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|dentifizierung von Aldosteron
b.el der DC-Trennung mittels im RIA
nicht storender Markierungssubstanzen*
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Zusammenfassung :

Durch Einsatz inerter Markierungssubstanzen bei der chromatographischen Trennung auf Alufolien mit Fluoreszenz-
indikator /3Bt sich der Rf-Wert fiir Aldosteron aus Plasma- und Harnextrakten stets reproduzierbar festlegen. Anstelle
von kaltem Markierungs-Aldosteron, das erstim Mikrogrammbereich im UV-Licht sichtbar gemacht werden kann und
infolge Kontamination bei der anschlieSenden radioimmunologischen Bestimmung héufig hohe ,,Blankwerte”
verursacht, werden zur Markierung der Aldosteronzone Coffein und Pyramidon verwendet. Beide Stoffe sind im UV-
Licht sichtbar und weisen keine Kreuzreaktion mit dem Aldosteronantikérper auf.

Schliisselworter:

Aldosteron-Radioimmunoassay — Ddinnschichtchromatographie — inerte Markierungssubstanzen

Summary :

Identifying aldosterone from plasma or urine extracts on thin layer foils with fluorescence indicator by unfabeled
hormone used in the range of 500 ng often gives unacceptable high blank values in the following radioimmunoassay.
Caffeine and pyramidon were applied as inert marker substances on the thin layer plates. Caffeine migrates with the
aldosterone band (Rf = 0.28), pyramidon marks the cortisol zone. No cross reaction between the marker substances

and the aldosterone antibody could be dedected.
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EinfGhrung

Bei der radioimmunologischen Messung von Aldosteron aus
Plasma und Urin muR, falls keine chromatographische Tren-
nung vorausgeht, mit der stérenden Interferenz anderer Ste-
roide gerechnet werden. Dies trifft auch dann zu, wenn relativ
spezifische Antikérper eingesetzt werden (1, 2, 3). Zur Tren-
nung der Steroide wurden sdulen-, papier- und dinn-
schichtchromatographische Verfahren vorgeschlagen (Uber-
sicht bei 4). Die Diinnschichtchromatographie unter Verwen-
dung von Platten mit Fluoreszenzindikator (5—7) erfordert
dabei den geringsten apparativen und zeitlichen Aufwand.
Hierbei wird zur ldentifizierung der Aldosteronbande aus
Plasma- und Urinextrakten separat mitgefihrtes kaltes Aldo-
steron eingesetzt (5—7), das allerdings erst im Mikrogramm-
bereich (unter Nachweisgrenze 0,5 ug) im UV-Licht sichtbar
gemacht werden kann. Der Nachteil dieses Vorgehens liegt
darin, daB bei der Routinemessung trotz sorgfaitiger Arbeits-
technik hiufig hohe Blankwene auftreten, die durch die
hohen Konzentrationen des Markierungshormons auf der
* Der Vortrag wurde gehalten auf dem Kongre8 fir Laboratoriums-
medizin 1981, Berlin

Platte zustande kommen. In Zonen der Extrakte von Normal-
plasmen (z.B. 10ng/100ml) liegt eine Aldosteron-Menge
von nur ca. 100 pg vor. Verwendet man statt dessen inerte
Pilotsubstanzen (Coffein, Pyramidon), so laft sich dieser
Nachteil sicher umgehen.

Methodik

Plasma- und Urinextraktion

a) Die Extraktion von 3 —5ml Plasma erfolgt nach Zugabe von
10 ml dest. Wasser, ca. 5000 cpm 1,2-2H-Aldosteron (spezifi-
sche Aktivitat 57 Ci/mmol, New England Nuclear) zur Bestim-
mung der Wiederfindung und 100ml Dichlormethan p.A.
(Merck) in Becherglasern auf dem Magnetrihrer Gber 1
Stunde bei Raumtemperatur. Nach Absaugen des oberen
waBrigen Anteils wird die Dichlormethanphase iiber einen
Filter in 150 ml fassende, spitz zulaufende Schliffkolben
{iberfiihrt und mit dem Rotationsverdampfer (Bichi) bei 40°C
zum Trocknen eingeengt.

b) Bei der Messung des séurelabilen Aldosteron-18-Gluku-
ronids werden die Urinproben zunachst 1 Stunde vorextra-
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hiert (20 ml Urin, 20 ml Dichlormethan). Danach werden in
100 mi fassende Polystyrolbecher 6ml vorextrahierter Urin,
5ml Pufferiosung pH 1 (Glykokoll-Salzsaure, Merck) und
20mi dest. Wasser gegeben und mittels konzentrierter
Schwefelsaure auf pH 1 eingestelit. Nach Saurehydrolyse
uber 18 Stunden bei Raumtemperatur und Zugabe von 1,2-
3H-Aldosteron zur Wiedertindung (siehe a) erfolgt die Extrak-
tion mit 40ml Dichlormethan auf dem Magnetrihrer. Die
obere waBlrige Phase wird anschlieBend abgesaugt und das
verbleibende Dichlormethan im Vakuum abgedampft.

Die Extraktion des freien Aldosterons erfolgt aus 30 mi Urin
nach Zugabe der Wiederfindungsaktivitat direkt mit 30 mi
Dichlormethan.

Dinnschichtchromatographie

Die nach Extraktion und Trocknung verbleibenden Riickstan-
de werden in 0,4ml Athanol und 0,6mi Dichlormethan
wiederaufgenommen und strichférmig (4 cm Breite) auf DC-
Alufolien (Kieselgel 60 F 254, 20x20cm, Schichtdicke
0,2 cm, Merck) im Abstand von 2 cm aufgebracht. Die Folien
werden vor Gebrauch durch dreimaligen Lauf in Athanol-
Chioroform (50/50 v/v) vorgereinigt. Die Auftragung von
Hand erfolgt mit Pasteurpipetten, an deren Spitze ein ausge-
zogener Polyathylenschlauch angebracht ist. Auch hat sich
fur diese Zwecke ein bei uns entwickelter automatischer
Multispotter bewahrt, der eine strichférmige Auftragung in
Serie ermdglicht. An den bezeichneten Punkten (Abb. 1) wird
jeweils 1 Mikroliter einer gesattigten Coffein-Pyramidon-
Lésung (100mg Coffein und 50mg Pyramidon in 10ml
90%igem Athanol) aufgebracht. Nach aufsteigender Chroma-
tographie tber eine Laufstrecke von 13 cm bei Raumtempera-
tur im System Benzol/Aceton/Wasser (60/40/0,4 v/v) (7)
und Lufttrocknung der Folien werden die Indikatorsubstanzen
im UV-Licht (254 nm) mit dem Bleistift markiert. Zu einer
Geraden durch den Mittelpunkt der Coffeinflecken werden 2
Parallelen im Abstand von 0,5cm (in Richtung Lésungsmit-
telfront) und 1 cm (in Richtung Startlinie) eingezeichnet. Die
Aldosteronzone liegt immer innerhalb der durch die beiden
Geraden begrenzten und in Abb. 1 schraffiert eingezeichneten
Fliche. Das Kieselgel in diesem Bereich wird sorgfiltig
abgeschabt und das Aldosteron in 1,5ml dest. Wasser mit
0,2% Athylenglykoll fiir 60 Minuten unter Schiitteln eluiert.
Nach Abzentrifugieren (20 min, 4000 Upm) wird der Uber-
stand abgehoben und daraus die Wiederfindungsrate von
zugesetztem markierten Aldosteron ermittelt und die radioim-
munologische Bestimmung durchgefiihrt.

Radioimmunologische Messung

Sie erfolgt nach den Angaben von Vecsei und Gless (4) unter
Verwendung von 1,2,6,7-3H-Aldosteron (spez. Aktivitat 82
_ Ci/mmol, New England Nuclear) und eines Schaf-Antikér-
pers (dankenswerter Weise von Prof. Dr. P. Vecsei, Pharmako-
logisches Institut der Universitat Heidelberg, zur Verfiigung
gestellt). “

Ergebnisse und Diskussion

Die radioimmunologische Konzentrationsbestimmung von
Aldosteron in Plasma und Urjn ist auch bei Einsatz relativ
spezifischer Antikérper problematisch. Trotz nur geringer
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Abb. 1: Schema eines Aldosteronharn- oder Plasmaextraktes
nach DC und ldentifizierung im UV-Licht (254 nm). In der
Mitte wurden zur Dokumentation Aldosteron, Cortisol und
Corticosteron im Mikrogrammbereich mitgefihrt. Schraffier-
ter Bereich entspricht der Eluierungszone. C = Coffein;
P = Pyramidon

Kreuzreaktionen solcher Antiseren kénnen jedoch kreuz-
reagible Steroide aufgrund ihrer im Vergleich zu Aldosteron
sehr hohen Konzentrationen zu falsch hohen MeRergebnissen
fiihren, sofern keine chromatographische Trennung voran-
geht. Nowotny et al. (3) haben anhand vergleichender
Plasmaanalysen mit und ohne Dinnschichtchromatographie
unter Verwendung von 5 kauflichen Antiseren und von 2 Kits
nachweisen kdnnen, daB bei fehlender chromatographischer
Trennung die Werte um 30—500% hoher lagen. Auch bei
Vergleichsmessungen der Aldosteron-Glukuronid-Ausschei-
dung fanden sich haufig erhdhte Werte, wenn keine Chroma-
tographie vorausgegangen war (1, 2). In eigenen Untersu-
chungen wurde die Aldosteron-18-Glukuronid-Ausschei-
dung bei 7 Kontrolipersonen mit der beschriebenen Methode
und alternativ ohne Chromatographie unter Verwendung
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Abb. 2: EinzelmeBpunkte und Mittelwerte der Aldosteron-18-
Glukuronid-Ausscheidung im 2Std.-Urin jeweils vor und
nach 40 mg Furosemid i.v. mit und ohne Chromatographie
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eines spezifischen Oxim-Antikérpers bestimmt (Abb. 2). Da-
bei zeigte sich, daB die ohne Chromatographie ermitteiten
Werte unter Basalbedingungen (2,39+1,44 bzw. 3,49
+1,62 pg/min, M+ SD, p < 0,05) im Mittel um 30%, unter
Stimulationsbedingungen, d. h. im héheren Konzentrations-

bereich sogar um 50% hoher lagen (5,24 +2,76 bzw. 10,35

+5,95 pg/min, p < 0,05).

Unter den mdéglichen Trennverfahren erfordert die Diinn-
schichtchromatographie auf Folien mit Fluoreszenzindikator
den geringsten zeitlichen und apparativen Aufwand. Die
Festlegung des Rf-Wertes von Aldosteron aus Plasma- und
Urinproben mit inerten Pilotsubstanzen wie Coffein und
Pyramidon, die nicht mit dem Aldosteronantikrper reagieren,
bietet folgende Vorteile:

1. Die Rf-Werte (0,28) von Aldosteron und Coffein stimmen
im FlieBmittelgemisch Benzol/Aceton/Wasser (60/40/0,4)
uberein. Der Pyramidonfieck liegt am Unterrand der Cortisol-
zone (Abb.1). Wie Untersuchungen mit unterschiedlichen
Aldosteronkonzentrationen und die Anfertigung von Radio-
chromatogrammen ergeben haben, liegt die Aldosteronbande
der Proben stets in der in Abb. 1 schraffiert eingezeichneten
Toleranzzone, selbst dann, wenn sich die Laufcharakteristik
durch Verschmutzungen an der Auftragszone geringfiigig
andert. Bei dieser Verschmutzung handelt es sich um Chromo-
gene, die vor allem bei der Extraktion von konzentrierten und
bilirubinhaltigen Urinen anfallen.

2. Weiterhin gestattet die Verwendung von Coffein und
Pyramidon eine Aussage Uber die Trennqualitat des FlieBmit-
tels. Eine mangelhafte Trennung der Steroide, meist Ausdruck
einer Alterung des Laufgemisches, 1aBt sich dadurch erken-
nen, daB Coffein- und Pyramidonflecken aneinanderriicken.

3. Der Zusatz von kaltem Aldosteron ist entbehrlich.

Die mittlere Wiederfindungsrate von zugesetztem markierten
Aldosteron betrug fiir Plasma 48,8+7,7% (M +SD, n = 55)
und fiir Urin 47,5+9,5% (n = 100).

Fiir gesunde Kontrollpersonen (n = 55) wurde unter Basalbe-
dingungen (12stiindige Ruhelagerung, uneingeschrankte

Natriumzufuhr, keine Medikamenteneinnahme, Blutabnah- -

men zwischen 8 Uhr 30 und 9 Uhr 30) eine mittlere Plasmaal-
dosteron-Konzentration von 9,1 £+ 3,9 ng/100 ml ermittelt. Die
AusscheidungswertevonAldosteron-18-Glukuronid (n = 57)
und von freiem Aldosteron (n = 43) lagen bei 10,8 £ 5,1 bzw.
0,184 +£0,067 pg/24 Std. (Abb. 3).

Dié vorstehende Arbeitspraxis hat sich in unserem Labora-
torium bei der routinemiBigen Aldosteronbestimmung eben-
so wie bei Bearbeitung wissenschaftlicher Fragestellungen
seit Uber 5 Jahren bewahrt.
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Abb. 3: EinzelmeBpunkte und Mittelwerte fir Plasma-Aldo-
steron, 18-Glukuronid und freies Aldosteron im Urin bei
gesunden Kontrollpersonen
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