. 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 1éCeni 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 zpusobuje 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 ucinek
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 blokddou aktivniho centra NOS dvéma

derivaty L-argininu: N®%monomethyl-L-argininem (L-NMMA) a N®N®-dimethyl-L-
argininem (asymetricky dimethylarginin — ADMA). Vzorce jednotlivych methylderivata

uvadi obr. 2.
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 ). Pusobenim enzymu
proteinmethyltransferazy (PRMT) I a II dochazi k methylaci zbytkl argininu v molekulach
proteini a pii jejich degradaci vznikaji dva stereoizomery, ADMA a SDMA. Lidské



endotelové bunky 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 vylu€ovan 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.

L-methionine ™~

S-adenosylmethionine

A-}. ~J)- L-arginine

-

fars ¢-\
{l‘..:.'-."" .

CHy

S-adenosylhomocysteine - “CH
"/4 ‘ ,im N
homocysteine
lproreolysfs L-arginine

e ( NO synthase
endothelial dysfunction

L-citrulline l

urinary
excretion
vascular disease



Spolecna 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, napt. za ptitomnosti oxidovanych LDL, figuruje jako
autokrinni reguldtor aktivity entotelové NOS. Ito a kol. [Ito et al., 1999] prokazali, ze po
inkubaci oxidovanych LDL a TNF-alfa (tumor necrosis factor) s buiikami 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 balonové 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 zplsobuje vazokonstrikci, kterda je reverzibilni za pfitomnosti L-
argininu.[MacAllister et al., 1996] Jsou znamy dv¢ izoformy DDAH: DDAH-1 a DDAH-2.
Prvni z nich Ize 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 regula¢nich mechanismil, které jest€¢ nejsou zcela detailné popsany. Bylo
prokéazano, ze oxidacni stres indukovany oxidovanymi LDL nebo TNF-alfa snizuje aktivitu
DDAH, ale nikoli expresi jejiho proteinu v bunkach endotelu in vitro. [Ito et al.,
1999]Aktivita DDAH je blokovana zvySenou koncentraci homocysteinu (Hcy) v buiice
jednak pomoci redox pienasecii a zaroven ptimou interferenci Hcy se samotnou DDAH. Oba
mechanismy vedou ke zvySeni koncentrace ADMA. [Stiihlinger et al., 2001] Dale je DDAH
inaktivovana S-nitrosylaci, [Leiper et al., 2002]coz vede k ptedpokladu zpétné regulace
hladiny ADMA pfi zvySené hladin€ NO. Exprese genu DDAH je indukovéna tzv. all-trans
retinovou kyselinou. [Achan et al., 2002]



