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Uvod

Stanoveni katecholamini a jejich O-methyl-
metabolitll, zejména metanefrinu (MN) a normetanefrinu
(NMN), je uzitecné v diagnostice tumoru chromafinnich
bun¢k feochromocytomu (FEO). Tento typ nadoru synteti-
zuje, uklada a metabolizuje katecholaminy a vétSinou je
také vylucuje. Proto je mozné zvySenou koncentraci kate-
cholaminfi a jejich metabolickych produkti v moci
a v plazmé vyuzit jako diagnostické markery tohoto typu
nadoru'. Nadprodukce katecholaminti nadorem vede
u vétSiny pacientl k zvySeni krevniho tlaku, proto pode-
zieni na FEO vznika pfevazné u pacientl s hypertenzi. Zde
je ovSem nutné rozlisit, o jaky fenotyp FEO se jedna. No-
radrenergni fenotyp, produkujici pfevazné noradrenalin
(NA), resp. NMN, adrenergni fenotyp produkujici hlavné
adrenalin (A), resp. MN nebo fenotyp smiseny, ktery pro-
dukuje ob¢ latky soucasné. Pacienti s adrenergnim fenoty-
pem FEO maji na rozdil od ostatnich fenotypt spise za-
chvatovité zvySovani krevniho tlaku a normotenzi, ptipad-
né hypotenzi®”.

Védecké studie z posledni doby zabyvajici se touto
problematikou vyzdvihuji predevsim stanoveni volnych
metanefrini v plazmé jako nejcitlivéjsi stanoveni vzhle-
dem k diagnoze FEO*’. Jednim z divodi preference meta-
nefrindl je kontinudlni produkce téchto latek nadorovou
bunkou, na rozdil od katecholamind, které jsou produkova-
ny jen periodicky. Rovnéz bylo zjiSténo, Ze u pacientl
s FEO pochazi pfevazna Cast nadprodukce NMN a MN
v plazmé z metabolismu katecholamini v dfeni nadledvin,
nikoli znadorovych bunék. Toho se vyuziva zejména
u takovych typt FEO, jejichz nadorové buiiky katechola-
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miny neprodukuji. Zde se stanovenim plazmatickych me-
tanefrinti zamezi vzniku fale$n& negativnich vysledka®.

Nejvice pouzivanou metodou pro stanoveni NMN
aMN vplazmé¢ je HPLC s elektrochemickou detekci
(ED)"'°. Tato technika je mén& nakladnou alternativou
k pouzivanym separa¢nim technikdm ve spojeni s hmot-
nostni spektrometrii'®"'. Dal§i moznosti pro stanoveni
metanefrini jsou imunochemické metody zalozené na
reakci se znaenymi protilatkami'*". U imunochemickych
metod se poukazuje na problém zkiizenych reakci
a analytickych interferenci'®, rovn&z pofizovaci cena imu-
nochemickych souprav je vyssi.

Pti zavadéni metody stanoveni plazmatickych meta-
nefrini pomoci HPLC-ED jsme se nejdfive zaméfili na
ovéfeni validacnich parametrii metody. Vzhledem k tomu,
ze metoda jiz byla interné validovana v publikaci Lenders
a spol.’, orientovali jsme se hlavn& na validaci pfi prevodu
metody, kterd zahrnuje stanoveni opakovatelnosti a sprav-
nosti. Rovnéz jsme ovéfili platnost této jiz publikované
validované metody kontrolou zptsobilosti metody, neboli
kontrolou kalibraéni pfimky a stanovili tak linearitu a citli-
vost metody'* a jeji mez detekce a mez stanovitelnosti.
Navic jsme urcili reprodukovatelnost metody. Rovnéz
jsme posuzovali schopnost metody spravné zaradit pacien-
ty (s nadorem, bez nadoru) a vysledky stanoveni jsme po-
rovnali s jinou dostupnou metodou, ktera rovnéz interpre-
tuje vysledky vzhledem k pfitomnosti ¢i nepfitom-
nosti FEO. Srovnavand metoda stanovuje volné katechol-
aminy v mo¢i metodou HPLC s fluorescencni detekei
(HPLC-FLD).

K urceni koncentra¢niho rozmezi u pacienti bez na-
doru a nalezeni koncentracni hranice, nad niZ se nachazeji
pacienti s feochromocytomem, jsme analyzovali tfi skupi-
ny dobrovolnikd. Prvni skupinu tvofili zdravi pacienti
s normotenzi, dal§i pacienti s hypertenzi a posledni skupi-
nou byli pacienti s feochromocytomem.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Standardy — NMN ((£) normetanefrin hydrochlorid),
MN ((¢) metanefrin hydrochlorid) a HMBA (4-hydroxy-3-
-methoxybenzylamin-hydrochlorid), pouzivany jako vniti-
ni standard (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Chemikalie pro extrakci na pevné fazi (SPE) — hydro-
xid draselny (Penta, Chrudim, CR), hydroxid amonny
a dihydrogenfosfore¢nan amonny (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), methanol, koncentrovana kyselina octova
a voda pro chromatografii (Merck KGaA, Darmstadt, N¢-
mecko).

Chemikalie pro pripravu mobilni faze (MF) — aceto-
nitril, voda pro chromatografii, kyselina fosforecna (vse
Merck, Darmstadt, Némecko), kyselina oktansulfonova,
dihydrogenfosfore¢nan sodny, monohydrat a dihydrat di-
sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (vSe Sigma-



Chem. Listy 104, 251-256 (2010)

Aldrich, St. Louis, USA).
Ptistroje a doplnkovy material

Extrakce: ctytiadvacetipolohovy vakuovy extraktor
(Phenomenex, Torrance, USA), SPE kolonky obsahujici
iontoméni¢ (Varian, Palo Alto, USA), davkovace kapalin
Seripettor (Brand, Wertheim, Némecko), vakuova odparka
Jouan RC10.22 (Saint-Herblain, Francie)

Chromatografie: HPLC systém Agilent 1100 slozeny
z odplynovade G1379A, kvartérni pumpy G1311A, auto-
sampleru G1329A, termostatu autosampleru G1330B,
termostatu kolony G 1316A (Agilent Technologies, Wil-
mington, USA), elektrochemicky (coulometricky) detektor
(ESA, Chelmsford, USA), ptedkolona SecurityGuard
[4,0 x 3,0 mm] a analyticka kolona C18, velikost castic
5 um, [250 x 4,6 mm] (Phenomenex, Torrance, USA)

Podminky odbéru vzorku krve

Krev pro stanoveni plazmatickych metanefrini je
odebirana na la¢no, pomoci kanyly a po predchozi dieté.
Omezeni ur€itych potravin a 1€kt je zapotiebi z divodu
mozné interference pii chromatografické analyze. Odbér
krve se provadi vleze nebo vsed¢, pacientovi se zavede
kanyla a po patnactiminutovém klidu se pfistupuje
k odbéru. Tim se nezvys$uji hodnoty analyti stresem. Po
odbéru je nutné co nejrychleji oddélit krvinky od plazmy
centrifugaci, aby se sledované latky nerozkladaly. Jako
stabilizator pouzivame heparin a plazmu uchovavame
pti —80 °C do dalsiho zpracovéni®.

Extrakce

Extrakéni kolonky je nutné nejdiive aktivovat a pro-
myt 10% amoniakem a 2 ml 1% hydroxidu draselného
v methanolu a poté 2 ml vody. Potom je moZné uvést
0,5 ml plazmy nebo 0,5 ml vody na kolonku se standardni-
mi vzorky resp. slepym pokusem. Soucasné se na vSechny
kolonky uvadi vnitini standard (IS) HMBA v mnozstvi
2ng (74 nmol I'") na kolonku. Tento davkovany obsah

Tabulka I
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kolonek se okyseli 0,05% (9 mmol ") kyselinou octovou
(kvili vy3si stabilité analytd v kyselém prostiedi').

Dalsim krokem je promyti extrakénich kolonek 2 ml
10 mmol 1™ kyseliny octové v methanolu, poté 2 ml
20 mmol "' fosfore¢nanu amonného o pH 8,5 a nakonec
2 ml vody.

Analyty zadrzené na kolonkach nakonec eluujeme
2 ml 10% amoniaku v methanolu. Eluat poté odpafujeme
ve vakuové odparce a odparek rozpustime ve 150 pl mo-
bilni faze (MF) (cit.'®). 100 ul roztoku nakonec davkujeme
na kolonu kapalinového chromatografu.

Redéni standardd na ovéteni linearity

Aby bylo mozné zhodnotit linearitu pro celou koncen-
tracni oblast od nuly az po vice nez dvacetinasobek kon-
centracni hranice, nad niz se vyskytuje feochromo-
cytom'"”, zméfili jsme Sest bodi ve fyziologické oblasti
koncentraci a také tfi body nad hrani¢ni koncentraci. Pro
ovéreni fyziologické oblasti koncentraci jsme ptridavali: 0;
4,4; 8,8;13,2; 17,5; 22 pg (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 nmol l’l)
NMN a 0; 4,7; 9,4; 14; 18,7; 23,4 pg (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1 nmol I"") MN. Pro oblast patologickych koncentraci byla
pfidavana mnozstvi: 100, 250 a 500 pg (4,55; 11,38
222,76 nmol I"") NMN a 100, 250 a 500 pg (4,28; 10,70
a 21,39 nmol I"") MN (cit.'h).

Vysledky a diskuse
Validace metody

Opakovatelnost jsme urcili desetinasobnym opakova-
nym stanovenim v jedné a téZe smésné plazmé. Zminénd
stanoveni byla provedena na tfech hladinach'”. Prvni hladi-
nou byla smésnd plazma zdravych dobrovolnikl
s normalnimi hodnotami, druhou hladinu tvofila smésna
plazma hypertonikii a posledni hladinu pfedstavovala hra-
ni¢ni koncentrace pacientd s nadorem. Zminé€nd smésna
plazma byla extrahovdna a méfena béhem jednoho dne
jako mé&feni za podminek opakovatelnosti'®. Vysledky jsou

Opakovatelnost stanoveni smésné plazmy metodou HPLC-ED zméftena v ramci jednoho dne a reprodukovatelnost stanove-

ni zméfena po tydnu skladovani

Skupiny pacientt ~ Zpusob provedeni Primér + smérodatna Varia¢ni

(n=10) odchylka [nmol 1] koeficient [%]

NMN MN NMN MN

Zdravi opakovatelnost 0,49 £ 0,03 0,31 £0,01 6,1 4.4
dobrovolnici reprodukovatelnost 0,48 £ 0,04 0,28 £ 0,03 8,6 9,1
Pacienti opakovatelnost 0,55+0,03 0,44 + 0,02 5,7 49
s hypertenzi reprodukovatelnost 0,50 + 0,04 0,43 + 0,03 8,2 7,9
Pacienti s FEO opakovatelnost 7,5+ 0,6 3,8+0,2 6,9 6,1

reprodukovatelnost 6,6 0,9 3,4+0,4 13,0 12,2
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uvedeny v tab. 1. Ztabulky vyplyva, Ze opakovatelnost
vyjadfend variaénim koeficientem (CV) nepfekrocila
u NMN v zadné koncentra¢ni hlading 6,9 %. Pro MN byla
nejvyssi hodnota u pacientit bez nadoru 4,9 %, u pacientl
s FEO pak 6,1 %.

Reprodukovatelnost jsme zméfili desetindsobnym
opakovanym stanovenim v jedné a téze smésné plazmé
s nékolikadennimi intervaly8 (méteni za podminek repro-
dukovatelnosti'®). Vysledky jsou rovnéz uvedeny v tab. I,
z niz plyne, ze variacni koeficient tésnosti shody dosaho-
val u vSech sledovanych koncentraénich hladin vysSich
hodnot, ale neptekro€il 13 % u zadné skupiny ani analytu.
Zvyseni variacniho koeficientu v piipadé reprodukovatel-
nosti plné¢ odpovidd zahrnuti variability do vysledki
(méfeni v riznych dnech) a zaroven odpovida pozadavku
na maximalni hodnotu varia¢niho koeficientu pfi méfeni
presnosti, kterou je 15 % (cit."’). Zméfenim opakovatel-
nosti i reprodukovatelnosti jsme ziskali predstavu o shod-
nosti (pfesnosti) metody. Vysledky koreluji s litera-
turou™'™!"". Lenders a spol.” uvadi variaéni koeficient re-
produkovatelnosti u skupiny pacientli se zvySenymi hod-
notami analytii v plazmé az 16,3 %. Pagliari a spol.” uvadi
dokonce varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti pro volny
MN v plazmé vice nez 32 %.

Spravnost (vytéznost) metody jsme ovéfili pomoci
znamych koncentra¢nich piidavkd standardd (spolu
s vnitfnim standardem) ke vzorku smésné plazmy a zaroven
ve stejném koncentraénim rozsahu k 1,14% (0,2 mol 1™
kyselin¢ octové (k ovéfeni stability analytl v kyselém pro-
stfedi). Standardni pfidavky v plazmé i v kyseliné octo-
vé jsme extrahovali postupem uvedenym vysSe. Koncen-
traéni rozmezi pfidavanych standardii pokryvalo oblast
fyziologickych koncentraci analytd v plazmé Sesti body
(0—1 nmol I"") a oblast patologickych koncentraci dal3imi
ttemi body (100, 250 a 500 pg na kolonku).

Zminéné standardy jsme pridavali na kolonky
v priubéhu extrakce. Jednu kolonku se smésnou plazmou
jsme ponechali bez pridavku (slepy pokus).

Kazdy jednotlivy standard (v plazmé& a kyselin€ octo-
vé) jsme zméfili 3x. Vnitini standard HMBA byl ve vSech
vzorcich piitomen v koncentraci 74 nmol 1”'. Z t&chto vy-
sledki jsme ziskali kalibrac¢ni pfimky.

Timto zpisobem testovani jsme zjistili spravnost po-
moci vyt&Zznosti, viz tab. I a zaroveii i linearitu metody'*,
viz tab. III.

Vytéznost obou analytd vzhledem k vnitinimu stan-
dardu HMBA se 1i8i podle toho, zda jde o pfidavky ke
smésné plazms nebo ke slepému vzorku (0,2 mol I"* kyse-
lina octova). Zatimco vytéznost obou analytll z plazmy se
pro celou sledovanou oblast koncentraci pohybuje mezi 96
a 125 % a v blizkosti koncentra¢ni hranice dosahuje 96 %,
vytézky z kyseliny octové jsou podstatné nizsi (viz tab. II).
Zejména v kritické oblasti koncentracni hranice nedosahu-
je vytézek pro MN ani 55 %. Celkova ztrata pfi extrakci se
pohybuje mezi 30—40 %, tedy odpovida vytézku Lender-
se a spol’. Roden a spol.® uvadi vytézek obou analytd
zjistény metodou HPLC-ED vzhledem k vnitfnimu stan-
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Tabulka IT
Vytéznost stanoveni pfidavkid standardi metanefrinti do
smésné plazmy a kyseliny octové metodou HPLC-ED

Koncentrace Smésna plazma Kyselina octova
[nmol 1"'] (0,2 mol 1)
stfedni® vytézek stredni® vytézek
zmétena [%] zmétena [%]
koncentrace koncentrace
[nmol 1] [nmol 1]
NMN
0,2 0,25 125 0,23 115
0,4 0,45 113 0,32 80
0,6 0,64 107 0,47 78
0,8 0,92 115 0,56 70
1 0,96 96 0,73 73
4,55 4,24 99 5,28 123
11,38 11,35 106 12,44 116
22,76 23,32 109 18,73 109
MN
0,2 0,21 105 0,18 90
0,4 0,46 115 0,23 58
0,6 0,72 120 0,41 68
0,8 0,85 106 0,43 54
1 0,96 96 0,54 54
4,28 4,69 110 4,72 110
10,7 12,07 113 16,86 158
21,39 24,12 113 28,7 134
n=3

dardu HMBA 90-105 %, Lagerstedt aspol.'” dokonce
100 % pro NMN metodou LC-MS/MS. Roden ovsem neu-
dava ztratu analytl pii extrakci. Vys$i vytézek analytd
20,2 mol I kyseliny octové proti jejich vytézku z vody’
se nepotvrdil. Tim bylo zpochybnéno piedchozi tvrzeni
o0 zvySené stabilité¢ analytd v kyselém prostiedi a o vys$§im
vytézku analytd pfi okyseleni naplné kolonek v pribéhu
extrakce'>'°.

Kalibra¢ni ptimky obou analyti v plazmé vykazuji
vynikajici linearitu pfes celou koncentra¢ni oblast (0 az
22,76 nmol 1! pro NMN, 0-21,39 nmol I"' pro MN). Koe-
ficient determinace (R’) pro pridavky NMN v plazmé do-
sahuje hodnoty 0,9995, pro MN dokonce 0,9999. Velmi
dobré linearity bylo dosazeno rovnéz pfi pridavku obou
analyti do 0,2 mol I"! kyseliny octové, kde R? pro NMN je
vy$8i nez 0,97, pro MN opét vyssinez 0,99 (viz tab. III).

Pro ovéfeni platnosti publikované metody’ je dalezité
se orientovat na linearitu a citlivost metody. Linearita byla
testovana koncentraénimi piidavky standardd v ramci sta-
noveni spravnosti (viz vySe). Z vynesenych kalibracnich
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Tabulka III

Parametry linedrni zévislosti zndmé a zmétené koncentra-
ce pridavki standardi metanefrini do smésné plazmy
a kyseliny octové metodou HPLC-ED

Parametry Smésna plazma Kyselina octova
linearni (0 2 mol 1*1)
zavislosti ’

NMN MN NMN MN
Smérnice, 1,086 1,129 0,924 1,399
1 nmol™
Useknaosey 0,069 —0,042 0,242 -0,334
Koeficient 0,999 0,999 0,977 0,991
determinace
(R’)

ktivek jsme urcili smérnice, které jsme pouZili pro vypocet
meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ)"*%.
Pro urceni uvedenych mezi byly pro kalibra¢ni zavislosti
vynaseny vysky piki misto jejich plochy. Druhym para-
metrem pro vypocet LOD a LOQ bylo ur¢eni maximalniho
kolisani zékladni linie v oblasti dané dvacetindsobkem
polosiiky piku stanovovanych analyti a to z chromato-
gramu slepého pokusu. Mez detekce jsme pak vypocitali
pomoci podilu trojnasobku maximalniho kolisani zékladni
linie a smérnice zde uvedené kalibracni pfimky. Mez sta-
novitelnosti byla pocitana jako pomér desetinasobku maxi-
malniho kolisni zakladni linie a smérnice'*.

LOD pro stanoveni NMN v plazmé jsme urcili jako
15 fmol pfi davkovaném mnozstvi 100 pl neboli
150 pmol 1", pro MN je to 32 fmol ve 100 ul (320 pmol I™).
LOQ pak odpovida 50 fmol NMN ve 100 pl (500 pmol i)
a 110 fmol MN ve 100 pl (1,1 nmol I™"). Vysledky plné
odpovidaji publikovanému &lanku’, ktery uvadi LOD
25 fmol NMN a 50 fmol MN metodou HPLC-ED. Roden
a spol.® ur¢ili LOD 11 fmol NMN a 17 fmol MN metodou
HPLC-ED. LOQ pro oba analyty uvad¢ji autoii zhruba 10x
niz8§i. Autofi neuvad&ji zplsob ur¢eni mezi. Pagliari
a spol.? ur¢ili cca 10x vyssi LOD (HPLC-ED), dali autofi
dosli k fadové stejnym hodnotam pomoci LC-MS/MS'*!!,

Overili jsme senzitivitu a specificitu metody. Senziti-
vita je definovana jako pravdépodobnost, ze vysledek sta-
noveni bude metodou zatazen jako pozitivni u nemocnych,
specificita jako pravdépodobnost, Ze vysledek bude nega-
tivni u osob bez nemoci?®'. Sledovali jsme spravné zafazeni
vysledkt stanoveni u 21 pacientl bez FEO (negativni) a 21
pacientd s nadorem (pozitivni) a vysledky porovnali s me-
todou stanoveni volnych katecholamini v moc¢i pomoci
HPLC-FLD?. Ovéfeni piitomnosti (nepfitomnosti) FEO
bylo potvrzeno vySetienim pocitacovou tomografii (CT)
nebo magnetickou rezonanci (MR), pfipadné histologicky.
Vypocitali jsme senzitivitu metod jako podil spravné pozi-
tivnich vysledkt bud NMN (NA) nebo MN (A) a spravné
pozitivnich vysledkl jednoho z téchto analytd plus faleSné
negativnich vysledkti obou z analytti. Dale jsme uréili spe-
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cificitu metod jako podil spravné negativnich vysledkd
obou analytll a spravné negativnich vysledkd obou analytl
plus falesné pozitivnich vysledki bud NMN (NA) nebo
MN (A).

Porovnéanim vysledki metody stanoveni volnych
plazmatickych metanefrintt (HPLC-ED) s vysledky stano-
veni volnych mocovych katecholamind (HPLC-FLD) jsme
zjistili, jak se vystupy obou metod shoduji a zaroven ovéfi-
li jejich vypovidaci schopnost, viz tab. IV. Ze 42 pacienti
jsme metodou HPLC-ED na zéklad¢ stanoveni NMN
v plazmé¢ spravné zatadili vSechny pacienty. 21 pacientl
bez FEO jsme stanovili jako negativni a 21 pacienti s FEO
jako pozitivni. Stanovenim MN jsme rovnéz spravné zafa-
dili v8echny pacienty bez FEO (negativni), ov§em pouze
13 z 21 pacientii s FEO jsme oznacili jako pozitivni. Vy-
sledek odpovida skutecnosti, ze vSech 8 pacientii Spatné
zatazenych jako negativni vySetienim MN mélo noradre-
nergni fenotyp FEO, tedy nador zvysSené produkujici NA,
pfipadné NMN. Srovnavand metoda HPLC-FLD spravné
zatadila vSech 21 pacientii s FEO jako pozitivni vySetie-
nim NA. Ctyti pacienty bez FEO $patné zafadila jako po-
zitivni na zakladé stanoveni NA a jednoho po stanoveni A
(tab. IV). Z uvedeného jsme vypocitali senzitivitu a speci-
ficitu obou metod na zaklad¢ naSich vysledku (viz vyse).
Zjistili jsme tak 100% senzitivitu i specificitu podle stano-
veni 42 vzorkd metanefrini z plazmy metodou HPLC-ED
a 100% senzitivitu a 77% specificitu stanovenim
42 vzorkt katecholamini z moci s pouzitim HPLC-FLD.
Drive publikovand studie, kterda byla ovSem provedena
s mnohondsobné vyssim poctem pacientil, uvadi senzitivi-
tu a specificitu metanefrind v plazmé 99 %, resp. 89 %
a senzitivitu a specificitu katecholamind v moc¢i 86 %,
resp. 88 % (cit.”).

Spravnou identifikaci vSech 42 pacienti metodou
HPLC-ED se potvrdil vyznam zafazeni pacientl
s hypertenzi mezi normalni kontrolni vzorky (fyziologické
koncentrace pacientll bez FEO), viz nize. Pokud by se
neptidala skupina hypertonikti bez FEO mezi normalni
hodnoty, tfi z vysledktl (spravné negativni) bychom Spatné
zatadili mezi pacienty s FEO (fale$né pozitivni).

Tabulka IV
Pocet spravné zarazenych pacientl z jejich celkového po-
¢tu jednotlivymi metodami

Spravné Stanoveni volnych Stanoveni volnych

zafazeni metanefrintl v plazm¢ katecholamini v mo-

pacienti (HPLC-EC) ¢i (HPLC-FLD)

NMN MN NA A

Pacienti bez FEO (n=21)

Negativni 21 21 17 20
Pacienti s FEO (n=21)

Pozitivni 21 13 21 10
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Urceni fyziologickych a patologickych
koncentraénich rozmezi

Abychom mohli ur€it hranici mezi normdalnimi
(fyziologickymi) a patologickymi (u pacientii s nadorem)
koncentracemi analyti, stanovili jsme analytické koncent-
race metanefrinti od 15 zdravych dobrovolnikd, 50 pacien-
td s hypertenzi a 26 pacientl s feochromocytomem.

Uréili jsme koncentracni hranici mezi zdravymi
anemocnymi pacienty (tab. V). Pro upfesnéni jsme kont-
rolni pacienty bez FEO (normalni hodnoty) rozdélili na
dvé skupiny, zdravi dobrovolnici a pacienti s hypertenzi.
Tim jsme ovétili predpoklad, Ze kontrolni hodnoty pacien-
td s hypertenzi zasahuji do mirn¢ vyssich koncentraci nez
u zdravych. Zaroven jsme zjistili, Ze nejvyssi koncentrace
NMN u normalnich hodnot nepfesahuje nejnizsi koncent-
raci NMN u pacientti s FEO. Tim jsme vytvofili koncent-
racni hranici. U MN se horni normalni a spodni patologic-
ka koncentrace kryji, coz koreluje s predchozimi publika-
cemi”'". Vzhledem k tomu, Ze u adrenergniho fenotypu
FEO (nadoru zvysen¢ produkujiciho A, ptipadné MN) se u
vSech sledovanych pacientd nachédzely vyrazné zvysSené
hodnoty MN a soucasn€ i hodnoty NMN byly zvySené nad
koncentracni mez, zminény fakt vysledky nezkresluje.
Porovnanim ziskanych referencnich intervalll s publikova-
nymi jsme zjistili, ze vysledky ziskané stejnou metodou
(HPLC-ED) jsou velmi blizké”'”.

Zavér

Metoda stanoveni volnych metanefrinii v plazmé
HPLC-ED spliiuje vSechny pozadované analytické para-
metry pro jeji validaci. Ovéfenim senzitivity a specificity
pfi diagnéze jsme nasli vynikajici rozliSovaci schopnost
metody. V porovnani se stanovenim volnych katacholami-
ni z mo¢i metodou HPLC-FLD ma stanoveni metanefrint
v plazmé vyssi specificitu, protoze vSichni pacienti bez
FEO byli metodou spravné zafazeni jako negativni, na
rozdil od srovnavané metody. Urcili jsme referencni meze
pro pacienty bez FEO (negativni) a s FEO (pozitivni).
Prokazalo se, ze je nezbytné zatadit hypertenzni pacienty
mezi normalni hodnoty, protoZe mirn€ zvySuji hrani¢ni
koncentraci a tim se zabrani vzniku faleSné pozitivnich
vysledku.

Tabulka V

Laboratorni pfistroje a postupy

Prace vznikla za podpory vyzkumnych zamérii Minis-
terstva Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské Republiky
MSM 0021620807 a MSM 0021620808.
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A. Vrankova, T. Skramlikova, J. Widimsky Jr.,
T. Zelinka, O. Petrak, R. Holaj, B. Strauch, J. Rosa,
J. Skrha, and Z. Juzova (3 Internal Department, First
Faculty of Medicine and General Teaching Hospital,
Charles University, Prague, Czech Republic): Determina-
tion of Metanephrine and Normetanephrine in Blood
Plasma by HPLC with Electrochemical Detection

Determination of catecholamines and their O-methyl
metabolites, normetanephrine (NMN) and metanephrine
(MN), in biological fluids plays an important role in the
diagnosis of pheochromocytoma (PHEO) — chromaffin
cells tumor. The aim of the study was to validate a HPLC-
ED (Electrochemical Detection) method for the determina-
tion of MN and NMN in blood plasma and to compare the
obtained data with those published previously. The ability
of the proposed method to distinguish the patients with and
without PHEO has been proved and the results were com-
pared with the HPLC determination of free catecholamines
in urine. Both methods interpret the results in relation to
the presence of PHEO. Finally the concentration limits for
patients with and without PHEO have been established.
Analytical parameters of the method including the repeat-
ability, accuracy, LOD, LOQ and reproducibility as well
as its sensitivity and specificity in tumor diagnosis were
determined. The hypertonic patients should be included in
patients without PHEO as they increase the concentration
limit. This helps to avoid false positive results.



