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1. Einleitung
Atemwegsinfektionen (AWI) stellen eine der hiufigsten Erkrankungen des Menschen dar (1).
Wenngleich einfache Verldufe meist préklinisch bleiben und von der natiirlichen Immunabwehr
ausreichend bekdmpft werden, stellen sie besonders bei élteren und vorerkrankten sowie
immunsupprimierten Patienten einen erheblichen Risikofaktor dar. AWI haben ein sehr breites

Spektrum sowohl an Erregern als auch an moglichen Verlaufen.

Haemophilus influenzae (H.i.), Streptococcus pneumoniae (S.p.) sowie Rhinovirus gehdéren zu
den haufigsten Pathogenen im menschlichen Respirationstrakt(2). Die Erreger werden

nachfolgend néher beschrieben.

Haemophilus influenzae gehort zur Gattung Haemophilus aus der Familie der Pasteurellaceae.
Urspriinglich galt H.i. als Erreger der Grippe. Spéter wurde entdeckt, dass er asymptomatisch
Schleimhdute besiedelt (Nasopharynx, Vaginaltrakt) und nur bei Immunsuppression
Entziindungen hervorruft. Bei Patienten mit Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD)
ist H.i. ein hiufiger Ausloser von Exazerbationen. Bei dem Bakterium handelt sich um ein
unbewegliches, gramnegatives kokkoides Stdbchen, das nur im Menschen vorkommt. H.i. kann
in ,typisierbare* (bekapselte) sowie ,,nicht typisierbare* Stimme unterteilt werden. Bis zur
Einfiihrung der Impfung gegen den H.i. mit dem Kapseltyp B 1990 war dieser der Haupterreger
der bakteriellen Meningitis bei Kleinkindern, danach sank die Inzidenz um 90%. Invasive
Verlaufe von H.i.-Infektionen sind heutzutage selten, konnen bei adlteren oder vorerkrankten
Patienten aber fulminant bis letal verlaufen. Verantwortlich sind in Deutschland heute vor allem
unbekapselte Stimme, gegen die nicht geimpft werden kann (3,4). Antibiotisch behandelt
werden Infektionen inzwischen vorrangig mit Cephalosporinen der dritten Generation da es
vermehrt zum Auftreten von Penicillin (Ampicillin-)resistenten Stimmen kommt (5). Zum
Nachweis stehen neben der Anzucht und Mikroskopie auch verschiedene PCR-Tests zur

Verfligung sowie Antigen-Schnelltests zur Diagnostik von Liquorproben.

Eine Koinfektion mit anderen Viren- oder Bakterienstimmen, u. a. mit einigen Coronaviren
sowie Streptococcus pneumoniae st hdufig (6), sodass eine genaue Bestimmung der Pathogene
via Kulturanzucht oder PCR zur Anpassung der medikamentésen Therapie einen hohen

Stellenwert besitzt (7).

Streptococcus pneumoniae gehort zur Gattung der Streptokokken und ist anndhernd

kugelformig. Als Haupterreger der ambulant erworbenen Pneumonien (8) sind sie auch als
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Pneumokokken bekannt. S.p. sind Diplokokken, vergriinend, grampositiv und fakultativ
anaerob. Die Polysaccharidkapsel macht die Pathogenitit des Erregers aus. Die Bakterien
verursachen mitunter schwere Lungen-, Ohren-, Schleimhautentziindungen sowie mit dem
Blutstrom verschleppte Infektionen. Im adulten Menschen ist S.p. der hdufigste Erreger der
Meningitis. In Abhéngigkeit von verschiedenen Risikofaktoren (Alter unter 2 oder iiber 65
Jahren, Komorbiditiaten, Immunstatus) wird eine Letalitdt der Pneumonien von bis zu 15%

beschrieben. Unbekapselte Subtypen mit rauer Oberfldche sind weitgehend apathogen.

Diagnostisch  steht fiir Hausarztpraxen ein Antigen-Schnelltest zur Verfiigung,

labormedizinisch kann ein Nachweis via Anzucht oder PCR erfolgen.

Antibiotisch wird vor allem die das Bakterium schiitzende Kapsel adressiert. Erstlinientherapie
sind, sofern keine Resistenzen vorliegen, Penicilline, ggf. in Kombination mit einem Beta-
Lactamasehemmer. Wiahrend in Deutschland die Resistenzrate noch niedrig ist, kommen im
europdischen Ausland zunehmend resistente Stimme vor (9). Bisher ist Vancomycin das letzte
Antibiotikum, gegen das keine Resistenzen beschrieben worden sind (8). Zur aktiven
Immunisierung steht ein Polysaccharid-Impfstoff zur Verfligung, der nach Empfehlung der
Standigen Impfkommission (STIKO) des Robert-Koch-Institutes (RKI) drei Mal in den ersten

Lebensmonaten verabreicht wird.

Rhinoviren sind fiir mehr als die Hilfte der Erkéltungserkrankungen verantwortlich (10). Sie
verlaufen meist selbstlimitierend, konnen aber auch Mittelohrentziindungen, Sinusitiden und
schwere Exazerbationen von COPD oder Asthma verursachen (11). Rhinoviren gehéren zur
Familie der Picornaviridae, sind von einem Kapsid umhiillt und enthalten eine Einzelstrang-
RNS (ssRNA). Ubertragen werden sie vor allem iiber Schmier- und Trépfcheninfektion. Eine
Aufnahme erfolgt liber die Schleimhdute, wo sie lokale Reizungen und Entziindungen
hervorrufen. Die Diagnose wird meist klinisch gestellt und symptomatisch behandelt. Aufgrund
der hohen Privalenz sind Koinfektionen hdufig, besonders in den kalten Monaten und in

Kombination mit Influenza konnen schwere Krankheitsverldufe begiinstigt werden.

Haufig finden sich Superinfektionen mit verschiedenen Viren und Bakterien. Die moglichen
Auswirkungen der schnellen und schwer einzudimmenden Transmission liber die Atemluft
schon in Phasen ohne Symptome hat sich in den letzten Jahren am Beispiel der SARS-CoV-2-
Pandemie gezeigt. Besonders in urbanen Raumen, in denen Menschen in grofler Anzahl und

Naihe leben konnte eine Verbreitung kaum begrenzt werden. Die Unterscheidung ,,harmloser
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AWI von hochpathogenen und potentiell letal endenden Erkrankungen wurde dabei zur
zentralen Aufgabe des Gesundheitssystems. Am Nadelohr der Diagnostik mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) stieB die Versorgungskapazitit dabei selbst in reichen westlichen
Landern an ihre Grenzen. Die Personal- sowie Laborkapazititen reichten oft nicht aus um den
sprunghaft gestiegenen Bedarf zu decken. Hinzu kam die Schwierigkeit der Diagnostik bei
Kindern, die AWI sowohl im familidren als auch im oOffentlichen Raum (Schule
Kindertagesstdtte) gro3flichig iibertragen, fiir die eine Beprobung mit Wattetupfer aber oft als
bedngstigend bis schmerzhaft wahrgenommen wurde. Alternative Versuche mit ,,Lollipop-

Testern gingen dabei auf Kosten der Sensitivitit der Analyse (12).

In dieser Studie wurde eine Untersuchung der Ausatemluft zum Nachweis verschiedener
respiratorischer Pathogene durchgefiihrt. Die Atemgasanalyse ist ein weltweit vertretenes
Forschungsfeld, in dem mittels verschiedener Methoden volatile organische Komponenten
(VOCs) erfasst und identifiziert werden (13—17). Systemische VOCs werden auf zellulérer
Ebene produziert, mit dem Blutstrom zur Lunge transportiert, dort in die Alveolen emittiert und
tiber die Luft abgeatmet. Da sie unmittelbar dem (menschlichen) Organismus entstammen,
lassen sich durch ein VOC-Monitoring Einblicke in verschiedene metabolische Zustande und

Prozesse zu gewinnen.

Volatile organische Komponenten machen weniger als ein Prozent des Gesamtvolumens des
Exspirationsatems aus. Das Spektrum der exhalierten VOCs umfasst verschiedene
Stoffwechselprodukte, darunter Kohlenwasserstoffe, Aldehyde, Ketone, aromatische
Verbindungen oder Alkohole im Ultraspurenbereich (pmol/l bis nmol/l). Um exhalierte VOCs
zu messen sind daher empfindliche Methoden sowie hohe Standards bei der Probenabnahme
erforderlich (18). Als Goldstandard zur Identifizierung und Quantifizierung gilt die
Gaschromatografie- Massenspektrometrie (GC-MS) (19), die aber eine Pridkonzentration der
Proben erfordert und, als laborassistierte Methode, zeitliche Verzégerungen mit sich bringt.
Neuere Ansitze beinhalten daher analytische Methoden wie die Selected-ion flow-tube
Massenspektrometrie (SIFT-MS) (20), Protonen-Transfer-Massenspektrometrie (PTR-MS)
oder Secondary electrospray ionization Massenspektrometrie (SESI-MS) (21,22), bei denen
eine Analyse patientennah, ohne Prikonzentrationsschritte und in Echtzeit durchgefiihrt werden

kann.
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2. Fragestellung

Die vorliegende Promotionsschrift fokussiert sich auf die Analyse exhalierter volatiler
organischer Substanzen von Patienten mit respiratorischen Erkrankungen. Folgende

Fragestellungen waren dabei von besonderem Interesse:
1. Klinisches Atemgas-Screening:

a) Eignet sich die Atemgasanalyse mittels Protonen-Transfer-Reaktions-Time-of-Flight
Massenspektrometrie (PTR-ToF-MS) zur schnellen Durchfiihrung eines Screenings an

vielen Probanden, die ein potentielles Infektionsrisiko bergen?

b) Konnen Konzentrationsverdnderungen im VOC-Profil von Probanden mit
respiratorischen Pathogenen im Vergleich zu Probanden ohne positiven Nachweis

beobachtet werden?
2. Monoinfektionen:

a) Gibt es im Fall von singuldr nachgewiesenen respiratorischen Pathogenen
signifikante Verdnderungen im VOC-Profil von Infizierten gegeniiber der nicht

infizierten (,,gesunden*) Kontrollgruppe?

b) Unterscheiden sich die VOC-Profile monoinfizierter symptomatischer und nicht

symptomatischer Probanden untereinander bzw. von der Kontrollgruppe?
3. Koinfektionen:
a) Wie verindern sich die VOC-Profile, wenn mehrere Pathogene detektiert werden?

b) Gibt es Unterschiede der exhalierten VOCs zwischen bakterio-bakterieller und

bakteriell-viraler Koinfektion?

-11 -



3. Methoden

3.1 Studienteilnehmer

Nach Bewilligung durch die Ethikkommission (Nr. A 2020 0085, Bewilligungsdatum
17.04.2020), begann im Oktober 2020 die Probenerhebung im Corona-Testzentrum der
Universitdtsmedizin Rostock (UMR). Nach Aufkldrung iiber Inhalt und Ablauf des Versuchs
unterzeichneten insgesamt 708 Probanden ihre Zustimmung zur Teilnahme an der Studie und
zur Verwendung der erhobenen Daten durch die UMR. Die Durchfiihrung der prospektiven
Studie entsprach den aktualisierten Richtlinien der Helsinkier Deklaration. Die Messungen
erfolgten parallel zum laufenden Betrieb in einem separierten Bereich im Warteraum des
Testzentrums zu regulidren Zeiten zwischen Oktober 2020 und Januar 2021. 36 Probanden mit
einer Coronavirus SARS-CoV-2-Infektion wurden in einem separaten Studienzweig untersucht

und waren daher nicht Teil dieser Studie (23).

Die Probanden stellten sich zur PCR-COVID-Diagnostik im Testzentrum der UMR vor. Hier
erfolgte auch die Rekrutierung, Aufklidrung und unmittelbare Probenabnahme. Zur Zeit der
Probenerhebung bestand eine relativ niedrige Inzidenz viruspositiver Patienten. Neben der
symptomatischen Abkldrung wurde ebenfalls ein Screening fiir Beruf oder Reisen als Grund
der Vorstellung angegeben. Es wurde keine Priselektion durchgefiihrt, sondern nur ein

vollendetes 14. Lebensjahr vorausgesetzt.

Erginzend wurde das Vorhandensein von subjektiven allgemeinen Erkiltungssymptomen

abgefragt, also Fieber, Schiittelfrost, Husten, Schnupfen, Kopf- und Gliederschmerz.

Von den 708 freiwilligen Studienteilnehmern wurden 479 Probanden in diese Studie
eingeschlossen. Diese Anzahl setzt sich zusammen aus der ,,gesunden* Kontrollgruppe (gK,
n=256) ohne Infektionsnachweis oder Symptome sowie den Monoinfektionsgruppen von H.i.
(n=97), S.p. (n=40) und Rhinovirus (n=34) und den drei Koinfektionskohorten H.i.+S.p. (n=24),
H.i.+Rhinovirus (n=16) und S.p.+Rhinovirus (n=12). Im Folgenden wird die Bezeichnung
»gesund“ fir das Fehlen eines Pathogennachweises sowie subjektiv empfundener

respiratorischer und allgemeiner Krankheitssymptome verwendet.

AuBlerdem konnten positive Pathogennachweise fiir SARS-CoV-2 (n=36), das humane
Enterovirus (n=3), Adenovirus (n=2) und Coronavirus NL63 (n=2) gesichert werden. Ein
eigener Studienzweig analysierte die VOC-Profile in SARS-CoV-2 positiven Probanden (23),

hierzu wurde auch das Testergebnis der COVID-Diagnostik erfasst. Es sei aus Griinden der
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Transparenz ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die gesunde Kontrollgruppe fiir beide

Studienzweige verwendet wurde.

Die bakteriell positiv getesteten Probanden konnten in einen jeweils symptomatischen und
einen asymptomatischen Anteil weiter subgruppiert werden. Abgefragt wurde dabei das
Vorhandensein von grippedhnlichen Allgemeinsymptomen wie Kopf- und Gliederschmerz,
Husten, Schnupfen, Heiserkeit und Fieber. In der H.i. positiven Gruppe betraf das 42 Probanden
(43%), in der S.p. positiven Gruppe 15 Probanden (38%).

AuBlerdem konnten koinfizierte Kohorten gebildet werden. 24 Probanden wurden
ausschlieBlich positiv auf H.i. und S.p. getestet, 16 ausschlieBlich positiv auf H.i. und

Rhinovirus und 12 ausschlieBlich positiv auf S.p. und Rhinovirus.

Die alters- und geschlechtsspezifische Demografie ist in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Demografische Daten der Studienteilnehmer

Anzahl Probanden (%) 479 249 (52.0) 230 (48.0)
Alter [a] (Durchschnitt + SD} 39.1+14.2 40.3+13.8 379+ 146
Anzahl resp. Path. positiv getesteter Probanden (%) 223 115 (51.6) 108 (48.4)

Alter resp. Path. pos. getesteter Probanden [a] (Durchschnitt £ SD) 3731124 38.3+12.0 36.1+£12.8

Anzahl gesunder Probanden (%) 256 134 (52.3) 122 (47.7)
Alter gesunder Probanden [a] (Durchschnittt SD) 40.7 £ 15.5 41.9+ 15.0 39.5+15.9

3.2 Versuchsaufbau

Die Probanden setzten sich zur Akklimatisierung und zur Normalisierung des Atemzyklus fiir
eine Minute in bequemer Korperhaltung auf einen Stuhl. Die medizinische Mundbedeckung
durfte erst nach Betreten des Testbereiches abgenommen und das Mundstiick zwischen die
Lippen gesetzt werden. Die Probanden wurden angewiesen, ausschlielich durch den Mund
ein- und auszuatmen. Durch die Vorgabe der Atemfrequenz wurde ein vergleichbares
Atemmuster erzeugt. Um eine nasale Atmung zu vermeiden stand eine Nasenklemme zur

Verfligung, alternativ konnten die Nasenfliigel manuell zusammengedriickt werden.
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Zum Zeitpunkt der Messung geltende erweiterte Hygienevorschriften wurden zu jeder Zeit
eingehalten. Es entstand kein zusdtzliches Infektionsrisiko fiir Teilnehmende oder

Durchfiihrende der Studie (23).

Zum Schutz des Untersuchers und des Equipments wurde eine Trennwand aus Plexiglas
angefertigt. Der zum PTR-ToF-MS fiihrende Probenschlauch wurde von einem Schutzbezug
(Tube sleeve, OMNIA®, Fidenza, Italien) bedeckt zum Probanden gefiihrt. Der Bezug wie auch
das Mundstiick wurden nach dem Einmalgebrauch verworfen und ersetzt. Ein handelsiiblicher
Hocheffizienz- Luftpartikelfilter (High Efficiency Particulate Air-Filter, HEPA, Ultipor
BB25G Hydrophobic filter, CE 0088, PALL®, Pall Medical, NY, USA) zur Vermeidung von
Kontamination der Raumluft sowie ein Spritzenfilter (Sartorius PTFE 0.2 pum, 16596-HYK,
Non-pyrogenic CE 1639, Minisart®, Gottingen) zum Schutz des Messinstruments bildeten das
Mundstiick als Verbindung zum PTR-ToF MS (Abbildung 1).

Nach jeder Messung wurde der Raum geliiftet, das Einmalmaterial gewechselt sowie die

Kontaktflichen desinfiziert.

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 1 abgebildet.
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B: Raumteiler

{ C: PTR-ToF-MS

Abbildung 1: Versuchsaufbau fiir die kontinuierliche Messung volatiler organischer Komponenten in der
Atemluft in Echtzeit mittels PTR-ToF-MS unter erhéhten hygienischen Anforderungen. (A) Mundstiick
kombiniert mit HEPA-Filter zur Vermeidung von Kontamination der Raumluft und Spritzenfilter zur Vermeidung
der Kontamination des Messinstrumentes, (B) Trennwand aus Plexiglas (C) PTR-ToF-MS.

Um den Infektionsstatus der Probanden zu ermitteln, wurde aus dem Abstrich im Testzentrum
simultan eine SARS-CoV-2-PCR sowie eine Multiplex-RT-qPCR fiir respiratorische
Pathogene durchgefiihrt. Es handelte sich dabei um ein standardisiertes Panel (Allplex™, Resp.
Panel 1A,2,3,4 — Seegene), in dem die hdufigsten Atemwegserreger getestet wurden. In Tabelle

2 sind sie schematisch dargestellt.
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Tabelle 2: Multiplex-PCR Erregernachweise

RT-qPCR-Test (Multiplex) fiir respiratorische Pathogene, Allplex™

Bakterielle Pathogene Virale Pathogene

Bordetella parapertussis Adenovirus

Bordella pertussis Coronavirus NL63
Chlamydia pneumoniae Coronavirus 229E
Haemophilus influenzae Humanes Bocavirus 1-4

Legionella pneumophila Humanes Enterovirus

il aelal el calel e (5 et e le e 122 Humanes Metapneumovirus
Streptococcus pneumoniae Humanes Rhinovirus
Influenza A

Influenza A pdm 09
Influenza A H1
Influenza A H3
Influenza B
Parainfluenza 1
Parainfluenza 2
Parainfluenza 3
Parainfluenza 4

Respiratorisches Synzytialvirus A

Respiratorisches Synzytialvirus B

Aus den 479 fiir diesen Studienzweig ausgewerteten Probanden ergaben sich positiv getestete
Gruppen fiir Haemophilus influenzae (n=97), Streptococcus pneumoniae (n=49) und
Rhinovirus (n=34). Die relative Héufigkeit passt sowohl zu regionaler als auch saisonaler
Inzidenz. Thnen gegeniiber wurde eine nicht infizierte Kontrollgruppe als ohne subjektiv
empfundene Symptome oder nachgewiesenes Pathogen in der Multiplex-PCR definiert. Sie
umfasste 256 Probanden. Innerhalb der groferen mit Bakterien infizierten Gruppen wurden
jeweils Subgruppen nach dem Vorhandensein von Symptomen definiert. Zuletzt wurden drei
Koinfektions-Kohorten gebildet, die jeweils ausschlieBlich H.i.+S.p (n=24)., H.i.+Rhinovirus

(n=16) und S.p.+Rhinovirus (n=12) koinfizierte Probanden umfasste.
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In insgesamt 13 Vergleichen (Queries) wurde nach signifikanten Unterschieden im

Atemgasprofil bei unterschiedlichen infektiologischen Zustéinden gesucht.

Zundchst wurden in Q1-Q3 die Monoinfektionsgruppen der gesunden Kontrolle (gK)
gegentibergestellt:

Ql=H.i. vs. gK

Q2=Sp. vs. gk

Q3= Rhinovirus vs. gk

In Q4-Q6 wurden die Monoinfektionsgruppen miteinander verglichen.
Q4= H.i. vs. Rhinovirus

Q5= S.p. vs. Rhinovirus

Q6=H.i. vs. S.p.

Q7-Q10 vergleicht jeweils die Subgruppen von asymptomatisch positiv getesteten H.i. und S.p.
(Q7 und Q8) und symptomatisch positiv getesteten (Q9 und Q10) ebenfalls mit der gK.

Q7= H.i. asymp. vs. gK
Q8= S.p. asymp. vs. gK
Q9= H.i. symp. vs. gK

Q10=S.p. symp. vs. gK

In einem letzten Block wurden die drei Koinfektionsgruppen der gK gegentibergestellt (Q11-
Q13).

Qll=(H.i.+S.p.) vs. gK
QI12= (H.i.+Rhinovirus) vs. gK
Q13= (S.p.+Rhinovirus) vs. gk

Die Gruppen sowie die zwischen den Gruppen durchgefiihrten Vergleiche sind in der Tabelle

4 dargestellt.
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3.3 VOC-Probennahme und -verarbeitung
3.3.1 Versuchsaufbau

Die Probanden trugen gemal3 den geltenden Bestimmungen eine medizinische Mundbedeckung
und verblieben zur Akklimatisierung in sitzender Position. Die Atemgasproben wurden in
sitzender Position gesammelt (24). Nach Absetzen des Mundschutzes wurden die Probanden
aufgefordert, iiber einen Zeitraum von drei Minuten gleichmifBig und ruhig (f=10-14/min)
durch das sterile T-Stiick (Intersurgical GmbH, Sankt Augustin) zu atmen. Die Probennahme-
Transferline der PTR-ToF-MS war mit dem T-Stiick im Seitenstrom-Modus verbunden, sodass
hinter dem Spritzenfilter sowohl Inspirations- als auch Exspirationsphasen kontinuierlich und
in Echtzeit gemessen werden konnten. Der HEPA-Filter stellte dabei einen geringfiigigen, zu

vernachldssigenden Atemwiderstand dar (18).

3.3.2 PTR-ToF-MS basierte Messungen von VOCs in der Atemluft

Die kontinuierlichen Messungen der in der Atemluft der Probanden enthaltenen VOCs wurden
mit einer PTR-ToF-MS 1000 (Ionicon Analytik GmbH, Innsbruck, Osterreich) unter
optimierten Bedingungen durchgefiihrt (14,25).

In Abbildung 2 ist die Methode schematisch dargestellt.

Das Prinzip dieser Analysemethode beruht auf dem Transfer eines Protons auf die in der
Atemgasprobe enthaltenen VOCs in einem definierten elektromagnetischen Feld. Die
Hydronium-Ionen entstehen in einer Plasmaquelle im ersten Kompartiment des Messgerétes
und werden {iber ein Linsensystem in die Reaktionskammer (Drifttube) tiberfiihrt, in der die
Reaktion mit den VOCs stattfindet. Diese Protonierung wird auch als ,,weiche Ionisation*
bezeichnet. So konnen VOCs, deren Protonenaffinitit groBer der von Wasser ist, im
Konzentrationsbereich pptV bis ppbV erfasst werden. Die ionisierten Molekiile werden durch
einen positiven Impuls beschleunigt und die Dauer der Flugzeit (Time of Flight) bis zur
Detektion gemessen. Aus diesen Parametern kann das Masse-zu Ladungs-Verhiltnis bestimmt
werden, das eine tentative Zuordnung der VOCs ermoglicht. Diese Technik erlaubt die
Erfassung kompletter VOC-Profile im sub-Sekundenbereich und ermdglicht so kontinuierliche

Echtzeitmessungen.

Im Seitenstrom-Modus wurde die sechs Meter lange Transfer-Line (Silikon-Stahl) des
Messinstruments iiber ein Mundstiick (kombiniert mit HEPA- und Spritzenfilter) mit dem

Probanden verbunden (s. Abbildung 1). Die Messungen wurden mit einem kontinuierlichen

-18 -



Fluss von 100 ml/min durch die Line durchgefiihrt. Die Temperatur der Transfer-Line wurde
auf 75°C gehalten, die Spannung der PTR-Drift Tube betrug 610 V unter einem Druck von 2,3
mBar. Dadurch ergab sich ein E/N-Verhéltnis von 139 Townsend.

Nach jeder Minute wurde ein neuer Datensatz aufgenommen. Die Massenskala wurde nach
jedem Durchlauf (60s) neu kalibriert, als Referenzen zur Kalibrierung wurden dabei die Massen

vom H30" Isotop (21.022), NO'(29.998) sowie protoniertem C3HsO (59.049) genutzt.

lonenquelle | PTR-Drift-Tube | Transfer Linsen System ToF-MS

H,0 Einlass  Probeneinlass

|
|
R, TR, . B
IR IR TR, YRS S
o TR T R, W Y
G A PR, Y
R T R EERE TR

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer PTR-ToF-MS, Quelle: www.ionicon.com

3.3.3 Datenverarbeitung

Die Intensitdten der VOCs wurden in Ausschlidgen pro Sekunde (engl.: counts per second, cps)
gemessen, korrespondierende Substanzintensititen wurden auf die Intensitdt des Primirions
(H30") normalisiert. Die Rohdaten wurden durch die Software der PTR-MS verarbeitet (DAQ
v, lonicon, Innsbruck, Osterreich, Version 3.228). Um aus dem kontinuierlich gemessenen
Zeitverlauf die Atemphasen zu identifizieren, wurde ein auf Matlab (MathWorks, Natick, USA,
7.12.0.635, R2011a) basierender ,Breath Tracker“-Algorithmus genutzt (25). Dieser
Algorithmus ermoglichte anhand der iiber mehrere Atemziige gemessenen Intensitit von
Aceton als Substanz endogener Herkunft die Trennung der Atemphasen in Inspiration (kein
Aceton nachweisbar) und Exspiration (schnell in der Konzentration ansteigendes Aceton,

Plateau in der Endexspiration).
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Zudem wurde in Intervallen von 15 min die Raumluft separat gemessen. War die
Substanzkonzentration hoher als die Raumluftkonzentration plus drei Standardabweichungen

wurde sie als endogen betrachtet.

3.3.4 Quantifizierung

Fiir die tiber das PTR-ToF-MS nachgewiesenen m/q-Verhiltnisse werden im Folgenden die
ermittelten tentativen Substanznamen (Komponentennamen) verwendet. Vorangehende
Versuche u.a. mit Gaschromatografie-Massenspektrometrie (GC-MS) bestitigten diese
Zuordnung (26). Es konnten Substanzen nachgewiesen werden, die typischerweise exogen
vorkommen (u.a. Formaldehyd, Benzol, Toluol, Acetonitril, Furan, Monoterpene) bzw.
endogenen Ursprungs sind (u.a. Hemiterpene, Ketone, kurzkettige Fettsduren, Aldehyde,
Alkohole und organische Schwefelverbindungen). Da die Reaktionsbedingungen im
kontrollierten Feld der Drifttube als konstant angesehen werden, konnen die Konzentrationen
der VOCs entweder iiber Reaktionsraten (k-Raten) kalkuliert (27) oder alternativ anhand von
Referenzsubstanzen kalibriert werden. Die Quantifizierung studienrelevanter Substanzen
erfolgte anhand standardisierter VOC-Mischungen mittels adaptierter Probenfeuchtigkeit mit
einer Liquid Calibration Unit (LCU, Ionicon Analytik GmbH, Innsbruck, Osterreich) (28).
Anhand von Referenzsubstanzen kalibrierte Substanzen waren Formaldehyd, Acetaldehyd,
Crotonaldehyd, Acrolein, Butanal, Pentanal, Hexanal, Methanol, Ethanol, Isopropanol, Aceton,

Isopren, Dimethylsulfid, Butanon, Benzene, Toluen, Xylen, und Limonen.

3.3.5 Auswahl der VOCs zur Analyse

Substanzen potentiell exogener Herkunft (volantile Bestandteile der Umgebungsluft, volatile
Emissionen der Virenfilter) (18), wurden von der weiteren Betrachtung ausgeschlossen, ebenso
VOCs, deren gemessene Konzentration unterhalb der Bestimmungsgrenze lag. So wurden 44

Substanzen in der Atemluft der Probanden zur weiteren Auswertung identifiziert.

Neben einem Nachweis der Substanzen (LOD, Level of Detection, Nachweisgrenze als
Mittelwert der jeweiligen Substanzkonzentration plus drei Standardabweichungen) musste zur
Konzentrationsbestimmung auch die Bestimmungsgrenze (LOQ, Level of Quantification)

erreicht werden. Die LOD und LOQ Werte fiir ausgewéhlte VOCs sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Tabelle 3: LOD und LOQ ausgewihlter VOCs in parts per billion by volume (ppbV)

I ) B ) B
LOD (ppbV) 0,02 2,36 3,51 9,54 1,99
LOQ (ppbV) 0,71 3,05 12,95 22,79 8,34

3.3.6 Statistische Analyse

Um zu ermitteln, ob sich die gemessenen Konzentrationen einzelner VOCs signifikant
unterscheiden, wurde ein Kruskal-Wallis~-ANOVA-on Ranks-Test fiir unabhéngige
Stichproben (paarweise multiple Vergleiche, p-Wert < 0,05) mit Sigma Plot durchgefiihrt
(Systat Software GmbH, Erkrath Deutschland, Version 14).

Die Vergleiche wurden dabei in folgenden Blocken gestellt:

Q1 — Q3 (Monoinfektionen gegentiber der gK)

Vergleiche von der Pathogen- positiven Gruppen, also H.i. (n=97), S. p. (n=40) und
Rhinovirus (n=34) mit der gK (n=256).

Ql=H.i. vs. gK

Q2=Sp. vs. gk
Q3= Rhinovirus vs. gk

04 — Q6 (Monoinfektionen untereinander)
Gegentiberstellung der Monoinfektionskohorten H.i. (n=97), S. p. (n=40) und Rhinovirus
(n=34) untereinander.

Q4= H.i. vs. Rhinovirus
Q5= S.p. vs. Rhinovirus
Q6= H.i. vs. S.p.

Q7 — Q8 (Asymptomatische Monoinfektionen):

Vergleiche der asymptomatisch positiven Subgruppen von H.i. (n=55), S. p. (n=25) mit der
gK (n=256)

Q7= H.i. asymp. vs. gK

Q8= S.p. asymp. vs. gK
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09 — Q10 (Symptomatische Monoinfetkionen):

Vergleiche der symptomatisch positiven Subgruppen von H.i. (n=42) und S.p. (n=15) mit der
gK (n=256)

Q9= H.i. symp. vs. gK

Q10=S.p. symp. vs. gK

Q11— Q13 (Koinfektionen):
Koinfektionen (bakterio-bekteriell und bakterio-viral) mit H.i. + S.p. (n=24), H.i. + Rhinovirus
(n=16), S.p. + Rhinovirus (n=12) im Vergleich mit der gK (n=256).

Qll=(H.i.+S.p.) vs. gK
QI12= (H.i.+Rhinovirus) vs. gk
Q13= (S.p.+Rhinovirus) vs. gk

Zur schnellen Visualisierung und zur Uberpriifung der durchgefiihrten Statistik wurde parallel

ein mit R programmierter Algorithmus angewandt (29).
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4. Ergebnisse

Aus 479 eingeschlossenen Probanden konnten Subgruppen fiir Monoinfektionen mit H.i.
(n=97), S.p. (n=40) und Rhinovirus (n=34) sowie eine nicht infizierte Kontrollgruppe (n=256)
gefunden werden, wobei ,,nicht infiziert” durch einen fehlenden Pathogennachweis in der
respiratorischen Multiplex-PCR sowie das Fehlen von subjektiven Krankheitssymptomen

definiert wurde.

Abbildung 3 zeigt relative Unterschiede zwischen den Mittelwerten der VOC-Konzentrationen
in den Untergruppen in Form einer Heatmap. Die Konzentrationsunterschiede sind dabei auf
einer Skala von niedrig (blau) bis hoch (rot) farblich kodiert, nicht-quantitativ und normiert auf
das Konzentrationsmaximum der jeweiligen Substanz. Die Gruppen umfassen die gesunde
Kontrollgruppe, H.i. Monoinfektion sowie ihre asymptomatische und symptomatische
Subgruppe, S.p. Monoinfektion mit asymptomatischer und symptomatischer Subgruppe,
Rhinovirus Monoinfektion und die Koinfizierten-Gruppen, H.i.+S.p. Koinfektionen,

H.i.+Rhinovirus Koinfektionen und S.p.+Rhinovirus Koinfektionen.

-23.-



=256)
15)

H. influenzae (n=97)
=40)
Rhinovirus (n=34)
=24)

H.i. symptomatisch (n=42)
Hi +5p. (n

Gesunde Kontrolle (i
H.i. + Rhinovirus (n=16)
S.p. + Rhinovirus (n=12)

H.i. asymptomatisch (n=55)
S. pneumeoniae (n:

S. p. asymptomatisch (n=25)

S. p. symptomatisch (n:

(CH2OH+ 310
(CH40)H+ 33.03
(H2S)H+ 3497
(C3HAH+ 4103
(C3HEH+  43.05
(COZEH+  45.00
(C2H4OMH+  45.03)
(CH202H+  47.02)
(C2H6OMH+  47.06]
(CH4SH+ 49.01
(C3H40)H+  57.04]
(C4HSH+  57.07]
(C3H60JH+  59.05]
(C2HA4O2H+  61.03)
(C3HSOH+ 6107
(C2H6SH+  63.02
(CSHEH+  67.06]
(CSHSJH+  69.07]
(C4H6O)H+  71.04]
(CSHIOH+ 7108
(CAHSOJH+  73.07]
(C6H6H+  79.05
(C6HS)H+ 8107
(C6H10)H+  83.08
(CSHSOYH+  85.06|]
(C6HI12JH+  85.10)
(CSHI00)H+  §7.05|
(CAHSS)H+  89.05
(CAHI0S)H+ 91.04)
(CTHS)H+  93.05
(C6H6OMH+  95.06]
(C6HSOJH+  97.09)
(C6HI20H+ 101.06]
(CSHSJH+ 105.06]
(CSH10)H+ 107.04}
(CSHI2JH+ 109.09)
(CTH100)H+ 111.10
(CSH10)H+ 119.08)
(CSHSOJH+ 121.06]
(CTH602H+ 123.04)
(CSH100)H+ 135.07
(CI0H16H+ 137.13
(C10H120)H+ 149.06]
(C10H220)H+_159.09)

Chemische Formel der protonierten molekularen Ionen der VOCs (m/z)

0.0 I 10

Abbildung 3: Heatmap zur Veranschaulichung relativer Unterschiede der Konzentrationen exhalierter
VOC-Profile bei nicht infizierten Probanden und in infizierten Gruppen. Auf einer Skala zwischen 0 und 1
zeigt blau relativ niedrigere und rot relativ hhere Konzentrationen der betrachteten VOCs an. Farbkodiert ist
dabei der Mittelwert der in der Spalte betrachteten Gruppe/ Subgruppe normiert auf das Konzentrationsmaximum
der jeweiligen Substanz. Die x-Achse zeigt dabei die unterschiedlichen Gruppen an, auf der y-Achse sind die

tentativen Summenformeln der protonierten VOCs aufgelistet.

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der statistischen Vergleiche zwischen den VOC-Konzentrationen
der Studiengruppen (Q1-Q13). Fiinf VOCs (Aceton, Essigsdure, Dimethylsulfid, Pentanal und
Limonen) zeigten signifikante Unterschiede (p < 0,05) im paarweisen Vergleich. Signifikante

Unterschiede sind fett gedruckt hervorgehoben.
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Tabelle 4: Statistische Vergleiche der VOC-Konzentrationen zwischen den Studiengruppen

1 Monoinfektionen ____________| Koinfektionen |
_ Alle Asymptom. Symptom. Alle

Kurzbezeichnung

Abfrage al Q2 a3z Q4 as a6 az as fol:} Qo Q1 Q12 Qi3
B 8 B % S 2 ] i B B B B i

Anzahl der ™ o ~ i o o ) B B B p:
Probanden [n) £ p ¢ £ 8 s g 4 g ¢ g 2 &
5 g 3 & g ® 2 9 g n 3 E -

4 2
g ® 0% % B B L %
3 _? = g s “ 2 E i g
o] = g = o =2 > = o 2 4
» B 3 = E=] © s " = 5 c
Kruskal- Wallis-Test [ g ) £ £ 3 E E g £ g £ 2
ANOVA on Ranks s o 4 z £ = 2 2 S 2 H 2 £
(paarweise 3 g £ g E % = E g' E g £ :
e U S T S S S S N S
Vergleiche) 2 g 2 g g & v & 8 2 B g £
p Wert £ 0.05 = & 2 g s g g s § g g g g
3

“ E g € 2 B = 2 g € g
T z = = g £ 2 % £ c

v £ - 8 = e £ = =
= ] v I “

0.009 0.013 >0.05 =005 =005 =0.05 0.016 0.027 =005 =005 =005 >005 =005

>0.05 0.040 0.029 =005 =005 =005 =005 =005 >005 =005 =>005 =005 =005

Dimethylsulfid =005 =005 =005 =005 =005 =005 =005 0.016 0028 =005 =005 =005 =003
=005 =005 =>003 =>005 =>0.05 >0.05 =>=0.05 0.002 =005 =005 =005 >005 >0.05
m »>005 =005 0016 =005 =005 =005 =005 =005 =005 =005 =005 >005 =005

Die fiinf signifikant unterschiedlichen VOCs sind in Abbildung 4 in Form von Box Plots

dargestellt, hier sind statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) gegeniiber der nicht

infizierten Kontrollgruppe mit ,,#” markiert.

-25-



150 | Pentanal

Monoinfektion Koinfektion
Q16 Q7-8 Q9-10 Q11-13

2222 Aceton

1500

1000 ’ d—_jl é # # ¥

| & = === s = S

0 —

50 . .

0 Essigsdure

30 # # é IJ:j
7] 20
LI LI LTI
g [}
S 150 Dimethylsulfid
F.é 100 #
T T EETTHTL
k=
g
g
A

#
100
50 $ $ g
0
800
00| Limonen ;
400
200
@ @ e g " = " e e & 3 7
: f F ¢ $£f1 %1 §%§% £ :+t& & g2
= S g 2 k| g = g = = g ] g
2§ § 4 ¢ £ £ £ & £ £ § £ § 4
3 oz A : & & & & § ¢ 1 ®
= = = = = =l N + +
g v g - E & @ 5w u v
1} i ® @ o @ W ] + =2 =
3 ] g e (<] g £ o Y g g
o = g S X = E
T 8 S £ T 5 8
=S g E g <, = 5
= % = = = k] =,
. E Jas] o, = i
B o v RS

Abbildung 4: Darstellung der VOC-Konzentrationen innerhalb der Studiengruppen und —subgruppen in
Form von Boxplots. Die x-Achse benennt die jeweilige Studiengruppe, die y-Achse zeigt die absolut gemessenen
Konzentrationen der VOC:s in parts per billion by Volume (ppbV). Es wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet.
Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) zur gesunden Kontrollgruppe sind mit ,#” markiert. Die

Raumluftkonzentrationen wurden nicht verglichen, sie dienen der Veranschaulichung.

- 26 -



Q1-0Q3: Monoinfektionen vs. gk

Beim Vergleich der Monoinfektions- Kohorten mit der gK fielen Acetonkonzentrationen in der
pathogenbesiedelten Gruppe in Q1 (H.i. vs. gK) signifikant erhoht auf. Der Vergleich Q2 (S.p.
vs. gK) ergab erhohte Konzentrationen von Aceton und Essigsdure in der positiv getesteten
Gruppe. Q3 (Rh vs. gK) zeigte eine Erhohung der Essigsdurekonzentrationen bei positivem

Virusnachweis.
04-0Q6: Monoinfektionen untereinander

Im Vergleich der Pathogen-positiven Gruppen untereinander konnten keine signifikanten

Konzentrationsunterschiede der betrachteten VOCs ermittelt werden.
Q7 und Q8: Asymptomatische Gruppen vs. gK

Die bakteriell infizierten Kohorten wurden nach dem Vorhandensein von Symptomen weiter
unterteilt. In Q7 wurde die asymptomatische aber H.i. positiv getestete Kohorte der gK
gegeniibergestellt, es zeigte sich eine signifikant erhohte Konzentration von Aceton in der
Pathogen positiven Gruppe. In Q8, asymptomatische S.p. Infektion vs. gK, konnte neben der
signifikanten Erhohung der Acetonkonzentration, auch hoéhere Konzentrationen von

Dimethylsulfid (DMS) und Pentanal beobachtet werden.
09 und Q10: Symptomatische Gruppen vs. gK

Q9, symptomatische H.i. positive vs. gK, zeigte eine signifikante Reduktion des exhalierten
DMS in der erkrankten Gruppe. Fiir Q10, in der die symptomatischen S.p. positiven der gK

gegentibergestellt wurden, konnte keine Signifikanz ermittelt werden.
Q11-Q13: Koinfektionen vs. gk

Im Block Q11-Q13 wurden die koinfizierten Kohorten (H.i.+S.p., H.i.+Rh, S.p.+Rh) der gK
gegentibergestellt, hierbei ergaben sich keine signifikanten Abweichungen der Konzentration

der betrachteten VOCs.
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Korrelationen

Erginzend wurde eine Korrelationsanalyse zwischen den Konzentrationsverdnderungen der
VOCs mit signifikanten Konzentrationsunterschieden durchgefiihrt. Eine dimensionslose
Faktorenanalyse (Hauptkomponentenmethode zur Faktorenextraktion, Faktorbewertung iiber
die Regressionsmethode) in jeder Probandengruppe zur Berechnung der Korrelation zwischen
den signifikanten endogenen VOCs. Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse im Anhang
tabellarisch dargestellt. Statistisch signifikante (p-Wert <0,05) Regressionen (R >0,5) sind
dabei fett gedruckt.

-28 -



5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung exhalierter VOC-Profile bei Infektionen mit

respiratorischen Pathogenen in einem Screening-Szenario.

Mittels PTR-ToF-MS konnte unter realistischen klinischen Screening-Bedingungen eine
schnelle Beprobung und eine Echtzeitmessung vieler Probanden unter Wahrung erhohter
Hygienestandards durchgefiihrt werden. Zwischen H.i.-, S.p.- und Rinovirus- infizierten und
nicht infizierten Gruppen wurden Konzentrationsverdnderungen im VOC-Profil der
Exspirationsluft der Probanden gefunden. Die in signifikant unterschiedlichen Konzentrationen
auftretenden Substanzen umfassen ein endogenes Keton (Aceton), eine organische
Schwefelverbindung (DMS), eine Carbonsédure (Essigsdure), ein gesittigtes Aldehyd (Pentanal)
und ein monozyklisches Terpen (Limonen). Diese Substanzen kommen in verschiedenen
Stoffwechselwegen und Kompartimenten des menschlichen Korpers vor, darunter dem
Energiemetabolismus, im Darm- und Lungenmikrobiom, der Lipid-Peroxidation und der
zelluldren antioxidativen Abwehr. Trotz der nachgewiesenen Unterschiede in den exhalierten
VOC-Profilen lésst sich kein spezifischer Atemgasmarker fiir bestimmte bakterielle oder virale

Pathogene identifizieren.

Im Fall von singuldr nachgewiesenen respiratorischen Pathogenen (Monoinfektionsgruppen)
konnten bei bakteriellem und viralem Infektionsstatus signifikante Konzentrationserhhungen
von Substanzen aus allen genannten Stoffwechselwegen und Kompartimenten beobachtet
werden. Diese Verdnderungen fanden sich groftenteils auch in der bakteriell monoinfizierten
asymptomatischen Gruppe wieder, wéihrend sie im Vergleich der Gruppen mit positivem
Pathogennachweis untereinander ausbleiben. Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte der

dominierende Einfluss der Immunantwort des Wirtsorganismus auf VOC-Profil sein.

Auch das Fehlen signifikanter Verdnderungen bei bakterio-bakterieller und bakteriell-viraler
Koinfektion stiitzt diese Theorie, in der sich viele unterschiedliche Stoffwechselwege von

eindringendem Pathogen und abwehrendem Organismus iiberlagern.

5.1 Klinisches Atemgas-Screening mittels PTR-ToF-MS und Studiendesign

Der grof3e Vorteil der VOC-Analyse mittels PTR-ToF-MS ist die schnelle Echtzeitanalyse und
die Moglichkeit der ,,bettseitigen* oder ,,Point-of-Care* Beprobung. Das mobile Instrument lief3
sich gut im Testzentrum installieren, auch schnell aufeinander folgende Messungen vieler

Probanden konnten problemlos durchgefiihrt werden, ohne den Ablauf des Screening-Zentrums
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zu behindern oder eine Gefahr fiir die hygienischen Standards darzustellen (23). Eine grofe
Anzahl an VOC-Profilen konnte aufgenommen und ausgewertet werden. Der Abgleich mit der
etablierten PCR-Diagnostik ergab eine belastbare Aussage liber den Infektionsstatus der

Probanden.

Durch die groBe Priasenz der COVID-19-Pandemie in den Medien, die teilweise straffen
Hygienemafinahmen und —regeln sowie die Verdnderungen im Sozialverhalten der Menschen
gingen auch andere durch Tropfcheninfektion verbreitete Erkrankungen zuriick (30). Eine
Hypothese wire, dass unter schweren Verldufen so auch mehr durch Monoinfektionen
ausgeloste Erkrankungen anzunehmen wéren. Die durch das Pathogen und starke Wirtsabwehr
ausgelosten Verdnderungen im VOC-Profil konnten so klarer einzelnen Erregern oder

Prozessen im Wirtsmetabolismus zugeordnet werden.

Je nach Voranschreiten einer Infektion und Symptomlast, die eine medikamentose (Eigen-)
Therapie motivieren, konnen auch eingenommene Medikamente und Mafinahmen sowohl die
empfundene Symptomschwere (ASS, Ibuprofen) als auch die Abwehrreaktion des Korpers und
die Blut-Luft-Barriere (Hustenloser wie Acetylcystein, Virustatika, Antibiotika,

Inhalationstherapie) beeinflussen.

Um den Rahmen eines realistischen Screenings zu bewahren, mussten die Probanden ohne
Préselektion anhand von Eigenschaften des Lebenswandels und des Gesundheitszustandes in
die Studie aufgenommen werden. Wenngleich viele Faktoren Einfluss auf das individuelle
Atemgasprofil haben konnen (25) muss eine Screening-Untersuchung iiber ihr Grundrauschen
hinweg auftretende Verdnderungen erfassen, diese Bedingung wurde in der vorliegenden Studie
erfiillt. Die untersuchten GruppengrofSen gingen weit iiber die Probandenzahlen anderer

Studien, die die gleichen Substanzen diskutieren, hinaus (31-33).

Der Vergleich von Atemgasprofilen bei Frauen in und auf3erhalb der Menstruation sowie unter
Einnahme oraler Kontrazeptiva (34), die Beprobung von mono- und koinfizierten Schweinen
(35) und die Analyse vom Gasraum iiber Zellkulturen (36,37) sind nur einige Beispiele, in
denen sich wiederholt zeigte, dass die beobachteten Substanzen starken inter- und

intraindividuellen Schwankungen unterliegen.

Trotz des kurzen Zeitfensters, in dem alle Proben untersucht wurden, kann eine gute

Anwendbarkeit der Methode auch im Rahmen eines Screenings bestitigt werden. Die
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Konzentrationsbereiche, in denen die betrachteten Substanzen gemessen werden konnten,

entsprechen tiberwiegend denen anderer Studien (38—40).

In der durchgefiihrten prospektiven Observationsstudie konnte keine der detektierten
Konzentrationsverdnderungen einem einzelnen verursachenden Pathogen zugeordnet werden,
daher wurde von der Benennung eines selektiven Markers oder Markersets Abstand gehalten.
Die bereits veroffentlichen Ergebnisse anderer Forschungsgruppen, in denen bereits von
konkreten Markern fiir einzelne Krankheiten und Zustinde gesprochen wird (41-43), ist
kritisch zu hinterfragen. Die Studiengruppen sind héufig sehr klein gewéhlt und sowohl
Sensitivitét als auch Spezifitit der verwendeten Methoden niedrig (44). Die um ein Vielfaches
hohere Probandenzahl in der vorliegenden Studie ldsst somit eine verlédsslichere Zuordnung der

beobachteten Konzentrationsveranderungen zu, die im Folgenden néher betrachtet werden.

5.2 Monoinfektionen

Effekte auf den Energiestoffwechsel des Wirtsorganismus - Aceton

Volatile Ketone werden im humanen Energiestoffwechsel von Zellen und Organen im
Katabolismus unter anaeroben Bedingungen produziert und in das Blut abgegeben. Aceton
entsteht in groBem Ausmal in der Glyko- sowie Lipolyse (45,46). Es wird im Menschen also
in Hungerzustdnden und anderen Situationen frei, in denen Energie aus Speichern gewonnen

werden muss, dazu gehort auch die Infektion mit folgender Immunreaktion.

Einige Substanzen wurden bereits als Biomarker fiir Erkrankungen diskutiert (41), allen voran
auch Aceton (47). Konzentrationsverdnderungen von Aceton unterliegen vielen metabolischen
Einflussfaktoren und konnen nicht einer einzelnen Erkrankung zugeordnet werden (45).
Vereinzelt werden Gerdte kommerziell vertrieben, die iiber Gesundheitszustinde oder

Stoffwechsellage Auskunft geben sollen (38,48).

Auch Bakterien wie H.i. und S.p. nutzen vorrangig Kohlenhydrate zur Energiebereitstellung.
Im Szenario einer bakteriellen Infektion wire der Kolonisation bzw. Proliferation der
pathogenen Zellen die groBere Anderung im Energieaufwand zuzuschreiben, in dieser Phase
wire entsprechend auch mit einer ansteigenden Aceton-Produktion zu rechnen. Eine folgende
Antwort des Immunsystems des Wirtes konnte wiederum einen spéteren Anstieg des endogenen
Acetons bedingen. Diese Uberlegung passt zu der in der Studie beobachteten Erhéhung der

exhalierten Acetonkonzentrationen bei den bakteriellen Monoinfektionen (Q1 und Q2) sowie
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der mutmaBlich noch nicht symptomatischen frithen Infektionsphase, in der das Pathogen sich

in der stirksten Proliferation befindet (Q7 und QS).

Im Gegensatz dazu hat ein Virus keinen eigenen Metabolismus, es besteht aus einem Kapsid
mit enthaltener DNS oder RNS, es nutzt die wirtseigenen Replikationsmechanismen zur
Vermehrung (49) und induziert anabole Stoffwechselwege in der Wirtszelle, sodass es
vermindert zur Glykolyse kommt (50). In einer viralen Monoinfektion wére also mit vermehrter
Glukoseaufnahme und Glukoneogenese und erst in der immunresponsiven Phase, also spéter,
mit erhdhten Acetonkonzentrationen zu rechnen. Im Einklang mit diesen Uberlegungen konnte
keine signifikante Anderung der gemessenen Acetonkonzentrationen bei positivem

Rhinovirusnachweis (Q3) gefunden werden.

Aceton entsteht in den verschiedensten Stoffwechselwegen und Organsystemen im Korper,
sodass es als spezifischer Marker ausscheidet. Eine Korrelation zu erh6htem Energieaufwand
durch grofle Mengen von stoffwechselaktiven Zellen ist aber anzunehmen. Dafiir spricht auch
die signifikant erhdhte Konzentration des Metaboliten in beiden bakteriell monoinfizierten
Gesamtgruppen sowie beiden monoinfizierten asymptomatischen Gruppen, in denen sich das

Pathogen noch im akzelerierten Proliferationsprozess befinden kann.

Eine Verminderung der Acetonkonzentration in einer infizierten Kohorte konnte nicht
nachgewiesen werden. Auch diese Beobachtung fiigt sich in die oben beschriebenen Annahmen

ein.

In vorangehenden Studien wurde Aceton mehrfach als spezifischer Marker fiir verschiedene
Krankheiten und metabolische Zustidnde beschrieben (38,41). Dies kann durch die Ergebnisse
dieser Studie nicht gestiitzt werden. Gegebenenfalls konnte die Substanz verwendet werden um

Krankheitsverldufe oder Therapieerfolge zu monitoren.

Effekte auf systemischer Ebene: Mikrobiom, Immunmodulation und Inflammation —
Essigsiure und Dimethylsulfid

Auch Lungen- und Darmbiom sind Gegenstand der klinischen Forschung und unterliegen
verschiedensten physiologischen und pathologischen Einflussfaktoren (51). Die Mikrobiome
betreiben nicht nur eigenen Stoffwechsel, dessen Metabolite iiber den Blutstrom in die
Exspirationsluft gelangen. Sie spielen auch eine Rolle in der Immunantwort, tragen zur

Permeabilitit der Blut-Luft-Barriere und zum Milieu (pH-Wert, Proteingehalt) sowie zur
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Schleimbildung in den Epithelien bei. So stellen sie nicht nur eine, sondern mehrere potentielle

Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung der Exspirationsluft dar.

Grundsatzlich haben viele Faktoren Einfluss auf das normale Mikrobiom in Lunge und Darm.
Erndhrungsweise, Immunstatus, vorangegangene Medikation (Antibiotika, Steroide usw.),
sportliche Betitigung, Raucherstatus und Genetik sind nur einige davon. Gleichzeitig bieten
beide aber auch Potential fiir die Interpretation von Konzentrationsverdnderungen in der VOC-
Analyse. Versuche an Zellkulturen mit Headspace-Messungen stellen dabei einen Ansatz zum
besseren Verstindnis von der Emission durch einzelne Zelltypen und monozellulére
Organismen dar (36,52—54). Sie zeigten wiederholt, dass selbst liber einer einzelnen Kultur fast

einhundert Substanzen in hoher Variabilitdt messbar waren (55).

Das Lungenbiom als physiologische Barriere des Korpers zwischen Luft und Blut stellt einen
wichtigen Bestandteil des Immunsystems und ersten Kontaktpunkt mit respiratorischen
Pathogenen dar. Interaktionen auf dieser Ebene konnen daher charakteristische Verédnderungen

im VOC-Profil hervorrufen.

Im unteren Verdauungstrakt entstehen durch bakterielle Zersetzung und Verarbeitung von
Ballaststoffen und Stirke vermehrt kurzkettige Fettsduren (KKFS) wie Essigsdure und
organische Sulfide wie Dimethylsulfid (56-58). Diese beiden Substanzen unterschieden sich in

thren Konzentrationen auch zwischen den Gruppen.

Die Darmflora trigt unter anaeroben Bedingungen zur intestinalen Permeabilitit,
Nahrstoffabsorption wie auch Immunregulation bei (59-61). Die Wechselwirkungen zwischen
Darm- und pulmonalem Mikrobiom bzw. dort eintretenden Pathogenen bezeichnet man als die
Darm-Lungen-Achse (62-64). In klinischen und priklinischen Modellen konnte gezeigt
werden, dass von der Flora in Darm und Lunge Essigsdure produziert wird, die schéddlich auf

eindringende Pathogene wirkt (65-68).

In den bakteriellen und viralen Monoinfektionen wurden gegeniiber der gesunden Kontrolle
(Q1-3) signifikant erhohte Essigsdurekonzentrationen in der Exspirationsluft gemessen, die

durch eine unspezifische Abwehrreaktion des Wirtsmikrobioms erklart werden konnen.

Im Gegensatz zur Essigsdure konnten erhohte exhalierte Dimethylsulfidkonzentrationen nur in
den bakteriell monoinfizierten Gruppen gemessen werden. DMS wird als Metabolit des

Darmmikrobioms betrachtet, das spezialisierte Bakterienkollektiv hat Anteil am Methionin-
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Stoffwechsel und somit an der durch Makrophagen vermittelten Immunabwehr (69-71).
Makrophagen wirken sowohl in der Abwehr gegeniiber bakteriellen Infektionen mit als auch in
der Immunantwort auf virale Infektionen, sie sind direkt an der Phagozytose von Pathogenen,

Antigenprasentation, und T-Zell-Aktivierung beteiligt.

Bei den bakteriellen Infektionen konnte gegeniiber der gesunden Kontrolle nur in der
asymptomatischen S.p. positiven Kohorte erhohte DMS-Konzentrationen (Q8), in der
symptomatischen H.i. positiven Gruppe dagegen signifikant reduzierte Konzentrationen
gemessen werden (Q9). Ein Ansatz zur Erkldrung der Beobachtung ist eine Verdnderung der
mikrobiellen Aktivitdt wihrend des Fortschreitens einer bakteriellen Infektion. Zu
Infektionsbeginn wire zur Aktivierung von Immunprozessen wie der direkten Pathogen-
Neutralisation durch das plasmatische System, Phagozytose sowie Sensibilisierung der
Abwehrzellen auf das spezifische Pathogen mittels Antigenpridsentation und
Antikorperproduktion eine gesteigerte metabolische Aktivitit und dadurch erhdhte exhalierte

DMS-Konzentrationen zu erwarten.

Eine voranschreitende Infektion verbraucht Reserven des Wirtes, die physiologische Flora
leidet, eine verdanderte oder verminderte Nahrungszufuhr, Fieberschiibe und Proliferation des
eindringenden Pathogens verdndern somit auch die Aktivitit des Darmbioms. So wire auch die
gegeniiber der gesunden Kontrolle signifikante Verminderung des gemessenen DMS in der

spateren symptomatischen Phase bei Infektion mit H.i. (Q9) erklirbar.

Im Fall von (monoinfizierten) Rhinovirus-positiven Probanden bleibt die Ausbreitung des
Pathogens auf das Epithel von Nasopharynx sowie Lunge beschrinkt, daher konnte hier keine
signifikant verdnderte Konzentration von organischen Schwefelverbindungen gemessen
werden (Q3). Eine Beteiligung des systemischen Immunsystems des Wirtsorganismus konnte
inaddquat und potentiell schéddlicher fiir den Gesamtorganismus verlaufen, die
schleimhautstidndigen Abwehrzellen und —Mechanismen reichen bei Immunkompetenten aus,

um eine Ausbreitung der Infektion zu verhindern (72).

Effekte auf anti-oxidative Abwehr und oxidativer Stress — Pentanal und Limonen
Anti-oxidative Mechanismen werden in Infektionssituationen durch das eindringende Pathogen
herunterreguliert um das Eindringen zu vereinfachen (73). Somit kommt es auch zum

vermehrten Entstehen von reaktiven Sauerstoffspezies und entsprechend oxidativem Stress.
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Reaktive aliphatische Aldehyde — so auch Pentanal — entstehen dabei durch die Oxidation von

Lipiden (74).

S.p. ist ein anaerobes Bakterium, es wird im beliifteten (sauerstoffreichen) Lungengewebe, das
ithm zumeist als Eintrittspforte in den Wirtorganismus dient, aber mit aeroben Bedingungen
konfrontiert. In der asymptomatischen Phase der Monoinfektion mit diesem Pathogen konnte
eine signifikant erhdhte Pentanalkonzentration in der Exspirationsluft von positiv getesteten
Probanden gegeniiber der gesunden Kontrolle (Q8) detektiert werden, mutmaBlich bedingt
durch ein vermehrtes Auftreten von Redox-Reaktionen auf zellulirer Ebene (75). Sp.
produziert Wasserstoffperoxid und Autolysin (76), die zu seiner Virulenz beitragen. Die im
Lungengewebe auftretende Entziindungsreaktion aktiviert das wirtseigene Immunsystem sowie
eine Modulation der oxidativen Stressabwehr (77). Somit wére auch ein Verschwinden des in
Q8 beobachteten Effektes im Verlauf der Infektion, also auch der symptomatischen Phase und
den Fragestellungen Q2 (alle S.p. Monoinfektionen gegeniiber gK) und Q10 (symptomatische
S.p. Monoinfektionen) erklérbar.

Fiir H.i. konnten diese Verdnderungen in dieser Studie nicht beobachtet werden. Als fakultativ
anaerober Organismus kann es sich dem wechselnden Sauerstoffanteil im Gewebe des

Respirationstraktes anpassen (78) und die oben beschriebenen Reaktionen bleiben aus.

Rhinoviren hemmen die mitochondriale Atmung bzw. den mitochondrialen oxidativen
Metabolismus im respiratorischen Epithel des Wirtsorganismus und fiihren zu einem erhohten
Protonenleck, wie in vitro Versuche ergaben (79). Es folgt die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine (z.B. Interleukin 8) (80), damit auch eine Regulation des
oxidativen Stresses auf Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum, um deren Funktion
zu stabilisieren (81). Auch in Q3 (Rhinovirus Monoinfektion vs. gK) konnte keine signifikante

Verdnderung von Pentanal beobachtet werden.

Limonen und seine Metabolite fungieren als zelluldre Antioxidantien, sie neutralisieren freie
Radikale (82). Das in der Leber mikrosomal metabolisierte Limonen stérkt die antioxidative
Abwehr und antientziindliche Antwort (83). Erhohte Abatmung von Limonen in Rhinovirus-
positiven Probanden gegeniiber der gesunden Kontrolle (Q3) kann Ausdruck der wirtseigenen
anti-inflammatorischen Reaktion auf den virusinduzierten oxidativen Stress und

Mikroverletzungen im Respirationstrakt sein.
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5.3 Koinfektionen

Effekte auf den Energiestoffwechsel des Wirtsorganismus - Aceton

In  bakteriell-viral  koinfizierten = Probandengruppen (H.i.+Rhinovirus, Q12 und
S.p.+Rhinovirus, Q13) wurde im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe keine signifikante
Anderung des exhalierten Acetons beobachtet, am ehesten ist das auf eine Hemmung der

Glykolyse durch virale Einfliisse auf den Zellmetabolismus zurtickzufiihren.

Wenngleich eine Koinfektion mit zwei bakteriellen Stimmen eine erhohte Emission von
Aceton erwarten lieBe, blieb sie in dieser Studie aus (Q11). Im Fall von bakterio-bakterieller
Koinfektion zeigten vorangegangene Studien kompetitive Effekte der beiden Pathogene (84—
86), dabei produzierte S.p. sowohl Wasserstoffperoxid als auch Neuraminidase, die beide
toxisch auf H.i. wirken. Anzumerken ist, dass die beschriebenen Versuche in einem artifiziellen
Biofilm durchgefiihrt wurden, dhnliche hemmende Effekte in vivo sind dabei anzunehmen.
Andere Versuche in vitro ergaben wiederum einen Synergismus zwischen den beiden
bakteriellen Stammen (87), im Vergleich zur Monokultur zeigten sie ein erhdhtes Wachstum in

koinfizierten Kulturen.

In dieser Studie konnte jedoch keine signifikante Anderung der Acetonkonzentration bei
Koinfektion mit H.i. und S.p. gemessen werden, sodass davon auszugehen ist, dass sich

verschiedene Einfliisse liberlagerten.

Effekte auf systemischer Ebene: Mikrobiom, Immunmodulation und Inflammation —
Essigsaure und Dimethylsulfid

In den Koinfektionsgruppen konnten keine erhdhten Level von KKFS oder organischen
Schwefelverbindungen gegeniiber der gesunden Kontrolle (Q11-13) detektiert werden, am

ehesten ist dies durch eine kumulative Dysbiose bei Superinfektion zu erklédren (88,89).

Effekte auf anti-oxidative Abwehr und oxidativer Stress — Pentanal und Limonen

In Koinfektion mit einem Bakterienstamm konnte bei Rhinovirus positiv getesteten Probanden
ebenfalls keine signifikante Erhéhung von Pentanal in Gegeniiberstellung mit der gesunden
Kontrolle beobachtet werden (Q12 und QI13), dies konnte auf eine immunvermittelte

kompetitive Interaktion der beiden Pathogene zurilickzufiihren sein.

Betrachtet man die Verteilung der gemessenen Limonenkonzentrationen, fillt auf, dass die

gemessenen Werte nahe beieinander liegen mit wenigen Ausreilern, die die Signifikanz
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bedingen. Die monoinfizierte Rhinovirus-positive Kohorte ist mit 34 Probanden dabei relativ
klein. Die beiden statistischen Ausreiler mit Konzentrationen iiber 3000 ppbV koénnen
natiirliche Varianten représentieren und wurden daher in der Auswertung belassen. Das gleiche
gilt fiir einen einzelnen iiber 1000 ppbV erhohten Wert in der S.p.+Rhinovirus koinfizierten
Kohorte.

Limonen ist auch ein in vielen Pflanzen bzw. itherischen Olen vorkommender Stoff, der
Anwendung in Lebensmitteln und als Duftstoff findet (90,91). Bedingt durch die Individuelle
Lebensfithrung der Probanden sollte hierbei auch der potentiell exogene Ursprung von Limonen

in Erwdgung gezogen werden.

Es wurden im ausgeweiteten Rahmen wéhrend der Auswertung der Daten auch Korrelationen
zwischen den gemessenen VOCs bzw. ihren Konzentrationen unter verschiedenen
infektiologischen Voraussetzungen berechnet. Es wird kein Anspruch auf Kausalitédt erhoben,
da die Studiengruppen zu klein flir belastbare Aussagen sind. Um die Interaktion der
auslosenden  Stoffwechselwege ausmachen zu konnen, bedarf es umfangreicher
weiterfiihrender Studien (92). Um die Ergebnisse der Studie mit zukiinftigen
Forschungsergebnissen abgleichen zu konnen und sie zu unterstiitzen oder zu hinterfragen sind

die Korrelationen zwischen den VOC-Konzentrationen jedoch geeignet.

5.4 Limitationen der Studie

Durch eine Standardisierung der Probennahme nach erprobtem und sicherheitskonformem
Prinzip und einem Abgleich mit der Umgebungsluft konnten die Variabilitdt der Messung und
mogliche externe Einflussfaktoren reduziert werden. Probanden-individuelle Informationen
wie Dauer der Erkrankung, Schwere der empfundenen Symptome, Korpertemperatur,
Herzzeitvolumen (HZV), Vorerkrankungen, hormoneller Status und Zeitpunkt im
Menstruationszyklus, Body-Mass-Index, sportliche Aktivitit sowie Erndhrungsweise und
Niichternzeiten konnten jedoch nicht beriicksichtigt werden, da die Studie prospektiv, ohne
Vorselektion und unter realistischen Screeningbedingungen durchgefiihrt wurde. Die schnelle
und sichere Durchfiihrbarkeit ohne eine Behinderung des Testzentrums war fiihrende
Voraussetzung zur Bewilligung der Installation der PTR im Screening-Zentrum. Auch ist die
emotionale Anspannung zu beriicksichtigen, die besonders zu Beginn der Pandemie im
Umgang mit dem noch weitgehend unbekannten neuen Erreger und potentiellen Tragern
herrschte. FEine ausfiihrliche Anamnese auszufiillen oder zu beantworten hétte der

Bereitwilligkeit zur Teilnahme an der Studie gegebenenfalls abtrédglich sein kénnen.
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Auch eine Viruslast bzw. das Ausmal der bakteriellen Besiedlung wurde nicht bestimmt. Eine
Korrelation mit Blutwerten (CRP, Interleukine, PaO2,) konnte im Setting des laufenden
Betriebes des Screening-Zentrums nicht realisiert werden und hétte den Nachteil einer
invasiven Probenerhebung mit sich gebracht, der die freiwillige Bereitschaft der Probanden an
der Studie teilzunehmen mutmaBlich ebenfalls geschmélert hitte. Es musste somit auf den sehr
subjektiven und variablen Parameter des Vorhandenseins von Krankheitssymptomen

zuriickgegriffen werden, um das Fortschreiten der Infektion grob einordnen zu kénnen.

Trotz einer insgesamt erfreulich hohen Teilnehmerzahl in der Studie ist zu bemerken, dass die
gefundenen Pathogen-positiven Kohorten eher klein waren. Fiir eine stirkere Abgrenzung und

Reproduzierbarkeit von Ergebnissen wiren groBere Gruppen wiinschenswert.

Eine Wiederholung der Versuche in einer anderen Population konnte abhingig von regionalen
genetischen Pridispositionen, Impfstatus, (saisonaler) Infektionsrate, Vorkommen von
verschiedenen Pathogenen und viralen Varianten sowie verfiigbarer medizinischer Infrastruktur
und Liberalitdt im Umgang mit Antibiotika und anderen Medikamenten zu anderen Ergebnissen

fihren.

Die Abatmung von VOCs, die in ithrem Ausmal} auch von Ventilation und Perfusion abhéngt,
schwankt interindividuell stark (25,26,34). Das Aufspliren von reproduzierbaren
Verdanderungen im Profil setzt voraus, dass Stoffwechselwege durch die pathologischen
Vorginge in einem Ausmal} beeinflusst werden, dass Verdanderungen entstehen, die sich mit

hoher Amplitude vom Grundrauschen abheben.

Die PTR-ToF-MS detektiert Konzentrationen im ppbV-Bereich. Entsprechend kdnnen schon
kleinste Schwankungen der Umgebungsluft die Ergebnisse beeinflussen. Im klinischen Setting
werden immer Reinigungs- und Desinfektionsmittel und viele andere Storfaktoren (andere
Patienten, Personal, Hygieneprodukte, Naturstoffe, Klimaanlage, Luftzug von auBlen durch
regelméBiges Liiften mit Autoabgasen, Pflanzenbestandteilen usw.) schwierige Bedingungen

fiir die sehr sensible Messmethode schaffen.

Umso wichtiger ist die Unterscheidung endogener Substanzen, welche im Korper ablaufende
Prozesse widerspiegeln konnen, von exogen vorkommenden VOCs. Eine Verdnderung von
Substanzen exogenen Ursprungs kann in Bezug auf eine vermehrte oder verminderte

Absorption im Lungengewebe in Infektsituationen (u.a. durch mehr Schleimbildung, weniger
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gute Beliiftung, Abhéngigkeit der Wasserldslichkeit von VOCs) diskutiert werden, auch ein

gleichzeitiger endo- und exogener Ursprung von VOCs ist moglich.

Grundsitzlich ist die inter- und intraindividuelle Schwankungsbreite in VOC-Profilen als
immanente Eigenschaft zu berilicksichtigen. Sie wurde in der durchgefiihrten Studie erneut

eindriicklich bewiesen.

Herauszustellen ist auch die erstmalige Anwendung der Messmethode im Screening-Szenario,
mit der eine Vermeidung von Préselektion einhergeht, sowie der reibungslose Ablauf der
Durchfiihrung unter erschwerten medizinischen und psychosozialen Aspekten in einer

weltweiten Krisensituation.

5.5 Ausblick
Ein spezifischer Marker fiir die Diagnose eines respiratorischen Pathogens konnte in dieser
Studie nicht identifiziert werden. Eher scheint sich die Analyse des VOC-Profils fiir ein

Monitoring von Erkrankungsverldufen oder zur Therapiekontrolle zu eignen.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Studie gewdhren neue Einblicke in diverse Verdnderungen
bzw. Einfliisse durch Infektion mit respiratorischen Pathogenen auf metabolische Prozesse im
menschlichen Korper. Die Ergriindung der beobachteten Phdnomene und eine Zuordnung zu
konkreten Interaktionen zwischen Wirt, Mikrobiom und Pathogen kann in der Zukunft ein
besseres Verstdndnis von verschiedenen Prozessen in Krankheits- und Gesundheitsentstehung

ermoglichen.

Die Analyse des Infektionsstatus der Probanden und die gemessenen statistisch relevanten
Erhohungen von verschiedenen VOCs in infizierten Gruppen kann zu einer zukiinftigen
Verbesserung der Patientenversorgung durch die klinische Anwendung eines Monitorings via

Atemgasanalyse beitragen.
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6. Zusammenfassung

In der hier vorgestellten Studie konnte die PTR-ToF-MS als geeignete Methode zur
Untersuchung vieler Probanden in kurzer Zeit ohne Gefdhrdung von Untersuchern oder

Teilnehmern bestitigt werden.

Beim Nachweis von verschiedenen respiratorischen Pathogenen und in Unterscheidung von
An- und Abwesenheit von Krankheitssymptomen konnten signifikante Konzentrations-
verdnderungen innerhalb der VOC-Profile beobachtet werden. Unter Beriicksichtigung des
moglichen  Ursprungs der  volatilen  organischen  Substanzen  konnten  die
Konzentrationsverdnderungen dem  Energiestoffwechsel (Aceton, Essigsdure), der
systemischen mikrobiellen Homdostase (DMS, Essigsédure), oxidativem Stress (Pentanal) und
der antioxidativen Abwehr (Limonen) zugeordnet werden. Dies bedeutet, dass eher die
Immunreaktion des Wirtsorganismus das VOC-Profil bestimmt, als das Pathogen selbst. Diese
Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass endogene VOC-Konzentrationen sich nicht
signifikant unterscheiden, wenn monoinfizierte Probandengruppen miteinander verglichen

wurden.

Die hohe Variabilitit innerhalb der symptomatischen Kohorten kénnen auf die breiten

interindividuellen Unterschiede in der Immunantwort hindeuten.

Da Viren keinen eigenen Metabolismus haben, ist zu vermuten, dass Verdnderungen der

exhalierten VOC-Profile iiberwiegend von der Wirtsreaktion auf die Virusinfektion abhéngen.

Fehlende Anderungen exhalierten Substanzkonzentrationen bei bakterio-bakterieller und
bakteriell-viraler Koinfektion deuten auf gegenldufige, konkurrierende Effekte der Pathogene

hin.

Auch wenn sich virtuelle Sensitivititen und Spezifititen fiir die Erkennung von Infektionen aus
den vorliegenden Ergebnissen berechnen lassen, ist die Belastbarkeit dieser Parameter
angesichts der beobachteten Variationen, der begrenzten Gruppengréfle und der deutlichen
Hinweise auf eine iiberwiegende Wirkung der Wirtsreaktion gering. Spezifische Marker fiir
einzelne bakterielle oder virale Infektionen lassen sich daher aus diesen Ergebnissen nicht
ableiten. Die Befunde zeigen das Potential der VOC-Analyse beziiglich der Aufklarung von

Wirtsreaktionen und der Verfolgung von Infektionsverlaufen.
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7. Thesen der Arbeit

1. Mit der PTR-ToF-MS lassen sich die Atemgasprofile vieler Patienten in kurzer Zeit
erfassen, hygienische Standards konnten dabei gewahrt und ein Risiko fiir Teilnehmer

und Untersucher vermieden werden.

2. In Atemgasprofilen infizierter Probanden lassen sich wiederkehrende Substanz-

Verianderungen abhéngig vom Infektionsstatus erkennen.

3. Diese Verdnderungen scheinen eher vom Voranschreiten einer Infektion bestimmt zu

sein als vom spezifischen auslosenden Pathogen.

4. Ein dominierender Faktor scheint somit eher die Wirtsreaktion als der Pathogen-

Metabolismus zu sein.

5. Das Mikrobiom des Darms scheint maB3geblichen Anteil am VOC-Profil zu haben.

6. Spezifische Biomarker fiir die Erkennung einzelner Pathogene konnten nicht isoliert

werden.

7. Die breite interindividuelle Streuung von VOCs wurde erneut eindrucksvoll bewiesen.

8. Weiterfilhrende Studien konnten sich zukiinftig mit der VOC-Analyse im

longitudinalen Verlauf auseinandersetzen.
9. Die VOC-Analyse stellt einen potenten Ansatz in Richtung nichtinvasiver Diagnostik

vor allem pulmonaler Zustinde dar, bis zur klinischen Anwendbarkeit bedarf es aber

noch weiterfiihrender Forschung.
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9. Anhang

9.1 Tabelle 5: Analyse der Inter-VOC-Korrelationen in den unterschiedlichen Studienpopulationen.
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pvae| 0329 o114 0066 0431 023 0138 027 0.195 0328 0081 0.014
Essisi Pentanal Rvalue| 0198 029 0267 0381 0257 0323 [Xe 0.166 0.065 0566 3
ssigsaure pwaie|  0.001 0002 [T 0006 0055 0058 0332 0.175 0381 0011 008
Essigsiure Limonen Rvale| 0005 0008 0062 0083 0186 0293 137 0189 0.000 i 0474
g pvaie| 0470 0470 0326 0291 0125 0078 0313 0142 0500 0337 0.060
DMS Pentanal Rvale| 0821 0483 0321 0532 0580 0560 0425 052 0459 0776 05675
S entana pvaie|  0.000 0000 0008 0.000 0.000 0002 057 0.000 0012 0000 0.008
DMS Limonen Rvae| o110 00ms oo 0019 omL | 0Im 023 0100 01z 0189 0756
pvae| 0040 0394 0277 0452 0424 0206 0202 0286 0285 042 0.002
Pentanal Rvae| 0161 0039 0087 0004 0265 0253 0506 0027 0095 0129 0351
entana Limonen pvaie| 0005 0354 0265 0.490 0.049 o111 0027 0.439 0129 0316 0.132
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9.2  Patienteninformation und Einverstandniserkldrung

i itat A Universitiatsmedizin
Unl\é%r;%g:gg R — Rostock

Informationen zur CoVid-19 Diagnostikstudie

Neue Verfahren zur Diagnostik von SARS-CoV-2 Infektionen mittels
nicht-invasiver Atemgasanalyse
(Geschiftszeichen der Ethikkommission: A 2020-0085)

Einer der wichtigsten Aspekte bei der Bekampfung der weltweiten SARS-CoV-2
Pandemie ist die rechtzeitige Diagnose von Infizierten/Virustragern. Die bisher
genutzten PCR-basierten Tests bendtigen mehrere Stunden zur Durchflihrung, bis zur
Ubermittlung der Ergebnisse vergehen oft mehrere Tage. Aus Untersuchungen mit
anderen Virusinfektionen wissen wir, dass Infektionen mit charakteristischen
Veranderungen der Atemluftzusammensetzung einhergehen (kénnen). Mit den derzeit
zur Verfligung stehen Analysegeraten, konnte mittels Atemgasanalyse eine
Virus(vor)diagnostik innerhalb weniger Minuten erfolgen.

Mit den nachfolgenden Informationen méchten wir lhr Interesse wecken und ihre
Bereitschaft erreichen, an einer klinisch-experimentellen Studie teilzunehmen. Diese
Studie zielt darauf ab, die mit einer CoV-2 Infektion assoziierten Veranderung der
chemischen Zusammensetzung der Atemluft (Atemgas-Profil) zu erfassen. Die auf
diese Weise identifizierten (gasformigen) Biomarker flr eine CoV-2 Infektion kénnen
dann mit speziellen Geraten, wie sie bereits heute an Flughafen zur Detektion von
Kampf- oder Sprengstoffen verwendet werden, detektiert und fir ein schnelles breites
Screening der Bevolkerung eingesetzt werden.

Dazu sollen Untersuchungen der Ausatemluft, Virusdiagnostik aus Rachenabstrichen
und die Bestimmung entziindungsspezifischer Substanzen im Blut dienen. Alle
Untersuchungen werden an dem einen Termin lhres Ambulanzbesuches koordiniert
und wir freuen uns, wenn wir Sie detailliert GUber unsere Studie informieren durfen.
Selbstverstandlich erldutern wir |hnen alle Studienuntersuchungen auch in einem
personlichen Gesprach und beantworten auch die wahrend der Untersuchung
auftretenden Fragen.

-53-



Universitat (o) Universitat (&

Patienten-Information

Neue Verfahren zur Diagnostik von SARS-CoV-2 Infektionen mittels
nicht-invasiver Atemgasanalyse

Geschiaftszeichen der Ethikkommission: A 2020-0085

Sehr geehrte/r Frau/Herr ..o, ,

wir moéchten Sie bitten, an einer Studie zur Untersuchung der Ausatemluft von
gesunden und von mdglicherweise mit CoV-2 infizierten Menschen teilzunehmen und
die folgenden Informationen sorgfaltig durchzulesen.

Bei Unklarheiten oder Fragen kénnen Sie sich selbstverstandlich jederzeit an uns
wenden.

Ziel der Studie

Sie stellen sich heute zur Durchfihrung eines Tests auf CoV-2 Infektion mittels
Rachenabstrich in unserem Testzentrum vor. Die bisher genutzten PCR(Polymerase-
Chain-Reaction = Polymerase-Kettenreaktion)-basierten Tests bendtigen mehrere
Stunden zur Durchfiihrung, bis zur Ubermittlung der Ergebnisse vergehen oft mehrere
Tage. Aus Untersuchungen mit anderen Virusinfektionen wissen wir, dass Infektionen
mit charakteristischen Veranderungen der Atemluftzusammensetzung einhergehen
(kdbnnen). Mit den derzeit zur Verfigung stehen Analysegeraten, kdnnte mittels
Atemgasanalyse eine Virusdiagnostik innerhalb weniger Minuten erfolgen.

Ziel dieser Studie ist es daher, die mit einer CoV-2 Infektion einhergehenden
Veranderungen der chemischen Zusammensetzung der Atemluft (Atemgas-Profil) zu
erfassen. Die auf diese Weise identifizierten (gasformigen) Biomarker fur eine CoV-2
Infektion kdnnen dann mit Geraten, wie sie bereits heute an Flughafen zur Detektion
von Kampf- oder Sprengstoffen verwendet werden, detektiert und fiir eine schnelles,
breites Screening der Bevdlkerung eingesetzt werden.

Dazu sollen Untersuchungen der Ausatemluft, Virusdiagnostik aus Rachenabstrichen
und die Bestimmung entziindungsspezifischer Substanzen im Blut dienen. Alle
Untersuchungen werden an diesem Termin lhres Ambulanzbesuches koordiniert.
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Dazu bitten wir sie, uns die Analyse der chemischen Zusammensetzung ihrer
Ausatemluft zu ermdglichen. Wir freuen uns, wenn Sie uns eine Blutprobe fur die
Erfassung der Standard- Entzindungsparameter Leukozytenzahl, CRP, PCT
Uberlassen, um zusatzlich vorhandene bakterielle Infektion zu erfassen. Wenn Sie
damit einverstanden sind, mdéchten wir einen kleinen Teil der Blutprobe fir spatere
molekularbiologische Untersuchungen aufheben. Durch Ihre Teilnahme an dieser
Studie helfen Sie uns, die rechtzeitige und breit angelegte Erkennung von CoV-2-
Infektionen zu verbessern. Dies wirde dazu fuhren, infizierte Personen sofort zu
identifizieren und isolieren zu koénnen. Die Ausbreitung der potentiell
lebensbedrohlichen Corona-Virusinfektion aber auch die anderer Viren (RSV,
Influenza) kénnte damit wirksam bekampft werden.

Teilnahmekriterien:

Sie kénnen an dieser Studie teilnehmen, wenn Sie zum Zeitpunkt des Virustests
mindestens 14 Jahre alt sind. Die Teilnahmekriterien werden wir im Rahmen des
EinflUhrungsgespraches im Detail mit Ihnen durchgehen.

Studiendurchfiihrung / Untersuchungen

Sie haben sich entschlossen, an unserer Studie teilzunehmen und wurden vom
Prifarzt Prof. Schubert und N. Kemnitz sowie Herrn cand. med. Rasmus Remy
(Doktorand) Uber die Studie informiert.

Nach der Entnahme der Rachenabstriche werden wir hier im Testzentrum der
Universitatsmedizin Rostock am Campus Schillingallee nicht-invasive und
schmerzfreie Untersuchungen zur Bestimmung der Atemgaszusammensetzung
durchfiihren. Die Abnahme der Gasproben erfolgt so, dass eine Beeintrachtigung der
Atmung und lhres Allgemeinbefindens ausgeschlossen ist. Das Sammeln der
Atemgasproben wird unter Spontanatmung Uber ein Mundsttick durchgeftihrt (Dauer
ca. 15 min). Alle Teile, die direkt mit Ihnen in Beriihrung kommen, sind frisch sterilisiert.
Es werden keine zusatzlichen Medikamente verabreicht und keine sonstigen
Veranderungen in lhrer Behandlung vorgenommen. Grundsatzlich besteht jedoch fur
die Teilnehmer an einer von der Universitatsklinik durchgeflihrten Studie
Versicherungsschutz durch die Haftpflichtversicherung des Klinikums.

Wir freuen uns, wenn Sie uns einmalig zusatzlich eine weitere, kleine Blutprobe (2
Rohrchen zur Gewinnung von Plasma und Serum, zusammen max. 10 ml Blut)
uberlassen.

Die geplanten Untersuchungen umfassen:
] eine Erhebung der Vor-/Krankengeschichte
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] die ohnehin geplante Abnahme der Rachenabstriche. Zusatzlich zum Test auf
CoV-2 werden aus denselben Proben Tests auf RSV und Influenza-Viren
durchgefuhrt

] die Abnahme von zwei Atemgasproben, die spater im Labor analysiert werden.

] die Aufzeichnung des Atemgaszusammensetzung mit zwei modernen Echtzeit-
Massenspektrometern (PTR-ToF-MS, IMS)

] in den optional zur Verfiigung gestellten Blutproben sollen Standard-
Entziindungsparameter (CRP, PCT, Leukozytenzahl) bestimmt werden.

Selbstverstandlich werden wahrend der Untersuchung alle auftretenden Fragen
beantwortet und Sie werden direkt Uber die Befunde informiert.

Welche Nachteile/Risiken haben Sie durch die Studienteilnahme?

Die in dieser Studie geplanten Untersuchungen sind mit keinerlei Nebenwirkungen
oder Risiken verbunden. Lediglich die (optionale) Blutentnahme ist mit einem kleinen,
allgemein als vernachlassigbar eingeschatzten Risiko (kleiner Bluterguss) verbunden.
In sehr seltenen Fallen kann eine akute oder auch chronische Schadigung des
Hautnerven im Bereich der Punktionsstelle eintreten.

Datenschutz

Alle fir die Auswertung unserer Studie relevanten Daten zu lhrer Krankengeschichte
werden pseudonymisiert und ausschlieBlich flr die Zwecke dieser Studie gespeichert.
Die unverschlisselten Informationen (Name, Geburtsdatum und das der Studie
zugewiesene Pseudonym) werden separat gespeichert. Damit ist sichergestellt, dass
die im Rahmen der Studie erhobenen personlichen Daten nur von den unmittelbar an
der Studie beteiligten und zur Verschwiegenheit verpflichteten Wissenschaftlern
eingesehen werden konnen.

Eine offensichtliche Rickfuhrbarkeit von einzelnen Studiendaten zu den individuellen
Probanden ist ausgeschlossen. Die gesetzlichen Regelungen zum Umgang mit
personlichen Daten und zum Datenschutz werden eingehalten.

Freiwilligkeit der Studienteilnahme
Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig.
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Universitat (&) Universitat (&ah
Rostock gl mtioetimovt Rostock “&l T

Einverstandniserklarung

Neue Verfahren zur Diagnostik von SARS-CoV-2 Infektionen mittels
nicht-invasiver Atemgasanalyse

Geschiftszeichen der Ethikkommission: A 2020-0085

Name, Vorname (Proband)

wurde vom Prufarzt Prof. Schubert, Nele Kemnitz und cand. med. Rasmus Remy
vollstandig uber Wesen und Bedeutung der oben genannten Studie informiert. Ich
habe den Aufklarungstext verstanden. Ich hatte die Moglichkeit, Fragen zu stellen, und
habe die Antworten verstanden und akzeptiere sie. Der Prufarzt hat mich uber die mit
der Teilnahme an der Studie verbundenen Risiken und den moglichen Nutzen
informiert.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Studie zu entscheiden und
weil}, dass die Teilnahme an dieser Studie freiwillig ist. Ich weil3, dass ich jederzeit und

ohne Angabe von Grunden diese Zustimmung widerrufen kann.

Einwilligungserklarung zum Datenschutz

Ich wurde daruber aufgeklart und stimme zu, dass die in der Studie erhobenen Daten
in verschlUsselter (pseudonymisierter) Form aufgezeichnet und weitergegeben
werden kdnnen. Dritte erhalten jedoch keinen Einblick in Originalunterlagen. Werden
die Ergebnisse der Studie in einer wissenschaftlichen Zeitschrift oder in anderer Form
veroffentlicht, sind die Daten anonymisiert dargestellt und der Name wird nicht
genannt.
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Ich habe fur meine Unterlagen eine unterschriebene Kopie der Probanden-Information
und Einwilligungserklarung erhalten. Ich erklare hiermit meine freiwillige Teilnahme an
dieser klinischen Studie.

Ich bin mit einer Teilnahme an dieser Studie
[0 einverstanden
[0 nicht einverstanden

Ich bin mit einer Blutentnahme (ca. 10 ml)
[0 einverstanden
[0 nicht einverstanden

Rostock,den .
(Unterschrift des Probanden)

Rostock,den .
(Unterschrift des Prifarztes)
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10. Publikationen und Vortrige
Im Rahmen der vierjdhrigen Mitarbeit in der AG ROMBAT der Klinik fiir Anésthesiologie,

Intensivmedizin und Schmerztherapie der Universitdtsmedizin Rostock wurden folgende

Kongressbeitrdge und die Mitwirkung an folgenden Publikationen ermdglicht:
Vortrage:

2022, Kongress der International Association of Breath Research, IABR, Pisa: VOC-Profiling

in patients with pulmonary infections

2022, Norddeutsche Anisthesietage, NAT, Hamburg: VOC Profile in Patienten mit pulmonalen

Infekten — Diagnose und Monitoring?
Publikationen:

Remy R, Kemnitz N, Trefz P, Fuchs P, Bartels J, Klemenz AC, u. a. Profiling of exhaled volatile
organics in the screening scenario of a COVID-19 test center. iScience. 21. Oktober

2022;25(10):105195

Ruehrmund L, Fuchs P, Bartels J, Remy R, Klemenz AC, Kemnitz N, u. a. Protocol for
visualizing complex volatile metabolomics data in clinical setups using EDaViS software.

STAR Protoc. 1. Januar 2024;5(1):102808.

Kemnitz N, Fuchs P, Remy R, Ruehrmund L, Bartels J, Klemenz AC, u. a. Effects of
Contagious Respiratory Pathogens on Breath Biomarkers. Antioxid Basel Switz. 29. Januar

2024;13(2):172.
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Eidesstattliche Erklirung

Hiermit versichere ich

a. dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und ohne Benutzung anderer als der

angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe;

b. dass die aus fremden Quellen direkt oder indirekt {ibernommenen Gedanken als solche

kenntlich gemacht sind;
c. dass ich die vorliegende Arbeit (oder Teile der Arbeit) nicht kduflich erworben habe;

d. dass die Arbeit bisher in gleicher oder &hnlicher Form keiner anderen Priifungsbehdrde

vorgelegt wurde;

e. dass ich mich als Studierende der Universitidt Rostock den ,,Regeln zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis und zur Vermeidung wissenschaftlichen Fehlverhaltens an der

Universitdt Rostock" verpflichtet fiihle;

f. meine Kenntnis davon, dass Plagiate eine Tauschung und ein schwerwiegender Verstof3
gegen § 3 Abs. 2 Nr. 2a. der o.g. ,,Regeln zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis* sind.
Unter einem Plagiat versteht man hiernach die ,,Verletzung geistigen Eigentums in Bezug auf
ein von jemand anderen geschaffenes geschiitztes Werk oder von anderen stammende
wesentliche wissenschaftliche Erkenntnisse, Hypothesen, Lehren oder Forschungsansitze
durch die Ubernahme von Texten, Ideen oder Daten anderer ohne eine eindeutige

Kenntlichmachung des Urhebers.*

g. meine Kenntnisnahme davon, dass meine Arbeit gemél § 12 Abs. 7 und 8 RPOBa/Ma und
§ 17 Abs. 9 und 10 RPO-LA einer Plagiatspriifung unterzogen werden kann. Mir ist bekannt,
dass eine Priifungsleistung, die nachweislich ein Plagiat darstellt, priifungsrechtlich eine
Tauschung ist und mit ,,nicht ausreichend*- (5,0) beziehungsweise ,,nicht bestanden‘ bewertet

wird.
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