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SOUHRN

Cil studie: Zavedeni nové techniky, kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii do
rutinniho stanoveni hladiny celkového homocysteinu v plazmé.

Material a metoda: Metodou kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii byly
analyzovany vzorky pacientll zaslané do laboratofi Onkologického Centra J. G. Mendela.

Vysledky: V pozitivnim multiple reaction monitoring modu byl monitorovan ion vznikly rozpadem fragmentu m/z 135,9
— 89,8 pro homocystein a m/z 140 — 90 pro interni standard, homocystein-d,. Vyvinuta LC/MS/MS metoda ma nasledujici
parametry: retencni Cas homocysteinu i homocystinu-d; 1,4 minuty, mez stanovitelnosti 0,5 umol/l, mez detekce 0,1
pmol/l. Opakovatelnost byla stanovena v sérii 20 méfeni analyzou 2 kontrolnich vzorkd, na hladiné 8,3 pmol/l byl
varia¢ni koeficient 0,12 %, na hladiné 18,2 pymol/l byla hodnota varia¢niho koeficientu 0,71 %.

Zaveér: Byla zavedena vysoce selektivni, specificka a ¢asové nenaro¢na technika vhodna pro rutinni stanoveni hladiny
celkového homocysteinu v plazmé.
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SUMMARY

Humplikova S., Minar J., Kuéerova M., Radina M., Valik 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: lon transitions m/z 135.9 — 89.8 for homocysteine and m/z 140 — 90 for internal standard — homocysteine-d,
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, is 1.4 min, limit of quantitation 0.5 pmol/l and
limit of detection 0.1 pmol/l. Repeatability was determined by analyzing 2 plasma samples, the variation coefficients
obtained were 0.12 % at concentration of 8.3 umol/l and 0.71 % at concentration of 18.2 umol/l.

Conclusion: The selective, specific and rapid method suitable for routine determination of total homocysteine in plasma

was developed.
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Uvod

Homocystein je aminokyselina obsahuijici siru, kte-
ra je zapojena do metabolismu cysteinu a methioninu
[1, 2]. Metabolismu homocysteinu se fyziologicky ucast-
ni tfi enzymy: methylentetrahydrofolatreduktaza, me-
thylentetrahydrofolat-homocystein-methyltransferaza,
cystathioninsyntaza; dale tfi koenzymy, respektive vi-
taminy: methyltetrahydrofolat (odvozeny od kyseliny
listové), pyridoxalfosfat (odvozeny od vitaminu B,,)
a methylcyanokabalamin (odvozeny od vitaminu B)).
K poru$e metabolismu homocysteinu, ktera zapficifu-
je jeho hromadéni v organismu, m(iZe teoreticky vést
defekt v syntéze kteréhokoliv z uvedenych tfi enzyml
nebo deficit nékterého z potfebnych koenzyma. Zvy-
Sena koncentrace homocysteinu v plazmé se nazyva
hyperhomocysteinémie [3, 4, 5].

Homocystein je povazovan za vyznamny nezavis-
ly rizikovy faktor rozvoje aterosklerézy [5, 6, 7, 8]. Sta-

noveni celkového homocysteinu hraje dulezitou roli
v diagnostice a terapii nedostatku folatu a vitaminu B,
[4,9, 10, 11,12, 13, 14].

V organismu je asi 70 % homocysteinu vazano na
proteiny, zbyvajici ¢ast se vyskytuje ve volné formé.
V prabéhu pfipravy vzorku pfed analyzou maze docha-
zet ke zménam v rovnovaze mezi volnym a vazanym
homocysteinem, a proto se za informativni povazuje
stanoveni hladiny celkového homocysteinu v organis-
mu [5]. Vzhledem k pfibuzné struktufe homocysteinu
a cysteinu je kladen velky dliraz na analytické metody,
které musi byt dostate¢né specifické pro homocystein.

Cilem naSi prace bylo zavedeni selektivni a speci-
fické techniky, ktera nahradi doposud pouzivané meto-
dy, 1j. vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s fluo-
rescencni detekci nebo imunoanalyzu. Vhodnou tech-
nikou je kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS),
ktera obchazi nevyhody ¢asové naro¢né derivatizace,
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Fig. 1. LC/MS/MS chromatogram of homocystein (A) and homocystine-d, (B) in calibration standard of homocysteine (14 umol/l) and
chromatogram of homocystein (C) and homocystine-d, (D) in patient's plasma
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ktera je nezbytna pfi stanoveni hladiny homocysteinu
kapalinovou chromatografii s fluorescenéni detekci,
dovoluje analyzovat vét§i mnozstvi vzorkd a ma poza-
dovanou analytickou specificitu a selektivitu [15, 16,
17, 18]. Ve srovnani s metodou, kterou publikoval Ma-
gera et al. [16] je v této praci pouzita jina mobilni faze
za uCelem dosazeni vyssi analytické ucinnosti metody
a snizeni objemu vzork( a ¢inidel.

Material a metody

Material

DL-Homocysteine (Sigma), DL-Homocystine-
-3,3,3",3" ,4,4,4" ,4"- d, (Cambridge Isotope Laborato-
ries), redukéni €inidlo dithiothreitol (Sigma), precipitac-
ni Cinidlo 0,6 mol/l kyselina trichloroctova s K.EDTA
(Lachema), voda pro chromatografii (MERCK), koncen-
trovana kyselina mravenc¢i (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).

Priprava vzorku

Byly analyzovany vzorky pacientt zaslané do labo-
ratofi Onkologického Centra J. G. Mendela. Plazma byla
oddélena od formovanych elementl a zamrazena na
teplotu -20 °C. Pred pfipravou byly vzorky vytempero-
vany na laboratorni teplotu. Vlastni postup pfipravy vzor-
ku byl nasledujici: smichani 80 pl plazmy s 20 ul homo-
cystinu-d, ve vodé, ktery byl pouZzit jako interni standard,
s 20 pl redukéniho roztoku. Po inkubaci 5 minut pfi la-
boratorni teploté bylo pfidano 80 ul precipitacniho roz-
toku a vzorek byl centrifugovan pfi 4500 g. Superna-
tant byl prepipetovan do sklenénych vialek uréenych
pro méfeni na kapalinovém chromatografu.

Kalibraéni standardy byly zpracovany identickym
zplsobem jako vzorky pacientd. S pouzitim signalli
standardud o koncentraci 0,14 a 22 umol/l, byla sestro-
jena kalibraéni zavislost. Koncentrace vnitfniho stan-
dardu v experimentu byla 50 umol/I.

Metoda

Analyzy byly provadény na kapalinovém chromato-
grafu Alliance (Waters) s detekci tandemovym hmot-
nostnim spektrometrem Quattro Premier (Waters).

Separace probihala na koloné Phenomenex Luna 5 pm
CN 100A (30 x 4,60 mm, 5 um), ktera byla vyhfivana na
35 °C, nastiik vzorku na kolonu 20 pl. Mobilni fazi byl met-
hanol a kyselina mraven¢i ve vodé (1 ml kyseliny mraven-
¢i v 1 litru vody), pomér methanolu a kyseliny mravenci ve
vodé byl 30 : 70, priitok mobilni faze 0,4 ml/min. Byl sledo-
van dcefinny ion vznikly rozpadem fragmentu m/z
135,9 — 89,8 pro homocystein a m/z 140 — 90 pro interni
standard. Reten¢ni ¢as homocysteinu i interniho standardu
je 1,4 minuty. Optimalizace MS/MS systému byla prove-
dena s 50 umol/l roztokem homocysteinu, ktery byl konti-
nualné injektovan do toku mobilni faze. V prvni fazi optima-
lizace byl nalezen rodicovsky ion a z néj vznikajici fragment.
Ve druhé fazi optimalizace v pozitivnim multiple reaction

monitoring (MRM) maédu byly experimentalné nalezeny op-
timalni hodnoty jednotlivych parametrd MS/MS systému —
napéti na vstupni kapilare, kolizni energie, napéti na vstup-
nim kuzelu a na extraktoru.

Kionizaci byl pouzit elektrosprej, napéti na vstupni
kapilare bylo nastaveno na hodnotu 3,5V, kolizni ener-
gie 12 kV, jako kolizni plyn byl pouzit argon, hodnota
na vstupnim kuzelu byla 18 V, na extraktoru 3 V. Tyto
podminky byly experimentalné nalezeny jako nejvhod-
néjSi pro ziskani signalu o nejvyssi intenzité pro ion
m/z 89,8. Data byla shromazdovana a zpracovana po-
moci softwaru MassLynx v.4.0 SP4.

Vysledky

Chromatogram ziskany analyzou standardniho roz-
toku homocysteinu o koncentraci 14 umol/l je zobrazen
na obrazku 1 A. Tento chromatogram byl ziskan monito-
rovanim rozpadu protonovaného molekulového iontu
homocysteinu [M+H]* (m/z 135,9) na fragment
m/z 89,8. Chromatogram homocysteinu-d, je zobrazen
na obrazku 1 B. Ke vzorku pfidavany roztok interniho
standardu homocystinu-d, je po pfidani redukcniho roz-
toku redukovan a je sledovan ion m/z 140 — 90 homo-
cysteinu-d,. Chromatogram ziskany analyzou vzorku pa-
cienta je na obrazku 1 C, D. Retenéni ¢as homocysteinu
i homocysteinu-d, je 1,4 minut. Mez stanovitelnosti
a mez detekce metody byly stanoveny méfenim vzorku
blanku, vypoctem byla ziskana hodnota meze stanovi-
telnosti 0,5 umol/l a mez detekce 0,1 umol/l. Analyzou
2 vzorkd v sérii 20 méfeni byla stanovena opakovatel-
nost méfeni, pro hladinu 8,3 umol/l byl variaéni koefici-
ent 0,12 % a pro hladinu 18,2 umol/l byla jeho hodnota
0,71 %. Reprodukovatelnost byla stanovena statistic-
kym zpracovanim dat ziskanych analyzou kontrolnich
material(l po dobu 10 dnd; na hladiné 9,4 umol/l byl vari-
acni koeficient 2,8 %, na hladiné 23,9 umol/l 5,13 %.
Linearni interval metody je 0,5—100 umol/l. Vytéznost byla
stanovena méfenim kontrolnich materiald za podminek
opakovatelnosti; pro hladinu 9,4 umol/l je vytéznost
1083 %, pro hladinu 23,9 umol/l 98,9 %.

Zaver

Byla vyvinuta nova technika vhodna pro stanoveni
hladiny celkového homocysteinu v plazmé na bazi ka-
palinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spek-
trometrii. V porovnani s publikovanou metodou [16] je
v této praci pouzita jina mobilni faze, ¢imz byla zvySe-
na analyticka citlivost stanoveni a nasledné snizen
objem plazmy pouzité pro méfeni. Vyhodou naseho
postupu je i rychlost a opakovatelnost stanoveni.
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