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CH. | e phéochromocytome

de Liege

Définition :
Tumeur svt bénigne de la médullosurrénale qui se
manifeste par la sécrétion intermittente ou continue de

catécholamines

Synonyme :

« Médullosurrénalome e
« Paraglangliome surrenalien :
e Chromaffinome

sanguin

» Phaechromoblastome



cHY La médullo-surrénale

de Liége

Glandes surrénales = petites glandes paires
3cm X 1cm Glandes

surrénales

Corticosurrénale et médullosurrénale

Cellules du cortex : glucocorticoides,

mineralocorticoides et androgenes surrenaliens

Médullosurrénale: catécholamines



CcH Etiologie phéochromocytome

de Liege

 Tumeur endocrine - developpee a partir tissu chromaffine (issu
des chaines ganglionnaires sympathigues)

e HTA due a la sécrétion de catécholamines ou leurs métabolites

e 75% = au niveau des surrenales
— 40% a gauche
— 25% a droite
— 10% des 2 cOtés
e Tumeurs ectopiques :
— vessie
— hiles rénaux
— meédiastin post-péricardique
— cou



cH./ L’épidémiologie

de Liége

« Nothing is known about its true incidence » de graeff, 1964.

Entre 0,1 et 20 par million et par an
Mais HTA est fréguente!



CcH Signes cliniques

de Liege

« N'importe quel paragangliome
peut donner lieu a n'importe quel signe,
a n'importe quel symptome,
chez n'‘importe quel patient »

Pheochromocytoma, the impressionist tumor.
Ch. Proye et G.W. Geelhoed
1993




CH.

de Liege

Presentation clinigue

d 1 Hypertension (sustained or paroxysmal) with the following:
(a) Symptoms (Table 51.1) and signs (Table 51.2) or co-existing
disease or syndromes (Table 51.3)
(b) Group 3 or 4 retinopathy of unknown cause
(c) Weight loss
(d) Hyperglycaemia
(e) Hypermetabolism without hyperthyroidism
f) Cardiomvopathy
¢) Resistance to antihypertensive therapy
h) Orthostatic hypotension (without anithypertensive drugs)
(i) Unexplained fever
2 Persons with marked hyperlability of blood pressure
3 Recurrent attacks of symptoms and signs of phaeochromocytoma,
even if hypertension not demonstrated
4 Severe pressor response during or induced by the following:
(a) Anaesthesia induction
(b) Intubation
(¢) Surgery
(d) Angiography
(e) Parturition
(f) Antihypertensive therapy
(g) Precipitating factors listed under ‘Clinical presentation’ in text
5 Unexplained circulatory shock
(a) During anaesthesia
(b) During pregnancy, delivery, or in puerperium
(¢) During operation or post-operatively
(d) Following administration of phenothiazine drugs
6 Family history of phacochromocytoma, especially if hypertensive
(also screen siblings and children)
7 Hypertension with disease or complications sometimes associated
with phaeochromocytoma (Table 51.1)
8 Hyperlabile BP or severe hypertension during pregnancy or
apparent pre-eclampsia or eclampsia
9 Transient abnormal electrocardiogram during hypertensive episodes
10 X-ray evidence of suprarenal mass

(
(
(

Fasting hyperglycaemia (two-thirds of sustained hypertensives)
Glycosuria
Impaired glucose rolerance

T BMR (> 20%) (three-fourths of sustained hypertensives)

1 Plasma FFA (mainly sustained hypertensives) (? 1T glycerol)

Hypercholesterolaemia

Anaemia or polycythaemia; T WBC and ESR normal (? 1 platelets)
| Plasma and/or total blood volume

T Blood urea < 60 mg/dl in 95%; with or without proteinuria (rarely
slight serum creatinine 1)

Hyperreninaemia = aldosteronism

Hypokalaemia

1 Serum glucagon

Hypercalcaemia (caused by phaeochromocytoma)

Hypoinsulinaemia (rarely hyperinsulinaemia + hypoglycaemia)

Hyperamylasaemia

Lactic acidosis { | pH, | P0,, 7 phosphorus)

T Serum PTH-like substance, ACTH, VIP, calcitonin, serotonin,
gastrin, opioids, MSH, ? ANP, somatostatin (all rarely elaborated
by phaeochromocytoma)

If associated with:

Cushing’s syndrome

T Serum ACTH {from phaeochromocytoma or medullary thyroid
carcinoma)

T Plasma cortisol

1 Urinary steroids

Hyperparathyroidism
1 Serum calcium
T Serum parathyroid hormone
| Serum phosphate

Medullary thyroid carcinoma

Serum thyrocalcitonin

Serum prostaglandin (E, and F,,)
Serum serotonin

Urinary 5-HIAA

Serum histaminase

Serum ACTH

_ = = — — —>




-t Quand suspecter
Cdeuége un phéochromocytome ?

e Signes ou symptomes de decharge adrénergique

* Hypertension resistante ou inhabituellement sévere

« Hypertension avant I'age de 20 ans, sans explication

o Syndrome familial (MEN 2, NF1, VHL)

 Histoire familiale de phéochromocytome

 Incidentalome

« Hypertension critique en cours d’anesthésie, de chirurgie, d’angiographie

o Cardiopathie dilatée sans cause évidente

Hamoir E (personnal data)



CH./  Présentation clinique

de Liege

Palpitations [ ]

Hypertension arté-iele | ] = Triade classique

Céphalées [ ]

Tremblerents [ ]

Boufées [ ]

Flush Facial [ |

MNervasité [ ]

Faligue [ ]

Sudaiions [ ]

Paleur [ |

Dysesthesies [ ]

Acouphénes | ]

Cyspnee | ]

Douleurs [ ]

Lipothymies | ]

Troubles visuels [ ]

Dysphasies [ ]

Mausées [ ]




ct Pronostic

e Favorable

e Curable



Catéchol  Ethylamine

cH/ Catécholamines " &

de Liege

B OH H

CH,
! / | |
C—C—N —C—NH,
L Ny [
HO S 10 i HO

e Les cathécholamines OH OH

Adrénaline Noradrénaline Dopamine

= 3 amines biogenes a noyau catéchol:
e Adrénaline=> hormone medullosurrénalienne

« Noradrenaline ’—» Neurotransmetteurs
 Dopamine

=> Biosynthese a partir de la Tyrosine d’origine exogene ou formée a partir de
Phénylalanine

Catabolisme sous l'action de 2 enzymes

Qd?



de Liege

Synthese des catécholamines

Biosynthese des catécholamines

TPhénylalanine N, CHHMNH-
éOOH

l. Phénylalanine hydroxylase

Tyrosine HO CH.CHNH.
doox
e l Tyrosine hydroxylase
HO CH.CHNH,
i doox
Ho L Dopa décarboxylase
Dopamine HO CH-CH-MH-
HO

l Dopamine hydroxylase

Noradrénalind™ CERRE N

l Phényléthanolamine }Médullo-

HO N-méthyl transférase [“surrénales

Adrénaline HO CHOHCH-NHCH,



CH./ Métabolisme

de Liege
|
NH— CHg
Pl — Tyr — L-DOPA — : ) cA

COMT «--==vvsvmmmmn-

Métanéphrines |

'

MAQ ----=-=-=mm=mnn 1
Alcool-Acides

v [ A. I d ¢ hyde s ] ‘

DOPAC COoOMT J

i |

CH40 ! CH30 CH30 |

COOM COOH COOH |

HO HO |

HVA MHPG

Fiqure 1 m Métabollsme des catécholamines.,

(1) - Phénylalanine Hydroxylase, (2) : Tyrosine Hydroxylose, (3) : DOPA décarboxylase, (4) - Dopamine bita-hydroxylase, (5) - Phéngléthanolamine N
miéthyitransférase,



CcH Exploration biologique

de Liege

Dosages sanguins et urinaires

« Catécholamines: Adrénaline,
Noradrenaline et Dopamine

 Métanéphrines: metanéphrine
(métadrénaline) et normétanéphrine
(normétadrénaline) = NEW pour le
plasma!!




4y Les tests diagnhostiques selon
deices les cliniciens

L_es test biologiques :

oles catécholamines urinaires fractionnées de 24 heures
s|les métanephrines plasmatiques
eles autres tests...

L ’imagerie par tomodensitométrie et RMN

L’Imagerie par scintigraphie (MIBG, ...)



CcH Exploration dynamique

de Liege

Test d’inhibition a la clonidine :
e Positif (dim de la TA) st HTA non tumorale

e Negatif (pas de dim de la TA) si HTA
d’origine tumorale

Test de stimulation :
— dangereux surtout gqu’il y a deja une HTA




de Liege

CH. Prélévements - Préanalytique

Sang et Urines (miiieu acide ou chélateur)

o Catecholamines plasmatigues : tube
Spécial preparé au laboratoire

o Catecholamines, métanéphrines, VMA
urinaires : urines acidifiées !




H Recommandations

de Liege

e Repos strict 20 minutes avant le prélevement.

* Les urines doivent étre recuelllies pendant 24 heures, si
possible pendant 3 jours de suite, apres une crise
hypertensive.

* Un régime alimentaire excluant chocolat, bananes,
agrumes et comprenant une consommation moderée de
thé et de café dans les 48 heures précedant le
prélevement s'impose

e Stop medicaments

e Catécholamines plasmatiques : a prélever en position
couchée

 VMA : élimination urinaire diminue avec l'age



-4/  Meédicaments interferents
— (catécholamines et metabolites)

AUGMENTATION

ANTI-PARKINSONIENS :
sLévodopa : PROLOPA

ANTI-HYPERTENSEURS :
*Nifédipine (ADALAT®)
*Béta-bloguants
*Methyldopa

ANTI DEPRESSEURS :

*Tricycliques

Inhibiteurs recapture de la sérotonine
*IMAO (inhibiteurs monoamine oxydase)

ANTI-PSYCHOTIQUES :
*Phénothiazines
*Chlopromazine

AUTRES :
eSympathicomimétiques
*Theophylline

DIMINUTION

«Clonidine (antagoniste des récepteurs
adrénergiques)



-1/  Meédicaments interférents
A (catécholamines et métabolites)

Principales substances pharmacologigues inciminees dans les
interférences rencontréees dans les dosages de catécholamines et
de leurs dérivés

(COMT : Catéchol-O-miéthy| transférase)
Sympa thomimétiques indirects
» Cocaine
- Amphé&tamines anorexigénes
« [ragonistes
= Terbutaline
- salmétérol (Serevent™)
« Salbutamol
- tphedrine (Ephédrine Renaudin®, Ephédrine Aguettant™)
- Pseudoéphédrine
Sympathomimétigues directs
- Ect,a-_w'
» Vasoconstricteurs
- Phényléthanolamine
- Phényléphrine (Neosynephrine AP-HP™)
- Ephédrine (Ephédrine Renaudin™, Ephédrine Aguettant™)
- Pseudoéphédrine
Inhibitewrs du catabolisme des catédholamines
« Inhibiteurs de la mono-amine-oxydase : IMAD
« Inhibiteurs de la coMT
- Entacapone (Comtan™)
Inhibiteurs de la recapture des catéchol amines
= Antidépresseurs tricycliques

. Amphétamines anorexigénes M.d'Herbomez et al.

Catécholamines exogénes Diagnostic biologique des
Paracélamol pheochromocytomes et
Antipschatigve paraglangliomes, Presse Med

g
* Quétiapine (Sernquel ) 2009;38:927-934



CcH Interférences !!! (exceptions)

de Liege

e Stress, exercices physiques : NAx2
 Age : NA augmentation

e Nicotine : Catécholamines +meétabolites
augmentent

e Aliments (Café, thé, banane, vanille, chocolat) =
augmentation



CH./

Range

Conservation

days after collection

days after collection

de Liege
L F4 F4
120 120
Table 1. Effect of storage for B .
to pH 4, in 4 different sar 100 gttt 100 ===
= 80 A 80
E=
Study 24 h it as percent of £ 80 - 60
participant —-30° ;I; —aNE none —o— EF| none
A0 —s— NE pH4 40 - —s— [P pH4
F2 E?-ﬁ —o— WNMN nane —— MM none
M2 a5.0 20 —a— WM pH4 20 4 —a— MM pH4
M3 124
B B6.7 ol oo T T T 0 oo T T T T
0 1 2 3 4 5 8 7 8 9§ 0 1 2 3 4 5 B T 8 9
days after collection days after collection
M3 M3
Table 2. Mean urinary concentral
different samples after collectio 120 120
Days &t room temperature 100 4 T 100 —. g &
Unpresersed MM (S0, % of infial valus B0 o e 80 - 4
Rargs S e
pH 4 MN {S0), % of initia! valus 5z B0 =01 o —>EFInome
H:'I-HEE- i 40 4 —a—ME nong 40 H-\""‘ﬂ-‘h —|—f:;| pH4
L - —s—NE pH4 T none
Linpresensed NMM (S0, % of nitial valu o W i i AN
Range —m— MNMN pH4 B
pH 4 MEAN (S0), % of inftia! value ] T T T T T T 0 A A B T T
o 1 2 3 4 &5 B 7 & 9 0O 1 2 3 4 5 B 7 8 0

1}

| B 2= kS -

Fig. 1. Two representative pattemns of catacholamine and metanaphrineg concentrations in urine during storage at room temperaturs for up to B days
and the effect of acidifying 1o pH 4 after 24 h.

Ko detectsile decay, as In depicted fermale stody participant Fd, was encoundered in femates FL and F3, and the male M1 Male siugy parficipants M2 and Md and
femaie F2 displayed @ patlem simiar 1o the depicted male M3,

Willemsen Jacques et al., Clinical Chemistry 2007 Feb;53(2):268-72



ry Valeurs de référence
de Liege CHU Liege

ANALYSES ECHANTILLON VALEURS DE REFERENCE UNITES

Noradrénaling 0 - 500 ng/L

Adrénaling Plasma 0-100 ngiL

Dopamine 0-145 ng/L
___Noradrénaline 5- 60 1 pgi24aH
Adrénaline Lrine (HCI 3-30 Ll 24H
Dopamine 0 - 600 g/ 24 H
Metanéphrines 0-400 Hg! 24H
___________________________________ Urine(HCly | <10ans ~ <57kgf2dh | gl
Mormétanéphrines 0-500 Hg! 24H
<10t ans <7.1/kg/24h Hg! 24H

Selon la Mayo Clinic:
Adrénaline > 35 ug/24h
Noradrénaline > 170 pg/24h
Dopamine > 700 ug/24h
Métanéphrine > 400 pg/24h
Normétanéphrine > 900 pg/24h




cH Unités

de Liege

» Calculer la sécretion de 24 h pour chaque
échantillon urinaire: ug/24 h = ug/L x L/24 h

e Conversion:
— Métanéphrine (ug/L) x 5.07 x 103 = ymol/L
— Normétanéphrine (ug/L) x 5.46 x 103 = pymol/L



CcH Cas clinique : exemple

de Liege

Mme SC (DN : 23/10/1980)
Mere de jumeaux, policiere

Symptomes = maux de dos violent avec impotence des Ml
Diagnostic = tumeur surrénalienne droite (phéochromocytome

surrénalien droit malin) + métastases synchrones au niveau du

rachis et du pelvis osseux, ainsi qu'au niveau fémoral et

huméral.

Traitement = chirurgie d'exérese en date du 14/8/2013 +

chimio + radiothérapie

Descriptif

Mormes

-130828-52

28/08413

-130618-03
18/06413

]

]

Moradrénaline plasmatique

0 - 500

300

3689 [+]

= | 1= =
CIEle

Adrénaline plasmatique

0-100

47

560 [+]

Dopamine plazsmatique

0-145

56

149 (+)




CcH Techniques existantes

de Liege

* Fluorimeétrie (EDA) : manque de spécificité
et de sensiblilité

 Radio-enzymologie: spécificité et sensibilite
satisfaisante ms durée +++ (+
radioélements)

« HPLC: rapide !1!??7?, sensible et specifique



CcH Dosage HPLC

de Liege

Preparation des echantillons

 Hydrolyse acide

e Extraction sur colonne echangeuse de cations
« Extraction liguide-liquide

Séparation chromatographique
e 70 min/ patient sur 'HPLC
o Detecteur électrochimique

Matériel
e Colonne LIChroCART C18

» Solvants (Acétate de sodium, acide citrique, EDTA et
acide sulfonique)




CH Nouvelle méthode
ELides (iI\/IethodT'V'-_ ETANEPHRINE)

le '

S

or *t £
+ X pL 1S mix \/
J + water
¥
e d

v'SPE Wash solution then water(2x): conditionement
v'Sample

v'Wash (water+wash solution)

v'Elution (SPE Elution solution)>new 96 well plate
v'Dry

v'Reconstitution (Reconstitution solution)

= LC/MS-MS



]
/

LCMS/MS

de Liege
First
HPLC Ion Source Quadrupole
Mass Filier

=

lotization
(ESLAPCT)

Time, min

lonization
source

ESI, APCI

s

R ]
{3

second

Collision Cell Quadrupole

Cdlison Gas

Mass Fiker

a
o=

Precuwrzor Ion  Collision-1induced Froduct [on

S election Dizzociabion amelecton
W or A (oollisaon gas)
E Detector
Q1 Ll s Q3
L 3 1 C 3 1 ' Electron
e = r . I'I'IU“.IPIIEF
1 | ——— :
Sefect miz Fragmentation Select miz of
tar analyte Fragmention
| @ [MH]* for analyte

Detector

— ]

T
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Nouvelle méthode

“"-"’L“‘*‘ge (iMethod "™ -METHANEPHRINE)

. System controller CBM-20A

e 4 pumps LC-20AD (with semi-micro 50 yL mixer)
o Autosampler SIL-20AC

e Column oven CTO-20AC

Colonne:

« Colonne C18 pour molécules apolaires: Phenomenex
Analytical Column, 2.6 um, Kinetex HILIC Column, 50 x 2.1
mm

Solvants:

 Mobile Phase A (Ammonium Formate)
 Mobile Phase B (Acetonitrile)

 Needle Rinse (95:5 (v:v)) (Acetonitrile: Water)



CH.

de Liege

Notre expérience analytique

Metanephrine (MN, log P 0.40, pK_9.25)

OH

H
o N__
H,C CH,
HO

Normetanephrine (NMN, log P -0.47, pK_9.06)

_.0 MNH,
H,C
HO



Résultats

de Liege

1 chromatogramme métanéphrine et normétanéphrine en HPLC

FCHEMW 1 DATANZGE04 1 Z2VMETIS_04. D Sample MName: 5 18510

Injecticn Date 4/26,2012 &:20:20 PM Seg. Line
Sample MName Ccs 1810 vial
Pog. Operator : o I
Ini Volume=

ce File : WHPCHEMY 1% SEQUENCEAMETALSYC. S

SHPCHEMY1“METHODSWMETA .
8 PM by Yo

16 1

[
13588

1230

T
.

2361
/
|

trument 1 426/2012 7:50:42 Page 1 of 1




Résultats

de Liege

* 1 chromatogramme LC-MS/MS-Analyst

B iC of +MRM (9 pairs) 180.200/148.000 Da Ik Metanephrine 1 from Sample 29 (o5 1810 a) of Dataheta_ur_300412.wiff (Turbo Spray) Max. 9.9e5 ops.

13066

12566

1,208

11568

1.10e8

1058

1,008

0.60es

9.00e5

8.80e5

8.00e5

75065

7.00e5

65065

6.00e5

5.50e5

50065

45085

40085

3.80e5

3.00e5

25065

2.00e5

1.50e5

1.00e5

5.0024)]

000 .
oo 05 10 15 20

40 45 50 55 &0 65 70 75
Time, min

User Name: CHY-A-ANALYS49|administrator | DilAnalyst Data 88| wat i Ready i Rrun




HL

de Liege

Résultats

e 1 chromatogramme Métanéphrine (LCMS/MS-Multiquant)

[EETE

W0 MultiQuant 2.1 - [[MQ4] Results Table (300412, gsession)]

[l File Edit Frocess Window Help - A%
% & - || Dlohewal +
Componerts & Groups 1S | ¢ | | R I A - M| 5 B0 B0 W AN Samole Tunes -~ o E% oh B Q 0 O =
‘&l Components b s as gaAB= =
A1 Intemal Standards Bpely @ _,gj I™ Marual I
Metanephrine-d3
Hormetanephiine-3 Gaussian Smooth Width; 1.0 points + @ cx 18105 - Metanephine 1 {Unknonn) 1802 / 1480 - Databera_ur 300472 wi fsampte 29) &
Methoxmelanephiine-d4 Aiea 623366, Heraht 94355 AT: 322 min
Expected RT: 305 mn
41 Arites
RT Half Window: 00 see
Metanephrine 2 905
Hosiet e Updats ExpectsdRT:  [No =
Nometanephiin: 2
Methoxmetanephiine 1 ¥ Report Largest Pesk 2505
Methowmetanephiine 2 o
Metanephrine 3 #in. Peak Width; 3 points
ihin, Peak Height: 100,00 e
Integration Parametars
Noise Percentas: O
7.5:5
Baseline Sub, Window:  |0+50 min
Peakc Splitting 2 points B
6505
£.0e5
5525
5.0:5
2
]
4055
355
105
2565
2085
1565
1.085
50ed
0.0e s -
G2 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 96 40 42 44 46 46 50 52 54 56 58 GO 62 64 6B B3 A0 72 74 76 74
Tie, min
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de Liege

Résultats

1 chromatogramme Normétanéphrine (LCMS/MS- Multiqguant)

W MultiQuant 2.1 - [[MQ4] Results Table (300412, gsession)]

L Fils Edt Process window Help

% B - | Olohexl

EBX

Components & Groups 15| 4

LM - 2

W41 Samole Tuoes

All Components

&llIntemal $tandards
Metanephrine-d3
Hometanephiine-43

4 oeses | BOF QB

Gaussisn Smooth Widths [0 points T @ 5 18102 - Momalanaptiins 7 (Unknown) 65 7/ 1341 - Datatfera_ur J0412 it {sampte 290

Methorymetanephrine-dé
Expected RT: m
All Analytes
Metanephrine 1 RT Half Window:

319
30.0
Metanephring 2
i m— | oot o -
Mometanephrine 2
Methasymetanephiing 1 ¥ Report Largest Peak
3
80.0

Methowmelanephine 2 i

Metanephrine 3 points

#in. Peak Height: 100,00
Integration Farameters

Moise Percentage: %
Baseline Sub. Window: (050
Peak Splitting 2 paints

in
sec
in

vy A
+4 Start

Intensity

Area: 7 776e6, Height 1.203¢8. AT 3 39 min
1.20e6

1.15e6
1.10e6
1.05e6
1.00e6
350e5
9.00e5
8.50e5
8005
7.50e5
7.00e5
65065
B.00e5
55025
5.00e5
45065
40085
35065
3.00e5
25085
200&5
15065
1.00e5

5.00e4

0.00:0

9.3

Time, min

40 42 44 4B 48 50

s oo xR @ QEC =)
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de Liege

Résultats

1 chromatogramme méthoxymétanéphrine (LCMS/MS-Multiquant)

Componsnts & Groups S | &b

5 I P I L

WAl Samole Tuoes e

= Em ek RO

All Components

Alllntemal Standards
Metanephrine-d3
MHormetsnephnins-d3
Methomymetanephrine-d4

All Anates
Metarnephnine 1
Metarephnne 2
Hormetanephii

Methomymetanephing 2
Metanephrine 3

| P S S

]

L=
[0 points
Z.90 mir
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Mo -

Gaussian Smooth Width:
Expected RT:

RT Half wirirdou:

Update Expected RT:

Iv Report Largest Peak
3 poinks
[oooo

S0.0 kS
0.50 min
2z points

Min, Peak width:

Min. Peak Height!
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Bazeline Sub. window:
Peak Splitting

&®alr

+ @ cr FE70 a - Metogmetanapinine 7 (Linkoonn) 157.0 A 64 3 - Dataltera vr 00412 it feampie 23)
Arear 2 284e8, Height- 4 6458 87 3 05 mir
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4.5e5 o
4.4e5 -
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4.2e5
4.1e5
4.0e5 o

Intenity
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de Liege

Résultats

e Corrélation HPLC avec la LCMS/MS (Métanéphrines)->Bland-Altman

N=44

80}
o
60}
....+F196SD
50,3
40 o o
i u}
w o .
= 20_
9 i H o
[ u]
= ) = Bdee . L&
9 o Y o O O 30
o a R
:|:I B o a
S 20 oog
40 O
u]
g e ® o ......-196SD
0 m] -56,2
800 I | I I | 1
0 50 100 150 200 250 300

AVERAGE of M_HPLC and M_LCMS



CH./ Résultats

de Liege

» Corrélation HPLC avec la LCMS/MS (Normétanéephrines) - Bland-Altman

N=44

4001~

300 ... *1.96SD

- 283,1
200}~ o

100 |- oB o
_:,.n&P 0 g8 Mean
[m] = (]

oF = o 28,0

o

-100

2001 . T198 8D
I -227,2

NM_HPLC - NM_LCMS

-300
-400 |~

-500

-600 I I L | |
0 200 400 600 800 1000
AVERAGE of NM_HPLC and NM_LCMS




by Perfomances méetanephrines

piton urinaires (CHu)
HPLC LCMSMS
LOQ LOQ
—NM<50pg/24h —NM <14.5p9/24h
—M<20ug/24h —M< 33.8u9/24h
*Répétabilité: *Répétabilité:
—NM:CV 4.4 et 2.2% (52 et 1085 —NM:CV 6.8% (71-8539/24h)
1g/24h) —M:CV 8.4% (71-781 pg/24h)
—M:CV 3.5 et 2.8 % (21 et 137
Hng/24h) Reproductibilité
Reproductibilite —NM: CV 11.8% (71-853ug/24h)
—NM:6.3 et 5.2 % (52 et 1085 pg/24h) _M:CV 12.5% (71-781 pg/24h)
—M:8.3 et 7% (21 et 137pg/24h) eLinéarité:
sLinearite: —NM ->858 ug/24h
—NM —>850u9/24h —M >781ug/24h

—M—->350ug/24h



CH

CQExterne

de Liege
NM 11HM TTHD? 11H03 T1H04 11H0S 11HOG 17H0 12H0?
mn 40 41 43 45 42 41 44 45
Valeur (nmoliL) 1347 1587 BR4T 6309 1520 1036 353 1348
Cible (nmolil) | 1042 1600 6757 6603 1504 1017 1013 1450 HPLC
Bigis (%) 29.3 0.8 1.3 5.7 4.6 1.9 5.9 7.0
Mote _ ™® B B B B B B
M 11HM 11HD? 11HD3 11HD4 11HS 11HO6 12HD 12HDZ
n A0 41 43 45 42 41 44 45
Valeur (nrmsliL) 436 505 2503 7563 450 462 435 £305
Cible {nmoliL) 463 479 2681 2552 485 4B 453 7014
Biais (%) -5.8 5.4 -3.3 3.4 5.4 5.5 4.0 -8.8
Mote TB B B TB TB B TB B
NM 12H03 12H04 12H05 12H06 13BE01
LCMSMS ¥ a3 39 4 a2 43
aleur (mmol/L) 2975 5E68 12149 Bo6 B34
Cible {nmoliL) 7002 6813 1435 96 975
Biais () -14.7 13,9 15,1 -B.6 14,5
Mote B- B- B- B B-
M 12H03 12H04 12H05 12H06 13BE01
n 43 39 41 42 43
“aleur inmoliL) 3283 3180 7356 535 07
Cible {nmoliL) JREH IB40 7300 463 473
Bigis (%) 14.5 12.3 0.8 15.6 7.2
Mot B+ TB TB B+ TB
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CQinterne

de Liege
NM LC LCMS
Lot 2008 1511
Feriode | 2506708- | 06/08/12-
021140 | 08/03M13
Mayenne 1115 B4
(pa/24H)
Mayenne 951 992
cible
(Hgf24H)
Biais (%) 17.2 4.0
M 112 25

M LC LCMS
Lot 2008 1511
Ferinde | 25/06/08- | 06/08M12-
021140 | 080313
Mayenne 379 3809
Mo/ 24H)
Mayenne 332 363
cible
(W O/2dH])
Biais (%) 14.2 7.2
M 1100 25




CcH Dopamine

de Liege

Wd MultiQuant 2.1 - [[SignalFinder1] Results Table {catecho130913..qsession)]
m File Edit Process Window Help - B %
% & - [@d OCdecholamnes -

Companents & Groups Eﬂj B o W AlSample Types - = ey Q =
Al Components Index Sample Name Sample Type| 15 | ComponentName|  Mass Info 15 Name ‘ comtual | Area | IS Area ‘Alea Ratio| Height ‘ 15 Height | Fietention | 1y, og ‘ Laleulated | ccuracy | L)
EL e et 108 | 1-08140203 Orknown [ | Dapanine 1 1541/908 Dopamine d4 HA 21436 1Gise6 1416 4B%heb  373%b 138 264242 A
Noradrenalin d& Iy 122 | 1109745059 | Unknown [ | Dopamine 1 1541/909 Dopamine d4 NiA 1400e7  2116eF 6997 264766 425 137 567,398 /A H
Popsing 34 EEE Urknown [ | Dapanine 1 1541 /303 Dopanine d4 N 35716 247166 1445 82095 GEReS 137 117,206 N i
iﬂﬁlﬂ‘fiﬁ [ 148 | 11osiE0002 | Unknown [] | Depamine 1 1541/ 90.9 Dopamine d4 [ 43866 24038 1820 97655 65035 137 275,223 /A
Adrenaline 2 161 | 108160105 Unknown [ | Dopamine 1 1541/308 Dopamine d4 WA 354766 1ES0eE 2149 8604e5 35485 139 122021 3
Ng;:g:::::::; e | Unknown [] | Depamine 1 1541 /90.9 Dopamine d4 [ 475%5 21688 0.220 1.05%5 49935 137 28573 /A
Dpamm [ e | oeie0irs |Urknaem [ | Dopanine 1 15417909 Dopamine di N/ 546 27796 1977 125666 BADFES 137 243743 N/
\MA 1 20 | 1109190003 Unknown [] | Dopamine 1 15417909 Dopamine d4 WA 552866 199168 2777 15446 53005 174 82681 WA
ey [ 213 | 10130165 Unknown [ | Dopamine 1 15417909 Dopamine d4 N/ ToMes 202266 3679 16636 443965 137 77470 /A
BHIGE 2 2% | 1109165243 Unknown [ | Dopamine 1 1541/908 Dopamine d4 WA 353066 2B%eE 133 8EA0E5  EOE3S 135 210803 WA

[ 239 | 1109165250 | Unknown [ | Depamine 1 1541/909 Dopamine d4 /A IMe. 273eb 113 06G4eS 7445 130 166529 N/

: 252 | 11-08200315 :Llnknuwn [] | Dopamine 1 1541/903 Dopaming d4 [ 21856 2806e8 0779 4790e5 53295 138 195 938 Wb o

4 r s B Q
| | Bl AT

Expected RT: [1.34 min T+ @ 1708745058 - Dopanie 1 (Unknown) 154 7 7 903 - Datacafchy_ 130513 wif fsample 161 :J
Area: 1 48067, Height: 2 84268, AT T 37 miy

RT Half Windo:; P00 s
—
Update Expected RT; END - 2.5eh
I¥ Report Largest Peak 216
#hin, Peak Height: j0.00
54N Threshold: 2.0 % 1.5eB
“Integration Parameters 2
Confidence Thrashald: i % ket
¥ Use ciobal Bassline 5065
¥ pllow hlor-Linear Baseline
i 0.0e0 S
01 0z 03 04 05 08 07 08 09 10 11 13 13 14 15 168517 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30 31 32 23 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47
Time, min [
o B lRegession | @ Q@ =
Calitration for Dopaming 1: p = 0.01233 » + -7.0992de-4 [r = 0.99623) (weighting: 1 / %°2)
12
L]

Area Ratio

0 50 100 180 200 280 300 30 400 450 500 550 E00 B0 oo 780 800 a50 900 950
Concentration Ratio

¥4 stant
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CcH Avantages

de Liege

e Gain de temps:

> Préparation de I'échantillon
« 8h->4h

» Analyse

e 70 min/échantillon=> 8 min/échantillon

= Temps degagée pour d’'autres développements



CH

de Liege

Mercl pour votre attention!



