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Verbesserte Trihydroxyindoimethode zur Bestimmung der Harnkatecholamine
Von U. Werner
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(Eingegangen am 22. November 1974/11. Mirz 1975)

Herrn Prof. Dr. O. H. Arnold zum 65.'Geburtstag gewidmet

Zusammenfassung: Zur Katecholaminabtrennung im Harn wurden kommerzielle Ionenaustauschchromatographie-
siulen verwandt. Die Katecholaminbestimmung erfolgte fluorimetrisch mit einer neuen Trihydroxyindolmethode.
Durch kombinierte Anwendung von Borsiure, Kupferionen, Mercaptodthanol und finaler Ansiuerung konnte die
Fluoreszenzausbeute im Vergleich zu anderen Trihydroxyindolmethoden fiir Adrenalin und Noradrenalin gesteigert
werden. Die Fluorophore sind sehr stabil: Der Fluoreszenzverlust von Adrenolutin betrug wihrend 180 Minuten
22%, bei Noradrenolutin war kein Verlust nachweisbar. Zur Differenzierung der Amine wird Adrenalin bei pH 2,85
und Noradrenalin bei pH 7 oxidiert. Die Kriterien fiir eine Analysenmethode werden in bezug auf Empfindlichkeit,

Richtigkeit, Prizision und Spezifitit erfiillt.

Als Normwerte wurden an einem Kollektiv von 17 gesunden Probanden fiir Adrenalin (x +s) 44,8 + 16,9 nmol/
24 h (8,2 + 3,1 ug/24 h) und fiir Noradrenalin (X £ s) 224,0 + 68,0 nmol/24 h (37,9 + 11,5 ug/24 h) gefunden.

Die gleichzeitige Verabfolgung von a-Methyldopa (2 g/d) bei 13 Patienten mit primirer Hypertonie storte die

fluorimetrische Bestimmung der Katecholamine nicht.

An improved trihydroxyindole method for the determination of urinary catecholamines

Summary: Commercially available columns for ion exchange chromatography were used for the separation of
catecholamines in urine. The estimation of catecholamines was performed fluorimetrically by a new trihydroxy-
indole method. The fluorescence of adrenaline and noradrenaline was enhanced, in comparison with other methods,
by the combined application of boric acid, copper-ions, mercaptoethanol and final reacidification.

The fluorophores are stable: The loss of fluorescence of adrenolutin amounted to 22% during 180 minutes, and
there was no loss of noradrenolutin. For the differentiation of amines, adrenaline was oxidized at pH 2.85 and nor-
adrenaline at pH 7. Precision, accuracy, sensitivity and specifity fulfilled the criteria of analysis.

The normal values, determined in a collective of 17 healthy persons, were adrenaline (X + s) 44.8 + 16.9 nmol/24 h
and noradrenaline (X * s) 224.0 + 68.0 nmol/24 h. The simultaneous application of a-methyldopa (2 g/day) in
13 patients with primary hyperténsion did not distrub the fluorimetric estimation of catecholamines.

Einfiihrung

Uber die fluorimetrische Bestimmung von Noradrena-
lin und Adrenalin mit der Trihydroxyindolmethode
sind zahlreiche Modifikationen publiziert worden
(Ubersicht bei Udenfriend(1)). Das Prinzip der Methode
besteht darin, da Adrenalin bzw. Noradrenalin zu
Adrenochrom bzw. Noradrenochrom oxidiert werden
und diese in stark alkalischem Milieu in die entsprechen-
den Fluorophore Adrenolutin und Noradrenolutin iiber-
gefiihrt werden.

Diese Lutine sind im alkalischen Milieu nicht stabil.

Um einen Zerfall innerhalb von Minuten (2, 3) zu ver-
hindern, werden Reduktionsmittel zugefiigt. Als gutes
Reduktionsmittel hat sich Ascorbinsdure bewihrt.
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Ascorbinsdure hat jedoch den Nachteil, selbst in
fluoreszierende Produkte zu zerfallen. Daher wurden
verschiedene Stoffe zum Schutz der Ascorbinsdure bei-
gefiigt, z. B. Athylendiamin (4) oder 8-Thiopropion-
sdure (5).

Higgendal (6) ersetzte die Ascorbinsiure durch 2,3-
Dimercaptopropanol (BAL) und erhielt eine hohe
stabile Fluoreszenz bei niedrigen Leerwerten. Weil-
Malherbe & Bigelow (7) benutzten Dimercaptodthanol ~
und konnten durch Ansiuern auf pH 5 eine weitere
Steigerung der Stabilitit und Empfindlichkeit erreichen.
Dabei ist fiir die Adrenalinbestimmung der Zusatz von
Kupferionen erforderlich, die beim Ansduern ein Pri-

zipitat bilden, das abzentrifugiert werden muf (7, 8).
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Nachstehend wird eine Modifikation der Trihydroxy-
indolmethode beschrieben, die mit dem Ziel entwickelt
wurde, einerseits praktikabel und zeitsparend zu sein,
andererseits eine hohe spezifische Fluoreszenzausbeute
zu gewdhrleisten.

Material und Methoden

Untersuchungsgut

Die 24 Stunden-Sammelurine von 17 normotonen Kontroll-
personen, 13 Hypertonikern, die 9,5 mmol (2 g) a-Methyldopa
tiglich per os erhielten und einem Patienten mit einem
Phiochromocytom wurden untersucht.

Reagenzien

. Borsiure, 0,67 mol/l (Merck Art. 165)

. Natriumhydroxid, 0,2 mol/l (Merck Art. 6498)

. EDTA 26,86 mmol/l (10 g/1) (Merck Art. 8418)

. Ameisensiure, 2,0 mol/l (Merck Art. 264)

. Kaliumhexacyanoferrat[III] 7,59 mmol/l (2,5 g/l) (Merck
Art. 4973)

. Kupferacetat, 1 mmol/l (Merck Art. 2711)

. Reduktionsreagenz:
a) Mercaptodthanol, 0,709 mol/l (50 ml/l) (Serva Art. 28625)
b) Natriumsulfit, 1,587 mol/l (200 g/1) (Merck Art. 6657)
¢) Natriumhydroxid, 10 mol/l (Merck Art. 6498)
Gleiche Volumina von a, b und ¢ wurden gemischt.
Das Reduktionsreagenz ist im geschlossenen Gefifs bei
Raumtemperatur fiir 2 Wochen stabil.

. Essigsdure, 10 mol/l (Merck Art. 90063)

. Boratpuffer, 0,67 mol/l, pH 2—-10
Borsidure (Reagenz Nr. 1) wurde mit Ameisensidure bzw.
Natriumhydroxidldsung elektrometrisch auf den entspre-
chenden pH-Wert eingestelit.

10. Adrenalin und Noradrenalin-Stammlésung:

54,6 umol (10 mg) Adrenalin bzw. 59,1 umol (10 mg)

Noradrenalin wurden in 1 ml Salzsidure, 1 mol/l, geldst

und mit deionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt und

kithl aufbewahrt. Arbeitsstandard: Stammlosung 1: 100

verdiinnen, tiglich frisch ansetzen, im Eisbad halten,

Feinsubstanzen

DN B WN -

KA

\O oo

Noradrenalin (Hoechst)!)
Adrenalin (Hoechst)!)
Normetanephrin-HCl (Hoechst)!)
Metanephrin-HCl (Hoechst)})

3,4 Dihydroxynorephedrin-HCl
3,4 Dihydroxyphenylglycol
3-Methoxy-4-hydroxyphenyldthylamin-

(Calbiochem 3063)
(Calbiochem 308144)

hydrochlorid (Calbiochem 454 26)
a-Methyl-3,4-dihydroxy-phenylalanin  (Hoechst)!)
3,4-Dihydroxyphenylalanin (Merck 4196)
Serotonin-Hydrogenmaleinat (Fluka 85040)
Tyramin-HC1 (Merxck 8373)
L-Histidin-HCl (Serva 24830)

D, L-Tyrosin (Serva 37520)
3,4-Dihydroxyphenylessigsiure (Fluka 37860)
3-Methoxy-4-hydroxyphenylithylen-

glycol-Piperazinsalz (Calbiochem 454205)
Histaminiumdihydrochlorid (Merck 4370)
Vanillinsdure (Roth 4884)
Vanillinmandelsiure (Calbiochem 4542)
Homovanillinsidure (Calbiochem 38588)
D, L-Octopamin-HCl (Calbiochem 49444)
D, L-3,4-Dihydroxymandelsiure (Calbiochem 3062)
Dopamin-1ydrochlorid (Fluka 56610)

Geriite und Ausriistung

Kationenaustauschharz-Chromatographiesiulen (0,7 X 5,0 cm)
der Firma Bio-Rad Laboratories, Miinchen; Ambexlite CG 50,

1y Wir danken Frau Dr. Busch, Arzneimittelkontor dzr Firma

Hoechst, Koln, fiir die freundliche Uberlassung von Versuchs-
mengen.

(H*), 200—400 mesh der Firma Serva, Heidelberg; Polystryrol-
rohrchen (16/100, glasklar) der Firma Greiner, Niirtingen;
Eppendorf-Pipetten der Firma Eppendorf.

Die fluorimetrische Bestimmung erfolgte mit einem SPF
Aminco Bowman Fluorometer mit einem ,,Condensing mirror
system* (American Instrument Company, Silver Springs, Md.,
USA). Schlitzweite 2 mm. Xenon Lampe: Osram XBO 150 W/1.
Rechteckquarzkiivetten 1 X 1 X 4,5 cm. Die Empfindlichkeit
wurde tiglich justiert mit einer Chininsulfatlosung (1 mg/lin
0,1 mol/l Schwefelsiure) bei einer Wellenlinge von 345/450 mm
(Anregung/Emission) und einer Standardbesfimmung von

59 pmol Noradrenalin nach der Methode von Higgendal (6).

Arbeitsvorschrift

Sdulenchromatographie

Der 24-Stunden-Urin wird in einem Gefifl mit 15 ml konzen-
trierter Salzsiure gesammelt. Etwa 30 ml Urin werden scharf
abzentrifugiert und S ml davon fiir die Katecholaminbestim-
mung entnommen. Der Rest wird fiir Doppelbestimmungen
und fiir die Bestimmung der Metabolite kiihl aufbewahrt.

Ausfiihrung

Der Urin (S ml) wird mit Natronlauge (0,2 mol/l) auf pH 6,5
eingestellt und mit EDTA (14 ml, 26,86 mmol/l) versetzt. Der
so vorbereitete Harn wird iiber die S4ule gegeben. Die Siule
wird mit deionisiertem Wasser (3 X 7,5 ml) nachgespiilt. Die
Katecholamine werden mit Borsiure (10 ml, 0,67 mol/i) eluiert.

Die fluorimetrische Bestimmung wird am gleichen Tag vorge-
nommen.

Bestimmung und Berechnung

Die Reihenfolge fir die Praparation der Piobe ist zu ersehen
aus Tabelle 1. Fiir die Berechnung der Katecholamine und
ihrer Differenzierung in Adrenalin und Noradrenalin gibt es
mehrere Moglichkeiten, von denen hier zwei ausfiihrlicher dar-
gestellt werden.

). Eine exakte Berechnung ist mdglich, wenn die Methoden
von Crout (9) oder Weil-Malherbe & Bigelow (7) auf die
verinderten Volumina entsprechend angewandt werden
(Tab. 1). Sie setzt voraus, daB bei pH 2,85 nur Adrenalin
oxidiert wird. Solite mehr als 5% der Gesamtfluoreszenz
auf Noradrenalin zuriickgehen, ist eine der optischen Diffe-
renzierungsmethoden anzuwenden (7, 16).

. Eine vereinfachte Form der Berechnung ist méglich, wenn
Eichgeraden fiir Adrenalin und Noradrenalin erstellt werden.
Es wurden zu je 5 ml Poolurin 0; 2,73; 8,19 nmol Adrenalin
sowie 0; 2,95; 8,87 nmol Noradrenalin zugegeben. Von den
erhaltenen Fluorészenzeinheiten werden die Fluoreszenz-
einheiten der O-Werte substrahiert und die Differenz auf
Millimeterpapier aufgetragen. Voraussetzung fiir ein soiches
Vorgehen ist die tigliche Eichung des Fluorometers.

Adrenalin (nmol/l): Anhand der Nettofluoreszenzwerte
(S3—FBj3) der Harnprobe kann die Adrenalinkonzentration
des Harns direkt von der Eicligeraden abgelesen werden.
Noradrenalin (nmol/1): Das Vorgehen bei Noradrenalin ist
dhnlich wie bei Adrenalin. Das gefundene Adrenalin wird
mit dem Faktor

A4 (390/470)

A3 (415/490)

multipliziert, das Produkt von der Gesamtfluoreszenz der bei
pH 7 oxidierten Probe subtrahiert. Der Faktor liegt bei 0,7.

[ ]

Ergebnisse
Linearitit

Wenn Adrenalin bei pH 2,85 und Noradrenalin béi pH 7
oxidiert wurden, konnte ein Linearititsbereich der
Fluoreszenzintensitit in einer Konzentration von 1 nmol
bis 1 pmol pro Probe nachgewiesen werden.
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Tab. 1. Probenansatz

S3 FB; SA3 SN3 S5 FB, SA, SN,
Boratpuffer, 0,67 mol/l, pH 7 (ml) - - - - 0,10 0,10 0,10 0,10
Borsaures Eluat (ml) 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
Standard (a) (ml) - - 0,01 0,01 - - 0,01 0,01
Ameisensiure 2,00 mol/l (ml) 0,10 0,10 0,10 0,10 - - - -
Kupferacetat 1 mmol/l (ml) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
K3[Fe (CN)g] 7,59 mmol/l (ml) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Einwirkzeit (min) 3 3 3 3 3 3 3 3
Natriumhydroxid 10 mol/l (ml) - 0,10 - - - 0,10 - -
Reduktionsreagenz 0,20 - 0,20 0,20 0,20 - 0,20 0,20
Einwirkzeit (min) 3 10 3 3 3 10 3 3
Essigsdure 10 mol/l (ml) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Reduktionsreagenz (ml) - 0,10 - - - 0,10 - -
Volumen (ml) : 1,30 1,30 1,31 1,31 1,30 1,30 1,31 1,31

Die Losungen werden in der Reihenfolge von oben nach unten zusammengegeben.

a) Standard enthilt 5,46 pmol/l (1 mg/l) Adrenalin (fir SA3 und SA ;) bzw. 5,91 umol/l (1 mg/1) Noradrenalin (fir SN3 und SN-)

S3 = Probe (Sample) pH 2,85 . Wellenldnge
FBj3 = Leerwert (faded blank) pH 2,85 (Anregung/
SAj3 = Innerer (added) Standard Adrenalin pH 2,85 Emission)
SN3 = Innerer (added) Standard Noradrenalin pH 2,85 415/490 nm

S; = Probe (Sample) pH 7 Wellenldnge

FB, = Leerwert (faded blank) pH 7 (Anregung/

SA, = Innerer (added) Standard Adrenalin pH 7 Emission)

SN = Innerer (added) Standard Noradrenalin pH 7 390/470 nm

Ag = pmol Adrenalin pro Probe (Sample) ’

Ng = pmol Noradrenalin pro Probe (Sample)

A3 = Nettofluoreszenz von 55 pmol (10 ng) ,,added* Standard Adrenalin pH 2,85 = SA3—S;

A4 = Nettofluoreszenz von §S pmol (10 ng) ,,added** Standard Adrenalin pH 7 = SA,—S,
N; = Nettofluoreszenz von 59 pmol (10 ng) ,,added** Standard Noradrenalin pH 7 = SN;-S,

54,6 - (3-FBg)

Aj
59,1 ¢ (S7—FB7)—AS . A7
NS = -
N,
Stabilitit wurden noch etwa 2/3 der Fluoreszenzausbeute gefun-
Der gleichzeitige Gebrauch von Kupferionen und Borat- den.
puffer fiihrte zu einer sehr guten Stabilitit von Nor-
adrenalin und einer guten Stabilitit von Adrenalin
(Abb. 1). Der Abfall der Fluoreszenz von Adrenalin 100L N A ) ) X )

war nach 60 min 10%, nach 120 min 16% und nach
180 min 22%. Wurde Noradrenalin bei pH 7 ohne Cu™ —e——e—
oxidiert, war ein ,,fading* nachweisbar, dhnlich wie
bei Adrenalin. Keine Veranderung der Fluoreszenz
konnte bei Noradrenalin und den ,,faded blanks* von
beiden Katecholaminen nachgewiesen werden.

Fluoreszenz [%)
S
I

Einfluf des pH-Wertes :

Es wurde der Einfluf des pH (Boratpuffer 0,67 mol/I) 0
wihrend der Oxidation auf die Bildung der Fluorophore
gepriift. Wahrend Adrenalin bei pH 3 schon eine volle
Fluoreszenzintensitit entwickelte, war Noradrenalin

o N A
i  —
120 150 180

N 3
0 30

m
=
90

I e

t (min)

Abb. 1. Stabilitdt der Fluoreszenzprodukte. S5 pmol Adrenalin
bzw. 59 pmol Noradrenalin wurden pro Ansatz in Borat-

noch nicht oxidiert. Noradrenalin hatte ein Fluores- puffer 0,67 mol/l beigegeben. Adrenalin (o) Adrenalin-

zenzmaximum bei pH 5. Zwischen pH 6 und pH 10 Leerwert (o) wurden bei pH 2,85 oxidiert, und Noradre-
: : : : : nalin-Leerwert (&) wurden bei pH 7 oxidiert.

waren nur geringe Unter,schledet ZWIéc}Een beiden é.mmen Noradrenalin ohne Cu** (x), Oxidation bei pH 7. Flu-

zu beobachten. Wurde Adrenalin bei einer Wellenldnge oreszenz wurde sofort nach der Essigsiurezugabe ge-

von 390/470 nm (Anregung/Emission) abgelesen, so messen und auf 100% gesctzt.

Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 13. Jahrg. 1975 / Heft 8
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Stabilitit der Katecholamine im Boratpuffer

Es wurden Standards von 5,46 umol/l Adrenalin bzw.
5,91 umol/1 Noradrenalin in Boratpuffer 0,67 mol/l
und Acetatpuffer 0,67 mol/l, pH 3, 6, 7, 8 und 9 her-
gestellt (Tab. 2). Daraufhin wurden Proben von jedem
Standard entnommen und die Fluoreszenz gemessen.

Tab. 2. Stabilitit von Adrenalin und Noradrenalin
Boratpuffer 0,67 mol/l, Acetatpuffer 0,67 mol/l. Kon-
zentrationen von Adrenalin 5,46 umol/l bzw. Nor-
adrenalin 5,91 umol/l entsprechen 100%. Wiederfindung
nach Lagerung von 7 Tagen bei Raumtemperatur

(25°C).
Boratpuffer Acetatpuffer
Adrenalin  Nor- Adrenalin  Nor-
adrenalin adrenalin

pH 3 100% 100% 74% 69%
pH 6 92% 92% 14% 48%
pH 7 88% 85% 0% 14%
pH 8 88% 81% 0% 0%
pH9 75% 70% 0% 0%

4y

Die Standards blieben 7 Tage bei Raumtemperatur von
25 °C stehen. Die nun durchgefiihrte Kontrollbestim-
mung eines jeden Standards ergab eindeutige Unter-
schiede zwischen Boratpuffer und Acetatpuffer. Borat-
puffer schiitzt vor oxidativem Abbau. Der Verlust der
Katecholamine war aufierdem abhangig vom pH-Wert
und am geringsten im sauren Bereich.

In Boratpuffer ist der Katecholaminverlust auch im
alkalischen Bereich gering, in Acetatpuffer jedoch voll-
stiandig.

In Urineluaten (pH 7) ist der Abfall des Adrenalinanteils
rascher als in Boratpuffer, er variiert jedoch von Eluat

zu Eluat. Es ist deshalb empfehlenswert, die Bestimmung
sofort vorzunehmen oder die Eluate kiihl zu lagern, um
die Verluste gering zu halten.

Der Einfluff von Kupferionen und finaler An-
sduerung

ist in Tabelle 3 zu sehen. Der Effekt von Kupferionen
ist besonders deutlich beim Adrenalin. Kupfer ist hier
unbedingt erforderlich, gleich, ob die Oxidation bei
pH 2,85 oder pH 7 durchgefithrt wird. Die Steigerung
der Fluoreszenz ist bis zum 25-fachen des Ausgangs-
wertes (A7: Adrenalin pH 7). Die finale Ansiuerung
fiihrt zu einer nochmaligen Steigerung der Fluoreszenz
(2-fach bei A7, 3-fach bei A3).

Noradrenalin zeigt, bei pH 7 oxidiert, auch ohne Kupfer
" mit Ansiuern eine hohe Fluoreszenz. Mit Kupfer ist
hier ebenfalls eine deutliche Steigerung (etwa 1,7-fach)
der Fluoreszenz zu zeigen. Bis zu einer Konzentration
von 1 mmol/l Kupferacetat, SO ul je Probe, war einé
Zunahme der Fluoreszenzintensitit nachweisbar.

Tab. 3. Einflup von Kupferionen und finaler Ansduerung auf
die Fluoreszenzausbeute in Fluoreszenzeinheiten
Jede Probe enthielt 55 pmol Adrenalin oder 59 pmol
Noradrenalin in Boratpuffer 0,67 mol/L.
Aj: Adrenalin oxidiert bei pH 2,85
Aq: Adrenalin oxidiert bei pH 7
N5: Noradrenalin oxidiert bei pH 7

Fluoreszenzausbeute
o)

Prozedur A3 A7 N7
ohne Cu* 5 3 23
ohne Ansiduerung
ohne Cu* 13 10 98
mit Ansduerung
mit Cu* 59 77 92
ohne Ansduerung
mit Cu* 180 165 178

mit Ansduerung

Hoéhere Konzentrationén fiihrten zu hohéren Leerwerten,
und ein flockiges Prazipitat fiel aus.

Der pH-Wert nach Ansiuern liegt zwischen 4,5 und 4,8.
Wurde statt einer Essigsdure 10 mol/l eine Essigsdure

5 mol/l verwandt, liegt der pH-Wert bei 5,0. Dabei kam
es zu keiner mef3baren Veridnderung der Fluoreszenz,
jedoch war die Stabilitit der Fluoreszenzprodukte
geringer. Deshalb wurde eine Essigsiure 10 mol/l be-
vorzugt.

Kaliumhexacyanoferrat[III] und Leerwert

Die verwendete Konzentration von Ferricyanid ergab
optimale Resultate. Reduzierung der Kaliumhexacyano-
ferrat (III)-Konzentration maximal um den Faktor

50 fiihrte zu einer geringen Steigerung der Fluoreszenz
von Noradrenalin bei einem geringen Riickgang der
Leerwerte. Adrenalin, bei pH 2,85 oxidiert, zeigte

einen deutlichen Riickgang der Fluoreszenz.

Oxidationszeit und Temperatureinfliisse

Es wurden die Fluoreszenzausbeuten bei Oxidations-
zeiten von 1, 3 und 5 min iiber einen Bereich von pH
2—10 gepriift. Eine Verminderung der Fluoreszenz
wurde nur fiir Adrenalin bei pH 3 und 1 min Oxidations-
zeit festgestellt, so daf® 3 min Oxidationszeit als aus-
reichend angesehen wurden. Wurde die Oxidation im
Eisbad durchgefiihrt, war die Bildung von Adrenolutin
bei pH 3 stark herabgesetzt. Eine Verlingerung der
Oxidationszeit auf 5 min brachte auch hier keine
besseren Ergebnisse. Die Oxidation sollte bei Raum-
temperatur durchgefiihrt werden. Wurden die Proben
nach Beendigung der Prozedur kiihl gehalten, so erhéhte
sich die Fluoreszenz erheblich.

Reduktionsgemisch
Das Reduktionsgemisch enthilt Mercaptoithanol,

Natronlauge und Natriumsulfit (s. methodischer Teil).

Z. Klin. Chen. Klin. Biochem.‘/.,'13. Jahrg. 1975 [ Heft 8
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Im vorliegenden Mischungsverhiltnis waren optimale
Fluoreszenzen zu erhalten, wenn Boratpuffer verwendet
wurde. Bei Acetatpuffer gleicher Molaritit war die
Fluoreszenzausbeute etwa 1/3 geringer, hohere Natrium-
hydroxidkonzentration konnte hier die Fluoreszenz-
ausbeute gering verbessern. Mercaptoithanol in einer
Konzentration von 0,709 mol/l ergab ein giinstiges
Verhiltnis zwischen Fluoreszenz- und Leerwert. Diese
relativ hohe Konzentration von Mercaptoithanol sichert
die lange Haltbarkeit des fertigen Reduktionsgemisches.
Héhere Konzentrationen ergaben hohe Leerwerte. Die
Gegenwart von Sulfit war fiir eine hohe Fluoreszenz-
ausbeute unabdingbar.

Andere Elutionsmedien

Um den Einflu des Elutionsmediums auf die Fluores-
zenzausbeute zu priifen, wurde neben borsaurem
Leereluat essigsaures Leereluat erstellt und dann
Adrenalin bzw. Noradrenalin zugegeben. Bei einem
,,Leereluat* wurde die Sdulenprozedur ohne Harn durch-
gefiihrt. Wie aus Tabelle 4 zu sehen ist, ist die Fluores-
zenzausbeute bei borsaurem Eluat besonders giinstig,
gleich, ob der Ionenaustauscher der Fertigsdulen oder
Amberlite CG 50 verwendet wurden. Bei essigsdurem
Eluat erweist sich die niedrigere Molaritit als giinstiger.

Tab. 4. Fluoreszenzausbeute in Leereluaten

Jeder Probe wurden 55 pmol (10 ng) Adrenalin bzw.

59 pmol (10 ng) Noradrenalin zugesetzt. Der Oxidations-
pH wurde elektrometrisch eingestellt, Dic Fluoreszenz-
ausbeute von Noradrenalin im borsauren Eluat der Fertig-
sdulen wurden auf 100 gesetzt.

Séule ' pH

Fluorcszenz

Fertigsdule
eluiert mit Adrenalin 3 86
Borsdure 0,67 mol/l  Noradrenalin 7 100
Amberlite CG S0
eluiert mit Adrenalin 3 83
Borsdure 0,67 mol/l  Noradrenalin 7 100
Amberlite CG 50
eluiert mit Adrenalin 3 38
Essigsdure 1 mol/i Noradrenalin 6 61
Aluminiumoxid
eluiert mit Adrenalin 3 53

Noradrenaiin 6 76

Essigsdure 0,2 mol/l

Fluoreszenzausbeute im Vergleich zu anderen
Trihydroxyindolmethoden

Zum Vergleich wurden eine alkalische Trihydroxyindol-
methode (2), die auch vom Hersteller der Fertigsiulen
empfohlen wird, eine reacidifizierende Thiol-Trihydroxy-
indolmethode (7) und die vorliegende Methode heran-
gezogen. Es wurden zu jeder Methode die entsprechen-
den Leereluate erstellt und jeder Probenansatz mit

55 pmol Adrenalin oder 59 pmol Noradrenalin aufge-
stockt. Dieses Vorgehen erschien notwendig, da in

reinen Losungen entschieden hohere Fluoreszenzaus-
beuten gemessen werden. Aufierdem wurden Reagenz-

'
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leerwerte, nicht oxidierte Leerwerte (Zugabe von
Kaliumhexacyanoferrat[111] nach Reduktionsreagenz
und ,,faded blanks‘ erstellt. Unter diesen Bedingungen
waren alle drei Leerwerte fiir jede Methode gleich, aber
auch die Unterschiede zwischen den Methoden waren
gering, wenn die Messung unverziiglich vorgenommen
wurde. Bei den Angaben in Tabelle S erfolgte die
Nulleinstellung des Fluorometers mit einem Reagenz-
leerwert, die Leerwerte zeigten keine spezifische Fluo-
reszenz.

Die reacidifizierende Trihydroxyindolmethode (Tab. 5,
Methode 2) erbringt gegeniiber der alkalischen Trihy-
droxyindolmethode (Tab. 5, Methode 1) nur fiir
Adrenalin eine Steigerung der Fluoreszenzausbeute.
Die hier beschriebene Methode (Tab. 5, Methode 3)
weist eine Verbesserung der Fluoreszenzausbeute auf
etwa das 3-fache im Vergleich zu der alkalischen Tri-
hydroxyindolmethode (Tab. 5, Methode 1) auf. Allge-
mein 1dt sich sagen, daf} die Fluoreszenzausbeuten in
Eluaten geringer sind als in reinen Puffern und in Borat-
puffer hohere Fluoreszenzausbeuten gefunden werden
als in Acetat- oder Phosphatpuffer.

a-Methylnoradrenalin und a-Methyldopa

Da unter Therapie mit a-Methyldopa Harnkatechol-
aminuntersuchungen mit den iiblichen alkalischen
Trihydroxyindolmethoden wegen falsch-hoher Werte
fir die Phiaochromocytomausschlufidiagnostik nicht

Tab. S. Fluoreszenzausbeute verschiedencr Trihydroxyindol-
Methoden in arbitriren Fluoreszenzeinheiten

Jeder Probe wurden 55 pmol (10 ng) Adrenalin bzw.
59 pmol (10 ng) Noradrenalin zugcgeben (n je 6). Die
Methoden 1 und 3 wurden mit borsaurem Leereluat der
Fertigsiulen durchgefiihrt, Methode 2 mit Leereluat
nach (16). Probenansatz zu den Methoden:

1) 0,8 ml borsaures Eluat, 0,2 ml Phosphatpuffer 0,5
mol/l pH 6,5, 0,05 ml 0,16 mmol/l Zinksulfat,
0,05 ml 7,59 mmol/l Kaliumhexacyanoferrat (III),
nach 3 min 0,2 ml NaOH (5 mol/I)-113,4 mmol/l
Ascorbinsdure (9 : 1, V/V). Gesamtvolumen 1,3 ml.
Wellenlinge: Adrenalin 405/520 nm, Noradrenalin
405/495 nm.

2) 0,8 ml essigsaures Eluat 1 mol/l, pH 2,85 fiir Adrenalin,
pH 5,8 fiir Noradrenalin, 0,05 ml Kupferacetat
0,01 mol/l bei Adrenalin, 0,05 ml deionisiertes Wasser
bei Noradrenalin, 0,05 ml 7,59 mmol/] Kaliumhexa-
cyanoferrat (III) nach § min 0,2 ml Natronlauge
10 mol/1-0,14 mol/l Mercaptoithanol in 1,59 mol/l
Natriumsulfit (1 : 1, V/V). Nach 4 min 0,2 ml Essig-
sidure 10 mol/l. Gesamtvolumen 1,3 ml. Priizipitat bei
Adrenalin kurz abzentrifugiert. Wellenldnge: Adre-
nalin 415/500 nm, Noradrenalin 400/485 nm.

3) Probenansatz fiir Methode 3 entspricht den Angaben
dieser Arbeit.

Mcthode Adrenalin Noradrenalin
1 40 45
2 52 40
3 127 170
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moglich sind, wurde der Einflu dieses Pharmakons und
seiner Metaboliten auf die reacidifizierende Tnhydroxy
indolmethode gepriift. Es wurde die Katecholaminex-
kretion bei 13 Patienten bestimmt, die mit 9,5 mmol

(2 g) a-Methyldopa tiglich behandelt wurden. Wie in
Tabelle 6 zu sehen ist, waren die Exkretionswerte fiir
Adrenalin und Noradrenalin bei der reacidifizierenden
Trihydroxyindolmethode im unteren Normbereich,

bei der alkalischen Trihydroxyindolmethode (6) stark
erhoht. Von den gepriiften Metaboliten des a-Methyl-
dopa zeigte a-Methylnoradrenalin eine spezifische
Fluoreszenz von 6% des Noradrenalins (Tab. 6). Bei

der Adrenalinbestimmung (pH 2,85, in Tab. 6 nicht
aufgefiihrt) ergab a-Methylnoradrenalin keine spezifische
Fluoreszenz.

Tab. 6. Katecholaminbestimmung im Harn wihrend «-Methyl-
dopa-Therapie (2 g/d)
Die Katecholaminbestimmung erfolgte aus denselben
Eluaten (n = 13) mit der hier angegebenen reacidifizieren-
den Trihydroxyindolmethode und der alkalischen Tri-
hydroxyindolmethode von Hdggendal (6).

Methode Adrenalin Noradrenalin
nmol/24 h nmol/24 h
(X £s) (X t5)
Reacidifizierende
Trihydroxyindol- .
methode 27,3+ 19,1 98,1+ 62,1
Alkalische
Trihydroxyindol-
methode 1295,7 + 354,3 1428,4 + 405,4

Um diese Befunde zu spezifizieren, wurde ein Poolurin
mit a-Methyinoradrenalin (54,6 umol/l, n = 4) aufge-
stockt. Wihrend die Adrenalinbestimmung unbeeinfluf3t
war, fand sich eine Vermehrung der Noradrenalinaus-
beute um 219,3 nmol/l. Das entspricht einer Wieder-
findungsrate von nur 60% fiir a-Methylnoradrenalin.

Bei einer mittleren tiglichen a-Methylnoradrenalinex-
kretion von 147 nmol (18) ist deshalb mit einer filsch-
lichen Noradrenalin-Mehrbestimmung von 5,9 nmol/Tag
zu rechnen.

Spezifitit

Um die Spezifitit der vorliegenden Methode zu ermit-
teln, wurden Adrenalin und Noradrenalin, deren Meta-
bolite, chemisch verwandte Phenole und andere biogene
Amine in Boratpuffer pH 7 gepriift (Tab. 7). Wenn die
Fluoreszenzen von 1 nmol Adrenalin und Noradrenalin
. auf je 100% gesetzt werden, findet man eine Fluores-
zenz von 40% bei Metanephrin und Normetanephrin.

a-Methylnoradrenalin hat noch eine Fluoreszenz von
6%, die iibrigen biogenen Amine und Phenole haben
keine nennenswerte Fluoreszenz. Die Spezifitit und die

Richtigkeit wird durch das Spektrum von Urineluaten
und mit Katecholaminen aufgestockten Urineluaten
nachgewiesen (Abb. 2).

Richtigkeit

Vergleichende Untersuchungen von Adrenalin (0,55—
1,64 umol/1) und Noradrenalin (0,59—1,77 umol/l)
ohne und mit lonenaustauschchromatographie ergaben
folgende Wiederfindung (%) durch die Saule (Mittel-
wert + Standardabweichung; X * s):

Adrenalin 74,1% 43 (n=12)
Noradrenalin 75,2% % 3,6 (n=12)

Prézision
Zur Untersuchung wurde ein Poolurin (in der Serie) und

ein Urin von einem Patienten mit einem Phidochromo-
cytom (von Tag zu Tag) verwendet.

In der Serie (X ts,n=20):
Adrenalin 33,3+2,7nmol/l VK %=38,1
Noradrenalin  232,9 9,5 nmol/l VK %=4,1

Von Tag zu Tag (X £s,n=20):
Adrenalin 681,2% 30,6 nmol/l VK %=4,5
Noradrenalin 4933,1 + 124,7 nmol/l VK %=2,5

-

Tab. 7. Fluoreszenzentwicklung von Adrenalin und Noradre-
nalin im Vergleich zu anderen Stoffen

Adrenalin wurde bei der Wellenlidnge 415/490 nm (An-
regung/Emission) auf 100 gesetzt, Noradrenalin wurde
bei 390/470 nm auf 100 gesetzt. Je Probe wurden

1 nmol Reinsubstanz in Boratpuffer 0,67 mol/l, pH 7,0,

eingesetzt.
Wellenldnge
. (Anregung/Emission
Substanz (nm))
‘ 415/488 388/468
Noradrenalin 61,52 100,00
Adrenalin 100,00 51,60
Normetanephrin 25,05 39,12
Metanephrin 37,70 12,57
a-Methylnoradrenalin 4,69 5,73
3,4-Dihydroyphenylglycol 0,33 0,14
3-Methoxy-4-hydroxyphenylithylamin 0,26 0,62
a-Methyl-3,4-dihydroxy-phenylalanin 0,12 0,14
3,4-Dihydroxyphenalalanin 0,07 0,21
Serotonin 0,03 0,04
Tyramin 0,09 . 0,14
L-Histidin 0,03 0,07
D, L-Tyrosin 0,14 . 0,20
3,4-Dihydfoxyphenylessigsdure 0,08 0,18
3-Methoxy-4- hydroxyphenylathylenglycol 0,07 0,09
Histamin 0,28 0,27
Vanillinsdure 0,07 0,11
Vanillinmandelsiure 0,32 0,40
Homovanillinsdure 0 0
D, L-Cctopamin 0,20 0,35
D, L-3,4- Dlhydroxymandelsaure 0,03 0,20
Dopamin 0,25

0,48
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Abb. 2. Fluoreszenzspektrum. Urineluat (U), Leerwert (L),

Adrenalin (A), Noradrenalin (N).

Die Eluate wurden ohne und mit aufgestocktem Amin

(55 pmol Adrenalin oder 59 pmol Noradrenalin) be-

stimmt. Wellenlingenangabe unkorrigiert.

a. Emissionsspektrum bei pH 2,85 und eincr Anregung
von 415 nm.

b. Anregungsspektrum bei pH 2,85 und einer Emission
von 490 nm.

¢. Emissionsspektrum bei pH 7 und ciner Anregung von
390 nm.

d. Anregungsspektrum bei pH 7 und einer Emission von
470 nm. )

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze wurde gemif} Kaiser (10) aus dem
Mittelwert des Leerwertes und der Standardabweichung
errechnet (X + 3s).

Adrenalin 3,4 nmol/l
Noradrenalin 16,3 nmol/l

Normalwerte

Die Untersuchung umfafit Harne von 17 normotonen,
gesunden, im Arbeitsprozefd stehenden Probanden bei-
derlei Geschlechts.

Adrenalin (Xts)= 44,8+ 16,9 nmol/24 h
Noradrenalin (X %s) = 224,0 = 68,0 nmol/24 h

Eine Normalverteilung ist bei Normotonikern zwar an-
zunehmen, konnte aber aufgrund der kieinen Proban-
denzahl nicht bewiesen werden.
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Diskussion

Die chromatographische Trennung erfihrt eine wesent-
liche Erleichterung durch den Gebrauch von Fertig-
sdulen, auch gegeniiber der Batch-Technik mit Alu-
miniumoxid. Bei den von uns bevorzugten Siulen

wird Borsdure als Elutionsmittel gebraucht. Borsaures
Eluat war die Voraussetzung fiir die hier beschriebene
Trihydroxyindol-Bestimmungsmethode, bei der die
Kombination von Borséiure, Kupferionen, Thiol und
finaler Ansduerung zu einer optimalen Fluoreszenzaus-
beute flihrt.

Zuerst berichteten Trautner & Messer (11) iiber eine
Schutzwirkung vor oxidativem Abbau der Katechol-
amine durch Borat. Gerst et al. (12) verwendeten
Natriumborhydrid und erreichten damit eine Stabili-
sierung der Fluoreszenz in Probe und Leerwert.
Mattok & Wilson (13) und Valori et al. (14) berichten,
daf} Borséure ein gutes Elutionsmittel fiir Katechol-
amine ist, wenn das schwache Kationenaustauschharz
Amberlite CG 50 verwandt wird. Zu dhnlichen Ergeb-
nissen kamen Sandhu & Freed (15) beim Gebrauch
von Bio-Rex 70.

Wenn Borsiure 0,67 mol/l die Fertigsiulen passiert,
veridndert sich der pH von 3,8 auf 7,0. Noradrenalin hat
jedoch ein Fluoreszenzmaximum, wenn es bei pH 5
oxidiert wird (Abb. 3). Da die Gefahren der Verschlep-
pung, Verunreinigung, Verdiinnung und der Zeitauf-
wand hoher einzuschiitzen sind als der Gewinn an
Fluoreszenzausbeute von etwa 15%, wurde bei den
kleinen Volumina bewuf3t darauf verzichtet, den pH
von 7,0 auf 5,0 zu bringen. Auflerdem ist Boratpuffer
bei pH 5 sehr labil'und schwierig einzustellen. Obwohl
die Eluate in der Regel sofort bestimmt wurden, konnen
diese auch aufbewahrt werden. Werden die Eluate ein-
gefroren, muf} darauf geachtet werden, daf} sie bis zur
Bestimmung wieder Raumtemperatur angenommen
haben, da sonst die Reaktion, besonders bei pH 2,85,
nur unvollstindig ablduft und Fehlbestimmungen die
Folge sind. Auch sollte die fluorimetrische Bestimmung
immer bei gleicher Temperatur erfolgen. Gerst et al.
(12) haben nachweisen konnen, daf} in Kilte die Fluo-
reszenz der Lutine zunimmt und in Wirme abnimmt.
Dieser reversible Prozef gilt auch fiir die vorliegende
Methode und kann entsprechend verwertet werden.
Allerdings beschlagen die kalten Kiivetten hiufig.

Weil-Malherbe & Bigelow (7) steigerten die Fluoreszenz-
ausbeute der Trihydroxyindolmethode, indem sie Kupfer-
ionen als Katalysator einsetzten. Ein vom Kupfer her-
rithrendes Prizipitat, das nach der Zugabe von Essig-

saure ausfillt, muf bei dieser Methode abzentrifugiert
werden, Wisser (8) gab eine automatisierte Methode mit
einem Auto-Analyzer an, die auf den Angaben von
Weil-Malherbe & Bigelow (7) beruhte. Er liel die Zugabe
von Essigsdure weg, um das Prézipitat nicht durch

einen Dialyseschritt entfernen zu miissen. Allerdings ist
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die Fluoreszenzausbeute auch dementsprechend gerin-
ger (vgl. Tab. 3). Bei der vorliegenden Methode ist eine
geringere Kupferkonzentration erforderlich und ein
Priizipitat fillt nicht aus. Deshalb ist es moglich, diese
Methode ohne Einbufien zu automatisieren (in Vorbe-
reitung).

Wird Noradrenalin bei pH 7 oxidiert, fiihrt der Zusatz
von Kupferionen zu einer Steigerung der Fluoreszenz-
ausbeute um 90% (Tab. 3). Diese Steigerung war in
Acetatpuffer nicht moglich. Kupferionen haben zwei
mogliche Funktionen: Erstens eine katalytische Funk-
tion wihrend der Oxidation besonders fiir Adrenalin
bei pH 2,85 und zweitens eine die Fluorophore stabili-
sierende Funktion (Abb. 1) (6). Die zweite Funktion
weist auf eine mégliche Reaktion mit den Lutinen hin.
Diese Reaktionen werden weiter kompliziert, da Bor-
sdure die Fihigkeit zur Komplexbildung mit Katechol-
aminen hat (11).

So wie der Katecholamin-Borat-Komplex vor Luftsauer-
stoff geschiitzt ist, konnte auch ein Trihydroxyindol-
Borat-Komplex vor oxidativem Zerfall geschiitzt sein.

Die Differenzierung ist sicher optimal, wenn bei pH
2,85 in Gegenwart von Kupferionen ausschlieflich
Adrenalin, bei pH 7 ohne Kupfer fast ausschliefilich
Noradrenalin fluoreszierende Lutine bildet (Tab. 3).
Diese Art der Differenzierung ist bei der vorliegenden
Bestimmungsmethode mdoglich. Dennoch haben wie es
in unserem Labor vorgezogen, auch bei pH 7 in Gegen-
wart von Kupferionen zu oxidieren. Die spezifische
Fluoreszenz erhebt sich hierbei klar iiber die unspezifi-
schen Begleitprodukte, die Fluoreszenzausbeute ist
grofier, die Fluoreszenzprodukte sind extrem stabil und
eine genaue Bestimmung des kleinen Anteils, nimlich
des Adrenalins, bleibt unberiihrt erhalten.

Noradrenalin wird bei pH 2,85 in der Regel nicht oxi-
diert. Weil-Malherbe (16) fand eine Oxidation von 0—3%.
Um gelegentlich bei der Adrenalinbestimmung auf-
getretene Fehler zu eliminieren, bieten sich mehrere
Moglichkeiten an. Erstens sollte die Molaritit der
Ameisensiure und der Oxidations-pH kontrolliert und
die Bestimmung wiederholt werden. Dabei konnten in
unserem Labor bei 5000 Untersuchungen alle Adrenalin-
bestimmungen exakt durchgefiihrt werden. Zweitens
kann die Oxidation bei pH 2,80 durchgefiirht werden,
indem eine konzentriertere Ameisensiure (2,1—2,4
mol/l) eingesetzt wird. Eine regelmiflige Kontrolle des
Oxidations-pH ist ohnehin empfehlenswert, da bei den
verschiedenen Chargen der Fertigsiulen geringe Ver-
schiebungen des Eluat-pH vorkommen konnen. Drittens
besteht die Moglichkeit, die Differenzierung der Amine
" nach einem der optischen Verfahren vorzunehmen. Die
Trennungsgenauigkeit ist dann herabgesetzt. Die Diffe-
renzierungsgrenze eines Katecholamingemisches liegt
etwa bei einem Verhiltnis der Anteile Adrenalin zi
Noradrenalin von 1 : § fiir das optische Verfahren und

bei 1 : 20 fiir das 2-pH-Verfahren (9), wenn Kalium-
hexacyanoferrat[I1I] als Oxidans verwendet wird. Die
finale Reacidifizierung auf pH 4,5 verbessert die Fluores-
zenzausbeute, stabilisiert Haupt- und Leerwert und ver-
mindert unspezifische Stéreinfliisse z. B. durch Seroto-
nin und Histamin (17).

In unserem Labor ist es schon mehrfach vorgekommen,
daf im Urin von Patienten mit einer Hepatopathie die
Noradrenalinbestimmung mit einer alkalischen Thiol-
Methode (6) Werte um 8001200 nmol/24 h ergab.
Die simultan aus demselben Eluat durchgefiihrte Kate-
cholaminbestimmung mit der vorliegenden Thiol-Me-
thode ergab Normwerte. Wir fithren diese gelegent-
lich auftretende Diskrepanz auf die Elimination un-
spezifischer Storeinfliisse zuriick. Hier kamen diese
méglicherweise aus dem Aminosiuremetabolismus.
Eine andere Stérung der Adrenalin- und Noradrenalin-
bestimmung tritt bei den gebriuchlichen Triliydroxy-
indolmethoden wihrend der Behandlung mit a-Methyl-
dopa auf. Es kommt zur Exkretion betrachtlicher
Mengen von a-Methyldopa, a-Methyldopamin und
a-Methylnoradrenalin (18) und es werden filschlich
hohe Katecholaminexkretionswerte gefunden, die an
ein Phdochromocytom denken lassen.

Die vorliegende Methode wird durch a-Methyldopa-
Therapie praktisch nicht gestort, die Exkretionswerte
fiir Adrenalin und Noradrenalin sind erwartungsgemify
herabgesetzt (18).

Eine weitere Verfilschung des Bestimmungsergebnisses
scheint durch Metanephrin und Normetanephrin mog-
lich (Tab. 6). Von der Siule werden nur die freien
O-methylierten Katecholamine zuriickgehalten. Mit
der Borsidure werden bei einem Elutionsvolumen bis
7,5 ml keine, bis 10 ml ca. 2% der freien Metanephrine
eluiert. Da die tiglichen Exkretionswerte nach Tani-
guchi et al. (19) fiir freies Metanephrin 147 nmol und
fiir freies Normetanephrin 114 nmol betragen, ist mit
einer Verfilschung des Adrenalin- und Noradrenalin:
wertes um etwa 1,7 nmol zu rechnen. Normetanephrin
bildet bei pH 2,85 kein Fluoreszenzprodukt. Die durch
die freien Metanephrine bedingte Abweichung fillt
somit noch in den Bereich der methodischen Streuung,
wenn mit 10 ml Borsdure eluiert wird. Die relativ kom-
plizierte Katecholaminbestimmungsmethode wurde
einer statistischen Qualitdtskontrolle unterzogen. Die
Ausbeute von 75% ist befriedigend. Die Prizision in
der Serie, ausgedriickt als Variationskoeffizienz (V %),
kann bei einer Hormonbestimmungsmethode mit
chromatographischer Trennung als gut angesehen wer-
den, wenn sie unter 10 % liegt.

Der schwache Punkt einer Harnkatecholaminbestim-
mung ist die Adrenalinbestimmung. Hier war der Vari-
ationskoeffizient 8,1% bei der Bestimmung in der
Serie. Der Adrenalingehalt je Probenansatz betrug
dabei nur 4,2 pmol. Wiirde statt 5 ml Urin ein groferes
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Ausgangsvolumen gewihlt, wire der Variationskoeffi-
zient noch zu verbessern. Ein solches Vorgehen ist wegen
der begrenzten Bindungsfihigkeit des Harzes einerseits
und dem hohen Salzgehalt des Urins andererseits nur

bei Sdulen mit einer grofleren Harzeinwaage zu recht-
fertigen. Die Bestimmung der Prizision von Tag zu Tag
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