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Proun a HPLC-MS/MS adferd til magngreiningar a folinsyru og
hémaosysteini

Homosystein er amindsyra sem skipar stort hlutverk i efnaskiptum félata og
mepionins. Hefur um langt skeid verid horft & heekkadan styrk pess i bl6dvokva sem
storan &heettupatt tengdan ymsum sjukdomum & bord vid hjarta- og sedasjukdomum.
Folinsyra er hluti af félatfjélskyldunni sem samanstendur af vatnsleysanlegum Bg
vitaminum. FO6l6t eru naudsynleg fyrir myndun og vidgerdir a DNA og fyrir
frumuskiptingu. Helstu afleidingar folatskorts eru risakimfrumublodleysi, fosturgallar &
bord vid taugardrsgalla og jafnvel taugaskadi ef félatskortur hefur verid vidvarandi.
Fol6t pyggja eins kolefna hépa fra gjafasameindum og flytja pa afram i gegnum ymsa
efnaferla. Par sem porf er & félotum vido endurmepylun hémosysteins aftur yfir i
mepiodnin er aukinn styrku hdémosysteins eitt af fyrstu einkennum félatskorts.
Angiotensin Il er virkt atta amindsyra peptid sem er hluti af Renin-angiotensin
kerfinu. Peptidid skipar stort hlutverk i stjérnun & vokva- og saltbuskap likamans og

veldur sedaprengingu og losun & alddsteroéni.

Adferd var proud & HPLC-MS/MS teeki med rafudajonun fyrir magngreiningu a
félinsyru og homosysteini. Jakveed jonun var notud. Einnig var angiétensin I
sprautad inn a massagreininn en ekki nadist ad vinna meira med pad efni.
Rannsokud voru ahrif ymissa breyta & maelingar folinsyru og homésysteins adsamt pvi
ad athugud voru ahrif andoxunarefna & stodugleika efnanna tveggja. Ahrif
mismunandi  breyta, annars vegar tengdum sulunni og hins vegar
innsprautunarbdnadinum, voru einnig rannsokud i tengslum vid athuganir & carryover
félinsyru og hdmaosysteins. Nidurstédur syndu fram a ad félinsyra veeri 6stbdug vegna
oxunar og juku andoxunarefni a stodugleika hennar. Homésystein syndi hins vegar
meiri stodugleika. Einnig syndu nidustodur fram a ad nokkurt carryover var til stadar

hja félinsyru og virtist vandamalid adallega tengjast fostu asogi folinsyru a sulur.



ABSTRACT

Development of a HPLC-MS/MS Method for the Quantification of
Folic acid and Homocysteine

Homocysteine is an amino acid that plays a vital role in the metabolism of folates and
methionine. For many years elevated blood levels of homocysteine have been linked
to diseases such as cardiovascular disease. Flolic acid is a member of the folate
family which consist of the water soluble vitamins Bg. Folates are necessary for
production and repair of DNA as well as for cell division. The main effects of folate
deficiency is megaloblastic anemia, neural tube defect as well as neural damage if
the folate deficiency persists. Folates accept one carbon unit from a donor molecule
and transports to a one carbon acceptor through several chemical processes.
Because folates are needed for the remathylation of homocysteine back to
methionine, elevated homocysteine levels are one of the first symptoms of folate
deficiency. Angiotensin Il is an active eight amino acid peptide. It is a part of the
Renin-angiotensin system. Angiotensin Il plays a vital role in the control of fluid and
electrolyte balance of the body. It causes vasoconstriction and stimulates the release
of aldosterone.

A HPLC-MS/MS method was developed with electrospray ionization for the
guantification of folic acid and homocysteine. Positive ion-mode was used.
Angiotensin Il was infused into the spectrometer but further analysis with angiotensin
Il could not be accomplished. Effects of several variables were evaluated for the
HPLC-MS/MS measurement of folic acid and homocysteine. The effects of
antioxidants were also evaluated for the stability of folic acid and homocysteine. The
effects of different variables on the amount of carryover was evaluated for folic acid
and homocysteine. The results showed that folic acid was unstable in solution
because of oxidation and the use of antioxidants was a necessity. Homocysteine
however showed more stability. The results also revieled that carryover was a
problem for folic acid and was the problem most likely connected with a strong

adsorption of folic acid to the column.
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ACE Angioétensin breyti ensim (e. Angiotensine convertng enzyme)
ACE-2 Angiotensin breyti ensim-2
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CBS Systapionin B-synthasi (e. cystathionine 3-synthase)

HPLC Haprystivokvaskilja (e. High-performance liquid chromatography)
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HPLC-MS/MS Haprystivokvaskilja tengd vid tvofaldan massagreini



MS Mepidnin synthasi (e. methionine synthase)

MS/MS prefaldur fjérpdlsmassagreinir (e. Triple quadrupole mass
spectrometer)

NEP Neutral endopeptidasi (e. Neurtral endopeptidase)
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RIA Geislabneemismeeling (e. radioimmunoassay)

RSD% Hlutfallslegt stadalfravik (e. relative standard deviation)

Std. Stadalfravik (e. standard deviation)

tHcy Heildarpéttni hdmdsysteins (e. total homocysteine)

vi
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1. INNGANGUR

1.1. HOmadsystein

Homosystein er amindsyra sem var fyrst lyst arid 1932. b4 var aminésyran mepionin
medhondlud med brennisteinssyru og ur fékkst hdmaosystein (Butz & du Vigneaud,
1932) sem er amindsyra med hvarfgjornum sulfhydryln6p sem myndar gjarnan
tvisulfiobryr. Hun er ekki proteinmyndandi amindsyra heldur er hudn naskyld
mepidnini og cysteini sem eru mikilveegar préteinmyndandi amindsyrur vegna
tvisulfiobrda sem paer mynda. Homosystein faest ekki med fseedu og pvi parf ad
mynda hana Ut fra mepionini. Er pad eina pekkta myndunarferli hdmaosysteins i
likamanum (H. Blom & Smulders, 2011; Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007).
Mepionin er ekki haegt ad mynda i likamanum og pvi parf ad fa hana ar feedu. Haegt
ad finna hana i nokkru magni i kjoti, sjavarafuroum, mjolkurvérum og eggjum. Hins
vegar er Yfirleitt litid um mepidnin i greenmeti og avoxtum med Orfaum
undantekningum. Meira ad segja baunir, sem eru nokkud préteinrikar, innihalda mun
minna magn mepionins en dyraafurdir (Finkelstein, 1990). Mynd 1-1 synir byggingu
amindsyranna homaosysteins, systeins og mepionins og hversu likar efnabyggingar

peirra eru.

Homaocystein

Mynd 1-1 Efnabyggingar aminésyranna homaoésystein, systein og mepionin. Sja
ma likindi i byggingu pessara amindsyra og eins ma sja hvarfgjarna

sulfhydrylhépa peirra.



1.1.1.Homobsystein i likamanum

Inni i frumum, og adallega lifrarfrumum, fer fram myndun og nidurbrot hdmaosysteins
(Per Magne Ueland, Refsum, & Brattstrom, 1992). bar er sameindin a afoxudu friu
formi (H. J. Blom, 2000). Styrkur hémasysteins i blodvokva stjdrnast af leka pess Ut
ar frumunum og hafa ymsir peettir, eins og virkni hvata og péttni hjalparpatta, ahrif &
magn leka homaosysteins ut dr frumunum (Per Magne Ueland et al., 1992). begar
homaosystein hefur lekid Ut i blodvokvann getur pad tekid & sig nokkur form par sem
afoxada fria formid er i miklum minnihluta. Petta er vegna pess ad hémasystein ber
hvarfgjarnan sulfhydrylhép og hefur hann pvi tilhneygingu til ad mynda tvisulfiobryr
vid slika hépa. | blédvokva er mestur hluti hdmaésysteins bundinn vid prétein med
tvisulfiobram og er um pad bil 80-85% hdémadsysteins i blodvokva bundin albimini.
Um pad bil 10-15% eru i formi blandadra tvisulfida en adeins orlitill hluti, eda <1%, er
a friu afoxudu formi. pessi svokolludu blondudu tvisulfidtengi eru oftast annad hvort
hémdsystein og systein saman eda tveer hdmdésysteinsameindir bundnar saman.
Kallast tvisulfid tveggja hdmdsysteinsameinda homaosystin (Per Magne Ueland et al.,
1992).

Aldur, kyn, tidarhvorf og fleiri lifedlisfreedilegir peettir hafa &ahrif & styrk
hémdsysteins i blodvokva. Hja badum kynjum eykst styrkur pess med auknum aldri.
Born undir kynproskaaldri af badum kynjum hafa lagan styrk i blédvokva og er litill
munur a milli kynjanna. Medalgildi peirra er 6 umol/L (Bates, Mansoor, Gregory,
Pentiev, & Prentice, 2002; Minniti, Cerone, Piana, Armani, & Lorini, 2000; van
Beynum, Smeitink, den Heijer, te Poele Pothoff, & Blom, 1999). A medan &
kynproska stendur eykst styrkur hdmdsysteins, pé meira hja strakum en stelpum
(Bates et al., 2002; Jacques et al., 1999; Osganian Sk & et al., 1999). | gegnum lifid
heekkar hdmosystein hja medalmanneskju um 3-5 pmol/L. Vid aldurinn 40-42 ara er
munurinn a milli kynjanna aftur bdinn ad minnka og er um pad bil 2 umaol/L munur &
milli kynjanna. Medalstyrkur hja folki sem er 40-42 &ra er 11 umol/L hja kérlum og
9umol/L hja konum (Bates et al., 2002; Nygard O & et al., 1995). Algengt er ad gefin
séu upp viomidunargildi hja rannsOknarstofum sem meaela hdmaésystein i blodvokva.
Eru pau viomidunargildi naleegt 5-17umol/L eftir féstu og medalgildi er um pad bil
10umol/L. (Arnadottir, 1997).



1.1.2.Meaelingar 4 hdmaosysteini

Hefobundnar magngreiningar a homdsysteini meela yfirleitt  heildarpéttni
homaosysteins (e. total homocysteine, tHcy) i blodvokva. Stundum eru meeld syni Ur
meaenuvokva en sjaldan ar pvagi (Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007). Oftast er
meeld tHcy i stadinn fyrir meelingu & akvednum gerdum af bléndudum tvisulfioum eda
prétinbundnu hdmasysteini. Er efnid pa meelt a friu og afoxudu formi. petta er gert
vegna pess ad skiptingin & milli hinna mismunandi forma homadsysteins er mjog
6stodug in vitro (Per Magne Ueland et al., 1992). Utskilnadur pess med pvagi er ekki
mikill par sem einungis 1% af pvi sem siad er i gauklum er skilid it med pvagi. Hins
vegar er nokkud heerra hlutfall tvisulfidsins homosystins sem finnst i pvagi
(Guttormsen, Ueland, Svarstad, & Refsum, 1997).

Eftir ad blodtaka hefur farid fram og blédsynid er geymt vid stofuhita lekur
hémosystein Ur raudum blédkornum. betta veldur haekkun & tHcy og jafnframt
skekkju i meelingum. Til ad varnast pessu er rétt ad setja blodsynio strax & is og pad
skilid ad innan halftima til klukkutima (Arnadéttir, 1997; Olafsdottir et al., 2001; P M
Ueland et al., 1993).

1.1.3.Efnaskipti hdmosysteins

Hlutverk hdémdésysteins er ad vera milliefni i efnaferlum mepidnins. Pegar
homaosystein hefur myndast getur pad farid eftir tveimur mismunandi ferlum. Annars
vegar getur pad farid nidur transsulphuration ferilinn par sem pad er éafturkreeft brotid
nidur i systein og hins vegar getur pad farid eftir endurmepylunarferlinum par sem
pad er endurmepylerad aftur yfir i mepiénin. Stjérnun a pvi hvort hdmaosystein er
endurmepylerad aftur yfir i mepionin eda brotid nidur i systein fer ad 6llum likindum
eftir mepioninbirgdum likamans. Ef skortur er & mepiénini fer homosystein eftir
endurmepylunarferlinum en ef offrambod er & mepionini fer homaodsystein eftir
transsulphuration ferlinum (H. Blom & Smulders, 2011).

Prid ensim eru beintengd vid efnaskipti hdmadsysteins. Pau eru mepidnin
synthasi (MS), sem hvetur endrumepylun hémdsysteins aftur yfir i mepionin,
systapiénin B-synthasi (CBS), sem er fyrsta ensimid i nidurbroti hOmaosysteins yfir i
systein, og betain homaocystein metyltransferasi (BHMT), sem hvetur endurmepylun
hémaosysteins, adallega i lifrinni. Vitaminin B6 og B12 eru koéfaktorar pessara ensima
og félot eru myndefni i endurmepylunarferlinum. Truflun & pessum efnaskiptum,

annad hvort vegna genahadra ensimgalla eda vontunar a kofaktorum, veldur pvi
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jafnan ad hémosystein safnast upp i frumum sem veldur svo uppsofnun pess i
blodrasinni (Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007). Mynd 1-2 synir efnaskipti
hémdsysteins og hvernig efnaskipti mepionins og félata tengjast saman &samt

hvotum sem tengjast efnaferlunum.

Protein ar faadu

l

/ Tetrahydrofolat Mepidnin
'y \'

' S-adenasyl-
5,10-mepyl- Mepylunar- mepidnin
tetrahydrofolat ferillinn MS ! B12  BHMT l
S-adendsyl-
homdsystein
5-mepyl- Homosystein */
tetrahydrofolat
Ar CBSl B6
Félinsyra e
Systapidnin
Transsulphuration l
ferill S -
ystein
Glatapionin

Mynd 1-2 : Efnaskipti hdmadsysteins (Hcy). Myndin synir hvernig efnaskipti Hcy,
mepiodnins og fdlata tengjast saman og pa hvata, ensim og B-vitamin, sem
beintengdir eru vid efnaskipti Hcy. MS: Mepidnin synthasi, CBS: systapionin -
synthasi og BHMT: betain hédmédcystein metyltransferasi. Mynd adlégud og

pydd a islensku (Durand, Prost, Loreau, Lussier-Cacan, & Blache, 2001).

1.1.4.H6mobsystein og sjukdémar




pPar sem homaosystein skipar stort hlutverk i efnaskiptum félata og mepionins hefur
um langt skeid verid horft & haekkadan styrk pess i sermi sem storan &heettupatt
tengdan ymsum sjukdémum. Helst er pa horft til hjarta- og eedasjukdéma (Robinson,
2000), taugarorsgalla (e. neural tube defect) og fleiri sjakdéma (Bolander-Gouaille &
Bottiglieri, 2007).

Hugmyndin um ad héar styrkur homoécysteins i sermi geeti verid stor
ahaettupéttur hofst med umraedunni um hédmocystinmigu arid 1962. Sjuklingar i peim
tilfellum voru med genagalla sem olli umtalsverdri haekkun a styrk homocysteins i
sermi og dimeran homaosystine fannst i haum styrk i pvagi peirra. Voru pessir
sjuklingar i mikilli aheettu fyrir blodtappamyndun og syndu sjuklingar einkenni
proskahémlunar (Carson & Neill, 1962; Gerritsen, Vaughn, & Waisman, 1962). Ari®
1964 var algengasta ensimgallanum sem abyrgur er fyrir hdmadsystinmigu lyst og var
hann galli & ensiminu CBS (Mudd, Finkelstein, Irreverre, & Laster, 1964). | kjolfarid
var meinafraedinni gerd skil (McCully, 1969) og kenning um tengsl homaosysteins og
aedakolkunar myndadist. Vido myndun kenningarinnar saust tengsl milli mjog has
styrks hémaosysteins i blodvokva (e. plasma) og 6timabeerrar sedakolkunar (McCully
& Wilson, 1975). Alvarlegir gallar i 6drum ensimum tengdum efnaskiptum
hémdsysteins eins og til deemis & MS voru sidar uppg6tvadir. bessir gallar attu pad
sameiginlegt ad peim fylgdi hémadsystinmiga, sedasjukddémar og jafnvel gedtruflanir
(Haworth et al., 1993; Mudd, Uhlendorf, Freeman, Finkelstein, & Shih, 1972; Rozen,
1996). bessar nidurstéour ruddu veginn fyrir kliniskum og faraldsfreedilegum
rannsoknum sem skodudu hvort mildari aukning & homaosysteini veeru einnig tengdar
pessum sjukdémum. Faraldsfreedilegar rannsoknir syndu fram a samband milli
mildrar aukningar & styrk hdmaésystens i blédvokva og aedakdlkunar, taugardrsgalla
(e. neural tube defect), annarra faedingargalla, ymissa taugagedskvilla og jafnvel
skilvitlegs (e. cognitive) skada hja eldra félki (Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007).
Ymsar rannsoknir hafa einbeitt sér ad adgerdum til leekkunar & tHcy og hvort slik
inngrip minnki &haettuna & fyrrgreindum kvillum. Pegar heekkad tHcy stafar af
vitaminskorti er ad sjalfsdogou rétt ad beeta ar skortinum. Fj6ldi rannsGkna hefur synt
ad félinsyra, B6 og B12 leekka tHcy (Per Magne Ueland et al., 1992). Hins vegar hafa
rannsoknir ekki verio sammala um hvort adgeradir til leekkunar a tHcy i bl6dvokva med
baetiefnum & bord vid félinsyru, B12 og B6 dragi Gr préun aedabreytinga (Arnadottir,
1997; Lonn et al., 2006).



1.2. Fdélinsyra

Folinsyra er vatnsleysanlegt Bg vitamin sem er hluti af félatfjdlskyldunni. Sua fjélskylda
samanstendur annars vegar af nattdrulegum afoxudum folétum sem finnast i
nattarunni og hins vegar af félinsyru sem er smidad og oxad form félata. Hana er
adallega er ad finna sem feedubodtarefni, ibeettri i matveeli og sem lyf. Fol6t eru
mikilveeg heilsu manna par sem pau pjona hlutverki kdbensima i ymsum eins kolefna

efnaferlum (e. one carbon metabolism).

1.2.1.Efnaskipti folata

FOl6t pyggja eins kolefna hopa fra gjafasameindum og flytja pa afram i gegnum ymsa

efnaferla (Scott & Weir, 1994). Inni i frumum eru fol6t a afoxudu formi samfost
fiolglatamyl kedju. Par eru pau blanda af 6setnum fjdlglutamyl tetrahydr6félétum og
ymsum setnum eins kolefna gerdum af af fjdlglatamyl tetrahydréfélétum par sem eins
kolefna hépar sitja & stadsetningum N5 og/eda N10. Daemi um algeng setin fol6t eru
10-formyl-, 5,10-mepyl- og 5-mepyltetrahydrofélat. Afoxudu gerdir af vitamininu, og
pa sérstaklega 6setnu tvihydré- og tetrahydré félétin, eru efnafreedilega éstéoug. Pau
er audkljufanleg milli C-9 og N-10 tengisins og myndast vid pad setid pteridin og p-
amindébenzoylglitamat, sem hafa enga liffreedilega virkni (Blakeley, 1969). Med pvi
aod eins kolefna hépur setjist & hdpa N-5 eda N-10 minnka likurnar a klofningi. P6 eru
asetin form einnig neem fyrir efnafreedilegri umrédum vegna oxunar og par af leidandi
missa pau virkni sina (Blakeley, 1969).

Nattaruleg folot missa hratt virkni i matveelum yfir daga eda vikur. S& missir sem
verdur a virkni félata i feedu fer adallega fram vid uppskeru, geymslu, vinnslu og
eldun. Helmingur og jafnvel prir fijordu af upphaflegri folatvirkni getur tapast vio pessi
ferli. betta & ekki vid um félinsyruna. Hin er smidad form félata og hefur félinsyra
mun meiri stodugleika og getur verid alveg stédug i nokkra manudi og jafnvel ar. Hja
henni er pteridin hringurinn (2-amind-4-hydroxypteridin) ekki afoxadur sem gerir hann
mjog stddugan gagnvart oxun. Hins vegar er félinsyra afoxud inni i frumum af
ensiminu dihydroéfolat reduktasa yfir i di- og tetrahydrégerdir. bPetta a sér stad inni i
frumum slimhddar parma og er 5-mepyltetrahydrofolat losad Ut i bodrasina (Blakeley,
1969; Food and agriculture organization of the United nations).

Nattaruleg folét sem finnast i matveelum eru o6ll tengd fjolglutamylkedju sem

inniheldur mismunandi margar glutamicsyrur sem fer eftir tegund matar. Pessi



glytamylkedja er fjarleegd af ensiminu folat konjugasa pegar folotin komast yfir
slimhuad parmanna og folat méndéglatamat er frAsogad (Scott & Weir, 1994). Adalform
folata sem kemst yfir i blodrasina er 5-mepyltetrahydréfélat monoglatamat. Hins
vegar er takmorkun & pvi hvad kerfid polir. Ef naegilegt magn af félinsyru er gefin um
munn, er haegt ad greina Obreytta folinsyru i blodrasinni. Félinsyran er padan tekin
upp af frumum og afoxud yfir i tetrahydrofélat af dihydrofolat reduktasa (Kelly,
McPartlin, Goggins, Weir, & Scott, 1997).

Adgengi nattarulegra folata er undir ahrifum af fjarleegingu fjélglytamat kedjunnar af
conjugasa i pormum. betta ferli minnkar adgengi nattarulegra félata um allt ad 25-
50%. Aftur a méti hefur félinsyra adgengi sem er allt ad 100% (Cuskelly, McNulty, &
Scott, 1996; Gregory, 1997).

Virk félot hafa eins kolefna hépa sem fengnir eru fra mismunandi forverum eins og
serin, N-forminé-L-glutamat, félat og fleiri. Pegar natturuleg f6lot eru a forminu 10-
formyltetrahydrofolat er formyl hépurinn fluttur yfir & C-2 og C-8 i parin hringnum a
medan a efnasmidun hans stendur yfir. Einnig er breyting dioxyuridate (forvera RNA)
yfir i thimidylate (forvera DNA) hvotud af thymidilate synthasa, sem parf & 5,10-
mepyltetrahydrofolati ad halda. Pess vegna eru folét & sinu afoxada og fjdlglatamyl
formi naudsynleg fyrir smidun & DNA. 5,10-mepyltetrahydréfélat getur einnig tekid
patt i mepylunarhringnum (Scott & Weir, 1994). S& hringur hefur tvd hlutverk, annars
vegar ad sja til pess ad frumur hafi avalt naegilegar byrgoir af S-adendsylmepionini,
sem er virkt form mepionins og pjénar hlutverki mepylgjafa fyrir margar geroir
mepyltransferasa. pessi ensim faera mepylh6pa & ymsar gerdir efna eins og til
deemis lipid, hormén, DNA, protein og fleiri. Eitt mikilveegt ferli tengt pessu er feersla
mepylhops & myelin basic prétein, sem pjonar hlutverki einangrunar fyrir
taugafrumur. bPegar truflun verdur & mepylunarhringnum er pad vegna skorts & B12
vitamini, sem er ein helsta ors6k & eydingu myelins tauga sem orsakar taugakvilla
sem geta leitt til hreyfiglopunar, l6munar og ef ekki er gert neitt i &standinu til dauda.
Adrir mikilveegir mepyltransferasar stilla af DNA og frumuskiptingu (Food and
agriculture organization of the United nations).

[ lifrinni pjonar mepylunarhringurinn pvi hlutverki ad brjéta nidur mepiénin. Mepionin
er lifsnaudsynleg amindsyra i monnum og er til stadar i mataraedi folks i proudum
[6ndum i yfir um pad bil 60% haerri styrk en er porf a til proteinmyndunar og annarra
nota. Aukalegt mepionin er brotid nidur i hdmadsystein, sem getur annad hvort verid

brotid nidur i sulfat og pyruvat, med sidara efnid notad fyrir orku, eda
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endurmepylerad yfir i mepionin. Porfin fyrir ad vidhalda styrk S-adendsylmepionin i
frumum er tengd magni magni homésysteins sem er endurmepylerad yfir i mepionin.
(Food and agriculture organization of the United nations). Mynd 1-3 synir byggingu

oxada folatsins folinsyru asamt algengustu nattarulegu félétunum.
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Mynd 1-3: Félinsyra og algengustu nattarulegu folétin. Myndin synir annars
vegar efnabyggingu félinsyru, sem er ad fullu oxad og smidad form folata, og

hins vegar efnabyggingu algengustu nattirulegu félatanna.



1.2.2.Afleiding foélatskorts

Skortur a félotum leidir til ymissa kvilla tengdum skertri frumuskiptingu, breytingum &

préteinmyndun og breytingum a myndun og vidgeroum a DNA. Slik ahrif geta leitt til
taugarorsgalla (e. neural tube defect) fosturs (Hibbard & Smithells, 1965; Smithells,
Sheppard, & Schorah, 1976), bl6dleysis (e. megaloblast anemia) (Lindenbaum &
Allen, 1995), taugaskada (Botez, 1976), krabbameinsmyndunar (Bailey, 2009;
Weinstein et al., 2003).

Baedi DNA- og mepylunarferlarnir endurmynda tetrahydréfolat. Hins vegar er nokkurt
nidurbrot a félati (McPartlin, Halligan, Scott, Darling, & Weir, 1993) dsamt pvi ad félot
tapast med pvagi, svita og galli. bPad er pvi naudsynlegt ad endurhlada birgdir
likamans af folati i gegnum matarsedi. Ef ekki er neegilegt magn félata i likamanum
minnkar virkni baedi DNA- og mepylunarferlanna. Minnkud virkni tengd DNA veldur
minni myndun & DNA og par af leidandi heegist & frumuskiptingu. Pessar afleidingar
er haegt ad sja & ollum frumum pé paer komid augljésast fram hja frumum sem skipta
sér hratt, eins og til deemis myndun raudra blédkorna, sem veldur blédleysi, frumur
fosturs i 6rum vexti sem getur valdid taugarorsgollum asamt 6drum fosturgélium.
Framleidsla annarra frumna i beinmergi minnkar einnig og getur pad valdid
hvitfrumnaskorti og blodflagnafeed. Haeging @ DNA ferlinu leidir pvi til aukinnar
aheettu a sykingum, minnkun a storknun bl6ds og fleiri pattum sem tengjast érum
frumuvexti. Einnig haegist & mepylunarferlinu pé ad DNA hringurinn virdist vera
viokveemari. Augljésasta breytingin sem heegt er ad sja pegar heegist a
mepylunarferlinu er aukning & hdmasysteini i bl6di. Petta gerist vegna minnkunar &
mogulegum mepylh6pum sem 5-mepyltetrahydrofolat veitir og eru naudsynlegir fyrir
endurmepylun hémadsysteins yfir i mepionin (Selhub, Jacques, Wilson, Rush, &
Rosenberg, 1993).

par sem tengsl eru & milli félata og taugardrsgalla hafa stjornvéld ymissa landa meelt
med pvi ad konur & barneignaraldri innbyrdi 400ug af félinsyru & dag (Centers for
disease control and prevention, 2012; Embeetti landlaeknis, 2008). Bandarikin baeta
félinsyru at i ymis matveeli til ad auka inntdku kvenna a barneignaraldri a félinsyru og
minnka par med tilfellum taugardrsgalla og auka folatstyrk raudra blodkorna. Par

innihalda allar kornvorur 140ug af folinsyru fyrir hver 100g af kornvoru. betta eykur
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inntéku medalkonu i Bandarikjunum & félinsyru um 100pug a dag ad medaltali
(Choumenkovitch et al., 2002; Daly et al., 1997).

Skortur & folétum getur komid til vegna nokkurra asteedna. beer algengustu eru ad
ekki feest naegilegt magn med faedunni og a pa adallega vio um folk sem bordar ekki
neegilega mikio af &avoxtum og greenmeti og einnig greinist petta hja
afengissjuklingum. Folatskortur getur einnig komid til vegna aukinnar parfar & félétum
eins og til deemis vid medgongu og hja ungabdrnum. Lélegt frAsog i pormunum getur
valdid skorti & félétum. Ymis lyf geta einnig haft ahrif og ma par til deemis nefna
krabbameins- og gigtarlyfid methotrexate (National institute for health and care

excellence, 2008).

1.2.3.Maelingar a folinsyru

Vid meelingar a folinsyru er midad vid ad styrkur félinsyru i bl6dvokva sé a bilinu 3-16
ng/mL (Central manchester and manchester children’s university hospitals, 2008). b6
er radlagt ad styrkur félinsyru i blédvokva fari yfir 5 ng/mL (University of Kentucky,
2006).

1.3. Angiotensin Il

Renin-angiétensin kerfid® (e. Renin-angiotensin system, RAS) skipar stort og
mikilvaegt hlutverk i blédi og vefjum (Kramkowski, Mogielnicki, & Buczko, 2006; Paul,
Poyan Mehr, & Kreutz, 2006; Ruiz-Ortega, Esteban, & Egido, 2007). Eftir pvi sem
RAS hefur verid rannsakad meira hefur komid i ljés, med uppgdtvun nyrra virkra
patta og ferla, ad pad er mun fl6knara en &dur var haldid (Donoghue et al., 2000;
Faure et al., 2006; Santos & Ferreira, 2007; Siejka, Melen-Mucha, Mucha, &
Pawlikowski, 2006). Forveri RAS kerfisins er angiotensindgen. Efnid er medlimur
serpin fjdlskyldunnar og er losad Gt i blédrasina af lifrinni. Angiétensindégen inniheldur
452 amindsyrur, en 12 fyrstu amindsyrurnar eru paer sem mestu mali skipta (Vargas,
Rodriguez-Gomez, Vargas-Tendero, Jimenez, & Montiel, 2012). Angiétensinégen er
klofid af ensiminu renin og vid pad myndast Ovirka 10 amindsyra peptioid
angiotensin |1 (Ang-l). Ang-l er sidan klofio af angiétensin-breyti ensimi (e.
angiotensin converting enzyme, ACE) og vid pad myndast angiétensin Il (Ang-1l) sem
er virkt peptio med atta aminosyrum. Ang-l er einnig klofid af ensiminu neutral
endopeptidasa (NEP), til ad mynda angiétensin 1-7, og af angiotensin-breytiensimi 2

(ACE-2), til ad mynda angiétensin 1-9 (Anh 1-9). Ang-ll er afram klufid nidur af
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aminodpeptidasa og vid pad myndast angiotensin Il (Ang Ill) og angiétensin IV (Ang
IV). Einnig getur ACE-2 klofid Ang Il til ad mynda Ang 1-7 (Kramkowski et al., 2006;
Ruiz-Ortega et al., 2007). Mynd 1- 4 synir mynd af RAS kerfinu asamt pattum sem

pvi tengjast.

RENIN

Angiotensinogen Angl

NEP
MP

Ang 1-9

4
17

ACE

Ang 15

Mynd 1-4: Renin-angiotensin kerfid asamt pattum sem pvi tengjast. Myndin
synir hvernig forverann angiotensinégen er brotinn nidur og hvernig
angibétensin peptid myndast asamt ensimum sem tilheyra hverju hvarfi. Ang I:
Angiétensinégen |, Ang Il: Angiotensin I, Ang lll: Angibétensin Ill, Ang IV:
Angiétensin IV, Ang 1-9: Angiétensin 1-9, Ang 1-7: Angi6tensin 1-7, Ang 1-5:
Angiétensin 1-5, Ace: Angiotensin breyti ensim, NEP: neutral endopeptidasi,

APA: Aminépeptidasi A, APN: Amindpeptidasi N (Bujak-Gizycka et al., 2007).
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Styrkur angiotensina i liffreedilegum vokvum er lagur og pvi purfa meeliadferdir ad
vera neemar og sérteekar til ad hsegt sé ad magngreina pessi efni med ageetri
nakveemni. Medaltalsgildi Ang Il blédvokva eru um pad bil 10-30 pg/mL og er pa
midad vid ad synataka hafi farid fram med einstakling liggjandi & bakinu.
Medaltalsgildin aukast ef syni eru tekin & medan einstaklingur er i standandi stédu, a
hreyfingu eda & vid purrkun eda saltskort ad strida (Boron & Boulpaep, 2012).
Adferdin sem hefur hvad mest verid notud til ad magngreina angiotensin hefur verio
geislabnaemismeeling (e. radioimmunoassay, RIA). Vankantur peirrar adferdar er sa
ad hun gerir ekki greinarmun a milli umbrotsefna Ang-l og er pvi einungis
magngreining & samanlégdum styrk pessara efna (Brown, Cobb, Frankling, &
Rankin, 2005). Med pvi ad formedhdndla syni med haprystivokvaskilju (e. High-
performance liquid chromatography,HPLC) er unnt ad adgreina peptidin og einangra
pau adur en pau eru meeld med geisladénaemismeelingu. bessi adferd hefur p6 pann
vankant ad han er mjog timafrek (Naik & Moe, 2000). Reynst hefur betur ad
beintengja HPLC vid nokkrar tegundir af nemum eins og litr6fsgreini, flarljomun og
ymsum gerdum af massagreinum. Synt hefur verid fram a ad rafudajonun (ESI) er
oflug leid til ad greina og magngreina peptid sameindir og er Ang Il engin
undantekning (H. Li & Yuan, 2006).

Ang Il er 6flugt peptid sem veldur sedaprengingu og naer fram verkun sinni i gegnum
tveer gerdir vidtaka, annars vegar Angiotensin Il vidtaka typu 1 (e. Angiotensin Il
receptor type 1, AT1) og hins vegar Angiotensin vidtaka typu 2 (e. Angiotensin I
receptor type 2, AT2). AT1 vidtakinn er G-prétein kapladur vidtaki sem er tjadur i
morgum mismunandi vefjum. Hann midlar flestum verkunum Ang I, svo sem viokva
og saltstjornun, frumuvexti og sérheefingu frumna. AT1 vidtakinn, dsamt mdorgum
00rum viotokum, er stér partur tengdur hjarta- og aedasjukdémum. Hinn vidtakinn,
AT2, virdist hafa 6fug ahrif AT1 vidtakans, p6 pad fari eftir peim vefjum sem peir eru
tjadir i (Omarsson, 2009; Vargas et al., 2012).
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1.4. HPLC-MS/MS

Sameining haprystivokvaskilju og massagreinis (HPLC-MS)  skapar drauma
greiningarteeki fyrir rannsoknarstofur. Taeknin byggir & pvi ad efni i efnabléndu eru
aoskilin med vokvaskilju 4dur en massa hledslu hlutfall (m/z) peirra er meelt med
massagreini. Med pessari adferd er heegt ad adgreina efni og pau sidan meaeld med
mjog seérteekum massagreini. Hefdbundid HPLC-MS/MS teeki samanstendur af
synatokuholfi, HPLC kerfi, jonunarhdlfi, massagreini og télvu sem vinnur Ur og birtir
nidurstoédur. Munurinn & milli HPLC-MS og HPLC-MS/MS er ad fyrra teekid hefur einn
massagreini en seinna teekid hefur tvo massagreina radtengda saman. Mynd 1-5
synir hefédbundna uppsetningu HPLC-MS/MS taekis (Niessen, 1999).

Urvinnsla/birting

Synaholf HPLC Jonunarholf Massagreinir nidurstadna

Mynd 1-5: Hefdbundin uppsetning HPLC-MS/MS teekis. Slikt teeki samanstendur
af synaholfi, haprystivokvaskilju (HPLC), jénunarholfi, massagreini og tdlvu

sem vinnur Ur og birtir nidurstédour.

Russneskur madur ad nafni Mikhail Tswett var upphafsmadur skiljuadferdanna. Hann
var grasafraedingur og notadi sulu med kalsiumkarbdnati (CaCOs) til ad skilja ad efni
i bladgreenu (Ettre, 2003). Haprystivokvaskilja (e. High pressure liquid
chromatography, HPLC) er su skiljuadferd6 sem er hvad mest notud i nutima
efnagreiningum. Hun er oflugasta skiljuadferdin og getur nad adskilnadi og
greiningum sem veeri erfitt, eda jafnvel 6mobgulegt, ad na fram med 6drum
skiljuadferdum (Lindsay, 1992). HPLC hefur verid val rannsoknarstofa & teekni til
adgreiningar og efnagreiningar efnablanda sidan & niunda &ratugi sioustu aldar
(McMaster, 2005). Heegt er ad beita henni a nanast allar gerdir sameinda hvort sem
paer eru lifreenar eda Olifreenar og litlar- eda stérar sameindir. Mynd 1-6 synir
hefobundna uppbyggingu & HPLC Kkerfi. Lykilpaettir sliks kerfi eru ferdafasa
fordafloskur, haprystipumpa, innsprautunarbanadur, sala, nemi og hvers konar télva

eda prentari til ad vinna Ur og birta nidurstddur meelinga (Lindsay, 1992).
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Ferdafasa Innsprautunar- Nemi og

Habrystipumpa Sula Prentari/tolva

fordafloskur banadur

Mynd 1-6: : Hefdbundin uppbygging haprystivokvaskilju (HPLC). Lykilpeettir
eru ferdafasa fordafloskur, haprystipumpa, innsprautunarbunadur, sula, nemi

og tolva/prentari sem vinnur Ur og birtir nidurstédur meelingar.

Haprystipumpa deelir ferdafasa (e. mobile phase), sem a upptok sin i fordafléskum,
um Kkerfid og innsprautunarbinadur (e. injection unit) sér um ad koma syni inn i
straum ferdafasans. Fljétandi ferdafasinn rennur i gegnum sulu med afkastamiklum
stbdufasa (e. stationary phase) og efnin skiljast ad inni a stlunni vegna mismunandi
eiginleika peirra til ad dragast stodufasa og ferdafasa. Sa timi sem tekur efni ad
ferdast i gegnum sulu er kalladur rastimi (e. retention time) pess efnis midad vid paer
adsteedur sem eru vid hendi. Mismunandi rastimi efna faest ekki nema ad asogskuarfur
peirra séu mismunandi. betta pydir ad ekki feest adskilnadur efna nema ad styrkur
asogs efnanna & stdédufasa sulunnar borid saman vid leysni peirra i ferdafasanum sé
mismunandi. Mikilveegast patturinn sem akvedur pessa adgreiningu er skautun efna,
ferda- og stodufasa. Likur dregur ad sér likan. Vid enda sulunnar er svo nemi sem
greinir efnin pegar pau skiljast af stlunni og svo tekur vid télva eda prentari sem
vinnur Ur og birtir nidurstédur meaelinganna (Lloyd R. Snyder, 2010; Omarsson, 2009).
Oft er gott ad skoda adskilnad efna med svokolludum rasstudli (e. retention factor)
peirra, k'. Slikt er gott par sem hann parf ad vera misstor milli efna svo ad
adskilnadur sé mogulegur. Rasstudullinn er skilgreindur med eftirffarandi j6fnu
(Omarsson, 2009; Snyder, Kirkland, & Glajch, 1997).

tR - tO
to

k=

Hér er k™ rasstudullinn, tg er rastiminn efnisins og ty er timinn sem tekur hreinan
ferdafasa ao fara i gegnum suluna. Zskilegt er ad k™ sé & bilinu 1-10 og gildir pa einu

hvort verid er ad maela eitt eda fleiri efni. Astaedan er st ad ef rasstudullinn er of litill
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eru miklar likur & ad toppar, sem eru af svipadri gerd, adskiljist ekki & sulunni. Ef
rasstudullinn er of stor er mikil heetta & ad toppurinn verdi breidur par sem efnid dreifir
meira Ur sér & sulunni. Pad er nefnilega 6hjdkveemilegt ad efni dreifi ar sér a sulunni
vegna osmosudreifingar. Han veldur breikkun a toppi og breikkunin verdur ad
sjalfsogou meiri eftir pvi sem efnid er lengur a sdlunni. Eins getur gerst, pegar
rasstudullinn er of stor, ad eitthvad af efninu tapist & leidinni i gegnum suluna. Efnin
mega pvi ekki dsogast of fast & stodufasann pvi hann verdur ad geta gefid fra sér
efni til ad vokvaskiljan virki (Lloyd R. Snyder, 2010; Omarsson, 2009).

Pegar reynt er ad na adskilnadi efna er haegt ad velja & milli tveggja tegunda af
keyrslum. Su fyrri er nefnd isokratisk og su seinni gradient. Ef adeins einn ferdafasi
er notadur er keyrslan isékratisk. Aftur & moti er um gradient keyrslu ad reeda ef fleiri
en einn ferdafasi eru notadir. Eru ferdafasarnir pa oftast notadir i hlutféllum sem
breytast med fyrirfram akvednum stigli (e. gradient). Stigullinn er akvedin med pad
fyrir ljosi ad efni sem koma fljott af sulunni fari heegar og efni sem koma seint af
sulunni fari hradar, pannig ad endanleg nidurstada séu vel adgreindir toppar i keyrslu
sem tekur sem minnstan tima. Fyrir utan mismunandi tegundir af keyrslum, er einnig
haegt ad velja a milli mismunandi tegunda af HPLC skiljum. baer sem eru hvad mest
notadar eru ,reversed-phase” skiljur og ,normal-phase” skiljur. Fyrri adferdin byggir &
pvi ad notadur er éskautadur stédufasi og ferdafasi sem er skautadri en stédufasinn.
Normal phase sulur byggja aftur @ moti a pvi ad stoédufasinn sé skautadri en
ferdafasinn (Lloyd R. Snyder, 2010; Omarsson, 2009).

1.4.1.Studpudar fyrir haprystivokvaskiljur tengdum massaqgreini

Margir valmdguleikar eru fyrir hendi pegar velja & heppilega studpuda til notkunar i
HPLC-MS/MS. barf p6 ad hafa i huga ad naudsynlegt er ad nota rokgjarnan
studpuda svo ad ekki myndist utfellingar a séltum i massagreininum. bess vegna er
yfirleitt ekki raddlagt ad notast vio fosfat studpuda p6é ad peir séu mikid notadir vid
venjubundnar HPLC meelingar par sem UV-meelir er notadur sem nemi (McMaster,
2005). Hefdbundnir studpudar og syrur sem notud eru vid ad stilla pH ferdafasa vio
HPLC-MS/MS melingar eru ammonium format, ammoénium asetat, ammodnium
bikarbdnat asamt maurasyru og ediksyru. Pau henta vel par sem pau skilja ekki eftir
sig olifreen solt (Korfmacher, 2005).
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Vio val a heppilegum studpuda parf ad hafa i huga hvert endanlegt pH-gildi
ferdafasans & ad vera. Eftir ad pad er dkvedio er haegt ad lita & heppilega studpuda
og er pa gott ad lita a pK, gildi peirra. Studpudarymd (e. buffer capacity) er
meelikvardi sem notadur er til ad akvarda heefni studpudans vid ad standast
breytingar a pH-gildi. Er studpudarymdin einungis 100% pegar pH-gildi er hid sama
og pKa gildi studpudans og feest pa mest stjorn a pH-gildi ferdafasans. Ekki er p6
alltaf haegt ad finna studpiuda sem er med pK, gildi sem er hid sama og fyrirfram
akvedid pH-gildi ferdafasans a ad vera. Kemur pa ad pvi ad velja pann studpuda sem
er med pK, gildi sem er hvad naest pH-gildinu. Yfirleitt er midad vid ad pH-gildio sé
ekki meira en einum ofar eda nedar en pK, gildi studpudans (Lloyd R. Snyder, 2010).
Hvad styrk studpuda vardar er yfirleitt maelt med ad hann sé a bilinu 1 til 10 mM
(McMaster, 2005).

1.4.2.Massagreinar

Nemar sem notadir eru fyrir HPLC eru ymsir. Einn af elstu nemunum meelir brotstudul
(e. refractive index) efna. Sa nemi sem er p6 hvad mest notadur i dag er UV-meelir
en einnig eru til margir adrir nemar eins og til deemis flarljdmunarmeelir, massagreinir
og fleiri (Snyder et al., 1997).

Massagreinir er nemi sem meelir mélmassa efna & svokallada massa hledslu einingu
sem pydir ad verid er ad meaela m/z hlutfall peirra. Eftir ad buid er ad jéna efnin eru
pau avallt meeld i gasfasa. Adgreining efnanna byggir & pvi ad jonir eru adskildar i
segul- og rafsvid. Efni sem a ad meela parf ad vera haegt ad jona par sem dmdgulegt
er ad maela efni sem hafa enga hledslu. Mynd 1-7 synir uppbyggingu & hefdbundnum
massagreini. Synid kemst inn i massagreininn i gegnum synainntakio og er efninu
svo komid i gasfasa og jonad i jonunarhdlfinu. Jonirnar eru sidan adgreindar eftir
hledslueiningu og fer slikt fram i massagreininum. Neminn gefur fra sér merki og
tblvan sér um ad vinna Ur merkinu (Niessen, 1999; Niessen & Tinke, 1995;
Omarsson, 2009).
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Mynd 1-7: Hefédbundin uppbygging massagreinis. Myndin synir lykilpaetti
tengda massagreinum. Synid kemur inn um synainntakid. Jonunarholfio sér
um ad koma efninu i gasfasa og joénar pad svo. Massagreinirinn sér um ad
flokka agnir eftir hledslueiningu og neminn gefur fra sér merki sem télvan svo

vinnur dr.

Tolvan birtir massaréf sem & eru toppar med mismunandi m/z hlutfall. Topparnir eru
mishair (e. intensity) og er pad vegna pess ad mismikid meelist af hverri jon (Cole,
1997; Niessen & Tinke, 1995).

Rafudajonun

Raflidajénun (e. electrospray ionization, ESI) er ein mest notada jonunaradferdin fyrir
massagreina i dag. Eiginleikunum & bak vid adferdina var fyrst lyst af Geoffrey Taylor
(1964). bar sem adferdin jonar efni beint Ur vokvafasa er adferdin sérstaklega
heppileg fyrir HPLC-MS/MS kerfi. Haegt er ad maela margar gerdir efna med henni og
jonir sem han myndar eru nokkud stbdugar. beer eru pvi ekki & mjog 6rvudu formi
sem getur valdid hrodu nidurbroti peirra. Eins er 6takmarkad hversu haan massa er
haegt ad maela med pessari adferd sem er mikill kostur. bessi jonunaradferd hefur pvi
ordid mjog vinseel vid meelingar & préteinum og 6drum lifsameindum (Cole, 1997;
Omarsson, 2009; Siuzdak et al., 1996; Wilm, 2011).

Adferdin byggir a pvi ad adskilja efnin sem a ad meela og leysinn. Lausnin sem
kemur Ur HPLC teekinu fer inn i ESI eininguna og par fer han inn i mjéa nal (e.
nebulizing needle) sem hefur rafspennu a endanum. Rafspennan getur annad hvort

verio med minus eda plus formerkjum og fer pad eftir stillingum a teekinu. Vid ad
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sprautast i gegnum rafspennuna jonast efnid i leysinum og reedst hledsla jonarinnar
af formerkjum rafspennunnar. Vid petta myndast litlir dropar og stér hluti leysis gufar
upp. bessir litlu dropar fara ad pessu loknu inn i gufunarklefa (e. evaporation
chamber) par sem upphitad purrkloft blees um efnid og vid pad gufar ennpa meira
upp af leysinum og ar verda ennpa minni dropar. Petta ferli endurtekur sig par til
droparnir eru ordnir svo litlir ad frahrindikraftar nymyndadra jona eru ordnir meiri en
yfirbordsspenna dropanna og droparnir sundrast i margar einstakar jonir sem sidan

fara inn i massagreininn (Omarsson, 2009; Wilm, 2011).

brefaldur fibrpélsmassagreinir

Fjérpolsmassagreinar (e. quadrupole mass spectrometer) eru byggdir upp af fjérum
sivalingum. Pessir sivalingar eru annars vegar tengdir vid bylgjugjafa, sem gefur fra
sér utvarpsbylgjur, og hins vegar jafnstraum. bPessir massagreinar eru mjog hentugir
pegar & ad sia massa par sem audvelt er ad velja hvada massagildi komast i gegn.
Jonirnar lida um fjdrpdlsmassagreininn i eins konar bylgjum og paer jonir sem komast
i gegn eru paer sem eru med rétt m/z hlutfall. Paer jonir sem ekki hafa rétt m/z hlutfall
lenda i Ostbougri sveiflu og enda &4 ad rekast i veggi massagreinisins. Prefaldur
fiorpélsmassagreinir (e. triple quadrupole mass spectrometer) hefur prja
fijorp6lsmassagreina tengda saman og kallast hér MS1, MS2 og MS3. Algeng notkun
a slikum samsetningum fela i sér ad MS1 og MS3 eru notadir sem siur fyrir akvedin
m/z hlutféll og MS2 er notadur sem arekstrarklefi. Jonum med akvedid m/z hlutfall er
pa hleypt i gegnum MS1 & medan jonir med 6nnur m/z hlutféll eru siadar fr4. Eru
pessar jonir kalladar modurjonir. Ur MS1 liggur leidin svo inn i MS2 arekstrarklefann
par sem jonirnar eru brotnar nidur. MS3 hleypir sidan jbnum med akvedin m/z hlutfoll
i gegnum sig og kallast paer dotturjonir par sem peer eru umbrotsefni médurjonarinnar

sem komst i gegnum MS1 (Niessen, 1999; Omarsson, 2009).

1.5. Carryover

Carryover einkennist af litltum toppi sem kemur fram i blanki sem skotid er inn a eftir
syni sem framkallar stéran topp. Carryover getur verid stort vandamal vid notkun a
vokvaskiljum og virdast sumar adferdir 6neemar fyrir carryover a medan adrar virdast
vera i stddugu stridi vio vandamalid (Asakawa, Ozawa, Osada, Kaneko, & Asakawa,
2007; Zeng, Musson, Fisher, & Wang, 2006). Til ad athuga hvort carryover sé til
stadar er gott ad skjota inn syni med haum styrk efnis og skjota par a eftir inn tveimur
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eda fleiri innskotum af blanki til ad athuga hvort komi einhver toppur i blankinum par
sem efnid var i syninu. Ef toppur er sjdanlegur parf ad meta hlutfallslegt carryover (e.
relative carryover, RC) og hvers kyns pad er. Hefobundid carryover er haegt ad
pekkja med reglulegri minnkun & steerd toppsins eftir pvi sem fleiri blonkum er skotid
inn. Minnkun toppsins, eftir pvi sem innskotum blanks fjolgar, parf ekki alltaf ad vera
hlutfallslega jafn mikil med hverju innskoti heldur minnkar toppurinn marktsekt med
hverju innskot. Upphaf hefébundins carryover er oft litid holram i kerfinu sem hegdar
sér eins og fordabur synis sem pynnist med réd blanka sem a eftir koma. Hefobundid
carryover er sérstaklega vandamal pegar liklegt er ad finna hdan og lagan styrk efnis
i sdbmu meelingunni. Fyrir maelingar eins og magngreiningar & lausnum sem hafa
svipadan styrk er hefdbundid carryover yfirleitt ekki mikid vandamal par sem oll syni
eru af svipudum styrkleika og mun pvi ekki vera tekid eftir littu magni efnis fra fyrra
syni i pvi naesta. Almenna reglan er su ad ef hlutfallslegt stadalfravik (e. relative
standard deviation, RSD) er minna en 10% og RC er undir 5% hefur carryoverid
yfirleitt ekki mikil ahrif & nakveemni magngreiningar. Onnur algeng tegund carryover
lysir sé med smaum toppi, eins og a vio um hefdbundid carryover, nema ad litli
toppurinn helst nanast jafnstér i 6llum blonkunum sem skotid er inn a eftir syninu og
minnkar toppurinn pvi ekki markteekt eftir pvi sem fleiri blonkum er skotid inn. pessi
tegund af carryover er oftast afleiding mengunar (Vallano, Shugarts, Woolf, &
Matuszewski, 2005; Zeng et al., 2006).

1.6. Vandkvaedi vio meelingar & HPLC-MS/MS

Helstu vandkveedi vid meelingar med HPLC-MS/MS & liffreedilegum synum eru hin
svokollud matrix ahrif (e. matrix effect). begar slik ahrif eru til stadar hafa 6nnur efni i
matrixunni, pé pau sjaist ekki a kromatdgrafinu, ahrif a meelinguna. Matrix ahrifin
koma adallega fram i liffreedilegum synum sem innihalda ymis aukaleg efni, en
stadlar eru lausir vido petta vandamal. Petta getur valdid Oéareidanlegum
magngreiningum par sem algengustu ahrifin eru aukning, beaeling eda ©6nnur
ofyrirsjaanleg breyting a joénun efnisins. Petta getur leitt til anakveemnar
magngreiningar (Shah et al., 2000; Van Eeckhaut, Lanckmans, Sarre, Smolders, &
Michotte, 2009; Viswanathan et al., 2007). Bl6d, pvag og munnvatn eru algengustu
liffreedilegu matrixurnar og hver pessara matrixa hafa peetti sem parf ad huga ad
pegar horft er til matrix ahrifa. BI6d hefur eina floknustu matrixuna. Prétein i

blodvokva bindast oft 6seérteekt vid efni eda yfirbord sem getur valdid minni naemni
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(Johansson & Hellenas, 2004). Fosfolipid hafa einnig verid stér valdur matrix ahrifa
(Chambers, Wagrowski-Diehl, Lu, & Mazzeo, 2007). Blédstorkuheftar sem notadur
eru vid bloatokur til ad hindra storknun blédsins geta einnig haft ahrif & maelingar
(Chin, Zhang, & Karnes, 2004). Ymsar lausnir hafa verid fundnar sem minnka matrix
ahrifin par sem rétt synamedhondlun skiptir hvad mestu mali sem leidir til hreinni

syna med sem faestum efnum sem trufla maelinguna (Chiu et al., 2010).
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1.7. Birtar aoferdir

[ toflu 1-1 mé sja ymsar ad aferdir sem hafa verid birtar fyrir maelingar & Hcy, folinsyru

og Ang Il med HPLC-MS/MS.

Tafla 1-1

Heimild Efni Syni Teeki Jonun Sdla Jonunar-
taekni

(Koufopantelis | FA Bloovokvi | single Jakveed C8 ESI

et al., 2009) quadrupole

(Wang et al., | FA & | Bl6dvokva | API 3000 Jakveed AQ-C18 ESI

2008) Hcy

(S. Li et al, | Hcy Blodvokva | API 3000 Jakvaed C18 ESI

2008)

(Liang et al., | Hcy /| Blédvokvi | API 3000 Jakveed | AQ-C18 ESI

2009) FA

(Cui, Ang Il | Reektun MicromassQ | Jakveed C18 ESI

Nithipatikom, & BMECs uattro micro

Campbell, API

2007)

(Hannisdal, FA Bl6dvokvi | APl 4000 Jakveed C8 ESI

Ueland, &

Svardal, 2009)

(Nelson, Hcy /| BI6ovokvi | API 4000 Jékveed LC-CN ESI

Satterfield, FA

Sniegoski, &

Welch, 2005)

(Guan, Hcy Ymsir Finnigan Jakveed C18 ESI

Hoffman, vefir MAT

Dwivedi, & Navigator

Matthees,

2003)
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Grein 10 Hcy | BI6ovo | Quattro Jékveed | C8 ESI
(Kuhn, kvi micro

Goétting, &

Kleesiek,

2006)

Grein 11 Hcy | Bl6ovo | AP 2000 Jakveed | LC-CN ESI
(Magera, kvi /

Lacey, Pvag

Casetta, &

Rinaldo,

1999)

Grein 12 Hcy | Bl6éovo | API 4000 Jakveed | C8 ESI
(Rafii et al., kvi /

2007) Pvag

Grein 13 Hcy | BI6ovo | Q-Trap Jakveed | C18 Turbo ion
(Hempen, kvi 3200 /Neikvee spray
Wanschers, o}

& Sluijs

Veer, 2008)

FA = Félinsyra, Hcy = Homdcystein, Ang-Il = Angiétensin |l
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2. MARKMID

Markmio verkefnisins var prefallt:

1. Rannsaka &ahrif ymsa breyta & meaelingar & félinsyru og homaosysteini i
HPLC-MS/MS magngreiningaradferd

2. Skoda ahrif andoxunarefna a stédugleika félinsyru og hdmasysteins

3. Rannsaka ahrif ymsa breyta a carryover folinsyru og hémaosysteins i
HPLC-MS/MS magngreiningaradferd
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3. EFNI OG ADFERDIR

3.1. Efni

Tafla 3-1 Stadalefni

Stadalefni Hreinleiki Framleidandi Catalog/
lotunumer

DL-Homocysteine | =295% Sigma 121M3904V

Folic acid 2 97% Sigma 081M1546V

Angiotensin I =2 93% Sigma 071M5066V

human

Tafla 3-2 Onnur efni

Nafn Hreinleiki Framleidandi Catalog/
lotunumer

Asetonitril (ACN) 99,9% Sigma-Aldrich 34851

Ammoénium asetat | - Sigma-Aldrich 238074

Ammonium - Fluka 09830

bikarbonat

Ammonium format | 97% Aldrich 156264

Maurasyra 98 — 100% Riedel-de-Haen 33015

Sitrénusyra 299,5% Sigma 77929

Ascorbic acid

25




3.2. Teeki

3.2.1.HPLC-MS/MS kerfi

Kerfishlutar

Heiti

Framleidandi

Massagreinir

Quattro Premier

Waters Micromass

HPLC pumpa Binary HPLC Pump 1525u Waters
Synaskammtari 2777 sample manager CTC Analysis
Synakeelir PAL Stack6DW CTC Analytics
Suluhitari 1100 Series Hewlet Packard
HPLC sula Xbridge C18 3,5um-2,1x50mm Waters
HPLC sula Luna Phenyl-Hexyl 3um-2,0x50mm | Penomenex
HPLC sula SymmetryShield RP8 3,5um-2,1 x | Waters

50mm
HPLC sula Atlantis T3 3um-2,1x100mm Waters
HPLC sula SunFire C18 3,5um-2,1x50mm Waters
3.2.2.Smateeki
Teeki Heiti teekis Framleidandi

Pipettur Finnpipette 5-50uL Thermo Labsystems
Pipettur Finnpipette 20-200uL Thermo Labsystems
Pipettur Finnpipette 100-1000uL Thermo Labsystems
Pipettur Finnpipette 1000-5000uL | Thermo Labsystems
Vog D93-09-148 Sartorius AG Gottingen
Vog CP2202S-OCE Sartorius AG Gottingen
Frystir Bioline GRAM

Segulhreera Monotherm Vitromax

pH meelir 744 pH meter Methrom
Vatnshreinsitaeki Gradient A10 Millipore

Sprauta GASTIGHT 1725 Hamilton
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3.3. Aoferdir

3.3.1.UndirbUningur a stofnlausnum

Utbunar voru fjorar stofnlausnir og innihélt hver peirra eitt stadalefni. Um pad bil 1 mg
af hverjum stofnstadli var veginn og komid fyrir i 1,5 ml eppendorf glasi. Tvaer
stofnlausnanna innihéldu folinsyru, ein innihélt Hcy og oOnnur innihélt Ang Il
Stofnstadlar félinsyru og Hcy voru leystir upp i 1/1 v/iv metandli/vatni (MeOH/H,0).
Stofnstadall Ang Il var leystur upp i etandli (EtOH). Allar stofnlausnirnar voru geymdir

vid -30°C. Tafla 6 synir undirblning & stofnlausnum.

Tafla 3-3: Undirbuningur a stofnlausnum.

Nafn | Stofnstadall Vegid [mg] Leysir Leysir Styrkur
[mL] [mg/mL]
SL1 | HomAGsystein 1,0026 1/1 viv 1,000 1,003
MeOH/H,0
SL2 Folinsyra 1,0010 1/1 viv 1,000 1,001
MeOH/H,0
SL3 Folinsyra 1,0146 1/1 viv 1,000 1,015
MeOH/H,0
SL4 | Angio6tensin Il 1,00* 100% EtOH 1,000 1,000

*Ang Il kom sem 1mg i litlu glasi fra framleidanda.

3.3.2.Undirbuninqur a pynntum stofnlausnum

Utbdnar voru fimm pynntar stofnlausnir svo ad stofnlausnir pyrfti ad taka sem
sjaldnast Gt ar frysti. Paer voru undirbunar med pvi ad pynna 100uL af stofnlausnum
med 900uL af leysi i eppendorf glas. Leysir fyrir folinsyru og Hcy var 1/1 viv
MeOH/H,O og leysir fyrir Ang Il var 100% EtOH. begar pynntur stofnstadall var
Utbuinn fyrir stofnlausn SF1 var leysirinn 1/1 viv MeOH/H,0 sem innihélt 100 pg/mL
askorbinsyru og 100 upg/mL af sitronusyru. Tafla 8 synir undirbdning & pynntum
stofnlausnum.

Tafla 3-4: Undirbuningur a pynntum stofnlausnum.
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Nafn Stofnstadall | Rummal Leysir Leysir Styrkur
[HL] [mL] [Hg/mL]
pPSL1 SL1 100 1/1 viv 900 100
MeOH/H,0
pPSL2 SL2 100 1/1 viv 900 100
MeOH/H,0
pPSL3 SL3 100 1/1 viv 900 100
MeOH/H,0
pSL4 SL4 100 EtOH 900 100
pPSL5 SF1 100 1/1 viv 900 100
MeOH/HZO

3.3.3.UndirblUningur a proflausnum

Préflausnir sem notadar voru vid préun adferdar og ymsar athuganir voru utbunar
samkvaemt eftirfarandi toflum. Peer voru allar Utbanar samdesegurs fyrir notkun.

Proflausnir fyrir innsprautun & massagreini voru Utbunar samkvaemt toflu 9.

Tafla 3-5. Undirbdningur préflausna fyrir innsprautun & massagreini.

Nafn Stofnlausn Rumma@al Leysir Leysir Styrkur
[ML] [ML] [g/mL]
IL1 PSL1 100 MeOH 900 10
IL2 pSL2 100 MeOH 900 10
IL3 pPSL4 100 EtOH 900 10
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Tafla 3-6. Undirbaningur préflausna.

Nafn | Styrkur [pg/mL] Undirbuningur

PL1 1 10pL af PSL1 + 10uL af PSL2 + 980uL af 0,1%
maurasyru

PL2 1 10pL af PSL1 + 10pL af PSL2 + 980uL af 0,1%
maurasyru

PL3 1 10pL af PSL1 + 10uL af PSL2 + 980uL af maurasyru
0,1%

PL4 1 10pL af PSL1 + 10pL af PSL2 + 980puL af 10 mM
ammoniumformati

PL5 1 10pL af PSL1 + 10pL af PSL2 + 980uL af 10 mM
ammoniumasetati

PL6 1 10pL af PSL1 + 10pL af PSL2 + 980puL af 10 mM
ammoniumbikarbonati

PL7 1 10pL af PSL1 + 10uL af PSL2 + 980uL af maurasyru
0,1%

PL8 1 10uL af PSL1 + 10pL af PSL2 + 980uL af maurasyru
0,1% sem innihélt 100pug/mL af askorbinsyru og
100ug/mL af sitrénusyru.

PL9 0,1 10pL af PSL1 + 10uL af PSL2 + 980uL af maurasyru
0,1% sem innihélt 100pug/mL af askorbinsyru og
100pg/mL af sitronusyru. Svo voru 100uL af peirri lausn
pynntir med 900puL af maurasyru 0,1% sem innihélt
100ug/mL askorbinsyru og 100ug/mL sitrénusyru.

PL10 1 10puL af PSL2 + 990uL af maurasyru 0,1%.

PL11 1 10pL af PSL3 + 990uL af maurasyru 0,1% sem innihélt
100pg/mL askorbinsyru og 100ug/mL sitronusyru.

PL12 1 10pL af PSL1 + 10pL af PSL3 + 980uL af maurasyru
0,1%.

PL13 0,1 100pL af PL12 + 900puL af maurasyru 0,1%
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PL14 0,01 100pL af PL13 + 900uL af maurasyru 0,1%

PL15 0,001 100pL af PL14 + 900uL af maurasyru 0,1%

PL16 1 10puL af PSL2 + 990uL af maurasyru 0,1%

PL17 1 10pL af PSL2 + 990uL af 10mM ammaniumformat
PL18 1 10pL af PSL2 + 990puL af 10mM ammaoniumasetat
PL19 1 10pL af PSL2 + 990uL af 10mM ammoniumbikarbonat

3.3.4.Innsprautun & massaaqgreini

Proéflausnir voru utblnar samkveemt To6flu 9. MAdur- og dotturjonir voru akvardadar
med innsprautun proéflausna inn i massagreininn. Stillingar fyrir hvern stadal voru
hamarkadar. Hver proflausn var dregin inn i Hamilton Gastight 1725 sprautu og
sprautad beint & massagreininn & 10mL/min. | vidauka 1 ma sja stilingar a

massagreini fyrir médur- og doétturjonir félinsyru, Hecy og Ang II.

3.3.5.val & sulum

Préflausn PL1 var uUtbuin samkveemt toflu 10. Salur sem voru athugadar eru syndar i
toflu 11. Allar sulurnar voru préfadar med HPLC-MS/MS adsteedum sem listadar eru i

vidauka 1.

30



Tafla 3-7. Prufadar sulur.

Salur Nanari upplysingar

XBridge C18 3,5um 2,1 x 50mm
SymmetryShield RP8 3,5um 2,1 x 50mm
Luna 3u Phenyl-hexyl  3um 2,0 x 50mm
Atlantis T3 3um 2,1 x 100mm
SunFire C18 3,5um 2,1 x 50mm
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Tafla 3-8. HPLC-MS/MS adstaedur fyrir val a stlum

Breytur

Adstaedur

Sdlur

Xbridge C18 3,5um - 2,1 x 50mm
SymmetryShield RP8 3,5um - 2,1 x 50mm
Luna 3u Phenyl-hexyl 3um - 2,0 x 50mm
Atlantis T3 3um - 2,1 x 100mm

SunFire C18 3,5um - 2,1 x 50mm

Hitastig sulu [°C]
Innskotsmagn [uL]

Fleedihradi ferdafasa [mL/min]
Ferdafasi A

Ferodafasi B

20
10
0,3
100% Maurasyra 0,1%
100% Asetonitril (ACN)

Stigull ferdafasa

Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 5 95
3,0 5 95
3,5 99,5 0,5
4,0 99,5 0,5

Massagreinir

Quattro Premier MS/MS, Waters, England

Joénun ESI med jakveedri jobnun

MRM stillingar Sameind Médurjon Détturjon
Folinsyra 442,1 295,0
HOmaosystein 135,8 89,7
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3.3.6.Val a hitastiqgi sulu

Athugud voru ahrif hitastigs sulu & rastima Hcy og félinsyru. Préflausn PL2 var Utbuin

samkvaemt t6flu 10. Hitastigin voru prju og eru listud i Toflu 12. Uppsetning & HPLC-
MS/MS méa sja i vidauka 1.

Tafla 3-9. Val a hitastigi sulu.

Hitastig [°C]
10
20
35
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Tafla 3-10. HPLC-MS/MS adstaedur fyrir val & hitastigi sulu

Breytur Adstaedur
Sula Atlantis T3 3um - 2,1 x 100mm
Hitastig sulu [°C] 10
20
30
Innskotsmagn [uL] 10
Fleedihradi ferdafasa [mL/min] 0,3

Feroafasi A
Feroafasi B

100% Maurasyra 0,1%
100% Asetonitril (ACN)

Stigull ferdafasa

Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 5 95
3,5 5 95
4,0 99,5 0,5
4,5 99,5 0,5

Massagreinir

Quattro Premier MS/MS, Waters, England

Joénun ESI med jakveedri jobnun

MRM stillingar Sameind Médurjon Détturjon
Folinsyra 442,1 295,0
HOmaosystein 135,8 89,7
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3.3.7.Val & stuopudum fyrir feroafasa

Préflausnir PL3, PL4, PL5 og PL6 voru utbunar samkveemt Toflu 10. Studpudarnir
voru fjorir og uppsetning 8 HPLC-MS/MS ma sja i Toflu X.

Tafla 3-11. HPLC-MS/MS adsteedur vid val a studpudoum fyrir ferdafasa

Breytur

Adstaedur

Sula

XBridge C18 3,5um - 2,1 x 50mm

Hitastig sulu [°C]
Innskotsmagn [uL]

Fleedihradi ferdafasa [mL/min]
Ferdafasi A

Ferdafasi B

20

10

0,3

100% Maurasyra 0,1%

100% 10 mM ammoniumformat
100% 10 mM ammoniumasetat
100% 10 mM ammoniumbikarbdénat
100% Asetonitril (ACN)

Stigull ferdafasa

Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 5,0 95,0
3,0 5,0 95,0
3,5 99,5 0,5
4,0 99,5 0,5

Massagreinir

Quattro Premier MS/MS, Waters, England

Jonun ESI med jakvaedri jonun

MRM stillingar Sameind Médurjon Détturjon
Folinsyra 442,1 295,0
Homabsystein 135,8 89,7
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3.3.8.Athugun a ahrifum andoxunarefnanna askorbinsyru og sitronusyru

a meelingar félinsyru og hdmosysteins

par sem tekid hafdi verid eftir pvi ad folinsyra atti til ad hverfa ar syni eftir pvi sem leid
a daginn, en virtist geymast ageetlega i stofnstodlunum vid -30°C, var akvedid ad
athuga hvort askorbinsyra og sitronusyra hefdu ahrif & flatarmal folinsyru og Hcy.
Hverri préflausn var skotid inn tiu sinnum i r6d og athugad hvort breyting veeri a
flatarmali eftir pvi sem leid & pessi tiu innskot. Eins var metid hvort flatarmal hvors
efnis veeri sambeerilegt & milli synis sem innihélt askorbin- og sitronusyru og synis
sem innihélt hvorugt efnid. Proflausnir PL7 og PL8 voru utbunar samkveemt toflu 10.
Uppsetning & HPLC-MS/MS ma sja i toflu J vidauka 1.
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Tafla 3-12:HPLC-MS/MS adsteedur fyrir athugun & ahrifum askorbinsyru og

sitronusyru & stodugleika félinsyru og hémadsysteins.

Breytur

Adstaedur

Sula

SunFire C18 3,5um - 2,1 x 50mm

Hitastig sulu [°C]
Innskotsmagn [uL]

Fleedihradi ferdafasa [mL/min]
Ferdafasi A

Ferdafasi B

20
10
0,3
100% Maurasyra 0,1%
100% Asetonitril (ACN)

Stigull ferdafasa

Timi (min) %A %B
0.0 99,5 0,5
1.0 99,5 0,5
2.0 5,0 95,0
15.0 5,0 95,0
15,5 99,5 0,5
18.0 99,5 0,5

Massagreinir

Quattro Premier MS/MS, Waters, England

Joénun ESI med jakveedri jonun

MRM stillingar Sameind Méourjon Détturjén
Folinsyra 442,1 295,0
HOmaosystein 135,8 89,7

37




3.3.9.Athugun & hlutfallslegu stadalfraviki (RSD%) og carryover

Gerd var athugun a pvi hvert hlutfallslegt stadalfravik (e. relative standard deviation,
RSD%) veeri fyrir homosystein og folinsyru med tveimur mismunandi |6ngum
adferoum. Eins var gerd athugun & pvi hvort carryover veeri til stadar fyrir efnin baedi
og var RC reiknad. beer meelingar leiddu svo til frekari maelinga a carryover fyrir

folinsyru.

3.3.10. Athugun a hlutfallslequ stadalfraviki (RSD%) og carryover

folinsyru og hdmosysteins med mismunandi lengd adferdoa

Athugad var hvert RSD% veeri fyrir hdémaosystein og folinsyru med tveimur
mismunandi I6ngum adferdum. Proéflausn fyrir hverja adferd var meeld sex sinnum og
RSD% var svo reiknad. HPLC-MS/MS adsteedur eru syndar i toflu K i vidauka 1.
Proflausn PL9 var utbuin samkveemt Toflu 10. Tafla 14 synir peer tveer adferdir sem
athugadar voru fyrir RSD%.
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Tafla 3-13: HPLC-MS/MS adstaedur fyrir athugun & hlutfallslegu stadalfraviki

(RSD%) homosysteins og folinsyru med tveimur mismunandi l6ngum

aoferoum.
Breytur Adsteedur
Sula SunFire C18 3,5um - 2,1 x 50mm

Hitastig sulu [°C]
Innskotsmagn [uL]

Fleedihradi ferdafasa [mL/min]
Ferdafasi A

Ferdafasi B

20
10
0,3
100% Maurasyra 0,1%
100% Asetonitril (ACN)

Stigull ferdafasa. Adferd: 10 min Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 5,0 95,0
6,0 5,0 95,0
6,5 99,5 0,5
10,0 99,5 0,5

Stigull ferdafasa. Adferd: 23 min Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 5,0 95,0
12,0 5,0 95,0
12,5 99,5 0,5
23,0 99,5 0,5

Massagreinir

Quattro Premier MS/MS, Waters, England

Jonun ESI med jakvaedri jonun

MRM stillingar Sameind Médurjon Dotturjon
Folinsyra 4421 295,0
Homésystein  135,8 89,7
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3.3.11. Athuqun a carryover folinsyru og hdmaosysteins med

mismunandi |l6ngum adferdum

Athugad var hvert carryover folinsyru og homaosysteins veeri med premur mismunandi
[6ngum adferdoum. Préflausn var Utbuin & sama héatt og PL9, sem lyst er i toflu 10.
HPLC-MS/MS adsteedur fyrir tveer styttri adferdirnar eru pser sbmu og syndar eru i
toflu K. Stigull ferdafasa fyrir lengstu adferdina ma sja i téflu X. Reiknad var RC fyrir

baedi efnin med Ollum premur adferdunum.

Tafla 3-14. Stigull ferdafasa fyrir 40 minutna adferd.

Timi [min] 0,1 % maurasyra [%)] ACN [%)]

0,0 99,5 0,5

1,0 99,5 0,5

2,0 5,0 95,0

22,0 5,0 95,0

22,5 99,5 0,5

40,0 99,5 0,5

3.3.12. Athugun a carryover félinsyru og hémaosysteins vid

mismunandi styrk proflausna

Athugad var hversu hatt RC veeri fyrir hdmaocystein og folinsyru vid mismunandi
styrkleika préflausna. Proflausnir PL12, PL13, PL14 og PL15 voru utbunar
samkveemt toflu 10. Var hver proflausn maeld prisvar i r6d og tveimur blénkum skotid
inn beint & eftir. Blankar innihéldu sému innihaldsefni og proflausnirnar nema
félinsyru eda homaosystein eftir pvi sem vid a. Tafla X synir styrkleika préflausnanna

sem voru athugadar. Uppsetning a HPLC-MS/MS taeki ma sja i toflu X.
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Tafla 3-15. Proéflausnir: Athugun a carryover folinsyru og hémadsysteins vid

mismunandi styrk proflausna

Nafn Styrkur
PL12 1 pg/mL
PL13 0,1pg/mL
PL14 0,01pg/mL
PL15 0,001pg/mL

Tafla 3-16. HPLC-MS/MS adsteedur fyrir athugun a carryover félinsyru og

hémabsysteins vid mismunandi styrk proflausna

Breytur

Adstaedur

Sula

SunFire C18 3,5um 2,1 x 50mm

Hitastig sulu [°C]
Innskotsmagn [uL]

Fleedihradi ferdafasa [mL/min]
Ferdafasi A

Ferdafasi B

20
10
0,3
100% Maurasyra 0,1%
100% Asetdnitril (ACN)

Stigull ferdafasa. Adferd: 10 min

Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 5,0 95,0
3,0 5,0 95,0
3,5 99,5 0,5
4,0 99,5 0,5

Massagreinir

Quattro Premier MS/MS, Waters, England

Jonun ESI med jakvaedri jonun

MRM stillingar Sameind Médurjon Détturjon
Folinsyra 4421 295,0
Homoésystein  135,8 89,7

41




3.3.13.

Prjar sulur voru athugadar med tilliti til carryover félinsyru. Proflausn var skotid inn og

Athuqun a carryover folinsyru med mismunandi stlum

par & eftir blanki og RC svo reiknad. Préflausn PL10 var Gtbdin samkvaemt to6flu 10.
Blankur var eins og PL10 nema &n félinsyru. Uppsetning & HPLC-MS/MS kerfi ma sja
i toflu X.

Tafla 3-17. Uppsetning & HPLC-MS/MS vid athugun a carryover folinsyru med

mismunandi sGlum.

Breytur

Adstaedur

Sula

Xbridge C18 3,5um - 2,1 x 50mm
SymmetryShield RP8 3,5um - 2,1 x 50mm
Luna 3u Phenyl-hexyl 3um - 2,0 x 50mm

Hitastig sulu [°C]
Innskotsmagn [uL]

Fleedihradi ferdafasa [mL/min]
Ferdafasi A

Ferdafasi B

20
10
0,3
100% Maurasyra 0,1%
100% Asetonitril (ACN)

Stigull ferdafasa. Adferd: 10 min

Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 5,0 95,0
3,0 5,0 95,0
3,5 99,5 0,5
4,0 99,5 0,5

Massagreinir

Quattro Premier MS/MS, Waters, England

Joénun ESI med jakveedri jonun

MRM stillingar Sameind Méourjon Détturjén
Folinsyra 442,1 295,0
Homésystein  135,8 89,7
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3.3.14. Athuqun a carryover félinsyru med breytingum a skoli

innskotseiningar

Athugun var gerd & pvi hvort stilling syrustigs skolvokva ad syrustigi ferdafasa asamt
auknu skoli innskotseiningar (e. Injection unit) hefdu &hrif & carryover folinsyru. Slik
athugun var framkveemd med pvi ad skipta vatni i veikum og sterkum skolvékvum ut
fyrir 0,1 % maurasyru pannig ad syrustig skolvbkvanna yrdi hid sama og syrustig
ferdafasans, eda pH 2,6. Fjoldi skola eftir hvert innskot var aukinn fjérfalt en rammal
skolvokva var haldid obreyttu i hvert skipti sem skolad var. Préflausnir og blankar,
fyrir og eftir breytingar a skoli, voru ekki maeld & sama degi en RC a milli peirra aetti
ad vera sambeerilegt. Tafla X synir muninn a skolunum tveimur. Préflausn PL11 var
Gtbuin samkveemt t6flu 10 og blankur var med sdmu innihaldsefni nema an folinsyru.
Skolin fyrir og eftir breytingu asamt uppsetningu & HPLC-MS/MS kerfi mé sja i toflu
X.
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Tafla 3-18. HPLC-MS/MS adsteedur fyrir athugun a carryover félinsyru med

breytingum a skoli innskotseiningar

Breytur Adsteedur
Sula SunFire C18 3,5um - 2,1 x 50mm
Hitastig sulu [°C] 20
Innskotsmagn [uL] 10
Fleedihradi ferdafasa [mL/min] 0,3
Ferdafasi A 100% Maurasyra 0,1%
Ferdafasi B 100% Asetonitril (ACN)
Stigull ferdafasa. Adferd: 10 min Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 50 95,0
3,0 50 95,0
3,5 99,5 0,5
4,0 99,5 0,5
Massagreinir Quattro Premier MS/MS, Waters, England
Joénun ESI med jakveedri jonun
MRM stillingar Sameind Méourjon Détturjén
Folinsyra 442,1 295,0
Homoésystein  135,8 89,7
Skol Skol 1 Skol 2
Sterkur skolvokvi ACN : H20 ACN:0,1%
(80 : 20 % viv) maurasyra
(80 : 20 % Vviv)
Skol innspytingarloku 1 x 500pL 4 x 500 pL
Skol nalar 1 x 500uL 4 x 500 pL
Veikur skolvokvi MeOH : H,O MeOH : 0,1 %
(20:80% v/V) | maurasyra
(20 : 80 % v/v)
Skol innspytingarloku 1 x 500pL 4 x 500 pL
Skol nalar 1 x 500uL 4 x 500 pL
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3.3.15. Athuqun a carryover folinsyru vio mismunandi syrustig

Athugun var gerd a pvi hvort syrustig hefdi ahrif & RC folinsyru. Préflausnum var
skotid inn a teekid og blanki par beint & eftir. Blankar innihéldu sému efni og
préflausnir ad undanskildri folinsyru. Undirbining préflausna PL16, PL17, PL18 og
PL19 ma sja i toflu 10. Ferdafasar A og syrustig peirra ma sja i toflu X. Allir

ferdafasar voru athugadir undir adstaeedum lystum i toflu X.

Tafla 3-19. Ferdafasar og syrustig fyrir athugun a carryover félinsyru.

Ferdafasi A Syrustig (pH)
Maurasyra 0,1% 2,6
10mM Ammoniumformat 3,2
10mM Ammoniumasetat 4,4
10mM Ammaoniumbikarbonat 8,8
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Tafla 3-20. HPLC-MS/MS adstaedur fyrir athugun & carryover folinsyru vid

mismunandi syrustig

Breytur

Adstaedur

Sula

Xbridge C18 3,5um - 2,1 x 50mm

Hitastig sulu [°C]
Innskotsmagn [uL]

Fleedihradi ferdafasa [mL/min]
Ferdafasi A

Ferdafasi B

20

10

0,3

100% Maurasyra 0,1%

100% 10mM Ammoniumformat
100% 10mM Ammoniumasetat
100% 10mM Ammaoniumbikarbonat
100% Asetodnitril (ACN)

Stigull ferdafasa. Adferd: 10 min

Timi (min) %A %B
0,0 99,5 0,5
1,0 99,5 0,5
2,0 50 95,0
3,0 50 95,0
3,5 99,5 0,5
4,0 99,5 0,5

Massagreinir

Joénun ESI med jakveedri jonun

MRM stillingar Sameind Méourjon Détturjén
Folinsyra 442,1 295,0
Homésystein  135,8 89,7
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4. NIDURSTOBUR

4.1. Innsprautun & massagreini

Préflausnir voru undirbunar i styrkleikum sem syndir eru i toflu X. Taflan synir einnig
modur- og doétturjonir sem valdar voru eftir innsprautun & massagreini. LC-MS/MS
aosteedur eru syndar i Vidauka 1. Allar innsprautanir & massagreininn voru

framkvaemdar med jakvaedri jonun.

Tafla 4-1. Styrkur stadalefna i proflausnum &samt mdédur- og dotturjonum

peirra eftir innsprautun & massagreini.

Stadalefni Styrkur Mélmassi Médurjon Détturjon
[Hg/mL] [9/mél] [m/Z] [m/Z]

HOmaGsystein 10,03 135,18 135,8 89,7

Folinsyra 10,01 441,40 4421 295,0

Angiotensin I 10,00 1046,18 523,7 263,0

- - - 349,5 135,0
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4.1.1.Innprautun & hdmaosysteini

Mynd 4-1 synir massarof fyrir massaskimun a Hcy og virdist pad hafa jonast vel med
jakveedri jonun. Tveer afgerandi modurjonir eru sjaanlegar med m/z 82,9 og 135,8.
Toppur vid m/z 135,8 gefur til kynna ad prétdna hafi baest vid Hcy. Var akvedid ad
nota pann topp sem maédurjon fyrir MRM umbreytingu.

Full Scan of Homocystein in positive mode 280212 28-Feb-201210:18:02
HOMOCYSTEIN_280212 1 (0.204) Scan ES+

L S A

Vs
a0 60 70 a0 a0 oo 1 120 130 140 150 160 170 1|80 180 200 210 220 230 240 2530 260 270 280 280 SEIEI

Mynd 4-1. Massar6f fyrir massaskimun moédurjénar hdmaosysteins & bilinu 50

til 300Da med jakvaedri jonun.
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Mynd 4-2 synir massarof fyrir massaskimun dotturjonar Hcy eftir ad modurjonin hafdi
farid i gegnum arekstrarholfid. Afgerandi toppur er sjaanlegur vido m/z 89,7 og var
akvedio ad nota pennan topp sem détturjon fyrir MRM umbreytingu.

Daughter Scan of Homocystein in positive mode 280212

28-Feb-201210:25:03
DS_HOMOCYSTEIN_2E0212 1 (0 204) Daughters of 136ES5+
8.7

L e R St St Sl i i i i i 27708

ome

L

a0 60 70 a0

Mynd 4-2. Massarof fyrir massaskimun dotturjonar hémaésysteins a bilinu 50 til

300Da vid jakveeda jonun.
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4.1.2.Innsprautun a félinsyru

Mynd 4-3 synir massarof fyrir massaskimun félinsyru og ma sja ad han jonadist vel
med jakvaedri jonun. Afgreandi médurjon ma finna vido m/z 442,1, sem gefur til kynna
ad protona hafi baest vid folinsyru og félinsyran pvi ordid jakveett hladin. Akvedid var
ad nota pann topp sem médurjon fyrir MRM umbreytingu.

Folic Acid in positive mode 280212

28-Feb-201210:57:13
FOLICACID_280212 1 (0 315) Scan ES+
L ey r o o 4421

[l

. g g AR 10 Wil ot st gt st Pt o o it i sitrungall ’llﬂg AT,
T T |
2a0 280 300 320 340 3a0 aaen 400 420 440 460 480 200 260

aa0 600

Mynd 4-3. Massarof fyrir massaskimun modurjonar folinsyru & bilinu 250 til

600Da med jakveaedri jonun.
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Mynd 4-4 synir massarof fyrir massaskimun dotturjonar folinsyru eftir ad maédurjénin
hafdi farid i gegnum arekstrarhdlfis. Aberandi toppur er sjaanlegur vid m/z 295,0 og

var akvedid ad nota pann topp sem dotturjon fyrir MRM umbreytingu.

Daughter scan of Folic Acid in positive mode 280212 28-Feb-201211:01:54
DS_FOLICACID_280212 1 [0.315) 5m (SG, 2x0.50) Daughters of 442E5+
100+

L WAL L s e B e B A e e B A oy L e L L By e LA AR A WA RaR s A A na s ey nanna sy esan s NI
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Mynd 4-4. Massarof fyrir massaskimun doétturjonar folinsyru a bilinu 250 til

600Da med jakvaedri jonun.
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4.1.3.Innsprautun a angiotensin Il

Mynd 4-5 synir massarof fyrir massaskimun Ang Il og ma sja ad efnid jonadist vel
med jakvaedri jonun. Sja ma tvo afgerandi toppa vid massa hledslu hlutfallid 523,7 og
349,5. Toppurinn vid 523,7 gefur til kynna ad su jon sé tvijonud og seinni toppurinn
gefur til kynna ad hann sé prijonadur. Akvedid var ad fylgjast med badum pessum
toppum sem modurjonum fyrir MRM umbreytingu.

Full scan of ANGIOTENSIN_210512
FS_ANGIOTENSIN_210512 1 (0.611) Scan ES+

1004 363.24 3.19¢8
349.53
523.75
<
298.27
299.31

2190517 376.88

JL ! A
O-Harerptt 7 T f Y f f t f T T m/z

s Aot S M I,
N e o iy s L o L L L e S s L R L N A L e ey A e e
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Mynd 4-5
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Mynd 4-6 synir massar6f fyrir massaskimun détturjobnar médurjénarinnar vid m/z

523,7 eftir ad hun hafdi farid i gegnum éarekstrarholfid. Sja ma topp vido m/z 263,0 og

var akvedid ad nota pann topp sem dotturjon fyrir MRM umbreytingu.

Daughter scan M+2H of ANGIOTENSIN_210512

DS_ANGIOTENSIN_210512 1 (0.611)

Daughters of 524ES+

100+ 263.05 2.11e7
69.93
g,
109.83 523.62
503.75
392.62 647.15
450.06 465.
216.98 27201 35395 378.65 0 465.98 534.02 61914 | o004
N [/ \l n 500.62 J/
O+ “h‘ H“‘\“"T‘\L‘““Aw‘l‘” Ty "H\‘!"“‘\‘J‘l“‘\‘LH“\u‘Hl‘\H‘hwH“\H‘h‘\h‘i"“lw””\“ H\“‘?H“\A"J““\“ﬁ“‘\““‘\m/l

T AR
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550

Mynd 4-6
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Mynd 4-7 synir massarof fyrir massaskimun dotturjonar modurjonarinnar vid m/z
349,5 eftir ad hun hafdi farid i gegnum éarekstrarholfid. Sja ma topp vido m/z 135,9 og
var akvedio ad nota pann topp sem détturjon fyrir MRM umbreytingu.

Daughter scan M+3H of ANGIOTENSIN_210512

DS_ANGIOTENSIN_MPLUS3H_210512 1 (0.611) Daughters of 350ES+
100 135.88 2.12e7
69.87 109.76
254.99
g,
7207
272.01
85.91 165.90
251.02
137.70 N
21197 'L 34317 364.03
o-Lid s W‘Lm":"”‘"“‘ ‘“\H“A: J e «‘L‘L}Hu\ hespke i e

mai i y { ¥ oy o T R e o e L B e e e e W 00V 4
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

Mynd 4-7
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4.2. Mat a sulum fyrir HPLC-MS/MS

Mynd 4-8 synir toppa Hcy med fimm mismunandi sulum. Sja ma ut fra myndinni ad

mesta flatarmalio fékkst med sulunni SymmetryShield (RP8 3,5um-2,1 x 50mm) og

var pad 223.737. Lengsti rastiminn fékkst hins vegar med sulunni Atlantis (T3 3um

2,1 x 100mm) og var hann 1,39 minutur. Var su sula jafnframt med nesest haesta

flatarmal hdmadcysteins.

T22032012-011 5m (Mn, 3x) MREM of 2 Channels ES+
X 1358 =897
1009 SunFire C18 3,5um 2,1 x 50mm 39486
ArEd
= 0.66
59083
0 L L L L I L L L B L L L S L L L L R NS B L AL B T T T 1T | LA UL AL A |
023 0.50 073 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 223 2480 275 3.00 3.23 380 373 4.00
TO7O32012_ 001 Sm (Mn, 2xd) MREM of 2 Channels ES+
1358897
1007 Aflantis T3 3um 2,1 % 100mm 139 _ 53466
208473 Area
=]
0 rtrirrtrrtrrrrorrrrrq ottt T T T 1T | LA UL AL A |
025 0.a0 074 1.00 1.25 1.50 1.75 200 228 2480 278 3.00 325 3480 374 4.00
T25022012-010 Sm (Mn, 3xd) MREM of 2 Channels ES+
100 1358 =897
1 Luna 3u Phenyl-hexyl 3um 2,0 x 50mm 3.34eR
Area
=]
067
42383
0 T il Tttt i Tttt rt It frrrrrtrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T | NS N L I A |
025 0.a0 07a 1.00 1.25 1.50 175 200 228 2480 278 3.00 328 3480 374 4.00
T29022012-002 Sm (Mn, 3xd) WRER of 2 Channels ES+
1004 B2 _  SymmetryShield RP8 3,5um 2,1 x 50mm 135.5 > 89.7
prErich 3.34e6
Area
]
0 rtr il trtrlrrr trttrt 1t frrrrrtrrrrtrrrrrrrrrrrrr T L 1T | LA AL A |
0.25 0.a0 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 240 275 3.00 3.25 3.480 375 4.00
Homaocystein - formic acid og ACN - XBridge Sm (hn, 3xd) WRER of 2 Channels ES+
. 1388 =89.7
1009 XBridge C18 3,5um 2,1 x 50mm 59486
uE2 Area
1277589
ey
0 T T T T T T T T T T T T T T T y Time
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 280 275 3.00 3.25 3.80 375 4.00

Mynd 4-8 MRM mynd af hémaosysteini med notkun a fimm mismunandi salum.
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Mynd 4-9 synir toppa folinsyru med sému fimm sulunum. Sja ma ut fra myndinni ad

heesta flatarmalid fékkst med sulunni SymmetryShield RP8

(3,5um - 2,1 x 50mm)

og var pad 8.818. Lengsti rastiminn fékkst hins vegar med sulunni Atlantis (T3 3um -

2,1 x 100mm) og var hann 3,02 minutur.

T22032012-011 Sm (Mn, 3xd) WRER of 2 Channels ES+
1004 SunFire C18 3,5um 2,1 x 50mm st e
262 B4ED
5518 Area
" ]
0 L L LN B L L L I L L I L L 1T 1T T 1 1 1T L AL L R |
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400
TOYO32012_002 Sm (Mn, Sxd) WRER of 2 Channels ES+
TIC
1007 - 16485
Atlantis T3 3um 2,1 x 100mm :
Area
Q\?_
3.02
1070
0 L N L LN B L L L I L L I 1 1 T 1T T LN L L AL L B L B R |
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400
T25022012-009 Sm (MR, 3xe) MRM of 2 Channels ES+
TiC
1007 Lyna 3u Phenyl-hexyl 3um 2,0 x 50mm 1.64e5
Area
. 258
= 3444
D ) T T ) ) T T ) ) 1 1 ) ) T T 1
025 050 075 100 125 180 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400
T25022012-001 Sm (Mn, 3xd) MRR 0f 2 Channels ES+
100 255 _ TIC
SymmetryShield RP8 3 5pm 2,1 x 50mm 8618 1-?:;32
a&_{,
D T T T T T T T T T 1 i T T T T 1
025 050 075 100 125 150 175 200 228 250 275 300 325 350 375 400
Folic acid - formic acid og ACM - XBridge Sm (hn, Sxd) WRM Of 2 Channels ES+
T
100+
XBridge C18 3,5um 2,1 x 50mm 255 1.64e5
5495 Area
a&_{,
0 T T T T T T T T T T T T T T T  Time
028 0.50 0va 1.00 1.25 1.50 1.78 2.00 2.25 250 278 3.00 323 350 378 4.00

Mynd 4-9. MRM rof af folinsyru med notkun a fimm mismunandi salum.
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Tafla 4-2 synir yfirlit yfir rastima og flatarmal Hcy og félinsyru med fimm mismunandi
stulum. Sja méa & toflunni ad haestu flatarmél baedi Hcy og folinsyru fengust med
stlunni SymmetryShield RP8 (3,5um - 2,1 x 50mm). Einnig m& sja ad lengstu
rastimar fyrir baedi efnin fengust med salunni Atlantis (T3 3um - 2,1 x 100mm). Mest
adgreining toppa fékkst med sulunni SunFire (C18 3,5um - 2,1x50mm) par sem
rastimi Hcy var 0,66min og rastimi folinsyru var 2,62min. Neestmesta adgreining
toppanna fékkst med tveimur sulum og voru paer SymmetryShield (RP8 3,5um
2,1xX50mm) og Xbridge (C18 3,5um - 2,1x50mm). Minnsta adgreining toppanna
fékkst hins vegar mmed notkun & sulunni Luna 3u (Phenyl-hexyl 3um -2,0x50mm).
Topparnir skildust ad fullu adgreindir af 6llum fimm sdlunum. Toppar Hcy fyrir allar
sulurnar litu vel Ut og voru nokkud symmetriskir p6 peir veeru misstérir. Toppar
félinsyru voru ekki allir jafnsymmetriskir og matti sma mestan hala med notkun a
sulunni SunFire (C18 3,5um - 2,1x50mm). Grunnlinan fyrir Hcy var géd hja ollum
fimm sulunum. Hins vegar var grunnlinan 6j6fnust med notkun & sulunni SunFire

(C18 3,5um - 2,1x50mm) pegar félinsyran var meeld.

Tafla 4-2. Yfirlit yfir rdstima og flatarmal folinsyru og homaésysteins med fimm

mismunandi sdlum.

Homocystein Folinsyra
Stla Rastimi Flatarma | Rastimi Flatarm

[min] I [min] al
SunFire C18 3,5um - 2,1x50mm 0,66 59.083 2,62 8.518
Atlantis T3 3um - 2,1x100mm 1,39 208.473 | 3,02 1.070
Luna 3u Phenyl-hexyl 3um -2,0x50mm | 0,67 42.383 2,58 3.444
SymmetryShield RP8 3,5um 0,62 223.737 | 2,55 8.818
2,1x50mm
XBridge C18 3,5um - 2,1x50mm 0,62 127.759 | 2,55 5.495
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4.3. Ahrif hitastigs salu & rastima

4.3.1.Homoeystein

A mynd 4-10 ma sja MRM ro6f fyrir Hey vid prji mismunandi hitastig stlu. Hitastigin

voru 10°C, 20°C og 35°C. A myndinni ma sja ad rastimi Hcy breytist ekki mikid med

breytingum & hitastigi sulu en pé ma sja ad hann eykst adeins eftir pvi sem hitastig

sulu leekkar og feest pvi lengsti rastiminn fyrir homocystein med hitastigi sulu 10°C.

Naestlengsti rastiminn faest vid hitastigid 20°C. Topparnir voru allir symmetriskir og

grunnlinan stédug.

T22032012-009 5m (Mn, 3x3)

MR of 2 Channels ES+

100- 131 _ 1358 >897
35°C 219585 2 TAER
Area

EQ_

o

T T T T T T T T T
0.s0 1.00 1.80 2.00 2.80 3.00 3.80 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

T T T T T
B.50 7.00 7.80

T22032012-007 Sm (Mn, 5x5) MRM of 2 Channels ES+
135 _ 135.8 = 89.7
1007 2q°¢ 4272 & 2665
Area
sﬁ_
e A L e L L B L L e L L s e L L L e B R L B AR L AR
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 500 650  7.00  7AD
TO7032012_007 Sm (Mn, 5x5) MRM of 2 Channels ES+
137 _ 135.8 = 89.7
1007 q0°¢ 97581 1.17e6
Area
|
D T T T W T T ) T T ) LA T T T T T T T T T T TImE
050 100 150 200 250  3.00 350 400 450 0 500 550 0 500 650 7.00  7A0
Mynd 4-10
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4.3.2.Félinsyra
A mynd 4-11 ma sja MRM krématogram folinsyru sem synir rastima efnisins vié
hitastig sulu 10°C, 20°C og 35°C. Sja ma a MRM krématogrami vido 10°C ad prir

greinilegir toppar sjast sem eru med rastimana 3,16, 4,32 og 7,74 minutur. Er petta

ekki sambeerilegt vid hin tvo hitastigin. Par sem pessar meelingar voru einungis

framkvaemdar einu sinni er ekki vist hvort ad eitthvad hafi misfarist i meelingunni eda

ad efnid sé 6stbdugt vio pessar adsteedur. Hins vegar er augljést ad litill munur er a

rastima folinsyru eftir pvi sem hitastigi sulu er breytt. Topparnir vid hitastigin 20°C og

35°C voru b&dir nokkud symmetriskir og grunnlinan nokkud stédug pé ad meira flokt

seeist & grunnlinunni vid 35°C.

T22032012-009 Srm (hn, 5:5) MR OF 2 Channels ES+
100 304 _ 442 1 > 295
1 35°C 7051 f 5Ted
Area
=]
D T T T ) T T T ) T T ) T 1 T ) T T T 1 T T T ) T 1 T ) T T T
&0 100 150 200 250 500 350 400 450 500 550 600 650 700 7A0
T22052012-007 Sm (Mn, 5x5) MRM of 2 Channels ES+
100 313 _ 44721 > 295
20°C 35500 5.0084
Area
B\S_
e A L e e L e L L L e L L e h e L e B L L L] B AR L AR
os0 100 150 0 200 250  S00 350 0 400 0 450 500 550 0 GO0 G50 700 7A0
TO7052012_ 007 Sm (Mn, 5x5) MR 0f 2 Channels ES+
100 774 4421 > 295
10°C 3738 2 67ed
316 Area
2629
[ -
432
910
(- —————r— AN RN R RS LR RN R RS L N R AR L AR LS LA RN LR AN LR LR R Time
o500 100 150 0 200 250 S00 350 0 400 0 450 0 500 850 0 600 A.50 700 740
Mynd 4-11
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I toflu 4-3 ma sja rastima Hcy og félinsyru vid mismunandi hitastig stlu. Einnig synir
taflan mun & rastimum efnanna tveggja fyrir hverja adferd. Mesti adskilnadur efnanna
tveggja fékkst med hitastiginu 10°C. P06 var adeins orlitill munur & milli adskilnads
efnanna med adferdum vido 10°C og 20°C. Minnsti adskilnadurinn fékkst vid 35°C.
Grunnlinan fyrir Hcy var stodug og topparnir vel lagadir vid 6ll hitastigin. Hins vegar
var grunnlinan fyrir folinsyru stédugust vid 20°C og topparnir vel utlitandi og
symmetriskir vid baedi 20°C og 35°C, po ad erfitt sé ad meta toppana vio 10°C par
sem erfitt er ad draga alyktun um svona mikla breytingu par sem einungis eitt innskot

var framkvaemt.

Tafla 4-3. Rastimar homasysteins og folinsyru vid mismunandi hitastig sulu.

Hitastig [°C] Rastimi [min] Munur & rastimum efnanna
[min]
HOmaocystein Folinsyra
10 1,37 3,16 1,79
22 1,35 3,13 1,78
35 1,31 3,04 1,73
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4.4, Mat a feroafosum fyrir HPLC-MS/MS

4.4.1. Homoceystein

Mismunandi studpudar i ferdafasa voru profadir fyrir meelingu a félinsyru, sja toflu X.
Mynd 4-12 synir mismunandi studpuda i ferdafasa og hvada ahrif peir hofou &
flatarmal Hcy. Steersta flatarmal fyrir Hcy meeldist ef notadur var studpudinn 0,1%
maurasyra (pH 2,6). Var flatarmalio pa 127.759. Neest a eftir kom 10 mM
ammoniumformat (pH 3,2) par sem flatarmal Hcy var 45% af flatarmali pess med
0,1% maurasyru i ferdafasa og er pvi talsverdur munur a flatarmali par & milli.
Flatarmal Hcy med 10 mM ammoéniumasetat (pH 4,4) i ferdafasa var 40% af
flatarmali Hcy i steersta toppnum og studpudinn sem kom verst Gt var 10 mM
ammoniumbikarbonat (pH 8,8). Var flatarmal Hey vid paer adsteedur einungis 24% af
flatarmali pess i steersta toppnum med 0,1% maurasyru i ferdafasa.

WMRM of 2 Channels ES+

200 1356 > 63 7
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Mynd 4-12. MRM massarof fyrir hdmoésystein med mismunandi studpuda i

feroafasa
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4.4.2.Félinsyra

Mismunandi studpudar i ferdafasa voru préfadir fyrir maelingu a folinsyru, sja téflu X.
Mynd X synir MRM kromatégrom fyrir folinsyru med mismunandi studpuda i
ferdafasa. Steersta flatarmal félinsyru meeldist ef notadur var studpudinn 10 mM
ammoniumbikarbonat (pH: 8,8). Meeldist flatarmalid med peim studpuda 9.671.
Neeststeersta flatarmal folinsyru maeldist med studpudanum 0,1 % maurasyru (pH:
2,6) og var flatarmal félinsyru toppsins vid paer adsteedur 58 % af flatarmali félinsyru
med studptdanum 10 mM amméniumbikarbénati. A MRM kromatografi folinsyru
pegar notadur var studpudinn 10 mM ammoéniumasetat (pH: 4,4) séust tveir
greinilegir toppar og grunnlinan var frekar 6st6dug. Samanlagt flatarmal peirra var
6995, en flatarmal toppsins vid rastimann 2,53 minatur var 4152 og var hann pvi 43
% af flatarmali félinsyru med studpudanum 10 mM amméniumbikarbdnati. Minnsti
toppurinn fékkst svo med studpudanum 10 mM ammoniumformati (pH: 3,2) og var
flatarmal topps folinsyru vid peer adsteedur 1013 eda 10 % af flatarmali topps
félinsyru med studpudanum 10 mM ammodniumbikarbonati. Toppur folinsyru med
studpudanum 10mM ammoéniumbikarbonati var baedi steerstur og einnig var

grunnlinan jofnust. Eins var toppurinn vel lagadur.
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Mynd 4-13. MRM kromatogrom fyrir félinsyru med mismunandi studpuda i

feroafasa.
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4.4.3.Athugun a ahrifum andoxunarefnanna askorbinsyru og sitronusyru

a meelingar félinsyru og hdmosysteins

Tafla X synir nidurstddur peirra tiu maelinga sem framkvaemdar voru & préflausnunum
tveimur PL7 og PL8. Eins og sést & toflu 10 innihélt 6nnur lausnin 100pug/mL af
badum andoxunarefnunum askorbinsyru og sitronusyru og hin hvorugt peirra. Tafla X
synir rastima og flatarmal fyrir baedi folinsyru og Hcy med og an askorbinsyru og
sitronusyru. Eins sést reiknad medaltal, stadalfravik (Std) og RSD% fyrir hvort efnid
vio badar adsteedur. Sést a toflunni ad rastimi félinsyru og Hey breytist mjog litid, og
stundum ekkert, eftir pvi sem lidur & innskotin tiu og er stadalfravik rastimans & bilinu
0,00 til 0,01 fyrir baedi efnin vid badar adsteedur. Vardandi flatarmal pessara maelinga
kemur fram meiri munur & nidurstooum. Sést vel ad medaltalsflatarmal folinsyru i
préflausn, sem inniheldur askorbinsyru og sitrénusyru, er 200% heerra en i
préflausninni  par sem pessi andoxunarefni eru ekki til stadar. Vardandi
medaltalsflatarmal Hcy ma sja ad nidurstédur eru & 6fugum paol par sem préflausnin
sem inniheldur askorbinsyru og sitronusyru er med medtaltalsflatarmal sem er 80%
leegra en hja proéflausninni sem inniheldur hvorugt andoxunarefnid. Myndir X, X, X og
X syna MRM krématdégréom med oOllum tiu innskotunum fyrir foélinsyru og Hcy med og

an andoxunarefna.
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Tafla

4-4,

Nidurstodur

0g

atreikningar

fyrir

athugun

a

ahrifum

andoxunarefnanna askorbinsyru og sitrénusyru & meelingar folinsyru og

hémébsysteins

Félinsyra Hémésystein
Med andoxunar- An andoxunarefna Med andoxunar- An andoxunarefna
Innskot efnum efnum
Nr Réastimi Flatar- Réastimi | Flatarmal | Rastimi | Flatarmél | Réastimi | Flatar-mal
[min] mal [min] [min] [min]
1 2.63 32.108 2,63 17.185 0,66 248.866 0,66 294.882
2 2,62 38.570 2,63 18.868 0,66 231.708 0,66 290.609
3 2,63 42.595 2,63 20.940 0,66 247.864 0,66 290.080
4 2,62 43.989 2,63 20.980 0,66 274.633 0,66 334.320
5 2,62 46.860 2,63 22.410 0,66 269.308 0,66 328.283
6 2,63 44.814 2,63 20.213 0,66 238.448 0,66 278.974
7 2,64 45.186 2,63 21.666 0,66 263.229 0,66 323.977
8 2,64 42.653 2,63 23.300 0,67 263.981 0,66 331.738
9 2,63 44.223 2,63 22.363 0,66 265.361 0,66 340.666
10 2,64 39.718 2,63 22.709 0,66 234.088 0,66 350.530
Medaltal 2,63 42,072 2,63 21,063 0,66 253,75 0,66 316,41
Std. 0,01 4,30 0,00 1,89 0,00 15,54 0,00 25,233
RSD% 0 10 0 9 0 6 0 8
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Mynd 4-14. MRM krématogrom fyrir 10 innskot af homosysteini an

askorbinsyru og sitronusyru i proflausn.
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Mynd 4-15. MRM kromatogrom

af askorbinsyru og sitrénusyru

fyrir

i proflausn.
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Mynd 4-16. MRM kromatogrom

sitrénusyru i proflausn.

fyrir 10 innskot af folinsyru
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Mynd 4-17. MRM kromatogrom fyrir 10 innskot af folinsyru med 100pg/mL af

askorbinsyru og sitronusyru i proflausn.

4.4.4.Athugun & nakveemni og carryover mismunandi langra adferoa

Athugun var gerd & nakveemni tveggja mismunandi langra adferda og carryover
metid a milli peirra tveggja (10 og 23min) og einnar adferdar sem var enn lengri
(40min).

Athugun & ndkveemni tveggja mismunandi langra adferda

Tafla 4-5 synir nidurstddur félinsyru og hémosysteins fyrir rastima og flatarmal med
tveimur mismunandi [l6ngum adferdum, 10 og 23 min. Einnig ma sjé i téflunni reiknad
medaltal, Std og RSD%. Litill munur var a rastimum beggja efna milli adferda eins og
sja ma a toflunni. Nidurstédur syna hins vegar ad medalflatarmal beggja efna er hins
vegar steerra med 10.min adferdinni asamt pvi ad RSD% er laegra fyrir pa adferd.
Myndir 4-18 til 4-21 syna 6ll sex innskotin fyrir baedi efnin og badar adferdir.
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Tafla 4-5 Nidurstodur og utreikningar fyrir athugun & nékveemni
tveggjamismunandi langra adferda.
Félinsyra Homasystein
Innskot 10 min adferd 23 min adferd 10 min adferd 23 min adferd
Rastimi | Flatarmal | Rastimi | Flatarmal | Rastimi | Flatarmal | Rastimi | Flatarmal
[min] [min] [min] [min]
1 2,52 1.109 2,40 956 0,64 43.745 0,60 38516
2 2,53 1.215 2,41 771 0,65 46.020 0,61 42110
3 2,53 1.218 2,41 815 0,65 44,616 0,61 43810
4 2,56 1.325 2,43 644 0,65 43.854 0,60 41572
5 2,56 1.295 2,41 979 0,65 46.532 0,59 43019
6 2,55 1.261 2,40 927 0,65 47.219 0,60 44841
Medaltal 2.54 1.237 2.410 849 0,65 45.331 0,60 42311
Std. 0,02 76,04 0,01 129,38 0,00 1462,18 0,01 2197,17
RSD% 1% 6% 0% 15% 1% 3% 1% 5%
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Mynd 4-18. MRM krématogrom fyrir sex

aoferd.
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Mynd 4-19. MRM krématogrom fyrir

mindtna adferd.

sex innskot
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af hémdsysteini med 10.
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Mynd 4-20.

aoferd.

MRM kromatogrom fyrir sex
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Mynd 4-21. MRM krématogrom fyrir

mindtna adferd.

sex innskot
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af hémdsysteini med 23.



Athugun & carryover félinsyru og hdmoésysteins med mismunandi I6ngum adferdum

| to6flu 4-6 ma sja samantekt & flatarmali félinsyru og hémosysteins i préflausnum og
blonkum asamt atreiknudu carryover fyrir mismunandi lengdir adferda. Sja mé ad
leegsta carryover folinsyru var 11,4 % og fékkst med adferd sem var 40 minatur ad
lengd. Neestleegsta carryover félinsyru var 12,9 % sem fékkst med 23 minutna adferd
og haesta carryover félinsyru fékkst svo med 10 mindtna adferdinni og meeldist 17,6
% vid paer adstaedur. | somu toflu ma sja ad carryover homaésysteins var almennt litid
og var pad & bilinu 0,11 til 0,35 %. Leegsta carryover hdmaosysteins fékkst med adferd
sem var 23 minutur ad lengd og heesta carryover homosysteins fékkst med 40
minatna adferdinni. Myndir 4-22 til 4-27 syna MRM krématégrom fyrir folinsyru og

hémaosystein dsamt blénkum vid mismunandi lengdir adferda.
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Tafla 4-6. Flatarmal toppa félinsyru og hdémosysteins i proflausnum og

blonkum asamt Gtreiknudou RC gildi fyrir mismunandi lengdir adferda

10 minUtna adferd

Folinsyra | HOmOsystein

Flatarmal proflausnar 1224 47.219
Flatarmal blankur 216 87
RC [%] 17,6 0,18

23 minUtna adferd

Folinsyra | HOmOcystein

Flatarmal proflausnar 923 44.841
Flatarmal blankur 120 50
RC [%] 12,9 0,11

40 minUtna adferd

Folinsyra | HoOmOcystein

Flatarmal proflausnar 1.049 31.562
Flatarmal blankur 120 109
RC [%] 11,4 0,35
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Mynd 4-22. MRM kromatogram af folinsyru og blanki med 10 min adferd
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Mynd 4-23. MRM kromatogram af homaosysteini og blanki med 10 min adferd.
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A myndum 4-24 til 4-27 ma sja ad buid er ad minnka timaskalann ad tiu minGtum svo

ao toppar sjaist sem best.
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Mynd 4-24. MRM krématégram af folinsyru og blanki med 23 min adferd.
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Mynd 4-25. MRM kromatogram af homaosysteini og blanki med 23 min adferd
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Mynd 4-26. MRM kromatogram af folinsyru og blanki med 40 min adferd
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Mynd 4-27. MRM kromatogram af homaésysteini og blanki med 40 min adferd
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4.4.5.Athugun a carryover vid mismunandi styrk proflausna

Tafla 4-8 synir flatarmal toppa folinsyru i préflausnum og blonkum asamt reiknudu
carryover fyrir eftirfarandi styrki folinsyru; 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL og 1000
ng/mL. Eins og sja ma i toflunni fékkst leegsta RC gildi med proéflausn ad styrk 100
ng/mL. Vido peer adsteedur var carryover 9,5 %. Neestleegsta carryover fékkst med
préflausn ad styrk 1000 ng/mL og var carryover pa 14,3 %. Neest & eftir kom
préflausn ad styrk 10 ng/mL med carryover 47,7 % og haesta carryover fékkst med

préflausn ad styrk 1 ng/mL. Var carryover i pvi tilfelli 85,9 %.

Tafla 4-7. Flatarmal toppa félinsyru i fjorum préflausnum og blénkum asamt

reiknudu RC fyrir mismunandi styrk préoflausna

0,001pg/mL
Flatarmal proflausnar 490
Flatarmal blankur 421
RC [%] 85,9
0,01pg/mL
Flatarmal proflausnar 627
Flatarmal blankur 297
RC [%)] 47 4
0,1pug/mL
Flatarmal préflausnar 2032
Flatarmal blankur 194
RC [%)] 9,5
1pg/mL
Flatarmal proflausnar 9308
Flatarmal blankur 1331
RC [%] 14,3
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4.4.6.Athugun a carryover félinsyru med mismunandi stlum

Mynd 4-28 synir toppa félinsyru i préflausn og blanki pegar sulan Xbridge (C18
3,5um - 2,1 x 50mm) var notud til ad athuga carryover folinsyru. Flatarmal topps
folinsyru i proflausn var 6.270. Flatarmal topps folinsyru i blanki var 1804 og RC var
pvi 28,8%.
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Mynd 4-28. MRM krématogram af félinsyru og blanki vid athugun a carryover

med sulunni Xbridge (C18 3,5um - 2,1 x 50mm)
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A mynd 4-29 ma sja toppa félinsyru i proflausn og blanki pegar carryover félinsyru
var athugad med sulunni Symmetry Shield (RP8 3,5um - 2,1 x 50mm). Flatarmal
topps folinsyru i proflausn var 8.814 og flatarmal topps félinsyru i blanki var 2.180.

RC félinsyru vid pessar adsteedur var pvi 24,7%.
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Mynd 4-29. MRM krématégram af folinsyru og blanki vid athugun & carryover

med sulunni Symmetry Shield (RP8 3,5um - 2,1 x 50mm)
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Mynd 4-30 synir toppa félinsyru i proflausn og blanki pegar carryover var athugad

fyrir stluna Luna 3u (Phenyl-hexyl

3um - 2,0 x 50mm). A myndinni méa sja ad

flatarmal topps félinsyru i préflausn var 3.303 og flatarmal topps folinsyru i blanki var

326.

RC félinsyru vid pessar adstaedur var pvi 9,9 %.
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Mynd 4-30. MRM krématégram af folinsyru og blanki vid athugun & carryover

med sulunni Luna 3u (Phenyl-hexyl 3um - 2,0 x 50mm)
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4.4.7.Athugun a carryover foélinsyru med breytingum a skoli

innskotseiningar

Skolaoferd fyrir innspytingareiningu (e. injection unit), nénar tiltekid nal og
innskotsventil, var breytt til ad athuga hvort slikt myndi hafa &hrif & carryover
folinsyru. | toflu 4-9 ma sja flatarmal préflausna og blanka fyrir og eftir breytingu a
skoli og utreiknad carryover fyrir baedi skolin. Athuga skal ad proflausnirnar tveer voru
meeldar med ramlega manadar millibili. Eins og sést & téflunni var carryover minna
med Skoli 1 fyrir breytingu heldur en med Skoli 2 eftir breytingu. Med Skoli 1 var RC
6,0 % en eftir breytingu var pad 14,3 %. bad vard pvi 238 % auking a RC eftir ad

skolinu var breytt.

Tafla 4-8. Athugun & carryover folinsyru med breytingum & skoli

innskotseiningar

Skol 1
Flatarmal folinsyru i préflausn 39.718
Flatarmal folinsyru i blanki 2.399
RC [%] 6,0
Skol 2
Flatarmal folinsyru i préflausn 9.308
Flatarmal félinsyru i blanki 1.331
RC [%] 14,3
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4.4.8.Athugun a carryover folinsyru vio mismunandi syrustig

A mynd 4-31 ma sja MRM kromatogrom folinsyru i proflausn annars vegar og blanki
hins vegar pegar studpudinn 10 mM ammoniumbikarbénat (pH: 8,8) var notadur sem
ferdafasi. A myndinni ma sja ad flatarmal topps félinsyru i préflausn var 9.347 og
flatarmal topps folinsyru i blanki var 309. RC félinsyru er pvi 3,3 % vid pessar
adsteedur.
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Mynd 4-31. MRM kromatogrom folinsyru i proflausn og blanki pegar
studpudinn 10 mM ammoniumbikarbénat (pH: 8,8) var notadur i ferdafasa vid

athugun a carryover félinsyru vido mismunandi syrustig
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A mynd 4-32 ma sja MRM kromatégrom folinsyru i proflausn annars vegar og blanki

hins vegar pegar studpudinn 10 mM amméniumasetat (pH: 4,4) var notadur i

ferdafasa. A myndinni ma sja ad aftur komu tveir toppar eins og gerdist i lid X pegar

athugun for fram & mismunandi studpudum i ferdafasa. Sja ma ad flatarmal topps vid

rastimann 2,51 minutu er 5.707 og flatarmal topps i blanki med rastimann 2,53

minutur er 252. RC folinsyru vid pessar adstaedur i fyrrgreindum toppum er pvi 4,4 %.
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Mynd 4-32. MRM kromatégrom folinsyru i proflausn og blanki pegar

studpudinn 10 mM amméniumasetat (pH: 4,4) var notadur i ferdafasa vid

athugun a carryover félinsyru vido mismunandi syrustig
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A mynd 4-33 ma sja MRM kromatégrom félinsyru i proflausn og blanki pegar

studpudinn 10 mM ammoéniumformat (pH 3,2) var notadur i ferdafasa. A myndinni ma

sja ad flatarmal topps félinsyru i préflausn var 1.368 og flatarmal topps félinsyru i

blanki var 346. RC félinsyru vid pessar adsteedur var pvi 25,3 %.
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Mynd 4-33. MRM kromatégrom félinsyru i préflausn og blanki pegar

studpadinn 10 mM amméniumformat (pH 3,2) var notadur i ferdafasa vio

athugun a carryover félinsyru vio mismunandi syrustig
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A mynd 4-34 ma sja MRM kromatogrom félinsyru i proflausn og blanki pegar
studpudinn 0,1% maurasyra (pH: 2,6) var notud i ferdafasa. Sjd m& & myndinni ad
flatarmal topps folinsyru i proflausn var 6.270 og flatarmal topps folinsyru i blanki var
1804. RC folinsyru vid pessar adsteedur var pvi 28,8 %.
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Mynd 4-34. MRM kromatéogrom félinsyru i préflausn og blanki pegar
studpudinn 0,1% maurasyra (pH: 2,6) var notud i ferdafasa vid athugun a

carryover félinsyru vio mismunandi syrustig
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5. UMRAEDUR

5.1. Innsprautun a massagreini hdmocystein og félinsyra

Akvedid var ad athuga hvort jakveed jonun myndi ganga upp fyrir homdsystein,
félinsyru og Ang Il. Var slik akvoroun tekin par sem ymsar préadar adferdir fyrir pessi
efni hofou fundist og notudust peer margar hverjar vid ESI jonunaradferd og jakveeda
jonun (Cui et al., 2007; Koufopantelis et al., 2009; S. Li et al., 2008; Liang et al.,
2009; Persichilli, Gervasoni, lavarone, Zuppi, & Zappacosta, 2010; Wang et al.,
2008). Vio innsprautun a massagreini kom sidar i ljés ad vel gekk ad jona 6ll prju
efnin med jakvaedri jonun. Notudust Wang og félagar (2008) vio eftirfarandi MRM
umbreytingu homosysteins, 136,0 — 90,1, og var hun mjog naleegt MRM
umbreytingunni (135,8 — 89,7) sem akvedid var ad notast vid i pessu verkefni. |
sdmu rannsokn notudust Wang og félagar vio eftifarandi MRM umbreytingu
folinsyru, 442,3 — 295,1, og var hdn einnig mjog naleegt peirri MRM umbreytingu
(442,1 — 295,0) sem akvedid var ad notast vid i pessu verkefni. Cui og félagar
(2007) préudu HPLC-MS/MS adferd til magngreiningar & ymsum angiétensin
peptidum og notudust vid MRM umbreytinguna 349,6 — 255,2 fyrir Ang Il og téku
beir fram ad jonin vid m/z 349,6 veeri prijonud (H+3H)*". Vid innsprautun &
massagreini sast jonin vid m/z 349,5 og var hun prijonud eins og hja Cui og félégum.
Eftir ad jonin hafdi farid i gegnum é&rekstrarholfid sast jon vid m/z 254,9 en akvedid
var ad fylgjast frekar med joninni med m/z 135,9 sem détturjon. Vid innsprautun Ang
Il var einnig &hugaverd jon vid 523,7 sem var tvijonud og var pvi akvedid ad fylgjast

einnig med MRM umbreytingunni 523,7 — 263.

5.2. Mat a sulum fyrir HPLC-MS/MS

par sem homasystein virtist koma mjog fljétt at af sdlunni og folét eiga pad til ad
asogast nokkud fast a margar gerdir af HPLC sulum (Koufopantelis et al., 2009) var
akvedio ad athuga hvada ahrif fimm mismunandi sulur hefdu & flatarmal, rastima og
atlit folinsyru og homasysteins. Asteedan fyrir pvi ad Ang Il var ekki maelt i pessum

athugunum var su ad einungis var til 1mg af efninu og pvi var akvedid ad leysa ekki
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efnid upp fyrr en buid veeri ad athuga ahrif ymissa patta & félinsyru og homaosystein.
Sulan sem framkalladi steersta flatarmal beggja efna var SymmetryShield (RP8
3,5um-2,1 x 50mm). Lengsti rastimi efnanna beggja fékkst med sulunni Atlantis (T3
3um 2,1 x 100mm) og var vid pvi ad buast par sem hun er tvofalt lengri en hinar
sulurnar. Mest adgreining efnanna fékkst hins vegar med sulunni SunFire (C18
3,5um - 2,1x50mm), en grunnlina fyrir folinsyru var ekki naegilega goéd asamt pvi ad
toppur félinsyru hefdi getad litid betur Gt. Var s sula pvi ekki talin heppileg. Ut fra
nidurstodum ma pvi tella ad SymmetryShield sulan sé heppilegust vid pessar
meeliadsteedur. Steersta flatarmal beggja efna fékkst med henni, han framkalladi
naestmestu adgreininguna, grunnlinan var god fyrir baedi efnin og topparnir litu vel Gt.
Sulan XBridge var einnig alitleg par sem han framkalladi fina toppa beggja efna,
grunnlinan var nokkud jofn, po ekki jafhngéd og med SymmetryShield og adskilnadur

toppanna var finn med henni.

5.3. Ahrif hitastigs sulu & rastima

par sem homdsystein er amindsyra, og par af leidandi mjég skautud, var akvedio ad
athuga hvort breytingar & hitastigi sulu myndu hafa ahrif & rastima og adskilnad
beggja efnanna. EKki virtist muna miklu & rastima homaosysteins eftir pvi sem suluhita
var breytt og pvi var dkvedid ad hentugast yrdi ad notast vid stofuhita vid meelingar a
hémaosysteini par sem pad framkalladi minna umstang og minni timi feeri i ad stilla
suluna & annad hitastig. Pegar nidurstédur fyrir somu meelingar fyrir folinsyru voru
skodadar kom i lj6s ad MRM krématdégram fyrir 10°C var umtalsvert frabrugdid hinum
teimur hitastigunum. Par sem einungis eitt innskot fyrir hvert hitastig var meelt er erfitt
ad draga nidurstodur Ut fra meelingu sem er svona frabrugdin hinum tveimur. Kannski
geeti teekid ekki hafa verido komid i jafnveegi og sulan pa ekki heldur. Ef haegt veeri ad
taka mark a pessum nidurstooum parf ekki ad vera ad allir prir topparnir séu
félinsyra. Efnid geeti verid 6stéougt vid pessar adsteedur og ad verio veeri ad greina
is6form félinsyru. Pad mun pé purfa ad endurtaka pessar meelingar, og ef til vill meela
fleira en eitt innskot vid hvert hitastig, til ad heegt sé ad komast ad endanlegri
nidurstodu. Vegna pessa, og hversu litil ahrif hitastigbreytingar hofou & hdmaosystein,
var akvedio ad velja herbergishitann 20°C sem heppilegasta suluhitastigio.
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5.4. Mat a feroafosum fyrir HPLC-MS/MS

Akvedid var ad athuga ahrif fijpgurra mismunandi studpida fyrir neemni
hémdsysteins. Studpudar med mismunandi pH gildum geta haft umtalsvert ad segja
um hvort og hversu vel tekst ad jona efni. Vid mat & ferdafosum fyrir maelingu &
homaosysteini kom i ljos ad steersta flatarmal homaodsysteins meeldist pegar 0,1%
maurasyra (pH 2,6) var notud i ferdafasa. Var neemnin umtalsvert meiri vid pessar
adsteedur heldur en med hinum premur studpidunum. Geeti asteedan fyrir pvi verid
su ad hdmosystein er med prja jonanlega hopa. Sa fyrsti er veiki
karboxylsyruh6purinn og er pKa slikra syruh6pa & aminésyrum yfirleitt i kringum 2 -
2,4. Neestur er aminéhopurinn sem er med pKa i kringum 7,1. bridji hopurinn er
sulfidhopurinn sem er med pKa i kringum 10 (Beltowski, 2005). bessi pKa gildi skyra
ad vissu leiti muninn & flatarmali hdmasysteins i maelingunum. Efnid er ad mestu
plushladio vid mjog surar adsteedur, eins og paer voru pegar 0,1% maurasyran var
notud sem ferdafasi. Efnid verdur sidan 6hladio pegar svokoéllud tvitterjon myndast
pegar syruhépurinn missir vetnisatobm. Pegar horft er til ymissa HPLC-MS/MS
aoferda sem proadar hafa verio fyrir hdmdsystein ma sja ad margar peirra notast
einmitt vid svipad pH, og hér var notad, par sem maurasyra var iblondud vatni i
lagum styrk og notud i ferdafasa (Koufopantelis et al., 2009; S. Li et al., 2008; Nelson
et al., 2005; Persichilli et al., 2010).

Eftir ad hafa komist ad peirri nidurstoou ad notkun & 0,1% maurasyru i
ferdafasa framkalladi langmestu naemnina fyrir hbmaésystein var farid i ad meta hvada
ahrif somu studpudar hefdu & neemni félinsyru. Pegar MRM krématdgréfin voru
skodud kom i ljos ad besta neemnin fékkst fyrir félinsyru pegar 10mM af
ammoniumbikarbonati (pH 8,8) var notad i ferdafasann. Einnig syndu nidurstédurnar
ad naeemnin var ageet pegar 0,1% maurasyran var notud i ferdafasann, p6 aé neemnin
fyrir folinsyru veeri p6 ekki jafn géd og med 10mM amméniumbikarbdnati. Med
pessar nidurstodur fyrir hendi var pvi haegt ad draga pa alyktun ad 0,1% maurasyra
(pH 2,6) veeri heppilegust til notkunar i ferdafasa fyrir adferd sem aetti ad meela baedi

hémadsystein og folinsyru.
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5.5. Athugun a ahrifum andoxunarefnanna askorbinsyru

og sitronusyru & meelingar félinsyru og hdmosysteins
par sem folinsyra virtist hverfa Ur proflausn eftir pvi sem leid & daginn var akvedid ad
athuga hvort andoxunarefni hefdu &hrif & stédugleika hennar. Farid var i pad verk ad
bera saman tiu innskot folinsyru og homésysteins par sem dnnur préflausnin innihélt
andoxunarefnin askorbinsyru og sitrénusyru og hin proéflausnin innihélt hvorugt
andoxunarefnid. Nidurstodur syndu umtalsverdan mun a flatarmali folinsyru ef borin
voru saman medalflatarmal hennar med og &n andoxunarefnanna. Nidurstddurnar
gafu pvi til kynna félinsyran er vidkveem fyrir nidurbroti vegna oxunar og er pvi
naudsynlegt ad hafa andoxunarefnin i proflausnunum.

Eftir ad hafa skodad nidurstdédur fyrir folinsyru voru sému nidurstédur fyrir
hémosystein skodadar. Pbar sast ekki neerri pvi jafn mikill munur en virtist
medalflatarmal hdmaosysteins vera haerra pegar andoxunarefnin voru ekki notud. Er
pessum nidurstodum pvi ofugt fario ef paer eru bornar saman vid folinsyru. Var
munurinn a medalflatarmali p6 ekki neerri pvi jafn mikill og reyndist med félinsyru.
Med pessar nidurstodur fyrir hendi ma telja sem svo ad kostir pess ad baeta
andoxunarefnunum vid proéflausnirnar vegi pyngra en gallarnir par sem naudsynlegt
virdist ad beaeta andoxunarefnunum vid préflausnirnar til ad hindra oxun félinsyru.

Pegar Std. og RSD% voru skodud mead tilliti til rastima og flatarmals folinsyru
og hémésysteins kom i ljés ad mjog litil dreifa var & baedi rastima og flatarmali sem
pydir ad adferdin er mjog ndkveem.

5.6. Athugun a nakveemni og carryover mismunandi langra

aoferda

Eftir ad toppur uppgoétvadist i blanki vio sému MRM umbreytingu og notud var fyrir
félinsyru, og med sama rastima i MRM krématografinu, agaetlega mikio carryover
virtist vera til stadar fyrir folinsyru. bvi var dkvedid ad meta hversu mikid carryoverid
veeri. Nakveemni tveggja adferda af mismunandi lengd var athugud og var carryover
skodad med premur adferoum af mismunandi lengd. HOmoésystein var haft med i
pessum maelingum p6 svo ad ekkert sérstakt benti til pess ad slikt vandamal veeri til
stadar fyrir hdmédsysten. Mjog litil dreifa var a rastimum beggja efnanna med badum
adferdunum. Einnig var dreifan ekki mikil ef litid var a flatarmalin og pvi voru pessar

aoferdir nokkud nakveemar og carryover pvi ekki ad hafa mikil ahrif a nakveemni
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adferdanna. Enginn avinningur virtist vera af pvi ad lengja adferdina og virtist
nakveemnin af einhverjum ors6kum minnka pegar adferdin var lengd.

Eftir ad hafa metid ndkveemni adferdanna var carryover metid i pessum sému
adferoum auk pess sem pad var metid i adferd sem var 40 minutur ad lengd. RC var
reiknad og nidurstodur folinsyru syndu fram & ad carryover minnkadi eftir pvi sem
adferdin vard lengri og ma telja ad pad sé vegna pess ad sulan er skolud meira med
lengri adferdinni. Samkveemt heimildum & félinsyra pad til ad 4sogast nokkud vel ad
HPLC sulum (Koufopantelis et al., 2009) og getur pvi vel verid ad slikt sé ad gerast i
hér.

Eftir ad hafa skodad nidurstddur yfir carryover folinsyru voru nidurstédur fyrir
hémdsystein skodadar. Eins og vid var buist var umtalsvert minna carryover til stadar
par a bae og fylgdi pad ekki endilega lengd adferda. Laegsta carryover fékkst med 23
minutna adferdinni og pad naestleegsta fékkst med 10 mindtna adferdinni. RC med 10
minatna adferdinni var einungis 0,18% sem aetti ad pykja vel aseettanlegt.

Par sem munur & carryover félinsyru a milli mismunandi lengda adferda var
ekki mikill og varla pétti aseettanlegt ad hafa adferd, sem meeldi tvo efni, 23 eda 40
minatur ad lengd ad lokum akvedid ad 10 minutna adferdin veeri aseettanlegust af
pessum premur adferoum. Einnig studdu nidurstédur um nakveemni meeliadferdanna

p& &kvoroun par sem nakveemni 10 mindtna adferdarinnar virtist vel 4saettanleg.

5.7. Athugun a carryover vid mismunandi styrk préflausna

Eftir ad hafa komist ad peirri nidurstodou ad vandamal tengd carryover veeru helst
tengd folinsyrunni var &kvedid ad segja skilid vid slikar athuganir tengdar
hémaosysteini. Tekin var akvéroun um ad athuga hvada styrkleika folinsyru i proflausn
veeri hentugast ad nota vid meelingar. Einnig pétti athyglisvert ad vita hversu langt
nidur i styrkleika veeri haegt ad komast. Buist var vid pvi ad carryover myndi rdda
mestu um pad hveru lagt nidur veeri haegt ad fara i styrkleika félinsyru. Slik alyktun
var tekin par sem grunnlinan var yfirleitt nokkud stédug og toppurinn i blankinum var
yfirleitt mjog greinilegur. Pegar 1pug/mL lausnin var maeld reyndist RC vera 14,3%.
Pad laekkadi hins vegar nokkud vid ad minnka styrkinn nidur i 0,1ug/mL og reyndist
su lausn framkalla leegsta RC sem var 9,5%. Eftir pvi sem styrkur lausnarinnar var
leekkadur meira jokst carryover aftur og syndu nidurstédur ad heesta RC fékkst med

proflausn sem var 0,001pug/mL og reyndist RC vera vid peer adsteedur 85,9%. betta
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er mjog hatt RC og ma velta fyrir sér hvort petta sér i raun og veru hid rétta gildi par
sem kerfid geeti verid mengad af folinsyru fr4 sterkari synum. Hvort sem er, m& draga
p& alyktun ut fra peim nidurstddum sem liggja fyrir ad neaerri dmogulegt veeri ad meela

préflausnir med svona lagum styrk i sému keyrslu og sterkari proflausnir eru meeldar.

5.8. Athugun a carryover félinsyru med mismunandi sulum

par sem nidurstodur syndu fram & ad carryover minnkadi pegar adferdir voru lengdar,
og par med skol sulunnar aukid, var akvedid ad gera samanburd & carryover
folinsyru med notkun & premur mismunandi stulum. Sa sula sem framkalladi minnsta
carryover var Luna 3u (Phenyl-hexyl 3um - 2,0 x 50mm). Su sula hafdi ekki komid
vel ut ar samanburdi & milli salna fyrr i pessu verkefni en akvedio var athuga hvernig
han kaemi Gt Ur pessum samanburdi. Stodufasi hennar er nefnilega byggdur upp af
fenylh6p sem er tengdur vid hexylhdp. Pessi samsetning stédufasa er talin god fyrir
arématiskar sameindir asamt pvi ad alkylkedjan i hexylh6pnum bydur upp & svipada
notkun og sulur sem eru til deemis med Cg sem stddufasa. Reettist svona lika vel ut ar
pessum vangaveltum og minnkadi carryover umtalsvert og endadi RC i 9,9% med
pessari sulu & medan pad var 24,7% med SymmetryShield (RP8 3,5um - 2,1 x
50mm) og 28,8% med Xbridge (C18 3,5um - 2,1 x 50mm).

5.9. Athugun a carryover félinsyru med breytingum a skoli

innsprautunarbunadar

Eftir ad hafa gert ymsar athuganir a carryover, og pa sérstaklega hvad vardar sulur,
var akvedid ad athuga hvort aukning & skoli innsprautunarbinadar myndi minnka
carryover. Slikt vandamal getur nefnilega sprottio upp ef eitthvad af efninu situr eftir i
innsprautunarbunadinum og sést svo sem carryover toppur i blanki sem skotid er inn
a eftir proflausn. Vonast var til pess ad vid samanburd a pessum tveimur skolum, par
sem Skol 2 var med fjorfallt fleiri skolum eftir hvert innskot heldur en Skol 1, ad
carryover myndi minnka. Raunin vard onnur par sem RC jokst vid breytinguna og
reyndist Skol 1 pvi vera betri kostur. Hins vegar verdur ad taka til greina ad pegar
flatarmal toppanna med Skoli 1 og Skoli 2 eru borin saman ma sja umtalsverdan
mun. Maelingar med Skoli 1 og Skoli 2 voru ekki framkveemdar & sama degi en buist

var vid pvi ad nidurstodurnar veeru sambeerilegar par sem einungis veeri verid ad
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bera saman RC og pvi ekki verid ad bera saman akvedin flatarmal. Pad veeri pvi

athyglisvert ad skoda petta nanar og pa framkveema pessar meelingar & sama degi.

5.10. Athugun a carryover folinsyru vido mismunandi
syrustig

Eftir ad hafa framkveemt ymsar athuganir tengdar carryover félinsyru, par sem
syrustigid hafdi avallt verid hid sama, var akvedid ad gera athugun & pvi hvort munur
veeri a carryover folinsyru vid mismunandi syrustig studpuda. Vio pessa athugun
komu mj6g ahugaverdar nidurstdédur fram. Mesta carryover, og par med haesta RC
gildi, fékkst med notkun a 0,1% maurasyru (pH 2,6). Var petta einmitt pad syrustig
sem hafdi verid notad vid allar paer carryover meelingar sem a undan hoéfdu gengiod.
Legsta RC gildio fékkst hins vegar med notkun & studpudanum 10mM
ammoniumbikarbonati (pH: 8,8) og var pad einmitt s& studpudi sem framkalladi bestu
adsteedur fyrir félinsyru pegar studpudarnir voru bornir saman fyrr i pessu verkefni en

vard ekki fyrir valinu par sem hann kom verst Gt fyrir homaosystein.
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6. ALYKTANIR

I pessari rannsokn var proud meeliadferd til meelingar & folinsyru og homdsysteini.
Adferdin var nakveem og mjog litil dreifa var & rastima og flatarmali beggja efna.
Folinsyra syndi litinn stddugleika i proflausnunum og nadist ad vinna bug a peim
vanda med pvi ad auka stodugleika hennar. Var pad gert med pvi ad beeta
andoxunarefnum vid préflausnirnar og syndu meelingar ad mjog mikill munur var &
milli flatarmals folinsyru med og an andoxunarefna. Homoésystein virtist hins vegar
vera nokkud stodugt i préflausununum og myndi ekki reynast nein po6rf & ad hafa pau
efni i préflausn sem innihéldi einungis homaosystein.

Carryover athuganir leiddu i lj6s ad carryover var nokkud mikid hja félinsyru en
aftur & moéti mjog litid hja homoésysteini. Vid frekari rannsoknir var fundid ut ad
félinsyran virtist adsogast nokkud fast ad stédufasa sulunnar og pa sérstakega vid
lagt syrustig. Fundin var sula sem folinsyran adsogadist ekki jafn fast ad og eins sast

umtalsverdur munur ef syrustigid var heekkad.
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