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SAT"IENVATTING

Bij de ponstyplstes van het Codeercentrum ln Den Haag (cdcGv) werd in de

periode van 1 tot 17 mei 1973 de uitscheldlng nagegaan van een zevental
variabelen van de mono-aminen-stofwlsseLing in de urlne.
Onderzocht werd of de hypothese, dat er verschlllen tussen ochtend- en

mlddaguitseheiding zou bestaao, bevestlgd kon worden. Dlt zou mogelljk
kunnen betekenen dat de "vermoeidheld" in de loop van de dag toenam. Er
werden evenwel geen duidelijke versphlllen gevonden.

Deze varlabelen, op deze wijze verkregenr geVen geen duldelijke signale-
ring van verschl1len. Voer de werkomstandigheden zoals bij de codeer-
sters, llJkt deze methodlek geen lndicator op te leveren voor de slgna-
lering van vermoeidheid.
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1. INLEIDING EN VRAAGSTELL]NG

Fysiologische stressverschijnselen kunnen worden veroorzaakt door een

grote verscheidenheid van factoren, die zowel fysiek a1s psychisch van

aard kunnen zijn. Het is daarom van belang om over indicatoren te be-

schikken, die aangeven of en in welke mate een potentiSle stressor ook

werkelijk een effect veroorzaakt.
De basis voor het moderne stressconcept werd vooral gelegd door Cannon

& Se1ye. Terwijl Cannon de aandacht vestigde op het bljniermergsysteem,
gaf Selye het belang aan van hypofysebijniersehorsregeling. Reeds aan

het begin van deze eeuw kwam het bijniermerg als eerste endocriene re-
gelsysteem in de belangstelling te staan en werd het experimenteel be-

studeerd in verband met een mogelijk effect van emotionele factoren op

de regulatie. Zo vermeldden Cannon & de la Paz (11 in 1911, dat bij een

kat, bang gemaakt door een blaffende hond, duidelijk aantoonbare hoeveel-

heden adrenaline in het bloed van de vena cava inferior aanwezig waren,

terwijl onder basale condlties hierin geen adrenaline was aan te tonen.
fn hetzelfde jaar toonde men ook aan (2), dat een kat, die opgewonden

raakt, hetzij doordat hlj voor het eerst ln een kooi wordt opgesloten,

hetzij door een blaffende hond, een glycosurie vertoont. Geadrenalecto-

miseerde dieren vertoonden deze respons nlet. l'lede op grond van deze ex-

perimenten kwam Cannon al in 1914 tot de conclusie dat het vrijkomen van

adrenaline en de daaropvolgende metabolische consequenties, het organisme

in staat stelt meer efficiSnt te reageren in situaties waarbij angst,

wqede of pijn is betrokken.

Een overzicht van het werk verricht op het gebied van bijniermerg gedu-

rende de eerste decennia van deze eeuw geeft het boek van Cannon (31:

"Bodily changes in pain, hunger, fear and rage". Evenzo wordt op het ge-

bied van de bijnierschors een overzicht gegeven door het boek van Selye
(41: "The physiology and pathology of exposure to stress".
Een dlfferentiatie van responsen is waarneembaar, zowel tussen de syste-
men aLsook binnen de systemen. De ene factor zal meer het ene systeem

beinvloeden, een andere factor meer het andere systeem. Men heeft dit in
vele experimenten kunnen constateren, met name voor wat betreft de dif-
ferentiatie tussen een verhoogde ultschelding van adrenaline en noradre-

naline heeft men veel gegevens verzameld. Reeds in de jaren voor 1955

zag men in dat adrenaline en noradrenaline respons selectief gerelateerd

kunnen zijn aan verschlllende emotionele stimuli. Een paar voorbeelden

uit de literatuur wil ik hierbij aanhalen uit de overzichtsartikelen van
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Von Euler (5J en lvlason (6). Zo veroorzaakt "emotional discomfort" met

name een sterke verhoging van de adrenalineproductie. lvlen vond bijvoor-
beeld een sterke anticipatiestress bij astronauten, gepaard gaande met

een verhoogde adrenaline-uitschelding. lvleer specifiek werkend op de nor-

adrenaline-uitscheiding is bijvoorbeeld de belasting van het circula-
toire systeem. Men vindt zo een drievoudige toename in noradrenaline-

uitscheiding bij rechtopstaan ten. opzichte van een liggende houding,

terwijl zware splerarbeld zelfs tot een 20-30-voudige toename leidt. 0ok

centrifugebelasting van enkele g's bij astronauten veroorzaakt een ver-

hoogde noradrenaline-uitscheiding.
Bfj luchttransporten van militairen vond men een selectieve toename in

uitscheiding van adrenaline, zonder noemenswaardige verandering in de

noradrenaline-uitscheiding. De piloten echter gaven een toename in uit-
scheiding te zien van beide componenten tijdens de vlucht.
In het algemeen zou men kunnen zeggen dat de respons voor wat betreft
fysieke stress voornameLijk vla de bijnierschors gaat, terwiil meer psy-

chogene factoren de adrenaline- en noradrenaline-uitscheiding beinvloedt.

Een verhoogde adrenallne-uitscheiding zal voornamelijk optreden blj situ-
atj-es die gekenmerkt worden door onzekerheid, nieuwheid en verandering,

dit effect zat verminderen met toenemende gewenning en geoefendheid,

waardoor men de opgelegde situatie "meester" wordt. De noradrenaline-uit-
schelding za1 met name verhoogd worden in situaties waarin het subject

zelf nauwelljks enige invloed kan uitoefenen en passief (moet) blijven.
Overigens ligt de situatle in de praktijk lang niet altijd zo eenvoudig

als hierboven globaal wordt weergegeven. Zo vindt men bij een stress van

meer fysieke aard, als verbrandingen, ook een sterk verhoogde adrenaline-

uitscheiding en ook een verhoogde noradrenaline-uitschelding (11). Ook

een gebrek aan stlmuli, bijvoorbeeld de vigilantietaak bij sterk geautoma-

tiseerde fabrieken, veroorzaakt een duidelijke stijging van zowel A- als

NA-uitscheiding (S, 12). Ook de gemoedstoestand is van belang, bij anti-
cipatie vindt men een duldelijke A-verhoging (131. Men zal overigens niet
alleen een verhoogde uitscheiding vinden bij onaangename stimuli, zo vond

men (7,8) ook een verhoogde adrenaline-uitscheiding bij het kijken naar

zowel komische a1s agressie-oproepende films, terwijl een rustige natuur-

fil-m het tegenovergestelde effect te zien geeft. Gezien dit voorgaande

kan men waarschijnlljk beter spreken van arousal dan van stress.

0m de situatie nog ingewikkelder te maken moet men ook rekening houden

met sterke indivlduele verschillen, men vindt bijvoorbeeld een positieve

relatie van de catecholamine-uitscheiding met de mentale efficiency bij
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lage of middelmatige arousal t12,14,151. Daarnaast moet men nog reke-

ning houden nlet al1een met het normale dagritme in de uitschelding
('16), maar ook met het feit dat blJ ochtendmensen voor wat betreft de A-

ultscheiding's morgens hoog ligt en evenzo de avondmensen's avonds,

terwijl voor NA geen duldelijk verschil wordt gevonden U7),
Terwijl nu bljna alle geproduceerde adrenaline in het llchaam van de

bijnlermerg afkomstig is Ihoewe] ook kleine hoeveelheden door de chro-

maffine cellen van andere organen geproduceerd wordenJ ligt dit voor

noradrenaline geheel anders. Een deel van de geproduceerde noradrenaline
komt inderdaad ook van het bijniermerg, maar daarnaast is een groot deel
van het eirculerende noradrenallne vrljgekomen als neurotransmlttor bij
de sympathlsche zenuwultelnden. Nu zal ook de "vuringsfrequentie" van

deze zenuwulteinden. Nu zal ook de "vuringsfrequentie" van deze zenuw-

ultelnden bij stress verhoogd zijn, wat men met proefdieren heeft kunnen

aantonen. flen kan namelljk de "turnover" van de verschlllende "neuro-
transmlttors" bepalen doordat men de depletlesnelheid meet biJ geremde

synthese. Zo vond men blj uitputtingsstress Igedwongen rennen] bj.J rat-
ten een verhoogde noradrenaline release, gepaard gaande met een versnel-
de aanmaak van nieuw NA (181. Ook proeven met verschillende groepen mui-

zen, nameliJk gelsoleerde, in groepsverband levende en geisoleerd opge-

groeide mulzen, die daarna bij elkaar werden gezet, lieten een toenemen-

de turnover-snelheid voor NA zien in de volgorde geisoleerd, samenle-

vend, geisoleerd en later samengebracht (1S1.

Het is dus van belang te weten of de verhoging van het NA te wljten is
aan een verhoogde zenuwactiviteit of aan een verhoogde bijnieractlvi-
teit. Nu is het zo dat van de geproduceerde hoeveelheden A en NA slechts
een uiterst gering deel (enkele 2.) onveranderd in de urine wordt uitge-
scheiden, terwljl verreweg het grootste deel in de vorm van metabolteten
de urine bereikt. Daar nu de enzymsystbmen die hiervoor verantwoordelljk
zljn nogal verschlllend in actlvlteit (kunnen) zijn ln de verschillende
organen (hersenen versus leverJ kan men in princlpe door onderscheld te
maken tussen de uitgeschelden hoeveelheden van de metabolleten de oor-
sprong van het effect achterhalen. Zo zal in de hersenen door het aanwa-

zlge monoaminooxydase (|YAO) een andere metabolisatleroute de voorkeur
hebben als in de lever waar voornamelljk catechol-o-methyltransferase
(C0NT) aanwezlg is.
Een en ander wordt in figuur 1 verduidelljkt. l'len ziet een vrij ingewik-
keld verband, waarblJ niet a1leen verschlllende metabolieten uit 66n

precursor kunnen voortkomen, maar waarln ook 66n metaboliet uit ver-
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schillende preeursors kan zijn ontstaan. Toch komt met name als repre-
sentant van het ln de hersenen gevormde NA het 3-methoxy-4-hydrocyphe-

ny1g1yco1 (I4HPG) naar voren (2O, 21). Zo is aangetoond dat wIHPG het

voornaamste eindproduct is van het metabolisme van NA in de hersenen bij
verschillende dieren (22, 23, 24). ['len beschrijft dat althans bij de

hond 50-60% van het endogeen in de hersenen gevormde NA ats MHPG wordt

uitgescheiden, terwijl het in de urine gevonden MHPG voor + 252 vanuit de

hersenen afkomstig.NA is. Dit is vergeleken met de + 1% van Vl'{A (vanil-
lylamandelzuurJ erg hoog.

Gezien nu de differentiatie in respons, afhankelijk van de stressor is
het moeilljk aan te geven wat de beste index is in een bepaalde situa-
tie. Uit een pilotonderzoek, door ons verricht bij de NS, bij ponstypis-
tes leken de catecholaminen een betere index te vormen dan de cortico-
steroiden, zoals in tabel '1 te zien is.

Tabel 1

Naam Verhouding uitschelding m/o van A NA s teroiden

1G
2Z
3N
4V
5R
6N
7J
8 deV

SB
10 vD

11 R

12K
13 L-R

7 ,33

2,25

2,50

1 ,50

1 ,50

I ,20

1,36

1,13

1 ,03

o,76

o,82

0,81

o,79

4,15

2,08

1,05

1,53

1,63

1 ,42

1,20

0,66

1,O2

o,82

1,og

0,86

0 .67

1,85

1,05

1,06

1,2D

'1,05

1 ,00

0, 9,1

o,97

0,gg

1 ,31

0 ,93

0,80

0 ,65

rn dit onderzoek is de uitschelding in de urine gemeten bij een 13-ta1
meisjes van zowel corticosteroiden (bijnierschors) als adrenaline en

noradrenaline (bijniermerg + hersenenJ. Elke pp diende als haar eigen
controLe, doordat de middaguitschelding werd vergeleken met de ochtend-
uitscheiding. Gezien het biologisch ritme, waardoor men een lagere mid-
daguitscheiding (m) zal verwachten dan gedurende de ochtend (o) zal een
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verhoudin g n/o >1 wlJzen ln de rlchtlng van een stress-situatle. Immers

een dergellJke sltuatle za1 1n de mtddag hardar aankomen dan ln de och-

tend, wanneer men nog "fris" is. lvlen zlet tn deze groep een goede Kwall-

tatleve overeenstemmlng tussen'de verFchlllende componenten (de ultkom-

sten met een lets tegengestelde nelglng ziJn onderstreept). 0p grond van

deze waarnemlngen kan men de pp'S ruwweg in twee groepen verdelen (nl.

"low tolerance" en "hlgh toLerance"J.0p basls van deze hypothese zal

men verwaehten dat biJ een vartatie van de taakbelasting ook het aantal

personen met een ratlo >1 zal varlEren.

Daarbij verdlent het de voorkeur gezien de differentiatie ln respons met

Ben zo breed mogellJke zeef te werken, d.w.z, zoveel mogeltik verschll-
lende metabolieten te bepalen, daar ook bij deze speclfieke taak een

aantal faetoren za1 samenwerken, zodal op verschlllende plaatsen ln het

llchaam een verhoogde respons i.c. een verhoogde productie kan optreden.
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2, PRACTISCHE UITVOERING

2.1 Urinesampling

Urinesamples zijn verzameld gedurende 6 van de 12 proefdageh, F1.z 2/5,
4/5,8/5,10/5,15/5,17/5 (genummerd I t/m VI). 0m de natuurlijke werk-

situatie zo weinig mogelijk te verstoren ls niet strak vastgehouden aan

geliJke sampleti.jden. In de praktljk blijken veel proefpersonen vergis-
singen te begaan bij de urlnesampling (men vergeet het te verzamelen),
waarvoor men zlch bovendien schaamt ze te bekennen, laat staan dit te
melden. Daarom werd besloten dat gedurende deze zes dagen mej. P. Los

(analyste NIPGI toezicht zou houden teneinde een betrouwbare sampling te
garanderen. De periode van de ochtendsampllng liep vanaf het opstaan
(volgens opgave van de pp) tot een geschikt tijdstip waarin de pp zelf
een natuurlijke aandrang voelde. De middagperiode liep vanaf deze tijd
tot het laatste gereglstreerde toiletbezoek. Hierdoor konden de periodes

nogal variEren en zal meestaL de mlddagsampling zich lang niet tot het

einde van de werktijd uitstrekken. Daar de samenwerklng op strikt vrij-
wi111ge basis geschledde kon niet steeds dezelfde populatie gesampled

worden. In totaal werden urines verzameld van 19 meisjes, waarvan bij'10
meisjes gedurende 4 of meer dagen. Dlt wordt weergegeven in tabel 3,

terwijl tevens voor iedere individuele proefpersoon de tijdsperiode van

e1k sample wordt weergegeven. Iedere avond werden de volumina gemeten en

de urines (of een gedeelte hiervan) bij -2Oo C lngevroren tot het tijd-
stip van de bepaling. Bepaald werd:

A. 3-methoxy-4-hydroxyphenylethanol

3-meth oxy- 4- hyd roxypheny 1g1y co1

3, 4-dihydroxyphenylglycol
vani11y1 amandelzuur

B. 5-hydroxyindolazljnzuur (5HIAAl

een neurotransmlttor)
C. de A- en NA-uitscheldlng zelf ln

a1s metabolieten van A
en NA

( I4HPE )

( I''IHPG)

( DHPG ]

(VMA)

a1s metaboliet van serotonlne (ook

de urine.

2.2 De bepallng van enkele phenylalcoholen

Hiervoor 1s door ons een bepallng ontwlkkeld, uitgaande van het werk van

Deklrmenjian & l'laas 125). Zlj berust hierop, dat eerst blj pH 6-6,5 even-

tuele conjugaten worden gehydrolyseerd met B-glr.rcuronidase. Daarna wordt
geExtraheerd met een ethylacetaat/isopropanol mengsel. De organlsche
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laag wordt met een alkalische waterlaag uitgewassen en gedroogd. Na 1n-

dampen en opnemen ln een kleln volume ethanol wordt een deel opgelost ln

dimethylformamide, een interne standaard toegevoegd en geslleerd met N0,

-Bis (trimethylsilyl)-acetamlde (BSA). Het mengsel wordt dan gaschroma-

tografisch gescheiden en geanalyseerd. Hiervoor is een nleuwe techniek

gebruikt, namelljk capillalr-g1as GLC (261. Daar de recoveries van toe-

gevoegde standaards nogal uiteenliepen voor de verschlllende urines
(hoewel vrijwel constant voor 66n urineJ, een verschljnsel dat wel meer

wordt waargenomen bij ingewikkelde mengseLs, moest voor elke bepallng er

66n extra bijkomen met een toegevoegde bekende hoeveelheid standaards.

Daar bovendien a1le bepalingen ln duplo werden uitgevoerd, en de ultkom-

sten niet meer dan 10? mochten verschlllen, moesten voor elke onder het

hoofdstuK resultaten vermelde waarde in werkelijkheid tenminste vier be-

palingen worden uitgevoerd. Een voorbeeld van een dergelijk gaschromato-

gram wordt gegeven in figuur 2.

2.2.1 ArclyrsyegrgeltU!

Na ontdooien en op kamertemperatuur brengen van het urinemonster pipet-

teert men 4 x',l0 ml af 1n buizen van 25 mI met ingeslepen stop. De pH

van de urine in de buizen wordt op 6-6,5 gebracht met 1 N HCl of met 1 N

NaOH. Daarna a.an a1le buizen toevoegen 0,1 mI B-glucuronidase-sulfatase
(uit Helixpomatia, Slgma 139000 Fishman units/m1J, goed mengen en de

buizen gedurende 24 uur bij 37o C lncuberen. Daarna aan 2 van de 4 bui-
zen toevoegen 30 Ug van resp. [V]HPE, l"lHPG en DHPG en aan alle buizen 6 gr

(NH4l Z SOq. Nu alle buizen schudden met 12,5 ml ethylacetaat/isopropanol
(421) gedurende 10 mlnuten in de schudmachine, daarna 5 minuten centri-
fugeren. De bovenstaande (organische) laag overbrengen in een 50 ml buis

(slijpstukken). Nog 2 x extraheren met 12,5 m1 ethylacetaat/isopropanol

en de extracten combineren. Het samengevoegde extract wassen met 2,5 ml

1 I/l. KHCO^ door eerst 5 minuten schudden, dan 5 minuten
J

centrifugeren. De onderstaande vloeistoflaag verwijderen en aan de orga-

nlsehe laag een mespunt NarS0O toevoegen om de laatste sporen water te

verwijderen en even krachtlg schudden. Na 10 mlnuten staan ln de koude

wordt de vloeistof vla een filter overgebracht in een kolf van 100 ml.

De buis wassen met 5 m1 ethylacetaat/isopropanol en dit ook door het

fllter spoelen. Dan het filter nog eens met 5 m1 naspoelen. De inhoud

van de kolf op een rotavapor droogdampen, dan de wanden spoelen met 2 m1
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Figuur 2

Chromatogram van een urine (extract).
Geinjeeteerd O,2 tl op Ben kolom van 26 m lang
bij 0,3 nm inwerdige doorsnee gecoat met SE-52.

Temperatuur- progranmering :

beginnend met 6 minuten isotherm op 1450C,

daarna 2 /nj.n stijgend tot 22O0C,

daarna isotherm blijvend op 2ZO0C gedurende 4 mi.nuten.

1 = 4-hydroxy-3-methoxyphenylethanol

2 = 4-hydroxy-3-methoxyphenylglycol

3 = 3, 4-dihydroxyphenylglycol
4 = eicosane (internal standard)
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ethanol en opnieuw droogdampen. Het residu in de kolf wordt met 3 x A'7

mI ethanol overgebracht ln een buis van 10 ml met ingeslepen stop en

weer ingedampt. De buis goed afsluiten en in diepvries bewaren tot ver-

der opwerken.

Aan de buis wordt toegevoegd 0,2 m! van een oplossing van 200 Uglml ei-
cosaan (inwendige standaardJ in dimethylformamide en 0,1 mI BSA. Na goed

mengen van de stevig afgesloten buis wordt deze gedurende 75 minuten bij
een temperatuur van 55o C geplaatst. Hieruit wordt 0,2 U1 geinjecteerd

op de gaschromatograaf. Opmeten van de piekoppervlakken en omrekenen

naar een standaard eicos-aanoppervlak geeft een vergelijklng van de hoe-

veelheid oorspronkelijk in de urine aanwezige component en de bekende

toegevoegde hoeveelheid. Hieruit is dan de uitscheiding per uur te bere-

kenen.

2.3 De bepaling van 5-hydroxy-indolazijnzuur (HfAA)

Hierbij is het voorschrift van Goldenberg 127 ) gevolgd.

De bepaling berust hierop, dat in zuur milieu het HIAA met ethylacetaat

wordt geiixtraheerd, dat daarna in neutraal milieu weer in de waterfase

wordt overgebracht. Het wordt dan met behulp van nitrosonaphtol en na-

triumnitriet 1n zuur milieu omgezet in een paarsblauw chromofoor, dat

daarna met mercapto-ethanol wordt gereduceerd tot een blauw complex, wat

stabi.eler is en ongeveer 2 x zo grote extinctie heeft. Bovendien ver-

dwijnen de gekleurde verbindingen van reactieve phenolen en van indol-
azijnzuur. De kleurintensiteit wordt gemeten bij 590 nm en vergeleken

met die van een standaardoplossing, waardoor de concentratie en daaruit

de uitscheidingssnelheid berekend kan worden. Ook deze bepaling wordt

standaard in duplo uitgevoerd.

2.3. 1 . 4Delvscvggr!9!rrf!

5 m1 urine (5 mI aqua bidest. voor blancowaarden, 5 mI standaardoplos-

sing 10 uglml) wordt geExtraheerd met 10 ml ethylacetaat, nadat eerst

4 gr NaCE en 0,5 mI gec. HCE zijn toegevoegd. Na ongeveer 5 minuten

schudden en 2 minuten centrifugeren wordt de bovenlaag afgepipetteerd,
waarna met 5 m1 ethylacetaat de waterige fase nog eens geExtraheerd

wordt. De gecombineerde extracten worden ingedampt en met 5 mI Etac.

overgebracht in een buis van 25 mI (slijpstukkenl. Nu wordt 3 mI van
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een fosfaatbufferoplossing pHZ toegevoegd (5 gr KH2P04 + 16,62 gr
NarHPOo,7H2o per liter Hza), geschud en gecentrifugeerd. De organische
fase wordt afgezogen en aan 2 ml van de waterige fase wordt toegevoegd

0,5 ml nitrosonaphtol en 1 mI zuurnitriet (2,5 gr NaN0, + 25 ml 1 N HCl

in 100 ml HrO), na schudden wordt gedurende 5 minuten geincubeerd in een

waterbad van 37o c. Dan wordt 0,2 ml mercaptoethanoloplossing (l nl 2-
mercaptoethanol + 3 mI Hr0J toegevoegd en 5 minuten in een waterbad van

100o c gezet Uitschudden met 2 x 5 mI Etac. (schudden, centrlfugeren,
afzuigenJ en aflezen van de waterfase tegen de blanco bij 590 nm levert
de concentratie aan HIAA op.

Berekening: volume urine 50.60 , \. 

-- 

=-=? aantraJ. Ugluur.5 aantal min.E
L St

2.4 De bepaling van adrenaline en noradrenaline

Deze bepalingen werden verrlcht volgens een eombinatie van verschlllende
methodes (28, 2s), zrj berust hierop, dat beide componenten uit de urlne
worden afgescheiden door mlddel van adsorptle aan aluminlumoxyde 12il.
Daarna worden ze door middel van mllde oxydatie met jodium overgevoerd
in een fluorescerend hydroxy-indolderivaat. Dit derivaat is bijzonder
lnstabiel en wordt gemakkelijk verder geoxydeerd door de luchtzuurstof.
Ter stabilisering bleek het best te voldoen natriumsr:1fiet. Desondanks

bliift de fluorescentie sterk veranderen 1n de tijd, zodat we dit laat-
ste gedeelte hebben moeten mechaniseren, waardoor een constante reactle-
tijd gegarandeerd werd. Door nu bij verschillende reactietijden en golf-
lengten te meten, konden beide componenten apart worden bepaald. 0ok

hier weer werden a1le bepalingen in duplo uitgevoerd.

2.4.1 lnelygcyggrgg!rU!

Aan 6 ml urine wordt toegevoegd 0,1 mI perchloorzuur 60? en 0,2 ml

NaTEDTA-oplossing; dit wordt met een tricine-oplossing (10,5 gr NaOH +

8,95 gr Tris + 12,5 gr NaTEDTA in 500 m1 Hr0) gebracht op pH 9,4. Het

mengsel wordt dan gedurende 15 minuten geschud met 400 ms A1r0r. Na cen-
trifugatie wordt de bovenstaande vloeistof verwijderd. De achterblijven-
de A1r0U wordt dan 4 x gewassen met 20 mI aqua dest. [pH + 7, door aan

HrO enige druppels trisbuffer toe te voegen). Na de laatste keer wassen

met water wordt met 5 ml 0,2 t1 azijnzuur geschud gedurende 15 minuten.
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Na centrifugeren wordt het eluaat afgepipetteerd, waarna de A1r0, noB

eens dezelfde bewerking on.dergaat met 5 ml 0,2 Y aziinzuur, echter nu

wordt maar 5 minuten geschud, Beide eluaten worden samengevoegd (in de

koude enkele dagen houdbaar).

Voor het mechanische deel van de bepaling wordt eerst nog 0,2 mI 5 N

NaOH aan de 10 m1 eluaat toegevoegd, omdat anders de buffer niet in

staat is het eluaat op de juiste pH te brengen.

Het eluaat wordt nu onder twee verschlllende omstandigheden gemeten,

waarbij namelijk het adrenallne maximaal fluoresceert en waarbii dit
voor het noradrenaline het geval is. Deze omstandigheden worden weerge-

geven in de "flowschema's" in figuur 3 en 4.

De bufferoplossing ph 4,4 is een McIlvaine-buffer, die bestaat uit 35,2

gr citroenzuur en 47,1 gr NarHP0 4.2nZO 
opgelost in 3 liter water. De

buffer ph 7,0 voor NA-max. is een fosfaatbuffer en bevat 53,7 gr

NarHP0O.12 HZA + 8,1 Sr NaHrPOO.1 HrO opgelost in 3 liter water.

De jodlumoplossing voor zowel A-max. als NA-max. bevat 15,0 gr KJ en

76A mZ Jr, opgelost in 500 mI water.

De sulfietoplossing voor A-max. en NA-max. bevat 2,5O gr NarS0a en 2,00

gr EDTA (tltriplex II) ln 100 m1 water. Deze oplossing moet iedere dag

vers gemaakt worden.

ZoweI voor A-max. aLs NA-max. bepaalt men de blanco urine door ln plaats

van 10 M azijnzuur nu 5 N Na0H door de tube te pompen. Als standaardop-

J.ossingen gebruikt men oplosslngen van 100 ng adrenaline of 100 ng nor-

adrenallnebitartraat per ml 0,05 N azijnzuur.

A11e gebruikte water is aqua bidest. nagedestilleerd 1n kwarts.

2.5 Bepallng van vanillylamandelzuur IVlulA)

De zuren worden ge6xtraheerd ln zuur milieu met een organisch oplosmid-

del. Het VMA wordt van de andere zuren geschelden door rniddel van papier-

chromatografie en gekleurd met para-nitro-ani1lne. Vervolgens wordt het

gekleurde complex geElueerd en het gehalte wordt spectrofotometrisch be-

paaId.

2.5 "1 4lelv:evg9rE9!ri!!

In een reageerbuis met ingeslepen stop voegt men bij elkaar:
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5 N NaOH

10 M azijnzuur
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'l 5 min
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+ 15 min
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5 mI urine
6 druppels geconcentreerd HC1

een schepje NaCl

10 ml ethylacetaat
Dit mengsel wordt ongeveer 2 minuten geschud. Daarna wordt de ethylace-

taatlaag afgepipetteerd en nogmaals 10 m1 ethylacetaat toegevoegd en

weer 2 minuten geschud. De onderlaag wordt nu verwiJderd en het ethyl-
acetaatextract toegevoegd aan het eerste extract. De reageerbuis nog 2 x
naspoelen met een beetje ethylacetaat en dit ook bij het extract voegen.

De ethylacetaat extracten worden gedroogd met NarS0O en daarna droogge-

dampt op de rotavapor. Het extract oplossen in 1 mI 96? ethanol en hier-
mee het kolfje schoonmaken. Het extract weer droogdampen en nu oplossen

in 0,2 ml 96% ethanol. Het maken van de stroken gaat aIs volgt:
0p een vel Whatman nr. 1 trekt men twee strepen op een afstand van 10 en,

1 1 cm. in horizontale richtlng. In vertlcale richting trekt men nu stre-
pen op een afstand van '1 ,8 en 1,0 cm. De stroken van 'l ,0 cm breedte wor-

den erult geknlpt. 0p de lijn van 11 cm brengt men nu 30 u liter extract.
Ook neemt men een standaard mee. De standaard bevat 2 mg VlvlA per 10 m1

op losmidde 1.

Het klaarmaken van de tank:
Loopvloeistof:250 mI chloroform + 50 ml methanol + 50 m1 aqua bidest.
+ 1 ml mierezuur. Na goed schudden wordt de bovenlaag op de bodem van de

tank gebracht. In de tank hangt men een veL filtreerpapier dat verzadigd

is met de onderlaag. Als de stroken erin hangen, wordt 70 ml van de on-

derlaag 1n het bakje gedaan waarin de stroken hangen. Er wordt 16 uur

ontwlkkeld. Hierna worden de stroken gedroogd en bespoten met een 1Oeo

NarC0r-oRlossing. De stroken worden gedurende een half uur in een droog-

stoof van ongeveer 600 C geplaatst en hierna bespoten met het kleurrea-
gens dat op de volgende wijze is gemaakt:

2,5 ml O,2Z p. nitroanlline in 1 N HCl verdunnen met 25 mI 0,1 N HC].

Dit mengsel wordt gedurende 5 minuten in het vriesvak van een koelkast
geplaatst. Hierna voegt men er 0,5 ml 5% NaN0, aan toe en het geheel

wordt nog 3 minuten in het vriesvak gezet. Dan wordt er 5 ml 10? NarCO,

bijgedaan en na omschudden kan men de stroken hiermee bespuiten. Het

kleurreagens blijft ongeveer 3 b 4 minuten goed. A1le voor het kleurre-
agens gebruikte oplosslngen zlJn geKoeld tot een temperatuur van 0-4o C.

Als de stroken droog zijn worden de vlekken erult geknlpt en gewogen.

Dan in kleine stukjes geknipt en geElueerd met 2 mI 2 N NH,0H en 2 ml
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\butqnolil. Na schudden worden de oplosslngen gecentrlfugeerd. De duta-
nollaag wordt eraf geplpetteerd en gerneten op de Beckman blJ,540 mp.

Een bl.anco beetaat ult een stukJe bLanco strooK van de standaerdstrook
dat ook geEl.ueerd 1s.

, eefefentng:
Eerst wordt een correctle voor het papler berekand:

eewlcht vlek

- 

x Erl. DrGiiCO = COff.gewlcht blanco

De correctle wordt afgetrokken van de Extlnctle van de bepal.lng. De

laatste berekenlng ls dan:

-*t*# x 20 - 3* x 6y = aantat ^r/'r00 mr uxln'.

l
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3. RESULTATEN

3.1 LtJst van varla?elef bepaald ln ds urlne.s

De volgende varlabelen wsrden bestudeerd:

1=N =adrenallne
2=NA -noradrenallne
3 = HMPE = Iydroxy-methoxy-ghanyl-gthanol
4 = HMPG =$rdroxy-methoxy-phenylglycol
5 = DHPG = dtlydroxyphenylglycol
6 - VIIA ' vanl11y1mandeL1c actd

7 = S-HIAA = S-hydroxylndoJ. acetlc acld

3.2 Ultkomsten

De ultkomsten van

weergBgeven:

Tabel 2

de metlng van de zBven vartabelen worden hlerondEr

aard der bepallng

u lts cheLd I ngswaarden

]I':MC

y/uur

133,4 19,7

93,1 30,9

102,1 12,6

72,2 13,1

100.0 6,1

33,3 19,'r

50,2 13,0

botruoootrt
E!!
dod
FOF

Eb0co0,EPtt!do

03 0,41

04 0,20

05 0,90

06 0,36

B7 0,04

08

'12 0,31

o,23 2,16

a,o7 1,09

0,'85 1,97

0,68 0,90

0,33 0,66

o ,22 0, 60

0,44 I,62
0,72 1,74

0,84 1,09

0,40 '1 ,14

0,43 1,64

0, s5 0,82

0,36 0,68

4,28 2,41

0,60 2,55

0,64 1,67

1,08 1 ,57

0,29 o,74

2,O3 9,6

0,62 3s,6

1,57 7,6

1,34 5,3

1,A4 7,O

24,5

o,25 10,5

1,71 7,4

1,26 18,6

2,37 21 ,5
0,90 23,O

o,78 10,1

0,62 S,9

o,77 39,8

1 ,25 18 ,7

2,46 50,7

1 ,31 14,4

1 ,51 20, I
1,06 28,1

10,2 136,0

10,2 92,1

12,1 86,5

12,3 44,7

13,6 29,7

12,O 79,1

22,1 37.9

23,5 249,4

15,7 193,9

24.4 197,O

15.0 91,0

15,5 53,6

11,5 169,4

19,9 118,4

1 5S,4 S0,6 35,9

225,A 114,4 112,9

170,5 94,9 101,0

138,8 52,2

158,3 36,8 294,4

101,0 109,0 30,1

159,9 78,2 A1 ,2

0405 01 0,40

02 0,44

03 0,42

04 o, os

05 4,62

06 1,26

07 0,30

08 0,46

09 0,59

10 0,53

'11 0,93

12 0148
j

I

9,4 138,5 102,2

51,1 92,0 105,6

27 ,2 90,2 226,0

42,8 93,s 74,4

9,1 113,3 ',129,3

33,8 87,1 101,0

39,S 126,3 132,6

13 ,2 72,6 81 , 1

37,3 110,2 85,0

19,6 87,4 91 ,5

29,O 111,5 140,8

18,9 86,4 A8,7

24,4 26,3

24,7 40,6

16,9 46,3

AO,7 22,5

14,7 45,5

31 ,2 28,O

24 ,7 36, 6

20,8 16,1

80.s 43,7

30,4 30,2

23,8 28,4

22,1 26,7

233,2 2S3,6 96,9 96,9

272,4 275,4 146,2 134,4

289,4 457 ,2 101,4 145,0

278,6 204,7 134,3 98,3

236,2 273,O 110,3 93,5

195,8 180,8 78,4 61,8

151,7 133,6' A2,6 92,0

25s,7 152,6 132,s 71,?

243,7 205,0 139.3 129,0

24g,2 225,g MZ,C '133,3

191,1 203,4 96,9 36,5

133,2 111,1 106,0 159,4
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.rl{ d.r b.p6ltni

ultachaldlnS!w!rrdon r1luur

dr5;sukEooot- El. o.

0605 01

02

03

04

o5

08

07

08

11

12

14

15

o,7a 0,72 't ,32

0,80 . 0,62 'l! ,86

0,27 0,55 2,02

0,25 0,33 1,71

0,97 0,42 1,E4

o,70 0,29 I,27
1,22 A,79 1,6e

a,87 o,8o 1 .71

1,29 0,E7 1.'5g

1,01 0,41 1,13

1 ,O1 0,69 1 ,67

0,55 0,76 2,06

1,08 11,7

1 ,06 14 ,7

1.99 15.8

1 ,31 33,8

0,ag 18,1

0,68 19,4

1 ,20 25,7

2,69 35,4

1 ,22 24,2

0,53 60,9

1,23 22,1

1 .64 1 0,4

1,45 2,17 45,3
,t 0,4

0,55 0,82 11 ,4

1,1S 1,34 19,3

1,06 1,84 36.S

1,67 0,92 12,4

2,14 3,25 30,1

0, 82 39,3

0,74' 1,57 41 ,0

1 ,34 2,18 24,9

2,21 1,62 22,7

1,24 11,3

1,?4 1,15 59,8

't ,25 1 ,67 1 S,9

1,24 1,42 16,6

1,84 1,21 15,5

1,57 0.45 47.9

1,09 1,04 37 ,O

?,48 1,9A 1O,2

o,7g 1,15 24,5

12,7

1,5s 2,46 31, s

2,63 1,66 26,6

0,st 2,02 11 ,1

o,7 4 0,79 ZO,2

15,3

0,75 0,4? 37,7

1,08 1,40 6,3

0,68 17,2

0,50 1,12 15,5

1,97 1,75 27 ,3

o,73 0,48 30, s

0,53 ',t ,44 22,3

1 ,7 4 1 ,7? 40,4

2,93 2,72 36,3

4,O2

5,3

1,19 1,09 40,2

16,0 77,7 105,8 27,A

15,3 98,2 84,0 2A,4

15,7 127 ,8 112,3 17 ,1

24,4 75,4 95,0 27,5

19,1 68,2 100,6 24.8

22,9 77 ,2 112,A 11 ,2

36,4 102,1 118,5 18,6

36,3 142,9 158,9 33,2

25,2 122,4 101,5 22,s

35,3 1U6,3 83,8 21,A

16,5 81,4 125,2 32,9

14,2 69,2 97.4 2A,5

2e',2 149,9 128,1 46,1

25,8 101,1 54,5 22,3

13.9 59,5 111,1 25,1

32,a BS,4 S8,2 11,5

24,0 69,7 66,5 24,6

21 ,4 S3,8 127,2 ZA,1

32,4 135,8 158,3 21,5

28,6 88,S 90,8 26,5

27,',| 80,6 103,3 24,4

38,5 .71 ,7 101,1 35,7

27,4 ',t17,5 95,5 26,3

20.6 36,7 13A.3 15,4

?3,2 91,3 94,2 26,8

26,5 184,6 110,S 31,8

16,6 100,1 107,9 14,9

15,4 97,6 64,9 19,7

16,7 10S,9 3A,2 25,4

36,9 63,6 83,5 1S,3

17,O 84.4 100.3 33,5

37 ,7 107,4 B5.B 26.1

2A,7 66,4 101,1 11 ,O

57.,6 60,3 163,2 19,3

48,6 123,3 91,9 27 ,2
20,8 72,3 108.7 22,3

14,2 84,6 57,7 26,9

1g,s 135,2 113,5 15,8

22,4 96,2 S5.2 42,6

6,5 61,8 7',1,0 14,8

- 46,0 7 ,7

19,4 95,1 E5,6 17,O

20,2 79,5 98,9 26,1

47 ,2 90, 7 112,3 37, I
1 6,0 96,5 06,4 2?,4

19,0 71,1 108,7 22,4
y,a 114,4 157,0 30,8

31 ,0

28, 6

96, B

17,3 5,3

62,4 106,2 37,2

31,7 209,5 458,0 00,3 . 69,3

2?,8 274,4 294,2 92,0 70,'.|

12,A 297,9 208,3 121,5 450,0

19,3 280,3 188,0 103,1 329,4

?6,2 171 ,3 249,0 1?i9,A 141 ,2
20,1 1A9,5 1?7,4 90,7 75,4

28,0 162,5 219,2 140,4 112,9

52,8 3ts4,7 336,5 183,4'142,A
17,3 193,2 232,4t 182,8 154,1

$,7 107,2 70,3 ',135,6 66,0

31,8 383,9 324,1 142,4 158,7

20,1 182,6 300,0 94,1 192,7

20,1 214,2 218.8 99,1 83,4

25t4 2O1 ,2 173,ts 127 ,3 143.8

21,1 14A,6 257,8 86,1 78,0

27,2 152,2 177,7 94,1 295,9

15.9 114,4 280,0 80,4 140.0

a4,5 301,7 343,1 tit,O 143,0

29,4 223,1 2ts9,1 136,5 143.3

4'l ,9 g9 ,6 117,5 163,7

25,O 158,0 254.E e4,2 525,9

35,5 344,0 422,O 90,5 166,5

39,2 251,4 267,0 12A,7 135,0

21 ,4 117 ,5 233,7 49,7 77 ,9

31 ,0 161 , I ',l83,3 112,1 119 ,?
24,4 154.4 1A3,7 122,7 112,2

16,8 212,9 159,3 103,1 _65,9
12,O 132,1 175,7 1A7,0 513,7

10,5 333,2 102,6 43?,1 47.9

27,5 17A,5. 14A,3 94,5 104,S

20,E 271,5 263,3 135,4 11A,2

38,7 ,'t1o,E 138,6 '112r1. 138,3

17,g 235,4 233,? 85,9 303,2

31 ,2 285,4 347,O -97,8 170,2

34.4 245,7 264,8'.t25,1 i38,2
30,1 150,1 193,3 75,2 90,4

9,8 217,6 100,9 63,4 39,6

7,7 ',|86.5 109,5 90,3 32,0

54,2 2S4,A 308.7 l?i,7 122,5

1B,o 232,1 1E8,8 111,4 87,S

4814 225,3 
\

16,9 1O9,2 124,A 72,8 7O,1 
'

40,5 258,2 333,4 155,7 160,2

23,1 ',t77 ,g 1 86.3 144 ,7 1 1 1 , I
18,0 213,3 283,9 93. 9 ',317 

, 5

38.8 282,5 882,6 131,2. 184,0

49,2 237,5 320,8 111,6 113,2

30.4 2',t1 ,6

1005 03

05

08

07

08

10

11

12

13

14

15

16

'r 505 04

05

OB

07

08

09

10

12

13

14

15

16
'17

16

o,77 0,74

0,88 0,67

d,84 0,29

9,17 0,71

0,48 rl,29

0,20 0,21

0,3s

0,17 0.44

o,72 0,44

1 , '18 ',t ,23

0,09

0,30 4,47

0,29 A,67

o,52 0,37

0,23 0,30

0,98 U,59

0 ,77 o, 69

0,38 0, g1

0, 60 1 ,22

o,5s o,57

0, 36 0, 51

0,17 0,56

0,52 0,73

0,09 0,23

0,75 o,29

0,14

0,54 0,36

0,72 1,20

0, EB 0,63

0,09 0,16

0,21 0,81

0,30 0,8ts

1,18

0,88 1,Q2

170s 04

06

07

08

10

12

13

14

15

16

17

1S

114,5

13,556 ,4

E
o

34.0 208.4 23ts,5 149,2 122,5
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4. STATISTISCHE ANALYSE

De statistlsche 
"nu1y="x) 

werd ultgevoerd
geven 1n tabel 3.

Tabel 3

op de gegevens, zoals weergege-

pr-
soon

d agen
2 4 s 6 7 I S 10 11 12 13 14 15 16 17.18

to-_
.taa I

1

2

3

4

5

b

7

I
I

10

11

12

13

14

15

16

17

18

1S

1

1

11
11
11
11
11
11

1

1

I

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

4

5

5

6

6

6

2

4

3

5

3

4

4

3

2

1

I

totaal 412 12 12 14 12 68

Hierin is aangegeven.Jrij welke proefpersonen op welKe dagen werd gesampled.

0e voorl.jatste rlj geeft het aantal urinesamples, dat per proefpersoon werd

verkregen. De Laatste rij geeft aan welke gegevens voor de statistische
analyse hierna werden gekozen

In tabel 4 zLJn voor de zeven variabelen (zie liJst 3.1) de gemiddelde

xl door P. van Leeuwen, afd. Statlstiek NIPG,/TNO
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waarden weergegsven. Daaronder staan de correlatiecoEfflcl6nten van de

ochtend- en mlddag-waarden over de dagen per proefpersoon en over de

personen per dag. In het onderste gedeelte van tabel 4 zIJn de verschll-
len tussen ochtend- en mlddag-waarden weergegeven sn tenslotte het aan-

tal + en - tekens per rlJ verschlllen. Alleen voor variabele 5 geldt een

slgnlficant verschll met een toevalskans van 1 op 10.

In tabel 5 zlJn de correlatiecoEfflclEnten weergegeven naar de personen

per dag volgens de dagen per persoon.

fllt de tabellen 2, 4 en 5 blijkt dat de lndlvlduele varlablllteit hoog

ts. De metlngen op 66n dag leveren grote verschillen, er ls een grote
spreldlng.
Uit de correlattes tussen ochtend- en mlddag-waarden bllJken binnen de

personen grotere verschlllen te bestaan dan binnen de dagen. Bepaalde

variabelen hangen samen, vertonen een interne eorrelatle.
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Tabel 5

dagen
pEr

lersoon

personen ,/ pej .da.g

1-2 I 3-4 . s-E I 7 8, I s-10 i 11-12 ;.13-14
1

+

2

3
+

4

5
+

6

7
+

8

g

+

10

11
+

12

13
+

14

45

04

-34

14

17

08

-08

30

03

31

-19

co

-28

51

-'15

04

18

20

-03

08

31

03

-05

1S

10

-'10

!!
19

55

24

o7

-07

+14

-16

-12

4
41.

-14

*?8

+24

05

.30

19

43

-02

03

-04

1S

-93

?1

04

1g

00

-04

-04

01

15

16

05

23

38

52

50 31

17 50

2s 31

13 29

02 16

07 00

36_ - 01

-24 -15

01 -09

00 17

33 1s

37 5.8

19 00

05 33

30

11

sg 03

19 61

29, 15

-11 gg

!8 -27

-15 -22

07

16

20

15

43

22

23

-13

05

20

03

16

-22

00

15

20

14

6

2P

05

44

16

3q

50

-10

:10

06 -18

03 23

47 27

2.9 40

00 -09

03 06

16 -09

2? 43

26 06

38 46

48

11

57 -12

04 05

34 -47

07 -22

7L -01

-10 16

33 -01

00 00

26 -11

-19 02

16 -13

02 -12

y -47

-05 +05

-12

-05

Crltieke waarde voor personen/per dag
r = 0,32, df = 37 bU eenzlJdlge toetslng en
r = 0,27 bLJ tweezlJdlge toetslng

Controlewaarde voor dagen/per persoon
resp. O,27 en O,22, df = 52
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5. CONCLUSIE

Ult de2e nlet-uttputtende.gl,obale statlgtLeche analyge blLJkt dat er
geen duldeXlJkE syetematlache elgnlfloante verschlllBn tuEsen ochtend-

en .mtddag-waarden van dE geobeerveerde monocmlne varlabalan beetaan.

Het ontbrehan van verechlllEn tueeen de ochtend en mtddagr'tn dezE vorm

maakt het onmogellJK een zekere ultepraak te do€n over verEchlllen 1n

"ver.moeldheld" dle zouden bestaan btJ het ponstyptstewerk, zocls dat ln
het Csdeercentrum te 0en Haag (cdcGv) werd ultgEvoerd.

Deze varlabelen geven op deze wlJze verltregenr geBrl duldellJKe elgnale-
rlng vcn verech1llen, zoai.e d1e 1n dE lltenatuur werden begchreven ttJ-
dene gevechtetoestanden en landlngen v6n vllsgers op Ben vltagkampschtp.

Voor de werKomstandlghedenr zo6le bU de codeeraterB, ltjkt deze metho-

dlek welnig duldell"Jke verschll,leh op te lBVBrBn.
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