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Gaschromatographische Bestimmung

von Pregnandiol, Pregnantriol und Pregnantriolon im Urin

Von H.-CH. CurTIUS

Technische Assistenz: M. MULLER

Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitits-Kinderklinik Zirich (Direktor: Prof. Dr. A. Prader)

(Eingegangen am 8. September 1965)

In der votliegenden Arbeit wird eine Methode zur gaschromatographischen Bestimmung von Pregnandiol, Pregnan-
triol und Pregnantriolon i Urin béschrieben. Die Methode besteht in der enzymatischen Hydrolyse der Steroid-
konjugate mit Glucuronidase, der Extraktion und Reinigung der Extrakte und der Gaschromatographie der Ste-
roide als Trimethylsilylither. Durch Zumischen von Testsubstanzen zu Urin wutrde die Ausbeute und die Repro-
duzierbarkeit der Methode iiberpriift. Die Resultate stimmen mit den Ergebnissen der konventionellen Analysen-
verfahren anderer Autoren iiberein. Die Empfindlichkeit pro Probe liegt im Nanogrammbereich.

A method is described for the gas chromatographic determination of urinary pregnanediol, pregnanetriol and
pregnanetriolone. The method entails the enzymic hydrolysis of the steroid conjugates with glucuronidase, ex-
traction and purification of the extracts and gas chromatography of the steroids as their trimethylsilyl ethers. The
yield and reproducibility of the method were tested by the addition of test materials to urine. The results were in
complete agreement with those obtained by other authors with conventional analytical techniques. The sensitivity

per sample is in the order of nanograms.

Die Progesteron-Metaboliten Pregnandiol, Pregnantriol
und Pregnantriolon werden im Urin als Konjugate, und
zwar hauptsichlich als Glucuronide ausgeschieden. Thre
quantitative Bestimmung setzt daher eine hydrolytische
Spaltung in Steroid- und Glucuronsiure voraus. Dazu
stehen im wesentlichen zwei Moglichkeiten zur Ver-
fagung, die hydrolytische Spaltung durch B-Glucuro-
nidase oder Ketodase (1) oder die Spaltung durch Sol-
volyse (2). — Beide Methoden wurden fiir Forschungs-
und klinische Zwecke intensiv angewendet. Die an-
schlieBende Identifizierung und quantitative Bestim-
mung der einzelnen Steroide gestaltete sich fiir die Rou-
tine im Klinik-Laboratorium mithsam und zeitraubend.

Meist lagen den Methoden siulen-, papier- oder diinn-

schichtchromatographische Verfahren zugrunde (3—7).
Sie erlaubten zum Teil nur eine semiquantitative Erfas-
sung. Diese Nachteile wurden trotz der groBen klini-
schen Bedeutung der Steroidanalysen in Kauf genom-
men.

Nachdem wiederholt (8—11) gezeigt worden ist, daB
sich die Steroidhormone ohne Zersetzung gaschromato-
graphieren lassen, und nachdem sich verschiedene Ar-
beiten mit der qualitativen und quantitativen Gaschro-
matographie dieser Verbindungen im biologischen Ma-
terial befaBt hatten (12—15), erschien es uns wiinschens-
wert, eine fiir den &linischen Routinebetrieb geeignete Me-
thode fiir die quantitative Bestimmung von Pregnandiol,
Pregnantriol und Pregnantriolon mittels Gaschromato-
graphie auszuarbeiten.

Methodik
Gerdte

»F 20% Fraktometer der Fa. Perkin-Elmer mit Flammenionisations-
detektor

XE 60 Chromatographiesiule von 2 m Linge und 2,7 mm &
Hamilton Mikrospritzen 10 u/, auf 0,1 u/ graduiert
Thermostatisiertes Wasserbad

Wirmeschrank

Exsikkator mit P,O; als Trocknungsmittel.

Chemikalien

Trimethylchlorsilan, z. B. Fluka, Art.-Nr. A 57998
Hexamethyldisilazan, z. B. Fluka, Art.-Nr. 54429

Aceton, z.B. Fluka, Art.-Nr. A 50045

Athanol, z. B. Fluka, Art.-Nr. A 50231 puriss. h
Ather, z.B. Fluka, Art.-Nr. A 52689 puriss.

Hexan, z. B. Merck, Art.-Nr. 9688

Methylenchlorid, z. B. Fluka, Art.-Nr. A 55634

Toluol, z. B. Merck, Art.-Nr. 98325

Natriumcarbonat, z. B. Merck, Art.-Nr. 6392
Pregnandiol, z. B. Calbiochem, Art.-Nr. 529853
Pregnantriol, z. B. Merck, Art.-Nr. 8968

Pregnantriolon, z. B. Merck, Art.-Nr. 8969
Allo-Pregnandiol, z. B. Merck, Art.-Nr. 8955
Androsteron, z. B, Merck, Art.-Nr, 8958

Etiocholanolon, z. B. Calbiochem, Art.-Nr, 341294
Dehydroepiandrosteron, z..B. Calbiochem, Art.-Nr. 254098
Pregnanolon, z. B. Sigma, pfs

B-Glucuronidase, Sigma, Art.-Nr. 105-8/Type I (aus Bakterien)
Natriumhydroxyd, z. B. Merck, Art.-Nr. 6496
Natriumsulfat, z. B. Merck, Art.-Nr. 6649
Kalium-Dihydrogenphosphat, z. B. Merck, Art.-Nr. 4873.

Reagenzien
Standardlisungen: Je 10 mg Pregnandiol, Pregnantriol und Preg-
nantriolon jeweils in Athanol ad 100 m/.

Testgemisch: Je 10 mg Pregnandiol, Allo-Pregnandiol, Pregnan-
triol, Pregnantriolon, Androsteron, Etiocholanolon, Dehydroepi-
androsteron, Pregnanolon in Athanol ad 100 m/.

Innerer Standard: 10 mg Pregnanolon in Athanol ad 100 m/.

Silylierungsgemisch: Mischung von 3 m/ Hexamethyldisilazan
4+ 0,1 m/ Trimethylchlorsilan (kiihl und verschlossen aufbe-
wahren, jeden 2. Tag frisch ansetzen.)

" Phosphatpuffer: pH 6,2; 0,5 m; 500 m/ 1,0 » KH,PO, (1360 g

KH,PO,, H,0 ad 1000 m/) + 100—150 m/ 2 » NaOH auf pH 6,2
einstellen, H,O ad 1000 m/.

Sodalisg. 2 n: 106,0 g N2,CO4; H,O ad 1000 m/.

Vorgehen

Die inneren Standards werden durch den ganzen Analy-
sengang gefiihrt. -
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Hydrolyse
a) mit Salysiure

Diese Vorschrift hilt sich im wesentlichen an die Me-
thode von KrorrErR (16). 2m/ Pregnanolon-Losg.
werden in einem Rundkolben zur Trockene einge-
dampft. Nacheinander werden 25 m/ Urin und 20 m/
Toluol zugegeben und zum Sieden erhitzt. Nach Zusatz
von 2,5 m/ konz. Salzsiure wird 10 Min. am RiickfluB

gekocht. Die Losung wird dann auf Zimmertemperatur
abgekiihlt.

Extraktion

Das Hydrolysat wird 3 mal mit 25 m/ Toluol extrahiert,
die vereinigten Extrakte 2 mal mit 2 » Sodalésung aus-
geschiittelt und anschlieBend 5 mal mit je 20 m/ aqua
dest. neutral gewaschen. Die organische Phase wird nun
mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der
Riickstand wird in wenig Aceton aufgenommen, in ein
kleines RShrchen iiberfithrt und zuerst am Vakuum und
nachher im Exsikkator iiber P,O; getrocknet.

b) mit B- Glucuronidase

Vorschrift nach R. E. PETERsOoN (17): Zu 2 m/ in einem
Rundkolben getrockneter Pregnanolon-Lésg. werden
25 m/ Urin gegeben und auf pH 6,2 eingestellt. Nach Zu-
gabe von 5 m/ Phosphatpuffer und 2500 Einheiten B-
Glucuronidase wird das Gemisch fiir 48 Stdn. in den
Wirmeschrank gestellt. Bakterielle Zersetzung kann
durch 3 Tropfen Chloroform vermieden werden.

Extraktion

Nach 3-maliger Extraktion des Hydrolysats mit 25 m/
Ather werden die vereinigten Extrakte zuerst 2 mal mit
etwa 20 m/ 2 » Sodal6sg. und nachher 5 mal mit 20 m/
aqua dest. ausgeschiittelt. Die organische Phase muf3
neutral sein. Dann wird der Ather mit Natriumsulfat ge-
trocknet und am Vakuum eingedampft. Den Riickstand
iiberfithrt man mit wenig Aceton in ein kleines Reagenz-
glas, dampft wiederum ab und trocknet im Exsikkator
iber P,O,.

Silylierung

Die getrockneten Proben werden in 0,5 m/ Silylierungs-
gemisch geldst und in einem mit Schliffstopfen ver-
schlossenen Réhrchen 1 Std. in einen Wirmeschrank
von 60° gestellt. Das iiberschiissige Silylierungsgemisch
wird anschlieBend bei etwa 40° mit absolut getrocknetem
Stickstoff abgedampft (reinster Stickstoff wird durch
mehrere Waschflaschen mit konz. H,SO, geleitet). Den
Riickstand nimmt man in 0,1 m/ absolutem Hexan auf.
Diese Losung wird anschlieBend gaschromatographiert.
Wegen der grofen Empfindlichkeit gegen Luftfeuchtig-
keit ist die Lésung nich# lange haltbar.

Trennsinlenbedingungen

Siule: XE 60, 2 m, 39, auf Gaschrom P; J: 2,7 mm,

Kolonnentemperatur: 225° x = 16

Einspritzblocktemperatur: 275° (Abb. 1) bzw. 285°
(Abb. 3—5).

Stickstoff: 40 m//Min.
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Berechnung

Bei substanzeigenem innerem Standard errechnet sich
die Konzentration der gesuchten Substanz nach der fol-
genden Formel:

FI

X

.. 100 - F; -
Stoffi (in Gew.-%) = i

« Fzi — Fi) (100 — z)

Fai = Fliche des Berges i nach Zusatz von 2% des Stoffes i zum
Gemisch bei der Analyse II

Fj = Fliche des Bergesi ohne Zusatz bei der Analysc I

zj = Gew.-% Zusatz des Stoffes i als Gew.-% Gehalt des neu-
entstandenen Gemisches, das gleich 100 gesetzt wird

:I{ = Bergfliche eines beliebigen unbeeinfluBbaren Berges x bei
der. Analyse I

Fil = Bergfliche des gleichen Berges x bei der Analyse 11.

Wenn kein Pregnanolon in der Analyse zu erwarten ist,
kann das Ergebnis nach folgender abgekiirzten Formel
errechnet werden:

mg % St - Fx

mg 9% x = -F

g% Fst

mg % St = Konzentration des inneren Standards (Pregnanolon)
Fx = Peakfliche der gesuchten Substanz

Fg¢ = Peakfliche des inneren Standards (Pregnanolon)

F = Umrechnungsfaktor (= Fliche Pregnanolon/Fliche

gesuchte Substanz bei gleichen Konzentrationen).

In der Praxis hat sich die Auswertung mit Hilfe einer
graphischen Eichkurve bewihrt. An Hand von Eichls-
sungen mit konstantem inneren Standard, mit denen der
ganze Analysengang durchgefithrt wird, errechnet man
Fx
Fst
die eingesetzte Menge, auf der Ordinate den errechneten
Faktor f ab. In einem Chromatogramm mit unbekannten
Mengen bestimmt man den Faktor f und liest auf der
Eichkurve ab. — Die Auswertung der Chromatogramme
erfolgte durch Ausmessen als H6he mal Breite in 15und
859/, der Hohe.

einen Faktor (f): f = Auf der Abszisse trigt man

Ergebnisse

Abbildung 1 zeigt ein Testchromatogramm von 8 ver-
schiedenen Steroiden als Silyldther.

Aus der Darstellung geht hervor, daB die einzelnen
Steroide sehr gut voneinander trennbar sind. In Tabelle1
sind die Retentionszeiten dieser 8 Steroide bei den oben
beschriebenen Kolonnenbedingungen angegeben.

Tab. 1
Relative Retentionszeiten bezogen auf Cholestan

Cholestan = 1,00 (8 Min.)
Allo-Pregnandiol = 0,77
Pregnandiol = 0,88
Androsteron = 0,96
Etiocholanolon = 1,16

Dehydroepiandrosteron = 1,34

Pregnanolon = 1,57
Pregnantriol = 1,88
Pregnantriolon = 4,24
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Steroid - Gemisch

e
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Abb. 1
Gaschromatogramm der Silylither von Steroiden
1 = Allopregnandiol
2 = Pregnandiol
3 = Androsteron
4 = Cholestan
5 = Etiocholanolon

6 = Dehydroepiandrosteron
7 = Pregnanolon

8 = Pregnantriol

9 = Pregnantriolon

Trennbedingungen siehe Text; eingesetzt: 2u/
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In Abbildung 2 ist eine Konzentrationsreihe von 100
bis 1000 ug pro Probe Pregnandiol, Pregnantriol und
Pregnantriolon dargestellt. Der alkoholischen Lsung
der Testsubstanzen wurde wie unter 1b beschrieben
einerseits Urin und andererseits Wasser zugemischt und
durch den gesamten Analysengang gefiihrt. Die gra-
phische Darstellung zeigt, da die Ausbeute annihernd
1009, betrigt und daB eine lineare Beziehung zwischen
Peakfliche und Konzentration besteht.

Abbildung 3 zeigt die Gaschromatogramme des gleichen
Urins unter gleichen Bedingungen und mit gleicher
Menge Ausgangsmaterial, links nach salzsaurer Hydro-
lyse und rechts nach Hydrolyse mit f-Glucuronidase.
Aus der Abbildung geht hervor, daB durch die salzsaure
Hydrolyse Pregnantriol und Pregnantriolon weitgehend
zerstort werden. AuBer der Hydrolyse ist auch das ver-
wendete Extraktionsmittel von groBer Bedeutung. In
Abbildung 4 sind die Gaschromatogramme mit ver-
schiedenen Extraktionsmitteln bei gleicher Menge Aus-
gangsmaterial und unter gleichen Bedingungen dar-
gestellt. Die Extraktion mit Toluol ist nicht quantitativ,
besser eignet sich Methylenchlorid, die besten Resultate
wurden jedoch mit Ather erzielt.

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu priifen,
wurden 5 Proben desselben Patientenurins analysiert.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt.

_
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Abb. 2

Abb. 3
EinfluB der Hydrolyse-Bedingungen auf die
Gaschromatogramme von Steroiden
Links: salzsaure Hydrolyse
rechts: enzymatische Hydrolyse

1 = Pregnandiol

2 = Androsteron

3 = Pregnanolon (Inn. Standard)

4 = Pregnantriol Trennbedingungen siehe
Text; eingesetzt:
links: 1 ul/;
rechts: 0,7 u/

5 5 = Pregnantriolon
B o = e
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Abb. 4

EinfluB der Extraktionsmittel auf die Gaschromatogramme von Steroiden

1 = Androsteron
2 = Pregnantriol

Tab. 2
Priifung der Reproduzierbarkeit der Methode an einem Urin
(adrenogenitales Syndrom) Werte in ug%

Pregnandiol Pregnantriol Pregnantriolon
1. 180 2640 1150
2. 160 2560 940
3. 180 2640 940
4. 220 2840 1160
5. 200 2880 1000
Arith. Mittel: 188 £ 18 2712 4- 118 1038 4- 74

In Tabelle 3 sind die Analysen-Ergebnisse verschie-
dener Patientenurine aufgefiihrt.

3 = Pregnantriolon. Trennbedingungen siehe Text;
eingesetzt: a) 0,5u/, b) 0,4 u/, c) 0,2 pl.

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird eine gaschromatogra-
phische quantitative Methode beschrieben, die sich an-
stelle der bisher verwendeten konventionellen Me-
thoden fiir die routinemiBige Bestimmung der Pro-
gesteron-Metaboliten eignet.

In der letzten Zeit haben sich verschiedene Autoren mit
der Gaschromatographie von Steroiden in biologischem
Material beschiftigt. So beschreiben France und Mit-
arbeiter die Bestimmung von Androsteron, Etiochola-
nolon und Dehydroepiandrosteron im Urin als Silyl-
ither (14), Woriz und Mitarbeiter die Bestimmung von
Pregnandiol im Urin mit Hilfe der Acetate (12), und in
neuerer Zeit berichten HammoNp und Leacu (15) in

Tab. 3
Gaschromatographisch bestimmte Gehalte in 24-Stdn.-Harnen von Patienten. Werte in ug% bzw. in (mg/24-Stdn.-Harn)
Name Geschlecht Alter i. J. Pregnandiol Pregnantriol Pregnantriolon
Unbebandeltes kongenitales adrenogenitales Syndrom
M. K. ? 16 1920 (16,32) 6800 (57,80) 2300 (19,65)
K. P. Q 13 188 (2,20) 2712 (32,50) 1038 (12,40)
H.J. 3 6 400 (1,60) 4500 (18,00) 800 (3,20)
P.S. a8 5 160 (1,17) 4000 (29,20) 300 (2,19)
S. M. Q 1 50 — 2000 (2,40) 700 (0,84)
S. T. 8 0,1 50 — 200 (1,10) 240 (1,30)
S.H. ? 0,1 —- — 80 (0,19) 60 (0,14)
Behandeltes kongenitales adrenogenitales Syndrom
B.E. 3 14 - = 660 (7,26) 280 (3,08)
B.E. 3 11 50 — 400 (4,60) 50 —
F.B. %) 7 © 160 (1,05) 1340 (8,78) 1740 (11,40)
M. 1 Q 6 140 (0,78) 1680 (9,41) 500 (2,80)
Nichtbestiitigter Verdacht auf adrenogenitales Syndrom
H.L. Q 12 - - 160 (0,72) - —
C.A. o) 0,1 - - 60 (0,30) - -
F.R. 3 0,1 _ - 50 — <50 —

Z. klin. Chem. / 4. Jahrg. 1966 / Heft 3
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einer Kurzmitteilung iiber die Gaschromatographie von
Progesteron-Metaboliten. —Die gaschromatographische
Methode ist den konventionellen Methoden, wie z. B.
Papier-, Diinnschicht- und Kolonnen-Chromatographie,
in verschiedener Hinsicht iiberlegen. So ist eine quanti-
tative Bestimmung im Nanogrammbereich mdglich. Die
Methode ist auch viel weniger zeitraubend und spezi-
fischer als die konventionellen Trennungs- und Nach-
weismethoden (3—7).

Die Aufarbeitung des Urins — Hydrolyse und Extrak-
tion — wurde nach den bekannten und vielgebrauchten
Verfahren durchgefiihrt. Bei unserem Analysengang er-
ibrigte sich eine weitere Reinigung mittels Kolonnen-
oder priparativer Diinnschichtchromatographie. An-
.schlieBende gaschromatographische Analysen eignen
sich sehr gut, verschiedene Hydrolyse- und Extraktions-
Verfahren zu priifen. So kann auf Grund der gezeigten
Resultate die salzsaure Hydrolyse #ich# mehr empfohlen
werden, da sie die empfindlicheren Steroidmolekiile zer-
stort. Vor allem tritt beim Pregnantriol und Pregnan-
triolon Zersetzung ein; Pregnandiol hingegen tibersteht
sie ohne Verluste. Fiir die Progesteron-Metabolite ist
deshalb die eng ymatische F{ydrolyse mit Glucuronidase die
Methode der Wahl. Andere Konjugate als Glucuronide
treten bei diesen Verbindungen nur in zu vernachlis-
sigenden Konzentrationen auf.

Die Verwendung verschiedener Extraktionsmittel zeigte,
daB unpolare Losungsmittel, wie z. B. Toluol fiir die Ex-
traktion ungeeignet sind und daB Ather die besten Re-
sultate liefert.

Zur Entfernung der Oestrogene verwendeten wir 2 7
Sodalsg., da mit Natronlauge Zersetzungen entstehen.
Wichtig ist, daB die dtherische Phase anschlieBend voll-
kommen neutral gewaschen wird. Spuren von Alkali, die

Urin mit Pregnanolon
ols internem Stondord

s
N

¥ X &5 @ %

Abb. 5

Gaschromatogramm eines Urins mit Pregnanolon-Zusatz als in-
neren Standard. Trennbedingungen siehe Text;
eingesetzt: 0,7u/

1 = Pregnandiol
2 = Androsteron
3 = Pregnanolon (Inn. Standard)

4 = Pregnantriol
5 = Pregnantriolon

- im Analysengang mitgefiihrt werden, konnen bei der In-
jektion in den Gaschromatographen im Einspritzblock
Zersetzung der Analysensubstanz hervorrufen.

Die Silylither, deren Verwendung zuerst von HorRNING
und Mitarbeitern (11) beschrieben wurde, scheinen uns
die geeignetsten Derivate fiir die Gaschromatographie
der Steroide zu sein. Man erzielt praktisch quantitative
Ausbeuten und die Verbindungen sind sehr gut fliichtig.
Auch tritt bei den verwendeten Temperaturen keine
Zersetzung ¢in. Die Silylither sind aber aulerordentlich
wasserempfindlich. Schon Spuren von Luftfeuchtigkeit
konnen das Analysenergebnis in Frage stellen. Bei Be-
achtung aller Vorsichtskautelen erscheinen sie uns aber
als die geeigneten Derivate. Von der Verwendung von
Acetaten haben wir abgesehen, da unseres Erachtens das
Risiko von B-Eliminierung bei den hohen Kolonnen-
temperaturen grof ist und somit unkontrollierbare Zer-
setzungsprodukte entstehen kénnen.

Fiir die quantitative Bestimmung ist die Verwendung
eines inneren Standards notwendig. Da aber die Urin-
chromatogramme eine sehr groBe und wechselnde Zahl
von Peaks aufweisen, muBl in diesem Fall anstelle eines
substanzfremden, nicht in der Probe vorkommenden
Stoffes, ein substanzeigener (evtl. im Urin vorkom-
mender Stoff) Standard eingefithrt werden. Fiir diesen
Zweck eignet sich Pregnanolon oder auch Etiochola-
nolon gut. Praktisch muBl man so vorgehen, daB von der
gleichen Probe zwei Chromatogramme hergestellt
werden, das eine mit, das andere ohne Zugabe von Preg-
nanolon. Da wir aber nur selten Pregnanolon feststellen

* konnten, eriibrigt sich im allgemeinen die zweite Ana-
lyse. In Abbildung 5 ist das Gaschromatogramm eines
Urins mit Pregnanolon als innerer Standard darge-
stellt.

Um ein ,,tailing zu vermeiden, wurde mit herabge-
setzter Empfindlichkeit und mit 25 m/ Urin gearbeitet.
Die Empfindlichkeit kann aber bis weit unter 1 ug
pro Probe gesteigert werden.

So wurde die Methode durch Zumischen aufsteigender
Steroidkonzentrationen zu Urin und Wasser getestet.
Nach Durchfiithrung des ganzen Arbeitsganges mit den
Analysensubstanzen, einschlieBlich Hydrolyse, Extrak-
tion und Silylierung wurden die erhaltenen Werte gra-
phisch aufgetragen. Die Ausbeute erwies sich als sehr
gut. Aus wiederholten Bestimmungen des gleichen
Urins ergab sich eine hohe Zuverlidssigkeit der Analyse.
Die kleinen Abweichungen sind nicht durch die Gas-
chromatographie, sondern durch die nicht ganz repro-
duzierbare enzymatische Hydrolyse der Glucuronide ver-
ursacht.

Die Untersuchungen an Patienten aus unserer Klinik
zeigen, daB die Methode fiir diagnostische Zwecke sehr
gut geeignet ist. Erwartungsgemil erhielten wir bei Pa-
tienten mit adrenogenitalem Syndrom eine massive Er-
héhung von Pregnantriol und Pregnantriolon im Falle
eines 21-Hydroxylase-Defektes (18, 19).

Wir méchten Herrn Dr. R. NEHER von der Ciba AG, Basel fiir die
Uberlassung von Testsubstanzen unseren verbindlichsten Dank-
aussprechen. :
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Bestimmung von Kreatin in Serum und Urin

Von K. LAUBER

Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Bern ( Direktor: Prof. Dr. med. H. Aebi)

(Eingegangen am 20. September 1965)

Eine cinfache Methode zur Bestimmung von Kreatin in Serum und Urin mit der Diacetylreaktion wird beschrieben.
Das Serum wird mit Perchlorsiure enteiweiBt. Enteiweites Serum bzw. Urin werden mit cinem Farbreagenz be-
stehend aus Diacetyl und 1-Naphthol in Natronlauge zur Reaktion gebracht und photometriert. Die Messung der Ex-
tinktion nach zwei verschiedenen Zeiten erlaubt eine Korrektur des durch andere Guanidinderivate verursachten
Fehlers. Die optimalen Reaktionsbedingungen werden diskutiert. Der Normalbereich im Serum wird ermittelt.

A simple method is described for the determination of creatine by the diacetyl reaction in serum and urine. The
serum is deproteinised with perchloric acid. Deproteinised serum or urine is reacted with a colorimetric reagent
consisting of diacetyl and 1-naphthol in sodium hydroxide solution and the colour is measured photometrically. By
measuring the extinction at two different time intervals, a correction may be made for the intetference by other
guanidine derivatives. The optimal reaction conditions are discussed. The normal values for serum are reported.

. Fiir die Ermittlung des Kreatingehaltes von biologischen

Flissigkeiten stehen heute im wesentlichen drei Analysen-
typen zur Verfiigung: I. Photometrische Bestimmung als
Kreatinin nach vorangehender Zyklisierung im sauren
Milieu in der Wirme; II. Photometrische Bestimmung
nach Uberfilhrung in roten Farbstoff mittels Diacetyl
und «-Naphthol (Barritz-Reaktion); III. Enzymatische
Bestimmung im optischen Test nach WARBURG.

Im klinischen Labor sind Kreatinbestimmungen relativ
selten. Es besteht daher das Bediirfnis nach einer Me-
thode, die auch bei nur sporadischem Gebrauch mit még-
lichst geringem Aufwand méglichst zuverlissige Resul-
tate liefert. Die nach Prinzip I arbeitenden Methoden
sind von vornherein wenig geeignet, weil sie fir jede
Probe zwei Analysen erfordern (Kreatininbestimmung
vor und nach Zyklisierung des Kteatins) und bei Gegen-
wart groBer Mengen von priformiertem Kreatinin un-
genau sind. Es sind auBerdem zahlreiche Bedenken gegen
diesen Analysentyp erhoben worden, wie gegen die re-
lative Ungenauigkeit der Pikratmethode an sich (1);
Zerstérung von Kreatinin durch das Erhitzen (2); Bil-
dung von unspezifischen Chromogenen (3); unvollstin-
dige Umwandlung des Kreatins in Kreatinin bei Gegen-
wart von viel priformiertem Kreatinin (Gleichgewichts-
bildung) (4). Die auf Prinzip III basierenden Verfahren
besitzen wohl eine nicht zu iiberbietende Spezifitit und
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haben fiir wissenschaftliche Reihenuntersuchungen ent-
schieden den Vorrang. Bei seltener Anwendung sind
aber auch sie umstindlich und teuer, wegen der be-
schrinkten Haltbarkeit der vielen Hilfspriparate (drei
Enzyme, Adenosintriphosphat, Nikotinamid-adenin-
dinukleotid, Phospho-enolpyruvat). ANDERSON und
Mitarbeiter (5) haben eine auf der Barritt-Reaktion
aufbauende Methode beschrieben, welche eine genaue
und spezifische Erfassung des Kreatins in Serum und
Urin erméglicht. Die Verwendung von mehreren Io-
nenaustauschern in Serie macht das Verfahren zeit-
raubend und fiir die nicht besonders geschulte Arbeits-
kraft wenig geeignet. Auch ist der Serumbedarf (3—6 m/)
fiir heutige Begriffe zu hoch. Das Verfahren von ABELIN
und Raarraus (1,6) ist wohl einfach, liefert aber zu
kleine Extinktionen und 148t die St6rfaktoren im Serum
unberiicksichtigt. Im folgenden wird eine Methode be-
schrieben und diskutiert, welche mit einem Minimum an
Aufwand eine fiir klinische Belange hinreichend genaue
Kreatinbestimmung in Serum und Urin erlaubt.

Methodik

Reagenzien

7. Perchlogsiure 6g/100 m/ (0,6 #): 5,2m/ 70-proz. Siure mit
Wasser ad 100 m/ (unbeschrinkt haltbar).

2. Diacetyl: 0,5 m//100 m/ Wasser (bei 4° praktisch unbeschrinkt
haltbar).
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