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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG
1.1 Historischer Hintergrund

Stickstoffmonoxid (NO) hat nicht nur Mediatorfunktionen bei wichtigen biologischen Pro-
zessen im menschlichen Korper, sondern wird auch therapeutisch eingesetzt.

Mitchell konnte 1916 erstmals durch eine an Menschen durchgefiihrte Studie mit einer
nitratarmen Diét feststellen, dal3 eine endogene Nitratproduktion stattfindet. Es wurde mehr
Nitrat ausgeschieden als aufgenommen (Mitchell et al., 1916). Das Interesse am Nitrat
versiegte, da eine Nitratproduktion ausschliefdlich den Darmkeimen zugeschrieben wurde.
Erst in den frihen 80er Jahren haben Tannenbaum und seine Mitarbeiter diese These wi-
derlegt. Sie konnten die extraintestinale Nitratproduktion und deren Bedeutung beweisen
(Green et a., 1981). Gleichzeitig zeigten Furchgott und Zawadzki schon 1980 in ihren For-
schungsarbeiten, wie essentiell Endothelzellen bzw. von ihnen ausgeschittete Substanzen
fur die Vasodilatation an der glatten Gefal3muskulatur sind (Furchgott et al., 1980). Furch-
gott bezeichnete diese Substanz as endothelium-derived relaxing factor (EDRF). Sie galt
alsinstabil und konnte u.a. von oxygeniertem Hamoglobin in ihrer Funktion beeintrachtigt
werden.

Erst sieben Jahre spdter kam man zu der Erkenntnis, dal3 EDRF und NO identisch sind
(Palmer et al., 1987). Die NO-Synthese und Verstoffwechslung wurden dann bald darauf
eingehend auch von Moncada und seiner Arbeitsgruppe untersucht. Es zeigte sich, dal3 NO
aus der Aminosaure L-Arginin gebildet wird und die Quelle fur die Nitratproduktion sein
muf3 (Palmer et al., 1988).

Aufgrund seiner biologischen Bedeutung wurde NO von der Zeitschrift Science 1992 zum
Molekll des Jahres gekiirt (Culotta und Koshland, 1992). 1998 erhielten die amerikani-
schen Pharmakologen Furchgott, Ignarro und Murad den Nobelpreis fur Medizin und Phy-
siologie fur ihre Arbeiten tber NO (Rabelink, 1998).
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1.2 NO-Stoffwechsel

1.2.1 Synthese und biologische Wirkung desNO

Die Biosynthese des NO ist am besten an den Endothelzellen der Gefale untersucht (Ang-
gard, 1994). Die Aminosaure L-Arginin wird unter Aufnahme von Sauerstoff zu Guanidi-
no-(N®)-hydroxy-L-Arginin oxygeniert. Anschlieend folgt eine weitere Oxidation mit
Entstehung von L-Citrullin bei gleichzeitigem Freiwerden von NO. Diese Reaktion wird
durch eine Isoform der NO-Synthasen (NOS), der sog. konstitutiven NOS (cNOS) kataly-
siert. Der Prozeld ist von Calmodulin und reduziertem Nicotinamid-adenin-dinucleotid-
phosphat (NADPH) abhangig (Anggérd, 1994).

Die Endothelzelle wird z.B. durch Acetylcholin, Bradykinin oder Scherkréfte stimuliert,
wodurch mit Hilfe von Calciumionen die cNOS aktiviert werden und die Freisetzung von
NO stattfindet. Das NO wiederum aktiviert die |6sliche Guanylatcyclase der glatten Mus-
kulatur, was zur Aktivierung von cyclo-Guanosin-Monophosphat fuhrt. Dieses bewirkt
schliefdlich die Relaxation der glatten Muskulatur mit VVasodilatation der Gefal3e. Somit ist
NO ein wichtiger Faktor fur die Blutdruckregulation (Moncada und Higgs, 1993). NO ist
fur die Aufrechterhaltung der Homoostase des Blutes von Bedeutung und hemmt die
Thombozytenaggregation und -adhésion. Die Thrombozyten sind selbst zur NO-Synthese
befahigt.

Im Gehirn ist NO in unterschiedlicher Konzentration in allen Arealen des Zentralnervensy-
stems nachweisbar. Es gibt Hinweise fiir ein Mitwirken bei der Uberfiihrung von Informa-
tionen aus dem Kurzzeitgedachtnis in das Langzeitgedachtnis (Moncada und Higgs, 1993).
Auch hier sind Camodulin und calciumabhangige NOS, welche zur Gruppe der cNOS
gehoren, an der Synthese von NO beteiligt (Troncy et. a., 1997).

Auch bel der kdrpereigenen Immunabwehr spielt NO eine Rolle. Es ist bekannt, dal3 akti-
vierte Makrophagen oder Kupffer’ sche Sternzellen NO Uber den L-Arginin-Mechanismus
synthetisieren. NO wirkt auf intra- und extrazelluldre Bakterien mikrobiostatisch, zytoto-
xisch. Auf Tumorzellen hat es ebenfalls eine zytotoxische Wirkung. Neutrophile Granulo-
zyten scheinen auch NOS zu exprimieren, so dal3 NO mit unspezifischen Entzindungsme-
chanismen in Zusammenhang gebracht wird. NO hat nicht nur bel der unspezifischen Im-
munabwehr eine grof3e Bedeutung, es spielt auch bei der spezifischen Immunabwehr eine
noch nicht konkret geklarte Rolle. Hinweise geben die Ausschittung des Mediators NO
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aus Lymphozyten und die supprimierende Wirkung auf die allogene Abstol3ung (Moncada
und Higgs, 1993).

1.2.2 Pathophysiologische M echanismen und klinische Gesichtspunkte
desNO

Neben der physiologischen Bedeutung von NO und den cNOS, welche nur in geringen
Mengen NO synthetisieren, sind auch pathologische Mechanismen bekannt. Eine anhal-
tende und massive NO-Ausschittung durch die induzierbaren NOS (iNOS) fuhrt, zur ver-
stérkten Vasodilatation, inadagquater Gewebsperfusion und Blutdruckabfall wie z.B. beim
septischen Schock. Cytokine, wie der Tumor Nekrose Faktor, Interferon-gamma sowie
Interleukin 1 und bestimmte Bakterienwandtoxine wie Lipopolysaccharide, Lipopeptide
gelten als potentielle Stimuli fir die INOS an der Endothelzelle, der glatten Muskulatur der
Gefél3e, der Makrophagen und in verschiedenen Parenchymzellen (Kirkeboen KA and
Strand OA, 1999). Eine vermehrte NO-Synthese durch die iINOS fihrt im vendsen Kapa-
zitétsgefalisystem zu einem verstarkten Pooling (Vallance und Moncada, 1993). Weiterhin
beschreibt Moncada die iNOS-Induktion in Myozyten- und Endokardzellen beim septi-
schen Schock und gibt damit eine mégliche Erklérung fur die auftretenden kardialen Dys-
funktionen (Vallance und Moncada, 1993) an. Auch in vitro zeigte sich, dal3 beim septi-
schen Schock die vasokonstriktorischen Mechanismen unwirksam werden und eine starke
Vasodilatation resultiert (Moncada und Higgs, 1993). Dieser Effekt konnte durch Gluko-
kortikoide und NO-Inhibitoren verhindert werden (Moncada und Higgs, 1993). In vivo
sind bei Patienten mit septischem Schock neben der Standardtherapie zusétzlich NO-
Inhibitoren (N®-Monomethyl-L-Arginin) in geringer Konzentration verabreicht worden,
welche den Blutdruck erhéhen konnten (Petros et al., 1991).

Zur Quantifizierung der NO-Ausschittung kann die Nitratkonzentration als stabiles End-
produkt in Serum und Urin bestimmt werden. In der Studie von Ochoa wurden bei Patien-
ten mit klinischen Sepsiszeichen und geringem Gefé3widerstand erhohte Nitratkonzentra-
tionen im Plasma gemessen (Ochoa et a., 1991). Bel Neugeborenen mit Sepsis wurden
Nitratkonzentrationen > 200umol/l im Serum gefunden (Shi et al., 1993).

Die beschriebenen Eigenschaften des NO lassen einen klinischen Einsatz auch bei Lungen-

erkrankungen mit pulmonaler Widerstandserhdhung zu. Da NO eine vasodilatative Wir-
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kung hat, die bei inhalativer Therapie aber nur in ventilierten Arealen effektiv ist, kommt
es selektiv zu einer Verbesserung der Perfusion der ventilierten Bezirke und somit zu einer
Reduktion der intrapulmonalen Shunts. Dies wiederum fihrt zu einer Verbesserung der
arteriellen Oxygenierung. Somit gilt inhalatives NO (iNO) als selektiver und potenter pul-
monaler Vasodilatator (Demirakca et a., 1996).

Beim persistierenden pulmonalem Hochdruck Neugeborener (PPHN) sind durch inhalative
NO-Gaben bis 80ppm die Senkung des pulmonal-arteriellen Druckes und die Verbesserung
der Oxygenierung erreicht worden (Roberts et a., 1991; Roberts et al., 1992). Roissant et
a. konnten an 10 erwachsenen Patienten mit Acute respiratory distress syndrome (ARDYS)
zeigen, dal3 es durch eine INO-Therapie mit 5-20ppm Uber einen Zeitraum von 3-53 Tagen
zu einer Senkung des pulmonal-arteriellen Druckes kommt und die arterielle Oxygenierung
durch Verbesserung der Ventilations/Perfusionsverteilung erhoht wird (Roissant et al.,
1993). Bel 17 untersuchten Kindern mit ARDS im Alter von 1 Tag bis 6 Jahren bestétigten
sich diese Effekte ebenfalls. Die besten therapeutischen Effekte konnten hier mit 10ppm
bei Kindern und 20ppm bel Neugeborenen erzielt werden (Demirakca et a., 1996). Die
Parameter des pulmonal-arteriellen Druckes as auch die Oxygenierung sind durch die
INO-Therapie deutlich besser, der Effekt innert kurzer Zeit ist mef3bar, aber eine deutliche
Senkung der Mortalitét scheint im Rahmen der Studien nicht erkennbar zu sein (Troncy et
al., 1997, Dellinger et al., 1998)

Eine weitere Indikation von iNO sind Patienten mit angeborenen Herzfehlern, die haufig
mit pulmonalem Hochdruck einhergehen. Auch hier konnen selektive Senkungen des pul-
monal vaskularen Widerstandes erreicht werden. Bel pulmonaer Hypertonie wurde eine
alterierte Endothel zelIfunktion gefunden, die auch nach Herzoperationen mit extrakorpo-
raler Zirkulation nachgewiesen worden ist. Dies bedeutet eine verminderte NO-
Ausschittung und somit einen verminderten vasodilatierenden Effekt von NO (Wessel et
a., 1993). Deshalb ist die INO-Therapie bei Kindern mit pr& oder postoperativ pulmona-
lem Hochdruck mit Herzfehlern ebenfalls von Bedeutung, was bereits auch an randomi-
sierten, prospektiven, Doppel-blinden plazebo kontrollierten Studien gezeigt werden
konnte (Skimming, 1998, Russel et al., 1998). Wobel im Rahmen einer anderen Studie mit
49 beatmungspflichtigen Neugeborenen mit PPHN ene deutliche Besserung der arteriellen
Oxygenierung gezeigt werden konnte, eine signifikante Senkung der Mortalitét oder der
extrakorporalen Membranoxygenation (ECMO) konnte nicht verzeichnet werden (Wessel
et al., 1997)
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1.2.3 NO-Abbau

NO-Habwertzeiten (HWZ) werden in biologischen Flissigkeiten mit 10-30s angegeben.
Diein dieser Zeit zurticklegbaren Diffusionswege sind 200-600um (Knowles und Monca-
da, 1992). Die Abbauwege des NO sind vielféltig und abhangig von der Umgebung, in der
es endogen entsteht, exogen eingebracht wird oder in der eswirksam ist.

Alsein wichtiger Inaktivator gilt das Hamoglobin mit einer 3.000 fach hdheren Affinitét zu
NO als zu Sauerstoff (Moncada und Higgs, 1993). Das Hamoglobin wird durch NO zu
Met-Hamoglobin (Met-Hb) oxidiert, wodurch das Hamoglobin nicht mehr als Sauerstoff-
trager fungieren kann. NO bindet weitere Proteine, die als Cofaktor einen Eisenkomplex
enthalten, wie z.B. an Myoglobin und Cytochromoxidase mit eéinem Hamkomplex, oder es
bindet an Fe?*-S-Komplex enthaltende Proteine wie Glutathion, Cystein oder Albumin.
Diese Proteine konnen NO inaktivieren. Auch kann NO Uber Superoxidradikale oder Me-
talloproteine, wie Cytochrom c, Succinat-dehydrogenase, Tyrosinase und Caeruloplasmin
inaktiviert werden (Gaston et al., 1994). Den grofdten Anteil zur Verstoffwechslung von
NO Ubernimmt das Hdmoglobin. Das Endprodukt dieser Stoffwechselvorgange ist instabi-
les Nitrit, welches sehr schnell in vitro zu Nitrat oxidiert wird (Moncada S. and Higgs A,
1993). Nitrat wird Uber die Niere mit einer biologischen HWZ von 5-8h ausgeschieden
(Anggérd, 1994).

1.3 Nitrat alsquantitativer Indikator von NO

Da NO in vivo nur eine HWZ von wenigen Sekunden hat, ist es schwierig, es selbst zu
messen. Es werden daher Stoffwechselzwischen- bzw. Stoffwechselendprodukte als Para-
meter fUr die endogene Synthese oder exogene NO-Zufuhr benutzt, wobei Nitrat bzw. Ni-
trit gemessen werden.

Es gibt eine grof3e Methodenvielfalt zur Nitratbestimmung. Haufig basieren sie auf einem
photometrischen Nachweis. Der photometrische Nitrat- bzw. Nitritnachweis beruht oft auf
einer Diazotierungsreaktion, sog. Griess Reaktion, deren Mechanismus erstmals von Griess
beschrieben wurde (Griess, 1879). Das Nitrit-lon reagiert mit einem priméaren aromati-
schen Amin unter Bildung eines Diazonium-lons. Durch eine zusétzliche Kupplungsreak-
tion zwischen diesem und elner weiteren aromatischen Komponente entsteht der rote Azo-
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farbstoff, der spektrophotometrisch bel einem Absorptionsmaximum bei 546nm nachge-
wiesen werden kann. Gebrauchliche Kupplungssysteme sind jedoch wie z.B. das 1-
Naphtylamin und 1-Naphtol kanzerogen. Um nicht mit kanzerogenen Stoffen arbeiten zu
mussen, wird eher N-(1-Naphtyl-) Aethylendiamin-Dihydrochlorid empfohlen. Von Green
et a. wurde erstmals ein automatisiertes Verfahren mittels HPLC (high performance liquid
chromatography) zur Messung von Nitrat im Plasma, Serum, Magensaft und Speichel be-
ruhend auf der Griess Reaktion beschrieben (Green et a., 1982). Diese Methode, auch oft
in modifizierter Form verwendet, ist einfach und weit verbreitet (Shi et al., 1993; Ochoa et
al., 1991; Hegesh und Shiloah, 1982). Zum Zeitpunkt der Methodenetablierung waren uns
nur wenige andere chromatographische Methoden zur quantitativen Messung des Nitrates
bekannt, wie die ionenchromatographische Bestimmung von Nitrat und Nitrit mittels
HPLC und UV-Detektion bel einer Wellenldnge von 210nm (Bohn et al., 1993; Leone und
Kelm, 1996; Michigami et al., 1989) und eine einzige weitere Methode fir die simultane
Bestimmung von Phosphat, Bromid, Sulphat und Nitrat mittels lonenchromatographie mit
direktem Anschlul® eines Leitfahigkeitsdetektors, wobei aber der Schwerpunkt auf der
Phosphatmessung liegt, neben anderen Anionen, wie z.B. Nitrat. Aussagekréftige Angaben
Uber die Nitrat-Analyse und Qualitétssicherung konnten nicht gemacht werden (Jong und
Burggraaf, 1983).

Die wenigen bisher etablierten Methoden, die auf Basis einer Anionenchromatographie
beruhen, sind alle mit einem externen Standard durchgefiihrt worden.

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind keine Angaben Uber die exogene NO-Zufuhr und deren
direkter quantitativer Korrelation zur Nitratkonzentration in vivo bei Kindern mit pulmo-
naler Hypertonie mittels HPLC beschrieben. Wir haben daher nach einer Methode zur
quantitativen Bestimmung von Nitrat im Serum und gleichzeitig im Urin gesucht, die die
Beurteilung der Werte mit und ohne inhalativer NO-Therapie erlaubt, und uns einen Ein-
blick Uber die Veranderungen in vivo und in vitro gewahrt.
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2 Fragestellung

Es besteht die Aufgabe, eine HPLC-Methode zur Quantifizierung von Nitrat in physiologi-
schen aber auch in pathologischen Bereichen im Serum, Urin und Zellmedium zu entwik-
keln. Eine prazise und reproduzierbare Nitratmessung in den jeweiligen Medien in vivo
und in vitro ist notwendig. Die Nitratkonzentrationen im Serum und Urin werden in vivo
bei Patienten mit INO-Therapie und bei Patienten ohne iNO als sog. Normalwerte gemes-
sen sowie in vitro im Zellmedium durch NO-Aquilibrierung.

Zur Vereinfachung sollen die Aufarbeitungsweisen zur Messung von Nitrat jeweils auf die
verschiedenen Medien Ubertragbar sein.

Da die Nitratmessungen vorwiegend bel Kindern stattfinden, ist es wichtig, geringe Pro-

benvolumina zu verwenden.

Neben den oben genannten Grundvorraussetzungen zur Etablierung der Methode zur Ni-

tratmessung, sollen folgende Fragen beantwortet werden:

a) Wie verhdlt sich die Nitratbildung im Vergleich zur Met-Hb Bildung in vivo bei Pati-

enten mit pulmonalem Hochdruck und iNO-Therapie ?

b) Welche Nitratkonzentrationen sind im Serum und Urin bei Patienten ohne iNO zu er-
warten, d.h. wie sind die Nitratkonzentrationen im physiologischen Bereich?

c) Wie verhdlt sich die Nitratbildung im Vergleich zur Met-Hb Bildung in vitro bel NO-

Aquilibrierung der Erythrozytensuspension ?
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3 Material und M ethoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verwendete Materialien und Chemikalien

Materialien

HPLC Pumpe [Waters, Eschborn, Deutschland]

WISP 710 Autosampler [Waters, Eschborn, Deutschland]

L eitféhigkeitsdetektor 432 [Waters, Eschborn, Deutschland)]

Saule IC-Pak A HC [Waters, Eschborn, Deutschland]

Vorsaule [Waters, Eschborn, Deutschland)]

Rechner 2.86 [IBM]

Chromatographiesoftware Maxima 820 [Waters, Eschborn, Deutschland)]

0.22um Durapore Membran [Waters, Eschborn, Deutschland]

Reinstwasser Anlage Milli Q RF Plus [Millipore, Waters, Eschborn, Deutschland]
Sep-Pak Cartridge [Millipore, Waters, Eschborn, Deutschland)]

Ultrafilter Centrisart [ Sartorius, Gottingen, Deutschland)]

Ultrafree MC Filter [Millipore, Waters, Eschborn, Deutschland]

Zentrifuge mit Winkelrotor [Hettich]

Oxymeter [Ciba Corning 278 Blut-Gas-System, Frankfurt, Deutschland]

Drug Free Serum [Ciba Corning, Frankfurt, Deutschland]

Kontrollserum Precinorm U Universalkontrollserum [Boehringer, Mannheim, Deutsch-
land)]

Alle nachfolgend aufgefihrten Chemikalien werden von der Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland bezogen:

Acetonitril, Borsaure, Butanol, Glyzerol, Natriumtetraborat-decahydrat, Natriumgluconat,
Chloroform, Dichlormethan, Diethylether, Ethylacetat, 1sopropanol, Hanks Puffer, Natri-
umbicarbonat, Natriumbisulfid, Nitrat Standard, Natriumchlorat, Standard | (F, PO, >,
Br), Standard Il (Cl-, NO'3, SO,*-), DMEM/F12 (1:1) Medium [Dulbecco’s Modified Ea-
gle’'sMedium/Ham’'s F12, Gibco BRL, Life Technologies, U.K.]
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Probenmaterial

Die Probenvolumina sind konstant 300pl.
Serum
Urin (1:3 mit Reinstwasser)

Erythrozyten im Zellmedium (Erythrozytensuspension)
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3.1.2 Apparativer Aufbau einesHPL C Systems

Die Chromatographie ist ein physikalisch-chemisches Trennverfahren, das auf der Vertei-

lung des zu trennenden Gemisches zwischen einer mobilen und stationéren Phase beruht.

o i

Eluens Pumpe Probengeber Vorsdule Trennsdule Detektor PC

Abbildung 1: Apparativer Aufbau einesHPL C Systems

Das HPLC-System besteht aus folgenden Bauteilen: HPLC Pumpe, automatischem Pro-
bengeber, Vorsaule, Trennsaule (stationdre Phase), Detektor und PC-Mel3wertverarbeitung.
Mit Hilfe der Pumpe wird die mobile Phase (Eluens) mit hohen Driicken durch die HPLC
Apparatur geférdert. Die Pumpe reguliert die konstante Fliel3geschwindigkeit. Am Proben-
geber gelangen die Proben Uber eine Injektionsnadel automatisch in den Eluentenstrom.
Vor der eigentlichen Trennsaule ist eine Vorsaule geschaltet. Die Trennsaule wird so vor
chemischer Verschmutzung geschtitzt, und die Gebrauchsdauer der Hauptséule verlangert
sich (Unger, 1998). Die Trennsaule ist das Herzstiick der HPLC Anlage. Wir haben eine
Anionenaustauschersdule eingesetzt. Die Abmessung der Saule ist 150mm x 4,6mm mit
einer Partikelgrof3e von 10um und einer Kapazitét von ca. 30peg/ml. Das Packungsmateri-
al ist ein synthetisch vernetztes Polymethacrylat-Harz mit Trimethylammonium-Gruppen.
Die Auftrennung der geladenen Teilchen kommt durch elektrostatische Wechselwirkungen
mit der stationdren Phase zustande. Das Ausmald der Retention richtet sich nach Bin-
dungsaffinitét der Probenanionen mit der Austauscherfunktion (Unger, 1998). Faktoren
wie kleiner lonenradius, grofl3ere Polarisierbarkeit, grofRere Elektronegativitét, geringere
Wechselwirkung mit dem Eluens erhdhen die Retention (Heisz, 1987).

Detektoren sind Instrumente, die das Ausstromen der einzelnen Probenkomponenten aus
der Saule erfassen und in elektrische Signale umwandeln. Der Leitfahigkeitsdetektor wird
in der Regel in der lonenchromatographie zum Nachwels eluierter lonenspezies verwendet.
Die Messung der elektrolytischen Leitfahigkeit beruht auf der Wanderung der lonen in

einem elektrischen Feld konstanter Spannung, hervorgerufen durch zwei Elektroden. Die
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Kationen oder Anionen tragen in Abhangigkeit von ihrer Konzentration ¢ und ihrer Be-
weglicheit |; zur direkt mef3baren elektrolytischen Leitfahigkeit x (Siemens/cm) bei (Heisz,
1987). Die elektrolytische Leitfahigkeit wird wie folgt berechnet:

X = (lis + i) x c 107

Dadie Beweglichkeit der lonen temperaturabhéngig ist, ist eine automatische Temperatur-
kompensation notwendig. In unserem System wurde eine konstante Temperatur von 37°C
festgelegt.

In der Einsaulentechnik ist eine niedrige Grundleitféhigkeit durch schwache Eluenskon-
zentrationen anzuwenden (Eppert, 1997). Bel der gewahlten Methode besteht in Abhan-
gigkeit von der mobilen Phase eine Untergrundleitfahigkeit von 270uSiemens, die as
Nullinie angesehen wird. In Bezug auf diese Baseline erscheinen die Probenanionen as ein
positives oder negatives Signal (Eppert, 1997).

Am PC werden diese Signale zur Identifikation und Zuordnung von chromatographischen
Peaks bildlich dargestellt und mittels Integration der Peak Flachen werden die Konzentra-

tionen der Probenkomponenten quantitativ ausgewertet.

3.2 Herstellung der Standards

3.2.1 Nitratarbeitsddsung (Spike)

Das Massengewicht von Nitrat ist 62,02. Eine kommerziell erhdltliche Nitratstammldsung
enthdt 1,00g Nitrat in einem Liter. Aus dieser Nitratstammldsung wird eine Nitratarbeits-
|6sung (Spike) hergestellt, indem 372ul NitratstammlGsung zu 10,0ml Aqua bidest. gege-
ben werden. Von dieser Nitratarbeitslosung werden 100ul zu 300ul Matrix pipettiert, um
eine 200umol/I Nitratlésung zu erhaten. Die Richtigkeit der Nitratarbeitsdsung wird kon-
trolliert, indem genau 1,37Ig/l Natriumnitrat eingewogen werden, um wiederum eine End-

konzentration von 200umol/l zu erhalten.
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3.2.2 Interner Standard

Alsinterner Standard werden Chlorat-lonen verwendet. Das Massengewicht von Natrium-
chlorat ist 106,44. In der Gebrauchslésung sind 1,41 mmol Natriumchlorat pro 1l enthal-
ten. Eine 1,0 ml Lésung enthalt 366,33 nmol Chlorat-lonen. Es werden jeweils 100pl in-
terner Standard zu 300pl Proben pipettiert.

3.2.3 Mobile Phase (Eluens)

Eine isokratische Elution wird bei dieser Chromatographie verwendet. Fir das Eluens wird
zunéchst ein 1 Liter Borat/Gluconatkonzentrat hergestellt. Hierfir werden 16g Natrium-
gluconat, 18g Borsaure, 259 Natriumtetraborat/decahydrat, 250ml Glyzerol ad 1000ml
Reinstwasser benttigt. Zur Herstellung von 1l Eluens werden 20ml Butanol auf 1000ml
Reinstwasser gegeben. Das Eluens wird mit Unterdruck durch eine 0,22um Durapore

Membran gefiltert. Das Eluens hat einen konstanten pH-Wert von 8,5.

3.3 Etablierung der Methode fir Serum

3.3.1 Interner Standard

Der interne Standard ist eine Substanz mit bekannter chemischer Zusammensetzung und
hoher Reinheit, die flr die quantitative Bestimmung von Probenkomponenten in einem
Probengemisch dient. Eine definierte Menge des internen Standards wird der quantitativ zu
analysierenden Probe zugefligt und gut vermischt. Dadurch stehen die gesuchte Substanz
und der interne Standard immer in einem bestimmten Verhéltnis. Der interne Standard
wird der Probenmischung im ersten Arbeitsschritt zugesetzt, so dal3 Fehler, die bei der
Probenaufbereitung, der Dosierung und der Chromatographie auftreten, ausgeschaltet wer-
den. Die Verwendung eines internen Standards bietet den Vorteil, dal3 die eingespritzte
Probenmenge nicht genau bekannt oder wiederholbar zu sein braucht. Bei der hier verwen-

deten quantitativen Auswertung kommt es nur auf das Flachenverhdtnis von internem
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Standard und Probenkomponente an. Dieses Verhdltnis ist sowohl von der Probenmenge
als auch von der Detektorempfindlichkeit unabhangig (Unger, 1989, Heisz, 1987).

Es werden folgende Anforderungen an den internen Standard gestellt (Unger, 1989):
— geringe Retentionszeitdifferenzen in Nahe des Analyten

— ahnliche Konzentrationen und Substanzei genschaften

—nicht in der urspriinglichen Probe vorhanden

—muf3 an einer freien Stelle der Chromatographie erscheinen

Folgende Anionen wurden auf ihre Eignung als interner Standard geprdift:
Arsenat, Azid, Bisulfit, Bromat, Chlorat, Chromat, Cyanid, Hexacyanoferrat, Molybdat,
Thiocyanat, Thiosulfat, Wolframat.

Die Einwaage der Reinsubstanzen betrug 10mg/10ml Stammlésungen. Je 100ul Stamml6-
sung wurden mit 300l Reinstwasser zur Ermittlung eines geeigneten Standards chromato-

graphiert.

3.3.2 Ultrafiltration

Getestet wurden das MC Ultrafree und der Ultrafilter Centrisart. Die Ultrafiltrationssyste-
me wurden vorerst auf Nitratkontamination Uberpruft, indem sie mit Reinstwasser zentri-
fugiert und auf die Chromatographie gegeben wurden. Parallel gab man direkt das Reinst-
wasser in die Probenglaschen zur Chromatographie, damit eine mogliche Nitratkontamina-

tion von der Glaschenwand ausgeschl ossen werden konnte.

Die Ultrafiltration wurde zur Proteinabtrennung aus dem Serum herangezogen. Das Ultra-
zentrifugationssystem, die Ultrazentrifugationszeit und die nétige Umdrehungszahl wurden
jeweils mit 300ul Serum und 100pul internem Standard ermittelt.

Die Probe wurde in die Ultrafiltrationseinheit MC Ultrafree gegeben. Sie hat ein maxima-
les Fassungsvolumen von 400ul mit einer Ausschluf3grenze von 10.000 Dalton. Bei 4.000,
7.000, 10.000 und 14.000Upm wurde die Menge des Ultrafiltrats nach 30 und 60min be-
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stimmt. Die Ultrafilter Centrisart mit einem max. Fassungsvolumen von 1ml haben eine
Ausschluf3grenze von 10.000 Dalton. Bei einer Umdrehungszahl von 4.800Upm wurde das
Volumen des Ultrafiltrats nach 15min, 30min , 45min, 60min erfaldt, um die optimale Zen-

trifugationszeit zu bestimmen.

3.3.3 Flussig-flussig-Extraktion

Nach der Ultrafiltration des Serums mit Centrisart bei 4.800Upm war keine erfolgreiche
Chromatographie mdglich, so dald mit einer Flussig-flUssig-Extraktion versucht wurde, die
stérenden Substanzen in der Chromatographie zu minimieren. Zur Extraktion sind jeweils
600ul Dichlormethan, Chloroform, Ethylacetat, Diethylether eingesetzt worden. Nach Ge-
winnung des Ultrafiltrats aus einem 1,5ml Serumpool und 500ul internem Standard wur-
den die Losungsmittel jewells zugegeben und anschlief3end fur 20min auf den Rotations-
mischer gebracht. Danach ist das Gemisch fir 5min zentrifugiert worden, wobel es hierbei
Zu einer Phasentrennung kam. Die eingesetzten Extraktionsmittel werden verworfen. Die
Proben wurden bei 45°C fur 10min im Sticktoffstrom von Losungsmittelresten befreit.

Anschlief3end sind die Proben chromatographiert worden.

3.34 Fest-flussig-Extraktion

3.34.1 Sep-Pak-Sorten

Sep-Pak-Kartuschen verhalten sich wie chromatographische Saulen. Die Sep-Pak-Sorten
sind mit verschiedenen Substanzen gepackt und kénnen abhéngig von ihren chemischen

Eigenschaften Stoffe zurtickhalten.

In der Tabelle sind die funktionellen Gruppen der bindenden Matrix in den einzelnen Sep-
Pak-K artuschen dargestellt:
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Tabelle 1: Funktionelle und organische Si-C-Gruppe der Sep-Pak-Sorten

Packungsmaterial Funktionelle Gruppe organische Si-C Gruppe

Cis Octadecyl - Si(CH3),C1g H3y

NH, Amino - Si(CH,) 3 NH,

CN Cyano - Si(CH3) (CH,) s.CN

Diol Diol - Si(CH,) 30 CH,CH(OH) CH,OH
Accell plus QMA Quart. Ammoniumgruppe - C(O)NH(CH,) sN(CH3) ;" CI

Folgende Sep-Pak-Sorten: sind auf ihre Eignung gepruft worden: Silica, Alumina A, Alu-
minaB, AluminaN, NH,, Diol plus, Florisil, C18 light, CN plus, Accell plus QMA light.

Alle Sep-Pak-Sorten wurden vor Aufbringung der Probensubstanz mit 5ml Isopropanol
und 5ml Reinstwasser konditioniert. Fur die Fest-fllssig-Extraktion wurden pro Probe fol-
gende Materialien verwendet: 300ul Serum, 100l interner Standard, Ultrafilter Centrisart
und die jeweilige Sep-Pak-Sorten. Nach einer Ultrafiltration von 15min bel 4800Upm
wurde das 270ul Ultrafiltrats mit Reinstwasser Uber die einzelnen Sep-Pak eluiert. ES wur-
den 600ul aufgefangen und zundchst mit einem Injektionsvolumen von 50ul auf die
Chromatographie gegeben. Die einzelnen Chromatographie wurden ausgewertet und be-
urteilt. Die Chromatographiezeit betrug vorerst 40min.

Eine befriedigende Chromatographie ist allein mit dem Sep-Pak C18 light méglich. Im
folgenden wurde nur noch mit Sep-Pak C18 light weitergearbeitet.

3.3.5 Ermittlung des Auffangvolumens

Nach Ultrazentrifugation und Entfernung von Interferenzen aus der Probenmatrix mittels
des Sep-Pak C18 light, wurde das Auffangvolumen der zu eluierenden Substanz bestimmt.
Das optimale Auffangvolumen, in dem interner Standard und Nitrat aus dem Sep-Pak C18
light eluiert werden konnten, sollte durch Fraktionieren der Probe und anschlief3ender
chromatographischer Aufzeichnung zur Beurteilung der Peaks ermittelt werden. Das Eluat
wurde in fanf 110ul Einheiten fraktioniert. Dies geschah mit einer bekannt zugesetzten

Nitratkonzentration in Reinstwasser und im Precinorm Kontrollserum.
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3.3.6 Einstelung der optimalen Chromatographiebedingungen

3.3.6.1 Flowprogramming

Es wurden Durchfluf3geschwindigkeiten von 1,2-2,0ml/min getestet und die Retentions-

zeiten miteinander verglichen.

3.3.6.2 Signalkorrektur

Es fand eine Umschaltung des ,Outputs’ am Leitfahigkeitsdetektor von 10uS/1V auf

100uS/1V statt.

3.3.6.3 Laufzeit

Die Chromatographielaufzeiten ergeben sich aus der Durchfluf3geschwindigkeit und den
Retentionszeiten der Anionen.
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3.4 Etablierung der Methodein weiteren Medien

Im folgenden wurde versucht, die Methode auf Urinproben und Erythrozyten im Zellmedi-
um, zu Ubertragen. Der interne Standard und das Probenvolumen sollten nicht verandert

werden.

3.4.1 Etablierungder Methodeim Urin

3.4.1.1 Probenvorbereitung

Die Urinstammprobe bestand aus gepooltem Urin. Da mit einer noch unbekannten Matrix
gearbeitet wurde, verdinnten wir den gepoolten Urin auf 1:10 mit Reinstwasser zu einem
sog. Arbeitsurin. Zu 300l Arbeitsurin wurden 100l interner Standard pipettiert. Die Ar-
beitsurine wurden bel 14.000Upm 5min zur Sedimentation zentrifugiert. Proben- und in-
terne Standard-Volumina wurden nicht verandert, wodurch die wéldrige Eichung zur
Quantifizierung der Nitratkonzentration im Serum auch fur die Urinproben verwendet

werden konnten.

3.4.1.2 Interner Standard

Zur Uberpriifung der Brauchbarkeit des internen Standards sind folgende Proben aufgege-
ben worden: 300ul Arbeitsurin ad 400ul Reinstwasser sowie 300ul Arbeitsurin und 100pl
internem Standard.

3.4.1.3 Optimale Verdunnungsstufe

Die optimale Verdinnungsstufe der Urinproben ist anhand einer Verdinnungsreihe aus der

Urinstammprobe festgelegt worden. Mit folgenden Verdiinnungen wurde gearbeitet: 1:2,
1:3, 1:5 und 1:10. Die bei den Verdinnungen ermittelten Konzentrationen mussen dabei
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linear verlaufen. Die Proben sind mit einem Injektionsvolumen von 100ul aufgegeben

worden.

3.4.1.4 Optimierung der Nitratmessung im Urin

Es wurde geprift, ob die direkte Injektion der Urinproben zuverlassig ist oder eine auf-
wendigere Sep-Pak-Aufarbeitung vorgenommen werden muf3.

Dazu wurden 30 verschiedene Urinproben in doppeltem Ansatz 1:3 verdinnt. Von diesen
Arbeitsurinen wurde eine 300ul Probe direkt auf die Chromatographie gegeben und die
andere entsprechend der Serum Methode aufgearbeitet und dann chromatographiert.

3.4.2 Ubertragung der Methode auf Zellmedium

Die Aufarbeitung von Erythrozyten im Zellmedium zur Messung von Nitrat sollte nach der
entwickelten Nitrat-im-Serum-Methode durchgefiihrt werden. Als Kontrolle wurde ein mit
200uM Nitrat versetztes Zellmedium verwendet.

3.4.2.1 Interner Standard

Zur Uberprifung der Brauchbarkeit des internen Standards wurden folgende Proben auf-
gegeben: 300ul Zellmedium ad 400ul mit Reinstwasser aufgefiillt sowie 300ul Zellmedi-
um mit 100ul internem Standard.

3.4.2.2 Aufarbetung

Die Nitratmessungen im Zellmedium erfolgten nach der beschriebenen Nitrat-im-Serum-
Methode.
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3.4.3 Aufarbetungsschema zur Messung von Nitrat
Aus den durchgefhrten Versuchen ergibt sich zusammenfassend folgende Aufarbeitungs-

weise in den verschiedenen Matrices:

Probenvorgabe
300ul Serum
300! Zellmedium nach NO Aquilibrierung100ul Urin
ad 300pl Reinstwasser

100u! interner Standard 100p! interner Standard

Ultrazentrifugation
4.800Upm 4.800Upm

15min 5min

200l Zentrifugat gelangen zur Weiterverarbeitung

Konditionierung

Sep-Pak C18 light wurde mit 5ml Isopropanol und 5ml Reinstwasser mit

3ml/min konditioniert.

Elution

Das Probenmaterial wird in die Sep-Pak Kartusche gegeben. Durch
Nachdriicken mit Reinstwasser werden die ersten 100ul Eluat verworfen
und die n&chsten 330ul aufgefangen.

. v
Probenaufgabe in das HPLC System

Zur Bestimmung von Nitrat werden die Proben mit einem Injektionsvolumen von 100pl in

das System gegeben bei einer Laufzeit von 25min und einer max. Durchflul3rate von
2,0ml/min.

Abbildung 2: Aufarbeitungsschema
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3.5 Quantifizierung der Substanzen

3.5.1 Eichlaufe

Die Erstellung der Eichkurven erfolgt, indem die Eichmischungen mit verschiedenen Kon-
zentrationen der zu bestimmenden Substanzen sowie mit bekannt konstanten Konzentra-
tionen des internen Standards chromatographiert werden. Es wird das Verhaltnis der Peak-
flache der zu bestimmenden Substanz zur Fl&che des internen Standards erstellt und als

Funktion der Konzentration des gesuchten Analyten aufgetragen.

Fur die Erstellung der Eichkurve werden 7 Eichwerte mit Nitratkonzentrationen von 50uM
bis 800uM verwendet. Die einzelnen Eichl&ufe setzen sich wie folgt zusammen:

Tabelle 2: Zusammensetzung der Eichproben

Nitrat Eichwerte [umol/I] 50 100 200 300 400 600 800
Nitrat - Spike [pl] 25 50 100 150 200 300 400
Interner Standard [ul] 100 100 100 100 100 100 100
Aquabidest [pl] 275 250 200 150 100 0 0

Die Eichung findet ohne Aufarbeitung in rein wélrigem Milieu statt. Eine rein wal¥rige
Uber Sep-Pak eluierte Eichung und eine Serum Sep-Pak Eichung wurden zusétzlich erstellt

und verglichen.
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3.5.2 Kontrollserum

Die Zusammensetzung der Kontrollproben sollte den Patientenproben so dhnlich wie még-
lich sein. Zu den Retentionszeiten des internen Standards und des zu erwartenden Nitrat-
Peaks mul3 das Kontrollserum frei von storenden Einflissen sein. Zur Auswahl standen
lyophilisierte Kontrollseren wie das Drug Free Corning und das Precinorm.

Zur Verwendbarkeit der Kontrollseren Drug Free und Precinorm wurden jeweils folgende
Proben angesetzt: 300ul Blank-Kontrollserum und 100pl Reinstwasser, 300pl Blank-
Kontrollserum und 100pl interner Standard sowie 300ul Kontrollserum mit 200puM Nitrat
und 100yl interner Standard.

Anhand der Chromatographie konnte das geeignete Serum ausgewéhlt und das Kontrollse-
rum hergestellt werden. Im folgenden wurde nur noch mit dem Precinorm Kontrollserum
gearbeitet. Es dient als biologische Matrix, die mit der reinen Substanz Nitrat bekannter
Konzentration aufgestockt wurde: Aus der 1,00g pro 1l NitratstammlGsung wurde eine
Nitratarbeitsd dsung mit 372,12ul Nitratstammlésung ad 10ml Reinstwasser hergestellt.
Dann wurden 1,372ml Nitrat-Gebrauchslésung ad 30,0ml Precinorm Kontrollserum gege-
ben. Die 200uM Nitrat Precinorm Kontrollseren a 300 pl sind bei -40°C eingefroren wor-

den. Paralel zu jeder Patientenserumprobe wurden diese mit aufgearbeitet.



MATERIAL UND METHODEN 22

3.6 Qualitatssicherung

3.6.1 Stabilitat

Serum

Gepoolte auf 53uM und 308M Nitrat versetzte Serumproben wurden verwendet. Eine Ein-
fachaufarbeitung der beiden Serumproben Uber 5 Tage bzw. Uber 5 Wochen 1 ma wo-
chentlich fand statt. Die Proben wurden Uber 5 Tage bel 4°C im Kihlschrank bzw. Uber 5
Wochen bei —40°C gelagert.

Urin

Gepoolte auf 127uM und 329uM Nitrat versetzte Urinproben wurden verwendet. Eine
Einfachaufarbeitung der beiden gepoolten Urinproben Uber 5 Tage bzw. tUber 5 Wochen 1
mal wochentlich fand statt. Die Proben wurden Uber 5 Tage bei 4°C im Kihlschrank bzw.
Uber 5 Wochen bei —40°C gelagert.

3.6.2 Prazision und Richtigkeit

3.6.2.1 Prazision von Tagzu Tag (inter assay) im Serum

Das gepoolte auf 220uM Nitrat versetzte Serum wurde an 10 aufeinander folgenden Ar-
beitstagen entsprechend aufgearbeitet und chromatographiert. Die einzelnen Proben wur-
den bei -40 C gelagert.

3.6.2.2 Prazisionin der Serie (intra assay) und Richtigkeit im Serum

Fur die Aufarbeitung von jeweils 10 Proben wurden Precinorm Stammldsungen in einer
Nitratkonzentration von 100uM und 300uM hergestellt, jeweils in ununterbrochener Serie
aufgearbeitet und chromatographiert zur Ermittlung der Prézision und die Richtigkeit der
Methode zur Nitratmessung bestimmt (rel. Fehler: 100 x (Messwert-Sollwert)/ Sollwert).
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3.6.2.3 Préazisionin der Serie(intraassay) im Urin

Gepoolte auf 363uM Nitrat versetzte Urinproben sind in ununterbrochener Serie unter

identischen Bedingungen direkt injiziert und chromatographiert worden.

3.6.3 Empfindlichkeit

Precinorm Seren mit Sollkonzentrationen von 5, 10, 20, 30, 36 und 50uM Nitrat sind je-
weilsin Serie finffach aufgearbeitet worden.

Zur Uberprufung der Empfindlichkeit der Methode wurden Precinorm Seren mit den Kon-
zentrationen 5, 10, 20, 30, 36, 50uM Nitrat hergestellt und jeweils 5 mal aufgearbeitet.
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3.7 Anwendungder etablierten HPLC Methode

3.7.1 Messungvon Nitrat im Serum und Urin bei Patienten mit iNO-

Therapie

Die inhalative NO-Therapie wird zur Behandlung des pulmonalen Hochdrucks bei Kindern
mit angeborenen Herzfehlern vor und nach Herzoperationen eingesetzt. Anhand dieses
Patientengutes sollten die sich durch NO-Gabe éndernden Nitratkonzentrationen im Serum
und Urin ermittelt werden.

Neben der konventionellen Therapie des postoperativen pulmonalen Hochdruck wurde die
NO-Inhalation in der ersten Stunde standardisiert mit 20ppm und im Verlauf nach indivi-
dueller Notwendigkeit eingesetzt. Diese bewegte sich wahrend der 24h iNO Gabe zwi-
schen m=15 - 30ppm, wobei keine hoheren Konzentrationen als 40ppm eingesetzt wurden.

Eswurden 1ml arterielles Blut und 1ml Urin bei 7 iNO Patienten zu folgenden Zeitpunkten
entnommen: vor iNO-Gabe, 1h nach Beginn der iNO-Gabe (1h w NO), 24h nach Beginn
der INO-Gabe (24h w NO) sowie 24h, 48h und 72h nach Absetzten der iINO Belastung
(24h, 48h, 72h n NO). Begleitend zu jedem Abnahmezeitpunkt wurde der Met-Hb Spiegel
Uber das Oxymeter bestimmt. Laborwerte wie CRP, Leukozyten, Harnstoff, Kreatinin
wurden zu Beginn der NO-Inhal ation dokumentiert.

3.7.1.1 Probenvorbereitung

Das Vollblut wird abgesert bel 14.000Upm 5min. Zur Sedimentation fester Bestandteile
wird mit dem Urin ebenso verfahren.

Die Proben werden direkt aufgearbeitet oder bel -40°C eingefroren.

Die Aufarbeitung entspricht der bereits geschilderten VVorgehensweise bei Serum bzw.

Urin.
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3.7.2 Normalwerte - Messung von Nitrat im Serum und Urin

bei Kindern ohneiNO-Therapie

3.7.21 Serum

Den ambulanten Patienten (n=27) wurde 1ml Blut abgenommen und mit der Ublichen
HPLC-Methode eine Nitratmessung durchgefihrt. Fand keine unmittelbare Nitrat-Analyse
im Anschluf3 an die Probengewinnung statt, wurde die Probe sofort bel -40°C eingefroren.
Es wurden die Nitratkonzentrationen ermittelt und getestet, ob eine Abhangigkeit von Alter
und Geschlecht besteht.

3.7.2.2 Urin

Die Nitratkonzentrationen im Urin wurden bel ambulanten Patienten (n=10) der Kinderpo-
liklinik gemessen. Konnte die Probe nicht am gleichen Tag aufgearbeitet werden, so wurde
sie bei -40°C eingefroren.
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3.7.3 Messung von Nitrat im Zellmedium durch NO-Aquilibrierung

in vitro

25ml Erythrozytenkonzentrat wurde mit 4,45 mM NaEDTA antikoaguliert, und die
Erythrozyten wurden 2 mal 6min bel 1.500Upm mit Hanks Puffer ad 50ml gewaschen. Der
jeweilige Uberstand wurde verworfen. Eine Einstellung des Hamatokrits auf 0,30 + 0,02
erhielten wir durch Suspension der Erythrozyten in /3 DMEM/F/12 (1:1) Zellmedium und
2/3 Hanks Puffer. Diese Stammldsung wurde in vier 5ml-Proben aufgeteilt, und diese wur-

den gleichzeitig mit NO &quilibriert.

O, N
> L =
[ O,-Messung
o [ NO-Messung o
Flowmeter Flowmeter
* Erythrozyten

im Zellmedium
Wasserbad bei 37°C

Abbildung 3: Versuchsaufbau zur in vitro Aquilibrierung

Die Inkubation erfolgt als 80% NO und 20% Sauerstoff (O,) Gasgemisch. Um den Leer-
wert (NO Oppm) zu ermitteln, d.h. die Nitratkonzentration in vitro ohne NO-
Aquilibrierung, wurde ein Gasgemisch von 80% Stickstoffdioxid und 20% O, zur Aquili-
brierung eingesetzt.

Den Proben wurden 115pl Bicarbonat hinzugefiigt, um den pH-Wert von 7,35-7,45 kon-
stant zu halten.

Bel der Versuchsdurchfuhrung wurde eine konstante Temperatur von 37°C durch das
Thermostat eingestellt.
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3.7.3.1 NO-Aquilibrierung

Zur adaquaten Oxygenierung der Erythrozytensuspension wurde diese mit 100% O, fir ca.
10min inkubiert, damit sich eine Séttigung von 96-99% O, in der Suspension einstellte
(t=0). Danach fand die NO-Aquilibrierung jeweils fir 90min bei den Konzentrationen

Oppm (Leerwert), 18ppm, 32ppm, 80ppm NO statt.

3.7.3.2 Nitrat und Met-Hb Bestimmung im Zellmedium

Eine spektralphotometrische Met-Hb Bestimmung und Abnahme von 1ml Zellsuspension
zur Ermittlung der Nitratkonzentration unter der NO-Aquilibrierung fand zu den Zeit-
punkten 0, 30, 60 und 90min statt. Das Prinzip des spektralphotometrischen Verfahrens
besteht in der Messung der Hb bzw. Met-Hb-Konzentration tber die Extinktionsmessung
mit monochromatischem Licht.

Die 1ml Probe wurde bei 14.000Upm 5min zentrifugiert damit die Erythrozyten sedimen-
tieren. Der Uberstand welcher sich aus 1/3 DMEM/F12 (1:1) Zellmedium und 2/3 Hanks
Puffer zusammensetzt und als , Zellmedium® bezeichnet ist, wurde entsprechend der Ni-
trat-im-Serum-M ethode aufgearbeitet und chromatographiert. Als Kontrolle wurde eine auf
200uM Nitrat aufgespikte Losung aus 1/3 DMEM Zellmedium und 2/3 Hanks Puffer ver-

wendet.

3.8 Probanden

3.8.1 Ethische Aspekte

Die Bestimmung der Nitratkonzentrationen in Serum und Urin der iNO-Patienten ist im
Rahmen einer Studie in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki mit ihren Er-
weiterungen (Tokyo 1975, Venedig 1983, Hong Kong 1998) durchgefihrt worden. Die
Zustimmung des ethischen Kommitees in Giel3en ist dabei eingeholt worden.
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3.8.2 Patienten mit iINO-Therapie

Die Stichprobe der iNO-Patienten ist n=7. Die Patienten sind im Alter von 0,5 bis 4,25

Jahren. Alle Patienten haben einen angeborenen Herzfehler mit pulmonaem Hochdruck.

Patienten mit Sepsis oder Infektion wurden ausgeschlossen, da diese Faktoren eine Erho-
hung der Nitratkonzentration im Urin oder Serum bewirken kdnnen. Entziindungszeichen
wie CRP und Leukozyten sowie Befunde von Urinstatus sind als Parameter fir den Aus-

schluf? erhoben worden.

Die Patienten haben wahrend des untersuchten Zeitraums kein Nitroglyzerin oder andere
Medikamente, die als NO-Donatoren bekannt sind, erhalten.

Die einzelnen Patienten mit Geburtsdatum, Alter, Geschlecht, Gewicht, Lénge, 0.g. Labor-
parameter sowie die Urinausscheidung sind im Anhang aufgelistet.

3.8.3 Kontrollen —Patienten ohneiNO-Therapie

Zur Ermittlung von Normalwerten im Serum wurde eine Stichprobe aus 27 ambulanten
Patienten (m=17, w=10) im Alter von 1 bis 18 Jahren herangezogen. Die Patienten hatten
keinen akuten Infekt und keine Medikamente erhalten, die als NO-Donatoren bekannt sind.

Zur Ermittlung von Normawerten im Urin wurde eine Stichprobe aus 10 ambulanten Pati-
enten (m=5, w=5) im Alter von 0,5-15 Jahren erhoben. Die Patienten haben keine Medi-
kamente erhalten, die a's NO-Donatoren bekannt sind, und sie hatten keinen akuten Harn-
wegsinfekt. Die Leukozytenzahlen im Urinstatus waren stets< 5 L eukozyten, und es waren

keine Bakterien nachweisbar.
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3.9 Statistische Methoden

Die ermittelten Daten werden als Absolutwerte dargestellt. Zusammenfassend werden
Mittelwerte (m) £ Standardabweichungen (s) angegeben und bei der Qualitétssicherung
zusétzlich der Variationskoeffizient (VK) berechnet und die Richtigkeit in % angegeben
(rel. Fehler=100 x (Messwert-Sollwert/Sollwert). Zur Verdeutlichung eines linearen Zu-
sammenhanges zwischen zwel Variablen werden der Korrelationskoeffizient (r) bzw. das
Bestimmtheitsmal? (r?) berechnet sowie Punktwolken mit Regressionsgeraden erstellt. Zur
Darstellung von Haufigkeitsverteilungen werden Boxplots angewendet. Die Prifung auf
Normalverteilung erfolgte mit dem Test nach Kolmogoroff-Smirnov. Bel der in vitro
Aquilibrierung wurde der t-Test fur paarige Stichproben verwendet. Die Signifikanz der
Differenz der Mittelwerte der Nitratkonzentrationen durch iNO im Serum und Urin wurde
nach dem Wilcoxon Test fur Paardifferenzen, wenn keine Normalverteilung und paarige
Stichproben vorlagen, berechnet. Die Hypothese, dal? kein Unterschied zwischen den bei-
den Methoden zur Messung von Nitrat im Urin besteht, wurde im Rahmen einer graphi-
schen Darstellung nach Bland und Altman belegt und ebenfalls nach dem Wilcoxon Test
fur Paardifferenzen berechnet.

Um die Abhangigkeit zweier Merkmale (Alter und Geschlecht) von der Nitratkonzentrati-
on gleichzeitig zu testen wird die Covarianzanalyse durchgefiihrt (Sachs, 1992; Altman
und Bland, 1983; Bland und Altman, 1986). Alle Hypothesen wurden auf dem 5%-Niveau
getestet.

Die Durchfiihrung der statistischen Analyse erfolgte mit SPSS (Statistical Package for the
Socia Science).
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4 Ergebnisse

4.1 Interner Standard

Die Prifung der Anionen zeigt folgende Ergebnisse: Unter den festgesetzten Bedingungen
bei einer Retentionszeit von 16,81 min fur Nitrat und einer Laufzeit von 30min ist keine
chromatographische Darstellung bei den Anionen Bisulfit, Cyanid, Hexacyanoferrat, Mo-
lybdat, Chromat und Thiocyanat als interner Standard mdglich.

Fur die anderen Anionen ergeben sich frihe Retentionszeiten fur Bromat 7,35min und
Wolframat 5,82min. Arsenat hat Retentionszeiten von 16,44 min in der Chromatographie.
Azid hat Retentionszeiten bei 15,65min. Chlorat weist Retentionszeiten von 15,40min und
Thiosulfat wird bei 23,00min eluiert.
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Abbildung 4: Vorlauf mit Chlorat-lon als interner Standard (1.S.) und andere lonen
wie Nitrit, Bromid, Nitrat und Sulfat

Da Chlorat die Anforderungen eines internen Standards (1.S.) in unserem System erflillt,

wird esim weiteren verwendet.
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4.2 Ultrafiltration

Mit der Ultrafiltrationseinheit Ultrafree bei einer Ausschlufl3grenze von 10.000 Dalton
wurden in einer Winkelrotatorenzentrifuge bei 4.000, 7.000, 10.000 und 14.000Upm und
bei einer Zentrifugationszeit von 30min aus den 300 ul Serum Ultrafiltrationsvolumina
zwischen 83 und 210pl erreicht. Bel einer Zentrifugationszeit von 60min wurden bei den
entsprechenden Upm 120 bis 240ul Serum ultrafiltriert.

Nach Waschung der Ultrafilter Centrisart mit einer Ausschluf3grenze von 10.000 Dalton
erhdt man in einer Ausschwingrotatorenzentrifuge nach 15min, 20min, 30min, 45min,
60min folgende Ultrafiltrationsvolumina: 224y, 253ul, 271ul, 272ul und 268pl.

Die 300pl Serumproben wurden im folgenden mit dem Ultrafilter Centrisart fir 15min bei
4800Upm zentrifugiert, da mit diesem System ein optimales Ultrafiltrationsvolumen bel

einer kurzen Zentrifugationszeit erzielt werden konnte.
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Abbildung 5: Chromatographie von Serum nach Ultrafiltration mit Ultrafilter Cen-
trisart fur 15min bei 4800Upm ohne M 6glichkeit einer quantitativen Auswertung von
Nitrat (NO3)
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Wie das Chromatogramm des Ultrafiltrats in Abb. 5 zeigt, ist in unserem System nach der
Proteinabscheidung keine quantitative Auswertung maoglich, da stérende Substanzen aus

der Probenmatrix im Bereich von Nitrat und internem Standard koeluieren.

4.3 Flussig-fllissig-Extraktion

Es gelang nicht, die Stérungen aus der Matrix mit organischen Extraktionsmitteln wie
Dichlormethan, Chloroform, Ethylacetat, Diethylether zu eliminieren.

4.4 Fest-flussig-Extraktion

Die Aufarbeitung mit den Sep-Pak-Sorten Alumina A, N, B, NH», Diol plus, Florisil und
Silica ergaben keine quantitativ auswertbaren Chromatographien. Eine Entfernung der Sto-
rungen unterhalb der Substanzen, die von Interesse sind, gelang mit diesen Sep-Pak-Sorten

nicht.

Accell plusQMA

Bel Accell plus QMA light, einem Anionenaustauscher, sollten Chlorat und Nitrat auf der
Saule gebunden werden und anschlief3end durch Zugabe von Schwefel séure und Phosphor-
sdure in den Konzentrationen 0,002M, 0,02M, 0,04M und 0,2M von der Anionenaustau-

schersdule verdrangt werden. Dies gelang jedoch nicht.

Sep-Pak CN
Die Sep-Pak-CN-Kartusche ist mit Nitrat kontaminiert, so dal3 mit diesem Sep-Pak eine
Aufarbeitung nicht méglich ist.

Sep-Pak C18 light

Bel der Aufarbeitung mit Sep-Pak C18 light wurde ohne storende Matrixeffekte oder Ver-
lust der eingesetzten Nitratmenge ein quantitativ auswertbare Chromatographie erzielt. Im
folgenden wurde mit der Sep-Pak C18 light Kartusche gearbeitet.
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4.5 Ermittlung des Fraktionsvolumensim Serum

Nach Ultrazentrifugation des Serums und Elution tber den Sep-Pak C18 light wurde das
Fraktionsvolumen, welche die optimalen Signale der beiden Analyten Nitrat und Chlorat in
der Chromatographie wiedergibt, ermittelt. Dazu wurden einzelne Fraktionen des Eluates
einer Serumprobe aufgefangen und chromatographiert, so dal3 die optimale Volumen-
fraktion ermittelt werden konnte. Aus der in Abb. 6 aufgeftihrten Chromatographie ist er-
sichtlich, dal3 die Aufnahme der ersten (1.) und letzten Fraktion (5.) in die Analyse nicht

sinnvoll war, da eine unerwiinschte Verdiinnung der Probe erfolgt wére.

x 101 volts

T T T 1 T 7 T
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Abbildung 6:  Chromatographische Darstellung der einzelnen Volumenfraktionen
des Eluates einer Serumprobe zur Ermittlung des bendtigten Volu-
mens fur optimale Signale der beiden Analyten Nitrat und Chlorat
(1.S)
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4.6 Optimierung der Chromatographiebedingungen

4.6.1 Flowprogramming

Tabelle 3. Flowprogramming

Flow Chlorat Nitrat Chromatographie
[ml/min] | Retentionszeit [min] Retentionszeit [min] Laufzeit [min]

1,2 15,51 17,27 30

1,4 14,55 15,98 25

1,6 13,50 14,75 25

2,0 10,33 11,27 25

Die Durchfluf3geschwindigkeit wird auf 2,0ml/min festgelegt, da die Retentionszeiten von
Nitrat und dem internen Standard erheblich verkirzt werden kénnen. Die zu erwartenden
Retentionszeiten sind fur Chlorat 10,33min und Nitrat 11,27min. Bei dieser Durchfluf3ge-

schwindigkeit werden Driicke von ca. 2.000psi erreicht.
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4.6.2 Signaloptimierung
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Abbildung 7:  Signaloptimierung der Chromatographie durch selektive Verstar-

kung der Anionen

Der Output des L eitfahigkeitsdetektors wird auf 100uS/1V festgesetzt.
In Abb. 7 erkennt man die Verdnderung der Standardeinstellung am Leitfahigkeitsdetektor
von 10uS/V auf 100uS/V. Sie fuhrt zu einer selektiven Verstarkung der Anionen und so-

mit des Analyten und dem internen Standard bei nahezu unverandertem Grundrauschen.
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4.7 Ubertragen der Methode auf weitere Medien

4.7.1 Methodefur Nitratmessungen im Urin

Die Zentrifugationszeit ist 5min bei 14.000Upm. Chlorat wurde als interner Standard ver-
wendet.

4.7.1.1 Verdinnungsstufe

Die Nitratkonzentrationen bei einer Verdinnung von 1:2, 1:3, 1:5, 1:10 von Urin im
Reinstwasser ergeben 190uM, 121uM, 73uM und 36uM, wobei ein linearer Verlauf er-
kennbar ist. Die Urinproben sind mit einer 1:3 Verdinnung verwendet worden, wenn nicht

anders vermerkt.

4.7.1.2 Messungen im Urin mit und ohne Sep-Pak
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Abbildung 8:  Vergleich der Nitratkonzentrationen im Urin mit und ohne Sep-Pak-
Aufarbeitung. Die Differenz der Wertepaare liegen bis auf zwel im
95% Konfidenzintervall. Es besteht somit kein Unter schied zwischen
den beiden Methoden.
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In Abb. 8 ist jewells die Differenz der logarithmierten (In) Mef3wertepaare der 30 Urinpro-
ben, die sich durch die Aufarbeitung mit Sep-Pak bzw. direkter wéldriger Injektion, d.h.
ohne Sep-Pak, ergibt, gegen die mittlere logarithmierte Konzentration (In myon,) des Urin-
probenpaares aufgetragen. Der Mittelwert der logarithmierten Differenz der beiden Metho-
den ist m=-0,017. Das 95% Vertrauensintervall liegt zwischen m+2s=0,144 und m-2s =-
0,178. Bisauf zwel Aufarbeitungen liegen alle Mel3wertpaardifferenzen in diesem Bereich.
Aus den Ergebnissen, entschieden wir uns fur die Methode der direkt walrigen Injektion
bei Urinproben mit einem Injektionsvolumen von 100ul. Die Prifung auf einen Unter-
schied der beiden Aufarbeitungen anhand des Wilcoxon Tests fur Paardifferenzen zeigte

keine systematischen Abweichungen (p=1,000).

4.7.2 Ubertragung der Methode auf Zellmedium

Die Serum Methode wird direkt auf die Aufarbeitung von Zellmedium Ubertragen. Eine
direkte Injektion wie bei den Urinproben ist wegen stérender Substanzen im Bereich der
Anayten nicht moglich. Im Zellmedium selbst ist kein Nitrat nachweisbar. Durch die
Stickstoffdioxid (80%)-Aquilibrierung zur Leerwertermittiung wird kein Nitrat im System
gebildet. Eine Nitratkontamination innerhalb des Systems konnte somit ausgeschlossen

werden.
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4.8 Quantifizierung

4.8.1 Eichung

Conc % Inj ¥pl
]
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Abbildung 9: Eichkurvevon Nitrat in Reinstwasser

r*=0,999
c = 862,7+0,8685 x R
R = response

Tabelle 4: Response der Eichwerte

Nitrat [umol/l] 50 100 [200 |300 [400 |600 [800

Response 0,12 |0,23 |0,46 |0,67 |098 |1,46 |1,94
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Bel der Erstellung der rein waldrigen Eichung mit den Nitratkonzentrationen zwischen
50pmol/l und 800umol/l zeigt sich eine geringe Streuung der Mef3werte um die Regressi-
onsgerade bei Auftragung der Nitrat Peak Response gegen die Konzentration. Das Be-
stimmtheitsmald liegt bei r>=0,999 und damit nahezu bei dem Optimum von r2=1.

Die rein wéal¥rige Eichung (a) wird mit der waldrigen Sep-Pak Eichung (b) und mit einer
Precinorm Serum Sep-Pak Eichung (c) verglichen. Die jeweiligen Aufarbeitungen (a, b, €)
ergeben folgende Bestimmtheitsmalie: r3(a)=0,999, r3(b)=0,999, r3(c)=0,998. Da die ver-
schiedenen Aufarbeitungen keine wesentlichen Unterschiede in der Glte der Eichung er-
geben, wird die rein wal¥rige Eichung der Praktikabilitét wegen bevorzugt.

48.2 Kontrollserum

Gepruft wurden das Drug Free Serum Corning und das Precinorm Kontrollserum. Der in-
terne Standard kann in beiden Seren verwendet werden. Das Chlorat interferiert nicht mit
den anderen Substanzen in der biologischen Matrix.

Das Drug Free Serum wies einen Peak zu der Retentionszeit des Nitrat auf. Durch aufspi-
ken des Drug Free Eluates wurde die Reinheit des Peaks deutlich, es handelt sich um einen
Nitratpeak (c=240umol/l). Beim Precinorm Serum war weder eine Storung unter dem in-
ternen Standard noch lief3 sich in der Chromatographie Nitrat nachweisen. Das auf 200uM

Nitrat aufgespikte Precinorm Serum wurde al's Kontrolle verwendet.



ERGEBNISSE 40

4.9 Qualitatssicherung

491 Stabilitat

4911 Stabilitatim Serum

Tabelle5:  Stabilitat von Nitrat im Serum bel 4°C Uber funf Tage (d)
und bel -40°C Uber funf Wochen (w)

Serum 53 puM Nitrat Serum 308 uM Nitrat
d/w bei 4°C bei -40°C bei 4°C bei -40°C
1 53 53 291 310
2 45 57 295 309
3 52 56 293 311
4 59 60 287 302
5 59 52 310 307
mz+s| 5360+5,81 | 55,60+3,21 | 295,20 +8,78 | 307,80 + 3,56
VK 10,84% 5,77% 2,97% 1,10%

Das 53uM Serum hat bei taglicher Einfachaufarbeitung tGber 5 Tage und Lagerung bei 4°C
einen VK von 10,84% und bel wdchentlicher Einfachaufarbeitung Gber 5 Wochen einen
VK von 5,77%. Das 308uM Serum hat bei 4°C einen VK von 2,97% und bei —40°C einen
VK von 1,10%.
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49.1.2 Stabilitat im Urin

Tabelle6:  Stabilitat von Nitrat im Urin bel 4°C tber funf Tage (d)
und bel -40°C Uber funf Wochen (w)

Urin 127 pM Nitrat Urin 329 uM Nitrat
dw Nitrat [uM] Nitrat [uM] Nitrat [uM] Nitrat [uM]
bei 4°C bei -40°C bei 4°C bei —40°C
1 127 128 329 345
2 129 144 332 343
3 138 132 332 354
4 151 135 335 330
5 158 115 358 336
mz+s | 140,60+ 13,58 | 133,00 + 7,07 | 337,20 + 11,82 | 341,60 + 9,13
VK 9,65% 5,32% 3,50% 2,67%

Die Stabilitétsmessungen im 127uM Nitrat Urin Uber 5 Tage bei 4°C ergeben einen VK
von 9,65%. Bei -40°C ergibt sich ein VK von 5,32% bei wochentlicher Einfachaufarbei-
tung Uber 5 Wochen. 329uM Urin ergibt bel 4°C einen VK von 3,50% und bei -40° C &i-
nen VK von 2,67%. Die Urinproben wurden, wenn nicht sofort aufgearbeitet, stets bei

-40°C eingefroren.
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4.9.2 Prazision und Richtigkeit

4.9.2.1 Inter-assay-Prézision im Serum

Tabelle 7: Inter-assay-Préazision im Serum

Tag Serum Nitrat [UM]

221

223

215

209

204

194

186

192

O 00| N| O O | Wl N|

216

10 209

m=+s 206,9 + 12,69

VK 6,13%

Der Variationskoeffizient betragt 6,13% fur die Prézision von Tag zu Tag fur Nitrat im
Serum.
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4.9.2.2 Intra-assay-Prézision und Richtigkeit im Serum

Tabelle 8: Intra-assay-Prazision im Serum und Richtigkeit

Lauf | Soll 100 uM Nitrat | Soll 300 uM Nitrat
Serum Serum
1 111 314
2 96 310
3 106 295
4 91 292
5 106 311
6 112 316
7 108 320
8 109 300
9 109 314
10 308
mts 105,33+ 7,11 308,00 + 9,32
VK 6,74% 2,87%

Der Variationskoeffizient betragt 6,74% fur die Prézision bei 105,33 uM Nitrat und 2,87%
bei 308,00uM Nitrat in der Serie im Serum. Es wird die Richtigkeit der Methode fir Nitrat
im Serum bestimmt. Der relative Fehler betragt 5,33% fur 100uM Serum und 8,00% fir
300uM Serum jewells als Sollkonzentration und die Richtigkeit somit 105,33% und
108,00%.
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49.2.3 Prazisionim Urin

Tabelle 9: Intra-assay-Prazision im Urin

Lauf Urin Nitrat [uUM]

1 345

2 366

3 351

4 363

5 366

6 363

7 366

8 366
mzts 360,75 + 8,14
VK 2,25%

Bel den in Serie chromatographierten Urinproben ist die Prézision der Messungen 2,25%.

4.9.3 Empfindlichkeit

Die untere Empfindlichkeitsgrenze fur Nitrat wird bel 10pmol/l im Serum festgelegt. In
wéaldrigen Medium (Reinstwasser) liegt die untere Empfindlichkeit bei Sumol/I.
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4.10 Anwendung der HPL C-Methode

4.10.1 Nitrat und Met-Hb im Serum und Urin be Patienten mit iNO-
Therapie (in vivo)

[T] ﬂ
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Abbildung 10: Serum von iNO-Patient K., R. 24h nach Beginn der iINO-Therapie (1)
mit einer gemessenen 248umol/l Nitratkonzentration (NOs) und ei-

nem Kontrollserum mit 200umol/I Nitrat (1)

In Abb. 10 ist das Chromatogramm eines iNO Patienten K., R. nach Beginn der 24h-iNO
Gabe (24h w NO) mit einer Nitratkonzentration von 248umol/l im Serum (I) und einem
Precinorm Kontrollserum mit 200pmol/I Nitrat im Overlay dargestellt.
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Abbildung 11: Urin von iNO-Patient K., P. Chromatographische Darstellung von
drel verschiedenen Nitratkonzentrationen im Urin zu den Zetpunk-
ten 1h wahrend iNO, 24h wahrend iNO, 48h nach iINO im Overlay

In Abb. 11 sind die Nitratkonzentrationen im Urin bei einem Patienten wahrend der iNO-
Therapie im Overlay dargestellt. Die Nitratkonzentrationen betragen wahrend 1h NO
570pumol/l (1:3 Verdinnung, 1h w NO), wahrend 24h NO 1410umol/l (1:10 Verdinnung,
24h w NO) und nach 48h NO 186umoal/l (1:3 Verdinnung, 48h n NO).
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Esfolgt eine Mef3wertabelle der Nitratkonzentrationen (m + s) und Met-Hb Werte (m £ 9)
im Serum (n=7) und Urin (n=5) bel den iNO-Patienten zu den Zeitpunkten vor NO, 1h
wahrend (w), 24h w NO sowie 24h nach (n), 48h n und 72h n NO. Die Werte sind als
Mittelwerte (m) mit Standardabweichung (s) dargestellt.

Tabelle10: Nitratkonzentrationen und Met-Hb-Werte im Serum und Urin
bel iNO-Patienten (m % s) zu den Zeitpunkten vor NO, 1h wahrend (w),
24h w NO sowie 24h nach (n), 48h n und 72h n NO.

Zeitpunkt Nitrat | Nitrat [uM]im Serum | Met-Hb [%] im Serum | Nitrat[uM] im Urin
Messung (t=h) m s, n=7 m s, n=7 m + s, n=5
vor NO 31,86 + 11,35 0,20+ 0,11 346,20 + 223,65
1hw NO 77,29 + 43,60 0,70 £ 0,22 444,00 + 287,28
24h w NO 234,00 + 121,35 0,60 + 0,32 1225,40 + 293,86
24h n NO 75,57 + 30,99 0,20+ 0,11 655,80 + 251,02
48h n NO 35,29 £ 16,44 0,25+ 0,08 436,40 + 234,03
72h n NO 33,00 + 10,23 0,13 + 0,05 339,20 + 221,68
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Abbildung 12: Nitratkonzentrationen im Serum bei den sieben iNO-Patienten zu
den jeweiligen Abnahmezeitpunkten. Die Mel3zeitpunkte sind: vor
NO, 1h wahrend NO, 24h wahrend NO, 24h, 48h und 72h nach NO-

Gabe. (Jedes Symbol entspricht jeweils dem Serum eines Patienten)

Die Nitratkonzentrationen im Serum werden zu den Abnahmezeitpunkten: vor NO, 1h
nach Beginn der NO-Therapie, 24h wahrend NO, 24h, 48h und 72h nach NO bel iNO-
Patienten einzeln im Verlauf dargestellt. Nach der Applikation von NO steigt das Nitrat im
Serum bel alen Patienten an. Nach Absetzen der NO-Inhal ation werden wieder innerhalb
von 48h anndhernd die Ausgangswerte erreicht. Die Anstiege der Nitratkonzentrationen im
Serum sind wahrend iNO gleichsinnig, die NO Konzentrationen zwischen 15 und 30ppm

variierend bel einem Korrel ationskoeffizienten von r=0,421.
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Abbildung 13: Nitrat und Met-Hb im Serum bel iINO-Patienten (m £ s). Eswer-

den die Mittelwerte (v,») und Standardabweichungen (0) der
gemessenen Nitratkonzentration im Serum sowie der Met-Hb
Werte der iNO-Patienten zu den jewelligen Mel3zeitpunkten ge-
zeigt. Die Mef3zeitpunkte sind: vor NO, 1h wahrend NO, 24h
wahrend NO, 24h, 48h und 72h nach NO-Gabe. Signifikante p-
Wertesind mit O, O gekennzeichnet.

Die Nitratkonzentration im Serum ist vor der iINO Therapie 31,86 uM + 11,35. Bereits
nach Beginn von einer Stunde iNO steigt das Nitrat im Serum auf 77,29uM +43,60
(p=0,016, 1 ). Das Maximum bel den von uns erhobenen Zeitpunkten ist bei 24 h wahrend
NO mit 234,00uM + 121,35 erreicht (p=0,016, (). 24 h nach Beendigung von iNO, ist ein
Abfal auf 75,57uM = 30,99 zu verzeichnen (p=0,016, [I). Die Nitrat Veranderungen kon-
nen als hochsignifikant bezeichnet werden. Nach 48h sind die Werte bel 35,29uM * 16,44
(p=0,313) sowie nach 72h (72h n NO) bel 33,00uM + 10,23 (p=0,984), wobel diese p-
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Werte jeweils deutlich Giber dem 5%-Niveau liegen und somit kein Unterschied zum Aus-
gangswert besteht.

Das Met-Hb [%] hat nach einer Stunde INO sein Maximum mit 0,20 + 0,11 erreicht
(p=0,016, ). Wahrend 24 Stunden iNO sinkt es gering ab mit 0,60 + 0,32 und fallt nach
Beendigung der iNO auf den Ausgangswert 0,20 £ 0,11 zurtick. Eine signifikante Steige-
rung von Met-Hb wahrend iNO ist aul3er bei der Met-Hb Messung nach einer Stunde iNO
nicht zu verzeichnen (24h w NO p=0,078, 24h n NO p=1,000, 48h n NO p=1,000, 72h n
NO p=0,125).

1,2
.
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.
— 0,8 L 4 L 4
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2 06 r=0,632
o PR n=42
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0o o
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 350
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Abbildung 14: Met-Hb Bildung und Nitratkonzentrationen bei den iNO-Patienten.
Bei den iNO-Patienten werden die ermittelten Met-Hb Werte gegen

die Nitratkonzentrationen (O0) im Serum gegeneinander aufgetragen.

Zwischen den Met-Hb Werten und den Nitratkonzentrationen im Serum ist ein Zusam-
menhang erkennbar. Es ergibt sich die Regressionsgerade y=0,0028 x + 0,1321 mit einem
K orrel ationskoeffizienten von r=0,632.
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Abbildung 15: Nitratkonzentration im Urin bei fiunf iNO-Patienten zu den jeweili-

gen Abnahmezeitpunkten

(Jedes Symbol entspricht jeweils dem Urin eines Patienten)

In Abb. 15 ist die Nitratkonzentration im Urin von jedem einzelnen iNO-Patienten im

Verlauf dargestellt. Die Abnahmezeitpunkte sind: vor NO, 1h nach Beginn der NO-
Therapie, 24h wahrend NO, 24h, 48h und 72h nach iNO. Die Anstiege der Nitratkonzen-
trationen im Urin sind wéhrend iNO gleichsinnig, die NO Konzentrationen bewegen sich

zwischen 15 und 30ppm bel einem Korrel ationskoeffizienten von r=0,538.
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Abbildung 16: Nitratkonzentrationen im Urin bei iNO-Patienten (m % s). Die Ni-
tratkonzentration im Urin der iNO-Patienten sind als Mittelwerte
(0) und Standardabweichungen (0) zusammengefaldt. Die Mef3zeit-

punkte sind: vor NO, 1h nach Beginn der NO-Therapie, 24h wah-
rend iNO, 24h, 48h und 72h nach NO-Gabe.

Die Nitratkonzentration im Urin vor iNO betragt 346,20uM + 22,65. Nach einer Stunde
steigt das Nitrat auf 444,00uM = 287,28 an (p= 0,063). Das Maximum ist bei 24h wahrend
INO bel 1225,40uM + 293,86 erreicht (p= 0,063). Nach Absetzen der iNO-Therapie ist
nach 24h noch eine Konzentration von 655,80uM = 251,02 (p= 0,063), nach 48h nur noch
436,40 + 234,03uM (p= 0,813) nach 72h sind nur noch eine 339,20uM + 221,68 mef3bar
(p= 1,000). Bei Anwendung des Wilcoxon-Test fir Paardifferenzen sind die p-Werte nicht
als signifikant anzusehen, sind jedoch wahrend und auch noch 24 h nach der NO-Gabe als

knapp signifikant zu bezeichnen.
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4.10.2 Normalwerte - Nitratkonzentrationen im Serum und Urin be Pa-

tienten ohneiNO-Therapie
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Abbildung 17: Nitrat im Serum bel 27 ambulanten jungen Patienten (w=10, m=17)
Mit Darstellung von Minimum, 1. Quartil, Median, Mittelwert und

Maximum in Form von Box Plots.

Tabele1l: Nitratkonzentrationen im Serum be 27 ambulanten Patienten, 17

mannlich und 10 weiblich

Nitrat [uM] Nitrat [uM] Nitrat [uM]

n = 27 gesamt n = 17 mannlich n = 10 weiblich

mzs 43,41 +16,97 42,29 + 13,22 45,30 + 22,69
Min 18,00 18,00 20,00
1.Quartil 30,50 34,00 27,00
Median 45,00 46,00 45,00
3.Quartil 53,00 50,00 58,50
Max 92,00 68,00 92,00

Die Abb. 17 und Tab. 11 zeigen die Verteilung der Nitratkonzentration im Serum bei Kin-

dern und nach Geschlecht getrennt. Bei der gesamt erhobenen Stichprobe ist die Nitratkon-
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zentration 43,41uM = 16,97 mit einem Minimum von 18,00uM, dem 1.Quartil von
30,50uM, einem Median von 45,00uM, einem 3.Quartil von 53,00uM und einem Maxi-
mum von 92uM. Die Aufteilung der Stichprobe nach Geschlecht liefert @nliche Werte,
wie man in der Tab. 11 sehen kann. Boxplot, Tabelle und der multivariate F-Test (Covari-
anzanalyse) zeigen, dal3 die Nitratkonzentration im Serum bei unserer Stichprobe von 27
Kindern weder vom Alter (p=0,42) noch vom Geschlecht (p=0,95) abhéngig ist.

In Nitrat[uM]

normal

n=10

Abbildung 18: Bei Patienten ohne iNO Therapie ermittelte Urin-Normalkonzen-

trationen von Nitrat
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Tabelle 12 Verteilung der Nitratkonzentration im Urin bei 10 Patienten ohne
iINO Therapie — ermittelte Verteilung der Urin Nor malkonzentr atio-
nen von Nitrat. Es sind Absolutwerte und logarithmierte (In) im Urin
bei Kindern (n=10) ohne iNO-T her apie angegeben.

Normal Urin Nitrat [uM] Normal Urin In Nitrat [uM]

n=10 n=10

m=s 628,20 + 428,06 6,19 + 0,81
Min 100,00 4,61
1.Quartil 323,75 5,78
Median 615,50 6,42
3.Quartil 852,50 6,74
Max 1551 7,35

Tabelle 12 zeigt die Verteilung der Nitratkonzentrationen bel Kindern (n=10) ohne patho-

logisch erhohte Leukozytenwerte im Urin. Die Nitratkonzentrationen sind sowohl als Ab-

solutwerte im Urin als auch als natirlicher Logarithmus (In) dargestellt. Die Nitratkonzen-

trationen im Normalurin bei Kindern (n=10) haben einen Mittelwert von 628,20uM +
428,06, ein Minimum von 100uM, ein 1. Quartil von 323,75uM, ein Median von
615,50uM, ein 3.Quartil von 852,50uM und ein Maximum von 1551uM.
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4.10.3 Nitratkonzentrationen im Zellmedium durch in vitro

NO-Aquilibrierung
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Abbildung 19: Chromatographische Darstellung der Nitratkonzentration im Zell-
medium bei in vitro Aquilibrierung mit 80ppm NO vor der NO-
Aquilibrierung(l), wobei kein Nitrat nachweisbar ist und nach 60
Minuten wahrend der NO-Aquilibrierung (11) mit einer gemessenen
Nitratkonzentration von 162umol/|

Abbildung 19 zeigt die chromatographische Darstellung der Nitratbildung im Zellmedium.
In dem Chromatogramm | ist vor der NO-Aquilibrierung keine Nitratkonzentration mef3-
bar. Nach 60 Minuten NO-Aquilibrierung mit 80ppm NO sind im Zellmedium 162pumol/|
Nitrat nachweisbar (Chromatogramm I1).
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Abbildung 20: DosisWirkungsbeziehung der unterschiedlichen NO-Konzentratio-
nen und Nitratbildung bei der in vitro Aquilibrierung der Erythro-
zyten im Zelmedium. Jedes Symbol entspricht der gebildeten Ni-
tratkonzentration durch Erythrozyten im Zellmedium bei der jewel-
ligen NO-Aquilibrierung und ist als Mittelwert mit Standar dabwei-
chung dargestellt (). Die Nitratkonzentrationsanderung gegenuber
dem Ausgangswert sind bel 18ppm, 32ppm und 80ppm zu den Zeit-
punkten 30min, 60min und 90min jewells signifikant [I.

In Abhéngigkeit von der Zeit (Omin, 30min, 60min, 90min) sind die Nitratkonzentrationen
(m + 9) bei der in vitro Aquilibrierung von Oppm, 18ppm, 32ppm, 80ppm von NO darge-
stellt. Ein Anstieg ist bei Aquilibrierung von Oppm nicht zu erwarten (p >0,05), zeigt je-
doch daR keine Nitratbildung auRerhalb der NO-Aquilibrierung stattfindet. Deutlich er-
kennbar sind die jeweils signifikanten bzw. hochsignifikanten Anstiege der Nitratkonzen-
tration sowohl in Abhangigkeit der Zeit als auch in Abhangigkeit der Aquilibrierungskon-
zentration von NO (p< 0,05 bzw. stets p< 0,01, bis auf einen p-Wert bei 18ppm NO-Aquili-
brierung nach 30min p= 0,023)
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Nitrat [LM]

Abbildung 21: Nitrat und Met-Hb der Erythrozyten im Zellmedium bei in vitro
NO-Aquilibrierung. Alle erhobenen Nitratkonzentrationen und zu-
gehorigen Met-Hb Werte sind als Punktwolke dar gestellt

Die jeweiligen Wertepaare (#), Nitratkonzentration und Met-Hb im Zellmedium wahrend
der in vitro NO-Aquilibrierung, sind in Abbildung 25 al's Punktwolke dargestellt. Es ergibt
sich folgende Regressionsgerade y=0,0082 x Nitrat-0,0184 und ein Korrelationskoeffizient
r=0,928.

Aus der Graphik a's auch anhand der erhobenen Korrelationskoeffizienten ist ersichtlich,
sald beide Indikatoren des NO-Stoffwechsels sich in vitro gleichsinnig verhalten. Mit stei-
gendem Met-Hb, steigt auch die Konzentration des Nitrates im Zellmedium an.
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5 Diskussion

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten fir die quantitative Messung von Nitrat. Eine sehr
gangige Methode zur Nitrit -bzw. Nitratmessung ist die spektrophotometrische Bestim-
mung, die auf der Griess-Reaktion beruht. Das Griess-Reagenz (Naphtyl-Ethylendiamin
Dihydrochlorid, Salpetersdure) reagiert nicht mit Nitrat, dem Hauptstoffwechselendpro-
dukt von NO, sondern mit Nitrit. Deshalb wird haufig im ersten Schritt Nitrat zu Nitrit
Uber Cadmiumsaulen reduziert, oder es erfolgt eine enzymatische Reduktion mittels der
Aspergillusreductase. Dann erst kann die Probe mit dem Griess-Reagenz versetzt und der
entstehende rote Azofarbstoff bel einer Wellenlange von 546nm gemessen werden. Mdchte
man die Nitritkonzentration ebenfalls messen, wird die spektrophotometrische Messung
auch vor der Nitratreduktion durchgefuhrt (Viinkka, 1996). Eine alleinige Nitratmessung
ist mit der Aspergillusreductase und spektrophotometrischer Messung des entstehenden
NADPH auch bei 340nm maoglich (Gilliam et al., 1993). Weitere Methoden zur Messung
von Nitrat sind die Gaschromatographie-Massenspektrometrie mit guter Sensitivitdt und
Empfindlichkeit (Tsikas et al., 1994). Jedoch hat sich dieses Verfahren aufgrund hoher
Kosten nicht in den klinischen Routinelaboren etabliert (Viinkka, 1996).

Die lonenchromatographie findet breite Anwendung bel Nitratmessungen in biologischen
Matrices. Die lonenpaarchromatographie auf der Basis einer Reversed Phase Chromato-
graphie unter Zugabe von Ammoniumsalz als Gegenion und mobiler Phase auf Wasser-
Acetonitrilgemisch mit UV-Detektion bel 208nm ist beschrieben (Leone und Kelm, 1996).
Es gibt aber auch die Moglichkeit der lonenaustauschchromatographie und UV-Detektion
bei 214nm. Haufig werden hierbei auf Polymerharz basierende Trennsaulen eingesetzt. Mit
dieser Polymerharzsdule, einem Eluens als Natriumcarbonat-Natriumhydrogen-carbonat-
gemisch, einer nachgeschalteteten Suppressorsaule, einer Doppeldetektion mit UV-und
L eitféhigkeitsdetektor ist eine Methode zur Messung von verschiedenen Anionen, u.a. von
Nitrat ebenfalls moglich (Bohn et al., 1993). Zur Nitratmessung von Plasma kdnnen so-
wohl UV-Detektoren als auch Leitfahigkeitsdetektoren befriedigend eingesetzt werden
(Everett et al., 1995). Es werden jedoch derzeit im geringeren Mal3 Leitfahigkeitsdetekto-
ren als UV-Detektoren bei Einsatz von Polymerharzsaulen verwendet (Stratford, 1999).
Bisher ist wenig bekannt Uber die Kombination einer Anionenaustauschersaule und einem
L eitféhigkeitsdetektor zur Messung von Nitrat in biologischen Matrices. Hierbei ist eine
Suppressorsaule nicht notwendig. Wir etablierten eine Methode zur Nitratmessung mittels
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HPLC mit einem Eluens aus Acetonitril/Borat-Konzentrat. Eine Anionenaustauscherséule
mit synthetisch vernetztem Polymethacrylat-Harz, 150mm x 4,6mm, 10um Partikelgroie
und einer Kapazitét von ca. 30peg/ml, wurde von uns erfolgreich eingesetzt. Somit ist eine
weitere prézise Methode mit einer Laufzeit von 25min zu den oben beschriebenen hinzu-
gekommen. Das HPLC-System ist apparativ nicht sehr aufwendig und vor alem weniger
anfallig for Stérungen als die GriesssMethode und es wird direkt das eigentliche Stoff-
wechselendprodukt Nitrat ausgewertet. Biogene Amine kénnen die Griess-Reaktion eben-
falls storen. Eine Nitritmessung in unserem System wird madglich, wenn der Chloridpeak
durch Silberfallung vor der Proteinfallung durchgefihrt wird. Hierflr gibt es kommerziell
erhdltliche On-guard-Kartuschen. Welche Methode im speziellen angewandt wird, hangt
wahrscheinlich auch von den vorhandenen Gerétschaften, eigenen Erfahrungen und dem
Ziel der Nitratmessung ab. AulRerdem ist bekannt, dal3 die Saulen auf Basis von organi-
schen Polymerharzen eine bessere Reproduzierbarkeit aufweisen als mit Silica-Gel be-
schichtete Saulen. Die eingesetzte Saule ist zwar teurer, aber es hat sich herausgestellt, dai3
sie bei effizientem Einsatz von Vorsaulen langlebiger ist (Stratford, 1999).

Die Etablierung der Methode soll im einzelnen diskutiert werden.

5.1 Interner Standard

Verschiedene Anionen wurden auf ihre Eignung als interner Standard untersucht. Nicht
alle Anionen lagen im Zeitfenster oder konnten mit der von uns eingesetzten Konzentration
in unserem System chromatographiert werden. Die Anionen Bromat, Wolframat und Thio-
sulfat haben zu kurze oder zu lange Retentionszeiten innerhalb der festgesetzten Chroma-
tographiezeit von 25min. Sie wirden in einer Serumchromatographie durch Chlorid bei
kurzer Retentionszeit oder Sulfat bei langer Retentionszeit gestort werden. Azid und Arse-
nat werden fast zeitgleich mit Nitrat eluiert, so dal? keine quantitative Auswertung von Ni-
trat moglich wére. Das Chloration mit einer Retentionszeit von 15,40 min interferiert nicht
mit anderen Anionen und erlaubt eine problemlose Integration. Es erflllt somit die an ei-
nen internen Standard gestellten Anforderungen. Die uns bisher bekannten Nitratmessun-
gen sind stets mit der Methode des externen Standards verwendet worden (Bohn et al.,
1993; Michigami et al., 1989; Leone und Kelm, 1996; Jong und Burggraaf, 1983).
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5.2 Extraktion

5.2.1 Ultrafiltration

Heterogene K érperfllissigkeiten zwingen zu Probenvorbereitungen. Es sind Proteinfallun-
gen z.B. mit Silberchlorid, 30% Zinksulfat oder 5-Sulpho-Salicylsaure beschrieben worden
(Hegesh und Shiloah, 1982; Pratt et al., 1995; Shi et al., 1993). Die Ultrafiltration zur Pro-
teinabtrennung ist bereits 1984 bel Bromidmessungen durchgefihrt worden (Miller und
Cappon, 1984). Diese Methode der Proteinfalung haben wir ebenfalls durchgeftihrt, wobel
jedoch langere Zentrifugationszeiten bel wahrscheinlich gréf3eren Probenvolumina ange-
geben werden (Bohn et al., 1993; Preik und Kelm, 1996). Eine Verféaschung der quantita-
tiven Auswertung von Nitrat in den verschiedenen Matrices kann bei zusétzlichen Arbeits-
schritten und Verwendung von verschiedenen Probengeféf3en, Pipetten oder Kartuschen
durch Kontamination mit Nitrat auftreten. Die Ultrafilter Centrisart wurden vor Verwen-
dung entsprechend mit Reinstwasser gewaschen. Systematisch sind die Moglichkeiten der
Nitratkontamination Uberprift worden, was durch jeweiliges Chromatographieren der Ein-
zelschritte geschah. Es konnte keine Quelle der Nitratkontamination in den etablierten
Analysenschritten im Rahmen unserer Methodik festgestellt werden.

5.2.2 Flussig-flussig-Extraktion

Entgegengesetzt der bekannten Literatur haben wir durch eine Proteinféllung keine ausrei-
chende Extraktion zur Darstellung einer lonenchromatographie erreicht. Durch FlUssig-
flissig-Extraktionen mit den Substanzen Dichlormethan, Chloroform, Ethylacetat, Die-
thylether lief3en sich stérende Matrixbestandteile nicht extrahieren bzw. war die Chroma-
tographie der Analyten nicht mdglich, da keine Baseline gefunden wurde.
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5.2.3 Flussig-fest-Extraktion

Zur weiteren Extraktion der unbekannten Verunreinigung in der Chromatographie wurde
das FlUssig-fest-Extraktionsverfahren mit Sep-Pak-Sdulen eingesetzt. Diverse Sep-Pak-
Sorten wurden auf ihre Eignung gepruft. Jedoch ergaben die Aufarbeitungen mit den ver-
schiedenen keine quantitativ auswertbaren Ergebnisse. Bei der Aufarbeitung mit Sep-Pak
C18 light konnte jedoch ohne Verlust die eingesetzte Nitratmenge ohne Stérungen gemes-
sen werden. Mit C18 Saulen konnen hydrophobe Substanzen, Peptide oder Oligo-
nukl eotide abgetrennt werden.

5.3 Ubertragung der Methode auf andere Medien

53.1 Urin

Da die Nullhypothese nicht widerlegt werden konnte und auch gleiche Ergebnisse die gra-
phische Darstellung nach Bland and Altmann uns lieferte, somit kein Unterschied zwi-
schen den Methoden zur Messung von Nitrat im Urin bestand, wurde die einfache Methode
der direkten Injektion nach Zentrifugation von 5min bel einer Verdiinnung 1:3 verwendet.
Diese Methode der direkten Injektion zur Nitratmessungen im Urin mit internem Standard
anhand einer HPLC-Methode mittels Leitfahigkeitsdetektor ist bislang nicht beschrieben.
Nitratmessungen im Urin mit ebenfalls direkter Injektion, aber anderer Verdinnung, im
Anschluf? einer UV-Detektion sind aber erwahnt (Michigami et al., 1989). Esist keine an-

dere Methode der Nitratmessung zur Validierung der Nitratkonzentration im Urin erfol gt.

5.3.2 Zdlmedium

Die Serummethode wurde direkt auf das Zellmedium zur Messung von Nitrat durch In-

vitro-Aquilibrierung tibertragen. Auf diese Weise ergab sich eine bessere Auswertung.
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54 Quantifizierung

Da wir in verschiedenen Matrices wie Serum, Urin und Zellmedium anhand eines gleich-
bleibenden Systems Nitratkonzentrationen messen, ist nach Uberpriifung der rein walrigen
Eichung (r°=0,999), der waRrigen Sep-Pak-Eichung (r2=0,999) und der Serum Sep-Pak-
Eichung (r2=0,998), die rein waldrige Eichung sehr gut geeignet. Es findet eine zeitsparen-
de, kostengunstige, nicht storungsanféllige Eichung statt. Aufgrund des physiologischen

Vorkommens des Analyten Nitrat im Urin hétten keine Eichkurven erstellt werden kénnen.

5.5 Qualitatssicherung

Die Stabilitaétsmessungen im Serum und im Urin zeigen, dal3 eine Lagerung im Kuhl-
schrank Uber maximal drei Tage moglich ist, was aber nicht praktiziert wurde. Die Proben
und auch die Kontrollseren werden, wenn nicht sofort aufgearbeitet, zentrifugiert und bei
—40 °C fur max. funf Wochen gelagert. Wahrscheinlich sind die Proben aber noch langer
stabil. Von eingefrorenen Nitratplasmaproben weild man, dal3 sie fir mindestens ein Jahr
stabil sind (Moshage et al., 1995).

Diese Auswertung zeigt, dal3 die Messungen prézise und reproduzierbar sind und damit

geringen Mef3schwankungen unterliegen.

Die untere Empfindlichkeitsgrenze bei 10pmol/l mit 10-15% Abweichung im Serum ist fir
unsere Fragestellung absolut ausreichend. In der Arbeit von Bohn et al. wird ebenfalls von
einer Empfindlichkeit von 10umol/l bei einer lonenchromatographie mit UV-Detektor und
Leitfahigkeitsdetektor zur simultanen Messung von verschiedenen Anionen berichtet
(Bohn et al., 1993). Esist jedoch nicht deutlich, um welches Anion es sich handelt oder ob
alle Anionen dieselbe Empfindlichkeit in der quantitativen Analyse aufweisen. 1996 wurde
eine Empfindlichkeit bis zu 0,5umol/I Nitrat in biologischen bzw. wéldrigen Medien ange-
geben, wobei auch hier wiederum mit einem UV-Detektor und EC-Detektor, |etzterer zur
Messung von Nitrit, gearbeitet wird (Preik und Kelm, 1996).
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5.6 Anwendungder etablierten HPLC Methode

Das stabile Stoffwechsel endprodukt Nitrat gilt as Indikator fir das endogen gebildete oder
exogen zugefihrte NO. Anhand der etablierten Methode wurden Nitratkonzentrationen im
Serum und Urin bei Patienten mit inhalativer NO-Therapie zu den Zeitpunkten vor NO, 1h
nach Beginn der iINO-Therapie, 24h wéhrend iNO, 24h, 48h und 72h nach iNO ermittelt.
Zu den Abnahmezeitpunkten erfolgte zusétzlich eine Met-Hb Bestimmung, welche eben-
fallsasen Indikator fir die NO-Zufuhr gesehen werden kann.

Das inhalativ aufgenommene NO passiert die Alveolen, um dann in den Blutkreislauf zu
gelangen. Da aber NO nur eine sehr kurze HWZ hat, exogenes NO direkt nicht in der Peri-
pherie nachweisbar ist, wird das sehr viel stabilere Stoffwechselendprodukt Nitrat in der
Peripherie (Serum, Urin), gemessen. Dies sollte mittels der von uns zu erarbeitenden und
entwickelten Methode gezeigt werden.

Bel den iNO-Patienten lassen sich sowohl im Serum als auch im Urin gleichlaufige Veran-
derungen der Nitratkonzentration erkennen, bis auf einen Patienten, dessen Nitrat-
Maximum im Urin erst 24h nach iNO-Gabe erreicht wurde. Hier kdnnte man eine akute
Niereninsuffizienz bzw. eine verminderte Kreatininclearance vermuten. Ein Fehler in der
Aufarbeitung ist zudem nicht auszuschlief3en. Die NO-Inhalation war in der ersten Stunde
standardisiert 20ppm. Danach ist die INO-Gabe individuell auf den Patienten verlaufen,
dennoch bewegen sich die die NO-Gaben bis wahrend 24h NO zwischen 16-23ppm, Aus-
nahme ein Patient K.,M. mit iNO von 40ppm w 24h NO. Es ist anhand der Werte keine
deutlich hohe Korrelation (r=0,421) zwischen steigender iNO Konzentration und den Ni-
tratkonzentrationen im Serum, bel etwas besserer Korrelation r=0,538 im Urin zu erheben.
Diesist wahrscheinlich auf die geringe Stichprobenzahl zuriickzufthren. Im weiteren kann
nur Uber die gegebene Konzentration eine Aussage gemacht werden. Nicht jedoch, ob die-
se Konzentration tétsachlich an den Zielort gelangt bzw. entsprechend die Abbauprodukte
in die Peripherie gelangen.

Die Nitratkonzentration im Serum vor NO-Inhalation ist 31,86uM + 11,35 und im Urin
346,20uM + 22,65. Diese Werte sind dhnlich den erhobenen Nitratkonzentrationen bel den
Patienten ohne iINO-Therapie, die as Kontrollwerte anzusehen sind und gleichzeitig die
Normalkonzentrationen des Nitrates widerspiegeln sollen.

Wahrend der ersten Stunde der NO-Inhalation stieg das Nitrat im Serum bereits signifikant
auf 77,29uM = 43,60 an. Das Maximum wurde bei 24 Stunden wahrend NO bei 234,00uM
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+ 121,35 erreicht. Bereits 24 h nach iNO ist ein deutlicher, aber noch signifikanter Abfall
auf 75,57uM £ 30,99 zu verzeichnen, und nach 48h sind die Nitratkonzentrationen den
Ausgangswerten vergleichbar. Anders verhdt sich das Nitrat im Urin. Hier stieg nur gering
nach einer Stunde das Nitrat auf 444,00uM + 287,28 an bei Ausgangswerten von
346,20uM £ 22,65. Bei den vorgegebenen Zeitpunkten ist das Maximum des Anstieges
24h wéhrend NO bel 1225,40uM * 293,86 erreicht. Nur sehr viel langsamer fallt die Ni-
tratkonzentration im Urin. Nach Absetzen der NO-Therapie ist nach 24h noch eine Kon-
zentration von 655,80uM + 251,02, nach 48h nur noch 436,40pM + 234,03, um sich dann
nach 72h NO Gabe den Ausgangswerten zu ndhern. Bei den iNO-Patienten wird das durch
die exogen zugefuhrte inhalative NO-Therapie und im Rahmen der Verstoffwechslung
entstandene Nitrat im Urin in den ersten 48h ausgeschieden. Ahnlich sind die Ergebnisse
von Wenmalm et al., die bei gesunden, erwachsenen Probanden die *°NOs- Ausscheidung
im Urin gemessen haben. Das aus dem inhalative *°NO entstandene *°NO; wird innerhalb
der ersten 48h, vor allem aber in den ersten 24h ausgeschieden (Westfelt et a., 1995). Die
Urinausscheidung nach oraer Nitratbelastung erreicht nach 4-6h ihr Maximum und kehrt
bereits nach ca. 18h, auf Normwerte zurtick (Evans et al., 1994). Bei den Ergebnissen von
Wenmalm handelt es sich jedoch um gesunde, erwachsene Probanden, im Gegensatz zu
unserem Patientengut, mit intensivpflichtigen Kindern.

Das aufgestellte Modell in vivo mit verschiedenen Nitratmessungen im Serum und Urin zu
verschiedenen Zeitpunkten verdeutlicht auf eine einfache Weise den Stoffwechsel von
exogen zugefuhrtem NO. Da auch vor der iNO Therapie jeweils Messungen durchgefuhrt
wurden, konnen die erhobenen Nitratkonzentration die endogene NO-Produktion wider-
spiegeln. Eine bessere Verlaufsbeobachtung bei jeweils dem einzelnen Patienten zur iNO-
Belastung besteht bei Erhebung der Ausgangswerte von Nitrat, d.h. vor iNO-Therapie.
Allerdings ist anhand des Modells nicht deutlich erkennbar, ob eine Séttigung der Nitrat-
konzentration wahrend der iINO-Therapie erreicht wurde, oder ob, wie vermutet, ein linea-
rer Anstieg der Nitratkonzentration im Serum in Abhangigkeit der INO-Gabe besteht bzw.
im Urin ein entsprechender Anstieg zeitversetzt zu verzeichnen ist.

Der Ausgangswert des Met-Hb ist 0,2%. Bei dem Vergleich der Met-Hb Werte zu den je-
weiligen Zeitpunkten erkennt man einen signifikanten Anstieg von Met-Hb bereits 1h nach
Beginn der iNO-Therapie, der im Verlauf trotz kontinuierlicher iNO-Gabe keine deutliche

Veranderung zeigt. Met-Hb Messungen kdnnen somit ein Hinweis fir exogen zugefihrtes
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NO in vivo sein, sind jedoch nicht aussagekréftig, um Information Uber die bestehende
Belastungsdauer einzuholen, da keine deutlicher Anstieg wahrend der iINO-Gabe bei unse-
ren Patienten zu verzeichnen war. Die Messung von Nitrat al's Stoffwechsel endprodukt des
NO kann hingegen deutlicher, die bestehende iNO Belastung aufzeigen. Sobald die NO-
Zufuhr gestoppt wird, sinkt das Met-Hb auf Normalwerte, wobel die Nitratkonzentrationen
ebenfalls sinken bei noch erhthten Werten im Serum auch 24h nach Absetzen von iNO.
Das Met-Hb, ein Reaktionsprodukt des NO-Hb-Konjugats Nitrosohamoglobin, mit sehr
hoher Affinitdt zu NO scheint sich aufzuséttigen. Met-Hb stellt in vivo jedoch nur einen
Weg des Abbaus dar. Es gibt andere Abbauwege fiir NO, bei denen Fe**-S-Komplex ent-
haltende Proteine wie z.B. Glutathion oder Metalloproteine wie Cytochrome ¢, Succinat-
dehydrogenase, Tyrosinase und Caeruloplasmin mitwirken. Trotzdem &3 sich ein gewis-
ser linearer Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen Nitrat und Met-Hb in vivo
bei r=0,632 aufstellen. Dies ist damit zu erkléren, das der Abbau tUber Hdmoglobin und

entsprechender Met-Hb Bildung den gréften Anteil einnimmit.

Die Nitratwerte im Serum bei Kindern im Alter von 1-18 Jahren sind 43,41uM + 16,97.
Die Nitratwerte im Urin bei Kindern im Alter von 0,6-15 Jahren sind 628,20uM + 428,06.
Die Nitratkonzentrationen im Serum sind weder vom Alter noch vom Geschlecht abhan-
gig, was mit anderen Untersuchungen Ubereinstimmt (Bohn et al., 1994; Leone und Kelm,
1996). Die erhobenen Konzentrationen weichen nicht von denen in der Literatur beschrie-
benen mit 19,7umol/l bis 44umol/l bei gesunden Erwachsenen im Serum und bei Kindern
mit 34,97uM = 4,1 ab (Viinkka, 1996; Shi et a., 1993). Urinkonzentrationen bei Kindern
unter nitratarmer Dié werden mit 51umol/24h bis 260umol/24h und bel Erwachsenen von
54,13 bis 204umol/I, bei gesunden Erwachsenen ohne nitratarme Didt mit 925 + 217umol/|
Nitrat angegeben (Michigami et al., 1989; Hegesh und Shiloah, 1982; Westfelt et a.,
1995). Ein Teil des gemessenen Nitrates ist deutlich exogen zugefihrt. Die gemessenen
Normalwerte von Nitrat konnen nur zum Teil die endogene NO Produktion aus L-Arginin
Uber NOS widerspiegeln. Der Nitratpool setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen:
Es erfolgt eine Nitrataufnahme tber Nahrungsmittel, Wasser, einschliefflich Uber nitratpro-
duzierende Medikamente. In der Luft kann NO durch die Luftverschmutzung eingeatmet
werden und es findet eine Nitratsynthese durch Bakterien im Gastrointestinaltrakt statt. Der
Unterschied zwischen Normalwerten von Nitrat mit und ohne Diét wird an den o0.g. Kon-

zentrationen im Urin deutlich. Bai den von uns erhobenen Normalwerten im Urin und Se-
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rum ist zwar keine spezielle nitratarme Diét vorausgegangen, aber die intensivpflichtigen
Patienten erhielten keine nitrathaltige Nahrung und keine nitratproduzierenden Medika
mente. Sie wiesen zudem keine Infekt- oder Sepsiszeichen auf, was ebenfalls zu Nitratan-
stieg fuhren kann. Die Ausgangswerte im Serum und Urin der iNO-Patienten, kdnnen so-
mit definiert werden als Normalwerte mit geringer exogenerNitratbelastung. Dies ist wahr-
scheinlich der Grund, fir die geringere Nitratkonzentration im Serum und Urin im Ver-
gleich mit den von uns erhobenen Normalwerten bei Patienten ohne iNO. Auch diese Pati-
enten hatten zumindest keine Infektzeichen bzw. NO-Donator Medikamente. Somit spie-
geln die Nitratkonzentrationen der INO Patienten die endogene Nitratproduktion besser

wider.

Bei der in vitro NO-Aquilibrierung tiber die Bestimmungszeitpunkte 0, 30, 60, 90min stei-
gen die Nitratkonzentrationen und das Met-Hb im Zellmedium entsprechend der einge-
setzten NO-Konzentrationen mit 18, 32, 80ppm an. Die Erythrozyten im Zellmedium sind
in vitro neben der Met-Hb Bildung auch in der Lage das NO zu dem Stoffwechselendpro-
dukt Nitrat abzubauen. Eine deutliche Dosis- und Zeitabhangigkeit konnte anhand des in
vitro Modells in bezug auf Nitrat und Met-Hb Bildung gezeigt werden. Die in vitro erho-
benen Nitratkonzentrationen und Met-Hb Werte zeigen eine gute Korrelation von r=0,928.
Beide Modelle sowohl in vivo und in vitro zeigen den Stoffwechsel des exogen zugefiihr-
ten NO auf. Allerdings sind in vivo und in vitro Messungen der beiden Parameter, Nitrat
und Met-Hb, in einem anderen Zeitrahmen erfolgt. Beide Systeme geben Information Gber
die Ausgangswerte und die Anderung im Verlauf durch exogene Zufuhr von NO. Die An-
zahl der erhobenen in vitro Messungen ist erheblich grofRer. Bei dem vorliegenden Patien-
tenklientel sind die in vivo NO Konzentrationsgaben nicht in dem Mal3e standardisiert
durchfihrbar wie in vitro. Das in vitro Modell zeigt sehr gut den Stoffwechselweg des
exogen zugefuhrten NO. Durch die Messung des Nitrates wird deutlich, dal3 das Hamoglo-
bin einen grof3en Anteil der Inaktivierung des NO wahrend des V ersuchsablaufs der 90min
Ubernimmt und andere mdgliche Inaktivatoren des NO scheinen eine untergeordnete Rolle

Zu spielen.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war, eine Methode zur Nitratmessung mittels der HPLC zu finden. Mit
der etablierten Methode wurde anhand von inhalativer NO-Gabe der Stoffwechsel des
Stickstoffmonoxid in vivo untersucht und mit dem bisher klinisch angewandten einzigen
Indikator Met-Hb verglichen. Zusétzlich wurden Erythrozyten in vitro mit NO in verschie-
denen Konzentrationen inkubiert. Im weiteren sind Normalwerte fur Nitrat im Serum und
Urin bel Kindern (in vivo) erhoben worden.

Aufgrund der physikalisch-chemischen Eigenschaften des Nitrates wurde eine Anionen-
austauschersdule mit hoher Kapazitdt und guter chromatographischer Effizienz gewahit
worden. Das Eluens basiert auf einem Borat/Gluconatgemisch mit Acetonitril und daraus
resultierender Untergrundleitfahigkeit von 270uS mit entsprechendem Einsatz eines Leit-
fahigkeitsdetektors. Die Temperatur wurde konstant bei 37°C gehalten. Der Durchflul3
betrug 2,0ml/min. Bei einer Laufzeit von 25min sind die Retentionszeiten[min] fir den
internen Standard Chlorat 10,33 + 0,30 und fur Nitrat 11,27 + 0,30. Die Methode ist so-
wohl in pathologischen al's auch physiologischen Bereichen zur Nitratmessung prazise. Die
walrigen Eichkurven sind von 50 bis 800uM linear, mit einem Bestimmtheitsmal}
r2=0,999. Eine untere Empfindlichkeit von 10pmol/l Nitrat fur die vorgesehenen Messun-
gen ist vallig ausreichend.

Untersucht wurden die Nitratkonzentrationen im Serum, Urin und Erythrozyten im Zell-
medium. Das eingesetzte geringe Probenvolumen von 300pl Serum und 100ul Urin ist
deshalb von Bedeutung und Vorteil, da die Nitratmessungen bei Kindern durchgefihrt
wurden. Das asservierte Material kann bei —40°C Uber mind. 5 Wochen aufbewahrt wer-
den. Die Proben werden mit einem Injektionsvolumen von 100ul in die HPLC gegeben.
Zur Probenaufbereitung wurde eine Proteinabtrennung durch Ultrafiltration benutzt. Zur
weiteren Verbesserung der Chromatographie, sind die Sep-Pak-Kartuschen C18 light im
Sinne einer Flussig-fest-Extraktion verwendet worden. Wegen der hohen Konzentrationen
im Urin, wird dieser i.A. 1:3 verdinnt und nach Zentrifugation direkt auf die HPLC-Saule
gegeben, damit der direkten Injektion ebenfalls sehr gute Ergebnisse erzielt worden sind.
Durch inhalative NO-Therapie bel den Patienten konnte gezeigt werden, dal3 das Stoff-
wechselendprodukt im Blut und im Urin nachweisbar ist. Nitrat kann wie Met-Hb auch als
Indikator fUr die NO-Gabe gewertet werden und kann weltaus prézisere Angaben Uber die
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NO-Belastung widerspiegeln. Im Gegensatz zu Met-Hb, welches sich im Laufe der NO-
Belastung scheinbar in vivo aufséttigt, nicht jedoch in vitro.

Entsprechend der V erstoffwechslung und ca. 70% Ausscheidung von Nitrat Uber die Niere,
kann Nitrat auch ca. 48h nach NO im Urin nachgewiesen werden.

Aul¥erdem sind Messungen zu Normalwerten im Urin und Serum bei Kindern durchgeftihrt
worden.

Diein vitro NO-Aquilibrierung der Erythrozyten im Zellmedium konnte die enge Korrela-
tion von NO und Nitratentstehung und dem Met-Hb, dem Konjugationsprodukt von NO,
sehr gut verdeutlichen.

Die etablierte Methode eignet sich nicht nur zur Messung von durch NO-Inhalation ent-
standenem Nitrat, sondern kann auch bei Fragestellungen, wie Nitratbildung bei Sepsis
oder gastrointestinalen Infekten i.R. des zu erwartenden NO-Anstiegs verwendet werden.
Die Methode gibt zudem Hinweise Uber die endogene NO-Produktion, wobel stets andere

bisher bekannte Nitratreservoire beachtet werden sollten.
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8  Anhang

Laborwerte der iNO-Patienten vor Gabe von NO

Name | Geb. Alter | GroBe | KG | KOF | CRP | Leuko- Stab Seg | Kreatinin | Harnstoff | Ausfuhr
[Jahre] | [cm] [ka] | [em?] | [mo/l] zyten %l/abs. |%/abs.| [mg/dl] [mg/dI] [ml/d]
[*10e 9/1]

27.07.95| 0,50 62 4,1 | 2665 | 15,8 22,7 26% 64% 0,5 42 250

16.05.95| 0,66 59 4,75 | 2799 | 49,3 2,8 52% 38% 0,3 nb 333

14.06.95| 0,41 62 57 | 3143 | nb 7,1 15% 60% 0,6 17 250

18.04.95| 1,00 75 9,9 [4556 | nb 14,1 21% 64% 0,6 32 920

21.08.94| 1,75 90 12,5 | 5608 | 66,4 16,2 0,66 6,97 1.4 65 nb

F..D
B.P
K. R.
S.,A. [13.07.93| 2,16 85 12,5 | 5450 | nb 6,3 26% 56% 0,5 26 1280
K., P
K., K
K., M

01.02.92| 4,25 108 21,8 | 8112 | 16,3 14,6 0,73 11,97 2,3 160 1056




ANHANG

Nitrat im Serum bei iNO-Patienten
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Name/ vor NO | ThwNO [24hwNO | 24hnNO |48hnNO | 72hnNO | iINOm
w
Serum Nitrat Nitrat Nitrat Nitrat Nitrat Nitrat 24h
[umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [umol/l] [ppm]
F., D. 32 80 428 110 25 41 15
B.,P. 25 75 150 41 24 24 20
K., R. 35 62 248 107 43 39 20
S., A. 24 48 96 59 23 22 15
K., P. 55 172 314 93 69 36 21,5
K., K. 31 47 112 34 34 22 17,5
K., M. 21 57 290 85 29 47 30
31,86 77,29 234,00 75,57 35,29 33,00
S 11,35 43,60 121,35 30,99 16,44 10,23
p-Wert 0,016 0,016 0,016 0,313 0,984
Met-Hb bei iINO-Patienten
Name/ vor NO | 1lhwNO [24hwNO | 24hnNO [48hnNO | 72hnNO | INOm
Serum Met-Hb Met-Hb Met-Hb Met-Hb Met-Hb Met-Hb w
[%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0] 24h
[ppm]
F., D. 0,3 0,7 0.4 0,1 0,3 0,2 15
B.,P. 0,1 0,8 0.2 0.2 0.1 0.1 20
K., R. 0,3 0,8 0.5 0,3 0,3 0,1 20
S., A 0.3 0,5 0,5 0,3 0,2 0,2 15
K., P. 0,1 1,1 0,9 0,3 0,3 0,1 21,5
K., K. 0,3 0,5 0,2 0,1 0,3 0,1 17,5
K., M. 0,1 0,5 0,8 0,1 0,1 0,1 30
0,20 0,70 0,60 0,20 0,25 0,13
S 0,11 0,22 0,32 0,11 0,08 0,05
p-Wert 0,016 0,078 1,000 1,000 0,125
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Nitrat im Urin bel iNO-Patienten
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Name/
Urin

vor NO

Nitrat
[umol/l]

1h w NO

Nitrat
[umol/1]

24h w NO

Nitrat
[umol/1]

24h n NO

Nitrat
[umol/l]

48h n NO

Nitrat
[umol/1]

72h n NO

Nitrat
[umol/1]

iNO m

24h
[ppm]

710

890

1355

750

720

666

15

217

252

1209

351

297

225

20

279

310

723,00

927

649

471

20

390

570

1410,00

819

186

162

21,5

Xx_xw‘l'l
2|02 T|o

135

198

1430,00

141

110

172

30

346,20

444,00

1225,40

655,80

436,40

339,20

223,65

287,28

293,86

251,02

234,03

221,68

p-Wert

0,063

0,063

0,063

0,813

1,000

Nitrat im Normal serum

Name

Alter

Geschlecht

Nitrat
[umol/l]
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Nitrat im Normalurin

Name Alter  |Geschlecht|Leukozyten Nitrat In(Nitrat)
[umol/I]
F.D. 0,6 m 0 710 6,57
J.L. 5 w 0 215 5,37
B.J. 6 m 0 335 5,81
S.D. 8 m 0 1551 7,35
Y.S. 11 m 0 920 6,82
B.S. 15 m 1 320 5,77
D.N. 0,5 w 1 100 4,61
V.M. 3 w 2 636 6,46
K.S. 4 w 5 595 6,39
G.M. 10 w 5 900 6,80

77
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Aquilibrierung in verschiedenen Konzentrationen (Oppm, 18 ppm, 32 ppm und 80 ppm) zu
den Zeitpunkten 0, 30, 60 und 90 Minuten

0 ppm t=0 min t=30 min t=60 min t=90 min
NO
Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb
[umol/1] [%0] [umol/] [%0] [umol/1] [%0] [umol/] [%0]
ZM1 24 0,3 29 0,2 26 0,2 19 0
ZM2 17 0,3 20 0,1 18 0,3 25 0,3
ZM3 23 0,2 19 0,1 20 0,4 23 0,3
ZM4 19 0,3 22 0,2 21 0,3 24 0,3
m 20,75 0,28 22,5 0,15 21,25 0,3 22,75 0,23
s 3,30 0,05 4,51 0,06 3,40 0,08 2,63 0,15
p-Wert 0,446 0,703 0,534
18 ppm | t=0 min t=30 min t=60 min t=90 min
NO
Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb
[umol/1] [%] [umol/1] [%] [umol/1] [%0] [umol/1] [%]
ZM1- 0 0,3 51 0,1 90 0,5 139 0,9
ZM2 20 0,3 56 0,2 72 0,3 132 0,8
ZM3 24 0,3 55 0,3 111 0,6 145 0,9
ZM4 29 0,3 43 0,2 107 0,7 166 1,1
m 18,25 0,3 51,25 0,2 95 0,525 145,5 0,925
s 12,71 0,00 5,91 0,08 17,83 0,17 14,66 0,13
p-Wert 0,023 0,003 0,003
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32 ppm | t=0 min t=30 min t=60 min t=90 min
NO
Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb
[umol/] [%0] [umol/] [%0] [umol/1] [%0] [umol/1] [%0]
ZM1 40 0,1 74 0,5 105 0,8 164 1
ZM2 0 0,2 70 0,5 124 0,9 198 1,3
ZM3 15 0 52 0,3 97 0,8 187 1,1
ZM4 18 0,3 69 0,4 114 0,8 201 1,1
m 18,25 0,15 66,25 0,425 110 0,825 187,5 1,125
S 16,50 0,13 9,74 0,10 11,63 0,05 16,78 0,13
p-Wert 0,002 0,005 0,002
80 ppm | t=0 min t=30 min t=60 min t=90 min
NO
Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb Nitrat Met-Hb
[umol/] [%0] [umol/] [%0] [umol/1] [%0] [umol/1] [%0]
ZM1 25 0,3 66 0,5 161 1,2 276 3
ZM2 23 0,3 98 1,2 195 19 324 3,4
ZM3 0,3 85 0,7 179 19 279 31
ZM4 0 0,3 91 11 189 2 300 3,3
m 12 0,3 85 0,86 181,00 1,75 294,75 3,2
S 13,88 0,00 13,74 0,33 14,88 0,37 22,23 0,18
0,0001 0,0001 0,0001

t=Zeit in Minuten, ZM=Zellmedium
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