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Das schonste Gliuck des denkenden Menschen ist, das
Erforschliche erforscht zu haben und das Unerforschliche
ruhig zu verehren.

Johann Wolfgang von Goethe

It is said that the eyes are the windows to the soul.
Perhaps, then, breath is the window to the body.

Jonathan Beauchamp
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1 Einleitung

1.1 Historischer Hintergrund

Das Erkennen von Krankheiten mit Hilfe unseres Geruchssinns spielt seit
jeher eine groRe Rolle in der Medizin. Bereits in der Antike beschéftigten sich
Hippocrates und andere griechische Arzte mit der Analyse unserer Atemluft
[199]. Man vermutete, dass sich im Korperinneren abspielende Prozesse auf
die Ausatemluft auswirken und durch deren Analyse das Diagnostizieren von
Krankheiten moglich sein konnte. Als prominente Beispiele fiir die klinische
Analyse der Ausatemluft von Patienten kénnen der ,obstartige“ Azetongeruch
im hyperglykdmischen Koma, ein harndhnlicher Foetor uraemicus bei Urdmie
oder der suflich, fotide Foetor hepaticus im Rahmen eines Leberversagens
genannt werden [117]. Auch die Geruchsprobe von Urin und Faeces leistete
vor dem Zeitalter der modernen Medizin einen Beitrag zu

differenzialdiagnostischen Uberlegungen der Arzteschaft [254].

Den Grundstein zur modernen Analyse volatiler organischer Verbindungen
(engl.: Volatile Organic Compounds, VOCs) wurde 1971 gelegt, als Pauling et
al. bei der gaschromatographischen Untersuchung von Atemwegsexhalat und
verflichtigtem Urin jeweils Uber 200 verschiedene Substanzen in separaten
Proben nachweisen konnten [190]. In den 80er-Jahren gelang es, einzelnen
Krankheitsbildern bestimmte fliichtige Metaboliten zuzuordnen [170]. So
konnten beispielsweise Gordon et al. 1985 verschiedene Alkane in der
Ausatemluft von Patienten mit Lungenkrebs nachweisen [103].

Philips et al. gelang es 1999 anhand einer Kombination identifizierter Alkane
und Benzene mit hoher Sensitivitit und  Spezifitdtt zwischen
Lungenkrebspatienten und gesunden Kontrollprobanden zu unterscheiden
[200].
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Aufgrund technischer Verbesserungen und vereinfachter Durchfuhrbarkeit
von Messungen an Patienten stieg das medizinwissenschaftliche Interesse
an der Analyse von VOCs in den vergangenen Jahren kontinuierlich an [21,
50].

1.2 Schlafbezogene Atmungsstérungen

Schlafbezogene Atmungsstérungen (SBAS) werden neben Insomnien,
Parasomnien, zentralen hypersomnischen Stérungen, zirkadianen Schlaf-
Wach-Rhythmusstérungen, schlafbezogenen Bewegungsstérungen und
anderen Schlafstorungen den schlafmedizinischen Erkrankungen zugeordnet
[244]. Die Symptomatik schlafbezogener Atmungsstorungen ist vielseitig und
fuhrt bei einer Vielzahl betroffener Patienten zu einer erheblichen
Beeintrachtigung ihrer Lebensqualitat.  Angesichts der  Haufigkeit
schlafbezogener Atmungsstorungen, deren zeit- und kostenintensiver
Diagnostik und Therapie sowie deren Assoziation zu kardiovaskularen und
weitere Organsysteme betreffenden Erkrankungen sind SBAS von hoher
klinischer, gesellschaftlicher und volkswirtschaftlicher Relevanz [196] (S.1054
ff.).

Auch wenn die Ubergange in der Praxis flieBend sind, ist eine klare
Abgrenzung der einzelnen  Erscheinungsformen  schlafbezogener
Atmungsstorungen fir deren Verstandnis von grof3er Wichtigkeit. GemalR der
2014 verdffentlichten International Classification of Sleep Disorders (ICSD-3)
durch die American Academy of Sleep Medicine (AASM) werden im
Wesentlichen folgende Formen schlafbezogener Atmungsstérungen
unterschieden [9, 225, 245]: Obstruktive Schlafapnoe (OSA) des
Erwachsenen oder des Kindes, Zentrale Schlafapnoesyndrome (ZSA),
schlafbezogene Hypoventilationsstérungen, Atmungsstérungen aufgrund

schlafbezogener Hypoxamie sowie isolierte Symptome und Normvarianten.

Unter den schlafbezogenen Atmungsstérungen tritt die Obstruktive
Schlafapnoe mit einer Haufigkeit von rund 90% auf. Schlafbezogene
Atmungsstorungen ohne Obstruktion nehmen dementsprechend einen Anteil
von ca. 10% ein [197].
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An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass in der Literatur oftmals
allgemein von ‘Obstruktiver Schlafapnoe’ (OSA) [196] gesprochen wird.
Dieser Terminus schlie3t alle Formen Obstruktiver Schlafapnoe ein und
reprasentiert das Krankheitsbild im Allgemeinen. Spricht man von einem
Obstruktiven Schlafapnoesyndrom (OSAS), betont man damit, dass
zusatzlich Symptome beim Patienten vorhanden sind. In einer Vielzahl der
Falle werden die Termini OSA und OSAS jedoch synonym verwendet. In der
vorliegenden Arbeit beziehen sich diese Begrifflichkeiten immer auf Patienten

im Erwachsenenalter.

1.2.1 Definition wichtiger diagnostischer Kenngrté3en bei SBAS

MalRgeblich fur die Diagnosestellung der Obstruktiven Schlafapnoe ist die
Definition von Apnoen, Hypopnoen, des Apnoe-Hypopnoe-index (AHI) sowie
von Arousals, Respiratory Effort Related Arousals (RERAs) und des
Respiratory Disturbance Index (RDI). Hierbei sollen die MalRgaben zur
Erfassung respiratorischer Ereignisse der American Academy of Sleep
Medicine (AASM) von 2017 als Orientierung dienen [28].

Eine Apnoe ist definiert als Abfall des im Schlaf registrierten Atemflusses um
= 90% fur eine Dauer 2 10 Sekunden. Bei einer Hypopnoe handelt es sich per
definitionem um eine Verringerung des Atemflusses von = 30% flr eine
Dauer von = 10 Sekunden, zusammen auftretend mit einem Abfall der
peripheren Sauerstoffsattigung (SpO2) = 3% oder in Kombination mit einem
Arousal. Ein Arousal (z. Dt. ‘Erregung’) tritt als Zeichen einer
sympathikonervosen Weckreaktion auf und wird im Schlafzustand als abrupt
auftretende, mindestens drei Sekunden andauernde Frequenzanderung bzw.
Frequenzbeschleunigung im Elektroenzephalogramm (EEG) registriert,
welcher eine Phase eines mindestens 10 Sekunden andauernden Schlafs
vorangehen muss. Ein Respiratory Effort Related Arousal (RERA) wird dann
als solches erfasst, wenn eine Sequenz von Atemzugen fur = 10 Sekunden
durch eine gesteigerte Atemanstrengung oder durch eine Abflachung der
Atemzlge gekennzeichnet ist und in der Folge zu einem Arousal fuhrt. Eine
RERA-Sequenz darf hierbei nicht die Kriterien einer Hypopnoe oder Apnoe
erfillen [28, 246].
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Der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) dient als Mal3 fir den Schweregrad einer
schlafbezogenen Atmungsstérung. Hierbei wird die Anzahl aller registrierten
Apnoen und Hypopnoen pro Stunde Schlafzeit addiert. Als physiologisch wird
ein  Apnoe-Hypopnoe-Index von < 5/h angesehen. Beim Respiratory
Disturbance Index (RDI) werden Apnoen, Hypopnoen sowie RERAs addiert
und pro Stunde Schlafzeit als Index angegeben [196] (S. 1058 f.).

1.3 Obstruktives Schlafapnoesyndrom

1.3.1 Diagnostische Kriterien

Entsprechend der S3-Leitlinie ‘Nicht erholsamer Schlaf/Schlafstérungen’ der
Deutschen Gesellschaft fir Schlafforschung und Schlafmedizin (DGSM)
erfolgt die Schweregradeinteilung des Obstruktiven Schlafapnoesyndroms
anhand des AHI in eine leichtgradige (5-14/h), mittelgradige (15-29/h) und
schwere (= 30/h) Schlafapnoe [27]. Die Diagnose OSAS darf nach ICSD-3-
Kriterien [225] gestellt werden bei einem via Polysomnographie (PSG) oder
per Out-Of-Center-Sleep-Testing (OCST, ambulante Polygraphie) ermittelten
RDI = 5/h in Kombination mit einer zusatzlich vom Patienten beklagten
subjektiven klinischen Symptomatik (z.B. exzessive Tagesschlafrigkeit, nicht-
erholsamer Schlaf, beim Erwachen nach Luft ringen (Keuchen oder Wirgen),
verminderte Leistungsfahigkeit, Insomnie, fremdanamnestisch berichtetes
notorisches Schnarchen und/oder Atemaussetzer im Schlaf [110, 225]).
Gleichwohl ist eine Obstruktive Schlafapnoe selbst bei schlafmedizinisch
asymptomatischen Patienten zu diagnostizieren, wenn zusétzlich zu einem
RDI = 5/h in PSG oder OCST mindestens eine der relevanten Komorbiditaten
des OSAS (z.B. Arterielle Hypertonie, Koronare Herzerkrankung, Apoplex,
Vorhofflimmern, Diabetes mellitus Typ-2, kognitive Dysfunktionen oder
Depression) vorliegt. Ebenfalls ist die Diagnose der Obstruktiven Schlafapnoe
gemall ICSD-3 zu stellen, wenn bei einem Patienten unabhéngig von
subjektiver Symptomatik oder objektiv erfasster Komorbiditat ein mittels PSG
oder OCST ermittelter Respiratory Disturbance Index (RDI) = 15/h festgestellt
wurde [110, 225, 244, 245].
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1.3.2 Epidemiologie

Angaben Uber die Haufigkeit Obstruktiver Schlafapnoe (OSA) bzw. des
Obstruktiven Schlafapnoesyndroms (OSAS) weisen in der Literatur grol3e
Varianzen auf. In diesem Zusammenhang ist zu berlcksichtigen, ob die
jeweiligen Pravalenzangaben ausschlie3lich auf dem registrierten Apnoe-
Hypopnoe-Index (AHI) basieren oder zusatzlich Symptome eines OSAS
erfasst wurden. Weit verbreitet sind bis heute Haufigkeitsangaben dreier in
den 80er- und 90er-Jahren in den USA durchgefihrten grof3en
Kohortenstudien zur Pravalenz schlafbezogener Atmungsstorungen: die
Wisconsin-Sleep-Studie [282], die Sleep-Heart-Health-Studie [206] sowie die
Penn-State-Studie  [35]. Zusammengefasst wird die  Pravalenz
schlafbezogener Atmungsstorungen in diesen drei Studien auf 6,5-9% bei
Frauen und auf 17-31% unter Ma&nnern geschatzt, wobei eine
‘schlafbezogene Atmungsstérung‘ hierbei durch einen wahrend einer
Polysomnographie (PSG) aufgezeichneten AHI > 5/h definiert wurde [35,
282]. Die Wisconsin-Sleep-Kohortenstudie gibt die OSAS-Pravalenz von
Patienten im Alter von 30-60 Jahren, die sowohl einen objektiv gemessenen
AHI > 5/h aufwiesen, als auch subjektiv tber Hypersomnolenz klagten, auf
2% bei Frauen und 4% bei Méannern an [282].

Ein systematischer Vergleich von elf epidemiologischen Studien im Zeitraum
1993 bis 2013 gibt die Pravalenz Obstruktiver Schlafapnoe (OSA), definiert
durch einen AHI > 5/h, mit 9-37% unter M&nnern sowie mit 4-50% unter
Frauen an. Zusatzlich erhohte Tagesschlafrigkeit als Leitsymptom eines
Obstruktiven Schlafapnoesyndroms (OSAS) war in dieser Zusammenschau
bei 3-18% der Manner und 1-17% der Frauen festgestellt worden [95].

Um die Pravalenzangaben schlafbezogener Atmungsstorungen richtig
interpretieren und einordnen zu konnen, missen verschiedene Aspekte
berlcksichtigt werden. Zunéchst ist entscheidend, ob sich die angegebenen
Pravalenzen auf die Gesamtbevdlkerung oder auf eine bestimmte Alters-
oder Patientengruppe beziehen. Eine malgebliche Rolle spielt ebenso die
angewandte Definition von Diagnosekriterien fur das OSAS sowie die

Schweregradeinteilung der Krankheit. Weiterhin ist aufgrund des technischen
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Fortschritts die Detektion schlafbezogener Atmungsstérungen mittels
Polysomnographie (PSG) oder Out-Of-Center-Sleep-Testing (OCST)
heutzutage mit viel hoherer Sensitivitdt moglich [111, 225], als dies in der
Vergangenheit [35, 282] der Fall war. Dies liegt unter anderem an einer
miniaturisierten und fortschrittlicheren Aufzeichnung nachtlicher Atemmuster
seit der Einfuhrung nasaler Staudrucksensoren sowie an einer
leistungsfahigeren pulsoxymetrischen Uberwachung [111]. Ebenfalls mag ein
gesteigertes Bewusstsein innerhalb der Bevélkerung in Bezug auf
schlafbezogene Atmungsstorungen zu einer gestiegenen Anzahl erfasster
Krankheitsfélle beigetragen haben.

Von 2009 bis 2013 wurde in Lausanne (Schweiz) eine grol3 angelegte
Kohortenstudie zur Pravalenz schlafbezogener Atmungsstérungen in der
Allgemeinbevolkerung (sog. ‘HypnolLaus‘-Studie) durchgefiihrt. Die Analyse
erfolgte unter Einsatz ambulanter Polysomnographie-Diagnostik (OCST) bei
2121 Studienteilnehmern im Alter von 40 bis 85 Jahren mit einem
durchschnittlichen Body-Mass-Index (BMI) von 25,6 kg/m? (SD + 4,1). Unter
Berucksichtigung der Richtlinien zur Erfassung respiratorischer Ereignisse
der American Academy of Sleep Medicine (AASM) von 2012 [29] wurden alle
polysomnographisch erfassten Daten (re-)evaluiert. Ein AHI
= 5/h wurde nach den Ergebnissen der HypnoLaus-Studie bei 60,8% der
Frauen und 83,8% der Manner gemessen. Eine mindestens mittelgradige
SBAS (AHI = 15/h) wies Pravalenzen von 23,4% bei Frauen und von 49,7%
bei Mannern auf [111]. Unter Einbeziehung des Parameters ‘erhdhte
Tagesschlafrigkeit’, objektiviert anhand eines Punktwerts in der Epworth
Sleepiness Scale (ESS; z. Dt. Epworth-Schlafrigkeitsskala) von > 10 wurde
die Pravalenz bei gleichzeitig registriertem AHI = 5/h mit 5,9% bei Frauen und
mit 12,5% bei Mannern [110] angegeben. Nach Anwendung der aktuellen
Diagnosekriterien der International Classification of Sleep Disorders (ICSD-3)
von 2014 [225] auf die Daten der HypnolLaus-Kohorte ergeben sich fir ein
leichtgradiges OSAS Préavalenzen von 79,2% bei Mannern und 54,3% bei
Frauen. Ein mindestens mittelgradiges OSAS (AHI = 15) war hierdurch bei
49,7% der Manner und 23,4% der Frauen festzustellen [110].
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1.3.3 Pathogenese / Pathophysiologie

Pathogenetisch kommt es in Abhangigkeit der Schlaftiefe zu einem
Erschlaffen der Muskulatur von Oro- und Nasopharynx, was zu einem Kollaps
der oberen Atemwege und in der Folge zu einer teilweisen (Hypopnoe) bis
nahezu vollstandigen (Apnoe) Unterbindung des Luftflusses fuhrt. In der
Folge kann kein suffizienter Gasaustausch mehr  stattfinden.
Kompensatorisch wird Uber einen gesteigerten Atemantrieb mit erhodhter
Atemanstrengung versucht, der Obstruktion entgegen zu wirken. Dennoch
kommt es zu einer Abnahme der Sauerstoffsattigung des Blutes und zur
Hyperkapnie, da anfallendes CO; nicht mehr abgeatmet werden kann. Infolge
der pathologischen Veranderungen der Blutgase kommt es zu einer
zentralnervdosen Aktivierung (Arousal). Im Zuge dieser ‘Aufweckreaktion’,
welche meist von einem Schnarchgerdusch begleitet wird, kommt es zur
Retonisierung der pharyngealen Muskulatur und somit zur Uberwindung des
Atemwegshindernisses, zur Wiederherstellung der Ventilation und zu
Reoxygenierung. Durch einen erhdhten Sympathikotonus kommt es
postapnoeisch zu reaktiver Hyperventilation und Tachykardie [46, 169, 267].

Beim Obstruktiven Schlafapnoesyndrom kommt es zu einer zyklischen
Wiederholung dieser pathophysiologischen Ereignisse wahrend des Schlafs,
wodurch die physiologische Schlafarchitektur des Patienten massiv
fragmentiert wird [267]. Zudem geht das wiederholte Kollabieren der oberen
Atemwege in Kombination mit nachtlicher Hypoxie mit einer
sympathikonervosen Erregung, Atemwegsinflammation, oxidativem Stress
und Endothelschadigung einher [155, 221, 222]. Dariiber hinaus kommt es zu
einer veranderten Genexpression und folglich zu systemischer Inflammation
[24, 65, 176, 249].

Die komplexen pathophysiologischen Vorgdnge beim Obstruktiven
Schlafapnoesyndrom steigern das Risiko flr kardiovaskulare [24] und andere
Organsysteme betreffende Komorbiditdten. Hierzu z&ahlen unter anderem
Arterielle Hypertonie [194], Koronare Herzkrankheit, Herzinsuffizienz [104],
Apoplex [214, 275], Diabetes mellitus [138], Depression [192] sowie ein bis zu
7-fach erhdhtes Unfallrisiko durch Sekundenschlaf [246] (S. 318).
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1.3.4 Pradisponierende Faktoren

Multifaktorielle  Ursachen bedingen die Pathogenese Obstruktiver
Schlafapnoe, respektive einen Kollaps der oberen Atemwege im Schlaf [129].
Physiologisch wird ein solcher Kollaps verhindert, da die auf den Pharynx
einwirkenden Kréfte im Gleichgewicht zueinander stehen. Einem Kollaps
forderlich sind hierbei ein negativer intraluminaler Druck bei Inspiration und
ein positiver extraluminaler Druck durch umgebendes Weichteil- und
Fettgewebe. Einem Kollaps entgegen wirken muskulare Kontraktionen der
Dilatatoren des Pharynx (v.a. M. genioglossus) sowie eine Zunahme des
Lungenvolumens, woraufhin longitudinale Zugkrafte ein Offenhalten des

Pharynx beginstigen [169].

Ubergewicht gilt als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung eines OSAS,
weswegen insbesondere adipdse Patienten von der Krankheit betroffen sind
[113, 193, 211, 282]. Zusatzliches Korperfett lagert sich in das die oberen
Atemwege umgebende Gewebe ein, was zu anatomischen Umbauprozessen
im Bereich des Pharynx sowie zu gestorter neuromuskularer Steuerung der
Pharynxmuskulatur fhrt. Eine vermehrte Verteilung von Kérperfett innerhalb
der Hals-Rachen-Region scheint hierdurch entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung einer Obstruktiven Schlafapnoe und die hiermit einhergehende
Kollapsneigung der oberen Atemwege zu haben. Mannliches Geschlecht gilt
in diesem Zusammenhang als pradisponierend [189, 233, 268, 283].
Weiterhin weisen MRT und CT-Bildgebung darauf hin, dass sich Fett im
Rahmen eines Obstruktiven Schlafapnoesyndroms auch innerhalb der Zunge
einlagert, was durch eine Grélienzunahme der Zunge zu einer Verlagerung
des Os hyoideum nach inferior-posterior fuhrt und vermutlich die Funktion

suprahyoidaler und au3erer Zungenmuskulatur stérend beeinflusst [57, 236].

Daruiber hinaus fuhrt Ubergewicht zu einer Verringerung der funktionellen
Residualkapazitat der Lunge, vor allem in Rickenlage, was einen niedrigeren
Sauerstoffvorrat und schlechteren Gasaustausch zur Folge hat [167]. Ein
erniedrigtes Lungenvolumen scheint zudem in direktem Zusammenhang mit
einem kleineren Atemwegsdurchmesser und einer hoheren Tendenz zum

Kollabieren der oberen Atemwege zu stehen [112]. Der M. genioglossus
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scheint als aul3erer Zungenmuskel in besonderem MalRe an der
Pathophysiologie des OSAS beteiligt zu sein. Adaquate Kontraktionen des
M. genioglossus sind wesentlich, um die oberen Atemwege wahrend des
Schlafs offen zu halten. Bei Schlafapnoepatienten konnte eine gestérte
Muskelaktivitdit des M. genioglossus [81, 177] und ebenfalls der
Pharynxmuskulatur [124, 142] nachgewiesen werden, was in erh6htem Maf}

zum Kollaps der oberen Atemwege beizutragen scheint.

Die kraniofasziale Anatomie betreffend kdnnen dartber hinaus Dysgnathien,
Makroglossie, Tonsillenhypertrophie sowie eine GroRenzunahme des
weichen Gaumens oder der Uwvula urséchlich zur Entstehung einer

Obstruktiven Schlafapnoe beitragen [205].

Hoheres Alter ist ebenso als Hauptrisikofaktor anzusehen [82]. So kommt es
mit zunehmendem Lebensalter zu einer Abnahme des Anteils an Kollagen
und der elastischen Rickstellkréfte des Atemapparats, was zu
Destabilisierung und erhohter Kollapsneigung der Atemwege fuhrt. Darlber
hinaus nimmt die Muskelaktivitdt der Dilatatoren der oberen Atemwege im
Alter ab [86, 168].

Ferner spielt die Kérperposition im Schlaf eine bedeutende Rolle, wobei sich
respiratorische Ereignisse vor allem in Rickenlage manifestieren [212]. Eine
Kollapsneigung der oberen Atemwege nimmt bei einem Positionswechsel von

Rucken- zu Seitenlage signifikant ab [128].

Weiterhin wird genetischen Ursachen [205], der Menopause [281],
Nikotinkonsum [129], Alkoholkonsum [120] und Flussigkeitsretention bzw.
nachtlicher Flussigkeitsumverteilung [284] eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des OSAS zugeschrieben.
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1.3.5 Diagnostik

Als Goldstandard-Methode in der Diagnostik der Obstruktiven Schlafapnoe
gilt die Polysomnographie (PSG) [153, 245], obgleich eine Diagnosestellung
bei eindeutigem polygraphisch (OCST) erfassten Befund (nach ICSD-3-
Kriterien) mittlerweile zulassig ist [225, 244]. Nach wie vor bietet allerdings
nur die Polysomnographie die Mdglichkeit der zweifelsfreien Ausschluss- und
Differenzialdiagnostik schlafbezogener Atmungsstorungen [245].
Durchgefihrt werden  kann die  Polysomnographie in  einem
schlafmedizinischen Zentrum als kardiorespiratorische Polysomnographie
(KRPSG) oder in der hauslichen Umgebung [111]. Die stationare KRPSG
garantiert  hierbei  eine  schlafmedizinische  Aufzeichnung  unter
standardisierten Bedingungen sowie eine bestmdgliche Kontrolle aul3erer
Einfluss- und Storfaktoren wie zum Beispiel Licht oder Larm.

Um schlafbezogene Atmungsstoérungen via PSG zu detektieren, werden
ublicherweise folgende Parameter aufgezeichnet: Atmungsbewegungen von
Thorax und  Abdomen, oronasaler Atemfluss, Atemgerausche,
Schnarchgerausche, Sauerstoffsattigung, Ableitung eines
Elektrokardiogramms (EKG), Pulsfrequenz, Korperposition im Schlaf,
Beinbewegungen mittels Elektromyogramm (EMG)-Ableitungen am M. tibialis
anterior beidseits sowie eine optische Video-Uberwachung. Es erfolgt
weiterhin ~ die  Ableitung eines  Elektroenzephalogramms (EEG),
Elektrookulogramms (EOG) und Elektromyogramms (EMG) uber zwel
submentale Ableitungen zur Erfassung der Schlafstadien und zur Erstellung
eines Hypnogramms [153, 196]. Bei speziellen Fragestellungen ist die
(invasive) Aufzeichnung weiterer Parameter wie beispielsweise des arteriellen
Blutdrucks oder des Osophagusdrucks maglich [196] (S. 88 ff.).

Die Diagnostik mittels ambulanter Polygraphie konzentriert sich in der Regel
auf die Aufzeichnung folgender Messgrofen: Atmungsbewegungen,
oronasaler  Luftfluss, periphere  Sauerstoffséattigung, Herzfrequenz,
Schnarchen und Kdorperposition. Hiermit kdnnen Hypopnoen, Apnoen,

Schnarchereignisse und Veranderungen der Herzfrequenz ermittelt werden.
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Neue diagnostische Messverfahren, wie die periphere arterielle Tonometrie
(PAT) und die Pulswellenanalyse (PWA) haben das Spektrum ambulanter
Diagnostik in den letzten Jahren erweitert. Mit Hilfe von PAT lasst sich der
periphere arterielle Gefaldtonus indirekt ermitteln, welcher in Assoziation zu
Blutdruck, Blutvolumen und autonomem Nervensystem eine Aussage Uber
die Aktivitdt des Sympathikus (in diesem Zusammenhang Arousals / RERAS)
zulasst [245]. Mittels des in klinischen Studien eingesetzten WatchPAT®
konnen uber einen Fingerplethysmographen Anderungen des arteriellen
Blutvolumens an der Fingerspitze registriert werden, welche in Verbindung
mit pulsoxymetrisch aufgezeichneter Herzfrequenz, Sauerstoffséattigung,
Korperlage und Mikrofonaufzeichnungen eine indirekte Berechnung von

Hypopnoen, Apnoen, Arousals und Schlafstadien méglich machen [245, 276].

Durch Pulswellenanalyse (PWA) (SomnoCheck micro®) kann der vegetative
Tonus des arteriellen GefaRsystems indirekt erfasst werden. Erganzend
kénnen Uber die Bestimmung der Pulstransitzeit (PTT) Ruckschlisse auf den
arteriellen Blutdruck, autonome Arousals und den intrathorakalen Druck
gezogen werden, wodurch eine Unterscheidung zwischen obstruktiven und

zentralen respiratorischen Ereignissen mdglich ist [245].

Signifikante EKG-Veranderungen bei OSAS-Patienten [227] machen die
Analyse  von  Elektrokardiogrammen als weiteres nicht-invasives
Diagnoseverfahren interessant. Hierbei kann die Analyse des EKG
computergestutzt erfolgen, z.B. durch Empiricial Mode Decomposition (EMD)
oder Wavelet Analysis (WA) [178].

Ein zur Verfigung stehendes invasives Diagnoseverfahren, mit dem Ausmal}
und Lokalisation einer Atemwegsobstruktion augenscheinlich beurteilt werden
konnen, ist die medikamenteninduzierte Schlafendoskopie (MISE; engl.:
Drug-Induced Sleep Endoscopy, DISE). Hierbei gilt es allerdings,
Abweichungen zum physiologischen Schlaf und eine enge Indikationsstellung
zu berlcksichtigen [68, 245].

In  der Klinischen Praxis wird ein Screening schlafbezogener
Atmungsstorungen haufig mittels standardisierter Fragebdgen und

Punktesysteme durchgefuhrt, z.B. anhand der Epworth Sleepiness Scale
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(ESS) [125], dem STOP-Bang-Score [58], dem Berlin Score [186] oder dem
NOSAS-Score [173]. Wahrend die ESS den Parameter ‘Tagesschlafrigkeit’
erfasst, erfolgt anhand des STOP-Bang-Score, Berlin Score und NoSAS-
Score eine individuelle Risikoabschatzung in Bezug auf schlafbezogene
Atmungsstorungen anhand einer Kombination mehrerer Parameter, wie
beispielsweise Schnarchen, Tagesschlafrigkeit, Midigkeit, Atemaussetzer,

Hypertonie, BMI, Alter, Halsumfang oder Geschlecht [173].

1.3.6 Therapie

Konservative Therapiemal3Bhahmen im Sinne von Lebensstilanderungen mit
dem Ziel der Gewichtsreduktion durch erhohte kdrperliche Aktivitat und
Ernahrungsumstellung sind jedem ubergewichtigen OSAS-Patienten priméar
anzuraten [87, 182, 232].

Als Goldstandard in der Therapie des OSAS hat sich das
Positivdruckverfahren Continuous Positive Airway Pressure (CPAP) etabliert
[175, 251]. Hierbei wird ein Kollaps der oberen Atemwege durch
pneumatische Schienung verhindert, indem dem Patienten Uber eine Maske
nasal oder oronasal kontinuierlich positiver Druck (ca. 3-20 cm H30) in die
Atemwege appliziert wird [196] (S.227 ff.). Die CPAP-Therapie ist als

symptomatisch anzusehen und in aller Regel eine Dauertherapie.

Als alternative Positivdruckverfahren kdénnen BiPAP, automatisches CPAP
(APAP) oder C-Flex in Betracht gezogen werden. BIPAP ist eine Zwei-
Niveau-Positivdruckbeatmung mit kontinuierlich appliziertem niedrigen
Mindestdruck und durch Atemanstrengung des Patienten getriggerten
erforderlichen Inspirationsdruck Alternativ kann mit Hilfe von C-Flex eine
proportional zum Ausatemfluss angepasste exspiratorische Druckabsenkung
erfolgen [196] (S. 197 f.). Automatisches CPAP (APAP) registriert und
reguliert bei jedem Atemzug mittels Sensortechnologie den zur Uberwindung
pharyngealer Atemwegsobstruktion erforderlichen Mindestdruck [196] (S. 720
ff.).

Unter CPAP-Therapie bzw. Positivdrucktherapie zeigt sich in aller Regel eine

deutliche Verbesserung der klinischen Symptome eines OSAS, vor allem eine
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Abnahme von Mudigkeit bzw. Schlafrigkeit am Tage, da die physiologische
Schlafstruktur wahrend der Nacht weitestgehend wiederhergestellt werden
kann. Zudem sind durch CPAP eine deutliche Abnahme né&chtlicher
respiratorischer Ereignisse, des Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI), von
Atemwegsentzindungen, oxidativem Stress und erh6éhten Blutdruckwerten zu
eruieren [175, 251]. AulRerdem gibt es Hinweise darauf, dass das Risiko fur
Folge- und Begleiterkrankungen des OSAS durch eine Positivdrucktherapie
deutlich gesenkt wird [196] (S. 723 ff.).

Ein anderer therapeutischer Ansatz konzentriert sich darauf, ein Schlafen in
Ruckenlage und somit obstruktive respiratorische Ereignisse zu verhindern.
Mittels eines sogenannten ‘Sleep Position Trainer’ [258] wird der Patient Uber
einen Lagesensor bei Einnehmen der Ruckenlage durch Vibrationen dazu
bewegt eine Anderung der Kérperlage zu vollziehen [257].

Alternativ stehen verschiedene Vorrichtungen zur nicht-invasiven Therapie
der obstruktiven Schlafapnoe zur Verfugung [216, 286]. Zum Einsatz kommen
unter anderem Unterkieferprotrusionsschienen, Zungenhalte-Vorrichtungen
oder Hub-Vorrichtungen fir den weichen Gaumen [3]. Samtliche Mund-
Vorrichtungen sollen hierbei durch eine Volumenvergréf3erung oder die
Verhinderung des Kollabierens der oberen Atemwege Symptome der
Obstruktiven Schlafapnoe reduzieren [229].

Zuletzt kann auch ein operatives Verfahren zur Abnahme respiratorischer
Ereignisse fuhren. Hierbei stehen bei entsprechender Indikation verschiedene
Operationsverfahren zur Auswahl: HNO-chirurgische Verfahren wie z.B.
Tonsillektomie,  Uvulopharyngopalatoplastik  (UPPP), Laser-assistierte
Uvulopalatoplastik (LAUP), Radiofrequenztherapie (RFT) des Weichgaumens
und Zungengrunds, Eingriffe an der lateralen Pharynxwand,
Zungengrundresektion und Weichgaumenimplantate [100, 243] sowie
kieferchirurgische, gesichtschirurgische [196] (S. 615 f.) oder bariatrische
Eingriffe [272].
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1.4 Elektronische Nasen

1.4.1 Allgemein

Unter dem Terminus ‘elektronische Nasen‘ (engl.. E-Noses) werden in der
Literatur verschiedene technische Systeme subsumiert, denen das Erkennen
fluchtiger organischer Substanzen (VOCs) gemein ist [49, 144]. Haufig
werden  hierzu  die  Verfahren der  Massenspektrometrie  mit
Gaschromatographie

(GC-MS), der lonenmobilitatsspektrometrie (IMS) und der chemischen
Mustererkennung (exemplarisch Cyranose® 320) genutzt, auf die in den
Folgeabschnitten néher eingegangen wird. VOCs werden als heterogene
chemische Stoffgruppe zusammengefasst. Es handelt sich dabei um in
Atmosphare und Umwelt ubiquitdr vorkommende, anthropogen oder biogen
entstehende kohlenstoffhaltige Verbindungen, die bei atmosphéarischem
Druck einen maximalen Siedepunkt von 260°C aufweisen [148, 263]. Die
Detektion fluchtiger organischer Substanzen wird bereits in einer Vielzahl
Okologischer [115, 285], industrieller [164] und wissenschaftlicher [280]
Einsatz,- und Forschungsgebiete genutzt. So wird die
lonenmobilitdtsspektrometrie beispielsweise in der Lebensmittelindustrie
[135], in der Forensik [133] sowie zur Detektion von Sprengstoff und Drogen
[16] eingesetzt. Gleichfalls werden medizinwissenschaftliche Fragestellungen
mit Hilfe elektronischer Nasen erforscht [140, 179]. Innerhalb des
menschlichen Koérpers werden fliichtige organische Stoffe im Zuge nahezu
jedes metabolischen Prozesses gebildet, weshalb VOCs das Potenzial
besitzen, als Biomarker genutzt werden zu kdonnen [256]. Die Gesamtheit
aller vom menschlichen Kérper emittierten VOCs (unter anderem ausgehend
von Atemwegsexhalat, Speichel, Blut, Muttermilch, Hautsekreten, Urin oder
Faeces) wird als sogenanntes ‘Volatilom® bezeichnet [8, 64]. Anhand der
Analyse von in anthropogenen Proben enthaltenen VOCs besteht die
Maoglichkeit, Ruckschlisse auf metabolische und/oder pathologische

Stoffwechselprozesse zu ziehen.
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Von besonderem Interesse ist die Analyse von Atemwegsexhalat mit Hilfe
elektronischer Nasen [18, 30, 107]. In diesem Zusammenhang sei erwahnt,
dass sich der Hauptanteil unserer Atemluft aus den anorganischen Gasen
Stickstoff, Sauerstoff, Kohlendioxid, Wasserdampf und Edelgasen
zusammensetzt. Organische Verbindungen kommen in vergleichsweise
niedrigen Konzentrationen, aber in grof3er Vielfalt in der Atemluft vor [25,
179]. Im Wesentlichen wird zwischen drei verschiedenen Gruppen von
Biomarkern unterschieden, welche sich in humanem Atemwegsexhalat (engl.:
Exhaled Breath, EB) nachweisen lassen [34]. Erstens: Monoxide (z.B.
Stickstoffmonoxid (NO) oder Kohlenstoffmonoxid (CO)), deren Bestimmung
bereits im Kklinischen Alltag angewendet wird [34]. Als Beispiel ist die
Bestimmung von fraktioniertem exhalierten Stickstoffstoffmonoxid (FeNO) bei
Patienten mit Asthma bronchiale zu nennen, welche ein Bestandteil der
Diagnostik und Verlaufskontrolle der Krankheit ist [23, 136]. Zweitens: In
flissiger Phase geldste Molekile, welche direkt im Atemwegskondensat
(engl.: Exhaled Breath Condensate, EBC) nachgewiesen werden kdnnen.
Drittens: Flichtige organische Substanzen (VOCSs), welche indirekt mittels
chemischer Mustererkennung und direkt Uber spektrometrische Verfahren
detektiert werden konnen [34]. Die Gesamtheit aller via Ausatemluft

emittierten VOCs wird auch als ‘Exhalom’ bezeichnet [239].

Dartber hinaus ist die VOC-Analyse einer Vielzahl weiterer gasformiger
Proben, beispielsweise ausgehend vom gasformigen Uberstand (Headspace)
von Urin [14, 15] oder Faeces [41, 67, 204] mittels elektronischer Nasen von
medizinwissenschaftlichem Interesse. Ferner werden VOCSs, beispielsweise
ausgehend von Bakterien, Viren und Pilzen, unter mikrobiologischen
und/oder klinischen Fragestellungen durch elektronische Nasen erforscht [2,
63, 151, 187]
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1.4.2 Gaschromatographie mit Massenspektrometrie (GC-MS)

Mit der Massenspektrometrie ist es moglich, geladene lonen im Vakuum zu
messen. Zu analysierende Substanzen werden verflichtigt und
beispielsweise mit radioaktiver Strahlung ionisiert. Durch ein elektrisches
Feld werden die ionisierten Teilchen beschleunigt. Eine Auftrennung der
lonen erfolgt anhand des Verhaltnisses von Masse zu Ladung. Hierbei kann
eine Differenzierung der lonen anhand der Parameter Massenauflésung und
Massengenauigkeit erfolgen [144]. Oftmals wird eine Vortrennung durch
Gaschromatographie mit der Massenspektrometrie kombiniert (GC-MS) [76].
Fur die Analyse von VOCs gilt die GC-MS als Goldstandardmethode [89].

1.4.3 Cyranose® 320

Mit Hilfe der elektronischen Nase Cyranose® 320 war es bisher bereits
gelungen, Atemwegsexhalat von Schlafapnoepatienten signifikant gegentber
Atemwegsproben gesunder Probanden zu unterscheiden [76, 105], ebenso
gelang die signifikante Unterscheidung von OSAS-Patienten gegenuber
Patienten mit OSAS und gleichzeitigem Vorliegen einer chronisch-
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) [78].

Weiterhin ist in der Literatur die Unterscheidung von Atemwegsprofilen mittels
Cyranose® 320 im Rahmen von Asthma bronchiale [80, 90], Sarkoidose [75],
malignem Mesotheliom [55], amyotropher Lateralsklerose [77] oder
rheumatischen  Erkrankungen [48] beschrieben. Eine signifikante
Gruppentrennung zwischen Patienten und gesunden Kontrollprobanden
konnte dariber hinaus durch die mittels Cyranose® 320 durchgefiihrte
Headspace-Analyse von Atemwegskondensat bei COPD [109] sowie von
Stuhlproben von Patienten mit kolorektalem Karzinom (KRK) [67] oder mit

chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen [66] demonstriert werden.

Innerhalb der Cyranose® 320 befinden sich 32 Dunnschicht-Kohlenstoff-
Polymer-Chemiresistoren. Sie sind auf einem Nanoverbund-struktur-
‘NoseChip‘ angeordnet, der auf konstanter Temperatur gehalten wird. Die
einzelnen Polymere unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung und

reagieren demnach unterschiedlich auf ein jeweiliges Gasgemisch, wobei sie
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chemische in elektrische Signale umwandeln [109, 158]. Die in einem
Gasgemisch wie der Ausatemluft vorhandenen fliichtigen organischen
Verbindungen, (VOCs) treten Uber ihre molekularen Charakteristika wie
Masse, Ladung, Polaritdit oder chemische Bindungseigenschaften in
Interaktion mit den Sensoren der Cyranose® 320. Sobald die Exhalat-Probe,
die im Geréat verbaute Polymer-Matrix passiert, fiihrt dies zu einer Anderung
des Gleichstromwiderstands eines jeden Sensors. Die gemessenen
Widerstandsanderungen werden nach einem speziellen Algorithmus fur
Muster-Analyse verarbeitet, wodurch in Echtzeit ein fur jeden Patienten
individuelles VOC-Muster (sog. ‘Smellprint® oder ‘Breathprint’) seiner
Ausatemluft erstellt wird [89, 144, 158].

Die Widerstandsanderungen der Sensoren (dR) lassen sich in der Formel

__ (Rs—R)

dR = 1)

ausdrucken, wobei Rs die Sensorantwort auf die Exhalat-Probe wiedergibt
und R das Signal gegenuber der gereinigten Referenzluft. Die untere
Nachweisgrenze der Cyranose® 320 fir VOCs liegt bei circa 0.1 ppm (parts
per million) [33, 74].

Anhand der erstellten ‘Breathprints’ lasst sich eine quantitative Aussage Uber
das vom Studienteilnehmer abgeatmete Exhalat bzw. den darin enthaltenen
VOCs treffen. Dieses Muster kann mit den Mustern anderer
Studienteilnehmer verglichen werden. Einzelne VOCs kdnnen mit der
Cyranose® 320 nicht explizit detektiert bzw. identifiziert werden, weshalb eine
gualitative Prufung nicht moglich ist [109, 250].

Um die in VOC-Mustern der Cyranose enthaltenen Informationen analysieren
zu kdnnen, werden statistische Algorithmen zur Musteranalyse (sog. ‘Pattern
Recognition Algorithms®) angewandt [215]. Hierzu werden unter anderem die
Hauptkomponentenanalyse (PCA) [75] oder artifizielle neuronale Netzwerke
(ANN) [183] genutzt [144]. Ebenfalls konnen Analyse und Klassifikation der
durch die Cyranose® 320 erfassten Rohdaten durch das Erstellen von “Tree
Models‘ erfolgen [207].
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1.4.4 lonenmobilitatsspektrometrie (IMS)

Bezuglich der Analyse von Atemwegsexhalat mittels
lonenmobilitdtsspektrometrie  (IMS) sind in der Literatur signifikante
Unterscheidungen gesunder Probanden gegenuber Patienten mit COPD [4,
30, 31, 266], Lungenkrebs [107, 265], chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen [11], hepatischer Enzephalopathie [13], Alzheimer-

Krankheit oder Morbus Parkinson postuliert [18].

Darlber hinaus sind signifikante Gruppentrennungen mittels
ionenmobilitdtsspektrometrischer Analyse von Urin-Headspace im Rahmen
von chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen [15], kolorektalem Karzinom

[14] und Fettlebererkrankungen [12] beschrieben.

Das Prinzip der lonenmobilitdtsspektrometrie [21, 53, 84, 85, 237] wurde
1970 erstmalig von Cohen wund Karasek [59] beschrieben. Zu
medizinwissenschaftlichen Forschungszwecken wird die Methode als
nichtinvasives Messverfahren zur Analyse von anthropogenen fliichtigen
organischen Substanzen (VOCs) genutzt. lonen eines Gasgemischs kdnnen
mit  der lonenmobilitdtsspektrometrie  bei  Umgebungsdruck  und
Raumtemperatur anhand ihrer Mobilitatseigenschaften innerhalb weniger
Minuten und bereits ab einer sehr niedrigen Nachweisgrenze
(ng- bis pg-, ppm, - ppt,-Bereich) [22] detektiert werden. Innerhalb eines
lonenmobilitdtsspektrometers wird ein sogenannter lonisationsraum, in
welchem lonisierungsprozesse stattfinden, von einem Kompartiment
unterschieden, in dem lonen entlang eines elektrischen Feldes wandern und
welches im Folgenden als Driftraum bezeichnet wird. Die beiden
Kompartimente werden durch ein Schaltgitter getrennt, welches sich
periodisch 6ffnet, sodass lonen in den Driftraum gelangen konnen. Der
Driftraum ist durch ein Aperturgitter von einer als Detektor fungierenden
Faraday-Platte getrennt, an der beim Auftreffen von lonen Signale erzeugt

werden.

In den lonisationsraum wird Tragergas eingespeist, dessen darin enthaltene
Molekile mit Hilfe einer lonisationsquelle ionisiert werden. Zur lonisation

werden unter anderem radioaktive Strahlungsquellen (z.B. B-emittierendes
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Nickel-63 [85], B-emittierendes Tritum (°*H) [157], a-emittierendes
Americium-241) [198], UV-Strahlungsquellen [156, 238] oder Atmospheric

Pressure Photo lonization (APPI) [154] verwendet.

In dem fiir die Studie genutzten lonenmobilitatsspektrometer diente eine 550
MBq radioaktive 63-Nickel-Strahlungsquelle unter Emittieren von [3-Teilchen
zur lonisierung der im hier verwendeten Tragergas (Alphagaz™-1, Air Liquide
Deutschland GmbH, Dusseldorf) vorhandenen Stickstoffmolekile, was sich in

folgender Formel ausdrickt:
N2+ B~ > N2t + B+ e (1),

wobei B’ einem B-Teilchen mit verringerter Energie entspricht [191, 237].

Die Tragergasmolekulle werden somit direkt von 3-Teilchen ionisiert [21].

Die ionisierten Stickstoffmolekile reagieren nun mit den im Tréagergas
vorhandenen Wassermolekilen, was im Wesentlichen zur Bildung von
(H,0)NO* (Stickstoffmonoxidionen), (H,0)NH,* (Ammoniakionen) und
(H,0)H* (Wasserstoffionen) fiihrt [134, 237]. Letztere stellen den
Hauptbestandteil der ionisierten Molekile innerhalb eines IMS-Spektrums

dar, was sich als sogenannter Reaktionsionenpeak darstellt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Reaktionsionenpeak dargestellt in Software VoCan 2.4 (B&S
Analytik GmbH, Dortmund). X-Achse: Driftzeit (ms), Y-Achse Signalintensitat
(1/Volt). Abbildung mit freundlicher Genehmigung der B&S Analytik GmbH,

Dortmund.
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Gebildete Wasserstoffionen (H,0)H™ (positive Ladungstrager) und e~
(negative Ladungstrager) werden als Reaktionsionen bezeichnet, da sie die
Molekile eines Uber ein Probeneinlasssystem in den lonisationsraum
gelangenden Analyten mittels Protonentransfer ionisieren [237]. So kann es
sich bei Analyten beispielsweise um Atemwegsexhalat oder um Headspace-
Proben handeln. Die Analytmolekile (A4), zumeist organische Verbindungen
mit funktionellen Gruppen, besitzen in der Regel eine hthere Protonenaffinitat
als beispielsweise Wasserstoff-Reaktionsionen, was zur Bildung von
Analytionen (AH™) u.a. durch Protonentransfer fihrt [237]. Exemplarische
Darstellung einer Protonentransfer-Reaktion am Beispiel von Wasserstoff-

Reaktionsionen:
(H,0)H* + (4) » (AH*) + H,0 (2

Die Analytionen gelangen nach Passieren des Schaltgitters in den Driftraum,
in welchem sie sich innerhalb eines homogenen elektrischen Feldes entlang
der Feldlinien in Richtung Detektor-Elektrode bewegen. Die Homogenitat des
hier vorherrschenden elektrischen Feldes wird Uber eine Kette von
elektrischen Widerstanden gewahrleistet, die tUber Metallringe miteinander
verbunden sind [241]. Im Driftraum stromt den lonen ein sogenanntes
Driftgas entgegen, was die lonen, abhangig von Struktur und Masse, mit
Driftgasmolekulen kollidieren lasst. Die Ladung der Molekile im Driftgas ist
hierbei neutral. So gelingt es, lonen gleicher Ladung, aber mit
unterschiedlicher Masse oder Struktur, zu trennen. Je nach Anzahl der
Zusammenstof3e mit den Driftgasmolektlen, erreichen die jeweiligen lonen
eine unterschiedliche mittlere Geschwindigkeit und bendtigen demnach
unterschiedlich lange, um die definierte Driftstrecke vom Schaltgitter bis zur
Faraday-Platte (im vorliegenden Fall 12 cm) zurlckzulegen. Hierdurch
kénnen lonen identischer Ladung, aber differierender Masse und Struktur
anhand ihrer Mobilitdtseigenschaften unterschieden werden [237]. Fur jedes
Analytion lasst sich eine charakteristische Driftzeit in Millisekunden messen.

Die Driftzeit gilt als Mal3 fur die Mobilitat eines lons im vorliegenden Gas [53].

Bevor die lonen am Detektor (Faraday-Platte) auftreffen, passieren sie ein

Aperturgitter, welches der kapazitiven Entkopplung der Faraday-Platte von
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den sich annahernden Ladungstragern dient [261]. Beim Auftreffen der lonen
auf den Detektor wird ein Signal erzeugt, welches durch einen Strom-
Spannungswandler verstarkt wird [237]. Die hierbei erzeugte Signalintensitat
eines jeden Analyten kann in Kombination mit dessen Mobilitatseigenschaften

als ‘Peak’ per Software visualisiert und analysiert werden [38-40].

lonisationsraum - DEtSrEcKe g |
' »  Elektrisches Feld —.: Driftgaseinlafy
Tréagergas N/ «—
A AT: AT
B ) ) C+ B+ C+ B+ A+
g Iohisadon B : ¢’ Verstarker
A A+ A+ C+ B+ A+
B B": p*
C C+ .
Proben- U \ 7 /’
einlaRsystem Aperturgitter
GasauslaR l Schaltgitter Faraday-Platte

/ . b . lonenmobilitats-
—bp ﬁ ﬂ C spektrum

Driftzeit

Signal

Abbildung 2: lonenmobilitatsspektrometer in schematischer Darstellung [237].
Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. rer. nat. Stefanie
Sielemann, Hamm.

Die lonenmobilitdtsspektrometrie wird haufig mit weiteren Trennverfahren
kombiniert, da viele Analyten innerhalb komplexer Gasgemische eine
annahernd gleiche oder identische lonenmobilitdt aufweisen [62]. So erfullt
die lonenmobilitdtsspektrometrie in Kombination mit nachgeschalteter
Massenspektrometrie (IM-MS) die Funktion eines Vorfilters [132]. Eine
Vortrennung der Analyten kann stattdessen Uber eine dem
lonenmobilitatsspektrometer vorgeschaltete Gaschromatographie (GC) [4],
Flissigchromatographie (Liquid Chromatography, LC) [271] oder per
Multikapillarsaule (MCC, engl.: Multi Capillary Column) [31, 145, 237]
erfolgen.

Eine Multikapillarsaule (MCC) ermdoglicht eine effiziente
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gaschromatographische Vortrennung der Analyten innerhalb von Sekunden
und dient so der Vermeidung von Peak-Uberlagerungen und unerwiinschten
lonisationsreaktionen. Die Zeit, die die einzelnen Analyten bendtigen, um die
MCC zu durchwandern, wird als Retentionszeit (RT) in Sekunden registriert
und dient ebenfalls zur Charakterisierung und Identifikation fltichtiger
Substanzen. [20, 38-40, 53]. Daruber hinaus reduziert die Multikapillarsdule
storende Einflisse von Feuchtigkeit bei Proben, die eine hohe relative

Feuchte aufweisen, wie beispielsweise Ausatemluft [21, 230].

VOCs lassen sich mittels MCC-lonenmobilitatsspektrometrie  sowohl
guantitativ erfassen als auch qualitativ bestimmen [49, 144]. Die Identifikation
einzelner Analyten durch Zuordnung zu konkreten chemischen Substanzen
ist durch Abgleich mit Referenzdatenbanken maoglich [144]. Hierbei kann
durch Abgleich der Datensatze von MCC-IMS und GC-MS mit Hilfe
entsprechender Softwareprogramme eine automatische Identifikation von
IMS-Analyten erfolgen, wodurch die Prazision der VOC-Analyse von IMS-

Chromatogrammen entscheidend erweitert wird [174].

Neben der in der vorliegenden Studie verwendeten MCC-IMS, gibt es eine
Reihe weiterer Untertypen von lonenmobilitatsspektrometern [62, 132],
beispielsweise Drift Time lon Mobility Spectrometer (DTIMS), Travelling-
Wave-IMS (TWIMS), Field Asymmetric lon Mobility Spectrometer (FAIMS),
Trapped IMS (TIMS), Open Loop IMS (OLIMS), Differential Mobility Analysers
(DMA), Transversal Modulation IMS (TMIMS) oder Overtone Mobility
Spectrometers (OMS). Ebenfalls kommen tragbare IMS-Systeme zum
Einsatz, zum Beispiel in der Point-of-Care-Diagnostik vaginaler Infektionen
[36, 240].

1.5 Atemwegskondensat (EBC)

Das Sammeln von Atemwegskondensat (engl.: Exhaled Breath Condensate,
EBC) stellt eine einfach durchzufiihrende, nicht-invasive und kostengiinstige
Methode dar, um biologisches Sekret aus den Atemwegen zu gewinnen.
Atemwegskondensat reprasentiert die flissige Phase unserer Ausatemluft

[184]. In seiner Zusammensetzung ahnelt EBC teilweise dem das
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Atemwegsepithel auskleidenden Flissigkeitsfilm (engl.: Airway Lining Fluid)
[42, 143]. Die Analyse von flussigem EBC betreffend, ist in der Literatur der
Nachweis non-volatiler Substanzen beschrieben, die mit einer Inflammation
der Atemwege in Verbindung stehen, beispielsweise Interleukine,
Prostaglandine oder Leukotriene bei Patienten mit COPD [224] oder Asthma
[185, 235]. Auch die Inflammationsprozesse im Rahmen des Obstruktiven
Schlafapnoesyndroms sind aktueller Forschungsgegenstand bei der Analyse
von Atemwegskondensat [6, 52, 161]. Einen relativ neuen Forschungsansatz

stellt die VOC-Analyse von gasformigem EBC-Headspace dar [109].

1.6 Rachensptlwasser

Um biologisches Material aus den oberen Atemwegen zu gewinnen, ist das
Sammeln von Rachenspulwasser (engl.: Pharyngeal Washings, PW) ein
unkompliziertes und nicht-invasives Verfahren. In der Literatur wird die
Analyse von Rachenspulwasser aufgrund unterschiedlicher Fragestellungen
und anhand verschiedener Methoden beschrieben. Zu nennen sind
exemplarisch der Nachweis von Pathogenen mittels Bakterienkultur bei
fieberhaftem respiratorischen Infekt [160], der Nachweis von Bakterien-DNA
mittels PCR bei Pneumonie [147], der Nachweis bakterieller
Oberflachenstrukturen mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
[279] sowie der Nachweis von Immunglobulin A (IgA) bei Patienten mit
Diabetes [83] und IgA-Nephropathie [252, 274] mittels Laser-Nephelometrie
und radialer Immundiffusion. Auch zum Nachweis epithelialer antibakterieller
Peptide bei COPD-Patienten wurde Rachenspulwasser bereits analysiert.
Hierbei konnte innerhalb des Rachenspllwassers mittels ELISA eine
signifikant niedrige Konzentration protektiver Defensine in Assoziation zu
Nikotinabusus nachgewiesen werden, was in der Entstehung ambulant

erworbener Pneumonien bedeutsam zu sein scheint [114].

1.7 Fragestellung

Die Diagnostik schlafbezogener Atmungsstérungen ist nach wie vor
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kostspielig, arbeitsintensiv und zeitaufwandig. Moderne Neuerungen im
Rahmen der ambulanten Diagnostik erlauben eine 6konomischere
Diagnosestellung, jedoch bleibt die Differenzialdiagnostik schlafbezogener
Atmungsstorungen der (stationaren) kardiorespiratorischen
Polysomnographie (KRPSG) vorbehalten. Die Analyse fllichtiger organischer
Substanzen (VOCs) mit Hilfe elektronischer Nasen stellt einen innovativen,
vielversprechenden und nicht-invasiven Forschungsansatz fur die
medizinische Diagnostik dar. Mit Hilfe chemischer Mustererkennung bzw.
Massenspektrometrie war es Greulich et al. (2013) und Dragonieri et al.
(2015) gelungen, Atemwegsprofile von Patienten mit Obstruktiver
Schlafapnoe gegentiber gesunden Probanden mit Hilfe elektronischer Nasen
zu unterscheiden [76, 105].

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Stellenwert der
lonenmobilitdtsspektrometrie in der Untersuchung der Ausatemluft (EB) von
Patienten mit Obstruktivem Schlafapnoesyndrom im Vergleich mit gesunden
Kontrollen eruiert. Dartiber hinaus erfolgte die VOC-Analyse des gasformigen
Uberstands (Headspace) von Atemwegskondensat (EBC),
Rachenspilwasser (PW) und zentrifugiertem  Serum. Folgende

Fragestellungen standen im Fokus:

1) Ist eine Gruppentrennung zwischen OSAS-Patienten und
Kontrollprobanden (in der vorliegenden Studienpopulation) anhand der
VOC-Analyse von Atemwegsexhalat mittels lonenmobilitats-

spektrometrie und Cyranose® 320 moglich?

2) Gelingt diese auch aus den Headspace-Messungen (uber
Atemwegskondensat, Rachenspilwasser und Serum durch die

lonenmobilitatsspektrometrie und Cyranose® 3207?

3) Lassen sich die via IMS detektierten flichtigen organischen

Substanzen mit Hilfe von Datenbanken identifizieren?

4) Lassen sich anhand laborchemischer Parameter im Serum
Unterschiede  zwischen = OSAS-Gruppe  und Kontrollgruppe

nachweisen?
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2 Methodik

2.1 Untersuchungspopulation

In einer prospektiven, diagnostischen Querschnittstudie wurden zwei
Gruppen miteinander verglichen, zum einen Patienten mit Obstruktivem
Schlafapnoesyndrom (OSAS), zum anderen gesunde Kontrollprobanden
(Healthy Controls, HC). Patienten mit OSAS wurden Uber das interdisziplinare
schlafmedizinische Zentrum am Universitatsklinikum Marburg rekrutiert. Im
Vorfeld der Rekrutierung erfolgte eine Durchsicht der Patientenakten
einschliel3lich ambulant erhobener Polygraphiebefunde. Eingeschlossen
wurden Patienten im Alter von 45 bis 65 Jahren, einem Body-Mass-Index
(BMI) von 25 bis 35 kg/m?, einem ambulant erhobenen Apnoe-Hypopnoe-
Index (AHI) von > 15/h und einem Fragebogen-Punktwert der Epworth
Sleepiness Scale (ESS) von > 12. Nicht an der Studie teilnehmen durften
Patienten bei aktivem Nikotinkonsum (weniger als ein Jahr zurtickliegend),
mit Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege, bei Atemwegsinfekt
(vorausgehend vier Wochen vor Studienteilnahme) und bei entzogener

Zustimmung.

Alle Patienten wurden wahrend ihres stationaren Aufenthalts im Schlaflabor
des Universitatsklinikums Marburg Gber die Studie informiert, aufgeklart und
rekrutiert. Im Rahmen dieses stationaren Aufenthalts wurde, unabhéngig von
der Studie, bei jedem Patienten eine Polysomnographie (PSG) durchgefihrt.
Diese diente der weiteren Abklarung einer erhdhten Tagesschlafrigkeit, der
auffalligen ambulant erhobenen Apnoe-Hypopnoe-Indices sowie zur
Verifizierung und Diagnosestellung einer schlafbezogenen Atmungsstdrung
(SBAS). Eine ausfuhrliche Anamnese sowie korperliche Untersuchung
wurden am Aufnahmetag vom diensthabenden Stationsarzt des Schlaflabors

durchgefihrt.

Gesunde Probanden wurden im Kreise von Mitarbeitern des
Universitatsklinikums Marburg rekrutiert sowie Uber Aushange und Flyer.

Eingeschlossen wurden Probanden im Alter von 45 bis 65 Jahren, einem
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Body-Mass-Index von 25 bis 35, einem ambulant erhobenen Apnoe-
Hypopnoe-Index (AHI) von < 5/h und einem Fragebogen-Punktwert der
Epworth Sleepiness Scale (ESS) von < 10. Fir gesunde Probanden wurden
dieselben Ausschlusskriterien angewandt wie fur Patienten mit OSAS.
Samtliche Probanden waren bereit, sich einer ambulanten Polygraphie zu
unterziehen. Fur die dariber hinaus stattfindenden Messungen fand eine
einmalige Visite der Studienteilnehmer im Alpha-1-Antitrypsin-Zentrum des
Universitatsklinikums Marburg statt, deren zeitlicher Aufwand ca. 75 bis 90

Minuten betrug.

Die Rekrutierung der Studienpopulation erfolgte im Zeitraum von Juni 2013
bis Marz 2015. Initial wurden 21 Patienten sowie 25 Probanden gescreent.
Aufgrund der genannten Ein- und Ausschlusskriterien erfolgte der Ausschluss
von jeweils 6 Patienten und 10 Probanden, sodass pro Gruppe jeweils 15
Studienteilnehmer beider Geschlechter eingeschlossen wurden (siehe
Abbildung 3). Da aufgrund des weitgehenden Fehlens von Vordaten keine
formale Fallzahlberechnung moglich war, orientierte sich die Fallzahl dieser
Pilotstudie an der Durchfuhrbarkeit des Projektes.

Die Teilnahme an der Studie samt Probenahme erfolgte nach vorheriger
arztlicher Aufklarung und schriftlich dokumentiertem Einverstandnis der
Studienteilnehmer (siehe auch Anhang 1: ‘Einwilligungserkldrung’). Alle
personenbezogenen Daten  wurden anonymisiert und in  den
Forschungseinrichtungen der Klinik flir Innere Medizin mit Schwerpunkt

Pneumologie am Universitatsklinikum Marburg aufbewahrt.
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Abbildung 3: Rekrutierung der Studienpopulation: Trial Flow.
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2.2 Methoden

2.2.1 Studienablauf

Samtliche Studienteilnehmer wurden anamnestiziert sowie kérperlich und
mittels Polygraphie untersucht. Mit einer Ausnahme erhielten alle Patienten
wahrend ihres stationdren Aufenthalts zusatzlich eine polysomnographische
diagnostische Untersuchung. Bei einem Patienten wurde unmittelbar eine
Therapieeinleitung durchgefuhrt. Fir die Studie wurden im Rahmen einer
einmaligen Visite Atemtests mittels lonenmobilitatsspektrometrie (BioScout-
IMS, B&S Analytik GmbH, Dortmund) und Cyranose® 320 (Sensigent,
Baldwin Park, Kalifornien, USA) durchgefuhrt. AufRerdem erfolgte eine
Spirometrie (MasterScreen® Body, CareFusion Germany GmbH, Hochberg,
Deutschland), eine Blutentnahme, das Sammeln von Rachenspilwasser
(PW) sowie die Gewinnung von Atemwegskondensat (EBC; Ecoscreen
Turbo®©, CareFusion Germany GmbH, Hochberg; MEDIVAC, Parma, Italien).
Vor samtlichen an der Visite durchgefuhrten Tests und Messungen waren die
Teilnehmer Uber einen Zeitraum von mindestens zwei Stunden nichtern
geblieben, was sowohl den Verzicht auf Essen und Trinken, als auch den
Verzicht auf Kaugummis, Bonbons oder Ahnliches voraussetze.

2.2.2 Ambulante Polygraphie

Im Rahmen der schlafmedizinischen Routinediagnostik bekam jeder Patient
ein ambulantes Polygraphie-Gerat (SomnoCheck® / SomnoCheck® effort,
Weinmann Gerate fur Medizin GmbH + Co. KG, Hamburg bzw. Embletta®
Gold, Embla systems Kantana, Ontario, Kanada) ausgehandigt, welches fur
eine Nacht in der h&auslichen Umgebung angelegt wurde. Jeder gesunde
Proband erhielt zum  sicheren  Ausschluss eines  Obstruktiven
Schlafapnoesyndroms (OSAS) ebenfalls fiir eine Nacht eine Diagnostik via
Somno-Check® (Weinmann Gerate fur Medizin GmbH + Co. KG, Hamburg).
Hierbei werden Atemfluss und Schnarchereignisse mittels Nasenbrille in
Kombination mit einem Staudrucksensor aufgezeichnet. Die Messung von

Pulsfrequenz und Sauerstoffsattigung (SpO2) erfolgt via Pulsoxymeter am
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Zeigefinger. Ein Lagesensor ermittelt die Lage des Studienteilnehmers im
Schlaf [91].

Klassifizierung und Quantifizierung der Atmungsereignisse erfolgten,
unabhéngig vom eingesetzten ambulanten Polygraphie-Gerat, visuell durch
geschulte medizin-technische Assistenten des schlafmedizinischen Zentrums

des Universitatsklinikums Marburg.

2.2.3 Polysomnographie (PSG)

Samtliche Polysomnographien wurden im schlafmedizinischen Zentrum des
Universitatsklinikums Marburg mit den in der klinischen Routine verwendeten
Systemen Embla® N7000 (Embla® Systems, TNI® Medical AG, Wirzburg)
und Alice® 5 (Philipps Respironics®, Herrsching) durchgefuhrt. Die
Auswertung aller PSG-Aufzeichnungen erfolgte standardisiert durch
erfahrene medizin-technische Assistenten. Hierbei wurden Atemfluss,
Arousals und Schlafstadien sowie Atmungsstorungen und Beinbewegungen
visuell klassifiziert und quantifiziert. Mittlere Herzfrequenz und periphere

Sauerstoffsattigung wurden automatisch aufgezeichnet und ausgewertet.

2.2.4 Epworth Sleepiness Scale (ESS)

Die Epworth-Schléafrigkeitsskala (engl.: Epworth Sleepiness Scale, ESS) ist
ein als Fragebogen konzipiertes Instrument, mit dem das Symptom
Tagesschlafrigkeit subjektiv gemessen, quantifiziert und somit zwischen
einzelnen Patienten oder zwischen Patientengruppen verglichen werden
kann. Vorgestellt wurde die Skala 1991 vom Australier Murray W. Johns
[125]. Die in Marburg fur die Studie eingesetzte deutsche Ubersetzung des
Fragebogens (Version 2.0 / 09.06.2008; siehe auch Anhang 2: ‘Epworth-
Schléfrigkeitsskala®) entspricht weitgehend der von der Deutschen
Gesellschaft fur Schilafforschung und Schlafmedizin (DGSM) online
bereitgestellten Version (19.07.2007) [72]. In Bezug auf schlafbezogene
Atmungsstorungen (SBAS) findet die Skala sowohl Anwendung als
Screening-Instrument zur Erfassung einer Hypersomnie / Mudigkeit am Tage,
als auch zur Beurteilung der Tagesschlafrigkeit im Verlauf einer Therapie.
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Der Fragebogen besteht aus acht Items, die Situationen aus dem
Alltagsleben beschreiben, in welchen ein unabsichtliches Einnicken typisch
ist. Jeder beschriebenen Situation ist gemein, dass sie mit einer
gleichférmigen Tatigkeit oder einer limitierten korperlichen Anstrengung
einhergeht. Der Patient beurteilt die Wahrscheinlichkeit, in der jeweiligen
Alltagssituation einzunicken bzw. einzuschlafen, anhand eines Punktwerts
von 0 (wtrde niemals einnicken) bis 3 (hohe Wahrscheinlichkeit einzunicken)
[196] (S. 378 f.). Die angegebenen Zahlenwerte der acht Items werden als
Summe addiert. Es kann ein Gesamtscore von 0-24 Punkten erzielt werden.
In der hier durchgefiihrten Studie wurden Patienten mit OSAS ab einem ESS-
Punktwert von > 12 eingeschlossen, gesunde Probanden bei einem
Punktwert von < 10. Alle Teilnehmer fillten ihren ESS-Fragebogen

selbststandig aus.

2.2.5 Spirometrie

Um erganzend zur Anamnese eine restriktive oder obstruktive
Atemwegserkrankung auszuschlieBen, wurde mit jedem Studienteilnehmer
eine Spirometrie (MasterScreen® Body, CareFusion Germany GmbH,
Hochberg, Deutschland) gemall ERS/ATS-Standard durchgefiihrt [180]. Die
folgenden Werte wurden in den CRF (Case Report Form) tdbernommen:
Vitalkapazitat (VC), Einsekundenkapazitat (FEV1) und Tiffeneau-Index
(Quotient aus FEV1 und VC).

2.2.6 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte mittels peripherer Venenpunktion mit Safety-
Multifly©-Kantlen (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland). Jedes Labor umfasste
neben einem kleinen Blutbild die Bestimmung von Elektrolyten, Blutglukose,
Kreatinin, C-reaktivem Protein (CRP) sowie den Zytokinen Interleukin-6 (IL-
6), Interleukin-8 (IL-8) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Zusatzlich wurden
zwei Serum-Monovetten (S-Monovette® 4,9ml, Serum/Gel 90x13mm,
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) abgenommen, deren Serumiberstand

nach
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10-minutiger Zentrifugation bei 3200 rpm (Varifuge® 3.2 RS, Heraeus
Sepatech Holding GmbH, Hanau, Deutschland) in 1,5ml-
MikroreaktionsgefalRe (Typ 3810X Eppendorf Tubes®, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) abpipettiert (Pipette Gilson Pipetman®;
Pipettenspitzen Pipetman® Tips Diamond, Gilson Inc, Middleton, Wisconsin,
USA), mit Parafiim®-Verschlussfolie (Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA) abgedichtet und bei -80°C eingefroren und gelagert wurde.

2.2.7 Rachenspilwasser

Nach Aussplilen des Mundraums mit handelstublichem Mineralwasser
(Forstina Sprudel Premium Glasflasche, Ehrhardt & Sohn GmbH & Co,
Eichenzell-Lutter) erhielt jeder Studienteilnehmer 25ml Leitungswasser, die er
fur 10 Sekunden tief im Rachen gurgelte. Das hierbei gesammelte
Rachenspiilwasser (engl.: Pharyngeal Washings, PW) wurde auf zwei
15-ml-Réhrchen (konischer Boden, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen)
aufgeteilt, mit Parafiim® (Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA)
verschlossen, bei -80°C eingefroren und bis zur weiteren Analyse gelagert.

2.2.8 Atemwegskondensat (EBC)

Ebenfalls nach Ausspilen des Mundraums erfolgte das Sammeln von
Atemwegskondensat (engl.: Exhaled Breath Condensate, EBC) mittels
EcoScreen  Turbo©  (CareFusion Germany  GmbH, Hochberg;
Verbrauchsmaterial DECCS 04 ST, REV. 01, Medivac, Parma, Italien), indem
die Patienten bzw. Probanden fur 15 Minuten in Ruhe mit mittlerem
Atemzugvolumen in das Mundstlick des Gerats ein- und ausatmeten. Hierbei
war eine Nasenklammer zu tragen. Das Kondensat der warmen Ausatemluft
wurde in einem mit dem Mundsttick durch ein Sammelrohr verbundenen, auf
-4°C gekdhlten 50-ml-R6hrchen aufgefangen. Jeder Teilnehmer wurde
explizit darauf hingewiesen, die Probe an Atemwegskondensat nicht mit
Speichel zu verunreinigen. Zum Schlucken oder Abwischen von Speichel
durfte kurzzeitig vom Mundstiick abgesetzt werden. Nach Pipettieren (Pipette

Gilson Pipetman®; Pipettenspitzen Pipetman® Tips Diamond, Gilson Inc,
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Middleton, Wisconsin, USA) in 1,5-ml-MikroreaktionsgefaRe (Typ 3810X
Eppendorf Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg) erfolgte die Lagerung des EBC
bei -80°C. Abgedichtet wurden die Mikroreaktionsgefaf3e bis zur weiteren

Analyse mit Parafiim® (Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA).

2.2.9 Cyranose® 320

Bei jedem Studienteilnehmer wurde eine Exhalat-Analyse mithilfe der
elektronischen Nase Cyranose® 320 (Sensigent, Baldwin Park, Kalifornien,
USA) durchgefuhrt. Wahrend des durchgefiihrten Atemmandvers war eine
Nasenklammer aufzusetzen. Eine Messreihe bestand aus drei Durchgéngen.
Zunachst inhalierten Patienten und Probanden Uber ein Mundstilick
medizinisch gereinigte Luft (Aer medicinalis Linde; Linde Gas Therapeutics
GmbH, UnterschleiBheim), welche zudem vor der Exhalat-Analyse fir eine
60-sekindige Referenzmessung genutzt wurde. Nach der Inhalation wurde
durch dasselbe Mundstick fur 10 Sekunden mit einer Atemflussstéarke von
100-200ml-s™ ausgeatmet [105]. Die Mundsticke wurden nach jeder
Messreihe fur 30 Minuten in gigasept® (Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt)
eingelegt, anschlieBend mit destilliertem Wasser gespult und luftgetrocknet.
Um wahrend des Ausatemvorgangs eine konstante Atemflussstarke zu
gewahrleisten, diente den Studienteilnehmern eine bei Exhalation
ansteigende, gefarbte Wassersaule als optische Kontrolle. Die hierbei
exhalierte Atemluft wurde in einem an das Mundstick anschlieRenden 10-
Liter-Rubin-Kosmetik-Entsorgungsbeutel (Dirk Rossmann GmbH, Burgwedel)
aufgefangen. Daraufhin folgte das Ansaugen des Beutelinhalts tber eine 2-
Zoll dicke Nadel aus Edelstahl (‘Snout‘) der Cyranose® 320 zur Analyse des
Atemwegsexhalats innerhalb der elektronischen Nase. Nach jeder Exhalat-
Messung erfolgte eine 60-sekiindige Spulmessung mit gereinigter Luft von
einem vom Probenahme-System getrennten Spulsystem, um alle Sensoren

der elektronischen Nase in ihren Ausgangszustand zuriickzuversetzen.

43



Parameter Einstellung Pump Speed
Baseline Purge 60s Medium
Sample Draw 60s Medium
Sample Draw 2 - -

Snout Removal 3s

1st Sample Gas Purge Os High
1st Air Intake 10s High
2nd Sample Gas Purge 50s High
Digital Filtering On

Substrate Heater On/42°C

Training Repeat Count 1

Identifying Repeat Count 1

Sensors 32

Algorithm Calonical

Proprocessing Mean Centering
Normalization None

Identification Quality medium | Medium

Tabelle 1: Gerateeinstellungen der verwendeten Cyranose® 320

2.2.10 MCC-lonenmobilitatsspektrometrie

Vor Beginn der Probenahme atmeten alle Studienteilnehmer in Ruhe fur 10
Minuten Raumluft ein und aus. Zur Analyse von Atemwegsexhalat atmeten
Patienten und Probanden in Ruhe direkt in das Mundstiick (SpiroScout®-
Spirette® Polyethylen, VE50. Ganshorn Medizin Electronic GmbH,
Niederlauer) eines SpiroScout®-Spirometers (Ganshorn Medizin Electronic
GmbH, Niederlauer), welches dem MCC-lonenmobilitatsspektrometer
(BioScout-IMS, B&S Analytik GmbH, Dortmund) vorgeschaltet war. Die
Verbindung von SpiroScout® zu MCC-IMS wird hierbei Gber einen Teflon®-
Schlauch (1/4", Bohlender GmbH, Lauda) hergestellt, welchen die jeweilige

Probe mit Hilfe von Tragergas durchwandert.

Wahrend der Durchfihrung des Atemmanévers war von den
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Studienteilnehmern eine Nasenklammer zu tragen. Ein Atemflusssensor
gewahrleistete wahrend des Atemmanotvers die Probenahme eines
definierten endtidalen exspiratorischen Atemvolumens von 10 ml. Mittels
eines in das SpiroScout®-Spirometer integrierten CO,-Sensors konnte vom
Studienteilnehmer ausgestof3ene Exspirationsluft registriert werden. Mit Hilfe
der Software VoCan (Version 2.4, B&S Analytik GmbH, Dortmund) wurde ein
definiertes Totraumvolumen von 500ml definiert und vor Probenahme

verworfen.

Die verwendete Multikapillarsaule (MCC; Typ OV-5, Multichrom Ltd,
Novosibirsk, Russland) besteht aus 1000 parallel angeordneten Kapillaren,
die jeweils einen Innendurchmesser von 40 um sowie eine Filmdicke von 200

nm aufweisen. Der Gesamtdurchmesser der Saule betrdgt 3 mm. Die

Temperatur der MCC betragt konstant 40°C.

Parameter Wert
lonisationsquelle 63Ni 550 MBq
Elektrische Feldstarke 320 V/icm
Lange der Driftstrecke 120 mm
Durchmesser des Driftraums 15 mm

Lange des lonisationsraums 15 mm
Offnungszeit des Schaltgitters 300 us
Impulsdauer des Schaltgitters 100 ms

Synthetische Luft (20.5% O2 (4.5),

Driftgas / Tragergas 79,5% N2 (5.0.), puritiy 99,9% Air
Liquide

Driftgas Flow 99 ml/min

Tragergas Flow 149 ml/min

Druck 101 kPa (Umgebungsdruck)

Multikapillarsaule (MCC) OV-5, polar

Temperatur der MCC 40°C

Probenvolumen 10 ml

Tabelle 2: Geréateeigenschaften der verwendeten MCC-

lonenmobilitdtsspektrometrie



2.2.11 Headspace

Mit den bei der Studie gesammelten Proben von Rachenspilwasser (PW),
Atemwegskondensat (EBC) und zentrifugiertem Serumiberstand wurden
sogenannte ‘Headspace‘-Messungen durchgefuihrt. Eine definierte Menge
(600pI bzw. 500pl, s.u.) an Probenflissigkeit wurde hierzu innerhalb einer mit
einem 2-Ventil-Deckel abgedichteten 100ml Glasflasche (Schott DURAN
Group GmbH, Mainz) im 37°C-Wasserbad erwarmt, bis es zum Verdampfen
der Probe kam. Der gasférmige Uberstand der Probe wurde nun mittels
MCC-lonenmobilitatsspektrometrie und nach abermaligem Verdampfen

mittels Cyranose® 320 aufgenommen und analysiert.

Die Proben wurden nach der Entnahme aus einem -80°C kalten Kuhlschrank
bei Raumtemperatur aufgetaut. Es erfolgte das Pipettieren (s.0.) der
jeweiligen Probe in eine 100-ml-Glasflasche, die zuvor im Wasserbad auf
37°C vorgewarmt wurde. Uber den 2-Ventil-Deckel konnte (ber einen
Plastikschlauch eine Verbindung zum Tragergas (Alphagaz™-1, Air Liquide
Deutschland GmbH. Disseldorf) hergestellt werden, welches vor dem
Aufdampfen der Probe dazu genutzt wurde, Raumluft aus der 100-ml-
Glasflasche zu verdrangen. Dieser Vorgang wurde 30 Sekunden mit einem
Druck von 0,6 bar durchgefuhrt, wobei das zweite Ventil nicht verschlossen
war. Anschlieend wurde das zweite Ventil mit einem Teflonschlauch
abgedichtet, welcher die Verbindung zum lonenmobilitdtsspektrometer
herstellte. Nach einer festgelegten Verdampfungszeit von 5 Minuten bzw.
2 Minuten (s.u.) wurde der gasférmige Uberstand der jeweiligen Probe durch
eine 20-sekindige Probenahme in das lonenmobilitatsspektrometer
eingezogen. Wahrend der Probenahme durch das
lonenmobilitatsspektrometer wurde Tragergas mit einem Druck von 0,6 bar in
die Glasflasche geleitet, um einen Unterdruck im System zu verhindern. Nach
wiederholtem Aufdampfen der jeweiligen Probenflissigkeit erfolgte eine
60-sekiindige Probenahme des gasférmigen Uberstands mittels Cyranose®
320 uber die hierfir vorgesehene 2-Zoll-‘Snout-Nadel. Es wurde pro
Probenmaterial eine einzelne Messung via IMS und Cyranose® 320

durchgefuhrt.
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Zunachst erfolgte die Analyse von EBC mit einer definierten Probenmenge
von 600ul pro Headspace-Messung und einer Verdampfungszeit von jeweils
5 Minuten fir Cyranose® 320 und MCC-IMS. Zur Analyse von
Rachenspilwasser und  Serumuiberstand  wurden  jeweils  500ul
Probenmaterial in eine Glasflasche pipettiert, wobei die Verdampfungszeit fur
eine

IMS-Messung 2 Minuten, fur eine Cyranose®-Messung 5 Minuten betrug.

2.2.12 Allgemeine Auswertung

Samtliche im Rahmen der klinischen Visite erhobenen Daten wurden in
tabellarischer Form mithilfe der Software Microsoft® Excel (Microsoft
Corporation, Redmond (Washington), USA) festgehalten.

Zur statistischen Auswertung und Beschreibung der Baseline-Charakteristika
von OSAS,- und Kontrollgruppe (siehe 3.1) sowie zur Beschreibung der
Werte von Polysomnographie (siehe 3.2), Spirometrie (siehe 3.3) und
Laboruntersuchungen (siehe 3.4) wurden die Softwareprogramme Microsoft®
Excel (Microsoft Corporation, Redmond (Washington), USA) sowie GraphPad
Prism® Version 6.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornien, USA)
verwendet. Die hierbei erhobenen Variablen wurden zum Vergleich der zwei
unabhéangigen Stichproben mittels nichtparametrischem Mann-Whitney-U-
Test auf Signifikanz Uberprift. Fur alle Tests wurde das Signifikanzniveau
anhand eines p-Werts von < 0.05 festgelegt. FiUr die entsprechenden
Variablen wurde jeweils der Median mit zugehdérigem Interquartilsabstand
(IQR) berechnet. Der IQR entspricht der Differenz zwischen dem 75%-Quantil
und dem 25%-Quantil.

2.2.13 Auswertung von MCC-IMS-Daten

Die Auswertung der durch die lonenmobilitdtsspektrometrie erhobenen Daten
erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Fachbereich fir Angewandte Chemie
der Hochschule Reutlingen (Forschungszentrum fur Prozessanalytik und
Metabolomik).

Visualisiert und analysiert wurden die in der hier durchgefihrten Studie
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erstellten IMS-Spektren und deren Peaks Uber die Software VisualNow
(Version 3.4, B&S Analytik GmbH, Dortmund). Jeder von einem Analyten
erzeugte Peak bzw. dessen Position im Spektrum kann durch dessen MCC-
Retentionszeit (in s), dessen Diriftzeit (in ms) und dessen Signalintensitat (in
Volt, V) charakterisiert werden. Um eine Vergleichbarkeit von Peaks innerhalb
desselben Spektrums anhand von Driftzeiten zu ermoglichen, missen
potenzielle Einflussfaktoren normiert werden. Die Berechnung der
sogenannten reduzierten lonenmobilitat K, (cm?Vs) normiert die Driftzeit
anhand der Parameter elektrische Feldstarke, Lange der Driftstrecke, Druck
und Temperatur (Standardbedingungen Druck = 1013,2 hPa und Temperatur
= 273,2 K). Die inverse reduzierte lonenmobilitat 1/K, (Vs/cm?) ist hierfur
proportional zur Driftzeit und ebenfalls normiert fur die genannten Parameter
[40, 130, 259]. Visualisiert werden kann ein [IMS-Spektrum als
zweidimensionales Chromatogramm, wobei die inverse reduzierte
lonenmobilitat 1/K, in Vs/cm? auf der X-Achse, sowie die Retentionszeit (RT)
in Sekunden auf der Y-Achse aufgetragen wird. Zusatzlich wird die
Signalintensitat eines Peaks in 1/Volt angegeben, welche die erzeugte
Spannung am Detektor (Faraday-Platte) wiedergibt und die Konzentration der
flichtigen Substanz reprasentiert. Signalintensitaten der Peaks werden auf
einer farbkodierten Heatmap von weil3 (0 = keine Intensitat), blau (niedrige
Intensitat), rot (mittlere Intensitat) bis gelb (1 = maximale Intensitat)
dargestellt. Ebenfalls ist die Darstellung eines IMS-Spektrums als
dreidimensionales IMS-Chromatogramm maoglich, wobei die Signalintensitat

eines Peaks auf der Z-Achse aufgetragen wird [40].
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Abbildung 4: IMS-Chromatogramm des Patienten F38 dargestellt in Software
VisualNow, Version 3.4 (B&S Analytik GmbH, Dortmund). Es wurden 91
VOC-Peaks bei OSAS-Patienten und gesunden Kontrollprobanden mittels
MCC-IMS detektiert. Abbildung mit freundlicher Genehmigung der B&S
Analytik GmbH, Dortmund.
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Die Detektion der Peaks erfolgte zunachst handisch mit Hilfe der Software
VisualNow (Version 3.4, B&S Analytik GmbH, Dortmund). Um die Korrektheit
der IMS-Daten zu gewabhrleisten, fanden in regelméafRigen Abstanden
Wartungen des  verwendeten lonenmobilitdtsspektrometers  sowie
Referenzmessungen mit Hilfe eines Referenzgemischs statt. Das hierbei

erstellte Alignment diente dem Abgleich der erhobenen IMS-Datensétze.

2.2.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte in Zusammenarbeit
mit der Abteilung fur psychologische Methodenlehre und Statistik der Justus-

Liebig-Universitat Giel3en.

Als  Grundlage der  Auswertungen dienten  die registrierten
Widerstandsanderungen uUber den Sensoren der Cyranose® 320 sowie die
registrierten Signalintensitaten der erfassten IMS-Peaks. Die hieraus
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erhobenen Rohdaten wurden mit Hilfe der Software Microsoft® Excel
(Microsoft Corporation, Redmond (Washington), USA) gebundelt. Bezuglich
der Analyse von Atemwegsexhalat mittels Cyranose® 320 wurde hierbei das
arithmetische Mittel dreier Atemwegsmessungen bestimmt. Messwerte von
Atemwegsexhalat mittels IMS sowie samtliche Headspace-Messungen

wurden bei einmaligen Messvorgangen registriert.

Zur statistischen Auswertung wurde die Programmiersprache ‘R* (Version
3.3.1, R Core Team 2016) verwendet [207]. Es erfolgte eine separate
Analyse der von IMS und Cyranose® 320 erfassten Daten, ferner wurden die
Daten der einzelnen biologischen Materialen EB, EBC, PW und Serum
getrennt voneinander analysiert. Unter Zuhilfenahme des Software-Pakets
‘rpart’ wurden fir jede der hieraus resultierenden 8 Messreihen ‘Tree Models
mittels ‘Recursive Partioning’ erstellt, um die Gruppenzugehorigkeit der
Studienteilnehmer vorhersagen zu kénnen [47]. Hierbei konnten Variablen
inklusive zugehoriger Cut-Off-Werte identifiziert werden, welche in Bezug auf
die jeweilige Messreihe bestmoglich zwischen den beiden Studiengruppen
(OSAS vs. HC) trennen konnen. Nach der Erfassung einer diesbezuglichen
Trennvariable erfolgte die abermalige Teilung des Datensatzes sowie die
Anwendung des o.g. Algorithmus auf die jeweils resultierende Subgruppe.
Zur Erstellung weiterer IMS-Modelle wurden jeweils alle vorherigen Peaks

aus dem Datensatz entfernt.

Auf Basis der hieraus bestimmten Sets an Trennvariablen bzw. erstellten
‘Tree Models’ erfolgte zur Beurteilung interner Validitat eine Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung der Daten (LOO-CV) [137] in 30 Kreuzvalidierungsschritten.
Hierbei wird die Gruppenzugehdrigkeit eines einzelnen (aus dem jeweiligen
Modell ausgeschlossenen) Studienteilnehmers anhand eines entsprechenden
(alle Gbrigen Studienteilnehmer einschlielenden) Modells vorhergesagt. Die
resultierenden Kreuzvalidierungswerte (engl.: Cross Validation Value, CVV 2

Cross Validation Accuracy, CVA) werden in Prozent angegeben.

Ferner erfolgte fir kreuzvalidierte Modelle die Berechnung diagnostischer
Genauigkeiten (Sensitivitdt, Spezifitat, PPV, NPV) sowie von p-Werten,

bestimmt durch einen Chi-Quadrat-Test mit Kontinuitatskorrektur. Weiterhin
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erfolgte eine Receiver-Operating-Characteristic-Analyse (ROC-Analyse) mit
zugehdariger Erstellung von ROC-Kurven und Flachenberechnung (engl.: Area
Under The Curve, AUC). Angegebene AUC-Werte entsprechen hierbei
Kreuzvalidierungswerten in % (CVV / CVA).

2.2.15 Zuordnung von IMS-Analyten zu einzelnen Substanzen

Eine Zuordnung der einzelnen IMS-VOC-Peaks zu chemischen Substanzen
erfolgte durch Abgleich der aufgezeichneten IMS-Spektren mit der
Referenzdatenbank ‘130607 Benz_121 = IMSDB2016° (B&S Analytik,
Dortmund). Um einen Abgleich der durch lonenmobilititsspektrometrie
erfassten Peaks bzw. deren Koordinaten im MCC-IMS-Chromatogramm mit
den in der Datenbank hinterlegten mittels GC-MS identifizierten
(Rein-)Substanzen zu ermdglichen, wurde die Software MIMA (MS-IMS-
Mapper, Version 1.0, Max-Planck-Institut fur Informatik, Saarbriicken)
verwendet [174].

2.2.16 Darstellung der Ergebnisse

Die Diskriminierungsfahigkeit der jeweiligen Messreihen EB, EBC, PW und
Serum wird in Bezug auf kreuzvalidierte Daten von Cyranose® 320 und
MCC-IMS grafisch als Receiver-Operating-Characteristic-Kurve (ROC-Kurve)

dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Baseline-Charakteristika

OSAS (n =15) HC (n = 15) p-Wert
Geschlecht [m / w] 12/3 5/10 0.025°
Alter [Jahren] 55,0+5,0 51,0+ 8,5 0.2981°
GroRke [cm] 176,0+5,5 171,0+£7,0 0.2614°
Gewicht [kg] 94,0 + 18,5 74,0+5,5 0.0014°
BMI [kg/m?] 30.42 + 3,87 25,62 + 0.58 < 0.0001%
Al amb. [n/h] 14,0 £ 21,95 0.0£0.0 < 0.0001°
HI amb. [n/h] 12,0+ 8,0 1,0+£1,0 < 0.0001°
AHI amb. [n/h] 26,0+ 225 1,0+£1,0 < 0.0001°
ESS [Punktwert] 15,0 £ 2,5 5,0 +3,5 < 0.0001°
RR (syst.) [mmHg] 140.0 £17,0 140.0 £19,5 0.6022°
RR (diast.) [mmHg] 83,0+ 9,5 80.0 + 8,0 0.4291%
HF [bpm] 73,0+ 8,0 68,0+ 6,5 0.0324%

Tabelle 3: Baseline-Charakteristika der gesamten Studienpopulation,
OSAS = Patientengruppe, HC = Healthy Controls (gesunde Probanden)

* Fisher’s exact test; $ Mann-Whitney-U-Test
Darstellung der Daten als Median + IQR (Interquartilsabstand = 75%-Quantil-25%-Quantil); Al: Apnoe-Index;
HI: Hypopnoe-Index; AHI: Apnoe-Hypopnoe-Index; BMI: Body-Mass-Index; ESS: Epworth Sleepiness Scale;
RR: Aterielle Blutdruckwerte nach Riva-Rocci; HF: Herzfrequenz

Die Geschlechterverteilung war im Vergleich von OSAS- und Kontrollgruppe
(HC) signifikant unterschiedlich. Wahrend in der Patientengruppe mannliche
Teilnehmer mit einem Anteil von 80% vertreten waren, hatten Frauen unter
den Teilnehmern der Kontrollgruppe einen Anteil von 66,6%. Hinsichtlich
Alter, KorpergroBe und Blutdruckwerten zeigten die statistischen
Auswertungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Studiengruppen. Die Parameter AHI, ESS, Koérpergewicht und Body-Mass-
Index unterschieden sich statistisch signifikant. Ebenfalls konnte ein
statistisch signifikanter Unterschied in puncto Herzfrequenz ermittelt werden,
wobei OSAS-Patienten eine im Mittel hohere Herzfrequenz aufwiesen.
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3.2 Polysomnographie

Polysomnographische Werte wurden bei Patienten mit Obstruktivem
Schlafapnoesyndrom im Rahmen einer diagnostischen Nacht erfasst
(siehe Tabelle 4). Erwartungsgemald zeigten sich hohe Werte fir AHI und
RDI, die bei 14 von 15 Patienten zur Einleitung einer Therapie nach erfolgter

diagnostischer Nacht fuhrten.

Parameter OSAS (n =15)
Al (TST) [n/h] 5,6 + 13,25

HI (TST) [n/h] 6,1 + 15,85
AHI (TST) [n/h] 23,6 + 28,2
RDI (AHI + RERA, TST) [n/h] 26,7 21,1
Sa02 Mittelwert [%] 929+24
Dauer < 90% SaO2 [min] 26,1 +60.9
Dauer < 80% SaO2 [min] 0011
Dauer < 70% SaO2 [min] 0.0+0.0

Tabelle 4: Polysomnographische Werte der Patientenkohorte (OSAS, n = 15)

Darstellung der Daten als Median + IQR (Interquartilsabstand = 75%-Quantil-25%-Quantil); Al: Apnoe-Index;
HI: Hypopnoe-Index; AHI: Apnoe-Hypopnoe-Index; RDI: Respiratory-Disturbance-Index; SaO2: Arterielle
Sauerstoffsattigung; TST: Total Sleep Time; RERA: Respiratory Effort Related Arousal

3.3 Spirometrie

Anhand der bei der forcierten Spirometrie erhobenen
Lungenfunktionsparameter lie3en sich in keiner der beiden Studiengruppen
Hinweise fur eine obstruktive oder restriktive Lungenerkrankung feststellen
(siehe Tabelle 5). Im Vergleich von OSAS,- und Kontrollgruppe ergaben sich
hinsichtlich Einsekundenkapazitat (FEV1) und Tiffeneau-Index keine
statistisch  signifikanten Unterschiede. Der prozentuale Anteil der
inspiratorischen Vitalkapazitat am Sollwert war im Vergleich beider Gruppen

statistisch signifikant unterschiedlich. Im Vergleich der absoluten Werte fur
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die inspiratorische Vitalkapazitat lieRen sich jedoch keine relevanten
Unterschiede feststellen.

OSAS (n =15) | HC (n = 15) p-Wert

FEV1 (Ist) [I] 342+0.4 3,18+ 0.9 0.76°

FEV1 (Ist/S) [%] 102,2+152 | 1145+13,4 |0.0745°
Tiffeneau-Index [%] | 75,91+6,54 | 77,23+9,43 | 0.3725°
VC IN (Ist) [1] 4,73 + 0.87 395+1,80 |[0.7874°

VC IN (Ist/S) [%] 106,8 + 13,95 | 117,9+15,0 | 0.0265°

Tabelle 5: Spirometrie. OSAS = Patientengruppe, HC = Healthy Controls
(gesunde Kontrollprobanden)

$ Mann-Whitney-U-Test
Darstellung der Daten als Median + IQR (Interquartilsabstand = 75%-Quantil-25%-Quantil);
FEV1: Einsekundenkapazitat; Tiffeneau-Index: FEV1/VC IN; VC IN: Inspiratorische Vitalkapazitét

3.4 Labor

Laborwert [Normwert] | OSAS (n =15) HC (n = 15) p-Wert
CRP [< 5 mg/l] 2,5+0.0 2,5+0.0 0.3173°
IL-6 [< 3,3 ng/I] 1,65 + 0.0 1,65 + 0.0 0.0730°
IL-8 [< 15 ng/l] 7,5+0.0 7,5+0.0 1,0
TNF-a [< 8,1 ng/l] 4,05 + 4,45 4,05 + 4,45 0.941%

Tabelle 6: Laborwerte. OSAS = Patientengruppe, HC = Healthy Controls
(gesunde Kontrollprobanden)

$ Mann-Whitney-U-Test
Darstellung der Daten als Median * IQR (Interquartilsabstand = 75%-Quantil-25%-Quantil);
CRP: C-Reaktives-Protein; IL-6: Interleukin-6; IL-8: Interleukin-8; TNF-a: Tumornekrosefaktor a

Die Erhebung der im Serum bestimmten Blutwerte CRP, IL-6, IL-8 und TNF-a
zeigte fur keinen der Parameter signifikante Unterschiede zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe. Registrierte Werte unterhalb des unteren

Grenzwertes wurden mit 50% des unteren Grenzwertes angegeben.
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3.5 Cyranose® 320

3.5.1 Kreuzvalidierung

Die Auswertungen der Cyranose® 320-Messreihen EB, EBC, PW und Serum
beziehen sich auf den Vergleich zwischen Patienten mit Obstruktivem
Schlafapnoesyndrom (OSAS) und gesunden Kontrollprobanden (HC). Zur
Identifizierung von Trennvariablen erfolgte die Erstellung von Tree Models auf
Basis der registrierten Widerstandsanderungen der Cyranose-Sensoren
(siehe Kapitel 2.2.14). Geeignete Trennvariablen wurden anhand einer
Leave-One-Out-Kreuzvalidierung  (LOO-CV)  Uberprift.  Diagnostische
Genauigkeiten sind fur das jeweilige Modell als Vier-Felder-Tafel dargestellt.
Grafisch erfolgte jeweils eine Darstellung als ROC-Kurve, wobei angegebene
Werte fur die Flache unter der Kurve (engl.: Area Under The Curve, AUC)
hierbei Kreuzvalidierungswerten (engl.: Cross Validation Value, CVV) in
Prozent (%) entsprechen.

Hinsichtlich der Analyse von Atemwegsexhalat (EB) (siehe Tabelle 7) kann
unter Bertcksichtigung des Cyranose® 320-Sensors S7 mit einer Signifikanz
von p < 0.001 zwischen OSAS,- und Kontrollkohorte unterschieden werden.
Hierbei kann eine Sensitivitdit von 80% sowie eine Spezifitdt von 100%
ermittelt werden. Der positiv pradiktive Wert (PPV) betragt hierfir 100%, der
negativ pradiktive Wert (NPV) 83,3%. Die korrespondierende Flache unter
der ROC-Kurve (AUC) betragt 0.90 (siehe Abbildung 7A), was einem CVV

von 90% entspricht.

EB (p < 0.001) OSAS (n = 15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 12 ™ 0FP 100%
Vorhersage HC 3N 15 ™ 83,3%
Sens. / Spez. 80% 100%

Tabelle 7: Vier-Felder-Tafel Cyranose® 320 EB (Atemwegsexhalat),
Kreuzvalidierung.

OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;
NPV: Negativer pradiktiver Wert
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Die Klassifizierung nach Kreuzvalidierung weist bei der Analyse von
Headspace-EBC (siehe Tabelle 8) eine Signifikanz von p = 0.007 fir die
Kombination der Sensoren S15 und S31 (siehe Abbildung 5) auf. Es kann
hierfir eine Sensitivitdt von 60% sowie eine Spezifitat von 93,3% ermittelt
werden. Der PPV fur dieses Modell betragt 90%, der NPV 70%. Die
korrespondierende Flache unter der ROC-Kurve (AUC) betragt 0.77 (siehe
Abbildung 7B), was einem CVV von 77% entspricht.

EBC (p = 0.007) OSAS (n = 15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 9P 1P 90%
Vorhersage HC 6™ 14 ™ 70%
Sens. / Spez. 60% 93,3%

Tabelle 8: Vier-Felder-Tafel Cyranose® 320 EBC (Atemwegskondensat),
Kreuzvalidierung.
OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;

TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;
NPV: Negativer pradiktiver Wert

=0.00145 <0.00145

OSAS

20.01222 <0.01222

OSAS HC

Abbildung 5: Decision-Tree-Model (Entscheidungsbaum) der VOC-Analyse
von Atemwegskondensat-Headspace (EBC) mittels Cyranose® 320 zur
Unterscheidung der Studiengruppen OSAS vs. HC (p = 0.007). Die Cyranose-
Sensoren S15 und S31 reprasentieren die zwei Entscheidungsstufen des
kreuzvalidierten Modells. Zahlenwerte geben die Cut-Off-Werte der
Widerstandsanderungen lber den Sensoren an. OSAS: Patientengruppe;
HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden)
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Die Kombination der Sensoren S7 und S20 (siehe Abbildung 6) zeigt
hinsichtlich einer Unterscheidung der Studiengruppen bei der Analyse von
PW-Headspace (siehe Tabelle 9) eine Signifikanz von p = 0.465, eine
Sensitivitat von 60% sowie eine Spezifititt von 60%. PPV sowie NPV
betragen fur dieses Modell 60%. Die korrespondierende Flache unter der
ROC-Kurve (AUC) betragt 0.60 (siehe Abbildung 7C), was einem CVV von
60% entspricht.

PW (p = 0.465) OSAS (n = 15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 9P 6" 60%
Vorhersage HC 6™ g™ 60%
Sens. / Spez. 60% 60%

Tabelle 9: Vier-Felder-Tafel Cyranose® 320 PW (Rachenspulwasser),
Kreuzvalidierung.

OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;

NPV: Negativer pradiktiver Wert

<0.00438 20.00438

HC

20.00256

<0.00256

HC OSAS

Abbildung 6: Decision-Tree-Model (Entscheidungsbaum) der VOC-Analyse
von Rachenspllwasser-Headspace (PW) mittels Cyranose® 320 zur
Unterscheidung der Studiengruppen OSAS vs. HC (p = 0.465). Die Cyranose-
Sensoren S7 und S20 reprasentieren die zwei Entscheidungsstufen des
kreuzvalidierten Modells. Zahlenwerte geben die Cut-Off-Werte der
Widerstandsanderungen Uber den Sensoren an; OSAS: Patientengruppe;
HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden)

57



Anhand kreuzvalidierter Daten fur Cyranose-Sensor S22 lassen sich OSAS,-
und Kontrollgruppe bei der Analyse von Serum-Headspace (siehe Tabelle 10)
mit einer Signifikanz von p = 0.053 unterscheiden. Hierbei wurde eine
Sensitivitéat von 86,7% sowie eine Spezifitat von 53,3% ermittelt. Der PPV
betragt fur dieses Modell 65%, der NPV 80%. Die korrespondierende Flache
unter der ROC-Kurve (AUC) betragt 0.70 (siehe Abbildung 7D), was einem
CVV von 70% entspricht.

SERUM (p = 0.053) | OSAS (n=15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 13 7P 7FP 65%
Vorhersage HC 2 ™ g™ 80%
Sens. / Spez. 86,7% 53,3%

Tabelle 10: Vier-Felder-Tafel Cyranose® 320 Serum, Kreuzvalidierung.

OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;
NPV: Negativer pradiktiver Wert

Beziglich der Datenauswertung nach LOO-Kreuzvalidierung soll Tabelle 11

eine zusammenfassende Gesamtubersicht Gber die mittels Cyranose® 320
untersuchten biologischen Materialien liefern.

TP FP TN FN Sens. Spez. PPV NPV  AUC p-Wert

EB 12 O 15 3 80% 100% 100% 83,3% 0.90 <0.001
EBC 9 1 14 6 60% 93,3% 90% 70% 0.77 0.007
PW 9 6 9 6 60% 60% 60% 60% 0.60 0.465

Serum |13 7 8 2 86,7% 53,3% 65% 80% 0.70 0.053

Tabelle 11: Gesamtubersicht Uber die mit Cyranose® 320 untersuchten
biologischen Materialien mit zugehdrigen statistischen Werten nach LOO-
Kreuzvalidierung.

EB: Atemwegsexhalat; EBC: Atemwegskondensat; PW: Rachenspllwasser; TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;

NPV: Negativer pradiktiver Wert, AUC: Area Under Curve
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Abbildung 7: Darstellung der diagnostischen Genauigkeit der Cyranose® 320
in unterschiedlichen biologischen Materialien anhand von ROC-Kurven
(Receiver-Operating-Characteristic-Kurven), Kreuzvalidierung.

A: Atemwegsexhalat (EB); B: Atemwegskondensat (EBC); C: Rachenspulwasser (PW); D: Serum
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3.6 MCC-lonenmobilitdtsspektrometrie

Die Auswertung der durch die MCC-lonenmobilitatsspektrometrie erfassten
Daten erfolgte mittels Kreuzvalidierung (siehe Kapitel 3.6.1) sowie anhand
der Identifikation spezifischer volatiler Substanzen (siehe Kapitel 3.6.2). Bei
der Analyse von Atemwegsexhalat (EB) sowie bei der Headspace-Analyse
von Atemwegskondensat (EBC), Rachenspulwasser (PW) und Serum wurden
insgesamt 91 Peaks zwischen OSAS-Patienten und gesunden
Kontrollprobanden (HC) verglichen. Hierbei sind VOC-Peaks mit
fortlaufenden Buchstaben und Zahlen gekennzeichnet. Die dargelegten
Ergebnisse beziehen sich fir alle Messreinen und alle Arten der
Datenauswertung auf den Vergleich von Patienten mit Obstruktivem
Schlafapnoesyndrom (OSAS) und gesunden Kontrollprobanden (HC).

Bei Auswertung der IMS-Chromatogramme war bei den Exhalat-Messungen
(EB) wvon drei Patienten und einem Probanden eine niedrige
Tragergasqualitat feststellbar gewesen. Hierdurch waren sichtbare
Kontaminationen Uber den gesamten Messbereich aufgetreten, weshalb in

der Messreihe EB besagte vier Studienteilnehmer ausgeschlossen wurden.

3.6.1 Kreuzvalidierung

Alle dargestellten Auswertungen der MCC-IMS-Messreihen EB, EBC, PW
und Serum beziehen sich auf den Vergleich zwischen Patienten mit
Obstruktivem Schlafapnoesyndrom (OSAS) und gesunden Kontrollprobanden
(HC). Zur Identifizierung von Trennvariablen erfolgte die Erstellung von Tree
Models auf Basis der registrierten Signalintensitaten der erfassten IMS-Peaks
(sieche Kapitel 2.2.14). Geeignete Trennvariablen wurden anhand einer
Leave-One-Out-Kreuzvalidierung (LOO-CV) uberprift. Fur jedes Modell sind
diagnostische Genauigkeiten in einer Vier-Felder-Tafel dargestellt. Grafisch
erfolgte hierfur jeweils eine Darstellung als ROC-Kurve, wobei angegebene
Werte fur die Flache unter der Kurve (AUC) Kreuzvalidierungswerten (CVV)
in Prozent (%) entsprechen. Die angegebenen Cut-Off-Werte fir einzelne
Peaks beziehen sich auf gemessene Signalintensitaten [1/Volt].
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Bezuglich der Analyse von Atemwegsexhalat (EB) (siehe Tabelle 12) kann
anhand des VOC-Peaks CO (Cut-Off = 0.0382) mit einer Signifikanz von
p = 0.004 zwischen OSAS,- und Kontrollgruppe unterschieden werden. Fur
dieses Modell kénnen eine Sensitivitat von 58,3% sowie eine Spezifitdt von
100% ermittelt werden. Der positiv pradiktive Wert (PPV) betragt hierbei
100%, der negativ pradiktive Wert (NPV) 73,7%. Die korrespondierende
Flache unter der ROC-Kurve (AUC) betragt 0.792 (siehe Abbildung 9A), was
einem CVV von 79,2% entspricht.

EB (p = 0.004) OSAS (n = 15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 7™ 0FP 100%
Vorhersage HC 5 FN 14 ™ 73,7%
Sens. / Spez. 58,3% 100%

Tabelle 12: Vier-Felder-Tafel MCC-IMS EB (Atemwegsexhalat),
Kreuzvalidierung.

OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;
NPV: Negativer pradiktiver Wert

Bei der Analyse von EBC-Headspace (siehe Tabelle 13) mittels MCC-IMS
kann anhand einer Kombination kreuzvalidierter Werte von Peak S23 (Cut-Off
= 0.00105) und Peak Al (Cut-Off = 0.0021; siehe Abbildung 8) mit einem
Signifikanzniveau von > 99% (p < 0.001) zwischen OSAS- und
Kontrollkohorte unterschieden werden. In diesem Modell werden eine
Sensitivitat von 66,7% und Spezifitdt von 100%, sowie die Vorhersagewerte
PPV = 100% und NPV = 75% erzielt. Die AUC unter der ROC-Kurve betragt
hierftir 0.833 (siehe Abbildung 9B), was einem CVV von 83,3% entspricht.

EBC (p < 0.001) OSAS (n = 15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 10 ™ 0FP 100%
Vorhersage HC 5 N 15 ™ 75%
Sens. / Spez. 66,7% 100%

Tabelle 13: Vier-Felder-Tafel MCC-IMS EBC (Atemwegskondensat),
Kreuzvalidierung.

OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;
NPV: Negativer pradiktiver Wert
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20.00105 <0.00105

OSAS

20.0021 <0.0021

OSAS HC

Abbildung 8: Decision-Tree-Model (Entscheidungsbaum) der VOC-Analyse
von Atemwegskondensat-Headspace (EBC) mittels MCC-IMS zur
Unterscheidung der Studiengruppen OSAS vs. HC (p < 0.001). Die IMS-
Peaks S23 und Al reprasentieren die zwei Entscheidungsstufen des
kreuzvalidierten Modells. Zahlenwerte geben die Cut-Off-Werte der
Signalintensitaten der Peaks an [1/Volt]; OSAS: Patientengruppe; HC:
Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden)

Beim Vergleich der IMS-VOC-Peaks des PW-Headspace gesunder
Probanden und OSAS-Patienten (siehe Tabelle 14) zeigt Peak P60 (Cut-Off 2
0.00505) eine Signifikanz von p = 0.003. Diagnostische Genauigkeiten fur
dieses Modell kdnnen mit einer Sensitivitat von 80%, einer Spezifitat von 80%
sowie einem PPV von 80% und einem NPV von 80% angegeben werden. Die
korrespondierte AUC unter der ROC-Kurve betragt hierbei 0.800 (siehe
Abbildung 9C), was einem CVV von 80% entspricht.

PW (p = 0.003) OSAS (n = 15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 12 F 3FP 80%
Vorhersage HC 3™ 12 ™ 80%
Sens. / Spez. 80% 80%

Tabelle 14: Vier-Felder-Tafel MCC-IMS PW (Rachensptilwasser),
Kreuzvalidierung.

OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;
NPV: Negativer pradiktiver Wert
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Hinsichtlich der Analyse von Serum-Headspace (siehe Tabelle 15) kann unter
Berucksichtigung des VOC-Peaks CO (Cut-Off = 0.072) mit einer Signifikanz
von p < 0.001 zwischen OSAS,- und Kontrollgruppe unterschieden werden.
Fur dieses Modell kénnen eine Sensitivitdt und Spezifitat von 93,3% bzw.
100% sowie die Vorhersagewerte PPV und NPV von 100% bzw. 93,8%
ermittelt werden. Die korrespondierende ROC-AUC betragt 0.967 (siehe
Abbildung 9D), was einem CVV von 96,7% entspricht.

SERUM (p < 0.001) | OSAS (n = 15) HC (n = 15) PPV / NPV
Vorhersage OSAS 14 7F 0FP 100%
Vorhersage HC 1™ 15 ™ 93,8%
Sens. / Spez. 93,3% 100%

Tabelle 15: Vier-Felder-Tafel MCC-IMS Serum, Kreuzvalidierung.

OSAS: Patientengruppe; HC: Healthy Controls (gesunde Kontrollprobanden); TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;
NPV: Negativer pradiktiver Wert

Eine zusammenfassende Ubersicht Uber die kreuzvalidierten IMS-Modelle

der verschiedenen biologischen Materialien gibt Tabelle 16.

TP FP TN FN Sens. Spez. PPV NPV AUC p-Wert

EB 7 0 14 5 583% 100% 100% 73,7% 0.792 0.004
EBC 10 0 15 5 66,7% 100% 100% 75%  0.833 <0.001
PW 12 3 12 3 80% 80% 80% 80%  0.800 0.003

Serum |14 O 15 1 933% 100% 100% 93,8% 0.967 <0.001

Tabelle 16: Gesamtubersicht Uber die mittels MCC-IMS untersuchten
biologischen Materialien mit zugehoérigen statistischen Werten nach
Kreuzvalidierung

EB: Atemwegsexhalat; EBC: Atemwegskondensat; PW: Rachensplilwasser; TP: richtig positiv; FP: falsch positiv;
TN: richtig negativ; FN: falsch negativ; Sens.: Sensitivitat; Spez.: Spezifitat, PPV: Positiver pradiktiver Wert;

NPV: Negativer pradiktiver Wert, AUC: Area Under Curve
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Abbildung 9: Darstellung der diagnostischen Genauigkeit der MCC-
lonenmobilitdtsspektrometrie in unterschiedlichen biologischen Materialien
anhand von ROC-Kurven (Receiver-Operating-Characteristic-Kurven),
Kreuzvalidierung.

A: Atemwegsexhalat (EB); B: Atemwegskondensat (EBC); C: Rachenspulwasser (PW); D: Serum
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3.6.2 Identifikation spezifischer Substanzen

In Tabelle 17 sind fur die untersuchten biologischen Materialien EB, EBC, PW
und Serum jeweils 5 Peaks aufgelistet, denen nach Abgleich mit der GC-MS-
Referenzdatenbank ‘130607_Benz_121 = IMSDB2016‘ (B&S Analytik GmbH,
Dortmund) spezifische volatile organische Substanzen zugeordnet werden
konnten. Die Auswahl der Peaks erfolgte durch Datenanalyse gemal3 Kapitel
2.2.14 * Statistische Auswertung’.

Mit Modell-Nummer #1 gekennzeichnete Zeilen reprasentieren in Tabelle 17
diejenigen Modelle, welche in Kapitel 3.6.1 Kreuzvalidierung‘ dargelegt sind.
Bei Aufstellung jedes weiteren Modells wurden all diejenigen Peaks bzw.
Trennvariablen ausgeschlossen, welche im vorgehend aufgestellten Modell

eine bestmogliche Gruppentrennung ermdéglichten.

Zur ldentifikation der pro Messreihe aufgefihrten 5 Peaks konnten fiir EB und
Serum jeweils 5 Modelle aufgestellt werden, fur EBC und PW jeweils 3
Modelle. Sind in Tabelle 17 zwei Peaks mit derselben Modell-Nummer
gekennzeichnet, besteht dieses Modell aus zwei Entscheidungsstufen, wobei
die obere der beiden Substanzen die erste Entscheidungsstufe sowie die
darunter aufgefuhrte Substanz die zweite Entscheidungsstufe reprasentiert.
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1/KO0
#Modell | Peak Substanz [Vs/cmz] RT[s] | 1/}
Atemwegsexhalat (EB)
1 Co 2-Methylfuran [534-22-5] 0.447 4,0 1
2 P53 Aceton [67-64-1] 0.662 2,6 !
3 S15 2-(Methylthio)-ethanol [5271-38-5] 0.731 9,0 T
3-Methylbutanal [590-86-3] oder
4 P11 3-Methylbutyraldehyd [590-86-3] 0.655 3.5 !
5 P40 Hexanal [ 66-25-1] 0.737 7,0 1
Atemwegskondensat (EBC)
1 S23 2-Undecanon [112-12-9] 0.925 283,2 1
1 Al n-Decan [124-18-5] 0.740 58,9 1
2 P53 Aceton [67-64-1] 0.662 2,6 1
2 S12 2,2,4,6,6-Pentamethylheptan [13475-82-6] 0.830 27,4 1
3 S6 (-)Menthol M [1490-04-6] 0.929 96,6 1
Rachenspulwasser (PW)
1 P60 Toluol [108-88-3] 0.522 55 1
3-Methylbutanal [590-86-3] oder
2 P11 3-Methylbutyraldehyd [590-86-3] 0.655 3.5 1
2 S10 Decanal [112-31-2] 0.764 139,1 1
3 P6 Hexanal [66-25-1] 0.551 7,0 1
3 Co 2-Methylfuran [534-22-5] 0.447 4,0 1
Serum
1 Co 2-Methylfuran [534-22-5] 0.447 4,0 1
2 P59 Butanon [78-93-3] 0.454 50 1
3 S25 1-Pentanol [71-41-0] 0.647 6,0 1
4 PO n-Decan [124-18-5] 0.728 58,2 1
5 P28 Toluol [108-88-3] 0.690 55 1

Tabelle 17: Zuordnung spezifischer volatiler organischer Substanzen zu IMS-VOC-
Peaks nach Abgleich mit der GC-MS-Datenbank “130607_Benz_121 = IMSDB2016°
(B&S Analytik GmbH, Dortmund). Aufgefihrt sind die jeweils 5
unterscheidungsstarksten Substanzen zur Trennung der Studiengruppen OSAS vs.
HC; #Modell: Fortlaufende Nummern der Modelle; 1/KO0: Inverse reduzierte
lonenmobilitét; RT: Retentionszeit; 1 / |: erhéhte / erniedrigte Peak-Signalintensitéat
bei OSAS-Patienten im Vergleich zu HC.
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4 Diskussion

In der gegenwartigen Studie erfolgte die nicht-invasive Analyse flichtiger
organischer Substanzen (VOCs) von vier unterschiedlichen biologischen
Materialien innerhalb eines Studienkollektivs: Atemwegsexhalat (EB) (siehe
Kapitel 4.1) sowie der gasformige Headspace (siehe Kapitel 4.2) von
Atemwegskondensat (EBC), Rachenspilwasser (PW) und Serum von
Patienten mit Obstruktivem Schlafapnoesyndrom (OSAS) wurden hierbei
mittels MCC-lonenmobilitdtsspektrometrie und der elektronischen Nase
Cyranose® 320 analysiert und mit den Messungen gesunder
Kontrollprobanden (engl.: Healthy Controls, HC) verglichen. Es erfolgte
darliber hinaus eine Zuordnung von chemischen Substanzen zu via MCC-
IMS detektierten VOCs (siehe Kapitel 4.3). Ferner ist eine kritische
Auseinandersetzung bezuglich der EinflussgroRen und Storfaktoren bei der
Detektion von VOCs erfolgt (siehe Kapitel 4.4).

Weiterhin wurde eine laborchemische Analyse der Serumparameter CRP,
IL-6, IL-8 und TNF-a im Vergleich von OSAS-Patienten und gesunden
Probanden durchgefiihrt (siehe Kapitel 4.5). Zudem soll die vorliegende
Studienpopulation (siehe Kapitel 4.6) diskutiert sowie auf den Fragebogen
Epworth Sleepiness Scale (siehe Kapitel 4.6.1) eingegangen werden, da
dieser wahrend der Rekrutierung der Studienteilnehmer zum Einsatz
gekommen war. Hervorgehoben werden sollen aul3erdem Starken und
Limitation (siehe Kapitel 4.7) der vorliegenden Studie sowie Vorschlage fur
zukunftige Studien (siehe Kapitel 4.8).
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4.1 VOC-Analyse von Atemwegsexhalat (EB)

4.1.1 Analyse von Atemwegsexhalat mittels Cyranose® 320

In der gegenwartigen Studie konnen Patienten mit Obstruktivem
Schlafapnoesyndrom durch die Analyse von Atemwegsexhalat (EB) per
Cyranose® 320 anhand kreuzvalidierter Daten signifikant (p < 0.001,
Sensitivitat 80%, Spezifitat 100%, AUC 0.9, CVV 90%) von gesunden
Kontrollprobanden unterschieden werden. Ein positives Testergebnis geht im
angestellten Vergleich zwischen OSAS-Patienten und gesunden Probanden
mit einem positiven Vorhersagewert (PPV) von 100% einher, bei negativem
Testergebnis betragt der negative Vorhersagewert (NPV) 83,3%.

Mit den Ergebnissen des vorliegenden EB-Vergleichs kann der bisherige
Stellenwert der Cyranose® 320 in der Analyse von Atemwegsexhalat von
Schlafapnoepatienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen bekréftigt
werden. So bestdtigen die vorliegenden Erhebungen Daten einer
Vorgangerstudie von Greulich et al. (2013), in der eine &ahnlich hohe
Trennscharfe (CVV) 79,5% AUC 0.85, CI95% 0.745 - 0.960) zwischen OSAS-
Patienten und gesunden Kontrollprobanden durch die chemische
Musteranalyse von VOC-Profilen mittels Cyranose® 320 demonstriert werden
konnte [105]. Ebenfalls als konfirmatorisch einzuordnen sind die vorliegenden
Ergebnisse in Bezug auf die Studie von Dragonieri et al. (2015), in welcher
Atemwegsprofile gesunder Probanden durch Analyse mittels Cyranose® 320
hochsignifikant gegenuber denen Ubergewichtiger Patienten mit OSA (CVA
97,4%) und ohne OSA (CVA 94,1%) unterschieden werden konnten [76].

Das Leistungsvermégen der Cyranose® 320, Atemwegsprofile von Patienten
gegenuber gesunden Kontrollprobanden zu unterscheiden, konnte bereits in
diversen Klinischen Studien in Bezug auf verschiedene Krankheiten
demonstriert werden. So konnten durch Analyse von Atemwegsexhalat
Patienten mit Asthma bronchiale (CVV/CVA 92,5%-100%) [80, 90],
Sarkoidose (CVA 83,3%) [75], malignem Mesotheliom (CVA 95%) [55],
Rheumatoider Arthritis (CVA 71%), Psoriasisarthritis (CVA 69%) [48] oder
Amyotropher Lateralsklerose (CVA 75%) [77] signifikant gegeniiber gesunden
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Probanden unterschieden werden.

Bei der Durchfuhrung klinischer Studien ermdglicht die Cyranose® 320 bei
Messungen von Atemwegsexhalat eine direkte Probenahme von Ausatemluft.
Hierbei erfasst die elektronische Nase ein Spektrum an VOCs durch
chemische Mustererkennung in seiner Gesamtheit. Es wird ein individuelles
VOC-Muster (engl.: ‘Smellprint® bzw. ‘Breathprint) der analysierten
gasformigen Probe aufgezeichnet. Eine Identifizierung einzelner Biomarker
innerhalb eines komplexen Stoffgemischs wie der Ausatemluft ist durch die
Cyranose® 320 anhand von VOC-Mustern nicht mdglich [89, 215, 269].
Dennoch lasst die Analyse von ‘Breathprints' Ruckschlisse auf ein im
Rahmen eines Krankheitsgeschehens verandertes VOC-Profil zu [105]. VOC-
Profile anderer elektronischer Nasen kdnnen hierbei nicht mit denen der
Cyranose® 320 verglichen werden [89].

Durch die im vorliegenden EB-Vergleich ermittelte hohe diagnostische
Genauigkeit (AUC 0.9), erscheint es durchaus denkbar, die Analyse von
Atemwegsexhalat mittels Cyranose® 320 zukunftig als Screening-Verfahren
bei Patienten mit Verdacht auf Obstruktive Schlafapnoe einsetzen zu kénnen.
Hohe Genauigkeiten der Vorhersagewerte konnten betroffenen Patienten
eine Diagnostik mittels ambulanter Polygraphie gegebenenfalls ersparen und
als Entscheidungshilfe fir eine konsekutive stationdre Polysomnographie
dienen. Im Falle negativer Testergebnisse konnte die Diagnose OSAS mit
relativ hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen und in der Folge anderen

Differenzialdiagnosen Beachtung geschenkt werden.

4.1.2 Analyse von Atemwegsexhalat mittels MCC-IMS

Die Studienergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass
Patienten mit Obstruktivem Schlafapnoesyndrom (OSAS) bei der Analyse von
Atemwegsexhalat (EB) durch MCC-lonenmobilitdtsspektrometrie anhand
kreuzvalidierter Daten (p = 0.004, Sensitivitat 58,3%, Spezifitat 100%, PPV
100%, NPV 73,7%, AUC 0.792, CVV 79,2%) signifikant von gesunden
Kontrollprobanden unterschieden werden konnen wund hierbei hohe
diagnostische Genauigkeiten erzielt werden. Eine signifikante Unterscheidung
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der Studienkohorten ist hierbei unter Berucksichtigung eines einzelnen
detektierten Analyten (VOC-Peak CO0) mdglich. Es gilt zu bertcksichtigen,
dass im kreuzvalidierten EB-Modell vier Messungen ausgeschlossen wurden,
bei denen es zu Messungenauigkeiten aufgrund niedriger Tragergasqualitat
gekommen war. Unseres Wissens nach wurde in der vorliegenden Studie
erstmals der Stellenwert der MCC-lonenmobilitatsspektrometrie in der
Untersuchung von Atemwegsexhalat bei Patienten mit Obstruktivem

Schlafapnoesyndrom im Vergleich mit gesunden Kontrollen untersucht.

Die vorliegenden Resultate bekraftigen die in der Literatur beschriebene
Leistungsfahigkeit der lonenmobilititsspektrometrie, gesunde Probanden
durch VOC-Analyse von Atemwegsexhalat mit hoher Trennscharfe von
Patienten unterschiedlicher Erkrankungen wie Lungenkrebs [107, 265],
COPD [4, 30, 31, 266], chronisch-entztindlichen Darmerkrankungen [11] oder
hepatischer Enzephalopathie [13] zu unterscheiden: Nach Datenauswertung
durch LOO-CV konnten Westhoff et al. (2009) bei der Untersuchung von
Atemwegsexhalat mittels MCC-IMS mit Hilfe einer Kombination von 23 VOC-
Peaks mit einer Genauigkeit (= CVV) von 100% zwischen Patienten mit
Lungenkarzinom und gesunden Kontrollen unterscheiden [265]. Besa et al.
(2015) gelang die Trennung von COPD-Patienten gegeniber gesunden
Kontrollen durch die EB-Analyse mittels MCC-IMS anhand sechs signifikanter
Einzelpeaks nach Anwendung einer 50:50-Kreuzvalidierung mit einer
Genauigkeit (= CVV) von 67%-71% [30]. Durch den Vergleich von
Atemwegsprofilen mittels MCC-IMS konnten Handa et. al (2014) einzelne
VOC-Peaks detektieren, die Patienten mit verschiedenen histologischen
Typen des Lungenkarzinoms im Vergleich mit gesunden Kontrollen mit einer
Sensitivitdt von 70%-97,4% und einer Spezifitat von 50%-89,7% zuordnen
konnten. In der selben Studie konnten Patienten mit Lungenkarzinom und
gesunde Kontrollprobanden anhand eines 6-stufigen Entscheidungsbaums
mit einer Sensitivitat von 76%, einer Spezifitat von 100% sowie den
Vorhersagewerten PPV 100% und NPV 76,4% Kklassifiziert werden [107].
Signifikante Einzelpeaks konnten dariiber hinaus bei Westhofff et al. (2010)
und Bessa et al. (2011) beim EB-Vergleich von Patienten mit COPD

gegenuber gesunden Probanden durch MCC-IMS identifiziert werden. Ferner
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gelang es Arasaradnam et al. (2016) mittels Field-Asymmetric-
lonenmobilitdtsspektrometrie (FAIMS) Patienten mit chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (Sensitivitat 74%, Spezifitat 75%, AUC 0.82, p = 6.2x107)
[11] sowie Patienten mit hepatischer Enzephalopathie (Sensitivitat 88%,
Spezifitat 68%, AUC 0.84) [13] anhand ihrer Atemwegsprofile signifikant
gegenuber gesunden Kontrollprobanden zu unterscheiden.

Sowohl die Ergebnisse der vorliegenden Studie, als auch die genannten
Erhebungen in der Literatur demonstrieren zum einen die Leistungsfahigkeit
der lonenmobilitdtsspektrometrie  und zum anderen die praktische
Einsatzmoglichkeit des Verfahrens in klinischen Studien bei der Analyse von
Atemwegsprofilen. Hierbei bildet das Leistungsvermdgen, VOCs bereits ab
einer sehr geringen Nachweisgrenze (ng- bis pg-, ppmy - ppt,-Bereich) [22]
detektieren zu konnen, die Grundlage fur hohe diagnostische Genauigkeit.
Eine niedrige Nachweisgrenze ist fur die Analyse komplexer gasformiger
Proben wie Atemwegsexhalat essenziell, da viele VOCs in niedrigen

Konzentrationen vorliegen.

Zur Analyse der Ausatemluft von OSAS-Patienten wurden darlber hinaus
bereits verschiedene gaschromatographische bzw. massenspektrometrische
Untersuchungen, unter anderem im Hinblick auf die Anwendung einer CPAP-
Therapie, durchgeftihrt [10, 234]. Als Goldstandardverfahren zur Auftrennung
komplexer Stoffgemische wie der Ausatemluft und zur Analyse von flichtigen
organischen  Substanzen gilt bis heute die Kopplung von
Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS). Jedoch geht die
GC-MS bis heute mit hohen Kosten, zeitaufwandiger Probenaufarbeitung,
arbeitsintensiven Messverfahren und komplexer Datenauswertung einher,
was einen Einsatz in der klinischen Routinediagnostik bisher verhinderte [89,
215, 269]. Im Vergleich hierzu steht mit der lonenmobilitatsspektrometrie ein
schnell verfigbares und kostengiinstiges Verfahren zur Verfigung, welches
die mobile Durchfihrbarkeit der nicht-invasiven VOC-Analyse von
Atemwegsexhalat unter klinischen Bedingungen ermoéglicht. Zusatzlich kann
eine sichere und praktikable Handhabung fir Personal und Patienten sowie
eine schnelle Datenverarbeitung und Datenauswertung gewahrleistet werden.

Die Probenahme von Atemwegsexhalat erfolgte in der vorliegenden Studie
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direkt Gber ein an die MCC-IMS gekoppeltes SpiroScout®-Spirometer, wobei
im Gegensatz zur Untersuchung anderer biologischer Materialien kein

potenziell infektioser Abfall produziert wird [203].

4.2 VOC-Analyse von Headspace (EBC, PW, Serum)

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse des gasformigen Headspace
Uber Atemwegskondensat (EBC), Rachenspilwasser (PW) und Serum von
Patienten mit OSAS im Vergleich mit gesunden Kontrollen. Die hierbei mittels
Cyranose® 320 (siehe Kapitel 4.2.1) und MCC-lonenmobilitatsspektrometrie
(siehe Kapitel 4.2.2) erhobenen Daten sollen im Folgenden diskutiert werden.
Ferner wird die im Vorfeld der VOC-Analyse stattgefundene
Probengewinnung der biologischen Materialien Atemwegskondensat,
Rachenspilwasser und Serum Gegenstand der Diskussion sein. Unseres
Wissens nach ist die Headspace-Analyse der untersuchten biologischen
Materialien mittels
MCC-IMS und Cyranose® 320 im Vergleich von OSAS-Patienten zu

gesunden Kontrollprobanden ein Novum.

4.2.1 Analyse von Headspace mittels Cyranose® 320

Die kreuzvalidierten Daten der mittels Cyranose® 320 durchgefiihrten
Headspace-Messungen zeigen, dass sich die VOC-Muster, ausgehend vom
Headspace der biologischen Materialien EBC, PW und Serum, im Vergleich
der beiden rekrutierten Studiengruppen (OSAS vs. HC) je nach Messreihe
signifikant (p = 0.007 - 0.465, Sensitivitat 60%-86.7%, Spezifitdt 53,3%-
93,3%, PPV 60%-90%, NPV 60%-80%, AUC 0.6-0.77, CVV 60-77%)
unterscheiden. Hierbei ist die diagnostische Genauigkeit der Messreihen EBC
und Serum gegenuber der von Rachenspilwasser Uberlegen. Jede der
durchgefiihrten  Headspace-Messreihen wurde aquivalent bezuglich
Probenmenge und Verdampfungszeit analysiert. Hierbei gewdahrleistete eine
definierte Zeit der Probenahme von 20 Sekunden pro Probe die

Vergleichbarkeit der Headspace-Messungen.

Im Vergleich der einzelnen Messreihen lasst sich die hochste diagnostische
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Genauigkeit bei der Analyse von EBC (Sensitivitdt 60%, Spezifitat 93,3%,
AUC 0.77) feststellen. Hierbei kdnnen, mit einer Ausnahme, alle Probanden
als gesund klassifiziert werden. Die zugehérigen Vorhersagewerte fir EBC
(PPV 90%, NPV 70%) sichern eine Zuordnung zur Patientengruppe,
insbesondere im Falle eines positiven Testergebnisses, mit hoher
Wabhrscheinlichkeit ab. Anhand der Headspace-Analyse von Serum
(Sensitivitat 86,7%, Spezifitat 60%, AUC 0.70) ist ebenfalls eine respektable
Gruppentrennung moglich. Hierbei kbnnen 13 von 15 Teilnehmern der OSAS-
Gruppe korrekt klassifiziert ~ werden. Die korrespondierenden
Vorhersagewerte fur Serum (PPV 65%, NPV 80%) machen eine Zuordnung
zur OSAS-Gruppe im Falle eines negativen Testergebnisses
unwahrscheinlich. Die diagnostische Genauigkeit bei der Headspace-Analyse
von Rachenspulwasser (Sensitivitat 60%, Spezifitatt 60%, AUC 0.60) im
Vergleich von OSAS- zu Kontrollgruppe fallt im Vergleich der untersuchten
biologischen Materialien niedriger aus. Korrespondierende Vorhersagewerte
fur Rachenspulwasser deuten mit einem PPV und NPV von 60% auf eine

korrekte Gruppenzuordnung hin.

In einer Vorgangerstudie unserer Arbeitsgruppe konnten Hattesohl et al.
(2011) anhand der Analyse von EBC-Headspace mittels Cyranose® 320
signifikante Unterschiede in den VOC-Profilen von COPD-Patienten ohne
(Sensitivitdt 100%, Spezifitdt 100%, p < 0.0001, CVV 80.5%) und mit Alpha-
1-Antitrypsin-mangel (Sensitivitdt 100%, Spezifitdat 100%, p < 0.0001, CVV
59,5%) im Vergleich mit gesunden Kontrollen feststellen [109]. In der Literatur
ist die Headspace-Analyse von weiteren biologischen Materialien mittels
Cyranose® 320 beschrieben. De Meij et. al. (2014) analysierten mit Hilfe der
Cyranose® 320 den Headspace Uber Stuhlproben von Patienten mit
kolorektalem Karzinom und fortgeschrittenen Adenomen. Hierbei war anhand
kreuzvalidierter Daten eine signifikante Trennung von gesunden
Kontrollprobanden gegentber Patienten mit kolorektalem Karzinom
(Sensitivitdt 85%, Spezifitat 87%, AUC 0.92, p < 0.001) bzw. Patienten mit
Adenom (Sensitivitat 62%, Spezifitdt 86%) maoglich [67]. Ebenfalls konnten de
Meij et al. (2014) péadiatrische Patienten mit chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen bei aktivem Krankheitsverlauf (Sensitivitat 86%-100%,
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Spezifitat 67%-100%, AUC 0.85-1.00. p < 0.001) sowie in Klinischer
Remission (Sensitivitat 94%, Spezifitdt 94%, AUC 0.94, p < 0.001) signifikant
von gesunden Kontrollen anhand der Analyse von Faeces-Headspace durch

die Cyranose® 320 unterscheiden [66].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sowie die genannten Erhebungen
aus der Literatur demonstrieren die Leistungsfahigkeit der Cyranose® 320,
bei der Analyse von Headspace-Proben verschiedener biologischer
Materialien signifikante Unterschiede im Vergleich der VOC-Muster von
gesunden Kontrollprobanden und Patienten unterschiedlicher Erkrankungen
festzustellen. Um den klinischen Stellenwert der Headspace-Analyse von
EBC, PW und Serum mittels Cyranose® 320 in der Diagnostik von Patienten
mit OSAS evaluieren zu konnen, ist die Durchfihrung weiterer Studien

vonnoten.

4.2.2 Analyse von Headspace mittels MCC-IMS

Die Ergebnisse der vorliegenden klinischen Studie (siehe Kapitel 3.6) zeigen,
dass durch die mittels MCC-IMS durchgefiihrte VOC-Analyse des Headspace
von Atemwegskondensat (EBC), Rachenspilwasser (PW) und Serum im
vorliegenden Studienkollektiv hochsignifikant (p = 0.003 - p < 0.001,
Sensitivitat 66,7%-93,3%, Spezifitdit 80%-100%) zwischen OSAS-Patienten
und gesunden Kontrollprobanden unterschieden werden kann. Unseres
Wissens nach ist die Headspace-Analyse der biologischen Materialien EBC,
PW und Serum mittels MCC-IMS ein Novum in der Untersuchung von OSAS-

Patienten.

Kreuzvalidierte Daten zeigen fir die durchgefiihrte Headspace-Untersuchung
der biologischen Materialien EBC (Sensitivitat 66,7%, Spezifitat 100%, PPV
100%, NPV 75%, AUC 0.833, p < 0.001), PW (Sensitivitat 80%, Spezifitat
80%, PPV 80%, NPV 80%, AUC 0.800. p = 0.003) und Serum (Sensitivitat
93,3%, Spezifitat 100%, PPV 100%, NPV 93,8%, AUC 0.967, p < 0.001)
mittels

MCC-IMS eine hohe diagnostische Genauigkeit und Trennscharfe. Hierbei ist
die hochste diagnostische Genauigkeit bezuglich der Analyse von Serum-
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Headspace (AUC 0.967) festzustellen. Die vorliegenden Ergebnisse
demonstrieren weiterhin, dass es im vorhandenen Studienkollektiv moglich
ist, OSAS-Patienten unter Berlcksichtigung einzelner Analyten (Peak CO in
Serum sowie Peak P60 in Rachensplilwasser) hochsignifikant von gesunden
Kontrollen zu unterscheiden. In Bezug auf Atemwegskondensat ist eine
signifikante Gruppentrennung anhand des kombinierten Auftretens zweier
Analyten (Peak S23 und Peak A1) mdglich.

Bezlglich  der Headspace-Analyse von VOCs mittels MCC-
lonenmobilitdtsspektrometrie finden sich in der Literatur eine Reihe von
Studien, die sich mit der Untersuchung von VOCs ausgehend von
Bakterienstammen oder Pilzen [131, 151, 195] beschéftigen. Eine im Rahmen
klinischer Studien durchgefiihrte ionenmobilitatsspektrometrische
Untersuchung von Headspace uber biologischen Materialen ist in der
Literatur durch die Analyse mittels Field-Asymmetric-
lonenmobilitdtsspektrometrie (FAIMS) in unterschiedlichen
Studienpopulationen beschrieben. Arasaradnam und Kollegen untersuchten
mittels FAIMS den Headspace Uber Urinproben von Kontrollprobanden im
Vergleich zu Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
(Fisher’s Discriminant Analysis (FDA): a > 75% accuracy; p < 0.001) [15],
kolorektalem Karzinom (FDA: Sensitivitat 88%, Spezifitat 60%) [14] und nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankungen (Kreuzvalidierung mit 10-facher Faltung:
Sensitivitat 58%, Spezifitat 93%, AUC 0.73) [12]. In jeder der drei Studien
dieser Arbeitsgruppe war eine respektable Trennung der jeweiligen
Patienten- und Kontrollgruppe durch die Analyse von Urin-Headspace via
FAIMS moglich. Weiterhin war es Bomers et al. (2015) mittels FAIMS
gelungen, durch die Headspace-Analyse von Faeces anhand kreuzvalidierter
Daten hochsignifikant zwischen Clostridium difficile-positiven und Clostridium
difficile-negativen Stuhlproben zu unterscheiden (je nach Probenalter:
Sensitivitat 88,5%-92,3%, Spezifitat 86%-90%, C-statistic 0.88-0.98) [41]. Die
Ergebnisse der aufgelisteten Studien zeigen, dass es mittels
ionenmobilitdtsspektrometrischer Verfahren moglich ist, Headspace-Proben
biologischer Materialien zielorientiert zu analysieren und hierbei signifikante

Unterschiede im Spektrum der aufgezeichneten VOCs zu detektieren. Dies
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kann anhand der Ergebnisse der eigens durchgefihrten Headspace-
Analysen mittels MCC-IMS bestétigt werden.

Bei der Analyse von Headspace-Proben ist in aller Regel keine direkte
Probenahme moglich, was die Gewinnung von Probenmaterial im Vorfeld
einer VOC-Analyse erforderlich macht. Im Zuge dessen koénnen die
gesammelten biologischen Materialen konserviert werden. So kdnnen
Probenahme und Probenanalyse zur VOC-Detektion durch Headspace-Tests
sowohl zeitlich als auch ortlich voneinander getrennt werden. Dieser Aspekt
kobnnte als Grundlage fur eine praktikable und patientenorientierte
Durchfihrung von VOC-Analysen im Klinischen Alltag dienen. Vor der
jeweiligen Headspace-Messung kann eine Aufarbeitung der Probe durch
Uberfiihrung von organischen Substanzen in die Gasphase vonnoten sein
[109]. FUr die in der vorliegenden Studie durchgefuhrten Headspace-
Messungen wurden innerhalb einer jeweiligen Headspace-Messreihe alle
Proben mit identischer Probenmenge und Verdampfungszeit analysiert. Ein
definiertes Probevolumen von 10 ml gewéhrleistete in der vorliegenden Arbeit
die Vergleichbarkeit aller durchgefihrten Headspace-Messungen.

Ein potenzieller Storfaktor beim Sammeln von Atemwegskondensat ist die
Verunreinigung der Probe durch Speichel wéhrend der Probenahme.
Hierdurch kann es zu einer Kontamination mit Enzymen und Proteinen aus
dem Oropharynx kommen [288]. Abhdngig vom Gesamtvolumen der
ausgeatmeten  Luft sowie vom  Volumen des gesammelten
Atemwegskondensats kann es zu Konzentrationsschwankungen der im EBC
enthaltenen Substanzen kommen [118]. Inwiefern sich unterschiedliche EBC-
und Lungenvolumina auf die Detektion von VOCs auswirken, ist bisher
ungeklart. In Folgestudien kénnten EBC- und Lungenvolumina als Zielgré3en

unabhéngig von der Dauer der Probenahme dienen.

Das Sammeln von Rachenspulwasser erfolgte nicht-invasiv. Greulich et al.
(2013) konnten im Rachenspulwasser von OSAS-Patienten mittels ELISA
signifikant erhohte Konzentrationen des Proteaseinhibitors Alpha-1-
Antitrypsin gegentber gesunden Kontrollen nachweisen [105]. Hieraus

erwachst die Hypothese, dass OSAS-Patienten im Rachenspulwasser eine
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durch Inflammation verdnderte Zusammensetzung von VOCs gegenuber
gesunden Kontrollen aufweisen konnten. Unserer Kenntnis nach wurde
bisher keine klinische Studie durchgefuhrt, in welcher eine Analyse von

VOCs, ausgehend von Rachenspulwasser, erfolgte.

Die Gewinnung von Blutserum erfolgte invasiv durch Blutenthahme via
Venenpunktion und anschlieBender Zentrifugation der Blutprobe. Hierbeli
wurden etablierte medizin- und labortechnische Standardverfahren
angewendet. Durch die standardisierte Probenahme von Blutserum kdnnen
Kontaminationen durch exogene VOCs weitestgehend ausgeschlossen
werden. Die ldee, volatile Substanzen im Headspace von Blutproben zu
untersuchen, reicht zurtick bis in die Zeit des Dekadenwechsels zwischen
den 1970er und 1980er-Jahren [210]. In der Literatur sind jedoch bisher nur
wenige Studien beschrieben, die eine Analyse von Serum-VOCs im Vergleich
einer Patientengruppe zu gesunden Kontrollen durchfihrten [64]. Zlatkis et al.
war es bereits 1979 gelungen, Seren von Patienten mit Virusinfektion und
gesunden Probanden anhand der Analyse volatiler Substanzen mittels
Kapillar-Gaschromatographie mit einer Genauigkeit von 85,7% korrekt zu
klassifizieren [287]. Neuere Studien von Deng et al. (2004) [71] und Xue et al.
(2008) [273] untersuchten die VOCs im Serum-Headspace von Patienten mit
Lungen- bzw. Leberkarzinom mittels einer Verfahrenskombination aus
Festphasenmikroextraktion (engl.: Solid Phase Micro Extraction, SPME) mit
Gaschromatographie und Massenspektrometrie (SPME-GC-MS). In beiden
Studien konnten VOCs detektiert werden, die einen charakteristischen
Zusammenhang zum jeweiligen Krankheitsbild erahnen lassen. Ferner
konnten in der Vero6ffentlichung von Horvath et al. (2010) [116] Hunde durch
Schniffeln an Blutproben von Patienten mit Ovarialkarzinom einen
signifikanten Unterschied gegentber Kontrollproben feststellen. Dies deutet
auf ein verandertes Serum-VOC-Profil bei Patienten mit Ovarialkarzinom hin
[116]. Alonso et al. (2012) gelang es anhand der in Vollblut nachgewiesenen
Substanz Benzol signifikant zwischen Rauchern und Nichtrauchern zu
unterscheiden [5]. Eine Analyse der Serum-VOCs von Patienten mit OSAS im
Vergleich mit gesunden Kontrollen wurde unseres Wissens nach erstmalig in

der vorliegenden Studie durchgefihrt.
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Die Ergebnisse der vorliegend durchgefiihrten Headspace-Analyse
demonstrieren, dass die lonenmobilitatsspektrometrie, gekoppelt an eine
Multikapillarsaule, in der Lage ist, innerhalb der VOC-Profile unterschiedlicher
biologischer Materialien (EBC, PW, Serum) signifikante Unterschiede

zwischen OSAS-Patienten und gesunden Kontrollprobanden zu erfassen.

Ferner zeigen die Resultate der lonenmobilitatsspektrometrie im Vergleich mit
den vorliegenden Ergebnissen der Cyranose® 320 (siehe Kapitel 3.5.1)
hohere diagnostische Genauigkeiten in Bezug auf die durchgefihrte
Headspace-Analyse. Dieses Resultat bestatigt die bisher in der Literatur
beschriebenen Vergleiche beider Methoden: Covington et. al (2012)
analysierten den Headspace von Stuhlproben vor und nach Strahlentherapie
des Beckens mittels FAIMS und einer elektronischen Nase, wobei die
Gruppenzugehorigkeit der Studienteilnehmer mittels
lonenmobilitatsspektrometrie mit hdherer diagnostischer Genauigkeit ermittelt
werden konnte als mittels elektronischer Nase [61]. Auch in der o.g. Studie
von Arasaradnam und Kollegen hinsichtlich der Untersuchung von Urin-
Headspace im Vergleich zwischen Kontrollprobanden und Patienten mit
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen konnte mittels FAIMS eine
hohere Genauigkeit gegenidber der zur Anwendung gekommenen

elektronischen Nase erzielt werden [15].

Um die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten
Headspace-Analysen zu validieren, sind weitere klinische Studien

durchzufihren.

4.3 Zuordnung spezifischer Substanzen zu einzelnen Peaks

Nach Abgleich der in der vorliegenden Studie erhobenen IMS-Daten mit der
Referenzdatenbank ‘130607 _Benz_121 = IMSDB2016° (B&S Analytik GmbH,
Dortmund) konnten den relevanten Peaks jeder Messreihe spezifische
volatile organische Substanzen zugeordnet werden (siehe Tabelle 17): In
Atemwegsexhalat sind dies die Substanzen 2-Methylfuran, Aceton,
2-(Methylthio)-ethanol, 3-Methylbutanal / 3-Methylbutyraldehyd und Hexanal,

in Atemwegskondensat die Substanzen 2-Undecanon, n-Decan, Aceton,
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2,2,4,6,6-Pentamethylheptan und (-)Menthol M, in Rachenspulwasser die
Substanzen Toluol, 3-Methylbutanal / 3-Methylbutyraldehyd, Decanal,
Hexanal und 2-Methylfuran sowie in Serum die Substanzen 2-Methylfuran,
Butanon, 1-Pentanol, n-Decan und Toluol. An dieser Stelle sei erwdhnt, dass
sich die Mechanismen der Aerosolbildung in den unterschiedlichen Regionen
des Respirationstraktes unterscheiden [88, 126]. Dieser Zusammenhang
kénnte eine plausible Erklarung fur die in den verschiedenen biologischen

Materialien identifizierten unterschiedlichen Substanzen liefern.

Eine Unterscheidung der Studiengruppen anhand chemischer Substanzen ist
analog zu den in Kapitel 3.6.1 dargelegten kreuzvalidierten Modellen mdglich:
In den biologischen Materialen Atemwegsexhalat und Serum kann anhand
der Substanz 2-Methylfuran (jeweils zugeordnet zu Peak CO0), hochsignifikant
(p = 0.004 bzw. p < 0.001) zwischen OSAS-Patienten und gesunden
Kontrollprobanden unterschieden werden. Bezlglich Rachenspilwasser ist
eine hochsignifikante Gruppentrennung (p = 0.003) mittels der Substanz
Toluol (zugeordnet zu Peak P60) moglich. In Atemwegskondensat kann
anhand einer Kombination der Verbindungen 2-Undecanon (Peaks S23) und
n-Decan (Peak Al) hochsignifikant (p < 0.001) zwischen OSAS-Patienten und
gesunden Kontrollen unterschieden werden. Hierbei wird ersichtlich, dass
eine signifikante Trennung der Studienkohorten in den biologischen
Materialien Atemwegsexhalat, Serum und Rachenspiulwasser anhand

lediglich einer volatilen organischen Substanz durchgefiihrt werden kann.

In einer von Aoki et al. (2016) publizierten Studie konnten innerhalb einer
japanischen Studienpopulation bereits spezifische volatile Verbindungen in
der Ausatemluft von OSAS-Patienten mittels GC-MS nachgewiesen werden:
Im Vergleich zwischen OSAS-Patienten (n = 32) und Kontrollprobanden (n =
33) war hierbei eine, in Abhangigkeit des AHI, signifikante
Konzentrationserhnbhung verschiedener Kohlenstoff-Verbindungen (u.a.
Toluol, Ethylbenzol, p-Xylol, Phenylacetat, n-Hexan, n-Heptan, n-Octan, n-
Nonan, n-Decan und Aceton) innerhalb der Patientengruppe feststellbar [10].
Ein direkter Vergleich der japanischen Forschungsergebnisse mit den in der
vorliegenden Studie erhobenen Daten ist aufgrund von relevanten

Unterschieden bezuglich der angewendeten Auswertungsverfahren, der
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untersuchten biologischen Materialien, des genetischen Hintergrundes der
Studienpopulationen sowie des Schweregrades der obstruktiven Schlafapnoe
nur eingeschrankt moglich. Unter Berucksichtigung jener Faktoren sind
dennoch die Substanzen Aceton, Toluol und n-Decan hervorzuheben, da sie
sowohl bei Aoki et al. (2016) als auch in der vorliegenden
Substanzzuordnung identifiziert werden konnten und in beiden Fallen einen
relevanten Unterschied zwischen OSAS,- und Kontrollgruppe demonstrieren

kdnnen.

Bezuglich der in Rachenspilwasser (Peak P60) und Serum (P28)
zuordenbaren Substanz Toluol (engl.: Toluene) ist in der Literatur weiterhin
ein Zusammenhang zwischen Rauchen und dem vermehrten Auftreten der
Substanz in der Ausatemluft beschrieben [56, 171]. Ebenso ist eine
Luftverschmutzung durch Toluol, ausgehend von Auspuffsystemen im
Stral3enverkehr [208] oder aufgrund des Verbrennens von Holzkohle [209],

beschrieben.

Die Substanz Aceton (Propanon) kann anhand des zugehérigen Peaks P53
sowohl in Atemwegsexhalat als auch in Atemwegskondensat identifiziert
werden. Aceton wird im menschlichen Korper bei kataboler Stoffwechsellage
im Zuge einer gesteigerten Lipolyse neben weiteren Ketonkdrpern zur
Gewinnung von Energie genutzt [97]. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz wird
der Detektion des Biomarkers Aceton in Blut und Ausatemluft eine
bedeutsame Rolle zugesprochen [163, 172, 278]. Pathophysiologisch geht
man hierbei davon aus, dass aufgrund eines gestérten Energiehaushalts und
einer verringerten Kapazitat zur Oxidation von Fettsauren auf Ketonkorper als
effiziente Energiequelle zuriickgegriffen wird [17, 122]. Ahnliche Prozesse
konnten beispielsweise aufgrund repetitiver Hypoxdmie auch im Rahmen
eines Obstruktiven Schlafapnoesyndroms zu Bildung und Verbrauch von
Ketonkdrpern fuhren, zumal das OSAS ferner mit dem Krankheitsbild der

Herzinsuffizienz assoziiert wird [104].

Beziglich der Substanz n-Decan ist ferner ein vermehrtes Auftreten in der
Ausatemluft nach Exposition gegenuber Siliziumdioxidstaub [121] und in

Zusammenhang mit allergischem Asthma [51] beschrieben. Weiterhin wird
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auch die von uns in EBC zu Peak S12 zugeordnete Verbindung 2,2,4,6,6-
Pentamethylheptan mit allergischem Asthma in Verbindung gebracht [51].
Sowohl das Krankheitsgeschehen der Silikose als auch des Asthmas sind wie
das Obstruktive Schlafapnoesyndrom mit vermehrtem oxidativem Stress
assoziiert, was eine potenzielle Erklarung fur die Ubereinstimmungen sein

konnte.

Die organische Verbindung 2-Methylfuran kann im vorliegenden
Studienkollektiv in drei unterschiedlichen biologischen Materialien (EB, PW
und Serum) detektiert werden. Somit steht das Auftreten von 2-Methylfuran in
Korrelation zur alveolaren Exspirationsluft (Atemwegsexhalat), dem oberen
Respirationstrakt (Rachenspilwasser) und dem systemischen Kreislauf
(Serum). Das gleichzeitige Auftreten der selben volatilen organischen
Substanz in verschiedenen biologischen Materialien kdnnte durch einen
Diffusionsvorgang systemischer VOCs von Blut zu Alveolarraum erklart
werden. Ebenfalls ware es denkbar, dass im Bereich der Atemwege emittierte
Substanzen in den Lungenkreislauf gelangen und hieraufhin im systemischen
Kreislauf bzw. im Serum nachweisbar waren. In diesem Zusammenhang
legen die hiesigen Studienergebnisse die Vermutung nahe, dass 2-
Methylfuran im Rahmen eines OSAS von besonderem Interesse sein kdnnte.
Das Auftreten von 2-Methylfuran wird unter anderem mit der Hitzebehandlung
von Lebensmitteln [54, 166], dem Rauchen von Zigaretten [223, 255] oder
mit Schimmelpilzbefall [228] assoziiert und gilt als potenziell toxisch flr Leber
und Lunge [213]. Ein Einfluss von Lebensmitteln und/oder Nikotinkonsum
kann in der vorliegenden Erhebung weitestgehend ausgeschlossen werden,
da die Studienteilnehmer vor Probenahme mindestens zwei Stunden
nuchtern geblieben waren und seit mindestens einem Jahr vor
Studienteilnahme keinen aktiven Nikotinkonsum betrieben hatten. Dennoch
fuhren die zugrundeliegenden Pathomechanismen des OSAS [46, 169, 267],
ebenso wie das Rauchen von Zigaretten, zu Endothelschadigungen, was die

Ahnlichkeiten der Studienergebnisse erklaren kénnte.

In den biologischen Materialien Atemwegsexhalat und Rachenspulwasser
kénnen die Substanzen 3-Methylbutanal bzw. 3-Methylbutyraldehyd anhand
von Peak P11 zugeordnet werden. In einer Studie von Filipiak et al.
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unterschied sich das Vorkommen von 3-Methylbutanal in den VOC-Profilen
der Bakterienstamme Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeroginosa
[94]. Weiterhin sind groRRe interindividuelle Unterschiede bezlglich des
dermalen Emittierens von 3-Methylbutanal beschrieben [226]. Ein Bezug der
beiden  volatilen  organischen  Verbindungen zum  Obstruktiven
Schlafapnoesyndrom ist unseres Wissens nach bisher nicht beschrieben.

Die Substanz Hexanal konnte sowohl in Rachenspilwasser (Peak P6) als
auch in Atemwegsexhalat (Peak P40) zugeordnet werden. In der Literatur ist
die Detektion von Hexanal unter anderem in der Ausatemluft von Patienten
mit Lungenkarzinom [71, 96, 220], COPD [123] und gastrodsophagealen
bdsartigen Neubildungen [149] beschrieben. Ein Zusammenhang zwischen

Hexanal und OSAS ist unseres Wissens nach bisher nicht bekannt.

Die Substanz Decanal lasst sich in Rachenspuilwasser anhand des Peaks SO
detektieren. Decanal ist als Biomarker bisher unter anderem mit kolorektalem
Karzinom [32], Beatmungspneumonie [99], gastrobsophagealen
Adenokarzinomen [149] sowie Ovarialkarzinomen [7] assoziiert. Ein
Zusammenhang mit OSAS st unserer Kenntnis nach bisher nicht

beschrieben.

Fur die in Serum identifizierte Substanz Butanon (Peak P59) ist in der
Literatur eine Assoziation zu Lungenkrebs [220] und bezilglich des
Vorkommens von Pseudomonas aeroginosa [44] beschrieben. Ferner ist ein
verdndertes VOC-Profii im Rahmen von Fettlebererkrankungen in
Zusammenhang mit Butanon und der in der vorliegenden Analyse in Serum
identifizierten Substanz

1-Pentanol (zugeordnet zu Peak S25) beschrieben [70].

Die dariber hinaus zugeordneten Substanzen 2-(Methylthio)-ethanol (Peak
S15 in Atemwegsexhalat), 2-Undecanon (Peak Al in Atemwegskondensat)
sowie (-)Menthol M (Peak S6 in EBC) wurden unserer Kenntnis nach mit
bisher keiner Erkrankung, im Sinne eines charakteristischen Biomarkers, in

Verbindung gebracht.

Die Zuordnung von VOCs zu konkreten Substanzen ist im Rahmen der VOC-

Analyse durch MCC-lonenmobilitatsspektrometrie mdglich, da beispielsweise
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im Gegensatz zur chemischen Mustererkennung der Cyranose® 320 einzelne
Analyten eines Gasgemischs detektiert werden kénnen. Folglich ist es mittels
IMS mdglich, einzelne oder in Kombination auftretende spezifische VOCs zu
erfassen. Hierbei gilt es zu berlcksichtigen, dass eine konkrete Zuordnung
aufgezeichneter Peaks zu spezifischen chemischen Substanzen nicht ohne
Weiteres erfolgen kann. Die Zuordnung einzelner Analyten zu konkreten
Substanzen muss hierbei in Zusammenhang mit substanzspezifischen
Referenzmessungen erfolgen, beispielsweise mittels GC-MS gemessener
Reinsubstanzen. Durch Referenzmessungen gesammelte charakteristische
Eigenschaften einer Substanz, wie beispielsweise deren Retentionszeit,

werden in Referenzdatenbanken gesammelt.

Beim Abgleich von IMS-Daten mit einer Referenzdatenbank kdénnen einem
via IMS detektierten Peak gegebenenfalls mehrere organische Verbindungen
zugeordnet werden. Grund hierfiir konnen Uberlagerungen einzelner Peaks
im  aufgezeichneten  IMS-Chromatogramm  sein.  Ferner  werden
unterschiedlichen Peaks gegebenenfalls dieselben organischen Substanzen
zugeordnet. Dies liegt darin begriindet, dass eine in der Datenbank
hinterlegte Substanz (bereinstimmende Eigenschaften zu den via IMS
detektieren unterschiedlichen Peaks aufweisen kann. In jedem Fall ist die
Identifizierung einer volatilen organischen Substanz mittels
lonenmobilitdtsspektrometrie nur in Verbindung mit Referenzmessungen
maoglich [130, 174].

Um evaluieren zu kdénnen, ob die in der vorliegenden Studie zugeordneten
volatilen organischen Substanzen typischerweise bzw. pathognomonisch im
Rahmen eines Obstruktiven Schlafapnoesyndroms auftreten, sind weitere
Forschungsprojekte anzuschliel3en. Hierbei kdonnte die weitere Identifikation
einzelner oder in Kombination auftretender krankheitsspezifischer fliichtiger
Substanzen einen entscheidenden Beitrag zum tieferen Verstdndnis der
Pathophysiologie des OSAS leisten und zur Verbesserung der nicht-invasiven

Diagnostik der Erkrankung beitragen.
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4.4 EinflussgrofRen und Storfaktoren bei der Detektion von
VOCs

Die Aufzeichnung und Detektion von VOCs kann durch verschiedentliche
Einfluss- und Storgréf3en beeinflusst werden. Dies kann zu veranderten VOC-
Mustern und Chromatogrammen fuhren. Bereits beim Vergleich von VOCs
gesunder Probanden konnten grof3e Varianzen festgestellt werden [201]. Das
Ziel biochemischer und medizinwissenschaftlicher Aufzeichnung und Analyse
volatiler Substanzen ist die Identifikation von VOCs bzw. VOC-Profilen,
welche einer Krankheit spezifisch als endogene Biomarker oder ‘Breathprints’
zugeordnet werden konnen [25]. Um diesbezlgliche VOC-Analysen adaquat
interpretieren zu koénnen, ist die Kenntnis wichtiger EinflussgréRen und
Storfaktoren essenziell. Im folgenden Abschnitt sollen vor allem praktische
Aspekte beleuchtet werden, die aus medizinischer Sicht bei der Aufzeichnung
und Analyse von VOCs bericksichtigt werden sollten.

Bei der Detektion von VOCs stellt sich zunéchst die Frage nach dem
Ursprung der erfassten volatilen Substanzen. Abgesondert werden VOCs
unter anderem Uber die menschliche Haut, Faeces, Urin oder die
Ausatemluft, womit jedoch keine Aussage Uuber den urspringlichen
Entstehungsort der volatilen Substanzen getroffen werden kann.
Grundsatzlich sind in unserer Atemluft enthaltene endogene, im
Korperinneren entstandene VOCs, von exogenen, der Umwelt
entstammenden VOCs, zu unterscheiden. Exhalierte endogene VOCs
konnen entweder lokal und somit direkt aus dem Bereich des oberen und
unteren Respirationstraktes stammen oder VOCs systemischen Ursprungs
sein, welche indirekt Gber den Blutkreislauf in die Alveoli der Lunge gelangen
und schlie3lich Uber die Ausatemluft abgeatmet werden. Hierbei ist die
Diffusion systemischer VOCs von Blut zu Alveolarraum abhangig von
physikochemischen Einflussfaktoren wie Polaritat, Fettloslichkeit oder
Flichtigkeit. In welchem Ausmaf? VOCs in unserer Ausatemluft vorkommen
richtet sich im Wesentlichen nach dem Verteilungsgleichgewicht der
Substanzen zwischen den Kompartimenten Ausatemluft, Blut und Fett [1, 25,
50, 73, 106, 256, 270]. In vielen Fallen ist weiterhin zu klaren, ob die

aufgezeichneten flichtigen Substanzen tatsachlich endogenen oder
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exogenen Ursprungs sind [50]. In diesem Zusammenhang gilt es,
korpereigene  Produktionswege endogener VOCs weitreichender zu

erforschen [25].

Als mal3gebliche Einflussgrof3e bei der Detektion von VOCs ist der Aspekt
der Umweltexposition und die hierbei stattfindende Exposition gegentber
exogenen VOCs zu berlcksichtigen. Exogene VOCs kommen ubiquitar in
unserer Umgebungsluft sowie in Raumluft innerhalb von Geb&uden oder
Verkehrsmitteln vor [25, 93, 101, 202, 264]. Die Luft, die wir atmen, enthalt
ein mannigfaltiges Spektrum an VOCs, welche in unterschiedlichem Ausmal}
von unserem Korper Uber das Bronchialsystem oder transdermal
aufgenommen werden und sich abhéngig von pharmakokinetischen
Eigenschaften gegebenenfalls in unserer Ausatemluft wiederfinden lassen.
Ebenfalls tben die Konzentration exogener VOCs sowie die Dauer der
Exposition einen Einfluss [25] aus. Im vorliegenden Studienkollektiv wurden
potenzielle Faktoren der Umweltexposition durch klinisch relevante Ein- und
Ausschlusskriterien angeglichen (siehe Kapitel 2.1). Darlber hinaus atmete
jeder Studienteilnehmer vor der Probenahme von Atemwegsexhalat 10
Minuten lang Raumluft innerhalb eines eigens zu Messzwecken installierten
Raums. Eine Kontamination der in der vorliegenden Studie aufgezeichneten
VOC-Profile und Chromatogramme durch exogene VOCs lasst sich dennoch
nicht génzlich ausschlief3en.

Der Einfluss von Umweltexposition sowie von genetischen Faktoren auf
VOC-Muster, aufgezeichnet mit der Cyranose® 320, wurde in einer Studie
von Tarnoki et al. (2014) unter mono- und dizygoten Zwillingen untersucht.
Genetische Faktoren hatten hierbei keinen Einfluss auf ausgeatmete VOCs.
Im Gegensatz dazu traten bei unterschiedlicher Umweltexposition signifikant
unterschiedliche VOC-Muster auf [248]. Ort und Zeitpunkt der Probenahme
werden hiernach als entscheidende Stellgré3en beim Aufzeichnen von VOC-
Profilen angesehen. Dies geht ebenfalls aus einer Studie von Trefz et al.
(2013) hervor, welche Atemwegsprofile mittels Protonen-Transfer-Reaktions-
Flugzeit- Massenspektrometrie (PTR-ToF-MS) untersuchte. Hierbei konnte
eine Veranderung von VOC-Profilen in Kklinischer Umgebung durch

Kontamination mit exogenen VOCs festgestellt werden. Zudem scheinen sich
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die Konzentrationen ausgeatmeter Biomarker zeitabh&ngig verédndern zu
kbnnen [253]. Kunos et al. (2015) konnten in diesem Zusammenhang per
Cyranose® 320 feststellen, dass sich morgens aufgezeichnete VOC-Profile
bei OSA-Patienten signifikant gegenuber abends aufgezeichneten
Messungen unterschieden [150]. In der vorliegenden Studie wurden 11 von
15 OSAS-Patienten nachmittags zwischen 13:45 Uhr und 15:30 Uhr
gemessen, bei vier Patienten fanden die Messungen vormittags zwischen
08:35 Uhr und 10:00 Uhr statt.

Dartber hinaus kann eine Kontamination endogener VOCs durch von auf3en
zugefihrte Substanzen erfolgen. Als potenzielle Storgré3e gilt in diesem
Zusammenhang die Einnahme von Arzneimitteln [25]. Beispielhaft fur deren
Einfluss auf Atemwegsprofile sei eine Studie von Beauchamp et al. (2010) an
gesunden Probanden erwahnt, in welcher eine mittels Protonen-Transfer-
Reaktions-Massenspektrometrie (PTR-MS) durchgefiihrte Echtzeitanalyse
von Atemwegsexhalat nach der peroralen Einnahme einer eukalyptolhaltigen
Kapsel erfolgte. Hierbei war Eukalyptol noch mindestens 25 Stunden nach
Einnahme der Kapsel im Atemwegsexhalat der Probanden nachweisbar.
AuBerdem wurden groRe Varianzen unter den Teilnehmern beziglich des
erstmaligen Auftretens von Eukalyptol in der Ausatemluft nach Passieren des
Wirkstoffs von Magen-Darm-Trakt und systemischem Kreislauf festgestellt.
Dariiber hinaus wurden starke Konzentrationsschwankungen von Eukalyptol
zwischen den Teilnehmern, aber auch bei mehrmaliger Messung derselben
Teilnehmer festgestellt [26]. Auch wenn diese beispielhafte Studie nicht
generell auf die Einnahme anderer Arzneimittel und die daraus resultierenden
Effekte auf Atemwegsprofile tUbertragbar ist, ist ein potenzieller Einfluss auf
die erfassten VOC-Profile des vorliegenden Studienkollektivs durch etwaige

Medikamenteneinnahme zumindest denkbar.

Ebenfalls kbnnen Atemwegsprofile durch die Einnahme von Lebensmitteln
und/oder Getranken [108, 162] sowie nach dem Konsum von Alkohol [127]
oder Nikotin [93, 98, 152], verandert sein. Um derartige Effekte zu verhindern,
mussten die Teilnehmer in der vorliegenden Studie zwei Stunden vor der
Studienvisite nlichtern geblieben sein. Keiner der Studieneilnehmer betrieb in

den 12 Monaten vor Studienvisite aktiven Nikotinabusus. Ein Einfluss von
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weiter zurtckliegendem Nikotinkonsum konnte durch eine durchgefuhrte
Lungenfunktionsprifung jedes Studienteilnehmers relativiert werden.

Ferner besteht aufgrund der niedrigen Konzentrationen volatiler Substanzen
innerhalb  von  Atemwegsexhalat bei  Durchmischung  alveoléarer
Exspirationsluft mit Totraumvolumen die Gefahr der Verdinnung und
Uberlagerung von potenziell relevanten VOCs [231]. Dieser Tatsache wird bei
Messungen mit dem verwendeten BioScout-MCC-IMS (B&S Analytik GmbH,
Dortmund) durch ein definiertes Totraumvolumen Rechnung getragen.
Hierdurch wird sichergestellt, dass ausschlief3lich Alveolarluft analysiert wird.
Bei Messungen mit der Cyranose® 320 wird der Verdiunnungseffekt durch
das Atemmandver einmaliger Exspiration der Vitalkapazitdt beim Sammeln
der Atemwegsprobe abgeschwécht [80]. Hierbei kann es gegebenenfalls zu
Schwankungen aufgrund unterschiedlicher Mitarbeit der Studienteilnehmer

kommen.

Als potenzielle Einflussfaktoren sind weiterhin Alter und Geschlecht zu
nennen. In diesem Zusammenhang soll eine Studie von Dragonieri et al.
(2016) angefuhrt werden, in welcher mittels Cyranose® 320 kein signifikanter
Unterschied zwischen den Atemwegsprofilen von Mannern und Frauen
festgestellt werden konnte. Dies stellt den Einfluss des Geschlechts auf
ausgeatmete VOCs in Frage. Weiterhin wird hierbei in selbigem
Zusammenhang der Einfluss des Alters relativiert [79]. Frihere Ergebnisse
dieser Arbeitsgruppe konnten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss
unterschiedlichen Alters auf Atemwegsprofile feststellen [80]. Im vorliegenden
Studienkollektiv herrschte eine signifikant unterschiedliche
Geschlechterverteilung im Vergleich von Patienten zu Kontrollgruppe vor,

wahrend die Altersverteilung nicht signifikant verschieden war.

Dartber hinaus ist ein Einfluss von Kosmetika (z.B. Deodorant, Parfiim) bei
der Detektion von VOCs denkbar. Samtliche Studienteilnehmer wurden
gebeten am Tag der Studienvisite auf Kosmetika und Duftstoffe zu

verzichten.

Neben dem Obstruktiven Schlafapnoesyndrom haben bekanntlich eine

Vielzahl anderer Erkrankungen mafR3geblichen Einfluss auf die Detektion von
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VOCs [8]. Ein Einfluss von mit OSAS assoziierten Komorbiditaten [24, 104,
119, 138, 194, 214] ist in diesem Zusammenhang nicht auszuschlie3en.
Akute und chronische Erkrankungen des oberen und unteren
Respirationstrakts wurden im hiesigen Studienkollektiv per
Lungenfunktionsprifung sowie anamnestisch ausgeschlossen. Uber den

Einfluss anderweitiger Komorbiditaten kann keine Aussage getroffen werden.

In der Zusammenschau aller genannten Einfluss- und Storfaktoren lasst sich
nicht abschlieBend eruieren, ob alle in der vorliegenden Studie erfassten
relevanten VOCs in kausalem Zusammenhang zu pathophysiologischen oder

biochemischen Prozessen des Krankheitsbilds OSAS stehen.
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4.5 Diskussion der Laborchemie

Im Rahmen der vorliegenden Studie erfolgte die laborchemische Analyse der
Serumparameter CRP, IL-6, IL-8 und TNF-a im Vergleich von OSAS-
Patienten gegenldber gesunden Kontrollprobanden. Fur die jeweiligen
Biomarker konnte hierbei kein signifikanter Unterschied zwischen OSAS- und
Kontrollgruppe festgest ellt werden: CRP (p = 0.32), IL-6 (p = 0.07),
IL-8 (p = 1.0), TNF-a (p = 0.94).

In der Literatur wird eine im Rahmen des Obstruktiven Schlafapnoesyndroms
auftretende systemische Inflammation und die damit einhergehende
Ausschuttung von Biomarkern ins Blutserum diskutiert [24, 65, 176, 249].
Hierbei wird unter anderem der Einfluss des Transkriptionsfaktors NF-«kB
eruiert, dessen Genregulation eine Ausschittung von C-reaktivem Protein
(CRP) und pro-inflammatorischer Zytokine wie beispielsweise dem
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) oder Interleukinen (IL-6, IL-8) bedingt
[218, 219].

Die Datenlage dieser serumanalytisch bestimmten Laborparameter bei
OSAS-Patienten gegeniiber gesunden Kontrollprobanden ist uneinheitlich.
Hierbei gilt es zu bertcksichtigen, dass sich die jeweiligen Studiendesigns
und Studienpopulationen erheblich voneinander unterscheiden. Zudem ist
nach wie vor unklar, inwieweit ‘Ubergewicht als unabhangiger Faktor die
Ausschittung  (pro-)inflammatorischer Biomarker bei OSAS-Patienten
beeinflusst [19, 217, 260].

Svensson et al. (2012) stellten in einem weiblichen Studienkollektiv signifikant
erhohte Serumwerte von CRP (p = 0.005) und IL-6 (p = 0.04) bei OSAS-
Patientinnen (AHI = 15/h) gegenuber Frauen mit einem AHI < 15/h fest [247].
IL-6 gilt als einer der Hauptstimulatoren fur die Ausschittung von CRP aus
der Leber, weswegen beide Parameter oftmals miteinander korrelieren [176].
Weitere Studien zeigen ebenfalls erhéhte CRP- [165, 277] und IL-6-
Serumspiegel [60, 159] bei OSAS-Patienten gegeniber Kontrollprobanden.
Steiropolus et al. (2010) konnten hingegen in ihrem Studienkollektiv keinen
signifikanten Gruppenunterschied fur IL-6 (p = 0.465) und CRP (p = 0.125)
zwischen OSAS- (AHI =15/h) und Kontrollgruppe (AHI < 15/h) feststellen
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[242]. Ryan et al. (2006) konnten ebenfalls keine eindeutige Assoziation
zwischen der IL-6-Konzentration im Serum und OSAS herstellen [219].

Steiropolus et al. (2010) konnten bei OSAS-Patienten im Vergleich zu Nicht-
OSAS-Patienten eine signifikante Erh6hung von TNF-a feststellen (p < 0.001)
[242]. Signifikant erhohte TNF-a-Spiegel bei OSAS-Patienten gegenuber
gesunden Kontrollen wurden, unabhangig vom Faktor ‘Ubergewicht’,
beispielweise von Ryan et al. (2006) [219] und Minoguchi et al. (2004) [181]
sowie von Constantinidis et al. (2008) [60] und Li et al. (2008) [159]
festgestellt. Keine signifikante Erhohung zeigte der Parameter TNF-a
(p = 0.7) bei OSAS-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen in der
Studie von Svensson et al. (2012) [247].

Bezuglich Interleukin-8 konnte in verschiedenen Studien eine signifikante
Erhéhung bei OSAS-Patienten festgestellt werden, ferner eine Abnahme der
Serumkonzentrationen nach CPAP-Therapie [188, 219].

Zusammenfassend konnte der in der Literatur diskutierte Zusammenhang
zwischen OSAS bzw. Adipositas und erhdhten Serumkonzentrationen (pro-)
inflammatorischer Biomarker im Serum im hier vorliegenden Studienkollektiv
nicht nachgewiesen werden. Eine mogliche Erklarung kénnte die kleine
Fallzahl von Patienten und Probanden sein. Weiterfihrende Studien sind in

diesem Zusammenhang erforderlich.
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4.6 Diskussion der Studienpopulation

OSAS-Patienten und gesunde Kontrollprobanden wurden zur selben Zeit
rekrutiert, womit saisonale Storeinflisse auf die Messergebnisse
abgeschwacht werden konnten. Jedoch erwies sich die Rekrutierung
gesunder Probanden, unter Berticksichtigung der zugrunde gelegten Ein- und
Ausschlusskriterien (siehe Kapitel 2.1), als diffizil. Eine von Fietze et al.
(2003) durchgefuhrte Studie thematisiert die Problematik, schlafgesunde
Probanden im mittleren Erwachsenenalter in der Allgemeinbevdlkerung zu
finden [92]. Da gesunde Probanden im vorliegenden Kollektiv einen
ambulanten AHI < 5/h aufweisen mussten, konnten sieben gescreente
Probanden aufgrund eines ambulanten AHI = 5/h nicht eingeschlossen
werden. Erwahnt werden soll in diesem Zusammenhang die in der Literatur
einheitlich beschriebene Korrelation von BMI und AHI [111, 211, 282]. Die
Baseline-Charakteristika  (siehe Kapitel 3.1) des vorliegenden
Studienkollektivs (BMI [kg/m?]: OSAS-Patienten 30.42 + 3,87, Kontrollgruppe
25,62 + 0.58; AHI amb. [n/h]: OSAS-Patienten 26,0 + 22,5, Kontrollgruppe 1,0

+ 1,0) lassen ebenfalls einen Zusammenhang von BMI und AHI erkennen.

Die signifikant unterschiedliche Geschlechterverteilung ist im Hinblick auf das
Uberwiegen von Mannern in der Patientengruppe auf den hoheren Anteil
mannlicher OSAS-Patienten in der Bevoélkerung und somit auf den
Risikofaktor mannliches Geschlecht zurtickzufihren. Umgekehrt kann die
Geschlechterverteilung des  Krankheitsbildes [110] als  mdglicher
Erklarungsversuch eines Uberwiegens weiblicher  Studienteilnehmer

innerhalb der Kontrollgruppe dienen.

Zur Charakterisierung der Patientengruppe wurden die im Rahmen einer
stationaren diagnostischen Nacht erhobenen Polysomnographie-Daten (siehe
Tabelle 4) in die Arbeit aufgenommen. Die erhobenen Werte fir AHI (TST)
[n/h]: 23,6 + 28,2, RDI (AHI + RERA, TST) [n/h]: 26,7 + 21,1, Sa02 Mittelwert
[%]: 92,9 + 2,4 und Dauer < 90% SaO2 [min]: 26,1 + 60.9 zeigen eine
behandlungsbedurftige Obstruktive Schlafapnoe der Studienteilnehmer an.
Zusatzlich klagten die teilnehmenden Patienten (ber eine ausgepragte

Tagesschlafrigkeit, erfasst durch einen ESS-Punktwert von durchschnittlich
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15,0 + 2,5, was die Diagnose eines OSAS untermauert.

Die im Mittel signifikant hohere Herzfrequenz [bpm] in der Patientengruppe
(73,0 £ 8,0) gegeniuber der Probandengruppe (68,0 = 6,5) konnte sich
anhand eines durch OSAS verursachten Ungleichgewichts des autonomen
Nervensystems erklaren lassen [141].

4.6.1 Epworth Sleepiness Scale (ESS)

Die in der vorliegenden Studie verwendete Epworth Sleepiness Scale (ESS;
z. Dt. Epworth-Schiafrigkeitsskala) wird weitlaufig als etabliertes
Screeningtool fur Obstruktive Schlafapnoe eingesetzt. Durch das Erfassen
des Parameters Tagesschlafrigkeit wird eine numerische Beurteilung der
Symptomatik ermdglicht, welche Ruckschlisse auf das vorhandene
Krankheitsbild gestatten soll. Im vorliegenden Studienkollektiv erzielen
OSAS-Patienten im Mittel einen ESS-Punktwert von 15,0 + 2,5, gesunde

Kontrollprobanden weisen Punktwerte von 5,0 = 3,5 auf (siehe Tabelle 3).

Nach Johns (1991) sind Punktwerte ab einer Summe > 10 als klinisch
auffallig zu bewerten, Punktwerte > 14 weisen auf eine pathologische
Tagesschlafrigkeit hin [125]. Nach Bloch (1999) weisen deutschsprachige
Studienteilnehmer mit schlafbezogenen Atmungsstérungen, die die deutsche
Ubersetzung der ESS bearbeiteten, einen ESS-Punktwert von 13,0 + 5.1 auf.
Gesunde Kontrollprobanden erzielten bei Bloch (1999) im Mittel Punktwerte
von 5,7 = 3,0 [37].

Nach einem systematischen Vergleich von 35 Studien von Kendzerska et al.
(2014) gibt es starke Evidenz dafir, dass ESS-Punktwert und der anhand des
AHI beurteilte Schweregrad einer OSA wenig bis gar nicht miteinander
korrelieren [139]. Bonzelaar et al. (2016) konnten unter Berucksichtigung
weiterer Publikationen bei 16 von 33 Studien keine signifikante Korrelation
zwischen ESS und AHI finden [43]. Eine mdogliche Erklarung sehen
Kendzerska et al. (2014) in der schwachen Korrelation zwischen AHI und
Tagesschlafrigkeit [102], ferner zwischen AHI und MSLT [262].

Eine mal3gebliche Rolle spielt die Definition des Cut-Offs der ESS. In vielen
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Studien wird ein Cut-Off von = 10 Punkten als abnormal definiert, wobei
dieser Schwellenwert nicht signifikant mit dem Vorhandensein einer OSA zu
korrelieren scheint [43]. Koehler et al. (2014) konnten bei einem
Patientenkollektiv mit BMI > 35 kg/m2 ab einem ESS-Cut-Off von = 11
Punkten eine Aggravation des OSAS hinsichtlich subjektiver exzessiver
Tagesschlafrigkeit, langerer Gesamtschlafdauer (TST), hoherer
Schlafeffizienz und niedriger Schlaflatenz feststellen [146]. Um zunéchst ein
klinisch relevantes, da hoch-symptomatisches Patientengut zu untersuchen,
wurde bewusst ein ESS-Cut-Off von > 12 Punkten fiir die Patientengruppe

gewabhilt.

4.7 Starken und Limitationen der Studie

Im folgenden Abschnitt soll auf Starken und Limitationen der vorliegenden

Studie eingegangen werden.

Hervorzuheben ist die detaillierte Charakterisierung des Studienkollektivs.
Sowohl Patienten mit Obstruktivem Schlafapnoesyndrom, als auch gesunde
Kontrollprobanden wurden einer ausfuhrlichen Anamnese, korperlicher
Untersuchung und Diagnostik unterzogen. So wurde eine Obstruktive
Schlafapnoe unter den Teilnehmern der Patientengruppe zweifelsfrei mittels
stationarer kardiorespiratorischer Polysomnographie diagnostiziert sowie die
Notwendigkeit einer Therapie aufgrund charakteristischer OSAS-
Symptomatik festgestellt. Bei gesunden Kontrollprobanden konnte die
Diagnose OSAS durch die Durchfuhrung einer ambulanten Polygraphie sowie
den Ausschluss exzessiver Tagesschlafrigkeit mittels ESS ausgeschlossen

werden.

Bemerkenswert ist die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte VOC-Analyse
von vier unterschiedlichen biologischen Materialien (Atemwegsexhalat,
Atemwegskondensat, Rachenspilwasser und Serum). Die hierbei
gesammelten Informationen tber alveolare Exspirationsluft,
Atemwegsepithel, oberen Respirationstrakt und systemisch zirkulierende
VOCs ermoglichen eine umfangreiche Betrachtung und Untersuchung

volatiler organischer Substanzen im vorliegenden Studienkollektiv. Des
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Weiteren erfolgte die VOC-Analyse mittels zwei unterschiedlicher
‘elektronischer Nasen’ (Cyranose® 320 und MCC-
lonenmobilitdtsspektrometrie). Unseres Wissens nach ist das angewandte
Studiendesign in der Untersuchung von Patienten mit Obstruktivem

Schlafapnoesyndrom bisher einmalig.

Als Limitation der vorliegenden Arbeit ist die Studienpopulation bestehend
aus 30 Teilnehmern zu nennen, welche mit 15 Studienteilnehmern pro
Vergleichsgruppe eine relativ kleine Fallzahl aufweist. Hierbei besteht die
Gefahr, dass bereits einzelne Ausreil3er innerhalb der Messreihen das
Gesamtergebnis sowie das Signifikanzniveau entscheidend verandern
kénnten. Aufgrund dessen wurden die mittels Cyranose® 320 und MCC-
lonenmobilitdtsspektrometrie  erfassten Daten einer Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung (LOO-CV) unterzogen, wodurch Aussagekraft und interne
Validitat bei kleinem Stichprobenumfang entscheidend verbessert werden
konnten. AufRRerdem konnte eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse beider
elektronischer Nasen hergestellt werden. Aufgrund der kleinen Fallzahl durfen
die vorliegenden Studienergebnisse jedoch nicht als représentativ fur die

Grundgesamtheit angesehen werden.

Als weitere Limitation ist die einmalige Visite aller Studienteilnehmer zu
nennen, weshalb eine Aussage Uber Verlauf und Reproduzierbarkeit der

Ergebnisse nicht moglich ist.

Ferner lasst sich nicht ausschlie3en, ob die ermittelte Trennschérfe zwischen
Patienten- und Probandengruppe gegebenenfalls durch Einflussgréf3en und
Storfaktoren beeinflusst wurde (siehe Kapitel 4.4). Hierbei konnten der
mogliche Einfluss der unterschiedlichen Geschlechterverteilung sowie der
signifikante Unterschied beziglich des Body-Mass-Index eine Rolle spielen.
Zusatzlich ware es denkbar, dass unterschiedliche Umweltexposition oder die
im Rahmen eines OSAS auftretenden Komorbiditaten sowie potenzielle
Dauermedikation der Studienteilnehmer zu einem veranderten Profil an VOCs

beigetragen haben kénnten.

Eine umfassende Trennung von exogenen und endogenen VOCs war im

Rahmen des vorliegenden Studiendesigns methodisch und analytisch nicht
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durchftihrbar. Die Durchfuhrung von Messungen und Analysen erfolgte
anhand von klinischen Gesichtspunkten und Rahmenbedingungen.

4.8 Vorschlage fur zukunftige Studien

Das vorliegende Projekt war als Pilotstudie angelegt und kann durch seine
Erkenntnisse als Grundlage fir weitere Forschungsprojekte bezuglich der
VOC-Analyse von Patienten mit Obstruktivem Schlafapnoesyndrom dienen.
Die Durchfuhrung klinischer Folgestudien ist obligat, um die hier dargestellten
Ergebnisse zu bestatigen oder zu erweitern. Mit den im Folgenden
angefuhrten Anregungen kénnte das Ziel, die nicht-invasive VOC-Analyse in
der klinischen Routine-Diagnostik zu etablieren, zukinftig weiterverfolgt

werden.

Zunachst empfiehlt sich die Rekrutierung einer gréf3eren Stichprobe, um eine
verbesserte Reprasentativitdt gegentber der Grundgesamtheit und eine
erhdhte Konstanz gegentber einzelnen Ausreifern innerhalb von Messreihen
zu gewabhrleisten. Mdéglich ware in diesem Zusammenhang die Rekrutierung
eines erweiterten Kollektivs von OSAS-Patienten, um eine grol3ere
Bandbreite einzelner Parameter (z.B. AHI, BMI oder ESS) erfassen und
bewerten zu kénnen. Die GroRRe der Stichprobe kdnnte ebenso durch einen
multizentrischen Studienaufbau erweitert werden, wodurch weiterhin die
Voraussetzungen fur eine externe Validierung der Studienergebnisse erfillt
wirden. Bei kleinerem Stichprobenumfang sollte in jedem Fall auf eine
verbesserte Ubereinstimmung von BMI und Geschlecht geachtet werden.
Um Anderungen und Verlauf von VOC-Profilen und Chromatogrammen
nachvollziehen sowie fehlerhafte Messungen gegebenenfalls ausgleichen zu
kénnen, empfiehlt sich die mehrmalige Visite und Messung der

Studienteilnehmer.

Weiterhin empfiehlt sich eine detaillierte Erfassung von Umweltexposition,
Komorbiditaten, Arzneimitteln, Erndhrungsgewohnheiten und Genussmittel-
konsum. Ebenfalls kann darauf geachtet werden, alle Messungen von
Atemwegsexhalat zu einer vergleichbaren Tageszeit durchzuflhren. Vor

Probennahme kdnnte eine mehrminitige Inhalation von VOC-freier Raumluft
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zur Verbesserung der Aufzeichnungen beitragen [80]. Um die genannten
Confounder bei der Detektion von VOCs ohne derartige MalRnahmen
kontrollieren zu konnen, empfiehlt sich eine stetige und umfangreiche
Erweiterung von VOC-Datenbanken. Hierdurch konnte entscheidend zur
Identifikation endogener und exogener VOCs sowie zu einer verbesserten
Zuordnung endogener VOCs zu einzelnen Krankheitsbildern beigetragen
werden. Bei Probenahme mittels MCC-IMS wiurden parallel durchgefiihrte
GC-MS-Messungen malfgeblich zur Identifikation und Zuordnung der

gemessenen VOCs beitragen kdnnen.

Ein standardisiertes Vorgehen bei Messung und Auswertung von VOC-
Analysen ist grundsatzlich zu empfehlen, um die Diagnosesicherheit zu
erhohen. Als Orientierung konnen in diesem Zusammenhang die
Empfehlungen der STARD-Initiative zur Verbesserung diagnostischer
Genauigkeit dienen [45].

Als innovativer und praktikabler Ansatz ist die Kombination einer
elektronischen Nase mit routinediagnostischen Verfahren wie der Spirometrie
anzusehen. Dieses als ‘SpiroNose‘ [69] vorgestellte Konzept wére in
Kombination mit Cyranose® 320 oder lonenmobilitatsspektrometrie ebenfalls
denkbar.
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5 Zusammenfassung

Das Obstruktive  Schlafapnoesyndrom (OSAS) ist ein in der
Gesamtbevolkerung weit verbreitetes Krankheitsbild, welches in der Regel
mit exzessiver Tagesschlafrigkeit und hoher Beeintrachtigung von
Lebensqualitat und Leistungsfahigkeit der betroffenen Patienten einhergeht.
Um das Krankheitsbild OSAS zweifelsfrei diagnostizieren zu kdnnen, ist eine
stationdre Diagnostik mittels Polysomnographie vonnéten, welche zeit-,
arbeits- und kostenintensiv ist. Die nicht-invasive Analyse fllichtiger
organischer Substanzen (engl.: Volatile Organic Compounds = VOCs) stellt
eine innovative Alternative in der Diagnostik des Obstruktiven

Schlafapnoesyndroms dar.

Im Rahmen einer am Universitatsklinikum Marburg durchgefiihrten klinischen
Studie wurden in der vorliegenden Arbeit in einem Studienkollektiv von 15
Patienten mit Obstruktivem Schlafapnoesyndrom und 15 gesunden
Kontrollprobanden fliichtige organische Substanzen von vier verschiedenen
biologischen Materialien (Atemwegsexhalat (EB), Atemwegskondensat
(EBC), Rachenspulwasser (PW) und Serum) mittels
lonenmobilitdtsspektrometrie in Kopplung an eine Multikapillarsdule (MCC-
IMS) und mittels chemischer Mustererkennung durch die elektronische Nase
Cyranose® 320 untersucht und analysiert. Die statistische Auswertung der
bei der VOC-Analyse aufgezeichneten Daten erfolgte mittels Leave-One-Out-
Kreuzvalidierung (LOO-CV). Ferner wurde im vorliegenden Studienkollektiv
eine laborchemische Analyse der Serumparameter CRP, IL-6, IL-8 und TNF-

a durchgefihrt.

Anhand der VOC-Analyse von Atemwegsexhalat mittels Cyranose® 320 und
MCC-IMS konnte gezeigt werden, dass sich die Atemwegsprofile von OSAS-
Patienten und Kontrollprobanden im vorliegenden Studienkollektiv signifikant
unterscheiden. Dartber hinaus ist es gelungen, sowohl mittels Cyranose®
320 als auch via MCC-IMS einen signifikanten Gruppenunterschied in den
Headspace-VOC-Profilen von Atemwegskondensat, Rachensptlwasser und

Serum zu demonstrieren.
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In Bezug auf die mittels MCC-IMS erhobenen Daten war es weiterhin
maoglich, den im Gruppenvergleich relevant unterschiedlichen Analyten mit
Hilfe von Referenzdatenbanken flichtige organische Substanzen
zuzuordnen. Hierbei kann die hochste diagnostische Genauigkeit und
Trennscharfe der Substanz 2-Methylfuran in den Messreihen Serum und
Atemwegsexhalat  zugeordnet  werden, bei der Analyse von
Atemwegskondensat den Substanzen
2-Undecanon und n-Decan sowie bei der Analyse von Rachenspulwasser der
Substanz Toluol. Ferner konnte eine Substanzzuordnung fur diejenigen
Analyten erfolgen, anhand derer ein relevanter Gruppenunterschied in
mehreren biologischen Materialen festgestellt werden konnte: 2-Methylfuran
in den Materialien Atemwegsexhalat, Serum und Rachenspilwasser, Toluol
in Rachenspilwasser und Serum, Hexanal und 3-Methylbutanal bzw.
3-Methylbutyraldehyd in Atemwegsexhalat und Rachenspilwasser sowie

Aceton in Atemwegsexhalat und Atemwegskondensat.

Bezuglich der laborchemischen Analyse der Serumparameter CRP, IL-6, IL-8
und TNF-a war im vorliegenden Studienkollektiv flr keinen der Parameter ein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit OSAS und gesunden
Kontrollprobanden festgestellt worden. Die Ergebnisse der durchgefihrten
Labordiagnostik kdnnen somit keinen krankheitsrelevanten Unterschied im

Rahmen des OSAS demonstrieren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass es
mittels Cyranose® 320 und MCC-lonenmobilitatsspektrometrie mdglich ist,
signifikante Unterschiede im Vergleich der VOC-Profile von Patienten mit
OSAS und gesunden Kontrollen anhand der Analyse der biologischen
Materialien Atemwegsexhalat, Atemwegskondensat, Rachenspulwasser und
Serum zu detektieren. Diesbezuglich deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
die Zusammensetzung flichtiger organischer Substanzen der alveolaren
Exspirationsluft, des Atemwegsepithels, des oberen Respirationstrakts sowie
systemisch zirkulierender VOCs im Rahmen eines OSAS verandert sein
koénnte. Die vorliegende Arbeit kann durch die Ergebnisse der durchgefuhrten
VOC-Analyse einen relevanten Beitrag zum Thema der nicht-invasiven
VOC-Diagnostik des OSAS liefern.
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5.1 Summary

The Obstructive Sleep Apnea Syndrome (OSAS) is a widely spread disease
among the total population. Its clinical presentation usually comes along with
excessive daytime sleepiness and impacts negatively on health and quality of
life. Gold standard in the diagnosis of OSAS is a polysomnographic
examination, which is work-intensive, time-consuming and expensive. Non-
invasive analysis of Volatile Organic Compounds (VOCs) represents an

innovative alternative to facilitate diagnosis of OSAS.

In this study we used ion mobility spectrometry coupled to a multicapillary
column (MCC-IMS) as well as the electronic nose system Cyranose® 320 to
analyze and compare VOC profiles of 15 patients with OSAS and 15 healthy
controls (HC). All the VOCs have been emitted by four different biological
materials (Exhaled breath (EB), Exhaled breath condensate (EBC),
Pharyngeal washings (PW) und serum). Data analysis was performed by
Leave-One-Out-Cross-Validation (LOO-CV). Furthermore, we performed
laboratory analysis of the serum parameters CRP, IL-6, IL-8 and TNF-a to

compare both study groups.

Within the recruited sample, we could demonstrate that MCC-IMS and
Cyranose® 320 were able to distinguish breathprints of OSAS-patients and
healthy controls. In addition it was possible to significantly separate both of
the groups by means of headspace VOC profiles coming from EBC, PW and

serum.

Regarding cross-validated MCC-IMS data, we were able to assign volatile
organic substances to recorded analytes via database matching. Best
separation between OSAS and HC could be achieved by 2-Methylfuran
referring to the measurement series of EB and serum. In reference to EBC,
the chemical compounds 2-Undecanon and n-Decan have featured the most
significant distinction between both groups. With regard to PW, we could
identify Toluene to have the strongest power to separate between OSAS and
HC. Furthermore, we were able to detect same chemical compounds in
various of the analyzed biological materials: 2-Methylfuran (EB, PW and

serum), Toluene (PW and serum), Hexanal and 3-Methylbutanal/3-
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Methylbutyraldehyd (EB and PW) as well as Acetone (EB and EBC).

Analysis of the serum parameters CRP, IL-6, IL-8 and TNF-a could not
demonstrate significant distinction among healthy controls and patients with
OSAS.

In conclusion, it can be said that MCC-IMS and Cyranose® 320 are able to
detect significant distinctions in the VOC profiles of patients with OSAS and
healthy controls. These findings could be ascertained among four different
biological materials (EB, EBC, PW and serum) what can be seen as an
indication for a changing overall VOC profile within the scope of OSAS. The
results of this study can support further exploration of OSAS VOC profiles and

contribute non-invasive diagnosis of the disease.
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Anhang

Einwilligungserklarung

Timm Greulich Pil die: IMS bei OSAS

Einwilligungserklirung

Pilotstudie zum Stellenwert der Ionenmobilititsspektrometrie in der
Untersuchung der Ausatemluft von Patienten mit Obstruktivem

Schlafapnoesyndrom im Vergleich mit gesunden Kontrollen

Ich, , geb. am
wohnhaft in
PLZ Ort Telefon
wurde von Herrn/Frau iiber Ziel und Ablauf der Studie

wPilotstudie zum Stellenwert der Ionenmobilititsspekirometrie in der Untersuchung der
Ausatemluft von Patienten mit Obstruktivem Schlafapnoesyndrom im Vergleich mit gesunden
Kontrollen* umfassend aufgeklirt. Die Aufklarung wurde mir zusitzlich schrifilich in Form
einer Patienteninformation {ibergeben. Ich habe den Inhalt der Aufkldrung verstanden und zur
Kenntnis genommen, dass ich bei weiteren Fragen jederzeit meinen behandelnden Arzt oder
die Studienleiter (Dr. T. Greulich, Dr. A. R. Koczulla) an der Klinik fiir Innere Medizin,
Schwerpunkt Pneumologic des Universitétsklinikum Giefen und Marburg Gmbl,
Baldingerstrafle, 35043 Marburg, Tel 06421 586 2704) ansprechen kann. Mir ist bekannt, dass
ich die Untersuchung jederzeit, ohne Nennung von Griinden und ohne personliche Nachteile,
beenden kann. Ich werde dies meinem behandelnden Arzt sofort mitteilen.

Hiermit erklére ich meine Einwilligung zur freiwilligen Teilnahme an der Untersuchung.

Ort, Datum Unterschrift des Patienten / Probanden

Ort, Datum Aufkldrender Arzt
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2. Epworth-Schlafrigkeitsskala

@ @ Standort Marburg
Kiinik flir Innere Medizin mit

Schwerpunkt Pneumologie

UNIVERSITATSKLINIKUM Schlafmedizinisches Zentrum
GIESSEN UND MARBURG Leitung: Prof. Dr. U. Koehler

Epworth Schiafrigkeitsskala

Name:

Alter (in Jahren): Heutiges Datum:

Geschlecht (ménnlich = m; weiblich = w):

Wie wahrscheinlich ist es, dass Sie in den folgenden Situationen einnicken oder
einschlafen, sich also nicht nur miide fiihlen? Dies bezieht sich auf lhren Alltag in der
letzten Zeit. Selbst wenn Sie einige der Situationen in letzter Zeit nicht erlebt haben,
versuchen Sie sich vorzustellen, wie diese auf Sie gewirkt hatten.

Benutzen Sie die folgende Skala, um die am besten passende Zahl fur jede Situation
auszuwahlen.

0 = wlirde niemals einnicken

1 = geringe Wahrscheinlichkeit einzunicken

2 = mittiere Wahrscheinlichkeit einzunicken

3 = hohe Wahrscheinlichkeit einzunicken

Es ist wichtig, dass Sie jede Frage so gut Sie kénnen beantworten.

Wahrscheinlichkeit

Situation des Einnickens

im Sitzen lesend

beim Fernsehen

ruhiges Sitzen an einem o&ffentlichen Ort (z.B. Theater oder
Versammiung)

als Mitfahrer in einem Auto, wahrend einer einstiindigen Fahrt
ohne Unterbrechung

sich nachmittags zum Ausruhen hinlegen, wenn es die
Umstande erlauben

wenn Sie sitzen und sich mit jemandem unterhalten

ruhiges Sitzen nach einem Mittagessen ohne Alkohol

in einem Auto, wahrend man fur wenige Minuten im Verkehr
anhait

Vielen Dank fiir hre Mitarbeit!
Version 2.0 / 09.06.2008
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