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SOUHRN
Pro stanovení hladiny homocysteinu v plazmě existuje v současnosti velké množství metod. Vedle instrumentálně náročných 
chromatografi ckých metod jsou dnes k dispozici soupravy pro imunochemické analyzátory, pracující na principu FPIA, 
ICL i EIA. Velkého rozšíření doznaly i enzymatické metody, vhodné pro běžné typy biochemických analyzátorů. Zvýšenou 
pozornost je třeba věnovat preanalytické fázi stanovení. Nejpoužívanějším materiál k vyšetření je EDTA plazma, krevní 
elementy je třeba oddělit ihned po odběru. Výsledná koncentrace je ovlivněna dietou, věkem, pohlavím, rasou, polohou 
při odběru i délkou zatažení paže při odběru. Biologická variabilita koncentrace tHcy je uváděna v rozmezí 7–15 %.
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SUMMARY
Dubská L., Hyánek J.: Determination of homocysteine in biological material
There are many methods now available for total plasma homocystein determination. The chromatographic methods 
require technically demanding instrumentation while immunoassays can be performed using the commercially available 
automated FPIA, ICL and EIA procedures. Enzymatic homocysteine assays are now widely used and these provide 
acceptable performance on many commonly used chemical analysers. The control of pre-analytical stage is crucial for 
all types of assays. The EDTA plasma is most commonly used samples and for these faster centrifugation is required. 
Plasma homocysteine concentration is infl uenced by diet, age, sex and ethnicity. Posture and venous stasis also have an 
effect. Intra-individual variations in plasma homocysteine concentrations have been reported to range from 7 to 15%.
Key words: homocysteine, enzymatic methods, pre-analytical stage.

Úvod

Homocystein se při fyziologickém pH v organismu 

vyskytuje v několika formách: volný homocystein (redu-

kovaný) (1–2 %), oxidovaná forma – homocystin (5 až 

10 %), smíšené disulfi dy homocysteinu (5–10 %), vázaný 

na krevní bílkoviny (protein-disulfi d) – 70–90 % [24]. Po 

odběru krve dochází ke změnám, podíl volného Hcy rychle 

klesá. Pro stanovení volného Hcy je proto nutné ihned po 

odběru zablokovat volné thioly, a zabránit tak jejich vazbě 

na Hcy. To je v běžných podmínkách klinické laboratoře 

jen těžko splnitelné. Proto je dnes stanovován tzv. celkový 

homocystein (tHcy), tedy suma volné a vázané frakce.

Preanalytická fáze

Preanalytické fázi stanovení je třeba věnovat zvý-

šenou pozornost, a zabránit tak artefi ciálnímu zvýšení 

koncentrace Hcy po odběru krve. Koncentraci Hcy 

ovlivňuje řada faktorů:

• Vliv diety – doporučen je odběr krve po 12hodinovém 

lačnění a lehké večeři večer před odběrem. Po dietě 

s vysokým obsahem proteinů dochází, podle některých 

autorů, po 4 hodinách k poklesu hladiny Hcy, vzestup 

na původní hladinu nastává po 8 hodinách od příjmu 

[8, 25], jiní autoři vliv diety neprokázali [9, 27]. Chro-

nický abúzus alkoholu způsobuje zvýšení plazmatické 

hladiny homocysteinu [20].

• Vliv věku, pohlaví a rasy – s věkem dochází k vze-

stupu koncentrace Hcy v plazmě, souvisí to s poklesem 

glomerulární fi ltrace a s poklesem hladiny vitaminů B 

u starších osob. Ženy před menopauzou mají nižší 

hladiny Hcy než muži, existuje domněnka, že to souvisí 

s rozdílným množstvím svalové hmoty u obou pohlaví, 

není vyloučen ani vliv pohlavních hormonů. Údaje 

o rozdílech v koncentraci tHcy u různých etnických 

skupin se liší, jeden z důvodů etnické variability může 

být rozdílnost v genetické výbavě. Například mutace 

C677T v genu pro MTHFR se vyskytuje u cca 10 % 

kavkazské populace, u africké a americké populace se 

tato mutace téměř nevyskytuje.

• Vliv polohy při odběru – při odběru vleže byl proká-

zán pokles tHcy cca o 5–10 % [8, 25].

• Vliv délky zatažení paže při odběru – po tříminu-

tovém zatažení paže při odběru dochází k zvýšení 

koncentrace tHcy cca o 2,8 % [8].

• Intraindividuální biologická variabilita – je uváděna 

v rozmezí 7– 15 % [8], 7– 9,4 % [25], 7– 11 % [21], 11 

% [26]. Sezonní variabilita je zanedbatelná [25, 26].

• Vhodný vzorek – téměř všechny v současnosti použí-

vané metody stanovení tHcy dávají přednost stanovení 

v plazmě. Důvodem je možnost rychlé centrifugace, 

čímž je zabráněno uvolňování Hcy z erytrocytů do 

extracelulárního prostoru.

Nejčastěji používaným antikoagulačním činidlem je 

EDTA. Používá se i citrát sodný, heparin litný [22] a další 

aditiva, která stabilizují koncentraci Hcy v plazmě při 

laboratorní teplotě (fl uorid sodný s heparinem, 3-dea-

zaadenosin, kyselý citrát – konečné pH odebrané plné 

krve je cca 5,9 [19]). Některá z těchto aditiv nelze použít 

pro imunostanovení. V roce 2007 byla publikována 

německými vědci studie zabývající se využitím speci-

álních odběrových zkumavek, určených pro odběr krve 

na stanovení tHcy (Homocysteine-Primavette, KABE 

Labortechnik GmbH). Zkumavky obsahují EDTA a tHcy 

stabilizátor. V těchto zkumavkách může být plná krev 

ponechána až 40 hodin při laboratorní teplotě, aniž by 




