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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Mehr als 10 % aller Geburten weltweit sind Frithgeburten. Je frither die Kinder geboren werden, desto
unreifer sind ihre Organsysteme und —funktionen, sowie das Immunsystem. Somit sind Frithgeborene
besonders anfillig fiir akute und chronische Erkrankungen, sowie fiir Infektionen. Des Weiteren ist
hervorzuheben, dass sie sehr sensibel auf Stress reagieren. Zur Diagnostik miissen hiufig invasive
MaBnahmen wie Blutentnahmen durchgefiihrt werden. Bei Friihgeborenen konnen diese jedoch Stress und
Andmien ausldsen und sich negativ auf die Kurz- und Langzeitentwicklung auswirken. Um diese negativen
Folgen =zukiinftig zu minimieren, ist die Entwicklung nicht-invasiver diagnostischer Methoden
erstrebenswert. Dabei birgt die Analyse fliichtiger organischer Verbindungen (Volatile Organic
Compounds, VOCs) ein groles Potential. Sie entstechen im Korper bei physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen und werden iiber Haut, Urin, Stuhl und Ausatemluft an die Umwelt
abgegeben. Mithilfe elektronischer Nasen, zu welchen das multikapillarsdulengekoppelte
Ionenmobilititsspektrometer (MCC-IMS) und die Cyranose® 320 gezdhlt werden, konnen VOCs bereits in
extrem geringen Konzentrationen (pg/l) detektiert werden. Dabei ist die Cyranose® 320 schnell und
kompakt, sie kann jedoch nur bestimmte Muster, die Smellprints genannt werden, erkennen. Dem gegeniiber
steht das MCC-IMS. Es ist im Vergleich zur handlichen Cyranose® 320 schwerer und grofer, aber ebenfalls
mobil auf Station und am Patientenbett einsetzbar. Ein weiterer Vorteil dieses Analyseverfahrens ist die

Moglichkeit einer Zuordnung bestimmter biochemischer Substanzen aus den vermessenen Proben.

Die vorliegende Arbeit hat sich mit der Frage beschiftigt, ob mittels multikapillarsdulengekoppelter
Ionenmobilititsspektrometrie (MCC-IMS) und Cyranose® 320 eine Umgebungsluft-unabhingige Methode
zur Messung von VOCs an Bioproben von Frithgeborenen mdglich ist. Nach Genehmigung der
Ethikkommission des Saarlandes (HOM: 276/17) wurden Urin- und Stuhlproben Frithgeborener gesammelt
und mittels MCC-IMS und Cyranose® 320 analysiert. Einschlusskriterien waren neben der Betreuung auf
den neonatologischen Stationen des Universitédtsklinikums des Saarlandes ein Geburtsgewicht <2000 g oder
ein Gestationsalter < 32 Wochen, sowie das schriftliche Einverstindnis der Eltern. Die statistische
Auswertung der Daten des MCC-IMS erfolgte unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests und
Bonferroni-Korrektur, die Auswertung der Cyranose® 320 durch eine lineare Diskriminanzanalyse zur

Ermittlung der Mahalanobis- Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV).

Es wurden VOCs-Profile von 133 Stuhl- und Urinproben von insgesamt 12 Friithgeborenen untersucht.
Zunichst erfolgte die stufenweise Etablierung beider Methoden. Es gelang, die Messmethoden zu
optimieren, sodass Stuhl und Urin als Probematerial verwendet werden konnten. Zudem wurden mit
systematischen Kontrollexperimenten optimale Lagerungsbedingungen fiir die Bioproben entwickelt.

Mithilfe des MCC-IMS konnte demonstriert werden, dass der Inhalt der Windel (Urin/ Stuhl) anhand des
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VOCs-Musters klassifiziert werden kann. Des Weiteren gelang es, Unterschiede zwischen Kindern, welchen
ein bestimmtes Medikament verabreicht wurde und Kindern, welchen das entsprechende Medikament nicht
verabreicht wurde, zu detektieren. Sogar eine Unterscheidung von Zwillingen und Vierlingen anhand ihres
mittels MCC-IMS bestimmten VOCs-Profils war moglich. Vielversprechend war auch, dass eine
Unterscheidung zwischen einem gesunden Kind und einem an Sepsis erkrankten Kind vorgenommen
werden konnte. Die mittels MCC-IMS-Analyse identifizierten Peaks wurden mit einer Substanzdatenbank
abgeglichen. Dabei konnten verschiedene Peaks bestimmten Substanzen (z.B. 2-Methylthio-Ethanol, 2-
Pentyl-Furan, 2-Hexanon und Benzonitril) zugeordnet werden. In der Literatur findet sich fiir 2-Methylthio-
Ethanol, 2-Pentyl-Furan und Benzonitril eine Assoziation mit Bakterienmetaboliten. Ein Auftreten der
Substanzen 2-Hexanon und Butanal wurde mit septischem Schock/ Endotoxinschock in Zusammenhang
gebracht. Es konnte nachgewiesen werden, dass sich die Cyranose® 320 als Screening-Instrument fiir die
Identifikation von VOCs-Profilen eignet, da anhand der ,,Smellprints“ unterschiedliche Exkremente und

auch unterschiedliche Individuen voneinander unterschieden werden konnten.

In der vorliegenden Arbeit konnten Profile volatiler organischer Substanzen von Bioproben Frithgeborener
zuverldssig und Umgebungsluft-unabhéngig mittels MCC-IMS und Cyranose® 320 erhoben werden. Die
Ergebnisse stellen einen innovativen Ansatz zur nicht-invasiven Diagnostik in der Neonatologie dar und

konnten sich zur Suche nach volatilen Biomarkern in der Neonatologie eignen.



Abstract

2. Abstract

Throughout the world, more than one in ten infants is born prematurely. As the children are born earlier,
their organ systems, functions and the immune system are less mature. Therefore, premature infants are
particularly susceptible to acute and chronic diseases and infections. Furthermore, it should be emphasized
that these children are very sensitive to stress. For diagnostic purposes, invasive measures such as blood
sampling are often performed. In premature infants, however, these can trigger stress and anemia and have
a negative effect on short-term and long-term development. In order to minimize these negative
consequences in the future, the development of non-invasive diagnostic methods is desirable. In this context,
the analysis of volatile organic compounds (VOCs) possesses great potential. VOCs are produced in the
body during physiological and pathophysiological processes and are released into the environment via skin,
urine, stool and exhaled air. Using electronic noses, including the ion mobility spectrometer coupled to
multi-capillary columns (MCC-IMS) and Cyranose® 320, VOCs can be detected even in extremely low
concentrations (pg/l). On the one hand, Cyranose® 320 is fast and compact, but can only detect certain
patterns called smell prints. On the other hand, the MCC-IMS is rather unwieldy and heavy compared to the
Cyranose® 320. However, with this analytical method it is possible to classify certain substances out of the

samples.

The present dissertation deals with the question of whether an ambient air-independent method for
measuring VOCs on biosamples of premature babies is possible using ion mobility spectrometry coupled to
multi-capillary columns (MCC-IMS) and Cyranose® 320. After approval of the Ethics Committees of the
University Hospitals Homburg and Marburg (HOM: 276/17; MR: 05/17), urine and stool samples of
premature infants were collected and analyzed using MCC-IMS and Cyranose® 320. Besides the treatment
on the neonatological wards of the Saarland University Hospital, inclusion criteria were a birth weight <
2000 g or a gestational age < 32 weeks as well as written consent of the parents which was also obtained.
The statistical evaluation of the MCC-IMS data was performed using the Mann-Whitney-U test and
Bonferroni correction, the evaluation of Cyranose® 320 was based on a linear discriminant analysis to

determine the Mahalanobis distance (MD) and the cross-validation value (CVV).

VOC:s profiles of 133 stool and urine samples from a total of 12 preterm infants were examined. First, the
two methods were gradually established. It was possible to optimize the measurement methods to allow
stool and urine to be used as sample material. In addition, we conducted systematic control experiments to
find optimal storage conditions for the biosamples. We were able to demonstrate that the contents of the
diaper (urine / stool) can be classified using the VOCs pattern via MCC-IMS. It was also possible to detect
differences between children who received a certain medication and children who did not receive the

corresponding medication. Moreover, a distinction could be made between a healthy child and a child
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suffering from sepsis. The peaks identified by MCC-IMS analysis were compared with a substance database.
Four peaks could be assigned to specific substances (2-methylthioethanole, 2-pentyl furane, 2-hexanone and
benzonitrile). In the literature, 2-methylthioethanole, 2-pentyl furane and benzonitrile are associated with
bacterial metabolites. The presence of the substances 2-hexanone and butanal was associated with septic
shock/endotoxic shock. Furthermore, we could demonstrate that Cyranose® 320 can be used as a screening
tool for the identification of VOCs profiles, as different excrements and even different individuals could be

distinguished from each other based on the “smellprints".

In the project, profiles of volatile organic substances from biosamples of premature infants could be reliably
and ambient air-independently determined by MCC-IMS and Cyranose® 320. The results represent an
innovative approach to non-invasive diagnostics in neonatology and may be particularly useful in the search

for volatile biomarkers in neonatology.
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3. Einleitung

3.1. Friihgeburtlichkeit und ihre Folgen

Im Jahre 2010 waren mehr als 10% aller Geburten Frithgeburten, ein Problem, das weltweit mehr als 14,9
Millionen Kinder pro Jahr betrifft (HOWSON et al., 2013). Laut Definition der WHO werden Geburten vor
vollendeter 37. Schwangerschaftswoche (SSW) als Frithgeburten bezeichnet. 2015 waren die
Komplikationen bei Frithgeburtlichkeit die fithrende Sterblichkeitsursache bei Kindern unter 5 Jahren (LIU
et al., 2016). Um das Ausmal der Frithgeburtlichkeit fiir die Betroffenen genauer zu definieren, wurden
verschiedene Einteilungen vorgenommen. Bei der Einteilung nach Gestationsalter (GA) kann man zwischen
einem GA < 28 Wochen (Extremly Preterm), einem GA zwischen 28 und 32 Wochen (Very Preterm) und
einem GA zwischen 32 und 37 Wochen (Moderate to Late Preterm) unterscheiden (BLENCOWE et al.,
2012). Haufig wird eine Einteilung hinsichtlich des Geburtsgewichtes vorgenommen, hierbei wird
unterschieden zwischen einem Geburtsgewicht < 2500 g (Low Birth Weight Infant), < 1500 g (Very Low
Birth Weight Infant) und < 1000 g (Extremly Low Birth Weight Infant). Eine weitere Einteilung hinsichtlich
des Geburtsgewichts ist bezogen auf das Gestationsalter moglich. Dabei spricht man bei einem
Geburtsgewicht < 10. Perzentile von einem hypotrophen Neugeborenen (Small for Gestational Age, SGA),
bei einem Geburtsgewicht zwischen der 10. und 90. Perzentile von einem eutrophen Neugeborenen
(Appropriate for Gestational Age, AGA) und bei einem Geburtsgewicht > 90. Perzentile von einem
hypertrophen Neugeborenen (Large for Gestational Age, LGA) (SPEER, 2019). Fiir Frithgeborene besteht
ein erhohtes Risiko fiir akute und chronische Erkrankungen. Denn je groBer die Diskrepanz des
Geburtstermins zum berechneten Termin ist, desto geringer ist die Reife der Organsysteme und -funktionen,
sowie des Immunsystems. So treten gehduft Erkrankungen wie die Nekrotisierende Enterokolitis, schwere
Andmien, Frithgeborenenretinopathie und Taubheit sowie pneumologische Entititen wie das
Atemnotsyndrom, chronische Lungenerkrankungen und die Bronchopulmonale Dysplasie auf.
Neurologische Affektionen wie intrakranielle Blutungen und Periventrikuldre Leukomalazie, sowie
psychomotorische Retardierung sind ebenfalls vermehrt zu beobachten. Des Weiteren sind durch die
Unreife Hypoglykdmien, Hypothermien, Apnoen und Bradykardien, sowie ein persistierender Ductus
arteriosus Botalli haufig bedingte Konsequenzen. Eine erhohte Infektneigung und die nosokomial
akquirierte Sepsis stellen ebenfalls ein grofles Problem dar. Die Early- bzw. Late Onset-Sepsis ist eine der
hiufigsten Griinde fiir neonatale Mortalitdt und Morbiditdt. Eine Early Onset-Sepsis wird als Sepsis
innerhalb der ersten 72 h postpartal definiert, das Erregerspektrum ist vergleichbar mit der miitterlichen
Vaginalflora. Tritt eine Sepsis nach 72 h post partum auf, so wird diese als Late Onset-Sepsis bezeichnet.
Sie ist hdufig katheter- und beatmungsassoziiert, deshalb lassen sich hdufig Koagulase-negative

Staphylokokken (CoNS), Staphylococcus aureus und Enterobakterien als Erreger identifizieren (CHINEDU
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etal., 2019; EL MANOUNI EL HASSANI et al., 2019; GASTMEIER et al., 2004; MORROW et al., 2017,
SAMUELS et al., 2017; SPEER, 2019; VALDEZ SANDOVAL et al., 2019; WALSH, MCGUIRE, 2019;
ZEMLIN et al., 2018). Bei Frithgeborenen ist eine Uberwachung der Vitalfunktionen essentiell, da sie durch
ihre Unreife hdufig noch nicht in der Lage sind, diese aus eigener Kraft aufrecht zu erhalten. Gerade die
Thermoregulation stellt fiir viele Frithgeborene ein Problem dar, da in Relation zur groBen Koérperoberfliache
nur wenig Fett und Muskeln vorhanden sind. Altere Kinder und Erwachsene erzeugen durch Muskelzittern
Wirme; Neugeborene sind dazu noch nicht fahig und miissen die Lipolyse des braunen, plurivakuoldren
Fettgewebes zur Warmegewinnung nutzen, was bei Frilhgeborenen oft nur unzureichend moglich ist.
Deshalb wird mittels Inkubators oder Warmebett die benotigte Warme aufrechterhalten. Das Monitoring
der iibrigen Vitalparameter wie Herz- und Atemfunktion erfolgt iiber auf den Brustkorb aufgeklebte
Elektroden (OBLADEN, 2017). Aufgrund der oben genannten Besonderheiten bei Frithgeborenen ist neben
der intensivmedizinischen Betreuung eine medikamentdse Therapie essentiell. Bei Frithgeborenen ist ein
erhohter Nahrstoffbedarf zu statieren. Mit etwa 180 ml/kg Korpergewicht/ Tag wird bei Friihgeborenen
deutlich mehr Fliissigkeit pro Tag benétigt als bei Erwachsenen mit 40-50 ml/kg Korpergewicht/ Tag.
Zusitzlich miissen vermehrt Energie und Proteine zugefiihrt werden (SPEER, 2019).

3.2. Akute Infektionen und diagnostische Probleme

Friihgeborene weisen eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber nosokomialen Infektionen auf. Hierfiir konnten
intrinsische sowie extrinsische Einfliisse als Risikofaktoren stratifiziert werden. Zu den intrinsischen
Faktoren gehoren u.a. das Gestationsalter und das Geburtsgewicht. In einer Studie von Benjamin et al. wurde
bei Frithgeborenen < 750 g ein signifikant erhohtes Risiko fiir bakterielle Sepsis und invasive
Pilzerkrankungen beobachtet. Neben diesen Faktoren muss auch die Unreife des Immunsystems
beriicksichtigt werden. Diese ist durch eine verminderte Lymphozytenpopulation, eine eingeschriankte
Granulozytopoese sowie eine verminderte Komplementaktivitit und Opsonierungsfahigkeit gekennzeichnet
und fithrt dadurch zu einer verminderten Abwehrfahigkeit (BENJAMIN et al., 2004; CARR, 2000;
CHRISTOPH et al., 2013; FORSTER-WALDL et al., 2005; LEVY, 2007; SIMON, EXNER, 2014).
Extrinsische Einfliisse sind beispielsweise die Liegedauer der Kinder, sowie invasive Eingriffe. In einer
Studie von Gaynes et al. konnte eine positiver Zusammenhang zwischen der nosokomialen Infektionsrate
und der Liegedauer der Frithgeborenen gezeigt werden (GAYNES et al., 1991). Mit einer langeren Zeit im
Krankenhaus gibt es auch mehr invasive und nicht-invasive Eingriffe, die das Infektionsrisiko wiederum
ebenfalls erhohen. Am haufigsten wurden Blutentnahmen, endotracheales Absaugen und das Legen von
venosen Zugingen durchgefiihrt (BARKER, RUTTER, 1995). Jeder invasive Eingriff bringt auch ein

gewisses Infektionsrisiko mit sich, wie beispielsweise intravaskuldre Katheter fiir katheterassoziierte
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Blutstrominfektionen (SMITH et al., 2008). AuBBerdem konnten Graham et al. feststellen, dass Frithgeborene
haufig asymptomatisch mit Keimen besiedelt sind und diese Kolonisation wiederum eine Infektion zur
Folge haben kann (GASTMEIER et al., 2004; GAYNES et al., 1991; GRAHAM et al., 2007; SIMON,
EXNER, 2014; STOLL et al., 2002).

Die Problematik in der Diagnostik bakterieller Infektionen bei Frithgeborenen besteht allerdings darin, dass
sich diese hdufig nur durch unspezifische neurologische, metabolische, respiratorische und abdominelle
Auffilligkeiten duBlern. Dadurch ist die Diagnosestellung schwierig. Problematisch ist hierbei, dass vor
allem bei zu spit eingeleiteter und inadaquater Therapie ein Fortschreiten der Infektion bis zum septischen
Schock in einem Zeitraum binnen weniger Stunden moglich ist. Eine frithzeitige Antibiotikaapplikation ist
somit prognosebestimmend. Bei einem klinischen Infektionsverdacht werden zur Diagnostik eine
Blutkultur- sowie eine Laboruntersuchung durchgefiihrt. In der Laboruntersuchung ist das C-reaktive
Protein (CrP), Interleukin-6 oder Interleukin-8 (IL-6, IL-8), sowie das Differenzialblutbild von besonderer
Wichtigkeit (ZEA-VERA, OCHOA, 2015; ZEMLIN et al., 2018). IL-6 und IL-8 sind kdrpereigene
Zytokine, die bei entziindlichen Reaktionen vermehrt sezerniert werden. IL-6 wirkt stimulierend auf
Lymphozyten sowie auf die Produktion von Akutphase-Proteinen in der Leber, wohingegen IL-8 an der
Diapedese von neutrophilen Granulozyten beteiligt ist. Das CrP gehdrt zu den Akutphase-Proteinen und
wird in den Hepatozyten produziert und sezerniert (HEINRICH et al., 2003; HEINRICH et al., 2014;
JONES, 2005; JONES et al., 1999; PAPE et al., 2018). Das CrP zeigt jedoch bei hoher Spezifitit (86%) nur
eine geringe Sensitivitdt (46%) bei Infektionsbeginn, sein Plasmaanstieg erfolgt erst nach 12-24 h. Dies
bedeutet, dass trotz negativem CrP bei einer ersten Blutentnahme eine Infektion nicht ausgeschlossen
werden kann. IL-6 und IL-8 sind im Blutplasma am frithsten nachweisbar und zeigen die hochste Sensitivitit
bei Erkrankungsbeginn, sind jedoch ungiinstig zur Verlaufskontrolle, da ihre Konzentration schon nach 24
h absinkt. Im Differenzialblutbild sollte am echesten der I/ T-Quotient (Immature/ Total-Quotient)
beriicksichtigt werden. Dieser gibt Auskunft iiber die Anzahl stabkerniger neutrophiler Granulozyten und
Metamyelozyeten im Verhaltnis zur Anzahl aller neutrophiler Granulozyten. Er besitzt jedoch eine niedrige
Spezifitdt und ist daher nur eingeschriankt nutzbar. Die Leukozytenauszdhlung im Labor erfolgt maschinell
und kann durch die bei Neonaten vermehrt vorliegenden Erythrozytenvorstufen verfilscht werden.
AuBerdem unterliegt die Leukozytenzahl verschiedenen Einflussfaktoren, wie z.B. dem Geburtsmodus und
dem Gestationsalter. Deshalb tritt diese Untersuchung bei Neugeborenen in den Hintergrund (CAMACHO-
GONZALEZ et al., 2013; FRANZ et al., 2001; FRANZ et al., 2004; FRANZ et al., 1999; HANDRICK,
HUPPERTZ, 2018a; THOMAS et al., 2010; ZEA-VERA, OCHOA, 2015; ZEMLIN, 2015; ZEMLIN et al.,
2018). Auch die Blutkulturdiagnostik ist in der Neonatologie eingeschrénkt. Hier gibt es zwar spezielle
Blutkulturflaschen, fiir die eine Inokulation von 1 ml ausreichend sind, jedoch wird angenommen, dass es

einen positiven Zusammenhang zwischen Blutmenge, die fiir die Blutkultur verwendet wurde, sowie der
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Trefferquote gibt. Diese Hypothese wurde in einer prospektiven Studie iiberpriift. Es konnte gezeigt werden,
dass durch Entnahme groflerer Blutmengen fiir Blutkulturen eine frithzeitigere Erkennung der Bakteridmie
moglich war (ISAACMAN et al., 1996; TENNEY et al., 1982). Ein weiteres Problem ist, dass die Mehrzahl
der Blutkulturen erst innerhalb von 24 h ein positives Ergebnis liefert, allerdings ist auch ein Keimwachstum
erst nach diesem Zeitraum mdglich. Ein Nachweis von Bakterien kann also bis zu sieben Tagen dauern
(BRUNKHORST, SCHMITZ, 2013), durchschnittlich nimmt die Identifikation bakterieller Erreger etwa 2-
4 Tage in Anspruch (JUNGER et al., 2012).

Es muss beachtet werden, dass die Diagnostik haufig mit schmerzhaften Eingriffen wie z. B.
Venenpunktionen zum Legen von Zugéngen und zur Blutentnahme verbunden ist. Die Punktionen sind fiir
die Frithgeborenen ein erheblicher Stressfaktor. Oftmals miissen Punktionen sogar mehrfach durchgefiihrt
werden, wenn sie nicht beim ersten Versuch erfolgreich waren. In Studien zeigte sich jedoch ein negativer
Effekt von Venenpunktionen auf Frithgeborene (COURTOIS et al., 2016). Des Weiteren sind Frithgeborene
besonders anfillig fiir die Entwicklung klinisch relevanter Andmien. Eine Anidmie Neugeborener ist
definiert als das Absinken des Hamatokrits unterhalb des Referenzwertes von 40 % sowie durch eine
Verminderung der Himoglobinkonzentration < 14 g/dl. Klinische Zeichen einer akuten Andmie kdnnen
Tachypnoe, Tachykardie, schwache bzw. nicht mehr tastbare Pulse, niedriger Blutdruck, gestorte
Mikrozirkulation, ein niedriger zentralvendser Druck (ZVD) und eine metabolische Azidose sein. Das
Hautkolorit kann hierbei noch rosig sein. Eine chronische Andmie kann sich durch chronische Blisse,
Tachypnoe, Tachykardie, schwaches Trinkverhalten und eine niedrige Korpertemperatur zeigen. Der
Blutdruck und der ZVD kdnnen normal sein, Hepato- bzw. Splenomegalie kdnnen Zeichen fiir eine
extramedulldre Blutbildung sein (EBER, 2014; MAIER, OBLADEN, 2011; ORLIKOWSKY, 2017).
Griinde fiir die Andmiencigung bei Frithgeborenen konnen perinatale Blutungen, ein niedriger
Ausgangshamatokrit, inaddquate Erythropoetinsekretion und eine Hamodilution durch das schnelle
Wachstum der Kinder sein. Die repetitiven Blutentnahmen verstirken die Andmie bei hdufig ohnehin
bestehender erythropoetischer Stérung. (FIKAC, 2019; MAIER, OBLADEN, 2011; OBLADEN et al.,
1988; ORLIKOWSKY, 2017; SPEER, 2019; WANG, 2016). Diese Problematik macht deutlich, dass die
Diagnostik in der Neonatologie schwierig und dass nicht-invasive Diagnostik in diesem Feld besonders

erstrebenswert ist.
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3.3. Neuer Ansatz fiir nicht-invasive Diagnostik durch Analyse von volatilen organischen

Substanzen

Um in Zukunft eine moglichst schonende, beriihrungslose und nicht-invasive Diagnostik vornehmen zu
konnen, wird ein neuartiger Ansatz verfolgt, dessen Grundidee aber eine iiber tausendjahrige Tradition
besitzt: Die Diagnostik von Krankheiten anhand spezifischer Geriiche. Bereits im antiken Griechenland
nutzte Hippokrates das Potential der Geruchserkennung fiir die Diagnose einer Tuberkulose, da sich,
nachdem man das Sputum eines infizierten Patienten auf heile Kohle gab, ein fauliger Geruch bildete
(BULICK et al., 2016). Auch in der ferndstlichen Medizin spielt die Analyse der Ausatemluft seit mehreren
tausend Jahren in der Diagnostik und im Therapiemonitoring eine wichtige Rolle. So kann beispielsweise
eine Aussage iiber den metabolischen Status bei Diabetes-Patienten getroffen werden: Liegt eine diabetische
Ketoazidose vor, ist aufgrund der gebildeten Ketonkorper ein siiBlicher Acetongeruch des Patienten
wahrnehmbar (JIANG et al., 2016). Indes kann in der heutigen klinischen Praxis ein charakteristischer
Geruch ein Hinweis auf eine Erkrankung sein, wie bei einer Gastroenteritis durch Rotaviren (POULTON,
TARLOW, 1987). Weiterhin kommt dem Foetor hepaticus (,,Lebergeruch®) eine Bedeutung zu, denn er
kann auf ein Leberversagen hindeuten. Zudem wurde der Name der metabolischen Ahornsirupkrankheit
vom malzartigem, an Ahornsirup erinnernden Geruch des Urins der betroffenen Patienten abgeleitet
(BIJLAND et al., 2013). Auch wéhrend der SARS-CoV-2-Pandemie konnten durch speziell geschulte
Hunde anhand des Geruchs von Speichel-, Schweil3- und Urinproben infizierte Patienten von gesunden
Probanden unterschieden werden (JENDRNY et al., 2021). Diese Phianomene erkléren sich dadurch, dass
bei verschiedenen Erkrankungen Stoffe emittiert werden, die teilweise mit dem Riechsystem wahrnehmbar
sind. Sie werden als fliichtige organische Substanzen (Volatile Organic Compounds, VOCs) bezeichnet.
Hierbei handelt es sich um kohlenstoffhaltige Stoffe, die im menschlichen Metabolismus bei
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen gebildet werden, als Abfallprodukte {iber Haut, Harn,
Stuhl und Atem ausgeschieden werden und schlieB8lich in die Gasphase iibergehen (DE LACY COSTELLO
et al., 2014). Da diese Exkrete leicht und nicht-invasiv zu gewinnen sind, stellt ihre Detektion einen neuen
diagnostischen Ansatz dar. Das grof3e Potential der VOCs als Biomarker fiir Erkrankungen wurde durch die
Entwicklung verschiedener Techniken moglich. Zwei mogliche Verfahren, VOCs detektieren zu koénnen,
sind zum einen die chemische  Analysetechnik  der  multikapillarsdulengekoppelten
Ionenmobilitatsspektrometrie, sowie das elektrische Verfahren der Cyranose® 320, das auf
Mustererkennungsalgorithmen basiert (BUIJCK et al., 2016). AuBlerdem werden gaschromatographische
und massenspektrometrische  Verfahren genutzt, z.B. Gaschromatographie gekoppelt mit
Massenspektrometrie (GC-MS), Gaschromatographie-Time of Flight- Massenspektrometrie (GC-ToF-MS),
Selected Ion Flow Tube-Massenspektrometrie (SIFT-MS) und lon Molecule Reaction-Massenspektrometrie
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(IMR-MS), auf diese, bis auf GC-MS, nicht weiter eingegangen wird und nur zur Vollstindigkeit und zum
besseren Verstindnis genannt werden (NEERINCX et al., 2017).

3.4. Bereits durchgefiihrte Studien zur VOCs-Analyse

3.4.1. Gaschromatographische und massenspektrometrische Verfahren

Bakterien sind durch ihren eigenstdndigen Metabolismus ebenfalls in der Lage, entsprechende spezifische
VOCs zu produzieren. Dies kann man sich diagnostisch zu Nutze machen. Hierzu wurden die VOCs der
sechs haufigsten Sepsiserreger (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae und Escherichia coli) mittels GC-MS, SIFT-MS, IMR-
MS und elektronischer Nase analysiert. Dabei zeigte sich, dass alle sechs Bakterienarten Isopentanol,
Formaldehyd, Methylmercaptan und Trimethylamin produzierten. Der menschliche Organismus ist
hingegen nicht in der Lage, diese Substanzen zu synthetisieren, daher erscheinen diese Verbindungen als
potentielle Biomarker fiir die entsprechenden Pathogene gut geeignet zu sein (BOS et al., 2013). Es gibt
auch Ansitze, die auf die Analyse der VOCs der Ausatemluft mittels chemischer Verfahren setzen, zum
Beispiel in der Asthmadiagnostik. Es konnte gezeigt werden, dass Kinder mit Asthma bronchiale mittels
GC-MS anhand von acht VOCs von einer gesunden Kontrollgruppe voneinander unterschieden werden
(DALLINGA et al., 2010). Des Weiteren wurde gezeigt, dass gesunde Kinder von Kindern mit Asthma und
Cystischer Fibrose (CF) mithilfe von Broadband Quantum Cascade Laser Spectroscopy differenziert
werden konnen (VAN MASTRIGT et al., 2016). Doch es scheint mittels VOCs-Analyse nicht nur die
Differenzierung zwischen gesunden Probanden und Asthmatikern zu gelingen, sondern auch zwischen
verschiedenen Asthmaphénotypen, wie eosinophilem und neutrophilem Asthma (SCHLEICH et al., 2019),
sowie zwischen kontrolliertem und unkontrolliertem Asthma mit Exazerbationen (VAN VLIET et al., 2017;
VAN VLIET et al., 2016). Im Gebiet der Nephrologie konnten durch die VOCs-Analyse der Ausatemluft
mittels GC-MS Patienten mit normaler Nierenfunktion (¢GFR > 60 ml/min/ 1,73 m?) von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz (eGFR 10-59 ml/min/ 1,73 m?) voneinander unterscheiden werden

(PAGONAS et al., 2012).

3.4.2. Studien mit MCC-IMS

Bei einem multikapillarsdulengekoppelten Ionenmobilitdtsspektrometer ist das Verfahren der
Ionenmobilitétsspektrometrie an eine Multikapillarsdule gekoppelt um eine Vortrennung zu erreichen. Es
wurden Untersuchungen beziiglich des VOCs-Verhaltens bei septischen Krankheitsbildern durchgefiihrt. In
der Gruppe mit himorrhagischem Schock konnte ein signifikanter Anstieg von 2-Hexanon im Vergleich zu

allen anderen Gruppen gefunden werden. Vergleicht man die VOCs der Gruppen mit Endotoxinschock und
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Sepsis mit den VOCs der Kontrollgruppe, so zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede fiir 3-
Pentanon und Aceton. Es zeigten sich ebenfalls Unterschiede in den VOCs 1-Propanol, Butanal,
Acetophenon, 1,2-Butandiol und 2-Hexanon bei dem Vergleich zwischen Ratten im Endotoxinschock und
der Kontrollgruppe. Betrachtet man die Ratten mit Sepsis und Endotoxinschock genauer, unterscheiden sich
diese beiden Gruppen im Auftreten von Butanal, 3-Pentanon und 3-Hexanon (FINK et al., 2015). Nachdem
demonstriert werden konnte, dass Escherichia coli-Staimme bestimmte VOCs emittieren (MADDULA et
al., 2009), wurde dargelegt, dass eine Unterscheidung einzelner Bakterienstimmen anhand ihrer VOCs
moglich ist. Vielversprechend war die Erkenntnis, dass sich fiir die jeweiligen Bakterienstimme spezifische
VOCs zeigten (JUNGER et al., 2012). In einer Studie von Goedicke-Fritz et al. konnte 2-Methylpentan als
vielversprechender Biomarker bei Amnioninfektionssyndrom in Schafen identifiziert werden
(GOEDICKE-FRITZ et al., 2021). Hinsichtlich virologischer Diagnostik konnten mittels nasaler
Ausatemluftanalysen durch MCC-IMS bereits Individuen mit Influenza-A-Infektion bzw. mit SARS-CoV-
2-Infektion von gesunden Probanden unterschieden werden bzw. eine in vitro- Unterscheidung von SARS-
CoV-2, dem humanen Coronavirus-NL 63 sowie Influenza-A vorgenommen werden (FEUERHERD et al.,
2021; STEPPERT et al., 2020; STEPPERT et al., 2021). Aber auch in der Detektion von Malignomen wird
dem MCC-IMS ein grof3es Potential zugesprochen. Zur Analyse der VOCs von Patienten mit histologisch
gesichertem Bronchialkarzinom wurde ein MCC-IMS an ein Bronchoskop angeschlossen und jeweils der
gesunden Lungenseite und der von Tumor befallenen Seite gemessen. Hierbei ergaben sich Unterschiede in
der VOCs-Zusammensetzung der beiden Seiten, wobei angenommen wurde, dass Emission von VOCs mit
metabolischen Prozessen im Tumor oder seiner Umgebung korreliert (DARWICHE et al., 2011). Mittels
MCC-IMS konnte die Propofol-Konzentration in der Ausatemluft bestimmt werden, zudem korrelierte die
Intensitdt des detektierten Propofols mit der berechneten Propofolmenge im Serum (BUCHINGER et al.,
2013; KREUDER et al., 2011; PERL et al., 2009). Arbeitsmedizinisch relevante Ergebnisse konnten durch
die Bestimmung der Sevoflurankonzentration auf dem Arbeitsplatz erzielt werden. Die gesundheitlichen
Auswirkungen einer dauerhaften Exposition von Sevofluran, einem volatilen Anisthetikum, am
Arbeitsplatz waren jedoch umstritten, sodass Arbeitsplatzgrenzwerte eingefiihrt wurden. Um diese zu
einzuhalten und um das Gas bereits in sehr geringen Mengen detektieren zu konnen, wurde die Methode
des MCC-IMS ecingesetzt (KUNZE et al., 2015). Bei weiteren Untersuchungen konnten VOCs in der
Inkubatoratmosphére von Frithgeborenen detektiert werden, dabei konnte zwischen leeren Inkubatoren und

Inkubatoren mit Frithgeborenen diskriminiert werden (STEINBACH et al., 2019).
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3.4.3. Studien mit elektronischer Nase

Auch elektronische Nasen wie die Cyranose® 320 und weitere Modelle finden in verschiedenen Feldern
der medizinischen Forschung eine Anwendung. In der Analyse der VOCs-Zusammensetzung im Stuhl
wurden verschiedene Einflussfaktoren beleuchtet. Ebenso wie die Probensammlung hatte die
Erndhrungszusammensetzung einen Einfluss auf die VOCs im Stuhl (BERKHOUT et al., 2016; EL
MANOUNI EL HASSANI et al., 2018). Mittels elektronischer Nase wurden auflerdem biofilmbildende und
nicht-biofilmbildende Pseudomonas- und Staphylokken-Stimme mit groBer Genauigkeit voneinander
unterschieden (THALER et al., 2008). Daneben konnten in Blutkulturen hiufige Erreger (Methicillin-
sensitiver Staphylococcus aureus (MSSA), Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA),
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und Clostridium perfringens) mit einer
Genauigkeit von 78,0 % voneinander unterschieden werden (SAVIAUK et al., 2018). Darauf aufbauend
gelang es, an Patienten mit Wundinfektionen eine Unterscheidung zwischen infizierter und nicht-infizierter
Wunde mit hoher Sensitivitit und Spezifitit (91,0 %, 71,0 %) vorzunehmen (HAALBOOM et al., 2019).
Anhand der elektronischen Nase ,,ChemPro 100i“ (Environics Inc., Mikkeli, Finnland) konnten die
hiufigsten Pathogene bei Harnwegsinfektionen (Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus,
Enterocococcus faecalis und Klebsiella spp.) in Urinkulturen detektiert und von sterilen Kulturmedien, die
nicht mit Bakterien beimpft wurden, unterschieden werden (ROINE et al., 2014). Auch die Anwendung bei
beatmeten Patienten erscheint erfolgsversprechend, mittels Cyranose® 320 gelang die Vorhersage
beatmungsassoziierter Pneumonien mit Pseudomonas aeruginosa (LIAO et al., 2019). Wahrend der SARS-
CoV-2-Pandemie war durch die elektronischen Nasen eine Detektion von Infizierten anhand von
Ausatemluftanalysen moglich (SNITZ et al., 2021; WINTJENS et al., 2020). Dazu wurden ,,Aeonose* (The
Aeonose Company, Zutphen, Niederlande) bzw. PEN3 eNose (AIRSENSE Analytics GmbH, Schwerin,
Deutschland) verwendet (SNITZ et al., 2021; WINTJENS et al., 2020). Die elektronische Nase ist in der
Diagnostik gastrointestinaler Erkrankungen in Erprobung (BUIJICK et al., 2016). Es zeigten sich
vielversprechende Ergebnisse in der Fritherkennung der Nekrotisierenden Enterokolitis (Necrotizing
Enterocolitis, NEC). Hierfir wurden téglich Stuhlproben von Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von
< 30 SSW gesammelt und mittels elektronischer Nase analysiert. Dabei konnten die Proben von Kindern
mit NEC von den Proben der gesunden Kontrollgruppe unterschieden werden (DE MEIJ et al., 2015). Auch
tierexperimentell konnten Unterschiede im VOCs-Profil des Stuhls von Mausen mit induzierter NEC im
Vergleich zu Méusen der Kontrollgruppe gefunden werden (HOSFIELD et al., 2021). Des Weiteren konnten
anhand des VOCs-Profils Stuhlproben von Kindern mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa von den Proben gesunder Kindern der Kontrollgruppe differenziert
werden (DE MEIJ et al., 2014). Interessant ist auch, dass sich bei Erkrankungen aus dem rheumatischen

Formenkreis spezielle VOCs in der Ausatemluft detektieren lassen, die eine Unterscheidung zwischen
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gesunden und an Psoriasisarthritis und rheumatoider Arthritis erkrankten Probanden ermdglicht
(BREKELMANS et al., 2016). Daneben wurde die elektronische Nase fiir onkologische Fragestellungen
genutzt: es konnten u.a. Patienten mit Lungenkarzinom und Patienten mit chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung von gesunden Individuen mittels Ausatemluftanalyse durch eine elektronische Nase
unterschieden werden (PELED et al., 2021; V A etal., 2021). Mithilfe der Cyranose® 320 konnten ebenfalls
eine Differenzierung zwischen Patienten mit Lungenkarzinom und einer Kontrollgruppe anhand VOCs in
der Ausatemluft vorgenommen werden (TIRZITE et al., 2018). Durch die PEN3 eNose konnten Patienten,
die an kolorektalem Karzinom erkrankt sind sowie gesunde Probanden auf Basis der jeweiligen Urinproben

identifiziert werden (TYAGI et al., 2021).

3.5. Fragestellung und Ziele

Gerade bei Frithgeborenen gestaltet sich die Diagnostik schwierig. Sie ist oft unprazise, langwierig und
bendtigt invasive Verfahren, was Stress fiir die unreifen Kinder bedeutet. Deshalb muss die Entwicklung
neuartiger, nicht-invasiver Diagnostikverfahren angestrebt werden. Mittels MCC-IMS und Cyranose® 320
sollen Bioproben von Frithgeborenen, die nicht-invasiv gewonnen werden kdnnen, analysiert werden. Ziel
der Arbeit ist es, die beiden Verfahren hinsichtlich eines Einsatzes in klinischen Anwendungsgebieten zu
testen. Die Verwendung von Windelproben in diesem Zusammenhang ist neu, deshalb muss zuerst eine
geeignete Methode etabliert werden. Dies betrifft sowohl die Gewinnung der Windelproben, als auch die

Verarbeitung und Messung.
Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

e Kann eine Methode zur VOCs-Analyse mittels  multikapillarsdulengekoppelter
Ionenmobilitétsspektrometrie und mittels Cyranose® 320 entwickelt werden? Sind als
Probematerial Stuhl und Urin geeignet?

e Lassen sich Kinder anhand des VOCs-Profils voneinander unterscheiden? Koénnen Krankheiten

mittels VOCs-Analyse identifiziert werden?
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4. Material und Methoden

4.1. Gewinnung der Windelproben

Die Kollektion der Windelproben fand im Zeitraum von Oktober bis Dezember 2018 unter standardisierten
und gleichbleibenden Bedingungen unter Beriicksichtigung einer Standard Operating Procedure (SOP)
statt. Es wurden zwolf Probanden in die Studie eingeschlossen, die die folgenden Einschlusskriterien erfiillt
haben.

1. Frithgeborene mit einem Geburtsgewicht <2000 g oder einem Gestationsalter <32 + 0 SSW
2. Schriftliches Einversténdnis der Erziehungsberechtigten

3. Stationdrer Aufenthalt in der neonatologischen Intensivstation KK-01 oder der

Frithgeborenenstation KK-02 des Universitatsklinikums des Saarlandes/ Homburg.
Alle erhobenen Daten wurden in pseudonymisierter Weise gespeichert und verarbeitet.

Die Windeln wurden jeweils in einem Zeitraum von 14 Tagen gesammelt, nachdem ein schriftliches
Einverstandnis der Erziehungsberechtigten vorlag (sieche Anhang). Der erste Wechsel der Windel fand
morgens gegen 7 Uhr statt, die Windeln wurden von dem Stationspersonal aufbewahrt und innerhalb von
30 min abgeholt und verarbeitet. Die Windeln wurden zuerst gewogen und der Inhalt wurde mithilfe einer
Stuhlkarte nach Menge, Konsistenz und Farbe klassifiziert (siche Abbildung 1). AuBlerdem wurde vermerkt,
ob sich neben Stuhl auch Urin und Feuchttiicher in der Windel befanden und um welche Windelgrof3e es
sich handelt. Mithilfe einer Schere wurden aus jeder Windel vier kleine Stiicke (Gréfe: 1,5 x 1 cm)

geschnitten (siche Abbildung 2).

-14 -



Material und Methoden

I gelb

ll: orange

llk:grin

IV: braun

W: Mekonium

4:»50 % D: hart

Abbildung 1: Stuhlkarte, modifiziert nach Koletzko, Otto et al. 2017 (KOLETZKO et al., 2017)
Die Abbildung zeigt die Stuhlkarte, anhand dieser wurden die Proben nach Menge, Konsistenz und Farbe klassifiziert.

VI entfarbt

Abbildung 2: Probenverarbeitung

Die Abbildung zeigt beispielhaft die verarbeiteten Windeln. Nachdem sie gewogen wurden, wurden pro Windel vier Stiicke (GroBe:
1 x 1,5 cm) mit einer Schere herausgeschnitten. Drei dieser Stiicke wurden anschlieBend in ein 15 ml- Zentrifugengefal und ein
weiteres in ein 1,5 ml- Reagiergefdl gefiillt. Alle Probengefide wurden bei -80 °C tiefgefroren.
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Drei davon wurden in ein 15 ml- Zentrifugenréhrchen gefiillt, ein Stiick in ein 1,5 ml- Reagiergefal3, alle
Proben wurden bei -80 °C tiefgefroren. Die zu den Probanden erhobenen Parameter sind in Tabelle 1
dargestellt. Sie stammen aus der der Patientenakte. Das Vorhaben wurde von der Ethikkommission des

Saarlandes genehmigt (HOM: 276/17; sieche Anhang).

Tabelle 1: Erhobene Parameter bei der Probengewinnung
Erhobene Parameter [Einheit]

Atemfrequenz [Atemziige/ min]
CrP [g/dl]
Differentialblutbild

Geburtsdatum, -uhrzeit

Geburtsgewicht [g]

Geburtsmodus: Sectio Caesarea oder Spontanentbindung
Geschlecht
Gestationsalter [SSW + Tage]

Herzfrequenz [Schldge/ min]

Medikation (inklusive Antibiotika)

Mehrlingsschwangerschaft

Pflegeprodukte
SpO2 [%0]

Temperatur, rektal [° C]
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4.2. Benotigte Materialien und Software

In der Tabelle 2 und der Tabelle 3 sind die fiir die Arbeit benétigten Materialien und Softwares aufgelistet.

Tabelle 2: Benétigte Materialien

Material

Hersteller

Aqua dest. Pur

Holzstdbchen

Isopropanol

Laborflasche, Schott Duran®, Glas, 100 ml

DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/ Main,
Deutschland

Laborflasche, Schott Duran®, Glas, 1000 ml

DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/ Main,
Deutschland

Pipetman, P1000

Gilson Incorporated, Middleton, WI, USA

Pipettenspitzen, Quality Pipette Tops, 100-1000
ul

Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht, Deutschland

Polytetrafluorethylen (PTFE) -Schlauch, Innen-
@: 2,9 mm, AuBlen-@: 4 mm, BOLA

Bohlender GmbH, Griinsfeld, Deutschland

Reagenzglasgestell aus PP

Reagiergefal3, 1,5 ml, SafeSeal

Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht, Deutschland

Roéhre 15ml, 120X17mm, PP

Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht, Deutschland

Rotilabo®-Tetrafluorethylen-Hexafluorpropylen-
Copolymer (FEP)-Schlauch, transparent, @ innen
1,58mm, @ aullen 3,18mm

Carl Roth GmbH & Co. KG,Karlsruhe,
Deutschland

Schraubverschluss fiir groe und kleine Duran®
Schott-Flasche, Polypropylen (PP), 2 Port Gl 45

DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/ Main,
Deutschland

Spiilmaschine Desinfektor G 7736CD MCU

Miele & Cie. KG, Giitersloh, Deutschland
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Synthetische Luft (20,5 + 0,5% O in N», 501 und
101, Alphagaz™ 1 Luft

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Diisseldorf,
Deutschland

Thermometer fiir Wasserbad

Thermostat fiir Wasserbad

Boeringer Precitherm®PFV

Ultra Pure Water, steril

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex RK 102 M

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

Wasserbad 5A max. 60 °C

JULABO GmbH, Seelbach, Deutschland

Tabelle 3: Bendtigte Software

Software

Hersteller

Cyranose® 320 mit NoseChip™-Sensoren

Sensigent, Baldwin Park, CA, USA

Gnuplot, Version 5.0, Patchlevel 3

Gnuplot, SourceForge

MCC-IMS, Typ ,,Breath Discovery BD29*

BS Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland

Microsoft® Office 2010

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

PCNose+™

Sensigent, Baldwin Park, CA, USA

R, Version i386 3.5.1

The R Foundation for Statistical Computing,
Wien, Osterreich

Visual Now v3.7 DT

BS Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland

VOCan v3.7

BS Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland
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4.3. Analyse mittels multikapillarsiulengestiitzer lonenmobilititsspektrometrie

4.3.1. Allgemeines Prinzip der multikapillarsiulengekoppelten Ionenmobilititsspektrometrie

Die Messungen wurden mit dem multikapillarsdulengekoppelten lonenmobilititsspektrometer (MCC-IMS)

»Breath Discovery BD29* durchgefiihrt.

Abbildung 3: MCC-IMS, Typ ,,Breath Discovery BD29%, modifiziert nach B&S Analytik
Bei dem abgebildeten Gerit handelt es sich um das multikapillarsdulengekoppelte lonenmobilitatsspektrometer ,,Breath Discovery
BD29%, mit dem die Analysen durchgefiihrt wurden.

4.3.1.1. Aufbau einer Multikapillarsidule (MCC)

Die Multikapillarsdule MCC-OVS5 setzt sich aus 1000 Kapillaren zusammen, die nebeneinander angeordnet
sind. Thr Gesamtdurchmesser betrdgt 3 mm, ihre innere Oberflache ist mit einer stationdren fliissigen Phase
tiberzogen. Diese besteht aus 5 % Diphenyl und 95 % Dimethylpolysiloxane und ist unpolar. Der Aufbau
einer Multikapillarsdule ist beispielhaft in Abbildung 4 dargestellt.

Aufgrund der Ladung der Molekiile kommt es zu unterschiedlich starken Interaktionen mit den Kapillaren
und deren Oberfliche. Dies resultiert in verschiedenen Retentionszeiten, anhand deren sich eine

Vortrennung vornehmen lasst.
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Abbildung 4: Querschnitt durch eine Multikapillarsiule, modifiziert nach Baumbach et al., 2009 (BAUMBACH, 2009)

4.3.1.2. Aufbau und Funktionsweise eines multikapillarsdulengekoppelten

Ionenmobilititsspektrometers

Ein Ionenmobilitdtsspektrometer besteht prinzipiell aus vier Hauptkomponenten. Der erste Sektor besteht
aus der Ionisationsregion, die durch ein Einlassgitter (zweites Kompartiment) vom Driftraum getrennt ist.
Am Ende dieses dritten Teils befindet sich als Detektor eine Faraday-Platte. Die VOCs kommen iiber das
Probeaufnahmesystem nach der Vortrennung mittels MCC in die lonisierungszone. Die in diesem Abschnitt
ionisierten Molekiile gelangen in den Driftraum, der mit Driftgas gefiillt ist. In diesem Driftraum werden
die ionisierten Molekiile beschleunigt und durch im Driftraum befindliche Molekiile ausgebremst. Sie
gelangen zur Detektionsregion, die aus einem Faraday-Detektor mit Aperturdffnung besteht. Dort werden
die Ionen absorbiert. Dabei kommt es zur Spannungserzeugung, diese Signale werden durch die Software

verarbeitet werden und als Ionenmobilitétsspektrogramm dargestellt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des MCC-IMS, modifiziert nach B&S Analytik

Die VOCs kommen iiber das Probeaufnahmesystem nach der Vortrennung mittels MCC in die lonisierungszone. Die in diesem
Abschnitt ionisierten Molekiile gelangen in den Driftraum, der mit Driftgas gefiillt ist. In diesem Driftraum werden die ionisierten
Molekiile beschleunigt und durch im Driftraum befindliche Molekiile ausgebremst. Sie gelangen zur Detektionsregion, die aus
einem Faraday-Detektor mit Apertur6ffnung besteht. Dort werden die Ionen absorbiert. Dabei kommt es zur Spannungserzeugung,
diese Signale werden durch die Software verarbeitet werden und als lonenmobilitdtsspektrogramm dargestellt.

Die volatilen organischen Substanzen werden iiber das Probeaufnahmesystem aspiriert und gelangen nach
Vortrennung mittels Multikapillarsdule in die Ionisierungszone. Dort werden die Molekiile durch -
Strahlung ionisiert. Als Strahlungsquelle fungiert ein **Nickel (Ni)-Betastrahler mit einer Aktivitit von 95
MBgq. Dieser besteht aus 63-Nickel-Radionukliden.

Es kommt zu Reaktionen mit neutralen Teilchen aus der synthetischen Luft, wodurch verschiedene Mono-
bzw. Di-/ oder Trimere entstehen. Durch Hydratation bilden sich Ionencluster. Diese sind spater im IMS-

Chromatogramm als sogenannter Reactant lon Peak (RIP) sichtbar.

Nun gelangen die ionisierten Molekiile in den Driftraum, der mit synthetischer Luft gefiillt ist. Die als
Driftgas verwendete synthetische Luft setzt sich zu 75,0 % aus Stickstoff und zu 20,5 % aus Sauerstoff
zusammen, ihre Reinheit liegt bei > 99,999 mol%. Dies ist wichtig, um Verunreinigungen des Gerétes und

Verfilschungen der Messergebnisse zu vermeiden.

Die ionisierten Molekiile sind einem elektrischen Feld E ausgesetzt und bewegen sich dort. Aufgrund der

Coulomb’schen Krifte erfahren sie eine Beschleunigung, durch Kollisionen mit den im Driftraum
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befindlichen Molekiilen werden sie abgebremst. Der Mittelpunkt des IMS ist die Detektionsregion, die aus
einem Faraday-Detektor mit Aperturdffnung besteht, der die lonen absorbiert. Dabei werden Signale
erzeugt, die durch die Software VOCan aufgenommen und gespeichert werden, es entsteht ein
Ionenmobilititsspektrogramm (siche Abbildung 6). Dieses stellt die Signalstirke in Abhédngigkeit zur
Driftzeit dar. Hierbei konnen im IMS-Chromatogramm sowohl eine quantitative als auch qualitative
Analyse der Probe vollzogen werden (BAUMBACH, 2006; CUMERAS et al., 2015a; RUZSANY] et al.,
2005).

Signalstarke [Volt]

5 10 15 20 25 30 35 40 a5

Driftzeit [ms]

Abbildung 6: Beispiel eines typischen Ionenmobilititsspektrogrammes
Die Abbildung zeigt ein typisches lonenmobilititsspektrogramm, auf dem ein Reactant lon Peak (RIP) sichtbar ist.

Das Modell ,,Breath Discovery BD29*“ der Firma BS Analytik ist zwecks Vortrennung iiber eine
Multikapillarsdule an das IMS gekoppelt. Hierbei macht man sich zunutze, dass Molekiile jeweils in
Abhéangigkeit des Materials der Kapillaren unterschiedlich stark wechselwirken. Die Proben werden also
nach ihrer Retentionszeit aufgetrennt, das Ionenmobilitdsspektrogramm wird somit um einen weiteren

Parameter erginzt (CUMERAS et al., 2015b).

Durch eine Heatmap- Darstellung ist die farbliche Kodierung der Signalintensitdt moglich. Die inverse
reduzierte Ionenmobilitdt (1/Ky) werden hier auf der x-Achse, die Retentionszeit auf der y-Achse
aufgetragen. Eine Heatmap ist beispiclhaft in Abbildung 7 dargestellt, in dieser ist die Identifikation
einzelner Peaks moglich. Zur Veranschaulichung ist in der Abbildung ein Peak markiert. Die Abbildung

wurde mithilfe des Programms VisualNow erstellt.
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Abbildung 7: Beispiel einer Heatmap

Durch eine Heatmap-Darstellung ist es moglich, die Signalintensitit farblich zu kodieren. Die inverse reduzierte lonenmobilitét
(1/Ko) wird hier auf der horizontalen Achse, die Retentionszeit auf der vertikalen Achse aufgetragen. Zur Veranschaulichung ist in
der Abbildung ein Peak markiert.

Es besteht ebenfalls die Moglichkeit der Darstellung eines dreidimensionalen Spektrogramms. Hierbei
werden die Proben anhand ihrer Retentionszeit, ihrer inversen reduzierten lonenmobilitdt (1/Ko) und der
Signalintensitdt charakterisiert. Ein Beispiel eines dreidimensionalen Spektrogramms ist in Abbildung 8
dargestellt, es zeigt einen Ausschnitt der Heatmap-Darstellung aus Abbildung 7. Es wurde mithilfe des

Programms VisualNow erstellt.

Signalintensitat [V]

v

1/Kq [Vs/cm?]

Abbildung 8: Beispiel eines dreidimensionalen Spektrogramms

Mittels MCC-IMS werden die VOCs der analysierten Proben anhand Retentionszeit, inverser reduzierter lonenmobilitét (1/Ko) und
Signalintensitdt charakterisiert. Eine Darstellungsmdoglichkeit ist das dreidimensionale Spektrogramm, hier wurde ein Ausschnitt
der in Abbildung 7 dargestellten Heatmap gezeigt.
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4.3.2. Messanordnung

Das bendtigte Material und die verwendete Software sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Die genaue

Messanordnung ist in Abbildung 9 und Abbildung 10 dargestellt.

In das mit destilliertem Wasser gefiillte Wasserbad wurde zum Aufwirmen ein kleines, zuvor nach Protokoll
gereinigtes Laborglas gestellt (siche 4.3.5). Die Wassertemperatur wurde auf 37 °C festgesetzt und musste
mit dem Thermometer regelméBig kontrolliert werden. Insgesamt wurde ein geschlossenes System
hergestellt: Eine gro3e Laborflasche (1 Liter) wurde mit synthetischer Luft als Tragergas befiillt. Diese war
iiber einen Deckel mit angeschlossenem Schlauch mit der ebenfalls mit Tragergas zu befiillenden kleinen
Laborflasche im Wasserbad verbunden. Vom Deckel der kleinen Laborflasche (0,25 Liter) fiihrte ein
Schlauch zur Probenahme in das MCC-IMS hinein.

Abbildung 9: Messanordnung Wasserbad
1 Thermostat, 2 Wasserbad, 3 kleine Laborflasche mit Probe, 4 Verbindungsschlauch zum MCC-IMS zur Probensammlung, 5
Verbindungsschlauch zur groBen Laborflasche, 6 grole Laborflasche (gefiillt mit synthetischer Luft)
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Abbildung 10: MCC-IMS, Typ "Breath Discovery BD29"

4.3.3. Messprotokoll und Einstellungen

Eine Stunde vor Beginn der Messungen wurden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Probe wurde

dann mithilfe eines Holzstabchens aus dem Reagiergefdl3 in die kleine Laborflasche transferiert.

Die Messungen fanden nach einem genauen Protokoll statt, passend dazu wurde die Software des MCC-
IMS programmiert um einen genauen Sequenzablauf (siehe Abbildung 12) zu gewéhren. Die Headspace-
Messung der Proben setzte sich aus zwei Zyklen zusammen. Im ersten Zyklus wurde die Windelprobe pur,
in einem zweiten Zyklus mit 1 ml Ultra Pure Water verdiinnt. Jeder Zyklus bestand aus drei Teilschritten.
Zuerst wurde eine Leermessung (synthetische Luft in der kleinen Laborflasche) vorgenommen,
anschlieBend wurde die Probe gemessen und im Anschluss daran wurde die Probenschleife mittels Feuchter
Null (FN) gespiilt. Der Messablauf ist in Abbildung 11 schematisch dargestellt, in Abbildung 12 ist die
genaue Messsequenz abgebildet. Die Messungen fanden unter standardisierten und gleichbleibenden
Bedingungen unter Beriicksichtigung der Standard Operating Procedure (SOP) statt. Die Temperatur des
MCC-IMS wurde auf 40 °C festgelegt.

Unter Feuchter Null (FN) versteht man einen Vorgang, bei dem die Probenschleife mit einem
angefeuchtetem Spiilgas gespiilt wird. Somit wird eine Reinigung vorgenommen. Das Wasser hierfiir
stammt aus einer Laborflasche, die von der Herstellerfirma kontrolliert und bereitgestellt wurde. Diese

wurde an der Riickseite des Gerétes an einem fiir die Laborflasche vorgesehenem Anschluss angebracht. Im
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Anschluss daran startet automatisch eine Messung mit einer Dauer von 12,5 min, durch die sich der Erfolg
der Reinigung einschitzen lasst. Ergdnzend dazu gibt es auch die Reinigung mittels Trockener Null (TN),
die prinzipiell wie die FN durchgefiihrt wird, jedoch ohne Feuchtigkeit. Da es sich bei den Stuhl- und
Urinproben jedoch um humide Substanzen handelt, ist diese Art der Spiilung nicht fiir diese Messungen

geeignet.

Leermessung - synthetische Luft in
Laborflaschen (12,5 min)

Messung der Probe - pur (12,5min)

Zyklusdauer 37,5 min

FN (12,5 min)

Leermessung - synthetische
Luft in Laborflaschen (12,5 min)

Messung der Probe + 1ml Ultra
Pure Water (12,5 min)

Zyklusdauer 37,5 min

FN (12,5 min)

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Messsequenz

Nach der Leermessung der Laborflasche, die mit synthetischer Luft gefiillt ist, erfolgte die Messung der Probe. Danach wird eine
FN angeschlossen. Die Dauer jedes einzelnen Schrittes betrug 12,5 min, die Dauer des gesamten Zyklus addierte sich somit auf
37,5 min. Dieser Zyklus wurde wiederholt, dabei musste beachtet werden, dass die Messung der Probe im ersten Zyklus ohne
Verdiinnung, im zweiten Zyklus mit Verdiinnung mittels 1 ml Ultra Pure Water erfolgte.
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Sequence

Flow sample I 1 100

Flow drift | 100

Flow mcc || 150

Sampling duration | | 20

Wait with progress || 10000 | | 10 Sekunden Pause

Wait for user ok | | Leere Flasche anschliessen, dann weiter mit OK.
Flow sample I I 500

Wait with progress 1130000 I I 30 Sekunden Pause

Flow sample 110

Wait with progress 11 120000 I I 2 Minuten Pause
Sample id I I FL

Comment I I Flasche leer

Sampling duration I 120

Prog: Pump

Wait for user ok I I Jetzt Probe in die Flasche, dann weiter mit OK.
Flow sample 1 1 500

Wait with progress 11 30000 1130 Sekunden Pause
Flow sample [ 10

Wait with progress 11120000 I I 2 Minuten Pause
Sample id I I Headspace Windel

Comment I I UxKx

Prog: Pump

Wait with progress I 1 10000 11 10 Sekunden Pause
Flow sample I I 500

Sample id I I Headspace, FN

Comment | | Headspace, FN

Prog: FN

Wait with progress I 1 10000 11 10 Sekunden Pause
Flow sample I 1 100

Flow drift | [100

Flow mcc || 150

Abbildung 12: Genaue Messsequenz des MCC-IMS
Die genauen Einstellungen und die Abfolge der Sequenz sind in dieser Abbildung dargestellt. Das Durchlaufen der Sequenz erfolgte
in der angegebenen Reihenfolge.
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4.3.4. Messungen der Medikamente und Materialien

Fiir jede Probe der Medikamente, Medizin- und Pflegeprodukte wurden drei Messzyklen festgelegt, jeder
bestand ebenfalls aus drei Teilschritten. Der Leermessung schlossen sich die Messung der jeweiligen Probe
und eine Feuchte Null (FN) an. Abbildung 13 zeigt schematisch einen Uberblick iiber die Abfolge der

Messungen.

Leermessung
(12,5 min)

Probe

(12,5 min)

Zyklusdauer 37,5 min
3 Wiederholungen des Zyklus

FN |
(12,5 min) \L

Abbildung 13: Schematische Messsequenz der Analyse der Medikamente und Materialien

Nach der Leermessung der Laborflasche, die mit synthetischer Luft gefiillt ist, erfolgte die Messung der Probe. Daran wurde eine
FN angeschlossen. Die Dauer jedes einzelnen Schrittes betrug 12,5 min, die Dauer des gesamten Zyklus addierte sich somit auf
37,5 min. Der Gesamtzyklus wurde dreimal wiederholt.
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4.34.1. Analyse der Medikamente

Es wurden verschiedene Medikamente, die teils als Infusionsldsungen, teils als geloste Tabletten verabreicht

wurden, gemessen. Es wurden jeweils 300 pl pro Losung gemessen. Die Medikamente sind der Tabelle 4

zu entnehmen.

Tabelle 4: Analysierte Medikamente

Wirkstoff Handelsname Hersteller Dosierung
T . Pfizer Deutschland >0-200 rpg/kg/ d
Ampicillin/ Sulbactam Unacid® ) i.v. (3 Einzeldosen
GmbH, Berlin
= ED)
Bifidobacterium bifidum, Desma Healthcare
Lactobacillus acidophilus Infloran® S.p.A., Turin 1 Tbl./d
500-100
Colecalciferol (Vitamin D3) | Vigantol® g[:rr;ll; tI:d(gaA, Internationale
Eiheiten (I.LE.) / d
Baxter Deutschland
Essentielle Fettséiuren Salvilipid® GmbH, 1-3 g/kg/ d
UnterschleiBheim
H innatri Heparin Natrium B. Braun Melsungen 50-100 LE./kg/ d
eparinnatrium Braun® AG, Melsungen 1.v.
. . Kaliumchloridlésung | Fresenius SE & Co. .
Kaliumchlorid Fresenius Inf ® KGaA, Bad Homburg 0-5 mmol/kg/ d i.v.
InfectoPharm
. Arzneimittel und . ..
Miconazol Mundgel Infectosoor® Consilium GmbH, 4 x Y4 Messloffel
Heppenheim
6-8 mg/kg p.o.
. Leyh Pharma GmbH, initial, dann 3
Theophyllin Afpred®- forte THEQ Brotterode-Trusetal mg/kg/ d per os
(p.0.) in 6-8 ED
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Es wurden Medizinprodukte, die bei der

Erndhrung  der

Material und Methoden

Frilhgeborenen und bei der

Medikamentenapplikation verwendet werden, analysiert. Das Holzstdbchen wurde verwendet um die

Proben vom Reagiergefdl} in das Laborglas zu transferieren.

Tabelle S: Analysierte Medizinprodukte

Material

Hersteller

Connecting tube 150 cm, flir Spritzenpumpen

M. Schilling GmbH, Gelnhausen, Deutschland

Holzstdabchen

Magensondeschlauch nutrisafe 2

Vygon-Erzeugnisse flir Medizin und Chirurgie
GmbH & Co. KG, Aachen, Deutschland

Spritze 2,5 ml nutrisafe 2

Vygon-Erzeugnisse flir Medizin und Chirurgie
GmbH & Co. KG, Aachen, Deutschland

Spritze 5 ml nutrisafe 2

Vygon-Erzeugnisse flir Medizin und Chirurgie
GmbH & Co. KG, Aachen, Deutschland

4.34.3.

Analyse der Pflegeprodukte der Friihgeborenen

Die Frithgeborenen wurden auf Station vom Pflegepersonal am Korper mit Hipp Waschlotion gewaschen,

im Windelbereich jedoch nur mit klarem Wasser. Danach wurden sie mit Olivendl eingerieben. Zur

Saduberung des Windelbereichs nach dem Windelwechsel wurden Hipp Feuchttiicher verwendet. Um einen

Einfluss dieser Pflegeprodukte auf die VOCs der Proben zu beurteilen, wurden diese ebenfalls analysiert.

Die erwidhnten Pflegeprodukte sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Auf das Auffithren der Messergebnisse der

aufgelisteten Pflegemittel wird im Folgenden verzichtet.

Tabelle 6: Analysierte Pflegeprodukte

Pflegeprodukt

Hersteller

Feuchttuch Ultrasensitiv Babysanft

Hipp, Pfaffenhofen (Ilm), Deutschland

Olivendl (Oleum olivarum DAB 10)

Apotheke des Universitdtsklinikum des
Saarlandes, Homburg, Deutschland

Waschgel Sensitiv Babysanft

Hipp, Pfaffenhofen (Ilm), Deutschland
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Die Sduberung der kleinen Laborflasche, die zur Headspace-Messung bendtigt wurden, erfolgte unter

standardisierten Bedingungen unter Einhaltung einer Standard Operating Procedure (SOP). Ziel war es, die

Flaschen von den Geriichen der vorherigen Messung zu befreien, um die nidchste Messung nicht zu

beeinflussen. Dazu wurden sie zuerst in einer Spiilmaschine bei 93 °C thermisch desinfiziert, anschlieend

in einem Ultraschallbad mit einer Mischung (im Verhéltnis 4:1) aus destilliertem Wasser und Propanol 30

min behandelt. Die Reste des Propanolgemisches an den Flaschen wurden mit destilliertem Wasser

abgewaschen, wurden sie noch einmal fiir 30 min in das Ultraschallbad gelegt, das nun mit destilliertem

Wasser gefiillt wurde. Die hierzu bendtigten Materialien wurden in der Tabelle 7 zusammengefasst.

Zum Trocknen wurden die Flaschen flir mindestens 8 h in den Wérmeschrank gestellt.

Tabelle 7: Materialien zur Sduberung der Laborflaschen

Material

Hersteller

Aqua dest. Pur

Isopropanol

Spiilmaschine Desinfektor G 7736CD MCU

Miele & Cie. KG, Giitersloh, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex RK 102 M

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,

Deutschland
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4.3.6. Auswertungssoftware

Als Software wurde das Programm VisualNow v3.7 DT (B&S Analytik, Dortmund, Deutschland)
verwendet. Die Auswertung erfolgte mithilfe des klinikinternen Layer ,,190222 Zemlin 003 Q layer*.
Dieser wurde fiir die Bestimmung der Retentionszeiten und der 1 /Ko-Werte sowie fiir die Markierungen

der einzelnen Peaks bendtigt (sieche Anhang).

4.3.7. Statische Auswertungsmethoden

Die statistische Auswertung wurde der Mann-Whitney U-Test (MANN, WHITNEY, 1947) durchgefiihrt.
Anschliefend wurde eine Korrektur nach Bonferroni (CHEVERUD, 2001; KOWALSKI, ENCK, 2010)

durchgefiihrt. Zur Darstellung der statistischen Auswertung wurde die Software VisualNow benutzt.
Dabei wurde die Wahrscheinlichkeit p in verschiedenen Signifikanzlevel U gewéhlt:

e p>0,050 (nicht signifikant).

e p <0,050 (95,0 %, signifikant), mit einem Z-Wert von mind. 1,960; Z-Wert nach Bonferroni-
Korrektur mind. 3,446.

e p<0,010 (99,0 %, sehr signifikant), mit einem Z-Wert von mind. 2,576; Z-Wert nach Bonferroni-
Korrektur mind. 3,859.

e p<0,001 (99,9 %, hoch signifikant), mit einem Z-Wert von mind. 3,292; Z-Wert nach Bonferroni-
Korrektur mind. 4,389.

Die Auswertung der Daten, die mittels MCC-IMS gemessen wurden, wurde in Kooperation mit Frau Annika
Wulff und Herrn Prof. Dr. Baumbach der Firma B. Braun Melsungen AG; Center of Competence Breath
Analysis, Dortmund, durchgefiihrt.

Bei den dargestellten Box-and-Whisker-Plots wurden die Signifikanzlevels wie folgt gekennzeichnet:

o p<0,050 (95,0 %, signifikant): Ein Stern (*)
e p<0,010 (99,0 %, sehr signifikant): Zwei Sterne (**)
e p<0,001 (99,9 %, hoch signifikant): Drei Sterne (***)

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels Box-and-Whisker-Plots, Entscheidungsbdumen
und Vierfeldertafeln. Hierbei bezieht sich ein Box-and-Whisker-Plot jeweils auf einen Peak, der sich in
seiner Signalstidrke signifikant, sehr signifikant oder hoch signifikant zwischen den gewihlten Klassen
zeigte. Fir die Unterscheidung anhand des Entscheidungsbaums werden alle Peaks, die durch ihre
Signalstdrke zwischen den entsprechenden Klassen als signifikant, sehr signifikant oder hoch signifikant

identifiziert werden, betrachtet. Der Peak bzw. eine Kombination mehrerer Peaks, die die beste
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Unterscheidung ermoglichen, werden dargestellt. Dabei wurde die minimale Anzahl an Peaks, die zur
Unterscheidung notwendig sind, ermittelt. Durch Vierfeldertafeln konnen zu entsprechender Fragestellung
bindre Klassifikatoren (richtig positiv, falsch positiv, richtig negativ und falsch negativ) graphisch
dargestellt werden und daraus die Sensitivitét, Spezifitét, der positive sowie der negative pradiktive Wert
der jeweiligen Analysen bestimmt werden. Hierbei werden alle zur Unterscheidung geeigneten Peaks

betrachtet.

4.4. Analyse mittels Cyranose® 320

4.4.1. Allgemeines Prinzip der Cyranose® 320

Das Konzept der elektronischen Nase wurde erstmals 1998 von Gopel et al. vorgestellt und kontinuierlich
weiterentwickelt (GOPEL, 1998; GOPEL et al., 1998). Die elektronische Nase Cyranose® 320 (Sensigent,
CA, USA) ist dem Riechsystem von Sdugetieren nachempfunden und kann VOCs erkennen. Wie die
menschliche Nase besteht die eNose ebenfalls aus verschiedenen Sensoren, die durch Geriiche
unterschiedlich aktiviert werden. Die Cyranose® 320 setzt sich aus 32 Sensoren zusammen, die
carbonbeschichtet sind und metallische sowie nicht-metallische Nanopartikel und leitende
Polymerstrukturen enthalten. Durch den Kontakt mit VOCs kommt es in den Sensoren zu
Spannungsidnderungen, die ein bestimmtes Muster erzeugen und durch das Programm aufgezeichnet
werden. Betrachtet man jeweils nur einen Sensor, so ist die Aussage iiber seine Aktivitit unspezifisch. Da
es jedoch durch verschiedene Substanzen zu unterschiedlich starken Aktivierungen der Sensoren kommt,
ergeben sich durch die Betrachtung aller 32 Sensoren fiir alle Substanzen ein bestimmtes Muster. Diese
werden als Smellprint bezeichnet. Treffen nun die VOCs einer neuen, bekannten oder unbekannten Substanz
auf die elektrische Nase, so wird dieses Signal mit den bisher bekannten Smellprints im Datensatz verglichen
und diesen zugeordnet. Diese Musterwiedererkennung (Pattern Recognition) wird durch bestimmte
mathematische Algorithmen ermoglicht. Dabei wird jedem Sensor ein Zahlenwert zugeordnet. Die
Zusammenschau aller 32 Zahlenwerte ergibt einen Smellprint. Es ist ein Lernprozess mdglich: Je mehr
Proben sich im Datensatz befinden, desto genauer kann eine Zuordnung erfolgen (NAGLE et al., 1998;
PEARCE et al.,, 2006; THALER, HANSON, 2005). In Abbildung 14 ist die Sensorenanordnung der
Cyranose® 320 schematisch dargestellt.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Sensorenanordnung, modifiziert nach Sensigent, Nanosensors.
Die Abbildung zeigt schematisch das Prinzip der Sensorenanordnung der Cyranose® 320 sowie beispielhaft eine mogliche Antwort
auf getestete VOCs.

Es findet in neben dem Einsatz in der biomedizinischen Forschung in verschiedenen Gebieten eine

Anwendung (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Anwendungsgebiete der elektronischen Nase Cyranose® 320
Anwendungsgebiet Beispiele Literatur

Unterscheidung von

Duftstoffe/ Kosmetikindustrie Geruchsstoffen

(HADDAD et al., 2010)

-Unterscheidung von
verschiedenen Triiffelarten (ADAK, YUMUSAK,
-Klassifikationen der Aromen 2016)

von Obstsorten

Lebensmittelqualititssicherung

(DESHMUKH et al.,
2015)

Umweltmonitoring/

Luftqualitit Erkennung toxischer Gase

4.4.2. Anordnung der Messungen mittels Cyranose® 320

Im Anschluss an die Messung mit dem MCC-IMS wurden die jeweiligen Proben mittels Cyranose® 320
analysiert. Die Messanordnung ist in Abbildung 15 dargestellt. Um die Cyranose® 320 messbereit zu
machen, wurde sie zuerst 6 min mit synthetischer Luft gespiilt. Die Proben wurden in einem Wasserbad auf
37 °C erwirmt und anschlieBend in ein 1,5 ml-Reagiergefdlen gefiillt und zur Analyse prasentiert. Der
Identify Run wurde gestartet. Mittels Aufnahmesystem, das {iber die Probe gehalten wurde, ohne dabei den
Rand des Reagiergefalles und die Probe selbst zu beriihren, wurden die VOCs der Probe fiir 10 s in die
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Cyranose® 320 eingesogen. Die Analyse der VOCs wurde somit automatisch gestartet und gespeichert. In
einem nichsten Schritt wurde ein Spiilvorgang mit synthetischer Luft durchgefiihrt um Verunreinigungen
zu vermeiden. Pro Probe wurde eine weitere Messung mittels Identify Run angeschlossen, die Messsequenz
wurde folglich zweimal durchlaufen. Die genauen Einstellungen der Messsequenz sind Abbildung 16 zu

entnehmen. Tabelle 2 zeigt die benoétigten Materialien und Software.

Abbildung 15: Messanordnung Cyranose® 320
1 Cyranose® 320, 2 Laptop mit PCNose+™, 3 Reagenzglashalter mit Reagiergefal3, 4 zufiihrender Schlauch zur synthetischen Luft,

5 Aufnahmesystem der Cyranose® 320
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Flow Settings - [WARNING: Changes to this section may require retraining)
Pump Speed
Time(s] Low Medium High

- Baseline

Baseline Purge : ] 10 & « "
-~ Sample

Sample Draw 1 : ] 10 £ “ &

_}
o)
~

Sample Draw 2 : I 0 Digital Filtering
Purge [id/training/calibration): |0n hd |

Snout Removal : I 0 = { o
Substrate Heater
1st Sample Gas Purge : 1 0 { & IS
W On /2 0ff ] 420 C
1st Air Intake Purge : ] 5 8, { I} L
2nd Sample Gas Purge :J 30 & { I Training Repeat Count : | 1
2nd Air Intake Purge ] 0 8 { I Identifying Repaat Count : |17
Reset to Defaults Save to Cyranose 320 |

Data Processing - [Changes to this section will not require retraining)
Aclive Sensors

M1 M2 3 M4 5 s M7 V8 Algorithm : | Cananical v|
Vg W10 11 12 W13 W14 W15 ¥ 16 Preprocessing : |AuloAscaI'Lng vl
V17 18 W19 M20 W21 W22 W23 [ 24 Normalization : | Nomalization 1 v|

Vo WX VW2 W2 W8 W M3l B Identification Quality : |Medium 'l

Acceptance Threshold : [99900 x
Select All Clear All

Abbildung 16: Messeinstellungen und Sequenz der Messungen mittels Cyranose® 320
In dieser Abbildung sind genauen Einstellungen fiir die Analysen mittels Cyranose® 320 angegeben. Die Einstellungen wurden fiir
alle Messungen beibehalten.

4.4.3. Auswertung der Analysen mittels Cyranose® 320

Die statistischen und grafischen Berechnungen der mittels Cyranose® 320 erhobenen Daten erfolgte
mithilfe des Statististikprogramms R, Version i386 3.5.1. Hierbei wurde durch eine linerare
Diskriminanzanalyse die Mahalanobis- Distanz (MD) und der Kreuzvalidierungswert (CVV) bestimmt.
Dadurch war die Begrenzung des Datensatzes auf wenige Dimensionen, abhéngig von der Fragestellung,
moglich. Die MD stellt ein Distanzmal} dar, welches den Grad der Verwandtschaft zweier Smellprints
angibt. Eine MD zwischen den Gruppen, die grofer als 1.96 (Konfidenzintervall > 95%, p <0,05) ist, wurde
als signifikant definiert.

Mithilfe des Programms GnuPlot Version 5.0, Patchlevel 3, wurden die Ergebnisse graphisch dargestellt.
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5. Ergebnisse

5.1. Etablierung und Optimierung der multikapillarsiulengekoppelten

Ionenmobilititsspektrometrie zur Analyse von Stuhl — und Urinproben

Ziel der Arbeit war es, eine Methode zur Analyse von Stuhl- und Urinproben mittels
multikapillarsdulengekoppelter lonenmobilititsspektrometrie (MCC-IMS) zu etablieren und zu optimieren.
Hierdurch konnten Biomarker sowie VOCs-Profile zur Identifikation von Infektionen und sonstige
Erkrankungen bei Frithgeborenen detektiert werden. Im Folgenden wurden einzelne Parameter, wie
verabreichte Medikamente, methodische Verfahren und Probeverarbeitung, sowie die VOCs-Konstellation
bei Zwillingen und Vierlingen, betrachtet. Insgesamt wurden 133 Stuhl— und Urinproben analysiert. Jede
Probe hatte ein Gewicht zwischen 0,0095 g und 0,1116 g. Um VOC:s in Stuhl- und Urinproben analysieren
zu konnen, musste zuerst eine geeignete Methodik etabliert werden. Aufgrund der Vielzahl an Proben war
eine direkte Messung der Proben nicht immer gewahrleistet. Deshalb wurde untersucht, ob die Lagerung
einen Einfluss auf die Probenqualitit hat. Hierzu wurden direkt gemessene Windelproben und
Windelproben nach einer Lagerung bei -80 °C verglichen. Ein Problem des Probenmaterials Urin bzw. Stuhl
war die Uberlagerung der Messungen aufgrund des intensiven Ammoniaks, der in Urin enthalten ist.
Deshalb wurde in einem weiteren Ansatz geschaut, ob eine Verdiinnung der Proben mittels Ultra Pure
Water vor den Messungen Auswirkungen auf das VOCs-Profil hat und ob ein Einfluss auf die Messqualitét
gegeben ist. In den chronologisch ersten Messungen (siche 5.1.3, 5.3.6, 5.3.7) wurden die unverdiinnten
Proben verwendet, da es im Verlauf jedoch hiufig zu Uberlagerungen kam, wurden ansonsten die
verdiinnten Proben betrachtet. Des Weiteren wurde iiberpriift, ob es mittels MCC-IMS mdglich ist, leere
Windeln von mit Stuhl und/oder Urin gefiillten Windeln zu unterscheiden. Es wurde auch untersucht, ob

Stuhl- von Urinproben zu differenzieren sind.

5.1.1. Vergleich direkt gemessener und nach einer Lagerung bei -80 °C gemessener Proben

Es wurden zwei Klassen mit jeweils n = 15 gewahlt. Die erste Klasse ,,Direkt gemessen® umfasst direkt
nach der Sammlung und Verarbeitung gemessene Proben, die zweite Klasse ,,Nach Lagerung bei -80°C
gemessen‘“ Proben, die sofort bei -80 °C tiefgekiihlt wurden und nach einem gewissen Zeitraum mittels
MCC-IMS gemessen wurden. Innerhalb dieser Analysen wurden 86 relevante Peaks detektiert. Im
Vergleich der beiden Klassen ergeben sich keine signifikanten Unterschiede im Signifikanzlevel U (mit p
< 0,05). Am Box-and-Whisker-Plot des Peaks P19 in Abbildung 17 wird deutlich, dass sich die

tiefgefrorenen Proben nicht signifikant von den direkt gemessenen Proben unterscheiden.
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Abbildung 17: Vergleich der direkt gemessenen und der tiefgefrorenen Windeln anhand des Peaks P19

Beispielhaft wurde die Abbildung des Peaks P19 nach IMS-Analyse gewdhlt. An diesem Peak wird deutlich, dass sich die Proben
der tiefgefrorenen und direkt gemessenen Windel nicht signifikant voneinander unterscheiden. Innerhalb des Vergleichs wurden n
= 15 Proben pro Klasse gemessen.

5.1.2. Vergleich unverdiinnte Probe und mit Ultra Pure Water verdiinnte Probe

Es wurde die Frage behandelt, ob sich signifikante Unterschiede zwischen Proben, die unverdiinnt gemessen
wurden (,,Unverdiinnte Proben®) und Proben, die vor der Messung mit 1 ml Ultra Pure Water verdiinnt
wurden (,,Verdiinnte Proben‘), bestehen. Hierzu wurden pro Klasse jeweils n = 51 Proben gewdhlt.
Insgesamt wurden 87 Peaks detektiert. Es zeigen sich 61 hoch signifikante Peaks (Signifikanzlevel nach
Bonferroni-Korrektur mit p < 0,001), sechs sehr signifikante Peaks (Signifikanzlevel nach Bonferroni-
Korrektur mit p < 0,01) und ein signifikanter Peak (Signifikanzlevel nach Bonferroni-Korrektur mit p <
0,05). Die Sensitivitat, die Spezifitat, der positive pradiktive Wert (PPV) und der negative pradiktive Wert
(NPV) des Peaks P59 liegen bei 96,1 %, 80,4 %, 83,1 % und 95,3 %. Da Peak P59 die hochsten Werte fiir
Sensitivitdt, Spezifitit, PPV und NPV aufweist, ist er beispielhaft in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Vergleich der Windelproben hinsichtlich des methodischen Verfahrens ,,verdiinnt und unverdiinnt* mittels
MCC-IMS-Analyse

Die Abbildung zeigt den Peak P59 nach IMS-Analyse. Dieser Peak zeigt sich beziiglich der Signalintensitit nach Bonferroni-
Korrektur hoch signifikant (p < 0,001) bei dem Vergleich von Proben der ersten Klasse (,,Unverdiinnte Proben®) und der zweiten
Klasse (,,Verdiinnte Proben*). Innerhalb des Vergleichs wurden jeweils n =51 Proben pro Klasse gewahlt.

5.1.3. Unterscheidung zwischen leeren und vollen Windeln

In weiteren Analysen wurde eine Unterscheidung zwischen leerer und voller Windel mittels MCC-IMS
betrachtet. Analysiert wurden insgesamt n = 29 Proben, darunter n = 10 Windeln mit Urin, n = 10 Windeln
mit Stuhl und n = 9 leere Windeln als Kontrolle. Es konnten 17 Peaks, die in allen Vergleichen leeren
Windeln zugeordnet werden konnten, identifiziert werden. Die hochste Sensitivitit, Spezifitit, sowie der
hochste positive pradiktive Wert und negative pradiktive Wert von jeweils 99,9 % konnte fiir leere Windeln
durch den Peak P98 erreicht werden in einem Signifikanzlevel von p < 0,05 nach Bonferroni-Korrektur
(Abbildung 19C). Betrachtet man den Vergleich zwischen leeren Windeln und Windeln mit Urin, konnten
48 Peaks gefunden werden, die sich Urin zuordnen lisst. Hier zeigte der Peak P20 (Abbildung 19A) die
hochste Sensitivitit, Spezifitdt, sowie den hochsten positiven pradiktiven Wert und negativen pradiktiven
Wert von jeweils 99,9 % (Signifikanzlevel p < 0,01 nach Bonferroni-Korrektur) fiir Urin. Fiir den Vergleich
zwischen leeren Windeln und Windeln mit Stuhl konnten Stuhlwindeln 85 exklusive Peaks zugeordnet
werden, wovon den Peaks P13 und P83 (Abbildung 19B) die hochste Sensitivitdt, Spezifitit, sowie die
hdchsten positiven pradiktiven und negativen pradiktiven Werte von jeweils 99,9 % fiir Stuhl in einem
Signifikanzlevel p < 0,05 nach Bonferroni-Korrektur zuzuordnen sind. Windeln mit Stuhl und Urin lieen
sich anhand von 55 signifikanten Peaks (Signifikanzlevel p <0,05) unterscheiden. Hierbei konnten 53 Peaks

Stuhl, sowie zwei Peaks Urin zugeordnet werden. Peak P99 zeigte flir Stuhl die hochste Sensitivitét,
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Spezifitit und den hochsten positiven und negativen pradiktiven Wert mit 90 %, 80 %, 69,2 % und 94,1 %

in einem Signifikanzlevel von p < 0,001. Beispielhaft ist in Tabelle 9 die genaue Charakterisierung der

Peaks P20, P98 und P83 einzusehen.

A

Signalintensitat [Volt]

Signalintensitét [Volt]

0.25

0,125

0.125

0,0625

P20 o

Urin

ok

Urin

————

Leere Windeln

Leere Windeln

0.145

Signalintensitat [Volt]
0,0725

Abbildung 19: Box-and-Whisker-Plot der Peaks P20, P83 und P98
Verglichen wurden jeweils Stuhl, Urin und leere Windeln, beispielhaft sind die Box-and-Whisker-Plots der Peaks P20 (Urin), P83
(Stuhl) und P98 (leere Windeln) dargestellt.

Tabelle 9: Charakterisierung der Peaks P20, P83 und P98

P83

Urin

T

Leere Windeln

Positiver Negativer
Peak Sensitivitat Spezifitit pradikativer pradikativer
Wert Wert
P20 Urin 99,9 % 99.9 % 99,9 % 99,9 %
> Leere Windel ’ ’ ’ ’
Urin
> Stuhl 10 % 99.9 % 99,9 % 69 %
Stuhl o o o o
P&3 > Leere Windel 99,9 % 99.9 % 99,9 % 99,9 %
Stuh! 99.9 % 99.9 % 83,3 % 86,7 %
> Urin
P98 iesetrfh}vmdel 99,9 % 99,9 % 99,9 % 99,9 %
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Leere Windel
> Urin

99,9 %

99,9 %

99,9 %

99,9 %

Anhand des Entscheidungsbaums (Abbildung 20Abbildung 20: Entscheidungsbaum) ist ebenfalls eine

Unterscheidung zwischen leeren Windeln, Stuhl und Urin moglich. Peak P103 differenziert zwischen leeren

Windeln (Signalintensitit < 0,008 V) und Windeln mit Stuhl und Urin (Signalintensitit > 0,008 V). Bei

einer Signalintensitdt > 0,102 V kann anhand des Peaks P160 von Stuhl ausgegangen werden, wihrend der

Peak P1 eine weitere Differenzierung bei einer Signalintensitit < 0,102 V erlaubt, eine Signalintensitét <

0,005 V ist hierbei Urin, eine Signalintensitit > 0,005 V Stuhl zuzuordnen.

>0.102

Stuhl

> 0.008

P160

P103

<0.102

P1

> 0.005 <0.005

Stuhl

Urin

Abbildung 20: Entscheidungsbaum Leere Windel — Stuhl — Urin
Mithilfe des Entscheidungsbaums kann eine Unterscheidung zwischen leeren Windeln, Stuhl und Urin erfolgen. Peak P103

<0.008

leere Windel

differenziert zwischen leeren Windeln (Signalintensitit < 0,008 V) und Windeln mit Stuhl und Urin (Signalintensitét > 0,008 V).

Bei einer Signalintensitdt > 0,102 V kann anhand des Peaks P160 von Stuhl ausgegangen werden, wihrend der Peak P1 eine weitere

Differenzierung bei einer Signalintensitit < 0,102 V erlaubt, eine Signalintensitdt < 0,005 V ist hierbei Urin, eine Signalintensitét

> 0,005 V Stuhl zuzuordnen.

5.2. Medikamentenanalyse mittels multikapillarsdulengekoppelter lonenmobilititsspektrometrie
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5.2.1. Analyse der Medikamente

In den nidchsten Analysen wurden die puren Medikamente zuerst mit der Leermessung der kleinen
Laborflasche verglichen, in einem weiteren Schritt wurde das pure Medikament mit den Windelproben derer
Kinder verglichen, welchen das betreffende Medikament verabreicht wurde. Hierbei wurden jeweils n = 3
Messungen durchgefiihrt. Dabei zeigen sich signifikante (p < 0,05) Unterschiede in allen Vergleichen. Bei
den analysierten Medikamenten handelt es sich um Heparin, Unacid, Vigantoletten, Infloran, Kalium,
Infectosoor, Salvilipid und Theophyllin. In einem weiteren Ansatz wurden die Proben von Kindern, die das
entsprechende Medikament bekommen haben, mit den Proben von Kindern, die das Medikament nicht
erhalten haben, verglichen. Hierbei wurden pro Klasse n = 3 Proben gewéhlt (aufler bei Vigantoletten mit n
=2).

5.2.1.1. Heparin

Bei der Gegeniiberstellung zwischen der Leermessung und Heparin wurden 108 Peaks gefunden, die sich
in ihrer Signalstdrke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden. Der Peak P1 ist durch eine
Sensitivitét, Spezifitit, einen positiven und negativen pradiktiven Wert von jeweils 99,9 % gekennzeichnet.
Anhand des Peaks P1 ldsst sich das Medikament Heparin von der Leermessung unterscheiden. Es wurden
auch Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert: 14 Peaks sind in

beiden Klassen nachweisbar.

Auch bei dem Vergleich des Heparins mit den Windelproben von Frithgeborenen, die Heparin erhalten
haben, zeigen sich 97 Peaks, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden.
Fiir den Peak P1 zeigen sich eine Sensitivitét, eine Spezifitit, sowie ein positiver und negativer pradiktiver
Wert von jeweils 99,9 %. Aufgrund dieser Werte wurde reprisentativ in Abbildung 21 der Box-and-
Whisker-Plot des Peaks P1 dargestelit.
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Abbildung 21: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich des Heparins mit den Proben der Kinder mit Heparintherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P1, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich des Heparins mit den Proben der Kinder, die
Heparin erhalten haben, veranschaulicht.

Es zeigen sich 27 gleiche Peaks zwischen Heparin und Heparin in der Windelprobe, die sich nicht signifikant
(p > 0,05) in ihrer Signalstirke unterscheiden. Diese Peaks sind folglich in beiden Proben nachweisbar. Um
herauszufinden, ob sich Windelproben von Kindern mit oder ohne Heparinbehandlung signifikant
voneinander unterscheiden, wurden diese in einem weiteren Ansatz miteinander verglichen. Dazu wurden
zwei Klassen mit jeweils n = 8 definiert, wobei die erste Klasse Proben von Kindern mit Heparinbehandlung
enthélt, die zweite Klasse Proben von Kindern ohne Heparinbehandlung. Insgesamt wurden mittels IMS-
Analyse 87 Peaks detektiert. Davon zeigen elf Peaks signifikante Unterschiede (p < 0,05) in ihrer
Signalintensitdt sowie ein Peak (P67) einen sehr signifikanten Unterschied (p < 0,01). Die Sensitivitdt, die
Spezifitit, der positive pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert des Peaks P67 liegen bei jeweils
87,5 %. Da der Peak P67 als sehr signifikant (p < 0,01) klassifiziert ist und somit am besten zur
Unterscheidung beider Gruppen geeignet ist, werden die Ergebnisse durch den zugehdrigen Box-and-
Whisker-Plot in Abbildung 29 verdeutlicht.
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Abbildung 22: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Proben der Kinder ohne bzw. mit Heparinbehandlung.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P67, der die Signifikanz (p < 0,01) im Vergleich der Kinder mit Heparintherapie zu den
Kindern ohne Heparintherapie veranschaulicht.

5.2.1.2. Unacid (Ampicillin/ Sulbactam)

Im Vergleich zwischen der Leermessung und des Unacids zeigen sich 105 signifikante Peaks, die sich in
ihrer Signalstirke signifikant voneinander unterscheiden. Ein Peak, der eine gute Unterscheidung zwischen
Leermessung und Unacid treffen lasst ist der Peak P0. Dieser ist gekennzeichnet durch eine Sensitivitit,
Spezifitit, einen positiven und negativen pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %. Auch hier konnen Peaks, die
sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert werden. 34 Peaks sind in beiden

Klassen nachweisbar.

Die Gegeniiberstellung des Unacids mit den Windelproben von Frithgeborenen, die Unacid erhalten haben,
erbringt 105 Peaks, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden. Fiir den
Peak P1 zeigen sich eine Sensitivitét, eine Spezifitit, sowie ein positiver und negativer pradiktiver Wert von
jeweils 99,9 %. Deshalb ist, um diesen Vergleich graphisch zu veranschaulichen, der entsprechende Box-

and-Whisker-Plot des Peaks P1 in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich des Unacids mit den Proben der Kinder mit Unacidtherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P1, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich des Unacids zu den Proben der Kinder mit
Unacidtherapie veranschaulicht.

Auch hier kdnnen gleiche Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert
werden: 34 Peaks sind in beiden Klassen nachweisbar, darunter der Peak P100. Dieser zeigt eine Sensitivitt,
Spezifitit, einen positiven und negativen pradiktiven Wert von 99,9 %, 66,7 %, 75,0 % und 99,9 %. In
weiteren Analysen wurde als erste Klasse Proben von Kindern unter antibiotischer Therapie mit Unacid
gewdhlt, die andere Klasse enthielt Proben von Kindern ohne antibiotische Behandlung mit Unacid. Es
konnen insgesamt 87 Peaks nachgewiesen werden. Der Vergleich zeigt, dass sich die Signalintensitét des
Peaks P71 signifikant (p < 0,05) unterscheiden ldsst. Die Sensitivitit, Spezifitit, der positive pradiktive Wert
und der negative pradiktive Wert betragen 57,1 %, 99,9 %, 99,9 % und 70,0 %. Die Ergebnisse werden
durch den Box-and-Whisker-Plot des Peaks P71 in Abbildung 24 verdeutlicht.
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Abbildung 24: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Messungen der Proben der Kinder mit bzw. ohne Unacidtherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P71, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich der Proben der Kinder mit Unacidtherapie
zu den Kindern ohne Unacidtherapie veranschaulicht.

5.2.1.3. Vigantolette

Es zeigen sich nur im Vergleich zwischen Leermessung und Medikament signifikante Ergebnisse. Hierbei
konnen 82 Peaks identifiziert werden, die sich in ihrer Signalstarke signifikant voneinander unterscheiden,
darunter der Peak P1. Dieser ist durch eine Sensitivitdt, Spezifitit, einen positiven und negativen pradiktiven
Wert von jeweils 99,9 % gekennzeichnet ist. Anhand dieses Peaks P1 ldsst sich das Medikament
Vigantolette von der Leermessung mithilfe eines Entscheidungsbaumes unterscheiden. Es konnen ebenfalls
Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert werden, 59 Peaks sind
in beiden Klassen nachweisbar. Bei dem Vergleich der Vigantolette mit den Windelproben von
Friihgeborenen, die Vigantoletten erhalten haben, wurde n = 2 Messungen pro Klasse gewihlt. Es zeigen
sich keine Peaks, die sich in ihrer Signalstérke signifikant voneinander unterscheiden. Jedoch kénnen 143

gleiche Peaks in beiden Klassen nachgewiesen werden.

Bei der Betrachtung des Vergleichs von Proben von Kindern mit Vigantolettengabe und ohne
Vigantolettengabe wurden zwei Klassen mit jeweils n = 2 Proben gewahlt. Es zeigen sich insgesamt 87
Peaks. Es wird jedoch auch hier kein Peak gefunden, der sich in seiner Signalstirke signifikant (p < 0,05)
von anderen Peaks unterscheidet. In Abbildung 25 ist, exemplarisch fiir alle Peaks der Vergleiche

Vigantolette und Kind mit Vigantolette, sowie Kind ohne bzw. mit Vigantolette, der Peak P61 dargestellt.
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Abbildung 25: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Leermessung, der Messungen der leeren Windel, der Vigantoletten
und den Proben der Kinder mit bzw. ohne Vigantolette.

Exemplarisch dargestellt ist der Peak P61. Dieser zeigt sich in seiner Signalstirke nicht signifikant (p > 0,05) im Vergleich der
Vigantolette mit den Kindern mit Vigantolette. Er zeigt sich auch nicht signifikant (p > 0,05) im Vergleich der Kinder ohne bzw.
mit Vigantolette.

5.2.1.4. Infloran

Im Vergleich zwischen der Leermessung und des Probiotikums Infloran zeigen sich 93 Peaks, die sich in
ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden, darunter der Peak P1. Dieser ist durch
eine Sensitivitdt, Spezifitit, einen positiven und negativen priadiktiven Wert von jeweils 99,9 %
gekennzeichnet. Anhand des Peaks P1 kann eine eindeutige Unterscheidung zwischen Infloran und der
Leermessung mithilfe eines Entscheidungsbaums getroffen werden. Bei diesem Vergleich wurden auch
Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert: 51 Peaks sind in beiden

Klassen nachweisbar.

Die Gegeniiberstellung des Inflorans mit den Windelproben von Frithgeborenen, die Infloran erhalten
haben, erbringt 75 Peaks, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden,
darunter der Peak PO. Fiir ihn zeigen sich eine Sensitivitit, eine Spezifitéit, sowie ein positiver und negativer
pradiktiver Wert von jeweils 99,9 %. Anhand des Peaks PO kann unter Beriicksichtigung des
Entscheidungsbaums eine Unterscheidung der beiden Klassen durchgefiihrt werden. Der Box-and-Whisker-

Plot des Peaks PO ist in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Messungen des Inflorans und den Proben der Kinder mit
Inflorantherapie.

Exemplarisch dargestellt ist der Peak PO, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich des Inflorans zu den Proben der Kinder mit
Inflorantherapie veranschaulicht.

Auch hier kdnnen Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert
werden: 71 Peaks sind in beiden Klassen nachweisbar. Nun wurden die Proben von Kindern mit und ohne
Inflorangabe verglichen. Pro Klasse wurden n = 13 Proben gewihlt. Hierbei zeigt sich ein Peak (P13)
signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur und 15 Peaks signifikant (p < 0,05) bzw. sehr signifikant
(p <0,01). Fiir den Peak P13 ergeben sich eine Sensitivitét, Spezifitét, ein positiver pradiktiver Wert und
ein negativer pradiktiver Wert von jeweils 92,3 %. Die Ergebnisse werden durch den Box-and-Whisker-
Plots des Peaks P13 in Abbildung 27 verdeutlicht. Anhand des Entscheidungsbaums wird ebenfalls deutlich,

dass sich eine Trennung anhand des Peaks P13 vornehmen lasst.
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Abbildung 27: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Proben der Kinder mit bzw. ohne Inflorantherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P13, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich der Kinder mit Inflorantherapie zu den
Kindern ohne Inflorantherapie veranschaulicht.

5.2.1.5. Kaliumchlorid

Es zeigen sich in beiden Vergleichen mit dem Medikament Kaliumchlorid signifikante Ergebnisse. Bei der
Gegeniiberstellung zwischen der Leermessung und dem Kaliumchlorid kdnnen 117 Peaks gefunden werden,
die sich in ihrer Signalstérke signifikant voneinander unterscheiden. Die beste Unterscheidung zwischen der
Leermessung und dem Kaliumchlorid ldsst sich anhand des Peaks PO treffen. Dieser zeigt eine Sensitivitit,
Spezifitét, ein positiver und negativer pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %. Anhand des Peaks PO ldsst sich
das Medikament Kaliumchlorid von der Leermessung mithilfe eines Entscheidungsbaumes unterscheiden.
Es konnen auch Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert werden:

31 Peaks sind in beiden Klassen nachweisbar.

Auch bei dem Vergleich des Kaliumchlorids mit den Windelproben von Frithgeborenen, die Kaliumchlorid
erhalten haben, zeigen sich 130 Peaks, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) voneinander
unterscheiden. Darunter befindet sich der Peak P1, fiir ihn zeigen sich eine Sensitivitdt, eine Spezifitat,
sowie ein positiver und negativer pradiktiver Wert von jeweils 99,9 %. Mit diesem Peak lésst sich die beste
Unterscheidung zwischen beiden Klassen treffen. Deshalb ist auch der Box-and-Whisker-Plot dieses Peaks
in Abbildung 28 dargestellt. Mithilfe eines Entscheidungsbaums kann eine Unterscheidung der beiden
Klassen anhand des Peaks P1 erfolgen.
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Abbildung 28: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich des Kaliumchlorids und den Proben der Kinder mit
Kaliumchloridtherapie.

Exemplarisch dargestellt ist der Peak P1, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich des Kaliumchlorids zu den Proben der Kinder
mit Kaliumchloridtherapie veranschaulicht.

Es zeigen sich 31 Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) in ihrer Signalstirke unterscheiden. Der
Vergleich zwischen Proben von Kindern mit und ohne Kaliumchloridgabe wurde anschlieend betrachtet.
Pro Klasse wurden n = 5 Proben analysiert. Es zeigen sich sechs Peaks, die sich in ihrer Signalstiarke sehr
signifikant (p <0,01 bzw. signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden. Die Charakterisierung des Peaks
P8 anhand seiner Sensitivitdt und Spezifitit, sowie seines positiven und negativen pradiktiven Wertes ergibt
jeweils 99,9 %. Die Ergebnisse werden durch den Box-and-Whisker-Plot des Peaks P8 in Abbildung 29
verdeutlicht. Anhand des Entscheidungsbaums erfolgt eine Trennung zwischen den Proben mit und ohne

Kaliumchloridgabe ebenfalls mithilfe des Peaks P8.
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Abbildung 29: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Proben der Kinder mit bzw. ohne Kaliumchloridtherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P8, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich der Kinder mit Kaliumchloridtherapie zu den
Kindern ohne Kaliumchloridtherapie veranschaulicht.

5.2.1.6. Infectosoor

Bei den Analysen mit dem Antimykotikum Infectosoor konnten signifikante Ergebnisse erzielt werden. Im
Vergleich zwischen der Leermessung und des Infectosoors zeigen sich 149 Peaks, die sich in ihrer
Signalstérke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden, darunter der Peak PO. Er ist gekennzeichnet
durch eine Sensitivitdt, Spezifitdt, einen positiven und negativen pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %.
Anhand des Peaks P1 kann mithilfe eines Entscheidungsbaumes eine eindeutige Unterscheidung zwischen
dem Medikament Infectosoor und der Leermessung getroffen werden. Auch hier konnen 23 Peaks, die sich

nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, in beiden Klassen identifiziert werden.

Die Gegeniiberstellung des Infectosoors mit den Windelproben von Friihgeborenen, die Infectosoor
erhielten, erbringt 138 Peaks, die sich in ihrer Signalstarke signifikant (p <0,05) voneinander unterscheiden.
Fiir den Peak P1 zeigen sich eine Sensitivitét, eine Spezifitit, sowie ein positiver und negativer pradiktiver
Wert von jeweils 99,9 %. Anhand des Peaks P1 kann unter Beriicksichtigung des Entscheidungsbaums eine
Unterscheidung der beiden Klassen durchgefiihrt werden. Der entsprechende Box-and-Whisker-Plot des
Peaks P1 ist in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich des Infectosoors und den Proben der Kinder mit Infectosoortherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P1, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich des Infectosoors zu den Kindern mit
Infectosoortherapie veranschaulicht.

Auch hier kdnnen gleiche Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert
werden: 37 Peaks sind in beiden Klassen nachweisbar. Betrachtet wurde anschlieBend der Vergleich
zwischen Proben von Kindern mit und ohne Infectosoortherapie. Es wurden pro Klasse n = 9 Proben
gewdhlt. Es zeigen sich zwei Peaks (P19 und P24), die sich in ihrer Signalintensitit signifikant (p < 0,05)
unterscheiden. Der Box-and-Whisker-Plots des Peaks P24 sind in Abbildung 31 dargestellt. Fiir den Peak
P19 ergibt sich eine Sensitivitdt, Spezifitit, ein positiver pradiktiver Wert und ein negativer pradiktiver Wert
von jeweils 66,7 %, 99,9 %, 99,9 %, 75,0 %, fiir den Peak P24 jeweils 88,9 %, 66,7 %, 72,7 % und 85,7 %.
Anhand des Entscheidungsbaums ist eine Unterscheidung zwischen mit und ohne Infectosoor anhand des

Peaks P19 und des Peaks P2 moglich.
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Abbildung 31: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Proben der Kinder mit bzw. ohne Infectosoortherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P24, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich der Kinder mit Infectosoortherapie zu den
Kindern ohne Infectosoortherapie veranschaulicht.

5.2.1.7. Salvilipid

Bei der Gegeniiberstellung zwischen den Leermessungen und den Messungen des Salvilipids konnen 167
Peaks gefunden werden, die sich in ihrer Signalstdrke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden.
Darunter ist der Peak P1, der durch eine Sensitivitét, Spezifitit, einen positiven und negativen pradiktiven
Wert von jeweils 99,9 % gekennzeichnet ist. Mithilfe des zugehorigen Entscheidungsbaumes lésst sich das
Medikament Salvilipid von der Leermessung anhand des Peaks P1 unterscheiden. Es kdnnen auch Peaks,
die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert werden: 17 Peaks sind in beiden

Klassen nachweisbar.

Auch bei dem Vergleich des Salvilipids mit den Windelproben von Friihgeborenen, die Salvilipid erhalten
haben, zeigen sich 123 Peaks, die sich in ihrer Signalstirke (p < 0,05) voneinander unterscheiden. Darunter
befindet sich der Peak P1, fiir ihn zeigen sich eine Sensitivitit, eine Spezifitit, sowie ein positiver und
negativer pradiktiver Wert von jeweils 99,9 %. Der zugehorige Box-and-Whisker-Plot dieses Peaks ist in
Abbildung 32 dargestellt. Mithilfe des Entscheidungsbaums kann eine Unterscheidung der beiden Klassen
anhand des dargestellten Peaks P1 erfolgen.
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Abbildung 32: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich des Salvilipids und den Proben der Kinder mit Salvilipidtherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P1, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich des Salvilipids zu den Kindern mit
Salvilipidtherapie veranschaulicht.

Insgesamt zeigen sich 61 gleiche Peaks zwischen Salvilipid und Salvilipid in der Windelprobe, die sich
nicht signifikant (p > 0,05) in ihrer Signalstirke unterscheiden. Vergleicht man die Proben von Kindern mit
und ohne Salvilipidgabe, so zeigen sich vier signifikante (p < 0,05) Peaks, darunter der Peak P52. Dieser
wurde anhand seiner Sensitivitit, Spezifitét, seines positiven und negativen pradiktiven Wertes von 80,0 %,
99,9 %, 99,9 % und 83,3 % charakterisiert. Die Ergebnisse werden durch den Box-and-Whisker-Plot des
Peaks P52 in Abbildung 33 verdeutlicht. Pro Klasse wurden n = 5 Proben gewéhlt.
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Abbildung 33: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Proben der Kinder mit bzw. ohne Salvilipidtherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P52, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich der Kinder mit Salvilipidtherapie zu den
Kindern ohne Salvilipidtherapie veranschaulicht.

5.2.1.8. Theophyllin

Im Vergleich zwischen der Leermessung und des Theophyllins zeigen sich 129 Peaks, die sich in ihrer
Signalstarke signifikant (p < 0,05) voneinander unterscheiden, darunter der Peak P1. Er wird gekennzeichnet
durch eine Sensitivitdt, Spezifitdt, einen positiven und negativen pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %.
Anhand des Peaks P1 kann mithilfe eines Entscheidungsbaumes eine eindeutige Unterscheidung zwischen
dem Medikament und der Leermessung getroffen werden. Auch hier konnen Peaks, die sich nicht signifikant

(p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert werden: 55 Peaks sind in beiden Klassen nachweisbar.

Die Gegeniiberstellung des Theophyllins mit den Windelproben von Frithgeborenen, die Theophyllin
erhalten haben, erbringt 144 Peaks, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) voneinander
unterscheiden, darunter der Peak P0. Fiir ihn zeigen sich eine Sensitivitat, eine Spezifitit, sowie ein positiver
und negativer pradiktiver Wert von jeweils 99,9 %. Der Box-and-Whisker-Plot des Peaks PO ist in
Abbildung 34 dargestellt. Anhand des Peaks PO kann unter Beriicksichtigung des Entscheidungsbaums eine
Unterscheidung der beiden Klassen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 34: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich des Theophyllins und den Proben der Kinder mit Theophyllintherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak PO, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich Theophyllins zu den Kindern mit
Theophyllintherapie veranschaulicht.

Es konnen gleiche Peaks, die sich nicht signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, identifiziert
werden: 40 Peaks sind in beiden Klassen nachweisbar. Betrachtet wurde anschlieBend der Vergleich
zwischen Proben von Kindern mit und ohne Theophyllintherapie. Es wurden pro Klassen n = 14 Proben
gewdhlt. Es zeigen sich zehn Peaks, die sich in ihrer Signalintensitét signifikant (p < 0,05) bzw. sehr
signifikant (p < 0,01) unterscheiden, darunter der Peak P55. Er besitzt eine Sensitivitét, Spezifitit, sowie
einen positiven und negativen pradiktiven Wert von je 99,9 %, 78,6 %, 82,4 % und 99,9 %. Die Ergebnisse
werden durch den Box-and-Whisker-Plot des Peaks P55 in Abbildung 35 verdeutlicht. Anhand des
Entscheidungsbaums ist eine Unterscheidung anhand des Peaks P55 und des Peaks P14 moglich.
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Abbildung 35: Box-and-Whisker-Plot zum Vergleich der Proben der Kinder mit bzw. ohne Theophyllintherapie.
Exemplarisch dargestellt ist der Peak P55, der die Signifikanz (p < 0,05) im Vergleich der Kinder mit Theophyllintherapie zu den
Kindern ohne Theophyllintherapie veranschaulicht.
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5.3. Identifizierung von Individuen anhand eines VOCs-Fingerprints mittels MCC-IMS

Vergleicht man Proben von Vierlingen (mit n = 10 Proben pro Vierling) miteinander, so zeigen sich nach
Bonferroni-Korrektur signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der Signalstirke. Ebenso finden sich Peaks
bei vier Zwillingspaaren jeweils Peaks, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) und sehr
signifikant (p < 0,01) voneinander unterscheiden. Des Weiteren werden die Ergebnisse des Vergleichs aller

Individuen der Studie miteinander dargestellt, sowie der Vergleich ménnlicher und weiblicher Individuen.
5.3.1. Zwillingspaar 1

Hierbei wurden zwei Klassen mit jeweils n = 10 Proben gebildet. Die erste Klasse besteht aus Windelproben
des Probanden 028, die zweite Klasse aus Windelproben des Probanden 030. Es konnen sieben Peaks
detektiert werden, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur
voneinander unterscheiden. Die beste Trennung der beiden Klassen kann durch den Peak P68 vorgenommen
werden. Dieser ist durch eine Sensitivitéit, Spezifitét, einen positiven und negativen pradiktiven Wert von

jeweils 99,9 % charakterisiert. Der entsprechende Box-and-Whisker—Plot in Abbildung 36 dargestellt.

P68

0.075

Signalstarke [Volt]
0.0375

———

Zwilling 028 Zwilling 030

0.000

Abbildung 36: Vergleich der Proben des Zwillings 028 mit den Proben des Zwillings 030

Die Abbildung zeigt den Peak P68 nach IMS-Analyse. Dieser Peak unterscheidet signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur
zwischen den Proben der ersten Klasse (,,Zwilling 028*) und der zweiten Klasse (,,Zwilling 030*) Es wurden zwei Klassen mit
jeweils n = 10 Proben gewihlt. Die Sensitivitit, Spezifitdt, sowie der positive und negative pradiktive Wert des Peaks P68 betragen
jeweils 99,9 %.

Anhand des Entscheidungsbaumes in Abbildung 37 kann durch den Peak P68 eine eindeutige
Unterscheidung zwischen Zwilling 028 und Zwilling 030 getroffen werden.

- 58 -



Ergebnisse

P68

> 0.022 <0.022
Zwilling 028 Zwilling 030

Abbildung 37: Entscheidungsbaum Zwillingspaar 1
Anhand des Entscheidungsbaumes kann durch den Peak P68 eine eindeutige Unterscheidung zwischen Zwilling 028 (bei einer
Signalintensitdt > 0,022 V) und Zwilling 030 (bei einer Signalintensitét < 0,022 V) getroffen werden.

Anhand der Vierfeldertafel, die in Tabelle 10 dargestellt ist, kann beziiglich des Vergleichs des ersten
Zwillingspaares (Zwilling 028 und Zwilling 030) eine Vorhersage durch IMS-Analysen vorgenommen
werden. Hierbei konnen alle zehn Proben des Zwillings 028 tatsdchlich als Proben dieser Klasse erkannt
werden, d.h. als richtig positiv klassifiziert werden. Es wurde keine Probe falschlicherweise als Probe des
Zwillings 030 identifiziert, das erklart den Wert null fiir die falsch positiven Proben. Im Gegenzug konnen
alle zehn Proben des Zwillings 030 auch dieser Klasse zugeordnet werden, was dem Wert fiir richtig negativ
bestimmte Proben entspricht. Es wurden keine Proben des Zwillings 030 félschlicherweise als Proben des
Zwillings 028 klassifiziert, deshalb ist bei den falsch negativen Proben der Wert null vermerkt. Es wurden
aber auch Peaks, die sich in ihrer Signalintensitit nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 68
Peaks sind sowohl bei Zwilling 028 als auch bei Zwilling 030 nachweisbar.

Tabelle 10: Vierfeldertafel des Vergleichs des Zwillingspaares 1

Die Tabelle zeigt die Vierfeldertafel zum Vergleich des Zwillings 028 mit dem Zwilling 030. Hierbei konnen alle zehn Proben des

Zwillings 028 tatsdchlich als Proben dieser Klasse erkannt werden. Zudem konnen alle zehn Proben des Zwillings 030 auch dieser
Klasse zugeordnet werden.

Zwilling 028 Zwilling 030
Eigenschaft vorhergesagt 10 0 10 PPV =100 %
Eigenschaft nicht vorhergesagt 0 10 10 NPV =100 %
10 10 20
Sensitivitat= 100 % Spezifitat=100 %

5.3.2. Zwillingspaar 2

Hierbei zeigen sich ebenfalls signifikante (p < 0,05) Ergebnisse. Die erste Klasse bilden die Windelproben
des Probanden 029, die zweite Klasse Windelproben des Probanden 031, wobei pro Klasse n = 10 Proben

gewdhlt wurden. Es wurden zwei Peaks gefunden, die sich in ihrer Signalstérke signifikant (p < 0,05) nach
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Bonferroni-Korrektur voneinander unterscheiden. Die beste Trennung ist durch die Peaks P15 und P67
mdglich. Der Peak P15 zeigt eine Sensitivitit, Spezifitit, einen positiven und negativen priadiktiven Wert
von jeweils 99,9 %, der Peak P67 jeweils 90,0 %, 99,9 %, 99,9 % und 90,9%. In Abbildung 38 zu sehen ist

der Box-and-Whisker-Plot des Peaks P15, da dieser die hochsten Werte fiir Sensitivitét; Spezifitit, PPV und
NPV aufweist.

P15

0.130

Signalstarke [Volt]
0.1125

0.095

Zwilling 029 Zwilling 031

Abbildung 38: Vergleich der Proben des Zwillings 029 mit den Proben des Zwillings 031
Die Abbildung zeigt den Peak P15 nach IMS-Analyse. Dieser Peak unterscheidet signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur
zwischen den Proben der ersten Klasse (,,Zwilling 029) und der zweiten Klasse (,,Zwilling 031°). Es wurden zwei Klassen mit

jeweils n = 10 Proben gewihlt. Die Sensitivitit, Spezifitdt, sowie der positive und negative pradiktive Wert des Peaks P15 betragen
jeweils 99,9 %.

Anhand des Entscheidungsbaumes in Abbildung 39 kann durch den Peak P15 eine eindeutige
Unterscheidung zwischen Zwilling 029 und Zwilling 031 getroffen werden.

P15

>0.114 <0114
Zwilling 029 Zwilling 031

Abbildung 39: Entscheidungsbaum Zwillingspaar 2
Anhand des Entscheidungsbaumes kann durch den Peak P15 eine eindeutige Unterscheidung zwischen Zwilling 029 (bei einer
Signalintensitdt > 0,114 V) und Zwilling 031 (bei einer Signalintensitét < 0,114 V) getroffen werden.

Anhand der Vierfeldertafel in Tabelle 13 kann beziiglich des Vergleichs des Zwillingspaares 2 (Zwilling
029 und Zwilling 031) eine Vorhersage durch IMS-Analysen vorgenommen werden. Es konnen alle zehn

Proben des Zwillings 029 tatsdchlich als Proben dieser Klasse erkannt werden, d.h. als richtig positiv
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klassifiziert werden. Hierbei wurde keine Probe félschlicherweise als Probe des Zwillings 031 identifiziert,
das erkldrt den Wert null fiir die falsch positiven Proben. Im Gegenzug konnen alle zehn Proben des
Zwillings 031 auch dieser Klasse zugeordnet werden, was dem Wert fiir richtig negativ bestimmte Proben
entspricht. Es wurden keine Proben des Zwillings 031 falschlicherweise als Proben des Zwillings 029
klassifiziert, deshalb ist bei den falsch negativen Proben der Wert null vermerkt. Es wurden aber auch Peaks,
die sich in ihrer Signalintensitit nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 86 Peaks sind sowohl
bei Zwilling 029 als auch bei Zwilling 031 nachweisbar.

Tabelle 11: Vierfeldertafel des Vergleichs des Zwillingspaares 2

Die Tabelle zeigt die Vierfeldertafel zum Vergleich des Zwillings 029 mit dem Zwilling 031. Hierbei konnen alle zehn Proben des

Zwillings 029 tatsdchlich als Proben dieser Klasse erkannt werden. Zudem koénnen alle zehn Proben des Zwillings 031 auch dieser
Klasse zugeordnet werden.

Zwilling 029 Zwilling 031
Eigenschaft vorhergesagt 10 0 10 PPV =100 %
Eigenschaft nicht vorhergesagt 0 10 10 NPV =100 %
10 10 20
Sensitivitat= 100 % Spezifitat=100 %
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5.3.3. Zwillingspaar 3

Hierbei wurden ebenfalls zwei Klassen mit jeweils n = 10 Proben gebildet. Die erste Klasse besteht aus
Windelproben des Probanden 021, die zweite Klasse aus Windelproben des Probanden 022. Es konnen 13
Peaks detektiert werden, die sich in ihrer Signalstérke signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur
voneinander unterscheiden. Der Peak P2 besitzt eine Sensitivitét, Spezifitit, einen positiven und negativen
pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %. Durch ihn kann die beste Trennung der beiden Klassen vorgenommen

werden. Aus diesem Grund ist der Box-and-Whisker-Plot dieses Peaks in Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Vergleich der Proben des Zwillings 021 mit den Proben des Zwillings 022
Die Abbildung zeigt den Peak P2 nach IMS-Analyse. Dieser Peak unterscheidet signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur
zwischen den Proben der ersten Klasse (,,Zwilling 021) und der zweiten Klasse (,,Zwilling 022). Es wurden zwei Klassen mit

jeweils n = 10 Proben gewéhlt. Die Sensitivitét, Spezifitdt, sowie der positive und negative pradiktive Wert des Peaks P2 betragen
jeweils 99,9 %.

Anhand des Entscheidungsbaumes in Abbildung 41 kann durch einen Peak (P2) eine Unterscheidung
zwischen Zwilling 021 und Zwilling 022 getroffen werden.

-62 -



Ergebnisse

P2

> 0.004 < 0.004
Zwilling 021 Zwilling 022

Abbildung 41: Entscheidungsbaum Zwillingspaar 3
Anhand des Entscheidungsbaumes kann durch den Peak P2 eine eindeutige Unterscheidung zwischen Zwilling 021 (bei einer
Signalintensitdt > 0,004 V) und Zwilling 022 (bei einer Signalintensitét < 0,004 V) getroffen werden.

Anhand der Vierfeldertafel in Tabelle 12 kann beziiglich des Vergleichs des Zwillingspaares 3 (Zwilling
021 und Zwilling 022) eine Vorhersage durch IMS-Analysen vorgenommen werden: Hierbei konnen alle
zehn Proben des Zwillings 021 tatséchlich als Proben dieser Klasse erkannt werden, d.h. als richtig positiv
klassifiziert werden. Es wurde keine Probe falschlicherweise als Probe des Zwillings 022 identifiziert, das
erklart den Wert null fiir die falsch positiven Proben. Im Gegenzug konnen alle zehn Proben des Zwillings
022 auch dieser Klasse zugeordnet werden, was dem Wert fiir richtig negativ bestimmte Proben entspricht.
Es wurden keine Proben des Zwillings 022 falschlicherweise als Proben des Zwillings 021 klassifiziert,
deshalb ist bei den falsch negativen Proben der Wert null vermerkt. Es wurden aber auch Peaks, die sich in
ihrer Signalintensitdt nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 46 Peaks sind sowohl bei
Zwilling 021 als auch bei Zwilling 022 nachweisbar

Tabelle 12: Vierfeldertafel des Vergleichs des Zwillingspaares 3

Die Tabelle zeigt die Vierfeldertafel zum Vergleich des Zwillings 021 mit dem Zwilling 022. Hierbei konnen alle zehn Proben des

Zwillings 021 tatsdchlich als Proben dieser Klasse erkannt werden. Zudem konnen alle zehn Proben des Zwillings 022 auch dieser
Klasse zugeordnet werden.

Zwilling 021 Zwilling 022
Eigenschaft vorhergesagt 10 0 10 PPV =100 %
Eigenschaft nicht vorhergesagt 0 10 10 NPV =100 %
10 10 20
Sensitivitat=100 % Spezifitat=100 %
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5.3.4. Zwillingspaar 4

Die erste Klasse bilden die Windelproben des Probanden 026, die zweite Klasse Windelproben des
Probanden 027, wobei pro Klasse n = 10 Proben gewahlt wurden. Es finden sich 24 Peaks, die sich in ihrer
Signalstérke signifikant (p < 0,05) bis hoch signifikant (p < 0,001) voneinander unterscheiden. Durch den
Peak P75 wird die beste Trennung erreicht. Er zeigt eine Sensitivitéit, Spezifitdt, einen positiven und
negativen pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %, 80,0 %, 83,3 % und 99,9 % in einem Signifikanzniveau mit

p <0,001. Der Box-and-Whisker-Plot dieses Peaks ist in Abbildung 42 gezeigt.
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Abbildung 42: Vergleich der Proben des Zwillings 026 mit den Proben des Zwillings 027

Die Abbildung zeigt den Peak P75 nach IMS-Analyse. Dieser Peak unterscheidet hoch signifikant (p <0,001) zwischen den Proben
der ersten Klasse (,,Zwilling 026) und der zweiten Klasse (,,Zwilling 027) Es wurden zwei Klassen mit jeweils n = 10 Proben
gewdhlt. Die Sensitivitdt, Spezifitit, sowie der positive und negative pradiktive Wert des Peaks P75 betragen 99,9 %, 80 %, 83,3 %
und 99,9 %.

Anhand des Entscheidungsbaumes in Abbildung 43 kann durch den Peak P75 eine Unterscheidung Zwilling
027 und zwischen Zwilling 026, bzw. Zwilling 027 getroffen werden. Durch den Peak P16 finden sich

wiederum die Unterschiede in den Signalintensitdten zwischen Zwilling 026 und Zwilling 027.
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Abbildung 43: Entscheidungsbaum Zwillingspaar 4

Anhand des Entscheidungsbaumes kann durch den Peak P75 eine Unterscheidung Zwilling 027 (bei einer Signalintensitét < 0,007
V) und zwischen Zwilling 026, bzw. Zwilling 027 (bei einer Signalintensitit > 0,007 V) getroffen werden. Durch den Peak P16
finden sich wiederum die Unterschiede in den Signalintensitéten zwischen Zwilling 026 (bei einer Signalintensitéit > 0,009 V) und
Zwilling 027 (bei einer Signalintensitdt < 0,009 V).

Anhand der Vierfeldertafel in Tabelle 13 kann beziiglich des Vergleichs des Zwillingspaares 4 (Zwilling
026 und Zwilling 027) eine Vorhersage durch IMS-Analysen erfolgen. Hierbei konnen alle zehn Proben des
Zwillings 026 tatsichlich als Proben dieser Klasse erkannt werden, d.h. als richtig positiv klassifiziert
werden. Es wurde keine Probe falschlicherweise als Probe des Zwillings 027 identifiziert, das erklart den
Wert null fiir die falsch positiven Proben. Im Gegenzug konnen alle zehn Proben des Zwillings 027 auch
dieser Klasse zugeordnet werden, was dem Wert fiir richtig negativ bestimmte Proben entspricht. Es wurden
keine Proben des Zwillings 027 fdlschlicherweise als Proben des Zwillings 026 klassifiziert, deshalb ist bei
den falsch negativen Proben der Wert null vermerkt. Es wurden aber auch Peaks, die sich in ihrer
Signalintensitét nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 87 Peaks sind sowohl bei Zwilling 026
als auch bei Zwilling 027 nachweisbar.

Tabelle 13: Vierfeldertafel des Vergleichs des Zwillingspaares 4

Die Tabelle zeigt die Vierfeldertafel zum Vergleich des Zwillings 026 mit dem Zwilling 027. Hierbei konnen alle zehn Proben des

Zwillings 026 tatsichlich als Proben dieser Klasse erkannt werden. Zudem kénnen alle zehn Proben des Zwillings 027 auch dieser
Klasse zugeordnet werden.

Zwilling 026 Zwilling 027
Eigenschaft vorhergesagt 10 0 10 PPV =100 %
Eigenschaft nicht vorhergesagt 0 10 10 NPV =100 %
10 10 20
Sensitivitat=100 % Spezifitat=100 %
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5.3.5. Vierlinge

Zu diesem Vergleich wurden vier Klassen zu je n = 10 Proben gewihlt. Alle Klassen bestehen aus
Windelproben, die erste Klasse aus Proben des Probanden 028, die zweite Klasse aus Windelproben des
Probanden 029, die Dritte von Proband 030 und die Vierte von Proband 031. Es kénnen insgesamt 54 Peaks
detektiert werden, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur
voneinander unterscheiden. Die beste Trennung des Vierlings 1 von Vierling 2 kann durch den Peak P15
vorgenommen werden. Er besitzt eine Sensitivitdt, Spezifitit, einen positiven und negativen pradiktiven
Wert von jeweils 99,9 %. Es wurden aber auch Peaks, die sich in ihrer Signalintensitét nicht signifikant (p
> 0,05) unterscheiden, gefunden: 44 Peaks sind sowohl bei Vierling 1 als auch bei Vierling 2 nachweisbar.
Durch den Peak P68 erfolgt die beste Trennung des Vierlings 1 von Vierling 3 mit einer Sensitivitat,
Spezifitdt, einem positiven und negativen pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %. Es wurden aber auch Peaks,
die sich in ihrer Signalintensitdt nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 38 Peaks sind sowohl
bei Vierling 1 als auch bei Vierling 3 nachweisbar. Bei dem Vergleich der Vierlinge 1 und 4 kann unter
anderem der Peak P10 detektiert werden, ebenfalls mit einer Sensitivitit, Spezifitit, einem positiven und
negativen pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %. Es wurden aber auch Peaks, die sich in ihrer Signalintensitét
nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 40 Peaks sind sowohl bei Vierling 1 als auch bei
Vierling 4 nachweisbar. Die beste Trennung des Vierlings 2 von Vierling 3 kann durch den Peak P83
vorgenommen werden. Er besitzt eine Sensitivitdt, Spezifitit, einen positiven und negativen pradiktiven
Wert von jeweils 99,9 %, 90,0 %, 90,9 % und 99,9 %. Es wurden aber auch Peaks, die sich in ihrer
Signalintensitit nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 46 Peaks sind sowohl bei Vierling 2
als auch bei Vierling 3 nachweisbar. Bei dem Vergleich der Vierlinge 2 und 4 zeigt der Peak P15 den groften
Unterschied in der Signalintensitdt mit einer Sensitivitdt, Spezifitdt, einem positiven und negativen
pradiktiven Wert von 99,9 %. Es wurden aber auch Peaks, die sich in ihrer Signalintensitét nicht signifikant
(p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 54 Peaks sind sowohl bei Vierling 2 als auch bei Vierling 4 nachweisbar.
Die Unterscheidung der Vierlinge 3 und 4 ist unter anderem am deutlichsten bei Peak P10, mit einer
Sensitivitdt, Spezifitét, einem positiven und negativen pradiktiven Wert von 99,9 %. Stellvertretend sind die
Box-and-Whisker-Plots der Peaks P15, P68, P83 und P10 in Abbildung 44 abgebildet. Es wurden aber auch
Peaks, die sich in ihrer Signalintensitét nicht signifikant (p > 0,05) unterscheiden, gefunden: 32 Peaks sind
sowohl bei Vierling 3 als auch bei Vierling 4 nachweisbar.
Bei diesem Vergleich wurden alle Vierlinge untereinander vergleichen, wobei in allen Vergleichen Peaks
identifizierbar sind, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur
unterscheiden. Um eine gute Ubersicht in Abbildung 44 zu erhalten, wurde auf ein Erginzen der

Signifikanzlevel in den Grafiken verzichtet.
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Abbildung 44: Vergleich der Proben der Vierlinge 1 bis 4

Die Abbildung zeigt die Peaks P68, P15, P83 und P10 nach IMS-Analyse. Bei diesem Vergleich wurden alle Vierlinge untereinander
vergleichen, wobei in allen Vergleichen Peaks identifizierbar sind, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) nach
Bonferroni-Korrektur unterscheiden. Um eine gute Ubersicht in Abbildung 44 zu erhalten, wurde auf ein Erginzen der
Signifikanzlevel in den Grafiken verzichtet. A Durch den Peak P68 erfolgt die beste Trennung zwischen Vierling 1 und 3 mit einer
Sensitivitdt, Spezifitit, einem positiven und negativen priadiktiven Wert von jeweils 99,9 %. B Durch den Peak P15 kann die beste
Trennung des Vierlings 1 von 2 vorgenommen werden, mit einer Sensitivitét, Spezifitét, einem positiven und negativen pradiktiven
Wert von jeweils 99,9 %. C Der Peak P83 erméglicht die Unterscheidung zwischen Vierling 2 und 3 mit einer Sensitivitét, Spezifitit,
einem positiven und negativen pradiktiven Wert von je 99,9 %. D Anhand des Peaks P10 kann mit einer Sensitivitdt, Spezifitit und
einem positiven und negativen priadiktiven Wert von jeweils 99,9 % zwischen Vierling 3 und 4 unterschieden werden.

Anhand des Entscheidungsbaumes in Abbildung 45 kann anhand dreier Peaks (P68, P33 und P15) eine
Unterscheidung zwischen den Signalintensitéten der Proben von Vierlingen getroffen werden. Peak P68
und P33 lassen sich Vierling 1 bzw. Vierling 3 zuordnen. Eine Differenzierung zwischen Vierling 3 und

Vierling 4 ist anhand des Peaks P15 moglich.
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Abbildung 45: Entscheidungsbaum Vierlinge

Mithilfe des Entscheidungsbaumes kann anhand dreier Peaks (P68, P33 und P15) eine Unterscheidung zwischen den
Signalintensitdten der Proben von Vierlingen getroffen werden. Peak P68 (bei einer Signalintensitét > 0,023 V) und P33 (bei einer
Signalintensitét > 0,006 V) lassen sich Vierling 1 bzw. Vierling 3 zuordnen. Eine Differenzierung zwischen Vierling 3 (bei einer
Signalintensitdt > 0,115 V) und Vierling 4 (bei einer Signalintensitiit < 0,115 V) ist anhand des Peaks P15 méglich.

5.3.6. Vergleich aller Probanden

Nun wurden alle Probanden untereinander verglichen. Hierbei wurden 12 Klassen mit jeweils n= 10 Proben
gebildet. Stellvertretend wird der Vergleich des Probanden 024 mit Proband 033 gezeigt. Es zeigen sich 2
Peaks, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05) nach Bonferroni-Korrektur voneinander
unterscheiden. Die beste Trennung der beiden Klassen kann durch die Peaks PO und P149 vorgenommen
werden. Die Peaks PO und P149 besitzen eine Sensitivitdt, Spezifitdt, einen positiven und negativen
pradiktiven Wert von jeweils 99,9 %. Um diesen Vergleich graphisch darzustellen, wurde in Abbildung 46
stellvertretend der Box-and-Whisker-Plot des Peaks P149 gewihlt.

Bei diesem Beispiel werden alle Probanden untereinander verglichen, wobei sich bei allen Vergleichen
untereinander Peaks zeigen, die sich in ihrer Signalstdrke signifikant (p < 0,05), sehr signifikant (p < 0,01)
oder hoch signifikant (p < 0,001) unterscheiden. Um eine bessere Ubersicht in Abbildung 46 zu wahren,

wird darauf verzichtet, die entsprechenden Signifikanzlevels in die Grafik einzufiigen.
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Abbildung 46: Vergleich der Proben aller Probanden miteinander

Die Abbildung zeigt den Peak P149 nach IMS-Analyse. Hier werden alle Probanden untereinander verglichen, wobei sich bei allen
Vergleichen untereinander Peaks zeigen, die sich in ihrer Signalstirke signifikant (p < 0,05), sehr signifikant (p < 0,01) oder hoch
signifikant (p < 0,001) unterscheiden. Um eine bessere Ubersicht in dieser Abbildung zu erméglichen, wurde darauf verzichtet, den
entsprechenden Signifikanzlevel in die Grafik einzufligen. Der dargestellte Peak P149 unterscheidet signifikant (p < 0,05) nach
Bonferroni-Korrektur zwischen den Proben den Proben aller Klassen. Es wurden insgesamt zwolf Klassen mit jeweils n= 10 Proben
gewihlt. Die Sensitivitét, Spezifitit, sowie der positive und negative pridiktive Wert des Peaks P149 betragen jeweils 99,9 %.

Anhand des Entscheidungsbaumes in Abbildung 47 kann anhand von elf Peaks eine Unterscheidung
zwischen den Signalintensitdten der Proben aller Probanden getroffen werden. Durch den Peak P138 (bei
einer Signalintensitdt > 0,004 V) lasst sich das Kind 21 von den restlichen Kindern unterscheiden. P15
ermoglicht bei einer Signalintensitdt < 0,121 V eine Unterscheidung des Kindes 31, bzw. P119 eine
Unterscheidung des Kindes 25 bei einer Signalintensitdt > 0,002 V. Anhand des Peaks P100 (bei einer
Signalintensitit < 0,012 V) bzw. P10 (bei einer Signalintensitdt < 0,003 V) lésst sich eine Unterscheidung
des Kindes 27 vornehmen, Peak P15 (bei einer Signalintensitit > 0,266 V) wiederum eine Differenzierung
des Kindes 33. Peak P130 (bei einer Signalintensitit > 0,002 V) ermoglicht eine Differenzierung des Kindes
24. Kind 29 lasst sich bei einer Signalintensitdt > 0,227 V anhand des Peaks P139 differenzieren, Kind 28
wiederum anhand des Peaks P15 bei einer Signalintensitdt < 0,175 V. Durch den Peak P119 lassen sich
Kind 30 (bei einer Signalintensitdt > 0,001 V) bzw. die Kinder 22 und 26 (bei einer Signalintensitdt<0,001
V) zuordnen. Eine Differenzierung zwischen Kind 22 (bei einer Signalintensitdt > 0,004 V) und Kind 26
(bei einer Signalintensitét < 0,004 V) ist anhand des Peaks P1 mdglich.
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Abbildung 47: Entscheidungsbaum Vergleich aller Probanden

Mithilfe des Entscheidungsbaumes kann anhand von elf Peaks eine Unterscheidung zwischen den Signalintensitdten der Proben
aller Probanden getroffen werden.

Durch den Peak P138 (bei einer Signalintensitit > 0,004 V) lésst sich das Kind 21 von den restlichen Kindern (Signalintensitét <
0,004 V) unterscheiden. P15 ermdglicht bei einer Signalintensitit < 0,121 V eine Unterscheidung des Kindes 31, bzw. P119 eine
Unterscheidung des Kindes 25 bei einer Signalintensitét > 0,002 V.

Anhand des Peaks P100 (bei einer Signalintensitdt < 0,012 V) bzw. P10 (bei einer Signalintensitdt < 0,003 V) ldsst sich eine
Unterscheidung des Kindes 27 vornehmen, Peak P15 (bei einer Signalintensitit > 0,266 V) wiederum eine Differenzierung des
Kindes 33. Peak P130 (bei einer Signalintensitéit > 0,002 V) erméglicht eine Differenzierung des Kindes 24.

Kind 29 lasst sich bei einer Signalintensitédt > 0,227 V anhand des Peaks P139 differenzieren, Kind 28 wiederum anhand des Peaks
P15 bei einer Signalintensitdt < 0,175 V.

Durch den Peak P119 lassen sich Kind 30 (bei einer Signalintensitit > 0,001 V) bzw. die Kinder 22 und 26 (bei einer
Signalintensitdt<0,001 V) zuordnen. Eine Differenzierung zwischen Kind 22 (bei einer Signalintensitdt > 0,004 V) und Kind 26
(bei einer Signalintensitit < 0,004 V) ist anhand des Peaks P1 moglich.

5.3.7. Unterscheidung zwischen weiblichen und ménnlichen Individuen

Mit einer Anzahl von jeweils n = 63 pro Klasse wurden die Proben von ménnlichen und weiblichen
Probanden verglichen. Hierbei zeigen sich ein sehr signifikanter (p < 0,01) Peak und fiinf signifikante (p <
0,05) Peaks, die sich in ihrer Signalstirke voneinander unterscheiden. Der Peak mit der hochsten
Signalintensitét ist P151 mit einer Sensitivitét, Spezifitit, einem positiven und negativen pradiktiven Wert
von 81,0 %, 49,2 %, 61,4 % und 72,1 %. Der entsprechende Box-and-Whisker-Plot ist in Abbildung 48
dargestellt.

-70 -



Ergebnisse

*k

P151

0.005

Signalstarke [Volt]
0.003

0.001

weiblich mannlich

Abbildung 48: Vergleich der Proben von weiblichen und ménnlichen Probanden
Die Abbildung zeigt den Peak P151 nach IMS-Analyse. Dieser Peak unterscheidet sehr signifikant (p < 0,01) zwischen den Proben
der ersten Klasse (,,weiblich®) und der zweiten Klasse (,,médnnlich*) Es wurden zwei Klassen mit jeweils n = 63 Proben gewihlt.

Die Sensitivitdt, Spezifitit, einem positiven und negativen pradiktiven Wert des Peaks P151 betragen 81,0 %, 49,2 %, 61,4 % und
72,1 %.

Eine klare Unterscheidung der beiden Klassen anhand des Entscheidungsbaums ist nur begrenzt moglich
(siche Abbildung 49).

-71 -



mannlict

mannlict
P158
mannlick  >93§7
P&7
2004
P1
P11€
» 30
P81
> 000 £0.001
P103 mannlict
*>0220 0220
mannlich weiblich

P39

AT

Pag

P135

mannlict

P16

mannlich

mannlick

Abbildung 49: Entscheidungsbaum Vergleich ménnlich - weiblich
Eine klare Unterscheidung zwischen ménnlich und weiblich anhand des Entscheidungsbaums ist nur eingeschrankt moglich.

5.4. Nicht-invasive Sepsisdiagnostik mittels MCC-IMS

weiblich

mannlick

Ergebnisse

mannlict

mannlich

Es wurde ein Proband betrachtet, der im Verlauf der Studie zweimal eine mikrobiologisch bestétigte Sepsis

ausbildete. Fiir diese Analysen wurden Tage, an welchen das Kind ohne Infektion war, mit Tagen

verglichen, an welchen sich eine Sepsis entwickelt hat. Pro Klasse wurden n = 4 Proben gewéhlt. Hierbei

zeigen sich signifikante (p < 0,05) Unterschiede in der Signalstarke von fiinf Peaks. Durch die Peaks P1,
P6, P27, P59 und P85 wird die beste Trennung erreicht.

Tabelle 14 charakterisiert die oben genannten Peaks anhand ihrer Sensitivitat, Spezifitit und ihres positiven

und negativen pradiktiven Wertes. Mithilfe der Peaks P1, P6, P27 und P59 kann die beste Unterscheidung

zwischen gesunden und kranken Tagen getroffen werden. Deshalb sind fiir diese Peaks die Box-and-

Whisker-Plots in Abbildung 50 dargestellt.
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Tabelle 14: Charakterisierung der Peaks P1, P6, P27, P59 und P85

P e Positiver Negativer
L2221 DELTIRARD Srezilil pradikativer Wert | pradikativer Wert
P1 99,9 % 99,9 % 99.9 % 99,9 %
P6 99,9 % 99,9 % 99,9 % 99,9 %
P27 99,9 % 99,9 % 99,9 % 99,9 %
P59 99,9 % 99,9 % 99.9 % 99,9 %
P85 99,9 % 99,9 % 99.9 % 99,9 %
A o P1 B - P6
g )
Sebsns Keine éepsis ‘ Sepsis Keine éepsis
c P27 D P59

0.025
0.045

Signalstarke [Volt]
0.015

Signalstarke [Volt]
0.035

0.005
l
¥
0.025

Sepsis Keine Sepsis Sepsis Keine Sepsis

Abbildung 50: Vergleich der Proben mit und ohne Sepsis

Die Abbildung zeigt die Peak P1, P6, P27 und P59 nach IMS-Analyse. Diese Peaks unterscheiden signifikant (p < 0,05) zwischen
den Proben der ersten Klasse (,,Sepsis*) und der zweiten Klasse (,,keine Sepsis*) Es wurden zwei Klassen mit jeweils n = 4 Proben
gewihlt. Die Sensitivitét, Spezifitit, der positive und negative pridiktive Wert der dargestellten Peaks sind

Tabelle 14 zu entnehmen. Anhand der Vierfeldertafel in Tabelle 17 kann beziiglich oben genannter Fragestellung eine Vorhersage
durch IMS-Analysen vorgenommen werden.

Anhand des Entscheidungsbaumes in Abbildung 51 kann durch den Peak P1 eine eindeutige Unterscheidung

zwischen Proben von Tagen mit Sepsis und Tagen ohne Sepsis getroffen werden.
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Abbildung 51: Entscheidungsbaum ,,Sepsis*
Anhand des Entscheidungsbaumes kann durch den Peak P1 eine eindeutige Unterscheidung zwischen Proben von Tagen mit Sepsis
(bei einer Signalintensitit > 0,005 V) und Tagen ohne Sepsis (bei einer Signalintensitit < 0,005 V) getroffen werden.

Anhand der Vierfeldertafel in Tabelle 15 kann beziiglich oben genannter Fragestellung eine Vorhersage
durch IMS-Analysen vorgenommen werden. Die Tabelle zeigt die Vierfeldertafel zum Vergleich der Tage
mit und ohne Sepsis. Es konnen alle vier Proben der Tage mit Sepsis tatsdchlich als Proben dieser Klasse
erkannt werden, d.h. als richtig positiv klassifiziert werden. Es wurde keine Probe félschlicherweise als
Probe der Tage ohne Sepsis identifiziert, das erklart den Wert null fiir die falsch positiven Proben. Im
Gegenzug konnen alle vier Proben der Tage ohne Sepsis auch dieser Klasse zugeordnet werden, was dem
Wert fiir richtig negativ bestimmte Proben entspricht. Es wurden keine Proben der Tage ohne Sepsis
falschlicherweise als Proben der Tage mit Sepsis klassifiziert, deshalb ist bei den falsch negativen Proben
der Wert null vermerkt.

Tabelle 15: Vierfeldertafel Sepsis

Die Tabelle zeigt die Vierfeldertafel zum Vergleich der Tage mit und ohne Sepsis. Hierbei konnen alle vier Proben der Tage mit
Sepsis tatsdchlich als Proben dieser Klasse erkannt werden. Zudem konnen alle vier Proben der Tage ohne Sepsis auch dieser Klasse
zugeordnet werden.

Mit Sepsis Ohne Sepsis
Eigenschaft vorhergesagt 4 0 4 PPV =100 %
Eigenschaft nicht vorhergesagt 0 4 4 NPV =100 %
4 4 8
Sensitivitat= 100 % Spezifitat=100 %
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5.5. Vergleich der Peaks der MCC-IMS-Analyse mit der Substanzdatenbank der Firma B. Braun

In der Substanzdatenbank der Firma B. Braun wurden Peaks, die bereits als chemische Substanzen
identifiziert wurden, gesammelt. Diese wurden mit den in der vorliegenden Arbeit detektierten Peaks
abgeglichen. Die Tabelle 16 stellt eine Ubersicht iiber die Peaks dar, fiir die eine Zuordnung chemischer

Substanzen vorgenommen werden konnte.

Tabelle 16: Zuordnung ausgesuchter Peaks zu Substanzen der Datenbank

P96 Cyclohexanol

P179 | 2-Methylthio-Ethanol,
P43 p-Xylen

P9 2-Pentyl-Furan

P17 2,3-Butanediol

P91 2-Hexanon

P184 | 2-Ethyl-1-Hexanol
P32 Benzonitril

P156 1-Butanal

P161 (-)-Carvon

P52 5-Methy-2-1-Methylethyl-Cyclohexanol
P183 | Butanal

5.6. Ergebnisse der Analysen mittels Cyranose® 320

5.6.1. Unterscheidung von vier unterschiedlichen Windeln

Fiir die Betrachtung der Unterscheidung vierer verschiedener Windeln wurden jeweils vier Klassen mit n =
10 Messungen gewdhlt. Die vier verschiedenen Windeln konnen jeweils signifikant in einem
Konfidenzintervall > 95,0 % mit p < 0,05 voneinander unterschieden werden. Der Kreuzvalidierungswert
(CVV) und die Charakterisierung der Klassen anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD) ist in Tabelle 17
abgebildet. Hierbei zeigen sich stets fiir alle Vergleiche Werte der MD grofer als 1,96. Die Ergebnisse der
linearen Diskriminanzanalyse (LD) sind in Abbildung 52 graphisch dargestellt.
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Tabelle 17: Charakterisierung der Klassen anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD; signifikante Ergebnisse in Fettdruck)

und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern, Vergleich vierer unterschiedlicher Windeln

Windel 2 Windel 3 Windel 4
Windel 1 2.604 (100 % of 100) 2.675 (100 % of 100) 2.736 (100 % of 100)
Windel 2 - 2.749 (100 % of 100) 2.570 (99,5 % of 100)
Windel 3 - - 2.702 (100 % of 100)
B Windel1
O Windel 2
Windel 3
Windel 4
6
3l %\A
4
3 !
2| >
1
LD3 _(1) ﬁ {J
2
-4 o
15

LD 2 -2

-6 -15

-8 -20

-10

LD 1

Abbildung 52: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleichs vier verschiedener Windeln (n =
10 Messungen pro Windel) mittels GnuPlot.
Mithilfe der Mahalonobis-Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) konnen die Windeln signifikant voneinander

unterschieden werden.

5.6.2. Vergleich wenig Stuhl (S1), viel Stuhl (S2), Urin und leere Windeln

In weiteren Analysen wurde der Vergleich zwischen verschiedenen Stuhlkategorien (Stuhl (S): S1 = wenig

Stuhl, entspricht beziiglich der Stuhlklassifikation der Menge 1, S2 = viel Stuhl, entspricht beziiglich der
Stuhlklassifikation ab einschlieBlich Menge 2, Stuhlklassifikation sieche Abbildung 1) Urin und leeren

Windeln durchgefiihrt. Dafiir wurden vier Klassen gewéhlt. Fiir die Klasse S1 wurden n = 47 Messungen,
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fiir die Klasse S2 n = 103 Messungen, fiir die Klasse Urin n = 45 Messungen und fiir die Klasse leere
Windeln n = 6 Messungen durchgefiihrt. Die Mahalanobis-Distanzen der Klassen zueinander sind in Tabelle
18 abgebildet, ebenso wie die Kreuzvalidierungswerte (CVV) in Klammern. Betrachtet man die beiden
Klassen der Windeln mit Stuhl (S1 und S2) sowie Urin, so lassen sich keine signifikanten Ergebnisse
erkennen. Es zeigen sich jedoch signifikante Ergebnisse bei dem Vergleich der leeren Windeln mit den
jeweiligen Klassen S1, S2 und Urin. Diese sind in Tabelle 19 anhand ihrer Sensitivitit, Spezifitit, ihrem
positiven und negativen pradiktiven Wert genauer bezeichnet. In Abbildung 53 ist die graphische
Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse aufgefiihrt.

Tabelle 18: Charakterisierung der Werte anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MDj; signifikante Ergebnisse in Fettdruck)
und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern; Vergleich wenig Stuhl (S1), viel Stuhl (S2), Urin und leere Windel

S1 S2 Urin
Leer 2.690 (90,07 % of 282) 2.361 (82,20 % of 618) 2.013 (99,63 % of 270)
S1 - 1.098 (58,85 % of 4841) 1.425 (68,23 % of 2115)
S2 - - 1.018 (57,35 % of 4635)

Tabelle 19: Charakterisierung der Vergleiche leere Windel zu Windeln mit S1, S2 und Urin

Betrachtete N A Positiver pridiktiver | Negativer
Klassen Sensitivitat Spezifitat Wert pridiktiver Wert
leer - S1 100 % 98,0 % 86,0 % 100 %

leer - S2 83,0 % 100 % 100 % 99,0 %

leer — Urin 100 % 100 % 100 % 100 %
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Abbildung 53: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleichs leere Windel, Urin, Stuhl S1 und
S2 (Klasse S1 mit n =47 Messungen, Klasse S2 mit n = 103 Messungen, Klasse Urin mit n = 45 Messungen und Klasse leere
Windeln mit n = 6 Messungen) mittels GnuPlot.

Mithilfe der Mahalonobis-Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) koénnen die leeren Windeln signifikant von
Proben mit wenig Stuhl (S1), viel Stuhl (S2) und Urin unterschieden werden.

5.6.3. Vergleich Stuhl, Urin und leere Windeln

Fiir diese Betrachtung wurden jeweils 3 Klassen gewihlt, eine Klasse mit leeren Windeln sowie zwei
weitere Klassen mit jeweils Stuhl- und Urinproben. Pro Klasse wurden eine Anzahl von 150 Messungen
von Stuhlproben, 45 Messungen von Urinproben und 6 Messungen von leeren Windeln durchgefiihrt. Es
wurde eine Charakterisierung der Vergleiche der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz
(MD) durchgefiihrt und in Tabelle 20 abgebildet. In dieser Tabelle sind auch die Kreuzvalidierungswerte
(CVV) dargestellt. Hierbei zeigen sich signifikante Unterschiede im Vergleich der leeren Windeln mit den
Windeln mit Stuhl. Analog dazu sind ebenfalls signifikante Ergebnisse im Vergleich der leeren Windeln
mit Windeln mit Urin zu vermerken. Die Charakterisierung anhand der Sensitivitit, Spezifitit, des positiven
und negativen pradiktiven Wertes sind Tabelle 21 zu entnehmen. Es zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Windeln mit Urin und Stuhl anhand der MD. Die Ergebnisse wurden mithilfe eines

Plots in Abbildung 54 graphisch dargestellt.

-78 -



Ergebnisse

Tabelle 20: Charakterisierung der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD; signifikante Ergebnisse in
Fettdruck) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern; Vergleich von Stuhl — und Urinproben und leeren

Windeln
Stuhl Urin
Leer 2.416 (49,94 % of 900) 2.013 (99,63 % of 270)
Stuhl - 1.043 (57,50 % of 6750)
W leer
® S
Urin
3
2
1
0
LD 3 1
-2
-3

-3

-10

-6 LD 1

Abbildung 54: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleichs Stuhl, Urin, leere Windel (n = 150
Messungen der Stuhlproben, n =45 Messungen der Urinproben, bzw. n =6 Messungen der leeren Windeln) mittels GnuPlot.
Mithilfe der Mahalonobis-Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) konnen die leeren Windeln signifikant von
Proben mit Stuhl bzw. Urin unterschieden werden.

Tabelle 21: Charakterisierung der Vergleiche leere Windel zu Windeln mit Stuhl und Urin

Betrachtete Sensitivitit Spezifitit Positiver Negativer
Klassen P pradiktiver Wert | pridiktiver Wert
leer — Stuhl 50,0 % 100 % 100 % 98,0 %

leer — Urin 100 % 100 % 100 % 100 %

5.6.4. Vergleich Unacid/ kein Unacid und leere Windeln

Des Weiteren wurden Stuhlproben von Kindern, die Unacid erhalten haben mit Proben ohne Unacidgabe

verglichen, eine weitere Klasse bilden leere Windeln als Vergleich. Insgesamt wurden folglich drei Klassen

mit jeweils n =14 Messungen (bzw. Klasse ,,leere Windel mit n = 6) gewihlt. Die Mahalanobis-Distanzen
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der Klassen zueinander und die Kreuzvalidierungswerte (CVV) sind in Tabelle 22 dargestellt. In dieser
Tabelle sind. Vergleicht man die Klasse mit Unacid sowie die Klasse ohne Unacid, so lassen sich keine
signifikanten Ergebnisse in der MD erkennen. Es zeigen sich jedoch signifikante Ergebnisse bei dem
Vergleich der leeren Windeln mit den Klassen Unacid/ kein Unacid. Anhand ihrer Sensitivitat, Spezifitit,
ihrem positiven und negativen pradiktiven Wert sind diese in Tabelle 23 charakterisiert. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 55 graphisch dargestellt.

Tabelle 22: Charakterisierung der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MDj signifikante Ergebnisse in

Fettdruck) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern;
Betrachtet werden die Messungen der leeren Windeln, sowie mit Proben von Kindern, die Unacid erhalten haben, bzw. kein Unacid.

mit Unacid leere Windel
kein Unacid 1.148 (40,56 % of 196) 2.355 (100 % of 84)
mit Unacid - 2.418 (94,64 % of 84)

Tabelle 23: Charakterisierung des Vergleichs leere Windel zu Windeln mit/ ohne Unacid

Betrachtete Sensitivitit | Spezifitit Positiver Negativer
Klassen P pridiktiver Wert pridiktiver Wert
Leer- mit 100 % 100 % 100 % 100 %

Unacid

leer — ohne 100 % 100 % 100 % 100 %

Unacid
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Abbildung 55: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleich mit Unacid/ ohne Unacid/ leere
Windel (Proben mit Unacid, bzw. ohne Unacid jeweils n = 14 Messungen, bzw. n = 6 Messungen in der Klasse ,,leere
Windel“) mittels GnuPlot.

Mithilfe der Mahalonobis-Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) konnen Proben mit Unacid bzw. ohne Unacid
signifikant von leeren Windeln unterschieden werden.

5.6.5. Vergleich Vierlinge

Fiir den Vergleich von Vierlingen untereinander wurden vier Klassen zu jeweils n = 20 Messungen
analysiert. Es wurde eine Charakterisierung der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz
(MD) durchgefiihrt (siche Tabelle 24). In dieser Tabelle sind auch die Kreuzvalidierungswerte (CVV) in
Klammern dargestellt. Hierbei zeigen sich signifikante Unterschiede im Vergleich des Vierlings 1 zu den
Vierlingen 2, 3 und 4. Auch Vierling 2 ist von Vierling 3 signifikant unterscheidbar. Bei dem Vergleich der
Vierlinge 2 und 4, sowie der Vierlinge 2 und 3 zeigen sich jedoch keine signifikanten Ergebnisse anhand
der MD. Die Charakterisierung anhand der Sensitivitat, Spezifitét, des positiven und negativen pradiktiven
Wertes sind der Tabelle 25 zu entnehmen. Die graphische Darstellung der Ergebnisse ist in Abbildung 56
abgebildet.
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Tabelle 24: Charakterisierung der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD; signifikante Ergebnisse in

Fettdruck) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern; Vergleich ,,Vierlinge“

Vierling 2 Vierling 3 Vierling 4
Vierling 1 | 2.126 (97,88 % of 400) 2.152 (99,25 % of 400) 2.534 (100 % of 400)
Vierling 2 - 2.081 (86,88 % of 400) 1.807 (86,88 % of 400)
Vierling 3 - 1.934 (94,12 % of 400)

Tabelle 25: Charakterisierung des Vergleichs ,,Vierlinge*

Betrachtete Positiver Negativer
Klassen Sensitivitit Spezifitit pridiktiver priadiktiver
Wert Wert

V1-V2 100 % 100 % 100 % 100 %
V1i-V3 100 % 100 % 100 % 100 %
V1-V4 100 % 100 % 100 % 100 %
V2-V3 90,0 % 95,0 % 95,0 % 90,0 %
V2-V4 95,0 % 100 % 100 % 95,0 %
V3-V4 100 % 100 % 100 % 100 %
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Abbildung 56: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleichs ,,Vierlinge*“ (jeweils n = 20
Messungen pro Klasse) mittels GnuPlot, wobei die Mahalonobis-Distanz (MD) und der Kreuzvalidierungswertes (CVV)
bestimmt wurden.

Hierbei zeigen sich signifikante Unterschiede im Vergleich des Vierlings 1 zu den Vierlingen 2, 3 und 4. Auch Vierling 2 ist von
Vierling 3 signifikant unterscheidbar. Bei dem Vergleich der Vierlinge 2 und 4, sowie der Vierlinge 2 und 3 zeigen sich keine
signifikanten Ergebnisse anhand der MD.

5.6.6. Vergleich Zwillingspaar 1 und leere Windeln

In einer weiteren Analyse wurden die Proben des Zwillingspaares 1 miteinander, sowie mit leeren Windeln
verglichen. Hierfiir wurden drei Klassen zu jeweils n = 20 Messungen (bzw. Klasse ,,leere Windel mit n =
6) ausgewertet und anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD) charakterisiert (siche Tabelle 26). In dieser
Tabelle sind auch die Kreuzvalidierungswerte (CVV) in Klammern dargestellt. Hierbei zeigen sich
signifikante Unterschiede in den Proben der Zwillinge 028 und 030. Es zeigt sich ebenfalls, dass sich die
Proben des Zwillingspaares und die leeren Windeln signifikant voneinander unterschieden. Die
Charakterisierung anhand der Sensitivitat, Spezifitét, des positiven und negativen pradiktiven Wertes ist in

der Tabelle 27 dargestellt. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Abbildung 57.
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Tabelle 26: Charakterisierung der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD; signifikante Ergebnisse in
Fettdruck) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern; Vergleich ,,Zwillingspaar 1«

Zwilling 030 Leer
Zwilling 028 2.025 (99,25 % of 400) 3.090 (100 % of 120)
Zwilling 030 - 3.098 (100 % of 120)
Tabelle 27: Charakterisierung des Vergleichs ,,Zwillingspaar 1¢
Positiver Negativer
Bmezrs:ecztete Sensitivitit | Spezifitit pridiktiver pridiktiver
Wert Wert
7028 — Z 030 100 % 100 % 100 % 100 %
Z 028 — leer 100 % 100 % 100 % 100 %
Z 030 — leer 100 % 100 % 100 % 100 %
B Zwilling 028
® Zwilling 030
leer
3 E O\Q.
% E B0
(1) -
D3 » [
:g C | w

-3 410

5 0

Abbildung 57: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleichs ,,Zwillingspaar 1“ (Zwilling 028
und Zwilling 030 jeweils n = 20 Messungen, bzw. n = 6 Messungen in der Klasse ,,leere Windel*) mittels GnuPlot.

Mithilfe der Mahalonobis-Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) konnen die Zwillinge 028 und 030 signifikant
voneinander unterschieden werden, es zeigen sich auch signifikante Unterschiede zwischen den leeren Windeln und dem

Zwillingspaar 1.
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5.6.7. Vergleich Zwillingspaar 2 und leere Windeln

Bei dem Vergleich der Proben des Zwillingspaares 2 und den leeren Windeln wurden pro Klasse ebenfalls
n = 20 Messungen (bzw. Klasse ,leere Windel mit n = 6) gewdhlt. In Tabelle 28 ist neben den
Kreuzvalidierungswerten (CVV), die in Klammern angegeben sind, die Auswertung anhand der
Mahalanobis-Distanz (MD) dargestellt. Diese ergibt signifikante Unterschiede zwischen den leeren
Windeln und den Windeln des Zwillingspaares. Es kann jedoch nicht zwischen Zwilling 029 und Zwilling
031 unterschieden werden. In Tabelle 29 ist die Charakterisierung anhand Sensitivitdt, Spezifitit, positivem
und negativem pradiktiven Wert vorgenommen. Die zugehorige Grafik ist in Abbildung 58 dargestellt.

Tabelle 28: Charakterisierung der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD; signifikante Ergebnisse in
Fettdruck) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern; Vergleich ,,Zwillingspaar 2

Zwilling 031 leere Windel
Zwilling 029 1.816 (86,88 % of 400) 3.048 (100 % of 120)
Zwilling 031 - 3.070 (100 % of 120)

Tabelle 29: Charakterisierung des Vergleichs ,,Zwillingspaar 2%

Betrachtete | g nsitivitit | Spezifitit | © o iver A
Klassen ensity pe pridiktiver Wert pridiktiver Wert
Z029-Z031 | o5, 100 % 100 % 95,0 %

Z 029 — leer 100 % 100 % 100 % 100 %

Z 031 — leer 100 % 100 % 100 % 100 %
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Abbildung 58: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleichs ,,Zwillingspaar 2¢ (Zwilling 029
und Zwilling 031 jeweils n = 20 Messungen, bzw. n = 6 Messungen in der Klasse ,,leere Windel*) mittels GnuPlot.

Mithilfe der Mahalonobis-Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CV V) kann die Proben des Zwillingspaares 2 signifikant
von leeren Windeln unterschieden werden.

5.6.8. Vergleich Zwillingspaar 3 und leere Windeln

Die Proben eines weiteren Zwillingspaares wurden untereinander, sowie mit leeren Windeln verglichen.
Insgesamt wurden drei Klassen gebildet, wobei pro Klasse eine Anzahl von 21 Messungen (bzw. Klasse
leere Windel mit n = 6) festgelegt wurde. Anhand der Mahalanobis-Distanz (MD) sind diese charakterisiert
und sind in Tabelle 30 dargestellt. In dieser Tabelle sind auch die Kreuzvalidierungswerte (CVV) in
Klammern dargestellt. Sowohl im Vergleich der beiden Zwillinge, als auch im Vergleich zu den leeren
Proben zeigen sich signifikante Unterschiede. Die Werte fiir die Sensitivitét, Spezifitit, sowie den positiven
und negativen pradiktiven Wertes sind in Tabelle 31 dargestellt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 59
graphisch dargestellt.

Tabelle 30: Charakterisierung der Klassen zueinander anhand ihrer Mahalanobis-Distanz (MD; signifikante Ergebnisse in
Fettdruck) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) in Klammern; Vergleich ,,Zwillingspaar 3

Zwilling 027 leere Windel
Zwilling 026 1.979 (97,17 % of 441) 3.150 (100 % of 126)
Zwilling 027 - 3.128 (98,81 % of 126)
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Tabelle 31: Charakterisierung des Vergleichs ,,Zwillingspaar 3¢

Ergebnisse

-6 -10 5

Betrachtete Sensitivitit | Spezifitit Positiver Negativer
Klassen P priadiktiver Wert priadiktiver Wert
Z7026-727 100 % 100 % 100 % 100 %
7 026 — leer 100 % 100 % 100 % 100 %
Z 027 — leer 100 % 100 % 100 % 100 %
B Zwilling 026
®  Zwilling 027

leer

Abbildung 59: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse des Vergleichs ,,Zwillingspaar 3¢ (Zwilling 026
und Zwilling 027 jeweils n = 20 Messungen, bzw. n = 6 Messungen in der Klasse ,,leere Windel*) mittels GnuPlot.

Mithilfe der Mahalonobis-Distanz (MD) und des Kreuzvalidierungswertes (CVV) kénnen die Zwillinge 026 und 027 signifikant
voneinander unterschieden werden, es zeigen sich auch signifikante Unterschiede zwischen den leeren Windeln und dem

Zwillingspaar 3.
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6. Diskussion

6.1. Diskussion der Hauptergebnisse

Fiir diese Arbeit wurde von 12 Frithgeborenen iiber einen Zeitraum von 14 Tagen tdglich eine Windel
gesammelt. Zuerst musste eine geeignete Analysemethode fiir die Anwendung der Cyranose® 320 und des
MCC-IMS etabliert werden, die die Messung der Windelproben ermdglicht. Ziel der Arbeit war es, nicht-
invasiv gewonnene Bioproben hinsichtlich ihres VOCs-Profils zu analysieren. Dabei sollte tiberpriift
werden, ob mogliche Biomarker fiir Infektionen und andere Krankheitszustinde zu identifizieren sind.
Durch die vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die multikapillarsdulengekoppelte
Ionenmobilitatsspektrometrie, als auch die Cyranose® 320 grofles Potential in der nicht-invasiven
Diagnostik zeigen. Vielversprechend ist, dass eine Unterscheidung zwischen einem gesunden Kind und
einem an Sepsis erkrankten Kind vorgenommen werden konnte. Des Weiteren erlaubten die Analysen durch
MCC-IMS und Cyranose® 320 eine Klassifikation des Windelinhaltes in Stuhl und Urin. Daneben konnte
zwischen leeren und vollen Windeln unterschieden werden. Durch diese Erkenntnisse konnte die
Entwicklung eines Sensors initiiert werden, der im Sinne des Prinzips des Minimal Handlings,
bedarfsgerechtes Windelwechseln ermoglicht. Neben dieser Anwendung erscheinen die in dieser Arbeit
verwendeten Methoden, vor allem das MCC-IMS, fiir einen Einsatz im Medikamentenmonitoring geeignet.
Die Erkenntnis, dass sogar genetisch gleiche Individuen mittels MCC-IMS voneinander unterschieden
werden konnen, ldsst die Idee eines interindividuell spezifischen ,,VOCs-Fingerprints® aufkommen und

sollte weiterverfolgt werden.

6.2. Diskussion bisheriger diagnostischer Moglichkeiten
Vorteile nicht-invasiver Diagnostik

Invasive Mallnahmen bergen eine Vielzahl an Risiken fiir Frithgeborene. Neben der Entstehung von
Andmien sind negative Folgen auf die psychomotorische Entwicklung zu beachten. Bei den ohnehin
anamiegefahrdeten Frithgeborenen muss der Blutverlust durch Blutentnahmen beriicksichtigt werden. Das
Blutvolumen von Frithgeborenen liegt nur bei etwa 90-105 ml/kg Koérpergewicht, das entspricht bei einem
Geburtsgewicht von 1000 g nur 100 ml. In den ersten beiden Wochen auf der Intensivstation muss sich ein
Very Preterm- Frilhgeborenes statistisch 4,1 Venenpunktionen unterziechen (COURTOIS et al., 2016). In
der Klinik fiir Allgemeine Péidiatrie und Neonatologie der Universitit des Saarlandes werden fiir eine
Standardlaboruntersuchung 1- 1,25 ml Blut pro Entnahme bendtigt. Wird bei Verdacht auf eine

Blutstrominfektion eine Blutkultur erforderlich, wird fiir diese zusétzlich etwa 1 ml Blut abgenommen. Dies

- 88 -



Diskussion

macht deutlich, dass kleine Mengen an entnommenem Blut einen Einfluss auf das Blutvolumen der Kinder
haben und es schon bei geringsten Mengen bereits zu einer relevanten Andmie kommen kann (FIKAC,
2019; MAIER, OBLADEN, 2011; OBLADEN et al., 1988; ORLIKOWSKY, 2017; SPEER, 2019; WANG,
2016). Des Weiteren ist in Einzelfdllen die Entstehung einer Calcaneusosteomyelitis durch repetitive
Fersenblutentnahmen beobachtet worden (BLUMENFELD et al., 1979; GOLDBERG et al., 1981;
NOURELDEIN, GOWDA, 2018). Deshalb sollte moglichst restriktiv mit Blutentnahmen verfahren

werden, ein génzliches Ersetzen der Venenpunktion wére erstrebenswert.

Ein weiterer Vorteil der nicht-invasiven Diagnostik ist die Vermeidung von Schmerzen, da sich diese
negativ auf die Frithgeborenen und ihre Entwicklung auswirken kdnnen. Zur bewussten Wahrnehmung von
Schmerzen muss die thalamokortikale Projektionsbahn vollstdndig entwickelt sein, dies geschieht in der
24.- 26. Schwangerschaftswoche (MENKE et al., 2012; ZERNIKOW et al., 2015). Somit sind auch
Friihgeborene in der Lage Schmerzen zu empfinden. Postnatal sind Frithgeborene zahlreichen
Stressfaktoren wie Kéilte, Larm. Licht, Trennung von der Mutter und Schmerz beispielsweise durch
Intubation und Punktionen ausgesetzt. Diese Vielzahl an Stressoren kann zu vegetativen Reaktionen wie
Bradykardien und Tachy- bzw. Apnoen fiihren. Addiert man diese Stressfaktoren zu der neurologischen
Unreife, ldsst sich erklédren, dass Frithgeborene hdufig nicht fahig sind, addquat Schmerzen zu verarbeiten,
wodurch sich vermehrt Hyperalgesien beobachten lassen (MENKE et al., 2012). In einer Studie wurde bei
136 Very Low Birth Weight -Frilhgeborenen in einem Gestationsalter von 32 Wochen eine
Fersenblutentnahme durchgefiihrt. Die Schmerzreaktionen wurden durch das Verhalten des Kindes, mittels
eines auf der Kindesmimik basierenden Bewertungssystems (NFCS, Neonatal Facial Coding Systeme) und
durch Verdnderungen in der Herzfrequenzvariabilitdt, ausgehend vom Ruhepuls, quantifiziert. Hierbei
zeigte sich, dass der Faktor ,,wiederholte schmerzhafte Interventionen seit Geburt™ bei Frithgeborenen zu
einer Verdanderung des Verhaltens und der autonomen Schmerzreaktion beim Setzen des Schmerzreizes
fiihrte (GRUNAU et al., 2001). Auch in der Studie von Grunau et al. wurde ein negativer Einfluss von
schmerzhaften Eingriffen bei ehemaligen Very Preterm-Frithgeborenen auf kognitive und motorische
Fahigkeiten gefunden. Hierzu wurden insgesamt 211 Kinder, davon 137 ehemalige Frithgeborene und 74
Kinder der Kontrollgruppe, mithilfe der Bayley Scales of Infant Development (2. Edition), des Mental
Development Index und des Psychomotor Development Index getestet. Die Tests fanden zu zwei
Zeitpunkten, im Alter von 8 Monaten und 18 Monaten, bzw. entweder zu dem frithen oder dem spéteren
Zeitpunkt statt (GRUNAU et al., 2009). Auch laut Vinall et al. korrelierte die Anzahl an invasiven Eingriffen
bei Very Preterm-Friihgeborenen mit Verdnderungen der Mikrostruktur der weilen Substanz im Schulalter,
die magnetresonanztomographisch nachweisbar sind. Die mikrostrukturellen Verdnderungen wurden an
einem verminderten Wert fiir die fraktionale Anisotropie der weiflen Substanz festgemacht. Fiir diese Studie

wurden 50 ehemalige Very Preterm-Frithgeborene in einem durchschnittlichen Alter von 7,6 Jahren einer

-89 -



Diskussion

Magnetresonanztomographie (MRT)-Untersuchung sowie einem kognitiven Test (Wechsler-Intelligenztest

fiir Kinder) unterzogen (VINALL et al., 2014).

Zusammenfassend ldsst sich ein negativer Einfluss von invasiven Prozeduren auf Neonaten statieren. Um
das bestmogliche Ergebnis fiir die Kinder, auch beziiglich ihres weiteren Lebensweges, zu erreichen, muss
eine Verdnderung des derzeitigen Diagnostikregimes erfolgen. Deshalb scheint besonders in der
Neonatologie die Entwicklung neuartiger, nicht-invasiver Verfahren sinnvoll, auch um eine Restriktion der
Blutentnahmen voranzutreiben. Zudem muss beachtet werden, dass, wie bereits in der Einleitung
thematisiert, die heutigen diagnostischen Moglichkeiten sehr unspezifisch sind. Neue Chancen bieten die

Cyranose® 320 und das MCC-IMS.

6.3. Diskussion der Ergebnisse

6.3.1. Einsatz des MCC-IMS im Medikamenten-Monitoring

Bei den Messungen der verschiedenen Medikamente zeigten sich signifikanten Ergebnisse: Zum einen
konnte zwischen leerer Flasche und der mit dem puren Medikament gefiillten Flasche unterschieden werden
(siche 5.2). Dies zeigt, dass generell Medikamente mittels MCC-IMS detektierbar sind. Des Weiteren
bestdtigen die Versuche, dass sich die VOCs-Profile von puren Medikamenten von den jeweiligen Profilen
im Stuhl und Urin der Kinder, die das entsprechende Medikament erhalten haben, unterschieden (siche 5.2).
Dies lésst sich zum einen dadurch erklaren, dass vom Stuhl und Urin selbst VOCs stammen. Zum anderen
muss beriicksichtigt werden, dass viele Medikamente im Ko&rper metabolisiert werden, bevor sie
ausgeschieden werden. Es konnte folglich mdglich sein, die VOCs der Metaboliten nachzuweisen. Ein
Beispiel hierfiir ist Heparin. Es wird teils im retikuloendothelialen System der Leber, teils in der Niere
abgebaut und {iberwiegend als depolymerisiertes, inaktiviertes Heparin iiber den Urin eliminiert
(HERDEGEN, 2013; OSTHAUS, ZUZAN, 2013). Neben den unterschiedlichen Peaks sind aber auch
gleiche Peaks in beiden Teilversuchen detektierbar. Vergleicht man die Leermessungen mit den Messungen
des puren Medikamentes, so lassen sich die gleichen Peaks eventuell auf etwaige Riickstidnde der Reinigung,
bzw. auf den Deckel des Laborglases, der aus Polypropylen besteht, zuriickfithren. Eher unwahrscheinlich
ist, dass die leeren Laborgléser, die zur Messung der Proben benétigt werden, das VOCs-Profil beeinflussen.
Denn diese sind aus Glas, welches als inertes Material bekannt ist und mit den hier eingesetzten Materialien
kaum chemische Wechselwirkungen eingeht (BRAUER, 2015; RATNER et al., 2004). Vielversprechend
ist, dass im Vergleich zwischen den Messungen des puren Medikamentes und den Messungen der Stuhl-
und Urinproben von Kindern, die die jeweiligen Medikamente erhalten haben, ebenfalls gleiche Peaks

existieren. MutmaBlich lassen sich diese identifizierten Peaks auf die Einnahme des Medikamentes, genauer
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gesagt auf die nicht-metabolisierten Bestandteile des Medikaments, zuriickfithren und bilden die Grundlage
fiir weitere Untersuchungen zur eindeutigen Identifikation volatiler Biomarker. Hierbei muss jedoch
einschrinkend darauf hingewiesen werden, dass bei diesen Teilversuchen nur eine sehr geringe
Stichprobenmenge vorliegt, sodass es sich hierbei vor allem um Tendenzen handelt. Um verldssliche
Aussagen treffen zu konnen, ist folglich eine Fortfilhrung der Versuche mit einer hdheren Anzahl an
Messungen pro Klasse und mit einem vergroferten Probandenkollektiv indiziert. Zudem miissen weitere
Einflussfaktoren, wie z.B. weitere Medikamentengabe und Fiitterungsmodus beriicksichtigt werden in der

Ubetragung der Ergebnisse.

Dennoch eroffnen die Ergebnisse eine neue Moglichkeit im nicht-invasiven Therapiemonitoring. In der
Anisthesie ist die intraoperative Messung der Propofol-Konzentration in der Ausatemluft mittels MCC-
IMS bereits im Einsatz. Seit 2017 ist das Monitoringgerit fiir Propofol (Exhaled Breath Monitor, EDMON,
B. Braun Melsungen AG, Dortmund, Deutschland) ein in der Europédischen Union zugelassenes
Medizinprodukt. Hierbei korreliert die ionenmobilitdtsspektrometrisch nachgewiesene Konzentration mit
dem berechneten Plasma-Propofolspiegel (BUCHINGER et al., 2013; KREUDER et al., 2011; PERL et al.,
2009). Durch eine Weiterfiihrung in Folgearbeiten mit hoheren Fallzahlen sollte die Methode
weiterentwickelt werden, sodass zukiinftig eine Quantifizierung der jeweiligen Wirkstoftkonzentrationen
moglich wird. Wiinschenswert wire zukiinftig ein Monitoring fiir z.B. Aminoglykosidantibiotika wie
Gentamicin. Die Gabe muss durch eine Bestimmung des Gentamicin-Serumspiegels iiberwacht werden.
Konzentrationen unterhalb der minimalen Hemmkonzentration kdnnen eine Selektion antibiotikaresistenter
Bakterienstimme begiinstigen (HUBNER et al., 2007). Dosierungen des Medikamentes oberhalb der
therapeutischen Breite konnen eine Oto- und Nephrotoxizitidt zur Folge haben (MEES, 1986; SACK,
FREIESLEBEN, 1975; SACK et al., 1976). Deshalb sollte optimalerweise eine Stunde vor der Gentamicin-
Gabe, sowie eine Stunde danach eine Bestimmung des Gentamicin-Serumspiegels erfolgen (BARZA,
LAUERMANN, 1978; CRAIG, 1998; MAIER, 2017). Weitere Medikamente, die in der Neonatologie im
Blut iiberwacht werden sollten, sind Indometacin, Coffein, Phenobarbital, Phenytoin, Theophyllin,
Tobramycin und Vancomycin (MAIER, 2017). Bedenkt man, dass bei Frithgeborenen aus bekannten
Griinden restriktiv mit Blutentnahmen verfahren werden sollte, sind regelmiBige Medikamenten-
Serumspiegelbestimmungen bei oben genannten Medikamenten obsolet. Dennoch wére ein Monitoring

wiinschenswert, um Komplikationen wie Blutungen oder Intoxikationen zu vermeiden.

Ferner sollte eine Entwicklung eines im Inkubator befindlichen Sensors, der in der Lage ist, die
Wirkstoffkonzentrationen zu analysieren, initiiert werden. Die gewonnenen Informationen kdnnten an das
arztliche wund pflegerische Personal iibermittelt werden. Somit konnte bei jeweiligen

Medikamentenspiegeln, die aulerhalb des Normbereichs liegen, addquat reagiert werden.
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6.3.2. Minimal handling — intelligenter Inkubator

Wihrend des stationdren Aufenthaltes durchlaufen Frithgeborene neben schmerzhaften Interventionen auch
nicht-invasive Eingriffe. Dass bereits geringe Einfliisse, wie z.B. das Windelwechseln ein grof3es
Stresspotential fiir Frithgeborene bergen, wurde in Untersuchungen von Morelius et al. und Lyngstad et al.
gezeigt (LYNGSTAD et al., 2014; MORELIUS et al., 2006). Beim Windelwechseln zeigte sich eine erhdhte
Leitfahigkeit der Haut (LYNGSTAD et al., 2014), 30 Minuten nach dem Windelwechseln wurde ein
erhohter Cortisolspiegel gemessen (MORELIUS et al., 2006). Beide korperliche Reaktionen sind mit einem
erhohten Stresslevel assoziiert. Dabei muss bedacht werden, dass vermehrter Stress bei Frithgeboren laut
Grunau et al. langfristig negative Auswirkungen auf die psychosoziale Entwicklung der Kinder haben kann
(GRUNAU et al., 2004). Zudem ist das Offnen des Inkubators und die Beriihrung des Kindes mit einer
Kontaminations- und Infektionsgefahr assoziiert (CADOT et al., 2019; GOEDICKE-FRITZ et al., 2017).

Durch die vorliegende Arbeit wurde die neue Erkenntnis erlangt, dass mittels MCC-IMS im Rahmen dieser
Machbarkeitsstudie eine volle von einer leeren Windel unterschieden werden kann. Sogar eine
Klassifizierung des Inhalts in Stuhl und Urin ist méglich (siehe 5.1.3). Zum Zeitpunkt der Probensammlung
erfolgte das Windelwechseln in den neonatologischen Stationen mehrmals taglich zu festen Zeitpunkten,
unabhéngig davon, ob die Windel voll oder leer war. Da aber jedweder exogener Einfluss, wie oben genauer
beschrieben, fiir Frithgeborene problematisch ist, wire ein bedarfsgerechtes Windelwechseln
wiinschenswert. Angesichts der Erkenntnis, dass eine volle Windel durch MCC-IMS identifiziert werden
kann, ist die Entwicklung eines Sensors mdglich, der am Inkubator angebracht werden konnte. Dieser
konnte dariiber entscheiden, ob ein Windelwechseln erforderlich ist. Ziel ist es, ein unndtiges Wechseln zu

vermeiden und somit einen Vorteil fiir Frithgeborene erlangen.

Das langfristige Ziel ist die Entwicklung eines intelligenten Inkubators, der auch das Monitoring der
Vitalfunktionen iibernimmt. Denn bei aktiven Frithgeborenen sind Artefakte und Fehlalarme beim
bisherigen Monitoring hiufig. Es ist jedoch bekannt, dass laute Gerdusche wie Alarme, das Stresslevel der
Frithgeborenen erhdhen und somit negative Auswirkungen auf das respiratorische und kardiovaskuldre
System haben (JOHNSON et al., 2017; POETS, 2018; WACHMAN, LAHAYV, 2011). Diese Storfaktoren
sollten folglich zukiinftig schrittweise reduziert werden, um Langzeitfolgen fiir die Frithgeborenen zu
vermindern. Durch die Bewegungen der Kinder werden hdufig Verkabelungen abgerissen und infolgedessen
nur noch unzureichende Signale aufgezeichnet, was zu einer Verminderung der Uberwachungszeit sowie
zu Fehlalarmen fiihren kann. AuBerdem entstehen durch die zahlreichen invasiven und nicht-invasiven
Prozeduren bei Frithgeborenen Hautverletzungen. Durch die Kabel, die fiir den Anschluss an die
Uberwachungsmonitore nétig sind, sind Drucknekrosen mdglich und beim Abziehen der Klebepatches kann

es aufgrund der empfindlichen Haut der Frithgeborenen ebenfalls zu Verletzungen kommen (ABBAS et al.,
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2011; CARTLIDGE et al., 1990; CHUNG et al., 2019; GALENA, 1992; MONY et al., 2018). Ein Ansatz
wurde durch Chung et al. durch die Entwicklung kabelloser Patches verfolgt. Sie sind in der Lage ein EKG
sowie mittels Photopletysmographie neben der Sauerstoffsittigung beispielsweise die Korpertemperatur zu
messen und aufzuzeichnen (CHUNG et al., 2019). Zudem gibt es neue Ansétze, mittels Sensortechnologie
die Atembewegung der Frithgeborenen aufzuzeichnen, zu analysieren und davon eine Schitzung der

aktuellen Atemfrequenz abzuleiten (BELTRAO et al., 2022).

In einer Studie von Steinbach et al. konnten bei der VOCs-Analyse der Inkubatoratmosphédre drei Peaks
identifiziert werden, die einen leeren Inkubator von einem Inkubator, in dem sich ein Kind befindet,
unterscheiden. Es wurde jedoch auch darauf aufmerksam gemacht, dass Einfluss- und Storfaktoren, wie z.B.
Héndedesinfektionsmittel beriicksichtigt werden miissen (STEINBACH et al, 2019). Gerade
Héndedesinfektionsmittel sind etwa 30 min nach Gebrauch immer noch in geringen Mengen in der

Inkubatoratmosphire nachweisbar und miissen beriicksichtigt werden (HSIEH et al., 2018).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen neue Perspektiven auf und sind somit ein maB3geblicher Bestandteil bei
der Entwicklung eines intelligenten, beriihrungslosen Inkubators. Ein entsprechender Sensor, der angibt, ob
ein Windelwechsel indiziert ist oder der die Medikamentenspiegel liberwacht, kdnnte in diesem integriert

werden und kiinftig eine Stressreduktion fiir die Frithgeborenen bedeuten.

6.3.3. VOCs-Fingerprint

Durch die Ergebnisse konnte die Hypothese bestitigt werden, dass jedes Individuum ein personliches
VOCs-Profil aufweist (siehe 5.3). Sogar bei genetisch gleichen Individuen zeigten sich Unterschiede in der
Verteilung der VOCs. Angesichts dieser Ergebnisse liegt die Schlussfolgerung nahe, dass fiir jeden
Menschen ein individueller VOCs-Fingerprint zu bestimmen ist. Etwaige Einflussfaktoren auf die
untersuchten Bioproben Stuhl und Urin, wie Erndhrung und Erkrankungen, sind bisher im péadiatrischen
Patientengut nur wenig erforscht und miissen in weiteren Studien identifiziert werden. Es wurde jedoch
bereits bei erwachsenen Probanden der Einfluss des Lebensstils auf das VOCs-Profil von Stuhlproben
untersucht: Hierbei beeinflussten die Faktoren Rauchen, Vegetarismus und ein niedriger Body Mass Index
die Stuhlzusammensetzung am stérksten (BOSCH et al., 2019). AuBBerdem muss geklért werden, ob sich die
VOCs-Zusammensetzung im Laufe des Lebens verdndert oder ob sie weitestgehend konstant bleibt. In einer
Studie von Zlatkis et al. konnte gezeigt werden, dass das VOCs-Profil des Urins eines Individuums iiber
einen Zeitraum hinweg relativ konstant bleibt (ZLATKIS et al., 1973). Es miissen aber wahrscheinlich auch
zirkadiane Schwankungen verschiedener Substanzen, wie z.B. Dimethylamin, beriicksichtigt werden
(SCHAEFER et al., 2010; TSIKAS et al., 2007). Um die Methode zu erproben, sollte ein groBeres
Probandenkollektiv gewéhlt werden. Auch der Einschluss élterer Kinder und erwachsener Probanden in die

Studie sollte erfolgen.
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Ein Einflussfaktor auf die VOCs-Analysen des Urins konnte das Geschlecht sein. Der durchgefiihrte
Vergleich zwischen dem VOCs-Profil der Stuhl- und Urinproben weiblicher und ménnlicher Individuen
zeigte signifikante Unterschiede. Auch Rhodes et al. konnte geschlechtsspezifische Unterschiede bei
gaschromatographischen Analysen von Urinproben finden (RHODES et al., 1981). Ein Einfluss von
Geschlechtshormonen kann in diesem Zusammenhang diskutiert werden. Bei erwachsenen Frauen konnten
Unterschiede im VOCs-Profil des Urins bei Ovulation gezeigt werden (DISKIN et al., 2003; SMITH et al.,
2006), ebenso wihrend der Menstruation (KWAK, PRETI, 2013). Hierzu wurde in einer Studie von
Shimuzu et al. gezeigt, dass bei menstruierenden Frauen erhdhte Trimethylamin-Spiegel im Urin
nachweisbar sind (KWAK, PRETI, 2013; SHIMIZU et al., 2007).

Fiir diese Fragestellung eines VOCs-Fingerprints ist neben der VOCs-Analyse im Stuhl und Urin eine
Erprobung an VOCs in der Ausatemluft interessant. In der Ausatemluftanalyse konnten eine Vielzahl an
VOCs identifiziert werden, die jedoch nicht alle von klinischer Relevanz sind und sich als Biomarker eignen.
Es miissen verschiedene Einflussfaktoren beriicksichtigt werden: Neben der Produktion von VOCs durch
Mikroorganismen konnen die VOCs-Analysen der Ausatemluft durch Rauchen, Lebensmittel und
Medikamenteneinnahme, beeinflusst werden (HORSCH et al., 2019; HORVATH et al., 2017; PLEIL,
STIEGEL, 2013; SMOLINSKA et al., 2014).

Dabei stellt sich die Frage, ob auch ein personenspezifisches Exhalom nachweisbar ist. Zu der Uberlegung,
ob fiir bestimmte Erkrankungen ein spezifisches Exhalom bzw. spezifische Biomarker zu finden ist, wurden
bereits VOCs-Analysen in der Ausatemluft durchgefiihrt. In verschiedenen Gebieten wurde dies bereits
erprobt, wie z.B. bei der Diagnostik von Bronchialkarzinomen (DARWICHE et al., 2011; THRIUMANI et
al., 2018), Asthma bronchiale und Cystischer Fibrose (CF), sowie bei infektiologischen Fragestellungen wie
der Detektion von SARS-CoV-2 und Influenza (DALLINGA et al., 2010; SCHLEICH et al., 2019; SNITZ
etal., 2021; VAN MASTRIGT etal., 2016; VAN VLIET etal., 2017; VAN VLIET et al., 2016; WINTJENS
et al., 2020). Auch die Detektion von Propofol (BUCHINGER et al., 2013; KREUDER et al., 2011; PERL
et al., 2009) bzw. Sevofluran (Kunze, 2015) in der Ausatemluft konnte durchgefiihrt werden. Passend dazu
wurde ein Gerét (,,Edmon®, Exhaled Drug Monitor) entwickelt, der eine Echtzeitmessung von Propofol in

der Ausatemluft ermdglicht und kommerziell erhiltlich ist (MAURER et al., 2018; WIRTZ et al., 2019).

6.3.4. Sepsisdiagnostik ohne Blutentnahme

Die friihzeitige und sichere Diagnostik einer Sepsis ist trotz ihrer klinischen Bedeutung nach wie vor
problematisch. Gerade dieses Krankheitsbild zeigt sich haufig nur durch unspezifische Zeichen. Die

Diagnostik ist folglich komplex und ungenau. Infolgedessen erfolgt die Diagnosestellung haufig mit einer
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gewissen Latenz, was eine Therapieverzogerung und damit eine Verschlechterung der Prognose bedeutet.
Eine Fritherkennung konnte somit Leben retten. Die diagnostischen Moglichkeiten bei bakteriellen
Infektionen bzw. Sepsis sind laborchemisch und mittels Blutkulturen oft unbefriedigend und nicht
ausreichend fiir eine schnelle und zuverldssige Diagnose (CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; FRANZ
et al., 2004; HANDRICK, HUPPERTZ, 2018a; THOMAS et al., 2010; ZEMLIN, 2015; ZEMLIN et al.,
2018).

Doch die Ergebnisse dieser Arbeit haben Potential, die bisher insuffiziente Diagnostik zu revolutionieren.
Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der Auswertung von Bioproben von einem Frithgeborenen mit
Sepsis und ohne Sepsis (siche 5.4). Die Ergebnisse stellen eine Hypothesenverifikation zur Anwendung bei
Menschen dar, denn im Tiermodell wurde bereits gezeigt, dass sich das VOCs-Profil der Ausatemluft bei
Sepsis verdandert (FINK et al., 2015). Hierbei unterschied sich die VOCs-Zusammensetzung von Ratten mit
Sepsis im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse sind vielversprechend und
bedeuten einen Schritt in Richtung nicht-invasiver Diagnostik. Einschrinkend muss jedoch beachtet
werden, dass bei dem vorliegenden Versuch eine geringe Anzahl (n = 4 pro Klasse) an Messungen

durchgefiihrt wurde. Deswegen sollten die Versuche mit hoherer Probandenzahl fortgefiihrt werden.

Ahnliche Studien, die die VOCs-Analyse mittels MCC-IMS in Stuhl und Urin adressieren, liegen bisher
nicht vor. Es ist bisher unklar, worauf die Verdnderungen in der VOCs-Zusammensetzung bei Sepsis
beruhen. Ein moglicher Erklarungsansatz ist, dass es durch die medikamentdse Therapie bei Sepsis zu einer
Veranderung im VOCs-Profil kommt. Denn neben einer supportiven Therapie wird nach Diagnosestellung
eine empirische antibiotische Therapie begonnen, die nach Vorliegen eines Antibiogramms angepasst wird.
Die Auswahl der Antibiotika erfolgt nach Beriicksichtigung von Risikofaktoren (nosokomial oder ambulant
akquiriert) und Zeitpunkt des Auftretens (Early/ Late Onset-Sepsis) (SCHULZE et al., 2013). Hierbei gibt
es wiederum verschiedene mogliche Begriindungen fiir die Verdnderungen des VOCs-Profils: Zum einen
konnten die Medikamente an sich detektiert werden, eine andere Mdglichkeit ist die Verdnderung des
Mikrobioms durch Antibiotika. Neben dem Einfluss der Medikamente muss jedoch auch diskutiert werden,
ob mdglicherweise die pathogenen Erreger selbst Substanzen emittieren, die mittels MCC-IMS
wahrgenommen werden konnen, da sich in mehreren Studien gezeigt hat, dass auch Bakterien in der Lage
sind, VOCs zu produzieren (JUNGER et al., 2012; MADDULA et al., 2009). Denkbar wire auch eine
Verdnderung des enteralen Mikrobioms durch die Erreger, die sich mittels elektronischer Nasen nachweisen
lassen. Da es sich bei der vorliegenden Studie lediglich um eine Beobachtungsstudie handelt, bleiben die

genauen Mechanismen der VOCs-Verianderungen ungeklart.

Nichtsdestotrotz ist neben der Diagnosestellung einer Sepsis auch eine direkte Erregeridentifikation anhand

des VOCs-Profils wiinschenswert. Zudem muss an die Moglichkeit eines Antibiogramms bei resistenten
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Erregern gedacht werden, das optimalerweise ebenfalls mithilfe von VOCs-Analysen zu erstellen ist. In
Studien konnten bestimmte VOCs bereits Bakterien und Pilzen zugeordnet werden (BOS et al., 2013;
CHAMBERS et al., 2011; JUNGER et al., 2012). Wére diese Zuordnung anhand von VOCs-Analysen
moglich, konnte eine schnelle und individuelle antibiotische Therapie eingeleitet werden, sodass
beispielsweise auch der Einsatz von Breitspektrum-Antibiotika reduziert werden kénnte (KAPPSTEIN,
2007; PATERSON, 2004). Die positiven Effekte hiervon wiren die Reduktion der Selektion
therapieresistenter Mutationen, sowie ein schnellerer Erfolg der Antibiotika und damit einhergehend eine
schnelle Beschwerdelinderung und Prognoseverbesserung (SHANKAR, BALASUBRAMANIUM, 2014;
WIEDEMANN, 2007).

6.3.5. Zuordnung biochemischer Substanzen zu den einzelnen Peaks

In Kooperation mit der Firma B. Braun Melsungen AG; Center of Competence Breath Analysis, Dortmund,
insbesondere Frau A. Wulff und Herrn Prof. Dr. J.I. Baumbach, konnte fiir einzelne Peaks der MCC-IMS-
Analysen mithilfe einer auf GC- MS- basierender Referenzdatenbank eine mdgliche Zuordnung zu
verschiedenen Substanzen vorgenommen werden. Eine Ubersicht dariiber ist in Tabelle 16 einsehbar. In der
aktuellen Literatur standen die Substanzen 2-Methylthio-Ethanol, 2-Pentyl-Furan, 2-Hexanon, Benzonitril

und Butanal im Zusammenhang mit Bakterienmetaboliten bzw. Krankheiten wie Sepsis.

Die Substanz 2-Methylthio-Ethanol, die in den Messungen dieser Arbeit dem Peak P179 zugeordnet wurde,
fand sich in Zusammenhang mit durch MCC-IMS durchgefiihrten VOCs-Analysen mit Bakterienstimmen
von Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Serratia
marcensens, Staphylococcus aureus und Streptococcus agalactiae. Daneben war die Substanz Benzonitril
(enspricht dem Peak P32 dieser Arbeit) mit den Bakterienstimmen von Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Pseudomonas. aeruginosa, Serratia marcescens, Staphylococcus epidermidis
und Streptococcus pneumoniae assoziiert (JUNGER et al., 2012). 2-Pentyl-Furan (entspricht Peak P9)
wurde in verschiedenen Untersuchungen als Biomarker fiir Aspergillus identifiziert (BOS et al., 2013;
CHAMBERS et al., 2011; SYHRE et al., 2008). Mittels MCC-IMS wurde eine Analyse der VOCs von
Escherichia coli durchgefiihrt, dabei wurde 2-Hexanon (entspricht Peak P91) detektiert (MADDULA et al.,
2009). Des Weiteren konnten sowohl 2-Hexanon, als auch Butanal bei Untersuchungen im Vergleich
verschiedener Krankheitszustdnde bei Ratten (Endotoxinschock gegen Kontrollgruppe, Endotoxinschock
gegen Septischer Schock) in verdnderten Konzentrationen gefunden werden (FINK et al., 2015). Zudem
wurde bei Patienten mit NEC im Vergleich zu einer Kontrollgruppe Verédnderungen in der Konzentration

von Aminosduren und Aminoalkoholen gefunden (DEIANOVA et al., 2022).
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Bei VOCs-Analysen von Urinproben fanden sich Ketone, Alkohol, Furan, Pyrrol und Sulphid. Die in den

Proben identifizierte Substanz 5-Pentyl-Furan (Tabelle 16) konnte also auch dem Urin zuzuordnen sein.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die Analysen der Stuhl- und Urinproben mit hoher Wahrscheinlichkeit
Substanzen detektierbar sind, die in Zusammenhang mit Bakterien bzw. Pilzen und somit moglichen
Pathogenen stehen. Zukiinftig konnte es also moglich sein, anhand der Stuhl- und Urinproben

Krankheitserreger zu identifizieren und eine schnelle und adaquate Therapie einzuleiten.

Die Versuche sollten in Folgearbeiten weitergefiihrt werden und um verschiedene Versuche erweitert
werden: Parallel zu den MCC-IMS-Messungen kdnnten Stuhl- bzw. Urinkulturen der Bioproben angelegt
werden. Diese konnten bebriitet werden und zum einen konventionell ausgewertet werden, zum anderen
konnte eine VOCs-Analyse der auf den Agarplatten wachsenden Bakterien mittels MCC-IMS erfolgen.
Durch den Vergleich beider Anséitze konnten Riickschliisse auf die Bakterienpopulation in den Proben
geschlossen werden. Etwaige Verdnderungen des enteralen Mikrobioms eines Probanden, die im Laufe der
Untersuchungen auftreten, konnten gepriift werden, sowie Einfluss- und Storfaktoren identifiziert werden,

um eine prézise Erkennung von Krankheitszustinden zu ermdglichen.

6.4. Ausblick: Intelligenter Inkubator und neue diagnostische Moglichkeiten

Zukiinftig konnte die Diagnostik und die Abldufe in der Neonatologie durch Verfahren wie MCC-IMS und
Cyranose® 320 revolutioniert werden. Alle moglichen Anwendungen des MCC-IMS, z.B. im
Therapiemonitoring, in der Pflege und in der Krankeits(friih)erkennung, kénnten in einem Projekt

zusammengefasst werden, das die Entwicklung eines ,,intelligenten Inkubators* als Ziel hat.

6.4.1. Stuhlanalysen

Bei der Fortfilhrung der Stuhlanalysen, erscheint eine Erprobung der Methoden bei anderen
Krankheitsentititen vielversprechend. Besonders bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie
Colitis ulcerosa und Morbus Crohn wire der Einsatz fiir eine einfache und nicht-invasive Diagnosestellung
ohne die Notwendigkeit einer Endoskopie und Biopsien denkbar. Zum anderen konnte das MCC-IMS als
Verlaufsparameter und als Marker fiir die Krankheitsaktivitdt genutzt werden. Bei einer Studie von Bosch
et al. konnten mittels Field Asymmetric-IMS Stuhlproben von Probanden mit chronisch entziindlicher
Darmerkrankung von einer gesunden Kontrollgruppe unterschieden werden (BOSCH et al., 2018). Da es
dazu auch Studien mithilfe der Cyranose® 320 gibt, sollte diese Fragestellung auch mittels MCC-IMS
nachgegangen werden (DE MEIJ et al., 2014). Parallel dazu wurde die Cyranose® 320 in der Detektion
Nekrotisierender Enterokolitis erprobt (DE MEILJ et al., 2015). Zudem zeigten sich mittels high-performance
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liquid - Chromatographie ebenfalls Unterschiede im Profil bei Kindern mit NEC (DEIANOVA et al., 2022).
Versuche mittels MCC-IMS sollten bei dieser mit bisherigen Mitteln schwierig zu diagnostizierender

Erkrankung ebenfalls initiiert werden.

Doch es ergeben sich auch Chancen fiir die Diagnostik weiterer Erkrankungen: Berkhout et al. zeigten, dass
sich bei Patienten mit Bronchopulmonaler Dysplasie im Vergleich zur Kontrollgruppe Verdnderungen im
VOCs-Profil des Stuhls finden lassen (BERKHOUT et al., 2018). Bei der Genese von kolorektalem
Karzinom wird auch dem enteralen Mikrobiom eine grofle Bedeutung beigemessen, es zeigten sich
Unterschiede des Mikrobioms zwischen gesunden Probanden und Patienten, die an kolorektalem Karzinom
erkrankt sind (WANG et al., 2015; WEIR et al., 2013). Das MCC-IMS konnte in der Verwendung der
VOCs-Analyse des enteralen Mikrobioms betrachtet werden und so z.B. die Indikation fiir den Einsatz von
Probiotika gestellt werden. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass durch regelméfige Probiotikumgabe
das Risiko, an Nekrotisierender Enterokolitis zu erkranken, reduziert wird (BIN-NUN et al., 2005;
DESHPANDE et al., 2007). Eine interessante Fragestellung wére, ob sich durch die Probiotika-Gabe
Veranderungen im VOCs-Profil von Stuhlproben ergeben. Des Weiteren konnte gepriift werden, ob man
auf der Grundlage einer VOCs-Analyse eine Indikation zur Behandlung mit Probiotika stellen konnte, wenn

dabei eine Dysbalance erkenntlich werden wiirde.

Als Risikofaktoren fiir die Pseudomembrandse Kolitis 14sst sich eine antibiotische Behandlung mit u.a.
Cephalosporinen, Aminoglykosiden und Clindamycin stratifizieren. Dadurch wird das enterale Mikrobiom
supprimiert, sodass sich das Bakterium Clostridium difficile ausbreiten kann. Dies fiihrt zu starker Diarrho
und kann viele Komplikationen nach sich ziehen, wie z.B. ein toxisches Megakolon. Mittels Stuhlkultur
kann die Erkrankung diagnostiziert werden (HANDRICK, HUPPERTZ, 2018b; ZEUZEM et al., 2018). Es
konnte in weiteren Studien mit einem erweiterten Patientenkollektiv untersucht werden, ob es mithilfe des
MCC-IMS moglich ist, eine Pseudomembrandse Kolitis anhand eines verdnderten VOCs-Profils im Stuhl
zu erkennen. Ein Einsatz des MCC-IMS konnte z.B. zur Fritherkennung erwogen werden. Ein Einsatz des
MCC-IMS im Sinne eines Screeninggerétes, das bestimmt, wann der kritische Punkt erreicht ist, an dem die
Darmflora so weit geschédigt ist, dass Clostridium difficile den Darm iiberwuchern kdnnte, kdnnte somit
erkannt werden. Dies hitte ein sofortiges Absetzen der auslosenden Antibiotika zur Folge. Somit liefe sich
der Einsatz weiterer Antibiotika in therapeutischer Intention (Vancomycin, Metronidazol oder Fidaxomicin)

vermeiden (HOF, 2017).

6.4.2. Urinanalysen

Denkbar wiren auch weitere Urin-Analysen mittels MCC-IMS um verschiedene Fragestellungen zu kléren:
Bei Probanden mit Infektionen und Pathologien der ableitenden Harnwege konnten beispielsweise etwaige

Veranderungen des VOCs-Profils detektiert werden (SETHI et al., 2013). Bei Untersuchungen mit der
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elektronischen Nase ,,ChemPro 100i“ (Environics Inc., Mikkeli, Finland) ist es bereits gelungen, pathogene
Erreger im Urogenitaltrakt voneinander zu unterscheiden. Es wire sinnvoll, diese Erkenntnisse auch unter
Verwendung des MCC-IMS zu iberpriifen (ROINE et al.,, 2014). Dadurch konnte eine schnelle
Erregeridentifikation bei Harnwegsinfekten erfolgen, was eine addquate Behandlung ermoglicht. Gerade
bei Bakterien, die dafiir bekannt sind, verschiedene Substanzen wie Urease und Nitrit zu produzieren,
konnen interessante Ergebnisse erwartete werden (MCLEAN et al., 1988). Hayward et al. konnten im Urin
mittels GC die Bakterien Escherichia coli und Proteus species voneinander unterschieden werden
(HAYWARD, JEAVONS, 1977). Eine Unterscheidung zwischen mit Bakterien infizierten und sterilen
Urinproben war ebenfalls moglich (AATHITHAN et al., 2001). Banday et al. gelang es, mittels GC-MS
zwischen gesunden Probanden und Probanden mit Tuberkulose zu unterscheiden, wobei bestimmte
Substanzen identifiziert werden konnten, die bei Patienten mit Tuberkulose signifikant erhdht waren
(BANDAY et al., 2011).

In Urinproben kénnen Substanzen enthalten sein, die Auskunft {iber die Stoffwechsellage des Korpers
geben, wie z.B. bei Diabetes mellitus. Mittels elektronischer Nase, die mit Nano-Gas-Sensoren arbeitet,
konnten in einer Studie von Seesaard et al. anhand von sechs VOCs im Urin, die als Biomarker fiir Diabetes
mellitus eingestuft wurden, Diabetiker von Probanden mit normaler Glucosetoleranz unterschieden werden
(SEESAARD et al., 2016). Sinnvoll wire folglich in diesem Zusammenhang eine VOCs-Analyse mittels
MCC-IMS bei Diabetes-Patienten.

Auch in der Detektion urogenitaler Tumoren scheint die VOCs- Analyse von Urin vielversprechend, wie
bei Blasenkarzinom (WEBER et al, 2011), Prostatakarzinom (KHALID et al, 2015) und
Nierenzellkarzinom (GAO, LEE, 2019; MONTEIRO et al., 2014). Anhand der VOCs-Analyse des Urins
konnte auch in mehreren Studien zwischen Patienten mit kolorektalem Karzinom und einer gesunden
Kontrollgruppe differenziert werden (ARASARADNAM et al., 2014; MA et al., 2009; MCFARLANE et
al., 2019; TYAGI et al., 2021).

Jedoch sind auch bei Urinanalysen verschiedene Einflussfaktoren zu beriicksichtigen, wie z.B. Erndhrung,
Pflegemittel und Medikamente (KWAK, PRETI, 2013; PAULING et al., 1971; SHIRASU, TOUHARA,
2011). Bei Urinanalysen konnten bei einigen Probanden nach Konsum von Spargel verschiedene
geruchsintensive Substanzen identifiziert werden (PELCHAT et al., 2010). Diese Einfliisse miissen bei
Analysen, gerade bei Kindern jenseits des Sauglingsalters und erwachsenen Probanden, genau identifiziert

werden und beachtet werden.

6.4.3. Ausatemluftanalysen
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Um die Anwendung des MCC-IMS und der elektronischen Nase auszubauen, wire auch die Untersuchung
von Pathologien in der Ausatemluft interessant, z.B. bei Asthmatikern und Patienten mit Cystischer Fibrose
(CF). Mithilfe der GC-MS konnten bereits vielversprechende Ergebnisse auf dem Gebiet der padiatrischen
Pneumologie erzielt werden. Kinder mit Asthma bronchiale konnten von einer gesunden Kontrollgruppe
unterschieden werden. Mittels Broadband Quantum Cascade Laser Spectroscopy konnten Kinder mit
Asthma von Kindern mit CF differenziert werden (DALLINGA etal.,2010; VAN MASTRIGT et al., 2016).
Bei CF sind vor allem die chronische Besiedlung mit multiresistenten Keimen ein Problem. Durch das
MCC-IMS konnte eine Analyse des Exhaloms erfolgen. Daneben wiére eine genaue und schnelle
Identifikation der Erreger, die sich im Bronchialtrakt befinden, wie beispielsweise Pseudomonas
aeruginosa, erstrebenswert. Dadurch konnte eine gezielte Therapie ermdglicht und somit die Entwicklung
weiterer multiresistenter Keime vermindert werden (KOHNLEIN, WELTE, 2014; SCHWARZ et al., 2018).
Von Levan et al. konnte das bakterielle Lipid 12,13-diHOME im Stuhl mit einem erhdhten Risiko fiir
Asthma in Verbindung bringen (LEVAN, 2018; LEVAN et al., 2019). Auch bereits andere Autoren gehen
von einem Einfluss des enteralen Mikrobioms auf die Genese von Asthma und allergischen Erkrankungen
aus (ARRIETA et al., 2015; FUJIIMURA, LYNCH, 2015; JOHNSON et al., 2005). Deshalb wire es
interessant, ob mogliche Biomarker fiir Asthma im Stuhl mittels MCC-IMS identifiziert werden konnen.
Weitere infektiologische Fragestellungen konnten, wie die Detektion pathogener Viren, durch VOCs-
Analyse identifiziert werden und bergen somit u.a. in der Einddmmung von Pandemien ein groBes Potential
(STEPPERT et al., 2020; STEPPERT et al., 2021). In VOC-Analysen der Ausatemluft konnte Influenza
und SARS-CoV-2 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnen zur Entwicklung eines nicht-invasiven
Screeningtools auf hoch ansteckende Infektionserkrankungen beitragen, das schnell Infizierte detektieren

kann.

Aber auch bei malignen Erkrankungen zeigen VOCs-Analysen in der Ausatemluft Einsatzmdglichkeiten
auf: Bei der massenspektrometrischen Analyse der Ausatemluft-VOCs fanden Fu et al. bei Probanden mit
bekanntem Bronchialkarzinom eine gegeniiber gesunden Kontrollgruppen (Raucher und Nichtraucher) und
Patienten mit benignen Lungentumoren signifikant erhdhte Konzentration an den Substanzen 2-Butanon, 2-
Hydroxyacetaldehyd, 3-Hydroxy-2-Butanon und 4-Hydroxyhexenal (FU et al., 2014). Bereits durch Song
et al. wurde u.a. 3-Hydroxy-2-Butanon bei Ausatemanalysen von Probanden mit Bronchialkarzinom in
signifikant erhohter Konzentration gegeniiber einer gesunden Kontrollgruppe gefunden (SONG et al.,
2010). AuBerdem wurde durch MCC-IMS-Analysen bei Patienten mit Bronchialkarzinom eine
unterschiedliche VOCs-Zusammensetzung auf der mit Tumor befallenen Seite im Vergleich zur nicht

betroffenen Seite gefunden (DARWICHE et al., 2011) (siche 3.4.2).

Aber auch in hepatologischen Fragestellungen gibt es erste Studien: Eng et al. zeigten beispielsweise, dass

sich durch die Ausatemluft-VOCs-Analyse mittels Selected lon Flow Tube- Massenspektrometrie Kindern
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mit chronischer Leberinsuffizienz von einer gesunden Kontrollgruppe differenzieren lassen (ENG et al.,

2015).

Einen groBen Stellenwert haben die Ausatemluftanalysen auch in der Intensivmedizin und Anisthesie:
Hiippe et al. haben mittels MCC-IMS Ausatemluftanalysen auf der Intensivstation durchgefiihrt. Es wurden
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, die im Verlauf der Messungen therapeutisch hamodialysiert
wurden, mit einer Kontrollgruppe mit normaler Nierenfunktion verglichen: Dabei zeigten sich bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz von insgesamt 60 Peaks 45 Signale, die im Vergleich zur Kontrollgruppe
in ihrer Signalintensitit signifikant erhoht waren. 34 Signale wurden wihrend der Hamodialyse in
abgeschwichter Intensitit abgegeben (HUPPE et al., 2019). Es wurden ebenfalls intraoperative MCC-IMS-
Analysen der Ausatemluft durchgefiihrt, wobei die Propofolkonzentration der Ausatemluft gemessen wurde

(BUCHINGER et al., 2013; KREUDER et al., 2011; PERL et al., 2009); vgl. 6.3.1).

Die VOCs-Analysen von Stuhl, Urin und der Ausatemluft zeigen also in vielen Gebieten ein enormes
Potential. Die Fortfiihrung der Versuche mit Stuhl- und Urinproben ist indiziert und sollte in gréBerem
Umfang und an einem groBeren Patientenkollektiv erfolgen. Ebenfalls zu erwégen ist die Etablierung von

Ausatemluftanalysen.
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6.5. Diskussion der Methodik

6.5.1. Probenentnahme und Einfluss auf Stuhl- und Urinproben

Die Studie wurde am Universitédtsklinikum des Saarlandes in der Klinik fiir Allgemeine Pédiatrie und
Neonatologie durchgefiihrt. Als Proben dienten Windeln von Friihgeborenen. Vorteilhaft an der
Verwendung von Windeln ist, dass sie als Abfallprodukte jeden Tag mehrmals anfallen und jeweils im
Abstand von drei Stunden gewechselt werden. Durch das Sammeln der Windel entsteht kein zusétzlicher
Stress und es besteht keine zusétzliche Infektionsgefahr fiir die Frithgeborenen. Allerdings muss
beriicksichtigt werden, dass sich nicht zwangsldufig zu allen Zeitpunkten des Windelwechselns auch Stuhl
und Urin in der Windel befinden. Des Weiteren muss beachtet werden, dass die Windeln vom
Pflegepersonal oder den Eltern gewechselt wurden und dabei hiufig Feuchttiicher verwendet wurden, die
in die Windel eingelegt wurden. Deshalb sollten in Folgearbeiten mogliche Einfliisse der Pflegeutensilien
beriicksichtigt werden. Auch bei den verwendeten Desinfektionsmitteln sollte abgeklédrt werden, ob sich

diese auf das VOCs-Profil auswirken (STEINBACH et al., 2019).

Fiir weitere Untersuchungen zu beachten wire, ob das Kind an einer Windeldermatitis leidet, die mit
Candida albicans und Staphyloccocus aureus assoziiert ist. Sie ist eine der hdufigsten dermatologischen
Erkrankungen im Kindesalter, ihre Genese ist multifaktoriell (ADAM, 2008; FOLSTER-HOLST et al.,
2011). Mdogliche Einfliisse der auslésenden Mikroorganismen auf das VOCs-Profil miissten evaluiert
werden. Bei Untersuchungen mit der Cyranose® 320 konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede im
VOCs-Profil zwischen direkt nach der Sammlung gemessenen Stuhlproben und nach drei Stunden bei
Raumtemperatur gelagerten Proben gibt (BERKHOUT et al., 2016). Da es mdglicherweise, in der Zeit
zwischen den Windelwechseln zu Verdnderungen aufgrund enzymatischer und bakterieller Prozesse in
Stuhl und Urin kommt, sollte der Einfluss der Liegedauer des Kinders in Urin und Stuhl auf das VOCs-
Profil bei MCC-IMS-Messungen iiberpriift werden. Ein moglicher Einflussfaktor auf das VOCs-Profil
miisste ebenfalls in weiteren Studien iiberpriift werden: Stillen oder Flaschennahrung. Denn El Manouni El
Hassini et al. fanden bei VOCs-Analysen mit der Cyranose® 320 signifikante Unterschiede in den
Stuhlproben von gestillten Kindern und Kindern, die mit Formula-Milch gefiittert wurden (EL MANOUNI
EL HASSANI et al., 2018). Dieser Einfluss sollte also in nachfolgenden Studien mit MCC-IMS {iberpriift

werden.

Betrachtet man die Gegebenheiten bei Untersuchungen des Mikrobioms, ist es wichtig, dass bei der
Sammlung der Stuhlproben die mikrobielle Besiedlung erhalten bleibt. Die Bedingungen fiir Sammlung und
Lagerung sollten vergleichbar sein und die Bioproben optimal {iber einen ldngeren Zeitraum konservieren
(SINHA et al., 2015; WONG et al., 2017; WU et al., 2019). In dieser Arbeit wurden die Windeln nach
Standard Operating Procedure (SOP) gesammelt und verarbeitet, sodass die Bedingungen diesbeziiglich
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weitestgehend konstant gehalten werden konnen. Auch die Lagerung der Proben bei -80 °C, wie hier

durchgefiihrt, wird als besonders giinstig fiir mikrobielle Proben angesehen (DOMINIANNI et al., 2014).

In diesem Zusammenhang wére auch interessant zu iiberpriifen, ob der Geburtsmodus (Sectio Caesarea
oder vaginale Geburt) das VOCs-Profil beeinflusst. In einigen Studien wurde gezeigt, dass die Entwicklung
des kindlichen, enteralen Mikrobioms abhidngig vom Geburtsmodus ist (DOMINGUEZ-BELLO et al.,
2010; FANARO et al., 2003; PENDERS et al., 2014; PENDERS et al., 2006). Als moglicher Grunde wird
angenommen, dass die Kinder bei einer spontanen Geburt primir dem vaginalen und enteralen Mikrobiom
der Mutter ausgesetzt sind, bei einer Geburt mittels Sectio stehen der Kontakt mit Krankenhausmitarbeitern

und der Klinikumgebung im Vordergrund (FANARO et al., 2003; PENDERS et al., 2014).

6.5.2. Methoden

Das MCC-IMS und die Cyranose® 320, die in dieser Arbeit zur Probenanalyse verwendet wurden, stellen
sich als sehr empfindliche Messgerite dar. Das MCC-IMS ist in der Lage, Stoffe bereits in geringen
Konzentrationen (pg/l) zu detektieren, was sie einerseits zu einer sehr prizisen Methode, anderseits aber
auch sehr anfillig fiir Stérfaktoren macht. Bereits geringe Spuren eines Duftstoffes konnen einen Einfluss
auf die Messungen haben und die Ergebnisse verfalschen. Dies macht die Messungen sehr aufwendig. Um
duflere Einfliisse zu minimieren, wurden verschiedene Maflnahmen getroffen. Zum einen wurden vor den
Messungen alle Schlduche und Glasflaschen nach einem standardisierten Verfahren gemall SOP gereinigt
(siehe 4.3.5). Die Messungen wurden in einem separaten, geschlossenen Raum mit Liiftungsanlage unter
gleichbleibenden Bedingungen durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgten die Headspace-Messungen in einem
weitestgehend geschlossenen System aus Schlduchen und Glasflaschen, sodass auch hier die dufBeren
Einfliisse reduziert wurden. Das gesamte System wurde mit ultrareiner synthetischer Luft durchgespiilt.
Einschrankend ist darauf hinzuweisen, dass bei der Einlage der Probe in die kleine Glasflasche das
geschlossene System fiir wenige Sekunden gedffnet wird. Um dies auszugleichen, wurden die leeren
Glasflaschen vor der Probeneingabe mit synthetischer Luft befiillt, sodass durch das Offnen kein Einfluss

auf die Messungen zu erwarten ist.

Nach den Messungen zeigte sich bei stark mit Urin und Stuhl befiillten Windeln eine hohe Peakintensitit,
sowie Uberlagerungen, die die darauffolgenden Messungen negativ beeinflussten. Um die Messungen trotz
etwaiger Uberlagerungen aufgrund hoher Signalintensititen bestimmter Peaks auswerten zu kénnen, wurde
jede Probe auf zwei verschiedenen Arten analysiert (siche 4.3.3): Im ersten Durchgang des Messzyklus pur
und nach einer Reinigungsprozedur mittels ,,Feuchter Null*“ (FN) mit 1 ml Ultra Pure Water verdiinnt. Auf
diese Weise konnten Verunreinigungen und Uberlagerungen vermindert werden. Dabei ist eine
abschlieBende Bewertung, welche Methode préferiert werden sollte, schwierig. Zum einen muss erwahnt

werden, dass die verdiinnten Proben insgesamt geringere Signalintensitdten zeigten, aber auch neue Peaks
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hervorbrachten. Es muss diskutiert werden, ob durch die Verdiinnung eventuell relevante Signale
abgefangen werden. Aullerdem ist hierbei unklar, ob in der Verdiinnung neu aufgetretene Peaks aufgrund
des Ultra Pure Waters an sich zustande kommen oder dadurch entstehen, dass die sehr intensiven Peaks
vermindert werden und sich auf diese Weise auch neue, weniger intensive Peaks zeigen. Ebenfalls moglich
wire die Generierung neuer Peaks durch die Reaktion des Losemittels Ultra Pure Water mit einzelnen

Substanzen des Stuhls und Urins.

Aufgrund der Uberlagerungen wurde nach der Messung einer Probe auch mindestens eine Spiilung des
MCC-IMS mittels “Feuchter Null“-Programm (FN) durchgefiihrt. Dadurch konnten die Qualitédt und somit
die Vergleichbarkeit der Messungen konstant hochgehalten werden. Um die Methode fiir weitere Versuche
zu verbessern, konnten Anderungen im Messablauf, sowie in Messeinstellungen und -sequenz
vorgenommen werden. Ein kontinuierlicher Zufluss der synthetischen Luft in die groe Laborflasche (siche
Abbildung 9) erscheint sinnvoll, um moglichen Zustrom der Umgebungsluft zu minimieren. Bei
Betrachtung der Messsequenz konnten zwei Anderungen vorgenommen werden. Zum einen konnte die
Gasflussrate (Flow Sample) von bisher 100 ml/min auf 300 ml/min erhéht werden. Diese dient dem Spiilen
der Probenschleife und -zufiihrung. Durch diese gesteigerte Flussrate konnten Uberlagerungen und
Verunreinigungen der aufeinanderfolgenden Messungen vermieden werden. Aullerdem sollte tiberpriift
werden, ob die Spiilungen mittels FN zu reduzieren sind, um die Dauer der Messsequenz verkiirzen zu
konnen und somit schnellere Ergebnisse zu erlangen. Daneben kdnnte das Einfiigen einer Pause in die
Sequenz, nachdem die Probe eingebracht wurde, {iberlegt werden. Auf diese Weise kdnnte der Riickfluss
des Gerétes ausgenutzt werden. Die Probenschleife und die Probenzufiihrung werden bereits kontinuierlich
in Abhéngigkeit der Gasflussrate durchgespiilt wird. Durch eine ldngere Pause in der Sequenz (etwa 15-30
Minuten) konnte die Intensitdt der im Laborglas befindlichen Probe weiter reduziert werden, da in dieser
Zeit der Riickfluss des Gerdtes ausgenutzt werden kann und somit eine liangere Durchspiilung mit
synthetischer Luft erfolgen wiirde. Infolgedessen wird erwartet, dass Uberlagerungen vermieden werden
und die Probenintensitdt abgemildert wird, was auch mit einer geringeren Verschmutzung der
Probenschleife und —zufiihrung einhergeht. Insgesamt wird ein qualitativ besseres Ergebnis fiir die
Folgemessungen erwartet. Weitere positive Folgen sind mdglich: Zunichst konnte das Spiilen mittels FN
reduziert werden und somit die Messsequenz verkiirzt werden. Des Weiteren ist zu iiberlegen ist, ob durch

diese Verdnderungen eine Verdiinnung der Proben wegfallen kann.

In 3.4.1 wurde bereits angesprochen, dass neben MCC-IMS und Cyranose® 320 verschiedene Studien zur
VOCs-Analyse mittels GC-MS durchgefiihrt wurden. Die Methoden MCC-IMS und GC-MS unterscheiden
sich in verschiedenen Punkten voneinander: Betrachtet man das benétigte Gas, so wird fiir die GC-MS ein
Inertgas, d.h. ein Gas, das sehr reaktionstrdge ist, gebraucht (WINNIKE et al., 2015). Fiir das in dieser

Arbeit verwendete MCC-IMS hingegen wird nur eine definiert zusammengesetzte, synthetische Luft
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benotigt, die einen preislichen Vorteil bietet (BAUMBACH, 2006). Bei der GC-MS wird die komplette
Probe in die Gasphase iiberfiihrt. Deshalb miissen die Proben bevor sie in das GC-MS injiziert werden
konnen, aufgereinigt werden. Somit ist neben den hohen laufenden Kosten auch ein hoher Arbeitsaufwand
bei der GC-MS zu konstatieren. Bei der MCC-IMS konnen auch unreine Substanzen, wie im Fall dieser
Arbeit Stuhlproben, gemessen werden, denn dabei werden lediglich die VOCs der Proben eingesogen, es
muss folglich nicht die gesamte Probe wie bei der GC-MS injiziert werden (BAUMBACH, 2006;
CUMERAS et al., 2015a). Zur Analyse der Proben miissen diese bei beiden Verfahren zuerst in eine
Gasphase tiberfiihrt werden. Dies wird bei der GC-MS meist durch einen Séulenofen umgesetzt, der etwa
eine Temperatur von 300 °C erreicht (GEY, 2015). Bei der Verwendung der MCC-IMS wird die Probe
aulerhalb des Gerites in einem Wasserbad erwdrmt. Dies stellt bei diesem Versuchsaufbau quasi

physiologische Bedingungen dar, da das Warmebad, wie der menschliche Korper, bei 37 °C temperiert ist.

Nach Uberfithren in die Gasphase erfolgt bei beiden Verfahren eine Ionisierung der sich in der Probe
befindlichen Teilchen. Bei dieser lonisierung lassen sich ebenfalls Unterschiede finden, so wird bei der
MCC-IMS mit einem B-Strahler (*Ni-Betastrahler, Aktivitit: 95 MBq) verwendet. Bei GC-MS gibt es
verschiedene Verfahren, wie z.B. Elektronensto3ionisation oder chemische Ionisation (AURICH, RINZE,

2013; GEY, 2015; SALZER et al., 2016).

Es gibt auch die Moglichkeit, beide Verfahren zu koppeln, sodass die Methode der Pyrolyse-
Gaschromatographie-lonenmobilitdtsspektrometrie-Massenspektrometrie entsteht. Hierbei wird eine
Gaschromatographie-Saule zur Vortrennung genutzt, danach wird die Probe zur Analyse in ein TOF-MS
sowie in ein IMS geleitet. Eine Probe kann so unter gleichen Bedingungen nach Vortrennung mittels GC
mit zwei verschiedenen Verfahren analysiert werden. Vorteilhaft hierbei ist, dass die Proben nach
gaschromatographischer Vortrennung mit gleicher Retentionszeit zu den weiteren Analyseverfahren MS

und IMS gelangen (CUMERAS et al., 2015b; SNYDER et al., 2004).

Um eine Substanzdatenbank fiir MCC-IMS aufzubauen und entsprechende Peaks bestimmten
biochemischen Substanzen zuordnen zu koénnen, besteht die Moglichkeit die Proben ebenfalls mittels GC-
MS zu analysieren und mit den bereits etablierten Datenbanken anzugleichen. Da die Methode der GC-MS
schon lingere Zeit etabliert ist, existieren hierfiir bereits zahlreiche Substanzdatenbanken (JUNGER et al.,
2010; MADDULA et al., 2012). Die Vorteile des MCC-IMS fiir diese Arbeit waren, dass eine Bedside-
Diagnostik prinzipiell méglich ist. Das Gerdt kann im Gegensatz zum GC-MS mobil auf einem Wagen mit
einer 10 I- Flasche synthetischer Luft betrieben werden, durch einen Akku ist auch der Betrieb ohne
Anschluss an das Stromnetz moglich (STEINBACH et al., 2019). Die Messungen sind mit einer Dauer von
37,5 min pro Messsequenz verbunden. In der Zusammenschau oben genannter Punkte, ist die Verwendung

der GC-MS ist fiir die Fragestellung jedoch nicht umsetzbar.
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Vergleicht man die Cyranose® 320 mit dem MCC-IMS, so lassen sich viele Punkte kontrovers diskutieren.
Hierbei sind verschiedene Funktionsweisen zu beachten: Das Prinzip der Cyranose® 320 beruht darauf,
dass die 32 Sensoren, verschieden stark aktiviert werden. Diese Aktivierung hingt von der
Zusammensetzung der jeweiligen Probe ab. Hierbei werden bestimmte Muster aufgezeichnet, die typisch
fiir die Probe sind und die wiedererkannt werden konnen (NAGLE et al., 1998; PEARCE et al., 2006;
THALER, HANSON, 2005). Es ist jedoch nicht mdglich, eine qualitative Analyse der exakten Substanzen,
aus welchen sich die Probe zusammensetzt, vorzunehmen. Einzelsubstanzen sind somit nicht identifizierbar
(siche 4.4.1). Dem entgegen steht das Prinzip des MCC-IMS. Hierbei stellen die aufgezeichneten Spektren
primér auch bestimmte Muster dar. Die darin enthaltenen Peaks lassen sich aber neben der quantitativen
Aufzeichnung auch qualitativ zuordnen. Diese Zuordnung ist jedoch nur moglich, wenn eine MCC-IMS-
Datenbank bereits etabliert ist (siche 4.3.1). Sowohl mit der Cyranose® 320, als auch mit dem MCC-IMS
ist eine Bedside-Diagnostik moglich. Es muss jedoch eingerdumt werden, dass die Cyranose® 320 aufgrund
ihrer Grofle und Handlichkeit, obwohl sie auf die Spiilung mittels synthetischer Luft angewiesen ist,
vorteilhaft fir die Diagnostik im Patientenzimmer ist. Die Anschaffungskosten des MCC-IMS sind,
verglichen mit der Cyranose® 320, um ein Vielfaches hoher. Betrachtet man die Messdauer, so lésst sich
ein klarer Vorteil firr die Cyranose® 320 mit einer Messdauer von etwa einer Minute pro Probe statieren.
Hierbei ist es sogar moglich, das Ergebnis direkt am Bildschirm des Gerétes abzulesen, wohingegen die
MCC-IMS-Messungen pro Sequenz 37,5 Minuten in Anspruch nehmen und erst nach aufwéndiger Analyse
verwendet werden konnen. Allerdings miissen fiir beide Methoden die mdglichen Einflussfaktoren
beriicksichtigt werden, fir die Messungen auf Station wiren diese vor allem Desinfektionsmittel,
Pflegepersonal, Eltern und Pflegeprodukte der Kinder. Um eine Methode zur Identifikation von Biomarkern
fiir Erkrankungen zu entwickeln, ist es sinnvoll, primér die MCC-IMS zu verwenden, denn nur durch diese
ist eine qualitative VOCs-Analyse gewdhrleistest, d.h. es ist nur damit mdglich, den einzelnen Peaks

bestimmte Substanzen der Substanzdatenbank zuzuordnen.
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11. Anhang

Anhang

Tabellarische Darstellung des klinikinternen Layer ,,190222 Zemlin_003_Q layer*

Name 1/K0 RT RT radius Name 1/K0 RT RT radius
PO 0.761 105.5 8.7 P86 0.792 57.5 5.4
P1 0.761 134.5 10.1 P87 0.724 57.5 5.3
P2 0.775 56.5 5.6 P88 1.089 32.8 4.0
P3 0.758 57.0 5.6 P89 0.576 1.5 2.1
P4 0.728 56.5 5.6 P90 0.601 1.5 2.1
P5 0.686 17.0 3.0 P91 0.578 7.0 2.4
P6 0.652 9.0 2.5 P92 0.620 27.7 3.7
P7 0.628 13.5 2.8 P93 0.681 7.6 2.4
P8 0.635 21.5 3.2 P94 0.720 50.1 5.0
P9 0.620 25.0 34 P95 0.504 1.0 2.0
P10 0.576 34.5 3.8 P96 0.762 11.6 2.7
P11 0.549 46.5 4.8 P97 0.608 8.5 2.4
P12 0.569 6.0 2.3 P98 0.741 57.6 5.3
P13 0.538 6.0 2.5 P99 0.710 33.0 4.0
P14 0.493 4.5 2.3 P99.9 0.515 4.5 2.3
P15 0.450 3.0 2.0 P101 0.533 14.5 3.0
P16 0.706 27.1 3.7 P102 0.904 45.3 4.7
P17 0.567 16.6 3.1 P103 0.546 21.0 3.3
P18 0.506 1.5 2.1 P104 0.788 49.0 4.9
P19 0.534 1.5 2.1 P105 0.523 4.0 2.2
P20 0.513 82.0 6.6 P106 0.601 18.5 3.0
P21 0.529 53.0 5.1 P107 0.544 7.0 2.4
P22 0.589 39.5 4.4 P108 0.450 20.5 3.5
P23 0.584 12.5 2.6 P109 0.530 38.5 4.2
P24 0.605 11.5 2.9 P110 0.646 13.5 2.8
P25 0.480 0.5 2.0 P111 0.719 18.0 3.0
P26 0.555 1.0 2.1 P112 0.652 6.5 2.4
P27 0.579 24.5 3.3 P113 0.743 133.5 9.5
P28 0.531 9.5 2.5 P114 0.785 158.5 114
P29 0.695 33.0 4.0 P115 1.035 158.0 11.3
P30 0.683 27.5 3.6 P116 0.798 13.5 2.6
P31 0.720 27.5 3.6 P117 0.873 33.0 3.8
P32 0.590 20.5 33 P118 0.698 131.0 9.8
P33 0.589 16.0 2.9 P119 0.731 159.0 114
P34 0.590 11.0 2.6 P120 0.610 37.5 4.3
P35 0.723 21.5 3.2 P121 0.630 18.5 3.0
P36 0.782 27.0 3.6 P122 0.901 30.5 3.8
P37 0.577 70.5 6.2 P123 0.745 6.5 2.4
P38 0.549 83.0 6.6 P124 0.448 11.0 2.8
P39 0.591 7.0 2.4 P125 0.797 8.0 2.4
P40 0.577 11.5 2.6 P126 0.903 7.5 2.3
P41 0.771 45.0 4.7 P127 0.665 7.5 2.6
P42 0.677 33.0 4.2 P128 0.573 46.0 4.8
P43 0.513 12.5 2.9 P129 0.999 28.0 3.8
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P44 0.513 12.5 2.8 P130 0.716 157.8 11.4
P45 0.598 41.5 4.8 P131 0.644 83.6 6.9
P46 0.621 7.0 2.5 P132 0.687 34.0 3.9
P47 0.603 45.5 4.8 P133 0.764 21.0 3.2
P48 0.665 13.5 2.7 P134 0.664 34.0 3.9
P49 0.627 27.5 3.6 P135 0.761 6.0 23
P50 0.619 34.0 43 P136 0.760 2.0 2.1
P51 0.618 59.7 5.6 P137 0.533 47.5 4.6
P52 0.604 260.6 17.7 P138 0.827 24.1 3.5
P53 0.748 225.7 15.6 P139 0.491 5.5 2.4
P54 0.887 112.4 8.4 P140 0.727 57.0 5.4
P55 0.618 126.7 9.7 P141 0.593 8.5 2.5
P56 0.550 30.5 3.7 P142 0.566 13.0 2.7
P57 0.509 7.0 2.5 P143 0.576 2.0 2.1
P58 0.563 18.0 3.1 P144 0.653 10.5 2.6
P59 0.733 57.0 54 P145 0.612 14.0 2.7
P60 0.581 39.5 4.4 P146 0.550 11.0 2.5
P61 0.885 32.0 3.7 P147 0.603 22.5 3.3
P62 0.731 132.0 9.7 P148 0.710 8.0 2.5
P63 0.652 27.5 3.7 P149 0.756 104.0 8.6
P64 0.695 25.0 3.6 P150 0.747 56.5 5.5
P65 0.614 19.5 3.0 P151 0.944 56.5 53
P66 0.652 3.0 2.1 P152 0.637 29.5 3.7
P67 0.686 4.0 2.2 P153 0.533 4.5 2.2
P68 0.632 27.0 3.6 P154 0.575 23.0 3.2
P69 0.753 32.5 3.9 P155 0.555 45.5 4.6
P70 0.753 325 3.9 P156 0.579 4.5 2.3
P71 0.625 57.0 53 P157 0.584 7.0 2.4
P72 0.609 4.5 23
P73 0.584 4.0 2.2
P74 0.710 4.5 2.2
P75 0.629 3.5 2.1
P76 0.624 3.5 2.1
P77 0.642 53.0 5.1
P78 0.642 53.0 5.1
P79 0.739 20.5 3.1
P80 0.767 325 3.8
P81 0.757 26.5 3.4
P82 0.568 9.5 2.7
P83 0.551 6.5 24
P84 0.716 10.5 2.6
P85 0.854 43.5 4.5
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Einwilligung zur Beobachtungs-Studie
Nicht-invasive Diagnostik in der Neonatologie: Pilotstudie zur berihrungsfreien
Uberwachung von Vitalparametern und zur Messung der volatilen organischen
Verbindungen in der Inkubatoratmosphdre von Neugeborenen

Ich wurde von dem behandeinden Arzt

(Name des behandeinden Arztes)

meines Kindes

(Name des Patienten) (Geburtsdatum)

volistandig Uber Wesen, Bedeutung und Tragweite der Studie mit dem o. g. Titel aufgeklart.
Ich habe den Aufkldrungstext gelesen und verstanden. Ich hatte die Moglichkeit, Fragen zu
stellen, und habe die Antworten verstanden und akzeptiere sie. Der behandeinde Arzt meines
Kindes hat mich Uber die Studie ausreichend informiert. Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur
Teilnahme an dieser Studie zu entscheiden und wei3, dass die Teilnahme an dieser Studie
freiwillig ist. Ich weil, dass ich jederzeit und ohne Angaben von Grinden diese Zustimmung
widerrufen kann, ohne dass sich dieser Entschluss nachteilig auf die spatere Behandlung
meines Kindes auswirken wird.

Mir ist bekannt, dass die Daten meines Kindes durch Zuordnung von Nummem in
pseudonymisierter Form gespeichert werden und dass ich ein Einsichts- und Léschungsrecht
entsprechend Datenschutzgrundverordnung habe. Ansprechpartner sind die u.g. Mitarbeiter.

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser Einwilligungserklarung erhaiten.
Ich erklare hiermit die Teilnahme meines Kindes an dieser Studie und das Einverstdndnis
des/der weiteren Sorgeberechtigten.

Ort, Datum Unterschrift des/der Sorgeberechtigten
Ont, Daum Unterschrift des aufklarenden Arztes
Prof. Or. Michael Zemiin P0. Dr. Erol Tutan! Or. Sybele Goedicke-Friz
Direktor ger Kink f0r Oberarzt Leiterin Forschungslador
Aligemeine Paciatrie und Klink f0r Aligemene Padiatie Kinik f0r Algemeine Padiatrie
Neonatoiogie una N und Neonatologie
Tel.: 06841-16 Tel.: 06841-16 28374 Tel.: 06841-16
28301 28412
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Anhang

11.3. Ethikvotum der Ethikkommision der Arztekammer des Saarlandes

Arztekammer

des Saarlandes

Kérperschaft “

des offentlichen Rechts

" Acztekammer des Saariandes - Postiach 10 02 62 - 68002 Saarbricken Ethik-Kommission

Ethk-Kommission o

Fakioresstralle 4

66111 Saartrucken
Herm Professor Telefon Durchwan! (06 81) 40 03 - 216, -218
Dr. med. Michael Zemlin Tolotax (06 81) 40 03 - 354
Direktor (_’0! _Klimk far . £ Mat wm&:u
Allg. Padiatrie und Neonatologie Kernarttszet Mo tis Do. §.00 bis 11.30 Uhr und
Universitatsklinikum des Saarlandes 13.30 bis 18,15 Utvr, Fr. .00 bis 12.00 Utv
66421 Homburg
Unser Zesichen: Ihe Schraben vom Wy Zeichen Oatum.
276/17 22. Dez. 2017

Nichtinvasive Diagnostik in der Neonatologie: Pilotstudie zur Messung der volatilen organischen
Verbindungen in der Inkubator-Atmosphire von Frilhgeborenen

Unsere Kenn-Nr. 276/17 (bitte stets angeben)) FINGEGANGEN
18 peg,

‘7"\‘1.’

Sehr geehrter Herr Kollege Zemlin!

Wir nehmen Bezug auf Ihr Schreiben vom 14.12.2017, Eingang hier: 20.12.2017, mit dem uns die 0.g.
Studie zur Beurteilung vorgelegt wird.

Die Unterlagen wurden entsprechend § 6 unseres Statuts vom stellvertretenden Vorsitzenden geprift,
es ist keine Beratung durch die gesamte Kommission erfoigt.

Gegen die Durchfilhrung der o. g. Studie im Priifzentrum Homburg/ Klinik fiir Allg. Padiatrie und
Neonatologie - Herrn Professor Zemlin, bestehen weder berufsrechtliche noch ethische
Bedenken.

Wir machen darauf aufmerksam, dass die Ethik-Kommission mit ihrer Stellungnahme lediglich eine
Hilfestellung bei der Beurteilung ethischer und rechtlicher Gesichtspunkte eines geplanten
Forschungsvorhabens gibt. Verantwortlich fur die Planung und Durchfihrung bleibt der zustandige
arztliche Leiter des Forschungsvorhabens.

Bei Anderungen des Forschungsvorhabens vor oder wahrend der Durchfuhrung bedarf es nochmals
eines entsprechenden Antrages vor der Anderung. Bei Anderungen sollten sowohl die Antrags-Nummer
als auch die geanderten Passagen in den betreffenden Unterlagen deutlich gekennzeichnet sein, da
andernfalls keine ziigige Bearbeitung méglich ist. Auch missen neu teilnehmende Prifzentren der Ethik-
Kommission gemeldet werden.

Wir machen ausdriicklich darauf aufmerksam, dass bei erkennbarer Trendwende mit negativem
Ergebnis das Forschungsvorhaben abzubrechen ist.

-

Die Ethik-K bl der A des S ist untor B 9 Cer interr ichtli der ICH. GCP u. der 12. Novelle
AMG tabg, nach L ht (S hes Heilberut § 5 Abs. 1) anerkannt und beim Bundesinstitut fur Arzneimittel und
Medizinprodukte gem. § 22 des W Q" sowie beim B for Str nach § 92 der Strahlenschutzverordnung
und nach § 26g der Rontgenverordnung registren.

Commerzbank Saarteicken D1 Ap: und A PosDant Sadrdricken Bark 1 Saar Saarbrocken

Kio Nr, 53 89 200 Kio.-Nr. 0 001 926 206 Kio -Nr. 95 15 608 K30.-Nr.157 5007

BLZ 560 400 00 BLZ 590 506 26 BLZ 90 100 06 BLZ 501 900 00
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Wir wunschen fur die vorgesehene Aufgabe viel Erfolg und wéren zur gegebenen Zeit fur die
Ubersendung eines Abschlussberichtes dankbar.

Mit freundlichen Gr(iBen
!
f

AN
Prof. Dr. W. Hoffmann
Stellv. Var§izender

Anhang
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