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Zusammenfassung

v

Viele umwelt- und berufsbedingte Schadstoffe
gelangen durch die Atemwege in den menschli-
chen Organismus und kénnen entziindliche Pro-
zesse induzieren. Dabei sind Entziindungsreak-
tionen grundlegende pathophysiologische Pro-
zesse in der Genese von Atemwegserkrankungen
wie dem Asthma oder der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung. Der Einsatz nicht-invasiver
Methoden zur Bestimmung der zugrunde liegen-
den Inflammation kann bei der Diagnosefindung,
Beurteilung der Erkrankungsschwere sowie von
therapeutischen Interventionen hilfreich sein.
Von diesen Methoden ist die Messung des Stick-
stoffmonoxid-Gehaltes in der ausgeatmeten Luft
am besten validiert. Sie wird zunehmend auch
bei klinischen Fragestellungen zur Asthmaerkran-
kung eingesetzt. Das Atemkondensat (EBC) ent-
spricht der fliissigen Phase der ausgeatmeten
Luft, welche ebenfalls nicht-invasiv durch Kiih-
lung gewonnen wird. Das EBC ist, vergleichbar
mit Blut oder Urin, dabei selbst kein Marker, son-
dern eine Matrix, in der vielfédltige Substanzen
enthalten sind. Anderungen des Siure-Basen-
Haushalts, oxidativer Stress oder Entziindungsre-
aktionen kénnen durch verschiedene Biomarker
im EBC erfasst werden. Weiterhin sind methodi-
sche Limitationen anzufiihren; die Interpretation
der Ergebnisse wird dadurch beeintrachtigt, dass
sich die Sammelsysteme in ihrer Effizienz unter-
scheiden und die eingesetzten analytischen Ver-
fahren im Bereich ihrer Nachweisgrenzen arbei-
ten. Trotz ermutigender Ergebnisse steht die un-
zureichende Standardisierung aktuell einem brei-
ten klinischen Einsatz entgegen. EBC kdnnte gera-
de im Bereich der Praventivmedizin eine diagnos-
tische Bereicherung darstellen, da lokale ent-
ziindliche Verdnderungen hdufig funktionellen

* In Anlehnung an: Hoffmeyer F, Raulf-Heimsoth M, Brii-
ning T. Exhaled breath condensate and airway inflam-
mation. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2009; 9: 16 -22.

Abstract

v

For many environmental and occupational pollu-
tants the respiratory system represents the route
of entry. Inflammation is a fundamental process
in the pathophysiological cascade leading to re-
spiratory diseases such as asthma or chronic ob-
structive pulmonary disease. Non-invasive in-
flammatory monitoring may assist in the diagno-
sis as well as assessments of severity and respon-
se to treatment. Of these, exhaled nitric oxide is
the best validated constituent and is used for as-
sessing airway inflammation in clinical practice,
particularly in patients with asthma. Exhaled bre-
ath condensate (EBC) is the liquid phase of the ex-
haled breath sampled by cooling. EBC, like blood
or urine, is not a marker itself but a matrix in
which a wide variety of substances have already
been detected. EBC biomarkers reflect acid stress,
oxidative stress, or inflammation. There are still
many methodological limitations and the inter-
pretation of findings is hampered by the fact that
the most widely used devices differ significantly
in their collection efficiency for markers of inte-
rest and the analytical technology employed is of-
ten near the limit of detection. In spite of promi-
sing data, standardisation of the already existing
procedures is required for the implementation of
EBC in clinical practice. EBC might be of particular
interest in preventive medicine since adverse in-
flammatory processes often precede changes in
lung function. Concerning the adverse effects of
air pollution, there is a special focus on markers
reflecting oxidative stress since air pollutants
have the ability to drive free radical reactions.
This overview focuses on recent data on EBC ob-
tained from articles concerning applications of
exhaled breath analysis in environmental and o
cupational medical research.
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Verdanderungen vorausgehen. Im Zusammenhang mit der Unter-
suchung von gesundheitlichen Beeintrachtigungen durch Luft-
verschmutzung liegt ein Schwerpunkt auf Markern des oxidati-
ven Stresses, da Partikel in der Lage sind, die Bildung freier Radi-
kale zu begiinstigen. Diese Ubersicht stellt aktuelle Forschungser-
gebnisse zum Einsatz des EBC im Rahmen umwelt- und arbeits-
medizinischer Fragestellungen dar.

Einleitung

v

Die Atemwege stellen eine wichtige Eintrittspforte fiir viele um-
welt- und berufsbedingte Schadstoffe dar. Die durch duf3ere Fak-
toren getriggerte Entziindung ist ein wichtiger gemeinsamer
Schritt in der pathophysiologischen Kaskade, die zu den Atem-
wegserkrankungen Asthma bronchiale und chronisch obstrukti-
ver Lungenerkrankung (COPD) fiihrt [1]. Dennoch unterscheiden
sich Asthma und COPD in der Pathophysiologie betrdchtlich, ins-
besondere beziiglich der dominierenden Entziindungszellen und
Mediatoren [2]. Gegenwadrtig werden induziertes Sputum, Bron-
chiallavagen oder im Rahmen einer Bronchoskopie gewonnene
Lungenbiopsien fiir die direkte Untersuchung von Atemwegsent-
ziindungen herangezogen. Diese Techniken sind allerdings mehr
oder weniger invasiv bzw. fiir den Patienten unangenehm.

Im Gegensatz dazu ist die Gewinnung von Atemkondensat (exha-
led breath condensate, EBC) eine vollkommen nicht-invasive Me-
thode, die dariiber hinaus den Vorteil hat, den zugrunde liegen-
den Krankheitsprozess durch die Probengewinnung nicht zu be-
einflussen. EBC ist daher eine ideale Matrix fiir wiederholte Un-
tersuchungen von Biomarkern. Damit werden die Beurteilung
des zeitlichen Verlaufs einer entziindlichen Reaktion und die Un-
tersuchung von pathophysiologischen Prozessen moglich. Ein-
satzbereiche dieser Methode sind ferner Interventionsstudien
oder Langzeitstudien.

EBC ist die durch Kiihlung gewonnene fliissige Phase der ausgeat-
meten Luft. Sie wird zusammen mit der gasformigen Phase exsu-
diert, die fliichtige Substanzen wie Stickoxid, Kohlenmonoxid
und Kohlenwasserstoff enthdlt. Das ausgeatmete Stickoxid (Fe-
NO) ist der bestvalidierte Gasbestandteil [3] und wird in der Kli-
nik insbesondere bei Asthmapatienten zur Diagnose von Atem-
wegsentziindungen eingesetzt [4]. EBC besteht grofStenteils aus
Wasserdampf. Daneben kénnen sich fliichtige Substanzen, aber
auch nicht-fliichtige Bestandteile wie z.B. Proteine, die in Tropf-
chen transportiert werden, im Rahmen der Probengewinnung
im Kondensat auflgsen.

Es wurde bereits eine grofe Anzahl an Substanzen im EBC ent-
deckt, von denen die meisten schon aus induziertem Sputum
oder BAL-Untersuchungen bekannt sind [5]. EBC fiir sich genom-
men ist kein Biomarker; es stellt, vergleichbar einer Blut-, Urin-
oder BAL-Probe, eine Matrix dar. Da EBC keine zelluldiren Be-
standteile enthalt, stiitzt sich die Erfassung auf Substanzen bzw.
Stoffwechselprodukte, die von Zellen in der Lunge oder den
Atemwegen freigesetzt werden.

Die oxidative Belastung ist funktioneller Bestandteil der Patho-
physiologie des entziindlichen Prozesses und steht in enger Be-
ziehung zum NO-Stoffwechsel sowie der nitrosativen Belastung
[Ubersicht in 6]. Verbreitete Indikatoren in der Untersuchung
von Atemwegserkrankungen sind u.a. Wasserstoffperoxid
(H,0,), NO-Produkte [7], Prostanoide, Leukotriene 8], [soprosta-
ne [9] und der pH-Wert [10] (© Tab. 1).

Andere im EBC festgestellte Komponenten sind u.a. Proteine,
DNA, Keratin, Elektrolyte, Spurenelemente und Metalle. Die
Identifizierung dieser Bestandteile ist abhdngig von der ange-
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Tab.1 Auswahl von Biomarkern im EBC, welche fiir die Diagnostik, die Erfas-

sung des Schweregrads oder die Verlaufsbeurteilung einer Erkrankung der
Atemwege bzw. Lunge genutzt werden.

Prozess Biomarker im EBC Nachweismethode
Entziindung Leukotriene (LT)
- LTB, EIA, GC/MS, LC/MS
— Cys-LT (LTC,, LTD,, EIA, GC/MS
LTE,)
Prostaglandine (PG)
- PGE, EIA, GC/MS
~ PGFy, EIA
Cytokine
-IL-1B EIA, Multiplex Bead Array
-4 ELISA, Protein-Array,
Durchflusszytometrie
- IL-6 EIA, Multiplex Bead Array
-1L-8 ELISA, Protein-Array,
Multiplex Bead Array
- TNFa ELISA, Protein-Array,
Multiplex Bead Array
— IFN-y EIA, Durchflusszytometrie
Wasserstoffionen- pH-Meter, Blutgas-Messgerat
Konzentration (pH) - unmittelbar nach EBG
Sammlung
- nach Argon-Behandlung
- nach CO,-Standardisierung
Oxidativer Hydrogenperoxid Fluorimetrie, Kolorimetrie,
Stress Lumineszenzanalyse

Nitrosativer

Marker der Lipid-
peroxidation

- 8-Isoprostan

- Malondialdehyd
Nitrit

EIA, GC/MS
EIA, HPLC, GC/MS
Fluorimetrie, Kolorimetrie,

Stress Lumineszenzanalyse

Nitrat Fluorimetrie, Kolorimetrie,
Lumineszenzanalyse, lonen-
Chromatographie
EIA, HPLC, GC/MS, LC/MS
Fluorimetrie, Kolorimetrie

Nitrotyrosin
Nitosothiole

Abkiirzungen: IL, Interleukin; TNF-a, Tumor Nekrosefaktor-o; IFN, Inter-
feron; EIA, Enzyme Immuno Assay; ELISA, Enzyme Linked Immunosorbent
Assay; GC/MS, Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung;
LC/MS, Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung;
HPLC, Hochleistungsfliissigkeitschromatographie.

wandten Analysemethode und ist limitiert durch die methodi-
sche Nachweisgrenze. Empfehlungen zur EBG-Gewinnung und
mogliche Fehlerquellen der Technik sind im ATS/ERS Task Force-
Bericht zusammengefasst [11].

Abhidngigkeit der EBC-Beschaffenheit von

der Gewinnungsmethode

v

Die Zusammensetzung des Kondensats hdngt u. a. wesentlich von
der jeweiligen apparativen Ausstattung und der Kiihltemperatur
ab [12]. Heutzutage stehen neben einer Reihe von Eigenanferti-
gungen auch verschiedene kommerziell erhdltliche Sammelgera-
te zur Verfiigung [13]. Jiingere Studien zeigen, dass der Nachweis
von hdufig verwendeten Biomarkern durch die Materialeigen-
schaften der verwendeten Kondensations- und Sammeloberfla-
chen beeinflusst werden. Die Reproduzierbarkeit des Biomarker-
Nachweises im EBC von gesunden erwachsenen Probanden wur-
de jedoch nicht durch die Art des Kondensierungsgerdtes beein-
flusst [14]. Die Referenzwerte dieser Marker mit den jeweils an-
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gewandten Methoden sind in einer hervorragenden Zusammen-
fassung aufgelistet [15]. In Studien mit EBC als Matrix fand sich
keine Methode der Probengewinnung, die fiir alle zur Untersu-
chung anstehenden Bestandteile optimal ist. Daher sollte bei der
Auswertung berticksichtigt werden, dass die jeweils angewand-
ten Methoden hdufig einen Kompromiss darstellen [16]. Gleiches
gilt auch beziiglich Sensitivitdt und Spezifitit der eingesetzten
analytischen Verfahren mit Bezug auf Verfiigbarkeit, Kosten und
Personaleinsatz [17].

Bedeutung von Entziindungsmarkern im EBC beim
Nachweis umweltbedingter Einfliisse

v

Durch funktionelle Reserven des Herz-Kreislauf-Systems werden
Beschwerden haufig erst manifest, wenn ein gewisser Schwere-
grad der Erkrankung vorliegt. Auch Lungenfunktionsuntersu-
chungen sind bei Frithstadien einer Atemwegserkrankung meist
nicht aussagekrdaftig. Hier kann die Messung von Biomarkern im
EBC hilfreich sein, da sie entziindliche Verdanderungen ggf. be-
reits im asymptomatischen Stadium erfasst und dadurch adverse
Wirkungen durch Schadstoffe in der Umwelt oder am Arbeits-
platz belegt. Insbesondere Marker der oxidativen Belastung ste-
hen im Vordergrund des Interesses, da Luftschadstoffe bekann-
termafen Reaktionen freier Radikale fordern kénnen.

In einer Langzeitstudie konnte bei Asthmatikern ein Zusammen-
hang zwischen klinischen Symptomen und erhéhten Holzrauch-
schadstoffen in der Luft beobachtet werden. Mittels EBC-pH oder
-H,0, konnte ein Einfluss auf die Atemwegsentziindung oder die
oxidative Belastung nicht nachgewiesen werden, obwohl eine
signifikant hohere Exposition durch erhéhte 1-Hydroxypyren-
Konzentrationen im Urin an Tagen mit erhéhter Luftverschmut-
zung aufgezeigt wurde [18]. Wdhrend der Haupt-Smogsaison
war der pH-Wert im EBC bei Leistungssportlern nach sportlicher
Betdtigung im Freien unverdndert. Allerdings lagen die pH-Werte
im Vergleich zu Kontrollgruppen bzw. frither publizierten Daten
bereits bei der Ausgangsmessung niedriger. Dies deutet darauf
hin, dass wiederholte sportliche Betdtigung ein Grund fiir die
Ubersiduerung der Atemwege sein kann [19]. Eine miRige Betti-
gung auf einem Laufband in einem Innenraum kann zu einer per-
sistierenden Erhohung des pH-Wertes bei gesunden jugendli-
chen Probanden fiihren [20]. Im Zusammenhang mit arbeitsme-
dizinischen Untersuchungen gewinnt dieses Ergebnis moglicher-
weise an Bedeutung, da Arbeit im Normalfall mit mehr oder we-
niger starker koérperlicher Aktivitdt verbunden ist. Die betreffen-
den Biomarker sollten demnach bei der Analyse beruflich be-
dingter Entziindungsprozesse unter Beriicksichtigung des poten-
ziellen Storfaktors ,kérperliche Betdtigung“ untersucht werden.
Auch Umwelteinfliisse (z.B. Temperatur und relative Luftfeuch-
tigkeit) kénnen den EBC-pH-Wert beeinflussen [21]. Nach An-
kunft einer kalten und feuchten Wetterfront sank der EBC-pH-
Wert betrdchtlich, wiahrend eine warme, trockene Front zu ei-
nem Anstieg fiihrte. Dies mag méglicherweise damit zusammen-
hdngen, dass Infektionen des Respirationstraktes bei kaltem Wet-
ter hdufiger auftreten.

Ozon (03) ist ein hochreaktives Gas, das zur oxidativen Belastung
beitrdgt. Malondialdehyd (MDA) wird durch die Reaktion von
Sauerstoffradikalen mit mehrfach ungesdttigten Fettsdureresten
von Phospholipiden gebildet und stellt somit einen Marker des
oxidativen Stresses dar. In einer Beobachtungsstudie von 107
Kindern mit Asthma, die in Mexiko City wohnen, fand sich ein
eindeutiger Zusammenhang der MDA-Konzentration im EBC mit

dem Grad der Luftverschmutzung (bezogen auf PM 2,5, Ozon und
NO,) [22]. Weiter fand sich eine signifikante Korrelation der
MDA-Konzentration mit der Lungenfunktion und den erh6éhten
IL-8-Konzentrationen in der Nasenspiilfliissigkeit. Die Wertigkeit
von EBC als Matrix fiir die Untersuchung von verkehrsbedingten
Schadstoff-Auswirkungen bestdtigte sich durch Messungen des
pH-Werts im EBC. Der pH-Wert zeigte dabei eine signifikante
inverse Korrelation zur MDA-Konzentration. Das Einatmen von
Ultrafein- und Feinstaubpartikeln wahrend korperlicher Betdti-
gung im Freien senkte das EBC-Nitrit und das alveoldre NO in
Ubereinstimmung mit der beobachteten Beeintrichtigung der
Lungenfunktion [23]. Die Tatsache, dass parallel dazu ein hoher
MDA-Anstieg beobachtet wurde, ldsst auf eine durch Peroxynitrit
ausgeldste Lipidperoxidation schlieBen. Zusammenfassend bleibt
festzustellen, dass MDA ein geeigneter Marker der oxidativen/
nitrosativen Belastung unter klinischen Bedingungen ist, obwohl
MDA nur ca. 1% der Lipidperoxide ausmacht.

Die Kinetik spezifischer Biomarker in Bezug zur Lungenfunktion
und Atemwegsneutrophilie als Reaktion auf eine inhalative Ex-
position gegeniiber Ozon wurde umfassend untersucht [24]. Je
nach Verdnderung der Lungenfunktion nach Einatmen von
0,35 ppm O; wurden Freiwillige in zwei Gruppen eingeteilt (sen-
sitiv und nicht-sensitiv). Beide Gruppen zeigten einen dhnlichen
Hoéchstwert der NO-Metaboliten vier Stunden nach kontrollierter
0;-Inhalation, was auf eine wirksame O;-Exposition schlief3en
ldsst. Nach Inhalation von O; zeigte allerdings nur die sensitive
Gruppe eine erhohte Arachidonsdurekonzentration, gemessen
an den LTB4,- und 8-Isoprostan-Konzentrationen. Die erhdhte
LTB,-Konzentration wiahrend des Untersuchungszeitraums zeigt,
dass die enzymatische Metabolisierung via Lipoxygenase den
Hauptweg darstellt, wahrend dem Cyclooxygenase-1-Weg oder
den nicht-enzymatischen Reaktionen mit freien Radikalen eine
untergeordnete Rolle zukommt. Obwohl der Entziindungsmarker
IL-8 in dieser Studie nicht nachgewiesen werden konnte, erwies
er sich als brauchbar in einem gréferen Kollektiv von 207 nicht
rauchenden Arbeitnehmern, die iiber respiratorische Symptome
klagten, die vermutlich mit Wasserschaden in einem Biirogebdu-
de zusammenhingen [25]. Nur fiir IL-8 ergab sich ein Zusammen-
hang mit den Symptomen und dem drztlich diagnostizierten
Asthma. NO und Nitrit im EBC waren in dieser Studie zur Evalu-
ierung bzw. Objektivierung gesundheitlicher Beeintrachtigungen
nicht hilfreich.

Bedeutung von Entziindungsmarkern im EBC beim
Nachweis berufsbedingter Einfliisse

v

Etwa 15% aller obstruktiven Atemwegserkrankungen sind auf
berufliche Einwirkungen zuriickfiihrbar. Die Noxen kénnen in
Form von Gasen, Dampfen, Stiauben oder Rauchen vorkommen,
wobei pathophysiologisch allergische von chemisch-irritativen
und toxisch wirkenden Arbeitsstoffen zu unterscheiden sind. Un-
tersuchungen weisen darauf hin, dass hinsichtlich der Verursa-
chung einer COPD Stdube von gréBerer Relevanz sein konnen als
Gase oder Dampfe.

Entziindungsmarker im EBC bei COPD-Patienten

v

Die COPD ist eine Erkrankung mit vorwiegend neutrophiler Ent-
ziindung und hdufig bei Rauchern. In der Regel wird eine COPD
erst diagnostiziert, wenn die Lungenfunktionsparameter bereits
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deutliche Einschrankungen zeigen. Bei Personen mit COPD sind
Verdnderungen verschiedener Biomarker, die sowohl oxidative
als auch nitrosative Belastung reflektieren, beschrieben. Aller-
dings ist bei Studien zur COPD der Tabakkonsum ein wichtiger
Confounder. Daher stellt sich die Frage, ob die beobachteten Ver-
dnderungen allein mit den Rauchgewohnheiten in Zusammen-
hang stehen oder ob sie auch zur Beschreibung der tabakindu-
zierten Lungenschdden herangezogen werden koénnen. Bei
COPD-Patienten fanden sich im Vergleich zu Kontrollgruppen er-
hohte FeNO-Konzentrationen; innerhalb der COPD-Gruppe je-
doch ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Nichtrauchern, ehemaligen Rauchern und aktuellen Rauchern.
Im Gegensatz dazu fanden sich in den nach Raucher-Status stra-
tifizierten Untergruppen signifikante Unterschiede der NOx-
Konzentrationen im EBC [30]. NOx scheint demnach bei der Be-
obachtung Tabakrauch-assoziierter Atemwegserkrankungen bei
COPD-Patienten der geeignetere Marker zu sein.

Im EBC von stabilen COPD-Patienten findet sich eine erhohte
neutrophile und niedrigere eosinophile chemotaktische Aktivitat
im Vergleich zu Kontrollgruppen, wobei die neutrophile chemo-
taktische Aktivitdt in weiteren Untersuchungen zumindest teil-
weise auf erhohte IL-8-Konzentrationen zuriickgefiihrt werden
konnte [31]. Ein Charakteristikum der Neutrophilen-Aktivierung
ist ihr respiratorischer Burst, bei dem die Myeloperoxidase
(MPO) die Umwandlung von Wasserstoffperoxid (H,0,) und
Chloridionen in Hypochloridsdure (HOCI) katalysiert. Die Bedeu-
tung des oxidativen Stresses in der Pathophysiologie der COPD
wurde durch den Nachweis von Lipidperoxidationsprodukten
bestdtigt. Von diesen wird insbesondere 8-Isoprostan hdufig als
Marker eingesetzt; seine klinische Bedeutung ist jedoch weitge-
hend ungekldrt.

Eine Beziehung zwischen 8-Isoprostan und einer Beeintrdchti-
gung der Lungenfunktion oder einer neutrophilen Entziindung
im induzierten Sputum konnte bei Patienten mit stabiler COPD
unterschiedlichen Schweregrades nicht belegt werden [32]. Je-
doch fand sich eine deutliche Korrelation zwischen 8-Isoprostan
und emphysematischen Verdnderungen im HRCT sowie eine sig-
nifikante Assoziation zwischen Dyspnoegrad und 8-Isoprostan.
In einer jiingeren Studie war bei COPD-Patienten, die mindestens
dem Schweregrad 2 nach der GOLD-Klassifikation angehérten,
ein Bezug zwischen EBC-Nitrit und lungenfunktionsanalytisch
nachgewiesener Lungeniiberbldhung herzustellen. Im Gegensatz
dazu fand sich keine Korrelation des Nitritgehaltes im EBC mit
dem AusmafR der Atemwegsobstruktion oder mit proinflamma-
torischen Zytokinen [33].

Entziindungsmarker im EBC bei Patienten mit Asthma
v

Die Ermittlung des klinischen Stellenwerts der EBC-Analyse beim
Asthma bronchiale ist Inhalt aktueller Untersuchungen [34,35].
Frithere Studien zeigten im EBC von Asthmatikern einen im Ver-
gleich zu gesunden Probanden erniedrigten pH-Wert, der durch
eine antiinflammatorische Therapie zu modulieren war. Ein sig-
nifikant niedrigerer pH-Wert im EBC und erhdhte 8-Isoprostan-
Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
konnten in einer weiteren Arbeit bestdtigt werden. Bei diesen Pa-
tienten mit geringgradig ausgeprdgtem Asthma waren jedoch
beide Marker nicht mit der Lungenfunktion korreliert [36].

Die diagnostische Wertigkeit des pH-Wertes im EBC wurde kiirz-
lich in einer Studie bei symptomatischen Grundwehrdienstleis-
tenden mit Verdacht auf das Vorliegen einer asthmatischen Er-
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krankung analysiert [37]. Die Patienten zeigten Asthma-dhnliche
Symptome und vor der Bestdtigung der Diagnose durch ausge-
wiesene Spezialisten wurde der pH-Wert im EBC als Screening-
Werkzeug evaluiert. Zwar fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den Patienten mit und ohne Asthmadiagnose, jedoch
zeigte sich ein betrichtliches Uberschneiden der pH-Werte bei-
der Gruppen. Ein verldsslicher Grenzwert lief8 sich nicht ermit-
teln. In einer anderen epidemiologischen Studie zeigte der EBG-
pH-Wert keine Unterschiede bei Kindern, die von den Eltern als
unauffillig oder mit Asthma-verddchtigen Symptomen einge-
stuft wurden [38].

Verschiedene Marker wurden in einem Panel hinsichtlich der
Wertigkeit beziiglich der Asthmadiagnostik, der Einschdtzung
des Schweregrades und der Asthmakontrolle bei Kindern unter-
sucht [39]. In einer Studie, die samtliche im EBC bestimmten
Marker multivariat analysierte, erwies sich nur IL-4 als signifi-
kanter Indikator fiir das Vorliegen einer asthmatischen Erkran-
kung. Die Kontrolle des Asthmas wurde am besten durch NO, 8-
Isoprostan, IFN-y und IL-4 widergespiegelt, wohingegen NO, 8-
Isoprostan, Nitrat und Nitrit die besten Indikatoren beziiglich
der Einschdtzung des Schweregrades der Erkrankung waren. In
dieser Studie erwies sich H,0, nicht als geeigneter Marker.

In einer Untersuchung erwachsener Asthmatiker im Alter von 18
bis 64 Jahren wurde hingegen eine inverse Beziehung zwischen
der H,0,-Konzentration im EBC und der FEV, ermittelt [40]. Fiir
die beiden Asthmasubgruppen, d.h. Personen mit intermittie-
rendem bzw. persistierendem Asthma, fanden sich jeweils eine
inverse Korrelation zwischen der H,0,-Konzentration und dem
pH-Wert im EBC. Die H,0,-Konzentration und der pH-Wert im
Atemkondensat bestdtigten sich dabei als gute nicht-invasive
Prognosemarker fiir ein Asthma unterschiedlichen Schweregra-
des (persistierend oder intermittierend). Auch jiingere Ergebnis-
se legen eine Assoziation von erhéhtem oxidativen Stress mit
einer akuten Asthma-Exazerbation nahe [41].

FeNO hat sich in der Asthma-Diagnostik bereits etabliert. Aller-
dings fand sich auch eine Beziehung zwischen Atopie und erhéh-
tem FeNO ohne gleichzeitiges Vorliegen eines asthmatischen
Krankheitsbildes [42]. Die Bedeutung des Atopie-Status beim di-
agnostischen Einsatz von FeNO wurde bereits ausfiihrlich disku-
tiert [43]. Dariiber hinaus wird NO durch die anti-inflammatori-
sche Therapie beeinflusst und kann daher nicht als diagnosti-
scher Marker bei Kindern unter topischer Steroid-Therapie ein-
gesetzt werden. Unter diesen Umstdnden kénnten Marker im
EBC von besonderem Nutzen sein. Zum Beispiel waren bei Asth-
matikern Cysteinyl-Leukotriene (cys-LTs) im EBC signifikant er-
hoht, unabhdngig von einer anti-inflammatorischen Therapie
oder einer Sensibilisierung [44]. Eine Reihe weiterer Studien be-
legt erhohte Leukotrienkonzentrationen im EBC bei Asthmati-
kern [Ubersicht in 45].

Entziindungsmarker im EBC nach Allergeninhalation

v

Der spezifische Provokationstest mit einem Allergen gilt haufig
als ,Goldstandard“ in der Diagnose berufsbedingter asthmati-
scher Erkrankungen und hat seinen Platz insbesondere bei der
gutachterlichen Zusammenhangsfrage. Sein Nutzen ist begrenzt
durch die Tatsache, dass fiir eine valide Aussage wiederholte Lun-
genfunktionstests iiber mehrere Stunden notwendig sind, um
auch eine verzégerte Antwort zu dokumentieren. Die Interpreta-
tion wird erschwert bzw. ist unmdoglich, wenn die Patienten einer
stindigen antiobstruktiven Therapie bediirfen oder Provoka-
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Tab.2 Aktuelle Studien aus der Umwelt- und Arbeitsmedizin zum Einsatz von EBGMarkern.

Studie Exposition Kollektiv (Alter)
Epton M| Holzrauch Studenten (12-18].)
2008 [18] - ohne Asthma
- mit Asthma
Kullmann So., kalte, feuchte Luft Gesunde
2008 [21] So., warme, trock. Luft
Romieu Ozon, Feinstaub Kinder mit Asthma
2008 [22] (Mittel 9,5].)
Rundell Ultrafein- und Feinstaub, Gesunde
2008 [23] korp. Belastung (Mittel 20,5].)
Alfaro Ozon 0,35 ppm, Gesunde
2007 [24] korp. Belastung (18-30].)
Akpinar-Elci Wasserschaden Nichtraucher
2008 [25] (Mittel 47 ].)
Fireman SchweiBrauche asymptomatische
2008 [27] SchweiRer vs. Kontrollen
Al/Fe (Mittel 36 .)
Ca/Cr[Fe[Pb/Ni (Mittel 50].)
Caglieri Chrom Chrom-Arbeiter
2006 [28] (Mittel 37,7 ].)
vor/nach Schicht
Klusackova Spezifische Allergen- Asthmatiker, heterogen
2008 [46] provokation (Mittel 44 ].)
Ono Spezifische Allergen- Asthmatiker, homogen
2008 [47] provokation D. pteronyssinus

(18-55.)

Anzahl EBC-Marker Anmerkungen
67 pH, H,0, unverandert
26 pH, H,0, unverandert
12 pHabnehmend
pH zunehmend
107 MDA erhoht MDA korreliert mit FEV;,
Expositionshdhe sowie
IL-8 in NAL
12 Nitrit abnehmend Abnahme des alveoldren
MDA zunehmend NO
8 LTB,, 8-Isoprostan zuneh- Ozon-Sensitiv = Abnahme
mend bei Ozon-Sensitiven FEV,>20%
207 IL-8 hoher bei sympto- IL-8 korreliert nicht mit
matischen Personen FeNO
30 H,0, hdher, pH gleich
16 H,0, héher, pH erniedrigt
H,0,, MDA korrelieren
24 H,0, zunehmend mit Cr-Konzentrationen
MDA zunehmend im EBC
47 LTBy, cys-LTs, 8-Isoprostan

kein einheitliches
Reaktionsmuster

31 Cys-LTs, PGD, erhoht
bei Patienten mit asthma-
tischer Friihreaktion

Abkiirzungen: EBC: exhaled breath condensate, FeNO: ausgeatmetes Stickoxid, FEV,: Forciertes Einsekundenvolumen, H,0,:Wasserstoffperoxid, IL-8: Interleukin-8,
LT: Leukotrien, MDA: Malondialdehyd, NAL: Nasallavage, PG: Prostaglandin, So.: Sommer.

tionstests aufgrund fortgeschrittener Atemwegsobstruktionen
nicht durchgefiihrt werden koénnen. Patienten mit Verdacht auf
eine berufsbedingte Atemwegserkrankung zeigten bei Durchfiih-
rung einer arbeitsplatzbezogenen Provokation eine hohe interin-
dividuelle Bandbreite der Konzentrationen von LTB,, cys-LTs und
8-Isoprostan im EBC. Ein einheitliches Reaktionsmuster konnte
nicht abgeleitet werden [46], jedoch erfolgten diese Provokatio-
nen mit unterschiedlichen Allergenen. Bei Untersuchungen mit
einem homogenen Patientenkollektiv mit gesichertem Asthma
gegeniiber Dermatophagoides pteronyssinus zeigte sich nach All-
ergenprovokation bei den reaktiven Patienten eine isolierte friihe
asthmatische Reaktion (early asthmatic response - EAR) [47]. Bei
Patienten mit EAR waren nach Allergeninhalation sowohl die
cysLTs als auch das PGD, im EBC deutlich erhoht. Diese erhohten
Werte fiir cysLTs und PGD, korrelierten miteinander und mit
dem Ausmafd des FEV;-Abfalls. Bei Patienten mit Allergen-indu-
zierter EAR kdnnte EBC daher als Matrix fiir die Evaluation einer
Mastzell-getriggerten Mediatorfreisetzung dienen.

Metallnachweis im EBC zur Erfassung beruflicher
Expositionen

v

In Bezug auf die Physiologie des Respirationstraktes kann davon
ausgegangen werden, dass in der Einatemluft enthaltene Sub-
stanzen sich ggf. auch im EBC niederschlagen. In diesem Kontext
konnte mittels Analyse von Cytokeratinmustern bestdtigt wer-
den, dass der grofSte Gewichtsanteil von Proteinen im Atemkon-
densat aus Abschilferungen der Haut (Stratum corneum) stammt
und mit der eingeatmeten Luft aufgenommen wird [26]. Insbe-

sondere bei Schweif3arbeiten kénnen auch Metalle in die Atem-
wege gelangen. Die Metallanalyse im EBC kann auch fiir die Beur-
teilung der Metalldosis im Vergleich zu Referenzwerten herange-
zogen werden und so das Ausmalf$ der Exposition verdeutlichen.
Bei asymptomatischen SchweifSern konnte durch Wasserstoff-
peroxid- und pH-Messung im EBC eine Entziindung im Bereich
der Atemwege dokumentiert werden. Die Entziindungsreaktion
wurde durch die verwendeten Materialien und SchweifStechni-
ken und die daraus resultierenden Metallrauche und Gase modu-
liert [27]. Auch die Partikelbelastung und der Nachweis von Ent-
ziindungszellen im induzierten Sputum waren abhangig von Art
und Linge des SchweiRens. Eine gute Korrelation zwischen
Chrom-Werten und Biomarkern der oxidativen Belastung (H,0,,
MDA) fand sich ebenfalls im EBC von asymptomatischen Arbei-
tern mit Chrom-Exposition [28]. Auch bei COPD-Patienten fan-
den sich im Vergleich zu nicht rauchenden, gesunden Kontroll-
gruppen erhohte Werte toxischer Metalle (Blei, Cadmium, Alu-
minium), wahrend Eisen und Kupfer erniedrigt waren [29].

Schlussfolgerungen und Bewertung

v

Mit der nicht-invasiven Gewinnung von EBC steht eine neue Ma-
trix zur Analyse inflammatorischer Prozesse bei Atemwegser-
krankungen zur Verfiigung. Die Analyse des EBC kann Hinweise
fiir die Sdurebelastung, den oxidativen Stress und lokale Entziin-
dungsreaktionen geben. Die Interpretation der Ergebnisse wird
allerdings durch eine eingeschrankte Standardisierung der ver-
wendeten Methoden limitiert. So haben u.a. die verschiedenen
Sammelgerdte, -techniken, Lagerungsbedingungen sowie Analy-
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severfahren Einfluss auf die Reproduzierbarkeit des Biomarker-
nachweises im EBC. Fragen zur Standardisierung stehen weiter-
hin im Fokus aktueller Forschung. Es ist zu begriiBen, dass ab-
grenzbare methodische Einflussfaktoren in neueren Publikatio-
nen detailliert dokumentiert werden. Hierdurch wird die Inter-
pretation individueller Ergebnisse bzw. der Abgleich mit anderen
Studien erleichtert [15]. Die Wertigkeit des EBC-pH als einfacher
integrativer Marker der Atemwegsentziindung ist gut belegt und
das Vorliegen einer Lipidperoxidation kann durch den Nachweis
von Substanzen wie Malondialdehyd oder 8-Isoprostan bestatigt
werden. Fiir den pH-Wert gibt es mittlerweile hinreichend etab-
lierte Normwerte [48].

An die Analysemethoden sind hohe Anforderungen zu stellen.
Bei konventionellen Analysen sind nachgewiesene Bestandteile
im EBC, wie z.B. verschiedenste Zytokine, hdufig unterhalb oder
nahe der Nachweisgrenze. Hier ist sicher immer wieder ein Kom-
promiss zwischen technisch Machbarem und vom Zeitaufwand
oder unter Kostengesichtspunkten her realistischen Ansédtzen zu
suchen. Eine Probenanalyse mit negativem Nachweis eines Bio-
markers kann dennoch im Sinne eines Screenings niitzlich sein,
da dieses Resultat zumindest eine Konzentration unterhalb der
Nachweisgrenze belegt.

EBC wird durch komplexe physikalische Vorgdnge gebildet, die
auf der Ebene des Untersuchten beispielsweise durch die Anato-
mie des Bronchialsystems, Atemtiefe oder Atemfrequenz modu-
liert werden kénnen. Die Komplexitdt des Krankheitsbildes
COPD wird durch die Lungeniiberbldhung als moéglichen Con-
founder bei der Auswertung von Entziindungsmarkern im EBC
unterstrichen. Ein weiterer klinischer Faktor ist der Atopie-Status
bei der Untersuchung von Asthmapatienten.

Mit Verfiigbarkeit neuer diagnostischer Tools fiir die Messung der
Atemwegsentziindung stellt sich fiir den Kliniker die Frage nach
der Wertigkeit fiir die Diagnostik, das Verlaufsmonitoring sowie
die Beurteilung therapeutischer Interventionen [49,50]. In die-
sem Rahmen sind neben Fragen zur Verfiigbarkeit auch entspre-
chende Kosten-Nutzen-Betrachtungen anzufiihren [51]. Die Ana-
lyse des Atemkondensats ist in der Umwelt- und Arbeitsmedizin
aktuell noch wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehalten.
Einsatzgebiet ist in erster Linie die Erfassung von oxidativem
Stress bzw. entziindlichen Verdnderungen in den Atemwegen
(C Tab.2).

Dem EBC konnte besonders in der Pravention eine wichtige Rolle
zukommen, da durch umwelt- oder berufsbedingte Schadstoffe
ausgeloste entziindliche Prozesse hdufig schon vor fassbaren Ver-
dnderungen der Lungenfunktion auftreten. Entziindliche Veran-
derungen kénnen neben infektiosen Noxen durch verschiedenste
mechanische, irritative, toxische oder allergische Einwirkungen
getriggert werden. Eine spezifische Differenzierung im Sinne ei-
ner Diagnosestellung durch Nachweis bzw. Konzentrationsdande-
rung eines einzigen Markers im Atemkondensat ist nicht zu er-
warten. Jedoch ergibt sich durch die Analyse verschiedener
Marker aus einer EBCG-Probe die Mdglichkeit zur Erfassung von
Markerprofilen, die spezifische Expositionen bzw. Erkrankungen
reflektieren. Der Stellenwert fiir Diagnostik, Verlaufsmonitoring
oder Therapiekontrolle ldsst sich aktuell noch nicht bewerten.
Die Erfassung von Biomarkern im EBC wdre aufgrund der fehlen-
den Invasivitdt in erster Linie eine wertvolle Erganzung des Re-
pertoires beim Screening auf berufsbedingte Einwirkungen. Fiir
entsprechende arbeitsmedizinische Feldstudien sind preisgiins-
tige und in der Anwendung einfache Gerdte sowie eine praktika-
ble Probenlogistik essenziell, um den breiteren Einsatz dieser in-
novativen Technik zu férdern.

Ubersicht %}
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