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Úvod

Homocystein je aminokyselina obsahující síru, kte-
rá je zapojena do metabolismu cysteinu a methioninu
[1, 2]. Metabolismu homocysteinu se fyziologicky účast-
ní tři enzymy: methylentetrahydrofolátreduktáza, me-
thylentetrahydrofolát-homocystein-methyltransferáza,
cystathioninsyntáza; dále tři koenzymy, respektive vi-
taminy: methyltetrahydrofolát (odvozený od kyseliny
listové), pyridoxalfosfát (odvozený od vitaminu B

12
)

a methylcyanokabalamin (odvozený od vitaminu B
6
).

K poruše metabolismu homocysteinu, která zapříčiňu-
je jeho hromadění v organismu, může teoreticky vést
defekt v syntéze kteréhokoliv z uvedených tří enzymů
nebo deficit některého z potřebných koenzymů. Zvý-
šená koncentrace homocysteinu v plazmě se nazývá
hyperhomocysteinémie [3, 4, 5].

Homocystein je považován za významný nezávis-
lý rizikový faktor rozvoje aterosklerózy [5, 6, 7, 8]. Sta-

novení celkového homocysteinu hraje důležitou roli
v diagnostice a terapii nedostatku folátu a vitaminu B

12

[4, 9, 10, 11, 12, 13, 14].
V organismu je asi 70 % homocysteinu vázáno na

proteiny, zbývající část se vyskytuje ve volné formě.
V průběhu přípravy vzorku před analýzou může dochá-
zet ke změnám v rovnováze mezi volným a vázaným
homocysteinem, a proto se za informativní považuje
stanovení hladiny celkového homocysteinu v organis-
mu [5]. Vzhledem k příbuzné struktuře homocysteinu
a cysteinu je kladen velký důraz na analytické metody,
které musí být dostatečně specifické pro homocystein.

Cílem naší práce bylo zavedení selektivní a speci-
fické techniky, která nahradí doposud používané meto-
dy, tj. vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii s fluo-
rescenční detekcí nebo imunoanalýzu. Vhodnou tech-
nikou je kapalinová chromatografie ve spojení
s tandemovou hmotnostní spektrometrií (LC/MS/MS),
která obchází nevýhody časově náročné derivatizace,
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SOUHRN
Cíl studie: Zavedení nové techniky, kapalinové chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií do
rutinního stanovení hladiny celkového homocysteinu v plazmě.
Materiál a metoda: Metodou kapalinové chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií byly
analyzovány vzorky pacientů zaslané do laboratoří Onkologického Centra J. G. Mendela.
Výsledky: V pozitivním multiple reaction monitoring módu byl monitorován ion vzniklý rozpadem fragmentu m/z 135,9
→ 89,8 pro homocystein a m/z 140 → 90 pro interní standard, homocystein-d

4
. Vyvinutá LC/MS/MS metoda má následující

parametry: retenční čas homocysteinu i homocystinu-d8 1,4 minuty, mez stanovitelnosti 0,5 µmol/l, mez detekce 0,1
µmol/l. Opakovatelnost byla stanovena v sérii 20 měření analýzou 2 kontrolních vzorků, na hladině 8,3 µmol/l byl
variační koeficient 0,12 %, na hladině 18,2 µmol/l byla hodnota variačního koeficientu 0,71 %.
Závěr: Byla zavedena vysoce selektivní, specifická a časově nenáročná technika vhodná pro rutinní stanovení hladiny
celkového homocysteinu v plazmě.
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SUMMARY
Humplíková S., Minář J., Kučerová M., Radina M., Valík D.: Determination of total homocysteine level in plasma by
liquid chromatography and tandem mass spectrometry
Objective: To develop a new LC/MS/MS - based method for routine measurement of total homocysteine in plasma.
Material and Method: Patient samples from laboratories of Cancer Centre of J. G. Mendel were analyzed by liquid
chromatography with tandem mass spectrometry.
Results: Ion transitions m/z 135.9 → 89.8 for homocysteine and m/z 140 → 90 for internal standard – homocysteine-d

4
were monitored in the positive multiple reaction-monitoring mode. Our newly developed LC/MS/MS method has the
following characteristics: retention time of homocysteine and homocystine-d

8
 is 1.4 min, limit of quantitation 0.5 µmol/l and

limit of detection 0.1 µmol/l. Repeatability was determined by analyzing 2 plasma samples, the variation coefficients
obtained were 0.12 % at concentration of 8.3 µmol/l and 0.71 % at concentration of 18.2 µmol/l.
Conclusion: The selective, specific and rapid method suitable for routine determination of total homocysteine in plasma
was developed.
Key words: homocysteine, liquid chromatography, tandem mass spectrometry.
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Fig. 1. LC/MS/MS chromatogram of homocystein (A) and homocystine-d4 (B) in calibration standard of homocysteine (14 µmol/l) and

chromatogram of homocystein (C) and homocystine-d4 (D) in patient's plasma
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která je nezbytná při stanovení hladiny homocysteinu
kapalinovou chromatografií s fluorescenční detekcí,
dovoluje analyzovat větší množství vzorků a má poža-
dovanou analytickou specificitu a selektivitu [15, 16,
17, 18]. Ve srovnání s metodou, kterou publikoval Ma-
gera et al. [16] je v této práci použita jiná mobilní fáze
za účelem dosažení vyšší analytické účinnosti metody
a snížení objemu vzorků a činidel.

Materiál a metody

Materiál
DL-Homocysteine (Sigma), DL-Homocystine-

-3,3,3´,3´,4,4,4´,4´- d
8
 (Cambridge Isotope Laborato-

ries), redukční činidlo dithiothreitol (Sigma), precipitač-
ní činidlo 0,6 mol/l kyselina trichloroctová s K

3
EDTA

(Lachema), voda pro chromatografii (MERCK), koncen-
trovaná kyselina mravenčí (Lachema), methanol pro
chromatografii (Chromservis), Plasma Calibration Stan-
dard for HPLC analysis of Homocysteine in Plasma
(Chromsystems), Seronorm Human (Sero AS), Sero-
norm Human High (Sero AS).

Příprava vzorku
Byly analyzovány vzorky pacientů zaslané do labo-

ratoří Onkologického Centra J. G. Mendela. Plazma byla
oddělena od formovaných elementů a zamražena na
teplotu -20 °C. Před přípravou byly vzorky vytempero-
vány na laboratorní teplotu. Vlastní postup přípravy vzor-
ku byl následující: smíchání 80 µl plazmy s 20 µl homo-
cystinu-d

8
 ve vodě, který byl použit jako interní standard,

s 20 µl redukčního roztoku. Po inkubaci 5 minut při la-
boratorní teplotě bylo přidáno 80 µl precipitačního roz-
toku a vzorek byl centrifugován při 4500 g. Superna-
tant byl přepipetován do skleněných vialek určených
pro měření na kapalinovém chromatografu.

Kalibrační standardy byly zpracovány identickým
způsobem jako vzorky pacientů. S použitím signálů
standardů o koncentraci 0,14 a 22 µmol/l, byla sestro-
jena kalibrační závislost. Koncentrace vnitřního stan-
dardu v experimentu byla 50 µmol/l.

Metoda
Analýzy byly prováděny na kapalinovém chromato-

grafu Alliance (Waters) s detekcí tandemovým hmot-
nostním spektrometrem Quattro Premier (Waters).

Separace probíhala na koloně Phenomenex Luna 5 µm
CN 100A (30 x 4,60 mm, 5 µm), která byla vyhřívána na
35 °C, nástřik vzorku na kolonu 20 µl. Mobilní fází byl met-
hanol a kyselina mravenčí ve vodě (1 ml kyseliny mraven-
čí v 1 litru vody), poměr methanolu a kyseliny mravenčí ve
vodě byl 30 : 70, průtok mobilní fáze 0,4 ml/min. Byl sledo-
ván dceřinný ion vzniklý rozpadem fragmentu m/z
135,9 → 89,8 pro homocystein a m/z 140 → 90 pro interní
standard. Retenční čas homocysteinu i interního standardu
je 1,4 minuty. Optimalizace MS/MS systému byla prove-
dena s 50 µmol/l roztokem homocysteinu, který byl konti-
nuálně injektován do toku mobilní fáze. V první fázi optima-
lizace byl nalezen rodičovský ion a z něj vznikající fragment.
Ve druhé fázi optimalizace v pozitivním multiple reaction

monitoring (MRM) módu byly experimentálně nalezeny op-
timální hodnoty jednotlivých parametrů MS/MS systému –
napětí na vstupní kapiláře, kolizní energie, napětí na vstup-
ním kuželu a na extraktoru.

K ionizaci byl použit elektrosprej, napětí na vstupní
kapiláře bylo nastaveno na hodnotu 3,5 V, kolizní ener-
gie 12 kV, jako kolizní plyn byl použit argon, hodnota
na vstupním kuželu byla 18 V, na extraktoru 3 V. Tyto
podmínky byly experimentálně nalezeny jako nejvhod-
nější pro získání signálu o nejvyšší intenzitě pro ion
m/z 89,8. Data byla shromažďována a zpracována po-
mocí softwaru MassLynx v.4.0 SP4.

Výsledky

Chromatogram získaný analýzou standardního roz-
toku homocysteinu o koncentraci 14 µmol/l je zobrazen
na obrázku 1 A. Tento chromatogram byl získán monito-
rováním rozpadu protonovaného molekulového iontu
homocysteinu [M+H]+ (m/z 135,9) na fragment
m/z 89,8. Chromatogram homocysteinu-d

4
 je zobrazen

na obrázku 1 B. Ke vzorku přidávaný roztok interního
standardu homocystinu-d

8
 je po přidání redukčního roz-

toku redukován a je sledován ion m/z 140 → 90 homo-
cysteinu-d

4
. Chromatogram získaný analýzou vzorku pa-

cienta je na obrázku 1 C, D. Retenční čas homocysteinu
i homocysteinu-d

4
 je 1,4 minut. Mez stanovitelnosti

a mez detekce metody byly stanoveny měřením vzorku
blanku, výpočtem byla získána hodnota meze stanovi-
telnosti 0,5 µmol/l a mez detekce 0,1 µmol/l. Analýzou
2 vzorků v sérii 20 měření byla stanovena opakovatel-
nost měření, pro hladinu 8,3 µmol/l byl variační koefici-
ent 0,12 % a pro hladinu 18,2 µmol/l byla jeho hodnota
0,71 %. Reprodukovatelnost byla stanovena statistic-
kým zpracováním dat získaných analýzou kontrolních
materiálů po dobu 10 dnů; na hladině 9,4 µmol/l byl vari-
ační koeficient 2,8 %, na hladině 23,9 µmol/l 5,13 %.
Lineární interval metody je 0,5–100 µmol/l. Výtěžnost byla
stanovena měřením kontrolních materiálů za podmínek
opakovatelnosti; pro hladinu 9,4 µmol/l je výtěžnost
103 %, pro hladinu 23,9 µmol/l 98,9 %.

Závěr

Byla vyvinuta nová technika vhodná pro stanovení
hladiny celkového homocysteinu v plazmě na bázi ka-
palinové chromatografie s tandemovou hmotnostní spek-
trometrií. V porovnání s publikovanou metodou [16] je
v této práci použita jiná mobilní fáze, čímž byla zvýše-
na analytická citlivost stanovení a následně snížen
objem plazmy použité pro měření. Výhodou našeho
postupu je i rychlost a opakovatelnost stanovení.
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