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METANEFRINY
PISANO

PRINCIP METODY
Metanefriny jsou zachyceny na katexu - pryskyfici a jsou eluovany
ihned po vymyti interferujicich &astic. Metanefriny se stanovuiji
spektrofotometricky jako vanilin po oxidaci v alkalickém prostfedi'.

OBSAH A SLOZENI

1. Reagent 1 x 225 ml. Imidazolovy pufr 0,4 mol/L, sodny EDTA
2,7 mmol/L, konzervant.

2. Reagent 1x400 ml. Amoniak 4 mol/L.
Varovani : H315 — Drazdi kuzi.H319 — ZpuUsobuje vazné
podrazdéni oc¢i. H335 — Muze zplsobit podrazdéni dychacich
cest. P280 - Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
od&v/ochranné bryle/obliejovy &tit. P304 + P340 — PRI
VDECHNUTI: Pfeneste postizeného na &erstvy vzduch a
ponechte jej v klidu v poloze usnadnujici dychani. P305 +
P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni €ocky, jsou-li nasazeny
a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
P332 + P313 — Pfi podrazdéni kize: Vyhledejte |ékafskou
pomoc/oSetieni.

3. Mikrokolony 2 x 20 kusl. Obsahuji navazené mnozstvi
pufrovaného katexu- pryskyfice.

B. Reagent. 2 x 10 ml. m-Jodistan sodny prach 0,12 mol/L po
rozpusténi.
Nebezpeéi : H272 — Mlze zesilit pozar; oxidant. H301 —
Toxicky pfi poziti. H315 — Drazdi kuzi. H319 — Zpusobuje
vazné podrazdéni oci. H335 — Mulze zpUsobit podrazdéni
dychacich cest. P301 + P310 — PRI POZITi: Okamzit& volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo Iékate.
P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut
opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li
nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

C. Reagent. 2 x 10 ml. Sific¢itan sodny prach 0,67 mol/l — po
rozpusténi.
Nebezpeci : H302 — Zdravi $kodlivy pfi poziti.
H318 — Zpusobuje vazné poskozeni oéi.
EUH 031 — Uvolfiuje toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

S. Standard S. 2 x 5 ml. Normetanefrin 100 mg/L = 550 pmol/L
v kyseliné HCI 0,1 mol/L. Vodny primarni standard .

Pro dalSi varovani a bezpec€nostni opatieni ¢téte bezpecnostni list
(SDS)

SKLADOVANI
Skladujte pfi teploté 2-30°C. Reagenty a standard jsou stabilni do
data expirace uvedené na S$titku, pokud jsou tésné uzaviené a je
zabranéno jejich kontaminaci béhem jejich pouziti.
Znamky zhorseni kvality:
Reagencie: pfitomnost Castic, zakal, absorbance blanku vétsi jak
0,060 pfi 360 nm v 1 cm kyveté.
Mikrokolony: ztrata (nepfitomnost) pufru nad pryskyfici.

PRIDAVNE REAGENCIE
Koncentrovana kyselina chlorovodikova HCI (kvalita p.a.).

PRIPRAVA REAGENTU
Reagenty B a C: Rozpustte obsah lahvi¢ky (suchy prach) v 10 ml
destilované vody. Roztok je stabilni 5 mésicu pfi 2-8°C.
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PRIDAVNA ZARIZENI
m Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 360 nm (358-362)
m Termostabilni vodni lazen

VZORKY
Mo¢. 24 h mo¢ odebrana standardnim zplGsobem. Kyselina borita
neni pfipustnym konzervantem.
Vzorek je stabilni maximalné 15 dni pfi 2-8° C, nebo az 1 mésic pfi
-20° C, jestlize je upraveno pH vzorku koncentrovanou HCI pod
hodnotu 3.
Pfed testovanim vzorek centrifugujte nebo prefiltrujte.

POSTUP
Priprava vzorku
1. Pipetujte do zkumavky:
Vzorek [ 5,0 ml |
2.Upravte pH na 0,7- 0,9 koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. Pfed testovanim vzorek centrifugujte nebo
prefiltrujte.
3. Inkubujte vzorek 20 min. ve vafici vodni lazni. Ochladte pod
tekouci vodou. Pak pfidejte (pozn 1):

Reagent (1) [ 5,0 ml |

Chromatograficka separace (Poznamka 2):

4. Nejdfive odstrante horni uzavér mikrokolony (3), poté uzavér jeji
spodni €asti. Zatlate horni disk, ktery uzavira pryskyfici tupym
predmétem (sklenénou ty€inkou) tésné nad jeji povrch. Nestlacujte
pryskyfici! Kapalinu nad pryskyfici nechejte prokapat pfes spodni
uzaver.

5. Obsah zkumavky (vzorek) prelijte do kolony a prokapejte jej.

6. Promyjte zkumavku 2-3 ml destilované vody a obsah pfelijte do
kolony. Nechte vykapat ven.

7. Do kolony pridejte:

Destilovana voda 10,0 mL

Reagent (2) 7,5 mL

8. Promichejte eluat (Poznamka 2)

Ponechte volné odtékat ven
zachytte eluat

Kolorimetrie

9. Pipetujte do oznagenych zkumavek:

Reagen | Standard | Standar | Vzorek
t Blank | Blank d Blank

Vzorek

Eluat — — — 2mL 2mL
Standard (S) | — 0,1 mL 0,1 mL — —
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EN ISO 13485 and EN SO 9001 standards

Reagent (2) 2mL 1,9 mL 1,9 mL — —
Reagent (C) | — 0,05 mL — 0,05 mL —
10. Promichejte a pridejte:

Reagent 0,06mL | 0,06mL | 0,06mL | 0,05mL [ 0,05

(B) mL
11. Promichejte, ponechejte 2 minuty stat pfi pokojové teploté (15-
30°C). Pak pfidejte:

Reagent (C) | 0,05mL | — 0,05mL | — 0,05 mL
12. Promichejte a odectéte absorbanci (A) vzorku blanku, vzorku a
standardu proti reagent blanku pfi 360 nm. Absorbance je stabilni
nejméné po dobu 60 minut.

VYPOCET
Koncentrace metanefrint ve vzorku se vypocita podle vzorce:
A vzorku — A blank vzorku VE VStC 1
X X X CS( X = C vzorku
A standardu — A blank standardu VS VEC REC

Objem vzorku (Vs) je 5 ml, objem eluatu (Ve) 7,5 ml, objem eluatu
pfi kolorimetrickém stanoveni (Vec) je 2 ml, objem standardu pfi
kolorimetrickém stanoveni (Vsc) je 0,1 ml, koncentrace standardu
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(Cst ) je 100 mg/L nebo 550 umol/L a prdmérna vytéznost (Rec) =
0,98.

Nasledujici rovnice uvadi vypocet koncentrace:

A ot = A bank vzorku X 7,65 = mg/L metanefrind

A sandardu— A blank standardu X 42,1 = pmol/L metanefrinti

Mnozstvi metanefrini ve 24 h vzorku moéi se vypocitd podle
obecného vzorce:

mg/l metanefrind X Vmoeeran (L) = mg metanefrind/ 24-h
pmol/l metanefrind X Vimocerzan (L) = pmol metanefrind/ 24h

REFERENCNi HODNOTY
Mo¢? : do 1 mg/24 h = do 5,5 umol/24 h.Tyto hodnoty jsou pouze
orientaéni. Kazda laboratof by si meéla stanovit své vlastni
srovnavaci hodnoty.

KONTROLA KVALITY:
Pro ovéfeni spravnosti meéfeni se doporuéuje pouzit mocova
kontrola (kat.¢. 18036 nebo 18037).
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
m Detekeni limit: 0,2 mg /1= 1,1 ymol/L
m Linearita: Do 30,9 mg/L = 170 ymol/L

- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

Primérna koncentrace Ccv n
0,3mg /L =1,5umol/ 9,8 % 25
3,8 mg /L =212 umolll 56 % 25

- Reprodukovatelnost
Primérna koncentrace CV n

0,3mg/L=15umol 14,8 % 25
3,8 mg/L =212 umol/l 10,0 % 25

m Citlivost: 63,8 mA . I/mg = 11,6 mA . l/umol

m Spravnost: Vysledky ziskané témito reagenty neukazuji
systematické rozdily srovnatelné s teoretickymi koncentracemi.
Studie jsou na vyzadani k dispozici.

m Interference: Nékteré potravinové dopliiky, substance a léky
mohou interferovat®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Metanefriny a normetanfriny oznaCované jako metanefriny jsou
mocovym metabolickym produktem z katecholaminového
katabolického dégje.
ZvySené hodnoty metanefrinG jsou zplsobené vylu€ovanim
katecholamint z tumorovych chromafinovych bunék, jako jsou:
pheochromocytomasy, paragangliomy a neuroblastomy*®®,
Klinicka diagnéza by vSak neméla byt uzaviena jen na zakladé
tohoto vysledku, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
vysledky.

POZNAMKY
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Poznamka 1. V pfipadé koncentrovanych extremné kyselych vzorkd
moce je nezbytné adjustovat pH na 5,7-7,0 hydroxidem sodnym
1mol/l.

Poznamka 2. Dlouhé uskladnéni kolonek vede k utlaeni pryskyfice
a tim i ke zpomaleni jejich pritoku. Pro obnovu této funkce obratte
kolonu pfed stanovenim na 10 minut, aby se pryskyfice presypala.
Poté kolonu umistéte do pracovni polohy a nechejte ji usadit.
Poznamka 3. Pfi kolorimetrickém stanoveni se vyhnéte prostojim pfi
praci, protoze metanefriny nejsou stabilni pfi pH eluatu.
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