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Anotace

Cilem této bakalarské prace bylo provést validaci metody na stanoveni
adrenalinu a noradrenalinu v plazmé pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou (coulometrickou) detekci. Metodu bylo potfeba nejprve
optimalizovat pro coulometrickou detekci, nebot’ byl pouZivan kit firmy Bio-Rad, ktery
byl urfen pro stanoveni samperometrickou detekci. Principem této metody je
chromatografickd separace latek snaslednou oxidaci stanovovanych analytl pfi
prichodu analytickou celou s coulometrickou detekci. Soucasti analytického postupu je
extrakce adrenalinu a noradrenalinu na pevné fazi.

V ramci této prace byla provedena optimalizace metody pro stanoveni
adrenalinu a noradrenalinu s coulometrickou detekci. Na jednotlivych analytickych
celach bylo zvoleno nasledujici nastaveni potencialll: na cele 1 byl nastaven potencial
350 mV srozsahem 100 nA, na cele 2 byl nastaven potencial 0 mV s rozsahem 50 nA
na a na guard cele 0 mV s rozsahem 50 nA. Dale byla chromatografickd metoda pIné
validovana (presnost, spravnost, mez detekce, robustnost). Na zavér bylo provedeno
mezilaboratorni porovnani vysledk( 42 pacientskych vzorkl s vysledky namérenymi

v nemocnici Sternberk.
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Annotation

The target of this bacalary work was to validate the metod for determination of
adrenaline and noradrenaline in plasma by high performance liquid chromatography
with electrochemical (coulometric) detection. The metod was first necessary to optimize
for the coulometric detection because it was used the Bio-Rad kit, which was designed
to determine with amperometric detection. The principle of this metod is the
chromatographic separation of substances with subsequent oxidation of the determined
analyte passes through the analytic cell with coulometric detection. The part of the
analytical procedure is the solid phase extraction.

The part of this work was the optimization of the metod for the coulometric
detector. For the analysis were selected following potentials: channel 1 - 350 mV with
range 100 nA, channel 2 - 0 mV with range 50 nA, guard channel 0 mV with range 50
nA. Furthermore, the chromatographic metod was fully validated (accuracy, precision,
limit of detection, robustness). In the conclusion was made interlaboratory comparison

of results of 42 patients samples with those obtained in the hospital Sternberk.
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UvoD

Katecholaminy — adrenalin, noradrenalin a dopamin - jsou biogenni monoaminy
tvofené v chromafinnich buikach diené nadledvin (pfevaZné adrenalin) a centralnim
nervovém systému (pfevazné dopamin a noradrenalin). Tyto hormony hraji
nezastupitelnou roli ve stresovych situacich, mimo jiné ovliviuji i naSi naladu, spanek a
procesy, jez vyzaduji pozornost. Fyziologické hodnoty adrenalinu v plazmé jsou
84 pg/ml, noradrenalinu 420 pg/ml a dopaminu 94 pg/ml (12, s. 2; 22, s. 1).

U nékterych onemocnéni, jako jsou feochromocytom, paragangliom a
neuroblastom dochazi k nadprodukci katecholamind, jejichz nadbytek miize mit fatalni
disledky. Feochromocytomy jsou obecné nadory vychazejici z chromafinnich bunék
(nejCastéji drené nadledvin). Pokud jsou lokalizovany extraadrenalné, nazyvaji se bud
extraadrenalni feochromocytomy, nebo takeé paragangliomy. Nejcastéjsim pfiznakem je
trvald nebo zachvatovitd hypertenze, kterou trpi asi 85-90 % pacientl
s feochromocytomem. Tyto nadory se vyskytuji pomérné vzacné, a pokud jsou vcas
rozpoznany a spravné léceny, ma pacient velkou Sanci na plné vyléceni. Nerozpoznané
Ci Spatné léCené feochromocytomy témér vzdy konci fatalné. VVzhledem k tomu, Ze az
50 % feochromocytomd zlistdvd nerozpoznano, jsou velmi podstatné pokroky
v biochemické diagnostice, které umoznuji dfivéjsi diagnostiku nadoru. Zaroven
soutasné pokroky v lokalizaci nadoru (pozitronova emisni tomografie s pouzitim *®F-
fluorodeoxyglukozy), chirurgickych technikach (nadledviny Setfici laparoskopicka
chirurgie) a v porozumeéni patofyziologii a genetice nadoru (nové objevené mutace genu
TMEM127) vedou ke zménam ve strategii a moznostech lécby (7, s. 129-130).

Biochemicky priikaz nadprodukce katecholamind a jejich metabolitd je klicovy
pro diagnostiku feochromocytomu, priéemz stanoveni katecholamind v plazmé je velmi
podstatné pro zpresnéni vysledkd, které nesvéd¢i jednoznacné pro feochromocytom a
spravné zafazeni pacienta bud do skupiny zdravé populace, nebo do skupiny pacient(
s feochromocytomem.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 KATECHOLAMINY

Katecholaminy (dopamin, noradrenalin a adrenalin) patfi mezi latky obsahujici
ve své strukture katecholové jadro a etylaminovou skupinu, ktera je pfipojena na uhliku
1. Jsou to biogenni monoaminy. Prekurzorem pro syntézu katecholaminl je
aminokyselina tyrozin. Nejvyznamnéjsi metabolity katecholaminli jsou metanefrin,
normetanefrin, kyselina vanilmandlova a kyselina homovanilova. Katecholaminy jsou
v mozku produkovany jen malym poctem neurondl, které jsou sdruzeny do specifickych
jader. Jako neurotransmitery je vyuziva asi 500 000 neurond, coZ je vak jen 0,0005 %
z celkového poctu neurond. V kratkodobych stresovych reakcich ma nezastupitelnou
roli hlavné adrenalin (jakoZto stresovy hormon). Ten je tvofen prevdzné v dreni
nadledvin. Noradrenalin, produkovany hlavné v centralnim nervovém systému (CNS),
ovliviiuje spanek, naladu a procesy vyZadujici pozornost. Dopaminergnich neuronl se
v CNS vyskytuje asi 300 000 aZ 400 000, coZz je VétSina neurondl, jeZz vyuZivaji
katecholaminy. Tyto neurony jsou lokalizovany do Ctyf hlavnich jader, nachéazejicich se
hlavné v mesencefalu. Dopaminergni neurony vytvari tfi hlavni projekéni drahy, které

ovliviuji kontrolu motoriky, kognitivni a behavioralni procesy. (22, s. 1).

1.1.1 Biosyntéza katecholamin(

Katecholaminy se syntetizuji pfevazné ve dreni nadledvin, dopaminergnich a
noradrenergnich neuronech, dale pak i v perifernich bufikach gastrointestinalniho traktu
a ledvin. Aminokyselinovy prekurzor, ze kterého se katecholaminy syntetizuji, je
tyrozin. Ten je do téla pfijiman bud potravou nebo vznikd v jatrech hydroxylaci
fenylalaninu. Na pozici 3 je L-tyrozin hydroxylovan cytosolovym enzymem
tyrozinhydroxylazou (TH) na dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Tyrozinhydroxylaza
vyZaduje ke své funkci jako kofaktor Zeleznaté ionty (Fe?"), molekularni kyslik a
tetrahydrobiopterin (donor vodiku).

V dopaminergnich neuronech pokracuje syntéza dekarboxylazou aromatickych
kyselin (AADC = L-aromatic acid decarboxylase) a tim zde i kon¢i. AADC preménuje

L-DOPA na dopamin. AADC se nachazi v cytoplazmé a ke své spravné funkci

11
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potfebuje pyridoxalfosfat (derivat vitaminu Bg) (22, s. 2; 23, s. 22). Déle se dopamin
z cytoplazmy presune do vezikularnich z&sobnich granul. Dopamin je v dopaminergnich
neuronech centrélniho nervového systému (CNS) konecnym produktem. SlouZi zde jako
pfenase¢ nervového vzruchu (1, s. 38).

V noradrenergnich neuronech pak pokracuje synteticka draha dal, a to konverzi
dopaminu na noradrenalin (NA). Tato konverze probihd pomoci dopamin-p-
hydroxylazy (DBH). Tento enzym vyZaduje jako kofaktory médnaté ionty (Cu*") a
kyselinu askorbovou (vitamin C) (22, s. 2; 23, s. 22). Enzym DBH se vyskytuje pouze
v téch bunkach, které syntetizuji noradrenalin a adrenalin (1, s. 39).

Syntéza noradrenalinu na adrenalin pokraCuje dale ve dfeni nadledvin a
noradrenergnich neuronech. Je zprostfedkovana enzymem fenyletanolamin-N-
metyltransferazou (PNMT). Kofaktorem PNMT a donorem metylové skupiny je zde S-
adenosyl-L-methionin. Vytvoreny adrenalin je dale pfesunut do chromafinnich granul,

kde je uchovavan az do svého uvolnéni (1, s. 39).
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Obrézek €. 1: Synteticka draha katecholamin( (pfevzato z 23, s. 21)
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1.1.2 Skladovani katecholamin(

Pomoci vezikularnich monoaminovych transportérli jsou katecholaminy
presouvany do vezikularnich zasobnich granul. Zasoby katecholamind ve vezikulach se
nachazeji ve velmi dynamickém stavu vzhledem k okolni cytoplazmé. Dochazi
k neustalym pasivnim Gnikim do cytoplazmy, ty jsou vyrovnavany aktivnim
transportem zpét do zasobnich granul. Uvnitf granul je kyselé prostfedi, kromé
katecholamin(i se tam nachazi i ATP a peptidy (nejzndméjsi jsou chromograniny).
Dosud byly popsany dva druhy chromafinnich bunék, které obsahuji morfologicky
rozdilné vezikuly. Ty mohou prednostné skladovat adrenalin nebo noradrenalin (1, s.
40).

1.1.3 Metabolismus katecholamin

Inaktivace katecholamind probihd pomoci nékolika po sobé nésledujicich krokd.
Zahrnuje kroky vychytavani a metabolismu.

Vychytavani katecholamin(l je zprostredkovano transportéry. Ty se déli do dvou
skupin (transportéry lokalizované v neuronech a transportéry s extraneuronalni
lokalizaci). Pro odstranéni katecholamini z krevniho obéhu a ukonéeni $ifeni signalu je
podstatny extraneurondlni transportér. Naopak z&kladnim mechanismem pro rychlé
ukonCeni sympatoneuronalniho prenosu je neuronalni noradrenalinovy transportér.
Noradrenalin uvolnény ze sympatického nervového systému je odstrafiovan predevsim
(asi 90 %) neuronalnim vychytavanim zpét do nervil. Adrenalin uvoliiovany pfimo
z drené nadledvin rovnou do obéhu je vychytavan pfedevSim pomoci extraneuronalniho
monokinového transportéru (asi z 90 %). Ten se nachazi hlavné v jatrech. Diky témto
vysoce aktivnim proceslim jsou katecholaminy z krevniho obéhu vychytavany velmi

Katecholaminy jsou metabolizovany prevazné ve stejnych burikach, ve kterych
se aminy tvori. Velky podil probiha nezavisle na uvoliovani A a NA z vezikularnich
vackl a jen maly podil tvofi metabolismus cirkulujicich katecholamind (27, s. 332).
Katecholaminy jsou metabolizovany nékolika cestami. Téchto cest se U€astni mnozstvi
enzym( a vysledkem je velky pocet metabolitl. Pfednostné je A i NA deaminovan na
3,4-dihydroxyfenylglykol (DHPG). DalSi moznosti, ktera ovSem neni upfednostiiovana,

13
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je deaminace na 3,4-dihydroxymandlovou kyselinu (DHMA). DHPG je posléze o-
metylovan katechol-o-metyltransferdzou (COMT) na 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol
(MHPG).

Jind vyznamna cesta metabolismu katecholamin( je o-metylace zprostfedkovana
katechol-o-metyltransferazou (COMT). COMT pro svou spravnou funkci potfebuje
donor metylové skupiny a tim pro ni je S-adenosylmethionin. Adrenalin (A) se
metabolizuje na metanefrin (MN), noradrenalin (NA) na normetanefrin (NMN) a
dopamin na metoxytyramin. o-metylaci dochézi k tvorbé volnych metanefrin. Ty se
dale metabolizuji enzymem monoaminooxidazou (MAO) na MHPG (hlavni cesta) nebo
pfimo na kyselinu vanilmandlovou (VMA) (vedlejsi cesta).

MHPG vznikly z metanefrin a DHPG mdze byt bud dale konjugovan nebo je
metabolizovan na kyselinu vanilmandlovou (VMA) postupnym pUsobenim dvou
enzymU (alkoholdehydrogenazy a aldehyddehydrogenazy). V gastrointestinalnim traktu
dochéazi ke konjugaci MHPG s glukuronidem nebo sulfatem. Vice nez 97 % mocovych
metanefrinl pfedstavuji pravé tyto konjugované metanefriny.

Konjugované metanefriny a normetanefriny jsou z cirkulace uvolfiovany
pomérné pomalu. Jejich clearance je zavisla na oCiStovaci funkci ledvin. Koncentrace
volnych metanefrind neni ovlivnéna renalnimi funkcemi.

Kone¢né produkty metabolismu adrenalinu a noradrenalinu jsou VMA a
konjugované MHPG, kdeZzto konecnym produktem metabolismu dopaminu je kyselina
homovanilova (HVA) a jeji konjugaty (1, s. 39 —42; 8, s. 202; 22, s. 7).

PNMT
Dopaming ————pe Norepinephring ——p= Epinephrine

g.w-u‘;/ oo /['r \y_g / \ COMT

Methoxytyramine Normetanephrine DHPG Metanephrine
COMT

DOPAC MHFPG
/f'n.m' i

HVA VMA

MAD

Obrézek €. 2: Metabolicka draha katecholaminl (pfevzato z 24, s. 137).
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1.1.4 Adrenalin

Adrenalin je hormon produkovany zejména dreni nadledvin. Je uvolfiovan pfimo
do krve a plsobi na burky vzdalené od mista, kde je produkovan. Adrenalin funguje
jako neurotransmiter, kdyZ je organismus vystaven nebezpeci nebo stresu, a to jak stresu
psychickému, tak i fyzickému. Mezi dalsi ucinky tohoto hormonu Fadime zvySeni
krevniho tlaku, zrychleni srdecniho tepu nebo uvolfiovani glukozy z jater.

Dlouhodoby nadbytek adrenalinu mdze mit za nasledek kardiovaskularni potize,
problémy s vyuzitim glukozy ¢i akumulaci abnormalnich bunék v téle. Jeho nadbytek je
také spojovan s psychickymi obtizemi, jako je napfiklad Uzkost.

Déle trvajici nedostatek mize mit za nasledek travici potize nebo také psychické
problémy (napfiklad anavu Ci deprese) (1, s. 48; 23, s. 19). Syntéza a metabolismus
adrenalinu byly jiz zminény v kapitolach 1.1.1. a 1.1.3.

HO

HO CHy

Obrézek €. 3: Strukturni vzorec adrenalinu (http://de.wikipedia.org/wiki/Adrenalin)

1.1.5 Noradrenalin

Noradrenalin je produkovan prevazné postgangliovymi sympatickymi nervy,
které inervuji krevni cévy, srdce i jiné tkané. Plsobi jako nervovy prenase¢ v tkanich
blizkych mistim jeho produkce (1, s. 48). Mezi G¢inky noradrenalinu se fadi zvyseni
krevniho tlaku, rozsifeni zornic, rozSifeni dychacich cest v plicich a zGzeni prakticky
viech cév (23, s. 19). V centrdlnim nervovém systému zprostfedkovava funkce, které
ovliviuji naladu, spanek, procesy vyZadujici pozornost a jiné. Je zde produkovan
v noradrenergnich neuronech, které se nachazeji v locus coeruleus na spodiné Ctvrté
komory mozkové. V perifernim nervovém systému je uvolfiovan z nadledvin, jater a
mezenterialnich organt. Plsobi jako mediator postgangliovych neuronli sympatiku (22,
s. 1).
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Dlouhodoby nadbytek noradrenalinu mize zpdsobit zvySeni krevniho tlaku,
hypertyredzu nebo zachvaty paniky.

Dlouhodoby nedostatek mize vést k porucham kognitivnich funkci, porucham
chovani, hypotyredze ¢i defektlim imunitniho systému (23, s. 19).

Syntéza a metabolismus adrenalinu byly jiz zminény v kapitolach 1.1.1. a 1.1.3.

OH

HO

HO

Obrézek €. 4: Strukturni vzorec noradrenalinu (http://de.wikipedia.org/wiki/Noradrenalin)

Uvolriovani katecholaminli mdZze probihat dvéma zplsoby. Mlze byt bud
generalizované a difuzni v celém organismu, nebo lokalizované v urCitych tkéanich a
orgéanech. Katecholaminy zvysuji krevni tlak, kontraktilitu myokardu a urychluji vedeni
atrioventrikularnim (AV) uzlem a zéaroven zrychluji srdecni tep. Zplsobuji stazeni
prakticky vsech cév. Na druhou stranu zplsobuji také relaxaci trachedlnich a
bronchialnich svalll a mohou ovliviiovat bronchialni sekreci. Katecholaminy pdsobi také
na renin-angiotensin-aldosteronovy systém, zpdsobuji relaxaci Zluéniku a zvysuji
agregabilitu trombocytd (1, s. 48-49).

LATKA KONCENCTRACE KONCENTRACE
V PLAZME V MOCI
Adrenalin < 84 pg/ml < 27 pg/den
Noradrenalin <420 pg/ml < 97 pg/den
Dopamin <94 pg/ml < 500 pg/den
Metanefrin <90 pg/ml < 320 pg/den
Normetanefrin < 200 pg/ml < 390 pg/den
VMA - 1,9 - 9,8 mg/den

Tabulka ¢. 1: Referen¢ni rozmezi katecholamind a jejich metabolitli (pfevzato z 12, s. 2,

doplnéno z 44)
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1.2 FEOCHROMOCYTOM (FEO)

Feochromocytomy patfi do skupiny neuroendokrinnich nadorli, do které dale
fadime i paragangliom a neuroblastom. Feochromocytomy jsou nadory, jez produkuiji,
ukladaji a metabolizuji katecholaminy, nemuseji je ovSem vzdy také vylu€ovat. Jsou
pomeérné vzacné. Pokud vSak nejsou vcas odhaleny a spravné léceny, byvaji témér vzdy
fatalni. Jestlize se spravné diagnostikuji a zahaji se v€asna terapie je Sance na vyléceni
az 90 % (8). U feochromocytoml jsou katecholaminy produkovany dieni nadledvin,
konkrétné chromafinnimi bufkami. Extraadrendlné uloZzené feochromocytomy se
nazyvaji téz paragangliomy. Funk¢ni paragangliomy vychézeji z chromafinnich bunék
sympatického ¢i (méné Casto) parasympatického nervového systému. Paragangliomy
pochazejici z chromafinnich bunék sympatického nervového systému se vyskytuji
nejCastéji v oblasti hrudniku, brficha a péanve. Paragangliomy pochazejici
z chromafinnich bunék parasympatického nervoveho systému se vyskytuji v oblasti
hlavy a krku a byvaji aZ z 95 % némé (sekreCné neaktivni). Feochromocytomy jsou
nadory az z90 % hormonalné aktivni a dochazi u nich k nadprodukci adrenalinu,
vétSinou s noradrenalinem, méné Casto samostatné. Kdezto  paragangliomy jsou
hormonalné aktivni maximalné z 50 % a produkuji prevazné noradrenalin nékdy
v kombinaci s dopaminem. VétSi riziko maligni transformace maji pragangliomy nez
feochromocytomy (2, s. 343; 4, s. 249; 8, s. 201; 15, s. 260).

Produkce katecholaminli nadorem je proces dosti variabilni, avSak jejich
metabolismus je témér konstantni a neni zavisly na mnoZstvi vyprodukovanych
katecholamin(. Normalni buriky dfené nadledvin, stejné tak jako buriky nadorové,
obsahuji enzym katechol-o-metyltransferazu (COMT). Ta metabolizuje noradrenalin na

normetanefrin, adrenalin na metanefrin a dopamin na metoxytyramin (4, s. 249).

1.2.1 Vyskyt

Feochromocytomy se vyskytuji nejcastéji mezi 40. az 50. rokem Zivota. Jejich
vyskyt viak neni vyloucen u déti ani strasich osob (6, s. 36). Castgji postihuji Zeny nez
muze. Vyskytuji se u vSech ras, ale v cernoSské populaci méné (1, s. 7). Pro
feochromocytom platilo pravidlo 10 %, coZ znamena, Ze v 10 % jsou maligni (dnes jiZ
10 — 36 %), cca 10 % je extraadrendlni (dnes spise 15 — 20 %), aZ z 10 % jsou familiarni
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a 10 % jsou bilateralni formy. R0zné studie v posledni dobé ukéazaly, Ze se
feochromocytom mizZe vyskytovat spolu s nékterymi genetickymi syndromy a jeho
familiarni vyskyt je tedy aZz 24 %, ale néktefi autofi uvadi i vyssi procento vyskytu (6, s.
36; 7, s. 133; 20, s. 201). Celkové se feochromocytom vyskytuje vzacné. Byva
diagnostikovan u 0,05 — 0,1 % pacient(i s trvalou hypertenzi. Casté&ji je nachézen u
nahodné zjisténych tumorl nadledvin tzv. incidentalomd, kde se miiZe prokazat ve 4 — 5
% pripadd (4, s. 249).

1.2.2 Klinicky obraz

Pfiznaky doprovazejici pritomnost feochromocytomu byvaji z velké Casti
zpUsobeny nadbytkem katecholamin( produkovanych nadorem. Jen malo jich miZze byt
zplisobeno napfiklad tlakem okolnich struktur nddorem nebo zvy$enou produkci jinych
latek (2, s. 343). Tyto priznaky jsou nespecifické a jsou spolecné pro vice jinych
onemocnéni, z tohoto dlvodu se feochromocytomu obcas Fika chameleon. Kvili velké
variabilité priznakl( je nékdy nejvétsi problém pfi diagnostice na feochromocytom
vibec pomyslet. Proto az 50 % vyskytu onemocnéni mize zlstat Kklinicky
nerozpoznano. Klinické projevy se u pacienta mohou vyskytovat trvale Ci jen
epizodicky ve formé tzv. atak, zdchvatd. Zachvaty zplsobené feochromocytomem
mohou trvat od nékolika sekund po nékolik hodin, nej¢astéji se vSak setkdvame s délkou
v Fadu nékolika minut. Zaroven se mohou vyskytovat vicekrat za den nebo jen velmi
ojedinéle napfiklad po nékolika mésicich. V takovém pripadé je velmi obtizne dét si je
do souvislosti a pomyslet na moznou pfitomnost feochromocytomu (3, s. 1).

Zvysené hladiny katecholaminli jsou spojovany s klasickou triadou
zéchvatovitych priznak(, mezi néZ patfi poceni, palpitace a bolest hlavy (20, s. 201).
Trvald nebo paroxysmalni hypertenze byva tim nejCastéjSim projevem. Trpi ji vice nezZ
90 % pacientl. Vyskytuje se hlavné u nador(, které produkuji noradrenalin. V ur¢itych
piipadech se mdZe u pacientl vyskytnout i hypotenze, téméf vidy u tumorl
produkujicich pfevazné adrenalin. DalSim typickym pFiznakem mize byt i zblednuti
béhem zéachvatu. Disledkem nahlého zvyseni hladin katecholamind mlze byt tézka az
letdlni arytmie, infarkt myokardu, hypertenzni krize nebo cévni mozkova prihoda.
Projevem dlouhodobého nadbytku katecholamin(i mize byt vznik kardiomyopatie (3, s.
1-2; 18, s. 330).
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Mezi metabolické projevy se fadi hlavné poruchy metabolismu glukoézy, které
mohou vyustit az v diabetes mellitus zavisly na inzulinu. Typicky se téZ vyskytuje
katecholaminy indukovany ubytek hmotnosti. Ten je ovSem I|épe prokazatelny aZz po
Uspésné operaci, kdy vétsina pacientll pfibere i nékolik kilogram( (4, s. 251).

Podezfeni na pfitomnost feochromocytomu by mély téZ vzbudit symptomy, které
jsou zptisobeny zvysenim krevniho tlaku pFi diagnostickych zakrocich, jako je napfiklad
anestezie, endoskopie, podani kontrastni latky pfi CT (ne vSak pfi podani novych CT
kontrastnich latek, které jiz nezplsobuji zvySené vyplavovani katecholamind) (7, s.
133).

Némé feochromocytomy neprodukuji katecholaminy v dostatetné mife na to,
aby mohly zpUsobit klinické projevy. Zéaroven nizka hladina katecholamin(l v plazmé
pacienta zplsobuje negativni vysledek bézné pouzivanych biochemickych testd (8, s.
201).

1.2.3 Genetika

Feochromocytomy a paragangliomy se vyskytuji ve velké vétSiné sporadicky.
Podle poslednich studii vSak familiarni formy mohou tvofit 30-35 %. Vyskytuji se jako
soucast nékolika genetickych syndromdi. Patfi sem:

e mnohocetna endokrinni neoplazie typ 2 (MEN 2A nebo MEN 2B)

e neurofibromatoza typ | (NF1)

e von Hippellv-Lindauliv syndrom (VHL)

e familiarni paragangliomatéza spojena s mutacemi gendl sukcinatdehydrogenazy
Tyto geny se obecné dédi autozomalné dominantnim zplsobem (7, s. 133).

Nové studie popisuji i dalsi genetické mutace napf. TMEM 127, které by mohly
mit vliv na vznik familiarniho feochromocytomu. Gen TMEM 127 poprvé popsal Qin et
al. v roce 2010. Jde o tumor-supresorovy gen asociovany s ¢ raménkem 2. chromozomu
(2911) (26, s. 229). Zarodecné mutace tohoto genu jsou spojeny se ztratou divoké alely.
Burnichon et al. uvadéji souvislosti s bilaterdlnim familiarnim feochromocytomem (21,
s. 141-145). Yao et al. provedli studii s990 pacienty, kde rlizné mutace genu
TMEM127 prokazali pouze u pacientd s feochromocytomem, nikoli s paragangliomem
(25, s. 2618).
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Mnohocetna endokrinni neoplazie (MEN)

Neboli Sippleliv syndrom se v populaci vyskytuje zhruba u jednoho jedince na
40 000, nejcastéji kolem Ctyficatého roku Zivota, ale neni vyloucen ani u déti ve véku
kolem deseti let. Tvofi ho medularni karcinom Stitné Zlazy, feochromocytom a primarni
hyperparatyre6za. Mnohem vice se vyskytuje feochromocytom, v 70 % je bilateralni,
paragangliom pouze vzacné. Feochromocytomy u tohoto syndromu metastazuji
malokdy (zhruba v 5 % pfipad(l). Pacienti byvaji normotenzni i jinak asymptomaticti
(pfiznaky se vyskytuji v 50 %), proto se nedoporucuje profylaktickd adrenektomie.
MEN 2A tvofi vice nez 80 % vsech pripadd MEN 2.

U MEN 2A i MEN 2B dochazi k mutaci v RET protoonkogenu, ktery se nachazi
na g ramenku 10. chromozomu v pruhu 11.2 (10q11.2) (7, s. 133-137, 16, s. 10). Tento
gen kdduje receptor pro tyrozinkindzu, RET protein. U MEN 2A dochazi k mutaci
postihujici tyrozinkinazovou ligand vazajici doménu, u MEN 2B je mutaci postizeno
katalytické misto tyrozinkinazy. Aktivaci RET onkogenu dochazi k hyperplazii cilovych
bunék in vivo. Vznik nadoru je pak indukovan nasledujicimi sekund&rnimi zménami,
napfiklad ztratou tumor-supresorového genu na p raménku 1. chromozomu. Gen RET
obsahuje 21 exond, z nichZz 6 exonl jsou takzvané exony s horkymi misty. Patfi sem
exony 10, 11, 12, 13, 14 a 15. V téchto exonech se u 97 % pacientl s MEN 2 prokaze
mutace (1, s. 23-25).

Feochromocytom spojeny se syndromem MEN 2 ma adrenergni fenotyp, coz
znamend, Ze produkuje hlavné adrenalin, ktery je metabolizovdn na metanefrin.
Z tohoto ddivodu je diagnostika FEO u vy$e zminéného syndromu zaloZena na prikazu
vysokych koncentraci metanefrinu nebo adrenalinu v plazmé ¢i moci. Geneticky
screening mutaci v RET protoonkogenu by mél byt dostupny pro kazdeho pacienta, kde
ma lékaf podezieni na pFitomnost familiarniho typu feochromocytomu (pokud je
pfitomen bilateralni FEO, v rodiné se jiz vyskytl FEO ¢i medulérni karcinom §titné
Zlazy) (7, s. 137).

Neurofibromato6za typu | (NF1)

Neurofibromat6za ma dva typy, FEO se vyskytuje pouze u 1. typu NF, kde
nachazime neurofibromy perifernich nervi. NF1 je zndma téZz pod nazvem von

Recklinghausenova nemoc. Jde 0 autozomalné dominantné dédi¢nou chorobu s Uplnou
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penetranci, ktera se vyskytuje v populaci u jednoho jedince na 3 - 4 tisice. Pro tento
syndrom je typickd pfitomnost café-au-lait skvrn (k diagndéze je tfeba alespori péti
skvrn), neurofibromd, gliom( optiku, pih v axille a dalSich nalez(i. Celkem 84 % FEO u
syndromu NF1 je jednostrannych. Zaroven je vétSina téchto nador( benignich. (1, s. 31;
16, s. 9; 17, s. 405). NF1 je v populaci nejCastéji se vyskytujici genetické onemocnéni, u
néhoz mlize dochazet ke vzniku feochromocytomd. Avsak FEO vznika pouze u malé
Casti pacientd s timto syndromem, jedna se 0 méné nez 1 % pripad(. Proto z celkového
poCtu pacientli s FEO ma jen 5 % feochromocytom na podkladé syndromu NF1 (7, s.
139).

U syndromu NF1 je mutovany velky tumor-supresorovy gen NF1 obsahujici 51
exond (7, s. 139), ktery se nachazi na q raménku 17. chromozomu v pruhu 11.2
(17911.2). Timto genem je kddovan protein neurofibromin, ktery je homologni
s aktivujicim proteinem ras/GTPazou (GAP) (9, s. 127). Mutaci dochézi k inaktivaci
NF1 genu a jeho proteinu, ¢imZ se aktivuje Ras a nasleduje bunécna proliferace (1, s.
31).

U pacientll s NF1 se obecné nedoporucuje rutinni screening feochromocytomu,
nebot’ zachyt je velmi maly. Provedeni screeningu je na misté, pokud pacient s NF1 trpi
hypertenzi €i jinymi pfiznaky FEO, pak by se na néj nemélo zapominat. FEO u
syndromu NF1 produkuje noradrenalin a adrenalin, a tak je jeho diagnostika zalozena
na pritomnosti zvySenych koncentraci noradrenalinu, adrenalinu, ale i normetanefrinu a

metanefrinu v plazmeé ¢i moci (1, s 32).

Von HippelQv-Lindaulv syndrom (VHL)

Eugen Hippel popsal v roce 1895 pfipad pacienta, u kterého se vyskytl sitnicovy
angiom. O 31 let pozdéji, vroce 1926, pozoroval Arvin Lindau soucasny vyskyt
angiomd sitnice a centralniho nervového systému. Za dal$i rok pak jejich asociaci
s cystami ledvin a pankreatu. Melmon a Rosen poprvé zavedli pojem von Hippel(iv-
Lindaulv syndrom (1, s. 29).

V populaci se vyskytuje u 2-3 na 100 000 narozenych déti. VHL se rozviji ve
stejné mife u obou pohlavi i v rliznych etnickych skupinach. Primérny vék pfi stanoveni
diagndzy je 20 let (17, s. 404). V ramci tohoto syndromu feochromocytom vznikne
priblizné u 7-18 % pacientl (19, s. 522). V jednotlivych rodinach se vyskyt FEO mize
velmi zasadné liSit. Von Hippelova-Lindauova choroba byva nejcastéjSi pricinou
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familiarni formy feochromocytomu (9, s. 126). Mlzeme ji rozdélit na dva typy. FEO
neni soucasti syndromu VHL 1. typu, a proto se jim nebudeme zabyvat. VHL 2. typu se
dale déli na podtypy 2A, 2B a 2C. VHL 2A je typ snizkym rizikem pro vznik
feochromocytomu, kdezto VHL 2B ma vysoké riziko pro vznik feochromocytomu.
VHL 2C tvofi pouze feochromocytom (1, s. 30; 19, s. 521). FEO je lokalizovan hlavné
v nadledving, jen velmi zfidka se nachazi extraadrendlné. Zhruba 50 % jsou bilateraIni
formy FEO. Riziko metastaz je nizsi nez 5 % (16, s. 10).

Von Hippelova-Lindauova choroba vznika na podkladé mutaci na p raménku 3.
chromozomu (3p25/26). VHL patfi mezi tumor-supresorové geny. Az u 23 % pacientd,
u nichz byla zjisténa mutace VHL genu, nebyla prokazéna pozitivni rodinnd anamnéza,
a tudiZ se jednd o mutace de novo. Zaroven az 9 % pacient(l se zdanlivé sporadickym
feochromocytomem nese VHL mutaci (1, s. 29).

Feochromocytomy vramci VHL syndromu  produkuji  noradrenalin
(noradrenergni fenotyp). U pacientll s VHL chorobou je vhodné zacit screening

feochromocytomu jiz od péti let véku (7, s. 138).

Familiarni feochromocytomy spojené s mutaci genti pro sukcinatdehydrogenazu

Teprve nedavno bylo prokdzano, Ze na vzniku feochromocytomu a
paragangliomu maji podil i zarode¢né mutace genu pro enzym sukcinatdehydrogenazu
(SDH). Geny, které koduji sukcinatdehydrogenazu, jsou Ctyri.

e Gen SDHA je umistén na g raménku 15. chromozomu v pruhu 15 (5g15). Tento
gen kdduje flavoprotein.
e Gen SDHB - gen paragangliomu 4, je umistén na g raménku 1. chromozomu

v pruhu 35 (1g35). Produktem tohoto genu je protein, ktery obsahuje Zelezo a

siru.

e Gen SDHC - gen paragangliomu 3, je umistén na g raménku 1. chromozomu

v pruhu 23 (1923). Timto genem je kddovéna velké podjednotka cytochromu b.

e Gen SDHD - gen paragangliomu 1, je umistén na g raménku 11. chromozomu

v pruhu 23 (11g23). Timto genem je kddovana malé& podjednotka cytochromu b.
K vnitfni membréné mitochondrii je zakotven flavoprotein (kédovdn SDHA) a protein
obsahujici Zelezo a siru (kédovdn SDHB). Geny sukcindtdehydrogenazy jsou znamé

jako geny kddujici mitochondrialni komplex I1. Na mitochondrialni komplex Il je vazan
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Krebsliv cyklus a elektronovy transportni fetézec (oxidativni fosforylace). Oxidace
sukcindtu na fumardt (sukcinatdehydrogendzou) je specificky katalyzovana
mitochondrialnim komplexem I1. PFendsi elektrony uvolnéné pfi oxidaci na ubichinon
(koenzym Q) za pomoci Zelezo-sirovych shluki SDHB a flavinadenindinukleotidu (1, s.
32). Koenzym Q umoZziiuje cytochromu b prenos elektrond na dalsi komplexy
v mitochondriich. Vysledkem toho je efektivni syntéza ATP. Spatna funkce komplexu
Il ma za nasledek zhorSenou funkci mitochondrii a wvznik hypoxie s aktivaci
hypoxickych cest. Z&rovenn se aktivuje i glykolyza, ktera napoméhd k syntéze
potfebného ATP. BohuZel je Gasto nedostate¢nd. V dlsledku toho dochazi k celkové
hypoxii a acidéze. Coz nadorovym buikdm umoZiuje pFezZivani. Zarovenn mize
dochazet i k inhibici apoptozy.

V dlsledku mutace v SDHA genu vznika feochromocytom ¢i paragangliom jen
zfidka.

Na podkladé mutace v SDHB genu dochazi pfevazné k rozvoji paragangliomu,
feochromocytomu méné. Tyto nadory byvaji mnohocetné, recidivujici, agresivni a
metastazuji. Skoro vzdy produkuji noradrenalin. Casto se mizeme setkat i se spolenou
produkci noradrenalinu a dopaminu. Biochemicky némé nadory vznikaji nejcastéji
pravé v disledku mutace SDHB genu. Zhruba 40-50 % pacientdl s metastatickym
feochromocytomem nese mutaci v tomto genu.

Mutace genli SDHC se mohou vyskytnout u feochromocytomu i paragangliomu,
ale celkové se vyskytuji vzacne.

Mutace v genu SDHD vedou nejCastéji ke vzniku paragangliomu v oblasti hlavy
a krku, ale nachazime je i u paragangliom( v dutiné bfisni (7, s. 140). Tento gen je
exprimovan jen diky pfenosu otcovskeé alely (paternalni pfenos) (maternalni imprinting)
(1, s. 33).

1.2.4 Maligni feochromocytom

Feochromocytomy se vyskytuji z vétsi ¢asti jako benigni nadory. Maligni formy
predstavuji zhruba 10-26 %. Vice byvaji maligni paragangliomy, zde se mlize jednat az
0 36 %. Nékdy i vice v zavislosti na genetickem pozadi nadoru (4, s. 249). Zhruba
kolem 50 % pacientli s malignim FEO preziva prlmérné 5 let. | zde je velka variabilita

v zavislosti na genetickém pozadi nadoru. HorSi progndzu maji nosi¢i mutace v SDHB

23



Bakalarska prace

genu (2, s. 346). U déti se maligni formy feochromocytomi vyskytuji méné ¢asto, maji
vSak tendence agresivnéjsiho vyvoje.

Maligni feochromocytomy jsou vétSinou veétsi s vétSim obsahem nekrotické
tkané. Byvaji tvofeny burikami menSimi nez benigni adrenalni FEO. RozliSit maligni
feochromocytom od benigniho jen pomoci histopatologického popisu je velmi obtizné
(9, s. 122). Proto je stale jedinym kritériem pro urceni malignity nadoru pritomnost
chromafinnich bunék ve tkanich, kde se normalné nevyskytuji (20, s. 203). Typickeé
oblasti, kam feochromocytomy metastazuji, jsou lymfatické uzliny, kosti (az 70 %),
jatra a plice.

Klinicky obraz se u pacientli s malignim FEO mdZze vyznamné liSit. S velmi
pomalym postupovanim nemoci se setkavame predevsim u pacientll s izolovanymi
kostnimi metastazemi. Tito pacienti mohou pFeZivat aZz 20 let. Naopak je tomu u
pacientl s metastazemi do parenchymatéznich organd. V téchto pripadech nemoc

progreduje velmi rychle a pacient umira béhem nékolika mésicl (6, s. 38; 18, s. 335).

1.2.5 Diagnostika

V dnes$ni dobé se diagnostika feochromocytomd provadi pouze biochemickymi
testy. Ty spocivaji v priikazu nadprodukce katecholamin( a jejich metabolit(i v plazmé
¢i mocCi pacienta. Zobrazovaci metody slouZzi k lokalizaci nadoru, ktery je jiZ
biochemicky potvrzen (3, s. 2).

1.2.5.1 Biochemicky prikaz

Vzhledem k tomu, Ze se katecholaminy nemuseji uvolfovat z bufiky konstantné
nebo v dostateCné mife (Casto se uvoliuji v takzvanych atakéach, epizodach), neni jejich
stanoveni nejvhodnéjsi pro screening feochromocytoml (4, s. 251). Katecholaminy jsou
v chromafinnich  bufikdch  neustdle  metabolizovany  enzymem  katechol-o-
metyltransferazou na metanefriny, a to nezavisle na uvolnénych katecholaminech. Tato
metabolickd draha je pro feochromocytom specifickd (6, s. 37). Metanefriny se
stanovuji ve frakcionované podobé (zvlast je stanoveny normetanefrin a metanefrin).
Senzitivnéj$i metodou je stanoveni frakcionovanych metanefrinli nez stanoveni

matefskych katecholamin(i. Metanefriny mlZeme stanovit jak v plazmé, tak i v moci.
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MocCové metanefriny se stanovuji po dekonjugaci a predstavuji sulfokonjugaty
produkované sulfotransferdzou 1A3. To je enzym lokalizovany v trdvicim traktu.
Plazmatické metanefriny se stanovuji ve volné formé. Coz vysvétluje pro¢ ma stanoveni
plazmatickych metanefrini vyssi diagnostickou specificitu nez stanoveni mocovych
metanefrind (2, s. 344).

V urcitych pfipadech stanovujeme pro doplnéni informaci i koncentrace
dopaminu nebo jeho metabolitu metoxytyraminu. Mize to vypovidat o malignim
potencialu tumoru.

Zhruba 20-30 % predstavuji naddory sekreCné némé, coZ znamena, Ze
neprodukuji dostate¢né mnozstvi katecholaminl na to, aby vedly k pozitivité testu.
Velka vétsSina téchto nador(i vsak katecholaminy metabolizuje a tedy produkuje
metanefriny. Jedna se Casto o nadory, které jsou maligni a vznikaji na zakladé mutace
v genu SDHB.

Zridka se mGZeme setkat i s FEO, které neprodukuji ani metanefriny. U tohoto
druhu FEO ndm mlZe pomoci stanoveni chromograninu A. Plazmatickd neuron-
specificka enolaza mliZe byt pozitivni u malignich nadorl. Pro tyto nadory plati, Ze u
nich nelze histochemicky detekovat enzym tyrozinhydroxylazu (TH). Maji poruSenou
tvorbu katecholamind (4, s. 251).

Dilezité pro vlastni rozhodnuti o pFitomnosti ¢i nepfitomnosti FEO je vzit
v Gvahu vlastni zvyseni stanovovanych analyt(i. Jen mirné zvySeni nemusi znamenat
pfitomnost nadoru. Vyrazné zvyseni hladin (3,5 az 4 nasobné) naopak 100 % potvrzuje
pravdépodobnost feochromocytomu. ZaleZi také, za jakych okolnosti byly vysledky
ziskany, jelikoz stanoveni mlze byt naruseno nékterymi léky, zplsobem odbéru
pacienta, pfipadné mlze dojit ke komplikacim pfi shéru moci atd. (2, s. 345; 5, s. 736).
V pripadé, kdy se zvysené hladiny namérenych analytli nalézaji v takzvané Sedé zoné
(hodnoty mezi horni hranici referenéniho rozmezi a jejim ¢tyfnasobkem), je doporuceno
pouZzit dalSi test. V dneSni dobé se pouZiva clonidinovy supresni test (7, s. 149).
Clonidin inhibuje uvolriovani noradrenalinu pouze ze sympatickych nervil nikoli vSak
z feochromocytomu. Pacientovi se poda peroralné 0, 3 mg clonidinu. Po 2-3 hodinach
se odebere vzorek krve a stanovuji se hodnoty noradrenalinu &i normetanefrinu a
hodnoti se pokles naméfenych hodnot pfed a po podani clonidinu (9, s. 137). Pokud
dojde ke sniZzeni pod horni hranici referenéniho rozmezi nebo alespon o 40 % je

pfitomnost nadoru velmi nepravdépodobnd. Zatimco absence sniZzeni méfenych
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parametr(l svéd¢i s vysokou pravdépodobnosti o pFitomnosti nadoru. PFi stanoveni

normetanefrinu je senzitivita testu 96 % u noradrenalinu 67 % (7, s. 150).

Senzitivita (%) Specificita (%)

Plazma Hereditarni | Sporadicky | Hereditarni Sporadicky
Volné nefriny 97 99 96 82
Katecholaminy 69 92 89 72
Moc

Konjugované nefriny 96 97 82 45
Katecholaminy 79 91 96 75
Kyselina vanilmandlova 46 77 99 86

Tabulka €. 2: Senzitivita a specificita testd (prevzato z 13, s. 7)

Diagnosticky algoritmus pFi podezreni na feochromocytom

Tento algoritmus vychazi z doporuceni NIH (National Institutes of Healt) a je pouZivan
napfiklad na Oddéleni laboratorni mediciny nemocnice Sternberk.
1. krok — screeningove vysetieni
Pacientovi omezujeme pouze betalytika, neni nutny dietni reZzim pouze 12
hodinove lacnéni pred odbérem.
Stanoveni volnych nefrinll — metanefrin, normetanefrin v plazmé metodou
HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC-ECD).

Vysledky:

Obé hodnoty negativni (metanefriny do 61 ng/l, normetanefriny do 112 ng/l).
Tyto hodnoty nesvédci pro feochromocytom, pacient je nadale sledovan.

Vysledky se nachazeji v Sedé zoné (metanefrin do 236 ng/l, normetanefrin do
400 ng/l) — provadime dalsi testy — 2. krok.

Hodnoty jsou pozitivni (metanefrin nad 236 ng/l, normetanefrin nad 400 ng/I).
Tyto hodnoty svéd¢i pro pFitomnost feochromocytomu a pokraCujeme 3. krokem —
lokalizaci.

2. krok — vysledky nejsou jasné — nachazeji se v Sedé zong.
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Stanovujeme volné nefriny v plazmé (MN, NMN), katecholaminy v plazmé (A,
NA) metodou HPLC-ECD, provadime vypocCet indexu MN/A (normal do 4,2),
NMN/NA (normal do 0,52) a clonidinovy test (3 hod. po podani 0,3 mg clonidinu
by mél NMN poklesnout na normalni hodnoty nebo o 50 %, absence poklesu svédci
pro feochromocytom) (10, s. 1).

Pokud se vysledky nachazeji v Sedé zoné, je pro zpresnéni interpretace vysledkd

doporucovan prepocet na vék dle uvedeného vzorce:

( -4,188 - 0,07 . vék) + (4,516 . koncentrace matenefrinu) + (3,129 .

koncentrace normetanefrinu)

Vék pacienta se udava v letech, koncentrace MN a NMN se udava v nmol.I™
Hodnota cut-off je pro tuto rovnici stanovena -1,48. Senzitivita pro tento vypocet je
udavéna 91 % a specificita 97 %. PfepoCet pomoci tohoto vzorce by mohl snizit
zastoupeni fale$né pozitivnich vysledkd az ke 3 % (12, s. 2).

Vysledky:

Pokud jsou hodnoty nefrin(, katecholamind, clonidinového testu a indexu
(MN/A, NMN/NA) v normé, neni feochromocytom potvrzen a pacient se nadale
sleduje.

Hodnoty nad ramec referen¢nich mezi svédCi pro feochromocytom a néasleduje
3. krok — lokalizace.

3. krok — lokalizace jiz biochemicky potvrzeného feochromocytomu.
CT (vypocetni tomografie) nadledvin spodanim kontrastni latky, MR
(magneticka rezonance) — pro extraadrenalni umisténi, scinti MIBG (scintigrafie
s metajodbenzylguanidinem), PET (pozitronova emisni tomografie) (10, s. 1).
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méfeni volnych nefrini v plasmé

/\

Obé hodnoty nomaini (<112 NMN, <61 MN) ‘_______E;ni_n____g_mmt_:p metabolit zvysen
tumor vysoce nepravdépodobny mimé zvyseni (<400 NMN, <236 MN) Vyrnamné rvySeni (>400 NMN, >235 MN)

+ {

tumor moZny tumor vysoce pravdépodobny

ovéfeni eliminace vibv l&lby, diety,
provedeni stanoveni A, NA, vypolet indesxu
MM/A a NMNMNA

nommalizace obou nefrind Zvyseni indexu NMMN/MNA =0 52 nebo MNA=4 2

tumer nepravdépedobny tumor velice pravdépodobny
=> MMM 2i MM, indexy ale < cut-off

clonidinowy test s NMN (N= pokies
<50%, normalizace hodnot)

bl b i patologicky. tumer velice pravdépodobny

Daléi klinické a laboratorni_sledovani Lokalizace tumory (CT, scintl, NMR, PET)

Obrézek €. 5: Diagnosticky algoritmus pro feochromocytom (pfevzato z 10, s. 2)

1.2.5.2 Lokalizace tumoru

K lokalizaci tumoru se prfistupuje aZz po definitivnim potvrzeni pomoci
biochemickych testd. VySetfeni délime na anatomické zobrazovaci metody a funkéni
zobrazovaci metody.

Mezi anatomické zobrazovaci metody se fadi CT a MR. Tato vySetfeni se
provadéji jako prvni a jedno z nich tedy podstupuje kazdy pacient s biochemicky
potvrzenym feochromocytomem (7, s. 155). CT i MR (s podanim gadolinia) jsou stejné
vhodné pro vySetieni v oblasti nadledvin. Maji pfiblizné 95 % senzitivitu, ale jen 70 %
specificitu. Pro vySetfeni paraganglioml (extraadrenalni lokalizace) je uz diagnosticky
pfesnéjsi MR (az 90 % senzitivita). Tu volime prednostné u déti, téhotnych Zen,
v pfipadé renalni nedostatenosti ¢i u pacientl trpicich alergii na kontrastni latku
(podavanou pfi CT). Podani neiontové kontrastni latky (iohexolu) nejspiSe neovliviuje
plazmatické hladiny katecholamin(, a proto je bezpe¢né. Pacient pfi podani takovéto
kontrastni latky nemusi byt pfed vySetfenim pFipravovan alfa-blokatory (2, s. 345; 14, s.
431; 18, s. 331).

Funkéni zobrazovaci metody jsou velmi specifické a fadi se mezi né PET Ci

MIBG scintigrafie. Funkéni zobrazovaci vysetfeni se jiz neprovadi u vSech pacientd.

28



Bakalarska prace

Neéktefi autofi (napf. Pacak et al.) uvadi, Ze funk¢éni zobrazovaci metody neni tfeba
provadét u pacientl s nadorem, ktery je vétsi jak 5 cm (v takovychto prfipadech je vidy
doporucovano chirurgické odstranéni) nebo v pfipadé, Ze nador produkuje adrenalin
(jelikoz vyskyt téchto nadorl je témér vzdy adrenalni, a tak se za dostacujici povazuje
biochemicky priikaz a pozitivni CT nebo MR) (7, s. 155). Zatimco autofi Zelinka,
Strauch nebo Widimsky doporucuji provadét funkéni zobrazovaci vySetfeni u nadord
vétsSich nez 5 cm, kvdli potfebé vyloucit maligni nebo multilokularni formu FEO
(podezieni na maligni ¢i multilokularni formu maji v8echny tumory, jez produkuji
noradrenalin a tumory produkujici adrenalin vétsi nez 5 cm) (2, s. 345; 4, s. 252; 14, s.
431). Funk¢ni zobrazovaci vysetfeni indikujeme v pripadech, kdy jsme pomoci CT a
MR neobjevili primarni pFiinu zvysené koncentrace katecholaminli nebo pokud si
nejsme jisti, Ze se jedna opravdu o feochromocytom. Je vhodné ho pouZzit i tehdy, pokud
mame podezfeni, Ze by se mohlo jednat o maligni ¢i mnohocetny feochromocytom (6, s.
37).

Pokud mame podezfeni, Ze se jedna o maligni ¢i mnohocetnou formu
feochromocytomu nebo pokud se jedna o paragangliom (feochromocytom lokalizovan
extraadrenalng) je na mist& pouzit spide vysetfeni s **'1-MIBG ne? '?I-MIBG, i kdy?
123_MIBG ma lepsi technickou kvalitu. JelikoZ nékteré latky (napf. labetalol, kalciové
blokatory nebo tricyklicka antidepresiva) mohou ovliviiovat vysetfeni s 1*I-MIBG.

Dalsi  optimalni metodou pro  posouzeni  pfitomnosti  maligniho
feochromocytomu a paragangliomu je také metoda spouzitim  *°F-
fluorodeoxyglukézou-PET/CT (**F-FDG-PET/CT), obsahujici dvoufazové zobrazeni
multidetektorovou vypocetni tomografii. PFinosnost této metody je ve srovnani s CT
nizsi, jelikozZ je vice neZ pétkrat drazsi (15, s. 265).

Oktreotidovy scan znateny **In &i PET s ®F-fluorodeoxyglukézou (**F-FDG)
by méla byt vysetfeni vyhrazena hlavné pro pripady, kdy **I-MIBG bylo negativni.
Vzhledem ktomu, Ze tyto dva testy maji pro FEO niz8i specificitu, nejsou
doporu€ovany jako zakladni vySetfeni. U metastatické formy FEO ma vétsi
diagnostickou vytéznost vysetfeni PET znaceny *®F-fluorodopaminem nez *#*1-MIBG,

VY™ v

ale ®F-fluorodopamin stéle nenf b&Zné dostupny pro klinické pouziti (14, s. 431).
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1.2.6 Dieta a interference

Pfed stanovenim katecholamin(l a jejich metabolitd je nutné dodrZet prisnou
dietu a vysadit urcité léky, které by mohly ovliviiovat vysledky nebo samotnou analyzu
(viz nize). Vyjimkou je stanoveni volnych metanefrinli v plazmé. Pro toto stanoveni je
nutné vysadit pouze kofein (i kdva bez kofeinu) a z IéCiv pouze betablokatory a
tricyklicka antidepresiva (13, s. 8).

Dietni Uprava — tfi dny pfed odbérem pacient musi vynechat tyto potraviny:
¢erna kava, silny €aj, alkohol, kakao, ¢okolada, syr, ofechy, rajCata, banany, grapefruity,
pomerance, vanilka, pokrmy obsahujici vanilin.

Sedm dni pfed odbérem museji byt pacientovi vysazeny urcité léky. Pfiklady
Iékd, které z analytického hlediska znemoziuji nebo zkresluji vysledky analyzy:

Léky zvysujici vysledky:
labetalol, tetracyklin, erytromycin, chinidin, chloral hydrat, chlorptomazin,
acetaminofen, benzodiazepiny, triamteren, sotalol, kyselina nalidixova, dietni fenoly

Léky snizujici vysledky:
clofibrét, disulfiram, propranolol, metylglucamin

Sedm dni pfed odbérem museji byt pacientovi vysazeny léky, které mohou
vysledky analyzy ovlivnit z farmakologického hlediska.

Léky zvysujici vysledky:
kratce ucinkujici vasodilatatory, metyldopa, inhibitory MAO, levodopa, exogenni
katecholaminy, kratkodobé plsobici inhibitory sympatiku (alfa-blokatory, beta-
blokatory — ovliviiuji metanefriny)

Léky snizujici vysledky:
fenfluramin, mandelamin, metyrozin, etanol, inhibitory MAO (sniZzuji VMA) metyldopa
(snizuje VMA), inhibitory sympatiku (ovliviiujici katecholaminy)

(12,s.3)

1.2.7 Odbér materialu

Krev: Odbér krve se provadi v rannich hodinach a nalatno. Alespon 15 minut
pfed vlastnim odbérem se lezicimu pacientovi zavede kanyla. Casovy interval je nutné
dodrzet, jinak by stresem z odbéru krve mohlo dojit k zvySeni hladin méfenych analytd.
Po uplynuti 15 minut se proplachne kanyla fyziologickym roztokem &i heparinem. Prvni
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odebrand krev se sbhira do tzv. odpadni zkumavky, ¢imzZ se zbavime heparinu, popf.
fyziologického roztoku, kterym jsme kanylu vyplachovali. Poté se provadi vlastni odbér
krve pro stanoveni. Odebira se do zkumavek o objemu 5 ml. Jako antikoagulaéni roztok
mlZe byt pouZit heparin nebo EDTA. Je vhodné pouzivat zkumavky, které byly pred
odbérem predchlazeny.

Ihned po odbéru je nutné vloZit zkumavky do ledové tFisté a co nejdfive
transportovat do laboratore. Krev by se méla od plazmy oddélit nejpozdéji do 2 hodin.
Vzorky se centrifuguji pfi cca 4 °C. Plazma se odpipetuje do plastovych zkumavek a

zamrazi. Vzorky uchovavame pfi cca -80 °C (11, s. 1; 28).

Mo¢: Sbér moci — detekuje se mnozstvi katecholaminl ¢i jejich metabolit(,
vylougenych do moci za 24 hodin. Pro 24 hodinovy sbér moci je velmi dllezité, aby byl
proveden spolehlivé. Pak ma vétsi informacni hodnotu nez analyza nahodné odebranych
vzorkd.

Moc se shira do Cisté, vyplachnuté nadoby, ktera se béhem sbéru musi uchovavat
na chladném, dobfe zastinéném misté. Prvni porce moci se do nadoby nesbira, ale
vymoéi se do toalety. Tim zacina jednodenni obdobi sbéru. DilezZité je pacienta
upozornit, Ze musi shirat mo¢ pred kaZzdou stolici. Po ukonCeni sbéru je nutné presné
zmeérit objem moci, nejlépe odmérnym valcem. Hrubé odhady jsou nepfipustné. Do
laboratore pak odesilame bud' cely objem 24 hodinového sbéru, nebo jen 40 az 50 ml
(po dlkladném promichani). Pokud neposilame cely objem, je nutné uvést informaci o
celkovém objemu za 24 hodin.

Pfed sbhérem se musi moC okyselit pomoci kyseliny chlorovodikové (HCI).
Pouzivame 25 % roztok HCI. 40 ml se nalije pfed zaCatkem sbéru do sbérné nadoby. U
déti nebo pacientl trpicich oligurii davame na 100 ml moci 10-20 kapek Fedéné HCI
nebo koncentrované kyseliny octové. V slabé kyselé moci a chladu jsou volné

katecholaminy stabilni minimalné 24 hodin (12, s. 2).

1.2.8 Lécba

Idealnim FeSenim je chirurgické odstranéni feochromocytomu. Neodstranény
nador by pacientovi mohl zplsobit smrtelnou hypertenzni krizi. K spravnému

odstranéni nadoru je zapotiebi anesteziologa i chirurga, ktefi jiz maji zkuSenosti s timto
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typem nadoru. Vzhledem k tomu, Ze pfi manipulaci s nadorem mize dojit k vyraznym
zménam koncentrace katecholamindi, na néz je potfeba ihned zareagovat. Metodou prvni
volby je v poslednich deseti letech laparoskopické odstranéni feochromocytomu. |
pacienti s nddory vétSimi nez 9 cm €i s mnohocCetnymi nadory se v dneSni dobé operuji
laparoskopicky. V soucasné dobé je operacni mortalita mensi nez 1 %, pokud je
dodrZena sprévna predoperacni farmakologickd pFiprava a operaci provadéji zkuseni
Iékari. Pfedoperacni medikamentOzni pFiprava je nutnd k udrZeni stabilniho krevniho
tlaku pacienta, nebot’ pfi manipulaci s feochromocytomem mize dojit k uvolnéni
vysokych hladin katecholamind, hypertenzni krizi ¢i tachyarytmii (7, s. 156). Akutni
odstranéni feochromocytomu bez fadné farmakologické pFedoperaCni pfipravy ma
vysokou umrtnost.

Medikamentézni priprava je zaloZzena na podavani blokator(i alfa;-receptor(i
(napf. doxazosin, terazosin, prazosin). S podavanim alfa-blokator(i (a potencionalné i
beta-blokator() by se mélo zacit 10 az 14 dni pred operaci. Davky lékl by se mély
postupné zvySovat podle individualni tolerance pacienta. Nekompetitivni antagonista
alfa-receptord je fenoxybenzamin, ten by mél byt bran jako zakladni 1€k, u nas ovsem
bohuZel neni k dispozici. Proto se jako ndhrada pouZivaji selektivni blokatory alfa-
receptorli, coZ jsou vSak jen kompetitivni antagonisté (napf. doxazosin, terazosin). Ty
nemuseji pacientovi zprostfedkovat plnou ochranu alfa-receptorll pred vysokymi
hladinami adrenalinu a noradrenalinu uvolnénymi pfi operaci. Vyhodou téchto Iékd je,
Ze na rozdil do fenoxybenzaminu nezplsobuji vyraznéjsi reflexni tachykardie, a proto
nemuseji byt vzdy indikovany beta-blokatory. Podavat v ramci pfedoperatni lécby
kombinovany alfa a beta-blokator labetalol, neni UpIné vhodné, jelikoZz prevaZzuje
blokéada beta-receptord.

Beta-blokatory se podavaji az potom, co nastoupi efekt alfa-blokatord (nejméné
24 hodin po jejich podani). Pomoci téchto 1ékii se kontroluje arytmie a tachykardie.
Pouze samostatné podani beta-blokator( se u feochromocytomu nedoporucuje, jelikoz
by mohlo dojit k plicnimu edému (4, s. 252 — 253; 6, s. 37; 14, s. 432).

Déle je mozné indikovat i blokatory kalciovych kanald (BKK), které zabrariuji
vyplavovani intracelularniho kalcia zprostfedkovaneho katecholaminy. Mohou se
podavat spolecné s alfa-blokatory nebo samostatné (hlavné u normotenznich pacient().
Samostatné podani BKK je méné vhodné, protoZe sice nevede k ortostatické hypotenzi,

ale nezabranuje vzestupu krevniho tlaku.
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Hypertenzni SpiCky béhem chirurgického vykonu se mohou kontrolovat pomoci
izosorbiddinitratu, nitroprusidu sodného ¢i kratkodobé plsobicich blokatord kalciovych
kanal(l. Esmolol, coZ je kratkodobé plsobici beta-blokator, je vhodny pro kontrolu
tachyarytmie.

Zvysenym prisunem soli a tekutin mdZeme sniZit riziko pooperacni hypotenze.
Po chirurgickém odstranéni je dllezité udélat kontrolni biochemické testy, které zjisti,
zda operace vedla k normalizaci hladin stanovovanych analytd.

Vyhlidky pacientli po operaci jsou velmi dobré, u nékterych mize byt pritomna
hypertenze i po odstranéni nadoru, ale jiz nebyva tak zavazna. Je doporuceno pacienty i
nadale sledovat v urCitych Casovych intervalech, nebot by mohlo dojit k recidivé
feochromocytomu (az v 17 % pFipadl). Extraadrenalni ¢i familiarni formy FEO
recidivuji Castéji nez jiné (14, s. 432).

Pro maligni formy FEO zatim nebyla nalezena jednoznacné Uspésna lécba.
Jednou z mozZnosti je chirurgické teSeni. Nadorova tkan se miZe odstrafiovat
opakovang, véetné metastaz. Pomoci alfa-blokéatord se pak kontroluje krevni tlak a
symptomy. Dalsi moZnosti je podavani terapeutickych davek **'1-MIBG. Tato varianta
by méla byt na prvnim misté hlavné u pacientd, ktefi maji pozitivni scintigrafii s MIBG.
Podle nékterych studii mohou prodlouZit preZivani vysoké davky *'I-MIBG. Posledni
moznosti je také chemoterapie pomoci cyklofosfamidu, vinkristinu a dakarbazinu.
Posledni dvé zmifiované moznosti pacientovi zhorsuji kvalitu Zivota a zaroven jen mélo
jich vede ke kompletni remisi (4, s. 253; 6, s. 38; 14, s. 432).

1.3 Metody stanoveni katecholamin( a jejich metabolit(

1.3.1 Fotometrické metody

Fotometrické stanoveni metabolitd katecholaminl bylo popsano autory Pisano et
al. jiz v roce 1960. Principem metody je konverze stanovovanych latek na vanilin, ktery
je poté stanoven fotometricky pfi 360 nm. Vysledky jsou ovlivnitelné stravou (napf.
¢okoladou, kofeinem, banany, potravinami obsahujicimi vanilku, citrusovymi plody) a
Iéky (napf. aspirin, antihypertenziva, tricyklicka antidepresiva). Metody jsou zdlouhavé
a vyzaduji peClivou kontrolu reakénich podminek, jsou jiz zastaralé a v klinickych
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laboratofich se pouZivaji jen ojedinéle, dfive se vSak vyuZivaly pro screening FEO (28,
s. 1585, 1588).

Stanoveni metanefrin(

Po kyselé hydrolyze jsou nekonjugované metanefriny adsorbovany na kolonky s
katexem a poté vymyvany hydroxidem amonnym. Opakovanou oxidaci jsou pfevedeny
na vanilin. Vyslednd smés je stanovena fotometricky pfi 360 nm. Tato metoda
nerozlisSuje MN od NMN (33, s. 406-414).

Stanoveni VMA

VMA a dalSi fenolové kyseliny se extrahuji z moci okyselené etylacetatem do
vodného roztoku uhli¢itanu draselného. VMA se oxiduje na vanilin. Vanilin je pak
selektivné oddélen od kyseliny fenolové (kontaminace) extrakci do toluenu a zpét do
uhli¢itanu. Koncentrace vanilinu je stanovena spektrofotometricky pfi 360 nm (36, s.
285-291).

Spektrofotometrické stanoveni pouZivali ve své praci napf. i Sies et al., ktefi
stanovovali VMA v mo€i u 249 pacientl (122 muzli a 127 Zen) s podezienim na
neuroblastom. Z 249 pacient( bylo 20 potvrzenych pfipad(l neuroblastomu (31, s. 300).

1.3.2 Fluorescencni metody

Fluorescenéni metody jsou citlivéjSi a specifi¢téjsi nez Pisanovy fotometrické
metody, presto se v dnesni dobé v klinickych laboratofich pouZivaji jen velmi omezené.
Vétsina fluorescencnich postupl pro stanoveni adrenalinu a noradrenalinu je zaloZena
na vzniku derivatl téchto amind, které vyzafuji charakteristickou fluorescenci.
NejrozSifengjsi byly metody, kde vznikaly THI (trihydroxyindol) derivaty nebo EDA
(etylendiamin) derivaty.

V metodé THI jsou katecholaminy oxidovany na odpovidajici adrenochromy,
které se v alkalickém pH preskupi na THI derivaty nazyvané adrenolutiny. Koncentrace
katecholamin(i se stanovi pomoci dvojité oxidace pfi pH 3 a 6 nebo méfenim
fluorescence pri rliznych vinovych délkach.

V EDA metodéch se katecholaminy nejdfive oxiduji na adrenochromy, které pak
reaguji s 1 (adrenalin) nebo 2 (noradrenalin) moly EDA. Tyto produkty maji rdizné
emisni spektra, coz umoZziiuje soucasné méfeni obou hormonl bez pFedchoziho

oddéleni. Tato metoda nebyla tak rozsifena jako metoda THI.
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Fluorescenéni metody vyZaduji nejprve predipravu vzorku pomoci SPE extrakce
s kolonkami pInénymi katexem nebo oxidem hlinitym pfipadné oba postupy zaroven.
Tyto metody jsou ovlivnitelné léky (ampicilin, labetalol, metyldopa, sulfonamidy,
vitamin B komplex) nebo napoji, které obsahuji kofein (kava, €aj) (28, s. 1576-1577,
1585).

Tuto metodu ve své praci pouzivali napf. Jacobs et al. nebo Oka et al. Metoda
THI je dostate¢né citlivd pro stanoveni katecholaminli v moci. Na zacatku je nutné
upravit pH moci na 6,5. Vzorek se poté precisti pres kolonku naplnénou Bio-Rex 70
(slaby iontoménic) a katexem. Po eluci katecholamin( kyselinou boritou se adrenalin a
noradrenalin oxiduji kyanoZelezitanem za pFitomnosti zine¢natych iontli na odpovidajici
adrenochromy. Ty se v z&saditém pH meéni na adrenolutiny, coZ jsou THI derivaty
katecholaminl, které emituji charakteristickou fluorescenci. Pridavek kyseliny
askorbové zplsobi rozklad prebyteéného oxidacniho Cinidla a zabrani dalSi oxidaci
derivatl. Fluorescence se méFi pfi 495 nm, excitacni vinova délka je 405 nm.
Diferenciace a kvantifikace adrenalinu a noradrenalinu se nedoporucuje. Metoda THI se
pouzivala ke stanoveni kombinované koncentrace téchto katecholaminl. (29, s. 305-
314; 30, s. 646).

1.3.3 Radioimunoanalyza

Princip této techniky je zaloZeny na pouziti enzymu katechol-o-metyltransferazy
(COMT), ktera prevadi radioaktivni metylovou skupinu z tritiem znaCeného S-
adenosylmethioninu na katecholaminy pfitomné ve vzorku. Tim se vytvori odpovidajici
oznacené metylované derivaty katecholamind.

Jinou variantou radioaktivnich metod pro stanoveni koncentrace noradrenalinu je
pouZiti enzymu fenyletanolamin-N-metyltransferazy, ktery prevede radioaktivni
metylovou skupinu  S-adenosylmethioninu na aminovou slozku v molekule
noradrenalinu (28, s. 1577).

Peuler et al. popisuji analyzu, kterd je zaloZena na pFevodu adrenalinu,
noradrenalinu a dopaminu ve vzorku (plazma nebo mozkomisSni mok) na jejich
odpovidajici tritiem znalené metoxy derivaty. Ktomu se vyuZivaji COMT
v pritomnosti tritiem znaceného S-adenosylmethioninu. Duplicitni inkubacni smés

obsahuje druhou pomérovou cCast vzorku a jako vnitfni standard znamé mnozstvi
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adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu. Tato smés je stanovovana paralelné se vzorkem.
Po vzniku o-metylovanych derivatd jsou produkty rozpustény v organickych
rozpoustédlech a oddéleny tenkovrstevnou chromatografii na zakladé polarity
postrannich Fetézcd. Jednotlivé latky jsou pak seskrabany a vymyvany.

PFimym méFenim radioaktivity frakce tritiem znaceného 3-metoxytyraminu se
mliZe stanovit koncentrace dopaminu.

Separované frakce tritiem znaCeného normetanefrinu a tritiem znaCeného
metanefrinu jsou dale opakovanou oxidaci pfevedeny na tritiem znaceny vanilin. Jeho
mnoZstvi je pfimo Umérné mnoZzstvi adrenalinu nebo noradrenalinu ve vzorku.

Koncentrace jednotlivych analytd ve vzorku je stanovena pomoci vnitfniho

standardu obsaZeného v duplicitnim vzorku (32, s. 625 — 636).

1.3.4 Enzymoimunoanalyza

Manz et al. ve své studii popisuji enzymoimunoanalyzu (EIA) pro stanoveni
metanefrinu a normetanefrinu.

Pfed vlastni imunoanalyzou je nutna precipitace proteini kyselinou. Nasleduje
derivatizace L-metanefrind na N-acyl-L-metanefriny. N-acyl-L-M  (N-acyl-L-
metanefrin) a N-acyl-L-NM (N-acyl-L-normetanefrin) jsou vazany na povrchu
mikrotitracni desticky. N-acyl-L-M a N-acyl-L-NM ze vzorku a z pevné faze vazané na
mikrotitracni destiCce soutézi o zndmy pocet krali¢ich protilatek (anti-N-acyl-M nebo
anti-N-acyl-NM). Nenavazané antigeny a volné komplexy antigen-protilatka jsou
odstranény promytim. Protilatky navazané na pfislusné pevné fazi jsou detekovany
pomoci kozi protilatky (anti-krali¢i 1gG) a substratu TMB (tetrametyl-benzidin). Reakce
je sledovéna pfi 450 nm. Intenzita signalu je nepfimo Umérna koncentraci analytu ve
vzorku (34, s. 583).

1.3.5 Chromatografické metody

Vysokoucinnad kapalinova chromatografie (HPLC) je dnes nejrozSifenéjsi
metodou v klinickych laboratofich pro stanoveni katecholaminli a jejich metabolitd
v plazmé i v moci. U tohoto stanoveni je nutna prediprava vzorku, vétsina postupl

pouZziva extrakci na pevné fazi. Nejbéznéji se pouzivaji kationtové vyménné extrakéni
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kolonky, oxid hlinity nebo gely s kyselinou boritou. Ke kvantifikaci katecholamind se
nejbéznéji  pouzivd elektrochemicka detekce pomoci amperometrického i
coulometrického detektoru. Detekéni limity jsou obdobné jako u radioenzymatickych
metod. Lze vyuzit i fluorescencni detekci, ale je nutné pouzit zesilovace signalu. HPLC
metody jsou mnohem specifi¢téjSi neZ radioenzymatické metody a vysledky ziskané
kapalinovou chromatografii jsou podstatné nizsi. PouZziti HPLC metod je univerzalni a
pomoci Upravy vzorku lze eliminovat mozné pficiny interference.

Rosano et al. mimo jiné popisuji HPLC metodu pro stanoveni plazmatickych
katecholamin(. Volné katecholaminy jsou z plazmy nejprve rychle adsorbovany do
oxidu hlinitého pfi pH 8,6. Nasleduji kroky promyvani oxidu hlinitého vodou. Po
promyti jsou katecholaminy eluovany malym objemem kyseliny chloristé. Takto
pfipravené vzorky jsou pouzity pro HPLC analyzu. Jako stacionarni faze je pouZita
katexova kolona plnéna silikagelem. Jako mobilni faze byla pouzita smés vodnych a
organickych pufri o pH 6,5. K amperometrické detekci slouzila jako referencni
elektroda Ag/AgCl a jako pracovni uhlikova elektroda. Katecholaminy prochazejici
celami detektoru podstoupily rychlou elektronovou oxidaci za konstantniho potencialu
na o-chinon. Za konstantni teploty a pritoku je tato oxidace pfimouimérna koncentraci
analytu. Pro vypoCet koncentrace vzorku byl pouzit wvnitfni standard
(dihydroxybenzylamine) (28, s. 1577-1578).

Lenders et al. popsali v roce 1993 HPLC metodu s elektrochemickou detekci pro
stanoveni plazmatickych koncentraci metanefrinu a normetanefrinu. Pro svou préci
pouzili 32 zdravych pacientd a 23 pacientll s FEO. Metanefriny byly z plazmy
adsorbovany na pevnou fazi a nasledné eluovany amoniakalnim metanolem. Smeés byla
vysusena a poté rozpusténa v mobilni fazi.

Pevna faze (katex) byla nejprve aktivovana 15 ml smési amoniaku v metanolu
(10x Fedény amoniakalni metanol) a dale 2 ml roztoku hydroxidu sodného v metanolu
(10 g/l). Poté byla promyta 2 ml deionizované vody. Na extrak¢ni kolonku byl nanesen
1 ml plazmy, 4 ml deionizované vody a 1 ng kazdého vnitfniho standardu (HMBA,
EHPEA a FNMN). Rychlost pritoku byla 2 ml/min. Kolonka byla postupné promyvana
5 ml smési kyseliny octové (10 mmol/l) a metanolu v poméru 9 : 1, 5 ml fosfore¢nanu
amonného pH 8 (10 mmol/l) a 5 ml deionizované vody. Metanefriny byly z kolonky
eluovany 2 ml amoniakalniho metanolu. Eluat byl odpafen centrifugaci za snizeného
tlaku a poté rozpustén ve 150 pl mobilni faze, z toho 140 pl bylo ddvkovéano na kolonu
(38, 97-98).
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Tuto metodu ve své praci pozdgji pouzivalo mnoho autor(l, napt.: Vrankova et
al., Eisenhofer et al. nebo Huynh et al.

Autofi Ulrychova et al. ve své préci stanovovali metanefriny v plazmé a moci
metodou HPLC s elektrochemickou detekci. Metanefriny byly izolovany extrakci na
pevné fazi, pouzivali SPE kolonky Oasis MCX. Né&pli nejprve aktivovali 1,25 ml
metanolu a nasledné promyli 1,25 ml deionizované vody. Poté byl davkovan 1 ml
vzorku (plazma nebo 100 krat fedénd moc) a 50 pl vnitfniho standardu HMBA (4-
hydroxy-3-metoxybenzylamoniumchlorid, Merk). Kolonka byla proplachovana 1,25 ml
destilované vody, 1,25 ml 0,1 mol/l HCI a 1,25 ml metanolu. Metanefriny byly
eluovany 1,25 ml 5 % roztoku hydroxidu amonného v metanolu. Poté byl vzorek
odparen a nasledné rozpustén ve 100 pl mobilni faze. Jako mobilni faze byla pouzita
smés 1 mol/l NaH,PO, (dihydrogenfosforecnan sodny), 0,34 mmol/l 1-oktansulfonatu
sodného, 0,13 mmol/l EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova) a 75 ml/l acetonitrilu.
Koncentrovanou kyselinou fosforecnou bylo pH upraveno na 2,9 az 3,1 (42, s. 219).

Hanai et al. popisuji jednoduchou a rychlou HPLC metodu s elektrochemickou
(amperometrickou) detekci pro stanoveni metabolitl katecholamind (VMA, HVA)
v moci. Pro svou praci pouZili vzorky moci od 6-12 mési¢nich déti. Matky téchto déti
vkladaly do plen filtraCni papir, ktery posléze posilaly do laboratofe. Papir byl
v laboratofi vysuSen a uchovavan v lednici. Pas filtraCniho papiru byl vloZzen do
sklenéné zkumavky a 10 minut michan na vortexu s 1,5 ml vinanového pufru (50
mmol/l, pH 3,6). Poté byl vzorek centrifugovan 10 minut pfi 2000 g. 100 pl
supernatantu bylo prepipetovano do jamek mikrotitracnich destiCek. Pro nastfik do
HPLC systému bylo pouZzito 20 pl. Jako mobilni faze slouzila smés 70 ml acetonitrilu a
500 ml vinanového pufru (50 mmol/l, pH 3,6) (39, s. 2043-2044).

Goldstein et al. upravili metodu, kterou jiz dfive zavedl Hjemdahl et al. Na
extrakéni kolonky s 10 mg oxidu hlinitého, které jsou promyty kyselinou a 50 pl 5
mmol/l disifiCitanu sodného, je napipetovan 1 ml plazmy. Déle se pfida 50 pl vnitfniho
standardu (10 pl/l a-metyldopamin) a 400 pl tris pufru (1 mol/l tris, 20 g/l EDTA, pH
upraveno HCI na 8,6). Smés se 15 minut dlikladné protfepava, a pak se centrifuguje.
Supernatant se odstrani. Oxid hlinity se dvakrat promyje vodou. Eluce katecholamind se
provadi 100 pl smési (0,1 mol/l kyseliny chloristé a 0,1 mmol/l disifi¢itanu sodného).
K analyze je pouZzit cely objem eluatu (40, s. 508).

Bauersfeld et al. ve své praci porovnavaji metodu HPLC s amperometrickou
detekci a radioenzymatickou metodu pro stanoveni katecholamin(. Princip HPLC
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metody, kterou provadgji je zaloZzen na SPE extrakci. Katecholaminy jsou adsorbovany
na oxid hlinity pfi vysokém pH. Pak nasleduje selektivni eluce smési kyseliny borité a
kyseliny octové. Kvantifikace katecholamin( je provedena HPLC s amperometrickou
detekci. Provadi se enzymatické Stépeni kyseliny mocové, aby se zabrénilo ruseni
s noradrenalinem, jelikoZ kyselina mocova je detekovana v predni ¢asti chromatogramu,
stejné jako noradrenalin (41, s. 186).

Vrankova et al. ve své praci stanovovali volné plazmatické metanfriny metodou
HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC-ECD) a vysledky srovnavali se stanovenim
volnych mocovych metanefrind metodou HPLC s fluorescenéni detekci (HPLC-FLD).
Pracovali s 21 pacienty s potvrzenym FEO a 21 pacienty bez FEO a sledovali spravné
zafazeni vysledk(. Podle 42 méfenych vzork( zjistili 100 % senzitivitu i specificitu pro
stanoveni metanefrinl v plazmé metodou HPLC-ECD. Meéfeni mocovych
katecholamin(i metodou HPLC-FLD mélo 100 % senzitivitu ale jen 77 % specificitu
(37, s. 254).

Eisenhofer et al. ve své préaci porovnavaji stanoveni plazmatickych hladin
metanefrinu, normetanefrinu a metoxytyraminu pro rozliseni riiznych dédic¢nych forem
FEO. Pouzili celkem 173 pacientli s feochromocytomem, z toho 38 s mnohocetnou
endokrinni neoplazii typu 2 (MEN2), 10 s neurofibromat6zou typu 1 (NF1), 66 s von
Hippel-Lindau (VHL) syndromem a 59 s mutaci SDHB nebo SDHD. Plazmatické
koncentrace volného metanefrinu, normetanefrinu a metoxytyraminu  byly
kvantifikovany kapalinovou chromatografii s elektrochemickou detekci, kterou popsal
Lendersen et al. (43, s. 411, 413).

39



Bakalarska prace

2 CILE
1. Optimalizovat podminky analyzy pro coulometrickou detekci pfi HPLC
stanoveni adrenalinu a noradrenalinu v plazmé pomoci kitu firmy Bio-Rad
uréeného pro amperometrickou detekci.

2. Validace metody pfi pouZziti coulometrické detekce.

3. Mezilaboratorni porovnani vysledk( adrenalinu a noradrenalinu u pacientskych

vzorkd.
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3

3.1

3.1.1

EXPERIMENTALNI CAST
Pristroje, material, chemikélie
Pristroje

- analytické vahy AB 135-5 (Metler - Toledo)
- centrifuga (Megafuge 1.0 R, Heraeus sepatech)
- Vortex (Velp scientifica)
- Trepactka (LT 2)
- HPLC sestava Agilent Technologies 1200 (Agilent Technologies, USA)
o Degasser (Agilent Technologies)
o lzokratickd pumpa (Agilent Technologies)
o Termostat kolony (Agilent Technologies)
o Autosampler (Agilent Technologies)
o Coulochemicky detektor (Coulochem 111, Esa)
o PC avyhodnocovaci software Chem 32 (Agilent Technologies)

Obrézek €. 6: HPLC sestava Agilent 1200
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3.1.2 Doplnkovy material

- automatické pipety (Biohit)

- mikrozkumavky

- sklenéné zkumavky (10 ml)

- sklenéné zkumavky zabrusové (10 ml)
- odmérné banky

- kédinky

- falkonky

- véZenky

- vialky

inserty

3.1.3 Kit na stanoveni plazmatickych katecholamint pomoci HPLC
(Bio-Rad)

- mobilni faze - vyrobce neudava sloZzeni mobilni faze
- reagent 1 - Tris pufr

- reagent 2 - elu¢ni reagencie

- reagent 3 - disifiCitan sodny Na,S,0s

- vnitini standard

- kalibra¢ni standard lyofilizovany

- extrak¢ni kolonky s oxidem hlinitym

- elucni vialky

- navod
3.1.4 Priprava reagencii
Priprava reagentu 2 (R2)
Reagent 2 je nutné pred pouzitim nafedit HPLC vodou na pracovni koncentraci. Redéni

bylo provedeno v poméru 1 ml zasobniho reagentu 2 a 19 ml HPLC vody. Nafedény R2

je stabilni az 2 tydny, pokud se uchovava pfi 2-8 °C (46, s. 6).
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Priprava reagentu 3 (R3) — disifiCitan sodny

Byly pripraveny dvé koncentrace R3 - 0,1 % a 10 %.

0,1 % R3 byl pouzit pro fedéni kontrolnich a kalibracnich roztokd. 0,025 g R3
bylo navaZzeno na analytickych vahach, kvantitativné se pfevedlo do odmérné banky (25
ml) a doplnilo HPLC vodou. 0,1 % R3 musi byt pouZit maximalné do 8 hodin.

10 % R3 byl pouzit ke konzervaci vzork( plazmy (zabrariuje degradaci
katecholamin(i). Na analytickych vahach se navéazil 1 g R3, kvantitativné se preved! do
odmeérné barnky (10 ml) a doplnil HPLC vodou. 10 % R3 je stabilni 5 dni, pokud je
uchovavan pfi 2-8 °C (46, s. 7).

Pfiprava vnitfniho standardu (1.S.)

Pracovni roztok vnitfniho standardu byl pfipravovan ze zéasobniho roztoku I.S. a

pracovniho roztoku R2 ve dvou krocich.,

1. krok — Do mikrozkumavky se napipetuje 10 pl zdsobniho roztoku 1.S. a 400 pl
pracovniho R2. Dlkladné se promicha.

2. krok — Do sklenéné zkumavky se zabrusem je odpipetovano 200 pl smési z kroku
1, k tomu se prida 5 ml pracovniho R2. Dlkladné promichat. Pracovni roztok I.S.
byl rozdélen do alikvét po 1 ml a skladovan pfi cca -70 °C. Vyrobcem udavana
stabilita pracovniho roztoku je 1 mésic pfi skladovani v teplotach < -20 °C (46, s.
6).

Priprava kontrolnich roztok(

Pro nasi préaci jsme pouZili kontrolni material od firmy Bio-Rad — Lyphochek
Endocrine controls. Rozmezi koncentraci kontrolniho materidlu pro nizsi hladinu bylo
198 — 298 ng/l pro noradrenalin a 52 — 78 ng/l pro adrenalin. Rozmezi koncentraci pro
vySSi hladinu bylo 1095 - 1645 ng/l pro noradrenalin a 925 — 1395 ng/l pro adrenalin
(viz tab. 3). Lyofilizované kontrolni vzorky byly rozpustény kazdy v 10 ml 0,1 % RS3.
Vzhledem k tomu, Ze rekonstituovany kontrolni materiél je stabilni v 2-8 °C jen 72
hodin, byly pfipraveny alikvoty po 1,1 ml, které byly skladovany pfi cca -70 °C.
Stabilita vzorku je 1 mésic pfi skladovani v teplotach < -20 °C (46, s. 8).
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Kontrolni vzorek

Noradrenalin (ng/l)

Adrenalin (ng/l)

nizka hladina

198 - 298

52 - 78

vysoka hladina

1095 - 1645

925 - 1395

Tabulka ¢. 3: Rozmezi kontrol

Priprava kalibracnich roztok(

Kalibra€ni roztok byl pfipraven z lyofilizovaného standardu, dodavaného firmou
Bio-Rad jako soucast kitu pro HPLC analyzu plazmatickych katecholaminl. Kalibracni
standard byl rozpustén v 10 ml 0,1 % R3. Pfi skladovani pfi 2-8 °C je stabilni tfi dny.
Stabilita pFi skladovani v teplotach < -20 °C je 1 mésic (46, s. 7). Rekonstituovany
kalibra¢ni vzorek mél koncentraci 488 ng/l pro noradrenalin a 570 ng/l pro adrenalin. Ze
zésobniho roztoku bylo v dubletu pfipraveno 5 roztokd o rdznych koncentracich.
Koncentrace noradrenalinu byly 30,5; 61; 122; 244 a 488 ng/l. Koncentrace adrenalinu
byly 35,63; 71,25; 142,5; 285 a 570 ng/l. Redéni bylo provedeno do celkového objemu
4 ml podle tabulky €. 4.

vysledna koncentrace vysledna koncentrace | zdsobni kalibracni | 0,1 % NayS,0s
adrenalinu (ng/l) noradrenalinu (ng/l) roztok (ml) (ml)
35,63 30,5 0,25 3,75
71,25 61 0,5 3,5
1425 122 1 3
285 244 2 2
570 488 4 -

Tabulka ¢. 4: Priprava kalibracnich roztokd
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Konzervace vzorku

JelikoZ katecholaminy podléhaji oxidaci, je nutné vzorky plazmy stabilizovat
pfidanim konzervantu. Pokud jsou vzorky extrahovany v kratké dobé po odbéru
(maximalné do 5 hodin), neni nutné antioxidant pfidavat. Ke vzork(m plné krve bylo
pfidano 50 pl 10 % Na,S,0s Poté byly vzorky centrifugovany 5 minut pfi 3500 ot/min
(rpm) a 4 °C. Do plastové zkumavky bylo odpipetovano alespon 2,5 ml plazmy, ktera
byla dale skladovéna pfi cca -70 °C (46, s. 6).

3.2 Extrakce katecholamin(

Na extrakéni kolonku bylo napipetovano 500 pl reagentu 1, 100 ul pracovniho
roztoku vnitfniho standardu a 1 ml vzorku plazmy nebo kontroly. Kolonka se pevné
uzavrela a nechala se 5 minut tfepat na tfepacce. Poté byl spodek kolonky uvolnén,
kolonka se vloZila do sklenéné zkumavky a byla centrifugovina 2 min pfi 1200 rpm.
Odpad byl vylit a spodek kolonky byl opét uzavien. Nasledné byla kolonka promyta 1
ml HPLC vody. Kolonka se dikladné protiepala a centrifugovala 1 min pfi 1200 rpm.
Odpad byl vylit a krok promyvani se opakoval s centrifugaci 2 min pfi 1200 rpm. Po
tomto kroku musi byt kolonka viditelné sucha, pokud tomu tak nebylo, centrifugace se
opakovala. Na spodni ¢ast kolonky byla nasazena elu¢ni vialka. Do suché kolonky bylo
napipetovano 120 pl pracovniho roztoku reagentu 2. Kolonka byla 30 s vortexovéna a
poté centrifugovana 2 min pfi 1200 rpm. Vyextrahované katecholaminy byly
prepipetovany do insertl umisténych v HPLC vialkach. K HPLC analyze bylo pouzito
50 pl eluatu.

3.3 Chromatograficka analyza

Chromatograficka analyza probihala pfi priitoku mobilni faze 0,7 ml/min a tlaku
cca 150 kPa. Termostat kolony byl temperovan na 35 °C. Termostat autosampleru byl
chlazen na 6 °C. Nastfik vzorku na kolonu byl 50 pl. Katecholaminy byly detekovany
elektrochemickym (coulometrickym) detektorem pfi nasledném nastaveni cel: na cele 1
byl nastaven potencial 350 mV srozsahem 100 nA, cela 2 méla potencial 0 mV
s rozsahem 50 nA a na guard cele byl nastaven potencial také 0 mV s rozsahem 50 nA.
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Noradrenalin byl detekovan pfiblizné ve 4. minuté, adrenalin pfiblizné v 6. minuté a
retencni €as vnitfniho standardu byl cca 9,5 minuty. Analyza jednoho vzorku trvala 19

minut.

E\ntegraﬂnn CP Calibratian \;“'_;'.Signa\ H[[Punly‘
U8 R Shot A0 = s B, St v
8 {1 A

‘ CC1 A, E1,250mY, 10004 (ADRENALIN 201 1\ADRENALIN 0505201 20110505 12-16-511002.0201.0)

AR DU RN

Noradrenalin
Adrenalin Vnitfni standard

Obrézek €. 7: Chromatogram

4  VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace podminek pro coulometrickou detekci

Kit firmy Bio-Rad, ktery jsme vnaSi praci pouzili, byl vyroben pro
amperometrickou detekci. Nasim Gkolem bylo najit vhodné nastaveni potencialli cel pro
coulometrickou detekci.

Byl pfipraven pracovni roztok test mixu dodavaneho firmou Bio-Rad. Pfiprava
test mixu - 50 pul z&sobniho roztoku bylo nafedéno 2 ml pracovniho roztoku reagentu 2.
Po promichéani bylo z této smési odpipetovano 100 pl, ke kterym bylo pfiddno 5 mi
pracovniho roztoku reagentu 2.
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K chromatografické analyze byl pouZit pracovni roztok test mixu. Analyza
probihala za stejnych podminek, které jsou popsany v bodé 3.3. Postupné byl ménén
potencial na cele 1, a to od 100 mV do 500 mV a na cele 2 se stfidal potencial -100 mV
a 0 mV. Timto méfenim jsme dosli k zavérlim, Ze zmény potencialll na cele 2 nemaji
vyznam pro analyzu, a tak byl vybran potencial 0 mV, ktery byl déle pouzivan. Zmény
potencialll na cele 1 jsou uvedené v grafu na obrazku ¢. 8 pro adrenalin a na obrazku ¢.
9 pro noradrenalin. Na ose x jsou vyneseny jednotlivé potencialy a na ose y je
zndzornéna odezva - plocha piku. Pro dalSi analyzy bylo zvoleno nastaveni potencialu
na 1. cele 350 mV.

Optimalizace potencialu - adrenalin

500

400 -
3
= 300 -
g
8 200 -

100 A

0 : f : f : f : f : f
0] 100 200 300 400 500 600
Potencial (mV)

Obrézek €. 8: Optimalizace potencidlu — adrenalin

Optimalizace potencialu - noradrenalin
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3
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g
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Obrézek €. 9: Optimalizace potencidlu — noradrenalin
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4.2 Validace metody

4.2.1 Kalibrace

Byla pfipravena 5 bodovad kalibrace adrenalinu a noradrenalinu. Jednotlive
kalibra€ni roztoky byly pfipraveny v dubletu s koncentracemi adrenalinu 35,63; 71,25;
142,5; 285 a 570 ng/l, koncentrace noradrenalinu byly 30,5; 61; 122; 244 a 488 ng/I.
KalibraCni kfivka byla v celém rozsahu linearni. Pro vypocet jednotlivych koncentraci
adrenalinu byla pouzita rovnice regrese y = 0,00099567x + 0,0058955, kde vy je plocha
piku a x je koncentrace stanovovaného analytu. Pro vypocet koncentraci noradrenalinu
byla pouZita rovnice regrese y = 0,00116679x + 0,0039203. Hodnota regresniho
koeficientu (R?) pro adrenalin je 0,99978 a pro noradrenalin 0,99977. Hodnota
regresniho koeficientu ndm udava miru rozptylu bodd kolem regresni primky.
KalibraCni kfivky jsou uvedeny na obrdzcich ¢. 10 pro adrenalin a €. 11 pro

noradrenalin.

Calibration Curve

adrenalin,
Area Ratio = 0.00099557AmtR atio +0.0052955

Area Ratio -lp. | poscedy -3 620061
0.6

0.5
0.4-
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0- Carrelation: 000978

L L L I g L L I L : L [
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Obrézek ¢. 10: Kalibra¢ni kfivka adrenalinu
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Calibration Curve

naradrenalin,
Area Ratio = 0.001168797AmtR atio +0.0032203

Area Ratio - g pocwery .55
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Obrézek ¢. 11: Kalibra¢ni kfivka noradrenalinu

4.2.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost neboli pfesnost nam udava tésnost shody mezi namérenymi
hodnotami ziskanymi opakovanym méfrenim za podminek opakovatelnosti méreni.

V nasi préci byla opakovatelnost méreni zjisténa analyzou 20 vzorkd Lyphochek
Endocrine controls (o0 vysoké a nizké hladiné stanovovanych analytl) za podminek
opakovatelnosti. To znamend, Ze vSechny vzorky byly pfipraveny toutéZz osobou,
méfeny na témze pristroji, se stejnou obsluhou, za stejnych podminek v jeden den.
Vysledky jsou uvedeny v tabulkach €. 5 pro nizkou hladinu kontrol a €. 6 pro vysokou
hladinu kontrol. Z vysledkd uvedenych ve vy$e zminénych tabulkach byl vypocitan
primér, smérodatnd odchylka (SD-vybérova), variaéni koeficient (CV) a bias.
Smérodatna odchylka udava miru rozptyll vysledkd. Cim niZsi hodnotu smérodatna
odchylka m4, tim je metoda presnéjsi. Variacni koeficient by nemél pfesahnout hodnotu
10 %. Pro nizkou hladinu kontrol jsme dosahli variacnich koeficient(i 4,4 % (adrenalin)
a 2,8 % (noradrenalin), u vysoké hladiny kontrol byly variani koeficienty 4,3 %
(adrenalin) a 2,3 % (noradrenalin). VSechny vysledky uvedené v tabulkach ¢. 5 a 6

odpovidaji poZzadavkiim Uspésné validace.
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KO nizké& |Noradrenalin| Adrenalin KO vysoké | Noradrenalin | Adrenalin

hladina (ng/1) (ng/1) hladina (ng/1) (ng/1)

1 264,7 61,4 1 1306,9 1117,3

2 264,5 60,9 2 1376,3 1161,9

3 266,9 64,2 3 1374,1 1148,1

4 268,0 60,1 4 1299,2 1115,0

5 265,5 63,0 5 1287,9 1084,3

6 265,2 63,6 6 1352,1 1224.0

7 260,1 61,0 7 1352,5 1139,0

8 273,0 60,1 8 1323,4 1129,3

9 265,4 57,6 9 1344,4 1073,3

10 269,2 61,4 10 1345,9 11441

11 257,4 66,5 11 1314,3 1104,2

12 263,2 59,0 12 1307,0 1109,0

13 267,2 61,6 13 1334,8 1126,2

14 263,6 56,4 14 1324,6 1120,6

15 258,8 58,5 15 1309,0 1129,2

16 260,7 60,0 16 1410,8 1223,7

17 248,7 56,5 17 1362,9 1125,0

18 257,9 56,5 18 1364,0 1046,8

19 270,1 60,8 19 1354,2 1227,3

20 2415 61,8 20 1332,6 1178,4

Prlmér 262,6 60,6 Prlmér 1338,9 1136,3
SO 7,3 2,7 SO 30,7 48,2
CV% 2,8 4,4 CV% 2,3 4,2
BIAS% -5,6 7.4 BIAS% 2,3 21
Tabulka &. 5: Opakovatelnost nizka Tabulka €. 6: Opakovatelnost vysoka

hladina hladina

4.2.3 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost méfeni byla zjisténa analyzou 20 vzorkd Lyphochek
Endocrine controls (o vysoké a nizké hladiné stanovovanych analyt(l). Vsechny
kontroly byly pfipraveny v jeden den, rozdéleny do alikvot a skladovany pfi cca -70 °C.
Kazdy den byla extrahovidna a zméfena jedna kontrola s nizkou hladinou a jedna
kontrola s vysokou hladinou adrenalinu a noradrenalinu. VVSechny kontroly byly méreny
na stejném pristroji stejnou obsluhou. Vysledky jsou uvedené v tabulkach €. 7 pro
nizkou hladinu kontrol a ¢. 8 pro vysokou hladinu kontrol. Z vysledkl byl opét
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vypocitan priimér, smérodatna odchylka vybérova, variaéni koeficient a bias. Z Udajll

v tabulkach €. 7 a 8 plyne, Ze variacni koeficienty byly mirné zvysené oproti variacnim

koeficientlm pri méfeni opakovatelnosti, zadny vSak nepresahl hodnotu 10 %, coz se

shoduje s udaji, jeZz uvadéji Vrankova et al., ktefi ve své praci takeé popisuji mirné

zvyseni hodnot variacnich koeficientl. Tento jev (zvyseni hladin variacnich koeficient(l

v pfipadé reprodukovatelnosti) pfisuzuji zahrnuti variability do vysledkd (méfeni

v rliznych dnech) (37, s. 253). VSechny nami namérené vysledky splfiuji pozadavky

Uspésné validace.

KO nizk& |Noradrenalin| Adrenalin KO vysoké | Noradrenalin| Adrenalin

hladina (ng/1) (ng/1) hladina (ng/1) (ng/1)

1 265,5 69,2 1 1344,4 1013,6

2 248,7 56,8 2 1332,6 1115,0

3 259,3 58,2 3 1317,0 1223,7

4 257,4 63,0 4 1410,8 1125,0

5 284,5 59,9 5 1263,1 1104,2

6 263,6 63,7 6 1259,3 1109,0

7 2415 64,2 7 1317,4 1084,3

8 291,4 57,1 8 1289,0 1038,0

9 251,4 55,4 9 1214,0 1017,5
10 278,2 61,2 10 1201,3 999,3

11 279,8 68,7 11 1235,1 1001,4

12 285,4 63,6 12 1362,9 1023,1

13 285,9 66,5 13 1364,0 1018,1

14 278,8 67,5 14 12429 1046,8

15 278,7 61,6 15 1354,2 1015,3

16 290,4 60,7 16 1323,5 1018,9

17 275,5 61,8 17 1275,9 1117,3

18 284,0 58,5 18 12495 1120,6

19 267,4 60,8 19 1308,5 1008,7

20 292,1 58,3 20 1182,2 1073,3

Prlmér 273,0 61,8 Prlmér 1292,4 1063,7
SD-vybér 15,2 4,0 SD-vybér 61,2 59,4
CV% 5,6 6,4 CV% 4,7 5,6
BIAS% -9,2 5,1 BIAS% 6,0 9,1

Tabulka €. 7: Reprodukovatelnost nizka

hladina

o1

Tabulka €. 8: Reprodukovatelnost vysoka

hladina
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4.2.4 Spravnost

Spravnost (pravdivost) je definovana jako tésnost shody mezi primérnou
hodnotou ziskanou z Fady vysledk( zkousek a pfijatou referenéni hodnotou. Mirou
pravdivosti je obvykle vychyleni (bias). Hodnota bias odhaduje hodnotu systematické
chyby.

Hodnoty bias byly vypocitany pro opakovatelnost i reprodukovatelnost a jsou
uvedeny v tabulkéch ¢&. 5 — 8. Stfedni referen¢ni hodnoty kontrolnich materiall byly 65
ng/l pro adrenalin a 248 ng/l pro noradrenalin u nizké kontroly a 1160 ng/l pro adrenalin
a 1370 ng/l pro noradrenalin u vysoké kontroly. Tabulky €. 5 a 6 uvadgji hodnoty bias
pro opakovatelnost. U nizké kontroly jsou tyto hodnoty 7,4 % pro adrenalin a 5,6 % pro
noradrenalin. U vysoké kontroly jsou tyto hodnoty 2,1 % pro adrenalin a 2,3 % pro
noradrenalin. V tabulkach €. 7 a 8 jsou uvedeny hodnoty bias pro reprodukovatelnost. U
nizké kontroly jsou tyto hodnoty 5,1 % pro adrenalin a 9,2 % pro noradrenalin. U
vysoké kontroly jsou tyto hodnoty 9,1 % pro adrenalin a 6,0 % pro noradrenalin.

Jednotlivé hodnoty bias nepfekro€ily hranici 10 %.

4.2.5 Mez detekce

Mez detekce (LOD-limit of detection) daného analytického postupu je dana
nejmensim mnozstvim analytu ve vzorku, které mize byt detekovano. Mez detekce
jsme stanovili pomoci analyzy 3 slepych vzork(. Slepy vzorek byl pfipraven z HPLC
vody stejnym postupem extrakce jako viechny ostatni vzorky. U vsech slepych vzorkd
byla ode¢tena vyska Sumu a vypocitala se prlimérna hodnota Sumu. Mez detekce jsme
pak vypocitali podle nize uvedeného vzorce z5 bodové kalibrani kfivky. Tyto
kalibra¢ni kfivky jsou znazornéné na obrdzku 12 pro adrenalin a na obrdzku 13 pro

noradrenalin a byly sestaveny z vysek piku.

Xd =Yd/bl

Yd— 3. hmax— maximalni kolisani zakladni linie
b1 — smérnice kalibracni pfimky, b1 musi vychéazet z koncentracni zavislosti y = b1 . x,

kde y je vySka chromatografického piku.

52


http://www.sekk.cz/terminologie/Text/Terminologie.htm

Bakalarska prace

V tabulce ¢. 9 jsou uvedeny hodnoty vysek pikl jednotlivych slepych vzorkd, jejich
primér a maximalni kolisani zakladni linie.

Nulovy vzorek Vysky piki
Noradrenalin Adrenalin
1 0,0095 0,012
2 0,0095 0,013
3 0,0068 0,0073
prameér 0,0086 0,0108
3. hmax 0,0258 0,0324

Tabulka ¢. 9: Hodnoty vysky piki slepych vzork(

- w  ep e . ¥=0,0013x+0,0047
Kalibracni kfivka - adrenalin R® - 09995

0.8
Q,7 +
06 +
0,5 +
04 +
0,3 +

Pomér s ky pikif1.5.

o
[

0,1 +

a 100 200 300 400 500 &00

koncentrace (ng/l)

Obrézek ¢. 12: Kalibra¢ni kfivka adrenalinu

Smérnice kalibracni primky b1 je 0,0013.

Mez detekce pro stanoveni adrenalinu v plazmé metodou HPLC-ECD je 24,9 ng/l.
Vyrobcem udavana mez detekce pro stanoveni adrenalinu je 19 ng/l. PfestoZe byl pouZit
citlivéjsi detektor, nepodafilo se ndm dosédhnout takové meze detekce, jakou udava
vyrobce.

53



Bakalarska prace

Kalibracni kfivka - noradrenalin ¥=0,0022x+0,0096
RZ=p0008
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Obrézek ¢. 13: Kalibra¢ni kfivka noradrenalinu

Smérnice kalibracni primky b1 je 0,0022.
Mez detekce pro stanoveni noradrenalinu v plazmé metodou HPLC-ECD je 11,7 ng/I.
Vyrobcem udavana mez detekce pro stanoveni noradrenalinu je 16 ng/l. Nd&mi naméfena

mez detekce pro noradrenalin je niz$i, coz by mohlo byt zplsobeno citlivéjSim
detektorem.

4.2.6 Vytéznost

Vytéznost metody udava pomér mnoZzstvi analytu ziskaného danou analytickou
metodou Kk pfijaté referencni hodnoté. VytéZznost udavand vyrobcem je 102 % pro
adrenalin i noradrenalin. Nami stanovend vytéZznost je 98 % pro adrenalin i

noradrenalin, coZ splfiuje akceptacni kritéria validace.

4.2.7 Robustnost

Robustnost metody je schopnost metody podat prijatelné vysledky i za
pfedpokladu, Ze doSlo k mirnym odchylkam v postupu. Robustnost nam udava
spolehlivost metody pfi jejim bézném pouzivani. V naSi praci byla robustnost
posuzovana pomoci dvou parametr(l. Nejprve byl sledovan vliv skladovani vzorki a

posléze byl sledovan vliv rozmrazovani.
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Pro zhodnoceni vlivu skladovani vzork( byly pouzity plazmy od 10 pacientll. Po
pridani konzervacni latky a centrifugaci byla plazma odpipetovana do dvou zkumavek.
Jedna byla uloZena v mrazaku pfi cca -20 °C a druhd pfi cca -70 °C. V8echny vzorky
byly extrahovany a méfeny jednou osobou ve stejny den. Vysledky jsou uvedeny
v tabulkdch ¢. 10 pro adrenalin a €. 11 pro noradrenalin. NaSe vysledky ukézaly
vyznamny pokles hladin adrenalinu u poloviny sledovanych pacient(, jejichz vzorky
byly skladovany pfi cca -20 °C. V pfipadé noradrenalinu jsme naméfili podobné
hodnoty u vzorkl skladovanych pfi cca -20 °C a pfi cca -70 °C (zmény do 10 %).
V literature se uvadi, Ze vzorky jsou stabilni, pokud jsou skladovany pfi cca -70 °C.
Avsak autofi Boomsma et al. ve své praci uvadéji, Zze katecholaminy jsou stabilni
v plazmé 1 den pfi cca 20 °C a aZ 2 dny pfi cca 4 °C, coz je v rozporu s témér viemi
ostatnimi autory, ktefi shodné uvadgji, Ze vzorky je nutné co nejdfive centrifugovat a
zamrazit. (45, s. 2503).

Vliv skladovani — adrenalin (ng/l) Vliv skladovani — noradrenalin (ng/l)
vzorek -70°C -20°C vzorek -70°C -20°C
1 15,3 10,4 1 184,0 196,8
2 108,4 7,4 2 255,3 274,7
3 0,0 0,0 3 283,7 263,5
4 11,0 9,4 4 730,0 684,0
5 137,0 57,4 5 557,1 574,3
6 32,7 35,3 6 431,0 434,6
7 39,0 14,9 7 360,3 377,3
8 7,3 8,5 8 463,9 489,3
9 91,7 66,0 9 384,1 367,3
10 233,6 145,3 10 394,2 426,0
Tabulka €. 11: Vliv skladovani —
Tabulka €. 10: Vliv skladovani — adrenalin noradrenalin

K posouzeni vlivu rozmrazovéani bylo pfipraveno celkem 20 ml kontrolniho
materialu obsahujiciho nizkou hladinu katecholamind a 20 ml kontrolniho materialu o
vysoké hladiné katecholamind. 10 ml od kazdé hladiny kontrol bylo prepipetovano do
15 ml falkonky (kénicka zkumavka), zamrazeno a skladovano pfi cca -70 °C. Zbylych
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10 ml bylo rozdéleno do mikrozkumavek na alikvoty po 1 ml, zamrazeno a skladovano
pfi cca -70 °C. V pribéhu nékolika dni pak byly vzdy rozmrazeny kontroly ve
falkonkdch a 1 ml z kazdé byl extrahovan a méfen. Spolu snimi byly vidy
analyzovany 2 kontroly skladované po alikvétach (od kazdé hladiny 1). Extrakce i
meéfeni byly provadény vzdy stejnou obsluhou na stejném analyzatoru. Vysledky jsou
uvedené v tabulkach 12 a7 15. Obecné by se dalo shrnout, Ze vysledky rozmrazovanych
kontrol jsou nepatrné nizsi nez vysledky kontrol uloZenych po alikvotach, nicméné tyto
rozdily nejsou vyrazné, a tudiz jsme naSim méfenim nezjistili Zadny vyznamny vliv

rozmrazovani vzorkl na vysledky analyzy.

Nizka kontrola adrenalin Nizka kontrola noradrenalin
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola
vzorek alikvoty rozmrazovana vzorek alikvoty rozmrazovana
1 60,7 58,6 1 290,4 298,2
2 57,6 55,2 2 275,5 288,1
3 58,5 57,8 3 274,0 269,3
4 60,8 55,4 4 297,4 293,0
5 58,3 61,9 5 292,1 274,2
6 61,3 62,1 6 269,9 276,8
7 55,4 63,5 7 284,5 295,8
8 61,2 58,2 8 263,6 288,8
9 68,7 53,6 9 295,4 269,6
10 59,8 62,5 10 285,4 261,2
Primeér 60,2 58,9 Primeér 282,8 281,5
SD- vybér 3,5 3,5 SD- vybér 11,5 12,9
CV% 5,8 5,9 CV% 4,1 4,6
BIAS % 7,9 10,4 BIAS % -12,3 -11,9
Tabulka €. 12: VIiv rozmrazovani - Tabulka €. 13: Vliv rozmrazovani -
nizka kontrola adrenalinu nizka kontrola noradrenalinu
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Vysoké kontrola adrenalin Vysoké kontrola noradrenalin

Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola

vzorek alikvoty rozmrazovana vzorek alikvoty rozmrazovana

1 1018,9 088,8 1 1323,5 1313,5

2 932,1 9449 2 1275,9 1261,7

3 1078,2 1005,3 3 1349,5 1302,8

4 1008,7 953,8 4 1358,5 1262,1

5 951,9 938,4 5 1259,3 1221,8

6 1046,8 955,1 6 1344,4 1294.8

7 1017,5 960,3 7 1202,6 1149,7

8 999,3 866,6 8 1257,0 1182,8

9 1001,4 936,2 9 1362,9 1198,1

10 1103,1 1098,4 10 1293,9 1205,7

Primeér 1015,8 964,8 Primeér 1302,8 1239,3
SD- vybér 51,8 59,5 SD- vybér 53,6 55,8
CV % 5,1 6,2 CV % 4,1 4,5
BIAS % 14,2 20,2 BIAS % 5,2 10,5

Tabulka ¢. 14: Vliv rozmrazovani -

Tabulka ¢. 15: Vliv rozmrazovani -

vysoka hladina adrenalinu vysoka hladina noradrenalinu

4.3 Stanoveni adrenalinu a noradrenalinu u pacientskych
vzork(

V nasi praci jsme provadéli mezilaboratorni porovnani vysledkll na 42
pacientskych vzorcich. Byly porovnavany vysledky ziskané v nasi laboratofi (Ustav
klinické biochemie a patobiochemie fakultni nemocnice v Motole) s vysledky
z laboratofe Rutinni biochemie a imunochemie nemocnice Sternberk. Béhem této prace
bylo zméfeno celkem 65 pacientskych vzorkd, bohuzel jsme vSak neméli k dispozici
véechny vysledky z nemocnice Sternberk, a proto bylo mezilaboratorni porovnani
provedeno pouze na vybraném poctu pacientd.

Vsechny vzorky byly odebirdny na endokrinologickém oddéleni Kkliniky
nukledrni mediciny a endokrinologie (KNME) ve fakultni nemocnici Motol (FN Motol)
do vakuovych zkumavek (firmy Vacuette) s fialovym viCkem, které obsahuji jako
protisrazlivy prostiedek KsEDTA. Pacientovi byla krev odebirana v sedé a odbéru
nepredchazela 30 minutova kanylace, ackoli je pro toto stanoveni doporucovéna (11, s.

1; 28). | kdyz jsme védéli, Ze neni dodrzena preanalyticka faze, poZzadovali jsme
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odebirat vzorek stejnym zpiisobem jako pro nemocnici Sternberk, aby nedochézelo
k rozdilim v koncentracich katecholaminl v dlsledku jiné preanalytické faze. Do nasi
laboratore byl vzorek prepraven ihned po odbéru pomoci potrubni posty. Ke vzorku
bylo hned pFiddno 50 ul konzervantu (10 % Na,S,0s) a byl centrifugovan 10 min pfi
3500 ot/min a cca 4 °C. Plazma byla odpipetovana do plastové zkumavky a uloZena pfi
cca -70 °C. VS8echny vzorky byly extrahovany a méfeny jednou osobou na témze
pristroji podle postupl, jeZ jsou vySe uvedeny. Pred kazdou analyzou pacientskych
vzork(l byly zméfeny kontroly na obou hladinach. Vzorky, které se posilaly do
nemocnice Sternberk, byly ponechany 30 minut v mistnosti a az poté byly
centrifugovdny v KNME, nésledné byla plazma odpipetovana do mikrozkumavek a
zamrazena pfi cca -20 °C. Takto zpracované vzorky byly svazeny do nemocnice
Sternberk cca jednou tydné. Zamrazené vzorky plazmy byly transportovany v chladicim
boxu a uloZené v ledu. V nemocnici Sternberk byly vzorky analyzovany metodou
HPLC s elektrochemickou detekci. V pribéhu méfeni doslo ke zruseni metody na
stanoveni adrenalinu a noradrenalinu v nemocnici Sternberk a k analyze byly vzorky
dale zasilany na oddéleni laboratorni mediciny pracovisté Prostéjov, kde k analyze
pouzivali kit firmy Recipe. Zadné dalsi validadni Udaje k metodé nam viak nebyly
sdéleny.

V tabulce 16 jsou uvedené vysledky fakultni nemocnice Motol a vysledky

nemochnice Sternberk.

Vysledky FN MOTOL Vysledky PROSTEJOV
Noradrenalin Adrenalin Noradrenalin Adrenalin
Pacient (ng/1) (ng/1) (ng/1) (ng/1)
1 888,8 45,7 896,5 74,2
2 856,3 93,8 891,7 106,5
3 547 <249 597,5 5
4 878,7 84,7 826,1 78,2
5 801,9 127,4 715,5 102,2
6 310,2 <249 302,8 5
7 763,7 156,3 975,9 192,8
8 567,3 <249 547,7 5
9 372,9 <249 256,2 5
10 420,6 <249 400 6,9
11 606,7 37,1 501,9 32,7
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12 668,9 37,3 537,3 29,4
13 502 <249 556,3 S
14 378,64 42 375,2 53,2
15 527,2 82,83 318,6 68,8
16 234,36 26,17 369,1 108
17 349,36 27,83 413,4 47,8
18 517,93 43,67 334,1 44,9
19 488,4 <249 363,6 9,7
20 642,2 <249 442,8 S
21 233,9 35 402,8 57,9
22 301,2 25,3 379 33,9
23 1048,8 46,6 414,5 29,8
24 160 <249 365,1 56,2
25 549,2 <249 338,3 S
26 1257,3 <249 1096,8 42,7
27 1845,4 81,8 515,8 21
28 1258,7 <249 944,6 S
29 434,6 35,3 388,2 26,3
30 377,3 <249 476,1 13,9
31 223,5 <249 2217,8 91
32 618,5 <249 254,7 68,9
33 479,6 <2491 169,1 63
34 805,5 71,2 569,4 S
35 759,9 <249 373,4 S
36 294,1 40,7 281 23,6
37 498,64 30,33 421,4 116
38 682,9 44,3 386,1 65,7
39 487,7 48 419,1 79,1
40 686,1 <249 525,4 44,1
41 574,3 57,4 358,9 S
42 684 58,1 553,8 S

Tabulka €. 16: Vysledky pacientskych vzorkd FN Motol a nemocnice Prostéjov

Vysledky analyzy byly rozdéleny do tfi skupin a statisticky vyhodnoceny
programem GraphPad Prism 5.0. 1. skupinu tvorily hodnoty noradrenalinu, 2. skupina
se skladala ze vSech naméfenych hodnot adrenalinu a 3. skupina byla tvorena pouze
hodnotami adrenalinu vy$Simi nez nami stanovena mez detekce tj. 24,9. Toto rozdéleni
bylo zvoleno, protoze se Cast vysledkd z nemocnice Prostéjov nachazela mezi

hodnotami 5 a 24,9, které jsme nemohli kvantifikovat s dostate¢nou presnosti, jelikoz se
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nachazeli pod mezi detekce. Normalita rozloZeni dat byla hodnocena pomoci
D"Agostino & Pearson testu. JelikoZ se u v8ech tfi skupin jednalo o nenormalni
rozloZeni dat, byl u vSech dat proveden neparametricky T-test.

U 1. skupiny (hladiny noradrenalinu) neparametricky T-test prokazal, Ze mezi
vysledky FN Motol a nemocnice Prostéjov je jiz signifikantni rozdil, p = 0, 0485.
Hodnota p je hranicni, jelikoZ hodnoty > 0,05 jiZ neznamenaji statisticky vyznamny
rozdil. Proto byl dale vypocitan Spearmaniv korelaéni koeficient, ktery nam vysel 0,66,
a podle kterého spolu vysledky koreluji.

U 2. skupiny (vSechny naméfené hladiny adrenalinu) neparametricky T-test
prokazal, Ze mezi vysledky neni statisticky vyznamny rozdil, p = 0,3383.

3. skupina - hladiny adrenalinu bez hodnot niZSich nez 25,0. V této skupiné
neparametricky T-test také neprokdzal statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky,

p =0,2611.

Pro celkové posouzeni stavu pacienta byl vzdy vyhodnocovidn kompletni
laboratorni nalez, ktery byl zajiStovan nemocnici v Prostéjové. Pro kompletni
laboratorni nalez byly déale stanoveny hladiny volnych nefrindi v plazmé, vypocitan
index metanefrin/adrenalin, normetanefrin/noradrenalin a hodnoty nefrind byly
prepocitany na vék. PFi méfeni 42 pacientskych vzorkl se u 29 pacientll shodujeme
s vysledky naméfenymi v nemocnici Prostéjov. 11 pacientim (z vyse zminénych 29)
byly v obou laboratofich zjistény hodnoty adrenalinu a noradrenalinu v referenénim
rozmezi. U vSech téchto pacientdl nesvéd¢i kompletni laboratorni nalez pro pritomnost
feochromocytomu. U 18 zbyvajicich (z vySe zminénych 29) byly detekovany zvysené
koncentrace alesponi jednoho analytu. Z toho 10 pacientdm, kterym byly naméreny
zvySené hladiny noradrenalinu v obou laboratofich, kompletni laboratorni nélez

v v

nesvédCil pro pFitomnost FEO. Vys8i hladiny noradrenalinu mohli byt zplsobeny
sekundarnim stresovanim pacienta (napf. stres z odbéru krve). U zbyvajicich 8
pacientl, kterym byly vobou laboratofich zjistény zvySené koncentrace alespori
jednoho analytu, bud celkovy nélez pfimo svédCil pro pfitomnost FEO nebo jim byl
doporucen clonidinovy supresni test.

Z 13 pacient(, u kterych se naSe vysledky neshodovaly, byly 8 pacientlim v nasi
laboratofi naméfeny zvysené hladiny noradrenalinu. Po zhodnoceni vSech parametr(i
nesvédCil nalez pro pfitomnost FEO. Zvy$ené hladiny mohli byt zplsobeny

sekundarnim stresovanim pacienta. Vyskytly se také dva pfipady, kdy v nasi laboratofi
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byly zjistény normalni hodnoty obou analytd, ale v porovnavané laboratofi detekovali u
jednoho pacienta zvy3ené hladiny adrenalinu a u druhého pacienta zvySené hladiny
noradrenalinu. Po zhodnoceni v8ech ostatnich sledovanych hodnot ale dospéli k zavéru,
Ze ani v jednom pripadé nesvédCi celkovy nalez pro pfitomnost FEO. Déle byly v nasi
laboratofi naméfeny tfem pacientim zvy$ené hladiny noradrenalinu, které ovsem
v porovnavané laboratofi nedetekovali. Nicméné po zhodnoceni dalSich parametr(
témto pacientdm doporucili clonidinovy supresni test. Niz$i hodnoty noradrenalinu
naméfené v laboratofich nemocnice Prostéjov mohly byt zplsobeny degradaci
noradrenalinu po odbéru vzorku, kdy zkumavky byly ponechany 30 minut pfi pokojové
teploté a aZz poté byly centrifugovany a skladovany pouze pfi cca -20 °C.

V nemocnici Prostéjov bylo pfi analyze detekovano 5 vzorkd s hladinami

v

adrenalinu vys$$imi nez referenéni meze. U 3 pacientd se nase vysledky shodovaly, u
zbylych 2 pacientd jsme naméfili hodnoty adrenalinu do 30 ng/I.

PfrestoZe laboratof v nemocnici Prostéjov pod vedenim prof. Stejskala slouzi
jako specializované pracovisté pro biochemicky prikaz feochromocytomu, jsou zde
analyzovany pacientské vzorky, u kterych nebyla dodrZzena preanalyticka faze, kterd méa

pro toto stanoveni zasadni vyznam.
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5 ZAVER

Byla provedena optimalizace chromatografické metody s coulometrickou
detekci pro stanoveni adrenalinu a noradrenalinu v plazmé za pouZiti kitu firmy Bio-
Rad, ktery je ur€en pro amperometrickou detekci. Jako optimalni nastaveni analytickych
cel jsme zvolili nasledujici nastaveni. Na cele 1 byl nastaven potencial 350 mV a rozsah
100 nA, na cele 2 byl nastaven potencidl 0 mV s rozsahem 50 nA a na guard cele byl
zvolen potencidl 0 mV s rozsahem 50 nA. Pfi tomto nastaveni detektoru bylo dosazeno
nejvetsi odezvy pro stanovované analyty, a proto byla pfi tomto nastaveni provedena
validace metody.

U metody byla zjiStovana presnost a spravnost za podminek opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti. Variacni koeficienty u opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
nepfesahly hladinu 7 %, hodnoty bias byly do 10 %. Pro robustnost byly zjistény
hodnoty variacnich koeficientli také do 7 %. Podle nasich méfeni nema na hladiny
adrenalinu a noradrenalinu vliv opakované rozmrazovani vzorku. Déle jsme zjistili, Ze
skladovéni vzorku pfi cca -20 °C a pfi cca -70 °C mé& vliv na hladiny adrenalinu, ale
hladiny noradrenalinu nebyly vyrazné ovlivnény. U poloviny pacientskych vzork(
skladovanych pfi cca -20 °C byly naméfeny hladiny adrenalinu vyrazné nizsi nez u
vzork{ skladovanych pfi cca -70 °C.

PFi mezilaboratornim porovnani jsme dospéli k zavérlim, Ze celkové vysledky
stanoveni adrenalinu a noradrenalinu detekované v nasi laboratofi koreluji s vysledky
naméfenymi v nemocnici Sternberk. Z 42 sledovanych vzork(i jsme se shodovali
v naméfenych hodnotach pod nebo nad referenénim rozmezi u 29 pacientd. Detekovali
jsme zvySené koncentrace noradrenalinu u 3 pacientl, kterym byl doporucen
clonidinovy supresni test, ale vnemocnici Sternberk tyto zvy3ené koncentrace
nezachytili. U zbylych 11 pacient(, kde se nase vysledky liSily, kompletni laboratorni
nalezy nesvédCily pro pfitomnost FEO a ke zvySeni koncentraci nejspiSe doSlo
v disledku sekundarniho stresu pacienta. Jednalo se pouze o mirné zvyseni koncentraci.
Celkové jsme dospéli k zavéru, Ze preanalytickd faze je pro toto stanoveni velmi
ddlezitd. Samostatné stanoveni katecholamind je mnohem pFinosnéjsi nez stanoveni
metabolitd katecholamini v moci, které je stale na mnoha pracovistich pouzivané, i
kdyZz ne zcela dostaCujici. K Uplnému posouzeni stavu pacienta je nejvhodnéjsi
kompletni laboratorni nalez, do kterého se dale fadi stanoveni plazmatickych hladin
nefrinli, prepodet vysledkd na veék, vypodet index(i metanefrin/adrenalin,
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normetanefrin/noradrenalin). Proto by bylo dale potfeba zavést i metodu na stanoveni
nefrind v plazmé.
Metoda optimalizovana a pouzivana v této praci byla Uspésné validovana a je

vhodna pro stanoveni koncentraci adrenalinu a noradrenalinu v plazmé.
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