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1. UVOD
1.1. 1DVOMHGQL PHWDEROLpPNL SRUHPHUDML

IDVOMHGQL BRWHDKHEGON&Ited Metabolic DisorderdMD) NRML VH MRa
QD]JLYDMX SUILURNRRBEIBR YHULQRP VX XJURNRYDQL PXWDFL
kodiraju enzimetransportere ili kofaktoraVH XWMEBPpXLQRDWH P HW BEEO4up,NH SURF
ured, 2015). N D M p Hnadjék enzima ili manjak funkcionalno aktivnih enzimalovodi do
nakupljanja prekursora ili metabolita supstratadii manjka produkata enzimske reakcijél
YHULQL VOXpDMHYD VH UDGL R RRdARddNd @QMaciaMmedo@denaVaL PD NR
QDVOMHYyXMX VH SUHPD 0HQGHORMRL PR &gtasrisHiRioQiDavittdM Hy L Y D
Q DV O M Hautosdd@QdMilHxwezano PRUHPHUDML NRML VX SRVOMHGLFD P>
'1$ QDVOMHYyXMX VH PLWRKRQGULMVN§PRLOLAPDWHYBBBQDR
2009. ORQRJHQL SRUHPHUDML QDVWD MeXnaNd P XSREY BIMHG XF R pWHY R
PDMpLQRM ]DPHWQRM OLQLML L RELpQR VH Sader2B22H V JHQH L

SRIQDWR MH YRRERRGQVNLK QDVOMHGRLMasdjRddiH VWL D ]D
PHWDEROLpPpNLK SRUHPHUDMD SR]QDW L(Pérreira L&l BRL)&Y NL PHKI
MH XpHVWD O RD\Wasitstd Higk| Kad skupina ovsu SRUHPHUDML YDAaDQ PHC
problem NJLKRYD NXPXODWLYQD XpHVWDORVWSRBRWRHYRO Py XI
EROHVQLFLP Dydie &/ D K ¥b ®QOEVLP DQMH VYH (BURiY RsWRyretdQ pD G L
2015). 2YLVQR R QDpPpLQX RUJDQL]DFL MIND-0BE®RMDsE/IRIMIrh& ND G L N
QDFLRQDOQLK SURJUDPD QRYRURYHQDpPNRJ SURELUD LOL C
selektivnim probirom yY R U L § igeld, ured.,2009)

111 1IRYRURYHQDpPNL SURELU

1RYRURYHQDpN Ln&WdRrEdctdenihgRBSP predstavlja sustavno tragarga
SRMHGLQLP SULU RgdtelokepieR @M RWR PIHDQDPNIGBREHN QR BLIRG U Xp
FLOMHP aWR UDQL MiHprijeRiwge QLDYOHMHD a RS RvvivGKEdD Y O M H

zagreb.hr/informacigavnostio-novorodjenackorprobiru.aspk 3URELU QRYRURYHQ

prvobitno je uveden 196 K NDGD MH 5REHUW *XWKULH X3v.S®RiB0 VYRML
teg za mjerenje fenilalanina izzorkasuhe kapkrvi na filtarskom papirgengl.dried blood spat
DBS). 3SDQHO SRUWNFRAVHWIDMD XYUAWHQL X RESRLpRQUPpOSH LIULRIUDEF



razvojem laboratorijskih metodalU kasnim 199dma uY Ry H @Meélogije tandemske
spektrometrije masaefgl. Tandem Mass SpectrometriS/MS) u laboratorije za NBS
RPRJXj@lpbtr QD Y L &@B6lbdR&i samo jednom analizommjerenjem aminokiselina i
profila acilkarnitina te njjhovm PHYyXVREQLP @ RdéebeH UduP, @2021)0HYyXWAaP ]
XNOMXpLYDQMH QHNH EROHVWL X QRYRURYHQDpPNL .SURELU
Autori J. M. G. Wilson i G. JungHU SRVWDYLOL VX QHNROLNR NOMXpQLK
zadovoljiti da bi se pojedina bolest mogla uvrstitNBS, a to su: boles H XpHVWDOD X RGU
populaciji,dostupnisu XpLQNRYLWL QB XVWDQRMHPpHQ@DMDJIQRVWLNX L
QHPRJIJXUQRN®OL Q priepeEddvambolestt SRVWRMDQMH R &ZaRokivanizM X aHJ
bolestt RVLJXUDQH LQIRUPDFLMH SRYMHUOMLYRVW L HGXNDFLN
te RGUALYRYMWOQBBR YIR RGUHYHQXH WRIGNE WG suR, 20B; Wilson i
Junger, 1968.

0 Hy X W [EBrop>postoje velike razlike u broju IMIBva na koje s@rovodiprobiri ne
postoji jedinstveni S U L K YpDdiup Qaprod L U H Q MaHTak®&6 u nekim zemljama probir
novooyHQpDGL SURYRGL |]D VDPR Mid® Q R DE/RXO M N M XGHRHN\Q B UXX 13D
programeprobirai do 30bolesti Razlike su prisutne i u NBS programima unutar S&Qdje se
SURJUDPL SURELUD UD]JOLNXMX RG GUADYH GR GUAaDYH 7R N
SULVWXSD |]D REMHNWLYQX SURFMRUR LDRGNOMKXYDQNMHPMSBUK I
NBS-a (MartinezMorillo i sur.,, 2016) Algoritam je razvien na temelju Wilsonovih i
-XQJQHURYLK NODVLPpQLK bQO®RME B LRADREGE PRPDDMIHR 4Gl SURF L
SULRULWHWQH SRUHPHUDMH ]D XNOMXpLYDQMH X VeYRMH 1%
G U X &W.Y HR © kriréiijgn EEvaluacijski algoritam sastoji se dd kategorije stanje(engl.
Conditior), probir (engl. Screenin L O L M f¢ipgH Qrdéhthen), a svaka kategorija VDG U AL
posebne kriterjeSUHPD NRMLPD VH ERGXMX. Za &tafeE MH GQ\DXVWXY. 53R BRER
dodijeliti 6 bodovaL RYD NDWHJRULMD VH RGQRVL QD SRpHWDN \
kategorija Arobirs RGQRVL VH QD GRVWXSQRVW L L]YHGEX GLMDJQR
QDMY L AaHazaE®Re@diju OLMBPDQNWHPDODQ EURM ERGRYD MH L R
SULKYDUHQ WHUDSLMVNL SRVWXSDNOdJGIR M¥ovs réTiedenth L M Hp H G
algoritmom za prociecnuNB& L NRULAWHQMHP RFM K QiledRo&i, pokdddloRseJ UD QL |
GD SRVWRML SRUHPHUDMD NRML QDMYLaH LVSXQMDYDMX :L
L SUHSRUXpXMH VH QMLKRYR (XONe3 MXrp202)QMH X 1%6 SURJUDP



U Republici HrvatskojNBS je centraliziran i provodi se na Odjelu za laboratorijsku
GLMDJQRVWLNX QDVOMHGIQ LCKR Y R WRDYEHROMLKIN LGS ERRECBHNEVR D Q L p
centru Zagreb. U SURJUDP QRYRURYHOQDpPpWRG D S MRIBsdDLbalstH Q R
fenilketonurija, konataln&ipotireoza,manjakacil-CoA-dehidrogenazarednjin lanacamanjak
3-OH-acil-CoA-dehidrogenaze dugih lanacaanjakacil-CoA-dehidrogenaze vrlo dugih lanaca,
manjgk NDUQLWLQVNRJ QRVDpD L]JRYDOHUL KDL BZFRGNINEMD JO X
je probir na pinalru PLALUQ X BWWRWVHWX X QDFLRQDD@haSearwmasb P SURE
R QRYRURYHQDpPNRP SURELUX X B5HSXEOLFL +UYDWVNRM

https://www.kbezagreb.hr/informaciigavnostio-novorodjenackonrprobiru.aspx  Nasljednim

PHWDEROLpPNLP SRUHPHUDMLPD ]D NRMH VH SURYRGL 1%6 X
postupnikui oni su navedeni dablicil. .ODVLpPQRM KRPRFLVWLQXULML 20,0
QRYRP SRVWXSQLNX |]D 1%6 GRGLMHOMHQR MH XNXSQR E
XYRYHQMH X SURAL Joh€sl sirpB238)URJIUDP

Tablica 1.Bodovk GRGLMHOMHQL QDVOMHGQLP PHWDEROLpPNLP SRI

program Republike Hrvatske prema prijedlogu Jones i sur., 2022.

SRUHPHUDM Bodovi
Fenilketonurija 11,5
Manjakacil-CoA dehidrogenaze srednjih lanaca 10

Manjak 3-OH-acil-CoA-dehidrogenaze dugih lanaca | 10,5

Manjak acitCoA-dehidrogenaze vrlo dugih lanaca 9,5
ManjDN NDUQLWLQVNRJ QRVDpD 12,5
IIRYDOHULpPND DFLGXULMD 8,5
Glutarna acidurija tipa | 11,5

1.1.2. Suha kap krvina filtarskom papiru

Uzorak za SU R Y R MBSaNeHsuha kapkrvi na standardiziranom filtarskom papiru
Whatman 908". Uzorak se dobiva kapanjenekoliko kaplicaNUYL L] SHWH QRYRURVF
oznDp HQH Gdtavda@iRranddiltarskog papira Kartica za NBSse sastoji od dijela na
kojem se ispunjavaju svi potrebni pecdao majci i djetety WH RG GLMHOD NRML MH
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uzimanje krvi Na filtarskom SDSLUX LVFUWDQD VX NUXJD L VYDNL MH
NRMD RGJRYDUD YROXPHQX RG RNR —/ NUYL 9DAaQR MH X]t
analitaLC-MS/MS-om X]LPD LDBBHpPIONRPMHUD RNR PP ]D NRML VH VPL
—/ NUYL L WR VH NRULVWL |]D L]JUDpXQ NRQFHQWUDFLMD SRNM
GLMDJQRVWLNESH YN FROONOHG LMD L VXU

Prije uzimanja uzorkgotrebno je pripremiti ubodnmjesto, zagrijati gakako bi se
SRYHUDR SURWRN NUYL L SRW RePnedho@bbbtisatl LF S U DMHN DBWLY XG D
IRUPLUD VOMHGHGD NDS N UilarskiNgayit MeV, H2012)J UzoaR i QD
QRYRURVHQpPHWD]HWRMW UHEHYR M HL VDWDD S RIQ VAMAMRRY D @DYRI
ispune si/iscrtari krugovi X]JRUDN VH VX&L PLQLPDOQR VDWD QD UD
LJUDYQRJ XWMHFDMD VX Q Poto He \étawjeHUMpD Eriviafdliju Lioséa RSO L Q H
laboratorj uAWR NUDUHP URNX SR PR.JXHPRYMIEBE@YNVCnidal VDW
and Laboratory Standards Institytestandardi propisuju smjernicea prikupljanje krvi na
filtarskom papiu (Moat i sur, 2020) 1HGRQRaApDG QHRQDWDOQD axXWLFD
parenteralna prehrané transfuzip, potencijalno mogu utjecati na rezultate NBSPotonje
informacijebi WUHEDOH ELWL ]D BHkeeMHREIQY QD LNORNWEFWPEE DpHQMEL
2010) =D A4WR XVSMHAQLMH BSURRRWH Q/N\DH (BRJ REIYLIMHVW LWL SRW
SUDYRGREQLP SULNXSOMDQMHP X]J]RUDND L ]JERJ WRJD X SUH
LPDMX ]JGUDYVWYHQL GMHODWQLFI%V®DKQ GRIOLD ILAWDUL QMLKF

Osim za NBS,uzorak DBSa se PRaH NRULVWLWL L NRG SUDUHQM
dijagnosticiranimiMD-ovimag DOL L NRG VWDULMH SRSXODFLMH NRG NRN
NUYL PRJX SUHGVWDYOMDWL SRWH &N RBrbjnd sQife0rmirkDBX /DN V|
uzoraka u usporedbi s uzorcima dobivenim venepunkcijiomEDKYDOMXMXuUL MHIWL
jednostavrjem Q D p izQrkovanjauzoraka krvi na filtarski papir R P R J X in HlahR uzoraka u
RPRWQLFLXS®RERBRWPD W R UduMoraka\Q\DAPDL. GIHEQWHHIM. K QDNQDGQRM N
DBS uzorci postaju sve SR a H QAda® whdnosu nauzorke prikupljene venepunkcijom
(Bergwerff i sur., 2017)

9DAaQR MH GD ODERUDWRULML VW DBSaD b ®mé¢leduditjX NULWI

GMHODWQLNH MHU NYDOLWIW D LX] R NN r\BH POOYRLY i, Mas h H Q D
AWR VX SUHYHOLN LOL SUHPDOHQ ¥BkenXfpirQ Kertewinacia N U X JR



fitarskog SDSLUD LOL VNODGLAWHQMH QD QHRGJRYDEEN® XURM V
vrijednosti analita.'" RGDWQL RJUDQLpDYDMXuL pLPEHQLN MH UD]OLpL
+HPDWRNULW MH SUHSR]QDW NDR J]QDpDMDQ IENNDWNRH UNXRWM M HEX
QD YLVNR]JQRVW NUYL SD WDNR L QD YULMHPH VXaHQMD KF
LV MH b NeD ptépduka je da se VM HKEDRD L] VUHGLAaQM¥ikons kalaHj©@ D N U X J
uzorka krvi na filtaski papir dolazi do gubitka homogenqg® seeritrociti mogukoncentriati na

rub DBSD L WR PRaH UH]XOWLUDWL SRYHUDQLP NRQFHQWUDFL
SRND]DOR VH GD V SRYHUDQMHP YULMHGQRVWL KHPDWRNU
7DNRYHU ELWQR MH SURFLMHQLW L Prifiekte, RonmdciS§ei@dieQ H L XY
VWDELODQ GR GDQD QD VREQRM WHPSHUDWXUL EH] GLUHN'
2020)

1.1.3. Drugostupanijski testovk SURYRYHQMX QRYRURYHQDpPNRJ SUF

Svaki laboratorij za NBSVYRMLP DQDOLWLFRNULP REBWHRGIDWD YODVWL
vrijednosti (engl. cutoff valug, referentne rasponeé omjere analitakojL VX XYUaAWHOQL
QRY R URYVH Q.DvjeehjeBlaRalidok velikog broja uzoraka DB® RELp Q RORDQIPHY X
2000 uzorakadrave populacieRGUHYyXMX VH RSWLPDOQH JUDQLPQH YULN
Cutoff vrijednost predstavlja prag iznad ili ispod kgjse smatra da je rezultat testa ili mjerenja
pozitivan ili negativan. U kontekstiNBS-a, cut RI1l YULMHGQRVW R]QDpDYD YULMH
K R U H seOézultat testasmatrati pozitivnim. 1DNRQ aWR VH GRELMX SRGDW
QRYRURVHQPDGL RRUX MikddE@radiicGahaltioje odgovaraju 95. percentilu
2YR ]QDpL GD VH X]LPDMX SRGDWFL R QDMYL&ALP NRQFHQWUD
]JGUDYH SRSXODFLMH QRYRURYHQpPpDGL 1D WHPHOMX GRELYFE
UDIJLQH DQDOLWD L RPRIXUXMH VH RGUHYLY 2ahMabsnbtfddQLFH L
SRY L aHIgfarmativni parametri u NB$ su pozitivna prediktivna vrijednost (PPV) i
QHIJDWLYQD SUHGLNWLYQD YULMHGQRVW 139 =DKMLKRY L]
predstavlja vjerojatnost pozitivhog rezultata testa KR Y RU R WH @ RO ® B HE L IkojaQ RV W
R]IQDpDYD YMHURMDWQRVW Q HIMWRLUYRDrigbipxieswHPWiP WHVWI
SRVWRWDN QRYRURYHQpPDGL V DEQRUPDOQLP UH]XOWDWRP
VOXpDMHYD V QRUPDOQLP QDQopnésh sikR2WM22 QHPDMX RYX EROF



/IDAQR SRyethey QRYRURYHQD p N RBS StbgantuUtEeba nastojati
L] E M H (uzrokiuz&brinutost roditela NDR L GRGDWQD ILQDQFLMVND RSW
sustava. NR EL VH VPDQMLR EURM QRYRURYHQpPDGL NRRMD ]DKW
]D S RER OR®EdD Qdyedinih testova razvijeni su testovi druge razineodnosno
drugostupanjski testovi (engtecondtier test3. DUXJRVWXSDQMVNL WHaVisNRYL XN
istog uzorkakryiDOL VSHFLILDpQ (BUrtisH sBrH Wwed. MBPHPHWNRY LGiSBD,PDGaD
2013) Drugostupanjski testovi SNOMXpQD NRPSRRRRQMWILD 1Md6 PRIXUH SR
RVMHWOMLY RV \3obira V 8/HF L IQ D RIRW @8potrdithD Qahtjeve za ponovnim
uzorkovanjemDBS-a. Svaki GUXJRVWXSDQMVNL WHVW SRYHUDYD VORAHC
stoga ih je neophodno pomno odab(gitt, 20010) UNOMXpLY D QM HilGasdVaARNBS XSDQ MV
programH RPRJIXIXIMMHDIJRYDYDQMH bijdg® LFW RS UHP OO \@jlevid PDQML
QHRWNULYHQLK SDFLMHQDWD EH] YHOLNRJ SRYHUDQMD ODAa¢

1.2. 3 R UH PiHaidbdizma aminokiselina

Aminokiseline suneophodneJ U DrijeHediniceproteinapa tako i enzimaStrukturni su
elementi i izvor energije stanicama kojima je ona potrebna za normalan rast, diferencijaciju i
funkcioniranje (Ling, 2023). 7T DNRyHU LPDMX YDaQX XORJX X UHJXODFL!
WLMHOR LK NRULVWL X YLNMBRWAWRLF X P hEBPopahERidmHQ M H
transaminacg WH RVLIJXUDYDQMH GRYROMQH NROLPLQHSsSHQHUJILME
2018) Ukoliko je jedan odP HW D E R O L pihokikanS Y°\R BN DG Rakupli@R RGUHYH QLK
aminokiselina i metaboltéd WGRRYRGL GR RGUHYHQLK PHWDEROLpPNLK SRU}E

Gotovo svi SR U H P MétdbMizma aminokiselinprenose se autosomno recesivno i
Q D M prdzuliitdju manjkom VSHFLILpQRra PFRWPHBROLpNRP SXW DPLQR
dovodi do QDNXSOMDQMD JODYQH DPLQRNLVHOLQH QMH]JLQLK ¢
ovisno o mjestu gdje je enzim blokiran 8] QDMpHaUH SRUHPHUDMH DPLQF
fenilketonurije, bolesti javorovog sirupa i tirozinemije, primj¢rH aantnoacidopatije je i
N O D Vharpdagistinurija(Burtis i sur., ured.2015).



1.21. 3SRUHPHUDML PHWLRQLQVNRJ FLNOXVD

Metionin(Met) MH HVHQFLMDOQD SURWHRJHQD DPLQRNLVHOLQI
za normalanrast i rDJYRM D PR&H VH GRELWL L] KUDQH WOL JDV
metioninskom ciklusu stvara seafenozilmetionin (SAM) koji je univeani donor metilne
skupine, potreban za reakcije metilacije0 R @éhirai metilnu skupinuUD]OLpLWLP VSRMH
primjerice molekulamaNA i RNA, proteinima LOL OLSL G L RiblaziSI0 bagiami&EX
adenozilhomocistean (SAH) (Parkhitko i sur, 2019 Zhao i Lum, 2023. Reverzibilnom
hidrolizom SAH nastaju adenozin thomocistein Kako bi razineHcy ostale strogo regulirane,
nastaliHcy VH PRaH UHRM&W DOL WDW LQXD p tikuspDn@tidazifgili pretvoriti u
cistein(Cys) SXWHP WUDQVVXOIXU D F L Mittilacije/ RefEtil @iy ddvija ] FLN O X
VH X] SRPRU HOQHdan®ist&rHiettaqsferaze (BHMT) ili metionin sintazee@d)
koja zahtijeva Gmetiltetrahidrofolat i prisutnost vitaminalB. Metiltetrahidrofolat se proizvodi u
ciklusu folata redukcijom metilentetrahidrofolata koju katalizira enzim metilentetrahidrofolat
reduktaza (MTHFR), enzim koji je ovisan o riboflavifuitamin B2) (McCaddon i Miller, 2023)

U transsulfuracijskom puthicy se metaboliziat uz cistationn- -sintaai (engl. cystathionine beta

synthase CBS), enzim ovisan o piridoksinyvitamin B6) CBS sintetizira cistationin iz
kondenzacijeHcy L VHULQD D FLVWDWLRQLQ VH GDhRigebhHdPiRéeH KLGU |
proizveo Cys (Aliu i sur, 2018 Parkhitkoi sur, 2019. + RUH ®lty rérietilirati u Met ili

razgraditi transsulfuracijiom GMHO RFULPMMQARR XQXWDUVWDQLPpQLP UD]JLQDP
NDR DORVWHULpBLLDDNORIMWIBIARITpRRAGQ D QBWLEGMHOXMH NDR AV
prehrambenogMet tako da seHcy reciklira u Met kada je njegov unos hranom nizak i

katabolizira se kada je unos hranom visok (McCaddon i Miller, 2023)



6O0OLND OHWLRQLQVNL FLNKatdinéc iSWw.H2RI4)WR L] OXDpHYL

SRUHPHUDML PHWLQDMQ® M B RH gEASE &K\ Bl P dnDshkiohtanjak
RGUHYHQLK HQ]JLPD NRML VXERWHRGM & RieEMRIR)RI LB DL SKK
S R U H Pkéju s MZrtokovaniS R U H P H U DevhétiabijiMet, remetilacijiHcy ili su povezani
V PHWDEROL]JPRP NREDODPLQD L |IRCEB3% MTHRRND MetignmiM X HQ]L
adenoziltransferazeMAT) i MeSe. 2YL DXWRVRPQR UHFHVLYQL JHQHWVNL S
nazvani homocistinurijamger seHcy nakuplia uNUY L WH L]O XAoKiaioH s, X0PL Q X
Miller, 2013; . R aL F8tabler 2020. U homocistinuriji ukupna koncentracijaomocisteina
(tHcy) X SOD]JPL RELPQR VH NUHUH L]JPHYX L —PRO / X
vrijednostima od 5 do 15 pumol/L (Bartl i sur., 2014)

Upravo zbogmanjkaili nefunkcionalnosti enzimaBS, dolazi do nakupljanjadicy i
razvoja N O D \hbrpdgiktinurijeHcy VH QDNXSOMD L GLPHUL]JLUD VWYDUDMX
VH L]JOXpXMH X XULQX D EXGXiuL GD MHHtyse® piaviro &L MD QHYV
koji se nakuplja u krvi (Demczko, 20212 VL P U D JI@D-p\rawalr&zini enzima i kofaktora,
do hipermetiomemije i hiperhomocistinemije PRJX GRYHVWL L UD]QD VWHpHC
NURQLpPQRJ DONRKROL]PD SXaHQMD EXEUHAQH LQVXILFLMH
% 0 X D pKatdrhed sur, 2014)



1.22. .ODVLPpQD KRPRFLVWLQXULMD

. O DV Llhpdvistinurijaili homocistinurija tipal (OMIM #236200) uzrokovana je
mutacijom u genilCBSkoji kodira za enzim cistatiam -sintazy a nalazi se na 21. kromosomu
(21g22.3) Manjak aktivnosti CBS enzima smanjuje pretvorlilcy u cistationin odnosno
RJUDQLpDYD W Utb @VodiXio$ RWIHIDMIH U FHRHYWHIrG & uwhskbbgHcy i
Met te smanjenja serumske razi@gs (Candelai sur, 2023) Bolest je autosomno recesivha
,VWUDALYDQMD daV postgeR bl Oféd@ipske varijantdNODVLPpQH KRPRFLVWI
homocistinurijakod koje pacijenti reagiraju na terapiju piridoksinommomocistinurija kod koje
pacijenti ne reagiraju na piridoksik RPRFLVWLQXULMD NRMD UhaJH®DaQD SL
NOLQLpNd vakjateHbdja ne reagira na piridokgi8acharow i sur., 200U p HVWDORV W
NODVLPpQH KRRRMWLIMXIULMHRYLVQR R HWeLidM&EAM seSULSDG
procjenjuje na oko ALYRURYH @ld visdMdinP4p H V WLDK@i&W (0 1800)
IRUYHE&BUIBOYL 1 MHPDpNR MBurtis i sur., ured.2015; Aliu i sur, 2019.

.ODVLPQD KRPRFLVWLQXULMPDY MakdaéentradiX Nck uXplazimjU DLW R
RGUHYHQLP méeMans @srtaeijepsihijatrijiskih SRUHPHBPRMIB GRUL GR GLVOR
RpQH OHUH HRWREE BetdtipekMpacienti swisoki, P U & B Meproporcionalno
GXJLP HNVWUHPLWHWLPD L GUXJLP VNHOHWQLP DEQRUPDC
sindrom. 7 D N R y Hb Ul WAMiovaskularn S R U H R, bisbit®dklonost trombozi i aterosklerozi,

SDG EXEUHAQLK L NRIJQLWLYQLK lixgedgotokbd\AddleBcBr@Sk& dbBiD FL M
(Ramakrishnan i sur.,, 2006Candelai sur., 2023. 1LMH QHXRELpPpDMHQR GD
asimptomatska osoba zrelim godinama ima tromboemb@WiLpGNRJDYyDM NRML pHVWI

cerebrovaskulara(Bacharow i sur., 2004)

1D NODVLPpQX KRdeRPARAPSUMEULKMXQRYRURYHQDRAMARP SUR
QRYRURYHQpPDGLNBSRG RNVVRNMH. WH SRYHUDIQeD ONHYQXMHA®EWRD FLM D
sumnja treba potvrditi dodatnjmdrugostupanjskimtestovima .RQDpQMDE@QR]D NODVL|
homocistinurijepostavljaseidentifikacijom bialelnih patogenimutacijau genuCBS(Sacharow
i sur., 2004)

Nakon SRWY dipghQzd NODVLPpQH KRPRFLVWLQXULMH J]DSRpLQM
Met. Uvodi se SRVHEQD PHGLFLQVND KUDQd@n3 pRY W R/ Q@Y %D Q8RR WU
esencijalne i neesencijalne aminokiseline odiat, ugljikohidrate, masti i masne kiseline,

9



minerale i vitamine kako bi se osiglaapotrebna prehrana zaormalan rast i razvojZa

bolesnikeza koje se utvrdi dpozitivho odgovarajuna piridoksin OLMHpPpHQMH XNOMXpXMH
IDUPDNRORA&GNLREGRQEWDONG u kombinaciji s folnom kiselinom i dodacima

vitamina % .RG RVRED NRMH QH UHDJLUDMX QD SLULGRNVL
RJU BrrLymosonMet X NRPELQDFLML V SLULGRNVLQRP ]D RVREH NR
terapiju (Levy, 2021) /LM H p H Q M H(trindtWgIRih)@8lghrava alternativni put remetilacije

]D SUHWYD BHEyQMeét LY PRI SRPRUL X VSUMHPDYDQMX NRPSOLN
7HUDSLMD EHWDLQRP PRAaH ELWL JODYQL REOLN OLMHpHQMI
P HW D E RI{t. pINHFOML M H p H Q LmahRaniEB'Salpblazali su da rizik od komplikacija
UDVWH V GREL 3URJQR]D EROHVQLN Qe Gobid Kdo h@eisiikaRéd Q HR Q D
kojih je bolest kasnalijagnosticirana, terapija je usmjerena na prevenciju tromboelmidol p N L K
GRJDYyDMWMWEROML UH]XOWDWL ]JDELOMHAHQL VX NRG RQLK S
slobodnogHcy X SOD]PL RGUADYD LVSRG — P R RoricedtiacitHRYAUIJ RY DU D
plazmi ispod 00 pumol/L (Sacharow i sur., 2004

1.3. Homocistein

Homocistein jeneproteinogena aminokiselina koD GUaL VEBESBYVWDYOMD YI
WRpPpNX JUDQD QWitdo QY SXMKU BQRP VH G REtuMdhosu n mjéghve
SRWUHEH ]D VLQWH]X SURW H HQykrdz aKIDsMneYilb@® ND ¥ HHW R WMDY M b
navedeno, ¥ D VX NOMXpQD SXWD NRMD V X GHtH @XalacijxX natrdg) K OD FL M
Met ili transsulfuracija uCys uz proizvodnju sumporovodika 8 (Hermann Sitdikova 2021
McCaddon i Miller, 2023 Hcy, koji je uglavnom prisutan u jetri, bubrezima, mozgu, srcu i
SOXULPD QDOD]L VH X SOD]PL X UD]J]OLPpLWLP NHPLMVNLP REC
PbLQL RNR XNXSQRJ +F\ VORERGQL +F\ RNR L PLMHADQ
Hcy sCysili drugim tiolima (30%). Skup ova tri oblika identificiran je ka&upni homocistein
(tHcy) (Candela sur, 2023)

SRYLAHQH N RiKcy H Qlazht Bégu Mitdizrokovanegenskm SRUHP H &\HMIL P D
spomenutih enzimasobito MTHFRa i CBS-a koji sudjeluju u metabolizmu HcyDsim toga,
prehambene navike VW L O B RY R WADDutjeBafi thd) razinu Hey u krvipak, QDMpHA&AUL L
QDM]QDpDMQLM L tHeyjeRisnjS&R.VLEAERBHBPHUIHQD IXQNFLMD MHGQR
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skupine(B9 % % % NRML VX XNOMXpHQL NDR NRHQ]JLPL X P
SRYLAHQMD W+F\ MH L RaWHUHQMH EXEUHJD SRJRWRYR NDG
ispod 60 ml/min (Smith i Refsum, 2021)

PoznatoMH YL&AH RG VWRWLQX EROHVWL L OkonédtiaQjiicd NR M D
tHcy u plazmi 3R Y L aHc® MDHM b H Bl U M H\A kardiojaskulame bolestii aterosklerau.
7DNRYHU SRYHERQR VMH P\DD V UH G L d Q Md¢fektarh YnpuDah& LijeViX VWD Y |
$O]KHLPHURYRP EROHVWL WH EXEUHAQLOLERB HMWEIAND EL R M
trebale uputiti na mjerenje tHcy sorojne: QHMDVQL UDQL WURPEWHKREROLPN
PLRSLMD VXEOXNVDFLMD RpQH OHUH L Leoarkd®ijgkpokagatel{ UROR & N
PRJXUH KLSHUKR P 8uF higammtetioQimemijaM Ihetiimalonska acidurija, manjak
vitamina B12 i makrocitna anemii@dUHyYyLYDQMH NHQ FIHSQUDYRFPR&H SRVO XA
bilieg za otkrivanje rizika bolestia SQLAaHQMHP NRH2¥ XQOWHINILFPL M@ XpDMHYLPLC
VSULMHpPpLWL @@ahWsDrQAZ0Ng FhivlOi IR&f3hm, 2021 =D EROHVWL SRSXW PR
XGDUD NRJQLWLYQRJ RAWHUHQMD LOL GHPHQ&tHM Y HLVWUD &
od 11 pmol/Lma@ K RYHVWL GR &(@nhithv QéfsUnX pa2Q D N D

1.3.1. /DERUDW R UL M WdrRods@ikhhH grugiiCa@inbkiselina

8 NOLQLPpNRM SUDNVL MH AaLURN UDVSRQ LQGLNDFLMD ]
suhoj kapi krvi, plazmi, likvoru ili urinu. Promjene koncentracija aminokiselina, osimMad
ova mogu biti osjetljivi biljezi promjenau U D ] OrL prgafhha (Bergwerff i sur., 2017)
Uzorkovanjeza mjerenje aminokiselin ¥ H WUHED SURYRGLWL QDWD&aWH RGQ
D NRG PDOH GMHFH QHSRVUHG@Rres U kv, H209802d H@alikiHJ REU
aminokiselina QDMpHAaUH VH N U epfgwetd N X Mmiikoagulansom K3
etilendiamintetraocteam kiselinom (engl. K3 ethylenediaminetetraacetic acid3-EDTA). Kako
EL VH aWR YLAH VPDQMLR XWMHFDM SUHGDQDOLWLPNLK SR.
deproteinizirati uzorkeUzorak krvi za mjerenjgHcy VH WUHED RGPDK QDNRQ YDVI
OHGHQX NXSHOM NDNR EL VH SUHNLQXR PHWDEROL]DP HULW
IDNRQ WRJD SWMSR MY HMH KRN X FH @MzbddXplbddAVKod. RG Y R!
necentrifugiranih uzorakaUD]LQH +F\ JQDpDMQR UDVWX ]D RNR SR VD
GRELYDQMH ODAaQR SRYLAHQLK NRQFHIQsy RGOLMMakorF\ X S

centrifugiranja, uzorke trebp X Y ZamMfinutim na20 °C do trenutka analize.
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Poznato je da koncentracije aminokiselina u BB8obro koreliraju s koncentracijama
aminokiselina dobivenih u venskoj krvi, odnosno plazmi, padkazalo se damnogi analiti,
XNOMXpXMXULQI &¥F \N R © BINDGINV Deld-w dzotcima plazmd LAH NRQFHQWUDT
tHcy u DBSu mogu se pripisati manjem volumenu krvi koji se sakuplja na filtarski papir u
RGQRVX QD YHQHSXQNWLUDQX NUY 'LR +F\ VH PRAaH L]JXE
XpLOQNRYLWRVWL HNVWUDNFLMH L GHULYDWL ] DaHBdMbNX]RUND 1
sur., 2005Moat i sur., 202

Analiza aminokiselina u laboratorijimavH PRaH SURYRGLWL LRQVNR L
kromatografijom (engl. lon Exchange ChromatographylEC) X] N R U L Aintidri@av H
spektrofotometrijsk detekciy. Razvogm alternativnih  metoda koje karakterizira Y H U D
VSHFLILpQRVWIizé, stEUp)H@SH&Qv8anje minokiselim provodi WHNXULQVNRP
kromatografijom visoke ili ultravisoke djelotvornosti(engl. High/ Ultra Performance Liquid
ChromatographyHPLC UPLC). Nakon razdvajanja, aminokiseline se mogu detekti&gaR P R U X
absorbancije, fluorescencije ili spektrometrije mad2osljednjin 15 godina tandemsk
spektrometrija masa kombinacijs WHNXULQVNRP N (eRdr. yWdR-Gronmatagkaphip
coupled with tandem mass spectromett€-MS/MS), pokazala se kao visoko selektivna i
osjetljiva metoda vdikom DQDOL WL pNR Pte\VepobalalneGBGRWWAIVILOLQLPNRM SUD
za analizu aminokiselina u plazmi, urinu i likvofRostupak pripreme uzoraka za-MS/MS
metodu XNOMXpXMH WDORAHQMH SURWHLQD SRPRUOX VXOIRVD
SRYHUDQMD WAfd BdpotQniR M¥tajaju na kromatografskoj koloni, a detekcija i
kvantifikacija pojedinih aminokiselina se odvija u spektrometru masa. Prilikom pripreme
X]RUDND X SRVWXSDN VH VWDYOMDM X N Riftétri) stanibi@R L NDOL |
SRIQDWH NRQFHQWUDFLMH |]D VYDNX DPLQRNLVHOLQX &dWR R
na LGCMS/MS-u (Sharer i sur., 2018urtis i sur., ured.2015).

7LMHNRP JRGLQD VH YHOLN EURMXLSDWRALMRQWRANLPYSER
OMXGVNRJ RUJDQL]PD 3RYHUDQL JQDQVWYHQL L N®LQLpPNL
rezultirao e SRUDVWRP UD]OL QINHIR YR VIR RZE [plogldYjanie dliagnoz |
SUDUHQMH RVRED V NODVLpPpQRP KRPRFLVWLQXULMRP NRQYH
QLMH YH]IDQ QD SURWHLQ NURPDW RPMDM XKMR PVvdogREBspaHE L 1P M H C
to dakoncentracija tHcyX SOD]PL PRUD EEWIRQ@UVAPURGBH QHJR aWR VH
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P R addtektirati a to je znatno iznad normalnog referentnog raspkpacentracija tHcyje
RVMHWOMLYLML GLMDJQRVWLPpNL SDUDPHWDU RG NRQFHQW
metode za mjerenjet F\ | DKWLMHYDMX |[DVHEQH WHKQLNH NRMH NRUL"
cijepanje disulfidnih veza2 VLP YHUO VSRPHQXWLK NURRNMSMSIUWHBUE NLK PH\
s fluorescentnom detekcijom, zR G U H y tHEP QdgHse koristiti i imunokemijske metode

koje za detekciju koriste enzime (EIA), fluorescentnu polarizaciju (FPIA) ili kemiluminiscenciju
(CLIA). Referentna metodza RGUHYLYDQMHtHeR ® ANHAQVWQU P RNL M HODLERUDWR U
MS/MS (Alam i sur., 2019Alodaibi sur, 2012).

132, '"UXIJRVWXSDQMVNL WHVWRYL NRG RGUHYLYDQMD K

8 Q D WdRthvljanju sumnje na\ O DuvHom@istinuriy zbog SRYHUDQH NRQFHQW
OHW X 1%6 SURJUDPLPD L GDOMH BRYRV RiEDRAGYeDiEa QL SRV
6PDQMHQMH Rrijddo@@Mey Y¥PDQMLR EL VH EURM ODAaQR QHJIDWLY
istovremeno SRYHUDOD VWRSD ODAQRLYAHQWDQ@IHK JUBDXIONWDL W DY U
SRYHUDQMD i FBUNHDWQRNWRNW PRAaH GRYHVWLIAWR R D@MHMNQYWDI
UH]XOWLUDWL SRYHUDQRP SRWUHERP NjpreQeitERVpritdlB@ L P GRGL
probiru, kako seradi u Katary znatno biSRY HRD/VOIRH WO MLYRVW -D VB H\FQ DML WK
KRPRFLVWLQXULMX 8] ULMHWNH L]QLPNH VYD QRYRURYHQp
SRYHUDQX NRQF.Hgaky duakak Npostupdekeo bi GR SRYHUDQMBSWURANR
programaizvan financijskih PRIJXUQRVWL JRWRYR VYLK GUXJLK.1%6 OD
IDMXpLQNRYLWLMD PHWRGD |]D VPDQEHRQERYEBDAQR DQ N NDRBL
SRILWLYQLK VDVWRMDOD EL VH RW&tNaPAD QvbIH,@QIMR2daddtbuQ L p Q L K
kontrolu omjera metionina i fenilalanii®et/Phe)obzirom da se@ba analitaY HiO PMHUH X 1%6
SURJUDPX EH] GRG DiurgklKkowtehRacioR YMEt iznad granice -mif-a i
p R Y HithDb@jerom Met/Phe bio biizdvojen zaRGUHYLYDQMH tiNcR @QR&éh@wa) DFLMH
QRYRUR pH @tHMEHS R Y hila bi Qozvana na dodatnu obraduR U L & WoRcentiadije
Met i omjera Met/Phe kao jednako vrijednih analita u primarnom probirezultiralo bi s
SULEOLAaQR X]JRUDND NRML EL VH PRUD (oin@uDj@dnjdn DWL G
koncentracijetHcy, a to pedstavlja optimalnu strategiju z& U R Y R prbbigeMCGandelai sur,

2023 Okun i sur, 2017)
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1.4. Tandemskapektrometrija mas@.C-MS/MS)

7TDQGHPVND VSHNWURPHWULMD PDVD SRYH]DQD V WHN
GMHORWYRUQRVWL MH LJUDJLWR RVMHWOMLYD WHKQRORJLN
EURMD NRPSRQHQWL X]J]RUND L QMLKRYX NYDQWLILNDFLMX
kromatografskim tehnikama koje su razvijane tokom goditil,C metodaX YHOLNH MH SRERC
L ] DPLMHQLOD WUDGLFLRQDOQH /& PHWRGH JERJ VYRMH YHUF

https://www.shimadzu.com/an/servisapport/technicasupport/analysis

basics/basics_of Icms/ms_and Icms.P]hIrMaseni spektrometri (MS) u kombinaciji s plinskim

LOL WHNXGLQVNLP NURPDWRJUDILPD RPRJXULOL VX GRGDWQ
LPDMX UD]QH N O(Gary plbairSA023Miktat Z0/5.

Kod LC-MS/MS tehnologije WHNXULQVNRP NURPDWRJUDILMRP X]JRUF
koloni na temelju njihovog afiniteta za interakciju s mobilnom, odnosno stacionarnom fazom, a
potomseunose u MS. Svi M®vi sastavljenisu odVUL JODYQH NRPSRQHQWH NRMI
iona u kojem senolekuleuzoikaioniziraju, analizator masa u kojem isastaliioni razdvajajuna
temelju omjera njihove mase i nabdja/z), te detektoraAnaliti razdvojeni na kromatografskoj
koloni se u protoku mobilne faze uvodezuor MS-a, gdje se, kombinacijom visokog napona i
temperatureprevodeX DHURVRO L LVWRYUHPHQR LRQLJLUDMX 1DMpH
elektrosprejna ionizacijaengl. electrospray ionization ESI). lonizirani analiti se potom
Ub]JGYDMDMX QD WHPHOMX RPMHUD P ] X PDVHQRP DQDOL]DV
QHPLVWRUH XNODQMDMX YDNXX&® RO ERUJUDWIR FIXEDWNRM GLMDJ
NRULAWHQ 06 MH NYDGUXSROQL DR DONRPQDHYLARQGRONEY BR
JGMH VH VYDNL LRQVNL XGDU ]JDELOMHAL L SUHYHGH X VLJQCL

u uzorku.

LC-MS/MS podrazumijeva dva M8 spojena u serjluNROL]JLMVNRP UHOLMRF
Collision cell pLPH VH SRYHUDVYB HALMMHDOQEMIVY RQWOLL]H .ROL]JLMV
PDVHQL NYDGUXSROQL DQDOL]DWRU X NRMHP VH QH YUA&aL VH
06 QDVXPLpPQR IUDJPHQWLUDMX X VXGDUX V PROHNXODPD LQ
WUHUL 06 JGMH VH GRGDWQR VHOHRWLYOMR LQ B PIRGEX aSNJORNE X
fragmentacije ioniziranih analita, na tFdS/MS- X SRVWRML PRIJXUQRVW SULPMHQF
rada(Thomas i sur., 202Burtis i sur., ured., 2035
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8 Y Ry HQMEMS-a u rutinsku laboratorijsktlGLMDJQRV W L NoBvelDIRpIDMQR M
SRUHPHUDMD NRML WBSPR JstovBnéhd BetékEljselikdgoja metabolita i
njihovih omjera iz jednog uzorkBBS-a X NUDWNRP Y UHPH Qdfe RBikoyahjeLOD MH
QXWULWLYQRJ VWDWXVD GMHWHWD RG HYHQWXDOQLK SDWEF
YDAaQRVW RGJRYDUDMXUHDBS#& WPHH QUDD R LR ONaRAB piipei@eR vV W L
dobi djeteta.lpak, za potvrdu dijagnoze kod asimptomatskih pacijenata moraju se Koristiti
VSHFL lteft®@ii. MLMD NRPELQDFLMD MH NOMXpPpQD NRG GLIHUHC
rezultataNBS-a (Burtis i sur., ured., 2015)
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2. 2%5%$=/24a(1-( 7(0(

1RYRURYHQD pWN RepSdlidr Brvdiskoj MH REDYH]QD PMHUD [JGUDYV)
QRYRURVHQdathWIH XDQDFLRQDOQL SURJUDP QRYRURYHQDpNI
SRUHPHUHDWKIWLBOXQX MH @dthirRaNBEMEMHH QDMS UN® BovhLD R p HW
homocistinuripm. Pravovremenopostaviljanje dijagnozeNODVLPpQH KR PBR&njujeWL QX UL
PRIXUQRVW QDVWDQND RodiestO MQWHK ONRNPVEOLAQEKMPRWHANRIG
kostiju S UR E OH P D k& diyakkrlBrnifptdmjena 0 X D p HKdtanec i sur., 2014)

Cilj ovog rada e SURYMHUD PRGYH QlRyviddplikace tHcy iz uzorka DBS-a
PHWRGRP WDQGHPVNH VSHNWURPHWULMH PDVD NDR GU
QRYRURYVHQDpPNRJ SURELUD QD NODVLPpQX KRPRFLVWLQXULN
mjerenjakoncentracijgHcy iz uzoka suhe kapi krvi na filtarskom papiru i uaka plazme.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci pacijenata

=D HNVSHULPHQWDOQL GLR RYRJ UDGD NRIisgitAhH®Q L VX X]
u dobi od3 do 83godire. Uzorci plazme (K-EDTA) dobiveni su tako davH QDNRQ YDYHQ
venske krviepruveta uroté u lecenu kupelji potom centrifugiala unutar sat vremena. Uzorci
DBS-a dobiveni su kapanjenb0 pL EDTA krvi na standardizirani sterilni filtarski papir
Whatman903®.

3.2. Materijali

Kako bi seL]U D p Xu@@dle SUHFL] QR V W HWW & p QRRGHAMAY hlazmiQ M D
iuDBSu NRUL&AWHQL V XonMdhPuzdsdr IQWCHP@Lp N HRedpey OIMOK&k®
Controls(Plasma Control Dried Blood Spot Control)Kontrole |D RGUHYLY DdQI&keluSOD]PH
liofili ziranom obliku, dok kontrole zDBS VD GUAaH S X Q Xardkd) westkartici..z@

R G UHY HEDIQ Mbtaka plazme i DB8 NRULAWHQH VX YHW Gde@lz&LUDQH
ODERUDWRULMVNX GLMDJQRVWLNX QDVOMHGQ,LKmé&dstlsv DEROL
R G U Hy tHéYDZpMZAne Kkoristi se u rutinskom radu.

Tablica2. . RQFHQWUDFLMVNR SRGUXpMH NRPHUFLMDOQLK NRQWU

VRSTA KONTROLA METODA | SREDNJAVRIJEDNOST | KONCENTRACIJSKO
UZORKA ANALIZE KONCENTRACIJE 32'58Y- ([umol/L]
[umol/L]
Level | (23080) 11,5 9,20-13,8
PLAZMA
LOT 2360 | Level Il (23081) LC-MSIMS 27.3 21,832,7
DBS Level | 18,0 12,623,4
LOT 1329
Level Il 44,5 31,257,9
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SRPRUX VHWD QNriTa® Edlibrato’s Wddi se kalibracgka krivulja X pHWLUL
koncentracijske razine. Kalibratara plaznu suliofilizirani, azaDBS sekoriste kalibratori koji
su dobiveni kapanjen YMHAH NUYL QD VWDQGDUGL]LUDQL ILOWDUVNL

Tablica3. . RQFHQWUDFLMVNR SRGUXpMH NDOLEUDWRUD

VRSTA UZORKA KALIBRATOR METODA KONCENTRACIJA
ANALIZE [umol/L]

Level O 6,11

PLAZMA Level 1 10,2
LOT 2171 Level 2 LC- MS/MS 20,9
Level 3 49,9

Level O 10,0

DBS Level 1 15,7

LOT 1329 Level 2 32,0
Level 3 44.8

Kontrole i kalibratori za analizu pripremage jednako kao i uzorci pacijenata, a prema
njima se treba odnositi kao da su potencijalno infektitld NR VX WHVWLUDQL QD SULYV

infekcija i bolesti.Kalibraciju je potrebno raditi u svakoj seriji uzoraka

3.2.1. Kemikalije

7LMHNRP SURYRVHQN® GVRD OIRPFHURUMDWKHE@ NRPSOHWD L
tvrtke Recipe ClinMass® |D R G U H yHcy D QIakkii (MS2000) odnosnoClinSpot® za

R G U H y tHeypDZDM$Ha (MS2100)
Komplet reagens&linMass® VD G U a L

- Otopinu za ispiranje, MS2005

- Mobilnu fazu, MS2010

- Interni standard, liofiliziranMS2012

- Reagens A za redukciju, MS2021

- Reagens B za precipitaciju, MS2022
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Komplet reagens&linSpot® VD G U a L

- Otopinu za ispiranje, MS2005

- Mobilnu fazu, MS2010

- Interni standard, liofiliziran, MS2112
- Reagens AMS2021

- Reagens B, MS2022

3.22. 2SUHPD L XUHYDML

- LC-MS/MS 8050UPLC Nexera (Shimadz)+ tandemski spektrom& U V SULSDGDM X!
LabSolutonUDpXQDOQLP SURJUDPRP |D REUDGX SRGDWDND

- Mikrocentrifuga Eppendorf 5430

- TreskalicaBioSan

- 9RUWH[ PMH&ADOLFD

- Eppendorf epruvete

- Automatske pipete i nastavci za pip€t6-100 uL; 20200pL)

- 6WDNOHQH ERpLFH V PLNURLQVHUWLPD ]D X]RUNRYDQMH

- 5XpQL SULERU ]D LJUH]JLYDQMH LVMHpPDND X]J]RUDND VXKH
3,1 mm DPBS puncher)

- Hladnjak(temperature +4°C)

3.3. LC-MS/MS metoda

331 3UHGDQDOLWLpPpND ID]D

a. Plazma

SUHSRUXpHQL X]R U DH¢y LT-MSBAS-BI [e KB EDMAdplazma Uzorak kKe-
EDTA plazme mora biti uzetijutro QDWD&aWH L GRVWDY QNabotatod). OHGWRQRM |
N U D U H Phowd®mdXeodvojiti plazmuod stanicacentrifugiranjemNDNR QH EinwiR®aOR GR
sintezeHcy u eritrocitima. 8] RUFL VH FHQWULIXJLUD Mixa X°GteHsQ $tabilnil X JL V K
do 48 sati na temperatur5-30 °C, do 7 dana rntamperaturi 28 °C, do 3 mjeseca na8 °C.
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ClinChek® Plasma Contro]<linCal® Calibratorsi IS su u liofiliziranom obliku i moraju se
pripremiti za upotrebouWDNR GD VH SRPLMH a3 Mettaga + D/ &l NARG RoBe
ODJDQR PLMH&ADMXuL D QDN Eferd@fep&aramtrave s Mas°C. —/ X
.DOLEUDWRUL X NRQFHQWUDFLMVNH UDJLQH RWDSDMX VH X
na sobnoj temperaturi, alikvotiraju seEgppendorfepruvete(120uL) i zamrzavaju nal8°C a
WDNR VNODGL&WHQL. KofitrdiwW 2 & ¢i Otgphju sePM3HMWM HHPDC vode lagano
PLMHADMXuL 120 (R Ls® Xikwdira (Eppendorfepruvetete se zamrzavaju nd8°C i
stabilni su kao i kalibratariReagens Ase mora otopiti u 5 mL HPLC vode uz povremeno
URWLUDQ Kdz SERiputaFTako pripremljeni reagens stabilan je do 4 tjedna ako se
pohranjuje na temperaturi od 2 do 8 °C. Reagens B dolazi u obliku otopine te se pohranjuje na

sobnoj temperaturi.

Priprema uzaND SOD]PH XNOMXpXMH UHGXNFLM¥y prevBliQlL WD ND
slobodni homocisteihnNRML VH ]D S U 2YRciptécijuHpioxeMadzorci se pripremaju u
(SSHQGRUI HSUXYHWDPD NRMH VH RELOMHAHKBORIQ@DKDPD X]R
plazme(kalibrator, kontrola, uzorakp0 uL IS za identifikaciju pikaHcy i 50 uL Reagensa A
Uzorci se P L MiHZ0Dsekundina v U W O P4 QRIN{\i@ek)FRe inkubirgu 5 min na sobnoj
temperaturi. Zatim sa reducirae uzoike dodaje 200 UL Reagensa BRRML VOXaL ]D SUHFL:
Ponovno je potrebno VHN X Q GtLuZotk&ndd R U W H [ icP, inkLBI&DIl©5 minuta na
4°C i na kraju centrifugita 5 minuta nal0000 x gu mikrocentrifugi Eppendorf 0.

Supernatant se odvoji od taloda SUHQHVH X SUHWKRGQR RJITMBMWMOH ERPLF
analizu. Automatski dio za uzorkovanje na HIS/MS-u (engl. Autosampler uzima po 1uL

uzorka u postpkak 8NROLNR VH X]J]RUFL QHUH DQDOL]JLUDWL RGPDK
pohranitina sobnoj temperaturi (130 °C) 24 sata, na temperaturi od 2 do 8 °C oko 7 dana i na
WHPSHUDWXUDPD QLALP.RIGHVMNU RNDB \RHEFP G DQ)vib<etdiald. |DPU]LC

izbjegavati.
b. Suha kap krvi (DBS)

Uzorci DBS-a |D R G U H yHicYy OdDpiveri su kapanjem venske krvi s -EBTA kao
antikoagulansom, na standardizirani sterilni filtarski pa@@UHPD PHYXQDURGQRP
standardu Nakapani uzorcee VXadaH QD VREQRM WHPSHUDWXUL EH] L]OD.
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svjetlu barem4 sata.Stabilnost uzoraka na sobnoj temperaturi803C) i niskoj viad Q RzvakaL
MH RNR GDQD GRN QD WHPSHUDWXUL L]JPHYyX L f&

ClinCal® Dried Blood Spot CalibratorsClinChek® Dried Blood Spdfontrols VDG UaH SXQX
krv na filtarskom papirulS je liofiliziran i potrebno ga je otopiti & mL HPLC vodete lagano
mi M H &DPWRIZ&EI V N O D G LBYCLRAJenQMpriprema se otapanjem u 5 mL HPLC vode uz
SRYUHPHQR URW L UrbDirutel. Hako Ricdatjerik iddgjens stabilan je do 4 tjedna ako
se pohranjuje na temperaturi od 2 do 8R€agens B dolazi u obliku otopine te se pohranjuje na

sobnoj temperaturi.

.DNR EL SULSUHPLOL X]JRUNH SRWUHEQR MH RELOMHALWL (
DBSa SURPMHUD PLOLPHWUD NDOLEUDWRU NRQWUROD X]F
]D LJUH]LY D QDBS-aln¥ KterkDrN papiru, te dodati 38 IS i 15 pL Reagensa A.

Svaku epruvetu potrebno matim 30 sekundiPLMHaADWL QD YRUWH[ PLMH&ADOLFI
reducirane uzorke dodaje 100 pL ReageBsaa precipitaciju Uzorci se stavljaju na tresilicu
BioSan10 minuta a ondacentrifugraju 5 minuta na 3000 x g mikrocentrifugi Eppendorf 5430.
Supernatanse RGYRML RG WDORJD L SUHQHVH X SEBHOMIAMBQR R]QD

Automatski dio za uzorkovanje na LC/M&S uzima po 1 uL uzorka postupak

3.32. $QDOLWLpPND ID]D

Pripremljeni uzorci analizirani su NAW DQGHPVNRP VSHNWURPHWUX PD
WHNXULQVNRP NURPDWRJUDILMRE-MS/NIS/ BOBBUPIGECM N&dRaN Y RU Q R
(Shimadz.

IDNRQ NURPDWRJUDIVNRJ UD3j@namniMe® QrizitajuSdekiiRspre) + 3/ &
ionizacijom (ESI) tijekom koje se uzorci prevodeerosol Na LGMS/MS- X SRVWRML PRJIXUC
primjene UD ] O bjotddakadda RYLVQR R QDpLQX IUDIJPHQWDHKHénglH LRQL]!
Multiple ReactionMonitoring) PRG UDGD RGDELUH LRQ@H] RGYUWHRERRWDRNM
njih u prvom kvadrupolugngl. Precursor iony. Nakon prvog kvadrupola dolazi do kolizijske
UHOLMH JGMH VH LRQL GRGDWQR IUDJPHQWLUDMX SRPRUUX
RGUHYHQRJ P ] NR MAUBHEARIPID | dblakeUdedetektoa (engl. Product ion3.

(Tablica 4. Prijelaz PDVD 6YDNL QDVWDOL LRQL]JLUDQL IUDJPHQW
vremenom]DGUAaADYDQMD
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Tablica 4.Prijelazi masa

Analit Precursor ions Product ions
Homocistein (Quantifier) 136.1 90.1
Homocistein (Qdlifier) 136.1 56.1
Homocistein+d4 (Quantifier) 140.1 94.1

3.33. 3BRVOLMHDQDOLWLpPND ID]D

1DNRQ ]JDYUAHWND DQDOL]JH YDaQR MH SUHJOHGDWL NDC
uzoraka te rezultate pacijenata i procijeniti potrebu za eventualnim ponavljanjem analize.
5D p XQ b@&riLaBSolutionsDXWRPDWVNL LJUDYyXMH NDOLEUDFLMVNX N
koncentracijaHcy u svakom uzorkuDobivene loncentracijeHcy u pmol/L upisuju se s jednim

decimalnim mjestonu Laboratorijski informacijski sustav (LIS).

Na temelju dobivenih podatakR DSUDYOMHQD MH VWDWLVWLpPpND REUD
R G U Hy kon&QisicipgHcy u uzocimaDBS-ai plazme

34. 6WDWLVWLpND REUDGD SRGDWDND

=D VWDWLVWLpPpNX REUDGX SRGDWD Ni2ropoR OfficeVEMI® L VX U
365, Microsoft Office Word 36bMedCal®.

3.4.1. Usporedivost

Usporedba PHWRGD LPD YDaQX XORJX X SURFHVX YDOLGI
instrumenatger se s nomXWYUyXMH RGVWXSDQMH L]J]PHyYyX GYD PMHUQ
YHOLRLOM XVSRUHGEH MH GRQRAHQMH ]DNOMXpND 8S8RVWRMI
dvije metock prilikom analize uzoraka pacijenatée zadovoljavaju li ove metode kriterije
SRVWDYOMHQH RG VWUDQH $ORE RBIDWIR]JOLLMID 1L ]1BHRX]GRYLMED
NOLQLpNL SULKYDWOMLYD REMH PHVDRGWDWH. PR LY NNR B EVU\W G\
usporedbi koncentraeijtHcy u uzorku plazme DBS-a prvo je napravljen vizualni pregled uz
SRPRU GLMDJUDRIDpotoD ¢ BGEHHYMOQ NRHILFL Nspit@nd&/ ndirRabhésO D F L M H
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razdiobe podatakaX] S R MiRtdgrama Za usporedbu podataka i za procjestaganjadvije
PHWRGH N RMdogonoM @4t P&sXingBablok regresa i BlandAltman analiza.

U prvom koraku kod ispitivanja usporedivosti metoda potrebno je vizualogepiti
postoje li ekstremne vrijednosti (engltliers) u dobivenim podatcima il UXEH SRJUHANH NR
mogle nastati prilikom upisa podataka7DNRyYHU MH SRW thspBrQRijedosi JOHGD
REXKYDUHQLK X¥& @Rar grégR&lobivenih podataka mogu se koristiti grafovi
UDVSU&AHQMD Y SdafitiHh®ONRR/NML GBOXOLQIRUPDFLMH R SRVWRMDQ
dvije varijable u ravniniAko vrijednosti dv@u skupova podataka imaju tendenciju grupiranja
oko linije koja se uspinje prema gore s lijeva na dessloNOMXpXMH VH GD MH ULMH
linearnom odnosuAko se pak vrijednosti grupiraju oko linije koja pada prema deljggva na
GHVQR WDGD MH ULMHDp R Q KddidiehtsrQ Rreladie Q)HDguQ@RIpisRIG Q R V X
jiDpLQD L VPMHU OLREDUXRL RGQRRYR VODIJDQMH RGQRVOQR
SRVWRML OL NRQVWDQWQD LOL SURSRUFe®GDORM WD]JOLNL
R]IQDpDYDMX VODE RGQRV - GREJRYDWHDGIXRYWQLREOQPAQRM Y
metode ( % L-@ullé, 2011; Kirk, 2023) Koeficijent korelacije VH PRAaH L]JUDpPpXQDWL S
UD]J]OLpLWLK DODWD IMiSd$dttIQffiod”ExcelS368 NPebliG4l0@. Eabodatke koji
nisu normalnodistribuirani, NDR PMHUD SRYH]DQRVWL ]D n®booRddHQ X ML
odnosaL]PHY X owtinMrihevarijable koristi se Spearmanov koeficijent korelacipn
mRaH LPDWL Y UL MHG€RdjeModitivRddvipdnost pokazuje daostoji pozitivan
RGQRV L]PHyX GYLMH YDULMDEOH D QHJIJDWLYQD YULM

https://www.geeksforgeeks.org/spearmaearscorrelation.

Wilcoxonov test (Wilcoxon signeerank test je neparamefjski VWDWLVWLpPpNL WH
XVSRUHYyXMH GYLMH S R)othpbrnQézulidiezdrdkasthGuidhixdNERvivalent
je ttestu uparenih uzoraka, a trebao bi se koristiti kadatpioda prate normalnu raspodjelu
$NR MH UH]XQWILMBDGIRUW PDQMD RG 3 PRaH VH ]
UDJOLND LXMIBSRPUHYLSRGDKVDND VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR

https://www.medcalc.org/manual/wilcoxon.ghp

*UDIRYL UD]JOLNH L]JPHYX G Rdiferémt@plat REHPUHR M B NRQUILO/ W
RSLVLYDQMD UD]JOLNH LTWMHXD M FHRMHD YWUSMDBEOHRaWIEk UD]JOLN
regesija i BlandAltman dijagram.Bland-Altman analiza se koristizR SLVLYDQMH VODJDQM
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dva kvantitativha mjerenja tako da se konstruiraju granice slagdajdijagramuUDV SU&8HQRV W L
QD DSVFLVL QDOD]L DU L WHHNWeto@mND QODHRBU Q@ IDQ DKV X QW PONLIMND L]
te dvije metode.2YDM SULN Digu@)SILRAMHQX RGVWXSDQMD L]PHYyX V
razlika mjerenja i intervala podudarnogtiutarkojeg se nalazi 95%a UD]JOLND L]PHYX PMHL
Srednja razlika daleko odrijednosti PRAaH XND]JLYDWL QD VLVWHPVNX UD]!
Bland-Altman analizadefinira interval podudarnosti, ali ne govori o tome je li on prihvatljiv ili

nje D WDNRYHU DNR SR Gd3pdij¢ljeqiLratKseQoRrmaRm OrgjiRuzoraka, ova
metodanije toliko pouzdanaSUH P D S U HGiavarénel DRI auri Stoltzfus 2017)

Passing DEORN UHJUHVLMD NRULVWL VH ]D SURFMHQX VWX
GYLMH PHWRGH NRMH PMHUH LVWX LOL VOLpPQX YDULMDEOX
QD HNVWUHPQH YULMHGQRVWL SUHWS RaspatizN O dbjp n@ddeS RJ U H &
NRMD QH PRUD ELWL QRUPDOQD D YDA&QR MH GD P#MHUHQMD
dvile metodeNRMH XVSRUHYyXMHPR LPDMX .RRdzua/ddBEv@RPaBiMGHDUD Q
Bablok regresi NRP DQDOL]JRP PRJX VH SULJa3EDOMLUDDS G¥BDQRIDp
regresijskm pravcem NRML RPRJXUDYD YL]XDOQL SU kJegresjsdniP MH U H C
MHGQMD GAaE a + bY) kod koje R GV MiHmDIN predstavljaju konstanthnmdnosno
proporcionalno odstupanje. Ako 9584i interval pouzdanosti (engtonfidence intervalCl) za
RGVMHpPpDA XNDWXIDXMH YULMHGQRVW PRaH VH ]DNOMXpLW]I
LIPHYyX PHWRGD DBniXM ReOnayldpravcab XNOMXpXMH , Yadd Nebh& Q RV W
proporcionalnogRGVW XSDQMD L]PHYyX GYLMH PHWRGH 8 g3 VOXpD
i da re postoji] Q D p baika metodama % L-Dulld) 2011)
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Rezultati

4.1.1. Usporedivost rezultata

Prema postupcima opisanim u poglavifju3. LGMS/MS metodadobiveni rezultati
mjerenja koncentra@jtHcy u uzorcima plazmebBS-a VX PHYXVRE QR NRABIRAWHH QY H P

programaMicrosoft Office Excel 36bMedCal®. Sve vrijednosti su prikazaneTablici 5.

Tablica5. Prikazrezultata mjerenja homocisteina u uzorcima plazme i suhe kapi krvi.

Rezultati HCY Rezultati HCY

Redni broj uzorka DBS plazma

[umol/L] [umol/L]
1. 15,53 16,9
2. 8,77 9,2
3 10,74 11,7
4. 9,64 10,0
5 108 12,3
6. 13,0 13,4
7. 19,7 21,8
8. 16,42 16,7
9. 10,18 11,2
10. 6,51 6,8
11. 9,24 9,7
12. 9,72 10,3
13. 7,02 7,2
14. 12,31 14,0
15. 9,64 9,8
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16. 8,46 8,7
17. 4,45 5,2
18 12,39 13,4
19. 13,1 14,5
20. 13,2 13,3
21. 9,82 11,1
22. 21,3 22,4
23. 11,3 12,0
24, 13,9 15,1
25. 10,1 11,7
26. 10,7 11,4
27. 15,2 15,8
28. 9,4 10,9
29. 3,9 5,2
30. 2,9 5,4
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a. 'LMDJUDP UDVSU&GHQMD

25

20

15

10

Koncentracija HCY plazma [umol/L]

0 5 10 15 20 25
Koncentracija HCY DBS [pmol/L]

Slkaz 'LMDJUDP UDVBUPHNQMIULND] UH]XOWDWD GRELYHQLK
homocisteina u suhoj kapi krvi i plazmi

,] GLMDJUD P OSlkd2/)sitljarél © ahema ekstremnih vrijednogéngl. outliers
QLWL 1QDpDMQLMHJ RGVWXSD&IRDFR GV H RFBHLIMHQRPJ BLUDIY]FD .
referentnog irdrvala zatHcy D WR MH NRQFHQWUDFLMD QLaD RG —PRO

b. Korelacija

VariableY HCY_PLAZMA

Variable X HCY_DBS

Samplesize 30
Correlationcoefficientr 0.9844
Significancdevel P<0.0001

95% Confidencenterval for r 0.9671 to 0.9926

Slika3. Korelacijska tablica
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1XPHULPND YULMHGQRVW NBHIHFYMBEND NRWRO®FMM H UH C
VQD]L OLQHDUQRJ RGQRVD L]PHyX Y D KdrVabij€ i2rlosi 8SRIYARWPRV O X p |
MH YUOR EOL]X L 3 S UMKV § R VWY DWR. WL FRBASRVWRML SR
varijable(Slika3.) .DNR EL VH SURFLMHQLOR MHVX OL UD]JOdgNH L]PH
analita ]JQDpDMQH WUHED SURXpDYDWARBDYOXNBMRE RRUVODJFDG
GRYHVWL GR SRJUHEQRJ ]JDNOMXpND L JDWR VH QH EL WUHETL
bezGRGDWQH VWDWLVWLpNH REUDGH SRGDWDND

c. Wilcoxonov test

Samplel HCY_PLAZMA
Sample2 HCY_DBS

Sample 1 Sample 2
Samplesize 30 30
Lowestvalue
Highestvalue ‘ \
Median 11.7000 10.4600
95%Cl for themedian 10.0525 to 13.4000 9.6400 to 12.8190
Interquartilerange 9.7000 to 14.5000 9.2400 to 13.1000

Wilcoxonovtest XVSRUHYBHQL X]JRUFL

Numberof positivedifferences
Numberof negativedifferences
LargesampleteststatisticZ

Two-tailed probability

0

30
4.782139
P < 0.0001

Slika4. Wilcoxonov test usporedbe koncentracija homocisteina u uzostihmkapi krvi i

plazme

9LIXDOQRP SURFMHQRP XW eltHciHignkerdhél u @ZainNaRIgzmeEl QW UDF L
DBS-a odstupaju od normalne razdiobe. Zbog toga je za ispitivanje raBikky X PHWRGDPD
NRULAWHQ :LOFR [8ikaRY Stka B)ORLvredihdsyé manpa od 0,0001 nointervali
pouzdanosti se preklapajic PRaH XND]JLYDWL QD QHSRVWRMDQMH VWDW |
metoda 95%tni interval pouzdanosti z#Hcy u DBS-u iznosi 9,6400 £12,819Q a zatHcy u

plazmi iznosil0,0525 £13400Q
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Slika5. *UDILpNL SULND] NRQFHQWUDFLMD KRPRFLVWHLQD X >

d. Bland-Altmanov dijagram

Slika6. Bland-Altmanov dijagram VUHGQMD UD]JOLND L]JPHYX UH]XOWDWD K

metodom iz suhe kapi krvi i iz plazme
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Na BlandAltmanovom dijagramu (Slika 6.) vidljivo je da prosjgd D]OLND L]JPHyYyX GY
XVSRUHYVHQ lzKosPLHORRIiGI® &dWR EL J]QDpLOR GD X SURIMMHNX PF
RGUHYXMH X $,020efihice YM &K IRG PHWR GHcyRIGBSUy ELNGQMDVRPND X
GLMDJUDPX L]OD]JL L] JUDQLFD SULKYDWOMLYRVWL NRMH RE>
GHYLMDFLMH RG VUHGQMH YUL W& QFOMWILNH R QH H GRY QNDIH H
prikazane su u odnosu na srednju vrijednost dvaju mjerddjaL VFUWDYDQMH UD]JOLNF
LVWUDRIGIRINDHL]PHYX SRJUHANH P MEiaveriQayZd1s) SUDYH YULMHG

e. PassingBablok regresija

Variable X HCY_DBS_pmol_L_
VariableY HCY_PLAZMA _pmol_L_
Samplesize 30

VariableX VariableY
Lowestvalue 2.9000 5.2000
Highestvalue 21.3000 22.4000
Arithmetic mean 11.0517 12.0667
Median 10.4600 11.7000
Standardieviation 4.1465 4.2886
Standarcerror of themean 0.7570 0.7830
-HGQDGAED UHJUHVLMH
y =0.371269+ 1.053068x
Systematicdifferences
InterceptA 0.3713
95%Cl -0.7229 to 1.1663
Proportional differences
SlopeB 1.0531
95%Cl 0.98311t0 1.1391
Random differences
ResidualStandarDeviation(RSD) 0.5401
+ 1.96RSDInterval -1.0586 to 1.0586

Linear model validity
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Cusumtestfor linearity No significant deviation from linearity (P=0.34)

Spearmaav koeficijent korelacije

Correlationcoefficient 0.980
Significancdevel P<0.0001
95%Cl 0.958 t0 0.991

Slika7. PassingBablokregresijska analiza

Koncentracija HCY u plazmi

Koncentracija HCY u DBS

Slika 8. PassingBablok dijagranms regresijskn pravcem(plava linija) i intervalimapouzdanosti

regresijskog pravca(iscrtkane linije)
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Slika9. PassingBablokdijagramreziduala

Cusumov test linearnastpokazuje da nema znatnog odstupanja od linearnosti, a
vrijednostP = 034 WR L SRWYUyYyXMH 2YLP WHVWRP VH SURFMHQM)

odgovara podaima i testira primjenjivost Passikipblok metode.

Passing DEORNRYRP UHJUHVLMVNRP DQDOLNMNMPOITZWELYHQD |
1.0631x. 95%tni interval pouzdanosti (95% CI) zZ& G V MaldjiDi&je informacijuo sistem&im
razlikama iznosi 0d0,7229do 1,1663 a 95% CIl za nagilb koji predstavlja proporcionalne
razlike iznosi 0d0,9831do 1,1391 6 YL UH]XOWDWL PRJX VH YLGMHWL QD 6
regresijskog pravca na Slici 8la PassingBablok dijagramu reziduala (Slika 9pdudaranje
LIPHYyX GYLMH PHWd®@BrujePad rgrmieQtbhiz koliko su rezidualne vrijednosti
UDVSRUHYHQH RN Rk&4u keGdualQNDF MR AM MBQR UDVSRUHYHQL GX3
QD GREUR SRGXGDUDQMH L]IPHYyX PHWRGD PMHUHQMD
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S obzirom da 95%ni Cl zaodM HRDXN OM X p XMH da meRpriXuthbkgixsidnino
odstuparg LIPHYX GYLMH PHWR GriiCl 2d WaBIbBAVYONNRM Xp XM H  m@WR ]QDY¢
SRVWRML SURSRUFLRQDO QR PRSGiBaMd&@QVregrés]jskbini Xnafizéi/ R G D
]DNOM X p Xepobtoji R GDW X S D Q M H X B R WXnj@radenp-H

Spearmanov koeficijent korelacije ] Q RV L AWR SRND]XMH GREUX SF
PHWRGD D WDNRYHU MH GRELY HQ$ik8 7Y Sjektidad@&Roidladid Q M D F
NRULAWHQD MH ]ERJ P D\ONRRU E8 \Bskopedi] BvijeDrivebde i na temelju
bLQMH Q L Rdil n&dat& RoGralnu razdioby] GRELYHQLK UH]XOWDWD ]DNOM
SRILWLYQH NRUHODFLMH L]P tHgyu @& EnhaypthgdriecRBS&R QFHQWUDFL M|

4.2. Rasprava

1RYRURVHQDpNRepuditi REUNDWVNRM REDYH]QD MH PMHUD ]
QRY RUR ¥ Eilfgim lgravdvremenog prepoznavahyiD-ova L GUXJLK SULUWHHEWR ER
ranjHJ SRPRAWNORYRJ OYRHHPEKRIE/BS tehnologije u NBS laboratorije
RPRJXULOR MH SRYHUDQMH EURMD Umgpaznptipbirtm S B UHHPYHX D M D
QMLPD VH QDODI]L L NO@xmnprQ Bofitrarinh RZB22AKY s&pXavdvideno ne
SUHSR]QD L QH ]DSRpQ Holést Ozkdluieprie@tdind Petarfdaciju, psihijatrijske
SRUHPHUDMH NDUGLRYDVNXODUQH SRUHPHUDMH RVRELWF
malformacije kostura i osteoporozuOHYXWLP QRYRMRKEIhQWMH NODVLPpQD
homocistinurijaprepoznata NBS-u L ] D S Rep HIV@RR O linvhild piHMQrividdan rast i razvoj
U Irskoj, 18 od 21 osobe u dioblo 25 godina, koje sidentificirane u sklopu NBS-a na
SLULGRNVLQ QHUHDJLUDMXUX KRPRALYRPHDOH DK 0B LIXD Y R
komplikacija (Morris i sur.,, 201Y. Dvanaest osoba u Engleskoj kod kojih WODVLPpQD
homocistinurijaprepoznatdNBS-om L |DSRpHWR UDQR OLMHDpHQ@WHO, UPDOR N
usporedbi s medijanom Kp R G NRG RVRED NRMLPD MHI i&agijpHfezHUDM G L
aLyY ®awD2021 Peterschmittisur., 1999 2YL UH]XOWDWL DOL L ge@kRID GUXJ
supostupnoXNOMXpLYDQMD NODV Ljp@aineKBPR L BWHQG X Q MK IXP SEP H |
'UAaDYDPD NDR MHG QR XkoR@nericahRCdlldde lefiMetidal GenetiSUHSRUXpXMH
X N O Mixefibatvéni panel za prolicevy, 2021)
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U drugim zemljamakao i u Republici Hrvatskoj, NODVKR@BFLVWLQXULMD M
NDQGLGDWLPD ]D XYU&aWHQM HaXapextijskiDMDH BV RILP NP HS R % B
ove bolestiV SULVXWQRVW YLVRNH NRQFHz2Qay 10D grhdUlHteWlagi\ X SOD
poras koncentracijeMet i smanjeée razire Cysi cistationina(Sacharow i sur., 2004Prvi korak
prie XYRYHQMD EROHYV Valie praBlanRodabb primniathikao i sekundarnitbiljega
WH RGUHYLYDQMH QMLKRYDK MHD QURFHY KREMHEGCRRQWLQD]LY
JHPOMDPD NRMH YHU GXOMH YULMHPH SURYRGH 1%6 L QD NOI
koriste seMet i omjer MetPhe a kao drugostupanjski test koristitstey. Takav pristup koristi se
]JDWR aWR MH OHW MHGQD RtBskDmRjerQURNBISY, Hdk Lnt@tiodaNrjdvebja V H
NRQFHQWUDFLMH W +iu\ mpDduiWetddd WIN ONSXFPX . MIH UHG Xd&jE LMV NR
razdvajadisulfidne veze iRV O R E D yzDkemiskih oblika u kojima je povezan s drugim
molekulana(Levy i Sahai, 2023).

Treba naglasitda |ERJ W R J DX 8RR YWRYy H&QWokzid dzifhaju koncentracije
Met, a netHcy, probiromse QHUH RWNULWL GUXJL SRUNPNDRMAEWR SR
SRUHPHUDML U H iraNjak @2ima WMAHFRJIE tdefekti kobalaming, ukoliko je
NRQFHQWUDFLMD OHW (SaéharéDiG®. D20047D N R kdd kh€k® djece koja
EROXMX RG NODVLpQH KRPRFLVWLQXULMH NRQFH®W UWDALMD
QRUPDOQD aWR GRYRGL GR SURSXawbQMD SRVWDYOMDQMD
5 VOXpDQUdw Y Bahai, 2023).3RWRQMH MH pHG@RM RURLBHMEOIEN X
bolesti koja odgovara na piridoksiner kod njih hipermetioninemija nije prisutna u trenutku
SURYRYyHQaMpa zath &VDNYL VO XpDMBUY R SPQEBAREEUE 1L \8UE, 2004
Peterschmitt i sur., 1999Uzrok OD &@HRIDW LY QL K U H]X O Wrikska Rorg&hRdEilaUD PR a
Met X PDMPLQRP POLMHNX L @oHrahuRs R R EBp®BPiDsui D200p
Slijedom toga, P QRJL REROMHOL RG NOPHWVYWRHEKKERXRNUY WR G WDV |
osobe s Marfanovim sindromomisu RGJRY DIWLDMWYHL VYH GRN QH SRVWDQ
odrasle osobe, a do tada 3UHU U D]Y L O Lprije-hduedebdmpliketie DR SURSXawWwDQM
SRVWDYOMDQMD VXPQMH QD PHWDEROLpPpNL SRUHPHUDM PR
JUDQLPpQLK YULMHGQRVWL DQDOLWD NRML VH NRULVWH X
laboratorijima(Levy, 202).
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SPDQMHQMH JUDQLPpQH YULMIPGQRVIWQ DG VW RADP D O-Q AIRQR/Y
razineMet RG S ULE QnélQ,Ruiz X NO M X pmjé¢ia (MetPhe kao jednako vrijednog
primarnogbiliegauz Met, smanjioV H E UnR pbzi@vDil rezultata na klds p Qo¥nociginuriju,

EH] LVWRYUHPHQRJ SRYHUDQMD VWRSH ODAQR QHJIDWLY(
Istovremeno se smanijio broja uzoraka koji bi se trebali analizirati drugostupanjskim testom,
RGOQRVQR RGUHYLYDQMHP W+F\ D WLPH VH VPDQMXMX L W
6XNODGQR SUHG OR &H@IFOBS3 ROWORIS|® MBIK]QDG SRVWDYOMHQH
vrijednosti iuzto SRYHUDQ R P M tkbaj0 BeVdo@aknkstirdi drugostupanjskim testom
RGUHYLYDQMD NRQFHQWUDFL M Kdje-MH 1/ VD PSR ERYMRGABHD p D
na daljnuG LM D J QR V W(Lévi XRR)E U D G X

Ukolko EL VH W+F\ PMHULR X LVWRP "%6 X]J]RUNX NDR GUXJF
OHW W+F\ PRJDR EL SRPRiUL X UDagkoN RESEQoM Yojeslibdea M H QD W L
mankom MAT I/lll (Huemer i sur., 2015RazlikovanjemanjkaMAT I/lll i manjkaCBS-a na
temelju koncentracije Met nij@® RJ XjeHe NRG RED S PptisttRaHipdbnétibninemija
=D UD]JOLNX RG SRUHPB 0D MR MPHDR) MIIDN&RQREHQWUDFloMD W +F\
SRUHPHUDMD$PDQMMNMLYVXWQD MH QRUPDOQD LOL QH]JQDWRQF
(Sacharow i sur.,, 2004Huemer i sur, 205 OGUHYLYDQMH NRQFHQWUDFL
drugostupanjskog testa, a potolm U D p X Qdinjéia @1ét/ttHcy modo EL S R & &Krivanju
V O R & Hefetokigota zamutaciju u genu MAT1A koja rezultira manjkom MAT I/Ill.
Sekvenciranjen MAT1AgenaS RW Y U glipagiéia VIID U LG L VXU

Mjerenjem NRQFHQWUDFLMH W+F\ NDR SULPDUQRJ ELOMHJID
RVMHWOMLYRVW -D VB HVFQ DML RWKWK IR ReBaFuL. MR L QWUIMRNH X pHV WL
NODVLPpQH KRPRFLVWLQXUL M HsekehistiHdadp@ivbkhi iR QRBSQbwD FLMH
svih uzoraka.OHYy XWRPD PHWRGD J]QDWQR ELQERMHSDODKY WWEBENRKRDF
drugih zemalja (Levy, 2021). 8 WLMHNX V X ukrvjéhebaD el prangladdd prihvatljive
metodemjerenp Hey Y Hilprimarnom NB&uU. Takvim pristupom nRJOD EL VH |]QDpDMQR !
identifikacija NODVLPpQH KRPR Ré&mjiracksée bé ptovode drugostupanjski test.
7D NR Yy HdJR B R JXiddntifikacia QRYRURYHQpPDGL V SRUHPHUDMLPD NRE
SRYLAHRAL NOMXpQD ]QDpDMND 2YL SRUHPHUDML VX SRVOM
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transportu koenzima vitamimdl2 D PQRJL WUHQXWQR QLVX -X(M&@WMIXpHQL X
Sahai, 2023).

UpotrebaDBS uzorakau laboratorijskoj dijagnostidima SUDNWLPpQH NOLQLpPpNH L
prednostt X XVSRUHGEL V NODVLpQLP PHWR GzbdgDedostawipgd O M D Q
SULNXSOMDQMD X]RUDND OHYRQYVYBRISWDMIH VRNEIDXGNLH VRHXQYLDA W
primjenu, neophodno & D NOLQLpNL ODERUDWRULML SURYHGX RGJRYCL
0 metodi koja se korisiNDNR EL VH SURFLMHQLOD UD]JOLND aka NRQFHC
plazme iDBSa 9D&4QR MH X]JHWL X RE]JLU XpLQDN YDULMDELOQRVW
kvalitetuuzorka DBSa, NDNR EL VH VSULMHpPLOR SRJUHAQR WXPDpHQM€F
SRJUHAaQD WHUDSLMD NRG SDFLMHQDWD ORDW L VXU

Rezultati @biveni usporedbom dviju metodd& G U H y tHcip QuMiBporedivi, iako su
vrijednosti R G U H a tREp QDBSU bile Q H aQ\eRego or dobivere RGUHY L YHOyQUM H P
plazmi. NLAH NR Q F HHQW WDBFU, M Hsporedbi s uzorcima plazmggisutne su zbog
UD]J]OLpLWH DOP/GRGEMHOKBKOD]PL L HULWURFLWLPD VDPH SU
ekstrakcije iz DBSa (Bowron i sur., 2005Moat i sur., 2020).

Bartl i suradniciu raduiz 2014. pokaz# da su lncentracig tHcy u uzorcimaDBS-a
korelirale vrlo dobro s koncentracijantidlcy u uzorcima plazméBartl i sur., 2014) Bowron i
suradnici X LVWUD ALY .Q pored]li koncentracijgHcy u plazmi i DBSu linearnom
regresijomte sukoncentracig tHcy izmjerere u DBSu bileoko40% QLAH RHRIRIRYDUDMXUL

uzorcima plazméBowron i sur., 200b
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5. =$./-8y8$.

OHYyXVREQD X¥&z8lRtd lddbikzedih analizorkoncentracijetHcy u DBS-u i u
plazmi ukazup da LJPHYyX WH GYLMH PHWRGH QH SBYasR Mtbda] QDp D M(
R G U Hy tH¢ypuQiadmimaDBS-a P R &bristiti kao drugostupanjski tebtBS-a pri sumnjina
N O D \hbrpdgixtinuriju

Osim toga, mjerenje tHcy u DBSi se P R akbristiti i za selektivni probir na
hiperhomocisteinemijtie SUR Q D OCSDFHQMNHK) DWD NRML LPDMX SRYHUDQ UL
bolesti(Bartl i sur., 2014

Nadalje, njerenjem tHcy iz DBS R O D bade S B D U H Q M Hadijerbthx&iLkblih je
KRPRFLVWL Qljagriostidraay #bdg jednostavijeg uzorkovanja i slanjauzoraka u
laboratorij OHYy XW LP S UL O L M&a2a WOXERQORnAQHR [inu  d&oncentracije Met i
tHcy u DBSu PRJ X ELWQL @H MR R(BértS 6ub,]214; Alodaib i sur., 2011).

Bilo bi korisno provestusporedbu metodaa znatno YHUHP EURMX uLYWISLMPD QL NI

koncentracijskinrasponimaHcy radi dobivanja preciznijih podataka.

OMHUHQMH W+F\ NDR GUXJRVW X Six® M NiRrivamjehavijwaD PR AaH
vitaminaB12 (Gramer i Hoffmann, 2022).

SNWXDOQL SRVWXSQLFL L VPMBEKNODWMVXIE X& WWROYORALH @M H
homocistinurijuzbog SRYROMQRJ LVKRGD UDQR RWNULYHQLK L OLMHpl
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7. 6$4a(7%$/ SUMMARY

71. 6DAHWDN

1DVOMHGQL PHWDEROLp N uzrékBvdri RudaciaMa. genal kidji QARimjuv X
enzime, WUDQVSRUWHUH LOL NRIDNWRUH WH X\B3piduxtavlaD UD]OL
VXVWDYQR WUDJDQMH ]D SRMHGLQLP SULURYHQLP EROHVWLI
RGUHYHQRJ SRGUXpMD V FLOMH.P8 &SNVR JUDDPL QR Y RWRNAHIQYCCHhQINR L
RH ]D VDGD M HievedbblésW HQR SODQX MKMURSUBBLIRQWRHIDMD QI
homocistinuriju 3RUHPHUDML PHWLRQLQVNdjhk RIGNUIHGWHID DKN @ 1@ XL >
VXGMHOXMX X WRP FLNOXVX L GRYRGHpr&R zI®BahjgddlQ MD OHW
nefunkcionalnosti enzim@&€BS-a, dolazi do nakupljanjgdlcy L UD]J]YRMD NODVLpQH KRPF
PRVWDYOMDQMH GLMDJQR]H X aWR PRIQIIIDEMIWKA LOYBRMhQ RM  GF
NRPSOLNDFLMD SRSXW LQWHOHNWXDOQLK SRWHAaANRUD DE(¢
kardiovaskularnih disfunkcijeDo sada s&oncentracija+ F\ R G UaHZ lz¥grka plazme, ali se
pokazala potreba zaQMHJRYLP RGUHYVL YaDW MrthBstupgnjsk¥in6 testovima
'"UXJRVWXSDQMVNL WHVWRYL-DXNRMM R PpQWMHNRRBRIGHH  RNCH & 26\
VSHFLILPQRUWMSOREQpNMX DQDOL]X L] LVWRJ Gil]RwiNfddaV SHF LI L
bioje LVWWPIRADMIQ RVWL R G UH YL YH2QIiMDB I R QW SINBAELDIBdijiviiH
NDR GUXJRVWXSDQMVNRJ WOHWWDN XD 8 URQY R YKIRQRMRRE 1aANAN6L Q X U L
napravljena je usporedba mjerenja koncentratijgy iz uzorka suhe kapi krvi na filtarskom
papiru i uzorka plazmeNa temelju rezultatalP RaH VH ]DNOMXpPpLWL GD L]JPHYyX W
SRVWRML ]QDpDevs®iiiH R R G\ XFSEHPMAHDBEDXQ MPaH NRULVWLWL ]D U:
X ODERUDWRULMX NDR GUXJRVWXSDQMYV NomaehinWijuQ RYRURYHC
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7.2. Summary

Inherited metabolic disorders are mostly caused by mutations in genes encoding enzymes,
transporters, or cofactors, affecting various metabolic processes. NBS entails systematic
screening for individual congenital diseases in the entire newborn population of a specific region,
aiming for early disease detection. Currently, the newborn screening program in Croatia includes
nine diseases, with plans to expahd screeningo include classical homocystinuria. Disorders
of the methionine cycle involve deficiencies of specific enzymes participating in the cycle,
leading to elevated levels of Met and Hcy in the blood. Due to the deficiency or malfunction of
CBS enzyme, there is an accumulation of Hcy resulting in classical homocystinuria. Early
diagnosis reduces the risk of serious complications such as intellectual disabilities, bone
abnormalities, eye problems, and cardiovascular dysfunctions. Hcy concentration has
traditionally been determined from plasma samples, but there is a need to measure it from DBS in
secondtier tests. Secontler tests are essential components of NBSich canincrease the
sensitivity and specificity of screening, involving analysis from the same sample using more
specific methods. The aim of this study was to investigate the possibility of meastcing
concentration from DBS using -MS/MS technologyas a seconter test for NBS of classical
homocystinuria. The study compartty measurements from dried blood spot sampieslter
paperand plasma samples. Based on the results, it can be concluded that there is no significant
deviation between the two methods, indicating that meastifog from DBS can be used for

routine laboratory work as a secetier test for newborn screening of classical homocystinuria.
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QMHJRYLP RGUHYLar b QuddstRpanjskirtot@stovima. Drugostupanjski testovi supkD NRP S
NBSD NRMLPD MH PRJXiUH SRYHUDWL RVMHWOMLYRVW L VSHFLILpC
PHWRGDPD &LOM RYRJ UDGD ELR MH LVWUDALWL PR 3XUIQWSMS |
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5DG MH SRKUDQMHQ X 6UHGLAQMRM N Q M L-hiGkerijsko§ faklkee. O L AW D X

5DG VDGU 45stranica9 JU D IL p N L K5 t8dlidaNeBlitEraturra navodalzvornik je na hrvatskom jeziku.

.OMXpQH KRPRFLVWHLQ NODYVLYPRDRKRE R BIDMMbSIGRELEERDY

Mentor: Prof.dr.sc. . VHQLMD, WHRARIYLWL SURIHVRU 6YHX) L Goic&amizkog =
fakulteta.

2FMHQML" Prof.dr.sc. . VHQLMD, WHRARIYLWL SURIHVRU FRavmhheeptskebioBamiizkeg =
fakulteta.

Doc. d. sc. AHOMND QRcbtB®HAXPLOLAWD X =D JbibkEnKijskBgfdkibteta >

Doc. d. sc.Désirée Coen Herakdocent6 YHXpLOLAWD X =D JbibkEijskbgJ P D
fakulteta.

5DG S U L Kpdr) 2020



Basic documentation card

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Study:Medical Biochemistry

Department oMedical Biochemistry and Hematology

$ .RYDpLUGD =DJUHE &URD

SECOND-TIER TEST IN NEWBORN SCREENING FOR CLASSICAL
HOMOCYSTINURIA

ODULMD yLaPH&LMD
SUMMARY

Inherited metabolic disorders are mostly caused by mutations in genes encoding enzymes, transg
cofactors, affecting various metaboficocesses. NBS entails systematic screening for individual congenital dit
in the entire newborn population of a specific region, aiming for early disease detection. Currently, the t
screening program in Croatia includes nine diseases, with plans to expand the screening to include
homocystinuria. Disorders of the methionine cycle involve deficiencies of specific enzymes participating in th
leading to elevated levels of Met and Hcy in the blood. Due to the deficiency or malfuot@BS enzyme, there i
an accumulation of Hcy resulting in classical homocystinuria. Early diagnosis reduces the risk of
complications such as intellectual disabilities, bone abnormalities, eye problems, and cardiovascular dysfunct
concentration has traditionally been determined from plasma samples, but there is a need to measure it fro
secondtier tests. Secontler tests are essential components of NBS, which can increase the sensitivity and sp
of screening, involvinganalysis from the same sample using more specific methods. The aim of this study
investigate the possibility of measuring tHcy concentration from DBS usinlyI&B/4S technology as a secotidr
test for NBS of classical homocystinuria. The study compared tHcy measurements from dried blood spot sa
filter paper and plasma samples. Based on the results, it can be concluded that there is no significant deviatic
the two methods, indicating that measuring tHcy from DBS can be used farertaltioratory work as a secotier
test for newborn screening of classical homocystinuria.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemist

Thesis includes: 45 pages9 figures,5 tables and3references. Original is in Croatian language.

Keywords: homocysteine, classical homocystinuria, newborn sangesecondier tests

Mentor: .V HQLM D, BIXD® Eull Professor,University of Zagreb Faculty of Pharmacy éBidchemistry

Reviewers: .V HQLM D, BXD® Eull ProfessorUniversity of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemi

AHOMND 9R.DUWAssEENt Professpbniversity of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Désirée Coen HerakPh.D. Assistant Professot)niversity of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

The thesis was acceptelline 2024.



