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1. Einleitung

1.1 Mukoviszidose

Die Mukoviszidose oder auch Cystische Fibrose (CF) ist eine autosomal-rezessiv vererbbare
Multisystemerkrankung. Sie wurde erstmalig 1938 von D. Anderson als eigenstindige Krankheit
beschrieben, als ,,Zystische Fibrose des Pankreas* [1]. Sie kommt in Europa mit einer Haufigkeit
von ca. 1:2500 vor (mit unterschiedlicher Auspragung zwischen ethnischen Gruppen) [2] und ist

die haufigste letal endende Erbkrankheit.

1.1.1 Pathophysiologie

1989 konnte der zu Grunde liegende Gendefekt auf dem langen Arm des Chromosoms 7
identifiziert werden [3, 4]. Am héufigsten ist dabei die Mutation AF508, dariiber hinaus wurden
bislang tiber 1600 weitere Mutationen beschrieben [5]. Der Defekt fiihrt zu einem fehlerhaften
Autbau des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)-Proteins, das zum
einen selbst als cAMP-regulierter Chloridkanal fungiert, zum anderen andere
Membranionenkanéle reguliert. Die Stérung des Wasser- und Elektrolyttransports beeintrachtigt
besonders die Funktionen der exokrinen Driisen im Organismus. Aus der erhohten Viskositét des
mukosen Sekretes resultiert eine Dyskrinie, gefolgt von Entziindungsprozessen und Verlust der

Organfunktion.

Betroffene Organsysteme sind besonders Pankreas, Kolon, Leber, Schweil- und Keimdriisen
sowie Lunge. Der Defekt der exokrinen Pankreasfunktion fithrt zu Verdauungsstérung und somit
zu Malnutration. Uber 40% der Patienten erkranken im Erwachsenenalter an CF-Diabetes
mellitus durch Verlust der endokrinen Pankreasfunktion [6]. Im Gastrointestinaltrakt treten
haufig Obstruktionen mit Invaginationen als Folge der fehlenden Verdiinnung des Darminhaltes
auf. Bei Neugeborenen kann dies zum Mekoniumileus flihren, der in 5-10% der Fille als erstes
Symptom der Erkrankung auftritt. Die gestorte hepatische Sekretion kann zur Cholestase, zu
Gallensteinen und zur bilidren Leberzirrhose mit portaler Hypertension fiihren. Im Schweil3 143t
sich typischerweise ein erhohter Chloridgehalt nachweisen. An CF erkrankte Ménner leiden zu

99% an Infertilitét [7].
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Wurde die Infektanfdlligkeit der Lunge zunidchst als Folge der Malnutration angesehen,
beschrieben DI SANT’ AGNESE ET AL diese 1953 erstmals als unabhingigen Teil der
Multisystemerkrankung [8]. Die Lungenbeteiligung hat einen zentralen Einfluss auf den Verlauf
und die Schwere der Erkrankung, der GroBteil der Patienten stirbt an ihren Folgen [9]. Der
epitheliale CFTR-Kanal beeinflusst weitere Na'- und Cl™-Ionenkanile. Durch diesen verinderten
Ionentransport, besonders durch die verminderte Sekretion von CI (passiv gefolgt von H,0),
verringert sich das Volumen des Lungensekrets [10]. Es kommt zur erhohten Viskositit,

Verlegung der Bronchiolen und Bronchien mit zihem Mukus und verminderter Clearance.

Dieser Mechanismus fiihrt weiterhin zu einer erhdhten Anfilligkeit fiir Infektionen. Bis zu 80%
aller CF-Patienten infizieren sich im Verlauf mit Pseudomonas aeruginosa (PSA) [11]. Der Keim
hat maBBgeblichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf und kann zu einer Verschlechterung der
Lungenfunktion und terminal zum Tode fithren [12]. Die rezeptorvermittelte erleichterte
Adhésion des Erregers an Epithelzellen [12, 13] und Bildung eines Biofilms im hypoxischen
Lungensekret [14, 15] erschwert den korpereigenen Abwehrmechanismus. Nach Infektion wird
iiberschieBend das Zytokin Interleukin (IL) -8 sezerniert.

Des Weiteren kann es zur Besiedlung mit Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas, atypischen Mykobakterien oder Pilzen - im Falle von
Aspergillus bei ca. 50% - kommen [16-18].

vorliegen

In der Bronchoalveolarlavage (BAL) von Mukoviszidosepatienten 148t sich eine erhdhte Zellzahl
mit stark vermehrtem Auftreten von neutrophilen Granulozyten als Immunantwort auf die
Infektion nachweisen [19, 20]. Diese setzen Proteasen und Oxidantien [9] frei, welche
Epithelzellen zersetzen konnen und so zum Epithelschaden mit Bronchiektasen fiihren. Der
Zerfall der Neutrophilen erhoht den DNA-Gehalt im Sputum und damit erneut dessen Viskositét
[9]. Des weiteren kommen unter anderem IL 6, -8, Leukotrien B4, Tumornekrosefaktor (TNF)-
o, al-Protease-Inhibitor und Immunglobuline in erhéhter Konzentration im Plasma und in der
BAL vor [9, 19, 21-23]. Neutrophile Granulozyten werden durch Elastasen und Zytokine
angelockt, es resultiert ein Circulus vitiosus mit einer chronischen Entziindung als Folge [9].
Diskutiert wird liber den Einfluss des Gendefektes auf die Immunantwort der Epithelzellen. In
einigen Studien wird iiber eine verminderte Abgabe von protektiven Zytokinen wie IL-10, sowie
iiber eine vermehrte Bildung von proinflammatorischen Adhésionsmolekiilen (ICAM-1)

berichtet [21, 24].
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Durch das verénderte Sekret mit Obstruktion der Atemwege und chronischer Entziindung kommt
es zum Umbau des Lungengewebes mit Bronchiektasen und Beliiftungsstorungen mit

respiratorischer Insuffizienz, pulmonaler Hypertonie und Cor pulmonale.

1.1.2 Diagnose und Verlaufskontrolle

Folgende Kriterien dienen der Diagnosefindung: Anzeichen fiir Dysfunktion von Chloridkanélen
(Cl-Konzentration im Schweil>60mEq/l [25]), positive Familienanamnese, pulmonale

Erkrankungen iibereinstimmend mit CF und Zeichen einer Pankreasinsuffizienz.

Das Alter bei Erstdiagnose liegt im Mittel bei ca. 11 Monaten, zur fritheren Erkennung wird auch
in Deutschland die Einfiihrung eines zweistufigen Neugeborenen-Screenings mit Bestimmung
des immunreaktiven Trypsinlevels im Fersenblut und Bestitigung mittels CFTR-DNA-Test
diskutiert [26]. Meist fiihrt jedoch die klinische Symptomatik auf die Verdachtsdiagnose CF, die
mittels Schweilltest und Nachweis der exokrinen Pankreasinsuffizienz bestdtigt wird. In
Zweifelsfiallen konnen auch elektrophysiologische Messungen der transepithelialen
Potentialdifferenz an der Nase oder einem frischen Rektumbiopsat hilfreich sein [27].

Im Verlauf der Krankheit kann mittels Spirometrie, Bodyplethysmographie und
Gasauswaschverfahren der Lungenfunktionsstatus erhoben werden. Hier spielen besonders die
Parameter zur Beurteilung von obstruktiver Ventilationsstérung, Uberblihung und
Verteilungsstorung eine Rolle. Zur Verlaufskontrolle kdnnen weiterhin radiologische Scores
aufgestellt werden, Beispiele sind die CT-Scores nach Bhalla [28] oder Brody [29]. Mittels
Computertomographie  werden CF-typische strukturelle Verdnderungen der Lunge
wiedergegeben, hierzu gibt es inzwischen auch vielversprechende Ansdtze mittels
Kernspintomographie [30]. Die Bronchoskopie ermoglicht eine Beurteilung der zentralen
Atemwege und dient zur Gewinnung einer BAL oder ermdglicht die Biopsieentnahme zur
Beurteilung des Entziindungsstatus. Dieser kann indirekt auch durch Bestimmung von
Laborparametern im Blut angendhert werden. Zur genauen Identifizierung pathogener Keime
und ihres Resistenz-Spektrums wird das Sputum analysiert. Man erhélt es spontan oder durch

Induktion mit hypertoner NaCIl-Lsung.

Zusammenfassend sind die genannten Untersuchungen zwar hilfreich bei der Erstdiagnose und
der Verlaufskontrolle, objektive Aussagen zur Entziindungsaktivitit, besonders der Lungen, sind

damit aber nicht moglich. Die Lungenfunktionsdiagnostik ist kostengiinstig und einfach in der
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Durchfiihrung, misst aber nur indirekte Parameter. CT-Untersuchungen ermdglichen die
bildliche Darstellung pulmonaler Strukturschéden, deren Ursache konnte jedoch bis jetzt nicht
eindeutig mit dem pulmonalen Entziindungsstatus in Zusammenhang gebracht werden [31].
Blutwerte spiegeln eher den Allgemeinzustand des Patienten wider als den Lokalbefund.
Untersuchungen bzw. Eingriffe wie Bronchoskopie oder Biopsieentnahme ermdglichen zwar
eine direkte Begutachtung des Lungengewebes, sind aber in ihrer Durchfiihrung sehr invasiv und
auf Grund von Risiken bei der Durchfiihrung nicht zur dauerhaften Routinekontrolle geeignet.
Dies gilt auch fiir die Computertomographie, da neben der hohen Strahlenbelastung haufig die

Sedierung der jungen Patienten notwendig ist.

1.1.3 Therapie

Die Behandlung der Mukoviszidose ist symptomatisch und richtet sich nach der Beteiligung der
Organe. MATTHEWS ET AL. erarbeiteten drei Sdulen der CF-Therapie: Optimierung der

Erndhrung, Clearance der Atemwege und medikamentdse Behandlung des Lungeninfekts [32].

Patienten werden auf eine hochkalorische Erndhrung eingestellt und erhalten fettldsliche
Vitamine und Pankreasenzyme. Diabetes mellitus wird mit Insulinpréparaten behandelt. Bei

Leberbeteiligung wird z.B. Ursodeoxycholsdure eingesetzt.

Die Krankengymnastik spielt eine entscheidende Rolle in der Verbesserung der pulmonalen
Sekretclearance. Dabei stehen mehrere Therapiemoglichkeiten zur Auswahl, die der Patient
sowohl alleine als auch mit Unterstiitzung durchfiihren kann. Die Lagerungs- und die autogene
Drainage sind zwei Beispiele. AuBBerdem stehen technische Hilfsmittel wie der ,,Flutter oder

PEP-Systeme (positive expiratory pressure) zur Verfiigung.

Medikamentds kann sowohl inhalativ als auch oral oder intravends behandelt werden.

Die Inhalationstherapie setzt eine ausreichende Lungenfunktion voraus, ermoglicht aber die
lokale Applikation der Substanzen. Verwendet werden hypertone NaCl-Losungen [33, 34], B-
Sympathomimetika [35, 36], Steroide wund Antibiotika (siche unten). Humane
Desoxyribonuklease I (thDNA I) zur Viskositdtminderung des Sputums stellt eine weitere

inhalative Therapieoption dar [37].
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Orale Mukolytika wie N-Acetylcystein werden aufgrund der positiven Resonanz bei Patienten

trotz fragwiirdiger Wirksamkeit hdufig verwendet [38].

Der Einsatz von Antibiotika ist unumginglich in der medikamentdsen Therapie der CF. Bei
akuter Exazerbation des Infekts hat sich die parenterale Gabe bewihrt, je nach Erregerspektrum
und Resistenzbildung meist mit einer Kombination aus p-Laktamen und Aminoglykosiden. In
der Dauertherapie bei PSA Besiedlung werden zum einen Tobramycin und Colistin inhalativ [33,
34], zum anderen Azithromycin oral [39] eingesetzt. Die Antibiotika-Prophylaxe gegen
Staphylokokkus aureus wird jenseits des ersten Lebensjahres nicht mehr empfohlen, da erhdhte

Infektraten mit PSA wéhrend der Behandlung beobachtet wurden [40].

Neben Antibiotika finden auch antiinflammatorisch wirkende Medikamente wie Kortikosteroide
oder nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR, z.B. Ibuprofen) ihre Anwendung in der CF-
Therapie. Oral verabreicht, verlangsamen sie den Abfall der Lungenfunktion [41-44]. Allerdings
miissen auch hier die Nebenwirkungen beachtet werden, besonders Kortikosteroide haben

negativen Einfluss auf Wachstum, Knochendichte und Glukosetoleranz [44].

Des Weiteren richtet sich die Forschung auf eine mogliche Gentherapie oder eine Impfung gegen
PSA [45]. Als letzte Therapieoption bei massiver pulmonaler Auspriagung der Krankheit kann

eine Lungentransplantation durchgefiihrt werden.

1.1.4 Prognose

Starb ein GroBteil der Patienten in den 1930er Jahren noch im ersten Lebensjahr, wird ein Patient
heute im Durchschnitt iiber 30 Jahre alt. Einfluss auf die Prognose hat nicht nur die genetische
Form und der Zeitpunkt bzw. die Art der Erstdiagnose [46, 47], sondern auch der Verlauf der
Erkrankung. Routineméfig gemessene Parameter kdnnen eine Orientierung zum Verlauf geben.
So erhohen die Besiedlung mit PSA (mikrobiologische Sputumanalyse), der Abfall von FEV,
(Lungenfunktionsdiagnostik) [48] und ein schlechter Erndhrungszustand (Body Mass Index
(BMI)-Bestimmung) [49] jeweils die Mortalitdt. CT-Scores korrelieren mit klinischen Zeichen
der Exazerbation [50]. Durch eine optimale Verlaufskontrolle kdnnen somit die genannten
Einflussfaktoren friihzeitig erkannt und behandelt und so die Prognose positiv beeinflusst

werden.
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1.2 Organische Spurengase in der Atemluft

Seit Jahrhunderten ist bekannt, dass sich Krankheiten durch den verdnderten Geruch des
Patienten duflern konnen, zum Beispiel bei Diabetes, Leber- oder Nierenversagen. Trotzdem
existieren nur wenige routineméfig eingesetzten Nachweisverfahren. Die géngigste Methode ist
sicherlich der Nachweis von Ethanol als Zeichen fiir Alkoholkonsum [51, 52]. Andere Beispiele
sind der *C-Atemtest bei Helicobacter-pylorii-Besiedlung des Magens oder der H,-Atemtest bei
Laktasemangel [53].

Seit den 1970er Jahren, nachdem durch PAULING ET AL. zum ersten Mal die Atemluft eines
gesunden Menschen mittels Gaschromatographie untersucht wurde [54], bemiiht sich die
Forschung um den Nachweis der genauen Zusammensetzung und um die Ermittlung von
Normwerten der Inhaltsstoffe und ihrer genauen Herkunft. Trotz intensiver Arbeit konnten diese

Fragen noch nicht endgiiltig geklért werden.

PAULING ET AL. wiesen in einer Probe 250 Stoffe nach [54], KROTOSZYNSKI ET AL. untersuchten
28 gesunde Probanden und ermittelten 102 Inhaltstoffe der Atemluft mit den drei
Hauptbestandteilen Isopren, Aceton und Acetonitril [55]. Nach einer Zusammenstellung von
KNEEPKENS ET AL. [56] variieren die publizierten Standardwerte fiir Konzentration bzw.
Exkretionsrate erheblich. Werte fiir Ethan oder Pentan liegen beispielsweise zwischen 0,36+0,09
und 0,88+0,20 bzw. 0,59+0,41 und 3,7+1,2 nmol/l. Bei Messungen {iber sechs Monate bei 20
Probanden mittels Massenspektrometrie konnten Mittelwerte fiir Isopren (118+£68 ppb),
Methanol (450+1,62 ppb), Propanol (18ppb) und Aceton (411+1,58ppb) ermittelt werden [57-
59].

Ethan und Pentan sind die am héufigsten untersuchten Stoffe. Diese fliichtigen
Kohlenwasserstoffe (VOCs=volatile organic compounds) scheinen fast ausschlieBlich bei der
Peroxidation von mehrfach ungesittigten Fettsduren (Linolen- /Linol- /Arachidonsdure bzw.

deren Derivate) zu entstehen [56, 60, 61].

1.2.1 Mechanismus der Lipid-Peroxidation

Die Bildung freier Radikale findet fortlaufend im menschlichen Korper statt, zum Beispiel in der

Atmungskette [56]. Trotzdem kann ihre Wirkung verheerend sein durch ihre Féahigkeit, nahezu
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alle chemischen Verbindungen zu oxidieren und dadurch das betroffene Gewebe in Aufbau und
Funktion schwer zu schéddigen. Dieser Vorgang wird auch oxidativer Stress genannt. Radikale
entstehen unter anderem enzymgesteuert, durch Autooxidation von Hdmoglobin und Glutathion
oder durch physikalische Krifte wie UV-Licht und Rontgenstrahlen. Sie sind extrem reaktiv und
gehen Verbindungen mit DNA, Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden ein [62]. Durch
Granulozyten gebildet, erfiillen sie wichtige Aufgaben in der Immunabwehr. Zum grofBten Teil
versucht der Organismus jedoch, Bildung und mogliche Schiden zu verhindern oder zu
reparieren durch Antioxidantien wie Glutathion, a-Tocopherol (Vitamin E) oder Enzyme zur

DNA-Reparatur [56, 63].

Wie oben bereits erwéhnt, greifen freie Radikale auch mehrfach ungesittigte Fettsduren (LH) an,
ein wichtiges Strukturmolekiil in Membranen. Die Reaktion wird Lipid-Peroxidation genannt.
Dabei reagiert ein Radikal (Re) mit einem Kohlenstoffatom einer Doppelbindung und bildet
unter Verwendung eines Sauerstoffmolekiils (O;) und einer weiteren Fettsdure (FS) ein
Lipidperoxid (LOOH). Die Reaktion geht mit der Bildung eines FS-Radikals einher, das weiter

reagieren kann. Ein Kreislauf mit Produktion vieler Lipidperoxide ist die Folge.

Re+LH —>RH+ Le
Le + O, - LOOe
LOOe + LH — LOOH + Le

Die Funktion der verdnderten FS ist schwer beeintrdchtigt, es kommt unter anderem zu

Membranschidden der Zellen. [56, 62].

Lipid-Peroxidation kann in Korperflissigkeiten durch Zwischen- oder Endprodukte mittels
Chemilumineszenz, Fliissigkeitschromatographie oder Reaktion mit Thiobarbitursdure
nachgewiesen werden. Beispiele fiir diese Biomarker sind Malondialdehyd, n-Hexanal oder n-
Nonanal in Blut-, Sputum- oder Urinproben [64-66]. Erniedrigte Konzentrationen von mehrfach
ungesittigten Fettsduren konnen dazu im Blut gemessen werden [66].

Hinweise fiir die Lipid-Peroxidation lassen sich auch bei CF-Patienten finden. Mogliche Ursache
sind die chronische Infektion mit erh6htem oxidativen Stress des Lungengewebes oder die
verminderte Resorption von Antioxidantien im Darm. Im Plasma der Patienten traten erhohte

Werte fiir Hydroperoxide bzw. erniedrigte Werte fiir f-Carotin und Glutathionperoxidase auf
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[67-69]. Weitere Biomarker konnten im Sputum nachgewiesen werden, mit erhohtem Level bei

Exazerbation [70].

1.2.2 Nachweis von Ethan und Pentan

Erhohte Werte fiir Pentan wurden bei entziindlich bedingten Erkrankungen wie Colitis ulcerosa,
Morbus Crohn [71, 72] oder rheumatoider Arthritis [73] sowie fiir ischdmisch bedingte
Krankheitsbilder wie dem akuten Myokardinfarkt [74] ermittelt. Auch Ethan trat vermehrt bei
entziindlichen Magendarmerkrankungen [71, 75] und Sklerodermie [75] auf. Bei Patienten mit
Alkohol-induzierter Lebererkrankung konnten erhohte Konzentrationen beider Stoffe in

Atemproben nachgewiesen werden [76, 77].

Anderungen der Atemzusammensetzung bei pulmonalen Erkrankungen wurden in der
Vergangenheit mehrfach beobachtet. Bei Patienten mit akutem Asthma wiesen OLOPADE ET AL.
vermehrt Pentan nach [78], PAREDI ET AL. gelang dieser Nachweis flir Ethan, mit positiver
Korrelation zu Stickstoffmonoxid (NO) und Trapped-air-Volumina (Lungengasvolumina, die
nicht an der Ventilation teilnehmen), negativer Korrelation zum forciert expiratorischen
Volumen in einer Sekunde (FEV;-Wert) und Abfall nach Steroidbehandlung [79]. Ethan ist
daneben bei Zigarettenkonsum [66, 80] und chronisch-obstruktiven pulmonalen Erkrankungen
(COPD) [81, 82] in der Atemluft erhoht, Pentan tritt vermehrt beim ,,Acute Respiratory Distress
Syndrome* (ARDS) [83, 84] und beim Schlafapnoe-Syndrom [85] auf.

PAREDI ET AL. konnten in Atemproben von CF-Patienten vermehrt Ethan nachweisen. Die
Ergebnisse standen in Korrelation zum gemessenen Kohlenmonoxid (CO), mit

Obstruktionsparametern der Lungenfunktion und mit Steroidtherapie [86].

1.2.3 Nachweis weiterer organischer Spurengase

Methan tritt mit hoher Konzentration in der Atemluft auf und soll beinahe ausschlieBlich im
Darm bei der bakteriellen Fermentation entstehen [66]. Acetongeruch in der Atemluft ist bekannt
als Zeichen fiir die diabetische Ketoazidose. Es entsteht aus Acetoacetat, einem Ketonkdrper,
und konnte vermehrt bei ketonhaltiger Didt bei Ratten nachgewiesen werden [87]. Der
Isoprengehalt unterliegt einem zirkadianen Rhythmus [66] und wird durch die
Cholesterinsynthese beeinflusst, je nach Hemmung oder Steigerung mit verminderter bzw.

erhohter Konzentration [66, 88]. Er steigt zudem bei Beginn korperlicher Anstrengung an [89].



Einleitung 13

Wihrend pulmonaler Exazerbation von CF wurde ein Abfall von Isopren registriert [64]. Bei
Patienten mit einem Lungenkarzinom konnten erhdhte Werte flir mehrere VOCs ermittelt
werden, die im Zusammenhang mit dem Verlauf der Erkrankung standen und deren Nachweis

als potentielles Screeningverfahren eingesetzt werden konnte [90, 91].

1.2.4 Stickstoffmonoxid

Die Messung von Stickstoffmonoxid (NO) in der Atemluft steht ebenfalls fiir die medizinische
Diagnostik zur Verfiigung.

Stickstoffmonoxid wird durch die NO-Synthase (NOS) - von der mindestens drei Isoformen
bekannt sind - aus L-Arginin freigesetzt [92]. Inflammatorische Zytokine erhohen iiber
vermehrter Expression von NOS2 die Synthese von NO. Daher dient NO als
Entziindungsmediator im Korper [93] und eignet sich so als Marker von Entziindungsreaktionen
[94]. Daneben wird NO aus S-Nitrosothiol freigegeben und bildet sich bei Protonierung von
Nitriten [82]. Im Respirationstrakt kommt es in hoher Konzentration im Nasopharynx und in den
Nasennebenhohlen vor und scheint eher epithelialen als endothelialen Ursprungs zu sein [82].
Die Konzentration von NO ist abhéingig von der Flow-Rate und akkumuliert beim Luftanhalten.
Diese Aspekte sind bei der Messung zu beriicksichtigen, aullerdem sollte gegen einen
Widerstand geatmet werden, um durch Druck den Nasenraum abzuschlieBen und so

Kontaminationen zu verhindern [95]

Seit Gustafsson et al 1991 erstmals NO in der menschlichen Atemluft nachwiesen, wurde es im
Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen untersucht. Erhohte Konzentrationen konnten
bei atopischem Asthma beobachtet werden, mit Anstieg bzw. Abfall bei vermehrter bzw.
verminderter Allergenbelastung [96, 97]. Unter Therapie sank der Atemluftgehalt signifikant ab
[98]. Da ebenfalls ein positiver Zusammenhang zwischen der Konzentration von eosinophilen
Granulozyten in der BAL und im Blut besteht, konnte die systematische Messung von NO
zusammen mit anderen Parametern eine Moglichkeit zur Vorhersage von Atemwegsobstruktion
und zur Therapiekontrolle dienen [99-101]. Patienten mit Bronchiektasen, Lungenkarzinom,

Rhinitis oder Schlafapnoe-Syndrom atmen ebenfalls vermehrt NO aus [82, 85].
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Im Gegensatz dazu konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass NO bei Mukoviszidose-
Patienten in normaler oder verminderter Menge exhaliert wird [102, 103]. Nasal gemessen,

standen verminderte Werte im Zusammenhang mit Pankreasinsuffizienz und PSA-Besiedlung
[104].
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1.3. Fragestellung

In der angefiihrten Literatur iiber den Nachweis von fliichtigen Kohlenwasserstoffen in der
Atemluft unterscheiden sich die Arbeitsmethoden der Gruppen im Versuchsaufbau, in der
Durchfiihrung, in der Art der Probenauswertung am Gaschromatographen, in der statistischen
Auswertung mit oder ohne Beriicksichtigung der Raumluft und nicht zuletzt in der Wahl der
untersuchten Stoffe. Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten wurde keine
standardisierte reproduzierbare Messmethode entwickelt. Es existieren nur wenige Arbeiten zu
verdnderten Atemgasen bei Mukoviszidose, in denen nur einzelne Einflussfaktoren - wie

Krankheitsstadium oder medikamentdse Therapie - beriicksichtigt werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, Unterschiede in Atemluftproben von CF-Patienten und gesunden
Probanden im Kindes- und Jugendalter zu identifizieren und Korrelationen zu genannten
Einflussfaktoren zu untersuchen.

Zum anderen soll die Reproduzierbarkeit der Messung auf dem verwendeten
Gaschromatographiesystem  (GC-System)  iiberpriift ~werden mit Evaluation des

Parameterspektrums und moglicher Storfaktoren.

Zusammenfassend geht die Arbeit also folgenden Fragen nach:

1. Ergeben Messungen von organischen Spurengasen in der Atemluft auf einem

atmosphirischen GC-System reproduzierbare Ergebnisse?

2. Welche Einflussfaktoren beim Versuchsaufbau und der Durchfiihrung liegen vor und

welches Parameterspektrum der Atemluft sollte untersucht werden?

3. Unterscheidet sich die Atemluft von Kindern und Jugendlichen mit Mukoviszidose im
Vergleich zu einer &dquivalenten gesunden Vergleichsgruppe hinsichtlich der

Konzentration von organischen Spurengasen?

4. Inwieweit werden Konzentrationen von organischen Spurengasen in der Atemluft von
CF-Patienten durch andere Faktoren wie dem Krankheitsverlauf, der pulmonalen
bakteriellen Besiedlung, der Medikamenteneinnahme oder den Lebensumstinden

beeinflusst?
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2. Methodik

2.1 Ort, Zeitpunkt, Voruntersuchungen

Die Messungen wurden in der Bibliothek der Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin des UK
Aachen durchgefiihrt. Der fensterlose Raum wurde durch eine zentrale Klimaanlage beliiftet,

Spender zur alkoholischen Handedesinfektion standen nicht zur Verfiigung.

Die ca. 60-miniitigen Messungen erfolgten meist nachmittags. Nach einem Aufklarungsgespriach
tiber Versuchsablauf, mogliche Risiken und Speicherung der Probandendaten wurde das
Einverstdndnis schriftlich festgehalten. Als mogliche Risiken wurden hierbei Unwohlsein

wiéhrend der Messung oder Ansaugen der Zunge an das Mundstiick erwéhnt.

Danach fand eine kurze kdrperliche Untersuchung statt, dabei wurde der Rachenraum inspiziert
und die Lunge abgehort. Aulerdem wurde eine aktuelle Anamnese durchgefiihrt mit Fragen iiber
Allergien, vorherige Erkrankungen, aktives und passives Rauchen, Medikamenteneinnahme, den
Tagesablauf vor der Messung und mit Erfassung von Grofle und Korpergewicht. Die Antworten
wurden auf einem standardisierten Fragebogen dokumentiert (siche Anhang 1). Bei der
Patientengruppe wurde auflerdem das Vorliegen einer bakteriellen Besiedlung der Lunge, eines
CF-Diabetes und einer Leberbeteiligung sowie der Genotyp festgehalten. Dann folgte die

Lungenfunktionspriifung und anschliefend die Probenentnahme und NO-Messung.

Studienprotokoll, Probandeninformation und Einwilligungserklédrung waren am 17.05.2003 von
der Ethikkommission an der medizinischen Fakultit der Rheinisch-Westfalischen Technischen

Hochschule (RWTH) Aachen die Studie genehmigt worden.

2.2 Probanden und Patienten

Insgesamt nahmen jeweils 20 gesunde bzw. an Mukoviszidose erkrankte Testpersonen freiwillig
an der Studie teil. CF-Patienten wurden zum einen im Rahmen einer regelmifligen Kontrolle in
der pneumologisch-allergologischen Spezialambulanz oder wéhrend eines stationdren

Aufenthalts in der Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin der RWTH rekrutiert, zum anderen
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wurden sie durch das Luisenhospital Aachen und durch die Kinderarztpraxis Dr. Dohmen/Dr.

Friedrichs vermittelt. Die gesunden Probanden wurden auf privater Ebene angesprochen.

55% der Testpersonen jeder Gruppe waren weiblichen Geschlechts. Es konnte kein signifikanter
Unterschied in Alter, KorpergroBe- und Gewicht festgestellt werden. Allerdings lag in der
Patientengruppe im Durchschnitt der Body Mass Index (korrigiert unter Einbeziehung von Alter
und Geschlecht, BMI_SDS [105, 106]) unter dem der Probandengruppe. Die Patienten wiesen
dazu eine deutlich eingeschrinkte Lungenfunktion mit obstruktiver Ventilationsstorung auf

(BMI_SDS, FEV und MEFs: p=0,001).

Tabelle 1: Patienten- und Probandendaten (Mittelwert, Minimum-Maximum)

Probanden Patienten

N 20 20
Mainnlich (%) 45 45

Alter (Jahre) 14,3 (9-23) 17,2 (7-29)
Grofe (cm) 162 (132-186) 158 (125-180)
Gewicht (kg) 53,8 (28-83) 46 (24-64)
BMI (SD-Score) 0,25 (-0,9-1,5) -0,80 (-2,5-0,4)
FEV, (% Soll) 109 (85-138) 65 (21-105)
MEFs5, (% Soll) 103 (71-149) 43 (5-103)

Genauere Daten der einzelnen Testpersonen sind Anhang 2 zu entnehmen.

Die Testpersonen wiesen folgende gemeinsame Charakteristika auf: guter bis zufriedenstellender
Allgemeinzustand (bei CF-Patienten besonders im Hinblick auf die Belastung durch das
Beatmen der Probenbehilter), Mindestalter von sechs Jahren, Verstindnis und Féhigkeit zur
Umsetzung des Versuchs. Gemeinsame Ausschlusskriterien stellten ein Nikotinkonsum und ein
Infekt der oberen Luftwege in den letzten vier Wochen dar. Gesunde Probanden durften keine
die Luftwege betreffenden Allergien vorweisen. Die an CF erkrankten Testpersonen werden im
folgenden Text Patienten genannt. Bei ihnen musste die Diagnose der Mukoviszidose gesichert
sein. Alle hatten bereits zuvor Lungenfunktionspriifungen durchgefiihrt.

Den Testpersonen wurde eine Probennummer zugeteilt, die schriftlich auf dem Anamnesebogen

festgehalten wurde. Im weiteren Text wird diese Nummerierung {ibernommen.
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Bei je neun CF-Patienten lag die Genmutation AF508 in homo- bzw. heterozygoter Form vor.
Bei 16 Patienten lag eine chronische Atemwegsinfektion mit Pseudomonas aeruginosa vor.
Insgesamt wurden 14 Patienten mit Antibiotika behandelt, zwei in oraler Form (Ciprofloxacin),
sieben inhalativ (Tobramycin, Colistin) und fiinf Patienten intravends. Inhalative Steroide
nahmen sieben, langwirksame B-Sympathomimetika neun Patienten. Fiinf Patienten wurden zum
Untersuchungszeitpunkt wegen einer pulmonalen Exazerbation mit Symptomzunahme und
Lungenfunktionsabfall behandelt. Bei sechs wurde ein CF-Diabetes mit Insulin behandelt. In der
Vergleichsgruppe waren vier Probanden zu Hause passiv Nikotin ausgesetzt (durch mindestens
eine rauchende Person, die im gleichen Haushalt wohnt), in der CF-Gruppe war das bei neun

Patienten der Fall.

2.3 Lungenfunktion

2.3.1 Spirometrie

Zur Verfiigung standen zum einen ein Spirometer (FlowScreen®, Fa. E. Jaeger, Wiirzburg) und
zum anderen ein Ganzkdrperplethysmograph (MasterScreen™ Version 4.3, Fa. E. Jaeger,
Wiirzburg) der Spezialambulanz des Universititsklinikums (UK) Aachen. Nach Kriterien der
American Thoracic Society und der European Respiratory Society [107] fiihrten die
Testpersonen eine forcierte Spirometrie durch. In der Studie beriicksichtigt wurden die maximale
expiratorische Stromung bei 50% der noch auszuatmenden forcierten Vitalkapazitit (MEFso) und
die relative Ein-Sekunden-Kapazitit, also das forcierte expiratorische Volumen in einer Sekunde
in Relation zum Sollwert (FEV %) [108].

Die folgende Darstellung zweier Lungenfunktionsmessungen zeigt beispielhaft das Ergebnis

eines Probanden und eines CF-Patienten.
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Abbildung 1: Spirometrie

a) gesunder Proband (14 Jahre, weiblich)
b) CF-Patient (17 Jahre, ménnlich)

a) b)
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Graphik a) zeigt die normale Fluss-Volumenkurve eines gesunden Individuums.

Graphik b) hingegen gibt ein Beispiel fiir den Kurvenverlauf eines CF-Patienten mit
fortgeschrittener Lungenerkrankung. Die Parameter der obstruktiven Ventilationsstorung, unter
anderem FEV %, MEFs, und MEF,s sind in diesem Fall vermindert. Die beiden Letztgenannten

geben dabei die Limitation der mitt- und endexpiratorischen Fliisse wieder.
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2.3.2 Messung des NO-Gehalts

Nach den Empfehlungen der ERS/ATS Arbeitsgruppe [95] wurde die exhalierte Konzentration
an Stickstoffmonoxid (eNO) als Plateauwert bei Ausatmung mit einem Fluss von 50 ml/sec
bestimmt. Hierzu diente der Analysator LR-5000 (Logan Research Ltd., Rochester, UK),
welcher dem Chemilumineszenz-Sensor mundstiicknah einen konstanten Probenfluss von 250
ml/min zufiihrte (Ansprechzeit 300 msec, Genauigkeit £1ppb). Die Probanden atmeten dabei
gegen einen elektronisch geregelten Widerstand, der iiber einen weiten Munddruck-Bereich fiir
eine konstante Flussrate von 50ml/sec sorgte. Der Plateau-Wert wurde grafisch festgelegt und

eNO als Mittelwert aus drei Mandvern angegeben.

2.4 Gewinnung der Atemprobe

Verwendet wurden Silco-Steel® Behilter mit einem Fassungsvolumen von 6. Vor jeder
Messung wurden die Behilter im Forschungszentrum Jiilich auf eine Temperatur von 120°C
erhitzt, auf einen Druck von <40 mbar evakuiert und auf verbliebene Kohlenwasserstoffe im
Gaschromatographen hin iberpriift. Zur Messung wurde ein Mundstiick mit integriertem
Magnetventil und einem Barometer verwendet, das in der Werkstatt des Forschungszentrums
Jiilich entwickelt worden war.

Nach einer 10miniitigen Ruhezeit in der Bibliothek nahm die Testperson vor dem Probenbehélter
mit Mundstiick Platz. Sie wurde aufgefordert, nach einem tiefen Atemzug die Luft fiir 5 sec.
anzuhalten und dann mdglichst gleichméBig fiir mindestens 10 sec. in den Behilter zu atmen.
Zur Orientierung diente eine Stoppuhr. Die Atemluft des Probanden wurde {iber das
Magnetventil zundchst fiir 2 sec. in die Umgebungsluft entlassen, die restliche Luft wurde im
Behilter aufgefangen. Das Mandver wurde ca. dreimal wiederholt, bis ein Behélterdruck von
300 mbar erreicht wurde. Dem Probanden war es mdglich, per Druck der Hand des
Versuchsleiters die Messung vorzeitig abzubrechen. Dabei wurde das Ventil vor Abgang des

Probanden vom Mundstiick geschlossen, um Raumluftbeimengungen zu vermeiden.
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Abbildung 2: Mundstiick, Ventil und Probenbehiilter (9jihrige Probandin)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Atemmanévers
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Verwerfen Sammeln

Insgesamt wurden pro Testperson drei Probenbehélter gefiillt, jeweils in einem Abstand von ca.
15 Minuten. Zwischen dem Beatmen des zweiten und dritten Probenbehilters nahm der
Versuchsleiter eine Raumluftprobe durch Offnen des Ventils der Behilter. Dabei wurde darauf
geachtet, dass sich niemand in der unmittelbaren Nédhe zum Probenbehilter aufhielt. Das Ventil
wurde so lange offengehalten, bis keine Raumluft mehr horbar durch den Unterdruck im

Probenbehilter angesogen wurde.
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2.5 Analyse der Atemproben

Nach der jeweiligen Messung erfolgte der Transport der Behilter in das Forschungszentrum
Jilich in einem Zeitraum von hochstens 24 Stunden nach der Probenentnahme. Vor Ort wurde
der Druck in den Probenbehéltern gemessen und im Anschluss auf einen Wert von drei Bar mit
ultrareiner synthetischer Luft aufgepumpt. Zur Probenanalyse wurde ein Gaschromatograph
HP 5890 Serie 11" (Fa. Hewlett-Packard) mit einer unpolaren Kapillarsiule (DB1, Fa. J&W)

verwendet.

2.5.1 Gaschromatographische Trennung

Die gaschromatographische Messung der Kohlenwasserstoffe dauerte ca. 70 min. Zunichst
wurde das zu vermessende Gas mit einem Fluss von 50ml/min angesogen und dann durch eine
Kiihlfalle von —25°C zur Entfernung des im Gas vorhandenen Wassers geleitet. Anschlieend
wurde die Probe durch eine Anreicherungsschleife geleitet, die das Gas zunéchst auf ca. -190°C
abkiihlte, wodurch auch die leicht siedenden C,-Kohlenwasserstoffe kondensierten. Danach
wurde es auf 80°C erwdrmt und dann mit dem Trigergas (H;) in die Trennsdule (DB-1
Kapillarsdule, Innendurchmesser (ID) 0.32mm, Filmdicke 0.32 pum, 60m Lénge, Fa. J&W
Filson) injiziert. Die Starttemperatur betrug —50°C. Da eine unpolare stationidre Phase verwendet
wurde, bestimmte der unterschiedliche Siedepunkt der Kohlenwasserstoffe des Gases die
jeweilige Retentionszeit. Der Gasstrom am Sdulenende wurde mit einem Verhiltnis von 50:1
aufgeteilt zwischen einem Flammenionisationsdetektor (FID) zur quantitativen Detektion der

eluierten Substanzen und einem Massenspekrometer (MS) zur genauen Identifikation.
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Tabelle 2: Betriebsparameter des verwendeten Gaschromatographen

Gasfluss Tragergas (H,) bei 50°C 6,3ml/min
Zeiten Probenanreicherung 10min
Riickspiilzeiten 51min
Temperaturen Starttemperatur -50°C
Anreicherungstemperatur Ca. -190°C
Desorptionstemperatur 80°C
Probeneinlass, Ventile 80°C
FID 200°C
Temperaturprogramm -50°C (3min) — 200°C (7min) bei 5°C/min

Uber ein Interface (PE-Nelson 9770, Fa. Nelson) wurden die Signale des
Flammenionisationsdetektors aufgezeichnet. Dabei wurden die Analogsignale des Detektors

digitalisiert und gespeichert.

Abbildung 4: Aufbau des Gaschromatographen
V1-V6: Ventilsystem; FID: Flammenionisationsdetektor, MS: Massenspektrometer; MFC: Massenfluss-Regler

Uberlauf Washout-Gas Trager-Gas

V1 V2
:W:
SilcoSteel- Heizung
Behilter
Datenverarbeitung \
Gaschromatograf

2.5.2 Software-Auswertung

Zur Auswertung der erhaltenen Daten wurde das Nelson-System-Programm (Modell 2600

Chromatography Software) verwendet. Der Flacheninhalt jedes Peaks wurde manuell ermittelt.
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Priifgasgemische dienten zur Identifizierung der einzelnen Kohlenwasserstoffe durch
Orientierung an den spezifischen Retentionszeiten.
In den folgenden Chromatogrammen sind einige der in dieser Studie ausgewerteten

Kohlenwasserstoffe mit ihren Retentionszeiten gesondert gekennzeichnet.

Abbildung 5: Chromatogramm einer Atemgasprobe, 61-SilcoSteel-Behiilter, weibliche gesunde Probandin
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Die ermittelten Werte fiir die Flicheninhalte wurden dann in Relation zur Verdiinnung der
abgegebenen Probe, zur Molmasse und zum Kalibrierfaktor des entsprechenden
Kohlenwasserstoffes gesetzt. Man erhielt das Volumen-Mischungsverhiltnis in ppb (entspr. 10”
Teilchen) fiir die einzelnen Inhaltsstoffe.

Zur weiteren statistischen Bearbeitung wurden die Mittelwerte der einzelnen Gaskonzentrationen
der Atemproben mittels linearer Regressionsanalyse in Zusammenhang mit den jeweiligen
mittleren Konzentrationen der Raumluftproben gestellt. Dabei wiesen Ethan (r=0,63), Propan
(r=0,72), Pentan (r=0,6) und Methanol (r=0,59) eine signifikante lineare Korrelation (je p<0,001)
auf. Dem folgenden Diagramm kann beispielhaft die Regressiongerade fiir Ethan entnommen

werden.
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Abbildung 6: Korrelation von Ethankonzentration in Raumluft und Atemluft bei CF-Patienten (Dreiecke)

und gesunden Probenden (Kreise)
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Fiir jedes Gas wurde der alveoldre Gradient als Differenz zwischen Atemluft und Raumluft
errechnet: A[VOC]=[Cvocatem—Cvocraum]. Dabei wird von einem Fliefgleichgewicht, dem
Steady-State zwischen Zellen, Blutkreislauf, Lungengewebe und Atemluft ausgegangen. Somit

gibt A[VOC] die endogene Produktion bzw. Absorption des jeweiligen Gases wider.

2.6 Methodische Vorversuche

Im Forschungszentrum Jiilich wurden vor dem eigentlichen Messbeginn zunéchst eine Reihe von
Probemessungen durchgefiihrt, um die optimalen Bedingungen fiir den Messablauf und den

Messaufbau zu ermitteln.
2.6.1 Art und Lagerung des Probenbehilters

Es standen zwei Probenbehilter zur Verfiigung, ein 61-Behilter der Marke Silco-Steel® und ein
21-Behilter der Marke Summa®. Sie wurden im Hinblick auf Lagerungsstabilitit der zu
vermessenden Gase iiber einen Zeitraum von 24, 48 und 72h verglichen. Hierzu wurden je zwei
21-Behdlter und drei 6l-Behdlter im Versuchslabor der Abteilung ICG-II des

Forschungszentrums Jiilich beatmet und vermessen. Im gleichen Versuchsaufbau wurde
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verglichen zwischen Behiltern, die unmittelbar nach der Beatmung auf 3 bar Uberdruck mit
ultrareiner synthetischer Luft aufgepumpt wurden und solchen, bei denen dies erst direkt vor der

Vermessung geschah.

2.6.2 Wahl des Versuchsraumes

Zur Probenentnahme standen zwei mogliche Rdume zur Verfiigung, die Bibliothek der Klinik fiir
Kinder- und Jugendmedizin und ein Untersuchungszimmer in der pneumologisch-
allergologischen Spezialambulanz. Beide Rdume waren fensterlos und wurden durch die gleiche
Klimaanlage versorgt. Zwei Luftproben pro Raum, jeweils zur gleichen Zeit entnommen,

wurden miteinander verglichen.

2.6.3. Konstanz der Atem- bzw. Raumluft

Zur Beurteilung der Konstanz von Atem- und Raumluft wéhrend eines Tages wurden in einem
Zeitraum von 4 Stunden (14:00 Uhr bis 18:05 Uhr) jeweils 10 Proben der Atemluft einer
gesunden Testperson und der Raumluft der Bibliothek entnommen. Wéhrend der gesamten

Messzeit fastete die Testperson und befand sich in der Bibliothek.

2.6.4 Chemische Substanzen

Zu messende Substanzen mussten zum einen in ausreichend hoher Konzentration vorkommen,
damit sie iiber die Nachweisgrenze von ca. 0,05 ppb fielen und ausgewertet werden konnten.
Zum anderen mussten die Peaks dieser Kohlenwasserstoffe in den Chromatogrammen eindeutig
zugeordnet werden, es durfte zu keiner Uberlagerung mit anderen Stoffen kommen. Dazu gab
die Fachliteratur Beispiele zur Orientierung von bereits vermessenen Stoffen (siche Einleitung).
Zudem wurden die Erfahrungen, die wéhrend der Vorversuchsreihe bei der Auswertung der
Chromatogramme gemacht wurden, zum erheblichen Teil mit einbezogen. Folgende Substanzen
wurden im Rahmen dieser Studie bestimmt:

Aceton, a-Pinen, Benzol, Dimethylsulfid (DMS), Ethan, Ethanol, Isopren, Limonen, Methanol,
n-Pentan, Propan, Eukalyptol, Toluol und 2-Propanol.
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2.7 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde das Software-Programm ,,SPSS fiir Windows*,
Version 12.0.1 verwendet. Nach Priifung der Daten auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Z-Test wurden der Mann-Whitney-U-Test oder der t-Test zum Gruppenvergleich
durchgefiihrt. Der yx-Test diente zur Bestimmung der systematischen Abhidngigkeit der
ermittelten Daten bei dichotomen Variablen. Bei stetigen Variablen wurde dazu zunichst eine
Korrelationsanalyse durchgefiihrt mit folgender linearer Regressionsanalyse, Kovarianzanalyse
oder folgendem t-Test. Zur Beurteilung von inter- und intraindividuellen Schwankungen wurde
der Variationskoeffizient verwendet.

Das Institut fiir Medizinische Statistik der RWTH Aachen (Univ.-Prof. Dr. rer. nat. R.-D.
Hilgers) war im Rahmen einer statistischen Beratung in Versuchsplanung und —auswertung

einbezogen worden.
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3. Ergebnisse

3.1 Vorversuche

3.1.1 Art und Lagerung des Probenbehilters

Bei einer Lagerungszeit von 48 Stunden zeigte sich besonders bei dem 2I-Behélter eine
Veranderung der Gaskonzentrationen im Verhéltnis zum Ausgangswert am ersten Tag von bis zu
44%. Bei dem 61-Behilter lag die Abweichung nach 48 Stunden in einem Rahmen von 7,5% (mit
Ausnahme von Methanol), nach 72 Stunden jedoch von 20%. Davon betroffen waren besonders
Alkohole. Dabei hatte der Zeitpunkt des Aufpumpens auf 3bar keinen Einfluss auf die

Messergebnisse.

Daher wurden maximal 48 Stunden als Zeitraum zwischen Entnahme der Proben und

Vermessung der Proben unter Verwendung des 61-Behilters der Marke Silco-Steel®™ festgesetzt.

Abbildung 7: Verinderung der VOC-Konzentrationen in der Atemluft nach Lagerungsdauer von 2 Tagen,
Vergleich 21-SUMMA-Behiilter und 61-SilcoSteel-Behilter
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Abbildung 8: Verinderung der VOC-Konzentrationen in der Atemluft im Verlauf von 6 Tagen; Vergleich 21-
SUMMA-Behiilter und 61-SilcoSteel-Behiilter
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3.1.2 Wahl des Versuchsraumes

In den Proben des Untersuchungszimmers traten neben einer erhdhten Konzentration von
Ethanol weitere Interferenzen in den Chromatogrammen auf, die mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf die Verwendung von Alkohol- und Aldehyd-basierten Desinfektionsmitteln zuriickgefiihrt
werden konnten. Aus diesem Grund wurden alle weiteren Untersuchungen des Studie in der

Bibliothek vorgenommen.

3.1.3 Konstanz der Atem- bzw. Raumluft

In dem untersuchten Zeitraum von ca. 4 Stunden wiesen Toluol, Propan und Ethan in der
Raumluft einen Peak zwischen 16 Uhr und 18 Uhr auf, Ethanol und Methanol stiegen ebenfalls
an. Dies ist wahrscheinlich auf die erhohte Belastung durch Autoabgase im Bereich des
Klimaanlageneinzugs oder die Verwendung von Putzmitteln im Klinikum zuriickzufiihren. Die
gemessenen Gase in der Atemluft variierten in einem Bereich von 50-120%, die Werte fiir

Ethan, Pentan, Aceton, Isopren und DMS in einem Bereich von 20-30%.
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3.2 Durchfuhrbarkeit und Akzeptanz des Messmandvers und der Vermessung

Die Versuchsreihe konnte in einem Zeitraum von 10 Monaten ohne groBere Verzogerungen
durchgefiihrt werden, insgesamt wurden 120 Atemproben vermessen. Alle Testpersonen
beendeten die Messreihe mit drei abgegebenen Atemproben in Verbindung mit einer
Raumluftprobe.

Bei einem Probanden wurden die Atemproben mit Hilfe eines Plastikadapters statt eines
Metallrohrs am Mundstiick durchgefiihrt. Bei einem weiteren Probanden wurde die komplette
Messreihe in einem Untersuchungszimmer durchgefiihrt, ein Proband gab einen
Zigarettenkonsum von einer Zigarette im Monat an.

Sieben Patienten waren zum Zeitpunkt der Messung stationdr aufgenommen, wobei zwei aus
dem Luisenhospital zur Messung im Klinikum erschienen. Eine Patientin gab nach der Abgabe
der Atemprobe Luftnot an. Fiinf Patienten wurden mit einer pulmonalen Exazerbation behandelt.
Alle Silco-Steel” Behilter konnten sicher in das Forschungszentrum Jiilich transportiert werden.
DMS trat nur in einer der Raumluftproben nachweisbar auf. In der CF-Gruppe konnte bei vier
Patienten kein 2-Propanol, bei einem kein Limonen und bei neun kein Eukalyptol nachgewiesen
werden. Insgesamt kam in 32 Proben dieser Gruppe kein Eukalyptol in einer nachweisbaren

Konzentration vor.

3.3 Daten der Atem- und Raumprobenanalyse

Da die errechneten Konzentrationen der Atem- und Raumluftproben nicht normalverteilt waren,
wurde die statistische Auswertung mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt. Pentan
wird in der Patientengruppe in signifikant hoheren Konzentrationen exhaliert (p=0,04), 2-
Propanol wird vermehrt pulmonal aufgenommen als in der Probandengruppe (p=0,002).
Dimethylsulfid ist hingegen signifikant vermindert bei CF-Patienten (p=0,001). Intraindividuelle
Unterschiede zwischen den drei vermessenen Atemproben lagen bei allen Testpersonen in einem
Rahmen von 9% (bei Aceton) bis 38% (bei Ethanol). Der sehr hohe Variationskoeffizient von
Eukalyptol von 197% in der Patientengruppe kommt durch die geringe Anzahl von positiven
Proben zustande. Daher wird bei der weiteren Diskussion der Studie Eukalyptol nicht mehr

beriicksichtigt.
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In der folgenden Tabelle sind die Mittelwerte fiir AVOC mit den errechneten p-Werten sowie die
inter- und intraindividuellen Variationskoeffizienten der einzelnen Spurengase aufgelistet.

Detaillierte Angaben zu Raum- und Atemluftproben finden sich in Anhang 3 und 4.

Tabelle 3. Mittelwerte fiir AVOC mit den errechneten p-Werten, inter- und intraindividuellen Variationskoeffizienten der einzelnen

Spurengase, p*: Signifikanzniveau Vergleich CF und Proband, CV: Variationskoeffizient

Probanden CF
Cv Cv
AVOC Intraindiv. Interindiv. AVOC | Intraindiv. Interindiv. | p*

Ethan 97ppt 8 29 388ppt 16 28 0,36
Propan 575ppt 13 60 529ppt 11 59 0,43
Methanol 265ppb 11 53 193ppb 14 74 0,06
Ethanol 165ppb 29 90 144ppb 38 215 0,06
Aceton 467ppb 8 38 400ppb 9 41 0,19
Pentan 211ppt 19 53 359ppt 22 56 0,04
Isopren 114ppb 22 49 105ppb 21 44 0,64
DMS 7,58ppb 14 52 3,89ppb 14 91 0,001
Benzol -79ppt 12 31 -36ppt 28 99 0,97
Toluol -510ppt 12 48 -246ppt 23 85 0,17
a-Pinen 510ppt 21 185 231ppt 30 83 0,15
Limonen 2,21ppb 27 128 2,28ppb 34 154 0,8
Eukalyptol 341ppt 26 101 234ppt 75 197 0,15
2-Propanol | 5,76ppb 22 93 14.,9ppb 25 51 0,002

3.4 Daten der NO-Analyse

Im statistischen Vergleich der Konzentrationen von Stickstoffmonoxid unterschieden sich beide
Gruppen nicht signifikant voneinander (p=0,53). Mittelwert und Standardabweichung lagen in
der Probandengruppe bei 9,4+6,7 ppb, in der Patientengruppe bei 8,1+6,4 ppb.

3.5 Einflussfaktoren

Die durch die Anamnese ermittelten Angaben der Patientengruppe - u.a. zum Genotyp und
Krankheitsstatus, zur Medikamenteneinnahme, PSA-Besiedlung oder Belastung durch passiven
Nikotinkonsum - wurden mit den berechneten Gradienten der Spurengase und den Parameter der

Lungenfunktion korreliert.
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Patienten mit pulmonaler Exazerbation exhalierten signifikant mehr Pentan als Patienten im
stabilen Stadium (728 vs. 237ppt, p<0,01). Dies war ebenfalls bei dystrophen Patienten (lineare
Regression mit BMI_SDS, p<0,05) sowie bei positivem PSA-Status (mittels t-Test, p<0,001) der
Fall. Bei Patienten mit CF-Diabetes konnte neben erhohten Konzentrationen fiir Pentan (p<0,05)
vermehrt Isopren (141 vs. 89ppb, p<0,005) festgestellt werden. DMS (1,43 vs. 4,95ppb, p<0,05)
und Methanol (109 vs. 229ppb, p<0,05) wurden hingegen vermindert ausgeatmet. Pentan und
Toluol standen im linearen Zusammenhang mit der Einsekundenkapazitit FEV, (r=-0,61,
p<0,004 bzw. r=0,72, p<0,005). Bei Patienten unter Therapie mit inhalativen Steroiden konnte
vermehrt  Methanol  nachgewiesen  werden (331 vs. 118ppb, p<0,001). Die
Konzentrationsgradient fiir Ethan war unter inhalativer Antibiotikatherapie vermindert (-490 vs.
68 1ppt, p<0,01). Neun Patienten waren durch Passivrauchen regelmaflig Nikotin ausgesetzt und
exhalierten signifikant mehr Methanol (281 vs. 120ppb, p<0,01) und DMS (6,11 vs. 2,07ppb,
p<0,01).

Es konnten keine signifikanten Zusammenhénge mit dem Genotyp (Anzahl der AF508-Allele),
dem Atopiestatus und mit anderen Therapieformen wie der Verabreichung von J-

Sympathomimetika, intravendsen Antibiotika oder DNAse ermittelt werden.

Abbildung 9: Korrelation von Pentan-Gradient und FEV1 bei stabilen bzw. exazerbierten CF-Patienten und

gesunden Probanden

i A[Pentan]

in ppb A = Kontrollen
@
14 © = CF, stabil
e = (CF Exazerbation
0,8 A1
0,6 1
0,4 -
A
fa
0.2 A
0 L} L] < = 1
50 100 150

02 - FEV, [%Soll]



Diskussion 33

4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Atemluft von Patienten mit Mukoviszidose und
gesunden Testpersonen im Kindes- und Jugendalter zu analysieren und mogliche Unterschiede in
den Konzentrationen von organischen Spurengasen herauszustellen. Daneben wurde untersucht,
ob in der Patientengruppe Korrelationen zwischen diesen Atemgaskonzentrationen und weiteren
Einflussfaktoren bestanden.

Dazu wurden nach einem standardisiertem Atemmandver jeweils drei Atemproben und eine
Raumluftprobe entnommen und mit einem speziellen Gaschromatographie-System analysiert
und ausgewertet. Die Differenz aus Atem- und Raumluftproben wurde gebildet und statistisch
mit den entsprechend ermittelten Werten der gesunden Testpersonen verglichen. Die Ergebnisse
der Patientengruppe wurden in Zusammenhang gesetzt mit Einflussfaktoren wie dem
Krankheitsstadium, der Medikamenteneinnahme, der PSA-Besiedlung der Lungen, dem
Ergebnis der Lungenfunktion oder dem passiven Nikotinexposition.

Signifikante Unterschiede zwischen gesunden und erkrankten Testpersonen ergaben sich dabei
fiir Pentan, 2-Propanol und Dimethylsulfid.

Im Folgenden sollen die Messergebnisse der fliichtigen Spurengase und der Einfluss
verschiedener Faktoren auf die Ergebnisse diskutiert werden und die Bedeutung fiir die

Entwicklung neuer diagnostischer Methoden im klinischen Alltag ausgefiihrt werden.

4.1 Fluchtige Spurengase

4.1.1 Pentan

Bei pathologischen Verdnderungen der Lungen wurde in der Vergangenheit vermehrt Pentan in
der Atemluft gemessen. Der Stoff gehort zur Gruppe der gesittigten Kohlenwasserstoffe mit der
Strukturformel CsH;,. OLOPADE ET AL. verglichen 23 Asthmapatienten, wovon 12 als akut und
11 als stabil eingestuft wurden, mit 17 gesunden Testpersonen und registrierten erhdhte
Pentanwerte in der Atemluft bei Patienten mit akuten Asthmasymptomen [78]. In einer weiteren
Arbeit von OLOPADE ET AL. wurden 20 Patienten mit obstruktivem Schlafapnoesyndrom auf
erhohte Pentan- und NO-Werte in der nasalen und oralen Atemluft hin untersucht [85]. Beide
Stoffe traten vermehrt sowohl oral als auch nasal in der Patientengruppe auf, dabei vermehrt in

morgens entnommenen Proben im Vergleich zu
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abends. In beiden Arbeiten wurden Raumluftproben entnommen, in denen kein Pentan
nachgewiesen werden konnte. Pentan konnte bei pulmonalen Infekten bei Intensivpatienten in
hoherer Konzentration ermittelt werden [83]. Dies war auch bei extrapulmonalen Erkrankungen
wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa der Fall [71, 72], wobei die Pentankonzentration mit der

Entziindungsaktivitit korrelierte.

In einer Veroffentlichung als Brief an den Herausgeber [109] beschrieben BILTON ET AL. nach
einem Wash-out der Lungen von zehn Minuten signifikant erhohte Werte fiir Pentan bei CF-
Patienten (Mittelwert/Spannweite: 68/1-295 nmol/kg/min vs 2/1-3 nmol/kg/min, p<0,001 ). Es
finden sich keine Angaben zur Zahl der Probanden, zum Versuchsaufbau oder zur

Zusammensetzung der inhalierten Luft.

In dieser Arbeit lag der Mittelwert des exhalierten Pentans bei CF-Patienten bei 547+310ppb, der
Wert der gesunden Vergleichsgruppe lag bei 429+230ppb. Der Gradient fiir Pentan, sprich die
Differenz aus Atem- und Raumluft, war bei CF-Patienten signifikant erhoht (359 vs. 211ppb,
p<0,04). Innerhalb der CF-Gruppe exhalierten Patienten mit akuter pulmonaler Exazerbation
vermehrt Pentan. Dies war ebenfalls bei PSA-Befall, bei dystrophen Patienten und bei CF-
Diabetes der Fall. Pentan korrelierte negativ mit der forcierten Einsekundenkapazitit FEV, in der

Lungenfunktionspriifung.

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, fiihrt der Defekt des CFTR-Proteins bei einem
GroBteil der CF-Patienten zur chronischen Infektion des Lungengewebes mit hohem Einfluss auf
die Mortalitdtsrate. Als Folge der chronischen Entziindung kann es zur vermehrten Lipid-
Peroxidation kommen. Sowohl in vitro [61, 110] als auch in vivo [111] wurden erhohte
Pentanwerte in der Atemluft auf die Lipid-Peroxidation von ®-6 mehrfach ungeséttigten
Fettsduren bzw. oxidativen Stress zuriickgefiihrt [56, 61, 110, 111], unter anderem durch die
Tatsache, dass exhaliertes Pentan mit den Konzentrationen von Antioxidantien im Serum wie

Selen und a-Tocopherol negativ korreliert [112, 113].

Die Messung von exhaliertem Pentan gibt daher scheinbar einen Hinweis fiir die Lipid-
Peroxidation und damit auch fiir die Entziindungsaktivitit im Lungengewebe. Die Ergebnisse
dieser Arbeit bestdtigen diese Annahme. Dies wird besonders durch die erhohte Konzentration
bei Patienten mit PSA-Befall - als Zeichen der chronischen Entziindung [15] - und mit akuter

Exazerbation, also einer Verschlechterung des Entziindungsstatus, bekréftigt. Dies entspricht



Diskussion 35

einer Studie von MCGRATH ET AL. [114], in der wihrend der akuten Exazerbation bei
Mukoviszidose Marker der Lipid-Peroxidation sowie Entziindungsmarker signifikant verandert
waren. Malondialdehyd und C-reaktives Protein traten zum Beispiel erhoht auf, der Gehalt der
mehrfach ungeséttigten Fettsduren in der Erythrozytenmembran war erniedrigt. Nach
Behandlung mit i.v.-Antibiotika fielen bzw. stiegen die Konzentrationen wieder, erreichten aber
zum groften Teil nicht die Norm, als Zeichen der chronischen Infektion bei CF. Die Besiedlung
der Lungen mit PSA spiegelt durch die Persistenz des Keims die chronische Entziindung wider
[15] und fiihrt zu erhohter IL-8-Sekretion [115], ein Stimulus fiir neutrophile Granulozyten, die

ithrerseits mittels Radikalbildung die Lipid-Peroxidation ausldsen.

Eine erhohte Entziindungsaktivitit filhrt zu einem katabolen Energiehaushalt mit
Gewichtsverlust, klinisch nachweisbar mittels BMI-Berechnung. Dieser Zusammenhang kann
die negative Korrelation des korrigierten BMI der Patientengruppe mit Pentan erkldren.
AuBerdem kommt es zur mangelnden Versorgung mit Antioxidantien, wie es MCGRATH ET AL.

beschrieben hatten [114].

Bei Asthma wird {iiber die Moglichkeit diskutiert, dass reaktive Oxidantien zu
Bronchokonstriktion und so zu erniedrigten Ergebnissen fiir FEV, fiihren konnten [116], eine
Annahme, die mit unseren Ergebnissen libereinstimmt. CF-assoziierter Diabetes mellitus flihrt zu
einer verminderten Lungenfunktion (niedriger FEV, und FVC) mit Verbesserung nach Beginn
der Insulintherapie. Im Vergleich zu CF-Patienten ohne Diabetes ist auch der BMI signifikant
vermindert [117-119]. Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 bzw. Typ 2 konnte ebenfalls
mittels Atemgasanalyse erhohter oxidativer Stress nachgewiesen werden [120]. Diese
Zusammenhdnge konnen ursichlich fiir die vermehrte Exhalation von Pentan bei CF-Patienten

mit Diabetes in dieser Studie sein.

Der Nachweis von Pentan in der Atemluft wurde in der Vergangenheit mehrfach kritisch
betrachtet [121, 122]. Anlass dafiir gaben besonders die unterschiedlichen Ergebnisse fritherer
Arbeiten, in denen die ermittelte Pentankonzentration bis zu 1000-fach variierte. SPRINGFIELD ET
AL. nahmen an, dass in vielen Féllen nicht Pentan, sondern Isopren vermessen wurde, da beide
Stoffe dhnliche Retentionszeiten haben [121, 122]. Diese Fehlerquelle 146t sich durch den
Einsatz eines Massenspektrometers, wie von KOHLMULLER ET AL. [122] empfohlen und in dieser
Arbeit verwendet, minimieren. Zum anderen wurde in zahlreichen Arbeiten die

AuBenluftkonzentration nicht bestimmt. Dies trifft fiir diese Studie nicht zu, der Zusammenhang
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wird unter 4.3.1 ausfiihrlich behandelt. Pentan ist lipophil und wird im Korper unter anderem zu
CO, abgebaut [121, 123]. Eine interindividuell unterschiedlich starke Ausprigung des
Pentanmetabolismus kann daher ebenfalls zu den unterschiedlichen Ergebnissen fithren. Auch
dieser Punkt wird unter 4.3. weiter diskutiert. Zusammenfassend sind also frithere Arbeiten iiber
Pentan durchaus kritisch zu beurteilen. Dies betont die Notwendigkeit eines einheitlichen
Probenentnahme- und Messsystems.

Unter diesen Bedingungen kann exhaliertes Pentan also zum einen als ein non-invasiver Marker
zur Messung von entziindlichen Prozessen im Lungengewebe bei CF-Patienten genutzt werden.
Zum anderen bietet der Nachweis die Moglichkeit, Pentan als diagnostisches Mittel bei

Exazerbation und zur Therapiekontrolle zu verwenden.

4.1.2 Dimethylsulfid (DMS)

Dimethylsulfid (chemische Formel (CHj3),S) ist ein Thioether. Es wird durch Phytoplankton in
den Ozeanen gebildet, kann aber auch bei der bakteriellen Verstoffwechselung von Methanthiol
entstehen [124]. LABOWS ET AL. untersuchten den Gasraum von Kulturen verschiedener
Pseudomonas-Stimme und wiesen unter anderem die verwandten Schwefelverbindungen

Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid nach [125].

DMS wurde erstmals 1970 von CHEN ET AL. [126] im menschlichen Atem untersucht. Es fand
sich vermehrt bei Probanden mit Mundgeruch sowie bei Cystinose-Patienten mit Abfall unter
Cysteamintherapie [127-129]. Moglicherweise kann es als Biomarker bei Exposition durch

organische Schwefelverbindungen in Zellstofffabriken verwendet werden [130].

KAMBOURES ET AL. ermittelten bei 20 stabilen CF-Patienten und 23 gesunden Probanden die
Gradienten (Atemluft minus Raumluft) von DMS, Carbonylsulfid (COS) und
Schwefelkohlenstoff (CS;) und stellten diese in Korrelation zu Medikamenteneinnahme und
Lungenfunktion. Dabei wurde COS in beiden Gruppen pulmonal aufgenommen mit weniger
negativen Werten und negativer Korrelation zu gemessenen Lungenfunktionsparametern bei CF-
Patienten. CS; trat vermehrt bei CF auf, beide Stoffe korrelierten mit der Einnahme von DNAse.

DMS unterschied sich hingegen nicht signifikant [131].

In der vorliegenden Arbeit hingegen exhalierten CF-Patienten im Durchschnitt 3,89+3,53ppb
DMS und damit signifikant weniger als die Kontrollgruppe (7,58+3,96ppb), p=0,003). In den
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Raumluftproben lag die Konzentration bis auf eine Ausnahme unter der Nachweisgrenze. Dies
weist auf die Tatsache hin, das DMS im groB8en Malle durch physiologische Prozesse im Korper
produziert wird. DMS ist zudem ein sehr reaktives Gas in der AuBlenluft [131].

In mehreren Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass auf Grund des CF-Gendefekts Muzine
des Lungensekrets vermehrt sulfatiert werden [132, 133]. Die Folgen dieser
Molekiilstrukturverdnderung sind noch nicht genau bekannt. Fraglich ist, ob die Sulfatierung
protektive Funktionen hat, da PSA die verdnderten Kohlenhydrate weniger verstoffwechseln
kann [134]. In vitro bildeten jedoch PSA und Burkholderi cepacia nach einiger Zeit Enzyme zur
Desulfatierung der Muzine [135]. Moglich ist auch eine Beeinflussung der
Lungensekretclearance [136]. Nach heutiger Kenntnis existiert keine Arbeit iiber den
Zusammenhang von Dimethylsulfid als potentieller Sulfatdonator und der vermehrten
Sulfatierung von Muzinen bei CF. Dies konnte die verminderte Konzentration von DMS in der

Atemluft erkldren, muss aber gewiss weiter iiberpriift werden.

DMS konnte bei Patienten mit Leberzirrhose nach oraler Gabe von Methionin vermehrt
nachgewiesen werden und stand im Zusammenhang mit dem Foetor hepatikus [137].

Ein Zusammenhang zwischen den hier ermittelten Werten und der Leberfunktion ist hingegen
eher unwahrscheinlich. Zwar kann CF zur Leberzirrhose fiihren, alle hier getesteten Patienten
wiesen aber anamnestisch keine Zirrhosezeichen auf.

Patienten mit Diabetes mellitus in der Anamnese exhalierten signifikant weniger DMS als nicht
betroffene Patienten. Unter Beriicksichtigung der oben gezogenen Schlussfolgerung konnte dies,
dhnlich wie bei Pentan, ein Zeichen fiir den fortgeschrittenen Krankheitsverlauf der
Mukoviszidose sein.

Waren Patienten Nikotin in ihrer hduslichen Umgebung durch Passivrauch ausgesetzt, konnte

DMS vermehrt in der Atemluft ermittelt werden. Genaue Zusammenhénge sind hier unbekannt.

4.1.3 2-Propanol

2-Propanol, auch Isopropanol genannt (Strukturformel C3;HgO), ist ein Alkohol und wird in der
chemischen Industrie unter anderem als Losungs- und Frostschutzmittel eingesetzt, aber auch im
medizinischen Bereich als kutanes Desinfektionsmittel. Im anaeroben Medium kann 2-Propanol
bakteriell zu Aceton abgebaut werden [138]. In einigen Fallberichten wurde {iber die Interaktion

von 2-Propanol beim Atemtest fiir Alkoholkonsum bei Personen unter ketonreicher Diét
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berichtet, wobei Aceton mit Hilfe der Alkoholdehydrogenase in 2-Propanol umgewandelt wurde,

welches zu falsch-positiven Werten fiir den Ethanolgehalt im Atemtest fiihrte [139, 140].

In dieser Studie lagen alle ermittelten Gradienten fiir 2-Propanol im negativen Bereich, was fiir
eine pulmonale Aufnahme des Stoffes spricht. Bei CF-Patienten war dies signifikant erhoht. Die
Ursache hierfiir ist momentan nicht bekannt, moglich wire unter anderem eine bakterielle
Verstoffwechselung des Alkohols im Lungengewebe der Patienten. Dieser interessante

Sachverhalt bedarf sicherlich weiterer Untersuchungen.

4.1.4 Weitere Kohlenwasserstoffe

Ethan gehort zu den gesittigten Kohlenwasserstoffen und ist wie Pentan ein Produkt der Lipid-
Peroxidation, besonders von ®-3 mehrfach ungesittigten Fettsduren (Linolensdure und Derivate)
[56]. Der Ethangehalt in Atemluftproben wurde in der Vergangenheit mehrfach untersucht, unter
anderem im Zusammenhang mit Asthma oder COPD [81]. PAREDI ET AL. nahmen Atemproben
von 23 CF-Patienten (n=10 unter Steroidbehandlung) und 14 gesunden Probanden und
untersuchten Ethan, CO und NO in der Atemluft in Relation zur gemessenen Lungenfunktion
[86]. Ethan war erhoht bei nicht behandelten Patienten im Vergleich zu Patienten unter
Steroidtherapie und zur Vergleichsgruppe (1,99+0,2ppb vs. 0,67+0,11ppb (p<0,01) bzw.
0,82+0,09ppb (p<0,05)), korrelierte positiv mit der CO-Konzentration und negativ mit dem Grad
der Obstruktion.

In der vorliegenden Arbeit zeigte Ethan bei CF-Patienten keine signifikanten Verdnderungen im
Vergleich zur Vergleichsgruppe, wurde aber innerhalb der CF-Gruppe bei Patienten unter
inhalativer Antibiotikatherapie (n=5) vermindert exhaliert. Ethan in der Atemluft korrelierte
zudem positiv mit der Raumluftkonzentration (r=0,63), daher wurde wie auch bei den anderen
untersuchten Stoffen die Differenz aus Atem- und Raumluft gebildet. Bei Paredi et al. wurde die
Ethankonzentration in der Raumluft nicht beriicksichtigt, ein moglicher Grund fiir das
unterschiedliche Ergebnis. Der Zusammenhang zwischen dem Atemgaslevel und der
therapeutischen Intervention verdeutlicht jedoch das Potential von Ethan als Marker zur

Therapiekontrolle.

Propan, ein weiterer gesittigter Kohlenwasserstoff, wird in der Industrie als Kéltemittel und
Heizgas verwendet. Die Verbindung entsteht ebenfalls bei der Lipid-Peroxidation, nachgewiesen

zum Beispiel bei Ratten und bei Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen [71, 141]. Sie
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konnte aber auch bei Proteindegradierung in vitro, in der Darmflora und im Zigarettenrauch
ermittelt werden [142-144].
Signifikante Unterschiede flir Propan lielen sich in dieser Arbeit nicht feststellen. Daher scheint

Propan als klinischer Marker nicht geeignet zu sein.

Zu den aromatischen Kohlenwasserstoffen gehoren unter anderem Benzol und Toluol. Beide
Stoffe kommen in Benzin, in Auto- und Industrieabgasen und in Zigarettenrauch vor [145-147].
Toluol eignet sich als Atemparameter zur Expositionskontrolle in der benzinverarbeitenden
Industrie. Benzol, ein Karzinogen, kann als Biomarker fiir Zigarettenkonsum eingesetzt werden
[145, 148].

Sowohl von CF-Patienten als auch von Probanden wurden beide Stoffe pulmonal aufgenommen,
ohne signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen. Eine positive Korrelation bestand

zwischen Toluol und dem FEV; Wert bei CF-Patienten (r=0,56, p=0,006)

Abbildung 10: Korrelation von Toluol (in ppb) und FEV1% (in %) bei CF-Patienten
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Bei Isopren handelt es sich um eine ungeséttigte Kohlenwasserstoffverbindung. Sie kommt in
der Natur als Strukturbaustein in Bakterienmembranen vor und ist Ausgangsstoff fiir die

Biosynthese von Steroiden, Terpenen und Carotinoiden. Der Isoprengehalt der Atemluft wird
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durch die Cholesterinsynthese und durch korperliche Betitigung beeinflusst [66, 88, 89].
MCGRATH ET AL. untersuchte Atemproben von CF-Patienten im exazerbierten Zustand vor und
nach i.v.-Antibiotikatherapie in Verbindung mit Messung systemischer Marker der Lipid-
Peroxidation im Plasma im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe [64]. Sie wiesen dabei
signifikant weniger Isopren bei CF wihrend der Exazerbation nach, mit erhdhten Werten nach
Behandlung. In dieser Arbeit konnte Isopren nur bei CF-Patienten mit Diabetes mellitus in
erhohter Konzentration ermittelt werden. Lediglich eine Arbeit - von NELSON ET AL - beschéftigt
sich mit Isopren in Atemgasen und Diabetes mellitus im Kindesalter [149].

Hier konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Allerdings stieg die
Isoprenemission mit dem Alter der Probanden an, ein Zusammenhang, der auch in dieser Arbeit
auftrat. Zusammenfassend scheint Isopren nicht als Marker fiir den Entziindungsstatus bei CF

geeignet zu sein.

4.1.5 Alkohole

Zu den Alkoholen zdhlen Methanol und Ethanol. Sie kommen vermehrt im Atem bei
vorangegangenem Alkoholkonsum oder nach Mahlzeiten vor, was durch Fermentation der
Nahrung durch Darmbakterien erklarbar ist [51, 150, 151]. Konzentrationsunterschiede konnten
zwischen Gesunden und CF-Kranken nicht festgestellt werden. Alkoholkonsum wurde bei der
Befragung der Versuchspersonen nach der Tagesaktivitdt nicht genannt. In der Patientengruppe
weist Methanol signifikant erhohte Werte bei Diabetes-mellitus-Patienten, bei inhalativer

Steroidtherapie und bei passivem Nikotinkonsum auf. Ursachen hierfiir sind nicht bekannt.

4.1.6 Ketonkorper

Aceton ist sicher das bekannteste Keton und ist, wie bereits erwahnt, in der Atemluft ein Zeichen
fiir die diabetische Ketoazidose. Auch hier trat kein Unterschied zwischen Gesunden und CF-
Patienten hinsichtlich der Konzentration auf. Patienten mit einem Diabetes mellitus wurden im
stabilen Zustand vermessen, daher war hier eine Verdnderung der Acetonwerte nicht zu

erwarten.
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4.1.7 Terpene

Terpene, eine groBe Gruppe von chemischen Substanzen, sind Hauptbestandteil von pflanzlichen
dtherischen Olen. Limonen trat in Atemluftproben im Zusammenhang mit Lebererkrankungen
auf, konnte aber bei genauer Befragung der Patienten auf erhohten Konsum von Friichten und
Fruchtsaft zuriickgefiihrt werden [152]. Die ermittelten Konzentrationen bei CF-Patienten
unterschieden sich nicht von denen gesunder Probanden, allerdings enthielten Proben von CF-
Patienten mit passivem Nikotinkonsum in der Anamnese vermindert o-Pinen. Ob hier ein
Zusammenhang zur anti-oxidativen Wirkung von Monoterpenen, zu denen Limonen und a-Pinen
gehoren, besteht, ist nicht bekannt, da auch ihre genaue Herkunft in der Atemluft noch nicht

entschliisselt ist [153, 154]).

4.1.8 Stickstoffmonoxid (NO)

NO in der Atemluft wurde in der Vergangenheit mehrfach bei unterschiedlichen Erkrankungen
untersucht. Mehrere Arbeiten belegen, dass im Falle von Asthma bronchiale NO einen
potentiellen Atemmarker zur Erstdiagnose und Therapiekontrolle darstellt [98-101].
Untersuchungen bei Mukoviszidose ermittelten dagegen erniedrigte NO-Level. THOMAS ET AL.
und BALFOUR-LYNN ET AL. nahmen nasale und pulmonale Gasproben von CF-Patienten und
wiesen erniedrigte Konzentrationen in nasal entnommenen Proben nach. [103, 155]. THOMAS ET
AL. gelang dies auch in pulmonalen Proben, in beiden Fillen ohne Zusammenhang zu weiteren
Parametern wie der Lungenfunktion oder Steroidtherapie. Bei GRASEMANN ET AL. hingegen
korrelierten NO-Atemgasproben auch positiv mit der forcierten Vitalkapazitit FVC [156]. In
neueren Arbeiten wurden Patienten mit und ohne Pankreasinsuffizienz verglichen. Die Gruppe
mit Pankreasinsuffizienz exhalierte nasal weniger NO, PSA-positive Patienten in geringerer

Konzentration als PSA-negative [104].

Es existieren verschiedenste Erklarungsansdtze fiir die normale bis verminderte Exhalation von
NO bei Mukoviszidose. Die Mutation des CFTR-Proteins bedingt eine verminderte Expression
der NOS, ein Zusammenhang, der mehrfach in vitro nachgewiesen werden konnte [157, 158].
Weiterhin wird durch den zihen Mukus in den Lungen die Diffusion von NO in den
Alveolarraum behindert. Dies wird durch den positiven Einfluss von DNase auf die NO-
Konzentration und die Lungenfunktion bestétigt [159]. Gebildetes NO kann im Lungengewebe

auch direkt weiter reagieren und daher nicht in der Atemluft auftreten. Der erhdhte Anteil von



Diskussion 42

Nitrit und Nitrat, zwei Reaktionsprodukten aus NO, in Sputum und Atemkondensat bei CF-
Patienten 1d6t diese Schlussfolgerung zu [160, 161]. GRASEMANN ET AL. substituierten inhalativ
L-Arginin, ein Substrat der NO-Synthase, und registrierten vermehrt NO in der Atemluft von 13
Patienten [162]. Der Anstieg der NO-Konzentration korrelierte mit dem Anstieg von FEV| und
der O,-Sittigung. Ursache fiir vermindertes NO konnte also auch die verminderte Konzentration
von NOS-Substrat sein.

Der Einfluss der normalen bis verminderten NO-Konzentration auf die Pathophysiologie und den
Krankheitsverlauf von CF ist noch ungewiss. In vitro fiihrte der niedrige NO-Gehalt zu einem
erleichterten Wachstum von PSA [157]. In Tierversuchen kam es nach Inhibition von NOS zur
verstirkten pulmonalen Muskelkontraktion, allerdings erst nach Allergen-Inhalation [163].
Nitrosothiol wird eine muskelrelaxierende Wirkung zugesprochen [164].

Bei den hier untersuchten Patienten konnten keine signifikanten Unterschiede in der NO-
Konzentration festgestellt werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den oben genannten
Erklarungsansdtzen und stimmen mit den Ergebnissen von HO ET AL. iiberein, die beim
Vergleich von 21 CF-Patienten zu 12 Gesunden leicht verminderte Konzentrationen ohne
statistische Signifikanz ermitteln konnten [160].

Stickstoffmonoxid scheint daher kein Parameter der Entziindungsaktivitit bei Mukoviszidose zu
sein, sondern ist eher ein weiterer Einflussfaktor in der komplexen Pathophysiologie. Die
medikamentdse Intervention in den NO-Metabolismus konnte eine weitere Therapieoption bei

CF darstellen.

4.2 Einflussfaktoren

Innerhalb der Patientengruppe beeinflusst eine Vielzahl von Faktoren die Konzentration der
gemessenen Atemgase. Dabei steht wie bereits erwdhnt besonders Pentan in Korrelation zu
Parametern des akuten Entziindungsstatus des Patienten (wie der pulmonalen Exazerbation, dem

PSA-Befall oder der Lungenfunktion).
4.2.1 Diabetes mellitus
CF-assoziierter Diabetes mellitus korreliert signifikant mit einigen der gemessenen Atemgase.

Nach PHILLIPS ET AL. kann dies im Zusammenhang mit erh6htem oxidativen Stress stehen [120].

Der genaue Zusammenhang zwischen den einzelnen chemischen Stoffen und der
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Pathophysiologie von Diabetes mellitus bei Mukoviszidose ist allerdings noch unklar und bedarf

weiterer Klarung.

4.2.2 Passivrauchen

Neun Patienten waren passiv Nikotin in ihrer Umgebung ausgesetzt. Die Inhalation von freien
Radikalen im Zigarettenrauch kann zur Lipid-Peroxidation fiihren, nachweisbar unter anderem
durch erhohte Malondialdehydkonzentrationen im Serum und Blut von Rauchern [165, 166].
Entsprechende Arbeiten belegen den Anstieg von Ethan, Pentan und Benzol in der Atemluft bei
Zigarettenkonsum [167-169]. Benzol fand man auch vermehrt in der Atemluft von
Passivrauchern und in hduslicher Umgebungsluft, in der geraucht wurde [170, 171].

Dies war in dieser Studie nicht der Fall. Innerhalb der CF-Gruppe exhalierten Patienten vermehrt
Methanol und DMS. o-Pinen war dagegen vermindert nachweisbar. Menge und Haufigkeit der
gerauchten Zigaretten in der Umgebung wurden bei uns nicht erfasst, ebenso wurde der
letztmalige Zeitpunkt des passiven Zigarettenkonsums nicht festgehalten. Es ist daher schwierig,
konkrete Schliisse aus den unterschiedlichen Konzentrationen zu ziehen. Die Daten zeigen
jedoch, dass auch der Zigarettenkonsum in der Umgebung Einfluss auf die Zusammensetzung
der Atemluft bei Mukoviszidosepatienten hat und die gemessenen Spurengase eventuell andere

pathologische Vorginge widerspiegeln konnen.

4.2.3 Genetik

PAREDI ET AL. [172] wiesen vermehrt Kohlenmonoxid in Atemproben bei homozygoten im
Vergleich zu heterozygoten Gentrdgern der AF508-Mutation nach, was hier fiir fliichtige
Spurengase in Bezug auf die Anzahl der AF508-Allele nicht bestitigt werden konnten.

Ebensowenig stand der Atopiestatus der Patienten mit den Atemgasen in Zusammenhang.

4.2.4 Nahrungsaufnahme

Im Tierversuch konnte bei Nahrungsentzug ein verminderter Ethanwert in der Atemluft
festgestellt werden unter Abhéngigkeit von der O,-Konzentration in der Umgebungsluft [173].

Unter parenteraler Erndhrung, besonders mittels Lipidemulsion, konnte ein Anstieg flir Pentan
registriert werden, sowohl bei Erwachsenen als auch bei Sauglingen [113, 174]. Dies wird auf

die erhohte Substratbereitstellung fiir die Lipid-Peroxidation erkldrt. ZARLING ET AL.
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untersuchten 29 gesunde Probanden, die nach einer Fastenzeit iiber Nacht eine fliissige
Standardnahrung zu sich genommen hatten, und konnten dagegen keinen signifikanten
Unterschied in den Pentan- und Ethankonzentrationen der Atemluft ausmachen [175]. Bei einer
dhnlichen Arbeit von SMITH ET AL. wurde ein Abfall fiir Aceton und ein Anstieg fiir Ethanol
registriert [176]. Isopren blieb unverdndert, Ammonium fiel initial ab mit anschlieBendem
Anstieg liber den Ausgangswert. Aceton entstand vermehrt wihrend des Fastens durch
Decarboxylierung von Acetoacetat. Der Anstieg von Ethanol wurde auf den Gehalt in der
Nahrung zuriickgefiihrt.

Ethan und Pentan als Marker der lipiden Peroxidation scheinen daher nicht unter dem Einfluss
der oralen Nahrungsaufnahme zu stehen. Wie jedoch bei SMITH ET AL. verdeutlicht, interagieren
andere Spurengase mit der Einnahme von Mabhlzeiten. Daher sollte diese wéhrend der
Durchfiihrung von Atemgasmessungen unterlassen werden, um reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen. Die hier untersuchten Testpersonen fasteten wahrend der Probenentnahme. Keiner der

CF-Patienten wurde parenteral ernéhrt.

4.2.5 Korperliche Aktivitat

Verschiedene fliichtige Spurengase in der Atemluft wurden in der Vergangenheit im
Zusammenhang mit korperlicher Aktivitit gemessen. Pentan und Ethan traten dabei in erhohter
Konzentration auf, was auf eine vermehrte Lipid-Peroxidation hinweist [177]. Isopren sank
hingegen nach einem initialen Peak ab [89, 178]. Physische Anstrengung bei CF-Patienten fiihrt
zu einer vermehrten Ausschiittung von Entziindungsmediatoren, mit Lipid-Peroxidation als
moglicher Folge [179].

Es erscheint daher sinnvoll, vor der Durchfiihrung von Atemgasmessungen eine Ruhepause fiir
die Testpersonen festzulegen, wie dies auch in dieser Arbeit geschehen ist. Fragen zur
korperlichen Betétigung wurden zwar gestellt, jedoch nur in offener Form ohne quantitative
Analyse. Daher konnten keine Schlussfolgerungen zwischen den Angaben und den

Atemgaskonzentrationen gezogen werden.

4.3 Metabolismus flichtiger Spurengase

Die Konzentration exhalierter organischer Spurengase wird durch vielerlei Faktoren beeinflusst,
unter anderem durch die inhalierte Umgebungsluft, die Produktion, den Abbau im Organismus

und die Speicherung im Korpergewebe.
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4.3.1 Inhalation und Speicherung

In der Umgebungsluft finden sich unweigerlich eine Vielzahl von Spurengasen, die in der
exhalierten Atemluft in unterschiedlicher Konzentration wieder auftreten konnen, je nach dem,
ob der Korper die inhalierten Stoffe pulmonal absorbiert oder sie ebenfalls produziert.

In der Vergangenheit wurde in einigen Arbeiten auf die Bestimmung der
Umgebungsluftkonzentration der fliichtigen Spurengase verzichtet [73, 74, 86]. Dies fiihrte zu
Messungenauigkeiten und ist wahrscheinlich ein Grund fiir die groBe Spannweite der
Messergebnisse [121]. Um den Einfluss der Umgebungsluft bei der Vermessung von Atemluft
moglichst gering zu halten, konnen Testpersonen entweder gereinigte Luft fiir einen bestimmten
Zeitraum einatmen (Washout-Methode) oder man ermittelt die Differenz aus Atem- und
Raumluft. In einigen Arbeiten wird die Washout-Methode bevorzugt, dabei variieren die
Washout-Zeiten von 4min iiber 10-15min bis hin zu 90min bei MORITA ET AL. [112, 113, 180-
182]. Im letztgenannten Fall wurde ein Abfall der Pentankonzentration innerhalb des 90min-
Washouts gemessen und in drei Phasen unterteilt: Phase 1 mit initialem Konzentrationsabfall
durch Wash-out des Gasvolumens entsprechend der Residualkapazitit; Phase 2 mit langsamem
Abfall durch Washout von Organ-, Muskel- und Fettgewebe und schlieBlich Phase 3 mit
Erreichen eines Plateaus reprdsentativ der endogenen Bildung von Pentan [180]. Diese drei
Phasen konnen interindividuell stark variieren. Bei Erkrankungen, die zur expiratorischen
pulmonalen Obstruktion fiihren (Asthma, COPD, CF), verbleiben vermehrt Gasvolumina in der
Lunge (Trapped air), die unregelmifBig exhaliert werden. Dies fiihrt zu einer Verldngerung der
ersten Phase bzw. Kontamination der 3. Phase. Phase 2 ist unter anderem abhdngig von der
Durchblutung des Gewebes und dem Loslichkeitsverhalten des Stoffes (hydrophil/lipophil). Im
Tierversuch wurde zudem deutlich, dass selbst eine Washout-Zeit von 90min nicht ausreicht, um
Pentan aus dem Fettgewebe zu entfernen [121]. Daher erscheint es sinnvoller und
reproduzierbarer, die Kontamination durch die Umgebungsluft wie in der vorliegenden Arbeit
mittels Differenzbildung zu beriicksichtigen. Diese Methode wurde bereits vorher vielfach

angewendet [79, 183-185].

4.3.2 Produktion

GELMONT ET AL. [186] stellten die Theorie auf, dass fliichtiges Pentan von Darmbakterien

gebildet wird und somit kein geeigneter Marker fiir die lipide Peroxidation ist. Dagegen spricht,

dass Pentan und andere Kohlenwasserstoffe mit dem Mangel an Vitamin E korrelieren. Da
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Bakterien besonders im Dickdarm vorkommen, Vitamin E aber im Diinndarm absorbiert wird,
ist es unwahrscheinlich, dass zugefiihrtes Vitamin E die Produktion durch Bakterien hemmen
kann [82]. Zudem konnten bei Friihgeborenen in den ersten Lebenstagen ohne bakterielle
Besiedlung des Darms [187, 188] und bei Patienten nach kompletter Darmresektion [181]
vermehrt Pentan gemessen werden. Zwar wird pro Mol Hydroperoxid nur 0,002 mol Pentan
gebildet, der Nachweis in vitro, die Korrelation mit anderen Parametern und der Zusammenhang
mit Antioxidantien 148t trotzdem den Schluss zu, dass fliichtige Kohlenwasserstoffe in der

Atmung durch Lipid-Peroxidation entstehen.

4.3.3 Abbau

Kohlenwasserstoffe, die bei der Lipid-Proxidation entstehen, werden grof3tenteils in der Leber
durch Unterformen der Cytochrom-Pss)-Peroxidase abgebaut. Dieser Vorgang kann
interindividuell unter anderem in der Schnelligkeit variieren. Im Tierversuchmodell konnte
mehrfach eine erhohte Alkankonzentration nach Inhibition der Peroxidase nachgewiesen werden
[189-191]. Unter anderem wurde Ethanol, Na-Diethyldithiocarbamat, CCl4 und 4-Methylpyrazol
verwendet.

Die Cytochrom-Pgso-Peroxidase kommt besonders in der Leber und der Nebennierenrinde vor,
hat eine breite Substratspezifitit und spielt eine elementare Rolle in der Biotransformation von
chemischen Stoffen wie zum Beispiel von Medikamenten. Verschiedene Pharmaka konnen die
Enzymgruppe sowohl inhibieren als auch induzieren. Zu den Inhibitoren z&hlen Virustatika wie
Indinavir und Antibiotika wie Erythromycin oder Clarithromycin. Antikonvulsiva wie Phenytoin
und Carbamazepin oder Glukokortikoide wie Dexamethason wirken hingegen induktorisch.
Lebererkrankungen mit eingeschrinkter Organfunktion kénnen ebenfalls zur verminderten
Enzymfunktion fiithren. Diese Aspekte miissen sicherlich bei der Interpretation von Arbeiten
iiber  exhalierte  Spurengase, besonders bei  Konzentrationsunterschieden  von
Kohlenwasserstoffen, bedacht werden. Die hier vermessenen CF-Kranken hatten anamnestisch
keine klinisch relevante Leberbeteiligung, nahmen aber natiirlich eine Vielzahl von
Medikamenten ein. Bei CF-Patienten handelt es sich hdufig um eine Dauermedikation. Bei
Vergleichsmessungen innerhalb einer Patientengruppe kann dieser Faktor daher vernachléssigt
werden. Messungen, die unterschiedliche Therapieschemata vergleichen oder zur
Verlaufskontolle beispielsweise unter i.v.-Antibiose dienen, kénnen aber durchaus durch
Induktion oder Inhibition des Stoffwechsels der Spurengase beeinflusst werden. Genaue Zahlen,

in vivo gemessen, liegen jedoch noch nicht vor. Daher bleibt abzuwarten, in welcher
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GroBenordnung Spurengase durch die Cytochrom-Pgso-Peroxidase abgebaut werden und in wie

weit dies beeinflusst werden kann.

4.4 Probenentnahme und —analyse

4.4.1 Atemmanover

Das Atemmandver bei der Probenentnahme hat entscheidenden Einfluss auf die
Reproduzierbarkeit des Versuchs und muss bei jeder Probenentnahme nach dem gleichen
Schema durchgefiihrt werden. Bei Entnahme ohne vorherige Instruktion neigen Probanden zur
Hyperventilation [150].

Der Atemanteil des Totraumvolumens nimmt nicht am Gasaustausch teil und enthdlt zum
grofften Teil Umgebungsluft. Daher muss dieser Teil vor der eigentlichen Probenentnahme
gesondert ausgeatmet werden. Eine Zeitspanne von 1- 2 sec hat sich dabei bewéhrt [79, 86, 192].
Eine andere Moglichkeit zu Trennung besteht in der CO,-gesteuerten Probenentnahme. CO, hat
in der Alveolarluft einen Anteil von ca. 4% im Gegensatz zu ca. 0,0035% in der Umgebungsluft
[193]. SCHUBERT ET AL. und COPE ET AL. fiihrten Atemgasmessungen CO,-gesteuert durch und
registrierten beide vermehrt Isopren bei Erreichen des COs-Plateaus [150, 194]. Die
Konzentration von Kohlendioxid héngt von der Ventilation und Beschaffenheit des
Lungengewebes ab. Daher kann kein allgemeingiiltiger Wert angegeben werden, bei dem das
ausgeatmete Volumen dem Alveolarvolumen entspricht. Innerhalb eines Individuums ist dieser
Wert bei gleichem Atemmandver recht konstant [195]. Daher stellt die CO,-kontrollierte
Probenentnahme eine Mdglichkeit zur Verbesserung der intraindividuellen Variabilitdt dar.
LEVITT ET AL. verglichen mehrere Atemmandver miteinander und stellten fest, dass nach
Luftanhalten von 20 sec. die Konzentrationen von H,, CO,, CH; und CO hoher waren als bei
Probanden ohne Luftanhalten [196]. Dazu waren die letzten drei von vier gemessenen Proben
tiber 500ml, sprich nach Ausatmung des Totraumvolumens, konstanter. Das Anhalten des Atems
filhrt also zu einer erhohten Homogenitit der Atemluft und daher zu einer verbesserten

intraindividuellen Reproduzierbarkeit des Versuchs.

4.4.2 Probenbehilter

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von verschiedenen Probenbehéltern verwendet. In den

meisten Fillen handelt es sich um Probenbeutel, Kunststoffspritzen, beschichtete
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Adsorptionsrohrchen oder Edelstahlbehdlter. Die eingesetzten Materialien miissen moglichst
chemisch inert sowie undurchléssig fiir die gesammelten Gasgemische sein und diese so lange
wie moglich stabil lagern konnen. Hinsichtlich dieser Kriterien traten besonders bei der
Verwendung von Probenbeuteln (z.B. Tedlar* Bags) und Kunststoffspritzen Probleme auf [66,
193]. Der Einsatz von Adsorptionsrohrchen kann durch erhohte Wasseranreicherung und durch
unterschiedliches Adsorptionsverhalten bei hoch-reaktiven Verbindungen zu
Messungenauigkeiten fithren. Edelstahlbehélter scheinen daher zurzeit das geeignetste Material
zu sein. PLEIL ET AL. verwendeten Behilter der Marke SUMMA® und bezogen sich auf Arbeiten
iiber deren Lagerungsverhalten bei Umgebungsluftproben [195]. In dieser Arbeit unterlagen die
Behilter jedoch bei der Lagerung von Atemluftproben im Vergleich zu den verwendeten Silco-

Steel® Behiltern.

4.4.3 Analysesystem

Zur Analyse fliichtiger Spurengase stehen verschiedene Systeme zur Verfiigung. Polare Stoffe
wie NO, CO oder Alkohole konnen mittels Laser- bzw. Infrarotspektroskopie oder
Chemilumineszenz  untersucht werden. Chemilumineszenzmessungen von NO als
Echtzeitverfahren haben sich in der Praxis durchgesetzt [197, 198]. In neueren Arbeiten werden
hiufig massenspektrometrische Detektoren eingesetzt. Dazu zéhlen die ,,selected ion flow tube-*
und die ,,proton transfer reaction mass spectrometry*, kurz SIFT-MS bzw. PTR-MS. Beide
arbeiten nach dem gleichen Prinzip: Generierte Ionen in einem Trigergas (H;0', NO" und O,'-
Tonen bei SIFT-MS, H3;0-Ionen bei PTR-MS) reagieren mit dem Analysat zu Produktionen, die
mittels Massenspektrometrie analysiert werden. Diese Online-Verfahren haben eine
Nachweisgrenze im unteren ppb-Bereich, weisen aber bei der Identifikation von gleichen
Produktionen aus unterschiedlichen Eduktionen Schwierigkeiten bei der Auswertung auf.

In der Analyse von fliichtigen Spurengasen hat sich die Verwendung der Gaschromatographie,
zum Teil in Verbindung mit Massenspektrometrie oder Flammenionisationsdetektoren etabliert.
Das Verfahren bietet die Moglichkeit, ein breites Spektrum an Spurengasen mit hoher Spezifitit
und Sensitivitdt (im unteren ppt-Bereich) zu untersuchen [193].

Zwar sind die primdren Anschaffungskosten fiir Gerdte und Réumlichkeiten recht hoch, die
eigentliche Probenanalyse ist dafiir aber kostengiinstig. Die Off-line-Messung ist zeitaufwindig
und birgt freilich viele Fehlerquellen wihrend der Probenentnahme und dem Anschluss an das
System. Des Weiteren beeinflussen Faktoren wie die Qualitdt des Kalibrierstandards und die

Reproduzierbarkeit der Peakfliche und dessen Integration das Messergebnis. Der Unterschied
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zwischen der angegebenen und der tatséchlichen Zusammensetzung von Eichgasen wird mit
<5% angegeben (Apel-Riemer Environmental Inc.). Der Flussregler, der die quantitative Zufuhr
des Proben-Gases bestimmt, arbeitete mit einer Unsicherheit von <2%. Die Unsicherheit der
Berechung der Regressionsgeraden der einzelnen Verdiinnungsschritte lag bei <5%.
Ungenauigkeiten bei der Vermessung der Peakfliche konnen in einer GroBenordnung von <6%
auftreten, die Reproduzierbarkeit liegt bei <4%. Der Gesamtfehler des Analysesystems lag bei
12%.

Es ist von enormer Wichtigkeit, ein standardisiertes Verfahren zur Probenentnahme und zum
Anschluss der Behélter zu verwenden, um solche Fehler so gering wie moglich zu halten und

Ergebnisse wissenschaftlicher Arbeiten vergleichbar zu machen.

Die Atemgasmessungen konnen auBerdem durch zwei weitere Faktoren gestort werden: durch
den H,O- und den CO,-Gehalt der Atemluft. Der Wasseranteil in den Proben kann zum einen
hydrophile Substanzen absorbieren, zum anderen zur Verschiebungen von Retentionszeiten
fiihren. Durch das Einsetzen einer Kiihlfalle vor dem Einleiten des Gasgemisches wird der H,O-
Anteil moglichst klein gehalten. AuBerdem haben Voruntersuchungen am verwendeten Gerét
gezeigt, dass der Zusatz von Wasserdampf keinen Einfluss auf die Messergebnisse hat. CO, kann
ebenfalls zu Retentionszeitverschiebungen fithren und taucht dazu mit einem eigenen groflen
Peak im Chromatogramm auf. Durch Verdiinnung der Proben vor jeder Messung ist dieser

Faktor allerdings verschwindend gering.

Die ermittelten Atemgaskonzentrationen variierten innerhalb einer Testperson zwischen 8%
(Ethan und Aceton) und 38% (Ethanol). Dies liegt unter anderem an Messfehlern des GC-
Systems und der digitalen Auswertung der einzelnen Peaks, wird aber als tolerabel bewertet.
Interindividuelle Variationskoeffizienten lagen zwischen 28% (Ethan) und 215% (Ethanol). Der
hohe Unterschied bei Alkoholen ist wahrscheinlich auf unterschiedliche Emissionen aus dem
Gastrointestinaltrakt der einzelnen Testpersonen zuriickzufiihren. Interindividuelle Unterschiede
innerhalb der Patientengruppe konnen dazu den unterschiedlichen Krankheits- und somit auch

Entziindungsstatus widerspiegeln.
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4.5 Schlussfolgerung

In den vergangen drei Jahrzehnten ist die Atemgasanalyse in das Interesse der Wissenschaft
geriickt. Eine Vielzahl von fliichtigen Spurengasen wurde im Zusammenhang mit verschiedenen
Krankheitsbildern untersucht. Ziel ist es, Spurengase zu ermitteln, die als Biomarker in der
tdglichen klinischen Routine einsetzbar sind. Besonders bei Erkrankungen mit pulmonaler
Beteiligung wie Asthma oder Mukoviszidose wire ein solcher Biomarker von gro3er Bedeutung,
da bereits existierende Verfahren zur Diagnose und Verlaufskontrolle nicht in der Lage sind,
non-invasiv ein lokales Bild von Entziindungsvorgidngen in der Lunge wiederzugeben. Zu den
Anforderungen an einen solchen Marker gehoren dabei zum einen eine enge Korrelation mit den
zu untersuchenden pathologischen Vorgéngen mit hoher Sensitivitét und Spezifitdt. Zum anderen
muss ein non-invasives, reproduzierbares, kostengiinstiges und einfach zu interpretierendes
Nachweisverfahren verwendet werden, das bei der Durchfiihrung nicht mit den pathologischen
Vorgéngen interagiert oder sie induziert und je nach Auspragung unterschiedliche

Behandlungsstrategien zur Folge hat.

Pentan nimmt in der Gruppe der untersuchten Stoffe eine besondere Rolle ein. Die Herkunft in
der Atemluft kann relativ sicher auf die Peroxidation von Fettsduren zuriickgefiihrt werden,
bedingt durch vermehrten oxidativen Stress bei akuter oder chronischer Entziindung.
Konzentrationsunterschiede traten mehrfach in Untersuchungen bei extrapulmonalen und
pulmonalen Erkrankungen auf. In der vorliegenden Arbeit konnte ein solcher Unterschied bei
Kindern und Jugendlichen mit Mukoviszidose im Vergleich zu einer gesunden Vergleichsgruppe
ermittelt werden. Zudem lieen sich signifikante Zusammenhénge zu wichtigen Parametern des
Krankheitsverlaufs der Mukoviszidose — wie der chronischen Pseudomonasinfektion, der akuten
Exazerbation, verminderter Lungenfunktion und Untererndhrung - herstellen. Der Nachweis von
Pentan hat daher groBes Potential bei der Entwicklung eines Biomarkers fiir die pulmonale
Entziindungsaktivitdt bei CF. Die Ergebnisse fiir DMS und 2-Propanol verdeutlichen, dass
andere Spurengase ebenfalls im Zusammenhang mit der Pathophysiologie und dem
Krankheitsverlauf von CF stehen konnen. Daher sollte in zukiinftigen Untersuchungen ein
breites Spektrum von Atemgasen wie in diesem Falle berticksichtigt werden. Allerdings ist noch
sehr wenig liber den Metabolismus der meisten Spurengase im menschlichen Stoffwechsel
bekannt. Normwerte iiber Konzentrationen bzw. Exkretionsraten sind ebenfalls noch nicht

verfiigbar.
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Im Laufe der Jahre wurden neue Messverfahren eingefiihrt und verbessert. Die Probenentnahme
und Analyse mittels Gaschromatographie stellt ein non-invasives Verfahren dar, mit hoher
Sensitivitit und Spezifitit. Dies trifft auch fiir das hier verwendete GC-Gerdt aus der
atmosphérischen Chemie zu. Allerdings begrenzen die oben erwidhnten Nachteile wie zum

Beispiel der hohe Zeitaufwand den Einsatz in der klinischen Routine.

Bei der Entwicklung von Stickstoffmonoxid als Biomarker in der Diagnostik und Therapie von
Asthma bronchiale konnten viele der genannten Probleme bereits gelost werden. Es liegen
verlaBliche Daten zur Herkunft, Pathophysiologie und Normwerten vor, ein standardisiertes
Probeentnahmeverfahren mittels eines portablen Analysegerits wurde entwickelt. Daher ist der
Einsatz im Klinikalltag nur noch eine Frage der Zeit. Leider hat sich NO nicht als mdglicher
Biomarker bei Mukoviszidose herausgestellt, was mit dieser Arbeit abermals belegt werden

konnte.

Zukiinftige Bemiithungen sollten also in drei Richtungen gehen:

Erstens muss der genaue Stoffwechsel der analysierten fliichtigen Spurengase aufgekléart werden,
um bei ihrem Einsatz als Biomarker eine hochstmogliche Validitdt zu sichern.

Zweitens miissen mittels Durchfithrung von groBangelegten Feldstudien Normwerte fiir
Konzentrationen und Exkretionsraten der einzelnen Verbindungen im Atemgas ermittelt werden.
Die ersten Ansidtze in diese Richtung sind gemacht. MOSER ET AL. untersuchten 344
Testpersonen, TURNER ET AL. nahmen Proben von 30 Testpersonen iiber einen Zeitraum von
sechs Monaten [57-59, 199].

Drittens muss ein portables Messgerit zur On-line-Messung mit hoher Sensitivitdt und Spezifitét
entwickelt werden, um schnell und einfach Atemgasproben im klinischen Alltag zur vermessen.
VON BASUM ET AL. verzeichneten hier erste Erfolge mit dem Einsatz eines ,, tunable diode laser*
(TDL)-Spektrometers, eines laser-gestiitzten Atemanalysesystems, bei der Ermittlung von Ethan

[200].

Viele der genannten Probleme konnen sicherlich in nicht allzu ferner Zukunft gelost werden. Die
Entwicklungen in diesem Gebiet kdnnen zur weiteren Verbesserung in der Uberlebensrate und
der Lebensqualitit der betroffenen Patienten fiihren und die Bemiihungen zur Heilung der

Mukoviszidose einen weiteren Schritt voranbringen.
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5. Zusammenfassung

Die Mukoviszidose bzw. Cystische Fibrose (CF) als autosomal-rezessiv vererbte
Multisystemerkrankung flihrt durch Funktionsstorung und —verlust der exokrinen Driisen des
Organismus unter anderem zu chronisch bronchialer Entziindung und Infektion. Nach wie vor ist
es nicht moglich, durch nicht-invasive diagnostische Messmethoden ein objektives Bild des
Entziindungsstatus der Lunge wiederzugeben. Lediglich indirekte Parameter wie zum Beispiel
die Lungenfunktionsdiagnostik stehen zur Verfiigung.

Chronische Entziindungsprozesse tragen zu vermehrter Lipid-Peroxidation bei, mit fliichtigen
organischen Spurengasen (=VOC) in der Atemluft als mogliche Endprodukte dieser Reaktion.
Die Atemgasanalyse bietet daher eine potentielle Nachweismdglichkeit dieser Prozesse an und
wurde mehrfach bei Arbeiten iiber pulmonale und extrapulmonale Erkrankungen eingesetzt,
jedoch ohne eindeutige Ergebnisse oder einheitliche Messmethoden. Stickstoffmonoxid wird
ebenfalls iiber die Atemluft freigesetzt. Dabei korrelieren erhohte Konzentrationen bei
atopischem Asthma bronchiale mit der Entziindungsaktivitéit, bei CF hingegen zeigen friihere
Arbeiten normale bis erniedrigte Werte im Vergleich mit gesunden Probanden.

Ziel dieser Arbeit war es erstens zu untersuchen, ob sich Atemgasproben von gesunden und an
CF erkrankten Versuchspersonen im Kindes- und Jugendalter hinsichtlich ihrer VOC-
Konzentrationen unterscheiden und somit diese als diagnostische Parameter fiir CF zu
verwenden sind. Zweitens wurde der Finfluss weiterer Parameter auf die
Atemgaskonzentrationen innerhalb der Patientengruppe TUberpriift. Drittens wurde die
Einsatzmdglichkeit eines atmosphérischen Gaschromatographiesystems zur Atemgasanalyse und
der Einfluss von Versuchsaufbau und —ablauf evaluiert.

Zunéchst wurde in Vorversuchen ein Standardverfahren zur Probenentnahme und —analyse mit
einer Reproduzierbarkeit von 10% etabliert. Im Anschluss wurden Atem- und Raumluftproben
von je 20 gesunden und an CF erkrankten Probanden gewonnen und die VOC-Konzentrationen
vermessen. Der pulmonale Austausch einer Substanz wurde als alveoldrer Gradient (Differenz
aus exhalierter Luft und Raumluft) ausgedriickt und zum Gruppenvergleich zwischen Gesunden
und an CF erkrankten Probanden herangezogen. Dieser ergab signifikante Unterschiede fiir
Pentan (vermehrt exhaliert), 2-Propanol (vermehrt pulmonal aufgenommen) und Dimethylsulfid
(vermindert exhaliert). Konzentrationsunterschiede fiir NO waren nicht nachweisbar.

Ein erhohter alveoldrer Gradient fiir Pentan war bei den CF-Patienten mit einer pulmonalen

Exazerbation, Dystrophie, positivem PSA-Status und CF-Diabetes assoziiert. Weiterhin waren
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VOC-Konzentrationen bei Patienten mit verminderter Einsekundenkapazitit FEV, und bei
Passivrauchen und medikamentdser Therapie mit inhalativen Steroiden bzw. Antibiotika in der
Anamnese verdndert.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass besonders exhaliertes Pentan das Potential eines non-
invasiven Markers zur Erfassung von pulmonalen entziindlichen Prozessen bei CF-Patienten hat.
Die gemessenen Konzentrationsunterschiede fiir Dimethylsulfid und 2-Propanol sind aufgrund
der bestehenden Unklarheiten iiber Ursprung und Metabolismus schwierig zu interpretieren, sind
jedoch sicherlich interessante Ansatzpunkte fiir die Zukunft. Die Konzentration von NO in der
Atemluft scheint dagegen nicht im Zusammenhang mit entziindlichen Vorgéingen bei CF zu
stehen, was mit fritheren Publikationen iibereinstimmt.

Die Ergebnisse dieser Arbeiten bilden eine Grundlage fiir weitere Forschungsarbeiten iiber
fliichtige Kohlenwasserstoffe im Atemgas. Es gilt, genauere Daten iiber Herkunft und
Metabolismus der VOCs zu ermitteln, einfachere Analyseverfahren zu etablieren und mogliche
Biomarker fiir pulmonal-entziindliche Prozesse zu evaluieren. Diese Schritte konnen den Einsatz
dieser Biomarker in der Diagnose und Behandlung der Mukoviszidose und anderer pulmonaler

Erkrankungen moglich machen.
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9. Anhang

Anhang 1: Fragebogen

Name

Geburtsdatum Alter

Geschlecht PLZ/Wohnort
Grofe

Gewicht

BMI

Alter SDS-Wert
Entnahmedatum 1. Entnahmezeit/Behilternummer
Probennummer 2. Entnahmezeit/Behélternummer

3. Entnahmezeit/Behélternummer

Entnahmezeit Raumluft/Behéilternummer

Ausschlusskriterien CF

e Infekt der oberen Luftwege in den letzten vier Wochen ja/nein
e Zigarettenkonsum ja/nein
Zusitzliches Ausschlusskriterium Vergleichsgruppe

e (Pollen-) Allergie

Aktuelle Anamnese

Wetterlage

Wie geht es dir heute?

Was hast du bisher gemacht (grober Tagesablauf)?

Wie bist du heute hier hin gekommen?/Uhrzeit der Ankunft?
Wann hast du zuletzt gegessen?/Was?

Wird in deiner Familie geraucht?

Krankengeschichte Vergleichsgruppe

Medikamente

Wann war der letzte Luftwegsinfekt?
Andere chronische Krankheiten?
Familienanamnese (v.A. Asthma, Allergien)

Krankengeschichte CF
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Allergien aktuelle Saison fiir Allergene?
Asthma
Heuschnupfen
Medikamente
0 Oral
0 Inhalativ
0 Vitaminsubstitution
Wann war der letzte Luftwegsinfekt?
Andere chronische Krankheiten
Welche genetische Form liegt vor?
Bakterielle Besiedlung der Lunge
0 Pseudomonas
o Staphylokokken
0 Andere Keime
0 Keine
e (Glukosetoleranz
0 Normal
0 Gestort
0 CF-Diabetes
e Leberbeteiligung
0 Keine/mild
0 Relevant

Korperliche Untersuchung

e Luftnot
0 ja
0 nein

e Husten
0 ja
0 gelegentlich
0 oft

e Obere Luftwege
0 o.B.

0 Infektzeichen
e Lungenauskultation

o frei

0 obstruktiv

0 RG’s
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Anhang 2: Antropodometrie der Testpersonen

V: Probandengruppe, C: Patientengruppe, W: weiblich, M: méinnlich

Alter  GroBle Gewicht

ID Geschl (Jahre) (cm) (kg BMI SDS FEV,;% MEF50%
01-V-01 M 10 138 35 0,5 94 71
02-V-02 w 9,5 132 28,4 -0,2 99,1 83
10-V-03 M 9 142 32,7 -0,1 115 88
17-V-04 W 16 172 64 0,4 105 81
18-V-05 W 15 168,5 61,5 0,4 130 107
19-V-06 W 11 153,5 432 0,2 100 87
21-V-07 M 14 183 83 1,5 100 119
25-V-08 W 14 161 57 0,8 120 128
26-V-09 M 11 147 47 1,3 106 110
28-V-10 M 11 149 47,6 1,2 84,9 89
29-V-11 W 13 155 41 -0,9 111 95
40-V-12 W 15 170 58 -0,1 109 104
44-V-13 M 20 183 70 -0,2 136 149
46-V-14 W 18 163,5 56 -0,1 124 119
47-V-15 W 13 172 62 0,7 114 118
48-V-16 M 11 155 38 -0,9 104 97
49-V-17 M 14 169,2 53,4 -0,2 111 110
50-V-18 W 17 165,5 56,8 -0,1 138 128
53-V-19 W 22 168 64,3 0,6 86,5 80
57-V-20 M 23 186 77 0,2 96 100

Alter  GroBle Gewicht

ID Geschl (Jahre) (cm) (kgy BMI SDS FEV,;% MEF50%
03-C-01 w 7 125 23,9 -0,3 104,7 87
08-C-02 w 14 164 56 0,4 92 71
09-C-03 W 13 147 32 -2 71 41
11-C-04 W 13 151 42,8 0 84 49
13-C-05 W 13 148 36,6 -0,9 85 103
14-C-06 M 15 164 51 -0,4 94 87
16-C-07 w 17 165 50 -1,1 52 35
23-C-08 M 14 151 38,3 -1,1 61 37
24-C-09 M 17 169 46 -2,5 41 20
33-C-10 M 22 174 55 -1,5 41 16
34-C-11 W 18 168 50,7 -1,5 42 13
35-C-12 M 11 134 27,6 -1 49 17
41-C-13 W 8 127 27 0,3 105 96
51-C-14 M 13 156 39,6 -1,1 62 31
52-C-15 w 29 170 53,2 -1,3 21 6
54-C-16 M 23 174 64,1 -0,1 38 10
55-C-17 M 27 180 61,8 -1 42 19
56-C-18 M 15 169 55 -0,4 71 35
58-C-19 W 29 157 54,3 0,3 72 45
59-C-20 W 26 169 55,5 -0,8 80 49
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Anhang 3: Gruppenspezifische Mittelwerte der Spurengase in Atem- und Raumluft

CF Gesunde
Atemluft Raumluft Atemluft Raumluft

Ethan 2764 2376 2472 2375
Propan 1947 1418 1954 1378
Methanol 200 7,3 272 7,9
Ethanol 157 13,2 195 30
Aceton 402 2,39 469 1,74
Pentan 547 188 429 218
Isopren 106 0,8 115 0,45
DMS 3,89 0,003 7,58 0
Benzol 156 192 127 206
Toluol 433 680 293 803
a-Pinen 260 29 537 28
Limonen 2,42 0,14 2,3 0,09
Eukalyptol 356 136 400 0,06
2-Propanol 6,99 21,9 12,4 15
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Anhang 4: VOC-Konzentrationen der Atemproben der Vergleichsgruppe, Angabe in ppb

ID Ethan Propan  Methanol Ethanol Aceton Pentan Isopren DMS Benzol Toluol a-Pinen  Limonen Eukalyptol 2-Propanol
01-Vv-01 2,52 0,97 312 143 823 0,21 26 5,98 0,13 0,27 0,16 0,14 0,35 14,55
02-V-02 2,26 1,31 649 137 466 0,18 32 8,76 0,1 0,21 0,21 5,53 0,54 8,83
10-V-03 1,97 1,11 369 242 370 0,21 153 12,23 0,13 0,64 0,27 6,54 0,25 8,95
17-V-04 1,91 5,47 430 219 491 0,24 245 3,95 0,12 0,35 0,57 2,23 0,14 12,09
18-V-05 2,47 0,88 330 253 387 0,34 155 13,87 0,14 0,4 0,76 1,97 0,3 11,84
19-V-06 1,98 0,98 520 197 495 0,28 153 14,59 0,1 0,39 0,88 0,91 0,15 13,63
21-v-07 3,74 1,32 289 238 931 0,45 142 2,8 0,14 0,25 4,64 10,93 0,36 15,64
25-V-08 1,6 1,62 321 81 369 1,01 131 8,35 0,16 0,35 0,27 2,02 0,25 3,15
26-V-09 2,78 1,46 228 43 369 0,7 93 6,26 0,15 0,34 0,19 1,26 0,16 3,38
28-V-10 2,38 1,2 21 76 408 0,12 106 15,17 0,2 0,32 0,35 0,61 0,12 10,38
29-V-11 2,66 2,2 288 250 439 0,68 121 10,99 0,16 0,36 0,44 2,32 0,32 58,88
40-V-12 2,29 2,5 43 134 705 0,4 104 7,44 0,15 0,43 0,46 0,3 1,03 12,8
44-V-13 3,99 3,84 212 59 544 0,82 149 4,03 0,2 0,46 0,18 0,68 0,09 13,07
46-V-14 2,89 2,64 219 445 263 0,47 49 3,37 0,1 0,18 0,13 1,86 0,6 7,94
47-V-15 2,82 3,27 217 116 198 0,49 118 9,06 0,11 0,07 0,1 0,58 1,63 5,84
48-V-16 2,65 2,21 126 203 328 0,43 82 4,9 0,1 0,14 0,15 0,25 0,06 10,72
49-V-17 1,27 0,88 166 813 398 0,33 67 5,67 0,05 0,16 0,03 0,47 0,08 16,03
50-V-18 1,4 1,22 158 75 332 0,33 83 2,52 0,07 0,11 0,16 0,18 0,59 6,83
53-V-19 2,48 1,71 98 144 512 0,33 72 5,32 0,09 0,13 0,31 7,08 0,96 7,38
57-V-20 3,39 2,29 265 23 548 0,55 214 6,3 0,14 0,3 0,49 0,12 0,03 6,2
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Anhang 5: VOC-Konzentrationen der Atemproben der Patientengruppe, Angabe in ppb

ID Ethan Propan  Methanol Ethanol Aceton  Pentan Isopren DMS Benzol Toluol a-Pinen Limonen  Eukalyptol 2-Propanol
03-C-01 | 2,53 0,61 186 85 340 0,24 28 3,32 0,14 1,54 0,58 15,11 0,25 13,3
08-C-02 | 2,27 1,51 503 129 405 0,46 119 7,19 0,11 0,57 0,15 0,44 , 8,5
09-C-03 | 2,83 1 236 247 382 0,25 62 4,26 0,09 0,54 0,1 8,34 0,1 16,6
11-C-04 (1,84 1,3 410 49 479 0,29 86 12,11 0,12 0,2 0,16 4,16 , 7.8
13-C-05 |2,04 1,36 555 56 308 0,26 79 2,75 0,12 0.4 0,32 3,51 , 3.8
14-C-06 (2,48 1,86 213 1572 347 0,41 91 3,65 0,12 0,99 0,12 6,3 , 7,3
16-C-07 |1,82 0,48 170 100 300 0,28 80 2,41 0,07 0,13 0,21 0,78 , 55
23-C-08 | 2,33 1,02 116 59 250 0,21 158 3,17 0,11 0,43 0,1 0,27 0,13 5,0
24-C-09 | 2,7 2,14 268 90 453 1,23 184 1,65 0,11 0,17 0,63 0,69 0,41 6,6
33-C-10 |4,72 2,11 234 54 619 0,6 46 10,78 0,78 0,19 0,15 1,92 , 12,0
34-C-11 | 2,27 1,56 107 149 606 0,88 136 0,64 0,1 0,23 0,14 0,66 , 6,5
35-C-12 | 4,41 2,81 185 176 741 1,2 37 0,72 0,26 0,4 0,46 0,2 0,04 4,3
41-C-13 | 3,16 2,29 287 51 353 0,76 127 10,96 0,24 1,09 0,15 1,03 0,1 5,1
51-C-14 | 2,84 2,54 41 64 319 0,48 96 3,23 0,15 0,35 0,26 1,61 0,11 53
52-C-15 | 3,35 3,2 42 29 327 0,83 141 0,43 0,1 0,24 0,09 0,25 , 8,7
54-C-16 | 2,73 5,82 35 23 157 0,74 128 1 0,06 0,08 0,1 0,03 0,03 3,6
55-C-17 | 2,25 1,39 164 64 629 0,29 129 2,02 0,15 0,23 0,88 0,78 0,13 7,2
56-C-18 | 3,62 2,2 111 70 89 0,64 62 1,82 0,13 0,34 0,21 0,98 0,17 1,8
58-C-19 |2,58 2,05 69 35 344 0,51 133 2,84 0,08 0,26 0,09 1,17 , 53
59-C-20 |2,52 1,68 71 38 601 0,38 192 3,03 0,09 0,3 0,31 0,16 2,44 57
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Anhang 6: Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner

Arbeit nicht veroffentlicht.
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