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Seznam pouzitych zkratek

ADMA asymetricky dimethylarginin

ADN adiponektin

B regresni koeficient

AGE produkty pokrocilé glykace

AOPP produkty pokrocilé oxidace

apoA apolipoprotein A

BMI body mass index

BNP natriureticky peptid B

CAPD kontinualni peritonealni dialyza

CRP C-reaktivni protein

CMP centralni mozkova pfihoda, iktus

DDAH dimethylarginin dimethylaminohydrolaza
GC gas chromatography

Hcy homocystein

HDL HDL cholesterol

HDF hemodiafiltrace

HLA

HPLC high performance liquid chromatography
ICHS ischemicka choroba srdecni

LDL lipoproteiny o nizké hustoté

L-NMMA  N®-monomethyl-L-arginin

LOQ limit of quantification

MS mass spectrometry nebo metabolicky syndrom
NDA naftalen-2,3-dikarbaldehyd

NO oxid dusnaty

NOS nitroxidsynthasa



OPA
PRMT |
RRT
SDMA

SPE

TNF-alfa

o-ftaldialdehyd

protein arginin-methyltransferasa typu |

symetricky dimethylarginin
solid phase extraction

tumor necrosis factor



1. Uvod

. V soucCasné dobé je ateroskleréza povazovana za zanétlivé onemocnéni, na jehoz
rozvoji se podili mnoho mechanismu. Primarnim je jisté vznik dysfunkce endotelu, na
které maji velky podil klasické rizikové faktory. Obecnymi zdroji aterosklerézy jsou
ovlivnitelné rizikové faktory, napfiklad koufeni, nedostatek fyzické aktivity, obezita,
hyperlipoproteinémie, diabetes melitus a inzulinova rezistence. Mezi neovlivnitelné
rizikové faktory nalezi vék, pohlavi a genetické faktory. Rozvoj aterosklerézy je
slozity proces, pro jehoZz iniciaci a progresi ma zasadni vyznam zanétlivé postizeni
stény endotelu. Pfitomnost zanétlivych zmén byla prokazana u stabilnich a ve vétsim
rozsahu u nestabilnich Iézi, souCasné je pfitomen zanétlivy proces také v cirkulujici
krvi. Jednim z protizanétlivych faktoru, ktery ovliviiuje kvalitu andotelu je molekula
oxidu dusnatého (NO). Je znamo, ze NO ma vyznamné vazodilatacni ucinky, dale
pusobi antiagregacné a inhibuje proliferaci a migraci bunék hladké cévni svaloviny.
Snizena produkce NO vede k endotelové dysfunkci, ktera mize mit za nasledek
rozvoj aterosklerotického procesu.

Nemocni v terminalni fazi onemocnéni ledvin 1é€eni hemodialyzou maji zvySené
kardiovaskularni riziko. Casteéné se na tom podileji tradiéni rizikové faktory jako
napriklad arterialni hypertenze, diabetes mellitus, dyslipidémie aj. Zanétlivé procesy,
zvySena aktivace sympatiku a akumulace inhibitorli enzymu NO syntazy (zejména
asymetricky dimethylarginin) jsou faktory, kterym se v tomto ohledu také pfipisuje
nemaly vyznam. Asymetricky dimethylarginin je povazovan za dulezity rizikovy faktor
rozvoje aterosklerézy . Uloha ADMA v predikci umrti u hemodialyzovanych pacientt
neni doposud vyjasnéna.



2. Cil studie

Cilem této prace bylo porovnani rizikovych faktorti aterosklerozy s
hladinou ADMA a zjistit silu prevalence ADMA jako prediktoru umrti u
hemodialyzovanych pacientli. U pacienti s poruchou funkce ledvin pak

porovnat hladiny ADMA pred a po dialyze v zavislosti na rizném typu dialyzy.

21. ADMA a HD pacienti — predikce umrti a /nebo vznik kardiovaskularniho

onemocnéni v zavislosti na hladiné ADMA

2.2. ADMA a homocystein — korelace a vzajemné metabolické vazby

2.3. ADMA, peritonealni dialyza a hemodiafiltrace — porovnat vykonnost RRT
(hemodialyza [HD], hemodiafiltrace [HDF] and peritonealni dialyza [PD]) metod a

jejich vliv na koncentraci ADMA.

2.4. ADMA a obezita — sledovani vztahu mezi plazmatickou koncentraci ADMA,

adiponektinu v tukové tkani, obezitou a funkci transplantované ledviny



3. Asymetricky dimethylarginin — metabolismus

3.1. Arginin a jeho metabolismus

L-arginin patfi mezi semiesencialni aminokyseliny a jeho degradace je spojena
s pfenosem NH2 skupiny a vylu€ovanim mocoviny .........

Jestlize je L-arginin pfitomen v mnozstvi, které pfesahuje metabolické potieby, je
jeho uhlikovy fetézec katabolizovan na amfibolické intremediaty nebo na substraty
slouzici k biosyntéze sacharidi a lipida. NejcastéjSi pocateCni reakci jeho
katabolismu je odstranéni alfa-aminodusiku transaminaci. V nasledujicich reakcich je
odstranén dalSi dusik a je restrukturovan uhlovodikovy skelet pro pfeménu na L-
glutamat a alfa-ketoglutarat. Urcité mnozstvi L-argininu je metabolizovano téz v cyklu
homocysteinu, kde proteiny bohaté na tuto aminokyselinu jsou methylovany protein-
arginin-methyltransferazou typu | (PRMT [|) za vzniku asymetrického
dimethylargininu, symetrického dimethylargininu a N-monomethylargininu. DalSi
moznosti je pfeména argininu na citrulin za uvolnéni molekuly oxidu dusnatého

v reakci katalyzované synthazu oxidu dusnatého.

3.2. Oxid dusnaty a syntaza oxidu dusnatého

PoSkozeni endotelu je jednim z nékolika intenzivné zkoumanych parametr(
predpovidajicich riziko rozvoje aterosklerézy. VétSina novych studii udava, Ze
dilezité prognostické informace o kardiovaskularnich komplikacich Ize zjistit
sledovanim nékterych parametrt v perifernim krevnim obéhu. Jednim z nich je i oxid
dusnaty resp. jeho radikal (NO), ktery vznika dvoustuprfiovou reakci z L-argininu
pusobenim syntazy oxidu dusnatého (nitroxidsynthasy, NOS), ale i bez jejiho vlivu, a
to pusobenim superoxidu. Tyto reakce umozfuji vznik NO i ve tkanich
neobsahujicich NOS. Reakce probiha dvoustupriové — nejprve dojde k hydroxylaci
jednoho z guanidinovych dusikl L-argininu za vzniku N-hydroxy-L-argininu. Druhou
fazi reakce je tfielektronova oxidace tohoto intermediatu, kdy se uvoliuje oxid
dusnaty a L-citrulin.(viz. obr. 1) Tuto druhou &ast reakce muze katalyzovat kromé

NOS i superoxid. Potvrzenim této moznosti je i vyrazny pokles produkce NO vlivem



SOD, ktera odstraruje potfebny superoxid. [Vetrovsky et al., 1996] Jsou znamy dva
typy NOS — konstitu€ni (cNOS, zavisi na Ca2+ a kalmodulinu) a inducibilni (iNOS).
NO zpuUsobuje vazodilataci a je kliCovym inhibitorem adheze a agregace trombocyta.
Inhibici produkce tkanového faktoru (TF) v monocytech brzdi NO iniciaci koagulacni
kaskady.[Racek J., 1999]

Obr. 1 Syntéza oxidu dusnatého NO
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3.3. Uginky oxidu dusnatého a jeho vyznam pro organismus

NO zpuUsobuje vazodilataci a je kliCovym inhibitorem adheze a agregace trombocytu.
Navic tato molekula snizuje produkci superoxidového radikalu v cévach a pasobi jako
inhibitor oxidace lipoproteini o nizké hustoté (LDL) zatimco (O,7) ma Gcinek
vazokonstrik¢ni. Pfitom nékteré typy bunék jsou schopné produkovat obé tyto latky a
pro rovnovahu mezi nimi je dllezita nejen citliva regulace tvorby pomoci cytokin(, ale

i vznik peroxynitritu z téchto dvou molekul. Peroxynitrit je toxicky a muze oxidovat



thiolové skupiny bilkovin a methionin. Po intramolekularnim pfesmyku vznikne malo
Skodliva kyselin dusi¢na nebo dojde ke Stépeni na dalSi toxické radikaly a ionty.
Inhibici produkce tkanového faktoru v monocytech brzdi NO iniciaci koagulacni
kaskady. Hojivé pochody a remodelace cévni stény jsou rovnéz kontrolovany NO.
Vzhledem k vyznamnému vlivu NO na cévni sténu je jeho mezinarodni nazev

Lendogenous anti-atherosclerotic molecule® vice nez vystizny.
3.4. Inhibitory syntézy oxidu dusnatého. Asymetricky dimethylarginin (ADMA)

Syntéza NO je selektivné inhibovana kompetitivni blokadou aktivniho centra NOS
dvéma derivaty L-argininu: N®-monomethyl-L-argininem (L-NMMA) a N€N°-
dimethyl-L-argininem (asymetricky dimethylarginin — ADMA). Vzorce jednotlivych

methylderivatd uvadi obr. 2.
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3.5.Vznik a odbouravani asymetrického dimethylargininu

Metabolismus ADMA zacina methylaci proteind bohatych na L-arginin pomoci
protein-arginin methyltransferazy typu | (PRMT ). Plsobenim enzymu
proteinmethyltransferazy (PRMT) | a Il dochazi k methylaci zbytk( argininu

v molekulach proteint a pfi jejich degradaci vznikaji dva stereocizomery, ADMA a



SDMA. Lidské endotelové buriky jsou schopny syntetizovat ADMA i SDMA [Azuma et
al., 1995; Boger et al., 2000; MacAllister et al.,, 1994]. PRMT | je zodpovédna za
syntézu ADMA a NMA. Minoritné je ADMA vyluCovan ledvinami, ale hlavni
metabolicka degradace probiha hydrolyzou na dimethylamin a L-citrulin pomoci
enzymu dimethylarginin dimethylaminohydrolazy (DDAH). Vznik a odbouravani

ADMA jsou schematicky znazornény na obr. 3.

Obr. 3 Schéma vzniku a odbouravani ADMA.
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Spole¢na lokalizace DDAH a NOS v burikach endotelu podporuje hypotézu o pfimém
vlivu koncentrace ADMA na bunky tvofici NO.[Kurose et al., 1995] Faraci a kol.
experimentalné urcCili patologickou koncentraci ADMA v lidské plazmé, ktera
signifikantné inhibovala NOS v burikach cévniho endotelu a tim snizovala mnozstvi
méfeného NO, na 2 — 10 umol/I[Faraci et al., 1995]

ADMA zde za urcitych podminek, napf. za pfitomnosti oxidovanych LDL, figuruje jako
autokrinni regulator aktivity entotelové NOS. Ito a kol. [Ito et al., 1999] prokazali, ze
po inkubaci oxidovanych LDL a TNF-alfa (tumor necrosis factor) s bufikami endotelu
dochazi na rozdil od kontrolni skupiny ke zvySeni hodnot ADMA. Hladina
dimethylarginint v cytoplazmé (nikoliv v extracelularnim prostoru) byla téz zvySena.
Bogle a kol.[Bogle et al.,, 1995] demonstrovali kompetitivni inhibici ADMA na
vazebném mistu pro L-arginin. Stejné vysledky popsali Azuma a kol. [Azuma et al.,
1995] u balénové angioplastiky. Prokazali, Ze regenerovany endotel produkuje vice
ADMA nez kontrolni bunky.

Metabolismus ADMA, ale nikoli SDMA probiha hydrolytickou degradaci na citrulin a
dimethylamin pomoci enzymu dimethylarginin diaminohydrolasy (DDAH).[Ogawa et
al., 1987]

Inhibice DDAH zpuUsobuje vazokonstrikci, ktera je reverzibilni za pfitomnosti L-
argininu.[MacAllister et al., 1996] Jsou znamy dvé izoformy DDAH: DDAH-1 a DDAH-
2. Prvni z nich lze nalézt v tkani syntetizujici neuronalni NOS a druhou v tkanich
zodpovédnych za syntézu endotelové NOS. [Leiper et al., 1999] Aktivita tohoto
enzymu je zavisla na komplexu regulacnich mechanismu, které jesté nejsou zcela
detailné popsany. Bylo prokazano, Ze oxidacni stres indukovany oxidovanymi LDL
nebo TNF-alfa snizuje aktivitu DDAH, ale nikoli expresi jejiho proteinu v burikach
endotelu in vitro. [Ito et al., 1999]Aktivita DDAH je blokovana zvySenou koncentraci
homocysteinu (Hcy) v bunce jednak pomoci redox prenaseCl a zaroven pfimou
interferenci Hcy se samotnou DDAH. Oba mechanismy vedou ke zvySeni
koncentrace ADMA. [Stuhlinger et al.,, 2001] Dale je DDAH inaktivovana S-
nitrosylaci, [Leiper et al., 2002]coz vede k pfedpokladu zpétné regulace hladiny
ADMA pfi zvySené hladiné NO. Exprese genu DDAH je indukovana tzv. all-trans

retinovou kyselinou. [Achan et al., 2002]



4. Asymetricky dimethylarginin — vyznam pro organismus

Od roku 1995 je intenzivné zkouman vztah ADMA k ostatnim onemocnénim. Pfehled

publikaci zabyvajicich se zvyS8enim hladiny ADMA v lidské plazmé nebo séru uvadi

nasledujici tabulka.

Tab.¢ 1 Onemocnéni zvysSujici koncentraci ADMA v plasmé/séru (vzhledem ke

zdravym kontrolam)

typ onemocnéni narust ADMA citace
chronické renalni selhani 2-7x [Kielstein et al.,
1999],
hypertenze 2x [Surdacki et al.,
1999]
détska hypertenze 2,3x [Goonasekera et al.,
2000]
hypertenze v t¢hotenstvi 2x [Holden et al., 1998;
Savvidou et al.,
2003]
preeklampsie 2 —-3x [Savvidou et al.,
2003]
plicni hypertenze 2,5x [Gorenflo et al.,
2001]
ICHS 2x [Boger RH, 2003;
Sydow et al., 2004]
ICHDK 2 -3x [ Ceremuzynski et al.,
1997; Sydow et al.,
2004]
CMP 2X [Yoo & Lee, 2001]
hypercholesterolémie 2x [Boger et al., 1998]
hyperhomocysteinémie 2x [Jiang et al., 2004;

Sydow et al., 2004]




srdecni selhani 2 -3x [Usui et al., 1998]

hyperthyre6za 2x [Hermenegildo et al.,
2002]

4.1. Asymetricky dimethylarginin u jednotlivych druhi onemocnéni

4.1.1 ADMA a kardiovaskularni onemocnéni

ZvySena hodnota ADMA v lidské plazmé& u nemocnych s hypercholesterolémii
s aterosklerézou byla prokazana jiz v roce 1998. Koncentrace ADMA (u zdravych
jedincu 1,0 ymol/l) dosahla hodnoty 2,2 ymol/l u mladych, klinicky asymptomatickych
jedinct s hypercholesterolémii. [Boger et al., 1998] U starSich pacientl
s onemocnénim perifernich arterii a generalizovanou ateroskleré6zou byly zméfeny
hladiny ADMA od 2,5 do 3,5 umol/l; jejich vySe odpovidala stadiu poSkozeni cévniho
systému. [Boger et al., 1997] Multicentricka studie CARDIAC, provedena v Némecku
a zahrnujici 400 pacientd s koronarnim onemocnénim srdce (CAD) a vice nez 400
zdravych jedincU, potvrdila signifikantné zvySené hodnoty ADMA u pacientd s CAD
na rozdil od vékem a pohlavim srovnatelnych zdravych jedinct.[Boger RH, 2003]
Pacienti s chronickou srdeCni nedostateCnosti maji vyssi koncentraci ADMA nez
zdravi jedinci. [Hornig B, 1998] Echokardiografické parametry ukazujici funkci levé
srde¢ni komory u 198 pacientl s ESRD jevily vyznamny vztah k hladiné ADMA:
pozitivni byla korelace mezi koncentraci ADMA a tloustkou stény levé komory
myokardu, vyznamny inverzni vztah byl nalezen mezi ADMA a hodnotou ejek¢ni
frakce [Zoccali et al.,, 2002] DalSi z poznatkll souvisejicich se zvySenou hladinou
ADMA je inverzni vztah mezi ADMA a maximalni spotfebou kysliku béhem fyzické
zatéze [Hornig B, 1998]

4.1.2 ADMA u hemodialyzovanych pacientt

Pacienti s chronickou renalni insuficienci byli prvni skupinou s vysokou hladinou
ADMA, kdy ziskané vysledky byly publikovany a potvrzeny mnoha dalSimi studiemi
[Bdger & Zoccali, 2003; Siroka et al., 2005; Siroka R., 2005]. Zvyseni hladiny ADMA

u hemodialyzovanych pacientl je Caste€né zpusobeno zhor$enou eliminaci ADMA




béhem dialyzy [Kielstein et al., 1999]. Takto chronicky zvySena hladina ADMA muze
CasteCné souviset s vysokym vyskytem kardiovaskularni morbidity a mortality u
pacientl s chronickou renalni insuficienci [Béger & Zoccali, 2003]. Vzhledem k vySe
uvedenym vysledkim byla provedena prognosticka studie s 224 hemodialyzovanymi
pacienty: pacienti s hodnotou ADMA v nejvySSim kvartilu vykazovali nejvySsi
celkovou umrtnost a nejvice kardiovaskularnich pfihod béhem dalSich tfi let, kdy byli
sledovani (graf €.1). Napf. celkova umrtnost pacientll béhem 33 mésicu sledovani
byla o 72 % vyS$Si u pacientd s hodnotou ADMA nad medianem (2,52 umol/l) ve
srovnani s témi, jejichz koncentrace ADMA byla nizSi nez median [Zoccali et al.,
2001]. Prestoze je diky omezené glomerularni filtraci vysoka hladina ADMA u
hemodialyzovanych obvykla, Ize tyto nemocné podle koncentrace ADMA rozdélit na

skupiny s vysokym a nizkym rizikem.

Graf 1. Umrtnost dialyzovanych nemocnych, rozdélenych na kvartily podle
koncentrace ADMA (dle [Zoccali et al., 2001]).
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4 1.3 ADMA a diabetes mellitus

ADMA muze téz hrat dulezitou roli jako ukazatel rizika kardiovaskularnich komplikaci
u diabetickych pacientl. V sérii studii riznych autorll je popsana zvySena hladina
ADMA u diabetikl 2. typu [Abbasi et al., 2001; Fard et al., 2000; Stihlinger et al.,
2002]. Molekularni mechanismus zvySeni ADMA v plazmé u diabetikl, Ize objasnit
napriklad oxidaCnim stresem, ktery porusuje aktivaci PRMT rovnovahu mezi tvorbou
ADMA a jeho odbouravanim u€inkem DDAH, nebo mechanismem zavislym na

angiotenzinu Il [Ito et al., 2002]

4.1.4. ADMA a metabolismus lipidU

Existuje zfejmé vztah mezi pfitomnosti tradiCnich rizikovych faktorl aterosklerozy
(dyslipidémie) a endotelovou dysfunkci. Jednim z mechanismu, spojujicich poruchy
lipidového metabolismu s endotelem, je aminokyselina ADMA. Ta pusobi jako
inhibitor zakladniho enzymu, potfebného pro tvorbu oxidu dusnatého — NOS. Bylo
napriklad zjisténo, Ze u zdravych osob s hypercholesterolémii dochazi asi
k dvojnasobnému zvySeni koncentrace ADMA ve srovnani s osobami s normalni
hladinou cholesterolu. Jednalo se o mladé jedince bez klinické manifestace
aterosklerozy. ZvySeni koncentrace ADMA bylo navic doprovazeno zhorSenou
schopnosti vazodilatace a snizenou hladinou metabolitd NO v moci [Boger et al.,
1998]. Podobné zmény byly pozorovany i v nékterych pokusech na zvifecich
modelech. Dale bylo prokazano, ze rovnéz hypertriacylglycerolémie, dalsi vyznamny
rizikovy faktor aterogeneze, je asociovana se zvySenou koncentraci ADMA.
Patofyziologie zvySené koncentrace ADMA u poruch lipidového metabolismu je v8ak
zatim neznama [Lundman et al., 2001] a Ize pouze pfedpokladat vliv 1éCby fibraty na

zvySeni hladiny Hcy a tim nepfimo i na ADMA.

4.1.5. Intenzivni pécCe

V holandské studii s 52 pacienty lé€enymi na jednotkach intenzivni péce byl ADMA
pfi pouziti mnohorozmérné analyzy jednim ze silnych prediktor( pfeziti [Nijveldt et al.,
2003]. Pacienti s hodnotou ADMA v nejvySSim kvartilu byli 17krat vice ohrozZeni

rizikem selhani zivotnich funkci. Také bylo prokazano, Zze hladina ADMA v plazmé je



kontrolovana z velké €asti funkci ledvin a jater [Nijveldt et al., 2003; Nijveldt et al.,
2003]]. Nékteré studie hovofi v této souvislosti o zvySeni ADMA u pacientu se

selhanim jaternich funkci [Tsikas et al., 2003]

4.2. Moznosti ovlivnéni hladiny asymetrického dimethylargininu

Vysledky vySe zminénych studii naznacuiji, ze by zvySena koncentrace ADMA mohla
slouzit jako marker endotelové dysfunkce a cCasnych stadii aterogeneze. Jeji
monitorovani by tedy mohlo byt prospéSné zejména v primarni prevenci téchto
poruch. Skutecnost, Zze vyznamné zvysSeni rizika bylo zjisténo pouze u pacientl
s hodnotou ADMA v nejvy$Sim kvartilu, ukazuje, Ze existuje né&jaka kriticka
koncentrace“ ADMA v plazmé, ktera je dulezita pfi uplatnéni jeho patologického vlivu.
S rostoucimi poznatky o metabolismu ADMA Ize dale diskutovat mozna terapeuticka
feSeni, znichz nejjednodussi se jevi suplementace L-argininem. Schopnost
exogenniho L-argininu zlepSovat funkci a strukturu cév byla provéfena nékolika
experimentalnimi a klinickymi studiemi. Tyto studie prokazaly, ze L-arginin zlepSuje
funkci endotelu a zaroven redukuje klinické symptomy prodélanych
kardiovaskularnich onemocnéni [Boger et al., 1998; Ceremuzynski et al., 1997;
Maxwell et al., 2000; Rector et al., 1996; Tousoulis et al., 2003]Mechanismus
pusobeni je jasny — pfirozeny substrat L-arginin vytésnuje s aktivnhiho centra NOS
kompetitivni inhibitor tohoto enzymu, ADMA. Nékteré prameny rovnéz uvadéji
snizeni hladiny ADMA v disledku podavani ACE inhibitord nebo blokatorl
angiotenzinovych receptorl [Delles et al.,, 2002] a pod vlivem substituce folatem
[Holven et al., 2003]. DalS§i moznosti snizeni koncentrace ADMA pfedstavuje podani
statind [Lu et al., 2004; Valkonen et al., 2003], i kdyZ naopak Jing J a spol. ve své
studii popiraji vliv simvastatinu na aktivitu DDAH &i sniZzeni koncentrace ADMA Dalsi
moznosti je ovlivnéni oxidacniho stresu podavanim antioxidantd — superoxid totiz
zvysSuje aktivitu methylaénich enzyma a tedy nasledné i produkci ADMA [Sydow &
Munzel, 2003]. popfipadé sniZzeni hmotnosti — u morbidné obéznich pacientek (BMI =
49) byla ADMA vyS$Si nez u kontrol (BMI < 25) a pfi poklesu hmotnosti na BMI 34
koncentrace ADMA signifikantné klesla [Krzyzanowska et al., 2004]. V pilotni studii

prokazal Saran pfi podavani 800 mg vitaminu E nemocnym v predialyzacni péci po



dobu 8 tydnul snizeni hladin ADMA [Saran R, 2003].

5. Metody stanoveni asymetrického dimethylargininu

5.1. Vysokouéinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Pro studium systému arginin-NO a jeho vyznamu pfi monitorovani inhibice NOS bylo
popsano nékolik metod pracujicich na stejném principu déleni a detekce derivatl L-
argininu (ADMA a SDMA) vysokotlakou kaplinovou chromatografii. Molekuly argininu
a jeho derivatd je nutno extrahovat zkrevni plazmy a poté derivatizovat na
fluorescenéné aktivni latky. (viz kap. 3.1.1 — 3.1.3) V literatufe je popsano nékolik
zplusobu extrakce [Dobashi et al.,, 2002; Pi et al.,, 2000; Teerlink et al., 2002;
Vishwanathan et al., 2000] zaloZenych na principu kolonové chromatografie: cation
exchange column SPE solid phase extraction, s rGznym zplsobem aktivace sorbentu
a naslednym nékolika stupfiovym promyvanim kolony. Absolutni navratnost cca 85%
Ize kompenzovat pfidanim interniho standardu , poté je relativni navratnost témér
100% a vysledky kvantitativné odpovidaji mnozstvi ADMA v extracelularnich

tekutinach.

5.1.1. Derivatizace pomoci OPA

Pro spravné a presné urceni koncentrace ADMA v lidské krevni plazmé, séru
a moci bylo popsano nékolik metod. Jednou z nich je i proces vyuzivajici detekce
nikoliv pfimo molekul ADMA a jeho derivat(, ale derivati a-aminoskupiny téchto latek
s o-ftaldialdehydem (OPA) a 3-merkaptoethanolem [Pi et al., 2000] nebo 3-
merkaptopropionovou kyselinou [Teerlink et al., 2002]. Vzniklé produkty reakce jsou
detekovany fluorescencné (excitace 340 nm, emise 450 nm).

Na nasem pracovisti byla zavedena metoda detekce ADMA pomoci HPLC
(pFistroj Thermo separation product, Miami, Florida, USA) s derivatizaci OPA. Po
extrakci vzorku na pevné fazi (SPE — solid-phase extraction) na polymerni kation-
exchange koloné (OASIS MCX, Waters, Milford, MA, USA) a nasledné derivatizaci
pomoci OPA obsahujiciho 3-merkaptopropionovou kyselinu byly vzorky podrobeny
izokratické analyze na C 18 koloné (Waters, Milford, MA, USA; mobilni faze 8,7%



mV

acetonitril, 50 mmol/I fosfatovy pufr, pH 6,5) s tandemové zapojenym fluorescenénim
detektorem (excitace pfi vinové délce 340 nm a emise 450 nm). Jako interni standard
(IS) byl pouzit NG-monomethyl-L-arginin (20 uymol/l). Kalibracni kfivka pro ADMA je
linearni linearni do koncentrace 10 umol/l, relativni analytickd navratnost (recovery)
vztazena na IS 90 — 95 %, reprodukovatelnost 5,2% a limit detekce 0,12 pumol/l
ADMA pro objem vzorku 0,2 ml. Separace obou stereoizomeru byla kvantitativni,

rozdil v jejich reten€nich casech odpovidal 1,1 minuty (viz obr. 4 )

Obr.¢é. 4 Graf HPLC analyzy smési derivatd L-argininu (retenéni casy
jednotlivych derivatd v minutach) — L-arginin (9,1), NG-monomethyl-L-arginin—
interni standard (12,8), homoarginin (14,5), ADMA (17,1), SDMA (18,1)
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5.1.2. Derivatizace pomoci NDA

Marra a kol. modifikovali pfedchozi metodu a pouzili jako derivatizaéni Cinidlo
naftalen-2,3-dikarbaldehyd (NDA). Vznikla fluorescen¢né aktivni forma 1-
kyanobenz[flisoindolu je stabiln&jSi v Case (pokles fluorescence o 30 % za 7 dni) nez
OPA derivaty a reten¢ni €asy obou izomeru se lisi o vice nez 6 minut, coz vylu€uje
moznost prekryti signalt. Nevyhodou této metody je prodlouzeni doby analyzy o 10
minut [Marra et al., 2003].

5.1.3. Derivatizace pomoci AccQ-Fluor™

Heresztyn a kol. pouzili po standardni extrakci aminu z plazmy (SPE kolony)
vysoce stabilni reagencii Acc-Q-Fluor™ (6-aminochinolyl-N-
hydroxysukcinimidylkarbamat). Stabilita vzniklych derivatd argininu se po tydnu
prakticky neméni (zmensena plocha piku do 5 %) [Heresztyn et al., 2004]. | tato
metoda v8ak pfi zlepSeni stability vzorku posouva délku analyzy o dalSich 10 minut.

Na rozdil od derivatll OPA se Cas celkové analyzy posouva az ke 45 minutam.

5.2. HPLC-MS (HPLC-Mass Spectrometry - Hmotnostni
spektrometrie)

Detekce ADMA pomoci tandemoveého zapojeni kapalinového chromatografu a
hmotnostniho spektrometru (MS) patfi mezi nové metody [Martens-Lobenhoffer &
Bode-Boger, 2003]Pouzitim dvou detektorl lze obejit naro€nou preanalytickou
pfipravu vzorku, ktera zahrnuje pouze precipitaci a zahusténi vzorku. Vzorek je po
derivatizaci OPA a 2-merkaptoethanolem separovan na RP18 koloné gradientovou
eluci (mraven€anovy pufr/methanol) a detekovan pomoci ESI-MS (electrospray
ionization-mass spectometry). Jako interni standard byl pouzit "*Cg-arginin. VVzorky je
mozno méfit jak sérové tak plazmatické a k analyze Ize pouzit i moC. Detekce hladiny

citrulinu v jedné sérii Ize pouzit i pro monitorovani aktivity enzymu DDAH.



5.3. Imunochemické metody

Enzymaticka imunoanalyza je nejnovéjSi metoda méreni koncentrace ADMA v séru
nebo plazmé. Pro detekci ADMA v této praci byla pouzita souprava ADMA® ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) od firmy DLD Diagnostika GmbH (Hamburg,
Némecko), zalozena na kompetitivnim principu: ADMA z pfidaného vzorku je
acylovan a soutézi s ADMA fixovanym na pevné fazi mikrotitracni desticky o vazebna
mista limitovaného mnozstvi pfidané kralici anti-N-acyl-ADMA protilatky. Po ukonceni
ekvilibrace jsou volny antigen a volné komplexy antigen-protilatka odstranény
promytim a protilatka navazana na pevnou fazi prostfednictvim fixovaného ADMA je
detekovana cCinidlem obsahujicim protilatky proti kraliCimu imunoglobulinu znacené
peroxidazou. Posledni fazi je pfidani TMB (3,3°,5,5 -tetramethylbenzidin) jako
substratu peroxidazy a barevny produkt reakce je detekovan pfi vinové délce 450 nm
(fotometr AUTO-EIA Il, Labsystems Oy, Espoo, Finsko). Mnozstvi protilatky
navazané na pevnou fazi (a tedy i méfena absorbance) je nepfimo umérné

koncentraci ADMA ve vzorku.

5.4. DalsSi metody stanoveni ADMA

5.4.1. Kapilarni elektroforéza (CE) a micelarni elektrokinetickd chromatografie
(MEKC)

Kapilarni elektroforézou v koncentrovaném boratovém pufru o pH 9,5 Ize rozdélit
smés obsahujici dimethyl-L-argininu, NG-monomethyl-L-argininu, L-argininu, L-
homoargininu, L-ornitinu a L-citrulinu jako derivaty 4-fluoro-7-nitrobenzofurazanu.
Micelarni elektrokinetickou chromatografii Ize poté rozdélit i ADMA a SDMA pficemz
jako surfaktant je do boratového pufru pfidana kyselina deoxycholova o vysoké
koncentraci (50 — 100 mM). Pro dosazeni uplného kvantitativni rozdéleni téchto
derivatll byla pouzita rdzna koncentrace vychoziho pufru, rizné pH a pFesna
koncentrace kyseliny deoxycholové. Rychlost separace (10,8 min.) byla zvySena

zuzenim vnitfniho priméru kapilary pfi zachovani kvalitativniho rozdéleni piku a



meze detekce. Limit stanovitelnosti (LOQ) pro ADMA ve vodném roztoku pfi CE
separaci a UV detekci byl 20 uM. Mnohem lepSi vysledky vykazuje laserové
indukovana fluorescenc¢ni detekce (LIF) —LOQ = 0,1 uM ADMA. [Trapp et al., 2004]

5.4.2. GC-MS (Gass Chromatography-Mass Spectrometry)

Tandemové zapojeni plynovy chromatograf (GC-NICI (negative-ion chemical
ionization)) a hmotnostni spektrometr je metoda rychla a alternativni k HPLC, ktera
poskytuje vyborné vysledky i pro velmi malé objemy vzorkl lidské plazmy nebo
supernatantu bunécnych kultur. Plazmaticky ADMA je po SPE pfeménén na
methylester pentafluoropropionamidu a tento derivat je analyzovan bez dalSi
purifikace. Internim standardem je [?Hs]-ADMA a limit detekce jsou 2 fmol [Albsmeier
et al., 2004]

5.5. Srovnani dvou metod stanoveni ADMA — HPLC a ELISA

Metodika detekce ADMA v plasmé pomoci rlznych HPLC technik byla jiz
publikovanal4-9], ale v souCasné dobé existuje nova imunochemicka metoda detekce
tzv. ELISA[10]. Jednim z dil€ich cild mé prace bylo porovnat kvalitu, pfesnost a
dostupnost jak cenovou tak pfistrojovou obou metod. Pro uc€ely srovnani téchto metod
bylo pouzito 80 vzorkli plazmy (40 zdravych darcu krve a 40 hemodialyzovanych
pacientl, krev byla odebrana nalac¢no), které byly zméfeny jak metodou HPLC tak
ELISA. Odbér plasmy byl standardni a vzorky byly odebrany do EDTA zkumavek a
centrifugovany (3600 g po dobu 5 minut) do 30 minut od odbéru. Vzniklé alikvoty byly
skladovany pfi -70°C. HPLC metoda vykazovala navratnost 92%, reprodukovatelnost
5.2 % (vzorek smésné plazmy c = 0.45 pM, méfeno 10x) a detekéni limit 0.13 pymol/l
coz odpovida vysledkim publikovanych Valtonenem et al.

Metoda ELISA: Mez stanovitelnosti odpovidajici hodnotam uvedenym v pravodnim
listu kazdého setu byla 0,05 umol/l. Hodnota varia¢niho koeficienu (inter-assay) pro
kontrolni sérum ¢.1 (c(ADMA) = 0.510 £ 0.086 pmol/l, n=5) byla 14% a pro ¢.2 (0.892
1 0.162 umol/l) 18%. Reprodukovatelnost byla vyjadifena jako variacni koeficient intra-
assay (n=20, smésna plazma o koncentraci ADMA 1,58 pmol/l) a méla hodnotu

11,8%. Opakovatelnost byla vyjadfena méfenim 40 vzork( plazmy ve dvou sériich
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(rozsah hodnot koncentrace ADMA 0.82 — 2.49 umol/l, primérna koncentrace ADMA
1.59 umol/l) a byla ziskana hodnota 4,75%. Rozsah koncentraci vzorku byl od 0.3 —
3.0 ymol/l a prfestoze obé metody se zakladaji na rozdilnych principech vykazuji velmi
dobrou vzajemnou korelaci (Pearsonlv korelaéni koeficient r = 0.944, p < 0.0001).
Regresni model dle Pasing-Babloka vykazuje pfikrou smérnici kfivky v zavislosti na
Sirokém rozpéti koncentraci na vysSich hladinach (Fig. 1). Konfidencni interval
diferencialniho grafu Bland-Altmana vede k hypotéze, Ze u nizkych koncentraci ADMA
metody HPLC a ELISA jsou srovnatelné (10). V posledni dobé byly publikovany dvé
prace s konfliktnimi vysledky (Schulze, Valtonen) a nase prace potvrdila Schulzeho
hodnoty ADMA Prestoze nami zjistény korelaéni koeficient byl niz8i nez v jeho praci,
Ize konstatovat dobrou shodu ve vysledcich v oblasti nizSich hodnot ADMA (rozsah
méfenych hodnot byl v nasi praci 0,4 az 2,5 v.s.0,5 az 1,0 v Schulzeho publikaci).
Rozdilné hodnoty korelacnich kfivek mohlo zpUsobit nékolik faktor(: pouze nizké
koncentrace v pouzitych vzorcich plazmy, dale rlizné sériové Cislo u pouzitych setu
ELISA a téz ruzné zplsoby zpracovani vzorkl v tzv. preanalytické fazi. Nicméné
vysledky popsané v nasi studii nas opravnuji k tvrzeni, Ze i pfes jeji menSi pfesnost,
méfeni ADMA metodou ELISA je pouzitelnéjSi a dostupnéjsi pro laboratofe bez
specialniho technického vybaveni na rozdil od metody HPLC. DalSi pfednosti je
moznost méfit velké série o 200 vzorcich v pomérné kratkém Casovém horizontu 2

dnd.

Obr. 5 Korelace metod HPLC a ELISA

y = 2.1146x - 0.0392
r=0.960
n=80 .
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6. Vysledky

6.1. Stanoveni referenénich hodnot ADMA (HPLC, ELISA)

Referenéni hodnoty koncentrace ADMA byly zméfeny u skupiny zdravych jedincu —
darcu krve z transflzni stanice ve FN Plzen. Referenéni skupina byla slozena ze 40
probandl (vék 31,16+9,78 rokl, 22 muzl a 18 Zen). Hodnoty koncentraci ADMA

v lidském séru, plazmé nebo moci se u zdravé populace najdeme v rozmezi 0,3 — 1,0
pmol/l (18) a diky rozdilnym podminkam kazdé z metod se vysledky pohybuji v takto
Sirokém intervalu.

U metod HPLC s riznym typem derivatizace se primérné hodnoty c(ADMA) v krevni
plazmé nachazeji v rozmezi 0,40 — 0,66 pmol/l (9, 13 — 15, 19). Martens-Lobenhoffer
pomoci metody HPLC-MS ziskal hodnoty c(ADMA) 0,453 + 0,128 umol/l (16). U
metody ELISA se primérné hodnoty ADMA pohybovaly v rozmezi 0,82 £ 0,29 mol/l.

6.2. Korelace hladiny ADMA a homocysteinu u hemodialyzovanych

nemocnych

Vzorky EDTA plazmy skupiny | byly ziskany od 40 zdravych darct krve
z transfuzniho oddéleni FN v Plzni, skupina Il zahrnovala 40 probandu
s homocysteinem vysSim nez 12 ymol/l a normalni funkci ledvin a ve skupiné Il bylo
40 hemodialyzovanych pacientd; odbér krve byl preveden pied dialyzou.

Homocystein byl stanoven plné enzymatickou metodou firmy Carolina (Brea, CA,
USA) na analyzatoru Olympus AU 400. Homocystein je v prvé enzymové reakci
pfeménén na cystathionin, ten je pak stépen na homocystein, pyruvat a amoniak a
pyruvat je stanoven optickym testem s laktatdehydrogenazou.

Enzymova imunoanalyza je nejnovéjSi metoda meérfeni koncentrace ADMA v séru
nebo plazmé. Pro detekci ADMA v této praci byla pouzita souprava ADMA® ELISA od
firmy DLD Diagnostika GmbH (Hamburg, NémeckoKoncentrace kreatininu byla



méfena Jaffého metodou na analyzatoru Olympus AU 400.

Plazmatické koncentrace ADMA u zdravych darcu krve (skupina A) byly velmi nizké
(0.82 £ 0.30 ymol/l) a se neliSily v zavislosti na pohlavi. Koncentrace homocysteinu v
této skupiné odpovidaly hodnotam uvadénym v literatufe jako nezvysené (10,4 + 3,4
pgmol/l). U skupiny B — pacientd s normaini funkci ledvin a hyperhomocystinémii (15,4
1 4,2 pymol/l) — byly koncetrace ADMA o 50 % vyssi (1,59 + 0,56 ymol/l) ve srovnani
s kontrolni skupinou |. Ve skupiné C dialyzovanych pacientd se stfedni
hyperhomocysteinémii (29,3 + 13,0 pmol/l) hodnoty ADMA byly jeSté vyraznéji
zvyseny (1,84 + 0,57 umol/l), i kdyz se vyznamné neliSily od hodnot nalezenych u
skupiny B. (Tab.2)

Graf €.2 Koncentrace ADMA pacientl s norm.funkci ledvin, hemodialyzovanych a

kontrol

ADMA (umol/l)
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Pozitivni korelace byly nalezeny mezi ADMA a homocysteinem (r = 0,42, p < 0,0001),

ADMA a kreatininem (r = 0,41, p < 0,0001) a téZ homocysteinem a kreatininem (r =

0,69, p < 0,0001). Pro regresni analyzu byly spojeny vysledky vS8ech tfi skupin osob;

vyfazeni byli dva nemocni ze skupiny lll, jejichZ koncentrace homocysteinu Ize

povazovat za odlehlé (pfesahly hodnotu 100 umol/l).

Taulka €.2 Zakladni charakteristika a plazmatické koncentrace homocysteinu, ADMA

a kreatininu (pramér £ SD) tfi skupin pacientd.

Group A (n=31)
blood donors

with normal

Group B (n =38)
hyperhomocysteinemia

normal kidney

Group C (n=38)

hemodialysis patients

homocysteine function
Age, years 31.16 £9.78 60.47 £ 8.75 *** 61.71 £ 12.37 ***
Sex, count
22/9 24/14 22/16

(male/female)

Hcy, pmol/l 9.01+1.70 15.58 +4.27 *** 29.48 £ 13.13 #** §9F

ADMA, pmol/l 0.82+0.29 1.60 + 0.56 *** 1.81 £ 0.57 ***
688.95 +219.25

Creatinine, pmol/l 86.97 £9.78 94.84 +17.32

T

Signifikantni rozdil v porovnani se skupinuo A: *** p<0.001, a se sjuzpinou B: 11t

p<0.001.




Tabuka ¢.3 Mohocetna linearni regresni analyzab(koncentrace ADMA je zavislou

proménou)

P (SE) p
group 2.82(0.91) 0.003 **
age 0.03 (0.01) 0.002 **
sex -0.07 (0.21) 0.74
creatinine 0.003 (0.006) 0.56
homocysteine | 0.014 (0.019) 0.46
R’ 0.42 <0.001 ***

6.3. Vyznam stanoveni ADMA pro prognézu nemocnych Ilééenych
hemodialyzou. Srovnani s dalsSimi rizikovymi faktory celkové umrtnosti

6.3.1. Material a metody

Do studie (prospektivni, observacni) jsme zaradili 202 chronicky hemodialyzovanych
pacientl (77 zen, 125 muzu; blizSi charakteristika je v Tabulce 1). V této praci
publikujeme pribézné vysledky studie po 1 roce a 5 mésicich. V dobé hodnoceni
studie jsme zaznamenali 44 umrti, 11 transplantaci, 4 pacienti byli pfevedeni na
peritonealni dialyzu a 3 ukondili studii z ostatnich divodl. Koncentrace ADMA jsme
stanovili pomoci ELISA metody (DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Némecko) na
Cte€ce mikrodesticek AUTO-EIA Il (Labsystems Oy, Espoo, Finland) [Siroka et al.,
2006]. Na automatickém analyzatoru Olympus AU 400 (Mishima, Japonsko) byly
uréeny hladiny nasledujicich analytG: homocystein (hcy) enzymatickou fotometrickou
metodou (Carolina Liquid Chemistries, Brea, California, USA), C-reaktivni protein
(CRP) imunoturbidimetricky ultrasenzitivni metodou (Orion Diagnostica, Espoo,
Finland) a pokud koncentrace CRP naméfena touto metodou presahla 10 mg/l, pak
kitem kalibrovanym na koncentrace nad 10 mg/l (Kamyia Biomedical Company,
Seattle, Washington, USA), albumin (alb) soupravou ALBUMIN liquicolor (Human
Diagnostics, Wiesbaden, Germany). Natriureticky peptid typu B (BNP) pomoci
soupravy AxSYM BNP Assay (mEIA) na imunochemickém analyzatoru AXSYM 2
(Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA), troponin | (cTnl) soupravou Access AccuTnl



na pristroji Access 2 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). VSechny vzorky zZilni
krve byly ziskany na zaCatku studie pfed planovanou hemodialyzou, byly zpracovany
do 30 minut po odbéru a uchovany pfi -80°C az do doby analyzy.VSechny statistické
udaje jsou vyjadfeny (pokud neni uvedeno jinak) jako median (interkvartilové rozpéti)
a byly provedeny statistickym softwarem R 2.4.1 [R Development Core Team, 2006].
Pfi ur€ovani rozhodovacich hodnot pro jednotlivé parametry jsme pouZili nasledujici
jednoduchy algoritmus: pro kazdou z méfenych veli€¢in (ADMA, hcy, alb, CRP, BNP,
cTnl) jsme vytvofili kiivky preziti rozdélené dle kvartild (Obrazek 1) a hodnotu
kvartilu, ve kterém bylo pFeZiti nejhorSi jsme zvolili jako rozhodovaci mez pro
zarazeni do rizikové skupiny. Takto vzniklé binarni veliCiny jsme vloZili do Coxova
modelu pomérného hazardu (s adjustaci na vék, pohlavi a ¢as na hemodialyze).

Tabulka €.4. Zakladni charakteristika zkoumané populace. Data jsou vyjadfena

medianem (interkvartilovym rozpétim)

age (years) 68 (60 - 74)

body mass index (kg/m?) 26.4 (23.7 - 30.1)
time on hemodialysis (months) | 16 (5 - 38)

time of observation (months) 17.1 (10.4 -17.3)

6.3.2. Vysledky

Obrazek 7 ukazuje, Ze nejhorsi preZiti vykazovali pfekvapivé pacienti s hodnotami
ADMA a homocysteinu ve 3. kvartilu a (podle ocCekavani) dale pacienti
s koncentracemi albuminu v 1. kvartilu, CRP, BNP a cTnl ve 4. kvartilu. Po vlozeni
vSech meéfenych parametrd do Coxova modelu pomérného hazardu se jako
statisticky vyznamné nezavislé prediktory celkové mortality jevi ADMA, albumin, CRP
a cTnl (Tabulka 5).



Tabulka ¢€.5. Coxuv model pomérného hazardu zahrnujici hodnoty ADMA,
homocysteinu ve 3. kvartilu a koncentrace albuminu v 1. kvartilu, CRP, BNP a cTnl
ve 4. kvartilu. Podle Kaplan-Meierova grafu byly rozdéleny hodnoty koncentraci do
jednotlivych kvartili (Obrazek ¢.6,7,8,9), poté byl vybran kvartil s nejvy$Sim rizikem

umrti pacienta. RR = relativnie riziko, Cl = 95 % konfidenéni interval RR.

RR Cl p

ADMA (3" quartile) | 2.44 1.24t04.79 0.01
Hey (3 quartile) | 1.81 0.89to0 3.68 0.10
Albumin (1% quartile) | 3.29 1.63 t0 6.63 0.001
CRP (4™ quartile) |2.28 1.17t04.43 0.02
BNP (4™ quartile) | 1.23 0.62t02.45 0.56

Obr.¢. 6

Kaplan-Meierova kfivka preziti pro BNP
(rozdéleno podle kvartilt)
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Obr. ¢. 8

Kaplan-Meierova krivka preziti pro albumin
(rozdéleno podle kvartilt)
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Kaplan-Meierova kfivka preZiti pro CRP
(rozdéleno podle kvartilu)
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Obr. ¢.9

Zoccali et al. sledovali celkovou mortalitu a vyskyt fatalnich a nefatalnich
kardiovaskularnich pfihod u HD pacientd 2 roky a 7 mésicl [Zoccali et al., 2001].
V této studii se koncentrace ADMA jevila jako nezavisly prediktor celkové mortality i
vyskytu pfihod. Prestoze autofi pouzili pro stanoveni ADMA stejnou modifikaci
metody HPLC jako Kumagai et al. [Kumagai et al., 2006], publikuji u HD pacientd
vyrazné vySSi hodnoty a také vétsi rozdily mezi nemocnymi s kardiovaskularni
pfihodou a bez kardiovaskularni pfihody (rozdil mediant = 0,75 pymol/l) nez Kumagai
et al. (rozdil pramérda = 0,07 umol/l).

My jsme pouzili ke stanoveni ADMA metodu ELISA, ktera je s HPLC metodikou
srovnatelna [Siroka et al., 2006], nicménég, jak prokazal Teerling, jiZ zvySeni variacniho
koeficientu (CV) na 5 % zpUsobi vyrazné snizeni pravdépodobnosti prokazat rozdily
mezi dvéma populacemi (napf. prezivSi a zemfeli) [Teerlink, 2005]. VétSina
publikovanych praci CV metody méfeni ADMA neuvadi, my jsme stanovili CV pro
méfeni ADMA metodou HPLC 5,2 % a metodou ELISA 11,8 % [Siroka et al., 2006].
Jelikoz novéjSi prace prokazuji [Busch et al., 2006; Kumagai et al., 2006] mnohem
mensSi rozdily v koncentraci ADMA mezi pacienty s kardiovaskularni pfihodou a bez
ni, jsou tyto rozdily dostupnymi metodikami v klinické praxi téZko odhalitelné.
Otazkou zlstava, zda néjaké rozdily skutecné existuji. Nami namérfené hodnoty pro

to nesvédci (prokazali jsme horsi prognézu pouze u pacientl s koncentraci ADMA ve



3. kvartilu a koncentrace jak nizsi, tak vys$si mély prognézu lepS$i), a dokonce se
objevuiji i prace, které naopak povazuji vysoké hodnoty ADMA za protektivni faktor u
pacientd s chronickou rendlni insuficienci, HD nemocnych a nemocnych po
transplantaci ledviny [Busch et al., 2006].

Tabulka ¢€.6 Zakladni charakteristka a vysledky zkoumané skupiny
hemodialyzovanych pacientu. Vysledky jsou udavany jako hodnoty medianu, r apua
(p) = korelacni koeficient mezi hodnotami ADMA a dalSimi parametry uvedenymi v

této tabulce (p-hodnota vyjadfuje rozdil mezi 0 a korelaénim koeficientem).

Results r aoma (P)
Age (years) 68 (60 to 75) -0.08 (0.33)
Sex (male/female) 106/70 -
Systolic blood pressure (mm Hg) 145 (130 to 159.75) 0.08 (0.32)
Diastolic blood pressure (mm Hg) 75 (68 to 82.75) -0.05 (0.51)
Body mass index (kg/m2) 25.52 (22.86 to 29.56) -0.11 (0.14)
Months on HD 21.5 (8 to 46); 56 0.21 (0.02)
Creatinine (umol/l) 622.5 (524 to 740.75) 0.03 (0.69)
Glucose (mmol/l) 6.09 (5.26 to 7.87) 0.03 (0.68)
Albumin (g/l) 38.7 (35.5t0 41.07) -0.09 (0.23)
C-reactive protein (mg/l) 6.32 (2.58 to 19.09) -0.11 (0.17)
ADMA (umol/l) 1.14 (0.98 to 1.3) -
Homocysteine (umol/l) 34.05 (25.6 to 41.88) -0.07 (0.39)
Total cholesterol (mmol/l) 4,51 (3.73 t0 5.15) -0.04 (0.61)
HDL-cholesterol (mmol/l) 1.09 (0.94 to 1.29) -0.07 (0.35)
Apolipoprotein A | (g/l) 1.03 (0.93 t0 1.19) -0.01 (0.86)
Apolipoprotein B (g/l) 0.8 (0.66 to 0.92) -0.08 (0.28)
Lipoprotein (a) (g/l) 0.18 (0.09 to 0.36) -0.13 (0.11)
Triglycerides (mmol/l) 1.77 (1.32 to 2.43) -0.07 (0.35)
Malondialdehyde — TBARS (umol/l) | 1.82 (1.58 to 2.06) -0.06 (0.42)
Oxidized LDL-cholesterol (1U/) 58.39 (42.65 to 74.3) -0.12 (0.12)




6.4. Hladiny ADMA u obéznich osob po transplantaci ledviny a vztah

k hladinam adipocytokinu

Mezi vyznamné metabolity, jejichZ hladina se podili na ovlivnéni endothelialni
dysfunkce, patfi asymetricky dimethylarginin (ADMA), endogenni inhibitor NO
syntazy a dale produkt tukové tkané adiponectin (ADN). ZvySena hladina
ADMA je prokazatelnym markerem endothelialni dysfunkce u nefrologickych
nemocnych (6,7,13). Dosud v8ak neni znamo, zda zvy$ena hladina ADMA
zavisi pouze na renalni funkci €i pfedstavuje zpétnovazebnou odpovéd na
dalsi pfitomné metabolické poruchy. ADN  je adipocytokin produkovany
adipocyty, jehoz sniZzena hladina je povazovana za rizikovy faktor pro
kardiovaskularni onemocnéni(3,14). ADN klesa u nemocnych s obezitou,
hypertenzi a diabetem. AcCkoliv je ve srovnani s béznou populaci relativné
vySSi (podobné jako leptin) u nefrologicky nemocnych, jeho snizena hodnota, i
zde predstavuje zvySené riziko. Po transplantaci ledviny zvySena hladina ADN
klesa, coz nepochybné souvisi s funkci ledvinné tkané v procesu jeho
biodegradace a/Ci eliminace. Cilem na$i studie bylo sledovani vztahu mezi
plazmatickou koncentraci ADMA, ADN v plazmé a tukové tkani a funkci
transplantované ledviny u nemocnych s MS.

Metodika: Po dobu 12 mésicu jsme v prospektivni metabolické konsekutivni
studii sledovali 68 obeznich nemocnych (M36/F32, BMI = 30kg/m? 22-70
rokt) po |. kadaverozni transplantaci (sk. 1). Kontrolni skupinu tvofilo 70
transplantovanych neobeznich nemocnych. Hodnoty ADMA i ADN v plazmé
byly méfeny metodou ELISA, adipocytokiny v tukové tkani mRNA-PCA.
VsSichni nemocni byli Ié€eni standartni imunosupresi FK 506 (takrolimus), CyA
(Sandimmun Neoral, Consupren), MMF (Celicept) a prednisonem. Renalni
funkce byla vySetfena pomoci Cy a Cy, .

Nemocni byli vySetfeni v clearancové laboratofi metabolického oddéleni
Kliniky nefrologie 12 a 24 mésicu po transplantaci ledviny. Protokol studie byl
schvalen Etickou komisi IKEM a vSichni nemocni podepsali Informovany

souhlas. Vzorky tukové tkané byly ziskany chirurgickym odbérem béhem



transplantace. Oba soubory se signifikantné neliSily ve vyskytu rejekénich

epizod, kumulativni davce kortikoid ani HLA shodé.

Vysledky: Tab €. 7 udava v prehledu zakladni vyhodnocena data v plazmé v
obou souborech na konci sledovaného udobi. Ze statistického hodnoceni je
zfejmé, Ze byly zjistény signifikantni rozdily (Sk.I vs.Sk.ll) v nasledujicich
hodnotach: ADMA 3,65+0,47 vs.2,01£0,36 (ug/ml), p < 0,01, ADN 15,4+6,6 vs.
22,318,2 (ug/ml), p < 0,01), leptin 51,3+11,2 vs.21,319,2 (ng/l), p < 0,01),
ObRe (solubilni leptinovy receptor) 24,6+8,4 vs. 46,6+11,4 (U/ml), p < 0,01 a
celkovy homocystein (tHcy) 55,2+12,6 vs 37,2+12,4 (mmol/l, p < 0,025).

SoucCasné byly zjistény signifikantni rozdily v hladinach nékterych sérovych
lipidd. Na druhé strané se signifikantné neliSily hodnoty proteinurie, clearance

inulinu a primérny TK.

Tab. ¢. 7 Vybrané parametry v plazmé v obou souborech po 12 mésicich
sledovani

Variable Grl GrII .Sta.tlstlcal
significance

Number of pts 68 70
Gender (M/F) 36/32 38/34 NS
ADMA

3.65+£0.47 | 2.01+0.36 <0.01
(umol/L) P
Adiponectin: ADN 154£6.6 | 22.3+82 p< 0.01
(ug/mL)
Leptin

51.3+11.2 21.3+9.2 <0.01
(ng/L) ’ P
Ob Re

24.6+8.4 46.1£11.4 <0.01
(U/mL) 6+8 6 p<0.0
Resistin

20.8+10.1 14.6+6.4 <0.025
(1g/mL) P
tHcy

55.2+12.6 | 37.2+12.4 <0.025
(umol/L) P




f£$§f;ﬁ;01 6.2+2.4 6.0+1.8 NS
(Ln?ic_j}f)lemml 3.841.2 3.1%1.1 p <0.025
(Prlrll)nlgc;;:/lio)lesterol L1402 L0202 s
;Fr;irilc}:lc;ir)ides 3.9+1.6 2.8£1.6 p <0.01
?;(;%3 8.6+3.8 6.9+3.2 NS
f;g[ziﬁll;r;a 1.5+0.2 1.1+£0.4 NS
?;llii/ﬁigemnce 56=12 52+10 NS
?t/i)ere;;l(]?meg) 135/85 130/85 NS

Pfi analyze odebrané tukové tkané byly zjistény vyznamné rozdily mezi
obéznimi (sk. 1) a neobéznimi (sk.ll), jak ukazuje tab.¢. 8). Z tabulky jsou
zfejmé i signifikantni rozdily mezi visceralnim a s subkutannim tukem u
adiponectinu a leptinu.

V dalSi analyze celého souboru po transplantaci ledviny jsme zjistili pozitivni
korelaci mezi ADMA a BMI (obr.¢.1) r = 0,520, p < 0,01 a negativni korelaci
mezi ADN a BMI (obr.€.2, r = -0,57, p < 0,01). Byla také prokazana pozitivni
korelace mezi ADMA v plazmé a ADN ve visceralnim tuku, coZ je nepochybné
velmi vyznamny nalez (r = -0,504, p < 0,001), obr. €.3. Déale byly prokazany
pozitivni signifikantni korelace mezi ADMA a homocysteinem (obr.C.4, r =
0,420, p < 0,001), ADMA a leptinem (obr.¢.5, r = 0,242, p < 0,001) a negativni
korelace mezi ADN a leptinem (obr. €. 6, r = 0,33, p < 0,01). Vztah mezi ADMA
a ADN v plazmé nebyl statisticky signifikantni. Rozdily v hodnotach hs CRP,
IL-6, IL-10 a TNFa taktéz nebyly signifikantni.



Tab. €. 8 Vybrané parametry v tukové tkani v obou souborech

Ratio to HK gen/x 10> | Obese (gr.I) N(();l;oi)l(;se Statistical significance
Adiponectin visc 2348 32+10 p <0.025
IAdiponectin sc 2747 36£11 p <0.025
Leptin visc 22+6 18£5 p <0.05
Leptin sc 40+12 24+7 p <0.01
Resistin visc 0.06+0.81 0.06+0.01 NS
Resistin sc 0.11£0.08 | 0.075+0.02 p <0.05

Teoreticky miaze dochazet ke zvySeni ADMA &tyfmi mechanismy.1) zvySenou
metylaci proteini enzymem PRMT 2) akcentovanou proteolyzou a vznikem
preformovanych metylarginin, 3) poruSenou renalni exkreci a 4) poruchou
metabolismu DDAH (10).

Ke zvySeni ADMA muze dojit po hypervolemickych stavech jakou jsou srdecni
a renalni selhani &i zvySeny pfisun soli. Také hyperkatabolické stavy
(napf.endotoxemie, hyperparathyreosa ¢&i rhabdomyolyza maji zjistény
zvySené hodnoty plazmatické ADMA. Porusena renalni eliminace vede k
retenci a zvySeni hodnot ADMA pfi sniZzeni funkce ledvin, ale muzZe se také
podilet na zvySeni ADMA pfi hemorhagickém Ci septickém Soku. Zda se vSak,
ze celkové je nejCastéjSim mechanismem vedoucim k akumulaci ADMA
poruseny metabolismus DDAH, na kterém se mohou podilet i aktivity
proinflamacnich cytokin. NO produkovany kontinualné endotelialnimi
bufikami je zakladnim antiaterogennim faktorem: inhibuje oxidaci LDL,
redukuje adhezi monocytl k endoteliim a proliferaci bunék hladké svaloviny ¢i
snizuje aktivitu krevnich desti¢ek. Naopak ADMA stimuluje fadu procesl

spojenych s aterosklerozou, zvySenou adhezivitou monocytli, expresi



proinflamacénich a chemotaktickych faktort, akumulaci oxidovanych LDL v
makrofazich ap. U nemocnych v chronické renalni insuficienci je zvySeni

ADMA doprovazeno i zvySenim SDMA.

Obr. ¢. 1 ADMA a BMI u nemocnych po transplantaci ledviny

— regresni analyza
ADMA — asymetricky dimethylarginin
BMI — body mass index

ADMA and BMI
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Obr. ¢.2 ADN a BMI u nemocnych po transplantaci

ADN - adiponectin v plazmé
BMI — body mass index

ADN and BMI in renal transplant patients
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Obr. ¢. 3 ADMA a ADN ve visceralnim tuku v souboru nemocnych po
transplantaci ledviny

ADMA and ADN in visceral fat
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Obr. ¢. 4 ADMA a celkovy homocystein v plazmé u nemocnych po
transplantaci ledviny

ADMA and Homocysteine
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Obr. ¢. 5 ADMA a leptin u nemocnych po transplantaci ledviny
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Obr. ¢. 6 ADN a leptin u nemocnych po transplantaci ledviny

ADN and Leptin
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6.5. Hladiny ADMA u nemocnych lé€éenych hemodialyzou, hemodiafiltraci a
peritonealni dialyzou. Srovnani hladin a eliminace ADMA u jednotlivych
metod

Akumulace ADMA u dialyzovanych nemocnych souvisi kromé zhorSené renalni

exkrece téZ s porusenou enzymatickou degradaci ADMA (Tojo et al. 2000). Vysoka

hladina ADMA u hemodialyzovanych pravdépodobné souvisi se zhorSenim
aterosklerdzy, jak bylo prokazano naptiklad na karotidach (Zoccali 2002b). Mallamaci

doporucuje na zakladé svych pozorovani u 284 HD nemocnych zaclenit u

dialyzovanych osob do diagnostickych algoritma trojici testd a to marker zanétu

(CRP), marker funkce levé srde¢ni komory (natriureticky peptid B) a pravé ADMA

jako prediktor kardiovaskularnich komplikaci (Mallamaci et al. 2005). Pfestoze

prevazuji prace podporujici souvislost ADMA s kardiovaskularni nemocnosti a

umrtnosti, vysledky nejsou jednoznacné. Fleck neprokazal souvislost mezi

kardiovaskularnimi komplikacemi a ADMA u nemocnych s renalni nedostatecnosti, u



hemodialyzovanych, ani u osob po transplantaci ledviny (Fleck et al. 2003).

Analyza 7 prospektivnich studii, které zahrnovaly kolem 1000 HD a 176 PD pacientu
nedala jednotné vysledky. ADMA je podle nékterych praci vysSi u PD nez u HD.
Tento rozdil pfedstavuje pro PD nemocné vySSi riziko kardiovaskularnich
komplikaci, a to zhruba o 15%. (Zoccali, 2005). Morimoto naopak zjistil nizsi hladiny
ADMA u PD nemocnych nez u HD (Morimoto, 2005). Dale ve své studii zjistil, ze HD
s polysulfonovou membranou modifikovanou vitaminem E snizuje, na rozdil od
nemodifikované membrany, pfi dlouhodobém uziti predialyzaéni hladinu ADMA.
Jedina studie, ktera porovnavla efekt HDF a HD na hladinu ADMA, byla provedena
s polyamidovou dialyzacni membranou a prokazala, Ze HDF je v eliminaci ADMA
efektivnéjSi (Schroder M, 2001). Jaky vliv ma na hladinu ADMA dlouhodoba HD a

HDF pfi pouziti polysulfonovych membran, neni znamo.

6.5.1. Material a metody

Do studie byly zafazeny dvé skupiny nemocnych. Bylo to jednak 19 pacientu
léCenych kontinualni peritonealni dialyzou (CAPD) a dale 16 nemocnych z
hemodialyzacniho stfediska FN Plzen. Polovina z nich byla po dobu 8 tydnl IéCena
hemodialyzou (HD), druha polovina byla po stejnou dobu lé€ena hemodiafiltraci
(HDF). Poté byly 1éCebné procedury mezi skupinami zaménény a studie pokracCovala
dalSich 8 tydnu. Jako kontroni skupina bylo zvoleno 20 osob s normaini funkci ledvin
(kreatininova clearance vysSi nez 1,3 ml/s). Pacienti vSech tfi skupin (Hemo, CAPD,
Controls) byli srovnatelni vékem, pohlavim a BMI. Pouze jeden pacient v kontrolni
skupiné byl diabetik. V ostatnich skupinach byla byla polovina probandu s diabetes
mellitus (Tab. 9). Vendzni krev byla ziskana kubitalni venepunkci a do 1 hodiny os
sbéru zamrazena na -80 °C az do okamziku analyzy. U nemocnych |éCenych HD Ci
HDF byla krev odebrana pfed procedurou a po ni. Pacientim lé€enym CPAD byl
proveden jeden nabér krve. V pribéhu HD & HDF byl sbiran dialyzat a koncentrace
ADMA byla méfena ve dvou fazich: v dialyzatu za prvych 15 minut, kdy jsme
oCekavali vySi koncentraci ADMA, a v dialyzatu sbiraném kontinualné po celou
Ctyrhodinovou HD (HDF). Koncentrace v dialyzatu za celou proceduru byla vzata za
podklad pro vypocet odpadu ADMA béhem ocistovaci procedury. U nemocnych
léCenych peritonealni dialyzou byla koncentrace ADMA méfena v dialyzatu
vypusténém z peritonealni dutiny. Protoze HD i HDF probihaji tfikrat tydné, zatimco
CAPD je kontinualni procedura, byl odpad ADMA pfepocten na jeden den, aby bylo
umoznéno srovnani jednotlivych metod.

Koncentrace ADMA byla méfena immunometricky (kit ADMA® ELISA, DLD



Diagnostika GmbH, Hamburg, Germany) AUTO-EIA Il microplate reader
(Labsystems Oy, Espoo, Finland), homocysteine enzymatickou metodou (Carolina,
Brea, CA, USA). Koncentrace ADMA v dialyzatu byla zméfena po zahusténi na
rotanim vakuovém koncentratoru RVC 2-18 (Christ, Osterode, Germany) pro
ziskani méfitelné koncentrace analytu. Dialyzaty byly zkoncentrovany 10 — 20krat po
dobu 3 az 6 hodin za teploty 60°C. AGE byly zméfeny fluorescenéné a AOPP
fotometricky[Kalousova et al., 2002].

Pro statistické vypocty byl pouzit program R 2.2.0 [R Development Core Team,
2005]. Data jsou vyjadfena jako median (interkvartilové rozpéti). Dale byl pouZit

parovy a neparovy Wilcoxuv test, pro porovnani dvou a vice proménnych (mezi
HEMO, CAPD a kontrolni skupinou) ANOVA a TukeyHSD testy. *
—. Vztah mizi jednotlivymi naméfenymi
hodnatami byl vyjadfen Spearmanovym korelacnim koeficientem.

Tabulka ¢. 9 Zakladni charakteristika studované populace

Hemo (n = 16) CAPD (n =19) Controls (n = 20)
age (years) 69 (62.25 to 72.5) 66 (60 to 73) 67 (59.75 10 72)
sex (male/female) 8/8 13/6 8/12
diabetes 5 10 1
) 25.82 (23.43 to|25.32 (23.37 to
BMI (kg/m°) 26.07 (24.93 to 28.13)
28.74) 27.52)
. ) 1100 (625 02100 (1812.5 to
diuresis (ml/24 hrs) 128.5 (0 to 558)
1450) 2650)
0.11 (0.05 t02.02 (1.69 to
RRF (ml/s) 0.01 (0 t0 0.03)
0.15) 2.31)
" 800 (266 to
days of treatment 1731 (744 to 2453)

1267.5)
erythropoietin dose (units/week) 5000 (2018.75 to 10500)## 0 (0 to 3000)

wkk wkk

ACEI (count [percent]) 8 [50 %] 13 [68.4 %] 1[5 %]
ARB (count [percent]) 2 [12.5 %] 3 [15.8 %] 3 [15 %]
statins (count [percent]) 6 [37.5 %] * 13[68.4 %] 2[10 %]

" statisticky signifikantné oodli$né od kontrol (p<0.001)
“#  statisticky signifikantné oodligné od kontrol CAPD (p<0.05, p<0.01 resp.)



6.5.2. Vysledky

We observed a significant decrease of ADMA concentration after HD (p<0.001, CI = 0.34 to
0.79) and HDF (p<0.001, CI = 0.38 to 0.64; Table 2). Similar decrease was in homocysteine
concentrations (HD: p<0.001, CI = 9.9 to 16.5; HDF: p<0.001, CI = 10.2 to 17.4) and an
increase was in AOPP (HD: p<0.01, CI = 6.94 to 25.18; HDF: p<0.01, CI = 6.4 to 27.8). We
weren’t able to detect any changes in concentrations of ADMA, homocysteine, AGE and
AOPP after 8 weeks of either HD or HDF treatment. There were also no significant
differences in ADMA, Hcy, AGE and AOPP values between HD and HDF procedures in each

measure point (before, after, 8 weeks).

Tabulka €. 10 Changes before and after HF or HDF and after 8 weeks of HF or HDF
treatment. Values of AGE and AOPP after blood purification procedure were adjuster for
protein change before and after HD of HDF.

HD (n = 16) HDF (n = 16)
before after 8 weeks before after 8 weeks
ADMA 1.25 0.66 *** 1.21 1.26 0.64 *** 1.25

(umolfl) | (0.97t01.33) | (0.57t00.73) | (1.02t01.4) | (0.98t01.39) | (0.54t00.8) | (1.14 to 1.33)

Hey 28 13.78 *** 28.1 32.1 14.46 *** 23.9
(umol/l) |(23.03 10 39.08)  (12t0 19.84) | (21.8 to 33.18) |(24.73 to 35.9) | (13.57 to 16.14) | (20.1 to 31.22)

AGE 8.88 9.68 9.39 9.18 9.74 9.82
(FU/g) | (7.86t010.36) = (8.6t010.8) | (8.081t0 11.19) (7.79to 10.22) | (7.87 to 11.09) | (7.88 to 10.4)

AOPP 61.3 76.99 ** 66.35 63.4 772 61.5
(umol/l) | (54.68 to 71.28) | (62.69 to 94.59) | (61.48 to 74.2) | (61.4 to 67.55) | (69.2 to 95.34) |(51.3510 67.32)

k) kE Rk statistically significantly different from predialysis values (p<0.05, p<0.01,
p<0.001 resp.)

Controls showed lower values of ADMA (p<0.01, CI = 0.14 to 0.66), homocysteine (p<0.001,
16.5 to 20.9), AGE (p<0.001, CI = 4.17 to 6.17) and AOPP (p<0.001, 13.6 to 37.7) in
comparison with hemodialyzed patients before the study start (Tab. 11). Similarly, when
compared to peritoneally dialyzed patients, controls indicated insignificantly lower
concentrations of ADMA (p = 0.26), significantly lower levels of homocysteine (p<0.001, CI
=6.9 t0 20.6), AGE (p<0.001, CI =2.4 to 4.3) and AOPP (p<0.001, 17.2 to 40.3).

Peritoneally dialyzed patients, compared to hemodialyzed patients before the study start, had
insignificantly lower concentrations of ADMA (p = 0.09, CI = -0.03 to 0.50), significantly
lower levels of homocysteine (p<0.01, CI =2.7 to 17.2) and AGE (p<0.001, CI =0.78 to 2.8).



The highest net daily excretion of ADMA to dialysates was in HD and HDF groups (with no
significant difference between them, Tab. 12), whereas the CAPD group showed significantly
lower excretion to dialysates (in comparison with HD + HDF groups, p < 0.001, Tab. 12).

Tabulka €. 11 Rozdily mezi jednotlivymi skupinami probandl pfed zacatkem studie.

Hemo before (n = 16) CAPD (n=19) Controls (n = 20)
ADMA (umol/l) 1.26 11 (1.01 to 1.45) 0.96 (0.88 to 1.28) 0.89 (0.77 to 0.98)
Homocysteine (umol/l)  |33.4 t11 (27.15 to 39.93) 21.8 **(17.7 to 27.35) |11.45 (9.65 to 13.6)88§
114 (108.75 to 119.75)

Hemoglobin (g/l) i1t 114 (105 to 127) 139 (132 to 144.25) §§§
Total cholesterol

4.64 (4.27 to 4.89) 4.4 (3.73 t0 4.89) 5.12 (4.46 t0 5.9)
(mmol/l)
AGE (FU/g) 2.53 t11 (2.02 to 2.7) 1.89 ***(1.74 t0 2.23) |0.86 (0.77 to 0.96) §§§
AOPP (umol/l) 62 111 (57.4 to 65.45) 69.7 (61.2 to 72.75) 36.7 (32.87 t0 43.45) §§§

Rk statistically significantly different from hemo values (p<0.01, p<0.001 resp.)
t1, 117 - statistically significantly different from controls (p<0.01, p<0.001 resp.)
§§§ - statistically significantly different from CAPD (p<0.001)

Tabulka €. 12 Hodnoty koncentrace ADMA v dialyzatu

HD HDF CAPD
15 min total 15 min total total
(n=15) (n=16) (n=15) (n=14) (n=19)
0.163 0.131 0.213 0.330
ADMA 0.135
(0.130 to(0.104 to(0.167 to (0.240 to
(umol/l) (0.87 to 0.145)
0.208) 0.150) 0.246) 0.406)
ADMA
. 17.3 17.3 2.1
excretion
(14.3 to0 20.5) (11.6t019.2) |((1.2t02.2)
(umol)
ADMA
] 7.4 7.4 2.1
excretion
(6.1 to 8.8) (49108.2) (1.2 to 2.2)%**
(umol/day)

*#* _ statistically significantly lower than HD and HDF values together (p<0.001)



7. Zavéry a doporuceni

7.1. Zavedeni metody detekce ADMA

7.2.  ADMA a homocystein u hemodialyzovanych nemocnych

7.3. ADMA a progn6éza nemocnych |é€enych hemodialyzou. Srovnani s dalSimi
rizikovymi faktory celkové umrtnosti.

Tato studie porovnala koncentrace ADMA, homocysteinu, albuminu, CRP, BNP a
troponinu | jako prediktivnich faktorl celkové mortality ve skupiné HD nemocnych.
Jedna se o prubézné vysledky po 1 roce a 5 mésicich sledovani nasi studijni
populace. Z vysledku plyne, ze ADMA ve srovnani s ostatnimi faktory pini pouze
podruznou roli. K tomuto zavéru jsme dospéli na zakladé porovnani hodnot ADMA u
pfezivSich [1,14 (0.98-1.31) umol/l] a zemfelych [1,16 (1,02-1,27) pmol/l] HD
nemocnych. Mediany téchto hodnot jsou témér stejné a z klinického hlediska
prakticky nerozliSitelné. Ze sledovanych parametrl se jako statisticky vyznamné
prediktory preziti jevily hladiny albuminu, CRP a troponinu |. Koncentrace u
pfezivSich a zemrelych HD nemocnych byly nasledujici: albumin 38,9 (36,5-41,1) g/l
a 35,4 (30,3-38,4) g/l; CRP 5,22 (2,03-15,3) mg/l a 15,7 (5,99-35,52) mg/l; troponin |
0,02 (0,001-0,03) pg/l a 0,04 (0,01-0,06) ug/l. Prakticka klinicka vyznamnost méfeni
téchto parametrl jako prediktor pfeziti u HD nemocnych bude pfedmétem dalSich

analyz.

7.4. ADMA u obéznich osob po transplantaci ledviny a vztah k hladinam
adipocytokinu

Vyzkum v problematice ADMA probiha jiz téméf 15 let nicméné, zvlasté u
nemocnych v renalni insuficienci neni zcela jasné, zda ADMA je pouze
retencnim produktem pfi sniZzené renalni funkci a tedy jeho metabolizaci, Ci je

pfimo uremickym toxinem ovlivaujicim rozvoj kardiovaskularnich komplikaci.



Studie u nemocnych po transplantaci ledviny ukazaly, Ze s rozvojem renalni
funkce plvodné velmi zvySena hladina ADMA klesa, ale pfi vyborné funkci
transplantované ledviny zlstava 2-3x vysSi nez u zdravych jedincu. (Podobné
nalezy zjiStujeme i u nékterych dalSich adipocytokinu, jako je leptin Ci
adiponectin a u homocysteinu). Nepochybné zde tedy hraji roli dalSi ne dosud
objasnéné faktory jako je napf. inzulinorezistence, hypertenze, obezita a
pravdépodobné téz uzivani imunosupresivnich Iékl. Také samotné stanoveni
ADMA v plasmé neodpovida jeho koncentraci v burikdch a vyznamnou roli
hraje i pfisun &i rozpad proteint (arginin). Vysledky na$i studie u obeznich
nemocnych po transplantaci ledviny prokazaly rozdily mezi markery
endothelialni dysfunkce ve srovnani se skupinou neobeznich nemocnych, a to
i pfi souCasném vlivu imunosuprese. Vyznamné zmény byly predevsSim
zachyceny pfi analyze tukové tkané, ktera by mohla slouzit jizZ bezprostfedné
po transplantaci jako mozny prediktor rozvoje Ci nerozvoje rizikové obezity,
Velmi vyznamna je pozitivni korelace mezi ADMA a BMI pfi souCasné
negativni korelaci mezi ADN a BMI. Pfi analyze v naSem souboru nemocnych
nebyla prokazana pfima korelace mezi ADMA a ADN v plazmé. Velmi
vyznamny je vSak nalez negativni korelace mezi ADMA v plazmé a ADN ve
visceralnim tuku. Vyznam stanoveni ADMA umoznuje i prokazani pozitivni
korelace mezi ADMA a leptinem a ADMA a homocysteinem, zatimco mezi
ADN a leptinem byla korelace negativni. Z naSich nalezli je zfejmé, Ze
metabolicky syndrom spojeny s obezitou pfedstavuje po transplantaci ledviny
vyznamny rizikovy faktor pro rozvoj kardiovaskularnich komplikaci. Je spojen
se zvySenymi hodnotami ADMA, leptinu, homocysteinu a rezistinu a soucasné
snizenou hodnotou ADN. Za velmi vyznamné Ize povazovat signifikantni vztah
mezi hodnotou ADMA a ADN ve visceralni tukové tkani, nebot bezprostfedni
analyza tukové tkané odebrané v Case operace by umoznovala predevsim
rozvoj rizikové visceralni obezity a metabolického syndromu.

Vysledky nasi studie maji zatim své limity dané velikosti souboru a ne zcela
identickym, schématem imunosupresivni |éCby. Nelze tak odliSit ev. mozné

rozdily v metabolickém vlivu cyklosporinu A a takrolimu, Naproti tomu,



dlouhodobé monitorovani pfijmu energie a proteinu v potravé potvrdilo vyssi

pfisun u obeznich nemocnych.

7.5. ADMA u nemocnych |é€enych hemodialyzou, hemodiafiltraci a peritonealni
dialyzou.

Although the aim of this study was not to assess causes for differences in ADMA levels
between Hemo and CAPD patients, we made an attempt to understand this difference. We
used a stepwise backward algorithm for a linear regression model with ADMA as dependent
variable and age, sex, BMI, diabetes, total cholesterol, weekly erythropoietin dose,
hemoglobin and homocysteine concentrations, residual renal function, statins use and type of
renal replacement treatment (Hemo or CAPD) as independent variables. The resulting model
is summarized in Table 4. It seems that the strongest predictor of ADMA values is presence of
diabetes, followed by RRT type, statins use and BMI. However, this model should be

interpreted cautiously due to small number of patients and design of the study.

8. Souhrn
9. Summary

podékovani
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