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1 Úvod

Poškození endotelu je jedním z několika intenzivně
zkoumaných parametrů předpovídajících riziko rozvoje
aterosklerózy. Většina nových studií udává, že důležité
prognostické informace o kardiovaskulárních komplika-
cích lze zjistit sledováním některých parametrů v peri-
ferním krevním oběhu. Jedním z nich je i oxid dusnatý,
respektive jeho radikál (NO), který vzniká dvoustupňo-
vou reakcí z L-argininu působením nitroxidsyntázy
(NOS), ale i bez jejího vlivu, a to působením superoxi-
du. Tyto reakce umožňují vznik NO i ve tkáních neobsa-
hujících NOS. Jsou známy dva typy NOS – konstituční
(cNOS, závisí na Ca2+ a kalmodulinu) a inducibilní
(iNOS). NO způsobuje vazodilataci a je klíčovým inhi-
bitorem adheze a agregace trombocytů. Inhibicí produk-
ce tkáňového faktoru (TF) v monocytech brzdí NO ini-
ciaci koagulační kaskády. Hojivé pochody a remodela-
ce cévní stěny jsou rovněž kontrolovány NO (1). Syn-
téza NO je selektivně inhibována kompetitivní bloká-
dou aktivního centra NOS dvěma deriváty L-argininu:
NG-monomethyl-L-argininem (L-NMMA) a NG,NG-di-
methyl-L-argininem (asymetrický dimethylarginin –
ADMA) (obr. 1). Koncentrace ADMA v krvi je desetkrát
vyšší než koncentrace druhého derivátu (L-NMMA) a tím
je určena i jeho role hlavního inhibitoru NOS (2, 3). Exis-
tuje i vztah ADMA a hyperhomocysteinémie, která je
považována za nezávislý rizikový faktor aterogeneze:
homocystein inhibuje odbourávání ADMA a tím nepří-
mo vyvolává depleci oxidu dusnatého, a tedy i znám-
ky endotelové dysfunkce (4).

Fig. 1. Structure of L-arginine and endogenous methylarginines:

NG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA), NG, NG-dimethyl-L-argini-

ne (asymmetric dimethylarginine, ADMA) and NG, N’G-dimethyl-L-

-arginine (symmetric dimethylarginine, SDMA)

Metabolismus ADMA začíná metylací proteinů bo-
hatých na L-arginin pomocí protein-arginin methyltransfe-
rázy typu I (PRMT I). PRMT I je zodpovědná za synté-
zu ADMA a NMA. Stereoizomer ADMA, NG, N’G-di-
methyl-L-arginin (symetrický dimethylarginin, SDMA)
(viz obr. 1), vzniká působením PRMT typu II na stejný
substrát; SDMA již nemá přímý vliv na inhibici NOS
(5). Minoritně je ADMA vylučován ledvinami, ale hlavní
metabolická degradace probíhá hydrolýzou na dimethy-
lamin a L-citrulin pomocí enzymu dimethylarginin di-
methylaminohydrolázy (DDAH) (obr. 2). Společná loka-
lizace DDAH a NOS v buňkách endotelu (6) podporuje
hypotézu o přímém vlivu koncentrace ADMA na buňky
tvořící NO.
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Asymetrický dimethylarginin (ADMA) jako jeden z metabolitů L-argininu inhibuje nitroxidsyntázu (NOS) a tím nepřímo
brzdí produkci oxidu dusnatého, respektive jeho radikálu (NO˙). Snížená hladina NO je doprovázena známkami
endotelové dysfunkce, mj. způsobuje vazokonstrikci a podporuje agregaci trombocytů a proliferaci hladké svaloviny
cévní stěny. Hodnoty koncentrace ADMA v séru, plazmě a moči lze měřit několika metodami. Cílem této práce je
přehledný souhrn, zhodnocení kvality a efektivnosti dosud aplikovaných metod – vysokoúčinné kapalinové (HPLC)
nebo plynové chromatografie (GC) a imunochemie (ELISA). Všechny dosud publikované typy detekcí jsou v článku
podrobně probrány a výsledky popsaných metod porovnány s hodnotami získanými měřením na našem pracovišti.
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SUMMARY
Široká R., Racek J., Filipovský 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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Faraci et al. experimentálně určili patologickou kon-
centraci ADMA v lidské plazmě, která signifikantně inhi-
bovala NOS v buňkách cévního endotelu a tím snižo-
vala množství měřeného NO na 2–10 µmol/l (7).

Fig. 2. Biochemical pathways for generation and degradation of

asymmetric dimethylarginine (ADMA); according to (2)

2 Metody detekce derivátů L-argininu

2. 1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC)

Pro studium systému arginin-NO a jeho významu
při monitorování inhibice NOS bylo popsáno několik me-
tod pracujících na stejném principu dělení a detekce
ADMA a SDMA vysokotlakou kapalinovou chroma-
tografií (8–14). Molekuly argininu a jeho derivátů je nut-
no extrahovat z krevní plazmy a poté derivatizovat na
fluorescenčně aktivní látky (viz kap. 2. 1. 1–2. 1. 3).
V literatuře je popsáno několik způsobů extrakce zalo-
žených na principu kolonové chromatografie: cation-
exchange column, solid-phase extraction (SPE) s růz-
ným stupněm aktivace sorbentu a následným několi-
kastupňovým promýváním kolony (9, 13). Absolutní ná-
vratnost, cca 85%, lze kompenzovat přidáním interní-
ho standardu, poté je relativní návratnost téměř 100%
a výsledky kvantitativně odpovídají množství ADMA
v analyzovaných extracelulárních tekutinách.

2. 1. 1 Derivatizace pomocí OPA
Pro správné a přesné určení koncentrace ADMA

v lidské krevní plazmě, séru a moči bylo popsáno ně-
kolik metod. Jednou z nich je i proces využívající de-
tekce nikoliv přímo molekul ADMA a jeho derivátů, ale
derivátů α-aminoskupiny těchto látek s o-ftaldialde-
hydem (OPA) a 3-merkaptoethanolem (10–13) nebo
3-merkaptopropionovou kyselinou (9). Vzniklé produk-
ty reakce jsou detekovány fluorescenčně (excitace
340 nm, emise 450 nm).

2. 1. 2 Derivatizace pomocí NDA
Marra et al. modifikovali předchozí metodu a použili

jako derivatizační činidlo naftalen-2,3-dikarbaldehyd
(NDA). Vzniklá fluorescenčně aktivní forma 1-kyano-
benz[f]isoindolu je stabilnější v čase (pokles fluo-
rescence o 30 % za 7 dní) než OPA deriváty a retenční

časy obou izomerů se liší o více než 6 minut, což vylu-
čuje možnost překrytí signálů. Nevýhodou této metody
je prodloužení doby analýzy o 10 minut (14).

2. 1. 3 Derivatizace pomocí AccQ-FluorTM

Heresztyn et al. použili po standardní extrakci aminů
z plazmy (SPE kolony) vysoce stabilní reagencii Acc-
-Q-FluorTM (6-aminochinolyl-N-hydroxysukcini midylkarba-
mát). Stabilita vzniklých derivátů argininu se po týdnu
prakticky nemění (zmenšená plocha píku do 5 %) (15).
I tato metoda však při zlepšení stability vzorku posouvá
délku analýzy o dalších 10 minut. Na rozdíl od derivátů
OPA se čas analýzy posouvá až ke 45 minutám.

2. 2 HPLC-MS (HPLC-Mass Spectrometry)
Detekce ADMA tandemovým zapojením kapalino-

vého chromatografu a hmotnostního spektrometru (MS)
patří mezi nové metody (16). Použitím dvou detektorů
lze obejít náročnou preanalytickou přípravu vzorku, která
zahrnuje pouze precipitaci a zahuštění vzorku. Vzorek
je po derivatizaci OPA a 2-merkaptoethanolem separo-
ván na RP18 koloně gradientovou elucí (mravenčano-
vý pufr/methanol) a detekován pomocí ESI-MS (electro-
spray ionization-mass spectometry). Jako interní stan-
dard byl použit 13C

6
-arginin. Vzorky je možno měřit jak

sérové, tak plazmatické a k analýze lze použít i moč.
Detekce hladiny citrulinu v jedné sérii lze použít také
pro monitorování aktivity enzymu DDAH.

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

Tandemové zapojení plynový chromatograf (GC)-
-NICI (negative-ion chemical ionization) a hmotnostní
spektrometr je metoda rychlá a alternativní k HPLC, kte-
rá poskytuje výborné výsledky i pro velmi malé obje-
my vzorků lidské plazmy nebo supernatantu buněčných
kultur. Plazmatický ADMA je po SPE přeměněn na
methylester pentafluoropropionamidu a tento derivát je
analyzován bez další purifikace. Interním standardem
je [2H

6
]-ADMA a limitem detekce jsou 2 fmol (17).

2. 4 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Enzymatická imunoanalýza je nejnovější metodou po-

užitou pro měření koncentrace ADMA v séru nebo plaz-
mě. K dispozici jsou dva komerčně dostupné výrobky,
a to ADMA® ELISA od firmy DLD Diagnostika GmbH,
Hamburg, Německo a ADMA ELISA Kit® firmy Cardio
Vasics, Medical Science Labs, Palo Alto, CA, USA.

Firma DLD Diagnostik užívá kompetitivní princip:
ADMA z přidaného vzorku je acylován a soutěží
s ADMA fixovaným na pevné fázi mikrotitrační destič-
ky o vazebná místa limitovaného množství přidané krá-
ličí anti-ADMA protilátky. Po ukončení ekvilibrace jsou
volný antigen a volné komplexy antigenprotilátka od-
straněny promytím a protilátka navázaná na pevnou fázi
prostřednictvím fixovaného ADMA je detekována či-
nidlem obsahujícím protilátky proti králičímu imunoglo-
bulinu značené peroxidázou. Poslední fází je přidání
TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidin) jako substrátu pe-
roxidázy a barevný produkt reakce je detekován při vlno-
vé délce 450 nm. Množství protilátky navázané na pev-
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nou fázi (a tedy i měřená absorbance) je nepřímo úměrné
koncentraci ADMA ve vzorku.

Naproti tomu ELISA souprava americké firmy Car-
dio Vasics využívá sendvičový princip s dvojí protilátkou;
měřený produkt peroxidázové reakce je přímo úměrný
koncentraci ADMA ve vzorku.

Nevýhodou metod ELISA je relativně vysoká cena
jednoho stanovení, výhodu je kratší doba analýzy při
více stanoveních v sérii.

3 Očekávaná koncentrace ADMA
u zdravých jedinců

3. 1 Souhrn výsledků výše popsaných studií
Hodnoty koncentrací ADMA v lidském séru, plaz-

mě nebo moči najdeme u zdravé populace v rozmezí
0,3–1,0 µmol/l (18) a díky rozdílným podmínkám každé
z metod se výsledky pohybují v takto širokém intervalu.

U metod HPLC s různým typem derivatizace se prů-
měrné hodnoty c(ADMA) v krevní plazmě nacházejí
v rozmezí 0,40–0,66 µmol/l (9, 13–15, 19). Martens-
-Lobenhoffer metodou HPLC-MS získal hodnoty
c(ADMA) 0,453 ± 0,128 µmol/l (16).

Pouze dvě firmy dodávají metodou ELISA a pouze
jedna z nich (Cardio Vasics, Palo Alto, CA, USA) popi-
suje výsledky koncentrace ADMA u zdravých probandů
v USA, které jsou nižší než hodnoty získané výše uve-
denými chromatografickými metodami: na souboru 20
zdravých dobrovolníků bez známek kardiovaskulární-
ho onemocnění a s negativním koronárním rizikem by-
la zjištěna c(ADMA) 0,225 ± 0,098 µmol/l. Zdravé oso-
by s pozitivní rodinnou anamnézou a dalšími rizikový-
mi faktory aterosklerózy měly téměř čtyřnásobnou prů-
měrnou koncentrace ADMA; k vyšetření však bylo vzato
jen 10 jedinců.

3. 2 Koncentrace ADMA v plazmě zdravých jedinců
(HPLC metoda) – vlastní výsledky

Na našem pracovišti byla zavedena metoda detekce
ADMA pomocí HPLC s derivatizací OPA. Po extrakci
vzorků na pevné fázi (SPE – solid-phase extraction)
na polymerní kation-exchange koloně a následné deri-
vatizaci pomocí OPA obsahujícího 3-merkaptopropio-
novou kyselinu byly vzorky podrobeny izokratické ana-
lýze na C 18 koloně (mobilní fáze 8,7% acetonitril,
50 mmol/l fosfátový pufr, pH 6,5) s tandemově zapoje-
ným fluorescenčním detektorem (emise při vlnové dél-
ce 380–450 nm). Jako interní standard (IS) byl použit
NG-monomethyl-L-arginin (20 µmol/l). Kalibrační křivka
pro ADMA je lineární do koncentrace 10 µmol/l, rela-
tivní analytická návratnost (recovery) vztažená na IS
90–95 % a limit detekce 0,02 µmol/l ADMA pro objem
vzorků 0,2 ml. Separace obou stereoizomerů byla kvan-
titativní, rozdíl v retenčních časech odpovídal 1,1 mi-
nuty. Zjištěná koncentrace ADMA z EDTA plazmy zdra-
vých dárců krve (n = 42, věk: 22–45 let) z transfuzního
oddělní FN v Plzni byla 0,42 + 0,10 µmol/l (průměr + SD),
což odpovídá hodnotám citovaných v literatuře (9, 16,
19). Mezi plazmatickou koncentrací ADMA u mužů
a u žen nebyl zjištěn rozdíl (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 závěr

Vzhledem k rostoucímu množství nových publikací
pojednávajících o detekci asymetrického dimethylargi-
ninu (ADMA) a jeho stereoizomeru (SDMA) za posled-
ních několik let je patrná snaha nalézt optimální postup
izolace a detekce těchto nových látek, a pomoci tak
objasnit roli ADMA jako endogenního inhibitoru NOS,
popř. jeho vliv na dysfunkci endotelu. Objasnění meta-
bolismu ADMA se jeví jako další zásadní krok k ovliv-
nění rizikových faktorů aterosklerózy a nalezení účin-
ných léčebných opatření.

Popis dosud známých chromatografických a imu-
nochemických metod charakterizuje současný stav vý-
zkumu detekce dimethylargininů. Většina metod posky-
tuje reprodukovatelné, kvantitativní výsledky a dostup-
nost jednotlivých stanovení je limitována přístrojovým
vybavením a cenou kitů. Při interpretaci výsledků je
přesto třeba vždy přihlédnout k typu metody. HPLC
s derivatizací OPA je rychlá a reprodukovatelná meto-
da s výborným limitem detekce (0,01–0,02 µmol/l
ADMA), která poskytuje výsledek analýzy do 30 minut
od nástřiku vzorku. Při použití metody LC-MS, jak uvá-
dějí Martens-Lobenhoffer a Bode-Boger (16), je limit
kvantifikace 0,2 µM. Další práce popisují limit kvantifi-
kace až 0,05 µM ADMA (8). Imunochemická metoda
ELISA dosahuje identických výsledků a na rozdíl od
chromatografických metod se lépe hodí pro rutinní po-
užití; její nevýhoda spočívá v singularitě měření, nelze
detekovat další deriváty L-argininu současně během je-
diné analýzy.

Náš další výzkum v této oblasti bude zaměřen na
porovnání výsledků jednotlivých metod u zdravých i pa-
tologických skupin probandů s důrazem na vliv vyso-
kých koncentrací ADMA jako prediktoru rozvoje ate-
rosklerózy a s ní souvisejících onemocnění.
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