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1. Einleitung

1.1 Eicosanoide

Der Begriff der Eicosanoide ist eine Sammelbezaidignfur zahlreiche

nattirliche hormonéhnliche Substanzen, die in itB8uktur geringfligig

variieren und chemisch gesehen Derivate der Aracisidure sind. Sie
werden nicht wie Hormone in speziellen Driisenzellgebildet und

gespeichert, sondern in vielen Zellarten nach getég Stimulation

synthetisiert und nach sehr kurzer Halbwertszegdet durch verschiedene
enzymatische Prozesse inaktiviert [7,13,39,49]. iSgeiten sie als lokale
Hormone die sowohl Uber spezifische Rezeptoren, alsh Uber

unspezifische Kaskaden ihre Wirkung entfalten. Eacmide stellen eine
groRe Gruppe von intrazellularen und interzellulddediatoren ganz
unterschiedlicher Wirkung dar. Die Prostaglandinad uLeukotriene

gehoren als Metabolite der Arachidonsdure zur Geuger Eicosanoide
[13,39,49].

1.1.1. Synthese der Prostaglandine und Leukotriene

Ausgangssubstrat der Prostaglandin - und Leukdtiosgnthese ist die
Arachidonsaure, die durch das Enzym Phospholipasg &us
Membranlipiden freigesetzt wird. Die Aktivitat desEnzyms ist streng
kontrolliert und wird z.B. Gber Hormone regulieftus der Arachidonsaure
werden anschlieBend, unter Mitwirkung verschieden&nzyme,
unterschiedliche jedoch strukturell ahnliche Sudistrsynthetisiert. Die

Prostaglandinbildung erfolgt durch die Cyclooxygem&COX), von denen



zwei Isoformen bekannt sind: COX 1 und COX 2. DI©XC 1 ist

vorwiegend an intrazellularen Membransystemen Isicat. Sie wird

stéandig und konstant in den verschiedenen Zelltgsgmemiert und die von
ihr synthetisierten Prostaglandine sind z.B. fig diufrechterhaltung der
renalen Homoostase wichtig. Die COX 2 ist hauptiéich am

endoplasmatischen Retikulum des Zellkerns lokatisiie wird nur nach
spezifischer Stimulation z.B. durch Hormone odeflammatorische
Mediatoren in den Zellen expremiert [6,13,39,49]e durch Aktivierung

der COX 2 gebildeten Prostaglandine tragen untder@m zur Ausbildung
von Fieber und Schmerzen bei. Beide Isoformen syisibren PGkl aus

der Arachidonsaure, welches Vorstufe fiir die Bilglualler weiteren
Prostanoide ist, wie Prostaglandine, ThromboxarkRnostazykline (siehe
Abb. Nr. 1) [13]. Hauptvertreter der Prostaglandise PGE mit dessen
Hauptmetabolit PGE-M, das PgFund das PGP Hauptvertreter der
Thromboxane ist das TxAnit dessen Metaboliten 2,3-dinor-TxBnd 11-

dehydro-TxB. Hauptvertreter der Prostazykline ist das P@it dessen
Metaboliten 6-keto-PGE und 2,3-dinor-6-keto-PGE Obwohl fast alle
kernhaltigen Zellen in der Lage sind Eicosanoidesynthetisieren, gelten
einige der im Urin ausgeschiedenen Prostaglandsiéndikatoren fur die
renale Prostaglandinsynthese und andere spiegelptddehlich die
systemische Prostaglandinsynthese wieder. ,P@H PGE, gelten als

ausschlieBlich renalen Ursprungs. TxBund 6-keto-PGE werden

hauptsachlich in der Niere synthetisiert und PGE2yB-dinor-6-keto-

PGR,, 2,3-dinor-TxB und 11-dehydro-TxB gelten als Indikatoren der
extrarenalen, somit vorwiegend systemischen Priastdimsynthese
[19,31,49,50,51].



Eine weitere Enzymgruppe, die Lipoxygenasen,syisiee¢n die
Substratgruppe der Leukotriene aus der AArachidmesa dessen
Hauptvertreter Leukotrien fund Leukotrien Bsind [13,49].

Abbildung Nr. 1: Auszug aus der Eicosanoid-Synthese

Cyclooxygenase Lipoxygenasen Monooxysena
Cytochrom P 450




1.1.2.  Metabolismus der Prostaglandine und Leigwdr

Die Eicosanoide werden hauptsachlich aus der memstinadigen
Arachidonsaure synthetisiert. Unterschiedlichstan@t (Angiotensin I,

Vasopressin, Adrenalin, Thrombin, Kollagen, ADPstdimin, Bradykinin,
mechanische Stimulation, etc.) aktivieren die Ftisng der
Arachidonsaure aus der Zellmembran. Einmal syrdieete Eicosanoide
werden vorwiegend durch, im ganzen Koérper vertedpeezifische Enzyme
inaktiviert. Ebenso wurde fir einige Eicosanoide eicht enzymatischer
Zerfall beschrieben. Diese entstandenen Metabdiitechlaufen typische
hepatische Oxidationsprozesse und werden dann iim &irsgeschieden
[13].

1.1.3. Funktionsweise der Eicosanoide

Eicosanoide spielen bei den unterschiedlichstensiplogischen und
pathophysiologischen Vorgangen eine entscheidendiée Rn unserem
Organismus (Abb. Nr. 2, Tab. Nr. 1, Tab. Nr. 2). I&nne eines
Regulationskreislaufes werden sie durch spezifisstimuli aktiviert und

erhalten zum Teil durch eigene Metabolite negativés bzw.

positivesFeedback (Tab. Nr. 3). Neben wichtiger Midifunktion bei der
Infektionskaskade greifen sie regulierend in diendostase der Gerinnung
ein, modulieren den Gefa3tonus und sind wichtigeguReoren der
Flissigkeits- und Elektrolyt-Homobostase insbesomdan Bereich der
Nieren. Ebenso sind sie bei der Entstehung von Schmerz Riader

involviert [13,49,50,51].



Abbildung Nr. 2: Wirkungsweise der Eicosanoide ][13
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Tabelle Nr. 1: Beispiel der Prostanoidwirk(ag]

Stimulus Prostanoid Effekt
Interleukin 1 PGE Fieber
Endotoxin TXA Pulmonale Hypertension
Kollagen TxA PGH, | Thrombozytenaggregation
Artifizielle Ventilation | PGE PGbL Persistierender Ductus
Arteriosus
Nierenfunktionsstérung PGB Wasser- und
Elektrolytverlust
Bradykinin PGk Vasodilatation
Furosemid PGE Reninfreisetzung
Malignitat PGE Osteolyse, Hyperkalzdmie

Tabelle Nr. 2:  Beispiele der Leukotrienwirkd®]

LTB, LTC 4/ LTD,
Chemotaxis Pulmonale Vasokonstriktion

Adhésion und Aggregation von

neutrophilen Granulozyten Bronchialkonstriktion
Plasmaexsudation Plasmaexsudation
Degranulation Sekretion von Mucus

Aktivierung der Phospholipase Aktivierung der PhHudpase




Tabelle Nr. 3:

Beispiele der Prostaglandin Matioh [49]

Stimulus Effekt Negativer
Feedback
Katecholamine Lipolyse PGE
ADH Wasserretention PGE
Angiotensin Il Vasokonstriktion PGE
Sympathikus Norepinephrin PGE
Freisetzung
Thrombozytenadhdsion  Thrombozytenaggre- PGE
gation
Interleukin 1 T-Zell Proliferation PGE
Stimulus Effekt Positiver
Feedback
Bradykinin Algesie PGE
Peptid- LT Pulmonale TxA,
Hypertension




1.2. Eicosanoide und ihre Bedeutung bei ausgesuétrenkheiten

Prostaglandine und Leukotriene sind proinflammatire Mediatoren, die
im Entstehungsprozess jeder entziindlichen Reaktteiligt sind.

Eine wichtige Rolle spielen sie z. B. bei der Adspmg der
verschiedensten klinischen Symptome einer allehgisc Reaktion. So
verursacht PGP Bronchokonstriktion, Vasodilatation, Urtikaria urdie
Chemotaxis von neutrophile@ranulozyten. Des Weiteren ist es beteiligt an
der Entstehung der allergischen Rhinitis und diergischen Spétreaktion.
Den Prostaglandinen PGFRund TxA, kann ebenfalls Bronchokonstriktion
zugeschrieben werden. Dem entgegen wirken Prodtazykd PGE
bronchodilatatorisch. Es konnte gezeigt werden, diasInhalation von
PGE asthmatische Attacken unterschiedlicher Genesezvid. allergisch
oder Stress induziertes Asthma vorbeugen kann [BBgnso hat PGE
suppressiven Effekt auf die Interfergrund IL 4 Synthese bei atopischer
Dermatitis. Zudem spielt TxA eine wichtige Funktion in der Entstehung
der Hyperreagibilitdt des Bronchialsystems beimhAst. Der Einsatz von
Leukotrienantagonisten als Therapieoption des gilehen Asthmas hat
sich bereits in im Kklinischen Alltag etabliert [36\Veiterhin gibt es
verschiedenartige renale oder systemische Erkraygmyn die mit
Veranderungen der renalen Prostaglandinausscheidinigrgehen. Eine
relevante Erkrankung wéahrend der neonatalen Perigtddie pulmonale
Hypertonie, bei der eine vermehrte Ausscheidung 2g@idinor-6-keto-
PGR, und 2,3-dinor-TxB nachgewiesen werden konnte. Ebenso wurde
beim persistierenden Ductus arteriosus eine erhBkigetion vonPGE
und PG} im Urin aufgezeigt. Der Therapieansatz mit Indaaoat als
unselektiver COX-Hemmer ist eine anerkannte AltBvea zur

chirurgischen Intervention beim persistierenden tDsic arteriosus

8



[29,30,39]. Eine bedeutende diagnostische Releliaben Prostaglandine
und deren Metaboliten bei der Gruppe der kongemit&drkrankungen der
Nierentubuli (hereditare Salzverlust-TubulopathieDjese Gruppe noch
nicht abgeschlossen identifizierter genetischer Ibtelungen der
lonentransportkandle der Nierentubuli haben ein@grSymptomenvarianz
mit unterschiedlicher Auspragung, denen fast afigmhte Prostaglandin-
Ausscheidung im Urin nachgewiesen wurde (Tab. INrN&ch eingehender
Untersuchung konnte aufgezeigt werden, dass diggynkomplexe durch
die vermehrt synthetisierten Eicosanoide verursaehten [1,20,26,49,50].
Diese Erkenntnis wird seit Jahrzehnten in speiaten padiatrischen
Zentren zum Teil sogar schon in der préanatalen matik angewandt. Bei
frihzeitiger Diagnosestellung kénnen @gmptome durch medikamentdse
Hemmung der Prostaglandin-Synthese gelindert werden
[22,27,39,45,49,50,51].



Tabelle Nr. 4:

Differenzierung hereditarer bigalidmischer Salzverlust- Tubulopathien [1,2®2639,43,44,50]

Gitelman Syndrom/
Thiazid ahnliche

Klassisches
Bartter Syndrom

Hyperprostaglandin E Syndrom/
Neonatales Bartter Syndrom/

r

Tubulopathie Furosemid ahnliche Tubulopathie
- basolaterale dicker Dicker aufsteigende
Lokall_satlon der distaler Tubulus Membran des aufsteigender Tei Teil dgr Henle
Mutation distalen Nephrons der Henle Schleife und
P ) Schleife Sammelrohr

Defekt NCCT CIC-Kb Nal—\lizgé:IZCo— ROMK

NaCl Co-Transporter Chlorid-Kanal Kalium Kanal

Transporter
Manifestations- Haufig Zufal_lsdlagnose M Im Laufe der Préanatal, Frihgeburtlichkeit mit
. Laufe der Kindheit und im ; . .
zeitpunkt N Kindheit lebensbedrohlichem Verlauf
frihen Erwachsenenalter

Hypokaliamie ++ ++ ++ +(-)
Polyhydramnion - -(+) + +
Polyurie - -(+) + T
Hypol/isosthenurie - - + +
Kalzurie ! o 1 1
Nephrokalzinose - -(+) + +
Hypomagnesiamie + -/ + - -
Hyperprostaglandinurie -(+) + + +

+/ - beobachtete Auspragung der Charakteristit&linischen Fallen

10



1.3. Eicosanoid-Analytik und ihre Problematik

Eicosanoide haben nur eine sehr kurze Halbwettsgiei unterscheiden
sich nur minimal in ihrer chemischen Struktur ursl ist eine extrem
sensitive Messmethode notwendig, um ihren niedrigemel messen zu
kénnen. Zudem kdnnen die in vivo gemessenen Eicids®piegel den
tatsdchlichen Level verfdlschen, da die z.B. int@oben enthaltenen
Zellen noch beféahigt sind, kurzzeitig auf3erhalb Kiégpers Eicosanoide zu
synthetisieren. Des Weiteren wird ihre Syntheseclduviele Reize

getriggert wie z.B. durch die mechanische Manipofat einer

Blutentnahme. Daher hat sich die Analyse der Eimosiz und ihrer

Metabolite im Blut zur Bestimmung ihrer Aktivitdtsaungenaue Methode
erwiesen. Eine genauere Bestimmung kann erzieltdever wenn die
Eicosanoid-Analyse im Urin durchgefiihrt wird. Zuinen handelt es sich
beim Urin normalerweise um eine zellfreie Flissigkead damit fehlender
ex vivo Synthese, zum anderen werden die Eicosaenwmgdiptséchlich als
relativ stabile Metabolite im Urin ausgeschied#9,31,49,50].

Die bisherige Bestimmung der Eicosanoide und déderabolite bezieht
sich ausschlieRlich auf die Sammlung von 24 h Sdomne

[19,26,31,46,47,48]. Vor allem bei Kindern stelle dJrinsammlung tber
mehrere Stunden eine sehr aufwendige, belastendk aum Teil

unpraktikable Untersuchungsmethode dar. Da die ddrnmmlung gekuhlt
durchgefuhrt werden muss, ist diese unter hausliclBedingungen
aufgrund hygienischer Gesichtspunkte zumeist unzoanu

Um intraindividuelle als auch interindividuelle Sainkungen

auszugleichen, werden die im Urin bestimmten EicoshLevel

anschlieBend nach der Haycock's Formel auKdigeroberflache bezogen

und deren Stundenwert berechnet. Daraus ergibt sigh Einheit

11



ng/h/1,73m?2 fir die Eicosanoide und deren Metabdlit Urin. Das die
Beziehung der Eicosanoid-Synthese auf die Korpefidlobe erfolgt, gilt
nicht als die beste Referenzmethode, da die Fumditieise der renalen
Ausscheidung von Eicosanoide und deren Metaboliteoth nicht
vollstandig als verstanden gilt [31]. Unbestrittest der Einfluss einer
normalen Nierenfunktion auf renal ausgeschiederiestdnzen, die bei der
bisher gtiltigen Referenzeinheit keine Beriicksieiyfindet [31].

In zahlreichen Studien hat sich Kreatinin als BanuglRe fir renal
ausgeschiedene Substanzen bewahrt und ist somitariBlésil vieler
Normwerteinheiten. Der Hauptanteil des renal augdgedenen Kreatinins
stammt von intrazellularen Kreatinin-Vorstufen, edtin - und
Phosphokreatinin des Muskelstoffwechsels. Es wadt fausschlieBlich
glomerular filtriert und nicht rickresorbiert. Dahgilt es auf der einen
Seite als Parameter zur Abschatzung der Korpernmskse und auf der
anderen Seite als ideale BezugsgréR3e fur renakackigdene Substanzen.
Es stellt ein geeignetes MalR dar, um gemesseneeWsah renal
ausgeschiedenen Substanzen zu standardisierenscElende mehrfach
aufgezeigt, das der Bezug auf Kreatinin als Eriatdie Sammlung von 24
h Sammelurin anwendbar ist [2,10,18,34,37,41,43,44]

Die Etablierung von Referenzwerten der Eicosanaids&heidung bezogen
auf Kreatinin als interne Bezugsgrof3e im Spontanist somit fur die
Verbesserung von Diagnostik uritherapieoptionen von groRem Belang.
Vor allem bei Kindern sind Normalwerte, die die egdne Synthese von
Eicosanoiden wiederspiegeln unabdingbar fur dietesei Erforschung
unterschiedlichster Krankheitsbilder, bei deneneeieranderung der
Eicosanoid-Synthese vorliegt oder vermutet wirdefi®o zur Dosisfindung

bzw. Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung undmid zur

12



Therapiekontrolle medikamentdser Behandlungen,imdlie Synthese oder
Wirkbereich der Eicosanoide eingreifen, ist es ventscheidender
Bedeutung sich auf gliltige Referenzwerte bei deo$zinoid-Ausscheidung
im Urin berufen zu kdnnen. Die Anwendung der Methath Rahmen von
Studien, die die Zusammenhadnge von Pharmakokinetikd
Pharmakodynamik untersuchen ist nur moglich, weraralel zur
Spiegelstimmung im Blut eine zeithahe Bestimmung Wérkung im
Spontanurin mgglich ist.

Als Bestandteil jeder entziindlichen Reaktion sirid Eicosanoide als
Mediatoren fur die Entstehung von Schmerzen untéefieerantwortlich.
Die Hemmung ihrer Synthese ist somit das haupt&fehMirkgebiet der
therapeutisch auch bei Kindern weit verbreiteterdid@mentengruppe der
COX-Inhibitoren (NSAID = nonsteroidal anti-inflamioay drugs)
[12,14,15]. Gerade in der Padiatrie stdnde mit Bestimmung der
Eicosanoide im Spontanurin sowohl fir pharmakoldugsStudien, als auch
fur die tagliche Praxis ein einfach anwendbares chtniinvasives
diagnostisches Mittel zur Verfiigung [4]. Weitere aphakologische
Entwicklungen, wie z.B. Rezeptorantagonisten, selek
Syntheseinhibitoren und Eicosanoidanalogika wirdehen den NSAID
die Moglichkeiten der pharmakologischen Therapiedea verschiedensten
Erkrankungen bereichern [49].

Fur groBere multizentrische Studien, fir ambularedaufskontrollen von
Patienten und fur die Diagnostik bei sehr kleindndérn unter anderem
zur Vermeidung unnétiger stationarer Aufenthaltelole ausschlieBlich
zur Durchflihrung der 24-stiindigen Urinsammlung quétaren, sollen die
neuen Referenzwerte zu einer Verbesserung und nfacbung der
Diagnostik im ambulanten klinischen Alltag fiihrendusomit eine grof3e
Erleichterung fur die Patienten und die Behandeiraténgen.
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In der folgenden Studie werden die Zusammenhangschen einerseits
der Eicosanoid-Ausscheidung im kompletten 24 h Selwmnim bezogen auf
Korperoberflache und Zeit und andererseits der $ainoid-Ausscheidung
in den einzelnen Urinfraktionen bezogen auf Kreéationtersucht. Ziel
dieser 2-phasigen Studie ist es, Aussagen Uber mgidiglicherweise
bestehende zirkadiane Rhythmik der Eicosanoid-Awsdang treffen zu
kdnnen, sowie Referenzwerte fur Kinder und Jugehdlialler Altersstufen
zu erheben, die aus Spontanurin, d.h. einer einziggnprobe bestimmt

werden kdnnen und auf die Kreatinin-Ausscheidurmpben werden.
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2. Patienten und Methoden

2.1, Ethik

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommissider Philipps-
Universitat Marburg im Marz 2002 geprift und nidheanstandet. Die
Eltern und Kinder wurden vor ihrer Teilnahme an &udie durch ein
Informationsblatt und ein Gesprach aufgeklart. Risstimmung der Eltern
erfolgte schriftlich, die der Kinder bis zum 13.Hemsjahr mindlich und ab
dem 14. Lebensjahr ebenfalls schriftich (siehe @md). Eine
Genehmigung zur Durchfuhrung der Studie an offelnéih Schulen, wurde
beim Hessischen Kultusministerium beantragt und Nwvember 2002

genehmigt.

2.2. Methoden

2.2.1. Studiendesign

Es handelt sich um ein Projekt der Hypothesenpugiflis sollte folgende
Hypothese Uberprift werden:Die renale Ausscheidung von
Prostaglandinen und Leukotrienen im Bezug auf die enale
Ausscheidung von Kreatinin im Spontanurin spiegelt mit einer
ausreichenden diagnostischen Zuverlassigkeit die orperoberflache
und Zeit bezogenen Ausscheidung von Prostaglandinenund

Leukotrienen im 24 h Sammelurin wieder.
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Zur Durchfiihrung dieser klinischen Studie und Wsiehung der
vorliegenden Fragestellungen wurde ein zweizeitigesgehen erarbeitet
(Abb. Nr.3). In der ersten Phase wurden 24 h Sanominel fraktioniert
gesammelt, um die Zusammenhénge zwischen einedmit&icosanoid-
Ausscheidung im kompletten 24 h Sammelurin bezoganof
Kdrperoberflache und Zeit und andererseits dertBnogd-Ausscheidung in
den einzelnen Urinfraktionen bezogen auf Kreatmmiffizuzeigen. Dadurch
Modellierung und Schatzung der Korrelation sowieekiiifung, ob die
Ubereinstimmung von Alter, Geschlecht und / odekazdianem Rhythmus
abhangig ist. Eine den Erkenntnissen aus Phasgdpassten Sammlung
von Spontanurinen erfolgte in Phase Il, welche d&mittlung der
Reverenzintervalle fir die Eicosanoid-Ausscheiduimy Spontanurin
bezogen auf Kreatinin diente. In die Sammlung wardénder und
Jugendliche im Alter von 1-18 Jahren eingeschlgsdenbereit waren an
einer Urinsammlung teilzunehmen. Die Sammlung gtéolbei gesunden

Kindern und Jugendlichen vorwiegend in Schulen kimdlertagesstatten.

Abbildung Nr. 3: Zeitplan der Untersuchung

Phase | Phase Il
Fraktionierte Urinsammlung nur 1 Spontanurin
(Modellierung (Referenzwerterhebung)
— 24 h — (ggf. abhangig von der Tageszeit
gesunde Kinder und gesunde Kinder und
Jugendliche Jugendliche
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2.2.2.  Prinzip der fraktionierten 24 h Urinsamngun

Die Probanden erhielten Behdltnisse in denen jedeckme abgegebene
Urinportion separat gesammelt wurde. Es gab kegithchen Vorgaben zur
Sammlung der einzelnen Portionen (die zeitlichestahde zwischen den
Urinportionen ergaben sich aus den Bedurfnissen Rtebanden) und
ebenso keine Limitierung der Anzahl der einzelnertiBnen, lediglich die
Vorgabe einer Mindestanzahl von drei Urinportiorienerhalb der 24 h
Sammlung. Der Urin wurde wahrend der gesamten Sdweineyekihlt
aufbewahrt. Zur 24 h Urinsammlung erhielten diebR@ralen ein Protokoll
(siehe Anhang) in dem sowohl die Datder Probanden (Alter, Geschlecht,
Grol3e, Gewicht, soweit vorhanden: aktuelles Sereatkain), als auch die
Zeitangabe der abgegebenen fraktionierten Urinpraiegetragen worden.
Zur genauen Sammlung Uber 24 h wurde der Zeitpdaktjeweils ersten
Urinportion notiert, diese jedoch verworfen, unmioeinen Nullpunkt der
Sammlung zu erhalten und die Zeitrdume bzw. dieagenSammelzeit

zwischen den einzelnen Urinportionen bestimmendnn&n.

2.2.3. Bestimmung der Prostaglandine im Urin

Die Prostaglandin-Analyse der Urinproben erfolgte Eicosanoid-Labor
von Prof. R.F. Maier (Kinderklinik der Universita¥larburg) mittels
Gaschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (G&W8) nach der
als Goldstandard anerkannten Methode von Schweal. $45,46,47]. Es
wurden PGE und dessen Hauptmetabolit PGE-M, 6-keto-RGEnd 2,3-
dinor-6-keto-PGI, als Hauptmetaboliten des RGTxB, und 2,3-dinor-
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TxB2 und 11-dhydro-TxB als Hauptmetaboliten des TxAm Urin

gemessen. Die Prostaglandinwerte wurden in ng/miegsen.

2.2.3.1. Probenvorbereitung

In der ersten Phase der Studie erfolgte zuerstali@menbestimmung jeder
fraktioniert abgegebenen Urinprobe. Jeweils 10% &&dumens der
fraktionierten Urinproben wurde entnommen und dewostglandin-
Analytik zugefuhrt. Der verbliebene Rest der zu eein Patienten
zugehdrigen fraktionierten Urinproben wurden zusamgefihrt und gut
vermischt. Aus dieser so imitierten 24 h Urinsanprabe jedes Patienten
wurden erneut 10% des Volumens entnommen und destaglandin-
Analytik zugefihrt (Abb. Nr. 4). In der zweiten Rlgader Studie konnten
die Spontanurinproben direkt der Prostaglandin-pitakugefihrt werden.
Erfolgte die Prostaglandin-Analytik nicht sofortuslen die enthnommenen

Proben zur Aufbewahrung bei —80°C tiefgefroren.
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Abbildung Nr.4: Prinzip der Probenaufbereitung defaktioniert

gesammelten 24 h Sammelurin

Fraktionierte Urinproben eines Patienten

FEEET —vvvvy

// 10% des Volumens

Rest Prostaglandin-Analytik
| und Leukotrien-Analytik

i 10% des Volumens

(entspricht24 h  Sammelurin)

2.2.3.2. Prinzip der Prostaglandin-Analytik

An die Prostanoid-Analytik werden ganz besonderéo/Aterungen gestellt,
da Prostaglandine 1. zu einer Stoffgruppe struktusehr &hnlicher
Substanzen gehéren, die sich zum Teil nur durcHaee Isomerie
unterscheiden, 2. in extrem niedrigdfonzentrationen (Nanogramm-

Bereich) im menschlichen Urin vorliegen und 3. eisehr kurze
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Halbwertszeit haben. Sie muss Uberaus spezifisdtsensitiv sein. Bei der
oft eingesetzten Methode der Radioimmuno-Assays nkbres durch
auftretende Kreuzreaktionen oft zu falsch hoch gemeen Werten und
somit zu einer eingeschrankten Spezifitat. Die Rrasd-Analytik mittels
GC-MS-MS ermdglicht eine genauere Auftrennung wuligiedlicher
Substanzen, auch fur den Fall, dass es sich nuisomere handelt (Abb.
Nr. 5).

Der Urinprobe zugesetzte deuterierte Prostaglandieeen als interner
Standard. Zuerst muss die komplexe Matrix des Ur{ulfaltige
Verunreinigung z.B. durch Proteine) durch Reiniggprgzesse
aufgearbeitet werden. Hierzu dient zunachst eibesit)-flissig-Extraktion
und ein zweiter nachgeschalteter Reinigungsschntt Form einer
Dunnschichtchromatographie. Der abschlieRenden efifung mittels
Gaschromatographie sind drei Derivatisierungsreaktn vorgeschaltet
(Methoximierung, Pentafluorobenzylierung, Trimesilglierung). Die
derivatisierten Prostanoide werden in den Gaschiagr@phen injiziert.
Durch Verdampfung des Substanzgemisches und aeBehlile Passage des
Gases durch eine  beschichtete  Glaskapillare  erfolgn
Gaschromatographen eine letzte Auftrennung, die ainen auf den
unterschiedlichen Siedepunkten und zum anderederufinterschiedlichen
Affinitdét zur GC-Saule beruht. Die nun gereinigtend aufgetrennten
Molekile  werden  dem Massenspektrometer  zugefuhrtm |
Massenspektrometer erfolgt die lonisierung der Midlle mittels ,,negative
ion chemical ionisation, wodurch die Prostaglanifiolekiile eine
negative Ladung erhalten und zu ,Molekilionen” der. Diese werden
nun in einem erstenMassenfilter (Quadrupol: elektromagnetisches
Wechselfeld) weiter aufgetrennt und beschleunigte Dun in ihrer

Molekilmasse gleichen, jedoch strukturelinterschiedlichen und
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beschleunigten lonen prallen in der Argon- Kollis&ammer auf
Argonatome und zerbrechen dadurch in verschiedemagniente, den
,Produktionen”. Durch einen zweiten nachgeschattétassenfilter werden
die lonen weiter differenziert und gelangen nun Konversions-Dynode,
wo sie in Elektronen konvertiert werden . Ein ,@tea multiplier* (=

sekundarer Elektronen-Vervielfacher) wandelt diekitbnen anschlie3end
zu einem messbaren Signal um. Durch die spezifischiassen der

einzelnen Tochter-lonen ( Fragmente des gesuchtelekMls) und der

Vergleich mit der bekannten Mendes zugesetzten internen Standards, der

sich nur durch die Masse (Anzahl der deuteriertémm®) unterscheidet,
kann sehr exakt die Menge des gesuchten Molekidsinmat werden.
Dieses massenspektrometrische Bestimmungsverfaiish als Multi-

Reacting-Monitoring (MRM) unter Verwendung der Igoéndilution

bezeichnet.[42,45,46,47]
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Abbildung Nr.5: Schema der Prostaglandin-An&inittels GC-MS-MS

[42,45,46,47]
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2.2.4. Bestimmung der Leukotriene im Urin

Die Bestimmung der Leukotriene aller Urinprobenokyte ebenfalls im
Eicosanoid- Labor von Prof. Seyberth (Kinderklinder Universitat
Marburg) mittels einer modifizierten Analysemetho@éethode nach B.
Watzer) unter Verwendung eines Liquid-Chromatogi@phTandem-
Massenspektrometers (LC-MS-MS). Unter LC-MS venstehan die
Verbindung von einer FlussigkeitschromatographieC)(L mit der
Massenspektrometrie (MS). Durch Kopplung der Meé#mdteht wéhrend
der Methodenentwicklung fir jeden Punkt des Chrogr@mms ein
Massenspektrum zur Verfigung. Fir die quantitaBestimmung nutzt
man das zur GC-MS analoge Verfahren des MRM. Dddwad es
moglich ohne vorherige Derivatisierung und unteh@®n der einzelnen
Analyte von Verunreinigungen der Probenmatrix ateruien. Als Vertreter
dieser Stoffgruppe wurde Leukotrien Eemessen. Leukotrien, Burde in

ng/ml gemessen.

2.2.4.1.Prinzip der Leukotrien-Analytik

Aus den ahnlichen chemischen Gegebenheiten der otreike (im
Vergleich zu Prostaglandinen) ergibt sich der sdlbke Anspruch an die
Leukotrien-Analytik, wie fur die oben aufgefiihrteoBtaglandin-Analytik.
Durch eine erhdhte thermische Instabilitdét der Liitzh man bei der
massenspektrometrischen Analytik die Mdglichkeit  ttahs
Flussigchromatographie bei Raumtemperatur arbeitefdnnen und die

Probe nicht verdampfen zu missen. Die Bestimmung Leekotriene
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mittels LC-MS ermdglicht eine genaue ldentifizieguder verschiedenen
Leukotriene (Abb. Nr. 6).

Von der zu bestimmenden Urinprobe genligt 1 ml Udam zunachst
dreifach deuterierte Leukotriene als Interner Stadd(l1S) hinzugefugt
werden. Zur weiteren Probenvorbereitung erfolgt heamander die
Ansauerung der Probe auf einen pH-Wert von 4 mie5% Methanséure,
die Zugabe von Aceton und abschlieRend eine Zagatfon. Fur den
folgenden Schritt der Festphasenextraktion mittelid- phase-extraction-
chromatography (SPE) wird die SPE-KartuscheProlmh murch Zugabe
von Wasser und Methanol konditioniert. Durch Aufgater Probe auf den
SPE und anschlieBende Waschschritte erfolgt digefifung der Probe
mit folgenden Medien: Wasser, 10% Methanol und ID¥&opropylether.
Die Elution des Analyts erfolgt mit 500ul 100% Matiol. Die eluierte
Probe wird mittels Stickstoff bis zur Trockene eidgmpft. Durch Zugabe
von Aceton und Wasser wird die Probe rekonstitigidrund nachfolgend
zentrifugiert, um die Probe fir die Massenspektroi@meorzubereiten. Der
nach Zentrifugation erhaltene Uberstand kann nuttelsi Spritze zur
weiteren Analyse in das LC-MS injiziert werden. Dawerden die
Substanzen mittels Flissigchromatographie (LC) chsta weiter
aufgetrennt. Die mobile Phase, die zur DurchfihrdegLC kontinuierlich
zugefihrt werden muss, wird in ihrer Zusammensefauéhrend jeweils
einer Messung kontinuierlich veréandert (Tab. Nr. 6)

Ermdglicht wird dieses durch zwei Eluenten: Eluant=0,2% Essigsaure,
Wasser in 95% Acetonitril) und Eluent B (=5% Acetoh in 0,2%
Essigsaure, Wasser) und wahrend der LC in untediatihen
Mischungsverhaltnissen zugefiihrt (Gradientenellitieerden (Abb. Nr. 7).
Durch diese Modifizierung kann die Trennleistung HE erhdht werden

auftretende Storfaktoren werden effektiver eliminiend es ermdglicht die
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Verbesserung der Analyt-Quantifizierung. Die nuifgatrennten Molekiile
werden anschlieBend devtassenspektrometer zugefiihrt.

Im Massenspektrometer laufen mit einigen Ausnahnite selben
Reaktionsschritte ab, wie in der oben beschriebeiethode der
Prostaglandin-Analytik. Der Schritt zur lonisierunger Molekile
unterscheidet sich bei der Leukotrien-Analytik, di@ Molekile hier in
einer flissigen Phase vorliegen (im Gegensatz rost&glandin-Analytik,
wo die Molekule zur lonisierung in einer gasférmrmgehase vorliegen) und
zuerst verdampft werden mussen. Die Molekiile ezhakine positive
Ladung und werden zu ,Molekilionen®. Diese werdem in einem ersten
Massenfilter (= Quadrupole 1 = Q1) von lonen miteuschiedlicher Masse
abgetrennt (Einstellungen der Massenfilter Tab. ®r.Die nun in ihrer
Molekulmasse (gleichen, jedoch strukturell untersdi¢hen und
beschleunigten lonen prallen in einer Stickstoffelllsionskammer auf
Stickstoffatome (in der Prostaglandin-Analytik werdeine Argon-
Kollisionskammer verwendet) und zerbrechen dadurchverschiedene
Fragmente, die ,Produktionen“. Durch einen zweiteschgeschalteten
Massenfilter (=Quadrupole 3= Q3) werden die lonegitev differenziert
und gelangen nun zur Konversions-Dynode, wo sie Eilektronen
konvertiert werden. Ein ,electron multiplier* (= laendarer Elektronen-
Vervielfacher) wandelt die Elektronen anschlieBemdeinem messbaren
Signal um. Die spezifische Masse des Produktioregffent des gesuchten
Molekils) und die um drei Masseneinheiten hoherelekd- bzw.
Fragmentmasse (Anzahl der deuterierten Atome) dgssetzten Internen
Standards (IS) erlauben es, quasi zeitgleich filidebeMolekile die
Massenspuren aufzuzeichnen. Man erhdlt so ein Gitogramm aus dem
man sehr exakt die Menge des zu bestimmenden Léeh®tdurch den

direkten Vergleich mit der bekannten Menge desd§ilmmen kann.
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Abbildung Nr. 6: Schema der Leukotrien-Analytiktteis GC-MS-MS
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2.2.4.2. Angaben und Einstellungen zum Massenspektier

Bei dem Gerat, handelte es sich um einen APl 3@00Applied Systems.

Es wurden @m Polaris-Saulen (50 mm x 2 mm) verwendet. Die

Bestimmung wurde unter Raumtemperatur durchgefiig. Auswertung

der Messdaten erfolgte am Computer unter Verwegdder Software

Version Analyst 1.2.

Allgemeine Einstellungen des Massenspektrometers:

NEB: 9.00 PSI
CUR: 11.00 PSI
CAD: 4.00 PSI
IS: 5500.00 V
TEM: 400.00 °C
FP:130.00 V
CE: 25.00V

Einstellungsparametéiir die Messung am Massenspektrometer:

Scan Type: MRM
Polarity: Positive
Scan Mode: N/A
Resolution Q1 : Unit
Resolution Q3 : High
DP: 25.00 V

EP: 6.00 V

CXP: 20.00 V
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Tabelle Nr.5 : Einstellungsparameter der Massenfilt

Leukotrien g Interner Standard
Q1 Q3 Q1 Q3
Masse 440.20 189.40 443.20 192.4
Messzeit 250.00 | 250.00 250.00 250.00
msec msec msec msec
Legende : Q= Quadrupole (Massenfilter)

Tabelle Nr. 6: Gradientenprofile der Eluenten vesiar der LC-Messung

Schritt | Zeit Flussrate Eluent Eluent
(min) (ul/min) A (%) B (%)
0 0.1 200.00 40 60
1 1.0 200.00 40 60
2 5.0 200.00 90 10
3 6.0 200.00 90 10
4 7.0 200.00 15 85
5 8.0 200.00 40 60

28




Abbildung Nr.7:  Veranderung der Eluentenprofilgéhrend der
LC-Messung

100%
90%
80%
70% A
60% A
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Eluent B

OEluent B
HEEluent A

%

0 1 2 3 4 5
Zeit (min)

2.2.5. Klinische Chemie

Zur Verifizierung der Prostaglandin- und Leukotaesscheidung im Urin
wurden weiterhin die Elektrolyte im Urin (Natriuralium, Chlorid), die
Osmolalitat und das Urin-Kreatinin bestimmt. Diddessungen erfolgten
mit konventionellen Methoden im Zentrallabor der ikémsitatsklinik

Marburg.
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2.3. Patienten

Die erste Phase der klinischen Studie wurde zwisdhé&rz 2002 und Mai
2003 durchgefuihrt. In die Studie eingeschlossendamrKinder und
Jugendliche im Alter von 1-18 Jahren, die bereitrema an einer
Urinsammlung teilzunehmen und keine der Ausschliteslen aufwiesen.
Es nahmen 60 Probanden (32 mannliche und 28 wed)lien Alter von 1-
16 Jahren an der fraktionierten 24 h Urinsammleilg Abb. Nr. 8, 9).

Abbildung Nr.8: Phase I: Altersverteilung der méichen Probanden

Anzahl der Probanden

0
1,0 30 50 7.0 9,0 11,0 130 150
2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 120 140 160

Alter in Jahren
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Abbildung Nr.9: Phase I: Altersverteilung der wahken Probanden

Anzahl der Probanden

3,0 50 7,0 9,0 11,0 13,0 15,0
4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0

Alter in Jahren

Bei allen Probanden handelte es sich um gesundgeKimd Jugendliche,
bei denen weder eine Stérung der Nierenfunktionlagornoch in der
Vorgeschichte schwerwiegende Erkrankungen aufgetrataren. Anhand
eines Fragebogens (siehe Anhang) wurden eventuetldiegende

Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen ermittelt.

Folgende Ausschlusskriterien wurden festgelegt:
- schwere akute Erkrankung
- angeborene Erkrankungen die mit einer Verdnderwey

Prostanoid-Synthese oder Prostanoid-Ausscheiduntiggejehen
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- akute Einnahme von Medikamenten, welche die Rogla
Synthese beeinflussen ( z.B. NSAID, Steroide)

- Einnahme von Medikamenten, die den Urinflusgimdern
( z.B. Diuretika)

- Patienten mit anatomischen Urinabflussproblemen

- Patienten mit vorliegender Niereninsuffizienz r{8ekreatinin
>1,5mg/dl)

Fur jeden Probanden erhielten wir eine individuelfzahl von
Urinportionen innerhalb der 24 h Sammlung mit mmal drei
Fraktionsproben und maximal 13 gesammelten Fraspiamben. Im Mittel
ergaben sich dadurch 5,8 Urinportionen pro Prokbandrhalb von 24 h
(Abb. Nr. 10).

Abbildung Nr. 10: Anzahl der einzelnen Urinfrakten pro 24 Stunden

Anzahl der Urinportionen innerhalb 24 h

Haufigkeit
o]

3,00 5,00 7,00 10,00 13,00
4,00 6,00 8,00 11,00
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Demzufolge ergab sich auch eine sehr unterschiedl®ammeldauer fir
die jeweiligen Urinportionen. Die kiirzeste Sammitli@ eine Urinportion
betrug 20 Minuten und die langste Sammelzeit beftGgStunden, dies

ergab eine durchschnittiche Sammelzeit pro Uritipnrvon 4,1 Stunden

Die Sammlung der Spontanurinportionen in der zweifehase der
klinischen Studie erfolgte zwischen Mai 2003 und RI205. In der Phase I
wurden insgesamt 59 Probanden, 32 mannliche uhaeibliche im Alter
von 2 Jahren bis 17 Jahren in die Studie eingesséh (Abb. Nr. 11,12).
Von allen Studienteilnehmern wurde eine einzelneon&murinprobe,
jeweils im Zeitraum zwischen 9:00 und 12:00 Uhr gesammelt. Die
Sammlung erfolgte ebenfalls in Schulen und KindgrsstattenBei den
Probanden handelte es sich um gesunde Kinderugahdliche, bei denen
mogliche Ausschlusskriterien ebenfalls mit einemagébogen (siehe
Anhang) ermittelt wurden. Es galten die gleichersgahlusskriterien wie

fur die Probanden in Phase |.
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Abbildung Nr.11: Phase II: Altersverteilung deimmlichen Probanden

Haufigkeit

2,0 4,0 6,0 80 100 12,0 140
3,0 5,0 7,0 90 11,0 130 150

Alter bei Untersuchung in Jahren

Abbildung Nr.12: Phase II: Altersverteilung derilliehen Probanden

Haufigkeit

30 50 70 90 11,0 13,0 150 17,0
40 6,0 80 100 12,0 14,0 16,0

Alter bei Untersuchung in Jahren
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2.4. Statistik

2.4.1. Phase |

Die Auswertung aller erhaltener Messwerte erfoigteStatistikprogramm
SPSS Version 11.0. Die erhaltenen Rohdaten in ngmilen zunéchst auf
Korperoberflache (ng/h/1,73m?) und auf das im Wa@messene Kreatinin
(ng/mg Kreatinin) bezogen. Da fur jeden Probandee enterschiedliche
Anzahl von Urinfraktionen Uber die 24 h erhalteorden, die gleichzeitig
mit verschieden langen Sammelzeiten zwischen dektiBnen verbunden
waren, wurden die Daten mittels SPSS in drei Stndietervalle
umstrukturiert. So das jeder Proband fiir jedeseiezEicosanoid einen 24
h Sammelurinwert und acht Werte lber die gesammel&t h erhielt,
unabhéangig von der Anzahl der pro Proband erhaltdfraktionen. Die
Intervalle wurden wie folgt definierintervall 1: 0:00-3:00,Intervall 2:
3:00-6:00, Intervall 3: 6:00-900, Intervall 4: 9:00-12:00, Intervall 5:
12:00-15:00, Intervall 6: 15:00-18:00, Intervall 7: 18:00-21:00 und
Intervall 8: 21:00-0:00. Zur Uberpriifung einer vorhandenenadi&nen
Rhythmik wurden die Prostanoidwerte in ng/mg Kmgatimittels Boxplots
grafisch dargestellt und in Bezug zum 24 h Samnrekart in ng/h/1,73m
gesetzt. Mittels Friedmann-Test wurden anschlieResignifikante
Abweichung der einzelnen Prostanoid-Daten der Vater zu dem
entsprechendem24 h  Sammelurinwert in ng/h/1,73eéednnet. Als
Signifanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Zur Himgl des geeigneten
Zeitraumes fur die Spontanurinsammlung in Phaseeffolgte die

Korrelationsanalyse nach Pearson zwischen dengn@stDaten in ng/mg
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Kreatinin der Intervalle mit dem jeweiligen dazugegem 24 h

Sammelurinwert bezogen auf die Kérperoberflache.

2.4.2. Phase Il

Die erhaltenen Rohdaten wurden fur die fortfUhrendgerechnungen
ebenfalls auf Kreatinin und Kérperoberflache berges erfolgte eine
Uberpriifung aller erhaltener Messwerte aus Phasel lll auf Alters- und
Geschlechtsunterschiede mittels Mann-Whitney U-Tesd Kruskal-
Wallis-Test. Zur Berechnung vorhandener Altersistieiede wurden zwei
Altersbereiche wie folgt definiert: Altersbereich Rrobanden <11 Jahren
zum Zeitpunkt der Untersuchung, Altersbereich Zb@nden > 11 Jahre
und inklusive 11 Jahre zum Zeitpunkt der Untersaghu Als
Signifikanzniveau wurde ebenfalls p < 0,05 festgel&ur Ermittlung eines
Normbereiches der einzelnen Prostanoide wurde Imitteskriptiver
Statistik der Mittelwert und die KonfidenzintenallL0.-90. benutzt. Diese

Berechnungen erfolgten ebenfalls mittels SPSS.
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3. Ergebnisse

3.1. Phase |

Fir jeden Probanden erhielten wir einen 24 h Wad sinen Wert pro
Intervall je gemessenen Eicosanoid. Der Bezug deltenen Daten auf die
Korperoberflache erfolgte aufgrund der angestrebergleichbarkeit der
Messdaten mit den bereits vorhandenen geltendemibdoeichsdaten (alte
Ubliche Einheit fur Prostaglandin-Bestimmung ng/h&m?). Im Gegensatz
dazu erfolgte die Berechnung auf das Urin-Kreatinim dementsprechend
einen Bezugsparameter fur die Spontanurinprobeerlzalten, der sowohl

die Nierenfunktion als auch die Kérpermasse deb&tden wiederspiegelt.

3.1.1. Zirkadiane Rhythmik

Anhand der Auftragung von Median und 10. - 90. Betie der einzelnen
Intervalldaten jedes Prostanoids in ng/mg Kreatimiittels Boxplots
konnten keine relevanten tageszeitlichen Schwarduegkennbar gemacht
werden ( Abb. Nr. 13-20). Wobei auffiel, das jeweilie morgendlichen
Werte (0:00-6:00 Uhr) und die n&chtlichen Werte:QR124:00 Uhr) einer
hoheren Schwankungnterlagen als die Tageswerte. Eine Ausnahme bildet
das PGE-M, das Uber die gesamten 24 h deutBdievankungen aufweist.

Maximal- und Minimalwerte wurden vor der Darstetiuentfernt.
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Abb. Nr. 13: BoxploPGE, Uber 24 h

PGE in ng/g Kreatinin je Intervall

5

N

-

e o

Abb. Nr. 14: BoxploPGE-M Uber 24 h

PGE-M in ng/mg Kreatinin je Intervall
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Abb. Nr. 15: Boxplob-keto-PGF,, Uber 24 h

6-keto-PGlr, in ng/mg Kreatinin je Inetrvall
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Abb. Nr.16: Boxplo®,3-dinor-6-keto-PGF, Uber 24 h

2,3-dinor-6-keto-PG £ in ng/mg Kreatinin
je Intervall
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Abb. Nr. 17: BoxploffxB, Uiber 24 h

TxB, in ng/mg Kreatinin je Intervall
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Abb. Nr. 18: Boxplo®,3-dinor-TxB, iiber 24 h

2,3-dinor-TxB in ng/mg Kreatinin je Intervall
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Abb. Nr. 19: Boxplotl1-dehydro-TxB, Giber 24 h

11-dehydro-TxB in ng/mg Kreatinin je Intervall
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Abb. Nr. 20: Boxplot.eukotrien E, Uber 24 h

Leukotrien E in ng/mg Kreatinin je Intervall
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Um signifikante tageszeitliche Schwankungen statistzu erheben, wurde
fir die Werte bezogen auf Kreatinin der FriedmastTdurchgefihrt. Die
Berechnungen ergaben fir PG E-M (p=0,08), 2,3-dketo-PGFE,
(p=0,168) und TxB (p=0,96) keine signifikanten tageszeitlichen
Schwankungen. Alle weiteren untersuchten Eicosanoitie PGEk
(p=0,001), 6-keto-PGE  (p=0,004), 2,3-dinor-TxB (p=0,029), 11-
dehydro-TxB (p=0,018) und LTE (p=0,001) konnte eine signifikante
zirkadiane Rhythmik nachgewiesen werden. Wobefetléende zirkadiane
Rhythmik von PGE 2,3-dinor-6-keto-PGEF und TxB erst nach
Bezug auf Kreatinin hervortrat. Bei Verwendung dasher Ublichen
Einheit (ng/h/1,73) mit Bezug auf die Kérperoberflache konnte auah fii
die genannten Prostanoide eine signifikante zid@ali Rhythmik
nachgewiesen werden. Eine gegenteilige Ausnahnaetbilas PGEdass
als einziges der untersuchten Eicosanoide die dimk@ Rhythmik erst
nach Bezug auf Kreatinin aufwies (siehe Anhang).

Die Untersuchung der Kreatininwerte in den einzelhetervallen ergab
ebenfalls eine zirkadiane Rhythmik mittels Friednast. Im Verlauf der
untersuchten 24 h konnte aufgezeigt werden, dasauesinem leichten
Kreatininanstieg wahrend der nachtlichen Stundenrkt Mit einem Peak
zwischen 0:00-6:00 Uhr. Dem entgegen zeigt sicte efitbnahme der
Kreatininausscheidung iagesverlauf relativ konstant bleibend mit einem
Minimum zwischen 12:00 und 18:00 Uhr.

Bei Darstellung der Korrelation der einzelnen Ukreatinin Werte je
Intervall zum 24 h Wert ist erkennbar, dass alterivalle vergleichbar gut
den 24 h Wert reprasentieren. Die beste Ubereingting ergibt sich
allerdings im Zeitintervall zwischen 15:00 und 18{0hr mit 0,795.
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Abb. Nr.: 21 BoxploUrin-Kreatinin Uber 24 h

Urin-Kreatinin in mg/dl je Intervall

300
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Tab. Nr.7: Urin-Kreatinin mg/dl Gber 24 h und Kelation zum 24 h

Sammelurin
Phase | Phase II Phase |
Kreatinin in Kreatinin in Tl BT
mg/dl mg/dl 2um 24 h
10. — 90. 10. — 90. Wert
Perzentile Perzentile
Intervall 1 45 - 218 0,622
Intervall 2 45— 229 0,620
Intervall 3 39-171 0,718
Intervall 4 28 —182 37-191 0,643
Intervall 5 21 -169 0,766
Intervall 6 32-173
Intervall 7 25 -190 0,622
Intervall 8 40 - 195 0,765
24h Wert 30 - 146
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3.1.2. Korrelation

Zur Findung eines flur alle Prostanoide geeignetasitirdervalls zur

Sammlung des Spontanurin wurde die Korrelation ehés jedem

Zeitintervall der Prostanoide in ng/mg Kreatinimzentsprechendem 24 h
Sammelurinwert in ng/h/1,73m?2 ermittelt (Tab. Nyx. 7

Tabelle Nr.8: Korrelation der Eicosanoid-DatenZgitintervall in ng/mg
Kreatinin zu Eicosanoid-Daten des24 h Sammelunin i
ng/h/1,73rh

0:00- |3:00- |6:00- |9:00- |12:00- |15:00- |18:00- |21:00-
3:00 6:00 9:00 12:00 |15:00 |18:00 |[21:00 |24:00

PGE 0,258 | 0,213 | 0,079 0,831 0,415 | 0,312 | 0,250
PGE-M 0,555 | 0,598 | 0,558] 0,495 0,588 | 0,669

6kPGH, 0,878 | 0,939 | 0,300 | 0,884 0,869 | 0,738 | 0,919
2,36kPGH, 0,960 | 0,619 | 0,944 | 0,931 | 0,939 | 0,927| 0,960
TxB: 0,695 | 0,779 | 0,599 | 0,554 | 0,574| 0,630 0,783

2,3TxB; 0,684 | 0,687 | 0,652|0,533 | 0,560 | 0,684 | 0,573
11dhTxB 0,764 | 0,770 | 0,607 |0,674 | 0,647 | 0,731 | 0,660

LT E4 0,995 | 0,995 0,977 | 0,996 | 0,996 | 0,995| 0,99

Zeitintervall

Blau: héchste Korrelation

Gelb: Korrelation, des favorisierten Zeitintersall
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Es wird deutlich, dass der Tagesabschnitt mit eeejls besten Korrelation
fur die einzelnen Prostanoide sehr unterschiediichnd im Einzelfall nicht
fir eine reale Sammlung von Spontanurinproben geeigt. Wobei sich
fir PGB, 6-keto-PGE, und Leukotrien Eeine sehr hohe Ubereinstimmung
zwischen gesammelten Fraktionswerten und 24 h  Sdmimwert im
Zeitraum zwischen 9:00 Uhr und 12:00 befindet. Blein restlichen
Prostanoiden ergibt sich rein rechnerisch ein sled@ammelzeitraum
zwischen 21:00 Uhr und 03:00 Uhr, der in der tdgdic Praxis nicht
realisiert werden kann. Um sowohl eine gréRtmoglicforrelation, eine
geringe Streuung, als auch die Ubertragung im @litar gewéhrleisten
wurde der Zeitraum zwischen 9:00 Uhr und 12:00 Uhur
Spontanurinsammlung festgelegt. Der einerseits S 6keto-PGE, und
Leukotrien E mit einer hohen Korrelation aufweist und andeligsse
akzeptable Korrelationen der restlichen Prostanoimschreibt. Eine
Ausnahme bildet das PGE-M, das uber die gesamtervéile tendenziell
schlecht mit dem 24 h Sammelurinwert korreliergswsich ebenso im
gewahlten Zeitraum mit einer fehlenden signifikantVergleichbarkeit

wiederspiegelt.

Zur Uberprifung der Vorhersagegenauigkeit wurdenElcosanoid-Daten
des 24 h Wertes in ng/h/1,73megen die Eicosanoid-Daten in ng/mg
Kreatinin des favorisierten Zeitintervalls aufgeta (Abb. Nr. 21-28). Die
generell hohe Korrelation dieser Daten spiegelnh sauch in der
graphischen Darstellung mittels Regressionsgeradan Die gréite
Vorhersagegenauigkeit bietet 6-keto-RGF trotz der nicht idealsten
Korrelation im Zeitintervall zwischen 9:00-12:00 tJibem entgegen zeigt
sich bei den Daten des LeukotriepiBhe Abweichungen von einer idealen

Vorhersage trotz hoher ermittelter Korrelation iemgnnten Zeitintervall.
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Abb. Nr. 22:PGE, 24 hWert in ng/h/1,73m zum Zeitintervall 9:00-
12:00Uhr in ng/mg Kreatinin
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Abb. Nr. 23:PGE-M 24 h Wert in ng/h/1,73Mmzum Zeitintervall 9:00-
12:00 Uhr in ng/mg Kreatinin
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Abb. Nr. 24:6-keto-PGF, 24 h Wertin ng/h/1,73rA zum Zeitintervall
9:00-12:00 Uhr in ng/mg Kreatinin
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Abb. Nr. 25:2,3-dinor-6-keto-PGR, 24 h Wert in ng/h/1,73fMmzum
Zeitintervall 9:00-12:00 Uhr in ng/mg Kreatinin
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Abb. Nr. 26:TxB, 24 h Wert in n/h/1,73fmzum

Uhr in ng/mg Kreatinin

Zeitintervall 9:00-12:00
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Abb. Nr. 27:2,3-dinor-TxB, 24 h Wert in n/h/1,73frzum Zeitintervall
9:00-12:00 Uhr in ng/mg Kreatinin
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Abb. Nr. 28:11-dehydro-TxB, 24 h Wert in n/h/1,73fzum Zeitintervall
9:00-12:00 Uhr in ng/mg Kreatinin
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Abb. Nr. 29:Leukotrien E, 24 h Wert in n/h/1,73fzum Zeitintervall
9:00-12:00 Uhr in ng/mg Kreatinin

1,0
3
X
=
]
e 8 -
o =
5 —
£ o
< Caal
< ®
= 5 oo™
2 o0
g
=]
£
i
©
g
g 00«
0,0 3 5 8 1,0
Beobachtete Kumulierte Wahrscheinlichkeit

49



3.2. Phase | und Il

3.2.1. Altersunterschiede

Mittels Mann-Whitney U-Test wurden die erhalteneitdsanoid-Daten
beider Phasen auf bestehende AltersunterschiedstgetDie Berechnung
erfolgte speziell fir das von uns favorisierte Saatintervall von 9:00-
12:00 in ng/mg Kreatinin als neue Bezugseinheitr Zuswertung der
Altersunterschiede wurden zwei Altersgruppen gedjldiltersgruppe 1
beinhaltet alle Probandendaten < 11 Jahre zum wditpler Untersuchung
und Altersgruppe 2 beinhaltet alle Probandendat&h Jahre und inklusive
11 Jahre zum Zeitpunkt der Untersuchung.

Fur 2,3-dinor-6-keto-PGE (p=0,015), 2,3-dinor-TxB (p=0,002) und 11-
dehydro-TxB (p= 0,00) ergaben sich signifikante Altersuntkisde in der
verwendeten Datenreihe. Bei den Ubrigen Prostandid@nten statistisch
keine signifikanten Altersunterschiede gefundendser Zum Vergleich
mit den aktuell giiltigen Referenzwerten in ng/h8m7 im 24 h

Sammelurin wurden auch die Eicosanoid-Daten desdéhan genannter
Einheit des 24 h Wertes auf AltersunterschiedestietteDort ergaben sich
in denen von uns definierten Altersgruppen keingynifikanten

Unterschiede. Allerdings konnten in Phase | im 24Mert in ng/mg

Kreatinin fir 2,3-dinor-6-keto-PGF (p=0,047) und 11-dehydro-TxB
(p=0,049) grenzwertig signifikante Altersunterscld@edargestellt werden.
Die erhaltenen Urin-Kreatinin-Daten in mg/dl wurdezbenfalls auf
vorhandene Altersunterschiede mittels Mann-Whittéyrest tberpruft.

Die statistische Analyse ergab fir die Kreatininddaim 24 h Sammelurin

keinen signifikanten Altersunterschied (p=0,15)e Diestung der einzelnen

50



Intervalldaten fir Kreatinin ergab lediglich fur sd@eitintervall zwischen
15:00- 18:00 Uhr eine Signifikanz (p=0,047).

3.2.2. Geschlechtsunterschiede

Zur Untersuchung eventuell vorhandener Geschlentdsschiede wurde
der Kruskal-Wallis-Test verwendet. EntsprechendBiEnechnungen fir die
Altersunterschiede wurde auch hier das entspreeh8adhmelintervall der
Eicosanoide in ng/mg Kreatinin herangezogen. Fie aintersuchten
Eicosanoide konnten in diesem definierten Bereieiné signifikanten
Geschlechtsunterschiede ermittelt werden. In wait&erechnungen der 24
h Werte ergab sich ausschlieflich fir 2,3-dinore@kPGR, (p=0,025) in
ng/h/1,73mm ein signifikanter Geschlechtsunterschied

Bei der Untersuchung der Kreatinindaten in mg/djaben sich weder fir
den 24 h Sammelurinwert noch fur die einzelnenriatédaten signifikante

Altersunterschiede.

3.2.3. Normwertbestimmung

Zur Errechnung der Normwerte wurden die erhalteri2gaten der
untersuchten Prostanoide bezogen auf Kreatinin iesagmelten
Zeitintervall von 9:00-12:00 Uhr fir beide Phasasammengefiihrt und
mittels  deskriptiver ~ Statistik (Minimum, Maximum, itielwert)

ausgewertet. Fur die Eicosanoid-Metaboliten mitigettem signifikanten
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Altersunterschied wurden die Normwerte jeweils figide definierten
Altersbereiche bestimmt (Tab. Nr. 8-10).

Der Normwertbereich wurde im Bereich der 10. -Bérzentile definiert.

Tabelle Nr. 9: Normwertberechnung der altersudabfgen Eicosanoide

Minimum | Maximum | Mittelwert | Standard 10. 90.

Abweichung | Perzentile | Perzentile

PGE 0,17 8,83 1,0729 1,189 0,40 2,07
PGE-M 2,34 43,44 9,9257 6,782 4,74 18,01
6-keto-PG-F, 0,00 1,80 0,2149 0,200 0,06 0,38
TxB 0,00 0,51 0,1546 0,09861 0,05 0,29

(Eicosanoid-Daten bezogen auf Kreatinin mg/dl intedwall 9:00-12:00
Uhr)

Somit ergeben sich fur die altersunabhangigen Bmamde folgende
Normwertbereiche:

PGE,: 0,40 - 2,07 ng/mg Kreatinin
PGE-M: 4,74 - 18,01 ng/mg Kreatinin
6-keto-PGF,: 0,06 - 0,38 ng/mg Kreatinin
TXB.: 0,05-0,29 ng/mg Kreatinin
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Tabelle Nr. 10: Normwerte der altersabhéngigencog&noide fir
Alterstufe 1
Minimum | Maximum| Mittelwert Standard Perzentilel Perzentile
Abweichung 10. 90.
2,3-dinor-6- 0,00 1,52 0,45 0,28 0,13 0,85
keto-PGFy,

2,3-dinor- 0,20 2,00 0,70 0,39 0,32 1,23
TxB;

11-dehydro- 0,67 11,33 2,86 1,73 1,40 5,10
TxB;

Leukotrien E 4 0,01 1881,85 64,0 239,66 0,02 107,y

(Eicosanoid-Daten bezogen auf Kreatinin mg/dl intedwall 9:00-12:00

Uhr)

Somit ergeben sich folgende Normwertbereiche figr altersabhangigen

Eicosanoide im Altersbereich < 11 Jahre.

2,3-dinor-6-keto-PGR,,:
2,3-dinor-TxB.:
11-dhydro-TxB,:

Leukotrien E 4

0,13- 0,85ng/mg Kreatinin

0,32-1,23
1,40-5,10
0,02 - 107,7

53

ng/mg Kreatinin

ng/mg Kreatinin

ng/mg Kreatinin



Tabelle Nr. 11: Normwerte der altersabhéngigencog&noide fir
Alterstufe 2

Minimum | Maximum| Mittelwert Standard Perzentilel Perzentile
Abweichung 10. 90.
2,3-dinor-6- 0,04 3,24 0,40 0,46 0,12 0,80
keto-PGFy,

2,3-dinor- 0,08 2,24 0,52 0,32 0,26 0,82
TxB;

11-dehydro- 0,48 8,07 1,97 1,20 0,82 3,27
TxB;

Leukotrien E 4 0,02 295,86 41,58 51,59 0,04 91,5

(Eicosanoid-Daten bezogen auf Kreatinin mg/dl intedwall 9:00-12:00
Uhr)

Somit ergeben sich folgende Normwertbereiche figr altersabhangigen

Eicosanoide im Altersbereich > 11 Jahren:

2,3-dinor-6-keto-PGR,;: 0,12- 0,80 ng/mg Kreatinin
2,3-dinor-TxB.: 0,26 - 0,82 ng/mg Kreatinin
11-dhydro TxB;: 0,82 -3,27 ng/mg Kreatinin
Leukotrien E4: 0,04 - 91,5 ng/mg Kreatinin

Trotz statistisch nachgewiesener signifikanter iitaterschiede sind die
Normwertbereiche der altersabhangigen Eicosanoiderglaichbar.
Erkennbar wird, dass mit Ausnahme des Leukotrigrdie Normwerte der

Altersgruppe 2 niedriger sind als in Altersgruppe 1
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4. Diskussion

In der durchgefihrten Studie wurde die Ausscheidwog primaren
Eicosanoiden und deren Metaboliten im Urin von @ssgnt 119 gesunden
Kindern und Jugendlichen im Alter von 1 bis 17 gahmittels GC-MS-MS
bestimmt, mit dem Ziel Normwerte bezogen auf Ki@atin einer einzigen

Spontanurinprobe zu ermitteln.

In der ersten Phase sammelten insgesamt 60 Praband&auslicher
Umgebung fraktioniert einen 24 h Sammelurin. Dieakfionierte

Urinsammung gestaltete sich bei Kleinkindern unteei Jahren bzw.
Kindern die noch nicht "trocken" waren als auRediwierig. Selbst bei
einer Mindestanforderung von drei Urinfraktionen nerhalb der
untersuchten 24 Stunden, konnte nicht sicher destelrden, dass die
Urinsammlung in diesen Féllen vollstandig war. DeinkProband unter
klinischen Bedingungen bzw. aufgrund Klinischer ikation Urin

sammelte, konnte auf die Methode der Urinsammluiitel® geklebtem
Urinbeutel bzw. Urinkatheter bei Kleinkindern undauglingen nicht
zuriickgegriffen werden. Somit ist die Altersgruppgischen 0-3 Jahren
nur mit zwei Probanden in Phase | vertreten. Diesleutlicht die nicht
alltagstaugliche und oft unprézise Methode der h2@Wrinsammlung in
hauslicher Umgebung vor allem bei Kleinkindern bisei Jahren
[34,35,37,41,52]. Gleiche Ergebnisse in bezug daf 26 h Sammlung
brachte die Untersuchung von Stanley Hellersteinalet2001, welche

signifikante Unterschiede bei der Messung von Kngatim Urin fanden,

im Vergleich von héauslicher Sammlung und Sammlungkiinischer

Umgebung [18]. Nicht zuletzt deswegen liegt dief€heénz bei Kindern auf
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der Untersuchung von Spontanurinproben mit Bezdideeatinin [52]. Da

das Sammeln einer Spontanurinprobe bei KindernedieStersklasse
ebenso schwierig sein kann, wird diese Mdoglichkedloch ebenfalls
kontrovers diskutiert. Es muss davon ausgegangerdemge dass bei
Kindern dieser Altersklasse am aussagekréaftigsiersdmmlung von 24 h
Sammelurin in klinischer Umgebung mittels Urinkadrebzw. geklebtem
Urinbeutel ist. Da dieses Vorgehen eine hohe Batastaufgrund der
Invasivitat und nétigem Krankenhausaufenthalt @ditsbesteht aktuell ein
wissenschatftlicher Bedarf an alternativen Untersagsmethoden des
Urins bei Kindern [52].

In der zweiten Phase wurde von insgesamt 59 Prapahetiglich ein

Spontanurin im Zeitraum zwischen 9:00-12:00 gesaltnme

Kreatinin entsteht als Endprodukt aus den intrakgkn Vorstufen Kreatin
und Phosphokreatin des Muskelstoffwechsels durdt nénzymatische
Dehydration. Unter stabilen Ernahrungsgewohnheitemd normaler
Nierenfunktion wird Kreatinin ausschlie3lich glorakr filtriert und weder
tubuléar sezerniert noch rickresorbiert. Bis zu 988es renal

ausgeschiedenen Kreatinins stammt aus der Musksémdes Korpers.
Diese Begebenheiten ermoglichen anhand der Kreatisscheidung
sowohl Rickschlisse auf die Nierenfunktion, alshadie Konstitution der
Probanden [18,34,37,44,58]. Aufgrund dieser Eigeaften hat sich
Kreatinin als BezugsgrofRe bei Normwertbestimmung&m renal

ausgeschiedene Substanzen in vielen klinischen ieBtucdbewahrt

[10,34,41,43,57,61]. Die Kreatininausscheidung e ferner

zahlreichen internen und externen Einflissen, deru Umstanden
ausgepragte interindividuelle Schwankungen herfenr(i2,58,60]. Neben
nachgewiesenen Altersunterschieden, mit steigeiideatininausscheidung

bei zunehmendem  Alter aufgrund der sich verandernde
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Korpermuskelmasse, kénnen vor allem Ernahrungsgelaten mit
hohem Proteinanteil und extreme kdrperliche Aldivit die
Kreatininausscheidung erhéhen [3,5,17,18,32,343358460,61]. Ebenso
haben vorliegende Infektionen, Fieber, Einschragkarder Nierenfunktion
und zahlreiche Medikamente Einfluss auf die Kréatinsscheidung. Diese
Faktoren wurden daher bei den Probanden dieseiieSarétagt und als
Ausschlusskriterien festgelegt [34]. Trotz der bembenen Interferenzen
wurde in  zahlreichen  Studien, vor allem bei stabile
Erndhrungsgewohnheiten und gleichbleibender kdgben Aktivitat, die
Aussagkraft von Kreatinin als Bezugsparameter kigkta Bei
gleichbleibenden Gewohnheiten kann die Varianz der
Kreatininausscheidung vernachlassigt werden [3534361]. In der Studie
wurde bewusst auf eine vorgegebene Didt bzw. Eias&lngen der
Ublichen korperlichen Aktivitdten verzichtet, umsd3iel eines einfachen,
alltagstauglichen und praktikablen diagnostischétteld zu forcieren. Eine
gesonderte Ausnahme bilden Neugeborene in demdrste=nswochen bei
denen eine besonders ausgepragte Varianz der Hreatsscheidung
mehrfach beschrieben wurde. Aufgrund zusatzlichaktdfen wie z.B.
muitterliches Kreatinin und noch nicht voll ausgieei Nierenfunktion
eignet sich bei diesen Probanden Kreatinin nickt Réferenzparameter
[31,35,55]. Ebenfalls konnte das Vorliegen von Ateterschieden der
Kreatininausscheidung bei fehlenden signifikanten
Geschlechtsunterschieden auch in unserer Studidétigés werden
[54,56,57,58,59].

Bei weiblichen Probanden wurde eine vernachlassiggBahwankung in der
Kreatininausscheidung wahrend des Menstruationesgkks beschrieben
[40], so dass aufgrund fehlender Geschlechtsuritede unserer

Kreatinindaten diese Betrachtungsweise vernaclgissiurde. Mit
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Ausnahme von Kindern bis zu drei Lebensjahren érgibh auch aus
unserer Untersuchung die Anwendbarkeit von Kreatals Bezugsgrofie
fir Spontanurinproben. Besonders die hohe Kormlattwischen den
Eicosanoid-Daten des 24 h Sammelurin in ng/h/1273mund den
Eicosanoid-Daten im Spontanurin bezogen auf Kreabastatigt uns in der

Aussagekraft der erhobenen Normalwerte in neueun@s=inheit.

Zur Findung eines geeigneten SammelzeitraumesdiBpontanurinproben
wurde zunachst ein 24 h Sammelurin fraktionieragawelt. Im Gegensatz
zu anderen klinischen Studien wurde bei dieser idathung gezeigt, das
einige Eicosanoide signifikant vom errechneten 24Sammelurinwert
abweichen und somit eine zirkadiane Rhythmik veanuterden muss. Im
Gegensatz zur Untersuchung von Wennmalm et al. ,188i2der keine
zirkadiane Rhythmik fur die renale Ausscheidung vé&icosanoid-
Metaboliten aufgezeigt hat, wurde in dieser Studiee zirkadiane fur
Leukotrien & (p = 0,001), PGE (p = 0,001), 6-keto-PGF (p = 0,004),
2,3-dinor-TxB (p = 0,029) und 11-dehydro-TxB(p = 0,018) jeweils
bezogen auf Kreatinin nachgewiesen. Allerdings nsntehte diese Studie
nur insgesamt 15 Probanden auf und es worden Métabales TxA
untersucht. Der einzige in beiden Studien untetgudhetabolit ist 2,3-
dinor-6-keto-PGFE, der sowohl in unserer Studie, als auch bei der
Untersuchung von Wennmalm et al. 1992 keine zidweli Rhythmik
aufwies [62]. Die nachgewiesene signifikante tageszeitliche Sakwag
der Urinkreatininausscheidung wurde schon in fréheBtudien belegt.
Allerdings wurde bei unserer Studie eine nachtliclErhéhung
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde bei der dlimtmung von
Hellerstein et al. 2001 eine n&chtliche Reduktien Kireatininausscheidung

nachgewiesen [18]. In der Studie von Erwachsendermkonnte ebenso
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eine zirkadiane Rhythmik fir die Kreatininausscheigl mit einem Peak
um 15:00-18:00 Uhr nachgewiesen werden [53]. Altegs beruhen diese
Daten auf Urin-Sammelintervalle von 6 Stunden umah 2/ergleich wurden
keine Probanden unter 16 Jahren untersucht. Soamn lein idealer
Zeitpunkt zur Gewinnung einer Spontanurinprobe Hrmittlung der
Eicosanoidenicht angegeben werden. Eine jedoch hohe Korreladier
einzelnen Fraktionswerte zum 24 h Wert lasst degiten Morgenurin im
Zeitraum zwischen 9:00-12:00 aus verschiedenen d&rirals geeignet
erscheinen [8,9,10,33,63]. Diesgeitraum hat im Gegensatz zum ersten
Morgenurin mit zum Teil erheblichen divergierendgsmmelstunden tber
Nacht, je nach Miktionsfrequenz der Probanden, reiiberschaubaren
Sammelzeitraum Uber maximal sechs Stunden. Dieetdighen und
korperlichen Einflisse auf die Eicosanoid- und Kiréa-Ausscheidung
sind in diesem Zeitraum begrenzt. Nicht au3er aohassen ist vor allem
die hohe Praktikabilitdt im Alltag in diesem Zeiira unter klinischen oder
ambulanten Bedingungen als Methode der Wahl furGB&innung einer
Urinprobe bei zu diagnostizierenden oder im Verlaufkontrollierenden

Patienten.

Viele Studien die sich ebenso mit renal ausgesehienl Substanzen
beschéftigten, haben die Problematik des Verglsiclen der Erhebung
eines 24 h Sammelurin und einer Spontanurinprobte emisprechender
Bezugsgrofie beschaftigt [8,9,10] Allen behaftetise fehlende endgiltige
Aussage zum eindeutigen Beweis der AussagekrafSpamtanurinproben.
In den meisten Untersuchungen konnte allerdingsigeaverden,das

Spontanurinproben mit geeigneter Bezugsgrof3e dusctaussagkraftig
sind. Grof3e intraindividuelle Schwankungen hervorfgn durch

Flissigkeitshaushalt und Miktionsfrequenz mindeiia Wertigkeit von
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Spontanurinproben im Vergleich zum 24 h Sammelwir allem bei
Substanzen bei denen eine zirkadiane Rhythmik isinhehgewiesen ist
oder nicht sicher auszuschlief3en ist [24,25]. Milegs im Wissen um einen
geeigneten Sammelzeitraum sind die Werte anwengthraussagekraftig.
Der Bezug auf Kreatinin korreliert signifikant ndiém 24 h Sammelurin bei
renal ausgeschiedenen Substanzen und ist einengéziBezugsgroéfle im
Spontanurin [34,37,61,63]. Bei einigen Studien kender Einfluss von
zirkadianer Rhythmik mit Bezug auf Kreatinin vermémnt werden
[23,24,25,28,33]. Dem entgegen stehen ebenso $Studie speziellen
Fragestellungen, wo eindeutig gezeigt werden kqrufds der Bezug auf
Kreatinin kein geeigneter Ersatz fiir 24 h Sammealisi [38]. Eine anhand
unserer Studiendaten vorliegende hohe Korrelatiomischen 24 h
Sammelurinproben und Spontanurinproben, erlaubVdrenutung dass bei
Bezug auf Kreatinin die Aussagekraft von einzelndrinproben zur
Bestimmung der Eicosanoid-Ausscheidung im kliniscAditag signifikant

ist.

Die bisher geltenden Normwerte flr Eicosanoide dfea sich auf die
Sammlung von 24 h Urin und werden in der EinheithHg73nt

angegeben. Die Normwerte werden als Perzentileregatmen, da renal
ausgeschiedenen Substanzen eine héhere Variabditgeisen, als im Blut
untersuchte Substanzen. Um die Methodik unserewereteten Analytik
bzw. die Aussagekraft unserer erhobenen Daten dfizieren haben wir
unsere Eicosanoid-Daten  mit den aktuell glltigeefeRRnzwerten

verglichen.
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Tab. Nr.12: Eicosanoid-Referenzwerte in ng/h/1,73m0. — 90.

Perzentile
Glltige Referenzwert{ Studiendaten

24h Sammelurin | 24h Sammelurin
PGE 4-27 14-54
TxB, 1-21 3-15
2,3-dinor-TxB 8-36 11-35
2,3-dinor-6-keto-PGE 4-19 4-22
11-dehydro-TxB 15-87 48-152
PGE-M < 30 Tage 110-1140
PGE-M > 30 Tage 62-482 194 -616
6-keto-PGE, < 30 Tage 7-23
6-keto-PGE, > 30 Tage 2-12 4-18

Es zeigt sich nicht nur eine eindeutige Bestatigueg bisher gultigen
Referenzwerte, sondern ebenfalls die Aussagekradener Studiendaten.
Die erkennbaren Abweichungen sind sehr wahrsclohinlauf die
unterschiedliche Alterszeitspanne der Probandentckaufihren. In
ersterer Studie zur Erhebung der aktuellen Refeveriz wurden

Probanden im Alter von einem Tag bis zu 37 Jahi@mezogen [19].

In dem fiur uns favorisiertem Zeitintervall zwisch@®0-12:00 Uhr in der
Einheit ng/mg Kreatinin wurden fur die definierteAltersbereiche
signifikante Altersunterschiede fir 2,3-dinor-6&€Gh, , 2,3-dinor-TxB
und 11-dehydro-TxBermittelt. Allerdings sind diese Altersuntersclaech
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24 h Sammelurin mit Bezug auf die Korperoberfla¢hg/h/1,73r) nicht
nachzuweisen. Moglicherweise handelt es sich dafeginen Einfluss der
altersabhangigen Kreatininausscheidung ist. Dergegiein konnten keine
Altersunterschiede fur PGEPGE-M, 6-keto-PGE und Leukotrien E
beschrieben werden. Ein vergleichbares Ergebnis devubei der
Untersuchung zur Normwerterhebung von Elektrolydaheidungen im
Urin bezogen auf Kreatinin beschrieben [20]. Diebmtersuchung
betrachtete ausschlieBlich weibliche ErwachsenebdPden, bei denen
ebenfalls erst nach Bezug auf Kreatinin statistissignifikante
Altersunterschiede nachzuweisen waren.

Bei Erhebung von Referenzwerten im 24 h SammeloginNeugeborenen
wurden Altersunterschiede fir die Eicosanoid-Melitdm 2,3-dinor-TxB
und 11-dehydro-TxB in ng/h/1,73rh gefunden [19]. Zu gleichen
Ergebnissen kam eine Studie zur Erhebung von Refeserten fur die
renale Eicosanoid-Ausscheidung bei Kindern. In efieStudie waren
Probanden eingeschlossen im Altersbereich von eihagbis 37 Jahren
[31]. Die Bestimmung der Eicosanoide erfolgte im l2&ammelurin mit
Bezug auf die Kérperoberflache. Es konnten sigaifik Altersunterschiede
fur 6-keto-PGEF, und fir PGE-M aufgezeigt werden. Diese
Altersunterschiede zeigten sich bei uns nicht. réilegs kann dieser
Einfluss auf eine altersabhangige Eicosanoidaughahg nicht weiter
verifiziert werden, da in unserer Studie keine Rralen unter einem Jahr
einbezogen wurden. Da Altersunterschiede in deodgicoidausscheidung
aufgrund steigender Enzymkapazitdt im COX-Systemhredd der
postnatalen Phase als gesichert gelten und einr@ehnerischer Einfluss
der zunehmenden Kreatininausscheidung als Ursade edmittelten
Altersunterschiede zu vermuten ist, kénnen unseederBnzwerte im

Spontanurin nicht fir Sauglinge empfohlen werdef,31]. Weder in
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unserer noch in anderen Studien konnten statistisanifikante

Geschlechtsunterschiede fiir die Eicosanoid-Ausdahei ermittelt werden.
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei renal ausgedehen Substanzen,
nachdem die Daten auf Kreatinin bezogen wurden. [E®enso wurden
bisher keine Unterschiede bei der Eicosanoid-Awsdcimg bei Frauen

wahrend des Menstruationszyklusses beschriebe®1JL1,

Von bedeutender Relevanz zur Erhebung von Referemewfir die renale
Ausscheidung von Eicosanoiden sind neben einemgesuNierenfunktion
ebenso das Fehlen von Faktoren, welche die Eicab@asscheidung
beeinflussen. Die Mdéglichkeit zur Ermittlung diesedefinierten
Ausschlusskriterien blieb auf eine Befragung dedbB@nden beschrankt.
Bisher gibt es Versuche, die Eicosanoid-Ausschedum Urin als
Konzentration mit Bezug auf die Kdrperoberflichedggen auf Kreatinin
oder auf die Kreatininclearance zu beschreiben. feieale Eicosanoid-
Ausscheidung wird allerdings schon allein durch dignausscheidung
selbst beeinflusst, die wiederum von verschiedeRaktoren wie dem
totalen Kérperwasser, dehfydratationszustand, der Flussigkeitszufuhr und
dem Wirken von Eicosanoiden beeinflusst ist. Sdaitn die Darstellung
von Eicosanoid- Referenzwerten im Urin selbst,ztdé¢r vorherrschenden
erhdhten Aussagekraft gegenuber der Aktivitatstremsting im Blut, als
optimale Methode diskutiert werden [22,31]. Daddjle gilt fur Kreatinin
als Bezugsparameter zur Referenzwerterhebung. $diowgen in der
Kreatinin-Ausscheidung mit Vortduschung eines aiilaen Rhythmus
kénnen aufgrund fehlendelEinschrankungen des Alltagslebens der
Probanden hervorgerufen worden sein, da sowohlekliche Aktivitat und
eine proteinreiche Nahrung die Kreatinin-Ausschegluverandern.

Schlussfolgernd muss betont werden, dass ebenso edidittelten

63



Altersunterschiede in der Eicosanoid-Ausscheidunguf aeinen
Kreatinineinfluss zuriick zufiihren sein kénnen.

Bei vor allem hauslicher Sammlung des fraktiomier24 h Urin fehlt die
Kontrolle sowohl einer vollstandigen Urinsammluniy @auch der vom
Probanden angegebenen Sammelintervalle, mit derlidbhéigit einer
unzureichenden  Darstellung bzw. Ermittlung des g@esien

Sammelintervalls zur Sammlung der Spontanurinprobe.

Zusammenfassend haben wir altersabhangige Normaveithe im

Spontanurin fur die Eicosanoid-Ausscheidung beid€im ermittelt. Unter
Einbeziehung von Kreatinin und Definition eines themten

Sammelzeitraumes erlauben sie die diagnostisches&ioid Bestimmung
im Spontanurin. Die erhaltenen Referenzwerte korersh bei Kindern ab
dem dritten Lebensjahr mit ausreichender Aussafiekeawendet werden.
Als Uberaus geeignetes und nicht invasives diagubss Mittel kénnen
die erhobenen Referenzwerte in der alltdglichexi®raur Diagnostik und
Therapiekontrolle eingesetzt werden. Die endgiltRgsitionierung von
Eicosanoid-Normwerten im Spontanurin mit Bezug tgatinin - missen
durch den klinischen Einsatz unter wissenscha#licBetrachtungsweise

verifiziert werden.
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5. Zusammenfassung

Eicosanoide sind natirliche hormonéhnliche Substanaie in ihrer
Struktur geringflgig variieren und chemisch geseh@arivate der
Arachidonsaure sind. Prostaglandine und Leukotrigise Metabolite der
Arachidonséaure, spielen bei den unterschiedlichgteysiologischen und
pathophysiologischen Vorgangen eine entscheidendiée Rn unserem
Organismus. Referenzwerte, welche die endogene h&sat von
Eicosanoiden wiederspiegeln, haben neben diagnbstisRelevanz einen
hohen Stellenwert  fir Therapiekontrollen untersdlivdster
Krankheitsbilder, bei denen eine Verédnderung deroggnoid-Synthese
vorliegt oder vermutet wird. Die bisher verwendeteaferenzwerte fur
Kinder, in ng/h/1,73% beziehen sich ausschlieRlich auf Messmethodén, be
denen es notwendig ist, den Urin Gber 24 h zu sdmnMit dem Ziel
Normwerte bezogen auf Kreatinin in einer einziggror@anurinprobe zu
ermitteln, wurde in der durchgefuhrten Studie diesgcheidung von
priméren Eicosanoiden und deren Metaboliten im Won insgesamt 119
gesunden Kindern und Jugendlichen im Alter von 4 14 Jahren mittels
GC-MS-MS bestimmt. In der ersten Phase der Studielevbei insgesamt
60 Probanden die Eicosanoid-Ausscheidung einesidragrt gesammelten
24 h Urin bestimmt. Die Eicosanoid-Daten in ng/mg#tin zeigten keine
signifikanten tageszeitlichen Schwankungen fur RGHp=0,08), 2,3-
dinor-6-keto-PGE, (p=0,168) und TxB (p=0,96). Allen weiteren
untersuchten Eicosanoide wie PGE=0,001), 6-keto-PGE (p=0,004),
2,3-dinor-TxB, (p=0,029), 11-dehydro-TxHp=0,018) und LTE(p=0,001)
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konnte eine signifikante zirkadiane Rhythmik nachkigsen werden. Eine
Korrelationsanalyse zwischen jedem Zeitintervall Beostanoide in ng/mg
Kreatinin zum entsprechendem 24 h Sammelurinwmengih/1,73m?2 diente
der Findung eines fir alle Prostanoide geeigneteitingervalls zur
Sammlung des Spontanurin. Der Zeitraum zwische® @fr und 12:00
Uhr wurde bei generell hoher Korrelation und eihfxcAnwendbarkeit im
Alltag zur Spontanurinsammlung festgelegt. In deeiren Phase wurde
von insgesamt 59 Probanden lediglich ein Spontanim Zeitraum
zwischen 9:00-12:00 Uhr gesammelt und die EicoshkAmnisscheidung
bestimmt. Mittels Kruskal-Wallis-Test konnten fulleaEicosanoid-Daten
(Phase | und II) in ng/mg Kreatinin im favorisiarteZeitintervall keine
signifikanten Geschlechtsunterschiede ermitteltderr Zur Auswertung
von Altersunterschieden wurden zwei Altersgruppebilget (Altersgruppe
1 < 11 Jahre, Altersgruppe 2 > 11 Jahre) und mitt&dnn-Whitney U-Test
die Eicosanoid-Daten in ng/mg Kreatinin (Phase d U im favorisierten
Zeitintervall untersucht. Fiur 2,3-dinor-6-keto-PGEp= 0,015), 2,3-dinor-
TxB, (p= 0,002) und 11-dehydro-TxB(p= 0,00) ergaben sich signifikante
Altersunterschiede in der verwendeten Datenreihei Ben Ubrigen
Prostanoiden konnten statistisch keine signifikan#&ltersunterschiede
gefunden werden. Die Referenzwerte der untersucliensanoide in
ng/mg Kreatinin im Spontanurin wurden aus beideaseh im Zeitintervall
9:00-12:00 Uhr ermittelt und als 10.-90. PerzentiEngegeben.
Referenzwerte altersunabhangige Eicosanoide:,PG&O - 2,07 ; PGE-M:
4,74 — 18,01 ; 6-keto-PGF 0,06 - 0,38 ; TxB 0,05 - 0,29. Referenzwerte
altersabhangige Eicosanoide fir die Altersgruppe 23-dinor-6-keto-
PGR,: 0,13 - 0,85 ; 2,3-dinor-TxB 0,32 - 1,23; 11-dhydro-TxB81,40-5,10
; Leukotrien g: 0,02-107,7. Referenzwerte altersabhangige Eiaidarfir
Altersgruppe 2: 2,3-dinor-6-keto-PGF0,12 - 0,80 ; 2,3-dinor-TxB 0,26 -
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0,82 ; 11-dhydro-TxR 0,82 - 3,27 ; Leukotrien £0,04-91,5. Es wurden
altersabhangige Normwertbereiche im Spontanurin digr Eicosanoid-
Ausscheidung bei Kindern ermittelt. Unter Einbemietp von Kreatinin und
Definition eines bestimmten Sammelzeitraumes edaubsie die
diagnostische Eicosanoid Bestimmung im Spontanubie erhaltenen
Referenzwerte kénnen erst bei Kindern ab dem drittebensjahr mit
ausreichender Aussagekraft verwendet werden. Adsaiils geeignetes und
nicht invasives diagnostisches Mittel kénnen dieoeenen Referenzwerte
in der alltaglichen Praxis zur Diagnostik und Tipée&ontrolle eingesetzt
werden. Die endglltige Positionierung von Eicosdidormwerten im
Spontanurin mit Bezug auf Kreatinin, muss durch &knischen Einsatz

unter wissenschaftlicher Betrachtungsweise nockeweerifiziert werden.
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8. Anhang

8.1. Aufklarungsbdgen

8.1.1. Aufklarungsbogen Phase | fur Eltern

KLINIKUM

der Philipps-Universitat
Marburg

Anstalt des 6ffentlichen Rechts,
Sitz Marburg

Fur Phase |

Aufklarungsbogen fur Eltern zur Studie:

Erhebung von Normalwerten fur die Prostaglandin-

Zentrum fur Kinderheilkunde

GESCHAFTSFUHRENDER
DIREKTOR:
PROF. DR. H.W.SEYBERTH

Studienleiter:

DR. A. LEONHARDT (@& 06421-
28-62691)

DR. S.REINALTER (@ 06421-28-
62650)

Wissenschaftliche
Mitarbeiterin:

CAND. MED. INA ZILONKOVSKI
(& 06421-982467)

urd Leukotrien-Ausscheidung

bezogen auf die Kreatinin-Ausscheidung im Spontanum bei Kindern und Jugendlichen

aller Altersstufen

Liebe Eltern,

derzeit wird an unserer Klinik eine Untersuchung mermalen Ausscheidung von sog.
JProstaglandinen und Leukotrienen “ im Urin durcfidet. Prostaglandine sind Botenstoffe,
die von verschiedenen Organen gebildet werden undiglen unterschiedlichen normalen
(gesunden) und krankhaften Vorgangen im Korper eiiohitige Rolle spielen, z.B. bei der
normalen Blutgerinnung oder bei Fieber und Entzagen.

Im Moment haben wir fir die Messung dieser Botdifistaur Normalwerte Kinder, die in

einer Urinprobe bestimmt werden, die Uber 24

h meselt wurde. Wie Sie sich

wahrscheinlich vorstellen kénnen, ist eine Urinsdnmg Gber 24 h relativ aufwendig und bei
Kindern, die nicht im Krankenhaus schlafen sehméetig durchzufiihren. Deshalb méchten
wir untersuchen, ob die Bestimmung der Prostagiendind Leukotriene in einer einzigen,
spontan abgegebenen Urinprobe ausreichend genaksdRiitsse auf das Vorliegen einer
Erkrankung erlaubt. Deswegen mdchten wir mit lhi€émd eine Urinsammlung Uber 24 h
durchfuhren, bei der jedoch die einzelnen UrindiBoen in getrennten Geféalen im
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Kihlschrank gesammelt werden. Von den Schwestear wdn lhnen selbst sollte nur die
Uhrzeit der jeweiligen Urinprobe aufgeschriebendeer.

Eine Blutentnahme ist fur diese Untersuchung naffibrderlich. Sollte jedoch aus anderen
Grunden bei lhrem Kind eine Blutentnahme in sellfwitraum wie die Urinsammlung
stattfinden, wiirden wir gerne einen einzigen im tBbestimmten Laborwert (das Serum
Kreatinin, ein Marker fur die Nierenfunktion) in sgren Unterlagen vermerken. An sonstigen
Daten zu Ihrem Kind bendétigen wir nur eine kurzegalbe Uber die eventuell vorliegende
Erkrankung und Uber Medikamente, die lhr Kind eimmit. AuRerdem missten wir das Alter,
die KorpergroRe, das Korpergewicht und das Geskhléwes Kindes notieren. Vor der
Speicherung der Daten in einem Computer werdenDdieen anonymisiert, so dass keine
Verbindung zu Ihrem Kind mehr herstellbar sein wird

Die Aufklarung wurde durchgefiihrt von

Name der aufklarenden Arztin / des
aufklarenden Arztes

Mir ist bewusst, dass die Teilnahme an dieser Wntdrung freiwillig ist und ich jederzeit die
Mdoglichkeit habe ohne Angabe von Grinden und ohaehkeile fir mein Kind die Teilnahme
an der Studie zu beenden.

Unterschrift des Erziehungsberechtigten

Der Aufklarungsbogen wird in der Universitats- Kamklinik unter Verschlu3 aufbewahrt.
Eine Verbindung zur Urinprobe wird nicht hergestell

Bei Riickfragen: Dr. S. Reinalter oder Dr. A. Leonhardt (erreichbar iiber die Stationsmitarbeiter
oder die Pforte der Kinderklinik)
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8.1.2. Aufklarungsbogen Phase Il fur Eltern

Zentrum fur
Kinderheilkunde

KLINIKUM

der Philipps-Universitat
Marburg

Anstalt des 6ffentlichen Rechts,
Sitz Marburg

GESCHAFTSFUHRENDER
DIREKTOR:

PROF. DR. H.W.SEYBERTH
Studienleiter:

DR. A. LEONHARDT (@ 06421-
28-62691)

Fur Phase I DR. S.REINALTER (@ 06421-
28-62650)
Wissenschaftliche
Mitarbeiterin:

CAND. MED. INA ZILONKOVSKI
(B 06421-982467)

Aufklarungsbogen fur Eltern zur Studie:

Erhebung von Normalwerten fir die Prostaglandin- urd Leukotrien-Ausscheidung
bezogen auf die Kreatinin-Ausscheidung im Spontanum bei Kindern und Jugendlichen

aller Altersstufen

Liebe Eltern,

derzeit wird an der Universitats-Kinderklinik in kerg eine Untersuchung zur normalen
Ausscheidung von sog. ,Prostaglandinen und Leukogém “ im Urin durchgefihrt.
Prostaglandine sind Botenstoffe, die von verschiedeOrganen gebildet werden und an vielen
unterschiedlichen normalen (gesunden) und kranghaftorgédngen im Korper eine wichtige
Rolle spielen, z.B. bei der normalen Blutgerinnodgr bei Fieber und Entziindungen.

Im Moment haben wir fir die Messung dieser Botdifistaur Normalwerte Kinder, die in
einer Urinprobe bestimmt werden, die Uber 24 h meselt wurde. Wie Sie sich
wahrscheinlich vorstellen kénnen, ist eine Urinsdnmg Gber 24 h relativ aufwendig und bei
Kindern, die nicht im Krankenhaus schlafen sehméetig durchzufiihren. Deshalb méchten
wir untersuchen, ob die Bestimmung der Prostagiendind Leukotriene in einer einzigen
Urinprobe ausreichend genau Ruckschliisse auf dagedén einer Erkrankung erlaubt. In
einer ersten Untersuchung wurden bereits die Zusathémge zwischen der Prostaglandin /
Leukotrien-Bestimmung im24 h Sammelurin und derzeinen Portionen der Urinsammlung
untersucht. Jetzt mochten wir einzelne Urinproben gesunden Kindern der verschiedenen
Altersstufen untersuchen um neue Normalwerte zebeh. Deswegen mdchten wir von Ihrem
Kind eine einzelne Urinprobe untersuchen. Zur Uaiye muss notiert werden, um welche
Uhrzeit diese abgegeben wurde.

Eine Blutentnahme ist fur diese Untersuchung necfarderlich.

An sonstigen Daten zu lhrem Kind bendtigen wir mime kurze Angabe Uber eventuell
vorliegende Erkrankung und Uber Medikamente, dieKiimd einnimmt. Hierzu erhalten Sie
einen kurzen Fragebogen. AulRerdem missten wir disr, Adie KorpergrofRe, das
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Korpergewicht und das Geschlecht Ihres Kindes rasie Die Dokumentation und
Speicherung der Daten in einem Computer erfolghyme so dass keine Verbindung zu lhrem
Kind mehr herstellbar sein wird.

Die Aufklarung wurde durchgefiihrt von

Name der aufklarenden
Person

Mir ist bewusst, dass die Teilnahme an dieser Wntdrung freiwillig ist und ich jederzeit die
Mdoglichkeit habe ohne Angabe von Grinden und ohaehkeile fir mein Kind die Teilnahme
an der Studie zu beenden.

Unterschrift des Erziehungsberechtigten

Dieser Aufklarungsbogen wird in der Universitatsi@rklinik unter Verschluss aufbewahrt.
Eine Verbindung zur Urinprobe wird nicht hergestell

Bei Rickfragen: Dr. A. Leonhardt oder Dr. S. Reinater( erreichbar tber die
Stationsmitarbeiter oder die Pforte der Kinderklinik )
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8.1.3. Aufklarungsbogen Phase | fur Studienteilnetiimnen

KLINIKUM

der Philipps-Universitat
Marburg

Anstalt des 6ffentlichen Rechts,
Sitz Marburg

Zentrum fur Kinderheilkunde

GESCHAFTSFUHRENDER
DIREKTOR:
PROF. DR. H.W.SEYBERTH

Studienleiter:
DR. A. LEONHARDT (& 06421-
28-62691)

Fir Phase | DR. S.REINALTER (@ 06421-28-
62650)
Wissenschaftliche
Mitarbeiterin:
CAND. MED. INA ZILONKOVSKI
(& 06421-982467)

Aufklarungsbogen fur Jugendliche zur Studie:

Erhebung von Normalwerten fur die Prostaglandin- urd Leukotrien-Ausscheidung
bezogen auf die Kreatinin-Ausscheidung im Spontanum bei Kindern und Jugendlichen
aller Altersstufen

Liebe Studienteilnehmerinnen und Studienteilnehmer,

derzeit wird an unserer Klinik eine Untersuchung mermalen Ausscheidung von sog.
JProstaglandinen und Leukotrienen “ im Urin durcfidet. Prostaglandine sind Botenstoffe,
die von verschiedenen Organen gebildet werden undiglen unterschiedlichen normalen
(gesunden) und krankhaften Vorgédngen im Korper aiightige Rolle spielen, z.B. bei der
normalen Blutgerinnung oder bei Fieber und Entzagen.

Im Moment haben wir fir die Messung dieser Botdifistaur Normalwerte Kinder, die in
einer Urinprobe bestimmt werden, die Uber 24 h mgeselt wurde. Wie Du Dir wahrscheinlich
vorstellen kannst, ist eine Urinsammlung Uber 2eelativ aufwendig und bei Kindern, die
nicht im Krankenhaus schlafen sehr schwierig durfifren. Deshalb moéchten wir
untersuchen, ob die Messung der Prostaglandin Kdtgan-Konzentration in einer normalen
Urinprobe ausreicht um Rickschlisse auf das Vatieginer Erkrankung zu ziehen.
Deswegen mdchten wir mit Dir eine Urinsammlung id&th durchfihren, bei der jedoch die
einzelnen Urin-Portionen in getrennten Gefal3en iihlgchrank gesammelt werden. Von den
Schwestern oder von Dir selbst muss nur die Uhdmsitieweiligen Urinprobe aufgeschrieben
werden.

Eine Blutentnahme ist fiir diese Untersuchung naffibrderlich. Sollte jedoch aus anderen
Grunden bei Dir eine Blutentnahme in selben Zeitranie die Urinsammlung stattfinden,
wirden wir gerne einen einzigen im Blut bestimmteorwert (das Serum Kreatinin, ein
Marker fir die Nierenfunktion) in unseren Unterlageesrmerken. Ansonsten bendtigen wir
von Dir nur eine kurze Angabe uber die bei Dir eéuehi vorliegende Erkrankung und uber
Medikamentedie Du einnimmst. AulRerdem mussten wir Dein Alidie KorpergroRe, das
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Korpergewicht und Dein Geschlecht notieren. Vor @greicherung der Daten in einem
Computer werden alle Daten so verschlisselt, deise R/erbindung zu Deiner Krankenakte
mehr herstellbar sein wird.

Die Aufklarung wurde durchgefiihrt von

Name der aufklarenden Arztin / des
aufklarenden Arztes

Ich habe den Sinn der Untersuchung verstanderg, hasreichend Gelegenheit Fragen zu
stellen und bin mit der Durchfihrung einer

fraktionierten Urinsammlung einverstanden.

Mir ist bewusst, dass die Teilnahme an dieser Wntdrung freiwillig ist und ich jederzeit die
Mdoglichkeit habe ohne Angabe von Grinden und ohmehkeile die Teilnahme an der Studie
zu beenden.

UntdtsbriStudienteilnehmerin / des

Studienteilnehmers

Dieser Aufklarungsbogen wird in der Universitatsi#érklinik unter Verschluss aufbewahrt.
Eine Verbindung zur Urinprobe wird nicht hergestell

Bei Ruckfragen: Dr. S. Reinalter oder Dr. A. Leonhadt (erreichbar uber die
Stationsmitarbeiter oder die Pforte der Kinderklinik
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8.1.4. Aufklarungsbogen Phase Il fur Studienteiinetf innen

KLINIKUM

der Philipps-Universitéat
Marburg

Anstalt des 6ffentlichen Rechts,
Sitz Marburg

Zentrum fur Kinderheilkunde

GESCHAFTSFUHRENDERDIREKTOR:
PROF. DR. H.W.SEYBERTH

Studienleiter:
DR. A. LEONHARDT (& 06421-28-
62691)

Fur Phase I DR. S.REINALTER (@ 06421-28-
62650)
Wissenschaftliche Mitarbeiterin:
CAND. MED. INA ZILONKOVSKI (&
06421-982467)

Aufklarungsbogen fur Jugendliche zur Studie:

Erhebung von Normalwerten fur die Prostaglandin- urd Leukotrien-Ausscheidung
bezogen auf die Kreatinin-Ausscheidung im Spontanum bei Kindern und Jugendlichen

aller Altersstufen

Liebe Studienteilnehmerinnen und Studienteilnehmer,

derzeit wird an unserer Klinik eine Untersuchung mermalen Ausscheidung von sog.
JProstaglandinen und Leukotrienen “ im Urin durcfidet. Prostaglandine sind Botenstoffe,
die von verschiedenen Organen gebildet werden ungiglen unterschiedlichen normalen
(gesunden) und krankhaften Vorgdngen im Korper eiiohtige Rolle spielen, z.B. bei der
normalen Blutgerinnung oder bei Fieber und Entzagen.

Im Moment haben wir fir die Messung dieser Botdifistaur Normalwerte Kinder, die in

einer Urinprobe bestimmt werden, die uber 24 h meselt wurde. Wie Du Dir wahrscheinlich
vorstellen kannst, ist eine Urinsammlung Uber 2eelativ aufwendig und bei Kindern, die
nicht im Krankenhaus schlafen sehr schwierig durifren. Deshalb méchten wir
untersuchen, ob die Messung der Prostaglandin Kdtgan-Konzentration in einer normalen
Urinprobe ausreicht um Ruckschlisse auf das Vatieginer Erkrankung zu ziehen.
Deswegen méchten wir mit Dir eine Urinsammlung &ner einzigen Spontanurinprobe
durchfihren.

Eine Blutentnahme ist fiir diese Untersuchung naffibrderlich. Sollte jedoch aus anderen
Grinden bei Dir eine Blutentnahme in selben Zeitranie die Urinsammlung stattfinden,
wirden wir gerne einen einzigen im Blut bestimmteorwert (das Serum Kreatinin, ein
Marker fur die Nierenfunktion) in unseren Unterlageermerken. Ansonsten bendtigen wir
von Dir nur eine kurze Angabe Uber die bei Dir éueh vorliegende Erkrankung und tber
Medikamente, die Du einnimmst. AuRerdem miusstenDweiin Alter, die KdrpergroRe, das
Korpergewicht und Dein Geschlecht notieren. Vor @greicherung der Daten in einem
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Computer werden alle Daten so verschlisselt, deis® R/erbindung zu Deiner Krankenakte
mehr herstellbar sein wird.

Die Aufklarung wurde durchgefiihrt von

Name der aufklarenden Arztin / des
aufklarenden Arztes

Ich habe den Sinn der Untersuchung verstanderg, hasreichend Gelegenheit Fragen zu
stellen und bin mit der Durchfiihrung einer

fraktionierten Urinsammlung einverstanden.

Mir ist bewusst, dass die Teilnahme an dieser Wntdrung freiwillig ist und ich jederzeit die
Méglichkeit habe ohne Angabe von Griinden und ohmehkeile die Teilnahme an der Studie
zu beenden.

UntdtsbriStudienteilnehmerin / des

Studienteilnehmers

Dieser Aufklarungsbogen wird in der Universitatsi#érklinik unter Verschluss aufbewahrt.
Eine Verbindung zur Urinprobe wird nicht hergestell

Bei Rulckfragen: Dr. S. Reinalter oder Dr. A. Leonhadt (erreichbar uber die
Stationsmitarbeiter oder die Pforte der Kinderklinik
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8.2. Urinsammelprotokoll fur fraktionierte 24 h bsammlung

Erhebung neuer padiatrischer Normwerte der Prostatandin- und
Leukotrienausscheidgnm Spontanurin

Phase 1: Fraktiomdgrinsammlung zur Untersuchung der zirkadia
Prostaglandin- Sekretion im Kindesalter bei gesarféimbanden

Datum:
Alter:
Geschlecht:
GrolRRe:
Gewicht:

Urinsammlgrgekihlt !

Uhrzeit | Volumen der Urinprob Besonderheiten

Beginn der Urinsammlung
( Blasenentleerung )

1. Portion

2. Portion

3. Portion

4. Portion

5. Portion

6. Portion

7. Portion

8. Portion

9. Portion

10.Portion

Urinprobe: - bei , trockenen “ Kindern erfolgt di#ginsammlung aus jeder spontan
abgesetzten Urinprobe: - bei ,, nicht trockenenridérn erfolgt die Urinsammlung nur bei aus
gegebener Indikation liegendem Blasenkathetei3aBaunden
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8.3. Fragebogen Phase | und Il fir Eltern und $ntéilnehmer/ innen

KLINIKUM Zentrum fir Kinderheilkunde
der Philipps-Universitat
Marburg

Anstalt des 6ffentlichen Rechts,

Sitz Marburg

b GESCHAFTSFUHRENDER
’ DIREKTOR!
PROF. DR. H.W.SEYBERTH

Studienleiter:
DR. A. LEONHARDT (@ 06421-
28-62691)

Fur Phase | und Il DR. S.REINALTER (@ 06421-
28-62650)
Wissenschaftliche
Mitarbeiterin:
CAND. MED. INA ZILONKOVSKI
(B 06421-982467)

Fragebogen fir Eltern / Jugendlicheeat Studie :

Erhebung von Normalwerten fur die Prostaglandin und Leukotrien- Ausscheidung
bezogen auf die Kreatinin-und Leukotrienausscheidug im Spontanurin bei Kindern und
Jugendlichen aller Altersstufen
Wir bitten sie uns folgende Fragen bzw. Daten zenhSohn / ihrer Tochter so genau wie
maglich zu beantworten.

Probanden Nr.:
Untersuchungsdatum :
Geburtsdatum:
Geschlecht:
Momentanes Gewicht:
Momentane Grof3e:

Krankheiten

Leidet ihr Sohn/ ihre Tochter seit der Geburt areebestimmten Erkrankung

(z.B. Stoffwechselkrankheit ),

leidet er/ sie an einer chronischen Erkrankung ddgrer/ sie kirzlich eine Erkrankung (
jeglicher Art)

durchgemacht?

Medikamente

- nimmt ihr Sohn/ ihre Tochter regelmaRig Medikateesufgrund einer Krankheit ein

- hat er/ sie kiirzlich aufgrund einer durchgematiteankheit Medikamente eingenommen
z. B. Schmerzmittel , Fiebersenkende Mittel (iAapDiclofenac, Ibuprofen,
Paracetamol )
z. B. entwassernde Medikamente ( Furosemid, e) addere Medikamente / Drogen
jeglicher Art ( auch Medikamente auf pflanzliclBasis angeben )

Unterschrift des Erziehungsberechtigten
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8.4. Datentabellen

8.4.1. Friedman Test

Tab. Nr. 13: Darstellung der Signifikanz p= <0,08es zirkadianem

Rhythmus mittels Friedman Test der Eicosanoid-Daten

pg/ml ng/h/1,73m ng/mg
Kreatinin

PGB 0,474 0,142 0,00
PGE M 0,00 0,00 0,084
6kPGHR, 0,00 0,001 0,004
2,3dn6kPGE;, 0,001 0,001 0,168
TxB, 0,00 0,00 0,969
2,3dnTxB 0,00 0,00 0,029
11dhTxB, 0,00 0,00 0,02
LT E, 0,00 0,00 0,00
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8.4.2. Mann-Whitney U-Test

Tab. Nr. 14: Datentabelle der berechneten Altesssohiede aller

Eicosanoid-Daten mittels Mann-Whitney U -Test

Phase | Alle Phasen

24 h 24 h Wert | 24 h Wert 4. Fraktion

Wert | ng/h/1,73m in ng/mgKreatinin

pg/ml ng/mg

Kreatinin

PGE 0,150 0,293 0,988 0,094
PGE M 0,959 0,871 0,382 0,052
6kPGHR, 0,276 0,495 0,836 0,224
2,3dn6kPCE. | 573 0,599 0,047 0,015
TxB, 0,667 0,279 0,953 0,968
2,3dnTxB 0,678 0,917 0,382 0,002
11dhTxB 0,248 0,646 0,049 0,000
LT E4 0,929 0,824 0,614 0,114
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Tab. Nr. 15: Datentabelle der berechneten Alteesohiede aller Urin-

Kreatinindaten in mg/dl mittels Mann-Whitney U-Test

Zeitintervall p
00:00-03:00 0,744
03:00-06:00 0,784
06:00-09:00 0,487
09:00-12:00 0,407
12:00-15:00 0,086
15:00-18:00 0,047
18:00-21:00 0,120
21:00-24:00 0,208
24h Sammelurin 0,151
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8.4.3. Kruskal-Wallis-Test

Tab. Nr. 16: Datentabelle der berechneten Gesdsleaterschiede der
Eicosanoid-Daten mittels  Kruskal-Wallis-Test
Phase | Alle Phasen
24 h Wert| 24 hWert | 24 h Wertin| 4. Fraktion
pa/mi ng/h/1,73r ng/mg ng/mg
Kreatinin | Kreatinin
PE 0,129 0,558 0,689 0,676
FEB 0,491 0,358 0,859 0,788
SR 0,558 0,339 0,563 0,278
2,3dn6kPGE, | ;59 0,025 0,635 0,185
i 0,906 0,876 0,224 0,252
2T 0,210 0175 0,965 0,563
11dhTxB, 0,102 0,135 0,976 0,989
LT E, 0,054 0,056 0,335 0,802
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Tab. Nr. 17: Datentabelle der berechneten Gesdsleaterschiede der

Urin-Kreatinindaten in mg/dl mittels Kruskal-WaHigest

Zeitintervall p
00:00-03:00 0,291
03:00-06:00 0,298
06:00-09:00 0,05
09:00-12:00 0,118
12:00-15:00 0,106
15:00-18:00 0,155
18:00-21:00 0,293
21:00-24:00 0,390

24h Sammelurin 0,307
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8.5. Lebenslauf

Name:
Geb. Datum:
Geb. Ort:

Staatsangehdorigkeit:

Mutter:
Vater:
Geschwister:

Schulausbildung

Ina Zilonkovski

05.03.1980

Gotha

deutsch

Sigrun Zilonkovski, 06.01.1953, Dipl.
Agraringenieur

Klaus Zilonkovski, 03.07.1953,
Vermessungstechniker

Jonas Zilonkovski, 15.06.1984, ITkEniker

1986-1990
1990-1998
10.07.1998Abitur

Beruflicher Werdegang

Grundschule Halberstadt
Gymnasium Martineum Halberstadt

01.07.1998

07/1998-03/1999

Eintritt in die Bundeswehr, in die ftmhn der
Sanitatsoffiziere
Militarische Ausbildung

Studium

10.03. 1999 Studium der Humanmedizin an der [Bisli
Universitat Marburg

04.05.2005 Abschluss des Studiums mit dem 3.
Staatsexamen

Berufliche Laufbahn

18.05.05-31.07.07 Assistenzarztin far Anasthesie m i

Bundeswehrkrankenhaus Hamburg

Seit 01.08.07 Verwendung als Truppenarzt im Stsziédtrum
des 3. Marinefliegergeschwaders in Nordholz

02.07.2007 Erlangen der Fachkunde Strahlenschutz

17.12.2007 Erlangen der Zusatzbezeichnung Notéalinin

28.08.06-30.10.06

20.10.08-01.12.08

Auslandseinsatz EUFOR RD CONGG al
Weiterbildungsassistent Anasthesie
Auslandseinsatz  ORF  Btl.
Rettungsmediziner

Kosovds a
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8.6. Meine akademischen Lehrer

Damen und Herren  Fachgebiet Damen und Herrerchgebiet
Professoren Professoren
Arnold Innere Medizin/ Gastroenterologie Kubimnm  Innere Medizin
Aumdiller Anatomie Lang Physiologie
Bach Physik Lill Zytologie/ Immunologie
Barth Pathologie Lorenz Theoretische Chirurgie
Basler Medizinische Psychologie Maier Kindeltheide
Baum Allgemeinmedizin Maisch Innere Medizin
Behr Nuklearmedizin Moll Pathologie
Beyer HNO Mueller Sozialmedizin
Bien Neuroradiologie Mutters Mikrobiologie
Cetin Anatomie Neubauer  Innere Medizin
Daut Klinische Medizin Qertel Neurologie
Eilers Biochemie Radsak Virologie
Feuser Physik Remschmidt Psychiatrie
Geus Medizinische Terminologie Renz Labormedizi
Gorg Innere Medizin/ Gastroenterolog|e Richter Innere Medizin
Gotzen Unfallchirurgie/ Notfallmedizin Rohm dshemie

Griss Orthopéadie Rothmund  Allgemeinctgie
Grzeschik Humangenetik Schéfer Biomathe
Gudermann Pharmakologie Schmidt Gynakologie
Happle Dermatologie Seitz Anatomie
Hofmann Urologie Seyberth Kinderheilkunde
Holst Tropenmedizin Steiniger Anatomie
Jungclas Nuklearmedizin Vogelmaier Innere Miediz
Kern Biologie/ Zytologie Vohland Pharmakologie
Klenk Mikrobiologie/ Immunologie Voigt Physimgie
Kloose Radiologie Wagner Radiologie
Koolmann Biochemie Weihe Anatomie
Kretschmer Transfusionsmedizin Werner HNO

Krieg Psychosomatik/ Psychotherapie Westermanntohmia

Kroll Augenheilkunde Wulf Anéasthesie
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8.7. Ehrenwortliche Erklarung

Ich erklare ehrenwdrtlich, dass ich die dem FaakibbrHumanmedizin der
Philipps- Universitat in Marburg zur Promotionspri§ eingereichte Arbeit

mit dem Titel

Erhebung von Normwerten fir die Prostaglandin-
und Leukotrien-Ausscheidung bezogen auf die Kreatiim-

Ausscheidung im Spontanurin bei Kindern aller Altersstufen

im Medizinischen Zentrum fiir Kinderheilkunde, untegitung von Prof.
Dr. H. W. Seyberth ohne sonstige Hilfe selbst dgeftihrt und bei der
Abfassung der Arbeit keine anderen als die in desd@tation angefihrten
Hilfsmittel benutzt habe.

Ich habe bisher an keinem in- oder auslandischerdizinéschen
Fachbereich ein Gesuch um Zulassung zur Promoti@eeeicht, noch die

vorliegende oder eine andere Arbeit als Dissertatargelegt.

Marburg, den 25.07.2008

Ina Zilonkovski
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