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SOUHRN

Cile studie: Vyvoj a implementace metody stanoveni volnych metanefrinG v plazmé pomoci kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS) pro rutinni pouziti v diagnosticke laboratofi, ktera eliminuje omezeni klasic-
ké kapalinové (HPLC) nebo plynové chromatografie (GC) a imunoanalytickych metod, jako jsou naro¢na priprava vzorkd,
derivatizace a interferujici substance.

Typ studlie: Vyvoj analytické metody. Posouzeni vhodnosti pro rutinni pouziti v diagnostické laboratofi.

Nézev a sidlo pracovisté: Laborator klinické biochemie — Oddeéleni instrumentalnich metod, Spadia lab, a.s., Dr. Slabihoud-
ka 6232/11, 708 52 Ostrava.

Material a metody: Vyvoj a validace metody byly provedeny na LC-MS/MS systému Agilent 6490 Triple Quadrupole. Pro
chromatografickou separaci byla pouzita kolona SeQuant®ZIC®HILIC HPLC 3,5 mm, 100A, PEEK 100 x 2,1 mm metal-
free (Merck KGaA, Némecko) a gradientova eluce. Pro stanoveni analytickych parametrli metody byly pouzity lyofilizované
kalibracni a kontrolni materialy z firmy Recipe Chemicals and Instruments GmbH (Némecko) a Chromsystems Instruments
a Chemicals GmbH (Némecko). Do studie bylo zafazeno 40 pacientt s diagndzou arteridlni hypertenze.

Vysledky: Analytické parametry nove vyvinuté metody jsou vyhovuijici. Variaéni koeficienty (CV) preciznosti v sérii a mezilehla
preciznost se pohybovaly pod 10%. Vytéznost, uréena metodou standardniho pridavku se pohybovala v rozmezi 89 az
98 %. Limit stanovitelnosti pro MN byl 0,035 nmol/l, pro NMN 0,049 nmol/Il. Metoda splfiuje pozadavky validace pro oba
analyty. Bylo provedeno srovnani tfi metod stanoveni volnych metanefrinti v plazmé: 2-MET Plasma ELISAst Treek (_abor
Diagnostika Nord GmbH, Némécko), HPLC metoda s elektrochemickou detekci (ECD) a komercné dodavana diagnosticka
souprava FEO Kit (VUOS a.s., Ceské republika) a nové vyvinutd LC-MS/MS metoda. Statistick& analyza byla provedena
pomoci programu MedCalc 16.1 (Medcalc Software bvba, Belgie) s vyuzitim Passing Bablokovy regresni analyzy.

Zavér: Neuroendokrinni tumory predstavuji heterogenni skupinu onemocnéni s rdznou klinickou symptomatologif a etio-
patogenezi. Neuroendokrinni tumory, jako jsou feochromocytom nebo paragangliom, vykazuii setrvalou nebo paroxyzmalni
nadmérnou produkci katecholamind. Jejich 3-O-methylované metabolity, metanefrin (MN) a normetanefrin (NMN), jsou
preferovany pro diferencialni diagnostiku feochromocytomu vzhledem k jejich vysoké diagnosticke senzitivité a specificite.
Prezentovana LC-MS/MS metoda eliminuje nevyhody klasickych chromatografickych technik a imunoanalytickych metod,
pricemz zasadnimi aspekty jsou: jednoducha priprava vzorku, kratka doba analyzy a poZzadované analytické parametry.
Klicova slova: volné plazmatické metanefriny, feochromocytom, LC-MS/MS.

SUMMARY

Rajska M., Prochazkova P., Bartonikova D., Weiperova L., Louc¢ka P., Minar J., Radina M.: Development and
implementation of method for analysis of free metanephrines in plasma by the liquid chromatography tandem
mass spectrometry for routine use in clinical laboratory.

Objective: The development and implementation of method for the determination of free metanephrines in plasma by the
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) suitable for routine practice in diagnostic laboratory which
overcomes inconveniences related with classical liquid (HPLC) or gas chromatography (GC) and immunoassay approaches,
like extensive sample preparation, the step of derivatization or interfering substances.

Design: Analytical method development. Assessment of suitability for routine practice in diagnostic laboratory.

Settings: Department of Clinical Biochemistry — Instrumental methods section, Spadia lab, a.s., Dr. Slabihoudka 6232/11,
708 52 Ostrava

Material and Methods: Method development and validation were performed on Agilent 6490 Triple Quadrupole LC-MS/MS
system. Chromatographic separation was achieved on SeQuant®ZIC®HILIC HPLC 3,5 pm, 100A, PEEK 100 x 2,1 mm
metal-free HPLC Column (Merck KGaA, Germany) by gradient elution. For determination of analytical parameters lyophilised
plasma calibrators (purchased from RECIPE Chemicals and Instruments GmbH, Germany) and controls (purchased from
Recipe Chemicals and Instruments GmbH and Chromsystems Instruments a Chemicals GmbH, Germany) were used. The
study included 40 patients with diagnosis arterial hypertension.

Results: The analytical performance of the new developed method is satisfactory. The intra-assay and inter-assay coeffi-
cients of variation (CV) were below 10 %. Recoveries determined by standard addition were from 89 to 98 %. The limit of
quantification for MN was 0.035 nmol/l, for NMN was 0.049 nmol/I. This method fulfilled requirements for validation para-
meters for both analytes. Comparison of three methods for quantification of free metanephrines in plasma was performed

Klinicka biochemie a metabolismus 4/2016 191



— 2-MET Plasma ELISA™st ek (| abor Diagnostika Nord GmbH, Germany), FEO Kit (VUOS a.s., Czech Republic) dedicated
for HPLC-ECD systems and developed LC-MS/MS method. Statistical analysis was performed using the MedCalc 16.1
(Medcalc Software bvba, Belgium) using the Passing Bablok regression.

Conclusions: Neuroendocrine tumors represent a clinically and etiologically diverse group of disorders. Neuroendocrine
tumors, such as pheochromocytomas or paragangliomas, exhibit a persistent or pyroxysmal excessive catecholamines
production. 3-O-methylated catecholamine metabolites, metanephrine (MN) and normetanephrine (NMN), are prioritized for
diagnosis of pheochromocytoma due to their highest diagnostic sensitivity and specificity. Presented LC-MS/MS method
overcomes classical HPLC and immunoassay approaches. Method provides simple step of sample preparation, short run-

time and required analytical parameters.

Keywords: free plasma metanephrines, pheochromocytoma, LC-MS/MS.

Uvod

Neuroendokrinni tumory predstavuji heterogenni
skupinu onemocnéni s rtiznou klinickou symptomato-
logii a etiopatogenezi. Neuroendokrinni tumory, které
pochéazeji z chromafinni tkané sympatického nebo
parasympatického nervového systému, jako jsou
feochromocytom nebo paragangliom, vykazuji setrva-
lou nebo paroxyzmalni nadmeérnou produkci katechol-
amind. Jejich 3-O-methylované metabolity, metanef-
rin (MN) a normetanefrin (NMN), jsou preferovany pro
diferencialni diagnostiku feochromocytomu vzhledem
k jejich vysoké diagnostické senzitivité a specificité 1,
3, 5]. Pokud je feochromocytom spravné diagnostiko-
van, mize byt Uspésné odstranén a vylécen az v 90 %
pripadl [2]. V pfipadé, Ze tyto tumory nejsou diagnos-
tikovany, mohou mit fatalni nasledky pro lidsky orga-
nismus a kondit smrti v disledku maligni hypertenze,
srdec¢niho selhani, infarktu myokardu, arytmii, cévni
mozkové prihody nebo metastaz. V€asna diagnosti-
ka, zalozena na biochemickém prikazu nadproduk-
ce katecholamind a jejich metabolitli, ma proto zcela
zésadni vyznam [2].

V laboratorni diagnostice jsou pro stanoveni vol-
nych plazmatickych metanefrinli vyuzivané metody
klasické kapalinové chromatografie s naslednou spek-
trofotometrickou, fluorescencni &i elektrochemickou
(ECD) detekei, metody plynové chromatografie nebo
imunoanalytické metody. Tyto metody maji mnoho

nevyhod a omezeni, jako je napf. narocna priprava
vzorku a dlouhy Cas analyzy u HPLC metod, nutny
krok derivatizace u GC metod Ci interferujici substance
u imunoanalytickych metod (1, 4].

Cilem této prace byl vyvoj metody stanoveni vol-
nych metanefrin( v plazmé pomoci kapalinové chro-
matografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spek-
trometrii (LC-MS/MS), ktera eliminuje vySe uvedena
omezeni a nasledna implementace metody do rutinni
praxe v diagnostické laboratofi.

Material a metoda

Soubor pacientt

Do studie bylo zarfazeno 40 pacient’ s diagndézou
arterialni hypertenze. K definovani analytickych para-
metrd metody byly pouzity jak lyofilizované komeréné
dostupné materidly, tak vzorky pacientl. 20 pacient-
skych vzorkd a kontrolni materidly byly vyuzity pfi vyvoji
metody a pro stanoveni analytickych parametr( LC-
MS/MS metody, dalsich 20 pacientskych vzork( a Styri
kontrolni vzorky byly vyuzity pro stanoveni koncentraci
MN a NMN za Uc¢elem srovnani tfi réiznych metod.

Volné metanefriny u osmi pacientskych vzorkd
a u tif kontrolnich materidld byly stanoveny pomoci tfi
odliSnych metod — ELISA, HLPC s ECD detekci a LC-
MS/MS (Tabulka 1, n=11). U dalSich 12 pacientskych
vzork( a 1 kontrolniho vzorku bylo stanoveni provede-

Table 1: The parameters of statistical analysis for FEO and ELISA methods

MN (n = 11) NMN (n = 11)

FEO ELISA FEO ELISA
Mean nmol/l 0.266 0.309 0.769 0.295
Median nmol/I 0.167 0.186 0.688 0.262
Lowest value nmol/I 0.090 0.141 0.471 0.128
Highest value nmol/l 1.214 0.627 1.998 0.552
p (Wilcoxon test) 0.52 0.001

Passing- Bablok regression

Intercept A 0.122 -0.014
95% Cl (-3.379-0.186) (-0.691 - 0.072)
Slope B 0.567 0.365
95% Cl (0.000 - 21.202) (0.240 - 1.507)
Linearity, p 0.77 0.77
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Table 2: The parameters of statistical analysis for FEO and LC-MS/MS methods

MN (n = 24) NMN (n = 24)
FEO LC-MS/MS FEO LC-MS/MS
Mean nmol/I 0.294 0.302 0.797 0.798
Median nmol/l 0.215 0.208 0.705 0.720
Lowest value nmol/I 0.090 0.099 0.471 0.399
Highest value nmol/l 1.244 1.278 2.016 2.223
p (Wilcoxon test) 0.25 0.55
Passing- Bablok regression

Intercept A 0.001 -0.130
95% Cl (-0.038 - 0.020) (-0.550 - 0.047)
Slope B 1.070 1.219
95% Cl (0.966 -1.283) (0.973 - 1.839)
Linearity, p 0.48 0.48

no pouze pomoci chromatografickych metod (Tabulka
2, n=24). Pro statistickou analyzu dat byl pouzit statis-
ticky program MedCalc 16.1 (Medcalc Software bvba,
Belgie).

Chemikalie

Lyofilizované kalibratory ClinCal®Serum Calibrator
Set for Metanephrines (RECIPE Chemicals and Instru-
ments GmbH, Némecko) a kontroly (ClinChek®Serum
Control for Metanephrines RECIPE Chemicals and
Instruments GmbH, Germany a Endocrine Plasma Con-
trols Chromsystems Instruments a Chemicals GmbH,
Némecko), interni standardy - Metanephrine-d3, Nor-
metanephrine-d3 (Sigma-Aldrich, USA), rozpoustédla
- isopropanol (Sigma-Aldrich, USA), acetonitril, metha-
nol, voda (Vitrum VWR, Ceské republika).

Pristrojové vybaveni

LC-MS/MS systém - Agilent Technologies 1290
Infinity kapalinovy chromatograf ve spojeni s tandemo-
vym hmotnostnim spektrometrem Agilent Technologies
6490 Triple Quadrupole, MRBX Microplate Reader (Dy-
nex), Coulochem Il HPLC Systém (ESA Biosciences
Inc., USA), Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf
Centrifuge 5424.

Zpracovani vzorku

Pred odbérem periferni Zilni krve bylo potfeba
dodrzet specialni dietni opatreni, z jidelniCku bylo nutné
vyradit potraviny bohaté na tyrosin - banany, ofechy,
syr. Pokud je to mozné, po konzultaci s oSetfujicim léka-
fem, bylo nutné vysazeni nékterych IéCiv: alfa-methyl-
dopa a jina centralné plsobici antinypertenziva, lokalni
anestetika, inhibitory MAQO, antiarytmika. Vysetfeni také
ovliviiuji alkohol, benzodiazepiny, opioidy apod. [5, 6].
Odbér byl proveden do odbérové soupravy s antikoa-
gulac¢nim cCinidlem EDTA v souladu s pokyny pro pre-
analytickou fazi [7]. Po odbéru byla krev centrifugovana
10 min pfi 4000 g a ziskana plazma byla do provedeni
analyzy uchovana pfi -20 °C. Pfed analyzou byla plaz-
ma temperovana na laboratorni teplotu.

LC-MS/MS analyza

K 200 pl vzorku (kalibratoru, kontroly, plazmy) bylo
pfidano 50 pl interniho standardu (0,25 ng MN-d3
a 0,25 ng NMN-d3) a kratce promichano na vortexu.
Vzorky byly precipitovany v 1 ml isopropanolu, 30 sec
michany na vortexu a nasledné centrifugovany 10 min
pfi 13 000 g. 1 ml supernatantu byl prfeveden do Cis-
té sklenéné zkumavky a pod mirnym proudem dusiku
odparen. Po rekonstituci ve 100 pl ACN/H,O (90:10)
byly vzorky centrifugovany 10 min pfi 13 000 g. K sou-
Sasnému stanoveni volnych metanefrind (metanefrinu
a normetanefrinu) v plazmé bylo pro nastrik k LC-MS/
MS analyze pouzito 5 pl supernatantu.

Pro analyzu byla pouzita kolona SeQuant®ZIC®HILIC
HPLC 3,5 mm, 100A, PEEK 100 x 2,1 mm metal-free
HPLC Column (Merck, Némecko) a analyty byly sepa-
rovany gradientovou eluci mobilnich fazi A (50 mM
vodny roztok NH,COOH) a B (acetonitril) pfi pritokové
rychlosti 0,3 ml/min a teploté 45 °C s naslednou hmot-
nostni detekci (parametry iontového zdroje a MRM pre-
chody — Tabulka 3). Celkova doba analyzy byla 6 min
a retenéni ¢asy separovanych analyt( byly 2,4 min pro
MN a 2,6 min pro NMN (obr. 1).

Komeréné dostupné metodiky - IVD diagnostické
kity

U komercénich metod bylo postupovano podle navo-
dd v pribalovych letacich k IVD diagnostickym kitdm
2-MET Plasma ELISAPst ek (Labor Diagnostika Nord
GmbH, Némecko) s naslednou fotometrickou detekci
(MRX Microplate Reader) a FEO Kit (VUOS a.s., Ceska
republika) s naslednou elektrochemickou detekei (Cou-
lochem Il HPLC Systém, ESA Biosciences Inc., USA).

Vysledky

Vyvinutd metoda stanoveni volnych metanefrin{
v plazmé pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)
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Table 3. Mass spectrometry and mass transition conditions. (*quantifier)

lon source parameters TR e Frag CE
(m/2) (m/2)
AJS ESI positive MN* 180 165 380 11
Gas temp. 135 °C MN 180 148 380 11
Gas flow 12 I/min MN-d3* 183 151 380 11
Nebulizer 45 Psi MN-d3 183 168 380 11
Sheath gas temp. 400 °C NMN* 166 134 380 14
Sheath gas flow 10 I/min NMN 166 106 380 18
Capillary 4000 \ NMN-d3* 169 137 380 14
Nozzle voltage 0 \Y NMN-d3 169 109 380 18

%103 |Noise (AutoRMS) = 0.05; SNR (2.378min) = 32760.7
211

2378
166474

02 2062
6311

Cpd 1: MN-d3: +ES| MRM Frag=380.0% CF=0.000 DF=0.000 CID@&11.0 (183.0000 -> 151.0000) 2015-12-22 MN Ov LW C200d

010203040506070809 1 1112131415 16171819 2 21222324 2526272829 3 313233343536373839 4 4142 43444546474849 5 51525354555657 5859
ounts vs. Acquisition Time (min)

Fig. 1. Chromatogram of MN and NMN.

poskytla vyhovujici analytické parametry pro oba analy-
ty. Rozsah kalibrace pro metanefrin byl 0,035 - 7,175
nmol/l s limitem kvantifikace 0,035 nmol/l (CV = 4,8 %).
Rozsah kalibrace pro normetanefrin byl 0,049 — 9,956
nmol/l s limitem kvantifikace 0,049 nmol/I (CV = 6,7 %).
Limit kvantifikace byl stanoven experimentalné mére-
nim postupné fedéného kontrolniho materialu a urce-
nim nejnizsi hodnoty, pfi které bylo dosazeno CV<20 %
(za podminek opakovatelnosti) a vytéznosti + 20 %.
Wytéznost, uréena metodou standardniho pridavku se
pohybovala v rozmezi 89 — 98 %. VariaCni koeficienty
(CV) preciznosti v sérii a mezilehlé preciznosti se pohy-
bovaly pod 10%. Pro urCeni preciznosti v sérii (intra-

Table 4. Intraassay and interassay precision

assay precision) byl pouzit pool pacientskych vzork(
(po&et stanoveni n=12), pro uréeni mezilehlé preciznos-
ti (interassay precision) byly pouzity kontrolni materialy
ClinChek® for Metanephrines (pocet stanoveni n=20),
viz. Tabulka 4.

Pro posouzeni vhodnosti vyvinuté metody pro
rutinni pouziti v diagnostické laboratofi bylo provede-
no srovnani drive pouzivané metodiky 2-MET Plasma
ELISAFast Track a nové vyvinuté LC-MS/MS metody
s komeréné dostupnou metodikou FEO Kit s ECD
detekci. Pro statistickou analyzu dat byl pouzit sta-
tisticky program MedCalc 16.1. Zakladni statistické
parametry vSech srovnavanych skupin jsou uvede-

. i Intraassay (n=12) Interassay
Precision Unit
MN NMN MN (n=20) NMN (n=20)
Cteor nmol/| - - 0.295 1.207 0.628 2.079
MEAN nmol/I 0.118 0.778 0.295 1.212 0.630 2.200
SD nmol/l 0.006 0.019 0.012 0.049 0.051 0.205
CVv % 5.4 2.4 4.2 4.1 8.1 9.3
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ny v Tabulce 1 a Tabulce 2. Byla testovana norma-
lita rozlozeni dat testem D’Agostino-Pearson test
s vysledkem zamitnuti normality dat a pro dal§i porov-
nani byl vyuzit neparametricky Wilcoxontyv test. Déle
byly vysledky statisticky zpracovany Passing-Bablo-
kovou neparametrickou regresi (Obr. 4) a Bland-Alt-
manovym diagramem na srovnani metodik (Obr. 6).
Pro grafickou vizualizaci rozloZeni dat byl pouZit box-
and-whisker graf (Obr. 3 a 5).

Srovnani metodik FEO kit a 2-MET Plasma
ELISAFast Track
Metanefrin a normetanefrin v plazmé

Jako referencni metoda byla pouzita metodika FEO-
kit. Vysledky vyhodnoceni Passing-Bablokovou regresi
jsou uvedeny v Tabulkdch 1 a 2. V pfipadé useku A,
pro MN i NMN, zahrnuje 95% interval spolehlivosti O,
coz poukazuje na nepfitomnost systematické chy-
by méficiho systému. V pfipadé smérnice B, pro MN
i NMN, zahrmuje 95% interval spolehlivosti 1, coz vylu-
Suje pritomnost proporcionalni chyby méreni. Ke stej-
nému zaveru jsme dosli pomoci Wilcoxonova parového
testu pro MN (p=0,52). Pro normetanefrin WilcoxonCv
parovy test poukazal na statisticky vyznamny rozdil
mezi srovnavanymi metodami (p=0,001).
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d. 2.: Graphical representation of measured values obtained by FEO Kit and 2-MET Plasma ELISAFast Track,

| pfes uvedené skuteCnosti je patmné, Zze pro validni
posouzeni shody téchto metod na zakladé vyse uve-
denych statistickych testl byl k dispozici maly pocet
dat, n=11. Po peclivé vizualni analyze dat je patrné (viz.
Tabulka 3, Obr. 2. a Obr. 3.), Ze minimalni a maximaini
hodnoty koncentrace ainterval mezi 1. a 3. kvartilem
pro vysledky stanovené metodikou FEO Kit a metodikou
2-MET Plasma ELISAFast Track se vyznamné lisi. Meto-
dika 2-MET Plasma ELISAFast Track neumoZzniuje sprav-
né zachyceni zvySenych hladin normetanefrinu v plazmée.

Srovnani metodik FEO kit a vyvinuté LC-MS/MS
metody
Metanefrin a normetanefrin v plazmé

Pro srovnani chromatografickych metod byl pouzit
vetsi soubor vzorkl (n=24). Jako referenéni metoda
byla pouzita metodika FEOKit. Vysledky vyhodnoceni
Passing-Bablokovou regresi jsou uvedeny v Tabulce 2.
V pfipadé useku A, pro MN i NMN, zahrnuje 95% inter-
val spolehlivosti 0, coz vylu€uje pfitomnost systematické
chyby méficiho systému v celém rozsahu méreni. V pfi-
padé smérnice B, pro MN i NMN, zahrnuje 95% interval
spolehlivosti 1, coz vyluCuje pritomnost proporcionalni
chyby méreni. K posouzeni rozdil mezi vysledky byl
pouzit diferenéni Bland-AltmanCyv graf (Obr. 6). PFi pohle-

FEO MN ELISA MN

FEO NMN ELISA NMN

Fig. 3.: Box-and-whisker graphs of FEO Kit and 2-MET Plasma ELISAFast Track,
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Fig. 6.: Blandt-Altman difference graph for FEO Kit and LC-MS/MS

du na graf vidime, ze hodnoty jsou rovnomérné rozlozeny  Zze mezi metodami neni statisticky rozdil. Ke stejnému
a neprojevuje se trend, ktery by signalizoval pfitomnost ~ zavéru jsme dosli pomoci Wilcoxonova parového testu
systematické chyby (pro metanefrin jeden odlehly bod,  (p=0,25 pro MN, p=0,55 pro NMN). Graficka vizualiza-
pro normetanefrin dva odlehlé body). 95% interval spo-  ce rozlozeni dat pomoci box-and-whisker grafu (Obr. 5)
lehlivosti préiméru diferenci zahrnuje 0, z ehoz vyplyva,  vysledky vySe uvedené statistické analyzy podporuije.
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Zaver

VEasna diagnostika feochromocytomu je zcela
zasadni pro léCbu a chirurgickou intervenci. Diagnos-
ticky algoritmus neuroendokrinnich tumort je zaloZen
na neékolika aspektech: klinicka symptomatologie,
laboratorni diagnostika a zobrazovaci techniky. Labo-
ratorni prikaz nadprodukce katecholamini a/nebo
jejich metabolitd tumorem je limitovan radou faktort:
zvySeni hladin katecholamind, které nemusi byt spe-
cifické pro feochromocytom (produkce sympatickym
nervovym systémem), pfitomnost ,némych* feochro-
mocytomU nebo epizodické vylucovani katecholamind.
3-O-methylované metabolity katecholaminCi, metanef-
rin (MN) a normetanefrin (NMN), jsou preferovany pro
diferenciélni diagnostiku feochromocytomu vzhledem
Kk jejich vysoké diagnostické senzitivite a specificité.
Nadorové bunky uvoliuji volné metanefriny plynule
a nezavisle na produkci katecholamint [2,4].

Cilem prezentované prace byl vyvoj analytic-
ké metody a posouzeni vhodnosti pro rutinni pouzitf
v diagnostické laboratofi. K pfednostem prezentova-
né metody patfi relativné nenaro¢na priprava vzorkd,
kratky Cas analyzy a splnéné pozadované analytické
parametry. Priprava vzorkd je zaloZzena na precipitaci
proteind isopropanolem a nasledném odpareni pod
proudem dusiku, nevyzaduje extrakci na tuhé fazi [3].
Limitaci prezentované metody je skutecnost, ze i kdyz
separace analytd je dosazena pouzitim 5 min gradi-
entu, pred nastfikem daldiho vzorku je kolonu nutné
ekvilibrovat 80% mobilni fazi B, aby se predeslo ztraté
intenzity piku normetanefrinu. Prezentovana LC-MS/
MS metoda spliuje pozadavky kladené na analytic-
ké parametry a statistickd analyza provedena pomoci
Passing-Bablokovy regrese a Bland-Altmanovych dia-
gram0 pro srovnani s referenéni metodikou (FEO Kit)
potvrdila vhodnost pouziti tohoto postupu pro stanove-
ni volnych metanefrinG v plazmé v rutinni diagnostické
laboratofi. Metoda eliminuje nevyhody klasické HPLC
metody s ECD detekci, tj. predevSim narocna pfiprava
vzorku a dlouhy ¢as analyzy (50 min). Metoda rovnéz
eliminuje omezeni imunoanalytickych metod, jako jsou

interferujici  substance a faleSné negativni vysledky.
Statisticka analyza a srovnani metodiky 2-MET Plasma
ELISAFast Track s referenéni metodou FEO Kit ukazuje
na vyznamnou rozdilnost mezi hodnotami stanovenymi
pomoci ELISA a pomoci chromatografickych metod.
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