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Nazev diplomové prace:  Analyza argininu a jeho methylovanych derivati

v klinickych vzorcich metodou LC-MS/MS

Asymetricky dimethylarginin (ADMA) a jeho enantiomer, symetricky dimethylarginin
(SDMA), jsou pfirozen¢ se vyskytujici aminokyseliny, které vznikaji intracelularné
z L-argininu. ADMA je endogennim kompetitivnim inhibitorem synthasy oxidu
dusnatého. Zvysené hladiny ADMA a SDMA jsou spojovany s endotelidlni dysfunkci,
hypertenzi, kardiovaskularnimi a rendlnimi onemocnénimi. Ob¢ latky se u pacientl
s chronickym renalnim onemocnénim (CKD) hromadi. Cilem této diplomové prace bylo
zavedeni a validace metody na stanoveni L-argininu, ADMA a SDMA v lidské plazmé
pomoci ultravysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). LC-MS/MS metoda byla nédsledné porovnana
s enzymovou imunoanalyzou na imunosorbentech (ELISA) a metodou vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci (HPLC-FL). Chromatograficka
separace probihala za pouZiti kapalinového chromatografu Dionex UltiMate 3000
UHPLC, nasledovala hmotnostni detekce na hmotnostnim spektrometru amaZon SL.
Jako interni standardy byly pouzity L-arginin-'*Cs, ADMA-ds a SDMA-de. Piiprava
vzorku zahrnovala ptfedkolonovou derivatizaci 1-butanolem. Pro kvantifikaci analyt
bylo pouZzito monitorovani vice reakci (MRM) v pozitivnim modu. Zavedena LC-MS/MS
metoda vykazovala velmi dobré analytické vlastnosti splitujici podminky pro jeji validaci
a je srovnatelna s diive publikovanymi metodami dalSich autort. Plazmatické hladiny
ADMA a SDMA ziskan¢ LC-MS/MS metodou velmi dobie korelovaly s vysledky
ziskanymi pomoci ELISA a HPLC-FL metody. Stanoveni plazmatickych hladin ADMA
a SDMA bylo provedeno ve vzorcich plazmy ziskanych od zdravych dobrovolniki
(n=40) a pacientli s CKD (n = 40). Hladiny ADMA 1 SDMA byly u pacientii s CKD

signifikantné zvyseny.
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Asymmetric dimethylarginine (ADMA) and its enantiomer, symmetric dimethylarginine
(SDMA), are naturally occurring amino acids that are generated intracellularly from
L-arginine. ADMA is an endogenous competitive inhibitor of nitric oxide synthase.
Increased levels of ADMA and SDMA are associated with endothelial dysfunction,
hypertension, cardiovascular and renal diseases. Both compounds are accumulating in
chronic kidney disease (CKD) patients. The aim of this diploma thesis was to develop
and validate a liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
method for the determination of L-arginine, ADMA and SDMA in human plasma.
Subsequently, LC-MS/MS method was compared with enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) and high-performance liquid chromatography with fluorescence detection
(HPLC-FL) method. Chromatographic separation was performed on Dionex UltiMate
3000 UHPLC liquid chromatograph, followed by tandem mass spectrometric detection
on amaZon SL mass spectrometer. L-Arginine-'*Cs, ADMA-ds and SDMA-ds were used
as the internal standards. Sample preparation included precolumn derivatization by
1-butanol. Multiple reaction monitoring (MRM) in positive mode was used for analyte
quantification. Developed LC-MS/MS method showed very good analytical properties
meeting the conditions for its validation and it is comparable with the previously
published methods of other authors. Plasma levels of ADMA and SDMA obtained by the
LC-MS/MS method correlated very well with those obtained by ELISA and HPLC-FL
method. Plasma levels of ADMA and SDMA were measured in plasma samples obtained
from healthy volunteers (n = 40) and patients CKD (n = 40). Both ADMA and SDMA

levels were significantly elevated in the patients with CKD.
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1 UVOD

L-Arginin a jeho methylderivaty jsou aminokyseliny hrajici klicovou roli v syntéze oxidu
dusnatého, molekuly pottebné k zajisténi homeostazy cévni stény. Akumulace inhibitorti
NO synthasy, zejména asymetrického dimethylargininu (ADMA), vede k sniZeni
produkce NO a endotelové dysfunkci, ktera mize mit za nésledek rozvoj aterosklerozy.
Zatimco ADMA je znakem endotelové dysfunkce cévni stény, symetricky
dimethylarginin (SDMA) je citlivym ukazatelem funkce ledvin.

Zavedeni a validace metody kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) umozni rychlé a soucasné stanoveni ADMA a
SDMA v klinickych vzorcich. U pacientii s chronickym renalnim onemocnénim je
zvySené riziko kardiovaskularnich komplikaci. Stanoveni asymetrického a symetrického
dimethylargininu by mohlo pfispét k v€asné diagnostice a napomoci k predikci rozvoje
tohoto onemocnéni a sledovani rizika vyskytu aterosklerotickych komplikaci, které jsou

hlavni pti¢inou morbidity a mortality u téchto pacienti.



2 TEORETICKA CAST

Oxid dusnaty tvofeny buitkami endotelu je i¢innym vasodilatitorem. Dostate¢na syntéza
a biologické dostupnost oxidu dusnatého hraje kli¢ovou roli pii ochran¢ cévniho endotelu
a vudrzeni homeostdzy cév. Vaskularni funkce je in vivo ovlivnéna koncentraci
L-argininu a pfitomnosti inhibitord NO synthasy. Nedostatek NO je charakteristickym
znakem endotelové dysfunkce, kterd je zodpoveédna za fadu zdravotnich problémi véetné
ateroskler6zy (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012; Boger, 2008; Krzystek-Korpacka
et al., 2019).

2.1 Vznik a pisobeni NO

Oxid dusnaty vznikd v cévnim endotelu z aminokyseliny L-argininu dvoustupiiovou
reakci katalyzovanou enzymem NO synthasou (nitroxidsynthasa, NOS, EC 1.14.13.39).
Dostatecné syntéza a biologicka dostupnost oxidu dusnatého jsou nezbytné pro spravnou
funkci cévniho endotelu (Krzystek-Korpacka et al., 2019).

Existuji dva typy NO synthasy, konstitutivni (cNOS), zavisld na pfitomnosti
vapenatych iontil a jejich vazbé na kalmodulin (CaM), a indukovatelnd (iNOS). NO
synthasa se vyskytuje v riznych isoformach. Konstitutivni NOS zahrnuje dvé isoformy,
neuronalni isoformu I (nNOS), vyskytujici se v nervovych bunikach a kosterni svaloviné
a endotelidlni isoformu III (eNOS), ktera se vyskytuje v endotelidlnich buiikach.
Indukovatelna NOS predstavuje isoformu II vyskytujici se u makrofagli a trombocytt
(Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012; Krzystek-Korpacka et al., 2019; Masopust &
Prasa, 2003; Tsikas et al., 2000).

Enzym NO synthasa je monooxygenasa, kterd se skldda ze dvou podjednotek a
katalyzuje reakci ptenosu elektroni z molekuldrniho kysliku na L-arginin, coz vede
k produkci L-citrulinu a NO (Boger, 2008; Krzystek-Korpacka et al., 2019). V prvnim
kroku reakce vznik4 hydroxylaci intermediarni metabolit NS-hydroxy-L-arginin, ktery je
nasledné oxidovén na L-citrulin a uvoliiuje se NO (Obr. 1). Syntéza je ovliviiovana fadou
kofaktor, mezi néz patii tetrahydrobiopterin (BH4), flavinmononukleotid (FMN),
flavinadenindinukleotid (FAD), pfitomnosti inhibitord NOS, tj. NS-monomethyl-L-
argininem (monomethyl-arginin, MMA), N¢ NS-dimethyl-L-argininem (asymetricky
dimethyl-arginin, ADMA) a lipoproteiny o nizké hustot¢ (LDL), a samoziejmé



dostupnosti substratu L-argininu (Boger, 2008; Masopust & Prtsa, 2003; Trocha et al.,
2013; Tsikas, 2007).
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Obr. 1: Reakece vzniku NO z L-argininu.
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Kazda podjednotka NOS je slozend ze dvou hlavnich domén — N-terminalni
oxygenasové domény s katalytickym hemem a C-terminalni reduktasové domény, ktera
obsahuje FMN, FAD a NADPH. Pienos elektronu mezi oxygenasovou a reduktasovou
doménou téze podjednotky NOS probihd z NADPH pies FAD a FMN do hemu. Vazba
CaM pak v eNOS a nNOS aktivuje ptenos elektronu z FMN na hem mezi podjednotkami
enzymu a je také nutnd pro spravné zarovnani domén obsahujicich FMN a hem v iNOS.
Ptenos elektronu mezi oxygenasovou a reduktasovou doménou je nezbytny pro spravnou
funkci NOS, protoze dodava elektrony nutné pro aktivaci Oz v katalytickém hemu (Obr.

2) (Feng, 2012).

CaM CaM

¥ g
NADPH f FADH 4-\ FNM /— Fe(lll) NO
NADP- v/ FAD K FNMH / Fe(ll Oz + L-arginin

Podjednotka A Podjednotka B

Obr.2: Mechanismus prenosu elektronu NO synthasou.

Pfenos elektronu (zelené) z NADPH na hem a vznik NO a L-citrulinu. Vazba Ca®" na CaM
zvysuje prenos elektronu z FAD na FMN (Sipka 1) a spousti mezidoménovy pfenos elektronu na
hemové Zelezo (Sipka 2) (Feng, 2012).

CaM - kalmodulin, NADP - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, FAD — flavinadenin-
dinukleotid, FMN - flavinmononukleotid,



Za patofyziologickych podminek, kdy dochdzi k inhibici NOS, je mechanismus
reakce syntézy NO blokovan a je pferusen pirenos elektront a tim i oxidace L-argininu a
vznik NO. Akceptorem elektronli se pak stava kyslik a vznika superoxidovy radikal
(Boger, 2008).

Oxid dusnaty je relativné nestabilni volny radikal, ktery hraje roli v mnoha
biologickych procesech. NO ma vasodilatacni G¢inek na cévni sténu, inhibuje adhezi
monocytl, adhezi a agregaci trombocytl, produkci tkanového faktoru, proliferaci bun¢k
hladké svaloviny cév a uvoliiovani superoxidovych radikali a snizuje oxidaci LDL. Je
také vyuzivan jako neurotransmiter pii nervové komunikaci a makrofagy jej produkuji
pti zanétlivé reakci (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012; Arlouskaya et al., 2019;
Boger, 2008, 2008; Siroka et al., 2005).

U pacientl se zvySenou hladinou inhibitordt NOS dochdzi k naruSeni vazodilatace
zavislé na oxidu dusnatém a oslabeni dalSich a¢inku NO. To vede ke zménam v endotelu,
oznacovanym jako endotelova dysfunkce. Endotelova dysfunkce je zodpovédna za fadu
zdravotnich problémil, jako je aterosklerdza, hypertenze, tromboza ¢i vaskulitida

(Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012; Boger, 2008; Masopust & Prisa, 2003).
2.2 Metabolismus methylarginini

Methylargininy jsou derivaty odvozené od L-argininu. L-Arginin je bazicka
semiesencialni aminokyselina, kterd obsahuje polarni disociovanou guanidinovou
skupinu. Normalni koncentrace se v plazmé pohybuje mezi 21 a 138 umol 1!
(Burtis et al., 2013). L-Arginin je primarn¢ syntetizovan v proximalnich tubulech ledvin,
odkud je uvoliovan do systémové cirkulace, dale vznika jako intermediat mocovinového
cyklu, ktery probihd v jatrech, ale odtud neni uvoliiovan do krve. Reakce vedouci ke
vzniku L-argininu jsou v tubulech ledvin i1 hepatocytech shodné. V mocovinovém cyklu
je L-arginin v cytoplazmé hydrolyticky §t€épen enzymem arginasou na mocovinu a
L-ornithin (Stipanuk and Caudill, 2018). Methylargininy vznikaji posttransla¢ni
modifikaci polypeptidového fetézce. Tyto reakce jsou katalyzovany methyltransferasami
a lze je rozdélit do dvou skupin. Pfi reakcich patficich do prvni skupiny dochézi
k reverzibilni modifikaci karboxylové skupiny za vzniku methylesterd, pti reakcich druhé
skupiny dochézi k ireverzibilnimu pfenosu methylu na atomy siry nebo dusiku

(Tran et al., 2003).
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2.2.1 Biosyntéza methylarginini

Methylaci koncové guanidinové skupiny L-argininu za ucasti enzymii N-methyltransferas
zrodiny protein-arginin methyltransferas (PRMT) vznikaji methylované derivaty
L-argininu (Obr. 3). Existuje vice typit PRMT liSicich se podle substratu a produktu
reakce.

Pisobenim protein-arginin methyltransferasy typu I (PRTM I, EC 2.1.1.319) vznika
postupnou methylaci jednoho z termindlnich atomt dusiku guanidinové skupiny
v argininovych zbytcich nejprve N°-monomethyl-L-arginin (monomethylarginin, MMA)
a néasledng¢ NY NC-dimethyl-L-arginin (asymetricky ~dimethylarginin, ADMA)
(Pope et al., 2009). PRMT I se nachazi pfevazn¢ v endotelu a bunikach hladkého svalstva
kardiovaskularniho systému (Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012).

/CHa
HN HN CH HN CH N CH
A N\ A
NH, NH N\ NH
HN HN HN CHs HN
HzN“ H2N|l"" H2N| """ H2Nl|
(o] (o] o (o}
H HO HO H
L-arginin MMA ADMA SDMA

Obr. 3: Arginin a jeho methylované derivaty.
MMA — monomethylarginin, ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky
dimethylarginin

Asymetrického dimethylargininu je v plazmé pfiblizné desetkrat vice nez
monomethylargininu, stava se tak dilezitym endogennim regulatorem produkce oxidu
dusnatého z L-argininu. ADMA je hlavnim inhibitorem NO synthasy (Tran et al., 2003;
Vallance et al., 1992b).

Symetricky dimethylarginin vznika rovnéz methylaci L-argininu za Gcasti enzymi
protein-arginin methyltransferas, ale druhého typu. Protein-arginin methyltransferasa
typull (PRMTII, EC 2.1.1.320) vytvafi vprvnim kroku methylaci jednoho
z terminalnich atoma dusiku guanidinové skupiny v argininovych zbytcich také
NC-monomethyl-L-arginin, nasledn& v druhém kroku methylaci druhého termindlniho

atomu dusiku vznikd NS,N° -dimethyl-L-arginin (symetricky dimethylarginin, SDMA)
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(Pope et al., 2009). Na rozdil od ADMA vSak nema SDMA piimy vliv na aktivitu NO
synthasy (Tran et al., 2003; Vallance et al., 1992a).

Methylové skupiny nutné ke vzniku dimethylargininti pfenasi ob¢ protein-arginin
methyltransferasy z S-adenosylmethioninu, ktery je soucasti metabolického cyklu
homocysteinu  (Aldamiz-Echevarria &  Andrade, 2012). PRMT vyuzivaji
S-adenosylmethionin jako donor methylu a generuji S-adenosylhomocystein a nakonec
homocystein jako vedlejsi produkt (Arlouskaya et al., 2019).

Protein-arginin methyltransferasy mohou byt Castecné aktivovany pii oxidacnim
stresu lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) a oxidovanymi LDL casticemi. ZvySeni aktivity
PRMT v endotelidlnich bunkach pak vede ke zvySeni produkce methylarginini
(Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012).

Volné methylované derivaty L-argininu vznikaji endogenné hydrolyzou
methylovanych proteintl, coz umoziuje uvolnéni volnych methylargininti do cytoplazmy,
kde mohou inhibovat NO synthasu (Kielstein & Fliser, 2007; Pope et al., 2009;
Tran et al., 2003).

2.2.2 Eliminace

Volné methylargininy jsou odstranovany enzymatickou degradaci nebo transportem ven
z bunky s naslednou exkreci ledvinami (Teerlink et al., 2009). VétSina ADMA je
degradovdna na L-citrulin, SDMA se ptednostné vylucuje moci (Krzystek-
Korpacka et al., 2019).

Hlavni metabolickou degradaci ADMA je hydrolyza, pfi které vznika L-citrulin
(Obr. 4). Tato reakce je katalyzovdna enzymem dimethylarginindimethylamino-
hydrolasou (DDAH, EC 3.5.3.18). Ta specificky hydrolyzuje ADMA a MMA, ale
nevykazuje zadnou aktivitu vi¢i SDMA (Tran et al., 2003). DDAH metabolizuje
NC-monomethyl-L-arginin ~ a  NYNS-dimethyl-L-arginin  na  L-citrulin a
dimethylamin (DMA), respektive methylamin (Alddmiz-Echevarria & Andrade, 2012;
Pope et al., 2009). K této reakci dochazi jak v endotelidlnich bunkach, tak v hepatocytech
(Trocha et al., 2013).

Asi 80 % ADMA je odstranéno enzymatickou degradaci pomoci DDAH, renélni
exkrece volného ADMA predstavuje asi 15 % eliminace této slouceniny (Emrich et al.,

2018; Kielstein & Fliser, 2007).
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HN /CH:3 H,N
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DDAH H,C
+ \
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Obr. 4: Hydrolyza ADMA katalyzovana DDAH.
ADMA - asymetricky dimethylarginin, DMA — dimethylamin, DDAH — dimethylarginin-
dimethylaminohydrolasa

Jsou znamy dvé isoformy DDAH s rozdilnou organovou specifitou. DDAH-1 je
pritomna prevazné ve tkéanich, které exprimuji neurondlni NO synthasu, zatimco
DDAH-2 je ptitomna ve tkanich, které exprimuji endotelidlni NOS (Alddmiz-Echevarria
& Andrade, 2012; Oliva-Damaso et al., 2019; Pope et al., 2009).

DDAH je klicovy enzym, ktery reguluje hladiny ADMA ve tkanich a je exprimovan
prevazné v ledvinach, mozku, pankreatu a jatrech (Oliva-Damaso et al., 2019). Regulaci
hladin ADMA v plazm¢ a tkdnich chrani DDAH aktivitu NOS (Kielstein & Fliser, 2007).
Aktivita DDAH je klicovym faktorem urcujicim hladinu ADMA in vivo (Tran et al.,
2003).

Mnoho kardiovaskuldrnich rizikovych faktori, jako jsou hypertenze,
hypercholesterolemie, hyperglykemie a hyperhomocysteinemie, vyvolavaji zvySeni
oxida¢niho stresu, ¢imZ mohou sniZzovat aktivitu DDAH, coz vede ke zvySeni
koncentrace ADMA (Kielstein & Fliser, 2007; Trocha et al., 2013)

SDMA je eliminovan primarné rendlni exkreci, nicméné CasteCné podléhad také
metabolické pfeméné. Jak ADMA, tak i SDMA mohou byt metabolizovany 1 alternativni
cestou (Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2015; Rodionov et al., 2016).

ADMA a SDMA mohou byt také metabolizovany alternativni cestou transaminaci
enzymem alaninglyoxylataminotransferasou 2 (AGXT2, EC 2.6.1.44) na a-keto-6-(N,N-
dimethylguanidino)valerovou kyselinu (DMGV). AGXT2 je mitochondridlni
aminotransferasa, ktera je primarné exprimovana v ledvinach (Emrich et al., 2018;
Hu et al., 2017; Oliva-Damaso et al., 2019; Rodionov et al., 2016). Kratkodob¢ zvyseni
systémovych hladin ADMA vede k dramatickému zvySeni tvorby DMGV, coz naznacuje,
ze cesta metabolismu ADMA zprostfedkovand AGXT2 neni za normalnich podminek
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nasycena a muze hrat vyznamnou roli v udrzovani homeostazy ADMA (Rodionov et al.,
2014).

Hlavni cestou vylucovani SDMA je exkrece ledvinami, presto je cast SDMA také
metabolizovana pomoci AGXT2 na DMGV (Oliva-Damaso et al., 2019). Na rozdil od
ADMA se vsak vétsina SDMA vylu€uje v nemetabolizované form¢, degradace pomoci
AGXT?2 proto neni povazovana za nezbytnou pro odstranéni SDMA (Emrich et al., 2018).

Jak u ADMA, tak u SDMA muze také dochazet k N-acetylaci a-aminoskupiny, pii
které¢ vznika asymetricky a symetricky Na-acetyldimethylarginin (Emrich et al., 2018).
K acetylaci dimethylargininti dochézi primarné v jatrech, ledvinach a tenkém stfevé a
acetylované dimethylargininy jsou eliminovany ledvinami (Rodionov et al., 2016).

Casteéné jsou ADMA a SDMA eliminovany butylaci a methylaci (Oliva-Damaso et al.,
2019). Biosyntézu a eliminaci ADMA a SDMA piehledné zachycuje Obr. 5.

| L-ARGININ |
| PRMT [ PRMT I
syntéza
PROTEINY PROTEINY
SE ZBYTKY ADMA SE ZBYTKY SDMA
Hydrolyza / PRMTIall | \Hydmﬂa
ADIVIA SDMA | -

> 90%

N AGXT2 //\
[ omav | \ vy
acetylace, butylace,
methylace

exkrece
ledvinami

exkrece
Iedvinaml

acety\ace buty#ace
methy\ace

eliminace

L citrulin +
dlmethylamln

Obr.S: Schéma syntézy a eliminace ADMA a SDMA.

ADMA a SDMA vznikaji methylaci ptisobenim PRMT typu I a II. ADMA je metabolizovan
ptrevazné DDAH na L-citrulin a dimethylamin, ¢astec¢né je také vylucovan mo¢i a metabolizovan
enzymem AGXT2 na DMGV. SDMA je vyluovan prevazné ledvinami a ¢astecné je také
metabolizovan AGXT2. Casteéné jsou ADMA a SDMA eliminovany butylaci a methylaci (Oliva-
Damaso et al., 2019).

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, PRMT — protein-
argininmethyltransferasa, DDAH — dimethylarginindimethylaminohydrolasa, AGXT2 — alanin-
glyoxylataminotransferasa, DMGV — a-keto-8-(N,N-dimethylguanidino)valerova kyselina
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2.2.3 Transport pies membranu

Kritickym aspektem urcujicim koncentraci L-argininu, ADMA a SDMA mezi cytosolem
a extracelularni tekutinou je piestup pfes membranu prostfednictvim transportniho
systému specifického pro bazické (téz kationtové) aminokyseliny, ktery zajist'uji proteiny
patfici do rodiny transportéri kationtovych aminokyselin (CAT) (Teerlink et al., 2009;
Tsikas et al., 2000). CAT v plazmatické membrané umoznuji transport cytosolického
ADMA a SDMA do obéhu, odkud jsou bud’ pfijimany jinymi bunikami ¢i tkdnémi, nebo
vylucovany ledvinami (Davids et al., 2012).

Transportéry kationtovych aminokyselin jsou Siroce distribuovany na bunécnych
membranach bud’ jako vysokoafinitni a nizkokapacitni transportéry, napt. CAT-1, ktery
transportuje L-arginin, ADMA a SDMA pfes bunééné membrany v cévach a ledvinach,
nebo jako nizkoafinitni a vysokokapacitni transportéry, napi. CAT-2A, ktery transportuje
tyto aminokyseliny pies membrany jaternich bun¢k (Teerlink et al., 2009). Nizka afinita
CAT-2A chrani cirkulujici L-arginin pfed absorpci v jatrech a jeho degradaci arginasou
(Teerlink et al., 2009).

CAT-1 se vyskytuje ve vSech tkanich a orgédnech kromé jater, varianty CAT-2 se
vyskytuji mnohem méné. CAT-2A je vyrazné exprimovan v jatrech a slabé v kosternim
svalstvu a pankreatu, CAT-2B je indukovan prozénétlivymi cytokiny v riznych tkanich
¢asto spolu s inducibilni formou arginasy a NOS. Exprese CAT-3 je omezena hlavné na
transportéry CAT-1, CAT-2A a CAT-2B (Teerlink et al., 2009). L-Arginin je dibazickou
aminokyselinou, pfi neutrdlnim pH krevni plazmy mé pozitivni ndboj a je piendsSen
pomoci CAT-1 a CAT-2B, zatimco methylované derivaty argininu jsou dobfe pfenaSeny
prostfednictvim CAT-2B (Hu et al., 2017; Teerlink et al., 2009).

ADMA a SDMA jsou exportovany z mista piivodu a importovany z plazmy ze
vzdalenych mist prostfednictvim CAT vyménou za L-arginin a dalsi kationtové

aminokyseliny (Obr. 6) (Teerlink et al., 2009; Tsikas et al., 2000).
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Obr. 6: Metabolismus a transport L-argininu, ADMA a SDMA.
Volny ADMA je z bunky eliminovan pfevazné hydrolyzou katalyzovanou DDAH, pfi které
vznika L-citrulin a dimethylamin opoustéjici bunku. Nezmetabolizovany ADMA inhibuje NOS
a CasteCné také spolu s SDMA opousti bunku a soutézi s L-argininem o pfenos zprosttedkovany
CAT (Teerlink et al., 2009).
ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, NOS — NO
synthasa, DDAH — dimethylarginindimethylaminohydrolasa, DMA — dimethylamin

ZvySena tvorba dimethylargininli, zpisobend zvysenou aktivitou PRMT nebo
zvySenou proteolytickou aktivitou, zvysi intracelularni koncentraci ADMA a SDMA,
které jsou pak za ptedpokladu, Ze systém transportu prostfednictvim CAT neni saturovan,
exportovany z bunky, ¢imz se zvysi 1 jejich extracelularni koncentrace. Podobné snizena
rychlost bunécné eliminace ADMA zvysi intraceluldrni hladiny této slouceniny.
Vysledny Gc¢inek na extracelularni koncentraci ADMA vSak zavisi na tom, zda se jedna
o snizenou aktivitu DDAH nebo snizenou aktivitu CAT. Snizend exprese nebo inhibice
DDAH zvysi intracelularni 1 extracelularni koncentrace ADMA, naopak snizena exprese
nebo aktivita CAT zpomali bunéény vystup ADMA, ¢imZ zvysi intracelularni, ale snizi
extracelularni koncentrace ADMA. Soucasné vede inhibice CAT k zvySeni intracelularni
koncentrace SDMA, zatimco extracelularni koncentrace je snizena (Teerlink et al., 2009).

Vysoké koncentrace intracelularntho ADMA, ktery neni zmetabolizovan DDAH,
muze nejen inhibovat aktivitu NOS, ale také blokovat transport pies CAT a omezit
vychytavani L-argininu buiikou, ¢imz se také podili na endotelové dysfunkci. Stejné tak
muze byt transport L-argininu do buiikky blokovan vysokou koncentraci SDMA
(Markowski et al., 2007; Teerlink et al., 2009). Snizena schopnost vychytavani L-argininu

bunikou lze zvratit zvySenim exogenniho pfisunu L-argininu (Tsikas et al., 2000).
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2.3 L-Homoarginin

L-Homoarginin je neesencialni, neproteinogenni, endogenni aminokyselina, kterd je
syntetizovana z L-argininu. L-homoarginin je o jednu methylenovou skupinu del$i nez
L-arginin a miize slouzit jako substrat pro NOS, ¢imz piispiva k syntéze NO
(Papageorgiou et al., 2017).

Za syntézu  L-homoargininu je zodpovédny enzym  arginin:glycin
amidinotransferasa (AGAT, EC 2.1.4.1). Tento enzym pienasi amidin z L-argininu na
L-glycin za vzniku L-ornithinu a guanidinoacetatu, ktery je néasledné¢ methylovan na
kreatin. AGAT se tak podili na syntéze energetickych metabolitii (Pilz et al., 2015; Tsikas
& Wu, 2015). Stejnym mechanismem pienasi AGAT amidin z L-argininu na L-lysin za

vzniku L-ornithinu a L-homoargininu (Obr. 7) (Tsikas & Wu, 2015).

NH,

H2N HN__<
>:NH NH, NH

HN HyN
AGAT
+ +
HZNUn-v H2N||n-‘ H2N|I||- H2N|“"-
(0] O —0 (@]
HO HO HO HO
L-arginin L-lysin L-ornithin L-homoarginin

Obr. 7: Syntéza L-homoargininu.

AGAT - arginin:glycin amidinotransferasa

L-Homoarginin konkuruje L-argininu pfi transportu pies bunécnou membranu
zprostiedkovaném CAT a trans-stimulaci CAT mutze zvysit bunééné ztraty L-argininu
(Pilz et al., 2015). Na druhou stranu je také kompetitivnim inhibitorem enzymu arginasy
a ma tudiZ schopnost zvySovat intracelularni koncentraci L-argininu (Pilz et al., 2015;
van Dyk et al., 2015). L-Homoarginin také soutézi s L-argininem o vazbu do aktivniho
mista NOS. Zatimco ADMA a MMA jsou kompetitivnimi inhibitory NOS,
L-homoarginin je alternativnim, i kdyZ méné G¢innym, substrdtem pro tento enzym a
muze byt metabolizovan na NO a L-homocitrulin (Pilz et al., 2015; van Dyk et al., 2015).

Nedavné studie naznacuji, Ze L-homoarginin se aktivné ucCastni vaskularni
homeostazy a je povazovan za novy kliCovy faktor v aterogenezi (Papageorgiou et al.,

2017). Pokles plazmatické koncentrace L-homoargininu je spojen s fadou rizikovych
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faktort aterosklerdzy a chronickych onemocnéni, véetné hypertenze, renalniho selhéni,
hypercholesterolemie, diabetu mellitu a demence (van Dyk et al., 2015).

Na rozdil od ADMA nebo SDMA jsou nizké koncentrace L-homoargininu v plazmé
spojovany s vysokym rizikem morbidity a mortality (Tsikas & Wu, 2015). Nékolik
epidemiologickych studii z poslednich let oznacuje nizké plazmatické koncentrace
L-homoargininu za nezavisly rizikovy faktor kardiovaskularnich, cerebrovaskuldrnich a

renalnich onemocnéni (Pilz et al., 2015).
2.4 L-Argininovy paradox

Fyziologickéd plazmaticka koncentrace L-argininu je asi 25% vy$§i nez Michaelisova
konstanta izolované purifikované endotelidlni NO synthasy in vitro (Boger, 2004;
Teerlink et al., 2009). Pti fyziologickych koncentracich L-argininu by NO synthasa mé¢la
byt dobfe nasycena substratem a po pfidani exogenniho L-argininu by neméla byt
ovlivnéna aktivita tohoto enzymu. Nicméné i malé zmény v koncentraci L-argininu
mohou zpusobit viditelnou zménu aktivity NO synthasy. Tento jev byl oznacen jako
L-argininovy paradox (Boger, 2004).

Tento paradox lze vysvétlit pfitomnosti endogennich inhibitort NOS, ADMA a
MMA (Tsikas et al., 2000). ADMA je nejsilnéjsi inhibitor endotelialni a neuronalni NOS
a je kli¢ovym faktorem v regulaci aktivity NO synthasy (Boger, 2004).

Za fyziologickych podminek je aktivita NOS sniZena na zlomek maximalni aktivity.
Za patologickych podminek pak zpiisobuje zvySeni intracelularni koncentrace inhibitorti
(zejména ADMA) 1 pii normalni koncentraci L-argininu sniZeni poméru substrat/inhibitor
a vede k poklesu aktivity NO synthasy a snizeni produkce NO (Bode-Boger et al., 2007;
Tsikas et al., 2000).

Aktivitu NOS Ize stimulovat suplementaci L-argininem, coZz zlepSuje oxidem
dusnatym zprostfedkované vaskularni funkce in vivo (Boger, 2004). Tento jev muze byt
vysvétlen reverzibilni inhibici eNOS prostfednictvim ADMA. ZvySeni poméru
substrat/inhibitor (L-arginin/ADMA) nebo zvySeni exportu ADMA prostfednictvim
trans-simulace CAT vede k obnoveni aktivity NOS (Teerlink et al., 2009).

Endotelialni NOS a CAT-1 jsou oba umistény v tésné blizkosti, coZ zajist'uje i€inny
ptisun extracelularniho L-argininu do eNOS. Je vSak také mozné, Ze t€snd blizkost CAT-1
a eNOS muze také poskytnout extracelularnimu ADMA selektivni ptistup k NOS. To by

znamenalo, Ze inhibice NOS zavisi spiSe na extraceluldrni neZz na intraceluldrni
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koncentraci ADMA. Preferen¢ni smérovani extracelularniho ADMA do eNOS by také
mohlo vysvétlit pozorovani, kdy i mirné zvySena plazmaticka koncentrace ADMA miize
predikovat kardiovaskularni piihody (Teerlink et al., 2009).

Suplementace L-argininu zvysuje jeho extracelularni koncentraci a vede k vyméné
intracelularnich inhibitor s timto L-argininem a naslednému zvySeni koncentrace
intracelularniho L-argininu a obnoveni fyziologického poméru substrat/inhibitor.
Antagonizace L-argininu s kompetitivnimi inhibitory pii souCasném sniZeni
intracelularnich koncentraci kompetitivnich 1 nekompetitivnich inhibitor zptsobuje
zvySeni aktivity NOS a zvyseni produkce NO (Tsikas et al., 2000).

L-argininovy paradox naznacuje, Zze za modulaci aktivity endotelidlni NOS jsou

zodpovédné extraceluldrni hladiny L-argininu a ADMA (Bode-Boger et al., 2007).
2.5 Klinicky vyznam ADMA a SDMA

ADMA a SDMA jsou aminokyseliny diilezité pro sledovani metabolismu souvisejiciho
s oxidem dusnatym. Jejich fyziologickd koncentrace v lidské plazmé se pohybuje
piiblizn& okolo hodnot 0,4 umol1' u ADMA a 0,5 pumol 1! u SDMA (Martens-
Lobenhoffer & Bode-Boger, 2007). Nékolik studii zjistilo, Ze plazmatické hladiny téchto
aminokyselin s vékem rostou, coz mize byt ¢astecné zplisobeno poklesem glomerularni
filtrace spojenym se starnutim (Meinitzer et al., 2007; Oliva-Damaso et al., 2019).

Hlavni patofyziologickou roli ADMA je schopnost inhibovat NO synthasu
produkujici oxid dusnaty, molekulu odpovédnou za cévni homeostazu. SDMA je
z organismu odstraiovan témét vyluéné€ rendlni exkreci, je proto velmi vhodnym
ukazatelem pro hodnoceni funkce ledvin, lepSim, nez je vypocCet odhadu rychlosti
glomerularni filtrace z koncentrace sérového kreatininu (Oliva-Damaso et al., 2019).

Extracelularni koncentrace ADMA je 5-10x niZ§i neZ intracelularni, k vyraznym
zménam intracelularni koncentrace ADMA proto dostauji 1 nepatrné zmény jeho
koncentrace v plazm¢€. Za patofyziologickych podminek mutze byt produkce NO
inhibovana o 30-70 % (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012). ADMA i SDMA jsou
kompetitivnimi inhibitory transportu L-argininu do bunky a aktivuji také nukledrni faktor
kappa B (NF-«xB), coz souvisi se zvySenou expresi zanétlivych cytokinti. SDMA zvySuje
produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) v endotelidlnich buiikdch a monocytech
(Chen et al., 2012; Oliva-Damaso et al., 2019; Schepers et al., 2011). Piehled hlavnich
biologickych u€inkli ADMA a SDMA schematicky znazoriiuje Obr. 8.
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Obr. 8: Hlavni biologické u¢inky ADMA a SDMA.
Nejdtlezitéjsim biologickym t¢inkem ADMA je inhibice synthasy oxidu dusnatého, spolu s
SDMA také indukuje aktivaci NF-kB se zvySenou expresi zdnétlivych cytokini. SDMA zvysuje
produkci monocytovych ROS a modifikuje HDL aktivujici Toll-like receptory (Oliva-Damaso et
al., 2019).
ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, NOS — NO
synthasa, NF-kB — nuklearni faktor kappa B, ROS — reaktivni formy kysliku

Dimethylargininy ADMA a SDMA jsou spojovany hlavné s kardiovaskularnimi
chorobami a chronickym onemocnénim ledvin (Oliva-Damaso et al., 2019). Endotelova
dysfunkce souvisi s aterosklerozou, kardiovaskularnimi piihodami a mortalitou
u pacientll s chronickym renalnim onemocnénim (CKD). Zanétlivy proces je schopen
zesilit uc¢inek ADMA u pacientli s CKD a zvySuje riziko umrti a kardiovaskularnich
ptihod u pacientt s vysokymi hladinami ADMA. U pacientl s diabetem mellitem 2. typu
byla pozorovana interakce mezi C-reaktivnim proteinem a ADMA, kterd rovnéz

souvisela s kardiovaskularnimi ptihodami (Oliva-Damaso et al., 2019).

2.5.1 ADMA a SDMA u kardiovaskularnich onemocnéni

Zda se, ze existuje silna souvislost mezi ADMA a kardiovaskularnimi onemocnénimi.
Plazmatické koncentrace ADMA je spojovana s rizikem a mortalitou na kardiovaskularni
onemocnéni. M4 vysokou prevalenci u onemocnéni spojenych s endotelovou dysfunkci,
zahrnujicich hypertenzi, hyperlipidemii, hypercholesterolemii, hyperhomocysteinemii,
diabetes mellitus, preeklampsii, ischemickou chorobu srde¢ni (ICHS), chronické srde¢ni
selhéni, erektilni dysfunkci a dalsi, u kterych bylo zjisténo, Ze koncentrace plazmatického
L-argininu je v norm¢ (Bode-Boger et al., 2007; Boger & Ron, 2005; Pope et al., 2009;
Tsikas et al., 2000). Studie u pacientti s CKD a v bézné populaci ukazaly silnou souvislost

mezi ADMA, mortalitou a kardiovaskularnimi pfihodami (Oliva-Damaso et al., 2019)
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U stavil spojenych s endotelovou dysfunkci je pozorovana snizend aktivita nebo
exprese DDAH, enzymu zodpovédného za degradaci ADMA, coz vede ke zvySeni
koncentrace ADMA s naslednou inhibici NOS (Pope et al., 2009). DDAH miize byt
inhibovana hyperhomocysteinemii, hyperglykemii, erytropoetinem a oxida¢nim stresem
(Chen et al., 2012; Kielstein and Fliser, 2007; Lai & Kan, 2015).

U pacientt s ICHS byly zjistény vyznamn¢ vyssi hladiny ADMA a SDMA (Bode-
Boger et al., 2006). Koncentrace ADMA koreluje s rozsahem a zavaznosti koronarni
aterosklerdzy a je silnym ukazatelem kardiovaskularnich ptihod a nezavislym rizikovym
faktorem ICHS a mortality u pacientti s ICHS (Bode-Boger et al., 2006; Pope et al., 2009).
Pacienti s vys$§imi plazmatickymi hladinami SDMA maji vyssi riziko umrti z riiznych
pfi¢in (Oliva-Damaso et al., 2019).

Zvysenou koncentraci ADMA Ize nalézt také u pacientli s hypercholesterolemii,
pficemz koncentrace SDMA zlistavd nezménéna. Tento narast plazmatické koncentrace
ADMA vede ke snizeni poméru L-arginin/ADMA. Byla také nalezena pozitivni korelace
mezi celkovym a LDL-cholesterolem a ADMA (Boger et al., 1998).

Oxid dusnaty hraje dilezitou roli v regulaci cévniho tonu a krevniho tlaku. Podil
ADMA na patogenezi hypertenze by mohly vysvétlit dva mozné mechanismy — ADMA
na jedné stran¢ prostiednictvim inhibice eNOS vyvolava vasokonstrikci, na stran¢ druhé
muize inhibovat rendlni vylucovani sodiku sniZenim rendlni syntézy NO (Oliva-

Damaso et al., 2019).

2.5.2 ADMA a SDMA u renalnich onemocnéni

U pacientd s mirnym az sttedné té¢Zkym chronickym renalnim selhanim nalézdme zvysené
koncentrace ADMA a SDMA ve srovnani s jedinci bez CKD. Tento narust je jesté
vyrazn€j$i u pacientll v terminalnim stadiu onemocnéni ledvin (Emrich et al., 2018).

Pti rendlnim selhéni je vylucovani ADMA i1 SDMA sniZeno a dochazi ke zvySeni
jejich plazmatické koncentrace, a to u SDMA vice neZ u ADMA, ktery je degradovan
prostiednictvim DDAH. To je diivodem sniZzeni poméru L-arginin/ADMA a inhibice
NOS, coz miize mimo jiné vést k vazokonstrikei, hypertenzi, zvySené aterogenezi a
imunitni dysfunkci (Aldamiz-Echevarria & Andrade, 2012; Fleck et al., 2003; Oliva-
Damaso et al., 2019; Tran et al., 2003). Oner-lyidogan et al. (2009) uvadi ve své praci
narast koncentraci ADMA a SDMA u CKD (Tab. 1).
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Tab. 1: Zmény koncentraci ADMA a SDMA u CKD.

ADMA SDMA L-arginin/ADMA ADMA/SDMA
(umol 171) (umol I'1)
Pacienti 0,76 2,15 90,9 0,39
s hemodialyzou (£0,04) (£0,10) (£7,9) (£0,002)
Pacienti v ¢asném 0,57 1,02 169 0,68
stadiu CKD (£0,02) (£0,07) (x1,2) (£0,006)
Kontrolni skupina 0,44 0,29 175 1,58
zdravych jedincti (+0,01) (+0,01) (£8,4) (£0,006)

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Zvysena koncentrace ADMA je také spojovana s dalSimi kardiovaskuldrnimi
rizikovymi faktory, jako je zvySeni plazmatické koncentrace LDL-cholesterolu,
triacylglycerold, glukdzy, homocysteinu a medidtorti zanétu (Oliva-Damaso et al., 2019).
SDMA u pacienti s CKD ve srovnani s ADMA vyznamnéji koreluje s hladinami
interleukinu 6 a tumor-nekrotizujiciho faktoru alfa a také modifikuje lipoproteiny
o vysoké hustoté (HDL), coz vede k poskozeni endotelu (Oliva-Damaso et al., 2019;
Oner-lyidogan et al., 2009). U pacientd se zvySenou plazmatickou koncentraci ADMA a
SDMA je vyssi riziko progrese CKD a vyskytu aterosklerotickych komplikaci, které jsou
2018). Jelikoz SDMA neni degradovan prostfednictvim DDAH a vylu€uje se hlavné
moci, je vynikajicim ukazatelem funkce ledvin. SDMA je Casny indikator zmén
glomerularni filtrace a velmi dobfe koreluje s ostatnimi indikatory funkce ledvin.
Plazmatickd koncentrace SDMA vzrlsta paralelné s koncentraci kreatininu a je
citlivéj§im ukazatelem rendlniho poSkozeni nez sdm kreatinin (Kielstein et al., 2011).

Vysoké hladiny SDMA takeé hraji dillezitou roli v progresi do kone¢ného stadia CKD
a SDMA by tak mohl dobfe piedpovidat progresi CKD a aterosklerotické
kardiovaskularni ptihody (Oliva-Damaso et al., 2019).
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3 CIiL PRACE

Cilem této prace bylo zavedeni a optimalizace metody pro stanoveni L-argininu a jeho
dimethylovanych  derivatl, asymetrického dimethylargininu a symetrického
dimethylargininu, pomoci ultravysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro pouziti u realnych klinickych vzorkil a
naslednd validace zavedené metody. Dalsim krokem bylo porovnani zavedené¢ metody
s metodou ELISA a metodou HPLC s fluorescencni detekei. Posledni ¢asti prace bylo
stanoveni ADMA a SDMA u kontrolni skupiny zdravé populace a jeji porovnani se

skupinou pacientl s chronickym renalnim onemocnénim.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Chemikalie a pouzity material

4.1.1 Chemikalie

L-Arginin hydrochlorid, > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
NS,NC-dimethyl-L-arginin dihydrochlorid (ADMA), > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA),

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

L-arginin-'3Cs hydrochlorid, > 95 %, 99 atom % '*C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA),

NC,NS-dimethyl-L-arginin-ds dihydrochlorid, > 95%, 98 atom % D (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA),

NC,NY -dimethyl-L-arginin-ds, > 95 %, 98 atom % D (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA),

NS-methyl-L-arginin acetat (MMA), > 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
methanol pro LC-MS, > 99.9 % (Avantor, Radnor, PA, USA),

acetonitril pro LC-MS, > 99.9 % (Honeywell, Charlotte, NC, USA),

kyselina octova pro LC-MS, 100 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

octan amonny pro LC-MS, > 99.0 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
derivatiza¢ni ¢inidlo HCI — 1-butanol 3 mol I"! pro LC-MS (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA),

ortho-ftaldialdehyd p.a. (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
3-merkaptopropionova kyselina > 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
acetonitril pro HPLC (VWR International, Radnor, PA, USA),

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

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

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

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

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

amoniak vodny roztok (min. 25 %) p.a. (Lachema, Brno, CR),
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chlorid sodny p.a. (Lachema, Brno, CR),
chlorid draselny p.a. (Lachema, Brno, CR),
kyselina borita p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR).

4.1.2 Pouzity material a soupravy

Chromatografickd kolona Kinetex 2,6 um C18 100A HPLC Column 50 x 2,1 mm
(Phenonemex, Torrance, CA, USA),

ochranné predkolony SecurityGuard ULTRA, UHPLC C18 2,1 mm (Phenonemex,
Torrance, CA, USA),

nylonov¢ strikackové filtry Chromafil Xtra A-20/13, 0,2 um (Macherey-Nagel, Diiren,
Némecko),

nylonové stiikackové filtry Syringe filter Nylon, 0,2 um (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA),

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

chromatograficka kolona ACE Equivalence 5 pm C18 Column, 150 x 4,6 mm (Advanced
Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland, UK),

ochranna piedkolona ACE Equivalence 5 CI18 Guard Cartridges (Advanced
Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland, UK),

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

ADMA ELISA kit (DLD Diagnostika, Hamburg, Némecko),

SDMA ELISA kit (DLD Diagnostika, Hamburg, Némecko).

4.1.3 Pristroje

Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 UHPLC — Standard: LPG-3400SD
kvarterni Cerpadlo s gradientem 0,001-10 ml/min, 620 bar; ACC-3000(T)
termostatovany autosampler se zabudovanym termostatem kolon, objem nastiiku
1-100 pl, kapacita 120 vialek 2 ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
hmotnostni spektrometr amaZon SL (Bruker, Billerica, MA, USA),

dusikovy generator GENIUS NM32LA (Peak Scientific Instruments, Inchinnan, UK),
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koncentrator LabEva Model NDK200-2N pro zakoncentrovani vzorki jejich ohifevem
a odfoukévanim rozpoustédla proudem inertniho plynu (Hangzhou MIU Instruments,
Hangzhou, Zhejiang, Cina),

systém pro piipravu ultra-Cisté vody Smart2Pure 6 UV-UF, 0,055 uS/cm (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA),

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

automaticky analyzator na zpracovani mikrotitracnich desticek NexGen Four (Adaltis,

Guidonia di Montecelio, Italie).

4.1.4 Software

Data Analysis 4.2 (Bruker, Billerica, MA, USA),

HyStar 3.2 (Bruker, Billerica, MA, USA),

Chromeleon 6.80 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),

ChromQuest 2.51 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),

MedCalc 17.7.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgie),

MS Excel 2019 (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA),

OpenLAB Software 2.1 SP1 for the NexGen (Adaltis, Guidonia di Montecelio, Italie),
Quant Analysis 2.2 (Bruker, Billerica, MA, USA),

R 3.2.0 (Ross Thaka & Robert Gentleman, Department of Statistics of the University of
Auckland, Auckland, Novy Z¢land),

trapControl 7.2 (Bruker, Billerica, MA, USA).

4.1.5 Ostatni material a pomicky

Stlaeny plynny dusik 4.0, stlatené plynné helium 5.0, ultrazvukova lazen, vodni lazen,
orbitalni tfepacka, injekéni stiikacky, injekéni jehly, sklenéné vialky, filtracni systém na

filtraci roztoki pro chromatografii, vakuovy SPE manifold, vakuova pumpa.
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4.2 Priprava roztoki

4.2.1 Zasobni roztok octanu amonného

Zasobni roztok octanu amonného byl ptipraven o koncentraci 50 mmol 1! a uchovavan

v chladnicce pti 4 °C.
4.2.2 Mobilni faze

Mobilni faze A se skladala z 0,1% kyseliny octové v methanolu. Byla pfipravena
pfidanim 500 pl kyseliny octové do methanolu a doplnénim methanolu do objemu
500 ml. Ptipravend mobilni faze byla odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 20 minut.

Mobilni faze B se skladala z 5 mmol I"! octanu amonného a 0,1% kyseliny octové
ve vodé, pH 4,3. Byla pfipravena z 50 ml zisobniho roztoku octanu amonného
50 mmol I"!, 500 pl kyseliny octové a doplnéna ultradistou vodou do objemu 500 ml.

Ptipravend mobilni faze byla odplynéna v ultrazvukové 1azni po dobu 20 minut.

4.2.3 Standardy

Zasobni standardni roztoky L-argininu, ADMA a SDMA byly pfipraveny o koncentraci
1 mmol 1!, rozdéleny do mikrozkumavek a zamrazeny na —20 °C.

Smésny standardni roztok byl pfipraven z jednotlivych zéasobnich standardnich
roztokli nafedénim ultradistou vodou na koncentraci 320,0 pmol I"! pro L-arginin a
6,4 umol I"! pro ADMA a SDMA.

Jednotlivé kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny natedénim smésného standardniho
roztoku ultraistou vodou na konecné koncentrace L-argininu v rozmezi

10,0-320,0 pmol I"'! a ADMA a SDMA v rozmezi 0,2-6,4 pmol 1.

4.2.4 Interni standardy

Jako interni standardy (IS) byly pouzity stabilni izotopy jednotlivych stanovovanych
analytd: L-arginin-'*Cs, ADMA-ds a SDMA-ds. Byly piipraveny rozpusténim obsahu
lahvicky v 1 ml ultragist¢ vody za vzniku roztokiéi o koncentraci 462,0 mmol I
L-argininu-3Cs, 3,56 mmol I"! ADMA-ds a 4,80 mmol I"' SDMA-ds. Vzniklé roztoky
zasobnich IS byly rozdéleny do alikvotli v mikrozkumavkach a uchovany pi1 —20 °C.
Z téchto zasobnich roztokli byly pfipraveny fedéné roztoky (L-arginin 500%, ADMA a
SDMA 300x) pro ptipravu smésného roztoku IS.
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Smésny roztok internich standardti obsahuje po 1 dilu kazdého z fedénych roztoki
IS a 1 dil ultragisté vody. Vysledna koncentrace je pro L-arginin->Ce 231,0 pmol 17,
ADMA-ds 2,97 pmol 1! a SDMA-ds 4,0 pmol I"!. Alikvoty po 1 ml byly uchovavéany

v mikrozkumavkéach pii —20 °C.

4.2.5 Roztoky pro HPLC-FL

0,5 mol I"' K-fosfatovy puft, pH 6,5: Pufr byl piipraven ze dvou zisobnich roztok:
A — 0,5 mol I"! hydrogenfosfore¢nan draselny, B — 0,5 mol 1! dihydrogenfosfore¢nan
draselny. Zasobni roztok A byl pfipraven rozpusténim 57,05 g K;HPO4.3H20 v 500 ml
deionizované vody, zasobni roztok B rozpusténim 68 g KH>PO4 v 1 000 ml deionizované
vody. Pracovni roztok pufru se skladd z 33 ml zasobniho roztoku A a 67 ml zasobniho
roztoku B. Pfipraveny pufr byl uchovavén v chladnicce.

0,1 mol I'! Na-fosfatovy pufr, pH 7,0: Pufr byl pfipraven ze dvou zasobnich
roztok@i: A — 0,2mol 1l hydrogenfosfore¢nan sodny, B — 0,2mol 1" dihydro-
genfosforecnan sodny. Zasobni roztok A byl pfipraven rozpuSténim 7,16 ¢g
Na;HPO4.12H>0 ve 100 ml deionizované vody, zdsobni roztok B rozpuSténim 3,12 g
NaH2P04.2H20 v 100 ml deionizované vody. Pracovni roztok pufru se sklada z 30,5 ml
zasobniho roztoku A a 19,5 ml zasobniho roztoku B doplnénych do 100 ml
deionizovanou vodou. Ptipraveny pufr byl uchovavan v chladnicce.

0,2 mol 1! boratovy pufr, pH 9,5: Pufr byl pfipraven ze dvou zasobnich roztoku:
A —0,2 mol I"! kyselina borita + 0,2 mol I"! chlorid draselny, B — 0,2 mol 1"! hydroxid
sodny. Zasobni roztok A byl ptfipraven rozpusténim 1,237 g H3BO3 a 1,491 g KCl ve
100 ml deionizované vody, zasobni roztok B rozpusténim 0,8 g NaOH ve 100 ml
deionizované vody. Pracovni roztok pufru obsahuje 50 ml zasobniho roztoku A a 30 ml
zasobniho roztoku B. Pfipraveny pufr byl uchovavan v chladnicce.

Mobilni faze A se skldd4a z 50 mmol 1! K-fosfitového pufru pH 6,5 s 8,7 %
acetonitrilu (ACN): Byla ptipravena ze 100 ml 0,5 mol "' K-fosfatového pufru pH 6,5 a
87 ml ACN doplnénych deionizovanou vodou na 1 000 ml. Pfipravena mobilni faze byla
vakuové filtrovana pfes nylonovy filtr o velikosti port 0,45 pm a odplynéna
v ultrazvukové 1azni po dobu 20 minut.

Mobilni faze B se skladd z ACN a deionizované vody v poméru 50:50 (v/v).
Pfipravend mobilni faze byla vakuové filtrovdna ptes nylonovy filtr o velikosti

p6rt 0,45 um a odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 20 minut.
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Fyziologicky roztok pufrovany fosfatem (PBS) pH 7,0 se sklddal z 10 mmol I
Na-fosfatového pufru pH 7,0 a 140 mmol 1! chloridu sodného. Byl piipraven z 50 ml
0,1 mol 1I"! Na-fosfatového pufru pH 7,0, ve kterém se rozpustilo 4,09 g NaCl, a doplnén
deionizovanou vodou do 500 ml. Pfipraveny PBS pufr byl uchovéavan v chladnicce.

Eluc¢ni ¢inidlo se skladalo z amoniaku, deionizované vody a methanolu v poméru
10:40:50 (v/v/v) s piidavkem 0,5ml 1 moll™' NaOH na 100 ml elu¢niho &inidla.
Ptipravené elu¢ni ¢inidlo bylo uchovéavano v chladnicce.

Derivatizacni ¢inidlo OPA/MPA se skladalo z ortho-ftaldialdehydu a 3-merkapto-
propionové kyseliny. Navazka 0,05 g ortho-ftaldialdehydu byla rozpusténa v 1 ml
methanolu, doplnéna 9 ml 0,2 mol I"! boratového pufru pH 9,5 a bylo pfidano 50 ul
kyseliny 3-merkaptopropionové. Alikvoty derivatizacniho ¢inidla OPA/MPA
v mikrozkumavkéch byly uchovavany pii —80 °C.

4.3 Biologické vzorky

Vzorky veno6zni krve byly odebrany do zkumavek s heparinatem lithnym a separacnim
gelem nebo zkumavek s akceleratorem srazeni a separa¢nim gelem. Plazma nebo sérum
byly ziskany centrifugaci pii 2 170 g po dobu 8 minut pii 4 °C a rozdéleny do alikvott
v mikrozkumavkach, které byly uchovany az do analyzy pii —80 °C.

Klinické vzorky byly ziskany od jedinct s riznym stupném chronického renalniho
onemocnéni (CKD) véetné stadia 5 s hemodialyzou. Celkem bylo do studie zatfazeno
19 Zen ve véku 34-83 let (median 67 let) a 21 muzi ve véku 54-85 let (median 66 let).
Pro urceni referencnich mezi byly pouzity vzorky od 40 dobrovolnikd, darct krve, 20 zen
a 20 muza ve véku 41-67 let (median 47 let). Pro porovnani vzorkd séra a plazmy byly
pouzity vzorky od heterogenni skupiny celkem 27 jedincii sriznymi diagnézami
1jedinch zdravych. Pro porovnani metod byly pouZzity vzorky jak z kontrolni skupiny

zdravych dobrovolnikd, tak ze skupiny pacienti s CKD.

4.3.1 Kontrolni vzorky

Pro kontrolu kvality (QC) byla pouZita smésna plazma od 11 dobrovolniki, 5 muzi a
6 zen ve véku 26-70 let. Plazma od vSech dobrovolniki byla homogenizovdna a
rozdélena na tfetiny, z nichz byly pfipraveny kontrolni vzorky se 3 hladinami koncentraci

sledovanych analytl, nizkou (QC-L), stiedni (QC-M) a vysokou (QC-H).
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Do smésné plazmy pro kontrolni vzorky QC-M a QC-H byl ptfidan standardni
ptidavek jednotlivych analytli o znamé koncentraci. Do smésné plazmy pro kontrolni
vzorek QC-L byl pfidan pridavek stejného objemu jako u ostatnich kontrolnich vzorkd,
ale s nulovou koncentraci danych analytti. Koncentrace ptidavki v kontrolnich vzorcich

ukazuje Tab. 2.

Tab. 2: Pridavky standardi v kontrolnich vzorcich.

Pridavek (umol 1)

L-arginin ADMA SDMA
QC-L 0 0 0
QC-M 50 0,8 1,5
QC-H 100 1,5 3,0

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, QC-L — kontrolni
vzorek s nizkou hladinou koncentraci sledovanych analyt, QC-M — kontrolni vzorek se stfedni
hladinou koncentraci sledovanych analyti, QC-H — kontrolni vzorek s vysokou hladinou

koncentraci sledovanych analytt

Vsechny kontrolni vzorky byly rozdéleny do alikvotli v mikrozkumavkach a

uchovavany pii —80 °C do analyzy.
4.4 Stanoveni argininu a jeho dimethylderivati metodou LC-MS/MS

Arginin a jeho dimethylované derivity ADMA a SDMA byly stanoveny metodou
ultravysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(UHPLC-MS/MS) po derivatizaci vzorka 1-butanolem.

4.4.1 Priprava vzorku

Uprava vzorkd pred vlastni derivatizaci zahrnovala piidavek interniho standardu,
deproteinaci a odpateni rozpoustédla.

Ke 160 pl plazmy, séra nebo roztoku kalibratoru v mikrozkumavkach bylo ptidano
40 pl smésného roztoku internich standardti. Koncentrace IS v jednotlivych kalibratorech
a vzorcich byla 46,2 pmol I"! L-argininu-'3Cs, 0,59 umol 1! ADMA-ds a 0,80 pmol 1!
SDMA-de.

Nasledovalo piidani 600 pl acetonitrilu kviili precipitaci proteind. Mikrozkumavky
byly po dobu 2 minut diikladné promichavéany na tfepacce a centrifugovany pii 10 000 g
10 minut pii pokojové teploté.
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Supernatant ziskany po centrifugaci byl pienesen do novych mikrozkumavek a

odparen odfoukavanim proudem dusiku pfi teploté 60 °C dosucha.

4.4.2 Derivatizace

K odparkiim vzorki a kalibratori v mikrozkumavkach bylo pfidano 500 pl
derivatizacniho ¢inidla HCI — 1-butanolu. Po rozpusSténi odparku intenzivnim
promichanim po dobu 2 minut na tfepacce byly mikrozkumavky umistény do vodni lazn¢
o teploté 70 °C na dobu 20 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo derivatizacni
¢inidlo odfoukavanim proudem dusiku pfi teploté 60 °C odpaieno dosucha. Vzorce

butylestert sledovanych analytii a jejich internich standardl jsou uvedeny na Obr. 9.
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Obr. 9: Butylestery sledovanych analytii a jejich internich standardii.

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin
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(10 % mobilni faze A, 90 % mobilni faze B). Po dikladném promichani po dobu 10 minut
na tfepacce byly vzorky filtrovany pies nylonové stiikackové filtry o velikosti porh

0,2 um do vialek.

4.4.3 Chromatograficka separace

K chromatografickému dé¢leni na kapalinovém chromatografu Dionex UltiMate 3000
UHPLC - Standard byla pouzita chromatografické kolona Kinetex HPLC Column s C18
sorbentem s povrchové poréznimi ¢asticemi s velikosti ¢astic 2,6 pum a velikosti port
10 nm, s krytymi volnymi silanolovymi skupinami trimethylsilanem, o délce 50 mm a
priméru 2,1 mm s ochrannou pfedkolonou SecurityGuard ULTRA UHPLC s CI8
sorbentem, pruméru 2,1 mm.

Eluce byla gradientova. Slozeni mobilni faze v pocatecni fazi eluce bylo 10 % A a
90 % B s linearnim gradientem do 100 % A a 0 % B ve 3. minuté. Nasledoval minutovy
usek pro navrat poméru mobilni faze k pocate¢nim hodnotam, tedy 10 % A a 90 % B, a
faze ekvilibrace kolony po dobu 4 minut (Obr. 10). Pritok mobilni faze byl po celou dobu

eluce 0,25 ml/min a celkova doba separace trvala 8 minut (Tab. 3).

—100 |— X.":".
WxE
B:c
B0

=0 W Flow [mlfmin]

Obr. 10: LC gradient.

Tab. 3: Podminky gradientové eluce.

Cas Priitok Mobilni fize A Mobilni fize B
(min) (ml/min) (%) (%)

0,00 0,250 10 90

3,00 0,250 100 0

4,00 0,250 10 90

8,00 0,250 10 90
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Autosampler byl vybaven termostatovanym prostorem se tfemi sektory pro vialky a
smyckou o objemu 20 pl. Nasttik vzorku na kolonu byl 20 pl, injekéni méd Full-Loop.
Nasledovalo promyti smycky a vzorkové jehly autosampleru mobilni fazi B.

Prostor pro vzorky autosampleru byl chlazen na 6 °C, teplota kolonového prostoru

byla 20 °C. VSechny vzorky, kalibratory a kontrolni vzorky byly méteny v duplikatu.

4.4.4 Hmotnostni detekce

Pro hmotnostni detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr amaZon SL s iontovou pasti a
iontovym zdrojem Apollo pro ionizaci elektrosprejem (ESI).

Analyty byly ionizovany za vzniku [M+H]" iontl. Jako nebuliza¢ni a desolvata¢ni
plyn byl pouzit dusik. Tlak nebulizacniho plynu byl 7,3 psi, prtok suSiciho plynu
4,0 1/min a teplota 200 °C. Ionty byly sledovany v pozitivnim mddu. Napéti na vstupu
kapilary bylo —5 kV, napéti na koncové elektrodé¢ —500 V.

Iontova past méla skenovaci mod nastaven na rozsifené skenovani a zapnuté fizeni
iontového naboje (ICC) s cilovou hodnotu 100 000, maximalni akumulaéni ¢as v pasti
byl 200,00 ms a skenované hmoty v rozmezi 50-500 m/z. Pracovni méd byl nastaven na
rychlou chromatografii s rychlosti skenovani 8 100 m/z za sekundu.

V programu pro ovladani iontové pasti trapControl byly vytvofeny tfi segmenty.
Segment 1 nemél pro detekci analytl vyznam, slouzil pro odvedeni mobilni faze do
odpadu misto iontového zdroje, segment 2 byl uréen pro detekci L-argininu a
L-argininu-"3Cs, segment 3 pak pro detekci ADMA, SDMA, ADMA-ds a SDMA-ds.
Prvni segment byl aplikovan do 30. sekundy, druhy mezi 30. az 95. sekundou a tfeti od
95. sekundy do konce analyzy. Program umoZznoval nastaveni parametra pro jednotlivé
segmenty zvlast’.

Iontova past byla nastavena v modu dvoustupiiové tandemové hmotnostni
spektrometrie (MS?). Pro kvantifikaci vSech sledovanych analytii bylo pouZito metody
monitorovani vice reakci (MRM) umoziujici detekci vice fragmentovych iontl z jednoho
nebo vice prekurzorovych iontd. Prekurzorové [M+H]" ionty L-argininu,
L-argininu-'*Cs, ADMA, SDMA, ADMA-ds a SDMA-ds byly podrobeny fragmentaci
pomoci kolizi vyvolané disociace (CID). Jako kolizni plyn bylo pouzZito helium
3,50 10~ mbar. Fragmenta¢ni amplitudové napéti bylo 0,45 V pro vSechny prekurzorové
ionty s pocatecni amplitudou 60 % a kone¢nou amplitudou 180 %, fragmentaéni ¢as byl

20 ms. Hodnota cut-off pro fragmentové ionty byla 27 % m/z prekurzorového iontu.
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Cilova hmota byla v segmentu 2 nastavena na hodnotu 235 m/z a v segmentu 3 na
hodnotu 260 m/z. Sledované¢ ptechody hmoty byly vsegmentu2 pro L-arginin
231—214 m/z a L-arginin-'*Cs 237—220 m/z a v segmentu 3 pro ADMA 259—214 m/z,
SDMA 259—228 m/z, ADMA-ds 265—214 m/z a SDMA-ds 265—231 m/z. Parametry

fragmentace a mista $tépeni sledovanych molekul jsou shrnuty v Tab. 4 a na Obr. 11.

Tab. 4: Parametry fragmentace.

Prekurzorovy Sifka Cut-off Excitacni  Fragmentovy
ion izolace amplituda ion
(m/z) (m/z) (m/z) V) (m/z)
L-Arginin 231 1,0 62 0,45 214
L-Arginin-"Cg 237 4,0 64 0,45 220
ADMA 259 4,0 70 0,45 214
ADMA-d¢ 265 4,0 72 0,45 214
SDMA 259 4,0 70 0,45 228
SDMA-dg 265 4,0 72 0,45 231

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin
4.4.5 Kalibrace

Urceni koncentrace jednotlivych analyti ve vzorcich a kontrolnich vzorcich bylo
provedeno metodou kalibracni kiivky se soucasnym pouzitim interniho standardu pro
kazdy analyt. Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly pouZity kalibracni roztoky v rozmezi
koncentraci L-argininu 10,0-320,0 pmol 1"!, ADMA a SDMA 0,2-6,4 umol 1! (Tab. 5).
Kalibra¢ni ktivka byla sestrojena kazdy den pro kazdy béh analyzy, v§echny kalibracni
body byly méteny v duplikatu.
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ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin
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Tab. 5: Koncentrace jednotlivych bodu kalibra¢ni kiivky.

L-arginin ADMA SDMA
(umol 171 (umol I'h) (umol I'h)

1 10 0,2 0,2

2 20 0,4 0,4

3 40 0,8 0,8

4 80 1,6 1,6

5 160 3,2 3,2

6 320 6,4 6,4

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin
4.4.6 Validace

Zjistovanymi parametry metody byly linearita, limit detekce (LOD), limit kvantifikace
(LOQ), preciznost, ptesnost a vliv matrice vzorku.

Linearita byla ovéfovana za pomoci desetibodové kalibracni kiivky v rozmezi
koncentraci L-argininu 2,5-500 pmol 1!, ADMA a SDMA 0,05-10 umol 1! (Tab. 6).
Kazdy kalibra¢ni bod byl méfen v triplikatu.

Tab. 6: Koncentrace kalibra¢nich bodi pro ovéieni linearity.

L-arginin ADMA SDMA
(umol I'1) (umol I (umol I'1)

1 2,5 0,05 0,05

2 5 0,1 0,1

3 10 0,2 0,2

4 25 0,5 0,5

5 50 1 1

6 100 2 2

7 200 4 4

8 300 6 6

9 400 8 8

10 500 10 10

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Z namétenych hodnot pfisluSnych kalibracnich bodd byly v programu Quant
Analysis sestrojeny jednotlivé kalibra¢ni kiivky pro kazdy z analytd a byly ziskany

hodnoty smérnice pfimky, interceptu, koeficientu determinace a piesnosti koncentraci
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jednotlivych kalibra¢nich bodl. Jako linearni byla brana kalibra¢ni kiivka v rozsahu
koncentraci s koeficientem determinace >0,999 a ptesnosti koncentraci krajnich
kalibra¢nich bodt vyjadienou jako relativni chyba < 15 %.

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) byly uréeny pomoci stanoveni
koncentraci jednotlivych analytl v sérii fedéni standardnich roztokl. Kazdy standardni
standardu s preciznosti vyjadienou jako variaéni koeficient <20 %. LOQ byl vypocitan
jako trojnasobek LOD.

Preciznost stanoveni vyjadfend jako variacni koeficient v % byla urena za
podminek opakovatelnosti z 10 stanoveni kontrolnich vzorka se vSemi tfemi hladinami
koncentraci v jeden den a jako mezilehlé preciznost z 10 stanoveni kontrolnich vzorki se
vSemi tfemi hladinami koncentraci v rizné dny analyzy.

Ptesnost byla urCena jako relativni ndvratnost zndmych mnozstvi piidavki
v kontrolnich vzorcich vypocitana jako procentudlni pomér rozdilu koncentrace
prislusného analytu ve vzorku s pfidavkem a bez ptidavku ku koncentraci ptidavku
vyjadiena jako relativni chyba v %.

Mozny vliv matrice byl ovéfen za pomoci kalibranich kiivek sestrojenych
z kalibratort pfipravenych ve vodném roztoku a v matrici. Koncentrace standardnich
ptidavkd u kalibra¢ni kiivky v matrici odpovidaly koncentracim kalibra¢nich bodi
kalibra¢ni kiivky ve vodé€. Variabilita smérnice regresni pfimky mezi kalibra¢ni kiivkou
sestrojenou z vodnych roztoki a kalibra¢ni kiivkou v matrici byla vyjadiena jako variacni

koeficient v %.

4.4.7 Stabilita vzorku pri opakovaném zmrazeni a rozmrazeni

Stabilita vzorkl pfi opakovaném zmrazeni a rozmrazeni byla ovéfovana na kontrolnich
vzorcich se tfemi hladinami koncentraci analyti. Kontrolni vzorky byly rozdéleny do
ctyt alikvot a uskladnény pii —80 °C. Alikvoty byly postupné rozmrazeny a
vytemperovany na laboratorni teplotu a nasledné opétovné zamrazeny na —80 °C. Celkem
byly provedeny Ctyfi cykly zamrazeni a rozmrazeni kontrolnich vzorkt. Doba mezi cykly
byla 24 hodin. Jednotlivé alikvoty kontrolnich vzorkl byly analyzovany po jednom, dvou,
trech a ctytech cyklech zmrazeni a rozmrazeni. Kazdy alikvot byl méten v triplikatu. Mira
variability koncentraci analytli ve vzorku mezi jednotlivymi cykly zmrazeni a rozmrazeni

byla vyjadiena jako variacni koeficient v %.
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4.4.8 Porovnani vzorki plazmy a séra

Shoda koncentraci stanovenych v plazmé a séru byla zjistovana u 27 jedinct s paralelnim
odbérem vzorkli plazmy a séra. Pro porovndni byla pouzita Passingova-Bablokova

regrese a korelace byla vyjadiena Spearmanovym korelacnim koeficientem.
4.5 Stanoveni argininu a jeho dimethylderivati metodou HPLC-FL

Pro stanoveni argininu a jeho dimethylovanych derivati ADMA a SDMA metodou
HPLC-FL byla pouzita metoda HPLC na reverznich fazich s fluorescen¢ni detekci a

ptedkolonovou derivatizaci vzorku, kterd byla jiz diive na nasem Ustavu zavedena.

4.5.1 Extrakce na pevné fazi

Ptiprava vzorku pted vlastni chromatografickou separaci predstavovala extrakci na pevné
fazi (SPE) a derivatizaci. K extrakci na pevné fazi byly pouzity SPE kolonky Oasis MCX
s vysokou selektivitou pro bazické slouceniny. Pied nanesenim vzorku na kolonku bylo
k 200 pl plazmy ptidano 100 pl interniho standardu monomethylargininu (IS MMA)
koncentrace 40 pmol I"' v 10 mmol 1"! HCI a 700 ul PBS. Naneseny vzorek byl promyt
100 mmol I"" HCI a nésledné methanolem. Analyty byly eluovany elué¢nim ¢inidlem
amoniak/voda/methanol. Eluét byl odpafen odfoukévanim rozpoustédla proudem dusiku
pfi teploté 60 °C dosucha a odparek nasledné rozpustén v 10 mmol 1! HCI a zfiltrovan

nylonovym stiikackovym filtrem o velikosti p6rti 0,2 pm.

4.5.2 Derivatizace OPA/MPA

Se vzorkem se smisilo v poméru 1:1 derivatizani ¢inidlo OPA/MPA. Derivatizace
vzorku byla provadéna manudlné u kazdé¢ho vzorku ptresné 10 minut pfed jeho nastiikem

na kolonu.

4.5.3 Chromatografie

K chromatografické separaci na kapalinovém chromatografu Thermo Separation
Products SpectraSYSTEM byla pouzita chromatografickd kolona ACE Equivalence
s C18 sorbentem s velikosti ¢astic 5 um o délce 150 mm a priiméru 4,6 mm s ochrannou

piedkolonou ACE Equivalence Guard Cartridge s C18 sorbentem a priiméru 4,6 mm.
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Nastiik derivatizované¢ho vzorku na kolonu byl 10 pl. Separace byla isokraticka,
100 % mobilni fdze A o pritoku 1,10 ml/min pii 33 °C. Po eluci vSech analytl
nasledovalo v 22. minuté pfepnuti mobilni faze na 100 % B a zvySeni priitoku na
1,15 ml/min. Po vymyti siln¢ zadrzovanych komponent se pokracovalo pétiminutovym
gradientem mobilni faze B od 100 % do 0 % a dale ekvilibraci kolony 100 % mobilni
faze A opét o prutoku 1,10 ml/min po dobu 10 minut. Celkovd doba separace byla
40 minut.

Fluorescence byla méfena pii excitani vinové délce 342 nm a emisni vinové délce
520 nm pro L-arginin a 450 nm pro interni standard MMA a dimethylované derivaty.
Piky byly kvantifikovany urenim plochy pod kiivkou analytu vztazené na plochu pod
kiivkou internitho standardu (AUC/IS) v ovlddacim programu chromatografu
ChromQuest. Pro ur€eni koncentraci argininu a jeho derivath ve vzorku byl pouzit
smésny standard o koncentraci jednotlivych slozek: L-arginin 50 umol I"!, MMA

20 pmol I'!, ADMA 1 umol 1" a SDMA 1 umol 1! v 10 mmol "' HCL.
4.6 Stanoveni ADMA a SDMA metodou ELISA

Pro stanoveni ADMA a SDMA metodou ELISA byly pouzity soupravy firmy DLD
Diagnostika pro kvantitativni stanoveni endogenniho symetrického nebo asymetrického
dimethylargininu v plazmé nebo séru. Jednd se o kompetitivni ELISA test na
mikrotitracni desticce.

Stanoveni je u obou analyti obdobné, Ize rozdé€lit na acylaéni reakci a vlastni
imunochemickou reakci. ADMA (SDMA) ve vzorku byl nejprve acylovan a nésledné
prenesen do jamek mikrotitracni destiCky, kde soutézila s N-acyl-ADMA (N-acyl-
SDMA) vézanym na pevnou fazi mikrotitracni desticky o vazebna mista pfidané krali¢i
protilatky proti ADMA (SDMA). Po ustaveni rovnovahy se promytim odstranily volny
antigen a nenavazany komplex antigen-protilatka. Vazany komplex antigen-protilatka byl
detekovan pomoci anti-kralici protilatky znacené kienovou peroxidasou, kterd po pfidani
substratu tetramethylbenzidinu katalyzovala jeho pfeménu na barevny produkt. Po
zastaveni reakce okyselenim byla fotometricky zméfena intenzita zabarveni pii 450 nm.
Intenzita zabarveni je nepfimo imérna koncentraci ADMA nebo SDMA ve vzorku.

Prvni ¢ast stanoveni, acylace vzorku, byla provedena manualnim zpracovanim,
druha cast, vlastni imunochemické stanoveni, bylo provedeno na ELISA automatu

NexGen Four. VSechny vzorky byly méfeny v duplikatu.
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4.7 Zpracovani dat

Pro vyhodnoceni naméfenych dat, sestrojeni kalibracnich kfivek a urceni koncentraci
analytl byly vyuzity programy doddvané spolu s jednotlivymi pfistroji. Jednodussi
statistické vypocty a analyza dat byly provedeny za pouziti programu MS Excel, ostatni
vypocty a analyza dat, jako Passingova-Bablokova regrese u porovnani metod, CUSUM
test linearity, urceni referen¢nich mezi, Shapiriv-Wilklv test normality nebo vytvofeni

krabicovych grafii ve statistickém programu R a MedCalc.
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5 VYSLEDKY
5.1 Zavedeni metody LC-MS/MS

5.1.1 Chromatograficka separace

L-Arginin, ADMA a SDMA byly separovany na chromatografické kolon¢ Kinetex HPLC
Column s C18 sorbentem gradientovou eluci. Reten¢ni casy L-argininu a jeho
dimethylovanych derivatt ADMA, SDMA a internich standardii ptehledné shrnuje Tab.
7. Piky vSech analytl 1 internich standardl byly kvantifikovany ur¢enim plochy pod
kiivkou pfislusnych extrahovanych iontovych chromatogrami (EIC). Na Obr. 12 jsou
zndzornény EIC fragmentovych iontdi L-argininu, IS L-argininu-'*Cs, ADMA,

IS ADMA-d¢, SDMA a IS SDMA-ds.

Tab.7: Retencni ¢asy L-argininu, jeho dimethylderivati a internich standardi.

tr
(min)

L-Arginin 1,2
L-Arginin-"*Cg 1,2
ADMA 1,8
ADMA-d¢ 1,8
SDMA 1,9
SDMA-dg 1,9

tr — retencni ¢as, ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin
5.1.2 Hmotnostni detekce

Pro hmotnostni detekci byla pouzita iontova past s iontovym zdrojem ESI. Analyty byly
ionizovany za vzniku [M+H]" iontd, které byly podrobeny fragmentaci. Pro kvantifikaci
viech sledovanych analytdi byla pouzita metoda MRM. Hmotnostni MS? spektra spolu
s EIC fragmentovych iontl pro L-arginin, IS L-arginin-'*Cs, ADMA, IS ADMA-ds,
SDMA a IS SDMA-ds jsou znazornény na Obr. 13 az Obr. 18.
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Obr. 12: Chromatogramy L-argininu, ADMA, SDMA a internich standardi.

Extrahované iontové chromatogramy (EIC) standardu (rizové L-arginin 80 pmol 1”!, modie IS
L-arginin-'*C¢ 46,2 pmol 1!, oranzové ADMA 1,6 umol 1!, Eerven& IS ADMA-ds 0,59 umol 17,
svétle zelené SDMA 1,6 umol 17!, tmavé zelen& IS SDMA-de 0,80 pmol 171).
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Obr. 13: Hmotnostni spektrum L-argininu.

nahote — EIC fragmentového iontu 214 m/z (231—214 m/z)

dole — MS? spektrum L-argininu (modra znacka ukazuje prekurzorovy ion 231 m/z)
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Obr. 14: Hmotnostni spektrum IS L-arginninu-"3Cs.

nahote — EIC fragmentového iontu 220 m/z (237—220 m/z)

dole — MS? spektrum L-argininu-"*Cs (modra znacka ukazuje prekurzorovy ion 237 m/z)
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Obr. 15: Hmotnostni spektrum ADMA.

nahote — EIC fragmentového iontu 214 m/z (259—214 m/z)

dole — MS? spektrum ADMA (modra znacka ukazuje prekurzorovy ion 259 m/z)
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Obr. 16: Hmotnostni spektrum IS ADMA-de.

nahote — EIC fragmentového iontu 214 m/z (265—214 m/z)
dole — MS? spektrum ADMA-ds (modra znacka ukazuje prekurzorovy ion 265 m/z)
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum SDMA.
nahote — EIC fragmentového iontu 228 m/z (259—228 m/z)
dole — MS? spektrum SDMA (modra znacka ukazuje prekurzorovy ion 259 m/z)

B 4r copt > oo

mun

52385

1720838

1E90845

416 s s ﬁ Ba1140
A ) [}

[ ] £ £ ED

Obr. 18: Hmotnostni spektrum IS SDMA-ds.
nahote — EIC fragmentového iontu 231 m/z (265—231 m/z)

ET

dole — MS? spektrum SDMA-de (modra znacka ukazuje prekurzorovy ion 265 m/z)
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5.1.3 Kalibrace

Pro urceni koncentrace jednotlivych analytl ve vzorcich a kontrolnich vzorcich jsme
pouzili metodu kalibra¢ni kiivky se soucasnym pouzitim interniho standardu pro kazdy
analyt. Z naméfenych hodnot jednotlivych kalibra¢nich bodii byly v programu Quant
Analysis sestrojeny kalibracni kiivky pro kazdy analyt a byla provedena linearni regresni
analyza a ziskany rovnice regrese a koeficienty determinace. Primérné hodnoty smérnice
piimky, interceptu a koeficientu determinace vcetné konfiden¢nich intervali ziskané

z proméieni osmi kalibra¢nich kiivek jsou ptehledné shrnuty v Tab. 8.

Tab. 8: Charakteristiky kalibracnich kfivek L-argininu, ADMA a SDMA.

Smérnice piimky Intercept Koeficient determinace
(=SD) (=SD) (=SD)
L-Arginin  0,722731 (£0,107294)  —0,022613 (+0,042478) 0,999399 (+£0,000327)
ADMA 0,484627 (£0,107417) 0,012718 (+£0,042767) 0,999395 (+£0,000414)
SDMA 0,455505 (+0,053293)  —0,016521 (+0,027780) 0,999640 (+0,000332)

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, SD — smérodatna
odchylka

5.1.4 Analytické vlastnosti metody

Linearitu jsme ovétovali u L-argininu, ADMA 1 SDMA v rozmezi koncentraci
L-argininu 2,5-500 pmol 1!, ADMA a SDMA 0,05-10 pmol 1'. Byly sestrojeny
kalibra¢ni kifivky a provedena linearni regresni analyza. Charakteristiky jednotlivych

kalibra¢nich kiivek shrnuje Tab. 9.

Tab. 9: Charakteristiky kalibra¢nich kfivek pro ovéreni linearity.

Kalibra¢ni rozsah Smérnice Intercept Koeficient
(umol 1) piimky determinace
L-Arginin 2,5-500 0,757972 —0,006356 0,999623
ADMA 0,05-10 0,577494 0,020716 0,999087
SDMA 0,05-10 0,504136 —0,048028 0,999423

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Vsechny kalibra¢ni kiivky byly linearni v celém sledovaném rozsahu koncentraci
s koeficientem determinace > 0,999 a pfesnosti stanoveni koncentraci krajnich

kalibra¢nich bodl vyjadienou jako relativni chyba < 15 % teoretické hodnoty.
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Limit detekce a limit kvantifikace jsme urcovali pro ADMA a SDMA. LOD byl pro
ADMA 0,0138 umol 1! a pro SDMA 0,0137 umol1™' a LOQ byl pro ADMA
0,0414 umol I"! a pro SDMA 0,0411 pmol 1! (Tab. 10).

Tab. 10: Limit detekce a limit kvantifikace ADMA a SDMA.

Koncentrace SD Cv LOD LOQ
standardu
(umol 11 (umol 1) (%) (umol I'1) (umol I'1)
ADMA 0,01 0,0028 20,0 0,0138 0,0414
SDMA 0,01 0,0021 15,1 0,0137 0,0411

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, SD — smérodatna
odchylka, CV — varia¢ni koeficient, LOD — limit detekce, LOQ — limit kvantifikace

Preciznost a piesnost stanoveni L-argininu a jeho dimethylderivath ADMA a SDMA
jsme testovali pomoci kontrolnich vzorkii se tfemi hladinami koncentraci L-argininu,
ADMA a SDMA. U vsech kontrolnich vzorkl byla opakovatelnost < 4,80 %, mezilehla
preciznost < 8,65 % a piesnost, respektive nepfesnost, vyjadiend jako relativni

chyba < 7,62 % (Tab. 11).

Tab. 11: Preciznost a piesnost stanoveni L-argininu a jeho derivati.

Primérna Opakovatelnost Mezilehla Pi'esnost
koncentrace preciznost

(umol 171 CV (%) CV (%) E: (%)
L-Arginin QC-L 54,67 4,63 6,12 -
L-Arginin QC-M 107,78 3,79 5,46 +4,65
L-Arginin QC-H 152,37 4,63 4,87 -2,30
ADMA QC-L 0,43 4,73 8,47 -
ADMA QC-M 1,23 4,43 6,06 +0,37
ADMA QC-H 2,01 4,80 8,65 +5,56
SDMA QC-L 0,56 4,34 5,29 -
SDMA QC-M 1,94 4,38 7,97 =7,62
SDMA QC-H 3,46 4,18 6,80 -3,24

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, QC-L — kontrolni
vzorek s nizkou hladinou koncentraci sledovanych analyt, QC-M — kontrolni vzorek se stfedni
hladinou koncentraci sledovanych analytl, QC-H — kontrolni vzorek s vysokou hladinou

koncentraci sledovanych analytt,, CV — variacni koeficient, E; — relativni chyba
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5.1.5 Vliv matrice vzorku

Vliv matrice vzorku jsme ovéfovali za pomoci kalibracnich kiivek ve vod¢ a v matrici
sestrojenych pro L-arginin, ADMA i SDMA. Charakteristiky jednotlivych regresnich

ptimek jsou uvedeny v Tab. 12.

Tab. 12: Charakteristiky kalibracnich kfivek pripravenych ve vodé a v matrici.

Smérnice piimky Intercept Koeficient
determinace
L-arginin ve vodé 0,784951 0,009233 0,9994
L-arginin v matrici 0,798434 0,795128 0,9992
ADMA ve vodé 0,579102 0,012312 0,9996
ADMA v matrici 0,576952 0,528737 0,9998
SDMA ve vod¢ 0,516788 —0,042446 0,9994
SDMA v matrici 0,528497 0,356435 0,9992

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Rozdily mezi smérnicemi regresni piimky kalibracni kiivky sestrojené z kalibratort
ptipravenych ve vod¢ a v matrici vyjadfené jako mira variability varia¢nim koeficientem

byly u vSech analyti < 1,58 % (Tab. 13).

Tab. 13: Variabilita kalibra¢nich k#ivek pripravenych ve vodé a v matrici.

Mira variability smérnice piimky

CV (%)
L-Arginin 1,20
ADMA 0,26
SDMA 1,58

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, CV — varia¢ni

koeficient

5.1.6 Stabilita vzorku pri opakovaném zmrazeni a rozmrazeni

Stabilitu vzorki pfi opakovaném zmrazeni a rozmrazeni jsme ovefovali v kontrolnich
vzorcich. Kontrolni vzorky se tfemi hladinami koncentraci ADMA a SDMA byly
podrobeny 1-4 cyklim zmrazeni a rozmrazeni. Ve vzorcich byla stanovena koncentrace
sledovanych analytt (Obr. 19 a Tab. 14), mira variability koncentraci mezi jednotlivymi

cykly zmrazeni a rozmrazeni vyjadiend jako varia¢ni koeficient byla < 6,82 %.
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Obr. 19: Stabilita ADMA a SDMA ve zmrazeném vzorku.

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, QC-L — kontrolni
vzorek s nizkou hladinou koncentraci sledovanych analyt, QC-M — kontrolni vzorek se stfedni
hladinou koncentraci sledovanych analyti, QC-H — kontrolni vzorek s vysokou hladinou

koncentraci sledovanych analyt

Tab. 14: Koncentrace ADMA a SDMA po 1-4 cyklech zmrazeni a rozmrazeni.

Primérna koncentrace (+SD) Cv

1 cyklus 2 cykly 3 cykly 4 cykly
(umol 171 (umol 171 (umol 171 (umol 171 (%)
ADMA QC-L 0,50 (£0,034) 0,46 (£0,014) 0,45 (£0,019) 0,46 (0,019) 4,74
ADMA QC-M 1,30 (£0,071) 1,27 (£0,055) 1,25 (£0,080) 1,32 (£0,092) 2,42
ADMA QC-H 1,93 (£0,016) 2,09 (=0,124) 1,79 (£0,028) 1,85 (x0,116) 6,79
SDMA QC-L 0,49 (£0,004) 0,51 (£0,025) 0,44 (0,019) 0,49 (0,011) 6,19
SDMA QC-M 1,75 (£0,063) 1,81 (£0,045) 1,79 (=0,077) 2,03 (x0,045) 6,82
SDMA QC-H 3,29 (£0,056) 3,49 (£0,097) 3,16 (£0,202) 3,14 (£0,119) 4,92

ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin, QC-L — kontrolni
vzorek s nizkou hladinou koncentraci sledovanych analyt, QC-M — kontrolni vzorek se stfedni
hladinou koncentraci sledovanych analytl, QC-H — kontrolni vzorek s vysokou hladinou

koncentraci sledovanych analytti, SD — smérodatna odchylka, CV — varia¢ni koeficient
5.1.7 Porovnani vzorki plazmy a séra

Pro porovnani vzorkl plazmy a séra byla pouzita Passingova-Bablokova regrese ve
statistickém programu MedCalc. Korelace byla vyjadfena Spearmanovym korelaénim

koeficientem.
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Regresni rovnice pro ADMA (n = 27) byla y = 0,01748 + 0,9686 x a Spearmantiv
korelacni koeficient 0,890 (p < 0,0001), pro SDMA (n =27) y = 0,00676 + 0,9781 x a
Spearmantiv korelacni koeficient 0,988 (p < 0,0001) (Tab. 15, Obr. 20, Obr. 21). CUSUM
test linearity neodhalil vyznamnou odchylku od linearity ani u ADMA (p = 0,11), ani
uSDMA (p = 1,00). Primérna hodnota koncentrace ADMA byla v plazmé
0,5982 +£0,1383 umol I'! a v séru 0,5981 +£0,1530 pmol I'!, primérnd koncentrace
SDMA byla v plazmé 0,9805 + 0,5804 pmol 1"! a v séru 0,9943 + 0,6006 umol 17",

Tab. 15: Porovnani ADMA a SDMA ve vzorcich plazmy a séra.

Smérnice Intercept Spearmaniiv p-hodnota
primky 95% CI) korelac¢ni koeficient
(95% CI) (95% CI)
ADMA 0,9686 0,01748 0,890 <0,0001
(n=27) (0,7876-1,1890)  (—0,08680-0,1229) (0,771-0,949)
SDMA 0,9781 0,00676 0,988 <0,0001

(m=27)  (0,9232-1,0212)  (~0,02282-0,04588) (0,973-0,995)

95% CI — konfidencni interval s konfiden¢ni urovni 95 %, ADMA — asymetricky dimethylarginin,
SDMA — symetricky dimethylarginin
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Obr. 20: Porovnani ADMA ve vzorcich plazmy a séra.

a) bodovy diagram s regresni piimkou y = 0,01748 + 0,9686 x, n = 27, r = 0,890, p < 0,0001,
(modfe regresni ptimka, ¢arkované konfiden¢ni interval)

b) Blandiv-Altmandv diagram (modfe prumér, ¢arkované konfidencni interval)

S-ADMA - asymetricky dimethylarginin v séru, P~ ADMA — asymetricky dimethylarginin

v plazmé, SD — smérodatna odchylka
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Obr. 21: Porovnani SDMA ve vzorcich plazmy a séra.

a) bodovy diagram s regresni piimkou y = 0,00676 + 0,9781 x, n =27, r = 0,988, p <0,0001,
(modfe regresni primka, ¢arkované konfidenéni interval)

b) Blandiv-Altmantiv diagram (modie primeér, ¢arkované konfidenéni interval)

S-SDMA - symetricky dimethylarginin v séru, P-SDMA — symetricky dimethylarginin v plazmé,
SD — smérodatna odchylka

52



5.2 Porovnani metod

Pro porovnani metody LC-MS/MS s metodou ELISA a HPLC-FL byla pouzita
Passingova-Bablokova regrese ve statistickém programu MedCalc. Korelace byla

vyjadifena Spearmanovym korelacnim koeficientem.

5.2.1 Porovnani s metodu ELISA

Regresni rovnice pro ADMA (n = 79) byla y = —0,1533 + 1,5089 x a Spearmantv
korela¢ni koeficient 0,858 (p <0,0001), pro SDMA (n = 80) y = 0,10813 + 0,9505 x a
Spearmantiv korelac¢ni koeficient 0,801 (p < 0,0001) (Tab. 16, Obr. 22, Obr. 23). CUSUM
test linearity neodhalil vyznamnou odchylku od linearity ani u ADMA (p = 0,73), ani
uSDMA (p = 0,15). Primémé koncentrace ADMA byla u metody LC-MS/MS
0,6861 £0,2022 umol 1! a u metody ELISA 0,8815+0,3357 umol I'!, primérna
koncentrace SDMA byla u metody LC-MS/MS 1,3710 + 1,0219 pmol I'! a u metody
ELISA 1,4042 +0,8726 pmol 1!,

Tab. 16: Porovnani metod LC-MS/MS a ELISA

Smérnice Intercept Spearmaniiv p-hodnota
primky 95% CI) korelacni koeficient
95% CI) (95% CI)
ADMA 1,5089 —0,1533 0,858 <0,0001
(n=179) 1,2747-1,7711 (-0,3238—(—0,0014)) 0,785-0,907
SDMA 0,9505 0,1081 0,801 <0,0001
(n=280) 0,7310-1,2150 (-0,06245-0,2537) 0,706-0,868

95% CI — konfidencni interval s konfiden¢ni urovni 95 %, ADMA — asymetricky dimethylarginin,
SDMA — symetricky dimethylarginin
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Obr. 22: Porovnani metody LC-MS/MS a ELISA u ADMA.

a) bodovy diagram s regresni piimkou y =—0,153297 + 1,508870 x, n =79, r = 0,858, p < 0,0001,
(modte regresni ptimka, ¢arkované konfiden¢ni interval)

b) Blandiv-Altmaniv diagram (modfe pramér, ¢arkované konfidencni interval)

ADMA — asymetricky dimethylarginin, ELISA — enzymova imunoanalyza na imunosorbentech,
LC-MS/MS — kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii,

SD — smérodatna odchylka
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Obr. 23: Porovnani metody LC-MS/MS a ELISA u SDMA.

a) bodovy diagram s regresni piimkou y = 0,108133 + 0,950534 x, n =80, r = 0,801, p < 0,0001,
(modfe regresni ptimka, ¢arkované konfiden¢ni interval)

b) Blandiv-Altmaniv diagram (modfe pramér, ¢arkované konfidencni interval)

SDMA — symetricky dimethylarginin, ELISA — enzymové imunoanalyza na imunosorbentech,
LC-MS/MS — kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii,

SD — smérodatna odchylka
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5.2.2 Porovnani s metodu HPLC-FL

Regresni rovnice pro ADMA (n = 80) byla y = 0,01576 + 1,0778 x a Spearmantv
korela¢ni koeficient 0,883 (p <0,0001), pro SDMA (n = 80) y = 0,04127 + 0,9500 x a
Spearmantiv korelac¢ni koeficient 0,952 (p < 0,0001) (Tab. 17, Obr. 24, Obr. 25). CUSUM

test linearity neodhalil vyznamnou odchylku od linearity ani u ADMA (p = 0,74), ani
uSDMA (p = 0,74). Primérnd koncentrace ADMA byla u metody LC-MS/MS
0,6861 £ 0,2022 umol I"! a u metody HPLC-FL 0,7356 + 0,2145 umol I"!, préimérna
koncentrace SDMA byla u metody LC-MS/MS 1,3710 +1,0219 umol I"! a u metody

HPLC-FL 1,3432 +0,9757 pmol 1'%,

Tab. 17: Porovnani metod LC-MS/MS a HPLC-FL

Smérnice Intercept Spearmaniiv p-hodnota
primky 95% CI) korelac¢ni koeficient
95% CI) (95% CI)
ADMA 1,0778 0,01576 0,883 <0,0001
(n=80) (0,9054-1,2433)  (—0,08509-0,1116) (0,823-0,924)
SDMA 0,9500 0,04127 0,952 <0,0001

(m=80)  (0,9019-0,9906)  (0,00525-0,08738)

(0,925-0,969)

95% CI — konfidencni interval s konfiden¢ni urovni 95 %, ADMA — asymetricky dimethylarginin,

SDMA — symetricky dimethylarginin
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Obr. 24: Porovnani metody LC-MS/MS a HPLC-FL u ADMA.

a) bodovy diagram s regresni pfimkou y = 0,01576 + 1,0778 x, n = 80, r = 0,883, p < 0,0001,
(modfe regresni primka, ¢arkované konfidenéni interval)

b) Blandiv-Altmantiv diagram (modie primeér, ¢arkované konfidenéni interval)

ADMA - asymetricky dimethylarginin, HPLC-FL — vysokouéinna kapalinova chromatografie
s fluorescencni detekci, LC-MS/MS — kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni

spektrometrii, SD — smérodatna odchylka
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Obr. 25: Porovnani metody LC-MS/MS a HPLC-FL u SDMA.
a) bodovy diagram s regresni ptimkou y = 0,04127 + 0,9500 x, n = 80, r = 0,952, p <0,0001,

(modfe regresni piimka, ¢arkované konfidenc¢ni interval)

b) Blandiv-Altmaniv diagram (modfe pramér, ¢arkované konfidencni interval)

SDMA - symetricky dimethylarginin, HPLC-FL — vysokouc¢innéd kapalinova chromatografie

s fluorescencni detekci, LC-MS/MS — kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni

spektrometrii, SD — smérodatné odchylka
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5.3 Kilinické vzorky
5.3.1 Kontrolni skupina

Kontrolni skupina slouzila jako vybérova referencni populace pro urceni referencnich
mezi ADMA a SDMA. Byly analyzovany vzorky od 40 dérct krve, vzorky pro muze a
zeny byly kombinovéany. Primérné koncentrace a dals$i hodnoty vybérové referencni

populace jsou pro ADMA a SDMA shrnuty v Tab. 18.

Tab. 18: Hodnoty ADMA a SDMA u vybérové referen¢ni populace.

ADMA SDMA
(umol 171) (umol I'1)
Nejnizsi hodnota 0,36 0,40
Nejvyssi hodnota 0,78 0,79
Aritmeticky pramér 0,5313 0,5636
Median 0,5150 0,5563
Smérodatna odchylka 0,0892 0,0810

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Vypocet referen¢nich mezi byl proveden ve statistickém programu MedCalc jako
95% referencni interval ohrani¢eny z obou stran. Pro ovéfeni normadlnosti rozlozeni
hodnot byl pouzit Shapirtiv-Wilkav test normality.

Pti pouziti parametrického postupu odhadu referen¢niho intervalu byla dolni
referenéni mez (DRM), tj. 2,5. percentil pro ADMA 0,36 pumol 1! a pro SDMA
0,40 pmol 1! a horni referenéni mez (HRM), tj. 97.5. percentil pro ADMA 0,71 pmol 1!
a pro SDMA 0,72 umol 1! (Tab. 19).

Tab. 19: Referen¢ni meze parametrickou metodou.

DRM (90% CI) HRM (90% CI)
(umol 171 (umol 171
ADMA 0,3564 0,7061
(0,3159-0,3969) (0,6656-0,7466)
SDMA 0,4048 0,7224
(0,3680-0,4416) (0,6856-0,7592)

DRM - dolni referenéni mez, HRM — horni referen¢ni mez, 90% CI — konfiden¢ni interval
s konfiden¢ni urovni 90 %, ADMA — asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky

dimethylarginin
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Rozlozeni hodnot bylo podle Shapirova-Wilkova testu normélni, test normality
dosahoval u ADMA 0,9657 a u SDMA 0,9859.

Pfi pouziti neparametrického postupu pak byla DRM (2,5. percentil) pro
ADMA 0,36 umol 1! a pro SDMA 0,40 umol 1I"" a HRM (97,5. percentil) pro ADMA
0,40 pmol 1! a pro SDMA 0,78 pmol 1! (Tab. 20).

Tab. 20: Referen¢ni meze neparametrickou metodou.

DRM HRM

(umol 171 (umol 171
ADMA 0,3610 0,7778
SDMA 0,3999 0,7844

DRM - dolni referencni mez, HRM — horni referenéni mez, ADMA - asymetricky

dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

5.3.2 Pacienti s CKD

Primérné koncentrace a dalsi hodnoty skupiny pacientii s CKD jsou pro ADMA a SDMA
shrnuty v Tab. 21.

Tab. 21: Hodnoty ADMA a SDMA u pacientt s CKD.

ADMA SDMA
(umol 1) (umol I'1
Nejnizsi hodnota 0,53 0,81
Nejvyssi hodnota 1,17 4,06
Aritmeticky prumeér 0,8410 2,1785
Median 0,8198 2,1391
Smérodatna odchylka 0,1603 0,8783

ADMA - asymetricky dimethylarginin, SDMA — symetricky dimethylarginin

Porovnani koncentraci ADMA a SDMA mezi skupinou pacientii s CKD a kontrolni
skupinou zdravych jedinct graficky znazoriiuje Obr. 26 a Obr. 27.
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ADMA (umol I-)

06 -

04 -

08 -

Kontrolni skupina

Pacienti s CKD

medidn 0,52 umol I*, 1. kvartil 0,48 pmol ', 3. kvartil 0,60 umol I,
minimum 0,36 pmol I, maximum 0,78 pmol I-!

median 0,82 umol I*, 1. kvartil 0,73 pmol I, 3. kvartil 0,98 umol I,
minimum 0,53 pmol I, maximum 1,17 pmal -1

Obr. 26: Krabicovy graf ADMA u kontrolni skupiny a pacienti s CKD.

Spodni a horni hranice boxu oznacuje 1., respektive 3. kvartil, horizontalni linie uvnitf boxu znaci

median, linie nad a pod boxem vyjadiuji variabilitu dat pod 1. a nad 3. kvartilem a reprezentu;i

minimum a maximum vSech dat.

ADMA — asymetricky dimethylarginin, CKD — chronické rendlni onemocnéni

SDMA (pmol 1)

Kontrolni skupina

Pacienti s CKD

median 0,56 pmol I-1, 1_kvartil 0,51 pmol I, 3_kvartil 0,62 pmol I,
minimum 0,40 pmol I-', maximum 0,79 ymol '

median 2,14 pmol I, 1. kvartil 1,36 uymol I', 3. kvartil 2,84 pmol I",
minimum 0,81 pmol 17!, maximum 4,06 ymol -1

Obr. 27: Krabicovy graf SDMA u kontrolni skupiny a pacienti s CKD.

Spodni a horni hranice boxu oznacuje 1., respektive 3. kvartil, horizontalni linie uvnitf boxu znaci

median, linie nad a pod boxem vyjadfuji variabilitu dat pod 1. a nad 3. kvartilem a reprezentuji

minimum a maximum vSsech dat.

SDMA — symetricky dimethylarginin, CKD — chronické renalni onemocnéni



6 DISKUSE

Pro stanoveni L-argininu a jeho derivatii v biologickych vzorcich bylo vyvinuto velké
mnozstvi metod. Mezi nejrozsitenéjsi patii kapalinovd chromatografie s fluorescen¢ni
detekci po derivatizaci vzorku, kapilarni elektroforéza, imunochemické stanoveni
metodou ELISA a v poslednich letech hojné se rozsifujici metody vyuzivajici hmotnostni
spektrometrie, a to ve spojeni s plynovou chromatografii, kapalinovou chromatografii
s derivatizaci vzorku i bez derivatizace vzorku, nebo kapilarni elektroforézou. Metody
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii vyuzivaji ionizace
elektrosprejem a tandemové hmotnostni detekce v MRM modu s moznosti stanovovat
specifické slouceniny velmi pfesné a s minimem Sumu na pozadi. Pfi vybéru vhodné
metody stanoveni L-argininu, ADMA a SDMA jsme vychéazeli z moznosti nasi
instrumentace.

Byly popsédny metody stanoveni vysSe zminénych analytii pomoci hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s hydrofilni interakéni chromatografii (HILIC), kterd je velmi
vhodna pro separaci polarnich latek bez derivatizace vzorku a velmi dobfe kompatibilni
s hmotnostni spektrometrii (D’ Apolito et al., 2008; Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger,
2012, 2007, 2006). Metoda bez derivatizace vzorku vyuzivda MRM piechody hmoty pro
L-arginin 175—60 m/z nebo 175—70 m/z, pro ADMA 203—46 m/z a pro SDMA
203—172 m/z (D’Apolito et al., 2008; Martens-Lobenhoffer et al., 2009; Martens-
Lobenhoffer & Bode-Bdger, 2012, 2007, 2006; Saigusa et al., 2011; Shek et al., 2006).
ADMA a SDMA poskytuji protonovany ion se stejnym m/z (175 m/z), maji spolecné
pfechody hmoty, a tedy i fragmentové ionty kromé jedine¢nych fragmenti 46 m/z
(ADMA) a 172 m/z (SDMA), kterych se vyuziva v kvantifikaci. Saigusa et al. (2011)
pouzili pro kvantifikaci ADMA 1 SDMA pifechod hmoty 203—70 m/z se spole¢nym
fragmentem pro oba dva analyty. Jednalo se sice o fragment s nejvyssi intenzitou, bylo
vSak nutné uplné rozdéleni ADMA a SDMA pfi chromatografické separaci. To zna¢né
prodlouzilo dobu analyzy a potencidl hmotnostni spektrometrie nebyl plné vyuzit.

Vzhledem k dostupné instrumentaci na nasem pracovisti jsme museli zvolit metodu
s derivatizaci vzorku. Iontova past neni schopna zachytit fragmentovy ion s m/z niz§im,
nez je 1/3 m/z prekurzorového iontu. Proto jsme nemohli jedine¢ny fragmentovy ion
46 m/z pro ADMA pouZit pro jeho stanoveni a rozhodli jsme se pro upravu molekuly
esterifikaci 1-butanolem pfi derivatizaci vzorku. V literatuie uvadéné prechody hmoty

jsou pro butylestery L-argininu 231—70 m/z, ADMA 259—214 m/z a SDMA
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259—228 m/z s jedine¢nymi fragmenty 214 m/z pro ADMA a 228 m/z pro SDMA
(Boelaert et al., 2016; Davids et al., 2012; Schwedhelm et al., 2007). Butylestery ADMA
a SDMA poskytuji protonovany ion se stejnym m/z (259 m/z) a shodnymi piechody
hmoty krom¢ prechodu charakterizovaného ztratou —45 odpovidajicimu dimethylaminu
u ADMA (259—214 m/z) a —31 odpovidajicimu methylaminu u SDMA (259—228 m/z).
Pro stanoveni L-argininu jsme pouzili fragment 214 m/z (ptechod 231—214 m/z)
o vysoké intenzité, pro stanoveni ADMA a SDMA jedinecnych fragmentti 214 m/z
(ADMA) a 228 m/z (SDMA).

Na trhu je dostupnych mnoho rozdilnych internich standardii zna¢enych stabilnimi
izotopy. Pro L-arginin jsme jako IS pouzili L-arginin-'*Cs. Pro ADMA a SDMA jsme
zvolili ADMA-ds a SDMA-ds s deuterovanymi methylovymi skupinami na guanidinové
skuping€. Stejna hodnota m/z prekurzorového iontu ADMA-d¢ a SDMA-ds (265 m/z)
umoznila v jedné MRM reakci stanovovat jedine¢né fragmentové ionty 214 m/z
(ADMA-ds) a 231 m/z (SDMA-ds) soucasn¢. Sledovani pfechodli hmoty v segmentu 3
jen pro dva prekurzorové ionty, tedy 259 m/z pro ADMA a SDMA a 265 m/z pro IS
ADMA-ds a SDMA-ds, znamenalo pii dané frekvenci sbéru dat zvySeni poctu bodil pro
vykresleni piki sledovanych fragmentti v EIC.

Zakladem pro experimentdlni cast zavedeni LC-MS/MS metody byla prace
Boelaerta et al. (2016), kteti pouzili UHPLC-MS/MS systém s trojitym kvadrupo6lem se
separaci na UPLC BEH C18 kolonég (1,7 pm, 100 x 2,1 mm). Autofi vSak stanovovali
pouze ADMA a SDMA.

Vzhledem k odliSné instrumentaci, pouZité koloné a stanoveni L-argininu, jsme
museli upravit podminky eluce. Boelaert et al. pouzili v poc¢atecni fazi 15 % mobilni faze
A a 85 % B, po dobu 3,5 minut, nasledovalo ptepnuti na 100 % A po dobu 1,5 min a
reekvilibrace po dobu 5 min, celkova doba analyzy byla 10 minut, retenéni cas ADMA
byl 3,7 min a SDMA 3,9 min. V této praci byla pouzita gradientova eluce na koloné
Kinetex HPLC C18 (2,6 um, 50 x 2,1 mm) s po¢ate¢nim sloZenim mobilni faze 10 % A
a 90 % B s linearnim gradientem do 100 % mobilni fdze A po dobu 3 minut, dostate¢nou
pro eluci sledovanych analytti i vymyti kolony. Nasledoval navrat k pocatecnimu sloZzeni
mobilni faze a ekvilibrace kolony. Pti pouziti krat$i kolony spolu s odlisnym gradientem
byly vysledné retencni Casy L-argininu 1,2 min, ADMA 1,8 min a SDMA 1,9 min.
Dostate¢né rozdily v reten¢nich ¢asech L-argininu a jeho dimethylderivati ndm umoznily

analyzovat tyto latky se specifickym nastavenim parametrii fragmentace v odliSnych
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segmentech, L-arginin v segmentu 2 a ADMA a SDMA v segmentu 3. Zaroven doslo
k urychleni separace a zkraceni celkové doby analyzy.

Pti ptipravé vzorku jsme vychazeli z prace Boelaerta et al. (2016), ktefi provad¢li
deproteinaci denaturaci teplem pti 90 °C po dobu 30 minut a ultrafiltraci. Autofi vSak
porovnavali bézn¢ stanovovanou celkovou koncentraci ADMA a SDMA, tedy vcetné
dimethylderivatl L-argininu vazanych na proteiny, a koncentraci ADMA a SDMA ve
volné frakci za ucelem urceni procentualniho podilu téchto latek vazanych na proteiny.
To ovSem nebylo cilem této prace, a proto jsme zvolili jednodussi metodu deproteinace,
a to pomoci denaturace acetonitrilem. K vzorku plazmy s internim standardem jsme tedy
misto vody pfidali acetonitril a po promichani a centrifugaci jsme supernatant pievedli
do cisté zkumavky a odpafili dosucha. Boelaert s kolegy pted derivatizaci pfipravovali
vzdy &erstvé vlastni ¢inidlo 1 mol 1" HCI v 1-butanolu, zatimco my jsme pro derivatizaci
pouzili komeréné dostupné derivatizaéni ¢inidlo 3 mol 1" HCI v 1-butanolu. Davids et al.
(2012) ve své praci pouzili derivatiza¢ni ¢inidlo 1,25 mol I"! HCI1 v 1-butanolu. Vzorky
jsme pfipravovali stejn¢ jako Boelaert et al. v den analyzy.

Validace byla provedena na zakladé Guidance for Industry: Bioanalytical method
Validation guidelines (U.S. Food and Drug Administration, 2020). Testovali jsme
linearitu, limit detekce, limit kvantifikace, preciznost, ptesnost a vliv matrice vzorku.

Linearitu jsme ovétovali u L-argininu, ADMA 1 SDMA v rozmezi koncentraci
L-argininu 2,5-500 pmol 1"!, ADMA a SDMA 0,05-10 umol 1"!. VSechny kalibra¢ni
ktivky byly linearni v celém sledovaném rozsahu koncentraci s koeficientem determinace
>0,999. Boelaert et al. (2016) ovéfovali linearitu v rozsahu koncentraci
0,1-1,48 pmol I'' pro ADMA a 0,1-4,94 umolI"'! pro SDMA s koeficientem
determinace > 0,99. Schwedhelm et al. (2007) dosahli koeficientii determinace 0,999
u L-argininu a ADMA a 0,992 u SDMA v rozsahu koncentraci 0,5-250 pmol I"! pro
L-arginin a 0,05-4,0 umol 1! pro ADMA a SDMA. Davids et al. (2012) ovétili linearitu
metody v koncentraénim rozsahu 10-500 pmol I"! pro L-arginin a 0,1-5,0 pmol I"! pro
ADMA a SDMA s koeficientem determinace > 0,998 pro vSechny analyty.

Limit detekce a limit kvantifikace jsme urcovali pro ADMA a SDMA. Pro L-arginin
jsme LOD a LOQ neurcovali, protoze bézné koncentrace L-argininu v lidské plazmé jsou
o dva fady vyssi nez koncentrace ADMA a SDMA a pohybuji se v koncentracnich
hladinach dalece prevysujicich LOD a LOQ pro L-arginin uvadéné u ostatnich autord.

LOD byl pro ADMA i SDMA 0,01 umoll' a LOQ byl pro ADMA i SDMA
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0,04 pmol 1. Hodnota LOQ pro ADMA i SDMA se nachézela pod nejniz$im bodem
kalibra¢ni k¥ivky pro oba analyty (0,2 pmol 171).

Nami zjisténé LOD a LOQ jsou podobné jako u jinych autort, ktefi dosahli hodnot
LOD 0,0079 umol I"! pro ADMA a 0,0064 umol 1! pro SDMA (Boelaert et al., 2016),
0,4 umol I'! pro L-arginin, 0,02 umol I"! pro ADMA a 0,01 umol 1! pro SDMA bez
derivatizace vzorku (Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2006) a 0,5 umol I"' pro
L-arginin, 0,003 umol 1! pro ADMA a 0,005 umol I"! pro SDMA u HILIC metody
(Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2012).

U hodnot LOQ pak jednotlivi autofi uvadéji koncentrace 0,024 pmol 1"! pro ADMA
a 0,019 pmol 1! pro SDMA (Boelaert et al., 2016), 7,5 umol I"! pro L-arginin,
0,15 umol I'" pro ADMA a 0,20 pmol "' pro SDMA bez derivatizace vzorku
(Davids et al., 2012), 0,06 umol I"! pro vSechny analyty (Servillo et al., 2013) a
7,5 umol I"! pro L-arginin, 0,15 pmol 1"! pro ADMA a 0,20 umol 1”1 pro SDMA u HILIC
metody (Martens-Lobenhoffer & Bode-Boger, 2012).

Preciznost a piesnost stanoveni L-argininu a jeho dimethylderivath ADMA a SDMA
jsme testovali pomoci kontrolnich vzorkii se tfemi hladinami koncentraci L-argininu,
ADMA a SDMA. U vsech kontrolnich vzorkl se opakovatelnost pohybovala v rozmezi
3,79-4,80 % a mezilehld preciznost 5,29-8,65 %. Ptesnost, respektive nepiesnost,
vyjadiena jako relativni chyba byla < 7,62 %.

Boelaert et al. (2016) uvadéji opakovatelnost 1,93-3,48 %, mezilehlou preciznost
5,25-10,93 % a neptesnost <12,35 %. Davids et al. (2012) doséhli opakovatelnosti
<3,5% a mezilehlé preciznosti <9,6 %. Martens-Lobenhoffer a Bode-Boger (2012)
uvad€ji u metody HILIC opakovatelnost 0,73-3,75 %, mezilehlou preciznost
3,22-6,09 % a neptesnost <7,21 %, zatimco D’Apolito et al. (2008) uvadéji také
u metody HILIC opakovatelnost i mezilehlou preciznost 2,3—8,4 % a neptesnost < 8,7 %.

Vliv matrice vzorku jsme ovétfovali za pomoci kalibrac¢nich kiivek sestrojenych
ve vod¢€ a v matrici pro L-arginin, ADMA 1 SDMA. Rozdil mezi smérnicemi regresni
pfimky kalibra¢ni kiivky sestrojené z kalibratorli pfipravenych ve vodé¢ a v matrici nebyl
u zadného z analyti vyznamny. Rozdil mezi interceptem nelze hodnotit, protoze jsme pro
sestrojeni kalibracni kiivky v plazmé pouzili metodu standardnich ptidavki. L-arginin a
jeho derivaty se fyziologicky vyskytuji v plazmé, a proto plazma bez jejich obsahu neni

k dispozici.
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Mira variability smérnic pfimek vyjadfena varianim koeficientem byla
u L-argininu 1,20 %, ADMA 0,26 % a SDMA 1,58 %. Matuszewski (2006) uvadi, ze
variabilita smérnice regresni pfimky mezi kalibra¢ni kiivkou piipravenou z vodnych
roztokll a kalibracni kiivkou v matrici vyjadifena jako varia¢ni koeficient by neméla byt
vy$si nez 3—4 %. Martens-Lobenhoffer a Bode-Bdger (2012) pii pouziti HILIC uvadéji
relativni diferenci mezi smérnicemi kalibracnich piimek 0,84 % pro L-arginin, 2,24 %
pro ADMA a 1,28 % pro SDMA. Pii pouziti izotopicky znacenych internich standardi
pro kazdy analyt bylo stanoveni L-argininu, ADMA a SDMA na matrici nezavislé, vliv
matrice vzorku nebyl u zadného z téchto analyti vyznamny.

Stabilitu vzorkd pfi opakovaném zmrazeni a rozmrazeni jsme ovéfovali na
kontrolnich vzorcich se tfemi hladinami koncentraci ADMA a SDMA. Mira variability
koncentraci mezi jednotlivymi cykly vyjadiend jako variacni koeficient byla < 6,82 %,
z ¢cehoz vyplyva, ze vzorky byly stabilni i po ¢tyfech cyklech zmrazeni a rozmrazeni.
Ke stejnému zavéru dospéli 1 Valtonen et al. (2005).

Pro porovnani vzorkd plazmy a séra jsme pouzili vzorky od klinicky heterogenni
skupiny 27 jedincii. Priimérna koncentrace ADMA byla v plazmé 0,60 + 0,14 pmol 1! a
v séru 0,60 £ 0,15 pmol 1!, koncentrace SDMA byla v plazmé 0,98 = 0,58 umol I'! a
v séru 0,99 = 0,60 pmol I"!. Korelaéni koeficient pro ADMA byl 0,890 a pro SDMA
0,988, coz ukazuje na velmi silnou korelaci mezi koncentracemi ve vzorcich plazmy a
séra. Dosud nebyla publikovana Zadna studie zabyvajici se porovnanim vzorkl plazmy a
séra metodou LC-MS/MS. Schulze et al. (2004) porovndvali koncentrace ADMA
metodou ELISA ze vzorkll plazmy a séra u 15 zdravych jedincii a zjistili lehce nizsi
koncentrace v lidské plazmé& oproti séru, nicméné tento rozdil nebyl statisticky
vyznamny, podobné jako v na$i praci prokdzali silnou korelaci 0,878. Teerlink et al.
(2002) porovnavali koncentrace ADMA a SDMA ve vzorcich plazmy a séra od 10
zdravych dobrovolnikit metodou HPLC-FL a nenalezli signifikantni rozdil pro ADMA,
ale u SDMA byly koncentrace v séru o 2 % vySs§i nez v heparinové plazmé. Horowitz a
Heresztyn (2007) nepozorovali mezi plazmou a sérem od 5 jedinci u ADMA zadny
vyznamny rozdil, a to jak pii pouziti metody HPLC (0,57 0,10 pmoll™' a
0,56 + 0,10 umol '), tak metodou ELISA (0,73 + 0,17 pmol 1! 2 0,72 £ 0,16 umol 1I'!).
U SDMA uvadéji, ze koncentrace se nezda byt ovlivnéna typem odbéru. VSichni tito
autofi vSak porovnavali vzorky séra a plazmy od zdravych jedinct a velikost souboru

téchto jedincti byla niz$i nez v naSem experimentu.
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Zavedenou metodu LC-MS/MS jsme porovnali s komeréné dostupnou metodu
ELISA a HPLC-FL jak pro ADMA, tak pro SDMA. Pro porovnani jsme pouzili vzorky
od 40 dobrovolnych darcii krve a 40 pacienti s CKD, aby rozmezi koncentraci zahrnovalo
jak nizké hodnoty u zdravé populace, tak vysoké hodnoty u pacientd s renalnim
onemocnénim.

Pii porovnani LC-MS/MS s metodou ELISA jsme doséahli silné korelace 0,858
u ADMA a 0,801 u SDMA. Boelaert et al. (2016) dosahli u 87 vzorkl séra o trochu
horsich vysledka 0,78 u ADMA a 0,72 u SDMA. Stejné tak Pecchini et al. (2012) zjistili
sttedné silnou korelaci 0,69. Naopak velmi siln¢ korelace 0,984 mezi LC-MS/MS a
ELISA dosahli pii analyze 29 vzork Schulze etal (2004) u ADMA. Horowitz a
Heresztyn (2007) uvadéji ve své praci u 60 vzorki plazmy a séra u ADMA sttedné silnou
korelaci 0,69 mezi metodou ELISA a HPLC a upozorfiuji na nadhodnoceni vysledkt
stanovenych metodou ELISA.

Korelace mezi nové zavedenou metodou LC-MS/MS a metodou ELISA byla silngjsi
neZ mezi diive zavedenou metodu HPLC-FL a ELISA, kdy jsme dosahli korelacnich
koeficientt 0,571 u ADMA a 0,735 u SDMA (Prokop, 2017). Siroka et al. (2007) ve své
praci uvadeji mezi metodou HPLC-FL a ELISA velmi silnou korelaci 0,944 u ADMA,
naopak Valtonen et al. (2005) neprokézali korelaci zadnou (0,0972).

Metodou ELISA vychazi koncentrace ADMA vys$s§i neZ metodou LC-MS/MS,
ELISA ma tendenci vysledky nadhodnocovat. Se vzristajici koncentraci ADMA vzrista
rozdil mezi obéma metodami. Relativni diference mezi primérnou hodnotou koncentrace
ADMA u LC-MS/MS (0,6861 £ 0,2022 pmol 1"") a ELISA (0,8815 + 0,3357 umol 1'!) je
25 %. Schulze et al. (2006) uvadéji pti porovnani 29 vzorkil séra nadhodnoceni vysledka
ADMA metodou ELISA piiblizné€ o 15 %. Martens-Lobenhoffer et al. (2005) dokonce
uvadi relativni diferenci u riznych skupin vzorkll v priméru okolo 50 %. Také
Pecchini et al. (2012) ve své praci poukazuji na vzristajici nadhodnoceni vysledkt se
vzrastajici koncentraci ADMA.

Zavedenou metodu LC-MS/MS jsme porovnavali také s metodu HPLC-FL, kdy
jsme dosahli korela¢nich koeficient 0,883 pro ADMA a 0,952 pro SDMA a prokazali
jsme silnou korelaci obou metod. Podobné vysledky uvadéji i Davis et al. (2012), ktefi
dosahli velmi silné korelace 0,9327 u ADMA a 0,9125 u SDMA.

Hodnoty koncentraci ADMA a SDMA u zdravé populace se v riiznych publikacich
pomérné 1isi. VéEtSina autord uvadi jen primérmé naméfené koncentrace, coz je dano

vySetfenim velmi malého poctu vzorki kontrolni skupiny ziskanych od dobrovolniki bez
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definovaného stavu zdravi ptevazné z fad spolupracovniki autord. Bylo proto nutné, urcit
si vlastni koncentrace ADMA a SDMA u kontrolni skupiny zdravych jedinc.

V nasi praci jsme stanovovali koncentrace ADMA a SDMA u vybérové referencni
populace dobrovolnych darct krve. Pii pouziti parametrické metody jsme ziskali
referen¢ni interval 0,36-0,71 pmol I"! pro ADMA a 0,40-0,72 pumol I"! pro SDMA, pti
pouziti neparametrické metody 0,360,078 pmol 1! pro ADMA a 0,40—0,78 umol I"! pro
SDMA. Vysledky obou metod jsou podobné, 1isi se jen v mirné vyssi horni referencni
mezi, a to pro oba analyty. Tyto nepatrné rozdily jsou disledkem toho, Ze i nase vybérova
referencni populace obsahuje jen 40 jedincii, pro piesnéjsi urceni referencnich mezi by
bylo potfeba vétsiho poctu jedinci s podrobnéji definovanymi kritérii referencni
populace. Za timto uc¢elem by bylo tfeba provést samostatnou studii.

Koncentrace ADMA a SDMA jsme dale stanovovali u skupiny 40 pacientl
s raznym stupném chronického renalniho selhani (CKD). Primérna koncentrace byla pro
ADMA 0,84+0,16 umol 1! a pro SDMA 2,180,838 umol1!. Jak je patrné
z krabicovych grafli, jsou boxy s hodnotami ADMA a SDMA elevované ve srovnani
s kontrolni skupinou zdravych jedincl. Porovnani koncentraci ADMA a SDMA mezi
skupinou pacientti s CKD a kontrolni skupinou (0,53 + 0,09 umol 1"' u ADMA a
0,56+ 0,08 umol I'! uSDMA) ukazuje zvySeni hladin obou stanovovanych latek
u pacientt s CKD.

Némi zjisténé koncentrace ADMA a SDMA u pacientli s CKD se shoduji s vysledky
publikovanymi jinymi autory. Boelaert et al. (2016) prokazali vyznamné zvySeni
koncentraci ADMA a SDMA u pacienti s CKD ve stadiu 5 (n = 77). Ur¢ili primérnou
koncentraci ADMA 0,84 + 0,19 umol I'! a SDMA 2,06 + 0,82 pmol I"! v porovnani
s koncentraci ADMA 0,52 + 0,07 umol I'! a SDMA 0,59 + 0,13 umol I"! u kontrolni
skupiny (n=10). Wang et al. (2007) sledovali koncentraci ADMA a SDMA u déti s CKD
ve stadiu 2 nebo 3 a prokdzali vyznamné rozdily hladin ADMA a SDMA mezi détmi
s CKD a kontrolni skupinou. Plazmatické koncentrace byly u déti s CKD (n = 28)
1,10 £ 0,35 umol ' ADMA 22,06+ 1,11 umol I"' SDMA 20,78 + 0,16 pmol 1" ADMA
a 0,71 £0,23 umol I"' SDMA u kontrolni skupiny (n = 10). Anderstam et al. (1997)
stanovili metodou HPLC-FL koncentrace ADMA a SDMA u pacientli s kontinualni
ambulantni peritonedlni dialyzou (n = 11) 0,70 + 0,27 pmoll!' ADMA a
2,54 £ 0,59 umol 1" SDMA a u pacienti s hemodialyzou (n = 19) 0,59 + 0,27 pmol I"!
ADMA a 2,85+ 0,77 pmol I"! SDMA oproti hladindm 0,36 = 0,08 umol I"' ADMA a
0,37 £ 0,11 umol I"' SDMA u kontrolni skupiny (n = 7).
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7 ZAVER

Byla zavedena a optimalizovdana metoda ultravysokoucinné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro stanoveni L-argininu a jeho methylovanych
derivatt ADMA a SDMA s piedkolonovou derivatizaci 1-butanolem. Tato metoda ma
velmi dobré analytické vlastnosti splitujici podminky pro validaci a je srovnatelna
s metodami jinych autorti. Pfi porovnani s komeréné dostupnou metodu ELISA a na
pracovisti jiz diive zavedenou metodou HPLC s fluorescencni detekci byla prokazéna
silnd korelace mezi témito metodami. Zavedena metoda byla pouzita k urceni
referen¢nich mezi ADMA a SDMA u kontrolniho souboru dobrovolnych darca krve a
pro stanoveni ADMA a SDMA u pacientii s chronickym rendlnim selhdnim. Hodnoty
koncentraci téchto dvou skupiny byly porovnany navzijem i s vysledky praci ostatnich

autord, se kterymi jsou ve shode¢.
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POUZITE ZKRATKY

90% CI konfiden¢ni interval s konfiden¢ni Grovni 90 %
95% CI konfiden¢ni interval s konfiden¢ni Grovni 95 %
ADMA asymetricky dimethylarginin, N°,N®-dimethyl-L-arginin
AGAT arginin:glycin amidinotransferasa

AGXT2 alaninglyoxylataminotransferasa 2

BH4 tetrahydrobiopterin

CaM kalmodulin

CAT transportér kationtovych aminokyselin

CID kolizi vyvolana disociace

cNOS konstitu¢ni NO synthasa

CvV varia¢ni koeficient

DDAH dimethylarginindimethylaminohydrolasa

DMA dimethylamin

DMGV a-keto-0-(N,N-dimethylguanidino)valerova kyselina
DRM dolni referencni mez

EIC extrahovany iontovy chromatogram

ELISA enzymova imunoanalyza na imunosorbentech
eNOS endotelialni NO synthasa

E: relativni chyba

FAD flavinadenindinukleotid

FITC fluorescein-5-isothiokyanat

FMN flavinmononukleotit

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté

HILIC hydrofilni interak¢éni chromatografie

HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie

HPLC-FL vysokoucinna kapalinovéa chromatografie s fluorescencni detekci
HRM horni referencni mez

ICC fizeni iontového ndboje

ICHS ischemicka choroba srde¢ni

iINOS inducibilni NO synthasa

IS interni standard

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
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LC-MS/MS
LDL
MMA

MP A

MP B
MRM

MS

MS?

MS"
NADP
NF-xB
nNOS
NOS
OPA/MPA

PRMT I
PRMT II
PRMT
QC
QC-H

QC-L
QC-M

ROS
SD
SDMA

tR

UHPLC-MS/MS

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
lipoproteiny o nizké hustoté

monomethylarginin, N®-monomethyl-L-arginin

mobilni faze A

mobilni faze B

monitorovani vice reakci

hmotnostni spektrometrie

dvoustupniova tandemova hmotnostni spektrometrie

n-stupiiova tandemova hmotnostni spektrometrie
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nuklearni faktor kappa B

neuronalni NO synthasa

NO synthasa, nitroxidsynthasa

derivatiza¢ni ¢inidlo ortho-ftaldialdehydu a 3-merkapto-propionové
kyseliny

protein-arginin methyltransferasa typu I

protein-arginin methyltransferasa typu II

protein-arginin methyltransferasa

kontrola kvality

kontrolni vzorek s vysokou hladinou koncentraci sledovanych
analyt

kontrolni vzorek s nizkou hladinou koncentraci sledovanych analyt
kontrolni vzorek se sttedni hladinou koncentraci sledovanych
analytd

reaktivni formy kysliku

smérodatna odchylka

symetricky dimethylarginin, N9 N° -dimethyl-L-arginin

retencni Cas

ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s tandemovou

hmotnostni spektrometrii
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