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Нав едено  п о р ів няльний аналіз ап аратур и та р еагентів , які 

засто со в ую ться п р и в изначенні ко нцентрації го мо цістеїну  у  біо ло гічних 
р ідинах мето до м в исо ко ефектив но ї р ідинно ї хр о мато графії.  

К Л Ю ЧО ВІ СЛ О ВА: го мо цістеїн, в исо ко ефектив на р ідинна хр о мато графія, 
іш емія, інфаркт міо карду . 

 
 

То й факт, щ о  ко нцентрація го мо цістеїну  в  кр о в і 
є в аж лив им та незале ж ним маркер о м р изику  
п о яв и серце в о -судинних захв о р ю в ань, в ж е  став  
загально в ідо мим. Визначення ко нцентрації 
го мо цістеїну  тако ж  до зв о ляє в изначити дефіцит 
фо латів  та в ітаміну  B12. 

М ето дів  в изначення ко нцентрації го мо цістеїну  
в  кр о в і існує значна кількість, о днак п итання 
п о лягає у  в ибо р і найбільш  п р идатно го  для 
ко нкр етих умо в . Найчастіш е  загальну  кількість 
го мо цістеїна в изначаю ть мето дами ВЕРХ 
(в исо ко ефектив но ї р ідинно ї хр о мато графії), які є 
найлегшими для ав то матизації. 

Слід в казати, щ о  в  клінічній біо хімії в ираз 
"р ів ень го мо цістеїну", або  в ірніш е , "р ів ень 
загально ї кілько сті го мо цістеїну" п о  в ідно ш енню  
до  біо ло гічних зразків  тип а п лазми, зав ж ди 
в ідно ситься до  суми ко нцентрацій в сьо го  п ула 
го мо цістеїна та в клю чає як в ільний, так й 
зв 'язаний п о  дісульфідним місткам.  

Ниж ня меж а ко нцентрацій для го мо цістеїна 
п рактично  не  в изначена і значення ко нцентрацій 
ниж че  сер едніх меж  не  було  до слідж ено . 
М о ж лив о , низькі ко нцентрації го мо цістеїна не  
маю ть ніяких клінічних п р о яв ів . То му  аналітична 
чутлив ість мето да не  є п р о блемо ю . Найниж ча 
ко нцентрація, яка в изначається тим або  іншим 
мето до м, має п р иблизно  до р ів ню в ати 2 мкмо ль/л, 
п р ичо му  в сі мето ди, які о бго в о р ено  ниж че , цьо го  
до сягаю ть. 

Визначення ко нцентрації тіо лів  в  сир о в атці 
(п лазмі) кр о в і є неп р о сто ю  задачею , щ о  
о бумо в лено  низко ю  о бстав ин. 

По-перше, р ечо в ини, щ о  до слідж ую ться є 
сильними в ідно в никами і п р исутні в  о рганизмі у  
в игляді о кислених п о хідних - дісульфідів , 
білко в их ко н'ю гатів  то щ о . Це  в имагає 
п о п е р едньо го  їх в ідно в лення. Але  в ідно в лені 
фо рми (тіо ли) зно в у  ш в идко  о кислю ю ться. Так, за 
[31] в трата 75% до бав лено го  до  сир о в атки GSH 
сп о стер ігалась за 30 хв илин та п о в ністю  
п о ясню ється фо рму в анням дисульфідів  GSSG 
(24%) та CSSG (74%). Такі ж  зміни 
сп о стер ігаю ться і для інших тип ів  тіо лів , які 
до даю ться до  п лазми. 

По-друге, базальні ко нцентрації го мо цістеїна 
до сить малі. Так, за [23] ко нцентрація в ільно го  
го мо цістеїну  в  п лазме  до р ів ню є 1.57 мкмо ль/л, щ о  
стано в ить 10-15% в ід сер едньо ї п о в но ї 
ко нцентрації го мо цістеїна. 

По-третє, р ечо в ини тип а цистеїна, 
го мо цістеїна слабо  п о глинаю ть в  сер едньо му  та 
ближ ньо му  ультрафіо леті, щ о  ускладню є їх 
безп о сер еднє о п тичне  в изначення й сп о нукає 
до слідника п р о в о дити п е р ед- або  п ісляко ло но чну  
дер ів атизацію  - п р ив ив ання флу о р есцентно ї мітки 
або  функцио нально ї гр у п п и, яка має о п тичну  
актив но сть. 

М о ж лив о  п р яме  в изначення у  дальньо му  
ультрафіо леті [29] п р и 190 нм. П р и цьо му  не  
тр еба п р о в о дити де р ив атизацію  та в ідно в лення 
о кислених фо рм. Але  такий мето д п о тр ебує 
до р о гих надчистих р еагентів , та є до статньо  
тр удо містким. К р ім то го , чутлив ість цьо го  мето да 
не  п е р е в ищ ує чутлив о сті сп ектр о фо то метр ичних 
мето дів , засно в аних на о де р ж анні о п тично  
актив них п о хідних. 

З  інш о го  бо ку , у  сп рав і в изначення 
ко нцентрацїї го мо цістеїна є і п о зитив ни мо менти. 
Вияв ило сь [55], щ о  меж індив ідуальні р о збіж но сті 
у  р ів нях го мо цістеїну  є до статньо  в еликими, але  
п р о тяго м місяця для ко ж но го  індив ідуума 
ко нцентрація го мо цістеїну  залишається п рактично  
незмінно ю  (ко ефіцієнт надійно сті R=0.94). 
Д о в го тр ив алий (30 місяців ) ко ефіцієнт надійно сті, 
який знахо диться п ід значним зо в нішнім в п лив о м, 
до р ів ню є 0.65, о днак в иклю чення зо в нішньо го  
в п лив у  дало  значення R = 0.82. То му  в в аж аю ть, 
щ о  ко нцентрація п лазменно го  го мо цістеїна є 
в ідно сна ко нстанта, незмінна п р о тяго м не  менш е  
1 місяця, і щ о  єдине  в изначення до статньо  
хо р о ш о  характер изує сер едню  ко нцентрацію . З а 
деяких умо в  до статню  діагно стичну  то чність має і 
о диничне  в изначення чер ез 30 місяців . 

Практично  в  усіх р о бо тах ко нцентрація 
го мо цістеїна в изначалась в  п лазмі. К о нцентрації 
го мо цістеїна в  цер ебр о сп инальній р ідині 
до р ів ню ю ть п р иблизно  або  ниж че  зв ичайно ї 
границі чутлив о сті 0,2 мкмо ль/л [51], й нам 
в ідо ма лиш е  о дна р о бо та [48], де  п о в ідо мляється 
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п р о  в исо ку  ко нцентрацію  го мо цістеїна в  
цер ебр о сп инальній р ідині 11 п ацієнтів  з 
фібр о мілгією  або  хр о нічним синдр о мо м в то ми 
(0,61 мкмо ль/л) п о р ів няно  з ко нтр о лем (0,13 
мкмо ль/л). Але  нав іть ці в исо кі ко нцентрації на 
п о р ядо к ниж че  сер едніх ко нцентрацій 
го мо цістеїна в  п лазмі. 

П рактично  не  п р о в о диться в изначення 
ко нцентрації го мо цістеїна в  сечі, то му  щ о  в ін 
майж е  п о в ністю  р еадсо р бується в  нирках. 

 
Типова обробка 
Стандартизація п р о цеду р  п р о бо п ідго то в ки п р и 

в изначенні го мо цистеїну  п о р ів няно  з тако ю  для, 
нап риклад, хо лестер ина, п рактично  в ідсутня. 

Вибір  п р о тико агулю ю чо го  засо бу  залеж ить в ід 
п о дальш о го  хо ду  аналіза, але  більш ість мето дів  
базується на стабілізації стандартними 
ко нцентраціями ЕД ТА або  геп арина. П о мірний 
гемо ліз не  в п лив ає на ко нцентрацію  го мо цістеїна 
в  п лазмі [19]. 

Після в ідбо р у  кр о в і клітини кр о в і п р о дукую ть 
го мо цістеїн та в ив ільняю ть йо го  в  п лазму , щ о  
в еде  до  збільш ення ко нцентрації го мо цістеїна в  
п лазмі п р и кімнатній темп е ратур і п р иблизно  на 
10% за го дину [3, 56]. 

Це  є о сно в но ю  п р ичино ю  то го , чо му  не  слід 
в изначати го мо цістеїн в  сир о в атці, бо  йо го  его  
ко нцентрація збільшиться на 5-10% за п р о між о к 
часу , п о тр ібний для зав е рш ення коагуляції п е р ед 
центрифугу в анням.  

Абсо лю тне  збільш ення ко нцентрації не  
залеж ить в ід ко нцентрації го мо цістеїна в  п лазмі 
[20], то му  нео п тимальна о бр о бка зразка в еде  до  
зменш ення р ізниці між  зразками з в исо ко ю  та 
низько ю  ко нцентраціями го мо цістеїна [47].  

Якщ о  нагальне  центрифугу в ання 
стабілізо в ано ї кр о в і немо ж лив о , то  мінімізу в ати 
збільш ення ко нцентрації го мо цістеїна мо ж на 
збе р іганням кр о в і на льо ду  з в ідо кр емленням 
п лазми за час, щ о  не  п е р е в ищ ує 1 го дини [3]. 
Якщ о  це  немо ж лив о , кр о в  збираю ть у  
ге п аринізо в ані п р о бірки, щ о  містять в ід 2 до  4 мг 
фто р иду  натр ия на 1 мл кр о в і – це  зап о бігає 
суттєв о му  збільш енню  ко нцентрації го мо цістеїна 
те рміно м до  2 го дин [39]. 

Б агато о біцяю чо ю  альтернатив о ю  є 
засто су в ання 3-деазаадено зіну , сп ецифічно го  
інгібіто ра п е р етв о р ення 5-адено зилго мо цістеїна в  
го мо цістеїн [2]. О скільки 3-деаза-адено зін інгібує 
п о чатко в е  п е р етв о р ення го мо цістеїна в  5'-
адено зилго мо цістеїн в  імуно ферментних мето дах, 
ця до бав ка не  мо ж е  засто со в у в атися із зразко ми 
для цих набо р ів  [58]. 

 
Умови  зберігання 
Після в ідо кр емлення п лазми в ід клітин, 

го мо цістеїн є стабільним щ о найменш е  п р о тяго м 4 
днів  п р и кімнатній темп е ратур і [20], щ о  до зв о ляє 
трансп о р ту в ання незамо р о ж е -них зразків  
лабо рато р ії. Б ільш  то го , го мо цістеїн стійкий кілька 
тиж нів  п р и 0-2оC [54], а п р и збер іганні в  
замо р о ж е -но му  стані п р и темп е ратур і -20оC – 
п р о тяго м кілько х місяців , а мо ж лив о  і р о ків  [8, 47, 

56]. П о в то рне  замо р о ж у в ання і р о змо р о ж у в ання 
не  в п лив ає на ко нцентрацію  го мо цістеїна в  п лазмі 
[56]. Немає р ізниці між  кр о в ью  геп ар инізо в ано ю  
та о бр о блено ю  ЕД ТА [12]. 

 
Потрібний об’єм  
Б ільшість мето дів  п о тр ебує 50-150 мкл п лазми, 

для менш  чутлив их сп о со бів  п о тр ібний о б’єм 
до сягає 1000 мкл. Д ля п о р ів няння - імуно ло гічні 
аналізи п о тр ебую ть лиш е  25 мкл. 

 
В ідновлення оки сленого гомоцістеїну 

плазми  
Всі аналітичні мето ди для в изначення 

загально го  го мо цістеїна в клю чаю ть стадію  
в ідно в лення п е р ед р о зділенням та в изначенням. 
Найбільш  п о ш ир еними в ідно в никами є р еактив и, 
щ о  містять сульфгідрильні гр у п и, нап риклад 
дітіо тр еїто л (DTT), дітіо е р итр ио л (DTE), 
меркап то етано л, бо р о гідр ид натрия або  калия, 
тр ибутілфо сфін (TBP). Їх засто су в ання р етельно  
р о зглянуто  в  [54]. Стандартними є такі 
тв е р дж ення: в ідно в лення до статньо  п р о в о дити з 
10-кратным мо лярным надлишко м в ідно в ника 
тип а DTT або  TCEP. Б аж ано  п р о в о дити 
в ідно в лення в  безкисне в о му  сер едо в ищ і. 
М о дифікую чі р о зчини належ ить го ту в ати 
безп о сер едньо  п е р ед в ж ив ання, максимально  
захищ аю чи їх в ід св ітла. Реакція в ідно в лення п р и 
засто су в анні DTT зав е рш ується за 2 го дини п р и 
кімнатній темп е ратур і, п р и засто су в анні TBP- за 
30 хв илин.  

Але  ко ж ен з цих в ідно в ників  має св о ї в ади. 
Сульфгідрил-в містні в ідно в ники мо ж уть 
ко нкур у в ати з го мо цістеїно м за р еактив и в  
п о дальших етап ах о де р ж ання п о хідних, 
бо р о гідриди неп рактичні в  ав то матизо в аних 
п р о цедурах в наслідо к утв о р ення газів . К р ім то го , 
в ідно в лення бо р о гідридо м натрія п о тр ебує 
в еликих в итрат часу  [49] та дає найбільш у  
п о хибку . 

З а думко ю  [46] сильний не п р иємний зап ах 
тр ибутіл-фо сфіну  та нео бхідність р о зчиняти йо го  
в  діметілфо рмаміді (в наслідо к слабко ї р о зчинно сті 
у  в о ді) п е р ешко дж аю ть в ико р истанню  ТБ Ф  в  
клінічній лабо рато р ії. Але  мы не  мо ж емо  
п о го дитися з цим – на нашу  думку  зап ах 
диетило в о го  ефіну  значно  сильніш е  і є більш  
неп р иємним. В усяко му  в ип адку , в ико р истання 
найп р о стіш о ї в итяж но ї шафи п о в ністю  в ир іш ує в сі 
п р о блеми. 

З  1997 р о ку  найсучаснішим в ідно в нико м 
в в аж ається тріс-(2-карбо ксиетіл)фо сфін (TCEP) 
[24, 43]. Цей р еагент є нелетким, легко  
р о зчиняється в  в о ді, йо го  р о зчини п о р ів няно  
стійки. 

Час в ідно в лення за до п о мо го ю  TCEP не  
п е р е в ищ ує 1 хв илини, в  то й час, як в ідно в лення 
бо р о гідридо м натрію  за 30 хв илин є не п о в ним. 
К р ім то го , ко ефіцієнт в аріації між  в изначеннями із 
засто су в анням TCEP в  декілька раз ниж че  
п о р ів няно  з мето дами, засно в аними на 
бо р о гідриді натр ію  [24]. 
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Д о датко в у  інфо рмацію  щ о до  п о тр ібно ї кілько сті 
в ідно в ника мо ж на о де р ж ати в  [28], де  п о казано , 
щ о  загальний го мо цістеїн п лазми має п р иблизно  
4% в ідно в лю в ально ї здано сті п лазми п о  
бо р о гідр иду .  

 
О ки с лення гомоцістеїна під час  анализа 
Якщ о  в ідно в ник в итрачено  або  в идалений в  

хо ді аналізу  п ісля в ідно в лення, в ідно в лений 
го мо цістеїн мо ж е  зно в у  о кислитися з п о в то р ним 
утв о р енням дисульфідів . Ре о кислення мо ж е  
о бмеж ено  п ідв ищ енням ш в идко сті аналітичних 
п р о цедур  п ісля п о чатко в о ї стадії в ідно в лення, або  
в ико р истанням ЕД ТА [54]. У раху в ання частко в о го  
р е о кислення мо ж лив е  в в еденням в нутр ішніх 
стандартів , але  лиш е  го мо цістеїн, марко в аний 
стійким ізо то п о м (нап риклад дейтер ієм) [50] дає 
то чну  п о п рав ку  для будь-яко х ступ ені 
р е о кислення. Цей мето д має ту  п е р е в агу , щ о  в ін 
п р идатний і для не п о в но го  в ідно в лення. 

 
О держ ання похідних гомоцістеїна 
Три актив них гр уп и го мо цістеїна (аміно гр уп а, 

карбо но в а і тіо -гр уп а) - легко  в ступ аю ть в  
р еакцію  з флуо р есцентними мітками або  
хр о мо фо рами, щ о  в ико р исто в ується для 
в изначення в  ВЕРХ аналізі із засто су в анням У Ф  
або  флуо р есцентно го  детекто ра. Єдиний тип  
аналізу  без дер ив атизації функціо нальних гр у п  
го мо цістеїна - ВЕРХ-аналіз з електр о хімічно ю  
детекцією . 

 
Ф лю орес центна детекція 
Хо ча ВЕРХ-мето ди в изначення го мо цістеїна в се  

ещ е  разв ив аю ться, більшість їх засно в ано  на 
в изначенні флу о р есцентних п о хідних го мо цістеїна 
[25]. Найбільш  п о ш ир ено ю  мітко ю  є SBD-F (7-
benzo-2-oxa-1,3-diazole-4-sulfonic acid) – мабуть 
в наслідо к п о зитив них її в ластив о стей, щ о  не  
в ідо браж ено  в  літератур і, бо  за [14] 
флуо р есцентні п о хідні SBD та го мо цістеїна, 
цистеіна були зо в сім нестійки на св ітлі, а у  
темр яв і збер ігались лиш е  декілька го дин. Це  
ускладню є мето д та р о бить йо го  менш  п р идатним 
для масо в их в имір ю в ань, п р изв о дить до  
збільш ення п о хибки в имір ю в ання. 

Та ж  мітка засто со в у в алась й іншими ав то рами 
[5, 53, 56] трив алість хр о мато графу в ання склала 
6 хв илин, чутлив ість – 0,16-0,3 мкмо ль/л [19, 43, 
55].  

Щ е  о днією  флу о р есцентно ю  мітко ю  мо ж е  бути 
7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole-4-sulfonamide (ABD-
F), який має деяки п е р е в аги п е р ед SBD-F [27]. 
Д е р ив атизація в ідбу в ається п р о тяго м 20 хв илин 
п р и 50оС и рН 8. П р и рН=2 дер ив ати стійки не  
менш е  5 діб.  

З асто со в ується й N-[4-(6-dimethylamino-2-
benzofuranyl)-phenyl]-maleimide (NDB) [40].  

Вж е  13 р о ків  то му  бу в  синтезо в аний 4-(N,N-
Dimethylaminosulphonyl)-7-fluoro-2,1,3-
benzoxadiazole (DBD-F), здатний замінити со бо ю  
ABD-F [52]. DBD-F більш  р еакційно здатний 
(кількісно  р еагу в ав  з тіо лами за 10 хв илин) та 

тіо л-сп ецифічний п о р ів няно  з ABD-F, та ступ інь 
флуо р есценції в  ньо го  в ищ е .  

О дниз з традиційних та п о ш ир ених у  
засто су в анні флуо р есцентних міто к є 
мо но бр о мбіман. Щ е  в  1989 р о ці йо го  
засто со в у в али для в изначення го мо цістеїну  [28], 
а чутлив ість мето ду  склала 4.4 п мо ль. П о дальшим 
р о зв итко м засто су в ання мо но бр о мбімана в  ВЕРХ 
аналізі бу в  мето д [36], щ о  до зв о ляв  в изначати 
о п р е делять в ідно в лені, о кислені і біло к-зв ’язані 
фо рми цістеїна, цистеїнілгліцина, го мо цістеїна і 
глю таміна в  п лазмі. П р исутність 50 мкМ  
дітіо е р итр іо ла забезп ечує лінійність стандартних 
крив их п р и дуж е  низьких ко нцентраціях тіо лів . 
М ето д до статньо  ш в идкий – [42] до зв о ляє за 6 
хв илин в изначати загальну  ко нцентрацію  
в аж лив іш их тіо лів  п лазми, за до бу  п р о в ести до  
100 в изначень, щ о  є до статньо  в исо ким 
п о казнико м. О скільки для анализа не о бхідно  
лиш е  10 мкл п лазми, то  цей мето д о со блив о  
п р ив аблив ий для п едіатрії. М е ж а чутлив о сті 
складає 50 нмо ль/л для в сіх тіо лів . 

В [22] р о зглянуто  но в ый флу о р есцентний 
марке р  - метіло в ий ефір  4-(6-methoxynaphthalen-
2-yl)-4-oxo-2-butenoic кисло ти. Речо в ина р еагує з 
тіо лами селектив но  та ш в идко  (10 хв  п р и 
кімнатній темп е ратур і п р и pH=7.5). П р и 
в изначенні до в ж ина св ітла збудж ення 310 nm, 
емісії 450 nm. Але  в  п о дальш о му  р о біт, в ико наних 
з цим маркер о м, п рактично  не  було . М о ж лив о , щ о  
в ін має деякі в ади, які укскладню ю ть йо го  
засто су в ання. 

Відно сно  низьку  чутлив ість (до  1 мкМ /л) та 
то чність п о казав  мето д [26] з в ико р истанням 
дер ив атизації o-фтале в им діальдегідо м. В 
п о дальш о му  цей маркер  тако ж  не  набу в  шир о ко го  
засто су в ання.  

У нікальну  стабільність п о хідних має но в ий 
мо дифікато р  тіо лів  N-(1-pyrenyl)maleimide (NPM) 
– до  2 місяців  п р и 4оС. М ето д з йо го  
в ико р истанням до зв о ляє р о зділити та в изначити 
глутатіо н, цістеїн, го мо цістеїн, цістеїнілгліцін, 
п о хідні γ-глутамілцістеїна. М е ж а чутлив о сті за 
глутатіо но м - п р иблизно  50 fmol. У  п о р ів нянні з 
мо но бр о мбімано в им мето до м п о мітні п ідв ищ ена 
селектив ність, ш в идкість, чутлив ість і легкість 
в ико р истання [57]. 

З асто со в ую ться і інші флуо р есцентні 
мо дифікато р и тіо лів  у  ко мп лексі з зв о р о тньо -
фазним ВЕРХ-р о зділенням п р о дуктів  
дер ив атизації – це  9-fluorenylmethylchloroformate 
[15], phenylisothiocyanate (PITC) [6, 18] 
dimethylamino-naphthalene-sulfonyl хло р ид [33]. 

 
УФ -детекція 
В зв ’язку  з в ідно сно  слабо ю  чутлив істю  

мето дів , засно в аних на У Ф -детекції, є п о р ів няно  
мало .  

Післяко ло нко в а де р ив атизація 
О дним з п е р ш их ВЕРХ мето дів  в изначення 

біо ло гічних тіо лів  в  нано мо лярних кілько стях з 
о п тично ю  детекцією  бу в  мето д [41], який 
базу в ав ся на п ісляко ло нко в ій де р ив атизації 6,6'-
дітіо дініко тино в о ю  кисло то ю . Пр и цьо му , с 
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в ико р истанням як елю єнта 33 мМ  калій-
фо в фатно го  буфе р у  (рН 2,2), о дно часно  
в изначали цістеїн, цістеамін, го мо цістеїн, глутамін 
та п еніціламін з чутлив істю  до  0,1 нмо ль в  
ко ло нці. 

Набагато  ниж чу  меж у  чутлив о сті має мето д [4], 
п р идатний для в изначення го мо цістеїна та інших 
сульфгідрило в  п лазми. Плазма в ідно в лю ється 
дітіо тр еїто ло м, білки о садж ую ться 
сульфо саліціло в о ю  кисло то ю . П р и ізо кратично му  
елю ю в анні мето до м іо н-п арно ї хр о мато графії п р и 
рН 2,4 и п ісляко ло нко в о ї де р ив атизації 4,4'-
дітіо діп ір идино м мо ж лив им стає в изначення п р и 
324 нм. М е ж а чутлив о сті за го мо цістеїно м - 50 
нмо ль/л п лазми. Все  це  занадто  гарно , щ о б бути 
п рав до ю . 

Щ е  о дин в ідно сно  п р о стий мето д базується на 
п ісляко ло нко в ій де р ив атизації ціано -
нітр о п р усидним р еагенто м та детекту в анням п р и 
521 нм (цистін) і 524 нм (го мо цистін). Важ лив им є 
те , щ о  за п р исутно сті нітрата срібла дер ів атизація 
п р о хо дить лиш е  для го мо цистіна. З  інш о го  бо ку , 
о п тично  актив ні ко мп лекси, щ о  утв о р ю ю ться, 
стійкі п р о тяго м не  більш е  3 хв илин для цістіна та 
десятко в  секунд для го мо цистіну  [59]. 

З  мето ю  ав то матизації мето да, р о зр о блено  
ав то матичний аналізато р , в  яко му  забезп ечено  
on-line п ідміш у в ання нінгідрина в  елю єнт, який 
в ихо дить з ко ло нки [7]. Цей мето д п о тр ебує 
р ізних в исо ко якісних та до р о гих р еагентів . З  
інш о го  бо ку , о б'єм п лазми, нео бхідний для 
п р о в е дення аналізу , до р іню є лиш е  20 мкл. 
Со бів ар тість о дно го  аналіза склала 15 до ларів  
СШ А. Недо ліко м є те , щ о  загальний час, 
нео бхідний для п р о в едення 1 аналізу , складає 
149 хв илин. 

Д о  р ечі, нінгідрин є найбільш  п о ш ир еним 
мо діфікато р о м в наслідо к в ластив их йо му  
техно ло гічних п е р е в аг, п р о те  в ін має в аду  – 
го то в ий р еактив  п р идатний п р о тяго м лиш е  2 
тиж нів . 

Передколонкова дериватизація 
М ето ди, щ о  базую ться на п ісляко ло нко в о й 

дер ив атизації, п о тр ебую ть в ідно сно  сло ж но го  
ап аратурно го  о фо рмлення, в о ни мало п р идатні 
для серійних в изначень. Реагенти маю ть 
в ідп о в ідати низці сув о р их в имо г, в  т.ч. мати 
в исо ку  сп о р ідненість до  тіо лів  та надзв ичайно  
малий час р еакції. Все  це  р о бить мето д до р о гим. 
То му  значно  ширш е  р о зв ив ались мето ди з 
п е р едко ло нко в о ю  дер ив атизацією . В р о бо тах [10, 
16] в ико р исто в у в ав ся традиційний хр о мо фо р  - о -
фтале в ий діальдегід. Чутлив ість мето ду  стано в ила 
1 п мо ль ко ло нці, то бто  в  п е р е рахунку  на 
ко нцентрацію  у  п лазмі - 0,05 мМ .  

У  ав то матично му  мето ді для в изначення 
ко нцентрації аміно кисло т у  сечі [9] 
в ико р исто в у в ались o-фталальдегідо -3-
ме ркап то п р о п іо но в а кисло та і 9-fluroenylmethyl 
chloroformate. П о в ний сп ектр  аміно кисло т (40 шт) 
о де р ж ано  за 92 хв илини.  

Д е р ів атизація цістеїну  та го мо цістеїну  сечи 2-
chloro-1-methyl pyridinium йо дидо м о п исана в  
[30]. З а р езультатами експ е р именту  п о казано , щ о  

сер едня ко нцентрація п о в но го  цістеїна і 
го мо цістеїна сечі в  но рмі склада для ж іно к 
92.0± 45.8 и 16.4 ±  4.8 в ідп о в ідно , для чо ло в іків  
120.9± 46.6 и 21.5± 7.4 нмо ль/мл, в ідп о в ідно . 

М о ж лив им є й в изначення го мо цістеїну  за 
до п о мо го ю  п -хло рмеркур ібензо ату  натрію  (ПХМ Б ) 
(Власне  до слідж ення). М ето д р о зр о бляв ся 
в ихо дячи з максимально ї деш е в изни та до зв о ляє 
в изначати о дно мо ментно  цістеїн, го мо цістеїн і 
глутатіо н, час в ыхо ду  яких з ко ло нки складає 
в ідп о в ідно  5, 6, 9 хв илин.  

 
В нутрішні с тандарти  
М айж е  в сі до слідники збігаю ться у  думці, щ о  

в ико р истання в нутр ішньо го  стандарту , який має 
хімічну  стр уктур у  п о дібну  до  го мо цістеїну , 
п о ліп ш ує то чність мето да [37, 45, 54, 56]. 

Л иш е  в  р о бо ті [1] нав едено  негатив ні наслідки 
в в е дення стандарту  (меркап р о п р о п іо нілгліцину , 
меркап то етиламіну , або  N-ацетілцістеїну) – 
зниж ення в ідтв о р ю в ано сті, збільш ення п о хибки, 
у п о в ільнення п р о в едення аналізу . Але  це  мо ж на 
п о яснити занадно  низькими ко нцентраціями 
р еактив ів  в  р еакційній суміш і. 

Найкращ им в нутр ішнім стандарто м є, мабуть, 
цістеамін [45], який бу в  зап р о п о но в аний як 
заміна ме ркап то п р о п іо нілгліціну  і N-ацетілцістеїну  
[21, 56]. На в ідміну  в ід цістеаміну , ці р ечо в ини 
в ихо дять з ко ло нки п ісля го мо цістеїна, щ о  
збільш ує час анализу . Цістеамін (NH2-CH2-CH2-SH) 
хімічно  п о дібний до  го мо цістеїну , а в міст 
цістеаміну  в  кр о в і надзв ичайно  низький (< 0.1 
µмкмо ль/л) [49], щ о  надає йо му  нео бхідні 
в ластив о сті в нутр ішньо го  стандарту . Цістеамін не  
в п лив ає на п р о цес в ідно в лення та в изначення 
го мо цістеїна в  п лазмі, а йо го  до дав ання 
ко мп енсує в п лив  р о зчинника на в еличину  п іка 
го мо цістеїна, что  п ідв ищ ує то чність в изначення 
[32]. 

 
Електрохімічна детекція 
Пр исутність тіо ло в о ї гр уп и в  го мо цістеїні дає 

мо ж лив ість п р о в о дити електр о хімічну  детекцию , 
засно в ану  на р еакціях о кислення-в ідно в лення. 
Пр и цьо му  п р о бо п ідго то в ка п о тр ебує менш е  часу . 
З  інш о го  бо ку , електр о хімічний детекто р  у  
в ико р истанні складніший п о р ів няно  з У Ф - або  
флуо р есцентним детекто рами. Стабільність і 
то чність аналізів  залеж ать в ід р етельно сті 
п р о бо п ідго то в ки, націлено ї на зап о бігання 
забр уднення п р о то чно ї камер и та п су в ання Au-
Hg-електр о да. [17], щ о  в загалі є в е лико ю  в адо ю  
електр о хімічних детекто р ів . Взагалі р о бо ти з їх 
в ико р истанням є чер едо ю  рап о р тів  п р о  усунення 
тих чи інших суто  технічних п р о блем [11, 13, 34, 
35, 37, 38]. Ці мето ди до зв о ляю ть п р о в о дити до  
30 аналізів  в  день з ниж нею  ме ж о ю  в изначення 2 
pmol, (п о  ко нцентрації - 1.0 мкмо ль/л)  

 
В артісна оцінка методологій 
Визначення го мо цістеїна п лазми - в се  щ е  

в ідно сно  до р о га лабо рато рна п р о цедура, щ о  в  10-
20 разів  до р о ж че , ніж  більшість стандартних 
біо хімічних п р о цедур  тип а в изначення 
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хо лестер ина п лазми. Нав едемо  існую чі на мо мент 
нап исання статті ціни на деякі р еактив и, щ о  
знахо дять засто су в ання п р и ВЕРХ-в изначенні 
го мо цістеїну . Так, флу о р есцентні мо дифікато р и 
SBD-F, ABD-F, NDB, DBD-F, мо но бр о мбіман або  
йо дацетамидо флуо р есцеїн ко штую ть 2-5 
тис.до ларів  СШ А за 1 грам, на У Ф -мо діфікато р и - 
о р то фтале в о го  альдегіду  – 10-15 до ларів  СШ А за 
1 грам, ПХМ Б  – 5 до ларів  за 1 грам. Витрата 
мо діфікато р ів  складає п р иблизно  0,01-0,02 г на 
100 аналізів . 

Вартість в ідно в ників  складає: ТСЕР – 40-45 
до ларів  СШ А за 1 г, дитіер итріо лу  та дітіо тр еїто л – 
10-12 до ларів  СШ А за 1 грам, тетрагідр о бо рату  
натрія – 1 до лар  СШ А за 1 грам, тр ибутілфо сфіну  
– 0,15-0,18 до лар у  СШ А за 1 грам. Витрата 
в ідно в ників  складає п р иблизно  1 г на 100 
аналізів . 
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О ПРЕДЕЛ ЕНИ Е  К О НЦЕНТРАЦИ И  ГО М О ЦИ С ТЕИ НА В  БИ О Л О ГИ Ч Е С К И Х 
ЖИ ДК О С ТЯХ М ЕТО ДО М  В Ы С О К О ЭФ Ф Е К ТИ В НО Й  ЖИ ДК О С ТНО Й  

ХРО М АТО ГРАФ И И  
А.А.Пентю к , А.В .И льченко, С .В .Ш евчук , И .И .Андрушко, О .П.Данченко 

В инницкий  государственный  медицинский  университет им.Н.И.Пирогова 
П р ив еден срав нительный анализ ап п аратуры и р еагенто в , п р именяю щ ихся п р и о п р е делении 

ко нцентрации го мо цистеина в  био ло гических ж идко стях мето до м в ысо ко эффектив но й ж идко стно й 
хр о мато графии.  

К Л Ю ЧЕВЫ Е СЛ О ВА: го мо цистеин, в ысо ко эффектив ная ж идко стная хр о мато графия, иш емия, 
инфаркт мио карда. 

 
 

DETERMINATION OF HOMOCYSTEINE IN BIOLOGICAL FLUIDS BY HIGH 
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. 

А.А.Pentuyk, A.V.Il’chenko, S.V.Shevchuk, I.I.Andrushko, O.P.Danchenko 
Vinnica State Medical University Named after N.I.Pirogov 

The comparative review of instrumentation and reagents used at HPLC determination of homocysteine 
concentration in biological fluids is given.  

KEY WORDS: homocysteine, high performance liquid chromatography, ischemia, myocardial infarction. 
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