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FEOCHROMOCYTOM: MOZNOSTI BIOCHEMICKEJ DIAGNOSTIKY

Pavel Blazicek

Zobrazovacie metody na lokalizaciu feechromocytému vyrazne pokrocili, ale napriek tomu ma biochemicka diagnostika v pri-
marnej diagnostike vel'ky viznam. Ako skriningova metoda na diagnostiku feochromocytému sa pouziva stanovenie volnych ka-
techolaminov (adrenalin, noradrenalin, depamin) v 24-hodinovom moéi (toto stanovenie ma senzitivitu 85 % pri 85% Specifite)
alebo celkové nefriny (metanefrin, normetanefrin, metoxydopamin) v 24-hodinovom moéi (toto stanovenie ma senzitivitu 96 %
pri 64 % Specifite). Ked bolo dokazané, ze v krvi sa vyskytuju vol'né nefriny (metanefrin a normetanefrin), ktoré pochadzaju
priamo z feochromocytomu (feochromocytom obsahuje enzym katechol-O-metyltransferazu, ktora premiena katecholaminy
na nefriny), stanovenie nefrinov sa za¢alo pouzivat ako najspolahlivejsia metoda na diagnostiku feochromocytomu (senzitivita
98% [}l”l épecifite 89 gﬂ).

KFacové slova: biechemicka diagnostika, feochromocytom, katecholaminy, nefriny)

PHEOCHROMOCYTOMA: BIOCHEMICAL DIAGNOSTIC OPTIONS

Imaging techniques to localize pheochromocytomas have advanced markedly, but nevertheless the biochemical diagnosis in pri-
mary diagnostics is of major importance. As a screening method for diagnostics of pheochromocytomas is used determination
of free catecholamines (adrenaline, noradrenaline, dopamine) in 24-hour urine (this determination has a sensitivity of 85% at
85 % specificity), or total nephrines (metanephrine, normetanephrine, methoxydopamine) in 24-hour urine (this determination
has a sensitivity of 96 % at 64 % specificity). When it was proved that in blood there was found a high level of free nephrines
{metanephrine and normetanephrine), directly derived from pheochromocytoma (pheochromocytoma contains catechol-
O-methyltransferase, which converts catecholamines to nephrines) determination of nephrine had become as the mest reliable

method for diagnostics of pheochromocytoma (sensitivity 98 % at specificity 89%).
Key words: biochemical diagnostics, pheochromocytoma, catecholamines, nephrines
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Uvod

Tumory chromafinného tkaniva st pomerne zriedkavé,
ale ich v¢asna diagnostika umozZnuje . vyliecenie” pacien-
ta. Medzi tumory chromafinného tkaniva zaradujeme fe-
ochromocytém (FEO), feochromoblastom, paragangliom,
neuroblastém. Vzhladom na to, Ze tumory chromafinného
tkaniva vyludujt zvy$ené mnozstva katecholaminov (KA),
ich biochemicka diagnostika bola od zaciatku doleZita
a napriek vyraznému pokroku zobrazovacich metod zosta-
va v diferencialnej diagnostike vel'mi dolezita. Vzfah medzi
katecholaminmi a tumormi chromafinného tkaniva je dav-
no znamy, avéak meranie KA bolo velmi zlozité. Vr. 1929
pacientovi s hypertenziou pocas jeho Zivota bol odstraneny
tumor nadoblicky a potom dodle k normalizacii predtym
vysokého krvného tlaku, a tym sa prvvkrat potvrdil priamy
vziah medzi FEO a KA. Vyznamny pokrok v biochemicke
diagnostike prinieslo aZ presné poznanie biosyntézy KA
a metabolizmu KAY, KA s organické ziuceniny, ktoré
majit vo svoiel molekule katecholové jadro (benzénove
jadro, ktoré mé v polohe 34-hydroxilova skupinu) a v po-
refazel aminova skupinu. KA su

strant

nervoveho sys-

Diagnostikou a lieCbou feochromocytomu sa nase
pracovisko zaoberalo od roku 1970, ked sa ndm podarilo
diagnostikovaf a liec¢if prvého pacienta s FEOY'®, Od-
viedy som v spolupraci s endokrinolégmi, internistami
a urologmi zistil u viacej ako 100 pacientov vysoké hla-
diny KA v mo¢i a nefrinov v krvi a FEO bol lokalizovany
(CT, MIBG, PET) a operacne odstraneny. V praci chcem
uviest viastné skusenosti s biochemickou diagnostikou
a sucasné literarne poznatky. Treba zdoraznif, Ze ak tumo-
ry sympatikoneuralneho systému nie st véas liecené, vedi

jednoznacne ku skrateniu Zivota. Na druhej strane, kedZe

morfologicky a klinicky st €asto benigne, ich odstranenie
z organizmu a? v 90 % vedie k vylieceniu. Farmakologicky
nisledkom nadmernej produkcie svojich horménov st
maligne a vedd k vyvoju komplikdcii a k predéasnegj smrti.
K diagnostickému a lieCebnému Uspechu sa moZno dopra-
covat len poznanim ich prejavov, dokazom ich pritomnos-
ti v organizme a v rukich profesionalov sa mdZe pacient
vyliedit, Hocl tumory st relativne zriedkavé, na zaklade
genetickyeh poznatkov sa da chorobam nimi vyvolanym
predchadzatl pred klinickymi prejavmi u pacienta alebo
v pribuzensive a niekedy zabranif vzniku ochorenia, ak sa
odstrani cielovy organ. Najprv treba vyslovil podozrenie

a potom biochemicky stanovif zvyienu ko

alebo nefrinov (NE)Y a potvrdif podozrenie & potom niel

i
v metod lo

i zo zobrazovacich m




fogov, onkoldgov, psychiatrov, dermatologov, oftalmologov,
neurologov a ostatnych zdravotnickych pracowvnikov, aby
sa minimalizovali potencialne nebezpecia p?i manipulacii
s pacientom. Takmer bez konca st subjektivne a objektivne
priznaky u pacienta s FEO a niektorgé mozu osetrujuceho
lekara pomiast, ale ak pozna enfbryologické a genetic-
ké vztahy tohto ochorenia, méze sa lekar zorientovaf
a dospiet k spravnej diagnoze. Velmi dolezity je fakt, 7e
feochromocytom je niekedy vylielitelny, ale nelie¢eny sa
skoro vzdy konéi smrtou.

Biosyntéza katecholaminoy

Zacina sa hydroxylaciou tyrozinu pomocou tyrozinhyd-
roxylazy (TH) a vznika dihydroxyfenylalanin (DOPA).
Ucinkom enzymu dekarboxylacia l-aromatickych aminoky-
selin vznika dopamin (DA), prvy katecholamin. Uginkom
dopamin-beta-hydroxylazy (DBH) vznika noradrenalin
(norepinefrin) (NA) a posobenim fenyletanolamin-N-me-
tyltransferazy (PNMT) vznika adrenalin (epinefrin) (A).
Tato posledna reakcia prebieha v dreni nadoblicky a v ma-
lom mnoZstve aj v dvoch oblastiach mozgu a srdci (obra-
ok 1).

Metabolicka degradacia katecholaminoy

Zacina sa pomocou enzymu katechol-O-metyl transfe-
raza (COMT) a pdsobenim enzymu monoaminooxidaza
(MAO). Ucinkom COMT vznikaji metylované derivaty
metanefrin (MN), normetanefrin (NMN) a metoxydopa-
min (MDA). Uc¢inkom MAO vznika dihydroxyfenylglykol
(DHPG). Ak na metylované derivaty MN, NMN uéinkuje
MAO, vznika prechodna zlicenina 3-metoxy-hydroxyfenyl-
aldeyd, ktory sa oxiduje na 3-metoxy-4-hydroxymandlovu
kyselinu (kyselina vanilmandlova VMK) alebo sa redukuje
na 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG). Z MDA vzni-
ka 3-metoxy-4-hydroxyfenyloctova kyselina (homovanilova
kyselina HVK). Vi¢si vyznam ma stanovenie metabolitov
vkrvi. MN a NMN davaji takmer 100 % $pecifitu, pretoze

Obrazok 1. Syntéza katecholaminov
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pochadzaju prevazne z pésobenia COMT v tumore (MAO
v tumore chyba), lebo rozhodujica je na membranu FEO
viazand COMT a nie COMT v peceni. Koncentracia cel-
kovych metanefrinov v krvi je az 10000-krat vyssia ako
koncentracia KA v krvi® (obrazok 2a, obrazok 2b).

Biochemicka diagnostika FEO

Hoci sa nenaSiel gén zodpovedny za vznik chroma-
finnych tumorov, ich Casta pritomnost pri syndromoch
MEN, hlavine MEN 2, vyZaduje stanovovanie vylu¢ovania
KA a ich metabolitov. Ked'ze ich stanovovanie nie je dost
siroko pristupné v klinickej praxi, najcastejsie sa meria ex-
krécia VMK moéom pocas 24 hodin. Povazuje sa za dobru
skriningovu metodu'®, MozZe odhalif tumor chromafinné-
ho tkaniva az v 60% (62 % senzitivita pri 92 % Specifite),
lebo VMK tvori az 40% degradacnych produktov KA.
Citlivejsie a $pecifickejsie je meranie KA v 24-hodinovom
moci”. Na presné stanovenie KA existuje HPLC (high
pressure liquid chromatography) metoda s elektrochemic-
kou, pripadne coulochemickou detekciou. Tato metdda

Obrazok 2a. Metabolizmus noradrenalinu a adrenalinu
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Obrézok 2b. Mechanizmus degradacie adrenalinu
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dovoluje stanovit jednotlivé KA (A, NA a DAY. Pri niekto-
rych neuroblastomoch sa do moéu vyluéuju prevazne DA
a jeho metabolity HVK spolu s metabolitmi A a NA'™,
Anistanovovanie uvedenych metabolitov nemusi dat tpinu
istotu o pritomnosti tumoru v organizme, lebo tumor nie je
inervovany a vyluCuje KA z buniek exocytézou nepravidel-
ne, nezavisle od jeho vel'kosti alebo lokalizacie, takZe mimo
zachvatu mézu byt hodnoty v moci aj v plazme normalne
alebo hrani¢né. KA v mo¢i mdzu byt zvysené, aj ked nie
je pritomny endokrinne aktivny tumor pri akomkolvek

Obrézok 3. HPLC chromatogram katecholaminov
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druhu akatneho stresu (telesnd namaha, emocia, artério-
grafia, intubdcia pred narkozou, niektoré farmaka, akutny
infarkt myokardu, nahla ischémia mozgu). V takychto situ-
aciach treba vySetrenie opakovat, pripadne pacienta poucit
0 zbere mocu po zachvate (zbierat mo¢ do nadoby s [0 ml
6 mol/l kyseliny sol'nej) a v tomto moci stanovit katechola-
miny a prepoéitat to na mmol kreatininu. Menej spolahlivé
je meranie KA v plazme, lebo samotny odber krvi je stres.
Preto pri odbere vendznej krvi na stanovenie KA treba
dbat na Setrny odber (poloha v l'ahu, najlepSie zo zaka-
nylovanej Zily o 30 minut po zavedeni. Krv sa
musi odoberat do odberovky s EDTA (ako na
krvny obraz) a ihned vlozit do ladu a rychlo
centrifugovat. Najpresnejsie je vSak stanove-
nie nefrinov v plazme!®78910.U0121330 - Ak hod-
noty KA v modi, resp. v plazme, st hrani¢né,
treba vysetrenie po urcitom Case zopakovat.
Zavadzanie SpecifickejSich biochemickych
metdd na stanovenie KA a ich metabolitov
znizuje pocet falosnych vysledkov, najmé pri
chemickych interferenciach po poziti urcitych
potravin alebo liekov. Takou metédou je prave
vysokotlakova kvapalinova chromatografia
(HPLC) s elektrochemickou detekciou a naj-
novsie s coulochemickou detekciou. Vplyv
réznych potravin sa touto metodou odstrani,
ale zniZenie vylucovania KA vplyvom lieCiva
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Standards ( A, NA, DA 30 nmol/l) and intstandard 5 times
separately analyzed. Overlay.

Obrazok 4. Znizenie koncentracie noradrenalinu a normetanefrinu po podani niektorych liekov
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je problém a pri interpretacii nameranych vy-
sledkov treba na to pamitat (obrazok 3).

Na obrazku 3 je HPLC-chromatogram Stan-
dard KA. Jednotlivé KA su od seba oddelené
a presne identifikované. Vel'mi presna je tiez
metdda ELISA.

Zakladom spravnej analyzy je spravna:
1. predanalyticka faza, 2. presna analyza
3. spravna interpretacia.

Zber mocu: moé sa zbiera 24hod. do
tmavej nadoby, v ktorej je 10ml 6 mol/l HCIL.
Cely objem mocu sa dobre premiesa, zmeria
sa presne objem a vzorka moc¢u cca [0ml sa
posle na vysetrenie. Vysledné pH musi byt 2-3.
Ak ma moc¢ pH vyssie, treba ho upravit na
pH=13. Je to dolezité, lebo KA si pri vyssom
pH velmi citlivé na oxidaciu a pri transporte
moéZe dojst k rozkladu, a teda nameraji sa
niZsie hodnoty. Naopak, pri nizkom pH (me-
nej ako 2) su sice KA stabilné, ale dochadza
k uvolfovaniu KA a moZu sa namerat vysSie
hodnoty. V moéi totiz meriame volné KA,
ktorych je cca 5-7% z celkovej produkcie KA
(v moc¢i sa vsak nachadza aj asi 5-7% konjugo-
vanych KA). Ak je pH niZsie ako pH=2, moze
dochadzat pri transporte a skladovani k uvol-
fovaniu z viizby (KA su viazané na kyselinu
glukuronovit a kyselinu sirovay, Uvadzané
referencné hodnoty sit pre volné KA. Pacient
nesmie pred zberom a pocas zberu modu jest

lterna medicmas
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baniny. oriesky. cokoladu, silny ¢aj, nemal by brat 48 hod.
Ziadne lieky (ak z vitalnej indikacie berie lieky, treba to vy-
znadit na ziadanke). Tento adaj je pre interpretaciu velmi
dolezity, lebo, ako uz bolo spomenuté. hlavne niektoré lieky
znizuju tvorbu KA (napr. dibenylin, obrazek 4).

Pacient nesmie mat tesne pred zberom a pocas zberu
mocu ziadne naroéné vysetrenie, lebo pri strese sa zvysuje
tvorba KA. Zlepsovanim pristrojového vybavenia sa zlep-
Sovali aj moznosti analyzy jednotlivych KA a ich metabo-
litov v biologickych tekutinach a, samozrejme, aj vyznam
v diagnostike. Vel'ky pokrok bola fluorimetrickd metoda
stanovenia katecholaminov v mo¢i po chromatografii
na kolonke s ALO,"™. Stanovenie KA a ich metabolitov
vmodiav krviAjé teda kl'uCovy moment v diagnostike.
NajpouzivanejSia metoda na stanovenie KA je HPLC
s elektrochemickym alebo coulochemickym detektorom
a najnovsie stanovenie KA aj NE pomocou ELISA.
Senzitivita a $pecifita jednotlivych testov je v tabulke 1.
ROC krivka na obrazku 5 ukazuje vyznam stanovenia
nefrinov v krvi.

ELISA analyza KA v mo¢i:

KA sa najprv adsorbuju na cis-diol $pecificky afinitny
gél, potom sa acetyluji a pomocou COMT metyluji na
nefriny a potom prebieha Standardna ELISA metoda. An-
tigén je pevne viazany na stripoch. pridaji sa metylované
vzorky, prida sa antisérum (kompetivna analyza) (inkubu-
Jje sa), premyje sa to (wash buffer 4x), prida sa konjugat

Tabulka 1. Senzitivita a pecificita jednofiivych testov

} Senzitivita % | Specificita % 7

i Voné metanefriny (plazma) ] 98 I 89

Koleholamioyipeane) e
_ Celkové nefriny (mog) ! 72 i 93 J
nefrmy(moc)A =i Saim. = ’ = 1
Katecholaminy (mof) s
 Vanilmandfové kyselina (mo¢) 62 L8]

Obrazok 5. ROC krivka poukazuje na vyznam nefrinov v diagnostike feochromocytému

Receiver-operating characteristic curves

lngsrpd wedivion

(anti-rabbit IgG conjugate with peroxidase), inkubuje s
premyje sa to (wash butfer 4 x). prida sa substrat (TMB
inkubuje sa a nakoniec sa prida stop éinidlo (0,25 mol/l F
50,). Vysledné zlté zafurbenie sa meria pri 450 nm/620nx
Zaroven sa spracovavaju Standardy. kontroly a vysledky ¢
ziskaju z kalibracnej krivky.

HPLC analyza KA v moci:

A, NA. DA a DOPA mo6zu byt merané podobnyi
analytickym postupom, pretoze obsahuju katecholov
skupinu. KA musia byt z biologickej tekutiny alebo tkan
va vyextrahované a az potom analyzované. Na izoldciu K.
sa pouziva prevazne ALO, pri pH=8.5"". Adsorpcia K.
na oxid je velmi rychly dejv. Na eltciu KA z oxidu sa moz
pouzit rézne kyseliny (octova, solna, sirova, $tavelov:
chlorista) s koncentraciou 0,2-0,5 mol/l. Najpouzivanejsi
je kyselina octova. K 0,5m! mocu v Eppendorfke sa prid
100mg A1,0, a 0,5ml pufer (Tris + EDTA pH=8,6). Prid
sa internyyéténdard (DHBA). Zaroven sa tym istym sp{
sobom spracovava aj Standard a kontrolna vzorka. Trep
sa 10 min., necha sa ustat vrstva Al,O, a odsaje sa efluen
Preplachne sa 3-krat vodou a kafeéholamx’ny sa eluuj
s 0,2mol/l CH ,COOH. Trepe sa 10min. Cast eludtu s
upravi na pH=6.5 (pomocou K-PO4 pufru) a da sa n
kolonku s BioRex 70 (100-200mesh). Po preplachnut
vodou sa katecholaminy eluuju s 0,67 mol/l HJBOf Tent:
eluat sa potom meria pri 700mV na elektrochemickon
detektore alebo na ESA Coulochem 3 (nastavenie Guar:
cell=350mV, El =-150, E2=220mV). PouZiva sa izokratic
k& metoda, kolona C18.

Na obrazku 3 je chromatogram standardnej zmesi, ad
renalin, noradrenalin, DHBA (dihydroxibenzylamin). do
pamin. Vzorka bola spracovana pitkrat a patkrat analyzo
vana. Chromatogramy su nanesené sposobom overlay (st
nanesené na seba). Z obrazka vidiet, Zze metoda je skutoéne
reprodukovatel'na. Intra assay 4,5 %, inter assay 8.2 %.

Na zaklade nasich skdsenosti mozno povedat, ze pou
zitie HPLC systému s elektrochemickou, resp. couloche
mickou detekciou je na analyzu katecholaminov a ich me
tabolitov v moéi vel'ky prinos a momentalne
je to najlacnejsie riesenie. Referenéné rozpitic
adrenalinu je menej ako 100nmol/24 hodin
noradrenalinu menej ako 500 nmol/24 hod.
dopaminu menej ako 2 500 nmol/24 hodin.

Analyza NE v krvi HPLC metédou:

V ostatnom obdobi na zaklade presnych me-
rani sa za najpresnejsiu diagnostickit metodu
povazuje stanovenie NE v plazme (tabulka 1
a obrazok 5). Na nasom oddeleni analyzujeme
prevazne NE v plazme. Vychadzali sme z pra-
ce'” v modifikaciit'®.

Analyza pozostava 2 tychto krokov:

L. bezstresovy odber krvi (odoberd sa
7 Katetra 20 minut po zavedeni do v, cubiti),
strickacka s heparinom sa musi dat thned de
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fadu a centrifugoval pri 0°C, 2. extrakcia metanefrinov
na solid-phase cation exchange columns (kolénky strata
SCX-500mg/3ml), 3. elicia a odparenie eluidtu na ter-
movape pri 44°C, 4. meranie na HPLC s coulochemickou
detekciou. Odparovanie eludtu oproti povodnej metdde
{odparovali lyofilizaciou) robime pomocou termovapu (od-
parujeme pomocou dusika pri 44°C). Je sice niZsie recovery
(asio 8%), intraassay CV je menej ako 5,3 %, interassay CV
je 1%, Ak sa zistia zvySené hladiny nefrinov v krvi (Sty-
rikrat viacej ako hornd hranica normy - {4 xURL),
musi nasledovat lokalizacia tumoru. Ak CT a MIBG st ne-
gativne, nasleduje PET scan (po podani 18-F-DA). Takto
moZno lokalizovat aj maly skryty tumor.

Analyza NE v krvi ELISA metodou:

Pouziva sa EDTA plazma. K 500ul plazmy sa prida
deprotizacné Cinidlo, centrifuguje sa a zo supernatantu
sa pipetuje 75ul na stanovenie MN a 25ul na stanovenie
NMN. Pipetuje sa to priamo do stripov, kde je viazany an-
tigén pre MN a NMN. Prida sa pracovny roztok a acyla¢ny
roztok a NE sa acetyluji, potom sa prida Specificka proti-
latka a necha sa 20 hod. inkubovaf v chladnicke. Odsaje sa
roziok z jednotlivych stripov, premyje sa to (wash buffer),
prida sa konjugat (anti-rabbit 1gG conjugate with peroxida-
se) a inkubuje sa, premyje sa to (wash buffer), prida sa sub-
strat (TMB), inkubuje sa a nakoniec sa prida stop ¢inidlo
(0,25 mol/l H 50,). Vysledné zlt¢ zafarbenie sa meria pri
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Zaver
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