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Seznam zkratek

3-MT
A
ACN
ACTH
c
cAMP
CNS
COMT
CT
DA
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E

ED
EDTA
EPI
GC
GIT
HMBA
HPLC
kreat.
MAQO
MeOH
MIBG
MN
MRI
NEPI
NMN
SPE
TK

3-methoxytyramin

plocha piku

acetonitril
adrenokortikotropin
koncentrace

cyklicky adenosinmonofosfat
centralni nervova soustava
katechol-O-methyltransferaza
pocitatova tomografie
dopamin
3,4-dihydroxyfenylalanin
napéti

elektrochemicka detekce
chelaton I

epinefrin, adrenalin

plynova chromatografie
gastrointestinani trakt
4-hydroxy-3-methoxybenzylamoniumchlorid
vysokouéinna kapalinova chromatografie
kreatinin

monoaminooxidaza

metanol
123I-metajodbenzyl-guanidin
metanefrin

magneticka rezonance
norepinefrin, noradrenalin
normetanefrin

extrakce na pevné fazi

krevni tlak



Souhmn:

Feochromocytom - nador chromafinnich bun¢k dfen¢ nadledvin, je vzicnou
ptiinou hypertenze, kterd je zpisobena zvySenou sckreci katecholamini. Jako
biochemické markery pro diagnostiku feochromocytomii se mohou stanovovat
hladiny katecholaminti a jejich metabolith. Mezi metabolity katecholamini patfi
metanefriny a kyselina vanilmandlovd. Zavedli jsme stanoveni normetanefrinu,
metanefrinu a2 3-methoxytyraminu v plazmé a modi chromatografickou metodou s

elektrochemickou detekct.

Ke vzorkim byl piidan 4-hydroxy-3-methoxybenzylamoniumchlorid jako
vnitini standard. Metoda zahrnovala v preanalytické fazi extrakci na SPE kolonkach.
Nasledna  kvantifikace  metanefrinh  byla provedena metodou HPLC

s elektrochemickou detekci.

Po zavedeni pracovnich podminek bylo nutné provést validaci postupu. Nejprve
jsme provedli kalibraci metody a nasledné jsme testovali jeji pfesnost (opakovatelnost

a reprodukovatelnost), spravnost a vytéZnost.



Summary:

Pheochromocytoma — tumor of chromaffin cells represents a rare cause of
hypertension resulting from increased catecholamine secretion. Concentration of
catecholamines and their metabolites can be used in diagnosis of pheochromocytoma
as tumor markers. Metanephrines and vaniimandelic acid are ranked among
metabolites of catecholamines. We put into practice determination of
normetanephrine, metanephrine and 3-methoxytyramine in plasma and urine by

chromatographic method with electrochemical detection.

Samples were mixed with 4-hydroxy-3-methoxybenzylamoniumchiorid as
internal standard. A method included solid-phase extraction (SPE) with Oasis HLB
sorbent in preanalytical phase. Quantification of metanephrines was carried out by

HPLC method with electrochemical detection.

Validation of procedure was necessary after installation of conditions. The first
we have been measured calibration of method and than we tested its preciseness

(intraassay and interassay), correcteness and recovery.
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1. Uvod

Metanefrin, normetanefrin a2 3-methoxytyramin jsou O-methylované
metabolity adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu. Vznikaji pisobenim enzymu
katechol-O-methyltransferazy (COMT) na katecholaminy. Katecholaminy jsou
dilezité neurotransmitery v sympatickém nervovém systému, pusobi tak na fadu
bunék vriznych tkanich a maji ulohu v regulaci kardiovaskularnich a
metabolickych funkeci.

Pri¢inou zvySené tvorby a vyplavovani katecholamini do cirkulace jsou
nadory chromafinnich bun&k dfené nadledvin a bunék sympatickych nervovych
zakondeni, které katecholaminy produkuji. Tyto nadory jsou oznafovany jako
feochromocytomy a neuroblastomy. Metanefriny stejn€ jako katecholaminy maji
vyznam pii jejich diagnoze. Vyhodou diagnostiky metanefrini oproti

katecholaminiim je vét$i senzitivita a specifita stanoveni.

Pro kvantitativni stanoveni metanefrini je nutné zarulit velkou citlivost
metody. Diive se pouZivaly metody spektrofotometrické, fluorescentni nebo
radioenzymatické, ale Zadna z téchto metod nenasla $ir$i uplatnéni, a postupné byly

vytladeny metodami chromatografickymi (GC, HPLC).

V literatuie se uvadi jako nejb&znéji pouzivana metoda stanoveni koncentrace
metanefrind vysokoudinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci.
Cilem nasi prace bylo zavedeni vlastni modifikace této metody na stanoveni
koncentrace metanefring, ktera by byla jednoducha a vhodna pro analyzy

v rutinnich provozech laboratofi klinické biochemie v Ceské republice.



2. Teoreticka Cast

2.1. Katecholaminy

Z historického hlediska byla poprvé objevena funkce diené nadledvin, jako
zdroje latky ovlivitujici krevni tlak, Oliverem a Schaferem vroce 1895. Tato

nezndmi latka byla izolovéna a identifikovana jako katecholamin (1).

Jako katecholaminy jsou souhrnné oznafovany adrenalin, noradrenalin a
dopamin, ponévadZ jsou odvozeny od pyrokatecholu (anglicky catechot) (Obr.1)
(2). Jsou to monoaminy vazané na benzenové jadro se dv€ma vicindlnimi
hydroxylovymi skupinami - katechol. Prstencova struktura dava t&mto siouCeninim
vlastnosti ptirozenych fluorescenti, citlivych na svétlo a snadno oxidovatelnych (1).

Tyto vlastnosti katecholaminti jsou dileZité pro metody, jimiZ se stanovuji.

oS

CH - CH —
| + CH _ CH CH CH
OH NH — CH
8 OH NH NHS
adrenalin noradrenalin dopamin

Obr 1: Vzorce katecholamind

2.1.1. Pasobeni katecholamini v organismu

Katecholaminy  jsou hormony produkované sympatoadrenomedularnim
systémem. Patfi mezi neurotransmitery sympatického nervového systému, které
vyvolavaji kardiovaskularni a metabolické efekty stimulaci adrenergnich receptorii
v mnoha riiznych buiikach. RovnéZ patti mezi klasické hormony pfenasené krevnim

obéhem.

Biologické u&inky katecholaminii milizeme rozdélit na dé&e vyvolané
katecholaminy jako molekulami zprostfedkujicimi nervovy signal nebo na déje, kde

katecholaminy piisobi jako hormony a maji (i¢inky metabolické.



Aktivita sympatického nervového systému se zvySuje pfi stresovych
situacich, kdy se katecholaminy ve vétsi mife vyplavuji. Jejich cilem je zlepSit
vykonnost organismu a puisobit tak jako obranny mechanismus.

Piisobeni adrenalinu a noradrenalinu je ovlivnéno pievazné lokalizaci a funkci
tkani, na n&z mediatory piisobi. Shrnuti GCinkd pilisobeni katecholamini na rizné
ikiné je uvedeno v tabulce (Tabulka 1). Hiavni ulohou katecholamini jako
neurotransmiteri  jsou UCinky hemodynamické (regulace krevniho tlaku).
Vyvolévaji konstrikci nebo dilataci cévni stény a maji GCinky na srdedni sval. Mezi

metabolické Gtinky patii stimulace glykolyzy, glukoneogenese a lipolyzy.

Utinky katecholaminii jsou zprostfedkovany dvéma typy adrenergnich

receptorit — a a B, pres které katecholaminy ovliviiuji bunétné pochody.

Po navazani katecholaminii na ocl-receptor se zvysi aktivita fosfodiesterazy,
uvolni se 1,4,5-inositoltrifosfat a diacylglyceroly, &imZ stoupd aktivita proteinkinaz
a aktivuje se bun&tny metabolismus. Receptory al jsou bézné pfitomny na periferii
a vyvolavaji kontrakci hiadké svaloviny, a2-receptory maji funkci regulacni,
inhibuji aktivitu adenylatcyklazy, jejimZ prostfednictvim ptisobi $-receptory.

Po vazbé s katecholaminy P-receptory uvolni adenylatcyklazu, ktera piisobi
prostfednictvim cAMP jako druhého posla na zvySeni aktivity enzymi. Hlavni
funkci B-receptori je prenos signalu sympatiku na efektor. Receptory B maji také
dvé podskupiny B1 a B2, B1-receptory jsou typické pro myokard a B2-receptory se

nachazi hlavné ve svaloviné bronchi.

Jsou znamé i receptory dopaminergni, kde je mediatorem dopamin, ktery ale
vzhledem k podobnosti struktury s adrenalinem a noradrenalinem miiZe piisobit i na

receptory adrenergni.
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Tabulka 1: Uginky katecholaminii v organismu

- receptory B-receptory

| adrenalin, ménE noradrenalin - noradrenalin, méné adrenalin

Zvysens glykogenolyza (1) zvySens glykogenolyza

zvySena glukoneogeneze (01) zvySena glukoneogeneze (B2)
zvy$ena lipolyza (B2)
sniZeng utilizace glukdzy

snizena sekrece insulinu (o2) zvy§ena sckrece insulinu (B2)
zvySena sekrece glukagonu (B2)
zvyiené svalové K' vychytavani (B2)

zvy$ens srdedni staZlivost (ou) zvySena srdeCni stazlivost (B1)

zvy§ena srdeéni frekvence (B1)
larterialni vasokonstrikce - zvySeni TK  larterialni vasodilatace - snizeni TK (B2)
(al) - vnitinosti, ledviny, kuZe, genital - sval
lkontrakce svéraéi (al) relaxace svalu (B2)
- GIT, mogové ustroji - GIT, bronchy, mocové ustroji
lagregace krevnich destiCek (a2)
rozifeni zomidek {a1)

oceni

2.1.2. Biosyntéza katecholaminu

Hlavnimi misty biosyntézy katecholamini jsou mozek, dfeft nadledvin a
sympatické neurony. Po syntéze jsou katecholaminy v chemicky nezménéné formé
skladovany v chromafinnich granulich dfené nadledvin a ve vezikulech
postgangliovych nervovych zakonfeni. Béhem skladovani jsou katecholaminy
v komplexu s nerozpustnymi proteiny — chromograniny, které slouzi k jejich
inaktivaci jako prevence pied enzymatickou degradaci dokud nejsou uvolnény z
vezikul. Pak je jejich biologicky poloas 1-2 minuty neZ se navazi na pfislusné
receptory, proto je nutné rychlé a chlazené zpracovani krevnich vzorkd ihned po
odbéru (1).

Biosyntéza katecholaminil vychazi z tyrosinu (Obr.2). Ten je hydroxylovan
na DOPA (3,4-dihydroxyfenylalanin) pisobenim tyrosinhydroxylazy. Kofaktorem
této reakce je stejné jako u hydroxylace fenylalaninu na tyrosin tetrahydropteridin.
DOPA se dekarboxyluje na dopamin reakci katalyzovanou dopadekarboxylazou,
zavislou na pyridoxaifosfatu. Dopamin se dale hydrolyzuje na noradrenalin
plsobenim enzymu dopamin-B-hydroxylazy, ktery obsahuje méd. Tato reakce

vyZaduje také pfitomnost kyseliny askorbové. Adrenalin vzniké methylaci
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noradrenalinu. Tato reakce je katalyzovana N-methyl-transferazou a donorem

methylovych skupin je S-adenosylmethionin.

OH
L- tyrosin

(8]
CH-—CH-—c<

| 4 o
H
rosinhydrxylaza J/ H4"*biopterin
v 3 CLHQ*bmptenn
OH
OH
DOPA
o
CH—-CcH—cY 77
|, O
NH;
dopadekarboxyliza, \i{PLP
\*CO S-adenosyl-
OH methionin OH
S-adenosyl-
OH  dopamin-f-oxidaza OH homocystein oy
vitamin C
C%+ 0 fenylethanolamm N-
oH — 172 methyltransferaza
CH CH - CH CH — CH
lxln-[+ | 3 ] | 5
dopamin noradrenalin adrenalin

Obr. 2: Biosyntéza katecholamin®
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V urditych  neuronech centralntho  nervového systému, piedeviim
v kmenovych gangliich, prob&hne syntéza jen k dopaminu (dopaminergni neurony).
V terminalnim retikulu postgangliovych sympatickych neuronit se tvofi hlavné
noradrenalin (noradrenergni neurony). Jen v chromafinnich buiikdch nadledvin vede
syntéza aZz k adrenalinu. Adrenalin se hromadi spole¢né s malym mnoZstvim
noradrenalinu ve vezikulech bun€k dfené nadledvin a odtud je vyplavovan na signal
pregangliovych sympatickych neuronti do krevniho fe€isté. Proti noradrenalinu

pisobi adrenalin i v mistech vzdalenych od lokalizace svého skladovani a

uvoltiovani (2).

2.2. Metanefriny a metabolické odbourani katecholamint

Metanefriny — metanefrin, normetanefrin a 3-methoxytyramin jsou O-
methylované derivaty katecholamini adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu.

Vznikaji jako meziprodukty jejich metabolismu v organismu (Obr.3).

OH
O— CHj O— CH3z O— CH3
o — cH, CH—GH cH—CH
| |
normetanefrin metaneirin 3'methoxytyramin

Obr. 3: Vzorce metanefrind

Pouze mala &ast volnych endogennich katecholamint vyplavenych z vezikul
se dostane aZ k receptoriim bunék. Stejné tak se jen malé mnoZzstvi objevi v krevni

cirkulaci. Vé&tsina katecholaminil je zp&né vychytdvana nervovymi zakon&enimi

(D).

Princip degradace katecholamind, které se dostanou do krve, byl neznamy do

roku 1956, kdy Armstrong ukazal na pfitomnost organickych kyselin majicich
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4-hydroxy a 3-methoxy skupinu na benzenovém jadfe. Rovné€z se mu podafilo
izolovat 4-hydroxy—3—methoxy-mandlovou kyselinu. Dal8i autofi pozdé&ji dokazali
existenci methoxylovanych amind — metanefrinu, normetanefrinu a kone¢ného

produktu dopaminového metabolismu - kyseliny homovanilové (1).

Odborouravani katecholaminii probihd nejprve enzymovou methylaci
hydroxyskupiny v poloze 3 benzenového jadra za vzniku metanefrinu,
normetanefrinu nebo 3- methoxytyraminu. Tato reakce je katalyzovana enzymem
pyrokatechol-O—methyltransferézou (COMT), ktera pfena§i methylovy zbytek
z donoru, kterym je S-adenosylmethionin. Dale pak nisleduje eliminace molekuly
dusiku z postranniho fetézce monoaminooxidazou (MAO) za vzniku aldehydi a
oxidace aZ ke koneinym produktim - kyseliné vaniimandlové z metanefrinu a
normetanefrinu nebo kyseliné homovanilové z dopaminu, jejiz vyluovani moti je
mirou obratu katecholamini (Obr.4) (2).

Katecholaminy pfijimané potravou se pfed objevenim v systémové cirkulaci
konjuguji - nejvice dopamin (90%), méné adrenalin a noradrenalin (60-70%). Tyto

sulfatové a glukuronové konjugaty metanefrinti se vylucuji moéi. Volna frakce v

plazmé& a mo&i pak ukazuje jen na endogenni produkci katecholamind (1).
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OH OH OH
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CH — CH, CH — ou CH — CH,
| + u | i |
H — C
OoH N 3 OH NH, NH,
adrenalin noradrenalin dopamin
S-adeniosyl-
thiani
COMT e dacayl-
hornocysten
OH
QO_ CHg QO— CH3a O— CH3j
CH — CH, CH - CH CH — CH,
| 2 s
OI—I NH — CHg OH NH NH4
metanefrin normetanefrin 3-methoxytyramin
MAO ‘I’ MAGC
OH OH
O— CHg O— CHj
0
&
—_— o
CH — SNe CH,— e
| “o
OH
kyselina vaniimandlova kyselina homovanilova

Obr. 4: Odbouravani katecholamindl v organismu
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2.3. Patobiochemie katecholaminu

2.5.4. Stavy nedostatku katecholaminu

Stavy nedostatku katecholaminll jsou vzacné. 1 pii oboustranné
adrenalektomii jsou sympatické neurony schopny kompenzovat ztratu
katecholaminit tvofenych v dfeni nadledvin. SniZené vyluCovani kyseliny
vanilmandlové se sou&asnym zvySenim exkrece kyseliny homovanilové lze
pozorovat pii familiarni dysautonomii, vrozené poruse vyvoje vegetativniho
nervového systému. Také pii fenylketonurii 2 melanomu je vyluCovani kyseliny

vanilmandlové sniZzeno (2).
2.5.2. Poruchy biosyntézy katecholamin

2.5.2.1. Jatemni poruchy

Pii tézkych onemocnénich jater dochdzi k porucham syntézy katecholamini.
Byvaji zvySené hladiny nékterych aminokyselin ~ fenylalaninuy, tyrosinu, tryptofanu
a naopak koncentrace rozvétvenych aminokyselin sniZené. ProtoZe vSechny tyto
aminokyseliny soutéz o jeden transportni systém, pfechazi ve vétsi mife do CNS

fenylalanin a inhibuje hydroxylaci tyrosinu na DOPA.

Fyziologické neurotransmitery tak vznikaji v menS$im mnoZstvi zatimco se
tvoii nepravé transmitery - tyramin, oktopamin a 2-fenylethanolamin, které nejsou
schopné pinit fyziologické funkce. Dale inhibuji biosyntézu dopaminu a

noradrenalinu a zesiluji tak cerebelarni poruchy (2).

2.5.2.2. Parkinsoniiv syndrom

Parkinsoniv syndrom vznikd degenerativnimi zménami v substantia nigra,
v niz mizi melaninové builky. Biochemicky nachdzime vyrazné sniZeni obsahu

dopaminu hlavné v extrapyramidové oblasti.

Parkinsonliv syndrom se vyznaluje spife poruchami neuromuskularnimi.

DileZitym pfiznakem je svalova stuhlost (rigor), obli¢ej jako maska, pomala
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Jourava chiize a poruchy artikulace. V pozdé&jsim stadiu choroby se vyskytuje také
klidovy tfes kon&etin (tremor).

Jako terapie se osvédCily velké davky L-DOPA. Tato aminokyselina je
prekurzorem dopaminu a mitze pronikat pfes hematoencefalickou bariéru. ZvySena
nabidka prekurzoru urychluje dekarboxylaci L-DOPA na dopamin a tak se zvysi
koncentrace dopaminu v postiZené oblasti mozku. RovnéZz se pak podavaji
inhibitory periferni dopadekarboxylazy, aby se tak ochranila L-DOPA pred
odbouranim neZ vstoupi do CNS (2).

2.5.3. Nadprodukce katecholaminu

Nadprodukce a nadmérna sekrece katecholamini se vyskytuje u
feochromocytomu, feochromocytoblastomu, neuroblastomu a jinych nadort tkani

produkujicich tyto latky.

2.5.3.1. Feochromocytom a feochromocytoblastom

Feochromocytom je nador vychazejici z chromafinnich bun€k
sympatoadrenomedularniho systému s trvalou nebo paroxyzmalni hypersekreci
katecholaminii (3). Poprvé byl objeven Pickem v roce 1912. NejCastéji se jedna o
nadory diené nadledvin. Asi 10-15 % piipadi: feochromocytomi: byva lokalizovano

extraadrenalné (4).

Feochromocytom je stale velmi vzacnou pfi¢inou hypertenze, pfiblizné 0,1 %
stavil hypertenze je jim zpiisobena. Jedna se pfevazné o nadory benigni, avak az
v 10 % se miiZe vyskytovat maligni forma. Maligni nadorova tkait metastazuje do
lymfatickych uzlin, kosti, jater aplic, pro diagnézu je pak urujici prikaz
chromafinnich bun&k ve tkanich, ve kterych se normainé nevyskytuji (napi.
lymfatické uzliny) (4).

Piiblizn¢ v dalsich 10 % piipadd je feochromocytom spojen s familiarnim
vyskytem jednak jako soulast syndromu mnoholetné endokrinni neoplazie, dale

jako soutast von Hippel-Lindauova syndromu, u Reckiinghausenovy neurofibro-
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mat6zy a u familiami paragangliomatozy. U pacientll se sporadickym feochromo-

cytomenm je aZ 25% vyskyt mutaci vySe zminénych gent (4)

2.5.3.1.1. Klinické projevy feochromocytomu

Klinické projevy jsou z velké Casti zpusobeny nadprodukci katecholamini,
méné  dasto pak i lokalnim iitlakem tumoru. Sekrece katecholamini
7 feochromocytomu  vyraznd kolisd. Spektrum pfiznakii zavisi na zpisobu

vyluSovani. Projevy jsou bud’ paroxyzmalni nebo trvalé.

Pro feochromocytom jsou typické zachvatovité piiznaky: vzestup krevniho
tlaku, tachykardie, subjektivné pak bolesti hlavy, palpitace, poceni, zblednuti
a nasiedné z&ervenani. Jak trvani paroxyzmi (od n&kolika minut po nékolik hodin),
tak i interval mezi zachvaty jsou velmi variabilni. Dalsi pfiznaky jako napf. tfes,

nauzea a zvraceni, poruchy zraku, dusnost a bolesti v bfiSe jsou jiz vzacnéjsi (4).

Z trvalych pfiznaki je pak na prvnim mist¢ nutné uvést hypertenzi . Opa¢nym
priznakem je ortostaticka hypotenze, ktera miize doprovazet i trvalou hypertenzi a
takto komplikovat podavani antihypertenzni terapie. S metabolickym plisobenim
katecholaminii souvisi i porucha glukézového metabolismu. K projevim tzv.
hypermetabolického stavu navozeného nadprodukci katecholamini byva Fazen
ubytek hmotnosti a pisobeni katecholamini na gastrointestinalni trakt se miZe
projevit také zacpou. Prvnimi projevy feochromocytomu mohou byt klinické
priznaky, které jsou zapfiCinény soutasnou nadprodukci jinych hormonit jako napf.
ACTH. Charakter pfiznaki maZe byt také ovlivnén typem vylu€ovanych
katecholaminli. napt. noradrenalin - pisobi diky vazokonstrikci zplisobené o-
receptory diastolickou hypertenzi, kdeZto adrenalin piisobi diky stimulaci -

receptorli vice hypertenzi systolickou, tachykardii, poceni a tfes (4).

Vzacnosti vak nejsou ani situace, kdy je feochromocytom diagnostikovan
u pacientit snahodn& zjifténym tumorem nadledviny u piné asymptomatickych
pacientd. AZ 10 % t&chto nadorh miZe byt diagnostikovano jako feochromocytom

4.
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2.5.3.1.2. Terapie feochromocytomu

7akladnim terapeutickym krokem pii 16¢b& feochromocytomu je jeho
chirurgické odstranéni, v pfipad€ adrenalni formy adrenalektomie. Dnes se provadi
jiz vétsinou laparoskopicky v zavislosti na velikosti tumoru (4). U neoperovatelnych
piipadi sc pouze snizuje aéinck zvySeného mnozstvi katecholaminu pomeoci latek, které
blokuji & a B adrenergni receptory (2).

Pied operaci je nutna dostateéna medikamentézni pfiprava. Zakladnim lékem jsou a-
blokatory, nyni jsou k dispozici pouze selektivni al-blokatory (prazosin, doxazosin), -
blokatory jsou podavamy v pfipadé tachykardie doprovazejici terapi al-blokatory. Pri
gpatné toleranci nebo pfi ncdostate¢ném uéinku této kombinace je také mozn¢ podavat
blokatory kalciovych kanali. V pfipadé inoperabilnich nebo malignich nadora jsou vyse
uvedené latky Iéky volby (4).

Lééba cytostatiky, stejné tak ipodavani inhibitoru syntézy katecholaminu (a-
mcthyltyrosin} ncni wnas kdispozici a tcrapcutick¢é podavani 131I-metajodbenzyl-
guanidinu nepiineslo zatim uspokojivé vysledky.

V pfipadé hypertenzni krize je lékem volby také a-blokdtor fentolamin
vintravenozni form&. Daldi moZnosti jc podanmi nitroprusidu sodncho a v pripadé
doprovazgjici tachykardic pak 1 s B-blokatory.

Dlouhodoba prognéza u benignich tumori je velmi dobra, ackoliv je mozné
ofekavat recidivy tumoru s projevy vzdalenych metastaz, proto je nutné ipo

usp&s$né operact tumoru pacienty pravideiné siedovat (4).

2.5.3.2. Neuroblastom

Neuroblastom je nador vychazejict ze sympatickych ganglii, je lokalizovan v
dfeni nadledvin, Casto je vysoce maligni a metastazujici. Buiiky sympatickych
neuroblastomi mohou snadno podiehnout spontanni nebo indukované diferenciaci
na ganglioneurobjastom nebo ganglioneurom. Neuroblastom je velmi zavaznym
onemocnénim v pediatrické medicing, je pfi¢inou 7,5% nadorovych bujeni u déti
mezi 0 — 14 rokem, jeho incidence je 1 : 7000 narozenych déti. Primarni

neuroblastomy jsou vyvolané poruchou supresorovych geni) (17 chromozom) (5).
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Pacienti s neuroblastomem nemaji vy3$si hladiny katecholamind v krvi, ale je

u nich zvydena sekrece dopaminu (3).

1.5.3.3. Melanom

Melanom je nadorem melanocytii, vznikd v kiizi z bungk produkujicich
pigment melanin, ktery je syntetizovan z tyrosinu stejné jako katecholaminy. U
melanomu proto miizeme detekovat zvyseni hladiny DOPA (2). Maligni melanom

se oznatuje jako melanoblastom, benigni pak jako pigmentovy névus.

Maligni melanom vznik4 nadorovou pfeménou melanocyti, ktera je vyvolana
nejen pisobenim ultrafialové slozky slunetniho zafeni, ale ijinym potlacenim
imunosuprese viivy zevniho i vnitiniho prostiedi. Projevuje se nerovnomémym
svétiovanim pigmentového loZiska. V priibéhu rozristani loziska do plochy se

mohou vytvafet svétla depigmentovana mista.

2.4. Diagnostika nadori produkujicich katecholaminy

Feochromocytom je stale vzicnou pfitinou hypertenze, aviak jeho zachyt
s pouZivanim modernich diagnostickych postupti v posledni dob& stoupa. Je tedy
dalezité ho vyloutit u viech expanzi nadledvin pro moznost letalniho ohroZeni
pacienta pfi manipulaci s nepoznanym feochromocytomem. Naopak jeho vyskyt je
stale vzacny mezi pacienty se zachvatovitou hypertenzi, kde je vyznam této

diagnézy mnohdy ptecefiovan (4).

DileZitym laboratornim vySetfenim pfi diagnostice feochromocytomu je

vy3etfeni katecholamint:.

Jejich vySetfeni je prvmim diagnostickym postupem pii podezieni na
feochromocytom. Katecholaminy se stanovuji jednotlive, jejich sumarni stanoveni
se opouiti (3). Pro vlastni diagnostiku feochromocytomu ma hlavni vyznam
stanoveni adrenalinu a noradrenalinu a jejich metabolith v plazmé nebo v mo&i za
24 hodin. Referentni hodnoty uvadi tabulka (Tabulka 2). Je nutné, aby vysetieni
byla provedena ve stabilizovaném stavu pacienta a s dostatetné vcas vysazenou

antihypertenzni medikaci (4).
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Tabulka 2: Referentni hodnoty katecholanminii a metanefrinii v plazmé a moci

lazmatické katecholaminy
INEPI: 100 - 400 ng/l EPI: < 50 ng/l DAz <90 ng/
0.6 — 2,36 nmol/l 0,27 nmol/l 0,59 nmoV/1 (2)
IMoZové katecholaminy
INEPI: 72 - 312 nmol/24h EPL: 2,4 - 96 nmol/24h DA: 240 — 2280 nmoi/24h
20 - 250 nmol/g kreat. 3 - 60 nmol/g kreat. 35 — 2000 nmol/g kreat. (2)
[Plazmatické metanefriny
[NMN: 18 — 112 ng/l MN: 12 - 61 ng/l
0,1 - 0,61 nmol/l 0,06 - 0,31 nmoV/1 (6)
Modové metanefriny
NMN: 480 — 2400 nmol/24h |MN: 264 — 1440 nmol/24h  |3-MT: 240 — 1680 nmol/24h
10 - 1600 nmol/g kreat. 15 — 660 nmol/g kreat. 110 — 800 nmol/g kreat. (2)

Nejlepsi senzitivity a specificity dosahuje vySetfeni plazmatického
metanefrinu a normetanefrinu, Vyznam vy$etfovani vanilmandlové kyseliny v mo¢i
klesl pro nizkou specificitu a senzitivitu. V piipadé diagnostickych pochyb je
moZno provést farmakologické testy. Bezpe&n&)si jsou testy supresni (klonidinovy),
které je vhodné provést v piipadé hrani¢niho zvySeni katecholamini. Provokad¢ni

(glukagonové) testy se dnes jiZ prakticky neprovadéji (4,6).

Men§i vyznam ma laboratorni vySetfeni vurleni lokalizace nadoru (3).
Vznika-li nador v dfeni nadledvin, produkuje piedeviim adrenalin, pfi
extraadrenalni lokalizaci pak hlavng noradrenalin. Nékteré nadory viak produkuji
jak adrenalin tak noradrenalin (2,3). Pfi zvySené tvorb& adrenalinu lze pozorovat
hyperglykémii, glykosurii a vzriist voinych mastnych kyselin vkrvi v disledku
rostouci glykogenolyzy a lipolyzy (2).

Dopamin je ve vét§i miife secernovan malignimi feochromocytomy -
feochromoblastomy. Vyznam méa viak jen pozitivni nilez (normalni exkrece
dopaminu feochromoblastom nevylu¢uje). ZvySena sekrece dopaminu je rovn&Z

charakteristick4 p¥i neuroblastomu, ganglioneuroblastomu a ganglioneuromu (3).
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V poslednich letech se rovnéz zadalo mluvit o stanoveni chromograninu A

v séru
439 aminokyselinach, o kterém je znamo, Ze se vyskytuje a uvolfiuje z bunek

spolecné s katecholaminy. Hlavnim zdrojem chromograninu A jsou vezikuly dfen¢

jako nadorového markeru u feochromocytomu. Chromogranin A je protein o

nadledvin. Rovn&? se ukézalo, Ze degradace tohoto proteinu v krevnim fefisti je na

rozdil od katecholaminti pomala (7).

Zakladnim vy3etfenim, vhodnym k lokalizaci tumoru, je CT nebo MRI
vySetfeni bficha, které stouzi ik vyhledavani metastaz a extraadrenalnich forem
umisténych pod bréanici. V piipadé abnormélnich hormonalnich test a negativniho
nalezu na CT nebo MRI nebo k vylouceni vzdalenych metastaz je vhodné provést
scintigrafické vySetieni pomoci 123I-metajodbenzyl-guanidinu (MIBG) k dal$imu

upfesnéni lokalizace extraadrenalng uloZencho tumoru.

U pacientil s diagnostikovanym feochromocytomem v niz§im v&ku nebo

s extraadrenalnimi formami je vhodné provadét genetické vySetfeni (4).

2.5. Metody stanoveni katecholamini a metanefrint

Pred 30 lety byly k detekci feochromocytomii pouzivané biochemické testy
pro stanoveni 4-hydroxy-3-methoxymandlové kyseliny spektrofotometrickou
metodou. Princip metody popsal Pisano (8). V literatufe se rovnéz objevuji zminky

o technikach fluorimetrickych, radiometrickych a imunochemickych (1).
Nicméné vyvoj plynové, vysokou¢inné kapalinové chromatografie a kapilarni
elektroforézy dovolil kvantifikaci metabolitii katecholamind s vét§i senzitivitou a

specifitou a eliminoval tak nevyhody piedchozich stanoveni (1,6,9-18).

Pro stanoveni katecholamini a metanefrinii z biologickych matric je nutné

vzorek nejprve spravné odebrat a pfedem distit a koncentrovat pomoci extrak&nich
technik.
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2 5.1, Odbér vzorku pro analyzu katecholamini a metanefrini

Spravny postup odebirani vzorku je u stanoveni katecholamintl a jejich

metaboliti velmi dileZity.

2.5.1.1. Interference

S analyzou interferuje velké mnoZstvi latek, které ovliviiuji stanoveni, protoze
obsahuiji katecholy nebo maji podobnou strukturu. Existuji také latky, které zvySuji
vyplavovani katecholaminii do krve nebo ovliviiuji jejich odbouravani a vylu€ovani
Z organismu.

Dva dny pfed odbérem by mél pacient drzet dietu. Nemél by jist Cokoladu
moutniky, ovoce, zeleninu, ofechy a mél by se vyvarovat koufeni, piti alkoholu,
ovocnych tav, &aji a kavy (3).

Se stanovenim interferuje fada i€k, proto se doporucuje aby pacient vynechal
podle moznosti viechny léky. Alespoii dva tydny pfed odbérem by se mély vysadit
o-methyldopa, a-methyl-p-tyrosin, isoproterenol, dobutamin, carbidopa, klonidin,
guanfacin 2 moxonidin. Acetaminophen je potfeba vysadit 5 dni pfed odbérem,
protoze ma podobnou strukturu a interferuje pii HPLC stanoveni. Dva dny pied
sbérem by se nemély uzivat piipravky levodopy, teofylinu, rezerpinu, prazosin,
sulfomamidy, diuretika, nitroglycerin, izoproterenol, labetalol, niacin, riboflavin,
chinidin, chinin, tetracykliny, erytromycin a salicylatova anaigetika. Pfi stanoveni
metanefrini: vadi také inhibitory monoaminooxidizy. Analyzu nelze také provést po

rentgenovém vysetfeni s jodovymi kontrastnimi pfipravky (3,9).

2.5.1.2. Metodika odbéru

Plazmatické hladiny hormonl snadno vzristaji pfi stresovych situacich,
Odbéry by se mély provadét u leZicich pacientli, ktefi maji kanylu pro odbér krve
zavedenou nejméné 15 minut pied odbérem. Chybné odbéry v sedé nebo ve stoje
zpisobuyji fale$né pozitivni vysledky (9).

K analyze jsou potieba 1-2 ml plazmy. Krev se odebira do zkumavky s
heparinem (10j/ml krve), pouZiti EDTA jako antikoagulaéniho Cinidla se

nedoporutuje pro nizkou stabilitu analyti. ProtoZze je biologicky polodas
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ratecholamind kratky (fadov& minuty), musi se odebrana krev ihned uloZit do ledu
a nejdéle do piil hodiny centrifugovat pti 5°C a 3000 ot./min, plazma se pak

skladuje pfi -70°C.
Sbér modi se provadi po 24 hodin do nadoby s 30 ml 3 mol/l HClL. Kyselé
prostiedi po dobu sbéru je podminkou, protoZe vétSina metaneffinil je v konjugaci

s kyselinou glukuronovou nebo v sulfaiované formé a pro diagnostiku je nutna

kysela hydrolyza.

2 5.2. Extrakce katecholaminu z biologického materialu

Chromatograficka analyza pro diagnostiku katecholaminli z biologického
materidlu je moZna po pfedchozi extrakci latek ze vzorku. Izolagni postupy pro
stanoveni katecholamind 1ze délit dle tii zakladnich principii: extrakce na pevné fazi

Al 04, iontové-vyménna SPE a izolace pomoci kyseliny bonté.

2.52.1.SPEna A1203

Tato metoda je metodou nejcastéjsi. Jedna se o extrakci na kyselinou promyté
aluminé pii alkalickém pH (9,11). Vybér kyselin €asto pouZivanych pro naslednou
eluci adsorbovanych katecholaminli zahrnuje kyseliny chlorovodikovou,
fosforeCnou, octovou a chloristou. Nejéast&ji publikované vyuZiti viak nasla jako
desorbent kyselina chiorovodikova, protoZe dobie redukuje chromatografické
artefakty. PouZiva se po predchozim proplachnuti kolonky etylacetatem.

Mnoho autori vyuZivalo pro stanoveni plazmatickych katecholamini po
izolaci na Al,O; metodu HPLC s elektrochemickou detekei, ale u vzorkit moéi byla
specifita extrakce limitovana. PouZiti izolace na aluminé jako piipravy vzorku u

analyzy mo¢i je vhodnéjsi u HPLC s fluorescencnim detektorem (1,9,13).

2.5.2.2. Iontové-vyménna SPE

Alternativou extrakce katecholmini na Al,Os; je pouZiti silnych kation-
vyménnych pryskyfic. Silné kationtové iontoménie jsou nevyhodné pro svou

malou selektivitu (1), zatimco selektivita slabych karboxylovych iontoménich se da
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Zlepdit pouZitim eluce kyselinou boritou (1). Izolace katecholamini je zaloZena na

azb& aminovych skupin a eluce kyselinou boritou souvisi s vazbami cis-diolovych
v

skupin molekuly katecholamin.

Byla také publikovana kombiance iontové-vyménné extrakce s izolaci na
aluminé, tento zpusob piipravy vzorku omezi interference pit HPLC, ale déje se tak

na Gkor delsiho &asu potfebného pro upravu vzorku pfed analyzou (1).

2 5.2.3. Izolace pomoci kyseliny borité

Postup s vyssi specifitou, kterd byla dosaZena pii izolaci kyselinou boritou, byl dale
zdokonalen pouzitim imobilizovanych gelii s kyselinou fenylboritou a pevnych fazi
kyseliny borité. Tyto gely zadrzuji vicindlni hydroxylové skupiny v alkalické
oblasti. Eluce se pak provede na zdkiad€ poklesu pH. Je to jednoducha a rychla
metoda pfedchazejici HPLC analyze (1).

2.5.3. Extrakce metanefrini z biologickych vzorku

Chromatograficka analyza metanefrinli z biologického matenalu se stejné

jako u katecholaminli nemiiZze provadét bez extra¢ni izolace vzorku.

Metabolity katecholaminii jsou navic v moci pfitomné ve formé konjugati
sulfatii a kyseliny glukuronové. Volné metanefriny jsou zastoupeny pouze ze 3 %,
proto se pied izolaci provadi kyseld hydrolyza. Plazmatické analyty se izoluji

pfimo.

Extrakce metanefrini se provadi hlavné na zakladé kationtové vymény
s pouZitim slabych sulfonovych a karboxylovych iontoméni&i (1,9,10). Existuji i
kombinované techniky kationt- a aniont-vyménné extrakce (1). V literatuie jsou
popisovany i mechanismy izolace zaloZené na systému reverzni faze (11) nebo

spojeni principu extrakce na reverzni fazi s kationtovou vyménou (12).
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2.54. Chromatograﬁcké stanoveni - HPLC

Vysokoutinna kapalinova  chromatografie ~ dovoluje  kvantifikaci

iatecholamind a jejich metabolitd s vét§i senzitivitou a specifitou nez ostatni

metody.
Fluorimetrick4 nebo elektrochemicka detekce zajitfuje potiebnou citlivost

pro analyzu katecholamini a jejich metabolitd, po predchozim precisténi a

zakoncentrovani pomoci izolaénich technik. Je moZna i automatizace zafazenim
purifikaCni predkolonky do HPLC systému.

Katecholaminy jsou pfirozené fluorescenéni latky, ale pouZiti fluorescen¢niho
detektoru uHPLC je omezeno pfitomnosti velkého mnoZstvi dal3ich
fluorescentnich latek pfitomnych v biologickém materialu. Dochazi tak
k interferencim. Pro fluorimetrickou detekci je nutné pouZiti pfedkolonové nebo

postkolonové derivatizace €inidly jako jsou trihydroxyindol a ethylendiamin.

Elektrochemicka detekce je pro stanoveni katecholamini nejvhodnéjsi. Je to
technika velmi citlivd, schopna zachytit velmi nizké koncentrace elektrochemicky
aktivnich latek (1).

Detekce je zaloZena na elektrochemické reakci, ve které se jedna latka
transformuje v druhou tim, Ze bud pfijme (redukce) nebo odevzda (oxidace)
elektron (Obr.5). V cele detektoru je umistén par inertnich elektrod, na kterych je
vloZeny potencial umoZiiujici prib&h reakce. Béhem elektrochemického déje

dochazi ke zmé&né velikosti mé&feného elektrického proudu v cele detektoru,

-20-
HO
\ /"> “

Obr.5: Princip etektrochemické detekce

Metanefriny jsou diky hydroxylové skuping na benzenovém jadie snadno
oxidovatelné. P¥i vloZeni urditého potencialu dochazi k reakci, pfi které vznika z

hydroxylové skupiny ketoskupina a uvolni se elektron.
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naiezli aplikace pro stanoveni metanefring, kde se pouZivala

V literatui'e jsme

technika iontové-parove kapalinové chromatografie v systému obracenych fazi. Do
mobilni faze obsahujici EDTA, NaH;POs, acetonitril a vodu se piidaval jako
intové-parujici &inidlo oktansulfonat sodny. Pro elektrochemickou detekci se
nastavovala napéti 0,37-0,4V v ochranné cele a v analytické cele na prvni elektrodé

0,1-0,15 V a na druhé elektrodd -0,065 — -0,39V. PouZivané kolony byly diouhé

250 mm, méli primér 4 mm a byly plnéné dasticemi o pruméru 5 um (9,10).

V posledni dobé se popisuje i spojeni chromatografickych metod s hmotnostni
spektrometrii (8,9)- Molekuly NMN (Mr = 183) a MN (Mr = 197) jsou protonované
a davaji molekulové ionty - m/z 184 a 198. Spontanni ztratou vody z protonovanych
molekulovych iontl vznikaji fragmenty s m/z 166 a 180 a ztratou methoxy skupiny
se vytvoti fragmenty s m/z 134 a 148. Detekce zaloZena na principu hmotnostni
spektrometrie zvySuje specifitu stanoveni (1 1,12,14,15).
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3. Experimentalni cast

3.1. Materisl a Pomucky
3 1.1. Chemikalie

deionizovana voda - &isténa pomoci MilliQ Plus systému - Millipore (USA)
metanol — Kulich (CR)

acetonitril — Merck (SRN)

oktan-sulfonat sodny — Fluka (SRN)

EDTA — Lachema (CR)

dihydrogenfosforetnan sodny — Fluka (SRN)

kyselina fosfore&na — Lachema (CR)

kyselina octova ledova — Penta (CR)

kyselina chlorovodikova — Penta (CR)

hydroxid amonny (26%) — Lachema (CR)

normetanefrin (NMN) — Sigma-Aldrich (SRN)

metanefrin (MN) — Sigma-Aldrich (SRN)

3- metoxytyramin (3-MT) - Sigma-Aldrich (SRN)
4-hydroxy-3-methoxybenzylamontumchlorid (HMBA) — Merck (SRN)
kalibra¢ni standard pro metanefriny v modi- Recipe (SRN)

kontrolni standardy pro mctancfriny v moéi- Recipe (SRN)

3.1.2. Biologicky material

vzorky plazmy pacientd fakultni nemocnice v Hradci Kralové

vzorky modi pacientl fakultni nemocnice v Hradci Kralové
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3.1.3. Pfistroje a pomiucky

e HPLC
o pumpa LC-10AD VP - Shimadzu (JPN)
o kolona Lichrocard 250-4, Lichrospher RP-18e, Syum — Merck (SRN)
o kolona Lichrocard 125-3, Purospher RP-18e, 5um — Merck (SRN)
o ochranna cela — model 5021 — ESA (USA)
o analyticka cela —model 5011 - ESA (USA)

o softwarovy system CSW 1.7
o predvazky Sartorius PT 600 — Sartorius (SRN)
e analytické vihy MC 1 — Sartorius (SRN)
o pH metr PHM 93 - Radiometer Copenhagen (Dansko)
e ipravna vody MiiliQ Plus — Millipore (USA)
e centrifuga — Labofuge 400R — Heraeus instruments (SRN)
e vakuovy odpafovaci systém RC 1010 Jouan —Trigon-plus (CR)
e vakuovy odsavac pro SPE — Supelco (USA)
¢ SPE kolonky Qasis MCX (3cc, 60 mg, 30um) — Waters (USA)
e filtry 0,22um typ GVWP - Millipore (USA)
e pipety 1-5ml,50-200pul, 1 mla250pl
¢ injekéni stfikaCka 100 ul

¢ ultrazvukova lazefi

e filtrani aparatura

¢ odmérné baiiky — 50, 100 ml
e zkumavky

e kadinky

¢ chladici box

® destilagni aparatura
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3.2. Pracovni postup HPLC analyzy

3.2.1. Pfiprava roztokil

3.2.1.1. Mobilni faze

Mobilni fazi jsme pripravili podle publikace Eisenhofera (9). Nejdfive
jsme udélali zasobni roztok, navaZenim 138 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného,
1,28 g oktansulfonatu sodného a 100 mg EDTA a vSe jsme rozpustili v 1000 ml
deionizované vody. Tento zasobni roztok mél dobu expirace 6 mésich pfi
laboratorni tepioté.

Pro piipravu mobilni fize jsme pouZili 100 ml zasobniho roztoku, 50 -
100 ml acetonitrilu a vie jsme dolili deionizovanou vodou pfiblizné do 950 mi.
Poté jsme upravili pH na hodnotu 3 pouZitim 85% kyseliny fosforetné a

doplnili jsme objem na 1000 ml.

Vysledné koncentrace jednotlivych komponent ve vodném rozioku
mobilni faze byly pro: NaH,PO,; 1 mol/l, EDTA 0,13 mmol/l, oktansulfonat
sodny 0,34 mmol/ a acetonitril 50-100 ml/1.

Takto piipravenou mobilni fazi jsme museli jedté piefiltrovat pres 0,22

um filtr a odvzdusnit 15 minut ultrazvukem.

3.2.1.2. Roztoky standardi

Roztoky standardi jsme Fedili 0,2 mol/l kyselinou octovou.

Zasobnimi roztoky standardii byly normetanefrin (NMN), metanefrin (MN),
3-metoxytyramin (3-MT) a 4-hydroxy-3-methoxybenzylamoniumchtorid (HMBA)
o koncentraci 100 mg/l. Pfipravili jsme je navaZenim 5 mg do 50 ml 0,2 mol/l

kyseliny octové.

Ze zasobnich roztokd jsme dale fedili pracovni koncentrace standardi MN,

NMN a 3-MT- 50 pg/l. Odpipetovali jsme 50 pi zasobniho roztoku do 100 mi
CH;COOH.

Pro kalibraci stanoveni metanefrini v mo&i a kontrolu pfesnosti a spravnosti

jsme pouzili komerén& dodavané standardy.
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Jako vnitini standard jsme pouZili roztok 4-hydroxy-3-methoxybenzyl-

jumchloridu. Pro ziskani vnitfniho standardu (HMBA) na stanoveni
amoni -

metanefrind jsme fedili sasobni roztok na koncentraci 100 pg/l.

3 2.1.3. Roztoky pro SPE
Pro SPE jsme pouzivali tyto chemikalie:
deionizovana voda

100% metanol

0,1 mol/l HC1 (8,1 ml 36,5% HCl do 1 litru deionizované vody )

60% metanol s 5 % (obj.%) NH4OH (5 ml NH4OH 26% p.a. a 60 ml metanolu do
100 ml vody)

5% (0bj.%) NH4OH v metanolu (5 mi NH;OH 26% p.a. do 100 ml metanolu)

3.2.2. Uprava separaénich podminek pro HPLC analyzu

3.2.2.1. Napéti v celach elektrochemického detektoru

Pfi hledani optimalni hodnoty napéti jsme vychazeli z publikace Eisenhofera
(9), kde byly uvedeny hodnoty napéti 370 mV na ochranné cele, 150 mV na prvni

elektrodé a —390 mV na druhé elektrod€ analytické cely. Postupné jsme zkouSeli

ménit napéti v jednotlivych celach. Testované hodnoty napéti v celach jsou uvedeny
v tabulkach (Tabulky 3 a 4).




1ka 3: Optimalizace napéti v analytickych celach

Tabu

W:—"’— ; cele napdti v analytic(l:' ;)ele - 1. elekireda napéti v analyﬁc(!:né ‘f)ele -2. elekiroda

/13—7‘3/" 450 390
370 390 -390

-—-—-—-—57,6—'—'_"' 250 -390

=0 150 -390

B0 100 -390

70

— 31 150 =300
370 150 -350
370 150 -390
370 150 450
370 150 -500

Tabulka 4: Optimalizace napéti v ochranné cele

naplti v ochranné cele napéti v analytické cele - 1. elektroda napéti v analytické cele - 2. elekiroda
(mV) (mV) (mV)
330 150 390
350 150 -390
370 150 -390
390 150 -390
410 150 -390

3.2.2.2. SloZeni mobilni faze

SioZzeni mobilni faze pro metanefriny bylo rovnéZ podrobné popsano
Eisenhoferem - NaH,PO4,H,O 13,8 g/, EDTA 10 mg/l, oktansulfonat sodny 128
mg/l a acetonitril 50-100 mli, pH=3 (9). Literarni odkaz ale piesné neudava
mnoZstvi piidaného acetonitrilu do mobilni faze, proto jsme zkouseli optimalizovat
jeho koncentraci — 50, 75 a 100 mi/l.

Navod pro pfipravu jsme piebrali po zkuSenostech s mobiini fazi diive
pouZivanou v nadi laboratofi pro stanoveni katecholamini (NaHPQ4.2H,;0 10,35
g/l, kyselina trichiooctova 3,27 g/l, EDTA 0,56 mg/l, SDS 2,307g/l, destilovany
methanol 10m¥/1 a ACN 160 mV/l, pH 3). Tato mobilni faze pfi podminkach detekce

metanefrind vyvolavala zna&ny Sum na zakladni linii.
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3223, pH mobilni faze
Doporudované pH pro stanoveni metanefrinii se pohybuje v intervaiu 3-3,4
(9). Upravili jsme pH mobilni faze na hodnoty: 3,794; 3,552; 3,316; 3,275; 3,200,

3 078; 2,952 a 2,834 a nasledné jsme testovali velikost signalu poskytovancho

metanefriny o koncentraci 10 ug/l

3.2.2 4. Vybér analytické kolony

Pro stanoveni katecholaminii jsme b&Zn& pouZivali kolonu Lichrocart 125-3 —
Purospher RP-18e (5um). Po nadavkovani pfedem pfeciSténych vzorkl plazmy na
tuto kolonu bylo na chromatogramu nedokonalé rozliSeni piki metanefrind. Tento
problém jsme vytesili viménou kolony. Dile jsme pouZivali kolonu Lichrocart 250-
4 — Lichrospher RP-18e (5pum), ktera jiz vSechny elucni zoény latek v plazmé

dostatedné oddéiila.
3.2.3. Zakoncentrovani vzorki metodou SPE

Koncentrace metanefrind v séru jsou pfili§ nizké, nelze je detekovat pouze
metodou HPLC-ED bez piedchoziho zakoncentrovéni. Z tohoto divodu jsme
pouZili kolonky pro extrakci na pevné fazi - SPE (solid phase extraction). Pfi jejich
vybéru jsme se fidili literarnimi udaji, v nichZ byla extrakce provadéna bud na
principu kationtové vyménné extrakce nebo na zakladé extrakce na reverznt fazi.
Pro na$ experiment jsme nakonec vybrali kolonku Oasis MCX (Waters), ktera oba
tyto principy spojuje. Postup eluénich krokii pro extrakci je aplikaci firemniho
manualu pro kolonky (Schéma 1), ktery jsme modifikovali vynechanim kroku
promyvani 60% metanolem s 5 % NH,OH.
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Schéma I: Postup SPE

Kondicionace kolonky:

o 1 ml 100 % metanolu
Lkvilibrace kolonky:
o 1 mil vody
Davkovani vzorku:
o I mlvzorku

Promyvani:

e 1 ml 0,1 M HCI - odsirani proteiny a zadrZi bazické latky ioniové
vymeénnym mechanismem

o 1 ml 100% metanol - odstrani interferujici ldtky zadriované hydrofobni
interakci , mize se poutit jako elucni krok pro neutrdini a kyselé latky

o 1 ml60% metanol s 5 % NH,OH - odstrani polarnéjsi bazické latky
FEluce:

e 1mi5% NH,OH v metanolu — bazické latky
Odpareni a rekonstituce ve 100 ul mobilni faze

Prutok by nemél presahnout I mi/min

3.2.4. Kalibrace metody

Pro kalibrace jsme nafedili standardni roztok na koncentrace odpovidajici
hladinim metanefrinit v biologickych materialech. Koncentrace metanefrini
v kalibratnich roztocich jsou uvedeny ve vysledcich. Pro kalibraci metanefrini
v moli jsme pouZili komeréné dodavany kalibrator, ktery jsme pred extrakci jesté
100 x zfedili, protoze koncentrace metanefrinii v mo&i jsou vy$si neZ je adsorpéni
kapacita SPE kolonek. K 1 mi kazdého vzorku jsme pfidali 100 pl interniho
standardu HMBA o koncentraci 100 pug/l a 1 ml smési vzorku se standardem jsme
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Kolonkéch. Po extrakci jsme provedli HPLC analyzu a sestrojili

extrahovali na SPE

kalibra&ni kfivky pro jednotlive metanefriny.

3 2.5, Presnost a spravnost metody

presnost (opakovatelnost i reprodukovatelnost) a spravnost jsme méfili ve
vybranych kontrolnich materialech, které odpovidaji hladindm metanefrini
v biologickych vzorcich. Koncentrace téchto vzorkid jsou uvedeny ve vysledcich.
Provedli jsme 10 mé&feni pro kaxdou koncentraci. Pro vzorky mo¢i jsme pouZili
komeréné dodavané motové kontroly, které jsme stejné jako komerdni kalibrator
jedt& 100x fedili, protoZe koncentrace metanefrinl v mocCi jsou vysSi nez je

adsorpéni kapacita SPE kolonek.

Pro zjisté&ni pfesnosti jsme vypo€itali smérodatnou odchylku a varialni
koeficient. Spravnost jsme urili jako absolutni chybu a chybu reiativni vztaZenou
ke spravné hodnot&. Pro vypocet jsme pouZili primémé hodnoty koncentraci z 10

méfeni a znamé koncentrace standardnich roztoki.

3.2.6. Vytéznost

Vyté€znost (recovery) byla méfena ve dvou vzorcich moéi a v jednom vzorku
plazmy. Stanoveni byla provedena v dubletech. PouZivana kyselina octova méla
koncentraci 0,2 mol/l.

U mocovych vzorkd jsme pipetovali roztoky podle tabulky (Tabulka 5).
Koncentrace standardi NMN, MN a 3-MT byly 1,369; 1,312 a 1,498 pmol/l.

Tabulka S: Pipetovaci protokol stanoveni vytéZnosti metanefrint v moti

V mog (ul)| V kyselina octova (pl) | V standard ()
vzorek 50 4950 0
vzorek s pfidavkem 50 4900 50

Pro stanoveni vytéznosti metanefrin v plazmé jsme pipetovali nasledujici
objemy roztokt (Tabulka 6). Koncentrace standardi NMN, MN a 3-MT byly
10,95; 10,50 a 11,99 nmol/1.
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etovaci protokol stanoveni vyt&€znosti metanefrinl v plazmé

Tabulka 6: Pip
V plaza (ul) | V kyselina octova (ul)} V standard (ul)
= 900 100 0
Toorck s pfidavkem 900 0 100

K 1 mi takto pfipravenych vzorka jsme piidali 100 pl vnitiniho standardu a
pripraveny material jsme davkovali na SPE kolonky. Po extrakci jsme méfili

Koncentraci vzorkli na HPLC a vypoCitali vytéznost.

3.2.7. Stanoveni metanefrin( v biologickych materidlech

Po zavedeni a optimalizovani metody jsme zacali stanovovat metanefriny
v moéi a plazmé&. Vzorky moci jsme pfed analyzou 100 x zfedili. K 1 ml vzorku
jsme piidali 100 pl vnitiniho standardu a pak jsme 1 ml smési davkovali na SPE

kolonky. Po zakoncentrovani vzorku jsme material davkovali na HPLC.
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace HPLC-ED pro stanoveni metanefrind

Pii optimalizaci podminek HPLC-ED metody pro stanoveni metanefrinii jsme
zjistili, %e nejlépe vyhovuji napéti 370 mV na ochranné cele, 150 mV na prvni
elektrod® a -390 mV na druhé elektrodé analytické cely coulochemického detektoru
(Obr. 8-10).

Nejlepsi vysledky byly dosaZeny pii pouZiti mobilni faze s koncentraci
acetonitritu 75 mi/i.

Optimalni hodnota pH mobilni faze byla 3,078 (Obr.11).

Na koloné Lichrocart 125-3 — Purospher RP-18e¢ (Sum) se nepodafilo
dostatetn& oddalit piky jednotlivych latek ve vzorcich biologického materialu, proto
jsme pouzili kolonu delsi. Kolona Lichrocart 250-4 — Lichrospher RP-18e (Sum) jiz
viechny piky dostatené oddélila.

4.2. SPE

Pii extrakci na pevné fazi jsme museli vynechat promyvani 60% metanolem

s 5% NH4OH, protoZe zbytky vody znemoZiiovaly odpafovani rozpoustédla.
Konegny postup SPE byl nasledujici:

Kondicionace a ekvilibrace kolonky:
1,25 mi metanol / 1,25 mi vody
Davkovani vzorku:
1 ml smési - (1 ml plazmy nebo 100x fedéné moci + 100 pl IS ¢ = 100 pg/l)
Promyvani:
1,25 mi destilované vody / 1,25 ml 0,1 mol/l HC1 / 1,25 ml metanol
Eluce:
1,25 ml 5% NH;OH v metanolu

Qdpafeni a rekonstituce ve 100 pl mobilni faze
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4.3. Kalibrace

Namé&fené plochy pikii pro jednotlivé koncentrace metanefrinii uvadi tabulky
(Tabulky 7 a 8). Kalibra&ni k¥ivky jsou uvedeny v pfilohach (Obr. 12-17).

Tabulka 7: Vysledky kalibrace pro koncentrace plazmatickych metanefrint

NMN MN 3-MT
¢(nmol) | plocha piku | c(nmoll) | plocha piku c{nmolM) | plocha piku
0,109 306,582 0,058 389,590 0,195 990,124
0,219 594,687 0,117 518,980 0,389 1788,126
0,438 1107,229 0,233 1041,446 0,779 2190,235
0,875 1998,842 0,466 1803,955 1,558 3914,256
1,751 3637,659 0,833 3029,194 3,115 8375,193

3,502 5302,992 1,866 4173707

Tabulka 8: Vysledky kalibrace pro koncentrace metanefrinti v moci

NMN MN 3-MT
c(umol/l) | piocha piku | c(umolf) | plocha piku | c{umoll) | plocha piku

5,603 122620 2,985 62893 1,246 28380
2,802 59175 1,493 32570 0,623 14956
1,401 28605 0,746 18514 0,312 8375
0,700 12917 0,373 9924 0,156 3914
0,350 5302 0,187 4173 0,078 2190
0.175 3637 0,093 3029 0,039 1788
0,088 1998 0,047 1803 0,019 990

4.4. Presnost a spravnost metody

Spravnost a presnost méfeni v sérii a mezi sériemi pro 10 vzorkit riznych
koncentraci, které jsou srovnatelné s hladinami metanefrind v biologickych
materialech uvadi tabulky (Tabulky 9-12).
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Tabulka 9: Opakovatelnost mé&feni (intraassay) pro koncentrace metanefrini v

plazmé
NMN MN 3-MT NMN MN 3-MT
méfeni & 1 1,306 1,302 0,951 0,596 0,626 0,614
méfeni & 2 1,278 1,208 0,889 0,617 0,518 0,570
méfeni &. 3 1,380 1,326 0,989 0,573 0,517 0,596
méfeni & 4 1,359 1,352 0,912 0,586 0,517 0,526
méfeni & 5 1,356 1,319 0,970 0,607 0,625 0,571
méfeni &. 6 1,329 1,322 0,874 0,671 0,542 0,544
méfeni & 7 1,339 1,271 0,845 0,607 0,588 0,477
méfeni & 8 1,330 1,271 0,782 0,650 0,614 0,531
méfeni €. 9 1,332 1,287 0,892 0,631 0,550 0,497
méreni €. 10 1,412 1,292 0,800 0,650 0,568 0,580
Priimér (nmol/) 1,342 1,304 0,890 0,619 0,566 0,550
smérodatna odchylka 0,037 0,026 0,069 0,031 0,044 0,044
variaéni koeficient (%) 2,786 1,978 7,696 5,056 7,848 7,917

Tabulka 10: Reprodukovatelnost (interassay) a spravnost méfeni pro koncentrace

metanefrini v plazmé

NMN MN 3-MT NMN MN 3MT
teoreticka ¢ (nmol/l) 0,274 0,262 0,300 0,548 0,524 0,600
méfeni €. 1 0,283 0,250 0,327 0,596 0,445 0,616
méfeni & 2 0,307 0,277 0,268 0,555 0,482 0,638
méfent & 3 0,285 0,260 0,267 0,583 0,514 0,514
méfeni &. 4 0,293 0,295 0,314 0,628 0,510 0,588
méfeni &. 5 0,313 0,271 0,315 0,527 0,549 0,628
méfeni &. 6 0,203 0,297 0,307 0,538 0,535 0,598
méfeni é. 7 0,319 0,235 0,287 0,604 0,439 0,619
meéfeni &. 8 0,288 0,232 0,315 0,613 0,526 0,629
méfeni £ 9 0,269 0,249 0,309 0,582 0,520 0,608
méfeni & 10 0,274 0,253 0,312 0,549 0,547 0,505
Prumér (nmolf) 0,283 0,262 0,303 0,578 0,508 0,603
smérodatnéa odchylka 0,018 0,023 0,020 0,034 0,040 0,035
variatnl koeficient (%) 5,525 8,631 6,704 5,886 7,809 5,832
absolutni chyba (nmolil) 0,019 0,000 0,003 0,030 0,016 0,003
relativni chyba {%) 7.004 0,088 1,023 5,389 -3,139 0,543
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Tabulka 11: Opakovatelnost méfeni (intraassay) pro koncentrace metanefrini v

moci
NMN MN 3-MT NMN MN 3-MT
méfeni €. 1 1,318 0,625 0,677 5,994 4,099 1,417
méfeni &. 2 1,734 0,785 0,878 6,671 4,376 1,444
méfeni &. 3 1,780 0,768 0,897 6,056 4,191 1,306
meéfeni & 4 1,463 0,655 0,803 7,434 5,001 1,560
méfeni ¢&. 5 1,475 0,695 0,734 6,592 4,795 1,581
méfen! & 6 1,721 0,692 0,785 7,058 4,918 1,478
méfenl & 7 1,789 0,692 0,833 6,725 4,676 1,652
meéfeni €. 8 1,791 0,736 0,801 7,082 4,702 1,480
méfeni & 9 1,480 0,644 0,727 6,394 4,360 0,975
méfeni & 10 1,732 0,777 0,789 6,082 4,285 1,209
Priimér (umol) 1,628 0,707 0,792 6,608 4,541 1,410
smérodatna odchylka 0,175 0,057 0,088 0,483 0,316 0,200
variaéni koeficient {%) 10,730 8,080 8,537 7,312 6,968 14,210

Tabulka 12: Reprodukovatelnost (interassay) a spravnost méfeni pro koncentrace
metanefrind v mo¢i

NMN MN 3-MT NMN MN 3-MT
Teoreticka ¢ (umolfl) 1,496 0,688 0,834 8,335 4.579 1,657
méfeni & 1 1,654 0,737 0,790 8,337 4 578 1,653
méfeni & 2 1,652 0,855 0,865 8,437 4 367 1,529
méfeni & 3 1,494 0,867 0,796 8,338 4,351 1,479
méieni & 4 1,633 0,602 0,743 7,366 4,214 1,392
méfeni &. 5 1,625 0,727 0,712 8,125 4,080 1,455
méfeni & 6 1,672 0,615 0,760 7,682 4,206 1,654
méfeni & 7 1,256 0,727 0,854 7,636 4,134 1,743
méfeni &. 8 1,308 0,549 0,684 6,529 3,613 1,753
mé&feni & 9 1,553 0,695 0,729 6,356 3,487 1,471
méfeni . 10 1,235 0,603 0,666 6,800 3,833 1,688
Primér (umol/h) 1,458 0,658 0,760 7,560 4,096 1,580
smérodatna odchylka 0,169 0,064 0,067 0,778 0,338 0,129
variaéni koeficient (%) 11,314 9,771 8,785 10,289 8,253 8,192
absolutni chyba {(pmold) | 0,002 0,030 0,074 0,775 0,483 0,077
relativni chyba (%) 0,144 -4,408 -8,861 -9,293 -10,544 -4,665
4.5 VytéZnost metody

Vytéznost metody stanoveni metanefrinii v modi a v plazmé uvadi tabulky
(Tabulky 13-14).
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Tabulka 13: VytéZnost stanoveni metanefrini v moci

pfidavek naméfena ¢ recovery
(pmolf)) {umotf) (%)
NMN{ MN | 3-MT | NMN | MN 13-MT| NMN MN | 3-MT
mo¢ 1 0 0 0 0,492 (0,204|0,137

moé 1 s pfidavkem |1,369]1,312( 1,498 | 1,849 | 1,59 |1,497| 99,12 | 105,64 | 90,79
mod 1 s pfidavkem |1,36911,312| 1,498 | 1,792 [1,486|1,611| 9486 | 9771 | 98,40
moé 1 0 0 0 0,561 |0,155(0,256

moé 1 s pfidavkem |1,369]1,312| 1,498 | 1,859 [1,352(1,689| 94,81 | 91,23 | 95,66
moé 1 s pfidavkem |1,369(1,312| 1,498 | 2,053 [1,377|1,633( 108,98 | 93,14 | 91,92
recovery primér (%) 99,47 | 96,93 | 94,19

Tabulka 14: VytéZnost stanoveni metanefrind v plazmé

piidavek naméfena c recovery
(pmolf) {(umolfl) (%)
NMN|[ MN | 3-MT | NMN | MN |3-MT | NMN MN | 3-MT
plazma 0 0 0 1,8 10,12 |1,285
plazma s pfidavkem |1,095] 1,05 | 1,199 | 2927 |1264| 2,80 [ 93,79 | 108,95 | 133,86
plazma s piidavkem |1,095! 1,05 | 1,199 | 2,888 |1,226|2,342| 99,36 | 105,33 | 88,16

recovery primér (%) 96,58 | 107,14 | 111,01

4.6. Stanoveni metanefrinia v biologickych materidlech

Vzorové chromatogramy ziskané analyzou plazmy a 100 x fedéné moc¢i jsou
znazoméné na obrazcich (Obr. 6 a 7).
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Obr. 6: Chromatogram stanoveni metanefrinli v plazmé
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5. Diskuse

Stanoveni metanefrint bylo Casto pozadovano jako dal$i metoda vhodna pro
diferencialni diagnostiku feochromocytomd. Pro znany zijem ze strany lékait
jsme se rozhodli, Ze bychom kromeé katecholaminti a kyseliny vanilmandlové, mohli

provadét i stanoveni metanefrini.

Pii zavadént postupu stanoveni metanefrini v biologickych vzorcich jsme se
pfi volbé separacnich podminek opirali o literarni podklady. Pro na$i praci jsme
vybrali ¢lanek publikovany Eisenhoferem (9), ve kterém byla pfesné popsana
metodika stanoveni metanefrini v biologickych materidlech na HPLC-ED. Tento
postup jsme zvolili z divodu dostupného technického vybaveni v na$i laboratofi.

Rovnéz chemikalie pouZivané pfi tomto pokusu jsme méli k dispozici.

Jiz dfive jsme v naSi laboratoii zavedli metodu stanoveni katecholaminti na
HPLC s coulochemickou detekci a chtéli jsme metanefriny analyzovat obdobnym
zpusobem. Katecholaminy se stejné jako metanefriny stanovuji na principu iontové-

parové chromatografie na obracené fazi.

Pfi prvnich pokusech jsme veskeré podminky stanoveni zachovali stejné jako
u analyzy katecholamind. Podle zminéného literarniho zdroje jsme nastavili pouze
napéti v celach coulochemického detektoru na hodnoty napéti 370 mV na ochranné
cele, 150 mV na prvni elektrodé a -390 mV na druhé elektrodé analytické cely. Pro
chromatografické déleni latek jsme pouzili kolonu Lichrocart 125-3 —Purospher RP-
18¢ (5um). Mobilni faze obsahovala NaHPO4.2HO (10,35 g/l), kyselinu
trichlooctovou (3,27 g/l), EDTA (0,56 mg/1), SDS (2,307 g/1), destilovany methanol
(10ml/1) a ACN (160 ml/l) a jeji pH bylo upraveno na hodnotu 3. Priitok mobilni
faze byl u obou metod 1 ml/min. Pfi téchto prvnich analyzach viak sloZzeni mobilni
faze vyvolavalo znaény Sum na zakladni linii, proto jsme se rozhodli nahradit
mobilnt fazi pouZzivanou pro stanoveni katecholaminli pomoci mobilni faze, ktera
byla popsana v Eisenhoferové Elanku (9). Nova mobilni faze méla rovnéz hodnotu
pH rovnou 3 a skiddala se z NaH,PO,H;O (13,8 g/l), EDTA (10 mg/l),
oktansulfonatu sodného (128 mg/) a acetonitrilu 75 (m¥/1).

Za téchto podminek jsme byli schopni analyzovat standardy jednotlivych
metanefrinit rozpusténé v kyseling octové. V daldich pokusech jsme se snaZili

optimalizovat podminky detekce. Testovali jsme velikost signalu, poskytovaného
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metanefriny o koncentraci 10 ug/l, a zachovali jsme podminky, pfi kterych byla
zaznamenana nejsiln€j§i odezva detektoru. Timto jsme ziskali optimalni napéti na
jednotlivych celach detektoru, coZ jsou hodnoty 370 mV na ochranné cele, 150 mV
na prvni elektrodé a -390 mV na druhé elektrodé analytické cely. Tyto udaje se

shoduji s literarnim podkladem, ze kterého jsme &erpali (9).

Po zavedeni podminek detekce jsme optimalizovali sloZeni mobilni faze.
Ur¢ili jsme, Ze nejvhodnéjsi koncentrace acetonitrilu je 75 ml/l a nejlep3i hodnota,

na kterou je tieba upravit pH mobilni faze, se pohybuje v intervalu 2,9-3,1.

Po identifikaci pikii na chromatogramech standardd, jsme mohli pfikrocit k
analyze realnych vzorkll plazmy a mode. Vyvstalo nam hned né€kolik problémi
tykajicich se preanalytické pfipravy vzorkil. Metanefriny se vyskytuji v plazmé ve
velmi nizkych koncentracich. Dal$i nesnaze by u stanoveni metanefrini z plazmy
zpusobovaly proteiny, které by zanasely chromatografickou kolonu. Proto jsme
museli vzorky jak zakoncentrovat tak deproteinovat. Rozhodli jsme se pouZit stejné

jako vétSina autorti extrakci na pevné fazi.

Vybér SPE kolonek mezi niznymi autory se zna¢né lisil. Eisenhofer (9) a
Roden (10) pouzivali kationtové vyménné extrakéni kolonky. Crocket (12) pouzil
extrakéni disky, které pracuji ve smiSeném modu kationtové vymény a reverzni
faze. Pro na$i praci jsme nakonec vybrali SPE kolonky MCX Oasis o velikosti 2 mi
a s 60 mg sorbentu (Waters, USA).

K plazmatickym vzorkiim jsme pfidali vnitini standard (HMBA) a smes jsme
aplikovali na kolonky po pfedchozi kondicionaci a ekvilibraci metanolem a
destilovanou vodou. Nasledné jsme kolonky promyvali vodou, kyselinou
chlorovodikovou a metanolem. K eluci metanefrini ze sorbentu jsme pouzili 5%

roztok amoniaku v metanolu.

Mocové vzorky jsme se nasledné snaZili pfedistit obdobnym zpisobem jako
plazmu, aby byl mezi preanalytickou pfipravou mo¢i a plazmy minimalni rozdil.
Mo& jsme fedili, tak aby koncentrace metanefrinii ve vysledném roztoku fedéne
mo¢i byly fadové stejné, jako jsou hladiny v plazmé. Nafedénou moc a vzorky

plazmy jsme pak extrahovali stejnym postupem.

Chromatogramy analyzy metanefrimi v biologickém materidlu, pfi pouZiti

kolony o délce 125 mm, kterou jsme jiz dfive pouzivali pro stanoveni
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katecholamini, nemély dostate¢né rozlifeni piki. Zkusili jsme proto vzorky
biologického matertalu analyzovat na koloné Lichrocart 250-4 — Lichrospher RP-

18e (Sum), &imZ se rozliSeni zlepsilo.

Po vSech téchto pokusech jsme mohli fici, Ze mame podminky metody pro

stanoveni metanefrinit zavedené a mohli jsme pfistoupit k validaci metody.

Nejprve jsme provedli kalibraci metody a nasledné jsme testovali jeji pfesnost

(opakovatelnost a reprodukovatelnost), spravnost a vytéZnost.

Metodu jsme kalibrovali za pouZiti komeréné dodavaného mocového
standardu. Udaje zkalibratnich chromatogramit jsme pou¥ili k sestrojeni
kalibraénich kfivek, které jsou pfimo uloZeny v programu pro chromatografické
analyzy. Vyhodou téchto automatickych kalibraci je, Ze si program sam vypotita
z plochy pod kiivkou chromatografického piku meéfeného analytu a wnitiniho

standardu koncentraci analytu jiZ vztaZzenou na vnitini standard.

Pro urdeni presnostt jsme méfili jak opakovatelnost (intraassay) tak
reprodukovatelnost (interassay). V obou pfipadech jsme provedli deset analyz a
vypocitali jsme smérodatné odchylky a variaéni koeficienty. U opakovatelnosti byly
pramémé hodnoty variatnich koeficienti v procentech 3,9; 4,9 a 7,8 pro NMN, MN
a 3-MT v plazmé& a 9,0; 7,5 a 11,4 pro NMN, MN a 3-MT v mo¢i. Pfi méfeni
reprodukovatelnosti byly primémé hodnoty variaénich koeficientt v procentech
5,6; 8,2 2 6,3 pro NMN, MN a 3-MT v plazmé& a 10,4; 9,0 a 8,4 pro NMN, MN a 3-
MT v moci. Vyhodnoceni variaéniho koeficientu pfi méfeni v sérii a mezi sériemi

ukazalo, Ze metoda je pouzitelna pro rutinni analyzy biologického materidlu.

Spravnost jsme uréili jako chybu absolutni a chybu relativni vztaZenou ke
spravné hodnot&. Pro vypolet jsme pouZzili primé&mé hodnoty koncentraci z 10
méfeni a znamé koncentrace standardnich roztokii. Pro metanefriny v plazmé se
relativni chyba pohybovala do 7,0 %. U metanefrimi v moci byla maximalni

relativni chyba 10,5 %.

VytéZnost analyz metanefrind ve vzorcich biologického materialu byla v
procentech 96,6; 107,1 2 111,0 pro NMN, MN a 3-MT v plazmé a 99,5; 96,9 a 94,2
pro NMN, MN a 3-MT v mo¢i.
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Nami optimalizovanou metodou kapalinové chromatografie jsme schopni
stanovit normetanefrin, metanefrin a 3-methoxytyramin ve vzorcich mo¢i a plazmy.

Metanefriny v mo¢i se pohybuji v oblasti koncentraci fadové pmol/d. Metanefriny v

vvvvvv

Nami hodnocené vzorky moci obsahovaly metanefriny v koncentracich od
0,072 do 3,459 umol/d. Pfi urovani pozitivity dosud vychazime z referentnich
mezi prevzatych z literatury (3,9). Z 20 pacient jich 19 mélo hladiny metanefrini
pohybujicich se v t&chto hodnotach. U jedné pacientky jsme viak zaznamenali
pozitivni nalez normetanefrinu, pozd&i byla tato pacienia operovana pro

feochromocytom.

Nami namé&fené plazmatické koncentrace metanefrint se pohybuji v intervalu
od 0,065 do 1,472 nmol/l. Hladiny metanefrind u né&kterych vzorkd byly ve
srovnani s publikovanymi referenénimi hodnotami vy3Si. Maximélni naméfené
hodnoty NMN a MN byly 0,787 a 1,313 nmol/l. Vy3§i hladiny metanefrind v
plazm& mohou byt zpusobené nedodrzenim podminek pro odbér krve nebo
lékovymi interferencemi. Proto je tfeba dobfe informovat lékafe a sestry o
postupech spravné provedenych odb&ri krve a o lécich, které by mohly se
stanovenim metanefrini interferovat. Dal$im moznym feSenim jak predchazet
ovlivnéni analyz, je moZnost volby jiného preanalytického postupu, kterym by se
interferujici latky lépe odstranily. Pak by bylo potfebné znowvu feSit piistup

k pfipravé vzorku, tedy izolaci vlastniho analytu z biologické matrice.
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6. Zaver

Cilem této rigorézni prace bylo vyvinout metodu stanoveni metanefrini, ktera
by byla vhodna pro rutinni analyzy v laboratofich klinicke biochemie. Doposud
nebyla v deské literatufe tato metoda na stanoveni metanefrinii publikovana a
laboratote, které metanefriny stanovuji pouZivaji k analyzdm komeréné dodavané

kity.

Pro analyzu metanefrind jsme pouZili metodu vysokoudinné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci po pfedchozi ipravé materialu pomoci
extrakce na pevné fazi. Béhem nasi prace jsme ovéfili a upfesnili dfive publikované
podminky chromatografickych analyz a zavedli jsme do klinicko-laboratorni praxe
vlastni postup preanalytické pfipravy vzorkd biologickych materiali. Diky naSi
modifikaci metody budou laboratofe schopné jednoduchym postupem stanovovat

metanefrin, normetanefrin a 3-methoxytyramin v mo¢i i v plazmé.

Nadi modifikaci chromatografického stanoveni metanefrini jsme po
optimalizaci podminek validovali. Metoda je dostatetn€ citliva a reprodukovatelna.
Variadni koeficienty mé&feni v sérii a mezi sériemi vzorkli vyhovuji souCasnym
kritériim pro stanoveni analytu v biologickych materialech. Pro pouzitelnost této
metody v praxi jsou vysledky validace uspokojive.

Nevyhodou postupu by se mohla zdat dlouho trvajici kondicionace
chromatografické kolony nutna pied prvni analyzou ze série vzorki. Doba vlastni
analyzy se pak pohybuje v intervalu od 20 do 30 minut.

Pfi stanoveni hladiny metanefrinii ve vzorcich mo¢i jsme neprokazali Zadné
interference. V plazmatickych vzorcich jsme se oviem s lékovymi interferencemi
setkali. Létiva a latky, které s metanefriny pfi stanoveni interferuji, budeme dale

zkouset identifikovat.

47



7

1.

*

th & W N

»

9.

. Seznam pouzité literatury

Peaston R. T., Weikove C. Measurement of catecholmines and their
metabolites. Ann Clin Biochem, 2004, 41, p. 17-38.

Karison P., Gerok W., Gross W. Pathobiochemie. Akademia Praha, 1987.
Zima T. Laboratorni diagnostika. Galen, 2002.
Zelinka T. Feochromocytom. www.zd.cz - server onkologie, 2003.

Kufe, Donald W.; Pollock, Raphael E.; Weichselbaum, Ralph R.; Bast,
Robert C., Jr.; Gansler, Ted S.; Holland, James F.; Frei III, Emil
Cancer Medicine. 6th ed. BC Decker, 2003. www.ncbi.nlm.nih.gov

Stejskal D., Laé¢iidk B., Viclavik J., Zuber R. voln¢ plazmaticke
metanefriny a jejich vyuZiti v diagnostice feochromocytomu. Klin. Biochem.
Metab, 2005, 4, p. 201-206.

Yanaihara H., Hata M., Nashikawa Y., Hoshino M.,Yanaihara N.,
Murai M. Aplication of region-specific immunoassay for human
chromogranin A: Substantial clue for detection and measurement of
chromogranin A in human plasma. Regulatory Peptides, 1999, 80, p.83-90.

Pisano J.J., Crout J.R., Abraham D. Determination of 3-methoxy-4-
hydroxymandelic acid in urine. Clin Chim Acta, 1962, 7, p. 285-291.

Eisenhofer G. www.caiecholamine. org

10. Roden M. et al. Quantification of unconjugated metanephrines in human

plasma without interference by acetaminophen. Clin Chem, 2001, 47:6,
p.1061-1067.

11. Lagerstedt S. A., O’Kane D. J., Singh R. J. Measurement of plasma free

metanephrine and normetanephrine by liquid chromatography — tandem
mass spectrometry for diagnosis of pheochromocytoma. Clin Chem, 2004,
50:3, p. 603-611.

12, Crockett D. K., Frank E. L., Roberts W. L. Rapid analysis of

metanephrine and normetanephrine in urine by gas chromatography — mass
spectrometry. Clin Chem, 2002, 48:2, p.332-337.

13. Berquist J., Sciubisz A., Kaczor A., Silberring J. Catecholamines and

methods for their identification and quatification in biological tissues and
fluids. J. Newurosci, 2002, 113, p. 1-13.

14. Peterson Z.D, et al. Determination of catecholamines and metanephrines in

urine by capillary electrophoresis — electrospray ionization — time-of-flight
mass spectrometry. J. Chromatogr. B, 2002, 776, p. 221-229.

15. Kushnir M.M.,Urry F.M.,Frank E.L., Roberts W.L., Shushan B.

Analysis of catecholamines in urine by positive-ion electrospray tandem
mass spectrometry. Clin.Chem. 2002, 48:2, p. 323-331.

16. Chan E.C.Y., Wee P.Y., Ho P.C. Evaluation of degradation of urinary

catecholamines and metanephrines and deconjugation of their
sulfoconjugates using stability-indicating reversed-phase ion-pair HPLC

48




with electrochemical detection. J. Pharm. Biomed. Anal., 2000, 22, p. 515-
526.

17. Chan E.C.Y., Wee P.Y,, Ho P.Y., Ho P.C. High-performance liguid
chromatographic assay for catecholamines and metanephrines using
fluorimetric detection with pre-column 9-fluorenylmethyloxycarbonyl
chloride derivatization. J. Chrom B., 2000, 749, p. 179-189.

18. Vuerensola K., Siren H. Determination of urinary catecholamines with
capillary electrophoresis after solid-phase extraction. J. Chrom A4, 2000, 895,
p. 317-327.

19. Lenders J. W. M., Eisenhofer G., Mannelli M., Pacak K.
Pheochromocytoma. Lancet, 20035, 366, p. 665-675.

20. Lenz T., Gossmann J., Schulte K.L., Salewski L., Geiger H. Diagnosis of
pheochromocytoma. Clin Lab, 2002, 48,p.5-18

21. Nikolajsen R.P.H., Hansen A.M. Analytical methods for determinining
urinary catecholamines in healthysubjects. Anal. Chim.Acta, 2001, 449, p. I-
15.

22. Willemsen J.J., Sweep C.G.J., Lenders J.W.M., Ross H.A. Stability of
plasma free metanephines during collection and storage as assessed by an
optimized hplc method with electrochemical detection. Clin. Chem., 2003,
49-11, p.1951-1953.

49



8. Prilohy

Seznam pfiloh:

Obr. 8: Zavislost velikosti signaiu na napéti 1. elektrody v analytické cele

Obr. 9: Zavislost velikosti signalu na napéti 2. elektrody v analytické cele
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10: Zavislost velikost: signalu na napéti v ochranné cele

11: Zavislost velikosti signalu na pH mobilni faze
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17:

Kalibraéni kfivka pro NMN v modi
Kalibra¢ni kfivka pro MN v mo¢i
Kalibra¢ni kfivka pro 3-MT v mo¢i
Kalibra¢ni kiivka pro NMN v plazmé
Kaltbra&ni kfivka pro MN v plazmé

Kalibra&ni kfivka pro 3-MT v plazmé
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Obr. 8: Zavislost velikosti signalu na napéti 1. elektrody v analytickeé cele
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Obr. 9: Zavislost velikosti signalu na napéti 2. elektrody v analytické cele
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Obr. 11: Zavislost velikosti signatu na pH mobilni faze
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Obr. 12: Kalibraéni kiivka pro NMN v mo¢i
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Obr. 13: Kalibra¥ni kfivka pro MN v mo¢i
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Obr. 14: Kalibraéni kiivka pro 3-MT v moti
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15: Katlibra¢ni kiivka pro NMN v plazmé&
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16: Kalibraéni kfivka pro MN v plazmé
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17: Kalibra¢ni kfivka pro 3-MT v plazmé
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