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SWWQiRY 
. 

profizes in chronic diseases_ I. Invest&@ions of steroid profiles in uremia 
Steroid profiles of hemofiltraks of uremic patients contain ss main sfzroids the sulfates 

of llfl-hydroxyetiochol.anolone, ll-ketuetiocholanolone, 11@-hydroxyandrosterone and 
11-ketoandrosterone. LL blood of usetic patienh androstenediol is the main steroid of the 
&fate’ fraction, while in blood of healthy persons dehydroepiandrosterone .&fate is the 
main steroid. The gradual decrease of the kidney function is charac&ziaed by an increase 
of ll-oxigenated an&We conjugates in urine. 

Biologische Fli&igk&ten sind ausserordentlich komplex ZusammengesetZt. 
berdies kommen die einzelnen Verbindungen in extrem unterschiedlichen 
Mengenverb%nissen vor, die eine such nur halbquantitative Erfassung sehr 
erschweren. Analytische Untersuchungev 2-B. mit der Radioimmunoassay- 
methode konzentrieren sich daber vorzugsweise auf die Ei-fassuhg solcber 
Stoffe, deren Auftreten als Stoffwechsehnetabol bereits bekannt; is& Ver- 
bindungen, die- unbekannt sind oder als Stoffwecbselprodukte nicht erwart& 
werden, entgehen dem Nachweis. 
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Die Kombination 
ermijglicht uns heute 
ressauter Verbindingen 
weichungen gegeniiber -- 

<=-llas~pillargaschroma~5p~~M~e~pe~ome~e 
eine Ubersicht iiber einige Gruppen biologisch in& 
(Steroide, S%uren und Amine) zu erhalten und Ab- 

der Norm zu erkennen, falls sich eine Krankheit in 
einer Anderung des relativen VerhZltnisses einzeluer Komponenten dieser 
erfassbaren Substanzklassen niederschh@. 

Diese Analysenmethode scheint uns insbesondere fiir die Untersuchung 
&on&her Er krankungen von Bedeutung zu sein, die htiufig mit einer &I- 
derung im Stoffwechselgeschehen verbunden sind. Einige sind vielleicht 
erst durch eine Stoffwechselghderung bedingt. Mit Sicherheit darf eine &I- 
derung des Stoffivechselgeschehens bei UrZimikem angenommen werden, 
da iu diesem Fall bei vollst5udigem Au&h der Nieren die sch%llichen Stoffe 
durch HZmodialyse [I, 23 oder nach der neuen Methode der H&nofiltra- 
tion [3] aus dem K&per entfemt werden miissen. 

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, durch Untersuchungen der Kompo- 
nenten des HZrnodialysats und des Blutes ur%mischer Patienten Hinweise 
auf angeh%fte Schadstoffe zu erhalten [4]. Auch die Kombination Gaschro- 
matographie-Massenspel&rometrie (GC-MS) wurde zu derartigen Unter- 
suchungen eingesetzt. J%nne et al. ]5] fanden mit Hilfe clieser Methode im Slut 
von Ur%nikem und Gesunden das 3or-Hydroxy-5-androsten-l7-onGulfat und 
stellten dariiber hinaus fest, dass es im Blut nierenkrauker in erhijhter Menge 
vorhanden war. Von anderen Arbeitsgruppen wurden haupt&hlich Zucker 
und SZuren untersucht [S, 71. 

Die Hauptschwierigkeit, Profile solcher Patienten zu erhalten, lag in der 
notwendigen Anreicherung der Proben, die in Filtraten uud Dialysaten m ex- 
trem hoher Verdiinung vorhanden smd: bei der Hiimofiltration werden ca. 
20 1, bei der Dialyse 120 1 Fliissigkeitsvolumen umgesetzt. 

Die Erfahrungen, die wir in friiheren Arbeiten bei der Untersuchung bio- 
logischer Fliigkeiten gewonnen haben 18, 91, mussten such eine Analyse 
von Plasma und HZrnofiltratproben *her Patienten, hesser als es bisher 
gelang, ermijglichen. Die ersten Ergebnisse erforderten such die Untersuchung 
von Urinproben solcher Patienten, die noch fZhig waren, Ham auszuscheiden. 
Uher den Gesamtkomplex solcher Untersuchungen soll hier berichtet werden. 

PROBENMATERIAL 

Insgesamt wurden 14 HStnofiltrate (5 von urkischen F’rauen, 7 von urZmi- 
schen MZnuem, 2 von nierengesunden Kontrollpersonen), 4 Plasmapools von 
Ur%nikem (2 von MZnnem, 2 von Frauen), 20 Plasmaproben Nierengesunder, 
14 Urinproben von Patienten mit eingeschr%kten Nierenfunktionen (7 MZn- 
nem, 7 Frauen) und 20 Uriuproben uierengesunder Kontrollpersonen .uuter- 
such& 

AUFARBEXTUNG [8] 

Methode A. Jeweils 2 1 HZmofiltrat wurde unmittelbar nach der Abnahme 
i.iber eine XAD-4-SGle gegeben [lo] _ War eine Aufarbeitung von frischem 
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Hiimofiltrat nicht mijglich, so wurde es in der K&hruhe bei -loo gelagert. 
Die KAD-S%de (50 X 4 cm I.D., 300 g F-ate&l) wurde mit 500 ml phys- 
iologischer Rochsalzlbsung und dann mit 200 ml Wasser gewaschen und der 
organ&he Extrakt mit 500 ml Methanol ehdert. 

Die Steroide wurden an eine Sephadex-LH-26SUe [20 X 1 cm, 8 g Fiill- 
material; Laufmitte@&em, Methanol--Chloroform (l:l), dem 0.01 Mol 
NaCl zugesetzt war] in Glucuronide (O-25 ml) und Sulfate (25-100 ml; 
Laufmittel: Methanol) fraktioniert [ll] . Die Konjugatfraktionen wurden mit 
25 ml 0.5 M Acetatpuffer bei pH 4.7 mit 0.3 ml Helicase enzymatisch ver- 
seift 1121 und die freigesetzten Steroide nach Homing u.nd Pfaffenberger 
zuerst zweimal mit jeweils 50 ml Methylenchlorid und dann mit 50 ml Essig- 
ester extrahieti [13] . (1 ml Helicase enthiilt 106,000 Einheiten &Glucuron-_ 
idaze und 50,000 Einheiten Arylzulfatase). 

Anscbliessend wurden die Sguren an DEAP-LH-20 abgetreMt 120 X .1 cm, 
10 g FUlmaterial; Laufmittel, Methanol-Wasser-Chloroform (9:2:1), 17-40 
ml] [14]. 

Zur Entfernung unpolarer Verbindungen wurde die Probe an Kieselgel 
chromatographisch gereinigt [200 mg Fiilhnaterial in Benz01 ‘aufgeschl%nmt; 
Laufmittel (a) Benzol-Essigester (955); (b) Es&ester]., wobei unpolare 
Verbindungen zuerst mit 30 ml Benzol-Essigester entfernt und die Steroide 
dann mit 30 ml Es&ester ehdert wurden [15]. 

Ein TeiI des organisehen Extraktes, in Abhiingigkeit vom eingesetzten 
Ausgangsvolumen und Einstellung der Geriite, wurde in einem Schmelzpunkt- 
riJhrchen mit N-T’rimethylsilyl-N-methyl-trifluoracetamid versetzt und unter 
Luftabschluss 24 h bei Raumtemperatur belassen. Die entstandenen Trimethyl- 
silylether der Steroide wurden ohne weitere Aufarbeituug in einem Gaschro- 
matographen oder in der GC-MS-Kombination analysiert. 

Zur vollst.%%gen Erfassung der Corticosteroide wurden such die Methoxim- 
trimethylsilylether hergestellt [lS] : Dazu wurde ein anderer Teil des orga- 
nischen Extraktes (siehe oben) in einem Schmelzpunktrijrchen mit 20 ml 
einer ge&tigten Lijsung von Methoxylamin in Pyridm versetzt. Die Lijsung 
wurde 15 min auf 75” erwtit und dann im Vakuum eingedampft. Nach 
Zugabe von 5 ml N-Trhnethylsilyl-N-methyl-muoracetamid wurde die Reak- 
tionsmischung unter Luftabschhrss 2 h bei 100” erhitzt und dann ohne weitere 
Reinigung in der Kombination analysiert. 

Methode 23. Stark wasserl5sliche Steroide oder Steroidkonjugate wie Cor- 
ticosteroide werden von der XAD-S%rle beim Nachwaschen mit Wasser teil- 
wise entfemt [17]. Da wir k&en wollten, ob derartige Verluste such bei 
einem Verzicht auf die XAD- und ~phadextrennung auftreten, wurde wie 
folgt aufgearbeitet: 

2 1 H?unofiltrat wurden mit .Natriumacetat und Eisessig auf pH 4.7 und 
auf eine Pufferkonzentration. von 0.5 Mel/l gebracht. Zu der L&sung wurden 
10 ml Helicasc hinzugefiigt und bei 37” drei Tage verseift. Die freigesetzten 
Steroide wurden nach Homing und Pfaffenberger ]13] extrahiert, zus%z- 
hch wurden basiche Verbindungen mit zwehnal 50 ml 6.1 N HCl, die 0.5 Mol 
NaCl enthielt, entfemt. S%ren wurden an DEAP-LH-20 [14], Cholesterin 
an Lipidexo-5000 [20 X. 1 cm, 10 g Fullmaterial; Laufmittel; Methanol- 
Wasser--Chloroform (9:2:1), 6-30 ml] entfemt ]lS]. Die Probe wurde an- 
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schliessend an Kieselgel gereinigt [15] und derivatisiert. 
Trennungsgang B hat den Vorteil, bei kleinerem Gesamtverhrst und weniger 

Trennstufen schneller durchgef5hrt werden zu k%nen, aber den Nachteil, 
dass die Steroid&a&ion noch s&r viele Beimengungen enthgt. Das Verfahren 
l&t sich daher nur anwenden, wenn die biologische Probe nahezu frei von 
Eiweiss ist. Eine auffZUige iinderung der Zu&mmensetzrmg des Steroidpro- 
fils wurde nicht festgestellt. 

Neuere Untemuchungen in unserem Arbeitskreis erg&en [19], dass nach 
der enzymatischen Verseifung beim Ausschiittehr der Steroide mit organ&hen 
Lijsungsmittehr und Nachwaschen mit w5ssrigen L5sungen erhebliche Ver- 
h&e an Corticosteroiden auf&ten. Diese Verluste manifestieren sich in den in 
dieser Arbeit reproduzierten Profilen, Zindem jedoch nichts am VerhZRnis 
der Androstane, das sich bei der Uriimie entscheidend iindert. 

Zur Isoiienmg der Steroidsulfate aus Blutplesma wurden Volumina von 
30-250 ml eingesetzt- Vor Verwendung der KAD-Sgule wurde das Plasma 
mit physioiogischer Kochsalzliisung auf das lo-fache verdiinnt, um ein Aus- 
fallen von Eiweiss zu vermeiden. Dann wurde analog wie bei der Anfarbeitung 
der HZmofiltrate verfahren (Methode A). 

W-in 
Die Urinsteroide wurde nach der Aufarbeitungsvorschrift von Horning 

ur@ Pfaffenberger gewoIllaen 1131. Die eingesetzten Fliissiieitsmengen be- 
tmgen.2~100 ml. 

Verwendete Gerlite 

Gaschromotogttzph. Gaschromatograph Carlo Erba 2300 mit Glaskapillar- 
sZulen ausgeriistet. GlaskapillarsZiule nach statischer Methode mit SE-30- 
Film belegt [20, 211. Injektortemperatur: 275”; Detektor: Flammenionisa- 
tion (FID); Temperaturprogramm: 150-300”, 2”/min; Split: l/20; Durch- 
fiussgeschwindigkeit (Helium): 2 ml/mm 

Gaschromatograph-Massenspektrometer-Kombin&ionen. (1) CH-7 (Varian- 
MAT). mit gepackter SZule; SZule mit 3% SE-30 auf Supelcoport 100-120 
mesh; Injektortemperatur 270”. Temperaturprogramm: ZOO-300”) 4” /min; 
Durchflussgeschwindigkeit (Helm&): 20 ml/min. Separator: Biemann-Watson 
(zweistufig); Ionisierungsenergie: 70 eV. Die Kombination wurde mit einem 
Computer (Spectrosystem 100 MS: Varian 620/L) gekoppelt. (2) LKB 2091- 
G&t tit GlaskapillarsZule (nach stat&her Methode mit SE-30 belegt). In- 
jektortemperatur: 275” ; Temperaturprogramm: 150-300”, 2” /min; Durch- 
flussgeschwindigkeit: 5 ml/min; fonisienmgsenergie: 70 eV. Registriei-ung des 
TIC bei 20 eVi LKB 2130-Datensystem mit PDP-11-05 Computer der Firma 
Digital Equipment. 

Sifif lenma teriulien 

W-4 (Serva, Heidelberg, B.R.D.); Sephadex-LH-26 (Phsrmacia, Uppsala, 
Schweden); DEAP-LH-20 hergestellt aus Sephadex-LH-20 nach- tig und 
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Nystr6m ]14]; Lipidex@-5000 (Packard, Zilrich, Schweiz); &ieselgel (0.05- 
0.2 km l3udkser; E. Merck, Darmstadt, BRD.). 

Chemikalien 
Referenzsteroid~ : Maker (Jerusalem, Israel), Merck, Sigma (Miinchen, 

B.R.D.). Helicase: Boehringer (Mannheim, B.R.D.). N-Trimethylsilyl-N-meth- 
.yl-trifluoracetamid: Macherey & Nagel (Dtien, B.R.D.). Methoxyamin l HCl: 
Serva. 
Retention&dices 

Die Retentionsindices der Steroidtrimethylsilylether wurden an. den Carlo- 
Erba-Gaschromatographen mit den oben angegebenen Daten unter Zusatz 
einer Mischung geradkettiger, unverzweigter Kohlenwasserstoffe von C16 Hgq 
bis Cs6 HV4 gemessen. Die Retentionsindices der Steroidtrimethylsilylether 
wurden auf die Kohlenwasserstoffe, zwischen denen der Peak des Trimethyl- 
silylethers jeweils lag, bezogen. 

Artefaktbildmg 
Corticosteroide werden thermisch aber such beim Stehen in LWmgsmittem 

leicht zu 17-Ketosteroiden abgebaut beziehungsweise in D-Homosteroide 
umgelagert ]22] _ Urn eine derartige Artefaktbildung ermittem zu k&men, 
wurden jeweils 17 mg der Corticosteroide Tetrahydrocortisol und Tetrahydro- 
cortison in 100 ml H5mofihrat aLs Matrix zugesetzt und der gessmte Tren- 
nungsgang durchgefiihrt. Der mbgliche Abbau der Corticosteroide wurde 
diinnschicht- und gaschromatographisch sowie mit der GC-MS-Kombination 
verfolgt. Die Artefaktbildung unter den gew%lten Bedingungen betrug im 
gesamten Trennungsgang ca. 2%. 

ERGEBtiSE UND IXSKUSSION 

Pig. 1 zeigt das Glaskapillargaschromatogramm der Steroidsulfatfraktion 
aus Hiknofiltrat eines m5nnlichen Ur5mikers. Die Nummem iiber den Peaks 
in allen Gaschromatogrammen entsprechen den in der Tabelle I angefiihrten 
Steroiden, die durch Massenspektren und Retentionsindices identifiziert 
werden konnten. In Klammem stehen die T’riviahxunen der Steroide. S_te- 
roidsulfatfraktionen aus den Htiofiltraten weiblicher Probanden lieferten 
5hnhche Profile. 

Da das H&nofiltrat such als “Prim5rham” bezeichnet wird, sollte die Ste- 
roidzusammensetzung entweder Win- oder Blutsteroidprofilen Nierenge- 
sunder 5hnhch sein. Denkbsr war such eine Mischung beider Profile. Ent- 
gegen diesen Erwartungen enthahen die Hihnofiltrate nur relativ kIeine Mengen 
an Dehydroepiandrosteron, dem Hauptsteroid der Sulfatfraktion im Blut 
Nierengesunder, und an Androsteron und Etiocholanolon, den Hauptaus- 
scheidungsmetaboliten des Dehydroepiandrosterons im Urin Gesunder. 

Als Hauptsteroide findet man im H5mo5hrat von Ur%nikem dagegen 
ll&Hydroxyandrosteron und etiochohmoion und ll-Ketoandrosteron und 
etiocholanolon, die im Blut und Urin Nierengesunder nur in kleiner Menge 
vorhanden smd 123,241. 

Diese Befunde stehen im Einklang mit einer weit zuriickhegenden Unter- 
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Fig. 1. G&&apilIargsschroxna~~ der Steroidtrimethylsilylether der Sulfatfraktion aus 
EiZmofiltrat eines UrZniiers. 3O.m Glaskapihrs~~e, SE-30; Temperaturprogramm: 15O- 
30Q0,~2”/milL 

suchung VOP Sati 1253, der nach Aufarbeitung von 100 1 Dialysat papier- 
chromatographisch diese vier Steroide nachgewiesen hat. Offenbar geriet 
diese Beobachtung jedoch bald in Vergessenheit. 

Die ll-oxidierten Androstane sind Abbauprodukte von Corticosteroiden 
[25-271. Die Corticosteroide Tetrahydrocortison, Lu-Tetzahydrocortison, 
Tetrahydrocortisol und a-Tetrahydrocortisol wurden im Blut von UrZmi- 
kern mit Radioimmunoz%saymethoden in lo-fach erhiihter Menge gfunden, 
dagegen wurde im Urin von Nierenkranken nur l/10 der normalen Ausschei- 
dungsrate nachgewiesen. Der Befund wurde theoretisch zu deuten versucht 
1281. Diese Corticosteroide wurden ebenfalls im Dialysat von Savard 1251 
identifiziert, such er fand eine au.fZllig geringe Konzentration. 

Bemerkenswerterweise sind im HZmofiltrat haupts%hlich Steroide mit 
hydriertem B-Ring vorhanden, wZhrend im Plasma Steroide tit A-5-Doppel- 
bindung vorherrschen. In dieser Hinsicht gleichen die HZmofiltratsteroide 
eher Urinsteroiden, bei denen ebenfalls B-Ring-ges%igte Stiroide fiberwiegen, 

Die Giucuronid&aktionen en&&en ebenfalls als Hauptsteroide in St&lung 
11 sauerstoffsubstituierte Am&o&me. Freie Steroide lassen sich mit unserem 
Untersuchung&erfahren im HZmofiItrat ohiie erhebliche Vergr5sserung odes 

na&weisen, ihqz Konzen%tiqnen liegen unterhalb 

Die von allen Erw&ungen stark abweichende Z~mense&ung der Sk 
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roidfraktionen des HEmofiltrats lie+ es wiinschenwert erscheinen, such Ste- 
roidplasmaprofile von UrZmikem zu untersuchen. 

Da die Aufnahme eines Plasmasteroidprofils em Mindestvolumen von 
20-30 ml Plasma, entsprechend 40-60 ml Blut, notwendig macht [29] und 
U&n&em die Abnahme dieser Blutmengen nicht zuzumuten ist, wurde je- 
weils Plasma von MZinnem und Frauen gepoolt und untersucht. Das Glas- 
kapillargaschromatogramm des Patientenpools (Fig. 2) zeigt gegenfiber dem 
Steeroidprofil des gesunden Mannes (Fig. 3) drastische hderungen. Der Ant&l 
des Dehydroepiandrosterons ist im Patientenpool gleikh oder sogar kleiner 
als der seines Metaboliten, des Androstendiols. 

Urn abzukEiren, ob &xdenmgen des Steroidstoffwecbsels bereits vor dem 
vijlligen Versagen der Nierenfunktionen festgestellt werden k&men, unter- 
suchten wir Urinsteroidprofile von Patienten mit eingescbrZinkten Nieren- 
funktionen in verschiedenen Krankbeitsstadien. Einige dieser Patienten wurden 
bereits hZmofi.ltriert, waren abcr noch in der Lage, Urin abzuprcssen. 

Je nach fortgeschrittenem Krankheitszustand weiscn die Steroidprofile 
dieser Patienten einen Anstieg ll-oxidierter Androstane auf (Fig. 4). Die 
Ausscheidungsrate von Androsteron und Etiocholanolon ist demgegeniiber 
riickl%lfig. 

AuffZUig ist bei m5nnlichen Patienten das VerhZltnis von Androsteron zu 
Etiocholanolon: W&rend normale MZnner, von wenigen Ausnahmen abge- 
sehen, eine deutlich grijssere Ausscheidung von Androsteron als Etiochola- 
nolon zeigen und dies als geradezu charakteristisch gewertet wurde 1131, 
fanden wir in 5 von 7 untersuchten FZLlen ein AusscheidungsverhZltnis von 
Androsteron zu Etiocholanolon, wie man es sonst nur bei gesunden Frauen 
findet [13] . Einer der beiden Patienten, die eine “n&male” Androsteron- 
E tiocholanolon-Ausscheidung zeigten, befand sich erst im Anfangsstadium 
der Krankheit. Auch bei nierenkranken Frauen wurde eine ErhShung des 
Etiocholanolonspiegels im Urin gegeniiber Gesunden beobachtet. 

240 260 260 300 TfVI ._ 

Fig. 2. Gas&rom&grakm der Stero~dtrimethykilyiether der Sulfatfraktiq~ .a& &SZ& 
miknlicher Ur%miker. GC-Bedingungerr wie in Fig. 1. . 
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240 260 280 300 TI*CJ 

Fig. 3, Gaschmmatogramm der Steroidtrimethylsilyllsilylether der Sulfatfraktion aus Plasma 
&es gesunden Marines.. GC-Bedingungen wie in Fig. 1. 
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Steroidprofile der Sulfatfraktionen aus H%uofiltrat von UrZmikem ent- 
halten als Haupbteroide ll@-Hydroxyetiocholaolon, lI-Ketoetiocholauolon, 
ll&Hydroxyandrosteron und II-Ketoandrosteron. Im Blut von Urlimikem 
ist Androstendiol Eiauptitzzroid der Sulfatf?aktion, w2hrend im Blut Gestmder 
Dehydroepiandrosfn : Hauptsteroid ist. Allmzihliches Nierenversagen zeigt 
.si& durch einen An&& der Il~xidierten Androstzmkonjugate im Urin. 
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