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Na uvod si miizeme polozit dvé otazky: Pro¢ je nabizeno laboratofim stanoveni cel-

kového vitaminu B12 i tzv. aktivni formy? Co je tak zajimavého na vitaminu B12, Ze

se dostaly na trh relativné kratce po sobé komer¢ni soupravy stanovujici obé formy

analytu na automatickych analyzatorech?

Aktivity také s aktivnim vitaminem

B12
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Na tyto otazky viceméné odpovida
P. H. Golding', kterého ale spise zaujal
tzv. Herbertiv model®. Tento model po-
pisuje biochemicky a hematologicky sled
udalosti, jejichz nasledkem je negativni
bilance vitaminu B12. Nevédomky tim
polozil i zéklad pro komercionalizaci ho-

lotranskobalaminu (aktivni B12).

Pokusme se s pomoci literarnich zdro-
ju predstavit analyt, o kterém mluvime.
U zdravého ¢lovéka zaludecni kyseliny od-
déluji B12 od bilkovin, haptokorin (HC)
ze slin pak uvolnény B12 véZe za vzniku
holohaptokorinu (holoHC). Zvysené pH
ve dvanactniku znovu uvolni B12 z vaz-
by na haptokorin a umozni jeho navazani
k vnitfnimu faktoru (IF), produkovanému
parietdlnimi bunikami zaludku, za vzniku
komplexu IF-B12 ve dvandctniku. Pfe-
sedani béhem putovani je nezbytnosti.
V jednu chvili je chranén pred hydrolyzou

v kyselém prostiedi a o kousek dale je jeho

» Obr. ¢. 1: Vitamin B12 a jeho vazebné
proteiny v plazmé™. Kobalamin (vitamin B12)

a jeho vazebné proteiny v lidské plazmé. Obrdzek
ukazuje vztah mezi celkovou koncentraci proteinii
vdzajicich vitamin B12 v plazmé a distribuci
vitaminu B12 a jeho analogy mezi proteiny.
PouZzité jsou priimérné koncentrace ndsledujicim
zptisobem - celkovy transkobalamin: 1 000 pmol/I
[holotranskobalamin (HoloTC): 100 pmol/l;
apotranskobalamin (ApoTC): 900 pmol/l]; celkovy
haptokorin: 450 pmol/I [vitamin B12 vizany

na haptokorin (B12HC): 200 pmol/l; analogy
vitaminu B12 vdzané na haptokorin (AnaHC):
200 pmol/l; apohaptokorin (ApoHC): 50 pmol/I];
celkovy vitamin B12: 300 pmol/l

nosi¢ haptokorin degradovan enzymy vy-
lu¢ovanymi pankreatem, aby prestoupil
na vnitfni faktor, ktery je viiéi proteolytic-
kym enzymim odolny.*® V termindlnim
ileu cesta kondi, IF je absorbovan endo-
cytézou. Zprosttedkovana je komplexem
cubam. Komplex se sklada ze dvou spo-
lupracujicich molekul: cubilinu, vézicitho
vnitfni faktor, a molekuly oznac¢ované jako
amnionless (AMN), kter4 obstardva ukot-
veni v membrané a zajistuje endocytické
schopnosti. Uvnitf enterocytu je vnitfni
faktor degradovan protedzami lyzozo-
mu. Uvolnény B12 unika pravdépodobné
s pomoci proteinu LMBD1 membranou
lyzozomu do cytoplazmy. Na opacném
konci enterocytu, pravdépodobné s po-
moci transportérového proteinu MRP1,
pronikd volny B12 do portalni zily, kde
se nasledné véze na haptokorin (holoHC)
a transkobalamin (holoTC).?’ Odkud
se berou nosi¢e B12, neni prili§ jasné.
HoloHC putuje do jater, kde je vitamin
oddélen a uskladnén. HoloTC precha-
zi do obéhu a je distribuovan k burnkam,
které jej pottebuji. Nyni je nutné jesté pri-
dat regula¢ni principy. Pfi vzniku potteby
B12 pravdépodobné synergicky pisobi
dva ,,dvefnici® pro vitamin B12. Jednak se
zvy$uje produkce IF a soucasné se zvySuje

uvolnovani holoHC do Zludi z jater, takze
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A Obr. ¢ 2: Zpracovdni vitaminu B12 z potravy v buiice.” Butiky ptijimaji holoTC pomoci TC endocytézu zprostiedkovanou TC-receptorem (TCR).
V lysozomu je kobalamin (Cbl) uvolnén a apotranskobalamin je degradovin, zatimco TCR je recyklovin a vystaven zpét na bunécny povrch.

Cbl opousti lysozom prostiednictvim transportéru scblF/cbl]. V cytosolu podléhd Cbl zpracovini enzymem cblC, ktery katalyzuje odstranéni axidlniho
ligandu (R) a redukci kobaltu. Osud nové zpracovaného B12 je ddn interakcemi cblC-cblD, které jej nasméruji k cytosolické methioninesyntdze

(MS, cblG) nebo mitochondridlni metylmalonyl-CoAmutdze (MCM, mut). Nutricni a funkcni nedostatek B12 tak vede k inaktivaci zavislych enzymii

MS a MCM a zvyseni tHcy a MMA.

se dostava do dvanactniku a podstupuje

znovu proces vsttebavani.>*>¢

Nutno jesté podotknout, ze holoTC pred-
stavuje mensinu cirkulujiciho B12, a TC
je saturovan asi jen z 10 %. Haptokorin
je nosic¢em i neaktivnich forem vitaminu
B12. Hladiny transportnich proteinii ne-
maji diurnélni vykyvy a nekolisaji ani pti
stravé bohaté na B12. Nejsou vyraznéjsi
rozdily mezi pohlavimi. V téhotenstvi je
popisovan pokles hladiny B12 v posled-
nim trimestru, ale nikoliv k hranici de-

ficitu.

Hladina nosice transkobalaminu se ne-
méni ani pfi deficitu vitaminu. Naopak
k poklesu mize dojit pfi zvySeném pii-
jmu B12. Vyplyva to pravdépodobné
z faktu, Ze buné¢ny receptor, pomoci
kterého vstupuje do cilové bunky, ma
vyssi afinitu k holoTC a s jeho zvy$enym

vstupem do bunék dojde k pfechodnému

snizeni v krvi, nez se ustanovi nova rov-

novaha mezi apoTC a holoTC.

Kdyz vite kudy a kam, je vhodna chvile

Fici i pro¢. Vitamin B12, respektive dvé

jeho formy, a to metylkobalamin a ade-

nosylkobalamin, se jako kofaktor zasad-
nim zptusobem podili na dvou metabolic-
kych procesech:

1. Metabolismus homocysteinu, metyl-
kobalamin. Homocystein mtize byt
metabolizovan transsulfura¢ni cestou
na cystein (enzymem cystationova
B-syntaza — CBS), tato reakce je zavisla
na vitaminu B6. Druhou cestou je pfe-
nos metylové skupiny z homocysteinu
(Hcy) na methionin za ptisobeni enzy-
mu methioninsyntézy (MS). Kofakto-
rem methioninsyntdzy je pravé metyl-
kobalamin. Pro uspé$ny prubéh této
reakce jsou rovnéz dilezité esencidlni
folaty a enzym MTHFR. Z vyse zmi-

néného vyplyva, ze kromé nutri¢niho

nedostatku vitaminu B12 hladinu Hey
v plazmé vyznamné ovliviiuje sniZzena
funkce CBS a MTHFR, ale hlavné i ne-
dostate¢ny prisun folatu. Je nutno do-
plnit, Ze dals$i enzymy metabolickych
drah, které maji vliv na hladinu Hcy
(cystathioninova -syntaza a S-adeno-
sylhomocysteinhydrolaza - SAHH),
jsou nezavislé na hladinach vitaminu
B12.

. Metabolismus metylmalonové ky-

seliny (MMA), adenosylkobalamin.
MMA je produkovan béhem kataboli-
smu mastnych kyselin a aminokyselin
s lichym poctem uhlik v mitochon-
driich. Propionyl-CoA je prekurzor
MMA v reakci katalyzované pro-
pionyl-CoA  karboxylazou (PCC).
Vrozené vady enzymu PCC vedou
k propionikacidemii. Podobné mutace
metylmalonyl-CoA mutazy (MCM)
zavislé na AdoCbl vedou k hromadé-
ni MMA-CoA a inhibici PCC, ktera
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se projevuje jak zvy$enim propionyl-
-CoA, tak i kyseliny propionové v cir-
kulaci. Vyzivovy ¢i funkéni deficit vi-
taminu B12 ma za nasledek inaktivaci
MCM a zvyseni substratu MM-CoA,
ktery vstupuje do obéhu jako MMA.”

Nyni, kdyZ jsme si snad dostatecné vy-
svétlili, jakych metabolickych reakci se
vitamin B12 ucastni, je ndm jasny i vy-
znam a dtvody jeho stanovent:

« neurologické poruchy (tvorba myelinu);
o+ hromadéni Hcy a MMA;

» megaloblastickd anémie (syntéza
DNA), hypersegmentace lymfocytu;
 hladina B12 ovlivnéna léky obsahu-

jicimi inhibitory protonové pumpy,
metformin;
« soucast diagnostiky poruch vstfebavani;

» prevence Alzheimera.

P1i bliz§im prizkumu vySetfeni nabize-
nych v laboratofich napfi¢ republikou
zjistime, Ze vétsina nabizi stanoveni jak
celkového BI12, tak jeho aktivni formy
s dovétkem, Ze aktivni forma je prefero-
vana jakoZto specifi¢téjsi a rychlejsi uka-
zatel deficitu vitaminu B12. Najdou se
i ,,progresivni“ laboratote, které jiz stano-
veni celkového B12 nahradily vyhradné
stanovenim holoTC. Avsak ani holoTC
neni tak dokonalym testem, jak by se
mohlo na prvni pohled zdat. Pojdme si
shrnout problematické aspekty stanoveni
aktivniho vitaminu B12:
1) Polocas trvani
Rizné zdroje uvadéji, ze holoTC ma
polocas: 2 dny", 18 hodin'é, <2 hodi-
ny", 60-90 minut’®, 6 minut®. Takze
tu mame prvni problém, ktery vlastné

sledujeme, kdyZz budeme méfit aktivni

formu. Neni to jen kraticky vytez v ¢a-
sové ose, kdy se hladina rychle méni
podle potteby v cilovych tkanich?
Nebo jde o dlouhodobé stabilni hladi-
nu s rychlou obratkou?
2) Citlivost k absorpci

S prvnim bodem je uzce spjata také
¢asto diskutovand citlivost holoTC
k absorpci vitaminu B12. Nazory au-
tord na tento problém se rizni, jak
vystizné shrnul ve své praci Golding'.
A opét zde vyvstava otazka, jestlize se
hladina holoTC po poddani vitaminu
B12 zvedne, ukazuje nam jeho kon-
centrace opravdu dlouhodoby status,
anebo jen hladinu po nedédvné absorp-
ci? Jak maze byt holotranskobalamin
povazovan soucasné za marker ¢asné
deficience vitaminu B12 a zdroven

za marker jeho absorpce?

A Obr. ¢. 3: Metabolismus homocysteinu a kyseliny metylmalonové.” Homocystein je vedlejsim metabolitem na priiseciku remetylace nebo
transsulfuracni cesty. Homeostdza Hcy se tedy opird o tfi riizné biochemické reakce [MS, cystationion f-syntiza (CBS) a S-adenosylhomocystein
hydroldzu (SAHH)], z nichz dvé (CBS a SAHH) jsou nezdvislé na vitaminu B12. Kromé nutri¢niho nedostatku vitaminu B12 ke zvySeni hladiny Hcy
v plazmé miiZe dojit snizenou funkci CBS a MTHFR, jakoZ i nutricnim nedostatkem foldtii. (B) MMA je produkovina béhem katabolismu mastnych
kyselin a aminokyselin s lichym poctem uhlikii v fetézci v mitochondriich. Propionyl-CoA je prekurzor MMA v reakci katalyzované propionyl-CoA
karboxyldzou (PCC). Vrozené vady PCC vedou k propionové acidémii. Podobné mutace v MCM zdvislé na AdoCbl vedou k hromadéni MMA-CoA

a inhibici PCC, coz se projevuje jako zvyseni koncentrace propionyl-CoA, a k priiniku kyseliny propionové do obéhu. Propionylkarnitin miiZe byt také
transportovdn z busiky. Propionylkarnitin je prvni test pti novorozeneckém screeningu.
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3) Homeostaza holoTC

Vétsina publikaci i vyrobct se pri
propagaci holoTC opira o vysledky
dr. Herberta, ktery pokldada holoTC
za prvni metabolit reagujici na defi-
cienci, nebo chceme-li snizenou ab-
sorpci, vitaminu B12.# Tato hypotéza
vSak ma opét nékolik uskali. U zdra-
vého jedince, ktery nema porusenu
absorpci vitaminu B12, ale pouze jeho
deficit v potravé, trva nékolik desitek
let, nez se vyvine deficit z divodu exis-
tence enterohepatalniho obéhu. Kazdy
jedinec ma ve svém téle zdsobu pribliz-
né 2-3 mg vitaminu B12, pficemz vét-

§ina je lokalizovana v jatrech. Odtud je
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kazdy den priblizné 1,4 ug secernova-
no zluéi zpét do streva, kde je opét B12
zpracovan stejnym zptisobem jako vi-
tamin z potravy. Reabsorpce tohoto
»zasobniho“ B12 je ptiblizné 50%.%'
Tento fakt ve své publikaci pripousti
i Herbert. Je ovéem jasné, ze v tomto
pripadé k poklesu holotranskobalami-
nu nedojde, i kdyz fakticky jiz nastal
jeho deficit. Herbertova hypotéza ho-
loTC jakozto prvniho markeru defici-
tu B12 je tak platnad pouze v pripadé,
ze dojde k nahlé zméné vstiebavani
vitaminu B12. To muze byt zpusobe-
no napt. preruSenim tvorby IF, 7lu-

¢i ¢l pri odnéti ¢asti duodena ¢i ilea,

kdy recyklovany B12 nedokaze byt
zpracovan stejné jako ten z potravy.
Nicméné pti vy$e zminénych stavech
(napt. pri resekei zaludku) si jsou 1é-
kafi védomi nebezpe¢i nedostatku
B12 a pacienta suplementuji 1ékovou
formou vitaminu B12. Tyto syntetic-
ké formy vitaminu B12 nejsou vazany
na bilkoviny, jako je tomu v potravé,
a nepotfebuji tudiz ke svému tspés-
nému vstiebani IF ani ostatni faktory.
Navic velké mnoZstvi podavaného B12
nepotiebuje ke svému priichodu pres
stfevni sliznici receptory, ale prochdzi
volné pasivni difuzi.’ Takze i v téchto

ptipadech, pokud je pacient spravné

V Obr. ¢. 4: Normdlni metabolismus vitaminu B12. B12 se
uvoltiuje v Zaludku a viZe se na HC ze slin. V tenkém strevé

je nutricni B12 a bilidrni B12 uvoltiovin z HC pankreatickymi
protedzami a vdZe se na vnitini faktor (IF). Komplex IF-B12

se poté vize na kubamovy (Cubilin [Cub] - amnionless [Amn])
receptor v termindlnim ileu, aby endocytézou vstoupil do buriky
a posléze do plazmy, kde je vizdn TC. TC doddvi B12 do TC
receptoru (CD320) na burikdch v téle. Po uvolnéni se kobalt v B12
redukuje a premériuje na adenosylkobalamin v mitochondriich

a metylkobalamin v cytosolu, kde slouzi jako kofaktorv Dro dvé
Bi2-deDendentni reakce. CoA. koenzvm A: THE. tetrahvdrofoldt.
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suplementovan, nedochdzi k deficitu

vitaminu B12 ani jeho aktivni formy.
4) Nejednotny cut-off

Stanoveni holotranskobalaminu je

Casto  doporucovano  predevsim
v tzv. $edé zoné celkového vitami-
nu B12, kterd je uddvdna v rozsahu
150-300 pmol/l, a kdy se predpokla-
d4, Ze stanoveni holoTC je presnéj-

§i a diagnosticky cennéjsi.'! Avsak

i u stanoveni aktivniho B12 je nejed-
notnost v referenénich mezich a pre-
dev$im pak ve spodni hranici, odkdy
jsou vysledky stanoveni holoTC po-
vazovany za patologické. Tato cut-off
hodnota se v ¢eskych laboratofich po-
hybuje od 19 do 38 pmol/l, v zahrani¢-
nich publikacich se ¢asto uvadi jako
mezni hodnota az 50 pmol/l.' Tyto

rozdilné meze jsou ¢aste¢né dany tim,

Vit B12 vs holoTC
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A Graf¢. 1: Vztah celkového vitaminu B12 a holotranskobalaminu - priisetik zndzortiuje
cut-off hodnoty holotranskobalaminu (38 pmol/l) a vitaminu B12 (141 pmol/l) pouzivané v nasi
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160

i

140 \
120 \

/\\

100 \

o i 2SS

Sl

40 | e —
L ==

A Graf & 2: Casovy profil hladin vitaminu B12 - jednotlivé linie ukazuji na vyvoj hladin
vitaminu B12 u jednotlivych pacientii v casovych intervalech 1, 2 a 3; dernd tucnd linka

predstavuje obecny trend dany medidnem hodnot

20 |4 3-2] 2020

ze hodnoty holoTC se lisi, stejné jako
jiné imunochemické metody, v zavis-
losti na pouzitém testovacim systému.
Avsak jak ukdzal Devalia, interpretace
ziskanych vysledku se li$i nejen mezi
vyrobci, ale i v ramci jedné skupi-
ny, kdy je dosazeno stejné hodnoty."
Takze se zd4, ze i holoTC ma stejnou
$edou zénu jako celkovy vitamin B12,
kdy je interpretace ziskanych vysledka
velmi nejednotnd. V zahrani¢ni litera-
tufe se v pripadé vysledkt v rozmezi
25-50 pmol/l doporucuje stanoveni
nékterého z dalSich markert, jako je
celkovy B12, homocystein ¢i metyl-
malonat."” Nevytraci se vSak timto vy-
hody stanoveni holoTC?

5) Problematika principu stanoveni
Soupravy pouzivaji ke stanoveni B12
znaceny vnitfni faktor. Pfirozené pro-
tilatky proti vnitfnimu faktoru, vysky-
tujici se pri perniciézni anémii, mo-
hou zpusobit fale$né zvysené hodnoty
B12. Je nanejvys vhodné si ovétit, zda
pouzitd souprava je vuci tomuto efek-

tu odolna.

Vysledky pozorovdni:

1. Vyhodnotili jsme soubor 651 pacientt
hematologické poradny s medidnem
véku 68 let (14-98) indikovanych ke
stanoveni vitaminu B12 na zdkladé kli-
nického vysetfeni. Na zakladé regrese
a grafického znazornéni vztahu mezi
B12 a holoTC nelze jednozna¢né fici,
ze by stanoveni aktivni formy, ¢i spise
biologicky dostupné formy vitaminu
B12 ptindSelo vyrazny profit oproti
stanoveni celkového B12 (graf ¢. 1).
Jedna se spiSe o psychické uspokoje-
ni, Ze stanovuji akéni metabolit misto
analytu, ktery vypovida spise o celko-
vych zasobach vitaminu. KdyZz se to
budeme snazit vyjadrit pfesnéji, musi-
me konstatovat, Ze 40 % vzorkd mélo
holoTC nad kritickou hladinou, kdy
by podle VB12 (zasoba) poukazova-
la na deficit. Pti pohledu na druhou

stranu grafu najdeme 18 % vzorkd,
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A Graf & 3: Srovndni hladin celkového vitaminu B12 a holotranskobalaminu u vybranych pacientii — hodnoty vitaminu B12 a holoTC (pmol/I) byly
stanoveny ve tiech casovych intervalech

kdy holoTC signalizuje depleci, i kdyz
je celkovy VB12 v normé. Naprostym
extrémem je pomér 26, resp. 33 mg/l

holoTC vici hodnoté VB12 vyssi, nez

je horni hranice rozsahu méreni.

. Literatura uvadi, Ze nedostatek vita-

minu je provazen klinickymi pfiznaky.
Mezi né patfi i stfedni objem erytro-
cytil. Porovnanim obou skupin vzorkd
rozdélenych podle hladiny VB12 zjis-
time, Ze nedostatkem trpici skupina
méa medidn 93,3 (62,7-122) a zasob
si uzivajici skupina ma medidn 92
(58,4-141) fl. Stejny obraz poskytuje
i varianta s holoTC, kdy pacienti s de-
ficitem méli median MCV 92,5 a bez
deficitu 92,1 fl. V obou pfipadech sta-

tisticky nevyznamny rozdil.

. Porovnani s hodnotami Hcy nebylo

provedeno kvuli nizkému poctu vy-
sledkdt v ramci vybraného souboru.
Stranou také zustaly hodnoty ferri-

tinu, receptoru, protoze viceprvkova

analyza zohlednujici nedostatek Zeleza
a MCV by asi nic nepfinesla.

. Déle lze porovnat individudlnost

hodnot v tom smyslu, ze ve skupiné
jsou pacienti, u nichz lze sledovat
vyvoj v Case, a zde by bylo mozno
najit néjaké odpovédi (graf ¢. 2 a 3).
Bohuzel intervaly mezi jednotlivy-
mi odbéry nejsou jednotné, ale lisi
se pacient od pacienta. Dle lékaru
hematologické poradny dostavaji
pacienti indikovani k odbéru pro
stanoveni B12 intramuskuldrné dav-
ku 1 000 mg B12, kterd je opakovana
s kazdou navstévou ordinace. Lze
pozorovat, Ze pacienti si vytvofi ja-
kousi individualni hladinu vitaminu,
ktera se u vétsiny z nich ¢asem prili§
neméni. Rovnéz lze pozorovat jistou
korelaci mezi celkovou hodnotou
B12 a holoTC. Konkrétné Spear-
manuv korela¢ni koeficient mezi

vitaminem B12 a holoTC dosahuje

hodnoty 0,6234 na hladiné vyznam-
nosti P <0,0001.

Jedna zasadni odpovéd je vSak jasna.
Herbertv model, ¢i spiSe pristup k pro-
blematice, je z praktického hlediska po-
nékud nelogicky.

Bézné se nehleda deficit vitaminu B12
a s nim spojend anémie, pro kterou jsme
ani nezjistili jeji procentudlni zastoupeni
v celkovém poctu anémii. Hledaji se pre-
devs$im pomoci logického pavouka divo-
dy anémie. V ném je anémie z nedostat-
ku vitaminu B12 jednou z mnoha pricin.
Budeme-li se drzet tohoto pfistupu, pak
stanoveni obou variant B12 se stane pfi-

nosnym.

Ne vzdy je nedostatek B12 primarni pri-
¢inou, nybrz jen prtivodnim projevem,
a spoletné s udaji z osobni anamnézy

mohou soucasné stanovené hodnoty
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celkového a aktivniho B12 vyrazné pii-

spét k odhaleni pfi¢in anémie.

Nicméné jsou tu i jind zajimavd mista,
na ktera by se nemélo zapominat, mezi né

patii stanoveni VB12 u pacientii pozivajicich

KLINICKA HODNOTA DIAGNOSTIKY

metformin ¢i inhibitory protonové pumpy
a celd oblast neurologie. Naléhavost stanove-

ni pak roste s pfibyvajicim vékem pacientu.

Rddi bychom podékovali MUDr. Adria-
né Heindorfer a MUDr. Lence Walterové

z oddéleni klinické hematologie za pod-
poru a pomoc s vybérem pacientil
a odborné konzultace. Pani Ing. Hele-
né Svébisové za moznost pouziti pres-
né a spravné pracujiciho analyzdtoru
COBAS INTEGRA® 800.
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