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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Obstruktive Atemwegserkrankungen im Kindesalter

1.1.1 Definitionen und Epidemiologie

Ungeféahr ein Drittel aller Kinder erleidet in den ersten drei Lebensjahren mindestens
einen Anfall von pfeifender Atmung und bis zum sechsten Geburtstag sind es sogar
40-50 % [1, 2]. In der englischsprachigen Literatur wird diese Atmung, die typisch fir
obstruktive Atemwegserkrankungen ist, als wheeze bezeichnet [2-4] (englisch flr
.pfeifend atmen, keuchen® [5]). Wheeze beschreibt einen ,kontinuierlichen
hochfrequenten Ton mit musikalischer Qualitat[, der] wahrend der Exspiration aus dem
Brustkorb [abgegeben wird]* [3] und stellt das haufigste Leitsymptom fiir kindliches
Asthma dar [6]. Das Vorhandensein von wheeze ist demnach ein ernstzunehmendes
Symptom, darf jedoch nicht mit Asthma gleichgestellt werden und damit automatisch
zu der Diagnosestellung eines Asthma bronchiale fihren [7].

Lange wurde davon ausgegangen, dass Asthma eine einheitliche Krankheitsentitat
darstellt. Zunehmend verbreitet sich jedoch die Erkenntnis, dass es sich bei dem, was
wir allgemein als Asthma bezeichnen, um eine heterogene Gruppe von verschiedenen
Unterformen  handelt. Diese prasentieren sich zwar klinisch  ahnlich,
Erkrankungsmuster, Verlaufe und Pathomechanismen variieren jedoch deutlich. [8-12]

Die Global Initiative of Asthma (GINA) definiert Asthma wie folgt:

“Asthma ist eine heterogene Erkrankung, [die] in der Regel durch eine
chronische Atemwegsentziindung charakterisiert ist. Sie ist definiert durch [...]
respiratorische Symptome wie wheeze, Atemnot, thorakales Engegefiihl und
Husten, die zeitlich und in der Intensitat variieren, zusammen mit variabler

Einschrankung des exspiratorischen Atemflusses.” [13]

Andere Definitionen beschreiben zusatzlich meist das Vorhandensein einer
bronchialen Hyperreagibilitdt [14-16]. Die deutsche Nationale VersorgungsLeitlinie
empfiehlt, die Diagnose eines Asthmas erst ab dem sechsten Geburtstag zu stellen, da
es aufgrund der haufig nur voriibergehenden Symptomatik vor dem Schulalter zu friih
ware, bereits von Asthma zu sprechen [14]. Vor diesem Hintergrund ist in der Literatur
der Begriff Asthma fir Kinder vor dem Schulbeginn weitgehend durch preschool
wheeze ersetzt worden [3, 17-19].
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Obwohl nur ein Teil der Kinder mit wheeze in den ersten sechs Lebensjahren im
Verlauf auch im spateren Kindes- und Jugendalter an Asthma leidet, ist die Pravalenz
daftir dennoch hoch. Laut der International Study of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC) lag die Asthmapravalenz in den Jahren 2000 bis 2003 in Westeuropa bei ca.
10 % im Grundschulalter (6 bis 7 Jahre) und bei fast 15 % unter den 13- bis 14-
Jahrigen [20, 21]. Somit stellt Asthma die haufigste chronische Erkrankung im
Kindesalter [22] und eine wesentliche Belastung sowohl fir die Patienten, als auch fur
das Gesundheitssystem dar [6, 23]. Im Kindesalter flihrt unbehandeltes bzw. nicht
ausreichend therapiertes Asthma haufig zu Fehltagen in der Schule, Schlafstérungen
und Einschrankungen der Lebensqualitat [24-26].

1.1.2 Asthma bronchiale

Menschen jeglichen Alters leiden an Asthma, jedoch scheint der Ursprung meist auf
die frihe Kindheit zurlGckzuflihren zu sein [27, 28]. Obwohl bezlglich der genauen
Mechanismen, die zur Asthmaentstehung beitragen, weiterhin viele Fragen offen
bleiben, wird davon ausgegangen, dass komplexe Wechselwirkungen (epi-)
genetischer Préadispositionen und individueller Umweltexpositionen, wie z. B.
Zigarettenrauch, Allergene oder virale Erreger, eine entscheidende Rolle spielen [29-
32]. Asthmaentstehung, Aufrechterhaltung der Atemwegsentziindung und
anschlieBende Umbauvorgdnge und Remodeling sind gekennzeichnet durch
dysregulierte Immunantworten auf Viren und Allergene, epitheliale und ziliare
Dysfunktionen, verdickte Basalmembranen, eine Zerstérung des Epithels, entziindliche
Infiltrate und eine Hypertrophie der bronchialen glatten Muskulatur [33-36].

Asthma im Kindesalter und bei Erwachsenen prasentiert sich klinisch sehr &hnlich,
wobei in den rezidivierenden Asthmaanféllen meist das pfeifende oder keuchende
Atemgerausch, begleitet von Dyspnoe und/oder Husten, im Vordergrund steht [37, 38].
Potenzielle Ausléser sind vielféltig und beinhalten virale und bakterielle Erreger,
saisonale und perenniale Allergene, kdrperliche Anstrengung, emotionale Reaktionen
wie Lachen oder Weinen, kalte Luft sowie irritative Stoffe, wie z. B. Staub und
Zigarettenrauch [17, 39].

Aktuell existiert kein Goldstandard fir die Diagnose eines Asthma bronchiale, sondern
sie wird entsprechend der bereits beschriebenen Definition der GINA [13] klinisch in
der Zusammenschau aus ausflhrlicher Anamnese, kérperlicher Untersuchung,
Lungenfunktionsmessungen und Allergiediagnostik gestellt [13, 14, 37, 40]. Typisch ist
der Nachweis einer reversiblen Atemwegsobstruktion in der Spirometrie, die sich nach
der Inhalation von Bronchodilatatoren deutlich bessert [14]. Da die Symptomatik bei
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Asthma typischerweise nur intermittierend auftritt, kann in symptomfreien Zeiten oder
bei milder Symptomatik der Nachweis einer bronchialen Obstruktion vollstandig fehlen.
Mittels Provokationstest (z. B. mit Methacholin oder durch kérperliche Anstrengung) ist
dann die Untersuchung auf eine bronchiale Hyperreagibilitdt mdglich, wobei im
Kindesalter meist kérperliche Bewegung zur Provokation verwendet wird [14, 38]. Die
Heterogenitat der Erkrankung und die Variabilitdt der Symptomatik fiihren dazu, dass
die akkurate Diagnosestellung trotz allem eine Herausforderung bleiben kann [38, 41,
42]. Zudem reichen die Anspriiche an die Diagnostik Uber die reine Diagnosestellung
hinaus. Diese soll zusétzlich auch Informationen Uber den Schweregrad und
potenzielle Unterformen liefern, mégliche Verlaufsparameter flr das weitere Monitoring
aufzeigen und das therapeutische Vorgehen bahnen.

Im Normalfall ist Asthma charakterisiert durch eine Atemwegsentziindung, deren
Ausmal v. a. bei der Entscheidung bezlglich des Einsatzes von antiinflammatorischer
Therapie eine wichtige Rolle spielt [43]. Obwohl grundsatzlich mit der Bronchoskopie
inklusive bronchoalveolarer Lavage und Biopsieentnahme eine Methode existiert, die
es erlaubt, die Atemwegsentziindung direkt und detailliert zu untersuchen, schrankt
ihre Invasivitdt und die dafir erforderliche Expertise den routineméaBigen Einsatz
gerade in der Padiatrie deutlich ein [44-46]. Die Untersuchung von induziertem Sputum
ist zwar weniger invasiv, aber aufgrund technischer Schwierigkeiten ebenso
ungeeignet in der regelmaBigen Beurteilung der Atemwegsentziindung bei Kindern mit
Asthma [47]. Deshalb gewinnt die nicht-invasive Messung von fraktioniertem
exhaliertem Stickstoffmonoxid (FeNO, fractional exhaled nitric oxide), einem Marker fir
eosinophile Atemwegsinflammation zunehmend an klinischer Bedeutung [43, 48].
Obwohl gezeigt werden konnte, dass durch die Berlcksichtigung der FeNO-Werte bei
der Erstellung des Therapieregimes die Anzahl an Exazerbationen gesenkt werden
kann [49, 50], wird in aktuellen Leitlinien aufgrund der noch unzureichenden Datenlage
der Einsatz von FeNO in der Routineversorgung von Asthmatikern bisher jedoch nicht
empfohlen [13, 14]. Die Entwicklung neuer, mdglichst nicht- oder wenig-invasiver
Methoden, die die pathophysiologischen Vorgange an der Atemwegsmukosa
widerspiegeln und damit konkrete Hinweise auf das AusmafB und die Form der
Atemwegsentziindung geben, wird dementsprechend weiterhin dringend bendtigt.

Nachdem fur Asthma bisher weder effektive PraventionsmaBnahmen noch eine
kausale Therapie existieren, stellen die Symptomkontrolle, das Verhindern von
Exazerbationen und das Aufhalten von irreversiblen Umbauvorgéangen der Atemwege
die entscheidenden Therapieziele dar. Aktuelle therapeutische Empfehlungen fir
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Asthma sind altersabhangig, berlcksichtigen bisher aber kaum die individuelle
klinische Prasentation der Patienten. Neben allgemeinen MaBnahmen, wie
Asthmaschulungen und dem Vermeiden von Allergenen, stehen therapeutisch
antiinflammatorische und antiobstruktive Medikamente (vor allem inhalative
Corticosteroide (ICS) und langwirksame B.-Sympathomimetika) zur Verfligung, deren
Einsatz anhand eines Stufenschemas und abhangig von der Schwere der Symptomatik
erfolgt. Zur Durchbrechung eines akuten Anfalls erfolgt die Gabe eines kurzwirksamen
inhalativen Bronchodilatators (z. B. Salbutamol), gegebenenfalls erganzt durch
systemische Glucocorticoide. Mit dem IgE-Antikdrper Omalizumab steht inzwischen
auch fir Kinder mit schwerem allergischem Asthma eine erste zielgerichtete Therapie
als Ergénzung zur Verfugung. [14, 37, 39, 51]

Die Entwicklung weiterer spezifischer Therapiemdglichkeiten, sowie die Untersuchung
von Pradiktoren fir das Ansprechen auf die medikamentdse Therapie sind Gegenstand
der aktuellen Forschung [52]. Zur Einschatzung des Schweregrades und des
Therapieerfolges wird Asthma anhand der GINA-Klassifikation in kontrolliert, teilweise
kontrolliert und unkontrolliert eingeteilt. Bei allen Kindern sollte ein kontrolliertes
Asthma angestrebt werden und daflr die Therapie bei Bedarf entsprechend angepasst
werden. [13]

1.1.3 Wheeze in den ersten sechs Lebensjahren

Oft erleiden Sauglinge und Kleinkinder die erste Episode von wheeze im Rahmen einer
obstruktiven Bronchitis [37]. Zu diesem Augenblick kann keine Aussage darUber
getroffen werden, ob dies ein einzelnes Ereignis bleiben wird, eine nur voribergehende
wheeze-Symptomatik oder der Beginn von anhaltendem wheeze und spaterem
Asthma ist. Von allen Kindern mit wheeze in den ersten drei Lebensjahren, sind im
Alter von sechs Jahren fast 60 % asymptomatisch [1] und zeigen nur leichte
Einschrankungen in der Lungenfunktion [53]. Ebenso kann wheeze aber auch erst
nach dem dritten Lebensjahr als late-onset wheeze auftreten [1, 54]. Bleibt eine
Remission aus, verandern sich im Verlauf die Ausléser flir wheeze haufig oder es

kommen neue hinzu [55].

Ein Kind mit wheeze innerhalb der ersten sechs Lebensjahre muss also nicht
zwangslaufig im Schulalter an Asthma leiden. Obwohl es bereits Hilfsmittel, wie den
modified asthma predictive index (mAPI) [56, 57] gibt, die eine zuverlassige
Asthmadiagnose im friihen Kindesalter erleichtern sollen, bleibt es weiterhin eine
Herausforderung, den zuklnftigen Verlauf von wheeze in der friihen Kindheit
vorherzusagen und somit zwischen voriibergehender Asthma-&hnlicher Symptomatik
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und einem echten frihkindlichen Asthma bronchiale zu differenzieren [58-60]. Jedoch
ist gerade diese Unterscheidung klinisch duBerst relevant, damit weder Kinder mit
selbstlimitierender Symptomatik Ubertherapiert werden, noch Kinder mit hohem
Asthmarisiko zu spéat die notwendige Versorgung erhalten [61-63]. Weltweit arbeiten
Arbeitsgruppen an der Prazisierung und Verbesserung von Modellen, die bereits im
Kleinkindalter eine absehbare Asthmadiagnose im Schulalter vorhersagen sollen [64-
69]. Unter anderem ist die Diagnostik besonders in dieser Altersgruppe erschwert, da
aussagekraftige Lungenfunktionsmessungen aktive Mitarbeit erfordern und somit ihre
Durchfihrung im S&uglings- und Kleinkindalter noch nicht mdglich ist. So setzt sich die
wheeze-Diagnostik in diesem Alter aus der Sammlung klinischer Informationen durch
Anamnese, Familienanamnese und kérperliche Untersuchung, gegebenenfalls einer
Allergietestung, der Beurteilung des Therapieansprechens und dem Ausschluss von
maoglichen Differentialdiagnosen zusammen [3, 62, 70, 71].

Im Gegensatz zu Asthma sind die Empfehlungen zur Therapie von wheeze in den
ersten sechs Lebensjahren weniger eindeutig und unterliegen einem haufigeren
Wandel, da Uneinigkeiten in der Diagnostik und in der Definition eine
Verallgemeinerung erschweren. Jedoch steigt durch die zunehmend bessere
Studienlage der Evidenzgrad der Empfehlungen zum Therapiemanagement von
wheeze [62]. Grundsatzlich erfolgt die Verabreichung von inhalativen Medikamenten im
Sauglings- und Kleinkindalter mit Hilfe von speziellen Verneblern oder Spacern’, damit
in der Lunge eine ausreichende Konzentration erreicht wird [14, 72]. Im akuten Anfall
werden zur schnellen Symptomkontrolle ebenfalls oft kurzwirksame Bronchodilatatoren
verabreicht, die Wirksamkeit ist jedoch v. a. im S&uglingsalter unklar [73-76]. Bei
wheeze im Rahmen eines Virusinfektes scheint auch orales Prednisolon keine
signifikante Besserung zu bringen [77]. Ein systematischer Uberblick von 2009 zeigte,
dass die tagliche Gabe von inhalativen Corticosteroiden in vielen Studien eine
signifikante Reduktion von Exazerbationen und Schwere der Symptome bringt, wenn
allgemein wheeze in den ersten Lebensjahren betrachtet wird [78]. Dennoch muss
bedacht werden, dass inhalative Corticosteroide im Kindesalter zu einer signifikanten
Wachstumsreduktion fiihren kénnen [79, 80]. Nachdem 2008 eine Task Force der
European Respiratory Society (ERS) Therapieempfehlungen unter Beriicksichtigung

' Ein Spacer ist eine Vorschaltkammer, die auf den Dosieraerosolbehélter gesteckt wird und in
der sich nach Ausldésen des Spriihsto3es eine Wolke des Medikaments bildet, die anschlieBend
eingeatmet werden kann. Somit missen die Freisetzung des Wirkstoffes und die Inspiration
nicht gleichzeitig erfolgen. [72]
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von wheeze-Auslésern erstellt hatte [3], wurden diese 2014 teilweise wieder revidiert,
sodass sich die Therapieentscheidung nun primér an der Schwere und der Frequenz
der Symptomatik orientieren sollte. AnschlieBend sollte im Rahmen regelmaBiger
Kontrolluntersuchungen der Therapieerfolg beurteilt werden und bei Nichtansprechen
eine Unterbrechung der medikamentésen Therapie und eine Neuevaluation erfolgen.
[81]

1.1.4 Phéanotypen

Um die Heterogenitat der Krankheitsverlaufe und der zugrundeliegenden Ursachen
und Pathomechanismen besser beschreiben und erforschen zu kénnen, arbeiten
Arbeitsgruppen weltweit an der Identifizierung und Definition von Asthma- und wheeze-
Untergruppen. Unter dem Begriff Phédnotyp versteht man ein ,(durch Erbanlagen und
Umwelteinflisse gepragtes) Erscheinungsbild eines Organismus® [82]. Demnach
beschreibt er wahrnehmbare Auspragungen und ermdglicht eine Unterscheidung von
Subgruppen, die gemeinsame Kklinische Merkmale aufweisen [11]. Damit auch
zunehmende  Erkenntnisse zu  zugrundeliegenden  molekularen  Vorgéangen
Berlcksichtigung in der Definition finden, hat sich der Begriff Endotyp entwickelt, der
sich auf Untergruppen bezieht, die anhand von immunologischen und
pathophysiologischen Mechanismen klassifiziert werden [83, 84]. Eine zentrale
Aufgabe der aktuellen Forschung ist nun die Verknlpfung von biologischen Endotypen
und Kklinischen Phanotypen, da ein Ph&notyp auch unterschiedliche Endotypen
reprasentieren kann (siehe Abbildung 1) [19].

Abbildung 1: Zusammenhang zwischen Asthma bzw. wheeze, Phanotypen und
Endotypen, iibersetzt und modifiziert nach [19]

Rezidivierende respiratorische
Symptome, Atemwegsobstruktion,
Bronchiale Hyperreagibilitat und : Asthma/wheeze
Inflammation

Wahrnehmbare und messbare
klinische Charakteristika:
Symptome, Ausldser, Allergien etc.

Variabilitat in der Definition

Spezifischer molekularer

Mechanismus [ I
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Die klinische Herangehensweise der Phanotypisierung stitzt sich auf die Erhebung
einer ausfihrlichen Anamnese, das Sammeln von klinischen Untersuchungsbefunden
und die Beurteilung von Therapieansprechen. So kdnnen Phanotypen z. B. aufgrund
des Alters bei Krankheitsbeginn oder der Trigger fir Asthma- bzw. wheeze-Anfélle
unterschieden werden [1, 85], wodurch sich unter anderem die im Folgenden genauer
dargestellten Einteilungen von Asthma in atopisch und nicht-atopisch oder von wheeze
in episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze ergeben. Durch die Einteilung in
klinische Phanotypen sollen behandelnde Arzte Unterstiitzung in der Erstellung eines
individuellen Behandlungsplans und der Einschatzung des weiteren Verlaufs und der
Prognose erhalten [70, 86].

Ein weiterer Ansatz fir die Untersuchung von Phanotypen bedient sich primar
epidemiologischer Methoden, mit denen bei retrospektiver Betrachtung des zeitlichen
Verlaufs eine objektive Einteilung in Untergruppen vorgenommen werden kann [87,
88]. Aufgrund des retrospektiven Charakters ist die Integration dieser Phanotypen in
die klinische Versorgung jedoch eingeschrankt.

1.1.4.1 Atopisches und nicht-atopisches Asthma

Bereits vor mehr als 70 Jahren das erste Mal vorgeschlagen worden und weiterhin
sehr gelaufig ist die Unterscheidung zwischen atopischem (auch allergischem oder
extrinsischem) Asthma und nicht-atopischem (auch nicht-allergischem oder
intrinsischem) Asthma, wobei das atopische Asthma die haufigere Form im Kindesalter
darstellt [13, 38, 39, 89, 90]. Atopie beschreibt die genetische Pradisposition, auf
bestimmte Antigene verstarkt spezifische Antikérper der Subklasse E (IgE) zu bilden,
die die Entwicklung atopischer Erkrankungen, wie der atopischen Dermatitis, der
allergischen Rhinitis und dem allergischen Asthma bronchiale, vermitteln [91].
Grundlage der Entwicklung eines allergischen Asthmas ist demnach die
Sensibilisierung vom Typ 1 nach Coombs und Gell auf unterschiedliche Allergene.
Mdogliche Allergene kdénnen sowohl saisonal, z. B. Pollen, oder ganzjahrig, z. B.
Hausstaubmilben, auftreten. Bei erneutem Kontakt mit dem Allergen kommt es IgE-
vermittelt zur Aktivierung von Mastzellen und basophilen Granulozyten. Dabei werden
Histamin, Prostaglandine und Leukotriene freigesetzt, die daraufhin im Rahmen der
Sofortreaktion zur Kontraktion der glatten Muskelzellen in den Atemwegen, erhéhter
GefaBpermeabilitdt und vermehrter Schleimproduktion und in der Spéatphase zu
entzindlichen Veranderungen der Atemwege flhren. Die Sofortreaktion bedingt die
bronchiale Obstruktion und somit die typische Klinik mit Atemnot und exspiratorischem
wheeze, wahrend es durch die Spatphase zu chronischer Entziindung und



Einleitung 8

Umbauvorgangen in den Atemwegen kommt, die die bronchiale Hyperreagibilitat
verursachen bzw. aufrechterhalten. [37, 39, 92-94] Der beschriebene Ablauf stellt
jedoch nur eine grobe Verallgemeinerung dar, da komplexe immunologische
Mechanismen an der Entwicklung und Aufrechterhaltung von allergischem Asthma
beteiligt sind [95].

Unter dem Begriff des nicht-atopischen Asthmas werden alle Formen
zusammengefasst, bei denen keine allergische Sensibilisierung nachgewiesen werden
kann [96]. Zudem existieren Mischformen, da im Verlauf oft unterschiedliche Trigger in
den Vordergrund rlcken oder eine Ausweitung des Spektrums an auslésenden
Faktoren beobachtet werden kann [39].

1.1.4.2 Episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze

Mit Schwerpunkt auf Ausléser und das zeitliche Auftreten teilt ein haufig verwendeter
klinischer Ansatz wheeze in den ersten sechs Lebensjahren in entweder episodic viral
wheeze (EVW) oder multiple trigger wheeze (multi-trigger wheeze, MTW) ein [3, 81].
Kinder mit episodic viral wheeze leiden ausschlieBlich im Rahmen von (meist viralen)
Infektionen unter wheeze und sind vollstdndig asymptomatisch zwischen einzelnen
Episoden. Dagegen liegt bei Kindern mit multi-trigger wheeze mindestens ein weiterer
Ausléser (korperliche Anstrengung, Pollen, Staub, Tierhaare, Wettereinflisse,
Zigarettenrauch, Aufregung, Nahrungsmittel oder andere) vor, der dazu fuhrt, dass
wheeze intermittierend auch zwischen abgrenzbaren Episoden vorhanden ist, wobei
bei dieser Form Erkaltungen die haufigsten Ausléser fur Exazerbationen darstellen. [3,
17, 87] Alternativ zu multi-trigger wheeze existiert auch die Bezeichnung unremitting
wheeze, die das zeitliche Muster von wheeze berlcksichtigt [17, 97]. In dieser Arbeit
wird jedoch im Weiteren der Begriff multi-trigger wheeze verwendet. Die dichotome
Einteilung in episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze erlaubt fir einen
spezifischen Zeitraum zwar eine eindeutige Zuordnung, wodurch sich die beiden
Untergruppen gegenseitig ausschlieBen, jedoch sind diese oft nicht stabil und so
kénnen Kinder im Verlauf den Phanotyp wechseln [98].

1.1.5 Offene Fragen

Obwohl Asthma aufgrund seiner Haufigkeit und klinischen Relevanz groBes
wissenschaftliches Interesse weckt und weltweit umfangreiche Forschung betrieben
wird, bleiben weiterhin viele Fragen offen.
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Im Sauglings- und Kleinkindalter werden verldssliche Methoden benétigt, die eine
Unterscheidung zwischen echtem frihkindlichen Asthma und Asthma-ahnlicher
wheeze-Symptomatik von vortibergehender Dauer erlauben. Eine friihzeitige Diagnose
soll dann eine enge arztliche Anbindung der Kinder mit hohem Risiko zur
Asthmapersistenz ermdglichen.

Wahrend bei jlingeren Kindern vermehrt die Gefahr einer Uberdiagnose besteht, wird
im Gegensatz dazu bei alteren Kindern die Diagnose Asthma haufiger verspatet
gestellt. Mehrere Studien in verschiedenen Landern konnten zeigen, dass ein relativ
hoher Anteil an Schulkindern und Jugendlichen mit Asthma-Symptomen keine Asthma-
Diagnose erhalten [99-103]. AuBerdem kann die Diagnostik besonders bei atypischer
Prasentation unklar sein und zu verspateter Diagnosestellung fihren [13]. Zudem
werden zusatzlich apparative Methoden zur Lungenfunktionsmessung benétigt, da
selbst Kinder mit schwerem Asthma eine unauffallige Lungenfunktion aufweisen
kénnen [104].

Der Begriff der Phanotypen ist aus der Asthma-Forschung nicht mehr wegzudenken,
doch bleibt die Relevanz der bisher definierten Untergruppen umstritten. Flr die
Weiterentwicklung personalisierter und gezielter Therapiemdglichkeiten, werden
umfassende Phanotypisierungs- und Endotypisierungsansatze und die Identifikation
von Biomarkern?, die den Krankheitszustand widerspiegeln, benétigt [105, 107].

1.2 Flichtige Organische Verbindungen (Volatile Organic
Compounds, VOCs)

1.2.1 Definition

Eine einheitliche Definition fur fliichtige organische Verbindungen existiert nicht, jedoch
impliziert der Begriff bereits, dass er als Sammelbezeichnung fir organische Stoffe mit
niedrigem Siedepunkt verwendet wird, was dazu fuhrt, dass diese meist in der
Gasphase vorliegen (und sich dementsprechend verfliichtigen). In Deutschland gilt
gesetzlich festgelegt ein Stoff als flichtige organische Verbindung, wenn er ,bei 293,15
Kelvin einen Dampfdruck von 0,01 Kilopascal oder mehr hat oder unter den jeweiligen
Verwendungsbedingungen eine entsprechende Flichtigkeit aufweist® [108].

2 Biomarker sind klar definierte und objektiv messbare Merkmale, die als Indikator fiir
physiologische oder pathophysiologische Vorgange oder das Therapieansprechen dienen [1086].
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Allgemeiner definiert Cicolella VOCs als eine ,Vielzahl von chemischen Substanzen mit
der Gemeinsamkeit, dass sie kohlenstoffhaltige Verbindungen sind, die bei
Raumtemperatur fllichtig sind“ [109]. Beide Definitionen beziehen sich jedoch auf
VOCs in der Umgebungsluft, deren potenziell toxischen Eigenschaften im Sinne einer
Luftverunreinigung betrachtet werden. Werden VOCs im medizinischen Kontext der
Atemgasanalyse betrachtet, sind diese meist nicht eindeutig definiert, jedoch scheinen
die meisten Autoren darunter alle gasférmigen Stoffe zu verstehen, die nicht zu den
Hauptbestandteilen der menschlichen Ausatemluft zahlen und in nur geringen
Konzentrationen vorliegen [110-113].

1.2.2 VOCs in der Ausatemluft — Herkunft und Entstehung

Ausgeatmete Luft enthalt neben Stickstoff, Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid, Wasser und
inerten Gasen eine Vielzahl von VOCs mit sehr geringen Konzentrationen im Bereich
von parts-per-billion-by-volume (ppbv) bis parts-per-trillion-by-volume (pptv)® (£ nmol/l
bis pmol/l) [111, 114, 115]. Eine Untersuchung von 50 gesunden Erwachsenen zeigte,
dass sich in der Ausatemluft einer Person durchschnittlich etwa 200 unterschiedliche
VOCs befinden [110]. In einer weiteren Studie wurden bei Vorschulkindern im
Durchschnitt etwa 350 VOCs pro Person in der Ausatemluft identifiziert [116]. Da
jedoch sehr groB3e interindividuelle Unterschiede bestehen, wird berichtet, dass bereits
Uber 3000 unterschiedliche VOCs in der menschlichen Ausatemluft identifiziert werden
konnten [117, 118]. Dementsprechend konnten Phillips et al. die meisten VOCs auch
ausschlieBlich bei einer einzigen Person beobachten, nur 27 VOCs konnten bei allen
50 Teilnehmenden gefunden werden [110].

Nach ihrer Herkunft lassen sich VOCs grob in exogene und endogene VOCs
unterteilen. Unter den exogenen VOCs befinden sich u. a. inhalierte Partikel aus der
Umgebungsluft, Medikamentenspuren, Geruchsstoffe von Essen und Trinken,
Zigarettenrauch und Metaboliten von lokalen Bakterien. Endogene VOCs kénnen
sowohl lokal in den Atemwegen produziert werden, z. B. bei Inflammation oder durch
Karzinome, als auch an anderen Stellen im Koérper im Rahmen von
Stoffwechselvorgangen entstehen und Uber Zirkulation und Lunge an die Ausatemluft
abgegeben werden. [119] Menschlichte Ausatemluft enthdlt also individuelle VOC-
Profile, die Hinweise auf verschiedenste physiologische und pathophysiologische
Vorgange geben kdnnen.

® billion (engl.) 2 einer Milliarde, trillion (engl.) 2 einer Billion
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Abbildung 2: Herkunft von VOCs in der Ausatemluft; (1) lokale, endogene VOCs aus den
Atemwegen; (2) exogene VOCs; (3) systemische, endogene VOCs; aus [119]
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1.2.3 VOC-Messungen

Die beiden am haufigsten verwendeten Anséatze zur Messung von VOCs sind
grundsétzlich verschieden und ihr Einsatz sollte abhangig von der Fragestellung und

der antizipierten klinischen Anwendung sein.

Die Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (GC-MS) gilt als
Goldstandard und erlaubt die Erkennung spezifischer VOCs. Zun&chst wird in der
Gaschromatographie das Gasgemisch in einzelne Komponenten aufgetrennt, die im
Anschluss mittels Massenspektrometrie identifiziert und quantifiziert werden kénnen
[120, 121]. Aufgrund der Komplexitét, der GréBe und des Preises der Gerate muss die
Messung jedoch in speziellen Einrichtungen oder Labors und durch qualifiziertes
Personal erfolgen [119].

Im Gegensatz dazu stehen die sogenannten ,elektronischen Nasen“ (electronic nose,
eNose), die komplexe Gasgemische anhand von Mustererkennungs-Algorithmen
identifizieren [122]. Ihr Name stammt daher, dass ihre Funktionsweise der Nase von
Séugetieren ahnelt, welche Gerlche aufgrund der typischen Zusammensetzung
unterscheidet, ohne alle einzelnen Komponenten individuell erkennen zu kénnen [123-
125]. Eine eNose ist ein tragbares Analysegerét, das die zu untersuchende Probe mit
einer Baseline, z. B. Raumluft, vergleicht. Im Inneren befindet sich ein Array von 32
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Polymer-Sensoren (NoseChip), die mit den in der Probe enthaltenen VOCs
kreuzreaktiv reagieren. Das bedeutet, mehrere VOCs kdnnen mit einem Sensor
reagieren und umgekehrt kann ein VOC auch zu einer Reaktion von verschiedenen
Sensoren fuhren. [119] Durch Anschwellen der Sensoren entstehen relative
Widerstandsanderungen bei Reaktion mit der Probe im Vergleich zur Reaktion mit der

Baseline [126]. Diese relativen Widerstandsédnderungen (AR) stellen die Sensorsignale
dar:

AR = (Rmax — Ro)/Ro

Rmax = maximaler Sensorwiderstand bei Reaktion mit der Probe

Ry = Sensorwiderstand bei Reaktion mit der Baseline

Somit reprasentiert die Messung der eNose die Summe der chemischen und
physikalischen Eigenschaften der gesamten untersuchten Probe und ist ungeeignet far
die Identifikation spezifischer VOCs [126, 127].

Fir jedes VOC-Gemisch ergibt sich jedoch ein charakteristisches Muster (ein
sogenannter smellprint, siehe Abbildung 3), das anschlieBend mit Mustern von
bekannten  Gasgemischen verglichen werden kann und aufgrund von
Wabhrscheinlichkeiten einem der Gemische zugeordnet werden kann [128]. Gangige
eNoses enthalten bereits eine on-board Software, die nach der Konditionierung des
Gerates die Zuordnung einer Probe zu einem der gespeicherten, vorher zum Training
verwendeten VOC-Gemische erlaubt.

Abbildung 3: Smeliprint der Ausatemluft eines gesunden Erwachsenen
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Auf dem Markt erhéltliche elektronische Nasen werden bisher v. a. fir den Einsatz in
der Industrie entwickelt, d. h. sie finden u. a. Anwendung in der Qualitatskontrolle und
Produktion, der Landwirtschaft und der Nahrungsmittelindustrie [129, 130].

In Abbildung 4 sind die beiden gangigen Methoden der VOC-Analyse noch einmal
bildlich dargestellt und Tabelle 1 fasst die Vor- und Nachteile der Methoden
zusammen. Werden beide Methoden gemeinsam zur Untersuchung einer
Fragestellung verwendet, ergénzen sie sich und kénnen hilfreiche Zusatzinformationen

bringen.

Abbildung 4: Uberblick iiber die méglichen Methoden der VOC-Analyse; iibersetzt und
modifiziert nach [119]
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Tabelle 1: Vor- und Nachteile von VOC-Analysen mittels eNose bzw. GC-MS (modifiziert

nach [127])

Vorteile Nachteile
eNose Kostenglinstig Keine Zuordnung zu
Tragbares Gerat SP?ZI',f";Chen VOCs
Schnelle Analyse \r;log IIC_ h Dat
. , ergleich von Daten
D|_r_elFtehAnaIyse am Patienten swischen verschiedenen
moglic Geraten schwierig
Einsatz im klinischen Alltag Bisher wenig
vorstellbar standardisiert
Umgang mit dem Geraét einfach Konditionierung des
erlernbar Gerates notwendig
GC-MS Analyse krankheitsspezifischer Teuer

VOCs mdéglich

Unterstltzung bei der
Erforschung zugrundeliegender
pathophysiologischer Vorgénge

Gewisse Standardisierung

Bedarf an qualifiziertem
Personal

Keine Analyse am
Patienten maoglich

Langere Dauer bis zur
Analyse

1.3 VOCs in der Ausatemluft und ihre Bedeutung in der Medizin

1.3.1 VOC-Analyse als diagnostisches Mittel

Die Idee, dass die Ausatemluft eines Menschen Hinweise auf Erkrankungen geben und
unterstitzend bei der Diagnosefindung sein kann, ist schon sehr alt. So wird der
stiBliche Geruch von Aceton, der an faulende Apfel erinnert, mit einer Ketoazidose bei
einem unkontrollierten Diabetes mellitus assoziiert, und bei einem nach Urin
riechendem Atem sollte an eine mégliche Urdmie bei Niereninsuffizienz gedacht
werden [131, 132].

Aufgrund ihrer nicht-invasiven Mdoglichkeiten haben die Atemgasanalyse und
besonders die Analyse von VOCs in den letzten 25 Jahren deutlich an
wissenschaftlichem und klinischem Interesse gewonnen. Unter dem Begriff der
breathomics® beschaftigen sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit der Identifikation von
krankheitsspezifischen Biomarkern in der Ausatemluft, die sich fir diagnostische

* Der Begriff der breathomics beschreibt allgemein die Analyse von VOCs in der Ausatemluft.
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Zwecke, zur Phanotypisierung oder zur Verlaufskontrolle eignen [119, 133]. Zum
Einsatz kommen dabei sowohl quantitative und qualitative Analysen der spezifischen
VOCs mittels GC-MS und weiterer spektrometrischer Methoden, als auch Modelle zur
Mustererkennung mittels eNose. Es liegt auf der Hand, dass Atemgasanalysen
besonders attraktiv in der Erforschung von Atemwegs- und Lungenerkrankungen sind,
da ausgeatmete Luft vor der Sammlung intensiven Kontakt mit der Lunge und den
Atemwegen hat und es somit wahrscheinlich erscheint, dass sie krankheitsspezifische
Substanzen enthalt. Bisherige Studien haben gezeigt, dass anhand der Messung von
VOCs mittels einer eNose erfolgreich Patienten mit Asthma [134], COPD [135],
respiratorischen Infektionen [136, 137], Lungen- und Pleurakarzinomen [138-141],
pulmonaler Sarkoidose [142] oder zystischer Fibrose [143] identifiziert werden kdnnen.

Der Einsatz der eNose fUr medizinische Zwecke geht jedoch Uber die Pneumologie
hinaus. In der Annahme, dass durch den Gasaustausch auch systemisch im Blut
zirkulierende Metaboliten Uber die Lunge in die Atemluft abgegeben werden,
erstrecken sich die untersuchten Einsatzgebiete Uber weitere medizinische
Fachrichtungen. So sind elektronische Nasen z. B. auch in der Lage, Patienten mit
Diabetes [144], gastro-6sophagealer Reflux-Erkrankung [145], amyotropher
Lateralsklerose [146], Arthritis [147], chronisch-entziindlicher Darmerkrankung [148]
oder chronischen Lebererkankungen [149] bzw. hepatischer Enzephalopathie [150]

richtig zuzuordnen.

1.3.2 Breathomics in der Diagnostik von Asthma und wheeze

Die Analyse von VOCs in der Ausatemluft bei Patienten mit Asthma beruht auf der
Vorstellung, dass aus pathophysiologischen Vorgadngen krankheitsspezifische
Metaboliten hervorgehen, die abgeatmet werden. Es wird angenommen, dass dies
hauptsachlich geséttigte Kohlenwasserstoffe sind, die aufgrund des erhdhten
oxidativen Stresses durch Lipidoxidation von Fettsduren aus Zellmembranen
freigesetzt werden [151-153]. Angesichts der Heterogenitdt von Asthma ist es
wahrscheinlich, dass dabei nicht nur eine einzelne typische chemische Verbindung
entsteht, sondern eine Mehrzahl von VOCs, die in ihrer Zusammensetzung einen
,molekularen Fingerabdruck® ergeben, also einen charakteristischen smellprint, der bei
der Analyse von Atemluft haufig auch als breathprint’ bezeichnet wird [133, 154, 155].

® Der Begriff des breathprints beschreibt ein VOC-Profil in der Ausatemlutft.
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Dragonieri et al. konnten bereits 2007 zeigen, dass eine eNose anhand der Messung
von Ausatemluft erwachsene Asthmatiker von etwa gleichaltrigen gesunden Kontrollen
fast vollstdndig differenzieren konnte [134]. Seitdem konnte in Studien mit
erwachsenen Teilnehmenden unter Verwendung einer eNose nicht nur die mégliche
Diagnosestellung eines Asthmas bestatigt werden [156-158], sondern es konnte
zudem gezeigt werden, dass eine Abgrenzung zur COPD mdglich ist [135, 159]. Des
Weiteren war eine eNose in der Lage, inflammatorische Asthmaphanotypen [160-162]
zu unterscheiden, das Ansprechen auf eine Steroidtherapie [156] vorherzusagen und
eine Diskriminierung von verschiedenen Graden der Asthmakontrolle [163]
vorzunehmen. Auch das diagnostische Potenzial der Integration von eNose-
Technologie mit Spirometrie wurde untersucht und validiert [164, 165]. Diese
Ergebnisse wurden unterstitzt durch entsprechende Studien mit &hnlichen
Zielsetzungen, die VOC-Messungen mittels GC-MS durchfihrten [158, 166-168].

Studien, die sich auf VOC-Analysen bei Asthma im Kindesalter fokussierten, zeigten
ebenfalls vielversprechende Ergebnisse und sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
Obwohl ein GroBteil der Autoren sich bei der Methode fiir die GC-MS entschied, sind in
den letzten Jahren auch erste e-Nose Studien an Kindern mit Asthma durchgefihrt
worden, die jedoch erst nach der Datenerhebung flur diese Arbeit verdffentlicht wurden
[169, 170].

In den Studien, die sich mit der Asthmadiagnose im Kindesalter befassten, konnten
zwischen sechs und 28 VOCs nachgewiesen werden, die mit einer korrekten
Klassifikation von 88 — 100 % zwischen Asthmatikern und gesunden Kontrollen
differenzieren konnten [171-175], und auch die Abgrenzung zu Kindern mit zystischer
Fibrose gelang [175]. Bereits im Vorschulalter ist eine moderate Unterscheidung
zwischen asymptomatischen Kindern und Kindern mit wheeze sowohl mittels eNose
[176], als auch mittels GC-MS [116] méglich und der Hinzugewinn von Information aus
breathomics verbessert die korrekte Vorhersage einer Asthmadiagnose im Alter von
sechs Jahren [177, 178].

Hauptziele der Asthmatherapie sind unteranderem das Erreichen eines kontrollierten
Krankheitszustandes und die Verhinderung von Exazerbationen bzw. deren
Einddmmung durch frihzeitige Erkennung und Intervention. Doch bleibt es eine
klinische Herausforderung, Kinder mit einem erhdhten Risiko fir Exazerbationen zu
identifizieren. Robroeks et al. und van Vliet et al. gelang es, VOCs zu ermitteln, die
Exazerbationen vorhersagen konnten [118, 179]. In einer weiteren Studie lag der
Fokus auf dem Grad der Asthmakontrolle. Obwohl hier keine allgemeine Korrelation
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zwischen bestimmten VOCs und dem Grad der Asthmakontrolle nachweisbar war,
wurde doch eine Gruppe von VOCs gefunden, die zwischen den beiden Enden des
Spektrums dauerhaft kontrolliert und dauerhaft unkontrolliert unterscheiden konnten
[180].

Langfristig ist die Hoffnung, dass der Einsatz von breathomics in Zukunft eine wertvolle
Ergénzung in der Diagnostik und in der Vorhersage des Verlaufs von wheeze und
Asthma darstellen wird, um somit verbesserte und individuell abgestimmte

Management- und Therapiestrategien anbieten zu kénnen.

Tabelle 2: Ubersicht der breathomics Studien zu Asthma und wheeze im Kindesalter

Fragestellung Autor (Jahr) Methode Referenz
Asthmadiagnose Dallinga et al. (2010) GC-MS [171]
Caldeira et al. (2011) GC-MS [172]
Caldeira et al. (2012) GC-MS [173]
Gahleitner et al. (2013) GC-MS [174]
van Mastrigt et al. (2016) Laser Spektroskopie  [175]
Cavaleiro Rufo et al. (2018) eNose [169]
Bannier et al. (2018) eNose [170]
Wheeze- van der Schee et al. (2015) eNose [176]
Diagnose van de Kant et al. (2013) GC-MS [116]
Vorhersage einer Smolinska et al. (2014) GC-MS [177]
Asthmadiagnose \..ccen et al. (2015) GC-MS [178]
Vorhersage einer Robroeks et al. (2013) GC-MS [118]
Exazerbation . et et al. (2017) GC-MS [179]
Asthmakontrolle van Vliet et al. (2016) GC-MS [180]

1.4 ALLIANCE-Kohorte und KIRA-Studie

Die Daten dieser Arbeit wurden im Rahmen des padiatrischen Arms der All Age
Asthma Cohort (ALLIANCE) des Deutschen Zentrums fir Lungenforschung (DZL)
erhoben. Ehemals wurde der padiatrische Arm der Studie unter dem Namen Kinder
Register Asthma (KIRA) geflihrt, sodass zur Vereinfachung im Folgenden die
Bezeichnung KIRA verwendet wird. KIRA ist eine prospektive, multizentrische,
beobachtende Kohortenstudie mit folgenden Zielsetzungen:
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e Identifizierung von Biomarkern, die eine Unterscheidung zwischen
Phanotypen/Endotypen von preschool wheeze und Asthma erlauben

e Suchen von Pradiktoren, die Hinweise auf den weiteren Krankheitsverlauf
(Remission oder Progredienz) von preschool wheeze und Asthma geben

e Verbesserung der Diagnosestellung und Personalisierung der
Therapiemdglichkeiten durch Implementierung der Biomarker und Pradiktoren

in der klinischen Praxis

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der beteiligten Studienzentren zum Zeitpunkt des
Beginns der Datenerhebung fur diese Arbeit. Zusatzlich begannen 2017 die Kliniken fur
Kinder- und Jugendmedizin der Universitétskliniken in Marburg (Universities of Giessen
and Marburg Lung Center, UGMLC) und in K&éIn mit der Rekrutierung.

Tabelle 3: Studienzentren und Partner der KIRA-Studie, Stand Oktober 2016

DZL Standort Assoziierte Studienzentren Partner
Airway Research Center Universitatsklinikum Schleswig- ~ Prof. Dr. Matthias
North (ARCN) Holstein (UKSH), Kopp

Universitatsklinik fir Kinder- und
Jugendmedizin, Abteilung
Péadiatrische Pneumologie und
Allergologie, Lubeck

LungenClinic Grosshansdorf
GmbH

Forschungszentrum Borstel

Biomedical Research in Medizinische Hochschule Prof. Dr. Gesine
Endstage and Obstructive  Hannover (MHH), Hansen
Lung Disease Hannover Universitatsklinik fur
(BREATH) Péadiatrische Pneumologie,

Allergologie und Neonatologie
Comprehensive Klinikum der Universitat Prof. Dr. Dr. h.c.
Pneumology Centre Minchen (KUM), Dr. von Erika von Mutius
Munich (CPC-M) Haunersches Kinderspital

In die Studie eingeschlossen werden einerseits Kinder mit wheeze® oder Asthma
(zusammengefasst als ,Falle”) und anderseits gesunde Kontrollen. Gesunde Kontrollen

® In dieser Arbeit bezieht sich wheeze auf Kinder, die (noch) keine Asthmadiagnose erhalten
haben und damit meist jinger als sechs Jahre sind.
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werden nur einmalig gesehen, wohingegen die Falle nach einem ausfuhrlichen ersten
Termin (Baseline) immer im Abstand von einem Jahr zu Follow-up-Terminen
erscheinen. Neben der Erhebung von Daten anhand von Fragebbdgen werden eine
Vielzahl an Biomaterialsammlungen und objektiven Messungen wie z. B.
Lungenfunktionsmessungen, Blutuntersuchungen, Nasen- und Rachenabstriche, Urin-
und Stuhlproben und Gewinnung von Nasenepithelzellen durchgeflhrt.

Die Finanzierung der ALLIANCE-Kohorte erfolgt durch das Bundesministerium fir
Bildung und Forschung und fir alle Standorte liegt ein positives Votum der jeweiligen
lokalen Ethikkommission vor.

Weitere Details zu Studiendesign und Zielsetzung finden sich in der Publikation ,The
all age asthma cohort (ALLIANCE) - from early beginnings to chronic disease: a
longitudinal cohort study” [18].
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2 Zielsetzung

Pathophysiologisch spielt sich Asthma vor allem in den kleineren Atemwegen ab, doch
genau dort ist der direkte Zugang zur Beurteilung der Entziindung und Erforschung der
molekularen Mechanismen nur im Rahmen einer Bronchoskopie méglich, die aufgrund
ihrer Invasivitdt nicht routinemaBig eingesetzt werden kann. Diese Tatsache
unterstreicht, wie wichtig die Verbesserung weniger invasiver diagnostischer Hilfsmittel
ist. Atemgasanalysen wecken aufgrund des intensiven Kontakts der ausgeatmeten Luft
mit den entzindeten Atemwegen zunehmend wissenschaftliches Interesse und
Studien zu VOC-Messungen lassen hoffen, dass sie langfristig eine wertvolle
diagnostische Erganzung im Management von Asthma und wheeze darstellen kénnen.
Bislang fokussierten sich die Studien in padiatrischen Kohorten auf Analysen mittels
GC-MS, die technisch aufwendig und teuer sind. Hingegen eignen sich die tragbaren
und einfach zu bedienenden elektronischen Nasen deutlich besser flr einen
routinemaBigen klinischen Einsatz direkt am Patienten. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
deshalb die Anwendung der eNose-Technologie in einer pé&diatrischen
Studienpopulation aus Asthmatikern, Kindern mit preschool wheeze und gesunden
Kontrollen untersucht werden. Die Ergebnisse sollten im Rahmen der KIRA- bzw.
ALLIANCE-Studie als Ergdnzung zu den bereits etablierten Messungen dienen und
somit einen Beitrag zu den dort beschriebenen Zielsetzungen der Studie leisten (siehe
Kapitel 1.4).

Das erste Hauptziel der Arbeit war die Etablierung der Methoden zur Sammlung von
Ausatemluft und zur Analyse mittels eNose in der bereits bestehenden Studienkohorte
unter Erstellung einer Arbeitsanweisung, um eine adaquate Reproduzierbarkeit der
Methoden zu gewéhrleisten. Zudem sollte zun&chst die grundsatzliche Machbarkeit der
Methoden in einer Kohorte mit Kindern ab etwa drei Jahren untersucht werden.

Im Anschluss sollte folgende Hypothese getestet werden:

Die VOC-Profile (breathprints) in der Ausatemluft von Asthmatikern, Kindern mit
preschool wheeze und gesunden Kontrollen im Kindesalter unterscheiden sich.

Daraus ergaben sich des Weiteren die folgenden konkreten Fragestellungen:

1. Kann eine eNose zwischen Kindern mit obstruktiven Atemwegserkrankungen
und gesunden Kontrollen unterscheiden?
2. Ist mittels eNose eine Klassifikation klinischer Phanotypen von Asthma bzw.

wheeze moglich?
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3. Geben die gemessenen VOC-Profile Hinweise auf den Schweregrad des
Asthmas?

4. Welche potenziellen Stérfaktoren haben einen Einfluss auf die breathprints?
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3 Material und Methoden

3.1 Studienpopulation

Flr diese Arbeit wurden die Daten von insgesamt 76 Kindern verwendet, die von
Oktober 2016 bis September 2017 im Rahmen der KIRA-Studie am Standort Miinchen
gesehen wurden. So ergab sich ein Querschnitt, in dem jedes Kind genau einmal
eingeschlossen wurde, unabhangig davon, ob es zum ersten Mal (Baseline) oder im

Rahmen eines Follow-up Termins an der Studie teilnahm.
Allgemeine Einschlusskriterien der KIRA-Studie:

e Alter: 6 Monate bis 18 Jahre

e Reifgeborenes (= 37+0 SSW)

e Aktives und passives Verstandnis der deutschen Sprache
e Schriftliches Einverstandnis der Eltern

e Bei Kindern 2 8 Jahre schriftliches Einverstandnis des Kindes
Allgemeine Ausschlusskriterien der KIRA-Studie:

e Angeborene oder perinatale Lungenerkrankungen des Neugeborenen (BPD,
CLD, schweres ANS)

e Fehlbildungen der Atemwege

e >24 Stunden Sauerstoffbedarf nach der Geburt

e Maschinelle Beatmung oder Atembhilfe (CPAP) nach der Geburt

e Bekannte Cystische Fibrose

e Bekannte primare zilidre Dyskinesie

e Andere schwere Erkrankung des Respirationstraktes, z. B. interstitielle
Lungenerkrankung

e Angeborene Herzfehler mit Beeinflussung der pulmonalen Zirkulation

e Alle weiteren Komorbiditaten auBer atopische Erkrankungen

e Fieber (> 38,5°C rektal) in den letzten 2 Wochen

Zusatzliche Einschlusskriterien der Falle in der KIRA-Studie:

e 6 Monate bis < 6 Jahre: = 2 Episoden von pfeifender Atmung/wheeze
innerhalb von 12 Monaten
e 2 6 Jahre: arztlich diagnostiziertes Asthma bronchiale nach aktuellen GINA-

Leitlinien [13] inklusive Lungenfunktionsmessungen
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Zusétzliche Einschlusskriterien der gesunden Kontrollen in der KIRA-Studie:

e Nie = 2 Episoden von pfeifender Atmung/wheeze innerhalb von 12 Monaten

e Kein arztlich diagnostiziertes Asthma
Zusatzliches Ausschlusskriterium flr die Messung von VOCs mittels eNose:

e Alter < 3 Jahre, da hier nicht von ausreichender Mitarbeit fir eine
aussagekraftige Messung ausgegangen werden konnte

Die Rekrutierung der Falle erfolgte Uber die Ambulanz fir Allergie und Asthma und die
Stationen am Dr. von Haunerschen Kinderspital sowie Uber ausgewahlite
Kinderarztpraxen. Durch Poster und Flyer wurden dort Patientinnen, Patienten und
deren Eltern Uber die Studie informiert.

Gesunde Kontrollen wurden zudem ebenfalls am Dr. von Haunerschen Kinderspital
durch Aushange, (ber die allgemeine Notfallambulanz, Uber Spezialambulanzen
anderer Subspezialisierungen und tber den Operationsplan rekrutiert.

Waren die Familien an einer Teilnahme interessiert, erhielten sie eine Kurzinformation
Uber die Studie und es wurden zunéchst die Ein- und Ausschlusskriterien durch die
Studienassistentinnen  geprift. Bei anhaltendem Interesse, Erflllung der
Einschlusskriterien und fehlenden Ausschlusskriterien, wurde ein erster Termin im

Studienzentrum vereinbart.

Es lag fur alle Kinder eine schriftliche Einverstédndniserklarung eines oder beider
Erziehungsberechtigten und fir Kinder ab acht Jahren zusatzlich die
Einverstandniserklarung des Kindes vor.

3.2 Materialgewinnung und Datenerhebung

3.2.1 Gewinnung von Ausatemluft

Die Materialgewinnung von Ausatemluft, die fir diese Arbeit verwendet wurde, beruht
auf einer Methode, die in der Abteilung fir Pneumologie am Academisch Medisch
Centrum (AMC) der Universitat von Amsterdam in den Niederlanden entwickelt wurde
[134, 181]. Das dort entworfene Setup wurde an die Bedirfnisse der KIRA-Studie
angepasst und gréBtenteils als Eigenanpassungen durch den Hersteller HeDaMa
Instruments in den Niederlanden produziert (Details siehe Kapitel 3.5.1).
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Abbildung 5: Setup zur Gewinnung von Ausatemluft und Luftfluss wahrend der
Sammlung

nlh “él

Inspiration Exspiration

Zur Gewinnung von Ausatemluft wurde Uber das Setup VOC-gefilterte Raumluft
eingeatmet und die Ausatemluft in einem zuvor mit Stickstoff gesplilten Tedlar®-Beutel
gesammelt (siehe Abbildung 5). Zu Beginn wurde dem teilnehmenden Kind und
gegebenenfalls den Eltern der genaue Ablauf erkldrt. Um sicherzustellen, dass
ausschlieBlich Gber den Mund geatmet wurde, erhielt der Proband oder die Probandin
eine Nasenklemme. Abhangig vom Alter des Kindes wurden nun ein Tedlar®-Beutel
mit einem Volumen von 3 | (£ 5 Jahre) oder von 8 | (> 5 Jahre) am Ende des Setups
befestigt. Kleine Kinder konnten bei der Sammlung auch auf dem Schof3 eines
Elternteils sitzen. Das Setup wurde nun vorsichtig an den Mund herangefiihrt und meist
von Kind oder Elternteil und der Versuchsleitung gemeinsam gehalten. Sobald das
Kind das Mundstiick umschlossen hatte, wurde der Kugelhahn durch eine 90°-Drehung
gedffnet, sodass die ausgeatmete Luft in den Beutel strémen konnte. Das Kind wurde
dann aufgefordert, ca. 15-20 Atemzlge in Ruheatmung auszuflhren. Bei forcierter
oder sehr schneller Atmung, erhielten die Kinder wahrend der Sammlung
Atemanweisungen, um einen mdoglichst ruhigen und gleichmaBigen Atemfluss zu
gewahrleisten. Das Mindestvolumen an gesammelter Ausatemluft sollte 1 | betragen.
Wichtig war, dass das Mundstlick auch bei der Inspiration durch die Lippen fest
umschlossen wurde, damit so die Einatmung von ungefilterter Raumluft vermieden
wurde. Am Ende der Sammlung wurde der Kugelhahn wieder zugedreht, bevor das
Kind das Mundstick aus dem Mund nahm. Daraufhin wurde der Tedlar®-Beutel vom
Setup entfernt und verschlossen. Zum Abschluss wurde auf einem Formular die
genaue Uhrzeit der Sammlung notiert, da der Inhalt des Beutels innerhalb von 30 min

nach der Gewinnung mittels eNose analysiert werden musste.
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3.2.2 Fragebdgen

Im Rahmen von KIRA wurden zwei verschiedene Fragebdgen verwendet, ein
altersabhangiger Baseline Fragebogen (< 6 Jahre, 6 - 7 Jahre, = 8 Jahre), der nur
einmalig erhoben wurde, und ein einheitlicher Follow-up-Fragebogen fir alle Termine.
Diese wurden im personlichen Gesprach oder als Telefoninterview mit einer
Studienassistentin, einer Studienarztin oder einem Studienarzt ausgeflllt. Dabei waren
neben den Fragen an die Eltern auch einige Fragen enthalten, die die Kinder selbst
beantworten sollten. Diese Fragebdgen waren zudem auch die Grundlage fir die
Interviews mit den Eltern der gesunden Kontrollen, wobei hier ein Teil der Fragen
Ubersprungen wurde. Ebenso beinhaltete der Follow-up-Fragebogen altersabhangige
Fragen, sodass auch hier je nach Alter des Kindes ausgewahlte Fragen ausgelassen
wurden. Beide Fragebdgen enthielten Fragen, die schon in der ISAAC-Studie

verwendet und validiert worden waren [182].

AusschlieBlich zum Baseline-Zeitpunkt wurden u. a. folgende Daten anhand des
Fragebogens erhoben:

e Allgemeine Fragen: Geburtsdatum, Geschlecht, Herkunft, Schwangerschaft,
Geburt, Neugeborenenperiode

e Fragen zu respiratorischen Symptomen in der Vorgeschichte: wheeze, Husten,
Alter bei Beginn der Symptomatik, Dauer und Ausléser der Symptome,
atopische Komorbiditaten (allergische Rhinokonjunktivitis, atopisches Ekzems,
Nahrungsmittelunvetraglichkeiten), Medikamentenanamnese,
Hospitalisierungen, Immuntherapie, Asthmaschulung

e Fragen zu Familie und Lebensumfeld: Herkunft und Beruf der Eltern,

Geschwister, Familienanamnese
Zu jedem Termin (Baseline und Follow-up) wurden u. a. folgende Fragen gestellt:

e Fragen zur aktuellen Symptomatik und Einschatzung des Grades der
Asthmakontrolle in den letzten 4 Wochen anhand der GINA-Kriterien [13]

e Medikamenteneinnahme zur Linderung respiratorischer Beschwerden in den
letzten 12 Monaten

e Fragen nach Exazerbationen und Hospitalisierungen in den letzten 12 Monaten

e Ausl6ser fur respiratorische Beschwerden in den letzten 12 Monaten

e Fragen nach atopischen Komorbiditaten in den letzten 12 Monaten

e Fragen zur Umweltexposition (Haustiere, Passivrauchen, Schimmelbefall im

hauslichen Umfeld) in den letzten 12 Monaten
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Zusatzlich zu den Fragebdgen wurden auf dem Ergebnisformular der eNose Messung
die letzte Mahlzeit und das letzte Getrank inklusive ungeféhrer Uhrzeit, gegebenenfalls
die Uhrzeit der letzten Zigarette und die letzte Medikamenteneinnahme notiert.

3.2.3 Klinische Untersuchung

Im Rahmen der klinischen Untersuchung wurden zun&chst Kérpergré3e und -gewicht
sowie die Vitalparameter (Herzfrequenz, Temperatur, Atemfrequenz und
Sauerstoffsattigung) erhoben. Die kérperliche Untersuchung erfolgte durch eine
erfahrene Studienarztin oder einen erfahrenen Studienarzt und umfasste die
Auskultation von Lunge und Herz, die Inspektion des Rachenraums und der
Trommelfelle, die Evaluation von aktuellem Husten oder aktueller Rhinitis, sowie die
Begutachtung der Haut unter Berlcksichtigung der Préadilektionsstellen einer
atopischen Dermatitis.

3.2.4 Lungenfunktionsmessungen

Die Durchfiihrung von Spirometrie und Bodyplethysmographie erfolgte standardisiert
und nach aktuellen Empfehlungen durch erfahrenes, im Umgang mit
Lungenfunktionsmessungen  geschultes  Personal unter Verwendung des

Bodyplethysmographen Jaeger MasterScreen Body von CareFusion [183-185].

Dabei wurden neben den Lungenvolumina und —kapazitdten auch der
Atemwegswiderstand, die Einsekundenkapazitat (FEV;)’ und die maximale
Flussgeschwindigkeit bei Exspiration (PEF) bestimmt. Im Anschluss wurde der
Tiffeneau-Index als Quotient aus der Einsekundenkapazitdt und der forcierten
Vitalkapazitat (FVC) berechnet (Tiffeneau-Index = FEV/FVC).

Zur Untersuchung der Reversibilitdt wurde beim Nachweis einer Atemwegsobstruktion
in der Lungenfunktionsmessung ein Bronchospasmolyse-Test durchgefuhrt. Hierflr
erhielt das Kind eine altersabhangige Dosis eines inhalativen kurzwirksamen Beta-2-
Sympathomimetikums, woraufhin nach ca. 20 Minuten eine erneute Messung erfolgte.
Eine Zunahme der FEV,; um = 12 % wurde als signifikante Reversibilitat gewertet.

’ Die Einsekundenkapazitat beschreibt das innerhalb der ersten Sekunde ausgeatmete
Volumen bei forcierter Exspiration nach maximaler Inspiration.
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3.2.5 Allergie-Test

Zum Allergienachweis erfolgte die Messung spezifischer IgE-Werte fir typische
inhalative Allergene (Pollen, Tierhaare, Schimmelpilze, Milben) und typische
Nahrungsmittelallergene (u. a. Milchbestandteile, Hihnereiweif3, Soja, NiUsse, Mehle,
Frichte, Fisch) aus dem peripheren Blut mittels Immunoblot (Euroimmun AG, Libeck,
Deutschland).

In dieser Arbeit galt eine Sensibilisierung mit einem Wert von = 0,7 kU/I (Klasse 2) fir
mindestens ein beliebiges Allergen im Immunoblot als Nachweis fur das Vorliegen
einer Atopie.

3.3 Analyse mittels einer elektronischen Nase (eNose)

Fir die Analyse der VOC-Profile der ausgeatmeten Luft wurde die elektronische Nase
Cyranose® 320 von Sensigent, USA (ehemals Smiths Detection Group, UK)
verwendet, die in dieser Arbeit gesammelte Ausatemluft mit VOC-gefilterter Raumluft
(Baseline) verglich.

Nach dem Einschalten der eNose musste diese zunachst fir 6 min mit Raumluft
gesplilt werden um verbleibende VOCs an den Sensoren zu entfernen. Im Anschluss
an die Spllung war das Gerat 60 min lang einsatzfahig.

Kurz vor der Gewinnung von Ausatemluft oder direkt im Anschluss erfolgte mittels
eines weiteren Setups die Sammlung von VOC-gefilterter Raumluft in einem ebenfalls
zuvor mit Stickstoff gespilten Tedlar®-Beutels. Die genaue Uhrzeit der Fillung wurde
ebenso auf dem Formular festgehalten, da auch der Baseline-Beutel maximal 30 min
vor der Analyse geflllt werden durfte.

Der Beutel mit der gesammelten Ausatemluft wurde Uber einen Teflon-Adapter und
eine der eNose beigepackte Nadel mit dem Probeneingang (sample inlet) und der
Baseline-Beutel mittels einer 1 ml Spritze ohne Stempel mit dem seitlichen
Splleingang (purge inlet) verbunden (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Verbindung der Tedlar®-Beutel mit der eNose zur Analyse

Im Anschluss konnte der Analysevorgang gestartet werden. Dabei aspirierte die eNose
zunachst 60 Sekunden lang Luft aus dem Baseline-Beutel, sodass diese an den
Sensoren vorbeistromte (Purge-Zyklus). AnschlieBend wurde 60 Sekunden lang Luft
aus dem Beutel am Probeneingang an den Sensoren vorbeigepumpt (Sampling-
Zyklus). Die Ventile der Beutel wurden jeweils ca. 10 s vorher vollstandig (eine
Umdrehung) gedffnet und sofort nach dem jeweiligen Sampling wieder verschlossen.
Daraufhin wurde der jeweilige Beutel entfernt. Nach der Messung begann die eNose
automatisch erst den Spuleingang fir 10 s und dann den Probeneingang fir 200 s zu
spllen, um verbleibende VOCs zu entfernen.

Der Hersteller beschreibt, dass es durch Wasser-Desorption von den Sensoren bei der
Verwendung der eNose nach einer gewissen Ruhezeit (die nicht naher quantifiziert ist)
zu einem Einfluss auf die smellprints kommen kann, dem sogenannten first sniff Effekt
[130]. Um diesen zu vermeiden, wurde der Analysevorgang zweimal unmittelbar
hintereinander durchgefihrt, wobei die erste Analyse (simulierte Messung) sofort
wieder verworfen wurde und nur die Ergebnisse der zweiten Analyse gespeichert
wurden. Die genaue Uhrzeit zu Beginn der Durchfiihrung der jeweiligen Messung
wurde auf dem Ergebnisformular festgehalten.

Waéhrend der Analyse war die eNose Uber ein der eNose beigepacktes Kabel mit
einem Laptop verbunden, auf dem die mitgelieferte Software PCnose installiert war.
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Die Funktion Scrolling Strip Chart erméglichte es, das Ansprechen der Sensoren in
Echtzeit zu verfolgen und so durch Beurteilung des Graphen grobe Abweichungen der
typischen Form sofort zu erkennen, die z. B. Hinweis auf ein Ablésen oder ein
Vertauschen der Beutel sein kdnnten. Wichtig flr eine verwertbare Messung war das
Erreichen eines Plateaus mdoglichst aller Sensoren, welches die Sattigung der
Sensoren und somit das Erreichen des maximalen Widerstandes widerspiegelt [130].
Abbildung 7 zeigt eine charakteristische Kurve bei der Analyse von Ausatemluft einer
gesunden erwachsenen Person.

Abbildung 7: Charakteristische Kurve der Sensorsignale in Echtzeit
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3.4 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Mithilfe der Software PCnose wurden die Rohdaten jeweils im Anschluss an die
Messung aus der eNose extrahiert und in einer Excel Tabelle gespeichert. Zur
Verwaltung wurden alle Daten im Dateiformat CSV gespeichert, woraufhin die weitere
Verarbeitung und die Auswertung der Daten mit R Version 3.5.2 und RStudio Version
1.1.463 erfolgten [186, 187]. Gruppenunterschiede beziglich der demographischen
Daten wurden abhangig vom Skalenniveau der Variable mittels des jeweils passenden
statistischen Tests untersucht. Bei verhaltnisskalierten Merkmalen kamen dabei der
unverbundene t-Test oder der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zum Einsatz, bei
nominalskalierten Merkmalen der exakte Test nach Fisher oder der Chi-Quadrat-Test.

Nachdem die Normalverteilung der Sensorsignale im Shapiro-Wilk-Test nicht
abgelehnt werden konnte, wurden mittels Welch-Test die Rohdaten der Sensorsignale
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auf Gruppenunterschiede getestet. Fir die Untersuchung von Korrelationen wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Die Altersadjustierung der
Sensordaten erfolgte unter Erstellung linearer Modelle.

AnschlieBend wurde mit den adjustierten Sensordaten eine Hauptkomponentenanalyse
(principal component analysis, PCA) durchgeflihrt. Durch lineare Modelle entstehen
dabei aus den urspriinglichen Variablen neue Variablen, die am besten die Varianz des
Datensatzes beschreiben. Die Achse der ersten Hauptkomponente verlauft demnach in
Richtung der gréBten Streuung und flr alle weiteren Komponenten nimmt der Anteil an
der Gesamtvarianz konsekutiv ab [188, 189]. Das Ziel der PCA war es, die 32
Sensorsignale auf wenige Variablen zu reduzieren, die dennoch den GroBteil der
Varianz und somit der Informationen der urspringlichen Variablen enthielten. Alle
Hauptkomponenten, deren Varianzanteil bei mindestens 0,1 % lag, wurden fur die
weiteren Analysen ausgewahlt. Das entsprach fir alle Fragestellungen den ersten flnf
Hauptkomponenten.

Mittels Welch-Tests wurden die sich zwischen den analysierten Gruppen signifikant
unterscheidenden Hauptkomponenten identifiziert. Fir die jeweils ermittelten
Hauptkomponenten wurden dann zunéchst Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-
Kurven und zweidimensionale  Streudiagramme  zur  Visualisierung  der
Gruppenzuordnung erstellt. Mittels Bootstrapping-Verfahren wurde das 95 %-
Konfidenzintervall (KI) der Area under the curve (AUC) der ROC-Kurven errechnet. Im
Anschluss wurden die ausgewdahlten Hauptkomponenten zur Erstellung einer linearen
Diskriminanzfunktion verwendet, deren Diskriminationsfahigkeit durch Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung getestet wurde und ebenfalls in einer ROC-Kurve dargestellt wurde.
Zuséatzlich wurde der Prozentsatz der korrekten Gruppenklassifikation nach interner
Validierung berechnet.

Konnten keine signifikant unterschiedlichen Hauptkomponenten ermittelt werden,
wurden alle funf Hauptkomponenten in der linearen Diskriminanzanalyse

berilcksichtigt.

In allen Analysen galt ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant. Zur bildlichen
Darstellung des Signifikanzniveaus wurden Sterne eingesetzt (,** bei p < 0,05; ,** bei p
< 0,01 und ,*** bei p < 0,001).
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3.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.5.1 Setup zur Materialgewinnung

Das verwendete Setup wurde gréBtenteils in der Abteilung fir Pneumologie am AMC
der Universitat von Amsterdam in den Niederlanden entworfen und durch den
Hersteller HeDaMa produziert [181]. Da das Setup fiir die Ruheatmung dort jedoch fir
die Sammlung von Ausatemluft auf Tenax-Adsoprtionsréhrchen zur spateren Analyse
im Rahmen der U-BIOPRED Studie [26, 190] verwendet wurde, musste es zunachst
von uns an die Bedirfnisse dieser Studie angepasst werden. Zwischen Kugelhahn und
Verbindungsstiick zum Tedlar®-Beutel wurde das Setup um ein mit Kieselgel
(Silikagel, Siliciumdioxid) beflllbares Reservoir erweitert, um die ausgeatmete Luft zu
trocknen und ein Ansammeln von Kondenswasser im Tedlar®-Beutel zu verhindern.
Die Verwendung eines exspiratorischen Kieselgel-Filters war zuvor bereits mehrfach
beschrieben worden [134, 140]. Abbildung 8 und Tabelle 4 geben eine Ubersicht (iber
die verwendeten Einzelteile und die entsprechenden Hersteller.

Abbildung 8: Setup zur Materialgewinnung
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Tabelle 4: Einzelteile des Setups zur Materialgewinnung

Einzelteil Hersteller

1 A1-Atemschutzfilter Honeywell International Inc., USA

2  Teflon-Adapter von A1 Filter zu Ambu-Ventil HeDaMa Instruments, Niederlande

3  Ambu Baby Einmembran-Patientenventil Ambu A/S, Danemark

4  leflon-Adapter von Ambu-Ventil zu HeDaMa Instruments, Niederlande
Kugelhahn

5  Teflo-Kugelhahn HeDaMa Instruments, Niederlande

6  Teflon-Kieselgel-Reservoir HeDaMa Instruments, Niederlande
Adapter von Tedlar®-Beutel zu Kieselgel-

7 Reservoir (bereits integriert in Tedlar®- HeDaMa Instruments, Niederlande
Beutel)

8  Tedlar®-Beutel 31/8 1 lon Science, Vereinigtes

Kénigreich

3.5.2 Setup zur Gewinnung der VOC-gefilterten Raumluft

Das Setup, mit dem VOC-gefilterte Raumluft in den Baseline-Beutel gefillt wurde,
entstand ebenso am AMC [191]. Die Einzelteile und ihre Hersteller sind in Abbildung 9
und Tabelle 5 aufgelistet.

Abbildung 9: Setup zur Gewinnung der VOC-gefilterten Raumluft

iy K@ 3
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Tabelle 5: Einzelteile des Setups zur Gewinnung der VOC-gefilterten Raumluft

Einzelteil Hersteller
3 | Kalibrierungsspritze Hans-Rudolph inc., USA
Viren-Filter GVS Filter Technology, ltalien
A2-Atemschutzfilter Honeywell International Inc., USA

4 Adgptgr von A2-_Atemschutzfi|ter zu HgDaMa Instruments,
Kalibrierungsspritze Niederlande

5 Zweiweg-Nichtrickatmungsventil Hans-Rudolph inc., USA

6 AQapt(_?r von Einwegfilt_er zu Zweiweg- HgDaMa Instruments,
Nichtrickatmungsventil Niederlande

HeDaMa Instruments,

7 Teflon-Kieselgel-Reservoir Niederlande

8  Tedlar®-Beutel 8 | lon Science, Vereinigtes

Kénigreich
3.5.3 Software
Tabelle 6: Verwendete Software
Software Entwickler
PCnose Sensigent, USA (ehemals Smiths
Detection Group, UK)
Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation, USA
EndNote X9 Clarivate Analytics, USA
R R Core Team

RStudio RStudio, Inc.
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3.5.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien und Hersteller

Verbrauchsmaterial Hersteller
Kieselgelgranulat VWR International, USA
Einweg-Nasenklemme GaleMed Corporation, China

Einweg-Mundstiick aus Hartplastik, 22 Medisize B.V., Niederlande
mm

1 ml Spritze Becton, Dickinson and Company (BD),
USA

Desinfektionsmittel (gigasept® instru Schilke & Mayr, Deutschland
AF)

N2 Reingas Linde, Deutschland

3.6 Reinigung der Setups

Zur Reinigung wurden die Setups nach jeder Verwendung auseinandergebaut, das
Kieselgel verworfen und alle Einzelteile zunachst unter flieBendem Wasser gereinigt.
AnschlieBend wurde entsprechend der Gebrauchsanweisung eine 4 % Ldsung aus
dem gigasept® instru AF Konzentrat hergestellt und die Teile wurden darin mindestens
60 min lang eingelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle Hohlkérper vollsténdig
eingetaucht und alle Oberflachen benetzt waren. Nach der Einwirkzeit wurden alle
Einzelteile grindlich unter flieBendem Wasser abgespilt und mittels Druckluft
getrocknet. Um eine Stérung der Messung durch verbleibende Reste des
Desinfektionsmittels zu verhindern, wurde streng nach dem hier genannten

Reinigungsschema vorgegangen.
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4 Ergebnisse

4.1 Definitionen der Studiengruppen

Tabelle 8 fasst die vorwiegend verwendete Zuordnung zu den Studiengruppen
zusammen, die sich primar an der Studieneinschlussdiagnose orientierte. Die
Unterteilung der Einschlussdiagnose wheeze in episodic viral wheeze und multi-trigger
wheeze bezog sich jeweils auf das letzte Jahr und erfolgte anhand folgender Frage aus
dem Follow-up-Fragebogen:

Welches sind die Ausléser flir pfeifende oder keuchende Gerdusche im Brustkorb bei
Ihrer Tochter / Ihrem Sohn in den letzten 12 Monaten?

Mégliche Antworten auf diese Frage waren folgende:

o Atemwegsinfekt (z. B. Schnupfen, Halsschmerzen, Fieber)

o Koérperliche Anstrengung

o Pollen (Baumpollen wie z. B. von Birke, Erle, Hasel; Graserpollen)
J Staub

J Kontakt mit Tieren

J Wettereinflisse (z. B. kalte, trockene oder feuchte Luft)

J Zigarettenrauch

J Aufregung, Nervositat, Freude, Angst

. Bestimmte Speisen

o Andere

Sobald bei dieser Frage ein zusatzlicher Ausléser zu Infektionen angegeben war,
wurde das Kind in die Gruppe mit multi-trigger wheeze eingeteilt. Wurden
ausschlieBlich Infektionen als Trigger genannt, wurde das Kind der Gruppe mit
episodic viral wheeze zugeordnet. Nur wenn alle Ausléser verneint wurden, wurden die
Antworten der entsprechenden Frage in alten Follow-up-Fragebdgen Uberprift. Dabei
konnte fir diese Kinder ermittelt werden, dass zuvor wheeze nur im Rahmen von
Infektionen aufgetreten war, weshalb sie der Gruppe mit episodic viral wheeze zugeteilt

wurden.
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Tabelle 8: Definitionen der Studiengruppen

Studiengruppe n Definition

Weder é&rztlich diagnostiziertes Asthma noch jemals = 2
12 Episoden von wheeze innerhalb von 12 Monaten 2
Einschlussdiagnose gesunde Kontrolle

Gesunde
Kontrollen

Asthma 38 Arztlich diagnostiziertes Asthma bronchiale nach aktuellen
Leitlinien 2 Einschlussdiagnose Asthma
Innerhalb der letzten
12 Monate wheeze
ausschlieBlich

Jemals = 2 Episoden von assoziiert mit
Episodic viral wheeze innerhalb von 12 Infektionen c_>der
wheeze 11 Monaten =5 + _asymptomatlsch
Einschlussdiagnose innerhalb der letzten 12
wheeze Monate und zuvor

wheeze ausschlieBlich
assoziiert mit
Infektionen

Innerhalb der letzten
12 Monate mindestens
ein weiterer Auslbser
(k6rperliche
Anstrengung, Pollen,
Staub, Tierhaare,

Jemals = 2 Episoden von

Multi-trigger wheeze innerhalb von 12

15 Monaten 2 + iert
wheeze i i WettereinflUsse,
EJ/?ZSQLUSSdIagnOSG Zigarettenrauch,

Aufregung,

Nahrungsmittel oder
andere) flr wheeze
neben Infektionen

Da der Studieneinschluss der meisten Kinder zum Zeitpunkt der VOC-Messungen
bereits einige Jahre zuricklag, hatte ein Teil der Kinder mit Einschlussdiagnose
wheeze bereits das siebte Lebensjahr erreicht und entsprechend potenziell eine
Asthmadiagnose erhalten. Neben der in Tabelle 8 aufgefiihrten Definition wurden
deswegen noch weitere Einteilungen untersucht. Zum einen erfolgte fir die
Unterscheidung zwischen episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze der
Ausschluss aller Kinder ab sechs Jahren. Zum anderen wurden drei Kinder mit
Einschlussdiagnose wheeze der Gruppe der Asthmatiker zugeordnet, wenn das Kind
mindestens sechs Jahre alt und weiterhin symptomatisch war, mindestens einen
Ausléser neben Infektionen fir wheeze angab und zudem inhalative Corticosteroide
erhielt, da eine Asthmadiagnose in diesem Fall wahrscheinlich erschien.
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Aufgrund der auBerst ungleichen GruppengréfBBe von Fallen einerseits und gesunden
Kontrollen andererseits, wurde auBerdem eine an Alter und Geschlecht orientierte

paarweise Zuordnung je eines Falles zu einer gesunden Kontrolle vorgenommen.

Zuletzt wurden Kinder mit Asthma noch abh&ngig davon, ob sie zum Zeitpunkt der
Messung eine Dauertherapie mit inhalativen Corticosteroiden erhalten hatten, in zwei
Subgruppen geteilt, die anschlieBend getrennt im Vergleich zu gesunden Kontrollen

analysiert wurden.

4.2 Beschreibung der Studienpopulation

Insgesamt nahmen 76 Kinder an der Datenerhebung im Rahmen dieser Arbeit teil: 38
Kinder mit Asthma, 26 Kinder mit wheeze und 12 gesunde Kontrollen. In der folgenden
Tabelle sind die Charakteristika der Studiengruppen zusammengefasst.
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Tabelle 9: Demographische Daten der Studienpopulation
Wheeze
Merkmal Gesamt Asthma Gesund
Gesamt EVW MTW
Anzahl 76 26 11 15 38 12
Weibliches Geschlecht 26 (34%) 10 (38%) 4 (36%) 6 (40%) 13 (34%) 3 (25%)
Alter, Durchschnitt (Jahre) 9,7+4,3 5,4+1,2"** 5,4+1,4 5,3+1,1 12,6+3,3* 9,74£3,2*/***
Altersspanne (Jahre) 3-20 3-8 3-8 3-7 7-20 5-15
Gewicht (kg) 37+18 204+ 2115 204 49+17** 34+13*/7
GroBe (cm) 137124 112497 113+£10 11249 154+17* 139421%/**
Atopie N/A 5 4 1 3 1 0
20,35 kU/I 60 (85%) 19 (86%) 9 (90%) 10 (83%) 33 (89%) 8 (67%)
20,7 kU/I 44 (62%) 13 (59%)* 6 (60%) 7 (58%) 30 (81%)*** 1 (8%)**/™
Lungen- N/A 9 6 4 2 2 1
funktion FEV; (I) 2,2+1,0 1,240,3"** 1,340,4 1,10,3 2,6+0,9 2,4+1,0™
FVC () 2,6+1,2 1,4+0,4" 1,6+0,5 1,3+0,3 3,2+1,1 2,6+1,07"
Tiffeneau-Index (%) 858 8749 84+9 8919 83+7*** 9145***
Asthma- N/A N/A 2 1 1 1 N/A
kontrolle Kontrolliert N/A 18 (75%) 8 (80%) 10 (71%) 26 (70%) N/A
nach GINA- .
Kriterien Iﬁ:‘t":ﬁ'"sl‘:rt N/A 4 (17%) 2 (20%) 2 (14%) 7 (19%) N/A
Unkontrolliert N/A 2 (8%) 0 2 (14%) 4 (11%) N/A
ICS Dauertherapie N/A 13 (50%) 2 (18%)* 11 (73%)* 23 (61%) N/A
Raucherhaushalt 18 (24%) 6 (23%) 2 (18%) 4 (27%) 7 (18%) 5 (42%)

*/**/***

signifikanter Unterschied zwischen Asthma und gesunden Kontrollen. */**/

+++

signifikanter Unterschied zwischen wheeze und gesunden

Kontrollen. * signifikanter Unterschied zwischen EVW und MTW. Die Teststatistik beruht auf dem exakten Test nach Fisher fiir kategorische Variablen

und dem unverbundenen t-Test oder Wilcoxon-Mann-Whitney-Test fur kontinuierliche Variablen.
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4.3 Analysen in der Ubersicht

Zunachst wurden die Sensorrohdaten auf Unterschiede zwischen verschiedenen
Gruppen von Kindern mit obstruktiven Atemwegserkrankungen und gesunden
Kontrollen, sowie zwischen episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze innerhalb
der Gruppe der Kinder mit wheeze, getestet. Ebenfalls untersucht wurde der Einfluss
maoglicher StérgréBen auf die Sensorrohdaten. AnschlieBend wurden dieselben
Analysen erneut mit den altersadjustierten Sensorsignalen durchgefihrt. Erst im
nachsten Schritt erfolgte die Durchfiihrung der Hauptkomponentenanalyse und der
linearen Diskriminanzanalyse. Daraufhin wurden wieder Vergleiche zwischen den
verschiedenen Gruppen von Kindern mit obstruktiven Atemwegserkrankungen und
gesunden Kontrollen, sowie zwischen episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze
innerhalb der Gruppe der Kinder mit wheeze, durchgefihrt. Zusétzlich wurde nach
erfolgter Hauptkomponentenanalyse noch untersucht, inwiefern der Atopiestatus,
Kriterien, die Hinweise auf den Asthma-Schweregrad geben, und Passivrauchen zu
veranderten VOC-Profilen in der Ausatemluft filhren. Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht
Uber die Analysen und Gruppenvergleiche der folgenden Kapitel.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit erfolgten Analysen und
Gruppenvergleiche. Es sind jeweils die entsprechenden Kapitel und Seitenzahlen angegeben.

Sensorsignale

Hauptkomponenten-
Fragestellung analyse und
nach Alters- sl i
ki |
Rohdaten adjustierung Diskriminanzanalyse
Obstruktive Falle versus
Atemwegs- gesunde 4.4.1, Seite 42 4.46.1, Seite 48 4.5.1, Seite 51
erkrankungen Kontrollen
versus gesunde
Kontrollen Asthmatiker
versus 442 Seite43  4.4.6.2, Seite 48 4.5.2, Seite 59
gesunde
Kontrollen
Wheeze
versus 443, Seite44 4463, Seite 49 4.5.3, Seite 61
gesunde
Kontrollen
Wheeze- Episodic
Phanotypen viral wheeze
versus 4.4.4, Seite 45 4.4.6.4, Seite 49 4.5.4, Seite 61
multi-trigger
wheeze
Einfluss Geschlecht 4.4.5.1, Seite 46 4.4.6.5, Seite 49
méglicher
StorgroBen Alter 4452, Seite 46 4.4.6.5, Seite 49
Gewicht 4.45.3, Seite 48 4.4.6.5, Seite 49
Atopisch versus | Asthma 4.5.5.1, Seite 65
nicht-atopisch
Wheeze 4.5.5.2, Seite 66
Félle 4.5.5.3, Seite 67
Asthma- ICS- .
Schweregrad Therapie 4.5.6.1, Seite 67
Tiffeneau- .
Index 4.5.6.2, Seite 68
Asthma- :
kontrolle 4.5.6.3, Seite 70

Rauchen im Haushalt 4.5.7, Seite 71
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4.4 Sensorsignale

In der folgenden Abbildung sind die Sensorrohdaten aller Kinder als Boxplots
dargestellt. Einzelne Sensorsignale erreichten Werte von 0,0007 (Sensor 11) bis

0,0571 (Sensor 31). Die Sensoren mit den héchsten Werten und der gréten Streuung
waren Sensor 5, 6, 23 und 31.

Abbildung 10: Graphische Darstellung der Sensorrohdaten aller Kinder als Boxplots. Der

untere Rand der Box entspricht der 25. Perzentile, der obere Rand der 75. Perzentile und der
schwarze Querbalken dem Median
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Es ist bekannt, dass die Sensoren 5, 6, 23 und 31 stark mit polaren Molekllen wie
Wasser reagieren [192], sodass der Hersteller empfiehlt, diese bei der Analyse von
Gasgemischen mit hohem Wasseranteil auszuschlieBen [130]. Um den Stéreinfluss
des sehr variablen Wassergehalts in der Ausatemluft zu minimieren, wurden die

bekannten wassersensiblen Sensoren 5, 6, 23 und 31 fur alle weiteren Analysen
ausgeschlossen.
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Abbildung 11: Rohdaten der Sensorsignale aller Kinder nach Entfernung der

wasserempfindlichen Sensoren 5, 6, 23 und 31
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Sensorsignalen der gesunden Kontrollen, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(p-Werte =2 0,41).

Tabelle 11: Welch-Test auf Unterschiede in den Sensorsignalen von Fallen und gesunden

Kontrollen

Sensor Differenz p-Wert Sensor Differenz  p-Wert
Sensor1 00,0071 0,63 Sensor17 00,0041 0,85
Sensor2 00,0062 0,75 Sensor18 0,0063 0,98
Sensor3 00,0088 0,52 Sensor19 00,0030 0,79
Sensord  0,0056 0,95 Sensor20 0,0047 0,92
Sensor7 00,0021 0,81 Sensor21 00,0021 0,63
Sensor8 00,0063 0,92 Sensor22 00,0023 0,84
Sensor9 00,0051 0,41 Sensor24 00,0049 0,72
Sensor10 0,0030 0,92 Sensor25 00,0055 0,44
Sensor11 00,0018 0,43 Sensor26 00,0082 0,83
Sensor12 00,0038 0,59 Sensor27 0,0022 0,59
Sensor13 00,0024 0,87 Sensor28 0,0113 0,81
Sensor14 00,0036 0,75 Sensor29 0,0050 0,47
Sensor15 00,0060 0,78 Sensor30 0,0030 0,95
Sensor16 00,0049 0,85 Sensor32 0,0051 0,64
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Abbildung 12: Sensorsignale der Félle und der gesunden Kontrollen im Vergleich. Die
Sensorsignale zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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4.4.2 Asthmatiker versus gesunde Kontrollen

Signale von insgesamt sechs Sensoren waren signifikant unterschiedlich beim
Vergleich von Asthmatikern mit gesunden Kontrollen (p-Werte < 0,05).

Tabelle 12: Welch-Test auf Unterschiede in den Sensorsignalen von Asthmatikern und
gesunden Kontrollen

Sensor Differenz p-Wert
Sensor3 0,0099 0,045
Sensor9 0,0058 0,032
Sensor11 0,0020 0,038
Sensor12 0,0043 0,048
Sensor25 0,0060 0,038
Sensor29 0,0057 0,042
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Abbildung 13: Sensorsignale von Asthmatikern und gesunden Kontrollen im Vergleich
Die Sensoren 3, 9, 11, 12, 25 und 29 zeigten signifikant verschiedene Werte (Welch-Test).
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4.4.3 Wheeze versus gesunde Kontrollen

Beim Vergleich von Kindern mit wheeze und gesunden Kontrollen zeigten die
Rohdaten fir drei Sensoren signifikante Unterschiede (p-Werte < 0,05).

Tabelle 13: Welch-Test auf Unterschiede in den Sensorsignalen von Kindern mit wheeze
und gesunden Kontrollen

Sensor Differenz p-Wert
Sensori0 0,0025 0,050
Sensor28 0,0093 0,043
Sensor30 0,0025 0,043
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Abbildung 14: Sensorsignale von Kindern mit wheeze und gesunden Kontrollen im
Vergleich. Die Sensoren 10, 28 und 30 zeigten signifikant verschiedene Werte (Welch-Test)
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4.4.4 Episodic viral wheeze versus multi-trigger wheeze

Die Sensorsignale von Kindern mit episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze
unterschieden sich nicht signifikant (p-Werte 2 0,65).

Abbildung 15: Sensorsignale von Kindern mit aktuellem episodic viral wheeze bzw. multi-

trigger wheeze im Vergleich. Die Sensorsignale zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen.
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4.4.5 Einfluss méglicher StorgréBen

4.4.5.1 Geschlecht

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Sensorsignalen zwischen
Méadchen und Jungen (p-Werte = 0,32).

Abbildung 16: Sensorsignale von Jungen und Madchen im Vergleich. Die Sensorsignale
zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Geschlechtern.
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4.4.5.2 Alter

Die Rohdaten aller Sensoren zeigten eine

deutliche Korrelation mit dem Alter der
Kinder (p-Werte < 0,001).
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Tabelle 14: Korrelation der Sensorsignale mit dem Alter

Korrelations-

Korrelations-

Sensor koeffizient p-Wert Sensor koeffizient p-Wert
nach Pearson nach Pearson
Sensor1 0,470 < 0,001 Sensor17 0,465 < 0,001
Sensor2 0,472 < 0,001 Sensor18 0,456 < 0,001
Sensor3 0,467 < 0,001 Sensor19 0,469 < 0,001
Sensor4 0,465 < 0,001 Sensor20 0,444 < 0,001
Sensor7 0,518 < 0,001 Sensor21 0,482 < 0,001
Sensor8 0,466 < 0,001 Sensor22 0,482 < 0,001
Sensor9 0,451 < 0,001 Sensor24 0,468 < 0,001
Sensor10 0,461 < 0,001 Sensor25 0,413 < 0,001
Sensori1 0,476 < 0,001 Sensor26 0,477 < 0,001
Sensor12 0,472 < 0,001 Sensor27 0,454 < 0,001
Sensor13 0,493 < 0,001 Sensor28 0,443 < 0,001
Sensor14 0,461 < 0,001 Sensor29 0,446 < 0,001
Sensor15 0,453 < 0,001 Sensor30 0,484 < 0,001
Sensor16 0,465 < 0,001 Sensor32 0,461 < 0,001

Abbildung 17: Korrelation der Sensorsignale mit dem Alter am Beispiel der Sensoren 3,
10 und 24. Die Rohdaten aller Sensoren korrelierten deutlich mit dem Alter der Kinder. Es sind
die Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) angegeben. Die Ellipse umschliet jeweils 90%

der Datenpunkte.
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4.45.3 Gewicht

Die Korrelation der Sensorsignale mit dem Gewicht war vergleichbar mit der
Alterskorrelation (p-Werte < 0,001).

Abbildung 18: Korrelation der Sensorsignale mit dem Gewicht am Beispiel der Sensoren
3, 10 und 24. Die Rohdaten aller Sensoren korrelierten deutlich mit dem Gewicht der Kinder. Es
sind die Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) angegeben. Die Ellipse umschliel3t jeweils
90% der Datenpunkte.

80+ . —r . ) . . T
r=0,474 r = 0,487 r = 0,497
. . % * - 4 * . - .. \ » . * e : .
60 - . . .
U) .. . * r .. .
EYS L e ¢ o
£ o ‘e %
5 407 K - KR [ o | ° 5
% o . : o . . o 0. .
. . . - . * . L -« *® .
(D * : . : * .. ¥ . : * * ¢ . : * -
.. . ....o.o.. . sl . o:. o . a ..‘ ..: .
207 - . :- * * e * e saee :' v . * tee o:. N .
04

00025 000756 00125 0001 0002 0003 0004 0002 0004  0.006
Sensor3 Sensor10 Sensor24

4.4.6 Unterschiede nach Altersadjustierung

Aufgrund der hohen Korrelation aller Sensoren mit dem Alter, wurden lineare Modelle
erstellt, um far das Alter zu adjustieren. Alle bisher unter 4.3 aufgefihrten Analysen
wurden im Anschluss erneut mit den altersadjustierten Sensordaten durchgefihrt.

4.4.6.1 Falle versus gesunde Kontrollen

Die Unterschiede der Sensorsignale zwischen Féllen und gesunden Kontrollen waren
nach der Altersadjustierung weiterhin nicht signifikant (p-Werte = 0,37).

4.4.6.2 Asthmatiker versus gesunde Kontrollen

Nach der Altersadjustierung zeigten auch die zuvor signifikant unterschiedlichen
Sensoren keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen Asthmatikern und gesunden
Kontrollen (p-Werte = 0,18).
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Tabelle 15: Welch-Test auf Unterschiede in den Sensorsignalen von Kindern mit Asthma
und von gesunden Kontrollen nach Altersadjustierung.

Sensor Differenz p-Wert
Sensor3 0,00022 0,23
Sensor9 0,00014 0,18
Sensor11 0,00004 0,18
Sensor12 0,00009 0,20
Sensor25 0,00012 0,18
Sensor29 0,00015 0,20

4.4.6.3 Wheeze versus gesunde Kontrollen

Ebenso zeigten nach der Altersadjustierung auch die zuvor signifikant
unterschiedlichen Sensoren keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen Kindern
mit wheeze und gesunden Kontrollen (p-Werte = 0,45).

Tabelle 16: Welch-Test auf Unterschiede in den Sensorsignalen von Kindern mit wheeze
und von gesunden Kontrollen nach Altersadjustierung.

Sensor Differenz p-Wert
Sensori10 0,00004 0,63
Sensor28 0,00020 0,56
Sensor30 0,00004 0,59

4.4.6.4 Episodic viral wheeze versus multi-trigger wheeze

Die Unterschiede der Sensorsignale zwischen Kindern mit episodic viral wheeze und
multi-trigger wheeze waren weiterhin nicht signifikant (p-Werte = 0,62).

4.4.6.5 Geschlecht, Alter, Gewicht

Die Sensorsignale zeigten auch nach Altersadjustierung keine signifikanten
Unterschiede zwischen Madchen und Jungen (p-Werte = 0,23).

Neben der fehlenden Alterskorrelation nach der Adjustierung war auch fir das Gewicht
keine signifikante Korrelation mit den Sensorsignalen mehr nachweisbar (p-Werte =
0,42).
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Abbildung 19: Keine nachweisbare signifikante Korrelation der Sensorsignale mit dem
Gewicht nach Altersadjustierung der Sensorrohdaten am Beispiel der Sensoren 3, 10 und
24. Die Ellipse umschlieB3t jeweils 90% der Datenpunkte.
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4.4.7 Zusammenfassung

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den Rohdaten der Sensorsignale
zwischen gesunden Kontrollen und Kindern mit obstruktiven Atemwegserkrankungen
ermittelt werden. Sensorsignale zeigten jedoch eine hohe Korrelation mit dem Alter, die
durch Altersadjustierung der Sensordaten ausgeglichen wurde. Weder Geschlecht
noch Gewicht hatten einen signifikanten Einfluss auf die Sensorsignale.

4.5 Hauptkomponentenanalyse und lineare Diskriminanzanalyse

Da einzelne Sensorsignale nicht in der Lage waren, zwischen verschiedenen Gruppen
zu unterscheiden, sollten im né&chsten Schritt die Informationen verschiedener
Sensoren kombiniert werden, um zu untersuchen, ob die Kombination der
Sensorsignale zu charakteristischen Mustern und somit zu einer Differenzierung fihrt.
Gleichzeitig war das Ziel, hiermit eine Reduktion auf eine méglichst geringe Anzahl an
Variablen zu erreichen, die dennoch den GroBteil der Varianz des urspringlichen
Datensatzes reprasentieren sollten. So wurde eine Hauptkomponentenanalyse mit den
altersadjustierten Daten von insgesamt 28 Sensoren durchgefihrt. AnschlieBend
wurde mit den errechneten Hauptkomponenten eine lineare Diskriminanzanalyse

durchgefiihrt, um die Fahigkeit zur Unterscheidung zwischen den Gruppen zu testen.



Ergebnisse 51

4.5.1 Falle versus gesunde Kontrollen

4.5.1.1 Einschluss des gesamten Datensatzes

Zunachst wurde ermittelt, welche Hauptkomponenten (principal component, PC) den
weiteren Analysen zugefihrt werden sollten. Da alle Komponenten eingeschlossen
werden sollten, deren Varianzanteil bei mindestens 0,1% lag, entsprach dies den
ersten funf Hauptkomponenten. Die fiinf Komponenten erfassten gemeinsam 99,47%
der Varianz des urspriinglichen Datensatzes.

Tabelle 17: Eigenwerte und Varianz der Hauptkomponenten

Haupt- Standard- . Anteil an der Kumulative
kom?)onente abweichung AT Gesamtvarianz  Varianz
PC1 5,2126 27,1715 97,04% 97,04%
PC2 0,6067 0,3681 1,31% 98,36%
PC3 0,4475 0,2003 0,72% 99,07%
PC4 0,2439 0,0595 0,21% 99,28%
PC5 0,2272 0,0516 0,18% 99,47%
PC6 0,1441 0,0208 0,07% 99,54%
PC7 0,1349 0,0182 0,06% 99,61%
PC8 0,1186 0,0141 0,05% 99,66%
PC9 0,1133 0,0128 0,05% 99,70%
PC10 0,1055 0,0111 0,04% 99,74%
PC11 0,0935 0,0087 0,03% 99,77%
PC12 0,0905 0,0082 0,03% 99,80%
PC13 0,0872 0,0076 0,03% 99,83%
PC14 0,0817 0,0067 0,02% 99,85%
PC15 0,0784 0,0061 0,02% 99,88%
PC16 0,0737 0,0054 0,02% 99,90%
PC17 0,0674 0,0045 0,02% 99,91%
PC18 0,0643 0,0041 0,01% 99,93%
PC19 0,0627 0,0039 0,01% 99,94%
PC20 0,0551 0,0030 0,01% 99,95%
PC21 0,0540 0,0029 0,01% 99,96%
PC22 0,0506 0,0026 0,01% 99,97%
PC23 0,0483 0,0023 0,01% 99,98%
PC24 0,0398 0,0016 0,01% 99,98%
PC25 0,0390 0,0015 0,01% 99,99%
PC26 0,0359 0,0013 0,00% 99,99%
PC27 0,0289 0,0008 0,00% 100,00%

PC28 0,0240 0,0006 0,00% 100,00%
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Im anschlieBenden Welch-Test zeigte ausschlieBlich die zweite Hauptkomponente
einen signifikanten Unterschied zwischen Fallen und gesunden Kontrollen (p-Wert =
0,031).

Tabelle 18: Welch-Test auf Unterschiede in den Hauptkomponenten von Fallen und
gesunden Kontrollen

Hauptkomponente Differenz p-Wert
PC1 0,08545 0,73
PC2 0,05936 0,03
PC3 0,02981 0,24
PC4 0,00686 0,54
PC5 0,01118 0,35

Abbildung 20: Graphische Darstellung der individuellen Werte der ersten fiinf
Hauptkomponenten von Féllen und gesunden Kontrollen. Die zweite Hauptkomponente
unterschied sich signifikant beim Vergleich von Fallen mit gesunden Kontrollen (p < 0,05).
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der individuellen Werte der zweiten
Hauptkomponente von Féllen und gesunden Kontrollen. Die schwarze Raute stellt den
Mittelwert dar.
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Die Ladungmatrix einer Hauptkomponente (siehe Abbildung 22) gibt an, mit welchem
Faktor die einzelnen Sensoren jeweils in die Komponente eingehen. Die Werte der
Ladungen entsprechen demnach den Korrelationskoeffizienten in der linearen
Funktion, mit der die Hauptkomponenten aus den Sensordaten berechnet werden.
Sensor 10 hatte den héchsten Einfluss mit einer Ladung von 0,3 und andere Sensoren
mit verhaltnismaBig hohen Ladungen waren die Sensoren 13, 17, 28 und 30.
Gleichzeitig zeigten die Sensoren 1, 3, 9, 25 und 29 deutlich negative Ladungen
bis -0,4. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass kein Sensor einen hohen Einfluss
auf die Komponente hatte, da grundsatzlich Ladungen bis 1 mdglich waren und die
Werte maximal 0,3 bis 0,4 erreichten. Die zweite Hauptkomponente stellte demnach
eine Kombination aus Informationen von vielen verschiedenen Sensoren dar und

konnte nicht klar einer Teilmenge von Sensoren zugeordnet werden.
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Abbildung 22: Ladungsmanxtrix fiir die zweite Hauptkomponente. Griine Farben
signalisieren Sensoren, deren Wert einen positiven Beitrag zum Wert der Hauptkomponente
leisten, Sensoren mit roter Kennzeichnung flieBen mit negativem Vorzeichen in die Berechnung
ein.
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Wourden die jeweiligen Gruppenzugehdrigkeiten der Kinder anhand des Wertes der
zweiten Hauptkomponente bestimmt und die Ergebnisse anschlieBend in einer ROC-
Kurve dargestellt, zeigte sich eine Trennschéarfe mit einer area under the curve (AUC)
von 0,68 (95% Konfidenzintervall (KI): 0,53 — 0,83).
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Abbildung 23: Receiver-Operating-Characteristic-Kurve fiir die Unterscheidung zwischen
Féllen und gesunden Kontrollen unter Verwendung der zweiten Hauptkomponente
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Auch in der graphischen Darstellung der ersten und zweiten Hauptkomponente konnte
trotz des signifikanten Unterschiedes in der zweiten Hauptkomponente keine klare
Abgrenzung der beiden Gruppen beobachtet werden.
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Abbildung 24: Zweidimensionales Streudiagramm der ersten und zweiten
Hauptkomponenten fiir Falle und gesunde Kontrollen. Unterschiede fiir Hauptkomponente 2
waren signifikant (p = 0,03). Die Gruppenzugehdrigkeit ist farblich markiert, das Geschlecht
spiegelt sich in den verwendeten Symbolen wider.
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Zudem wurden moglich Stéreinflisse auf die Komponente getestet. Die zweite
Hauptkomponente war jedoch statistisch unabhangig von Geschlecht (p-Wert = 0,16)
und Gewicht (p-Wert = 0,49).
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Abbildung 25: Hauptkomponente 2, Einfluss des Geschlechts und Korrelation mit dem
Gewicht
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AnschlieBend wurde mit der zweiten Hauptkomponente eine lineare
Diskriminanzfunktion erstellt und ihre Diskriminationsfahigkeit mittels Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung getestet. Im Folgenden ist das Ergebnis anhand einer ROC-Kurve
dargestellt. Eine Unterscheidung zwischen Fallen und gesunden Kontrollen war
begrenzt mdglich mit einer AUC von 0,65 und einer korrekten Klassifikation von 58%.
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Abbildung 26: Receiver-Operating-Characteristic-Kurve nach Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung: Falle versus gesunde Kontrollen
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4.5.1.2 Paarbildung anhand von Alter und Geschlecht

Da die Gruppenstarken bei Einschluss aller Kinder stark unterschiedlich waren, sollten
zusétzlich noch zwei homogene Gruppen untersucht werden. Nachdem jeder
gesunden Kontrolle ein Fall mit gleichem Geschlecht und ahnlichem Alter zugeteilt
worden war, ergaben sich zwei Gruppen mit je zwélf Kindern, darunter jeweils drei
Madchen und neun Jungen. Der Altersdurchschnitt betrug in beiden Gruppen 9,7
Jahre. Die in der Hauptkomponentenanalyse errechneten Komponenten zeigten eine
Varianzverteilung, die vergleichbar mit der Verteilung in Tabelle 17 war. Gemeinsam
beschrieben die ersten fiinf Hauptkomponenten 99,64% der Gesamtvarianz, jedoch
konnten fir sie mittels Welch-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen ermittelt werden (p-Werte = 0,11).
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Abbildung 27: Zweidimensionale Streudiagramme der ersten fiinf Hauptkomponenten fiir
Falle und gesunde Kontrollen nach Paarbildung. Eine Abgrenzung der Gruppen war nicht
maoglich. Die Gruppenzugehdrigkeit ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in den
verwendeten Symbolen wider.
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Unter Einschluss der finf Hauptkomponenten wurde eine lineare Diskriminanzfunktion
erstellt, die in der Leave-One-Out-Kreuzvalidierung nicht zwischen den zwdlf Féllen
und den zwdlf gesunden Kontrollen unterscheiden konnte (AUC von 0,44).

4.5.2 Asthmatiker versus gesunde Kontrollen

4.5.2.1 Einschlussdiagnose Asthma

Die Varianzverteilung fur die Hauptkomponenten beim Vergleich von Asthmatikern und
gesunden Kontrollen &ahnelte ebenfalls der Verteilung in Tabelle 17. Insgesamt
beschrieben die ersten finf Komponenten 99,40% der Varianz des urspringlichen
Datensatzes und zeigten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der Werte
von Asthmatikern mit denen der gesunden Kontrollen (p-Werte = 0,15).
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Abbildung 28: Zweidimensionale Streudiagramme der ersten fiinf Hauptkomponenten fiir
Asthmatiker und gesunde Kontrollen. Eine Abgrenzung der Gruppen war nicht méglich. Die
Gruppenzugehérigkeit ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in den verwendeten
Symbolen wider.
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Unter Einschluss der finf Hauptkomponenten wurde eine lineare Diskriminanzfunktion
erstellt, die in der Leave-One-Out-Kreuzvalidierung nicht zwischen Asthmatikern und
gesunden Kontrollen unterscheiden konnte (AUC von 0,45).

4.5.2.2 Zusatzlicher Einschluss von drei Kindern mit potenzieller
Asthmadiagnose

Nach der nachtraglichen Zuordnung von drei Kindern mit urspringlicher
Einschlussdiagnose wheeze zu der Gruppe der Asthmatiker, &nderten sich die
Ergebnisse nicht wesentlich. Eine Unterscheidung zwischen den Gruppen war nicht
moglich (AUC von 0,47).

4.5.2.3 Stratifizierung nach der Therapie mit inhalativen Corticosteroiden

Asthmatiker mit aktueller ICS-Therapie (n = 23) und solche, die zu dem Zeitpunkt keine
ICS-Therapie erhielten (n = 15), wurden voneinander getrennt jeweils mit der Gruppe
der gesunden Kontrollen (n = 12) verglichen. Im Rahmen der
Hauptkomponentenanalyse entstanden hierbei flr beide Vergleiche ebenfalls keine
sich signifikant unterscheidenden Hauptkomponenten (p-Werte = 0,18 fir Asthmatiker
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mit ICS-Therapie und p-Werte = 0,34 fur Asthmatiker ohne ICS-Therapie). Eine
Abgrenzung zu gesunden Kontrollen war also auch nicht moglich, wenn Asthmatiker
stratifiziert nach ICS-Therapie analysiert wurden (AUC von 0,52 bzw. 0,31).

4.5.3 Wheeze versus gesunde Kontrollen

Der Vergleich von Kindern mit Einschlussdiagnose wheeze mit gesunden Kontrollen
fihrte unter den ersten finf Hauptkomponenten, die 99,59 % der Gesamtvarianz
beschrieben, zu keiner sich zwischen den Gruppen signifikant unterscheidenden

Hauptkomponente (p-Werte = 0,18). Eine Differenzierung zwischen Kindern mit

wheeze und gesunden Kontrollen mittels elektronischer Nase war demnach in dieser
Arbeit nicht méglich (AUC 0,43).

4.5.4 Episodic viral wheeze versus multi-trigger wheeze

4.5.4.1 Einschlussdiagnose wheeze

Nachdem die Hauptkomponentenanalyse auf die Sensorsignale aller Kinder mit
Einschlussdiagnose wheeze angewendet und anschlieBend die ersten flnf
Hauptkomponenten von Kindern mit aktuellem episodic viral wheeze bzw. multi-trigger
wheeze miteinander verglichen worden waren, ergab sich fir die fiinfte
Hauptkomponente ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p-Wert
= 0,03). Insgesamt deckten die ersten funf Komponenten 99,67 % der Gesamtvarianz
ab. In der ROC-Analyse zeigte sich fir die finfte Hauptkomponente eine AUC von 0,75
(95% KI: 0,55 — 0,95). Es war weder ein signifikanter Unterschied zwischen Madchen
und Jungen (p = 0,38), noch eine signifikante Korrelation mit dem Gewicht (p = 0,65)
fur die flinfte Hauptkomponente nachweisbar.
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Abbildung 29: Zweidimensionales Streudiagramm der ersten und der flinften
Hauptkomponente fiir Kinder mit episodic viral wheeze bzw. multi-trigger wheeze.
Unterschiede fir Hauptkomponente 5 waren signifikant (p = 0,03). Die Gruppenzugehdrigkeit ist
farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in den verwendeten Symbolen wider.
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Mit der fanften Hauptkomponente wurde eine lineare Diskriminanzfunktion erstellt und
ihre Diskriminationsfahigkeit mittels Leave-One-Out-Kreuzvalidierung getestet. Das
Ergebnis der anschlieBenden ROC-Analyse ist in Abbildung 30 dargestellt. Die
Diskriminanzfunktion flihrte zu einer korrekten Klassifikation von 69% bei einer AUC
von 0,72.
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Abbildung 30: Receiver-Operating-Characteristic-Kurve nach Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung: episodic viral wheeze versus multi-trigger wheeze
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4.5.4.2 Kinder unter sechs Jahren mit wheeze

Wurden ausschlieBlich die Daten von Kindern mit wheeze unter sechs Jahren
betrachtet, beschrieben die ersten flinf Hauptkomponenten 99,71% der Gesamtvarianz
und die vierte Hauptkomponente zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze (p-Wert = 0,01). Die AUC in
der ROC-Analyse lag bei dieser Einteilung bei 0,86 (95% KI: 0,68 — 1) und war damit
héher als beim zusétzlichen Einschluss von Kindern Uber sechs Jahren. Es konnte kein
signifikanter Einfluss des Geschlechts (p-Wert = 0,34) oder des Gewichts (p-Wert =
0,80) auf die vierte Hauptkomponente nachgewiesen werden.
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Abbildung 31: Zweidimensionales Streudiagramm der ersten und der vierten
Hauptkomponenten fiir Kinder mit episodic viral wheeze bzw. multi-trigger wheeze unter
sechs Jahren. Unterschiede fiir Hauptkomponente 4 waren signifikant (p = 0,01). Die
Gruppenzugehdrigkeit ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in den verwendeten
Symbolen wider.
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AnschlieBend wurde mit der vierten Hauptkomponente eine lineare
Diskriminanzfunktion erstellt und ihre Diskriminationsfahigkeit mittels Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung getestet (siehe folgende ROC Kurve). Die Funktion fihrte in 79% der
Falle zu einer korrekten Klassifikation bei einer AUC von 0,83.
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Abbildung 32: Receiver-Operating-Characteristic-Kurve nach Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung: episodic viral wheeze versus multi-trigger wheeze, unter sechs Jahren
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4.5.5 Atopie

4.5.5.1 Atopisches versus nicht-atopisches Asthma

Signifikante Unterschiede zwischen Kindern mit atopischem Asthma und Asthmatikern
ohne Atopie zeigten sich fur keine der ersten finf Hauptkomponenten, die einen Anteil
von 99,43 % der Gesamtvarianz reprasentierten (p-Werte = 0,43). Eine korrekte
Differenzierung zwischen atopischem Asthma und nicht-atopischem Asthma mittels
elektronischer Nase war demnach nicht méglich (AUC von 0,22). Wurden die Werte
der spezifischen IgEs addiert, um eine kontinuierliche Variable fir Atopie zu erhalten,

konnte auch keine signifikante Korrelation mit den Hauptkomponenten nachgewiesen
werden.
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Abbildung 33: Zweidimensionale Streudiagramme der ersten fiinf Hauptkomponenten fiir
Kinder mit atopischem bzw. nicht-atopischem Asthma. Eine Abgrenzung der Gruppen war
nicht mdglich. Die Gruppenzugehdérigkeit ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in
den verwendeten Symbolen wider.
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4.5.5.2 Atopisches versus nicht-atopisches wheeze

Innerhalb der Kinder mit wheeze zeigte ebenfalls keine der ersten finf
Hauptkomponenten (erklarte Varianz von 99,68%) signifikante Unterschiede zwischen
Kindern mit und ohne Atopie (p-Werte = 0,18). Demnach war auch eine
Diskriminierung der breathprints von Kindern mit atopischem bzw. nicht-atopischem
wheeze nicht méglich (AUC von 0,46). Zudem zeigten auch die addierten spezifischen
IgE-Werte keine signifikante Korrelation mit den Hauptkomponenten.
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Abbildung 34: Zweidimensionale Streudiagramme der ersten finf Hauptkomponenten fiir
Kinder mit atopischem bzw. nicht-atopischem wheeze. Eine Abgrenzung der Gruppen war
nicht mdglich. Die Gruppenzugehérigkeit ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in

den verwendeten Symbolen wider.
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4.5.5.3 Atopische versus nicht-atopische Falle

Der Vergleich von allen Fallen mit erhdhten spezifischen IgE-Werten mit den Fallen
flhrte

Hauptkomponenten, die 99,48 % der Gesamtvarianz reprasentierten, zu keiner

ohne nachgewiesene Sensibilisierung anhand der ersten finf

signifikanten Unterscheidung (p-Werte = 0,24). Auch wenn alle Falle gemeinsam

betrachtet wurden, konnte die elektronische Nase demnach nicht korrekt zwischen den
Gruppen atopisch und nicht-atopisch unterscheiden (AUC von 0,37). Die Summe der
spezifischen IgE-Werte zeigte ebenfalls keine signifikante Korrelation mit den

Hauptkomponenten.

4.5.6 Asthma-Schweregrad

4.5.6.1 Dauertherapie mit inhalativen Corticosteroiden

Flr die Unterscheidung von verschiedenen Schweregraden wurden die Asthmatiker
zunachst anhand der medikamentdsen Therapie innerhalb der letzten vier Wochen in
zwei Gruppen eingeteilt. Die Kinder der Gruppe mit mildem Asthma (n = 15) erhielten
sondern ausschlieB3lich

keine Dauertherapie mit inhalativen Corticosteroiden,

kurzwirksame B.-Sympathomimetika bei Bedarf entsprechend der Stufe 1 im
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medikamentésen Stufenschema [13, 14]. Unabhangig von der verschriebenen Dosis
wurden alle Kinder, die unter ICS-Dauertherapie standen, in der zweiten Gruppe
zusammengefasst. Die ersten funf Hauptkomponenten erfassten 99,42 % der
ursprunglichen Gesamtvarianz und beim Vergleich der beiden Gruppen konnte keine
Hauptkomponente ermittelt werden, die sich signifikant unterschied (p-Werte 2 0,13).
Eine Identifikation von Asthmatikern, die eine ICS-Therapie bendétigen, war anhand der
VOC-Profile demnach nicht méglich (AUC von 0,51).

Abbildung 35: Zweidimensionale Streudiagramme der ersten fiinf Hauptkomponenten fiir
Asthmatiker mit bzw. ohne ICS-Therapie. Eine Abgrenzung der Gruppen war nicht méglich.
Die Gruppenzugehdrigkeit ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in den
verwendeten Symbolen wider.
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4.5.6.2 Tiffeneau-Index

Alle Kinder mit Asthma wurden auBerdem anhand des in der Lungenfunktion
ermittelten Tiffeneau-Indexes in eine Gruppe mit bronchialer Obstruktion (Tiffeneau-
Index < 75 %) und eine mit unauffalligem Tiffeneau-Index eingeteilt. Die ersten funf
Hauptkomponenten beschrieben 99,41 % der Varianz des Datensatzes. Hier zeigte
sich fUr die vierte Hauptkomponente ein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,02) und
in der ROC-Kurve eine AUC von 0,76 (95% KI: 0,56 — 0,96). Die vierte
Hauptkomponente zeigte nur einen Trend bezlglich eines Geschlechterunterschiedes
(p-Wert = 0,09) und keine Gewichts-Korrelation (p-Wert = 0,76). Die Unterschiede in
der Geschlechterverteilung (17 % versus 37 % Madchen) der beiden Gruppen waren
nicht signifikant (p-Wert = 0,64). Wurde der Tiffeneau-Index als kontinuierliche Variable
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betrachtet, zeigten die zweite und die finfte Komponente einen Trend zur Korrelation
(p-Wert = 0,09 bzw. 0,07).

Abbildung 36: Zweidimensionales Streudiagramm der ersten und vierten
Hauptkomponente fiir Kinder mit Tiffeneau-Index < 75% bzw. > 75%. Unterschiede fir
Hauptkomponente 4 waren signifikant (p = 0,02). Die Gruppenzugehdrigkeit ist farblich markiert,
das Geschlecht spiegelt sich in den verwendeten Symbolen wider.
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Mit der vierten Hauptkomponente wurde eine lineare Diskriminanzfunktion erstellt und
ihre Diskriminationsfahigkeit mittels Leave-One-Out-Kreuzvalidierung getestet. In der
ROC-Analyse zeigte sich eine AUC von 0,74 und der Anteil der korrekten Klassifikation
lag bei 72%.
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Abbildung 37: Receiver-Operating-Characteristic-Kurve nach Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung: Kinder mit Tiffeneau-Index < 75% versus Tiffeneau-Index > 75%

100
L

80

60
L

AUC: 74.4%

Sensitivitat (%)
40

100 80 60 40 20 0
Spezifitat (%)

4.5.6.3 Grad der Asthmakontrolle nach GINA-Kriterien

Nach der Dichotomisierung des Grades der Asthmakontrolle entsprechend der GINA-
Leitlinien in den Status kontrolliert einerseits und teilweise kontrolliert oder
unkontrolliert andererseits, konnten unter den ersten finf Hauptkomponenten, die
99,45 9% der Gesamtvarianz ausmachten, keine signifikant unterschiedlichen
Hauptkomponenten zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden (p-Werte = 0,33).
Kinder mit nur teilweise kontrolliertem oder unkontrolliertem Asthma konnten demnach
nicht anhand ihrer breathprints identifiziert werden (AUC von 0,33).
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Abbildung 38: Zweidimensionale Streudiagramme der ersten fiinf Hauptkomponenten fiir
Asthmatiker mit kontrolliertem bzw. teilweise kontrolliertem/unkontrolliertem Grad der
Asthmakontrolle. Eine Abgrenzung der Gruppen war nicht mdglich. Die Gruppenzugehdrigkeit
ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in den verwendeten Symbolen wider.
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4.5.7 Rauchen im Haushalt

Beim Vergleich von Kindern aus einem Raucherhaushalt mit Kindern ohne Raucher in
der Familie beschrieben die ersten finf Hauptkomponenten 99,47 % der
Gesamtvarianz des urspringlichen Datensatzes. Der Welch-Test ergab fir die vierte
Hauptkomponente einen signifikanten Unterschied (p-Wert = 0,005). In der ROC-Kurve
lag die AUC bei 0,71 (95% KI: 0,58 — 0,84). Die vierte Hauptkomponente zeigte
zuséatzlich einen signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern (p-Wert =
0,02) bei fehlender Korrelation mit dem Gewicht (p-Wert = 0,46). In der Gruppe der
Kinder aus einem Raucherhaushalt lag der Anteil der Madchen bei 38 %, in der
Gruppe der Kinder aus einem Nichtraucherhaushalt bei 22 %. Diese Unterschiede in
der Geschlechterverteilung der beiden Gruppen waren jedoch nicht signifikant (p-Wert
=0,27).
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Abbildung 39: Zweidimensionales Streudiagramm der ersten und vierten
Hauptkomponente fiir Kinder aus einem Raucher- bzw. Nichtraucherhaushalit.
Unterschiede fir Hauptkomponente 4 waren signifikant (p = 0,005). Die Gruppenzugehdrigkeit
ist farblich markiert, das Geschlecht spiegelt sich in den verwendeten Symbolen wider.

107
Al 5—
9
5 Nichtraucherhaushalt
5 i ® Raucherhaushalt
(o 0-
£
e
=
=3 ® weiblich
CIU 5 mannlich

-107

A
-0.6 -0.3 0.0 0.3 0.6

Hauptkomponente 4

AnschlieBend wurde mit der vierten Hauptkomponente eine lineare
Diskriminanzfunktion erstellt und ihre Diskriminationsfahigkeit mittels Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung getestet. Abbildung 40 zeigt die entsprechende ROC-Kurve mit einer
AUC von 0,69. Die Zuordnung war in 76% der Falle korrekt.
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Abbildung 40: Receiver-Operating-Characteristic-Kurve nach Leave-One-Out-

Kreuzvalidierung: Kinder aus einem Raucherhaushalt versus Kinder aus einem
Nichtraucherhaushalt
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5 Diskussion

Asthma ist in der Padiatrie die chronische Erkrankung mit der héchsten Pravalenz und
trotz intensiver internationaler Forschungsbemuhungen bleiben die Diagnosestellung,
die Phanotypisierung und die Prognose des individuellen Verlaufs besonders im
Kindesalter komplex. Es besteht groBe Hoffnung, dass Analysen von VOCs in der
Ausatemluft durch einen zukunftigen Klinischen Einsatz in der Versorgung von
Asthmatikern zu einer Verbesserung der Diagnosestellung, der Definition von
Untergruppen und des Therapiemanagements beitragen werden [113, 155, 193].
Jedoch fehlen insbesondere Studien zur Anwendung der eNose im Kindesalter, obwohl
die Anzahl der Studien und Publikationen zu breathomics in den letzten zehn Jahren

rapide zugenommen hat.

In dieser Arbeit sollten zunachst die Methoden zur VOC-Analyse mittels eNose in der
bereits bestehenden KIRA-Studie etabliert werden und anschlieBend untersucht
werden, ob anhand der gemessenen breathprints Kinder mit obstruktiven
Atemwegserkrankungen von gesunden Kontrollen unterschieden werden kénnen und
ob zudem eine Charakterisierung von Asthma bzw. wheeze-Phanotypen méglich ist.
Obwohl die Messung erfolgreich in den Ablauf der KIRA-Studie integriert werden
konnte und auch die Methode zur Sammlung der Ausatemluft eine gute Machbarkeit
aufwies, konnten die vielversprechenden Ergebnisse bisheriger Studien in dieser Arbeit
nicht bestatigt werden.

Im Folgenden werden die in dieser Studie verwendeten Methoden und die Ergebnisse
der Messungen vor dem Hintergrund der aktuellen relevanten Literatur diskutiert.
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5.1 Methoden

5.1.1 Machbarkeit (feasibility)

Im ersten Schritt dieser Arbeit konnten zundchst die Methoden zur Sammlung von
Ausatemluft und der anschlieBenden Analyse mittels eNose erfolgreich in den Ablauf
der KIRA-Studie integriert werden.

Neerincx et al. formulierten in ihrem Review folgende Anspriiche an den ,idealen
Atemtest” flr den Einsatz bei Asthma im Kindesalter: er muss ,kompakt, schnell,
verldsslich und einfach in der klinischen Versorgung anzuwenden® sein [155]. Die
eNose-Technologie per se erflllt bereits einige Punkte der Liste, da die eNose ein
handliches, einfach zu bedienendes und benutzerfreundliches Gerat mit integrierter
Analyseoption ist, welches vor allem im Vergleich zur GC-MS verhéltnismaBig
kostenguinstig ist. Weitere Starken, die besonders interessant fiir die Anwendung in der
Padiatrie sind, sind die Sicherheit und die Patientenfreundlichkeit durch die nicht-
invasive Materialgewinnung, welche auch wiederholte Messungen erlauben.

In der Mehrzahl der bisher durchgeflhrten Studien zu eNose-Analysen mussten die
Teilnehmenden komplexe Atemmandver durchfihren. Am geldufigsten war dabei das
exspiratorische Vitalkapazitdtsmandver, also die einmalige maximale forcierte
Exspiration nach maximaler Inspiration [134, 161]. Kinder unter flnf bis sechs Jahren
sind jedoch aufgrund der erforderlichen Koordination der Atmung haufig noch nicht in
der Lage, dieses Atemmandver durchzufihren [155, 183]. Methoden, die hingegen nur
wenig Kooperation benétigen, sind solche, bei denen die Sammlung in Ruheatmung
stattfindet und zuséatzlich meist eine Atemmaske anstatt eines Mundstlicks zum Einsatz
kommt [116, 174, 176, 177]. Eine Starke dieser Arbeit ist, dass durch die Entscheidung
zur Verwendung der Ruheatemmethode in der KIRA-Studie bereits Kindergartenkinder
eingeschlossen  werden konnten, und somit die Messung bei allen
Studienteilnehmenden ab dem vollendeten dritten Lebensjahr durchgefiihrt wurde. Im
Gegensatz zu vorherigen Studien mit Ruheatemmethoden, wurden in der KIRA-Studie
in jedem Alter Mundsticke verwendet und die Nasenatmung mittels Nasenklemme
verhindert. Der entscheidende Vorteil hierbei ist, dass eine Kontamination der
Ausatemluft durch VOCs aus dem Nasenraum und Nasopharynx verhindert wurde.
Kinder unter drei Jahren, die meist nicht in der Lage sind, koordiniert durch ein
Mundstlck zu atmen, konnten deshalb jedoch nicht untersucht werden.

Die gréBte Herausforderung stellte die Sicherstellung einer ausreichenden Dichtheit
um das Mundstlick herum dar, die besonders wahrend der Inspiration relevant ist,
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damit ausschlieBlich VOC-gefilterte Luft eingeatmet wird. Gerade bei jingeren Kindern
konnte nicht sicher ausgeschlossen werden, dass einige das Mundstlck nicht
ausreichend fest mit dem Mund umschlossen hielten und somit auch ungefilterte
Raumluft inspirierten. Der potenzielle Stéreffekt von VOCs aus der Umgebungsluft
muss jedoch dringend berticksichtigt werden [155, 194]. Dieser Einfluss hatte durch die

Verwendung einer Atemmaske gegebenenfalls reduziert werden kénnen.

Um die Compliance und auch die Dichtheit zu férdern, durften die Kinder sich das
Setup vor der Sammlung genau anschauen, ihnen wurde der Ablauf ausfihrlich erklart
und sie konnten zunadchst das Atmen durch das Mundstiick Gben. Jingere Kinder
safBBen bei der Materialgewinnung meist auf dem Schof3 des begleitenden Elternteils,
was die Compliance deutlich besserte. Denkbar wéare zudem gewesen, dass die Kinder
wéahrend der Atmung ein Video anschauen, damit durch die Ablenkung ein ruhiger
Atemfluss erzielt wird. Einige Autoren haben dies bereits beschrieben, allerdings bei
der Sammlung von Ausatemluft Uber deutlich langere Zeitspannen [116, 170]. Da die
Sammlung im Rahmen dieser Arbeit nur etwa 15-20 Atemzlige dauerte, wurde auf ein
Video verzichtet. Die kurze Zeit der Sammlung ist wahrscheinlich auch der Grund,
weshalb in dieser Studie kein Kind die Sammlung vorzeitig abbrechen musste.
Allerdings zeigen auch Methoden mit einer Materialgewinnung Uber mehrere Minuten
sehr gute Ergebnisse fur die Machbarkeit [170].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Messung bei Kindern ab etwa sieben
Jahren ohne Einschrankungen machbar war, wohingegen sich im Alter von drei bis
sieben groBe individuelle Unterschiede bemerkbar machten, die jedoch eher auf die
individuelle Bereitschaft des Kindes, als das konkrete Alter zurlickzufiihren waren. Die
Erfahrungen, die im Rahmen der Studie gemacht wurden, zeigten trotzdem, dass die
angewandte Methode der Sammlung von Ausatemluft fir Kinder ab etwa drei Jahren
geeignet ist, da letztendlich von allen Kinder ausreichend Ausatemluft gesammelt

werden konnte.

5.1.2 Technische und methodische Herausforderungen

Obwohl aktiv an der Weiterentwicklung und Prazision der eNose-Technologie
gearbeitet wird, befindet sich diese weiterhin in der explorativen Phase und viele
technische und methodische Aspekte sind bisher ungeklart. Das gréBte Problem stellt
bisher die fehlende Standardisierung sowohl fir die Sammlung von Ausatemluft, als
auch fur die Analyse dar, was deutliche Einschrdnkungen in der Vergleichbarkeit von
Ergebnissen mit sich bringt. Inzwischen hat eine Task Force der ERS Empfehlungen
fr ein zuklnftig einheitliches Vorgehen herausgebracht [194], die zum Zeitpunkt der
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Durchfiihrung dieser Arbeit jedoch noch nicht vorlagen. Unter der Vereinigung Breathe
Free verfolgen Wissenschaftler verschiedener Arbeitsgruppen das Ziel, ein neues,
standardisiertes Gerat zur Sammlung von Ausatemluft zu entwickeln, das im Anschluss
far unterschiedliche Anwendungen geeignet sein soll [195].

5.1.2.1 Gewinnung von Ausatemluft

Wie bereits erwahnt, flhrte die Verwendung der Ruheatemmethode dazu, dass bereits
Kinder unter sechs Jahren die Messung erfolgreich absolvieren konnten. Mehrere
Studien, die den Einfluss des Prozedere der Materialgewinnung auf ausgeatmete
VOC-Profile untersuchten, zeigten, dass das Atemmandver, der Atemfluss und auch
Luftanhalten breathprints relevant verandern kénnen [139, 164, 196-198]. Da innerhalb
der KIRA-Studie ein einheitliches Protokoll Verwendung fand, spielt der Einfluss des
Mandvers in der Auswertung eine untergeordnete Rolle, jedoch ist der Punkt beim
Vergleich mit Studien, die ein anderes Vorgehen auswahlten, relevant. Ein groBer
Vorteil in der Gewinnung von mehreren Atemzigen ist, dass ein gewisser Ausgleich
zwischen verschieden starken Atemziigen einer Person wahrend der Sammlung erfolgt
[111]. Da es vielen Kindern schwerfiel, wirklich ruhig durch das Mundstiick zu atmen,
war die Atmung bei diesen Kindern forcierter. Es gab jedoch auch Kinder, die sehr
zurlckhaltend atmeten und zwischendurch die Luft anhielten. Somit waren groBe
Unterschiede in der Kraft der Ausatmung und damit verbunden im Atemfluss zu
beobachten. Durch Anweisungen wahrend der Sammlung wurde zwar versucht, eine
maoglichst ruhige und gleichméaBige Atmung zu erzielen, allerdings konnten damit
Unterschiede nicht vollkommen verhindert werden, sodass ein relevanter Einfluss

durch unterschiedliche Atemfllisse durchaus vorstellbar ist.

Neben der Gewinnung der gesamten Ausatemluft, wie sie hier erfolgte, ware es auch
moglich gewesen, ausschlieBlich alveolare Luft zu untersuchen, mit dem Ziel, die
Kontamination aus dem Oropharyngealraum und den Effekt durch die Durchmischung
mit Totraumvolumen zu umgehen. Da bei der Gewinnung von alveol&rer Luft ein Teil
der Ausatemluft verworfen werden muss, ware dies technisch deutlich anspruchsvoller
gewesen [111, 199, 200]. Montuschi et al. konnten jedoch zeigen, dass die Analyse
von alveolarer Luft (durch Verwerfung der ersten 150 ml) im Gegensatz zur Analyse
der gesamten Ausatemluft zu einer verbesserten diagnostischen Leistung der eNose in
der Diskrimination zwischen Asthmatikern und gesunden Kontrollen fihrte [158] und
auch die ERS-Task-Force empfiehlt den Vergleich beider Methoden [194].
Méglicherweise kénnte durch die Analyse der alveolaren Luft anstatt der gesamten
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Ausatemluft in Zukunft eine Verbesserung der Diskriminierungsféahigkeit der eNose

erreicht werden.

Um die Auswirkung von VOCs aus der Umgebungsluft zu verkleinern, wurden die
Messungen immer im selben Raum durchgefiihrt und es erfolgte die Inspiration durch
einen VOC-Filter, der in den meisten Studien ebenfalls zum Einsatz kam [134, 143,
161, 170, 176]. Eine Alternative ware das Einatmen von gereinigter Luft aus
Gaszylindern gewesen [201], jedoch stellte der Filter die einfachere und glnstigere
Mdoglichkeit dar. Gerade bei kleineren Kindern konnte allerdings keine absolute
Dichtigkeit um das Mundstlick wahrend der Inspiration gewahrleistet werden. Zudem
bleibt unklar, wie grof3 der Anteil der im Filter zurlickgehaltenen VOCs wirklich war. Ein
Nachteil der hier verwendeten Methode kénnte auBerdem die fehlende
Auswaschphase vor der eigentlichen Materialgewinnung gewesen sein. Indem
Versuchspersonen zundchst fir wenige Minuten ruhig durch einen Filter atmeten,
sollten in einigen Studien die VOCs aus der Umgebungsluft noch sicherer eliminiert
werden [134, 154, 170]. Ebenfalls den Einfluss der Raumluft ausgleichen sollte in
unserer Studie die Verwendung von VOC-gefilterter Raumluft als Baseline-Vergleich
fur die Analyse mittels eNose.

Ein weiterer Effekt, den es zu beachten galt, war die variierende Luftfeuchtigkeit der
Ausatemluft [202]. Der Einsatz von Kieselgel-Filtern zur Trocknung der Luft, wie er hier
verwendet wurde, war zuvor bereits mehrfach beschrieben worden [134, 135, 138],
einige Autoren bezweifeln jedoch, dass sie die Feuchtigkeit Uberhaupt wirksam
reduzieren kénnen [203]. Zudem hat Kieselgel einen starken Eigengeruch und sondert
somit VOCs ab, die wiederum zur Kontamination fuhren kénnen. Dieser potenzielle
Stéreinfluss wurde berticksichtigt, indem das Setup zur Beflllung des Baseline-Beutels
gleichermaBen einen Kieselgel-Filter beinhaltete. Darlber hinaus wurden die Daten der
bekanntlich stark mit Wasser reagierenden Sensoren 5, 6, 23 und 31 [192] aus den
Analysen ausgeschlossen, da sie trotz des Kieselgel-Filters die gréBte Varianz zeigten.
Dieses Vorgehen war bereits beschrieben worden [139], birgt aber den groBen
Nachteil, dass relevante Informationen verloren gehen kénnen, wenn VOCs, die eine
Unterscheidung ermdglichen, ebenfalls mit den eliminierten Sensoren reagieren. Da
der Einschluss aller 32 Sensoren allerdings auch nicht zu einer verbesserten
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Diskrimination fiihrte®, ist die mangelnde Unterscheidungsfahigkeit vermutlich nicht

darauf zurtickzufihren.

Beide Setups sind hauptséachlich aus Teflon gefertigt, ein Material, das aufgrund seiner
chemischen Reaktionstragheit haufig im Rahmen von VOC-Analysen Verwendung
findet, damit VOC-Ablagerungen reduziert werden [204-208]. Trotz alledem kann auch
die Verwendung von Teflon das Anhaften von VOCs an den Setups nicht vollstandig
verhindern [209]. Um an der Innenwand zurtickbleibende VOCs zu entfernen und so
eine Verunreinigung der gewonnenen Luft beim folgenden Kind zu vermeiden, wurden
die Einzelteile nach der Messung streng nach den Angaben im Reinigungsprotokoll,
das zudem die Hygienevorschriften der Kilinik erflllte, gesaubert. Obwohl das
Desinfektionsmittel ausgiebig unter flieBendem Wasser abgewaschen wurde und die
Trocknung mittels Druckluft erfolgte, kann nicht vollkommen ausgeschlossen werden,
dass dennoch Reste zurlckblieben, die zu einer Kontamination fuhrten.

Das Exhalat wurde in Tedlar®-Beuteln gesammelt, aus denen es innerhalb von
maximal 30 min analysiert wurde. VOCs zeigen in der Langzeitbeobachtung in
verschlossenen Behaltern zeitabhdngige Konzentrationsschwankungen [210], die
wiederum vom verwendeten Material abhangig sind [211]. Durch die direkt
anschlieBende Analyse sollte der Verlust von VOCs vermieden werden und Tedlar®-
Beutel hatten bereits in vielen Studien zuvor Verwendung gefunden [154, 159, 160,
212]. Ein groBer Nachteil der Tedlar®-Beutel ist, dass sie nachweislich Phenol und
N,N-dimethylacetamide abgeben, die mit den eNose Sensoren reagieren und woflir bei
der Analyse mittels eNose nicht adjustiert werden kann [194, 213]. Solange die Abgabe
aus den Beuteln konstant erfolgte, dirften die aus den Beuteln stammenden VOCs
keinen groBen Einfluss auf die Unterscheidung von Gruppen gehabt haben. Da es aber
auch mdoglich ist, dass es durch die wiederholte Verwendung der Beutel zur Abnutzung
der Innenflache kam und somit mit der Zeit vermehrt VOCs abgegeben wurden, kann
ein potenzieller Stéreinfluss nichts ausgeschlossen werden. AuBerdem kdnnten durch
die Mehrfachnutzung verbleibende VOCs ebenfalls zu einer relevanten Kontamination
geflihrt haben, obwohl die Reinigung der Tedlar®-Beutel durch Spilung mit reinem
Stickstoff als ausreichend effektiv in der Entfernung von VOCs beschrieben wurde
[194, 210]. Um eine Vermischung von Proben verschiedener Kinder sicher
auszuschlieBen, ware alternativ der Einsatz von Einmalprodukten méglich gewesen.

® Da die Analyse der 32 Sensoren zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrte, sind die Daten nicht
dargestellt.
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Studienvisiten fanden sowohl vormittags, als auch nachmittags statt, sodass es zudem
moglich ist, dass auch die von einer Arbeitsgruppe gezeigte Abhéngigkeit der VOC-
Profile vom zirkadianen Rhythmus eine Bedeutung hatte [214]. Jedoch mUsste ein
Geréat, das in der allgemeinen Diagnostik von Asthma eingesetzt werden soll,
tageszeitabhangige Schwankungen tolerieren. Weitere Untersuchungen muissen
zeigen, ob dieser Effekt, der bisher ausschlieBlich innerhalb einer Gruppe von
gesunden  Erwachsenen  beschrieben  wurde, stark genug ist, die
Diskriminationsfahigkeit einer eNose zwischen z. B. Asthmatikern und gesunden

Kontrollen zu beeinflussen.
5.1.2.2 Technische Aspekte

In dieser Arbeit wurde die Cyranose® 320 verwendet, die bereits haufig in der
Untersuchung diverser medizinischer Fragestellungen inklusive der mdglichen
Asthmadiagnose erfolgreich eingesetzt wurde [134, 138, 157, 215, 216]. In mehreren
Versuchen zeigte die parallele Verwendung zweier Cyranose®-Gerate zwar nicht
identische, aber gut reproduzierbare Ergebnisse [135, 176, 203]. Da fiir diese Arbeit
nur eine eNose verwendet wurde, konnte die Frage nach der Vergleichbarkeit der
Daten verschiedener Gerate jedoch vernachlassigt werden. Neben der Cyranose® 320
existieren noch viele weitere eNose Modelle diverser Hersteller, die Sensoren aus
unterschiedlichem Material und mit verschiedenen Eigenschaften haben, wodurch die
Vergleichbarkeit von eNose-Studien insgesamt eingeschrankt wird [164, 170, 200].

Bos et al. beschrieben bei einer etwa einjahrigen Studienlaufzeit fir die Cyranose®
320 eine Sensordrift mit der Zeit [217]. In dieser Arbeit konnte allerdings keine
signifikante Korrelation zwischen den Sensorsignalen und dem Datum der Messung
nachgewiesen werden, sodass eine gréBere Sensordrift unwahrscheinlich erscheint.

Ein weiterer technischer Aspekt, den es zu bedenken galt, war der mégliche Einfluss
von Temperaturinstabilitdten auf die Sensoren [218]. Das Gerat ermdglicht die
Einstellung einer Betriebstemperatur, die fir alle Messungen bei 42 °C lag. Um eine
potenzielle Warmeabgabe des Akkus der eNose zu vermeiden, wurde dieser entfernt
und das Gerat Uber das Stromkabel angeschlossen. Ob allerdings die Lange der
Betriebszeit vor der Messung trotz alledem einen Einfluss auf die gemessenen VOC-
Profile hatte, wurde nicht untersucht.

Soweit bekannt, existieren flir die Cyranose® bislang keine géangigen
Qualitatskontrollen, die eine regelméaBige Uberpriifung der Funktionsfahigkeit
ermdglichen. Durch die Beurteilung der Kurve der Echtzeitreaktion der Sensoren
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konnten zumindest deutliche Abweichungen von der typischen Form erkannt werden.
Ein undichtes Gerét erreicht z. B. wahrend des Sampling-Zyklus kein Plateau mehr.
Zusatzlich zum optischen Feedback wahrend der Messung wurde das Gerat vor
Beginn der Durchfihrung dieser Studie durch den Hersteller gewartet und nach der
Halfte der Laufzeit eine Dichtigkeitspriifung durchgefiihrt. Aus diesen Griinden kann
weitgehend davon ausgegangen werden, dass das Gerat keinen technischen Defekt

aufwies.

Da diese Arbeit eine Querschnittsstudie darstellte und somit jedes Kind nur einmalig
untersucht wurde, kann keine Aussage zur intraindividuellen Reproduzierbarkeit der
breathprints und der Reproduzierbarkeit der Klassifikationen anhand der VOC-Profile
getroffen werden. Bisherige Studien zeigten diesbezlglich jedoch, mit nur wenigen
Ausnahmen [219], akzeptable Ergebnisse [135, 154, 202, 219-221].

5.1.2.3 Potenzielle individuelle Storfaktoren

Allenfalls ein kleiner Anteil der VOCs, die in der Ausatemluft identifiziert werden
kénnen, lassen Hinweise auf spezifische Erkrankungen zu, da individuelle breathprints
durch viele weitere Faktoren beeinflusst werden. Einflisse, von denen bekannt ist,
dass sie VOC-Profile verandern koénnen, sind u. a. Alter und Geschlecht [222],
Ernahrung [223], Rauchen [224], Sport [225], Medikamente [154, 156], Komorbiditaten
[226] und der Menstruationszyklus [227].

Inwiefern Alter und Geschlecht relevante Storvariablen darstellen, wird aktuell
kontrovers diskutiert. Obwohl diese von einigen Autoren als wesentliche
Einflussfaktoren auf exhalierte VOC-Profile beschrieben wurden [119, 127, 222],
zeigten Dragonieri et al. 2007, dass eine elektronische Nase nicht zwischen jeweils
zehn jangeren und zehn &lteren gesunden Kontrollen diskriminieren konnte [134] und
auch einige Jahre konnten die breathprints gesunder Erwachsener nicht bezlglich des
Alters oder des Geschlechts unterschieden werden [228]. Alle genannten Studien
wurden jedoch mit Erwachsenen durchgefiihrt, sodass eine Ubertragbarkeit in das
Kindesalter nur unter Vorbehalt méglich ist. Bei Kindern korreliert das Alter stark mit
vielen weiteren Faktoren, wie z. B. dem Gewicht, welche mdglicherweise exhalierte
VOC-Profile beeinflussen kdnnen. Unsere Ergebnisse zeigten eine sehr hohe
Korrelation der Sensor-Rohdaten mit dem Alter, sodass fir die weiteren Analysen
altersadjustierte Daten verwendet wurden. Allerdings wurden die Analysen in
Voruntersuchungen zusatzlich auch ohne Altersadjustierung durchgefiihrt, wobei die
Ergebnisse mit den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen mit Altersadjustierung
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vergleichbar waren. Eine mégliche Erklarung wére, dass in Ubereinstimmung mit
Dragonieri et al. die Unterscheidungsfahigkeit der eNose durch das Alter nicht
beeintréchtigt wird. Ebenso wiesen die wenigen diskriminierenden Hauptkomponenten,
mit einer Ausnahme, keine signifikanten Differenzen zwischen den Geschlechtern auf
und es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Geschlechterverteilung
zwischen den jeweils untersuchten Gruppen. Trotz alledem bleibt eine Beeinflussung
der breathprints durch das Geschlecht nicht auszuschlie3en.

Zum genauen Einfluss von Essen und Trinken vor der Messung auf die
Diskriminationsfahigkeit der eNose fehlen Studien [112], jedoch hat die Erndhrung
grundsatzlich Einfluss auf die ausgeatmeten VOC-Profile [223, 229]. Es ist davon
auszugehen, dass direkt nach dem Essen oder Trinken auch VOCs in der Ausatemluft
zu finden sind, die direkt aus der Mahlzeit oder dem Getrank stammen. Die Uhrzeiten
der letzten Mahlzeit und des letzten Getrdnks wurden in der KIRA-Studie zwar
dokumentiert, jedoch war es aufgrund der stark variierenden Nahrungsmittel und
Zeiten nicht méglich den potenziellen Effekt in der Auswertung zu bertcksichtigen.

Auch Rauchen scheint einen wesentlichen Stérfaktor darzustellen [222, 224]. Da in
unserer Studie nur ein einziges Kind angab, aktiv zu rauchen, war der mdgliche
Einfluss von Aktivrauchen vermutlich fur die Analyse irrelevant. Jedoch stellte sich die
Frage, ob auch Passivrauchen exhalierte VOC-Profile signifikant verandert. Kinder aus
Raucherhaushalten konnten anhand ihrer breathprints zumindest mit einer moderaten
Treffsicherheit von Kindern aus Nichtraucherhaushalten unterschieden werden. Soweit
bekannt, gibt es zu dieser Fragestellung bisher keine Publikation. Bei der
Untersuchung des Einflusses von Aktivrauchen auf exhalierte VOC-Profile war eine
elektronische Nase jedoch in der Lage, fast vollstdndig zwischen aktiven Rauchern und
Nichtrauchern zu unterscheiden [212]. Rauchen kann zur Aktivierung von
Signalwegen, die Atemwegsentziindungen beginstigen, und durch vermehrte freie
Radikale zu erhdhtem oxidativen Stress im Koérper fuhren [230, 231]. VOCs, die bei
Rauchern signifikant verandert sind, kbnnen somit entweder direkte Stoffe aus dem
Zigarettenrauch selbst oder endogene Metaboliten sein [232]. Eine Ubertragung der
Ergebnisse von aktiven Rauchern auf Kinder aus Raucherhaushalten ist zwar nur
bedingt mdglich, doch auch Passivrauchen fiihrt zu verstarktem oxidativem Stress und
erhéht das Risiko fir chronische Atemwegsentzindungen [233]. Demnach ist es
durchaus denkbar, dass in der Ausatemluft von Kindern, die zuhause Zigarettenrauch
ausgesetzt sind, verédnderte VOCs zu finden sind, die mittels eNose oder GC-MS
gemessen werden koénnen. Allerdings zeigte die Hauptkomponente, die zur
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Diskrimination zwischen Kindern aus Raucherhaushalten und Kindern aus
Nichtraucherhaushalten flihrte, ebenso signifikante Unterschiede zwischen Madchen
und Jungen. Obwohl die Geschlechterverteilung innerhalb der beiden Gruppen relativ
ausgeglichen war, kann also nicht ausgeschlossen werden, dass die maBige
Diskriminationsféhigkeit zwischen Kindern aus Raucherhaushalten und solchen aus
Nichtraucherhaushalten in dieser Arbeit auf andere Ursachen als das Passivrauchen

zurlckzuflhren ist.

Mittels eNose gemessene Unterschiede zwischen Patienten mit bestimmten
Krankheiten und gesunden Kontrollen, kénnten auch darauf zurlick zu fihren sein,
dass kranke Patienten spezifische medikamentése Therapien erhalten und somit
Reststoffe oder Metaboliten der Medikamente ausschlieBlich im Exhalat von
Erkrankten zu finden sind. Einige Studien lassen jedoch vermuten, dass zumindest die
dort beobachtete Diskriminationsfahigkeit aufgrund von VOC-Profilen bei Asthma und
COPD nicht ausschlieBlich von der medikamentdsen Therapie abhangt [135, 154,
176], jedoch werden weitere Studien benétigt, bevor eine klare Aussage dazu getroffen
werden kann. Eltern und Kinder wurden in der KIRA-Studie dazu angehalten, am Tag
der Messung auf die Medikamenteneinnahme zu verzichten, sodass zumindest keine
direkt nach Inhalation zurtckbleibenden Reststoffe im Exhalat zu erwarten waren, doch
kann ein grundsatzlicher Einfluss durch unterschiedliche medikamenttse
Behandlungsplane auf die breathprints trotzdem nicht ausgeschlossen werden.

Durch den strengen Studienausschluss von Kindern mit Komorbiditdten spielten
weitere Erkrankungen als Storvariable fUr diese Arbeit keine Rolle [202, 226]. In
weniger selektierten Patientenkollektiven mussten sie jedoch bertcksichtigt werden.

Eine Md&glichkeit, kurzfristige Storeinflisse zu minimieren, wéare z. B., Teilnehmende
dazu anzuweisen, in den ein bis drei Stunden vor der Messung weder Nahrung noch
Getranke mit Ausnahme von Wasser zu sich zu nehmen und auf kérperliche Aktivitat
zu verzichten — ein Vorgehen, das viele Studien beschreiben [134, 161, 170, 174, 175].
Ob die Diskriminationsfahigkeit einer eNose dadurch relevant verbessert wird, muss
jedoch erst noch ermittelt werden [194]. Andere Faktoren, wie z. B. Komorbiditaten,
kénnen zudem nicht beeinflusst werden oder die Eliminierung wéare mit starken
Einschrankungen verbunden bzw. ethisch nicht vertretbar [155]. Bei der Erstellung des
hier verwendeten Studienprotokolls wurde eine bewusste Entscheidung gegen die
oben genannten Vorgaben getroffen, da das Gerat mdéglichst in einem Umfeld getestet
werden sollte, das dem &hnlich ist, in dem langfristig ein Einsatz gewinscht ist, und zu
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viele Einschrankungen vor der Analyse die klinische Anwendung, gerade in der
Péadiatrie, ungeeignet machen wirden.

5.1.2.4 Datenanalyse

Nicht nur die Sammlung von Ausatemluft und die Analysetechniken unterscheiden sich
zwischen den bereits publizierten Studien, sondern auch bei der statistischen
Auswertung kommen immer wieder unterschiedlichste Methoden zum Einsatz. Dabei
stellt die in dieser Arbeit verwendete Kombination aus der Durchfihrung einer
Hauptkomponentenanalyse mit anschlieBender linearer Diskriminanzanalyse das am
haufigsten verwendete Vorgehen dar [234].

Die meisten Autoren, die Empfehlungen zur statistischen Analyse von eNose-
Sensorsignalen aussprechen, raten zunachst zur Durchfiihrung einer Normalisierung®
der Sensorsignale [194, 235, 236], jedoch zeigte sich in Voruntersuchungen, dass dies
keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse hatte, sodass
ausschlieBlich die altersadjustierten Rohdaten verwendet wurden.

Das eigentliche Ziel einer Hauptkomponentenanalyse ist die Reduktion vieler Variablen
auf wenige Komponenten, die den Grofteil der beobachteten Varianz beinhalten [237].
Wie viele Komponenten in die weitere Analyse eingehen, variiert jedoch [188]. In vielen
Veroéffentlichungen zur Analyse von Ausatemluft mittels eNose finden sich keine
Informationen zur Anzahl der analysierten Komponenten, nur wenige Autoren
beschreiben eigens festgelegte, aber jeweils unterschiedliche Kriterien [154, 161, 176].
Ein géngiges statistisches Verfahren zur Ermittlung der relevanten Hauptkomponenten
ist z. B. die Anwendung des Kaiser-Guttman-Kriteriums, welches besagt, dass
ausschlieBlich solche Komponenten Verwendung finden sollen, deren Eigenwerte'
groBer als 1 sind. Eine Alternative ist die optische Orientierung am ,Knick” in der
graphischen Darstellung der Eigenwerte [237]. Beide Vorgehensweisen hatten bei
allen  Gruppenvergleichen dazu geflhrt, dass ausschlieBlich die erste

Hauptkomponente weiter analysiert worden ware. Diese wies in keinem der in dieser

® Durch Normalisierung wird die Signalintensitat der Sensorendaten angeglichen, um
systematische Abweichungen z. B. durch unterschiedliche Probevolumina auszugleichen [194].

"% Der Eigenwert einer Hauptkomponente ist die Summe der quadrierten Korrelationen
zwischen urspriinglicher Variable und Hauptkomponente. Ein Eigenwert unter 1 besagt, dass
die Hauptkomponente weniger Varianz des urspriinglichen Datensatzes bindet als eine
ursprungliche Variable. [237] In dieser Arbeit bedeutet das konkret, dass eine
Hauptkomponente mit einem Eigenwert unter 1 einen geringeren Anteil an der Gesamtvarianz
beschreibt als ein urspriinglicher Sensor.
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Arbeit verwendeten Gruppenvergleiche relevante Unterschiede zwischen den
untersuchten Gruppen auf. Ausatemluft enthélt jedoch mehrere Hundert verschiedene
VOCs, wahrend GC-MS Studien nur sechs bis 28 VOCs identifizierten, die zwischen
Asthma und gesunden Kontrollen diskriminieren konnten. Aus diesem Grund ist
anzunehmen, dass der GroBteil der mit den Sensoren reagierenden VOCs nicht zur
gewlnschten Unterscheidung beitragt, sondern zu Hintergrundrauschen mit hoher
Streuung fuhrt, welches durch die erste Hauptkomponente reprasentiert wird. Dieser
Umstand kénnte auch den &uBBerst hohen Eigenwert der ersten Hauptkomponente und
den hohen Anteil an der Gesamtvarianz erklaren und wirde einer geringen signal-to-
noise-ratio (Quotient aus relevantem Signal und Hintergrundrauschen) entsprechen,
die als charakteristisch fiir eNose Daten beschrieben wurde [238]. Aus diesem Grund
wurden auch Hauptkomponenten mit einem Eigenwert < 1 berlcksichtigt. Das
Kriterium, das zur Analyse der ersten funf Hauptkomponenten fiihrte, die je nach
Fragestellung einen Anteil an der Gesamtvarianz von 99,4—99,7 % aufwiesen, wurde
letztendlich weitgehend willklrlich gewahlt. Es entsprach jedoch in etwa der
Auswertung von van der Schee et al. und damit der einzigen zu dem Zeitpunkt
verdffentlichten Studie zur Anwendung der Cyranose® 320 im Kindesalter [176].

Durch  Leave-One-Out-Kreuzvalidierung wurde die interne Validitdt der
Diskriminanzfunktion untersucht, die meist mangelhafte Ergebnisse bezuglich der
Anzahl  der  korrekten = Zuordnungen  zeigte.  Gerade bei  besserer
Unterscheidungsfahigkeit der eNose, wie sie in den allen bisherigen Publikationen zur
eNose-Technologie in der Asthmaforschung beschrieben wurde, ware die externe
Validierung durch einen zweiten Probedatensatz essentiell gewesen. Eine Aufteilung in
einen Trainingsdatensatz und einen zweiten Datensatz zur Validierung war in dieser
Arbeit insbesondere aufgrund der geringen Anzahl an gesunden Kontrollen nicht
maoglich.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Diagnosestellung Asthma bzw. wheeze

Die Ergebnisse bezlglich der Unterscheidung zwischen Kindern mit obstruktiven
Atemwegserkrankungen und gesunden Kontrollen anhand der breathprints in dieser
Arbeit waren widersprichlich und konnten zusammenfassend die Ergebnisse
bisheriger Studien nicht bekraftigen. Wurden alle vorliegenden Sensorrohdaten der
eNose gemeinsam analysiert war es mdglich, zwischen Fallen und gesunden
Kontrollen zu unterscheiden, allerdings mit einer schlechten Trennscharfe. Im
Gegensatz dazu war diese Diskrimination zwischen Fallen und gesunden Kontrollen
nicht mehr mdéglich, wenn zwei bezlglich des Alters und des Geschlechts homogene
Gruppen mit jeweils nur zwdlf Kindern miteinander verglichen wurden. Ebenso konnte
anhand der Sensordaten der elektronischen Nase keine Zuordnung zu der Gruppe der
Asthmatiker einerseits und der Gruppe der gesunden Kontrollen andererseits
vorgenommen werden. Die fehlende Unterscheidungsféahigkeit war unabhangig davon,
ob die Gruppe der Asthmatiker aus allen 38 Kindern mit Einschlussdiagnose Asthma
bestand oder drei Kinder mit Einschlussdiagnose wheeze zusétzlich der Gruppe
hinzugefligt wurden''. Auch wenn ausschlieBlich Kinder analysiert wurden, die zu dem
Zeitpunkt eine Dauertherapie mit inhalativen Corticosteroiden erhielten oder lediglich
Kinder mit Therapiestufe 1 und somit mildem Asthma betrachtet wurden, war eine
Unterscheidung anhand der breathprints nicht mdéglich. AuBerdem war auch die
Differenzierung zwischen Kindern mit wheeze und gesunden Kontrollen nicht
realisierbar. Zusammenfassend war also die elekironische Nase in dieser Studie
demnach nicht in der Lage, zwischen Kindern mit obstruktiven Atemwegserkrankungen

und gesunden Kontrollen zu unterscheiden.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu allen bisher verdffentlichten Studien, die
sich mit dem Einsatz von breathomics im Zusammenhang mit der korrekten
Diagnosestellung von Asthma oder preschool wheeze befasst haben und aufgrund
derer zumindest eine moderate Unterscheidungsfahigkeit anhand der ausgeatmeten
VOC-Profile zu erwarten gewesen waére. In den meisten vorangegangenen Studien
jedoch wurden entweder Erwachsene untersucht oder VOCs mittels GC-MS
gemessen. Da unsere Studie dementsprechend eine der ersten ist, die sich mit der

"' Die Kinder waren initial mit Einschlussdiagnose wheeze in die Studie aufgenommen worden,
hatten zum Zeitpunkt der Datenerhebung aber potenziell eine Asthmadiagnose erhalten (Details
siehe Kapitel 4.1).
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Analyse von VOCs in der Ausatemluft mittels eNose bei Kindern mit obstruktiven
Atemwegserkrankungen auseinandergesetzt hat, ist die Anzahl vergleichbarer Studien
stark limitiert.

Eine erst kdirzlich verdffentlichte Studie, die Ergebnisse zum Einsatz einer
elektronischen Nase bei 20 Kindern ab sechs Jahren mit moderatem bis schwerem
Asthma und 22 altersentsprechenden gesunden Kontrollen beschrieb, konnte eine
moderate  Unterscheidungsfahigkeit mit hoher Spezifitit nachweisen [170].
Vergleichbare Ergebnisse zeigte auch eine weitere Studie, die anstatt ausgeatmeter
Luft nur das Kondensat von Ausatemluft von 45 Kindern mit Asthma und 19 gesunden
Kontrollen mittels Cyranose® untersuchte [169]. Darlber hinaus erreichte die
diagnostische Treffsicherheit fur Asthma &hnliche oder hoéhere Werte in der
Anwendung verschiedener elekironischer Nasen bei Erwachsenen [134, 156-158,
164]. Untersuchungen der Ausatemluft mittels GC-MS in padiatrischen Kohorten mit 23
bis 120 Kindern zeigten eine bessere Diskriminationsfahigkeit als entsprechende
eNose Studien [171-175].

Auch Unterschiede in den breathprints von Kindern mit preschool wheeze und
gleichaltrigen gesunden Kindern wurden bereits beschrieben. Sowohl die VOC-Profile
von Kindern mit zu dem Zeitpunkt symptomatischem wheeze, analysiert mittels eNose,
als auch die von Kindern mit wiederkehrendem wheeze), ermittelt durch GC-MS,
unterschieden sich signifikant von den jeweils untersuchten gesunden Kontrollen im
Kleinkind- und Vorschulalter [116, 176]. Die jeweilige Anzahl der Kkorrekten
Zuordnungen wies auf eine moderate bis gute Diskriminationsféhigkeit hin.

In dieser Arbeit war anhand der gemessenen VOC-Profile ausschlieBlich eine
Unterscheidung zwischen allen Fallen und gesunden Kontrollen méglich. Bedenkt man,
dass nicht alle Kinder mit wheeze spéater eine Progression zum Asthma erleben und
distinkte zugrundeliegende Pathomechanismen fir den unterschiedlichen Verlauf
verantwortlich gemacht werden, muss man sich fragen, inwiefern die gemeinsame
Untersuchung von wheeze und Asthma im Vergleich zu gesunden Kontrollen
Uberhaupt sinnvoll ist. Allerdings fuhren alle Formen der obstruktiven
Atemwegserkrankungen zu einer Entzindung der Atemwege. Histopathologische
Auffélligkeiten, wie die Verdickung der Basalmembran oder eosinophile Infiltrationen,
welche als charakteristisch fur Asthma gelten, kdbnnen unabhangig vom Atopiestatus
bereits im Vorschulalter nachgewiesen werden [239]. Zudem &hnelten die mittels GC-
MS ermittelten VOCs fir Kinder mit preschool wheeze denen, die vorwiegend bei
Asthmatikern gefunden wurden [166, 171, 176]. Demzufolge ist es durchaus
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vorstellbar, dass aufgrund der &hnlichen breathprints von Kindern mit preschool
wheeze und Kindern mit Asthma eine gemeinsame Abgrenzung zu gesunden
Kontrollen, die noch nie eine wheeze-Episode erlitten haben, mittels eNose maglich ist.
Die elektronische Nase ist aufgrund ihrer kreuzreaktiven Sensoren nicht in der Lage,
einzelne spezifische VOCs zu identifizieren. Dementsprechend konnte nicht ermittelt
werden, welche Molekile zu der in dieser Arbeit beobachteten Diskrimination zwischen
allen Fallen und den gesunden Kontrollen fihrten. Unter Berlcksichtigung der
Tatsache, dass diese Unterscheidungsfahigkeit bei der Untersuchung von kleineren,
aber praziser definierten Untergruppen nicht bestéatigt werden konnte, ist es fraglich, ob
wirklich krankheitsspezifische VOCs und nicht unbekannte Stéreinflisse fur die
Unterscheidung verantwortlich waren. Zudem muss bertcksichtigt werden, dass die
auBerst ungleichen Gruppenstarken von Fallen einerseits und gesunden Kontrollen
andererseits eine Limitation fur die Interpretation darstellen.

Einige Autoren, die systematisch bisherige breathomics-Studien analysiert und
diskutiert haben, warnen vor einer zu optimistischen Beurteilung der erzielten
Ergebnisse aufgrund der meist fehlenden externen Validierung und der
verhaltnismaBig kleinen GruppengréBen [236, 240-242]. Allerdings konnte unsere
Studie die bisher publizierten Ergebnisse zur Unterscheidungsféhigkeit grundlegend
nicht bestatigen, sodass sich die Frage stellt, wie das zu erklaren ist.

Eine mdgliche Erklarung ware, dass keine signifikanten, krankheitsspezifischen
Unterschiede der ausgeatmeten VOCs zwischen kranken und gesunden Kindern
vorhanden waren. Beim Vergleich der Ergebnisse verschiedener Studien, die alle
mittels GC-MS VOCs ermittelten, die eine Unterscheidung zwischen Kindern mit
Asthma und gesunden Kontrollen erméglichten, fallt auf, dass es kaum Uberlappungen
zwischen den spezifischen VOCs gibt [171-175]. Insgesamt wurden nur 13 der
beschriebenen VOCs mehr als einmal genannt, wobei unklar ist, ob dies auf tatsachlich
vorhandene Unterschiede oder auf die unterschiedliche Analysetechnik zuriickzufiihren
ist [155]. Die Tatsachen, dass sich die bisher ermittelten VOCs jedoch meist zumindest
in ihrer Grundstruktur &hneln und dass auch GC-MS-Messungen nicht uneingeschrankt
untereinander vergleichbar und vollstédndig standardisiert sind, lassen jedoch vermuten,
dass die Analysetechnik einen groB3en Einfluss auf die beobachteten Unterschiede der
spezifischen VOCs zwischen den genannten Studien hatte. Eine mdgliche Ursache fir
tatsachlich nicht vorhandene oder nicht ausreichend messbare Unterschiede zwischen
Asthmatikern und Kontrollen in dieser Studie kénnte sein, dass die Asthmatiker in der
KIRA-Studie eine relativ heterogene Gruppe ergaben. Viele der Kinder litten nur an
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milder Symptomatik ohne Bedarf einer ICS-Dauertherapie und die Symptome von 70%
der Asthmatiker galten nach GINA-Kriterien als ausreichend kontrolliert. Auch wurde
die Diagnose ,Asthma®“ zwar nach Leitlinien definiert und musste zuvor &rztlich
diagnostiziert worden sein, jedoch zeigen Untersuchungen, dass auch zwischen
Padiatern variiert, was als Asthma bezeichnet wird [243]. Ebenso gibt es Unterschiede
in der Wahrnehmung von wheeze und die meisten Kinder mit preschool wheeze waren
zum Zeitpunkt der Messung nicht akut symptomatisch, einige hatten sogar bereits im
gesamten letzten Jahr keine wheeze-Episode mehr durchlebt. Trotz alledem machen
es die konstanten Ergebnisse aller anderen Studien duBBerst unwahrscheinlich, dass in
der hier untersuchten Kohorte grundsatzlich keine Unterschiede in den VOC-Profilen
vorlagen. Obwohl andere Studien mit vergleichbarer Anzahl an Teilnehmenden
aussagekraftige Ergebnisse erhielten [134, 138], scheint es mdglich, dass die
GruppengréBen in dieser Studie nicht ausreichten, um statistisch signifikante

Ergebnisse zu erzielen.

Eine weitere denkbare Erklarung fir die fehlende Diskriminierung zwischen Kindern mit
Asthma bzw. wheeze kdnnte sein, dass trotz grundsatzlich bestehender Unterschiede
die Analyse der Sensordaten der elektronischen Nase nicht in der Lage war, diese
korrekt zu identifizieren. Insbesondere aufgrund der kreuzreaktiven Sensoren ist es
vorstellbar, dass diverse nicht krankheitsrelevante VOCs zu massivem
Hintergrundrauschen fiihrten und somit die entscheidenden Signale Uberlagert wurden.
Im Grunde kénnen alle unter 5.1.2 bereits ausfihrlich erlauterten und diskutierten
technischen und methodischen Kriterien Einfluss auf die breathprints und somit auf die
Diskriminationsféhigkeit gehabt haben. Besonders hervorzuheben wéren in diesem
Falle die potenziellen Einflisse der Umgebungsluft und der vermeidbaren individuellen
Storfaktoren, da diesbezlglich am ehesten Abweichungen zu vorangegangen Studien
festgestellt werden kdnnen. Unsere Ergebnisse deuten mdglicherweise darauf hin,
dass die eher kurze Sammlungszeit, die fehlende Auswasch-Periode vor der
Materialgewinnung [244] und die eventuell unzureichende Dichtigkeit um das
Mundstick insbesondere bei jungeren Kindern dazu gefUhrt haben kdnnten, dass
direkt zuvor aufgenommene exogene VOCs in der Ausatemluft dominierten und den
Effekt der Asthma- bzw. wheeze-spezifischen endogenen VOCs Uberdeckten. In
Studien, in der die GC-MS zum Einsatz kommt, scheint die fehlende Auswaschzeit
keine relevanten Auswirkungen zu haben, da einerseits eine Korrektur anhand der
parallelen Sammlung von Umgebungsluft méglich ist und andererseits durch ihren
qualitativen Charakter die Messung weniger anfallig fur Informationsverlust zu sein
scheint [116, 171, 172, 179]. In unserem Studiendesign war die einzige Vorgabe
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bezlglich des Ausschlusses individueller Storfaktoren, dass am Studientag auf
inhalative Medikamente verzichtet werden sollte. Somit kann auch das unterschiedliche
Verhalten beziglich Essen, Trinken und kérperlicher Bewegung vor der Messung zu
UbermaBigen Stéreinflissen und zur Uberlagerung der untersuchten Signale gefiihrt
haben. Die gesunden Kontrollen waren zudem signifikant jinger als die Gruppe der
Asthmatiker und signifikant alter als die Kinder mit preschool wheeze, sodass auch der
Einfluss eines mdglichen Alterseffekts trotz Altersadjustierung bertcksichtigt werden
muss. Zuletzt ist es auch denkbar, dass es durch die Wiederverwendung der Tedlar®-
Beutel zur Kontamination und Vermischung der Ausatemluft von Kindern
verschiedener Gruppen kam, die anschlieBend eine Diskrimination verhinderten.
Stickstoffspllungen wurden zwar als ausreichend wirksam beschrieben, jedoch
unterscheiden sich die beschriebenen Reinigungsprotokolle [172, 179, 210].

Es lasst sich also nicht abschlieBend klaren, weshalb breathprints in dieser Arbeit
keine stabilen Modelle zur Unterscheidung zwischen Asthma bzw. wheeze und
gesunden Kontrollen ergaben. Seit einigen Jahren werden Hoffnungen darauf gesetzt,
dass langfristig mit der Unterstitzung von VOC-Messungen die Asthma-
Diagnosestellung verbessert und bereits in den ersten sechs Lebensjahren zwischen
echtem frihkindlichen Asthma und selbstlimitierendem wheeze unterschieden werden
kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen aber darauf hin, dass eine Reproduktion der
bisher veréffentlichten Ergebnisse in neuen Kohorten nicht selbstverstandlich ist und
somit die eNose Technologie aktuell noch nicht bereit fir den klinischen Einsatz ist.
Streng standardisierte Methoden und Untersuchungen in groBen Kohorten sind nétig,
um zu zeigen, ob aus VOC-Analysen mehr als ,Forschungsspielzeuge” [242] werden

wird.

5.2.2 Episodic viral wheeze versus multi-trigger wheeze

Innerhalb der Gruppe der Kinder mit Einschlussdiagnose wheeze war in dieser Arbeit
eine Diskrimination von episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze mit moderater
Trennschérfe und maBiger korrekter Klassifikation anhand der ausgeatmeten VOC-
Profile méglich. Wurden ausschlieBlich Kinder unter sechs Jahren in die Analyse
eingeschlossen, konnten die Trennschérfe und der Anteil der korrekten Zuordnung
noch weiter verbessert werden. Bei der Interpretation dieser Resultate sollten jedoch
einige Fakten berucksichtigt werden. Zum einen waren allgemeinere Unterscheidungen
(siehe 5.2.1) zuvor nicht mdglich gewesen, obwohl fir diese Fragestellungen proof of
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principle'? bereits gezeigt werden konnte. Da unklar bleibt, weshalb in dieser Studie
eine Unterscheidung zwischen Kindern mit obstruktiven Atemwegserkrankungen und
gesunden Kontrollen nicht méglich war, sollte die Ergebnisse weiterer Analysen mit
Subgruppen aus demselben Datensatz kritisch interpretiert werden. AuBBerdem waren
signifikante Unterschiede ausschlieBlich in der vierten bzw. flinften Hauptkomponente
nachweisbar, die bereits nur jeweils etwa 0,2% der Gesamtvarianz beschrieben.
Insofern ist es fraglich ist, wie stabil die erstellten Modelle waren und ob die messbare
Diskriminierung wirklich auf Phanotypen-spezifische VOCs und nicht auf statistische
Artefakte zurlickzufiihren war. Zuletzt muss berlcksichtigt werden, dass die Fallzahlen
gering waren und gerade bei der gemeinsamen Analyse vieler Variablen inadaquate
GruppengréBen eher zur Entdeckung von nur scheinbaren Unterschieden, also
ebenfalls nur statistischen Artefakten, filhren kénnen [240]. Trotz alledem blieb die
Klassifikation nach dem Ausschluss der sieben Kinder, die zum Zeitpunkt der Messung
bereits sechs Jahre oder &lter waren, relativ stabil. Die Gruppen waren weitgehend
ausgeglichen beziglich der meisten demographischen und krankheitsbezogenen
Daten (einzige Ausnahme war der ungleiche Anteil von Kindern mit ICS-Dauertherapie)
und es gibt keinen Grund zur Annahme, dass Unterschiede der Gruppen in Hinsicht
auf Ernahrung, eingeatmeter Raumluft oder der Durchfiihrung der Materialsammlung
zu erwarten gewesen waren. Dementsprechend erscheint es zumindest
unwahrscheinlich, dass diese genannten Faktoren die Unterschiede in den breathprints
der beiden Gruppen erklaren.

Der Vorschlag der Einteilung in die Phanotypen episodic viral wheeze und muilti-trigger
wheeze 2008 durch eine Expertengruppe der ERS wurde in den folgenden Jahren
schnell angenommen [245, 246]. Gerade in der klinischen Versorgung spielt sie bis
heute eine groBe Rolle, da sie keinen langeren zeitlichen Verlauf berlcksichtigt und
somit P&diaterinnen und Padiater bereits frihzeitig bei &rztlicher Beratung eines
Kindes mit wheeze eine entsprechende Klassifikation vornehmen kénnen.
Verschiedene Autoren unterstitzen das Konzept dieser Phéanotypen, indem sie
Hypothesen flr Unterschiede in der Pathogenese beschreiben. Fiur die Entstehung von
viral wheeze werden eine gestbrte Reifung der angeborenen Immunabwehr gegenlber
Viren und eine dadurch entstehende erhdhte Anfalligkeit flir virale Infektionen der
unteren Atemwege verantwortlich gemacht. Daraus resultieren rezidivierende

Entziindungen, die wiederum die Entwicklung und Reifung der Lunge und Atemwege

'2 Proof of principle beschreibt den Nachweis der grundsatzlichen Machbarkeit einer Methode.
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behindern. [8, 247-249] Insbesondere bei Kindern, die ausschlieBlich in den ersten
Lebensjahren an wheeze leiden, kdnnten auch verhéltnismaBig enge Atemwege zu
einer vortbergehenden Pradisposition fir pfeifende Atmung flhren, die sich jedoch
durch Zunahme des Atemwegsdurchmessers wieder verwachst [1]. Zudem wurden
Hinweise auf eine von Allergien unabhéngige, bereits in utero beginnende
Pathogenese gefunden [250]. In der Entstehung von multi-trigger wheeze hingegen
scheinen genetische Pradispositionen und eine frilhe Sensibilisierung gegenlber
Allergenen eine bedeutendere Rolle zu spielen [251]. Wheeze, das nur durch virale
Infekte ausgeldst wird, wird eine meist gute Prognose mit hoher Wahrscheinlichkeit fir
eine Remission nachgesagt [8, 30, 70]. Im Gegensatz dazu gilt multi-trigger wheeze als
wichtiger Risikofaktor fur anhaltendes wheeze und spateres Asthma und ist mit
starkeren Einschréankungen der Lungenfunktion assoziiert [68, 252, 253]. Inwiefern
multi-trigger wheeze zu veranderten VOC-Profilen in der Ausatemluft fihren kann, ist
bisher nicht untersucht worden. Eine denkbare Erklarung flr die gemessenen
Unterschiede in dieser Arbeit kdnnte jedoch sein, dass Kinder mit multi-trigger wheeze
im Gegensatz zu Kindern mit episodic viral wheeze eine kontinuierliche Inflammation
der Atemwege selbst in asymptomatischen Phasen aufweisen, welche auch zwischen
umschriebenen Episoden zu wheeze-Anfallen fihren kann [254]. Diese Theorie wird
unterstitzt durch eine Studie, in der histologische Merkmale der Bronchien bei vielen
Kindern mit preschool wheeze Asthma-typische Auffalligkeiten unabhdngig vom
Atopiestatus, bei reinem viralen wheeze jedoch keine Unterschiede zu gesunden
Kontrollen zeigten [239].

Doch episodic viral wheeze verwachst sich nicht immer und (atopisches) muilti-trigger
wheeze fuhrt auch nicht immer zu einer spateren Asthmadiagnose. Studien zeigen,
dass auch schweres episodic viral wheeze mit einem deutlich erhéhten Asthmarisiko
assoziiert ist [255]. AuBerdem kdnnen Personen, die im Kindesalter an rezidivierenden
obstruktiven Bronchitiden gelitten haben, zwar im jlngeren Erwachsenenalter eine
relativ gute Lungenfunktion zeigen, jedoch im héheren Erwachsenenalter rapide
Verschlechterungen in der Lungenfunktion und damit mdglicherweise ein erhdhtes
Risiko fir die Entwicklung einer COPD aufweisen [256, 257]. Ebenso existiert der
Phanotyp eines episodic viral wheeze nicht ausschlieBlich im Kindesalter, wenn er
auch im Erwachsenalter deutlich seltener ist [258]. Infolgedessen erscheint eine
weitere Unterteilung von viral wheeze in voribergehendes viral wheeze (transient viral

wheeze) und anhaltendes viral wheeze (persistent wheeze) zutreffender [88, 255].
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Studien, die sich mit der Stabilitdt der klinischen Phénotypen im Vorschulalter
beschéftigten, zeigten, dass Wechsel von einem zum anderen Ph&notyp sehr haufig
sind, wobei ein Wechsel von episodic viral wheeze zu multi-trigger wheeze am
haufigsten war [98, 259-261]. Eine mdgliche Erklarung dafir kénnte eine im Verlauf
zusatzlich erworbene allergische Sensibilisierung sein [248, 260, 262]. Der deutlich
seltener beschriebene Ubergang von multi-trigger wheeze zu episodic viral wheeze
kénnte dadurch entstehen, dass durch Medikamente nur wheeze-Anfélle zwischen den
umschriebenen Exazerbationen reduziert bzw. verhindert werden oder Eltern
Symptome dazwischen weniger wahrnehmen, weil die wheeze-Symptomatik im

Rahmen der Infektionen so viel eindricklicher ist [81].

Die eingeschrankte Stabilitdt der Phanotypen zeigte sich auch innerhalb der KIRA-
Studie, da einige der untersuchten Kinder an der ersten Studienvisite einer anderen
Gruppe zugeordnet worden waren als an dem Studientag, an dem die VOC-Messung
im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurde. Untersucht wurde dabei in dieser Arbeit
ausschlieB3lich der Phanotyp bezogen auf die letzten 12 Monate. Zudem war der Anteil
der Kinder mit nachgewiesener Atopie in den beiden Gruppen ausgeglichen, was der
klassischen Einteilung in eher nicht-atopisches episodic viral wheeze und atopisches
multi-trigger wheeze widersprach. Dementsprechend zeigt bereits diese Klassifikation,
obwohl sie weit verbreitet ist, einige Limitationen. Aufgrund dieser Einschrankungen
sind einige Autoren, wie z. B. Garcia-Marcos et al., der Meinung, dass die klinischen
Phanotypen keine distinkten Untergruppen, sondern verschiedene wheeze-
Schweregrade darstellen [263].

Scores, die eine Unterscheidung zwischen echtem frihkindlichem Asthma und
voribergehender wheeze-Symptomatik erlauben und somit Hilfestellung beziglich der
Therapieentscheidungen geben sollen, bericksichtigen eine Kombination von
klinischen Befunden, wobei wheeze auBerhalb von Erkaltungen jeweils nur einer der
Risikofaktoren ist und insbesondere auch Atopie, Frequenz und Schweregrad wichtige
Parameter darstellen [7, 57, 67, 81, 264].

Zusammenfassend lasst sich demnach sagen, dass zwar gewisse Unterschiede
zwischen episodic viral wheeze und multi-trigger wheeze beobachtet werden kénnen
und vermutlich auch zu einem gewissen Teil unterschiedliche pathogenetische
Ursachen an der Krankheitsentstehung beteiligt sind. Trotz alledem wird die klinische
Dichotomisierung der Komplexitdt von preschool wheeze nicht gerecht und die
Phanotypen stellen nur einen schlechten prognostischen Marker fur den weiteren
Verlauf dar. Wahrscheinlicher erscheint, dass beide Phanotypen jeweils mehrere
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spezifische Endotypen mit unterschiedlichem Verlauf reprasentieren'. Die in dieser
Arbeit beschriebenen Differenzen in den breathprints sind demnach mutmaBlich
entweder auf eine unterschiedlich ausgepragte Atemwegsinflammation oder auf
unbekannte Storeinflisse zurlckzufihren. Inwiefern VOC-Analysen einen relevanten
Beitrag zur frihzeitigen Asthmadiagnosestellung leisten kénnen, wird sich erst zeigen,
wenn prazise Definitionen fir distinkte Endotypen existieren, die auch durch
spezifische, in der Ausatemluft messbare VOCs gekennzeichnet sind, oder wenn ein
stabiles Modell, das zwischen Asthma und gesunden Kontrollen unterscheidet, in
Kohorten mit preschool wheeze getestet werden kann. Das liegt jedoch vermutlich

noch in weiter Zukunft.

5.2.3 Atopie

Die Unterscheidung zwischen atopisch und nicht-atopisch anhand spezifischer IgEs
oder eines Prick-Tests ist wohl die haufigste Klassifikation fir Asthma und spielt auch
flr preschool wheeze eine wichtige Rolle. Innerhalb der Gruppe der Asthmatiker galten
in dieser Arbeit ca. 80 % als atopisch, womit der Anteil in etwa dem anderer
padiatrischer Asthmakohorten entsprach [118, 173, 179]. Die breathprints zeigten
jedoch keine Unterschiede in Abhangigkeit des Atopiestatus, weder in der Gruppe der
Asthmatiker, noch in der Gruppe der Kinder mit wheeze. In einer Studie, die VOC-
Profile mittels GC-MS analysierte, wurden Hinweise beschrieben, dass eine
Unterscheidung zwischen atopischem und nicht-atopischem Asthma mdglich sein
kénnte, jedoch wurden weder die Daten gezeigt noch weitere Analysen diesbezlglich
durchgefiihrt [171]. In einer anderen eNose-Studie mit Erwachsenen wurden
ausschlieBBlich Personen mit allergischem Asthma eingeschlossen, sodass eine
Differenzierung nicht untersucht werden konnte [134]. Aufgrund der sehr limitierten
Literatur zu Unterschieden in den VOC-Profilen in Abh&ngigkeit des Atopiestatus, kann
keine Aussage dartber getroffen werden, ob eine Diskriminierung zwischen atopisch
und nicht-atopisch anhand der breathprints zu erwarten gewesen ware.

Es ist durchaus méglich, dass die bereits ausfihrlich in 5.2.1 diskutierten potenziellen
methodischen Ursachen fir die fehlende Diskriminierung verantwortlich sind, obwohl
Atopie-spezifische Unterschiede zwischen den VOC-Profilen in der Ausatemluft
vorhanden sind. Allerdings ist auch allergisches Asthma sehr heterogen beziglich der
Verlaufe und des Ansprechens auf medikamentése Therapie [265] und Humbert et al.

'3 siehe auch Abbildung 1 unter Kapitel 1.1.4, Seite 6
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beschrieben bereits 1999 viele gemeinsame immunpathologische Mechanismen, die
vermutlich sowohl bei allergischem als auch bei nicht-allergischem Asthma Bedeutung
haben [266]. Weil mit Omalizumab, einem monoklonalen Antikérper, der gegen IgE
gerichtet ist, eine zielgerichtete Therapie bei schwerem allergischem Asthma auf dem
Markt ist, kann die Klassifikation direkten Einfluss auf die Therapieentscheidung haben.
Studien zeigen jedoch, dass IgE auch bei nicht-allergischem Asthma eine Rolle spielen
kénnte, was eine Erklarung fir das bereits beschriebene Ansprechen auf eine Therapie
mit Omalizumab bei nicht-atopischem Asthma darstellen wirde [267, 268]. Diese
Ergebnisse unterstitzen ebenfalls die Hypothese, dass allergisches und nicht-
allergisches Asthma mehr Gemeinsamkeiten als Unterschiede aufweisen und
demnach eine klare Unterscheidung nicht mdglich ist. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass typische Atemwegspathologien bei preschool wheeze gleichermafen bei Kindern
mit und ohne Atopie vorhanden waren [239, 269], sodass fiir diese Gruppen Ahnliches
gelten kénnte.

In dieser Arbeit wurden atopisches Asthma und wheeze lediglich anhand der
Sensibilisierung fur Allergene definiert. Spezifischere Definitionen bericksichtigen auch
die klinische Prasentation, sodass ein allergisches Asthma bzw. wheeze nur vorliegt,
wenn zusatzlich zur Sensibilisierung eine Asthma-typische Symptomatik bei Exposition
gegeniber dem nachgewiesenen Allergen beobachtet werden kann [265, 270]. Viele
Studien verwenden als minimalen Grenzwert fir den Nachweis einer Sensibilisierung
einen Wert von 0,35 kU/I fir spezifische IgEs im peripheren Blut [31, 178, 271, 272].
Jedoch ist die klinische Bedeutung fir solch geringe Werte fraglich [273], sodass — in
der Hoffnung, dass die Einteilung dadurch eine gréBere klinische Relevanz hat — fir
diese Arbeit ein etwas héherer Grenzwert gewahlt wurde. Ob eine Dichotomisierung
allerdings Uberhaupt sinnvoll ist, bleibt unklar, weshalb Marinho et al. vorschlugen,
Atopie als quantitative, kontinuierliche Variable zu betrachten [274]. Da auch die
Summe der spezifischen IgEs keine Korrelation mit den Hauptkomponenten zeigte,
weisen unsere Ergebnisse daraufhin, dass auch diese Form der Definition von Atopie
keinen Einfluss auf die untersuchten breathprints hatte.

5.2.4 Asthma-Schweregrad

Die meisten Patientinnen und Patienten mit Asthma kdénnen mit den derzeit
verfigbaren Medikamenten effektiv behandelt werden. Jedoch bleibt ein kleiner Teil mit
schwierig therapierbarem oder schwerem Asthma, der weiterhin deutliche
Einschrankungen in der Lebensqualitdt aufweist und hohe Kosten fur das
Gesundheitssystem verursacht. Die Definition von schwerem Asthma ist nicht ganz
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einheitlich, jedoch verstehen die meisten darunter ein Asthma, das entweder trotz
ausreichender Therapie weiterhin zu relevanten Symptomen fihrt und mit einer
Minderung des Luftflusses assoziiert ist, oder das nur durch hohe Dosen von
inhalativen Corticosteroiden und zuséatzliche Medikamente ausreichend kontrolliert
werden kann [26, 104, 275-277]. In dieser Arbeit sollte unter anderem auch untersucht
werden, ob Kriterien, die Hinweise auf den Schweregrad geben, wie z. B. der
Medikamentenbedarf, mit unterschiedlichen VOC-Profilen in der Ausatemluft

verbunden sind.

Bereits zuvor ausflhrlich diskutierte Limitationen, wie der mdglicherweise
Uberwiegende Einfluss exogener VOCs oder kleine bzw. ungleiche Gruppengréien,
mussen auch bei der Interpretation der folgenden Ergebnisse berlcksichtigt werden.

Eine Abgrenzung von Kindern mit einer milden Form von Asthma, die nur gelegentlich
bronchodilatierende Medikamente bei Bedarf erhielten, von Kindern, die dauerhaft
Corticosteroide inhalierten, war anhand der breathprints nicht méglich. Die dazu bereits
veroffentlichten Ergebnisse sind widerspruchlich. Die fehlende
Unterscheidungsfahigkeit ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Dragonieri et al.,
die VOC-Profile von Erwachsenen mit mildem und schwerem Asthma, das anhand der
medikamentésen Therapie definiert wurde, nur schlecht mittels eNose diskriminieren
konnten [134]. Eine andere Studie hingegen zeigte, dass ebenfalls mittels
elektronischer Nase Kinder mit ICS-Therapie deutlich von denen mit ausschlieBlicher
Bedarfsmedikation unterschieden werden konnten [169]. Wichtig flr ein belastbares
Ergebnis ist in jedem Falle, dass zun&chst der direkte Einfluss von Partikeln aus den
Asthmasprays durch ausreichend lange Wartezeiten zwischen der letzten
Medikamenteneinnahme und der Messung der VOC-Profile minimiert wird [154].
Weitere Studien miissen zeigen, ob das Therapieregime sich direkt in den breathprints
widerspiegelt oder ob die mdglicherweise daraus resultierenden Unterschiede im
Ausmalf der Entziindung flr die beobachtete Diskriminierung verantwortlich sind.

VOC-Profile von Kindern mit bronchialer Obstruktion konnten mit moderater
Trennschéarfe von Kindern mit normaler Lungenfunktion unterschieden werden. Zwei
Hauptkomponenten zeigten zumindest einen Trend zur Korrelation mit dem Tiffeneau-
Index. In dieser Arbeit wurde der Tiffeneau-Index stellvertretend fir die Lungenfunktion
untersucht, da er im Kindesalter weitgehend altersunabhangig ist. Aufgrund des
episodischen Charakters von Asthmaanféllen und da auch Kinder mit schwerem
Asthma normale Werte in der Lungenfunktion aufweisen kdnnen, ist es jedoch fraglich,

inwiefern anhand eines einmalig gemessenen Tiffenau-Indexes eine Einteilung in
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Schweregrade erfolgen sollte. In vorangegangen Studien hatte das durch
Medikamente akut veranderte Atemwegskaliber keinen Einfluss auf breathprints [154]
und die Diskriminationsfahigkeit einer elektronischen Nase war unabhangig von den
Ergebnissen der zuvor ermittelten Lungenfunktion [169]. Es bleibt demnach offen,
worauf der hier beschriebene Unterschied zurlickzuflhren ist. Angesichts der
ungleichen GruppengréBe und des geringen Varianzanteils der diskriminierenden
Hauptkomponente sind auch statistische Artefakte eine mégliche Erklarung.

Zur Einschatzung des Grades der Asthmakontrolle im Kindesalter wurden
verschiedene Mdoglichkeiten, wie z. B. die GINA-Kriterien, der Asthma Control Test
oder das Asthma Control Questionnaire entwickelt, die u. a. Symptome, den Einsatz
von Notfallmedikamenten und Exazerbationen bertcksichtigen [13, 278, 279]. Ziel ist
es, nicht zufriedenstellend behandelte Asthmatiker zu identifizieren, sodass die
Therapie entsprechend dem Stufenschema intensiviert werden kann. In dieser Studie
kamen die GINA-Kriterien bezogen auf die letzten vier Wochen zum Einsatz. Kinder mit
teilweise kontrolliertem und unkontrolliertem Asthma wurden anschlieBend zu einer
Gruppe zusammengefasst. Eine Unterscheidung zwischen aktuell kontrolliertem und
nicht-kontrolliertem Asthma war anhand der ausgeatmeten VOC-Profile nicht mdglich.
Einige Studien haben sich bereits mit der Frage beschéftigt, ob nicht-ausreichend
kontrolliertes Asthma zu distinkten breathprints fuhrt. Zwei Arbeitsgruppen konnten,
entsprechend den Ergebnissen in dieser Arbeit, keine grundsétzliche Korrelation mit
dem aktuellen Grad der Asthmakontrolle nachweisen [180, 280], allerdings war eine
elektronische Nase in der Lage, einen Kontrollverlust im Vergleich zum kontrollierten
Ausgangszustand und zur klinischen Erholung zu identifizieren [163] und auch
Gruppen mit dauerhaft kontrolliertem bzw. unkontrollietem Asthma zeigten
voneinander abweichende exhalierte VOC-Profile [180, 281].

Alle diese Ergebnisse zusammengefasst legen nahe, dass akute und kurzfristige
Anderungen des Grades der Asthmakontrolle und der Lungenfunktion wenig Einfluss
auf VOCs in der Ausatemluft haben. Diese Hypothese wird zudem durch eine GC-MS
Studie zu padiatrischem Asthma unterstitzt, in der nur ein VOC mit akuten
Asthmasymptomen assoziiert war [282]. Uber ladngere Zeit schlecht eingestelltes
Asthma, z. B. in den oben genannten Studien zu dauerhaft unkontrolliertem Asthma
Uber den Zeitraum von einem Jahr, kdnnte hingegen mdéglicherweise durch anhaltende
Atemwegsinflammation zu charakteristischen VOC-Profilen flhren.
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5.3 Limitationen und Starken

Viele Limitationen und Starken dieser Arbeit wurden bereits ausgiebig besprochen,
sodass hier lediglich eine abschlieBende Zusammenfassung erfolgen soll. Die Studie
war eine der ersten, die VOC-Analysen in der Ausatemluft mittels elektronischer Nase
in einer padiatrischen Kohorte mit Asthma und preschool wheeze durchfihrte und
untersuchte, ob diese Methode vom Kindergarten- bis ins junge Erwachsenenalter
grundsatzliche durchfiihrbar ist. Um ein standardisiertes Vorgehen bei allen
Untersuchungen und jeglicher Materialgewinnung zu gewahrleisten, wurden detaillierte
Arbeitsanweisungen entworfen. Weitere Stérken waren zudem die strengen Ein- und
Ausschlusskriterien und die umfangreiche Datenerhebung. Die Verwendung von
Fragebdgen zur Einschatzung der Symptome birgt das Risiko von Bias durch falsche
oder unvollstandige Erinnerungen der Eltern und Kinder. Um den Einfluss mdglichst
gering zu halten, wurde der Fragebogen gemeinsam mit einer geschulten Mitarbeiterin
oder einem geschulten Mitarbeiter der Studie ausgefiillt, sodass Unklarheiten direkt
geklart werden konnten.

Die gréBten Schwachstellen der Arbeit waren die geringe Anzahl an untersuchten
Kindern und insbesondere die ungleiche Verteilung der GruppengréBen. Obwohl die
ALLIANCE Studie eine Langsschnittstudie ist und somit in gewissen MaBen auch
longitudinale Daten vorlagen, wurden VOC-Messungen fir diese Arbeit nur einmal pro
Kind durchgefihrt, sodass keine Aussagen Uber deren Verlauf getroffen werden
kénnen. Im Gegensatz zu Geburtskohorten kann auBerdem bei der spéteren
Rekrutierung von Kindern eine gewisse Selektivitdt nicht ausgeschlossen werden,
sodass keine vollstdndige Reprasentativitdt flir entsprechende Gruppen in der
Allgemeinbevdlkerung bestand.

Die verwendeten Methoden waren zuvor durch eine andere Arbeitsgruppe am AMC
entwickelt und validiert worden und hatten dort zu vielversprechenden Ergebnissen
gefuhrt. AuBerdem hatten Cyranose®-320-Gerate, wie sie in dieser Studie zum Einsatz
kamen, bereits gute Diskriminationsféhigkeiten bezliglich Asthma und wheeze gezeigt.
Trotzdem waren kleine Anpassungen und Abweichungen im Studienprotokoll nétig, die
maoglicherweise negative Auswirkungen auf die Ergebnisse in dieser Arbeit hatten.
Auch die mangelnde Qualitatskontrolle der Messungen stellte einen Nachteil dar.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die gréBte Limitation bezlglich des
klinischen  Einsatzes der eNose-Technologie die bisher unzureichende
Standardisierung ist.
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5.4 Schlussfolgerung

Bereits seit mehr als zehn Jahren werden breathomics als ,vielversprechend” fir den
klinischen Einsatz in der Diagnostik und im Management von Patientinnen und
Patienten mit Asthma und wheeze bezeichnet. Trotz Verwendung einer bereits
validierten Methodik zur VOC-Analyse in der Ausatemluft mittels elektronischer Nase
konnte unsere Studie bisher veréffentlichte Ergebnisse nicht replizieren, sodass Grund
zur Annahme besteht, dass der klinische Einsatz der elektronischen Nase noch in
weiter Ferne liegt. Zuklnftige Studien werden zeigen mussen, ob die Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen dennoch reproduzierbar sind und anschlieBend eine
Etablierung im klinischen Alltag mdglich ist. Die wichtigsten Aufgaben werden dabei die
Einflhrung standardisierter Methoden, die Durchflihrung longitudinaler Studien und die
Bestatigung der Ergebnisse in gréBeren Kohorten und durch externe Validierung sein.
Maoglicherweise kénnten — durch Integration von GC-MS- und eNose-Technologie —
spezielle eNose-Sensoren entwickelt werden, die spezifisch mit krankheits- oder
Phanotypen-relevanten VOCs reagieren und somit zu einer Optimierung der
Diskriminationsfahigkeit der Gerate fihren [118, 193, 202]. Um langfristig die klinische
Versorgung von Asthmatikern zu verbessern, muss dieses Bestreben durch
unabhéngige BemUlhungen, die prazise Klassifikation von Asthma- und Wheeze-
Phanotypen bzw. Endotypen voranzutreiben, unterstitzt werden.
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6 Zusammenfassung

Asthma ist die haufigste chronische Atemwegserkrankung im Kindesalter. Obwohl sich
die klinischen Symptome von Asthma bei den Betroffenen meist sehr &hneln, weisen
verschiedene klinische und genetische Studien darauf hin, dass Asthma keine einzelne
Erkrankung ist, sondern aus heterogenen Untergruppen besteht. Aktuell existieren
jedoch keine spezifischen Biomarker fir verschiedene Untergruppen und es ist schwer,
den Krankheitsverlauf Uber die frihe Kindheit hinweg bis ins Erwachsenenalter
vorherzusagen. Insbesondere vor dem Schulalter ist zudem bereits die korrekte
Diagnosestellung eine Herausforderung, da bislang nur schwer zwischen
voribergehender wheeze-Symptomatik (engl. fir pfeifende Atmung), die meist im
Rahmen von Infektionen auftritt, und echtem friihkindlichen Asthma unterschieden

werden kann.

Ausgeatmete Luft enthalt Tausende von volatilen organischen Substanzen (volatile
organic compounds, VOCs) vielfaltiger Herkunft, die sich grob in exogene und
endogene Substanzen unterteilen lassen. Unter den exogenen Stoffen findet man
unteranderem inhalierte Partikel und Medikamente, Geruchsstoffe von Essen und
Trinken, Zigarettenrauch und Metaboliten von lokalen Bakterien. Endogene
Substanzen kénnen sowohl lokal in den Atemwegen produziert werden, wie z. B. bei
Inflammation, als auch aus der Zirkulation stammen und Uber die Lunge abgegeben
werden. Ausatemluft enthélt also individuelle VOC-Profile, die Hinweise auf
physiologische und pathophysiologische Vorgange geben kdnnen. Verschiedene
Studien  konnten  bereits zeigen, dass VOC-Profile bei Asthmatikern
krankheitsspezifisch verédndert sind und somit die Abgrenzung zu gesunden Kontrollen
maoglich ist. Eine Methode der VOC-Analyse ist die sogenannte elektronische Nase
(eNose), ein tragbares Gerat, das ein unbekanntes Gasgemisch nach Reaktion mit 32
kreuzreaktiven Sensoren durch Mustererkennungs-Algorithmen einem bekannten
Gemisch zuordnet, ohne dabei jedoch die Einzelstoffe zu identifizieren.

Das erste Ziel dieser Arbeit war zunachst die Etablierung dieser Methodik zur VOC-
Analyse. Die Messungen fanden im Rahmen des péadiatrischen Arms der ALLIANCE-
Studie (All Age Asthma Cohort) des Deutschen Zentrums fir Lungenforschung (DZL)
statt, deren Vorsatz es ist, ein besseres Verstandnis fur die Entstehung von pfeifenden
Atemwegserkrankungen zu entwickeln und Biomarker als Pradiktoren fir den
Langzeitverlauf zu entdecken. AnschlieBend sollte die grundsétzliche Machbarkeit der
Methode, sowie die Fahigkeit zur Unterscheidung zwischen Kindern mit obstruktiven

Atemwegserkrankungen und gesunden Kontrollen und die Diskriminierung von
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verschiedenen Untergruppen anhand exhalierter VOC-Profile untersucht werden.
Waéhrend der Materialgewinnung wurde von den Teilnehmenden Uber ein speziell fir
diese Arbeit entworfenes Setup gefilterte Raumluft eingeatmet und Ausatemluft in
einem Tedlar®-Beutel gesammelt, welcher zuvor mit Stickstoff gespdlt worden war.
Das Kind musste etwa 15-20 Atemzige in Ruheatmung ausfihren. Im direkten
Anschluss wurde der gefillte Beutel mittels eNose analysiert. Die Fahigkeit zur
Unterscheidung der untersuchten Gruppen wurde mittels Hauptkomponentenanalyse,
Welch-Test und Diskriminanzanalyse getestet.

Die Ergebnisse waren trotz guter allgemeiner Machbarkeit der Methode
widersprichlich und eine klare Abgrenzung von Kindern mit obstruktiven
Atemwegserkrankungen und gesunden Kontrollen war anhand der Sensorsignale der
eNose nicht moglich. Das Alter scheint ein relevanter Einflussfaktor auf die hohe
Variabilitdt der Daten zu sein, doch auch nach Altersadjustierung war eine
Diskrimination nicht méglich. AnschlieBend untersuchte Subgruppen, wie Kinder mit
episodic viral wheeze (nur mit viralen Erkaltungen assoziierten Episoden pfeifender
Atmung) und multi-trigger wheeze (zusétzlich Symptome durch andere Ausldser wie
z. B. Allergene oder Anstrengung zwischen distinkten wheeze-Episoden) konnten zwar
mit moderater Trennschéarfe voneinander unterschieden werden, jedoch bleibt es
fraglich, ob dies wirklich auf krankheitsrelevante VOCs zurlckzufiihren und nicht durch
andere Einflisse oder statistische Artefakie entstanden ist. Hauptprobleme der
Methode sind aktuell die fehlende Standardisierung und die hohe Stéranfalligkeit durch
auBere und individuelle Einflisse, wie z. B. Umgebungsluft, Essen, Trinken oder
Rauchen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass VOC-Analysen noch einen weiten Weg
bis zur Einsetzbarkeit in der klinischen Versorgung von Kindern mit obstruktiven
Atemwegserkrankungen vor sich haben. Zuklnftige Forschung wird zeigen missen, ob
sie sich durch die Etablierung standardisierter und verbesserter Methoden zu einem
klinischen Hilfsmittel flr die Diagnosestellung und die Charakterisierung von Asthma-
Phanotypen entwickeln kénnen.
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8 Anhang

8.1 Abkilirzungsverzeichnis

ALLIANCE | All Age Asthma Cohort

AMC Academisch Medisch Centrum, Universitat von Amsterdam

ANS Atemnotsyndrom

Asthma Asthma bronchiale

AUC Flache unterhalb der Kurve (engl. area under the curve)

BPD Bronchopulmonale Dysplasie

CLD Chronische Lungenerkrankung (engl. chronic lung disease)

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (engl. chronic obstructive
pulmonary disease)

CPAP Kontinuierlich positiver Atemwegsdruck (engl. continuous positive
airway pressure)

DZL Deutsches Zentrum fiir Lungenforschung

eNose Elektronische Nase (engl. electronic nose)

ERS European Respiratory Society

EVW Episodic viral wheeze

FEVA Einsekundenkapazitat (engl. forced expiratory volume in 1 second)

FVC Forcierte Vitalkapazitat (engl. forced vital capacity)

GINA Global Initiative for Asthma

GC-MS Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung

ICS Inhalative Corticosteroide

IgE Immunglobulin E

ISAAC International Study of Asthma and Allergies in Childhood

Kl Konfidenzintervall

KIRA Kinder Register Asthma, padiatrischer Arm der ALLIANCE Kohorte
des DZL

MTW Multiple trigger wheeze

PC Hauptkomponente (engl. principal component)

PEF Expiratorischer Spitzenfluss (engl. peak expiratory flow)

ROC Receiver-Operating-Characteristic

SSW Schwangerschaftswoche

U Enzymeinheit (engl. unit)

VOC Flchtige organische Verbindung (engl. volatile organic compound)
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8.4 Ergebnisformular

Ruheatmung

Arbeitsanweisung fiir Messung von VOCs in exhalierter
ﬂD Z I Atemluft mittels elektronischer Nase (eNose) in

Appendix A - Ergebnisformular

Allgemein
Datum

Zeit

ID des Probanden
Letze Mahlzeit
Letztes Getrank
Letzte Zigarette

Medikation

Spezifikationen der Messung

Messung durchgefiihrt von

Zeitpunkt N,-Spulung der Tedlar-Beutel
Zeitpunkt Vorspiilen der Cyranose®
Zeitpunkt Beflllung Baseline

Zeitpunkt der Sammlung Probandenprobe
Zeitpunkt simulierte Messung

Zeitpunkt der Analyse

Analyse erfolgreich

Spezifikationen der Analyse (Cyranose®)
Name der Methode
Name der Klasse

Nummer innerhalb der Klasse
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