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POPIS KRATICA

BHMT — betain homocistein metiltransferaza (engl. betaine homocysteine methyltransferase)
CBS - cistation-B-sintaza (engl. cystathionine beta-synthase)
CLIA — kemiluminiscentni imunokemijski test (engl. chemiluminescent immunoassay)

CLSI — Institut za klini¢ke i laboratorijske standarde (engl. Clinical and Laboratory

Standards Institute)

CTH — cistationin-y-liaza (engl. cystathionine gamma-lyase)

DBS — suha kap krvi (engl. dried blood spot)

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
EIA — enzimski imunokemijski test (engl. enzyme immunoassay)

eNOS — endotelna sintaza dusikova oksida (engl. endothelial nitric oxide synthase)
ESI — elektrosprej ionizacija (engl. electrospray ionisation)

FPIA — imunokemijski test fluorescentne polarizacije (engl. fluorescence polarization

immunoassay)

GC-MS - plinska kromatografija spektrometrija masa (engl. gas chromatography mass

spectrometry)

HPLC — tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid

chromatography)
IS — interni standard (engl. internal standard)

LC-MS/MS — tekucinska kromatografija tandemska spektrometrija masa (engl. liquid

chromatography tandem mass spectrometry)

LOB — granica slijepe probe (engl. limit of blank)

LOD — granica detekcije (engl. limit of detection)

LOQ — granica kvatifikacije (engl. limit of quantitation)

MAT I/I11 — metionin adenoziltransferaza I/111 (engl. methionine adenosyltransferase 1/111)



MS — metionin sintaza (engl. methionine synthase)

MTHFR — 5,10-metilentetrahidrofolat reduktaza (engl. 5,10-methylenetetrahydrofolate
reductase)

NBS — novorodenacki probir (engl. newborn screening)

NO — dusikov (II) oksid (engl. nitric oxide)

pl —izoelektri¢na tocka (engl. isoelectric point)

SAH — S-adenozilhomocistein (engl. S-adenosylhomocysteine)

SAM — S-adenozilmetionin (engl. S-adenosylmethionine)



1. UvOD

1.1. Aminokiseline

Aminokiseline su organske molekule koje sadrze sredisnji a-ugljikov atom na kojega
je vezana amino-skupina (-NH>), karboksilna skupina (-COOH), vodikov atom i specifi¢ni
boc¢ni ogranak — R. Varijacije u bo¢nom ogranku uzrok su izrazito razli¢itih biokemijskih

svojstava i funkcija aminokiselina.

Sve aminokiseline, izuzev najjednostavnije aminokiseline glicin, su kiralne molekule
koje posjeduju opticku aktivnost - Sposobnost zakretanja ravnine polarizirane svjetlosti. To
znaci da im je a-ugljikov atom asimetrican te da se mogu na¢i u dvama stereoizomernim
oblicima, L- i D- izoformama koje imaju ista fizikalno-kemijska obiljezja, no razli¢itu
biolosku aktivnost. lako su proteini gradeni isklju¢ivo od L-aminokiselina, uoceno je da se
starenjem u organizmu formiraju i pojedini D-izomeri koji narusavaju funkciju proteina i
sudjeluju u nastanku razli¢itih patoloskih procesa (Fuji N i sur., 2018). Zbog postojanja
karboksilne i amino-skupine, aminokiseline su amfoterni spojevi - u kiseloj sredini amino-
skupina prima vodikov ion pa imaju ulogu baze, dok u alkalnoj sredini vodikov ion disocira iz
karboksilne skupine te se ponasaju kao kiseline. Kada disociraju obje skupine, aminokiselina
se nalazi u dipolarnom, zwitterion obliku ¢iji je ukupan naboj nula, a pH vrijednost pri kojoj
se postize takav oblik naziva se izoelektri¢na tocka (pl). pl ovisi o kemijskoj strukturi bocnog

ogranka prema kojemu dijelimo aminokiseline na nepolarne i polarne, a polarne jo§ mogu biti

kisele i bazne.

U prirodi postoji vise od 300 aminokiselina, ali samo njih 20 izgraduje proteine pa ih
zovemo proteinogenima. Dodatno, te aminokiseline dijelimo ovisno o tome moraju li se
unositi putem prehrane (esencijalne) ili se mogu same sintetizirati transaminacijom iz
ketokiselina (neesencijalne). Transaminacija je reverzibilni proces u kojemu aminokiselina,
donor amino-skupine, prelazi u ketokiselinu, a iz ketokiseline koja je primila amino-skupinu
nastaje odgovarajuca aminokiselina. Na taj se nacin isprepli¢u metabolizmi aminokiselina,
ugljikohidrata 1 lipida. Postoje 1 uvjetno esencijalne aminokiseline koje se inace mogu
sintetizirati u organizmu u dovoljnim koli¢inama, ali da bi se zadovoljile potrebe organizma u
specifi¢nim uvjetima kada je iskoristenje vece od sinteze, potrebno ih je osigurati putem

prehrane. Aminokiseline se medusobno povezuju tzv. peptidnom vezom izmedu amino-



skupine jedne aminokiseline 1 karboksilne skupine druge aminokiseline pri ¢emu nastaju

peptidi, polipeptidi i u konagnici proteini (Cvoris¢ec i Cepelak, ured., 2009a; Wu, 2009).

Osim §to su gradivne jedinice proteina, aminokiseline imaju vaznu ulogu u regulaciji
metabolickih puteva koji su neophodni za odrzavanje, rast, reprodukciju i imunitet organizma.
Primjerice, prekursori su brojnih hormona, neurotransmitera i metabolita, zatim izravno
sudjeluju u stani¢noj signalizaciji te reguliraju gensku ekspresiju (Wu, 2009). Budu¢i da
poremecaji metabolizma aminokiselina ometaju rast i razvoj te narusavaju homeostazu cijelog
organizma, klinicki je znacajno njihovo odredivanje kako bi se uspostavila to¢na i

pravodobna dijagnoza.

1.1.1. Homocistein

Homocistein (Hcy) je neproteinogena aminokiselina koja sadrzi tiolnu skupinu (-SH).
Ne unosi se hranom, ve¢ u organizmu nastaje isklju¢ivo iz esencijalne aminokiseline
metionin, u metioninskom ciklusu kao meduprodukt u procesu demetilacije metionina

(Koklesova i sur., 2021).
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Prvi korak u metabolizmu metionina je prevodenje metionina u S-adenozilmetionin
(SAM) pomoc¢u enzima ATP-L-metionin S-adenoziltransferaze, a reakcija ovisi 0 samoj
koncentraciji SAM-a unutar stanice. SAM je, zahvaljujuci sulfonijevom kationu u svojoj
strukturi, jedan od klju¢nih donora metilne skupine u reakcijama bioloske transmetilacije koje
imaju vaznu ulogu u regulaciji i ekspresiji gena te sudjeluju u sintezi mnogih spojeva kao $to
su kreatin, fosfatidilkolin i neurotransmiteri. Pri prijenosu metilne skupine na molekule
akceptora, ukljucujudi nukleinske kiseline, proteine i lipide, nastaje S -adenozilhomocistein
(SAH). Nadalje, SAH se u reverzibilnoj reakciji hidrolize djelovanjem enzima S-
adenozilhomocistein-hidrolaza prevodi u homocistein i adenozin, no zbog brzog uklanjanja
produkata u fizioloskim uvjetima, prednost ima obrnuta reakcija. Ovisno o koli¢ini metionina
1 potrebama stanice, homocistein se dalje moze metabolizirati putem transsulfuracije pri cemu

nastaje cistein ili remetilirati natrag u metionin.

Transsulfuracijom se homocistein ireverzibilno razgraduje, a reakcija se pretezno
odvija u jetri i bubrezima. Ovisna je o piridoksal fosfatu (aktivnom obliku vitamina B6) koji
sluzi kao kofaktor enzimima. Prvotno se dogada kondenzacija homocisteina i serina koju
katalizira cistationin f-sintaza (CBS) te nastaje cistation. Potom se cistation hidrolizira na
cistein i a-oksobutirat u prisustvu enzima cistationin y-liaza (CTH). Cistein, pored toga Sto
sudjeluje u sintezi brojnih proteina, sluzi za pretvorbu u taurin, piruvat ili u jedan od

najznacajnijih stani¢nih antioksidansa — glutation.

Remetilacija homocisteina u metionin zadnji je korak u metioninskom ciklusu, ¢ime se
nadomjesta moguci nedostatak metionina. Remetilacija se moze odvijati na dva razlicita
nacina; ovisno je li donor metilne skupine 5-metiltetrahidrofolata (5-metilTHF) koji je
povezan s metabolizmom folata (vitamin B9) ili betain. U prvom 1 ¢eS¢em slucaju, reakciju
katalizira enzim metionin sintaza (MS) kojemu je potreban kofaktor metilkobalamin (oblik
vitamina B12). Osim vitamina B12 i B9, vazna je i dostupnost 5-metilTHF-a koji se stvara iz
ireverzibilne redukcije 5,10-metilentetrahidrofolata djelovanjem enzima 5,10-
metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) te oblik vitamina B2 (flavin adenin dinukleotid)
kojega MTHFR upotrebljava kao kofaktor. Remetilacija koja koristi betain dobiven
oksidacijom kolina, ogranicena je na jetru i bubrege, a katalizira ju enzim betain homocistein

metiltransferaza (BHMT) (Esse R i sur., 2019; Schalinske i Smazal, 2012).

lako homocistein nije izravno ukljuéen u sintezu proteina, proteini mogu sadrzavati

homocisteinske ostatke. Jedan od takvih primjera je N-homocisteinilacija, posttranslacijska



modifikacija proteina specifi¢no vezana uz homocistein, koja mijenja strukturu i funkciju
proteina. Naime, zbog strukturne sli¢nosti s metioninom, homocistein se pomoc¢u enzima
metionil tRNA sintetaze ukljucuje u biosintezu proteina, a prilikom ispravka te pogreske,
putem ciklizacije, nastaje toksi¢ni metabolit homocistein tiolakton. Homocistein tiolakton
stvara izopeptidnu vezu, ostecuje proteine i dovodi do nastanka novih antigena koji pokrecu
upalne procese, a stupanjem u interakciju s LDL-om, uzrokuje agregaciju, povecanje gustoce i

tvorbu pjenastih stanica (Jakubowski H, 2019; Kumar i sur., 2017).

U krvnoj plazmi homocistein se ve¢inom nalazi u oksidiranom obliku, najvise vezan
na proteine plazme poput albumina (70-80%). Ako nije vezan na proteine plazme, moze se
spajati s drugim homocisteinom ili drugim tiolima tvore¢i disulfide (20-30%), a samo 1%
cirkulira u reduciranom obliku kao slobodni tiol. Opc¢enito, koncentracija homocisteina raste s
dobi pa su tako vrijednosti nize kod djece, ali i kod Zzena prije menopauze te trudnica.
Koncentracija homocisteina u krvi smatra se povisenom ako je iznad 15 pmol/L i takvo stanje
naziva se hiperhomocisteinemija. Medutim, mozdani udar, kognitivno ostecenje ili demencija
primjeri su kod kojih je dokazano da vrijednosti ve¢ iznad 11 umol/L u odrasloj dobi mogu
dovesti do Stetnih u¢inaka. Osim zbog fizioloskih karakteristika, povisene vrijednosti mogu se
javiti uslijed genskih poremecaja $to rezultira manjkom ili potpunom odsutnoséu enzima
ukljucenih u metioninski ciklus. U ¢imbenike rizika ubraja se joS pusenje, konzumacija
lijekova, nedostatak vitamina B2, B6, B9 i B12, hipotireoza i disfunkcija bubrega (Dai C i
sur., 2021; Koklesova i sur., 2021; Smith i Refsum, 2021).

Hiperhomocisteinemija se povezuje uz mnoga stanja ukljucujuci kardiovaskularne
bolesti s aterosklerozom u pozadini, neurodegenerativne bolesti, maligne bolesti,
komplikacije u trudno¢i, inzulinsku rezistenciju i dijabetes i osteoporozu (Kim 1 sur., 2018;
Koklesova i sur.,2021). Uz to, poviSena koncentracija ukupnog homocisteina povezuje se s
ve¢om stopom mortaliteta kod navedenih bolesti (Smith i Refsum, 2021). Homocistein
sudjeluje u patogenzi kardiovaskularnih bolesti tako $to narusava funkciju endotela, odnosno
onemogucava endotelu da regulira vaskularni tonus. Radi odrzavanja ravnoteze izmedu
vazokonstrikcije i vazodilatacije, endotelne stanice oslobadaju medijatore poput dusikovog
oksida (NO), prostaciklina, endotelina-1 i tromboksana, a homocistein djelujuéi inhibitorno
na endotelnu sintazu dusikovog oksida (eNOS) smanjuje bioraspolozivost vazodilatatora NO.
Neuravnotezena proizvodnja NO dovodi do aterotrombogeneze, a zbog reaktivne sulfhidrilne
skupine na homocisteinu povecan je nastanak reaktivnih kisikovih vrsta §to moze potaknuti

ekspresiju citokina i adhezijskih molekula putem proteinskog transkripcijskog faktora NF-kB
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u stanicama endotela. Homocistein ima znacajan u¢inak na povecano stvaranje
vazokonstriktora tromboksana te aktivaciju i agregaciju trombocita koji oslobadanjem
kemokina pridonose endotelnoj disfunkciji. U mitohondrijima hiperhomocisteinemija utjece
na smanjenje aktivnosti lanca prijenosa elektrona i proizvodnju adenozin trifosfata u procesu
oksidativne fosforilacije $§to moze dovesti do poremecaja stani¢nog disanja i bolesti poput
infarkta miokarda, mozdanog udara, zatajenja srca i demencije (Koklesova i sur., 2021;
Kaplan P i sur., 2020; Esse R i sur., 2019). Istodobno, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu
povisenih vrijednosti homocisteina i Parkinsonove i Alzheimerove bolesti. Uocene su
promjene u propusnosti krvno-mozdane i krvno-retinalne barijere, povecana je ekspresija
gena proupalnih biljega interleukina-1b i faktora tumorske nekroze o u mikroglijama, dok je u
neuronima pojacana ekspresija kinaza koje mogu hiperfosforilirati tau-protein, jedan od
biomarkera Alzheimerove bolesti. Autooksidacijom homocisteina dolazi do oksidacijskog
stresa pri cemu se oslobadaju slobodni radikali koji izazivaju neuroinflamaciju i stani¢nu
smrt. Kod starijih osoba Cesto je smanjeno stvaranje endogenog hormona melatonina koji ima
sposobnost uklanjanja slobodnih radikala pa su ucinci jos izrazeniji. Oste¢enje neurona i veze
medu neuronima posljedica su jos§ jednog mehanizma u kojemu homocistein ima ulogu
agonista, tj. aktivatora N-metil-D-aspartatnih i metabotropnih glutamatnih receptora (Tawfik i
sur., 2021; Al Mutairi, 2020; Fan i sur., 2020). Izmedu ostalog, poznat je mehanizam kojim
homocistein remeti inzulinsku signalizaciju Sto posljedi¢no uzrokuje inzulinsku rezistenciju
koja prethodi Sec¢ernoj bolesti tipa 2. Ometajuci fosforilaciju inzulinskih receptora,
homocistein utjece na nizvodnu signalnu kaskadu i smanjuje translokaciju GLUT4
transportera na stanicnu membranu, a time i unos glukoze. Osteéenje signalizacije poprac¢eno
je 1 povecanom proizvodnjom rezistina, peptidnog hormona koji se povezuje s pretiloScu 1
dijabetesom. (Kumar i sur., 2017). Homocistein se smatra dobrim biljegom za lokalizirane
tumore jer je dokazano da mu koncentracija raste kod brze proliferacije tumorskih stanica. U
prilog tome, postoje indicije da tumorsko tkivo remeti metabolizam homocisteina zbog
nedostatka folata (Kim i sur., 2018). Snizavanjem vrijednosti ukupnog homocisteina pomocu
suplementacije vitaminima B skupine (B6, B9, B12, B2) moguce je djelomic¢no sprijeciti neke
bolesti, uklju¢ujuci defekte neuralne cijevi, oslabljen kognitivni razvoj u djetinjstvu, mozdani
udar, makularnu degeneraciju i kognitivno o$te¢enje kod starijih osoba (Smith i Refsum,
2021).



1.1.2. Laboratorijsko odredivanje aminokiselina/homocisteina

Budu¢i da su aminokiseline male molekule koje pomocu specifi¢nih prijenosnika
prolaze razli¢ite membrane, moguce je njihovo odredivanje u raznim tjelesnim tekuc¢inama.
Za §to tocnije nalaze vazno je ispuniti predanaliticke uvjete, a to su: pripremiti pacijenta za
uzimanje uzoraka (uzimajuci u obzir vrijeme uzorkovanja i prehranu), pravilno uzimanje
uzoraka (izbjegavati hemolizu stanica koliko god je to moguce) i dostava uzoraka u
laboratorij u preporu¢enom vremenu i pod odredenim uvjetima. Ukoliko u praksi nije moguce
pridrzavati se ovih preporuka, bitno je prilikom tumacenja rezultata uzeti u obzir navedene
faktore. Nadalje, plazmu ili serum potrebno je centrifugiranjem odvojiti od stanica najkasnije
unutar dva do tri sata nakon vadenja krvi te deproteinizirati kako bi se dobio stabilan uzorak.
Za odredivanje homocisteina preporuceni uzorak je plazma. Nakon uzimanja uzoraka,
epruvetu je potrebno uroniti u led kako bi se prekinuo metabolizam eritrocita i centrifugirati
unutar jednog sata. Ukoliko se ne postuju navedeni uvjeti moze do¢i do povecanja
koncentracije homocisteina u plazmi za oko 10 % po satu na sobnoj temperaturi. Zbog
navedenog homocistein se ne bi trebao odredivati u serumu. Na koncentraciju homocisteina u
krvi utjecu koli¢ine vitamina B6, B9 1 B12 i sadrZaj proteina u prehrani, stoga se preporucuje

prikupljanje uzorka nataste ili najkasnije tri sata nakon dorucka i lagane vecere dan prije.

Za odredivanje aminokiselina, laboratorijima su kvalitativne analize (razne metode
tankoslojne kromatografije) lako pristupacne i mogu posluziti za usmjeravanje daljnje
dijagnostike, medutim ne otkrivaju blago povisene ili snizene vrijednosti aminokiselina.
Koncentracije pojedinih aminokiselina odreduju se kvantitativnim metodama koje su znatno
osjetljivije, ali i skuplje. Od kvantitativnih metoda najcesce se koriste tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) te masena spektrometrija plinske i tekucinske
kromatografije (Xu i sur., 2020; Fumi¢ i Bili¢, 2009). Ukupna koncentracija homocisteina
osjetljiviji je dijagnostic¢ki parametar za hiperhomocisteinemiju od koncentracije samo
slobodnog homocisteina pa sve analiticke metode za mjerenje ukupnog homocisteina
zahtijevaju korak redukcije u kojemu dolazi do cijepanja disulfidnih veza (Rasmussen i
Mgller, 2000). Metode za odredivanje ukupnog homocisteina mogu biti kromatografske
(teku¢inske kromatografije u kombinaciji s tandemskom spektrometrijom masa (LC-MS/MS),
plinske kromatografije s masenom spektrometrijom (GC-MS) ili HPLC-a s fluorescentnom
detekcijom ) ili imunokemijske (imunokemijske metode koje za detekciju primjenjuju enzime

(EIA), fluorescentnu polarizaciju (FPIA) ili kemiluminiscenciju (CLIA) (Paprotny i sur.,



2020). Imunokemijski testovi za odredivanje homocisteina su dovoljno osjetljivi, medutim
nedovoljno specifi¢ni zbog Cega se sve vise zamjenjuju kromatografskim tehnikama kao Sto je
LC-MS/MS. LC-MS/MS metoda s elektrosprej ionizacijom je referentna metoda u klinickim
laboratorijima za odredivanje koncentracije homocisteina (Paprotny i sur., 2020; Alam i sur.,

2019; Ubbink, 2000).

1.2. Nasljedni metabolicki poremecaji i novorodenacki probir

Do danas je poznato vise od 1400 nasljednih metabolickih poremecaja koji su
posljedica mutacija pojedinacnoga gena $to dovodi do nedovoljne sinteze proteina ili sinteze
nefunkcionalnog proteina, najées¢e enzima (Ferreira i van Karnebeek, 2019). Stvaranjem
nefunkcionalnog enzima dolazi do promjena u metaboli¢kom putu i prekomjernog
nakupljanja specifi¢nih metabolita. Vec¢ina se nasljednih metabolickih bolesti nasljeduje
prema Mendelovim zakonima nasljedivanja (dominantno ili recesivno te autosomno ili X-
vezano), a manji broj mitohondrijskim nasljedivanjem (Shrestha, ured., 2017; Cvorii¢ec i
Cepelak, ured., 2009b). Incidencija pojedinih bolesti je niska, ali zajedno ti poremecaji
zahvacaju najmanje 1% sve novorodencadi te se mogu javiti i u kasnijoj zivotnoj dobi. Veliki
izazov u medicini predstavlja razumijevanje samih mehanizama bolesti, kao i ¢injenica da
uglavnom ne postoji povezanost izmedu genotipa i fenotipa. Zbog velikog broja mutacija,
klinicka slika je izrazito heterogena $to dodatno otezava dijagnozu bolesti, a pravovremeno

prepoznavanje bolesti i laboratorijska potvrda dijagnoze preduvjeti su uspjesnog lijecenja.

Ovisno o nac¢inu organizacije, u laboratorijskoj dijagnostici nasljednih metabolickih
poremecaja razlikuju se dva pristupa — sustavno i selektivno traganje. Selektivno traganje
obuhvaca laboratorijsku obradu simptomatskih bolesnika na temelju anamneze, osnovnih
laboratorijskih pretraga i klinicke slike, a sustavno traganje se jos naziva i novorodenackim
probirom (engl. newborn screening, NBS) (Ferreira i van Karnebeek, 2019; Cvoriséec i
Cepelak, ured., 2009b).

Probir novorodencadi podrazumijeva ispitivanje na neke prirodene bolesti u odredenoj
novorodenackoj populaciji s ciljem njihovog prepoznavanja, prije nego prouzroce trajne
posljedice po zdravlje djeteta (https://www.kbc-zagreb.hr/informacije-javnosti-o-
novorodjenackom-probiru.aspx). Takav slozeni dijagnosticki pristup najéesce je organiziran

tako da jedan laboratorij pokriva podruéje neke regije ili drzave. U odnosu na njegove



pocetke, program novorodenackog probira znatno je prosiren i neprestano se razvija cemu
pridonosi i razvoj novih tehnologija (Cvoriéec i Cepelak, ured., 2009b). Glavni kriteriji za
uvrstavanje neke bolesti u program novorodenackog probira su nemoguénost ranog
prepoznavanja, dostupnost lije¢enju, postojanje dovoljno osjetljivog i specificnog
laboratorijskog testa i razmjerno velika pojavnost, a potrebno je razmotriti i eticke i
ckonomske aspekte svakog proSirenja. Temeljem navedenih mjerila, u Republici Hrvatskoj u
program je zasad uklju¢eno osam bolesti: fenilketonurija, konatalna hipotireoza, nedostatak
acil-CoA-dehidrogenaze srednjih lanaca, nedostatak 3-OH-acil-CoA-dehidrogenaze dugih
lanaca (izoliran ili kao dio manjka trifunkcionalnog proteina), nedostatak acil-CoA-
dehidrogenaze vrlo dugih lanaca, nedostatak karnitinskog nosaca, izovalericka acidurija i
glutarna acidurija tipa I. Novorodenacki probir na ove bolesti radi se iz uzorka suhe kapi krvi,
a uspjesnost njegova provodenja uvelike ovisi 0 odgovaraju¢em i pravodobnom prikupljanju
uzoraka. Uzorak se uzima izmedu 48 i1 72 sata djetetova zivota jer se tada oCekuju
karakteristicne promjene analita za bolesti koje se pretrazuju te pritom treba paziti da ne dode
do zagadenja uzorka. Nakon $to se krv nakapa na sva Cetiri iscrtana kruga na
standardiziranom filtarskom papiru, uzorak se susi najmanje Cetiri sata na ravnoj i €istoj
podlozi, bez izravnog utjecaja topline i sunceve svijetlosti (BilandZzija i sur., 2018).
Procjenjuje se da u ovoj metodi dozvoljena pogreska pri koristenju uzorka suhe kapi krvi na

filtarskom papiru za novorodenacki probir moze biti +/- 30 % (Lehotay i sur., 2011).

Poremecaji metioninskog ciklusa

PoviSene vrijednosti homocisteina naj¢esSce su posljedica urodenih greSaka u
metabolizmu metionina i homocisteina. Visoka koncentracija homocisteina i niska
koncentracija metionina upucuju na mutaciju u koraku remetilacije, dok visoke koncentracije
1 homocisteina i metionina ukazuju na poremecaj u putu transulfuracije. Najtezi slucajevi
uzrokovani su homozigotnom ili slozenom heterozigotnom mutacijom gena za enzime 5,10-
metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR) i cistation-B-sintazu (CBS) ili mutacijom gena u
metabolizmu kobalamina. Kod nedostatka ili smanjene sinteze drugih enzima ukljuc¢enih u

metioninski ciklus javljaju se manje ozbiljni fenotipski oblici (lacobazzi i sur., 2014).

Klasi¢na homocistinurija, odnosno nedostatak CBS enzima, uzrokovana je bialelnim
patogenim mutacijama u CBS genu. Nasljeduje se autosomno-recesivno $to znaci da prilikom

zaceca postoji 25% Sanse da osoba bude pogodena boles¢u, 50% Sanse da bude asimptomatski
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nositelj 1 25% Sanse da osoba bude zdrava. Biokemijska obiljezja su izrazito visoka
koncentracija homocisteina i obi¢no metionina Sto je popraceno niskim koncentracijama
cisteina i cistationa u cirkulaciji. Simptomi bolesti mogu biti razliéiti i zahvacaju okularni,
skeletni, vaskularni i sredi$nji Ziv€ani sustav (Al Mutairi, 2020; Sacharow i sur., 2017). Kod
bolesnika nerijetko dolazi do zaostajanja u razvoju uz snizen kvocijent inteligencije, ektopija
le¢e, miopiju, tromboemboliju i skeletne abnormalnosti poput prekomjerne visine, skolioze 1
dugih nogu $to podsje¢a na Marfanov sindrom, samo bez hipermobilnosti zglobova.
Tromboembolija moze biti jedini simptom, a ujedno je i vodeéi uzrok rane smrti i morbiditeta.
Kako bi se smanjio rizik od tromboembolije u trudno¢i, trudnicama s dijagnozom
homocistinurije preporuca se primjena profilakticke antikoagulantne terapije
niskomolekularnim heparinom tijekom trec¢eg tromjesecja i nakon poroda (Sacharow i sur.,
2017). Lije€enje ucinkovito smanjuje morbiditet, posebice kada se zapocne rano, a moguci
oblici lijeCenja su restrikcijska dijeta bez metionina 1 suplementacija folata i vitamina B12 te
terapija piridoksinom i betainom. Blazi oblici bolesti, posebno oni koji zbog specifi¢nih
mutacija pozitivno reagiraju na terapiju piridoksinom, mogu se manifestirati tek u kasnijoj,
odrasloj dobi. Bolesnici koji ne reagiraju na piridoksin u pravilu razvijaju tezi oblik bolesti.
Kod pacijenata kojima se bolest ustanovi novorodenac¢kim probirom, uz pridrzavanje terapije,
moguca je prevencija tjelesnih komplikacija i normalan kognitivni razvoj. U sklopu
novorodenackog probira na klasiénu homocistinuriju se moze posumnjati kada su vrijednosti
metionina iznad dogovorene grani¢ne vrijednosti. Medutim, metionin nije dovoljno specifi¢an
te je u sklopu probira na klasi¢nu homocistinuriju potrebno napraviti drugostupanjske testove
kod sve novorodencadi s vrijednostima metionina iznad grani¢ne vrijednosti. Uvodenjem
drugostupanjskih testova smanjuje se udio lazno pozitivnih nalaza. Povisena koncentracija
metionina u krvi nije specificna za nedostatak CBS-a, ve¢ se javlja i kod bolesti jetre, manjka
enzima metionin adenoziltransferaze I/111 (MAT I/111), manjka piridoksina i nekoliko drugih
urodenih poremecaja metabolizma. Jedno od rjeSenja kojim se moze poboljsati specifi¢nost je
odredivanje ukupnog homocisteina kao sekundarnog biljega u probiru, a izracunavanje
omjera metionina i homocisteina moze olaksati razlikovanje pacijenata s nedostatkom CBS-a
od onih s manjkom MAT I/I11. Potvrda nedostatka CBS-a uz laboratorijsku dijagnostiku
podrazumijeva opravdanu klinicku sumnju 1 isklju¢ivanje drugih uzroka

hiperhomocisteinemije (Morris i sur., 2017).

Nedostatak MTHFR enzima je autosomno-recesivna bolest, a polimorfizmi MTHFR

gena koji uzrokuju neispravnu metilaciju, manjak folata i razne bolesti ucestali su i razlikuju



se medu etnickim skupinama. Procjenjuje se da je 10% svjetske populacije homozigotno, a u
nekim sredinama taj postotak raste i do 25%. Polimorfizam C677T izaziva probleme s
kardiovaskularnom funkcijom, regulacijom DNA i proizvodnjom glutationa, dok
polimorfizam A1298C smanjuje koncentraciju tetrahidrobiopterina i veze se uz proizvodnju
dusikovog oksida (NO) (Al Mutairi, 2020; Iacobazzi i sur., 2014). Klinicke se manifestacije
razlikuju, ali za tezi oblik bolesti karakteristi¢ni su akutni neuroloski poremecaj i progresivna
encefalopatija u ranom djetinjstvu, dok adolescenti i odrasli mogu razviti psihijatrijske

simptome, neuropatiju ili vensku trombozu (Huemer i sur., 2015).

Poremecaji metabolizma kobalamina su mnogobrojni i mogu utjecati na njegovu
apsorpciju (manjak unutarnjeg faktora, Imerslund-Grasbeckov sindrom) ili transport (manjak
transkobalamina) (Al Mutairi, 2020). Ipak, najrasireniji je poremecaj kobalamina C u kojemu
je smanjena pretvorba prehrambenog oblika kobalamina u dva aktivna oblika, metilkobalamin
i adenozilkobalamin. Smatra se da toksi¢no nakupljanje homocisteina zajedno sa S-
adenzilhomocisteinom (SAH) i nedostatak metabolita nizvodno u putu imaju sinergisticki
ucinak na razvoj bolesti. (Iacobazzi i sur., 2014). Klinicka slika je vrlo raznolika, a najces¢i
simptomi su megaloblasti¢na anemija, panicitopenija, opticka neuropatija i slabiji kognitivni
razvoj. Kasno dijagnosticiranje moZze biti poprac¢eno ireverzibilnim neuroloskim
nedostatcima, stoga terapiju treba uvesti pravovremeno. [z istog razloga predlozeno je
odredivanje u sklopu novorodenackog probira i mjerenje homocisteina u drugostupanjskim

testovima (Huemer i Baumgartner, 2019).

Svim poremecajima zajednicko je da su rijetki zbog Cega su istrazivanja ograni¢ena na
mali broj ispitanika s razli¢itim genotipovima, a istovremeno klinicka slika i vrsta terapije
uvelike variraju. Unato¢ tome, za odredene poremecaje metioninskog ciklusa dokazana je
uspjesnost terapije, ishodi su bolji kod ranog lije¢enja zbog cega su navedene bolesti

kandidati za programe novorodenackog probira Sirom svijeta (Huemer i sur., 2015).

1.4. Suha kap krvi na filtarskom papiru

Suha kap krvi (engl. dried blood spot, DBS) je uzorak koji se dobiva kapanjem
kapljice krvi iz pete, prsta ili uske na poseban, standardiziran filtarski papir. Prije uzimanja
uzorka, pacijenta je potrebno pripremiti za uzorkovanje, ne dirati filtarski papir na koji se

nanosi uzorak, odabrati i dezinficirati mjesto uboda, obrisati prvu kap, pri¢ekati da se formira
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sljedeca velika kap krvi i prisloniti je na filtarski papir. Karticu je potrebno susiti minimalno 4
sata na sobnoj temperaturi u horizonatalnom polozaju. Nakon $to se krv osusi, uzorak se moze
transportirati u laboratorij ili skladistiti tjednima na sobnoj temperaturi ili mjesecima na -
20°C. Osim $to se koristi za probir novorodenc¢adi, DBS nalazi primjenu i u brojnim drugim
podrucjima klini¢ke kemije: odredivanje peptida, proteina i metabolita, procjenu razine
hormona, probir virusa, izolaciju DNA, otkrivanje genskih poremecaja te u farmakoloskim i
toksikoloskim analizama. U usporedbi s venepunkcijom, brojne su prednosti ovakvog
uzorkovanja: minimalno je invazivno i potreban je mali volumen krvi, jednostavno susenje i
pohrana, jednostavan i jeftin transport te jednostavno zbrinjavanje otpada (Malsagova i sur.,
2020; McClendon-Weary i sur., 2020). Najvec¢i nedostatak suhe kapi krvi je hematokrit jer
moze bitno utjecati na rezultate. Uzorak krvi s visokim hematokritom ima vecu viskoznost
zbog ¢ega se krv ne Siri homogeno, odnosno krv sporije putuje po filtarskom papiru §to moze
dovesti do varijacija analita u mjerenju. Jo$ jedan od potencijalnih problema je
kromatografski u¢inak, odnosno nacin na koji odredeni analit putuje kroz filtarski papir, a da
bi se taj u¢inak umanjio, razvijene su kartice filtarskog papira s matriksom koji omoguéuje
jednako putovanje krvi duz cijelog iscrtanog kruga na filtarskom papiru (Lim, 2018;
McClendon-Weary i sur., 2020; Zakaria i sur., 2016).

1.4. Tandemska spektrometrija masa

Spektrometrija masa je napredna analiticka tehnika koja se koristi za identifikaciju i
kvantifikaciju spojeva. Temelji se na pretvorbi uzorka u ionizirano stanje, s fragmentacijom
ili bez nje, a nastali ioni potom se odvajaju pod utjecajem elektri¢nog i magnetskog polja, te
detektiraju pomocu grafickog prikaza. Instrument se sastoji od: ionizacijskog izvora, prvog
masenog analizatora (MS1), kolizijske ¢elije, drugog masenog analizatora (MS2) i detektora.
(Caballero 1 sur., ured., 2016). Vakuumskim sustavom obuhvacena su srediSnja tri dijela
instrumenta kako bi se odrzavao nizak tlak koji onemogucava reakciju izmedu iona i
molekule (Sharmin i Zafar, ured., 2017). Uzorak koji zelimo analizirati prevodi se u plinovito
stanje 1 ionizira elektrosprej ionizacijom (ESI) pri atmosferskom tlaku, a ukljucuje tri koraka:
stvaranje i rasprsivanje nabijenih kapljica, isparavanje otapala i izbacivanje iona iz visoko
nabijenih kapljica. Prenoseci relativno malo energije analitu, dolazi do slabe fragmentacije,
stoga je ESI izrazito pogodna za analizu metabolita, ksenobiotika i peptida. ESI omogucuje

osjetljivu analizu nehlapljivih i termolabilnih analita u niskim koncentracijama (Pitt, 2009).
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Nastali aerosol sastavljen je od nabijenih kapljica ¢iji je naboj jednoliko rasporeden po
povrsini kako bi se minimalizirala potencijalna energija. U nabijenim kapljicama suprotno
djeluju dvije sile - povrsinska napetost kapljice koja pokuSava zadrzati sferni obliK i
Coulombova odbojna sila. Po izlasku iz metalne kapilare, otapalo isparava primjenom visoke
temperature, a nabijene kapljice neprestano se smanjuju sve dok ne dosegnu tzv. Rayleighovu
granicu, tj. do trena kada se povrSinska napetost vise ne moze suprotstaviti Coulombovoj sili
pa se kapljice raspadaju na mnostvo manjih, tvore¢i u konacnici ionizirani analit u plinovitoj
fazi (Banerjee i Mazumdar, 2012). Tandemska spektrometrija masa sadrzi barem dva
povezana masena analizatora, kvadrupola, koje odvaja kolizijska ¢elija. Kvadrupolni
analizator se sastoji od Cetiri elektrode suprotnih naboja. Na osnovu specificnog omjera mase
i naboja (m/z) samo odredeni ioni mogu zadrzati putanju i pro¢i analizator. Prosavsi kroz prvi
kvadrupol, ioni odabranog omjera m/z se u kolizijskoj ¢eliji bombardiraju inertnim plinom i
dodatno fragmentiraju prije nego produ kroz drugi analizator. Takav na¢in omogucuje
ispitivanje fragmenata pojedinih iona u smjesi, a postupak se moze ponoviti i do nekoliko

puta u svrhu dobivanja Sto preciznijih o¢itanja (Mittal, 2015; Cindri¢ 1 sur., 2009).

U masenoj spektrometriji Siroko je rasprostranjena uporaba internih standarda (IS) za
postizanje to¢nih 1 pouzdanih kvantitativnih rezultata. Osim Sto korigiraju odstupanja nastala
tijekom pripreme uzorka, koriste se za kompenziranje varijacija u intenzitetu signala uslijed
supresije iona koja moze utjecati na u¢inkovitost ionizacije, a uzrokovana je komponentama
matrice (Jeanne Dit Fouque i sur., 2018). Stupanj supresije iona takoder ovisi o kemijskoj
strukturi analita §to znaci da ako analit i interni standard nisu dovoljno sli¢ni u strukturi,
rezultati se mogu razlikovati. 1z tog su razloga interni standardi u kvantitativnim
bioanalitickim LC-MS/MS analizama strukturni analozi analita ili analozi analita obiljezeni

stabilnim izotopom (Stokvis i sur., 2005).

Primjena ovakve tehnologije u klinickim laboratorijima sve je vise zastupljena i ulazi
u svakodnevnu rutinu. Tandemska spektrometrija masa omoguéuje brzo mjerenje velikog
broja metabolita iz uzorka suhe kapi krvi ili izravno iz bioloskih tekucina. Odlikuje se
visokom osjetljivosc¢u 1 specificnos¢u, a sposobnost detekcije i mjerenja metabolita s vrlo
niskom molekularnom masom u vrlo niskim rasponima koncentracija unaprijedilo je mnoge
analize. Osim u laboratorijskoj dijagnostici primjenjuje se u farmaceutskoj industriji, klini¢koj
mikrobiologiji, fitokemiji, sudskoj medicini i istrazivanjima u podrucju -omika (genomika,

proteomika, metabolomika...) (Sharmin i Zafar, ured., 2017; Ombrone i sur., 2015).
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1.5. Kratka analiticka validacija kvantitativnih metoda

Kako bi se smanjila mogucnost analiticke pogreske i1 osiguralo permanentno izdavanje
brzih, to¢nih i pouzdanih rezultata laboratorijskih pretraga, laboratoriji trebaju ispuniti
definirane standarde kvalitete. Za medicinsko-biokemijske laboratorije u Republici Hrvatskoj
akreditacijski zahtjevi kvalitete uskladeni su s medunarodnom normom ISO 15189:2012, a
propisuje ih Hrvatska komora medicinskih biokemicara (HKMB) temeljem javnih ovlasti
(Pasali¢, ured., 2018; Galjani¢ i sur., ured., 2010). Proces akreditacije obuhvaca upravljacke i
tehnicke sposobnosti laboratorija, a ukljucuje postupak validacije metode, verifikaciju i
osiguranje kvalitete. Primarna svrha validacije i verifikacije metode je procjena pogreske, to
jest utvrdivanje svih mogucih pogresaka u rezultatima te u kojoj mjeri one mogu utjecati na

klini¢ka tumacenja (Abdel i E1-Masry, 2021).

Validacija metode je postupak kojim se dokazuje da je odredena metoda prikladna za
namjeravanu uporabu i najéesce ju izvodi proizvodac. Svakoj metodi pristupa se individualno
te ovisno o vrsti metode i je li ona kvalitativna ili kvantitativna, razlikuju se postupci
ispitivanja (Lazari¢, 2012). Verifikacija se u radnim uvjetima laboratorija provodi za veé
validirane metode kako bi se potvrdila prikladnost i primjenjivost postupka. Na primjer,
izvodi se uoci prve upotrebe validirane metode u laboratoriju ili kod promjene nekih uvjeta u
laboratoriju koji utje¢u na metodu. Najprije ide upoznavanje s analitickim sustavom, a potom
slijedi ispitivanje izvedbenih znacajki validacije ili verifikacije, od kojih su neke: procjena
to¢nosti i preciznosti, linearnost, analiticka osjetljivost, referentni intervali 1 ako je moguca,
usporedba (Grgi¢, 2019; Topi¢ i sur., 2015). Kriteriji prihvatljivosti unaprijed su definirani i

opravdani u planu validacije ili verifikacije (Roelofsen-de Beer i sur., 2020).

Preciznost je bliskost slaganja izmedu ponovljenih rezultata mjerenja dobivenih iz
istog homogenog uzorka pod odredenim uvjetima, a razlikuju se preciznost u seriji
(ponovljivost) i medupreciznost (Lazari¢, 2012). Toc¢nost predstavlja bliskost slaganja
rezultata izmedu izmjerene vrijednosti 1 stvarne vrijednosti. Numericki se izrazava kao
procjena sustavne pogreske (engl. bias), a izraCunava se razlikom izmedu srednjeg rezultata
ispitivane metode i vrijednosti dobivene usporednom metodom ili poznate vrijednosti
certificiranog referentnog materijala. Linearnost se definira kao raspon koncentracija u
kojemu postoji izravan proporcionalni odnos izmedu koncentracije analita i mjernog signala.
Izvedbene karakteristike metode koje opisuju najnizu koncentraciju mjerne velicine koja se

moze pouzdano izmjeriti analiti¢kim postupkom obuhvacene su pojmom analiticka
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osjetljivost, i to su granica slijepe probe (engl. limit of blank, LOB), granica detekcije (engl.
limit of detection, LOD) i granica kvantifikacije (engl. limit of quantitation, LOQ) (Pum,
2019). Ukoliko se referentni intervali ne preuzimaju iz literature ili od proizvodaca zbog
njihove neprikladnosti, provjera se vrsi ispitivanjem 20 referentnih pojedinaca iz populacije
kojoj je referentni interval namijenjen. U sluc¢aju da manje od 10% ispitanika ima vrijednosti
izvan prethodno utvrdenog intervala, interval se prihvaca ili u suprotnome, postupak se mora
ponoviti (Topi¢ i sur., 2015). Usporedivost je slaganje rezultata dobivenih za odredeni analit
koriStenjem razli¢itih mjernih postupaka; razli¢itih metoda ili razli¢itih instrumenata. Za
usporedbu kvantitativnih metoda neke od preporucenih statistickih analiza su Passing-

Bablokova regresija i Bland-Altmanov dijagram (Abdel i EI-Masry, 2021; Pum, 2019).

Postupkom kratke analiticke validacije dobiveni rezultati usporeduju se s kriterijima
prihvatljivosti. Za odredivanje biomarkera iz uzorka suhe kapi krvi, spomenuti kriteriji
prihvatljivosti preuzeti su iz literature te za procjenu nepreciznosti i to¢nosti iznose < 15 %,

odnosno < +/- 15 % (Moat i sur., 2020).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Odredivanje homocisteina do sada je bilo moguce jedino iz uzorka plazme. Medutim
zbog niza predanalitickih ¢imbenika (pripremu pacijenta, venepunkciju, centrifugiranje unutar
jednog sata od uzimanja uzorka, dostava uzoraka u laboratorij u preporu¢enom vremenu i pod
odredenim uvjetima) uzorak suhe kapi krvi pokazao se bitno prakti¢niji za rutinsko

odredivanje homocisteina.

Prije uvodenja nove metode u rutinski rad laboratorija potrebno je provesti postupak
kratke analiticke validacije (verifikacije) ¢ime bi se potvrdile analiticke znacajke metode dane

od strane proizvodaca.

Cilj ovoga rada je provesti kratku verifikaciju odredivanja homocisteina u uzorku suhe
kapi krvi primjenom tandemske spektrometrije masa. U tu svrhu ispitani su sljedeéi
parametri: preciznost (ponovljivost i medupreciznost), to¢nost, analiti¢ka osjetljivost (LOB i

LOD) i usporedivost.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci pacijenata

U ovom radu su koristeni uzorci suhe kapi krvi 30 ispitanika u dobi 1-76 godina, od
toga 12 muskih i 18 Zenskih. Uzorci suhe kapi krvi dobiveni su kapanjem 60 pL EDTA krvi

na standardizirani sterilni filtarski papir Whatman903®.
3.2. Materijali

Za izracun preciznosti i to¢nosti koristeni su komercijalni kontrolni uzorci ClinCheck

® -Control (MS2182) njemacke tvrtke Recipe dostupni u dvije koncentracijske razine.

Tablica 1. Koncentracijsko podruc¢je komercijalnih kontrolnih uzoraka (MS2182)

SREDNJA
KONTROLA METODA VRIJEDNOST KONCENTRACIJSKO
LOT 1329 ANALIZE KONCENTRACIJE PODRUCIJE
[umol/L] [umol/L]
Razina | LC- 18.0 126 -23.4
Razina ll MS/MS 445 31.2-579

Pomocu seta kalibratora ClinCal ® - Calibrator (MS2113) njemacke tvrtke Recipe vrsi
se kalibracija analitickog sustava. Set je dostupan u Cetiri koncentracijske razine, a kalibratori

su dobiveni koriste¢i humanu svjezu krv nakapanu na standardizirani filtarski papir.

Kontrole i kalibratori za analizu pripremaju se jednako kao i uzorci pacijenata.

Tablica 2. Koncentracijsko podruéje kalibratora (MS2113)

KALIBRATOR METODA ANAL IZE KONCENTRACIJA
LOT 1329 [mol/L]
Razina 0 10.0
Razina 1 LC- 157
Razina 2 MS/MS 320
Razina 3 148
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Tijekom provodenja analize koristen je ClinSpot ® komercijalni komplet reagensa
njemacke tvrtke Recipe namijenjen za kvantitativno odredivanje ukupne koncentracije

homocisteina u uzorku suhe kapi krvi tehnologijom tandemske spektrometrije masa.

3.2.1. Kemikalije

Komplet reagensa tvrtke Recipe ClinSpot ® za kvantitativno odredivanje ukupne

koncentracije homocisteina u uzorku suhe kapi krvi (MS2100).

SadrZaj kompleta reagensa:

o Otopina za ispiranje, MS2005

o Mobilna faza, MS2010

o Interni standard (1S), liofilizirani, MS2112
o Reagens A za redukciju, MS2021

o Reagens B za precipitaciju, MS2022

3.2.2. Oprema i uredaji

e Mjerni instrument: HPLC (Nexera) -MSMS (8050), (Shimadzu; Shimadzu)

e Eppendorf epruvete

e Varijabilne automatske pipete i nastavci: 10-100 pL; 20-200 puL

e Staklene bocice s mikroinsertima za uzorkovanje (Thermo Scientific, Chromacol
03-FISV, 300 pL)

e Rucni uredaj za izrezivanje isjecaka uzoraka suhe kapi krvi na filtarskom papiru
(promjera 3.1 milimetar)

e Vrtlozna mijesalica Biosan

e Tresilica Biosan

e Mikrocentrifuga Eppendorf 5430

3.3. HPLC- MS/MS metoda

3.3.1. Predanaliticka faza
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Za dobivanje uzorka suhe kapi krvi u svrhu odredivanja homocisteina koristila se
venska krv s K3-EDTA kao antikoagulansom. Uzorkovanje je izvedeno prema
medunarodnim CLSI (engl. Clinical and Laboratory Standards Institute) smjernicama
(Instruction Manual, 2018). Uzorci suhe kapi krvi pohranjeni su na temperaturi 2 — 8 °C do

analize.

a. Priprema uzorka

Priprema uzorka ukljucivala je: redukciju analita kako bi se svi oblici homocisteina
preveli u slobodni homocistein, dodavanje internog standarda radi identifikacije Siljka
homocisteina i taloZenje proteina. Buduéi da se uzorci suhe kapi krvi trebaju zastiti od vlage,

ohladeni uzorci najprije se temperiraju do sobne temperature zbog kondenzirane vode.

Interni standard koji se koristi za odredivanje homocisteina je d8-homocistein, no
kako dolazi do redukcije prilikom pripreme uzorka detektira se kao d4-homocistein.
Liofilizirani interni standard potrebno je otopiti u 5,0 mL HPLC vode te lagano mijesati, a

alikvoti se zamrzavaju i skladiste na -18°C.

Reagens A unutar ClinSpot ® komercijalnog kompleta reagensa dolazi u boc¢ici u
obliku liofilizata. Prije upotrebe potrebno je pripremiti redukcijsku otopinu dodavanjem 5,0
mL HPLC vode u bocicu s proizvodom te pri¢ekati dok se potpuno ne otopi (priblizno pet
minuta) uz povremeno, lagano rotiranje bocice. Pohranjuje se na 2 — 8°C te je stabilan do
Cetiri tjedna pri toj temperaturi. Reagens B u kompletu dolazi u obliku otopine i sluzi za

precipitaciju, a pohranjuje se na sobnoj temperaturi.

Za pripremu uzorka najprije sam obiljezila Eppendorf epruvete oznakama uzoraka i
poslozila ih u stalak za epruvete. U svaku Eppendorf epruvetu ubacila sam isjecak suhe kapi
krvi promjera 3.1 milimetar dobiven pomocu ru¢nog uredaja za uzimanje isjecaka suhe kapi
krvi na filtarskom papiru te dodala 15uL internog standarda i 15uL reagensa A. Potom sam
svaku epruvetu drzala po 30 sekundi na vrtloZznoj mijesalici kako bi se sadrzaj epruvete
izmijesao. Za precipitaciju sam u svaki reducirani uzorak dodala 100 pL reagensa B te stavila
da se mijesa deset minuta na tresilici, a zatim premjestila epruvete u centrifugu i podesila da
se centrifugira pet minuta na 3 000 x g. Supernatant sam odvojila od taloga i prenijela u
prethodno oznacene bocice iz kojih automatski dio za uzorkovanje (engl. Autosampler) na

LC-MS/MS uzima po 1 pL uzorka u postupak.
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3.3.2. Analiticka faza

Analiza pripremljenih uzoraka provedena je na sustavu tekuc¢inske kromatografije
visokog uc¢inka-tandemske spektrometrije masa (HPLC-MS/MS, engl. high pressure liquid
chromatography-tandem mass spectrometry), Nexera -LCMSMS 8050, Shimadzu na Odjelu
za laboratorijsku dijagnostiku nasljednih metabolickih bolesti i novorodenacki probir

Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb.

Nakon odabiranja Zeljene metode i ispiranja sustava, potrebno je postaviti kolonu
(paziti da strelica koja oznacava smjer bude okrenuta u pravom smjeru) i ekvilibrirati ju s
protokom 0,7mL/min s 5 mL mobilne faze. Nakon ekvilibriranja kolone i uspostavljanja svih
potrebnih uvjeta na LC-MS/MS-u moze se pokrenuti analiza uzoraka. Prilikom analize
uzorka, potrebno je pratiti i zabiljeziti kromatografske uvjete. Potrebni kromatografski uvjeti

navedeni su u Tablici 3.

Tablica 3. Potrebni kromatografski uvjeti (vrijeme, pritisak (bar/psi), protok u mL/min)

Minute Pritisak Pumpa A
0 min 98 bar ~ 1421 psi A=0.700
1 min 98 bar ~ 1421 psi A=0.700

Nakon kromatografskog razdvajanja pomo¢u HPLC-a analiti se ioniziraju elektrosprej
ionizacijom (ESI). Tijekom ESI uzorci se prevode u plinovito stanje. Na LC-MS/MS-u postoji
mogucénost primjene razli¢itih modova rada, ovisno o nacinu fragmentacije ioniziranih analita.
MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) mod rada odabire ione odredenog omjera mase i
naboja (m/z) (engl. Precursor ions) (Tablica 4. Prijelazi masa) i propusta samo njih u prvom
kvadrupolu. Nakon prvog kvadrupola dolaze do kolizijske celije gdje se ioni dodatno
fragmentiraju pomocu inertnog plina. Nastali fragmenti odredenog m/z (engl. Product ions)
(Tablica 4. Prijelazi masa) prolaze kroz kvadrupol i padaju na detektor. Svaki nastali

ionizirani fragment karakteriziran je specificnim retencijskim vremenom.
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Tablica 4. Prijelazi masa

Analit Precursor ions Product ions
Homocistein (Quantifier) 136.1 90.1
Homocistein (Qulifier) 136.1 56.1
Homocistein — d4 (Quantifier) 140.1 94.1

3.3.3. Poslijeanaliticka faza

Program LabSolutions automatski izraduje kalibracijsku krivulju iz koje izracunava
koncentraciju homocisteina u svakom uzorku. Na osnovu dobivenih podataka odredeni su
sljedeci parametri validacije: preciznost u seriji (ponovljivost), preciznost iz dana u dan
(medupreciznost), to¢nost, analiti¢ka osjetljivost i usporedba koncentracija homocisteina u

uzorku suhe kapi krvi i plazme.

3.4. Statisticka obrada podataka

Statisti¢ka obrada podataka napravljena je pomocu ra¢unalnih programa Microsoft

Office Excel 365 i MedCalc.

3.4.1. Preciznost

Preciznost je odredena mjerenjem kontrolnih uzoraka proizvodaca u dvije
koncentracijske razine (ukupno dva uzorka) u petroplikatu kroz pet dana $to daje 25 rezultata
za svaki uzorak. Razlikujemo preciznost u seriji (ponovljivost) i preciznost iz dana u dan
(Topi¢ i sur., 2015).

Za procjenu preciznosti potrebno je izracunati standardnu devijaciju (S) koja oznacava
mjeru varijabilnosti pokazuje prosje¢no odstupanje rezultata od aritmeticke sredine te
koeficijent varijabilnosti (Kv) koji govore¢i o odnosu standardne devijacije prema aritmetickoj
sredini nudi moguénost usporedbe varijabilnosti dvaju skupova podataka (Simundi¢, 2006).
Formule prema kojima se racuna aritmeticka sredina, standardna devijacija i koeficijent

varijacije su sljedece:
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N
1
%= EZ (1)
i=1
- [P ®

(3)
a. Ponovljivost (preciznost u seriji)
Ponovljivost se procjenjuje preko skupne standardne devijacije, tj. ukupnog
standardnog odstupanje za 5 dana (Sr) 1 koeficijenta varijacije.
1 D
i=1
) \]512+522+S;2+S42+352 (5)

T

- 100% (6)

Pritom je D ukupan broj dana, s1, S2, S3, S4, Ss Su standardna odstupanja za svaku seriju

od pet mjerenja, a X je srednja vrijednost svih srednjih vrijednosti mjerenja kroz 5 dana (engl.
grand mean).
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b. Medupreciznost (preciznost iz dana u dan)

Medupreciznost se procjenjuje izracunom standardne devijacije aritmetickih sredina
dobivenih za svaki dan (seriju) mjerenja (Sp) te koeficijenta varijacije.

K, = = -100% (8)

=i| &

3.4.2. To¢nost

Za odredivanje to¢nosti koristeni su komercijalni kontrolni uzorci; dva referentna
materijala poznate koncentracije te su analizirani u peteroplikatu u pet serija. To¢nost se
procjenjuje usporedbom dobivenih rezultata s ciljnim vrijednostima kontrola danih od strane
proizvodaca. Medusoban odnos prikazuje se kroz apsolutno i relativno odstupanje (engl. bias)

izracunato prema sljede¢im formulama:

bias(abs) = |x — x, (9)

X—X
1 -100% (10)

bias(rel) = ‘

X,

gdje Xc 0znacava ciljnu koncentraciju analitu dobivenu od proizvodaca ¢ije su kontrole
koristene, a X predstavlja srednju vrijednost svih srednjih vrijednosti mjerenja kroz 5 dana
(engl. grand mean).

3.4.3. Analiticka osjetljivost

Donja analiticka granica mjernog podrucja verificira se kada je od dijagnosticke

vaznosti.
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a. Granica slijepe probe (engl. limit of blank, LOB)

Granica slijepe probe je najveca prepoznatljiva koncentracija analita koja se o¢ekuje
naci prilikom mjerenja uzoraka koji ne sadrze analit. Uzorak slijepe probe analizira se u 10
ponovljenih mjerenja. Kao uzorak za odredivanje LOB-a koristen je prazan isjecak

standardiziranog filtarskog papira.

Najprije je potrebno izracunati aritmeti¢ku sredinu i standardnu devijaciju (S) slijepe
probe prema formulama 1 i 2, a potom se LOB racuna prema sljedecoj formuli (Armbruster i
Pry, 2008):

LOB = fs.t:'jepeprobe + 1,645 - S slijepe probe (11)

b. Granica detekcije (engl. limit of detection, LOD)

Granica detekcije je najniza koncentracija analita koja se moze detektirati, tj.
pouzdano razlikovati od Suma bazne linije spektra. U kromatografiji, prema omjeru signala i
Suma (S/N), granicom detekcije smatra se injektirana koli¢ina analita koja rezultira Siljkom

koji je najmanje dva do tri puta visi od Suma bazne linije (S/N = 3).

LOD se odreduje koristenjem izmjerenog LOB-a prema sljedecoj formuli:

LOD = LOB + 3 - Sgijepe prove (12)

3.4.4. Linearnost

Linearnost se procjenjuje tako da se najmanje pet uzoraka razlicitih i poznatih
koncentracija razrjeduje i mjeri u duplikatu. Zatim je potrebno konstruirati dijagram
rasprsenja i linearnu regresiju u odnosu na koncentraciju pri ¢emu su srednje izmjerene
vrijednosti nanesene na os apscisu, a o¢ekivane vrijednosti na os ordinatu. Osim vizualne

procjene, analiziraju se podatci o nagibu, presjeku i koeficijentu korelacije (Abdel i EI-Masry,
2021; Theodorsson, 2012).
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3.4.5. Usporedivost

Cilj usporedivosti je procijeniti razliku izmedu dviju metoda te ako je ona mala i
klinicki prihvatljiva obje se metode mogu koristiti istovremeno. Za statisti¢ku obradu
rezultata u usporedbi koncentracija homocisteina u uzorku suhe kapi krvi i plazme najprije je
ispitana normalnost razdiobe podataka te su koristeni Wilcoxonov test, Spearmanova

korelacija i Passing-Bablok regresija.

Normalnost razdiobe moze se ispitati vizualnom procjenom nakon izrade histograma
frekvencije ili ra¢unski pomocu statisti¢kih testova kao $to su Kolmogorov-Smirnovljev test
ili Shapiro-Wilkov test. Takav podatak vazan je pri odabiru statisti¢kog testa jer normalno
raspodjeljene skupine rezultata testiraju se parametrijskim testovima, a raspodjele koje nisu
normalne testiraju se neparametrijskim testovima. Normalna (Gaussova) razdioba je
kontinuirana, simetri¢na u odnosu na aritmeticku sredinu, zvonolikog oblika te nikad ne
dodiruje os x. Definirana je aritmetickom sredinom (x) i standardnom devijacijom (S) sto
znaci da u slucaju normalne raspodjele podataka, 68 % svih rezultata nalazi se unutar
intervala x * 1s, dok interval s dvije standardne devijacije obuhvaéa 95 % svih rezultata

(Simundi¢, 2006).

Wilcoxonov test (engl. Wilcoxon Signed Rank test ili paired samples Wilcoxon test ) je
neparametarski statisticki test koji ispituje postoji li statisticki znacajna razlika izmedu
skupova parova medusobno zavisnih uzoraka. Koristi se za usporedbu dva skupa rezultata od
istih sudionika te kao alternativa parnom t-testu kada raspodjela podataka nije normalna.
Takoder mnogo je robusniji u odnosu na strSece vrijednosti, a nulta hipoteza mu je da su

medijani dvaju uzoraka jednaki (https://www.statisticssolutions.com/). Ukoliko je P

vrijednost mala (P < 0,05), tada se tumaci da se razlika izmedu skupova parova statisticki
znacajno razlikuje od nule (0). (https://www.medcalc.org/). U biomedicinskim istrazivanjima
za odredivanje statisticke znacajnosti najcesc¢e se uzima prag od 0,05 $to znaci da postoji 5 %
Sanse da ¢e rezultat koji podrzava hipotezu biti neistinit u cijeloj populaciji (Serdar 1 sur.,

2021).

Spearmanov koeficijent korelacije ili korelacija ranga je neparametarska korelacija
koja se koristi kada su podatci kategoricki ili numericki ali odstupaju od normalne razdiobe.
Temelji se na usporedivanju rangova i nije osjetljiva na strSece vrijednosti, a moze se raunati

i na manjim uzorcima (N < 35). Vrijednosti blizu -1 ili +1 predstavljaju znacajniju povezanost
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od vrijednosti blize nuli, dok dobivena nula (0) ukazuje na to da povezanosti medu
varijablama uistinu nema (Udovici¢ i sur., 2007). Postojanje korelacije izmedu ispitivanih

varijabli ujedno je jedan od uvjeta za izracunavanje regresije.

Passing-Bablok regresija daje informaciju o slaganju dviju analiti¢kih metoda i
mogucoj sustavnoj pogresci izmedu njih. Ovakva regresijska analiza nije ovisna o vrsti
raspodjele 1 nije osjetljiva na strsece vrijednosti. Preduvjeti su kontinuirano distribuirani
podatci, tj. da pokrivaju Sirok raspon koncentracija i linearan odnos izmedu izmjerenih
podataka. Rezultati ukljucuju dijagram rasprSenja s pravcem regresije te jednadzbu regresijske
linije (y = a + bx) iz dva skupa podataka koja otkriva konstanto i proporcionalno odstupanje.
Ukoliko interval pouzdanosti od 95 % (95 % CI) za odsjecak a na pravcu ne ukljucuje
vrijednost nula (0), postoji konstantna razlika izmedu metoda. Odnosno, ako 95 % CI za
nagib b regresijske linije ne ukljucuje vrijednost jedan (1) to ukazuje na proporcionalnu
razliku medu metodama (Bili¢-Zulle, 2011).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI
4.1.1. Izrada kalibracijske krivulje

Program LabSolution analizatora Nexera —-LCMSMS 8050, tvrtke Shimadzu pomocu
uzoraka poznatih koncentracija (kalibracijskih standarda) i modelom linearne regresije
automatski izraduje kalibracijsku krivulju temeljem koje se kvantitativno odreduje analit od
interesa. Osnovu kvantifikacije ¢ini usporedba omjera povrsina ispod vrsaka analita, u ovom
slu¢aju homocisteina, i povrSina odgovarajuéeg internog standarda (Zhao Y i sur., 2014;

Seger i Griesmacher, 2007).

— Calib Curve | k  spectrum

Y =0.00977591 + 0
"2 =0.9955371 1= 09977661

Avrea Ratio

0.45:
0.40—:
0.35{
0.30—:
0.25—:
n.zn—:
0.15—:
0.10—: 1

0.05

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 400 Conc. Ratio

Slika 2: Prikaz kalibracijske krivulje za homocistein.

Jednadzba kalibracijskog pravca: Y = (0.00977591)X + 0

R2=0.997, pri ¢emu R oznacava koeficijent korelacije te zadovoljava kriterij prihvatljivosti
(R>0,995)
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Slika 3: Kromatogram s dva vrska

Na slici broj 3 nalazi se kromatogram s dva vrska. VrSak crne boje oznacava prijelaz
136.1 ->89.90 i sluzi za identifikaciju i kvantifikaciju homocisteina, a vrsak roze boje

oznacava prijelaz 136.1 -> 56.1 i sluzi za identifikaciju homocisteina u uzorku pacijenata.
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Slika 4: Kromatogram internog standarda homocisteina

Na slici broj 4 prikazan je kromatogram internog standarda homocisteina, prijelaz

140.1 ->94.1, i koristi se za identifikaciju homocisteina u uzorku pacijenata.
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Slika 5: Kromatogram dobiven analizom uzorka homocisteina iz suhe kapi krvi

4.1.2. Procjena preciznosti, tocnosti, analiticke osjetljivosti i linearnosti

Rezultati za izraCun preciznosti, tocnosti i analiticke osjetljivosti dobiveni su slijedeci
proceduru za odredivanje homocisteina u uzorku suhe kapi krvi tandemskom spektrometrijom
masa koja je opisana u poglavlju 3.3. HPLC- MS/MS metoda. Vrijednosti su prikazane
tabli¢no. Koristen je program MS Office Excel 365 kako je opisano u poglavlju 3.4. Statisticka
obrada podatka.

a. Preciznost

Za izracun sljedecih vrijednosti u sklopu procjene preciznosti koristene su formule 1-8

navedene u poglavlju 3.4. Statisticka obrada podataka.

Tablica 5. Rezultati procjene preciznosti koristenjem kontrole ClinCheck ® - Control level 1
u peteroplikatu tijekom pet dana.

dan 1 2 3 4 5
mjerenje 1 17.114 18.328 16.105 20.724 20.785
mjerenje 2 18.307 21.278 15.352 20.078 23.100
mjerenje 3 19.465 16.545 16.856 18.069 22.424
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mjerenje 4 19.109 17.948 16.331 19.850 20.714

mjerenje 5 18.722 16.934 16.695 16.847 20.271
Izrac¢un
X 18.5434 18.2066 16.2678 19.1136 21.4588
X 18.7180
S 0.9083 1.8638 0.5911 1.6042 1.2293

Nepreciznost u seriji (ponovljivost)

Sr 1.3216

Kv 7.0606 %0

Nepreciznost izmedu serija/ iz dana u dan (medupreciznost)

Sp 1.8684

Kv 9.9819 %

Za kontrolni uzorak ClinCheck ® - Control razina 1 nepreciznost u seriji iznosi
7,0606 %, a nepreciznost iz dana u dan 9,9819 %. Rezultati dobiveni kratkom analiti¢kom
validacijom unutar su kriterija prihvatljivosti za nepreciznost kod odredivanja iz uzorka suhe

kapi krvi (<15 %).

Tablica 6. Rezultati procjene preciznosti koristenjem kontrole ClinCheck ® - Control level 2

u peteroplikatu tijekom pet dana.

dan 1 2 3 4 5
mjerenje 1 39.200 43.291 42.663 46.536 44.925
mjerenje 2 42.255 40.976 41.745 48.869 47.237
mjerenje 3 40.793 40.009 41.879 44,019 45.758
mjerenje 4 41.566 38.298 38.558 46.572 51.355
mjerenje 5 38.946 38.841 38.741 46.636 54.643

Izracun
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x 40.5520 40.2830 40.7172 46.5264 48.7836
X 43.3724

S 1.4486 1.9763 1.9209 1.7168 4.1043

Nepreciznost u seriji (ponovljivost)
S 2.4284
Kv 5.5990 %
Nepreciznost izmedu serija/ iz dana u dan (medupreciznost)

Sp 3.9931

Kv 9.2064 %

Za kontrolni uzorak ClinCheck ® - Control razina 2 nepreciznost u seriji iznosi

5,599 %, a nepreciznost iz dana u dan 9,2064 %. Dobiveni rezultati su unutar kriterija

prihvatljivosti za nepreciznost kod uzorka suhe kapi krvi (< 15 %).

b. Toc¢nost

Za izracun sljedecih vrijednosti upotrijebljene su formule 9 i 10 navedene u poglavlju

3.4. Statisticka obrada podataka.

Tablica 7. Rezultati procjene to¢nosti koristenjem kontrole ClinCheck ® - Control u obje

koncentracijske razine u peteroplikatu tijekom pet dana.

Kontrola razina 1 Kontrola razina 2
Xc 18.0 44.5
X 18.7180 43.3724
Bias (apsolutni) 0.7180 1.1276
Bias (relativni) 3.9891 % 2.5338 %

Tocnost, iskazana kroz odnos dobivene prema ciljnoj koncentraciji, za kontrolni

uzorak ClinCheck ® - Control razina 1 iznosi 3,9891 %, a za kontrolni uzorak ClinCheck ® -

Control razina 2 iznosi 2,5338 %. Dobiveni rezultati su unutar kriterija prihvatljivosti za

to¢nost kod uzorka suhe kapi krvi (< +/- 15 %).
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C. Analiticka osjetljivost

Za izrac¢un LOB-a i LOD-a koristene su formule 11 i 12 navedene u poglavlju 3.4.

Statisticka obrada podataka.

Tablica 8. Rezultati procjene analiticke osjetljivosti; izra¢un LOB-a i LOD-a.

broj replikata koncentracija Hcy [umol/L]
1 0.309
2 0.049
3 0.094
4 0.769
5 0.023
6 0.036
7 0.034
8 0.032
9 0.014
10 0.016
Xsiijepe probe 0.138
S slijepe probe 0.239
LOB 0.530
LOD 1.247

d. Linearnost

Referentni materijal koristen u verifikaciji nije imao dovoljno visoku koncentraciju
homocisteina koju bi mogli razrijediti te nije bilo mogucée odrediti gornju granicu mjernog

podrucja. Stoga su podaci o linearnosti preuzeti od proizvodaca (Instruction Manual, 2018).

Gornja granica analitickog mjernog podrucja za mjerenje homocisteina u uzorku suhe

kapi krvi navedena od strane proizvodaca iznosi 104 pmol/L.
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4.1.3. Usporedivost rezultata

Rezultati mjerenja koncentracije homocisteina u uzorku suhe kapi krvi dobiveni su
prema postupku opisanom u poglavlju 3.3. HPLC- MS/MS metoda te usporedeni s veé¢
izmjerenim vrijednostima koncentracije homocisteina u plazmi. Sve vrijednosti su prikazane
tabli¢no (Tablica 9.), a za statisticku obradu podataka koristeni su programi Microsoft Office

Excel 365 i MedCalc kako je opisano u poglavlju 3.4. Statisticka obrada podatka.

Tablica 9. Prikaz rezultata mjerenja homocisteina u uzorku suhe kapi krvi i plazme.

REZULTAT HCY | REZULTAT HCY
Redni broj uzorka DBS plazma
[umol/L] [umol/L]
1 51 11,3
2 6,9 12,2
3 5,2 7,8
4 6,4 8,3
5 3,0 6,6
6 57,3 58,5
7 8,2 10,5
8 3,9 5,2
9 7,6 9,9
10 6,9 10,5
11 11,3 12,0
12 12,5 8,9
13 14,2 12,1
14 13,8 11,6
15 6,8 51
16 8,1 6,7
17 24,9 26,0
18 9,2 6,6
19 13,0 13,4
20 94 10,9
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21 5,4 10,8
22 8,4 15,9
23 14 6,0
24 5,2 10,4
25 9,2 17,8
26 5,6 10,0
27 4,1 10,1
28 3,8 [
29 2,9 7.2
30 2,7 5.4

a. Wilcoxonov test

Prije odabira statistickog testa za usporedbu dobivenih vrijednosti homocisteina u
uzorku suhe kapi krvi i u plazmi, ispitana je normalnost raspodjele podataka. Svi podaci su
zavisni i broj¢ani, a temeljem vizualne procjene i pomoc¢u Kolmogorov-Smirnovljeva testa
utvrdeno je da koncentracije homocisteina izmjerene u uzorku suhe kapi krvi, kao i u plazmi,
odstupaju od normalne razdiobe. 1z tog razloga, za ispitivanje razlike koristen je Wilcoxonov
parni test (Slika 6 i Slika 7).

Wilcoxon test (paired samples)

Sample 1 HCYplazma
Sample 2 HCYDBS

Sample 1 Sample 2
Sample size 30 30
Lowest value 5.1000 1.4000
Highest value 58.5000 57,3000
Median 10,2500 6,9000
95% ClI for the median 7,8875to 11,2300 5,2350 to 9,0600
Interquartile range 7,2000 to 12,0000 5,1000 to 9,4000
Wilcoxon test (paired samples)
Number of positive differences 6
Number of negative differences 24
Large sample test statistic Z 3,393776
Two-tailed probability P =0,0007

Slika 6: Wilcoxonov test usporedbe koncentracija homocisteina u uzorku suhe kapi krvi (DBS)

i plazme
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P vrijednost iznosi 0,0007. 95 % interval pouzdanosti za homocistein u plazmi iznosi
7,8875 — 11,2300, dok za homocistein u suhoj kapi krvi iznosi 5,2350 — 9,0600. lako je P
vrijednost manja od 0,05, intervali pouzdanosti ovih dvaju skupova podataka se preklapaju Sto

ukazuje na nepostojanje statisti¢ki znacajne razlike medu njima.
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Slika 7: Graficki prikaz koncentracije homocisteina u uzorku suhe kapi krvi i plazmi

b. Passing-Bablok regresijska analiza
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Slika 8: Prikaz Passing-Bablokove regresijske analize
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Na slici broj 8 prikazana je Passing-Bablokova regresijska analiza. Plavom linijom
oznacena je regresijska linija, a iscrtkano podrucje predstavlja intervale pouzdanosti. Na osi x
prikazane su vrijednosti homocisteina u uzorku suhe kapi krvi, a na y osi izmjerene

vrijednosti homocisteina u plazmi.

Jednadzba pravca dobivena Passing-Bablokovom regresijskom analizom glasi: y =
3,067919 + 0,919075 x.

Intervali pouzdanosti od 95 % za odsjecak a i nagib b prikazani su tabli¢no (Tablica
10). Testom linearnosti (engl. Cusum test for linearity) ustanovljeno je da nema znacajnijih

odstupanja od linearnosti (P vrijednost = 0,91).

Tablica 10. 95 % CI za odsjecak a i nagib b dobiveni Passing-Bablok regresijskom analizom

odsjecak a nagib b
srednja vrijednost 3,0679 0,9191
95 % CI 0,9616 —5,1710 0,6290 — 1,2326

95 %-tni interval pouzdanosti za odsjecak a ne ukljucuje nulu (0) $to upucuje na
postojanje konstantnog odstupanja izmedu rezultata, dok 95 %-tni interval pouzdanosti za
nagib b ukljucuje vrijednost jedan (1) $to znaci da ne postoji proporcionalna razlika izmedu

rezultata.

c. Spearmanov koeficijent korelacije

Obzirom na mali broj uzoraka (N=30, N < 35) i na ¢injenicu da podaci ne prate
normalnu razdiobu, koriStena je Spearmanova korelacija. Spearmanov koeficijent korelacije
iznosi 0,691 sto ukazuje na umjerenu do dobru povezanost izmedu metoda. Takoder dobivena
P vrijednost manja je od 0,0001 (P <0,0001). Iz rezultata se moze zakljuéiti postojanje
pozitivne korelacije izmedu dobivenih koncentracija homocisteina u uzorku suhe kapi krvi s
koncentracijama homocisteina dobivenim u plazmi jer je P vrijednost manja od dozvoljenog

praga (a = 0,05).
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4.2. RASPRAVA

Glavne prednosti koristenja suhe kapi krvi (DBS) u odnosu na plazmu su manja
invazivnost uzimanja uzorka, manji volumen krvi potreban za analizu, stabilnost uzorka,
transport i skladistenje. Zbog navedenog uporaba suhe kapi krvi kao uzorka za odredivanje
homocisteina nudi klinicke, prakti¢ne i financijske prednosti u usporedbi s konvencionalnim
metodama prikupljanja krvi. Koristenjem vezanog sustava tekuc¢inske kromatografije visokog
ucinka sa spektrometrijom masa omogucena je rutinska analiza DBS uzoraka s visokom
osjetljivoséu i specifi¢noséu (Moat i sur., 2020; McCann i sur., 2003). Jedini nedostatak DBS-
a je hematokrit za koji se samo pretpostavlja da je unutar referentnog intervala, stoga bi

odredivanje homocisteina u plazmi 1 dalje sluZilo za kona¢nu potvrdu rezultata.

Istrazivanja pokazuju da su koncentracije mnogih analita, uklju¢ujuéi i homocistein,
nize U uzorcima suhe kapi krvi u odnosu na plazmu (Moat i sur., 2020; McCann i sur., 2003).
Razlike u koncentraciji su posljedica nekoliko ¢imbenika: raspodjele analita izmedu plazme i
eritrocita, pripreme i derivatizacije uzorka, ucinkovitosti ekstrakcije iz DBS-a i metodoloskih
odstupanja u ispitivanju. Temeljem navedenog, neophodno je da klinicki laboratoriji provedu
validaciju/verifikaciju metoda suhe kapi krvi i plazme kako bi procijenili razliku u

koncentraciji analita izmedu ta dva uzorka i odredili referentne raspone (Moat i sur., 2020).

Cilj ovog rada bio je napraviti kratku analitic¢ku validaciju metode odredivanja
homocisteina u uzorcima suhe kapi krvi u skladu s kriterijima upravljanja kvalitetom koji su
propisani normom HR EN I1SO 15189. Kratkom analiti¢kom validacijom ispitano je nekoliko
analiti¢kih znacajki metode: preciznost, to¢nost, analiti¢ka osjetljivost (LOB i LOD) i

usporedba.

Rezultati ispitivanja preciznosti prikazani su kao nepreciznost u seriji (ponovljivost) i
nepreciznost iz dana u dan (medupreciznost). Sve dobivene vrijednosti zadovoljavaju kriterije
prihvatljivosti preuzete iz literature. Za interpretaciju rezultata potrebno je napomenuti kako
preciznost ovisi isklju¢ivo o distribuciji slu¢ajne pogreske koja je rezultat nesavrSenog
mjerenja i izvodenja analize te na daje informaciju o to¢nosti i stvarnoj koncentraciji analita u
uzorku. Vise vrijednosti standardnog odstupanja (s) i koeficijenta varijacije (Kv) ukazuju i na
vecu nepreciznost mjerenja. Dobiveni rezultati za to¢nost takoder su unutar navedenih
kriterija prihvatljivosti. U nedostatku referentnog materijala dovoljno visoke koncentracije,

gornja granica analitiCkog mjernog podrucja preuzeta je od proizvodaca (104 umol/L), a za

36



donju granicu mjernog podrucja izraCunate su granica slijepe probe (LOB) i granica detekcije

(LOD) koje iznose 0,530 pmol/L, odnosno 1,247 pmol/L.

Za usporedbu koncentracija homocisteina u uzorku suhe kapi krvi i u plazmi koje su
mjerene komercijalnim kompletom reagensa tvrtke Recipe® na tandemskom spektrometru
masa tvrtke Shimadzu koristen je statisticki test, Wilcoxonov parni test te Spearmanov
koeficijent korelacije i Passing-Bablok regresija. Wilcoxonovim testom pokazano je da ne
postoji statisticki znacajna razlika izmedu ta dva skupa podataka §to je zakljuceno na osnovu
preklapajucih intervala pouzdanosti od 95 % (95 % CI) dok je dobivena P vrijednost manja od
0,05. Korelacija ranga pokazuje statisti¢ki znacajnu pozitivnu korelaciju (P < 0,05), a
dobivena vrijednost Spearmanovog koeficijenta korelacije upucuje na umjereno do dobro
slaganje rezultata. Passing-Bablok regresijskom analizom dobivena je jednadzba pravca iz
kojeg je vidljivo da 95 % CI za odsjecak a ne ukljucuje nulu (0), a 95 % CI za nagib b
ukljucuje jedinicu (1). Slijedom toga, utvrdeno je postojanje konstantnog odstupanja, ali nema
proporcionalne razlike izmedu rezultata. To je vazan podatak za klinicku praksu prilikom
tumacenja rezultata te kako se rezultati dobiveni iz razli¢itih uzoraka ne bi longitudinalno

usporedivali.

Pregledom dostupnih literaturnih podataka, dobivene vrijednosti usporedene su s
rezultatima iz rada Development of a novel approach for the second-tier estimation of
homocysteine in dried blood spot using tandem mass spectrometry (Varughese i sur., 2021
32-37) u kojemu je ispitano kvantitativno odredivanje homocisteina iz uzorka suhe kapi krvi
tandemskom spektrometrijom masa. Rezultati su se pokazali sukladnima. Preciznost i to¢nost
zadovoljavaju kriterije prihvatljivosti, a linearni raspon od 2 umol/L do 100 umol/L sli¢an je
nasim podatcima. U navedenom radu nije u¢injena usporedba rezultata DBS uzorka s

plazmom.
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem rezultata dobivenih kratkom analitickom validacijom moze se zakljuciti da
je metoda odredivanja homocisteina u uzorcima suhe kapi krvi primjenjiva za rutinski rad.
Navedena metoda koristit ¢e se kao drugostupanjski test novorodenackog probira na

homocistinuriju.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Homocistein je aminokiselina koja u organizmu nastaje iskljuc¢ivo u metioninskom
ciklusu. Povisena koncentracija homocisteina u krvi naziva se hiperhomocisteinemija, a
povezuje se uz mnoga stanja ukljucujuéi kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti,
komplikacije u trudno¢i, maligne bolesti i dijabetes. Ipak, hiperhomocisteinemija najc¢esce se
ocituje kod nasljednih metabolickih poremecaja poput klasi¢ne homocistinurije gdje je uslijed
mutacije prisutan manjak ili potpuna odsutnost enzima uklju¢enih u metioninski ciklus.
Homocistein se do sada odredivao iz uzorka plazme, medutim uzorak suhe kapi krvi bitno je
prakti¢niji za rutinsko odredivanje, a pokazala se i potreba za mjerenjem homocisteina u
drugostupanjskim testovima novorodenackog probira. Provedbom kratke analiti¢ke validacije
zaklju¢eno je da je metoda odredivanja homocisteina iz uzorka suhe kapi krvi tandemskom

spektrometrijom masa primjenjiva za rutinski rad.
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