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ÁGRIP 

 

Þróun á HPLC-MS/MS aðferð til magngreiningar á fólinsýru og 

hómósysteini 

Hómósystein er amínósýra sem skipar stórt hlutverk í efnaskiptum fólata og 

meþíóníns. Hefur um langt skeið verið horft á hækkaðan styrk þess í blóðvökva sem 

stóran áhættuþátt tengdan ýmsum sjúkdómum á borð við hjarta- og æðasjúkdómum. 

Fólinsýra er hluti af fólatfjölskyldunni sem samanstendur af vatnsleysanlegum B9 

vítamínum. Fólöt eru nauðsynleg fyrir myndun og viðgerðir á DNA og fyrir 

frumuskiptingu. Helstu afleiðingar fólatskorts eru risakímfrumublóðleysi, fósturgallar á 

borð við taugarörsgalla og jafnvel taugaskaði ef fólatskortur hefur verið viðvarandi. 

Fólöt þyggja eins kolefna hópa frá gjafasameindum og flytja þá áfram í gegnum ýmsa 

efnaferla. Þar sem þörf er á fólötum við endurmeþýlun hómósysteins aftur yfir í 

meþíónín er aukinn styrku hómósysteins eitt af fyrstu einkennum fólatskorts.  

Angíótensín II er virkt átta amínósýra peptíð sem er hluti af Renín-angíótensín 

kerfinu. Peptíðið skipar stórt hlutverk í stjórnun á vökva- og saltbúskap líkamans og 

veldur æðaþrengingu og losun á aldósteróni. 

 Aðferð var þróuð á HPLC-MS/MS tæki með rafúðajónun fyrir magngreiningu á 

fólinsýru og hómósysteini. Jákvæð jónun var notuð. Einnig var angíótensín II 

sprautað inn á massagreininn en ekki náðist að vinna meira með það efni. 

Rannsökuð voru áhrif ýmissa breyta á mælingar fólinsýru og hómósysteins ásamt því 

að athuguð voru áhrif andoxunarefna á stöðugleika efnanna tveggja. Áhrif 

mismunandi breyta, annars vegar tengdum súlunni og hins vegar 

innsprautunarbúnaðinum, voru einnig rannsökuð í tengslum við athuganir á carryover 

fólinsýru og hómósysteins. Niðurstöður sýndu fram á að fólinsýra væri óstöðug vegna 

oxunar og juku andoxunarefni á stöðugleika hennar. Hómósystein sýndi hins vegar 

meiri stöðugleika. Einnig sýndu niðustöður fram á að nokkurt carryover var til staðar 

hjá fólinsýru og virtist vandamálið aðallega tengjast föstu ásogi fólinsýru á súlur. 
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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 B9. 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 II is an active eight amino acid peptide. It is a part of the 

Renin-angiotensin system. Angiotensin II 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 

quantification of folic acid and homocysteine. Positive ion-mode was used. 

Angiotensin II was infused into the spectrometer but further analysis with angiotensin 

II 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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LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR 

 

ACE   Angíótensín breyti ensím (e. Angiotensine convertng enzyme) 

ACE-2  Angíótensín breyti ensím-2 

Ang I   Angíótensín I 

Ang II   Angíótensín II 

Ang III   Angíótensín III 

Ang IV  Angíótensín IV 

Ang 1-7  Angíótensín 1-7 

Ang 1-9  Angíótensín 1-9 

AT1   Angíótensín II viðtaka týpa 1 

AT2   Angíótensín II viðtaka týpa 2 

ESI   Rafúðajónun (e. electrospray ionization) 

BHMT   Betaín hómósystein meþýltransferasi (e. betain homocysteine 

methyltransferase) 

CBS   Systaþíónín β-synthasi (e. cystathionine β-synthase) 

HPLC   Háþrýstivökvaskilja (e. High-performance liquid chromatography) 

HPLC-MS  Háþrýstivökvaskilja tengd við massagreini 

HPLC-MS/MS Háþrýstivökvaskilja tengd við tvöfaldan massagreini 
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MS   Meþíónín synthasi (e. methionine synthase) 

MS/MS  Þrefaldur fjórpólsmassagreinir (e. Triple quadrupole mass  

spectrometer) 

NEP   Neutral endópeptídasi (e. Neurtral endopeptidase) 

RAS   Renín angíótensín kerfið (e. Renin angiotensin system) 

RIA Geislaónæmismæling (e. radioimmunoassay) 

RSD% Hlutfallslegt staðalfrávik (e. relative standard deviation) 

Std.   Staðalfrávik (e. standard deviation) 

tHcy   Heildarþéttni hómósysteins (e. total homocysteine) 
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1. INNGANGUR 

1.1. Hómósystein 

Hómósystein er amínósýra sem var fyrst lýst árið 1932. Þá var amínósýran meþíónín 

meðhöndluð með brennisteinssýru og úr fékkst hómósystein (Butz & du Vigneaud, 

1932) sem er amínósýra með hvarfgjörnum súlfhýdrýlhóp sem myndar gjarnan 

tvísúlfíðbrýr. Hún er ekki próteinmyndandi amínósýra heldur er hún náskyld 

meþíóníni og cysteini sem eru mikilvægar próteinmyndandi amínósýrur vegna 

tvísúlfíðbrúa sem þær mynda. Hómósystein fæst ekki með fæðu og því þarf að 

mynda hana út frá meþíóníni. Er það eina þekkta myndunarferli hómósysteins í 

líkamanum (H. Blom & Smulders, 2011; Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007). 

Meþíónín er ekki hægt að mynda í líkamanum og því þarf að fá hana úr fæðu. Hægt 

að finna hana í nokkru magni í kjöti, sjávarafurðum, mjólkurvörum og eggjum. Hins 

vegar er yfirleitt lítið um meþíónín í grænmeti og ávöxtum með örfáum 

undantekningum. Meira að segja baunir, sem eru nokkuð próteinríkar, innihalda mun 

minna magn meþíóníns en dýraafurðir (Finkelstein, 1990). Mynd 1-1 sýnir byggingu 

amínósýranna hómósysteins, systeins og meþíóníns og hversu líkar efnabyggingar 

þeirra eru. 

 

 

Mynd 1-1 Efnabyggingar amínósýranna hómósystein, systein og meþíónín. Sjá 

má líkindi í byggingu þessara amínósýra og eins má sjá hvarfgjarna 

súlfhýdrýlhópa þeirra. 
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1.1.1. Hómósystein í líkamanum 

Inni í frumum, og aðallega lifrarfrumum, fer fram myndun og niðurbrot hómósysteins 

(Per Magne Ueland, Refsum, & Brattstrom, 1992). Þar er sameindin á afoxuðu fríu 

formi (H. J. Blom, 2000). Styrkur hómósysteins í blóðvökva stjórnast af leka þess út 

úr frumunum og hafa ýmsir þættir, eins og virkni hvata og þéttni hjálparþátta, áhrif á 

magn leka hómósysteins út úr frumunum (Per Magne Ueland et al., 1992). Þegar 

hómósystein hefur lekið út í blóðvökvann getur það tekið á sig nokkur form þar sem 

afoxaða fría formið er í miklum minnihluta. Þetta er vegna þess að hómósystein ber 

hvarfgjarnan súlfhýdrýlhóp og hefur hann því tilhneygingu til að mynda tvísúlfíðbrýr 

við slíka hópa. Í blóðvökva er mestur hluti hómósysteins bundinn við prótein með 

tvísúlfíðbrúm og er um það bil 80-85% hómósysteins í blóðvökva bundin albúmíni. 

Um það bil 10-15% eru í formi blandaðra tvísúlfíða en aðeins örlítill hluti, eða <1%, er 

á fríu afoxuðu formi. Þessi svokölluðu blönduðu tvísúlfíðtengi eru oftast annað hvort 

hómósystein og systein saman eða tvær hómósysteinsameindir bundnar saman. 

Kallast tvísúlfíð tveggja hómósysteinsameinda hómósystín (Per Magne Ueland et al., 

1992).  

Aldur, kyn, tíðarhvörf og fleiri lífeðlisfræðilegir þættir hafa áhrif á styrk 

hómósysteins í blóðvökva. Hjá báðum kynjum eykst styrkur þess með auknum aldri. 

Börn undir kynþroskaaldri af báðum kynjum hafa lágan styrk í blóðvökva og er lítill 

munur á milli kynjanna. Meðalgildi þeirra er 6 µmól/L (Bates, Mansoor, Gregory, 

Pentiev, & Prentice, 2002; Minniti, Cerone, Piana, Armani, & Lorini, 2000; van 

Beynum, Smeitink, den Heijer, te Poele Pothoff, & Blom, 1999). Á meðan á 

kynþroska stendur eykst styrkur hómósysteins, þó meira hjá strákum en stelpum 

(Bates et al., 2002; Jacques et al., 1999; Osganian Sk & et al., 1999). Í gegnum lífið 

hækkar hómósystein hjá meðalmanneskju um 3-5 µmól/L. Við aldurinn 40-42 ára er 

munurinn á milli kynjanna aftur búinn að minnka og er um það bil 2 µmól/L munur á 

milli kynjanna. Meðalstyrkur hjá fólki sem er 40-42 ára er 11 µmól/L hjá körlum og 

9µmól/L hjá konum (Bates et al., 2002; Nygård O & et al., 1995). Algengt er að gefin 

séu upp viðmiðunargildi hjá rannsóknarstofum sem mæla hómósystein í blóðvökva. 

Eru þau viðmiðunargildi nálægt 5-17µmól/L eftir föstu og meðalgildi er um það bil 

10µmól/L. (Árnadóttir, 1997).  
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1.1.2. Mælingar á hómósysteini  

Hefðbundnar magngreiningar á hómósysteini mæla yfirleitt heildarþéttni 

hómósysteins (e. total homocysteine, tHcy) í blóðvökva. Stundum eru mæld sýni úr 

mænuvökva en sjaldan úr þvagi (Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007). Oftast er 

mæld tHcy í staðinn fyrir mælingu á ákveðnum gerðum af blönduðum tvísúlfíðum eða 

prótínbundnu hómósysteini.  Er efnið þá mælt á fríu og afoxuðu formi. Þetta er gert 

vegna þess að skiptingin á milli hinna mismunandi forma hómósysteins er mjög 

óstöðug in vitro (Per Magne Ueland et al., 1992). Útskilnaður þess með þvagi er ekki 

mikill þar sem einungis 1% af því sem síað er í gauklum er skilið út með þvagi. Hins 

vegar er nokkuð hærra hlutfall tvísúlfíðsins hómosystíns sem finnst í þvagi 

(Guttormsen, Ueland, Svarstad, & Refsum, 1997).  

Eftir að blóðtaka hefur farið fram og blóðsýnið er geymt við stofuhita lekur 

hómósystein úr rauðum blóðkornum. Þetta veldur hækkun á tHcy og jafnframt 

skekkju í mælingum. Til að varnast þessu er rétt að setja blóðsýnið strax á ís og það 

skilið að innan hálftíma til klukkutíma (Árnadóttir, 1997; Olafsdottir et al., 2001; P M 

Ueland et al., 1993). 

1.1.3. Efnaskipti hómósysteins 

Hlutverk hómósysteins er að vera milliefni í efnaferlum meþíóníns. Þegar 

hómósystein hefur myndast getur það farið eftir tveimur mismunandi ferlum. Annars 

vegar getur það farið niður transsulphuration ferilinn þar sem það er óafturkræft brotið 

niður í systein og hins vegar getur það farið eftir endurmeþýlunarferlinum þar sem 

það er endurmeþýlerað aftur yfir í meþíónín. Stjórnun á því hvort hómósystein er 

endurmeþýlerað aftur yfir í meþíónín eða brotið niður í systein fer að öllum líkindum 

eftir meþíónínbirgðum líkamans. Ef skortur er á meþíóníni fer hómosystein eftir 

endurmeþýlunarferlinum en ef offramboð er á meþíóníni fer hómósystein eftir 

transsulphuration ferlinum (H. Blom & Smulders, 2011).  

Þrjú ensím eru beintengd við efnaskipti hómósysteins. Þau eru meþíónín 

synthasi (MS), sem hvetur endrumeþýlun hómósysteins aftur yfir í meþíónín, 

systaþíónín β-synthasi (CBS), sem er fyrsta ensímið í niðurbroti hómósysteins yfir í 

systein, og betaín hómócystein metýltransferasi (BHMT), sem hvetur endurmeþýlun 

hómósysteins, aðallega í lifrinni. Vítamínin B6 og B12 eru kófaktorar þessara ensíma 

og fólöt eru myndefni í endurmeþýlunarferlinum. Truflun á þessum efnaskiptum, 

annað hvort vegna genaháðra ensímgalla eða vöntunar á kófaktorum, veldur því 
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jafnan að hómósystein safnast upp í frumum sem veldur svo uppsöfnun þess í 

blóðrásinni (Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007). Mynd 1-2 sýnir efnaskipti 

hómósysteins og hvernig efnaskipti meþíóníns og fólata tengjast saman ásamt 

hvötum sem tengjast efnaferlunum. 

 

 

Mynd 1-2 : Efnaskipti hómósysteins (Hcy). Myndin sýnir hvernig efnaskipti Hcy,   

meþíóníns og fólata tengjast saman og þá hvata, ensím og B-vítamín, sem 

beintengdir eru við efnaskipti Hcy. MS: Meþíónín synthasi, CBS: systaþíónín β-

synthasi og BHMT: betaín hómócystein  metýltransferasi. Mynd aðlöguð og 

þýdd á íslensku  (Durand, Prost, Loreau, Lussier-Cacan, & Blache, 2001). 

 

 

1.1.4. Hómósystein og sjúkdómar 
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Þar sem hómósystein skipar stórt hlutverk í efnaskiptum fólata og meþíóníns hefur 

um langt skeið verið horft á hækkaðan styrk þess í sermi sem stóran áhættuþátt 

tengdan ýmsum sjúkdómum. Helst er þá horft til hjarta- og æðasjúkdóma (Robinson, 

2000), taugarörsgalla (e. neural tube defect) og fleiri sjúkdóma (Bolander-Gouaille & 

Bottiglieri, 2007).  

Hugmyndin um að hár styrkur hómócysteins í sermi gæti verið stór 

áhættuþáttur hófst með umræðunni um hómócystinmigu árið 1962. Sjúklingar í þeim 

tilfellum voru með genagalla sem olli umtalsverðri hækkun á styrk hómócysteins í 

sermi og dímeran hómósystine fannst í háum styrk í þvagi þeirra. Voru þessir 

sjúklingar í mikilli áhættu fyrir blóðtappamyndun og sýndu sjúklingar einkenni 

þroskahömlunar (Carson & Neill, 1962; Gerritsen, Vaughn, & Waisman, 1962). Árið 

1964 var algengasta ensímgallanum sem ábyrgur er fyrir hómósystinmigu lýst og var 

hann galli á ensíminu CBS (Mudd, Finkelstein, Irreverre, & Laster, 1964). Í kjölfarið 

var meinafræðinni gerð skil (McCully, 1969) og kenning um tengsl hómósysteins og 

æðakölkunar myndaðist. Við myndun kenningarinnar sáust tengsl milli mjög hás 

styrks hómósysteins í blóðvökva (e. plasma) og ótímabærrar æðakölkunar (McCully 

& Wilson, 1975). Alvarlegir gallar í öðrum ensímum tengdum efnaskiptum 

hómósysteins eins og til dæmis á MS voru síðar uppgötvaðir. Þessir gallar áttu það 

sameiginlegt að þeim fylgdi hómósystínmiga, æðasjúkdómar og jafnvel geðtruflanir 

(Haworth et al., 1993; Mudd, Uhlendorf, Freeman, Finkelstein, & Shih, 1972; Rozen, 

1996). Þessar niðurstöður ruddu veginn fyrir klínískum og faraldsfræðilegum 

rannsóknum sem skoðuðu hvort mildari aukning á hómósysteini væru einnig tengdar 

þessum sjúkdómum. Faraldsfræðilegar rannsóknir sýndu fram á samband milli 

mildrar aukningar á styrk hómósystens í blóðvökva og æðakölkunar, taugarörsgalla 

(e. neural tube defect), annarra fæðingargalla, ýmissa taugageðskvilla og jafnvel 

skilvitlegs (e. cognitive) skaða hjá eldra fólki (Bolander-Gouaille & Bottiglieri, 2007). 

Ýmsar rannsóknir hafa einbeitt sér að aðgerðum til lækkunar á tHcy og hvort slík 

inngrip minnki áhættuna á fyrrgreindum kvillum. Þegar hækkað tHcy stafar af 

vítamínskorti er að sjálfsögðu rétt að bæta úr skortinum. Fjöldi rannsókna hefur sýnt 

að fólinsýra, B6 og B12 lækka tHcy (Per Magne Ueland et al., 1992). Hins vegar hafa 

rannsóknir ekki verið sammála um hvort aðgerðir til lækkunar á tHcy í blóðvökva með 

bætiefnum á borð við fólinsýru, B12 og B6 dragi úr þróun æðabreytinga (Árnadóttir, 

1997; Lonn et al., 2006).  
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1.2. Fólinsýra 

Fólinsýra er vatnsleysanlegt B9 vítamín sem er hluti af fólatfjölskyldunni. Sú fjölskylda 

samanstendur annars vegar af náttúrulegum afoxuðum fólötum sem finnast í 

náttúrunni og hins vegar af fólinsýru sem er smíðað og oxað form fólata. Hana er 

aðallega er að finna sem fæðubótarefni, íbættri í matvæli og sem lyf.  Fólöt eru 

mikilvæg heilsu manna þar sem þau þjóna hlutverki kóensíma í ýmsum eins kolefna 

efnaferlum (e. one carbon metabolism).  

1.2.1. Efnaskipti fólata 

Fólöt þyggja eins kolefna hópa frá gjafasameindum og flytja þá áfram í gegnum ýmsa 

efnaferla (Scott & Weir, 1994). Inni í frumum eru fólöt á afoxuðu formi samföst 

fjölglútamýl keðju. Þar eru þau blanda af ósetnum fjölglútamýl tetrahýdrófólötum og 

ýmsum setnum eins kolefna gerðum af af fjölglútamýl tetrahýdrófólötum þar sem eins 

kolefna hópar sitja á staðsetningum N5 og/eða N10. Dæmi um algeng setin fólöt eru 

10-formýl-, 5,10-meþýl- og 5-meþýltetrahýdrófólat. Afoxuðu gerðir af vítamíninu, og 

þá sérstaklega ósetnu tvíhýdró- og tetrahýdró fólötin, eru efnafræðilega óstöðug. Þau 

er auðkljúfanleg  milli C-9 og N-10 tengisins og myndast við það setið pteridín og p-

amínóbenzoylglútamat, sem hafa enga líffræðilega virkni (Blakeley, 1969). Með því 

að eins kolefna hópur setjist á hópa N-5 eða N-10 minnka líkurnar á klofningi. Þó eru 

ásetin form einnig næm fyrir efnafræðilegri umröðum vegna oxunar og þar af leiðandi 

missa þau virkni sína (Blakeley, 1969).  

Náttúruleg fólöt missa hratt virkni í matvælum yfir daga eða vikur. Sá missir sem 

verður á virkni fólata í fæðu fer aðallega fram við uppskeru, geymslu, vinnslu og 

eldun. Helmingur og jafnvel þrír fjórðu af upphaflegri fólatvirkni getur tapast við þessi 

ferli. Þetta á ekki við um fólinsýruna. Hún er smíðað form fólata og hefur fólinsýra 

mun meiri stöðugleika og getur verið alveg stöðug í nokkra mánuði og jafnvel ár.  Hjá 

henni er pteridín hringurinn (2-amínó-4-hýdroxýpteridín) ekki afoxaður sem gerir hann 

mjög stöðugan gagnvart oxun. Hins vegar er fólinsýra afoxuð inni í frumum af 

ensíminu díhýdrófólat redúktasa yfir í dí- og tetrahýdrógerðir. Þetta á sér stað inni í 

frumum slímhúðar þarma og er 5-meþýltetrahýdrófólat losað út í bóðrásina (Blakeley, 

1969; Food and agriculture organization of the United nations).  

Náttúruleg fólöt sem finnast í matvælum eru öll tengd fjölglútamýlkeðju sem 

inniheldur mismunandi margar glútamicsýrur sem fer eftir tegund matar. Þessi 
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glýtamýlkeðja er fjarlægð af ensíminu fólat konjúgasa þegar fólötin komast yfir 

slímhúð þarmanna og fólat mónóglútamat er frásogað (Scott & Weir, 1994). Aðalform 

fólata sem kemst yfir í blóðrásina er 5-meþýltetrahýdrófólat mónóglútamat. Hins 

vegar er takmörkun á því hvað kerfið þolir. Ef nægilegt magn af fólinsýru er gefin um 

munn, er hægt að greina óbreytta fólinsýru í blóðrásinni. Fólinsýran er þaðan tekin 

upp af frumum og afoxuð yfir í tetrahýdrófólat af díhýdrófólat redúktasa (Kelly, 

McPartlin, Goggins, Weir, & Scott, 1997).  

Aðgengi náttúrulegra fólata er undir áhrifum af fjarlægingu fjölglýtamat keðjunnar af 

conjugasa í þörmum. Þetta ferli minnkar aðgengi náttúrulegra fólata um allt að 25-

50%. Aftur á móti hefur fólinsýra aðgengi sem er allt að 100% (Cuskelly, McNulty, & 

Scott, 1996; Gregory, 1997).  

Virk fólöt hafa eins kolefna hópa sem fengnir eru frá mismunandi forverum eins og 

serín, N-formínó-L-glútamat, fólat og fleiri. Þegar náttúruleg fólöt eru á forminu 10-

formýltetrahýdrófólat er formýl hópurinn fluttur yfir á C-2 og C-8 í púrín hringnum á 

meðan á efnasmíðun hans stendur yfir. Einnig er breyting díoxýuridate (forvera RNA) 

yfir í thimidylate (forvera DNA) hvötuð af thymidilate synthasa, sem þarf á 5,10-

meþýltetrahýdrófólati að halda. Þess vegna eru fólöt á sínu afoxaða og fjölglútamýl 

formi nauðsynleg fyrir smíðun á DNA. 5,10-meþýltetrahýdrófólat getur einnig tekið 

þátt í meþýlunarhringnum (Scott & Weir, 1994). Sá hringur hefur tvö hlutverk, annars 

vegar að sjá til þess að frumur hafi ávalt nægilegar byrgðir af S-adenósýlmeþíóníni, 

sem er virkt form meþíóníns og þjónar hlutverki meþýlgjafa fyrir margar gerðir 

meþýltransferasa. Þessi ensím færa meþýlhópa á ýmsar gerðir efna eins og til 

dæmis lípíð, hormón, DNA, prótein og fleiri. Eitt mikilvægt ferli tengt þessu er færsla 

meþýlhóps á mýelín basic prótein, sem þjónar hlutverki einangrunar fyrir 

taugafrumur. Þegar truflun verður á meþýlunarhringnum er það vegna skorts á B12 

vítamíni, sem er ein helsta orsök á eyðingu mýelíns tauga sem orsakar taugakvilla 

sem geta leitt til hreyfiglöpunar, lömunar og ef ekki er gert neitt í ástandinu til dauða. 

Aðrir mikilvægir meþýltransferasar stilla af DNA og frumuskiptingu (Food and 

agriculture organization of the United nations).  

Í lifrinni þjónar meþýlunarhringurinn því hlutverki að brjóta niður meþíónín. Meþíónín 

er lífsnauðsynleg amínósýra í mönnum og er til staðar í mataræði fólks í þróuðum 

löndum í yfir um það bil 60% hærri styrk en er þörf á til próteinmyndunar og annarra 

nota. Aukalegt meþíónín er brotið niður í hómósystein, sem getur annað hvort verið 

brotið niður í súlfat og pýruvat, með síðara efnið notað fyrir orku, eða 
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endurmeþýlerað yfir í meþíónín. Þörfin fyrir að viðhalda styrk S-adenósýlmeþíónín í 

frumum er tengd magni magni hómósysteins sem er endurmeþýlerað yfir í meþíónín. 

(Food and agriculture organization of the United nations). Mynd 1-3 sýnir byggingu 

oxaða fólatsins fólinsýru ásamt algengustu náttúrulegu fólötunum.   



  

9 
 

 

Mynd 1-3: Fólinsýra og algengustu náttúrulegu fólötin. Myndin sýnir annars 

vegar efnabyggingu fólinsýru, sem er að fullu oxað og smíðað form fólata, og 

hins vegar efnabyggingu algengustu náttúrulegu fólatanna. 
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1.2.2. Afleiðing fólatskorts 

Skortur á fólötum leiðir til ýmissa kvilla tengdum skertri frumuskiptingu, breytingum á 

próteinmyndun og breytingum á myndun og viðgerðum á DNA. Slík áhrif geta leitt til 

taugarörsgalla (e. neural tube defect) fósturs (Hibbard & Smithells, 1965; Smithells, 

Sheppard, & Schorah, 1976), blóðleysis (e. megaloblast anemia) (Lindenbaum & 

Allen, 1995), taugaskaða (Botez, 1976), krabbameinsmyndunar (Bailey, 2009; 

Weinstein et al., 2003).  

Bæði DNA- og meþýlunarferlarnir endurmynda tetrahýdrófólat. Hins vegar er  nokkurt 

niðurbrot á fólati (McPartlin, Halligan, Scott, Darling, & Weir, 1993) ásamt því að fólöt 

tapast með þvagi, svita og galli. Það er því nauðsynlegt að endurhlaða birgðir 

líkamans af fólati í gegnum mataræði. Ef ekki er nægilegt magn fólata í líkamanum 

minnkar virkni bæði DNA- og meþýlunarferlanna. Minnkuð virkni tengd DNA veldur 

minni myndun á DNA og þar af leiðandi hægist á frumuskiptingu. Þessar afleiðingar 

er hægt að sjá á öllum frumum þó þær komið augljósast fram hjá frumum sem skipta 

sér hratt, eins og til dæmis myndun rauðra blóðkorna, sem veldur blóðleysi, frumur 

fósturs í örum vexti sem getur valdið taugarörsgöllum ásamt öðrum fósturgöllum. 

Framleiðsla annarra frumna í beinmergi minnkar einnig og getur það valdið 

hvítfrumnaskorti og blóðflagnafæð. Hæging á DNA ferlinu leiðir því til aukinnar 

áhættu á sýkingum, minnkun á storknun blóðs og fleiri þáttum sem tengjast örum 

frumuvexti. Einnig hægist á meþýlunarferlinu þó að DNA hringurinn virðist vera 

viðkvæmari. Augljósasta breytingin sem hægt er að sjá þegar hægist á 

meþýlunarferlinu er aukning á hómósysteini í blóði. Þetta gerist vegna minnkunar á 

mögulegum meþýlhópum sem 5-meþýltetrahýdrófólat veitir og eru nauðsynlegir fyrir 

endurmeþýlun hómósysteins yfir í meþíónín (Selhub, Jacques, Wilson, Rush, & 

Rosenberg, 1993).  

Þar sem tengsl eru á milli fólata og taugarörsgalla hafa stjórnvöld ýmissa landa mælt 

með því að konur á barneignaraldri innbyrði 400µg af fólinsýru á dag (Centers for 

disease control and prevention, 2012; Embætti landlæknis, 2008). Bandaríkin bæta 

fólinsýru út í ýmis matvæli til að auka inntöku kvenna á barneignaraldri á fólinsýru og 

minnka þar með tilfellum taugarörsgalla og auka fólatstyrk rauðra blóðkorna. Þar 

innihalda allar kornvörur 140µg af fólinsýru fyrir hver 100g af kornvöru. Þetta eykur 
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inntöku meðalkonu í Bandaríkjunum á fólinsýru um 100µg á dag að meðaltali 

(Choumenkovitch et al., 2002; Daly et al., 1997).  

Skortur á fólötum getur komið til vegna nokkurra ástæðna. Þær algengustu eru að 

ekki fæst nægilegt magn með fæðunni og á þá aðallega við um fólk sem borðar ekki 

nægilega mikið af ávöxtum og grænmeti og einnig greinist þetta hjá 

áfengissjúklingum. Fólatskortur getur einnig komið til vegna aukinnar þarfar á fólötum 

eins og til dæmis við meðgöngu og hjá ungabörnum. Lélegt frásog í þörmunum getur 

valdið skorti á fólötum. Ýmis lyf geta einnig haft áhrif og má þar til dæmis nefna 

krabbameins- og gigtarlyfið methotrexate (National institute for health and care 

excellence, 2008).   

1.2.3. Mælingar á fólinsýru 

Við mælingar á fólinsýru er miðað við að styrkur fólinsýru í blóðvökva sé á bilinu 3-16 

ng/mL (Central manchester and manchester children´s university hospitals, 2008). Þó 

er ráðlagt að styrkur fólinsýru í blóðvökva fari yfir 5 ng/mL (University of Kentucky, 

2006).  

1.3. Angiotensin II 

Renín-angíótensín kerfið (e. Renin-angiotensin system, RAS) skipar stórt og 

mikilvægt hlutverk í blóði og vefjum (Kramkowski, Mogielnicki, & Buczko, 2006; Paul, 

Poyan Mehr, & Kreutz, 2006; Ruiz-Ortega, Esteban, & Egido, 2007). Eftir því sem 

RAS hefur verið rannsakað meira hefur komið í ljós, með uppgötvun nýrra virkra 

þátta og ferla, að það er mun flóknara en áður var haldið (Donoghue et al., 2000; 

Faure et al., 2006; Santos & Ferreira, 2007; Siejka, Melen-Mucha, Mucha, & 

Pawlikowski, 2006). Forveri RAS kerfisins er angíótensínógen. Efnið er meðlimur 

serpín fjölskyldunnar og er losað út í blóðrásina af lifrinni. Angíótensínógen inniheldur 

452 amínósýrur, en 12 fyrstu amínósýrurnar eru þær sem mestu máli skipta (Vargas, 

Rodríguez-Gómez, Vargas-Tendero, Jimenez, & Montiel, 2012). Angíótensínógen er 

klofið af ensíminu renín og við það myndast óvirka 10 amínósýra peptíðið 

angíótensín I (Ang-I).  Ang-I er síðan klofið af angíótensín-breyti ensími (e. 

angiotensin converting enzyme, ACE) og við það myndast angíótensín II (Ang-II) sem 

er virkt peptíð með átta amínósýrum. Ang-I er einnig klofið af ensíminu neutral 

endopeptídasa (NEP), til að mynda angíótensín 1-7, og af angíótensín-breytiensími 2 

(ACE-2), til að mynda angíótensín 1-9 (Anh 1-9). Ang-II er áfram klufið niður af 
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amínópeptídasa og við það myndast angíótensín III (Ang III) og angíótensín IV (Ang 

IV). Einnig getur ACE-2 klofið Ang II til að mynda Ang 1-7 (Kramkowski et al., 2006; 

Ruiz-Ortega et al., 2007). Mynd 1- 4 sýnir mynd af RAS kerfinu ásamt þáttum sem 

því tengjast. 

 

 

 

Mynd 1-4: Renín-angíótensín kerfið ásamt þáttum sem því tengjast. Myndin 

sýnir hvernig forverann angíótensínógen er brotinn niður og hvernig 

angíótensín peptíð myndast ásamt ensímum sem tilheyra hverju hvarfi. Ang I: 

Angíótensínógen I, Ang II: Angíótensín II, Ang III: Angíótensín III, Ang IV: 

Angíótensín IV, Ang 1-9: Angíótensín 1-9, Ang   1-7: Angíótensín 1-7, Ang 1-5: 

Angíótensín 1-5, Ace: Angíótensín breyti   ensím, NEP:  neutral endopeptídasi, 

APA: Amínópeptídasi A, APN: Amínópeptídasi N (Bujak-Gizycka et al., 2007). 
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Styrkur angíótensína í líffræðilegum vökvum er lágur og því þurfa mæliaðferðir að 

vera næmar og sértækar til að hægt sé að magngreina þessi efni með ágætri 

nákvæmni. Meðaltalsgildi Ang II blóðvökva eru um það bil 10-30 pg/mL og er þá 

miðað við að sýnataka hafi farið fram með einstakling liggjandi á bakinu. 

Meðaltalsgildin aukast ef sýni eru tekin á meðan einstaklingur er í standandi stöðu, á 

hreyfingu eða á við þurrkun eða saltskort að stríða (Boron & Boulpaep, 2012). 

 Aðferðin sem hefur hvað mest verið notuð til að magngreina angíótensín hefur verið 

geislaónæmismæling (e. radioimmunoassay, RIA). Vankantur þeirrar aðferðar er sá 

að hún gerir ekki greinarmun á milli umbrotsefna Ang-I og er því einungis 

magngreining á samanlögðum styrk þessara efna (Brown, Cobb, Frankling, & 

Rankin, 2005). Með því að formeðhöndla sýni með háþrýstivökvaskilju (e. High-

performance liquid chromatography,HPLC) er unnt að aðgreina peptíðin og einangra 

þau áður en þau eru mæld með geislaónæmismælingu. Þessi aðferð hefur þó þann 

vankant að hún er mjög tímafrek (Naik & Moe, 2000). Reynst hefur betur að 

beintengja HPLC við nokkrar tegundir af nemum eins og litrófsgreini, flúrljómun og 

ýmsum gerðum af massagreinum. Sýnt hefur verið fram á að rafúðajónun (ESI) er 

öflug leið til að greina og magngreina peptíð sameindir og er Ang II engin 

undantekning (H. Li & Yuan, 2006).  

Ang II er öflugt peptíð sem veldur æðaþrengingu og nær fram verkun sinni í gegnum 

tvær gerðir viðtaka, annars vegar Angíótensín II viðtaka týpu 1 (e. Angiotensin II 

receptor type 1, AT1) og hins vegar Angíótensín viðtaka týpu 2 (e. Angiotensin II 

receptor type 2, AT2). AT1 viðtakinn er G-prótein kúplaður viðtaki sem er tjáður í 

mörgum mismunandi vefjum. Hann miðlar flestum verkunum Ang II, svo sem vökva 

og saltstjórnun, frumuvexti og sérhæfingu frumna. AT1 viðtakinn, ásamt mörgum 

öðrum viðtökum, er stór partur tengdur hjarta- og æðasjúkdómum. Hinn viðtakinn, 

AT2, virðist hafa öfug áhrif AT1 viðtakans, þó það fari eftir þeim vefjum sem þeir eru 

tjáðir í (Ómarsson, 2009; Vargas et al., 2012). 
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1.4. HPLC-MS/MS 

Sameining háþrýstivökvaskilju og massagreinis (HPLC-MS)  skapar drauma 

greiningartæki fyrir rannsóknarstofur. Tæknin byggir á því að efni í efnablöndu eru 

aðskilin með vökvaskilju áður en massa hleðslu hlutfall (m/z) þeirra er mælt með 

massagreini. Með þessari aðferð er hægt að aðgreina efni og þau síðan mæld með 

mjög sértækum massagreini. Hefðbundið HPLC-MS/MS tæki samanstendur af 

sýnatökuhólfi, HPLC kerfi, jónunarhólfi, massagreini og tölvu sem vinnur úr og birtir 

niðurstöður. Munurinn á milli HPLC-MS og HPLC-MS/MS er að fyrra tækið hefur einn 

massagreini en seinna tækið hefur tvo massagreina raðtengda saman.  Mynd 1-5 

sýnir hefðbundna uppsetningu HPLC-MS/MS tækis (Niessen, 1999). 

 

Sýnahólf HPLC Jónunarhólf Massagreinir
Úrvinnsla/birting 

niðurstaðna

 

Mynd 1-5: Hefðbundin uppsetning HPLC-MS/MS tækis. Slíkt tæki samanstendur 

af sýnahólfi, háþrýstivökvaskilju (HPLC), jónunarhólfi, massagreini og tölvu 

sem vinnur úr og birtir niðurstöður. 

Rússneskur maður að nafni Mikhail Tswett var upphafsmaður skiljuaðferðanna. Hann 

var grasafræðingur og notaði súlu með kalsíumkarbónati (CaCO3) til að skilja að efni 

í blaðgrænu (Ettre, 2003). Háþrýstivökvaskilja (e. High pressure liquid 

chromatography, HPLC) er sú skiljuaðferð sem er hvað mest notuð í nútíma 

efnagreiningum. Hún er öflugasta skiljuaðferðin og getur náð aðskilnaði og 

greiningum sem væri erfitt, eða jafnvel ómögulegt, að ná fram með öðrum 

skiljuaðferðum (Lindsay, 1992). HPLC hefur verið val rannsóknarstofa á tækni til 

aðgreiningar og efnagreiningar efnablanda síðan á níunda áratugi síðustu aldar 

(McMaster, 2005). Hægt er að beita henni á nánast allar gerðir sameinda hvort sem 

þær eru lífrænar eða ólífrænar og litlar- eða stórar sameindir. Mynd 1-6 sýnir 

hefðbundna uppbyggingu á HPLC kerfi. Lykilþættir slíks kerfi eru ferðafasa 

forðaflöskur, háþrýstipumpa, innsprautunarbúnaður, súla, nemi og hvers konar tölva 

eða prentari til að vinna úr og birta niðurstöður mælinga (Lindsay, 1992).  
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Ferðafasa 

forðaflöskur
Háþrýstipumpa

Innsprautunar-

búnaður
Súla

Nemi og 

Prentari/tölva

 

Mynd 1-6: : Hefðbundin uppbygging háþrýstivökvaskilju (HPLC). Lykilþættir 

eru ferðafasa forðaflöskur, háþrýstipumpa, innsprautunarbúnaður, súla, nemi 

og tölva/prentari sem vinnur úr og birtir niðurstöður mælingar. 

Háþrýstipumpa dælir ferðafasa (e. mobile phase), sem á upptök sín í forðaflöskum, 

um kerfið og innsprautunarbúnaður (e. injection unit) sér um að koma sýni inn í 

straum ferðafasans. Fljótandi ferðafasinn rennur í gegnum súlu með afkastamiklum 

stöðufasa (e. stationary phase) og efnin skiljast að inni á súlunni vegna mismunandi 

eiginleika þeirra til að dragast stöðufasa og ferðafasa. Sá tími sem tekur efni að 

ferðast í gegnum súlu er kallaður rástími (e. retention time) þess efnis miðað við þær 

aðstæður sem eru við hendi. Mismunandi rástími efna fæst ekki nema að ásogskúrfur 

þeirra séu mismunandi. Þetta þýðir að ekki fæst aðskilnaður efna nema að styrkur 

ásogs efnanna á stöðufasa súlunnar borið saman við leysni þeirra í ferðafasanum sé 

mismunandi. Mikilvægast þátturinn sem ákveður þessa aðgreiningu er skautun efna, 

ferða- og stöðufasa. Líkur dregur að sér líkan. Við enda súlunnar er svo nemi sem 

greinir efnin þegar þau skiljast af súlunni og svo tekur við tölva eða prentari sem 

vinnur úr og birtir niðurstöður mælinganna (Lloyd R. Snyder, 2010; Ómarsson, 2009).  

Oft er gott að skoða aðskilnað efna með svokölluðum rásstuðli (e. retention factor) 

þeirra, k´. Slíkt er gott þar sem hann þarf að vera misstór milli efna svo að 

aðskilnaður sé mögulegur. Rásstuðullinn er skilgreindur með eftirfarandi jöfnu 

(Ómarsson, 2009; Snyder, Kirkland, & Glajch, 1997). 

   
     
  

 

Hér er k´ rásstuðullinn, tR er rástíminn efnisins og t0 er tíminn sem tekur hreinan 

ferðafasa að fara í gegnum súluna. Æskilegt er að k´ sé á bilinu 1-10 og gildir þá einu 

hvort verið er að mæla eitt eða fleiri efni. Ástæðan er sú að ef rásstuðullinn er of lítill 
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eru miklar líkur á að toppar, sem eru af svipaðri gerð, aðskiljist ekki á súlunni. Ef 

rásstuðullinn er of stór er mikil hætta á að toppurinn verði breiður þar sem efnið dreifir 

meira úr sér á súlunni. Það er nefnilega óhjákvæmilegt að efni dreifi úr sér á súlunni 

vegna osmósudreifingar. Hún veldur breikkun á toppi og breikkunin verður að 

sjálfsögðu meiri eftir því sem efnið er lengur á súlunni. Eins getur gerst, þegar 

rásstuðullinn er of stór, að eitthvað af efninu tapist á leiðinni í gegnum súluna. Efnin 

mega því ekki ásogast of fast á stöðufasann því hann verður að geta gefið frá sér 

efni til að vökvaskiljan virki (Lloyd R. Snyder, 2010; Ómarsson, 2009). 

Þegar reynt er að ná aðskilnaði efna er hægt að velja á milli tveggja tegunda af 

keyrslum. Sú fyrri er nefnd ísókratísk og sú seinni gradient. Ef aðeins einn ferðafasi 

er notaður er keyrslan ísókratísk. Aftur á móti er um gradient keyrslu að ræða ef fleiri 

en einn ferðafasi eru notaðir. Eru ferðafasarnir þá oftast notaðir í hlutföllum sem 

breytast með fyrirfram ákveðnum stigli (e. gradient). Stigullinn er ákveðin með það 

fyrir ljósi að efni sem koma fljótt af súlunni fari hægar og efni sem koma seint af 

súlunni fari hraðar, þannig að endanleg niðurstaða séu vel aðgreindir toppar í keyrslu 

sem tekur sem minnstan tíma. Fyrir utan mismunandi tegundir af keyrslum, er einnig 

hægt að velja á milli mismunandi tegunda af HPLC skiljum. Þær sem eru hvað mest 

notaðar eru „reversed-phase“ skiljur og „normal-phase“ skiljur. Fyrri aðferðin byggir á 

því að notaður er óskautaður stöðufasi og ferðafasi sem er skautaðri en stöðufasinn. 

Normal phase súlur byggja aftur á móti á því að stöðufasinn sé skautaðri en 

ferðafasinn (Lloyd R. Snyder, 2010; Ómarsson, 2009).  

1.4.1. Stuðpúðar fyrir háþrýstivökvaskiljur tengdum massagreini 

Margir valmöguleikar eru fyrir hendi þegar velja á heppilega stuðpúða til notkunar í 

HPLC-MS/MS. Þarf þó að hafa í huga að nauðsynlegt er að nota rokgjarnan 

stuðpúða svo að ekki myndist útfellingar á söltum í massagreininum. Þess vegna er 

yfirleitt ekki ráðlagt að notast við fosfat stuðpúða þó að þeir séu mikið notaðir við 

venjubundnar HPLC mælingar þar sem UV-mælir er notaður sem nemi (McMaster, 

2005). Hefðbundnir stuðpúðar og sýrur sem notuð eru við að stilla pH ferðafasa við 

HPLC-MS/MS mælingar eru ammóníum format, ammóníum asetat, ammóníum 

bíkarbónat ásamt maurasýru og ediksýru. Þau henta vel þar sem þau skilja ekki eftir 

sig ólífræn sölt (Korfmacher, 2005). 
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Við val á heppilegum stuðpúða þarf að hafa í huga hvert endanlegt pH-gildi 

ferðafasans á að vera. Eftir að það er ákveðið er hægt að líta á heppilega stuðpúða 

og er þá gott að líta á pKa gildi þeirra. Stuðpúðarýmd (e. buffer capacity) er 

mælikvarði sem notaður er til að ákvarða hæfni stuðpúðans við að standast 

breytingar á pH-gildi. Er stuðpúðarýmdin einungis 100% þegar pH-gildi er hið sama 

og pKa gildi stuðpúðans og fæst þá mest stjórn á pH-gildi ferðafasans. Ekki er þó 

alltaf hægt að finna stuðpúða sem er með pKa gildi sem er hið sama og fyrirfram 

ákveðið pH-gildi ferðafasans á að vera. Kemur þá að því að velja þann stuðpúða sem 

er með pKa gildi sem er hvað næst pH-gildinu. Yfirleitt er miðað við að pH-gildið sé 

ekki meira en einum ofar eða neðar en pKa gildi stuðpúðans (Lloyd R. Snyder, 2010).  

Hvað styrk stuðpúða varðar er yfirleitt mælt með að hann sé á bilinu 1 til 10 mM 

(McMaster, 2005). 

1.4.2. Massagreinar 

Nemar sem notaðir eru fyrir HPLC eru ýmsir. Einn af elstu nemunum mælir brotstuðul 

(e. refractive index) efna. Sá nemi sem er þó hvað mest notaður í dag er UV-mælir 

en einnig eru til margir aðrir nemar eins og til dæmis flúrljómunarmælir, massagreinir 

og fleiri (Snyder et al., 1997).  

Massagreinir er nemi sem mælir mólmassa efna á svokallaða massa hleðslu einingu 

sem þýðir að verið er að mæla m/z hlutfall þeirra. Eftir að búið er að jóna efnin eru 

þau ávallt mæld í gasfasa. Aðgreining efnanna byggir á því að jónir eru aðskildar í 

segul- og rafsvið. Efni sem á að mæla þarf að vera hægt að jóna þar sem ómögulegt 

er að mæla efni sem hafa enga hleðslu. Mynd 1-7 sýnir uppbyggingu á hefðbundnum 

massagreini. Sýnið kemst inn í massagreininn í gegnum sýnainntakið og er efninu 

svo komið í gasfasa og jónað í jónunarhólfinu. Jónirnar eru síðan aðgreindar eftir 

hleðslueiningu og fer slíkt fram í massagreininum. Neminn gefur frá sér merki og 

tölvan sér um að vinna úr merkinu (Niessen, 1999; Niessen & Tinke, 1995; 

Ómarsson, 2009).   



  

18 
 

 

 

Mynd 1-7: Hefðbundin uppbygging massagreinis. Myndin sýnir lykilþætti 

tengda massagreinum. Sýnið kemur inn um sýnainntakið. Jónunarhólfið sér 

um að koma efninu í gasfasa og jónar það svo. Massagreinirinn sér um að 

flokka agnir eftir hleðslueiningu og neminn gefur frá sér merki sem tölvan svo 

vinnur úr. 

Tölvan birtir massaróf sem á eru toppar með mismunandi m/z hlutfall. Topparnir eru 

misháir (e. intensity) og er það vegna þess að mismikið mælist af hverri jón (Cole, 

1997; Niessen & Tinke, 1995).  

Rafúðajónun 

Rafúðajónun (e. electrospray ionization, ESI) er ein mest notaða jónunaraðferðin fyrir 

massagreina í dag. Eiginleikunum á bak við aðferðina var fyrst lýst af Geoffrey Taylor 

(1964). Þar sem aðferðin jónar efni beint úr vökvafasa er aðferðin sérstaklega 

heppileg fyrir HPLC-MS/MS kerfi. Hægt er að mæla margar gerðir efna með henni og 

jónir sem hún myndar eru nokkuð stöðugar. Þær eru því ekki á mjög örvuðu formi 

sem getur valdið hröðu niðurbroti þeirra. Eins er ótakmarkað hversu háan massa er 

hægt að mæla með þessari aðferð sem er mikill kostur. Þessi jónunaraðferð hefur því 

orðið mjög vinsæl við mælingar á próteinum og öðrum lífsameindum (Cole, 1997; 

Ómarsson, 2009; Siuzdak et al., 1996; Wilm, 2011). 

Aðferðin byggir á því að aðskilja efnin sem á að mæla og leysinn. Lausnin sem 

kemur úr HPLC tækinu fer inn í ESI eininguna og þar fer hún inn í mjóa nál (e. 

nebulizing needle) sem hefur rafspennu á endanum. Rafspennan getur annað hvort 

verið með mínus eða plús formerkjum og fer það eftir stillingum á tækinu. Við að 
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sprautast í gegnum rafspennuna jónast efnið í leysinum og ræðst hleðsla jónarinnar 

af formerkjum rafspennunnar. Við þetta myndast litlir dropar og stór hluti leysis gufar 

upp. Þessir litlu dropar fara að þessu loknu inn í gufunarklefa (e. evaporation 

chamber) þar sem upphitað þurrkloft blæs um efnið og við það gufar ennþá meira 

upp af leysinum og úr verða ennþá minni dropar. Þetta ferli endurtekur sig þar til 

droparnir eru orðnir svo litlir að fráhrindikraftar nýmyndaðra jóna eru orðnir meiri en 

yfirborðsspenna dropanna og droparnir sundrast í margar einstakar jónir sem síðan 

fara inn í massagreininn (Ómarsson, 2009; Wilm, 2011). 

Þrefaldur fjórpólsmassagreinir 

Fjórpólsmassagreinar (e. quadrupole mass spectrometer) eru byggðir upp af fjórum 

sívalingum. Þessir sívalingar eru annars vegar tengdir við bylgjugjafa, sem gefur frá 

sér útvarpsbylgjur, og hins vegar jafnstraum. Þessir massagreinar eru mjög hentugir 

þegar á að sía massa þar sem auðvelt er að velja hvaða massagildi komast í gegn. 

Jónirnar líða um fjórpólsmassagreininn í eins konar bylgjum og þær jónir sem komast 

í gegn eru þær sem eru með rétt m/z hlutfall. Þær jónir sem ekki hafa rétt m/z hlutfall 

lenda í óstöðugri sveiflu og enda á að rekast í veggi massagreinisins. Þrefaldur 

fjórpólsmassagreinir (e. triple quadrupole mass spectrometer) hefur þrjá 

fjórpólsmassagreina tengda saman og kallast hér MS1, MS2 og MS3. Algeng notkun 

á slíkum samsetningum fela í sér að MS1 og MS3 eru notaðir sem síur fyrir ákveðin 

m/z hlutföll og MS2 er notaður sem árekstrarklefi. Jónum með ákveðið m/z hlutfall er 

þá hleypt í gegnum MS1 á meðan jónir með önnur m/z hlutföll eru síaðar frá. Eru 

þessar jónir kallaðar móðurjónir. Úr MS1 liggur leiðin svo inn í MS2 árekstrarklefann 

þar sem jónirnar eru brotnar niður. MS3 hleypir síðan jónum með ákveðin m/z hlutföll 

í gegnum sig og kallast þær dótturjónir þar sem þær eru umbrotsefni móðurjónarinnar 

sem komst í gegnum MS1 (Niessen, 1999; Ómarsson, 2009).  

1.5. Carryover 

Carryover einkennist af litlum toppi sem kemur fram í blanki sem skotið er inn á eftir 

sýni sem framkallar stóran topp. Carryover getur verið stórt vandamál við notkun á 

vökvaskiljum og virðast sumar aðferðir ónæmar fyrir carryover á meðan aðrar virðast 

vera í stöðugu stríði við vandamálið (Asakawa, Ozawa, Osada, Kaneko, & Asakawa, 

2007; Zeng, Musson, Fisher, & Wang, 2006). Til að athuga hvort carryover sé til 

staðar er gott að skjóta inn sýni með háum styrk efnis og skjóta þar á eftir inn tveimur 
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eða fleiri innskotum af blanki til að athuga hvort komi einhver toppur í blankinum þar 

sem efnið var í sýninu. Ef toppur er sjáanlegur þarf að meta hlutfallslegt carryover (e. 

relative carryover, RC) og hvers kyns það er. Hefðbundið carryover er hægt að 

þekkja með reglulegri minnkun á stærð toppsins eftir því sem fleiri blönkum er skotið 

inn. Minnkun toppsins, eftir því sem innskotum blanks fjölgar, þarf ekki alltaf að vera 

hlutfallslega jafn mikil með hverju innskoti heldur minnkar toppurinn marktækt með 

hverju innskot. Upphaf hefðbundins carryover er oft lítið holrúm í kerfinu sem hegðar 

sér eins og forðabúr sýnis sem þynnist með röð blanka sem á eftir koma. Hefðbundið 

carryover er sérstaklega vandamál þegar líklegt er að finna háan og lágan styrk efnis 

í sömu mælingunni. Fyrir mælingar eins og magngreiningar á lausnum sem hafa 

svipaðan styrk er hefðbundið carryover yfirleitt ekki mikið vandamál þar sem öll sýni 

eru af svipuðum styrkleika og mun því ekki vera tekið eftir litlu magni efnis frá fyrra 

sýni í því næsta. Almenna reglan er sú að ef hlutfallslegt staðalfrávik (e. relative 

standard deviation, RSD) er minna en 10% og RC er undir 5% hefur carryoverið 

yfirleitt ekki mikil áhrif á nákvæmni magngreiningar. Önnur algeng tegund carryover 

lýsir sé með smáum toppi, eins og á við um hefðbundið carryover, nema að litli 

toppurinn helst nánast jafnstór í öllum blönkunum sem skotið er inn á eftir sýninu og 

minnkar toppurinn því ekki marktækt eftir því sem fleiri blönkum er skotið inn. Þessi 

tegund af carryover er oftast afleiðing mengunar (Vallano, Shugarts, Woolf, & 

Matuszewski, 2005; Zeng et al., 2006).  

1.6. Vandkvæði við mælingar á HPLC-MS/MS 

Helstu vandkvæði við mælingar með HPLC-MS/MS á líffræðilegum sýnum eru hin 

svokölluð matrix áhrif (e. matrix effect). Þegar slík áhrif eru til staðar hafa önnur efni í 

matrixunni, þó þau sjáist ekki á krómatógrafinu, áhrif á mælinguna.  Matrix áhrifin 

koma aðallega fram í líffræðilegum sýnum sem innihalda ýmis aukaleg efni, en 

staðlar eru lausir við þetta vandamál. Þetta getur valdið óáreiðanlegum 

magngreiningum þar sem algengustu áhrifin eru aukning, bæling eða önnur 

ófyrirsjáanleg breyting á jónun efnisins. Þetta getur leitt til ánákvæmnar 

magngreiningar  (Shah et al., 2000; Van Eeckhaut, Lanckmans, Sarre, Smolders, & 

Michotte, 2009; Viswanathan et al., 2007). Blóð, þvag og munnvatn eru algengustu 

líffræðilegu matrixurnar og hver þessara matrixa hafa þætti sem þarf að huga að 

þegar horft er til matrix áhrifa. Blóð hefur eina flóknustu matrixuna. Prótein í 

blóðvökva bindast oft ósértækt við efni eða yfirborð sem getur valdið minni næmni 
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(Johansson & Hellenas, 2004). Fosfólípíð hafa einnig verið stór valdur matrix áhrifa 

(Chambers, Wagrowski-Diehl, Lu, & Mazzeo, 2007). Blóðstorkuheftar sem notaður 

eru við blóðtökur til að hindra storknun blóðsins geta einnig haft áhrif á mælingar 

(Chin, Zhang, & Karnes, 2004). Ýmsar lausnir hafa verið fundnar sem minnka matrix 

áhrifin þar sem rétt sýnameðhöndlun skiptir hvað mestu máli sem leiðir til hreinni 

sýna með sem fæstum efnum sem trufla mælinguna (Chiu et al., 2010).  
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1.7. Birtar aðferðir 

Í töflu 1-1 má sjá ýmsar að aferðir sem hafa verið birtar fyrir mælingar á Hcy, fólinsýru 

og Ang II með HPLC-MS/MS. 

Tafla 1-1 

Heimild Efni Sýni Tæki Jónun Súla Jónunar-

tækni 

(Koufopantelis 

et al., 2009) 

FA Blóðvökvi single 

quadrupole  

Jákvæð C8 ESI 

(Wang et al., 

2008) 

FA & 

Hcy 

Blóðvökva API 3000 Jákvæð AQ-C18 ESI 

(S. Li et al., 

2008) 

Hcy Blóðvökva API 3000 Jákvæð C18 ESI 

(Liang et al., 

2009) 

Hcy / 

FA 

Blóðvökvi API 3000 Jákvæð AQ-C18 ESI 

(Cui, 

Nithipatikom, & 

Campbell, 

2007) 

Ang II Ræktun 

BMECs 

MicromassQ

uattro micro 

API 

Jákvæð C18 ESI 

(Hannisdal, 

Ueland, & 

Svardal, 2009) 

 

FA Blóðvökvi API 4000 Jákvæð C8 ESI 

(Nelson, 

Satterfield, 

Sniegoski, & 

Welch, 2005) 

Hcy / 

FA 

Blóðvökvi API 4000 Jákvæð LC-CN ESI 

(Guan, 

Hoffman, 

Dwivedi, & 

Matthees, 

2003) 

Hcy Ýmsir 

vefir 

Finnigan 

MAT 

Navigator 

Jákvæð C18 ESI 
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Grein 10 

(Kuhn, 

Götting, & 

Kleesiek, 

2006) 

Hcy Blóðvö

kvi 

Quattro 

micro 

Jákvæð C8 ESI 

Grein 11 

(Magera, 

Lacey, 

Casetta, & 

Rinaldo, 

1999) 

Hcy Blóðvö

kvi / 

Þvag 

API 2000 Jákvæð LC-CN ESI 

Grein 12 

(Rafii et al., 

2007) 

Hcy Blóðvö

kvi / 

Þvag 

API 4000 Jákvæð C8 ESI 

Grein 13 

(Hempen, 

Wanschers, 

& Sluijs 

Veer, 2008) 

Hcy Blóðvö

kvi 

Q-Trap 

3200 

Jákvæð 

/Neikvæ

ð 

C18 Turbo ion 

spray 

FA = Fólinsýra, Hcy = Hómócystein, Ang-II = Angíótensín II 
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2. MARKMIÐ 

 

Markmið verkefnisins var þrefallt: 

1. Rannsaka áhrif ýmsa breyta á mælingar á fólinsýru og hómósysteini í  

HPLC-MS/MS magngreiningaraðferð 

 

2. Skoða áhrif andoxunarefna á stöðugleika fólinsýru og hómósysteins 

 

3. Rannsaka áhrif ýmsa breyta á carryover fólinsýru og hómósysteins í  

HPLC-MS/MS magngreiningaraðferð 
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3. EFNI OG AÐFERÐIR 

3.1. Efni 

Tafla 3-1 Staðalefni 

Staðalefni Hreinleiki Framleiðandi Catalog/ 

lotunúmer 

DL-Homocysteine ≥ 95% Sigma 121M3904V 

Folic acid ≥ 97% Sigma 081M1546V 

Angiotensin II    

human 

≥ 93% Sigma 071M5066V 

 

Tafla 3-2 Önnur efni 

Nafn Hreinleiki Framleiðandi Catalog/ 

lotunúmer 

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

Ammóníum asetat - Sigma-Aldrich 238074 

Ammóníum 

bíkarbónat 

- Fluka 09830 

Ammóníum format 97% Aldrich 156264 

Maurasýra 98 – 100% Riedel-de-Haen 33015 

Sítrónusýra ≥99,5% Sigma 77929 

Ascorbic acid - - - 
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3.2. Tæki 

3.2.1. HPLC-MS/MS kerfi 

Kerfishlutar Heiti Framleiðandi 

Massagreinir Quattro Premier Waters Micromass 

HPLC pumpa Binary HPLC Pump 1525µ Waters 

Sýnaskammtari 2777 sample manager CTC Analysis 

Sýnakælir PAL Stack6DW CTC Analytics 

Súluhitari 1100 Series Hewlet Packard 

HPLC súla Xbridge C18 3,5µm-2,1x50mm Waters 

HPLC súla Luna Phenyl-Hexyl 3µm-2,0x50mm Penomenex 

HPLC súla SymmetryShield RP8 3,5µm-2,1 x 

50mm 

Waters 

HPLC súla Atlantis T3 3µm-2,1x100mm Waters 

HPLC súla SunFire C18 3,5µm-2,1x50mm Waters 

 

3.2.2. Smátæki 

Tæki Heiti tækis Framleiðandi 

Pípettur Finnpipette 5-50µL Thermo Labsystems 

Pípettur Finnpipette 20-200µL Thermo Labsystems 

Pípettur Finnpipette 100-1000µL Thermo Labsystems 

Pípettur Finnpipette 1000-5000µL Thermo Labsystems 

Vog D93-09-148 Sartorius AG Göttingen 

Vog CP2202S-OCE Sartorius AG Göttingen 

Frystir Bioline GRAM 

Segulhræra Monotherm Vitromax 

pH mælir 744 pH meter Methrom 

Vatnshreinsitæki Gradient A10 Millipore 

Sprauta GASTIGHT 1725 Hamilton 
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3.3. Aðferðir 

3.3.1. Undirbúningur á stofnlausnum 

Útbúnar voru fjórar stofnlausnir og innihélt hver þeirra eitt staðalefni. Um það bil 1 mg 

af hverjum stofnstaðli var veginn og komið fyrir í 1,5 ml eppendorf glasi. Tvær 

stofnlausnanna innihéldu fólinsýru, ein innihélt Hcy og önnur innihélt Ang II. 

Stofnstaðlar fólinsýru og Hcy voru leystir upp í 1/1 v/v metanóli/vatni (MeOH/H2O). 

Stofnstaðall Ang II var leystur upp í etanóli (EtOH). Allar stofnlausnirnar voru geymdir 

við -30°C. Tafla 6 sýnir undirbúning á stofnlausnum. 

Tafla 3-3: Undirbúningur á stofnlausnum. 

Nafn Stofnstaðall Vegið [mg] Leysir Leysir 

[mL] 

Styrkur 

[mg/mL] 

SL1 Hómósystein 1,0026 1/1 v/v 

MeOH/H2O 

1,000 1,003 

SL2 Fólinsýra 1,0010 1/1 v/v 

MeOH/H2O 

1,000 1,001 

SL3 Fólinsýra 1,0146 1/1 v/v 

MeOH/H2O 

1,000 1,015 

SL4 Angíótensín II 1,00* 100% EtOH 1,000 1,000 

*Ang II kom sem 1mg í litlu glasi frá framleiðanda.  

3.3.2. Undirbúningur á þynntum stofnlausnum 

Útbúnar voru fimm þynntar stofnlausnir svo að stofnlausnir þyrfti að taka sem 

sjaldnast út úr frysti. Þær voru úndirbúnar með því að þynna 100µL af stofnlausnum 

með 900µL af leysi í eppendorf glas. Leysir fyrir fólinsýru og Hcy var 1/1 v/v 

MeOH/H2O og leysir fyrir Ang II var 100% EtOH. Þegar þynntur stofnstaðall var 

útbúinn fyrir stofnlausn SF1 var leysirinn 1/1 v/v MeOH/H2O sem innihélt 100 µg/mL 

askorbínsýru og 100 µg/mL af sítrónusýru. Tafla 8 sýnir undirbúning á þynntum 

stofnlausnum. 

Tafla 3-4: Undirbúningur á þynntum stofnlausnum. 
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Nafn Stofnstaðall Rúmmál 

[µL] 

Leysir  

 

Leysir  

[mL] 

Styrkur 

[µg/mL] 

ÞSL1 SL1 100 1/1 v/v 
MeOH/H2O 

900 100 

ÞSL2 SL2 100 1/1 v/v 
MeOH/H2O 

900 100 

ÞSL3 SL3 100 1/1 v/v 
MeOH/H2O 

900 100 

ÞSL4 SL4 100 EtOH 900 100 

ÞSL5 SF1 100 1/1 v/v 
MeOH/H2O 

900 100 

 

3.3.3. Undirbúningur á próflausnum 

Próflausnir sem notaðar voru við þróun aðferðar og ýmsar athuganir voru útbúnar 

samkvæmt eftirfarandi töflum. Þær voru allar útbúnar samdægurs fyrir notkun. 

Próflausnir fyrir innsprautun á massagreini voru útbúnar samkvæmt töflu 9.  

Tafla 3-5. Undirbúningur próflausna fyrir innsprautun á massagreini. 

Nafn Stofnlausn Rúmmál 

[µL] 

Leysir Leysir 

[µL] 

Styrkur 

[µg/mL] 

IL1 ÞSL1 100 MeOH 900 10 

IL2 ÞSL2 100 MeOH 900 10 

IL3 ÞSL4 100 EtOH 900 10 
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Tafla 3-6. Undirbúningur próflausna. 

Nafn Styrkur [µg/mL] Undirbúningur 

PL1 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af 0,1% 

maurasýru 

PL2 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af 0,1% 

maurasýru 

PL3 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af maurasýru 

0,1% 

PL4 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af 10 mM 

ammóníumformati 

PL5 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af 10 mM 

ammóníumasetati 

PL6 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af 10 mM 

ammóníumbíkarbónati 

PL7 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af maurasýru 

0,1% 

PL8 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af maurasýru 

0,1% sem innihélt 100µg/mL af askorbínsýru og 

100µg/mL af sítrónusýru. 

PL9 0,1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL2 + 980µL af maurasýru 

0,1% sem innihélt 100µg/mL af askorbínsýru og 

100µg/mL af sítrónusýru. Svo voru 100µL af þeirri lausn 

þynntir með 900µL af maurasýru 0,1% sem innihélt 

100µg/mL askorbínsýru og 100µg/mL sítrónusýru. 

PL10 1 10µL af ÞSL2 + 990µL af maurasýru 0,1%. 

PL11 1 10µL af ÞSL3 + 990µL af maurasýru 0,1% sem innihélt 

100µg/mL askorbínsýru og 100µg/mL sítrónusýru. 

PL12 1 10µL af ÞSL1 + 10µL af ÞSL3 + 980µL af maurasýru 

0,1%. 

PL13 0,1 100µL af PL12 + 900µL af maurasýru 0,1% 
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PL14 0,01 100µL af PL13 + 900µL af maurasýru 0,1% 

PL15 0,001 100µL af PL14 + 900µL af maurasýru 0,1% 

PL16 1 10µL af ÞSL2 + 990µL af maurasýru 0,1% 

PL17 1 10µL af ÞSL2 + 990µL af 10mM ammóníumformat 

PL18 1 10µL af ÞSL2 + 990µL af 10mM ammóníumasetat 

PL19 1 10µL af ÞSL2 + 990µL af 10mM ammóníumbíkarbónat 

3.3.4. Innsprautun á massagreini 

Próflausnir voru útbúnar samkvæmt Töflu 9. Móður- og dótturjónir voru ákvarðaðar 

með innsprautun próflausna inn í massagreininn. Stillingar fyrir hvern staðal voru 

hámarkaðar. Hver próflausn var dregin inn í Hamilton Gastight 1725 sprautu og 

sprautað beint á massagreininn á 10mL/mín. Í viðauka 1 má sjá stillingar á 

massagreini fyrir móður- og dótturjónir fólinsýru, Hcy og Ang II. 

3.3.5. Val á súlum 

Próflausn PL1 var útbúin samkvæmt töflu 10. Súlur sem voru athugaðar eru sýndar í 

töflu 11. Allar súlurnar voru prófaðar með HPLC-MS/MS aðstæðum sem listaðar eru í 

viðauka 1.  
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Tafla 3-7. Prufaðar súlur. 

Súlur Nánari upplýsingar 

XBridge C18                  3,5µm     2,1 x 50mm 

SymmetryShield RP8                  3,5µm    2,1 x 50mm 

Luna 3u Phenyl-hexyl     3µm       2,0 x 50mm 

Atlantis T3                     3µm       2,1 x 100mm 

SunFire C18                   3,5µm    2,1 x 50mm 
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Tafla 3-8. HPLC-MS/MS aðstæður fyrir val á súlum 

Breytur Aðstæður 

Súlur Xbridge C18  3,5µm - 2,1 x 50mm 

SymmetryShield RP8 3,5µm - 2,1 x 50mm 

Luna 3u Phenyl-hexyl 3µm - 2,0 x 50mm 

Atlantis T3 3µm - 2,1 x 100mm 

SunFire C18 3,5µm - 2,1 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 

Innskotsmagn [µL] 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 

Ferðafasi A 

Ferðafasi B 

20 

10 

0,3 

100% Maurasýra 0,1% 

100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

Fólinsýra 442,1 295,0 

Hómósystein 135,8 89,7 
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3.3.6. Val á hitastigi súlu 

Athuguð voru áhrif hitastigs súlu á rástíma Hcy og fólinsýru. Próflausn PL2 var útbúin 

samkvæmt töflu 10. Hitastigin voru þrjú og eru listuð í Töflu 12. Uppsetning á HPLC-

MS/MS má sjá í viðauka 1.  

Tafla 3-9. Val á hitastigi súlu. 

Hitastig [°C] 

10 

20 

35 
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Tafla 3-10. HPLC-MS/MS aðstæður fyrir val á hitastigi súlu 

 

  

Breytur Aðstæður 

Súla Atlantis T3 3µm - 2,1 x 100mm 

Hitastig súlu [°C] 

 

 

Innskotsmagn [µL] 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 

Ferðafasi A 

Ferðafasi B 

10 

20 

30 

10 

0,3 

100% Maurasýra 0,1% 

100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

Fólinsýra 442,1 295,0 

Hómósystein 135,8 89,7 
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3.3.7. Val á stuðpúðum fyrir ferðafasa 

Próflausnir PL3, PL4, PL5 og PL6 voru útbúnar samkvæmt Töflu 10. Stuðpúðarnir 

voru fjórir og uppsetning á HPLC-MS/MS má sjá í Töflu X. 

Tafla 3-11. HPLC-MS/MS aðstæður við val á stuðpúðum fyrir ferðafasa 

 

  

Breytur Aðstæður 

Súla XBridge  C18  3,5µm - 2,1 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 

Innskotsmagn [µL] 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 

Ferðafasi A 

 

 

 

Ferðafasi B 

20 

10 

0,3 

100% Maurasýra 0,1% 

100% 10 mM ammóníumformat 

100% 10 mM ammóníumasetat 

100% 10 mM ammóníumbíkarbónat 

100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

Fólinsýra 442,1 295,0 

Hómósystein 135,8 89,7 
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3.3.8. Athugun á áhrifum andoxunarefnanna askorbínsýru og sítrónusýru 

á mælingar fólinsýru og hómósysteins 

Þar sem tekið hafði verið eftir því að fólinsýra átti til að hverfa úr sýni eftir því sem leið 

á daginn, en virtist geymast ágætlega í stofnstöðlunum við -30°C, var ákveðið að 

athuga hvort askorbínsýra og sítrónusýra hefðu áhrif á flatarmál fólinsýru og Hcy. 

Hverri próflausn var skotið inn tíu sinnum í röð og athugað hvort breyting væri á 

flatarmáli eftir því sem leið á þessi tíu innskot. Eins var metið hvort flatarmál hvors 

efnis væri sambærilegt á milli sýnis sem innihélt askorbín- og sítrónusýru og sýnis 

sem innihélt hvorugt efnið. Próflausnir PL7 og PL8 voru útbúnar samkvæmt töflu 10.  

Uppsetning á HPLC-MS/MS má sjá í töflu J viðauka 1.  
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Tafla 3-12:HPLC-MS/MS aðstæður fyrir athugun á áhrifum askorbínsýru og 

sítrónusýru á stöðugleika fólinsýru og hómósysteins. 

  

Breytur Aðstæður 

Súla SunFire  C18  3,5µm - 2,1 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 

Innskotsmagn [µL] 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 

Ferðafasi A 

Ferðafasi B 

20 

10 

0,3 

100% Maurasýra 0,1% 

100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

Fólinsýra 442,1 295,0 

Hómósystein 135,8 89,7 
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3.3.9. Athugun á hlutfallslegu staðalfráviki (RSD%) og carryover 

Gerð var athugun á því hvert hlutfallslegt staðalfrávik (e. relative standard deviation, 

RSD%) væri fyrir hómósystein og fólinsýru með tveimur mismunandi löngum 

aðferðum. Eins var gerð athugun á því hvort carryover væri til staðar fyrir efnin bæði 

og var RC reiknað. Þær mælingar leiddu svo til frekari mælinga á carryover fyrir 

fólinsýru.  

3.3.10. Athugun á hlutfallslegu staðalfráviki (RSD%) og carryover 

fólinsýru og hómósysteins með mismunandi lengd aðferða 

Athugað var hvert RSD% væri fyrir hómósystein og fólinsýru með tveimur 

mismunandi löngum aðferðum. Próflausn fyrir hverja aðferð var mæld sex sinnum og 

RSD% var svo reiknað. HPLC-MS/MS aðstæður eru sýndar í töflu K í viðauka 1. 

Próflausn PL9 var útbúin samkvæmt Töflu 10. Tafla 14 sýnir þær tvær aðferðir sem 

athugaðar voru fyrir RSD%.  
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Tafla 3-13: HPLC-MS/MS aðstæður fyrir athugun á hlutfallslegu staðalfráviki 

(RSD%) hómósysteins og fólinsýru með tveimur mismunandi löngum 

aðferðum. 

Breytur Aðstæður 

Súla SunFire  C18  3,5µm - 2,1 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 20 

Innskotsmagn [µL] 10 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 0,3 

Ferðafasi A 100% Maurasýra 0,1% 

Ferðafasi B 100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa. Aðferð: 10 mín Tími (mín) %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 ferðafasa. Aðferð: 23 mín Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

 Fólinsýra 442,1 295,0 

 Hómósystein 135,8 89,7 
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3.3.11. Athugun á carryover fólinsýru og hómósysteins með 

mismunandi löngum aðferðum 

Athugað var hvert carryover fólinsýru og hómósysteins væri með þremur mismunandi 

löngum aðferðum. Próflausn var útbúin á sama hátt og PL9, sem lýst er í töflu 10. 

HPLC-MS/MS aðstæður fyrir tvær styttri aðferðirnar eru þær sömu og sýndar eru í 

töflu K. Stigull ferðafasa fyrir lengstu aðferðina má sjá í töflu X. Reiknað var RC fyrir 

bæði efnin með öllum þremur aðferðunum. 

Tafla 3-14. Stigull ferðafasa fyrir 40 mínútna aðferð. 

Tími [mín] 0,1 % maurasýra [%] 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 á carryover fólinsýru og hómósysteins við 

mismunandi styrk próflausna  

Athugað var hversu hátt RC væri fyrir hómócystein og fólinsýru við mismunandi 

styrkleika próflausna. Próflausnir PL12, PL13, PL14 og PL15 voru útbúnar 

samkvæmt töflu 10. Var hver próflausn mæld þrisvar í röð og tveimur blönkum skotið 

inn beint á eftir. Blankar innihéldu sömu innihaldsefni og próflausnirnar nema 

fólinsýru eða hómósystein eftir því sem við á. Tafla X sýnir styrkleika próflausnanna 

sem voru athugaðar. Uppsetning á HPLC-MS/MS tæki má sjá í töflu X. 
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Tafla 3-15. Próflausnir: Athugun á carryover fólinsýru og hómósysteins við 

mismunandi styrk próflausna 

Nafn Styrkur 

PL12 1 µg/mL 

PL13 0,1µg/mL 

PL14 0,01µg/mL 

PL15 0,001µg/mL 

 

Tafla 3-16. HPLC-MS/MS aðstæður fyrir athugun á carryover fólinsýru og 

hómósysteins við mismunandi styrk próflausna 

Breytur Aðstæður 

Súla SunFire  C18  3,5µm  2,1 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 20 

Innskotsmagn [µL] 10 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 0,3 

Ferðafasi A 100% Maurasýra 0,1% 

Ferðafasi B 100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa. Aðferð: 10 mín Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

 Fólinsýra 442,1 295,0 

 Hómósystein 135,8 89,7 
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3.3.13. Athugun á carryover fólinsýru með mismunandi súlum 

Þrjár súlur voru athugaðar með tilliti til carryover fólinsýru. Próflausn var skotið inn og 

þar á eftir blanki og RC svo reiknað. Próflausn PL10 var útbúin samkvæmt töflu 10. 

Blankur var eins og PL10 nema án fólinsýru. Uppsetning á HPLC-MS/MS kerfi má sjá 

í töflu X.  

Tafla 3-17. Uppsetning á HPLC-MS/MS við athugun á carryover fólinsýru með 

mismunandi súlum. 

Breytur Aðstæður 

Súla Xbridge C18 3,5µm - 2,1 x 50mm 

 SymmetryShield RP8 3,5µm - 2,1 x 50mm 

 Luna 3u Phenyl-hexyl  3µm - 2,0 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 20 

Innskotsmagn [µL] 10 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 0,3 

Ferðafasi A 100% Maurasýra 0,1% 

Ferðafasi B 100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa. Aðferð: 10 mín Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

 Fólinsýra 442,1 295,0 

 Hómósystein 135,8 89,7 
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3.3.14. Athugun á carryover fólinsýru með breytingum á skoli 

innskotseiningar 

Athugun var gerð á því hvort stilling sýrustigs skolvökva að sýrustigi ferðafasa ásamt 

auknu skoli innskotseiningar (e. Injection unit) hefðu áhrif á carryover fólinsýru. Slík 

athugun var framkvæmd með því að skipta vatni í veikum og sterkum skolvökvum út 

fyrir 0,1 % maurasýru þannig að sýrustig skolvökvanna yrði hið sama og sýrustig 

ferðafasans, eða pH 2,6. Fjöldi skola eftir hvert innskot var aukinn fjórfalt en rúmmál 

skolvökva var haldið óbreyttu í hvert skipti sem skolað var. Próflausnir og blankar, 

fyrir og eftir breytingar á skoli, voru ekki mæld á sama degi en RC á milli þeirra ætti 

að vera sambærilegt. Tafla X sýnir muninn á skolunum tveimur. Próflausn PL11 var 

útbúin samkvæmt töflu 10 og blankur var með sömu innihaldsefni nema án fólinsýru. 

Skolin fyrir og eftir breytingu ásamt uppsetningu á HPLC-MS/MS kerfi má sjá í töflu 

X. 
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Tafla 3-18. HPLC-MS/MS aðstæður fyrir athugun á carryover fólinsýru með 

breytingum á skoli innskotseiningar 

Breytur Aðstæður 

Súla SunFire  C18  3,5µm - 2,1 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 20 

Innskotsmagn [µL] 10 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 0,3 

Ferðafasi A 100% Maurasýra 0,1% 

Ferðafasi B 100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa. Aðferð: 10 mín Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

 Fólinsýra 442,1 295,0 

 Hómósystein 135,8 89,7 

    

Skol Skol 1 Skol 2 

Sterkur skolvökvi ACN : H2O 
(80 : 20 % v/v) 

ACN : 0,1 % 

maurasýra 

(80 : 20 % v/v) 

Skol innspýtingarloku 1 x 500µL 4 x 500 µL 
Skol nálar 1 x 500µL 4 x 500 µL 

Veikur skolvökvi MeOH : H2O 
(20 : 80 % v/v) 

MeOH : 0,1 % 

maurasýra 

(20 : 80 % v/v) 

Skol innspýtingarloku 1 x 500µL 4 x 500 µL 
Skol nálar 1 x 500µL 4 x 500 µL 
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3.3.15. Athugun á carryover fólinsýru við mismunandi sýrustig 

Athugun var gerð á því hvort sýrustig hefði áhrif á RC fólinsýru. Próflausnum var 

skotið inn á tækið og blanki þar beint á eftir. Blankar innihéldu sömu efni og 

próflausnir að undanskildri fólinsýru. Undirbúning próflausna PL16, PL17, PL18 og 

PL19 má sjá í töflu 10. Ferðafasar A og sýrustig þeirra má sjá í töflu X. Allir 

ferðafasar voru athugaðir undir aðstæðum lýstum í töflu X. 

Tafla 3-19. Ferðafasar og sýrustig fyrir athugun á carryover fólinsýru.  

Ferðafasi A Sýrustig (pH) 

Maurasýra 0,1% 2,6 

10mM Ammóníumformat 3,2 

10mM Ammóníumasetat 4,4 

10mM Ammóníumbíkarbónat 8,8 
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Tafla 3-20. HPLC-MS/MS aðstæður fyrir athugun á carryover fólinsýru við 

mismunandi sýrustig 

Breytur Aðstæður 

Súla Xbridge C18 3,5µm - 2,1 x 50mm 

Hitastig súlu [°C] 20 

Innskotsmagn [µL] 10 

Flæðihraði ferðafasa [mL/mín] 0,3 

Ferðafasi A 100% Maurasýra 0,1% 

 100% 10mM Ammóníumformat 

 100% 10mM Ammóníumasetat 

 100% 10mM Ammóníumbíkarbónat 

Ferðafasi B 100% Asetónítríl (ACN) 

Stigull ferðafasa. Aðferð: 10 mín Tími (mín) %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 

Jónun ESI með jákvæðri jónun 

MRM stillingar Sameind Móðurjón Dótturjón 

 Fólinsýra 442,1 295,0 

 Hómósystein 135,8 89,7 
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4. NIÐURSTÖÐUR 

4.1. Innsprautun á massagreini 

Próflausnir voru undirbúnar í styrkleikum sem sýndir eru í töflu X. Taflan sýnir einnig 

móður- og dótturjónir sem valdar voru eftir innsprautun á massagreini. LC-MS/MS 

aðstæður eru sýndar í Viðauka 1. Allar innsprautanir á massagreininn voru 

framkvæmdar með jákvæðri jónun.  

Tafla 4-1. Styrkur staðalefna í próflausnum ásamt móður- og dótturjónum 

þeirra eftir innsprautun á massagreini. 

Staðalefni Styrkur 

[µg/mL] 

Mólmassi 

[g/mól] 

Móðurjón 

[m/ɀ] 

Dótturjón 

[m/ɀ] 

Hómósystein 10,03 135,18 135,8 89,7 

Fólinsýra 10,01 441,40 442,1 295,0 

Angíótensín II 10,00 1046,18 523,7  263,0 

- - - 349,5  135,0 
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4.1.1. Innprautun á hómósysteini 

Mynd 4-1 sýnir massaróf fyrir massaskimun á Hcy og virðist það hafa jónast vel með 

jákvæðri jónun. Tvær afgerandi móðurjónir eru sjáanlegar með m/z 82,9 og 135,8.  

Toppur við m/z 135,8 gefur til kynna að prótóna hafi bæst við Hcy. Var ákveðið að 

nota þann topp sem móðurjón fyrir MRM umbreytingu. 

 

  Mynd 4-1. Massaróf fyrir massaskimun móðurjónar hómósysteins á bilinu 50 

til 300Da með jákvæðri jónun. 
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Mynd 4-2 sýnir massaróf fyrir massaskimun dótturjónar Hcy eftir að móðurjónin hafði 

farið í gegnum árekstrarhólfið. Afgerandi toppur er sjáanlegur við m/z 89,7 og var 

ákveðið að nota þennan topp sem dótturjón fyrir MRM umbreytingu. 

 

Mynd 4-2. Massaróf fyrir massaskimun dótturjónar hómósysteins á bilinu 50 til 

300Da við jákvæða jónun. 
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4.1.2. Innsprautun á fólinsýru 

Mynd 4-3 sýnir massaróf fyrir massaskimun fólinsýru og má sjá að hún jónaðist vel 

með jákvæðri jónun. Afgreandi móðurjón má finna við m/z 442,1, sem gefur til kynna 

að prótóna hafi bæst við fólinsýru og fólinsýran því orðið jákvætt hlaðin. Ákveðið var 

að nota þann topp sem móðurjón fyrir MRM umbreytingu. 

 

  Mynd 4-3. Massaróf fyrir massaskimun móðurjónar fólinsýru á bilinu 250 til 

600Da með jákvæðri jónun. 

 

 

 

 

 

 

 



  

51 
 

 

Mynd 4-4 sýnir massaróf fyrir massaskimun dótturjónar fólinsýru eftir að móðurjónin 

hafði farið í gegnum árekstrarhólfið. Áberandi toppur er sjáanlegur við m/z 295,0 og 

var ákveðið að nota þann topp sem dótturjón fyrir MRM umbreytingu.  

 

Mynd 4-4. Massaróf fyrir massaskimun dótturjónar fólinsýru á bilinu 250 til   

600Da með jákvæðri jónun. 
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4.1.3. Innsprautun á angíótensín II 

Mynd 4-5 sýnir massaróf fyrir massaskimun Ang II og má sjá að efnið jónaðist vel 

með jákvæðri jónun. Sjá má tvo afgerandi toppa við massa hleðslu hlutfallið 523,7 og 

349,5. Toppurinn við 523,7 gefur til kynna að sú jón sé tvíjónuð og seinni toppurinn 

gefur til kynna að hann sé þríjónaður. Ákveðið var að fylgjast með báðum þessum 

toppum sem móðurjónum fyrir MRM umbreytingu. 

 

Mynd 4-5 

 

 

 

 

 

 

 

Full scan of ANGIOTENSIN_210512

m/z
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

%

0

100

FS_ANGIOTENSIN_210512 1 (0.611) Scan ES+ 
3.19e8363.24

349.53

298.27

279.05 299.31

523.75

376.88
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Mynd 4-6 sýnir massaróf fyrir massaskimun dótturjónar móðurjónarinnar við m/z 

523,7 eftir að hún hafði farið í gegnum árekstrarhólfið. Sjá má topp við m/z 263,0 og 

var ákveðið að nota þann topp sem dótturjón fyrir MRM umbreytingu. 

 

Mynd 4-6 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daughter scan M+2H of ANGIOTENSIN_210512

m/z
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

%

0

100
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465.98450.06

500.62

523.75

647.15

619.14534.02 669.24



  

54 
 

Mynd 4-7 sýnir massaróf fyrir massaskimun dótturjónar móðurjónarinnar við m/z 

349,5 eftir að hún hafði farið í gegnum árekstrarhólfið. Sjá má topp við m/z 135,9 og 

var ákveðið að nota þann topp sem dótturjón fyrir MRM umbreytingu. 

 

Mynd 4-7 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Daughter scan M+3H of ANGIOTENSIN_210512

m/z
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

%

0

100

DS_ANGIOTENSIN_MPLUS3H_210512 1 (0.611) Daughters of 350ES+ 
2.12e7135.88

109.7669.87

72.07

85.91

254.99

165.90

137.70
251.02

211.97

272.01

364.03343.17
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4.2. Mat á súlum fyrir HPLC-MS/MS 

Mynd 4-8 sýnir toppa Hcy með fimm mismunandi súlum. Sjá má út frá myndinni að 

mesta flatarmálið fékkst með súlunni SymmetryShield (RP8 3,5µm-2,1 x 50mm) og 

var það 223.737. Lengsti rástíminn fékkst hins vegar með súlunni Atlantis (T3 3µm 

2,1 x 100mm) og var hann 1,39 mínútur. Var sú súla jafnframt með næst hæsta 

flatarmál hómócysteins. 

Mynd 4-8 MRM mynd af hómósysteini með notkun á fimm mismunandi súlum. 
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Mynd 4-9 sýnir toppa fólinsýru með sömu fimm súlunum. Sjá má út frá myndinni að 

hæsta flatarmálið fékkst með súlunni SymmetryShield RP8   (3,5µm - 2,1 x 50mm) 

og var það 8.818. Lengsti rástíminn fékkst hins vegar með súlunni Atlantis (T3 3µm - 

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

 
Mynd 4-9. MRM róf af fólinsýru með notkun á fimm mismunandi súlum. 
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Tafla 4-2 sýnir yfirlit yfir rástíma og flatarmál Hcy og fólinsýru með fimm mismunandi 

súlum. Sjá má á töflunni að hæstu flatarmál bæði Hcy og fólinsýru fengust með 

súlunni SymmetryShield RP8 (3,5µm - 2,1 x 50mm). Einnig má sjá að lengstu 

rástímar fyrir bæði efnin fengust með súlunni Atlantis (T3 3µm - 2,1 x 100mm). Mest 

aðgreining toppa fékkst með súlunni SunFire (C18 3,5µm - 2,1x50mm) þar sem 

rástími Hcy var 0,66mín og rástími fólinsýru var 2,62mín. Næstmesta aðgreining 

toppanna fékkst með tveimur súlum og voru þær SymmetryShield (RP8 3,5µm 

2,1x50mm) og Xbridge (C18 3,5µm - 2,1x50mm). Minnsta aðgreining toppanna 

fékkst hins vegar mmeð notkun á súlunni Luna 3u (Phenyl-hexyl 3µm -2,0x50mm). 

Topparnir skildust að fullu aðgreindir af öllum fimm súlunum. Toppar Hcy fyrir allar 

súlurnar litu vel út og voru nokkuð symmetrískir þó þeir væru misstórir. Toppar 

fólinsýru voru ekki allir jafnsymmetrískir og mátti smá mestan hala með notkun á 

súlunni SunFire (C18 3,5µm - 2,1x50mm). Grunnlínan fyrir Hcy var góð hjá öllum 

fimm súlunum. Hins vegar var grunnlínan ójöfnust með notkun á súlunni SunFire 

(C18 3,5µm - 2,1x50mm) þegar fólinsýran var mæld. 

Tafla 4-2. Yfirlit yfir rástíma og flatarmál fólinsýru og hómósysteins með fimm 

mismunandi súlum. 

 

 

 

Súla 

 

Hómócystein 

 

Fólinsýra 

Rástími 

[mín] 

Flatarmá

l 

Rástími 

[mín] 

Flatarm

ál 

SunFire    C18 3,5µm - 2,1x50mm 0,66 59.083 2,62 8.518 

Atlantis     T3 3µm - 2,1x100mm 1,39 208.473 3,02 1.070 

Luna 3u Phenyl-hexyl 3µm -2,0x50mm 0,67 42.383 2,58 3.444 

SymmetryShield RP8 3,5µm 

2,1x50mm 

0,62 223.737 2,55 8.818 

XBridge C18 3,5µm - 2,1x50mm 0,62 127.759 2,55 5.495 
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4.3. Áhrif hitastigs súlu á rástíma 

4.3.1. Hómócystein 

Á mynd 4-10 má sjá MRM róf fyrir Hcy við þrjú mismunandi hitastig súlu. Hitastigin 

voru 10°C, 20°C og 35°C. Á myndinni má sjá að rástími Hcy breytist ekki mikið með 

breytingum á hitastigi súlu en þó má sjá að hann eykst aðeins eftir því sem hitastig 

súlu lækkar og fæst því lengsti rástíminn fyrir hómócystein með hitastigi súlu 10°C. 

Næstlengsti rástíminn fæst við hitastigið 20°C. Topparnir voru allir symmetrískir og 

grunnlínan stöðug. 

 

Mynd 4-10 
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4.3.2. Fólinsýra 

Á mynd 4-11 má sjá MRM krómatógram fólinsýru sem sýnir rástíma efnisins við 

hitastig súlu 10°C, 20°C og 35°C. Sjá má á MRM krómatógrami við 10°C að þrír 

greinilegir toppar sjást sem eru með rástímana 3,16, 4,32 og 7,74 mínútur. Er þetta 

ekki sambærilegt við hin tvö hitastigin. Þar sem þessar mælingar voru einungis 

framkvæmdar einu sinni er ekki víst hvort að eitthvað hafi misfarist í mælingunni eða 

að efnið sé óstöðugt við þessar aðstæður. Hins vegar er augljóst að lítill munur er á 

rástíma fólinsýru eftir því sem hitastigi súlu er breytt. Topparnir við hitastigin 20°C og 

35°C voru báðir nokkuð symmetrískir og grunnlínan nokkuð stöðug þó að meira flökt 

sæist á grunnlínunni við 35°C. 

 

Mynd 4-11 
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Í töflu 4-3 má sjá rástíma Hcy og fólinsýru við mismunandi hitastig súlu. Einnig sýnir 

taflan mun á rástímum efnanna tveggja fyrir hverja aðferð. Mesti aðskilnaður efnanna 

tveggja fékkst með hitastiginu 10°C. Þó var aðeins örlítill munur á milli aðskilnaðs 

efnanna með aðferðum við 10°C og 20°C. Minnsti aðskilnaðurinn fékkst við 35°C. 

Grunnlínan fyrir Hcy var stöðug og topparnir vel lagaðir við öll hitastigin. Hins vegar 

var grunnlínan fyrir fólinsýru stöðugust við 20°C og topparnir vel útlítandi og 

symmetrískir við bæði 20°C og 35°C, þó að erfitt sé að meta toppana við 10°C þar 

sem erfitt er að draga ályktun um svona mikla breytingu þar sem einungis eitt innskot 

var framkvæmt. 

Tafla 4-3. Rástímar hómósysteins og fólinsýru við mismunandi hitastig súlu. 

Hitastig [°C] Rástími [mín] Munur á rástímum efnanna 

[mín] 

 Hómócystein Fólinsýra  

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 á ferðafösum fyrir HPLC-MS/MS 

4.4.1. Hómócystein 

Mismunandi stuðpúðar í ferðafasa voru prófaðir fyrir mælingu á fólinsýru, sjá töflu X. 

Mynd 4-12 sýnir mismunandi stuðpúða í ferðafasa og hvaða áhrif þeir höfðu á 

flatarmál Hcy. Stærsta flatarmál fyrir Hcy mældist ef notaður var stuðpúðinn 0,1% 

maurasýra (pH 2,6). Var flatarmálið þá 127.759. Næst á eftir kom 10 mM 

ammóníumformat (pH 3,2) þar sem flatarmál Hcy var 45% af flatarmáli þess með 

0,1% maurasýru í ferðafasa og er því talsverður munur á flatarmáli þar á milli. 

Flatarmál Hcy með 10 mM ammóníumasetat (pH 4,4) í ferðafasa var 40% af 

flatarmáli Hcy í stærsta toppnum og stuðpúðinn sem kom verst út var 10 mM 

ammóníumbíkarbónat (pH 8,8). Var flatarmál Hcy við þær aðstæður einungis 24% af 

flatarmáli þess í stærsta toppnum með 0,1% maurasýru í ferðafasa. 

 

Mynd 4-12. MRM massaróf fyrir hómósystein með mismunandi stuðpúða í 

ferðafasa 
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4.4.2. Fólinsýra 

Mismunandi stuðpúðar í ferðafasa voru prófaðir fyrir mælingu á fólinsýru, sjá töflu X. 

Mynd X sýnir MRM krómatógröm fyrir fólinsýru með mismunandi stuðpúða í 

ferðafasa. Stærsta flatarmál fólinsýru mældist ef notaður var stuðpúðinn 10 mM 

ammóníumbíkarbónat (pH: 8,8). Mældist flatarmálið með þeim stuðpúða 9.671. 

Næststærsta flatarmál fólinsýru mældist með stuðpúðanum 0,1 % maurasýru (pH: 

2,6) og var flatarmál fólinsýru toppsins við þær aðstæður 58 % af flatarmáli fólinsýru 

með stuðpúðanum 10 mM ammóníumbíkarbónati. Á MRM krómatógrafi fólinsýru 

þegar notaður var stuðpúðinn 10 mM ammóníumasetat (pH: 4,4) sáust tveir 

greinilegir toppar og grunnlínan var frekar óstöðug. Samanlagt flatarmál þeirra var 

6995, en flatarmál toppsins við rástímann 2,53 mínútur var 4152 og var hann því 43 

% af flatarmáli fólinsýru með stuðpúðanum 10 mM ammóníumbíkarbónati. Minnsti 

toppurinn fékkst svo með stuðpúðanum 10 mM ammóníumformati (pH: 3,2) og var 

flatarmál topps fólinsýru við þær aðstæður 1013 eða 10 % af flatarmáli topps 

fólinsýru með stuðpúðanum 10 mM ammóníumbíkarbónati. Toppur fólinsýru með 

stuðpúðanum 10mM ammóníumbíkarbónati var bæði stærstur og einnig var 

grunnlínan jöfnust. Eins var toppurinn vel lagaður.  
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Mynd 4-13. MRM krómatógröm fyrir fólinsýru með mismunandi stuðpúða í 

ferðafasa. 
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4.4.3. Athugun á áhrifum andoxunarefnanna askorbínsýru og sítrónusýru 

á mælingar fólinsýru og hómósysteins 

Tafla X sýnir niðurstöður þeirra tíu mælinga sem framkvæmdar voru á próflausnunum 

tveimur PL7 og PL8. Eins og sést á töflu 10 innihélt önnur lausnin 100µg/mL af  

báðum andoxunarefnunum askorbínsýru og sítrónusýru og hin hvorugt þeirra. Tafla X 

sýnir rástíma og flatarmál fyrir bæði fólinsýru og Hcy með og án askorbínsýru og 

sítrónusýru. Eins sést reiknað meðaltal, staðalfrávik (Std) og RSD% fyrir hvort efnið 

við báðar aðstæður. Sést á töflunni að rástími fólinsýru og Hcy breytist mjög lítið, og 

stundum ekkert, eftir því sem líður á innskotin tíu og er staðalfrávik rástímans á bilinu 

0,00 til 0,01 fyrir bæði efnin við báðar aðstæður. Varðandi flatarmál þessara mælinga 

kemur fram meiri munur á niðurstöðum. Sést vel að meðaltalsflatarmál fólinsýru í 

próflausn, sem inniheldur askorbínsýru og sítrónusýru, er 200% hærra en í 

próflausninni þar sem þessi andoxunarefni eru ekki til staðar. Varðandi 

meðaltalsflatarmál Hcy má sjá að niðurstöður eru á öfugum pól þar sem próflausnin 

sem inniheldur askorbínsýru og sítrónusýru er með meðtaltalsflatarmál sem er 80% 

lægra en hjá próflausninni sem inniheldur hvorugt andoxunarefnið. Myndir X, X, X og 

X sýna MRM krómatógröm með öllum tíu innskotunum fyrir fólinsýru og Hcy með og 

án andoxunarefna. 
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Tafla 4-4. Niðurstöður og útreikningar fyrir athugun á áhrifum 

andoxunarefnanna askorbínsýru og sítrónusýru á mælingar fólinsýru og 

hómósysteins 

 

 

Innskot 

Nr 

Fólinsýra Hómósystein 

Með andoxunar-

efnum 

Án andoxunarefna Með andoxunar-

efnum 

Án andoxunarefna 

Rástími 

[mín] 

Flatar-

mál 

Rástími 

[mín] 

Flatarmál Rástími 

[mín] 

Flatarmál Rástími 

[mín] 

Flatar-mál 

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 

Meðaltal 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 krómatógröm fyrir 10 innskot af hómósysteini án 

askorbínsýru og sítrónusýru í próflausn. 
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Mynd 4-15. MRM krómatógröm fyrir 10 innskot af hómósysteini með 100µg/mL 

af askorbínsýru og sítrónusýru í próflausn. 

.   
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Mynd 4-16. MRM krómatógröm fyrir 10 innskot af fólinsýru án askorbínsýru og 

sítrónusýru í próflausn. 
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Mynd 4-17. MRM krómatógröm fyrir 10 innskot af fólinsýru með 100µg/mL af 

askorbínsýru og sítrónusýru í próflausn. 

4.4.4. Athugun á nákvæmni og carryover mismunandi langra aðferða 

Athugun var gerð á nákvæmni tveggja mismunandi langra aðferða og carryover 

metið á milli þeirra tveggja (10 og 23mín) og einnar aðferðar sem var enn lengri 

(40mín). 

Athugun á nákvæmni tveggja mismunandi langra aðferða  

Tafla 4-5 sýnir niðurstöður fólinsýru og hómósysteins fyrir rástíma og flatarmál með 

tveimur mismunandi löngum aðferðum, 10 og 23 mín. Einnig má sjá í töflunni reiknað 

meðaltal, Std og RSD%. Lítill munur var á rástímum beggja efna milli aðferða eins og 

sjá má á töflunni. Niðurstöður sýna hins vegar að meðalflatarmál beggja efna er hins 

vegar stærra með 10.mín aðferðinni ásamt því að RSD% er lægra fyrir þá aðferð. 

Myndir 4-18 til 4-21 sýna öll sex innskotin fyrir bæði efnin og báðar aðferðir.  
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Tafla 4-5 Niðurstöður og útreikningar fyrir athugun á nákvæmni 

tveggjamismunandi langra aðferða. 

 

Innskot 

Fólinsýra Hómósystein 

10 mín aðferð 23 mín aðferð 10 mín aðferð 23 mín aðferð 

Rástími 

[mín] 

Flatarmál Rástími 

[mín] 

Flatarmál Rástími 

[mín] 

Flatarmál Rástími 

[mín] 

Flatarmál 

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 

Meðaltal 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% 

 

 

Mynd 4-18. MRM krómatógröm fyrir sex innskot af fólinsýru með 10. mínútna 

aðferð. 
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Mynd 4-19. MRM krómatógröm fyrir sex innskot af hómósysteini með 10. 

mínútna aðferð. 
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Mynd 4-20. MRM krómatógröm fyrir sex innskot af fólinsýru með 23. mínútna 

aðferð. 
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Mynd 4-21. MRM krómatógröm fyrir sex innskot af hómósysteini með 23. 

mínútna aðferð. 

  



  

74 
 

Athugun á carryover fólinsýru og hómósysteins með mismunandi löngum aðferðum 

Í töflu 4-6 má sjá samantekt á flatarmáli fólinsýru og hómósysteins í próflausnum og 

blönkum ásamt útreiknuðu carryover fyrir mismunandi lengdir aðferða. Sjá má að 

lægsta carryover fólinsýru var 11,4 % og fékkst með aðferð sem var 40 mínútur að 

lengd. Næstlægsta carryover fólinsýru var 12,9 % sem fékkst með 23 mínútna aðferð 

og hæsta carryover fólinsýru fékkst svo með 10 mínútna aðferðinni og mældist 17,6 

% við þær aðstæður. Í sömu töflu má sjá að carryover hómósysteins var almennt lítið 

og var það á bilinu 0,11 til 0,35 %. Lægsta carryover hómósysteins fékkst með aðferð 

sem var 23 mínútur að lengd og hæsta carryover hómósysteins fékkst með 40 

mínútna aðferðinni. Myndir 4-22 til 4-27 sýna MRM krómatógröm fyrir fólinsýru og 

hómósystein ásamt blönkum við mismunandi lengdir aðferða. 
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Tafla 4-6. Flatarmál toppa fólinsýru og hómósysteins í próflausnum og 

blönkum ásamt útreiknuðu RC gildi fyrir mismunandi lengdir aðferða 

10 mínútna aðferð  

 Fólinsýra Hómósystein 

Flatarmál próflausnar 1224 47.219 

Flatarmál blankur 216 87 

RC [%] 17,6 0,18 

23 mínútna aðferð  

 Fólinsýra Hómócystein 

Flatarmál próflausnar 923 44.841 

Flatarmál blankur 120 50 

RC [%] 12,9 0,11 

40 mínútna aðferð  

 Fólinsýra Hómócystein 

Flatarmál próflausnar 1.049 31.562 

Flatarmál blankur 120 109 

RC [%] 11,4 0,35 
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Mynd 4-22. MRM krómatógram af fólinsýru og blanki með 10 mín aðferð 
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Mynd 4-23. MRM krómatógram af hómósysteini og blanki með 10 mín aðferð. 
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Á myndum 4-24 til 4-27 má sjá að búið er að minnka tímaskalann að tíu mínútum svo 

að toppar sjáist sem best. 

 

Mynd 4-24. MRM krómatógram af fólinsýru og blanki með 23 mín aðferð.  
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Mynd 4-25. MRM krómatógram af hómósysteini og blanki með 23 mín aðferð 
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Mynd 4-26. MRM krómatógram af fólinsýru og blanki með 40 mín aðferð 
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Mynd 4-27. MRM krómatógram af hómósysteini og blanki með 40 mín aðferð 
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4.4.5. Athugun á carryover við mismunandi styrk próflausna 

Tafla 4-8 sýnir flatarmál toppa fólinsýru í próflausnum og blönkum ásamt reiknuðu 

carryover fyrir eftirfarandi styrki fólinsýru; 1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL og 1000 

ng/mL. Eins og sjá má í töflunni fékkst lægsta RC gildi með próflausn að styrk 100 

ng/mL. Við þær aðstæður var carryover 9,5 %. Næstlægsta carryover fékkst með 

próflausn að styrk 1000 ng/mL og var carryover þá 14,3 %. Næst á eftir kom 

próflausn að styrk 10 ng/mL með carryover 47,7 % og hæsta carryover fékkst með 

próflausn að styrk 1 ng/mL. Var carryover í því tilfelli 85,9 %.  

Tafla 4-7. Flatarmál toppa fólinsýru í fjórum próflausnum og blönkum ásamt 

reiknuðu RC fyrir mismunandi styrk próflausna 

0,001µg/mL 

Flatarmál próflausnar 490 

Flatarmál blankur 421 

RC [%] 85,9 

0,01µg/mL 

Flatarmál próflausnar 627 

Flatarmál blankur 297 

RC [%] 47,4 

0,1µg/mL 

Flatarmál próflausnar 2032 

Flatarmál blankur 194 

RC [%] 9,5 

1µg/mL 

Flatarmál próflausnar 9308 

Flatarmál blankur 1331 

RC [%] 14,3 

 

 

 



  

83 
 

4.4.6. Athugun á carryover fólinsýru með mismunandi súlum 

Mynd 4-28 sýnir toppa fólinsýru í próflausn og blanki þegar súlan Xbridge (C18 

3,5µm - 2,1 x 50mm) var notuð til að athuga carryover fólinsýru. Flatarmál topps 

fólinsýru í próflausn var 6.270. Flatarmál topps fólinsýru í blanki var 1804 og RC var 

því 28,8%. 

 

 

Mynd 4-28. MRM krómatógram af fólinsýru og blanki við athugun á carryover 

með  súlunni Xbridge (C18 3,5µm - 2,1 x 50mm) 
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Á mynd 4-29 má sjá toppa fólinsýru í próflausn og blanki þegar carryover fólinsýru 

var athugað með súlunni Symmetry Shield (RP8 3,5µm - 2,1 x 50mm). Flatarmál 

topps fólinsýru í próflausn var 8.814 og flatarmál topps fólinsýru í blanki var 2.180. 

RC fólinsýru við þessar aðstæður var því 24,7%.   

 

Mynd 4-29. MRM krómatógram af fólinsýru og blanki við athugun á carryover 

með súlunni Symmetry Shield (RP8 3,5µm - 2,1 x 50mm) 
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Mynd 4-30 sýnir toppa fólinsýru í próflausn og blanki þegar carryover var athugað 

fyrir súluna Luna 3u (Phenyl-hexyl  3µm - 2,0 x 50mm). Á myndinni má sjá að 

flatarmál topps fólinsýru í próflausn var 3.303 og flatarmál topps fólinsýru í blanki var 

326. RC fólinsýru við þessar aðstæður var því 9,9 %. 

Mynd 4-30. MRM krómatógram af fólinsýru og blanki við athugun á carryover 

með súlunni Luna 3u (Phenyl-hexyl  3µm - 2,0 x 50mm) 
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4.4.7. Athugun á carryover fólinsýru með breytingum á skoli 

innskotseiningar 

Skolaðferð fyrir innspýtingareiningu (e. injection unit), nánar tiltekið nál og 

innskotsventil, var breytt til að athuga hvort slíkt myndi hafa áhrif á carryover 

fólinsýru. Í töflu 4-9 má sjá flatarmál próflausna og blanka fyrir og eftir breytingu á 

skoli og útreiknað carryover fyrir bæði skolin. Athuga skal að próflausnirnar tvær voru 

mældar með rúmlega mánaðar millibili. Eins og sést á töflunni var carryover minna 

með Skoli 1 fyrir breytingu heldur en með Skoli 2 eftir breytingu. Með Skoli 1 var RC 

6,0 % en eftir breytingu var það 14,3 %. Það varð því 238 % auking á RC eftir að 

skolinu var breytt. 

Tafla 4-8. Athugun á carryover fólinsýru með breytingum á skoli 

innskotseiningar 

Skol 1 

Flatarmál fólinsýru í próflausn 39.718 

Flatarmál fólinsýru í blanki 2.399 

RC [%] 6,0 

Skol 2 

Flatarmál fólinsýru í próflausn 9.308 

Flatarmál fólinsýru í blanki 1.331 

RC [%] 14,3 
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4.4.8. Athugun á carryover fólinsýru við mismunandi sýrustig 

Á mynd 4-31 má sjá MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn annars vegar og blanki 

hins vegar þegar stuðpúðinn 10 mM ammóníumbíkarbónat (pH: 8,8) var notaður sem 

ferðafasi. Á myndinni má sjá að flatarmál topps fólinsýru í próflausn var 9.347 og 

flatarmál topps fólinsýru í blanki var 309. RC fólinsýru er því 3,3 % við þessar 

aðstæður. 

 

Mynd 4-31. MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn og blanki þegar 

stuðpúðinn 10 mM ammóníumbíkarbónat (pH: 8,8) var notaður í ferðafasa við 

athugun á carryover fólinsýru við mismunandi sýrustig 
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Á mynd 4-32 má sjá MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn annars vegar og blanki 

hins vegar þegar stuðpúðinn 10 mM ammóníumasetat (pH: 4,4) var notaður í 

ferðafasa. Á myndinni má sjá að aftur komu tveir toppar eins og gerðist í lið X þegar 

athugun fór fram á mismunandi stuðpúðum í ferðafasa. Sjá má að flatarmál topps við 

rástímann 2,51 mínútu er 5.707 og flatarmál topps í blanki með rástímann 2,53 

mínútur er 252. RC fólinsýru við þessar aðstæður í fyrrgreindum toppum er því 4,4 %. 

 

Mynd 4-32. MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn og blanki þegar 

stuðpúðinn 10 mM ammóníumasetat (pH: 4,4) var notaður í ferðafasa við 

athugun á carryover fólinsýru við mismunandi sýrustig 
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Á mynd 4-33 má sjá MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn og blanki þegar 

stuðpúðinn 10 mM ammóníumformat (pH 3,2) var notaður í ferðafasa. Á myndinni má 

sjá að flatarmál topps fólinsýru í próflausn var 1.368 og flatarmál topps fólinsýru í 

blanki var 346. RC fólinsýru við þessar aðstæður var því 25,3 %. 

 

Mynd 4-33. MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn og blanki þegar 

stuðpúðinn 10 mM ammóníumformat (pH 3,2)  var notaður í ferðafasa við 

athugun á carryover fólinsýru við mismunandi sýrustig 
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Á mynd 4-34 má sjá MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn og blanki þegar 

stuðpúðinn 0,1% maurasýra (pH: 2,6) var notuð í ferðafasa. Sjá má á myndinni að 

flatarmál topps fólinsýru í próflausn var 6.270 og flatarmál topps fólinsýru í blanki var 

1804. RC fólinsýru við þessar aðstæður var því 28,8 %. 

 

Mynd 4-34. MRM krómatógröm fólinsýru í próflausn og blanki þegar 

stuðpúðinn 0,1% maurasýra (pH: 2,6) var notuð í ferðafasa við athugun á 

carryover fólinsýru við mismunandi sýrustig 
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5. UMRÆÐUR 

5.1. Innsprautun á massagreini hómócystein og fólinsýra 

Ákveðið var að athuga hvort jákvæð jónun myndi ganga upp fyrir hómósystein, 

fólinsýru og Ang II. Var slík ákvörðun tekin þar sem ýmsar þróaðar aðferðir fyrir þessi 

efni höfðu fundist og notuðust þær margar hverjar við ESI jónunaraðferð og jákvæða 

jónun (Cui et al., 2007; Koufopantelis et al., 2009; S. Li et al., 2008; Liang et al., 

2009; Persichilli, Gervasoni, Iavarone, Zuppi, & Zappacosta, 2010; Wang et al., 

2008). Við innsprautun á massagreini kom síðar í ljós að vel gekk að jóna öll þrjú 

efnin með jákvæðri jónun. Notuðust Wang og félagar (2008) við eftirfarandi MRM 

umbreytingu hómósysteins, 136,0 → 90,1, og var hún mjög nálægt MRM 

umbreytingunni (135,8 → 89,7) sem ákveðið var að notast við í þessu verkefni. Í 

sömu rannsókn notuðust Wang og félagar við eftirfarandi MRM umbreytingu 

fólinsýru, 442,3 → 295,1, og var hún einnig mjög nálægt þeirri MRM umbreytingu 

(442,1 → 295,0) sem ákveðið var að notast við í þessu verkefni.  Cui og félagar 

(2007) þróuðu HPLC-MS/MS aðferð til magngreiningar á ýmsum angíótensín 

peptíðum og notuðust við MRM umbreytinguna 349,6 → 255,2 fyrir Ang II og tóku 

þeir fram að jónin við m/z 349,6 væri þríjónuð (H+3H)3+. Við innsprautun á 

massagreini sást jónin við m/z 349,5 og var hún þríjónuð eins og hjá Cui og félögum. 

Eftir að jónin hafði farið í gegnum árekstrarhólfið sást jón við m/z 254,9 en ákveðið 

var að fylgjast frekar með jóninni með m/z 135,9 sem dótturjón. Við innsprautun Ang 

II var einnig áhugaverð jón við 523,7 sem var tvíjónuð og var því ákveðið að fylgjast 

einnig með MRM umbreytingunni 523,7 → 263. 

5.2. Mat á súlum fyrir HPLC-MS/MS 

Þar sem hómósystein virtist koma mjög fljótt út af súlunni og fólöt eiga það til að 

ásogast nokkuð fast á margar gerðir af HPLC súlum (Koufopantelis et al., 2009) var 

ákveðið að athuga hvaða áhrif fimm mismunandi súlur hefðu á flatarmál, rástíma og 

útlit fólinsýru og hómósysteins. Ástæðan fyrir því að Ang II var ekki mælt í þessum 

athugunum var sú að einungis var til 1mg af efninu og því var ákveðið að leysa ekki 
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efnið upp fyrr en búið væri að athuga áhrif ýmissa þátta á fólinsýru og hómósystein. 

Súlan sem framkallaði stærsta flatarmál beggja efna var SymmetryShield (RP8 

3,5µm-2,1 x 50mm). Lengsti rástími efnanna beggja fékkst með súlunni Atlantis (T3 

3µm 2,1 x 100mm) og var við því að búast þar sem hún er tvöfalt lengri en hinar 

súlurnar. Mest aðgreining efnanna fékkst hins vegar með súlunni SunFire (C18 

3,5µm - 2,1x50mm), en grunnlína fyrir fólinsýru var ekki nægilega góð ásamt því að 

toppur fólinsýru hefði getað litið betur út. Var sú súla því ekki talin heppileg. Út frá 

niðurstöðum má því telja að SymmetryShield súlan sé heppilegust við þessar 

mæliaðstæður. Stærsta flatarmál beggja efna fékkst með henni, hún framkallaði 

næstmestu aðgreininguna, grunnlínan var góð fyrir bæði efnin og topparnir litu vel út. 

Súlan XBridge var einnig álitleg þar sem hún framkallaði fína toppa beggja efna, 

grunnlínan var nokkuð jöfn, þó ekki jafngóð og með SymmetryShield og aðskilnaður 

toppanna var fínn með henni.  

5.3. Áhrif hitastigs súlu á rástíma 

Þar sem hómósystein er amínósýra, og þar af leiðandi mjög skautuð, var ákveðið að 

athuga hvort breytingar á hitastigi súlu myndu hafa áhrif á rástíma og aðskilnað 

beggja efnanna. Ekki virtist muna miklu á rástíma hómósysteins eftir því sem súluhita 

var breytt og því var ákveðið að hentugast yrði að notast við stofuhita við mælingar á 

hómósysteini þar sem það framkallaði minna umstang og minni tími færi í að stilla 

súluna á annað hitastig. Þegar niðurstöður fyrir sömu mælingar fyrir fólinsýru voru 

skoðaðar kom í ljós að MRM krómatógram fyrir 10°C var umtalsvert frábrugðið hinum 

teimur hitastigunum. Þar sem einungis eitt innskot fyrir hvert hitastig var mælt er erfitt 

að draga niðurstöður út frá mælingu sem er svona frábrugðin hinum tveimur. Kannski 

gæti tækið ekki hafa verið komið í jafnvægi og súlan þá ekki heldur. Ef hægt væri að 

taka mark á þessum niðurstöðum þarf ekki að vera að allir þrír topparnir séu 

fólinsyra. Efnið gæti verið óstöðugt við þessar aðstæður og að verið væri að greina 

ísóform fólinsýru. Það mun þó þurfa að endurtaka þessar mælingar, og ef til vill mæla 

fleira en eitt innskot við hvert hitastig, til að hægt sé að komast að endanlegri 

niðurstöðu. Vegna þessa, og hversu lítil áhrif hitastigbreytingar höfðu á hómósystein, 

var ákveðið að velja herbergishitann 20°C sem heppilegasta súluhitastigið. 
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5.4. Mat á ferðafösum fyrir HPLC-MS/MS 

Ákveðið var að athuga áhrif fjögurra mismunandi stuðpúða fyrir næmni 

hómósysteins. Stuðpúðar með mismunandi pH gildum geta haft umtalsvert að segja 

um hvort og hversu vel tekst að jóna efni. Við mat á ferðafösum fyrir mælingu á 

hómósysteini kom í ljós að stærsta flatarmál hómósysteins mældist þegar 0,1% 

maurasýra (pH 2,6) var notuð í ferðafasa. Var næmnin umtalsvert meiri við þessar 

aðstæður heldur en með hinum þremur stuðpúðunum. Gæti ástæðan fyrir því verið 

sú að hómósystein er með þrjá jónanlega hópa. Sá fyrsti er veiki 

karboxýlsýruhópurinn og er pKa slíkra sýruhópa á amínósýrum yfirleitt í kringum 2 - 

2,4. Næstur er amínóhópurinn sem er með pKa í kringum 7,1. Þriðji hópurinn er 

súlfíðhópurinn sem er með pKa í kringum 10 (Beltowski, 2005). Þessi pKa gildi skýra 

að vissu leiti muninn á flatarmáli hómósysteins í mælingunum. Efnið er að mestu 

plúshlaðið við mjög súrar aðstæður, eins og þær voru þegar 0,1% maurasýran var 

notuð sem ferðafasi. Efnið verður síðan óhlaðið þegar svokölluð tvitterjón myndast 

þegar sýruhópurinn missir vetnisatóm. Þegar horft er til ýmissa HPLC-MS/MS 

aðferða sem þróaðar hafa verið fyrir hómósystein má sjá að margar þeirra notast 

einmitt við svipað pH, og hér var notað, þar sem maurasýra var íblönduð vatni í 

lágum styrk og notuð í ferðafasa (Koufopantelis et al., 2009; S. Li et al., 2008; Nelson 

et al., 2005; Persichilli et al., 2010).   

Eftir að hafa komist að þeirri niðurstöðu að notkun á 0,1% maurasýru í 

ferðafasa framkallaði langmestu næmnina fyrir hómósystein var farið í að meta hvaða 

áhrif sömu stuðpúðar hefðu á næmni fólinsýru. Þegar MRM krómatógröfin voru 

skoðuð kom í ljós að besta næmnin fékkst fyrir fólinsýru þegar 10mM af 

ammóníumbíkarbónati (pH 8,8) var notað í ferðafasann. Einnig sýndu niðurstöðurnar 

að næmnin var ágæt þegar 0,1% maurasýran var notuð í ferðafasann, þó að næmnin 

fyrir fólinsýru væri þó ekki jafn góð og með 10mM ammóníumbíkarbónati. Með 

þessar niðurstöður fyrir hendi var því hægt að draga þá ályktun að 0,1% maurasýra 

(pH 2,6) væri heppilegust til notkunar í ferðafasa fyrir aðferð sem ætti að mæla bæði 

hómósystein og fólinsýru.  
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5.5. Athugun á áhrifum andoxunarefnanna askorbínsýru 

og sítrónusýru á mælingar fólinsýru og hómósysteins 

Þar sem fólinsýra virtist hverfa úr próflausn eftir því sem leið á daginn var ákveðið að 

athuga hvort andoxunarefni hefðu áhrif á stöðugleika hennar. Farið var í það verk að 

bera saman tíu innskot fólinsýru og hómósysteins þar sem önnur próflausnin innihélt 

andoxunarefnin askorbínsýru og sítrónusýru og hin próflausnin innihélt hvorugt 

andoxunarefnið. Niðurstöður sýndu umtalsverðan mun á flatarmáli fólinsýru ef borin 

voru saman meðalflatarmál hennar með og án andoxunarefnanna. Niðurstöðurnar 

gáfu því til kynna fólinsýran er viðkvæm fyrir niðurbroti vegna oxunar og er því 

nauðsynlegt að hafa andoxunarefnin í próflausnunum. 

 Eftir að hafa skoðað niðurstöður fyrir fólinsýru voru sömu niðurstöður fyrir 

hómósystein skoðaðar. Þar sást ekki nærri því jafn mikill munur en virtist 

meðalflatarmál hómósysteins vera hærra þegar andoxunarefnin voru ekki notuð. Er 

þessum niðurstöðum því öfugt farið ef þær eru bornar saman við fólinsýru. Var 

munurinn á meðalflatarmáli þó ekki nærri því jafn mikill og reyndist með fólinsýru.  

Með þessar niðurstöður fyrir hendi má telja sem svo að kostir þess að bæta 

andoxunarefnunum við próflausnirnar vegi þyngra en gallarnir þar sem nauðsynlegt 

virðist að bæta andoxunarefnunum við próflausnirnar til að hindra oxun fólinsýru.  

Þegar Std. og RSD% voru skoðuð með tilliti til rástíma og flatarmáls fólinsýru 

og hómósysteins kom í ljós að mjög lítil dreifa var á bæði rástíma og flatarmáli sem 

þýðir að aðferðin er mjög nákvæm.   

5.6. Athugun á nákvæmni og carryover mismunandi langra 

aðferða 

Eftir að toppur uppgötvaðist í blanki við sömu MRM umbreytingu og notuð var fyrir 

fólinsýru, og með sama rástíma í MRM krómatógrafinu, ágætlega mikið carryover 

virtist vera til staðar fyrir fólinsýru. Því var ákveðið að meta hversu mikið carryoverið 

væri. Nákvæmni tveggja aðferða af mismunandi lengd var athuguð og var carryover 

skoðað með þremur aðferðum af mismunandi lengd. Hómósystein var haft með í 

þessum mælingum þó svo að ekkert sérstakt benti til þess að slíkt vandamál væri til 

staðar fyrir hómósysten.  Mjög lítil dreifa var á rástímum beggja efnanna með báðum 

aðferðunum. Einnig var dreifan ekki mikil ef litið var á flatarmálin og því voru þessar 

aðferðir nokkuð nákvæmar og carryover því ekki að hafa mikil áhrif á nákvæmni 
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aðferðanna. Enginn ávinningur virtist vera af því að lengja aðferðina og virtist 

nákvæmnin af einhverjum orsökum minnka þegar aðferðin var lengd. 

 Eftir að hafa metið nákvæmni aðferðanna var carryover metið í þessum sömu 

aðferðum auk þess sem það var metið í aðferð sem var 40 mínútur að lengd. RC var 

reiknað og niðurstöður fólinsýru sýndu fram á að carryover minnkaði eftir því sem 

aðferðin varð lengri og má telja að það sé vegna þess að súlan er skoluð meira með 

lengri aðferðinni. Samkvæmt heimildum á fólinsýra það til að ásogast nokkuð vel að 

HPLC súlum (Koufopantelis et al., 2009) og getur því vel verið að slíkt sé að gerast í 

hér. 

 Eftir að hafa skoðað niðurstöður yfir carryover fólinsýru voru niðurstöður fyrir 

hómósystein skoðaðar. Eins og við var búist var umtalsvert minna carryover til staðar 

þar á bæ og fylgdi það ekki endilega lengd aðferða. Lægsta carryover fékkst með 23 

mínútna aðferðinni og það næstlægsta fékkst með 10 mínútna aðferðinni. RC með 10 

mínútna aðferðinni var einungis 0,18% sem ætti að þykja vel ásættanlegt. 

 Þar sem munur á carryover fólinsýru á milli mismunandi lengda aðferða var 

ekki mikill og varla þótti ásættanlegt að hafa aðferð, sem mældi tvö efni, 23 eða 40 

mínútur að lengd að lokum ákveðið að 10 mínútna aðferðin væri ásættanlegust af 

þessum þremur aðferðum. Einnig studdu niðurstöður um nákvæmni mæliaðferðanna 

þá ákvörðun þar sem nákvæmni 10 mínútna aðferðarinnar virtist vel ásættanleg.  

 

5.7. Athugun á carryover við mismunandi styrk próflausna 

Eftir að hafa komist að þeirri niðurstöðu að vandamál tengd carryover væru helst 

tengd fólinsýrunni var ákveðið að segja skilið við slíkar athuganir tengdar 

hómósysteini. Tekin var ákvörðun um að athuga hvaða styrkleika fólinsýru í próflausn 

væri hentugast að nota við mælingar. Einnig þótti athyglisvert að vita hversu langt 

niður í styrkleika væri hægt að komast. Búist var við því að carryover myndi ráða 

mestu um það hveru lágt niður væri hægt að fara í styrkleika fólinsýru. Slík ályktun 

var tekin þar sem grunnlínan var yfirleitt nokkuð stöðug og toppurinn í blankinum var 

yfirleitt mjög greinilegur. Þegar 1µg/mL lausnin var mæld reyndist RC vera 14,3%. 

Það lækkaði hins vegar nokkuð við að minnka styrkinn niður í 0,1µg/mL og reyndist 

sú lausn framkalla lægsta RC sem var 9,5%. Eftir því sem styrkur lausnarinnar var 

lækkaður meira jókst carryover aftur og sýndu niðurstöður að hæsta RC fékkst með 

próflausn sem var 0,001µg/mL og reyndist RC vera við þær aðstæður 85,9%. Þetta 
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er mjög hátt RC og má velta fyrir sér hvort þetta sér í raun og veru hið rétta gildi þar 

sem kerfið gæti verið mengað af fólinsýru frá sterkari sýnum. Hvort sem er, má draga 

þá ályktun út frá þeim niðurstöðum sem liggja fyrir að nærri ómögulegt væri að mæla 

próflausnir með svona lágum styrk í sömu keyrslu og sterkari próflausnir eru mældar.  

5.8. Athugun á carryover fólinsýru með mismunandi súlum 

Þar sem niðurstöður sýndu fram á að carryover minnkaði þegar aðferðir voru lengdar, 

og þar með skol súlunnar aukið,  var ákveðið að gera samanburð á carryover 

fólinsýru með notkun á þremur mismunandi súlum. Sú súla sem framkallaði minnsta 

carryover var Luna 3u (Phenyl-hexyl  3µm - 2,0 x 50mm). Sú súla hafði ekki komið 

vel út úr samanburði á milli súlna fyrr í þessu verkefni en ákveðið var athuga hvernig 

hún kæmi út úr þessum samanburði. Stöðufasi hennar er nefnilega byggður upp af 

fenýlhóp sem er tengdur við hexýlhóp. Þessi samsetning stöðufasa er talin góð fyrir 

arómatískar sameindir ásamt því að alkýlkeðjan í hexýlhópnum býður upp á svipaða 

notkun og súlur sem eru til dæmis með C8 sem stöðufasa. Rættist svona líka vel út úr 

þessum vangaveltum og minnkaði carryover umtalsvert og endaði RC í 9,9% með 

þessari súlu á meðan það var 24,7% með SymmetryShield (RP8 3,5µm - 2,1 x 

50mm) og 28,8% með Xbridge (C18 3,5µm - 2,1 x 50mm). 

5.9. Athugun á carryover fólinsýru með breytingum á skoli 

innsprautunarbúnaðar 

Eftir að hafa gert ýmsar athuganir á carryover, og þá sérstaklega hvað varðar súlur, 

var ákveðið að athuga hvort aukning á skoli innsprautunarbúnaðar myndi minnka 

carryover. Slíkt vandamál getur nefnilega sprottið upp ef eitthvað af efninu situr eftir í 

innsprautunarbúnaðinum og sést svo sem carryover toppur í blanki sem skotið er inn 

á eftir próflausn. Vonast var til þess að við samanburð á þessum tveimur skolum, þar 

sem Skol 2 var með fjórfallt fleiri skolum eftir hvert innskot heldur en Skol 1, að 

carryover myndi minnka. Raunin varð önnur þar sem RC jókst við breytinguna og 

reyndist Skol 1 því vera betri kostur. Hins vegar verður að taka til greina að þegar 

flatarmál toppanna með Skoli 1 og Skoli 2 eru borin saman má sjá umtalsverðan 

mun. Mælingar með Skoli 1 og Skoli 2 voru ekki framkvæmdar á sama degi en búist 

var við því að niðurstöðurnar væru sambærilegar þar sem einungis væri verið að 
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bera saman RC og því ekki verið að bera saman ákveðin flatarmál. Það væri því 

athyglisvert að skoða þetta nánar og þá framkvæma þessar mælingar á sama degi.   

5.10. Athugun á carryover fólinsýru við mismunandi 

sýrustig 

Eftir að hafa framkvæmt ýmsar athuganir tengdar carryover fólinsýru, þar sem 

sýrustigið hafði ávallt verið hið sama, var ákveðið að gera athugun á því hvort munur 

væri á carryover fólinsýru við mismunandi sýrustig stuðpúða. Við þessa athugun 

komu mjög áhugaverðar niðurstöður fram. Mesta carryover, og þar með hæsta RC 

gildi, fékkst með notkun á 0,1% maurasýru (pH 2,6). Var þetta einmitt það sýrustig 

sem hafði verið notað við allar þær carryover mælingar sem á undan höfðu gengið. 

Lægsta RC gildið fékkst hins vegar með notkun á stuðpúðanum 10mM 

ammóníumbíkarbónati (pH: 8,8) og var það einmitt sá stuðpúði sem framkallaði bestu 

aðstæður fyrir fólinsýru þegar stuðpúðarnir voru bornir saman fyrr í þessu verkefni en 

varð ekki fyrir valinu þar sem hann kom verst út fyrir hómósystein. 

  



  

98 
 

6. ÁLYKTANIR 

 

Í þessari rannsókn var þróuð mæliaðferð til mælingar á fólinsýru og hómósysteini. 

Aðferðin var nákvæm og mjög lítil dreifa var á rástíma og flatarmáli beggja efna. 

Fólinsýra sýndi lítinn stöðugleika í próflausnunum og náðist að vinna bug á þeim 

vanda með því að auka stöðugleika hennar. Var það gert með því að bæta 

andoxunarefnum við próflausnirnar og sýndu mælingar að mjög mikill munur var á 

milli flatarmáls fólinsýru með og án andoxunarefna. Hómósystein virtist hins vegar 

vera nokkuð stöðugt í próflausununum og myndi ekki reynast nein þörf á að hafa þau 

efni í próflausn sem innihéldi einungis hómósystein.  

 Carryover athuganir leiddu í ljós að carryover var nokkuð mikið hjá fólinsýru en 

aftur á móti mjög lítið hjá hómósysteini. Við frekari rannsóknir var fundið út að 

fólinsýran virtist aðsogast nokkuð fast að stöðufasa súlunnar og þá sérstakega við 

lágt sýrustig. Fundin var súla sem fólinsýran aðsogaðist ekki jafn fast að og eins sást 

umtalsverður munur ef sýrustigið var hækkað. 
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