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Az immÆr 15 Øves hazai aldosteron kutatÆs szÆmos olyan eredmØnnyel 
büszkØlkedhet, amelyet a nemzetközi szakirodalom rendszeresen idØz. E 
munkÆk javarØsze tetrazólium kØk reakción alapuló aldosteron meghatÆro-
zÆssal kØszült. KísØrleti lehetısØgeinknek azonban e módszer alacsony ØrzØ-
kenysØge (fØl � egy mikrogramm) szßk hatÆrt szabott; specifitÆsa pedig a mai 
nemzetközi követelmØnyeket nem Øri el. EzØrt vÆlt elengedhetetlenül szüksØ-
gessØ egy, nemzetközi mØrcØvel is korszerß aldosteron analysis beÆllítÆsa. 

A hatvanas Øvek nagy ØrzØkenysØgß Øs fajlagossÆgœ ultramikroanalitikai 
módszere az œn. kettıs izotóp hígítÆsos derivativ módszer volt. A kettıs 
izotópos módszerek mßszer Øs izotóp igØnye, ill. a kØmiai feladatok nagysÆga 
e módszerek európai elterjedØsØnek szßk hatÆrt szabtak. 

Elvileg œj lehetısØg nyílott az aldosteron meghatÆrozÆsban az 1970-es 
esztendıben, amikoris Mayes Øs mtsai, ill. Bayard Øs mtsai radioimmuno-
assay módszert dolgoztak ki az emberi plasma aldosteron tartalmÆnak meg-
hatÆrozÆsÆra. Az œj eljÆrÆs ØrzØkenysØge Øs specifitÆsa a legØrzØkenyebb kettıs 
izotóp módszerekØvel azonos, technikailag viszont lØnyegesen elØrhetıbbnek 
ígØrkezett. EzØrt e fenti kØt közlemØny œtmutatÆsa alapjÆn laboratóri-
umunkban mÆr 1970 ıszØn elkezdtük az aldosteron radioimmunoassay adap-
tÆlÆsÆt patkÆny mellØkvese vØnÆs vØr aldosteron tartalmÆnak meghatÆrozÆsÆhoz. 

A jelen dolgozatban patkÆny mellØkvese vØnÆs vØr aldosteron tartal-
mÆnak radioimmunoassay módszerØvel törtØnı meghatÆrozÆsÆról szÆmolunk 
be. Élettani meggondolÆsok szüksØgessØ teszik a patkÆny fı glykocorticoid 
hormonjÆnak, a corticosteronnak pÆrhuzamos meghatÆrozÆsÆt is. KorÆbban 
módszert dolgoztunk ki (Spät Øs Józan, 1972) a peripheriÆs plasma corticosteron 
tartalmÆnak kompetitív fehØrje kötØses analysisØre, az aldosteron radioimmu-
noassay beÆllítÆsa sorÆn azonban korÆbbi módszerünket nØmileg módosíta-
nunk kellett. EzØrt az alÆbbiakban a corticosteron meghatÆrozÆs fıbb lØpØseit 
is leírjuk. 

A M a g y a r É l e t t a n i T Æ r s a s Æ g F a r k a s GØza e m l Ø k p Æ l y Æ z a t Æ r a 1973. mÆrc . 1-Øn be -
kü ldö t t d í j n y e r t e s p Æ l y a m ß . 
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Módszerek 

MellØkvese vØnÆs vØr gyßjtØse 

MellØkvese vØnÆs vØrt semiszintet ikus tÆp lÆ lØkon (Na + : 165 maeq/kg , K + : 150 maeq/kg) 
t a r to t t , n e m b u t Æ l l a l al tatot t h ím p a t k Æ n y o k b a n gyß j tö t tünk . Az I. kísØr letsorozatban (6 
darab, 205 �230 gramm sœlyœ p a t k Æ n y ) a g y ß j t Ø s t korÆbban leírt módszerünkkel (Spät Øs 
mtsai, 1967) vØgeztük . A II . k ísØr le tsorozatban (5 darab, 180 � 250 g ramm sœlyœ Ællat) a 
mellØkvese v Ø n Æ s vØrt Vogt : ( 1954) módszerØvel gyß j t ö t t ük . MindkØt kísØr letsorozatban a 
30. Øs 150. mÆsodperc között g y ß j t ö t t min tÆ t hasznÆl tuk fel hormon-meghatÆrozÆsra . 

KísØrleti anyagok 

Az ana l i t ika i tisztasÆgœ d ik lórmetÆnt , e thanol t , methanol t , toluolt , ch loroformot ’ 
hexÆnt, benzol t Øs formamidot Bush (1961) szerint t o v Æ b b t isz t í to t tuk. A florisilt (60/100 mesh) 
Rittel Øs mt sa i (1952) szerint t i s z t í to t tuk Øs ak t ivÆ l tuk . 

Az l - e s Øs 2-es szØnatomon tri t iÆl t a ldos teront (54 Ci/mmol, New England Nuclear , 
Boston, Mass.), ill. corticosteront (31 Ci/mmol, Radiochemical Centre, Amersham) vØkony-
rØteg k romatogrÆ f i Æva l t i sz t í to t tuk , ket tı, ill. nØgy hetenkØnt , chloroform-aceton-ecetsav 
(100 : 40 : 2,5) rendszerrel (Spät Øs Józan, 1972). A tr i t iÆl t szteroidok radiokØmiai t i sz tasÆgÆ t 
pap í rkromatogrÆf iÆsan ellenıriztük, Bush B5 Øs /vagy E-B Øs/vagy formamid-benzol rend-
szerben. 

Az üvegeszközöket k rómkØnsavva l vagy methanol lal mostuk. 

Extrakció 
Az ex t r akc ió elıtt, az anal i t ika i vesztesØg ellenırzØsØre, nyomjelzı mennyisØgß t r i t i Æ l t 

aldosteront Øs corticosteront a d t u n k a min tÆkhoz . A mintÆ t 20 vol. hideg d ik lórmetÆnnal 
ext rahÆl tuk. A diklórmetÆnos fÆz is t 0,8 vol 0,1 N NaOH-val , 0,8 vol 0,1 M ecetsavval, m a j d 
desztillÆlt vízzel mostuk. NÆt r iumszul fÆ tos szÆr í tÆs u tÆn az anyagot szilikonozott csıben, 
nitrogØn Æ r a m segítsØgØvel szÆrazra pÆroltuk. Az I. kísØrletsorozatban az apolÆris l ipideket 
70% methanol Øs toluol-hexÆn (1 : 9) között i part icionÆlÆssal t Ævol í to t tuk el. 

VØkonyrØteg kromatogrÆfia 

A cort icosteroidokat 0,3 m m vastag, 0 , 5 % Leuchtpigment (Riedel-de-Haen) t a r t a l m œ 
Kieselgel G r Ø t egen vÆlasztot tuk szØt. A lemezeket 110° C-on, 40 percig ak t ivÆ l tuk . A szÆrazra 
pÆrolt m i n t Æ k a t 0 ,05% ecetsavat ta r ta lmazó d ik lórmetÆnban v i t tük fel a rØtegre. A kroma-
togrammot chloroform-aceton-ecetsav (100 : 40 : 2,5) rendszerrel, sandwich technikÆval , 
12,5 cm m a g a s r a fu t t a t t uk . Az Æt lagos Rf Ø r t Økek a következık vo l tak : aldosteron: 0,2, 
corticosteron: 0,4, DOC: 0,6 Øs progesteron: 0,7. A szteroidokat pÆ rhuzamosan f u t t a t o t t s tan-
dardok UV absorp t ió ja (254 nm) a lap jÆn lokal izÆl tuk. Az aldosteronnak, ill. cor t icosteronnak 
megfelelı f o l t o k a t lekapartuk, eluÆlÆsukhoz 100/ í l 50% ethanolt Øs 2 X 1 ml chloroformot 
hasznÆltunk. A kombinÆl t szerves fÆzist szil ikonozott csıben, ni t rogØn a la t t bepÆrol tuk Øs 
szüksØg esetØn n Ø h Æ n y csepp toluol a la t t , �20° C-on tÆrol tuk. 

Az assay elıt t az aldosteront 1,1 ml e thano lban oldottuk. Ebbı l 0,25 ml-t visszanyerØs-
meghatÆrozÆs cØl jÆból 10 ml, P P O �POPOP-toluol-dioxÆn t a r t a lmœ szcintillÆló fo lyadØkba 
vi t tünk, míg egy 0,25 ml-es Øs egy 0,50 ml-es a l iquot assay-re kerül t . A cort icosteront diklór-
metÆn-methanol 1 : 1 arÆnyœ keverØkben eluÆl tuk. Az eluÆtum egy rØszØt visszanyerØs-meg-
hatÆrozÆsra, k Ø t egymÆstól eltØrı tØr fogatœ rØszØt pedig assay-hez hasznÆl tuk . E kØ t al iquot 
mennyisØgØt œ g y vÆlasztot tuk meg , hogy fe l tØ te lezet t corticosteron t a r t a lmuk a kal ibrÆciós 
görbe megbízha tó szakaszÆra essØk. 

Aldosteron assay 

Az aldosteron ellenanyagot dr. Sylvia A. S. Tait (The Middlesex Hospital 
Medical School, London) ajÆndØkozta, akinek ezœton is kifejezzük köszöne-
tünket. Az eredeti szØrumot (1 : 100 hígítÆs, 4% bovin serum albumint Øs 
0,1% nÆtriumazidot tartalmazó, pH 7-es 0,15 M foszfÆt pufferben) kisebb 
tØrfogatokra osztottuk, nitrogØn alatt ampullÆztuk Øs 20 °C-on tÆroltuk. 
Az 1 : 500 hígítÆsœ ,,munka"-törzsoldatot 4 °C-on tar tot tuk. 
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Az inkubÆló (kötı) oldat 1 : 100 000 rØsz serumot, 0,1% bovin serum 
albumint (Y. fractio, Calbiochem), 0,5% gamma globulint (HumÆn) Øs 0,1% 
NaN3-ot tar talmazott pH 8,0-as 0,05 M borÆt pufferben. A minta kivonatÆt, 
ill. a standardokat (0 800 pg) tartalmazó centrifuga csövekhez 5 000 dpm 
: íH-aldosteront adtunk. Az ethanolt nitrogØnnel elpÆroltuk Øs minden csıhöz 
250 pl inkubÆló oldatot adtunk. Harminc percig szobahımØrsØkleten, majd 
egy ØjszakÆn Æt 4 °C-on inkubÆltunk. 

A kötöt t Øs szabad aldosteron szØtvÆlasztÆsÆt a szteroid-protein komplex 
precipitÆciójÆval vØgeztük. A komplex disszociÆciójÆnak lassítÆsÆra a tovÆbbi 
mßveleteket 1 � 3 °C-on vØgeztük. A mintÆkhoz 250 pl hideg, tel í tet t ammo-
niumszulfÆtot adtunk. A csöveket örvØny-keverıvel (vortex) összerÆztuk, 
majd 5 000 g centrifugÆlis erıvel 2 percig centrifugÆltuk. A felülœszóból 
300 p)-t egy mÆsik centrifugacsıbe vi t tünk, az albumint Øs ammoniumszulfÆtot 
ethanollal precipitÆltuk, majd az alkoholos supernatanst tr i t ium leolvasÆs 
cØljÆból szcintillÆló folyadØkba vi t tük Æt (PPO �POPOP-toluol-dioxÆn). 

Corticosteron assay 

A kötı oldat 100 ml-enkØnt 2 - 4 p C i 3H-cort icosteront , 0,4 ml e thanol t Øs 2 ml egØr 
szØrumot t a r t a lmazo t t . (Az egØr szØrum olyan t ranscor t in t t a r t a lmaz , amelynek corticosteron-
kö tı specificitÆsa igen kedvezı (Murphy, 1967).) Az œn. prote in-mentes o ldat összetØtele 
ugyanilyen volt, de az szØrumot nem ta r t a lmazo t t . A dugós csövekben szÆrazra pÆrolt mintÆk-
ra , ill. s tandardokra 1 1 ml kötı o lda to t , kØ t üres csıre pedig 1 � 1 ml prote in-mentes oldatot 
mØr tünk . (A protein-mentes o lda t t a l a Florisil corticosteron-adsorbeÆló ak t iv i t Æ sÆ t kísØrlet-
sorozatonkØnt ellenırizhettük.) A csöveket 5 percig 38° C-on inkubÆ l tuk , m a j d jØgfürdıben 
l ehß tö t tük . 

A kö tö t t Øs szabad cort icosteron szØtvÆlasztÆsÆt a szabad hormon adszorbeÆlÆsÆval 
vØgeztük. A csövekhez 43 mg Florisilt ad tunk . 120 mÆsodperces intenzív rÆzÆs u t Æ n � mely 
a la t t a Florisil a szabad hormont adszorbeÆl ta � 3000 g-vel fØl percig cent r i fugÆl tuk (1° C) 
Øs 0,5 ml felülœszót közvetlenül 10 ml szcintillÆló oldatba (Bruno Øs Christian, 1961) v i t tünk Æt . 

A radioaktivitÆs meghatÆrozÆsa Øs szÆmolÆs 

A tr i t ium akt iv i tÆs t P a c k a r d g y Æ r t m Æ n y œ , 3375 vagy 3380 t ípusœ Tr icarb folyadØk-
szcintillÆciós spektromØterrel ha t Æ roz tuk meg. A mØrØsi idı 2 X 20 perc vol t (preset count : 
10 000). A mØrØs ha tÆs fokÆ t minden egyes mintÆnÆ l au tomata külsı s tandardizÆ lÆs segítsØgØvel 
Æ l lapí to t tuk meg Øs ennek a lap jÆn szÆmí to t tuk ki a minta abszolœt ak t iv i tÆsÆ t (dpm). 

A 3H-aldosteron szabad frakciójÆnak kiszÆmítÆsÆnÆl figyelembe vettük 
azt a tr i t ium aktivitÆst , amely a visszanyerØs-ellenırzØsbıl mazadt : 

szabad 3H-aldosteron (%) = 1 0 x S X 100, 
6 (T + q X R ) 

ahol S = 0,3 ml felülœszó abszolœt aktivitÆsa, T = 0,25 ml kötı oldat abszolœt 
aktivitÆsa, R = a vØkonyrØteg kromatogrÆfia u tÆn visszanyerØs-meghatÆ-
rozÆsra levett aliquot abszolœt aktivitÆsa Øs q faktor azt fejezi ki, hogy az 
assay-hez vet t aliquot hÆnyszorosa a visszanyerØs meghatÆrozÆsÆhoz vett 
aliquotnak. 

A kötöt t corticosteron frakció kiszÆmítÆsÆnÆl a fenti t ípusœ korrekción 
kívül figyelembe vettük a floiisil adszorpció hatÆsfokÆt is (Spät Øs Józan, 1972). 

3* OrvostudomÆny 24, 1973 
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_ J ? 9 
1. Æbra. Típusos aldosteron kalibrÆciós görbe . Abszcissza: bev i t t aldosteron (pg), ordinÆta : 

szabad 3 H-aldos teron (%) 

CiL 1 : l . i : i :� 
ö 10 20 30 ˜̨  

n g 

2. Æbra. Típusos corticosteron kalibrÆciós görbe. Abszcissza: bev i t t corticosteron (ng), ordinÆta : 
kö tö t t 3H-cort icosteron ( % ) 

Az egyes mintÆk abszolœt ak t iv i tÆsÆ t , a visszanyerØs mØr tØkØ t Øs a szabad, ill. kö tö t t 
hormonfrakc iók szÆzalØkos a rÆnyÆ t Hewle t t Packard 9100B típusœ asztali szÆmítógØppel 
szÆmoltuk ki. 

A kalibrÆciós görbØket oly módon szerkesztettük, liogy a hideg (standard) 
szteroid mennyisØgØvel szemben ÆbrÆzoltuk a szabad aldosteron (1. Æbra), 
ill. a kötöt t corticosteron (2. Æbra) szÆzalØkos arÆnyÆt. Az eredeti mintÆban 
levı hormonmennyisØg kiszÆmítÆsÆnÆl figyelembe vettük a mØrt analitikai 
vesztesØget, de nem korrigÆltunk a vakra. 

OrvostudomÆny 24, 1973 
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EredmØnyek 

Módszerünk megbízhatósÆgÆt annak pontossÆgÆval (accuracy), repro-
dukÆlhatósÆgÆval (precision), ØrzØkenysØgØvel Øs specificitÆsÆval jellemezhet-
jük. 

PontossÆg 

A módszer pontossÆgÆt (tehÆt annak mØrtØkØt, hogy a mØrt eredmØny 
hogyan egyezik a valódi ØrtØkkel) oly módon hatÆroztuk meg, hogy ismert 
mennyisØgß aldosteront Øs corticosteront adtunk 0,5 ml, albumin tartalmœ 
foszfÆt pufferhez Øs elvØgeztük a teljes analízist. A 0,5 Øs 2,7 nanogramm 
közötti tartomÆnyban a mØrt aldosteron (ng) = 1,036a; � 0,058, ahol x = 
bevitt aldosteron (ng). A 10-tßl 150 ng-ig terjedı sÆvban a mØrt corticos-
teron (ng) = 1,022a; -(- 2,786, ahol x = bevitt corticosteron (ng). (3. Øs 4. 
Æbra ) 

i 

» 0! 1 1 1 
0 1,0 2,0 30 

ng 

3. Æbra. Az aldosteron analízis pontossÆga. Abszcissza: bev i t t , ordinÆta : m Ø r t aldosteron (ng). 

4. Æbra. A cortisteron analízis pontossÆga. Abszcissza: b e v i t t , ordinÆta: m Ø r t corticosteron (ng). 

3* OrvostudomÆny 24, 1973 
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ReprodukÆlhatósÆg 

A módszer reprodukÆlhatósÆgÆt szintetikus szteroidokkal kiegØszített 
plasma-mintÆk ismØtelt analízisØvel ellenıriztük. Az Ætlagos variÆciós ko-
efficiens az aldosteron meghatÆrozÆsnÆl 13,1%, a corticosteronnÆl 7 ,3% volt 
(5. Æbra). 
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5. Æbra. A módszer reprodukÆlha tósÆga: p lasma-mintÆk ismØtelt analízisØnek eredmØnyei . 

Vak 

FØl milliliter, humÆn albumint tartalmazó foszfÆt puffer aldosteron 
tartalmÆt 91 + 25 pikogrammnak (S. E., n � 6), corticosteron tartalmÆt 
0,54 + 0,23 nanogrammnak (S. E., n = 8) hatÆroztuk meg. (Ezeket az ØrtØ-
keket az analitikai vesztesØg figyelembevØtelØvel szÆmítottuk ki.) 

ÉrzØkenysØg 

A mintÆban levı legkisebb mennyisØget, amely szignifikÆnsan külön-
bözik zØrótól, a vak felsı konfidencia limitje Øs a 2., ill. 3. ÆbrÆn szereplı reg-
ressziós egyenes pesszimÆlis konfidencia limitje alapjÆn szÆmítottuk ki. Esze-
rint az aldosteron meghatÆrozÆs ØrzØkenysØge kb. 0,3 ng, a corticosteronØ 
pedig 0,6 ng. 

SpecifitÆs 

Dr. G. Williams (Peter Bent Brigham Hospital, Boston, Mass.) vizs-
gÆlata szerint az Æltalunk hasznÆlt ellenanyag 1 %-nÆl kisebb kereszt reakciót 
mutatot t corticosteronnÆl, 18-hydroxy-corticosteronnal Øs 18-hydroxy-DOC-
kal szemben. A teljes analízis specificitÆsÆt sajÆt magunk œgy vizsgÆltuk, 
hogy 1 /ig corticosteront, vagy progesteront, vagy DOC-ot, vagy 5 fig aldo-
steront tartalmazó albuminos puffermintÆkat (n � 2) hatÆroztunk meg aldo-
steronra Øs corticosteronra. Az eredmØnyeket az I. tÆblÆzatban összegeztük. 

OrvostudomÆny 24, 1973 
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I. tÆblÆzat 

SpecificitÆs vizsgÆlat 

B e v i t t szteroid* 

MØrt 

B e v i t t szteroid* aldosteron 
(ng) 

corticosteron 

(-g) 

í corticosteron 0,06 
í DOC 0,16 2,9 
í „ progesteron 0,37 0 
5 aldosteron � 1,7 

* A szteroid s tandardoka t nem t i sz t í to t tuk . 

Hormon szekrØciós ØrtØkek 

Az I. kísØrletsorozatban a mellØkvese vØnÆs vØrt Spät Øs mtsai (1967) 
módszerØvel gyßjtöt tük. Az aldosteron szekrØciós ØrtØkek 0,38 Øs 2,23 ng/100 
g/min közØ estek (n = 5). A közös ketrecbıl egymÆs utÆn kivett Ællatok corti-
costeron szekrØciója folyamatosan emelkedett ( I I . tÆbl.). 

II. tÆblÆzat 

NormÆl, mßtött patkÆnyok aldosteron Øs corticosteron szekrØciója. 
A mellØkvese vØnÆs vØrt Spät Øs mtsai (1967) módszerØvel gyßjtöttük. 

Az a l t a t Æ s idıpontja 9,20 10,00 11,25 12,13 12,45 13,20 

Aldosteron (ng/100 g/min) 0,38 0,41 1 2,23 0,99 0,99 
Corticosteron (ng/100 g/min) 100 120 131 245 293 357 

Az elıbbi ØrtØkekhez hasonló aldosteron szekrØciót mØrtünk a II. kísØr-
letsorozatban (0,52 � 1,40 ng/100 g/min, n 5), ahol a vØrt Vogt (1954) 
módszerØvel gyßjtöttük. A corticosteron szekrØciós ØrtØkek 317 Øs 610 ng/100 
g/min közØ estek ( I I I . tÆbl.). 

III. tÆblÆzat 

NormÆl, mßtött patkÆnyok aldosteron Øs corticosteron szekrØciója. 
A mellØkvese vØnÆs vØrt Vogt (1954) módszerØvel gyßjtöttük. 

Az a l ta tÆs idıpontja 9,18 10,44 11,30 12,16 13,24 

Aldosteron 
(ng/100 g/min) 0,80 0,52 0,84 0,72 1,40 
Corticosteron 
(ng/100 g/min) 349 378 317 374 610 

3 * OrvostudomÆny 24, 1973 
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MegbeszØlØs 

Az eddig elıÆllított aldosteron ellenanyagok specificitÆsa ugyan ÆltalÆban 
igen jó; az aldosteront mindazonÆltal, elenyØszıen kis plasma-koncentrÆciója 
miat t , a többi corticosteroidtól az assay-t megelızıen el kell vÆlasztani. A 
megfelelı kromatogrÆfiÆs rendszer kivÆlasztÆsa az egØsz analízisnek talÆn 
legnehezebb feladata: a mÆs szempontból megfelelı kromatogrÆfiÆs rendszerhez 
hasznÆlt oldószerek gyakran megzavarjÆk a szteroid Øs a kötı fehØr je közötti 
egyensœly lØtrejöttØt (6. Æbra). Ember i plasma aldosteron t a r t a lmÆnak radio-
immunoassay meghatÆrozÆsÆhoz a szerzık többsØge (Bayard Øs mtsai , 1970; 

6. Æbra. A corticosteron assay-t megelızı formamid-benzol rendszerß papí rkromatogrÆf iÆból , 
egy par t ic iós t ípusœ t i sz t í tÆs u t Æn n y o m o k b a n visszamaradó formamid h a t Æ s a az assay-re. 
Abszcissza: az assay-csı corticosteron t a r t a l m a , x-szel a s t anda rd cor t icos teront jelöltük 
(kalibrÆciós görbe) A körök vonatkoznak a kromatografÆ l t mintÆkra , ezek mennyisØgØt a 
ki indulÆsi mennyisØg Øs a m Ø r t visszanyerØs a lap jÆn szÆmí to t tuk ki. OrdinÆta : k ö t ö t t 3H-cor-

ticosteron (%) . (A kötı oldat 2 , 5 % egØr szØrumot t a r t a lmazot t . ) 

Banks Øs mtsai, 1971; Underwood Øs Williams. 1972; Ito Øs mtsai, 1972) papír -
kromatogrÆfiÆt hasznÆl. Mayes Øs mtsai (1970) a papírkromatogrÆfia elıtt, 
a vak csökkentØse cØljÆból, oszlopon is kromatografÆlnak. Ito Øs mtsai (1972) 
Sephadex LH20-as oszlopkromatogrÆfia sikeres hasznÆlatÆról szÆmoltak be. 

Az Æltalunk kidolgozott vØkonyrØteg kromatogrÆfiÆs rendszer a patkÆny 
mellØkvese Æltal szekretÆlt szteroidokat jól szØtvÆlasztja Øs egyenletes futÆst 
biztosít. A foltokat UY fØnyben lokalizÆlt, pÆrhuzamosan fu t t a to t t standardok 
alapjÆn kapar juk le. Ily módon a chromatogram scanner hasznÆlata nem szük-
sØges. Irodalmi adatok szerint ( M u r p h y , 1970; Vermeulen Øs Verdonck, 1970 stb.) 
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szteroidok kompetitív fehØrje kötØses analízisØben papírkromatogrÆfiÆs 
szØtvÆlasztÆssal alacsonyabb vak ØrtØkek nyerhetık, mint vØkonyrØteggel. 
A megbízhatóbb lokalizÆció Øs a könnyebb kezelhetısØg miatt vÆlasztottuk 
mØgis a vØkonyrØteg kromatogrÆfiÆt a szteroidok szØtvÆlasztÆsÆra. Frissen 
desztillÆlt szerves oldószerekkel Øs 1/200 000 rØsz szØrumot tartalmazó kötı 
oldattal sikerült az aldosteron vak ØrtØkØt ismØtelhetıen 20 pikogramm körüli 
ØrtØkre csökkentenünk. Ha a vØkonyrØteg kromatogrÆfia E 2 B típusœ papír-
kromatogrÆfiÆs szØtvÆlasztÆst, ill. a vØkonyrØteg utÆn mØg kovasavas oszlop-
kromatogrÆfiÆs tisztítÆst is vØgeztünk, a vak ØrtØkØt alacsonyabb ØrtØkre 
leszorítanunk mÆr nem sikerült. 

7. Æbra. Az assay elıtt a lkalmazot t methanol h a t Æ s a az aldosteron assay-re . A min t Æ t diklór-
metÆn-methano l (1 : 1) keverØkkel v i t t ü k a rØtegre, m a j d a k romatogrÆ f i a u tÆni szÆraz mara -
dØkot ugyanebben az oldószerben v i t t ü k Æt az assay-csövekbe. Abszcissza: az assay-csı aldo-
steron t a r t a lma (x = s tandard, kör a szÆmítot t Ø r t Øk [1. 6. Æbra m a g y a r Æ z a t Æ t !]). (A szabad 

Øs kö tö t t aldosteron szeparÆlÆsa toluolos extrakcióval t ö r t Øn t . ) 

Módszerünk megbízhatósÆgÆnak elıfeltØtelei a következık: 
1. a tritiÆlt szteroidok megfelelı tisztítÆsa, enØlkül a visszanyerØst 

könnyen alulØrtØkeljük; 
2. a szerves oldószerek intenzív tisztítÆsa. Az elıbbiekben említett 20 pg-

os vakot pl. csak œgy tudtuk elØrni, hogy a szerves oldószerek közül addig 
egyedül nem tisztított ethanolt (p. a.) is intenzíven tovÆbb tisztítottuk; 

3. az aldosteron analízisben a methanol elhagyÆsa a szÆrazra pÆrlÆssal 
jÆró lØpØsek elıtt. Ellenkezı esetben az aldosteron jelentıs rØsze az eljÆrÆs 
sorÆn Ætalakul Øs a szokÆsos koncentrÆcióban nem tudja a tritiÆlt aldosteront 
a receptorról leszorítani (7. Æbra). 

4. a szÆrazra pÆrlÆshoz szilikonozott csöveket kell hasznÆlni, ez csökkenti 
az adszorpcióból eredı vesztesØget Øs talÆn az üvegfelületen bekövetkezı 
kØmiai ÆtalakulÆsok mØrtØkØt is; 

5. az extrakció sorÆn alkalmazott lœgot tökØletesen el kell tÆvolítani. 
EnØlkül a bepÆrlÆs sorÆn keletkezı erısen lœgos közegben a szteroid kettes Øs 

3* OrvostudomÆny 24, 1973 



2 9 8 SP˜T A N D R ` S 

IV. 

Aldosteron Øs corticosteron 

TÆplÆlØk 

Szerzı N e m » Testsœly (g) 
Na+ K + 

AltatÆs 

maeq/kg maeq/kg 

Eilers Øs Peterson, 1964 n 1 7 5 - 2 0 0 aether 
Cade Øs Perenich, 1965 h � 293 � aether 
Palmore Øs Mulrow, 1967 h 1 5 0 - 2 0 0 103 114 -

Dufau Øs Kliman, 1968 h 3 5 0 - 4 5 0 8,5(?) � nembutal 
Kinson Øs Singer, 1969 h 1 6 8 - 2 4 0 67 45 aether�nembutal 
Abbo t t Øs mtsai , 1972 h 4 0 0 - 5 2 8 220 250 nembutal 
Melby Øs mtsai, **1972 n 1 8 0 - 2 0 0 � � nembutal 

sajÆt mØrØs 
I. kísØrlet h 205�230 165 150 nembutal 

I I . kísØrlet h 1 8 0 - 2 5 0 165 150 nembutal 

* n = nıs tØny , h = hím 
** Aldosteron analízis radio immunoassay-vel. A technika rØszletei mØg nem elØrhetıek. 

hÆrmas szØnatomjÆn enol-keto tautomØria lØphet fel, a tr i t ium stabil protonra 
cserØlıdik ki Øs ezØrt a visszanyerØst alulØrtØkeljük. 

6. a tritium-mØrØsi hibÆk minimalizÆlÆsa ØrdekØben el kell kerülni a 
szcintillÆló oldatban bekövetkezı kicsapódÆsokat. MódszerünknØl az albumin 
Øs az ammónium szulfÆt csapódnØk ki a szcintillÆló oldatban. Az elızetes 
alkoholos precipitÆlÆs ezt a problØmÆt relatíve egyszerßen Øs a külföldi szolu-
bilizÆló vegyszerek hasznÆlatÆnÆl olcsóbban küszöbölte ki. 

Az 1/200 000 rØsz szØrumot tartalmazó inkubÆló oldat hasznÆlata esetØn 
kifogÆstalan kalibrÆciós görbØket nyertünk a 0�150 pikogrammos tartomÆny-
ban, de e fenti szempontok betartÆsa esetØn sem tudtuk az analízis pontossÆgÆt 
(50 � 350 pg között) reprodukÆlhatóan biztosítani. EzØrt tØrtünk Æt e , t œ l -
ØrzØkeny" kötı oldat hasznÆlatÆról a jelenlegi, 1/100 000 rØszt tartalmazó 
oldat hasznÆlatÆra. Az így elØrt pontossÆg Øs reprodukÆlhatósÆg az irodalmi 
adatokkal megegyezik. A vak ØrtØke magasabb, mint amilyenrıl Mayes Øs 
mtsai (1970), Banks Øs mtsai (1971), Underwood Øs Williams (1972), valamint 
Ito Øs mtsai (1972) beszÆmoltak Øs megegyezik Bayard Øs mtsai (1970) ØrtØkei-
vel E vak mØg mindig kellıen alacsony ahhoz, hogy a patkÆny mellØkvese 
vØnÆs vØrt megbízhatóan analizÆlhassuk. 

Az in vivo hormon szekrØciót kØtfØle vØrgyßjtØsi mód alkalmazÆsÆval is 
vizsgÆltuk. A kØt sorozatban lØnyegØben azonos aldosteron szekrØciós ØrtØkeket 
mØrtünk. Különbözı laboratóriumokban, kettıs izotóp derivativ technikÆval 
mØrt aldosteron szekrØciós ØrtØkeket gyßjtöt tünk össze a IV. tÆblÆzatban. 
Mi ezen adatok többsØgØnØl nØmileg alacsonyabb ØrtØkeket mØrtünk. Ennek 
oka valószínßleg az, hogy az Æltalunk alkalmazott igen rövid (2 perces) vØr-
gyßjtØssel sikerült az aldosteron szekrØciót alapszinten tar tanunk. Az aldos-
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tÆblÆzat 

szekrØció a patkÆnyban (Ætlag – S. E.) 

VØrÆramlÆs 
iUl/min 

Minta 

Aldosteron Corticosteron 
VØrÆramlÆs 

iUl/min 
Minta 

ng/min ng/I00 g/min ng/min ng/100 g/min 

90 vØr 2 ,20+0 ,23 1000 + 110 
2 1 0 – 3 0 vØr 3 , 3 – 0 , 6 630 + 80 

� plasma 4,0 – 0 , 5 � III.in ’dl � 

1 6 - 3 0 vØr 2 , 2 – 0 , 5 4 � 220 + 36 � 

8 0 - 2 7 0 vØr � 1,57–0,37 � 518 + 23 
� plasma 2 ,82–0,19 � 5 8 3 + 9 4 � 

� plasma 0 ,84–0 ,09 � 440 + 30 � 

5 7 - 2 3 7 vØr 2 ,10–0 ,68 1 ,00–0,34 2 1 1 - 8 2 1 1 0 0 - 3 5 7 
1 0 5 - 4 2 0 vØr 1,78 – 0 , 2 3 0,86 – 0 , 1 3 6 8 0 - 1 0 9 9 3 1 7 - 6 1 0 

teron szekrØció mØrtØkØt termØszetesen mÆs tØnyezık is befolyÆsolhatjÆk 
(nÆtrium Øs kÆlium bevitel, altatÆs módja, stb.). 

A corticosteron szekrØciós ØrtØkeink az irodalmi range-be esnek. 

ÖsszefoglalÆs 

Módszert ismertetünk patkÆny mellØkvese vØnÆs vØr aldosteron Øs 
corticosteron tartalmÆnak egyidejß meghatÆrozÆsÆra. Az extrakciót Øs vØkony-
rØteg kromatogrÆfiÆs szØtvÆlasztÆst követıen az aldosteront radioimmuno-
assay-vel, a corticosteront kompetitív fehØrje kötØses módszerrel hatÆrozzuk 
meg. Az aldosteron (0,5 2,7 nanogramm) Øs a corticosteron (10 150 nano-
gramm) analízis pontossÆga közel 100%. A módszer megbízhatósÆgÆt a meg-
felelı reprodukÆlhatósÆg, ØrzØkenysØg Øs fajlagossÆg is jellemzi. RØszletesen 
ismertettük a megbízható analízis elıfeltØteleit. Módszerünk alkalmas az egy 
perc alatt gyßjtöt t mellØkvese vØnÆs vØr hormon-tartalmÆnak meghatÆro-
zÆsÆra. 
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9100B computer hasznÆlatÆØrt dr. TarjÆn Imre Øs dr. TurchÆnyi György pro-
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