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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Analyse von Volatile Organic Compounds (VOCs),
die im Atem von Mammakarzinompatientinnen messbar sind, und deren Einsatz im kli-

nischen Alltag.

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Definition, Inzidenz und Atiologie

Das Mammakarzinom umfasst diejenigen bosartigen Tumore, die von den Epithelien
der Milchgange oder der lobularen Driusenendsticke ausgehen. Zu den haufigsten in-
vasiven Malignomen gehéren das invasiv duktale und das invasiv lobulare Mammakar-
zinom, die, betrachtet man alle Mammakarzinome, jeweils mit einer Haufigkeit von etwa
65-80% und 10-14% auftreten (Tavassoli 1992). Zu den selteneren Formen gehoren
der Haufigkeit nach das tubulare (2-9%), das medullare (3%), das muzindse (2%) und
das papillare (1%) Karzinom (Berg, Hutter 1995; Rosen 1999). Es gibt noch weitere in-
vasive Karzinome, die aber sehr selten vorkommen und deren Haufigkeit zusammen
unter ein Prozent betragt. In diese Gruppe fallen zum Beispiel das adenoid-zystische
Karzinom, das sekretorische Karzinom, das apokrine Karzinom und das zystisch-
hypersekretorische Karzinom mit Invasion. Metastasen von nichtmammaren Tumoren
kdnnen ebenfalls in der Brust vorkommen. Bei dem Primartumor kann es sich bei-
spielsweise um ein Lungenkarzinom, ein malignes Melanom oder die Manifestation ei-
nes Lymphoms handeln (Rosen 1999).

Das Mammakarzinom ist die haufigste Karzinomdiagnose der Frau. Etwa 25% aller an
Krebs erkrankten Frauen der Bundesrepublik Deutschland sind von dieser Karzinomart
betroffen. Nach Schatzungen des Robert-Koch-Institutes treten jahrlich rund 46.000
Neuerkrankungen in Deutschland auf. Ungefahr jede zehnte Frau erkrankt bis zum 70.
Lebensjahr an Brustkrebs, wobei der Krebs am haufigsten nach dem 50. Lebensjahr
festgestellt wird (RKI 2003). Aber auch junge Frauen kdnnen betroffen sein: Eine von
funf Frauen ist bei der Diagnose unter 50-jahrig (Beckmann et al. 2001).

Durch intensive Forschungsarbeit ist man seit Jahren bemuht, die Prognose des Brust-
krebses zu verbessern. Dennoch versterben in Deutschland jahrlich rund 18.000 Frau-

en an diesem Tumorleiden (RKI 2003).
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Der groRte Anteil der Mammakarzinome ist wahrscheinlich sporadischer Genese, d.h.
unabhangig vererbter genetischer Mutationen. Bei nur ca. 5 bis 10% der Falle Iasst sich
ein eindeutig genetischer Zusammenhang finden. Hierbei spielen neben dem p53-Gen,
dem ATM-Gen und dem PTEN-Gen vor allem die Mutation des BRCA 1 oder BRCA 2
Suppressorgens auf dem Chromosom 17921 beziehungsweise 13q12-13 eine Rolle
(Harnann et al. 1998; Hoskins et al. 1995; Lynch et al. 1995). Zu den weiteren Risiko-
faktoren fir das Mammakarzinom zahlen Alter bei Menarche, Menopause und Geburt
des ersten Kindes; wahrend eine frihe Graviditdt und Menopause das Mammakarzi-
nomrisiko senken, ist die frihe Menarche mit einer Risikosteigerung verbunden. Wei-
terhin stellen Nulliparitat, endokrine und Lifestyle-Faktoren (u.a. Ernahrung, Bewe-
gungsarmut, Adipositas, Nikotinabusus und Umweltfaktoren), sowie eine hohe bzw. zu-
nehmende Parenchymdichte in der Mammographie und frihere pathologische Verande-
rungen der Brust Risikodeterminanten dar (Hankey et al. 1983, Mettlin 1992, Colditz
1993, Sondik 1994, Harris et al. 1992, Colloborative Group 2002a). Kontrovers wird
hingegen der Einsatz hormonaler Kontrazeptiva und der Hormonsubstitution in der Pe-
ri/Postmenopause diskutiert (Chlebowski 2000; Chen et al. 2002).

Der Zeitpunkt der Diagnosestellung ist entscheidend fur den Verlauf, d.h. die Gro3e des
Tumors und der Befall axillarer Lymphknoten zum Diagnosezeitpunkt sind von ent-
scheidender prognostischer Bedeutung (Carter et al. 1989). Diese Fakten unterstrei-
chen die Notwendigkeit einer Friherkennungsmethode mit bestmdglicher Detektion fir
maligne Strukturveranderungen des Mammagewebes auch in den Fruhstadien. Der
Schwerpunkt zur Bekampfung des Mammakarzinoms liegt deshalb, neben der Verbes-
serung der Therapie, im diagnostischen Bereich. Wird das Karzinom zu einem frihen
Zeitpunkt erkannt, sind die therapeutischen Optionen weniger invasiv und die Mortali-
tatsraten geringer. Die Diagnose Mammakarzinom bedeutet fur eine Frau in den USA

den Verlust von durchschnittlich 19 Lebensjahren (Seer 2003).

1.1.2 Diagnostik
Eine primare Pravention bei Brustkrebs ist durch eine gesundheitsbewusste Lebens-
weise, kalorienarmes Essen, Sport und Verzicht auf Alkohol nur im begrenzten Ausmalfl
moglich (Mettlin 1992). Von grolier Bedeutung ist daher die sekundare Pravention, zu
der sowohl die Erhebung einer Anamnese, die Inspektion und Palpation der Mammae,
der axillaren sowie supraaxillaren Lymphknoten gehdéren, als auch die Verwendung von

Tumormarkern und bildgebenden diagnostischen Methoden zur Abklarung klinisch auf-
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falliger Befunde. Die beim Mammakarzinom verwendbaren Tumormarker, CA 15-3 und
CEA, weisen eine nur geringe Sensitivitat und Spezifitat auf. Aus diesem Grund sind sie
nicht zur Friherkennung sondern nur zur Verlaufskontrolle und Rezidivfriherkennung
nutzbar. Zu den eingesetzten bildgebenden Verfahren zahlen derzeit die Mammogra-
phie, Mammasonographie und Magnetresonanztomographie als sich erganzende Mal}-
nahmen bei entsprechender Indikation. Als wichtigstes bildgebendes Verfahren zur
Primardiagnostik dient die Mammographie, meist in Verbindung mit der Mammaso-
nographie und Axillasonographie (Adler, Wahl 1995). Sie ist gegenwartig das einzige
Screeningverfahren, bei dem eine Senkung der Brustkrebsmortalitat nachweisbar ist.
Nach aktualisierten Daten eines Cochrane-Reviews fuhrt das Mammographie-
Screening von Frauen zwischen 50 und 69 Jahren zu einer Abnahme der Brustkrebs-
sterblichkeit um 15% (Goetzsche, Nielsen 2006). Bei optimalen technischen Vorraus-
setzungen liefert die Mammographie Ergebnisse mit einer Sensitivitat von 54% - 58%
bei Frauen unter 40 Jahren und von 81% - 94% bei Frauen Uber 65 Jahren (Kerli-
kowske et al. 1996; Rosenberg et al. 1998; Dtsch Arztebl 2004). Aus diesem Grund ist
seit Beginn des Jahres 2004 in einigen Teilen Deutschlands ein flachendeckendes
Mammographie-Screeningprogramm fur Frauen im Alter von 50 — < 70 Jahren mit Un-
tersuchungen in 2-jahrigen Abstanden eingefuhrt worden. Danach wird jede Frau im
Alter von 50 bis 69 Jahren alle 2 Jahre zur Teilnahme eingeladen. Beteiligt sind rund 10
Millionen Bundesburgerinnen. Die Kosten fur ein flachendeckendes Mammographie-
Screening sind in HOhe eines dreistelligen Millionenbetrags (in Diskussion sind 70 -
130€ pro Mammographie) geschatzt.

Bei einem Screening sind es ,gesunde“ Frauen, bei denen eine Untersuchung vorge-
nommen wird. Folglich kommt es vor allem auf eine hohe Sensitivitat und Spezifitat des
Screeningtests an. Flr das Screening ist die Mammographie — wenn sie von qualifizier-
tem und erfahrenem Personal unter Verwendung qualitativ hochwertiger Gerate ausge-
fuhrt wird - gegenwartig die effektivste Methode. Dennoch liegt die falschpositive Rate
mit 6% bei der ersten Screeningrunde uber den erhofften 2-4%. Relevant sind die so-
genannten falschnegativen Befunde bzw. die Intervallkarzinome (Dtsch Arztebl 2007).
Das sind jene Mammakarzinomfalle, die sich klinisch manifestieren, weil die durch das
Mammographiescreening nicht diagnostiziert werden. Alternative, kostengunstigere,
patientenfreundliche und noninvasive Screeningverfahren zu etablieren, ist Ziel intensi-
ver Forschung. Unsere Studie soll daher ein neues Screening-Verfahren zur Diagnose-

stellung evaluieren.
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1.2 Atemanalyse in der Medizin
1.2.1 Atemzusammensetzung
Die chemische Zusammensetzung des Atems spiegelt Gasaustausch-Vorgange in der
Lunge aber auch endogene Stoffwechselvorgange wieder. Jeder exspiratorische Atem-
zug enthalt Stickstoff (78%), Sauerstoff (15-18%), Kohlendioxid (4-6%), Edelgase (<1%)
und Wasserdampf. Nur ein aul3erst geringer Anteil von 0,000001% besteht aus einem
Gemisch diagnostisch interessanter endogener oder exogener Inhaltsstoffe (Phillips et
al. 1999). Die Differenzierung letzterer mittels laborchemischer Analysen ist von hohem
wissenschaftlichem Interesse. Weit mehr als 500 der in Spuren vorkommenden Verbin-
dungen sind bisher beschrieben worden (Miekisch et al. 2004). Eine Ansatzmdglichkeit,
die Prognose maligner Erkrankungen zu verbessern, liegt darin, die Ausatemluft als
diagnostisches Kriterium zu betrachten. Die Atemanalyse als Diagnosehilfe heil3t dem-
nach: Aus der Vielzahl der in der Atemluft vorhandenen Molekule mussen diejenigen
identifiziert werden, die durch eine Erkrankung erzeugt wurden bzw. die Rickschllsse
auf verschiedene Prozesse im Organismus ermdglichen (Pleil, Lindstrom 1997). Zur
Zeit ist ihre Bestimmung und routinemafige Messung noch weit entfernt vom klinischen
Alltag, da bisher nur einige wenige Substanzen wissenschaftlich untersucht wurden:
Hierzu zahlt zum Beispiel Dimethylsulfid (DMS), das als eine stabile Schwefelverbin-
dung mit hepatischer Elimination in Zusammenhang mit Lebererkrankungen gebracht
wird (Tangermann et al. 1983). Aceton (Propylketon), das im Exhalat von Diabetikern
nachgewiesen wird und Auskunft Uber den Hydratationszustand und Energiehaushalt
einer Person gibt (Tassopoulos et al. 1969). Isopren, als Entziindungsmarker der Cho-
lesterol-Synthese (Schubert, Muller, Benzing, Geiger 1998; Rieder et al. 2001). Dime-
thyl- und Trimethylamin bei Uramie, Mercaptan und Fettsauren bei Leberzirrhose (Ma-
nolis 1983). Ethan und Pentan, die bei der Peroxidation von Membranlipiden freigesetzt
werden und in der Atemluft von Asthmatikern, Rauchern, AIDS Kranken, Intensivpatien-
ten sowie nach Bestrahlung erhoht messbar sind (Phillips et al. 2004; Weitz 1991). Und
auch Malondialdehyd (MDA), das sich im Atemkondensat von Menschen mit bronchia-
lem Asthma oder der zystischen Fibrose findet und auf durch oxidativen Stress bedingte
entzindliche Vorgange hindeutet (Ozaras et al. 2000; Brown 1994; Antczak et al. 1997,
Kalayci et al. 2000; Horvath et al. 1998), zahlt zu diesen Substanzen. Dem gegenuber
sind eine Vielzahl nachgewiesener exhalierter fluchtiger organischer Substanzen bisher
nicht systematisch auf ihre Eignung als klinische Biomarker untersucht worden. Zu ih-
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nen gehoren u.a. kurzkettige Alkane, die eine zellulare Dysfunktion bzw. den Zelltod
nach sich ziehen (Kneepkens, Ferreira, Lepage, Roy 1992). Aber auch aromatische
Kohlenwasserstoffe, die zum Beispiel in der Frihdiagnostik von Lungenkarzinomen ei-

ne wichtige Rolle zu spielen scheinen (Phillipps et al. 1999).

1.2.2 Anwendung

Praktische Anwendung findet die Untersuchung der Atemgase in der human- und vete-
rinarmedizinischen Anasthesiologie (Narkoselberwachung), der Sportmedizin, der ex-
perimentellen Tumordiagnostik (z.B. Lungen-, Mammatumoren), der Schlafforschung
sowie in der Inneren Medizin (Blutalkoholbestimmung, Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
Leber- und Nierenerkrankungen, Diagnostik von Magen-, Darmgeschwiren, Kohlenhyd-
rat-Malabsorption, bakterielle Fehlbesiedelung, Transplantatabstol3ung). Als diagnosti-
scher Standard wird die Atemanalyse bereits in einigen dieser Disziplinen im klinischen
Alltag verwendet: Hier zu nennen sind der 13C-Harnstoff-Test zum Nachweis einer He-
licobacter pylori Besiedlung oder der Ho-Atemtest bei Verdacht auf eine Galaktose- oder
Laktoseintoleranz. Aber auch der Ethanolgehalt in der Ausatemluft zur Blutalkoholkon-
zentrationsbestimmung und der typische Acetongeruch bei Kindern mit akuter Exazer-
bation eines Diabetes mellitus sind inzwischen wichtige diagnostische Kriterien. Interes-
sante Pilotstudien existieren insbesondere zu Atemgasveranderungen bei Absto3ungs-
rektionen (Weitz 1991, Phillips et al. 2004), Schizophrenie (Phillips et al. 1993; Phillips
et al. 1995), Asthma (Dragonieri, Schot, Mertens et al. 2007), zystischer Fibrose (Barker
et al. 2006), rheumatoider Arthritis (Humad, Zarling, Clapper, Skosey 1988), Pra-
eklampsie (Moretti et al. 2004), Hirntumoren (Schmutzhard et al. 2008), Lungenkarzi-
nomen (Iniesta, de Castro Carpefo, Carrasco 2007; Poly, Carbognani, Corradi et al.
2005) und Lungentuberkulose (Phillips et al. 2007; Chen et al. 2007).

Die chemische Zusammensetzung des Atems, insbesondere die weitere Identifizierung
der organisch flichtigen Verbindungen, die fur bestimmte Krankheiten charakteristisch
sind und mit chemisch-analytischen Verfahren erfasst werden konnen, ist von aktuellem

Forschungsinteresse.
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1.3 Volatile Organic Compounds
1.3.1 Definition
Leichtflichtige Kohlenwasserstoffe (in der englischsprachigen Fachliteratur meist als
VOCs (Volatile Organic Compounds) oder auch als NMHC (Non-Methane Hydrocar-
bonc Compounds) bezeichnet, sind organisch chemische Verbindungen anthropogenen
oder biogenen Ursprungs. Nach der WHO-Definition (WHO 1989) werden die flichtigen

Organica nach ihrem Siedepunkt bzw. der daraus resultierenden Fllchtigkeit eingeteilt:

Tabelle 1: Klassifizierung von flichtigen organischen Verbindungen
(modifiziert nach: World Health Organisation 1989)

_ Siedepunktsbereich
Verbindungen Abklrzung .
[Celsius]

leichtfliichtige organische Verbindungen VVOC <0°bis 50C
(engl. very volatile organic compounds)
flichtige organische Verbindungen VOC 50°bis 250°
(engl. volatile organic compounds)
mittel- bis schwer fllichtige organische SVOC 250°bis 380°
Verbindungen
(engl. semi volatile organic compounds)
Partikulare organische Verbindungen POM >380°
(engl. particulate organic matter)

Die sich weitgehend deckende Definition der European Collaborative Action (EC 1997)
nutzt die Retentionsreihenfolgen der organischen Verbindungen auf einer unpolaren
GC-Saule zur Klassifizierung in VVOC, VOC und SVOC. Der VOC-Bereich umfasst
nach dieser Definition alle Verbindungen, die zwischen C6 (Hexan) und C16 (Hexade-
kan) eluieren. Unter VOCs wird demnach eine ganze Gruppe von Substanzen zusam-
mengefasst, deren Vertreter zum Teil sehr unterschiedliche physikalische, chemische
und toxikologische Eigenschaften besitzen. Messbar sind diese Substanzen mit moder-
ner, hochempfindlicher Laboranalytik, z.B. mittels Gaschromatographie (GC) und Mas-
senspektrometrie (MS). Die VOC-Konzentrationen werden in mg/m? oder pg/m?® ange-
geben, das sind Tausendstel bzw. Millionstel Gramm pro Kubikmeter Luft.
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1.3.2 Volatile Organic Compounds — Quellen und Emissionsverhalten
Anthropogene VOCs treten sowohl in der AuRRenluft in Form von Autoabgasen und in-
dustriellen Emissionen, als auch in Innenrdumen sehr verbreitet auf. Sie sind u.a. in
Baumaterialien, Inneneinrichtungsgegenstanden und Haushaltsprodukten enthalten und
werden auch in Form von Sprays und Duftdlen in Raume eingebracht (Wallace 1987;
Levin 1989) Zu den biogenen VOC-Quellen gehdren z.B. die von allen Lebewesen
(Mensch, Tier, Pflanzen, Mikroorganismen) produzierten kdrpereigenen Geruchsstoffe
und Stoffwechselprodukte, die in die Umwelt emittiert werden. Bei Mikroorganismen
steht nicht die Emission selbst, sondern ihre Stoffwechselprodukte, die auch mikrobielle
VOCs (MVOC) genannt werden, im Vordergrund. Sie kdnnen u.a. sichtbare Schimmel-
schaden in Innenrdumen und damit gesundheitliche Schaden verursachen (Schleibin-
ger et al. 2005; Wilkens 2002).

1.3.3 Volatile Organic Compounds und Mammakarzinom
Grundlage unserer Studie ist die Theorie, dass Tumore andere Stoffwechselprodukte
freisetzen als gesunde Zellen. Sie enthalten u.a. Benzol sowie Spuren alkalischer Deri-
vate, die im gesunden Gewebe nicht nachweisbar sind (Paoletti 1995). Trainierten
Labradoren wurden Atemproben von Patienten mit bioptisch gesicherten Lungen- bzw.
Mammakarzinomen prasentiert. Das Ergebnis: Die Hunde erkannten Menschen mit
Lungenkrebs in 99% der Falle und Menschen mit Brustkrebs in 88% der Falle (Mc Cul-
loch et al. 2006). Die hohe Sensitivitat der Vierbeiner, Lungen- bzw. Brustkrebs aus
dem Atem der Erkrankten erschnuffeln zu konnen, war Anlass fur die These, dass fluch-
tige organische Kohlenwasserstoffsubstanzen (VOCs) wichtige Biomarker von entziind-
lichen und oxidativen Prozessen biogenen Ursprungs sind und im Atem detektiert wer-
den kénnen. Oxidativer Stress kann eintreten, falls zu viele Sauerstoffradikale in den
Mitochondrien der Tumorzellen produziert werden und in das Cytoplasma entweichen.
Dort konnen Radikale DNA und wichtige Proteine oxidieren, aber auch ungesattigte
Fettsauren in Membranen, die in Alkane und methylierte Alkane umgebaut werden (Es-
terbauer et al. 1991; Marnett 2000; Phillips et al. 2000). Letztere werden hauptsachlich
uber die Lunge eliminiert oder durch die gesteigerte Aktivitat des Cyp P450-Enzyms der
Lunge metabolisiert (Phillips et al. 2003; Risby, Sehnert 1999). Die Eliminierung von
kurzkettigen Alkanen Uber die Ausatemluft ermdglicht somit indirekt die Messung oxida-

tiven Stresses und von Entziindungsreaktionen im Organismus. Uber die entsprechen-
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de Konzentrationsanderung dieser Substanzen kann eine Aussage uber den Grad der
Schadigung abgeleitet werden (Miekisch, Schubert, Noeldge-Schomburg 2004).

Die Ausatemluft scheint mit ihren nachweisbaren Atemmarkern auch als Diagnostikum
fur das Mammakarzinom geeignet zu sein. Die Qualitdt der Atemanalyse soll dabei auf
einem Niveau liegen, das die Detektion kleinster Lasionen gewahrleistet, da eine ge-
naue Ermittlung von Herdlokalisation und -grof3e fur eine erfolgreiche Therapieplanung

unerlasslich ist.

1.3.4 Aktueller Forschungsbedarf

Dass chemische Analysen der Exhalationsluft auf fluchtige organische Substanzen ein
hohes Potential in der Diagnose und Verlaufskontrolle maligner Erkrankungen besitzen,
bestatigen bereits Pionierstudien von Pauling (Pauling et al. 1971), Larrson (Jansson,
Larsson 1969), Krotozynski (Krotozynski et al. 1977) und insbesondere von Phillips
(Danneker, Shaskan, Phillips 1982) und seinen Mitarbeitern. Vor mehr als 30 Jahren
entdeckte Pauling et al., dass in der menschlichen Ausatemluft neben Stickstoffmonoxid
und Kohlendioxid mehrere hundert fliichtige organische Stoffe nachweisbar sind (Pau-
ling et al. 1971). Larrson und Jansson fokussierten auf die Entwicklung einer geeigne-
ten Sammelmethode fur die Exspirationsluft. Die Methode, Sammelbeutel zur Samm-
lung der Atemproben einzusetzen, wurde nicht nur von Larrson und Jansson (1969)
genutzt, sondern auch von Krotozynski et al. und weiteren Forschungsgruppen wie Hotz
et al. (1987). Die Stoffwechselwege, bei denen diese Komponenten entstehen, wurden
u.a. zum Interesse von Phillips et al. und sind bis heute nicht ausreichend geklart. Wah-
rend Pauling, Larrson und Jansson, Krotozynski etc. das Phanomen als solches inte-
ressierte, kamen Phillips und seine Kollegen zu der Schlussfolgerung, dass die in der
Atemluft enthaltenen Substanzen als eine Art gasformiger Fingerabdruck (,Fingerprint®)
zu bewerten sind, die etwas uUber den Zellstoffwechsel bzw. Uber eine spezifische Or-
ganveranderung einer Person aussagen. Erhdhte Konzentrationen einiger Komponen-
ten scheinen mit bestimmten Erkrankungen zu korrelieren.

In den letzten 15 Jahren verstarkte sich das Interesse an der Erforschung der Atemluft
bzw. ihrer Bestandteile. Dabei ist das gemeinsame Ziel aller Forschungsbemuhungen,
die humane Atemluft fir medizinische und toxikologische Anwendungen zu nutzen, um
somit einen Beitrag zur nicht-invasiven Diagnostik zu liefern.

Eine standardisierte VOC-Beprobung wurde noch nicht etabliert. Demnach bestehen

Unklarheiten zur Probengewinnung, Analytik und zur Pathogenese der in der Atemluft
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messbaren Substanzen. Durch die stark differierenden Versuchsaufbauten und die
verwendeten unterschiedlichen Messsysteme (Kharitonov, Barnes 2001; Riely, Cohen,

Lieberman 1974) sind bisherige Studienergebnisse limitierend zu bewerten.

1.4 Ziel der Arbeit

Um die Ergebnisse der sekundaren Pravention bei Mammakarzinompatientinnen zu
verbessern, wird an der Implementierung von Friherkennungsmal3nahmen mit hoher
Sensitivitat und Spezifitat gearbeitet.

Ein gutes Screeningverfahren erkennt die Erkrankung bei moglichst vielen Betroffenen
im Frihstadium. Die Atemanalyse hat sich bei internistischen Fragestellungen als
wertvolles diagnostisches tool bewahrt. In Studien anderer Arbeitsgruppen wurde der
Einsatz zur Detektion von Krebserkrankungen untersucht. Es liegen wenige Studien mit
geringer Fallzahl und bisher nicht reproduzierbaren Ergebnissen vor. Ziel unserer Stu-
die ist es, die Atemanalyse bei Mammakarzinompatientinnen im klinischen Alltagsset-
ting zu erproben. Auflerdem soll die Praktikabilitdt der gekoppelten Methode der
GC/MS untersucht werden, sowie die Reproduzierbarkeit der bisher in der Literatur be-
schriebenen Ergebnisse.

SchlieRlich soll die Frage beantwortet werden, ob es spezifische Marker im Atem von
Mammakarzinompatientinnen gibt, die sich im Atem Gesunder nicht finden.

Diese Arbeit soll Stellung nehmen zum Nutzen der Atemanalyse als Screeningmethode

zur Friherkennung von Mammakarzinomen.
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2 Patientinnen, Material und Methoden

2.1 Patientinnen und Probandinnen
Fir diese prospektive Studie, die zwischen Januar 2007 und Juli 2007 an der Frauen-
klinik der Charité Campus-Mitte in Berlin durchgefuhrt wurde, wurde zu Beginn ein An-
trag zur Erteilung eines Votums an die Ethikkommission gestellt (Antragsnummer:
EA4/012/07). Das Vorhaben wurde bei der Ethikkommission vorgestellt und nach Pri-
fung und Beratung bewilligt. Die Studie besteht aus dem Kollektiv der Patientinnen

(Gruppe 1) und aus dem Kollektiv der Gesunden (Gruppe 2).

2.1.1 Patientinnen

Im Kollektiv der Patientinnen wurden 10 (n=10) Frauen im Alter von 50-70 Jahren aus
der prastationaren Sprechstunde des Mammazentrums der Charité eingeschlossen. Bei
allen Frauen Dbestand die histologisch gesicherte Diagnose ,Primares
Mammakarzinom®.

Einschlusskriterien waren histologisch gesicherte Mammakarzinome, ein Karnofsky-
Index =/> 80, die durchgefuhrte Patientenaufklarung, die Fahigkeit (sprachlich,
korperlich und geistig) das Wesen der Studie zu verstehen und an der Studie
teilzunehmen, die Bereitschaft zur Studienteilnahme, sowie eine ausgeflllte und
unterschriebene schriftliche Einverstandniserklarung. Ausschlusskriterien waren
vorangegangene maligne Erkrankungen, Nikotinabusus, schwere internistische
Begleiterkrankungen (Myokardinfarkt, Kardiomyopathie, Herzinsuffizienz NYHA 1lI/IV,
schwere COPD, Niereninsuffizienz, nicht eingestellter Diabetes mellitus), eine HIV-

Infektion bzw. AIDS-Erkrankung, sowie Drogenabhangigkeit.

2.1.2 Gesunde
Die Patientinnen wurden mit 10 (n=10) gesunden Frauen als Kontrollgruppe per Aufruf
eingeschlossen. Alle Patientinnen hatten eine unauffalige Mammographie innerhalb der
letzten sechs Monate. Zu den Einschlusskriterien gehorten die durchgefuhrte Proban-
dinnenaufklarung, die Fahigkeit, (sprachlich, kdrperlich und geistig) das Wesen der Stu-
die zu verstehen und an der Studie teilzunehmen, die Bereitschaft zur Studienteilnah-
me, sowie eine ausgeflllte und unterschriebene schriftliche Einverstandniserklarung. Zu
den Ausschlusskriterien gehdrten Nikotinabusus, vorangegangene maligne Erkrankun-

gen, schwere internistische Begleiterkrankungen (Myokardinfarkt, Kardiomyopathie,
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Herzinsuffizienz NYHA 111/1V, schwere COPD, Niereninsuffizienz, nicht eingestellter Di-
abetes mellitus), eine HIV-Infektion bzw. AIDS-Erkrankung, sowie eine Drogenabhan-

gigkeit.

2.2 Studiendesign
Die Patientinnen erhielten unabhangig von wunserem Studiendesign eine
leitliniengerechte Therapie. Am Morgen des OP-Tages wurden von allen
Studienteilnehmerinnen alveolare Atemproben abgenommen, die anschlielend
laborchemisch per Gaschromatograph und Massenspektrometer analysiert wurden.

2.2.1 Durchfuhrung der Studie

Von jeweils 10 erkrankten und jeweils 10 gesunden Studienteilnehmerinnen wurden
unter gleichen Voraussetzungen niuchtern Atemproben genommen. Vor der Beprobung
wurde mit allen Studienteilnehmerinnen ein ausfihrliches Aufklarungsgesprach Uber
Sinn und Zweck der Studie gefuhrt und eventuelle Fragen besprochen. Jede Teilneh-
merin erhielt zusatzlich in schriftlicher Form Informationen Gber den Hintergrund und
den Ablauf der Studie. Es erfolgte eine Datenerhebung bei jeder Studienteilnehmerin, in
der der jeweilige Patientenname, das Geburtsdatum, der Wohnort, die Korperlange, das
Korpergewicht und der Menopausenstatus abgefragt wurden. Eine Anamnese insbe-
sondere zu den Ein- und Ausschlusskriterien wurde erhoben. Die Studienteilnehmerin-
nen fixierten ihr Einverstandnis zur Teilnahme schriftlich. Die Raumtemperatur wurde
fur jede Beprobung dokumentiert.

Die Beprobung dauerte fur jede Studienteilnehmerin ca. 3-5 Minuten einschlieldlich der
Erklarungen und stellte keine korperliche Belastung dar. Der anschlieRende Pump- und
Spulvorgang erstreckte sich Uber ca. 40 min. Die Anwesenheit der Studienteilnehmerin
war hierbei nicht notwenig. Zum Vergleich wurde an jedem Probenentnahmetag eine
Raumluftprobe gesammelt, die den exogenen Anteil der Atemluft reprasentieren soll.
Zudem  wurden zur Feststellung eventueller  Querkontaminationen  der
Adsorptionsrohrchen bei Probenahme, Transport und Lagerung sog. "Blindproben”
untersucht, d.h. nicht beaufschlagte Adsorptionsrohrchen, die analog den
beaufschlagten Adsorberrohrchen zum und vom Probenahmeort transportiert und unter

identischen Bedingungen gelagert werden.
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Alle Probenentnahmen wurden protokolliert. Nach der Beprobung wurden die Atempro-
ben mit Ziffern versehen und pseudonummeriert weiter untersucht. Das Labor, mit dem
im Rahmen der Studie zusammengearbeitet wurde, erhielt die Atemproben anonymi-

siert mit einer Codenummer. Die Auswertung erfolgte als Laboranalyse.

2.2.2 Versuchsaufbauskizze
Die Konzentrationen der VOCs befinden sich im Nano- bzw. Mikrogrammbereich.
Deshalb mussen sie zunachst konzentriert werden. Als Speichermedium fir die
Atemprobe wurde ein Glasbehalter (Abb.2 Nr.2) mit einem Fassungsvermdgen von
1000 ml verwendet. Die ,Gasmaus® ist ein Glaszylinder, der sich zu beiden Seiten
verjungt. An den beiden Enden besitzt er Absperrhahne. Zusatzlich ist ein Septum
angebracht, das die Gasentnahme mit einer Spritze ermdglicht, was in unserer Studie
sowohl fur die Einbringung des internen Standards relevant wurde, als auch fur
Reduzierung des Widerstandes beim Ausatmungsvorgang. Ein austauschbares
Mundstlck diente als Ausatmungsvorrichtung (Abb.2 Nr.1). Ein Silikonschlauch (Abb.2
Nr.3) verband die ,Gasmaus® (Abb.2 Nr.2) mit dem Tenaxréhrchen (Abb.2 Nr.4), das
wiederum uber einen weiteren Silikonschlauch (Abb.2 Nr.5) an eine tragbare Pumpe mit

automatischer Volumenstromregelung (Abb.2 Nr.6) angeschlossen war.

e

Abbildung 1 : Probenahme mit Gasmaus, Prufrohrchen und automatischer Pumpe
(Zeichnung: Frau Kreutzer, Graphikerin Charité)
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2.2.3 Probenahme
Zu Beginn jeder Probenahme wurde die ,Gasmaus® 10 min bei einer hohen Flussrate

mit gereinigter Luft durchspdilt, um einen mehrfachen Luftwechsel zu erzielen.

Foto: Cornelia Freitag-Honer

Abbildung 2: Spulung der Gasmaus

Anschlie3end erfolgte der Einbau des Tenax-Réhrchens in Strdmungsrichtung der Luft,
d.h., dass zunachst die Luftzu- und ableitung an das Tenax-Rdhrchen angeschlossen
wurde. Um Leerwerte zu reduzieren und eine weitere Kontamination mit VOCs zu ver-

meiden, wurden alle Verbindungen mit entsprechenden Teflondichtungen bestlickt.
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Abbildung 3: Pumpvorgang
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Das Atemmanover wurde vor der eigentlichen Messung einige Male mit den Probandin-
nen geprobt. Der jeweiligen Studienteilnehmerin wurde die ,Gasmaus® Ubergeben. Sie
wurde aufgefordert, durch die Nase zu inspirieren, um sodann die ,Gasmaus“ mit Alveo-
larluft (,wie einen Luftballon®) zu flllen. Ein auswechselbares Teflonmundstlick diente
als Ausatmungsvorrichtung. Es sollte tief ausgeatmet werden, um einen mdéglichst gro-
Ren Anteil endexpiratorischen Atems zu sammeln. Das Totraumvolumen (ca.300 ml)
sollte dabei vor jedem Atemstold verworfen, d.h. in den Raum ausgeatmet werden. Das

Probeentnahmevolumen betrug 1l. Das Atemmandver wurde jeweils 5 Mal wiederholt.
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Abbildung 4. Ausatmungsvorgang

Die Hahne der ,Gasmaus” wurden erst zu Beginn des Abatmens gedffnet, so dass das
Probenmaterial (die Alveolarluft) gut eindringen konnte und kein Uberdruck entstand. Zu
dem wurde ein Aktivkohlefilter auf das Septum in der Mitte der ,Gasmaus® gebracht, um
den Widerstand beim Ausatmen zu verringern. Nachdem die Versuchsperson die
,Gasmaus® mit Atemluft geflllt hat, wurden beide Hahne wieder geschlossen und das
Mundstick gegen einen Aktivkohlefilter ausgetauscht, um die Versuchsapparatur in der
Zeit zwischen den Beprobungen vor Ruickdiffusion und verunreinigter Raumluft zu
schitzen. Erneut wurde die Verbindung zwischen Gasmaus und Tenaxsammelrdhrchen
gedffnet. Die konnektierte Pumpe wurde aktiviert und zog nun mit einer Flussrate von
100ml/min den Atem aus der ,Gasmaus” durch das Testréhrchen.

Danach wurden die Réhrchen gasdicht verschraubt und zur Laboranalyse transferiert.
Zwischen den einzelnen Probenahmen wurde die ,Gasmaus® 5 min bei einer hohen

Flussrate mit gereinigter Luft durchsplilt.
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Zum Vergleich wurden an jedem Probentag jeweils analog Raumluftproben gesammelt,
um den Konzentrationsunterschied in der Raumluft und in der Alveolarluft der Studien-

teilnehmerinnen zu bestimmen.

2.2.4 Thermodesorption, Gaschromatographie, Massenspektrometrie
Da zur Messung fluchtiger organischer Spurenstoffe Messtechniken mit hoher Selektivi-
tat und niedriger Nachweisgrenze bendtigt werden, kam im Rahmen dieser Studie die
Adsorption-Thermodesorption gekoppelt mit Gaschromatographie und Massenspektro-
metrie (GC/MS) als Standartverfahren der Spurenanalytik zum Einsatz.
Diese Methode basiert auf drei Arbeitsvorgangen (Abb.):

1. Probenahme: Entnahme der zu untersuchenden Atemprobe mittels einer auto-
matischen Pumpe aus dem Sammelmedium ,Gasmaus® und Anreicherung auf
Tenax-TA.

2. Aufarbeitung: Reinigung der Probe, d.h. Abtrennung von Stdrsubstanzen.

3. Messung: Quantitative und Qualitative Bestimmung der auf Tenax adsorbierten
Verbindungen mittels Kapillargaschromatographie und Massenspektrometer
(GC/MS) nach vorheriger Thermodesorption.

Aktive Probe- Thermodesorption .| GC/MS:Trennung | VOC-
nahme — und Analyse | Konzentration

Abbildung 5: Schematischer Ablauf von Probenahme und Analytik

Die Probenahme flr die in dieser Arbeit durchgefuihrten Untersuchungen erfolgte mit
TENAX® TA 60/80 als Adsorbens. TENAX® (Polyphenylenoxid) wird dafur in ein Glas-
rohrchen gefullt (ca. 200 mg). Dabei wird zuerst Glaswolle, dann das TENAX® TA und
am Ende ein Drahtnetz in das Glasrohr eingebracht. Das Drahtnetz und die Glaswolle
dienen zur Fixierung des TENAX®. Bei der Probenahme wurde auf der Seite des
Drahtnetzes eine Gaspumpe mit einem Volumenstrom von 100 ml/min angeschlossen,

um das definierte Probenvolumen lber das Adsorbens zu ziehen.
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Atem/Raumluft Glaswolle Tenax Drahtnetz Gaspumpe

Adsorbtionsrohrchen

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Probenahme

Die Gaschromatographie (GC) ist, wie alle anderen chromatographischen Verfahren,
eine Trennmethode. Die wichtigsten Bestandteile gaschromatographischer Systeme
sind, wie in Abbildung 7 dargestellt, Injektor, Trennsaule und Detektor. Der Injektor dient
zum Einbringen und Verdampfen der Probe. Die Trennsaule wird von der mobilen
Phase, dem Tragergas, durchstromt, das den Transport der Komponenten der zu
trennenden Mischung ubernimmt. Die verdampfte Probe lagert sich an der stationaren
Phase der Trennsaule an. Diese befindet sich in einem Ofenraum, wodurch die
Auftrennung der Probe kontrolliert und temperaturprogrammiert erfolgen kann. Der
Detektor hat die Aufgabe, die aufgetrennten Stoffe zeitlich zu registrieren und eine
elektrische SignalgroRe zu liefern, um eine Quantifizierung und in Abhangigkeit vom
Detektorsystem eine Identifizierung zu ermdglichen. Als Detektoren kommen
verschiedenste Gerate zum Einsatz. Standard ist eine Kopplung mit der
nachweisstarken Massenspektroskopie, die Uber die Quantifizierung hinaus wertvolle
Informationen zur Substanz-ldentifizierung liefert. Mit der Massenspektrometrie wird
nicht nur die Masse der Partikel detektiert, sondern auch das Masse-zu-Ladungs-

Verhaltnis durch ein Massenspektrum abgebildet.



PATIENTINNEN, MATERIAL UND METHODEN 17

I
Trigergas R\ Adtorptionsmitteh\

|
|
|
| > |
| : |
I | I
[ TDS-System ! Kaltaufgabe- |
| | System |
|
- ] |
Séule mit
stationire
/ Phase
~——=" /
= | ’ Yy i >
" | s
Traf:r- Regel- || Injektor | i); Quadrupol
& Ventile | | | 1O MS
e

Abbildung 7: Modifiziertes Funktionsblockdiagramm der VOC-Analyse nach Schramm 1995.

Bei der Thermodesorption (TDS-System) werden in einem Ofen die mit dem Tragergas
durchstromten Adsorptionsrohrchen bei hohen Temperaturen aufgeheizt. Ist die De-
sorptionstemperatur fir eine Substanz erreicht oder Uberschritten, wird sie vom Adsor-
ber desorbiert und vom Tragergas mitgerissen. Wahrend der Aufheizphase werden die
Stoffe je nach Desorptionstemperatur zu unterschiedlichen Zeitpunkten freigesetzt. Die
desorbierten Stoffe werden in einem Kaltaufgabesystem (Kuhlfalle) kryofokussiert (ge-
sammelt). Nach Abschluss der Kryofokussierung werden, durch schnelles Aufheizen
des Kaltaufgabesystems mit einer definierten Heizrate alle Substanzen verdampft. Die-
se schlagen sich auf der Trennsaule nieder, wo sie in Wechselwirkung mit der stationa-
ren Phase der Saule treten. An der Trennsaule findet ein Ad- und Desorptionsprozess
statt, der fur jede Substanz unterschiedlich schnell ablauft. Am Ende der Kapillarsaule
treten die Komponenten aufgetrennt zu unterschiedlichen Zeiten in den Detektor ein.

Die in dem Gaschromatographen zeitlich aufgetrennten Substanzen des
Probengemisches werden in die unter Vakuum stehende lonisationskammer des

Massenspektrometers eingeleitet und dort durch Kollisionen in einer lonenquelle
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ionisiert. Elektronen kollidieren mit den zu analysierenden Molekulen und produzieren
lonen. Diese fragilen lonen kollabieren und zerfallen in kleinere Fragmente. Diese
Fragmente kann man nun anhand ihres Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses analysieren.

Substanzen im Bereich von 1 pg/m? kénnen so aufgespurt werden.

2.2.5 Analyseparameter

Zur Verflgung stand das GC/MS-System der Fa. Agilent Technologie, das aus einem
Gaschromatographen vom Typ 6890N mit Kaltaufgabesystem und einem Quadrupol-
massenspektrometer vom Typ 5973 bestand. Das Tragermedium war Helium. Als Injek-
tor diente ein Kaltaufgabesystem KAS3 zusammen mit einer Thermodesorptionseinheit
TDS-2 der Firma Gerstel.

Die beladenden Tenaxrohrchen wurden zunachst mit Helium gespult. Anschlief3end
wurden die VOCs per Thermodesorption von den Rohrchen getrennt. Wahrend der
Thermodesorption wurde das beladene Rohrchen in einer Thermodesorptionseinheit
aufheizt. Die thermische Desorption begann bei 30T mit einer Heizrate von 607min auf
280C. Das Rohrchen wurde abschlieRend auf diesem T emperaturniveau 8 min lang
ausgeheizt. Nun waren die VOCs im Carriergas Helium geldst (,mobile Phase®). Um
,Schlanke“ Peaks zu erhalten, wurde die Probe auf einer Kuihlfalle, die bei —80C
gekuhlt wird, fokussiert. Diese Kuhlfalle, die ebenfalls Tenax enthalt, wurde beim Start
der gaschromatographischen Analyse mit 12TC/min auf 280CT hochgeheizt und bei
dieser Endtemperatur 5 min belassen. Um Peakdeformationen zu vermeiden, wurde der
Analysenstrom 1:10 gesplittet. Uber eine Transferleitung, die konstant bei 300T
gehalten wurde, wurde die Probe auf den Gaschromatographen transferiert. Dort
adharieren die Substanzen an der Kapillarsaule, der so genannten “stationaren Phase”,
die die Molekile bei verschiedenen Temperaturen voneinander separiert. Die
Interaktionen der gelosten VOCs mit der stationaren Phase fuhren dazu, dass
verschiedene Substanzen jeweils zu verschiedenen Zeiten (Retentionszeiten) eluieren.
Die Analyse der verschiedenen Siedepunkte und der Vergleich zwischen den
Retentionszeiten erlaubte die Identifizierung der Substanzen.

Die gaschromatographische Trennung wurde durch die Saule HP Ultra 2 mit einer Lan-
ge von 50 m, einem Innendurchmesser von 0,2 mm und einer Saulenbelegung von 0,33
Mm gewahrleistet. Mit einem konstanten Fluss von 1,7 ml/min wurde die Probe durch

die Saule transportiert. Folgendes Temperaturprogramm wurde hierflr benutzt: 30T flr
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1 min, danach mit 5C/min auf 130C, anschlieRend m it 5C/min auf 130T und mit
30T auf 300<C. Bei dieser Endtemperatur wurde die Saule 15 min ausgeheizt.

Die dispergierten Substanzen passierten den Detektor im Gaschromatograph, der der
die Unterschiede in der Zusammensetzung der Molekile in elektrische Signale
verwandelte. Diese Signale wurden computerbasiert abgebildet und ergaben ein
auszuwertendes Chromatogramm. Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte
durch den Vergleich der Massenspektren und der gemessenen Retentionszeiten mit
den in der Bibliothek abgespeicherten Massenspektren und Zeiten von
Standardverbindungen. Die Quantifizierung erfolgt durch Vergleich der Peakflachen.
Hierfur wurde die Software AMDIS 2.1 mit NIST 2.0 (US Department of Commerce,
Technology Administration, Gaithersburg, USA) und das Programm Enhanced Chem
Station G1701 DA, Version D.00.00.38 (Agilent Technologies) verwendet.

Die gesamte Analysendauer betrug in unserer Studie 41,67 min. Die Bestimmungs-
grenze betrug bei 3 Liter Sammelvolumen 0,1-1 pg/m3 pro Substanz. Blindwerte wurden
in regelmaligen Abstanden analysiert. Weitere, detaillierte Informationen zu Methoden

und Einstellungen kénnen den Tabellen 4-6 entnommen werden.

Tabelle 2: Durchfiihrung der Probenahme

Probenahmezeit 32 min
Volumenstrom 100 ml/min
Probevolumen 1000 ml
Adsorptionsréhrchen Tenax

Tabelle 3: Desorption mittels Thermodesorption

Desorptionsbedingungen 280°flr 8 min
Kryo-Fokussierung -80°

transfer line Temperatur 300°
Desorbflow 10 ml/min
Inletflow 60 ml /min
Outletflow 14,5 ml /min

Tabelle 4: GC/MS Bestimmungen der VOC

Gerat Agilent 6890 Network

Injektionstechnik splitlos
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Séaule 50 m @ (Innen): 0,2 mm Saulenbelegung: 0,33 pm
Tragergas Helium 6,0
Saulendurchfluss 1,7 ml/min

Saulendruck

ca. 40 psi bis 80 psi

Temperaturprogramm

1. 30C flr 1 min
2. 5C/min auf 130C
3. 5C/min auf 130C und mit 30C auf 300C

Massenselektiver Detektor im SIM-MODUS

Agilent 5973 Network, Massenspektrometer

Interface-Temperatur

Quantifizierung

mittels kommerziell erhaltlicher Standards

2.2.6 Verwendete Chemikalien

Die Probenahme- und Analysebedingungen wurden hinsichtlich der Zielvorstellung, ein

madglichst breites Substanzspektrum im Atem zu ermitteln, optimiert. Auf eine vorzeitige

Spezialisierung ausgewahlter Markersubstanzen hinsichtlich bestimmter Charakteristika

wie Polaritat, Masse und Stoffklasse wurde bewusst verzichtet, da noch keine einheit-

lich spezifische Zielgruppe fur das Mammakarzinom anerkannt ist.

Die quantitative Analyse umfasste folgende Substanzen:

Tabelle 5. Alkankohlenwasserstoffe Methylcyclohexan 108-87-2
Alkankohlenwasserstoffe CAS- 1,4-Dimethylcyclohexan 589-90-2
Nummer 2,3-Dimethylheptan 3074-71-3
n-Hexan 110-54-3 2,2,4,6,6-Pentamethylheptan 13475-82-6
n-Heptan 142-82-5 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethyl-nonan | 4390-04-9
n-Oktan 111-65-9
n-Nonan 111-84-2 Tabelle 6: Alkenkohlenwasserstoffe
n-Decan 124-18-5 CAS-
n-Undecan 1120-21-4 Alkenkohlenwasserstoffe Nummer
n-Dodecan 112-40-3 1-Hepten 592-76-7
n-Tridecan 629-50-5 1-Octen 111-66-0
n-Tetradecan 629-59-4 1-Nonen 124-11-8
n-Pentadecan 629-62-9 1-Decen 872-05-9
n-Hexadecan 544-76-3 1-Undecen 821-95-4
n-Heptadecan 629-78-7 1-Dodecen 112-41-4
n-Octadecan 583-45-3 1-Tridecen 2437-56-1
n-Nonadecan 629-29-5
n-Eicosan 112-95-8 Tabelle 7: Ungesattigte Kohlenwasserstoffe
2-Methylpentan 107-83-5 Ungesattigte CAS-
3-Methylpentan 96-14-0 Kohlenwasserstoffe Nummer
Methylcyclopentan 96-37-7 4-Vinylcyclohexen 100-40-3
Cyclohexan 110-82-7 trimeres Isobuten 7756-94-7
2-Methylhexan 591-76-4 Linalool 126-91-0
3-Methylhexan 589-34-4 4-Phenylcyclohexen 4994-16-5
2,2,4-Trimethylpentan 540-84-1
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Tabelle 8: Halogenkohlenwasserstoffe | Methylbenzoat | 93-58-3
Halogen- CAS-
Kohlenwasserstoffe Nummer Tabelle 12: Aromaten
1,1,1-Trichlorethan 71-55-6 CAS-
1,2-Dichlorethan 107-06-2 Sl Nummer
1,2-Dichlorethen 540-59-0 Benzol 71-43-2
Trichchlormethan 67-66-3 Toluol 108-88-3
Tetrachlormethan 56-23-5 Ethylbenzol 100-41-4
Trichchlorethen 79-01-6 m,p-Xylol 1330-20-7
Tetrachlorethen 127-18-4 o-Xylol 95-47-6
Chlorbenzol 108-90-7 Styrol 100-42-5
1,3-Dichlorbenzol 541-73-1 1,3,5-Trimethylbenzol 108-67-8
1,4-Dichlorbenzol 106-46-7 1,2,4-Trimethylbenzol 95-63-6
1,2-Dichlorbenzol 95-50-1 1,2,3-Trimethylbenzol 526-73-8
i-Propylbenzol 98-82-8
Tabelle 9: Terpene n-Propylbenzol 103-65-1
Terpene CAS- 3/4-Ethyltoluol 620-14-4
Nummer 2-Ethyltoluol 611-14-3
a-Pinen 80-56-8 1-Methyl-4-Isopropylbenzol 99-87-6
B-Pinen 127-91-3 Indan 496-11-7
0-3-Caren 13466-78-9 1,2,4,5-Tetramethylbenzol 95-93-2
a-Terpinen 99-86-5 1,2,3,4-Tetrahydronaphthalin 119-64-2
Limonen 138-86-3 Naphthalin 91-20-3
Eucalyptol 470-82-6 2-Methylnaphthalin 91-57-6
Campher 76-22-2 1-Methylnaphthalin 90-12-0
(-)-Borneol 464-45-9 1,3-/1,4-Diisopropylbenzol 99-62-7
Verbenon 1196-01-6
Isolongifolen 1135-66-6 Tabelle 13: Ketone
Longifolen 475-20-7 CAS-
AR Nummer
Tabelle 10: Siloxane Methylethyketon (MEK) 78-93-3
Siloxane CAS- Methylisobutylketon (MIBK) 108-10-1
Nummer Cyclohexanon 108-94-1
Hexamethyl- 541-05-9 Benzophenon 119-61-9
cyclotrisiloxan (D3)
Octamethylcyclo- 556-67-2 Tabelle 14: Alkohole/ Aldehyde
tetrasiloxan (D4) CAS-
Decamethylcyclo- 541-02-6 Alkohol/ Aldenyd Nummer
pentasiloxan (D5) Isobutanol 78-83-1
n-Butanol 123-72-8
Tabelle 11: Ester einwertiger Alkohole 2-Ethyl-1-hexanol 104-76-7
Ester einwertiger Alkohole CAS- ESicinial 123-72-8
Nummer Pentanal 110-62-3
Vinylacetat 108-05-4 Hexanal 66-25-1
Ethylacetat 141-78-6 Heptanal 111-71-7
Isopropylacetat 108-21-4 Octanal 124-13-0
n-Propylacetat 80-62-6 Nonanal 124-19-6
Methacrylsaure-methylester 109-60-4 Decanal 112-31-2
Butylformiat 592-84-7 Benzaldehyd 100-52-7
Isobutylacetat 110-19-0
n-Butylacetat 123-86-4
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Die Analysen wurden zusammen mit der ALAB GmbH durchgefihrt. Auch die

Eichlosung wurde von dort bezogen.

2.3 Verbrauchsmaterialien, Gerate, Instrumente
In den nachfolgenden Tabellen sind die Verbrauchsmaterialien, Gerate und Instrumente
aufgefuhrt, welche fur die experimentelle Durchfuhrung der Untersuchungen erforderlich

waren.

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien der VOC-Analyse

Verbrauchsmaterialien Hersteller, Land
Thermo-Hygrometer TFA, BRD
Puderfreie Latexhandschuhe Kimberley-Clark, USA
Baumwollhandschuhe China

Tabelle 16: Gerate und Instrumente der VOC-Analyse

Gerate, Instrumente Hersteller, Stadt, Land
,Gasmaus"” Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Gaschromatograph (GC) Agilent 6890 Network, Waldbronn, BRD
Massenspektrometer (MS) Agilent 5973 Network, Waldbronn, BRD
Datensystem Agilent, Waldbronn, BRD
Thermodesorptionseinheit Gerstel, TDS, BRD

Tabelle 17 : Weitere verwendete Materialien

Gerate, Instrumente Hersteller, Stadt, Land

Silikonschlauch GC-Chromatographie Service GmbH,
Langerwehe, BRD

Teflonschlauche mit unterschiedlichen GC-Chromatographie Service GmbH,
Durchmessern Langerwehe, BRD
SKC-Universalpumpe, 224-PC XRxx Analyt-MTC GMBH & CO KG, BRD
Accuro-Handpumpe Drager Safety AG &CO KG, BRD
Tenaxrohrchen in Messinghtilsen ALAB GmbH, Berlin, BRD

2.4 Analytische Auswertung
Als Ergebnis der gaschromatographischen Auswertung wurde fur jede Atem- und
Raumprobe ein Chromatogramm aufgezeichnet. Dabei wurden die einzelnen Substan-
zen nach der Reihenfolge ihrer Retentionszeiten dargestellt. Die Chromatogramme
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wurden computergestutzt manuell ausgewertet. AnschlieBend wurde die Differenz aus
der Atem- und Raumluftkonzentration des jeweiligen Versuchsdurchlaufes gebildet. Die
Konzentration der identifizierten VOCs lag entweder >0 pg/m?® oder <0 pg/m? oder =0.
Waren die VOC-Werte in der Ausatemluft héher als in der Raumluft, so ergaben sich
VOC-Konzentrationen im negativen Bereich (negativer Alveolargradient), im umgekehr-
ten Fall lagen sie im positiven Bereich (positiver Alveolargradient). Ein negativer Alveo-
largradient ist durch die Aufnahme und Verstoffwechslung der organisch fliichtigen
Substanz im Organismus definiert. Ein positiver Alveolargradient ist durch die Abgabe
der Substanz uber die Ausatmungsluft definiert. Ein konstanter Alveolargradient besagt,
dass die jeweilige VOC-Konzentration in der Ausatemluft identisch mit der in der Raum-
luft ist.

Signifikanzen mittels x? — Test wurden nicht ermittelt bei n=20. Um jedoch mégliche Zu-
sammenhange zwischen den drei Gruppierungsvariablen negativer Alveolargradient,
Konstante VOC-Menge, positiver Alveolargradient und dem Gesundheitszustand der
Studienteilnehmerinnen aufzuzeigen, wurden die Haufigkeitsverteilungen der drei Vari-
ablen fur jede der analysierten flichtigen organischen Substanzen in Kreuztabellen an-
gegeben und deskriptiv beschrieben. Bei der Beurteilung der Haufigkeiten der Aufnah-
me (=negativer Alveolargradient) oder Abgabe (=positiver Alveolargradient) der jeweili-
gen flichtigen organischen Substanz waren diejenigen von Interesse, deren Verhaltnis
zwischen Patientinnen und gesunden Probandinnen im Rahmen natirlicher Streuung
besonders ausgepragt ist und bei denen nur wenige Studienteilnehmerinnen einen kon-
stanten VOC-Alveolargradienten aufweisen, da diese die ohnehin schon geringe GroRe
der Bezugsgruppe noch verringern. Interessant ist ein hoher Wert bei der VOC-
Konstante nur dann, wenn in dem jeweils anderen Studienkollektiv dieser niedrig und
der negative bzw. positive Alveolargradient dementsprechend hoch ist.

Die Auswertung der Daten erfolgte qualitativ und quantitativ. Die qualitative Auswertung
bedeutet eine Beschreibung der Alveolargradienten und ihrer prozentualen Anteile be-
zuglich der identifizierten VOCs im Atem von Patientinnen mit Mammakarzinom und
gesunden Probandinnen getrennt nach Stoffklassen. Die quantitative Auswertung be-
deutet eine Tiefenanalyse der ermittelten statistisch signifikanten flichtigen organischen

Substanzen.
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2.5 Statistische Auswertung
Die Datenerfassung wurde mit dem Programm Microsoft Office Excel 2003 durchge-
fuhrt. Eine Liste aller Basis- und Rohdaten liegt in einem gesonderten Ausdruck vor und
gibt die vollstandige in der Datenbank enthaltene Information wieder. Mit Hilfe der Soft-
ware SPSS Version 15.0 fur Windows wurden diese statistisch bearbeitet. Alle statisti-
schen Tests wurden rein explorativ eingesetzt. Insofern haben alle Befunde keinen
.beweisenden® oder ,konfirmativen“ Charakter.
FiUr die qualitative Analyse wurden aufgrund der Fallzahlen n=20 die Haufigkeiten be-
schrieben und Kreuztabellen eingesetzt.
Fir die quantitative Analyse wurden alle untersuchten VOC-Parameter mittels K-S-Test
auf Abweichung von einer Normalverteilung gepruft. Als signifikante Abweichung von
der Normalverteilung galt eine Irrtumswahrscheinlichkeit p <= 0,05. Bei signifikanten
Abweichungen wurden nicht-parametrische Verfahren zur statistischen Analyse einge-
setzt. Anderenfalls wurden parametrische Verfahren benutzt. Dementsprechend wurde
die Gruppe der Kranken mit der Gruppe der Gesunden mittels U-Test nach Mann und
Whitney anhand nicht normalverteilter VOC-Parameter verglichen. Konnte hingegen
keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung nachgewiesen werden, wur-
de der T-Test fur unabhangige Stichproben fur den Vergleich der Kranken mit den Ge-
sunden hinsichtlich VOC-GroRen eingesetzt. Fur die VOC-Parameter, in denen sich die
beiden Gruppen signifikant voneinander unterschieden, wurde eine ROC-Analyse
durchgefuhrt. Die ROC-Kurve stellt den Zusammenhang zwischen Sensitivitat und Spe-
zifitdt dar, indem geeignete Trennwerte zwischen pathologischen und physiologischen
Wertebereichen ermittelt werden (Swets 1986). Die Cut-Off-Werte sollten mdglichst so
gewahlt sein, dass die Sensitivitat und die Spezifitat ihren grof3tmoglichen Wert anneh-
men; denn dort befindet sich die beste Trennung zwischen Gesunden und Kranken und
eine diagnostische und prognostische Sicherheit ist gegeben (Hanley 1989).
Da es sich bei der vorliegenden Untersuchung um einen rein explorativen Ansatz han-

delte, wurde keine Adjustierung der p-Werte vorgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientinnen und Probandinnen

In der folgenden Tabelle werden die wichtigsten Merkmale der Patientinnen mit

Mammakarzinom (n=10) und der gesunden Probandinnen (n=10) vorgestellt.

Tabelle 18 : Charakteristika der Patientinnen (n=10) und Probandinnen (n=10)

Patientin n (_Br('jBe Qewicht _ Alter Menopausen-

(in cm) (in kg) (in Jahren) status
1 1,68 72 61 post
2 1,62 94 68 post
3 1,70 73 65 post
4 1,69 73 62 post
5 1,74 59 41 prae
6 1,68 67 73 post
7 1,62 80 68 post
8 1,60 62 69 post
9 1,67 64 73 post
10 1,66 62 65 post

Probandin

1 1,63 59 52 post
2 1,60 67 69 post
3 1,62 76 59 post
4 1,64 65 54 post
5 1,60 79 70 post
6 1,71 68 51 post
7 1,70 85 59 post
8 1,70 80 60 post
9 1,60 58 57 post
10 1,64 76 56 post

Die klinischen Merkmale zeigten sich wie folgt: Das durchschnittliche Alter der 10 in
dieser klinischen Studie erfassten Patientinnen lag Uber der Kontrollgruppe und betrug
64,5 (41-73) Jahre, der Median 66,5 Jahre (Abb. 8). Der Body-Mass-Index lag in beiden
Gruppen auf vergleichbarem Niveau und lag im Mittel bei 25,50 kg/m? (19 — 36), mit
einer Standardabweichung von 4,67 (Abb. 9). 9/10 (90%) Frauen waren postmenopau-
sal, 1 von 10 Frauen (10%) war pramenopausal.

In der gesunden Kontrollgruppe zeigten sich die klinischen Merkmale wie folgt: Das
durchschnittliche Alter der 10 in dieser klinischen Studie erfassten Probandinnen betrug
58,5 (51-70) Jahre, der Median 58 Jahre (Abb. 8). Der Body-Mass-Index lag im Mittel
bei 26,30 kg/m? (22 — 31), mit einer Standardabweichung von 3,13 (Abb. 9).
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Tabelle 19: Alter und BMI der Patientinnen (n=10) und Probandinnen (n=10)

Mittelwert Star!dard- Minimum Maximum
: abweichung . ;
(in Jahren) (in Jahren) (in Jahren) (in Jahren)
Patientinnen Alter 64,40 9,095 41 73
(n=10) BMI 25,50 4673 19 36
Probandinnen Alter 58,90 6,280 52 70
(n=10) BMI 26,30 3,129 22 31
754 36 *
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Abbildung 8: Box-Whisker-Plot fur das
Alter der Patientinnen und Probandinnen

Abbildung 9: Box-Whisker-Plot flr den
BMI der Patientinnen und Probandinnen

Histologisch wurde bei allen Patientinnen (100%) durch Stanzbiopsie die Diagnose in-

vasives Mammakarzinom gesichert. In der postoperativen histopathologischen Aufar-

beitung wurden die Diagnosen bestatigt.

Tabelle 20: Diagnosen der Patientinnen (n=10)

Patientin Lokalisation des Karzinoms Histologie
Mamma rechts oben innen invasives duktales Karzinom
1 ER: 80% PR: 0% HER2(neu):

keine Amplifikation
pT2 pNO MO G3 RO LO VO
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Mamma links oben aul3en

invasives duktales Karzinom & DCIS

ER: 100% PR: 15% HER2(neu): 1+
pT1a pNO (0/2 sn) MO G2 RO LO VO &
pTis (DCIS) G3 RO L0 VO

Mamma rechts unten auf3en

invasives duktales Karzinom & DCIS

ER:50% PR:30% HER2(neu): 3+
pT1a pNO(0/1sn) MO G2 RO LO VO &
pTis (DCIS)

Mamma links unten innen

tubulares Karzinom

ER: 100% PR: 80% HER2(neu): 1+
pT1c pNO (0/1sn) MO G1 RO LO VO

Mamma links aufen, inter-
quadrantar

invasives duktales Karzinom

ER: 80% PR: 20% HER2: 1+
pT1c pNO (0/2sn) MO G2 RO L1 VO

Mamma links oben innen und
zwischen beiden oberen Quad-
ranten

invasives duktales Karzinom & DCIS

ER: 100% PR: 60%-80% HER2(neu): 1+
pT1a, pNO MO G2 RO LO VO &
pTis (DCIS)

Mamma rechts oben aussen

invasives duktales Karzinom & DCIS

ER: 80% PR: 40% HER2(neu): 1+
pT2 pN1mic (1/14) MO G2 RO &
pTis (DCIS) G2 RO LO VO

Mamma links oben auf3en

invasives duktales Karzinom & DCIS

ER: 90% PR: 10% HER2(neu): 1+
pT1c pNO (0/1sn) MO G1 RO LO VO
pTis (DCIS) G1 RO LO VO

Mamma links oben innen

invasiv lobulares Karzinom

ER: 0% PR: 0% HER2(neu): 0
pT2 pNO MO G2 R1LO VO

10

Mamma links unten innen

invasiv lobulares Karzinom

ER: 100% PR: 60% HER2(neu): 1+
pT1c pN1a MO G2 R1 L1 VO

Histologie: Wie aus der Abbildung 10 hervorgeht, wurde beim Uberwiegenden Anteil der

Patientinnen (7/10) ein invasiv duktales Karzinom diagnostiziert. Ein invasiv lobulares

Karzinom fand sich in 20% (2/10) der histologischen Befunde. Das tubulare Karzinom

wurde in 10% (1/10) der Falle diagnostiziert.
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Histologie

D Invasiv duktales
Mammakarzinom
] Invasiv tubuléres
Mammakarzinom
- Invasiv lobulares
Mammakarzinom
Invasiv duktales

Mammakarzinom
& DCIS

Abbildung 10: Uberblick (iber die histologischen Typen

Die linke Brust war in 70% (7/10) der Falle betroffen, die rechte Brust in 30% (3/10). In
30% (3/10) war der obere auflere, in 30% (3/10) der obere innere, in 0% (0/10) der un-
tere duRere und in 20% (2/10) der untere innere Quadrant betroffen. In 80% (8/10) lag
der Tumor im zentralen Drusenkodrper, in 20% (2/10) durchsetzte er mehrere Teilregio-
nen. Der Blick auf die Haufigkeitsverteilung beim Differenzierungsgrad der Karzinome in
Abb. ? zeigt, dass bei 10% (n=1) eine maRige (G3) Zelldifferenzierung diagnostiziert
wurde, 70% (n = 7) wurden als G2 und 20% (n =2) als G1 klassifiziert.

Grading

O 61
(e
B a3

Abbildung 11: Uberblick tber die prozentuale Verteilung des Grading
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Tabelle 21: Haufigkeitsverteilung beim Grading

Grading Anzahl Patientinnen %
G1 2 20
G2 7 70
G3 1 10

Wie aus der Abbildung 12 hervorgeht, waren alle Patientinnen bei Diagnosestellung

bzw. Operation in einem Anfangsstadium. Bei 30% (3/10) der Tumoren betrugen die

Durchmesser mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5 cm, bei 30% (n = 3/10) lagen sie bei

0,5 cm oder weniger und bei 40 % (4/10) betrugen sie mehr als 1 cm, aber nicht mehr

als 2 cm. Bei 20% konnten Lymphknoten beurteilt werden, bei 0% lagen Fernmetasta-

sen vor.

Tumorstadium
Primartumor

[JpT1a
Bl pT2
B oTic

Abbildung 12: Uberblick liber die Verteilung der Tumorstadien im Gesamtkollektiv

Tabelle 22: Haufigkeitsverteilung der Patientinnen in den gruppierten Tumorstadien

Stadium Anzahl Patientinnen %
la bis Ic 7 70
Ila bis lic 3 30
[lla bis llic 0 0
\% 0 0
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3.2 Auswertung der Daten

Im Rahmen dieser Studie wurde das im Atem enthaltene VOC-Spektrum von 10
Patientinnen (n=10) mit der klinischen Diagnose ,Mammakarzinom® versus 10
Probandinnen (n=10) ohne die klinische Diagnose ,Mammakarzinom® analysiert.

Tabelle 23: Gegenstand der Untersuchung

Probenart Probenbezeichnung Untersuchungsparameter Luftmenge

Tenax-

w n=10; Patientinnen VOC 1Liter
Sammelréhrchen

Tenax-

Sammelréhrchen n=10; Probandinnen VOC 1Liter

Unter Anwendung der Gaschromatographie in Kombination mit der Massenspektro-
metrie wurden 109 VOCs aus 10 verschiedenen Stoffklassen auf signifikante Konzent-
rationsunterschiede in der Ausatemluft von Mammakarzinompatientinnen und gesunden
Probandinnen getestet. Davon konnten im Atem der Studienteilnehmerinnen zwischen
83 und 100 organisch fluchtige Verbindungen identifiziert werden, zu denen Alkane,
Alkene, Ketone, Halogenkohlenwasserstoffe, Ester, Ungesattigte Kohlenwasserstoffe,
Terpene, Siloxane, Alkohole und Aromaten gehdren. Aber nur 74 der 103 VOC waren

Bestandteile aller Atemproben, die in der folgenden Tabelle aufgelistet sind.

Tabelle 24: Identifizierte VOCs aller Atemproben

Stoffgruppe Substanz
n-Heptan n-Dodecan 3-Methylpentan
n-Undecan Eicosan Methylcyclohexan
n-Pentadecan Cyclohexan n-Decan
Alkankohlenwasserstoffe n-Hexadecan Isooctan n-Tetradecan
3-Methylhexan n-Nonan 2,2,4,4,6,8,8Heptamethylnonan
n-Nonadecan n-Tridecan 2,2,4,6,6-Pentamethylheptan
n-Octan 2-Methylpentan Methylcyclopentan
n-Heptadecan
Alkenkohlenwasserstoffe Hepten
Ungesattigte Kohlenwasser- | Trimeres Isobuten | Linalool
stoffe
Benzol Styrol 1,3,5-Trimethylbenzol
: Toluol o-Xylol 2- Methylnaphthalin
AromatlschetKf?hlenwasser- Ethylbenzol n-Propylbenzol 1,2,4-Trimethylbenzol
stotie m-+p-Xylol 3/4-Ethyltoluol 1-Methyl-4-isopropylbenzol
Indan 2-Ethyltoluol 1,2,3-Trimethylbenzol
Chlorierte Kohlenwasserstoffe | Trichlormethan Trichlorethen 1,1,1-Trichlorethan

Perchlorethen Tetrachlormethan
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3-Pinen Limonen Verbenon

Terpene A-3-Caren Eucalyptol Longifolen
a-Terpinen Campher Caryophyllen

Ester einwertiger Alkohole Ethylacetat Butylformiat Isobutylacetat
Methylbenzoat
Ketone Methylethylketon Cyclohexanon Methylisobutylketon

Siloxane Hexamethylcyclo- | Octamethyl- Decamethylcyclopentasiloxan
trisiloxan cyclotetrasiloxan
n-Butanol Pentanal 2-Ethyl-1-hexanol

Alkohole Butanal Hexanal Nonanal
Octanal Heptanal Decanal
Benzaldehyd

Das Ziel dieser Studie, unter diesen Substanzen sensitive und spezifische Biomarker
hinsichtlich des Mammakarzinoms zu finden, wurde erreicht. Es gelang, funf organisch

flichtige Verbindungen als Biomarker im Atem fur das Mammakarzinom nachzuweisen.

3.2.1 Qualitative Analyse
Die qualitative Analyse der VOC-Stoffklassen ergab, dass in der Ausatemluft der Pati-
entinnen fur insgesamt 99 organisch fliichtige Substanzen ein positiver Alveolargradient
ermittelt wurde. Bei den gesunden Probandinnen wurde fur 93 Substanzen ein positiver
Alveolargradient ermittelt. Ein negativer Alveolargradient konnte fur 98 Substanzen in
der Ausatemluft der Patientinnen nachgewiesen werden, bei den gesunden Probandin-
nen konnte hingegen fur 64 Substanzen ein negativer Alveolargradient nachgewiesen
werden. Zu dem wurde ersichtlich, dass durchschnittlich mehr Patientinnen einen posi-
tiven Alveolargradienten fur Alkene, Terpene, Siloxane und Alkohole zeigten als die ge-
sunden Probandinnen. Hingegen verzeichneten letztere vermehrt einen positiven Alveo-
largradienten fur Alkane, Halogenkohlenwasserstoffe und Aromaten. Bei den anderen
Substanzgruppen (Ester einwertiger Alkohole, Ketone) differierte der Alveolargradient
nicht. In Tabelle 25-30 sind die Alveolargradienten der auffalligsten Vertreter der einzel-
nen Stoffklassen zusammengestellt. Die Einzelgehalte aller organisch flichtigen Sub-

stanzen sind im Anhang in Tabelle 1-10 zusammengefasst.

3.2.1.1 Alkane
Insgesamt wurden 26 Alkane im Atem sowohl von Patientinnen mit Mammakarzinom
als auch von gesunden Probandinnen identifiziert. Auffallig von diesen sind n-Hexan; n-
Dodekan; n-Tridekan; n-Pentadekan; n-Hexadekan; n-Heptadekan; Cyclohexan; 2-

Methylhexan und 3-Methylhexan. Die prozentuale Verteilung der Alveolargradienten
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zeigt Unterschiede zwischen beiden Studienkollektiven: Bei den gesunden Probandin-
nen lasst sich ein negativer Alveolargradient fur n-Hexan (7/10), n-Tridekan (9/10) und
Cyclohexan (8/10) feststellen, d.h. Uber die Mehrzahl der Probandinnen nimmt die ge-
nannten VOCs im Organismus auf und verstoffwechselt diese. Bei den Patientinnen
hingegen ist es nur eine Minderheit, die fur n-Hexan (4/10), n-Tridekan (4/10) und Cyc-
lohexan (4/10) einen negativen Alveolargradienten aufweisen. Die Mehrzahl der Patien-
tinnen weist fir n-Hexan (6/10) und Cyclohexan (6/10) einen positiven Alveolargradien-
ten auf, was flr die Abgabe dieser VOCs spricht. Eine Ausnahme bildet n-Tridekan. Bei
6/10 Patientinnen ist die Konzentration dieser Substanz in der Ausatemluft konstant.
Ahnlich verhalt sich n-Pentadekan. Bei 5/10 gesunden Probandinnen ist die Substanz-
konzentration konstant, die Mehrzahl der Patientinnen (8/10) weist hingegen einen ne-
gativen Alveolargradienten auf. Ebenso weisen einen negativen Alveolargradienten die
Mehrzahl der Patientinnen fur n-Dodekan (5/10), n-Hexadekan (8/10), 2-Methylhexan
(7/10) und 3-Methylhexan (6/10) auf. Fur diese VOCs verzeichnet allerdings die Mehr-
zahl der gesunden Probandinnen einen positiven Alveolargradienten. Interessant ist
weiterhin die Substanz n-Heptadekan, fir die bei 8/10 gesunden Probandinnen kein
Konzentrationsunterschied zwischen Raumluft und Ausatemluft nachgewiesen werden
konnte, d.h. diese flichtige organische Substanz wird von den gesunden Probandinnen
weder vom Organismus aufgenommen noch abgegeben. 4/10 Patientinnen hingegen
nahmen sie entweder auf bzw. gaben sie wieder ab. Eine konstante Konzentration wur-
de nur bei 2/10 Patientinnen gemessen. Deutlich wird, dass in Bezug auf die Abgabe
und Aufnahme der beschriebenen VOCs Unterschiede zwischen beiden Untersuchungs-

gruppen bestehen.

Tabelle 25: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Alveolargradienten — Alkane
Gruppe
Alkan

Probandinnen Patientinnen Gesamt
Negativer Alveolargradient 7(70%) 4(40%) 11(55%)

n-Hexan VOC-Konstant 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Positiver Alveolargradient 3(30%) 6(60%) 9(45%)

Negativer Alveolargradient 0(0%) 5(50%) 5(25%)

n-Dodekan VOC-Konstant 2(20%) 1(10%) 3(15%)
Positiver Alveolargradient 8(80%) 4(40%) 12(60%)
Negativer Alveolargradient 9(90%) 4(40%) 13(65%)

n-Tridekan VOC-Konstant 1(10%) 6(60%) 7(35%)

Positiver Alveolargradient 0(0%) 0(0%) 0(0%)
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Negativer Alveolargradient 3(30%) 8(80%) 11(55%)

n-Pentadekan VOC-Konstant 5(50%) 0(0%) 5(25%)
Positiver Alveolargradient 2(20%) 2(20%) 4(20%)
Negativer Alveolargradient 4(40%) 8(80%) 12(60%)

n-Hexadekan VOC-Konstant 2(20%) 0(0%) 2(10%)
Positiver Alveolargradient 4(40%) 2(20%) 6(30%)

Negativer Alveolargradient 2(20%) 4(40%) 6(30%)
n-Heptadekan VOC-Konstant 8(80%) 2(20%) 10(50%)
Positiver Alveolargradient 0(0%) 4(40%) 4(20%)
Negativer Alveolargradient 8(80%) 4(40%) 12(60%)

Cyclohexan VOC-Konstant 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Positiver Alveolargradient 2(20%) 6(60%) 8(40%)
Negativer Alveolargradient 3(30%) 7(70%) 10(50%)

2-Methylhexan VOC-Konstant 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Positiver Alveolargradient 7(70%) 3(30%) 10(50%)

Negativer Alveolargradient 2(20%) 6(60%) 8(40%)

3-Methylhexan VOC-Konstant 2(20%) 1(10%) 3(15%)
Positiver Alveolargradient 6(60%) 3(30%) 9(45%)

3.2.1.2 Alkene

Insgesamt wurden 7 Alkene identifiziert. Auffallig von diesen sind Octen und Decen.

Wahrend die Mehrzahl der Patientinnen (7/10) einen hoheren negativen Alveolargra-

dienten fur Octen zeigt, ist bei der Mehrzahl der gesunden Probandinnen die Konzent-

ration dieser Substanz in der Ausatemluft konstant, d.h. sie wird weder aufgenommen

noch abgegeben. Fiur Decen verzeichnet die Halfte der Probandinnen (5/10) einen posi-

tiven Alveolargradienten, wahrend bei 4/10 Probandinnen die Konzentration konstant

ist. 4/10 Patientinnen hingegen nehmen Decen weder auf noch geben Decen ab.

Tabelle 26: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Alveolargradient — Alkene

Gruppe
Alken

Probandinnen Patientinnen Gesamt

Negativer Alveolargradient 4(40%) 7(70%) 11(55%)

Octen VOC-Konstant 6(60%) 0(0%) 6(30%)
Positiver Alveolargradient 0(00%) 3(30%) 3(15%)

Negativer Alveolargradient 1(10%) 4(40%) 5(25%)

Decen VOC-Konstant 4(40%) 2(20%) 6(30%)
Positiver Alveolargradient 5(50%) 4(40%) 9(45%)
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3.2.1.3 Ungesattigte Kohlenwasserstoffe
Insgesamt wurden 4 ungesattigte Kohlenwasserstoffe identifiziert. Unter ihnen zeigte
sich keine flichtige organische Substanz, die einen markanten Unterschied in Bezug

auf ihre Verstoffwechslung zu erkennen gibt.

3.2.1.4 Aromatische Kohlenwasserstoffe
Insgesamt wurden 21 Aromatische Kohlenwasserstoffe identifiziert. Auffallig von diesen
sind Toluol, 1,24-Trimethylbenzol, 3,4 Ethyltoluol, 2-Ethyltoluol und Naphthalin. Interes-
sant ist Toluol, wo ein reziprokes Verhaltnis vorliegt. Wahrend die Mehrzahl der Pro-
bandinnen (7/10) Toluol aufnehmen, gibt die Mehrzahl der Patientinnen (7/10) Toluol
ab. 1,2,4- Trimethylbenzol fallt insofern ins Auge, da alle Probandinnen (10/10) diese
Substanz abgeben, gegenlber den Patientinnen, von denen 6/10 diese Substanz ab-
geben. Ein ahnliches Verhaltnis ist fur 3,4 Ethyltoluol zu verzeichnen. Alle Probandin-
nen (10/10) geben diese organisch flichtige Substanz ab, wahrend es bei den Patien-
tinnen nur die Halfte tun (5/10). Und auch die organisch fllichtige Substanz Naphthalin
geben mehr als die Halfte der Probandinnen (9/10) ab, hingegen ist die Konzentration
dieser Substanz bei 6/10 Patientinnen konstant. Nur 3/10 geben sie mit der Ausatemluft
wieder ab. Auch fur 2-Ethyltoluol ist ein hoherer positiver Alveolargradient bei den ge-
sunden Probandinnen zu verzeichnen. Bei den Patientinnen bestehen zwischen Auf-

und Abgabe dieser Substanz keine markanten Differenzen.

Tabelle 27: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Alveolargradienten — Aromati-
sche Kohlenwasserstoffe

Gruppe
Aromatische Kohlenwasserstoffe

Probandinnen Patientinnen Gesamt
Negativer Alveolargradient 7(70%) 3(30%) 10(50%)

Toluol VOC-Konstant 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Positiver Alveolargradient 3(30%) 7(70%) 10(50%)

) Negativer Alveolargradient 0(0%) 4(40%) 4(20%)

1,2,4- Trimethyl-

benzol VOC-Konstant 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Positiver Alveolargradient 10(100%) 6(60%) 16(80%)

Negativer Alveolargradient 0(0%) 3(30%) 3(15%)

3,4 Ethyltoluol VOC-Konstant 0(0%) 2(20%) 2(10%)
Positiver Alveolargradient 10(100%) 5(50%) 15(75%)

Negativer Alveolargradient 0(0%) 4(40%) 4(20%)

2-Ethyltoluol VOC-Konstant 3(30%) 2(20%) 5(25%)
Positiver Alveolargradient 7(70%) 4(40%) 11(45%)
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Negativer Alveolargradient 0(0%) 1(10%) 1(5%)
Naphthalin VOC-Konstant 1(10%) 6(60%) 7(35%)
Positiver Alveolargradient 9(90%) 3(30%) 12(60%)

3.2.1.5 Halogenkohlenwasserstoffe
Insgesamt wurden 11 Halogenkohlenwasserstoffe identifiziert. Auffallig von diesen sind
Trichlorethylen und Perchlorethylen. Besonders interessant ist Trichlorethylen, da 8/10
Patientinnen diese Substanz ausatmen und nur 2/10 sie aufnehmen. Hingegen ist bei
6/10 Probandinnen die Konzentration konstant, so dass Auf- und Abgabe sekundar zu
bewerten ist. Ahnliches gilt fiir Perchlorethylen. 7/10 Patientinnen weisen einen positi-
ven Alveolargradienten auf, hingegen ist bei 7/10 Probandinnen die Konzentration kon-

stant.

Tabelle 28: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Alveolargradienten — Halogen-
kohlenwasserstoffe

Gruppe
Halogenkohlenwasserstoffe

Probandinnen Patientinnen Gesamt

Negativer Alveolargradient 1(10%) 2(20%) 3(15%)

Trichlorethylen VOC-Konstant 6(60%) 0(0%) 6(30%)
Positiver Alveolargradient 3(30%) 8(80%) 11(55%)

Negativer Alveolargradient 0(0%) 2(20%) 2(10%)

Perchlorethylen | VOC-Konstant 7(70%) 1(10%) 8(40%)
Positiver Alveolargradient 3(30%) 7(70%) 10(50%)

3.2.1.6 Terpene
Insgesamt wurden 13 Terpene identifiziert. Auffallig von diesen sind Verbenon, Vanillin
und Caryophyllen. Verbenon wird von 8/10 Patientinnen abgegeben, wahrend es bei
den Probandinnen von nur 4/10 abgegeben wird. Bei 5/10 der Probandinnen ist die
Konzentration konstant. Vanillin ist auffallig, da 10/10 der Probandinnen eine konstante
Konzentration aufweisen, wahrend es bei den Patientinnen nur 5/10 tun. Die andere
Halfte der Patientinnen nimmt vielmehr diese Substanz auf. Caryophyllen wird von der
Mehrzahl der Patientinnen (6/10) aufgenommen, wahrend die Mehrzahl der Probandin-

nen (7/10) Caryophyllen abgibt.



ERGEBNISSE

36

Tabelle 29: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Alveolargradienten — Terpene

Gruppe
Terpene

Probandinnen Patientinnen Gesamt

Negativer Alveolargradient 1(10%) 1(10%) 2(10%)

Verbenon VOC-Konstant 5(50%) 1(10%) 6(30%)
Positiver Alveolargradient 4(40%) 8(80%) 12(60%)

Negativer Alveolargradient 0(0%) 5(50%) 5(25%)
Vanillin VOC-Konstant 10(100%) 5(50%) 15(75%)

Positiver Alveolargradient 0(0%) 0(00%) 0(0%)

Negativer Alveolargradient 0(0%) 6(60%) 6(30%)

Caryophyllen VOC-Konstant 3(30%) 2(20%) 5(25%)
Positiver Alveolargradient 7(70%) 2(20%) 9(45%)

3.2.1.7 Siloxane

Insgesamt wurden 3 Siloxane identifiziert. Unter ihnen zeigte sich keine flichtige orga-

nische Substanz als markant different.

3.2.1.8 Ester einwertiger Alkohole

Insgesamt wurden 9 Ester einwertiger Alkohole identifiziert. Auffallig von diesen ist Bu-
tylformiat. Mehr als die Halfte der Patientinnen (6/10) haben einen positiven Alveolar-
gradienten, wahrend bei den Probandinnen keine markanten Differenzen zwischen den

drei Gruppierungsvariablen ins Auge fallen.

Tabelle 30: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Alveolargradienten — Ester ein-
wertiger Alkohole

Gruppe
Ester einwertiger Alkohole
Probandinnen Patientinnen Gesamt
Negativer Alveolargradient 4(40%) 1(10%) 5(25%)
Butylformiat konstant 3(30%) 3(30%) 6(30%)
Positiver Alveolargradient 3(30%) 6(60%) 9(45%)

3.2.1.9 Ketone
Insgesamt wurden 4 Ketone identifiziert. Unter ihnen zeigte sich keine flichtige Sub-

stanz, die als markant different bewertet werden kann.

3.2.1.10 Alkohole und Aldehyde
Insgesamt wurden 11 Alkohole und Aldehyde identifiziert. Auffallig von diesen sind Iso-

butanol; 2-Ethyl-1-hexanol und Butanal. Unter ihnen erscheint 2-Ethyl-1-hexanol als
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besonders markant. 9/10 Patientinnen weisen einen positiven Alveolargradienten auf,
gegenuber 5/10 der Probandinnen. Und auch Isobutanol ist interessant, da 10/10 Pati-
entinnen eine konstante Konzentration dieser Substanz aufzeigen, hingegen nur 4/10
Probandinnen. Hier zeigt sich ein hoherer negativer Alveolargradient, da 4/10 der Pro-
bandinnen diese Substanz aufnehmen. FlUr Butanal lasst sich erneut ein reziprokes
Verhaltnis ausmachen. Wahrend 6/10 der Probandinnen Butanal aufnehmen, geben

7/10 Patientinnen diese Substanz ab.

Tabelle 30: Darstellung der absoluten Haufigkeiten der Alveolargradienten — Alkohole
und Aldehyde

Gruppe
Alkohole und Aldehyde

Probandinnen Patientinnen Gesamt

Negativer Alveolargradient 4(40%) 0(0%) 4(20%)

Isobutanol VOC-Konstant 4(40%) 10(100%) 14(70%)
Positiver Alveolargradient 2(20%) 0(00%) 10 (50%)

Negativer Alveolargradient 1(10%) 1(10%) 2(10%)

2-Ethyl-1-Hexanol |VOC-Konstant 4(40%) 0(0%) 4(20%)
Positiver Alveolargradient 5(50%) 9(90%) 14(70%)

Negativer Alveolargradient 6(60%) 1(10%) 7(35%)

Butanal VOC-Konstant 0(0%) 2(20%) 2(10%)
Positiver Alveolargradient 4(40%) 7(70%) 11(55%)

3.2.2 Quantitative Analyse
Fur alle identifizierten VOCs wurden Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardab-
weichung bestimmt (Anhang). Die deskriptive, quantitative Analyse der Untersuchungen
zeigt eine hohe Streuung in Bezug auf die Spannweite, den Mittelwert und die Stand-
artabweichung der Variablen. Unter den identifizierten Substanzen fanden sich jedoch
funf VOCs aus der Stoffgruppe der Alkane, Alkene, Halogenkohlenwasserstoffe, Aro-
maten und Terpene, fur die sich jeweils ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kranken und Gesunden zeigt (Tabelle 31). In der Atemluft der Probandinnen waren die
Konzentrationen von 3-Methylhexan, Decen, Caryophyllen und Naphthalin signifikant
hoher gegenuber den Patientinnen mit Mammakarzinom. Hingegen waren die Konzent-
rationen von Trichchlorethylen in der Atemluft der Patientinnen signifikant hoher. Die
Mittelwerte flr die restlichen untersuchten VOCs weisen eine nur geringe Differenz auf.
Aus diesem Grund konnten keine Signifikanzen ermittelt werden. Die VOCs, bei denen
sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Kranken und Gesunden zeigte, werden
im Folgenden anhand beschreibender MalRzahlen sowie Boxplotdiagrammen darge-
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stellt. Daruber hinaus wird mittels ROC-Analyse ermittelt, in welchem Bereich sich der
Cut-Off-Wert des VOC befindet, der die Kranken von den Gesunden unterscheidet. Da

die p-Werte explorativ bewertet werden, wurde nicht adjustiert.

Tabelle 31: Summenformel, Strukturformel und CAS-Nummer der signifikanten VOCs

Bezeichnung Summen-
Stoffklasse Strukturformel CAS-nummer
der Substanz formel
3-Methylhexan Alkan C;Hs 7 \,)\(/OH 617-78-7
Decen Alken C10H20 W 872-05-9
Caryophyllen Terpen CisHoa 87-44-5
H H
I I
Hog?“Sor 3¢ B
Naphthalin Aromat CioHs I Il I 91-20-3
T - c
chmcfc‘ucx ‘HH
I I
H H
Halogen- Cl L Cl
Trichlorethylen kohlen- C,HCl3 79-01-6
wasserstoff G




ERGEBNISSE 39

Die Untersuchungen zeigen, dass die VOC-Konzentrationen im Atem in einem Bereich
von wenigen Mikrogramm (ug/m®) bis hin zu einigen 100 ug/m®je Substanz lagen.

3.2.2.1 Alkan 3-Methylhexan
Far 3-Methylhexan konnte ein signifikanter Konzentrationsunterschied im Atem von Pa-

tientinnen gegenuber gesunden Probandinnen ermittelt werden.

Tabelle 32: Deskriptive Statistik fur 3-Methylhexan

. Standard- . ;
Mittelwert : Min Max Perzentile [ug/mq]
3-Methylhexan | n [ug/m?] abwel;:lggng [womd | [ug/m3 50. (Me-
[hg/m?] 25. | dian) 75.
Probandinnen 10 0,210 0,4748 -0,4 1,4 0,025 | 0,150 0,325
Patientinnen 10 -0,350 0,5563 -1,5 0,2 0 7-25 -0,150 0,125

(keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung, Kolmogorov-Smirnov-Test)

Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in Mikrogramm Substanz pro Kubikmeter Luft [ug/m?].

Die Gruppen wurden durch den T-Test und den vorgeschalteten Levene-Test (der auf
Variantengleichheit pruft) auf Mittelwertunterschiede geprift. Trotz der geringen Diffe-
renz konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Kranken und Gesunden nach-
gewiesen werden (p=0,026). Der Unterschied wird in folgendem Boxplotdiagramm ver-

anschaulicht:
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Alkan 3-Methylhexan [ug/m3]
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o
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-1,57
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Probandinnen Patientinnen

Abbildung 13 : Box-Whisker-Plot fir die Konzentrationen von 3-Methylhexan bei den
Patientinnen und den gesunden Probandinnen
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Mittels ROC-Analyse wurde ermittelt, in welchem Bereich sich ein Cut-Off-Wert befin-
den konnte. Dabei wurde zu jedem Trennwert die entsprechende Sensitivitat und Spezi-
fitat ermittelt. Der optimale Cut-Off-Wert per definitionem ist der Wert, mit der gro3tmog-
lichen Sensitivitat und einer gleichzeitig moglichst geringen Falsch-Positiv-Rate als bes-

te Trennung zwischen Gesunden und Kranken.

0,81

o
T

o
T

Sensitivitat [%]

0,27

0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Spezifitat [%]

Abbildung 14: ROC-Kurve fur die Konzentrationswerte von 3-Methylhexan in der A-
temluft von Patientinnen mit Mammakarzinom.

Tabelle 33: ROC-Analyse fur 3-Methylhexan

3-Methylhexan
Sensitivitat 1 — Spezifitat Spezifitat Sensitivitat +
Positiv, wenn gréRer oder [%0] [%] [%0] Spezifitat [%]
gleich [ug/m?]

-2,5 1 1 0 1
-1,15 1 0,9 0,1 1,1
-0,75 1 0,8 0,2 1,2
-0,55 1 0,6 0,4 1,4

-0,3 0,9 0,6 0,4 1,3
-0,15 0,9 0,5 0,5 1,4
-0,05 0,8 0,4 0,6 1,4
0,05 0,6 0,3 0,7 1,3
0,15 0,5 0,2 0,8 1,3
0,25 0,3 0 1 1,3
0,35 0,2 0 1 1,2

0,9 0,1 0 1 1,1

2,4 0 0 1 1

Der kleinste Trennwert ist der kleinste gemessene Wert minus 1, der gré3te Trennwert ist der gréfte gemessene
Wert plus 1. Alle anderen Trennwerte sind Mittelwerte von zwei aufeinander folgenden, geordneten beobachteten
Testwerten.
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Bei einem Cut-Off von -0,55 [ug/m?3] wird eine Sensitivitat von 100% erreicht, die Spezi-
fitat liegt bei diesem Trennwert bei 40%. Wird der Cut-Off-Wert bei -0,05 [ug/m?] festge-

legt, so erreicht man eine Sensitivitat von 80% und eine Spezifitat von 60%.

3.2.2.2 Alken Decen
In der Gruppe der Alkene hat sich ein signifikanter Konzentrationsunterschied fur Decen

ermitteln lassen.

Tabelle 34: Deskriptive Statistik fur Decen

. Standard- . ;
Mittelwert ; Min Max Perzentile [g/m?3]
pecen | N | jpgim) | SOMOENENY | fug/me] | [ug/m] 50. (V-
HY 25. dian) 75.
Probandinnen | 10 0,145 0,1707 -0,1 04 | 0,000 | 0,00 | 0,300
Patientinnen | 10 | -0,065 0,2473 -0,4 03 |-0,325| 0,000 | 0,125

(keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung, Kolmogorov-Smirnov-Test)
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in Mikrogramm Substanz pro Kubikmeter Luft [ug/m?].

Mittels T-Test fur unabhangige Stichproben konnte ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Kranken und Gesunden nachgewiesen werden (p=0,040). Das folgende

Boxplotdiagramm zeigt den Unterschied:
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Abbildung 15: Box-Whisker-Plot fur die Konzentrationen von Decen bei den Patientin-
nen und den gesunden Probandinnen
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Mittels ROC-Analyse wurde ermittelt, in welchem Bereich sich ein Cut-Off-Wert befin-
den konnte.

0,87

0,6

Sensitivitat [%o]

0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
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Abbildung 16: ROC-Kurve fur die Konzentrationswerte von Decen in der Atemluft von
Patientinnen mit Mammakarzinom

Tabelle 35: Deskriptive Statistik flir Decen

Alken Decen
Sensitivitat 1 — Spezifitat Spezifitat Sensitivitat +
Positiv, wenn gréer oder [%] [%] [%] Spezifitat [%]
gleich [ug/m?]
-1,4 1 1 0 1
-0,35 1 0,8 0,2 1,2
-0,25 1 0,7 0,3 1,3
-0,125 1 0,6 0,4 1,4
-0,025 0,9 0,6 0,4 1,3
0,025 0,5 0,4 0,6 1,1
0,075 0,5 0,3 0,7 1,2
0,15 0,5 0,2 0,8 1,3
0,25 0,4 0,1 0,9 1,3
0,35 0,1 0 1 1,1
1,4 0 0 1 1

Der kleinste Trennwert ist der kleinste gemessene Wert minus 1, der gro3te Trennwert ist der gréfte gemessene
Wert plus 1. Alle anderen Trennwerte sind Mittelwerte von zwei aufeinander folgenden, geordneten beobachteten
Testwerten.

Bei einem Cut-Off von -0,125 [ug/m?] wird eine Sensitivitat von 100% erreicht, die Spe-
zifitat liegt bei diesem Trennwert bei 40%. Wird der Cut-Off-Wert bei 0,15 [ug/m?] fest-
gelegt, so erreicht man eine Sensitivitat von 50% und eine Spezifitat von 80%.
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3.2.2.3 Terpen Caryophyllen
In der Gruppe der Terpene hat sich ein signifikanter Konzentrationsunterschied fur Ca-
ryophyllen ermitteln lassen.

Tabelle 36: Deskriptive Statistik fur Caryophyllen

: Standard- . :
Mittelwert : Min Max Perzentile [ug/m?3]
Caryophyllen n [ug/m?] abwelchgmg [ugmd | [ug/m3 50. (Medi-
[ug/m?] 25, an) 75.
Probandinnen | 10 0,070 0,483 0,0 0,1 0,000 0,100 0,100
Patientinnen 10 -1,230 -1,230 -6,1 0,2 -1,650| -0,100 0,025

(keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung, Kolmogorov-Smirnov-Test)
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in Mikrogramm Substanz pro Kubikmeter Luft [ug/m?].

Mittels Mann-Whitney-U-Test fur unabhangige Stichproben konnte ein signifikanter Un-
terschied zwischen den Kranken und Gesunden nachgewiesen werden (p=0,016). Der
Unterschied wird in folgendem Boxplotdiagramm veranschaulicht:

Um die Mittelwertunterschiede zwischen beiden Gruppen deutlicher werden zu lassen,
ist in der folgenden Graphik eine feinere y-Achseneinteilung gewahlt. Zu dem sind die
Extremwerte ausgeblendet.

Terpen Caryophyllen [ug/m3]
<

T T
Probandinnen Patientinnen

Abbildung 17: Box-Whisker-Plot Konzentrationen von Caryophyllen bei den Patientin-
nen und den gesunden Probandinnen
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Mittels ROC-Analyse wurde ermittelt, in welchem Bereich sich ein Cut-Off-Wert befin-

den konnte.
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Abbildung 18: ROC-Kurve fir die Konzentrationswerte von Caryophyllen in der Atem-
luft von Patientinnen mit Mammakarzinom.

Tabelle 37: ROC-Analyse fur Caryophyllen

Terpen Caryophyllen

= e +
Positiv, wenn grofier oder Sen?(l;(l)}ntat 1 S[E/?]that SIS ) gsgiilgilt\fé:ia[t/o]
gleich [ug/m?]
-7,1 -7,1 1 0 -7,1
-6,05 1 0,9 0,1 1,1
-3,1 1 0,8 0,2 1,2
-0,15 1 0,7 0,3 1,3
-0,05 1 0,4 0,6 1,6
0,05 0,7 0,2 0,8 1,5
0,15 0 0,1 0,9 0,9
1,2 0 0 1 1

Der kleinste Trennwert ist der kleinste gemessene Wert minus 1, der grof3te Trennwert ist der groRte gemessene
Wert plus 1. Alle anderen Trennwerte sind Mittelwerte von zwei aufeinander folgenden, geordneten beobachteten

Testwerten.

Bei einem Cut-Off von -0,05 [ug/m3] wird eine Sensitivitat von 100% erreicht, die Spezi-
fitat liegt bei diesem Trennwert bei 60%. Wird der Cut-Off-Wert bei 0,05 [ug/m?] festge-

legt, so erreicht man eine Sensitivitat von 70% und eine Spezifitat von 80%.
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3.2.2.4 Aromat Naphthalin
In der Gruppe der Aromaten hat sich ein signifikanter Konzentrationsunterschied fur

Naphthalin ermitteln lassen.

Tabelle 38: Deskriptive Statistik fur Naphthalin

: Standard- : :
. Mittelwert ; Min Max Perzentile [ug/m?3]
Naphthalin n [ug/m?] abwelch;mg [ug/m? | [ug/m3 50. (Medi-
[hg/m?] 25. an) 75.
Probandinnen 10 0,170 0,1059 0,0 0,3 0,100 0,150 0,300
Patientinnen 10 -0,025 0,3156 -0,9 0,4 0,000 0,000 0,000

(keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung, Kolmogorov-Smirnov-Test)
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in Mikrogramm Substanz pro Kubikmeter Luft [pg/m3].

Mittels Mann-Whitney-U-Test fur unabhangige Stichproben konnte ein signifikanter Un-
terschied zwischen den Kranken und Gesunden nachgewiesen werden (p=0,015). Der

Unterschied wird in folgendem Boxplotdiagramm veranschaulicht:

0,25
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-0,5

Aromat Naphthalin [ug/m3]

-0,75

T T
Probandinnen Patientinnen

Abbildung 19: Box-Whisker-Plot flr die Konzentrationen von Naphthalin bei den Pati-
entinnen und den gesunden Probandinnen
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Mittels ROC-Analyse wurde ermittelt, in welchem Bereich sich ein Cut-Off-Wert befin-

den konnte.
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Abbildung 20: ROC-Kurve fir die Konzentrationswerte von Naphthalin in der Atemluft
von Patientinnen mit Mammakarzinom

Tabelle 39: ROC-Analyse flr Naphthalin

Naphthalin
= e +
Positiv, wenn grofier oder Sen?‘%mat 1 S[E/?]that SIS ) gsgiilgilt\fé:ia[t/o]
gleich [ug/m?3]
-1,85 1,0 1,0 0,0 1,0
-0,425 1,0 0,9 0,1 1,1
0,05 0,9 0,3 0,7 1,6
0,15 0,5 0,1 0,9 1,4
0,25 0,3 0,1 0,9 1,2
0,35 0,0 0,1 0,9 0,9
1,4 0,0 0,0 1,0 1,0

Der kleinste Trennwert ist der kleinste gemessene Wert minus 1, der grof3te Trennwert ist der gréRte gemessene
Wert plus 1. Alle anderen Trennwerte sind Mittelwerte von zwei aufeinander folgenden, geordneten beobachteten
Testwerten.

Bei einem Cut-Off von 0,05 [ug/m?] wird eine Sensitivitat von 90% erreicht, die Spezifitat
liegt bei diesem Trennwert bei 70%. Wird der Cut-Off-Wert bei 0,15 [ug/m?®] festgelegt,
so erreicht man nur noch eine Sensitivitat von 50%, aber eine Spezifitat von 90%.
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3.2.2.5 Halogenkohlenwasserstoff Trichlorethylen
In der Gruppe der Halogenkohlenwasserstoffe hat sich ein signifikanter Konzentrations-

unterschied fur Trichlorethylen ermitteln lassen.

Tabelle 40: Deskriptive Statistik fur Trichlorethylen

. Standard- . ;
: Mittelwert : Min Max Perzentile [ug/m3]
Trichlorethylen n [ug/m?] abwelch;mg [ug/m? | [ug/m? 50. (Medi-
[ug/m?] 25, an) 75.
Probandinnen | 10 0,050 0,1179 -0,1 0,3 |0,000| 0,000 0,125
Patientinnen | 10 0,870 1,1096 -0,1 2,9 |0,050| 0,600 1,375

(keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung, Kolmogorov-Smirnov-Test)
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt in Mikrogramm Substanz pro Kubikmeter Luft [pg/m3].

Mittels T-Test fur unabhangige Stichproben konnte ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Kranken und Gesunden nachgewiesen werden (p=0,045). Der Unterschied

wird in folgendem Boxplotdiagramm veranschaulicht:
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Abbildung 21: Box-Whisker-Plot flr die Konzentrationen von Trichlorethylen bei den
Patientinnen und den gesunden Probandinnen
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Mittels ROC-Analyse wurde ermittelt, in welchem Bereich sich ein Cut-Off-Wert befin-
den konnte.
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Abbildung 22: ROC-Kurve fur die Konzentrationswerte von Trichlorethylen in der A-
temluft von Patientinnen mit Mammakarzinom

Tabelle 41: ROC-Analyse fur Trichlorethylen

Trichlorethylen
- P +
Positiv, wenn grofier oder Sen?(l;(l)}ntat 1 S[F‘:/(:]Zlmat EIPEAIER ) gsgiilgilt\fé:ia[t/o]
gleich [ug/m?]
-1,1 1,0 1,0 0,0 1,0
-0,05 0,8 0,9 0,1 0,9
0,05 0,8 0,3 0,7 1,5
0,15 0,6 0,2 0,8 1,4
0,25 0,6 0,1 0,9 1,5
0,4 0,6 0,0 1,0 1,6
0,6 0,5 0,0 1,0 1,5
0,8 0,4 0,0 1,0 1,4
1,85 0,2 0,0 1,0 1,2
2,85 0,1 0,0 1,0 1,1
3,9 0,0 0,0 1,0 1,0

Der kleinste Trennwert ist der kleinste gemessene Wert minus 1, der grof3te Trennwert ist der gréRte gemessene