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SOUHRN

Na nepfiznivych ucincich zvy$ené hladiny homocysteinu se podili i zvySeni koncentrace asymetrického dimethylargi-
ninu (ADMA), ucinného inhibitoru syntdzy oxidu dusnatého. Cilem studie bylo porovnat plazmatické koncentrace
ADMA a homocysteinu ve tfech skupinach po 40 probandech: I. darci krve s normalni hladinou homocysteinu (prdmér-
na koncentrace homocysteinu 10,4 + 3,4 umol/l); Il. pacienti s hyperhomocysteinémii a normalni funkci ledvin
(15,4 + 4,2 umol/l); Ill. hemodialyzovani pacienti s vysokou hladinou homocysteinu (29,3 + 13,0 umol/l). U vSech tfi
skupin probandd byly méfeny koncentrace homocysteinu (enzymova metoda, Carolina, USA), ADMA (metoda ELISA,
DLD Diagnostika, Némecko) a kreatininu (Jaffého metoda) v EDTA plazmé. Plazmatické koncentrace ADMA byly
signifikantné vyssi ve skupinach Il. a lll., tedy u pacientll s hyperhomocysteinémii (1,59 + 0,56 pmol/l, respektive
1,84 £ 0,57 pmol/l) ve srovnani s darci krve (0,82 + 0,30 pmol/; v obou pfipadech p < 0,001). Dale byla nalezena
vyznamna korelace mezi vySkou hladin ADMA a homocysteinu (r = 0,42, p < 0,0001), ADMA a kreatininu (r = 0,41,
p < 0,0001) a téz homocysteinu a kreatininu (r = 0,69, p < 0,0001). Nase prace prokazala zvySené hodnoty ADMA
u pacientl s hyperhomocysteinémii. Prestoze existuje korelace mezi ADMA a kreatininem, vyznamné zvySené plazma-
ticka koncentrace ADMA u pacientl s hyperhomocysteinémii a normalni funkci ledvin svédéi pro to, Ze homocystein je
vyznamnéjsim prediktorem koncentrace ADMA nez funkce ledvin.
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SUMMARY

Siroka R., Trefil L., Rajdl D., Racek J., Rusiiakova H., Eiselt J.: Asymmetric Dimethylarginine, Homocysteine and
Kidney Function - is there a Relation?

The adverse effect of hyperhomocysteinemia on vascular wall can partially be explained by increasing plasma
concentration of asymmetric dimethylarginine (ADMA), a potent inhibitor of nitric oxide synthase. The aim of the study
was to compare ADMA and homocysteine levels in three groups of 40 subjects: |) blood donors with normal homo-
cysteine (mean homocysteine 10.4 + 3.4 umol/l), 1l) patients with hyperhomocysteinemia and normal kidney function
(mean homocysteine 15.4 + 4.2 umol/l) and Ill) hemodialysis patients who are known to be hyperhomocysteinemic
(mean homocysteine 29.3 + 13.0 umol/l). Homocysteine (enzymatic method, Carolina, USA), ADMA (ELISA, DLD
Diagnostika, Germany) and creatinine (Jaffé method) in EDTA plasma were measured. Plasma ADMA levels were
significantly higher in both groups with hyperhomocysteinemia (1.59 + 0.56 pmol/I in group II, 1.84 +0.57 pmol/l in
group lll) when compared with those in blood donors (0.82 + 0.30 pumol/l, P < 0.001 in both cases). Significant correla-
tions were found between ADMA and homocysteine (r = 0.42, P < 0.0001), ADMA and creatinine (r = 0.41, P < 0.0001),
homocysteine and creatinine (r = 0.69, P < 0.0001). Increased ADMA concentration in hyperhomocysteinemic patients
was confirmed. Although there exists a positive correlation between ADMA and creatinine, markedly increased ADMA
concentration in hyperhomocysteinemic patients with normal creatinine concentration shows that homocysteine de-
termines ADMA levels rather than kidney function.
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Uvod

Oxid dusnaty (NO), respektive jeho radikal (NO), zpG-
sobuje vazodilataci a je klic¢ovym inhibitorem adheze
a agregace trombocytl (1). Syntéza NO je selektivné
inhibovana kompetitivni blokadou aktivniho centra NO
syntazy (NOS) dvéma derivaty L-argininu: N&-mono-
methyl-L-argininem (L-NMMA) a N¢ N¢-dimethyl-L-argi-
ninem (asymetricky dimethylarginin — ADMA). Koncent-
race ADMA v krvi je 10krat vySSi nez koncentrace dru-
hého derivatu (L-NMMA) a tim je uréena i jeho role hlav-
niho inhibitoru NOS (2, 3). Existuje i vztah ADMA a hy-
perhomocysteinémie, ktera je povazovana za nezavisly
rizikovy faktor aterogeneze: homocystein inhibuje odbou-
ravani ADMA a tim nepfimo vyvolava depleci oxidu dus-
natého a tedy i znamky endotelové dysfunkce (4).

Metabolismus ADMA zacina metylaci protein( bo-
hatych na L-arginin, a to protein-arginin methyltransfe-

razou typu | (PRMT I). PRMT | je zodpovédna za syn-
tézu ADMA a NMA. Minoritné je ADMA vylu€ovan led-
vinami, ale hlavni metabolicka degradace probiha hydro-
lyzou na dimethylamin a L-citrulin enzymem dimethyl-
arginin dimethylaminohydroldzou (DDAH). Spole¢n4 lo-
kalizace DDAH a NOS v burkach endotelu (5) podpo-
ruje hypotézu o pfimém vlivu koncentrace ADMA na
bunky tvofici NO.

Faraci et al. experimentalné urcili patologickou kon-
centraci ADMA v lidské plazmé, ktera signifikantné inhi-
bovala NOS v burikach cévniho endotelu a tim snizo-
vala mnozstvi méfeného NO, na 2—10 umol/l (6).

Material a metody

Vzorky EDTA plazmy skupiny | byly ziskany od
40 zdravych darcl krve z transfuzniho oddéleni FN



v Plzni, skupina Il zahrnovala 40 probandd s homo-
cysteinem vy$8im nez 12 umol/l a normalni funkci led-
vin a ve skupiné Ill bylo 40 hemodialyzovanych pa-
cient(; odbér krve byl proveden pfed dialyzou.

Homocystein byl stanoven piné enzymovou meto-
dou firmy Carolina (Brea, CA, USA) na analyzatoru
Olympus AU 400. Homocystein je v prvni enzymove
reakci prfeménén na cystathionin, ten je pak $tépen na
homocystein, pyruvat a amoniak a pyruvat je stanoven
optickym testem s laktatdehydrogenazou.

Enzymova imunoanalyza je nejnovéjsi metoda mé-
feni koncentrace ADMA v séru nebo plazmé. Pro de-
tekci ADMA v této praci byla pouzita souprava ADMA®
ELISA od firmy DLD Diagnostika GmbH (Hamburg, Né-
mecko), zalozena na kompetitivnim principu: ADMA
z pfidaného vzorku je acylovan a soutézi s ADMA fi-
xovanym na pevné fazi mikrotitracni desti€ky o vazebna
mista limitovaného mnozstvi pfidané krali¢i anti-N-acyl-
-ADMA protilatky. Po ukonceni ekvilibrace jsou volny
antigen a volné komplexy antigen-protilatka odstrané-
ny promytim a protilatka navazana na pevnou fazi pro-
stfednictvim fixovaného ADMA je detekovana Cinidlem
obsahuijicim protilatky proti krali¢imu imunoglobulinu zna-
¢ené peroxidazou. Posledni fazi je pfidani TMB
(3,3,5,5-tetramethylbenzidin) jako substratu peroxida-
zy a barevny produkt reakce je detekovan pfi vinové
délce 450 nm (fotometr AUTO-EIA II, Labsystems Oy,
Espoo, Finsko). Mnozstvi protilatky navazané na pev-
nou fazi (a tedy i méfena absorbance) je nepfimo umérmeé
koncentraci ADMA ve vzorku.

Koncentrace kreatininu byla méfena Jaffého meto-
dou na analyzatoru Olympus AU 400.

Vysledky

Plazmatické koncentrace ADMA u zdravych darc(
krve (skupina I, 29 muzl, 11 zen, vékové rozmezi: 22
az 45 let) byly velmi nizké (0,82 + 0,30 pmol/l) a nelisi-
ly se v zavislosti na pohlavi. Koncentrace homocystei-
nu v této skupiné odpovidaly hodnotam uvadénym v li-
teratufe jako nezvySené (10,4 + 3,4 umol/l). U skupiny
Il (26 muz(i, vékové rozmezi 48-78 let; 14 Zzen, vékové
rozmezi: 48-76 let) — pacienti s normalni funkci ledvin
a hyperhomocysteinémii (15,4 + 4,2 umol/l) — byly kon-
centrace ADMA o 50 % vyssi (1,59 + 0,56 pmol/l) ve
srovnani s kontrolni skupinou I. Ve skupiné Ill (23 mu-
70, vékové rozmezi: 24-78 let; 17 zen, vékové rozme-
zi: 52-84 let) dialyzovanych pacientli se stfedni hy-
perhomocysteinémii (29,3 + 13,0 pmol/l) hodnoty ADMA
byly jesté vyraznéji zvySeny (1,84 + 0,57 umol/l), i kdyz
se vyznamné neliSily od hodnot nalezenych u skupi-
ny Il. (obr. 1).

Pozitivni korelace byly nalezeny mezi ADMA a ho-
mocysteinem (r = 0,42, p < 0,0001), ADMA a kreatini-
nem (r=0,41, p < 0,0001) a téZ homocysteinem a krea-
tininem (r=0,69, p < 0,0001). Pro regresni analyzu by-
ly spojeny vysledky vSech tfi skupin osob. Vyfazeni
byli dva nemocni ze skupiny I, jejichz koncentrace
homocysteinu Ize povazovat za odlehlé, protoze pre-
sahly hodnotu 100 umol/l (obr. 2).
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Fig. 1. ADMA concentration in three different groups of patients.
I. blood donors with normal homocysteine (mean homocysteine
10.4 + 3.4 umol/l); 1. with hyperhomocysteinemia and normal kid-
ney function (mean homocysteine 15.4 + 4.2 umol/l); Ill. hemodia-
lysis patients who are known to be hyperhomocysteinemic (mean
homocysteine 29.3 + 13.0 pmol/l).
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Fig. 2. Linear regression analysis of measurements of homo-
cysteine and ADMA (ELISA method) in 118 plasma samples

Diskuse a zaveér

Vzhledem k nové — u nas v republice dosud nepub-
likované tematice — maji vysledky naSi studie pilotni
charakter a Ize oCekavat, ze v nejblizSi dobé dojde
k rozsifeni poctu probandl a naslednému zpracovani
do obsahlejsi studie.

Pacienti s chronickou renalni insuficienci byli prvni
skupinou s vysokou hladinou ADMA, kdy ziskané vy-
sledky byly publikovany a potvrzeny mnoha dalSimi stu-
diemi (7, 8, 9). ZvySeni hladiny ADMA u hemodialyzo-
vanych pacientl je ¢aste¢né zpusobeno zhorsenou eli-
minaci ADMA béhem dialyzy (8). Takto chronicky zvy-
Sena hladina ADMA muze ¢aste¢né souviset s vyso-
kym vyskytem kardiovaskularni morbidity a mortality
u pacientl s chronickou renalni insuficienci (7). Vzhle-
dem k vyse uvedenym vysledkdm byla provedena pro-
gnosticka studie s 224 hemodialyzovanymi pacienty:
pacienti s hodnotou ADMA v nejvyssim kvartilu vyka-
zovali nejvyssi celkovou umrtnost a nejvice kardio-
vaskularnich pfihod béhem dalSich 3 let, kdy byli sle-
dovani. Napf. celkova umrtnost pacientd béhem 33 mé-
sicl sledovani byla o 72 % vyssi u pacientl s hodno-
tou ADMA nad medianem (2,52 pmol/l) (9). Pfestoze je
diky filtraci vysoka hladina ADMA u hemodialyzova-
nych obvykla, Ize kvantifikovat koncentrace ADMA na
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skupiny s vysokym a nizkym rizikem, podle kterych
bude mozné terapeuticky dale ovlivnit pribéh kardio-
vaskularnich onemocnéni.

Priimérné koncentrace ADMA méfené metodou ELI-
SA u zdravych probandu jsou jen nesignifikantné vys-
S§i, nez uvadi Schulze et al. (10). Vyznamna pozitivni
korelace byla zjisténa mezi hladinou ADMA na jedné
strané a koncentraci kreatininu i homocysteinu na stra-
né druhé. Statisticky nevyznamny rozdil v hodnotach
koncentrace ADMA u pacientu se selhanim ledvin a pa-
cientd s hyperhomocysteinémii a normalni funkci led-
vin v8ak ukazuje, ze urcujicim faktorem pro zvyseni
koncentrace ADMA je spiSe hyperhomocysteinémie nez
porucha funkce ledvin.
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