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Bijlage
Commentaar bij een afwijkende vitamine D uitslag.

<50 nmol/l: Vitamine D beneden de streefwaarde. 
Advies suppletie, bijv. Devaron dd. 800 IE gedurende  
6-8 wk, daarna controle vitamine D.
 
<10 nmol/l: Vitamine D sterk verlaagd, ernstig vitamine-
gebrek. Suppletie is geïndiceerd, overweeg verwijzing 
interne geneeskunde. 
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Methylmalonzuurmeting in serum en urine met behulp van LC-tandem 
 massaspectrometrie

J.M.W. van den OUWELAND, A.M. BEIJERS en H.W. van DAAL

Diagnostiek naar de vitamine B12 status geschiedt 
doorgaans door meting van de totale hoeveelheid 
B12 in bloed. Van de totale hoeveelheid circulerend 
B12 in bloed is slechts een kleine fractie (6-20%) aan 
transcobalamine gebonden en beschikbaar voor syn-
thesereacties op celniveau (actief B12). Voor het ove-
rige deel is het aan haptocorrine gebonden en wordt 
het gebruikt voor transport en opslag (inactief B12). 
Dit gegeven maakt dat de meting van totaal vitami-
ne B12 (referentie-interval 150-700 pmol/l) de nodige 
sensitiviteit en specificiteit mist. Zo kan de totale vi-
tamine B12 concentratie normaal zijn (>150 pmol/l) 
terwijl het actief B12 te laag is. Omgekeerd kan het 
totale vitamine B12 verlaagd blijken ten gevolge van 
een lagere B12 verzadiging aan het haptocorrine, 
zonder dat er sprake is van een functioneel tekort. 

In de vorm van adenosylcobalamine is vitamine B12 
een cofactor bij de omzetting van L-methylmalonyl-
CoA naar succinyl-CoA door het methylmalonyl-
CoA-mutase. Methylmalonzuur (MMA) wordt be-
schouwd als de meest gevoelige en specifieke marker 
voor de vitamine B12 status op cellulair niveau (1-3). 
Een verhoogde MMA in serum duidt op een functio-
nele vitamine B12 deficiëntie. Bij patiënten met een 
duidelijk verminderde nierfunctie valt een bepaling 
MMA in urine te overwegen (4-6). Hierbij wordt de 
MMA concentratie uitgedrukt per mmol kreatinine 
om verdunningseffecten van de urine te corrigeren. 
MMA concentraties in serum zijn een honderdvoud 
lager dan die in urine en vereisen een gevoelige meet-
methode. Veelal wordt een derivatisering toegepast 
(met bepaling van het n-butyl ester derivaat) om de 
benodigde gevoeligheid te verkrijgen (4-6), al zijn 
er recent methoden beschreven die zonder deriva-
tisering voldoende gevoeligheid halen (7, 8). Het 
voordeel van een MMA bepaling in serum is dat deze 
uit dezelfde serumbuis kan worden nabepaald die 
voor de meting van vitamine B12 is gebruikt. We be-
schrijven hier een vloeistof chromatografie-tandem 
massa spectrometrie (LC-MS/MS) methode voor de 
bepaling van on-gederivatiseerd MMA in serum en 
urine. 
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Materiaal en Methoden 

Monsterbereiding 
Aan 100 μl patiëntenserum of urine wordt 50 μl van 
een interne standaard (IS, 30 μmol/l methyl-D3- 
malonzuur, Sigma) en 1 ml van een acetonitril-metha-
nol mengsel (AcN/MeOH 80/20 v/v) toegevoegd. Na 
mengen en afdraaien (7 min, 16,000 g, 4  ° C) wordt 
het supernatant in glazen buizen overgegoten en hier-
na onder stikstof drooggedampt bij 50 °C. Vervolgens 
wordt het residu opgelost in 300 μl bidemi met miere-
zuur (3%) en in vials overgebracht. 

LC-MS/MS systeem 
Chromatografische scheiding vindt plaats met een 
Acquity HSS-T3 kolom (1,8 μm, 2,1 mm x 100 mm; 
Waters Milford, MA, USA) op een ACQUITY UPLC 
systeem (Waters). Mobiele fases A and B bestaan 
respectievelijk uit bidemi met 1% (v/v) mierezuur en 
MeOH met 0,3% (v/v) mierezuur. Gradiënt bestaat uit 
initieel 2% B met tussen 0 en 3,0 min een lineaire toe-
name tot 90% B. Van 3,7 tot 5 min wederom 2% B. In-
jectie volume is 20 μl, flow rate is 0,2 ml/min. Kwan-
tificering is op basis van selectieve reactie monitoring 
op een Waters Quattro Premier tandem massa spectro-
meter met transities (m/z) 116,97→73,0 voor MMA en 
119,95→76,10 voor de IS. Voor data acquisitie wordt 
Masslynx v4.1 software (Waters) gebruikt.
 
Methode validatie
Voor berekening van de binnen de serie en de totale 
variatie werd gebruikt gemaakt van het CSLI EP-10 
protocol, gebruikmakend van een drietal serumpools 
met concentraties 0,177, 0,680 en 1,192 μmol/l. De 
juistheid van de bepaling werd onderzocht door het 
meten in duplo van een drietal commerciële serum ca-
libratoren met concentraties 0,21, 0,80 en 1,46 μmol/l 
(Recipe). Voor de vaststelling van de analyte recovery 
werden aan 10 urinemonsters (basale MMA waarden 

4,37-20,93 μmol/l) twee verschillende concentraties 
MMA (1,84 en 9,22 μmol/l) toegevoegd. De detectie-
limiet (LOD) en functionele sensitiviteit (LOQ) wer-
den gebaseerd op een signaal/ruis verhouding van res-
pectievelijk 3 en 10. Lineariteit is onderzocht door een 
verdunningsreeks te maken van een hoog (1,78 μmol/l) 
en laag (0,19 μmol/l) patiëntenserum. De LC-MS/MS 
methode is vergeleken met een andere LC-MS/MS as-
say (UMCN) (7) in 48 serummonsters. Een beperkt 
aantal urinemonsters (n=5) zijn ter vergelijking op een 
HPLC methode (AML, Antwerpen, België) bepaald. 
MMA referentiewaarden in urine zijn met non-para-
metrische analyse bepaald in 104 willekeurige urine-
monsters. Voor referentiewaarden in serum, zie (9). 
Onderzoek is gedaan naar de houdbaarheid van serum 
(n=3) en urine (n=2) monsters over een periode van 
vier dagen bij kamertemperatuur (RT) en 4 °C. 

Resultaten en discussie 
MMA is met een retentietijd (Rt) van 3,3 min vol-
ledig gescheiden van het isobare succinylzuur (Rt 2,7 
min) bij een totale runtijd van 5 min (figuur 1A). Re-
produceerbaarheid is goed met intra- and interassay 
variaties <6% over een range van 0,17-1,19 μmol/l. 
LOD en LOQ zijn respectievelijk 0,03 en 0,10 μmol/l 
en zijn vergelijkbaar met andere LC-MS/MS metho-
den met (4) en zonder additionele derivatisering (7, 
8). Analyte recoveries variëren van 86 tot 115% (gem. 
95%) en vallen binnen de 80-120% norm. De serum 
MMA bepaling is lineair tussen 0,19 en 1,78 μmol/l 
(y=0,018x -0,003; r2=0,999 lineaire regressie ana-
lyse) op basis van het verdunningsexperiment. Uit de 
recovery studies blijkt de bepaling lineair tot tenmin-
ste 30 μmol/L. Omdat MMA referentiemateriaal ont-
breekt is voor de juistheid gebruik gemaakt van een 
vergelijk met een andere LC-MS/MS methode en zijn 
commer ciële serum calibratoren als patiëntenmonster 
gemeten. Beide LC-MS/MS methoden komen goed 
met elkaar overeen in een vergelijk van patiëntensera 
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Figuur 1A. LC-MS/MS chromatogram voor MMA. A) patiënt 
serum B) MMA-d3 standaard. De retentietijd van MMA en 
MMA-d3 (lichtgrijs) is 3,3 min en van isomeer succinylzuur 
(donkergrijs) is 2,7 min.

Figuur 1B. Methode vergelijk MMA in serum (n=48) met Pas-
sing & Bablok regressie analyse. X-as: LC-MS/MS methode 
UMCN; Y-as: LC-MS/MS methode CWZ. 
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(Passing en  Bablok (P&B) regressie: slope 1,11 (95% 
betrouwbaarheidsinterval (CI): 1,05-1,19), intercept – 
0,01 (95%CI: -0,04-0,00); r=0,992; n=48) (figuur 1B). 
Het verschil in MMA referentiewaarden (0,34 μmol/l 
CWZ (9) versus 0,32 μmol/l UMCN) is in lijn met het 
10% verschil tussen beide methoden. Meting in drie-
voud van de serum calibratoren gaf recoveries van 
89% (0,21 μmol/l), 99% (0,80 μmol/l) en 107% (1,46 
μmol/l). Resultaten van het methodevergelijk tussen 
de LC-MS/MS en de HPLC methode in een beperkt 
aantal urine monsters (n=5) laten zien dat de LC-MS/
MS lagere waarden geeft (P&B regressie: slope 0,79, 
intercept –3,11; r=0,993; n=5). Referentiewaarden 
(2,5-97,5 percentiel) voor urine MMA zijn 0,5-3,3 
mmol/mol kreatinine en deze komen goed overeen 
met bevindingen uit de literatuur (6, 10). Serum en 
urinemonsters zijn ten minste vier dagen houdbaar bij 
zowel RT als 4 °C en maken gekoelde of ingevroren 
verzending onnodig. 

Conclusie 
We hebben een snelle, accurate, gevoelige en robuuste 
LC-MS/MS methode ontwikkeld voor MMA meting 
in serum en urine. MMA kan eenvoudig worden nabe-
paald uit sera dat reeds gebruikt is voor de meting van 
vitamine B12. Ons laboratorium is dan ook doende de 
MMA bepaling als standaard reflexmeting in te voe-
ren bij onderzoek naar vitamine B12 deficiëntie. 
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