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1 Einleitung

1.1 Ubersicht tiber Erkrankungen und Diagnostik in der Pneumologie

In der Pneumologie stehen zur Diagnostik und zum Monitoring von Atemwegserkrankungen

verschiedene invasive und nicht-invasive Methoden zur Verfligung.

Zu den nicht-invasiven Verfahren zahlen unter anderem die Bodyplethysmographie mit
Diffusionstestung und die bronchiale Provokationstestung. Mit diesen konnen restriktive und
obstruktive Ventilationsstérungen unterschieden und Gasaustauschstérungen detektiert
werden. Dies ist ein wichtiger Baustein in der pneumologischen Diagnostik und ermdglicht

zudem eine objektive Verlaufsbeurteilung.

Als Belastungsuntersuchungen hat sich in der Routine der mit einfachen technischen Mitteln
durchfihrbare 6-Minuten-Gehtest etabliert. Fur spezielle Fragestellungen steht zudem die
Spiroergometrie zur Verfigung. Sie erlaubt nicht nur eine Differenzierung der
Belastungseinschrankungen, sondern wird beispielweise auch zur Frage der
Operationsfahigkeit oder fir gutachterliche Téatigkeiten herangezogen. Allerdings ist diese
Untersuchung im Vergleich zum 6-Minuten-Gehtest zeitintensiver und bedarf einer

umfangreicheren technischen Ausstattung sowie geschultem Personal.

Demgegenuber widmen sich invasive Verfahren wie die Bronchoskopie vordergriindig der
Gewinnung und Untersuchung von feingeweblichem oder mikrobiologischem
Untersuchungsmaterial aus den tiefen Atemwegen. Die Bronchoalveolare Lavage (BAL) zahlt
dabei zu einer der wichtigsten diagnostischen Mdoglichkeiten, welche zytologische und
mikrobiologische Analysen erlaubt und hierdurch eine anerkannte und h&ufig eingesetzte
Methode in pneumologischen Untersuchungen und Diagnostik darstellt (Gessner, 2005).

Trotz der routineméaRigen Anwendung der BAL bleibt dies ein invasives Verfahren, welches
deshalb Risiken und Strapazen fur den Patienten birgt. Es werden in der aktuellen Diagnostik
daher vor allem solche Verfahren gesucht, die eine geringe Beeintrachtigung fir den Patienten
darstellen und dennoch spezifisch und sensitiv in der Beurteilung von Atemwegserkrankungen
sind. Ziel ist es eine Methode zu etablieren, die auf einfache Weise eine gro3e Anzahl an
krankheitsspezifischen Informationen erbringt, sodass sie sich sowohl fur das Monitoring bei
Atemwegserkrankungen als auch als Screeningverfahren eignet. Insbesondere bei
Erkrankungen wie der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) und Asthma
bronchiale ist der Grad der Atemwegsinflammation ein wichtiger Parameter um die
Krankheitsaktivitdt oder den Effekt therapeutischer Mal3nhahmen zu beurteilen. Aktuell werden
hierfir indirekte Verfahren wie die Veranderung der Bodyplethysmographie sowie die klinische
Symptomatik genutzt. Gegenstand der aktuellen Forschung sind vor allem Methoden wie die

Messung von volatilen organischen Komponenten in der Exspirationsluft mittels elektronischer



Nase als auch das Atemkondensat. In der vorliegenden Arbeit wird daher die Beurteilung des
Atemkondensats weiter untersucht. Die verschiedenen Methoden werden erldutert, die
Ausfihrungen sind jedoch besonders auf das Atemkondensat konzentriert.

Im Folgenden wird zudem auf die Krankheitsbilder der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung und das Lungenkarzinom weiter eingegangen, da diese Entitdten im
Rahmen der durchgefihrten Studie eingeschlossen wurden.

1.2 Ausgewahlte Atemwegserkrankungen
1.2.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

1.2.1.1 Pathophysiologie

Die COPD ist die haufigste chronische Atemwegserkrankung, welche gekennzeichnet ist
durch eine nicht- beziehungsweise nur teil-reversible Obstruktion mit Abnahme der forcierten
Einsekundenkapazitat (FEV1) und des exspiratorischen Atemflusses sowie Erhdhung des
Atemwiderstandes. Diese Veranderungen sind im Verlauf haufig progredient und &uf3ern sich
hauptséchlich durch Belastungsdyspnoe und chronischen Husten, zumeist verbunden mit
Auswurf. Ursachlich ist eine Inflammationsreaktion der kleinen Atemwege, welche durch
inhalative Noxen ausgeltst wird und im Verlauf durch Umbau zu einer zunehmenden
Destruktion der Lungenstruktur fuhrt. Haufigster exogener Faktor ist mit fast 90% der inhalative
Tabakabusus, wobei nur etwa 15-20% der Raucher eine COPD entwickeln. Hinzu kommen
berufliche Exposition, beispielweise im Bergbau, oder auch Luftverschmutzung, welche
ebenfalls eine COPD bedingen kénnen. (Herold, 2020; Koczulla et al., 2011, 2008; Lorenz et
al., 2009)

Eine zunehmende Fibrosierung durch inflammatorisch bedingte Fibroblastenaktivierung und
bronchiale Instabilitat fihren zur Obstruktion mit Kollapsneigung. Durch Zilienverlust und der
damit verbundenen gestdrten Clearance sowie Hypersekretion, welche infolge Hyperplasie
und Hypertrophie der Schleimdrisen und Becherzellen entsteht, wird die Entziindungsreaktion
unterhalten. Durch diese Prozesse kommt es letztendlich zur Entwicklung eines
Lungenemphysems mit folgender Uberblahung, zunehmender Obstruktion, Abnahme der
Diffusion sowie Elastizitatsverlust (Herold, 2020; Lorenz et al., 2009). Die entstehende
Verteilungsstorung mit Ventilations-/Perfusions-Mismatch fihrt Gber den Euler-Liljestrand-
Effekt zu einer sekundaren Vasokonstriktion der schlecht ventilierten Abschnitte und fordert so
die Bildung einer pulmonalen Hypertonie, welche neben einer respiratorischen Insuffizienz
eine haufige Spéatfolge der COPD ist. Die Erkrankung ist nicht nur verbunden mit akuten
Exazerbationen, sondern auch mit zahlreichen Komorbiditadten wie kardiovaskulare
Erkrankungen, metabolischem Syndrom, aber auch Lungenkarzinomen assoziiert. (Herold,
2020; Pschyrembel, 2020; RKI, 2017)
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Die beteiligten Entziindungsmediatoren sind vor allem polymorphkernige Neutrophile,
Makrophagen, CD4- und CD8-T-Lymphozyten und B-Zellen. Diese konnte Hogg et al. (2004)
durch die histologische Aufarbeitung intraoperativ gewonnener Proben der kleinen Atemwege
(< 2 mm) von COPD-Patienten verschiedener Schweregrade nachweisen. Die inhalativen
Noxen fiihren zu einer Aktivierung der Makrophagen, die Gber Freisetzung von verschiedenen
Mediatoren unter anderem Tumornekrosefaktor-(TNF)-a, Interleukin-(IL)-8, Leukotrien-(LTB)-
4 und granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) sowie Uber die Produktion
von Proteasen wie Matrixmetalloproteinasen, eine Schlisselrolle im Inflammationsprozess
bilden. (Barnes, 2004; Koczulla et al., 2011, 2008; Russell et al., 2002)

Hierzu passend lasst sich eine erhdhte Anzahl der Makrophagen in der bronchoalveolaren
Lavage von COPD-Patienten im Vergleich zu Nicht-Rauchern nachweisen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Unterschiede in der BAL-Zellverteilung zwischen Rauchern, Nicht-Rauchern und COPD-
Patienten Vergleich der Gesamtzellzahl sowie des Anteils der Makrophagen und Epithelzellen in der BAL von gesunden
Rauchern, Nicht-Rauchern und COPD-Patienten (Russell et al., 2002)

Nicht-Raucher Gesunde Raucher COPD-Patienten
Gesamt-Zellzahl (10°) 55+0,8 6,5+1,2 8,9+1,2*
Makrophagen (%) 86,324 89,8+29 91,4+1,6
Epithelzellen (%) 26+0,6 16+04 16+04

Gesamtzellzahl entspricht Zellzahl einer BAL, welche aus einer 240 ml-Lavage gewonnen
wurde

* p< 0,05, COPD verglichen mit Nicht-Rauchern

Ein Ungleichgewicht zwischen Proteasen und Proteaseinhibitoren ist die grundlegende
Theorie zur Emphysementstehung. Unterstiitzt wird die Emphysembildung durch die
mittlerweile nachgewiesene Emphysembildung bei Patienten mit Alpha-1-Antitrypsin-Mangel
(Biedermann and Koéhnlein, 2006; Herold, 2020; Koczulla et al., 2008).

1.2.1.2 Epidemiologie

Da die Pravalenz der COPD mit steigendem Lebensalter zunimmt, riickt diese im Hinblick auf
den demografischen Wandel immer mehr in den Fokus der Pneumologie. Sie ist eine der
fuhrenden Ursachen fur Morbiditat und Mortalitdt unserer Gesellschaft. Obwohl in vielen
Landern mittlerweile Wert auf Aufklarung und Raucherentwohnung zur Reduktion des
Nikotinkonsums und somit Pravention der COPD gelegt wird, ist in den nachsten Jahren mit
einer weiteren Zunahme der Pravalenz zu rechnen (Akmatov et al., n.d.; Koczulla et al., 2008).
Laut der 2014/2015 erhobenen GEDA-Studie lag die Pravalenz der COPD in Deutschland bei

5,8% bezogen auf alle tber 18-Jahrigen und steigt mit dem Lebensalter in der Altersgruppe
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> 65 Jahren auf 11 % bei Frauen beziehungsweise 12,5 % bei Mannern an (RKI, 2017).
Krankheiten der Atemwege wie die COPD sind nach Herz-Kreislauferkrankungen und
Neubildungen in Deutschland die dritthaufigste Todesursache (Herold, 2020; Statistisches
Bundesamt (Destatis), 2021).

1.2.1.3 Therapie- und Diagnostikanséatze in der Forschung

Die oben genannten Veradnderungen in den Atemwegen von COPD-Patienten kénnen nicht
nur Grundlage fir neue Therapieansatze sein, sondern ebenso mogliche Ansatzpunkte fur
Screeningverfahren. Die BAL hat hierbei schon ihren Stellenwert im klinischen Alltag
bewiesen. Allerdings eignet sie sich aufgrund ihrer Invasivitat weder als Screeningverfahren,
noch zur Verlaufsbeurteilung der Entziindung bei bereits bekannter Atemwegserkrankung. An
dieser Stelle wird Hoffnung in die Atemkondensatgewinnung gesetzt. Hier finden sich im Falle
einer Exazerbation niedrigere pH-Werte, welche sich unter Therapie wieder normalisieren
konnen (Warwick et al., 2013). Hierdurch kdnnten nicht nur Exazerbationen friihzeitig erkannt,
sondern auch die Therapieadharenz tberprift werden. Auch Veranderungen des Proteoms im
Atemkondensat lassen Ruckschlisse auf eine chronische Atemwegserkrankung zu (Fumagalli
et al., 2012; Kostikas et al., 2002). Zudem kann ein aktiver Nikotinkonsum am Atemkondensat
abgeleitet werden (Antus et al., 2010; Garey et al., 2004) und kénnte so moglicher Ansatzpunkt

zur Kontrolle einer erfolgreichen Raucherentwdhnung sein.

1.2.2 Lungenkarzinom

1.2.2.1 Epidemiologie

Maligne Neubildungen nehmen in Deutschland die zweithaufigste Todesursache ein. Das
Lungenkarzinom zeigt eine ungiinstige Prognose und ist 2019 die h&ufigste zum Tode
fuhrende Krebserkrankung (Statistisches Bundesamt (Destatis), 2020). Aufféallig ist in den
letzten Jahren geschlechtsabhangig ein unterschiedlicher Trend. Wé&hrend Inzidenz und
Mortalitat fir das méannliche Geschlecht ricklaufig sind, steigen sie bei den Frauen an (Robert-

Koch-Institut - Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2020).

Lungenkarzinome machen 25% aller Krebserkrankungen bei Mannern bzw. 12% bei Frauen
in Europa aus (Herold, 2020) und befinden sich damit neben Prostata- bzw.
Mammakarzinomen sowie Darmkrebs unter den dritthufigsten Krebsarten (Robert-Koch-
Institut - Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2020). Der Erkrankungsgipfel liegt bei etwa 55-60

Jahren. Nur weniger als 5% der Patientin sind jinger als 40 Jahre. (Herold, 2020)

1.2.2.2 Pathophysiologie
So wie bei der COPD steigt auch bei den Lungenkarzinomen mit zunehmenden Alter und
stattgehabtem oder fortgesetztem Nikotinabusus die Wahrscheinlichkeit ein Lungenkarzinom

zu entwickeln. Dabei sind vor allem das Ausmalfd (Anzahl der Packungsjahre) und der Beginn
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des Tabakrauchens von entscheidender Bedeutung. Auch wenn die Tabakabh&ngigkeit mit
etwa 85% den groflten Risikofaktor ausmacht, tragen auch berufliche Schadstoffexposition
wie Asbest, Umwelteinfliisse und genetischen Faktoren zur Entstehung bei (Herold, 2020;
Lorenz et al., 2009; Robert-Koch-Institut - Zentrum fir Krebsregisterdaten, 2020).

In der Pathogenese zeigt sich, dass die karzinogenen Noxen zu genetischen Schaden fihren.
Diese Schadigungen betreffen vor allem Protoonkogene, wie die Gene der Rat sarcoma-
(RAS)-Familie und das Myelocytomatose-(MYC)-Onkogen, sowie Tumorsuppressorgene wie
p53, Deletionen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 oder dem Retinoblastom-Protein-
(RB)-Gen (Lorenz et al., 2009). Durch die Entartung der epithelialen Zellen mit zunehmender
Ansammlung dieser molekularen Veranderungen entsteht Uber eine zum Teil Jahrzehnte
andauernde Latenzzeit ein invasiv wachsendes Karzinom. Entsprechend ihrer Lage kann man
sie in zentrale (hilusnahe), periphere oder diffus wachsende (bspw. das lepidisch wachsende
Adenokarzinom) Lungenkarzinome unterteilen (Herold, 2020). Histologisch unterscheidet man
zwischen den hauptséchlich Tabakrauch-assoziierten kleinzelligen (SCLC) und den nicht-
kleinzelligen Karzinomen (NSCLC). Letztere werden des Weiteren histologisch in Adeno-,
Plattenepithel- und grof3zellige Karzinome untergliedert (Herold, 2020; Lorenz et al., 2009).
Seit einigen Jahren spielen in der Therapieplanung neben der Histomorphologie auch die
Programmed Cell-Death Liganden 1-(PD-L1)-Expression sowie molekularpathologische
Veranderungen mit Nachweis von Treibermutationen, insbesondere Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR), Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK), c-ros oncogene 1 (ROS1) sowie
proto-oncogene B-Raf (BRAF), eine zunehmende Rolle und haben mittlerweile therapeutisch

einen wichtigen Stellenwert erreicht.

Die verschiedenen histologischen Subtypen unterscheiden sich sowohl in ihrem lokal
infiltrierenden Wachstum als auch in ihrem Metastasierungsverhalten. Dabei neigt vor allem
das kleinzellige Lungenkarzinom bereits friihzeitig zur Metastasierung. Auch
paraneoplastische Syndrome wie das Syndrom der inadaquaten AHD-Produktion (SIADH),
Cushing-Syndrom oder ektope Produktion parathormonverwandter Peptide (PTHrP) mit
nachfolgender Hyperkalziamie treten bei kleinzelligen Lungenkarzinomen besonders haufig
auf (Herold, 2020).

1.2.2.3 Prognose und Screeningmoglichkeiten

Zu Erkrankungsbeginn ist das Lungenkarzinom klinisch meist unspezifisch oder
asymptomatisch. Erst im Verlauf entstehen durch lokal infiltrierendes Wachstum oder
Metastasierung entsprechende Symptome, sodass die Diagnose haufig erst in
fortgeschrittenen Stadien gestellt und gesichert werden kann. Bei Erstdiagnose befinden sich
mehr als 50% bereits in einem metastasierten und damit palliativem Stadium der Erkrankung.

Der Anteil derer, die in einem frihen Stadium (Stadium | und Il nach UICC) diagnostiziert



13

werden, liegt nur bei etwa 25%. Die 5-Jahresiiberlebensrate sinkt mit Zunahme des
Tumorstadiums rasch ab und lag 2016 im Schnitt bei 19 % (Frauen) bzw. 13 % (Méanner)
(Robert-Koch-Institut - Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2020).

Daher wurde in den letzten Jahren zunehmend Uber radiologische Screeninguntersuchungen
bei Risikopatienten diskutiert und in gréf3eren Studien (National Lung Screening Trial, DANTE-
, MILD-, DLCST-Studie etc.) untersucht. Den positiven Aspekten einer Tumorfriiherkennung
stehen nicht nur gesundheitsbkonomische Aspekte, sondern auch Komplikationen einer
vermehrten invasiven Abklarung letztendlich benigner Befunde gegeniber. Die Ergebnisse
des National Lung Screening Trial (NLST) konnte eine signifikante relative Reduktion der
Lungenkrebssterblichkeit um 20 % bei Risikopatienten durch eine jahrliche Low-Dose-CT
zeigen. In der 2018 aktualisierten S3-Leitlinie zur Pravention, Diagnostik, Therapie und
Nachsorge des Lungenkarzinoms wird daher eine Kann-Empfehlung zum Screening bei einem
ausgewahlten Patientengut mit erhéhtem Risiko ausgesprochen. Hierzu zéhlen Patienten
zwischen 55 und 74 Jahren mit 2 30 Packungsjahren und weniger als 15 Jahren Nikotinkarenz.
Auch fur jungere Personen (ab 50. Lebensjahr) mit = 20 Packungsjahren kann bei Vorliegen
eines weiteren Risikofaktors wie ein Lymphom oder Tabakrauch-assoziiertes Malignom (zum
Beispiel Lungenkarzinom oder HNO-Malignom) in der Eigenanamnese,
Lungenkarzinomerkrankungen in der Verwandtschaft, bekannter Asbestexposition, COPD
oder Lungenfibrose ein CT-Screening erwogen werden (Leitlinienprogramm Onkologie der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF)
et al., 2018).

Aufgrund der o.g. Diskussionspunkte ware auch hier ein kostengiinstiges und Patienten-
schonendes Verfahren wie die Atemkondensatgewinnung als Screeningverfahren

wilnschenswert.

Ansatzpunkte der bisherigen Studien zur Atemkondensatmessung bei Lungenkrebspatienten
basierten vordergriindig auf dem Nachweis der auslésenden genetischen Verdnderungen im
Kondensat. Bei NSCLC-Patienten konnten vermehrte Mikrosatellitenveranderungen
(Carpagnano et al., 2005) sowie p53-Mutationen im Atemkondensat (Gessner et al., 2004)
nachgewiesen werden. Einige Mediatoren wie beispielsweise IL-6 stehen sogar in Relation zur
Tumorausdehnung (G.E. Carpagnano et al., 2002). Dabei gibt es nicht nur Hinweise fur eine
Anwendung als Friiherkennung, sondern auch zur Therapiekontrolle. Nachweisbare KRAS-
Mutationen im EBC fielen signifikant nach kurativ intendierter Operation ab (Kordiak et al.,
2012).

Sollte eine Etablierung der Atemkondensatmessung im pneumologischen Alltag méglich sein,
geben diese Ergebnisse Hoffnung ein nicht-invasives und strahlenfreies Verfahren fir

Screening und Nachsorge des Lungenkarzinoms zur Verfigung zu haben.
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1.3 Diagnostik von Atemwegsmaterialien

1.3.1 Bronchoalveolare Lavage (BAL)
Bei der bronchoalveoldren Lavage handelt es sich um invasiv mittels Bronchoskopie
gewonnenes Atemwegsmaterial, welches vor allem der weiterfihrenden zytologischen,

mikrobiologischen und laborchemischen Diagnostik dient.

Die bronchoalveolare Lavage ist mittlerweile seit mehreren Jahrzehnten ein etabliertes
Verfahren in der pneumologischen Diagnostik und hat vielfaltige Einsatzmoglichkeiten wie zur
gezielteren antibiotischen Behandlung beziehungsweise bei fehlendem Therapieansprechen
zum mikrobiologischem Erregernachweis und der anschlieRend gezielten Therapieeskalation.
Auch bei infiltrierend wachsenden malignen Befunden kann sie zur zytologischen Sicherung
beitragen. Einen hohen Stellenwert hat die BAL auch in der Diagnostik interstitieller
Lungenerkrankungen (Bauer et al., 2009; Khanavkar and Scherff, 2009; Tétsch et al., 2007).

Zur Durchfuihrung einer BAL wird das Bronchoskop bis zur Lumenokklusion in den gewéhlten
Segmentbronchus (Wedge-Position) eingebracht. Dabei wird bei generalisierten
Lungenerkrankungen, wie beispielsweise interstitiellen Erkrankungen, das Lingula- oder
Mittellappensegment aufgrund der besseren Recovery bevorzugt. Handelt es sich um
Befunde, die isoliert ein Segment betreffen wie Infiltrate oder Herdbefunde, wird gezielt das
zufiihrende Ostium gewahlt. Uber einen sterilen Katheter wird anschlieBend meist 60-120 ml
Natrium-Chlorid (NaCl) -Lésung, zum Beispiel in 20-30 ml Portionen, instilliert und unter
vorsichtigem Sog wieder aspiriert. Im Labor erfolgt die Aufarbeitung. Nach Abfiltrieren von
Schleim wird die Lavage zentrifugiert und die absolute Zellzahl gemessen. Die Gesamtzellzahl
wird immer in Bezug zur Lavage gesetzt und auch als Konzentration von Zellen pro Milliliter
angegeben. Das ungefilterte Aspirat kann zur Erregerdiagnostik genutzt werden. Dabei liegt
das Augenmerk nicht nur auf bakteriellen Infektionen, sondern auch auf dem Nachweis
opportunistischer Erreger wie Pneumozystis jirovecii, Pilzen (v.a. Aspergillus) oder Viren (z.B.
Zytomegalie- und Herpes-simplex-Virus). Insbesondere bei Immunsupprimierten kdnnen
diese Erreger urséchlich fir unklare Infektionen oder Infiltrationen sein. (Bauer et al., 2009;
Khanavkar and Scherff, 2009; Tétsch et al., 2007)

Die Analyse der Lymphozytensubpopulationen und das Differentialzellbild sind wichtige
Bausteine in der Diagnostik interstitieller Lungenerkrankung. Zur Standarddiagnostik werden
CD3, CD4, CD8, CD20 sowie T-Zell-Aktivierungsmarker bestimmt. Besteht der Verdacht auf
eine Langerhans-Zell-Histiozytose bietet sich zudem die Bestimmung von CD1a an (Bauer et
al., 2009; Totsch et al., 2007). Im Regelfall nehmen den gréf3ten Anteil an der Gesamtzellzahl
die Alveolarmakrophagen mit etwa 80-90% ein, gefolgt von den Lymphozyten und Leukozyten.
Eosinophile machen im Regelfall mit weniger als 1% die kleinste Fraktion aus. Bei

Erkrankungen wie beispielsweise der chronisch eosinophilen Pneumonie sind die
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Eosinophilen typischerweise deutlich erhéht. Bereits bei Rauchern verdndert sich die
Zellverteilung durch eine Zunahme der absoluten Zellzahl, welche vorrangig auf eine
Vermehrung der Makrophagen zurtickzufuhren ist. Erkrankungen wie eine exogen allergische
Alveolitis, eine eosinophile Pneumonie oder alveolare Hamorrhagie sind bei normalen Zellbild
weitgehend ausgeschlossen, wahrend gewisse Veradnderungen die Differentialdiagnose
eingrenzen konnen. Ein erhdhter CD4/CD8-Quotient ist typisch fir eine Sarkoidose,
wohingegen niedrige Werte bei einer kryptogenen organisierenden Pneumonie (COP) zu
beobachten sind. Eine Lymphozytose findet man zum Beispiel bei granulomattsen
Erkrankungen (Bauer et al., 2009; Tétsch et al., 2007). Letztendlich erlaubt die BAL trotz
bekannter Veranderungen der Zellverteilung nur eine Eingrenzung und muss immer im
Kontext der Ubrigen Befunde interpretiert werden. Typische Veranderungen sind in Tabelle 2

dargestellt.

Tabelle 2: BAL-Zellverteilung Aufteilung der BAL-Zellverteilung nach Nichtraucher, gesunde Raucher, Sarkoidose, exogen
allergischer Alveolitis (EAA), idiopathischer Lungenfibrose (IPF), kryptogenen organisierenden Pneumonie (COP) und
chronischer eosinophiler Pneumonie (CEP) (T6tsch et al., 2007)

Nicht- Gesunde | Sarkoi- EAA IPF COP CEP

Raucher | Raucher dose
Gesamt- 7+3 23+12 | 16+17 | 34+ 22 14 + 11 14+9 18 £+ 22
Zellzahl (10°)
Makrophagen 92 +4 96+3 | 55+21|18+10 66+23| 39+19 27 +18
(%)
Lymphozyten 7+3 3+2|41+21|78+10 15+15| 44 +19 22 +18
(%)
Neutrophile 1+1 1+1 35 2+2 14+16 | 1013 6+6
(%)
Eosinophile 0,1+0,3 0,4+0,6 1+1 1+1 5+5 6+8 46 + 22
(%)
CD4/CD8- 1,1-35 05-15 5+5| 1+0,7|14+14|06+05| 0,9+0,6
Rate

Nicht nur die Zellverteilung, sondern bereits makroskopische Aspekte wie die zunehmenden
Blutanteile bei einer alveolaren Hamorrhagie oder die milchig tribe Verfarbung im Rahmen
einer Alveolarproteinose kénnen ausschlaggebend fiir eine Diagnosestellung sein (Bauer et
al., 2009; Tétsch et al., 2007). Die BAL kann ebenso zur Sicherung bei malignen
Erkrankungen, z.B. einer Lymphangiosis carcinomatosa herangezogen werden. In der

zytologischen Untersuchung erfolgt eine weitere Differenzierung der malignen Zellen.

Das Komplikationsrisiko durch die BAL selbst ist gering und betragt weniger als 5%. Den

grofdten Anteil nimmt dabei mit ca. 2,5% postinterventionelles Fieber ein, welches jedoch in
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aller Regel keiner antibiotischen Therapie bedarf. Seltenere Komplikationen sind Pneumonitis
(0,4%), Blutungen (0,7%) und Bronchospasmus (0,7 %), insbesondere bei bronchialer
Hyperreagibilitat  (Strumpf et al.,, 1981). Zu berlcksichtigen ist, dass bei bereits zuvor
eingeschrankter Lungenfunktion und bekannter Gasaustauschstorung je nach instillierter
Menge eine respiratorische Verschlechterung beobachtet werden kann.

1.3.2 Sputumdiaghostik

Als Sputum wird das aus der Tiefe hochgehustete und anschlieBend ausgespuckte
Atemwegssekret bezeichnet. Es wird unterschieden zwischen Spontansputum und nach
inhalativer Provokation mit 1,2 bis 3 %-iger Kochsalzldsung gewonnenem Sputum, auch als
induziertes Sputum bezeichnet (Karg et al., 2018). Das Sputum enthéalt tblicherweise neben
zellularen Elementen, exogene inhalierte Partikel, Mikroorganismen, aber auch Speichel oder
Nasennebenhdhlensekret. Die Sekretproduktion kann beim Gesunden bis 150 ml pro Tag
betragen und bei verschiedenen Erkrankungen weiter zunehmen (Kroegel and Costabel,
2014). Typisch sind beispielsweise die als maulvolle Expektorationen bezeichneten Auswirfe

bei Bronchiektasenerkrankungen.

Der Vorteil gegenlber der BAL besteht darin, dass es ohne invasive Diagnostik gewonnen
werden kann. Demgegeniber stehen die zum Teil eingeschrankte Beurteilbarkeit aufgrund
einer Sekret- oder Speichelkontamination, sowie die deutlich schmalere diagnostische
Aussagekraft. Wie bei der BAL kann auch hier der makroskopische Befund (klar, blutig oder
putride) schon Hinweise auf die Differentialdiagnose und so Hilfe bei der weiterfihrenden
Diagnostik geben (Kroegel and Costabel, 2014). Einer der haufigsten Indikationen der
Sputumdiagnostik ist die mikrobiologische Diagnostik zur Therapiesteuerung bei akuten
Atemwegsinfektionen wie einer schweren Pneumonie oder bei Infektexazerbation einer
chronischen Atemwegserkrankung. Zudem sind Sputumkontrollen Inhalt verschiedener
Leitlinienempfehlungen, zum Beispiel im Rahmen der Tuberkulosediagnostik und
Therapiekontrolle (Schaberg et al., 2017). Vor allem bei der Mukoviszidoseerkrankung sind
Sputumkontrollen zum Monitoring einer haufig vorliegenden Pseudomonaskolonisation
sinnvoll (Mdller et al., 2015).

Entscheidend fir die Qualitat und damit Verwertbarkeit ist die Kontamination mit Zellen der
Mund- und Rachenschleimhaut, welche sich nie vollstéandig vermeiden lasst. Gute Qualitat
besteht, wenn sich mehr als 25 Granulozyten und weniger als 25 Plattenepithelzellen pro

Gesichtsfeld bei 1000-facher Vergrolerung nachweisen lassen (Kroegel and Costabel, 2014).

Insbesondere fir zytologische Fragestellungen sollte auf induziertes Sputum zurtickgegriffen
werden, da hier die Lebensféahigkeit der Zellen im Vergleich zu spontanem Sputum erhoht ist
(Bhowmik et al., 1998). Hierbei erfolgt nach Inhalation mit hypertoner Kochsalzlésung eine

Asservation des Sputums (Leader of the Working Group: P.L. Paggiaro et al., 2002).
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Neben zytologischen Untersuchungen konnten im induzierten Sputum bereits zahlreiche
I6sliche Marker wie das eosinophile kationische Protein (ECP) bei exazerbierten Asthmatikern
(De La Fuente et al., 1999), verschiedene Zyto- und Chemokine aber auch Zytokinrezeptoren
oder Proteasen nachgewiesen werden (Gessner, 2005). Myeloperoxidase (MPO) im
induzierten Sputum korreliert nicht nur mit einer bestehenden COPD, sondern steigt zudem im
Rahmen von Exazerbationen an (Zhu et al., 2014). Die Bestimmung dieser Parameter hat bis
dato jedoch keinen Einzug in den Praxisalltag gefunden. Anzumerken sei aul3erdem, dass bei
Asthmatikern die Gefahr einer Bronchokonstriktion besteht, sodass die Mal3hahme nicht bei
allen Patientengruppen uneingeschrankt empfohlen werden kann (Smith and Anderson,
1989).

1.3.3 Messung des fraktionierten exhalierten Stickstoffmonoxids (FeENO-Messung)
Risikodrmer als induziertes Sputum oder die BAL ist die Messung von flichtigen Bestandteilen
in der Exspirationsluft. Die Analyse des Atems ist einer der einfachsten diagnostischen
Methoden. Bereits ohne apparative Diagnostik kdnnen einige Veranderungen im
Kdrperinneren wahrgenommen werden. Dazu zahlen nicht nur Alkohol- und Tabakkonsum,
sondern auch Veranderungen im Stoffwechsel, wie der fruchtige Acetongeruch im Rahmen
einer diabetischen Ketoazidose (Herold, 2020; Schréder, 2006). Bereits 1971 fand Linus
Pauling mittels Gaschromatographie Uber 250 leicht- und schwerflichtige organische
Substanzen (VOC - volatile organic compounds) (Pauling et al., 1971; Schréder, 2006). Durch
modernere Verfahren ist die Anzahl der gefundenen VOCs auf mind. 3481 angestiegen
(Phillips et al., 1999).

Die Untersuchung der Mediatoren in der Exspirationsluft bietet Potential nicht-invasiv Einblick
in intrapulmonale Prozesse zu bekommen, wird aber auch in anderen Fachdisziplinen zum
Beispiel in der Gastroenterologie zur Therapiekontrolle einer Helicobacter-pylori-Eradikation
mittels C13-Atemtest oder bei Verdacht auf eine Laktoseintoleranz als H2-Atemtest eingesetzt
(Herold, 2020). Auch in der pneumologischen Praxis wird die Untersuchung von Mediatoren
der Exspirationsluft bereits angewendet. Die Fraktion des exhalierten Stickstoffmonoxids
(FeNO) ist als noninvasiver Biomarker der Atemwegsinflammation Bestandteil der S2k-
Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma (Deutsche Gesellschaft fur
Pneumologie und Beatmungsmedizin e.V. et al., 2017). Sie kann hilfreich sein eine Typ-2-
dominierte Inflammation zur Therapieplanung zu identifizieren, eine Therapieadhérenz zu
Uberprifen oder den Bedarf zur Therapieeskalation zu identifizieren (Donohue and Jain, 2013;
Dweik et al., 2011). Zudem wird zur Indikationspriifung einer Therapie mit monoklonalen
Antikdrpern bei schwerem unkontrolliertem Asthma unter anderem die FeNO-Konzentration
herangezogen. Ein Therapieversuch mit Dupilumab (Anti-IL4-Rezeptor-Antikérper) kann

erwogen werden, wenn trotz optimaler Therapie eine Asthmakontrolle bei eosinophilem
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Asthma mit zweimalig nachgewiesener Bluteosinophilie >300/ul und FeNO-Konzentration >25

ppb nicht erreicht wird (Arzneimittelkommission Der Deutschen Apotheker (AMK) et al., 2018).

Die Detektion von ausgeatmetem Stickmonoxid (NO) ist tUber verschiedenen Verfahren
moglich. Neben Chemilumineszenzmessungen, der Bestimmung von durch chemische
Prozesse ausgesendetem Licht (Maier, 1990), ist auch ein laserbasierter oder
elektrochemischer Nachweis mdglich. In Abh&ngigkeit der verwendeten Messmethode sind
die Gerate so handlich, dass ein Einsatz in der Praxis oder auch Hauslichkeit moglich ist
(Maniscalco et al., 2016). Bisher bleibt diese Diagnostik jedoch vor allem auf pneumologische

Praxen beschrankt.

1.3.4 Atemkondensat

Das Atemkondensat (Exhaled breath condensate, EBC) ist der in flissiger Form vorliegende
Anteil der Ausatemluft, also des Exhalates (Gessner, 2005). Mit der Atemkondensatmessung
steht seit mehreren Jahren ein nicht-invasives Verfahren zur Verfiigung mit welchem Material

aus den tiefen Atemwegen gewonnen werden kann ohne den Patienten zu belasten.

Da bei der Atemkondensatsammlung lediglich eine normale Ruheatmung benétigt wird und
keine forcierten Atemmandver erfolgen, kann die Untersuchung fast von jedem Patienten
durchgefuhrt werden. Es bestehen keine relevanten Kontraindikationen. Selbst bei einer
beatmungspflichtigen respiratorischen Insuffizienz ist eine Zwischenschaltung prinzipiell
mdglich (Carpenter et al.,, 1998). Untersuchungen wie Bronchoskopien mit BAL oder
bronchiale Provokationstests sollten unmittelbar vor der Atemkondensatgewinnung vermieden
werden, um einen mdoglichen Einfluss auf das Ergebnis zu vermeiden. Durch die
Nichtinvasivitat ist es eine ideale Matrix fiir wiederholte Untersuchungen von bestimmten
Biomarkern. Somit kann zum Beispiel der zeitliche Verlauf einer entziindlichen Reaktion
beurteilt und pathophysiologische Prozesse untersucht werden (Hoffmeyer et al., 2009).
Zudem gibt es Ansatze zur Tumorfriherkennung und —nachsorge (G.E. Carpagnano et al.,
2002; Carpagnano et al., 2005; Gessner et al., 2004; Kordiak et al., 2012), aber auch zur
Vermeidung von mechanischem Stress durch Beatmung bei ARDS (acute respiratory distress

syndrome) (Gessner et al., 2006) .

Um 1-2 ml Kondensat zu erhalten, missen im Schnitt (je nach Patient und Geréat) etwa 10-15
Minuten Untersuchungszeit eingeplant werden. Dies erscheint im Vergleich zu anderen nicht-
invasiven Verfahren wie der Bodyplethysmographie fur den klinischen Alltag etwas
zeitintensiver. Wird die Untersuchung jedoch auf wenige Zielparameter beschrankt, so reichen

bereits geringere Mengen aus, wodurch die Untersuchungszeit auch verkirzt werden kann.
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1.3.4.1 Entstehung und Zusammensetzung des Atemkondensats

Die Atemkondensatgewinnung beruht auf dem Prinzip der Kondensation. Dies bezeichnet den
Ubergang eines Stoffes vom gasférmigen in den fliissigen Aggregatzustand und ist abhangig
von Druck und Temperatur. Die Atemkondensat-Sammelgerate arbeiten vor allem mit
Temperaturreduktion (Felixberger, 2017). Der Wasseranteil der Ausatemluft kondensiert im
Falle der Atemkondensatmessung an einer gekuhlten Oberflache, die im Falle kommerzieller
Systeme meist in Form eines Sammelbehdlters oder Schlauches gestaltet ist. Das

gesammelte Kondensat kann anschlieRend weiter untersucht und differenziert werden.

Das Atemkondensat besteht hauptsachlich aus Wasser. Daneben finden sich weitere
chemische und biochemische Bestandteile, die Riickschlusse auf die Aktivierung der Zellen in
den Atemwegen gestatten. Diese Bestandteile gelangen in das Kondensat durch verschiedene
Mechanismen, abhéngig ist dies von ihrem physikalischem Zustand und chemischen
Besonderheiten. Gasférmige Substanzen I6sen sich im Wasseranteil und weitere molekulare
Stoffe, deren Siedepunkt niedriger ist als Wasser, verdampfen. Der gasfoérmige Anteil enthalt
u.a. flichtige Substanzen wie Stickoxid, Kohlenmonoxid und Kohlenwasserstoff (Gessner,
2005). Ein dritter Anteil nimmt die Aerosolfraktion ein, in welcher man sowohl fliichtige als auch
nicht-flichtige Bestandteile findet. Eingeschlossen sind in dieser Fraktion grof3ere Molekile
wie Proteine, aber auch DNA-Bestandteile. Sie stammen aus dem ,epithelial lining fluid®, der
extrazellularen Flussigkeit, welche die Oberflache der Atemwegen und Alveolen bedeckt und
gelangen als Aerosol in das Atemkondensat (McCafferty et al., 2004; Mutlu et al., 2001).
Insbesondere Proteine und DNA-Material sind Mittelpunkt aktueller klinischer und
laborchemischer Untersuchungen und geben Hoffnung hier eine nicht-invasive Methode
beispielweise zur Krebsfriherkennung zur Verfiigung zu haben (G.E. Carpagnano et al., 2002;
Carpagnano et al., 2005; Gessner et al., 2004).

Bei der Gewinnung und Interpretation des Atemkondensates muss auch ein Fokus auf den
Ursprungsort der EBC-Bestandteile gelegt werden. Der Nachweis von Surfactant im
Kondensat lasst vermuten, dass EBC-Bestandteile den Alveolen entstammen (Simpson et al.,
2005). Weiterfuhrende Untersuchungen erfolgten u.a. anhand der Chlorkonzentration im
Atemkondensat. Unter der Annahme mehr Alveolen zu rekrutieren kann durch den Einbau
eines geringen Atemwegswiderstandes die EBC-Ausbeute gesteigert werden, wahrend die
Chlorkonzentration unbeeintrachtigt bleibt. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass
einige Bestandteile, beispielsweise Chlor nicht aus den Alveolen, sondern anderen
Atemwegsabschnitten stammen (Davidsson et al., 2005). Auch Ammoniak scheint zu einem
Grolteil aus dem Nasopharynx zu stammen, da dessen Konzentrationen in Proben, welche
direkt tiber ein Tracheostoma gewonnen wurden, deutlich niedriger lagen, als jene im normal

gewonnenen Atemkondensat (Vass et al., 2003). Der grof3te Anteil des Atemkondensates
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scheint aber nachweislich aus den zentralen Atemwegen zu stammen (Bondesson et al.,
2009).

Die Menge der Partikel, die in der Ausatemluft nachgewiesen werden kénnen, variieren von
<0.1 bis ~4 Partikel/lcm3 und ist abhangig von den Patienten sowie deren korperlicher
Belastung und Atemfrequenz. Die Konzentration der Partikel im Atemkondensat ist in Ruhe
am geringsten und steigt wahrend Belastungen mit steigender Atemfrequenz an (Fairchild and
Stampfer, 1987; Gessner, 2005).

1.3.4.2 Einflussfaktoren bei der Atemkondensatgewinnung

Mehrere Faktoren beeinflussen die Atemkondensatgewinnung und erschweren so eine
Standardisierung dieser Methode. Es existieren sowohl Einfliisse durch den Patienten selbst,
als auch durch das Sammelgerat. Die Aerosolentstehung ist aktuell noch nicht vollstandig
verstanden, sodass nicht abschlieBend geklart ist wie das Atemmuster,
Flussgeschwindigkeiten und anderes Einfluss nehmen. In Atemkondensatstudien zeigte sich,
dass es keinen Zusammenhang zwischen Lungenfunktionseinschrankungen bei FEV1,
Totaler Lungenkapazitat (TLC), Residualvolumen (RV), Forcierter Vitalkapazitat (FVC) oder
dem Atemwegswiderstand und dem Kondensatvolumen zu geben scheint. Patienten-
spezifische Werte wie KorpergrolRe und —gewicht konnen die Kondensatbildung ebenso nicht
beeinflussen. Jedoch ergibt sich eine klare Korrelation zum ventilierten Volumen (Gessner et
al., 2001).

Auch wenn mittlerweile die urspringlich selbstgebauten Systeme mit Eiswasser
kommerziellen Geraten gewichen sind, unterscheiden sich diese weiterhin in ihrem Aufbau
zum Teil deutlich voneinander. Selbst die verwendete Kihltemperatur variiert von Gerét zu
Gerat. Wahrend der EcoScreen der Firma Jaeger mit einer Kihltemperatur um -30 °C (Erich
Jaeger GmbH, 1999) arbeitet, kann die Temperatur des DECCS-Systems der Firma Medivac
zwischen -10.5 bis +10 °C eingestellt werden (Medivac, 2009). Das R-Tube-System der Firma
Respiratory Research wiederum ist zur Anwendung in der Hauslichkeit gedacht und wird durch
einen metallischen Mantel gekunhlt, der zuvor im Gefrierschrank aufbewahrt wurde und so
dessen Temperatur annimmt. Durch die fehlende aktive Kiihlung erwarmt sich der Kiihimantel
jedoch (ber die Zeit der Durchfihrung und kann so keine anhaltend vergleichbare

Kondensatgewinnung gewdahrleisten (Respiratory Research, 2019).

Die Distanz zwischen Mundstiick und Kondensator hat Einfluss auf die Effektivitat, wobei dies
nicht fur alle Bestandteile gleich gilt. Verkirzt man das Schlauchsystem und reduziert so den
Totraum kann eine grolRere Recovery fur Ammonium erreicht werden, wahrend der

Natriumwert annéhernd gleich bleibt (Mutlu et al., 2001).

Ein wichtiger Einflussfaktor ist auRerdem die Kontaktzeit und — flache. Dies war ein Nachtell

des Cryocond-Systems (MediUm-SENSOR, Berlin), bei welchem die Probe auf einer
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gekihlten Platte kondensierte und so nur eine geringe Menge Kondensat gewonnen werden
konnte (Gessner, 2005). Aber auch Atemkondensatsysteme, welche mit Sammelrohren
arbeiten wie der R-Tube (Respiratory Research), der EcoScreen (Jaeger) oder das Anacon-
System (Biostec, Valencia, Spanien) haben durch ihren Aufbau unterschiedlich viel Flache zur
Kondensation zur Verfugung. Beim R-Tube ist das Ein- und Ausatemventil an beiden Enden
des Tubes angebracht, sodass die Luft den Sammelbehélter nur einmal durchstromt
(Respiratory Research, 2019). Hierdurch ist die Kontaktzeit kiirzer als beispielsweise beim
EcoScreen. Bei diesem ist der Tube doppellaufig, sodass die Luft zweimal — namlich zunachst
durch den inneren Teil und anschliel3end durch den dulR3eren Bereich wieder hinaus — geleitet

wird. Insgesamt zeigen sich hierdurch Unterschiede in der Gewinnung des Atemkondensats.

Auch die Materialien der Sammelbehélter reichen von Glas (Anacon) Uber Polypropylen (R-
Tube) bis hin zu Metall mit Teflonbeschichtung (EcoScreen) und beeinflussen durch die
unterschiedlichen Oberflachen das Kondensationsverhalten (Liu et al., 2007; Rosias et al.,
2006).

Obwohl die meisten Gerate eine Speichelfalle integriert haben, wird eine mdogliche
Verunreinigung mit Speichel immer wieder diskutiert. Haufig wird deshalb Amylase als
Parameter einer Kontamination empfohlen (Zweifel et al., 2013). Allerdings kdnnen erhohte
Amylasewerte auch mit Erkrankungen wie Asbestosen assoziiert sein (Bégin et al., 1986).

1.3.4.3 EBC-Bestandteile und ihre Einsatzfahigkeit

Das Atemkondensat besteht aus Uber 250 leicht- und schwerfliichtigen gasférmigen
Substanzen (Pauling et al., 1971), sodass sich ein groRes Spektrum an mdglichen
Untersuchungsparametern ergibt, deren Bedeutung im Rahmen von Atemwegserkrankungen

in Studien untersucht wird.

pH-Wert

Es gibt Hinweise, dass der pH der EBC-Proben mit invasiv entnommenen Proben aus den
unteren Atemwegen korreliert (Hunt et al., 2000; Vaughan et al., 2003) und die lokale
Entzlndung widerspiegelt (Gessner et al., 2003). Niedrigere pH-Werte finden sich bei COPD,
Bronchiektasenerkankungen oder schwerem Asthma (Hunt et al., 2000; Kostikas et al., 2002;
Leung et al., 2006; Papaioannou et al., 2011). Fiur Asthma bronchiale und die chronisch
obstruktive Lungenerkrankung konnte zudem eine Korrelation mit der Krankheitsschwere
nachgewiesen werden (Leung et al., 2006; Papaioannou et al., 2011). Der erniedrigte EBC-
pH im Rahmen einer Asthma-Exazerbation kann durch eine orale oder inhalative
Glukokortikoidtherapie angehoben werden (Hunt et al., 2000). Zudem besteht eine Korrelation
zwischen niedrigem pH und Markern des oxidativen Stress, der Neutrophilen- sowie
Eosinophilenzahl im Sputum sowie Scores der Lungenschadigung wie dem Horovitz-Index

(Pa02/FiO2) und indirekt mit dem lung injury severity (LISS)-Score (Gessner et al., 2003). Eine
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Kolonisation mit Pseudomonas aeruginosa hat einen relevanten Einfluss auf den
Atemkondensat-pH (Kostikas et al., 2002) und bietet somit die Moglichkeit Hinweise auf eine
behandlungsbedirftige Kolonisationen auch nicht-invasiv zu entdecken beziehungsweise den
Therapieerfolg zu protokollieren.

Proteingehalt

Die Untersuchung des Proteingehaltes (Proteom) des Atemkondensats kdnnte als nicht-
invasive Methode zur Entdeckung und Analyse von Biomarkern verschiedener Erkrankungen
wie COPD, Alphal-Antitrypsin-Mangel (Fumagalli et al., 2012) und Lungenkrebs (Lépez-
Sanchez et al., 2017) dienen. Mittels Flussigkeitschromatographie und Massenspektrometrie
konnten Uber 140 Proteine im Atemkondensat differenziert werden (Lacombe et al., 2018). Es
finden sich unter anderem Surfactant-Proteine, verschiedenen Cytokeratine, deren Ursprung
moglicherweise nicht alleinig im Bronchialsystem zu finden ist (Hoffmann et al., 2008),
Hamoglobin-Untereinheiten (Kireeva et al., 2012), Alpha-1-Antitrypsin, mehrere entziindliche
Zytokine (unter anderem Interleukin (IL)-1a, IL-1B, IL-2; IL-12-, IL-15, Interferon a und v,
Tumornekrosefaktor a) und Komplement C3 (Fumagalli et al., 2012) sowie weitere Proteine.
Gegenstand der aktuellen Forschung ist die weitere Differenzierung des Atemkondensat-
Proteoms. Zumeist finden sich signalisierende und regulierende (34%) sowie strukturelle
(33%) Proteine, gefolgt von proinflammatorischen Proteinen (24%), Transferproteinen (6%)
und Enzymen (3%). Bei Lungenerkrankungen wie COPD oder Alpha-1-Antitrypsin-Mangel
verschiebt sich das Verhaltnis zugunsten der Zytokine. Daher bietet das Proteom auch
Potential fiir eine weitere Krankheitsdifferenzierung. In Studien lie sich Lysozym C nur bei
Patienten mit Alpha-1-Antitrypsin-Mangel und bestehendem Emphysem nachweisen.
Bestimmte Zytokine finden sich vor allem bei Lungenerkrankungen, zum Beispiel Interferon a1
und IL-12 bei COPD oder IL-1 bei Alpha-1-Antitrypsinmangel (Fumagalli et al., 2012). Es gibt
sogar Hinweise darauf, dass IL-6 mit dem Tumorstadium bei NSCLC Kkorreliert (G.E.
Carpagnano et al., 2002). Ahnlich wie andere Mediatoren findet sich im Rahmen einer COPD-
Exazerbation ein Anstieg bestimmter Zytokine im Atemkondensat mit nachweisbarem Abfall

unter Therapie (Gessner et al., 2005).

Auch fur die Gesamtproteinkonzentration lassen sich krankheitsspezifische Variabilitaten
nachweisen. Erhohte Proteinwerte kdnnen Erkrankungen wie einem Alpha-1-Antitrypsin-
Mangel zugeschrieben werden (Fumagalli et al, 2008). Zudem sind erhohte
Proteinkonzentrationen bei Rauchern beschrieben, erhéhen sich aber nicht weiter nach dem

Konsum einer Zigarette (Garey et al., 2004).

Stickoxid- und Nitritkonzentration
Als ein weiterer haufig untersuchter Parameter gilt die Nitritkonzentration des

Atemkondensates, welche gut mit den Nitritwerten der BAL korreliert (Gessner et al., 2006).
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Erhohte Nitritwerte finden sich bei Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale (Hunt et al.,
2000) und Mukoviszidose (Corradi et al., 2001; Francoeur and Denis, 1995). Sie korrelieren
mit Entzindungsparametern wie Neutrophilen und Leukozyten (Ho et al., 1998),
Wasserstoffperoxid im EBC (Ganas et al., 2001) sowie mit mechanischem Stress bei ARDS
(Gessner et al., 2006). Unter einer ICS-Therapie (inhalatives Corticosteroid) ist eine Abnahme
der Nitritkonzentration bei Asthmatikern zu verzeichnen. Widersprichliche Ergebnisse finden
sich im Aspekt des Tabakrauchens. Wahrend Nitrit in niedrigeren Konzentrationen bei
rauchenden Asthmatikern im Vergleich mit nichtrauchenden Asthmatikern (Ganas et al., 2001)
gefunden wurde, fanden sich bei Lungengesunden Rauchern zum Teil gleiche oder erhdhte
Werte gegentber den Nichtrauchern (Corradi et al., 2001; Garey et al., 2004).

Stickstoffmonoxid (NO), welches durch Reaktion mit Sauerstoff und Zersetzung von
Peroxynitrat zu Nitrit und Nitrat umgewandelt wird (Ahmadzai et al., 2013), spielt eine wichtige
Rolle bei Entzindungen und der Tonusregulation der glatten Muskulatur (Grob et al., 2008).
Es finden sich erhdhte Werte bei atopischem Asthma und eine Korrelation mit
Entzindungsparametern. Im Gegensatz dazu sind reduzierte Werte bei zystischer Fibrose

(CF) und primarer zilidrer Dyskinesie beschrieben (Kharitonov and Barnes, 2002).

Weitere Atemkondensatparameter und madgliche Anwendungsbereiche

Viele weitere Parameter des Atemkondensates kénnen mit unterschiedlichen Erkrankungen
assoziiert sein. Dazu zahlt unter anderem 8-Isoprostan als Marker des oxidativen Stresses.
Erhdhte Werte finden sich nicht nur bei unmittelbar pulmonalen Erkrankungen wie
Mukoviszidose (Paolo Montuschi et al., 2000) und Asthma (Antczak et al., 2002; Baraldi et al.,
2003), sondern kénnen auch mit Tabakrauch (P. Montuschi et al., 2000) oder obstruktiven

Schlafapnoesyndrom (Giovanna E. Carpagnano et al., 2002) in Verbindung gebracht werden.

Wasserstoffperoxid wird im Rahmen von Atemwegsentziindungen sowie bei oxidativem Stress
freigesetzt. Erhohte Werte im Atemkondensat lassen sich bei verschiedenen
Lungenerkrankungen, wie Asthma, COPD, Bronchiektasen und ARDS, aber auch nach
thoraxchirurgischen Eingriffen (Dekhuijzen et al., 1996; Kietzmann et al., 1993; Loukides et
al., 1998; Teng et al., 2011) nachweisen.

Auch Leukotriene kénnen im Atemkondensat untersucht und nachgewiesen werden. Sie
spielen eine Rolle in der Pathophysiologie von Atemwegserkrankungen. Zudem korrelieren sie
wie Isoprostan mit erhdhtem oxidativen Stress. Es finden sich erhhte Leukotrien B4 (LTB4)-
Werte im Atemkondensat von Asthma-, COPD- und Mukoviszidose-Patienten sowie nach
thoraxchirurgischen Eingriffen (Barreto et al., 2009; Cap et al., 2004; Carpagnano et al., 2003;
Kostikas et al., 2002; Moloney et al., 2004; Paolo Montuschi et al., 2000).

Einige Parameter, wie Wasserstoffperoxid (Antczak et al., 2000; Dohlman et al., 1993), Nitrit

(Ganas et al., 2001) und Adenosin (Huszar et al., 2002) kdnnen eine Dynamik im Rahmen
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einer Asthmaexazerbation mit Besserung unter Therapie zugeschrieben werden. In der
klinischen Anwendung konnten diese Werte gut zur Detektion von Exazerbationen und

Therapiekontrolle angewendet werden.

Ein reizvolles und angestrebtes Einsatzgebiet der Atemkondensatmessung ware eine nicht-
invasive Tumorfriiherkennung bei Risikopatienten. Zytokine zeigen einen Anstieg je weiter die
Ausdehnung des Lungenkarzinoms vorangeschritten ist (G.E. Carpagnano et al.,, 2002).
Zudem lassen sich bei Tumorpatienten vermehrt Mikrosatellitenverdnderungen detektieren
(Carpagnano et al., 2005). Mutiertes KRAS ist nicht nur bei nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom (NSCLC) erhéht (Kordiak et al., 2019), sondern fallt auch relevant nach einer
kurativ-intendierten Operation (Kordiak et al., 2012), sodass sich hier auch eine

Einsatzmdglichkeit in der Nachsorge ergibt.
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2 Fragestellung

Auch wenn sich anhand der bisherigen Untersuchungen vielfaltige Einsatzmdglichkeiten von
Atemkondensatmessungen ergeben haben, muss die Methode einen gewissen Standard
erfullen und vor allem reproduzierbare Ergebnisse liefern, um sich im Praxisalltag

durchzusetzen.

Wie bereits erwéahnt, bietet die Industrie eine grofl3e Auswahl an Systemen zur Gewinnung von
Atemkondensat. Und so wundert es nicht, dass auch die bisherigen Studien mit
verschiedensten Geraten erfolgten. Doch zwischen Ihnen bestehen zum Teil erhebliche
Unterschiede, die moglicherweise einen entscheidenden Einfluss auf die Messergebnisse

nehmen kénnen.

Das betrifft einen zum Teil sehr differenten Aufbau der Geréte, in welchem sich allein die
Schlauchsysteme in Lange, Material und Durchmesser unterscheiden. Aber auch fir die
Sammelbehélter verwenden die Hersteller unterschiedliche Materialien, Oberflachen und

Bauarten. Ebenso variiert die Temperatur, bei der die Atemkondensatgewinnung erfolgt.

Im Hinblick auf diese erheblichen baulichen Unterschiede ergibt sich die Frage, inwieweit diese
Einfluss auf das Gewinnen bestimmter Parameter haben konnen bzw. ob man an
unterschiedlichen Systemen vergleichbare Ergebnisse erhalten kann. Wahrend zum Beispiel
die Ergebnisse der bronchoalveoldren Lavage unabhéngig vom verwendeten Bronchoskop
oder BAL-Katheter interpretierbar sind (Bauer et al., 2009; Davidson et al., 2020; Tétsch et al.,
2007), muss noch bewiesen werden, ob dies auch fir das Atemkondensat gilt. Lassen sich
die bisherigen Studienergebnisse von einem Gerat auf das andere Ubertragen? Erst wenn eine
Standardisierung gegeben ist, lassen sich Normwerte festlegen und wirden so einen breiten

Einsatz in der Diagnostik ermdglichen.

Ziel der Arbeit war es daher zwei unterschiedliche Systeme zur Atemkondensatgewinnung

anhand bereits untersuchter Parameter zu vergleichen.

Als Referenzgerat gilt das EcoScreen-System der Firma Jaeger, welches bereits in multiplen
Studien mit 0.g. Parametern zum Einsatz kam (Antus et al., 2010; Czebe et al., 2008; Gessner,
2005; Liu et al., 2007; McCafferty et al., 2004; Papaioannou et al., 2011). Fur den Vergleich
wurde ein zweites Atemkondensatgerat gewahlt, dass aufgrund der GroRRe praktikabler im
Einsatz ware und sich durch den Aufbau deutlich vom EcoScreen-Geréat unterscheidet. Die
beiden Gerate arbeiten bei unterschiedlichen Temperaturen (-30°C bzw. -5,5°C) mit
unterschiedlichen Kihlsystemen, haben differente Materialien (Metall bzw. Kunststoff) und

Schlauchsysteme.

Folgende Fragen sollen bei diesen vergleichenden Untersuchungen in den beiden

Sammelsystemen beantwortet werden:
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1. Gibt es Unterschiede in der Menge des gesammelten Kondensates

2. Ist der pH-Wert &hnlich und kann man anhand der Ergebnisse zwischen Gesunden
und Lungenkranken unterscheiden

3. Gibt es Unterschiede im Nitritgehalt und lasst sich dieser mit einem Krankheitsbild
korrelieren?

4. Lasst sich ausreichend Protein sowie DNA fir weitere spatere Untersuchungen
sammeln und gibt es Unterschiede in der Proteinkonzentration?

5. Fuhren Verdnderungen an einem Sammelsystem zu Veranderungen in der

Kondensatmenge und -zusammensetzung?

Die Beantwortung dieser Fragen soll mithelfen, die Standardisierung beim Sammeln von
Atemkondensat zu verbessern und damit den Einzug dieser nicht-invasiven Messmethode mit

ihren vielfaltigem Einsatzgebieten in die klinische Praxis naher riicken zu lassen.
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3 Material und Methoden

3.1 Probanden/Patienten

Fur diese Arbeit wurden insgesamt 10 gesunde Probanden und 38 Patienten mit
Lungenkarzinom und COPD untersucht (20 Lungenkarzinom-Patienten, 18 COPD- Patienten).

Die Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Untersuchung in stationdrer Behandlung bei
COPD-Exazerbation, zur Diagnosesicherung oder Chemotherapie bei Lungenkarzinom.

Die Durchfuhrung war bei beiden Geraten sowohl flr Patienten als auch Probanden gleich.
Um eine Nasenatmung zu verhindern, erhielten alle Personen eine Nasenklemme. An jedem
Gerat erfolgte eine Sammelphase von je 2x 10 Minuten. Die Untersuchung fand dabei immer
am gleichen Tag, nur unterbrochen von einer kurzen Pause, statt. So kann davon
ausgegangen werden, dass fir beide Gerate gleiche Bedingungen in den Atemwegen

herrschten.

Nach Abschluss der Sammelphase erfolgte zligig die Bestimmung des pH-Wertes und des
Volumens. AnschlieBend wurden die Proben bei -80°C verwahrt und erst fur die weiteren

Untersuchungen wieder aufgetaut.

3.2 Atemkondensat-Systeme

In dieser Studie wurden zwei unterschiedliche Systeme zur Gewinnung von Atemkondensat
verwendet (EcoScreen und TURBO DECCS). Das EcoScreen System wurde bereits in
verschiedenen Studien verwendet und hat bereits bewiesen, dass es signifikante Ergebnisse,
zum Beispiel beim Nachweis des p53-Exon von NSCLC-Patienten (Gessner, 2005), liefern
kann. Hierdurch bietet sich das EcoScreen gut zum Vergleich mit einem anderen System an.
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist auch, dass die Produktion des EcoScreen Systems eingestellt
wurde. Damit stellt sich die Frage, ob sich die bisherigen Ergebnisse auf andere Systeme zur

Atemkondensatgewinnung Ubertragen lassen.

Der Vergleich in dieser Studie erfolgte mit dem TURBO DECCS System, welches sich bereits
auf den ersten Blick durch die Grof3e und Praktikabilitat, aber auch durch Aufbau und Material,

unterscheidet.

3.2.1 EcoScreen
Der EcoScreen der Firma Jaeger besteht aus der Kiihimaschine, die Gber ein Schlauchsystem
mit der Kihimanschette verbunden ist. Darin befindet sich der metallische Sammeltube, an

dem Uber ein Ein- und Ausatemventil das Mundstiick befestigt ist.
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In/Ex valve Cooling cuff

Refrigerator On/Off switch

Abbildung 1: EcoScreen — Atemkondensator der Firma Jaeger

(Erich Jaeger GmbH, 1999)

Die Sammeleinheit selbst besteht aus biologisch inertem sowie kalteresistentem Material mit
einer Teflonbeschichtung. Das Probensammelrohr ist dabei doppelwandig aufgebaut, so dass
die Luft zundchst durch den Kern des Rohres bis zum Boden mit dem dort angebrachten
Sammelgefal’ stromt. Dort findet ein Richtungswechsel statt und die Luft stromt am &ul3eren
Teil des Rohres wieder zurlick. Dieser ist mit mehreren Lamellen versehen, um eine gréf3ere
Oberflache zu erzeugen. Durch diesen Aufbau kann sowohl eine Flussminderung mit
Erhéhung der Durchflusszeit als auch eine VergroRerung der Kontaktflache erreicht werden.
Mittels Gegenstromprinzip erfolgt eine Abkihlung auf -30 C° (Erich Jaeger GmbH, 1999).
Hierdurch kann das Atemkondensat an der Oberflache des Sammelrohres gefrieren. Zudem
sammelt sich ein Teil bereits direkt im Sammelgefald am unteren Teil des Rohres. Nach einer

kurzen Abtauphase kann das vollstidndige Kondensat aus diesem gewonnen werden
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Abbildung 2: Sammeleinheit des EcoScreens

(Erich Jaeger GmbH, 1999)

3.2.2 TURBO DECCS

Die Firma Medivac hat das TURBO ("Transportable Unit for Research and Biomarkers
Obtained from") DECCS System auf den Markt gebracht. Dieses Gerét ist mit den Mafl3en von
16 x 19 x 30 cm deutlich handlicher und kann damit auch als transportables Gerat genutzt

werden. Hierdurch ist der Einsatz auch direkt am Patientenbett mdglich.

Im Gegensatz zum Konkurrenzprodukt von Jaeger ist die Sammeleinheit samt zugehdrigem
Schlauchsystem ein Einmalprodukt und soll so bakterielle Kontamination sowie aufwendige
Reinigungsverfahren vermeiden. Die Kiihlung des Tubes erfolgt thermoelektrisch. Grundlage
hierfur ist der Peltier-Effekt. In einem Peltier-Element befinden sich an Gleichstrom
angeschlossene Halbleiter, wodurch eine Temperaturdifferenz zwischen Anode und Kathode
entsteht. Um eine Abkihlung gegeniiber der Umgebung zu gewdhrleisten, wird die
entstandene Wéarme abgeleitet. (Rossmann, 2014). Der Tube befindet sich in einem

Aluminiumblock, welcher von einem Metallgehause zur Isolation umgeben ist.

Die Zieltemperatur kann im Bereich von -10.5 bis +10 °C gewéhlt werden. Die
Standardeinstellung betragt -5.5 °C. (Medivac, 2009)
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DECCS

[urbo

Abbildung 3: Aufbau und Sammeleinheit des TURBO DECCS — Atemkondensator der Firma Medivac

(Konstantinidi et al., 2015)

Das Sammelsystem selbst besteht aus Kunststoff (Polyethylen oder Polypropylen) (Medivac,
2009). Das Mundstiick ist mittels T-Adapter an ein ca. 20 cm langes Schlauchsystem
angeschlossen. Hierdurch wird die Luft in den Tube geleitet, welcher im Aluminiumblock auf
die voreingestellte Temperatur abgekuhlt wird. An der unteren Seite des T-Stlicks befinden
sich das Einatemventil und die Speichelfalle, wodurch Kontaminationen vermieden werden.
Aus dem Deckel des Tubes wird die Atemluft dann durch einen zweiten Schlauch wieder
abgeleitet. Hier kbnnen im Bedarfsfall weitere Sammeleinheiten in Reihe angeschlossen

werden. Im Gegensatz zum EcoScreen sind im Tube keine weiteren Lamellen angebracht.

Nach Abschluss der Sammelphase kann das Schlauchsystem entfernt und der Tube direkt
verschlossen werden. Ein Umpipettieren ist nicht zwangslaufig notwendig, kann aber auch aus
Platzgriinden sinnvoll sein. Ein kurzes Zentrifugieren des Tubes bietet sich an, damit sich das

gesamte Exhalat am Boden sammeln kann.

3.3 Parameterbestimmung

Da es in dieser Arbeit um den Vergleich zweier Atemkondensatsysteme geht, wurden
Parameter gewahlt, die in verschiedenen Studien ihren Stellenwert in der

Atemkondensatmessung bewiesen haben.

Untersucht wurden direkt im Anschluss an die Kondensatgewinnung der pH sowie das
Kondensatvolumen. Nachdem die Proben aller Probanden und Patienten gesammelt wurden,
wurden Amylase als Paramater einer Speichelverunreinigung, Protein und Nitrit bestimmt.
Zudem wurde mittels PCR die Frage der DNA-Nachweisbarkeit im Atemkondensat untersucht,

welche eine Grundvorrausetzung einer Tumordiagnostik ware.
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3.3.1 Materialien

3.3.1.1 Geréte

Bezeichnung

Herstellerfirma

Agagel Maxi/Mini

Elektrophoreseeinheit

Molecular Imager

Gel DOC XR+ Imaging System

System Bio Rad
Blutgasanalysegerat ABL 700
Spectra Classic Plate Reader
Spectrometer basic

Thermal Cycler MIMini
Vortexer

Waage BP121S

Zentrifuge Rotine 46R

Zentrifuge Biofuge pico

Elektrophoresis Power Supply-EPS600

MyiQTM Single-Color Real-Time PCR Detection

Biometra GmbH

Pharmacia Biotech

Bio-Rad

Bio-Rad

Radiometer

Tecan

Eppendorf
Bio-Rad
Scientific-Industries
Sartorius

Hettich

Kendro

3.3.1.2 Computersoftware

Software

Herstellerfirma

easyWin fitting V6.0a
Image Lab 5.1

SigmaPlot 13

Tecan
Biorad

Systat Software
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3.3.1.3 Reagenzien und Chemikalien

Bezeichnung Herstellerfirma

Actin 3/4-Primer Thermo Fisher Scientific

Agarose Serva

Aqua dest. B.Braun

BCA-Micro-Protein-Assay Thermo Scientific, Product No. 23235, Fisher

Scientific Schweiz

Bromphenolblaupuffer Sigma-Aldrich®

B-Amylase aus Gerste SIGMA A-7130

dTNPs Thermo Fisher Scientific

EnzChek Ultra Amylase Assay Kit Thermo Scientific, Fisher Scientific Schweiz,
E33651

Griess-Reagenz | (N-Naphthylethylendiamin) Sigma-Aldrich®

Griess-Reagenz Il (Sulfanilamid) Sigma-Aldrich®

MgCl2 Sigma-Aldrich®

NacCl 0,9% B.Braun

PBS.Puffer Invitrogen™
10xReaktionspuffer Thermo Fisher Scientific
Tag-Polymerase Thermo Fisher Scientific

3.3.2 pH-Messung
Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte unmittelbar im Anschluss an die Sammelphase an
einem Blutgasanalysegerat (Radiometer ABL700). Die Messung erfolgt mittels

Potenziometrie.

Hierbei handelt es sich um eine elektrochemische Analysemethode, die die
Konzentrationsabhangigkeit der Potenzialdifferenz zwischen einer Referenzelektrode und

einer Messelektrode nutzt. (Arndt and Gressner, 2013)
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Abbildung 4: Potenziometrie (Radiometer Medical ApS, 2017)

In die Probe wird dabei eine Mess-(Indikator-) und eine Referenzelektrode (Bezugselektrode)
getaucht und mit einem hochohmigen Potenziometer (Millivoltmeter) verbunden. Die
Grundlage bildet die Nernst-Gleichung. Diese beschreibt die Abhangigkeit des
Normalpotentials von Temperatur und Konzentration bzw. vom Druck der Retentionspartner
(Kurzweil and Scheipers, 2010):

2.3RT

=E, -I—F log a,
n

E

sample

Abbildung 5: Nernst-Gleichung (Radiometer Medical ApS, 2017)

Wobei:
Eo = Standard-Elektrodenspannung
R = Gaskonstante (8,3143 Joule x K x mol?)
T = Absolute Temperatur (37°C)
F = Faradaysche Konstante (96487 Coulomb x mol™)
ox = Aktivitat von x

Nach Messung von Esample kann die Aktivitat berechnet werden, welche in die Konzentration

umgewandelt wird (Aktivitat = Aktivitatskoeffizient x Konzentration).

Die pH-Elektrode enthalt eine Innenpuffer-Losung mit einem bekannten pH-Wert. Die

Potentialdifferenz tiber der Membran beruht auf einer Anderung des Ladungsgleichgewichts.
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Wenn die H+-Konzentrationen auf beiden Seiten der Membran gleich grof3 sind, wird die

Potentialdifferenz theoretisch 0 mV betragen.

Die theoretische Empfindlichkeit der pH-Elektrode bei 37 °C ist -61,5 mV pro pH Einheit unter
Anwendung von pH = -log [H+], sodass die Nernst-Gleichung wie folgt umgestellt werden
kann (Radiometer Medical ApS, 2017)

ESample = EO - 61 .5)( pH mV

3.3.3 Atemkondensatmenge und Atemminutenvolumen

Als ein weiterer Parameter, der als Mal} der Kondensationseffektivitat der Gerate dienen sollte,
wurde das Volumen des Kondensates bestimmt. Dies geschah ebenso direkt nach der
Kondensatgewinnung durch das Umpipettieren auf 0,1 ml genau.

Die Bestimmung des geatmeten Volumens erfolgte mit Hilfe eines Gasometers (Model GT4,
GMT GmbH, Qmin 0,04 m%h, Qmax 6 m?%h), der am exspiratorischen Schenkel
angeschlossen wurde. Dieser Balgengaszahler enthalt vier Kammern, welche durch eine
Membran (Balg) getrennt sind und als zwei Einheiten fungieren. Die Balgen sind miteinander
verbunden und treiben durch wechselseitiges Fullen der Kammern tber ein Kurbelbetrieb den
Schieber und das Zahlwerk an. (Prof. Dr.-Ing. Steinmetz et al., 2001)

3.3.4 Proteinmessung

Zur Proteinmessung wurde ein BCA-Micro-Protein-Assay (Thermo Scientific, Fisher Scientific
Schweiz) verwendet. Hier erfolgt der kalorimetrische Nachweis und Quantifizierung des
Gesamtproteins mittels Bicinchoninsaure (BCA). Nach Reduktion von Cu(ll) zur Cu(l) (Biuret-
Reaktion), wird im zweiten Schritt aus zwei BCA-Molekilen und einem Cu(l)-lon ein
Chelatkomplex gebildet. Dieser wasserlsliche Komplex zeigt eine starke Absorption bei 562
nm, die linear zur Erhdéhung der Proteinkonzentration ist und so spektralphotometrisch

analysiert werden kann. (Smith et al., 1985)

Zur Kalibrierung diente eine Proteinstandardreihe mit einem Proteingehalt von 0,625 pg/ml bis
100 pg/ml sowie als Leerwert zwei Proben destilliertes Wasser, um falsch positive oder
negative Ergebnisse auszuschlielen. Nach Zugabe von 100 pl Working-Reagenz
(Pufferldsung, BCA und Kupfersulfatiosung in einem 25:24:1-Verhaltnis) zu 100 pl Probe
erfolgte die Inkubation Gber 60 Minuten bei 37°C. (Thermo Scientific, 2015)

Anhand der Absorptionswerte der Proteinstandardreihe konnte nun eine Kalibrierungskurve

erstellt werden, mittels derer die Proteinkonzentration der Proben ermittelt wurden.
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50 parts "MA* 1.0 ml Sample + 1.0 ml Working Reagent Incubate: 60 min. at 60°C Spectrophotometer
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Abbildung 6: Ablauf des BCA-Micro-Protein-Assays (Thermo Scientific, 2015)

3.3.5 Amylaseaktivitat

Da die Kontamination mit Speichel eine wichtige Fehlerquelle im Rahmen der
Atemkondensatmessung darstellt und u.a. eine Verfalschung des Proteingehaltes
verursachen kann, erfolgte zudem die Bestimmung der Amylaseaktivitat. Hierzu wurde das

EnzChek Ultra Amylase Assay Kit (Thermo Scientific, Fisher Scientific Schweiz) verwendet.

Dieses Kit arbeitet mit einem Starkederivat das mit BODIPY® FL-Farbstoff markiert ist, der die
Fluoreszenz l6scht. Das Substrat wird durch die Amylase abgebaut und ergibt
hochfluoreszierende Fragmente. Die Zunahme der Fluoreszenz ist direkt proportional zur

Amylaseaktivitat und wird mit einem Mikroplattenreader oder Fluorometer gemessen.

Durch den Test wird die Amylaseaktivitat bis zu einer Konzentration von 2x102 U/ml
gemessen, wobei eine Einheit definiert wird als Enzymmenge, die bendtigt wird um 1 mg

Maltose (Uber 3 Minuten bei 20°C sowie pH 6,9) freizusetzen.

Fur die Herstellung der Pufferlosung wurden 2 ml der 10X Reaktionspuffer MOPS (3-(N-
Morpholino)propansulfonsdure) mit 18 ml destilliertem Wasser verdinnt. Anschlie3end wurde
eine Stammlésung des DQ-Stérkederivates mit einer Konzentration von 1 mg/ml vorbereitet,
indem 100 pl der 50mM der Natriumacetatpufferlosung (Komponente C) in eine der
Durchstechflaschen eingebracht wurde, welche das lyophilisierte Substrat (Komponente A =
mit BODIPY® FL-Farbstoff markiertes DQ-Stéarkederivat) enthielt. Diese wurde anschlieRend
fur 20 Sekunden mittels Vortexen gemischt und bei Raumtemperatur unter gelegentlichem
Mixen stehen gelassen. Durch Zugabe von weiteren 4,9 ml 1xPufferldsung wurde die

Konzentration der Stammlésung auf 200 pg/ml gesenk.

Zur Herstellung der Standardkurve wurde B-Amylase aus Gerste (SIGMA A-7130) verwendet,
welche eine Enzymaktivitat von 41,6 U/mg enthielt. Hiermit wurde eine Standardreihe mit einer
Konzentration von 0 bis 200 mU/ml erzeugt. Hierzu wurde die B-Amylase mit destilliertem

Wasser auf eine Konzentration von 1 mg/ml verdinnt. Um die Konzentration von 200 mU/ml
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zu erreichen, wurde anschlieend 5pl der hergestellten Amylaselosung in 995 pl Puffer
vermischt. Mittels weiterer Verdunnung (jeweils 1:2 pro Schritt) wurde die Standardreihe
hergestellt.

Bei der eigentlichen Messung wurden zu 50ul der Proben bzw. der Standards 50pl der
erstellten Substratlosung (Komponente A) hinzugefigt und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz mittels
Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Lesegerate gemessen. Fur die durch Amylase aufgespaltenen
Substratfragmente liegt das Maximum der Absorption bei ~ 505 nm und der
Fluoreszenzemission bei ~ 512 nm. Wie fir die B-Amylase empfohlen, wurde fir die
Fluoreszenzmessung die Anregung bei 485 nm und zur Emissionsdetektion bei 530 nm

gewahilt.

Um falsch positive oder negative Ergebnisse auszuschlie3en erfolgte eine Leerwertmessung
mit Wasser im zweifachen Ansatz. Die Standardreihe wurde als Triplikate angesetzt und

entsprechend gemessen.

3.3.6 Nitrit-Messung
Das Prinzip der Nitritbestimmung beruht auf der Griess-Reaktion.

Im ersten Schritt wird Nitrit mit einem Diazotierungsreagenz auf Basis einer salpetrigen Saure
behandelt (Griess-Reagenz 1l), wodurch sich ein Diazoniumsalz bildet. Dieses
Zwischenprodukt  reagiert  anschlielend mit  einem Kupplungsreagens, N-
Naphthylethylendiamin (Griess-Reagenz I). So einsteht eine stabile Azoverbindung, deren
intensive rotviolette Farbe eine photometrische Messung ermdglicht. Die Absorption dieses

Addukts bei 540 nm ist linear proportional zur Nitritkonzentration in der Probe. (Schwedt, 2015)

Fur die Standardkurve wurde 100 mM Natrium-Nitrat verwendet. Durch Verdinnung mit
Wasser wurde eine Standardreihe im Bereich von 0,195 uM bis 100 pM erstellt. Als Leerwert

wurde Wasser genutzt.

Zu 100 pl Probe wurden jeweils 50ul Griess Reagenz | (Sulfanilamid) und Il (N-
Naphthylethylendiamin) hinzugefligt. Die entstandene rotviolette Verbindung wurde

anschlief3end bei 560 nm photometrisch gemessen.

3.3.7 Nachweis von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um das Atemkondensat z.B. fiir die Tumordiagnostik nutzen zu kénnen, muss das Kondensat
nachweisbares DNA-Material enthalten. Aus diesem k&nnen dann tumorspezifische

Genabschnitte wie z.B. das p53-Exon untersucht werden (Gessner, 2005).
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Es wurde daher an Proben beider Gerate eine Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt, um
zu untersuchen, ob ausreichend DNA-Material fur eine entsprechende Diagnostik vorhanden
ist.

Die Polymerase-Kettenreaktion ermoglicht eine Vervielfaltigung (Amplifikation) kleiner DNA-
Mengen. In einem ersten Schritt erfolgt die Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C.
An die nun entstandenen Einzelstrange lagern sich die Primer an den 5'- und 3‘-Ende des zu
amplifizierenden Abschnitts an (Annealing). Diese werden anschlieBend durch eine DNA-
Polymerase verlangert (elongiert). Dazu ist die Anwesenheit von freien Desoxynucleosid-

Triphosphaten notwendig.

Da die Sensivitat sehr hoch ist, reichen bereits geringste Mengen (< 1pg) an DNA fir einen

Nachweis eines entsprechenden Genes aus (Mller and Prange, 2016).

1. | Initiale Denaturierung

95°C 3 min Enzymaktivierung

2. | Amplifizierung

95°C 30 sec Denaturierung
59° C 30 sec Annealing 50 Zyklen
72°C 30 sec Elongation

3. | 72°C 10 min

4. | Kiuhlen

4°C

Tabelle 3 Thermo-Cycler Programm

Auch wenn im Praxisalltag das Ziel der Nachweis von Tumorgenen durch das nicht-invasive
Verfahren der Atemkondensatsammlung ist, lag in dieser Arbeit das Augenmerk auf dem
Vergleich der DNA-Nachweisbarkeit der beiden Atemkondensatgerate. Daher erfolgte die
PCR fir das R-Actin-Gen. Actin ist als Baustein der Mikrofilamente ein permanent produziertes
Protein in eukaryotischen Zellen (Koolman and Réhm, 2003). Es wird deshalb auch als house

keeping-Gen bezeichnet und lasst sich gut nachweisen.
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Die folgende Tabelle zeigt die verwendeten Primer:

Tabelle 4 Primersequenzen

Name Sequenz 5°-3°
B-actin (s) 5-CCT TCC TGG GCATGG AGT CCT G
B-actin (as) 5-GGA GCAATG ATCTTG ATCTTC

Im Folgenden wird das verwendete Pipertierschema aufgefihrt:

destilliertes Wasser 12 pl

10X Puffer 2 pl

MgCl, (200pM) 0,8 l

Actin 3/4-Primer jeweils 0,2 pl
Tag-Polymerase 0,2 ul
dTNPs 1,6 pl
Probe/Template 1l

Beim Ansetzen der PCR-Proben wurden zudem Negativ- und Positivkontrollen mitgefiihrt, um
falsch positive oder falsch negative Ergebnisse auszuschlieRen. Die angesetzten Proben
wurden mittels Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert und anschlieBend in den Thermocycler
gestellt. Nach Abschluss der PCR wurden die Proben auf 4°C abkihlt.

Die PCR-Anséatze wurden anschliel3end mittels Gelelektrophorese untersucht. Dazu wurde ein
2%iges Agarosegel hergestellt. Dabei wurden 2g Agarose in 100 ml Puffer aufgekocht und in

die entsprechende Form gegossen und ein Probenkamm eingesetzt.

In die Geltaschen wurde jeweils 10 pl Probe mit 2u Bromphenolblaupuffer eingebracht. Die
Elektrophorese erfolgte anschlie3end tiber 60 Minuten bei 310 Volt, 305 mA und 30 Watt bis
eine zufriedenstellende Auftrennung sichtbar war. AnschlieRend wurden die Banden (202bp)

mittels UV-Licht und CCD-Kamera analysiert.

3.4 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mittels SigmaPlot 14.0 (Systat Software).

Fur die Parameter pH und Volumen wurden die Probenpaare (Proben eines Patienten) des
DECCS und EcoScreens mit dem gepaartem t-Test untersucht. Bei fehlender

Normalverteilung wurde der Wilcoxon Signed Rank Test angewandt.
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Bei der Untersuchung der Amylaseaktivitdt, der Protein- und Nitritkonzentration gab es
Proben, die unterhalb des messbaren Bereiches lagen. Diese Proben wurden in der
statistischen Auswertung beim Vergleich der Konzentrationen beider Systeme nicht mit
eingerechnet. Sie wurden jedoch im Punkt ,Nachweisbarkeit” gesondert analysiert. Fur die
statistische Auswertung dieser Proben (sowohl bei der Konzentrationsbestimmung als auch
bei der Nachweisbarkeit) wurde beim Vergleich der Systeme der t-Test verwendet. Bei
fehlender Normalverteilung wurde die statistische Auswertung mit dem Mann Whitney Rank

Sum Test durchgefihrt.

Zusatzlich wurden die Untergruppen von Lungengesunden sowie COPD- und
Lungenkarzinompatienten innerhalb jedes Systems gegeneinander mittels One Way Anova

Analyse (bei fehlender Normalverteilung: Anova on Ranks) untersucht.

Der dritte Punkt unserer Untersuchungen bezog sich dann auf den Vergleich der Untergruppen
zwischen den beiden Systemen. Die statistische Untersuchung hierfir wurde mit dem t-Test

(bei fehlender Normalverteilung: Mann Whitney Rank Sum Test) durchgefiihrt
Generell galt ein Ergebnis bei P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5%) als signifikant.

Um eine einheitliche Darstellung zu gewahrleisten, wurden die Daten unabhangig von einer
bestehenden Normalverteilung als Box Plots dargestellt und mit Median und IQR (Inter
Quartile Range) angegeben. Dies ist insofern vertretbar, da im Falle einer Normalverteilung
der Median etwa dem Mittelwert entspricht.
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4 Ergebnisse

Zunachst wurden die ermittelten Werte der Atemkondensatproben beider Gerate miteinander
verglichen. Zusatzlich wurde untersucht, ob sich bezuglich der ermittelten Werte zwischen den
untersuchten Gruppen (Probanden, COPD- und Lungenkarzinompatienten) an den jeweiligen
Geraten ein Unterschied bezogen auf die einzelnen Parameter nachweisen liel3. AbschlielRend
wurden die Ergebnisse der einzelnen Gruppen zwischen den beiden Systemen miteinander
verglichen.

4.1 Amylaseaktivitat

Die Amylase wurde bestimmt, um eine relevante Kontamination der Proben mit Speichel
auszuschlieRen.

In den untersuchten 48 Proben lagen beim DECCS-System 8 und beim EcoScreen-System
10 Proben Uber der Nachweisgrenze. Obwohl damit beim EcoScreen zwei Proben mehr
kontaminiert waren, ergab sich bezlglich der Kontaminationshaufigkeit keine signifikante
Differenz. Allerdings zeigte sich bei den Analysen des EcoScreen-Systems, dass in den
kontaminierten Proben die Amylaseaktivitdt im Vergleich zu den kontaminierten Proben des
DECCS-Systems erhdht war (Abbildung 7). So lag der Wert fir die Amylaseaktivitat bei den
kontaminierten Proben des EcoScreen-Systems mit einem Median von 70,01 mU/ml (IQR:
18,77 — 135,01 mU/ml) deutlich Gber dem Wert des DECCS-Systems (Median 13,62 mU/mi;
IQR: 10,41 — 17,65 mU/ml). Dieser Unterschied war signifikant (P=0,003).
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Abbildung 7: Amylaseaktivitat in den EBC-Proben Vergleich der Amylaseaktivitat in den Amylase-positiven EBC-
Proben, welche mittels DECCS- und EcoScreen-System gesammelt wurden
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Als Referenz wurde die Amylase-Aktivitat in 6 Speichelproben von Probanden untersucht. Die
Amylaseaktivitat befand sich im Durchschnitt bei 98,77 mU/ml. Sie variierte jedoch relativ
stark. Der niedrigste Wert lag bei 46,32 mU/ml und damit bei nur etwa einem Drittel des
hochsten Wertes von 151,26 muU/ml.

Lag in einer Atemkondensatprobe die Amylaseaktivitat oberhalb des niedrigsten Wertes aus
den Speichelproben, wurde diese aus der Statistik ausgeschlossen. Dies betraf ausschlieflich
Proben des EcoScreens (n=6, jeweils 2 Lungenkarzinom- und COPD-Patienten sowie
Probanden). Die Amylase-Aktivitat in den verbliebenen Atemkondensatproben bewegte sich

in einem Bereich unterhalb von 22 mU/ml.

4.2 Atemkondensatmenge

Die Analyse der gesammelten Volumina der Atemkondensatproben aller untersuchten
Patientengruppen ergab einen signifikanten Unterschied (P=<0,001) zwischen den beiden
Geraten (Abbildung 8). Beim DECCS wurde im Schnitt eine Menge von 0,78 ml
Atemkondensat (IQR: 0,6 — 0,9 ml) in 10 Minuten gesammelt. Hingegen konnte beim
EcoScreen in gleicher Zeit eine signifikant groRere Menge gewonnen werden — im Median 1,1
ml (IQR: 0,8 — 1,44 ml).
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Abbildung 8: Atemkondensatvolumen beider Atemkondensatgeréate Vergleich aller Kondensatmengen, welche
mittels DECCS- und dem EcoScreen-System gesammelt wurden

Zwischen den einzelnen Gruppen (Patienten, Gesunde) ergab sich bei den Proben des
DECCS-Systems beziglich der gewonnenen Probenmenge keine signifikante Differenz. Im
Median konnten bei alle Gruppen ahnliche Mengen gesammelt werden. Dies entspricht bei
den Probanden 0,6 ml (IQR: 0,6 — 1,0 ml), bei den COPD-Patienten 0,775 ml (IQR: 0,55 - 0,85
ml) und den Lungenkarzinompatienten 0,8 ml (IQR: 0,65 — 1,05 ml).
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Ein &hnliches Ergebnis ergab sich fur die Proben des EcoScreens, wobei, wie bereits
beschrieben, die Atemkondensatmenge im Schnitt hoher lag. Im Median entstand bei den
Probanden 0,9 ml (IQR: 0,65 — 1,65 ml), bei den COPD-Patienten 1,05 ml (IQR: 0,73 - 1,6
ml) und bei den Lungenkarzinompatienten 1,1 ml (IQR: 0,9 — 1,3 ml) Atemkondensat. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand dabei auch hier nicht.

Die hohere Kondensatausbeute durch das EcoScreen-System konnte auch bei der Analyse
der untersuchten Gruppen (Probanden, COPD und Lungenkarzinompatienten) bestatigt
werden (Abbildung 9). In allen Untergruppen ergab sich ein signifikant héheres
Kondensatvolumen am EcoScreen-System (Probanden P=0,037, Lungen-Ca P= 0,003,
COPD P=0,002).
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Abbildung 9: Atemkondensatvolumen aller Gruppen Vergleich der mit beiden Atemkondensatsystemen gewonnenen
Kondensatmenge aller untersuchten Gruppen (Proband, COPD- und Lungenkarzinompatienten)

4.3 pH-Messung

Bei den untersuchten EBC-Proben ergab sich beim DECCS-System ein medianer pH von
7,21 (IQR: 6,86 — 7,3). In den Proben, die mit dem EcoScreen-System gemessen wurden,
wurde ein medianer pH-Wert von 7,368 ermittelt (IQR: 7,22 — 7,74). Es konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied (P=<0,001) zwischen den beiden Systemen bei den pH-Werten in
den Proben nachgewiesen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Proben-pH beider Atemkondensatgeréate Vergleich der mittels Radiometer (Potenziometrie)
bestimmten pH-Werte aller Atemkondensatproben, welche mittels DECCS- und dem EcoScreen-System gesammelt wurden

Betrachtet man fir die Proben des DECCS die Patientengruppen untereinander, ergibt sich
fir den pH ein medianer Wert von 7,15 (IQR: 6,63 — 7,3) bei den Probanden, 7,17 bei den
COPD- (IQR: 6,74 — 7,28) und 7,24 bei den Karzinom-Patienten (IQR: 7,05 — 7,37). Eine
signifikante Differenz lieR sich damit zwischen den Gruppen an diesem Geréat nicht
nachweisen.

Im Vergleich dazu konnte bei den EBC-Proben des EcoScreens ein Unterschied zwischen den
pH-Werten der Gruppen nachgewiesen werden (Abbildung 11). Bei den Probanden befand
sich der pH im Median bei 7,19 (IQR: 7,06 - 7,45) und damit niedriger als in den Proben der
COPD- (pH 7,49, IQR: 7,29 - 7,9) und Lungenkarzinompatienten (pH 7,36, IQR: 7,26 - 7,76).
Eine statistische Signifikanz besteht dabei zwischen der Probanden-Gruppe und den COPD-
Patienten (P=0,019). Auch wenn sich im Vergleich von Probanden- und
Lungenkarzinomproben eine é&hnliche Tendenz zu niedrigeren pH-Werten bei den
Lungengesunden zeigte, konnte hier keine Signifikanz beobachtet werden (P=0,126). Die pH-
Werte der Lungenkranken (COPD- und Lungenkarzinompatienten) befanden sich auf einem

ahnlichen Niveau.
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Abbildung 11: Proben-pH der untersuchten Gruppen am EcoScreen-Gerét Vergleich des mittels Radiometer
(Potenziometrie) bestimmten Atemkondensat-pH der untersuchten Gruppen (Proband, COPD- und Lungenkarzinompatienten),
welche mittels EcoScreen-Gerat gesammelt wurden

Betrachtet man die einzelnen Gruppen beziiglich des pH-Wertes, so konnte bei den COPD-
und Lungenkarzinompatienten ein signifikant (P=< 0,001) niedrigerer pH-Wert in den Proben
des DECCS-Systems nachgewiesen werden (Abbildung 12). Obwohl auch die
Probandenproben des DECCS-Systems einen niedrigeren pH-Wert aufweisen, waren diese
Unterschiede nicht signifikant.
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Abbildung 12: Proben-pH der Atemkondensatproben aller Gruppen Vergleich des mittels Radiometer
(Potenziometrie) bestimmten Atemkondensat-pHs aller untersuchten Gruppen (Proband, COPD- und
Lungenkarzinompatienten) beider Atemkondensatsysteme gegeneinander

4.4 Proteinnachweisbarkeit

Die Proteinkonzentration in EBC-Proben wurde bestimmt, um festzustellen, ob fir das

Charakterisieren von Protein ausreichend Material zur Verfiigung steht. Da es zahlreiche
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Proben gab, in denen ein messbarer Proteingehalt fehlte, wurde zusatzlich die generelle

Proteinnachweisbarkeit zwischen den Sammelsystemen verglichen.

Von den untersuchten Proben lag die Proteinkonzentration in den am DECCS gesammelten
Kondensaten 23 Mal unterhalb des Messbereichs, wahrend dies beim EcoScreen nur 1 Probe
betraf (Abbildung 13). Die meisten Proben mit zu niedrigen Proteinwerten fanden sich in der
Gruppe der Lungenkarzinompatienten (13 DECCS-Proben und 1 EcoScreen-Probe). Bei den
COPD-Patienten lagen 9 DECCS-Proben unterhalb der Nachweisgrenze, keine beim
EcoScreen und bei der Untergruppe der Probanden betraf es nur eine negative Probe beim
DECCS-System. Damit war der Proteinnachweis in den Proben des DECCS signifikant
schlechter (P=<0,001).
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Abbildung 13: Proteinnachweisbarkeit in den Proben des DECCS- gegentiber denen des EcoScreen-

Geréts Vergleich aller untersuchten EBC-Proben beziglich des Anteils derjenigen EBC-Proben, in welchen mittels BCA-Micro-
Protein-Assay ein Proteinnachweis gelang

Betrachtet man die Untergruppen bestatigt sich dies ebenso fir die COPD- und
Lungenkarzinompatienten mit signifikant (P=<0,001) schlechterer Proteinnachweisbarkeit
beim DECCS-System (Abbildung 14). Bei den gesunden Probanden wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Atemkondensatgeréaten festgestellt.
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Abbildung 14: Proteinnachweisbarkeit der Atemkondensatproben der untersuchten Gruppen Vergleich der
Nachweisbarkeit des mittels BCA-Micro-Protein-Assay bestimmten Proteins der Atemkondensatproben aller untersuchten
Gruppen (Proband, COPD- und Lungenkarzinompatienten)

45 Proteinkonzentration

Fir die Proteinkonzentration wurden durch den Ausschluss der Proben mit hohen
Amylasewerten (n=6) sowie derjenigen unterhalb der Nachweisgrenze (23 DECCS-Proben:
13 Lungenkarzinompatienten, 9 COPDler, 1 Proband, 1 EcoScreen-Probe eines

Lungenkarzinompatienten) letztendlich 25 bzw. 41 Proben untersucht.

Fur diese Proben konnte eine signifikant hdohere Proteinkonzentration beim EcoScreen-
System (P=<0,001) nachgewiesen werden (Abbildung 15). Diese lag im Median bei 24,57
pg/ml (IQR: 20,57 - 37,78 pg/ml), wahrend in den Proben des DECCS-Systems die
Proteinkonzentration im Median bei 14,07 pg/ml (IQR: 13,33 - 16,65 pg/ml) lag.
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Abbildung 15: Proteinkonzentration der EBC-Proben beider Atemkondensatgerate Vergleich der mittels BCA-
Micro-Protein-Assay bestimmten Proteinkonzentration aller untersuchten Kondensatproben des DECCS- gegeniiber des
EcoScreen-Systems

Betrachtet man die Gruppen beim DECCS untereinander ergibt sich fir die Probanden im
Median eine Konzentration von 14,17 pg/ml (IQR: 11,1 — 19,90 pg/ml), fur die
Karzinompatienten 13,63 pg/ml (IQR: 12,87 - 14,52 ug/ml) sowie fir die COPDler 14,56 pg/ml
(IQR: 13,42 - 21,33 pg/ml). Eine signifikante Differenz liel3 sich nicht nachweisen.

Die hdchsten Proteinkonzentrationen in den Atemkondensatproben des EcoScreens fanden
sich bei den Probanden (32,68 ug/ml, IQR: 21,29 - 52,85 ug/ml). Eine Signifikanz lie3 sich
gegenuber den Lungenkranken nicht nachweil3en. Der Proteingehalt der Lungenkarzinom-
und COPD-Patienten befindet sich auf einem ahnlichen Niveau (27,71 bzw. 22,84 pug/ml, IQR:
19,75 - 38,91 pg/ml und 19,58 - 33,78 ug/ml).

Wie bereits gezeigt, gelang mittels EcoScreen-System relevant haufiger ein Proteinnachweis.
Obwohl sich in 13 von 20 DECCS-Proben der Lungenkarzinompatienten und 9 von 18
DECCS-Proben der COPD-Patienten kein Protein nachweil3en lieR, konnte auch in den
verbliebenen Proben in allen untersuchten Gruppen (Probanden, COPD- und
Lungenkarzinompatienten) eine signifikant niedrigere Proteinkonzentration, im Vergleich zu
den Proben nachgewiesen werden, welche mittels EcoScreen asserviert wurden (Abbildung
16)
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Abbildung 16: Proteinkonzentration der Atemkondensatproben der untersuchten Gruppen Vergleich der
EBC-Proben aller untersuchten Gruppen (Proband, COPD- und Lungenkarzinompatienten) beziiglich der Proteinkonzentration,
welche mittels BCA-Micro-Protein-Assay gelang

4.6 Nitrit-Messung

Von den untersuchten EBC-Proben konnten neben den sechs Proben, die eine zu hohe
Amylaseaktivitat aufwiesen, vier weitere Proben, welche mittels DECCS-System gesammelt
worden waren, aufgrund zu niedriger Nitritkonzentration in der Auswertung nicht beriicksichtigt
werden. Dies betraf jedoch ausschlieR3lich Probandenproben. In allen tbrigen Gruppen sowie
in den EcoScreen-Proben befand sich die Nitritkonzentration oberhalb der Nachweisgrenze.
Ein signifikanter Unterschied in der Nitritnachweisbarkeit zwischen den beiden

Atemkondensatsystemen konnte nicht nachgewiesen werden.

Bei den DECCS-Proben ergab sich im Median ein Wert von 4,65 umol/l (IQR: 2,76 — 8,33
umol/l), welcher damit signifikant (P=<0,001) unterhalb der Nitritkonzentration in den
EcoScreen-Proben (19,26 umol/l, IQR: 10,48 — 33,23 umol/l) lag (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Nitritkonzentration der Kondensatproben beider Atemkondensatsysteme Untersuchung der
Nitritkonzentration aller Kondensatproben des DECCS im Vergleich zu denen des EcoScreens

In den Atemkondensatproben des DECCS war die Nitritkonzentration mit 3,41 pmol/l (IQR:
2,31 - 7,72 pmol/l) bei den Probanden am niedrigsten. Vier Proben lagen in dieser Gruppe
sogar unterhalb der Nachweisgrenze. Die hiéchste Nitritkonzentration fand sich in den Proben
der COPD-Patienten mit 5,5 umol/l (IQR: 3,43 - 8,49 umol/l), wahrend sie bei den an
Lungenkrebserkrankten bei 4,89 pumol/l (IQR: 2,76 - 8,53 umol/l) lag. Eine signifikante Differenz

ergab sich zwischen den einzelnen Gruppen nicht.

Fur die Proben des EcoScreens ergab sich eine im Verhaltnis ahnliche Verteilung der
Nitritkonzentrationen in den Untergruppen, wobei die Konzentrationen im Mittel deutlich hdher
lagen. Die hochsten Nitritwerte mit 29,38 umol/l (IQR: 15,76 — 38,99 umol/l) waren bei den
COPD-Erkrankten nachweisbar, wahrend bei den Lungengesunden die Konzentration mit
11,47 pmol/l (IQR: 6,65 — 16,07 umol/l) am niedrigsten lag (Abbildung 18). Der Unterschied
zwischen diesen beiden Gruppen war signifikant (P=0,017). Fir die Lungenkarzinompatienten
lag das Nitrit im Median bei 19,01 umol/l (IQR: 9,96 — 24,77 umol/l). Signifikante Unterschiede
zu den anderen beiden Gruppen waren nicht vorhanden, wobei die niedrigere Konzentration

gegentber den COPD-Patienten als Trend (P=0,06) gewertet werden kann.
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Abbildung 18: Nitritkonzentration der Atemkondensatproben der untersuchten Gruppen am EcoScreen
Vergleich der Untergruppen Lungenkarzinom-, COPD-Patient und Proband im Hinblick auf die Nitritkonzentration, der am
EcoScreen gewonnenen Atemkondensatproben

Betrachtet man die Nitritkonzentration in den Untergruppen zwischen beiden Geraten
(Probanden, COPD und Lungenkarzinompatienten), so bestatigte sich, dass die
Konzentrationen in den EcoSreen-Proben, generell héher waren - mit Erreichen der
Signifkanz zwischen den Lungenkranken (P=<0,001) und deutlichem Trend zwischen den
Probandenproben (P=0,07)(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Nitritkonzentration der Atemkondensatproben der untersuchten Gruppen Vergleich des mit
beiden Atemkondensatsystemen gewonnenen Atemkondensats aller untersuchten Gruppen (Proband, COPD- und
Lungenkarzinompatienten) im Hinblick auf die Nitritkonzentration

4.7 Nachweisbarkeit von DNA mittels PCR

Es wurden insgesamt 30 Proben beider Gerate mittels PCR auf Actin untersucht. Dabei gelang
in den EcoScreen-Proben bei 13 Proben ein DNA-Nachweis (Abbildung 21). Die EBC-Proben
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des DECCS-Systems waren in der PCR 28 Mal negativ. Lediglich in 2 Proben konnte DNA
nachgewiesen werden. Damit Iasst sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Geraten nachweisen (P=<0,001)(Abbildung 21).

Abbildung 20: Gelelektrophorese fur die R-Actin PCR-Produkte Vergleich der DNA-Nachweisbarkeit in den
Atemkondensatproben beider Sammelgerate mittels PCR fiir das B-Actin-Gen. Ergebnis der Gelelektrophorese zweier EBC-
Proben des DECCS- und des EcoScreen-Gerates sowie Positiv- (PK) und Negativkontrolle (NK)
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Abbildung 21: Nachweisbarkeit von DNA in den Proben des DECCS- gegeniiber denen des EcoScreens-

Gerats Vergleich der 30 untersuchten EBC-Proben beziiglich des Anteils derjenigen EBC-Proben, in welchen ein DNA-
Nachweis gelang
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4.8 Volumen und Proteinkonzentration bei Veranderung des DECCS-
Testaufbaus

Aufgrund der deutlich schlechteren Ausbeute an Kondensatmenge und der geringen
Proteinkonzentration bei den Proben, die mit dem DECCS-System gesammelt worden waren,
wurden Veranderungen am DECCS-System ausgetestet, um eine Verbesserung der

genannten Faktoren zu erzielen.

Eine Uberlegung war, dass die niedrigere Temperatur des EcoScreens eine groRere Ausbeute
bedingt. Zum anderen wurde die Hypothese aufgestellt, dass der lange Schlauch zwischen
Mundstuck und Sammeleinheit einen negativen Einfluss haben koénnte.

Um diese Hypothesen zu Uberprifen, wurde zum einen der Schlauch vor der DECCS
Sammeleinheit so stark gekiirzt, dass sich nur noch des T-Stiick zwischen Sammeleinheit und
Mundstlck befand. Des Weiteren wurde die Temperatur um den Tube von bisher - 5,5°C auf
- 25°C reduziert. An einer kleinen Probandengruppe von 8 Lungengesunden wurden diese
Veranderungen beim Versuchsaufbau des DECCS an den Faktoren Volumen des
gesammelten Atemkondensats und Proteinkonzentration tberpriift.

Beim normalen Versuchsaufbau entstand im Median 1 ml Atemkondensat (IQR: 0,65 - 1,2 ml).
Durch Kirzen des Schlauchs blieb das Volumen in etwa unverandert (1 ml, IQR: 0,68 - 1,33
ml, P=0,871). Durch die Reduktion der Temperatur konnte eine signifikante Steigerung (P=
0,003) des Kondensatvolumens auf 1,65 ml (IQR: 1,08 - 2,45 ml) erreicht werden (Abbildung
22).
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Abbildung 22: Atemkondensatmenge bei Verdnderung des DECCS-Sammelsystems Vergleich der
Atemkondensatvolumen in 10-Minuten-Sammelphase durch Kirzen des Schlauchsystems bzw. Reduktion der
Sammeltemperatur im Vergleich zum normalen Versuchsaufbau
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Einen Einfluss auf die Proteinkonzentration konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Diese

befand sich bis auf 2 Proben eines Probanden immer unterhalb der Nachweisgrenze.

4.9 Atemminutenvolumen

Da sich eine signifikante Differenz der Atemkondensatmengen in allen Untergruppen zeigen
lie3, wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt. Da beide Gerate einen anderen Aufbau mit
unterschiedlichem Durchmesser der Mundstiicke und Schlauchsysteme besitzen, wurde

Uberlegt, ob dies einen Einfluss auf das geatmete Atemminutenvolumen haben kénnte.

In einer Gruppe von 8 Probanden wurden am Exspirationsschenkel mittels Gasuhr das in 10
Minuten ventilierte Volumen bestimmt und so das Atemminutenvolumen berechnet. In anderen
Arbeiten wurde bereits bewiesen, dass das Atemminutenvolumen in linearem Zusammenhang

mit dem Kondensatvolumen steht. (Gessner et al., 2001)

Trotz gleicher Bedingungen und Ruheatmung wurde am EcoScreen signifikant mehr ventiliert
(P=0,033). Im Median lag das Atemminutenvolumen am EcoScreen bei 9,12 I/min (IQR: 6-
11,39 I/min). Hingegen beim DECCS nur bei 6,62 I/min (IQR: 5,05-8,15 I/min) (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Atemminutenvolumen an beiden Atemkondensatgeraten im Vergleich Vergleich des
ventilierten Atemminutenvolumens bei Gezeitenatmung an beiden Atemkondensatgeraten im Vergleich — gemessen mittels
Gasometer
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5 Diskussion

Das Atemkondensat (EBC = exhaled breath condensate) besteht aus einer Vielzahl flichtiger
und nicht-flichtiger Substanzen (Pauling et al., 1971), welches fir ein grol3es Einsatzspektrum
bei Lungenerkrankungen genutzt werden konnte. Dies reicht von der Verlaufskontrolle und
Therapieliberwachung bei entziindlichen Atemwegserkrankungen (Antczak et al., 2000;
Dohlman et al., 1993; Ganas et al., 2001; Gessner, 2005; Hunt et al., 2000; Vaughan et al.,
2003) bis hin zur Tumordiagnostik und -nachsorge (G.E. Carpagnano et al., 2002; Kordiak et
al., 2012).

Um diesen Einsatz zu realisieren, muss die Methode der EBC-Gewinnung standardisiert sein
und reproduzierbare Ergebnisse liefern. Diese Studie untersuchte den Einfluss zweier

Sammelsysteme fir Atemkondensat auf die Messergebnisse verschiedener Parameter.

Bei gleicher Patienten- bzw. Probandengruppe fiel bei unseren Untersuchungen vor allem ins
Auge, dass beim EcoScreen-System sowohl die Kondensatausbeute als auch die Protein- und
Nitritwerte in den gewonnen Proben signifikant erhéht waren. Ebenso waren die Werte fir die
PCR-Fahigkeit des EcoSystems deutlich besser als im zweiten verwendeten EBC-

Gewinnungssystem, dem DECCS-System.

Die Kondensatmenge ist nicht nur entscheidend fur die Gewinnung von ausreichend Material
hinsichtlich weiterer Untersuchungen. Auch die benétigte Zeit fir die Gewinnung spielt eine
wichtige Rolle. Je mehr Kondensat in kurzer Zeit gesammelt werden kann, desto weniger

belastend und aufwendig ist dies flr den Patienten.

Mit 1,1 ml im Vergleich zu 0,78 ml konnte mit dem EcoScreen signifikant mehr Atemkondensat
in einer 10 Minuten-Sammelphase gewonnen werden. Betrachtet man das EBC-Volumen der
untersuchten Gruppen innerhalb jedes Gerétes, so ergab sich zwischen diesen Gruppen kein
Unterschied. Dies war insofern zu erwarten, da die Kondensatausbeute kein Marker einer
Krankheitsaktivitat ist, sondern Ausdruck der Effektivitdt der Kondensatgewinnung. So wurde
bereits gezeigt, dass es keinen Zusammenhang zwischen den
Lungenfunktionseinschréankungen (FEV oder FVC) und dem EBC-Volumen gibt (Gessner et
al., 2001). Allerdings existiert ein linearer Zusammenhang zwischen dem EBC-Volumen und
dem Atemzugvolumen bzw. mit dem Atemminutenvolumen (Debley et al., 2011; Gajdocsi et
al., 2011; Gessner et al., 2001; Goldoni et al., 2005; Hiuttmann et al., 2011; Liu and Thomas,
2007; McCafferty et al., 2004). Aus diesem Wissen resultierte die Hypothese, dass durch den
verschiedenen Aufbau der Atemkondensatgeriate eine unbewusste Anderung des
Atemmusters ebenso zu dem Unterschied an Kondensatausbeute beitragt. Dies bestatigt sich
insofern, als dass beim EcoScreen mit 9,12 I/min im Vergleich zu 6,62 I/min beim DECCS-

System ein héheres Atemminutenvolumen bei den untersuchten Probanden nachweisbar war.
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Die genaue Ursache ist dabei aktuell spekulativ. Allerdings scheint eine Erhdéhung des

Atemwiderstandes durch das schmalere Mundstlick oder Ventile mdglich.

Ein fihrender Faktor der EBC-Produktion scheint die Temperatur des Kuhlsystems zu sein. In
der zusatzlich durchgefuhrten Testreihe an 8 Probanden konnte beim DECCS-System durch
die Reduktion der Temperatur von -5,5°C auf -20°C eine Steigerung der durchschnittlichen
Kondensatmenge von 1 ml auf 1,65 ml erzielt werden. Dies wird unterstitzt durch die
Untersuchungen anderer Autoren, welche durch Temperaturreduktion (-20°C auf -70°C bzw.
4°C auf -20°C) eine signifikant bessere EBC-Ausbeute erzielen konnten (Czebe et al., 2008;
Vyas et al., 2012). Auch in den Untersuchungen von Goldoni et al. bestéatigt sich der Trend zur
Erhéhung des EBC-Volumens bei sinkenden Temperaturen (Goldoni et al., 2005). Da der
Atemkondensator der Firma Medivac bei htheren Temperaturen als der EcoScreen arbeitet,

ware dies eine Erklarung fur die geringere Kondensatproduktion beim DECCS-System.

Der Einfluss der Temperatur kommt auch bei einem anderen System, dem ,R-Tube“, zum
Tragen. Hier startet zwar die EBC-Gewinnung bei einer ahnlichen Temperatur wie der
EcoScreen, ist diesem aber trotzdem in der Atemkondensatausbeute unterlegen (Liu et al.,
2007). Dies kann zum Teil durch das verwendete Kuhlsystem erklart werden. Der R-Tube
verwendet einen ,Cooling sleeve® (Kihlhille) aus Aluminium, welcher sich im Verlauf der
Sammelphase erwadrmt und damit die Temperatur nicht auf dem gleichen Niveau halten kann.
Es bleibt jedoch zu vermuten, dass dies nicht der einzige Faktor ist, der die Kondensatbildung
beeinflusst. Ein weiterer Faktor wére der Aufbau des Sammelbehalters. Der Sammelbehélter
(Tube) des EcoScreen-Systems weist im Vergleich zu dem des DECCS und des R-Tubes
mehrere metallene Trendwande auf, die den Sammelbehdlter selbst zuséatzlich in mehrere
Kammern teilt. Dadurch erhéht sich die Kondensationsoberflache erheblich und bedingt so
eine hdhere Kondensatbildung. Unterstitzt wird dies durch die Untersuchung von Gessner et
al, welche durch eine Verdopplung der Kondensationsoberflache eine fast doppelt so hohe

Kondensatausbeute erzielen konnten (Gessner et al., 2001).

Auch die Materialauswahl des Sammelbehélters kann entscheidend sein. Da Metalle im
Vergleich zu Kunststoff eine deutlich bessere Temperaturleitfahigkeit aufweisen (Hopmann et
al., 2015), kann der Tube des EcoScreens, der aus Teflon ist, die Kéalte besser leiten. Dies ist
insofern entscheidend, da bereits gezeigt wurde, welchen Einflussfaktor die Temperatur auf
das EBC-Volumen hat. Aufgrund dieser Faktoren ist der EcoScreen in der Kondensatbildung
dem DECCS deutlich tiberlegen. Hierdurch ermdéglicht das h6here Probenvolumen bei gleicher

Untersuchungszeit eine groRere Anzahl an méglichen Untersuchungen.

Neben dem Probenvolumen wurde ebenso der pH-Wert der EBC-Proben untersucht. Der
Proben pH-Wert gilt laut einiger Autoren als ein robuster Parameter, welcher unabhangig von

Entnahmedauer, Lagerung oder Atemmuster ist (HUttmann et al.,, 2011; McCafferty et al.,
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2004; Vaughan et al., 2003). Auch eine durch Metacholin-ausgeldste Obstruktion bei sonst gut
eingestelltem Asthma, hatte keinen Einfluss auf den pH-Wert. Niedrigere pH-Werte korrelieren
mit  verschiedenen  Atemwegserkrankungen,  sowie  oxidativem  Stress  und
Entzindungsparametern im Sputum (Hunt et al., 2000; Kostikas et al., 2002; Leung et al.,
2006; Papaioannou et al., 2011). Im aktuellen Geratevergleich konnte ein signifikanter
Unterschied des pH-Wertes gezeigt werden. Mit 7,368 lag dieser beim EcoScreen-System
hoéher als bei den EBC-Proben des DECCS-Systems (pH 7,21).

Obwohl der pH-Wert als Marker fir eine akute Exazerbation und Infektion von chronischen
Atemwegserkrankungen beschrieben ist, lie3 sich bei den Atemkondensatproben der
Lungengesunden, COPD- und Lungenkarzinompatienten ein ahnlicher pH-Wert in den Proben
des DECCS nachweisen (pH 7,15, 7,17 und 7,24). Eine signifikante Differenz, die den Einsatz

im klinischen Alltag erlauben wiirde, bestand nicht.

Anders gestaltet sich dies beim EcoScreen. Die Proben der Probanden sind signifikant
azidotischer (pH 7,19) als die der COPD-Patienten (pH 7,49). Auch im Vergleich der
Probanden mit den Lungenkarzinompatienten zeigt sich die gleiche Tendenz mit niedrigeren
pH-Werten bei den Lungengesunden (pH 7,19 vs. 7,36). Der mediane pH-Wert der
Probandenproben des EcoScreen-Gerétes liegt etwa auf dem Niveau der pH-Werte aller
Gruppen des DECCS. Allerdings widersprechen unsere Ergebnisse diesbeziglich den
bisherigen Studiendaten, welche vor allem bei einer schweren COPD niedrige pH-Werte
fanden (Kostikas et al., 2002; Papaioannou et al., 2011). Der Proben pH-Wert bei COPD-
Patienten lag in diesen Studien bei 7,16 und 7,21, wahrend die Probanden bei 7,57 und 7,5
lagen. Die Ergebnisse sind dahingehend sehr kongruent und Uberzeugend. Als
physiologischen Hintergrund postulierten Hunt et al. einen antimikrobiellen Effekt durch die
Atemwegsazidose und erhghten Nitritwerte, da NO2. nur bei niedrigem pH-Wert in relevanten
Mengen als bakteriotoxisches HNO- vorlage (Hunt et al., 2000). Auch Gessner et al. gehen
von einem pathophysiologischen Zusammenhang mit erhdhter Surfactantproduktion und —
Funktion sowie einem antibakteriellem Effekt aus (Gessner, 2005). Zudem gibt es
pathophysiologische Uberlegungen, dass der niedrigere pH-Wert im Zusammenhang mit der
Atemwegsobstruktion (Ricciardolo et al., 1999) steht. Da in den beiden genannten Studien vor
der pH-Messung eine Entliftung der Proben mittels Argon erfolgte, sind die Absolutwerte nicht
unmittelbar vergleichbar. Das pH-Verhéltnis von COPD-Patienten und Probanden sollte
allerdings gleich sein. Allerdings muss eingeraumt werden, dass diese Studie nicht darauf
ausgelegt war, einen Vergleich zwischen Lungengesunden und — kranken zu beweisen,
sondern seinen Schwerpunkt auf der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zwischen
verschiedenen Kondensatoren bei gleichen Probandengut hat. Daher sollte dieses Ergebnis
kritisch betrachtet werden. Anzunehmen ist, dass viele der COPD-Patienten aufgrund ihrer

hospitalisierungspflichtigen Exazerbation unter einer hochdosierten Glukokortikoidtherapie



57

standen. Antus et al fanden zwar keine Differenz des EBC-pH im Rahmen einer Exazerbation
und nach Therapie, allerdings fand sich in dieser Studie auch kein Unterschied zwischen
Lungengesunden und COPD-Patienten. Entsprechend der Annahme, dass der pH-Wert das
Entziindunggeschehen sowie oxidativen Stress widerspiegelt, sollte sich unter Therapie ein
Wiederanstieg erreichen lassen. Zumindest fur Asthmatiker wurde dieser Effekt bereits
mehrfach gezeigt (Antus et al., 2010; Brunetti et al., 2006; Hunt et al., 2000). Aber auch fir
COPD-Patienten konnte in einer anderen Studie ein solcher Effekt nachgewiesen werden
(Warwick et al., 2013). Hinzu kommt, dass auch aktiver Tabakkonsum Einfluss auf den EBC
pH-Wert hat (Antus et al., 2010). Die von uns untersuchten Personen wurden jedoch nicht
nach diesem Parameter differenziert. Moglicherweise sind die oben genannten Ursachen fur
das unerwartete pH-Verhdltnis zwischen COPD-Patienten und Lungengesunden

verantwortlich.

Unabhangig davon zeigte sich, dass die pH-Werte an den beiden Geraten different waren,
wenn man die EBC-Proben ein und derselben Personen miteinander verglich. Der
Atemkondensator der Firma Medivac sammelt dabei signifikant saurere Proben, jedoch gilt
dies nur fur die Untergruppe der Lungenkranken (7,17 zu 7,49 bzw. 7,24 zu 7,36, P<0,001).
Auch wenn ebenso eine geringe Tendenz zu einem niedrigeren EBC pH-Wert in den DECCS-
Proben der Lungengesunden bestand, konnte hier keine Signifikanz beobachtet werden (7,15
zu 7,19, P=0,374). Es finden sich einige Studien, welche den pH-Wert in Abh&ngigkeit vom
Atemkondensatsystem untersuchten. Obwohl zum Teil ein ahnliches Kollektiv gewahlt wurde,
fanden sich im Vergleich des Eco-Screens mit dem bereits oben erwahnten R-Tube-System
uneinheitliche Ergebnisse. Wahrend zum Teil alkalischere Proben dem EcoScreen
zugeschrieben werden konnten (Antus et al., 2010; Czebe et al., 2008; Leung et al., 2006;
Prieto et al., 2007), fanden andere keinen Unterschied (Hiuttmann et al., 2011; Koczulla et al.,
2009; Soyer et al., 2006). Ein @hnliches Bild zeichnet sich bei Betrachtung der Untersuchungen
ab, welche den Einfluss der Temperatur auf den pH-Wert untersuchten. Czebe et al. fanden
am R-Tube bei Lungengesunden einen signifikanten Einfluss der Sammeltemperatur auf den
pH-Wert (Czebe et al., 2008). Die EBC-Proben waren bei -70°C saurer als jene, welche bei
-20°C gesammelt wurden, wobei sich die Differenz in einem sehr kleinen Rahmen (pH 5,99 zu
5,82) bewegte. Ein &hnliches Probandenkollektiv fand sich in der Studie von Vaughan et al.
Hier konnte jedoch kein Einfluss der Sammeltemperatur (+13°C bis -44°C) auf den pH-Wert
gezeigt werden (Vaughan et al., 2003). Die Autoren diskutierten den fehlenden Einfluss auf
den pH-Wert kritisch und stellten die Hypothese auf, dass sich bei Erkrankungen der
Atemwege doch eine Beeinflussung zeigen lassen musste, da fliichtige wasserlésliche Sauren
hier vermehrt nachzuweisen sind und sie vermuteten, dass diese besser in einer fliissigen
Phase eingefangen werden konnten. Diese Theorie konnte eine Erklarung fur unsere

Ergebnisse bieten. Die Proben des DECCS-Systems werden in fliissiger Phase gesammelt
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und konnten demnach mehr fliichtige Sauren 16sen und auf diese Weise einen niedrigeren pH
aufweisen als die Proben des EcoScreens, welche in fester Phase gesammelt werden. Ebenso
wirde dies den fehlenden Unterschied bei den Probanden-Proben erklaren.

Obwohl der pH-Wert als robuster Parameter gilt, fallen bei den Recherchen die differenten
Ergebnisse in den bisherigen Studien auf. Mdoglicherweise liegt dies auch an den
unterschiedlichen Verfahrensweisen bezlglich der Entliftung von Proben vor der pH-Wert-
Messung, da die CO,-Konzentration der Proben den pH-Wert relevant beeinflusst (Kullmann
et al., 2007). Einige Autoren bevorzugen daher eine Behandlung mit Argon oder mit CO..
Dabei unterscheiden sich aber auch hier die Protokolle der Verfahren, zum Beispiel bezlglich
Dauer oder Fluss (Koczulla et al., 2009; Prieto et al., 2011). Andere verwerten den pH-Wert
direkt nach der Sammelphase ohne die Proben zu entliften. Es herrscht diesbeziiglich
Uneinigkeit, da die Verfahren einen zusatzlichen Aufwand bedurfen und auch bei unentliifteten
Proben signifikante Differenzen zwischen Erkrankten und Gesunden zu finden sind (Leung et
al., 2006). Zudem sind die pH-Werte auch dann reproduzierbar (Leung et al., 2006; Liu et al.,
2007). Es scheint daher weitere Studien mit gréReren Kollektiven von Lungengesunden und
—erkrankten zu benétigen, um die Frage der standardisierten pH-Messung zu klaren. Danach
kann der Einfluss einzelner Parameter wie Kondensatortemperatur und Oberflache des
Sammelbehalters auf den pH-Wert besser untersucht werden.

Nachweisbares Protein ist Grundvoraussetzung flr eine weitere Analyse des Proteoms,
welche die Entdeckung und Analyse von Biomarkern verschiedener entzindlicher und
tumordser Atemwegserkrankungen ermoglicht (Fumagalli et al., 2012; Lépez-Sénchez et al.,
2017). Fur viele Parameter der Atemkondensatmessung gilt, dass sich deren Konzentrationen
in einem sehr niedrigem Bereich bewegen und so zum Teil an der Nachweisbarkeitsgrenze
der Testverfahren liegen (Horvéath et al., 2005). Fir eine erfolgreiche Proteom-Analyse muss
der Atemkondensator zunachst ausreichend Protein einfangen, sodass sich fiir den Vergleich
der beiden EBC-Sammelgerate die Gesamtproteinkonzentration als Parameter anbot und
gewahlt wurde. Auch bei diesem Parameter konnten mit dem EcoScreen-Kondensator
bessere Ergebnisse erzielt werden. Wahrend in fast der Halfte (n=23) der
Atemkondensatproben des DECCS-Systems die Proteinkonzentration unterhalb der
Nachweisgrenze lag, traf dies nur auf eine Probe des EcoScreen-Systems zu. Mit dem
EcoScreen-System konnte nicht nur signifikant in mehr Proben Protein nachgewiesen werden,
auch die Proteinkonzentration war in den Protein-positiven Proben relevant héher als in den
Proben, die mit dem DECCS-System gesammelt wurden (14,07 pg/ml vs. 24,57 pg/ml). Dies
unterstreicht die Vorteile des EcoScreens-Systems auch beziglich der Fahigkeit Protein im

Atemkondensat zu gewinnen.

Insgesamt ergab sich ein Trend zu hoherem Proteinanteil bei den Probanden, ohne dass

jedoch eine signifikante Differenz zu den anderen Gruppen bestand (32,68 pg/ml zu 27,71
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bzw. 22,84 pg/ml). Durch weitere Differenzierung der Proteine  mittels
Flussigkeitschromatographie und Massenspektrometrie konnte in zuklnftigen Arbeiten geklart
werden, inwieweit Verschiebungen, Up- oder Downregulation von Proteinen dieses Ph&nomen

verursachen.

Es bleibt die Frage zu klaren, warum die beiden Gerdte sich auch hier so relevant
unterscheiden. Bereits andere Studien zeigten bezlglich der Proteinausbeute eine
Uberlegenheit des EcoScreen-Systems gegeniiber anderen Atemkondensatgeraten (Czebe
et al., 2008). Dabei scheint die niedrige Temperatur, welche so entscheidend fir die
Kondensatmenge ist, keinen Einfluss auf die Proteinkonzentration zu haben. Durch
Temperaturreduktion konnte weder beim R-Tube-System noch bei einem anderen
selbstgebauten System die Proteinkonzentration beeinflusst werden (Czebe et al., 2008; Vyas
et al., 2012). Unsere Ergebnisse stitzen diese Daten. Trotz Reduktion der Temperatur von
-5°C auf -25°C konnte bei sonst unveranderten Gegebenheiten mit dem DECCS-System nicht

mehr Protein nachgewiesen werden.

Eine andere Hypothese war der Proteinverlust durch das Schlauchsystem, welches dem
Sammelbehdalter des DECCS-Systems vorgeschaltet ist und so die nachfolgende
Proteinausbeute reduzieren konnte. Allerdings veranderte auch eine Kirzung des
Schlauchsystems die Proteinausbeute nicht, sodass dies nicht urséchlich zu sein scheint. Dies
passt zu den Ergebnissen von Gessner et al., welcher in einem zweiten nachgeschalteten

Tube die gleiche Proteinkonzentration erzielen konnten (Gessner et al., 2001).

Wabhrscheinlicher erscheint, dass die Oberflache des Sammelbehélters fir die Adh&sion der
Proteine entscheidend sein konnte, um die Differenz zwischen den Geraten zu erklaren. Ein
in-vitro-Versuch mit verschiedenen Sammelbehaltern aus Silikon, Borosilikatglas, Aluminium,
Polypropylen und Teflon konnte bereits zeigen, welchen entscheidenden Einfluss die
Oberflache auf die Proteinausbeute hat (Rosias et al., 2006). Die Albuminausbeute variierte
aus einer definierten Albumin-Kochsalz-Mischung zwischen 22,9% und 94,7% in Abhangigkeit
des verwendeten Materials. Dabei stachen vor allem die Glas- und Silikonoberflache heraus.
Mit diesen Materialien wurde signifikant mehr Albumin gesammelt, wobei sich dieser Effekt fiir
die in-vivo-Versuchsreihe nur fir die Glasoberflache reproduzieren lie3. Allerdings konnte in
der in-vitro-Reihe dieser Studie kein relevanter Unterschied zwischen Polypropylen und Teflon
nachgewiesen werden, was den Materialien der hier verwendeten Sammelbehalter entspricht
und somit keine ausreichende Erklarung fur die schlechte Proteinausbeute des DECCS-
Systems bieten wirde (Rosias et al., 2006). Kritisch anzumerken bei dieser Studie ist, dass in
dieser in nur einer von vierzig mit EcoScreen gesammelten Proben Protein gefunden wurde
und dies deutlich unter unseren Werten liegt. Aufgrund dieser Arbeit fihrten Liu et al. weitere
Untersuchungen beziglich der verwendeten Materialien durch. Hier lie3 sich bei Probanden

eine Uberlegenheit des EcoScreen-Systems im Vergleich zu Glas oder silikonisiertem Glas
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sowie dem R-Tube-System nachweisen (Liu et al., 2007) und steht damit nicht im Einklang mit
der zuvor erwahnten Studie. Es muss angenommen werden, dass nicht nur die Adh&asion an
der Oberflache selbst, sondern auch weitere Unterschiede im Aufbau der Kondensatoren,
welche Atmung, Luftfluss, Wirbelbildungen etc. verandern, Einfluss auf die Proteinausbeute

nehmen.

Proteine unterscheiden sich in ihrer spezifischen Gestalt und Oberflachenladung voneinander
(Selzer et al., 2004; Tomiuk and Loeschcke, 2017; Watson et al., 2011), was wiederum einen
Einfluss auf die Bindungs- und Ldslichkeitseigenschaften hat (Jansohn and Rothhamel, 2012;
Tippkotter, 2010; Voet et al., 2010). Daher ist zu diskutieren, ob auch Unterschiede im Proteom
selbst durch verschiedene Loéslichkeiten oder Adhasionseigenschaften der Proteine eine
Varianz im Ergebnis bedingen. Es ware zumindest eine Erklarung, warum in den o0.g. Studien
eine differente Proteinausbeute am gleichen Atemkondensator bei Veranderung im

untersuchten Patientengut zu finden ist.

Das hdhere Atemminutenvolumen am EcoScreen scheint nicht der ausschlaggebende Faktor
fur die besseren Proteinwerte zu sein. Weder McCafferty, noch Gessner et al. fanden eine
hohere Proteinkonzentration bei hdheren Atemminutenvolumen. Die Gesamtproteinmenge
stieg linear zum ventilierten Volumen und damit auch Atemkondensatvolumen an (Gessner et
al., 2001; McCafferty et al., 2004). Demgegentiber steht eine Studie, in welcher durch eine
gezielte 10-minutige Hyperventilation eine Steigerung der absoluten Proteinmenge aber auch
—konzentration am EcoScreen-System erzielt werden konnte (Huttmann et al., 2011).
Allerdings wurden hier noch héhere Atemminutenvolumen erreicht als in den Untersuchungen
von Gessner und McCafferty. Mdglicherweise sind bei einem hohen exspiratorischem Fluss
noch andere Mechanismen relevant, welche den Proteinanteil beeinflussen kdnnen (Huittmann
et al., 2011). Diese Theorie wurde durch die Korrelation von hoheren exspiratorischen
Luftstromen mit der Proteinkonzentration in einem gréf3eren Tierversuch (n=352) unterstiitzt
(Reinhold et al., 2006).

Doch das EcoScreen-System zeigte sich nicht nur in seiner Fahigkeit Proteine zu sammeln
Uiberlegen. Auch in der Asservierung von DNA-Material, welches entscheidend fur den Einsatz
der Atemkondensatmessung in Tumoriberwachung oder Screeningverfahren ist, dominiert
dieses Atemkondensatgerat. Obwohl mit den Actinprimern bereits ein sogenanntes house
keeping Gen gewahlt wurde, welches sowohl bei Lungengesunden als auch -kranken gut
nachzuweisen sein musste, gelang lediglich in 2 der 30 untersuchten DECCS-Proben ein
Nachweis. Deutlich besser sah das Ergebnis beim EcoScreen aus. Hier lief3en sich in 13/30
Proben PCR-Produkte in relevanter Menge nachweisen.

In der Literatur finden sich vorwiegend Untersuchungen, welche molekulargenetische
Veranderungen bei Karzinompatienten im Atemkondensat untersuchen. Die EBC-Gewinnung

erfolgt dabei meist mit dem EcoScreen-Gerat der Firma Jaeger (Carpagnano et al., 2005;
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Chen et al., 2015; Gessner, 2004; Kordiak et al., 2019; Youssef et al., 2018). Vergleiche
zwischen Geraten, die den Einfluss auf die Asservierung von DNA-Material untersuchen,
finden sich nicht. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Wahl des Atemkondensatgerates
einen signifikanten Einfluss auch auf die Nachweisbarkeit von DNA hat und daher
weiterfiihrende Studien notwendig sind. Anzunehmen ist, dass die bereits diskutierten Punkte,
welche die Proteinkonzentration beeinflussen, ebenso einen Einfluss auf die Gewinnung von
DNA-Material haben.

Als ein weiterer haufig untersuchter Parameter wurde die Nitritkonzentration verglichen,
welche mit verschiedenen Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale (Hunt et al., 2000)
oder Mukoviszidose (Corradi et al.,, 2001) in Verbindung gebracht wird und u.a. mit
Entzindungsparametern (Ho et al., 1998) und mechanischem Stress (Gessner et al., 2006)
korreliert. Auch bei der Nitritkonzentration gab es beim DECCS-Systems mehr Proben, welche
sich unterhalb der Nachweisgrenze befanden. Allerdings war die Anzahl dieser nicht so hoch
wie bei der Proteinmessung. Insgesamt war in vier Proben des DECCS der Nitritgehalt zu
niedrig. Dies betraf ausschlielich die Lungengesunden und ist dadurch erklarbar, dass
erhohte Nitritwerte vor allem bei Atemwegserkrankungen zu finden sind. Hinzu kommt, dass
der DECCS-Atemkondensator offensichtlich auch in der Fahigkeit Nitrit in den Proben
einzufangen schlechter ist und sich dadurch die Konzentrationen vermehrt an der
Nachweisgrenze der Assays befanden. So lag das Mittel vom Nitrit in den Proben des
EcoScreens bei 19,26 pumol/l, wahrend die des DECCS nur 4,65 pumol/l enthielten. Die
Signifikanz zwischen den Sammelsystemen war auch in den Gruppen der Lungenkarzinom-
und COPD-Patienten nachweisbar. In der Untergruppe der Probanden ergab sich ein Trend
(P=0,06) zu einer deutlich niedrigeren Nitritkonzentrationen in jenen Proben, welche mittels
DECCS-Gerat gesammelt wurden.

Die einzelnen Gruppen innerhalb beider Systeme zeigten ein &hnliches Verteilungsmuster. Die
hdchsten Werte fanden sich bei den COPD-Patienten. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
den Daten anderer Arbeiten, in welchen eine Korrelation hoher Nitritwerte mit
Atemwegserkrankungen und Entziindungen beschrieben ist (Ho et al., 1998). Zudem konnte
bei invasiver Beatmung ein Zusammenhang zwischen hohen Nitritwerten und mechanischer
Dehnung nachgewiesen werden (Gessner et al., 2006). Ob dies ebenso fur die dynamische
und statische Uberblahung bei COPD-Patienten zutrifft, ist aktuell nicht ausreichend
untersucht, wiirde aber zu den Ergebnissen passen.

Wie auch bei den anderen Parametern bleibt zu diskutieren, wieviel Einfluss die Differenz in
Temperatur, Tube-Oberflache oder anderen Aufbaudifferenzen wie verflugbare
Kondensationsoberflache, Widerstandserhdhungen etc. einen Einfluss auf die Parameter

haben.
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Durch Temperaturreduktion konnte eine Steigerung der Kondensatausbeute jedoch ohne
gleichzeitige Erhdhung der Proteinkonzentration gezeigt werden. Auch fir Nitrit konnte durch
eine Temperaturreduktion von 4°C auf -20°C keine relevante Anderung der Werte erbracht
werden (Vyas et al, 2012). Dies kann dadurch bedingt sein, dass durch die
Temperaturreduktion eben nicht nur vermehrt fliichtige und nicht-fliichtige Substanzen zu EBC
kondensieren, sondern auch ein hoher Anteil an Wasser, sodass letztendlich die Konzentration
nur wenig beeinflusst wird. Fir Wasserstoffperoxid und Malondialdehyd konnte gezeigt
werden, dass deren Absolutmenge durch ein Absenken der Temperatur erhéht wird, die
Konzentration aber durch eine zunehmende Verdiinnung abnimmt (Goldoni et al., 2005). Da
fur Nitrit und Protein gezeigt werden konnte, dass deren Konzentration gleich bleibt, ist
anzunehmen, dass die Kondensatbildung dieser Bestandteile im gleichen Verhaltnis mit denen
des Wassers steigt (Czebe et al., 2008; Vyas et al., 2012). Die einzelnen EBC-Bestandteile
scheinen sich hier temperaturabhangig unterschiedlich zu verhalten bzw. unterschiedliche
Ldslichkeiten zu zeigen.

Untersucht man die Atemkondensatproben mittels Flissig- und Gaschromatographie, fallt auf,
dass der Aggregatzustand der EBC-Proben (fliissig oder Eis) einen grofR3en Einfluss auf die
darin enthaltenen Verbindungen hat. So lassen sich vor allem flichtige und polare
nichtflichtige Verbindungen bei sehr niedrigen Temperaturen nachweisen. Einige Metabolite
wie Peptide oder Aminosduren (u.a. Serin, Valin) konnten sogar nur bei -56°C nachgewiesen
werden (Zamuruyev et al.,, 2018). Generell muss eingeschéatzt werden, dass die
unterschiedliche Ldslichkeit einzelner EBC-Bestandteile sowohl von der Temperatur als auch
dem Aggregatzustand abhangig sein kann. Dies bedeutet, dass keine pauschale Aussage
getroffen werden kann, bei welcher Temperatur das beste Sammelergebnis erzielt wird,
sondern dies kann fur jeden Parameter unterschiedlich sein und musste entsprechend
ausgetestet werden.

Dass das Material des Sammelbehdlters sowie dessen Oberflachenbeschichtung einen
relevanten Einfluss auf die Zusammensetzung des Atemkondensates nimmt, wurde bereits flr
die Proteinkonzentration gezeigt. Es ist daher anzunehmen, dass auch die Nitritkonzentration
hierdurch beeintrachtigt wird. Fir Stickoxid, welches durch Reaktion mit Sauerstoff und
Zersetzung von Peroxynitrat zu Nitrit und Nitrat umgewandelt wird (Ahmadzai et al., 2013),
konnten im Teflon-beschichteten Tube des EcoScreens signifikant hbhere Werte (25,7 £ 9,1
nmol) als bei silikonisiertem Glas (3,0 + 0,7 nmol) nachgewiesen werden (Liu et al., 2007).
Die Tube-Oberflache scheint jedoch auch nicht alle Parameter gleichwertig zu beeinflussen.
Wahrend bei einem in-vitro-Versuch mit mehreren Oberflachen, die Proteinausbeute durch
Verwendung von Silikon und Glas gesteigert werden konnte, lag die Ausbeute fir Isoprostan
bei allen Materialien (Glas, Silikon, Teflon, Aluminium, Polypropylen) gleich hoch (Rosias et

al., 2006). Es wurde gezeigt, dass eine Vielzahl an Verbindungen an der Oberflache des
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Sammelbehalters verbleibt und so gar nicht seinen Weg in das gesammelte Atemkondensat
findet. Es erscheint logisch, dass dies abhangig von der Adhésionseigenschaft des Tubes bei
verschiedenen Oberflachen bzw. Materialien ein unterschiedliches Ausmafd annimmt und so

ebenso Einfluss auf den Gehalt der Parameter im EBC hat (Zamuruyev et al., 2018).

Der Einfluss des Atemmusters ist noch nicht abschliel3end gekléart. Fest steht die Korrelation
mit der Kondensatmenge. Obwohl einige EBC-Parameter wie Cysteinylleukotrien, pH-Wert
aber auch Nitrit unabhangig von der Ventilation zu sein scheinen (Czebe et al., 2008; Debley
et al., 2011; Gessner et al., 2006; McCafferty et al., 2004; Vaughan et al., 2003), gibt es auch
Hinweise, dass der Atemfluss einen Einfluss auf andere Bestandteile des Atemkondensates,
wie zum Beispiel Wasserstoffperoxid hat. Mit héheren Atemzugvolumen bzw. hdheren
exspiratorischen Flissen sinkt die Wasserstoffperoxidkonzentration (Gajdocsi et al., 2011,
Schleiss et al., 2000). Fur andere Bestandteile wie das Protein finden sich differente
Ergebnisse. Hilttmann et al. erreichten eine Konzentrationssteigerung bei starker
Hyperventilation, wahrend McCafferty et al. und Gessner et al. keinen relevanten Unterschied
bei milder Hyperventilation fanden (Gessner et al., 2001; Hittmann et al., 2011; McCafferty et
al., 2004). Moglich ware, dass das ventilierte Atemminutenvolumen einen ahnlichen Effekt wie
eine Temperaturreduktion hat und so eine hohere Kondensatausbeute bei aber nahezu
gleichbleibendem Verhéltnis der EBC-Bestandteile zum Wasseranteil bedingt.

Diese Studie zeigt eindrucksvoll, dass das gewahlte Atemkondensatgerat ausschlaggebend
fur die Zusammensetzung des EBCs ist. Vor allem die niedrigere Arbeitstemperatur bedingt
die deutlich bessere Kondensatausbeute durch das EcoScreen-System. Der Einfluss auf die
Kondensatmenge durch Temperatur und Atemminutenvolumen ist dabei gut untersucht.
Schwieriger wird es bei den fliichtigen und nicht-flichtigen Bestandteilen des EBCs. Obwohl
fur Nitrit und Protein eine &ahnliche Konzentrationsverteilung zwischen den untersuchten
Gruppen an beiden Geraten bestand, lagen die Werte beim DECCS-System mehrfach unter
der unteren Sensitivitdtsgrenze der Assays. Hier hat nicht nur die Loslichkeit bei
verschiedenen Temperaturen, sondern vor allem auch die Tube-Oberflache durch
unterschiedliche Adhasionen mit den EBC-Bestandteilen einen wichtigen Einfluss. Es gibt
Hinweise, dass dies fir einzelne Verbindungen unterschiedlich ist. Es sind deshalb gréRere
Untersuchungen notwendig, in welcher die Verédnderung einzelner Parameter auf die
Konzentrationen untersucht werden muissen.

In dieser Studie zeigt sich weiterhin deutlich, dass sich aktuell in der
Atemkondensatgewinnung aufgrund der Unterschiede in den kommerziellen Systemen keine
einheitlichen Ergebnisse erzielen lassen kdnnen. Die Konzentrationen der EBC-Parameter
kann durch das verwendete System signifikant beeintrachtigt werden.

Trotz der zahlreichen Untersuchungen zur Atemkondensatmessung, welche gute Ansatze

zum Einsatz im Klinischen Alltag bietet, scheitert dies aktuell an der fehlenden
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Standardisierung. Zudem existiert auf dem Markt mittlerweile eine Vielzahl etablierter
Systeme, welche sich eben in diesen entscheidenden Bauteilen unterscheiden und so
unweigerlich nicht die gleichen Ergebnisse erzielen kdnnen. Der Einfluss dieser Parameter
muss weiter mit dem Ziel untersucht werden, den Aufbau der Gerate zu optimieren und so
Untersuchungen vergleichbar zu machen. Erst dann wird die Nutzung von Atemkondensat in

der klinischen Praxis mdglich sein.
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Die Methode der Atemkondensatmessung kann als nicht-invasive Methode die Situation der
tiefen Atemwege widerspiegeln und vermag Entzindungen, Exazerbationen aber auch
maligne Prozesse zu identifizieren. Auch wenn sich anhand der bisherigen Untersuchungen
diese vielfaltigen Einsatzmoglichkeiten von Atemkondensat ergeben haben, muss diese wie
jede Methode einen gewissen Standard erfullen und vor allem reproduzierbare Ergebnisse

liefern, um sich im Praxisalltag durchzusetzen. Doch zwischen den zur Verfiigung stehenden
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Systemen bestehen zum Teil erhebliche Unterschiede. Inwieweit Ergebnisse von
verschiedenen Sammelsystemen vergleichbar sind, ist dabei noch nicht vollstandig geklart.
Ziel der Arbeit war es daher zwei unterschiedliche Systeme (EcoScreen und TURBO DECCS)
zur Atemkondensatgewinnung anhand Dbereits untersuchter Parameter bei gleichen

Bedingungen und Probanden zu vergleichen und daraus neue Erkenntnisse zu gewinnen.

Bei unseren Untersuchungen zeigte sich eine starke Abhéngigkeit der Atemkondensatbildung

und der Konzentration der Bestandteile vom verwendeten Atemkondensatsystem.

Allein die Kondensatmenge unterschied sich signifikant mit héheren Volumina bei den
EcoScreen-Proben. Dies erlaubt im Alltag eine kirzere Untersuchungsdauer bei gleicher

Ausbeute.

Der Proben-pH gilt als robuster Parameter und konnte in verschiedenen Studien mit Verlauf
und der Starke entzindlichen Atemwegserkrankungen Kkorreliert werden. In unseren
Untersuchungen zeigte sich, dass die pH-Werte der Kondensatproben vom DECCS-System
deutlich azidotischer im Vergleich zum EcoScreen-System waren. Eine Abgrenzung von
Lungenkranken zu Lungengesunden gelang nur in den EcoScreen-Proben. Die
Atemkondensatproben des DECCS-Systems lagen beziglich des pH-Wertes fiir alle

untersuchten Gruppen auf einem ahnlichen Niveau.

Ebenso wie bei der pH-Messung konnte bei der Bestimmung von Nitrit eine signifikante
Differenzierung zwischen COPD und Lungengesunden nur bei den Proben des EcoScreens
beobachten werden. In allen untersuchten Gruppen wiesen die Proben des DECCS-Systems

signifikant niedrigere Nitritkonzentrationen auf.

Um die Entdeckung und Analyse von Biomarkern verschiedener entziindlicher und tumorgser
Atemwegserkrankungen zu ermdéglichen, ist eine ausreichende Proteinkonzentration in den
Atemkondensatproben notwendig. Fast die Halfte aller Proben, welche mit dem DECCS-
System gesammelt wurden, enthielten kein messbares Protein, wahrend dies beim EcoScreen
nur 1 Probe betraf. Auch die Proteinkonzentration in den Protein-positiven Proben war am

EcoScreen signifikant héher.

Die Nutzung von DNA-Analysen ist ein wichtiger Faktor zur Friiherkennung oder Nachsorge
von Lungenkrebserkrankungen. In den 30 untersuchten Proben gelang in 13 EcoScreen-
Proben der Nachweis von DNA-Material, wahrend dies nur auf 2 der Proben zutraf, welche

mittels DECCS-System gewonnen wurden.

Diese Differenzen in den Kondensatergebnissen zwischen den Systemen scheinen ihre

Ursache im unterschiedlichen Aufbau der verwendeten Systeme haben.

Die in dieser Studie verwendeten Systeme unterschieden sich in ihrer Arbeitstemperatur
erheblich (EcoScreen-System: -30°C und DECCS-System: -5,5°C), sodass hier ein Einfluss
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auf das Ergebnis zu vermuten war. Entsprechende eigene Untersuchungen zeigten eine
Zunahme der Kondensatmenge in Abhangigkeit von der verwendeten Temperatur beim
DECCS-System. Einen Einfluss auf die Proteinkonzentration konnte nicht nachgewiesen
werden.

Als weiterer wichtiger Faktor, der die Eigenschaften eines Sammelsystems bestimmt, rickt
auch das verwendete Material des Sammelbehalters in den Vordergrund. Obwohl dieser
Faktor in unseren Untersuchungen nicht getestet wurde, scheint das beim EcoSystem
verwendete Teflon Vorteile gegen tUber dem Kunststoff-Tube aus Polyethylen/Polypropylen,
welches beim DECCS-System genutzt wird, zu besitzen. Dieser Parameter wird auch in der
Literatur entsprechend breit diskutiert.

Zusammenfassend kann man sagen, dass aktuell eine Vielzahl kommerzieller
Atemkondensatsysteme existieren, welche sich zum Teil erheblich in ihrem Aufbau
unterscheiden. Unsere Untersuchungen legen dar, welchen entscheidenden Einfluss das
verwendete Sammelsystem auf die Ergebnisse hat und warum deshalb keine einheitlichen
Ergebnisse erzielt werden konnten. Diesem Aspekt muss in der Zukunft mehr Bedeutung
zugemessen werden, da sonst ein Einsatz der Atemkondensatmessung im Klinischen Alltag

schwer moglich ist.

Insgesamt ist deshalb eine Standardisierung beim Sammeln von Atemkondensat notwendig,
um so den Einzug dieser nicht-invasiven Messmethode mit vielféltigem Einsatzgebiet in die

klinische Praxis zu ebnen.
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