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Abkürzungsverzeichnis 

 

 

A Adrenalin 

AC Affinitätschromatographie 

ACN Acetonitril 

ADS Alkyl Diol Silica 

API Atmospheric Pressure Ionisation Source 

BA Benzylamin 

°C Grad Celsius 

CE Kapillarelektrophorese 

COMT Catecholamin-O-Methyltransferase 

Da Dalton 

DA Dopamin 

DHBA Dihydroxbenzylamin 

DNS-Cl Dansylchlorid 

DPE 1,2-Diphenylethylendiamin 

EC Elektrochemische Zelle  

ECD Elektrochemischer Detektor 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

ELISA Enzymelinked Immuno Sorbent Assay 

FD Fluoreszenzdetektion 

GFC Gelfiltrationschromatographie 
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GLP Good Laboratory Praxis 

h Stunden 

HCl Salzsäure 

HIES 5-Hydroxyindolessigsäure 

HPLC Hochleistungsflüssigchromatographie 

HMBA Hydroxymethylbenzylamin  

5-HT 5-Hydroxytryptamin 

HVS Homovanillinsäure 

HYP Hydroxyprolin 

ID  Innendurchmesser 

IEX Ionenaustauschchromatographie 

IS Interner Standard 

k. A. keine Angaben 

kg Kilogramm(10
3 
g) 

L Liter (10
3 
mL) 

LC Flüssigchromatographie 

M männlich 

ME Metanephrin 

MeOH Methanol 

mg Milligramm (10
-3 

g) 

min Minute 

mL Milliliter (10
-3 

L) 

mm Millimeter (10
-3 

m) 
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MS Massenspektrometer 

mV Millivolt (10
-3 

V) 

n Anzahl der Probanden 

nA Nanoampere(10
-9 

A) 

NA Noradrenalin 

nm Nanometer (10
-9 

m) 

NME Normetanephrin 

OPA  ortho-Phthalaldehyd 

PBA Phenylboronsäure (Phenylboronic acid) 

pH pH-Wert 

pg Pikogramm (10
-12 

g) 

ppb  10-9  Teile pro Milliarde (parts per billion)   

ppt  10-12  Teile pro Billion (parts per trillion)   

RA Restricted Access 

RAM Restricted Access Material 

RP Umkehrphase (Reversed Phase) 

RPC Umkehrphasenchromatographie 

RT Raumtemperatur 

SEC Größenauschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatography) 

SER Serotonin 

SPE Festphasenextraktion (Solid-Phase-Extraktion) 

SV Schaltventil 

TDM Therapeutisches Drug Monitoring 
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THI Trihydroxyindol 

µg  Mikrogramm (10
-6 

g)  

µL  Mikroliter (10
-6 

L) 

µm  Mikrometer (10
-6 

m) 

UV Ultraviolett 

VMS Vanillinmandelsäure 

v/v Volumenanteil 

w Weiblich 

λ  Wellenlänge 

% Prozent 
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1. EINLEITUNG 
 

 

1.1 Problemstellung 
 

Eine Grundvoraussetzung klinisch-chemischer Untersuchungen ist, dass der zum 

Zeitpunkt der Probengewinnung in einer Körperflüssigkeit vorhandene Wert eines 

diagnostischen Messparameters bei der nachfolgenden Analyse unverfälscht 

erhalten wird. Das heißt, die Konzentration des Analyten in-vivo soll der 

Konzentration des Analyten in-vitro entsprechen. Aus diesem Grund besitzt die 

präanalytische Phase, d.h. die Zeitspanne zwischen Probenahme und 

Quantifizierung einen hohen Stellenwert hinsichtlich der analytischen und 

diagnostischen Qualität. Dies gilt insbesondere für instabile Analyte, die 

beispielsweise über einen längeren Zeitraum mit dem Urin ausgeschieden werden. 

Derartige harngängige Markermoleküle sind die Katecholamine Adrenalin, 

Noradrenalin und Dopamin sowie deren Metabolite Normetanephrin, Metanephrin, 

Vanillinmandelsäure und Homovanillinsäure. Darüber hinaus besitzen das renal 

ausgeschiedene Serotonin als ein Abbauprodukt des Tryptophans und 5-

Hydroxyindolessigsäure als Metabolit des Serotonins diagnostische Aussagekraft. 

Für diese Analyten wurde bislang kein einheitliches Standardverfahren bezüglich 

deren Gewinnung und Stabilisierung im Urin, sowie deren Transport und Lagerung 

beschrieben. Dies betrifft vor allem die leicht oxidierbaren Katecholamine.  

Derzeit wird der für eine aussagekräftige Katecholamin-Analytik benötigte 24h-

Sammelurin während oder erst nach der Gewinnung auf unterschiedliche pH-Werte 

mit unterschiedlichen Säuren eingestellt, bei unterschiedlichen Temperaturen 

gesammelt und gelagert sowie nach unterschiedlichen - als maximal ermittelten - 

Zeitspannen analysiert. 

Diese unterschiedlichen und zum größten Teil inadäquaten Verfahrensweisen bei 

der Präanalytik von harngängigen Markermolekülen insbesondere bezüglich der 
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Katecholamine führen nicht nur zu unterschiedlichen, sondern auch zu falschen 

Ergebnissen, die klinisch relevante Fehleinschätzungen zur Folge haben können. 

Selbst in den European Urinanalysis Guidelines [156] ist kein standardisiertes 

Verfahren aufgeführt. 

 

Abbildung 1: Teilschritte der präanalytischen Phase 

 

An die Gewinnung bzw. den Transport der harngängigen Markermoleküle schließt 

sich eine entsprechende Probenaufbereitung an (Abbildung 1). Diese besteht 

oftmals aus vielen manuellen Schritten die fehlerträchtig, zeitaufwendig und 

kostenintensiv sind. Dies gilt wiederum insbesondere für die Extraktion der 

Katecholamine aus der komplexen Urinmatrix. 

Eine effektive diagnostische Strategie der 24h-Urinanalyse zur Erkennung, 

Differenzierung, Verlaufs- und Therapiebeurteilung von Erkrankungen erfordert 

neben einer standardisierten Präanalytik auch eine ausgereifte und möglichst 

vollautomatisierte Analytik.  
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1.2 Ziel der Arbeit 
 

Ziel der Promotionsarbeit war die Entwicklung und klinische Erprobung eines 

neuen, standardisierten Verfahrens bzw. eines entsprechenden Sammelgefäßes für 

eine patientenfreundliche und analysengerechte Sammlung des 24h-Urins. 

Hierbei sollte insbesondere erreicht werden, dass die untersuchten harngängigen 

Markermoleküle (Noradrenalin, Adrenalin, Dopamin, Metanephrin, Normetanephrin, 

Homovanillinsäure, Vanillinmandelsäure, Serotonin und 5-Hydroxyindolessigsäure) 

während der Gewinnung und des Transports sowie der anschließenden Lagerung 

bis zur Analyse stabil bleiben. 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in dem instrumentellen Aufbau, 

der Optimierung und Validierung eines vollautomatischen, routinetauglichen Zwei-

Säulen HPLC-Analyseverfahrens zur Bestimmung der untersuchten Katecholamine 

direkt aus der hochkomplexen Urinmatrix. Hierbei sollte erstmalig ein – für die 

untersuchten Katecholamine sehr selektiver und sehr sensitiver – 

elektrochemischer Detektor in ein on-line Säulenschaltsystem integriert und 

störungsfrei betrieben werden. 
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2 UNTERSUCHTE MARKERMOLEKÜLE 
 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die nachstehenden, harngängigen 

Markermoleküle untersucht, die in der klinisch-chemischen Diagnostik eine wichtige 

Rolle spielen. 

 

Tabelle 1: Untersuchte Markermoleküle 

•  Noradrenalin •  Normetanephrin •  Vanillinmandelsäure •  Serotonin 

•  Adrenalin •  Metanephrin •  Homovanillinsäure •  5-Hydroxyindol- 

  essigsäure 

•  Dopamin    

 

Im Folgenden wird auf jeden einzelnen Analyten näher eingegangen hinsichtlich 

dessen Biochemie, diagnostische Relevanz und Präanalytik. 

 

 

2.1 Katecholamine 
 

Die Katecholamine gehören zu der Klasse der biogenen Amine. Diese Biomoleküle 

fungieren zum einen als Neurotransmitter bei der Regulation tierischen und 

menschlichen Verhaltens und zum anderen als steuernde Hormone bei katabolen 

und anabolen Stoffwechselprozessen.  
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2.1.1 Biochemie 

 

 

2.1.1.1 Chemische Struktur 

 

 

Abbildung 2:   2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-ethylamin, Dopamin (DA) 

 

 

Abbildung 3:   R-(-)-1-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-aminoethanol, Noradrenalin (NA) 

 

 

Abbildung 4: R-(-)-1-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-(methylamino)-ethanol, Adrenalin 
(A) 
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Die chemische Struktur der Katecholamine leitet sich vom Brenzcatechin (1,2-

Dihydroxybenzol, Catechol) ab. Dopamin und Noradrenalin enthalten eine primäre 

basische Aminfunktion, Adrenalin dagegen eine sekundäre. Die aufgeführten 

Katecholamine besitzen mit der cis-diol Gruppe eine gemeinsame Substruktur. Die 

pks-Werte und Molekulargewichte sind in Tabelle 2 aufgeführt.  

 

Tabelle 2: Molekulargewicht und pks-Werte der Katecholamine 

 Dopamin Noradrenalin Adrenalin 

pKs 8.93 8.58 8.55 

Mr 153.18 169.20 183.20 

 

 

2.1.1.1.1 Biosynthese 

 

Synthetisiert werden die Katecholamine von katecholaminergen Neuronen im 

Zentralnervensystem (ZNS), vom chromaffinen Gewebe im Nebennierenmark 

(NNM) und von sympathischen, postganglionären Neuronen. 

Die Biosynthese der Katecholamine geht von der aromatischen Aminosäure L-

Tyrosin aus, welche die Blut-Hirnschranke passieren kann und aktiv aus der 

Blutbahn in die Neuronen transportiert wird. Bis zum Noradrenalin hin ist der 

Syntheseweg im Nebennierenmark und in postganglionären Nervenzellen identisch. 

Das Tyrosin wird von dem Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) unter Beteiligung des 

Coenzyms Tetrahydrobiopterin, zweiwertigen Eisen und Sauerstoff in der meta-

Position zum 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) hydroxyliert. Das bei der Reaktion 

entstehende Dihydrobiopterin wird mit NADPH/H+ reoxidiert. Dihydroxyphenylalanin 

wird in einem zweiten, enzymatisch katalysierten Reaktionsschritt von der im 

Cytosol lokalisierten aromatischen L-Aminosäure-Decarboxylase (AADC) (L-DOPA-

Decarboxylase) zu 3,4-Dihydroxyphenylethylamin (Dopamin) decarboxyliert. Durch 
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einen spezifischen Carrier wird Dopamin in die chromaffine Granula des 

Nebennierenmarks bzw. der postganglionären Neuronen aufgenommen. Durch die 

Dopamin-ß-Hydroxylase (DBH), die als Cofaktoren zweiwertiges Kupfer und 

Ascorbinsäure benötigt [2], wird das Dopamin am ß-C-Atom der Seitenkette zum 

Noradrenalin (3,4-Dihydroxyphenyl-ethanolamin) hydroxyliert. Die Phenyl-

ethanolamin-N-Methyltransferase (PNMT), die nur in adrenergen Neuronen des 

Zentralnervensystems und im Nebennierenmark zu finden ist, methyliert die 

terminale Aminogruppe des Noradrenalins. Als Methylgruppendonator fungiert bei 

der Biosynthese des Adrenalins das S-Adenosylmethionin (SAM), welches im 

Verlauf der Katalyse zu S-Adenosylhomocystein (SAH) demethyliert wird. Die 

jeweiligen Endprodukte der Katecholaminbiosynthese – Dopamin. Noradrenalin und 

Adrenalin – werden in synaptischen Vesikeln gespeichert.  

 

 

Abbildung 5:  Syntheseweg der Katecholamine 

Die Katecholaminbiosynthese wird im Organismus durch verschiedene Enzyme 

sehr genau reguliert. Das erste Enzym der Synthesekette, die L-

Tyrosinhydroxylase, wird durch die jeweiligen Endprodukte Dopamin, Noradrenalin 

und Adrenalin in ihrer Aktivität gehemmt („negatives Feedback“ / allosterische 

Hemmung). Hierdurch kann die Syntheserate der Neurotransmitter kurzzeitig dem 

Katecholaminbedarf angepasst werden. Eine erhöhte neurale Aktivität, über 

nicotinische Acetylcholinrezeptoren vermittelte Impulse, führt zur 

Transmitterfreisetzung durch Exocytose, die Katecholaminkonzentration der 

Neuronen sinkt, und es kommt zu einer erhöhten Katecholaminsyntheseleistung. 
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Bei andauernder neuraler Aktivität ist eine Langzeitregulation durch Induktion der 

de novo Synthese der Tyrosinhydroxylase und der Dopamin-ß-Hydroxylase 

möglich. Glucocorticoide sind schwache Induktoren der Tyrosinhydroxylase und 

starke bezüglich der im Nebennierenmark vorkommenden Phenylethanolamin-N-

Methyltransferase. Die Phenylethanolamin-N-Methyltransferase wird ebenfalls 

durch Noradrenalin und Adrenalin allosterisch gehemmt und bildet so ein weiteres 

Regulationsglied in der Synthesekette der Katecholamine. 

 

 

2.1.1.1.2 Abbau der Katecholamine 

 

Der Abbau der Katecholamine erfolgt durch die Monoaminoxidase (MAO) und die 

Katechol-O-Methyltransferase (COMT). Die in der äußeren Mitochondrienmembran 

der Neuronen lokalisierte Monoaminoxidase desaminiert die Katecholamine oxidativ  

zu den entsprechenden Aldehyden (Dopamin zu 3,4-Dihydroxphenylacetaldehyd; 

Noradrenalin und Adrenalin zu 3,4-Dihydroxymandelsäurealdehyd). Der durch den 

Abbau des Dopamins gebildete 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd wird von der 

Aldehyddehydrogenase (AldDH) zur 3,4-Dihydroxyphenylessigsäure oxidiert und 

schließlich durch die Katechol-O-Methyltransferase an der 3-Position zum 

Hauptabbauprodukt des Dopamins, der Homovanilllinsäure (3-Methoxy-4-

hydroxyphenylessigsäure) methyliert (Abbildung 6). 

Der durch die oxidative Desaminierung von Noradrenalin und Adrenalin gebildete 

3,4-Dihydroxymandelsäurealdehyd wird seinerseits von der Aldehydreduktase zu 

3,4-Dihydroxyphenylglykol reduziert und anschließend durch die Katechol-O-

Methyltransferase zum 3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglykol (MHPG) methyliert. Aus 

dem ZNS gelangen nur die Abbauprodukte Homovanillinsäure (HVS) und 3-

Methoxy-4-Hydroxyphenylglykol (MHPG) über die Blutbahn in die Nieren und 

werden renal ausgeschieden (Abbildung 7). 
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Abbildung 6:  Abbau des Dopamins 
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Abbildung 7:  Abbau von Noradrenalin und Adrenalin 
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Das Hauptabbauprodukt des Noradrenalins und Adrenalins im efferenten 

sympathischen Nervensystem ist die Vanillinmandelsäure (VMA, 3-Methoxy-4-

Hydroxymandelsäure). Dieser Metabolit entsteht durch die oxidative Desaminierung 

des Noradrenalins bzw. Adrenalins, der sich anschließenden Oxidation des 

gebildeten Mandelsäurealdehyds zur entsprechenden Säure und durch die 

abschließende O-Methylierung der meta-Hydroxylgruppen des Phenylrestes 

(Abbildung 7). 

 

2.1.2 Diagnostische Relevanz 

 

Die quantitative Bestimmung der Katecholamine ist diagnostisch relevant: 

• für die Diagnose der sekundären Hypertonie  

• für die Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von Tumoren des sympatho-adrenalen 

Systems wie z. B. das Phäochromozytom oder das Neuroblastom.  

Die Frage, ob die Katecholamine im Plasma oder im Urin bestimmt werden sollen, 

wird kontrovers diskutiert. Die überwiegende Mehrzahl der Untersucher bevorzugt 

aus methodischen wie auch pathophysiologischen Überlegungen die Bestimmung 

im Urin [4]. Die Konzentration der Katecholamine im Urin ist um drei 

Größenordnungen höher als die im Vergleich zu Plasma. Die Anforderungen an die 

Methodik bzw. Nachweisgrenze bei der Analyse sind daher deutlich geringer. 

Darüber hinaus erhält man bei der Bestimmung der Katecholamine in einem 24h-

Urin eine Messgröße, die unabhängig von kurzfristigen Konzentrationsänderungen 

ist, wie sie im Plasma beobachtet werden. Im Gegensatz zu einer entsprechenden 

Blutabnahme ist die Gewinnung von Urin nicht invasiv und somit stressfrei für den 

Patienten. 

Die Ruheausschüttung der Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin aus dem 

Nebennierenmark beträgt etwa 8 bis 10 ng pro Kilogramm Körpergewicht und 

Minute. Das im Blut zirkulierende Noradrenalin stammt zu über 70 % aus dem 

durch den Sympathikus noradrenerg innervierten Herzmuskel. Daher ist der 
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Noradrenalinspiegel im Blut durchschnittlich 2 bis 3-fach höher als der des nur im 

Nebennierenmark (NNM) synthetisierten Adrenalins. 

Bei motorischen Aktivitäten steigt zunächst der Noradrenalinspiegel infolge der 

sympathisch gesteuerten Herzleistung an. Bei mittelschwerer und schwerer Arbeit 

(> 150 Watt) ist neben dem weiteren Konzentrationsanstieg des Noradrenalins auch 

ein Adrenalinanstieg im Blut zu beobachten. 

Tabelle 3: Katecholaminspiegel im Blut 

Katecholaminkonzentration Bedingungen 

Adrenalin [pmol/L] Noradrenalin [pmol/L] 

Ruhe 360 1100 

Arbeit 

50 Watt 

100 Watt 

150 Watt 

 

360 

520 

870 

 

2200 

2900 

4850 

 Verändert nach [5] 

Bei Stress steigen sowohl der Nordrenalin- als auch der Adrenalinspiegel im Blut 

stark an. Das Nebennierenmark schüttet die beiden Stresshormone verstärkt ins 

Blut aus. Gleichzeitig erfolgt eine zusätzliche Noradrenalinausschüttung aus den 

sympathischen postganglionären Neuronen. 
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Abbildung 8: Stressbedingter Anstieg der Konzentrationen von Noradrenalin und 
Adrenalin im Blut (Ratte), Anstieg: Adrenalin 2000%, Noradrenalin 600% [5] 

Vor diesem Hintergrund dient die quantitative Bestimmung der Katecholamine in 

Plasma und Urin in der Sportmedizin der Aufklärung adrenerger Stimulationen und 

Überlastungen [59, 60, 61, 99] und in der Arbeitsmedizin zur Stress- und 

arbeitsphysiologischen Grundlagenforschung. 

Die quantitative Bestimmung der Katecholamine ermöglicht somit Rückschlüsse auf 

die Aktivität des sympatho-neuralen und sympatho-adrenalen Systems unter 

physischer und psychischer Belastung. Darüber hinaus finden sich 

charakteristische Veränderungen im Katecholamingehalt der Körperflüssigkeiten bei 

bestimmten Erkrankungen, bei denen diese beiden Systeme direkt oder indirekt 

involviert sind. Etwa bei hypotonen Kreislaufregulationsstörungen wie z.B. familiäre 

Dysautonomie [62, 63], bei Tumorerkrankungen des chromaffinen Gewebes wie 

Phäochromozytom [64, 65, 66], Neuroblastoma oder Ganglioneurom [67, 68, 3 und 

Übersichtsarbeit 69] und bei malignen Nierentumoren der Kindheit, dem Wilms-

Tumor. Weitere Indikationen sind die Differentialdiagnose bei Hypertonie [70], die 

Parkinsonsche Krankheit [71, 72], affektive Störungen [73, 74], Herzleiden [75, 76, 

77], Schilddrüsenüberfunktion oder Schilddrüsenunterfunktion [78] und chronische 

Niereninsuffizienz [79, 80]. 
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Im folgendem wird näher auf das Phäochromozytom und das Neuroblastom 

eingegangen.  

Das Phäochromozytom ist ein Tumor der chromaffinen Zellen, der in 90% der Fälle 

im Nebennierenmark lokalisiert ist und dort eine Hypersekretion von Adrenalin und 

Noradrenalin verursacht. Phäochromozytome treten vorwiegend bei Erwachsenen 

auf, mit einer maximalen Häufigkeit im 4. und 5. Lebensjahrzehnt. Während bei 

Kindern das männliche Geschlecht häufiger betroffen ist, bestehen bei 

Erwachsenen keine Geschlechtsunterschiede. Die Prävalenz des Phäo-

chromozytoms in der Gesamtbevölkerung beträgt 0,005 % und bei Hypertonikern 

0,5 %. Die Inzidenz wird mit 1 bis 2 Patienten pro 100.000 Einwohner und Jahr 

angegeben [3]. Die bösartige Form, das Phäochromoblastom, hat bei Erwachsenen 

eine etwa 10mal kleinere Inzidenz. Etwa 85 bis 90 % der Phäochromozytome 

gehen vom Nebennierenmark aus. Die rechte Nebenniere ist etwas häufiger 

betroffen als die linke. 

Die frühe Diagnose eines Phäochromozytoms ist sehr wichtig, da 

lebensbedrohliche hypertensive Krisen damit verbunden sein können. Die 

chirurgische Sanierung führt fast immer zur völligen Heilung.  

Neuroblastome sind ebenfalls Tumore des sympathico-adrenalen Systems. Sie 

gehen von Neuroblasten des Nebennierenmarks aus, können sich aber auch an 

anderen Stellen des sympathischen Nervensystems entwickeln. Neuroblastome 

sind nach Leukämien und Gliomen die häufigsten malignen Tumoren im 

Kindesalter. Sie treten zwischen der Geburt und dem 6. Lebensjahr auf. Ein 

Neuroblastom wird auf etwa 10.000 Geburten beobachtet bei Jungen etwas 

häufiger als bei Mädchen. Über 80 % der Neuroblastome betreffen Kinder in den 

ersten zweieinhalb Lebensjahren. Beim Neuroblastom ist die renale Ausscheidung 

von Homovanillinsäure, Vanillinmandelsäure und vor allem die des Dopamins  

erhöht [81].  
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2.1.2.1.1 Konjugierte Katecholamine 

 

Untersuchungen von Buu [82, 83, 84], Nagel [85], Joyce [86], Westerink [87] und 

Weicker [88, 99] haben gezeigt, dass etwa 60 bis 90 % der Gesamtkatecholamine 

in Körperflüssigkeiten in konjugierter Form (Sulfo- und Glucuronsäure-Konjugate) 

vorliegen. Der hohe Konjugatanteil hat vermutlich eine bis heute noch wenig 

erforschte regulatorische Bedeutung [89]. 

Beim Menschen überwiegen die sulfokonjugierten Katecholamine mit 90 bis 95%, 

lediglich 5 bis 10 % liegen als ß-Konjugate der Glucuronsäure vor. 

Die Konjugation der Katecholamine mit dem Schwefelsäureanion kann sowohl in 

der 4-O- als auch in der 3-O-Position erfolgen. Die Esterbildung wird katalysiert 

durch die Phenolsulfotransferase (PST), die in zahlreichen Organen und Geweben 

wie Leber, Gehirn, Thrombozyten, Erythrozyten und Darmmucosa lokalisiert ist [90] 

Als Sulfatgruppendonator fungiert das Phosphoadenosinphosphosulfat (PAPS). 

Die Dekonjugation der 4-O-Sulfokonjugate wird von Sulfatasen katalysiert, die in 

der Leber, dem Gehirn, den Nieren und den Muskeln vorkommen. Auch die 

Dopamin-ß-Hydroxylase kann aus 4-O-Dopaminsulfat Dopamin freisetzen.  

Die im Nebennierenmark ausgeschütteten Katecholamine Adrenalin und 

Noradrenalin werden jedoch nicht konjugiert, obwohl das Enzym Phenol-

sulfotransferase in diesem Gewebe vorkommt. Der Grund hierfür liegt darin, dass 

der Sulfatgruppendonator Phosphoadenosinphosphosulfat fehlt oder nur in Spuren 

vorhanden ist [91]. Die Differentialdiagnose des Phäochromozytoms basiert daher 

auf einem sehr kleinen Verhältnis von konjugierten zu freien Katecholaminen im 

Plasma.  
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Abbildung 9: 4-O-Sulfo-konjugierte(a) und 3-O-Glucuronsäure-konjugierte (b) 
Katecholamine 

 

Im Zentralnervensystem werden die Katecholamine nach der Ausschüttung aus den 

präsynaptischen Vesikeln in den synaptischen Spalt umgehend mit Sulfat 

konjugiert, da die Phenolsulfotransferase und das Phosphoadenosinphosphosulfat 

in hoher Konzentration vorliegen [92]. Aus den Konjugaten können die 

Katecholamine jedoch erneut freigesetzt werden (hohe Sulfataseaktivität im ZNS) 

und stehen für eine weitere Interaktion mit den Rezeptoren zur Verfügung, ohne 

dass eine präsynaptische Neurotransmitterfreisetzung stattgefunden haben muss. 

Die sulfatierten Katecholamine zeigen keine Affinität zu den Adrenorezeptoren. 

 

 

2.1.2.1.2 Renales Katecholamin-Ausscheidungsmuster und 
Normalwerte der Katecholaminkonzentrationen in 
Körperflüssigkeiten 

 

Das normale renale Ausscheidungsmuster des Katecholaminmetabolismus setzt 

sich zu 3 bis 7 % aus unveränderten Katecholaminen, zu 45 bis 60 % aus 
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Vanillinmandelsäure sowie zu 10 bis 20 % aus Normetanephrin und Metanephrin 

zusammen. Mit einem 24h-Sammelurin werden daher der gesamte periphere und 

zentrale Katecholaminstoffwechsel und dessen Metabolite erfasst. 

Detaillierte Angaben zu den Normalbereichen der Katecholamine in Urin und 

Plasma sind in den folgenden Tabelle 4 und 5 zu finden. 

Tabelle 4: Normalbereiche der freien Katecholamine im Urin 

Katecholamine Ausgeschiedene Menge pro 

24h bzw. Konzentration 

Methode 

Noradrenalin 

Adrenalin 

Dopamin 

100-450 nmol/L 

17-94 nmol/L 

420-3660  nmol/L 

HPLC-FD 

[88] 

Noradrenalin 

Adrenalin 

Dopamin 

94-490 nmol /24h 

15-80 nmol/24h 

990-2431 nmol/24h 

HPLC-FD 

[96] 

Noradrenalin 

Adrenalin 

Dopamin 

bis 490 nmol/24h 

bis 131 nmol/24h 

bus 2550 nmol/24h 

 HPLC-ECD 

[93] 

Noradrenalin 

Adrenalin 

Dopamin 

bis 570 nmol/24h 

bis 150 nmol/24h 

bis 3240 nmol/24h 

 HPLC-ECD 

[94] 
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Tabelle 5: Normalbereiche der Katecholamine im Plasma 

Katecholamine Konzentration [nmol/l] Methode 

Noradrenalin 

Adrenalin 

Dopamin 

0,71-2,36 

0,11-0,66 

0,13-0,52 

Radioenzymatisch 

[97] 

Noradrenalin 

Adrenalin 

Dopamin 

0,33-5,98 

bis 4,77 

bis 0,80 

HPLC-ECD 

[98] 

Nordrenalin 

Adrenalin 

Dopamin 

 bis 2,49 

 bis 0,46 

      - 

HPLC-ECD  

[94] 

 

 

 

2.1.3 Präanalytik  

 

Die klinisch-chemische Bestimmung der Katecholamine erfolgt routinemäßig in 

einem entsprechenden 24h-Sammelurin. Die Patienten werden in der Regel darauf 

hingewiesen, dass 2 Tage vor und während der Sammlung der Genuss von Kaffee, 

Schwarztee, Alkohol, Cola-Getränken und Nikotin zu vermeiden ist. Diese 

Genussmittel sowie Stress und Medikamente wie Phenothiazine, Theophyllin, 

MAO-Hemmer können zu falsch erhöhten Werten führen. Falsch negative Werte 

können durch eine unvollständige Sammlung des 24h Urins oder des Sammelurins 

durch eine nicht ausreichende Stabilisierung erhalten werden. Über die Menge und 

die Art eines Stabilisierungsreagenzes finden sich in der Literatur sehr 

unterschiedliche Angaben. Auch bezüglich der optimalen Einstellung des pH-

Wertes eines 24h-Sammelurins gibt es Werte zwischen < 2 und 7. Die 
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nachstehende  Recherche von Literaturangaben verdeutlicht dies. 

Die Arbeitsgruppe Präanalytik der Deutschen Gesellschaft für Laboratoriums-

medizin empfiehlt beispielsweise die Einstellung des Urins auf einen pH kleiner 2 

durch „Ansäuern“ [43], De Jong et al. [100] säuern den Urin auf pH 2 mit 85 %iger 

Phosphorsäure an. Talwar et al. [101] legen 10 mL einer 6 molaren Salzsäure in 

dem entsprechenden Sammelgefäß vor. Der resultierende pH-Wert der Urine lag 

zwischen pH 1 und pH 3. Wu et al. [102] verwenden sogar konzentrierte Salzsäure 

um pH-Werte von 2 bis 3 zu erreichen. Giles et al. [103] stabilisieren die Kate-

cholamine in einem Urinpool mit 3 molarer Salzsäure und pH 3. Westerink et al. 

[104] legen 500 mg Natriummetabisulfit als Stabilisator im 24h-Urin-Sammelgefäß 

vor und stellen nach der Sammlung den Urin auf pH 3 bis 4 mit konzentrierter 

Ameisensäure ein. Kema et al. [26] wiederum empfehlen den 24h-Sammelurin in 

braunen, 2 L Gefäßen zu sammeln, legen jeweils ca. 250 mg Natriummetabisulfit 

(Na2S2O5) und Na2EDTA vor, säuern die Proben mit Essigsäure auf pH 4 an und 

lagern diese bei -20 °C. Die Einstellung des pH-Wertes zwischen pH 3 und pH 5 

empfiehlt der Leistungskatalog der MCL Medizinische Laboratorien [118]. In der 

Arbeitsanleitung der Fa. BIO-RAD [127] wird empfohlen den pH-Wert des 

gesammelten 24h-Sammelurins zu überprüfen und auf pH 5.0 bis 7.0 mit Natron-

lauge oder Essigsäure einzustellen und kühl zu lagern.   

Die Gemeinschaftspraxis von Schiwara et al. [126] empfiehlt den 24h-Sammelurin 

über 5-10 mL Eisessig (96 %ige Essigsäure) zu sammeln, gibt aber ebenfalls keine 

Hinweise bezüglich des resultierenden pH-Wertes. 

In der Literatur werden auch Alternativen zur am häufigsten verwendeten Salzsäure 

zur Stabilisierung der Katecholamine im 24h-Sammelurin vorgeschlagen wie z. B. 

der Zusatz von 0,75 molarem Ameisensäurepuffer [111] oder 0,2 g Borsäure pro 

Liter Urin [110]. Die potentielle Verätzungsgefahr, welche von der Mineralsäure 

ausgeht, soll durch diese Alternativen vermieden werden. Es gibt auch die 

Empfehlung eine bestimmte Menge konzentrierter Perchlorsäure dem 24h-Sammel-

urin zuzusetzen [119].  

Moleman [105, 106] säuert den Urin nicht an, sondern setzt nur Antioxidantien zu. 

Pro Liter Urin werden je 250 mg Natriummetabisulfit (Na2S2O5) und Na2EDTA 
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hinzugegeben. Die Sammlung des 24h-Urins erfolgt bei 4 °C und die Lagerung bei  

-20 °C.  

In der Literatur finden sich auch kombinierte Zusätze wie bei Ito et al. [108]. Der 

24h-Sammelurin wird hier in Gefäßen gesammelt, welche 50 mL Essigsäure und 1 

g Natriummetabisulfit enthalten. Die Lagerung erfolgt bei -30 °C. Bei Panholzer et 

al. [109] wird der 24h-Urin gesammelt und abschließend angesäuert mit 10 mL pro 

Liter Urin einer Lösung bestehend aus 2,5 molarer Schwefelsäure, welche 100 g 

pro Liter Glycin enthält. Aliquots werden bei -20 °C gelagert.  

Miki et al. [112] und Chan et al. [114]  empfehlen den nativen 24h-Sammelurin so 

schnell wie möglich bei -80 °C tiefzufrieren. De Bellis et al. [113] kühlen den 24h-

Sammelurin während der Sammelzeit bei 4 °C und lagern den Urin nach der 

Sammlung ohne Zusätze bei -80 °C. Giles et al. [103] empfehlen den 24h-Sammel-

urin ohne Zusätze, nur durch die Lagerung bei -30 °C, zu stabilisieren. 

In der Praxis und in der Literatur findet am häufigsten die Salzsäure als Stabilisator 

des 24h-Sammelurins Verwendung. Die Salzsäure wird im 24h-Sammelgefäß 

vorgelegt. Ein Vergleich der Angaben über die Durchführung der Sammlung des 

24h-Urins unter Zusatz von Salzsäure (Tabelle 6), zeigt, dass zum einen verdünnte 

Salzsäure (HCl) zum anderen sogar konzentrierte, d.h. rauchende HCl verwendet 

wird. Auch variiert die Stoffmenge der Salzsäure von 15 mmol bis 230 mmol. In den 

meisten Fällen werden keine Angaben gemacht, welchen pH-Wert der Urin nach 

der Sammlung aufweist und wie lange er bei Raumtemperatur gelagert werden 

kann.  

Tabelle 6: Molmenge an vorgelegter Salzsäure bei der Gewinnung von 24h-Urin 
– Literaturauswahl geordnet nach aufsteigender Stoffmenge  

vorgelegte 
Salzsäure  

[mmol] Literaturstelle pH Lagerung 

   5,2 mL 10 %ige 15 C. Bräutigam et al. [28] k.A. - 20 °C 

 10    mL 10 %ige 28 L. Thomas, Labor und 

Diagnose, 5. Auflage, 1998, 

Seite 1069 [3] 

k.A.  - 25 °C (pH 2-3) 
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    5   mL 25 %ige 38 E. Hollenbach et al. (1998), 

[116] 

k.A -85 °C 

 30    mL   5 %ige 42 Medizinische Laboratoriums-

Untersuchungen (Labor Dr. 

Gärtner Weingarten), 1991 

[46] 

k.A. k.A. 

   5    mL 36 %ige 58 Gemeinschaftspraxis für 

Laboratoriumsmedizin, 

Mönchengladbach, 1995, [47] 

k.A. k.A. 

 10    mL 20 %ige 60 Tietz Fundamentals of Clinical 

Chemistry (1996), [1] 

k.A. 

Sammlung 

bei 4°C 

k.A 

 10    mL 25 %ige 77 Chromsystems, 

Arbeitsvorschrift für die HPLC-

Analyse von Noradrenalin, 

Adrenalin und Dopamin im 

Urin (2001) [128] 

k.A 

 

 

2-8 °C; 5 Tage 

 15    mL 20 %ige 90 R. Enat et al. (1991), [117] < 3,0 4 °C; 14 Tage 

 10    mL 32 %ige 100 ClinRep® Arbeitsanleitung für 

die Bestimmung der 

Katecholamine im Urin mittels 

HPLC (1998), [118] 

k.A. -20 °C (pH 2-3) 

 15   mL 25 %ige 115 Institut für Klinische Chemie, 

Kantonspital St. Gallen (2001), 

[119] 

k.A. k.A. 

 10   mL 36 %ige 116 A. Perme-Cibic et al. (1986), 

[120] 

k.A. 4 °C, 14 Tage 

 20   mL 20 %ige 120 E. A. M. Gero et al. (1994), 

[121] 

k.A 4 °C 

 25   mL 20 %ige 150 A. Rivero-Marcotegui et al. 

(1995), [122] 

k.A. -20 °C 

 25   mL 20 %ige   150 Institut für Klinische Chemie, k.A.  k.A. 
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Klinikum rechts der Isar, TU 

München (2001), [57] 

 20   mL 25 %ige   153 B.  Wilmers et al. (1986), [177] 3-3,5 -20 °C 

 15   mL 36 %ige   174 G.  P. Jackman (1981), [124] k.A. 

Sammlung 

bei 4 °C 

-20 °C 

 30   mL 20 %ige   180 Laboratory Corporation of 

America® Holdings (2001), 

[53] 

1-3 

Sammlung 

bei 4 °C 

k.A. 

30   mL 25 %ige   230 Laboratoriums - 

Untersuchungen im Institut für 

Klinische Chemie, Klinikum der 

Universität München, 

Großhadern, (1999), [45] 

< 3,0 k.A. 

k.A.  ≙  keine Angaben 

 

In der oft zitierten Publikation von Boomsma et al. [115] wird schließlich empfohlen, 

den Urin nicht anzusäuern da, die Katecholamine für 4 Tage bei Raumtemperatur 

stabil sind.  
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2.2 Metanephrin und Normetanephrin 
 

 

2.2.1 Biochemie 

 

2.2.1.1 Chemische Struktur 

 

 

Abbildung 10:  Metanephrin (ME), 3-Methyl-adrenalin, 4-Hydroxy-3-methoxy-α 
(methylaminomethyl)benzenmethanol 

 

 

Abbildung 11:  Normetanephrin (NME), 3-Methyl-noradrenalin, α-Aminomethyl)- 
4-hydroxy-3-methoxybenzenmethanol 
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2.2.1.1.1 Biosynthese 

 

Das im Blut zirkulierende Noradrenalin aus noradrenergen Synapsen und aus dem 

Nebennierenmark wird zum größten Teil in der Leber zunächst über die Katechol-

O-Methyltransferase (COMT) methyliert. Dies führt zur Bildung des Metaboliten 

Normetanephrin. Das im Blut zirkulierende Adrenalin aus dem Nebennierenmark 

wird über den gleichen Weg zu Metanephrin abgebaut (siehe Abbildung 7).  

 

2.2.1.1.2 Abbau 

 

Die Metanephrine werden im Urin in freier und konjugierter Form, sei es als Sulfat- 

oder Glucuronidkonjugat ausgeschieden.  Die Ausscheidung der freien, unkonju-

gierten Gesamtmetanephrine im Urin beträgt dabei weniger als 3%. Zum größten 

Teil wird das gebildete Metanephrin und Normetanephrin aber über die 

Monoaminooxidase (MAO) abgebaut. Die oxidative Desaminierung führt zu 3-

Methoxy-4-hydroxy-mandelsäurealdehyd. Dieses gemeinsame Abbauprodukt wird 

über eine Aldehyddehydrogenase zu dem Hauptmetaboliten des Noradrenalins und 

Adrenalins nämlich Vanillinmandelsäure umgewandelt (siehe Abbildung 7).    

 

 

2.2.2 Diagnostische Relevanz 

 

Klinisch-chemische Laboruntersuchungen der Katecholamine und deren Metabolite 

finden vor allem für die Diagnose von Katecholaminsezernierenden, neuro-

chromaffinen Tumoren wie Phäochromozytome, Paragangliome oder Neuro-

blastome statt. 

Aufgrund zahlreicher Gründe ist die alleinige Bestimmung eines einzelnen 



Untersuchte Markermoleküle 

45  

Katecholamins oder dessen Metaboliten nicht ausreichend für die Diagnose oder 

Bestätigung einer Tumors [129]. Zum Beispiel hat zirkulierendes Noradrenalin eine 

kurze Halbwertszeit und spiegelt nicht die Konzentration von Nordrenalin an den 

synaptischen Nervenendigungen wieder. Sport, Stress, Unterzucker, Wut, Angst, 

Kälte verursachen eine schnelle Erhöhung der zirkulierenden Katecholamine. 

Zusätzlich kommt hinzu, dass die Katecholaminausscheidung einem zirkadianen 

Tagesrhythmus folgt mit einer erhöhten Ausscheidung am Morgen und verringerten 

Ausscheidung in der Nacht.  Die Medikation mit bestimmten Pharmaka kann auch 

einen Einfluss auf die Konzentration haben, z.B. Vasodilatatoren erhöhen die 

Noradrenalin Werte, Phenothiazine erniedrigen sie. Pharmaka können auch die 

Bestimmungsmethode beeinflussen. Auch die Probengewinnung hat einen Einfluss 

auf bestimmte Werte. Bei Patienten mit einem Phäochromozytom kann die 

Freisetzung der Katecholamine intermittierend durch den Tumor erfolgen. Die 

Aufnahme und der Abbau der Katecholamine kann derart erhöht sein, dass nahezu 

normale Konzentrationen der Katecholamine im Urin und Plasma bestimmt werden, 

dagegen aber eine deutliche Erhöhung der Metabolite im Urin zu beobachten ist. 

Die Messung der Metanephrine im 24h-Sammelurin wird als sensitivste Screening 

Methode für Phäochromozytome erachtet. Viele Untersuchungen haben gezeigt, 

dass die Messung der Metanephrine nahezu zu keinen falsch-negativen 

Ergebnissen führt (~100 % klinische Sensitivität). Dennoch ist die Bestimmung der 

harngängigen Metanephrine nicht spezifisch für Phäochromozytome. Zu falsch-

positiven Testergebnissen kommt es bei Patienten mit schweren Erkrankungen, 

welche zu erhöhtem Stress führen. Um die diagnostische Sensitivität und Spezifität 

zu maximieren werden gleichzeitig auch die freien Katecholamine und evtl. VMS 

und HVS bestimmt. Diese Markermoleküle sind etwas weniger sensitiv und führen 

zu mehr falsch-negativen Ergebnissen. Andererseits sind sie spezifischer und 

führen daher zu weniger falsch-positiven Ergebnissen.  

Aussagen über eine wahrscheinliche Lokalisation des Phäochromozytoms sind 

möglich über die getrennte Bestimmung von Adrenalin und Noradrenalin, sowie von 

Metanephrin und Normetanephrin. 

Sind die Noradrenalin- und Adrenalin- und/oder die Normetanephrin- sowie die  und 
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Metanephrinausscheidung erhöht, so spricht dies für eine Lokalisation im 

Nebennierenmark. 

Die alleinige Erhöhung der Noradrenalin- und/oder Normetanephrinausscheidung 

weist auf eine extraadrenale Lokalisation hin. Das kann aber auch der Fall sein bei 

großen Tumoren des Nebennierenmarks, bei denen der Tumor die Nebennieren-

rinde zerstört und dadurch die Induktion der Phenylethanolamin-N-Methyltrans-

ferase aufgehoben ist [3]. 

Tabelle 7: Referenzwerte der Metanephrine im Urin (Obere 
Entscheidungsgrenze) [130] 

 

 

 

 

 

Tabelle 8: Referenzwerte der Metanephrine im Plasma (Obere 
Entscheidungsgrenze) [150] 

 

 

 

 

Urin nmol/24h µg/24h Methode 

Normetanephrin 

Metanephrin 

bis 1950 

bis 1520 

 bis 390 

 bis 320 

HPLC-ECD 

RIA 

Plasma nmol/L µg/L Methode 

Normetanephrin bis  0,61 bis 0,112 

Metanephrin bis 0,31 bis 0,061 

 

HPLC-ECD 
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2.2.3 Präanalytik 

 

Da Normetanephrin und Metanephrin die Metaboliten von Adrenalin und 

Noradrenalin sind, gilt für deren Präanalytik zumeist dasselbe wie für die 

Katecholamine (siehe Kapitel 2.1.3). Generell sollten Medikamente, die die 

Katecholamine beeinflussen abgesetzt werden. Aus den gesammelten 24h-Urin 

werden die  konjugierten und unkonjugierten Metanephrine nach saurer Hydrolyse 

bestimmt. Im Gegensatz zu den Katecholaminen wird die Ausscheidung der 

Metanephrine nicht so signifikant über die Nahrungsaufnahme beeinflusst [141]. Im 

Vergleich zu den Katecholaminen sind die Metanephrine im Urin in höherer 

Konzentration vorhanden und stabiler.  

Für die quantitative Bestimmung der Metanephrine im 24h-Urin und der 

Probengewinnung werden wie bereits bei den Katecholaminen sehr unter-

schiedliche Angaben gemacht. Der im Folgenden aufgeführte Auszug aus der 

einschlägigen Literatur verdeutlicht dies.  

Bei Kema et al. [138] erfolgt die 24h-Urinsammlung unter Vorlage von 250 mg 

Na2S2O5 und EDTA. Die Urine wurden mit Essigsäure auf pH 4 angesäuert und 

danach bei -20 °C eingefroren. Die Proben wurden innerhalb eines Monats nach 

der Gewinnung analysiert. 

Gamache et al. [139], Kairisto et al. [140] und Volin et al. [141] verwenden 24h-

Sammelurinproben, denen von 10 mL einer 6 M HCl (60 mmol) vorgelegt wurden.  

Diese Proben wurden bei 4 °C eine Woche lang gelagert.  

Bei Kaplan et al. [142] wird ein 24h-Sammelurin auf pH 1-2 angesäuert und bei 2 °C  

für 10 Tage oder bei -30 °C für einen längeren Zeitraum gelagert. 

Parker et al. [143] legen für die 24h-Urinsammlung 15 mL einer 6 M HCl (90mmol) 

vor. 

Orsulak et al. [144] sammeln den Urin über 500 mg Natriummetabisulfit pro L Urin 

oder alternativ für die Bestimmung der Katecholamine und der Metabolite über 20 

mL Essigsäure / Wasser (33/67 v/v). Nach der Sammlung wird der pH auf 4-4,5 mit 
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Essigsäure eingestellt. Die Proben können dann über mehrere Monate bei -20 °C 

gelagert werden. 

Christenson et al. [145] empfehlen für eine 24h-Urinsammlung 10 mL konzentrierte 

HCl (36 %ig) vorzulegen und während und nach der Sammlung den Urin zu kühlen. 

Während der Sammlung und der Lagerung sollte der pH Wert aus Stabilitäts-

gründen unter 3 liegen. 

Canfell et al. [146] legen für den 24h-Sammelurin 15 mL einer 5 molaren 

Schwefelsäure vor. Die Proben wurden 1 Woche bei 4 °C gelagert bzw. bei -20 °C 

falls die Lagerung diesen Zeitraum überschritt. 

Kaplan et al. [4] beschreibt in seinem Lehrbuch, dass für die Bestimmung der 

Metanephrine im 24h-Sammelurin 25 mL an konzentrierter Salzsäure vorgelegt 

werden sollte. Die Verwendung von Borsäure wird nicht empfohlen. Die Probe sollte 

während der Sammlung gekühlt werden. Sachgerecht gesammelter Urin (pH < 3) 

kann für Wochen bei 4 °C bis 8 °C gelagert werden. 

Die drei Reagenzien-Kit Hersteller Recipe [147], Chromsystems [148] und Bio-Rad 

[149] verwenden zwar in Ihren Arbeitsvorschriften für die HPLC-Analyse der 

Metanephrine im Urin alle Salzsäure, unterscheiden sich aber in der Stoffmengen-

konzentration (10 mL 32 %ig, d.h. 100 mmol; 10 mL 25 %ig,  d.h. 77 mmol und 10 

mL 20 %ig d.h. 60 mmol). Die Firma Recipe gibt an, dass bei Kühlung die Proben 

mindestens 5 Tage haltbar sind. Sollen die Proben für länger gelagert werden, 

empfiehlt die Fa. Recipe einen pH-Wert von 1-2 einzustellen und bei -20 °C 

tiefzufrieren. Die Firma Bio-Rad empfiehlt gleich nach Sammlung einen pH-Wert 

von 1-3 einzustellen, um Bakterienwachstum zu verhindern. Die Firma 

Chromsystems gibt keinen pH-Wert  an und empfiehlt die Proben bei -20 °C 

einzufrieren. 
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2.3 Vanillinmandelsäure und 
Homovanillinsäure 

 

 

2.3.1 Biochemie 

 

 

2.3.1.1 Chemische Struktur 

 

 

Abbildung 12: Homovanillinsäure (HVS), 4-Hydroxy-3-methoxyphenylacetat 

 

 

Abbildung 13: Vanillinmandelsäure (VMS), 3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsäure 
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2.3.1.1.1 Biosynthese 

 

Das Hauptabbauprodukt des Dopamins ist die Homovanillinsäure (siehe Abbildung 

6). 

Die Vanillinmandelsäure ist der vorwiegende Metabolit des Adrenalins und Nor-

adrenalins in der Peripherie. Vanillinmandelsäure stellt 60 % der gesamten Abbau-

produkte von Noradrenalin und Adrenalin dar (siehe Abbildung 7). 

 

2.3.1.1.2 Abbau 

 

Im Gegensatz zu den Metanephrinen wird die Vanillinmandelssäure nicht weiter 

abgebaut. Zum größten Teil wird sie in freier Form ausgeschieden und nicht als 

Konjugat. 

  

 

2.3.2 Diagnostische Relevanz 

 

Beim Neuroblastom, ein Tumor des sympatho-adrenalen Systems werden erhöhte 

Ausscheidungen vom Dopa, Dopamin, Homovanillinsäure, Vanillinmandelsäure, 

weniger häufig von Noradrenalin und Normetanephrin gemessen. Für die 

Diagnostik hat sich die gleichzeitige Bestimmung der Homovanillinsäure- und 

Vanillinmandelsäure-Ausscheidung im Urin, evtl. ergänzt durch Dopamin, durch-

gesetzt [133, 134]. Die Bestimmung dieser Verbindungen wird auch zur Therapie-

kontrolle eingesetzt.  

Neuroblastome sind mit einem Anteil von 7-11 %, nach Leukämien und Gliomen, 

die dritthäufigste maligne Erkrankung im Kindesalter. Die Gesamtinzidenz in der 

Altersgruppe der unter 15-jährigen beträgt 0,9 pro 100.000, die altersspezifische 
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Inzidenz für die unter Einjährigen 5,4 und für das 1. bis 5. Lebensjahr 1,8 [135]. 

Über 80 % der Neuroblastome betreffen Kinder in den ersten zweieinhalb 

Lebensjahren. Das Neuroblastom bei Erwachsenen ist äußerst selten [136].  

Für die Diagnostik des Neuroblastoms haben sich die Bestimmung der 

Urinausscheidung der VMS und HVS durchgesetzt. Die VMS ist ein sensitiver 

Marker im Frühstadium und die HVS bei klinisch erkannten Tumoren [137]. Ergänzt 

werden sollten beide Messgrößen durch die Bestimmung der Dopamin-

ausscheidung. Diese ist ein guter Indikator einer persistierenden Erkrankung [134]. 

In Tabelle 9 und Tabelle 10 sind die Referenzwerte für Erwachsene und Kindern 

aufgeführt. 

Tabelle 9: Referenzwerte der Vanillinmandelsäure (VMS) und der 
Homovanillinsäure (HVS) im 24h-Urin bei Erwachsenen 

 

 

 

 

Tabelle 10: Referenzwerte der Vanillinmandelsäure (VMS) und der 
Homovanillinsäure (HVS) im Urin bei Kindern [3] 

 

Urin µmol/24h µg/24h Methode 

VMS [130,131] 

HVS [132] 

bis 33 

bis 38 

 bis 6600 

 bis 6900 

HPLC-ECD 

HPLC-ECD 

VMS HVS Alter 

(Jahre) mg/g Kreatinin µmol/mmol Kreatinin mg/g Kreatinin µmol/mmol Kreatinin 

0-1 18,8 11 32,6 20 

2-4 11,0 6 22,0 14 

5-9 8,3 5 15,1 9 

10-19 8,3 5 12,8 8 

>19 6,0 3 7,6 5 
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2.3.3 Präanalytik 
 

Vanillinmandelsäure ist der Hauptmetabolit des Adrenalins und des Noradrenalins. 

Die Homovanillinsäure ist hingegen der Hauptmetabolit des Dopamins. Somit gilt für 

die Präanalytik dieser Markermoleküle zumeist dasselbe wie für die Katecholamine 

(siehe Kapitel 2.1.3). Generell sollten Medikamente, die die Katecholamine 

beeinflussen, abgesetzt werden. Vor allem auf die Einnahme von Bananen, Vanille, 

Walnüsse, Avocados, Schokolade, Tee und Kaffee sowie von Medikamenten die 

den Wirkstoff Paracetamol enthalten, sollte verzichtet werden. Im Gegensatz zu den 

Katecholaminen wird die Ausscheidung der VMS und HVS nicht so signifikant durch 

die Nahrungsaufnahme beeinflusst. VMS und HVS sind im Urin in höherer 

Konzentration vorhanden und stabiler als die Katecholamine.  

Hinsichtlich der Gewinnung, Stabilisierung und Lagerung von VMS und HVS 

Urinproben wird im Folgenden ein Auszug aus Literaturangaben und Arbeits-

vorschriften gegeben. 

Die Arbeitsgruppe Präanalytik der Deutschen Gesellschaft für Klinische Chemie und 

der Deutschen Gesellschaft für Laboratoriumsmedizin gibt folgende Hinweise [43]. 

Vanillinmandelsäure (VMS) ist im Urin bei -20 °C über 1 Jahr stabil, bei 4-8 °C über 

7 Tage stabil, wenn der pH-Wert kleiner 5 ist, und 7 Tage bei 20-25 °C bei einem 

pH-Wert von 3 bis 5. Die Art der Säure wird nicht angegeben. 

Die Firma Bio-Rad [42] empfiehlt die Probe aus einem 24h-Sammelurin zu 

entnehmen, der über 10 mL 25 %iger Salzsäure (77 mmol) als Stabilisator 

gesammelt wurde. Bis zur Durchführung der Analyse müssen die Proben kühl (2-8 

°C) aufbewahrt werden. Zur Vermeidung von Bakterienwachstum muss der pH-

Wert der Urine unter 3,0 liegen. 

Die Firma Recipe empfiehlt in Ihrer Arbeitsanleitung [36] den 24h-Urin in Gefäßen 

mit 10 mL konz. (32 %ige; 100 mmol) Salzsäure pro Liter Urin zusammeln und bei 

4°C aufzubewahren. Bei längerer Aufbewahrung nach dem Sammeln sollte der Urin 

auf pH 1-2 eingestellt und Aliquots bei -20 °C eingefroren werden. 

Die Firma Chromsystems wiederum beschreibt in Ihrer Arbeitsvorschrift [39], dass 
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der 24-Stunden-Urin in einem geeigneten Gefäß über 10 mL 25 %iger Salzsäure 

(77 mmol) gesammelt werden sollte. Die auf diese Weise erhaltenen Sammelurine 

sollten einen pH-Wert unter 4,0 aufweisen und sind bei 2-8 °C zumindest 5 Tage 

haltbar. Bei längerer Aufbewahrung sollten Aliquote der Sammelurine bei -20 °C 

eingefroren werden.  

Das Institut für Laboruntersuchungen „bioscientia“ [44] weißt darauf hin, dass im 

Sammelgefäß des 24h-Urins keine Säure vorgelegt werden muss. Stattdessen 

sollen 0,5 mL 25 %ige Salzsäure im Urin-Versandröhrchen vorgelegt werden und 

keine Essigsäure oder Borsäure verwendet werden. 

Das hiesige Institut für Klinische Chemie [45] lässt für die Bestimmung von VMS 

und HVS einen 24h-Urin in einem 2 L Sammelgefäß mit Zusatz von 30 mL 25 %iger 

(230 mmol) HCl sammeln. 

Die Firma Ilamed AG [151] setzt für die Bestimmung der VMS im 24h-Urin 

Borsäure; als Konservierungsmittel zu. 

Das Labor Dr. Gärtner Weingarten [152] legt im Sammelgefäß 30 mL 5 %iger HCl 

(42 mmol) vor. 

Die Gemeinschaftspraxis für Laboratoriumsmedizin [47] legt 5-10 mL Eisessig für 

die Bestimmung von VMS in 24h-Urin vor und 5 mL konzentrierte Salzsäure (58 

mmol) für die Bestimmung von HVS. 

Das Institut für Klinische Chemie und Hämatologie des Kantonsspitals St. Gallen 

[119] fordert für die Bestimmung von VMS bzw. HVS 10 mL Urin aus 24h-

Urinsammlung an. Angesäuert wird mit 1 mL konz. Perchlorsäure pro 100 mL Urin 

bzw. es werden 15 mL 25 %iger Salzsäure (115 mmol) für VMS und 25 mL 25 

%iger HCl (191 mmol) für HVS für die gesamte Urinmenge vorgelegt. Der Urin ist 

im Dunkeln und bei 4 °C gekühlt zusammeln.  

Die Gemeinschaftspraxis Laboratoriumsmedizin Dortmund Dr. Eberhard und 

Partner GbR [48] untersucht HVS und VMS aus einem Aliquot eines über 5 mL 

Eisessig gesammelten 24h-Urins.  

Das Endokrinologikum [51] lässt für die Bestimmung der beiden Analyten den 24h-
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Urin über 20 mL 10 %iger HCl (56 mmol) gekühlt sammeln.  

Dr. Zoulek & Kollegen [52] empfehlen in dem 24h-Urin Sammelbehälter 20 mL 10 

%iger (56 mmol) Salzsäure vorzulegen. 

Die MEDLAB Analytik in Würzburg [153] empfiehlt den 24h-Urin über 10 mL 20 

%iger (60 mmol) Salzsäure zusammeln.  

Die Medizinische Laboratorien Düsseldorf [154] schreiben vor für die Bestimmung 

von VMS den 24h-Urin über 15 mL konz. Salzsäure (174 mmol) zusammeln. Für 

die Bestimmung von HVS soll 20 %ige Salzsäure vorgelegt werden. Welche Menge 

an Salzsäure vorgelegt werden soll, ist nicht vermerkt. 

LabCorp [53] lässt 30 mL 6 molarer Salzsäure (180 mmol) bei der 24h-

Urinsammlung zusetzen. Der pH-Wert des Urins sollte nach der Sammlung 

zwischen 1-3 liegen. Proben, welche Borsäure als Zusatz enthalten, werden nicht 

bestimmt. 

Die Vorschrift des Labors Dr. Schottdorf [54] lässt für die Bestimmung von VMS und 

HVS 30 mL 6 N HCl (180 mmol) in das Sammelgefäß, bei Kindern die Hälfte, 

vorlegen. Der pH-Wert der Urinprobe sollte zwischen 2 und 5 liegen. Zur Lagerung 

werden keine Angaben gemacht. 

Das Labor Arndt & Partner [155] lässt für die Analyse der Katecholamine und ihrer 

Metabolite den 24h-Urin über 5-10 mL 6 N Salzsäure (30-60 mmol) sammeln. Der 

Urin sollte auch während der Sammlung kühl gelagert werden, am Ende der 

Sammelperiode eingefroren oder so schnell wie möglich gekühlt ins Labor gebracht 

werden.  

Synlab®
 der Verbund freier Laborärzte [55] legt für die VMS und HVS Bestimmung 

10 mL 25 %ige HCl (77 mmol), in das 24h-Sammelgefäß vor. 

Das Labor Enders [56] schreibt vor den 24h-Urin über 10 mL 96 %iger Essigsäure 

zusammeln. Weiterhin ist der Hinweis vorhanden, dass die Säure direkt nach der 

ersten Miktion zugegeben werden soll und keine Salzsäure verwendet werden darf. 

Das Labor von Becker, Olgemöller & Partner [50] lässt den 24h-Urin über 10 mL 25 

%iger Salzsäure (77 mmol) sammeln. 
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Nach der Vorschrift des Instituts für Klinische Chemie und Pathobiochemie am 

Klinikum rechts der Isar der TU München [57] erfolgt die Sammlung des 24h-Urins 

unter Zusatz von 25 mL 6 N HCl (150 mmol). 

Die MCL Medizinische Laboratorien [118] empfehlen den 24h-Sammelurin auf pH 

3-5 einzustellen und bereits während der Sammlung kühl zu lagern. 
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2.4 Serotonin und 5-Hydroxyindolessigsäure 
 

 

2.4.1 Biochemie 

 

2.4.1.1 Funktion und chemische Struktur  

 

Serotonin (5-Hydroxytryptamin) ist das hydroxylierte biogene Amin der Aminosäure 

Tryptophan. Es ist beteiligt an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen, 

welche die Kontraktion der glatten Muskulatur, die Blutdruck-Regulation und die 

Neurotransmission im peripheren und zentralen Nervensystem einschließen. 

Serotonin ist in den Thrombozyten enthalten, aus denen es bei deren Adhäsion und 

Aggregation freigesetzt wird. Dies geschieht beispielsweise bei Gefäßverletzungen 

und bei Entzündungsreaktionen. Der Hauptanteil (ca. 80 %) des im Körper 

befindlichen Serotonins ist in den enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinal-

traktes lokalisiert. Serotonin stimuliert die glatte Muskulatur des Darmes und spielt 

somit eine wichtige Rolle bei der Darmaktivität. In der Peripherie wirkt Serotonin als 

Vasokonstriktor und stimuliert seine Freisetzung aus aggregierenden Thrombo-

zyten. Es agiert als Neurotransmitter im Nervensystem des Darmes und als 

autokrines Hormon bei seiner Freisetzung aus den enterochromaffinen Zellen des 

Darmes und des Pankreas. Die genaue Funktion des Serotonins im Gastro-

intestinaltraktes ist noch nicht vollständig aufgeklärt. 

Nur 1-2 % des Serotonins findet sich im Gehirn. Ein Großteil der Zellkörper der 

serotoninergen Neuronen sind im Mittelhirn (Raphe Kerne) lokalisiert, von wo aus 

verschiedenste Gehirnregionen innerviert sind. Einige Serotonin-Neuronen sind an 

der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt. Werden die Serotonin-

Neuronen in den Raphe Kernen bei Tieren selektiv zerstört oder die Serotonin-

Synthese gehemmt, tritt Schlaflosigkeit ein. Wird Tryptophan, ein Vorläufer von 
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Serotonin injiziert, schlafen die Tiere ein [  5]. Serotonin spielt auch eine wichtige 

Funktion bei der sexuellen Aktivität, bei der Appetitkontrolle, der Aggressivität und 

des Antriebs/motorischen Aktivität vor allem sexuellen und aggressiven Ursprungs 

[7]. 

In Abbildung 14 ist die chemische Struktur von Serotonin (Sero) auch 5-

Hydroxytryptamin (5-HT) genannt wiedergegeben. Es ist ein heterozyklisches Amin 

bzw. Indolderivat, welches im Jahre 1937 zum ersten Mal von Ersparmer und Vialli 

isoliert wurde. In Abbildung 14 ist die Struktur seines Hauptabbauproduktes 5-

Hydroxyindolessigsäure (5-HIES) dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 14: Serotonin (Sero), 5-Hydroxytryptamin (5-HT) 

 

 

Abbildung 15: 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIES) 
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2.4.1.1.1 Biosynthese 
 

Die Biosynthese des Serotonins findet im Gehirn, im Rückenmark, in den 

enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltraktes, im Pankreas, im Thymus, in 

den Bronchien und in der Schilddrüse statt. Zirkulierendes Serotonin kann nicht die 

Blut-Hirn-Schranke überwinden. Ausgangspunkt der Biosynthese ist die für den 

Menschen essentielle Aminosäure L-Tryptophan, die von den Serotonin-

produzierenden Zellen aus dem Blut aufgenommen wird. Die Biosynthese von 

Serotonin (5-Hydroxytryptamin) aus Tryptophan entspricht der des Dopamins aus 

Tyrosin. Zuerst erfolgt durch eine mischfunktionelle Oxygenase (Tryptophan-

hydroxylase) eine Hydroxylierung am Indolring unter Bildung von 5-Hydroxy-

tryptophan. Ungefähr 1 % bis 3 % des über die Nahrung aufgenommenen Trypto-

phans wird normalerweise über diesen Weg metabolisiert. In einer zweiten Reaktion 

wird 5-Hydroxytryptophan in einer Pyridoxalphosphat-abhängigen Reaktion zu 5-

Hydroxytryptamin (5-HT) decarboxyliert (5-Hydroxytryptamin-decarboxylase). Die 

Geschwindigkeit der Serotoninbiosynthese wird durch die Konzentration an 

verfügbarem Tryptophan im Gehirn bzw. Blut bestimmt, wobei die Tryptophan-

hydroxylase im Gehirn eine ungewöhnlich hohe Michaelis-Konstante besitzt. Im 

Gehirn wird 5-Hydroxytryptamin (5-HT) im Perikaryon der Nervenzelle synthetisiert 

und dann über das Axoplasma den Nervenendigungen zugeführt. Eine Speicherung 

erfolgt in Vesikeln, aus denen das biogene Amin bei Stimulierung in den 

synaptischen Spalt freigesetzt wird. 
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Abbildung 16: Biosynthese und Abbau von Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) 

 

2.4.1.1.2 Abbau  
 

Der Abbau von 5-Hydroxytryptamin (5-HT) erfolgt durch die mitochondriale 

Monoaminoxidase. Dabei entsteht 5-Hydroxyindolacetaldehyd, dessen De-

hydrierung durch die Aldehyddehydrogenase zur Bildung von 5-Hydroxy-indolacetat 

führt. Das Abbauprodukt 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIES) gelangt über den 

Liquor ins Blut und wird in der Leber nur zu einem äußerst geringen Teil konjugiert. 

Die Konjugation mit Sulfonsäure findet zum anderen auch im Gehirn statt. Es 

entsteht 5-Hydroxyindolessigsäure-Glucuronid und 5-Hydroxyindolessigsäure-

Sulfat. Diese Abbauprodukte werden renal über den Urin ausgeschieden. Somit 

werden Serotonin und 5-Hydroxindolessigsäure hauptsächlich in ihrer freien Form 

ausgeschieden. 
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2.4.2 Diagnostische Relevanz 
 

Serotonin ist im Gehirn der Transmitter der serotoninergen Neurone. Anomalien in 

deren Funktion gehen einher mit Anorexie, Angst, Depression, Manie und 

Schizophrenie. Die Degeneration serotoninerger Neurone findet sich bei Morbus 

Alzheimer und Parkinson. 

Klinisch spielt Serotonin eine Rolle bei der Depression. Viele Studien haben 

gezeigt, dass Veränderungen in der serotoninergen neuronalen Funktion des 

zentralen Nervensystems bei Patienten einhergehen, die vorwiegend an De-

pressionen leiden. Bekräftigt wird dieser Zusammenhang durch: 

1. eine Vielzahl von Befunden, welche bei depressiven Patienten niedrige 

Werte an 5-Hydroxyindolessigsäure im Liquor aufweisen; 

2. verringerte Serotonin und 5-Hydroxyindolessigsäure Werte in 

postmortalem Gehirngewebe von Depressiven und  

3. die Beobachtung, dass 5-Hydroxytryptophan, der Vorläufer von Serotonin, 

ein effektives Antidepressivum nur bei Patienten ist, welche erhöhte 5-

Hydroxyindolessigsäure Werte im Liquor aufweisen. 

Des Weiteren führt eine Behandlung mit Antidepressiva, welche die 

Wiederaufnahme von Serotonin durch die präsynaptischen Neuronen hemmen und 

dadurch die Konzentration von Serotonin an der serotoninergen Synapse erhöhen, 

zu einem positiven klinischen Ansprechen bzw. Bild [1]. 

Periphere Anomalien in serotoninabhängigen Prozessen werden mit Pharmaka-

verursachten Erbrechen im Zusammenhang gebracht sowie mit Hypertension, 

Migräne, Herzarrhythmien, Raynaud Krankheit, Fibrotisches Syndrom und 

Symptome des Karzinoid Syndroms. Die quantitativ ausgeprägteste Abweichung in 

der Serotonin Produktion und des Metabolismus ist bei Karzinoid-Tumor Patienten 

vorhanden. 

Karzinoide sind neuroendokrine Tumore, die von enterochromaffinen Zellen 

abstammen. Bei verstärkter Bildung von Serotonin in einem Karzinoid-Tumor wird 
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dies entweder schon im Tumor oder im Blut zu 5-Hydroxyindolessigsäure oxidativ 

desaminiert oder die Thrombozyten nehmen verstärkt Serotonin auf. Die Inzidenz 

der Karzinoid-Tumore beträgt etwa 1,2 bis 2,2 auf 100.000 Personen und Jahr [8]. 

Karzinoid-Tumore sind in nahezu allen Organen beschrieben. Die meisten 

Karzinoide treten im Blinddarm, Dünndarm oder Rektum auf. 45 % der Patienten 

haben nachweislich Metastasen. Für alle Karzinoide unabhängig ihrer primären 

Lokalisation ist die 5 Jahres Überlebensrate ungefähr 50 % [8]. Zur Diagnostik von 

Karzinoid-Tumoren wird primär die Ausscheidung von 5-Hydroxyindolessigsäure (5-

HIES) im Urin gemessen. Die Diagnostik wird verbessert durch die zusätzliche 

Bestimmung von Serotonin in den Thrombozyten und im Urin [186].  

Tabelle 11 gibt die Referenzbereiche für Serotonin in verschiedenen Matrices 

wieder. 

Tabelle 11: Referenzbereich Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) 

Serotonin (5-HT) 

Urin [12] 

 [9] 

0,05-0,25 mg/24h 0,3-1,3 µmol/24h  

0,34-0,95µmol/24h  

Thrombozyten [1,10] 125-500 ng/109 

Thrombozyten 

0,7-2,8 nmol/Thrombozyt 

Liquor [13]  5,7-12,0 nmol/l  

 

Wie oben erwähnt ist die 5-HIES-Bestimmung die Basisuntersuchung für ein 

Karzinoid. In Tabelle 12 sind die Referenzbereiche von 5-Hydroxyindolessigsäure 

aus unterschiedlichen Matrices wiedergegeben. 

Eine Ausscheidung von 5-HIES im Urin in einer Menge größer 15 mg (78 µmol)/24h 

schließt Einflussgrößen und Störfaktoren weitgehend aus und spricht mit hoher 

Wahrscheinlichkeit für ein Karzinoid. Die Bestimmung von 5-HIES im Urin ist ein 

guter diagnostischer Marker, vor allem für Mitteldarm-Karzinoide. 
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Tabelle 12: Referenzbereich 5-HIES 

 

 

 

2.4.3 Präanalytik 
 

5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIES) und falls erforderlich auch Serotonin (5-HT) 

werden aus einem 24h-Sammelurin quantifiziert. Bei der Sicherung der Diagnose ist 

darauf zu achten, dass Serotonin-haltige Nahrungsmittel und bestimmte 

Medikamente mindestens 2 Tage vor und während der Urinsammlung nicht 

eingenommen werden.  

Folgende Medikamente verursachen falsch-negative Ergebnisse:  

p-Chlorophenylalanin, Acetylsalicylsäure, Corticotropin, Chlorpromazin, 

Streptozocin, Promethazin, Ethanol, Imipramin, Isoniazid, Monoaminoxidase 

Inhibitoren, Methenamin, Methyldopa, Phenothiazine 

 

Falsch-positive Werte sind bei folgenden Medikamenten bekannt: 

Azetanilid, Koffein (Kaffee, schwarzer Tee), Cumarine, Methocarbamol, 

Mephenesin, Guaifenesin, Ephedrin-HCl, Nikotin, Phenobarbital, Phenazetin, 

Rauwolfia, Reserpin, Paracetamol 

Hinsichtlich der Nahrung werden falsch-positiv erhöhte Werte erhalten bei 

Aufnahme folgender Serotonin-haltiger Nahrungsmittel: Ananas, Auberginen, 

Avocados, Johannisbeeren, Kiwis, Melonen, Mirabellen, Pflaumen, Stachelbeeren, 

Tomaten und vor allen durch den Verzehr von Walnüssen und Bananen innerhalb 

5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIES) 

Urin [1; 11; 14; 15] 2-9 mg/24h 2-50 µmol/24h 

Liquor [13]  80,8-143,2 nmol/l 
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von 12 Stunden vor Beginn der Urinsammlung [25]. Das gastrointestinal absorbierte 

Serotonin wird größtenteils zu 5-HIES metabolisiert und anschließend im Urin 

ausgeschieden.  

In der Literatur und Vorschriften sind unterschiedliche Empfehlungen und 

Vorgehensweisen beschrieben, welche die Uringewinnung und Lagerung für die 

Bestimmung von 5-HT und 5-HIES betreffen.  

Thomas et al. [3] beschreiben, dass bei Kühlung während der Sammlung eine 

Ansäuerung des Urins nicht erforderlich ist. Für den Postversand oder die 

Sammlung bei Raumtemperatur werden 20 mL Eisessig vorgelegt. 5-HIES ist in auf 

pH 2-3 angesäuerten Urin bei 4 °C bis zu 2 Wochen stabil. 

Bei Goldenberg [16] wird der 24h-Urin über Borsäure als Stabilisator gesammelt. 

Unter diesen Bedingungen ist 5-HIES eine Woche bei Raumtemperatur und einen 

Monat bei -20 °C stabil. 

Koch et al. [17] säuern den Sammelurin mit 6 molarer Salzsäure auf pH 2 an und 

lagern die Proben bei -35 °C. 

Bei Shibata et al. [18] erfolgt die Sammlung bei 4 °C und im Dunkeln. 50 mL Urin 

werden mit 0,95 mL kalter Perchlorsäure, welche 0,1 % Cystein enthält, versetzt. 

Nach Tsuchiya et al. [23] erfolgt keine Zugabe von Ascorbinsäure, Na2EDTA oder 

anderen Stabilisatoren, da bei Tiefkühllagerung und physiologischem pH-Wert die 

Analyten stabil sind. 

Feldman [12] sammelt den 24h-Urin bei 1°C stellt sofort nach der Sammlung den 

pH-Wert auf 3 ein. Die Lagerung erfolgt bei -60 °C. 

Muskiet et al. [20] säuern die Urinproben mit Salzsäure auf pH 1,0 an und lagern 

diese bis zur Analyse bei -20 °C. 

Nach Vorgabe von Pussard et al. [27] wird der 24h-Urin auf pH 4 mit Essigsäure 

angesäuert und eingefroren. 

Yamaguchi et al. [30], Parker et al. [31] und Gironi et al. [15] legen für die 24h-Urin 

Sammlung 10 mL bzw. 15 mL 6 molare Salzsäure (90 mmol) im Sammelgefäß vor. 
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Rosano et al. [19] hingegen legen 12 mL 6 M Salzsäure (72 mmol) im 

Sammelgefäß vor. 

Bräutigam et al. [28] legen 5 mL 3 M Salzsäure (15 mmol) für die 24h-

Urinsammlung vor und lagern die Proben bei -20 °C. 

Davis et al. [21] sammeln den Urin in Gegenwart von Natriummetabisulfit (0,5 

mg/mL Urin) und lagern diesen bei -70°C. Vor der Analyse wird die Urinprobe mit 

Perchlorsäure auf eine Endkonzentration von 0,4 mol pro Liter versetzt. 

Jouve et al. [22] versetzten einen über Nacht gesammelten Urin (12h) mit 

Natriummetabisulfit, Na2S2O5 (1g/L) und bewahrten die Proben bei -60 °C auf. Nach 

dem Auftauen und Zentrifugieren wird die Urinprobe auf pH 5 mit 0,1 M Essigsäure 

eingestellt. 

Bei Meijer et al. [8, 32] und Kema et al. [24, 26, 29] erfolge die 24h-Urinsammlung 

unter Vorlage von 250 mg Na2S2O5 und EDTA. Die Proben werden mit Essigsäure 

auf pH 4 angesäuert und danach eingefroren. Die Proben werden innerhalb einer 

Woche nach Sammlung analysiert. 

Zuetenhorst et al. [33] sammeln 4h- bzw. 8h-Urinproben und legen Essigsäure vor. 

Thorre et al. [34] und Kema et al. [9] beschreiben, dass eine optimale Stabilisierung 

von 5-HIES und 5-HT bei einem pH-Wert von 3,2 und einer Zugabe von 

Antioxidantien wie z.B. Natriummetabisulfit, Ascorbinsäure, Na-EDTA oder L-

Cystein erreicht wird. 

Panholzer et al. [35] empfehlen den 24h-Urin mit 2,5 molarer Schwefelsäure, 

welche 10 g/L Glycine enthält, anzusäuern (10 mL/L Urin).  

Die Firma Recipe empfiehlt in Ihren Arbeitsanleitungen [36,37] den 24h-Urin in 

Gefäßen mit 10 mL konz. (32 %ige) Salzsäure pro Liter Urin zusammeln und bei 4 

°C aufzubewahren.  

Die Firma BIO-RAD hingegen empfiehlt für die Bestimmung von 5-HT [41] und 5-

HIES [42] den 24h-Urin über 10 mL 25 %iger Salzsäure zu sammeln und den Urin 

bis zur Analyse bei 2-8 °C zulagern. Zur Vermeidung von Bakterienwachstum soll 

der pH-Wert des Urins unter 3,0 liegen. 
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Die Firma Chromsystems wiederum erwähnt in Ihren Arbeitsvorschriften [38, 39], 

dass 5-HIES im saurem Milieu (pH < 3,0) instabil ist. Der 24h-Urin sollte in einem 

geeigneten Gefäß über 10 mL Eisessig gesammelt werden. Der Sammelurin sollte 

einen pH-Wert von 4,0 bis 6,0 aufweisen und bei 2-8 °C im Dunkeln aufbewahrt 

werden, um lichtinduzierte Zersetzungseffekte zu vermeiden. Der optimale pH des 

Sammelurins liegt bei einem Wert von 4,0. Eine Lagerung von mehr als 3 Tagen 

soll bei -20 °C erfolgen. Salzsaure Sammelurine sollen mit Natronlauge auf pH 4,0 

bis 6,0 eingestellt und möglichst schnell analysiert werden.  

Die Arbeitsgruppe Präanalytik der Deutschen Gesellschaft für Klinische Chemie und 

der Deutschen Gesellschaft für Laboratoriumsmedizin gibt folgende Hinweise [43]. 

5-HIES ist im Urin bei -20 °C und 4-8 °C für 2 Tage stabil sowie für 2 Stunden bei 

20-25 °C. Als Stabilisierung ist nur Ansäuern vermerkt ohne weitere Angaben. 

Das Institut für Laboruntersuchungen „bioscientia“ [44] weißt darauf hin, dass im 

Sammelgefäß des 24h-Urins keine Säure vorgelegt werden muss. Stattdessen 

sollen 0,5 mL 25 %ige Salzsäure im Urin-Versandröhrchen vorgelegt werden und 

keine Essigsäure oder Borsäure verwendet werden. 

Das hiesige Institut für Klinische Chemie [45] lässt für die Bestimmung von 5-HIES 

einen 24h-Urin mit Zusatz von 30 mL 25 %iger HCl (230 mmol) sammeln. Für die 

Bestimmung von 5-HT werden die vorgenannten Hinweise ergänzt durch das 

Sammeln und Transportieren unter zusätzlicher Kühlung (4°C). 

Das Labor Dr. Gärtner Weingarten [46] schreibt für die Bestimmung von 5-HT bzw. 

5-HIES vor, in das Sammelgefäß 20 mL bzw. 30 mL 5 %iger HCl (28 bzw. 42 mmol) 

vorzulegen.  

Die Gemeinschaftspraxis für Laboratoriumsmedizin [47] legt in den 24h-Urin 5-10 

mL Eisessig für die Bestimmung von 5-HIES vor. 

Die Gemeinschaftspraxis Laboratoriumsmedizin Dortmund Dr. Eberhard und 

Partner GbR [48] untersucht 5-HIES aus einem Aliquot eines über 5 mL Eisessig 

gesammelten 24h-Urins. Die Serotoninbestimmung erfolgt in einem im 

eingefrorenen Zustand versandten Aliquot, eines nicht angesäuerten 24h-Urins. 

Der Klinikleitfaden Labordiagnostik [49] lässt für die Bestimmung von 5-HIES und  
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5-HT in den 24h-Urin 10 mL 25 %ige Salzsäure (77 mmol) vorlegen. Für die 

Sammlung von 5-HIES ist der Vermerk Lichtgeschützt aufgeführt.  

Das Labor Becker, Olgemöller & Partner [50] schreibt für die 5-HIES-Bestimmung in 

den 24h-Urin die Sammlung über 10 mL Eisessig vor. 

Das Endokrinologikum [51] lässt den 24h-Urin für die Bestimmung von 5-HIES über 

20 mL 10% iger HCl (56 mmol) lichtgeschützt sammeln.  

Für die Bestimmung von 5-HIES empfehlen Zoulek & Kollegen [52] einem 5 mL 

Aliquot eines 24h-Urins 0,5 mL 25 %iger HCl zuzusetzen. Für die Bestimmung von 

Serotonin erfolgt die 24h-Urinsammlung über 5-10 mL Eisessig. 

LabCorp [53] erwähnt, dass für die 24h-Urinsammlung zur Bestimmung von 5-HIES 

ein Stabilisator Zusatz nicht nötig ist. Der Zusatz von 30 mL 6 N HCl oder 1g 

Borsäure pro Liter Urin haben keinen Einfluss auf die Bestimmung von 5-HIES. Die 

Urinrobe sollte bei 2-8 °C aufbewahrt werden. 

Die Arbeitsvorschrift des Labors Schottdorf [54] lässt für die Bestimmung von 5-

HIES 30 mL 6 N HCl (180 mmol) in das Sammelgefäß, bei Kindern die Hälfte, 

vorlegen. Der pH-Wert der Urinprobe sollte zwischen 2 und 5 liegen. Zur Lagerung 

werden keine Angaben gemacht. 

Synlab®
 der Verbund freier Laborärzte [55] legt für die 5-HIES-Bestimmung 10 mL 

25 % HCl  (77 mmol) in das 24h-Sammelgefäß vor. 

Das Labor Enders [56] lässt für die Bestimmung von 5-HIES den 24h-Urin über 10 

mL 96 %iger Essigsäure sammeln. In der Vorschrift ist der Hinweis enthalten, dass 

die Säure direkt nach der ersten Miktion zugegeben werden soll. 

In der Anleitung des Instituts für Klinische Chemie und Pathobiochemie am Klinikum 

rechts der Isar der TU München [57] erfolgt die Sammlung des 24h-Urins unter 

Zusatz von 25 mL 6 N HCl (150 mmol) für die Bestimmung von 5-HIES und 5-HT. 

Für die Bestimmung von 5-HT soll der 24h-Urin unter Kühlung (4 °C) gesammelt 

werden.
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3 SAMMLUNG VON 24H-URIN :  
LITERATURRECHERCHE 

 

 

 

Wie aus der Literaturübersicht (Kapitel 2) bezüglich der Präanalytik der 

untersuchten Analyten zu entnehmen ist, werden sehr wenige Aussagen zum 

Ablauf einer 24h-Urinsammlung beziehungsweise zum Sammelgefäß gemacht. 

Eine Standardisierung ist notwendig, um einheitliche Referenzintervalle und 

Entscheidungsgrenzen zu erhalten. In diesem Zusammenhang sei darauf 

hingewiesen, dass selbst die „European Urinalysis Guidelines“ [156], 

herausgegeben von der European Confederation of Laboratory Medicine (ECLM), 

nur sehr kurz auf die Sammlung und Stabilisierung eines 24h-Urins eingehen. 

Neben einer adäquaten chemischen Stabilisierung der harngängigen Marker-

moleküle sollten auch bestimmte Eigenschaften des Sammelgefäßes gewährleistet 

sein.  

 

 

 

3.1 Vorgehensweise 
 

 

Ein 24h-Sammelurin beinhaltet alle entleerten Urinportionen über eine Zeitraum von 

24 Stunden. Eine Sammlung des 24h-Urin kann zu jeder Tageszeit begonnen 

werden durch Entleerung der Blase und Notierung der Uhrzeit. Der gesamte Urin 

der folgenden 24 Stunden wird daraufhin gesammelt. 

Normalerweise weist das Fachpersonal die Patienten ein, wie eine adäquate 
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Urinsammlung zu erfolgen hat. Da jedoch die Urinsammlung vorwiegend zu Hause 

oder am Arbeitsplatz erfolgt, ist es notwendig, eine schriftliche Sammelanleitung, 

die gegebenenfalls illustriert ist, dem Patienten auszuhändigen. Diese Vorgehens-

weise erhöht die Compliance des Patienten, d.h. die gewissenhafte und 

vollständige Sammlung  des Urins über 24 Stunden.  

 

 

3.2 Sammelgefäß 
 

 

3.2.1 Volumen 
 

Das Sammelgefäß für eine 24h-Urinsammlung sollte so konzipiert sein, dass es ein 

Volumen von 2 bis 3 Litern umfasst. 

 

 

3.2.2 Material 
 

Das Sammelgefäß sollte aus Materialien bestehen, welche 

1. die diagnostischen Markermoleküle nicht unspezifisch adsorbieren, 

2. einen ausreichenden Lichtschutz gewähren, 

3. einen geruchsdichten Verschluss ermöglichen, 

4. säurefest sind und somit eine Stabilisierung der Markermoleküle 

erlauben. 

 

Sekundärgefäße, zumeist Gefäße welche ein Aliquot der Gesamtprobe enthalten, 

sollten einfach d.h. ohne Verschüttungsrisiko aus dem Primärgefäß befüllbar sein.  
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3.2.3 Stabilisierungsreagenz 

 

Die in dieser Arbeit untersuchten harngängigen Markermoleküle sind in der 

Urinmatrix bei Raumtemperatur alle mehr oder weniger instabil. Oxidative und 

lichtinduzierte Prozesse führen zur Veränderung der chemischen Struktur der 

Analyte. Dem Urin muss folglich ein Stabilisierungsreagenz bzw. Antioxidans 

zugesetzt oder vorgelegt werden. Wie im Kapitel 2 bereits aufgezeigt werden zur 

Stabilisierung der untersuchten Markermoleküle vorwiegend  Säuren eingesetzt. Bei 

der Verwendung von Säuren ist darauf zu achten, dass die Säure nicht zu hoch 

konzentriert ist und daher zu Verätzungen führen kann. Ideal wäre daher ein 

Stabilisierungsreagenz in nicht-flüssiger Form. 

 

 

3.2.4 Beschriftung 

 

Alle Probengefäße müssen mit einem Aufkleber etikettiert sein. Die Beschriftung 

sollte auch bei Tiefkühlung erhalten bleiben. Die Beschriftung sollte auf dem Gefäß 

positioniert sein und nicht auf dem Deckel. Auf dem Etikett sollten sich folgende 

Informationen befinden: 

- Patienten Identifikation 

- Sammeldatum 

- Sammelzeit 

- Sammelvolumen 

 

Die Markierungen zum Ablesen des Gesamtvolumens des 24h-Urins soll gut 

sichtbar sein. Falls der Urin zu einem Labor verschickt wird müssen zusätzliche 
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Kennzeichnungen des Biologischen Materials angebracht werden und die 

Verpackung muss dem europäischen Standard EN 829 [158] entsprechen. 

 

 

3.2.5 Transport, Lagerung und Entsorgung 

 

Die Urinprobe kann in dem Primärgefäß transportiert werden. Vorteilhafter ist 

jedoch der Transport und die Lagerung eines Aliquots in einem entsprechenden 

Sekundärgefäß.  

Die Sekundärgefäße, welche für quantitative Analyse verwendet werden sollten 

ebenfalls lichtundurchlässig und gut verschließbar sein. Der Verschluss sollte dicht 

sein bei Tiefkühlung und während einer Zentrifugation mit 3000 x g (relative Zentri-

fugalkraft, RCF). 

Das Sammelgefäß bzw. der verbleibende Urin sollte vom Patienten selbst entsorgt 

werden. 

 

 

3.2.6 Gebrauchsanweisung 

 

Zur Patientenvorbereitung ist neben der Einweisung des Patienten auch eine 

verständliche Gebrauchsanweisung zusammen mit dem Sammelgefäß auszu-

händigen in der das Gesagte nachgelesen werden kann. 
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4 PROBENAUFBEREITUNG FÜR DIE 
BIOANALYTISCHE HPLC 

 

 

 

4.1 Urin als Probenmatrix 
 

Urin dient zur Regelung des Flüssigkeitshaushalts sowie zur Entsorgung von 

Harnstoff, Harnsäure und anderer Stoffwechsel-Endprodukte.  

Urin wird in den Nieren produziert und konzentriert (Diurese), durch die Harnleiter in 

die Blase geleitet, dort gesammelt und schließlich über die Harnröhre abgegeben. 

Die Entleerung der Harnblase heißt Miktion.  

Bei der Bildung in den Nieren und der Lagerung in der Blase ist Urin beim 

gesunden Menschen noch völlig keimfrei. Da die untere Harnröhre jedoch nicht 

keimfrei ist, enthält Urin beim Austritt bis zu 10.000 Keime pro Milliliter.  

Die gelbe Farbe des Urins stammt von so genannten Urochromen, die Abbau-

produkte von Bilirubin darstellen.  

Der pH-Wert des Urins liegt zwischen 4,5 und 8,0 und spiegelt die Zufuhr von 

Säuren und Basen mit der Nahrung wider [3]. Er ist bei vorwiegender Ernährung mit 

Fleisch sauer und bei pflanzlicher Ernährung alkalisch. 
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4.1.1 Zusammensetzung 

 

Der menschliche Urin stellt als leicht zugängliche und in großen Mengen verfügbare 

biologische Flüssigkeit eine ideale Probenmatrix für nicht invasive bioanalytische 

Untersuchungen dar. Die Schwierigkeiten dieser Untersuchungsmatrix liegen aber 

in der extrem starken Heterogenität und Komplexität hinsichtlich der Zusammen-

setzung. Als physiologische Inhaltsstoffe kommen hunderte verschiedener 

chemischer Verbindungen in Betracht, die vornehmlich durch die individuelle 

Ernährung (pflanzliche und / oder tierische Kost), Alter, Geschlecht, und 

individueller Metabolismus bzw. Gesundheitszustand der untersuchten Person 

bestimmt wird. Auch der Konzentrationsverlauf der renal eliminierten Stoffe ist stark 

abhängig von der jeweiligen Tageszeit der Probenahme. Die durchschnittliche 

tägliche Urinmenge ist abhängig vom Geschlecht und beträgt bei einem gesunden 

Mann durchschnittlich 1,3 L und bei einer gesunden Frau ungefähr 1,1 L. Diese 

Durchschnittswerte können je nach Ernährungs- und Lebensgewohnheiten extrem 

stark schwanken (0,5 L – 2,7 L pro Tag). Die täglich ausgeschiedene Urinmenge 

enthält in etwa 60 g (50 – 72 g) an Trockensubstanz, die sich aus folgenden 

Komponenten zusammensetzt: 

• 1/3 anorganische Bestandteile (z.B. Phosphate, Carbonate, Sulfate, Halogenide) 

• 1/3 Harnstoff 

• 1/3 weitere organische Verbindungen (siehe Tabelle) 

In Tabelle 13 [159] sind die wichtigsten Inhaltsstoffe des Urins eines gesunden 

Menschen aufgeführt. 

Tabelle 13: Ausgewählte Urinbestandteile und durchschnittliche tägliche 
Zusammensetzung nach [159] 

Inhaltsstoffe Ausscheidung pro Tag 

Trockensubstanz  [g] 50-72 

Anorganische Stoffe  [g] 20 
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Harnstoff  [g] 20,6 

Kreatinin  [g] 1,5 

Ammoniak  [g] 0,7 

Aminosäuren  [g] 

gesamt 

freie 

 

0,414 

0,160 

Proteine (5-8 kDa) [mg] 30-120 

Katecholamine 

Dopamin [µg] 

Adrenalin [µg] 

Noradrenalin [µg] 

 

200-400 

15-28 

30-66 

Porphyrine 

Koproporphyrine [µg] 

Uroporphyrin III [µg] 

 

60-280 

28-63 

Gallenfarbstoffe 

Urobilinogen [mg] 

Bilirubin [mg] 

 

0,6-4 

0,02-1,9 

Metanephrine 

Metanephrin [µg] 

Normetanephrin [µg] 

 

133 

175 

Harnsäure [mg] 528 

Serotonin [µg] 131 

5-Hydroxyindolessigsäure [mg] 4,5 
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Vanillinmandelsäure [mg] 

Homovanillinsäure [mg] 

5,7 

4,2  

nicht dialysierbare Stoffe [mg] 

Proteine 

Mucopolysaccharide 

150-310 

10-30 

5-15 

Kohlenhydrate [mg] 

reduzierte Zucker 

Glucose 

 

0,5-1,5 

0,5 

Organische Säuren [mmol] 55-64 

Fette total [mg] 

Triglyceride [mg] 

Cholesterin [mg] 

Phospholipide [mg] 

Fettsäuren [mg] 

7-24 

1,6 

1,0 

4,5 

2,2-7,4 

Vitamine 

Folsäure [µg] 

Pteridine [mg] 

Riboflavin [mg] 

 

0,1-18 

1,5-2,4 

0,3-2,5 

Sediment 

Erythrozyten 

Leukozyten 

Tubuläre Zellen [x 103 h-1] 

 

105 

95 

140 
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In den Abbildung 17 und Abbildung 18 ist die prozentuale Zusammensetzung des 

menschlichen Urins auf das Trockengewicht der Urinbestandteile bezogen 

dargestellt. Die Abbildungen verdeutlichen den prozentualen Gewichtsunterschied 

zwischen den zu untersuchenden Analyten (Katecholamine) und den restlichen 

Matrixbestandteilen. 

 

Abbildung 17: Zusammensetzung des menschlichen Urins. Die Prozente beziehen 

sich auf ~ 50 g Trockengewicht pro Liter Urin 
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Abbildung 18: Zusammensetzung des menschlichen Urins. Die Prozente 

beziehen sich auf ~ 0,1 g Trockengewicht (entspricht 0,2 % aus 50 

g) pro Liter Urin 

 

4.1.2 Bezugsgröße Kreatinin 

 

Die Überprüfung der Vollständigkeit einer 24h-Urinsammlung ist Voraussetzung für 

die genaue Bestimmung einer Proteinurie, der Ausscheidungsrate von Natrium, 

Harnstoff, Calcium, Harnsäure, Oxalat, Citrat, Magnesium und Cystin sowie für eine 

Vielzahl von Hormonen wie z.B. Katecholamine und Steroide bei hypertensiven und 

endokrinen Erkrankungen [179]. Das Volumen des Urins kann wie oben erläutert, je 

nach zugeführter Flüssigkeitsmenge und körperlicher Betätigung  zwischen 0,5 L 

und 2,7 L pro Tag schwanken. Um den Grad der Verdünnung der einzelnen 

Substanzen zu ermitteln, wird in der Bioanalytik eine Bezugsgröße eingeführt, die 

unabhängig vom Urinvolumen ist: der Kreatinin-Wert. Kreatinin ist das Stoffwechsel-
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produkt von Kreatininphosphat, das als Energiereserve in den Muskeln vorliegt. 

Bestimmt wird Kreatinin vorwiegend mit Hilfe der Jaffé-Reaktion [146]. Die 

Vollständigkeit einer 24h-Urinsammlung kann nach der ausgeschiedenen 

Kreatininmenge geschätzt werden. Die Ausscheidungswerte für Erwachsene sind in 

Tabelle 14 angegeben. Für Kinder erfolgt die Berechnung nach folgender 

Gleichung: Urinkreatinin (mg/kg/24 h = 15,4 + (0,46 x Lebensalter in Jahren) [3]. 

Aber auch die tägliche Kreatinin-Ausscheidung kann stark schwanken, was den 

Bezugswert Kreatinin wieder etwas relativiert [147].  

Tabelle 14:  Kreatinin-Ausscheidungswerte für Erwachsene 

 

 
Alter  (Jahren) Kreatinin im Urin (mg/kg/24 h) 

20-29 

30-39 

40-49 

50-59 

60-69 

70-79 

80-89 

90-99 

23,8 ± 2,3 

21,9 ± 1,5 

19,7 ± 3,2 

19,3 ± 2,9 

16,9 ± 2,9 

14,2 ± 3,0 

11,7 ± 4,0 

9,4 ± 3,2 
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4.1.3 Anforderungen an die Probenaufbereitung 

 

Wie in den vorangehenden Abschnitten gezeigt wurde, setzt sich Urin aus einer 

Vielzahl an nieder- und makromolekularen Inhaltstoffen zusammen. Darüber hinaus 

liegen diese Substanzen in Mengen vor, die um ein mehrfaches höher sind (Faktor 

103-106) als die in dieser Arbeit untersuchten Markermoleküle. Zu berücksichtigen 

ist auch, dass viele Matrixbestandteile oxidiert werden können, UV-aktiv sind oder 

sogar Eigenfluoreszenz zeigen. Gelingt es daher nicht, diese nieder- wie auch 

makromolekularen Verbindungen im Zuge der Probenaufbereitung quantitativ 

abzureichern, können sie im analytischen Chromatogramm zu Interferenzen führen. 

Des Weiteren können nicht entfernte makromolekulare Matrixbestandteile 

unspezifisch an das chromatographische Packungsmaterial adsorbiert werden. Dies 

führt zu einem Verlust an Selektivität und Kapazität des Trägermaterials gegenüber 

dem Analyten und dadurch zu einer verminderten Verfahrensstabilität und 

Zuverlässigkeit der Bestimmungsmethode. 

Damit ein effizientes und sensitives bioanalytisches Nachweisverfahren nicht durch 

die starke Heterogenität und Komplexität der Matrix beeinträchtigt wird, sind 

folgende Anforderungen an die Aufbereitung des biologischen Untersuchungs-

materials zu stellen: 

o Quantitative Fraktionierung der Probe in Analyt- und Matrixfraktion 

o Abreicherung aller unerwünschten nieder- und makromolekularen 

Inhaltstoffe des Untersuchungsmaterials 

o Quantitative Extraktion der Analyte aus der Matrix und Aufkonzentrierung 

o Kompatibilität der Probenaufbereitungsmethode mit anderen 

Analyseverfahren (z.B. Flüssigkeitschromatographie, Massenspektrometrie) 

o Automation und Routinetauglichkeit 
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4.2 Verfahren für die Aufbereitung 
biologischer Flüssigkeiten 

 

Die Analyse von biologischen Flüssigkeiten, wie zum Beispiel Vollblut, Plasma, 

Serum, Urin, Liquor oder Milch, mittels HPLC wird dadurch erschwert, dass vor der 

analytischen Trennung die biologischen Proben in meist zeitintensiven und 

fehlerträchtigen Mehrschrittoperationen aufbereitet werden müssen [166, 167]. 

Der positive Einfluss einer effizienten Probenaufbereitung für die Routineanalytik 

biologischer Proben wurde schon früh erkannt. Daraufhin wurden verschiedene 

Methoden entwickelt, die eine möglichst selektive Abtrennung der Probenmatrix von 

den zu analysierenden Substanzen zum Ziel haben. Es sollen hauptsächlich 

makromolekulare Probenbestandteile (z.B. Proteine), die auf den analytischen 

Packungsmaterialien adsorbieren und präzipitieren könnten, und andere 

Matrixbestandteile, die die analytische Trennung stören könnten, vor der Analyse 

abgetrennt werden. 

Die möglichen Aufbereitungstechniken biologischer Flüssigkeiten sind in Abbildung 

19 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 19: Aufbereitung biologischer Flüssigkeiten 

 

 

4.2.1 Flüssig-Flüssig Extraktion 

  

Die älteste Methode zur Aufbereitung biologischer Proben ist die Flüssig-Flüssig 

Extraktion. Sie geht auf den nach Stas und Otto benannten Trennungsgang zurück, 

der Mitte des 19. Jahrhunderts ausgearbeitet wurde [168]. Durch Ausschütteln 

eines mit Wasser nicht mischbaren Lösemittels werden die Analyte aus der 

Probenmatrix extrahiert. Die klassische Flüssig-Flüssig-Extraktion wird in einem 

Schütteltrichter durchgeführt. Eine Alternative hierzu stellt die Säulenelutions-

methode dar. Dabei wird die wässrige Probe auf eine mit Kieselgur gefüllte 

Extraktionskartusche aufgegeben. Während einer kurzen Einwirkzeit sickert die 

wässrige Probe in das poröse Trägermaterial ein. Anschließend werden die Analyte 

mit einem organischen, mit Wasser nicht mischbaren Lösemittel eluiert [169]. Die 



Probenaufbereitung für die bioanalytische HPLC 

81  

Flüssig-Flüssig Extraktion wird auch heute noch zur bioanalytischen HPLC trotz 

gravierender Nachteile angewendet [170, 171], weil sie relativ einfach und weit-

verbreitet ist. Die Nachteile der Flüssig-Flüssig Extraktion sind: 

o hoher Verbrauch an organischen Lösemittel  

o die Auswahl an Lösungsmitteln sind limitiert 

o großer Zeit- und Arbeitsaufwand, da viele Einengungsschritte nötig 

o schlechte Wiederfindungsraten 

o schlechte Reproduzierbarkeit 

o schwer automatisierbar 

 

 

4.2.2  Filtration  / Dialyse  

 

Bei der Filtration und Dialyse werden mit Hilfe einer Membran die 

makromolekularen Bestandteile der Probe von den niedermolekularen Inhaltstoffen 

abgetrennt, wobei die Größe der zur Penetration befähigten Teilchen durch die 

Porenweite der Membran bestimmt wird. Zur Filtration werden häufig Membranen 

mit einer Porenweite von 0,22 µm-0,45 µm eingesetzt [172]. 

Das Prinzip der Dialyse ist ähnlich dem der Filtration, jedoch befindet sich die 

aufzubereitende Probe in einer Probenkammer (z.B. Dialyseschlauch), die in eine 

mit Lösemittel gefüllte Kammer eingetaucht wird. Beide Flüssigkeiten sind nur durch 

eine semipermeable Membran voneinander getrennt. Die niedermolekularen 

Analyte wandern aufgrund des Konzentrationsgefälles durch die Membran in das 

Lösemittel (Osmose) [173, 174].  Ein großer Nachteil der Dialyse ist die zusätzliche 

Verdünnung der meist niedrigen Analytkonzentration in der aufzubereitenden 

Probe. Darüber hinaus wird zur Einstellung des Dialysegleichgewichts verhältnis-

mäßig viel Zeit benötigt, wodurch der Probendurchsatz erheblich minimiert wird. 

Eine eventuell auftretende Adsorption der Zielanalyte an den Filter- bzw. 
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Dialysemembranen stellt ebenfalls eine potentielle Fehlerquelle dieses 

Probenaufbereitungsverfahrens dar. 

 

 

4.2.3 Proteinpräzipitation  

 

Die Präzipitation von Proteinen kann durch Zugabe von organischen Lösemitteln, 

Säuren oder Salzen erfolgen [175]. Im Anschluss werden die präzipitierten Proteine 

abzentrifugiert. Der proteinfreie Überstand kann nun in ein analytisches Trenn-

system injiziert werden. Vorteile der Proteinfällung sind, dass diese universell 

einsetzbar ist sowie sehr einfach und schnell durchzuführen ist. Nachteil dieses 

Probenaufbereitungsverfahrens ist die mögliche Kopräzipitation oder Inklusion der 

zu analysierenden Substanz(en), wodurch die Wiederfindung der Analyte 

beeinträchtigt wird. 

 

 

4.2.4 Größenausschlusschromatographie  

 

Die Größenauschlusschromatographie (engl. SEC: Size-Exclusion Chromatography 

oder Gelfiltrationschromatographie, GFC)  trennt die Moleküle nach ihrer effektiven 

Größe. Die hydrophile, poröse  stationäre Phase wird mit wässrigen Eluenten unter 

isokratischen Bedingungen chromatographiert. Sehr große Proteine, die in die 

Poren nicht hineinpassen, werden ausgeschlossen und mit dem Totvolumen eluiert. 

Je kleiner die Moleküle sind, desto stärker werden sie über die längere Verweilzeit 

im Porensystem reteniert. Über die Wahl der Porengröße können Matrixbestand-

teile bestimmter Größe ausgeschlossen werden. 
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4.3 Festphasenextraktion (Solid Phase 
Extraction, SPE) 

 

Die Festphasenextraktion (Flüssig-Fest-Adsorption oder englisch: Solid Phase 

Extraktion, SPE) hat nach der Einführung unterschiedlicher Adsorbermaterialien 

(Umkehrphasen, Ionenaustauscher, Affinitätsliganden) die Flüssig-Füssig-

Extraktion weitgehend abgelöst. Bei der Festphasenextraktion proteinhaltiger, 

biologischer Proben muss oftmals zunächst die Proteinmatrix durch Präzipitation 

abgetrennt werden. Bei diesem Arbeitsschritt können erste Analytverluste durch 

Kopräzipitation oder Inklusion auftreten. Anschließend wird die Probe auf die bereits 

konditionierte Extraktionskartusche aufgebracht und die Analyte an der Festphase 

adsorbiert. Durch verschiedene Spülschritte werden dann die Analyten von der 

Restmatrix befreit. Nach diesem Reinigungsschritt lassen sich mit Hilfe eines 

geeigneten Lösungsmittels die Zielanalyte von der Einmalkartusche eluieren. Nach 

dem abschließenden Einengen des Extraktes und Wiederaufnahme in dem 

Eluenten der analytischen Trennung, kann die Probe mit Hilfe der HPLC analysiert 

werden. Die extraktive Probenaufbereitung unter Verwendung einer porösen 

Festphase wird überwiegend manuell (off-line) durchgeführt (siehe Abbildung 20). 

Für die Bestimmung von Katecholaminen in biologischen Proben wurden 

unterschiedliche off-line SPE-Verfahren beschrieben siehe Kapitel 5.1.1.  

 

Abbildung 20: Verfahrenstechnik der Festphasenextraktion: „off-line“ 
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4.3.1 Kriterien für eine optimale extraktive 
Probenaufbereitung 

 

Um eine optimale extraktive Probenaufbereitung zu gewährleisten sollten 

bestimmte Kriterien erfüllt werden. Zum Beispiel sollte die SPE teilweise bzw. 

vollständig automatisiert sein. Der Probenaufbereitungsschritt sollte nicht 

geschwindigkeitsbestimmend sein. Das verwendete SPE-Material sollte eine 

möglichst quantitative Anreicherung eines breiten Spektrums von Analyten und eine 

möglichst vollständige Abreicherung unterschiedlicher Probenmatrices erlauben. 

Die Methodenentwicklung soll schnell und einfach durchführbar sein wobei sich die 

entsprechende Methode durch eine hohe Robustheit auszeichnen sollte. 

 

 

4.3.2 Automation und Kopplung der SPE 

 

Eine von Majors [110] im Jahre 1991 durchgeführte Umfrage unter HPLC-

Anwendern ergab, dass auf die Probenaufbereitung biologischer Flüssigkeiten 61% 

der Gesamtanalysenzeit entfallen, während die anschließende HPLC-Trennung nur 

6% der Gesamtzeit beansprucht. Auf das Datenmanagement entfallen 27% und auf 

die Probenahme 6% der Gesamtanalysenzeit. Die Probenaufbereitung beansprucht 

demnach die meiste Zeit einer Analyse einer biologischen Flüssigkeit. Aufgrund der 

ständig steigenden Analysenzahlen, die nicht nur genauer und schneller, sondern 

auch mit einem geringerem Personal- und Kostenaufwand bewältigt werden 

müssen, wurde in den letzten 15 Jahren verstärkt nach Möglichkeiten der 

Automatisierung der extraktiven Probenaufbereitung (SPE) gesucht. Erwünscht sind 

dabei vollständig automatisierte Analyseverfahren mit hohem Probendurchsatz bei 

gleichzeitiger Kosteneinsparung und einer Verbesserung der analytischen Qualität. 

Die Automation der SPE kann prinzipiell auf zwei Arten, d.h. at-line oder on-line 
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erfolgen. In Abbildung 21 sind diese Verfahrensweisen zur Automation der SPE 

dargestellt. 

 

Abbildung 21: Modi operandi der Festphasenextraktion: „at-line“ und „on-line“ 

 

 

4.3.3 Automation durch „Roboter“ (at-line SPE) 

 

Unter Niederdruckbedingungen können Teilschritte oder das vollständige Verfahren 

der konventionellen Festphasenextraktion (z.B. Konditionierung der Einmal-

kartuschen, Probenaufgabe, Auswaschen der Restmatrix, Einengen des Eluats und 

Injektion des eingeengten Eluats in die HPLC) durch Pipettiersysteme „intelligente“ 

Probengeber, spezielle SPE-Automaten oder Roboter durchgeführt werden [116]. 

Als Nachteile sind bei dieser Art der Automation die sehr hohen Kosten für die 

Anschaffung der komplexen Geräte und die laufenden Kosten (SPE-Einmal-

kartuschen) zu nennen. Zwar werden die Analysenergebnisse schneller und 

reproduzierbarer erhalten, aber sie sind immer noch mit den gleichen Fehlern und 
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Einschränkungen behaftet wie bei der manuellen Durchführung der Festphasen-

extraktion.  

 

 

4.3.4 Automation durch apparative Integration (on-
line SPE) 

 

Eine Alternative zur oben beschriebenen Automation stellt die so genannte 

Integration der Probenaufbereitung in den Analysenzyklus dar (on-line Modus). 

Hierbei ist die SPE-Einheit direkt mit der analytischen Einheit bzw. dem Detektor 

gekoppelt (siehe Abbildung 21). Derzeit stehen für diese on-line Kopplung zwei 

spezielle Geräte zur Verfügung: 

Das Prospekt- und das Symbiosis-System (Spark Holland, Emmen, Niederlande) 

basieren auf speziellen Extraktionskartuschen (10 x 2 mm oder 10 x 3 mm), die 

unter Hochdruck betrieben werden können. Die neuere Symbiosis Anlage besteht 

aus einem „Probenhotel“, einem temperierten Probengeber, zwei Hochdruck-

pumpen, 2 Hochdruckkolbenpumpen und einer automatischen SPE-Kartuschen-

Austausch-Einheit in der vier 6-Wege-Schaltventile integriert sind. Mit Hilfe eines 

Software-Programms und unter Verwendung unterschiedlicher SPE-Kartuschen, 

lässt sich auf einfache Weise das optimale SPE-Material herausfinden (XLC-

Methode) und eine optimierte und vollständig automatisierte on-line Methode 

entwickeln (MD-Methode).   

Die Vorteile dieser SPE-Automaten gegenüber den off-line und at-line Verfahren 

sind folgende: 

o vollständige Automation 

o erhöhter Probendurchsatz 

o verbesserte Präzision 

o schonende und schnelle Aufbereitung empfindlicher Proben 
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o erhöhte Nachweisempfindlichkeit, da die gesamte aufgearbeitete 

Probe analysiert wird 

o sichere Handhabung von infektiösem Material (vollständig 

geschlossenes System 

o volle GLP (Good Laboratory Praxis) Tauglichkeit 

o Parallele SPE und analytische HPLC Trennung  

o Anwenderfreundliche, einfache Methodenentwicklung 

 

Aber auch diese gekoppelten Systeme haben noch Nachteile. Die Instrumentierung 

ist sehr teuer und auch diese Systeme verwenden Einmalkartuschen.  

Die extraktive Probenaufbereitung an einer porösen Festphase kann aber auch auf 

apparativ einfache und preiswerte Weise mit Hilfe einer so genannten SPE-Säule 

und eines konventionellen Schaltventils in ein HPLC-System integriert werden 

(siehe Abbildung 21). Die Verwendung solcher Zwei-Säulen Systeme, auch als 

Säulenschaltung oder LC-LC-Kopplung bezeichnet, wurde erstmals von Huber et al. 

[119, 120] zur Bestimmung von Östrogenen in Urin eingesetzt und fand aufgrund 

der einfachen Instrumentierung und Praktikabilität viele weitere Anwender [121, 

122, 177, 124, 125, 126]. Die Problematik der beschriebenen Verfahren lag in der 

Verwendung von SPE-Säulen, die mit konventionellen Adsorbentien gepackt waren. 

Bei der direkten Injektion unbehandelter biologischer Flüssigkeiten auf derartige 

SPE-Kartuschen kommt es zu unspezifischen Adsorption und Denaturierung von 

makromolekularen Probenbestandteilen und somit zu einem Kapazitäts- und 

Selektivitätsverlust der eingesetzten SPE-Kartusche. Aus diesem Grund wurden in 

den letzten Jahren spezielle maßgeschneiderte Adsorbentien entwickelt, die eine 

vielfach wiederholbare Injektion und LC-integrierte Extraktion unbehandelter 

biologischer Proben ermöglichen. 

In Tabelle 15 sind die möglichen Arbeitstechniken der in Kapitel 4.2.1-4.2.4  

vorgestellten Verfahren für die Aufbereitung biologischer Flüssigkeiten aufgeführt. 
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Tabelle 15: Arbeitsweisen 

 

A B C D E  

Technik 
Flüssig-

Flüssig- 

Extraktion 

Filtration  Dialyse Protein-

präzipitation 
Größenausschluss-

chromatographie 

Methode off-line off-line off- / on-line off- / at-line on-line 

 

Die Techniken A-D lassen sich teilweise oder gar nicht automatisieren. Die Technik 

E lässt sich unter zu Hilfenahme spezieller SPE-Säulen im on-line Modus betreiben 

und somit vollständig automatisieren. Mittlerweile gibt es kommerziell erhältliche 

Geräte welche die Durchführung der on-line SPE gekoppelt an eine HPLC 

erlauben. Z.B. von der Firma Dionex, das Summit x2 Dual Gradient System, von 

der Firma Cohesive das Turbulent Flow System und von der Firma Shimadzu das 

erweiterte Prominence System.  

Im folgenden Abschnitt werden die neuen und innovativen Materialien, welche als 

SPE-Säulen angewendet werden können, näher erläutert. 
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4.4 Maßgeschneiderte SPE-Materialien 
 

 

4.4.1 Definition 

 

„Restricted Acces“ Materialien (RAM) sind chromatographische 

Packungsmaterialien, die speziell zur Abtrennung und Anreicherung nieder-

molekularer Substanzen (z.B. Arzneistoffe) in komplexen biologischen Flüssigkeiten 

entwickelt wurden. Sie erlauben eine mehrfach wiederholbare Injektion 

unbehandelter biologischer Flüssigkeiten wie z.B. Plasma, Serum, Urin, Liquor oder 

ähnliche Matrices [127, 128, 129, 130]. Der Begriff „Restricted Access Sorbents“ 

wurde erstmals von Desilets et al. [131] eingeführt und beschreibt die aufgrund der 

Molekülgröße eingeschränkte Zugänglichkeit makromolekularer  Probenbestand-

teile zu den Adsorptionszentren poröser Trägermaterialien. Das Prinzip der 

„Restricted Access“ Adsorbentien beim Einsatz in der HPLC-integrierten Probenauf-

bereitung beruht auf der simultanen Durchführung zweier chromatographischer 

Trennprozesse: 

 

• Sterische Ausschlusschromatographie 

Makromolekulare Probenkomponenten werden mit dem Totvolumen der SPE-

Säule direkt in den Abfall geleitet. 

 

• Adsorptionschromatographie 

Niedermolekulare Analyte können adsorptiv gebunden und daher an der 

stationären Phase extrahiert bzw. angereichert werden. 
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4.4.2 Eigenschaften und Systematik von 
Restricted Access Materialien  (RAM) 

 

In den letzten 15 Jahren wurde die Entwicklung neuer „Restricted Access“ 

Materialien stark vorangetrieben. Mittlerweile sind viele verschiedene „Restricted 

Access“ Materialien kommerziell erhältlich. Aufgrund ihres Aufbaus weisen sie aber 

alle folgende Charakteristika auf: 

 

• Definierte Ausschlussbarriere 

 

Die eingeschränkte Zugänglichkeit („restricted access“) und dadurch der 

Größenausschluss makromolekularer Probenbestandteile kann entweder durch 

physikalische oder chemische Ausschlussbarrieren erreicht werden. 

Der Aufbau einer physikalischen Ausschlussbarriere erfolgt durch die Wahl der 

Porengröße des verwendeten Trägermaterials. So bewirkt beispielsweise ein 

Porendurchmesser von 6 nm den vollständigen Ausschluss aller Makromoleküle mit 

einem Molekulargewicht größer 15000 Dalton vom Poreninneren (siehe Abbildung 

22). 

Bei der chemischen Ausschlussbarriere wird die eingeschränkte Zugänglichkeit 

zum Poreninneren durch ein polymeres Netzwerk, mit dem das Trägermaterial 

belegt ist, erreicht. Dabei bestimmt der Vernetzungsgrad des Polymers die 

Zugänglichkeit der Probenkomponenten zu den Adsorptionszentren. Das polymere 

Netzwerk besteht dabei aus kovalent oder adsorptiv gebundenen, synthetischen 

oder natürlichen Polymeren. 
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Abbildung 22: Schematische Darstellung eines „Restricted Access“-Adsorbens  

 

• Biokompatible Außenoberfläche 

 

Aufgrund der Kompatibilität der Außenoberfläche gegenüber biologischen 

Flüssigkeiten treten keine irreversiblen Wechselwirkungen zwischen den RA-

Materialien und makromolekularen Probenbestandteilen wie z. B. Proteine, 

Nukleinsäuren, Kohlenhydrate auf. 

 

• Adsorptive Innenoberfläche 

 

Niedermolekulare Probenkomponenten können aufgrund ihrer Größe ungehindert in 

die Poren eindringen und daher an einer adsorptiven Innenoberfläche (z.B. 

Umkehrphase, Ionenaustauscher oder Affinitätsliganden) durch selektive 

Wechselwirkungen extrahiert und angereichert werden. 

Zielanalyte 
Niedermolekulare 
Probenkomponenten RP 4 

Hochmolekulare 
Probenkomponenten 
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Zur Klassifikation der RA-Materialien kann neben dem Strukturmerkmal der 

Ausschlussbarriere (physikalisch oder chemisch) als weiteres Kriterium die 

Topochemie des Trägermaterials herangezogen werden. Hierbei wird zwischen 

RAM mit einer einheitlichen Ligandenverteilung, das bedeutet uniformer 

Topochemie (siehe Abbildung 23, Typ A und C), und RAM mit dualer 

Oberflächenmodifizierung unterschieden (siehe Abbildung 23, Typ B und C). Bei 

Sorbentien mit dualer Topochemie befinden sich im Poreninneren unterschiedliche 

Liganden im Vergleich zur Außenoberfläche des Trägermaterials. In Abbildung 23 

ist eine Übersicht und derzeit auf dem Markt befindlichen „Restricted Access“ 

Materialien aufgeführt. 

 

 

Abbildung 23: Klassifikation der „Restricted Access“ Materialien [erweitert nach 
132]. 

 

Die Restricted Access Materialien werden als Packungsmaterialien für spezielle 

SPE-Säulen verwendet. Die Dimensionen dieser Säulen liegen zwischen 20 und 50 

mm und 4 bis 5 mm Innendurchmesser. Bei Verwendung dieser speziellen SPE-

Säulen  werden simultan zwei chromatographische Trennprozesse durchgeführt. 
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Der erste Prozess beruht auf der Ausschlusschromatographie (SEC). Aufgrund der 

eingeschränkten Zugänglichkeit werden hochmolekulare Probenbestandteile mit 

dem Totvolumen der SPE-Säule in den Abfall eluiert. Der zweite gleichzeitig 

stattfindende Prozess kann zum Beispiel die Umkehrphasenchromatographie 

(RPC), Ionenaustauschchromatographie (IEX) oder Affinitätschromatographie (AC) 

sein. Die niedermolekularen Probenbestandteile werden adsorptiv oder kovalent 

gebunden und somit extrahiert bzw. angereichert. 

Tabelle 16 veranschaulicht an 3 Beispielen dieses Prinzip.   

 

Tabelle 16: Aufbau, Typ und chromatographische Trennprozesse verschiedener 
RAM-SPE-Säulen 

             RAM-SPE-  

Säule 

Aufbau 

LiChrospher® ADS 

Typ B 

LiChrospher®  XDS

Typ B 

CAT-PBA 

Typ A 

1. poröses 

Trägermaterial 

SEC SEC SEC 

2. immobilisierter 

Ligand innen und / 

oder außen 

RPC IEC AC 

 

Im Kapitel 6.2.2.1.1 wird genauer auf das in dieser Arbeit verwendete und von Boos 

et al. entwickelte „Restricted Access“ Material des Typs A (Cat-PBA) [164,165] 

eingegangen (vgl. auch Tabelle 16).  
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5 MODERNE METHODEN ZUR 
BESTIMMUNG VON KATECHOLAMINEN 
IN URIN 

 

 

Die Katecholamine treten im Urin in der freien und konjugierten Form auf. Es 

überwiegen die sulfokonjugierten Katecholamine. Die Ausscheidungsrate der 

Konjugate von Noradrenalin und Adrenalin ist dreimal höher als der der freien 

Katecholamine [180,181]. Vor der Probenextraktion können die Konjugate unter 

Zugabe von Säure und Erwärmung oder enzymatisch z.B. mit Hilfe der 

Arylsulfatase hydrolysiert werden und in die Gesamtkatecholaminbestimmung 

eingeschlossen werden. Die meisten Untersuchungen über die klinische Bedeutung 

der Katecholamine schließen die  Bestimmung der freien Katecholamine ein, da 

diese besser mit der Tumorlast des Phäochromozytoms korrelieren als die 

konjugierten Katecholamine [182]. 

Crout et al. [183] berichtet, dass die Einnahme von Bananen oder synthetischer 

Vanille die Ausscheidung der konjugierten Katecholamine erhöht [183].  Aus diesem 

Grund wird der Hydrolyseschritt normalerweise ausgelassen und nur die freien 

Katecholamine werden gemessen. 

Die Vielzahl der Publikationen, die in den vergangenen Jahrzehnten zum Thema 

Katecholaminanalyse mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

erschienen sind, zeigen, dass heute primär HPLC-Methoden zur Bestimmung 

dieser diagnostisch aussagekräftigen, biogenen Amine (Noradrenalin, Adrenalin 

und Dopamin vgl.  Kapitel 2.1) herangezogen werden. 

Die nachfolgenden Ausführungen geben einen Überblick über die Aufbereitung 

biologischer Matrices für die Analytik der Katecholamine, die benutzten stationären 

und mobilen Phasen zur Trennung und die eingesetzten Detektionsverfahren. 
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5.1 Probenaufbereitung 
 

Nur wenige Publikationen [287, 263] beschreiben Methoden für die 

Katecholaminbestimmung aus Urinproben ohne Probenaufbereitung. Jedoch 

machen diese Methoden von unterschiedlichen Vorsäulen-Derivatisierungs-

Verfahren Gebrauch. Dies bedeutet, dass die Gesamtanalysenzeit nicht kürzer ist 

als bei Verwendung einer Methode, die eine Probenaufbereitung beinhaltet. 

Für die extraktive Probenaufbereitung sind verschiedene Adsorbentien be-

schrieben. Die Extraktion kann mit Hilfe von mit Phenylboronsäure (PBA) 

modifizierte SPE-Materialien,  mit Ionenaustauschern und mit Aluminiumoxid 

erfolgen. Diese drei Probenaufbereitungsverfahren sind nach Automatisierungsgrad 

in Tabelle 17 aufgelistet.  

 

Tabelle 17: Probenaufbereitungstechniken für die Katecholaminanalytik: 
zusammengestellt nach dem Grad der Automatisierung [nach 260] 

 

Extraktion über  

Phenylboronsäure 
(PBA) 

Ionenaustauscher Aluminiumoxid 

automatisiert [210, 293, 295, 296], 
[274, 249], [276], 
[291], [277], [282] 

[290], [266], [267], 
Kationen- und 
Anionenaustausch 
[288] 

[279] 

SPE nicht 
automatisiert 

[270], starker 
Kationenaustauscher 
kombiniert mit PBA 
[268] 

[269], [292], [264], 
SPE nach 
Hydrolyse [275], 
SPE nach 
Denaturierung 
[285, 286] 

[272], [273], 
semiautomatisiert 
[297] 

Flüssig-Flüssig- 
Extraktion nicht 
automatisiert 

[283, 284, 298], 
[278, [271] (von 
Smedes et al. [196] 
entwickelt) 
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5.1.1 Off-line Probenaufbereitung 

 

Die Quantifizierung der Katecholamine Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin in 

biologischen Matrices setzt aufgrund der Komplexität der Matrices eine Prä-

fraktionierung der biogenen Amine voraus. Unterschiedliche Extraktionsverfahren 

und Extraktionstechniken werden bei der manuellen (off-line) Probenaufarbeitung 

eingesetzt. 

Anton und Sayre [189] führten eine Flüssig-Festphasen-Extraktion mit 

säureaktiviertem Aluminiumoxid ein. Bei pH-Werten größer 8,0 werden die 

Katecholamine aus den Matrices an das Aluminiumoxid adsorbiert. Die Desorption 

erfolgt durch Salzsäure, Perchlorsäure oder Essigsäure. Diese Extraktionstechnik 

führt in Abhängigkeit vom Aktivierungsgrad des Aluminiumoxids zu geringen 

Wiederfindungsraten der biogenen Amine, die durchschnittlich zwischen 60 % und 

80 % liegen [190]. In Einzelfällen treten aber auch Werte zwischen 30 % bis 50 % 

auf [191]. In einer vergleichenden Studie zur Probenaufbereitung von Plasma 

mittels der Aluminiumoxidextraktionstechnik konnten Dirks et al. [192] zeigen, dass 

die Wiederfindung matrixabhängig ist. Ein weiterer Nachteil der Probenaufbereitung 

von Urin- und Plasmaproben mit Aluminiumoxid ist das Auftreten von Interferenzen 

im Chromatogramm. Wird im Anschluss an die manuelle Probenaufbereitung der 

Katecholamine eine HPLC-Trennung auf Umkehrphasen durchgeführt, kann es zur 

Koelution von Noradrenalin mit der durch das Aluminiumoxid nicht abgetrennten 

Harnsäure kommen. 

Um diese Interferenzen auszuschalten wurde eine Zwei-Schritt-Extraktion 

durchgeführt. Zunächst erfolgt eine Vortrennung der Proben auf schwachen 

Ionenaustauschern (z.B. Bio-Rex 70) und anschließend die weitere Aufreinigung 

und Aufkonzentrierung an aktiviertem Aluminiumoxid [193]. Diese Methode findet 

verbreitet Anwendung trotz der Vielzahl der manuell auszuführenden Arbeitsschritte 

(vgl. Abbildung 24). 

Die Aufreinigung der Katecholamine aus Plasma oder Serum erfolgt entweder 

durch Ultrafiltration bzw. Säurepräzipitation der Proteine und anschließender Ad-
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sorption der Amine an der Kationenaustauscher-Säule. Die manuell 

auszuführenden Arbeitsschritte gestalten sich ähnlich komplex und zeitaufwendig 

wie für die Urinanalyse beschrieben (vgl. Abbildung 24). 

Andere off-line SPE Verfahren zur Präfraktionierung der Katecholamine in 

biologischen Matrices setzen schwache Ionenaustauscher [215] Sephadex G10 

[104] oder mit Boronsäure modifizierte Niederdruckgele [195] ein (vgl. Abbildung 

25). Diese Extraktionsmethode kann mit einer geringeren Anzahl an manuellen 

Schritten durchgeführt werden, als die bereits erwähnte Zwei-Schritt Extraktions-

methode. 

 

Abbildung 24: Analyseschritte für die Bestimmung der Katecholamine mittels off-
line SPE (Kombination aus Ionenaustausch- und Adsorptions-
chromatographie) 
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Abbildung 25: Analyseschritte für die Bestimmung der Katecholamine mittels off-
line SPE (Affinitätschromatographie) 

 

Eine Flüssig-Flüssig-Extraktion der Katecholamine unter Verwendung von 

Chloroform, n-Heptan und n-Octan beschrieben Smedes et al. [196] und Bauch et 

al. [197]. Hollenbach et al. [271] verwendet die von Smedes et al. beschriebene 

Methode und lässt die cis-Diol-Gruppe der Katecholamine im alkalischen mit 

Boronationen ein Komplex bilden, welches durch Zugabe eines Ionenpaar-

reagenzes in eine unpolare Phase (n-Heptan und Octanol) überführt und somit 

extrahiert werden kann. 
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5.1.2 On-line Probenaufbereitung 

 

 

Die Probenaufbereitung ist vielfach das schwächste Glied in der modernen, mit 

Hochleistungsflüssigchromatographie betriebenen Routineanalytik. Die manuelle 

Präfraktionierung der Analyten aus biologischen Matrices gestaltet sich aufgrund 

der Vielzahl der auszuführenden Arbeitsschritte als arbeitsintensiv, zeitintensiv, 

kostenintensiv und fehlerträchtig (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25). 

Der Einsatz von „SPE-Säulen“ zur Flüssig-Festphasen-Extraktion und der Transfer 

der präfraktionierten Analyten im on-line Modus auf eine analytische Säule mittels 

Säulenschaltung (siehe Kapitel 6.2) gestatten nicht nur die Automation der 

eigentlichen chromatographischen Prozesse (Probeninjektion, Trennung, Daten-

auswertung) sondern auch die der Probenaufbereitung. Dieses on-line Analysen-

system sollte die Direktinjektion von nativen Proben erlauben. 

 

 

5.1.2.1 Systeminterne Probenaufbereitung an 
Aluminiumoxid 

 

Der Einsatz von Aluminiumoxid als stationäre Phase einer Vorsäule bzw. SPE-

Säule zur systeminternen Präfraktionierung der Katecholamine aus Urin ist von 

Neidhart et al. [237, 241], Goto et al. [242] sowie DeJong et al. [100] publiziert. Die 

analytische Trennung der Katecholamine erfolgt durch Umkehrphasenchromato-

graphie mit Perchlorsäure als Fließmittel [237, 241], auf Trennsäulen (150 x 0,5 mm 

I.D.) unter ionenpaarchromatographischen Bedingungen [242] und durch 

Ionenaustausch- bzw. Ionenpaarchromatographie [100]. Zur Detektion der 

Katecholamine kommen Fluoreszenzdetektoren (Detektion der Katecholamine als 
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Trihydroyindolderivate [237, 241], Detektion der natürlichen Fluoreszenz [100]), 

duale elektrochemische Detektoren [242] und einfache amperometrische 

Detektoren [100] zum Einsatz (vgl. Kapitel 5.2.1). Die Injektion von Plasmaproben 

ist, in mit Aluminiumoxid-SPE-Säulen arbeitenden multidimensionalen HPLC-

Analysensystemen, nur nach vorangegangener Säurepräzipitation der Proteine 

möglich [100]. Eine systeminterne Adsorption der Katecholamine an das 

Aluminiumoxid führt - im Vergleich zur externen, manuellen Probenaufbereitung mit 

diesem Adsorbens - zu höheren Wiederfindungsraten, die aber ebenfalls vom 

Aktivierungsgrad des Oxids und den biologischen Matrices abhängen. Die Stabilität 

einer Aluminiumoxid-SPE-Säule ist für Urinanalysen mit maximal 25 Injektionen 

[243] sehr begrenzt. 

 

 

5.1.2.2 Systeminterne Probenaufbereitung an 
Phenylboronsäure  

 

Eine weitere Möglichkeit der systeminternen Präfraktionierung der Katecholamine 

aus Urin liegt in der kovalenten Affinitätschromatographie an druckstabilen, mit 

Phenylboronsäure funktionalisierten Kieselgelen [100, 244-246]. Die analytische 

Trennung der Katecholamine wird auf Kationenaustauschern (Nucleosil 10 SA) 

[245, 246] oder unter ionenpaarchromatographischen Bedingungen [100] 

durchgeführt. Die Quantifizierung der biogenen Amine erfolgt durch ampero-

metrische Detektion. Die direkte Injektion von proteinhaltigen Proben ist, wie für die 

Kationenaustauscher-SPE-Säulen und die Aluminiumoxid-SPE-Säulen, bei multi-

dimensionalen HPLC-Systemen mit Phenylboronsäure-substituierten Kieselgel-

SPE-Säulen ebenfalls nur nach systemexterner Proteinpräzipitation möglich [100]. 

Weitere Nachteile der Affinitätsgele auf Kieselgelbasis sind das Auftreten von 

Störpeaks im Chromatogramm durch das „Bluten“ der Phase und die in Ab-

hängigkeit von der Anzahl der Injektionen stark abnehmenden Katecholamin-

Bindungskapazitäten.  
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Ein anderes Analyseverfahren, welches zur systeminternen Probenaufbereitung 

und automatischen Katecholaminanalyse aus Urin und Plasma Phenylboronsäure-

funktionalisierte Gele einsetzt, ist von Edlund und Westerlund [247] beschrieben. 

Das Analysensystem besteht aus zwei SPE-Säulen - die erste ist eine Boronsäure-

affinitätsphase, die zweite eine C-18 Phase - einer analytischen Säule, drei 

Schaltventilen, einem coulometrischen Detektor zur elektrochemischen Detektion 

des Dopamins bzw. zur quantitativen Oxidation der Katecholamine Noradrenalin 

und Adrenalin zu den entsprechenden Aminochromen (Adrenochrom und 

Noradrenochrom) und einem nachgeschalteten Reaktionssystem zur Trihydroxy-

indol-Nachsäulenderivatisierung (vgl. Abbildung 27). Bei der Direktinjektion von 

Plasmaproben in das komplex instrumentierte Analysensystem ist die erste SPE-

Säule mit einem grobkörnigen, wenig druckstabilen, Phenylboronsäure-

funktionalisierten Polyacrylamidgel (Affi-Gel 60) gepackt, welches nur die 

affinitätschromatographische Aufreinigung der Katecholamine ermöglicht. Eine 

Aufkonzentrierung der aus den Proben extrahierten Analyten erfolgt auf einer 

zweiten SPE-Säule unter ionenpaarchromatographischen Bedingungen. Die 

analytische Säule besteht aus einer Umkehrphase (C-18), auf der die 

Katecholamine durch Zusatz des Ionenpaarreagenzes Decylsulfat zu trennen sind. 

Noradrenalin und Adrenalin werden nach der elektrochemischen Oxidation und der 

intramolekularen Umlagerung in stark alkalischer Lösung in Form ihrer 

Trihydroxyindolderivate fluorimetrisch detektiert, während das Dopamin aus-

schliesslich coulometrisch erfasst wird. Die automatische Quantifizierung der 

Katecholamine aus Urin erfolgt durch den Austausch der Affinitätsphase (1. SPE-

Säule) gegen ein mit Phenylboronsäure funktionalisiertes Kieselgel.  

Dieses Analysensystem erlaubt erstmals die Direktinjektion einer eng begrenzten 

Anzahl von proteinhaltigen Proben [248] auf eine Phenylboronsäure-Affinitäts- 

Säule (Basismaterial Polyacrylamidgel). Limitierende Faktoren der automatischen 

Katecholaminanalyse aus Plasma sind die geringe Standzeit der ersten SPE-Säule 

und die wenig effektive Aufkonzentrierung der Amine auf der Affinitätsphase, was 

den Einsatz einer zweiten SPE-Säule erforderlich macht. 

Eine weitgehende Automatisierung wird auch durch das Verwenden von SPE-

Einmalkartuschen erreicht [274, 249, 277, 270]. 
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Kleine, druckstabile Säulen, welche immobilisierte Phenylboronsäure als 

Affinitätsliganden enthalten sind von Boos et al. [210, 293], Eriksson et al. [276], 

Soga et al. [291] sowie Hansen et al. [282] in automatisierte Analysensysteme 

eingesetzt worden. Vorteile sind, dass diese spezielle „SPE-Säule“ eine spezifische 

Extraktion der Katecholamine erlauben, die Einbindung in das Analysensystem auf 

recht einfache Weise ermöglichen und darüber hinaus die Gesamtanalysenzeit 

signifikant reduzieren (siehe Kapitel 6.2.2.1.1).  

 

 

5.1.2.3 Systeminterne Probenaufbereitung an RP-18 
Phasen mit Ionenpaarreagenz 

 

Der Transfer der für eine Flüssig-Flüssig-Extraktion der Katecholamine aus 

biologischen Matrices ausgearbeiteten Bedingungen auf eine Flüssig-Festphasen-

Extraktion mit Umkehrphasenkartuschen, führte zur Entwicklung eines 

zweidimensionalen automatischen Katecholaminanalysators [249]. Diphenylboron-

säure bildet unter alkalischen Bedingungen mit den Katecholaminen zyklische Ester 

aus [194], die stark von den mit dem Ionenpaarreagenz Tetrabutyl-

ammoniumbromid äquilibrierten C-18 Phasen der Einmalkartuschen reteniert 

werden. Nach dem „on-line“ Transfer der vorfraktionierten Katecholamine, wurden 

diese unter ionenpaarchromatographischen Bedingungen getrennt und mittels 

elektrochemischer Detektion quantifiziert. 

Dieser Analysator ist aufgrund der vor jeder Injektion durchzuführenden 

Borsäureesterbildung (drei Pipettierschritte), dem Wechsel der C-18 Extraktions-

kartuschen zu jeder neuen Analyse, der sehr komplexen Instrumentierung und den 

Einsatz des elektrochemischen Detektors nur begrenzt in der Routineanalytik 

einsetzbar.
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5.2 Trennverfahren (HPLC) 
 

 

Die Analyse der Katecholamine mittels Hochleistungsflüssigchromatographie  

(HPLC) erfolgt im Allgemeinen in drei Schritten. Die Probenaufbereitung wie in 

Kapitel 5.1 näher erläutert, die Trennung und die Detektion der Katecholamine. Auf 

die Trennung und die unterschiedlichen Detektionsmethoden wird im folgendem 

näher eingegangen. 

Die Katecholamine Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin sind basische 

Substanzen, die bei pH-Werten kleiner 5,5 an den Aminogruppen der 

Ethylseitenketten protoniert sind und über Kationenaustauscher getrennt werden 

können. Hallman et al. [198] setzten zur Trennung der aus Plasma präfraktionierten 

biogenen Amine einen starken Ionenaustauscher ein, der aus relativ großen, 

irregulär geformten Partikeln (Vydax CX) besteht. Die durch dieses 

Austauscherharz erzielten Chromatogramme weisen sehr breite und nur mäßig 

voneinander getrennte Peaks auf. Der Einsatz von feinkörnigeren, starken 

Kationenaustauschern (z.B.: Nucleosil 5 SA) mit Partikeldurchmessern von 5 µm bis 

10 µm führte zu wesentlich besseren Trennungen [198, 199, 200-204]. Als mobile 

Phasen dienen bevorzugt Citrat-Acetatpuffer, pH 5,5 [199, 200, 201] oder 

Phosphatpuffer mit Acetonitril als organischem Modifier [204]. 

Ein häufig angewandtes Trennverfahren in der HPLC ist die Umkehrphasen-

chromatographie, die ebenfalls bei der Trennung der Katecholamine zum Einsatz 

kommt. Als erste nutzten Molnar und Horvath [205] die hydrophoben Wechsel-

wirkungen zwischen der unpolaren, stationären Phase und den aromatischen 

Aminen zur Trennung. Sie führten detaillierte Untersuchungen zum Retentions-

verhalten der Katecholamine auf Umkehrphasen durch und stellten den signifi-

kanten Einfluß des pH-Werts des Elutionsmittels auf die Trennung heraus, 

wohingegen die Ionenstärke nur schwache Effekte auf die k’-Werte zeigt. 

Die Retention der unter sauren Bedingungen positiv geladenen Katecholamine an 

Umkehrphasen kann durch den Zusatz ionischer Detergenzien (Ionenpaar-
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reagenzien) zur mobilen Phase stark erhöht werden. Diese Technik, welche die 

hohe Auflösung und die große Säulenstabilität der Umkehrphasenchromatographie 

mit der Ionenaustauschchromatographie kombiniert, wird als „Reversed Phase Ion 

Pair“-Chromatographie (RPIPC) bezeichnet. Sie ist ein, als Alternative zur Ionen-

austauschchromatographie, zunehmend an Bedeutung gewinnendes Verfahren, 

das von Wittmer, Haney et al. [206, 207] sowie Knox et al. [208, 209] eingeführt 

wurde. Die Theorie sowie die experimentelle Durchführung der Ionenpaar-

chromatographie sind in Publikationen [211-214] beschrieben. 

Die Retention und Trennung der Katecholamine an Umkehrphasen kann durch  die 

Zugabe anionischer Detergenzien wie Heptansulfonsäure oder Octansulfonsäure 

zur mobilen Phase und gleichzeitiger Zumischung organischer Elutionsmittel wie 

Methanol oder Acetonitril moduliert werden. 

Die Mehrzahl der heute zur Katecholaminbestimmung publizierten Applikationen, 

arbeiten mit Umkehrphasen und den oben aufgeführten Ionenpaarreagenzien. So 

wurden RPIPC-Methoden zur Quantifizierung der Katecholamine in Urin [210, 215-

219, 249, 264, 268, 269, 270-272, 274, 275, 277, 279, 282, 285, 286, 290-293] 

Plasma [97, 220-222], Serum [223] und Liquor cerebrospinalis [224] beschrieben. 

 

 

5.2.1 Detektionsverfahren 

 

Für die Analyse der Katecholamine sind niedrige Nachweisgrenzen eine absolute 

Notwendigkeit, da die Konzentration der Zielanalyte im Urin im µg/L und im Plasma 

im ng/L Bereich liegen. Daher werden meistens entweder Fluoreszenz-Detektoren 

oder elektrochemische Detektoren eingesetzt.  Die UV-Detektion wurde zwar in 

früheren HPLC Methoden verwendet [184] ist aber nicht empfindlich genug. 
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5.2.1.1 Fluoreszenz Detektion (FD) 

 

Die Katecholamine Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin können aufgrund ihrer 

natürlichen Fluoreszenz (Anregungswellenlängen, [Ex.] 270 bis 280 nm; 

Emissionswellenlängen, [Em.] 330 bis 360 nm) mit einem Detektionslimit von 300 

pg [225] fluorimetrisch detektiert werden. Said el al. [279] quantifizieren die 

biogenen Amine im Urin unter Detektion der natürlichen Fluoreszenz. Tetracycline, 

Ampicillin und Erythromycin können aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz zu Inter-

ferenzen führen. 

Die Quantifizierung der Katecholamine mit Fluoreszenzdetektoren erfolgt im 

Spurenbereich (ppb und ppt) durch Derivatisierung der Amine zu stark 

fluoreszierenden Produkten, d.h. diese Methoden sind empfindlicher als Methoden, 

die die natürliche Fluoreszenz detektieren [278]. Erfolgt die Derivatisierung vor der 

chromatographischen Trennung so wird eine Vorsäulen-Derivatisierung durch-

geführt. Ist ein Reaktor zwischen dem Auslass der Trennsäule und dem Einlass des 

Fluoreszenzdetektors geschaltet (on-line) oder erfolgt die Derivati-sierung in nach 

der Chromatographie gesammelten Fraktionen (off-line), so handelt es sich um eine 

Nachsäulen-Derivatisierung. 

Die Mehrzahl der eingesetzten fluorogenen Reagenzien zur Vorsäulen-

Derivatisierung der Katecholamine sind ortho-Phthalaldehyd (OPA) [226], 

Dansylchlorid (DNS-Cl) [227, 228], Fluorescamin [229] und 1,2-Diphenyl-

ethylendiamin (DPE) [230] (siehe Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Reaktionen zur Vorsäulenderivatisierung der Katecholamine zu 
stark fluoreszierenden Produkten. (1) Dansylchlorid (DNS-Cl), (2) 
Fluorescamin, (3) Ortho-Phthalaldehyd (OPA) 

 

1,2-Diphenylethylendiamin (DPE) wird als Vorsäulen-Derivatisierungsreagenz von  

Van der Hoorn et al. [283, 284] und als Nachsäulen-Derivatisierungsreagenz bei 

Nohta et al. [285, 286] eingesetzt. Später führten Nohta et al. [287] 2-Phenyl-

glycinonitril und Benzylamin (BA) als Vorsäulen-Derivatisierungsreagenzien ein. 

Chan et al. [263] wenden 9-Fluor-enylmethyloxycarbonylchlorid als Vorsäulen-

Derivatisierungsreagenz an.  

Die empfindlichste und spezifischste Methode zur HPLC-Bestimmung der 
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Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin im Spurenbereich ist die on-line Nach-

säulenderivatisierung durch die kontrollierte, oxidative Zyklisierung der Amine zu 

den entsprechenden Trihydroxyindolen  (THI; Nachweisgrenzen von bis zu 1 pg 

[225]; siehe Abbildung 27). Viele Derivatisierungsmethoden sind Modifikationen der 

Lund THI-Methode [280]. Die Reaktion erfolgt in zwei Schritten: die Katecholamine 

werden zu ihren entsprechenden Adrenochromen oxidiert z.B. mit Hilfe von Kalium-

hexacyanoferrat (III) und nachfolgender Zyklisierung im Alkalischen zu den 

fluoreszierenden 3,5,6-Trihydroxyindolen. Mit entsprechenden Reduktionsmitteln 

z.B. Ascorbinsäure [256] werden diese vor einer weiteren Oxidation, welche vor 

allem in alkalischer Lösung möglich ist, geschützt. Für Dopamin ist diese 

Nachweismethode nicht empfindlich genug [281]. 

 

 

Abbildung 27: Generierung der Trihydroxyindole (R=H Noradrenalin; R=CH3 
Adrenalin) 

 

Die ersten HPLC-Applikationen mit Nachsäulenderivatisierung der Katecholamine 

aus Urin zu den korrespondierenden Trihydroxyindolen wurden von Mori publiziert 

[231, 232]. Weitere Studien zu dieser Methode sind von Schwedt [233], Okamoto et 

al. [234] sowie Nelson et al. [235] durchgeführt worden. Die Quantifizierung von 

Noradrenalin und Adrenalin als Trihydroxyindolderivate im Pikogrammbereich 

haben Yui et al. beschrieben [203, 204, 225].  

Zwei Typen von Reaktoren werden zur on-line Nachsäulenderivatisierung der 

Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin zu den entsprechenden Indolen 

eingesetzt: erstens homogene Reaktoren, bei denen das Oxidationsmittel 

Kaliumhexacyanoferrat-III als gepufferte Lösung zum Säuleneluat zugepumpt wird, 

und zweitens heterogene Reaktoren, die an Kieselgel adsorbiertes Mangandioxid 
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oder Bleidioxid als Oxidationsmittel nutzen [236, 237].  

Als optimale HPLC-Methode zur Detektion der Katecholamine Noradrenalin und 

Adrenalin in Urin-, Plasma- und Serumproben im Spurenbereich hat sich die 

Nachsäulenderivatisierung der Amine in einem on-line Reaktionssystem zu den 

korrespondierenden Trihydroxyindolen herausgestellt. Ein entsprechendes von 

Boos et al. [176-178, 210] entwickeltes, vollständig automatisiertes on-line 

Verfahren mit integrierter Probenaufbereitung (Direktinjektion) zeichnet sich durch 

seine hohe Selektivität, Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit und die über einen 

weiten Konzentrationsbereich gegebene Linearität des Messsignals aus. Die 

Validität der Methode wird von Hansen et al. [282] nochmals bestätigt. Das 

Dopamin wird mit dieser Methode nicht erfasst.  

Ein anderes, hochselektives Nachweisverfahren der primären Amine Noradrenalin 

und Dopamin ist die on-line Nachsäulenderivatisierung  mit ortho-Phthalaldehyd 

(OPA) [226]. Adrenalin wird mit diesem Nachweisverfahren nicht erfasst, da es ein 

sekundäres Amin ist. 

Seki et al. [288] setzten Glycylglycin als Nachsäulen-Derivatisierungsreagenz ein. 

Alle drei Hauptmetabolite können so detektiert werden. Die beschriebe Methode 

benötigt jedoch für die Regenerierung der ersten SPE-Säule über 50 min und ist 

somit nicht routinetauglich. 

Kehr et al. [265] sind der Meinung, dass der Einsatz der Fluoreszenzdetektion 

einfacher und zuverlässiger ist und eine niedrigere Nachweisgrenze als die elektro-

chemische Detektion besitzt. Andere wiederrum sind der Auffassung, dass die 

fluorimetrische Detektion wegen der Vielfalt von Derivatisierungsreagenzien 

variabler bzw. selektiver ist [289]. 
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5.2.1.2 Elektrochemische Detektion (ECD) 

 

Der erfolgreiche Einsatz einer elektrochemischen Flusszelle als Detektor zum 

Nachweis elektrooxidabler Substanzen in Säuleneffluenten wurde von Kissinger et 

al. erstmals publiziert [191]. 

Zwei Typen elektrochemischer Detektoren sind zu unterscheiden: erstens 

coulometrische Detektoren, die bei vorgegebenem Oxidationspotential die 

elektroaktiven Moleküle quantitativ anodisch oxidieren und zweitens die ampero-

metrischen Detektoren, die weniger als 10 % der entsprechenden Moleküle 

umsetzen. Der durch die Oxidationsreaktion gebildete Strom ist das Detektorsignal, 

welches bei coulometrischen Detektoren wesentlich höhere Werte erreicht als bei 

amperometrischen. Gleichzeitig nimmt aber mit steigender Stromausbeute der 

Rauschpegel der Detektoren zu. Die Sensitivität der beiden elektrochemischen 

Detektortypen ist aufgrund übereinstimmender Signal-Rausch-Verhältnisse gleich. 

Der weniger komplex aufgebaute amperometrische Detektor wird bevorzugt in der 

Klinischen Chemie eingesetzt. 

Die Elektrode wird auf einem konstanten Arbeitspotential [190] gehalten.  Die 

geminalen OH-Gruppen der Katecholamine werden an der Arbeitselektrode der 

elektrochemischen Detektoren bei Oxidationspotentialen um + 600 mV zu den 

entsprechenden Chinonen (siehe Abbildung 28) oxidiert.  Die bei der Oxidation frei-

werdenden Elektronen werden von der Elektrode als resultierender Strom 

gemessen. Elektrochemische Detektoren zum Nachweis der Katecholamine in Urin 

[218, 219], Plasma [97, 198, 201], Serum [123] und Liquor cerebrospinalis [224] 

finden heute verbreitet Anwendung. Die Nachweisgrenzen dieser Detektoren sind 

mit 25 pg [225] bis 2 pg für die Analyse der Amine in den aufgeführten Körper-

flüssigkeiten ausreichend. Neuere Entwicklungen führen zu dualen elektro-

chemischen Detektoren, die zur Quantifizierung der biogenen Amine in Urin [238] 

und Serum [239] eingesetzt werden. Sarzanini et al. [266] verwendet für die 

Bestimmung der Katecholamine im Urin einen dualen coulometrisch-ampero-

metrischen Detektor. Einen elektrochemischen Detektor mit acht Kanälen wird von 
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Mashige et al. [267] eingesetzt. 

 

R=  -CH2-CH2-NH2   Dopamin 

 -CHOH-CH2-NH2  Noradrenalin 

 -CHOH-CH2-NH-CH3  Adrenalin 

 

Abbildung 28:  Anodische Oxidation der Katecholamine zu den entsprechenden 
Chinonen. 

 

Der Hauptvorteil des elektrochemischen Detektors in der HPLC-Bestimmung der 

Katecholamine ist die hohe Empfindlichkeit und die relativ kostengünstige 

Anschaffung des Gerätes. Andererseits reagiert der elektrochemische Detektor mit 

allen Verbindungen, die bei einem gegebenen Potential der Arbeitselektrode 

oxidiert werden können. Dies wiederum erhöht das Risiko von im Chromatogramm 

auftretenden Interferenzen und macht eine intensive Wartung des Detektors nötig 

[265]. 

Die Anwendung der von Surmann [240] aufgeführten Kriterien zur Beurteilung der in 

der HPLC eingesetzten Detektoren verdeutlicht, dass die elektrochemische 

Katecholamin-Detektion nur eingeschränkt als Methode der Wahl betrachtet werden 

kann. Elektrochemische Detektoren verfügen zwar wie bereits oben erwähnt über 
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die erforderliche Empfindlichkeit, Selektivität und Linearität des Messsignals für die 

Katecholaminanalyse im Spurenbereich, die Kriterien Stabilität, Reproduzierbarkeit 

und Kompatibilität des Detektors mit unterschiedlichen analytischen Systemen sind 

aber nur bedingt erfüllt. So wirken sich beispielsweise geringe Temperatur-

schwankungen, geringe Schwankungen der Durchflussgeschwindigkeit des 

Eluenten in der Messzelle (z.B. Flussgradienten, Pumpenpulsationen), pH-

Wertschwankungen (pH-Schrittelution), organische Komponenten im Fließmittel 

(Methanol, Aceton, Acetonitril) und einige Arten von Puffersalzen negativ auf die 

Sensitivität der elektrochemischen Detektion [240] aus. Auch sind die Elektroden-

oberflächen störanfälliger als UV- und Fluoreszenz-Detektoren.  

Demnach sind HPLC-Methoden mit elektrochemischer Detektion bis heute sehr 

beliebt und weit verbreitet. Dies gilt sowohl für eine amperometrische [268, 269, 

270, 271] als auch für eine coulometrische [274, 249, 276, 277, 278, 272, 273] 

Detektionweise. 

 

 

5.2.1.3 Massenspektrometrische Detektion (MS) 

 

Es gibt bis jetzt eine einzige – von  Chan und Ho [264] beschriebene – HPLC  

Methode, die einen Massenspektrometer als Detektor benutzt. Diese LC-MS 

Kopplung verwendet eine Ionenquelle, die unter Atmosphärendruck (API: 

atmospheric pressure ionisation) arbeitet. Diese Technik wird vom Autor auch in 

[263] diskutiert. Nach Meinung des Autors erhöht diese Detektionsmethode die 

Empfindlichkeit, die Selektivität und die analytische Robustheit. 
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5.3 Weitere analytische Methoden zur 
Bestimmung der Katecholamine im Urin 

 

 

 

Die im folgenden aufgeführten immunochemischen, kapillarelektrophoretischen und 

fluorimetrischen Methoden sind nicht so gebräuchlich bzw. validiert wie die HPLC 

Methoden [260]. 

 

 

5.3.1 Immunoassays 

 

Die kommerzielle Entwicklung von robusten Immunoassays für die Bestimmung der 

Katecholamine in Urin und Plasma erfolgte über einen langen Zeitraum. Grund 

hierfür war überwiegend die schwierige Gewinnung von Antikörpern bedingt durch 

das niedrige Molekulargewicht und die leichte Oxidierbarkeit der Analyten.  

Murphy et al. [259] beschreibt einen ELISA-Test („enzymelinked immuno sorbent 

assay“) welcher monoklonale Antikörper für Adrenalin und Noradrenalin verwendet. 

Diese Methode wurde jedoch nicht für biologische Proben beschrieben. 

Kennedy und Ziegler [258] beschreiben eine Modifikation eines radioenzymatischen 

Assays für Noradrenalin und Adrenalin in Plasma-, Urin- und Gewebeproben. 

Die derzeit kommerziell erhältlichen ELISA Verfahren benötigen zusätzliche 

Extraktions- und Derivatisierungsschritte [187, 188]. 

Die Extraktion erfolgt affinitätschromatographisch an mit Boronsäure modifizierten 

Niederdruckgelen oder beschichteten Makrotiterplatten. Anschließend werden die 
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extrahierten Katecholamine mit Bolton-Hunter Reagenz acyliert und mit Hilfe der 

Catecholamin-O-Methyltransferase (COMT) in Gegenwart von S-Adenosyl-

methionin zu 3-Methoxytyramin, Normetanephrin und Metanephrin methyliert. 

Danach erfolgt erst die eigentliche immunologische Reaktion. Die Immunoassays 

korrelieren relativ gut mit entsprechenden HPLC-Verfahren. 

 

 

5.3.2 Kapillarelektrophorese (CE) 

 

Kürzlich sind kapillarelektrophoretische Methoden zur Quantifizierung von 

Katecholaminen im Urin veröffentlicht worden. Zhu und Kok [250] beschreiben eine 

Methode worin über Aluminiumoxid die Katecholamine von der Urinmatrix extrahiert 

werden. Nachfolgend werden sie über die Kapillarelektrophorese die mit Puffer 

arbeitet in dem Borat-Ionen zugesetzt sind, getrennt. Der Nachsäulen- 

Derivatisierung folgt die Lumineszenz Detektion. Sirén und Karjalainen [251] 

hydrolysieren die Urinproben mit einer Säure oder Base bevor sie in das 

kapillarelektrophoretische System injiziert wird. Die Detektion erfolgt über ein Photo-

diodenarray. Die weiteren Arbeiten der Arbeitsgruppe Siren et al. [252, 253, 254] 

sowie die Übersichtsarbeit von Baena et al. [255] beschreiben weitere 

Optimierungsversuche bezüglich Detektion und Probenaufbereitung. Eine weitere 

Variante beschreibt Chen et al. [261]. Hier erfolgt die Bestimmung der 

Katecholamine im Urin mittels Kapillarelektrophorese und elektrochemischer 

Detektion. Dabei wird eine spezielle Elektrode verwendet, die eine höhere 

amperometrische Sensitivität aufweist [262]. 
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5.3.3 Fluorimetrische Methoden 

 

Fluorimetrische Messungen erlauben es die Katecholamine zu unterscheiden und 

zu quantifizieren ohne vorrausgegangene HPLC-Trennung. Die beiden hier 

erwähnten Methoden messen die Fluoreszenz der Trihydroxyindole (THI) [256, 257] 

und detektieren somit nur Adrenalin und Noradrenalin. Von Llavero et al. [256] wird 

ein manuelles Probenaufbereitungsverfahren von der Firma Biosystems Labo-

ratories eingesetzt, welches bereits gepackte, schwach saure Kationenaustauscher-

Säulen benutzt. Cañizares und Luque de Castro [257] automatisierten dieses 

Verfahren. Cañizares und Luque de Castro [257] verwendeten die Fluoreszenz-

spektren der Trihydroxyindolderivate. Llavero et al. [256] hingegen benutzten die 

Bildungskinetik der Derivate. 
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6 EXPERIMENTELLER TEIL MIT 
DISKUSSION 

 

 

 

 

6.1 Präanalytik harngängiger Markermoleküle 
 

 

 

Um die Präanalytik harngängiger Markermoleküle (siehe Kapitel 2) wie der 

Katecholamine Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin, deren Metabolite 

Vanillinmandelsäure, Homovanillinsäure, Metanephrin und Normetanephrin sowie 

des Serotonins und dessen Metabolit 5-Hydroxyindolessigsäure zu standardisieren, 

wurden die im folgenden beschriebenen experimentellen Untersuchungen 

durchgeführt. Hierzu gehörte unter anderem die Überprüfung der Stabilität dieser 

Markermoleküle im 24h-Sammelurin bei unterschiedlichen pH-Werten und bei 

Zusatz von entsprechenden Stabilisatoren. Darüberhinaus wurden Studien mit 

Probanden und Patienten durchgeführt, um ein geeignetes, patientenfreundliches 

Sammelgefäß zu entwickeln. 
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6.1.1 Stabilität 

 

Wie aus Kapitel 2 ersichtlich galt es folgende Fragen zu überprüfen: 

(1) Über welchen Zeitraum ist der 24h-Sammelurin bei Raumtemperatur stabil ? 

a. ohne zugesetzten Stabilisator und  

b. mit zugesetzter Salzsäure als Stabilisator 

(2) Welcher eingestellte pH-Wert des 24h-Sammelurins ist optimal für die 

nachfolgende Bestimmung der Markermoleküle? 

(3) Welche Menge bzw. welche Konzentration an Säure muss vorgelegt bzw.  

zugesetzt werden, um diesen optimalen pH-Wert in einem 24h-Sammelurin 

zu erreichen? 

(4) Über welchen Zeitraum sind die Analyten in einem 24h-Sammelurin bei 

Raumtemperatur stabil? 

a. ohne zugesetzten Stabilisator und  

b. mit zugesetzter Salzsäure als Stabilisator 

 

 

 

6.1.1.1 pH-Shift 

 

Bei 1458 Spontanurinen von Patienten wurde der pH-Wert mit Hilfe von Sticks 

gemessen. 64,4% lagen bei pH 5 oder kleiner; 10,3% bei pH 6; 15,2% bei pH 7; 

9,7% bei pH 8 und 0,4 % bei pH 9. 



Experimenteller Teil mit Diskussion 

117  

pH < 5
pH 6
pH 7
pH 8
pH 9

  

Abbildung 29: Prozentuale pH-Wert Verteilung von insgesamt 1458 
Spontanurinproben 

 

Abbildung 30 veranschaulicht die pH-Stabilität eines 24h-Urin-Pools bei 

Raumtemperatur über einen Zeitraum von 14 Tagen. Dieser Urin-Pool setzte sich 

aus 11 24h-Sammelurinen von erwachsenen, männlichen Probanden zusammen 

und hatte einen pH-Wert von 6,5.  

Dieser Urinpool wurde nach 1 monatiger Lagerung bei -20°C aufgetaut. Zwanzig 

100 mL Aliquote wurden auf unterschiedliche pH-Werte (0; 0,5; 1,0; 1,5; 1,75; 2,0; 

2,25; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) mit einer kalibrierten 

pH-Elektrode, jeweils mit Natronlauge oder Salzsäure eingestellt. In der Abbildung 

30 entspricht dies Tag 0. Täglich wurde der pH-Wert der bei Raumtemperatur 

gelagerten Aliquote bestimmt. 
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Abbildung 30: Zeitabhängige pH-Veränderung in titrierten 24h-Sammelurin-

Poolproben bei Raumtemperatur  

 

Die obige Abbildung zeigt, dass in den auf pH < 4 angesäuerten Aliquote keine pH-

Änderung erfolgt. 

In den Urinproben mit pH 4,5 bis 9 ist ein Anstieg des pH-Wertes zum alkalischen 

hin schon in den ersten 24 Stunden zu erkennen, wobei am Tag 3 noch nicht das 

Maximum erreicht ist. Wie im Kapitel 4.1 bereits erwähnt liegt der pH-Wert von 

nativem Urin zwischen 4,5 bis 8. Nativer 24h-Sammelurin ist jedoch wie die 

Untersuchung zeigte nicht pH-stabil. Der Grund hierfür liegt darin, dass Urin durch 

die Kontamination mit Bakterien, welche Ammoniak bilden, nach einer gewissen 

Zeit alkalisch wird. In diesem Zusammenhang sei erwähnt, dass die Katecholamine 

insbesondere unter alkalischen Bedingungen sehr leicht oxidiert werden. Es galt 

daher zunächst zu überprüfen, ob die von Boomsma et al [115] getroffene Aussage 

bzw. Empfehlung, dass die Katecholamine über 4 Tage bei Raumtemperatur stabil 

sind zutrifft. 

Dazu wurden von 10 Probanden 24h-Sammelurine gewonnen. Diese Urine wurden 

nicht eingefroren sondern aliquotiert. Die Aliquots wurden auf pH-Werte von 2,5-5 

eingestellt und 10 Tage lang bei Raumtemperatur gelagert werden. Der pH-Wert 

wurde mittels pH-Elektrode über diesen Zeitraum überprüft (Abbildung 32 bis 
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Abbildung 41). Aus den 10 24h-Sammelurine wurde auch ein Urinpool hergestellt 

(Abbildung 31) und genauso wie die Einzelurine behandelt. Das Sammelvolumen 

der 24h-Urine variierte von 1,1 L bis 3,3 L. Die Kreatininwerte lagen alle im 

akzeptablen Bereich von 0,9-1,8 g/24h wobei der Richtwert 0,6-2,1 g/24h beträgt. 

 

Abbildung 31: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin-Pool 
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Abbildung 32: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 1 

 

 

Abbildung 33: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 2 
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Abbildung 34: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 3 

 

 

Abbildung 35: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 4 
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Abbildung 36: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 5 

 

 

Abbildung 37: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 6 
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Abbildung 38: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 7 

 

 

Abbildung 39: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 8 
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Abbildung 40: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 9 

 

 

Abbildung 41: Zeitabhängige pH-Veränderung: 24h-Sammelurin Nr. 10 
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An den jeweiligen Urinproben ist zu erkennen, dass der pH-Wert von 3 Urinen, 

welche auf pH 5 eingestellt wurden, nicht über 10 Tage stabil ist, sondern ins 

alkalische driftet. Insgesamt ist am Urinpool zu erkennen, dass der eingestellte pH-

Bereich von 2,5-4,5 über 10 Tage stabil bleibt. 

 

 

6.1.1.2 Wiederfindung der Katecholamine in 
Abhängigkeit von der Zeit und pH 

 

Um diese Frage zu beantworten, wurde der 24h-Sammelurin-Pool mit den 

Katecholaminen aufgestockt. Ein Aliquot des nicht aufgestockten 24h-Sammelurin-

Pools und ein Aliquot des aufgestockten 24h-Sammelurin-Pools wurde jeweils 3-

mal off-line aufgearbeitet und mittels HPLC und elektrochemischer Detektion sofort 

analysiert. Die ermittelten Durchschnittswerte sind in Tabelle 18 wiedergegeben. 

Der Durchschnittswert von Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin des aufgestockten 

24h-Sammelurin-Pools wurde als 100% Wert festgelegt.  

Tabelle 18: Durchschnittswerte der Konzentration der untersuchten 
Katecholamine im einem nativen und in einem aufgestockten 24h-
Sammelurin-Pool 

Analyt native Urinprobe aufgestockte Urinprobe 

Noradrenalin 24,26 µg/L 95,9 µg/L 

Adrenalin 7,44 µg/L 47,5 µg/L 

Dopamin 85,74 µg/L 230,4 µg/L 

 

Der tiefgefrorene 24h-Sammelurin-Pool wurde nach dem Auftauen aliquotiert. Die 

Aliquots wurden auf pH 4,5 bis 8 eingestellt. Eine entsprechende Probe wurde 

jeweils sofort, nach 24 Stunden (Tag 1), nach 48 Stunden (Tag 2) und nach 72 

Stunden (Tag 4) aufgearbeitet und mittels HPLC und elektrochemischer Detektion 
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analysiert. Die Stabilität bzw. die Wiederfindung der Katecholamine bei 

Raumtemperatur in Abhängigkeit vom eingestellten pH-Wert (physiologischer pH-

Bereich) und der Zeit sind in den Abbildungen 42 bis 44 für den jeweiligen Analyten 

dargestellt. Aus den Abbildungen ist ersichtlich, dass die Katecholamine in einem 

nativen 24h-Sammelurin-Pool nicht über 4 Tage stabil sind. Für die Sammlung des 

24h-Sammelurins bis zur Analyse im Labor werden aber mindestens 3 Tage 

benötigt. Der 1. Tag wird für die Sammlung benötigt, der 2. Tag für den Transport 

des Sammelgefäßes zum Arzt bzw. zum Labor und am 3. Tag werden die Proben 

frühestens analysiert. Oftmals werden die Urinproben gesammelt, d.h. gelagert und 

später batchweise abgearbeitet. 

 

 

Abbildung 42:  Wiederfindung [%] von Dopamin bei 21 °C in Abhängigkeit vom 

pH-Wert und der Zeit 
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Abbildung 43:  Wiederfindung [%] von Adrenalin bei 21 °C in Abhängigkeit vom 

pH-Wert und der Zeit 

 

Abbildung 44:  Wiederfindung [%] von Noradrenalin bei 21 °C in Abhängigkeit 

vom pH-Wert und der Zeit 
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Katecholamine in nativen 24h-

Sammelurinen nicht stabil sind. Dieser Umstand ist primär auf die Erhöhung des 

pH-Wertes des 24h-Sammelurins nach einem bestimmten Zeitraum und der damit 

verbundenen leichten Oxidierbarkeit der Katecholamine zurückzuführen (siehe 

Abbildung 45). 

 

Abbildung 45: Zeitabhängiger Verlauf des pH-Wertes in gepoolten, nativen 24h-

Sammelurinen bei 21°C 

 

Da die Katecholamine auch lichtempfindlich sind, wurde der Versuch unter 

Lichtausschluss wiederholt. Neben den Katecholaminen wurden auch die anderen 

untersuchten Markermoleküle quantifiziert. 

Poolurine wurden mit den Analyten dotiert und entsprechende Aliquots auf 

verschiedene pH-Werte eingestellt (in 13 Stufen von 0,5 pH-Einheiten von pH=0,5 

bis pH=6,5). Die Bestimmung der Wiederfindung  erfolgte über einen Zeitraum von 

7 Tagen. Als optimal gelten Werte, die sich innerhalb der Grenzen der 

methodischen Messgenauigkeit befinden. In den folgenden Diagrammen ist dieser 

Messgenauigkeitsbereich grau hinterlegt (Abbildung 46). Zur besseren Übersicht 

sind statt der jeweils dreizehn gemessenen pH-Abstufungen nur vier 

wiedergegeben.  
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Abbildung 46:  Wiederfindung der Katecholamine [%] über 7 Tage. Die Bereiche 

der Messgenauigkeit für Adrenalin (± 15 %),  Noradrenalin (± 10 

%)  und Dopamin (± 10 %)  sind grau unterlegt.  
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6.1.1.3 Wiederfindung der übrigen Markermoleküle  

 

 

Abbildung 47: Wiederfindung [%] der Metanephrine über 7 Tage 
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Abbildung 48: Wiederfindung [%] der Vanillinmandelsäure und der 
Homovanillinsäure über 7 Tage 

 

 

 

Abbildung 49: Wiederfindung [%] der 5-Hydroxyindolessigsäure über 7 Tage 
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Wie aus den Abbildungen 46 bis 49 hervorgeht, sind alle aufgeführten 

diagnostischen Parameter in einem 24h-Sammelurin bei Aufbewahrung im Dunkeln 

und Raumtemperatur in dem pH-Bereich von 2,5 bis 5,0 über 7 Tage stabil. 

 

 

6.1.1.4 Ansäuerung des 24h-Urins  

 

Um eine Langzeitstabilisierung der untersuchten Markermoleküle im 24h-

Sammelurin zu erreichen, muss wie zuvor bewiesen, der 24h-Sammelurin 

angesäuert werden. Bislang wurden für die Ansäuerung von 24h-Sammelurinen 

ausschließlich flüssige Säuren wie Salzsäure, Schwefelsäure, Essigsäure u. a. 

beschrieben (siehe Kapitel 0, 2.2.3, 2.3.3 und 2.4.3). Der Umgang mit diesen 

Säuren ist jedoch für den Patienten und das Pflegepersonal nicht ungefährlich. Die 

Verätzungsgefahr (z.B. durch rauchende Salzsäure) und der beißende Geruch  

(Eisessig) fördern nicht die Compliance des Patienten. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher nach einer Lösung gesucht 

werden, die die Verätzungsgefahr herabsetzt und die Compliance des Patienten 

erhöht. 

 



Experimenteller Teil mit Diskussion 

133  

6.1.2 Partikuläre, säurebindende 
Adsorbermaterialien 

 

 

Wie im Folgenden beschrieben, wurde untersucht, ob die zur Stabilisierung 

notwendige Säure an ein partikuläres, poröses Adsorbermaterial  „ gebunden“ 

werden kann. Durch die „Physisorption“ der flüssigen Säure an ein poröses  

Trägermaterial sollte die Verätzungsgefahr für den Patienten bzw. das 

Pflegepersonal bei der 24h-Urinsammlung minimiert werden. 

 

 

6.1.2.1 Anforderungen 

 

Folgende Anforderungen werden an ein entsprechend geeignetes Trägermaterial 

gestellt: 

o es muss in Gegenwart von konzentrierter Säure eine hohe Quellfähigkeit 

(poröses Kapillarnetzwerk) besitzen 

o das Trägermaterial sollte eine Langzeitstabilität unter stark sauren pH-

Bedingungen 

o sowie bei Raumtemperatur aufweisen 

o das Trägermaterial sollte keine Verbindungen generieren oder Verunreini-

gungen freisetzen, welche zu Interferenzen bei dem nachfolgenden HPLC-

Analyseverfahren führen und somit die Quantifizierung der Analyten stören 

o die Zielanalyte sollten nicht irreversibel an das Trägermaterial adsorbieren 

und somit zu einer geringen Wiederfindung führen 
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o die Einsatzstoffe sollten kostengünstig und in großen Mengen lieferbar sein 

o die Herstellung eines derartigen „Stabilisators“ sollte einfach und 

kostengünstig sein 

 

 

6.1.2.2 Auswahl und Struktur 

 

Untersucht wurden folgende poröse Polymere (Hydrogele) 

A Polyacrylat-Polyalkohol (Dialyzorb®); Partikeldurchmesser: 100-850 µm; 

(Firma Sigma-Aldrich). Das in Wasser unlösliches Copolymer besitzt ein sehr 

hohes Molekulargewicht und quillt bis zum 300-fachen seines Gewichts in 

Wasser. Salze reduzieren diese hohe Quellfähigkeit auf das 50-fache. 

B Poly-(acrylsäure) Natriumsalz- propf-poly-(ethylenoxid); Partikeldurchmesser: 

100-850 µm; (Firma Sigma-Aldrich). Dieses Copolymer ist ein sogenannter 

Superadsorber, da es das bis zu 800-fache seines Gewichts an wässriger 

Flüssigkeit adsorbiert. Die adsorbierte Menge an wässrigen Flüssigkeiten 

sinkt mit Erhöhung der Salzkonzentration. Das Granulat  trägt das 

Gefahrensymbol Xi (reizend) und hat einen pH-Wert von 5,5-6,5. In 

Abbildung 50 ist die Strukturformel dargestellt.  

 

Abbildung 50: Poly-(acrylsäure) Natriumsalz- propf-poly-(ethylenoxid) 
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C Poly-(acrylsäure-co-acrylsäureamid) Kaliumsalz; Partikeldurchmesser: 200-

1000 µm; (Firma Sigma-Aldrich).  Das Granulat trägt das Gefahrensymbol Xi 

(reizend) und hat einen pH-Wert von 5,5-6,0. In Abbildung 51 ist die 

Strukturformel dargestellt. 

 

Abbildung 51: Poly-(acrylsäure-co-acrylsäureamid) Kaliumsalz 

 

Zunächst wurde die Aufnahmekapazität der Hydrogele A, B und C ermittelt. Es 

wurden 2 mL einer 28,75 %igen Salzsäure (HCl) vorgelegt. Dies entspricht einer 

Molmenge von 18 mmol. Danach wurde das jeweilige Adsorbermaterial in 100 

mg Portionen zugefügt und die Suspension kurz gemischt. Bestimmt wurde die 

Menge an Adsorbermaterial, bei der die vorgelegte Salzsäure visuell vollständig 

adsorbiert wurde. Folgende Werte wurden ermittelt: 

- Hydrogel A :    700 mg 

- Hydrogel B :    700 mg 

- Hydrogel C :    600 mg 
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6.1.2.3 Adsorptionsverhalten 

 

Zunächst wurden die Adsorbermaterialien auf ihre Fähigkeit untersucht, die Säure 

bei unterschiedlichen Temperaturen über einen längeren Zeitraum hinweg zu 

„physisorbieren“. 

Hierzu wurden pro Einwaage 2,0 mL einer 28,75 %igen Salzsäurelösung (18 mmol) 

in einem Probenröhrchen mit dichtem Schraubdeckel vorgelegt. Nach Zugabe des 

Adsorbers wurde sofort gemischt um eine homogene Verteilung zu gewährleisten. 

Die Proben wurden nach einer Stunde Nachquellzeit in einen vorgeheizten 

Trockenschrank (37,5 °C) bzw. in einen Kühlschrank gestellt. Ein weiterer Ansatz 

wurde bei Raumtemperatur gelagert.  

Das Adsorptionsverhalten der untersuchten Hydrogele wurde dadurch bestimmt, in 

welchem Ausmaß freie, d.h. flüssige Säure in den entsprechenden Proben vorlag 

bzw. auftrat. Gegebenenfalls wurde die Menge an Adsorber erhöht um die 

vorgelegte Säure vollständig zu adsorbieren. 

In den Abbildungen 52 bis 54 ist die benötigte Mindestmenge an Adsorber in 

Abhängigkeit von der Lagerzeit und Temperatur als Diagramm dargestellt. Bei 

Verwendung von Hydrogel A verändert sich das Adsorptionsvermögen gegenüber  

flüssiger Salzsäure nur geringfügig bei 37 °C und Lagerung bei 21 °C über 92 Tage.  

Bei 4 °C dagegen muss die Menge an Adsorber nahezu verdoppelt werden um die 

vorgelegte Säure adsorptiv zu binden. Der Grund hierfür liegt darin, dass Hydrogel 

A bei Lagerung im Kühlschrank schrumpft und somit weniger Säure über Physi-

sorption aufnehmen kann. Das Hydrogel C hingegen ist bei 4 °C über 92 Tage am 

stabilsten (Abbildung 54). Dies trifft nicht bei einer Lagerung bei 37 °C  und Raum-

temperatur zu. Unter diesen Bedingungen ist das Hydrogel C das Adsorbens mit 

den schlechtesten Adsorptionsverhalten. 
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Abbildung 52: Benötigte Mindestmenge an Hydrogel A in Abhängigkeit von der 
Lagerzeit und Temperatur. Vorgelegte Säure: 2,0 mL HCl 28,75% 
(≜ 18 mmol) 

 

Abbildung 53: Benötigte Mindestmenge an Hydrogel B in Abhängigkeit von der 
Lagerzeit und Temperatur. Vorgelegte Säure: 2,0 mL HCl 28,75% 
(≜ 18 mmol) 
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Abbildung 54: Benötigte Mindestmenge an Hydrogel C in Abhängigkeit von der 
Lagerzeit und Temperatur. Vorgelegte Säure: 2,0 mL HCl 28,75% 
(≜ 18 mmol) 

 

Das Hydrogel B zeigt das beste Adsorptionsverhalten über den gesamten 

untersuchten Temperaturbereich und Zeitraum (Abbildung 53). Da das Hydrogel B 

auch preiswerter als Hydrogel A und C ist, wurden die weiteren Untersuchungen 

nur mit Hydrogel B durchgeführt.   

 

 

6.1.2.4 Überprüfung auf potentielle Interferenzen 

 

In den nachstehend beschriebenen Versuchen sollte untersucht werden, inwieweit 

das säure-haltige Hydrogel B Verbindungen generiert bzw. Verunreinigungen 

freisetzt, welche zu Interferenzen bei den nachfolgenden HPLC-Analyseverfahren 

führen und somit die Quantifizierung der untersuchten Analyten stören. Zudem 

wurde die Wiederfindung der Analyten bestimmt, um irreversible Wechselwirkungen 

mit dem Adsorbermaterial auszuschließen. 
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6.1.2.4.1 Vergleichende off-line Probenaufbereitung mit 
anschließender HPLC-ECD Analyse von 
Katecholaminen in Urin 

 

Für die Herstellung des Salzsäure-haltigen Hydrogels B wurden 1 g Copolymer 

(Trockengewicht) mit 1,19 mL 32 %ige HCl (12 mmol) versetzt und gemischt. 200 

mL  eines 24h-Sammelurins wurden mit 1,5 g Salzsäure-haltigem (18 mmol) 

Hydrogel versetzt. Die auf pH 2.0 angesäuerte Urinprobe wurde mit: Noradrenalin 

(NA, 100 µg/L), Adrenalin (A, 50 µg/L) und Dopamin (DA, 200 µg/L) dotiert. Für den 

Vergleich der Chromatogramme wurden 200 mL desselben 24h-Sammelurin mit 

1,79 mL 32 %ige HCl (18 mmol) versetzt. Aliquots der beiden Proben wurden off-

line aufgearbeitet und quantifiziert. 

Die Messung wurde im Labor der Firma Recipe Chemicals + Instruments GmbH in 

München unter Verwendung des ClinRep®Kit durchgeführt. Ein Aliquot der 24h-

Sammelurinprobe wurde über eine off-line Festphasenextraktion an einem 

Kationenaustauscher aufgearbeitet. Die analytische Trennung der Katecholamine 

Noradrenalin (NA), Adrenalin (A), Dopamin (DA) und des internen Standards 

Dihydroxybenzylamin (DHBA) erfolgte über eine C-18 Umkehrphasensäule (150 

mm x 3,9 mm ID) bei einer Flussrate von 1,0 mL/min und 30 °C. Die Detektion 

erfolgte elektrochemisch mit einem amperometrischen Detektor. Das Arbeits-

potential wurde auf 500 mV und der Arbeitsbereich auf ±10 nA eingestellt.  
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Abbildung 55: Chromatogramme einer mit den untersuchten Katecholaminen 
aufgestockten Probe eines 24h-Sammelurins a. Ansäuerung mit 
flüssiger Salzsäure (18 mmol)  b. Ansäuerung mit Salzsäure-
haltigem (18 mmol) Hydrogel B  

Das Chromatogramm b in Abbildung 55 zeigt, dass keine Interferenzen bzw. 

zusätzliche Peaks bei der mit Hydrogel B versetzten Urinprobe auftreten. Somit ist 

eine Quantifizierung dieser harngängigen Markermoleküle möglich. Auch stimmen 

die Peakhöhen überein, was auf eine vergleichbare Wiederfindung schliesen lässt 

(siehe auch Abbildung 60). 

 

Für die anschließenden Überprüfung auf störende Interferenzen des Hydrogel B bei 

der Quantifizierung der übrigen untersuchten Markermoleküle wurde ein 24h-

Sammelurin mit Metanephrin (ME), Normetanephrin (NME), Vanillinmandelsäure 

(VMS), Homovanillinsäure (HVS), 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIES), Serotonin 

(SER) und Hydroxyprolin (HYP) dotiert. 200 mL des dotierten 24h-Sammelurins 

wurden mit 1,5 g Salzsäure-haltigem (18 mmol) Hydrogel B versetzt (pH 2,0). Die 

200 mL Vergleichsprobe wurde mit 1,79 mL 32 %iger HCl (18 mmol) versetzt. Beide 

Proben wurden off-line aufgearbeitet und quantifiziert. 
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6.1.2.4.2 Vergleichende off-line Probenaufbereitung mit 
anschließender HPLC-ECD Analyse von 
Metanephrinen in Urin 

 

Die Messung wurde im Labor der Firma Recipe Chemicals + Instruments GmbH in 

München unter Verwendung des ClinRep®Kit durchgeführt. Ein Aliquot der 24h-

Sammelurinprobe wurde über eine off-line Festphasenextraktion an einem 

Kationenaustauscher aufgearbeitet. Die analytische Trennung der Metanephrine 

Normetanephrin (NME), Metanephrine (ME) und des internen Standards Hydroxy-

methylbenzylamin (HMBA) erfolgte über eine C-18 Umkehrphasensäule (150 mm x 

3,9 mm ID) bei einer Flussrate von 1,0 mL/min und 30 °C. Die Detektion erfolgte 

elektrochemisch mit einem amperometrischen Detektor. Das Arbeitspotential wurde 

auf 720 mV und der Arbeitsbereich auf ±10 nA eingestellt.  

 

Abbildung 56: Chromatogramme einer mit Normetanephrin, Metanephrin und 
internem Standard dotierten Probe eines 24h-Sammelurins a. 
Ansäuerung mit flüssiger Salzsäure (18 mmol)  b. Ansäuerung 
mit Salzsäure-haltigem (18 mmol) Hydrogel B  
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Das Chromatogramm b in Abbildung 56 zeigt, dass keine Interferenzen bzw. 

zusätzliche Peaks bei der mit Hydrogel B versetzten Urinprobe auftreten. Somit ist 

eine Quantifizierung dieser harngängigen Markermoleküle möglich. Auch stimmen 

die Peakhöhen überein, was auf eine vergleichbare Wiederfindung schliesen lässt 

(siehe auch Abbildung 61). 

 

 

6.1.2.4.3 Vergleichende off-line Probenaufbereitung mit 
anschließender HPLC-ECD Analyse von 
Vanillinmandelsäure, Homovanillinsäure und 5-
Hydroxyindolessigsäure in Urin 

 

Die Messung wurde im Labor der Firma Recipe Chemicals + Instruments GmbH in 

München unter Verwendung des ClinRep®Kit durchgeführt. Ein Aliquot der 24h-

Sammelurinprobe wurde über eine off-line Festphasenextraktion an einem 

Anionenaustauscher aufgearbeitet. Die analytische Trennung der VMS, HVS, 5-

HIES und des internen Standards iso-VMS erfolgte über eine C-8 Umkehr-

phasensäule (125 mm x 3,0 mm ID) bei einer Flussrate von 0,9 mL/min und 30 °C. 

Die Detektion erfolgte elektrochemisch mit einem amperometrischen Detektor. Das 

Arbeitspotential wurde auf 800 mV und der Arbeitsbereich auf ±50 nA eingestellt.  
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Abbildung 57:      Chromatogramme einer mit Vanillinmandelsäure, Homovanillin-
säure, 5-Hydroxyindolessigsäure und internem Standard dotierten 
Probe eines 24h-Sammelurins a. Ansäuerung mit flüssiger Salz-
säure (18 mmol)  b. Ansäuerung mit Salzsäure-haltigem (18 
mmol) Hydrogel B  

Das Chromatogramm b in Abbildung 57 zeigt, dass keine Interferenzen bzw. 

zusätzliche Peaks bei der mit Hydrogel B versetzten Urinprobe auftreten. Somit ist 

eine Quantifizierung dieser harngängigen Markermoleküle möglich. Auch stimmen 

die Peakhöhen überein, was auf eine vergleichbare Wiederfindung schliesen lässt 

(siehe auch Abbildung 61). 

 

 

6.1.2.4.4 Vergleichende off-line Probenaufbereitung mit 
anschließender HPLC-ECD Analyse des Serotonins in 
Urin 

 

Die Messung wurde im Labor der Firma Recipe Chemicals + Instruments GmbH in 
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München unter Verwendung des ClinRep®Kit durchgeführt. Ein Aliquot der 24h-

Sammelurinprobe wurde über eine off-line Festphasenextraktion an einem 

Kationenaustauscher aufgearbeitet. Die analytische Trennung des Serotonins 

(SER) und des internen Standards N-Methylserotonin (MSER) erfolgte über eine C-

18 Umkehrphasensäule (150 mm x 3,6 mm ID) bei einer Flussrate von 1,0 mL/min 

und 30 °C. Die Detektion erfolgte elektrochemisch mit einem amperometrischen 

Detektor. Das Arbeitspotential wurde auf 450 mV und der Arbeitsbereich auf ±10 nA 

eingestellt.  

 

Abbildung 58: Chromatogramme einer mit Serotonin und internem Standard 
dotierten Probe eines 24h-Sammelurins a. Ansäuerung mit 
flüssiger Salzsäure (18 mmol)  b. Ansäuerung mit Salzsäure-
haltigem (18 mmol) Hydrogel B  

Das Chromatogramm b in Abbildung 58 zeigt, dass keine Interferenzen bzw. 

zusätzliche Peaks bei der mit Hydrogel B versetzten Urinprobe auftreten. Somit ist 

eine Quantifizierung des Serotonins möglich. Auch stimmen die Peakhöhen 

überein, was auf eine vergleichbare Wiederfindung schliesen lässt (siehe auch 

Abbildung 61). 
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6.1.2.4.5 Vergleichende off-line Probenaufbereitung mit 
anschließender HPLC-UV Analyse des Hydroxyprolins 
in Urin 

 

Die Messung wurde im Labor der Firma Recipe Chemicals + Instruments GmbH in 

München unter Verwendung des ClinRep®Kit durchgeführt. Die analytische 

Trennung des Hydroxyprolins (HYP) und des internen Standards erfolgte über eine 

C-8 Umkehrphasensäule (125 mm x 3,0 mm ID) bei einem Stufengradient und 

60°C. Die UV-Detektion erfolgte bei einer Wellenlänge von 471 nm.  

 

Abbildung 59: Chromatogramme einer mit Hydroxyprolin und internem Standard 
dotierten Probe eines 24h-Sammelurins a. Ansäuerung mit 
flüssiger Salzsäure (18 mmol)  b. Ansäuerung mit Salzsäure-
haltigen (18 mmol) Hydrogel B  

Das Chromatogramm b in Abbildung 59 zeigt, dass keine Interferenzen bzw. 

zusätzliche Peaks bei der mit Hydrogel B versetzten Urinprobe auftreten. Somit ist 

eine Quantifizierung des Hydroxyprolins möglich.  
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6.1.2.5 Überprüfung der Wiederfindung bei Verwendung 
des Hydrogel B  

 

Ein 24h-Sammelurin wurde über Hydrogel B (15 g Trockengewicht), welches mit 

180 mmol Salzsäure versetzt war, gesammelt. Der pH-Wert betrug 2,2. 2,0 L dieses 

24h-Sammelurins wurden mit NA, A, DA, VMS, HVS, HIES, NME, ME, SER und mit 

HYP dotiert. Die Dotierung erfolgte direkt über die Einwaage der entsprechenden 

Substanzmengen oder über die Zugabe einer Stammlösung in 0,1 molarer HCl. Ein 

weiteres Aliquot wurde als Leerwert 3-fach aufgearbeitet und vermessen. Die 

Markermoleküle wurden über eine Ein-Punkt Kalibrierung quantifiziert und die 

ermittelte Analytkonzentration dem Sollwert aufaddiert. Jede zu vermessende Serie 

enthielt matrixbehaftete Qualitätskontrollen im nativen und pathogenen Bereich. Der 

korrigierte Sollwert wurde als 100 % festgelegt. Die Katecholamine wurden am Tag 

der Dotierung nach 24 Stunden, 48 Stunden und 120 Stunden manuell 

aufgearbeitet und quantifiziert (vgl. Kapitel 6.1.2.4). Die entsprechenden Urinproben 

wurden 3-fach aufgearbeitet und  chromatographiert. 

 

Abbildung 60: Stabilität und Wiederfindung (n=3) der Katecholamine bei 
Raumtemperatur in einem dotierten 24h-Sammelurin bei 
Verwendung des Salzsäure-haltigen Hydrogel B (pH=2,2) 
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Der über Salzsäure-haltigem Hydrogel B gewonnene 24h-Sammelurin kann ohne 

einen signifikanten oxidativen Abbau der Katecholamine Noradrenalin, Adrenalin 

und Dopamin mindestens 5 Tage bei Raumtemperatur gelagert werden. Das 

gleiche gilt für die restlichen – in dieser Arbeit untersuchten - harngängigen 

Markermoleküle (siehe Abbildung 61). 

 

 

Abbildung 61: Wiederfindung (WF) leicht oxidierbarer, endogener Verbindungen 
in einer repräsentativen Probe eines 24h-Sammelurins (pH 2,2) 
bei Verwendung des Salzsäure-haltigen Hydrogels B 

Das partikuläre, Salzsäure-haltige Hydrogel B stabilisiert die untersuchten 

Verbindungen bei Raumtemperatur (RT), führt zu keinen Interferenzen in der 

HPLC-Analytik, erlaubt die Lagerung des 24h-Sammelurins über einen Zeitraum 

von mindestens 5 Tagen bei RT und erlaubt somit auch eine batchweise 

Abarbeitung der Proben. Für den Patienten und das Pflegepersonal wäre ein 

solcher „Stabilisator“ einfach und sicher zu handhaben, da keine flüssige Säure 

vorgelegt wird, sondern eine pastenartige, poröse Masse. Die geringen Standard-

abweichungen bezüglich der Wiederfindung der untersuchten Analyte garantieren 

darüber hinaus eine reproduzierbare quantitative Messung auch nach mindestens 5 

Tagen. 
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6.1.2.6 Ermittlung der benötigten Molmenge an 
Salzsäure bei Verwendung von Hydrogel B 

 

Um die Frage zu beantworten, welche Stoffmenge an partikulär gebundener 

Salzsäure benötig wird, um in einem 24h-Sammelurin einen pH-Wert von 2 zu 

erhalten, wurde folgende Studie durchgeführt. 60 erwachsene Probanden wurden 

gebeten eine 24h-Urinsammlung über Hydrogel B, welches 230 mmol an Salzsäure 

enthielt, bei Raumtemperatur durchzuführen. Den Probanden wurden zwei 2 Liter 

Sammelgefäße ausgehändigt, welche das Salzsäure-haltige Hydrogel B enthielten 

(20 g Trockengewicht, vorgelegte Salzsäure 11,406 mL 32 %ig, entspricht 230 

mmol). Zur Überprüfung der Urinsammlung wurde der Kreatinin-Wert bestimmt 

(Abbildung 62 und Abbildung 63), dessen Mittelwert 1,27 g/24h betrug. Zusätzlich 

wurde das Volumen des gesammelten Urins (siehe Abbildung 64) und dessen pH-

Wert gemessen (siehe Abbildung 65).  

 

 

Abbildung 62: Verteilung der Kreatininwerte um den Richtwert (0,6 - 2,1 g / 24 h, 
gestrichelte Linie); durchgezogene Linie: Mittelwert 
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Abbildung 63: Überprüfung der Vollständigkeit der 24h- Urinsammlung (n=60) 
über die Kreatininausscheidung 

 

Abbildung 64: Volumenverteilung von 24h-Sammelurinen (n=60) 
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Abbildung 65: pH-Wert der 24h-Sammelurine bei Vorlage von Salzsäure-
haltigem Hydrogel B versetzt mit 230 mmol bzw. 460 mmol HCl; 
durchgezogene Linie: Mittelwert, gestrichelte Linie: Standard-
abweichung 

 

Abbildung 66: pH-Wert der 24h-Sammelurine (1800-2000 ml, n=38) nach 
Vorlage von Hydrogel B (230 mmol HCl); durchgezogene Linie: 
Median, gestrichelte Linie: 75. bzw. 25. Percentile 
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Zusammenfassend zeigte die Probanden-Studie, dass das vorgelegte und mit 

Salzsäure-versetzte Adsorbermaterial Hydrogel B alle untersuchten 24h-

Sammelurine auf den erwünschten pH-Bereich einstellt (Abbildung 66). 

 

 

 

6.1.3 Zusatz von Salzsäure 

 

 

Der Spruch: „Erst das Wasser, dann die Säure, sonst passiert das Ungeheure!“ gilt 

auch für die Sammlung von 24h-Urin. Daher wurde in weiteren Untersuchungen 

überprüft, welche Konzentration bzw. Molmenge an Salzsäure notwendig ist. 

 

 

6.1.3.1 pH-Wert Bereich 

 

Um eine größtmögliche Stabilität der untersuchten Markermoleküle und damit auch 

eine hohe analytische Qualität zu gewährleisten sollte garantiert sein, dass der pH-

Wert eines 24h-Sammelurins in einem Bereich zwischen 2-5 liegt.  Bei niedrigeren 

oder höheren pH-Werten sind die untersuchten Markermoleküle - wie in der 

vorliegenden Arbeit gezeigt - überwiegend nicht stabil (siehe Kapitel 6.1.1.2 und 

Kapitel 6.1.1.3). Wie ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurde (Kapitel 

6.1.2.6) schwankt das Volumen von 24h-Sammelurinen zwischen 785 mL und 3015 

mL (10. und 90. Percentile, n=60). Dies führt dazu, dass die Konzentration einer 

vorgelegten Säure stark variiert. 
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6.1.3.2 Konzentration der Salzsäure 

 

In der Literatur (siehe Kapitel 2) werden unterschiedlich konzentrierte 

Salzsäurelösungen als Vorlage für die Gewinnung eines 24h-Sammelurins 

eingesetzt. Im Extremfall wird eine 36 %ige d.h. rauchende Salzsäurelösung 

verwendet. Um die Verätzungsgefahr zu minimieren und die Compliance der 

Patienten zu verbessern, sollte daher eine verdünnte Salzsäurelösung verwendet 

werden. 

 

 

6.1.3.3 Molmenge der Salzsäure pro 24h-Sammelurin 

 

Von jedem 24h-Sammelurin wurden dessen pH und Kreatinin-Wert sowie das 

Volumen bestimmt (Abbildungen 67, 68 und 70). Ein Volumenanteil von 5 % wurde 

den jeweiligen 24h-Sammelurinen entnommen und daraus ein 24h-Poolurin 

hergestellt. Von den 60 24h-Urinen wurde jeweils ein Aliquot (100 mL) entnommen 

und mit 1 M HCl auf unterschiedliche pH-Werte titriert (Abbildung 71).  
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Abbildung 67: Native 24h-Sammelurine: Verteilung (Boxplot) des pH-Werts  

 

Aus der Abbildung 67 geht hervor, dass der pH-Bereich von nativen 24h-

Sammelurinen zwischen pH 5 und pH 9 liegt. Der Median beträgt pH 6,2. 

 

Abbildung 68: Native 24h-Sammelurine: Verteilung (Boxplot) der ermittelten 
Kreatininwerte; Gestrichelte Linie entspricht dem Mittelwert. 
Richtwert: 0,6-2,1 g/24h 
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Der Boxplot in Abbildung 68 zeigt, dass von nahezu allen Probanden ein 

vollständiger 24h-Sammelurin erhalten bzw. untersucht wurde.  

 

Abbildung 69: Native 24h-Sammelurine: Zusammensetzung der weiblichen und 
männlichen Probanden nach aufsteigendem Alter  

 

Aus der Abbildung 69 geht hervor, dass die untersuchten Probanden-Urine 

bezüglich Alter und Geschlecht gut verteilt und daher repräsentativ sind. 

Anhand der in Abbildung 71 dargestellten Verteilung der bei der Rücktitration 

verbrauchten HCl wurden, bezüglich der optimalen Stabilisierung eines 24h Urins, 

54 mmol an HCl festgelegt. 
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Abbildung 70: 24h-Sammelurin: Boxplot der Volumenverteilung von 60 
weiblichen und männlichen Probanden; gestrichelte Linie: 
Mittelwert 

 
 

Abbildung 71: Native 24h-Sammelurine (n=60): Verteilung (Boxplots) der 
benötigten Stoffmenge an HCl um einen bestimmten pH-Wert 
zu erreichen; gestrichelte Linie: Mittelwert 
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6.1.4 Volumen des 24h-Sammelurins 

 

 
Abbildung 72: 24h-Sammeluirn: Boxplot der Volumenverteilung von 120 männlichen 

und weiblichen Probanden; gestrichelte Linie: Mittelwert 

 

 

In einer zweiten Studie zur Volumenverteilung wurden ebenfalls 60 Probanden 

einbezogen. In Abbildung 72 sind die Ergebnisse beider Studien zusammen 

gefasst. Aus dem Boxplot geht hervor, dass ein Sammelbehälter mit einem 

Volumen von 3 L benötigt wird um 95 % aller 24h-Sammelurine zu erfassen. Die 

meisten der bis heute verwendeten Sammelbehälter haben ein Fassungsvermögen 

von nur 2 L. 
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6.1.5 Lichtschutz 

 

Die untersuchten Katecholamine sind lichtempfindlich, d.h. sie werden durch 

Tageslicht oxidiert. Ein optimaler Sammelbehälter sollte daher einen 

entsprechenden Lichtschutz aufweisen. Um zu überprüfen, ob der in Rahmen 

dieser Arbeit neu entwickelte Sammelbehälter einen ausreichenden Lichtschutz 

bietet, wurden die im Folgenden beschriebenen Versuche durchgeführt. 

Ein Aliquot (200 mL) eines entsprechend Kapitel 6.1.2.6 gewonnenen 24h-

Sammelurin-Pools (n=7) wurde in einem klaren, verschlossenen Plastikgefäß über 

10 Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt. In bestimmten Abständen (siehe 

Abbildung 73) wurde mit Hilfe des in Kapitel 6.2.2 beschriebenen on-line SPE-

HPLC-ECD Verfahrens die Wiederfindung der Katecholamine Noradrenalin, 

Adrenalin und Dopamin bestimmt. Wie aus Abbildung 73 ersichtlich ist, werden die 

Katecholamine bei Tageslicht innerhalb von 2 Tagen weitgehend abgebaut, d.h. 

oxidiert. In einem parallelen Versuchsansatz wurde der neu entwickelte und 

entsprechend eingefärbte Sammelbehälter für die Lagerung benutzt. Wie aus 

Abbildung 74 hervorgeht werden die Katecholamine bei Verwendung dieses 

Sammelbehälters über einen Zeitraum von mindestens 5 Tagen nicht oxidiert. 
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Abbildung 73:  Wiederfindung (Stabilität) von Katecholaminen (Noradrenalin, 
Adrenalin, Dopamin) bei Lagerung (Raumtemperatur) von 24h-
Urin ohne Lichtschutz 

  

 

Abbildung 74:  Wiederfindung (Stabilität) von Katecholaminen (Noradrenalin, 
Adrenalin, Dopamin) bei Lagerung (Raumtemperatur) von 24h-
Urin unter Lichtschutz 
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6.1.6 Kommerziell erhältliche Behälter für die 
Sammlung von 24h-Urin 

 

 

In Abbildung 75 ist eine Auswahl von kommerziell erhältlichen Sammelgefäßen 

abgebildet. In der oberen Reihe befinden sich die vorwiegend auch in Deutschland 

verwendeten Behälter. Diese Behälter sind für die Sammlung eines 24h-Urins nur 

mit Einschränkung zu gebrauchen, da sie ein Volumen von nur 2 L aufweisen und 

keinen Griff besitzen. Darüber hinaus wird eine korrekte Ablesung des Volumens 

durch die dunkelbraune Einfärbung sehr erschwert. Die Behälter in der unteren 

Reihe besitzen zwar einen Griff, sind aber lichtdurchlässig und damit wie in Kapitel 

6.1.4 aufgezeigt nicht für die Sammlung von Katecholaminen geeignet. In den 

Abbildungen 76 und 77 sind beispielhaft zwei Gebrauchsanleitungen zum Sammeln 

von 24h-Urin aufgeführt. Zunächst ist kein Hinweis darauf, dass z.B. ätzende 

Salzsäure vorgelegt ist. Darüberhinaus sind die Anweisungen unverständlich, 

insbesondere für ältere Patienten. Die Lagerung der Sammelflasche im 

Kühlschrank ist unhygienisch. 

 

Abbildung 75:  Beispiele für Urin-Sammelgefäße 
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Abbildung 76:  Beispiel a) Gebrauchsanweisung 
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Abbildung 77:  Beispiel b) Gebrauchsanweisung  
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6.1.7 24h-Urin Sammelkit: UriSet 24 

 

Basierend auf den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse und 

Erkenntnisse wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Sarstedt AG & Co. erstmalig 

ein Komplett-Set für die standardisierte und patientenfreundliche 24 Stunden 

Urinsammlung, das UriSet 24 (siehe Abbildung 78) entwickelt und hergestellt.  

 

 

Abbildung 78: UriSet 24: Aufriss-Darstellung der Sammelflasche und der 
enthaltenen Set-Komponenten 
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6.1.7.1 Komponenten des UriSet 24 

 

Das Komplett-Set für die standardisierte 24 Stunden Urinsammlung setzt sich aus 

folgenden Komponenten zusammen (siehe auch Abbildung 79): 

a) Sammelflasche 

b) Auffang- und Umfüllbecher 

c) Glasflasche  

d) Transportgefäß 

e) Gebrauchshinweis 

f) Etikett 

 

 

Abbildung 79: Komponenten des UriSet 24: Sammelflasche, Glasflasche, 
Auffang- und Umfüllbecher, Transportgefäß, Etikett, Gebrauchs-
hinweis 

 

a) Sammelflasche 

Die braun eingefärbte Sammelflasche garantiert einen hohen Lichtschutz für 

empfindliche Analyte wie z.B. die Katecholamine. Der Behälter besitzt ein 
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Fassungsvolumen von 3 Litern. Hierdurch können über 90 % aller 

ausgeschiedenen 24h-Urine erfasst werden. Die neuartige Flaschengeometrie 

mit ergonomischer Griffmulde (Abbildung 78) und extra großem Öffnungs-

durchmesser ermöglicht einen optimalen Gebrauch durch die Patienten. Die 

detaillierte Skala und der transparente Sichtstreifen sorgen für ein einfaches 

Ablesen der Füllmenge und führen somit zu einer hohen Ablesegenauigkeit.  

 

b) Auffang- und Umfüllbecher 

Das Fassungsvolumen von 500 mL garantiert ein vollständiges Auffangen des 

Urins bei jeder Miktion. Der Urin wird anschließend jeweils in die Sammelflasche 

entleert. Der große, flexible Öffnungsdurchmesser des Bechers erleichtert 

insbesondere Kindern und weiblichen Patienten die Urinsammlung, da das 

Ausscheiden in den Becher und nicht in die Flasche erfolgen kann. Nach 

Beendigung der Sammlung kann dieser Becher zum praktischen Umfüllen des 

Urins in das Transportgefäß verwendet werden. 

 

c) Glasflasche 

Die im Set enthaltene standardisierte Menge (54 mmol) und Konzentration an 

Salzsäure (9 mL 20 %ig) ist in einer 10 mL-Glasflasche mit Sicherheitstropfer 

vordosiert. Die Tropfzeit für die Entleerung des gesamten Stabilisators aus dem 

Fläschchen beträgt 14 Sekunden. Eine Verätzungsgefahr ist weitgehend 

auszuschließen, da verdünnte Salzsäure verwendet wird. Die Säure wird auch 

nicht vorgelegt, sondern erst nach der ersten Urinfraktion in den Sammel-

behälter zugetropt. Der spezielle Sicherheitstropfer schützt vor Austreten der 

verdünnten Salzsäure beim versehentlichen Umfallen der Glasflasche. Der 

eingesetzte Tropfaufsatz (Zentraltropfer) ermöglicht nur ein Auslaufen der 

Flüssigkeit in vertikaler d.h. kopfüber Stellung der Glasflasche.  UriSet 24 kann – 

wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben – für folgende diagnostisch relevante 

Markermoleküle eingesetzt werden: Katecholamine, Metanephrine, Vanillin-

mandelsäure, Homovanillinsäure, und 5-Hydroxyindolessigsäure. Durch die 



Experimenteller Teil mit Diskussion 

165  

damit verbundene Langzeitstabilität von 7 Tagen bei Raumtemperatur können 

die Urinproben gesammelt und batchweise abgearbeitet werden. Dies führt zu 

einem deutlich wirtschaftlicheren und effizienteren Probenmanagement.  

 

d) Transportgefäß 

Der Kit ermöglicht es, dass nicht - wie bisher - die gefüllte Sammelflasche, 

sondern lediglich das beiliegende 30 mL Transportgefäß mit UV-Lichtschutz, 

etikettiert zum Arzt oder ins Labor gelangt. Damit wird den neuen Richtlinien für 

Probentransport P 650 entsprochen [299]. In letzteren wird festgelegt, dass 

potentiell infektiöses Material ab einem Volumen von 500 mL nicht, bzw. nur mit 

einer speziellen Umverpackung, transportiert werden darf.  Zudem wird auch 

das Labor entlastet, da die große Sammelflasche nicht mehr im Labor entsorgt 

(Geruchsbelästigung) werden muss. Das Transportgefäß lässt sich dicht 

verschliesen und ohne Probleme hygienisch verschicken. Die Abmessungen 

des Transport- und Lagergefäßes wurden so gewählt, dass es in 

Standardeinsätze für die Zentrifugation und Lagerung passt. 

 

e) Gebrauchshinweis 

Die richtige Vorgehensweise zum Sammeln eines 24-Stunden-Urins ist im 

mehrsprachigem „Beipackzettel“ leicht verständlich wiedergegeben (siehe 

Abbildung 79) und durch Piktogrammen anschaulich gemacht. Der Gebrauchs-

hinweis ist auch einzeln in 8 verschiedenen Sprachen erhältlich.  Der Wortlaut 

für den Gebrauchshinweis in deutscher Sprache ist in Abbildung 80 

wiedergegeben. 
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Abbildung 80:  Beispiel des in deutscher Sprache verfassten Gebrauchs-
hinweises für das Sammeln eines 24h-Urins mit dem UriSet 24. 

 

f) Etikett 

Das übersichtlich gestaltete und selbstklebende Etikett ist ebenfalls in 
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verschiedenen Sprachen erhältlich. Der Patient soll folgende Angaben machen: 

Name und Vorname, Geburtsdatum, Körpergewicht, Männlich/Weiblich, Beginn 

der Sammlung mit Datum und Uhrzeit, Ende der Sammlung mit Datum und 

Uhrzeit sowie das gesammelte Urinvolumen.  

 

 

6.1.8 Einführung des UriSet 24 

 

Das Komplett Set für die standardisierte 24h-Urinsammlung wurde im Dezember 

2004 eingeführt. Im Rundschreiben „III / 2004 Labor aktuell“, welches eine 

hausinterne Information für die Kliniken und Institute des Klinikums Grosshadern 

sowie für externe Einsendern des Institutes darstellt, erfolgte die Mitteilung der 

“Einführung eines neuen Komplett-Systems zur Sammlung von angesäuerten Urin 

(Urin-Sammelkit „UriSet 24“, Firma Sarstedt)“.  

Darin heißt es unter anderem: „Für die Bestimmung einer Reihe endokrinologischer 

Parameter wird Sammelurin benötigt, der zur Stabilisierung der Analyten auf einen 

pH-Wert von ≤ 5 angesäuert sein muss (bes. Katecholamine, Metanephrine, 5-

Hydroxyindol-Essigsäure). Bislang wurde für entsprechende Urinsammlungen vom 

Institut für Klinische Chemie 25 mL-Fläschchen mit 30 %iger Salzsäure 

ausgegeben, die zu Beginn der Sammelperiode in das Urinsammelgefäß eingefüllt 

werden mussten. Jetzt ist ein konfektionierter Urin-Sammelkit kommerziell 

verfügbar geworden, der nach Auffassung einer vor einigen Monaten 

versuchsweise damit ausgestatteten Ambulanz des Hauses eine wesentliche 

Komfortverbesserung in der Handhabung sowohl für Patienten als auch 

Pflegepersonal gegenüber dem bisherigen Vorgehen bedingt.…... Sammelbecher 

und auslaufgesichertes Säurefläschchen verbessern Hygiene und Sicherheit die der 

Urinsammlung gegenüber dem bisherigen Vorgehen deutlich…... Unter 

Berücksichtigung aller bisher für die Sammlung von angesäuertem Urin 

erforderlichen Einzelkomponenten ist ein Wechsel auf das neue Komplett-System 

kostenneutral. Das Institut für Klinische Chemie wird daher künftig anstelle von 
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Säurebehältnissen zur Sammlung von angesäuerten Urin für die eingangs 

genannten Untersuchungen den neuen Urinsammelkit UriSet 24 ausgeben…gez. 

OA Dr. med. P. Cremer“. 

 

 

6.1.9 UriSet 24: Anwendungsbeobachtung 

 

Die Anforderungen an das UriSet 24 und dessen Praktikabilität wurden an 50 

Patienten in einer Anwendungsstudie bzw. –beobachtung überprüft. In den 

entsprechenden 24h-Sammelurinen wurde Kreatinin und der pH-Wert bestimmt. 44 

% der Patienten waren weiblichen und 56 % männlichen Geschlechtes. Das 

Durchschnittsalter lag bei 56,2 Jahren, wobei der Jüngste 18 Jahre alt war und der 

Älteste 76 Jahre.  

 

Abbildung 81: Anwendungsstudie: Kreatininwerte der 50 Patienten 
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Ca. 90 % der Kreatininwerte lagen im Richtbereich von 0,6-2,1g/24h.  Zieht man 

das hohe Alter der Patienten in Betracht, dann kann man auch bei den restlichen 10 

% von einer vollständigen 24h-Urinsammlung ausgehen. 

Das Gesamtvolumen eines 24h-Urins lag im Durchschnitt bei 2000,5 mL. Das 

Volumen des entwickelten 3L-Sammelgefäßes reichte somit bei 94 % der Patienten 

aus. Der entsprechende Boxplot ist in Abbildung 82 abgebildet. 

 

Abbildung 82:  Boxplot der Volumenverteilung der 24h-Sammelurine von 50 
Patienten. Gestrichelte Linie: Mittelwert  

 

Die 5. Percentile beträgt 1000 mL, die 25. Percentile 1400 mL, die 50. Percentile 

1980 mL, die 75. Percentile 2200 mL und die 95. Percentile 3800 mL. Abbildung 83 

zeigt, dass die bei Verwendung des UriSet 24 gesammelten Urine den 

erforderlichen pH Bereich von ≥ 1,5 und ≤ 5 aufweisen. Somit ist eine Stabilisierung 

der untersuchten Markermoleküle garantiert. Der Mittelwert lag bei pH 3,1; die 90. 

Percentile bei pH 4,2; der Median bei pH 3,0 und die 10. Percentile bei  pH 2,1. 
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Abbildung 83:  Boxplot der Verteilung der pH-Werte der 24h-Sammelurine von 50 
Patienten. Gestrichelte Linie: Mittelwert 

 

 

Die  bei dieser Anwendungsbeobachtung erbetene Beurteilung der Anwendbarkeit 

des UriSet 24 war durchweg positiv, sowohl von Seiten der Patienten wie auch des 

Pflegepersonals. Die Praktikabilität, die Compliance, der Komfort und die Hygiene 

wurden mit dem neuartigen Sammelsystem wesentlich verbessert. Von Seiten der 

Station wurde auch der Wunsch artikuliert, generell für die Sammlung von Urin, wie 

beispielsweise für die Bestimmung der Kreatinin-Clearance, das UriSet 24 zu 

verwenden. Daraufhin wurde von der Firma Sarstedt ein UriSet 24- Komplettsystem 

ohne Stabilisator (Salzsäure) ebenfalls erfolgreich eingeführt. 
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6.2 Analytik der Katecholamine 
 

 

 

 

6.2.1 Entwicklung eines automatisierten HPLC 
Analyseverfahrens für Katecholamine in Urin 
mit integrierter Probenaufbereitung und 
elektrochemischer Detektion (ECD) 

 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte für die Quantifizierung der Katecholamine 

Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin im 24h-Sammelurin ein vollständig 

automatisiertes Analyseverfahren entwickelt und validiert werden. 

Die Extraktion und Anreicherung der Katecholamine sollte mittels 

Festphasenextraktion (Solid Phase Extraktion, SPE) über eine im Analysensystem 

integrierte SPE-Säule erfolgen. Die nachfolgende Trennung der Analyte sollte 

konventionell an einer Umkehrphase erzielt werden. Die Detektion sollte jedoch 

nicht – wie bereits in der Literatur beschrieben – über die natürliche Fluoreszenz 

sondern erstmalig elektrochemisch mit hoher Selektivität und Empfindlichkeit 

erfolgen. 

Hierzu musste zunächst eine sogenannte Zwei-Säulen-Kopplung bzw. Schaltung 

installiert und programmiert werden. 
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6.2.1.1 Apparativer Aufbau eines Zwei-Säulen HPLC-
Systems 

 

 

Der modulare Aufbau eines Zwei-Säulen-HPLC-Systems für die integrierte 

Probenaufbereitung ist in Abbildung 84 schematisch dargestellt. Das System setzt 

sich aus folgenden Komponenten zusammen: 

2 HPLC-Pumpen, eine SPE-Säule (gepackt mit einem maßgeschneiderten 

Packungsmaterial), eine konventionelle analytische Trennsäule, ein entsprechender 

Detektor und ein automatischer Probengeber. Die SPE-Säule und die analytische 

Trennsäule sind über ein elektrisches Sechs-Wege-Schaltventil miteinander 

verknüpft. 

                   A                         B                              A 

 

Abbildung 84: Apparativer Aufbau eines gekoppelten Zwei-Säulen HPLC-
Systems; Ventilstellung A: Probenaufgabe und Fraktionierung 
bzw. analytische Trennung; Ventilstellung B: Transfer; 1 und 2: 
HPLC-Pumpen; 3: Probengeber; 4: SPE-Säule; 5: analytische 
Trennsäule; 6: Detektor; 7: Sechs-Wege-Schaltventil. 
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Eine unbehandelte biologische Flüssigkeit wird über den Probengeber auf die SPE-

Säule gepumpt. Die Probe wird fraktioniert in niedermolekulare Bestandteile, 

welche auf der SPE-Säule reteniert bzw. angereichert werden und hochmolekulare 

Bestandteile, welche mit dem Totvolumen der SPE-Säule in den Abfall eluiert 

werden. Nach einem definierten Zeitpunkt wird das Ventil in die Stellung B 

geschaltet. Die auf der SPE-Säule extrahierten Analyten werden mit Hilfe eines 

entsprechenden Eluenten und mit Hilfe von Pumpe 2 unter Umkehrung der 

Flussrichtung auf die analytische Säule transferiert. Nach dem vollständigen 

„Transfer“ der Analyte wird das Ventil wieder in die Stellung A geschalten. Nun 

erfolgt die Trennung der Analyten auf der analytischen Säule und deren Detektion. 

Simultan hierzu wird die SPE-Säule mit dem Eluenten konditioniert und für die 

nächste Injektion einer Probe vorbereitet. 

 

 

6.2.1.2 Allgemeine Vorgehensweise am Beispiel der 
Antimykotika 

 

Bei der Entwicklung einer robusten, zuverlässigen und vollständig automatisierten 

HPLC-Methode mit integrierter Probenaufbereitung müssen zunächst die einzelnen 

Teilschritte des Analysenzyklus ausgearbeitet und die Zeitfolge für die 

Schaltimpulse bestimmt werden. Die allgemeine Vorgehensweise wird in dieser 

Arbeit am Beispiel der Analyse von Antimykotika in Humanplasma aufgezeigt. Die 

untersuchten und im Rahmen des Therapeutischen Drug Monitorings analysierten 

Antimykotika sind: Voriconazol, Ketoconazol, Itraconazol und dessen Metabolit 1-

OH-Itraconazol. Wie aus den Strukturformeln hervorgeht (Abbildung 85), besitzen 

diese Analyten sehr unterschiedliche Polaritäten. Daher sind die Modellanalyten 

insbesondere für eine beispielhafte Vorgehensweise geeignet. 
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Abbildung 85: Chemische Strukturformeln der Modell-Analyten 

 

 

6.2.1.2.1 Analytische Trennung (off-line) und Detektion 
 

 

Zunächst müssen die optimalen chromatographischen Bedingungen für die 

analytische Trennung (mobile und stationäre Phase) und ein geeignetes 

Detektionsverfahren für die Analyten ermittelt werden. Der Einbau eines 

Probenaufgabeventils zwischen Pumpe 2 und Position 3 des Sechs-Wege-

Schaltventils ermöglicht die direkte Injektion eines Probenstandards auf die 

analytische Trennsäule. Darüber hinaus kann mit dieser Anordnung die Präzision 

und Wiederfindung des Zwei-Säulen-Systems effektiv ermittelt und überwacht 

werden. 
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6.2.1.2.2 Abtrennung der Probenmatrix [tM]  
 

 

Zur Bestimmung der vollständigen Elution der Probenmatrix (tM) wird die SPE-Säule 

des Typs B (siehe Kapitel 4.4.2) über Ventilposition 5 direkt mit dem Detektor 

gekoppelt (siehe Abbildung 86). Nach erfolgter Injektion der biologischen Probe 

(Bsp.: 100 µl Humanplasma) auf die SPE-Säule wird dabei das Elutionsprofil der 

makromolekularen Probenmatrix aufgezeichnet. Die SPE-Säule sollte dabei mit 

einer Flussrate  von 0,4-4,0 mL betrieben werden. Der Fraktionierungsschritt  ist 

beendet, wenn der Matrixpeak die Basislinie wieder erreicht (Bsp.: 100 µL 

Humanplasma: tM = 1 min; Abbildung 87). Bei der Injektion von proteinhaltigen 

biologischen Proben (z.B. Plasma, aber auch Urin) ist darauf zu achten, dass die 

mobile Phase keine denaturierenden Eigenschaften (pH-Wert 4,5-7,5; hoher Anteil 

an organischem Modifier) besitzt. Die würde zu einer irreversiblen Verstopfung der 

SPE-Säule, des in-line Filters und der Kapillaren führen. 

 

 

Abbildung 86: Systemaufbau zur Bestimmung von tM und tA. 
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Abbildung 87: Elutionsprofil der Probenmatrix; tM=1min; SPE-Säule: 
LiChrospher® RP4 ADS, 25x4 mm ID, 25µm; Mobile Phase 
(Fraktionierung): Wasser/Acetonitril (98/2, v/v); Flussrate: 2,0 
mL/min; Probe: Humanplasma; Injektionsvolumen: 100 µL; 
Detektion: UV;  λ=280 nm. 

 

 

6.2.1.2.3 Elutionsprofil des Analyten [tA] 
 

 

Das Elutionsprofil des Analyten wird mit einer Konzentration durchgeführt, die etwa 

der der Realprobe entspricht. Der Systemaufbau ist wie unter Punkt 6.2.1.2.2 

beschrieben. Der Detektor wird dabei direkt an die SPE-Säule gekoppelt  (siehe 

Abbildung 86). Für die Elution des Analyten wird die gleiche mobile Phase und 

Flussrate verwendet, wie zur Abtrennung der Probenmatrix. Um eine quantitative 

Extraktion bzw. Wiederfindung des Analyten zu gewähren muss tA größer tM sein 

(Beispiel Voriconazol, der polarste der 4 Modellanalyten: tA = 3 min, 100 µL 

Humanplasma: tM = 1 min; Abbildung 88).  
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Abbildung 88: Elutionsprofil des Analyten tA=3min; SPE-Säule: LiChrospher® 
RP4 ADS,  25x4 mm ID, 25µm; Mobile Phase (Fraktionierung): 
Wasser/Acetonitril (98/2, v/v); Flussrate: 2,0 mL/min; Probe: 
Voriconazol-Standard 2,2 mg/L;  Injektionsvolumen: 100 µL; 
Detektion: UV;  λ=260 nm. 

 

  

6.2.1.2.4 Transfer des Analyten [tT] 
 

 

Ziel dieses Analyseschrittes ist die quantitative Überführung des auf der SPE-säule 

adsorbierten Analyten auf die nachgeschaltete analytische Trennsäule. Dazu wird 

die SPE-Säule mit Position 1 und der Detektor direkt mit Position 2 des Sechs-

Wege Schaltventils verknüpft (siehe Abbildung 89). Nach erfolgter Injektion des 

Standards und Anreicherung des Analyten auf der SPE-Säule, wird das Ventil in 

Position B geschaltet (siehe Abbildung 84 B). Die von Pumpe 2 geförderte mobile 

Phase eluiert den adsorbierten Analyten. Die Zeitspanne bis zur vollständigen 

Elution des Analyten von der SPE-Säule wird mit tT bezeichnet. tT gibt den frühest 
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möglichen Zeitpunkt an, bei dem das Ventil wieder in die ursprüngliche Position 

zurückgeschaltet werden kann (Beispiel: Itraconazol: tT = 2 min; Abbildung 90). 

 

 

Abbildung 89: Systemaufbau zur Bestimmung von tT. 
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Abbildung 90: Transfer des  apolaren Analyten Itraconazol; tT=3min; SPE-Säule: 
LiChrospher® RP4 ADS,  25x4 mm ID, 25µm; Mobile Phase  
(Fraktionierung): Wasser/Acetonitril (98/2, v/v); Flussrate: 2,0 
mL/min; Mobile Phase (Transfer): Ammoniumacetat (0.01M) / 
Acetonitril (Gradient); Flussrate:1,2 mL/min; Probe: Itraconazol-
Standard 1,3 mg/L;  Injektionsvolumen: 100 µL; Detektion: UV;  
λ=260 nm. 

 

 

6.2.1.2.5 Apparative und methodische Anforderung für die 
Verwendung eines elektrochemischen Detektors 
(ECD) 

 

 

Zitat aus der Publikation von Boos et al. 1988: „Die für den Nachweis der 

Katecholamine im Urin und Plasma vorwiegend eingesetzte elektrochemische 

Detektion wies einerseits die notwendige Empfindlichkeit und Spezifität auf, 

andererseits jedoch wurde die mäßige Reproduzierbarkeit und Stabilität eines 

elektrochemischen Detektors durch die Säulenschaltung und den Wechsel der 

Mobilen Phase zusätzlich beeinträchtigt und erwies sich daher für eine 

automatisierte Routineanalytik als wenig geeignet“ [178]. 
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher versucht werden diese methodische Hürde zu 

überwinden bzw. zu umgehen. Dies gelang durch die Einführung und Optimierung 

einer sogenannten „Heart-Cut“ Schaltung. 

 

6.2.1.2.5.1 Heart-Cut [tHC] 
 

Diese Schalttechnik ermöglicht es, die auf der SPE-Säule beim Transferschritt 

entstehende Mischung der beiden Eluenten bzw. deren Volumenanteil nicht in den 

elektrochemischen Detektor, sondern direkt in den Abfall zu leiten. Durch diesen 

„Heart-Cut“ wurde erstmals erreicht, dass der elektrochemische Detektor nur mit 

einem homogenen Eluenten durchströmt wird und somit eine sehr stabile Basislinie 

aufweist. Hierzu wurde die SPE-Säule mit Position 1 und die analytische Säule 

nebst Detektor mit Position 2 des Sechs-Wege Schaltventils verknüpft (siehe 

Abbildung 91). Dabei sollte tHC kleiner sein als die Retentionszeit (tR) der getrennten 

Analyten. 

 

Abbildung 91: Systemaufbau zur Bestimmung von tHC. 
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6.2.1.2.6 Berechnung der Ventilschaltzeiten [tv1/tv2/tv3] 
 

Über die Bestimmung der Ventilschaltzeiten tv1 und tv2 werden die beiden 

elementaren Schritte einer SPE-LC Kopplung festgelegt. tv3 wird nur benötigt falls 

die - durch den Transferschritt verursachte - Mischung der Eluenten die 

nachfolgende Detektion stört. 

Durch tv1 wird der Probenaufbereitungs- bzw. Fraktionierungsschritt beendet, d.h. 

die SPE-Säule wird zu diesem Zeitpunkt mit der analytischen Säule gekoppelt. 

Durch tv2 wird der Transferschritt abgeschlossen, d.h. die SPE-Säule wird von der 

analytischen Säule entkoppelt. Bei tv3 wird die Ausblendung (Heart-Cut) des 

Detektors aufgehoben d.h. die analytische Säule wird seriell mit dem Detektor 

gekoppelt. 

 

6.2.1.2.6.1 Schaltzeitpunkt Fraktionierungsschritt [tv1] 
 

Durch das Schalten des Sechs-Wege-Schaltventils zum Zeitpunkt tv1 wird der 

Probenaufbereitungsschritt beendet und die SPE-Säule in Serie mit der 

analytischen Säule gekoppelt (siehe Abbildung 84 B). 

Als Grundlage zur Berechnung von tv1 dienen die vorher experimentell ermittelten 

Parameter tM und tA. 

- Für Analyte mit einem tA-Wert <10 min folgt: 

 tv1 = ½ ( tM + tA )   
 

- Für Analyte mit einem tA-Wert >10 min folgt: 

 tv1 > tM+ X min   

                                                     X = 0-5 min Sicherheitszuschlag 

Grundvoraussetzung ist immer tM < tA.  

Beispiel: tv1 = 2 min für 100 µL Plasma bei 2,0 mL/min Flussrate (Abbildung 92) 
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6.2.1.2.6.2 Schaltzeitpunkt Transferschritt [tv2] 
 

Die Ventilschaltung zum Zeitpunkt tv2 beendet den Transfer des Analyten und 

koppelt die SPE-Säule von der analytischen Trennsäule ab (siehe Abbildung 84 A). 

 tv2 > tT + X 

tv2 = tv1 + tT+1 min 

                                              X = 0-3 min Sicherheitszuschlag 

Beispiel: tv2 = 5 min für 100 µL Humanplasma bei 2,0 mL/min Flussrate (siehe 

Abbildung 92). 

 

Abbildung 92: Berechnung der Ventilschaltzeiten tv1 und tv2. 

 

In Zusammenarbeit mit der Firma Dionex Softron GmbH wurde im Rahmen dieser 

Arbeit  ein Programm für die Chromeleon 6.80 Software geschrieben, welches dem 

Benutzer Schritt für Schritt anschaulich erläutert und hilft eine on-line SPE-HPLC-

Methode selbst zu programmieren. Dabei errechnet die Software unter anderem 
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selbstständig die Ventilschaltzeiten. 

6.2.1.2.6.3 Schaltzeitpunkt Heart-Cut [tv3] 
 

tv1 stellt neben dem Zeitpunkt der Beendigung des Fraktionierungsschrittes 

gleichzeitig den Beginn des „Heart-Cuts“ bzw. der Ausblendung dar. Die für die 

Detektion unerwünschte Mischung bzw. deren Volumenanteil wird über eine Drei-

Wege-Ventilschaltung in den Abfall geleitet. Dadurch wird die analytische Säule 

vom Detektor für eine bestimmte Zeit abgekoppelt. Die Schaltung des Drei-Wege-

Ventils zum Zeitpunkt tv3 beendet den Heart-Cut und koppelt die analytische Säule 

wieder an den Detektor.  

tv3 = tv1 + tHC +Y  

oder  

tv3 = tv1 + tR(Analyt) - Z 

                                                    Y = 0-3 min Sicherheitszuschlag 

                                                     Z = 1-3 min Sicherheitsabschlag 

 

 

6.2.1.2.7 Analysenzyklus und Optimierung 
 

Mit den Parametern, die in den vorangegangenen Arbeitschritten ermittelt wurden, 

kann nun ein vollständig automatisierbarer Analysenzyklus zusammengestellt 

werden. Der Ablauf einer on-line Analyse gliedert sich in folgende Teilschritte: 

• Probeninjektion 

• Transfer  

• Analytische Trennung 

• und evtl. die Ausblendung der Pufferfront bzw. Phasenfront. 
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6.2.1.2.7.1 Probeninjektion und Fraktionierung 
 

Die zentrifugierte Probe (z.B. Urin, Humanplasma) wird mit einem automatischen 

Probengeber auf die SPE-Säule aufgegeben. Hier erfolgt zunächst der 

Fraktionierungsschritt in Analyt- und Matrixfraktion. Die mobile Phase, die von 

Pumpe 1 gefördert wird, eluiert alle makromolekularen Probenbestandteile über 

Ventilposition 4-5 direkt in den Abfall. Gleichzeitig werden die Analyte, die aufgrund 

ihrer geringen Größe ungehindert die Adsorptionszentren erreichen können, an der 

SPE-Säule reteniert. 

Dieses Ziel kann durch die Optimierung verschiedener Parameter erreicht werden: 

a)  Auswahl eines geeigneten SPE-Packungsmaterials 

Über die Wahl des SPE-Packungsmaterials einer entsprechenden SPE-Säule 

können die physikalisch-chemischen bzw. chromatographischen 

Eigenschaften des Analyten für eine selektive Extraktion benutzt werden. Wie 

im Kapitel 5 beschrieben, stehen hierfür sogenannte „Restricted Access“ 

Packungsmaterialien zur Verfügung, die sowohl eine Umkehrphasen-, 

Ionenaustausch-, als auch eine Affinitätschromatographie erlauben. Es 

besteht daher die Möglichkeit für einen bestimmten Analyten bzw. für eine 

bestimmte Probenmatrix, das am Besten geeignete Packungsmaterial 

einzusetzen. Dadurch wird die unerwünschte Extraktion und Anreicherung von 

störenden Matrixkomponenten minimiert und die Selektivität der 

Probenaufbereitung erhöht. 

b) Zusammensetzung der mobilen Phase 

Die mobile Phase für die integrierte SPE Probenaufbereitung sollte so 

beschaffen sein, dass diese möglichst selektiv und quantitativ die 

Matrixbestandteile abreichert. Für den Zielanalyten hingegen sollte dieser 

Eluent keine oder nur eine minimale Elutionskraft aufweisen. Bei der 

Verwendung einer Umkehrphase als SPE-Packungsmaterial (z.B. 

LiChrospher®ADS) sollte dem Fließmittel generell ein entsprechender Anteil 

an einem organischen Modifier wie z.B. Acetonitril zugesetzt werden, um die 

Zielanalyten von deren Bindungsstelle an den entsprechenden Matrix-
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komponenten zu verdrängen. Der Anteil an organischem Modifier sollte, 

insbesondere bei proteinhaltigen Proben (z.B. Humanplasma), kleiner 15 Vol. 

% Methanol, kleiner 10 Vol. % Acetonitril und kleiner 5 Vol. % 2-Propanol 

betragen, um eine Präzipitation der Proteine zu vermeiden [141]. 

Der pH-Wert der mobilen Phase sollte sich nach Möglichkeit im 

physiologischen Bereich der Probe bewegen, um biokompatible chromato-

graphische Bedingungen zu schaffen, die eine Präzipitation makromolekularer 

Probenbestandteile ausschließen. Falls für die Retention bzw. Neutralisation 

eines geladenen Analyten ein saurer pH-Wert gewählt werden muss, z. B. für 

die Protonierung einer Carbonsäuregruppe, sollte die pH-Wert Einstellung 

vorzugsweise mit Phosphorsäure (bis pH 4,0) oder Trichloressigsäure (TCA) 

(bis pH 5,0) erfolgen. 

 

6.2.1.2.7.2 Transferschritt 
 

Nach erfolgter Probenaufbereitung und Abtrennung der störenden Matrixbestand-

teile wird das Sechs-Wege-Ventil automatisch in Position B (siehe Abbildung 84 B) 

geschaltet. Durch diesen Vorgang wird die SPE-Säule mit der analytischen 

Trennsäule in Serie geschaltet. Die auf der SPE-Säule adsorbierten Analyte werden 

unter Umkehrung der Flussrichtung (sog. „Back-Flush“ Technik) in einem 

Transferschritt quantitativ auf die analytische Trennsäule überführt. Die stärkere 

Elutionskraft der von Pumpe 2 geförderten mobilen Phase und die „Back-Flush“ 

Technik bewirken dabei eine schnelle Desorption und gleichzeitige Auf-

konzentrierung der Analyten. Darüber hinaus kann damit eine Bandenverbreiterung 

der Peaks im anschließenden analytischen Chromatogramm verhindert werden.  

Eine Optimierung des Transferschrittes besteht daher in der sog. in-line 

Anreicherung oder Peakkompression. Dabei werden die von der SPE-Säule 

desorbierten Analyte am Kopf der analytischen Säule in einer scharfen Bande 

fokussiert und so vor der eigentlichen Trennung nochmals aufkonzentriert. Dies hat 

eine verbesserte Analysenqualität d.h. niedrigere Nachweis- und Bestimmungs-



Experimenteller Teil mit Diskussion 

186 

grenzen zur Folge. Für den Fall einer analytischen Trennung an einer 

Umkehrphase bedeutet dies, dass der Anteil an organischem Modifier für den 

Transferschritt von einer RP-SPE Säule geringer sein muss, als derjenige, der für 

die eigentliche Trennung benötigt wird. 

Eine entsprechende Optimierung kann prinzipiell auf 3 verschiedene Art und 

Weisen erreicht werden: 

 

• Änderung des pH-Werts der mobilen Phase 

Durch die Änderung des pH-Werts können die Ladungseigenschaften des Analyten 

verändert z.B. neutralisiert werden, was zu einer Veränderung der chromato-

graphischen Eigenschaften (Retention) und somit zu einer erleichterten Desorption 

führt. 

 

• Thermotransfer 

Die aus der Gaschromatographie bekannte Technik zur thermischen Desorption 

retenierter Analyte kann auch in der HPLC eingesetzt werden. Dieses Verfahren 

wurde erstmals von Lintelmann et al. [142, 143] zur Desorption von polycyclischen 

aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) von einem mit Kupferphthalocyanin-

modifizierten Kieselgel eingesetzt. Bei dieser Technik wird die wässrige mobile 

Phase im Transferschritt unter Druck sehr stark erwärmt (bis zu 100 °C). Bei diesen 

Temperaturen nimmt die wässrige Lösung einen „subkritischen“ Zustand ein [144]. 

Dies führt zu einer signifikanten Abschwächung der Polarität und somit der 

Elutionskraft. Neben der Polarität werden auch die Oberflächenspannung und die 

Viskosität des Wassers reduziert. Die Erwärmung der für den Transferschritt 

verwendeten mobilen Phase wird durch das Anlegen einer elektrischen Spannung 

an die Kapillarverbindung zwischen der Position 4 des Schaltventils und der SPE-

Säule erreicht. Dabei dient die Metallkapillare als Ohm´scher Widerstand (siehe 

Abbildung 93). Die erzielte Temperaturerhöhung ist der angelegten Spannung direkt 

proportional. Die kurzzeitige Erhitzung der für den Transferschritt benötigten 

mobilen Phase, erlaubt es daher, den Anteil an organischem Modifier um bis zu ca. 
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50 % zu erniedrigen. Der Thermo-Transfer ermöglicht es daher auch sehr apolare 

Analyte in einem geringen Elutionsvolumen, d.h. ohne Peakverbreiterung, von der 

SPE-Säule auf die analytische Säule zu transferieren. 

 

• In-line Verdünnung 

Für apolare Substanzen, die auf einer RP-SPE Säule stark reteniert und somit nur 

in einem großen Volumen bzw. mit einem Eluenten, der einen hohen Anteil an 

organischem Modifier aufweist und damit eine Umkehrphasentrennung erschwert, 

wenn nicht sogar ausschließt, kann mit Hilfe einer sog. „in-line Verdünnung“ dieses 

Problem gelöst werden. Zu diesem Zweck wird ein totvolumenfreies T-Stück in die 

Kapillarverbindung zwischen SPE-Säule und analytischer Säule eingebaut. Durch 

Zumischen eines entsprechenden Anteils an Wasser mittels einer dritten Pumpe 

zum Transfer-Eluat der SPE-Säule kann dessen Anteil an organischem Modifier auf 

den für die analytische Trennung geeigneten Anteil eingestellt werden (siehe 

Abbildung 93). 

 

Abbildung 93: Optimierung des Transferschritts durch Thermo-Desorption oder 

In-line Verdünnung  
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6.2.1.2.7.3 Analytische Trennung 
 

Nach dem vollständigen Transfer der Analytfraktion auf die analytische Trennsäule 

wird das Ventil wieder in die Ausgangsposition A zurückgeschaltet (siehe Abbildung 

84 A). Nun erfolgt in konventioneller Weise die chromatographische Trennung der 4 

Modellanalyte (siehe Abbildung 94). Simultan zur Trennung wird die SPE-Säule 

wieder mit dem Fließmittel für den Fraktionierungsschritt reäquilibriert. 

Anschließend kann - simultan zur analytischen Trennung - eine neue Probe injiziert  

und aufbereitet werden. 

 

Abbildung 94: Chromatogramm einer on-line SPE-HPLC-UV Analyse der 
Modellanalyte (Antimykotika), SPE-Säule: LiChrospher® RP4 
ADS,  25x4 mm ID, 25µm; HPLC-Säule: Dionex Acclaim™ 120  
C8, 3µm , 120 Å, 4.6 x 150 mm ID, 40°C; Mobile Phase  (Fraktio-
nierung): Wasser/Acetonitril (98/2, v/v); Flussrate: 2,0 mL/min; 
Mobile Phase (Transfer): Ammoniumacetat (0.01M) / Acetonitril 
(Gradient); Flussrate: 1,2 mL/min; Probe: Standardmischung;  
Injektionsvolumen: 100 µL; Detektion: UV;  λ=260 nm. 
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6.2.1.2.7.4 Memory-Effekt 
 

Der Modellanalyt Itraconazol führt – beispielhaft – aufgrund seiner sehr apolaren 

Eigenschaften zu einem sogenannten Memory-Effekt. Die zuvor beschriebenen 

chromatographischen Bedingungen führen in diesem Fall dazu, dass der Analyt 

Itraconazol nicht vollständig von der SPE-Säule auf die analytische Trennsäule 

transferiert wird. Dies wurde wie in Abbildung 95 gezeigt, dadurch überprüft, dass 

nach der Injektion der entsprechenden Standardlösung die Analyse einer Probe von 

destilliertem Wasser erfolgte.  

 

Abbildung 95: Memory-Effekt: On-line SPE-HPLC Analyse von destilliertem 
Wasser nach vorheriger Injektion einer Standardlösung des 
Modellanalyten Itraconazol. SPE-Säule: LiChrospher® RP4 ADS,  
25x4 mm ID, 25µm; HPLC-Säule: Dionex Acclaim™ 120  C8, 3µm, 
120 Å, 4.6 x 150 mm ID, 40°C; Mobile Phase  (Fraktionierung): 
Wasser/Acetonitril (98/2, v/v); Flussrate: 2,0 mL/min; Mobile 
Phase (Transfer): Ammoniumacetat (0.01M) / Acetonitril 
(Gradient); Flussrate: 1,2 mL/min; Probe: HPLC-Wasser;  
Injektionsvolumen: 100 µL; Detektion: UV;  λ=260 nm. 
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Prinzipiell gibt es zwei Möglichkeiten um derartige Memory-Effekte zu eliminieren: 

1) Verlängerung der Transferzeit von der SPE-Säule auf die analytische Trennsäule 

2) Extensive Regenerierung der SPE-Säule 

(siehe Abbildung 96). 

 

Abbildung 96: Memory-Effekt: On-line SPE-HPLC Analyse von destilliertem 
Wasser nach vorheriger Injektion einer Standardlösung des 
Modellanalyten Itraconazol und nachfolgender Regenerierung und 
Äquilibrierung der SPE-Säule. SPE-Säule: LiChrospher® RP4 
ADS,  25x4 mm ID, 25µm; HPLC-Säule: Dionex Acclaim™ 120  
C8, 3µm , 120 Å, 4.6 x 150 mm ID, 40°C; Mobile Phase  (Fraktio-
nierung): Wasser/Acetonitril (98/2, v/v); Flussrate: 2,0 mL/min; 
Mobile Phase (Transfer): Ammoniumacetat (0.01M) / Acetonitril 
(Gradient); Flussrate: 1,2 mL/min; Mobile Phase  (Regenerierung 
der SPE-Säule): Wasser/Acetonitril (10/90, v/v); Flussrate: 2,0 
mL/min; Probe: HPLC-Wasser;  Injektionsvolumen: 100 µL; 
Detektion: UV;  λ=260 nm. 

 

Abbildung 97 zeigt das ausgearbeitete Schaltschema bzw. Verfahrensprotokoll für 

die on-line SPE-HPLC-UV-Analyse der Modellanalyten in einer biologischen 

Flüssigkeit. 
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Abbildung 97: Analyseschema für die on-line SPE-HPLC-UV Bestimmung der 
Modellanalyten Voriconazol, Ketoconazol, Itraconazol und 1-OH-
Itraconazol 

 

Dieses Analyseschema wurde erfolgreich für die Quantifizierung von 

Patientenproben angewendet. Das Chromatogramm in Abbildung 98 zeigt 

beispielhaft eine Patientenprobe.  Beide Analyten, d.h. Itraconazol und dessen 

Metabolit 1-OH-Itraconazol konnten direkt aus nativem Plasma in weniger als 10 

Minuten quantifiziert werden. 
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Das zweite Beispiel (siehe Abbildung 99) zeigt die Analyse einer Plasmaprobe 

eines Patienten, welcher von Itraconazol auf Voriconazol umgestellt wurde. 

 

Abbildung 98: On-line SPE-HPLC-UV Bestimmung von Itraconazol und 1-OH-
Itraconazol in 100 µL einer Plasmaprobe eines Patienten. 

 

 

Abbildung 99: On-line SPE-HPLC-UV Bestimmung von Voriconazol, Itraconazol 
und 1-OH-Itraconazol in 100 µL einer Plasmaprobe eines 
Patienten. 



Experimenteller Teil mit Diskussion 

193  

Wie in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt wurde, ist es möglich die 

methodische Entwicklung und den komplexen Ablauf einer HPLC-integrierten 

Festphasenextraktion zu standardisieren. Nach experimenteller Ermittlung der drei 

bzw. 4 Parameter (tA, tM, tT, tHC) und die sich daraus ergebenden Ventilschaltzeiten 

(tV1, tV2 und evtl. tV3), lässt sich auf einfache Weise ein Analysenzyklus 

zusammenstellen (siehe Abbildung 100). Darüber hinaus bestehen vielfältige 

Möglichkeiten, die einzelnen Analyseschritte auf den jeweiligen Analyten oder die 

jeweilige biologische Probe hin zu optimieren. 

 

Problem          Analyt in biologischer Matrix 

 

experimentell     tM, tA, tT, (tHC) 

 

rechnerisch       tv1, tv2, (tv3) 

 

Ergebnis           Analysenzyklus 

 

Abbildung 100: Vorgehensweise bei der Methodenentwicklung 

 

 



Experimenteller Teil mit Diskussion 

194 

6.2.2 Entwicklung einer on-line SPE-HPLC-ECD 
Methode zur Bestimmung von Katechol-
aminen in Humanurin 

 

 

Wie im Kapitel 5 erläutert, können die Katecholamine im Urin sehr selektiv und 

sensitiv mittels elektrochemischer Detektion bestimmt werden. Bislang war diese 

Detektionsmethode jedoch nur nach einer off-line Aufbereitung und Injektion der 

aufgereinigten Probe in ein HPLC-ECD System möglich. 

Der Grund hierfür liegt darin, dass es bei einer konventionellen on-line Kopplung 

einer SPE-Säule mit einem HPLC-ECD System – infolge der Mischung zweier 

mobiler Phasen – zu einer ausgeprägten Störung des Detektorsignals und somit der 

Basislinie kommt. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es erstmalig dieses Problem zu 

lösen. Hierzu wurde – wie zuvor beschrieben – eine sogenannte „Heart-Cut“ 

Schalttechnik verwendet. 

 

 

6.2.2.1.1 Funktionsweise der RAM SPE-Säule 
 

Für die hochselektive Extraktion und adsorptive Anreicherung der Katecholamine 

aus der komplexen Urinmatrix wurde eine spezielle SPE-Säule mit Restricted 

Access Eigenschaften (RAM) eingesetzt. Die Topochemie und die 

chromatographischen Eigenschaften von RAM-Säulen sind in Kapitel 4.4.2 

beschrieben. Das Packungsmaterial dieser SPE-Säule CAT-PBA entspricht dem 

RAM Typ A, d.h. innerhalb und ausserhalb der Poren ist derselbe Ligand an dem 

Trägermaterial immobilisiert. Das Basismaterial der CAT-PBA SPE-Säule ist ein 

hydrophiles poröses Copolymer, welches eine Ausschlussgrenze von 10 kDalton 

besitzt. An diesem Trägermaterial ist der Affinitätsligand Nitrophenylboronsäure 

immobilisiert (siehe Abbildung 101). Der mittlere Porendurchmessser des 
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sphärischen Copolymers beträgt 5 nm und die Partikelgröße 25 bis 50 µm. 

Die SPE-basierte Aufbereitung einer Urinprobe beruht somit auf der simultanen 

Durchführung zweier chromatographischer Trennprozesse.  

1. Sterische Ausschlusschromatographie: Makromolekulare Probenkompo-

nenten (z.B. Proteine, Nukleinsäuren, Polysaccharide) werden mit dem Tot-

volumen der Vorsäule direkt in den Abfall geleitet. 

2. Affinitätschromatographie: Niedermolekulare Analyte, d.h. die Katechol-

amine, werden hochselektiv gebunden. 

 

 

 

 

Abbildung 101: Funktionsweise der affinitätschromatographischen (AC) und 

größenausschlusschromatographischen (SEC) on-line Fest-

phasenextraktion (SPE) von cis-Diol Verbindungen. 

Erläuterungen siehe Text. 
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Die vollständige on-line Aufbereitung einer unbehandelten Urinprobe erfolgt in 5 

Schritten: 

1. Nach Injektion der unbehandelten Urinprobe über einen automatischen 

Probengeber, erfolgt unter alkalischen Bedingungen eine kovalente, 

cyclische Esterbildung zwischen der cis-Diol Funktion der Zielanalyten 

(Katecholamine) und des Boronsäurerestes des Affinitätsliganden. Diese 

Komplexbildung ist chemoselektiv. 

2. Gleichzeitig hierzu erfolgt die Abtrennung der hochmolekularen 

Matrixbestandteile über die Größenausschlusschromatographie. 

3. Dieser Fraktionierungsschritt wird dadurch beendet, dass unter sauren 

Bedingungen eine Hydrolyse des zyklischen Esters zwischen Analyt und 

Ligand  erfolgt.  

4. Die freigesetzten Zielanalyten werden sodann auf die nachgeschaltete 

analytische Trennsäule transferiert. 

5. Im letzten Zyklusschritt wird die, im sauren coplanare, trigonal vorliegende 

Boronatgruppe des Affinitätsliganden, unter Verwendung einer alkalischen 

mobilen Phase wieder in die anionische, tetragonale Konfiguration überführt. 

Die verwendete CAT-PBA SPE-Säule erlaubt es, diesen on-line Zyklus mehrere 

1000-mal  zu durchlaufen. 

 

Die Verwendung dieser CAT-PBA Säule wurde auch für die on-line Bestimmung der 

Katecholamine mittels HPLC und fluorimetrischer Detektion beschrieben [176, 177]. 
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6.2.2.2 Systemaufbau 

 

Abbildung 102 zeigt schematisch den Aufbau des on-line SPE-HPLC-ECD 

Systems. In Kapitel 8.1 sind die verwendeten Komponenten detailliert aufgelistet. 

Ein Analysenzyklus setzt sich wie folgt zusammen: 

 

Schritt A:  

Die native Urinprobe wird durch den automatischen Probengeber mit Hilfe der 

mobilen Phase (pH 8,7) der Pumpe A auf die CAT-PBA Säule injiziert. Die 

untersuchten Katecholamine werden chemoselektiv extrahiert und angereichert. 

Simultan hierzu wird die restliche Urinmatrix mit dem Totvolumen der SPE-Säule 

in den Abfall eluiert. Zeitgleich wird über die Pumpe B die analytische Säule mit 

der mobilen Phase (pH 3,5) äquilibriert und die elektrochemische Zelle im 

Gleichgewicht gehalten. Durch den permanenten, gleichmäßigen Fluss der  

mobilen Phase wird die Basislinie (Redox-Gleichgewicht) konstant gehalten 

(Abbildung 102).  

 

Schritt B: 

Die Ventile 4 und 12 (Abbildung 103) werden in die entsprechende 

Schaltstellung gebracht. Die auf der SPE-Säule angereicherten Zielanalyte 

werden nun mit der mobilen Phase (pH 3,5) – gefördert von Pumpe B – unter 

Umkehrung der Flussrichtung auf die analytische Säule transferiert. Ein 

bestimmter Volumenanteil des Eluats der analytischen Säule wird über das 

entsprechend geschaltete Drei-Wege-Ventil direkt in den Abfall geleitet. Durch 

diesen „Heart-Cut“ wird die störende Volumenfraktion vor dem 

elektrochemischen Detektor ausgeblendet. Die mobile Phase (pH 8,7) kann 

nach Rückführung in das Vorratsgefäß wiederverwendet werden (Abbildung 

103). 
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Schritt C: 

Das 6-Wege-Ventil wird zurück geschaltet (Ventil 4 in Abbildung 102) und die 

SPE-Säule wird mit der mobilen Phase (pH 8,7) reäquilibriert. Zeitgleich beginnt 

die chromatographische Auftrennung der Katecholamine auf der analytischen 

Säule. Die Ausblendung (Heart-Cut) der mobilen Phase (pH 3,5) vor der 

elektrochemischen Zelle kann bis kurz vor der Elution der Katecholamine aus 

der analytischen Säule andauern (Abbildung 104). 

 

Schritt D:  

Die SPE-Säule ist bereits für die nächste Probeninjektion konditioniert. Da der 

analytische Lauf noch nicht beendet ist, wird das 3-Wege-Ventil (Ventil 6 in 

Abbildung 102) zurückgeschalten und damit die mobile Phase (pH 8,7) in den 

Kreislauf zurückgeführt. Nach dem Zurückschalten des 3-Wege-Ventils 

(Nummer 12 in Abbildung 102) erfolgt die Detektion der getrennten 

Katecholamine. Das entsprechende Eluat wird über das 3-Wege-Ventil 

(Nummer 15 in Abbildung 105) in den Abfall geleitet (Abbildung 105). 
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Abbildung 102: Instrumenteller Aufbau des on-line SPE-HPLC-ECD Systems: A) 
Fraktionierung der Probe bzw. Anreicherung der Katecholamine 
auf der SPE-Säule (rot); Äquilibrierung der analytischen Säule 
und der Detektorzelle sowie Recycling der mobilen Phase (grün). 
1. Mobile Phase (Fraktionierung); 2. Isokratische Pumpe A; 3. 
Automatischer Probengeber; 4. Hochdruckschaltventil (6-Wege); 
5. SPE-Säule; 6. Niederdruckschaltventil (3-Wege); 7. Abfall-
behälter; 8. Mobile Phase (Trennung); 9. Isokratische Pumpe B; 
10. Thermostat; 11. Analytische Trennsäule; 12. Niederdruck-
schaltventil (3-Wege); 13. Abfallbehälter; 14. Elektrochemische 
Zelle; 15. Niederdruckschaltventil (3-Wege); 16. Abfallbehälter 
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Abbildung 103:  Instrumenteller Aufbau des on-line SPE-HPLC-ECD Systems: 
B) Wiederverwendung bzw. Recycling der mobilen Phase für 
die Fraktionierung (rot); Transfer de Katecholamine (grün) auf 
die analytische Säule; Ausblendung (Heart-Cut) der mobilen 
Phase vor der elektrochemischen Zelle (weiß).  

 

Abbildung 104:   Instrumenteller Aufbau des on-line SPE-HPLC-ECD Systems: 
C) Reäquilibrierung der SPE-Säule (rot). Trennung der Kate-
cholamine auf der analytischen Säule (grün); Ausblendung 
(Heart-Cut) der mobilen Phase vor der elektrochemischen Zelle 
(weiß).  
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Abbildung 105: Instrumenteller Aufbau des on-line SPE-HPLC-ECD Systems: 
D) Reäquilibrierung der SPE-Säule (rot). Recycling der mobilen 
Phase; analytische Trennung und Detektion der Katecholamine 
(grün). 
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6.2.2.3 Abtrennung der Urinmatrix (tM) 

 

Die Bestimmung des Parameters tM wurde, wie im Kapitel 6.2.1.2.2 beschrieben, 

ermittelt. Eine entsprechende Urinprobe wird über das Injektionsventil auf die 

konditionierte SPE-Säule injiziert.  Das resultierende Elutionsprofil wird bei einer 

Flussrate von 2 mL/min mit einem UV-Detektor bei einer Wellenlänge von 254 nm 

aufgenommen.  

 

 

Abbildung 106:  Bestimmung des Parameters tM:  a) Probe:  25 µl Urin dotiert 
mit Noradrenalin (2000 µg/L) b) Fraktionierung: SPE-Säule CAT-
PBA, 30 x 4 mm ID; Mobile Phase: 0,2M (NH4)2HPO4, 10mM 
EDTA, Methanol 5% (v/v), pH 8,7; c) Flussrate: 2 mL/min d) UV-
Detektion: 254 nm 

 

Wie aus der Abbildung 106 hervorgeht wird die Probenmatrix (25 µL Urin) 

innnerhalb von 1 Minute d.h. in einem Volumen von 2 mL vollständig von der SPE-

Säule eluiert. 
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6.2.2.4 Elutionsprofil der untersuchten Katecholamine 
(tA) 

 

Zur Bestimmung des Parameters tA wird – wie im Kapitel 6.2.1.2.3 beschrieben – 

vorgegangen. Eine wässrige Standardprobe wird über das Injektionsventil auf die 

konditionierte SPE-Säule injiziert.  Das resultierende Elutionsprofil wird bei einer 

Flussrate von 2 mL/min mit einem UV-Detektor bei einer Wellenlänge von 254 nm 

aufgenommen. 

 

Abbildung 107: Bestimmung des Parameters tA:  a) Probe: 25 µl Wasser dotiert 
mit Noradrenalin (2000 µg/L) b) Fraktionierung: SPE-Säule CAT-
PBA, 30 x 4 mm ID; Mobile Phase: 0,2M (NH4)2HPO4, 10mM 
EDTA, Methanol 5% (v/v), pH 8,7; c) Flussrate: 2 mL/min d) UV-
Detektion: 254 nm 

Wie aus dem Chromatogramm (Abbildung 107) ersichtlich ist wird – wie erwartet – 

auch nach 20 Minuten bei einer Flussrate von 2 mL/min Noradrenalin nicht von der 

SPE-Säule eluiert. Der Grund hierfür ist die chemoselektive, kovalente Bindung von 

Noradrenalin an das affinitätschromatographische SPE-Adsorbermaterial. 
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6.2.2.5 Transfer der untersuchten Katecholamine (tT) 

 

Zur Bestimmung des Parameters tT wird – wie im Kapitel 6.2.1.2.4 beschrieben – 

vorgegangen. Eine entsprechende Urinprobe wird über das Injektionsventil auf die 

konditionierte SPE-Säule injiziert und 2 Minuten lang fraktioniert.  Anschließend 

wird das System – nach Entfernung der SPE-Säule – mit der mobilen Phase (pH 

3,5) gespült. Danach wird die SPE-Säule unter Umkehrung der Flussrichtung 

wieder eingebaut und das Elutionsprofil des dotierten Noradrenalins bei einer 

Flussrate von 2 mL/min mit einem UV-Detektor bei einer Wellenlänge von 254 nm 

aufgenommen.  

 

Abbildung 108: Bestimmung des Parameters tT:  a) Probe: 25 µl Urin dotiert mit 
Noradrenalin (2000 µg/L) b) Fraktionierung: SPE-Säule CAT-
PBA, 30 x 4 mm ID; Mobile Phase: 0,2M (NH4)2HPO4, 10mM 
EDTA, Methanol 5% (v/v), pH=8,7 c) Transfer: Mobile Phase: 
50mM KH2PO4, 0,27mM EDTA, 10mM KCl, 2,5mM Natrium-
octylsulfonat, ACN 4% (v/v), pH 3,5; d) Flussrate: 2 mL/min e) 
UV-Detektion: 254 nm 

 

Wie aus dem in Abbildung 108 gezeigten Elutionsprofil hervorgeht wird der 

Zielanalyt Noradrenalin innerhalb von 0,8 Minuten bei einer Flussrate von 2 mL/min 

von der SPE-Säule auf die analytische Trennsäule transferiert. Der Peak mit einer 

Retentionszeit von 0,12 Minuten ist ein Schaltpeak und systembedingt. Die  daraus 

resultierende Transferzeit (siehe auch Kapitel 6.2.1.2.4) beträgt somit 1,6 min. 
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6.2.2.6 Temporäre Ausblendung der mobilen Phase (tHC) 

 

Zur Bestimmung des Parameters tHC wird – wie im Kapitel 6.2.1.2.5.1 beschrieben – 

vorgegangen. Eine Probe des ersteluierenden Analyten Noradrenalin wird auf die 

SPE-Säule injiziert. Nach dem Fraktionierungsschritt  wird das extrahierte 

Noradrenalin auf die analytische Säule transferiert und die Zeitdauer des 

Störsignals registriert (siehe Abbildung 109). Die maximale temporäre Ausblendung 

der mobilen Phase wird durch die Elution d.h. die Retentionszeit des Noradrenalins 

bestimmt.  
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Abbildung 109: Bestimmung des Parameters tHC:  a) Probe: 25 µl Wasser 
dotiert mit Noradrenalin 30 µg/L b) Fraktionierung: SPE-Säule 
CAT-PBA, 30 x 4 mm ID, Mobile Phase: 0,2M (NH4)2HPO4, 
10mM EDTA, Methanol 5% (v/v), pH 8,7; Flussrate: 2 mL/min 
c) Trennung: RP-18 Säule, 150 x 4,6 mm, 3,5 µm, 30°C;  
Mobile Phase: 50mM KH2PO4, 0,27mM EDTA, 10mM KCl, 
2,5mM Natriumoctylsulfonat, ACN 4% (v/v), pH 3,5; d) Fluss-
rate: 1 mL/min e) EC-Detektion: Arbeitspotential 600 mV, 
Arbeitsbereich ±10 nA, 30°C 

 

Wie aus der Abbildung 109 hervorgeht beträgt dieses Zeitfenster bei einer Flussrate 
von 1,8 mL/min  5,5 Minuten.  

 

 

6.2.2.7 Berechnung der Ventilschaltzeiten 

 

Wie in Kapitel 6.2.1.2.6 beschrieben, wurden aus den experimentell ermittelten 

Parametern tM, tA, tT und tHC die Ventilschaltzeiten, die den Fraktionierungsschritt, 

den Transferschritt und den Ausblendungsschritt terminieren, berechnet.    

  

     

6.2.2.7.1 Schaltzeitpunkt Fraktionierungsschritt [tv1] 
 

Wie in Kapitel 6.2.1.2.6.1 beschrieben, wird tv1 für Analyte mit einem tA-Wert größer 

10 min wie folgt berechnet: 

 tv1 = tM +  1 min          

tv1 = 1 min + 1 min  

tv1 = 2 min        bei einer Flussrate von 2,0 mL/min und 25µL Injektionsvolumen 
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6.2.2.7.2 Schaltzeitpunkt Transferschritt [tv2] 
 

Wie in Kapitel 6.2.1.2.6.2 beschrieben, wird tv2 wie folgt berechnet: 

 

tv2 = tv1 + tT + 0,2 min 

tv2 = 2 min + 0,8 min +0,2 min 

tv2 = 3 min       bei einer Flussrate von 2,0 mL/min  

 

 

6.2.2.7.3 Schaltzeitpunkt Heart-cut [tv3] 
 

Wie in Kapitel 6.2.1.2.6.3 beschrieben, wird tv3 wie folgt berechnet: 

tv3 = tv1 + tR - 3 min 

tv3 = 2 min + 5,5 min - 2 min 

tv3 = 5,5 min     bei einer Flussrate von 1,8 mL/min  

 

6.2.2.7.4 Recycling 
 

Wie in den Abbildungen 102, 103 und 110 gezeigt wird, können mit Hilfe von zwei 

3-Wege-Schaltventile (SV Nr. 6 und SV Nr. 15) die mobilen Phasen im Kreis geführt 

werden. Da ein elektrochemischer Detektor bei einem Neustart sehr viel Zeit für die 

Äquilibrierung benötigt (ca. 3,5 bis 5 Stunden), ist es vorteilhaft die Detektorzelle 

permanent mit der mobilen Phase zu durchströmen. Dies führt zu einem sehr hohen 

Verbrauch an mobiler Phase. Über das beschriebene Recycling kann jedoch der 

Verbrauch extrem reduziert werden. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die 

Basislinie des Detektors sehr stabil bleibt. 
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6.2.2.8 Analysenzyklus 

 

Abbildung 110 schematisiert den zeitlichen Ablauf der einzelnen Verfahrensschritte 

für die on-line SPE-HPLC-ECD Analyse einer Urinprobe. Die native Urinprobe (25 

µL) wird über den automatischen Probengeber auf die SPE-Säule injiziert. Nach 2 

Minuten wird das 6-Wege-Schaltventil geschalten und es erfolgt innerhalb der 

nächsten Minute der Transfer der Analyten auf die nachgeschaltete analytische 

Säule. Nach 3 Minuten wird die SPE-Säule von der analytischen Säule durch 

Zurückschalten des Ventils entkoppelt. Die temporäre Ausblendung des 

analytischen Eluenten erfolgt über das zweite 3-Wege-Ventil, welches direkt nach 

der analytischen Säule positioniert ist. Dieser sog. Heart-Cut erfolgt ab der 2. 

Minute und endet mit Minute 5,5 der Analyse. 

 

 

 

Abbildung 110:  Zeitliche Abfolge der Verfahrensschritte der on-line SPE-HPLC-
ECD Analysemethode 
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In Tabelle 19 ist die Abfolge der Ventilschaltzeiten sowie die Flussraten der mobilen 

Phasen der Pumpen A und B für das on-line SPE-HPLC-ECD Analyseverfahren 

aufgeführt.  

Tabelle 19: On-line SPE-HPLC-ECD: Analyseprogramm 

Zeit [min]
Flussrate
Pumpe A
[mL/min]

Flussrate 
Pumpe B 
[mL/min]

Position 
6-Wege SV 

Nr. 4

Position 
3-Wege SV 

Nr. 6

Position 
3-Wege SV 

Nr. 12

Position 
3-Wege SV 

Nr. 15
0 2 1,2 A OFF ON ON
2 2 1,8 B ON OFF OFF
3 2 1,8 A ON OFF OFF

5,3 2 1,8 A ON OFF OFF
5,5 0,3 1,2 A OFF OFF OFF
12 0,3 1,2 A OFF ON OFF
20 2 1,2 A OFF ON ON  

 

In Abbildung 111 ist ein repräsentatives Chromatogramm der vollständig 

automatisierten on-line SPE-HPLC-ECD Analyse der untersuchten Katecholamine 

Noradrenalin (NA), Adrenalin (A) und Dopamin (DA) in 25 µL einer unbehandelten 

Probe eines 24h-Sammelurins abgebildet. Die Gewinnung, die Stabilisierung, der 

Transport und die Lagerung dieser Urinprobe erfolgte gemäß der, in dieser Arbeit 

erstmals beschriebenen, d.h. standardisierten Vorgehensweise bzw. Präanalytik. 
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Abbildung 111: On-line SPE-HPLC-ECD: Repräsentatives Chromatogramm a) 
Probe: 25 µL 24h-Sammelurin (Noradrenalin, NA: 60 µg/L, 7,7 
min; Adrenalin, A: 40 µg/L, 9,5 min; Dopamin, DA: 265 µg/L, 17,3 
min, Interner Standard, IS: 73 µg/L, 12,1 min); b) Fraktionierung: 
SPE-Säule CAT-PBA, 30 x 4 mm ID; Mobile Phase: 0,2M 
(NH4)2HPO4, 10mM EDTA, Methanol 5% (v/v), pH 8,7; Flussrate: 
2 mL/min c) Trennung: RP-18 Säule, 150 x 4,6 mm, 5µm, 30°C; 
Mobile Phase: 50mM KH2PO4, 0,27mM EDTA, 10mM KCl, 
2,5mM Natriumoctylsulfonat, ACN 4% (v/v), pH 3,5; d) Flussrate: 
1,2 mL/min e) Detektion: Elektrochemisch, Arbeitspotential 600 
mV, Arbeitsbereich ±10 nA, 30°C  
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6.2.3 Validierung 
 

 

 

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte on-line SPE-HPLC-ECD Methode zur 

direkten Quantifizierung der Katecholamine Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin 

in Urin bzw. 24h-Sammelurin wurde vollständig validiert. Die entsprechenden 

Ergebnisse wurden im Journal of Chromatography B 844 (2006) 251-260 publiziert 

[300]. Die Durchführung der Validierung erfolgte im Rahmen eines europäischen 

Projektes (First Europe Objective 3, Project N0. 215269) gemeinsam mit dem  

1. “Laboratory of Analytical Chemistry, Bioanalytical Chemistry Research Unit, 

University of Liège” 

2. “Laboratory of Analytical Pharmaceutical Chemistry, Bioanalytical Chemistry 

Research Unit , University of Liège” 

3. “Advanced Technology Corporation (ATC), Institute of Pathology, University 

Hospital Center of Liège”. 

Neben der Bestimmung der Kenngrößen Wiederfindung, Präzision, Richtigkeit, 

Linearität, Bestimmungsgrenzen und Nachweisgrenzen sowie eines Vergleichs 

zwischen off-line Routinemethode des Instituts für Klinische Chemie und der 

beschriebenen on-line SPE-HPLC-ECD Methode wurde auch eine sog. 

Risikoanalyse durchgeführt. 

Mit Hilfe dieser Risikoprofile kann der Analytiker erkennen, wie zuverlässig die von 

ihm erarbeitete Methode für die beabsichtigte Anwendung ist. Einzelheiten sind der 

ausführlichen Publikation zu entnehmen. 
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7 ZUSAMMENFASSUNG 
 

 

 

Die in der Literatur beschriebenen unterschiedlichen und zum größten Teil 

inadäquaten Verfahrensweisen bei der Präanalytik der harngängigen 

Markermoleküle Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin, Normetanephrin, Metanephrin, 

Vanillinmandelsäure, Homovanillinsäure, Serotonin und 5-Hydroxyindolessigsäure 

führen nicht nur zu unterschiedlichen, sondern auch zu falschen Ergebnissen, die 

klinisch relevante Fehleinschätzungen zur Folge haben können. Selbst in den 

European Urinanalysis Guideline [156] ist kein standardisiertes Verfahren 

aufgeführt. Primäres Ziel dieser Promotionsarbeit war daher die Entwicklung und 

klinische Erprobung eines patientenfreundlichen, standardisierten Verfahrens zur 

Sammlung von 24h-Urin. Eine Recherche bezüglich der Sammelbehälter für 24h-

Urin ergab, dass sich diese hinsichtlich des Volumens, der Handhabung, der 

Gebrauchsanleitung, der Ablesbarkeit, der Lagerung, des Lichtschutzes und dem 

Zusatz bzw. der Vorlage eines Stabilisators grundsätzlich unterscheiden. 

Zunächst wurde das optimale Fassungsvermögen eines entsprechenden 

Sammelbehälters ermittelt. Hierzu wurde in zwei Studien die Volumenverteilung des 

24h-Sammelurins von insgesamt 120 Probanden bestimmt und über die 

Kreatininausscheidung auf Vollständigkeit überprüft. Um 95 % aller Sammelurine zu 

erfassen wird ein Volumen von 3 Litern benötigt. Bei Verwendung eines Behälters 

mit einem Volumen von 2 Litern – wie derzeit üblich – wird nur bei ca. 50 Prozent 

der Patienten ein vollständiger 24h- Urin gewonnen. Dieser Umstand kann zu einer 

Fehldiagnose führen. Anhand der Untersuchungen zur zeitabhängigen Ver-

änderung des pH-Wertes von nativen und titrierten 24h-Sammelurinen, sowie der 

Bestimmung der Wiederfindung der untersuchten Analyten unter den jeweiligen 

Bedingungen gelang es, den optimalen pH-Bereich des Urins zu finden, in dem alle 

untersuchten Analyte stabil sind. Die für einen 24h-Sammelurin benötigte Menge an 

Salzsäure beträgt 54 mmol. Diese Molmenge entspricht 9 mL einer 20 %igen 
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Salzsäurelösung, die mit Hilfe einer speziellen Tropfflasche zu der ersten 

Urinfraktion hinzugegeben wird. Unter diesen Bedingungen wird eine Verätzung 

weitgehend ausgeschlossen und damit die Compliance des Patienten erheblich 

verbessert. Zwei Studien an jeweils 60 Probanden und eine weitere Studie an 50 

Patienten zeigten, dass mit der ermittelten Säuremenge der erwünschte pH-Bereich 

von 2 bis 5 nahezu immer erreicht wird. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die 

untersuchten Analyten bei Raumtemperatur und nur unter Lichtschutz für 

mindestens 5 Tage stabil sind. Dies gestattet auch eine oftmals erwünschte 

Sammlung dieser Proben über einen bestimmten Zeitraum im Labor, bevor diese 

analysiert werden können.  

Hinsichtlich der potentiellen Verätzungsgefahr des Patienten bzw. des 

Pflegepersonals beim Umgang mit Säuren wurde in dieser Arbeit erstmals 

untersucht, ob diese Gefahr dadurch minimiert werden kann, dass die Säure an 

einem porösen Adsorbermaterial „physisorbiert“ vorliegt. Nach einem 

umfangreichen „screening“ wurde ein poröser Polymerträger gefunden, der den 

hohen Anforderungen genügte. Ein geeigneter Adsorber sollte in Gegenwart von 

konzentrierter Säure eine hohe Quellfähigkeit und Langzeitstabilität besitzten; keine 

Verunreinigungen freisetzen oder Verbindungen generieren, die zu Interferenzen 

bei der nachfolgenden Analyse führen; die Zielanalyte nicht irreversibel binden und 

schließlich sollte ein derartiger Adsorber kostengünstig herzustellen sein. Die säure-

haltige „Paste“ (Hydrogel B) stabilisiert die untersuchten Verbindungen bei 

Raumtemperatur – wie erwünscht – über einen Zeitraum von mindestens 5 Tagen. 

Die Wiederfindung der untersuchten Analyte ist quantitativ. Die Verwendung dieses 

„Stabilisators“ führt zu keinen Interferenzen in der nachfolgenden HPLC-Trennung 

aller untersuchten Markermoleküle.  

Basierend auf diesen Ergebnissen und Erkenntnissen wurde in Zusammenarbeit 

mit der Firma Sarstedt AG & Co. erstmalig ein Komplett-Set für die standardisierte 

und patientenfreundliche 24h-Urinsammlung, das UriSet 24, entwickelt. Uriset 24 

setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen: 

1. einem lichtgeschützten d.h. braun eingefärbten Sammelbehälter mit 

ergonomischer Griffmulde, extra großer Öffnung, transparentem Sichtstreifen 
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für eine einfache und genaue Ablesung der Füllmenge und einem 

Fassungsvolumen von 3 Liter. 

2. einem biegsamen Kunststoffbecher (500 mL) als leicht zu handhabendes 

Auffang- und Umfüllgefäß 

3. einem speziellen Glasfläschchen mit Sicherheits-Zentraltropfer für die 

Zugabe der verdünnten Säure 

4. einem für das Labor bestimmten Transportgefäß mit einem für die Analytik 

der zu untersuchenden Verbindungen ausreichenden Volumen. 

5. einem übersichtlich gestalteten und selbstklebenden Etikett für die Angabe 

von Name, Vorname, Geburtsdatum, Körpergewicht, Geschlecht, Datum, 

Beginn der Sammlung, Ende der Sammlung und gesammeltes Volumen. 

6. und einem leichtverständlichen und mit Piktogrammen unterstützten 

Gebrauchshinweis in 8 verschiedenen Sprachen. 

Das UriSet 24 wurde erfolgreich eingeführt und im Rahmen einer ersten 

Anwendungsbeobachtung an der hiesigen Klinik evaluiert. Die Beurteilung war 

von Seiten der Patienten (n=50) und des Pflegepersonals durchweg positiv. Die 

Praktikabilität, die Compliance, der Komfort und die Hygiene wird mit diesem 

neuartigen Sammelsystem wesentlich verbessert. 

Die zuvor beschriebenen Untersuchungen setzten eine Quantifizierung der 

untersuchten Analyten vorraus. Dies gilt insbesondere für die selektive und 

sensitive Spurenanalytik der Katecholamine in der hochkomplexen Probenmatrix 

Urin. In diesem Zusammenhang wurde ein vollautomatisches, routinetaugliches 

SPE-HPLC-ECD Analyseverfahren entwickelt, welches es erstmalig erlaubt, 

einen für die Katecholaminanalytik besonders selektiven und empfindlichen 

elektrochemischen Detektor in einem gekoppelten Zwei-Säulensystem 

störungsfrei zu betreiben.  

Die Automation der Probenaufbereitung erfolgte über eine system-integrierte 

SPE-Säule. Das spezielle Packungsmaterial dieser Säule besitzt sog. „restricted 

access“ Eigenschaften und erlaubt neben der affinitätschromatographischen 
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Anreicherung der Katecholamine eine quantitative Abreicherung der Urinmatrix 

über Größenauschlusschromatographie. Dieser Fraktionierungsschritt kann 

mehrere tausend–mal durchgeführt werden, ohne dass sich die 

chromatographischen Eigenschaften des Trägermaterials verändern. Die 

Kopplung dieser SPE-Säule mit einer analytischen Trennsäule erlaubt somit die 

wiederholte, direkte Injektion und Aufbereitung sowie Trennung der 

Katecholamine in 25 µL einer nativen 24h-Urinprobe. Über eine temporäre 

Ausblendung der störenden Mischfront der beiden mobilen Phasen mit Hilfe 

eines Drei-Wege-Schaltventils gelang es, ein stabiles elektrochemisches 

Detektorsignal zu erhalten.  

Ein Methodenvergleich zwischen der in unserem Institut durchgeführten off-line 

Analyse der Katecholamine und dem in dieser Arbeit beschriebenen 

vollautomatisierten on-line SPE-HPLC-ECD Verfahren zeigte, dass mit beiden 

Verfahren übereinstimmende Ergebnisse bezüglich der Quantifizierung der 

untersuchten Katecholamine erhalten werden. 

Das Analyseverfahren wurde vollständig validiert und die erhaltenen Ergebnisse 

in dem Journal of Chromatography B publiziert. 
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8 ALLGEMEINE EXPERIMENTELLE 
ANGABEN 

 

 

 

8.1 Geräte und Materialien 
 

Zwei-Säulen HPLC-System  

 

Probengeber:     ASI-100, DIONEX Softron GmbH, Germering 

HPLC-Gradientenpumpen:  HPLC Niederdruckpumpen mit integrierten Degaser, 

P680, DIONEX Softron GmbH, Germering 

EC-Detektor:  EC 3000, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, 

München 

ECD-Zelle:  EC 4000, Modell Sputnik®, RECIPE Chemicals + 

Instruments GmbH, München 

Thermostat für ECD-Zelle:   Modell HT 3000, RECIPE Chemicals + Instruments 

GmbH, München 

Drei-Wege-Schaltventile:  FK1200, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, 

München 

HPLC-Datenauswertung: Chromeleon V6.60, DIONEX Softron GmbH, Germering 

Computer-Hardware: Fujitsu siemens Computer, Intel Celeron Prozessor 2,4 

GHz, 504 RAM 

Validierungssoftware: e.noval V1.1.a, ARLENDA s.s., Liège 

Analytische Trennsäule (Katecholamine): 2130, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, 

München 

SPE-Säule (Katecholamine): 2131, CAT-PBA, 30x4mm, RECIPE Chemicals + 

Instruments GmbH, München 



Allgemeine experimentelle Angaben 

217  

SPE-Säule (Antimykotika) LiChrospher® RP4 ADS,  25 x 4 mm ID, 25µm, VWR 

Intl. 

 Analytische Säule (Antimykotika) Dionex Acclaim™ 120  C8, 3µm , 120 Å, 4,6 x 150 mm 

ID, DIONEX Softron GmbH, Germering 

Inline Filter: FK7400, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, 

München 

PEEK-Vorfilterhalter: FK5801, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, 

München 

 

 

Zentrifugen: Eppendorf Zentrifuge 3200, EPPENDORF-NETHELER-

HINZ GmbH, Hamburg 

Waagen: Sartorius 1212 MP, SARTORIUS, Göttingen 

 Precisa 125 A, PAG Oerlikon AG, Zürich 

pH-Meter: Metrohm 632, DEUTSCHE METROHM, Filderstadt 

Ultraschallgerät: Sonorex RX 106 S, BANDELIN ELECTRONIC, Berlin 

 

Probengeber:     AS-4000, Merck-Hitachi, MERCK KGaA, Darmstadt 

HPLC-Gradientenpumpen:   L-6200A, Merck-Hitachi, MERCK KGaA, Darmstadt 

On-line Degaser:  DG 4000, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, 

München 

Datenauswertung:  D-6000 Interface 

  HSM-Software, Merck-Hitachi, MERCK KGaA, 

Darmstadt 

UV-Detektor: L-4250, Merck-Hitachi, MERCK KGaA Darmstadt 

Sonstiges: HPLC-Anlagen und Materialien von der Firma RECIPE 

Chemicals + Instruments GmbH, München 
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Probengefäße 

Probengefäße für Probengeber 11mm CRIMPSNAP-vial, Polypropen, 500 µl, 12x 32 

mm, WICOM, Heppenheim 

 Polypropen Verschlusskappen mit Teflon/Silicon 

Septum, WICOM, Heppenheim 

Sammelflasche (24Std.Urin) UriSet 24, SARSTEDT AG & Co. Nürnbrecht  

Tieffriergefäße Cryoröhrchen CryoLine™ System, 3,8 mL, NUNC 

GmbH & Co. KG,  Wiesbaden  

 

 

8.2 Chemikalien und Lösemittel 
 

 

Chemikalien 

 

Natriumhydroxid Titrisol 1N, MERCK, Darmstadt 

Natriumoktansulfonsäure für die Ionenpaarchromatographie, MERCK, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat zur Analyse, MERCK, Darmstadt 

Diammoniumhydrogenphosphat zur Analyse, MERCK, Darmstadt 

Phosphorsäure 85% Suprapur, MERCK, Darmstadt 

Salzsäure, 37%, FLUKA, Steinheim 

Na-EDTA, Ethylendinitrilotetraessigsäure-di-Natriumsalz purissimum, FLUKA, Steinheim 

 

Analyten: 

Noradrenalinbitartrat (319,3 g/mol), SIGMA, Steinheim 

Adrenalin > 98% (183,20 g/mol), SIGMA, Steinheim 

Dopaminhydrochlorid (189,64 g/mol), MERCK, Darmstadt 
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3,4-Dihydroxybenzylaminhydrobromid (220,06 g/mol), FLUKA, Steinheim 

Homovanillinsäure > 99% (182,17 g/mol), FLUKA, Steinheim  

Vanillinmandelsäure >98% (198,17 g/mol), SIGMA, Steinheim  

Metanephrinehydrochlorid >98% (233,69 g/mol), SIGMA, Steinheim    

Normetanephrinhydrochlorid >98% (219,67 g/mol), SIGMA, Steinheim  

Serotoninhydrochlorid (212,68 g/mol), FLUKA, Steinheim    

5-Hydroxyindolessigsäure >98% (191,18 g/mol), SIGMA, Steinheim 

Hydroxyprolin > 99% (131,13 g/mol), FLUKA, Steinheim    

 

Lösemittel  

Wasser für die HPLC, J.T. BAKER, Deventer Holland 

Acetonitril für die HPLC, J.T. BAKER, Deventer Holland 

Methanol für die HPLC, J.T. BAKER, Deventer Holland 
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