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POPIS KRATICA

CT — kompjutorizirana tomografija (eng. Computed Tomography)

MRI — magnetska rezonanca (eng. Magnetic Resonance Imaging)

COMT - katehol-O-metiltransferaza (eng. Catechol-O-methyltransferase)
MAO — monoaminooksidaza (eng. Monoamine oxidase)

DHPG — dihidroksifenilglikol (eng. dihydroxyphenylglycol)

VMA — vanilmandeli¢na kiselina (eng. Vanillylmandelic acid)
SULT1AZ3- sulfoniltransferaza ( eng. Sulfotransferase1A3)

HPLC-ECD - tekuc¢inska kromatografija spregnuta s elektrokemijskim detektorom (eng. High
Performance Liquid Chromatography-Electrochemical Detection)

LC-MS/MS — tekucinska kromatografija s tandemskom masenom spektrometrijom (eng.

Liquid Chromatography- Tandem Mass Spectrometry)

HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography)

LIS — laboratorijski informacijski sustav

BIS — bolni¢ki informacijski sustav

SPE — ekstrakcija u ¢vrstoj fazi (eng. Solid Phase Extraction)

ESI - ionizacija elektrosprejom (eng. Electrospray lonization)

MRM - pracenje viSestrukih reakcija (eng. Multiple Reaction Monitoring)

ROC — operacijska svojstva primatelja (eng. Receiver Operating Characteristic)

KV - kardiovaskularne

AUC - povrsina ispod krivulje (eng. Area Under the Curve)
AD — adenom

FEO — feokromocitom

OKVP — ostali kardiovaskularni poremecaji



NMB — nemaligne bolesti ostalih organskih sustava

OTNZ — ostali tumori nadbubreznih Zlijezda



uvoD

1. UvOD

1.1. Sinteza i metabolizam kateholamina

Kateholamini se sintetiziraju iz aminokiseline tirozin koji se hidroksilira i
dekarboksilizira u dopamin. Noradrenalin je produkt metabolickih modifikacija dopamina
iz kojeg se metilacijom amino-skupine sintetizira adrenalin. U kromafinim stanicama srzi
nadbubrezZne Zlijezde kateholamine metabolizira katehol-O-metiltransferaza (COMT) koja
je zasluzna za viSe od 90% cirkuliraju¢eg metanefrina 1 24 — 40% cirkulirajuceg
normetanefrina (Slika 1.) (1). Vecina noradrenalina sintetizirana u ziv€anom sustavu
primarno se metabolizira do dihidroksifenilglikola (DHPG) u simpatickim zivcima i otpusta
u plazmu odakle ju preuzima jetra i1 pretvara u vanililmandeli¢nu kiselinu (VMA) (2). Svi
kateholamini 1 njihovi metaboliti, osim VMA, mogu se konjugirati sulfatom uz pomo¢
enzima sulfotransferaze (SULT1A3) (3). Konjugirani spojevi topivi su u vodi te se
eliminiraju urinarnom ekskrecijom (2). Kod pacijenata sa feokromocitomom, vise od 94%
poviSenih razina plazmatskih normetanefrina ili metanefrina izvedeno je iz metabolizma
kateholamina unutar tumorskih stanica, procesom koji se javlja neprekidno i nezavisno od

svih fluktuacija u sekreciji kateholamina (4).
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Slika 1. Biokemijski putevi metabolizma kateholamina (17)
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Reakcije  katalizirane katehol-O-metiltransferazom (COMT, eng. Catechol-O-
metiltransferase) odvijaju se u ekstraneuralnim tkivima, a reakcije katalizirane monoamin

oksidazom (MAO) u simpati¢kim Zivcima i neuronima srediSnjeg ziv€anog sustava.

1.2. Feokromocitom

Feokromocitom je tumor kromafinih stanica srzi nadbubreznih Zzlijezda koji je
karakteriziran prekomjernom sintezom 1 izlu€ivanjem kateholamina i njihovih metabolita.
Moze se javiti u muskaraca ili Zena, naj¢esée u dobi izmedu 30 i 60 godina. Karakteristi¢ni
su simptomi feokromocitoma (kao posljedica pojac¢anog izlucivanja kateholamina i
njihovih metabolita) hipertenzija, tahikardija, pojacano znojenje, palpitacije, izrazita
glavobolja i bljedilo. (5, 6). Pojavnost vecine feokromocitoma je sporadi¢na, ali oko 25%
slu¢ajeva ima nasljednu osnovu (7). Feokromocitomi u multiplim endokrinim neoplazijama
tipa 2 nastaju zbog mutacija RET protoonkogena. Obiteljske mutacije VHL tumor
supresorskog gena u von Hippel-Lindau sindromu mogu uzrokovati feokromocitom i
tumore na bubrezima, jetri, testisima te hemangioblastome u srediSnjem Ziv€anom sustavu
i angiome mreznice. Takoder, feokromocitomi se javljaju sekundarno kod mutacija gena za
podjedinice B i D sukcinat dehidrogenaze. Osim navedenoga, mogu se pojaviti kod 1%

pacijenata s neurofibromatozom tipa 1. (6).

1.3. Dijagnostika feokromocitoma

Pri sumnji na feokromocitom, uz uzimanje klini¢ke slike, odreduju se razine
metanefrina i normetanefrina u krvnoj plazmi i 24-sathom urinu, urinski i plazmatski
kateholamini (adrenalin, noradrenalin i dopamin) te vanililmandeli¢na kiselina (VMA) (8).
U sluc¢aju nepravovremene dijagnoze bolest moze zavrsiti fatalnim ishodom zbog Cega je
nuzna visoka dijagnosti¢ka to¢nost biokemijskih testova. Kao potvrdne metode rade se
slikovni prikazi lokalizacije tumora. Od slikovnih radioloskih tehnika najceSce se
upotrebljavaju kompjuterizirana tomografija (CT) i magnetska rezonanca (MRI). CT
identificira do 95% feokromocitoma, a MRI je najpouzdanija metoda za lokaliziranje

feokromocitoma (identificira vise od 95% tumora) (9).
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1.4. Laboratorijska dijagnostika feokromocioma

Laboratorijska dijagnostika feokromocitoma zasniva se na biokemijskim testovima,
to¢nije na odredivanju koncentracija metanefrina i normetanefrina u krvnoj plazmi i u 24-
satnom urinu. Tekuéinska kromatografija spregnuta s elektrokemijskim detektorom
(HPLC-ECD) ili spektrometrom masa (LC-MS/MS) metoda je izbora za odredivanje
navedenih analita u krvnoj plazmi. HPLC smatra se referentnom metodom za mjerenje

kateholamina i njihovih metabolita u 24-sathom urinu (10).

14.1. HPLC-ECD

HPLC-ECD je sustav u kojem se pripremljeni uzorci injektiraju u mobilnu fazu te se
komponente uzorka kromatografski odvajaju na koloni. Nakon odvajanja prolaze preko
povrsine detektora na kojoj se odvijaju redoks reakcije. Elektrokemijskom reakcijom
nastaje struja koja se mjeri elektrokemijskim detektorom. Izmjerena struja proporcionalna
je koncentraciji analita koja se izraCunava pomoc¢u metode internog standarda uz koristenje

visine kromatografskih pikova (Slika 2.). (11)

ECD

KOMUNIKACISKI
MODUL

JEDINICA ZA
OTPLINJAVANIE
MOBILNE FAZE

FLD

PUMPA A
UV/VIS DETEKTOR
PUMPA B RACUNALO

PECNICA §

AUTOINJEKTOR
KOLONOM

Slika 2. HPLC ureda;j s elektrokemijskim detektorom (ECD)
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1.4.2. LC-MS/MS

LC-MS/MS je tekucinsko kromatografski sustav pri ¢emu se analiti u detektoru
ioniziraju elektrosprejom (ESI) te prelaze u plinovito stanje. Nakon toga ionizirani analiti
ulaze u MS/MS sustav koji se sastoji od dva kvadrupola izmedu kojih je kolizijska ¢elija.
Kod odredivanja metanefrina u plazmi mjerenje analita provodi se (eng.) miltiple reaction
monitoring (MRM) metodom kojom se u prvom kvadrupolu izoliraju prekursorski ioni
odredene mase 1 naboja koji zatim prelaze u kolizijsku ¢eliju gdje se prekursorski ioni
fragmentiraju uz pomo¢ inertnog plina (argona) pri odgovaraju¢em naponu. Zatim se nastali
produkt, ioni odredenog omjera mase i naboja izoliraju u drugom kvadrupolu i udaraju u
detektor. Analiti se detektiraju prema razli¢itim masenim prijelazima specificnim za spoj te
se koncentracija analita izraunava pomocu interne standardne metode uz koriStenje

povrsine pika (Slika 3.).

MOBILNE
PUMPA A FAZE

MASENI
SPEKTROMETAR

ESI

PUMPA B PECNICA S PUMPA C
KOLONOM

AUTOINJEKTOR

Slika 3. HPLC spregnut s LCMS 8050 spektrometrom masa
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2. CILJ

Cilj ove retrospektivne studije je ispitati dijagnosti¢ku to¢nost metanefrina u plazmi i
24-satnom urinu i optimizirati dijagnostiku feokromocitoma. Visoka dijagnosticka to¢nost
znacila bi uspjesnije postavljanje dijagnoze feokromocitoma koja je otezana zbog velike

heterogenosti simptoma koji se javljaju i u drugim bolestima.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ustroj studije

Za ovaj zavrsni rad provedena je retrospektivna (eng.) case-control studija u Zavodu
za klinicku laboratorijsku dijagnostiku, KBC Osijek. Postoje¢i rezultati mjerenja
koncentracija metanefrina i normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu preuzeti su iz
laboratorijskog informacijskog sustava (LIS), dok su podaci o slikovnim pretragama
preuzeti iz bolnickog informacijskog sustava (BIS). Uzorci pacijenta sa sumnjom na
feokromocitom koji ulaze u ovu studiju zaprimljeni su u periodu od 1. 1. 2017. do 22. 7.
2019. godine.

3.2. Ispitanici

Iz prethodno navedenog perioda preuzeti su rezultati 106 pacijenata sa sumnjom na
feokromocitom kojima su radena oba dijagnosti¢ka postupka. U studiju su uvrsteni podatci
pacijenata starijih od 40 godina. Izdvojeni pacijenti su s obzirom na dijagnozu klasificirani
u 5 skupina: 16 pacijenata s adenomom (AD), 5 s feokromocitomom (FEO), 6 s ostalim
kardiovaskularnim poremecajima (OKVP), 12 s nemalignim bolestima ostalih organskih
sustava (NMB) te 67 pacijenata s ostalim tumorima nadbubreznih Zlijezda (OTNZ).
(Tablica 1.)

Tablica 1. Prikaz pacijenata s obzirom na dijagnozu, spol i dob

dijagnoza AD FEO OKVP NMB OTNZ
S[CICI| m Z m Z m Z m Z m Z
41-50 1] 1 2 1 1 2 8
51-60 1|5 1 1 1 1 | 3 & 15
dob 61-70 2| 1| 2 1| 2 7 19
71-80 3| 2 3 4 4
81-50 2
ukupno 4 12| 2 | 3 3 3 3 | 9| 19 | 4s 106

3.3. Materijali i metode
3.3.1. Odredivanje metanefrina i normetanefrina u plazmi

Pacijentima je ujutro, nakon polusatnog mirovanjau leze¢em polozaju, (12) izvadena
krv u epruvete s litij heparinom kao antikoagulansom (Becton Dickinson, Franklin Lakes,

New Jersey, SAD). Epruvete su nakon vadenja stavljene u ledenu kupelj i dostavljene na

6
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radiliSte gdje su centrifugirane 10 min na 3500 okr/min. Uzorci plazme su odvojeni od
stanica i zamrznuti na -20°C do analize. Na dan analize uzorci su odmrznuti na sobnoj
temperaturi i pripremljeni prema uputama proizvodaca reagensa RECIPE ClinMass LC-
MS/MS Complete Kit for Free Metanephrines in Plasma (Miinchen, Njemacka). Analiza je
provedena na Shimadzu Nexera X2 HPLC-u spregnutim s LCMS 8050 spektrometrom
masa (Kyoto, Japan).

3.3.2. Odredivanje metanefrina i normetanefrina u 24-satnom urinu

24-satni urin prikupljen je prema preporukama za skupljanje 24-satnog urina (13) u
plasti¢ne spreminke sa 6M HCI-om kao konzervansom. Uzorci su pripremljeni prema
uputama proizvodaca reagensa Recipe ClinRep HPLC Complete Kit for Metanephrines in
Urine (Miinchen, Njemacka. Po primitku izmjeren je volumen 24-satnog urina. pH je
namjeSten na adekvatnu vrijednost i alikvot je zamrznut na -20°C do analize. Analiza je
provedena na HPLC Shimadzu Nexera X2 (Kyoto, Japan) spregnutim s RECIPE EC
Sputnik 6000 elektrokemijskim detektorom (Miinchen, Njemacka).

3.4. Statisticke metode

Prikupljeni podatci iz L1S-a i BIS-a o dobi, spolu, dijagnozi te vrijednosti metanefrina
I normetanefrina u krvnoj plazmi i 24-satnom urinu uvr$teni su u tablicu racunalnog
programa Microsoft Office Excel 2013. Pomoc¢u navedenog programa provedena je i
linearna regresija odnosa vrijednosti metanefrina izmjerenih u krvnoj plazmi i 24-satnom
urinu te vrijednosti normetanefrina u plazmi i 24-sathom urinu. U svrhu ispitivanja
dijagnosticke tocnosti, osjetljivosti 1 specifi¢nosti provedena je analiza operacijskih
svojstava primatelja, tzv. ROC analiza u racunalnom programu MedCalc ver.18.2.1. U
okviru ROC analize izraden je i grafi¢ki prikaz radi usporedbe povrsina ispod ROC krivulja
kako bi se dobila statisticka znacajnost razlike tih povrSina koja reflektira razlike u tocnosti
metoda. Analize distribucije prikazane su (eng.) Box and Whisker grafovima, odnosno
provedena je usporedba podataka bolesnika sa feokromocitomom u odnosu na ostale
dijagnoze (adenom, ostali kardiovaskularni poremecaji, nemaligne bolesti ostalih organskih
sustava i ostali tumori nadbubreZnih Zlijezda). U programu Statistica 7.0 napravljen je post
hoc Kruskal Wallis Dunn test kako bi se pokazalo postoje li statisticki znacajne razlike u

dijagnostickim svojstvima urinskih i plazmatskih pokazatelja feokromocitoma.
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4. REZULTATI
4.1. ROC analiza

Tablica 2. Odnosi povrsina ispod ROC krivulja za pojedinu analizu

Varijabla AUC | SE? 95% CI°

Metanefrin_dU 0,898 0,102 0,824 t0 0,948
Metanefrin_plazma 0,946  0,0552 0,884 to 0,980
Normetanefrin_dU 0,984 0,0167 0,938 to 0,999
Normetanefrin_plazma 0,974  0,0188 0,923 to 0,995

Osjetljivost

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
100- Specificnost

— Metanefnn_dU

— Matanofrn_plazma

— Normatanefsn_dU
Normetanefmn_plazma

Slika 4. Grafi¢ki prikaz usporedbe povrSina ispod ROC krivulja koji odrazava razlike u

to¢nosti metoda, odnosno odnos specifi¢nosti i osjetljivosti pojedine metode.
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Tablica 3. Usporedba parova ROC krivulja za svaku analizu

Metanefrin_dU ~ Metanefrin_plazma

Razlika izmedu podrucja 0,0475
Standardna Pogreska? 0,0489

95% Interval Pouzdanosti -0,0483 to 0,143
z statistika 0,972

Razina znacajnosti P =0,3308

Metanefrin_dU ~ Normetanefrin_dU

Razlika izmedu podrucja 0,0861
Standardna Pogreska? 0,107

95% Interval Pouzdanosti -0,125 t0 0,297
Z statistika 0,801

Razina znacajnosti P =0,4229

Metanefrin_dU ~ Normetanefrin_plazma

Razlika izmedu podrucja 0,0762
Standardna Pogreska? 0,110

95% Interval Pouzdanosti -0,140 t0 0,293
z statistika 0,691

Razina znacajnosti P =0,4899

Metanefrin_plazma ~ Normetanefrin_dU

Razlika izmedu podrucja 0,0386
Standardna Pogreska? 0,0613

95% Interval Pouzdanosti -0,0815 to 0,159
Z statistika 0,630

Razina znacajnosti P =0,5286

Metanefrin_plazma ~ Normetanefrin_plazma

Razlika izmedu podrucja 0,0287
Standardna Pogreska? 0,0640

95% Interval Pouzdanosti -0,0967 to 0,154
z statistika 0,449

Razina znacajnosti P =0,6536

Normetanefrin_dU ~ Normetanefrin_plazma

Razlika izmedu podrucja 0,00990
Standardna Pogreska? 0,0210

95% Interval Pouzdanosti -0,0312 to 0,0510
Z statistika 0,472

Razina znacajnosti P =0,6366
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Iz prikazanoga je vidljivo kako nema statisticki znacajnih razlika s obzirom na
dijagnosticku pouzdanost izmedu pojedinih parametara. U svim slu¢ajevima vrijednosti
AUC prelazile su 0,89 (Tablica 2.). Youdenovom metodom dobivene su cut off vrijednosti
metanefrina u plazmi >0,44 nmol/L i metanefrina u 24-satnom urinu >1,74 umol/L te cut
off vrijednosti normetanefrina u plazmi >0,73 nmol/L i normetanefrina u 24-satnom urinu
>2,81 umol/L. U skladu s navedenim, statisticka analiza pokazala je da je osjetljivost
metode za mjerenje metanefrina u plazmi i u 24-sathom urinu 80%, a osjetljivost za
normetanefrin u plazmi i 24-satnom urinu 100%. Specifi¢nost je neSto niza kod
normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu i iznosi 92,08% dok je specificnost 100% za
metanefrin u plazmi i 24-satnom urinu. Ovakvi rezultati ukazuju na nesto bolja
dijagnosticka svojstva analiza normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu zbog vise

osjetljivosti 1 specificnosti.

4.2. Distribucije podataka

Metanefrin plazma (nmol/L)

= L = = o Median
0p- 0,
adenom ostale bolesti KV poremecaji I:I 25%-75%
feokromocitom ostali tumori Min-Max
Dijagnoza

Slika 5. Prikaz distribucije podataka koncentracija metanefrina u plazmi kod bolesnika s

feokromocitomom u odnosu na ostale dijagnoze
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Slika 6. Prikaz distribucije podataka koncentracija metanefrina u 24-sathom urinu kod

bolesnika sa feokromocitomom u odnosu na ostale dijagnoze
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Slika 7. Prikaz distribucije podataka koncentracija normetanefrina u krvnoj plazmi kod

bolesnika sa feokromocitomom u odnosu na ostale dijagnoze
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14
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Normetanefrin dU (umol/L)

o Median

0p- 0,
adenom ostale bolesti KV poremec¢aji I:I 25%-75%
feokromocitom ostali tumori Min-Max

Dijagnoza

Slika 8. Prikaz distribucije podataka koncentracija normetanefrina u 24-satnom urinu kod

bolesnika sa feokromocitomom u odnosu na ostale dijagnoze

Iz grafickih prikaza distribucije podataka uocljiva je znacajna razlika normetanefrina
u 24-satnom urinu i plazmi u uzorcima kod bolesnika sa feokromocitomom u odnosu na sve
ostale ispitivane bolesti (Slika 7. i Slika 8.) dok metanefrini u 24-satnom urinu i plazmi
slabije razlikuju feokromocitom od adenoma (Slika 5. i Slika 6.). Uzrok ovakvih vrijednosti
metanefrina moguc je zbog malog broja ispitanika s dijagnosticiranim feokromocitomom

i/ili zbog variranja vrijednosti kod pacijenata sa paroksizmalnom hipertenzijom.

4.3. Post hoc Kruskal-Wallisova ANOVA analiza - Dunn test
Tablica 4. Prikaz odnosa statisti¢kih znacajki feokromocitoma u odnosu na ostale dijagnoze

prema pojedinim metodama

AD OKVP NMB OTNZ
Metanefrin plazma (0,106693 |0,048678 |0,05179  |0,006332
Normetanefrin plazma [0,004630 |0,019564 |0,034218 |0,006062
Metanefrin dU 0,094370 |0,023911 [0,030444 |0,049134
Normetanefrin dU |0,008067 |0,000988 [0,007942 |0,006777

FEO

Iz Tablice 4. uocljivo je da ne postoje statisticki znacajne razlike izmedu adenoma i

feokromocitoma kod mjerenja metanefrina u plazmi i 24-satnom urinu. Takoder, nema
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statisticki znacajnih razlika izmedu nemalignih bolesti ostalih organskih sustava i
feokromocitoma kod mjerenja metanefrina u krvnoj plazmi te izmedu ostalih tumora
nadbubreZnih zlijezda i feokromocitoma kod mjerenja metanefrina u 24-satnom urinu.
Ovakav rezultat pokazao je mjerenje normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu najboljim

metodama za razlikovanje feokromocitoma od ostalih dijagnoza.

4.4. Regresijska analiza

Metanefrin ¥=0,1754x+ 0,082
R = 0,6796

plazma (nmol/L)

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 75,00 30,00

urin (umel/L)

Slika 9. Graficki prikaz odnosa plazmatskih i urinskih vrijednosti metanefrina
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Normetanefrin

plazma (nmol/L)

urin (umol/L)

Slika 10. Graficki prikaz odnosa plazmatskih i urinskih vrijednosti normetanefrina

Iz grafickih prikaza distribucija metanefrina u plazmi i 24-satnom urinu (Slika 9.) te
normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu (Slika 10.) moZze se uoditi proporcionalan odnos
izmedu plazmatskih i urinskih metanefrina, odnosno normetanefrina no, unato¢ tome, ¢ini

se da ovisnost nije linearna.
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5. RASPRAVA

Feokromocitomi su heterogeni tumori u smislu klinickih znakova i simptoma te
biokemijskih karakteristika (14). Najces¢i simptomi koji se javljaju kod pacijenata s
feokromocitomom su hipertenzija, znojenje, palpitacije i glavobolja te je kod takvih
pacijenata najveca vjerojatnost da ¢e biokemijski testovi pokazati povisene koncentracije
plazmatskih i urinarnih kateholamina odnosno njihovih metabolita. Medutim, kod nekih
pacijenata simptomi nece biti izrazeni ili ih uopce nece biti te biokemijski testovi kod takvih
pacijenata mogu biti negativni. To moze znaciti da je tumor jo§ malen i/ili da je biokemijski
neaktivan. Osim toga, koncentracije plazmatskih kateholamina i ekskrecija urinarnih
metanefrina nepromjenjivo su povisene kada feokromocitom uzrokuje neprekidnu
hipertenziju, a kada je hipertenzija paroksizmalna, vrijednosti kateholamina i njihovih

metabolita u plazmi i urinu mogu biti normalne za vrijeme normotenzivnih perioda (14).

Spektar poremecaja za koje je potrebno provesti testiranje na feokromocitom ukljucuje
simptomatske pacijente za koje se sumnja na primarni ili recidivirajuci feokromocitom,
pacijente s incidentalomima, hipertenzijom rezistentnom na terapiju te pacijente s
nasljednom predispozicijom za fekromocitom (pacijenti s von Hippel-Lindau sindromom,
multiplom endokrinom neoplazijom tipa 2, neurofibromatozom tipa 1 i mutacijama gena za
podjedinice B i D sukcinat dehidrogenaze). U ovoj studiji izdvojeno je 106 pacijenata
starijih od 40 godina koji su Kklasificirani u 5 skupina: pacijente s adenomom,
feokromocitomom, kardiovaskularnim poremecajima, ostalim bolestima 1 ostalim
tumorima nadbubreZnih zlijezda (Tablica 1.). Svim pacijentima provedena su mjerenja
metanefrina i normetanefrina u plazmi i 24-sathom urinu.

Za svaku metodu izracunate su vrijednosti povrsine ispod ROC krivulja (AUC) koje
imaju vrijednosti iznad 0,89. Najvecu povrsinu ispod krivulja imale su metode za
normetanefrin u plazmi (0,97) i 24-satnom urinu (0,98) §to ukazuje da ovi biokemijski
pokazatelji imaju vecu specifi¢nost 1 osjetljivost koja im omogucuje razlikovanje pozitivnih
I negativnih rezultata, odnosno oboljelih i neoboljelih od feokromocitoma u odnosu na
mjerenje metanefrina u plazmi i 24-satnom urinu (Tablica 2., Slika 4.). Usporedba parova
ROC krivulja nije pokazala statisticki znacajne razlike s obzirom na interval pouzdanosti.
Normetanefrin u plazmi i u 24-satnom urinu ima specifi¢nost 92,08% i osjetljivost 100%
dok metanefrin u plazmi i 24-satnom urinu imaj specifi¢nost 100% i osjetljivost 80%.
Studija je pokazala bolja dijagnosticka svojstva za mjerenje normetanefrina u plazmi i 24-

satnom urinu zbog vece osjetljivosti u odnosu na mjerenje metanefrina u plazmi i 24-satnom
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urinu koji su pokazali manju osjetljivost; dok u svim metodama nema vece razlike u
specificnosti metoda. S druge strane, Sawka i suradnici navode kako vecu specifi¢nost
imaju urinski testovi (98,2% do 100%) od plazmatskih testova (89,7 do 98,6%) (15). Isto
tako istrazivanje d'Herbomez i suradnika pokazalo je da urinski testovi imaju vecu
specifi¢nost, a plazmatski vecu osjetljivost (16). Razlog ovakvom razilazenju u rezultatima
moze se pripisati ograni¢enom broju ispitanika Sto je moglo utjecati na mogucnost
otkrivanja razlike u specificnosti i osjetljivosti metoda.

Prikazi distribucije podataka normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu u odnosu na
ostale dijagnoze pokazali su zna¢ajnu statisticku razliku za razliku od metanefrina u plazmi
I 24-satnom urinu koji se nije pokazao uspjesan u razlikovanju adenoma od feokromocitoma
(Slika 5. — 8.). Kako bi se detaljnije proucile razlike izmedu dijagnoza, provedena je post
hoc Kruskal-Wallisova ANOVA analiza koja je pokazala statisticki znacajne razlike
izmedu feokromocitoma i ostalih dijagnoza kod mjerenja normetanefrina u plazmi i 24-
satnom urinu $to znaci da su ove metode najpouzdanije u razlikovanju feokromocitoma od
AD, OKVP, NMB i OTNZ. Mjerenje metanefrina u plazmi uspjesno razlikuje OKVP i
OTNZ od feokromocitoma dok mjerenje metanefrina u 24-satnom urinu uspjesno razlikuje
feokromocitom od OKVP i NMB (Tablica 4.). Regresijska analiza pokazala je
proporcionalan odnos izmedu koncentracija metanefrina u plazmi i 24-satnom urinu kao i
izmedu koncentracija normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu, no unato¢ tome ¢ini se

da ovisnost nije linearna (Slika 9. i Slika 10.).

S obzirom na dobivene rezultate i literaturne izvore moze se zakljuciti kako analize
normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu imaju nesto bolja dijagnosticka svojstva od
analize metanefrina u plazmi i 24-satnom urinu. U na$oj studiji, za razliku od studije koju
su proveli Sawka i suradnici, i plazmatski testovi su pokazali visoku specifi¢nost, a ne samo
urinski. lako je studija pokazala neSto bolja dijagnosticka svojstva za mjerenje
normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu, zbog malog broja pacijenata oboljelih od
feokromocitoma, nije iskljuc¢ena valjanost metanefrina u plazmi i 24-satnom urinu kao
dijagnostickog pokazatelja. Ova studija pokazala je zadovoljavajucu dijagnosti¢ku to¢nost

biokemijskih testova za postavljanje dijagnoze feokromocitoma.

16



ZAKLIUCAK

6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedene studije i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeéi zakljucci:

- nema statisticki znacajnih razlika u dijagnostickim svojstvima urinskih i plazmatskih
pokazatelja feokromocitoma zbog toga sto je AUC u svim slucajevima 0,89 ili veéi $to

je u skladu s literaturnim podatcima

- nesto bolja dijagnosticka svojstva imaju analize normetanefrina u plazmi i 24-satnom
urinu od analize metanefrina $to je znacajno kod razlikovanja feokromocitoma i

adenoma.
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7. SAZETAK

Uvod: Feokromocitom je tumor kromafinih stanica srzi nadbubreznih Zzlijezda.
Karakteriziran je prekomjernom sintezom i izluCivanjem kateholamina i njihovih
metabolita Sto posljedicno dovodi do hipertenzije, tahikardije, pojaanog znojenja,
palpitacija, izrazite glavobolje i bljedila. Uz klinicku sliku, dijagnosticiranje
feokromocitoma zasniva se na biokemijskim testovima, to¢nije odreduju se koncentracije
metanefrina i normetanefrina u plazmi i 24-satnom urinu te kao potvrdne metode koriste se
slikovne radioloske tehnike (CT, MRI). HPLC-ECD ili LC-MS/MS metode su izbora za
odredivanje metanefrina i normetanefrina u plazmi dok se HPLC smatra referentnom

metodom za mjerenje kateholamina i njihovih metabolita u 24-satnom urinu.

Cilj: Ispitati dijagnosti¢ku to¢nost metanefrina u plazmi i 24-satnom urinu i optimizirati

dijagnostiku feokromocitoma.

Materijali i metode: Provedena je retrospektivna (eng.) case-control studija. Preuzeti su
postojeci rezultati mjerenja koncentracija metanefrina i normetanefrina u plazmi i 24-
satnom urinu iz LIS-a i podatci o slikovnim pretragama iz BIS-a. Provedena je analiza

operacijskih svojstava primatelja (ROC analiza) te post hoc Kruskal Wallis Dunn test.

Rezultati: ROC analiza je pokazala osjetljivost metode za mjerenje metanefrina u plazmi i
24-satnom urinu 80%, a osjetljivost za normetanefrin u plazmi i 24-satnom urinu 100%.
Specifi¢nost za metanefrin u plazmi i 24-satnom urinu je 100%, a za normetanefrin u plazmi
I 24-urinu specifi¢nost je 92,08%. Post hoc Kruskal Wallis Dunn test pokazao je da, za

razliku od metanefrina, normetanefrin razlikuje feokromocitom od ostalih bolesti.
Zakljucak: Nema statisticki znacajnih razlika u dijagnostickim svojstvima plazmatskih i
urinskih pokazatelja feokromocitoma, no nesto bolja dijagnosticka svojstva imaju analize

normetanefrina u plazmi i 24-sathom urinu.

Kljucéne rije¢i: feokromocitom; kateholamini; metanefrin; normetanefrin
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8. SUMMARY
Retrospective Study of Diagnostic Properties of Laboratory Methods for

Determination of Metanephrines in Blood Plasma and Daily Urine

Introduction: Pheochromocytoma is a tumor of the chromaffin cells of the adrenal gland.
It is characterized by the over-synthesis and excretion of catecholamines and their
metabolites, which in turn leads to hypertension, tachycardia, increased sweating,
palpitations, severe headaches and pallor. The diagnosis of pheochromocytoma is based on
clinical picture, biochemical tests for determination concentrations of metanephrine and
normetanephrine in plasma and daily urine and as confirmatory methods are used imaging
radiological techniques (CT, MRI). HPLC-ECD or LC-MS/MS are the methods of choice
for the determination of plasma metanephrine and normetanephrine, while HPLC is
considered the reference method for the measurement of catecholamines and their

metabolites in daily urine.

Goals: To investigate the accuracy of metanephrines in plasma and daily urine and optimize

the diagnosis of pheochromocytma.

Materials and methods: A retrospective case-control study was conducted. Existing
results of measurements of metanephrine and normetanephrine concetrations in plasma and
daily urine from the Laboratory Information System have been retrieved as well as imaging
data from the Hospital Information System. ROC analysis and post hoc Kruskal Wallis

Dunn test have been performed.

Results: ROC analysis showed the sensitivity of the method for measuring methanephrine
in plasma and daily urine of 80%, and sensitivity for normetanephrine in plasma and dauly
urine of 100%. The specificity for plasma methanephrine and daily urine is 100%, and
92.08% for plasma normethanephrine and daily urine. Post hoc Kruskal Wallis Dunn test
showed that, unlike metanephrine, normetanephrine distinguishes pheochromocytoma from

other diseases.

Conclusion: There are no statistically significant differences in the diagnostic properties of
the plasma and urine indicators of pheochromocytoma, but analyzes of normetanephrine in

plasma and 24-hour urine have slightly better diagnostic properties.
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