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Zusammenfassung: Wir beschreiben eine einfache und schnelle Fliissigextraktion zur selektiven und quantita-
tiven Isolierung von Adrenalin und Noradrenalin aus Plasma. Bei der Extraktion wird die Komplexbildung

" im alkalischen Milieu zwischen Diphenylborsdure und der Diol-Gruppe der Katecholamine sowie Ionenpaar-
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Bildung ausgenutzt. Die Extraktion gestattet in Verbindung mit HPLC-Trennung und elektrochemischer
Detektion die quantitative Bestimmung von Adrenalin und Noradrenalin im Plasma. Diese Methode besitzt
die gleiche Spezifitit wie die lUiblicherweise verwendete Adsorption an Aluminiumoxid, zeigt jedoch gréBere
Wiederfindungsraten und Priizision, besonders bei der Bestimmung von Adrenalin.

A rapid, selective dnd quantitative determination of epinephrine and norepinephrine from plasma using solvent-
extraction combined with HPLC-separation and electrochemical detection

Summary: A very simple and rapid solvent extraction system for the selective and quantitative isolation of
epinephrine and norepinéphriné from plasma is described. The extraction system makes use of the complex
formation in alkaline medium between diphenylborate and the diol group of the catecholamines in combina-
tion with ion-pair formation. The extraction procedure, in conjunction with HPLC-separation and electro-
chemical detection, allows the quantitative determination of epinephrine and norepinephrine from plasma.

" This method is as specific as the commonly used adsorption on alumina, but has a much better recovery
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and even greater precision, especially for the quantitative determination of epinephrine.

Einfiibrung
Katecholamine sind eine Gruppe von Substanzen, die
biogenetisch iiber die aromatischen Aminosiduren L-

Phenylalanin bzw. L-3.4-Dihydroxyphenylalanin ge-
bildet werden und die im menschlichen Korper als

Hormone und Neurotransmitter Bedeutung haben.
Hierzu zihlen Adrenalin, Noradrenalin und Dopa-
min. Die Konzentration der Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin ist im Plasma eine wich-
tige KenngroBe bei der Klirung pathophysiologi-
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scher, klinischer und pharmakologischer Fragestel-
lungen. Die Konzentration des Noradrenalins im
Plasma kann sowohl als Indikator fiir die Aktivitit
des sympathischen Nervensystems (1, 2) als auch als
prognostische KenngréB8e bei Patienten mit chroni-
scher kongestiver Herzinsuffizienz gewertet werden
(3). Eine wichtige Bedeutung muf3 den Katecholami-
nen im Plasma bei der Diagnose und Lokalisation
des Phiochromocytoms zuerkannt werden. Bravo et
al. haben beispielsweise gezeigt, da3 die Bestimmung
der Katecholamine im Plasma neben der Bestimmung
der Vanillinmandelsidure und der Metanephrine im
24-Stunden-Urin verldBliche KenngroBen darstellen
(4). Ferner lassen Befunde von Dimsdale et al. zum
Verlauf der Katecholaminkonzentration im Plasma
bei Belastung vermuten, daB der starke Anstieg der
Noradrenalin- und Adrenalinkonzentration im
Plasma unter Belastung weitreichende Konsequenzen
besonders fiir Patienten mit koronarer Herzkrankheit
haben konnte (5).

Zur quantitativen Bestimmung von Katecholaminen
im Plasma werden gegenwirtig sowohl radioenzyma-
tische Methoden als auch elektrochemische Verfahren
in Verbindung mit Hochleistungsfliissigkeits-Chro-
matographie (HPLC) angewendet (6, 7). Goldstein et
al. fanden, daB3 die Bestimmung der Katecholamine
mit Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie und
elektrochemischer Detektion genauso verldBlich ist
wie deren Bestimmung mittels eines radioenzyma-
tischen Assays, jedoch wegen ihrer einfacheren expe-
rimentellen Handhabung und ihrer Schnelligkeit Vor-
teile bietet (8). Die Anwendung der Hochleistungs-
fliissigkeits-Chromatographie erfordert eine selektive
und nach Méglichkeit quantitative Isolierung der Ka-
techolamine aus einer komplexen biologischen Ma-
trix. Vor der chromatographischen Trennung werden
die Katecholamine daher oftmals durch selektive Ad-
sorption an Aluminiumoxid aus dem Plasma isoliert
und anschlieBend mit 0,1 mol/l Perchlorsidure eluiert.
Die Auftrennung der einzelnen Katecholamine erfolgt
dann mittels HPLC entweder an einer C18-Reversed-
Phase-Saule oder an einer Ionenaustauscher-Siule bei
quantitativer Bestimmung durch Verwendung eines
elektrochemischen Detektors (7, 8). Die Adsorption
der Katecholamine an Aluminiumoxid ist die am
héufigsten angewandte Methodeé zur Isolierung dieser
Substanzen aus der biologischen Matrix. Leider ist
dieses Verfahren, abhingig von der Art und Aufberei-
tung des Aluminiumoxids, starken Schwankungen in
Bezug auf die Wiederfindungsrate und die Reprodu-
zierbarkeit unterworfen (9). In der Literatur sind bei
Anwendung dieser Methode Wiederfindungsraten fiir
Adrenalin und Noradrenalin zwischen 37% und 84%
beschrieben worden (10). Smedes et al. entwickelten

daher 1982 eine einfache und schnelle Fliissigextrak-
tionsmethode zur selektiven und quantitativen Isolie-
rung von Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin aus
Plasma und Urin (9). Dieses Verfahren basiert auf
einer Komplexbildung zwischen Diphenylborsiure

-und Katecholgruppen sowie Ionenpaar-Bildung im

alkalischen Milieu. Die o. g. Autoren fiihrten unter
Anwendung dieser Methode Katecholaminbestim-
mungen im Plasma lediglich bei fiinf gesunden Pro-
banden durch, wobei die gemessenen Adrénalin- und
Noradrenalinkonzentrationén im Vergleich zu ande-
ren Literaturangaben im Median erheblich hoher
waren (7, 9).

In der vorliegenden Arbeit sollte zunichst ein Metho-
denvergleich zur quantitativen Bestimmung der Kate-
cholamine Adrenalin und Noradrenalin unter An-
wendung der Aluminiumoxid-Adsorption und der Di-
phenylborsdure-Extraktion durchgefiihrt werden.
Wihrend die Aluminiumoxid-Adsorptionsmethode
héufig zur quantitativen Bestimmung von Adrenalin
und Noradrenalin in Plasmaproben bei klinischen
Fragestellungen angewendet wurde (5, 8, 11), sind
entsprechende Untersuchungen unter Verwendung
der Diphenylborsdure-Extraktionsmethode bislang
nicht durchgefiihrt worden. Um die klinische An-

.wendbarkeit der Diphenylborsdure-Extraktion zur

quantitativen Bestimmung von Adrenalin und Nor-
adrenalin im Plasma auszuloten, wurde daher die Kon-
zentration dieser Substanzen im Plasma bei 19 gesun-
den Probanden bestimmt.

Material und Methoden

Blutentnahme zur Bestimmung von Katecholamin-
konzentrationen in Ruhe (Basalwerte)

Eine Abbocath-T 18 G Brauniile mit passendem Obturator
wurde in eine periphere Vene gelegt und der Proband 30 min
ruhig und flach gelagert. Sodann wurden 10 ml Blut entnom-
men, mit 1000 i. E. Heparin-Natrium und 47 pmol reduziertem
Glutathion als Antioxidans versetzt und das Plasma durch 15
Minuten langes Zentrifugieren bei 3000 g gewonnen. Anschlie-
Bend wurde das Plasma bei —20 °C gelagert.

Nullplasma

Als Nullplasma wurde entweder eine Losung voﬁ 70 g/l Hu-
manserumalbumin (Fa. Behring) in 0,15 mol/l Natriumchlorid-
16sung oder Poolplasma nach Oxidation verwendet.

Dieses Plasma wurde folgendermaBen hergestellt: 1 Liter Pool-
plasma wurde mit 9,35 mmol/l Natrium-meta-perjodat versetzt
und 10 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Plasma
15 min bei 3000 g zentrifugiert und der Uberstand gegen eine
0,15 mol/l Natriumchloridlésung dialysiert. Das so behandelte
Plasma wurde aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie
(HPLC) und amperometrische Detektion

Die HPLC-Anlage bestand aus einerM 114 Pumpe (Fa. Beck-
man), einem M 340 Injektor mit einer 50 ul Probenschleife (Fa.
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Beckman) und cinem 641 VA — Elektrochemischen Detektor
(Fa. Metrohm). Zur Analytik der Katecholamine wurde eine
Nucleosil 7-C18-Sdule (250 x 8 x 4 mm; Fa. Macherey &
Nagel) verwendet.

Das Elutionsmittel bestand aus: 62,43 mmol/l Methansulfon-
sdure (Fa. Merck); 29,59 mmol/l Phosphorsiure (Fa. Merck);
0,093 mmol/l Octansulfonsiure (Kodak); 0,097 mmol/l EDTA
(Titriplex II, Fa. Merck) geldst in 1000 ml Wasser (Ampuwa®).
Der pH-Wert wurde durch Zugabe von NaOH-Platzchen auf
2,1 eingestellt. Die DurchfluBrate betrug 1,3 ml/min bei 130
bar Riickdruck und Raumtemperatur.

Die Oxidationsspannung betrug 800 mV. Die Messungen wur-
den bei einer Empfindlichkeit von 1 nA/V durchgefiihrt.

Isolierung und Anreicherung der Katecholamine aus
Plasmaproben

- Zur Isolierung der Katecholamine aus Plasmaproben durch
 Adsorption an Aluminiumoxid wurde die von Bauersfeld et
' al. beschriebene Methode angewendet (11). Zur Elution der
Katecholamine wurde jedoch eine 0,1 mol/l Perchlorsiure-Lé-
sung verwendet. Das verwendete Aluminiumoxid (Fa. Waters)
war ein speziell fiir die Katecholaminanalytik gereinigtes, kauf-
lich erwerbliches Priparat, das laut Angabe der Herstellerfirma
nicht weiter nachgereinigt zu werden braucht.

Zur Isolierung der Katecholamine aus Plasmaproben durch
Fliissigextraktion wurde die von Smedes et al. (9) beschriebene
 Methode in modifizierter Form angewendet, die daher im Fol-
genden kurz beschrieben wird. Zunachst wurden folgende Lo-
sungen hergestellt:

‘Losung A: 2 mol/l Ammoniumchlorid-/Ammoniumhydroxid-
Losung (Fa. Merck);
8 mmol/l Diphenylborsdure-Ethanolaminkomplex
(ICN Pharmaceuticals);
13,4 mmol/l EDTA (Titriplex III, Fa. Merck);
pH 8,5 mit konz. Salzsiure einstellen.

Losung B: 4,57 mmol/l Tetra-octyl-ammoniumbromid (Fluka)
werden in 250 ml Chloroform p. A. gelst und mit
750 ml n-Heptan p. A. gemischt.

Losung C: n-Octanol (Fa. Merck)
Losung D: 0,2 mol/l Essigsdure (Fa. Merck)

Je nach Versuch wurden mindestens 2,0 ml, jedoch maximal
4,0 ml Plasma mit 1,0 ml Losung A und 5,0 ml Losung B
versetzt und 3—5 min auf einem Vortex-Mixer gut durchge-
mischt. Von der oberen (organischen) Phase wurden 4,0 ml
abgenommen, in ein spitz zulaufendes Glaszentrifugenrohrchen
gegeben und mit 2 ml Lésung C und 100 pl Losung D versetzt.
Das Gemisch wurde wiederum 3—35 min kriftig geschiittelt.
AnschlieBend wurde von der unteren essigsauren Phase ein
Aliquot mit einer Hamiltonspritze entnommen und in das
HPLC-System zur weiteren Analyse injiziert.

Das oben beschriebene Extraktionsverfahren unterscheidet sich
im Wesentlichen von der von Smedes et al. (9) beschriebenen
Methode dadurch, daB zur Komplexbildung die doppelte
Menge an Diphenylborsidure-Ethanolaminkomplex verwendet
wurde. AuBerdem wihlten Smedes et al. zur Extraktion der
Katecholamine eine Losung bestehend aus n-Hexan mit 1%
Octanolzusatz und 4,57 mmol/l Tetra-octyl-ammoniumbromid
(vgl. Losung B).

»: Stammlésungen

!

Von den einzelnen Katechol-Derivaten wurden Stammidsungen

;| mit-einer Konzentration von 5,5 mmol/l in 0,2 mol/l Essigsdure

hergestellt. Diese Losungen wurden bei —20 °C tiefgefroren
gelagert. Sie waren iiber ein Jahr lang stabil.
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Quantitative Bestimmungen

Die Konzentration der Katecholamine wurde durch Messung
der Peakhohe und Vergleich mit der Peakhéhe einer entspre-
chenden. Standardlésung ermittelt.

Ergebnisse

HPLC von Katechol-Derivaten auf einer Re-
versed-Phase C18-Siule ‘

Voraussetzung fiir eine exakte quantitative Bestim-
mung von Katecholaminen sind gute chromatogra-
phische Bedingungen, die eine saubere Trennung ver-
schiedener Katechol-Derivate gewihrleisten. Denn
neben Adrenalin und Noradrenalin befinden sich im
Plasma weitere Katechol-Derivate, die entweder bio-
genetische Vorstufen oder aber Abbauprodukte der
o.g. Katecholamine darstellen. Wie Abbildung 1
zeigt, gewihrleisten die gewihlten Bedingungen eine
gute HPLC-Trennung von Adrenalin, Noradrenalin
und anderen Katechol-Derivaten, die im Plasma vor-
handen sein kénnen (Peak No. 1—3; 5—9). Das 3.4-
Dihydroxybenzylamin (Peak No. 4) ist eine Substanz,
die bei der quantitativen Bestimmung von Katechol-
aminen gern als interner Standard verwendet wird.
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Abb. 1. HPLC-Trennung verschiedener Katechol-Derivate an
einer Nucleosil 7-C18-Siule und elektrochemischer De-
tektion

: 3.4-Dihydroxyphenylserin,

: Noradrenalin,

: Adrenalin,

3.4-Dihydroxybenzylamin,

: 5-Hydroxydopamin,

Dopamin,

: 3.4-Dihydroxyphenylalanin,

3.4-Dihydroxyphenylessigsiure,

Epinin
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Die lineare Beziehung zwischen Peakhéhe und der
Konzentration der eingesetzten Substanz wurde fiir
die Katechol-Derivate 3.4-Dihydroxyphenylserin,
Noradrenalin, Adrenalin, 3.4-Dihydroxybenzylamin,
5-Hydroxydopamin, Dopamin, 3.4-Dihydroxyphe-
nylalanin, 3.4-Dihydroxyphenylessigsdure und Epi-
nin fiir den Konzentrationsbereich von 2,5
nmol/l— 500 nmol/l iberpriift. Dazu wurden 4-fach
Messungen mit 11 verschiedenen Konzentrationen
im o. g. Bereich durchgefiihrt. Die zweidimensionale
Verteilung der PeakhShen und der jeweils vorgegebe-
nen Konzentrationen zeigte eine lineare Abhéngigkeit
im gesamten MeBbereich. Die Daten der linearen
Regressionsanalyse sind in Tabelle 1 wiedergegeben,
wobei die vorgegebenen Konzentrationen als unab-
hingige und die PeakhGhen als abhédngige Variable
gewahlt wurden. Die Standardabweichung der Resi-
duen ist bei allen Katechol-Derivaten klein. Daraus
ist ersichtlich, daB die einzelnen MeBpunkte nur ge-
ringfiiging um die Regressionsgerade streuen.

Vergleich zweier Aufarbeitungsmethoden
zur Isolierung und Quantifizierung von Ka-
techolaminen aus Plasmaproben

Eine Humanserumalbumin-Lésung (Nullplasma), die
jeweils 0,137 nmol/l Adrenalin, 0,117 nmol/l 3.4-Di-
hydroxyphenylserin, 1,478 nmol/l Noradrenalin und
1,137 nmol/l 3.4-Dihydroxybenzylamin enthielt,
wurde mittels Aluminiumoxid-Adsorption und Di-
phenylborsdure-Extraktion aufgearbeitet und mittels
HPLC mit .elektrochemischer Detektion analysiert.
Das Ergebnis ist in Abbildung 2 dargestellt.

Die Probe, die mittels Aluminiumoxid-Adsorption
aufgearbeitet wurde, zeigt im Chromatogramm neben
den eingesetzten Kacholaminen Adrenalin, Noradre-
nalin, Dihydroxyphenylserin und Dihydroxybenzyl-
amin einige Stérsubstanzen, die besonders die Bestim-
mung von Adrenalin und Dihydroxybenzylamin be-
eintrachtigen (s. Abb. 2a). AuBerdem bedingt das
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Abb. 2. Chromatogramme einer  aufgestockten  Probe
»Nullplasma*“, die mittels Aluminiumoxid-Adsorption

(2) und Diphenylborséure-Extraktion (b) aufgearbeitét *

wurde;

1 = 3.4-Dihydroxyphenylserin,
2 = Noradrenalin,

3 = Adrenalin,

4 = 3.4-Dihydroxybenzylamin

Auftreten einer Stdrsubstanz im Chromatogramm
nach 19 min verhidltnismédBig lange Analysenzeiten.
Die Probe dagegen, die mittels Diphenylborsiure-
Extraktion aufgearbeitet wurde, zeigt ein sehr saube-
res, verhdltnismédBig peakarmes Chromatogramm,
das eine gute quantitative Bestimmung der eingesetz-
ten Katecholamine gestattet (s. Abb. 2b). Die Analy-
senzeit ist wesentlich kiirzer, da nach einer Laufzeit
von 14 min keine weiteren Substanzen bedbachtet
wurden. AuBerdem ist die Wiederfindungsrate augen-
scheinlich erheblich groBer bei Extraktion der Kate-
cholamine mit Diphenylborsdure als bei der Isolie-
rung durch Adsorption an Aluminiumoxid.

Tab. 1. Lineare Regressionsanalyse zur Beziehung zwischen Konzentration und Peakhohe bei neun Katechol-Derivaten fiir den

Konzentrationsbereich von 2,5— 500 nmol/l.

Korrelations-

Anstieg Standard-

Substanz Achsen-

koeffizient b) abschnitt (a) abweichung

r (cm/nmol - 1-1) (cm) der Residuen
3.4-Dihydroxyphenylserin 1,000 0,464 0,067 1,069
Noradrenalin 1,000 0,408 —0,057 0,889
Adrehalin 1,000 0,257 0,014 0,792
3.4-Dihydroxybenzylamin 1,000 0,268 0,022 1,121
5-Hydroxydopamin 1,000 0,268 0,029 1,043
Dopafnm 1,000 0,199 0,004 0,843
3.4-Dihydroxyphenylalanin 1,000 0,128 —0,044 0,493
3.4-Dihydroxyphenylessigsaure 1,000 0,152 —0:073 . 0,807
Epinin 0,999 0,102 —0,025 7 0,677
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Vergleich der Wiederfindungsraten

Das o. g. ,,Nullplasma* wurde mit Dihydroxyphenyl-
serin, Noradrenalin, Adrenalin und Dihydroxyben-
zylamin versetzt und nach beiden Methoden entspre-
chend aufgearbeitet. Die eingesetzten Substanzmen-
gen variierten beim 3.4-Dihydroxyphenylserin im Be-
reich von 0,117 —0,702 nmol/l, beim Noradrenalin im
Bereich von 1,478 — 8,868 nmol/l, beim Adrenalin im
Bereich von 0,137 —0,822 nmol/l und beim Dihydro-
xybenzylamin betrug die Konzentration stets 1,137
nmol/l in jeder Probe. Jede Probe mit gleicher Zusam-
mensetzung wurde viermal analysiert. Tabelle 2 zeigt
einige statistische Berechnungen zur Wiederfindungs-
rate bei der quantitativen Bestimmung verschiedener
Katecholamine bei Aufarbeitung der Plasmaproben
mittels Aluminiumoxid-Adsorption bzw. Diphenyl-

~ borsdure-Extraktion. Die Wiederfindungsraten sind

fiir die einzelnen Katecholamine bei beiden Methoden
individuell verschieden. Sie sind bei der Aufarbeitung
mit Aluminiumoxid durchweg erheblich kleiner im
Vergleich zur Extraktion mit Diphenylborsdure. Beim
Arbeiten mit Aluminiumoxid betrdgt die durch-
schnittliche Wiederfindungsrate fiir 3.4-Dihydroxy-
phenylserin 37%, fiir Noradrenalin 49,2%, fir
Adrenalin 44,0% und fiir 3.4-Dihydroxybenzylamin
56,3%. Bei Anwendung der Diphenylborsiure-Ex-

" traktion wurde fiir die Katecholamine Adrenalin und

Noradrenalin praktisch kein Substanzverlust bei der
Aufarbeitung beobachtet, wihrend die durchschnitt-
lichen Wiederfindungsraten beim 3.4-Dihydroxyphe-
nylserin mit 96,5% und 93,0% beim Dihydroxyben-
zylamin etwas geringer waren. Die Variationskoeffi-

zienten (VK) sind bei beiden Aufarbeitungsmethoden
fir alle getesteten Noradrenalinkonzentrationen
durchweg kleiner als 3%. Bei der Aufarbeitung von
Plasmaproben mit geringer Adrenalinkonzentration,
0.137 nmol/l, betrdgt der Variationskoeffizient fiir die
Wiederfindungsrate bei Anwendung der Alumini-
umoxid-Adsorption 12,0%, bei Extraktion mit Di-
phenylborsdure dagegen nur 6,58%. Bei gréBeren
Adrenalinkonzentrationen sind die einzelnen Varia-
tionskoeffizienten bei beiden Methoden < 5,02% (s.
Tab. 2).

Vergleich beider Bestimmungsmethoden

Poolplasma wurde nach Oxidation mit verschiedenen
Adrenalin- und Noradrenalinmengen versetzt. Die
vorgegebenen Adrenalinkonzentrationen lagen zwi-
schen 0,137 —0,822 nmol/l, wihrend die Noradrena-
linkonzentrationen 1,478 —8,868 nmol/l betrugen.
AuBerdem enthielt jede Plasmaprobe 1,137 nmol/l
Dihydroxybenzylamin als internen Standard. Die
Plasmaproben wurden mittels Aluminiumoxid-Ad-
sorption und Diphenylborsidure-Extraktion aufgear-
beitet. Die nach beiden Methoden ermittelten Kon-
zentrationen wurden mit den eingewogenen Mengen
durch lineare Regression verglichen. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3 dargestellt.

Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, konnte auf dem 5%-
Niveau kein signifikanter Unterschied zwischen den
vorgegebenen Mengen an Adrenalin und Noradrena-
lin und den nach Diphenylborsidure-Extraktion be-
stimmten Konzentrationen festgestellt werden. Der

Tab. 2. Statistische Berechnungen zur Wiederfindungsrate bei der quantitativen Bestimmung verschiedener Katecholamine unter
Verwendung von zwei verschiedenen Aufarbeitungsmethoden.

Aufarbeitungsmethode

Aluminiumoxid-Adsorption

Diphenylborsdure-Extraktion

Substanz Konzentration ~ Wiederfindungsrate Wiederfindungsrate
b s VK b s VK
(nmol/1) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
3.4-Dihydroxyphenylserin 0,117 32,5 5,74 10,20 94,0 10,45 6,42
0,234 39,0 6,16 9,12 93,1 3,69 2,29
0,351 40,0 1,63 2,35 94,0 1,55 0,95
0,702 36,3 6,89 10,98 104,9 3,81 2,10
Noradrenalin 1,478 47,0 1,41 1,73 100,0 2,20 1,27
2,956 48,3 2,06 2,46 102,7 2,86 1,61
4,434 52,0 1,63 1,81 102,5 4,79 2.70
8,868 49,5 2,38 2,77 101,6 4,95 2,81
Adrenalin 0,137 36,0 7,48 12,00 97,2 11,08 6,58
0,274 46,5 3,00 3,72 99,6 8.66 5,02
0,411 47,5 1,91 2,32 101,8 2,99 1,70
0,822 46,0 2,30 2,89 100,4 2,59 1,49
3.4-Dihydroxybenzylamin 1,137 56,3 2,58 2,65 93,0 6,62 4,11
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Tab. 3. Methodenvergleich durch lineare Regressionsanalyse zur quantitativen Bestimmut}g von Adrenalin und Noradrenalin in
Plasmaproben mittels Aluminiumoxid-Adsorption und Diphenylborsidure-Extraktion.

Substanz Adrenalin Noradrenalin
Methode Vorgegeben Aluminiumoxid- Diphenyl- Vorgegeben Aluminiumoxid- Diphenyl-
Adsorption borsdure- Adsprption borsdure-

Extraktion Extraktion

Anzahl der MeBwerte 16 16 16 16 16 16

Cmin (nmol/l) 0,137 0,080 0,131 1,478 1,240 1,405

Cmax (nmol/l) 0,822 0.680 0,827 8,868 7,861 9,086

X 0,411 0,326 0,411 4,434 3,851 4,500

t-Test (X — X vorgegeben) — p < 0,01 n.s. - p < 0,001 n.s.

Anstieg b - 0,325 1,009 - 0,870 1,007

t-Test (b = 1) — p < 0,001 n.s. - p < 0,001 n.s.

Achsenabschnitt a - —0,011 —0,002 - —0,006 0,035

Standardabweichung - 0,015 0,005 - 0,072 0,130

der Residuen

Anstieg der Regressionsgeraden unterschied sich
nicht signifikant von 1. Bei Anwendung der Alumini-
umoxid-Adsorption konnte ein signifikanter Unter-
schied zwischen den vorgegebenen Katecholamin-
mengen und den ermittelten Konzentrationen an
Adrenalin- und Noradrenalin beobachtet werden. Bei
Anwendung dieser Methode unterschied sich der An-
stieg der Regressionsgeraden signifikant von 1. Die
methodisch bestimmten Konzentrationen waren
durchweg zu niedrig.

Vergleicht man die quantitativen Bestimmungen von
Adrenalin, Noradrenalin und Dihydroxyphenylserin
.bei beiden Aufarbeitungsmethoden direkt miteinan-
der, so erhélt man bei Berechnung der Korrelations-
koeffizienten r fiir Adrenalin r = 0,98, Noradrenalin
r = 0,99 und Dihydroxyphenylserin r = 0,98. Dies
zeigt, daB beide Aufarbeitungsmethoden eine ver-
gleichbare Substanzgruppenspezifitit besitzen.

Prédzision und Nachweisgrenze der quantita-
tiven Bestimmung von Adrenalin und Nor-
adrenalin in Plasmaproben mittels Diphe-
nylborsdure-Extraktion

Die Reproduzierbarkeit dieser Methode wurde durch
wiederholte Bestimmungen (n) unter Verwendung
eines Poolplasmas, das 0,137 nmol/l Adrenalin und
1,478 nmol/l Noradrenalin enthielt, iiberpriift. Fiir
die Intra-Assay-Prizision wurden 10 Bestimmungen
durchgefiihrt. Die Variantionskoeffizienten (V K) be-
trugen fiir Adrenalin VK = 3,8% und fiir Noradre-
nalin VK = 1,7%. Die Inter-Assay-Prézision, gemes-
sen an 15 Tagen, ergab fiir Adrenalin VK = 7,2%
und fiir Noradrenalin VK = 4,7% (s. Tab. 4).

Bt?i Aufarbeitung von 2,0 ml Plasma und elektroche-
mischer Detektion mit einer Empfindlichkeit von 0,5

Tab. 4. Prazision der quantitativen Bestimmung von Adrenalin
und Noradrenalin mittels Diphenylborsdure-Extrak-

tion.
Adrenalin Noradrenalin

Intraassay N 10 10

X (nmol/l) 0,135 1,490

s (nmol/l) 0,0051 0,025

VK (%) 3,8 1,7
Interassay N 15 15

X (nmol/l) 0,134 1,506

s (nmol/I) 0,0096 0,071

VK (%) 7,2 4,7

nA/V lag die Nachweisgrenze fiir Adrenalin bei 0,082
nmol/l (= 15 ng/l) und fiir Noradrenalin 0,053 nmol/l
(= 9 ng/l). Unter diesen Bedinigungen war die Peak-
héhe groBer als 1 cm und der Variationskoeffizient
war fiir beide Substanzen kleiner als 10%.

Quantitative Bestimmung von -Adrenalin
und Noradrenalin im Plasma bei gesunden
Probanden

Unter Anwendung der Diphenylborsiure-Extraktion
wurde im Folgenden gepriift, ob diese Methode fiir
eine routinemiBige Bestimmung von Adrenalin und
Noradrenalin im Plasma bei klinischen Fragestellun-
gen geeignet ist. ”

Abbildung 3 zeigt das Chromatograrnm einer Plasma-
probe von einem gesunden Probanden. Die Katechol-
amine Adrenalin und Noradrenalin sind gut quantifi-
zierbar. Die gefundenen Konzentrationen betrugen
fir Adrenalin 0,147 nmol/l .und fiir Noradrenalin
1,495 nmol/l.
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! Abb. 3. Chromatogramm einer Plasmaprobe von einem gesun-

den Probanden;

1 = 3.4-Dihydroxyphenylserin,
2 = Noradrenalin,

3 = Adrenalin

|

+ Um festzustellen, welche Konzentrationen von
: Adrenalin und Noradrenalin im Plasma durchschnitt-
- lich gefunden werden, wurden Plasmaproben von 19
gesunden Probanden unter Anwendung der Diphe-
nylborsdure-Extraktion aufgearbeitet und mittels
HPLC mit elektrochemischer Detektion analysiert.
Die durchschnittlich gefundenen Konzentrationen im
Plasma betrugen fiir Adrenalin 0,164 + 0,071 nmol/l
und fiir Noradrenalin 2,861 + 1,200 nmol/l.

Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daB die Fliissig-
extraktion von Katecholaminen aus Plasmaproben
mit Diphenylborsiure im Vergleich zur bislang iib-
licherweise angewendeten Aluminiumoxid-Adsorp-
tion Vorteile bietet. Die Probenaufbereitung ist bei
Anwendung der Fliissigextraktion hinsichtlich der ex-
periméntéellen Handhabung wesentlich einfacher,
schneller und leichter automatisierbar. Die Berech-
nung der Korrelationskoeffizienten zeigt, daB das
Verfahren fiir Katecholamine eine vergleichbare Sub-
stanzgruppenspezifitit wie die Aluminiumoxid-Ad-
sorption bei erheblich besseren Wiederfindungsraten
besitzt. Die Wiederfindungsraten sind bei Anwen-
dung der Aluminiumoxid-Adsorption fiir die einzel-
nen Katecholamine individuell verschieden. Mit dem
verwendeten, speziell fiir die Katecholaminanalytik
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gereinigten, kauflichen Aluminiumoxid wurden
durchschnittliche Wiederfindungsraten von 37% fiir
3.4-Dihydroxyphenylserin, 49,2% fiir Noradrenalin,
44,0% fiir Adrenalin und 56,3% fiir 3.4-Dihydroxy-
benzylamin erzielt. Da die Wiederfindungsrate fiir
das 3.4-Dihydroxybenzylamin, das als interner Stan-
dard verwendet wurde, deutlich groBer war als die
Wiederfindungsrate fiir die zu bestimmenden Kate-
cholamine Adrenalin und Noradrenalin, miissen die
bei der quantitativen Bestimmung ermittelten Kon-
zentrationen fiir beide Verbindungen zu gering sein.
Dies wurde beim Methodenvergleich, quantitative
Bestimmung von Adrenalin und Noradrenalin mittels
Aluminiumoxid-Adsorption und Diphenylborsiure-
Extraktion, durch die Daten der linearen Regres-
sionsanalyse bestitigt. Die nach der Aluminiumoxid-
Adsorptionsmethode bestimmten Konzentrationen
fiir Adrenalin und Noradrenalin waren durchweg ge-
ringer als die im Poolplasma vorgegebenen, wihrend
die nach der Diphenylborsdure-Extraktion ermittel-
ten Konzentrationen sich nicht signifikant von den
vorgegebenen unterschieden. Diese Ergebnisse zei-
gen, daB die Verwendung eines internen Standards,
der zur Ermittlung der Wiederfindungsrate bei der
Aluminiumoxid-Adsorptionsmethode unbedingt not-
wendig ist, bei der quantitativen Bestimmung von
Adrenalin und Noradrenalin zu einem individuell ver-
schiedenen MeBfehler fiihren kann. Es wire zu prii-
fen, ob eine Nachreinigung des verwendeten Alumini-
umoxids nach der Vorschrift von Anton & Sayre (12)
zu einheitlichen Wiederfindungsraten bei den o. g.
Katecholaminen fiihrt. Diese Probleme traten bei An-
wendung der Fliissigextraktion nicht auf. Die Wieder-
findungsraten lagen ziemlich konstant bei + 100%
fiir Adrenalin und Noradrenalin, so daB3 bei Anwen-
dung dieser Methode auf eine interne Standardisie-
rung bei der quantitativen Bestimmung verzichtet
werden kann. In den Chromatogrammen, die durch
Kombination der beschriebenen Extraktionsmethode
mit Hochleistungsflissigkeitschromatographie und
elektrochemischer Detektion erstellt wurden, traten
weniger Stérsubstanzen auf als bei der Aluminium-
oxid-Adsorptionsmethode. Daraug ergaben sich kiir-
zere Analysenzeiten.

Die Bestimmung von Adrenalin und Noradrenalin in
Plasmaproben zur Beantwortung klinischer Frage-
stellungen lieferte unter Verwendung der Diphenyl-
borsdure-Extraktionsmethode brauchbare Ergeb-
nisse. Bei 19 gesunden Probanden wurden im Plasma
mit Hilfe dieser Methode Konzentrationen von 0,164
+ 0,071 nmol/l fiir Adrenalin und 2,861 + 1,200
nmol/l fiir Noradrenalin gemessen. Diese Werte sind
niedriger als die von Smedes et al. publizierten Kon-
zentrationen fiir Adrenalin (0,682 + 0,033 nmol/l)
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und Noradrenalin (3,047 + 0,101 nmol/l) im Plasma
gesunder Probanden (9). Die von uns gemessenen
Adrenalinwerte stimmen mit den Literaturangaben
von Cryer & Hjemdahl iiberein, wihrend die Nor-
adrenalinwerte durchschnittlich etwas héher liegen
(7, 13). Weitere Messungen zur Katecholaminsyn-
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