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HOMOCISTEIN: HEMIJA, METABOLIZAM 1
ULOGA U PATOFIZIOLOSKIM PROCESIMA
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Kratak sadrZaj: 1962. godine, 30 godina nakon otkrivanja hemijske strukture homocisteina, Carson i Neil
su objavili rad u kome opisuju sluc¢aj dve mlade osobe sa teSkom mentalnom retardacijom, i povisenim nivoom
homocisteina u urinu. McCully je 1975. u svom radu skrenuo paznju na slucaj nalaza pove¢anog nivoa homocis-
teina u urinu i pojave karakteristicnih trombo okluzivnih promena. Period 1991.-1998. godina je vreme obimnih
komparativnih studija sa ciljem utvrdivanja veze izmedu javljanja prerane arterijske koronarne bolesti i pove¢anog
nivoa homocisteina u plazmi. Globalni rezultati ovih studija definitivno ukazuju da je biohemijski nalaz blago
povecane vrednosti homocisteina u plazmi, u rasponu 15-45 pumol/L, nezavisan faktor rizika za nastanak prerane
arterijske koronarne bolesti, odnosno trombo-embolijskih promena u venskom delu vaskularnog sistema. Do
kraja nije razjasnjen eventualni direktni uticaj homocisteina na endotelne Celije krvnih sudova, ili uticaj nekog dru-
gog faktora koji ucestvuje u metionin-homocistein-cisteinskom putu, odgovornom za nastanak homocisteina (vi-

tamini Bg, By i folna kiselina).

Kljucne reci: homocistein, koronarna atrerijska bolest, hiperhomocisteinemija, faktor rizika

Hemija homocisteina

Homocistein, kvantitativho glavni metabolit me-
tionina, je aminokiselina, cija je hemijska struktura
poznata od 1932 godine. Zajedno sa glutationom i cis-
teinom ubraja se u karakteristi¢cna amino tiolna jedi-
njenja organizma sisara (Slika 1).

Homocistein se u organizmu nalazi slobodan, ili
u obliku disulfida i proteina. Slobodnog, ili redukova-
nog homocisteina, ima 1-2% u odnosu na ukupnu ko-
licinu homocisteina. Homocistin i homocistein-cistin
su disulfidni oblici homocisteina. Najzastupljeniji oblik
u kome se u organizmu nalazi i do 80%, je homocis-
tein vezan za proteine, uglavnom albumin (Slika 2).

| pored ocigledne sli¢nosti u hemijskom sastavu
amino-tiolnih jedinjena, njihova uloga u organizmu je
razliCita. Termin »tiol« se odnosi na SH grupu, koja
determiniSe hemijske karakteristike ovih jedinjenja,
koja su takva da omogucuju pomenutoj grupi jedi-
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njenja da budu uklju¢ena u vrlo vazne metaboli¢ke pu-
teve.

Cistein i homocistein su male molekule, molekul-
ske mase 121,2, odnosno 135,1. Homocistein ima jed-
nu metilensku grupu vise. Glutation je tripeptid (y-glu-
tamil-cisteinilglicin) molekulske mase 307,3, u kome je
cistin izvor »tio« grupe (1).

Fizicko-hemijske karakteristike »SH« grupe odre-
duju njenu: pK vrednost, oksido-redukcioni potencijal,
kao kapacitet za formiranje slobodnih radikala, para-
metara koji sa biohemijskog aspekta imaju za ishodi-
$te modulaciju u vrlo slozenim procesima, koji mogu
imati zastitnu ulogu, ili predstavljati uslov za nastanak
noksi, sa kasnijim razlicitim posledicama.

Sumpor i kiseonik se nalaze u istoj grupi period-
nog sistema, te dele mnoge sli¢nosti kada su u pitanju
hemijske osobine. Odatle vode poreklo brojne sli¢no-
sti u hemijskom ponasanju tiolne (R-SH) i alkoholne
grupe (R-OH). Razlike u ponasanju tiolnih jedinjenja
koje postoje u odnosu na alkohole, su logi¢na posledi-
ca evidentnih razlika fizicko-hemijskih konstanti tiolne
i alkoholne grupe; O-H veza je krac¢a u odnosu na S-H
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Sika 2. Oblici homocisteina u organizmu

vezu, C¢ime se objasnjava i veca jacina veze kiseonik-
-vodonik u alkoholnoj grupi u odnosu na tiolnu. | po-
red manje elektronegativnosti sumpora u odnosu na
kiseonik, energija disocijacije tiolne grupe je niza nego
alkoholne. Zato ne ¢udi izrazena pojava RS™ anjona u
mnogim biohemijskim procesima (2, 3). Disocijacija
pomenutog tipa se povecava sa porastom pH. Slabija
S-H veza mnogo lakse podleze oksidaciji u odnosu na

O-H vezu kod alkohola, sto izaziva veliku razliku izme-
du ove dve grupe organskih jedinjenja kada je u pita-
nju izlaganje dejstvu razlicitih oksidacionih agenasa.

Zajednicko za sve alkohole je da oksidacioni pro-
ces, znaci promenu stepena oksidacije O-H grupi naj-
blizeg ugljenikovog atoma, dok kod tiola proces oksi-
dacija izaziva razli¢ite stepene oksidacije sumpora S-H
grupe. U fizioloskim uslovima tioli se najve¢im delom
oksidisu do disulfida (RSSR). Sa hemijskog aspekta
moguca oksidacija do sulfeni¢cne (RSOH), sulfinicne
(R-SO,H) i sulfoni¢ne (RSOsH) kiseline je vrlo mala, jer
je ista karakteristicna za prisustvo jacih oksidacionih
agenasa, nesvojstvenih fizioloskim uslovima (4, 5).

Oksidoredukcioni potencijal bioloski znacajnih ti-
ola i disulfida je slican i krac¢e se u rasponu -0,2 do
-0,4 V. Pored reakcije tipa 2RS"- 2RSSR + 2e’, u
kojoj je blago favorizovana nagradnja disulfida, alifa-
ticni tioli ucestvuju u nizu redoks reakcija, intereagu-
judi sa nizom drugih bioloski aktivnih agenasa, kao sto
su: flavoproteini, citohromi, askorbat, kao i redukovani
kiseoni¢ni radikali. Kod svih pomenutih reakcija tioli se
transformisu u odgovarajuce disulfide.

Karakteristi¢na je i mogucnost oksidacije tiola u
prisustvu metalnih jona, kao katalizatora, koja za po-
sledicu ima nagradnju nestabilnog tiil radikala (RS'),
koji nastaje iz odgovaraju¢eg RS intermedijera, koji je
slobodan, ili vezan za metalni katalizator (4).

Reakcije tiola sa halidima pobuduju paznju, zbog
moguceg uticaja na biohemijske procese vaskularnog
sistema. Sigurno je da bioloski aktivni tioli u reakcijama
sa alkil i aril halidima ucestvuju kao supstituenti, dajuci
odgovarajuc¢e sulfide (RSR™). Jo§ veca verovatnoca
postoji za odvijanje nukleofiine adicije RS™ anjona na
alfa i beta nezasicene karbonilne grupe (C=C=0) u
beta porziciji. Reakcije sa vitaminom K i norepinefrinom
su primeri ovakvih reakcija. Hemijska interakcija tiola
sa dvogubom vezom cijanata (C=N), rezultira nagrad-
njom tiokarbonata (NH2-CO-SR). Ova reakcija omo-
gucuje adicione procese na ciklicnoj strukturu NAD,
omogucavajuci ispoljavanje kofaktorske uloge istog.

Jos jedna od vaznih razlika u hemijskom pona-
Sanju tiola u odnosu na alkohole se odnosi na reakci-
je sa karbonilnom grupom. Tioli sa tiolnom grupom
bliskoj amino grupi reaguju sa karbonilnim supstrati-
ma, dajudi relativno stabilan tiazolidin. Sa udaljava-
njem SH- i NH,™ grupe teznja ka nagradnji hemimer-
kaptana raste. Analogno pomenutim reakcijama teku
sa biohemijskog aspekta izuzeto vazne reakcije na kar-
boksilnu grupu odgovarajucih kiselina (RCO,H), da-
judi tio estre. Najbolji primer je reakcija sa koenzimom
A, koja rezultira nagradnjom odgovaraju¢eg RS-acil
proizvoda, odgovornog za acilaciju u mnogim biohe-
mijskim reakcijama. Posebnu paznju danas pobuduje
specificno stvaranje ciklicnog homocistein tiolaktona,
koji nastaje specificno samo iz homocisteina. Cikliza-
cija se ubrzava snizavanjem pH, a po najnovijim ispiti-
vanjima znacajna je pod fizioloskim uslovima.
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Homocistein i njemu srodni biogeni tioli, daju
hemijski i fizioloski specifi¢cne proizvode u reakcijama
sa azotnim oksidima: azot-dioksidom (NO,), diazot-
trioksidom (N,O3) i diazot-tetraoksidom (N,O,). lzra-
Zena je i sklonost ka interakciji sa metalnim nitrozil
kompleksima (M-NO). U oba slu¢aja produkti reakcija
su S-nitrozotiol, ili tionitritni (RS-NO) proizvodi. Ove
supstance jako aktiviraju enzim gvanilat-ciklazu i vazan
su intermedijer u metabolizmu endotelijum relaksira-
juceg faktora. Razgradnja tiolaktona takode modulise
aktivnost drugih metalo, tiol zavisnih enzima. U ovim
slucajevima radi se o uspostavljanju NO-metal i S-me-
tal veza, u obliku kiselo rezistentnih helatnih komplek-
sa sa metalnim jonima (5).

Metabolizam homocisteina

Homocistein je samo sa cisto hemijskog aspek-
ta aminokiselina. Ako se sa biohemijskog aspekta po-
jam aminokiseline personifikuje sa subjedinicom u
sintezi proteina, homocistein to zapravo nije, jer u po-
menutom procesu ne ucestvuje. Isti se najednostavni-
je moze nazvati metabolitom esencijalne aminokiseli-
ne metionina. Nastanak homocisteina je slozen biohe-
mijski proces, vrlo fino regulisan, koji na svom znacaju
dobija, tek onda kada se sagleda Cinjenica da ucestvu-
je u remetilacionom ciklusu koji ponovo vodi ka sin-
tezi, odnosno zanavljanju metionina. Metabiolizam
metionina zapocinje u¢e$¢em metionina u sintezi pro-
teina, odnosno sintezi S-adenozilmetionina, koji svo-
jom dekarboksilacijom participira u sintezi spermidina,
ili se ponasa kao donor metil grupe uz izdvajanje ade-
nizilhomocisteina, odnosno homocisteina. Metabolicki
put biva u narednim fazama i zatvoren resintezom
metionina, ili jedan deo homocisteina biva nepovratno
metabolisan do cisteina (6).

Ciklus metionin-homocistein-metionin

Svaka celija organizma sisara ima sposobnost
metabolizovanja metionina. Dve reakcije su u kom-
peticiji za raspoloZivu koli¢inu metionina: proteinska
sinteza, ili pocetna reakcija metionin-homocistein-
metionin ciklusa, nagradnja S-adenozilmetionina.

Reakcija transformacije metionina do S-adenozil-
metionina je katalizovana metionin-adenozil-transfera-
zom (EC 2.5.1.6). Enzim ima tri izoenzimske forme.
Jedna je jetrena, sa relativno visokom vrednoséu Km,
pozitivno modulisana adenozilmetioninom. Ova enz-
imska forma je jedina koja omogucava jetri da pozi-
tivno odgovori na poviSene vrednosti metionina u is-
hrani, odnosno cirkulaciji, Sto rezultira skokovitim pro-
menama koncentracije adenozilmetionina u jetri, a sto
nije slu¢aj sa drugim tkivima i organima, gde je kon-
centracija istog relativno konstantna. Sintetisani ade-
nozilmetionin najve¢im delom ostaje u Celiji gde je sin-
tetisan (7) (Slika 3).

Adenozilmetionin moze svoju metil grupu predati
u nekoj od transmetilacionih reakcija, ili biti podvrgnut
dekarboksilaciji u prisustvu adenozilmetionin dekar-
boksilaze (EC 4.1.1.50), dajudi propilaminsko jezgro,
potrebno za sintezu poliamina, kao Sto je putrescin.
Kao proizvod pomenute reakcije, 5-metiltioadenozin
se uklju¢uje u kruznu sekvencu koja rezultira resinte-
zom metionina. Dokazano je da na raspolozivi put
dekarboksilacije odlazi samo oko 10% adenozilme-
tionina, dok se ostatak usmerava ka sintezi homocis-
teina (8). Preostalih 90% adenozilmetionina predstavlja
vazan izvor metil grupe, koja biva predata razlicitim
donorima, u prisustvu takode razlicitih transferaza, uz
izdvajanje S-adenozilhomocisteina. Najznacajniji pred-
stavnik ove grupe enzima je glicin-metil-transferaza.
Bez obzira na hemijski sastav metil donora, odnosno
na enzim koji proces transmetilacije katalizuje, S-ade-
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nozilhomocistein je najmo¢niji inhibitor pomenutog
procesa. Zato je za normalnu kinetiku transmetila-
cione sekvence, potrebna pravilna kontrola ovog pro-
cesa, $to podrazumeva blagovremeno uklanjanje S-
adenozilhomocisteina pomocu tri biohemijska puta
(9). Jedan put je enzimski katalizovan, enzimom ade-
nozin-homocisteinazom (3.3.1.1), i omogucava nas-
tavak metionin-homocistein-metionin ciklusa, jer daje
homocistein. Ovaj enzim se nalazi u svim Celijama
organizma. Drugi put uklanjanja je vezivanje za pro-
teine unutar ¢elije. Kada je kapacitet intracelijskog ve-
zivanja prevaziden, visak S-adenozilhomocisteina se
transportuje van celije. Dokazano je da se ovako stvo-
reni metabolit skladisti i u bubregu (10, 11).

Nastavak ciklusa znaci podrzavanje resinteze me-
tionina, $to katalizuju dva karakteristicna enzima, dok
treéi put znaci trajno uklanjanje homocisteina iz orga-
nizma. Odvijanje bilo kog od pomenutih metabolickih
puteva moze biti obavljeno u samoj celiji nagradnje
homocisteina, ili se transportuje u neki drugi organ, na
primer jetru, u kojoj je dinamika katabolizma brza.

Betain-homocistein-metiltransferaza (2.1.1.5) je
enzim koji omogucava nastavak resinteze homociste-
ina. Nalazi se u jetri svih sisara i koristi betain kao metil
donor (12). Drugi enzim, metilfolat-homocistein metil-
transferaza (2.1.1.13), katalizuje transmetilaciono pro-
ces u svim tkivima sisara. Metil donor je u ovom sluca-
ju 5-metiltetrahidrofolat, a nezamenljivi kofaktor metil-
-homocistein metiltransferaze je cijankobalamin.

Cistation-B-sintaza se takmici sa dve napred po-
menute metilaze. Ovaj enzim zapocinje proces ukla-
njanja homocisteina iz metionin-homocistein-metio-
nin ciklusa. Ovo je trans-sulfuracioni put, koji se zavr-
Sava stvaranjem cisteina. U procesu jo§ ucestvuje i
enzim c-cistationaza. Oba enzima su piridoksal-fosfat
zavisni (13, 14).

Raspodela enzima u organima

Raspodela enzima uklju¢enih u metabolizam
homocisteina nije ujednacena po organima. U jetri je
zastupljena izoenzimska forma metionin-adenozil-
transferaze, sa najve¢om vrednosti Km. Zastupljenost
betain-homocistein metiltransferaze je najveca u jetri
svih sisara, a najrasprostranjenija je metilfolat-homo-
cistein-metiltransferaza, koje ima u svim tkivima. Po-
znato je da cistationin-B-sintaze nema u srcu, pludi-
ma, testisima, nadbubreznoj zZlezdi i slezini. U mozgu
i adipoznom tkivu nema y-cistationaze. Trans sulfu-
racioni put metabolizma homocisteina je potpun u
samo 4 organa, jetri, bubregu, malom intestinumu i
pankreasu. To su organi sa najve¢om potrebom za
resintezom glutationa, te trans-sulfuracija ovog tipa i
sluzi zadovoljenju ovih potreba (14).

Regulacija metabolizma homocisteina

Regulacija metabolizma homocisteina, najsire
gledajudi, znaci obezbedivanje ravnoteze u brzini odvi-

janja dva metaboli¢ka puta, koji dodirnu tacku imaju
bas na nivou stvaranja homocisteina. To su ciklus
resinteze metionina s jedne i trans sulfuracioni put, s
druge strane.

Cistation- sintaza omogucava pocetak trans-
-sulfuracije i uklanjanje homocisteina iz organizma.
Glicin-transferaza eliminise metil grupu metionina. U
ravnotezi sa ovim procesima je metilacija homocis-
teina, kvantitativno najznacajnije katalizovana metilfo-
lat-homocistein metiltransferazom, manjim delom i
betain-homocistein metiltransferazom (15, 16).

Dva mehanizma modulisu raspodelu homocis-
teina izmedu ova dva kompetitivna metabolicka puta.
Prvi ukljucuje razlike u afinitetima enzima za supstrat.
Km vrednosti za obe metilaze su reda veli¢ine 0,6
mmol/L homocisteina. Vrednosti Km za cistation-sin-
tazu su viSe od 100 puta. Zato je konzervacija metio-
nina, kroz remetilacionu sekvencu favorizovani meta-
bolicki put. Cistation-sintaza moze da koristi homocis-
tein tek onda kada je kapacitet za metilaciju homocis-
teina zasicen.

Drugi regulacioni mehanizam je zasnovan na
efektornim karakteristikama tri metabolita: adenozil-
metionina (AdoMet), adenozilhomocisteina (AdoHcy) i
5-metiltetrahidrofolata (MTHF). AdoMet inhibira sin-
tezu MTHF-a i inaktivira betain-metiltransferazu, a in-
dukuje cistation-sintazu. Ovo navodi na zaklju¢ak da
povecanje koncentracije AdoMet, kao logi¢na posledi-
ca povecanog unosa metionina hranom, favorizuje
intenziviranje transulfuracionog puta i direktnu inhibi-
ciju metilacije homocisteina, sprecavanjem sinteze do-
voljne koli¢ine MTHF-.

Ovakva raspodela medu konkurentskim metabo-
lickim putevima je najizrazenija u jetri, zbog relativho
visih koncentracija AdoMet u jetri u odnosu na druge
organe (17).

Uticaj AdoMet na regulaciju metabolizma homo-
cisteina je nezavisnim istrazivanjem potvrden i dopu-
njen novim saznanjima o inhibiciji glicin metil-transfe-
raze MTHF-om. Ovo predstavlja jo$ jedan, dopunski
mehanizam regulacije.

Inhibiraju¢i sintezu MTHF-a sAdoMet, redukuje
inhibiciju glicin transferaze, omogucavajuci da trans-
-sulfuracioni put bude dominantan. Snizene vrednosti
AdoMet imaju suprotan efekat (18, 19).

Uticaj AdoHcy na regulaciju metabolizma homo-
cisteina je suprotan dejstvu AdoMet. Njegov uticaj je
vazan u nehepati¢nim tkivima, gde koncentracija istog
fluktuira mnogo vise od AdoMet (20, 21).

Greske regulacije metabolizma
homocisteina U hiperhomocisteinemija

Eventualni uticaj preteranog unosenja metionina
hranom, koji bi mogao da dovede do hiperomocis-
teinemije, danas se ne smatra samostalnim mogucim
uzrokom nastanka ove pojave. Ucesce nutricionog
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faktora ovog tipa bi moglo da ima znacaja u sadejstvu
sa ostalim uzrocima odstupanja od normalne regu-
lacije metabolizma homocisteina, kao Sto su genetski,
ili nedovoljna koli¢ina ko-faktora u enzimski katalizo-
vanim reakcijama pomenutog metaboli¢ckog puta.

Evidentne greske u metabolizmu homocisteina
izazvane su genetskim alternacijama, koje se odraza-
vaju na pravilnu sintezu cistation-sintaze i metilente-
trahidrofolat-reduktaze (MTHFR). Poznate su greske u
sintezi betain-homocistein metiltransferaze (BHMT) i
metionin-sintaze ali su slabije proucene, jer su vrlo
retke (22, 23).

Pojava hiperhomocisteinemije znaci povecanje
kako slobodnog tako i vezanog homocisteina, tako da
se radi o povecanju koncentracija ukupnog homocis-
teina. Hiperhomocisteinemija vodi ka povecanju kon-
centracija intracelularnog AdoHcy; rezultuju¢a inhibici-
ja AdoMet zavisnuh transmetilacionih reakcija, mogu
biti glavni uzrok kasnijih bioloskih i hemijskih abnor-
malnosti.

Radi lakseg sagledavanja problematike nastanka
i posledica hiperhomocisteinemije, ucinjeni su poku-
Saji sistematizovanja faktora koji poznatim i nepozna-
tim mahanizmima dovode do ove pojave. Jedna od ta-
kvih podela obuhvata sledece faktore: genetske, fizio-
loske, patoloske i farmakoloski aktivne supstance.

Genetski faktori

Metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR) omo-
gucava konverziju 5,10-metilentetrahidrofolata u 5-
metilentetrahidrofolat, u prisustvu NADPH. 5-metilen-
tetrahidrifolat je supstrat za cijankobalamin zavisnu
metionin sintazu. MTHFR flavin zavisan enzim, koga
¢ine dve indenti¢ne, 77 kDa subjedinice, sa N-termi-
nalnim Katalitickim domenom i c-terminalnim regula-
tornim domenom. Opisano je oko 50 slucajeva teske
MTHFR deficijencije, sa teskim neuroloskim i vasku-
larnim komplikacijama. Gen, odgovoran za sintezu
enzima je kloniran, a 14 karakeristi¢nih mutacija je ta-
kode opisano. Termolabilna forma enzima, poznata
kao tMTHFR, je Cest pratilac koronarne arterijske bo-
lesti.

Naj¢eS¢a mutacija koja vodi ka ispoljavanju ter-
molabilnosti enzima, je poznata kao C677T. lzazvana
je alanin-valin supstitucijom. Udcestalost javljanja ove
mutacije je u proseku visoka, ali razli¢ita po etni¢kim
grupama. Za francuski deo kanadske populacije ona
iznosi 38%, kod africkog dela ameri¢ke populacije
samo 10%, a u ostalim studijama procenat je od
25-39%. Da li je rizik za pojavu, odnosno kvantitativni
iznos hipermocisteinemije ve¢i kod homozigota u od-
nosu na heterozigotne pacijente, do kraja nije razjas-
njeno, ali je evidentan vrlo vazan uticaj folata na suzbi-
janje negativne ekspresije tMTHFR (24).

Vitamin B, zavisne metionin-sintaze (MS) ima u
svim Celijama i tkivima. Ucestalost javljanja genetskih

greSaka u sintezi ovog enzima definitivno je mnogo
manja u odnosu na MTHFR, ali je danas predmet
proucavanja. Poznata je struktura MS cDNA od 3798
nukleotida, koji determini$u sekvencu od 1265 amino-
kiselina, ukupne molekulske mase 140 kDa. Na osno-
vu proucavanja fibroblasta pacijenata sa MS deficijen-
cijom, definisana su dva tipa MS deficijentne bolesti,
poznati kao cblE i cblG tip. cblE alternacija se odnosi
na redukciju samog MS enzima, a cblG na promenu
MS apoenzima (25).

Ulazak homocisteina u transsulfuracioni put je
katalizovan vitamin Bg zavisnom cistation-3-sintazom
(CBS), koja ima ogranicenu tkivnu distribuciju. Opisa-
no je nekoliko stotina sluc¢ajeva CBS deficijencije. Ovo
je najcesdi uzrok javljanja homocisteinurije. Humani
cDNK za CBS ima 2554 nukleotida, kodira sekvencu
subjedinice od 551 aminokiseline molekulske mase
oko 63 kDa. Oko 40 mutacija je otkriveno na CBS ge-
nu. Smatra se da je 0,5-1,5% svake populacije zahva-
¢eno heterozigotnom formom CBS deficijencije. Do
sada je u najve¢em broju slucajeva ovaj deo populacije
ostajao neotkriven, jer enzimski deficit ovog tipa se do
sada vodio kao asimptomatski. Vrednosti homocis-
teinemije su blago povisene. U toku su opsezna ispiti-
vanja u vezi eventualno povecane osetjivosti ovih oso-
ba na homocistein indukovane nokse. Homozigotne
forme daju vrednosti homocisteinemije, Cesto vise od
50 mmol/L, kao i povecanje koncentracije metionina
(26-33).

Fizioloski faktori

Fizioloski faktori koji uti¢u na nivo homocisteina
su: starost, pol, i nacin zZivota.

Srednja koncentracija ukupnog homocisteina
povecava se sa starenjem. Osobe starije od 50 godina
imaju u zavisnosti od populacione grupe, prosec¢no i
do 1,9 mmol/L visi nivo homocisteinemije, nego mla-
de od ove kriticne starosne granice. Kod Zena je ova
razlika jo$ izrazenija i iznosi do 2,2 pmol/L, a kod mu-
Skaraca je 1,6 pmol/L.

Koncentracija ukupnog homocisteina kod mus-
karaca je za oko 25% viSa nego kod premenopauzalnih
zena. Ova razlika se smanjuje posle menopauze, ali
nikad ne nestaje. Hormonska terapija, na bazi estro-
gena, manifestuje se negativnom korelacijom u odno-
su na koncentracije homocisteina, kod postmeno-
pauzalnih Zena.

U trudnodi se javlja karakteristicno smanjenje ho-
mocisteinemije, zbog smanjenja koncentracije cirkuli-
Suceg albumina, za koji je vezan vec¢i deo homociste-
ina. Nacin ishrane je vazna determinanta, koja utice na
nivo homocisteina. Nivo serumskog ukupnog homo-
cisteina kod zdravih osoba varira sa unosom metio-
nina hranom na nacin razlicit onom kod osoba sa
predispozicijom za hiperhomocisteinemiju proporcio-
nalno unosu metionina. Opste uzevsi hrana zivotinj-
skog porekla je bogatija metioninom. Meso i riba sa-
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drze 2,7 g/100 g, jaja 3,2 g/100 g, kravlje mleko 2,9
g/100 mL, a humano mleko samo 1,4 g/100 mL
metionina. Voce i povrée sadrze 0,9-1,2 g/100 g, sa
izuzetkom bresaka i grozda sa 3,6 g/100 g.

Dosadasnja ispitivanja su dala kontradiktorne
podatke o uticaju lipidnog statusa na pojavu hiperho-
mocisteinemije. Bitna su takode istrazivanja koja u in
vitro uslovima ukazuju na interakcije lipoproteina i ho-
mocisteina, koje u dosadasnjim prospektivnim studija-
ma nisu prepoznate (34-36).

Pusenje i pasivan nacin Zivota, bez znacajnijeg fi-
zickog napora su udruZeni sa povec¢anjem nivoa ho-
mocisteina.

Patoloski faktori

Brojne studije su pokazale da je najc¢esci razlog
umerene hiperhomocisteinemije nedostatak vitamina.
Vitamini deluju kao kofaktori, koji potpomazu ispolja-
vanje kataliticke sposobnosti enzima u metionin-ho-
mocistein-metionin ciklusu. To su cijankobalamin, pi-
ridoksal fosfat i folna kiselina. Generalni opsti stav je
da nekvalitetna ishrana, ili malapsorpcija ovih supstan-
ci povecava rizik za nastanak hiperhomocisteinemije.
Cak i kod zdravih, pravilno hranjenih osoba postoji
negativna korelacija izmedu nivoa ovih vitamina i ho-
mocisteina. Ova negativna korelacija je jos izrazenija
kod starijih osoba, kada je u pitanju cijankobalamin.
Korelacija, za stariju populaciju postoji i kad je u pita-
nju folna kiselina, ali je ista izrazenija kod mlade po-
pulacije. Ovakvi biohemijski odnosi su sa stanovista
dijagnostike megaloblastne anemije, odnosno utvrdi-
vanja manjka folne kiseline, uticali da odredivanje
nivoa homocisteinemije postane vazan parametar. Ho-
mocistein je osetljivii parametar od hematoloskih
parametara kao npr.: makro-ovalocitoze, MCV (>100
fL), hipersegmentacije polimorfonukleara, ili direktnog
odredivanja serumskog vitamina B,, plazmatskog ili
eritrocitnog folata (37).

Deficijencija cijankobalamina se diferencira u
odnosu na deficijenciju folata nalazom povisenih vred-
nosti metilmalonicne kiseline, koji sa povisenom vred-
nosti ukupnog homocisteina daju sliku hipovitaminoze
Blz.

Uticaj vitamina Bg je najslabije istrazen. Kod pa-
cijenata sa urodenom smanjenom aktivnoscu cista-
tion-B-sintaze, uzimanje piridoksal-fosfata smanjuje ni-
vo homocisteinemije, ali nikad do normalnih vrednos-
ti. Efekat zavisi i o kojoj genskoj alternaciji se radi.
Interesantno je da davanje vitamina Bg smanjuje nivoe
homocisteina nakon testa optere¢enjem metioninom,
ali ne i kod hroni¢ne hiperhomocisteinemije. Malap-
sorpcija vitamina Bg je mnogo reda od ranije pomenu-
tih, te je i verovatnoca za ispoljavanje iste na koncen-
traciju homocisteina mnogo manja.

Homocisteinemija je direktno korelirana sa se-
rumskim kreatininom i glomelularnom filtracijom. Kod

uremije redukovani homocistein nije povecéan, ali jeste
proteinski vezan. Suplementaciona terapija folatom
daje rezultate, ali nikad vrednosti homocisteinemije ne
vraca na normalu. Jo$ slabiji efekti se postizu tretma-
nom vitamina Bg. Odsustvo dovoljno izrazenog od-
govora na tretman folnom kiselinom objasnjava se
prisustvom inhibitora folatne konjugaze, nedavno
otkrivenog kod pacijenata na hemodijalizi. Aktivacija
folne kiseline, inace znaci dodatak glutamilnog ostat-
ka neaktivnoj formi vitamina, sto rezultira nagradnjom
aktivhog folipoliglutamata. DuZina dodatog radikala je
kontrolisana ravnoteznim delovanjem folat-konjugaze,
koja tezi odvajanju glutamilnih ostataka od poliglu-
tamil-folata, i folil-poligamaglutamat-sintetaze koja
teZi dodavanju glutamilnih ostataka. Najvecu biolosku
aktivnost imaju folilpoliglutamati kratkih lanaca, kojih
iz gore pomenutih razloga kod uremicnih pacijenata
nema dovoljno. Hroni¢na uremija takode narusava
ekstrarenalnu aktivnost enzima odgovornih za meta-
bolizam homocisteina (38-39).

Kako je bubreg znacajno mesto metabolizma ho-
mocisteina, drugi mehanizam koji se namece je oste-
¢enje tubularnih ¢elija, koje vise nisu u mogucnosti da
efikasno obavljaju transsulfuracione procese u katabo-
lizmu homocisteina, kod razli¢itih stepena bubrezne
insuficijencije. Transplantacija bubrega i srca vodi ka
povecanju homocisteinemije, koja je u pozitivnoj kore-
laciji sa koli¢inama primenjenih imunosupresiva cik-
losporinom i kortikosteroidima (40).

Narusavanje normalnog metabolizma homocis-
teina postoji definitivno kod pacijenata sa diabetes
mellitusom tip 1. Uobicajen razvoj bolesti nosi sa so-
bom rizik za razvoj mikro i makroangiopatije, sa reti-
nopatijon i nefropatijom, kao prate¢im komplikacija-
ma. Povecdane vrednosti homocisteina su nadene kod
pacijenata sa odmaklim stadijumom retinopatije. U
okviru ove grupe, znake hiperhomocisteinemije su
imali samo oni pacijenti, koji su pored pomenute kom-
plikacije ispoljavali znake nefropatije. Kod pacijenata
bez, ili sa minimalnim znacima retinopatije, nisu detek-
tovane poviSene vrednosti homocisteina (41).

Hiperhomocisteinemija se javlja kod diabetes
mellitus-a sa makroangiografskim komplikacijama,
koje takode izmedu ostalog vode nefropatiji. Tac¢an
mehanizam za ubrzavanje ateroskleroze u pomenutim
slu¢ajevima nije razjasnjen, ali se dovodi u vezu sa
narusenim metabolizmom homocisteina na nivou bu-
brega.

Farmakoloski aktivne supstance

Niz farmakoloski aktivnih supstanci iz nekoliko
farmakoloskih grupa razlic¢itim mehanizmima uti¢u na
nivo homocisteinemije.

Antifolati. Metotreksat je inhibitor dihidrofolat
reduktaze, koja vodi ka usporenoj regeneraciji i kasni-
joj razgradnji redukovanih folata, ukljucujudi i 5-metil-
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tetrahidrofolat. Na ovaj nacin je onemogucena pravil-
na remetilacija homocisteina u metionin. Nivo plaz-
matskog ukupnog homocisteina je stoga osetljiv indi-
kator antifolatnog dejstva metotreksata, pozeljnog kod
neoplazmi, psorijaze i reumatodnog artritisa. Hiper-
homocisteinemija ovog tipa dostize maksimum posle
dva dana pri dozi od 25 mg dnevno, odnosno za ne-
koliko sati kod kancera i davanja 1-3,6 g na dan (42).

Azotni oksidi. lzZlaganje pacijenata dejstvu azot-
suboksida (N,O), kao anestetickog agensa, vodi ka
povecanju nivoa homocisteina. Nekoliko ispitivanja u
in vitro uslovima su pokazala postojanje karakteris-
ticne intereakcije izmedu azot suboksida i cijankobal-
amina:

cob(l)amin + N,O + H - cob(ll)alamin +N, + OH

Ovaj proces tece u toku normalnog ispoljavanja
katalitcke aktivnosti metionin-sintaze, koja biva inak-
tivirana, zbog vezivanja oslobodenih OH radikala za
aktivno mesto na enzimu. Istim mehanizmom se vrsi i
inaktivacija metilmalonil-CoA, ali pri duzem delovanju
azot-suboksida. Na ovaj nacin se objasnjava i nago-
molavanje 5-metiltetrahidrofolata, kao i pove¢an gubi-
tak folata urinom. Nivo plazmatskog ukupnog homo-
cisteina se povec¢ava zbog nagomilavanja istog u Celiji
i izlaska u ekstracelularni prostor (43).

Danas postoje preliminarni podaci o inaktivaciji
metionin-sintaze delovanjem azot-monoksida (NO), u
jo$ jacem obliku nego kod dejstva azot-suboksida.
Rezultati su dobijeni na osnovu ispitivanja na ¢elijama
jetre pacova, a zbog visestrukog znacaja azot monok-
sida u biohemijskoj regulaciji ista se nastavljaju.

Antagonisti vitamina Bg. Azauridin je antimeta-
bolit koji je koris¢en za tretman refraktarne psorijaze.
Delujuéi kao antagonist vitamina Bg, izazivao je hiper-
homocisteinemiju, kao i teske krize vaskularnog tipa,
¢iji mehanizam do 1976. godine, kada je zabranjen za
upotrebu, nije do kraja razjasnjen (44).

L-dopa. Koristi se u tretmanu pacijenata sa Par-
kinsonovom boles¢u. Povecava koncentraciju dopa-
mina u mozgu. Najvazniji katabolicki put je O-meti-
lacija do 3-O-metil-dope. Reakcija je katalizovana ka-
tehol-O-metiltransferazom, a kao izvor metil grupe slu-
Zi S-adenozilmetionin. Dokazana je smanjena koncen-
tracija S-adenozilmetionina, odnosno povecana kon-
centracija S-adenozilhomocisteina, kako na Zivotinja-
ma, tako i kod pacijenata na terapiji L-dopom. Poje-
dina¢na doza L-dope odmah izaziva hiperhomocis-
teinemiju, a hroni¢no uzimanje je odrzava. U farmako-
loskoj praksi ima jo$ jedinjenja koja su supstrati S-ade-
nozil transmetilaza, a ciji efekat na nivo homocisteina
nije ispitan (45).

Hormonska terapija. ldeja da nivo ukupnog
homocisteina zavisi od hormonskog statusa, potice od
podataka o nizem nivou homocisteinemije kod pre-
menopauzalnih zlezda u odnosu na postmenopauzal-
ne i muskarce. Ovi podaci su kasnije potkrepljeni Ci-

njenicama o nizim vrednostima homocisteina u trud-
nodi, kao kod zena u menopauzi sa supstitucionom
hormonskom terapijom.

Kod uzimanja kontraceptivnih sredstava na bazi
estrogena konstatovano je povecanja nivoa homocis-
teina samo u periodima ciklusa, sa poveénim luce-
njem hormona. Nisu registrovane oscilacije koncen-
tracije homocisteina kod odsustva uzimanja kontra-
ceptiva. Mehanizam kojim bi se objasnile ove pojave
nisu razjasnjene. Ima indicija da estrogeni smanjuju
nivoe kobalamina i folata, bez ispoljavanja klinickih
znakova hipovitaminoza. Davanje estrogen antago-
nista, tipa tamoksifena, smanjuje nivo ukupnog homo-
cisteina za 30%, u roku od 6 do 12 meseci (46).

Antiepileptici. Primena fenitoina i karbamazepi-
na povecava homocisteinemiju, najverovatnije usled
remecenja homeostaze folata (47).

Derivati Zucnih kiselina. Primena kolestipola i
sli¢nih preparata pove¢ava ukupni homocistein, zbog
deficita folata, a koji je izazvan poremeéenom adsorp-
cijom (48).

Alkohol. Konzumiranje alkohola vodi ka pojavi
razlicitih tipova hiperhomocisteinemije. Tezak hronic¢ni
alkoholizam sa razvijenom bolesti jetre, prati stalna
hiperhomocisteinemija. Prolazna hiperhomocisteine-
mija je obavezna kod akutne intoksikacije alkoholom,
kod osoba bez osteéenja jetre. Nastanak poremecaja
metabolizma homocisteina se objasnjava u oba slu-
¢aja narusavanjem metabolizma folata, karakteristic-
nog za ovu grupu pacijenata. U toku su ispitivanja
fenomena povecdane ucestalosti, mozdanih krvarenja
kod alkoholicara, koja je eventualno povezana za hi-
perhomocisteinemijom (49).

Za razliku od gore navedenih sledece farmakolo-
ski aktivne supstance smanjuju nivo homocisteina:

Adenozin i srodna jedinjenja su inaktivatori, ili
inhibitori S-adenozilhomocistein-hidrolaze, koja je od-
govorna za hidrolizu S-adenozilhomocisteina do ho-
mocisteina. U slucaju akumulacija S-adenozilhomo-
cisteina treba koristiti ovakve supstance, kao antivi-
ralne agense (50).

Sulfhidrilne supstance. Tri farmakoloski aktivne
sulfhidrilne supstance smanjuju nivo homocisteinemi-
je. To su: dimetilcistein (D-penicilamin), metal izmen-
jivacki agens sa primenom u tretmanu reumatoidnog
artritisa, N-acetilcistein, mukoliticko sredstvo i 2-mer-
kamptoetan sulfonat, hemoterapeutski protektor. Sva
jedinjenja ovog tipa imaju slobodnu sulfhidrilnu grupu
i sposobna su da grade disulfide u plazmi, te u hemi-
jsku interakciju ovog tipa stupaju i sa homocisteinom,
snizavajuci koncentraciju istog (51).

D-penicilamin smanjuje slobodan i protein vezan
homocistein za 50 do 90%, kod pacijenata sa homo-
cisteiniurijom. Ista supstanca smanjuje nivo proteinski
vezanog homocisteina u toku Cuvanja uzoraka seru-
ma. Kod pacijenata sa kancerom, tretman 2-merkam-
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ptoetan sulfonatom, snizava homocisteinemiju za vise
od 50%, posle nekoliko dana primene. N-acetilcistein
posle pojedinacne peroralne doze, smanjuje ukupni
homocistein za 20 do 50%, za razliku od slobodne
frakcije koja raste (51).

Bioloske varijacije i referentni intervali
Vreme uzorkovanja

Jedini izvor metionina kao esencijalne aminoki-
seline, kod sisara je proteinima bogata ishrana. Za
ocekivati je zato da unos hrane povec¢ava nivo homo-
cisteina u krvi. Nakon prvih ispitivanja iz 1989. godine,
koja su ukazivala na odsustvo razlike u koncentraciji
homocisteina pre i posle jela, doslo se do podataka da
se 24 sata posle dorucka bogatog proteinima sni-
Zavaju vrednosti homocisteinemije. Jo$ iscrpniji po-
daci ukazuju na snizavanje vrednosti nivoa homocis-
teina, u roku 1-4 sata posle dorucka sa 15 do 18 g
proteina. Homocistein blago raste nakon tri sata, uko-
liko se u toku rucka unese oko 50 g proteina, da bi
koncentracioni maksimum, od 15 do 20%, nastupio
posle 6-8 sati. Slede¢eg dana ujutru nivo homocis-
teina je i dalje visi od onog pre konzumiranja proteini-
ma bogatog rucka (52).

Homocistein se sporo eliminise iz organizma, sa
poluzivotom 3 -4 sata. Samo ovaj podatak ukazuje na
mogucnost povecanja homocisteina 12-20 sati nakon
obroka bogatog proteinima. Objasnjenje za snizavanje
homocisteina posle obroka je da se u periodu od ne-
koliko sati po istom eliminiSe homocistein nagraden
od metionina unesenog prethodnog dana. Zato se kod
uzorkovanja preporucuje da ono bude na taste, sa po-
sebnim naglaskom na sastav zadnjeg obroka. Prepo-
rucuje se laki obrok vece pre uzorkovanja, vadenje krvi
ne duZe od 3 sata posle lakog dorucka, a pre rucka.

Posto je 80% ukupnog homocisteina vezano za
proteine plazme, a koncentracija homocisteina je niza
u leze¢em, nego u sedec¢em polozaju, o ovome se mo-
ra voditi ra¢una kod standardizovanja nacina vadenja
krvi. U ispitivanjima na zdravim dobrovoljcima, nadeno
je smanjenje nivoa homocisteina, ako je vadena krv
uzorkovana u leze¢em polozaju u odnosu na sededi
polozaj, i za 29,9% (3,5 mmol/L), odnosno srednju
vrednost snizenja od 19% (2,1 mmol/L). Ovako dra-
mati¢na razlika nije nadena u drugom ispitivanju, iste
vrste na 12 zdravih Zena i isto toliko zdravih muskara-
ca. [ u ovom slucaju srednji iznos smanjenja homocis-
teina iznosio je znacajnih 6,3%, $to je u odnosu na
nadenu analiticku varijaciju od 3,1%, izuzetno mnogo
53).

Stabilnost homocisteina u punoj krvi

Koncentracija ukupnog homocisteina u serumu i
plazmi je nakon vadenja krvi zavisna od nacina pri-
preme seruma i plazme. Metabolizam metionina se

intenzivno nastavlja u eritrocitima i posle venepunkci-
je, te dolazi do izlivanja homocisteina u ekstracelularni
prostor. Zbog toga je opste pravilo da posle prikup-
lianja krvi, istu treba staviti u posudu sa ledom i cen-
trifugirati u roku od jednog sata. Ukoliko hladenje
izostane u toku prvog sata treba ocekivati povecanje
nivoa ukupnog homocisteina do 10%. U toku eventu-
alnog duzeg stajanja pune krvi na sobnoj temperaturi
koncentracija homocisteina se povecava, koje je neza-
visno od zatecene koncentracije u ekstracelularnom
prostoru. Povecanje iznosi oko 35% u prva 4 sata, pa
do 75%, u toku 24 sata.

Moguca je primena antikoagulantnih sredstava,
koji kod dobijanja plazme za odredivanje homocisteina
imaju ulogu agenasa za inhibiciju daljeg metabolizma
istog. Ne postoji konsenzus o najboljem nacinu konz-
ervacije homocisteina, ali najbolji rezultati su dobijeni
sa: natrijum-fluoridom, limunskom kiselinom i 3-de-
azaadenozin. Primena EDTA se ¢esto spominje i nesto
rede koristi. EDTA ne moze direktno da inhibira izlazak
homocisteina iz eritrocita, ve¢ samo da sprecava oste-
¢enje eritrocita u toku koagulacije, ¢ime se proces us-
porava.

Znacajan efekat postiji samo pri hladenju na
+4 °C, kada povecanje koncentracije homocisteina
ne prelazi 5%.

Natrijum-fluorid omogucava takode parcijalnu
inhibiciju izlaska homocisteina iz eritrocita, tako da na
sobnoj temperaturi to povecanje u toku 2 sata ne
prelazi 10%. Uz hladenje na +4 °C inhibicija izlaska
homocisteina iz eritrocita je skoro potpuna. Ne postiji
konsenzus ni oko koncentracija pogodnih za primenu.
Pri krajnjoj koncentraciji od 100 mmol/L natrijum-flu-
orida, koja obezbeduje pomenutu povecanu stabilnost
u toku 2 sata, primecuje se osmotski izlazak vode iz
eritrocita, zbog hipertoni¢nosti u ekstracelularnom
prostoru, izazvane dodatkom natrijum-fluorida. Ovaj
efekat dovodi do znacajne dilucije, koja je kompenzo-
vana izlaskom homocisteina iz eritrocita, jer je inhibici-
ja izlaska kako je napomenuto delimi¢na. 3-deazaade-
nozin inhibira transformaciju S-adenozilhomocisteina
u homocistein. d in vitro uslovima ovo jedinjenje ima
jaci efekat na inhibiciju izlaska homocisteina iz eritroci-
ta od natrijum-fluorida. Prakti¢no postoji potpuna inhi-
bicija ovog procesa u toku 72 sata na 25 °C, pri kraj-
njim koncentracijama reagensa izmedu 50 mmol/L i 1
mmol/L. 3-deazaadenozin ne interferira kod HPLC od-
redivanja homocisteina, ali zbog kompeticije sa S-ade-
nozinhomocisteinom, ne moze se Koristiti kod imuno-
odredivanja (54).

Koris¢enje limunske kiseline u koncentraciji 0,5
mol/L nepoznatim mehanizmom obezbeduje potpunu
(100%) stabilnost nivoa homocisteina u punoj krvi 6
sati na 23 °C. Samo se pretpostavlja da do prekida u
metabolizmu homocisteina dolazi zbog snizavanja pH
vrednosti. Prva ispitivanja ukazuju da postoji blaga
»baseline« interferencija kod HPLC odredivanja, koja
uslovljava nize vrednosti u odnosu na koris¢enje EDTA
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kao konzervansa. Interferencije kod FPIA odredivanja
nema (54).

Teoretski elaboriran, a u praksi jos dovoljno neis-
pitan nacin stabilizacije homocisteina, je pravljenje liza-
ta uz delovanje EDTA i limunske kiseline. U ovom slu-
¢aju je neophodno odredivanje novih referentnih inter-
vala.

Hemoliza prakticno ne uti¢e na odredivanje uku-
pnog homocisteina. Koncentracija ovog parametra u
eritrocitima je 0,80 = 1,05 mmol/L, te ne moze bitno
da promeni nivo homocisteina u eksracelularnom pro-
storu.

Stabilnost homocisteina u serumu i plazmi

Nakon odvajanja seruma, ili plazme nivo homo-
cisteina je vrlo stabilan. Moze se kao pravilo prihvatiti
da je stabilnost na sobnoj temperaturi 4 dana, na 0-2
°C nekoliko nedelja, a na —20 °C nekoliko godina. Uza-
stopna zamrzavanja i odmrzavanja ne uti¢u na kon-
centraciju istog.

Venska staza kod vadenja krvi, usled kori§¢enja
poveske u trajanju od 3 minuta, izaziva srednje pove-
¢anje homocisteinemije od 2,8%.

Intra-individualna varijacija kod ukupnog homo-
cisteina, utvrdena na osnovu mnogih studija, je u gra-
nicama 7-9,4%, te se ne smatra velikom. Zato pome-
nuti podaci o smanjenju koncentracije homocisteina
pri vadenju krv u leze¢em polozaju dobijaju na znacaju.
Takode se primecuje mali udeo greske zbog venske
staze (55).

Referentne vrednosti

Inter-individualna varijacija prema, razli¢itim
izvorima, iznosi u zdravoj populaciji 24 do 34%. Ne
postoji konsenzus oko gornje granice referentnih vred-
nosti za ukupni homocistein. Raspon koncentracija
kod zdravih ispitanika iznosi od 5 do 15 pmol/L, pri
¢emu je distrubucija pomerena ka vis§im vrednostima,
a gornja granica referentnih vrednosti se od labora-
torije do laboratorije bitno razlikuje. Varijacije nastaju
ne samo zbog koris¢enja razli¢itih metoda odrediva-
nja, ili razli¢itog nacina vadenja krvi, nego i zbog kva-
liteta standardnog uzorka. Naime, primeceno je da dis-
tribucija vrednosti homocisteinemije postaje pravilnija
nakon suplementacije kontrolne grupe odgovarajuc¢im
vitaminima, odgovornim za pravilan metabolizam ho-
mocisteina.

Raznolikost podataka na ovu temu se moze ilus-
trovati i slede¢im primerima. Opsezno ispitivanje uti-
caja homocisteina na pojavu karotidne stenoze, ukaza-
lo je na gornju granicu referentnih vrednosti od 14
pmo/L, i to za kontrolnu grupu sa provereno korekt-
nim nivoima folne kiseline, cijankobalamina i piridok-
sal-fosfata. Medutim Stampfer izvestava o tolerantnim
vrednostima ukupnog homocisteina od 15,8 mmo/L
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Sika 4. Referentne vrednosti homocisteina

za uslovno zdravu grupu osoba bez provere nivoa ka-
rakteristi¢nih vitamina, odnosno bez suplementacije
istih. Ispitivanje na 1 428 zdravih osoba pre suplemen-
tacije vitaminima, dalo je kao srednju vrednost referen-
tnih vrednosti 12 mmol/L, sa naglasenim pomeranjem
ka visim vrednostima, dok se nakon suplementacije ta
vrednost znacajno snizila, na 8,3 umol/L, uz normalnu
distribuciju vrednosti. Na osnovu ovog modela 95%
vrednosti leZi u opsegu referentnih vrednosti od 4,9 do
11,7 umo/L (Slika 4).

Zbog sveda gore navedenog, sigurno je da do
skoro generalno pominjana grani¢na vrednost od
15 mmol/L ne vazi, a da za zbog raznolikosti faktora
koji uticu na nivo homocisteinemije za svaku popu-
laciju moraju biti odredene referentne vrednosti (56).

Test opterecenja metioninom

Oralni test opterecenja metioninom se ¢esto u
literaturi navodi kao potencijalno dijagnosticko sredst-
vo, za otkrivanje greSaka u metabolizmu homocis-
teina. Osnova testa je u davanju povecanih koli¢ina
metionina, koji treba da izvrsi zasi¢enje trans sulfura-
cionog katabolickog segmenta metabolizma homocis-
teina. U zavisnosti od vremena potrebnog za vracanje
nivoa homocisteinemije u normalu, vrsi se procena
predispozicije na prisustvo hiperhomocisteinemije.
Test je prvenstveno bio namenjen otkrivanju het-
erozigotnih alternacija cistation-p-sintaze sa normal-
nim bazalnim nivoom homocisteina.

Uslovi za obavljanje testa nikada do kraja nisu
standardizovani. Jedan od prvobitno propisanih naci-
na sastojao se u peroralnom davanju davanje 0,1 g
metionina po kilogramu telesne teZine. Uzorkovanje
krvi se vr$i neposredno pre opterecenja, a zatim posle
2, 4, 61 8 sati. Opterecenje sa 3,8 g metionina po kva-
drathnom metru telesne povrSine, sa uzorkovanjem
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neposredno pre i 4 sata po opterecenju, je jedan od
nacina opisan u literaturi da bi post-dose period bio
skrac¢en na 2 sata 1995. godine. Koncentracioni pik
metionin dostize za 2 sata, a homocistein za 6 do 8
sati. Test je pozitivan ako je porast homocisteinemije
po optereéenju u odnosu na bazalni nivo veéi od sred-
njeg povecanja kontrolne grupe, plus 2 standardne de-
vijacije, ili je povecanje vece od najveceg pojedina¢nog
povecanja iz kontrolne grupe (57).

Do vrlo afirmativnih podataka se doslo, nakon
koriS¢enja pomenutog cCetvorasatnog testa, jer su re-
ferisani podaci da u grupi od 274 ispitanika, vise od
40% ima primetno odstupanje u toleranciji, a da nema
odstupanja u vrednostima ukupnog homocisteina.

Medutim, primeceni su problemi kod aplikacije
testa u klinickoj praksi, zbog njegove relativne sloze-
nosti. Uocena je nemoguénost realizacije normalizaci-
je odgovora na optere¢enje metioninom, iz nepoznatih
razloga, kao i relativno visoka cena. Zato je Americka
asocijacija za srce predlozila koriS¢enje ovog testa u
istrazivacke svrhe, a za klinicka ispitivanja definitivno
naznacila odredivanje ukupnog homocisteina (58).

Odredivanje homocisteina u urinu

Odredivanje homocisteina u urinu danas nema
veliki znacaj, jer je potisnuto odredivanjem u krvi.
Medutim, napredak u sticanju saznanja vezanih za
eventualni znacaj homocisteina su neraskidivo vezana
za ranija odredivanja istog u urinu. Prva saznanja o
povezanosti homocisteina i teskih okluzija krvnih sudo-
va, su donesena na osnovu detekcije visokih koncen-
tracija homocisteina u urinu ovih pacijenata. To je bilo
kolorimetrijsko odredivanje sa nitroprusidom, u pris-
ustvu cijanida, koja je sredinom Sezdesetih godina bila
metoda izbora u ovom segmentu biohemijske anali-
tike. Metoda po svojoj osetljivosti nije mogla da se meri
sa danasnjim, ali je mogla da odgovori nameni u
slucaju pomenutih teskih oblika hiperhomocisteinemi-
je, uglavnom izazvanih genetskom predispozicijom.
Potreba za tac¢nim odredivanjem subnormalnih vred-
nosti ukupnog homocisteina, reda veli¢ine nekoliko
desetina mmol/L, ucinila je ovu metodu nepriklad-
nom.

Koris¢enje aminoanalizatora i HPLC tehnike za
odredivanje homocisteina u urinu danas nije nepozna-
to, ali je definitivno jasno da ¢e bioloski materijal, izbo-
ra ostati derivati krvi (59).

Potencijalna uloga homocisteina
i njegovih metabolita u nastanku
aterotrombotickih promena

Brojni eksperimentalni podaci ukazuju na vezu
izmedu hiperhomocisteinemije i povecane sklonosti ka
aterogenezi. Patoloske promene na vaskularnom sis-
temu, pracene hiperhomocisteinemijom i homocistin-

urijom se bitno razlikuju od istog tipa lezija kod defici-
ta vitamina C, u kome je smanjen oksidativni metabo-
lizam homocisteina. Nedostatak dehidroaskorbata,
potrebnog za usporavanje oksidacije, homocisteina u
homocisteinsku kiselinu, remeti normalan tok trans-
formacije homocisteina u homocisteinsku kiselinu.
Homocisteinska kiselina je prekursor fosfoadenozin-
fosfosulfata, koji se konvertuju u sulfatne estre, a isti su
vazni u sintezi sulfatizovanih proteoglikana konek-
tivnog tkiva (60).

Pored ovog, homocisteinska kiselina ima i ulogu
u modulaciji dejstva hormona rasta i dejstvo na N-
metil D-aspartat (NMDA), pod tip glutamatnog recep-
tora. Prema tome nedovoljna kolic¢ina askorbinske
kiseline opisanim mehanizmom vodi ka povecanju
krtosti konektivnog tkiva i smanjenju kohezije endotel-
nih éelija zida krvnih sudova (61).

Povecana koli¢ina homocisteinske kiselina bi
prema dore izloZenom mehanizmu, mogla predstav-
ljati pogodan uslov za normalan proces sulfatizovanja
proteoglikana i odrzavanje normalnog integriteta vas-
kularnog zida. Prvo je objasnjeno da se povecana ho-
mocisteinurija javlja uz teSke vaskularne poremecaje,
bez deficita vitamina C. Ovo se objasnjava sa karakter-
isticno izmenjenom sintezom sulfatizovanih proteog-
likana. Ova sinteza u slucaju kada je koncentracija
homocisteina povecana nije usporena, ali postoje
eksperimentalni podaci da se umesto fibrilarne forme,
stvara globularna forma sulfatizovanih proteoglikana.
Takode kulture normalnih endotelnih Celija pri in vitro
izazvanoj povecnoj ekspoziciji homocisteina, pocinju
da sintetiSu pomenutu izmenjenu formu sulfatizovanih
proteoglikana. Na ovaj proces se nadovezuje i
povecano prisustvo homocistein tiolaktona, cija pro-
dukcija zbog hiperhomocisteinemije takode raste.
Homocistein tiolakton po svemu sudedi pospesuje
akumulaciju sulfat-bogatih proteoglikana u obliku do
sada ve¢ registrovanog metahromati¢nog materijala.

Pojava pojacane sulfatne esterifikacije u slucaju
pojave globularnih sulfatizovanih proteoglikana se sa
hemijskog aspekta dovodi u vezu sa intereakcijom ne-
gativno naelektrisanih proteoglikanskih ostataka. Oni
uspostavljaju jonske veze sa svojim epsilon-amino gru-
pama izazivaju¢i konformacione promene, koje vode
ka uspostavljanju kvaternerne strukture globularnog ti-
pa. Kvaternerne amonijum grupe serumskih lipoprote-
ina i joni kalcijuma ispoljavaju logi¢an afinitet prema
sulfatnim grupama proteoglikana i ulaze u sastav ate-
roskleroti¢nog plaka. Elektrostaticki nabijeni proteogli-
kani takode inhibiraju normalnu regulaciju mio-intimal-
nih éelija, $to vodi ka miointimalnoj proliferaciji (62).

Postoje i pretpostavke o destruktivnom dejstvu
homocisteina na kolagen. Dva mehanizma su uklju-
¢ena u ovaj proces. Jedan je ponovo pojacana sulfata-
cija proteoglikana koja vodi ka pojacanoj produkciji
kolagenih vlakana. Drugi mehanizam se odnosi na
reakciju homocisteina i aldehidnih grupa prokolagena
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u formu tiazolidina, Cija pojac¢ana produkcija znaci gra-
denje abnormalnog kolagena, zbog nemoguénosti
uspostavljanja normalnih poprecnih veza izmedu kola-
genih vlakana (crosslinks).

Patoloska ispitivanja posle smrti pacijenata sa tes-
kim oblicima homocisteinurije pokazala su teska oste-
¢enja arterijskog zida, sa upadljivom intimalnom hiper-
plazijom, vakuolizacijom i fibrozom. Mnogobrojni trom-
bi, zatvaraju i ovako suzen lumen krvnih sudova (63).

Za narusavanje integriteta endotelijuma pored
mehanizma sulfatacije proteoglikana, postoji po novim
saznanjima i direkno toksi¢no dejstvo homocisteina.
Eksperimentalno izazvana hiperhomocisteinemija, kod
nehumanih primata izaziva deendotelizaciju i zadeb-
lianje intime. Oralni metionin test opterecenja kod lju-
di, izaziva deskvamaciju endotelnih celija, dokazanu
cirkulacionim endotelemijom. Kulture zida ljudske
umbilikalne arterije i govede aorte, pokazuju homocis-
tein zavisno oslobadanje kreatina, odvajanje i lizu ¢eli-
ja, sve znake cito-toksi¢nosti. Inhibiranje gore nave-
denih pojava katalazom, ukazuje na povezanost cito-
toksi¢nog dejstva homocisteina sa dejstvom kiseoni-
¢nih slobodnih radikala (64).

Dokazana je sklonost tiola da svojom autooksi-
dacijom daju kiseoni¢na jedinjenja: superoksid radikal
(O2-), hidroksilni radikal (OH") i vodonik peroksid
(H,0,). Auto oksidacija homocisteina u prisustvu me-
talnih jona omogucava transport dva elektrona na mo-
lekul kiseonika. Nastali superoksid i tial radikal su inter-
medijeri u ovoj oksidoredukciji, sa krajnjim proizvo-
dom, vodonik-peroksidom. Direktno toksi¢no dejstvo
superoksid radikala, se ogleda u njegovoj sklonost ka
oksidaciji lipoproteina male gustine (LDL), odnosno
uticaju na povecano preuzimanje LDL cestica od stra-
ne »scavenger« Celija. Ovo je glavni preduslov za nas-
tanak penastih (foam) ¢elija. Endotelijalna citotoksic-
nost homocisteina moze biti suprimirana dejstvom
azot-oksida, kao »relaksiraju¢eg faktora«, koga proiz-
vodi endotelijum. Homocistein i azot-oksid reaguju
pod fizioloskim uslovima, dajuéi S-nitrozohomocistein.
Oba jedinjenja i S-nitrozocistein, imaju znacajna vazo-
dilatatorna i antiagregacijska svojstva. Pokazano je da
direktno, trenutno dejstvo homocisteina nema efekta
na agregaciona svojstva trombocita, ali ako je inkuba-
cija produzena, agregacioni proces se ubrzava. Razlog
ove pojave je verovatno u postepenom praznjenu pula
azotnog oksida. Ukoliko proces oste¢enja endoteli-
juma uzme maha, na raspolaganju je sve manji broj
endotelnih ¢elija koje mogu da produkuju azotni-oksid,
a to omogucava da citotoksi¢ni efekat homocisteina u
funkciji viemena sve vise dolazi do izrazaja (65).

Pacijenti sa homozigotnom homocisteinurijom
imaju rane znake javljanja, venskih i arterijskih trom-
boza. Dokazano je da homocistein menja balans iz-
medu prokoagulantnih i antikoagulantnih faktora. Se-
lektivna inhibicija delovanja i sekrecije trombomoduli-
na, redukcija aktivacije proteina C i aktivacija proteo-

liznog aktivatora faktora V, su neka od karakteristi¢nih
dejstava homocisteina. Do kraja nije razjasnjen poten-
cijalni uticaj na fon Vilebrandov faktor i faktor VII. De-
tektovana je smanjena aktivnost antitrombina III, kod
pacijenata sa hiperhomocisteinemijom. Smanjeno ve-
zivanje za svoje receptore i smanjena proteoliticka
aktivnost tkivhog plazminogen aktivatora je dokazana
kod produzene inkubacije homocisteina in vitro (66).

U eksperimentalnim uslovima, pri koncentraciji
homocisteina od 2 mmol/L dolazi do znac¢ajnog pove-
¢anja afiniteta lipoproteina (a) za fibrin. Ovaj kompleks
moze da inhibira plazmin i tako favorizuje trombozu
(67).

Homocistein i koronarna bolest

Direktnih patoloskih i anatomskih nalaza o pro-
menama u vaskularnom sistemu, osoba sa vise, ili ma-
nje izrazenom hiperhomocisteinemijom kojima bi bila
objasnjena pojava koronarne bolesti, jo$ uvek nema,
mada je jo§ 1976, zabelezena povecana ucestalost
koronarne bolesti u pacijeneta sa poremecenim me-
tabolizmom homocisteina (68).

U narednih 15 godina je bilo samo sporadi¢nih
izvestaja na ovu temu. Od 1990. godine interesovanje
za ovu problematiku drasti¢no je poraslo. Prva pozitiv-
na saznanja o korelaciji pove¢anog nivoa homocis-
teina i ucestalosti koronarne bolesti, su sadrzani u ra-
dovima iz 1992. i 1993. godine (69, 70).

Na bazi pomenutih i mnogobrojnih meta-analiza
iz 1995. godine, koje su obuhvatile oko 4000 osoba,
homocistein je poceo da dobija epitet jednog od 200
faktora rizika za nastanak koronarne bolesti i pored
sporadi¢nih negativnih nalaza po ovom pitanju. Danas
se Cesto postavlja pitanje kakav je medusoban odnos
udela pojedinih faktora rizika za nastanak nezeljene
posledice, u ovom slucaju, koronarne bolesti. Sigurno
najvazniji faktori rizika su hipertenzija, pusenje i lipidni
status. Relativno veliki broj studija ukazuje na pozitivhu
korelaciju ukupnog holesterola, HDL, LDL holesterola
i ukupnog homocisteina. Po prvi put se spominje mo-
guénost uticaja homocisteina kao nezavisnog faktora
rizika za nastanak bolesti, od lipidnog statusa 1995. i
1996. godine (70).

Diferencijacija uticaja hiperhomocisteinemije u
odnosu na hipertenziju je izgleda najveci problem, jer
je dokazana izuzetno izrazena pozitivha korelacija ova
dva faktora rizika (71-73).

Podaci o uticaju puSenja na nivo homocisteina
su najoskudniji, a samo pusenje sa sobom nosi opas-
nost smanjenog unosa mnogih vaznih sastojaka,
ukljuc¢ujudi i vitaminske kofaktore metabolizma homo-
cisteina, te na taj nac¢in mogu uticati na javljanje hiper-
homocisteinemije.

Zahvalnost. Ovaj rad je uraden u okviru projekta

1260 koiji finansira Ministarstvo za nauku, tehnologije i
razvoj Republike Srbije.
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HOMOCYSTEINE: CHEMISTRY, METABOLISM AND
ROLES IN PATHOPHYSIOLOGY PROCESSES

Dusko Mirkovié, Nada Majkié¢-Singh, Svetlana Ignjatovic¢

Institute for Medical Biochemistry, Clinical Centre of Serbia

Institute for Medical Biochemistry, Faculty of Pharmacy, University of Belgrade

Summary: In 1962, 30 years after chemical structure discovery of homocysteine, Carson and Neil report-
ed work in which they described cases of two young people, with severe mental retardation and high homocys-
teinuria. In 1975 McCully emphasized the association between homocysteinuria and thrombus-occlusive vascu-
lar changes. Period 1991-98, is the time of very extensive comparative studies, with aim of establishing links
between premature coronary artery disease and high homocysteine level in plasma. These results in a whole show
that biochemical findings of a mild increase of homocysteine plasma levels, in span of 15-45 umol/L, are inde-
pendent risk factor for premature coronary artery disease appearance. So far mechanism of direct homociysteine
uninfluenced on endothelial vascular vessels cells, or influence of any other factor, which play role in methionine-
homocysteine-cysteine path (vitamins Bg, B,, folic acid) are not strictly elucidated.

Key words: homocysteine, coronary artery disease, hyperhomocysteinemia, risk factor
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