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1. Einleitung

DieGewinnung vonAtemwegskondensat (Exhaled BreathCondensate, EBC)

ist ein nichtinvasives Verfahren, um Zugang zum epithelialen Flüssigkeits-

film (ELF) zu erlangen (Horvath et al., 2005). Das Exhalat wird dabei auf

kalten Oberflächen kondensiert. Durch den nichtinvasiven Ansatz eignet es

sich gut für Studien und Fragestellungen, die wiederholte Messungen erfor-

dern. Im Gegensatz zu klinisch etablierter pulmologischer Diagnostik wie

zum Beispiel der bronchioalveoläre Lavage (BAL), können EBC Proben risi-

kofrei und einfach gewonnenwerden. Das führte dazu, dass dieses Verfahren

selbst bei Kindern erfolgreich angewendet wird (van Mastrigt et al., 2015;

Fitzpatrick et al., 2014; Thomas et al., 2013; Trischler et al., 2012; Dodig et al.,

2011; Baraldi et al., 2003). Bislang handelt es sich allerdings um ein Verfah-

ren, das wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehalten ist und nicht in der

klinischen Routine eingesetzt wird.

1.1. Historie

Russische Arbeitsgruppen veröffentlichten in den frühen 80er Jahren Arbei-

ten, die sich mit der Analyse von Atemwegskondensat beschäftigten (Sido-

renko et al., 1980; Kurik et al., 1987). Seither hat sich eine Vielzahl von For-

schungsgruppen mit dieserThematik beschäftigt. In Abb. 1.1 ist dies anhand

der großen Zahl von Publikationen dargestellt. Aktuell wird in Pubmed bei
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Einleitung

Angabe des Stichwortes „Exhaled Breath Condensate“ eine Trefferzahl von

1213 Übereinstimmungen angezeigt (Stand 25.04.2016).

Abbildung 1.1.: Neuveröffentlichungen zum Stichwort „Exhaled breath

condensate“ pro Jahr (1980-2015, Quelle: pub med).

1.2. Zusammensetzung des

Atemwegskondensats

1.2.1. Komponenten des Atemwegskondensats

Atemwegskondensat besteht im Wesentlichen aus kondensiertem Wasser-

dampf, Aerosolen, sowie wasserlöslichen flüchtigen Komponenten (Davis

et al., 2012).
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1.2. ZUSAMMENSETZUNG DES ATEMWEGSKONDENSATS

Wasserdampf Es ist bekannt, dass die Ausatemluft nahezu vollständig

mit Wasserdampf gesättigt ist. Der Wasserverlust über die Lunge beträgt

schätzungsweise 350mL pro Tag, wobei berücksichtigt werden sollte, dass

das Ausmaß des Volumenverlustes von der Ventilationsrate abhängig ist (Ef-

fros et al., 2004). Es ist anzunehmen, dass fast das gesamte Volumen dieser

Flüssigkeit aufWasserdampf zurückzuführen ist, der durch Verdunstung des

epithelialen Flüssigkeitsfilms (epithelial lining fluid, ELF) auf der Lungen-

oberfläche gebildet wird. Die Sättigung der AusatemluftmitWasserdampf ist

physiologisch bedeutsam, da somit das Austrocknen der Atemwege und eine

damit einhergehende Schädigung des Respirationstraktes vermiedenwerden

(Effros et al., 2004).

Volatile Substanzen Bisher wurden in der Ausatemluft über 3000 volati-

le Substanzen entdeckt (Popov, 2011; Buszewski et al., 2007). Im Atemwegs-

kondensat werden die ausgeatmeten wasserlöslichen flüchtigen Bestandtei-

le wie zum Beispiel Kohlenmonoxid, Stickstoffmonoxid, Kohlenwasserstof-

fe, Wasserstoffperoxid und Ammoniak absorbiert (Montuschi, 2007; Hunt,

2002).

Aerosole Die Aerosolfraktion mit einem Gesamtanteil am Atemwegskon-

densat von nur ungefähr 0,01 % ist Vehikel für nichtflüchtige Komponen-

ten (Effros et al., 2005). Die Anzahl der bei Ruheatmung freigesetzten Ae-

rosolpartikel liegt in einer Größenordnung von 0,1 bis 4 Partikel/cm3. Der

durchschnittliche Durchmesser dieser Teilchen beträgt weniger als 0,3 µm

(Fairchild und Stampfer, 1987). Innerhalb dieser respiratorischen Tröpfchen

konnten Zytokine, Lipide, Surfactant, verschiedene Ione, Histamin, Seroto-

nin, Adenosin und viele weitere Stoffe identifiziert werden (Hunt, 2002).
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Einleitung

1.2.2. Verdünnung des epithelialen Flüssigkeitsfilms im

Atemwegskondensat

Der epitheliale Flüssigkeitsfilm ist ein ca. 50 µm dünner flüssiger Film, der

das respiratorische Epithel bedeckt (Kubáň und Foret, 2013). Seine Zusam-

mensetzung unterscheidet sich je nach Lokalisation im Respirationstrakt.

In den luftleitenden Abschnitten besteht der epitheliale Flüssigkeitsfilm aus

einer wässrigen und einer muzinösen Phase. In der wässrigen Phase fin-

den sich lösliche Komponenten der bronchialen Sekretion und Serumprote-

ine. Die muzinöse Phase enthält bronchiale Glykoproteine, Bindungsprote-

ine der bronchialen Glykoproteine sowie einige Serumproteine. Der epithe-

liale Flüssigkeitsfilm im Bereich der gasaustauschenden Abschnitte (Bron-

chioli respiratorii, Alveolen) umfasst Phospholipide (80 %), Cholesterol (10 %),

Proteine (10 %) und in sehr kleinen Mengen Saccharide (Dodig und Čepelak,

2013). Die Komponenten des epithelialen Flüssigkeitsfilms der Atemwege

liegen im Atemwegskondensat wegen des hohen Anteils von Wasserdampf

in stark verdünnter Konzentration vor. Schätzungen gehen von einer 2000

bis 10 000fachen Verdünnung aus (Hunt, 2007b). Effros et al. (2003) schätzen,

dass bei gesunden Probanden pro ml Atemwegskondensat 0,02 bis 1,0 µl re-

spiratorische Flüssigkeit enthalten ist. Die Konzentrationen nichtvolatiler

Stoffe im Atemwegskondensat werden durch die vorherrschenden Konzen-

trationen dieser Stoffe im epithelialen Flüssigkeitsfilm und durch das Ver-

hältnis der respiratorischen Tröpfchen zumGesamtvolumen des Kondensats

beeinflusst (siehe Abb. 1.2). Konzentrationsanstiege bestimmter Mediatoren

können demzufolge entweder auf eine erhöhte Konzentration im epithelia-

len Flüssigkeitsfilm, auf ein erhöhtes Volumen bzw. auf eine erhöhte Anzahl

der Aerosole des Epithelfilms oder aber auf ein vermindertes Volumen von

Wasserdampf zurückgeführt werden (Effros et al., 2004).
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1.2. ZUSAMMENSETZUNG DES ATEMWEGSKONDENSATS

  A                   B                   C

Luftstrom

ELF–Tröpfchen

Kondensierter 
Wasserdampf mit 
geringen 
Konzentrationen an 
gelöstem ELF

Kühler

Abbildung 1.2.: nach Effros et al. (2004): Der Konzentrationsanstieg eines

gelösten Stoffes im EBC ist entweder auf eine erhöhte Kon-

zentration innerhalb des epithelialen Flüssigkeitsfilms, (B)

oder auf eine höhere Anzahl und/oder Volumen der respi-

ratorischen Tröpfchen des epithelialen Flüssigkeitsfilms im

Exhalat (C) zurückzuführen.

1.2.3. Ursprung des Atemwegskondensats

1.2.3.1. Entstehung von Aerosolen im Atemtrakt

Es existieren unterschiedlicheTheorien hinsichtlich der Entstehung von Ae-

rosolen im Atemtrakt:

• Eine hohe Geschwindigkeit des Luftstrom in den Atemwegen führt zu

”
Mikroturbulenzen“ , die ausreichend mechanische Kräfte bewirken
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Einleitung

und damit Partikel von dem epithelialen Flüssigkeitsfilm lösen (Pa-

pineni und Rosenthal, 1997). Demzufolge ist davon auszugehen, dass

ein gesteigerter Atemfluss zu einer höheren Ausbeute von Aerosol-

partikeln führen kann.

• Weiterhin kann vermutet werden, dass durch das
”
Aufgehen“ der Al-

veolen während der Einatemphase Substanzen aus dem Flüssigkeits-

film der Atemwege losgelöst werden (Hunt, 2002, 2007a) Der Nach-

weis von Phospholipiden –Hauptbestandteil von Surfactant – imAtem-

wegskondensat unterstützt diese Überlegung (Jackson et al., 2007).

• Johnson undMorawska entwickelten das BFFB-Modell (bronchiale flu-

id film burst model) und behaupten, dass die Aerosol-Produktion vor

allem in den frühen Phasen der Einatmung stattfindet. Zudem soll die

Aerosolkonzentration in einem proportionalen Verhältnis zum An-

teil der vollständig kontrahierten und mit epithelialer Flüssigkeit ver-

schlossenen Bronchiolen zu Beginn der Einatmung stehen (Johnson

und Morawska, 2009). Grundlage dieser Hypothese sind bekannte As-

pekte aus der Physiologie der Atmung. Innerhalb eines normalenAtem-

zyklus wird aufgrund kontraktiler Vorgänge während der Ausatmung

epitheliale Flüssigkeit aus dem longitudinal verlaufenden Faltenrelief

der bronchiolären Oberflächen in das Lumen der Bronchiolen abgege-

ben. Dies resultiert in einer kontinuierlichen Flüssigkeitsschicht, die

die innere Oberfläche der Bronchiolen bedeckt. Eine durch Kontrakti-

on der Bronchiolen verringerte mit Flüssigkeit überzogene Fläche, so-

wie Kräfte der Oberflächenspannung, fördern eine weitere Kontrakti-

on der Atemwege. Trotz des in dem epithelialen Fluid vorkommenden

Surfactants, das einen Kollaps des Atemwege verhindern soll, kann

es in den Bronchiolen dennoch zum Kollaps der Atemwege kommen

6



1.2. ZUSAMMENSETZUNG DES ATEMWEGSKONDENSATS

und damit aufgrund der luminalen epithelialen Flüssigkeitsansamm-

lung zum Verschluss der Bonchiolen. Die anschließende Einatmung

führt zur Wiedereröffnung der Atemwege. Mit der Erweiterung der

Bronchiolen schrumpft die subepitheliale Flüssigkeitsansammlung zu

einer dünnmembranigen Blase. Bei der vollständigen Eröffnung des

Bronchiolus platzt diese Blase schließlich auf und die darin enthalte-

ne Flüssigkeit wird freigesetzt (Johnson und Morawska, 2009).

1.2.3.2. Entstehungsort des EBC

– Ammoniak
– Amylase
– NOx

– Th1 und Th1
   Zytokin
– Wasserdampf

– Ammoniak
– Arachidonsäure-
   Derivate
– Wasserstoffperoxide
– NOx

– Th1 und Th1
   Zytokin
– Wasserdampf

– Surfactant Protein
– NOx

– Wasserdampf

Abbildung 1.3.: nach Kazani und Israel (2010): Die im EBC nachweisbaren

Substanzen können aus verschiedenenAbschnitten des Re-

spirationstraktes stammen.

Derzeit ist noch unbekannt, in welchen Kompartimenten der Lunge die
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Einleitung

respiratorischen Tröpfchen entstehen (Dodig und Čepelak, 2013).

Proximale Atmewege: Gemäß der „Turbulenztheorie“ müsste die Ent-

stehung von Aerosol-Partikeln hauptsächlich im Bereich des Larynx, der

Trachea und der Bifurkation der Segmentbronchien lokalisiert sein, da dort

die größten Verwirbelungen auftreten (Hunt, 2002; Johnson und Morawska,

2009). Turbulenzen sind mit hohen Reynolds-Zahlen assoziiert. Bei Ruheat-

mung (1 l s−1) beträgt die Reynolds Zahl in der Trachea 1500. Je distaler man

sich jedoch im Atemtrakt befindet, desto stärker nimmt dieser Faktor (John-

son und Morawska, 2009) und damit die dort vorherrschenden Turbulenzen

ab.

Distale Atemwege: Atemwegskondensat enthält nichtvolatile Stoffe, die

vornehmlich in der bronchiolären und alveolären Region gebildet werden

(Johnson und Morawska, 2009). Der Nachweis von Surfactant Proteinen und

Phospholipiden – Hauptbestandteile des alveolären Surfactants – macht zu-

mindest den alveolaren Bereich alsMitursprungsort des EBCwahrscheinlich

(Lin et al., 2016; Fumagalli et al., 2012; Larsson et al., 2011; Jackson et al.,

2007; Simpson et al., 2005).

Oropharyngeale Beteiligung: Bei der Gewinnung von Atemwegskon-

densat sollte auch eine mögliche Kontamination des Kondensats mit Spei-

chel diskutiert werden. Als Indikatoren für Speichelbeimischungen wurden

Amylase- und Phosphatmessungen durchgeführt (Gaber et al., 2006; Grie-

se et al., 2002; Effros et al., 2002). Die Ergebnisse sind diesbezüglich diffe-

rent: einige Arbeitsgruppen konnten in den EBC-Proben keine Speichela-

mylase nachweisen, andere wiederum fanden Spuren davon. Effros et al.

(2005) gehen davon aus, dass weniger als 10 % der respiratorischen Tröpf-

8



1.3. GEWINNUNG VON ATEMWEGSKONDENSAT

chen auf Speichelbeimengungen zurückzuführen sind. Eine andere Arbeits-

gruppe konnte in diesem Zusammenhang nachweisen, dass die Speichel-

kontamination Zytokinbestimmungen imAtemwegskondensat kaum beein-

flusst (Ichikawa et al., 2007).

Verschiedene technische Möglichkeiten, wie z.B. eine Speichelfalle oder

ein lang gebogenes Schlauchsystem können dazu beitragen, die Kontami-

nation des EBC mit Speichel so gering wie möglich zu halten (Konstantinidi

et al., 2015; Horvath et al., 2005).

Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass sowohl der untere als auch

der obere Atemtrakt zur Entstehung von EBC beitragen. Unklar bleibt aller-

dings, in welchem Verhältnis sie daran beteiligt sind (Rosias, 2012).

1.3. Gewinnung von Atemwegskondensat

1.3.1. Prinzip

Das Prinzip der EBC-Gewinnung ist das Kondensieren von Exhalat auf vor-

gekühlten Oberflächen. Prinzipiell bedarf die Gewinnung von EBC keiner

aufwändigen und kostenintensiven technischen Ausrüstung. Grundsätzlich

benötigt man für die Konstruktion eines Gerätes ein Mundstück mit einem

Einwegventil, welches an ein Sammelsystem angeschlossen ist. Damit die

Ausatemluft kondensieren kann, muss das Sammelsystem gekühlt werden.

Dies kann mit Eis oder flüssigem Stickstoff erfolgen. Das Einwegventil ge-

währleistet, dass die Ausatemluft die Oberfläche des Sammelsystems passie-

ren kann. Als Sammelgefäße können Glaskammern oder Kunststoffzylinder

fungieren. Ein simpler, aber in früheren Studien vielfach verwendeter Ver-

suchsaufbau ist in Abb. 1.4 dargestellt: ein mit Eis gefülltes Behältnis, darin

ein Schlauchsystem, das am Ende an ein Sammelgefäß gekoppelt ist.
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Eisbad

Tygon–Schlauch

Atemluft

Proberöhrchen

Gesammeltes
Kondensat

Abbildung 1.4.: nach Hunt (2002): Die Ausatemluft gelangt durch ein ge-

kühltes Schlauchsystem. Das Kondensat kann dem Sam-

melgefäß entnommen werden.

1.3.2. Geräte

Zur Gewinnung von EBC wurden teilweise selbst konstruierte Apparaturen

verwendet (Scheideler et al., 1993; Ho et al., 1998; Mutlu et al., 2001; Rosi-

as et al., 2004; Montuschi, 2007; Vyas et al., 2012). Im Verlauf wurden aller-

dings auch kommerzielle Geräte entwickelt, wie der RTubeTM (Respiratory

Research, Inc., Charlottesville, VA), der ECoScreen (Jaeger Tonnies, Hoech-

berg, Germany), der ECoScreen 2 (FILT, Berlin, Deutschland), der ECoScreen

Turbo - auch ECoScreen TurboDECCS genannt- (MEDIVAC, SRL, Parma,

Italien) und der Anacon (Biostec, Valencia, Spanien). Alle Geräte funktionie-

ren nach dem gleichen Prinzip: Kondensation von Ausatemluft an gekühlten

Oberflächen. In der vorliegenden Arbeit kamen die kommerziell erhältlichen

Geräte RTubeTM und ECoScreen Turbo zum Einsatz. Ihre unterschiedliche

Funktionsweise soll an dieser Stelle erläutert werden.
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1.3. GEWINNUNG VON ATEMWEGSKONDENSAT

1.3.2.1. RTube

Der Kern des RTubeTM ist ein Polypropylen-Einwegsammelsystem mit ei-

nem Ausatemventil. Dieses dient gleichzeitig als eine Art Stempel, mit dem

das Kondensat von denWänden des Sammelsystems abgezogenwerden kann.

Als Kühlelement wird eine vorgekühlte Aluminiumröhre verwendet. In das

vorgekühlte Aluminiumrohr wird das Sammelsystem eingeführt (Abb. 1.5

and 1.6). Die Temperatur der Aluminiumröhre kann beliebig gewählt wer-

den. Die meisten Publikationen beschreiben eine Kühlung auf −20 ◦C oder

−70 ◦C. Wegen der nicht vorhandenen konstanten Kühlung, kommt es im

Messverlauf zu einer Erhöhung der Kondensationstemperatur. Ein großer

Vorteil dieses Gerätes ist die einfache Transportmöglichkeit.

1.3.2.2. ECoScreen Turbo

Der ECoScreen Turbo (auch unter der Bezeichung TurboDECCS bekannt),

entwickelt von der Universität Parma, ist ein Atemwegskondensatsamm-

ler, dessen Kühlsystem auf einem thermoelektrischen Peltier-Modul basiert

(Abb. 1.7). Das Kühlelement wird durch ein elektronisches Kontrollsystem

gesteuert. Das Einwegsammelsystem (DECCS-System) wird in den mit der

kalten Seite des Peltier-Elements verbundenen Aluminium-Behälter einge-

führt. Das Sammelsystem besteht aus einem Mundstück, einem Einwegven-

til sowie einem Sammelgefäß. Die durchschnittliche Kühltemperatur liegt

bei (−4± 1) ◦C. Durch die elektronische Kühlung wird eine konstante Kon-

densationstemperatur sichergestellt. Bei einem Gewicht von ca. 5 kg, ist der

Transport des Gerätes im Vergleich zum RTubeTM etwas unkomfortabler,

aber dennoch praktikabel. Im Gegensatz zum RTubeTM ist beim ECoScreen

Turbo ein Stromanschluss erforderlich. Von Vorteil ist bei diesem Kondensa-

tor die Möglichkeit während der Probengewinnung einen Pneumotachogra-
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Mundstück

Ausatem–Ventil

Sammelgefäß
aus
Polypropylen

gekühlte
Aluminium–
Röhre

Isolierung Spritzkolben

Abbildung 1.5.:Messaufbau RTubeTM.

phen (EcoVent der Firma VIASYS Healthcare GmbH, Höchberg, Germany)

anzuschließen. Somit kann gleichzeitig eine dauerhafte Spirometrie durch-

geführt werden.

1.3.3. Allgemeine Richtlinien zur Gewinnung von

Atemwegskondensat

DieAmericanThorac Society (ATS) und die European Respiratory Society (ERS)

formulierten 2005 Empfehlungen hinsichtlich der EBC-Gewinnung (Hor-

12
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Abbildung 1.6.: RTubeTM(www.rtube.com).

Abbildung 1.7.: ECoScreen Turbo (privat).
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vath et al., 2005). Auszüge aus den Empfehlungen sind nachfolgend zusam-

mengefasst und durch weitere Literaturstellen ergänzt:

Die orale Gewinnung von Atemwegskondensat sollte in sitzender Posi-

tion durchgeführt werden. Die Probanden sollen dazu angehalten werden,

während der Messung eine Nasenklammer zu tragen, um mögliche Effekte

durch die Komponenten der nasalen Atemluft auszuschließen.

Eine Sammelzeit von 10 Minuten ist ausreichend, da in diesem Zeitraum

sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern ab vier Jahren durchschnitt-

lich 1ml bis 2ml Atemwegskondensat gewonnen werden kann. Dies sollte

für viele Fragestellungen ausreichend Untersuchungsmaterial sein.

Die Probanden sollten darauf hingewiesen werden, bei Hustenreiz oder

bei Aufstoßen die Sammlung von Kondensat kurz zu unterbrechen, indem

sie das Mundstück verlassen.

Im Anschluss an die Gewinnung sollten die Proben bis zur weiteren Ana-

lyse bei −70 ◦C aufbewahrt werden.

Die Lagerungsdauer sollte ein bis maximal drei Monate nicht überschrei-

ten, da unklar ist, inwieweit die Nachweisbarkeit von Biomarkern in EBC

Proben durch längerfristiges Einfrieren beeinflusstwird. Kostikas et al. (2005)

untersuchten beispielsweise die Nachweisbarkeit von Leukotrien B4 in ein-

gefrorenen EBC Proben nach einer, zwei sowie drei Wochen und konnten

dabei zeigen, dass die Leukotrien B4 Konzentration in gefrorenen EBC Pro-

ben nach dreiWochen signifikant reduziert war. In anderen Arbeiten konnte

gezeigt werden, dass die Detektion der EBC Zielparameter Interleukin-1β,

der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)α, Isoprostan-8 oderWasserstoffperoxid in

gefrorenen EBC Proben nach zwei Wochen bis zwei Monate nicht signi-

fikant verändert ist (van Beurden et al., 2002; Kostikas et al., 2003; Borrill

et al., 2008). Ohanian et al. (2010) konnten zeigen, dass die Nachweisbar-

keit von Cysteinyl Leukotrienen in EBC Proben gesunder Probanden nach

14
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sechs Monaten Lagerung bei −80 ◦C vermindert ist. Lediglich für die EBC

pH-Bestimmungen sind längere Lagerungen unbedenklich (Vaughan et al.,

2003).

Die Probanden sollten gebeten werden, das Rauchen einer Zigarette kurz

vor Messbeginn zu unterlassen. Es ist bekannt, dass Zigarettenrauch einen

Anstieg von volatilen und nicht flüchtigen Substanzen im EBC induzieren

kann. Dies konnte für H2O2, 8−Isoprostan, Prostaglandin E2 und Leuko-

trien B4 gezeigt werden (Rosias, 2012). Calušić et al. (2011) untersuchten bei

gesunden Rauchern außerdem, ob das Rauchen einer Zigarette unmittelbar

vor Messbeginn den pH-Wert verändert. Die Untersuchungsergebnisse zeig-

ten, dass das Rauchen kurz vor der EBC-Gewinnung zu einem Anstieg des

pH-Wertes nach 120min Beobachtungszeit führte (gemessen nach 15min,

30min, 60min and 120min). Die Leitfähigkeit als unspezifischer Parameter

für Inflammation wird durch Zigarettenrauch ebenfalls verändert (Koczulla

et al., 2010b).

Der Einfluss bestimmter Getränke und Nahrungsmittel auf die Zusam-

mensetzung von EBC ist bislang nicht hinreichend untersucht. Kullmann

et al. (2008) ermittelten allerdings niedrigere pH-Werte im EBC, nachdem

gesunde Probanden unmittelbar vor Gewinnung der von Atemwegskonden-

sat kohlensäurehaltiger Getränke (Mineralwasser, Cola) getrunken hatten.

Nahrungsaufnahme unmittelbar vor der Gewinnung von Atemwegskonden-

sat scheint den pH-Wert im EBC nicht zu beeinflussen. Calušić et al. (2011)

beobachteten 30min, 60min and 120min nach Einnahme eines standardi-

sierten Frühstücks stabile pH-Werte im EBC. Bikov et al. (2014) fanden bei

gesunden Probanden deutlich erniedrigte pH-Werte im EBC, nachdem un-

mittelbar vor der EBC Gewinnung eine standardisierter oraler Glukosetole-

ranztest durchgeführt wurde. Aufgrund der bisherigen Datenlage hinsicht-

lich der Auswirkungen unterschiedlicher Nahrungsmittel und Getränke auf
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die Zusammensetzung des EBC, sollten die Probanden auch weiterhin dar-

auf hingewiesen werden, zwei Stunden vor Messbeginn auf Mahlzeiten und

Getränke wie Cola oder Kaffee zu verzichten.

1.4. Analyse des Atemwegskondensats

Für die Analyse des Atemwegskondensats werden Standardtechniken wie

Enzym-gebundene Immunoassays, fluorometrischen Messungen, sowie pH-

Wert Bestimmungen angewendet. Neuerdings werden auch hoch sensitive

Verfahren, wie Chromatographie und Ionenmobilitätsspektrometrie, erfolg-

reich eingesetzt (Dodig und Čepelak, 2013). Aufgrund des hohen Verdün-

nungseffektes im Atemwegskondensat liegen die einzelnen Mediatoren al-

lerdings in sehr niedrigen Konzentrationen vor, oftmals nahe der Detekti-

onsgrenze (Lim und Thomas, 2013). Dies gefährdet die Reproduzierbarkeit

und Aussagekraft der Messergebnisse im EBC und macht es aktuell für den

Routinegebrauch ungeeignet.

1.4.1. Zielparameter im Atemwegskondensat

Das Spektrum der bislang im Atemwegskondensat identifizieren Substan-

zen umfasst eine Vielzahl von Entzündungsmarkern (Corradi et al., 2010).

Darüber hinaus konnte aber auch bakterielle und virale DNA im EBC nach-

gewiesen werden (Zakharkina et al., 2011; Carpagnano et al., 2011). Wei-

terhin gelang es der Arbeitsgruppe um Carpagnano 2014 die Besiedelung

mit Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus oder Penicillium spezies in den

Atemwegen von an Lungenkrebs erkrankten Probandenmittels EBC-Analyse

nachzuweisen. In der Tumorforschung wurde die EBC Methode ebenfalls

erfolgreich angewendet. So konnten in EBC Proben von an Lungenkrebs
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erkrankten Patienten verschiedene Genmutationen nachgewiesen werden

(Anglim et al., 2008; Xiao et al., 2014; Chen et al., 2015). Anhand von Kon-

zentrationsveränderungen verschiedener Substanzen können pathophysio-

logische Veränderungen innerhalb des Respirationstraktes abgebildet wer-

den. Ziel der EBC Forschung ist es unter anderem, verlässliche Biomarker

als Indikatoren für Lungenpathologien aufzuzeigen. Das bedeutet, dass Ver-

änderungen in der Zusammensetzung des Atemwegskondensats registriert

werden und einer Lungenerkrankung spezifisch zugeordnet werden können.

Doch nicht nur in der Diagnostik von Lungenerkrankungen ist die Analyse

von Atemwegskondensat interessant. Roberts et al. (2014) gelang bei an sys-

temischer Fibrose oder an Diabetes mellitus Typ 1 erkrankten Kindern sowie

gesunden Kontrollen imAlter von 6 bis 18 Jahren das C-Peptid als Biomarker

für die Pankreasfunktion nachzuweisen. Auch im Bereich der neurodegene-

rativen Erkrankungen wurde die Analyse des Atemwegskondensates einge-

setzt. So untersuchten Bach et al. (2015) in ihrer Arbeit unter anderem die

Konzentration von Beta Amyloid – ein Markerprotein für die Alzheimer Er-

krankung – im EBC von an Alzheimer Erkrankten Patienten und gesunden

Probanden. Dabei konnten sie zwischen den beiden Gruppen keinen Unter-

schied aufzeigen.

Die im Atemwegskondensat nachgewiesenen Komponenten können nach

verschiedenen Kriterien kategorisiert werden (Davis et al., 2012):

• 1. Kategorie:

– volatile Komponenten

– nichtvolatile Komponenten

– nichtvolatile Komponenten, die aus volatilen Substanzen hervor-

gehen
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• 2. Kategorie:

– Komponenten mit sehr geringem Molekulargewicht

– Komponenten mit geringem Molekulargewicht

– Polypeptide

– Proteine

– Nukleinsäuren

• Sonstige Differenzierung:

– Lipide

– anorganische Moleküle

– organische Moleküle

– an Redoxreaktionen beteiligte Moleküle

– an der pH-Regulation beteiligte Moleküle

– Cytokine, Chemokine

In Tab. 1.1 werden exemplarisch im Atemwegskondensat vorkommende

Stoffe, deren Ursprung sowie die damit assoziierten Erkrankungen aufge-

zeigt. Zusätzlich werden mögliche Analysemethoden der einzelnen Parame-

ter angegeben. Tab. 1.2 gibt eine Übersicht über die Konzentrationen aus-

gewählter Biomarker im EBC bei gesunden Erwachsenen und Kindern. In

Tab. 1.3 liegt das Augenmerk auf Veränderungen der Werte einzelner Me-

diatoren bei Krankheit, beispielhaft für die COPD dargestellt.

1.4.2. Unspezifische Zielparameter

Im folgenden Abschnitt werden die für die vorliegende Arbeit relevanten

Zielparameter genauer erläutert.
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Tabelle 1.1.: Übersicht über nachgewiesene Substanzen im EBC, nach Hor-

vath et al. (2005).

Mediator Herkunft Krankheit Analyse

H2O2 Neutrophile und eosino-

phile Granulozyten, Ma-

krophagen, Epithelzellen

u.a. allergische Rhini-

tis, Asthma bronchiale,

COPD, ARDS, Cystische

Fibrose, Tabakkonsum

Kolorimetrische und fluo-

rimetrische Messung

NO –
2 , NO –

3 Epithelialer Flüssigkeits-

film der Atemwege

Asthma bronchiale, Cys-

tische Fibrose, Bron-

chiektasie, Tabakkonsum

Spectrophotometrie,

fluorimetrische Mes-

sung, Chemolumines-

zenz, Chromatographie,

Leitfähigkeitsmessung

Adenosine Degradation von ATP Allergische Rhinitis,

Asthma bronchiale, Ta-

bakkonsum

Hochleistungs-

flüssigkeits-

chromatographie

8-Isoprostan Arachidonsäure-derivat Asthma bronchiale,

COPD, Interstitielle Lun-

generkrankung, Cys-

tische Fibrose, ARDS,

pulmonale Sarkoidose,

obstruktive Schlafapnoe,

Tabakkonsum

Kommerzielle enzymge-

bundene Immunoassays,

Gaschromatographie

Leukotriene,

u.a. Cys-LTs

(LTC4/D4

/E4)

Entzündungszellen, ins-

besondere Mastzellen

und eosinophile Granulo-

zyten

Asthma bronchiale, Cys-

tische Fibrose, Patienten

mit Lobektomie, Tabak-

konsum

Enzymgebundene Immu-

noassays

Cytokine,

u.a. IL- 1β,
IL-4, IL-6,

IL-8, IL-10,

Interferon-,

TNF

Entzündungszellen und

strukturelle Zellen

Asthma, Nichtkleinzelli-

ges Bronchialkarzinom,

Obstruktive Schlafapnoe,

Tabakkonsum

Enzymgebundene Immu-

noassays,

ELISA,
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Tabelle 1.2.: Übersicht über die Konzentrationen ausgewählter Biomarker

im EBC bei gesunden Erwachsenen und Kindern, nach Dodig

und Čepelak (2013). MW=Mittelwert, M=Median, IQR=Inter-

quartilsabstand, SD=Standardabweichung

Mediator Erwachsene Kinder

H2O2 [µmol/L] 0-0,9 (range) 0,045 (0,017 – 0,082) (M, IQR

pH 7,70 ± 0,49 (MW ± SD) 7,05 ± 0,35 (MW ± SD)

8–Isoprostan [ng/L] 6,2 ± 0,4 (MW ± SD) 5,2 ± 0,7 (MW ± SD)

Malondialdehyd [nmol/L] 15,6 (4-25) (M, IQR 19,4 ± 1,9 (MW ± SD)

Interleukin-6 [ng/L] 2,7 ± 0,3 (MW ± SD) 2,6 ± 0,1 (MW ± SD)

Nitrite [µmol/L] 2,9 ( 1,6-5,3) (M, IQR ) 0,41 (0,13-1,83) (M, IQR )

Tabelle 1.3.: Nachweis von Biomarker bei Gesunden und COPD-Patienten

im Vergleich, nach Cepelak und Dodig (2007).

Gesunde Probanden COPD Patienten

H2O2 [µM] 0,16± 0,04 0,205± 0,054

8-Isoprostan [pg/ml] 6,7± 0,2 45,0± 3,6

IL-6 [pg/ml] 2,7± 0,6 8,0± 0,1

LTB4 [pg/ml] 7,7± 0,5 8,5± 0,8

NO –
2 [µM] 0− 2,1 2,62± 0,52

pH 7,7± 0,5 7,09± 7,23

1.4.2.1. pH-Wert

Der pH-Wert ist definiert als der negative dekadische Logarithmus der Pro-

tonenkonzentration und ein Maß dafür, ob in einer wässrigen Lösung ein

saures oder basisches Milieu vorliegt. Wenn der pH-Wert geringer als 7 ist,

ist die Lösung sauer.
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1.4.2.2. pH als Inflammationsmarker

Der pH-Wert im EBC gilt als unspezifischer Indikator für Entzündungspro-

zesse im Bereich der oberen und unteren Atemwege. Es konnte unter an-

derem eine enge Korrelation zwischen pH-Werten im EBC und im Sputum

gemessenen Entzündungszellen (insbesondere Neutrophile und Eosinophi-

le) aufgezeigt werden (Vaughan et al., 2003; Kostikas et al., 2002). Bei vie-

len entzündlichen Erkrankungen der Atemwege und der Lunge, z.B. chro-

nisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disea-

se, COPD), Asthma bronchiale, Cystische Fibrose, Bronchiektasie, broncho-

pulmonaler Dysplasie, Infektionen mit dem Respiratorischen Synzytial Vi-

rus, akutes Lungenschädigungssyndrom (Synonym: acute respiratory dis-

tress syndrome, ARDS) ist der pH-Wert im EBC erniedrigt (Walsh et al.,

2015; Vaschetto et al., 2015). Bei gesunden Erwachsenen liegt der pH-Wert

im EBC in einem Bereich von 7,7 bis 8,2 und bei gesunden Kindern zwischen

7,7 bis 8,1. Als unterster Normwert wird ein pH von 7,4 angegeben(Walsh

et al., 2015). Der EBC pH erweist sich als ein robuster Parameter, der durch

unterschiedliche Einflussgrößen bei der Gewinnung und Aufbereitung von

Atemwegskondensat keinen größeren Schwankungen unterliegt (Vaughan

et al., 2003).

1.4.2.3. pH-Homöostase

Der pH-Wert im Bereich der Atemwege beeinflusst die Lungenphysiologie

und die Funktion der Zellpopulationen in den Atemwegen (Hunt, 2006).

Ein sauresMilieu imAtemtrakt kannweitere pathophysiologische Vorgänge

von Lungenerkrankungen fördern, wie z.B. eine Steigerung derMukusvisko-

sität, Bronchokonstriktion oder einer gestörten Zilienfunktion (Hoffmeyer

et al., 2015; Vaughan et al., 2003). Die genauen Mechanismen der pH Ho-
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möostase im Atemtrakt sind allerdings noch nicht vollständig erklärt. Bisher

konnte nur der Glutaminase-Weg als regulierendes Element des pH Gleich-

gewichts identifiziert werden: Glutaminase induziert bei abfallendem pH des

epithelialen Flüssigkeitfilms eine gesteigerte epitheliale Ammoniak- und Bi-

karbonatproduktion. Daneben werden aber noch andere Regelkreise vermu-

tet. Versagen diese Mechanismen, z.B. aufgrund von Infektionen und Ent-

zündungsprozessen, ist ein saures Milieu im Bereich des epithelialen Flüs-

sigkeitsfilm die Folge (Wells et al., 2005). Der pH-Wert im EBCwird nicht nur

alleine durch die Azidität der respiratorischen Tröpfchen bestimmt, sondern

auch durch verschiedene im Wasserdampf gelöste Säure-Base-Paare beein-

flusst (Bikov et al., 2012). Diese sind neben dem CO2, unter anderem Acetat-,

Ammonium-, Bikarbonat-, Natrium-, Kalium-, Laktat-Ionen (Reinhold und

Knobloch, 2009). Durch Protonierung nichtflüchtiger basischer Anionen im

Rahmen von Entzündungsprozessen oder Infektionen werden diese inner-

halb des EFL zu flüchtigen Säuren. Die Säuren gelangen in den Atemstrom

und werden dabei im Wasserdampfkondensat der Ausatemluft festgehalten.

Die Folge ist ein saurer pH im EBC (Dodig und Čepelak, 2013). Bei einem

alkalischen epithelialen Flüssigkeitsfilm findet man dort vor allem konju-

gierende Basen der Säuren. Da diese nicht flüchtig sind, werden sie nicht

abgeatmet (Hunt, 2007b). Der pH-Wert im EBC kann zwar nicht mit dem

pH-Wert des epithelialen Flüssigkeitsfilms gleichgesetzt werden, bildet aber

dessen Veränderungen ab (Hoffmeyer et al., 2015).

1.4.2.4. pH-Messung

Aufgrund der einfachen, schnellen und kostengünstigen Messmethode, z.B.

mittels einer Glaselektrode, ist der pH-Wert einer der am häufigsten unter-

suchten Biomarker im EBC (Bikov et al., 2012). Aufgrund der Abhängig-
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keit des EBC pH vom CO2 Gehalt werden drei unterschiedliche Vorgehens-

weisen diskutiert. Einige Autoren bevorzugen die Messung des pH-Wertes

in nativen EBC Proben in der Annahme, dass dadurch der biologische pH-

Wert in den Atemwegen unverfälscht abgebildet werden kann (Leung et al.,

2006; Reinhold und Knobloch, 2009). Die ATS/ERS Task Force befürwortet

zur Stabilisierung des pH-Wertes die Entgasung der EBC Proben mit einem

„CO2-freien Gas“ (Horvath et al., 2005). Kullmann et al. (2007) empfehlen

für die Bestimmung des pH-Wertes eine Standardisierung des CO2 Gehalts

im EBC entsprechend des physiologischen alveolären CO2 Partialdruckes bei

5,33 kPa, um bestmögliche repräsentativeDaten zu erhalten. Hoffmeyer et al.

(2015) schließen sich dieser Empfehlung an und raten weiterhin zur pH-Wert

Bestimmung ein Blutgasanalysegerät zu verwenden, da diese noch sensitiver

messen würden. In der vorliegenden Arbeit wurden die EBC Proben 20 Mi-

nuten mit Argon begast. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Ent-

gasung mit Argon zu stabilen und reproduzierbaren pH-Werten führt (Hoff-

meyer et al., 2009b). Nach einem Zeitintervall von 20 Minuten ist im EBC

kaum CO2 mehr nachweisbar (Koczulla et al., 2010a). Es ist allerdings davon

auszugehen, dass der CO2-Gehalt im EBC während nachfolgender Messung

durch Kontakt mit der Umgebungsluft wieder ansteigen kann. Ein weite-

rer wichtiger Aspekt ist außerdem, dass die pH-Messung nach der Argon-

Methode stabile Werte bei unterschiedlichen Kondensationstemperaturen

des EBC zeigt. Für die CO2 Standardisierung bei 5,33 kPa konnte gezeigt wer-

den, dass niedrigere Kondensationstemperaturen zu niedrigeren pH-Werten

führten (Czebe et al., 2008). Bei einer vergleichenden Untersuchung von zwei

Messaufbauten zur EBC Gewinnung mit unterschiedlichen Kondensations-

temperaturen kann dann nicht mehr sicher diskriminiert werden, ob Abwei-

chungen der Messwerte auf den Effekt der unterschiedlichen Kondensati-

onstemperatur oder auf das Gerät zurückzuführen sind.
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1.4.2.5. Leitfähigkeit

Die elektrische Leitfähigkeit im EBC scheint größtenteils auf das dort in ho-

hen Konzentrationen vorliegende Ammonium zurückzuführen zu sein (Eff-

ros et al., 2004). Die Messung elektrischer Leitfähigkeit im EBCwurde insbe-

sondere durchgeführt, um die in den Atemwegen vorliegenden Elektrolyt-

konzentrationen und die Verdünnung der respiratorischen Tröpfchen durch

Wasserdampf, abzuschätzen (Effros et al., 2003).

1.4.2.6. Leitfähigkeit und respiratorische Erkrankungen

Nur wenige Arbeiten beschäftigten sich mit der Frage, inwiefern die Leit-

fähigkeit als Parameter zur Diagnose und Verlaufsbeobachtung respiratori-

scher Erkrankungen geeignet ist. Dressel et al. (2010) kamen zu dem Ergeb-

nis, dass die Leitfähigkeit bei Lungentransplantierten Patienten im Vergleich

zu gesunden Kontrollen und anderen lungenerkrankten Patienten erhöht ist.

Koczulla et al. (2010b) stellten fest, dass unmittelbar nach dem Rauchen einer

Zigarette die Leitfähigkeit signifikant ansteigt. In beiden Arbeiten korrelier-

te der Anstieg der Leitfähigkeit mit einem Anstieg der Ammonium Konzen-

tration im EBC. Deshalb kann vermutet werden, dass die elektrische Leitfä-

higkeit als Surrogatparameter für den Ammonium Gehalt im EBC während

eines Krankheitsverlaufes fungieren könnte und somit möglicherweise auch

Inflammation widerspiegelt (Dressel et al., 2010). Roberts et al. (2014) unter-

suchte bei an Diabetes mellitus Typ 1 und an Mukoviszidose (syn. Zystische

Fibrose) erkrankten Kindern im Alter von 6 bis 18 Jahren die Leitfähigkeit

im EBC. Pathophysiologisch resultieren bei der Mukoviszidose Erkrankung

aufgrund defekter Chloridkanäle im Vergleich zu gesunden Probanden ver-

änderte Ionenkonzentrationen in den intra- und extrazellulären Flüssigkei-

ten. Man ging davon aus, dass sich dieser Befund auch im EBCwiderspiegeln
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würde. Diese Annahme wurde allerdings nicht bestätigt.

1.4.2.7. Messung der Leitfähigkeit

Insgesamt ist die Messung der elektrischen Leitfähigkeit ein einfaches und

schnelles Verfahren. Mit kommerziell erhältlichen Miniaturglas-Messzellen

ist innerhalb weniger Sekunden ein stabiles Messergebnis zu erwarten.

1.4.2.8. Gesamtproteinkonzentration

EBC besteht zu 99,9 % aus Wasserdampf und zu 0,1 % aus Aerosolen. Die

im EBC messbare totale Proteinkonzentration stellt die Aerosolfraktion dar

(Reinhold und Knobloch, 2009). Im Rahmen von Entzündungsprozessen

kommt es zu einem Anstieg der Gesamtproteinkonzentration (Garey et al.,

2004). Warwick et al. (2013) konnte bei Patienten mit akutem Asthma eine

höhere Gesamtproteinkonzentration im EBC nachweisen verglichen zu sta-

bilen Asthmatikern. Bei Rauchern können ebenfalls höhere Gesamtprotein-

mengen gemessen werden (Kubáň und Foret, 2013). Die Messergebnisse der

totalen Gesamtproteinkonzentration im EBC gesunder Probanden liegen bei

0,42 µgml−1 bis 107,7 µgml−1. Technische Faktoren, wie z.B. unterschiedli-

che Größe und Materialeigenschaften der Kondensationsoberflächen könn-

ten die große Variabilität erklären (Liu et al., 2007). Biologische Faktoren wie

Alter und Körpergröße gelten als Einflussfaktoren für die Gesamtprotein-

konzentration (Bloemen et al., 2007).

1.4.3. Spezifische Proteine

Im Atemwegskondensat können unterschiedliche Proteine gemessen wer-

den, unter anderem für Entzündungsprozesse spezifische Cytokine wie In-

terleukine (IL)-1β, IL-4, IL-6, IL-8, sowie Leukotriene oder der Tumornekro-
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sefaktor-α (TNF-α) (Hoffmeyer et al., 2009a; Garey et al., 2004). Nachfolgend

sollen die für die vorliegende Arbeit relevanten Proteine näher vorgestellt

werden. Es handelt sich dabei um das Surfactant Protein A, das Club Cell

Protein sowie das Alpha-1-Antitrypsin.

1.4.3.1. Surfactant Protein A

Bisher beschrieben Simpson et al. (2005); Larsson et al. (2011); Lin et al. (2016)

den Nachweis von Surfactant Protein A im EBC. Surfactant-Protein A (SP-

A) ist der Hauptbestandteil der Proteinfraktion des pulmonalen Surfactants.

Das Kollagen-ähnliche Glykoprotein gehört zur Familie der Collectine und

wird von den Pneumozyten Typ II produziert (Betsuyaku et al., 2004). Gen-

lokus dieses Proteins ist der lange Arm des Chromosoms 10 (Floros und Ka-

rinch, 1995). Das hydrophile SP-A mit einemMolekulargewicht von 650 kDa

setzt sich aus sechs strukturellen Untereinheiten zusammen. Diese wieder-

um bestehen aus über Disulfidbrücken verknüpfte Polypeptide der Größe

35 kDa (Kishore et al., 2006). SP-A spielt eine wichtige Rolle in der Homöo-

stase des Surfactant (Foster et al., 2014). Darüber hinaus konnte gezeigt wer-

den, dass SP-A auch bei der pulmonalen angeborenen Immunantwort betei-

ligt ist (Wang und Reid, 2007). Lungenerkrankungen können die SP-A Kon-

zentration beeinflussen. In der Literatur werden beispielsweise erniedrigte

SP-A Mengen in der bronchioalveolären Lavage von Patienten mit idiopa-

thischer Lungenfibrose beschrieben oder aber erhöhte Werte bei Patienten

mit pulmonaler Sarkoidose (van de Graaf et al., 1992). Bei COPD Patienten

wurden verglichen mit gesunden Nichtrauchern erniedrigte SP-A Konzen-

tration in der bronchoalveolären Lavage nachgewiesen (Honda et al., 1996;

Shijubo et al., 1997; Betsuyaku et al., 2004). Mazur et al. (2011) fanden bei

Rauchern erhöhte SP-A Konzentrationen in Serum und Sputum. In anderen
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klinischen Studien konnte weiterhin gezeigt werden, dass die SP-A Konzen-

tration in der bronchioalveolären Lavage bei Patienten mit ARDS verglichen

mit gesunden Kontrollen erniedrigt waren (Goto et al., 2014).

1.4.3.2. Sekretorisches Club Cell Protein

Bislang wurden keine Arbeiten veröffentlicht, die den Nachweis des Club

Cell Proteins (CCP) im Atemwegskondensat beschreiben. Das sekretorische

Club Cell Protein (früher sekretorisches Clara Cell Protein genannt) wird

hauptsächlich von den zuvor als Clara Zellen bezeichneten Keulenzellen

(engl. Club Cell) produziert und sezerniert1. Die nicht zilientragenden Keu-

lenzellen befinden sich sowohl im Bereich der distalen respiratorischen und

terminalen Bronchiolen als auch im Bereich der oberen Atemwege (Lock-

Johansson et al., 2014; Barnes, 2015). Darüber hinaus enthalten auch andere

Organe wie z.B. Pankreas, Prostata, Ovarien und Uterus CCP sezernierende

Zellen (Laucho-Contreras et al., 2016). Genlocus des Club Cell Proteins beim

Menschen ist das Chromosom 11q12.3–12.1. DasMolekulargewicht des Club

Cell Proteins beträgt 16 kDa. Die Proteinuntereinheiten des Homodimers

sind durch Disulfidbrücken verbunden und umschließen eine hydrophobe

Höhle (Laucho-Contreras et al., 2016). Die biologischen Funktionen des Club

Cell Proteins umfassen antientzündliche und immunmodulatorische Effekte

(Barnes, 2015). Aufgrund der Nachweisbarkeit des Club Cell Proteins in Se-

rum und Plasma, in der bronchoalveolären Lavage sowie im Sputum wurde

es jüngst als neuer potentieller Biomarker für akute und chronische Schädi-

gung des Lungenepithels diskutiert (Emmanouil et al., 2015). In der Literatur

1Aufgrund des nationalsozialistischen Hintergrundes des österreichisch-deutschen Anatoms

und Erstbeschreibers Max Clara, erfolgte 2013 die Umbenennung der Clara Zelle und des

Clara Zell Proteins zur „Club Cell“ und „Club Cell secretory protein“ (Winkelmann und

Noack, 2010; Irwin et al., 2013).

27



Einleitung

finden sich dazuArbeiten bezüglich COPD, Asthma, idopathischer Lungenfi-

brose, Sarkoidose, chronisches Zigarettenrauchen, chronischer Rhinosinusi-

tis, allergischer Rhinitis und Lungenkrebs (Kropski et al., 2009; Wang et al.,

2013; Laucho-Contreras et al., 2016).

1.4.3.3. Alpha-1-Antitrypsin

Koczulla et al. (2012) konnten erstmals bei gesunden Probanden sowie COPD

Patienten Alpha-1 Antitrypsin im EBC nachweisen. Alpha-1-Antitrypsin ist

ein Serum-Glykoprotein, welches hauptsächlich in den Hepatozyten produ-

ziert und schließlich in den Blutkreislauf sezerniert wird. Weiterhin wird

es von mononukleären Phagozyten sowie Neutrophilen gebildet. Das Mo-

lekulargewicht des AATs beträgt 52 kDa. Das AAT Gen ist 12,2 Kilobasen

lang und auf Chromosom 14 (q31 bis q32,2) lokalisiert. Das Alpha-A An-

titrypsin gilt als hoch pleomorphes Protein, ca. 75 verschiedene Allelvari-

anten sind bekannt (Curiel et al., 1990). Alpha1-Antitrypsin ist prinzipiell in

allen Körpergeweben nachweisbar (Fregonese und Stolk, 2008). Seine phy-

siologische Bedeutung findet sich aber im Bereich der unteren Atemwege,

wo es als eines der wichtigsten Proteaseinhibitoren das fragile Alveolar-

gewebe vor der proteolytischen Aktivität von Proteasen, insbesondere vor

der neutrophilen Elastase schützt (Biedermann und Köhnlein, 2006; Gadek

et al., 1981). Täglich werden ca. 34mg kg−1 AAT produziert (Biedermann

und Köhnlein, 2006). Die AAT Konzentration im Serum liegt in etwas zwi-

schen 1,5 g l−1 bis 3,5 g l−1 (Fregonese und Stolk, 2008). Da es sich beim AAT

auch um ein Akut-Phase-Protein handelt, sind bezüglich der AAT Serum-

konzentration je nach Gesundheitszustand des Individuums Schwankungen

möglich. So konnte gezeigt werden, dass Patienten, die an einer akuten sys-

temischen oder pulmonalen Infektion leiden, erhöhte AAT Konzentrationen
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im Serum aufweisen (Koczulla et al., 2012). 1963 beobachteten Carl-Bertil

Laurell und Sten Eriksson bei Patienten mit Lungenemphysem erniedrigte

AAT Konzentrationen im Serum und beschrieben damit erstmals das Krank-

heitsbild des Alpha-1 AntitrypsinMangels (Fregonese und Stolk, 2008). Beim

Alpha-1 Antitrypsin Mangel handelt es sich um eine genetische Erkran-

kung mit autosomal-rezessivem Erbgang, welche sich pulmonal in Form ei-

ner chronisch obstruktiven Bronchitits mit Lungenemphysem sowie hepa-

tisch als chronische Hepatitis mit Übergang in eine Leberzirrhose manifes-

tiert. Die meisten Patienten werden erstmalig zwischen dem 30. und 40. Le-

bensjahr mit pulmonalen Symptomen auffällig (Biedermann und Köhnlein,

2006).

1.5. Vergleichbarkeit der EBC Sammelgeräte

UnterschiedlicheMaterialeigenschaften undKondensationstemperaturen der

verschiedenen kommerziellen und nicht kommerziellen Messaufbauten be-

einflussen die Zielparameter im EBC (Vyas et al., 2012; Whittaker et al., 2011;

Hoffmeyer et al., 2009b; Czebe et al., 2008; Rosias et al., 2008; Liu et al., 2007).

In der Literatur sind aber nur wenige Arbeiten zu finden, die sich mit der

Vergleichbarkeit der einzelnen kommerziellen Geräte befassen.

1.5.0.1. Volumen

Soyer et al. (2006) bewerteten den ECoScreen bei Volumenausbeute gegen-

über dem

RTubeTM als effektiver. Mit dem ECoScreen konnte signifikant mehr EBC

Volumen gewonnen werden.
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1.5.0.2. pH

Koczulla et al. (2009) konnten imVergleich des RTubesTMmit dem ECoScreen

bezüglich des pH-Wertes keine Veränderungen feststellen.

1.5.0.3. Proteine

Unterschiedliche Kondensationstemperaturen von Sammelgeräten können

ebenfalls den Proteinnachweis im EBC beeinflussen. Bei einer konstant nied-

rigen Kondensationstemperatur scheinen höhere Proteinkonzentrationen

nachweisbar zu sein (Soyer et al., 2006). Unterschiedliche Konstruktions-

arten sowie Materialeigenschaften der Messaufbauten führen ebenfalls zu

veränderten Konzentrationsergebnissen (Tufvesson und Bjermer, 2006; Ro-

sias et al., 2006, 2008; Czebe et al., 2008).

1.6. Klinische Bedeutung von EBC

Die EBC Diagnostik ist eine viel versprechende Methode, um nichtinvasiv

Untersuchungsmaterial aus den Atemwegen und der Lunge zu gewinnen.

Die Methode ist schnell, einfach und sicher in der Durchführung. Mangels

hinreichender Standardisierung hinsichtlich methodischer Aspekte wird die

EBC Diagnostik bis heute allerdings nicht routinemäßig in der klinischen

Praxis eingesetzt. Die große Variabilität bei der Detektion von Biomarkern

erschwert die Interpretation der Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgrup-

pen. Außerdem ist der Einfluss möglicher Faktoren wie z.B. unterschiedli-

cher Atmungsmusters auf die Zusammensetzung des EBC nicht geklärt.
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1.7. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersuchte das Atemwegskondensat gesunder Pro-

banden. Dabei wurden im EBC die bereits erwähnten unspezifischen und

spezifischen Zielparameter gemessen, um folgende Fragen zu beantworten:

1. Sind unterschiedliche kommerzielleMessaufbauten in der Analyse von

Atemwegskondensat vergleichbar?

2. Beeinflussen unterschiedlicheAtemmuster die Proteinmessung imAtem-

wegskondensat?

3. Ist durch Anwendung unterschiedlicher Atemmuster eine Analyse des

Ursprungsortes des Atemwegskondensats möglich?
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2. Material und Methoden

2.1. Probanden und Versuchsreihen

In die Studie wurden insgesamt 43 Probanden eingeschlossen (N = 43, 22

Männer / 21 Frauen, Durchschnittsalter 25,56± 4,20 Jahre, durchschnittli-

cher BMI (22,63± 3,00) kg2m−1. Zum Zeitpunkt der Studienteilnahme wa-

ren alle Probanden gesund, insbesondere gab es keine klinischen Hinwei-

se für das Vorliegen einer Atemwegsinfektion. Der FEV1-Wert betrug bei

allen Probanden >80%. Alle Probanden waren Nichtraucher. Die Studien-

teilnehmer wurden über Inhalt und Ablauf der Untersuchung informiert.

Alle Probanden unterzeichneten eine schriftliche Einverständniserklärung.

Die Durchführung der Studie wurde von der Ethikkommission der Philipps-

Universität Marburg genehmigt (Nr. 59/06).

Die Studie umfasste fünf Versuchsreihen. Einzelne Probanden nahmen an

verschiedenen Messreihen teil. So erklärt sich die Differenz der insgesamt

gemessenen Probanden und der tatsächlichen Teilnehmerzahl der Studie.

In der ersten Messreihe wurde im EBC von 10 gesunden Probanden (23-30

Jahre) Volumen, pH und Leitfähigkeit bestimmt (Versuchsreihe I). Zur Be-

stimmung der Gesamtproteinkonzentration wurde von 10 weiteren gesun-

den Probanden im Alter von 24 bis 29 Jahren EBC gewonnen (Versuchsreihe

II). Die Konzentrationen der spezifischen Proteine CCP und SP-A wurde in

den EBC Proben von 12 Probanden im Alter von 20 bis 31 Jahren gemessen
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(Versuchsreihe III). Die Konzentration von Alpha-1 Antitrypsin wurde im

EBC von 10 Probanden im Alter von 24-44 Jahre analysiert, wobei hierfür

unbeschichtete Sammelgefäße verwendet wurden (Versuchsreihe IV). Um

den Einfluss beschichteter Sammelgefäße auf die AAT Konzentrationen im

EBC zu untersuchen, wurde von 12 gesunden Probanden im Alter von 18

bis 25 Jahren EBC gewonnen (Versuchsreihe V). Die im Anhang abgebildete

Tab. A.1 fasst die Probanden-Charakteristika der einzelnen Versuchsreihen

zusammen.

2.2. Gewinnung von Atemwegskondensat

In einer einmaligen Sitzung wurden von jedem Probanden vier EBC-Proben

gewonnen. Zur Gewinnung des Atemwegkondensats wurden die kommerzi-

ell erhältlichen Geräte ECoScreen Turbo (Viasys Healthcare GmbH, Hoech-

berg, Germany) und der RTubeTM (Respiratory Research Inc., Charlottesville,

USA) verwendet. Beim RTubeTM wird das Sammelsystem in eine vorgekühl-

te Aluminiumröhre geschoben. Die Aluminiumröhre wurde vor Messbeginn

auf eine Temperatur von −20 ◦C gekühlt (Vaughan et al., 2003; Czebe et al.,

2008). Der ECoScreen Turbo beinhaltet ein elektronisch gesteuertes Kühl-

element. Dadurchwird eine konstante Kondensationstemperatur von durch-

schnittlich (−4± 1) ◦C aufrechterhalten. Zur Bestimmung des Ausatemvo-

lumens während der Messung war an den ECoScreen Turbo per Adapter ein

Spirometer (ECoVent, Viasys Healthcare GmbH, Hoechberg, Deutschland)

angeschlossen.

Bei Anwendung des RTubeTM besteht keine Möglichkeit das Ausatemvo-

lumen zu messen. Die Probanden atmeten im „Cross-over“ Design jeweils

zehn Minuten über den RTubeTM und ECoScreen Turbo. Pro Gerät wur-

de diese Messung in Ruheatmung und Hyperventilation durchgeführt. Alle
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vier Messungen erfolgten ohne Unterbrechung hintereinander. Die Geräte-

reihenfolge war randomisiert. Vor Beginn der Messung erfolgte eine Spü-

lung des Mund- und Rachenraumes mit Leitungswasser. Gemäß der Emp-

fehlungen der ATS trugen die Probanden während der Messung eine Nasen-

klemme (Horvath et al., 2005). Die Probanden wurden außerdem angehal-

ten, die Messungen nüchtern durchzuführen, d.h. die letzte Nahrungs- und

Flüssigkeitsaufnahme musste vor Versuchsdurchführung mindestens zwei

Stunden zurückliegen. Die Probanden wurden darauf hingewiesen bei Hus-

ten oder dem Bedürfnis schlucken zu müssen, die EBC-Gewinnung kurzzei-

tig zu unterbrechen. Nach der Gewinnung des Atemwegkondensats wurde

dieses in Eppendorf Cups (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abpipettiert.

Dabei wurden in der ersten Versuchsreihe jeweils 250 µl des Kondensats für

die Bestimmung des pH-Wertes und 100 µl für Leitfähigkeitsmessung in se-

parate Cups abgeführt. Das verbleibende Probenmaterial wurde sofort nach

der Messung bei−80 ◦C eingefroren. Für die weiteren Messreihen wurde je-

weils das gesamte EBCVolumen bei−80 ◦C eingefroren. Umden Einfluss der

Oberflächenbeschaffenheit der Sammelgeräte auf die Proteinbestimmung zu

untersuchen, wurden sowohl beschichtete als auch unbeschichtete Sammel-

gefäße verwendete. Hierfür wurden die Oberflächen der Sammelgefäße des

ECoScreen Turbos als auch der Eppendorf Cups mit 1 % BSA in PBS über

Nacht bei 4 ◦C beschichtet.

35



Material und Methoden

2.3. Etablierte Labormethoden

2.3.1. EBC Volumen, pH und Leitfähigkeit

(Versuchsreihe 1)

Die EBC Volumina wurden mittels Eppendorf-Pipette beim Pipettieren aus

den EBC Sammelgefäßen in die Eppendorf Tubes (Eppendorf Protein Lo-

Bind Tubes, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gemessen. Die Mes-

sung des pH-Wertes im EBC erfolgte in einem Eppendorfreaktionsgefäß.

Für die pH-Messung wurden 250 µl EBC eingesetzt. Im Vorfeld der Mes-

sung wurden die Proben jeweils für 20min bei Raumtemperatur mit dem

inerten Gas Argon (Linde Gas, Germany, 99,9 % Reinheitsgrad) durchflutet,

um die Proben von CO2 zu entgasen. Mithilfe einer Glaspipette (Hirsch-

mann, Eberstadt, Deutschland) wurde das Gas in die Proben geleitet. An-

schließend wurde die Messung des pH-Wertes mittels einer Glaselektrode

(WinLab® Data Line pH-Meter, Windaus Labortechnik GmbH&CoKG, Hal-

berstadt, Deutschland) durchgeführt. Vor jeder Messung erfolgte eine Drei-

punktkalibrierung des Gerätes (pH 4, 7, 9). Die Methode wurde zuvor be-

schrieben(Hüttmann et al., 2011). Für die Messung der Leitfähigkeit wur-

den 100 µl EBC eingesetzt. Die Bestimmung der Leitfähigkeit erfolgte mittels

einer Glasmesszelle bei einer konstanten Temperatur von 25 ◦C (Leitfähig-

keitsmessgerät LF 530, Wissenschaftliche-Technische Werkstätten G.M.B.H,

Weilheim, Deutschland). Vor jedem neuenMessvorgangwurde dieMesszelle

zunächstmit BidestWasser gespült. Um eine Verschleppung von Spülflüssig-

keit in die Proben zu vermeiden, wurde die Messzelle mehrfach mit einer mit

20ml Luft gefüllten Spritze getrocknet. Anschließend wurde ein mit 100 µl

EBC gefülltes Eppendorf-Tube von unten an einen dünnen, kurzen Schlauch

herangeführt, um die Probe von obenmit einer Insulinspritze in die Messzel-
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le einzusaugen. Sobald sich eine Probe in der Messzelle befand, begann die

Messung der Leitfähigkeit. Die Methode wurde zuvor beschrieben (Koczulla

et al., 2010b).

2.3.2. Gesamtproteinkonzentration (Versuchsreihe 2)

Die Gesamtproteinkonzentration im EBC wurde mittels Bicinchoninsäure

Reaktion (Bicinchonininc acid, BCA) gemessen. Hierfür wurde ein kommer-

ziell erhältliches BCA Kit verwendet (Quanti ProTM Assay Kit, Sigma Ald-

rich, Germany). Der Messbereich dieser Methode lag zwischen 0,5 µgml−1

bis 30 µgml−1. Für dieMessungwurde das gesamte Probenmaterial mit einer

Vakuumzentrifuge lyophilisiert und anschließend in 20 µl Aqua dest resus-

pendiert. Die Durchführung erfolgte gemäß Hersteller-Anleitung. Die Ab-

sorption wurde bei 562 nm gemessen (ELISA Reader Tecan Infinite® 200

PRO, Crailsheim, Germany).

2.3.3. CCP und SP-A ELISA (Versuchsreihe 3)

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen des Club Cell Pote-

ins (CCP) und des Surfactant-Proteins A (SP-A) im EBC mithilfe kommerzi-

ell erhältlicher ELISA Kits ermittelt (BioVendor, Heidelberg, Germany). Die

Durchführung erfolgte gemäß der Herstelleranleitung. Die Absorption wur-

de bei 450 nm gemessen (ELISA Reader Tecan Ultra 384 Reader). Für die Kon-

zentrationsbestimmung von Club Cell Protein und Surfactant Protein A im

EBCwurde das gesamte Probenmaterial eingesetzt. Die EBC-Probenwurden

über Nacht lyophilisiert. Am nächsten Tag wurden sie mit 100 µl Aqua dest

bei 8 ◦C resuspendiert. Die Resuspensionszeit betrug eine Stunde.
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2.3.3.1. Western Blot

Es war weiterhin versucht worden, SP-A und CCP per Western blot zu de-

tektieren. Hierfür wurde wiederholt Probenmaterial von einer Person ver-

wendet worden. Zur Proteinauftrennung wurde die SDS-Polyacrylamid Gel-

Elektrophorese angewendet.

Probenvorbereitung und Gelelektrophorese Die eingefrorenen EBC-

Proben wurden 12 Stunden mit einer Vakuumzentrifuge (Bachofer, Reut-

lingen, Deutschland) lyophilisiert. Anschließend wurde das Lyophilisat mit

15 µl Aqua dest bei 8 ◦C resuspendiert. Die Resuspensionszeit betrug 60 Mi-

nuten. Danach wurden die EBC-Proben mit 5 µl Roti load 1 (Roth, Karlsruhe,

Deutschland) versetzt und für 90 Sekunden bei 95 ◦C denaturiert (Rotilabo-

block thermostat model H 250, Roth, Karlsruhe, Deutschland). Für die Elek-

trophoresewurden die Proben in die Taschen eines 10–20 %Tris-Tricin 1,0mm

Sammelgels (anamed, Gross-Bieberau, Deutschland) pipettiert. Als Laufpuf-

fer wurden 12,5ml eines 20fach konzentrierten Tris-Tricin-Puffer (72,68 g

Tris (Base), 71,68 g Tricin, 2,88 g SDS 2% in 500ml Aqua dest, pH 8,5) in

250ml Aqua dest verwendet. Als Proteinmarker wurden 5 µl des SeeBlue

Plus2 Pre-Stained Standards (Invitrogen by life technologies, Darmstadt,

Deutschland) eingesetzt. Die Elektrophorese startete mit 80 Volt für 15 Mi-

nuten und wurde für weitere 80 Minuten bei 120 Volt fortgesetzt (Power

station 300 Plug, Labnet, Edison, USA).

Proteintransfer Der Proteintransfer erfolgte in
”
Semi-Dry-Technik“ . Nach

Entfernung des Sammelgels vom Trenngel wurden sowohl das Trenngel als

auch die 0,2 µm Nitrocellulose-Membran (Bio-Rad, München, Deutschland)

für 15 Minuten mit Semi-Dry-Transferpuffer (11,6 g Tris (Base), 5,8 g Gly-

cin, 0,8 g SDS, 400ml Ethanol absolut mit Aqua dest auf 2 Liter aufgefüllt)
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inkubiert. Das Trenngel und die Membran wurden zwischen mit Semi-Dry-

Transfer-puffer eingeweichte Filterpapiere (Whatman 3MMChr, Baden-Baden,

Deutschland) geschichtet und zwischen zwei ebenfalls mit Semi-Dry-Trans-

ferpuffer angefeuchtete Graphitplatten (NovoBlot Multiphor II, Bioscience,

Amersham, Uppsala, Schweden) gelegt (siehe Abb. 2.2). Der Proteintransfer

erfolgte über eine angelegte Spannung von 12 Volt über 15 Minuten.

Abbildung 2.1.: NovoBlot Multiphor II, Data file Electrophoresis Multi-

phor II, Electrophoresis Systems, Amersham Bioscience,

11-0012-39 AA, 2004, S. 4.

Die Membran wurde für zwei Stunden auf einem Schüttler in einer Lö-

sung bestehend aus 50ml PBS (Phosphatpuffer, Dulbecco’s PBS, ohne Ca2+

und Mg2+, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich) und 2,5mg fett-
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Abbildung 2.2.: Schematischer Aufbau des Proteintransfers.

armen Milchpulver (Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert, um unspezifi-

sche Bindungen bei der Detektion zu blockieren.

Detektion Auf einem Schüttelgerät wurde die Membran 12 Stunden bei

4 ◦C mit dem Erstantikörper Anti-CCP bzw. Anti-SP-A (BioVendor, Heidel-

berg, Deutschland) in einer 5 % Milchpulverlösung inkubiert. Die Erstanti-

körper wurden im Verhältnis 1:500 (10 µl Antikörper, 5ml PBS, 5 %Milchpul-

ver) eingesetzt. Die Membran wurde dreimal für 20 Minuten in 1fachem PBS

(Phosphatpuffer, Dulbecco’s PBS, ohne Ca2+ und Mg2+, PAA Laboratories

GmbH, Pasching, Österreich) gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran

für zwei Stunden mit einem mit Meerrettichperoxidase markiertem Anti-

Kaninchen Sekundärantikörper (Thermo SCIENTIFIC-Pierce, Rockford, USA)

in einer 5 % Milchpulverlösung inkubiert. Dieser Antikörper wurde im Ver-

hältnis 1:1000 (5 µl Zweitantikörper, 50ml PBS, 5 % Milchpulver) angewen-

det. Danach wurde die Membran dreimal für jeweils 15 Minuten in 1fa-

chem PBS gewaschen und anschließend für zwei Minuten mit den Substra-

ten eines Chemilumineszenz Kits (Super Signal West Femto Maximum Sen-
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2.4. STATISTISCHE ANALYSE

sitivity Substrate, Pierce, Rockford, USA) inkubiert. Schließlich wurde die

Membran auf einem Röntgenfilm (Thermo Scientific, Rockford, USA) visua-

lisiert und fixiert (AGFA Entwickler G 150, AGFA Fixierer G 354, Bender-

Gruppe, Baden-Baden, Deutschland). Als Positiv-Kontrolle wurde humanes

Clara Cell Protein bzw. humanes SP-A Protein (BioVendor, Heidelberg,

Deutschland) in Aqua dest mit einer Konzentration von 100 ngml−1 ver-

wendet.

2.3.4. AAT-ELISA (Versuchsreihen 4 und 5)

Weiterhin wurde die Konzentration des Alpha-1 Antitrypsins im EBC ge-

messen. Hierfür wurde das von Koczulla et al. (2012) entwickelte ELISA Pro-

tokoll angewendet. Es wurden jeweils 1ml EBC eingesetzt, in einer Vakuum-

zentrifuge lyophilisiert und in 100 µl 0,1 % Tween in PBS resuspendiert. Die

Absorption wurde bei 450 nm gemessen (ELISA Reader Tecan Infinite® 200

PRO, Crailsheim, Germany). Bei der Bestimmung von Alpha-1-Antitrypsin

im EBC wurden sowohl unbeschichtete Sammelgefäße (Versuchsaufbau IV)

als auch beschichteten Sammelgefäßen (Versuchsaufbau V) verwendet. Die

Sammelgefäße wurden dabei mit 1 % BSA in PBS über Nacht bei 4 ◦C be-

schichtet.

2.4. Statistische Analyse

Die Statistische Analyse erfolgte durch die Programme SigmaStat™,

MedCalc™ 11.1.1.0 and GraphPad Prism™ 5.0. Die Ergebnisse wurden alsMit-

telwert± Standardfehler dargestellt. Die Überprüfung der Normalverteilung

erfolgte nach D’Agostino and Pearson’s omnibus Normalverteilungstest. Für

denVergleich der normal verteiltenWertewurde der gepaarte t-Test verwen-
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det. Bei erfolglosemNormalverteilungstest wurde derWilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Test angewendet. Unterschiede zwischen den Ergebnissen der einzel-

nen Gruppen wurden durch die ANOVA-Testung näher exploriert. Auf die

ANOVA-Testung folgten post-hocMehrfach-Vergleiche nach der Tukeys Tes-

tung. Die Intraklassen-Korrelationsanalyse (ICC)wurde für jedeGruppe durch-

geführt, um die Übereinstimmung der einzelnen Messungen abzuschätzen.

Für die graphische Darstellung des Vergleichs der unterschiedlichen Mess-

methoden wurde das Bland-Altman-Diagramm verwendet. EBC Daten wur-

den im Vorfeld zentriert und normalisiert. Zusätzlich wurde eine 100-fache

Kreuzvalidierung für die Berechnung des Kreuzvaldierungswertes benutzt,

wobei 10 % der Daten als Test-Daten verwendet wurden.
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3. Ergebnisse

3.1. Volumen (Versuchsreihe 1)

3.1.1. Gerätevergleich

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem RTube™ bei ruhiger Atmung vergli-

chen mit dem ECoScreen Turbo signifikant mehr EBC Volumen gewonnen

wird (RTube™: 1,51± 0,09ml vs. ECoScreen Turbo: 1,05± 0,09ml, p < 0,001;

Abb. 3.1, links). Auch bei forcierter Atmungwurdenmit dem RTube™ signifi-

kant höhere EBCVolumina gemessen (RTube™: 2,11± 0,07ml vs. ECoScreen

Turbo: 1,37 ± 0,12ml, p < 0,001; Abb. 3.1, rechts).

3.1.2. Atemmuster

Die Gegenüberstellung der unterschiedlichen Atemmanöver zeigte, dass for-

cierte Atmung eine höhere Volumenausbeute erbrachte. Mit dem RTube™

wurden bei ruhiger Atmung durchschnittlich 1,51 ± 0,09ml EBC gemes-

sen. Nach forcierter Atmung konnte mit dem RTube™ signifikant mehr EBC

Volumen gewonnen werden (2,11 ± 0,07ml, p < 0,0001; Abb. 3.1, weiße

Balken). Mit dem ECoScreen Turbo wurde bei forcierter Atmung verglichen

mit Ruheatmung nicht signifikant mehr EBC Volumen gemessen (ruhige At-

mung: 1,05 ± 0,09ml vs. forcierte Atmung: 1,37 ± 0,12ml, p = 0,056; Abb.

3.1; graue Balken)
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Abbildung 3.1.:Mit dem RTube™ wurden bei ruhiger und forcierter At-

mung verglichen mit dem ECoScreen Turbo höhere EBC

Volumina gemessen (p < 0,001). Durch forcierte Atmung

konnte mit beiden Geräten mehr EBC gewonnen werden.

Beim RTube™ war der Unterschied zur Ruheatmung statis-

tisch signifikant (p < 0,0001).

3.1.3. Ventiliertes Volumen

Während der EBCGewinnung konntemit demECoScreen TurboGerät gleich-

zeitig das ventilierte Ausatemvolumen gemessen werden. Bei Anwendung

des RTube™ war dies nicht möglich. Es konnte gezeigt werden, dass das Aus-

atemvolumen durch forcierte Atmung um das 1,78fache gesteigert wird (for-

cierte Atmung: 282,9 ± 16,49 l vs. ruhige Atmung:

158,82 ± 15,05 l, p < 0,0001; Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2.: Forcierte Atmung bewirkte eine 1,78fache Steigerung des

ventilierten Atemvolumens (p < 0,0001).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mit dem RTube™ signi-

fikant mehr EBC produziert wird. Außerdem konnte mit forcierter Atmung

mehr EBCVolumen gewonnenwerden. Forcierte Atmung bewirkte eine 1,78fa-

che Steigerung des Ausatemvolumens.

3.2. pH (Versuchsreihe 1)

3.2.1. Gerätevergleich

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit dem RTube™

und ECoScreen Turbo bei Ruheatmung vergleichbare pH-Werte gemessen
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werden (RTube™: 8,38 ± 0,08 vs. ECoScreen Turbo: 8,41 ± 0,09, p = 0,46).

Die Intraklassen-Korrelationsanalyse zeigte einen Wert von 0,86 (95 % KI

0,55 bis 0,96) mit einer Unter- und Obergrenze der Übereinstimmung bei

−0,24 (95 % KI −0,41 bis −0,06) und 0,31 (95 % KI 0,13 bis 0,48; Abb. 3.3).

Die pH-Wert-Messung bei forcierter Atmung ergab für beide Geräte ähn-

lich gut übereinstimmende Werte. Bei forcierter Atmung wurde bei Anwen-

dung des RTube™ ein durchschnittlicher pH-Wert von 8,3 ± 0,08 gemessen.

Bei Anwendung des ECoScreen Turbo lag der durchschnittliche pH-Wert

bei 8,38 ± 0,1. Der Unterschied war dabei nicht signifikant (p = 0,17). Der

Intraklassen-Korrelationskoeffizient lag bei 0,84 (95 % KI 0,49 bis 0,96), die

Unter- und Obergrenze der Übereinstimmung bei −0,23 (95 % KI −0,43 bis
−0,03) und 0,37 (95 % KI 0,18 bis 0,57; Abb. 3.4).

3.2.2. Atemmuster

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche

Atemmuster den EBC pH-Wert nicht signifikant verändern. Dies konnte für

den ECoScreen Turbo mit sehr guter Übereinstimmung aufgezeigt werden.

Bei Ruheatmung wurde durchschnittlich ein EBC pH von 8,41± 0,09 gemes-

sen. Bei forcierter Atmung betrug der durchschnittliche EBC pH 8,38 ± 0,1.

Der Unterschiedwar dabei nicht signifikant (p = 0,39). Der Intraklassen-Kor-

relations-Koeffzient lag bei 0,92 (95 % KI 0,73 bis 0,98). Die Unter- und Ober-

grenze der Übereinstimmung lagen bei−0,27 (95 % KI−0,42 bis−0,12) und
0,2 (95 % KI 0,05 bis 0,35; Abb. 3.5). Bei Anwendung des RTube™ stimmten die

EBC pH-Werte nach ruhiger und forcierter Atmungmoderat überein (ruhige

Atmung: 8,38± 0,08 vs. forcierte Atmung: 8,3± 0,08, p = 0,33). Es wurde ein

Intraklassen-Korrelationskoeffzient von 0,61 (95 % KI 0,04 bis 0,88) ermittelt.

Die Unter- und Obergrenze der Übereinstimmung lagen bei −0,51 (95 % KI
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3.2. PH (VERSUCHSREIHE 1)

−0,79 bis−0,23) bzw. 0,36 (95 % KI 0,08 bis 0,64; Abb. 3.6). Insgesamt konn-

Abbildung 3.3.: Bei Ruheatmung zeigten der RTube™ und ECoScreen Turbo

vergleichbare pH-Werte.

te gezeigt werden, dass weder die Art des Gerätes noch das Atemmuster den

pH-Wert signifikant verändern. Die Intraklassen-Korrelationskoeffizienten

für die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Atemmanöver lagen bei 0,61

(RTube™) und 0,92 (ECoScreen Turbo). Dies zeigt eine moderate bis sehr gu-

te Übereinstimmung der Messergebnisse an. Die Intraklassen-Korrelations-

koeffizienten bezüglich der Vergleichbarkeit der Gerätschaften lagen bei 0,86

(Ruheatmung) und 0,84 (forcierte Atmung). Dies impliziert eine gute Über-

einstimmung der Messergebnisse.

47



Ergebnisse

Abbildung 3.4.: Bei forcierter Atmung zeigten der RTube™ und ECoScreen

Turbo vergleichbare pH-Werte.

3.3. Leitfähigkeit (Versuchsreihe 1)

3.3.1. Gerätevergleich

Im Gerätevergleich bezüglich der Leitfähigkeit zeigte sich bei ruhiger At-

mung kein statistisch signifikanter Unterschied (RTube™: 64,15± 12,25 µS/cm

vs. ECoScreen Turbo 80,6± 10,21 µS/cm, p = 0,087). Der Intraklassen-Kor-

relationskoeffizient lag bei 0,66 (95% KI 0,13 bis 0,9). Die Untergrenze der

Übereinstimmungwar−36,58 (95%KI−70,84 bis−2,31) und die obereGren-
ze lag bei 69,48 (95% KI 35,21 bis bis 103,74; Abb. 3.7). Bei forcierter At-

mungwurden für beideGeräte übereinstimmendeWerte gemessen (RTube™:

68,7 ± 7,02 µS/cm vs. ECoScreen Turbo 69,6 ± 7,14 µS/cm, p = 0,83). Der

Intraklassen-Korrelationskoeffizient betrug hierbei 0,84 (95% Konfidenzin-
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Abbildung 3.5.: Die untersuchten Atemmuster zeigten bei Verwendung des

ECoScreen Turbos im Hinblick auf den Zielparameter EBC

pH keine signifikanten Veränderungen.

tervall 0,48 bis 0,96). Die Unter- und Obergrenzen der Übereinstimmung la-

gen bei −24,73 (95% KI −41,28 bis −8,17) und 26,53 (95% KI 9,97 bis 43,08;

Abb. 3.8).

3.3.2. Atemmuster

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Atemmuster

die Leitfähigkeit nicht signifikant verändert. Im Durchschnitt zeigten die

mit dem RTube™ ermittelten Daten für ruhige und forcierte Atmung eine

gute Übereinstimmung (ruhige Atmung: 64,15 ± 12,25 µS/cm vs. forcier-

te Atmung: 68,7 ± 7,02 µS/cm, p = 0,55). Der Intraklassen-Korrelations-

koeffizient lag bei 0,74 (95% KI 0,26 bis 0,93). Bei einer Unter- und Ober-
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Abbildung 3.6.: Die untersuchten Atemmuster zeigten bei Verwendung des

RTube™s im Hinblick auf den Zielparameter EBC pH keine

signifikanten Veränderungen.

grenze der Übereinstimmung von −40,92 (95% KI −70,29 bis −11,54) und
50,01 (95% KI 20,64 bis 79,39; Abb. 3.9) liegen individuelle Größenschwan-

kungen vor. Bei Anwendung des ECoScreen Turbos konnte zwischen ru-

higer und forcierter Atmung ebenfalls kein statistisch signifikanter Unter-

schied gemessen werden (ruhige Atmung: 80,6 ± 10,21 µS/cm vs. forcierte

Atmung 69,6 ± 7,14 µS/cm, p = 0,11). Da der Intraklassen-Korrelationsko-

effizient bei 0,72 (95% KI 0,23 bis 0,92) lag, die Unter- und Obergrenzen der

Übereinstimmung −49,26 (95% KI −73,98 bis −24,54) und 27,26 betrugen,
liegen wiederum relativ hohe individuelle Größenschwankungen vor (95%

KI 2,54 bis 51,98; Abb. 3.10).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Geräte

undAtemmuster die Leitfähigkeit nicht signifikant verändern. Der Intraklassen-
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Korrelationskoeffizient repräsentiert moderate bis gute Übereinstimmung

(0,66 bis 0,84). Allerdings weisen die weiten Übereinstimmungsgrenzen auf

eine geringgradige Übereinstimmung der Messergebnisse hinsichtlich der

Vergleichbarkeit unterschiedlicher Apparaturen bei Ruheatmung sowie der

Vergleichbarkeit unterschiedlicher Atemmuster beim ECoScreen Turbo hin.

Abbildung 3.7.: Bei Ruheatmung wurde die Leitfähigkeit der beiden Gerä-

ten nicht statistisch signifikant verändert.

3.4. Proteinmessungen (Versuchsreihen 2 bis 5)

3.4.1. Gesamtproteinkonzentration (Versuchsreihe 2)

3.4.1.1. Gerätevergleich

Im Gerätevergleich wurde bei Verwendung des ECoScreen Turbo bei Ruhe-

atmung eine höhere Gesamtproteinkonzentration als bei Verwendung des
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Abbildung 3.8.: Bei forcierter Atmung wurde die Leitfähigkeit bei beiden

Geräten nicht statistisch signifikant verändert.

Abbildung 3.9.: Durch unterschiedliche Atemmuster wurde die Leitfähig-

keit bei Anwendung des RTube™ nicht signifikant verän-

dert.
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Abbildung 3.10.: Durch unterschiedliche Atemmuster wurde die Leitfähig-

keit bei Anwendung des ECoScreen Turbo nicht signifi-

kant verändert.

RTube™ gemessen (ECoScreen Turbo: (1,725± 0,695) µgml−1 vs. RTube™:

(1,470± 1,227) µgml−1, p = 0,56; Abb. 3.11, linke Balken). Der Unterschied

war jedoch nicht statistisch signifikant. Bei forcierter Atmung wurde mit

dem ECoScreen Turbo verglichen mit dem RTube™ zwar eine höhere Ge-

samtproteinkonzentration im EBC gemessen, der Unterschied war jedoch

ebenso nicht statistisch signifikant (ECoScreen Turbo: (2,617± 1,219) µgml−1

vs. RTube™: (1,827± 1,199) µgml−1, p = 0 23; Abb. 3.11, rechte Balken).

3.4.1.2. Atemmuster

Nach forcierter Atmung war im EBC eine höhere Gesamtproteinkonzen-

tration messbar. Bei Anwendung des ECoScreen Turbo lag nach forcierter

Atmung verglichen mit dem ruhigen Atemmuster eine statistisch signifi-

kant höhere Gesamtproteinkonzentration im EBC vor (forcierte Atmung:
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(2,617± 1,219) µgml−1 vs. ruhige Atmung: (1,715± 0,695) µgml−1; p <

0 05; Abb. 3.11, graue Balken). Mit dem RTube™ konnte durch forcierte At-

mung ebenfalls eine höhere Gesamtproteinkonzentration gewonnen wer-

den. Der Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant (forcierte

Atmung: (1,827± 1,199) µgml−1 vs. ruhigeAtmung: (1,470± 1,227) µgml−1,

p = 0,43).

Abbildung 3.11.: Bei Ruheatmung (R) und forcierter Atmung (F) wurde

kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem

RTube™ und dem ECoScreen Turbo festgestellt. Nach for-

cierter Atmung war im EBC eine höhere Gesamtprotein-

konzentrationen nachweisbar. Bei Anwendung des ECo-

Screen Turbo war dieser Unterschied statistisch signifi-

kant (p < 0 05)
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3.4.1.3. Normierung der Gesamtproteinkonzentration

Bei Anwendung des ECoScreen Turbo konnte mithilfe eines Spirometers

während des Messvorganges das Ausatemvolumen aufgezeichnet werden.

Nach Normierung der Gesamtproteinkonzentration bezüglich des ventilier-

ten Volumens ergaben sich bei ruhiger Atmung höhere normalisierte Ge-

samtproteinkonzentrationen als bei forcierter Atmung (ruhige Atmung:

(0,0141± 0,0067) µgml−1 l−1 vs. forcierte Atmung:

(0,0094± 0,0071) µgml−1 l−1; p < 0 05; Abb. 3.12).

Abbildung 3.12.: Bei der Normierung der Gesamtproteinkonzentration be-

züglich des ventilierten Volumens ergaben sich bei ruhi-

ger Atmung (R) höhere normalisierte Gesamtproteinkon-

zentrationen als bei forcierter Atmung (F) (p < 0,05)
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3.4.2. Gesamtproteinmenge (Versuchsreihe 2)

Für die Berechnung der Gesamtproteinmenge im EBC wurde die Gesamt-

proteinkonzentration mit dem EBC Volumen multipliziert.

3.4.2.1. Gerätevergleich

Beim Vergleich der beiden Geräte bezüglich der unter Ruhebedingungen

im EBC messbaren Gesamtproteinmengen zeigte sich kein statistisch signi-

fikanter Unterschied (ECoScreen Turbo: (1,7130± 0,7129) µg vs. RTube™:

(1,685± 1,084) µg; p = 0 95; Abb. 3.13, linke Balken). Auch bei forcierter

Atmung konnten mit dem ECoScreen Turbo keine signifikant höheren Ge-

samtproteinmengen im EBC gemessen werden als mit dem RTube™ (ECo-

Screen Turbo: (3,246± 1,545) µg vs. RTube™ (3,142± 1,850) µg; p = 0 89;

Abb. 3.13, rechte Balken).

3.4.2.2. Atemmuster

Es konnte gezeigt werden, dass bei forcierter Atmung sowohl bei Anwen-

dung des ECoScreen Turbo als auch des RTube™ höhere Gesamtproteinmen-

gen im EBC gemessen werden. Nach ruhiger Atmung wurde mit dem RTu-

be™ eine durchschnittliche Gesamtproteinmenge von (1,685± 1,084) µg im

EBCgemessen, nach forcierter Atmung betrug die Gesamtproteinmenge durch-

schnittlich (3,142± 1,850) µg. Der Unterschied war dabei statistisch signifi-

kant (p < 0,05) (Abb. 3.13, weiße Balken). Bei Anwendung der ECoScreen

Turbo war nach forcierter Atmung ebenfalls statistisch signifikant mehr Ge-

samtprotein im EBC nachweisbar (forcierte Atmung: (3,246± 1,545) µg vs.

ruhige Atmung: (1,7130± 0,7129) µg; p < 0 005; Abb. 3.13, graue Balken).
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3.4. PROTEINMESSUNGEN (VERSUCHSREIHEN 2 BIS 5)

Abbildung 3.13.: Forcierte Atmung erhöhte sowohl beim ECoScreen Turbo

als auch bei Anwendung des RTube™ signifikant die Ge-

samtproteinmenge im EBC (ECoScreen Turbo: p < 0,005;
RTube™: p < 0 05). Das Gerät selbst hatte keinen Einfluss
auf die Gesamtproteinmenge.

3.4.2.3. Normierung der Gesamtproteinmenge

Nach Normierung der Gesamtproteinmenge bezüglich des ventilierten Vo-

lumens zeigte sich, dass die absolute Proteinmenge pro ventiliertes Atem-

volumen bei forcierter Atmung nicht signifikant höher war als bei ruhi-

ger Atmung (forcierte Atmung: (0,0121± 0,0088) µg l−1 vs. ruhige Atmung:

(0,0155± 0,0117) µg l−1; p = 0 13; Abb. 3.14).

57



Ergebnisse

Abbildung 3.14.: Nach Normierung der Gesamtproteinmenge bezüglich

des ventilierten Atemvolumens fand sich kein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen forcierter Atmung

und Ruheatmung.

3.4.3. Messung spezifischer Proteine

3.4.3.1. Club Cell Protein und Surfactant Protein A (Versuchsreihe

3)

Bei über der Hälfte der Messungen lagen die gemessenen Konzentrationen

des Club Cell Proteins und das Surfactant Proteins A unterhalb der Nach-

weisgrenze. Auch durch Beschichtung der Sammelgefäßemit 1 % BSA in PBS

und Konzentrierung der EBC Proben (Lyophilisierung) ließen sich keine ver-

lässlichen Ergebnisse erzielen. Auch in den Western Blot Untersuchungen

ist es nicht gelungen SP-A und CCP reproduzierbar im EBC zu detektieren.
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3.4. PROTEINMESSUNGEN (VERSUCHSREIHEN 2 BIS 5)

3.4.3.2. Alpha-1-Antitrypsin (Versuchsreihe 4)

Hierfür wurde EBC sowohl mit dem RTube™ als auch mit dem ECoScreen

Turbo gewonnen. Die Sammelgefäße waren nicht beschichtet.

Konzentration Im Gerätevergleich war bei Verwendung des RTube™ bei

Ruheatmung tendenziell eine höhere Alpha-A-Antitrypsin (AAT) Konzen-

tration als bei Verwendung des ECoScreen Turbo messbar. Der Unterschied

war dabei aber nicht statistisch signifikant (RTube™: (453,2± 542,0) pgml−1

vs. ECoScreen Turbo: (293,2± 274,8) pgml−1; p = 0 742; Abb. 3.15, links

oben graue Balken).

Nach forcierter Atmung wurden mit dem ECoScreen Turbo verglichen

mit dem RTube™ tendenziell höhere AAT Konzentrationen im EBC gemes-

sen. Der Unterschied war dabei allerdings nicht statistisch signifikant (ECo-

Screen Turbo: (1360± 1009) pgml−1 vs. RTube™: (248,8± 317,1) pgml−1,

p = 0 156; Abb. 3.15, links oben, weiße Balken).

Bei Betrachtung des Atemmusters zeigten sich folgende Ergebnisse: Nach

forcierter Atmung wurden bei Anwendung des ECoScreen Turbo verglichen

mit dem ruhigen Atemmuster statistisch signifikant höhere AAT Konzentra-

tionen imEBCgemessen (F: (1360± 1009) pgml−1 vs. R: (293,2± 274,8) pgml−1;

p = 0 0078; Abb. 3.15, links oben). Bei Anwendung des RTube™ lagen nach

forcierter Atmung verglichen mit dem ruhigen Atemmanöver tendenziell

geringere AAT Konzentration im EBC vor (R: (453,2± 542,0) pgml−1 vs. F:

(248,5± 317,7) pgml−1; p = 0 5625, Abb. 3.15, links oben).

Normierte Konzentration Nach Normierung der AAT Proteinkonzen-

tration bezüglich des ventilierten Volumens zeigte sich bei forcierter At-

mung pro ventiliertes Ausatemvolumen eine signifikant höhere Proteinkon-

zentration im Vergleich zur Ruheatmung (F: (4,371± 3,096) pgml−1 l−1 vs.
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R: (1,825± 1,212) pgml−1 l−1; p = 0 039, Abb. 3.15, rechts oben).

Absolute Proteinmenge Nach Berechnung der absoluten AAT Mengen

zeigten sich die Ergebnisse nahezu unverändert. Beim Vergleich der Ge-

räte konnte gezeigt werden, dass bei Ruheatmung mit dem RTube™ eine

etwas höhere AAT Menge im EBC erzielt werden konnte, wobei der Un-

terschied nicht statistisch signifikant war (RTube™: (425,2± 502,7) pg vs.

ECoScreen Turbo: (308,8± 293,2) pg; p = 1,0; Abb. 3.15, links unten graue

Balken). Bei forcierter Atmung wurde mit dem ECoScreen Turbo vergli-

chen mit dem RTube™ tendenziell höhere Proteinkonzentrationen von AAT

im EBC gemessen. Der Unterschied war dabei allerdings ebenso nicht sta-

tistisch signifikant (ECoScreen Turbo: (1360± 1009) pgml−1 vs. RTube™:

(248,8± 317,1) pgml−1, p = 0 156; Abb. 3.15, links unten, weiße Balken).

Bei Betrachtung des Atemmusters zeigten sich folgende Ergebnisse: Bei

Anwendung des ECoScreen Turbo wurden nach forcierter Atmung vergli-

chen mit dem ruhigen Atemmuster statistisch signifikant höhere AAT Men-

gen im EBC gemessen (F: (2122± 1686) pg vs. R: (308,8± 293,2) pg; p =

0 0078; Abb. 3.15, links unten). Mit dem RTube™ wurde durch forcierte At-

mung verglichen mit dem ruhigen Atemmanöver allerdings eine geringere

AAT Konzentration im EBC gemessen, wobei der Unterschied nicht statis-

tisch signifikant war (R: (425,2± 502,7) pg vs. F: (357,2± 449,0) pg; p =

0 8438, Abb. 3.15, links unten).

Normierte absolute Proteinmenge Auch nach Normierung der abso-

luten Mengen von AAT im EBC konnte gezeigt werden, dass bei forcierter

Atmung pro Ausatemvolumen statistisch signifikant höhere Proteinmengen

vonAAT imEBCmessbar sind als nach Ruheatmung (F: (6,714± 5,187) pg l−1

vs. R: (1,908± 1,261) pg l−1; p = 0 027, Abb. 3.15, rechts unten).
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3.4.3.3. Alpha-1-Antitrypsin (Versuchsreihe 5)

Hierfür wurde EBC ausschließlichmittels ECoScreen Turbo gewonnen.Wei-

terhin waren die Sammelgefäße des ECoScreen Turbo sowie die Eppendorf

Cups mit 1 % BSA in PBS beschichtet.

AAT Konzentration Es konnte gezeigt werden, dass nach forcierter At-

mung statistisch signifikant höhere AAT Konzentrationen im EBC messbar

sind

(F: (2439± 1358) pgml−1 vs. R: (1056,0± 759,9) pgml−1; p < 0,005; Abb. 3.16,

links oben).

NormierteKonzentration NachNormierung derAATKonzentration be-

züglich des ventilierten Atemvolumens zeigte sich nach forcierter Atmung

ein Trend zu höheren Proteinkonzentrationen, allerdings war dieser Un-

terschied nicht statistisch signifikant (F: (9,056± 5,300) pgml−1 l−1 vs. R:

(6,148± 4,523) pgml−1 l−1; p = 0 08, Abb. 3.16, rechts oben).

Absolute Proteinmenge Auch bei der Berechnung der absoluten Menge

von Alpha-1 Antitrypsin zeigte sich, dass durch forcierte Atmung statistisch

signifikant höhere Proteinmengen imEBCnachweisbar sind (F: (3608± 2724) pg

vs. R: (1159,0± 864,3) pg; p < 0 005, Abb. 3.16, links unten).

Normierte absolute Proteinmenge NachNormierung der absolutenMen-

ge von AAT bezüglich des ventilierten Atemvolumens zeigte sich nach for-

cierte Atmung signifikant mehr AAT im EBC als nach Ruheatmung

(F: (13,43± 10,38) pg l−1 vs. R: (6,643± 4,908) pg l−1; p < 0 05, Abb. 3.16,

rechts unten). Zusammenfassend ist zur Proteinmessung anzumerken, dass
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sich die Ergebnisse je nach angewendeter Auswertungsmethode (Konzentra-

tion, Konzentration pro ventiliertes Volumen, absolute Proteinmenge, ab-

solute Proteinmenge pro ventiliertes Volumen) teilweise anders präsentie-

ren. Weiterhin konnte für die AAT-Messung im EBC gezeigt werden, dass

bei Verwendung beschichteter Sammelgefäße signifikant höherer AAT Kon-

zentrationen im EBC gemessen werden können als bei Verwendung unbe-

schichteter Sammelgefäße (3,6fach höhere Konzentration bei Ruheatmung,

bzw. 1,79fach höhere Konzentration bei forcierter Atmung).
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Abbildung 3.15.: Darstellung der AAT Messungen (unbeschichtete Sam-

melgefäße) auf unterschiedliche Arten: Durch forcierte

Atmung können bei Anwendung des ECoScreen Turbo

statistisch signifikant höhere AAT Konzentrationen (p =
0 0078) sowie absolute AAT Mengen (p = 0,0078) im
EBC gemessen werden. Dies gilt auch für die pro Aus-

atemvolumen normierten AAT Konzentrationen (p =
0 039) und absoluten Mengen (p = 0 027) im EBC. Bei

Verwendung des RTube™ werden bei forciertem Atem-

manöver verglichen mit der forcierten Atmung geringe-

re Konzentrationen/Mengen von AAT im EBC gemessen.

Die Unterschiede waren dabei aber nicht statistisch signi-

fikant.

63



Ergebnisse

Abbildung 3.16.: Darstellung der AAT Messungen (beschichtete Sammel-

gefäße) auf unterschiedliche Arten: Es zeigte sich, dass

durch forcierte Atmung eine signifikant höhere AAT

Konzentration (p < 0,005), absolute AAT Menge (p <
0,005) sowie normierte AAT Menge (p < 0,05) erreicht
wird. Nach Normierung der AAT Konzentration bezüg-

lich des ventilierten Atemvolumens zeigte sich nach for-

cierter Atmung ein Trend zu höheren Proteinkonzentra-

tionen.
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4. Diskussion

In der Literatur finden sich zahlreiche Arbeiten, die sich mit technischen

Aspekten zur Methodik von Atemwegskondensat befassen. Im Fokus ste-

hen dabei u.a. Effekte unterschiedlicher Kondensationstemperaturen (Vyas

et al., 2012; Goldoni et al., 2005; Czebe et al., 2008) und Oberflächenbeschaf-

fenheiten der Kondensationsflächen (Whittaker et al., 2011; Hoffmeyer et al.,

2009b; Rosias et al., 2008; Liu et al., 2007; Rosias et al., 2006) hinsichtlich der

Detektierbarkeit von biologischenMediatoren. Die Autoren führten ihre Ex-

perimente dabei meist mit dem ECoScreen, dem RTube™ oder mit selbst

konzipierten Geräten durch und erhoben so ihre Vergleichsdaten. Bislang

wurden allerdings keine Studien publiziert, die die beiden kommerziell er-

hältlichen Geräte ECoScreen Turbo und RTube™ vergleichen. Anhand der

Zielparameter Volumen, Leitfähigkeit, pH und Gesamtproteinkonzentration

wurde in der vorliegendenArbeit überprüft, ob die beiden Geräte in der Ana-

lyse von Atemwegskondensat vergleichbar sind. Darüber hinaus wurde die

Frage gestellt, ob unterschiedliche Atemmuster die Zusammensetzung des

Atemwegskondensats beeinflussen.
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4.1. Volumen

4.1.1. Gerätevergleich

Bei Anwendung des RTube™ konnten während ruhiger und forcierter At-

mung verglichen mit dem ECoScreen Turbo stets signifikant höhere EBC-

Volumina produziert werden. In der Literatur finden sich für das Vorläu-

fermodell des ECoScreen Turbo diesbezüglich gegensätzliche Angaben. Ver-

schiedene Arbeitsgruppen publizierten, dass mit dem RTube™ eine geringe-

re Volumenausbeute erreicht werde als mit dem ECoScreen (Czebe et al.,

2008; Liu et al., 2007; Soyer et al., 2006). Andere Arbeitsgruppen dagegen

erhielten mit dem ECoScreen eine geringere Ausbeute. Ursächlich können

folgende Überlegungen in Betracht gezogen werden. Die genannten Appa-

raturen unterscheiden sich neben ihrem Aufbau in ihren Kondensations-

temperaturen und -oberflächen. Es ist bekannt, dass bei einer niedrigeren

Kondensationstemperatur mehr Kondensat entsteht (Vyas et al., 2012; Gold-

oni et al., 2005). Der ECoScreen Turbo zeichnet sich durch eine konstante

Temperatur von ca. −4 ◦C aus. Der ECoScreen hingegen weist eine kon-

stant kühlere Kondensationstemperatur von −10 ◦C aus. Der RTube™ da-

gegen verfügt nicht über eine konstante Kondensationstemperatur. Die an-

fängliche Kondensationstemperatur liegt bei−20 ◦C und erreicht nach zehn

minütiger Messzeit etwa −10 ◦C. Bezogen auf die Gesamtmesszeit zeichnen

sich der RTube™ und die ECoScreen-Geräte Geräte also durch unterschied-

liche Temperaturkurven aus. Der niedrigeren Starttemperatur des RTube™

steht die konstante Temperatur der ECoScreen-Geräte gegenüber. Ein wei-

terer Aspekt ist der Aufbau der Sammelsysteme. Im ECoScreen Turbo wird

der Luftstrom vom Mundventil über einen leicht gebogenen Schlauch zum

Sammelgefäß geleitet und entweicht dort durch ein neben dem Einlass an-
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gebrachtes Druckventil. Im RTube™ dagegen ist das Mundventil im 90 °-

Winkel zum Sammelsystem, die Luft wird also an die Wand geleitet und

führt so möglicherweise zu einem turbulenterem Flussprofil innerhalb des

Sammelzylinders. Dadurch wird der Kontakt der Ausatemluft mit der Kon-

densationsoberfläche zusätzlich verstärkt, sodass mehr EBC kondensieren

kann. Der RTube™ hat im Vergleich zum ECoScreen Turbo außerdem kein

komplexes Schlauchsystem, durch das die Ausatemluft zur Kondensations-

oberfläche geleitet wird. Es ist nicht auszuschließen, dass es hier innerhalb

des Schlauchsystems zu Volumenverlusten kommt. Ein möglicherweise viel

stärkerer Effekt ist die unterschiedliche Kondensationsfläche der untersuch-

tenGeräte. Bereits Hoffmeyer et al. (2009b); Rosias et al. (2008) konnten einen

Zusammenhang zwischen Kondensationsfläche und EBC-Volumen zeigen.

Auch die vorliegenden Ergebnisse stützen dies. Während das Sammelgefäß

im ECoScreen Turbo eine gekühlte Innenfläche von etwa 190 cm2 besitzt,

ist die entsprechende Fläche im RTube™ mit etwa 279 cm2 um das 1.5fache

größer. In der vorliegenden Arbeit entspricht dies auch in etwa dem Unter-

schied in der Volumenausbeute. Somit kann die höhere Volumenausbeute

beim RTube™ auf die größere Kondensationsoberfläche zurückgeführt wer-

den.

4.1.2. Atemmuster

In einer zweiten Fragestellung wurde der Einfluss des Atemmusters auf das

Volumen des Atemwegskondensats untersucht. Es konnte gezeigt werden,

dass forcierte Atmung unabhängig von der Art des Gerätes größere EBC

Volumina produziert. Weiterhin lässt sich aus den Daten des ECoScreen Tur-

bo feststellen, dass forciertes Atmen im Vergleich zur Ruheatmung ein um

das 1,78fache gesteigertes gesamtes ventiliertes Atemvolumen ergibt. Dar-
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aus lässt sich schlussfolgern, dass ein gesteigertes ventiliertes Volumen ei-

ne höhere EBC Volumenausbeute bedingt. In der Literatur finden sich ver-

gleichbare Ergebnisse. In einer Arbeit von Schleiss et al. (2000), in der die Ab-

hängigkeit des Hydrogenperoxid-Gehalts im Atemwegskondensat von der

exspiratorischen Flussrate untersucht wurde, zeigte sich eine Steigerung des

EBC-Volumens bei Erhöhung des exspiratorischen Flusses. Gessner et al.

(2001) demonstrierten, dass das Kondensatvolumen in erster Linie von dem

ventilierten Volumen abhängig zu sein scheint. Sie konnten eine starke Kor-

relation zwischen Atemkondensat und ventiliertem Volumen aufzeigen. Mc-

Cafferty et al. (2004) gingen der Frage nach, inwiefern unterschiedlicheAtem-

zug- und Atemminutenvolumina unter anderem Einfluss auf die gewonnen

EBC-Volumina haben. Auch diese Arbeitsgruppe bestätigte, dass bei einem

Atemzugvolumen> 1000ml sowie einemAtemminutenvolumen> 15 lmin−1

mehr EBC gewonnen wird. Ebenso gelang es Liu und Thomas (2007) bei

gesunden Probanden, COPD Patienten und Asthma Patienten einen signifi-

kanten Zusammenhang zwischen EBC Volumina und Atemzug- bzw. Atem-

minutenvolumen herzustellen. Zwei weitere Arbeitsgruppen untersuchten

die Abhängigkeit des EBC Volumens vom Atemmuster. Gajdocsi et al. (2011)

forderten 16 gesunde Probanden auf, über 10 Minuten mit einem gesteiger-

ten Atemzugvolumen zu atmen. Verglichen mit der EBC Volumenausbeute

unter Ruheatmung konnte dabei signifikant mehr EBC gewonnen werden.

Debley et al. (2011) konnten bei Asthma-Patienten zeigen, dass durch die

Verdoppelung des Atemminutenvolumens signifikant mehr EBC gewonnen

wird.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Verwendung unter-

schiedlicherMessaufbauten zurGewinnung vonAtemwegskondensat zu un-

terschiedlichen EBC-Volumina führt. Der RTube™ erreichte signifikantmehr

EBC Volumen. Durch ein forciertes Atemmuster lässt sich unabhängig von
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der Art des Gerätes signifikant mehr EBC gewinnen.

4.2. Leitfähigkeit

In dieser Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass die Leitfähigkeit im EBC

durch unterschiedliche Gerätschaften und Atemmanöver nicht statistisch si-

gnifikant verändert wird.

4.2.1. Gerätevergleich

Mit dem ECoScreen Turbo und RTube™ wurden sowohl bei ruhigem als

auch forciertem Atemmuster vergleichbare Leitfähigkeits-Werte gemessen.

Die bisher in der Literatur veröffentliche Daten zur Leitfähigkeitsmessung

in nativen EBC Proben (keine Lyophilisierung oder Vaukuumverdampfung

der EBC Proben vor Messung) bestätigten die in der vorliegenden Arbeit ge-

messenen Daten bei Ruheatmung. So ermittelten Dressel et al. (2010) in EBC

Proben von gesunden Probanden eine durchschnittliche Leitfähigkeit von

(71,0± 34,9) µS cm−1. Die EBC Proben wurden dabei mit dem ECoScreen

gewonnen. Koczulla et al. (2010b) fand bei gesunden Probanden nach ruhi-

ger Atmung vergleichbare Messergebnisse. In dieser Studie wurde zur EBC

Gewinnung der RTube™ eingesetzt. Bikov et al. (2012) verwendeten in ih-

rer Arbeit zur Gewinnung von Atemwegskondensat ebenfalls den RTube™.

Insgesamt wurde die Leitfähigkeit im EBC von 7 gesunden Probanden ge-

messen. Diese lag im Mittel bei 52,659 µS cm−1. Für den ECoScreen Turbo

DECCS liegen derzeit keine Vergleichsdaten vor. Vyas et al. (2012) gingen

der Frage nach, ob sich unterschiedliche Kondensationstemperaturen auf die

Analyse des Atemwegskondensats auswirken. Sie untersuchten dabei die

Parameter EBC Volumen, Gesamtproteinkonzentration, Hydrogenperoxid,
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die Nitratkonzentration sowie die Leitfähigkeit. Als Sammelgerät wurde die

von Liu undThomas (2007) beschriebene Apparatur aus Glas verwendet. Als

Kühlelement wurde zum einen Wasser mit einer Temperatur von 4 ◦C ver-

wendet. In einem zweiten Versuchsaufbau wurde trockenes Eis (−20 ◦C) als

kühlendes Element benutzt. 20 gesunde Probanden wurden aufgefordert 10

Minuten ruhig zu atmen. Die Messung wurde jeweils mit beiden Aufbauten

durchgeführt. Für die Messung der Leitfähigkeit wurden 800 µl EBC zuvor

lyophilisiert und anschließend mit 800 µl deionisiertem Wasser resuspen-

diert. Anschließend erfolgte die Messung der Leitfähigkeit. Es konnte dabei

gezeigt werden, dass sich die Mittelwerte zwischen beiden Versuchsaufbau-

ten sehr ähnelten ((18,78± 6,71) µS cm−1 bei einer Temperatur von 4 ◦C vs.

(15,32± 6,28) µS cm−1 bei einer Temperatur von −20 ◦C).

4.2.2. Atemmuster

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Leitfähigkeit im EBCnach forciertem

Atemmuster nicht veränderte. In der Literatur finden sich bislang nur we-

nige Arbeiten, die den Einfluss unterschiedlicher Atemmuster auf die Leit-

fähigkeit untersucht haben. Lediglich Debley et al. (2011) untersuchten bei

erwachsenen stabilen Asthma-Patienten den Verdünnungsfaktor des epithe-

lialen Flüssigkeitsfilms im EBC durch Messung der Leitfähigkeit. Die EBC

Gewinnung erfolgte dabei unter anderem auch bei gesteigertem Atemmi-

nutenvolumen. Als Sammelgerät wurde der EcoScreen verwendet. Der über

die im EBC gemessene Leitfähigkeit geschätzte Verdünnungsfaktor war da-

bei nach gesteigertem Minutenvolumen nicht verändert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Leitfähigkeit im EBC

als stabiler Parameter gewertet werden kann, da sie weder vom Gerät noch

von unterschiedlichen Atemmanövern beeinflusst wird.
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4.3. pH

4.3.1. Gerätevergleich

Bezüglich der Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Messaufbauten konn-

te gezeigt werden, dass mit dem RTube™ und dem ECoScreen Turbo ver-

gleichbare pH-Werte gemessen werden. Koczulla et al. (2010a) publizierten

für den RTube™ bei identischer Messmethode (20 minütige Entgasung der

EBC-Proben mit Argon) vergleichbare pH-Werte. Selbst bei Unterschieden

in der Durchführung der pH- Bestimmung wird bei gesunden Probanden bei

Anwendung des RTube™ im Median ein pH-Wert von 8,0 gemessen (Prie-

to et al., 2007; Paget-Brown et al., 2006; Soyer et al., 2006). Für die pH-Werte

der mit dem ECoScreen Turbo gesammelten Proben gibt es bislang noch we-

nig Vergleichsliteratur. Hoffmeyer et al. (2014) ermittelten in ihrer Studie den

pH-Wert im EBC von 10 gesunden Probanden im Alter von 21 bis 29 Jahren.

Die Probanden atmeten für 10Minuten ruhig ein und aus. Vor Durchführung

der pH-Messung wurden die EBC Probanden 10 Minuten mit Argon entgast.

Die anschließend gemessenen pH-Werte lagen imMittel bei (7,454± 0,028)

Goldoni et al. (2013) untersuchten u.a. von 39 gesunden Nichtrauchern den

pH-Werte im EBC. Die Probanden atmeten 15Minuten ruhig ein und aus. Die

EBC Proben wurden vor Messung des pH-Wertes ebenfalls 10 Minuten lang

mit Argon entgast. Der ermittelte Median Wert der gemessenen pH-Werte

lag bei 8,05.

Bisherige Vergleichsarbeiten bezogen sich auf die Anwendung der Vor-

läufermodelle des ECoScreen Turbo, den EcoScreen I und II. Dabei ist an-

zumerken, dass der EcoScreen I aufgrund technischer Mängel mittlerwei-

le nicht mehr produziert wird (Konstantinidi et al., 2015). Umso wichtiger

ist die vergleichende Untersuchung des Nachfolgermodells ECoScreen Tur-
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bo hinsichtlich elementarer Zielparameter in der EBC-Forschung. In diesem

Zusammenhang ist insbesondere die Reproduzierbarkeit des pH-Wertes ent-

scheidend, da der pH im EBC als potentiell relevanter nichtinvasiv gewinn-

barer unspezifischer Inflammationsmarker diskutiert wird (Kane et al., 2009;

Ferrazzoni et al., 2009; Carpagnano et al., 2004).

4.3.2. Atemmuster

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche

Atemmanöver keine signifikanten Veränderungen des pH-Wertes bewirken.

Dies gilt sowohl für den RTube™ als auch für den ECoScreen Turbo. In

der Literatur finden sich diesbezüglich vergleichbare Angaben für den RTu-

be™. Für den ECoScreen Turbo gibt es bislang noch keine Vergleichsdaten.

Vaughan et al. (2003) konnten bei Anwendung des RTube™ sowohl bei Hy-

perventilation als auch bei Hypoventilation keine veränderten pH-Werte

nachweisen. McCafferty et al. (2004) untersuchten mit dem EcoScreen, ob

unterschiedliche Atemzugvolumina (1500ml, 759ml) und unterschiedliche

Atemminutenvolumina (7,5 lmin−1, 15,0 lmin−1 and 22,5 lmin−1) Abwei-

chungen im pH-Wert zur Folge haben könnten. Auch diese Arbeitsgruppe

schlussfolgerte, dass das Atemmuster keinen Einfluss auf den EBC pH-Wert

nimmt. Die Überlegung, dass Hyperventilation zu veränderten pH-Werten

führen könnte, ist durchaus berechtigt. Es ist bekannt, dass der pH-Wert im

Ausatemkondensat durch die Konzentration volatiler und nicht volatiler Be-

standteile bestimmt wird (Effros et al., 2006; Wells et al., 2005; Dwyer, 2004).

Unter der Annahme, dass durch forcierte Atmung eine höhere Konzentra-

tion von alveolärem und endobronchialem CO2 und konsekutiv mehr H+

und HCO –
3 Ionen im EBC erreicht wird, lässt sich ein veränderter pH-Wert

schlussfolgern. Diese Hypothese kann allerdings weder durch die vorliegen-
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de noch durch frühere Arbeiten bestätigt werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert im EBC ein

stabiler und robuster Parameter ist. Weder unterschiedliche Messmanöver

nochMessaufbauten führen zu signifikant veränderten pH-Werten. Generell

muss bei der Gegenüberstellung publizierter pH-Werte allerdings die unter-

schiedliche Aufbereitung der EBC Probe vor der pH Messung berücksich-

tig werden. Findet die pH-Messung bei einem standardisierten pCO2 Gehalt

im EBC von 5,33 kPa statt, werden weitaus niedrigere pH-Werte gemessen

(Kullmann et al., 2007; Czebe et al., 2008; Antus et al., 2010; Hoffmeyer et al.,

2015) Wird im Vorfeld der pH-Analyse auf eine Deareation mit Argon ver-

zichtet, werden ebenfalls niedrigere pH-Werte im EBC gemessen, da keine

Entfernung von CO2 stattfindet (Prieto et al., 2007). Es wird vielfach dis-

kutiert, dass die Durchflutung der EBC-Proben mit dem inerten Argon zu

stabilen Messergebnissen bei der pH-Messung führte (Horvath et al., 2005).

Dabei beeinflussen sowohl die Zeitdauer der Begasung mit Argon als auch

die technische Durchführung der Begasung die Messergebnisse. Lin et al.

(2011) verglichen in ihrer Arbeit unter anderem die EBC pH-Werte in Ab-

hängigkeit von der Begasungsmethode. So wurde einmal der Argonstrom

mit 400mlmin−1 auf die Oberfläche der EBC Probe gerichtet, während bei

der anderen Begasungsvariante das Gas durch die Lösung geblasen wur-

de. Die Begasungsdauer betrug 600 Sekunden. Beim Vergleich der beiden

Methoden wurden nach 60 Sekunden Begasung signifikant unterschiedliche

pH-Werte gemessen. Nach 300 Sekunden zeigten beide Methoden vergleich-

bare pH-Werte an. In der Zeitspanne von 300 bis 600 Sekunden blieben die

pH-Werte bei beiden Methoden stabil. Darüber hinaus konnte gezeigt wer-

den, dass sich mit der oberflächlichen Begasung bereits nach 60 Sekunden

ein stabiler pH-Wert einstellte, während dies mit der anderen Methode erst

nach 300 Sekunden der Fall war. Prieto et al. (2011) verglichen EBC pH-Werte
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nach 2min, 4min and 8min Begasung mit Argon. Es konnte gezeigt wer-

den, dass der pH-Wert nach 4 minütiger Begasung signifikant weniger sauer

war als nach 2 Minuten. Hingegen veränderte sich der pH-Wert zwischen

4 und 8 Minuten nicht mehr signifikant. Die Arbeitsgruppe postulierte folg-

lich, dass die EBC Proben vier Minuten mit Argon begast werden sollten, um

stabile pH-Werte zu erhalten.

4.4. Proteinmessungen

In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Sammelgeräte beim

Nachweis verschiedener Biomarker im EBC unterschiedlich effektiv sind

(Hoffmeyer et al., 2009a; Rosias et al., 2008; Soyer et al., 2006; Leung et al.,

2006; Rosias et al., 2006). Ursächlich können dafür Unterschiede in der Kon-

densationstemperatur oder in denOberflächenbeschaffenheiten der Konden-

sationsflächen sein (Kazani und Israel, 2010). Zudem scheinen auch bioche-

mische Eigenschaften von Biomarkern, z.B. Temperaturempfindlichkeit oder

Adsorptionsverhalten, die Nachweisbarkeit im EBC zu beeinflussen (Vyas

et al., 2012; Davidsson und Schmekel, 2010). Erkenntnisse über die Vergleich-

barkeit von Geräten bei der Analyse von Zielparametern im EBC sind für

die Reproduzierbarkeit der Messdaten von großer Bedeutung.

4.4.1. Gesamtproteinkonzentration

4.4.1.1. Gerätevergleich

Bislang gibt es keine Arbeit, die den RTube™ mit dem ECoScreen Turbo

bezüglich der Gesamtproteinkonzentration vergleichend untersucht. In der

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Gerätevergleich bei der

Gesamtproteinkonzentration nach Ruheatmung kein statistisch signifikan-
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ter Unterschied zu beobachten ist. Die in Ruheatmung mit dem RTube™ und

ECoScreen Turbo bestimmten Gesamtproteinkonzentrationen liegen im Be-

reich der für den RTube™ und ECoScreen gemessenen Literaturwerte bei

gesunden Nichtrauchern (Czebe et al., 2008; Bloemen et al., 2007; McCaf-

ferty et al., 2004; Gessner et al., 2001). Goldoni et al. (2013) ermittelten von

39 gesunden Probanden (Nichtraucher) die Gesamtproteinkonzentration im

EBC, nachdem sie 15 Minuten ruhig ein und ausatmeten. Als Sammelgerät

wurde der ECoScreen Turbo verwendet. Die dabei gemessenen Konzentra-

tionen lagen bei 0,7mg l−1. Die im Anhang abgebildete Tab. A.6 gibt eine

Übersicht über die bislang für unterschiedliche Messapparaturen publizier-

ten Gesamtproteinkonzentrationen. Bei dem untersuchten Kollektiv handel-

te es sich jeweils um gesunde Nichtraucher. Die Messungen erfolgten bei

ruhigem Atemmuster. Insgesamt liegen die Messergebnisse aller Geräte in

einer ähnlichen Größenordnung.

4.4.1.2. Atemmanöver

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Gesamtproteinkonzentrati-

on bei forcierter Atmung bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass nach

forcierter Atmung eine höhere Gesamtproteinkonzentration im Atemwegs-

kondensat messbar ist. Bei Anwendung des ECoScreen Turbo war nach for-

cierter Atmung im Vergleich zu ruhiger Atmung eine signifikant höhere Ge-

samtproteinkonzentration nachweisbar. Das forcierte Atemmanöver konnte

beim ECoScreen Turbo anhand eines Atemflussgerätes kontrolliert werden

und zeigte ein 1.78fach gesteigertes Ausatemvolumen. Möglicherweise führt

forcierte Atmung durch Kompression der Atemwege zu stärkeren Abscher-

kräften an den Bronchialwänden. Dadurch kann vermehrt Protein vom epi-

thelialen Flüssigkeitsfilm der Bronchialwände abgelöst werden und in die
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Ausatemluft gelangen (Almstrand et al., 2010). Folglich kann nach forcierter

Atmung eine höhere Proteinkonzentration gemessen werden. Eine weitere

Theorie besagt, dass die durch hohe Atemstromgeschwindigkeiten ausgelös-

ten Turbulenzen vor allem im Bereich der proximalen Atemwege die Aer-

solentstehung begünstigen (Scheideler et al., 1993). Diese Annahme kann

die gemessene höhere Gesamtproteinkonzentration nach forcierter Atmung

ebenfalls erklären. Es ist davon auszugehen, dass forcierte Atmung zu einer

höheren Atemflussgeschwindigkeit im Atemtrakt führt und damit die Tur-

bulenzen verstärkt. Demzufolge kann mehr Protein von den Bronchialwän-

den, insbesondere bei den Aufzweigungen der Bronchien, losgelöst werden,

in die Ausatemluft gelangen und in einer höheren Konzentration im EBC ge-

messen werden. Mit dem ECoScreen Turbo konnte nach forcierter Atmung

signifikant mehr Protein detektiert werden. Eine mögliche Erklärung hierfür

ist der Verdünnungseffekt beim RTube™. Wie bereits beschrieben, wird mit

dem RTube™ mehr EBC-Volumen produziert. Bei gleich bleibender Menge

respiratorischer Tröpfchen ist eine niedrigere Proteinkonzentration die Fol-

ge

4.4.2. Spezifische Proteine

4.4.2.1. Club Cell Protein (CCP) und Surfactant Protein A (SP-A)

Mit der Zielsetzungmehr über den Ursprungsort des EBCs zu erfahren, wur-

de in der vorliegenden Arbeit versucht, die Konzentrationen eines alveolä-

ren (Surfactant Protein A, SP-A) und bronchialen Markerproteins (Club Cell

Protein, CCP) nach ruhiger und forcierter Atmung im EBC zu bestimmen.

Hierfür wurden kommerziell erhältliche ELISA Kits verwendet. Weiterhin

wurden Western blot Untersuchungen durchgeführt. Es ist allerdings nicht

gelungen, das Club Cell Protein und das Surfactant Protein A sowohl nach
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ruhigem als auch nach forciertemAtemmuster reproduzierbar im EBC nach-

zuweisen. Bislang liegt allerdings auch keine Vergleichsarbeit vor, in der der

Nachweis von CCP im EBC beschrieben wird. Jüngst versuchten Fernandez-

Bustamante et al. (2014) die Konzentration des Club Cell Proteins im EBC

bei 28 beatmeten gesunden Probanden nachzuweisen. Die EBC Gewinnung

erfolgte für 20 Minuten mittels RTube™. Das Club Cell Protein konnte da-

bei im EBC nicht nachgewiesen werden. Simpson et al. (2005) konnten SP-A

im EBC nachweisen. Jedoch untersuchte diese Arbeitsgruppe ein Kollektiv

von Asthmapatienten. Es ist bekannt, dass das Surfactant-Protein A an der

Regulation inflammatorischer Prozesse beteiligt ist (Wang und Reid, 2007).

Cheng et al. (2000) konnte bei Asthma-Patienten verglichen mit gesunden

Probanden höhere SP-A Konzentrationen in einer bronchioalveolären La-

vage nachweisen. Folglich ist bei Asthma-Patienten auch eine höhere SP-

A Konzentration im EBC zu erwarten. Larsson et al. (2011) bestimmte in

seiner Arbeit neben der Albumin-Konzentration ebenfalls die Konzentra-

tion von Surfactant-Protein A im EBC gesunder Probanden nach Ruheat-

mung. Dazu wurde ein hauseigener ELISA verwendet. Insgesamt konnte

lediglich in vier von 9 Proben SP-A nachgewiesen werden. Bei fehlender

Referenzkonzentration wurden aber keine genauen SP-A Konzentrationen

im EBC angegeben. Kürzlich publizierten Lin et al. (2016) den Nachweis

von SP-A im EBC bei stabilen COPD Patienten und Nicht-COPD-Patienten.

Hierfür wurde ein kommerziell erhältliches ELISA Kit verwendet. Allerdings

sind die Daten kritisch anzusehen, da die veröffentlichten SP-A Konzentra-

tionen (COPD Patienten: (4,165± 2,950) pgml−1: Nicht- COPD Patienten:

(7,706± 3,923) pgml−1) außerhalb des von dem Hersteller des verwende-

ten ELISA Kits (Cloud-Clone Corp, Houston, TX, USA) angegebenen De-

tektionsbereichs (46,88 pgml−1 bis 3000 pgml−1) liegen. Griese et al. (2002)

nahmen in einer ihrer Arbeiten eine Proteinanalyse im EBC gesunder Pro-
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bandenmittels 2-DEGelelektrophorese vor. Sie kamen zu demErgebnis, dass

die Größenordnungen relativ lungenspezifischer Proteine, wie z.B. Surfac-

tant Protein-A oder Surfactant Protein-D nur sporadisch vertreten waren.

Allerdings gaben sie auch zu bedenken, dass in 1ml bronchoalveoläre La-

vage 200 µg Protein enthalten ist und davon ca. 1 µg auf SP-A entfällt. Bei

einer anzunehmenden 2000-10000fachen Verdünnung des epithelialen Flüs-

sigkeitsfilm im EBC ist daher die erschwerte Detektion von SP-A im EBC

anzunehmen.

4.4.2.2. Alpha-1-Antitrypsin

Ergänzend wurde in dieser Arbeit Alpha-1-Antitrypsin (AAT) im EBC ge-

messen. AAT konnte dabei reproduzierbar sowohl bei Anwendung des RTu-

be™ als auch bei Anwendung des ECoScreen Turbo nachgewiesen werden.

Koczulla et al. (2012) gelang es erstmals AAT im EBC nachzuweisen. In ih-

rer Arbeit untersuchten sie gesunde Probanden sowie Patienten mit stabiler

und exazerbierter COPD. Zur Gewinnung des Atemwegkondensats atme-

ten die Probanden ruhig für insgesamt 10 Minuten. Als Sammelgerät wur-

de in dieser Studie der RTube™ verwendet. Die dabei für gesunde Proban-

den gemessenen mittleren AAT Konzentrationen lagen bei 251,32 pgml−1.

In der vorliegenden Arbeit lagen die bei Verwendung des RTube™ gemesse-

nen AAT Konzentrationen in einem vergleichbaren Wertebereich (im Mittel

248,5 pgml−1). Für den ECoScreen Turbo gibt es bislang keine Vergleichs-

daten. Wie auch schon bei der Messung der Gesamtproteinkonzentration

konnte gezeigt werden, dass durch forcierte Atmung eine höhere AAT Kon-

zentration im EBC messbar ist. Bislang gibt es keine Vergleichsarbeiten be-

züglich der AAT-Konzentration im EBC nach Hyperventilation. Fabian et al.

(2011) untersuchten in ihrer Arbeit den Zusammenhang zwischen unter-

78



4.4. PROTEINMESSUNGEN

schiedlichen Atemmustern und der Anzahl der ausgeatmeten Partikel. Die

Messungenwurden bei ruhiger und oberflächlicher Atmung, maximaler Ein-

atmung, maximaler Ausatmung und rascher Ausatmung durchgeführt. Die

Auswirkungen von Husten wurden ebenfalls untersucht. Nach maximaler

Ausatmungwurde hierbei die höchste Partikelkonzentration gemessen. Die-

ses Ergebnis unterstützt die Beobachtung, dass durch forcierte Atmung eine

höhereGesamtproteinkonzentration, respektive eine höhereAAT-Konzentra-

tion im EBC messbar werden. Neuere Arbeiten weisen darauf hin, dass die

Entstehung von EBC auf die Öffnung kollabierter Atemwege insbesonde-

re im unteren Atemtrakt zurückzuführen ist (Johnson und Morawska, 2009;

Almstrand et al., 2010; Schwarz et al., 2010). Johnson und Morawska (2009)

brachten die Entstehung von Aerosolen erstmals mit demAtemzyklus in Zu-

sammenhang. Das „BFFB Modell“ (bronchiole fluid film burst) besagt, dass

die Aersosolentstehung bei der Wiedereröffnung der Atemwege während

der Inspiration stattfindet. Während der Ausatmung kommt es zu einem

Verschluss der Atemwege. Infolgedessen bildet der epitheliale Flüssigkeits-

film einen Meniskus innerhalb der Atemwege. Bei der Wiedereröffnung der

Atemwege während der Inspiration bricht der Meniskus auf und Aerosole

entstehen. Dieser Prozess soll vor allem im Bereich der terminalen Bronchio-

len und Alveolen stattfinden (Almstrand et al., 2010). Bondesson et al. (2009)

wiesen anhand ihrer Untersuchungen mit Technetium 99-m daraufhin, dass

das EBC allerdings nur teilweise den epithelialen Flüssigkeitsfilm abbilden

würde. Nachdem es nicht gelungen ist, CCP als bronchiales und SP-A als

alveoläres Markerprotein reproduzierbar im EBC nachzuweisen, bleibt die

Antwort auf die Frage nach dem genauen Ursprungsort des EBCs weiterhin

offen.
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4.4.3. Methodischer Aspekt - Beschichtung der

Sammelsysteme

In der vorliegenden Arbeit wurde mit der Beschichtung der Sammelsyste-

me ein weiterer methodischer Aspekt untersucht. Tufvesson und Bjermer

(2006) zeigten in ihrer Arbeit, dass sich durch die Beschichtung der Sam-

melsysteme die Detektion von Cytokinen und Eicosanoiden im EBC verbes-

sern lässt. Die Sammelsysteme wurden dabei entweder mit Rinderalbumin

(bovine serum albumine, BSA) oder 0,01 % Tween 20 für jeweils 30 Minu-

ten beschichtet. Als Sammelgerät wurde der ECoScreen verwendet. Tufves-

son und Bjermer (2006) konnten zeigen, dass durch die Beschichtung mit

Tween 20 die Adsorption von Fettsäurederivaten - wie es Leukotriene und

Prostaglandine sind- an den Sammelsystemen verringert werden kann und

somit höhere Konzentrationen im EBC gemessen werden. Um die Adsorp-

tion von Cytokinen an den Sammelsystemen zu verringern, empfahlen sie

aufgrund ihrer Messergebnisse die Beschichtung mit BSA. In der vorliegen-

den Arbeit sollte nun auch der Effekt der Beschichtung des Sammelsystems

des ECoScreen Turbo auf die Messung der AAT Konzentration im EBC un-

tersucht werden. Hierfür wurden die Sammelsysteme des ECoScreen Turbo

mit 1 % BSA in PBS bei einer Temperatur von 4 ◦C über Nacht beschichtet.

Es konnte gezeigt werden, dass bei Verwendung der beschichteten Sam-

melsysteme eine signifikant höhere AAT Konzentration im EBC messbar

war, als bei Verwendung unbeschichteter Sammelsysteme. Die unter Ruhe-

bedingungen im EBC gemessenen AAT Konzentrationen bei Verwendung

beschichteter ECoScreen Turbo Sammelsystem waren um den Faktor 3,6,

die unter forcierter Atmung gemessenen AAT Konzentrationen um den Fak-

tor 1,79 erhöht. Allerdings ist die Methode der Beschichtung von Sammel-

systemen nur begrenzt anwendbar. Insbesondere bei massenspektrometri-
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schen Verfahren, wie z.B. der sehr sensitiven Flüssigchromatographie mit

Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS) können Probleme auftreten (Rosi-

as, 2012; Bloemen et al., 2007). Diese bestehen aus einem Trennungs- und ei-

nemAnalyseschritt. Erfolgt die Trennung nach der „trap-and-elute“-Technik,

werden spezielle Trennsäulen verwendet, in denen Proteine aus der Probe

zuerst gebunden („trap“) und anschließend gezielt freigesetzt („elute“) wer-

den. Die Gesamtkapazität einer solchen Säule ist allerdings begrenzt und

kann durch das zugegebene BSA überschritten werden. Dadurch kann die

die Konzentration des nachzuweisenden Proteins unter der Nachweisgrenze

liegen, obwohl es eigentlich in höherer Konzentration vorliegt (Kovalchuk

et al., 2015). Auch bei der MALDI-TOF Methode (Matrix-Assistierte Laser-

Desorption-Ionisierung kombiniert mit der Flugzeitanalyse) kann eine Be-

schichtung mit BSA den Nachweis von chemischen Verbindungen beein-

trächtigen. So ist bekannt, dass BSA die Ionisierung von Proteinen stören

kann (Kovalchuk et al., 2015; Bloemen et al., 2009).

4.5. Standardisierung der

Proteinkonzentrationen im EBC

In der Zusammenschau der erhobenen Ergebnisse kann die Konzentration

eines Biomarkers im EBC durch das Zusammenspiel unterschiedlicher Fak-

toren beeinflusst werden (siehe Abb. 4.1). Entscheidend ist dabei die Konzen-

tration der Substanz im epithelialen Flüssigkeitsfilm, die Anzahl respiratori-

scher Tröpfchen in der Ausatemluft und schließlich deren Verdünnungsgrad

imAtemwegskondensat (Effros et al., 2004).Weiterhin scheint das insgesamt

ausgeatmete Volumen eine relevante Variable zu sein. Es konnte ein linea-

rer Zusammenhang zwischen gewonnenem EBC-Volumen pro Minute und
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ventiliertem Volumen gezeigt werden (Gessner et al., 2001; McCafferty et al.,

2004). Bei einer konstanten Messdauer ist das ventilierte Volumen aufgrund

individuell unterschiedlicher Atemfrequenzen und Atemminutenvolumina

jedoch Schwankungen unterworfen (Reinhold und Knobloch, 2009). Dar-

über hinaus können unterschiedliche Atemmanöver unterschiedliche Fluss-

profile und Turbulenzen innerhalb der Atemwege begünstigen und somit

die Konzentration respiratorischer Tröpfchen in der Ausatemluft und kon-

sekutiv im EBC verändern (Reinhold et al., 2006). In den meisten Arbeiten

Ausatemvolumen

Kondensatvolumina

Epithelialer Flüssigkeitsfilm
im Bronchus

EBC

Abbildung 4.1.: Unterschiedliche Faktoren beeinflussen die gemessene

Konzentration nichtvolatiler Substanzen im EBC.

fehlen jedoch Angaben bezogen auf das Ventilationsvolumen. Die Abhän-
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gigkeit der Proteinkonzentration im EBC sowohl vom Kondensat- als auch

vom Ventilationsvolumen wird also nicht berücksichtigt. Dabei ist aber zu

bedenken, dass ein unterschiedlicher Verdünnungsgrad im EBC trotz glei-

cher Aerosolkonzentration in der Ausatemluft zu variablen Konzentrationen

im EBC führen kann (Reinhold und Knobloch, 2009). Um dies zu vermeiden

sind Normierungsverfahren notwendig. In der vorliegenden Arbeit wurden

die Proteinkonzentrationen bezüglich des ventilierten Volumens normiert.

Dabei kam es teils zu Änderungen der Ergebnisse. In der Literatur findet

sich diesbezüglich ein ähnliches Beispiel. Reinhold et al. (2006) konnte in

einer veterinärmedizinischen Arbeit bei Kälbern und Schweinen einen si-

gnifikanten Anstieg der Gesamtproteinkonzentration pro Milliliter EBC bei

maximalem Ausatemstrom und maximalem Ausatemvolumen pro Minute

feststellen. Nach Normierung der Gesamtproteinmenge bezüglich des Aus-

atemvolumens (µg/100l) konnte dieser Effekt nicht mehr abgebildet werden.

Die dargestelltenDaten verdeutlichen die Komplexizität der Konzentrations-

messungen von Biomolekülen im EBC. Aus diesem Grund erscheint es be-

sonders sinnvoll, in zukünftigen Projekten entweder das ventilierte Atemvo-

lumen anzugeben oder bei Messungen ein standardisiert limitiertes Atemvo-

lumen einzuhalten. Zu empfehlen wäre ein standardisiertes Atemvolumen,

um diesen dritten Faktor (neben Protein und Flüssigkeit) konstant zu halten.

4.6. Kritische Anmerkungen bezüglich der

Studie

Die Studie wurde als Pilotprojekt konzipiert und durchgeführt. Für die Un-

tersuchungen wurden ausschließlich gesunde Probanden rekrutiert. Bei ei-

nem Durchschnittsalter von 25,56 Jahren handelt es sich um ein junges Kol-
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lektiv, was die Varianz in der Bevölkerung nicht adäquat abbildet. Patien-

ten mit einer obstruktiven Lungenerkrankung wurden in die Studie nicht

eingeschlossen. Die Ergebnisse dieser Arbeit können deshalb nicht auf ein

erkranktes Patientenkollektiv übertragen werden. Weitere Studien sind not-

wendig, um dies zu prüfen. Da für den RTube™ kein kommerzielles Spiro-

meter erhältlich ist, konnte das exspiratorische Volumen lediglich für den

ECoScreen Turbo angegeben werden. Kritisch zu bedenken ist auch, dass es

sich bei dem Projekt um eine reine Querschnittsstudie handelt. Somit kann

eine Änderung der Ergebnisse im zeitlichen Verlauf nicht abgebildet wer-

den. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Analyse

des pH-Wertes und der Leitfähigkeit im Atemwegskondensat um eine ein-

fach durchführbare, nichtinvasive und kostengünstige Methode handelt. Die

genannten diagnostischen Parameter zeichnen sich unabhängig von Atem-

muster oder EBC-Sammelgerät durch stabile Messergebnisse aus. Darum

eignet sich die Bestimmung von pH und Leitfähigkeit im EBC gut für indi-

viduelle Verlaufskontrolluntersuchungen im Rahmen von Longitudinalstu-

dien.

Hinsichtlich der Proteinanalyse im Atemwegskondensat bleiben nach wie

vor viele Fragen ungeklärt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Ergeb-

nisse der Proteinmessung abhängig vom gewählten Auswertungsverfahren

unterschiedlich darstellen. Da die im EBC messbaren Proteinkonzentratio-

nen sowohl vom Kondensatvolumen als auch vom ventilierten Volumen be-

stimmt werden, ist für zukünftige Forschungsprojekte eine Standardisierung

des ventilierten Volumens ratsam (z.B. 100 l). Dadurch könnte auch eine bes-

sere Vergleichbarkeit von Forschungsarbeiten ermöglichtwerden. Trotz alle-

dem müssen dabei individuelle Funktionsparameter wie z.B. Atemfrequenz

oder Atemzugvolumen als wichtige Einflussgrößen berücksichtigt werden.

Mangels hinreichender Standardisierung wird die Gewinnung und Ana-
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lyse von EBC bis heute nicht in der klinischen Routinediagnostik eingesetzt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben dazu beigetragen neue Erkenntnisse über

die Gewinnung von Atemwegskondensat abzuleiten. Die Ergebnisse dieser

Arbeit zeigen außerdem, dass die unspezifischen Entzündungsparameter pH

und Leitfähigkeit durch ein unterschiedliches Atemmanöver nicht verän-

dert werden. Für die Proteinmessungen konnte allerdings gezeigt werden,

dass diese durchaus durch unterschiedliche Atemmanöver beeinflusst wer-

den. Für die Geräte RTube™ und ECoScreen Turbo steht nun fest, dass sie für

die Analyse von pH-Wert, Leitfähigkeit und Messung der Gesamtprotein-

konzentration gleichwertig angewendet werden können. Basierend auf dem

aktuellenWissensstand sollte bei Proteinbestimmungen im EBC berücksich-

tigt werden, dass die Ergebnisse stark von der verwendeten Analysemethode

abhängig sind. Unter diesem Aspekt ist die Vergleichbarkeit von Messergeb-

nissen bei der Proteinanalyse kritisch zu bewerten. Da es nicht gelungen

ist, das alveoläre Markerprotein Surfactant Protein A und das im Bronchi-

alsystem vorkommende Club Cell Protein im EBC nachzuweisen, kann die

Frage nach dem Ursprungsort des EBC aktuell nicht beantwortet werden.

Die Einfachheit und Nichtinvasivität zeichnen das EBC Verfahren aus. Da-

mit bleibt es ein interessanter Ansatz, Informationen über den epithelialen

Flüssigkeitsfilm der Lunge zu generieren. Ob es tatsächlich irgendwann ein

klinisches Routineverfahren werden wird, ist zum aktuellen Zeitpunkt mit

den vorliegenden Daten nicht hinreichend zu beantworten. Die in der vorlie-

genden Arbeit gewonnenen Daten dürften allerdings in der Bewertung des

Verfahrens von immenser Wichtigkeit sein.
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5. Zusammenfassung

DieGewinnung vonAtemwegskondensat (Exhaled BreathCondensate, EBC)

ist eine viel versprechende Methode, um nichtinvasiv Zugang zum epithe-

lialen Flüssigkeitsfilm der Atemwege zu erlangen. Mangels hinreichender

Standardisierung hinsichtlich methodischer Aspekte bleibt die EBC Gewin-

nung bislang allerdings wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehalten ist

und wird nicht in der klinischen Routinediagnostik eingesetzt. In der vorlie-

genden Arbeit wurde bei gesunden Probanden erstmals die Vergleichbarkeit

der gängigen kommerziell erhältlichen Geräte RTube™ und ECoScreen Tur-

bo anhand der EBC Zielparameter pH, Leitfähigkeit und Gesamtproteinkon-

zentration überprüft. Weiterhin wurde in dieser Arbeit der Einfluss unter-

schiedlicher Atemmanöver (Ruheatmung und forcierte Atmung) auf die Pro-

teinmessung untersucht. Zusätzlich zur Gesamtproteinkonzentration wur-

den hierfür als spezifische Proteine das Surfactant Protein-A, das Club Cell

Protein sowie dasAlpha-1-Antitrypsin imEBC gemessen. Die Studie umfass-

te fünf Versuchsreihen, in denen jeweils von 10-12 gesunden Probanden EBC

gesammelt wurde. Die Probanden atmeten im „Cross-over“ Design jeweils

zehnMinuten über den RTube™ und ECoScreen Turbo. Pro Gerät wurde die-

se Messung in Ruheatmung und Hyperventilation durchgeführt. Es konnte

gezeigt werden, dass die beiden kommerziell erwerbbaren Geräte RTube™

und ECoScreen Turbo für die Analyse von pH und Leitfähigkeit im EBC

gleichwertig angewendet werden können. Bezüglich der gemessenen Ge-
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Zusammenfassung

samtproteinkonzentrationen fand sich beim Gerätevergleich ebenfalls kein

statistisch signifikanter Unterschied. Unterschiedliche Atemmanöver beein-

flussen allerdings die Gesamtproteinkonzentration im EBC. So konnte ge-

zeigt werden, dass forcierte Atmung zu höheren Gesamtproteinkonzentra-

tionen im EBC führt. Mit der Zielsetzung, mehr über den Ursprungsort des

EBCs zu erfahren, wurden in der vorliegenden Arbeit die Konzentrationen

eines alveolären (Surfactant Protein A, SP-A) und bronchialen Markerprote-

ins (Club Cell Protein, CCP) nach ruhiger und forcierter Atmung im EBC be-

stimmt. Da es nicht gelungen ist, sowohl das Club Cell Protein als auch das

Surfactant Protein A reproduzierbar im EBC nachzuweisen, kann die Frage

nach dem Ursprungsort des EBC aktuell nicht beantwortet werden. Ergän-

zend wurde in der vorliegenden Arbeit Alpha-1-Antitrypsin im EBC gemes-

sen. DieMessungenwurdenmit beiden Gerätschaften durchgeführt. Für den

ECoScreen Turbo gibt es bislang keine Vergleichsdaten. Es konnte gezeigt

werden, dass sich die mit beiden Geräten gemessenen AAT-Konzentrationen

bei Ruheatmung im EBC nicht statistisch signifikant unterscheiden. Betrach-

tet man die unterschiedlichen Atemmanöver, so fanden sich nach forcierter

Atmung höhere AAT Konzentrationen im EBC als nach ruhiger Atmung.

Bislang gibt es keine Vergleichsarbeiten, die die AAT-Konzentration im EBC

nach Hyperventilation untersuchte. Eine letzte wichtige Beobachtung dieser

Arbeit betrifft die Standardisierung der Proteinanalyse im EBC. Es konnte

gezeigt werden, dass sich die Ergebnisse der Proteinmessung bei einer Nor-

malisierung bezüglich des ventilierten Volumens teilweise verändern. Für

zukünftige Forschungsprojekte ist deshalb eine Standardisierung des venti-

lierten Volumens dringend zu empfehlen.
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6. Abstract

EBC collection (Exhaled breath condensate) is a promising non-invasive me-

thod to obtain samples from the epithelial lining fluid of the lung. Due to

problems of standardization concerning methodical aspects EBC analysis is

presently not used in clinical practice. For the first time the comparability

for the two commercially available devices (RTube™ and ECoScreen Turbo)

was assessed in healthy controls by measuring pH, conductivity and total

protein. A further aim of the study was to assess the influence of different

breathing patterns (tidal breathing and hyperventilation) on total protein

amount and specific proteins (Surfactant Protein-A, das Club Cell Protein,

Alpha-1-Antitrypsin) in EBC. EBC was collected in different experimental

setup (≥ 10 individuals each) using the RTube™ and ECoScreen Turbo in

a randomized crossover design, twice with every device - once in tidal bre-

athing and once in hyperventilation. It could be shown that neither the de-

vice nor the breathing pattern significantly altered EBC pH or conductivity.

Total protein measurements however were altered by breathing patterns. It

could be shown that hyperventilation increased total protein concentrations

in EBC. To analyse the source of EBC the bronchial Club Cell Protein (CCP)

and Surfactant protein A (SP-A) as a marker of the alveolar fraction were

measured after tidal and breathing and hyperventilation. However SP-A and

CCP were not consistently detectable in EBC. Thus the question concerning

the origin of EBC cannot be answered satisfying at the moment. Alpha-1
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Antitrypsin (AAT) was consistently detectable in EBC using both the RTu-

be™ and the ECoScreen Turbo. It was the first time that AAT was measured

in EBC collected with den ECoScreen Turbo. It could be shown that AAT

concentration was not statistic significantly altered by the device. Instead

hyperventilation increased –similar to the measurements of total protein-

AAT concentration in EBC. Up to now there is no research work that would

have investigated AAT concentration in EBC after hyperventilation. Finally

it could be shown that results of protein measurements changed significant-

ly after normalizing the absolute amount or concentrations of total protein

and AAT to ventilated air. Therefore standardization to the ventilated air is

recommended for future protein analysis in EBC.
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Tabelle A.3.: Liste der verwendeten Chemikalien (alphabetisch)

Chemikalie oder Reagenz Firma Stadt Land

AGFA Entwickler G 150 1 Liter Konzen-

trat

Bendergruppe Baden-Baden Deutschland

AGFA Fixierer G 354 1 Liter Konzentrat Bendergruppe Baden-Baden Deutschland

Anti-Human Alpha-1 Antitrypsin (Rabbit

Polyclonal Antibody)

Sigma Aldrich Taufkirchen Deutschland

Anti-Human Alpha-1 Antitrypsin, Hor-

seradish Peroxidase conjugated (Goat

Polyclonal Antibody)

Sigma Aldrich Taufkirchen Deutschland

Argon 99,9% Linde Gas Pullach Deutschland

Blocking reagent for ELISA Roche Dia-

gnostics GmbH,

Roche Applied

Science

Mannheim Deutschland

Bovines Serum Albumin Sigma Aldrich Taufkirchen Deutschland

Chemielumineszenzkit (SuperSignal West

Femto Maximum)

Pierce Rockford USA

Clara Cell Protein Human (Rabbit Poly-

clonal Antibody)

BioVendor Heidelberg Deuschland

Ethanol absolut Carl Roth Karlsruhe Deutschland

Dulbecco’s PBS (1x) without Ca2+, Mg2+ PAA Labaratories

GmbH

Pasching Österreich

Glycin PUFFERAN ≥ 99%, p.a. Carl Roth Karlsruhe Deutschland

Human CC Protein ELISA BioVendor Heidelberg Deutschland

Human Surfactant Protein A ELISA BioVendor Heidelberg Deutschland

Milchpulver, Blotting grade, pulv. Carl Roth Karlsruhe Deutschland

Pierce: Stabilized Goat-Anti-Rabbit HRP-

Conjugated

Thermo Fisher

Scientific

Rockford USA

Roti-load 1 reduzierend, 4x konz. Protein-

Gelladepuffer.

Carl Roth Karlsruhe Deutschland
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Tabelle A.4.: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung)

Chemikalie oder Reagenz Firma Stadt Land

SDS-ultra pure, ≥ 99%, für die Elektro-
phorese

Carl Roth Karlsruhe Deutschland

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard Life Technologies Darmstadt Deutschland

Surfactant Protein A Human (Rabbit Po-

lyclonal Antibody)

BioVendor Heidelberg Deutschland

TMB (Tetramethylbenzidine) calbiochem.

Merck Biosci-

ences GmbH

Schwalbach/Ts. Deutschland

Tricine, PUFFERAN, ≥ 99% N-Tris-(hy-

droxymethyl)-methyl-glycin

Carl Roth Karlsruhe Deutschland

Tris PUFFERAN, ≥ 99%, p.a. Tris-(hy-
droxymethyl)-aminomethan

Carl Roth Karlsruhe Deutschland

Tween 20 Carl Roth Karlsruhe Deutschland
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Anhang

Tabelle A.5.: Liste der verwendeten Geräte (alphabetisch)

Gerät Firma Stadt Land

EasyPhor PAGE Kammern Biozym Scientific Hessisch Olden-

dorf

Deutschland

ECoScreen Turbo, EcoVent VIASYS Cardinal

Health

Hoechberg Deutschland

ELISA Reader Tecan Infinite 200

PRO

Tecan Deutschland

GmbH

Crailsheim Deutschland

ELISA Reader Tecan Ultra 384 Tecan Deutschland

GmbH

Crailsheim Deutschland

GILSON Pipetman P 20, P 100, P

200, P 1000

Gilson SAS Villiers-le-Bel Frankreich

Glaspipette Hirschmann Eberstadt Deutschland

Leitfähigkeitsmessgerät LF 530 WTW GmbH Weilheim Deutschland

Novablot Multiphor II Amersham Bioscience Uppsala Schweden

Power Station 300 Plus Labnet Labnet International,

Inc.

Edison, NJ USA

RM5 Assistent 348 Vortex Genie 2 Scientific Industries,

Inc.

New York USA

Rotilabo-Blockthermostat Modell

H 250

Carl Roth Karlsruhe Deutschland

Röntgenkassette Dr. Goos supre-

ma Special/ Rapid 200

Dr. Goos-Suprema

GmbH

Heidelberg Deutschland

RTube Exhaled Breath Condensa-

tor Collector

Respiratory Research

Inc.

Charlottesville,

VA

USA

Schüttel-und Mischgerät Promax

1020

Heidolph Instruments Schwabach Deutschland

Speed Vac Concentrator Bachofer Laboratori-

umsgeräte

Reutlingen Deutschland

WinLab Data Line pH-Meter Windaus Labortech-

nik

Halberstadt Deutschland

Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus

Sepatech

Thermo Electron LED

GmbH

Langenselbold Deutschland
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