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Enzym dimetylarginin dimetylaminohydroldza metabolizuje asymetricky dimetylarginin a asymetricky monometylarginin na citrulin a metylamin. Po
zisteni, ze asymetricky dimetylarginin je endogénnym inhibitorom vietkych troch izoforiem syntdzy oxidu dusnatého, sa na biolégiu dimetylarginin
dimetylaminohydroldzy sistredila velkd pozornost. Koncentrdcie asymetrického dimetylargininu sd zvysené pri rozliénych kardiovaskuldrnych ochoreniach,
niektoré z nich sa spdjaju s poruchou syntézy oxidu dusnatého. Preto sa zdd, Ze inhibicia NO-syntdzy asymetrickym dimetylargininom predstavuje novy
mechanizmus reguldcie produkcie oxidu dusnatého in vivo. Navyse aktivita dimetylarginin dimetylaminohydroldzy je potrebnd na udrzanie koncentrdcii
asymetrického dimetylargininu pod prahom, nad ktorym dochddza k inhibicii NO-syntdzy, alebo slizi na jemné doladovanie aktivity NO-syntdzy tym, Ze
udrZiava jej tonickd inhibiciu.
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The enzyme dimethylarginine dimethylaminohydrolase metabolizes asymmetrically methylated arginine and asymmetrical dimethylarginine fo citruline
and methylamine. After the discovery that asymmetrical dimethylarginine is a competetive inhibitor of all three isoforms of nitric oxide synthase, interest
was focused on the biology and physiology of dimethylarginine dimethylaminohydrolase. Plasma levels of asymmetrical dimethylarginine are elevated in
arange of cardiovascular diseases. Some of them are associated with impaired nitric oxide synthesis. This has led fo the suggestion that inhibition of nitric
oxide synthase activity by asymmetrical dimethylarginine represents a novel mechanism of regulation of nitric oxide production. Dimethylarginine
dimethylaminohydrolase activity may be required fo maintain levels of asymmetrical dimethylarginine below the concentration that inhibits nitric oxide

synthesis.
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Endotelova dysfunkcia je charakterizovand nerovno-
véhou medzi relaxaCne a kontrakéne posobiacimi faktor-
mi. MoZe byt pri¢inou alebo dosledkom cievnej choroby
a jednym z kardiovaskularnych rizikovych faktorov. Poru-
cha endotelovej funkcie predchddza morfologické zmeny
a poruseny endotel moze zapriCinit vazospazmus, vazokon-
strikciu, nadmernu trombdzu a abnormalnu vaskularnu
proliferdciu. NaruSend je vazomotilita a permeabilita, rov-
novaha medzi koagulaciou a fibrinolyzou, zloZenie suben-
dotelového matrixu, extravazacia leukocytov a proliferécia
hladkosvalovych buniek. Endotelova dysfunkcia vedie in
vitro k adhézii leukocytov, infiltricii cievnej steny mono-
cytmi, makrofagmi a lipoproteinmi. Toto je prvé Stadium
tvorby penovych buniek v procese aterosklerdzy.

Oxid dusnaty (NO) je doposial najpotentnej$im zné-
mym vazodilatdtorom. Okrem vazodilata¢nej funkcie ma
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vSak aj mnoho inych ac¢inkov. ZniZen4 tvorba NO zvySu-
je adhéziu trombocytov so zvySenym uvolfiovanim dos-
tickového rastového faktora PDGE, ¢o vedie k migrécii
a proliferécii buniek hladkej svaloviny a promdcii atero-
sklerotického procesu. NO vznikd z aminokyseliny L-argi-
ninu pomocou NO-syntdzy (NOS) a jeho tvorbu potldca
kompetitivna inhibicia tohto enzymu, najma metylova-
nymi analégmi L-argininu (metylovanymi argininovymi
zvySkami), z ktorych sa v plazme v najvicSej koncentré-
cii vyskytuje asymetricky dimetylarginin (ADMA) (1).

Enzym dimetylarginin dimetylaminohydroldza (DDAH)
hydrolyzuje asymetricky metylované argininové zvysky, kto-
ré st endogénne produkovanymi inhibitormi vSetkych troch
izoforiem NO-syntdzy. Kedze metylované argininové zvys-
ky vznikaja proteolyzou najma nukledrnych proteinov, kto-
ré zohréavaju klicové tlohy v bunkovom jadre, koncentracia
metylargininov zavisi najma od rychlosti ich degradécie, teda
od aktivity DDAH. DDAH je kliiCovym determinantom in-
traceluldrnej koncentrécie metylargininovych rezidui a teda
faktorom, ktory moduluje produkciu oxidu dusnatého in vivo
(1,2).

U cicavcov (vratane cloveka) sa vyskytuju dve izoformy
dimetalarginin dimetylaminohydrolazy (DDAH-1a DDAH-
2), ktoré maju zrejme podobné katalytické vlastnosti
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a odliSuja sa tkanivovou distribticiou. DDAH-1 sa vyskytuje
predominantne v tkanivich, v ktorych je exprimovand neu-
rondlna NOS (nNOS), kym DDAH-2 sa vyskytuje prevazne
v husto vaskularizovanych tkanivach, kde je exprimovana
endotelova NOS (eNOS). Struktira DDAH bola pocas evo-
ldcie vysoko konzervovand — aktivne miesto je ulozené
v centre pentaénu tvoreného piatimi BBaf motivmi rozlo-
Zenymi okolo pseudo-pétnasobne;j osi (3). Katalytické miesto
vietkych zndmych foriem DDAH (od baktériovej po obidve
[udské izoformy) vytvara tridda aminokyselin (Cys, Hisa Asp
alebo Glu). Aktivne miesto fudskej DDAH vytvara tridda
Cys-273, His-172 a Asp-126. Pritomnost reaktivneho zvySku
cysteinu na pozicii 273 zvySuje pravdepodobnost, Ze aktivitu
DDAH reguluje S-nitrozylcia tohto zvySku priamo mole-
kulou NO. Ide o potencidlny homeostaticky mechanizmus
kontroly tvorby NO negativnou spétnou véizbou (4).

Farmakologickd inhibicia alebo ,knokautovanie®
génu pre DDAH zvySuje plazmatické aj intracelularne
koncentrécie asymetrického dimetylargininu, ktory je
hlavnym endogénnym inhibitorom NOS. Naopak, nad-
produkcia DDAH mé opacny efekt. Napriek povzbudi-
vym vysledkom in vitro Studii a Studii na zvieracich mo-
deloch, kedy farmakologicka inhibicia alebo naopak
heteroldgna nadprodukcia DDAH zapricinili relativne
velké zmeny koncentracii ADMA, ktoré ovplyvnili pro-
dukciu NO, situécia u Tudi in vivo je ovela menej jasné (5,
6).

Okrem priamej inhibicie eNOS s poklesom produk-
cie NO endotelom a prevahou vazokonstrikéne posobia-
cich mediatorov, md ADMA aj mnoho dalSich ac¢inkov.
Britski autori pouzili model s mySami s knokautovanym
génom pre DDAH-1 (DDAH-17*). DDAH-1"* mysi kri-
zili navzdjom, ¢im ziskali potomstvo DDAH-17*
a DDAH-1** mysi v pomere 2 : 1. To znamen4, Ze pre
norméalny vyvoj je nevyhnutnd aspori jedna képia génu
pre DDAH a fenotyp DDAH-1" umiera este in utero (7).
DDAH-1"* mysi sa vyvijali normalne, ale delécia jedne;j
alely pre DDAH spdsobila zvySenie plazmatickej koncen-
tracie asymetrického dimetylargininu priemerne o 0,2 -
0,6 umol/l, ¢o je zvySenie podobné ako u pacientov
s pocetnymi kardiovaskuldrnymi rizikami. Plicne endo-
telové bunky DDAH-1"* mysi vykazovali v kulttre signi-
fikatne vy$Siu produkciu ADMA a znizent produkciu NO
ako rovnaké bunky DDAH-1*/* my$i. Kultivicia buniek
DDAH-1** mysi v médiu obsahujicom inhibitory
DDAH viedla k rovnakému poklesu produkcie NO. Pri
DDAH-1"* mysiach sa zistila endotelova dysfunkcia
v systémovej aj plucnej vaskulatire. Cievy vykazovali zvy-
Senu kontraktilitu ako odpoved na fenylefrin, redukova-
nu relaxdciu po acetylcholine alebo kalciovom ionofore
A23187 a zvySenu relaxdciu po pridani nitroprusidu

sodného (NO-donor). Znizenie vazodilatacnej odpove-
de na acetylcholin v bunkach ciev DDAH-17/* mysi alebo
v normalnych bunkéch kultivovanych v médiu s inhi-
bitorom DDAH je reverzibilné po podani L- ale nie D-
argininu (8, 9). Tieto nalezy jasne dokazuju, Ze zniZenie
aktivity DDAH a/alebo zvySenie koncentracie endogén-
neho asymetrického dimetylargininu moZe indukovat bi-
ochemicky fenotyp, ktory sa spdja s vy$§im kardiovasku-
larnym rizikom.

Zaujimavy je aj asovy priebeh inhibicie DDAH, pre-
toze moze poskytnut nahlad do funkcnej kinetiky tejto
metabolickej cesty. Na rozdiel od takmer okamzitého
efektu priamych inhibitorov NOS, inhibicia DDAH ve-
die k postupne sa vyvyjajicemu ucinku, ktory dosiahne
maximum az po niekolkych minitach DDAH inhibicie.
Tento nalez zodpoveda predpokladom, Ze neustédla nizka
produkcia ADMA (ako produktu proteinového katabo-
lizmu) sa udrziava pod koncentraciou spustajicou inhi-
biciu NOS prave aktivitou DDAH. Po inhibicii DDAH
dochadza k pozvolnej akumulacii asymetrického dime-
tylargininu aZ po dosiahnutie koncentracie postacujice]
k supresii NO-syntazy (10, 11).

Pri sledovani hemodynamickych ucinkov haploinsu-
ficiencie DDAH-1 sa v jednej Studii zistilo signifikantné
zvySenie stredného artériového tlaku, periférnej cievnej
rezistencie, srdcového vydaja a tlaku v pravej komore
u DDAH-17* mysiv porovnani s divokym typom DDAH-
1**. Farmakologicka inhibicia dimetylarginin dimetylhyd-
rolazy potvrdila tieto nélezy - tlak v malom obehu
DDAH-1** my$i sa signifikantne zvysil 30 minut po in-
travenoznom podani inhibitora DDAH-1 — metylesteru
NE-(2-metoxyetyl)argininu (12).

Autori inej Stadie pouzili transgénové mysi, ktoré
produkovali zvySené mnozstva fudskej DDAH-1. U tychto
my$i zaznamenali zrychlenie srdcovej akcie priblizne
0 10 %, ¢o pravdepodobne suviselo s aktiviciou sympa-
tika, indukovanou poklesom systémovej rezistencie.
Zrychlenie srdcovej frekvencie spevadzal 10 % pokles vy-
vrhového objemu, takZe v kone¢nom ddsledku minttovy
objem zostal zachovany na rovnakej urovni. Redukcia vy-
vrhového objemu vznikla pravdepodobne skratenim casu
diastolického plnenia komor a zniZzenim vendzneho na-
vratu v dosledku zvySenej poddajnosti vendzneho riecis-
ka prizvySenej produkcii NO u transgenickych mysi. Zvy-
Senie srdcovej frekvencie moze byt v tomto pripade aj
kompenzéciou zniZenej kontraktility komor. Je zndme,
ze NOv submilimolérnych mnoZstvach redukuje kontrak-
tilitu myokardu. Preto aj u pacientov so srdcovym zlyha-
nim ma aktivicia induktibilnej formy NOS signifikantny
ucinok na systolickud aj diastolicku funkciu (13, 14). Aj
ked mad NO priamy efekt na sinoatridlny uzol (zniZuje
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Obrazok 1 Vyznam DDAH pri regulacii produkcie NO a v procese
angioneogenézy

Figure 1 Role of DDAH in the regulation of NO production and in angioneogenesis
Arg — arginin (Arginine), Arg-M — metylovany arginin (Methyiated arginine),
Arg-Me, - dimetylarginin (pimethylarginine), DDAH - dimetylarginin
dimetylaminohydroléza (pimethylarginine dimethylaminohydrolase), Citr. —
citrulin (Citrutine), MA — metylamin (Vethylamine), NF-1 — neurofibromin-
1 (Neurofibromin-1), NOS - NO-syntdza (NO-synthase), PKA —
proteinkindza A (Proteinkinase A), Sp1 —transkripcny faktor (Transcription

factor 1), VEGF — vaskularny endotelovy rastovy faktor (vascular
endothelial growth factor)

automaticitu a tym znizuje srdcovi frekvenciu), v tomto
pripade prevladala aktivacia sympatika so zvySenim srd-
covej frekvencie. Jednym z moZnych mechanizmov, kto-
1y sa spolupodielal na tomto efekte, je pravdepodobne
miestna inhibicia DDAH v dosledku zvySenej lokalne;j
tvorby NO, ktoré prebieha N-nitrozylaciou Cys-273 zvySku
v molekule dimetylarginin dimetylaminohydrolazy (15).
Zaujimavym zistenim bolo, Ze endotelové bunky z aorty
DDAH transgénovych mysi nevykazovali zvy$enu aktivi-
tu NOS. Ddlezité je si uvedomit, Ze hlavnym podne-
tom na expresiu NOS v aorte je strihové napdtie, teda
faktor chybajici v podmienkach in vitro (16). Nadpro-
dukcia DDAH viedla okrem toho k zvySenej aktivite
NOS v endotelovych bunkéch, zniZenym plazmatickym
koncentrdcidm ADMA a k zniZeniu systémového tla-
ku v dosledku zniZenej periférnej vaskuldrnej rezisten-
cie (13).

Aktivita DDAH a koncentracie ADMA zohrévaju
tlohy aj v procese angioneogenézy a pri migracii endo-
telovych buniek. ZniZenie koncentracie ADMA alebo
nadprodukcia DDAH pri transgénovom prenose vedie
in vitro k zrychleniu tvorby kapildr v linidch Tudskych en-
dotelovych buniek. Naopak, farmakologicka inhibicia
DDAH inhibuje kapildrnu formaciu (17). Mechanizmus,

ktorym ADMA ovplyviiuje angioneogenézu, nie je zatial
uplne objasneny, zda sa vsak, Ze cesta DDAH/ADMA
ovplyviiuje motilitu endotelovych buniek. Motilita endo-
telovych buniek zavisi od produkcie NO, pricom niektori
autori uvadzaju, ze NO pohyblivost endotelovych buniek
zvySuje (18), ini, Ze ju inhibuje (19). Oxid dusnaty spusta
rozlicné intracelularne signdlne kaskady, vratane fosfo-
ryldcie serinovych zvySkov proteinov proteinkindzou
G (PKG), S-nitrozylacie cielovych bielkovin alebo ade-
nozin 5’-difosfat ribozylacie (20 — 22). NO tiez ovplyviiu-
je expresiu a aktivitu Rho GTP-4zy, ktora je kliCovym
reguldtorom bunkovej motility a aktinového cytoskele-
tu. Expresia RhoA mRNA sa v endotelovych bunkéach
z potkanej aorty pozitivne regulovala NO/PKG cestou
(23). Exogénny aj endogénny asymetricky dimetylarginin
indukuje tvorbu stresovych fibril, ¢im sa zvySuje adhezi-
vita a znizuje motilita endotelovych buniek. Tento efekt
je sprostredkovany NO-mediovanou aktivaciou RhoA
a Rho kindzy. Nadprodukcia DDAH, ktord vedie k pok-
lesu ADMA, vedie aj k tprave bunkového fenotypu
a bunkovej motility (24).

Zaujimavym nélezom viacerych Studii bolo, Ze zvySe-
nim koncentracie ADMA o 0,1 umol/l sa zvySuje vyskyt
kardiovaskularnych prihod az o 20 %. Otézne je, ¢i taka-
to mald zmena koncentracie ADMA mdZe sposobit taki
vyraznu inhibiciu produkcie NO. Hodnota IC,; ADMA
na NOS sa pohybuje rddovo v desiatkach umol/l,
v zévislosti od koncentricie prevazujiceho L-argininu.
KedZe koncentracie L-argininu zriedkavo klesnd pod
100 umol/l a koncentracie ADMA sa pohybuji v roz-
medzi 0,3 - 1,0 umol/l, je nepravdepodobné, ze by zvy-
Senie koncentracie asymetrického dimetylargininu
0 0,1 umol/l malo taky vyrazny efekt na metabolizmus
NO. Aj ked'intraceluldrne koncentracie ADMA st ovela
vysSie, zda sa, Ze ADMA a DDAH maju aj tcinky nezé-
vislé od NO (295).

Patofyziologické koncentricie ADMA mozu regulo-
vat expresiu génov NO-nezavislym mechanizmom. Nad-
produkcia DDAH ovlyviiuje expresiu génu pre vaskularny
endotelovy rastovy faktor (VEGF - vascular endothelial
growth factor), a to priamou vaizbou DDAH-2 na protein-
kindzu A (PKA) a ciastocnou fosforylaciou transkripéné-
ho faktora Sp1. Fosforylovany Sp-1 sa importuje do bun-
kového jadra a aktivuje transkripciu VEGF (26). Podobne
DDAH-1 sa in vitro priamo viaze na neurofibromin-1
(NF-1), regulator Ras-cesty. Vizba DDAH-1 na NF-1 ve-
die k fosforylacii NF-1 cestou proteinkindzy A (obrazok1).
Fibroblasty NF-1" mysi prekvapujico vykazovali zvysent
aktivitu DDAH, ¢o podporuje hypotézu, Ze aktivitu DDAH
mozno regulovat vizbou NF-1 (27).
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Zaver

Metylargininy, najmd ADMA, st endogénnymi re-
gulatormi NOS aktivity. Koncentracie ADMA st silnym
a nezévislym prediktorom mnohych kardiovaskularnych
ochoreni a st zvySené aj pri inych situdcidch spojenych
so zvySenym kardiovaskuldrnym rizikom (diabetes melli-
tus, hypercholestrolémia a pod.). Koncentracie asymet-
rického dimetylargininu Ciastocne odrdzaju rozdiely
v expresii DDAH proteinov a na alteracii aktivity DDAH
sa pravdepodobne podiefa NO (cestou N-nitrozylacie
cysteinového zvysku v molekule DDAH), ale aj NO-ne-
zavisla cesta — priama vézba na bielkoviny. ZniZen4 akti-
vita DDAH s néslednym zvySenim koncentrécii asymet-
rického dimetylargininu a inhibiciou produkcie NO vedu
k promdcii aterosklerotického procesu. Terapeutické
moduldcia koncentracii ADMA, pravdepodobne farma-
ceutickou alebo genetickou modifikaciou aktivity dime-
tylarginin dimetylaminohydrol4zy, moze teda predstavo-
vat novu stratégiu liecby kardiovaskuldrnych ochoreni.
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