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Anotace 
 

Cílem této bakalářské práce bylo provést validaci metody na stanovení 

adrenalinu a noradrenalinu v plazmě pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

s elektrochemickou (coulometrickou) detekcí. Metodu bylo potřeba nejprve 

optimalizovat pro coulometrickou detekci, neboť byl používán kit firmy Bio-Rad, který 

byl určen pro stanovení s amperometrickou detekcí. Principem této metody je 

chromatografická separace látek s následnou oxidací stanovovaných analytů při 

průchodu analytickou celou s coulometrickou detekcí. Součástí analytického postupu je 

extrakce adrenalinu a noradrenalinu na pevné fázi. 

 V rámci této práce byla provedena optimalizace metody pro stanovení 

adrenalinu a noradrenalinu s coulometrickou detekcí. Na jednotlivých analytických 

celách bylo zvoleno následující nastavení potenciálů: na cele 1 byl nastaven potenciál 

350 mV s rozsahem 100 nA, na cele 2 byl nastaven potenciál 0 mV s rozsahem 50 nA 

na a na guard cele 0 mV s rozsahem 50 nA. Dále byla chromatografická metoda plně 

validována (přesnost, správnost, mez detekce, robustnost). Na závěr bylo provedeno 

mezilaboratorní porovnání výsledků 42 pacientských vzorků s výsledky naměřenými 

v nemocnici Šternberk. 
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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 Šternberk. 
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ÚVOD 
 

Katecholaminy – adrenalin, noradrenalin a dopamin - jsou biogenní monoaminy 

tvořené v chromafinních buňkách dřeně nadledvin (převážně adrenalin) a centrálním 

nervovém systému (převážně dopamin a noradrenalin). Tyto hormony hrají 

nezastupitelnou roli ve stresových situacích, mimo jiné ovlivňují i naši náladu, spánek a 

procesy, jež vyžadují pozornost. Fyziologické hodnoty adrenalinu v plazmě jsou          

84 pg/ml, noradrenalinu 420 pg/ml a dopaminu 94 pg/ml (12, s. 2; 22, s. 1). 

U některých onemocnění, jako jsou feochromocytom, paragangliom a 

neuroblastom dochází k nadprodukci katecholaminů, jejichž nadbytek může mít fatální 

důsledky. Feochromocytomy jsou obecně nádory vycházející z chromafinních buněk 

(nejčastěji dřeně nadledvin). Pokud jsou lokalizovány extraadrenálně, nazývají se buď 

extraadrenální feochromocytomy, nebo také paragangliomy. Nejčastějším příznakem je 

trvalá nebo záchvatovitá hypertenze, kterou trpí asi 85–90 % pacientů 

s feochromocytomem. Tyto nádory se vyskytují poměrně vzácně, a pokud jsou včas 

rozpoznány a správně léčeny, má pacient velkou šanci na plné vyléčení. Nerozpoznané 

či špatně léčené feochromocytomy téměř vždy končí fatálně. Vzhledem k tomu, že až 

50 % feochromocytomů zůstává nerozpoznáno, jsou velmi podstatné pokroky 

v biochemické diagnostice, které umožňují dřívější diagnostiku nádoru. Zároveň 

současné pokroky v lokalizaci nádoru (pozitronová emisní tomografie s použitím 18F-

fluorodeoxyglukózy), chirurgických technikách (nadledviny šetřící laparoskopická 

chirurgie) a v porozumění patofyziologii a genetice nádoru (nově objevené mutace genu 

TMEM127) vedou ke změnám ve strategii a možnostech léčby (7, s. 129–130). 

Biochemický průkaz nadprodukce katecholaminů a jejich metabolitů je klíčový 

pro diagnostiku feochromocytomu, přičemž stanovení katecholaminů v plazmě je velmi 

podstatné pro zpřesnění výsledků, které nesvědčí jednoznačně pro feochromocytom a 

správné zařazení pacienta buď do skupiny zdravé populace, nebo do skupiny pacientů 

s feochromocytomem.  
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 KATECHOLAMINY 

 
 Katecholaminy (dopamin, noradrenalin a adrenalin) patří mezi látky obsahující 

ve své struktuře katecholové jádro a etylaminovou skupinu, která je připojena na uhlíku 

1. Jsou to biogenní monoaminy. Prekurzorem pro syntézu katecholaminů je 

aminokyselina tyrozin. Nejvýznamnější metabolity katecholaminů jsou metanefrin, 

normetanefrin, kyselina vanilmandlová a kyselina homovanilová. Katecholaminy jsou 

v mozku produkovány jen malým počtem neuronů, které jsou sdruženy do specifických 

jader. Jako neurotransmitery je využívá asi 500 000 neuronů, což je však jen 0,0005 % 

z celkového počtu neuronů. V krátkodobých stresových reakcích má nezastupitelnou 

roli hlavně adrenalin (jakožto stresový hormon). Ten je tvořen převážně v dřeni 

nadledvin. Noradrenalin, produkovaný hlavně v centrálním nervovém systému (CNS), 

ovlivňuje spánek, náladu a procesy vyžadující pozornost. Dopaminergních neuronů se 

v CNS vyskytuje asi 300 000 až 400 000, což je většina neuronů, jež využívají 

katecholaminy. Tyto neurony jsou lokalizovány do čtyř hlavních jader, nacházejících se 

hlavně v mesencefalu. Dopaminergní neurony vytváří tři hlavní projekční dráhy, které 

ovlivňují kontrolu motoriky, kognitivní a behaviorální procesy. (22, s. 1). 

 

1.1.1 Biosyntéza katecholaminů 

 
Katecholaminy se syntetizují převážně ve dřeni nadledvin, dopaminergních a 

noradrenergních neuronech, dále pak i v periferních buňkách gastrointestinálního traktu 

a ledvin. Aminokyselinový prekurzor, ze kterého se katecholaminy syntetizují, je 

tyrozin. Ten je do těla přijímán buď potravou nebo vzniká v játrech hydroxylací 

fenylalaninu. Na pozici 3 je L-tyrozin hydroxylován cytosolovým enzymem 

tyrozinhydroxylázou (TH) na dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Tyrozinhydroxyláza 

vyžaduje ke své funkci jako kofaktor železnaté ionty (Fe2+), molekulární kyslík a 

tetrahydrobiopterin (donor vodíku). 

V dopaminergních neuronech pokračuje syntéza dekarboxylázou aromatických 

kyselin (AADC = L-aromatic acid decarboxylase) a tím zde i končí. AADC přeměňuje 

L-DOPA na dopamin. AADC se nachází v cytoplazmě a ke své správné funkci 
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potřebuje pyridoxalfosfát (derivát vitaminu B6) (22, s. 2; 23, s. 22). Dále se dopamin 

z cytoplazmy přesune do vezikulárních zásobních granul. Dopamin je v dopaminergních 

neuronech centrálního nervového systému (CNS) konečným produktem. Slouží zde jako 

přenašeč nervového vzruchu (1, s. 38).   

V noradrenergních neuronech pak pokračuje syntetická dráha dál, a to konverzí 

dopaminu na noradrenalin (NA). Tato konverze probíhá pomocí dopamin-β-

hydroxylázy (DBH). Tento enzym vyžaduje jako kofaktory měďnaté ionty (Cu2+) a 

kyselinu askorbovou (vitamin C) (22, s. 2; 23, s. 22). Enzym DBH se vyskytuje pouze 

v těch buňkách, které syntetizují noradrenalin a adrenalin (1, s. 39). 

Syntéza noradrenalinu na adrenalin pokračuje dále ve dřeni nadledvin a 

noradrenergních neuronech. Je zprostředkována enzymem fenyletanolamin-N-

metyltransferázou (PNMT). Kofaktorem PNMT a donorem metylové skupiny je zde S-

adenosyl-L-methionin. Vytvořený adrenalin je dále přesunut do chromafinních granul, 

kde je uchováván až do svého uvolnění (1, s. 39). 

 
 Obrázek č. 1: Syntetická dráha katecholaminů (převzato z 23, s. 21) 
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1.1.2 Skladování katecholaminů 

 
Pomocí vezikulárních monoaminových transportérů jsou katecholaminy 

přesouvány do vezikulárních zásobních granul. Zásoby katecholaminů ve vezikulách se 

nacházejí ve velmi dynamickém stavu vzhledem k okolní cytoplazmě. Dochází 

k neustálým pasivním únikům do cytoplazmy, ty jsou vyrovnávány aktivním 

transportem zpět do zásobních granul. Uvnitř granul je kyselé prostředí, kromě 

katecholaminů se tam nachází i ATP a peptidy (nejznámější jsou chromograniny). 

Dosud byly popsány dva druhy chromafinních buněk, které obsahují morfologicky 

rozdílné vezikuly. Ty mohou přednostně skladovat adrenalin nebo noradrenalin (1, s. 

40). 

 

1.1.3 Metabolismus katecholaminů 

 
Inaktivace katecholaminů probíhá pomocí několika po sobě následujících kroků. 

Zahrnuje kroky vychytávání a metabolismu. 

Vychytávání katecholaminů je zprostředkováno transportéry. Ty se dělí do dvou 

skupin (transportéry lokalizované v neuronech a transportéry s extraneuronální 

lokalizací). Pro odstranění katecholaminů z krevního oběhu a ukončení šíření signálu je 

podstatný extraneuronální transportér. Naopak základním mechanismem pro rychlé 

ukončení sympatoneuronálního přenosu je neuronální noradrenalinový transportér. 

Noradrenalin uvolněný ze sympatického nervového systému je odstraňován především 

(asi z 90 %) neuronálním vychytáváním zpět do nervů. Adrenalin uvolňovaný přímo 

z dřeně nadledvin rovnou do oběhu je vychytáván především pomocí extraneuronálního 

monokinového transportéru (asi z 90 %). Ten se nachází hlavně v játrech. Díky těmto 

vysoce aktivním procesům jsou katecholaminy z krevního oběhu vychytávány velmi 

rychle. Jejich poločas v krevním řečišti je nižší než dvě minuty (1, s. 41). 

Katecholaminy jsou metabolizovány převážně ve stejných buňkách, ve kterých 

se aminy tvoří. Velký podíl probíhá nezávisle na uvolňování A a NA z vezikulárních 

váčků a jen malý podíl tvoří metabolismus cirkulujících katecholaminů (27, s. 332). 

Katecholaminy jsou metabolizovány několika cestami. Těchto cest se účastní množství 

enzymů a výsledkem je velký počet metabolitů. Přednostně je A i NA deaminován na 

3,4-dihydroxyfenylglykol (DHPG). Další možností, která ovšem není upřednostňována, 
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je deaminace na 3,4-dihydroxymandlovou kyselinu (DHMA). DHPG je posléze o-

metylován katechol-o-metyltransferázou (COMT) na 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol 

(MHPG).  

Jiná významná cesta metabolismu katecholaminů je o-metylace zprostředkovaná 

katechol-o-metyltransferázou (COMT). COMT pro svou správnou funkci potřebuje 

donor metylové skupiny a tím pro ni je S-adenosylmethionin. Adrenalin (A) se 

metabolizuje na metanefrin (MN), noradrenalin (NA) na normetanefrin (NMN) a 

dopamin na metoxytyramin. o-metylací dochází k tvorbě volných metanefrinů. Ty se 

dále metabolizují enzymem monoaminooxidázou (MAO) na MHPG (hlavní cesta) nebo 

přímo na kyselinu vanilmandlovou (VMA) (vedlejší cesta).  

MHPG vzniklý z metanefrinů a DHPG může být buď dále konjugován nebo je 

metabolizován na kyselinu vanilmandlovou (VMA) postupným působením dvou 

enzymů (alkoholdehydrogenázy a aldehyddehydrogenázy). V gastrointestinálním traktu 

dochází ke konjugaci MHPG s glukuronidem nebo sulfátem. Více než 97 % močových 

metanefrinů představují právě tyto konjugované metanefriny. 

Konjugované metanefriny a normetanefriny jsou z cirkulace uvolňovány 

poměrně pomalu. Jejich clearance je závislá na očišťovací funkci ledvin. Koncentrace 

volných metanefrinů není ovlivněna renálními funkcemi. 

Konečné produkty metabolismu adrenalinu a noradrenalinu jsou VMA a 

konjugované MHPG, kdežto konečným produktem metabolismu dopaminu je kyselina 

homovanilová (HVA) a její konjugáty (1, s. 39 – 42; 8, s. 202; 22, s. 7). 

 

 
Obrázek č. 2: Metabolická dráha katecholaminů (převzato z 24, s. 137). 
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1.1.4 Adrenalin 

 
Adrenalin je hormon produkovaný zejména dření nadledvin. Je uvolňován přímo 

do krve a působí na buňky vzdálené od místa, kde je produkován. Adrenalin funguje 

jako neurotransmiter, když je organismus vystaven nebezpečí nebo stresu, a to jak stresu 

psychickému, tak i fyzickému. Mezi další účinky tohoto hormonu řadíme zvýšení 

krevního tlaku, zrychlení srdečního tepu nebo uvolňování glukózy z jater.  

Dlouhodobý nadbytek adrenalinu může mít za následek kardiovaskulární potíže, 

problémy s využitím glukózy či akumulaci abnormálních buněk v těle. Jeho nadbytek je 

také spojován s psychickými obtížemi, jako je například úzkost. 

Déle trvající nedostatek může mít za následek trávicí potíže nebo také psychické 

problémy (například únavu či deprese) (1, s. 48; 23, s. 19). Syntéza a metabolismus 

adrenalinu byly již zmíněny v kapitolách 1.1.1. a 1.1.3. 

 

 
 

Obrázek č. 3: Strukturní vzorec adrenalinu (http://de.wikipedia.org/wiki/Adrenalin) 

 

1.1.5 Noradrenalin  

 
Noradrenalin je produkován převážně postgangliovými sympatickými nervy, 

které inervují krevní cévy, srdce i jiné tkáně. Působí jako nervový přenašeč v tkáních 

blízkých místům jeho produkce (1, s. 48). Mezi účinky noradrenalinu se řadí zvýšení 

krevního tlaku, rozšíření zornic, rozšíření dýchacích cest v plicích a zúžení prakticky 

všech cév (23, s. 19). V centrálním nervovém systému zprostředkovává funkce, které 

ovlivňují náladu, spánek, procesy vyžadující pozornost a jiné. Je zde produkován 

v noradrenergních neuronech, které se nacházejí v locus coeruleus na spodině čtvrté 

komory mozkové. V periferním nervovém systému je uvolňován z nadledvin, jater a 

mezenteriálních orgánů. Působí jako mediátor postgangliových neuronů sympatiku (22, 

s. 1). 

http://de.wikipedia.org/wiki/Adrenalin
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Dlouhodobý nadbytek noradrenalinu může způsobit zvýšení krevního tlaku, 

hypertyreózu nebo záchvaty paniky. 

Dlouhodobý nedostatek může vést k poruchám kognitivních funkcí, poruchám 

chování, hypotyreóze či defektům imunitního systému (23, s. 19).  

Syntéza a metabolismus adrenalinu byly již zmíněny v kapitolách 1.1.1. a 1.1.3. 

 

 
 
 

Obrázek č. 4: Strukturní vzorec noradrenalinu (http://de.wikipedia.org/wiki/Noradrenalin) 
 
 

Uvolňování katecholaminů může probíhat dvěma způsoby. Může být buď 

generalizované a difuzní v celém organismu, nebo lokalizované v určitých tkáních a 

orgánech. Katecholaminy zvyšují krevní tlak, kontraktilitu myokardu a urychlují vedení 

atrioventrikulárním (AV) uzlem a zároveň zrychlují srdeční tep. Způsobují stažení 

prakticky všech cév. Na druhou stranu způsobují také relaxaci tracheálních a 

bronchiálních svalů a mohou ovlivňovat bronchiální sekreci. Katecholaminy působí také 

na renin-angiotensin-aldosteronový systém, způsobují relaxaci žlučníku a zvyšují 

agregabilitu trombocytů (1, s. 48-49).  

 
LÁTKA KONCENCTRACE 

V PLAZMĚ 
KONCENTRACE  

V MOČI 
Adrenalin < 84 pg/ml < 27 µg/den 

Noradrenalin < 420 pg/ml < 97 µg/den 

Dopamin < 94 pg/ml < 500 µg/den 

Metanefrin < 90 pg/ml < 320 µg/den 

Normetanefrin < 200 pg/ml < 390 µg/den 

VMA - 1,9 - 9,8 mg/den 

   
Tabulka č. 1: Referenční rozmezí katecholaminů a jejich metabolitů (převzato z 12, s. 2, 
doplněno z 44) 

http://de.wikipedia.org/wiki/Noradrenalin
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1.2  FEOCHROMOCYTOM (FEO) 

 
Feochromocytomy patří do skupiny neuroendokrinních nádorů, do které dále 

řadíme i paragangliom a neuroblastom. Feochromocytomy jsou nádory, jež produkují, 

ukládají a metabolizují katecholaminy, nemusejí je ovšem vždy také vylučovat. Jsou 

poměrně vzácné. Pokud však nejsou včas odhaleny a správně léčeny, bývají téměř vždy 

fatální. Jestliže se správně diagnostikují a zahájí se včasná terapie je šance na vyléčení 

až 90 % (8). U feochromocytomů jsou katecholaminy produkovány dření nadledvin, 

konkrétně chromafinními buňkami. Extraadrenálně uložené feochromocytomy se 

nazývají též paragangliomy. Funkční paragangliomy vycházejí z chromafinních buněk 

sympatického či (méně často) parasympatického nervového systému. Paragangliomy 

pocházející z chromafinních buněk sympatického nervového systému se vyskytují 

nejčastěji v oblasti hrudníku, břicha a pánve. Paragangliomy pocházející 

z chromafinních buněk parasympatického nervového systému se vyskytují v oblasti 

hlavy a krku a bývají až z 95 % němé (sekrečně neaktivní). Feochromocytomy jsou 

nádory až z 90 % hormonálně aktivní a dochází u nich k nadprodukci adrenalinu, 

většinou s noradrenalinem, méně často samostatně. Kdežto  paragangliomy jsou 

hormonálně aktivní maximálně z 50 % a produkují převážně noradrenalin někdy 

v kombinaci s dopaminem. Větší riziko maligní transformace mají pragangliomy než 

feochromocytomy (2, s. 343; 4, s. 249; 8, s. 201; 15, s. 260). 

Produkce katecholaminů nádorem je proces dosti variabilní, avšak jejich 

metabolismus je téměř konstantní a není závislý na množství vyprodukovaných 

katecholaminů. Normální buňky dřeně nadledvin, stejně tak jako buňky nádorové, 

obsahují enzym katechol-o-metyltransferázu (COMT). Ta metabolizuje noradrenalin na 

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

1.2.1 Výskyt 

 

Feochromocytomy se vyskytují nejčastěji mezi 40. až 50. rokem života. Jejich 

výskyt však není  vyloučen u dětí ani straších osob (6, s. 36). Častěji postihují ženy než 

muže. Vyskytují se u všech ras, ale v černošské populaci méně (1, s. 7).  Pro 

feochromocytom platilo pravidlo 10 %, což znamená, že v 10 % jsou maligní (dnes již 

10 – 36 %), cca 10 % je extraadrenální (dnes spíše 15 – 20 %), až z 10 % jsou familiární 
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a 10 % jsou bilaterální formy. Různé studie v poslední době ukázaly, že se 

feochromocytom může vyskytovat spolu s některými genetickými syndromy a jeho 

familiární výskyt je tedy až 24 %, ale někteří autoři uvádí i vyšší procento výskytu (6, s. 

36; 7, s. 133; 20, s. 201). Celkově se feochromocytom vyskytuje vzácně. Bývá 

diagnostikován u 0,05 – 0,1 % pacientů s trvalou hypertenzí. Častěji je nacházen u 

náhodně zjištěných tumorů nadledvin tzv. incidentalomů, kde se může prokázat ve 4 – 5 

% případů (4, s. 249).  

 

1.2.2 Klinický obraz 

 
Příznaky doprovázející přítomnost feochromocytomu bývají z velké části 

způsobeny nadbytkem katecholaminů produkovaných nádorem. Jen málo jich může být 

způsobeno například útlakem okolních struktur nádorem nebo zvýšenou produkcí jiných 

látek (2, s. 343). Tyto příznaky jsou nespecifické a jsou společné pro více jiných 

onemocnění, z tohoto důvodu se feochromocytomu občas říká chameleon. Kvůli velké 

variabilitě příznaků je někdy největší problém při diagnostice na feochromocytom 

vůbec pomyslet. Proto až 50 % výskytu onemocnění může zůstat klinicky 

nerozpoznáno. Klinické projevy se u pacienta mohou vyskytovat trvale či jen 

epizodicky ve formě tzv. atak, záchvatů. Záchvaty způsobené feochromocytomem 

mohou trvat od několika sekund po několik hodin, nejčastěji se však setkáváme s délkou 

v řádu několika minut. Zároveň se mohou vyskytovat vícekrát za den nebo jen velmi 

ojediněle například po několika měsících. V takovém případě je velmi obtížné dát si je 

do souvislosti a pomyslet na možnou přítomnost feochromocytomu (3, s. 1). 

Zvýšené hladiny katecholaminů jsou spojovány s klasickou triádou 

záchvatovitých příznaků, mezi něž patří pocení, palpitace a bolest hlavy (20, s. 201). 

Trvalá nebo paroxysmální hypertenze bývá tím nejčastějším projevem. Trpí jí více než 

90 % pacientů. Vyskytuje se hlavně u nádorů, které produkují noradrenalin. V určitých 

případech se může u pacientů vyskytnout i hypotenze, téměř vždy u tumorů 

produkujících převážně adrenalin. Dalším typickým příznakem může být i zblednutí 

během záchvatu. Důsledkem náhlého zvýšení hladin katecholaminů může být těžká až 

letální arytmie, infarkt myokardu, hypertenzní krize nebo cévní mozková příhoda. 

Projevem dlouhodobého nadbytku katecholaminů může být vznik kardiomyopatie (3, s. 

1–2; 18, s. 330).  
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Mezi metabolické projevy se řadí hlavně poruchy metabolismu glukózy, které 

mohou vyústit až v diabetes mellitus závislý na inzulinu. Typicky se též vyskytuje 

katecholaminy indukovaný úbytek hmotnosti. Ten je ovšem lépe prokazatelný až po 

úspěšné operaci, kdy většina pacientů přibere i několik kilogramů (4, s. 251). 

Podezření na přítomnost feochromocytomu by měly též vzbudit symptomy, které 

jsou způsobeny zvýšením krevního tlaku při diagnostických zákrocích, jako je například 

anestezie, endoskopie, podání kontrastní látky při CT (ne však při podání nových CT 

kontrastních látek, které již nezpůsobují zvýšené vyplavování katecholaminů) (7, s. 

133). 

Němé feochromocytomy neprodukují katecholaminy v dostatečné míře na to, 

aby mohly způsobit klinické projevy. Zároveň nízká hladina katecholaminů v plazmě 

pacienta způsobuje negativní výsledek běžně používaných biochemických testů (8, s. 

201).  

 

1.2.3 Genetika 

 
 Feochromocytomy a paragangliomy se vyskytují ve velké většině sporadicky. 

Podle posledních studií však familiární formy mohou tvořit 30–35 %. Vyskytují se jako 

součást několika genetických syndromů. Patří sem: 

• mnohočetná endokrinní neoplazie typ 2 (MEN 2A nebo MEN 2B) 

• neurofibromatóza typ I (NF1) 

• von Hippelův-Lindauův syndrom (VHL) 

• familiární paragangliomatóza spojená s mutacemi genů  sukcinátdehydrogenázy 

Tyto geny se obecně dědí autozomálně dominantním způsobem (7, s. 133).  

Nové studie popisují i další genetické mutace např. TMEM 127, které by mohly 

mít vliv na vznik familiárního feochromocytomu. Gen TMEM 127 poprvé popsal Qin et 

al. v roce 2010. Jde o tumor-supresorový gen asociovaný s q raménkem 2. chromozomu 

(2q11) (26, s. 229). Zárodečné mutace tohoto genu jsou spojeny se ztrátou divoké alely. 

Burnichon et al. uvádějí souvislosti s bilaterálním familiárním feochromocytomem (21, 

s. 141–145). Yao et al. provedli studii s 990 pacienty, kde různé mutace genu 

TMEM127 prokázali pouze u pacientů s feochromocytomem, nikoli s paragangliomem 

(25, s. 2618). 
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Mnohočetná endokrinní neoplazie (MEN) 

 

 Neboli Sippleův syndrom se v populaci vyskytuje zhruba u jednoho jedince na 

40 000, nejčastěji kolem čtyřicátého roku života, ale není vyloučen ani u dětí ve věku 

kolem deseti let. Tvoří ho medulární karcinom štítné žlázy, feochromocytom a primární 

hyperparatyreóza. Mnohem více se vyskytuje feochromocytom, v 70 % je bilaterální, 

paragangliom pouze vzácně. Feochromocytomy u tohoto syndromu metastazují 

málokdy (zhruba v 5 % případů). Pacienti bývají normotenzní i jinak asymptomatičtí 

(příznaky se vyskytují v 50 %), proto se nedoporučuje profylaktická adrenektomie. 

MEN 2A tvoří více než 80 % všech případů MEN 2.  

 U MEN 2A i MEN 2B dochází k mutaci v RET protoonkogenu, který se nachází 

na q raménku 10. chromozomu v pruhu 11.2 (10q11.2) (7, s. 133–137, 16, s. 10). Tento 

gen kóduje receptor pro tyrozinkinázu, RET protein. U MEN 2A dochází k mutaci 

postihující tyrozinkinázovou ligand vázající doménu, u MEN 2B je mutací postiženo 

katalytické místo tyrozinkinázy. Aktivací RET onkogenu dochází k hyperplazii cílových 

buněk in vivo. Vznik nádoru je pak indukován následujícími sekundárními změnami, 

například ztrátou tumor-supresorového genu na p raménku 1. chromozomu. Gen RET 

obsahuje 21 exonů, z nichž 6 exonů jsou takzvané exony s horkými místy. Patří sem 

exony 10, 11, 12, 13, 14 a 15. V těchto exonech se u 97 % pacientů s MEN 2 prokáže 

mutace (1, s. 23-25).  

Feochromocytom spojený se syndromem MEN 2 má adrenergní fenotyp, což 

znamená, že produkuje hlavně adrenalin, který je metabolizován na metanefrin. 

Z tohoto důvodu je diagnostika FEO u výše zmíněného syndromu založena na průkazu 

vysokých koncentrací metanefrinu nebo adrenalinu v plazmě či moči. Genetický 

screening mutací v RET protoonkogenu by měl být dostupný pro každého pacienta, kde 

má lékař podezření na přítomnost familiárního typu feochromocytomu (pokud je 

přítomen bilaterální FEO, v rodině se již vyskytl FEO či medulární karcinom štítné 

žlázy) (7, s. 137). 

 

Neurofibromatóza typu I (NF1) 

 

 Neurofibromatóza má dva typy, FEO se vyskytuje pouze u 1. typu NF, kde 

nacházíme neurofibromy periferních nervů. NF1 je známa též pod názvem von 

Recklinghausenova nemoc. Jde o autozomálně dominantně dědičnou chorobu s úplnou 
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penetrancí, která se vyskytuje v populaci u jednoho jedince na 3 - 4 tisíce. Pro tento 

syndrom je typická přítomnost café-au-lait skvrn (k diagnóze je třeba alespoň pěti 

skvrn), neurofibromů, gliomů optiku, pih v axille a dalších nálezů. Celkem 84 % FEO u 

syndromu NF1 je jednostranných. Zároveň je většina těchto nádorů benigních. (1, s. 31; 

16, s. 9; 17, s. 405). NF1 je v populaci nejčastěji se vyskytující genetické onemocnění, u 

něhož může docházet ke vzniku feochromocytomů. Avšak FEO vzniká pouze u malé 

části pacientů s tímto syndromem, jedná se o méně než 1 % případů. Proto z celkového 

počtu pacientů s FEO má jen 5 % feochromocytom na podkladě syndromu NF1 (7, s. 

139).  

U syndromu NF1 je mutovaný velký tumor-supresorový gen NF1 obsahující 51 

exonů (7, s. 139), který se nachází na q raménku 17. chromozomu v pruhu 11.2 

(17q11.2). Tímto genem je kódován protein neurofibromin, který je homologní 

s aktivujícím proteinem ras/GTPázou (GAP) (9, s. 127). Mutací dochází k inaktivaci 

NF1 genu a jeho proteinu, čímž se aktivuje Ras a následuje buněčná proliferace (1, s. 

31).  

 U pacientů s NF1 se obecně nedoporučuje rutinní screening feochromocytomu, 

neboť záchyt je velmi malý. Provedení screeningu je na místě, pokud pacient s NF1 trpí 

hypertenzí či jinými příznaky FEO, pak by se na něj nemělo zapomínat. FEO u 

syndromu NF1 produkuje noradrenalin a adrenalin, a tak je jeho diagnostika založena 

na přítomnosti zvýšených koncentrací noradrenalinu, adrenalinu, ale i normetanefrinu a 

metanefrinu v plazmě či moči (1, s 32).  

  

Von Hippelův-Lindauův syndrom (VHL) 

 

 Eugen Hippel popsal v roce 1895 případ pacienta, u kterého se vyskytl sítnicový 

angiom. O 31 let později, v roce 1926, pozoroval Arvin Lindau současný výskyt 

angiomů sítnice a centrálního nervového systému. Za další rok pak jejich asociaci 

s cystami ledvin a pankreatu. Melmon a Rosen poprvé zavedli pojem von Hippelův-

Lindauův syndrom (1, s. 29).   

V populaci se vyskytuje u 2–3 na 100 000 narozených dětí. VHL se rozvíjí ve 

stejné míře u obou pohlaví i v různých etnických skupinách. Průměrný věk při stanovení 

diagnózy je 20 let (17, s. 404). V rámci tohoto syndromu feochromocytom vznikne 

přibližně u 7–18 % pacientů (19, s. 522). V jednotlivých rodinách se výskyt FEO může 

velmi zásadně lišit. Von Hippelova-Lindauova choroba bývá nejčastější příčinou 
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familiární formy feochromocytomu (9, s. 126). Můžeme ji rozdělit na dva typy. FEO 

není součástí syndromu VHL 1. typu, a proto se jím nebudeme zabývat. VHL 2. typu se 

dále dělí na podtypy 2A, 2B a 2C. VHL 2A je typ s nízkým rizikem pro vznik 

feochromocytomu, kdežto VHL 2B má vysoké riziko pro vznik feochromocytomu. 

VHL 2C tvoří pouze feochromocytom (1, s. 30; 19, s. 521). FEO je lokalizován hlavně 

v nadledvině, jen velmi zřídka se nachází extraadrenálně. Zhruba 50 % jsou bilaterální 

formy FEO. Riziko metastáz je nižší než 5 % (16, s. 10). 

Von Hippelova-Lindauova choroba vzniká na podkladě mutací na p raménku 3. 

chromozomu (3p25/26). VHL patří mezi tumor-supresorové geny. Až u 23 % pacientů, 

u nichž byla zjištěna mutace VHL genu, nebyla prokázána pozitivní rodinná anamnéza, 

a tudíž se jedná o mutace de novo. Zároveň až 9 % pacientů se zdánlivě sporadickým 

feochromocytomem nese VHL mutaci (1, s. 29).  

Feochromocytomy v rámci VHL syndromu produkují noradrenalin 

(noradrenergní fenotyp). U pacientů s VHL chorobou je vhodné začít screening 

feochromocytomu již od pěti let věku (7, s. 138). 

 

Familiární feochromocytomy spojené s mutací genů pro sukcinátdehydrogenázu 

 

 Teprve nedávno bylo prokázáno, že na vzniku feochromocytomu a 

paragangliomu mají podíl i zárodečné mutace genu pro enzym sukcinátdehydrogenázu 

(SDH). Geny, které kódují sukcinátdehydrogenázu, jsou čtyři. 

• Gen SDHA je umístěn na q raménku 15. chromozomu v pruhu 15 (5q15). Tento 

gen kóduje flavoprotein. 

• Gen SDHB – gen paragangliomu 4, je umístěn na q raménku 1. chromozomu 

v pruhu 35 (1q35). Produktem tohoto genu je protein, který obsahuje železo a 

síru.  

• Gen SDHC – gen paragangliomu 3, je umístěn na q raménku 1. chromozomu 

v pruhu 23 (1q23).  Tímto genem je kódována velká podjednotka cytochromu b. 

• Gen SDHD – gen paragangliomu 1, je umístěn na q raménku 11. chromozomu 

v pruhu 23 (11q23). Tímto genem je kódována malá podjednotka cytochromu b. 

K vnitřní membráně mitochondrií je zakotven flavoprotein (kódován SDHA) a protein 

obsahující železo a síru (kódován SDHB). Geny sukcinátdehydrogenázy jsou známé 

jako geny kódující mitochondriální komplex II. Na mitochondriální komplex II je vázán 
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Krebsův cyklus a elektronový transportní řetězec (oxidativní fosforylace). Oxidace 

sukcinátu na fumarát (sukcinátdehydrogenázou) je specificky katalyzována 

mitochondriálním komplexem II. Přenáší elektrony uvolněné při oxidaci na ubichinon 

(koenzym Q) za pomoci železo-sírových shluků SDHB a flavinadenindinukleotidu (1, s. 

32). Koenzym Q umožňuje cytochromu b přenos elektronů na další komplexy 

v mitochondriích. Výsledkem toho je efektivní syntéza ATP. Špatná funkce komplexu 

II má za následek zhoršenou funkci mitochondrií a vznik hypoxie s aktivací 

hypoxických cest. Zároveň se aktivuje i glykolýza, která napomáhá k syntéze 

potřebného ATP. Bohužel je často nedostatečná. V důsledku toho dochází k celkové 

hypoxii a acidóze. Což nádorovým buňkám umožňuje přežívání. Zároveň může 

docházet i k inhibici apoptózy. 

 V důsledku mutace v SDHA genu vzniká feochromocytom či paragangliom jen 

zřídka.  

Na podkladě mutace v SDHB genu dochází převážně k rozvoji paragangliomu, 

feochromocytomu méně. Tyto nádory bývají mnohočetné, recidivující, agresivní a 

metastazují. Skoro vždy produkují noradrenalin. Často se můžeme setkat i se společnou 

produkcí noradrenalinu a dopaminu. Biochemicky němé nádory vznikají nejčastěji 

právě v důsledku mutace SDHB genu. Zhruba 40–50 % pacientů s metastatickým 

feochromocytomem nese mutaci v tomto genu. 

Mutace genů SDHC se mohou vyskytnout u feochromocytomu i paragangliomu, 

ale celkově se vyskytují vzácně. 

Mutace v genu SDHD vedou nejčastěji ke vzniku paragangliomu v oblasti hlavy 

a krku, ale nacházíme je i u paragangliomů v dutině břišní (7, s. 140).  Tento gen je 

exprimován jen díky přenosu otcovské alely (paternální přenos) (maternální  imprinting) 

(1, s. 33).  

 

1.2.4 Maligní feochromocytom 

 
 Feochromocytomy se vyskytují z větší části jako benigní nádory. Maligní formy 

představují zhruba 10–26 %. Více bývají maligní paragangliomy, zde se může jednat až 

o 36 %. Někdy i více v závislosti na genetickém pozadí nádoru (4, s. 249). Zhruba 

kolem 50 % pacientů s maligním FEO přežívá průměrně 5 let. I zde je velká variabilita 

v závislosti na genetickém pozadí nádoru. Horší prognózu mají nosiči mutace v SDHB 
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genu (2, s. 346). U dětí se maligní formy feochromocytomů vyskytují méně často, mají 

však tendence agresivnějšího vývoje.  

Maligní feochromocytomy jsou většinou větší s větším obsahem nekrotické 

tkáně. Bývají tvořeny buňkami menšími než benigní adrenální FEO. Rozlišit maligní 

feochromocytom od benigního jen pomocí histopatologického popisu je velmi obtížné 

(9, s. 122). Proto je stále jediným kritériem pro určení malignity nádoru přítomnost 

chromafinních buněk ve tkáních, kde se normálně nevyskytují (20, s. 203). Typické 

oblasti, kam feochromocytomy metastazují, jsou lymfatické uzliny, kosti (až 70 %), 

játra a plíce.  

Klinický obraz se u pacientů s maligním FEO může významně lišit. S velmi  

pomalým postupováním nemoci se setkáváme především u pacientů s izolovanými 

kostními metastázemi. Tito pacienti mohou přežívat až 20 let. Naopak je tomu u 

pacientů s metastázemi do parenchymatózních orgánů. V těchto případech nemoc 

progreduje velmi rychle a pacient umírá během několika měsíců (6, s. 38; 18, s. 335).  

 

1.2.5 Diagnostika 

 
V dnešní době se diagnostika feochromocytomů provádí pouze biochemickými 

testy. Ty spočívají v průkazu nadprodukce katecholaminů a jejich metabolitů v plazmě 

či moči pacienta. Zobrazovací metody slouží k lokalizaci nádoru, který je již 

biochemicky potvrzen (3, s. 2). 

 

1.2.5.1 Biochemický průkaz 

 

Vzhledem k tomu, že se katecholaminy nemusejí uvolňovat z buňky konstantně 

nebo v dostatečné míře (často se uvolňují v takzvaných atakách, epizodách), není jejich 

stanovení nejvhodnější pro screening feochromocytomů (4, s. 251). Katecholaminy jsou 

v chromafinních buňkách neustále metabolizovány enzymem katechol-o-

metyltransferázou na metanefriny, a to nezávisle na uvolněných katecholaminech. Tato 

metabolická dráha je pro feochromocytom specifická (6, s. 37). Metanefriny se 

stanovují ve frakcionované podobě (zvlášť je stanovený normetanefrin a metanefrin). 

Senzitivnější metodou je stanovení frakcionovaných metanefrinů než stanovení 

mateřských katecholaminů. Metanefriny můžeme stanovit jak v plazmě, tak i v moči. 
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Močové metanefriny se stanovují po dekonjugaci a představují sulfokonjugáty 

produkované sulfotransferázou 1A3. To je enzym lokalizovaný v trávicím traktu. 

Plazmatické metanefriny se stanovují ve volné formě. Což vysvětluje proč má stanovení 

plazmatických metanefrinů vyšší diagnostickou specificitu než stanovení močových 

metanefrinů (2, s. 344).  

V určitých případech stanovujeme pro doplnění informací i koncentrace 

dopaminu nebo jeho metabolitu metoxytyraminu. Může to vypovídat o maligním 

potenciálu tumoru. 

Zhruba 20–30 % představují nádory sekrečně němé, což znamená, že 

neprodukují dostatečné množství katecholaminů na to, aby vedly k pozitivitě testu. 

Velká většina těchto nádorů však katecholaminy metabolizuje a tedy produkuje 

metanefriny. Jedná se často o nádory, které jsou maligní a vznikají na základě mutace 

v genu SDHB. 

Zřídka se můžeme setkat i s FEO, které neprodukují ani metanefriny. U tohoto 

druhu FEO nám může pomoci stanovení chromograninu A. Plazmatická neuron-

specifická enoláza může být pozitivní u maligních nádorů. Pro tyto nádory platí, že u 

nich nelze histochemicky detekovat enzym tyrozinhydroxylázu (TH). Mají porušenou 

tvorbu katecholaminů (4, s. 251). 

Důležité pro vlastní rozhodnutí o přítomnosti či nepřítomnosti FEO je vzít 

v úvahu vlastní zvýšení stanovovaných analytů. Jen mírné zvýšení nemusí znamenat 

přítomnost nádoru. Výrazné zvýšení hladin (3,5 až 4 násobné) naopak 100 % potvrzuje 

pravděpodobnost feochromocytomu. Záleží také, za jakých okolností byly výsledky 

získány, jelikož stanovení může být narušeno některými léky, způsobem odběru 

pacienta, případně může dojít ke komplikacím při sběru moči atd. (2, s. 345; 5, s. 736). 

V případě, kdy se zvýšené hladiny naměřených analytů nalézají v takzvané šedé zóně 

(hodnoty mezi horní hranicí referenčního rozmezí a jejím čtyřnásobkem), je doporučeno 

použít další test. V dnešní době se používá clonidinový supresní test (7, s. 149). 

Clonidin inhibuje uvolňování noradrenalinu pouze ze sympatických nervů nikoli však 

z feochromocytomu. Pacientovi se podá perorálně 0, 3 mg clonidinu. Po 2–3 hodinách 

se odebere vzorek krve a stanovují se hodnoty noradrenalinu či normetanefrinu a 

hodnotí se pokles naměřených hodnot před a po podání clonidinu (9, s. 137). Pokud 

dojde ke snížení pod horní hranici referenčního rozmezí nebo alespoň o 40 % je 

přítomnost nádoru velmi nepravděpodobná. Zatímco absence snížení měřených 
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parametrů svědčí s vysokou pravděpodobností o přítomnosti nádoru. Při stanovení 

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

 

 Senzitivita (%) Specificita (%) 

Plazma Hereditární Sporadický Hereditární Sporadický 

Volné nefriny 97 99 96 82 

Katecholaminy 69 92 89 72 

Moč     

Konjugované nefriny 96 97 82 45 

Katecholaminy 79 91 96 75 

Kyselina vanilmandlová 46 77 99 86 

Tabulka č. 2: Senzitivita a specificita testů (převzato z 13, s. 7) 

 

Diagnostický algoritmus při podezření na feochromocytom 

 

Tento algoritmus vychází z doporučení NIH (National Institutes of Healt) a je používán 

například na Oddělení laboratorní medicíny nemocnice Šternberk. 

1. krok – screeningové vyšetření 

Pacientovi omezujeme pouze betalytika, není nutný dietní režim pouze 12 

hodinové lačnění před odběrem.  

Stanovení volných nefrinů – metanefrin, normetanefrin v plazmě metodou 

HPLC s elektrochemickou detekcí (HPLC-ECD). 

 

Výsledky:  

Obě hodnoty negativní (metanefriny do 61 ng/l, normetanefriny do 112 ng/l).  

Tyto hodnoty nesvědčí pro feochromocytom, pacient je nadále sledován.  

Výsledky se nacházejí v šedé zóně (metanefrin do 236 ng/l, normetanefrin do     

400 ng/l) – provádíme další testy – 2. krok. 

Hodnoty jsou pozitivní (metanefrin nad 236 ng/l, normetanefrin nad 400 ng/l). 

Tyto hodnoty svědčí pro přítomnost feochromocytomu a pokračujeme 3. krokem – 

lokalizací.  

 

2. krok – výsledky nejsou jasné – nacházejí se v šedé zóně.  
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Stanovujeme volné nefriny v plazmě (MN, NMN), katecholaminy v plazmě (A, 

NA) metodou HPLC-ECD, provádíme výpočet indexu MN/A (normal do 4,2), 

NMN/NA (normal do 0,52)  a clonidinový test (3 hod. po podání 0,3 mg clonidinu 

by měl NMN poklesnout na normální hodnoty nebo o 50 %, absence poklesu svědčí 

pro feochromocytom) (10, s. 1).  

 

Pokud se výsledky nacházejí v šedé zóně, je pro zpřesnění interpretace výsledků 

doporučován přepočet na věk dle uvedeného vzorce: 

 

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

koncentrace normetanefrinu) 

 

Věk pacienta se udává v letech, koncentrace MN a NMN se udává v nmol.l-1. 

Hodnota cut-off je pro tuto rovnici stanovena -1,48. Senzitivita pro tento výpočet je 

udávána 91 % a specificita 97 %. Přepočet pomocí tohoto vzorce by mohl snížit 

zastoupení falešně pozitivních výsledků až ke 3 % (12, s. 2).  

 

Výsledky: 

 Pokud jsou hodnoty nefrinů, katecholaminů, clonidinového testu a indexu 

(MN/A, NMN/NA) v normě, není feochromocytom potvrzen a pacient se nadále 

sleduje.  

Hodnoty nad rámec referenčních mezí svědčí pro feochromocytom a následuje 

3. krok – lokalizace. 

 

3. krok – lokalizace již biochemicky potvrzeného feochromocytomu.  

CT (výpočetní tomografie) nadledvin s podáním kontrastní látky, MR 

(magnetická rezonance) – pro extraadrenální umístění, scinti MIBG (scintigrafie 

s metajodbenzylguanidinem), PET (pozitronová emisní tomografie) (10, s. 1). 
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Obrázek č. 5: Diagnostický algoritmus pro feochromocytom (převzato z 10, s. 2) 
 

 

1.2.5.2 Lokalizace tumoru 

 

 K lokalizaci tumoru se přistupuje až po definitivním potvrzení pomocí 

biochemických testů. Vyšetření dělíme na anatomické zobrazovací metody a funkční 

zobrazovací metody. 

 Mezi anatomické zobrazovací metody se řadí CT a MR. Tato vyšetření se 

provádějí jako první a jedno z nich tedy podstupuje každý pacient s biochemicky 

potvrzeným feochromocytomem (7, s. 155). CT i MR (s podáním gadolinia) jsou stejně 

vhodné pro vyšetření v oblasti nadledvin. Mají přibližně 95 % senzitivitu, ale jen 70 % 

specificitu. Pro vyšetření paragangliomů (extraadrenální lokalizace) je už diagnosticky 

přesnější MR (až 90 % senzitivita). Tu volíme přednostně u dětí, těhotných žen, 

v případě renální nedostatečnosti či u pacientů trpících alergií na kontrastní látku 

(podávanou při CT). Podání neiontové kontrastní látky (iohexolu) nejspíše neovlivňuje 

plazmatické hladiny katecholaminů, a proto je bezpečné. Pacient při podání takovéto 

kontrastní látky nemusí být před vyšetřením připravován alfa-blokátory (2, s. 345; 14, s. 

431; 18, s. 331).  

Funkční zobrazovací metody jsou velmi specifické a řadí se mezi ně PET či 

MIBG scintigrafie. Funkční zobrazovací vyšetření se již neprovádí u všech pacientů. 
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Někteří autoři (např. Pacák et al.) uvádí, že funkční zobrazovací metody není třeba 

provádět u pacientů s nádorem, který je větší jak 5 cm (v takovýchto případech je vždy 

doporučováno chirurgické odstranění) nebo v případě, že nádor produkuje adrenalin 

(jelikož výskyt těchto nádorů je téměř vždy adrenální, a tak se za dostačující považuje 

biochemický průkaz a pozitivní CT nebo MR) (7, s. 155). Zatímco autoři Zelinka, 

Štrauch nebo Widimský doporučují provádět funkční zobrazovací vyšetření u nádorů 

větších než 5 cm, kvůli potřebě vyloučit maligní nebo multilokulární formu FEO 

(podezření na maligní či multilokulární formu mají všechny tumory, jež produkují 

noradrenalin a tumory produkující adrenalin větší než 5 cm) (2, s. 345; 4, s. 252; 14, s. 

431). Funkční zobrazovací vyšetření indikujeme v případech, kdy jsme pomocí CT a 

MR neobjevili primární příčinu zvýšené koncentrace katecholaminů nebo pokud si 

nejsme jisti, že se jedná opravdu o feochromocytom. Je vhodné ho použít i tehdy, pokud 

máme podezření, že by se mohlo jednat o maligní či mnohočetný feochromocytom (6, s. 

37).  

Pokud máme podezření, že se jedná o maligní či mnohočetnou formu 

feochromocytomu nebo pokud se jedná o paragangliom (feochromocytom lokalizován 

extraadrenálně) je na místě použít spíše vyšetření s 131I-MIBG než 123I-MIBG, i když 
123I-MIBG má lepší technickou kvalitu. Jelikož některé látky (např. labetalol, kalciové 

blokátory nebo tricyklická antidepresiva) mohou ovlivňovat vyšetření s 123I-MIBG.  

Další optimální metodou pro posouzení přítomnosti maligního 

feochromocytomu a paragangliomu je také metoda s použitím 18F-

fluorodeoxyglukózou-PET/CT (18F-FDG-PET/CT), obsahující dvoufázové zobrazení 

multidetektorovou výpočetní tomografií. Přínosnost této metody je ve srovnání s CT 

nižší, jelikož je více než pětkrát dražší (15, s. 265).  

Oktreotidový scan značený 111In či PET s 18F-fluorodeoxyglukózou (18F-FDG) 

by měla být vyšetření vyhrazená hlavně pro případy, kdy 123I-MIBG bylo negativní. 

Vzhledem k tomu, že tyto dva testy mají pro FEO nižší specificitu, nejsou 

doporučovány jako základní vyšetření. U metastatické formy FEO má větší 

diagnostickou výtěžnost vyšetření PET značený 18F-fluorodopaminem než 123I-MIBG, 

ale 18F-fluorodopamin stále není běžně dostupný pro klinické použití (14, s. 431). 
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1.2.6 Dieta a interference 

 
Před stanovením katecholaminů a jejich metabolitů je nutné dodržet přísnou 

dietu a vysadit určité léky, které by mohly ovlivňovat výsledky nebo samotnou analýzu 

(viz níže). Výjimkou je stanovení volných metanefrinů v plazmě. Pro toto stanovení je 

nutné vysadit pouze kofein (i káva bez kofeinu) a z léčiv pouze betablokátory a 

tricyklická antidepresiva (13, s. 8). 

Dietní úprava – tři dny před odběrem pacient musí vynechat tyto potraviny:  

černá káva, silný čaj, alkohol, kakao, čokoláda, sýr, ořechy, rajčata, banány, grapefruity, 

pomeranče, vanilka, pokrmy obsahující vanilin. 

 Sedm dní před odběrem musejí být pacientovi vysazeny určité léky. Příklady 

léků, které z analytického hlediska znemožňují nebo zkreslují výsledky analýzy: 

Léky zvyšující výsledky:  

labetalol, tetracyklin, erytromycin, chinidin, chloral hydrát, chlorptomazin, 

acetaminofen, benzodiazepiny, triamteren, sotalol, kyselina nalidixová, dietní fenoly 

Léky snižující výsledky: 

clofibrát, disulfiram, propranolol, metylglucamin 

 Sedm dní před odběrem musejí být pacientovi vysazeny léky, které mohou 

výsledky analýzy ovlivnit z farmakologického hlediska.  

 Léky zvyšující výsledky: 

krátce účinkující vasodilatátory, metyldopa, inhibitory MAO, levodopa,  exogenní 

katecholaminy, krátkodobě působící inhibitory sympatiku (alfa-blokátory, beta-

blokátory – ovlivňují metanefriny) 

 Léky snižující výsledky: 

fenfluramin, mandelamin, metyrozin, etanol, inhibitory MAO (snižují VMA) metyldopa 

(snižuje VMA), inhibitory sympatiku (ovlivňující katecholaminy) 

 (12, s. 3) 
 

1.2.7 Odběr materiálu 

 
 Krev: Odběr krve se provádí v ranních hodinách a nalačno. Alespoň 15 minut 

před vlastním odběrem se ležícímu pacientovi zavede kanyla. Časový interval je nutné 

dodržet, jinak by stresem z odběru krve mohlo dojít k zvýšení hladin měřených analytů. 

Po uplynutí 15 minut se propláchne kanyla fyziologickým roztokem či heparinem. První 



Bakalářská práce   

31 
 

odebraná krev se sbírá do tzv. odpadní zkumavky, čímž se zbavíme heparinu, popř. 

fyziologického roztoku, kterým jsme kanylu vyplachovali. Poté se provádí vlastní odběr 

krve pro stanovení. Odebírá se do zkumavek o objemu 5 ml. Jako antikoagulační roztok 

může být použit heparin nebo EDTA. Je vhodné používat zkumavky, které byly před 

odběrem předchlazeny.  

 Ihned po odběru je nutné vložit zkumavky do ledové tříště a co nejdříve 

transportovat do laboratoře. Krev by se měla od plazmy oddělit nejpozději do 2 hodin. 

Vzorky se centrifugují při cca 4 °C. Plazma se odpipetuje do plastových zkumavek a 

zamrazí. Vzorky uchováváme při cca -80 °C (11, s. 1; 28). 

 

 Moč: Sběr moči – detekuje se množství katecholaminů či jejich metabolitů, 

vyloučených do moči za 24 hodin. Pro 24 hodinový sběr moči je velmi důležité, aby byl 

proveden spolehlivě. Pak má větší informační hodnotu než analýza náhodně odebraných 

vzorků.  

 Moč se sbírá do čisté, vypláchnuté nádoby, která se během sběru musí uchovávat 

na chladném, dobře zastíněném místě. První porce moči se do nádoby nesbírá, ale 

vymočí se do toalety. Tím začíná jednodenní období sběru. Důležité je pacienta 

upozornit, že musí sbírat moč před každou stolicí. Po ukončení sběru je nutné přesně 

změřit objem moči, nejlépe odměrným válcem. Hrubé odhady jsou nepřípustné. Do 

laboratoře pak odesíláme buď celý objem 24 hodinového sběru, nebo jen 40 až 50 ml 

(po důkladném promíchání). Pokud neposíláme celý objem, je nutné uvést informaci o 

celkovém objemu za 24 hodin. 

Před sběrem se musí moč okyselit pomocí kyseliny chlorovodíkové (HCl). 

Používáme 25 % roztok HCl. 40 ml se nalije před začátkem sběru do sběrné nádoby. U 

dětí nebo pacientů trpících oligurií dáváme na 100 ml moči 10-20 kapek ředěné HCl 

nebo koncentrované kyseliny octové. V slabě kyselé moči a chladu jsou volné 

katecholaminy stabilní minimálně 24 hodin (12, s. 2). 

 

1.2.8 Léčba 

 
Ideálním řešením je chirurgické odstranění feochromocytomu. Neodstraněný 

nádor by pacientovi mohl způsobit smrtelnou hypertenzní krizi. K správnému 

odstranění nádoru je zapotřebí anesteziologa i chirurga, kteří již mají zkušenosti s tímto 
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typem nádoru. Vzhledem k tomu, že při manipulaci s nádorem může dojít k výrazným 

změnám koncentrace katecholaminů, na něž je potřeba ihned zareagovat. Metodou první 

volby je v posledních deseti letech laparoskopické odstranění feochromocytomu. I 

pacienti s nádory většími než 9 cm či s mnohočetnými nádory se v dnešní době operují 

laparoskopicky. V současné době je operační mortalita menší než 1 %, pokud je 

dodržena správná předoperační farmakologická příprava a operaci provádějí zkušení 

lékaři. Předoperační medikamentózní příprava je nutná k udržení stabilního krevního 

tlaku pacienta, neboť při manipulaci s feochromocytomem může dojít k uvolnění 

vysokých hladin katecholaminů, hypertenzní krizi či tachyarytmii (7, s. 156). Akutní 

odstranění feochromocytomu bez řádné farmakologické předoperační přípravy má 

vysokou úmrtnost.  

Medikamentózní příprava je založena na podávání blokátorů alfa1-receptorů 

(např. doxazosin, terazosin, prazosin). S podáváním alfa-blokátorů (a potencionálně i 

beta-blokátorů) by se mělo začít 10 až 14 dní před operací. Dávky léků by se měly 

postupně zvyšovat podle individuální tolerance pacienta. Nekompetitivní antagonista 

alfa-receptorů je fenoxybenzamin, ten by měl být brán jako základní lék, u nás ovšem 

bohužel není k dispozici. Proto se jako náhrada používají selektivní blokátory alfa-

receptorů, což jsou však jen kompetitivní antagonisté (např. doxazosin, terazosin). Ty 

nemusejí pacientovi zprostředkovat plnou ochranu alfa-receptorů před vysokými 

hladinami adrenalinu a noradrenalinu uvolněnými při operaci. Výhodou těchto léků je, 

že na rozdíl do fenoxybenzaminu nezpůsobují výraznější reflexní tachykardie, a proto 

nemusejí být vždy indikovány beta-blokátory. Podávat v rámci předoperační léčby 

kombinovaný alfa a beta-blokátor labetalol, není úplně vhodné, jelikož převažuje 

blokáda beta-receptorů.   

Beta-blokátory se podávají až potom, co nastoupí efekt alfa-blokátorů (nejméně 

24 hodin po jejich podání). Pomocí těchto léků se kontroluje arytmie a tachykardie. 

Pouze samostatné podání beta-blokátorů se u feochromocytomu nedoporučuje, jelikož 

by mohlo dojít k  plicnímu edému (4, s. 252 – 253; 6, s. 37; 14, s. 432).  

Dále je možné indikovat i blokátory kalciových kanálů (BKK), které zabraňují 

vyplavování intracelulárního kalcia zprostředkovaného katecholaminy. Mohou se 

podávat společně s alfa-blokátory nebo samostatně (hlavně u normotenzních pacientů). 

Samostatné podání BKK je méně vhodné, protože sice nevede k ortostatické hypotenzi, 

ale nezabraňuje vzestupu krevního tlaku. 
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Hypertenzní špičky během chirurgického výkonu se mohou kontrolovat pomocí 

izosorbiddinitrátu, nitroprusidu sodného či krátkodobě působících blokátorů kalciových 

kanálů. Esmolol, což je krátkodobě působící beta-blokátor, je vhodný pro kontrolu 

tachyarytmie.   

Zvýšeným přísunem soli a tekutin můžeme snížit riziko pooperační hypotenze. 

Po chirurgickém odstranění je důležité udělat kontrolní biochemické testy, které zjistí, 

zda operace vedla k normalizaci hladin stanovovaných analytů. 

Vyhlídky pacientů po operaci jsou velmi dobré, u některých může být přítomna 

hypertenze i po odstranění nádoru, ale již nebývá tak závažná. Je doporučeno pacienty i 

nadále sledovat v určitých časových intervalech, neboť by mohlo dojít k recidivě 

feochromocytomu (až v 17 % případů). Extraadrenální či familiární formy FEO 

recidivují častěji než jiné (14, s. 432). 

Pro maligní formy FEO zatím nebyla nalezena jednoznačně úspěšná léčba. 

Jednou z možností je chirurgické řešení. Nádorová tkáň se může odstraňovat 

opakovaně, včetně metastáz. Pomocí alfa-blokátorů se pak kontroluje krevní tlak a 

symptomy. Další možností je podávání terapeutických dávek 131I-MIBG. Tato varianta 

by měla být na prvním místě hlavně u pacientů, kteří mají pozitivní scintigrafii s MIBG. 

Podle některých studií mohou prodloužit přežívaní vysoké dávky 131I-MIBG. Poslední 

možností je také chemoterapie pomocí cyklofosfamidu, vinkristinu a dakarbazinu. 

Poslední dvě zmiňované možnosti pacientovi zhoršují kvalitu života a zároveň jen málo 

jich vede ke kompletní remisi (4, s. 253; 6, s. 38; 14, s. 432). 

 

1.3 Metody stanovení katecholaminů a jejich metabolitů 

 

1.3.1 Fotometrické metody 

 
Fotometrické stanovení metabolitů katecholaminů bylo popsáno autory Pisano et 

al. již v roce 1960. Principem metody je konverze stanovovaných látek na vanilin, který 

je poté stanoven fotometricky při 360 nm. Výsledky jsou ovlivnitelné stravou (např. 

čokoládou, kofeinem, banány, potravinami obsahujícími vanilku, citrusovými plody) a 

léky (např. aspirin, antihypertenziva, tricyklická antidepresiva). Metody jsou zdlouhavé 

a vyžadují pečlivou kontrolu reakčních podmínek, jsou již zastaralé a v klinických 
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laboratořích se používají jen ojediněle, dříve se však využívaly pro screening FEO (28, 

s. 1585, 1588). 

Stanovení metanefrinů 

Po kyselé hydrolýze jsou nekonjugované metanefriny adsorbovány na kolonky s 

katexem a poté vymývány hydroxidem amonným. Opakovanou oxidací jsou převedeny 

na vanilin. Výsledná směs je stanovena fotometricky při 360 nm. Tato metoda 

nerozlišuje MN od NMN (33, s. 406-414). 

Stanovení VMA 

VMA a další fenolové kyseliny se extrahují z moči okyselené etylacetátem do 

vodného roztoku uhličitanu draselného. VMA se oxiduje na vanilin. Vanilin je pak 

selektivně oddělen od kyseliny fenolové (kontaminace) extrakcí do toluenu a zpět do 

uhličitanu. Koncentrace vanilinu je stanovena spektrofotometricky při 360 nm (36, s. 

285-291).   

Spektrofotometrické stanovení používali ve své práci např. i Sies et al., kteří 

stanovovali VMA v moči u 249 pacientů (122 mužů a 127 žen) s podezřením na 

neuroblastom. Z 249 pacientů bylo 20 potvrzených případů neuroblastomu (31, s. 300).  

 

1.3.2  Fluorescenční metody 

 
Fluorescenční metody jsou citlivější a specifičtější než Pisanovy fotometrické 

metody, přesto se v dnešní době v klinických laboratořích používají jen velmi omezeně. 

Většina fluorescenčních postupů pro stanovení adrenalinu a noradrenalinu je založena 

na vzniku derivátů těchto aminů, které vyzařují charakteristickou fluorescenci. 

Nejrozšířenější byly metody, kde vznikaly THI (trihydroxyindol) deriváty  nebo EDA 

(etylendiamin) deriváty.  

V metodě THI jsou katecholaminy oxidovány na odpovídající adrenochromy, 

které se v alkalickém pH přeskupí na THI deriváty nazývané adrenolutiny. Koncentrace 

katecholaminů se stanoví pomocí dvojité oxidace při pH 3 a 6 nebo měřením 

fluorescence při různých vlnových délkách.  

V EDA metodách se katecholaminy nejdříve oxidují na adrenochromy, které pak 

reagují s 1 (adrenalin) nebo 2 (noradrenalin) moly EDA. Tyto produkty mají různé 

emisní spektra, což umožňuje současné měření obou hormonů bez předchozího 

oddělení. Tato metoda nebyla tak rozšířena jako metoda THI.  
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Fluorescenční metody vyžadují nejprve předúpravu vzorku pomocí SPE extrakce 

s kolonkami plněnými katexem nebo oxidem hlinitým případně oba postupy zároveň. 

Tyto metody jsou ovlivnitelné léky (ampicilin, labetalol, metyldopa, sulfonamidy, 

vitamin B komplex) nebo nápoji, které obsahují kofein (káva, čaj) (28, s. 1576-1577, 

1585).  

Tuto metodu ve své práci používali např. Jacobs et al. nebo Oka et al. Metoda 

THI je dostatečně citlivá pro stanovení katecholaminů v moči. Na začátku je nutné 

upravit pH moči na 6,5. Vzorek se poté přečistí přes kolonku naplněnou Bio-Rex 70 

(slabý iontoměnič) a katexem. Po eluci katecholaminů kyselinou boritou se adrenalin a 

noradrenalin oxidují kyanoželezitanem za přítomnosti zinečnatých iontů na odpovídající 

adrenochromy. Ty se v zásaditém pH mění na adrenolutiny, což jsou THI deriváty 

katecholaminů, které emitují charakteristickou fluorescenci. Přídavek kyseliny 

askorbové způsobí rozklad přebytečného oxidačního činidla a zabrání další oxidaci 

derivátů. Fluorescence se měří při 495 nm, excitační vlnová délka je 405 nm. 

Diferenciace a kvantifikace adrenalinu a noradrenalinu se nedoporučuje. Metoda THI se 

používala ke stanovení kombinované koncentrace těchto katecholaminů. (29, s. 305-

314; 30, s. 646).  

 

1.3.3 Radioimunoanalýza 

 
Princip této techniky je založený na použití enzymu katechol-o-metyltransferázy 

(COMT), která převádí radioaktivní metylovou skupinu z tritiem značeného S-

adenosylmethioninu na katecholaminy přítomné ve vzorku. Tím se vytvoří odpovídající 

označené metylované deriváty katecholaminů. 

Jinou variantou radioaktivních metod pro stanovení koncentrace noradrenalinu je 

použití enzymu fenyletanolamin-N-metyltransferázy, který převede radioaktivní 

metylovou skupinu S-adenosylmethioninu na aminovou složku v molekule 

noradrenalinu (28, s. 1577). 

Peuler et al. popisují analýzu, která je založena na převodu adrenalinu, 

noradrenalinu a dopaminu ve vzorku (plazma nebo mozkomíšní mok) na jejich 

odpovídající tritiem značené metoxy deriváty. K tomu se využívají COMT 

v přítomnosti tritiem značeného S-adenosylmethioninu.  Duplicitní inkubační směs 

obsahuje druhou poměrovou část vzorku a jako vnitřní standard známé množství 
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adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu. Tato směs je stanovována paralelně se vzorkem. 

Po vzniku o-metylovaných derivátů jsou produkty rozpuštěny v organických 

rozpouštědlech a odděleny tenkovrstevnou chromatografií na základě polarity 

postranních řetězců. Jednotlivé látky jsou pak seškrábány a vymývány. 

Přímým měřením radioaktivity frakce tritiem značeného 3-metoxytyraminu se 

může stanovit koncentrace dopaminu.  

Separované frakce tritiem značeného normetanefrinu a tritiem značeného 

metanefrinu jsou dále opakovanou oxidací převedeny na tritiem značený vanilin. Jeho 

množství je přímo úměrné množství adrenalinu nebo noradrenalinu ve vzorku. 

Koncentrace jednotlivých analytů ve vzorku je stanovena pomocí vnitřního 

standardu obsaženého v duplicitním vzorku (32, s. 625 – 636). 

 

1.3.4 Enzymoimunoanalýza 

 
Manz et al. ve své studii popisují  enzymoimunoanalýzu (EIA) pro stanovení 

metanefrinu a normetanefrinu. 

Před vlastní imunoanalýzou je nutná precipitace proteinů kyselinou. Následuje 

derivatizace L-metanefrinů na N-acyl-L-metanefriny. N-acyl-L-M (N-acyl-L-

metanefrin) a N-acyl-L-NM (N-acyl-L-normetanefrin) jsou vázány na povrchu 

mikrotitrační destičky. N-acyl-L-M a N-acyl-L-NM ze vzorku a z pevné fáze vázané na 

mikrotitrační destičce soutěží o známý počet králičích protilátek (anti-N-acyl-M nebo 

anti-N-acyl-NM). Nenavázané antigeny a volné komplexy antigen-protilátka jsou 

odstraněny promytím. Protilátky navázané na příslušné pevné fázi jsou detekovány 

pomocí kozí protilátky (anti-králičí IgG) a substrátu TMB (tetrametyl-benzidin). Reakce 

je sledována při 450 nm. Intenzita signálu je nepřímo úměrná koncentraci analytu ve 

vzorku (34, s. 583).  

 

1.3.5 Chromatografické metody 

 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) je dnes nejrozšířenější 

metodou v klinických laboratořích pro stanovení katecholaminů a jejich metabolitů 

v plazmě i v moči. U tohoto stanovení je nutná předúprava vzorku, většina postupů 

používá extrakci na pevné fázi. Nejběžněji se používají kationtově výměnné extrakční 
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kolonky, oxid hlinitý nebo gely s kyselinou boritou. Ke kvantifikaci katecholaminů se 

nejběžněji používá elektrochemická detekce pomocí amperometrického či 

coulometrického detektoru. Detekční limity jsou obdobné jako u radioenzymatických 

metod.  Lze využít i fluorescenční detekci, ale je nutné použít zesilovače signálu. HPLC 

metody jsou mnohem specifičtější než radioenzymatické metody a výsledky získané 

kapalinovou chromatografií jsou podstatně nižší. Použití HPLC metod je univerzální a 

pomocí úpravy vzorku lze eliminovat možné příčiny interference. 

Rosano et al. mimo jiné popisují HPLC metodu pro stanovení plazmatických 

katecholaminů. Volné katecholaminy jsou z plazmy nejprve rychle adsorbovány do 

oxidu hlinitého při pH 8,6. Následují kroky promývání oxidu hlinitého vodou. Po 

promytí jsou katecholaminy eluovány malým objemem kyseliny chloristé.  Takto 

připravené vzorky jsou použity pro HPLC analýzu. Jako stacionární fáze je použita 

katexová kolona plněná silikagelem. Jako mobilní fáze byla použita směs vodných a 

organických pufrů o pH 6,5. K amperometrické detekci sloužila jako referenční 

elektroda Ag/AgCl a jako pracovní uhlíková elektroda. Katecholaminy procházející 

celami detektoru podstoupily rychlou elektronovou oxidaci za konstantního potenciálu 

na o-chinon. Za konstantní teploty a průtoku je tato oxidace přímoúměrná koncentraci 

analytu. Pro výpočet koncentrace vzorku byl použit vnitřní standard 

(dihydroxybenzylamine) (28, s. 1577-1578).  

Lenders et al. popsali v roce 1993 HPLC metodu s elektrochemickou detekcí pro 

stanovení  plazmatických koncentrací metanefrinu a normetanefrinu. Pro svou práci 

použili 32 zdravých pacientů a 23 pacientů s FEO. Metanefriny byly z plazmy 

adsorbovány na pevnou fázi a následně eluovány amoniakálním metanolem. Směs byla 

vysušena a poté rozpuštěna v mobilní fázi.  

Pevná fáze (katex) byla nejprve aktivována 15 ml směsi amoniaku v metanolu 

(10× ředěný amoniakální metanol) a dále 2 ml roztoku hydroxidu sodného v metanolu 

(10 g/l). Poté byla promyta 2 ml deionizované vody. Na extrakční kolonku byl nanesen 

1 ml plazmy, 4 ml deionizované vody a 1 ng každého vnitřního standardu (HMBA, 

EHPEA a FNMN). Rychlost průtoku byla 2 ml/min. Kolonka byla postupně promývána 

5 ml směsi kyseliny octové (10 mmol/l) a metanolu v poměru 9 : 1, 5 ml fosforečnanu 

amonného pH 8 (10 mmol/l) a 5 ml deionizované vody. Metanefriny byly z kolonky 

eluovány 2 ml amoniakálního metanolu. Eluát byl odpařen centrifugací za sníženého 

tlaku a poté rozpuštěn ve 150 µl mobilní fáze, z toho 140 µl bylo dávkováno na kolonu 

(38, 97-98).  
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Tuto metodu ve své práci později používalo mnoho autorů, např.: Vránková et 

al., Eisenhofer et al.  nebo Huynh et al. 

Autoři Ulrychová et al. ve své práci stanovovali metanefriny v plazmě a moči 

metodou HPLC s elektrochemickou detekcí. Metanefriny byly izolovány extrakcí na 

pevné fázi, používali SPE kolonky Oasis MCX. Náplň nejprve aktivovali 1,25 ml 

metanolu a následně promyli 1,25 ml deionizované vody. Poté byl dávkován 1 ml 

vzorku (plazma nebo 100 krát ředěná moč) a 50 µl vnitřního standardu HMBA (4-

hydroxy-3-metoxybenzylamoniumchlorid, Merk). Kolonka byla proplachována 1,25 ml 

destilované vody, 1,25 ml 0,1 mol/l HCl a 1,25 ml metanolu. Metanefriny byly 

eluovány 1,25 ml 5 % roztoku hydroxidu amonného v metanolu. Poté byl vzorek 

odpařen a následně rozpuštěn ve 100 µl mobilní fáze. Jako mobilní fáze byla použita 

směs 1 mol/l NaH2PO4 (dihydrogenfosforečnan sodný), 0,34 mmol/l 1-oktansulfonátu 

sodného, 0,13 mmol/l EDTA (kyselina etylendiamintetraoctová) a 75 ml/l acetonitrilu. 

Koncentrovanou kyselinou fosforečnou bylo pH upraveno na 2,9 až 3,1 (42, s. 219).  

Hanai et al. popisují jednoduchou a rychlou HPLC metodu s elektrochemickou 

(amperometrickou) detekcí pro stanovení metabolitů katecholaminů (VMA, HVA) 

v moči. Pro svou práci použili vzorky moči od 6-12 měsíčních dětí. Matky těchto dětí 

vkládaly do plen filtrační papír, který posléze posílaly do laboratoře. Papír byl 

v laboratoři vysušen a uchováván v lednici. Pás filtračního papíru byl vložen do 

skleněné zkumavky a 10 minut míchán na vortexu s 1,5 ml vinanového pufru (50 

mmol/l, pH 3,6). Poté byl vzorek centrifugován 10 minut při 2000 g. 100 µl 

supernatantu bylo přepipetováno do jamek mikrotitračních destiček. Pro nástřik do 

HPLC systému bylo použito 20 µl. Jako mobilní fáze sloužila směs 70 ml acetonitrilu a 

500 ml vinanového pufru (50 mmol/l, pH 3,6) (39, s. 2043-2044).  

Goldstein et al. upravili metodu, kterou již dříve zavedl Hjemdahl et al. Na 

extrakční kolonky s 10 mg oxidu hlinitého, které jsou promyty kyselinou a 50 µl 5 

mmol/l disiřičitanu sodného, je napipetován 1 ml plazmy. Dále se přidá 50 µl vnitřního 

standardu (10 µl/l α-metyldopamin) a 400 µl tris pufru (1 mol/l tris, 20 g/l EDTA, pH 

upraveno HCl na 8,6). Směs se 15 minut důkladně protřepává, a pak se centrifuguje. 

Supernatant se odstraní. Oxid hlinitý se dvakrát promyje vodou. Eluce katecholaminů se 

provádí 100 µl směsi (0,1 mol/l kyseliny chloristé a 0,1 mmol/l disiřičitanu sodného). 

K analýze je použit celý objem eluátu (40, s. 508).  

Bauersfeld et al. ve své práci porovnávají metodu HPLC s amperometrickou 

detekcí a radioenzymatickou metodu pro stanovení katecholaminů. Princip HPLC 
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metody, kterou provádějí je založen na SPE extrakci. Katecholaminy jsou adsorbovány 

na oxid hlinitý při vysokém pH. Pak následuje selektivní eluce směsí kyseliny borité a 

kyseliny octové. Kvantifikace katecholaminů je provedena HPLC s amperometrickou 

detekcí. Provádí se enzymatické štěpení kyseliny močové, aby se zabránilo rušení 

s noradrenalinem, jelikož kyselina močová je detekována v přední části chromatogramu, 

stejně jako noradrenalin (41, s. 186).  

Vránková et al. ve své práci stanovovali volné plazmatické metanfriny metodou 

HPLC s elektrochemickou detekcí (HPLC-ECD) a výsledky srovnávali se stanovením 

volných močových metanefrinů metodou HPLC s fluorescenční detekcí (HPLC-FLD). 

Pracovali s 21 pacienty s potvrzeným FEO a 21 pacienty bez FEO a sledovali správné 

zařazení výsledků. Podle 42 měřených vzorků zjistili 100 % senzitivitu i specificitu pro 

stanovení metanefrinů v plazmě metodou HPLC-ECD. Měření močových 

katecholaminů metodou HPLC-FLD mělo 100 % senzitivitu ale jen 77 % specificitu 

(37, s. 254). 

Eisenhofer et al. ve své práci porovnávají stanovení plazmatických hladin 

metanefrinu, normetanefrinu a metoxytyraminu pro rozlišení různých dědičných forem 

FEO. Použili celkem 173 pacientů s feochromocytomem, z toho 38 s mnohočetnou 

endokrinní neoplazií typu 2 (MEN2), 10 s neurofibromatózou typu 1 (NF1), 66 s von 

Hippel-Lindau (VHL) syndromem a 59 s mutací SDHB nebo SDHD. Plazmatické 

koncentrace volného metanefrinu, normetanefrinu a metoxytyraminu byly 

kvantifikovány kapalinovou chromatografií s elektrochemickou detekcí, kterou popsal 

Lendersen et al. (43, s. 411, 413).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Bakalářská práce   

40 
 

2 CÍLE 
 

1. Optimalizovat podmínky analýzy pro coulometrickou detekci při HPLC 

stanovení adrenalinu a noradrenalinu v plazmě pomocí kitu firmy Bio-Rad 

určeného pro amperometrickou detekci. 

 

2. Validace metody při použití coulometrické detekce. 

 

3. Mezilaboratorní porovnání výsledků adrenalinu a noradrenalinu u pacientských 

vzorků. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Přístroje, materiál, chemikálie 

3.1.1 Přístroje 

 
- analytické váhy AB 135-5 (Metler - Toledo) 

- centrifuga (Megafuge 1.0 R, Heraeus sepatech) 

- Vortex (Velp scientifica) 

- Třepačka (LT 2) 

- HPLC sestava Agilent Technologies 1200 (Agilent Technologies, USA)  

o Degasser  (Agilent Technologies) 

o Izokratická pumpa (Agilent Technologies) 

o Termostat kolony (Agilent Technologies) 

o Autosampler (Agilent Technologies) 

o Coulochemický detektor (Coulochem III, Esa) 

o PC a vyhodnocovací software Chem 32 (Agilent Technologies) 

    
Obrázek č. 6: HPLC sestava Agilent 1200 
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3.1.2 Doplňkový materiál 

 
- automatické pipety (Biohit)  

- mikrozkumavky  

- skleněné zkumavky (10 ml) 

- skleněné zkumavky zábrusové (10 ml) 

- odměrné baňky 

- kádinky 

- falkonky 

- váženky 

- vialky  

-  inserty  

3.1.3 Kit na stanovení plazmatických katecholaminů pomocí HPLC 
(Bio-Rad) 

 
- mobilní fáze - výrobce neudává složení mobilní fáze 

- reagent 1 - Tris pufr 

- reagent 2 - eluční reagencie 

- reagent 3 -  disiřičitan sodný Na2S2O5 

- vnitřní standard 

- kalibrační standard lyofilizovaný 

- extrakční kolonky s oxidem hlinitým 

- eluční vialky 

- návod 

3.1.4 Příprava reagencií 

 
Příprava reagentu 2 (R2) 

 

Reagent 2 je nutné před použitím naředit HPLC vodou na pracovní koncentraci. Ředění 

bylo provedeno v poměru 1 ml zásobního reagentu 2 a 19 ml HPLC vody. Naředěný R2 

je stabilní až 2 týdny, pokud se uchovává při 2-8 °C (46, s. 6). 
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 Příprava reagentu 3 (R3) – disiřičitan sodný 

 

Byly připraveny dvě koncentrace R3 - 0,1 % a 10 %.  

0,1 % R3 byl použit pro ředění kontrolních a kalibračních roztoků. 0,025 g R3 

bylo naváženo na analytických váhách, kvantitativně se převedlo do odměrné baňky (25 

ml) a doplnilo HPLC vodou. 0,1 % R3 musí být použit maximálně do 8 hodin. 

10 % R3 byl použit ke konzervaci vzorků plazmy (zabraňuje degradaci 

katecholaminů). Na analytických váhách se navážil 1 g R3, kvantitativně se převedl do 

odměrné baňky (10 ml) a doplnil HPLC vodou. 10 % R3 je stabilní 5 dní, pokud je 

uchováván při 2-8 °C (46, s. 7). 

 

Příprava vnitřního standardu (I.S.) 

 

Pracovní roztok vnitřního standardu byl připravován ze zásobního roztoku I.S. a 

pracovního roztoku R2 ve dvou krocích. 

1. krok – Do mikrozkumavky se napipetuje 10 µl zásobního roztoku I.S. a 400 µl 

pracovního R2. Důkladně se promíchá. 

2. krok – Do skleněné zkumavky se zábrusem je odpipetováno 200 µl směsi z kroku 

1, k tomu se přidá 5 ml pracovního R2. Důkladně promíchat. Pracovní roztok I.S. 

byl rozdělen do alikvót po 1 ml a skladován při cca -70 °C. Výrobcem udávaná 

stabilita pracovního roztoku je 1 měsíc při skladování v teplotách < -20 °C (46, s. 

6). 

 

Příprava kontrolních roztoků 

 

Pro naši práci jsme použili kontrolní materiál od firmy Bio-Rad – Lyphochek 

Endocrine controls. Rozmezí koncentrací kontrolního materiálu pro nižší hladinu bylo 

198 – 298 ng/l pro noradrenalin a 52 – 78 ng/l pro adrenalin. Rozmezí koncentrací pro 

vyšší hladinu bylo 1095 - 1645 ng/l pro noradrenalin a 925 – 1395 ng/l pro adrenalin 

(viz tab. 3). Lyofilizované kontrolní vzorky byly rozpuštěny každý v 10 ml 0,1 % R3. 

Vzhledem k tomu, že rekonstituovaný kontrolní materiál je stabilní v 2-8 °C jen 72 

hodin, byly připraveny alikvóty po 1,1 ml, které byly skladovány při cca -70 °C. 

Stabilita vzorku je 1 měsíc při skladování v teplotách < -20 °C (46, s. 8). 
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Kontrolní vzorek Noradrenalin (ng/l) Adrenalin (ng/l) 

nízká hladina 198 - 298 52 - 78 

vysoká hladina 1095 - 1645 925 - 1395 
Tabulka č. 3: Rozmezí kontrol 

 

 

Příprava kalibračních roztoků 

 

 Kalibrační roztok byl připraven z lyofilizovaného standardu, dodávaného firmou 

Bio-Rad jako součást kitu pro HPLC analýzu plazmatických katecholaminů.  Kalibrační 

standard byl rozpuštěn v 10 ml 0,1 % R3. Při skladování při 2-8 °C je stabilní tři dny. 

Stabilita při skladování v teplotách < -20 °C je 1 měsíc (46, s. 7). Rekonstituovaný 

kalibrační vzorek měl koncentraci 488 ng/l pro noradrenalin a 570 ng/l pro adrenalin. Ze 

zásobního roztoku bylo v dubletu připraveno 5 roztoků o různých koncentracích. 

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. Ředění bylo provedeno do celkového objemu 

4 ml podle tabulky č. 4. 

 

výsledná koncentrace 
adrenalinu (ng/l) 

výsledná koncentrace 
noradrenalinu (ng/l) 

zásobní kalibrační 
roztok (ml) 

0,1 %  Na2S2O5 
(ml)  

35,63 30,5 0,25 3,75 

71,25 61 0,5 3,5 

142,5 122 1 3 

285 244 2 2 

570 488 4 - 

Tabulka č. 4: Příprava kalibračních roztoků 
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Konzervace vzorku 

 

Jelikož katecholaminy podléhají oxidaci, je nutné vzorky plazmy stabilizovat 

přidáním konzervantu. Pokud jsou vzorky extrahovány v krátké době po odběru 

(maximálně do 5 hodin), není nutné antioxidant přidávat. Ke vzorkům plné krve bylo 

přidáno 50 µl 10 % Na2S2O5. Poté byly vzorky centrifugovány 5 minut při 3500 ot/min 

(rpm) a 4 °C. Do plastové zkumavky bylo odpipetováno alespoň 2,5 ml plazmy, která 

byla dále skladována při cca -70 °C (46, s. 6). 

 

3.2 Extrakce katecholaminů 

 
Na extrakční kolonku bylo napipetováno 500 µl reagentu 1, 100 µl pracovního 

roztoku vnitřního standardu a 1 ml vzorku plazmy nebo kontroly. Kolonka se pevně 

uzavřela a nechala se 5 minut třepat na třepačce. Poté byl spodek kolonky uvolněn, 

kolonka se vložila do skleněné zkumavky a byla centrifugována 2 min při 1200 rpm. 

Odpad byl vylit a spodek kolonky byl opět uzavřen. Následně byla kolonka promyta 1 

ml HPLC vody. Kolonka se důkladně protřepala a centrifugovala 1 min při 1200 rpm. 

Odpad byl vylit a krok promývání se opakoval s centrifugací 2 min při 1200 rpm. Po 

tomto kroku musí být kolonka viditelně suchá, pokud tomu tak nebylo, centrifugace se 

opakovala. Na spodní část kolonky byla nasazena eluční vialka. Do suché kolonky bylo 

napipetováno 120 µl pracovního roztoku reagentu 2. Kolonka byla 30 s vortexována a 

poté centrifugována 2 min při 1200 rpm. Vyextrahované katecholaminy byly 

přepipetovány do insertů umístěných v HPLC vialkách. K HPLC analýze bylo použito 

50 µl eluátu. 

 

3.3 Chromatografická analýza 

 
Chromatografická analýza probíhala při průtoku mobilní fáze 0,7 ml/min a tlaku 

cca 150 kPa. Termostat kolony byl temperován na 35 °C. Termostat autosampleru byl 

chlazen na 6 °C. Nástřik vzorku na kolonu byl 50 µl. Katecholaminy byly detekovány 

elektrochemickým (coulometrickým) detektorem při následném nastavení cel: na cele 1 

byl nastaven potenciál 350 mV s rozsahem 100 nA, cela 2 měla potenciál 0 mV 

s rozsahem 50 nA a na guard cele byl nastaven potenciál také 0 mV s rozsahem 50 nA. 
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Noradrenalin byl detekován přibližně ve 4. minutě, adrenalin přibližně v 6. minutě a 

retenční čas vnitřního standardu byl cca 9,5 minuty. Analýza jednoho vzorku trvala 19 

minut.  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Noradrenalin  

 Adrenalin Vnitřní standard 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obrázek č. 7: Chromatogram  
 
 

4 VÝSLEDKY A DISKUSE 

4.1 Optimalizace podmínek pro coulometrickou detekci 

Kit firmy Bio-Rad, který jsme v naší práci použili, byl vyroben pro 

amperometrickou detekci. Naším úkolem bylo najít vhodné nastavení potenciálů cel pro 

coulometrickou detekci. 

Byl připraven pracovní roztok test mixu dodávaného firmou Bio-Rad. Příprava 

test mixu - 50 µl zásobního roztoku bylo naředěno 2 ml pracovního roztoku reagentu 2. 

Po promíchání bylo z této směsi odpipetováno 100 µl, ke kterým bylo přidáno 5 ml 

pracovního roztoku reagentu 2.  
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K chromatografické analýze byl použit pracovní roztok test mixu. Analýza 

probíhala za stejných podmínek, které jsou popsány v bodě 3.3. Postupně byl měněn 

potenciál na cele 1, a to od 100 mV do 500 mV a na cele 2 se střídal potenciál -100 mV 

a 0 mV. Tímto měřením jsme došli k závěrům, že změny potenciálů na cele 2 nemají 

význam pro analýzu, a tak byl vybrán potenciál 0 mV, který byl dále používán.  Změny 

potenciálů na cele 1 jsou uvedené v grafu na obrázku č. 8 pro adrenalin a na obrázku č. 

9 pro noradrenalin. Na ose x jsou vyneseny jednotlivé potenciály a na ose y je 

znázorněna odezva - plocha píku. Pro další analýzy bylo zvoleno nastavení potenciálu 

na 1. cele  350 mV. 

 
Obrázek č. 8: Optimalizace potenciálu – adrenalin  

 

 
Obrázek č. 9: Optimalizace potenciálu – noradrenalin  
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4.2 Validace metody 

 

4.2.1 Kalibrace 

 
Byla připravena 5 bodová kalibrace adrenalinu a noradrenalinu. Jednotlivé 

kalibrační roztoky byly připraveny 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/l. 

Kalibrační křivka byla v celém rozsahu lineární. Pro výpočet jednotlivých koncentrací 

adrenalinu byla použita rovnice regrese y = 0,00099567x + 0,0058955, kde y je plocha 

píku a x je koncentrace stanovovaného analytu. Pro výpočet koncentrací noradrenalinu 

byla použita rovnice regrese y = 0,00116679x + 0,0039203. Hodnota regresního 

koeficientu (R2) pro adrenalin je 0,99978 a pro noradrenalin 0,99977. Hodnota 

regresního koeficientu nám udává míru rozptylu bodů kolem regresní přímky. 

Kalibrační křivky jsou uvedeny na obrázcích č. 10 pro adrenalin a č. 11 pro 

noradrenalin. 

 
 
 

 
  Obrázek č. 10: Kalibrační křivka adrenalinu 
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  Obrázek č. 11: Kalibrační křivka noradrenalinu 
 
 

4.2.2 Opakovatelnost 

 
Opakovatelnost neboli přesnost nám udává těsnost shody mezi naměřenými 

hodnotami získanými opakovaným měřením za podmínek opakovatelnosti měření. 

V naší práci byla opakovatelnost měření zjištěna analýzou 20 vzorků Lyphochek 

Endocrine controls (o vysoké a nízké hladině stanovovaných analytů) za podmínek 

opakovatelnosti. To znamená, že všechny vzorky byly připraveny toutéž osobou, 

měřeny na témže přístroji, se stejnou obsluhou, za stejných podmínek v jeden den. 

Výsledky jsou uvedeny v tabulkách č. 5 pro nízkou hladinu kontrol a č. 6 pro vysokou 

hladinu kontrol. Z výsledků uvedených ve výše zmíněných tabulkách byl vypočítán 

průměr, směrodatná odchylka (SD-výběrová), variační koeficient (CV) a bias. 

Směrodatná odchylka udává míru rozptylů výsledků. Čím nižší hodnotu směrodatná 

odchylka má, tím je metoda přesnější. Variační koeficient by neměl přesáhnout hodnotu 

10 %. Pro nízkou hladinu kontrol jsme dosáhli variačních koeficientů 4,4 % (adrenalin) 

a 2,8 % (noradrenalin), u vysoké hladiny kontrol byly variační koeficienty 4,3 % 

(adrenalin) a 2,3 % (noradrenalin). Všechny výsledky uvedené v tabulkách č. 5 a 6 

odpovídají požadavkům  úspěšné validace. 
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KO vysoká 
hladina 

Noradrenalin 
(ng/l) 

Adrenalin 
(ng/l) 

1 1306,9 1117,3 
2 1376,3 1161,9 
3 1374,1 1148,1 
4 1299,2 1115,0 
5 1287,9 1084,3 
6 1352,1 1224,0 
7 1352,5 1139,0 
8 1323,4 1129,3 
9 1344,4 1073,3 

10 1345,9 1144,1 
11 1314,3 1104,2 
12 1307,0 1109,0 
13 1334,8 1126,2 
14 1324,6 1120,6 
15 1309,0 1129,2 
16 1410,8 1223,7 
17 1362,9 1125,0 
18 1364,0 1046,8 
19 1354,2 1227,3 
20 1332,6 1178,4 

Průměr 1338,9 1136,3 
SO 30,7 48,2 

CV% 2,3 4,2 
BIAS% 2,3 2,1 

Tabulka č. 6: Opakovatelnost vysoká 
hladina 

 
 

4.2.3 Reprodukovatelnost 

 
Reprodukovatelnost měření byla zjištěna analýzou 20 vzorků Lyphochek 

Endocrine controls (o vysoké a nízké hladině stanovovaných analytů). Všechny 

kontroly byly připraveny v jeden den, rozděleny do alikvót a skladovány při cca -70 °C. 

Každý den byla extrahována a změřena jedna kontrola s nízkou hladinou a jedna 

kontrola s vysokou hladinou adrenalinu a noradrenalinu. Všechny kontroly byly měřeny 

na stejném přístroji stejnou obsluhou. Výsledky jsou uvedené v tabulkách č. 7 pro 

nízkou hladinu kontrol a č. 8 pro vysokou hladinu kontrol. Z výsledků byl opět 

KO nízká 
hladina 

Noradrenalin 
(ng/l) 

Adrenalin 
(ng/l) 

1 264,7 61,4 
2 264,5 60,9 
3 266,9 64,2 
4 268,0 60,1 
5 265,5 63,0 
6 265,2 63,6 
7 260,1 61,0 
8 273,0 60,1 
9 265,4 57,6 
10 269,2 61,4 
11 257,4 66,5 
12 263,2 59,0 
13 267,2 61,6 
14 263,6 56,4 
15 258,8 58,5 
16 260,7 60,0 
17 248,7 56,5 
18 257,9 56,5 
19 270,1 60,8 
20 241,5 61,8 

Průměr 262,6 60,6 
SO 7,3 2,7 

CV% 2,8 4,4 

BIAS% -5,6 7,4 
Tabulka č. 5: Opakovatelnost nízká 
hladina 
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vypočítán průměr, směrodatná odchylka výběrová, variační koeficient a bias. Z údajů 

v tabulkách č. 7 a 8 plyne, že variační koeficienty byly mírně zvýšené oproti variačním 

koeficientům při měření opakovatelnosti, žádný však nepřesáhl hodnotu 10 %, což se 

shoduje s údaji, jež uvádějí Vránková et al., kteří ve své práci také popisují mírné 

zvýšení hodnot variačních koeficientů. Tento jev (zvýšení hladin variačních koeficientů 

v případě reprodukovatelnosti) přisuzují zahrnutí variability do výsledků (měření 

v různých dnech) (37, s. 253). Všechny námi naměřené výsledky splňují požadavky 

úspěšné validace. 

 
 

KO vysoká 
hladina 

Noradrenalin 
(ng/l) 

Adrenalin 
(ng/l) 

1 1344,4 1013,6 
2 1332,6 1115,0 
3 1317,0 1223,7 
4 1410,8 1125,0 
5 1263,1 1104,2 
6 1259,3 1109,0 
7 1317,4 1084,3 
8 1289,0 1038,0 
9 1214,0 1017,5 

10 1201,3 999,3 
11 1235,1 1001,4 
12 1362,9 1023,1 
13 1364,0 1018,1 
14 1242,9 1046,8 
15 1354,2 1015,3 
16 1323,5 1018,9 
17 1275,9 1117,3 
18 1249,5 1120,6 
19 1308,5 1008,7 
20 1182,2 1073,3 

Průměr 1292,4 1063,7 
SD-výběr 61,2 59,4 

CV% 4,7 5,6 
BIAS% 6,0 9,1 

Tabulka č. 8: Reprodukovatelnost vysoká 
hladina 

 

KO nízká 
hladina 

Noradrenalin 
(ng/l) 

Adrenalin 
(ng/l) 

1 265,5 69,2 
2 248,7 56,8 
3 259,3 58,2 
4 257,4 63,0 
5 284,5 59,9 
6 263,6 63,7 
7 241,5 64,2 
8 291,4 57,1 
9 251,4 55,4 
10 278,2 61,2 
11 279,8 68,7 
12 285,4 63,6 
13 285,9 66,5 
14 278,8 67,5 
15 278,7 61,6 
16 290,4 60,7 
17 275,5 61,8 
18 284,0 58,5 
19 267,4 60,8 
20 292,1 58,3 

Průměr 273,0 61,8 
SD-výběr 15,2 4,0 

CV% 5,6 6,4 
BIAS% -9,2 5,1 

Tabulka č. 7: Reprodukovatelnost nízká 
hladina 
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4.2.4 Správnost 

 
Správnost (pravdivost) je definována jako těsnost shody mezi průměrnou 

hodnotou získanou z řady výsledků zkoušek a přijatou referenční hodnotou.  Mírou 

pravdivosti je obvykle vychýlení (bias). Hodnota bias odhaduje hodnotu systematické 

chyby. 

Hodnoty bias byly vypočítány pro opakovatelnost i reprodukovatelnost a jsou 

uvedeny v tabulkách č. 5 – 8. Střední referenční hodnoty kontrolních materiálů byly 65 

ng/l pro adrenalin a 248 ng/l pro noradrenalin u nízké kontroly a 1160 ng/l pro adrenalin 

a 1370 ng/l pro noradrenalin u vysoké kontroly. Tabulky č. 5 a 6 uvádějí hodnoty bias 

pro opakovatelnost. U nízké 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 tabulkách č. 7 a 8 jsou uvedeny hodnoty bias pro reprodukovatelnost. U 

nízké 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 nepřekročily hranici 10 %.  

 

4.2.5 Mez detekce 

 
Mez detekce (LOD-limit of detection) daného analytického postupu je dána 

nejmenším množstvím analytu ve vzorku, které může být detekováno. Mez detekce 

jsme stanovili pomocí analýzy 3 slepých vzorků. Slepý vzorek byl připraven z HPLC 

vody stejným postupem extrakce jako všechny ostatní vzorky. U všech slepých vzorků 

byla odečtena výška šumu a vypočítala se průměrná hodnota šumu. Mez detekce jsme 

pak vypočítali podle níže uvedeného vzorce z 5 bodové kalibrační křivky. Tyto 

kalibrační křivky jsou znázorněné na obrázku 12 pro adrenalin a na obrázku 13 pro 

noradrenalin a byly sestaveny z výšek píků. 

 

Xd = Yd/b1 

 

Yd – 3 . hmax – maximální kolísání základní linie  

b1 – směrnice kalibrační přímky, b1 musí vycházet z koncentrační závislosti y = b1 . x, 

kde y je výška chromatografického píku. 

http://www.sekk.cz/terminologie/Text/Terminologie.htm
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V tabulce č. 9 jsou uvedeny hodnoty výšek píků jednotlivých slepých vzorků, jejich 

průměr a maximální kolísání základní linie. 

      Tabulka č. 9: Hodnoty výšky píků slepých vzorků 

 

 

 

 
Obrázek č. 12: Kalibrační křivka adrenalinu 

 
Směrnice kalibrační přímky b1 je 0,0013.  

Mez detekce pro stanovení adrenalinu v plazmě metodou HPLC-ECD je 24,9 ng/l. 

Výrobcem udávaná mez detekce pro stanovení adrenalinu je 19 ng/l. Přestože byl použit 

citlivější detektor, nepodařilo se nám dosáhnout takové meze detekce, jakou udává 

výrobce. 

Nulový vzorek Výšky píků 

 Noradrenalin Adrenalin 

1 0,0095 0,012 

2 0,0095 0,013 

3 0,0068 0,0073 

průměr 0,0086 0,0108 

3 . hmax 0,0258 0,0324 
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Obrázek č. 13: Kalibrační křivka noradrenalinu 

 
Směrnice kalibrační přímky b1 je 0,0022.  

Mez detekce pro stanovení noradrenalinu v plazmě metodou HPLC-ECD je 11,7 ng/l. 

Výrobcem udávaná mez detekce pro stanovení noradrenalinu je 16 ng/l. Námi naměřená 

mez detekce pro noradrenalin je nižší, což by mohlo být způsobeno citlivějším 

detektorem. 

 

4.2.6 Výtěžnost 

  
Výtěžnost metody udává poměr množství analytu získaného danou analytickou 

metodou k přijaté referenční hodnotě. Výtěžnost udávaná výrobcem je 102 % pro 

adrenalin i noradrenalin. Námi stanovená výtěžnost je 98 % pro adrenalin i 

noradrenalin, což splňuje akceptační kritéria validace. 

 

4.2.7 Robustnost 

 
Robustnost metody je schopnost metody podat přijatelné výsledky i za 

předpokladu, že došlo k mírným odchylkám v postupu. Robustnost nám udává 

spolehlivost metody při jejím běžném používání. V naší práci byla robustnost 

posuzována pomocí dvou parametrů. Nejprve byl sledován vliv skladování vzorků a 

posléze byl sledován vliv rozmrazování.  
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Pro zhodnocení vlivu skladování vzorků byly použity plazmy od 10 pacientů. Po 

přidání konzervační látky a centrifugaci byla plazma odpipetována do dvou zkumavek. 

Jedna byla uložena v mrazáku při cca -20 °C a druhá při cca -70 °C. Všechny vzorky 

byly extrahovány a měřeny jednou osobou ve stejný den. Výsledky jsou uvedeny 

v tabulkách č. 10 pro adrenalin a č. 11 pro noradrenalin. Naše výsledky ukázaly 

významný pokles hladin adrenalinu u poloviny sledovaných pacientů, jejichž vzorky 

byly skladovány při cca -20 °C. V případě noradrenalinu jsme naměřili podobné 

hodnoty u vzorků skladovaných při cca -20 °C a při cca -70 °C (změny do 10 %). 

V literatuře se uvádí, že vzorky jsou stabilní, pokud jsou skladovány při cca -70 °C. 

Avšak autoři Boomsma et al. ve své práci uvádějí, že katecholaminy jsou stabilní 

v plazmě 1 den při cca 20 °C a až 2 dny při cca  4 °C, což je v rozporu s téměř všemi 

ostatními autory, kteří shodně uvádějí, že vzorky je nutné co nejdříve centrifugovat a 

zamrazit. (45, s. 2503). 

 

Vliv skladování – adrenalin (ng/l)  Vliv skladování – 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 č. 10: Vliv skladování – adrenalin   
Tabulka č. 11: Vliv skladování – 
noradrenalin  

 

 

K posouzení vlivu rozmrazování bylo připraveno celkem 20 ml kontrolního 

materiálu obsahujícího nízkou hladinu katecholaminů a 20 ml kontrolního materiálu o 

vysoké hladině katecholaminů. 10 ml od každé hladiny kontrol bylo přepipetováno do    

15 ml falkonky (kónická zkumavka), zamrazeno a skladováno při cca -70 °C. Zbylých 
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10 ml bylo rozděleno do mikrozkumavek na alikvóty po 1 ml, zamrazeno a skladováno 

při cca -70 °C. V průběhu několika dní pak byly vždy rozmrazeny kontroly ve 

falkonkách  a 1 ml z každé byl extrahován a měřen. Spolu s nimi byly vždy 

analyzovány 2 kontroly skladované po alikvótách (od každé hladiny 1). Extrakce i 

měření byly prováděny vždy stejnou obsluhou na stejném analyzátoru. Výsledky jsou 

uvedené v tabulkách 12 až 15. Obecně by se dalo shrnout, že výsledky rozmrazovaných 

kontrol jsou nepatrně nižší než výsledky kontrol uložených po alikvótách, nicméně tyto 

rozdíly nejsou výrazné, a tudíž jsme naším měřením nezjistili žádný významný vliv 

rozmrazování vzorků na výsledky analýzy. 

 
 

Nízká kontrola adrenalin   Nízká kontrola noradrenalin 

vzorek 
Kontrola 
alikvóty  

Kontrola 
rozmrazovaná  vzorek 

Kontrola 
alikvóty 

Kontrola 
rozmrazovaná 

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 

Průměr 60,2 58,9  Průměr 282,8 281,5 
SD- výběr 3,5 3,5  SD- výběr 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 č. 12: Vliv rozmrazování - 
nízká kontrola adrenalinu   

Tabulka č. 13: Vliv rozmrazování - 
nízká kontrola noradrenalinu 
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Vysoká kontrola adrenalin  Vysoká kontrola noradrenalin 

vzorek 
Kontrola 
alikvóty 

Kontrola 
rozmrazovaná  vzorek 

Kontrola 
alikvóty 

Kontrola 
rozmrazovaná 

1 1018,9 988,8  1 1323,5 1313,5 
2 932,1 944,9  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 

Průměr 1015,8 964,8  Průměr 1302,8 1239,3 
SD- výběr 51,8 59,5  SD- výběr 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 č. 14: Vliv rozmrazování - 
vysoká hladina adrenalinu  

Tabulka č. 15: Vliv rozmrazování - 
vysoká hladina noradrenalinu 

 
 
 

4.3 Stanovení adrenalinu a noradrenalinu u pacientských 

vzorků 

V naší práci jsme prováděli mezilaboratorní porovnání výsledků na 42 

pacientských vzorcích. Byly porovnávány výsledky získané v naší laboratoři (Ústav 

klinické biochemie a patobiochemie fakultní nemocnice v Motole) s výsledky 

z laboratoře Rutinní biochemie a imunochemie nemocnice Šternberk. Během této práce 

bylo změřeno celkem 65 pacientských vzorků, bohužel jsme však neměli k dispozici 

všechny výsledky z nemocnice Šternberk, a proto bylo mezilaboratorní porovnání 

provedeno pouze na vybraném počtu pacientů.  

Všechny vzorky byly odebírány na endokrinologickém oddělení kliniky 

nukleární medicíny a endokrinologie (KNME) ve fakultní nemocnici Motol (FN Motol) 

do vakuových zkumavek (firmy Vacuette) s fialovým víčkem, které obsahují jako 

protisrážlivý prostředek K3EDTA. Pacientovi byla krev odebírána v sedě a odběru 

nepředcházela 30 minutová kanylace, ačkoli je pro toto stanovení doporučována (11, s. 

1; 28). I když jsme věděli, že není dodržena preanalytická fáze, požadovali jsme 
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odebírat vzorek stejným způsobem jako pro nemocnici Šternberk, aby nedocházelo 

k rozdílům v koncentracích katecholaminů v důsledku jiné preanalytické fáze. Do naší 

laboratoře byl vzorek přepraven ihned po odběru pomocí potrubní pošty. Ke vzorku 

bylo hned přidáno 50 µl konzervantu (10 % Na2S2O5) a byl centrifugován 10 min při 

3500 ot/min a cca 4 °C. Plazma byla odpipetována do plastové zkumavky a uložena při 

cca -70 °C. Všechny vzorky byly extrahovány a měřeny jednou osobou na témže 

přístroji podle postupů, jež jsou výše uvedeny. Před každou analýzou pacientských 

vzorků byly změřeny kontroly na obou hladinách. Vzorky, které se posílaly do 

nemocnice Šternberk, byly ponechány 30 minut v místnosti a až poté byly 

centrifugovány v KNME, následně byla plazma odpipetována do mikrozkumavek a 

zamrazena při cca -20 °C. Takto zpracované vzorky byly sváženy do nemocnice 

Šternberk cca jednou týdně. Zamrazené vzorky plazmy byly transportovány v chladicím 

boxu a uložené v ledu. V nemocnici Šternberk byly vzorky analyzovány metodou 

HPLC s elektrochemickou detekcí. V průběhu měření došlo ke zrušení metody na 

stanovení adrenalinu a noradrenalinu v nemocnici Šternberk a k analýze byly vzorky 

dále zasílány na oddělení laboratorní medicíny pracoviště Prostějov, kde k analýze 

používali kit firmy Recipe. Žádné další validační údaje k metodě nám však nebyly 

sděleny. 

V tabulce 16 jsou uvedené výsledky fakultní nemocnice Motol a výsledky 

nemocnice Šternberk. 

   

 Výsledky FN MOTOL Výsledky PROSTĚJOV 

Pacient 
Noradrenalin 

(ng/l) 
Adrenalin 

 (ng/l) 
Noradrenalin 

(ng/l) 
Adrenalin   

(ng/l)  
1 888,8 45,7 896,5 74,2 
2 856,3 93,8 891,7 106,5 
3 547 < 24,9 597,5 5 
4 878,7 84,7 826,1 78,2 
5 801,9 127,4 715,5 102,2 
6 310,2 < 24,9 302,8 5 
7 763,7 156,3 975,9 192,8 
8 567,3 < 24,9 547,7 5 
9 372,9 < 24,9 256,2 5 
10 420,6 < 24,9 400 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 < 24,9 556,3 5 
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 < 24,9 363,6 9,7 
20 642,2 < 24,9 442,8 5 
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 < 24,9 365,1 56,2 
25 549,2 < 24,9 338,3 5 
26 1257,3 < 24,9 1096,8 42,7 
27 1845,4 81,8 515,8 21 
28 1258,7 < 24,9 944,6 5 
29 434,6 35,3 388,2 26,3 
30 377,3 < 24,9 476,1 13,9 
31 223,5 < 24,9 227,8 9,1 
32 618,5 < 24,9 254,7 68,9 
33 479,6 < 24,91 169,1 63 
34 805,5 71,2 569,4 5 
35 759,9 < 24,9 373,4 5 
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 < 24,9 525,4 44,1 
41 574,3 57,4 358,9 5 
42 684 58,1 553,8 5 

Tabulka č. 16: Výsledky pacientských vzorků FN Motol a nemocnice Prostějov 

 
 

Výsledky analýzy byly rozděleny do tří skupin a statisticky vyhodnoceny 

programem GraphPad Prism 5.0. 1. skupinu tvořily hodnoty noradrenalinu, 2. skupina 

se skládala ze všech naměřených hodnot adrenalinu a 3. skupina byla tvořena pouze 

hodnotami adrenalinu vyššími než námi stanovená mez detekce tj. 24,9. Toto rozdělení 

bylo zvoleno, protože se část výsledků z nemocnice Prostějov nacházela mezi 

hodnotami 5 a 24,9, které jsme nemohli kvantifikovat s dostatečnou přesností, jelikož se 
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nacházeli pod mezí detekce. Normalita rozložení dat byla hodnocena pomocí 

D´Agostino & Pearson testu. Jelikož se u všech tří skupin jednalo o nenormální 

rozložení dat, byl u všech dat proveden neparametrický T-test. 

 U 1. skupiny (hladiny noradrenalinu) neparametrický T-test prokázal, že mezi 

výsledky FN Motol a nemocnice Prostějov je již signifikantní rozdíl, p = 0, 0485. 

Hodnota p je hraniční, jelikož hodnoty > 0,05 již neznamenají statisticky významný 

rozdíl. Proto byl dále vypočítán Spearmanův korelační koeficient, který nám vyšel 0,66, 

a podle kterého spolu výsledky korelují. 

U 2. skupiny (všechny naměřené hladiny adrenalinu) neparametrický T-test 

prokázal, že mezi výsledky není statisticky významný rozdíl, p = 0,3383.  

 3. skupina - hladiny adrenalinu bez hodnot nižších než 25,0. V této skupině 

neparametrický T-test také neprokázal statisticky významný rozdíl mezi výsledky,               

p = 0,2611.  

 

Pro celkové posouzení stavu pacienta byl vždy vyhodnocován kompletní 

laboratorní nález, který byl zajišťován nemocnicí v Prostějově. Pro kompletní 

laboratorní nález byly dále stanoveny hladiny volných nefrinů v plazmě, vypočítán 

index metanefrin/adrenalin, normetanefrin/noradrenalin a hodnoty nefrinů byly 

přepočítány na věk. Při měření 42 pacientských vzorků se u 29 pacientů shodujeme 

s výsledky naměřenými v nemocnici Prostějov. 11 pacientům (z výše zmíněných 29) 

byly v obou laboratořích zjištěny hodnoty adrenalinu a noradrenalinu v referenčním 

rozmezí. U všech těchto pacientů nesvědčí kompletní laboratorní nález pro přítomnost 

feochromocytomu. U 18 zbývajících (z výše zmíněných 29) byly detekovány zvýšené 

koncentrace alespoň jednoho analytu. Z toho 10 pacientům, kterým byly naměřeny 

zvýšené hladiny noradrenalinu v obou laboratořích, kompletní laboratorní nález 

nesvědčil pro přítomnost FEO. Vyšší hladiny noradrenalinu mohli být způsobeny 

sekundárním stresováním pacienta (např. stres z odběru krve).  U zbývajících 8 

pacientů, kterým byly v obou laboratořích zjištěny zvýšené koncentrace alespoň 

jednoho analytu, buď celkový nález přímo svědčil pro přítomnost FEO nebo jim byl 

doporučen clonidinový supresní test. 

Z 13 pacientů, u kterých se naše výsledky neshodovaly, byly 8 pacientům v naší 

laboratoři naměřeny zvýšené hladiny noradrenalinu. Po zhodnocení všech parametrů 

nesvědčil nález pro přítomnost FEO. Zvýšené hladiny mohli být způsobeny 

sekundárním stresováním pacienta. Vyskytly se také dva případy, kdy v naší laboratoři 
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byly zjištěny normální hodnoty obou analytů, ale v porovnávané laboratoři detekovali u 

jednoho pacienta zvýšené hladiny adrenalinu a u druhého pacienta zvýšené hladiny 

noradrenalinu. Po zhodnocení všech ostatních sledovaných hodnot ale dospěli k závěru, 

že ani v jednom případě nesvědčí celkový nález pro přítomnost FEO. Dále byly v naší 

laboratoři naměřeny třem pacientům zvýšené hladiny noradrenalinu, které ovšem 

v porovnávané laboratoři nedetekovali. Nicméně po zhodnocení dalších parametrů 

těmto pacientům doporučili clonidinový supresní test. Nižší hodnoty noradrenalinu 

naměřené v laboratořích nemocnice Prostějov mohly být způsobeny degradací 

noradrenalinu po odběru vzorku, kdy zkumavky byly ponechány 30 minut při pokojové 

teplotě a až poté byly centrifugovány a skladovány pouze při cca -20 °C. 

V nemocnici Prostějov bylo při analýze detekováno 5 vzorků s hladinami 

adrenalinu vyššími než referenční meze. U 3 pacientů se naše výsledky shodovaly, u 

zbylých 2 pacientů jsme naměřili hodnoty adrenalinu do 30 ng/l.  

 Přestože laboratoř v nemocnici Prostějov pod vedením prof. Stejskala slouží 

jako specializované pracoviště pro biochemický průkaz feochromocytomu, jsou zde 

analyzovány pacientské vzorky, u kterých nebyla dodržena preanalytická fáze, která má 

pro toto stanovení zásadní význam. 
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5 ZÁVĚR 
 

Byla provedena optimalizace chromatografické metody s coulometrickou 

detekcí pro stanovení adrenalinu a noradrenalinu v plazmě za použití kitu firmy   Bio-

Rad, který je určen pro amperometrickou detekci. Jako optimální nastavení analytických 

cel jsme zvolili následující nastavení. Na cele 1 byl nastaven potenciál 350 mV a rozsah 

100 nA, na cele 2 byl nastaven potenciál 0 mV s rozsahem 50 nA a na guard cele byl 

zvolen potenciál 0 mV s rozsahem 50 nA. Při tomto nastavení detektoru bylo dosaženo 

největší odezvy pro stanovované analyty, a proto byla při tomto nastavení provedena 

validace metody.  

U metody byla zjišťována přesnost a správnost za podmínek opakovatelnosti a 

reprodukovatelnosti. Variační koeficienty u opakovatelnosti a reprodukovatelnosti 

nepřesáhly hladinu 7 %, hodnoty bias byly do 10 %. Pro robustnost byly zjištěny 

hodnoty variačních koeficientů také do 7 %. Podle našich měření nemá na hladiny 

adrenalinu a noradrenalinu vliv opakované rozmrazování vzorku. Dále jsme zjistili, že 

skladování vzorku při cca -20 °C a při cca -70 °C má vliv na hladiny adrenalinu, ale 

hladiny noradrenalinu nebyly výrazně ovlivněny. U poloviny pacientských vzorků 

skladovaných při cca -20 °C byly naměřeny hladiny adrenalinu výrazně nižší než u 

vzorků skladovaných při cca -70 °C. 

Při mezilaboratorním porovnání jsme dospěli k závěrům, že celkové výsledky 

stanovení adrenalinu a noradrenalinu detekované v naší laboratoři korelují s výsledky 

naměřenými v nemocnici Šternberk. Z 42 sledovaných vzorků jsme se shodovali 

v naměřených hodnotách pod nebo nad referenčním rozmezí u 29 pacientů. Detekovali 

jsme zvýšené koncentrace noradrenalinu u 3 pacientů, kterým byl doporučen 

clonidinový supresní test, ale v nemocnici Šternberk tyto zvýšené koncentrace 

nezachytili. U zbylých 11 pacientů, kde se naše výsledky lišily, kompletní laboratorní 

nálezy nesvědčily pro přítomnost FEO a ke zvýšení koncentrací nejspíše došlo 

v důsledku sekundárního stresu pacienta. Jednalo se pouze o mírné zvýšení koncentrací. 

Celkově jsme dospěli k závěru, že preanalytická fáze je pro toto stanovení velmi 

důležitá. Samostatné stanovení katecholaminů je mnohem přínosnější než stanovení 

metabolitů katecholaminů v moči, které je stále na mnoha pracovištích používané, i 

když ne zcela dostačující. K úplnému posouzení stavu pacienta je nejvhodnější 

kompletní laboratorní nález, do kterého se dále řadí stanovení plazmatických hladin 

nefrinů, přepočet výsledků na věk, výpočet indexů metanefrin/adrenalin, 
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normetanefrin/noradrenalin). Proto by bylo dále potřeba zavést i metodu na stanovení 

nefrinů v plazmě. 

Metoda optimalizovaná a používaná v této práci byla úspěšně validována a je 

vhodná pro stanovení koncentrací adrenalinu a noradrenalinu v plazmě.  
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