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Vliv preanalytické fize na enzymatické stanoveni homocysteinu

Abstrakt

Homocystein je jednou z vySetfovanych latek, jejichz zvySené hodnoty slouzi jako
mozny ukazatel rizika vzniku kardiovaskularnich chorob. Jeho hladina je zjistovana
také pfi deficitu vitaminu B12 a folatu Ci pfi podezieni na dédicné metabolické poruchy.
Homocystein je pomérné nestabilni, a proto je pii zjisténi jeho hladiny dulezité dbat na
dodrzeni spravného preanalytického postupu. Ke stanoveni hladiny homocysteinu se
vyuzivaji rizné analytické metody. V této praci bylo pouZzito enzymatické stanoveni
hladiny homocysteinu v plazmé na automatizovaném biochemickém analyzatoru. Cilem
této prace je poukazat na dulezitost preanalytické faze pii laboratornich vysetfenich
biologického materialu. Byla sledovana koncentrace homocysteinu ve vzorcich, které
byly zpracovany po uplynuti rizného Casového intervalu od odbéru krve. Naméfené
hodnoty koncentraci homocysteinu v plazmé ukazaly, Ze s narGstajici Casovou
prodlevou mezi odbérem vzorku a samotnym zpracovanim, dochazi k naruseni stability
stanovovaného analytu. Pfi skladovani nezpracovanych vzork(i doslo ke zvyseni
koncentraci homocysteinu v priméru o 60% za 24 h. Rovnéz byla ovéfovana stabilita
plazmatického homocysteinu u vzork zpracovanych bezprostiedné po odbéru krve a

zanechanych pfi laboratorni teploté.

Kli¢ova slova: homocystein, hyperhomocystenémie, preanalytickd faze, enzymaticka

metoda



Effect of preanalytical phase on enzymatic determination of

homocysteine

Abstract

Homocysteine is one of the investigated substances, which increased values serve
as a possible indicator risk of development cardiovascular disease. Its level is also
determined in case of vitamin B12 and folate deficiency or suspicion of hereditary
metabolic disorders. Homocysteine is relatively unstable, therefore is important to
follow the correct preanalytical procedures during determination. Various analytical
methods are used for this purpose. Enzymatic determination on an automated
biochemical analyzer was used in this work. The aim of this work is to point out the
importance of the preanalytical phase in laboratory examinations. The homocystein
concentration was measured in samples with prolonged time between blood collection
and their own processing. The measured values showed, that with the increasing time
lag between sampling and processing, the stability of the determined analyte was
impaired. The homocysteine concentration was increased on 60% during 24 hours by
storing of unprocessed blood sample. Also, monitoring the stability of plasma
homocysteine in samples processed immediately after blood collection and left at

laboratory temperatures.

Key words: homocysteine, hyperhomocysteinemia, preanalytical phase, enzymatic

method
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1. Uvod

V soucasné dobé¢ laboratote, a zejména laboratofe klinické biochemie, zpracovavaji
velké mnozstvi vzorkl. Je proto tieba klast diraz na preanalytickou ¢ast laboratorniho
vySetfeni. To je dualezité pravé pii spravném stanoveni hladiny homocysteinu.
Jednoduchd aminokyselina obsahuje siru a wvznikd pifi metabolismu sirnych
aminokyselin. Fyziologicky je tato latka dilezita pro fadu biochemickych pochodi
v téle, napriklad dodava methylové skupiny do reakci bunécného dychani. Zvysené
hladiny tohoto analytu pisobi toxicky. Prikladem je stimulace volnych kyslikovych
radikal homocysteinem, které pak mohou poskozovat sténu cévy. Nedbale provedena
preanalyticka cast vySetfeni muze vést k falesné pozitivnim vysledkim, a tudiz
interpretace vysledki pacientovi muze byt chybna. Enzymatické stanoveni
homocysteinu je dostupnd metoda pro bézné biochemické laboratofe a pfi spravném
postupu je nenaroCna a spolehliva. NejCastéji se k analyze pouzivaji vzorky krevni

plazmy.

V této praci je zdiraznén vyznam preanalytické faze laboratorniho vysetfeni od
pfipravy pacienta na odbér krve, az po vlozeni vzorki do pln¢ automatického
analyzatoru. Méfené budou hladiny homocysteinu v krevni plazmé v riznych ¢asovych
intervalech mezi odbérem a vlastnim zpracovanim vzorku, a sledovany rozdily
nameétenych koncentraci. Vysledky ukazou maximalni ¢asovou prodlevu mezi odbérem
a zpracovanim vzorku, ktera jeSté neovlivni vysledek. Podle vysledki muze byt

piipadné upraven nebo doplnén laboratorni postup u téchto typt vysetieni.



2. Homocystein

2.1 Obecné viastnosti

Homocystein, 2-amino-4-merkaptomaselna (sulfanylbutanovd) kyselina -
HS(CH,),CH(NH,)COOH, je jednoducha neesencialni 4-uhlikatd aminokyselina
obsahujici siru. Vznika jako meziclanek biochemického nitrobunééného metabolismu
esencialnich aminokyselin methioninu a cysteinu. Fyziologicky se homocystein
vyskytuje v organismu ve vice formach. Nejvétsi Cast tvori homocystein vazany
disulfidickou nebo amidovou vazbou na proteiny (70-90%), nejCastéji na albumin a vy-
globuliny (Brosnan a Brosnan 2006). Dal§i cast se vyskytuje v oxidované formé,
disulfidickym mustkem je spojen s druhou molekulou homocysteinu, nebo s jinou
aminokyselinou jako smiSeny disulfid, v redukované formé a pouze mala Cast jako
volny tzv. free homocystein (1-2%) (Jakubowski 2002).

Homocystein byl poprvé objeven a popsan v americké laboratofi biochemiky
Butzem a Vigneaudem roku 1932. Pozdé&ji byl v téze laboratofi vytvofen homocystein
také synteticky. Nejprve byl homocystein povazovan jen za dalsi molekulu dulezitou
v fadé biochemickych reakci organismu, s diagnostikou kardiovaskularnich onemocnéni
zaCal byt spojovan az po dlouhé tadé let vyzkumi. Byl objeven nejen v buikach
zivocicht, ale i rostlin nebo bakterii (Pfistoupilova et al. 1999).

V lidském organismu se homocystein vyskytuje jak v burikach, tak télnich
tekutinach. Charakteristické vlastnosti homocysteinu urcuje velikost molekuly, tvar a
reaktivni sulthydrylova skupina — SH. Podobné jako v piipad€ sulthydrylové skupiny i
reakce homocystein-thiolathového aniontu mohou vést k tvorbé volnych radikali. Tento
vodikovy atom reaguje rychle, snadno a agresivné s fadou dalsich molekul (Skovierova

et al. 2016).

O
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Obrazek 1 - Vzorec homocysteinu



2.2 Metabolismus homocysteinu
Jak jiz bylo zminéno, homocystein je neesencialni aminokyselina, ktera neni
soucasti bilkovin, nemuze byt tedy pfijat potravou. Vznika z proteinogenni

aminokyseliny methioninu (Bolander-Gouaille a Bottiglieri 2003).

Proteiny

.

NH;
HaC A)\
NG coor

tetrahydrofolat
\, Bg
\

\

Methylace Remethylace 5 10-methylen-
B2 tetrahydrofolat
X-CH; 5-methyl- &
tetrahydrofolat
serin x
Transsulfurace
Bs
cystathionin
CoASH
Ba
°\‘ 2-oxobutyrat -\\_’ propionyl-CoA
CO, CO; .
GSH =----- cystein I\i biotin
02 \ methylmalonyl-CoA
l Bz
taurin e----- cysteinsulfinat sukcinyl-CoA

!
!

Slo iy

Obrazek 2- Schéma metabolismu homocysteinu (Kralikova 2011)

Na spravném fungovani metabolickych reakci homocysteinu se podili tfi hlavni
enzymy, methylentetrahydrofolatreduktaza MTHFR, metyltetrahydrofolat—
homocystein—metyltransferaiza MTHFHMT a cystationin-f-syntdza CBS. Nasledné tfi
koenzymy, metylhydrofolat odvozeny od kyseliny listové, metylcyanokobalamin
odvozeny od vitaminu B12 a pyridoxalfosfat odvozeny od vitaminu B6. Remethylace

homocysteinu se vjatrech a ledvinach muZze ucastnit také betain-homocystein-
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metyltransferaza BHMT (Pokorny 2015). Nedostatek nebo nefunk€nost nekterého
ztéchto enzymi a koenzymli mize vést k porucham metabolismu homocysteinu.
Nasledné dochazi k hromadéni homocysteinu, a jeho zvySena koncentrace v plazmé se
nazyva hyperhomocysteinémie (Racek 2006).

Homocystein vznika Stépenim esencialni biogenni aminokyseliny methioninu
pusobenim vySe zminénych enzymi a koenzyml. Nejprve dochazi k preméné
methioninu na aktivovany S-adenosylmethionin (SAM), coz je katalyzovano prislu§nou
transferazou. Tato reakce je energeticky velmi narocna, jako zdroj energie slouzi ATP.
S-adenosylmethionin se dale pfeméni na S-adenosylhomocystein ods§tépenim methylové
skupiny a nasledn& dojde k pfemé&né na samotny homocystein (Spika 2004). Ten miZe
vstupovat do reakce, pii které dochazi ke slouceni s neesencialni biogenni
aminokyselinou serinem katalyzované enzymem cystationin-f-syntdzou za vzniku
cystationinu, po odstépeni homoserinu dojde ke vzniku cysteinu (Friedman et al. 2001).

Homocystein je zté€la odbouravan tfemi rluznymi zpusoby. Prvni zpusob je
remethylace zpatky na methionin, ktera probihd ve vsech buikach organismu. Druhy,
jiz zminény zplsob, je trassulfurace na cystein, k niz dochazi v burikach jater, ledvin,
slinivky a stfev. Tteti zpisob je téz remethylace na methionin burikami jater a ledvin.
Katalyzatorem této reakce je betain-homocystein-methyltrasferaza (Pokorny 2015).
Pokud dojde k poruse pfirozeného odbouravani vzniklého homocysteinu z téla, jeho
hladina se zvySuje a je pro lidsky organismus toxicka. Toxicita homocysteinu pusobi
napiiklad na cévy. NaruSeni stény tepen a zil maze vést k vy$Simu riziku vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni (Erben 2015).

Je nekolik teorii, jakym zpisobem by mohl patologicky homocystein
v organismu pusobit. Homocystein-thiolakton, jedna z forem homocysteinu, muize
vzniknout chybnou reakci z methioninu, a je pak misto né chybné zapojovan do
proteind. Protein-lysinové zbytky s navazanym homocysteinem pak snizuji schopnost
polymerace kolagenu pusobenim extracelularniho enzymu lysyloxidazy. Jeho zvySena
koncentrace zapriCinuje rozpad disulfidovych mustki aminokyseliny cysteinu.
Hromadénim monomerti pak dochazi k proliferaci bun¢k hladkého svalstva cév, a to
zpusobuje predCasné cévni, ale i kostni zmény (Hyanek J. et al. 2009).

Jina teorie zduraziuje vliv homocysteinu na produkci oxidu dusného, ktery pasobi
vazokonstrikén€, a to pomoci inaktivace enzymu odbouravajiciho inhibitor syntézy
oxidu dusnatého (Racek 2006).

NejspiSe je homocystein zapojen ve vice mechanismech, které vedou
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k patofyziologickym zménam — poskozeni endotelu, zkraceni Zivotnosti trombocytl,

snizeni fibrinolyzy, nebo vznik volnych radikalti (Ganguly a Alam 2015).

2.3 Hyperhomocysteinémie
Hyperhomocystenémii nazyvame zvysenou hladinu homocysteinu nad referen¢ni
hodnoty, jeji pfi¢ina mize byt rizna. Referencni rozmezi u fyziologického nalezu je

rozdéleno podle véku:

Tabulka 1- Referen¢ni rozmezi homocysteinu

pumol/1 pumol/1
déti do 15-ti let 5 10
15 — 65 let 5 15
nad 65 let 5 20

Hyperhomocysteinémii délime na tfi typy podle vySe hladiny homocysteinu
v plazmé, na mirnou (16-30umol/l), stiedni (31-100 pmol/l) a tézkou (>100 pumol/l)
(Racek 2006).

Hyperhomocystémii mizeme rozdélit i podle jejiho vzniku na vrozenou a
ziskanou. V obou piipadech nedochéazi k dostate€nému metabolizovani homocysteinu
v remethylacnim enzymatickém cyklu methioninsyntazy. Pfi¢inou je bud’ vrozena
porucha jednotlivych enzymi, nebo z deficitu enzymatického mechanismu kvuli
nedostatku enzymu a koenzymu (Carmel 2011).

V prubéhu Sedesatych let byla pozorovana a popsana dédic¢na choroba u pacienta
postizenych nadmérnym hromadénim homocysteinu a methioninu v krevni plazmé a
moci - homocystinurie. Pfi¢inou byla porucha enzymu cystationin-fB-syntazy, ktery se
uplatiiuje pii pfeméné homocysteinu na cystein, presnéji na meziprodukt cystationin.
Priznaky této nemoci zahrnuji zpomaleny psychicky vyvoj, defekt tvorby kosti,
kardiovaskularni onemocnéni, coz vede k pfedcasné smrti v atlém véku do 30 let. U této
nemoci dosahuji hodnoty homocysteinu v télnich tekutinach (mo¢, krevni plazma)
vysokych hodnot >100pumol/l (McCully 1999). U pacienti trpicich homocystinurii
(celosvétovy pomér vyskytu 1:200 000) je typickym nalezem tzv. rybich obratli na
patefi, dlouhych kostech a lebce (Al-Sadeq a Nasrallah 2020).  Pacienti s mirnou
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nebo stfedni hyperhomocysteinémii trpi zvySenou kiehkosti kosti o 40 — 200%. Podle
studii se u nedostatku vitaminu B6 a B12 také vyskytuji zmény mineralniho
metabolismu kosti, deficit vitaminu D a znacné snizena hustota kostni tkan¢ (Hyanek J.
et al. 2009).

Vroce 1969 byly pozorovany déti s homocystinurii, u kterych dochazelo
k predcasnému umrti v dasledku aterosklerozy a trombotickych stavii. Doktor McCully
navrhl termin hyperhomocysteinemia jako nezavisly rizikovy kardiovaskularni faktor.
Od této doby pokracoval vyzkum a ukazovalo se, ze i mirné zvySena hladina
homocysteinu v krvi se vyskytuje u ischemické choroby srdecni, stendzy perifernich
tepen, cévni mozkové piihody a zilni trombozy (Lai a Kan 2015).

Hyperhomocystenémie, mirna az stfedni, ma zpravidla jiné pfi€iny, nez pouze
defekt enzymu. Vznik a vyskyt hyperhomocysteinémie ovliviiuji také dalsi faktory, jako
jsou vek, pohlavi, dieta (veganstvi) nebo etnicka prislusnot (Hyanek J. et al. 2009).

Relativné Castymi a pomérné snadno terapeuticky feSitelnymi jsou deficity
kofaktori enzymi ucastnicich se metabolismu homocysteinu, které souvisi
s nedostatkem vitaminu. K deficitu vitaminu B12 dochazi pfedev§im u poruchy
absorpce, onemocnéni zaludku nebo stfev (pf.Crohnova choroba, celiakie, chronicka
gastritida), pfipadné u snizeného piijmu potravou (dieta zalozend na vegetarianstvi a
veganstvi). Zdroje vitaminu B12 jsou hlavné Zzivoc¢i§ného puvodu, pfirozené se
vyskytuje v mase, vnitinostech, mléénych vyrobcich a rybach. Clovék ma v jatrech
zasobu vitaminu B12 na nekolik let, proto se jeho nedostatek miize projevit az za néjaky
cas. Mezi klinické pfiznaky patfi megaloblastova anémie a neuropatie (Andrés et al.
2004).

Deficit vitaminu B9 - kyseliny listové nastava pii nedostateCném piijmu
potravou. Kyselina listova se nachazi v zivoc€isné i rostlinné strave, lidsky organismus si
ji neumi syntetizovat sam. Klinickymi projevy deficitu folatu jsou napf.:
megaloblastova anemie, zanét bukalni sliznice a sliznice jazyka, malabsorpce. Vyrazny
nedostatek mize vést az ke sterilit€ u obou pohlavi. U gravidity se doporucuje dodrzet
doporucenou denni davku 400 ug/den, protoze byla zji§téna spojitost mezi nedostatkem
kyseliny listové a Spatnym vyvojem neurdlni trubice v 1. a 2. trimestru tehotenstvi
(Stransky 2011).

Deficit pyridoxinu - vitaminu B6 vznika téz u nedostatecného piijmu potravou,
Castéji u vegetariani. Vitamin B6 je dilezitym kofaktorem u mnoha biochemickych

procesu, nejcastéji metabolismus aminokyselin (transaminace, dekarboxylace). Dale je

13



vitamin B6 nezbytny pro syntézu hemu. Jeho nedostatek se klinicky miize projevit jako
mikrocytarni anemie u fyziologickych hodnot Zeleza, kieCové stavy nebo nespecificka
dermatitida (Hellmann a Mooney 2010).

Fyziologicky dochazi k zvySovani hladiny homocysteinu v plazmé s vekem.
Duvodem je pokles glomerularni filtrace u starSi populace a snizovani koncentrace
vitamind skupiny B (Hyanek J. et al. 2009).

Dalsim pifipadem zvySené hladiny homocysteinu mtzou byt stavy po dlouhych a
rozsahlych operacich. Oxid dusny N,O je soucasti celkové anestezie, zvySuje
koncentraci homocysteinu v plazmé, tento ucCinek je vétsi s delSim trvanim anestézie.
Zvyseni koncentrace homocysteinu v plazmé vyvolané N,O muze zpusobit zavazné
pooperacni komplikace a byt pfi¢inou postoperativni mortality (Myles et al. 2008).

Geneticka zatizenost pro vznik hyperhomocysteinémie je homozygotni nebo
heterozygotni mutace MTHFR. Mutace 677CT je nejcastéjSim genetickym
polymorfismem. Jedinci s genotypem 677TT maji o 2,5 pumol/l vys$si hladinu celkového
homocysteinu nez ti s variantou 677CC. Dalsi ¢astou mutaci MTHFR je zaména A za C
na pozici 1298. Ob¢ tyto mutace maji za nasledek snizeni aktivity enzymu, coz mize
vést ke vzniku mirné hyperhomocysteinémie (Hyanek J. et al. 2017).

Zalezi také na hladin€ folatu a riboflavinu. Vitamin B2 je prekurzorem FAD a
kofaktorem MTHFR. Ve studiich se uvadi, zZe jedinci s genotypem CT a TT pro mutaci
MTHFR 677CT maji riboflavin v plazmé jako nezavisly ukazatel fyziologie nebo
patologie celkového homocysteinu. Samostatné studie ukazuji, ze mutace MTHFR
muze omezovat vazbu FAD, coz vede kjeji disociaci od enzymu MTHFR. Jak
riboflavin, tak kyselina listovda mohou chranit pfed ztratou funkce enzymu MTHFR
(Moat et al. 2003).

VétSina  dalSich  genetickych  polymorfismii v enzymech souvisejicich

s homocysteinem ma maly vliv na jeho koncentraci v plazmé (Refsum et al. 2004).

2.4 Indikace k vySetieni
Z 1ékarského hlediska je vySetfeni hladiny homocysteinu kromé diagnostiky
homocystinurie pouze nezavislym rizikovym faktorem riznych typl onemocnéni.
K jeho indikacim dochazi nejcastéji z nasledujicich duvoda:
e diagnostika vrozenych metabolickych poruch homocysteinu zejména u déti a

mladistvych (homocystinurie)
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rozpoznani pacientl s deficitem vitaminu B6, B12 a kyseliny listové a
monitoring 1éCby pacientl s deficitem vitamin B12 a kyseliny listové (Ueland a
Schneede 2008)

marker ke stanoveni rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (infarkt
myokardu, ischemicka choroba srde¢ni, aj)(Zhang et al. 2020)

renalni poskozeni (dialyzovani pacienti)(Lai a Kan 2015)

nezavisly faktor pro vznik riznych forem demence (Alzheimerova choroba)
zdivodnéni trombozy pacientd s fyziologickymi hodnotami hemokoagulacnich
parametru

u téhotnych v ptipadech novorozeneckych defekti (Downuv syndrom, defekty
neuralni trubice)(Refsum et al. 2004)

pooperacni hyperhomocysteinémie (Myles et al. 2008)

2.5 Analytické metody stanoveni homocysteinu

V pocatcich vySetfovani hladiny homocysteinu bylo obtizné zvolit spravnou

analytickou metodu. Jelikoz je homocystein podobny vice aminokyselinam nebo latkam

se sulthydrylovou — SH skupinou, dochéazelo k interferencim s témito latkami. Nejprve

byla nutna separace homocysteinu od podobnych latek, a teprve poté nasledovala

kvantitativni analyza homocysteinu. V soucasné dobé jsou jiz metody pro stanoveni

koncentrace homocysteinu zkracené a zcela automatizované (Pfistoupilova et al. 1999).

Stanoveni homocysteinu patii mezi bézné rutinni vySetfeni laboratofi klinické

biochemie. Nejcastéji se analyzuji vzorky krevni plazmy. VySetfeni homocysteinu

z jinych télnich tekutin (mozkomi$ni mok, semeno, aj) se bézné neprovadi, je soucasti

zejména vyzkumu (Vodova 2010).

Ke stanoveni hladiny homocysteinu se vyuzivaji rizné analytické metody napf.:

chromatografie (kapalinova, plynova), kapilarni elektroforéza, imunoanalyza,

enzymatické metody a dalsi.

Chromatografie je fyzikalné-chemické separacni metoda. Hlavni vyhodou je

stanoveni raznych frakci homocysteinu béhem jedné analyzy. Molekuly analytu se

rozdéli mezi 2 ¢asti, mobilni (pohyblivou) a stacionarni (pevnou) fazi.

Chromatografické analytické metody délime podle typu pouzité mobilni faze na

kapalinovou a plynovou (Humplikova S. et al. 2007). Pouzivaji se rizné typy

chromatografie, nejcastéji vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC s raznymi
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typy detekce. Nékdy k analyze slouzi i plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (Kralikova 2011).

Casto vyuzivanou metodou pro stanoveni celkového homocysteinu je
vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescen¢ni detekci. Nejprve musi dojit
k derivatizaci thiold homocysteinu v plazmé, poté nasleduje HPLC a jako fluorogenni
latka se pouziva amoniak-7-fluorbenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonat. Vyhodou je stabilita
sloucenin a vysoka fluorescence (Ashavaid et al. 2003).

Dalsim typem je kapalinovd vysokoucinnd chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Vyhodou je zkraceni analyzy vynechanim ¢asové narocné
derivatizace plazmy, kterd je potfeba u HPLC s fluorescencni detekci. Jako
nizkomolekularni redukéni €inidlo se pouziva 1,4—dithiothreitol. Tato metoda je vhodna
pro stanoveni hladiny celkového homocysteinu v plazmé 1 moci. ZavéreCna analyza je
uskutecnéna pomoci hmotnostniho spektrometru MS/MS (Humplikova S. et al. 2007).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s fotometrickou detekci je metoda
zalozena na shlukovani nanocastic zlata, ty jsou indukovany homocysteinem nebo
cysteinem a nasledné snizi absorpci pfi vinové délce 525 nm nebo zvysi absorpci pfi
vinovych délkach 600 — 700 nm. Vyhodou je stabilita a selektivita (Lu et al. 2007).

Kapilarni elektroforéza je dalsi pouzivana analyticka separacni metoda. Vzorek se
pohybuje v elektrickém poli a rozdéluje se podle rychlosti elektricky nabitych castic. U
stanoveni homocysteinu vyuziva thiolové skupiny (Ducros et al. 2002). Tato metoda je
vyhodna hlavné proto, ze k samotné analyze je potieba jen velmi malé mnozstvi vzorku.
Kapilarni elektroforéza ke stanoveni homocysteinu vyuziva detekce laserové
indukované fluorescence. Je to dostate¢né citliva metoda pro stanoveni i velmi nizkych
hladin analytu (Svabikova 2016).

Imunoanalytické stanoveni homocysteinu je dalsi analytickou metodou. Obecné
jsou imuno-metody zalozené na reakci antigenu s protilatkou za vzniku komplexu, kdy
jedna ztéchto casti musi byt oznaCend pro naslednou kvantitativni analyzu. Pro
stanoveni homocysteinu se pouziva chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, kde je
indikatorem chemiluminiscenéni barvicka (Svabikova 2016).

Enzymaticka stanoveni homocysteinu jsou oblibend pro svou jednoduchost a
finan¢ni dostupnost, proto jsou ¢asto vyuzivany v rutinnim provozu laboratofi klinické
biochemie. Dochazi u nich k n€kolika po sobé jdoucich reakci za vzniku produktu, které
muzeme kvantifikovat. Publikovany jsou napfiklad aplikace na analyzatory firmy

Roche, které budeme vyuzivat v praktické casti této prace (Dubska, Hyanek, 2009)
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3. Faze laboratorniho vySetieni

Laboratorni vySetfeni biologického materidlu je nedilnou soucasti diagnostiky
pacienta. Vysledky, které laborator vydava, slouzi nejen k diagnostickym ucelim, ale
také k prubéznému monitorovani zdravotniho stavu pacienta. UrCuji prognoézu daného
onemocnéni a pomahaji pfi rozhodovani tykajici se dalsi 1é¢by. Existuji téz laboratorni
vySetieni, kterd se provadi pfi preventivnich prohlidkach nebo screeningu (Matous
2010).

Klinicka biochemie poskytuje 60 — 70% informaci o stavu pacienta v ramci oborti
laboratorni mediciny. Tato vySetfeni jsou pomérné snadno dostupna a rychla. Vysledky
jsou vétSinou vyjadieny Ciselnou hodnotou. Za spravnost téchto vysledki laborator ruci,
samoziejmosti je dodrzeni spravnych postupti ve vSech fazich laboratorniho vysetfeni
(Cermakova a St&panova 2010).

Déli se do tii Casti — preanalytickou, analytickou a postanalytickou fazi. V kazdé
z téchto tii fazi maze dojit k chybam, které mohou vést ke Spatnému vysledku a az ke
Spatné diagndze. Avsak nejCastéji dochazi k témto chybam praveé v prvni, preanalytické

fazi. Je to tim, ze je nejdelsi a nejvice se zde uplatiuje lidsky faktor (Racek 2006).

3.1 Preanalyticka faze

Preanalyticka faze zahrnuje vSe od doby, kdy lékat predepiSe dané vySetieni az
do samotné analyzy vzorku. Tato doba se jesté déli na mimolaboratorni a laboratorni
preanalytickou fazi, kterd zacind az prevzetim vzorku laboratofi. Bé&hem tohoto Casu

muze vysledek ovlivnit fada faktort.

3.1.1 Pacient

Sam pacient je zatizen né€kterymi faktory, které nemize ovlivnit. Mezi tyto
faktory se fadi napfiklad pohlavi. Na vysledky vétSiny testi nema vliv, ale u nékterych
metod maji muzi a Zeny rozdilné referen¢ni rozmezi (napt. parametry krevniho obrazu,
zelezo, HDL—cholesterol, kyselina mocova). Dal§im faktorem je veék pacienta. Déti a
dospéli maji fyziologicky jina referencni rozmezi u nekterych vySetfovanych analytd
(pt.: alkalicka fosfataza, kreatinin, urea, kyselina mocova), s pfibyvajicim vékem také
stoupa hladina nékterych analyti z divodu zpomaleni metabolickych pochodu v téle
(glomerularni filtrace, homocystein). Upln& jina jsou referenéni rozmezi nékterych

analytd u novorozencti a kojenct (pf.: albumin, celkovy bilirubin, alkalicka fosfataza,
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vapnik, kyselina mocova) (Racek 2006).

Fyziologicky nastavaji zmény v referen¢nich mezich také pii gravidité zen. Pfi
embryonalnim vyvoji se uvoliuji do krve matky latky produkované trofoblastem nebo
organy plodu (pf.: hCG, placentarni alkalicka fosfatdza, estrogeny, a-1 fetoprotein).
Béhem tchotenstvi maji hormony vliv na né€které bézné analyty (pf.: hemoglobin,
cholesterol, kreatinin, urea) (Racek 2006).

Biologicky polocas stanovované latky je dalSim neovlivnitelnym faktorem.
Jedna se o rychlost odbouravani latek z organismu, a je tfeba ji zohlednit vzdy u
akutnich nebo rychle se ménicich stavi (pf.: diagnostika infarktu myokardu podle
aktivity enzymu a hladin svalovych proteina v séru). Stejné je to u probihajici nemoci,
vétSinou chronické, ktera muze mit za nasledek zvySené hodnoty nesouvisejici se
soucasnym akutnim stavem pacienta, a tim ovlivnit diagnozu lékate (pi:: revmatoidni
artritida a zvySena hodnota C-reaktivniho proteinu) (Guder a Narayanan 2015).

K dals§im pacientem neovlivnitelnym faktorim patii referen¢ni rozmezi, jez je
zalozeno na pravdépodobnosti, a proto cast zdravé populace (vétSinou 5%) nema
hodnoty v referen¢nim rozmezi.

Na hladiny nékterych analytd maji vliv cyklické zmény, a to bud’ denni, nebo
mésicni (pf.: kortizol, pohlavni hormony u zen). V zavislosti na rase, etnické ¢i socialni
tfidé obyvatel, jsou zjisténé rizné Cetnosti onemocnéni nebo genetické predpoklady pro
metabolické poruchy (Racek 2006).

Na druhou stranu jsou jisté faktory, které pacient ovlivnit mize. Témi jsou
hmotnost, jelikoz nadvaha muze ovlivnit nékteré analyty (glykémie, cholesterol).
Koureni pusobi na hladinu nékterych latek pfimo (pf.: fibrinogen, hemoglobin, Zelezo)
u nékterych pasobi na jejich metabolismus. Dieta mize mit vliv na hladinu nékterych
analyt (pf.:jaterni enzymy ALT, AST, GGT). Béhem uzivani 1éki mohou byt vySetieni
ovlivnéna zménou rychlosti metabolismu stanovovaného analytu, nebo miize dochazet
k interferenci reakci. Pii a po fyzické aktivité se bézné hladiny né€kterych latek v téle
meéni (pf.: kreatininkinaza, laktatdehydrogenaza, myoglobin, laktat, triacylglyceroly).
Také operativni zakrok muze ovlivnit néktera biochemicka vySetfeni

(pt.:kreatininkinaza, laktatdehydrogenaza, AST) (Young et al. 1975).

3.1.2 Odbér vzorku

Odbér vzorku biologického materialu je dalS$im z ovlivnitelnych faktora
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preanalytické faze laboratorniho vysetieni. Pro rizna vysetfeni jsou odebirany rtizné
druhy biologického materialu (pf. krev, moc, stolice, sliny, mozkomisni mok, vypotek,
kostni dferi). V laboratofi klinické biochemie se jako primarni material vyuziva
nejcastéji krev, u vétSiny analyz se jednd o venozni krev, ale nektera vysetieni se
provadi z kapilarni ¢i arterialni krve. Samotny odbér se rizni podle charakteristiky
odebiraného biologického materialu, pacient musi byt dostatecné poucen a pfipraven.
V praxi se nejvice provadi odbér venozni krve z loketni zily. Dbé se na spravnou polohu
pacienta pii odbéru, nejcastéji je v sedé. Zaskrceni paze a cvi¢eni by meélo byt kratké
(max 1 min.), na odbér se paze natdhne a Skrtidlo uvolni po napichnuti zily. Po delsi
dobé zaskrceni paze mize dojit k ovlivnéni koncentrace a aktivity nékterych analyta. Je
tfeba se vyvarovat velkému podtlaku, aby nedoslo k mechanické hemolyze. Kapilarni
krev se odebira z prstu nebo usniho lalicku do sklenéné nebo plastové kapilary.
Prohraty prst (usni lalticek) se nejdfive oCisti alkoholem a malou jehlou lehce napichne.
Kapkou krve se pomalu naplni kapilara. Nejcastéji se takto provadi odbér na vysetteni
glykémie ¢i glykovaného hemoglobinu (prst) nebo hladina krevnich plynd a
acidobazicka rovnovaha (usni lalticek) (Racek 2006).

Biologicky material se pro snazsi identifikaci odebira do riznych typ zkumavek.
Zkumavky jsou odliSené velikosti a tvarem. Zkumavky na krev maji riznobarevna
vicka podle typu antikoagulacniho cinidla. NejCastéji jsou pouzivany uzaviené
odbérové systémy (pf. BD Vacutainer, Sarstedt). Pfi odbéru vét§iho mnozstvi krve je
tfeba dodrzet spravné potadi zkumavek. Nejprve se odebira krev do zkumavek bez
protisrazlivého Cinidla, aby nedoslo ke kontaminaci dalSich vzorkd. Krev se nikdy
nepreléva ze zkumavky s protisrazlivym cinidlem do zkumavky bez tohoto cinidla

(Zima T. 2008).

3.1.3 Transport vzorku do laboratote

Transport biologického materialu do laboratofe je dalSim krokem preanalytické
faze. Mél by byt vzdy Setrny, co nejrychlejsi a ptizptisobeny nejen danym biologickym
materialim, ale 1 naslednému typu vysetfeni. Delsi stani zkumavek s odebranou krvi
vystavené sluneCnimu zafeni, a kontakt séra skrevnimi elementy, muze ovlivnit
koncentraci fady analyti. Odebrana krev by méla byt ulozena pii adekvatni teploté a
vzorky urCené k analyze n€kterych analyti je doporuceno transportovat na tajicim ledu

(napf.: homocystein). V zimé¢ je zase dulezité, aby nedoslo k vystaveni vzorkt velkému
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mrazu. Nez dojde k transportu biologického materialu do pfislusné laboratote, je dobré

ho uchovavat v chladu pti 4°C (Cermékova a St&panova 2010).

3.1.4 Identifikace vzorku

Pii pifijmu biologického materidlu laboratoii zaind preanalytickd faze
laboratorni. Nejprve dojde ke spravnému popisu a identifikaci vzorku. Kazdy vzorek
musi mit spravné vyplnénou zadanku, kterd obsahuje jméno pacienta, identifikacni
(rodné) Cislo, zdravotni pojistovnu nebo doklad o zaplaceni pokud jde o samoplatce,
razitko Iékare a nasledné typ biologického materialu a objednavku vysetteni.

Do laboratorniho identifika¢niho systému (LIS) jsou zaevidovany informace ze
zadanky. Vzorek je oznaCen, nejCastéji Stitkem s Carovym koédem, pod kterym je dale
zpracovavan. Vysledky analyzy se pak pienesou z analyzatoru piimo do LISu (Salek T.
et al. 2016).

Kazda laboratof ma nastaveny svuj vlastni vnitini fad pro pfijeti nebo odmitnuti
biologického materialu (laboratorni ptiru¢ka — na zakladé normy CSN EN ISO 15189),
a proto se v zakladnich bodech nelisi. Laboratof odmitne pifijmout vzorek, pokud
nastane nektera z téchto situaci: biologicky material a zadanka, na které chybi nebo jsou
necitelné zakladni udaje a nelze je doplnit na zédkladé dotazu; zadanka nebo odbérova
nadoba znecisténa biologickym materidlem; material, u kterého doSlo k poruseni
preanalytické faze; neoznacenou nadobu s biologickym materidlem; biologicky material

bez zadanky (Kratochvil J. et al. 2013).

3.1.5 Priprava vzorkl k analyze

V laboratofi klinické biochemie se analyzuje vice druha biologického materialu.
Ptikladem je krev, mo¢, mozkomi$ni mok, stolice a dal$i télni tekutiny. Nejcast&jSim
vzorkem byva sérum ziskané ze srazlivé krve. Krev se po odebrani musi nechat srazit 5
— 10 minut pfi laboratorni teploté, poté se oddéli tekuta slozka od bunécné.
K centrifugaci by mélo dojit nejpozdéji do dvou hodin po odbéru. Driivéjsi separace
vede ke srazeni jiz oddéleného séra z divodi aktivace fibrinogenu. Problém nekdy
nastava u pacientd s trombozou, protoze uzivaji léky na fedéni krve a ty zpomaluji
srazeni i po odbéru krve. Vysoké otaCky nebo delsi doba centrifugace muze zapficinit

casteCnou nebo Uplnou hemolyzu (Guder a Narayanan 2015).
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3.1.6  Skladovani vzorkt

Pro uchovavani vzorkl stejné jako pro transport jsou stanoveny postupy, které
co nejméné narusi stabilitu analytd. Odbérové nadobky jsou skladovany tak, aby byly
dodrzeny podminky preanalytické faze, které jsou urCeny typem pozadovanych
vySetfeni. Pokud neni laboratof dostupna, je dilezité skladovat vzorky v dobfe uzaviené
zkumavce (zabrani se kontaminaci nebo odpafovani) v suchu, chladu (4°C) a tmé
(sluneCni zafeni ovliviiuje stabilitu nékterych analytt). Pro néktera vysetfeni je nutné
sérum zamrazit z divodu kratké stability analytu, ke sbirané moci se pfi pozadavcich na
urcita vySetieni pridava konzervant. VétSina analytd ma stabilitu nékolik dni pfi teploté
4°C. Nejcast€jsi vySetieni s kratkou stabilitou analyta jsou napt. glykémie — glukoza je
spotfebovana erytrocyty jako zdroj energie (fluorid sodny NaF stabilizuje glykémii a
laktat v plazmé, stejny ucinek ma vcasné oddéleni cervenych krvinek od séra
centrifugaci), K — uvolnéni kalia z bunky erytrocytu, acidobazicka rovnovaha a krevni
plyny — odebirané do kapilary, pro transport a uchovani se pouziva tajici led (Racek

2006).

3.2 Analticka faze

Jak jiz bylo zminéno, vzorky ziskané od pacientd byvaji rizného charakteru.
Vzorky jednoho pacienta mohou sméfovat do rozdilnych laboratofi, kde jsou
vySetfovany riznymi rutinnimi nebo specialnimi metodami (Cermakova a Stépanova

2010)

3.2.1 Analytické laboratorni metody

Ve vétsing laboratofi probiha provoz v plné automatizovanych systémech.
Dtvodem je nejen rychlost vySetieni, ale i co nejvétsi eliminace lidské chyby. Pfi
analytické ¢asti laboratorniho vySetieni je nizsi riziko chyby nez béhem preanalytické
Casti. Analytické metody se rozdéluji z riznych hledisek. Prikladem jsou zpusoby
stanoveni analytu ve vzorku. Podle fyzikalné-chemické baze se déli na separacni
metody — chromatografie (plynova, kapalinova), ELFO, hmotnostni spektrometrie;
optické metody — refraktometrie, polarimetrie, AAS, AES, turbidimetrie, nefelometrie,
fluorimetrie, spektrofluorimetrie; elektrochemické metody — potenciometrie,
konduktometrie; radiochemické metody (Bland a Altman 1986).

Dalsi moznosti je déleni podle ziskaného vysledku na kvalitativni metody —

21



pozitivni, negativni; kvantitativni metody — koncentrace analyti ve vzorku jsou
vyjadieny Ciselnym udajem s jednotkou meéfeni; semikvantitativni metody — ptiblizna
koncentrace analytu ve vzorku, vyjadfuji se pomoci dohodnutych jednotek, pf.:

piitomnost bakterii v moci 0 — 4 (Racek 2006).

3.2.2 Kontrola kvality, validace a verifikace

Laboratof nese zodpovédnost za analytickou spravnost vysledki. K tomu slouZzi
povinnosti kazdé laboratote, jako jsou standardizace metody, interni a externi kontrola
kvality, validace a verifikace, certifikace a akreditace (Racek 2006).

Vnitfni kontrola kvality zahrnuje méfeni kontrolnich vzorki a jejich porovnavani
s o¢ekavanymi hodnotami. Cil je minimalizovat analytické chyby metod. Kontrolu
provadi v ramci laboratofe k tomu kvalifikovana osoba. Kontrolni vzorky by méli byt
méfeny minimalné ve dvou hladinach (nizké a vysoké), podle typu stanovované latky
zvolime spravnou frekvenci méteni kontrol. Méfi se stejné€ jako rutinni vzorky pacientt.
Vysledky vnitini kontroly Ize pouzit k verifikaci, validaci a k odhadu nejistoty vysledku
meéfeni. Externi kontrola kvality porovnava vysledky wvnitfni kontroly laboratofe
s ostatnimi laboratofemi (Kratochvila J. et al. 2008).

Validace znamena proces, ktery vyhodnoti, zda je nami zvolena analyticka
metoda vhodna pro stanoveni pravé tohoto analytu. Verifikace je schopnost laboratote
zaclenit do provozu jiz validovanou metodu ke stanoveni analytu a prokazat kvalifikaci
personalu laboratofe a laboratorniho zafizeni k provadéni tohoto konkrétniho

analytického méfeni (Salek T. et al. 2016).

3.2.3 Analytické vlastnosti metod
Ke spravné analyze je tfeba mit nastavené analytické vlastnosti metody, jsou to
takové vlastnosti, na jejichz zakladé se mize s metodou dale pracovat:
e presnost, pravdivost a spravnost metody
e senzitivita metody
e specificnost metody
Presnost je mira shody mezi vysledky ziskané opakovanou analyzou téhoz
vzorku. Mnozstvi opakovani je dostateCné zpravidla u dvaceti a vice analyz.
Opakovatelnost je oveéfovana analyzami na stejném zafizeni se stejnou obsluhou a

najednou. To charakterizuje metodu a preciznost jejiho provedeni. Reprodukovatelnost
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se stanovuje postupnymi analyzami na stejném zafizeni s raznou obsluhou. Urcuje tedy
stabilitu metody a jejitho provadéni. V piipadé mezilaboratorni reprodukovatelnosti se
méfeni provadi na riznych pracovistich, riznych analyzatorech s riznou obsluhou. Tim
se zajistuje porovnani urovné piesnosti metody mezi jednotlivymi laboratofemi (Racek
2006).

Presnost metody je tedy statistickym ukazatelem nahodnych chyb, které nelze
uplné vyloucit. Opakované analyzy jsou ovlivnéné fadou faktort, které se v prub&hu
méfeni méni. Zpusobuji, ze jsou vysledky pravidelné rozptylené kolem primérné
hodnoty. Miru neptfesnosti udava smérodatna odchylka (Matthews a Farewell 2015).

Pravdivost metody se definuje jako tésnost shody mezi primérem znacného
mnozstvi méfeni a dohodnutou referen¢ni hodnotou. Spravnosti metody je myslena
kombinace pravdivosti a presnosti. Castym zobrazenim vztahu mezi pravdivosti a

presnosti je pfirovnani ke stelbé na ter¢ (Racek 2006).

Obrazek 3- Zobrazeni pfesnosti a pravdivosti a)piesnost a pravdivost, b)pfesnost a
nepravdivost, c)nepfesnost a pravdivost, d)nepresnost a nepravdivost (Racek 2006)

Senzitivita metody je citlivost analytické metody. Pouziva se pro stanoveni
rozsahu koncentrace dané metody. Je definovana jako nejnizs§i odchylka koncentraci,
kterou je mozné s jistotou odlisit. Nejmensi mnozstvi analytu, které muze byt
rozpoznano, se oznacuje jako mez detekce. Vysledek nad tuto mez mize byt vydavan
jako kvalitativni, tzn. pozitivni ¢i negativni. Mez stanovitelnosti nam udava nejmensi

koncentraci stanovované latky jiz v méfitelnych Ciselnych hodnotach, tedy kvantitativni
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vysledek. Linearitou se rozumi schopnost metody poskytnout v uritém rozmezi
koncentraci stanovované latky meéfeny signal, ktery je pifimo umérny meéfené
koncentraci (Barek J. et al. 2000).

Specificnost metody je schopnost méfit selektivné pouze stanovovanou latku
(analyt). Stanoveni analytu je ovlivnéno pfitomnosti jinych latek a tento rusivy vliv se
nazyva interference. Ta miize mit za nasledek nespravnost vysledku. Castou interferenci
byva vliv 1é¢iv nebo 1 hemolyza. Existuji velmi specifické metody, které stanovuji
substraty (analyty) pomoci enzymu. Ale jsou i metody méné specifické, které stanovuji
celé skupiny chemicky pribuznych slouc¢enin. Mezi ty patii naptiklad imunochemické

metody (Kroll a Elin 1994).

3.3 Postanalyticka faze

Posledni soucasti laboratorniho vySetfeni je postanalyticka faze. V ni je dulezita
cela rada faktort. Jde hlavné o kontrolu laboratornich procesu, spravny prenos vysledku
z analyzatoru do laboratorniho informaéniho systému, interpretaci vysledkd lékafem a
nasledné 1 klinickou préaci s vysledky testovani. Aby byl vysledek spravny, musi
probéhnout vSechny casti laboratorniho vysetteni bez chyb. Cilem této posledni faze je
vytézit co nejvice informaci ze zjiS§téného vysledku. Laboratorni vysledky maji
v soucasné dobé velky diagnosticky vyznam a nékdy muze i jeden vysledek rozhodnout

o diagnoze klinického stavu &lovéka (Salek T. et al. 2016).

3.4 Stanoveni homocysteinu — preanalytickd fdze

Pacient, ktery ma indikované vysetfeni homocysteinu, musi byt pfed odbérem
krve fadné poucen. Pacient by m¢l dodrzet alesponi dvanactihodinové laénéni. Odbér se
provadi v rannich hodinach a pfed odbérem by pacient nemél koufit (koufeni miize
zvy§it hladinu homocysteinu). Pouzivame zkumavky k ziskani séra nebo plazmy
s protisrazlivym cinidlem KoEDTA, KsEDTA nebo heparinatem lithnym, kterad navic
obsahuje separa¢ni gel. U nékterych odbérovych systémi je nutné dodrzovat pomér
protisrazlivého Cinidla a odebrané krve. Po odbéru by mélo dojit co nejdrive k separaci
krevnich elementti od plazmy. Pro transport vzorku je idealni pouzit tajici led (Ducros

et al. 2002).
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Cile prace

Jelikoz je homocystein pomérné nestabilni analyt, cilem této prace je ovéfit jeho
stabilitu v plazmé pfi laboratorni teploté. Méfeni jsou provedena v riznych ¢asovych
intervalech. Rovnéz se budou sledovat zmény hladiny homocysteinu skladované pii

laboratorni teploté.

4.2 Hypotezy

S nartstajici ¢asovou prodlevou mezi odbérem vzorku a jeho zpracovanim dojde
ke zvySovani hladiny homocysteinu ve vzorcich.

Nejvyssi rozdil je oCekavan mezi vzorky zpracovanymi bezprostfedné po odbéru a
po uplynuti nejdelsiho sledovaného ¢asového intervalu (24h). V ostatnich, kratSich,
casovych intervalech jsou oekavany mén¢ vyrazné rozdily méfenych koncentraci
homocysteinu.

U vzorka zpracovanych co nejdiive po odbéru se oCekavaji minimalni zmény

koncentraci.

4.3 Metodika

4.3.1 Pokusné osoby

Pro nas vyzkum byly pouzity vzorky od 10 dobrovolnikt z fad darci krve (po
domluvé s vedenim Transfuzniho a hematologického oddéleni Nemocnice Rudolfa a
Stefanie BenesSov, a.s. a souhlasu darcit). Kazdému bylo odebrano 5 zkumavek krve.
Vsichni darci byli pouceni a seznameni se spravnou piipravou na odbér krve (dokument
Pouceni darce krve — k dispozici na webovych strankach oddéleni). Pfed samotnym
odbérem darci Cestné vyplnili dotaznik. Byla jim odebrana zkumavka krve na zakladni

vySetieni (KO) a absolvovali konzultaci s lékafem.

4.3.2 Odbér a zpracovani vzorku

Pro odbér byly pouzité zkumavky uzavieného systému BD Vacutainer
s ptidavkem protisrazlivého €inidla heparinatem lithnym a separa¢nim gelem. Vlastni
odbér vzorkt provadeély kvalifikované zdravotni sestry po odbéru darované krve.

Oznacené zkumavky byly pak transportovany do Laboratore klinické biochemie
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Nemocnice Rudolfa a Stefanie BenesSov, a.s., kde probihalo vlastni zpracovani a analyza
vzorkt. Od kazdého dobrovolnika byla jedna zkumavka ihned zpracovana — vlozena do
centrifugy Allegra X-22 (Beckman Coulter). Centrifugace probihala po dobu 7 minut za
laboratorni teploty (21°C) pti 3000 otackach/min. Po separaci byly zkumavky
analyzovany na analyzatoru Cobas 6000 (Roche), na kterém byly pfed analyzou
zmeéfeny kontrolni vzorky. Samotné stanoveni trva 12 minut. Ostatni zkumavky byly
zanechany ve svislé poloze ve stojanu a pii laboratorni teploté. Po 1 h,3h,6ha24 h
probéhlo zpracovani zbylych vzorkt a byla provedena dalsi méfeni. Ke kazdému
novému meéfeni bylo provedeno kontrolni méfeni vzorku zpracovaného v €ase 0 pro

sledovani stability analytu pfi laboratorni teploté.

4.3.3 Kalibrace a kontrola kvality

Pred vlastni analyzou vzorka byla uskutecnéna kalibrace metody s naslednou
kontrolou kvality. Kalibrace metody se provadi vzdy pti zmeéné SarZe reagencie, nebo
pokud to vyzaduje proces kontroly kvality. Pro kalibraci byl pouzit kalibracni material
Homocysteine Calibrator Kit (Roche). Jedna se o tekuté kalibracni latky na bazi
lidského séra, které jsou nachystané primo k pouziti. Kalibrator je pfipraven z krve
darct testovanych na pritomnost HBsAg, HCV a HIV. Je nutné s nim zachazet podle
pravidel o bezpec¢nosti prace s biologickym materialem.

Ke kontrole kvality poslouzily kontrolni materialy HCYS Control Kit (Roche),
které jsou pripravené ihned k pouziti. Jedna se o kapalné materialy na bazi lidského séra
s deklarovanymi hodnotami ve 2 hladinach (nizké a vysoké). Intervaly mezi kontrolami
by mély byt upraveny podle pozadavka konkrétni laboratote. Méfi se rano pred hlavnim
provozem a zpracovavaji se stejné jako vzorky pacienta. Vysledky se ukladaji do cobas
IT middleware (cITm), jsou prabézné vyhodnocovany vypoétem priméru, smérodatné
odchylky a variacniho koeficientu (systematicka chyba ve sbéru dat). Kazda laborator

musi sledovat prislu$na nafizeni a smérnice kontroly kvality.

4.3.4 Pristrojova technika

Automaticky analyzator Cobas 6000 je pln¢€ automaticky uzavieny systém firmy
Roche umoziujici fadu biochemickych vySetfeni. Zdejsi analyzator se sklada ze dvou
analytickych modulii ¢501 a e601. Méfeni homocysteinu se provadi v modulu c501.

Modul obsahuje méfici technologie absorp¢ni fotometrie, turbidimetrie a
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potenciometrie. DalSimi sou¢astmi jsou reak¢ni disk se 160 pozicemi pro plastové
kyvety, které jsou umisténé ve vodni lazni, pipetovaci stanice (vzorkova jehla

s detektorem srazeniny, 2 reagencni jehly) a kruh pro 60 reagen¢nich kazet. Vykon
analyzatoru je az 1000 testt za hodinu. Z jednoho vzorku biologického materialu
(sérum, plazma, mo¢, mozkomisni mok) je mozné stanovit vice parametrti béhem jedné
analyzy. Soucasti analyzatoru je core jednotka se vstupem a vystupem pro pétipozicni

stojanky rutinniho provozu, vstupni pozice pro statimovy stojanek a fidici pocitac.

Obrazek 4- Analyzator Cobas 6000

4.3.5 Reagencie
Souprava pro stanoveni homocysteinu obsahuje:

e RI1 - reagencie NADH (S-adenosylmethionin, Tris(2-karboxyethyl)fosfin, 2-
oxoglutarat, NADH, puft, konzervans, stabilizator)

e R2 - reagencie s enzymy (homocystein S-metyltransferaza,
glutamatdehydrogenaza, casein, pufr, konzervans, detergent)

e R3 - startovaci reagencie (adenosindeaminaza, S-adenosyl-homocystein
hydrolaza, casein, puft, konzervans, detergent) (Homocystein enzymatic assay,

2019)

4.3.6 Princip metody
Principem pouzité¢ analytické metody je stanoveni latky vznikajici pfi pfeméné

kosubstratu. Nejprve je oxidovany Hcy redukovan na volny Hcy, ktery poté reaguje
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s kosubstratem, S-adenosylmethioninem. Vznika methionin a S-adenosylhomocystein
(SAH) za katalyzy homocystein-S-metyltransferazy. SAH je hydrolyzovan na adenosin
a homocystein hydrolazou-SAH. Homocystein se vraci do reak¢niho cyklu a tim
zesiluje detekéni signal. Vznikly adenosin je thned hydrolyzovan na inosin a amoniak.
V poslednim kroku katalyzuje glutamatdehydrogenaza reakci amoniaku s2—
oxoglutaratem a NADH, za vzniku NAD". Koncentrace homocysteinu ve vzorku je
pfimo umérna mnozstvi NADH preménéného na NAD". Ubytek koncentrace NADH se
meéti fotometricky pfi vinové délce 340 nm. Metoda neni vyznamné zatizena

interferenci ikteru, hemolyzy nebo lipémie (Homocystein enzymatic assay, 2019).
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5. Vysledky
5.1 Vysledky kalibrace a kontroly kvality

Pro tento vyzkum byla pouzita kazeta s reagencii €. Sarze: 33572 serie: 02586.
Kazeta obsahuje 100 testt. Kalibrace je pétibodova (tab. 2). Na obrazku 5 je zobrazena

kalibracni kiivka pro pouzitou reagencni kazetu.

Kalibrac¢ni krivka

0
0 10 20 30 40 50

-500
-1000
-1500

= 0,6955x% - 76,181x - 285,54

-2000 R2=10,9981
-2500

Obrazek 5- Kalibra¢ni kiivka

Tabulka 2- Kalibra¢ni monitor

Koncentrace Hcy
Standard umol/I Zména absorbance
1 2,5 -434
2 5 -673
3 12,5 -1169
4 25 -1724
5 50 -2361
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5.2 Vysledky méieni

5.2.1 Analyza homocysteinu a stabilita analytu

Vzorky s krvi od darct byly tedy zpracovany v péti riznych ¢asovych intervalech.
Ptiprava a nasledna analyza vzorkl v danych Casech probihala soucasné pii primérné
laboratorni teploté 21°C. Vzorek zpracovany v Case 0 byl analyzovany opakovang, vzdy
po uplynuti ¢asového intervalu pro méfeni dalsiho vzorku. Namétené hodnoty
koncentraci byly dale vyuzity k porovnavani a vypoctum.

V tabulce 3 jsou zaznamenany a zelené oznaceny hodnoty vzorkid zpracovanych v

Case O (tzn. bezprostiedné po transportu vzorkl do laboratofre).

Tabulka 3- Namétené koncentrace Hey v ¢asovych intervalech

koncentrace Hey v umol/l
Darce |Doba zpracovani Oh 1h 3h 6h 24h
v Case 0 9,58 9,76 10,54 11,02
darce 1 |pfed analyzou 9,49 10,22 11,56 12,68 16,6
v Case 0 11,07 11,19 11,24 12,27
darce 2 |pfed analyzou 11,08 11,86 13,07 15,2 20,44
v case 0 10,38 10,45 10,55 11,2
darce 3 |pfed analyzou 10,32 11,34 11,44 13,52 14,68
v Case 0 12,36 12,36 12,67 13,5
darce 4 |pred analyzou 12,11 12,68 13,67 16,01 17,54
v Case 0 10,4 10,6 10,68 11,55
darce 5 |pred analyzou 10,4 11,53 12,13 14,31 21,11
v case O 10,45 10,83 11 11,63
darce 6 |pred analyzou 10,98 11,37 12 13,82 15,1
v Case 0 8,72 8,83 8,99 10,06
darce 7 |pred analyzou 8,71 9,71 10,57 12,92 14,8
v Case 0 17,2 17,61 17,98 18,06
darce 8 |pred analyzou 18,01 19,07 19,3 20,58 26,84
v Case 0 12,24 12,63 13,61 14,13
darce 9 |pred analyzou 13,97 15,72 15,93 18,83 33,44
v Case 0 11,94 12,02 12,11 12,75
darce 10 |pred analyzou 12,31 13,68 14,24 16,3 22,7
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Vzorky zvyraznéné ruzove byly zpracovany a zméfeny bezprostiedné pied
analyzou pol h, 3 h, 6 h a 24 h od odbéru krve. V tabulce jsou v nezvyraznéném poli
zapsany naméfené hodnoty vzorkl pro sledovani stability analytu. Jedna se o vzorky
zpracované v ¢ase 0, které byly zanechany ve svislé poloze pii primérné laboratorni
teploté 21°C. Dalsi méfeni probihalo po 1 h,3h, 6 ha 24 h.

Na obrazcich 6 a 7 jsou znazornéné vysledky méteni hladiny homocysteinu. Zde
je patrny postupny narust koncentraci v jednotkach umol/l. Pro lepsi orientaci byly
vysledky rozdélené do 2 grafi. Pokud nedojde ke zpracovani vzorku co nejdiive po

odbéru, jiz po hodiné dochazi k mirnému nartstu koncentrace sledovaného analytu.

22
20
<
E 18
vzorek 1
>16
8 vzorek 2
-
g 14 vzorek 3
e
S 12 vzorek 4
10 vzorek 5
8
Oh 1h 3h 6h 24h
Casovy interval

Obrazek 6- Krivka koncentraci Hey v riiznych casovych intervalech mezi
odbérem a vlastnim zpracovanim vzorku (1)
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Obrazek 7- Krivka koncentraci Hey v riiznych casovych intervalech mezi
odbérem a vlastnim zpracovanim vzorku (2)

Na obrazku 8 je pfehledné znazornény nejvetsi rozdil nameétrenych koncentraci

homocysteinu v jednotkach pmol/l. Jedna se o vzorky zpracované v case 0 a 24 h od

odbéru krve.
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Obrazek 8- Nejvétsi rozdil koncentract Hey zpracovanych v ¢asech 0 a 24h od

odbéru
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Na obrazcich 9 a 10 jsou znazornéné postupné zmeny koncentraci hladiny
homocysteinu pfi sledovani jeho stability. Jako u pfedchozich graft jsou pro lepsi
orientaci vysledky rozdelené a kiivky barevné odliSené. V piipadé okamzitého
zpracovani vzorkl nedochazi k vyraznému zvySovani koncentraci homocysteinu i pti

delsim skladovani vzorkt pfi laboratorni teploté.

14
13
S
S 12 ~
g / vzorek 1
] /
c 11 4____‘——’/ vzorek 2
-
§ / vzorek 3
c 10
N / vzorek 4
9 vzorek 5
8
Oh 1h 3h 6h 24h
Casovy interval

Obrazek 9- Ktivka koncentraci Hey pfi sledovani stability analytu (1)
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Obrazek 10- Kiivka koncentraci pfi sledovani stability analytu (2)
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5.2.2 Porovnani a vypocty z namérenych hodnot
V tabulce 4 jsou zelen€ zvyraznéné hodnoty vzorka zpracovanych a zméfenych
v Case 0, porovnany jsou s hodnotami vzorkt zpracovanych a naméfenych v ¢asech 1 h,

3 h, 6 h a 24 h od odbéru, rozdil byl vypocitan v procentech.

Tabulka 4- Namétené koncentrace (umol/l) s vypoctem rozdilu v %

Darce Oh 1h 3h 6h 24h
koncentrace Hcy (umol/l) 10,22 11,56 12,68 16,6
Darcel |rozdil (%) 9,49 7,70 21,8] 33,6 74,9
koncentrace Hcy (umol/l) 11,86 13,07 15,2 20,44
Darce 2 |rozdil (%) 11,08 7,0 18,0 37,2 84,5
koncentrace Hcy (umol/l) 11,34 11,44 13,52 14,68
Darce3 |rozdil (%) 10,32 9,9 10,9 31,0 42,2
koncentrace Hcy (umol/l) 12,68 | 13,67 16,01 17,54
Darce4 |rozdil (%) 12,11 4,7 12,9 32,2 44.8
koncentrace Hcy (umol/l) 11,53 12,13| 14,31 21,11
Darce5 |rozdil (%) 10,4 10,9 16,6| 37,6 103,0
koncentrace Hcy (umol/l) 11,37 12| 13,82 15,1
Darce6 |rozdil (%) 10,98 3,6 9,3 259 37,5
koncentrace Hcy (umol/l) 971 10,57 12,92 14,8
Darce7 |rozdil (%) 8,71 11,5 21.4| 483 69,9
koncentrace Hcy (umol/l) 19,07 19,3] 20,58 26,84
Darce8 |rozdil (%) 18,01 5,9 7,2 14,3 49,0
koncentrace Hcy (umol/l) 15,72 15,93| 18,83 33,44
Darce9 |rozdil (%) 13,97 12,5 14,0] 34,8 139,4
koncentrace Hcy (umol/l) 13,68| 14,24 16,3 22,7
DarcelO |rozdil (%) 12,31 11,1 15,7 324 84,4

Vypocitané rozdily ukazuji narust koncentrace homocysteinu praimérn€ po 1 h o

8,5%,po 3h o 14,8%, po 6 ho 32,7% apo 24 h o 73%.
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Na obrazcich 11 a 12 jsou piehledné znazornéné vzestupy koncentrace

homocysteinu v procentech. Je patrny nejvétsi narast koncentrace u vzorka

zpracovanych po 24 h od odbéru krve.
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Obrazek 11- Vzestup koncentrace v %
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Obrazek 12- Vzestup koncentrace v %
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V tabulce 5 jsou zelen€ zvyraznéné hodnoty vzorka zpracovanych v Case O a

porovnavany s hodnotami vzorki naméfenych po 1 h, 3 h, 6 h a 24 h. Rozdil byl

vypocitan v procentech.

Tabulka 5- Namétrené hodnoty pti sledovani stability Hcy (umol/l) s vypoctem

rozdilu v %

Darce Oh 1h 3h 6h 24h
koncentrace Hcy (umol/l) 9,58 9,76| 10,54| 11,02
Darcel |rozdil (%) 9,49 0,9 2.8 5,8 16,1
koncentrace Hcy (umol/l) 11,07 11,19| 11,24 12,27
Darce 2 |rozdil (%) 11,08 -0,1 1,0 1,4 10,7
koncentrace Hcy (umol/l) 10,38 | 10,45| 10,55 11,2
Darce3 |rozdil (%) 10,32 0,6 1,3 2,2 8,5
koncentrace Hcy (umol/l) 12,36 12,36| 12,67 13,5
Darce4 |rozdil (%) 12,11 2,1 2,1 4,6 11,5
koncentrace Hcy (umol/l) 10,4 10,6| 10,68| 11,55
Darce5 |rozdil (%) 10,4 0,0 1,9 2.7 11,1
koncentrace Hcy (umol/l) 10,45| 10,83 11| 11,63
Darce6 |rozdil (%) 10,98 48| -14 0,2 5,9
koncentrace Hcy (umol/l) 8,72 8,83 8,99| 10,06
Darce7 |rozdil (%) 8,71 0,1 1,4 3,2 15,5
koncentrace Hcy (umol/l) 17,2 17,61 17,98| 18,06
Darce8 |rozdil (%) 18,01 45| 22| -02 0,3
koncentrace Hcy (umol/l) 12,24 12,63| 13,61 14,13
Darce9 |rozdil (%) 13,97 -12,4 -9,6 -2,6 1,1
koncentrace Hcy (umol/l) 11,94 12,02 12,11 12,75
DarcelQ |rozdil (%) 12,31 3,00 24| -1,6 3,6

Hodnoty zapsané v tabulce 5 ukazuji, ze po 1. hodin€ dochazelo u péti vzorka

nejprve k poklesu koncentrace homocysteinu a az nasledné k postupnému zvySovani.

Ostatni vzorky mély navyseni po prvni hodin€ pramérné o 0,7%, po tfech hodinach o

1,7%., po Sesti hodinach o0 2,9% a po 24 h o 8,4%.
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Obrazky 13 a 14 ukazuji vzestup koncentraci u sledovani stability analytu

s rozdily v procentech.
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Obrazek 13- Stabilita analytu s rozdilem v %
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Obrazek 14- Stabilita analytu s rozdilem v %
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Tabulka 6 zachycuje rozdily koncentraci homocysteinu (v %) mezi vzorky
analyzovanymi v jednotlivych Casovych intervalech. Rozdil byl vypocitan z koncentraci
vzorku zpracovaného v Case 0 a vzorku zpracovaného az po dané dobé, oba tyto vzorky
byly méfeny ve stejny Cas. Jsou zde tedy vylouceny i drobné odchylky koncentraci

sledovaného analytu, ke kterym dochézelo v pribéhu pokusu.

Tabulka 6- Zmény hladin homocysteinu u jednotlivych vzorku

Darce Oh 1h 3h 6h 24h
1 0% 6,7% 18,4% 20,3% 50,6%
2 0% 7,1% 16,8% 35,2% 66,6%
3 0% 9,2% 9,5% 28,2% 31,1%
4 0% 2,6% 10,6% 26,4% 29,9%
5 0% 10,9% 14,4% 34,0% 82,8%
6 0% 8,8% 10,8% 25,6% 29,8%
7 0% 11,4% 19,7% 43,7% 47,1%
8 0% 10,9% 9,6% 14,5% 48,6%
9 0% 28,4% 26,1% 38,4% 136,7%
10 0% 14,6% 18,5% 34,6% 78,0%

Na obrazcich 15 a 16 jsou znazornéné vysledky z tabulky 6. Rozdil mezi
naméfenymi koncentracemi v ¢asovych intervalech se pohyboval primérné po 1 ho 1,3
umol/1 (11%), po 3 h o 1,8 umol/l (15%), po 6 h o 3,5 umol/l (30%) a po 24 ho 7,7
umol/1 (60%).
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6. Diskuze

Stanoveni hladiny homocysteinu je rutinnim biochemickym vySetfenim.
Spravnost vysledku je dulezita pii diagnostice nebo monitoringu jiz zjisténého
onemocnéni. Falesn€ zvySené koncentrace homocysteinu muzou ovlivnit rozhodovani
1ékare pfi nastavovani vhodné 1écby. Nejcastéjsi pficinou hyperhomocysteinémie je
deficit nekterého z vitamind, které jsou soucasti kofaktorti enzymu ucastnicich se
metabolismu homocysteinu.

Tato prace by méla poukazat na dulezitost preanalytické faze laboratorniho
vySetfeni a ukazat, jak velkou roli muze hrat Casova prodleva mezi odbérem a vlastnim
zpracovanim vzorku. Z praxe je znamé, ze pres vSechna natizeni a doporuceni neni
vzdy mozné dodat vzorek do prislu§né laboratofe v urCeny ¢as. Pro odbéry byl pouzity
uzavieny systém BD Vacutainer, ktery se bézné vyuziva v nemocnicich i v ordinacich
praktickych Iékait. Casova prodleva mezi odb&rem, zpracovanim vzorkd a méfenim
byla vybrana tak, aby se co nejvice shodovala s realitou. Namérené koncentrace byly
pouzity k vypoctim a k porovnavani hodnot.

Koncentrace plazmatického homocysteinu méfena v riznych casovych
intervalech po odbéru krve se podle o¢ekavani zvySovala. Vysledky zapsané v tabulce
3 ukazuji na postupny, avSak vyrazny vzestup. Vypocty procentualniho narastu
koncentrace homocysteinu se vztahuji k namérenym hladinam v ¢ase Oh. U vétSiny
vzorku jiz po prvni hodiné prodleni mezi odbérem a zpracovanim doslo ke zvyseni
koncentrace primérné o 8,5%. Po dalsich tfech hodinach byl narast koncentrace
v pruméru o 14,8%. U méfeni po 6 h se narust koncentrace pohybuje v priméru o
32,7%. Znany rozdil byl u vzorka zpracovanych a méfenych po 24 h od odbéru krve.
Zde doslo k nejvétsimu zvySeni koncentrace, které bylo u dvou vzorkt pies 100%, u
Ctyt vzorkt byl rozdil mezi 70-80%, a u zbylych Ctyt vzorka kolem 40%. Tato
pozorovani potvrzuji udaje zpracované Dubskou a Hyankem (2009). Ti uvadi, ze po
prvni hodiné dochazi k narastu hladiny homocysteinu o 10%, po ¢tyfech hodinach o 20-
35% a po 24 h 0 60-75%. Sledovani koncentraci homocysteinu po 4 hodinach nebyla
provadéna, presto vysledky o nékolik procent nizsi ziskané po tfihodinovém intervalu
by odpovidaly tém uvedenym po 4 hodinach (Dubska L. a Hyanek J. 2009).

Sledovani stability analytu pii prumérné laboratorni teploté 21°C nepfiineslo tak
vyrazné zmény koncentraci, jako pfi méfeni hladiny homocysteinu vzorka

zpracovanych v riznych Casech od odbéru. Nicméne¢ i u téchto méteni doslo

40



k neoCekavanym vysledkiim, jak je patrné z obrazku 14. U ¢ty vzorkt doslo nejprve
k poklesu koncentrace, a teprve nasledné se pomalu zvySovala. U péti vzorku doslo ke
zvySeni koncentrace po 24 h o vice nez 10%.

Z deseti darct byla pouze u jednoho zjisténa patologicka hodnota hladiny
homocysteinu. Tato skute¢nost se vyznamné neprojevila v dal§im chovani vzorku.
ZvySovani koncentrace analytu u tohoto vzorku probihalo v priméru stejné jako u
vzorkll s naméfenymi hodnotami spadajicimi do referen¢niho rozmezi.

Nameétené hodnoty v této praci byly porovnany se studii, ktera se zabyva
srovnanim riznych typt odbérovych systému podle stability analytt (Gawria et al.
2020). Studie dokazuje, ze vzorky zpracované ihned a skladované pii 4°C, nevykazuji
prilis velké zmény koncentraci, pohybovaly se do 1%. Hodnoty ziskané u vzorka
ponechanych pfi laboratorni teploté béhem prvni hodiny vzrostly v priméru o 2,85%. Je
patrny rozdil a teplota skladovani tedy hraje vyznamnou roli.

Uvadi se, ze vzestup koncentrace nastava jiz po 30 minutach od odbéru (Bartos et
al. 2005). Tomu odpovidaji i vysledky ziskané v této praci. Rozdil mezi vzorky
zpracovanymi ithned po odbéru krve a vzorky zpracovanymi za 1 h od odbéru je
pramérn€ o 11%. Pokud tedy nelze provést analyzu ihned po odbéru krve, je vhodné
vzorky alespoti zpracovat a pred samotnou analyzou uchovavat v chladu, aby nedoslo

ke zvySovani hladiny homocysteinu.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo ovéfit stabilitu homocysteinu v krvi zpracované po uplynuti
urcenych Casovych usekt od odbéru a zjistit, jak teplota a ¢as ovlivni koncentraci
homocysteinu v plazmé. Byl pouzit uzavieny odbérovy systém BD Vacutainer s
heparinatem lithnym jako antikoagula¢nim Cinidlem a méteni byla provedena na
analyzatoru Cobas 6000.

Podle o¢ekavani doslo u vzorkli odebranych a zpracovanych s ¢asovou prodlevou
v intervalech po 1 h, 3 h, 6 h a 24 h od odbéru krve k vyraznému navyseni koncentrace
homocysteinu. Nejvétsi nartist koncentrace u vzorki nastal také podle predpokladu 24 h
od odbéru. Stabilita analytu je vyrazné ovlivnéna teplotou, kdy uz v prvni hodiné
dochazi k nezanedbatelnému zvyseni koncentrace homocysteinu v plazmé.

Sledovani stability analytu u vzorka zpracovanych v ¢ase 0 a méfenych ve
stejnych Casovych intervalech jako u prvniho typu méfeni prinesl neocekavané
vysledky. U nékterych vzorki nejprve koncentrace klesla a az pozd€ji doslo
k postupnému zvysSovani. Ostatni vzorky podle ocekavani vykazovaly nartst
koncentrace homocysteinu jen mirn€ ve srovnani se vzorky z prvniho méfeni. Pfesto byl
celkovy nartst hladiny homocysteinu minimalni.

Vysledky méfeni a vypocta, které jsou soucasti této prace, se shoduji s
vnitinim doporucenim laboratote, uvedenym v laboratorni pfirucce. Kazdé laboratofi se
doporucuje zvlastni Giprava, aby se predeslo fale§né pozitivnim vysledkiim z divodu
nedodrzeni spravné preanalytické faze laboratorniho vySetreni. Naptiklad odbér krve
provadét v bezprostiedni blizkosti laboratote, alespon separaci provadét co nejdiive po
ném a nepouzivat svozovou sluzbu, a pokud neni jina moznost, umoznit transport na

tajicim ledu.
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9.3 Seznam zkratek

ALP - alkalicka fosfataza

ALT - alaninaminotransferaza

AST - asparataminotransferaza

ATP — adenosintriofosfat

BHMT - betain-homocystein-metyltransferaza

CBS - cystationin-f-syntaza

CoASH — koenzym A

FAD - flavidadenindinukleotid

GGT - gama-glutamyltransferaza

GSH - glutathion peroxidaza

HBsAg — antigen viru hepatitidy B

Hcy — homocystein

HCV - virus hepatitidy C

HDL — high density lipoprotein

HIV — human imunodefficiency virus

hCG — human chorionic gonadotropin

HHC - hyperhomocysteinémie

HPLC - high-performance liquid chromatography (vysokoucinna kapalinova
chromatografie)

KO — krevni obraz

NAD" — nikotinamidadenindinukleotid

NADH - nikotinamidadenindinukleotid-hydrid

MTHEFR — methylentetrahydrofolatreduktaza

MTHFHMT - metyltetrahydrofolat—-homocystein—metyltransferaza

SAM - S-adenosylmethionin

SAH - S-adenosylhomocystein

49



