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Normetanephrin aus dem Urin mit einem Aminosiureanalysator

Von K. Olek, S. Uhlhaas und P. Wardenbach
Institut fiir Humangenetik der Universitit Bonn

(Eingegangen am 6. November 1979/27. Mirz 1980)

Zusammenfassung: Mit einem handelsiiblichen Aminosiureanalysator werden Noradrenalin, Dopamin und Nor-
metanephrin aus dem Urin an einem Kationenaustauscher (DC 6A Durrum) siulenchromatographisch getrennt. Nach
der Auftrennung erfolgt die Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd mit dem in der Aminosdurechromatographie
iiblichen Pumpsystem. Die quantitative Messung wird mit einem Fluorimeter durchgefiihrt. Zur Vorreinigung werden
Fertigsdulen verwendet (Bio-Rad).

Quantitative determination of the o-phthaldialhehyde derivatives of noradrenaline, dopamine and normetadrenaline
in urine with an amino acid analyzer

Summary: Noradrenaline, dopamine and normetadrenaline in urine are separated by a cation-exchange resin (DC 6A,
Durrum) and a commercially available amino acid analyzer. After separation, the o-phthalaldehyde derivatives of the
compounds are formed by the usual pumping system and are quantified with a fluorimeter. Pre-packed ion-exchange
columns (Bio-Rad, Munich) are used for purification and fractionation of the urine samples.

Einfilhrung klinisch-chemische Routine geniigend ausgereift. Die
Dansylderivate sind zersetzlich; die Trihydroxyindol-

Methoden zur quantitativen Bestimmung biogener Amine Reaktion erfordert einigen technischen Aufwand; o-

in biologischen Fliissigkeiten erfordern eine groie Nach-  phthaldialdehyd und Fluorescamin reagieren nur mit

weisempfindlichkeit und Spezifitit. Letzteres gilt vor primiren Aminen. Mit Ausnahme der Arbeit von Imai
allem fiir Analysen aus dem Urin, der viele verwandt (8), werden die angegebenen Verfahren zudem nicht auf
reagierende Stoffe enthalt. physiologische Fliissigkeiten angewandt.

Von den heute zur Verfiigung stehenden Analysen- Die gaschromatographische Bestimmung der Pentafluor-

methoden geniigen diesen Anspriichen am besten die Gas-  propionyl-Derivate der Amine erwies sich in unserem
chromatographie:-Massenspek trometrie (GC-MS)-Kopplung Labor als hochst problematisch: Entweder erreichten
(1, 2) und radicenzymatische Verfahren (3, 12). Deren wir mit gepackten Siulen keine ausreichende Tr.ennung
geringe Verbreitung diirfte sowohl auf den hohen finan- ~ oder die Derivate zersetzten sich in der Glaskapillare.
Ziellen und apparativen Aufwand als auch auf die For-
derung nach besonders vérsiertem Laborpersonal zZuriick-
zufiihren sein.

Demgegeniiber ist die Technik der automatisierten
Aminosiurechromatographie seit Jahren ausgereift. In
der von uns hier vorgelegten Methode wird die quantita-
Praktikable Alternativen sind zu erhoffen von der Hoch-  tive Analyse der Summe aus freiem und konjugiertem
druckﬂiissigchromatog‘rap}ﬁe mit fluorimetrischer Detek- Noradrenalin, Dopamin und Normetanephrin aus dem
tion und der Kapillar-Gaschromatographie in Verbindung Urin mit einem Aminosiureanalysator beschrieben.

mit einem Elektroneneinfangdetektor. Fiir die fluores- Einen dhnlichen Weg sind Wall (9); Cronin (10) und
zierenden Dansyl-, Trihydroxyindol-, o-Phthaldialdehyd-  Villanueva (11) bei der Bestimmung einiger Amine aus
und Fluorescaminderivate liegen griindliche Studien vor  pflanzlichen Extrakten, extraterrestischem Material
4,5, 6,7), keines dieser Verfahren ist bisher fiir die und Standardlésungen gegangen.

0340-076X/80/0018-0567$02.00
© by Walter de Gruyter & Co. - Berlin - New York



568

"

Olek, Uhlhaas und Wardenbach: Bestimraung von Noradrenalin, Dopamin und Normetanephrin

Methodik

Der Analysator setzte sich aus folgenden Bausteinen zusammen:

Programmiereinheit BT 5052 (Biotronik)

2 Dosapro-Pumpen 19633 (Milton-Roy)
Ultrathermostat K 5 (Colora)

Schreiber PM 8000 (Philips)

Fluorimeter BT 6630 (Biotronik)
Austauschersiule 6 mm i.D. (Biotronik)
Austauscherharz DC 6 A (Durrum)

Integrator Autolab System I (Spectra-Physics)

Zur Pulsationsdimpfung wurde zwischen dem Riickschlagventil
der Reagenzpumpe und Mischblock ein Teflonschlauch
(30 m X 0,3 mm)

eingesetzt.

Elutionspuffer

21,0 g/1 Lithiumchlorid (Merck, Nr. 5679) und 31,5 g/l Lithium-
citrat (Merck, Nr. 5683); der pH-Wert von 3,95 wurde mit Li-
thiumhydroxid (Merck, Nr. 5691) und Salzsiure’ (Merck, Nr.
319) eingestellt.

Probenverdiinnungspuffer
14,0 g/1 Lithiumcitrat; pH = 3,50.

Reaktionslosung

11 einer Borsiureldsung (81,63 g/l, Merck, Nr. 765) wird mit
KOH (35 g/1) auf pH = 10,30 gebracht. Dazu gibt man tropfen-
weise 3 ml Mercaptoethanol (Merck, Nr. 805740) und 10 ml
einer ethanolischen o-Phthaldialdehydlésung (50 gf1, Merck,

Nr. 11452). Anschlieffend wird die Losung durch Anlegen eines
Wasserstrahlvakuums griindlich entliiftet und danach 2 ml einer
Brij-35-Losung (300 g/1; Fluka 16005) zugegeben. Die Reaktions-
fahigkeit dieser Losung bleibt etwa eine Woche erhalten. (Mer-

captoethanol sollte bei 4 °C unter Stickstoff aufbewahrt werden).

Elutionsbedingungen

Puffer- und Reagenzdurchflul: 52 ml/h

Siulentemperatur: 65 °C

Fiillhohe: 85—-90 mm

Reaktionscoil: Lange 15 m, 0,3 mm i. D.; die Reaktion erfolgt
bei Raumtemperatur.

Probenvorbereitung

20 ml Urin werden mit konzentrierter Salzsiure auf pH 0,75
gebracht und zentrifugiert. 5 ml des Uberstandes werden im
Wasserbad bei 100 °C wihrend 20 min hydrolysiert. Nach

dem Abkiihlen auf Raumtemperatur werden 14 ml einer Di-
Natrium-ethylen-di-nitrolo-tetraessigsiure-dihydrat (EDTA-,
Titriplex -III-)Lésung hinzugegeben (3,36 g/1) und mit NaOH
(300 g/1) auf pH 6,50 gebracht. Diese Lésung wird auf eine Bio-
Rad Fertigsdule gegeben. (Diese Sdulen — schwach saure Kat-
ionenaustauscher in Na-Form — sind Bestandteile des Cate-
cholamin-Kits der Firma Bio-Rad, Miinchen). Nach Waschen
der Siule mit 22,5 ml H, O werden Noradrenalin und Dopamin
mit 75 ml 0,5 mol/l H3BOj3 eluiert. Das Eluat wird am Rota-
tionsverdampfer bei 35 °C bis zur Trockene eingedampft und
in 3 ml des Probenverdiinnungspuffers aufgenommen. 0,4 ml
dieser Losung und 0,02 ml der Normetanephrinstandardlésung
(0,019 g/1) werden injiziert.

Die gleiche Saule wird dann mit 7,5 ml HO gewaschen und
Normetanephrin mit 7,5 ml NH;0H (4 mol/l) eliiiert. Das
Eluat wird bei pH = 11,0 dreimal wihrend 3 min mit je

40 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten Extrakte
werden am Rotationsverdampfer bei 35 °C zur. Trockene ein-
gedampft. Nach Aufnahme des Riickstandes in 1 ml Proben-
verdiinnungspuffer werden 0,4 ml der erhaltenen Losung
injiziert.

Ergebnisse

Abbildung 1 zeigt das Elutionsdiagramm einer Standard-
probe, die 302 ng Noradrenalin, 364 ng Normeta-
nephrin und 606 ng Dopamin enthilt. In Abbildung 2
und Abbildung 3 sind die Chromatogramme des Bor-
siure- bzw. des Ammoniumhydroxideluats eines Normal-
harns dargestellt. In Tabelle 1 sind die Qualititskriterien
der beschriebenen Methode angegeben.
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Abb. 1. Chromatogramm einer Standardldsung; Bedingungen
siche Text, Detektor Stufe 10.
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Abb. 2. Chromatogramm des Borsiureeluats der Bio Rad-Fertig-
siule mit Dopamin und Noradrenalin; (Normalharn ohne
Zusatz von Standardsubstanzen.) Bedingungen siehe
Text; Detektor — Stufe 10.
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Abb. 3. Chromatogramm des Ammoniumhydroxideluats der
Bio Rad-Fertigsiule mit Normetanephrin; (Normal-
harn ohne Zusatz von Standardsubstanzen.) Bedin-
gungen siehe Text; Detektor — Stufe 10.

Tab. 1. Qualitiitskriterien der Bestimmung von Noradrenalin,
Dopamin und Normetanephrin. Die angegebenen Werte
wurden fiir den gesamten Analysengang ermittelt.

Substanz iberpriifter Richtig- Prdzi-  Nachweis-
Linearitdts- keit sion grenze
bereich (%) VK (%) (ng)
ng/l n=10

Normetanephrin 50 — 750 53,4 2,6 4

Noradrenalin 37,5— 375 67,8 2,8 1

Dopamin 250 -2500 83,3 53 15

Richtigkeit und Prizision wurden fiir den gesamten
Analysengang ermittelt, d. h. der durch die Sdurehydro-
lyse bedingte Fehler wurde beriicksichtigt.

Zur Ermittlung der Prizision in der Serie wurde eine
Urinprobe 10mal aufgearbeitet. Die hierbei erhaltenen
Variationsk oeffizienten sind in Tabelle 1 angegeben.
Anschliefiend wurde zu je 5 ml der gleichen Urinprobe
zwischen 500 ng und 1358 ng Normetanephrin, 790 ng
und 1400 ng Noradrénalin bzw. 1300 ng und 2600 ng
Dopamin zugésetzt. Mit Hilfe unserer Standardkurve
ermittelten wir die diesen zugefiihrten Substanzmengen
entsprechenden Flichenausbeuten. In unserer Bestim-
mung der Richtigkeit wurden diese Werte gleich 100%
gesetzt. Die Differenz aus Normalurinkonzentrationen
plus zugesetztem Standard und Normalurinkonzentra-
tion ohne Zusatz ergab dann den in Tabelle 1 angege-
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benen Wert fiir die Richtigkeit. Letztere blieb fiir alle
getesteten Konzentrationen gleich. Die Nachweisgrenze
entspricht dem doppelten Wert des Grundrauschens unter
den angefithrten Analysenbedingungen.

Auffallen mag, daf bei Standardlésungen Noradrenalin,
Dopamin und Normetanephrin in einem Chromato-
gramm bestimmt werden, wihrend in Urinproben Nor-
metanephrin getrennt analysjert wird. Dieses Vorgehen
erschien uns giinstiger, da die Noradrenalin und Dopamin
enthaltende Urinfraktion soviel Borsiure enthilt, da

3 ml Probenverdiinnungspuffer zum L&sen nétig sind.
Die Normetanephrin enthaltende Urinfraktion kann
jedoch bequem in 1 ml Probenverdiinnungspuffer aufge-
nommen werden, wodurch eine giinstigere Nachweis-
grenze erzielt wird. Dariiber hinaus ist es jetzt méglich,
jeder zweiten Analyse Normetanephrin als-externen
Standard zuzusetzen, und so das Nachlassen der Reak-
tionsbereitschaft der Reagenzlésung auszugleichen.

Im Gegensatz zu den Angaben von da Prada (12) er-
reichen wir fiir Normetanephrin mit Essigsidureethyl-
ester eine bessere Extraktionsausbeute im Vergleich zur
Extraktion mit Diethylether unter Zusatz von Natrium-
tetraphenylborat.

Tabelle 2 gibt die Mittelwerte der im 24 h-Urin von 9
Kontrollpersonen gefundenen Konzentrationen an Nor-
adrenalin, Dopamin und Normetanephrin wieder.

Die erhaltenen Werte fiir Noradrenalin und Nor-
metanephrin stimmen mit den in der Literatur angegebe-
nen Konzentrationen iberein (13—16). Die gemessene
Dopaminkonzentration betrigt jedoch ungefihr das
sechsfache mancher Literaturangaben. Dies mag darauf
zuriickzufiihren sein, da die Ausscheidung von Dopamin
stark von der Eméhrung abhingt.

Die weite Verbreitung von automatischen Aminosiure-
analysatoren in klinisch-chemischen Labors erschliefdt
der beschriebenen Methode eine breite Anwendung. Die
Umriistung eines Standard-Aminosiureanalysators auf
dje o-Phthaldialdehyd-Reaktion, auch zur Bestimmung
der Aminosiuren, bietet einige Vorteile: Bei gesteigerter
Nachweisempfindlichkeit wird eine ruhigere Basislinie
und ein gréferer Linearititsbereich erzielt, die Reagenz-
16sung benétigt weniger Schutzvorkehrungen zum
Erhalt ihrer Reaktionsfihigkeit und sie ist um ungefihr
50% billiger als eine Ninhydrinlosung.

Tab. 2. Mittelwert der Konzentration an Noradrenalin, Dopamin
und Normetanephrin im Urin von 9 Kontrollpersonen.

Substanz Xts Bereich
(ug/24 h) _ (ug/24 h)
Noradrenalin 165,2+ 60,9 110,2 - 315,27
Dopamin 1473,5 + 678,5 760,9 — 2856,9
270,9+ 37,5 219,5 — 326,9

Normetanephrin
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