipitaci a zahusténi vzorku. Vzorek
je po derivatizaci OPA a 2-merkaptoethanolem separo-
van na RP18 koloné gradientovou eluci (mravencano-
vy pufr/methanol) a detekovan pomoci ESI-MS (electro-
spray ionization-mass spectometry). Jako interni stan-
dard byl pouzit **C -arginin. Vzorky je mozno meéfit jak
sérové, tak plazmatické a k analyze Ize pouzit i moc.
Detekce hladiny citrulinu v jedné sérii Ize pouzit také
pro monitorovani aktivity enzymu DDAH.

2. 3 GC-MS (Gass Chromatography-Mass Spectro-
metry)

Tandemové zapojeni plynovy chromatograf (GC)-
-NICI (negative-ion chemical ionization) a hmotnostni
spektrometr je metoda rychla a alternativni k HPLC, kte-
ra poskytuje vyborné vysledky i pro velmi malé obje-
my vzork( lidské plazmy nebo supernatantu bunéénych
kultur. Plazmaticky ADMA je po SPE pfeménén na
methylester pentafluoropropionamidu a tento derivat je
analyzovan bez dalsi purifikace. Internim standardem
je [°H,]-ADMA a limitem detekce jsou 2 fmol (17).

2.4 ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay)
Enzymaticka imunoanalyza je nejnovéjsi metodou po-
uzitou pro méfeni koncentrace ADMA v séru nebo plaz-
mé. K dispozici jsou dva komeréné dostupné vyrobky,
ato ADMA® ELISA od firmy DLD Diagnostika GmbH,
Hamburg, Némecko a ADMA ELISA Kit® firmy Cardio
Vasics, Medical Science Labs, Palo Alto, CA, USA.
Firma DLD Diagnostik uziva kompetitivni princip:
ADMA z pfidaného vzorku je acylovan a soutézi
s ADMA fixovanym na pevné fazi mikrotitracni destic-
ky o vazebna mista limitovaného mnozstvi pfidané kra-
li¢i anti-ADMA protilatky. Po ukon&eni ekvilibrace jsou
volny antigen a volné komplexy antigenprotilatka od-
stranény promytim a protilatka navazana na pevnou fazi
prostfednictvim fixovaného ADMA je detekovana ci-
nidlem obsahujicim protilatky proti krali€imu imunoglo-
bulinu zna¢ené peroxidazou. Posledni fazi je pfidani
TMB (3,3,5,5'-tetramethylbenzidin) jako substratu pe-
roxidazy a barevny produkt reakce je detekovan pfi vino-
vé délce 450 nm. Mnozstvi protilatky navazané na pev-
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nou fazi (a tedy i méfena absorbance) je nepfimo umeéme
koncentraci ADMA ve vzorku.

Naproti tomu ELISA souprava americké firmy Car-
dio Vasics vyuziva sendvicovy princip s dvoji protilatkou;
méreny produkt peroxidazove reakce je pfimo umérny
koncentraci ADMA ve vzorku.

Nevyhodou metod ELISA je relativné vysoka cena
jednoho stanoveni, vyhodu je kratsi doba analyzy pfi
vice stanovenich v sérii.

3 Ocekavana koncentrace ADMA
u zdravych jedinct

3. 1 Souhrn vysledkt vyse popsanych studii

Hodnoty koncentraci ADMA v lidském séru, plaz-
mé nebo moci najdeme u zdravé populace v rozmezi
0,3—1,0 umol/I (18) a diky rozdilnym podminkam kazde
z metod se vysledky pohybuiji v takto Sirokém intervalu.

U metod HPLC s r{iznym typem derivatizace se pra-
mérné hodnoty c(ADMA) v krevni plazmé nachazeji
v rozmezi 0,40-0,66 pumol/l (9, 13-15, 19). Martens-
-Lobenhoffer metodou HPLC-MS ziskal hodnoty
c(ADMA) 0,453 + 0,128 umol/l (16).

Pouze dvé firmy dodavaji metodou ELISA a pouze
jedna z nich (Cardio Vasics, Palo Alto, CA, USA) popi-
suje vysledky koncentrace ADMA u zdravych proband(
v USA, které jsou nizSi nez hodnoty ziskané vyse uve-
denymi chromatografickymi metodami: na souboru 20
zdravych dobrovolnikil bez znamek kardiovaskularni-
ho onemocnéni a s negativnim koronarnim rizikem by-
la zjisténa c(ADMA) 0,225 + 0,098 umol/l. Zdravé oso-
by s pozitivni rodinnou anamnézou a dalSimi rizikovy-
mi faktory aterosklerozy mely témér ¢tyfnasobnou pru-
mérnou koncentrace ADMA; k vySetfeni vSak bylo vzato
jen 10 jedinca.

3.2 Koncentrace ADMA v plazmé zdravych jedinct
(HPLC metoda) - vlastni vysledky

Na naSem pracovisti byla zavedena metoda detekce
ADMA pomoci HPLC s derivatizaci OPA. Po extrakci
vzorkd na pevné fazi (SPE — solid-phase extraction)
na polymerni kation-exchange koloné a nasledné deri-
vatizaci pomoci OPA obsahujiciho 3-merkaptopropio-
novou Kyselinu byly vzorky podrobeny izokratické ana-
lyze na C 18 koloné (mobilni faze 8,7% acetonitril,
50 mmol/l fosfatovy pufr, pH 6,5) s tandemové zapoje-
nym fluorescenénim detektorem (emise pfi vinove dél-
ce 380-450 nm). Jako interni standard (IS) byl pouzit
N&-monomethyl-L-arginin (20 umol/l). Kalibra¢ni kfivka
pro ADMA je linearni do koncentrace 10 umol/l, rela-
tivni analyticka navratnost (recovery) vztazena na IS
90-95 % a limit detekce 0,02 pmol/I ADMA pro objem
vzorkl 0,2 ml. Separace obou stereoizomeru byla kvan-
titativni, rozdil v retenénich ¢asech odpovidal 1,1 mi-
nuty. Zjisténa koncentrace ADMA z EDTA plazmy zdra-
vych darcl krve (n = 42, vék: 2245 let) z transfuzniho
oddélni FN v Plzni byla 0,42 + 0,10 pumol/l (priimér + SD),
coz odpovida hodnotam citovanych v literatufe (9, 16,
19). Mezi plazmatickou koncentraci ADMA u muz
a u zen nebyl zjistén rozdil (tab. 1).

Table 1. ADMA concentrations in EDTA plasma of healthy volun-
teers (expressed as mean + SD)

Subjects ADMA (mmol/l)
All (N = 42) 0.42 + 0.100
Male (N = 27) 0.43 + 0.079
Female (N = 15) 0.42 + 0.059

4 Diskuse a zaveér

Vzhledem k rostoucimu mnozstvi novych publikaci
pojednavajicich o detekci asymetrického dimethylargi-
ninu (ADMA) a jeho stereoizomeru (SDMA) za posled-
nich nékolik let je patrna snaha nalézt optimalni postup
izolace a detekce téchto novych latek, a pomoci tak
objasnit roli ADMA jako endogenniho inhibitoru NOS,
popf. jeho vliv na dysfunkci endotelu. Objasnéni meta-
bolismu ADMA se jevi jako dal$i zasadni krok k ovliv-
néni rizikovych faktor( aterosklerézy a nalezeni u¢in-
nych Ié¢ebnych opatfeni.

Popis dosud znamych chromatografickych a imu-
nochemickych metod charakterizuje sou¢asny stav vy-
zkumu detekce dimethylarginin. Vétsina metod posky-
tuje reprodukovatelné, kvantitativni vysledky a dostup-
nost jednotlivych stanoveni je limitovana pfistrojovym
vybavenim a cenou kitl. Pfi interpretaci vysledkl je
presto tfeba vzdy pfihlédnout k typu metody. HPLC
s derivatizaci OPA je rychla a reprodukovatelnd meto-
da s vybornym limitem detekce (0,01-0,02 pmol/l
ADMA), ktera poskytuje vysledek analyzy do 30 minut
od nastfiku vzorku. PFi pouziti metody LC-MS, jak uva-
déji Martens-Lobenhoffer a Bode-Boger (16), je limit
kvantifikace 0,2 pM. DalSi prace popisuji limit kvantifi-
kace az 0,05 uM ADMA (8). Imunochemicka metoda
ELISA dosahuje identickych vysledk( a na rozdil od
chromatografickych metod se Iépe hodi pro rutinni po-
uziti; jeji nevyhoda spociva v singularité méfeni, nelze
detekovat dalSi derivaty L-argininu souc¢asné béhem je-
diné analyzy.

Nas dalsi vyzkum v této oblasti bude zaméren na
porovnani vysledku jednotlivych metod u zdravychii pa-
tologickych skupin probandd s ddrazem na vliv vyso-
kych koncentraci ADMA jako prediktoru rozvoje ate-
rosklerézy a s ni souvisejicich onemocnéni.
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