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Stanoveni metanefrini v plazmé a mo¢i metodou HPLC-ED

Ulrychova M., Vavrova J., Palicka V.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN v Hradci Krélové

SOUHRN

Cil studie: Katecholaminy a jejich metabolity jsou vyuzivany v diagnostice feochromocytomu. NaSe sdéleni se zabyva
validaci metody na stanoveni normetanefrinu (NMN) a metanefrinu (MN) v plazmé a v mogi.

Nézev a sidlo pracovisté: Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF UK a FN v Hradci Kralové.

Materidl a metoda: Byla pouzita metoda HPLC s elekirochemickou detekci (ED). Separacni podminky: mobilni faze
1 mol/l NaH,PO,, 0,34 mmol/l 1-oktansulfonat sodny, 0,13 mmol/l EDTA, 75 ml/l acetonitril, analyticka kolona C18 RP,
pritok mobilni fdze 1 ml/min. Podminky detekce (elektrochemicky detektor ESA Coulochem Il): ochranna cela
s potencialem 370 mV, analyticka cela se 150 mV a -390 mV. Pfiprava vzorku: pfidavek vnitfniho standardu 4-hydroxy-
-3-methoxy-benzylamoniumchloridu, izolace analytd a jejich precisténi extrakci na pevné fazi s pouzitim SPE kolonek
Oasis MCX, Waters (sorbent kondicionovan metanolem a vodou, promyvan 0,1 mol/l HCI a metanolem, eluce vzorku
5% metanolickym roztokem hydroxidu amonného).

Vysledky: Primérna opakovatelnost 7,4 % a reprodukovatelnost 8,0 %. Hodnoty vytéZnosti se pohybovaly v rozsahu
94—111 %. Ovéreni referencnich intervald: NMN v plazmé 0,1-0,61 nmol/l, MN v plazmé 0,06—0,31 nmol/l, NMN v moci
0,480-2,400 pmol/24 h MN v moci 0,264—1,440 pmol/24 h.

Zavéry: Stanoveni metanefrinll uvedenou metodou HPLC s elektrochemickou detekci je rychlou a prfesnou metodou
pro stanoveni metabolitll katecholaminl v plazmé a v moci.
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SUMMARY

Ulrychova M., Vavrova J., Palicka V.: Determination of metanephrines in plasma and urine by HPLC-ED
Objective: Catecholamines and their metabolites are used for diagnosis of pheochromocytoma. Our communication
deals with validation of methods for determination of normetanephrine (NMN) and metanephrine (MN) in plasma and
urine.

Settings: Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics, Medical Faculty Hospital, Charles University, Hradec Kralove,
Czech Republic

Material and Methods: HPLC method with electrochemical detection (ED) was used. Separation conditions was as
follows: mobile phase 1 mol/l NAH,PO,,0.34 mmol/l 1-octansulfonic acid sodium salt, 0.13 mmol/l EDTA, 75 ml/I
acetonitrile, C18 RP analytical column, flow rate 1 ml/min. Detection conditions (electrochemical detector ESA Coulochem l):
conditioning cell with potential 370 mV, analytical cell 150 and -390 mV. Sample preparation: addition of 4-hydroxy-3-
-methoxy-benzylammoniumchloride as internal standard, isolation and purification were performed by solid-phase
extraction (Oasis MCX, Waters). Sorbent was conditioned with methanol and water and washed by 0.1 mol/l HCI and
methanol. For sample elution 5% ammonium hydroxide in methanol was used.

Results: Average of repeatability 7.4% and reproducibility 8%. Recovery values ranged from 94-111%. We also
calculated inter-in reference intervals. Plasma values were: 0.1-0.61 nmol/l for NMN and 0.06-0.31 nmol/I for MN.
Urine values: 0.480-2.400 umol/24 h for NMN and 0.264—1.440 pmol/24 h for MN.

Conclusion: Rapid and precise method for determination of catecholamine metabolites in plasma and urine was
successfully validated.
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Uvod

Metanefrin, normetanefrin a 3-methoxytyramin
jsou O-metylované metabolity adrenalinu, noradre-
nalinu a dopaminu. Odbouravani katecholamind pro-
biha nejprve enzymovou metylaci hydroxyskupiny
v poloze 3 benzenového jadra za vzniku metanefri-
nu, normetanefrinu nebo 3-methoxytyraminu. Tato re-
akce je katalyzovana enzymem katechol-O-metyl-
transferazou (COMT), ktera pfenasi metylovy zbytek
z donoru S-adenosylmethioninu. Nasleduje eliminace
dusiku z postranniho fetézce plisobenim monoami-
nooxidazy (MAQ), vznikajici aldehydy se pak oxiduji
az ke kone¢nym produktdm — kyseliné vanilmandlo-
vé z metanefrinu a normetanefrinu nebo kyseliné ho-
movanilové z dopaminu. Vylu€ovani téchto finalnich

produktll moéi Ize sledovat jako miru obratu kate-
cholaminll v organismu [1].

PFi¢inou zvySené tvorby a vyplavovani katechol-
aminu do cirkulace jsou nadory chromafinnich bunék
dfené nadledvin a bunék sympatickych nervovych za-
konceni, které katecholaminy produkuji. Tyto nadory jsou
oznacovany jako feochromocytomy a neuroblastomy
[1, 2, 3, 4, 5]. Metanefriny, stejné jako katecholaminy,
maji vyznam pfi jejich diagnostice. Vyhodou jejich sta-
noveni oproti katecholaminlim je vétsi senzitivita a spe-
cificita [2, 3, 4, 5].

Pro kvantitativni stanoveni metanefrint je nutno
zarucit vysokou citlivost metody. Dfive pouzivané spek-
trofotometrické, fluorescenéni nebo radioenzymatické
metody jsou postupné nahrazovany citlivéjSimi sepa-
raénimi postupy, zejména metodami chromatograficky-



mi [1]. V literatufe se uvadi jako nejvice pouzivana
metoda na stanoveni koncentrace metanefrini vyso-
koucinna kapalinova chromatografie s elektrochemic-
kou (coulometrickou) detekci [1, 2, 3, 6] a s izolaci
stanovovanych analytd pomoci extrakce na pevné fazi
(SPE) [1, 2, 3, 4, 6]. V soucasnosti se také stale vice
rozviji vyuziti chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii [2,4,7,8].

Material a metody

Chemikalie a pristroje

V praci byly pouzivany standardy normetanefrin
(NMN), metanefrin (MN), 3-methoxytyramin (3-MT)
(Sigma-Aldrich, Némecko) a vnitfni standard 4-hyd-
roxy-3-methoxybenzylamoniumchlorid (HMBA)
(Merck, Némecko). Standardy jsme Fedili kyselinou
octovou (Penta, CR). Pro kalibraci metody a kontroly
jsme pouzili komeréné dodavany kalibrator a kont-
rolni materialy pro méfeni metanefrind v moci (Reci-
pe, Némecko).

Pro pfipravu mobilni faze jsme pouzili acetonitril
(ACN) (Merck), oktansulfonat sodny, dihydrogenfos-
foreénan sodny (Fluka, Svycarsko), etylendiamin-
tetraoctovou kyselinu (EDTA) a kyselinu fosforec-
nou (Lachema, CR). Hydroxid amonny (26%)
(Lachema), kyselina chlorovodikova (Penta) a me-
tanol (Kulich, CR) jsme vyuzivali pro extrakci na
pevné fazi. Deionizovanou vodu jsme ziskali pomo-
ci MilliQ Plus systému (Millipore, USA). Roztoky
jsme filtrovali pfes 0,22 pym filtry GVWP (Millipore).
Pro SPE (solid phase extraction) jsme pouzivali
kolonky Oasis MCX — 3cc, 60 mg, 30 pym (Waters,
USA). Pro vlastnimu chromatografickému rozdéleni
metanefrinl jsme vyuzivali separacni pfedkolonky
a kolony s reverzni fazi Lichrocard 250-4 a Lichro-
spher RP-18e, 5 ym (Merck).

Analyzy jsme provadéli na modularnim HPLC sy-
stému sestaveném z pumpy LC-10AD VP (Shimadzu,
Japonsko), degasseru a autosampleru (Hewlett Pac-
kard, USA), ochranné cely — model 5021 a analytické
cely — model 5011 (ESA, USA).

Priprava vzork

PoZzadavky preanalytické faze pro odbér krve k vy-
Setfeni metanefrind pfedpokladaji klid pacienta a zave-
deni kanyly minimalné 15 minut pfed odbérem. Ode-
brané vzorky heparinizované krve byly chlazeny na ledu
a co nejrychleji transportovany do laboratofe. Vzorky
moci byly ziskany sbérem po dobu 24 hodin do nadoby

s 30 ml 6 mol/l HCI. Ziskanou plazmu a mo¢ jsme pak
uchovavali pfi -20 °C.

K 1 ml vzorku plazmy, 100krat fedéné moci nebo
standardu jsme pfidavali vzdy 50 pl vnitfniho standar-
du HMBA. Redé&ni moéi jsme volili pro sjednoceni po-
stupu stanoveni v krvi a v moci. K izolaci sledovanych
analyti jsme pouzivali SPE na Oasis MCX kolonkach
[8]. Sorbent jsme nejdfive kondicionovali 1,25 ml me-
tanolu a promytim 1,25 ml deionizované vody. Po dav-
kovani 1 ml smési vzorku a vnitfniho standardu jsme
kolonku proplachovali destilovanou vodou, 0,1 mol/l
kyselinou chlorovodikovou a metanolem. K proplacho-
vani kolonek jsme pouzivali vzdy 1,25 ml Cinidel. Pro
eluci zachycenych metanefrin(i jsme pouzivali 1,25 ml
5% (obj.) roztoku hydroxidu amonného v metanolu.
Vzorek jsme odpaiili a rekonstituovali ve 100 pl mobil-
ni faze.

HPLC analyza

Pro pfipravu mobilni faze jsme pouzili postup pod-
le Eisenhofera [6]: 1 mol/l NaH,PO,, 0,34 mmol/l
1-oktansulfonat sodny, 0,13 mmol/l EDTA, 75 ml/|
acetonitril. Koncentrovanou kyselinou fosfore¢nou
jsme vzdy upravili pH na hodnotu v rozsahu 2,9 az
3,1. Pfipravenou mobilni fazi jsme vzdy pfefiltrovali
pfes 0,22 um filtr a odvzdu$nili v ultrazvukové laz-
ni. Pfi analyze byl pouzivan pritok mobilni faze
1 ml/min. Analyzu jsme provadéli na principu ionto-
vé parové kapalinové chromatografie na obracené
stacionarni fazi. Napéti v ochranné cele detektoru
(E) jsme nastavilina 370 mV, na prvni elektrodé ana-
lytické cely (E1) na 150 mV a na druhé elektrodé
(E2) na -390 mV [6]. Citlivost byla na obou elektro-
dach 100 nA. Vzorky moci jsme davkovali v obje-
mech 20 pl, vzorky krve v objemech 90 pl materialu
pfipraveného extrakci.

Vysledky

Chromatogramy vzork{ plazmy a mo¢i ukazuiji ob-
razky 1 a 2. Pro identifikaci pikd metanefrin a ur€eni
vytéznosti jsme ke vzorkim pfidali standardy NMN
a MN o znamé koncentraci. Primérna vytéZznost u mo-
¢ovych vzorkd byla 99,5 % (NMN) a 96,9 % (MN),
u plazmy pak 96,6 % (NMN) a 107,1 % (MN). Reprodu-
kovatelnost stanoveni byla uréena pomoci standard-
nich roztok(l na hladinach koncentraci béznych v biolo-
gickych materialech. Koncentrace, pfi kterych bylo
méreni provedeno, a vypoctené variacni koeficienty jsou
uvedeny v tabulce 1.

Table 1. Reproducibility of measurement for various concentrations of metanephrines (n = 10)

Metanephrines in plasma Metanephrines in urine
c ° c ° c o c o
(nmol/ly CV (%) (nmol/ly CV (%) (umol/y CV (%) (umol/ly CV (%)
NMN 417 2.7 0.81 5.0 1.62 10.7 8.33 7.3
MN 2.29 2.0 0.36 7.8 0.71 8.1 4.58 6.9
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Table 2. Repeatability of measurement for various concentrations of metanephrines. (n = 10)

Metanephrines in plasma

Metanephrines in urine

C C C C
(nmol/l) CV (%) (nmol/) CV (%) (umol/) CV (%) (umol/) CV (%)
NMN 417 5.5 0.81 5.9 1.62 11.3 8.33 103
MN 2.29 8.6 0.36 7.8 0.71 9.7 458 8.2
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Fig. 1. Chromatogram of metanephrines in urine
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Fig. 2. Chromatogram of metanephrines in plasma

Vysledky méfeni opakovatelnosti uvadi tabulka 2.
Spravnost jsme hodnoatili jako relativni chybu vztaze-
nou ke spravné hodnoté koncentrace. Pro metanefriny
v plazmé byly relativni chyby 6,2 % (NMN) a 1,6 %
(MN). U metanefrind v mo¢i byly naméfeny relativni
odchylky 4,7 % (NMN) a 7,5 % (MN).

PFi ovéfeni referennich rozmezi jsme vychazeli
z publikovanych hodnot 0,1-0,61 nmol/l pro NMN,
0,06—0,31 nmol/l pro MN v plazmé [6] a 0,480—2,400 pmol
za 24 h pro NMN, respektive 0,264—1,440 ymol/24 h pro
MN v modi [9]. Mé&fili jsme koncentrace metanefrind
v plazmé a moci 20 zdravych osob. U plazmatickych vzor-
kd byly primémé koncentrace pro NMN 0,467 nmol/l
(SD = 0,184) a 0,263 nmol/l (SD = 0,225) pro MN. Ve
vzorcich moci jsme naméfili primérné hladiny metanefri-
nd 0,527pmol/l (SD = 0,661) a 0,191 umol/l (SD =0,162).

Diskuse

Pfi hledani vhodnych podminek stanoveni metanefri-
n{ v biologickych vzorcich jsme se pfi volbé separacénich
podminek opirali o literarni podklady, zejména o praci
Eisenhofera [6]. Podrobné jsme optimalizovali slozeni
a pH moblini faze, kde podle nasich zkuSenosti dlleZitou
roli sehraval obsah acetonitrilu a vymezeni pfijateiného
rozsahu pH. Za danych podminek detekce je vhodné po-

uzit pro rozpousténi standardl jednotlivych metanefrin(
kyselinu octovou (pouziti kyseliny chlorovodikové ma
za nasledek pfili§ vysoky pocateéni signal detektoru). Tes-
tovali jsme velikost signalu, poskytovaného metanefriny
o koncentraci 10 pg/l, podminky, pfi kterych byla zazna-
menana nejsilngjsi odezva detektoru, jsme pak zachova-
li. Optimalizovali jsme obdobné i napéti v jednotlivych ce-
lach detektoru. Napéti jsme vkladali v rozsahu 200 az 500
mV, 50 az 200 mV a -200 az -500 mV pro E, E1 a E2.
Vysledné optimalni nastaveni napéti na méficich celach
bylo E =370 mV, E1 = 150 mV a E2 = -390 mV pfi pH
mobilni faze v rozsahu 2,9-3,1 a pfidavku acetonitrilu
do mobilni faze v mnozstvi 75 ml/l.

Zabyvali jsme se rovnéz nékolika variantami pfi-
pravy vzork(, pfedevsim SPE izolaci jednotlivych ana-
lytt s ohledem na podminky nasledné analyzy a coulo-
chemické detekce. Vzorky plazmy jsme pfed analyzou
deproteinovali a zakoncentrovavali. Vétsina postupu li-
terarné popsanych vyuziva extrakci na pevné fazi.
Eisenhofer [6] a Roden [3] pouzivali kationtové vymeén-
né extrakéni kolonky, Crocket [4] pouzil extrakéni dis-
ky, které pracuji ve smiSeném modu kationtové vyme-
ny a reverzni faze. Béhem nasi prace jsme testovali
kolonky LC-WCX od firmy Supelco a Oasis HBL a MCX
firmy Waters. Nakonec jsme zvolili SPE kolonky MCX
Oasis o velikosti 2 ml a s 60 mg sorbentu (Waters,
USA). Pro zpracovani vzorkii moce jsme vychazeli
z pfedpokladu, ze vysledny extrakt by mél obsahovat
fadoveé blizké koncentrace metanefrind, jako extrakt po
zpracovani vzorku plazmy, proto jsme vzorky moce pred
zpracovanim fedili. Nafedénou mo¢ jsme pak extraho-
vali stejnym postupem jako vzorky plazmy. Blizka tro-
ven koncentraci stanovovanych analytdl ve vzorcich
umoziuje analyzu plazmy i moci shodnou metodou
HPLC detekce. Po vymezeni optimalniho postupu sta-
noveni metanefrin(i jsme metodu nakalibrovali a vali-
dovali. Naméfené parametry odpovidaji sou¢asnym
pozadavkim pro stanoveni analytd v biologickém ma-
teridlu. Referenéni hodnoty nami ovéfené na souboru
nemocni¢ni populace se shoduji s literarnimi udaji
[6, 9]. Dosud otevienou a nedofe$enou otazkou, sou-
visejici s analyzou metanefrin(i v biologickych materi-
alech, zlistava problematika Iékovych interferenci, kte-
rou se hodlame v pfistim obdobi zabyvat.

Zaver

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
s coulochemickou detekcei je vhodna pro rutinni stano-
veni metanefrinu a normetanefrinu v moci a v plazme.
Je to metoda dostate¢né citliva a reprodukovatelna. Va-
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riaéni koeficienty méfeni v sérii a mezi sériemi vzorkl
vyhovuji sou€asnym kritériim pro stanoveni analytu
v biologickych materialech. Pro pouzitelnost této me-
tody v praxi jsou vysledky validace uspokojivé.
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