" Lab.med. 1

Best
und
und

H. Weicker

0:31-44 (1986)

immung der freien
konjugierten Katecholamine mit HPLC
amperometrischer Detektion

© Abt, fur Pathophy_/siologie und Sportmedizin der Universitat Heidelberg

Zusammenfassung:

Freie und konjugierte Katecholamine wurden mit der high-performance-liquid-Chromatographie (HPLC)
unter Verwendung der amperometrischen Detektion in Serum und Liquor nach Al,0;3-Adsorption und im
Urin nach Anionen-Austauscheradsorption an Biorex 70 in Ruhe, bei verschiedenen Ergometerbelastungen
in horizontaler und vertikaler Kérperposition, nach Orthostasereaktion und in Feldbelastungen bestimmt. Die
Reproduzierbarkeit der freien Katecholamine war mit einem VC von 5~10% und einer Wiederfindungsrate
von 70-75% befriedigend. Nach enzymatischer Hydrolyse fanden wir bei den konjugierten Katecholaminen
die gleiche Reproduzierbarkeit und Wiederfindungsrate wie bei den freien, jedoch war nach Séurehydrolyse
die Wiederfindungsrate um 30% niedriger. Der Anstieg der Katecholamine im Serum ist weniger von der
Belastungsdauer als von der -intensitédt abhéngig und wird jedoch auch von unterschiedlichen Kérperpositio-
nen beeinfluBt. Dies gilt besonders fiir Noradrenalin, das bei vertikaler Position stirker ansteigt als in
horizontaler. Die belastungsabhéngigen Verdnderungen von Noradrenalin und Adrenalin konnten bei Dopa-
min nicht festgestellt werden. Die konjugierten Katecholamine stiegen nach Belastung weniger stark an als
die freien. Der Quotient konjugiert/freien Katecholaminen ist aussagekréftiger als die Werte der konjugierten
Katecholamine allein und zeigt eine Reduktion unter Belastung und einen Anstieg in der Erholungsphase.

‘Die gute Korrelation der freien Katecholamine zu einigen hdmodynamischen und metabolischen Parametern

konnte bei den konjugierten und ihrem Quotienten konjugiert/freien Katecholaminen nicht gefunden werden.
Im Urin war der Quotient der konjugiert/freien Katecholamine niedriger als im Serum und fiel nach Belastung
weiter ab. Im Liquor waren die Konjugationraten ebenfalls niedriger als im Serum. Mit synthetischem 4-0-
Dopamin-Sulfat konnte gezeigt werden, dal8 durch die Konjugate keine Rezeptorstimulation ausgelést
werden kann.

Schliisselworter:

Freie/konjugierte Katecholamine — Ergometerbelastung — Orthostase — Ausdauerbelastung — Rezeptoraf-
finitat

Summary:

The determination of free ‘and conjugated catecholamines was carried out by high-performance-liquid-
chromatography (HPLC) with amperometric detection in serum and liquor after Al,O5-adsorption and in
urine after anion-exchange-adsorption on biorex 70. The studies were performed at rest, in various ergometer
tests in horizontal and vertical body position, after orthostatic reaction and in field tests. The reproducibility
of the free catecholamines was satisfactory with a VC of 5—-10% and a recovery rate of 70—75%. In
conjugated catecholamines we found the same reproducibility and recovery rate as in free catecholamines
using the enzymatic hydrolysis. After acid hydrolysis the recovery rate, however, became lower for 30%. The
increase of catecholamines in serum is less dependent on duration than on intensity and will be influenced
by different positions as well. This is especially shown in norepinephrine that amounts higher in vertical than
in horizontal position. In case of dopamine we found no changes depending on duration or intensity as in
norepinephrine or epinephrine. The conjugated catecholamines increase less during work than the free
catecholamines. The quotient conjugated/free catecholamines is more conclusive but the rates of conjugated
catecholamines only and shows a reduction during exercise and an increase in the recovery period. The good
correlation of free catecholamines to some hemodynamic and metabolic parameters could not be found in
the conjugated catecholamines and their quotient conjugated/free catecholamines, too. This quotient of
conjugated/free catecholamines was lower in urine than in serum and is still decreasing during work. The
conjugation rates in liquor were also lower than in serum. Synthesized 4-0-dopaminesulfate did not stimulate
adrenoreceptors.
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Free/conjugated catecholamines — ergometer tests — orthostatic reaction — field tests
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Einleitung

Die high-performance-liquid-Chromatographie mit am-
perometrischer Detektion (HPLC) stellt eine methodi-
sche Bereicherung fiir die Katecholaminbestimmung im
Serum, Liquor und Urin dar. Ihre Reproduzierbarkeit und
Reliability ist den Radioenzymassays mit einfacher und
doppelter Isotopenmarkierung gleichzusetzen (11, 13).
Im Hinblick auf die zeit- und kostensparende Durchfih-
rung, die einen téglichen Probendurchsatz von 50-60
Proben erlaubt, ist sie den Radioenzymassays jedoch
iiberlegen. Friiher angewandte Katecholaminbestimmun-
gen, wie Fluorometrie ohne vorausgehende HPLC-Tren-
nung, sind fir den Nachweis im pmol-Bereich, in dem
die Katecholamine im Serum und Liquor vorliegen, zu
unempfindlich (14, 15, 17). Gaschromatographische
Trennungen der Katecholamine sind bis jetzt nur im Urin
durchgefiihrt worden und geben nur in Kombination mit
der NMR-Spektroskopie verlaBliche Werte (29). Die Er-
mittlung verbindlicher Ruhewerte, Kinetiken und Unter-
suchungen bei koérperlicher und emotionaler Belastung
unterschiedlicher Dauer und Intensitat fiihrt zu Ergebnis-
sen, die fur die Charakterisierung der sympathoadrener-
gen Regulation cardiozirkulatorischer, ventilatorischer
und metabolischer Funktionen sowie der Wechselwir-
kung mit anderen stoffwechselregulierenden Hormonen
neue Aspekte ergaben.

In der adrenergen Steuerung wurde bis jetzt die Bedeu-
tung der konjugierten Katecholamine allgemein vernach-
lassigt. Da neuere Untersuchungen von Buu (5, 26),
Joyceetal. (21, 22), Nagel et al. (24) zeigen konnten, dal
etwa 60—90% der Gesamtkatecholamine in konjugierter
Form vorliegen, ist anzunehmen, dall diese Konjugate
auch von physiologisch-funktioneller Bedeutung sind,
Uber die bis heute jedoch nur wenig bekanntist (23). Dem
experimentellen Nachweis sowohl der freien als auch der
konjugierten Katecholamine im Serum, Urin und Liquor
mochte ich kurz das vorausschicken, was man Uber die
Sulfokonjugate bereits weiB.

Beim Menschen (iberwiegt die mit Sulfatgruppen konju-
gierte Verbindung mit 90—-95%. Lediglich 5—10% sind
mit Glucuronsaure konjugiert, die hingegen bei manchen
Tierspezies Uberwiegt (26). Die Katecholaminkonjuga-
tion erfolgt durch die Phenolsulfotransferase (PST), die
in zahlreichen Organen wie Leber, Gehirn, Darmmucosa
aber auch in den Thrombozyten und Erythrozyten vor-
kommt (3, 6, 12, 16, 17, 20). Da Sulfatgruppen sowohl
in der 4- als auch in der 3-0-Position mit Katecholaminen
gebunden werden, ist nicht auszuschlieRBen, dak PST un-
terschiedliche Enzymspezifitat besitzt. Die Sulfatgruppen
werden von dem Phosphoadenosinphosphosulfat
(PAPS) geliefert (19, 25). Die 4-0-Konjugation kann
von Sulfatasen, die ebenfalls in zahlreichen Organen wie
Leber, Niere, Gehirn aber auch im Muskel vorkommen,
enzymatisch hydrolisiert werden, um danach mit den Ad-
renorezeptoren zu reagieren oder zu den entsprechenden
Metaboliten verstoffwechselt zu werden. Die 3-0-Sulfo-
konjugate hingegen sollen nicht durch Sulfatase gespal-
ten werden und sind somit auch nicht metabolisierbar
(19). Diese Annahme ist jedoch noch nicht experimentell
eindeutig bewiesen. Buu et al. (7, 8) fanden, daR neben
der spezifischen Dekonjugation durch Sulfatasen auch
Dopamin-B-Hydroxylase (DBH) aus 4-0-Dopamin-Sul-
fat Dopamin freisetzen kann. AnschlieBend wird das Do-
pamin durch DBH enzymatisch zu Noradrenalin metabo-
lisiert. Dies konnte erkldren, daR wir praktisch keine
Systematik der Dopamin-Konzentration in Abhéngigkeit
von Belastungen fanden. Dieser Befund sollte auch in
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der quantitativen Bewertung des Serum-Noradrenalin-
Spiegels beriicksichtigt werden, der bei hoher DBH-Akti-
vitat unabhangig von der Sekretionsrate ansteigen kann.

Die Katecholamine des Nebennierenmarkes, die im Ver-
haltnis Adrenalin zu Noradrenalin von etwa 8:1 vorliegen,
werden, obwohl PST im Nebennierenmark vorkommt,
nicht konjugiert, da PAPS als Sulfatgruppendonator fehlit
oder stark reduziert ist (25). Dieser Befund ist fir die
Differentialdiagnose des Phiochromozytoms wichtig, da
man bei dieser Erkrankung einen sehr niedrigen Quotien-
ten von konjugierten/freien Katecholaminen findet; ein
Befund, der in der Differenzierung von Katecholaminer-
hohungen im Serum bei Ruhe wertvoll sein kann. Fir
die Sofortregulation besonders im kardiozirkulatorischen
System, sowohl bei der Stabilisierung der venésen Com-
pliance als auch der arbeitsabhangigen arteriellen Blut-
umverteilung sind die Katecholamine, vor allem Nor-
adrenalin, das aus den sympathischen Nervenendigungen
freigesetzt wird, besonders wichtig. In den sympatho-
adrenergen Synapsen, vorwiegend im Gehirn, werden
Katecholamine von der prasynaptischen Membran nach
Release aus den prasynaptischen Vesikeln in den synapti-
schen Spalt ausgeschieden. Ein geringer Teil wird in der
Prasynapse metabolisiert. Dopamin ist hierbei der wich-
tigste zerebrale Neurotransmitter, der dann, wenn er nicht
an die Rezeptoren der postsynaptischen Membran ge-
bunden wurde, metabolisiert oder mit Sulfat konjugiert
wird, da PAPS und PST reichlich im Gehirn vorkommen
(6, 9, 10). Aus diesen konnen die Katecholamine durch
Sulfatasen wieder freigesetzt werden, so daB ohne Neu-
sekretion freie Katecholamine fiir die Rezeptoren-Interak-
tion zur Verfligung stehen. Eine GberschieRende Rezep-
torenstimulation bei inaddquater Katecholaminsekretion
wird durch die Konjugation verhindert, da die Konjugate
keine Affinitat zu den Adrenorezeptoren haben und auch
nicht auf der Postrezeptorenebene wirksam werden. Die
prasynaptische Sekretion wird durch die Rezeptoren o,
oder D, gesteuert. An der postsynaptischen Membran
sollen zwischen den spezifischen Adrenorezeptoren, die
die zyklische AMP stimulieren, auch Interaktionen zu
einem Rezeptor bestehen, der fir den lonenflux verant-
wortlich ist (Abb. 1).

Methodik

Da liber die Funktion der sulfatierten Katecholamine bis
jetzt nur wenig bekannt ist, haben wir bei unterschiedli-
cher adrenerger Stimulation, wie sie bei Orthostase, Ergo-
meterbelastungen und bei Feldstudien stattfindet, die
konjugierten und freien. Katecholamine untersucht. Die
Bestimmung der freien Katecholamine im Serum, Urin
und Liquor soll hur kurz dargestelit werden, da sie bereits
im Detail publiziert wurde (27). Hingegen wird auf die
Methode zum Nachweis der konjugierten Katecholamine

.ausfihrlicher eingegangen.

Der Nachweis durch amperometrische Detektion ist fiir
Dopamin empfindlicher als durch Fluorometrie. Die fluo-
rometrische Detektion von Noradrenalin und Adrenalin
ist etwas empfindlicher, jedoch ist die Differenz zur ampe-
rometrischen so gering, daB sie nicht den Nachteil der
zusatzlichen Derivatisierung aufwiegt (18).

Gut.reproduzierbare Resultate mit Variationskoeffizienten
zwischen 5-10% und Wiederfindungsraten von 70—
75% fiir freie Katecholamine erhalt man bei der AL,03-
Adsorption, wenn diese optimal vorbereitet wurde, und
die Adsorption durch Schiitteln Gber Kopf und die De-



sorption mit HCIO, vertikal vorgenommen wird. AL,05-
Verunreinigungen in dem Desorbat, die zur Verstopfung
der Saulen flihren kénnen, werden durch Zentrifugation
“bei 10000 xg mit nachfolgender Filtration durch ein Te-
flonmembranfilter 0,4 pm im Zentrifugationsverfahren
weitgehend eliminiert. Die amperometrische Detektion ist
nicht nur von der Carbonglaselektrode sondern auch von
der Ag/AgCl,-Gegenelektrode abhéngig, die haufiger
gewechselt werden muR. Bei dem neuen Detektor der
Firma Waters, der etwa eine Zehnerpotenz empfindlicher
ist, kann diese Regeneration der Gegenelektrode jedoch
in groReren Abstanden vorgenommen werden. Bei unru-
higer Grundlinie ist die Reinigung des Pumpensystems
u.U. sehr hilfreich. Bei Serienuntersuchungen werden
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Abb, 1: Schematische Darstellung der sympathischen Synapsen
und Nervenendigungen

Storungen ofters durch das Fluidpackage des Wisp aus-
geldst. Fiir gute Kurvenzeichnung ist eine Entstérung des
Stromnetzes durch ein vorgeschaltetes Filtersystem
empfehlenswert.

Die Proben werden nach 20 min Ruhe bei liegender Ver-
weilkantile entnommen. Nikotin, Koffein und emotionale
Belastung erhohen die Schwankungen der Ruhewerte.
Kinder haben etwas héhere Katecholamin-Serum-Werte:
im mittleren Lebensalter fanden wir keine signifikanten
Geschlechtsunterschiede. Bei alteren Menschen tiber 60
Jahre waren die Katecholaminwerte fir Manner etwas
hoher. Orthostase und korperliche Belastung beeinflus-
sen vor allem Noradrenalin.

Die bessere Wiederfindungsrate bei den Extraktionsme-
thoden, die um 90% liegen sollen, werden dadurch ausge-
glichen, daR man bei der Al,045-Adsorption mit einer Wie-
derfindungsrate vom 70-75% ein Nullserum mit einer
definierten Zugabe von Katecholaminen und DHBA als
interner Standard wahrend des gesamten Versuchsablau-
fes mitfiihrt und diese Standardwerte zur Kalibrierung
verwendet.

Zur. Aufarbeitung der Urinkatecholamine ist die Ad-
sorption an einer Anionen-Austauschersiule Biorex 70
200—400 Mesh Na* mit anschlieBender Elution durch
Borsdure glnstiger als die Al,03-Adsorption und De-
sorption mit HCIO,.

Sulfatierte Katecholamine

Die sulfatierten Katecholamine werden aus den gleichen
Proben bestimmt, aus denen auch die freien Katechol-
amine ermittelt wurden. Das Blut wird nach Ruhe bei
liegender Kanile in einen Vakutainer gegeben, in dem
5 pg EGTA und 9 pg Glutathion vorgelegt sind. Anschlie-
Rend wird der Vakutainer bei 2000xg und +4°C zen-
trifugiert. Der Uberstand wird bei —20° C bis zum Ge-
brauch aufbewahrt. Wenn die Weiterverarbeitung nicht
innerhalb von 3 Wochen stattfindet, ist die Aufbewahrung
bei —70°C zu empfehlen.

Séurehydrolyse mit HCIO,

Von 1 ml Serum, das mit 2 mol/Il Trispuffer auf pH 8,7
eingestellt wurde, werden die freien Katecholamine kom-
plett an Al,O5 adsorbiert. Zu 1 ml des Uberstandes wer-
den 2 ml 0,6 mol/l HCIO, hinzugegeben, die 5 mmol/|
EDTA enthalten. Nach Zentrifugation bei 9000 g wird der
enteiweite HCIO,-Uberstand 20 min bei 95°C hydroly-
siert und sofort im Eisbad gekuhit. Ungefahr 5 ml 2 mol/
| Trispuffer werden hinzugegeben und das pH auf 8,7
eingestellt. Die aus den Konjugaten freigesetzten Kate-
cholamine werden dann an 10 mg Al,O3; adsorbiert. Der
Riickstand wird 3mal mit 0,5 ml eines 0,2%igen Trispuf-
fers pH 8,7 gewaschen, und anschlieBend werden die
Katecholamine mit 100 ul 0,1 mol/l HCIO, desorbiert.

Enzymatische Hydrolyse mit Arylsulfatase Typ VI Sigma

Zu 300 ml Serum werden 200 pl 0,02 mol/l Trispuffer
pH 7.4 und 10 pl Arylsulfatase Typ VI (160 pU) zugege-
ben. Danach wird bei 37°C 1 h inkubiert und anschlie-
Rend sofort gekiihit und mit 2 mol/I Trispuffer auf pH 8,7
eingestellt. Die Adsorption an Al,O; und die Desorption
mit HCIO, wird entsprechend der Sdurehydrolyse durch-
gefiihrt. Die Katecholaminbestimmung erfolgt mit der {ib-
lichen HPLC-Technik. Die konjugierten Katecholamine
im Urin werden aus dem Sammelurin, eingestellt auf pH 3,
bestimmt. Ein Aliquot von 5 ml wird mit 15 ml EDTA ver-
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setzt und mit Natronlauge auf pH 6,5 eingestellt. Das
gesamte Volumen wird auf eine Biorex 70 Anionenaus-
tauschersdule 200-300 Mesh Na* gegeben. Von dem
Eluat werden 50 pl fiir die enzymatische und 500 pi fiir
die Saurehydrolyse verwendet, die entsprechend der Vor-
schrift im Serum durchgefiihrt wird. Die von Arakawa (1)
beschriebene Darstellung der konjugierten Urinkatechol-
amine mit der Fluorometrie erfordert jedoch im Anschluf
an die HPLC-Trennung noch eine Derivatisierung zum
fluorometrischen Nachweis.

Die konjugierten Katecholamine des Liquors werden ent-
sprechend den Serumproben behandelt. Reagentien und
HPLC-Ausriistung wurden im Detail bereits frither be-
schrieben (27).

Die enzymatische Hydrolyse mit Arylsulfatase Typ VI zeig-
te Variationskoeffizienten zwischen 7 und 12% fiir alle drei
Katecholamine und entsprach der Reproduzierbarkeit, die
wir bei den freien Katecholaminen gefunden hatten
(Tab.1). Auch die Wiederfindungsrate von 60-70% war
vergleichbar. Hingegen war sie bei der Sdurehydrolyse mit
HCIO,, bei der ein Teil der freigesetzten Katecholamine
zerstort wird, mit 30—40% geringer, obwohl die .Varia-
tionskoeffizienten nicht hoher lagen als bei der enzymati-
schen Hydrolyse. Da wir die freien Katecholamine und
das synthetisierte 4-0-Dopaminsulfat unter den gleichen
Bedingungen hydrolysierten, konnte die Verlustrate er-
mittelt und durch einen Faktor korrigiert werden. Bei der
Hydrolyse mit Sulfatase miissen die freien Katecholamine,
die gemeinsam mit den freigesetzten an Al,0; adsorbiert
werden, von dem Gesamtwert subtrahiert werden. Die mit
4-0-Dopaminsulfat nach enzymatischer und Saurehy-
drolyse ermittelten Eichkurven waren linear und gingen
durch den Nullpunkt (Abb.2). Die Bestimmung der kon-
jugierten Katecholamine ist technisch einfach und stellt
eine sinnvolle Erganzung zur Ermittlung der freien dar.

Ergebnisse und Diskussion

Das Verhalten der konjugierten Serumkatecholamine
wurde im Vergleich zu den freien in Ruhe, bei Orthostase-
reaktion, bei unterschiedlicher Belastung auf dem Ergo-
meter in der vertikalen und horizontalen Koérperposition
sowie bei Langlaufbelastung tiber 10000 m untersucht.

Im Urin wurden die Werte vor und nach Belastung'vergli- -

chen und im Liquor bei Patienten, bei denen aus dia-
gnostischen Griinden eine Lumbalpunktion erforderlich
war, bestimmt. Bei Patienten mit Phdochromozytom
wurde der Quotient der konjugierten/freien Katechol-
amine sowohl im vends-peripheren Blut als auch nach
Venenkatheterisierung und Etagenabnahme ermittelt.
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Abb. 2: Eichkurven und Wiederfindungsrate von 4-0-Dopamin-
sulfat nach saurer und enzymatischer Hydrolyse

Aus Abb. 3 sind die Diagramme der HPLC-Trennung, der
freien und der konjugierten Katecholamine des Serums
nach enzymatischer und Saurehydrolyse zu ersehen.
Hieraus ist zu erkennen, daB der konjugierte Anteil erheb-
lich hoher liegt als der freie. In Tab. 2 sind die Werte
der freien Katecholamine und der prozentuale Anteil der
konjugierten an den Gesamtkatecholaminen dargestelit,
die nach Saurehydrolyse mit dem Radioenzymassay (11)
ermittelt worden waren (2, 4). Wir konnten im wesentli-
chen diese Resultate bestitigen, fanden allerdings fir
Dopamin mit 90% etwas niedrigere Werte. Der prozen-
tuale Anteil der Katecholamine, ermittelt mit der enzyma-
tischen Hydrolyse durch Arylsulfatase, lag etwas niedriger
als nach Sdurehydrolyse. Diese Differenz kénnte dadurch
bedingt sein, da® Sulfatasen nur die 4-0-Katecholamin-
konjugate aufspalten, wohingegen mit Séure sowohl die
3-0- und die 4-0-Suifokonjugate hydrolysiert werden.

Tab. 1: Mittelwerte, Standardabweichungen, Abweichungskoeffizient und Erholungsphase bei konjugierten Katecholaminen

Noradrenalin Adrenalin Dopamin
n X SD CV% RC% X SD CV% RC% X SD CV% RC%
Hydrolyse 12a 20,89 1,96 94 30-40 5337495 94 30-40 158,23 8,22 5,2 30-
0.6 mmol/l 12b 14,38 1,06 7,4 30-35 16,23 1,84 11,3 30-40 44,75 522 11,2 40
HCIO4 30-
" 40
Aryl- 12a 12,14 050 4,1 60-70 20,81 1,29 63 60-70 78,62 3,87 49 60—
sulfatase  12b 232 016 69 60-70 4,01 052 12,9 60-70 9,44 073 7,7 70
60—
70
Mittelwerte, Standardabweichungen, Abweichungskoeffizient und-Erhqungsphase bei hohen (a) und niedrigen (b) Dosen von konjugi Katech
% = Mittelwerte, SD = Standardabweichung, CV = Abweichungskaeffizi C = Wiederfind
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Abb. 3: Kurvenverlauf der

freien Katecholamine und

der konjugierten nach

Sulfarasebehandlung

und Séurehydrolyse im
.Serum

Freie Katecholamine

Gegentiber dem freien Noradrenalin und Adrenalin sind
die Streubreiten der Ruhe-Werte bei den konjugierten
Katecholaminen groBer.

Aus Abb.4, 5 und 6 ist zu erkennen, daR bei unterschiedli-
cher Belastungsdauer und -intensitat wahrend verschie-
dener Ergometertechniken freies Noradrenalin und
Adrenalin, obwohl sie individuelle Schwankungen erken-
nen lassen, den gleichen belastungsabhangigen Trend
zeigen. Bei Dopamin hingegen ist keine belastungsab-
hangige Systematik nachweisbar. Dies diirfte nicht nur an
dler unterschiedlichen Sekretionsdynamik liegen, sondern
kénnte auch von der enzymatischen Einwirkung der Do-
pamin-B-Hydroxylase (DBH), die nicht nur fiir die Um-
~wandlung von Dopamin zu Noradrenalin verantwortlich
ist, sondern auch Dopaminsuifat dekonjugleren kann, ab-
hangen (Buu et al., 7).

Orthostase

Die Orthostase, die physiologischerweise bei Lageande-
rung von der horizontalen in die vertikale Position auftritt,
16st einen oy-adrenergen Impuls aus, der die vendse
Compliance an die aufrechte Korperposition anpafit und
somit die subjektive und objektive Orthostasesymptoma-
tik bei kreislaufstabilen Menschen reduziert. .

In Kipptischversuchen wurde bei 12 gesunden Studenten
im Alter zwischen 22 und 28 Jahren diese Regulation
nach 20 min Liegen durch plétzliches Aufrichten des
Kipptisches in die vertikale Position fiir 10 min und an-
schlieRend Riickverlagerung in die Horizontale unter-
sucht. Abb. 7 zeigt, daR beim Stehen Noradrenalin signi-
fikant anstieg und nach 30 min_ in der anschlieBenden
liegenden Position die Ausgangswerte wieder erreichte.
Die systolischen Blutdruck- und Dikrotiewerte fielen ab.

Tab.2: Normalwerte freier und konjugierter Katecholamine

(Aryl-Sulfatase)

g

—roeea

Sulfatierte Katecholamine

(HCIO,- Hydrolyse)

Die Herzfrequenz stieg an. Im Gegensatz zu der signifi-
kanten Noradrenalin-Konzentrationszunahme war keine
signifikante Verdnderung bei Adrenalin zu beobachten.
Ein Befund, der zu erwarten war, da o-Rezeptoren der
Venen die venése Compliance regulieren. Das konjugierte
Noradrenalin war deutlicher wahrend der Orthostase re-
duziert als das konjugierte Adrenalin, und der Quotient,
konjugiert/freiem Noradrenalin, nahm signifikant ab
(Abb.8, 9). In der anschlieBenden Erholungsphase im
Liegen stieg der Quotient wieder an, was erkennen 1aRt,
dal® unter Orthostasebelastung Noradrenalin auch aus
den Konjugaten freigesetzt wird, und eine verstarkte Se-
kretion von freien Katecholaminen aus dem Nebennieren-
mark erfolgt, wodurch der Quotient, konjugiert/freien Ka-
techolaminen, kleiner wird, da die Katecholamine im Ne-
bennierenmark nicht konjugiert werden. Durch diesen a,-
adrenergen Impuls werden vor allem die Funktionen des
Niederdrucksystems adaptiert, wodurch die Preload an-
steigt, und somit die Auswurfleistung des Herzens ver-
bessert wird, so daR die orthostasebedingte Pulsfre-
quenzzunahme, der Abfall des systolischen Blutdrucks
und der Dikrotie wieder normalisiert werden.

Ergometerbelastung

Die alpha-adrenerge Regulation, die in den Orthostase-
versuchen gezeigt werden konnte, lauft partiell auch bei
koérperlicher Belastung in vertikaler Korperposition ab.
Hinzu kommt noch die belastungsabhéngige arterielle
Blutumverteilung, die ebenfalls adrenerg gesteuert ist.

Die belastungsabhangigen Katecholaminveranderungen
wurden in der nachfolgenden Studie untersucht.

Bei 12 Sportstudenten in gutem Trainingszustand, ohne
spezielles Wettkampftraining, wurden in achttigigen In-

Noradrenalin

Adrenalin Dopamin

- Freie Katecholamine

Serum 0,70-1,50 nmol/I
Liquor : 0,25-1,05 nmol/|
. Urin 100~ 450 nmol/|
- Konjugierte Katecholamine
. Serum 2,60-5,40 nmol/I

(67%)

0,20-0,70 nmol/!
0,05-0,50 nmol/I
17- 100 nmol/!

0,10-0,95 nmol/!
0,05-0,40 nmol/l
400-1500 nmol/l

1,90-2,90 nmol/|
(80,4%)

30,4-41,1 nmol/I
(99.3%)
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Abb. 4: Individuelle No-
radrenalinsteigerung nach
Aufwdrmphase, submaxi-
maler Belastung, maxi-
maler Belastung und in
der Erholungsphase auf
dem Fahrrad sitzend (Fs),
dem Fahrrad liegend

(Fl), dem Laufband (Lb),
der Schwimmbank (Sb)
bei Ergometertesten

Abb. 5: Individuelle
Adrenalinsteigerung
nach Aufwérmphase,
submaximaler Belastung,
maximaler Belastung und
in der Erholungsphase
auf dem Fahrrad sitzend
(Fs), dem Fahrrad lie-
gend (Fl), dem Laufband
(Lb), der Schwimmbank
(Sb) bei Ergometertesten

" Abb.6: Individuelle Do-

paminsteigerung nach
Aufwédrmphase, submaxi-
maler Belastung, maxi-
maler Belastung und in
der Erholungsphase auf
dem Fahrrad sitzend (Fs),
dem Fahrrad liegend

(Fl), dem Laufband (Lb),
der Schwimmbank (Sb)
bei Ergometertesten
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Abb. 7: Noradrenalin- und Adrenalinverénderungen sowie Blut-
druckwerte, systolisch und diastolisch, Herzfrequenz und Dicro-
tie im Orthostasetest. *** p < 0,001, ** p < 0,01 bezogen auf
den Ausgangswert

tervallen die Spiroergometrien auf dem Fahrrad sitzend
und liegend sowie auf dem Laufband und der Schwimm-
bank durchgefiihrt. Nach 20 min Ruhe in liegender Posi-
tion, in der bereits die Verweilkaniile gelegt worden war,
wurde eine Aufwarmphase mit anschlieRender submaxi-
maler Belastung bei der aerob-anaeroben Schwelle vor-
genommen, der sich direkt die maximale Belastung an-
schloB, gefolgt von einer 20 min dauernden Erholungs-
phase. Die freien Katecholamine zeigten eine deutliche
Abhéangigkeit von verschiedenen Kérperpositionen. In der
Vertikalen war auf dem Fahrrad sitzend und auf dem Lauf-
band der Noradrenalinanstieg starker ausgepréagt als auf
dem Fahrrad liegend und bei der Schwimmbankuntersu-
chung. Die Adrenalinzunahme, bezogen auf die geleistete
Arbeit und die VO,max., war in horizontaler Position rela-
tiv hoher. Besonders in der Schwimmbankergometrie, bei
der kleinere Muskelmassen vorwiegend der Arme titig
sind, war auch eine starkere Lactatakkumulation und ein
hoherer diastolischer Blutdruck als bei vertikalen Ergome-
terbelastungen festzustellen (Abb.10). Die betonte Arm-
arbeit dirfte fur die adrenerge Regulation einen stirkeren
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Abb. 9: Freie und konjugierte Katecholamine unter verschiedenen
Belastungsformen. ** p < 0,01 bezogen auf Ausgangswert (22)
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Impuls darstellen, wie auch bei den Dauerbelastungen im
Schwimmen gezeigt werden konnte. Im submaximalen
Bereich scheint eine geringere Katecholaminfreisetzung
zu erfolgen als bei kurzfristiger maximaler Belastung.
Auch ist es fur das AusmaR des Katecholaminanstieges
nicht unwesentlich, ob die maximale Belastung im An-
schluB an eine Ruhepause oder direkt an eine submaxi-
male Belastung stattfindet. Die konjugierten Katechol-
amine nehmen unter Belastung ab, was aus der signifi-
kanten Reduktion des Quotienten, konjugiert/freien Ka-
techolaminen, sowohl fir Noradrenalin als auch
Adrenalin zu ersehen ist. Bei Dopamin fanden wir weder
bei dem freien, dem konjugierten Dopamin noch bei den
Quotienten eine Systematik, die der Belastungsart, Dauer
und Intensitit entsprach (Abb.11a, b). Da die konjugier-
ten Katecholamine im vendsen Blut hoher liegen als im
arteriellen, erscheint es zumindest fir Noradrenalin wahr-
scheinlich, da® Sulfatasen bei der Muskelpassage Nor-
adrenalin aus den Konjugaten freigesetzt werden
(Abb.12). Es ist demnach anzunehmen, daf rezeptoren-
stimulierende freie Katecholamine nicht nur durch Sekre-
tion, sondern auch durch Dekonjugation verfligbar wer-
den. Dieser Befund ist fir die Aufwarmphase unter sport-
licher Belastung, bei Intensitatssteigerung, aber auch bei
der Umstellung von Ruhe zur Arbeit bedeutungsvoll. Bei
der Untersuchung von cardiozirkulatorischen Risikopa-
tienten erscheint die liegende Position im Hinblick auf
die relativ starke Adrenalinsekretion belastender als eine
Ergometrie in sitzender Position auf dem Fahrrad. Diese
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Abb. 10: Noradrenalin und Adrenalin wihrend unterschiedlicher
Ergometerteste. In der Aufwirmphase, bei submaximaler Bela-
stung, bei maximaler Belastung und 20 min nach Erholung.
"*p < 0,01 bezogen auf den jeweils davorliegenden Wert
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Laufband

sitzend

Befunde, die unter Laborbedingungen erhoben wurden,
konnten auch in Fehistudien bestatigt werden.

Bei Schwimmdisziplinen fanden wir héhere Adrenalin-
und Noradrenalinanstiege als bei Sportarten an Land un-
ter vergleichbaren Belastungsbedingungen (Abb.13). In
Doppelbelastung beim Schwimmen Uber die 100-m-
Sprintstrecke und die 1500-m-Ausdauerstrecke war in
der Zweitbelastung nach 100 m der Adrenalinanstieg ge-
ringer als in der Erstbelastung. Bei 1500 m waren Nor-
adrenalin und Adrenalin nach der zweiten Belastung ge-
ringer als nach der ersten. Bei 3000-m-Schwimmstre-
cken, die zweimal innerhalb von 24 h geschwommen
worden waren, waren die Katecholamine am 2. Tag nach
Belastung niedriger als am 1.Tag, obwohl Herzfrequenz,
Blutdruck und Lactatanstieg keinen Unterschied zeigten.
Hingegen war Renin am 1.Tag niedriger als am 2.Tag
(Abb.14a, b). Da sowoh! die Katecholamine als auch
Renin fiir die Blutdruckregulation entscheidende Hor-
mone sind, ist es nicht erstaunlich, da® wir bei den unter-
suchten Schwimmkollektiven, die sich aus Spitzen-
schwimmern zusammensetzten, Gber dem Altersdurch-
schnitt liegende systolische und diastolische Blutdruck-
werte fanden. Dieser Befund gewinnt noch an
Bedeutung, da auch bei ehemaligen Leistungsschwim-
mern lberproportional haufig zum Teil fixierte Hyperto-
nien festgestellt wurden. Neben der horizontalen Kérper-
lage und der betonten Armarbeit dirfte vor allem der
Wasserdruck und die veranderte Temperaturregulation die
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Abb. 113: Quotient
Noradrenalinsulfat/

. Noradrenalin vor und
nach Ergometerbelastung,
enzymatische Hydrolyse
(s. Abb.10)

Abb. 11b: Quotient
Adrenalinsulfat/Adrenalin
vor und nach Ergometer-
belastung, enzymatische
Hydrolyse (s. Abb.10)
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Abb. 14a: Noradrenalin, Adrenalin und Lactat bei Schwimmdop-
pelbelastung iber 3000 m, 1 = Ruhewert, 2 = Eintauchwert,
3 = Aufwarmphase, 4 = Belastung, 6 = Ruhewert vor der
zweiten Belastung, 7 = nach Belastung

verstarkte sympathikoadrenerge Stimulation ausldsen.
Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, daB bei Hochlei-
stungstraining der Schwimmer auch in der Wettkampf-
phase Ausgleichstrainingsperioden an Land eingelegt
werden sollen.

Da bei den Coronarsportgruppen in den letzten Jahren
festgestellt wurde, daB Schwimmen auch bei geringer
Intensitat, besonders bei hohen Wassertemperaturen um
33°C eine lberdurchschnittliche Risikokomponente dar-
stellt, erscheint es wichtig, diese hier beobachtete inten-
sive adrenerge Stimulation besonders bei Rehabilita-
tionssportgruppen von Coronarpatienten und Hypertoni-
kern zu beachten. Langlaufausdauerbelastung, besonders
in Form von Crosslaufen, Jogging, aber auch Skilanglauf,
bewirkt eine Reduktion des sympathoadrenergen Tonus
und ist in Pravention und Rehabilitation bei hyperkineti-
schen Kreislaufregulationen zu empfehlen.

Gegeniiber anderen Membranrezeptoren, z.B. Insulinre-
zeptoren, zeigen die Adrenorezeptoren eine starke Os-
zillation zwischen Zellmembran und Zellinnerem. Aus-
dauertraining bewirkt eine Zunahme der Rezeptoren-
dichte, wahrscheinlich auch eine Steigerung der Rezep-
torenaffinitdt fir Katecholamine, wodurch auch der
Postrezeptorenmechanismus des zyklischen AMP-Sy-
stems beeinfluBt wird. Bereits unter der akuten Belastung
steigt die Rezeptorzahl an, und es kommt zu einer Zu-
nahme der zyklischen AMP-Produktion (Abb.15).

Bei 10 gut trainierten Langlaufern untersuchten wir die
freien und konjugierten Katecholamine nach 20 min
Ruhe, einer Aufwarmphase von 10 min, nach einem
10000-m-Lauf und in der Erholungsphase nach 20 und
60 min. Im Gegensatz zu der Ausdauerbelastung beim
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Schwimmen fanden wir nur einen maBigen Anstieg des
Noradrenalins und Adrenalins, der bereits in der Auf-
warmphase einsetzt und sein Maximum nach dem Lauf
erreichte. Adrenalin hat nach 60 min wieder den Aus-
gangswert erreicht. Noradrenalin lag jedoch héher, wenn
auch nicht signifikant hoher als der Ruhewert (Abb. 16).
Die Katecholaminwerte zeigten individuelle Schwankun-
gen und waren mit den Lactatwerten nach dem Lauf gut
korreliert. Hingegen fanden wir keine signifikanten Korre-
lationen zwischen Konzentrationen der Katecholamine,



der Pulsfrequenz, der systolischen oder diastolischen
Blutdruckwerte (Tab.3). Die konjugierten Katecholamine

stiegen unter Belastung ebenfalls signifikant an, kehrten -

jedoch nach Belastung nicht zu den Ruhewerten zuriick.
Der Quotient konjugierte/freien Katecholaminen, war be-
reits in der Aufwarmphase reduziert und verminderte sich
noch nach dem Lauf. Besonders ausgeprigt war dies
beim Noradrenalin feststellbar. In der Erholungsphase
stieg der Quotient fiir beide Katecholamine an und er-
reichte fir Adrenalin sogar hohere Werte als vor der Bela-
stung (Abb.17). Bei gut trainierten Ausdauersportlern ist
der Anstieg der Konjugate nach Belastung geringer, da
sowohl die aus der sympathischen Nervenendigungen als
auch aus dem Nebennierenmark freigesetzten Katechol-
amine von den Rezeptoren der Zellmembran in groRerem
MaRe gebunden werden. Hierdurch wird die Metabolisie-
rung und Konjugationsrate der Katecholamine gesenkt.
Aus dem Verhdltnis von konjugiert/freien Katecholami-
nen, vor und nach Belastung, besonders in der Erho-
lungsphase, ergeben sich somit verwertbare Hinweise auf
den individuellen Ausdauertrainingszustand.

Phdochromozytom

Die Bestimmung der Serum-Katecholamine hat gegen-
Uber der Bestimmung der Katecholamine im Urin die Dia-

amol/i Noradrenalin

20
] *_'L+
16—

12

T '::;A

Adrenalin

1.2

0.8

0.6

Laktat

] 2 3 4 . 5

Abb. 16: Noradrenalin, Adrenalin und Lactat, Awé‘hre'_nd Lauf-
belastung idber 10000 m. 1 = Ruhewert, 2 = Ayfwarmphase,
3 = Belastung, 4 = Erholungsphase nach 20 min, 5 = Erho-
Jungsphase nach 60 min

gnostik des Phédochromozytoms geférdert. in einigen Fal-
len machen jedoch unklare Katecholaminerhéhungen dif-
ferentialdiagnostische Schwierigkeiten. Hier erscheint die
Ermittlung der Quotienten konjugiert/freien Katechol-
aminen eine diagnostische Hilfe. Nach Rask et al. (25)
werden die Katecholamine des Nebennierenmarks, so-
wohl Adrenalin als auch Noradrenalin und Dopamin nicht
konjugiert, da trotz ausreichendem Phenolsulfotransfera-
se-Angebot der Sulfatdonator Phosphoadenosinphos-
phosulfat (PAPS) in dem Nebennierenmark nur in gerin-
ger Menge vorliegt oder vollkommen fehlt. Sowohl bei
dem Phdochromozytom mit vorwiegender Adrenalin-
aber auch Noradrenalinsteigerung, als auch bei dem Neu-
roblastom, bei dem die Dopaminkonzentration erhéht
sein kann, findet man sehr niedrige Quotienten der
konjugierten/freien Katecholamine. Besonders bei der
vendsen Etagenabnahme ist dieser Quotient fiir die Loka-
lisation als zusatzlicher Parameter verwertbar. Diese ein-
fache Bestimmung der sulfatierten Katecholamine, die
aus der gleichen Probe vorgenommen werden kann, stelit
eine diagnostische Bereicherung dar.

Urinkatecholamine
Die hohe Konzentration von freien Katecholaminen im
Urin flihrte dazu, daR man lange Zeit die Katecholaminbe-

Tab. 3: Korrelation zwischen Katecholaminen und himodynami-
schen und metabolischen Parametern in Feldversuchen

Korrelation Sprint Lang-
strecken-
lauf

Noradrenalin: Adrenalin 0,897°* 0,552°

Noradrenalin:Lactat 0,714** 0,725**

Adrenalin:Lactat 0,647* 0,707°*

Noradrenalin: Herzfrequenz 0,697°* n.s.

Adrenalin: Herzfrequenz 0,657* n.s.

Noradrenalin:systolischem Blut- 0,673* n.s.

druck

Adrenalin:systolischem Blutdruck 0,645°* n.s.

*p <005 *p<001
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Abb.17: Noradrenalinisulfat, Adrenalinsulfat und Quotienten
zwischen konjugiert/freien Katecholaminen (s. Abb. 16)
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stimmung nur im Urin vornahm, da iltere Methoden fiir
den Serumkatecholaminnachweis zu unempfindlich wa-
ren. Die Ursache der hohen Urinkatecholaminwerte
wurde unterschiedlich diskutiert (4, 28). Man nahm einen
Konzentrierungseffekt aber auch eine renale Katechol-
aminsekretion an (Abb.18).

Bei Tischtennisspielern einer Regionalliga untersuchten
wir deshalb die freien und konjugierten Katecholamine
vor und nach wettkampfmaéaRigen Trainingsspielen. Nach
Belastung stiegen die freien Katecholamine Noradrenalin,
Adrenalin aber auch Dopamin signifikant an. Die Steige-
rung der VMS war prozentual etwas geringer. Die Kon-
zentration der sulfatierten war gegeniiber den freien Kate-
cholaminen niedriger und der Quotient, konjugiert zu
freien Katecholaminen, war im Urin in Ruhe kieiner als
im Serum und sank nach Belastung signifikant ab. Dies
spricht dafir, daB die hohe Konzentration der freien Kate-
cholamine durch Dekonjugation eintreten kann, was bei
dem Sulfatasereichtum der Niere zu erwarten war. Durch
die verstarkte Dekonjugation wird auch die Metabolisie-
rungsrate erh6ht und fiihrt zu einem Konzentrationsan-
stieg der VMS und HVS sowie der Meta- und Norme-
tanephrine gegeniiber der Serumkonzentration, da eine
Verstoffwechselung nur bei freien oder freigesetzten Ka-
techolaminen stattfindet (Abb.18, 19).

Liquor Cerebrospinalis

Der Nachweis von freien und konjugierten Katecholami-
nen im Liquor, die in niedrigeren Konzentrationen als im
Serum und Urin vorliegen, ist technisch mit der gleichen
Methode wie die Serum-Katecholaminbestimmung
durchfiihrbar (Abb.20). Mit hochempfindlichen ampero-
metrischen Detektoren sind ihre Konzentrationen gut
nachweisbar. Da jedoch Lumbal- oder Ventrikelpunktio-
nen nur bei strengen Indikationen durchgefiihrt werden
k6nnen, ist die Erfahrung tiber die Katecholaminverdande-
rungen bei den einzelnen neurologischen Krankheitsbil-
dern im Liquor noch gering. Theoretisch erscheint jedoch
die Konjugation von Dopamin, das eine der wichtigsten
Neurotransmitter des Gehirns darstellt, von Bedeutung,
da PST und PASP im Gehirn nachweisbar sind, und echte
Synapsen vorliegen, bei denen ein pra- und postsynapti-
scher Regelmechanismus ablauft. Wie wir mit 4-0-Dopa-
minsulfat an Lymphozyten zeigen konnten, haben die
Konjugate keine Rezeptoraffinitdt, und der Postrezepto-
renmechanismus der zyklischen AMP wird durch Dopa-
minsulfat nicht stimuliert. Es ist anzunehmen, daR bei der
Differenzierung der cerebralen Dopamin-Rezeptorinter-
aktion in den nachsten Jahren auch die konjugierten Ka-
techolamine mehr Beachtung finden werden. Ob die Sul-
fatanlagerung an der 3-0-Position, die durch Sulfatasen
nicht abspaltbar sein soll, eine Erklarung fiir fehlende
Dopaminstimulation an der Postsynapsie ist, kann erst
entschieden werden, wenn diese Frage mit isoliertem
3-0-Dopamin experimentell iberpriift wurde.

Aufgrund der Untersuchungsergebnisse kommt man zu
dem SchiuR, daR die konjugierten Katecholamine der Be-
lastung durch Sulfatase dekonjugiert werden kénnen, um
danach mit den Adrenorezeptoren zu reagieren. Bei dem
hohen Prozentsatz von konjugierten Katecholaminen an
den Gesamtkatecholaminen sind sie praktisch eine Kate-
cholamindepotform, die ohne Neusekretion die adrenerge
Stimulation potenzieren kann. Auf der anderen Seite ver-
hiitet die Konjugation der Katecholamine ihre Metaboli-
sierung und damit den Verlust einer differenten, fir den
Kérper wichtigen Substanz. UberschieBende Katechol-
aminfreisetzung, die zur Stimulation des adrenergen Sy-

stems fithren kénnte, werden durch die Konjugation ver-
hitet, da die Konjugate nicht mit den Adrenorezeptoren
reagieren. Diese Gesichtspunkte sind in der Betrachtung
des sympathoadrenergen Regulation von funktioneller
Bedeutung, die bei ihrem Anteil an den Gesamtkatechol-
aminen nicht unterschatzt werden darf. Die durchgefiihr-
ten Belastungsuntersuchungen erlaubten sowohl bei
dem Orthostasetest, den unterschiedlichen Ergometerbe-
lastungen bei verschiedenen Kérperpositionen, Intensitat
und Dauer sowie in den Feldstudien im Serum die Verhal-
tensweise der Konjugate nédher zu charakterisieren. Be-
sonders die Ermittlung des Quotienten konjugiert/frei
scheint ein hilfreicher Parameter zu sein, der erlaubt, Trai-
ningszustande zu beurteilen und zu differenzieren. Da bei
der Orthostasereaktion signifikante Noradrenalinanstiege
eintreten, und auch die Freisetzung aus den Konjugaten
starker ist als in liegender Position, erfolgt eine bessere
Anpassung der ao,-Rezeptoren regulierten venésen Com-
pliance, was zur Optimierung der Kreislaufverhaltnisse in
dem Niederdrucksystem beitragt aber auch im arteriellen
GefaRschenkel die Blutumverteilung optimiert. Die Urin-
katecholaminbestimmung 4Bt erkennen, daR bei der Nie-
renpassage eine Dekonjugation der Sulfokonjugate statt-
findet, wodurch die hohe Konzentration von freien Kate-
cholaminen im Urin erklart werden kdénnte. Die Untersu-
chungen Uber die unterschiedliche Rezeptoraffinitat
zwischen freien und konjugierten Katecholaminen, die
wir mit synthetisiertem 4-0-Dopaminsulfat nachweisen
konnten, ist sicherlich bedeutungsvoll fiir die weitere
Aufklarung der Bedeutung der Konjugate im Organismus.
Dies kann jedoch erst dann befriedigend untersucht wer-
den, wenn auch die Sulfokonjugate von Noradrenalin und
Adrenalin sowohl in der 3- als auch in der 4-0-Form
synthetisiert werden konnten. Trotz Literaturberichten ist
die Synthese von 3-0-Dopaminsulfat und 4-0-Nor-
adrenalin und Adrenalinsulfat (2, 19) experimentell
schwierig. Ob 3-0- oder 4-0-Katecholaminsulfate sich
unterschiedlich gegeniiber Sulfatasen verhalten, muf ex-
perimentell abgeklart werden, da sich hieraus einige inter-
essante Fragestellungen lber sulfatierte und nichtsulfa-
tierte zentrale Neurotransmitter bei M. Parkinson aber
auch Schizophrenie und Depression ergeben konnten.
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Jetzt konnen Sie Plasma- und Urin-
Katecholamine routinemdéBig analysieren -
mit Picogramm-=- Empfindlichkeit.

Ein komplettes Paket fiir die
Katecholaminanalyse - vom
Reagenzien-Kit bis zum
automatischen Analysator

Mit dem Waters™ Katecholamin-
analysator kénnen Sie Katecholamine
bis in den Grenzbereich routineméflig
bestimmen. Ein komplettes Paket

aus Hochleistungsflissigkeitschromato-
graphie (HPLC), elektrochemischer
Detektion und mafigeschneiderten
Reagenzien gestattet einfache

und hochempfindliche Analysen.

Reproduzierbare Resultate
und geringere Kosten pro
Analyse

Bei einfachster Handhabung erhalten |
Sie zuverldssige Analysenwerte mit
Picogramm-Empfindlichkeit.

Im Gegensatz zu den traditionellen
colorimetrischen Bestimmungen oder
radioenzymatischen Assays liefert
Ihnen die neue Methode prézisere
Ergebnisse in kirrzerer Analysenzeit.
Von Tag zu Tag - von Labor zu

Labor - erzielen Sie einzigartige.
Reproduzierbarkeit, und dies mit
geringeren Kosten pro Analyse

als bei herkdmmlichen Methoden.

Zuverlassige Leistung

Fur einen garantiert hohen Standard
an Genavigkeit und Prazision ist jede
HPLC-Saule individuell vorbereitet und
getestet. Das Systempaket enthalt

eine geprifte Probenvorbereitung
sowie vorbereitete Reagenzien in
genigender Anzahl.

Vielseitigkeit

Der Waters Katecholaminanalysator
ermdglicht die Bestimmung der
Katecholamine und Metaboliten
sowohl im Gewebe, Urin und

CSF als auch im Plasma. Mit dem
gleichen System kénnen Sie

aber auch Analysen anderer
Substanzen durchfihren.

12 1. Noradrenalin
2. Adrenalin

3.DHBA

!

Mit dem Waters Katecholaminanalysator
erreichen Sie Stabilitét und Picogramm-
Empfindlichkeit selbst in der Plasma-
Katecholaminbestimmung.

Méchten Sie mehr Gber die routine-
méfige Katecholaminanalyse

mit Picogramm-Empfindlichkeit und
Kostenersparnis pro Analyse
erfahren, dann kontaktieren Sie lhre
néchstgelegene Waters
Niederlassung:

Millipore GmbH,

Waters Chromatographie,
Hauptstrafle 71-79,

6236 Eschborn/Ts.

Tel. 0 6196/494-0

VWaters

MILLIPORE GmbH

vil



RECHT DES NIEDERGELASSENEN ARZTES

—

JURAMED gibt auch auf
diese Fragen Auskunft:

Vor der Niederlassung — welche Formalitdten mis-
sen erfillit sein? © Krankenschein wird nicht vorge-
legt — darf der Arzt privat abrechnen? @ Wie kann
man die Verjdhrung unterbrechen? O Gilt die
Schweigepflicht auch gegeniiber der Ehefrau? ©
Arzthelferinnen — einmal jahrlich Hinweis auf die
Schweigepflicht! @ MuB der Arzt den Patienten vor
jedem Eingriff aufkldren? @ § 218 StGB — darf jeder
niedergelassene Arzt die soziale Beratung vorneh-
men? © Gemeinschaftspraxis — ideale Form der Zu-
sammenarbeit zwischen niedergelassenen Arzten? ©
Kennen Sie die Geheimsprache in Zeugnissen? ©
Ist die mitarbeitende Arzt-Ehefrau automatisch un-
fallversichert? © Wie griindet man eine Gemein-
schaftspraxis? © Ist die Praxisgemeinschaft der Ge-
meinschaftspraxis vorzuziehen? © Praxisverkauf —
wie hoch ist der ideelle Wert der Praxis? © Was ist
im Haftpflichtfall zu tun?

JURANIED

WAS IST JURAMED? |

JURAMED ist ein praxisnahes Werk liber.das Recht
des niédergelassenen Arztes, zusammengestellt von
anerkannten Fachleuten, die wissen, wo den nieder-
gelassenen Arzt (juristisch) der Schuh driickt.

JURAMED ist in klarer, verstandlicher Sprache — nicht
in verklausuliertem Juristendeutsch — geschrieben.
In 20 Ubersichtlichen Gruppen werden die fiir den
niedergelassenen Arzt aktuellen Rechtsfragen erst-
mals in einem Werk behandeit.

WARUM IST JURAMED
IMMER AKTUELL?

JURAMED ist eine stets aktuelle Lose-Blatt-Samm-
lung. Sie werden immer auf dem neuesten Stand der
Gesetzgebung und Rechtsprechung sein. Dafiir sor-
gen die Nachtragslieferungen (ca. einmal jahrlich).

WAS BIETET JURAMED
SONST NOCH?

erle praxisnahe Mustervertrage, Formulare, Zeug-
nismuster (Geheimsprache in Zeugnissen), die viel
|astige, zeitraubende Arbeit ersparen.
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Rezensionen der 1. Auflage

Deutsches Arzteblatt:

....Das Werk, an dem eine Reihe im Arztrecht erfahrener
Autoren mitgearbeitet haben, erfillt den Zweck einer ra-
schen Information vorziiglich*.

Frankfurter Aligemeine Zeitung:

....Allein ein Blick in das Kapitel ,Schweigepflicht*
macht deutlich, in welche Marktliicke JURAMED sto8t."
Medical Tribune: .

.JURAMED gehort neben die Rote Liste."

Ja, ich bestelle das Grundwerk JURAMED (Lose-Blatt-
Werk), 518 Seiten, zum Preis von DM 98,~, sowie die ca.
1—2mal jahrlich erscheinenden Nachtragslieferungen (Sei-
tenpreis 29 Pf.). Alle Preise inklusive Mehrwertsteuer zu-
2zuglich Versandkosten.
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