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Entzindungsmarker im
Exhalat

G. Becher

Zusammenfassung

Die Atemwegsentziindung ist das zentrale pathophysio-
logische Korrelat zu verschiedenen akuten und chroni-
schen Atemwegserkrankungen. In der Routinediagnostik
ist eine diagnostische Liicke erkennbar, zwischen begin-
nenden oder auch abklingenden entziindlichen Reaktionen
und den objektiv meBbaren Verdnderungen der Lungen-
funktion in der Routinediagnostik mit FEV; und FVC. Die
Propagierung antientziindlicher Therapien in der Behand-
lung entziindlicher Atemwegserkrankungen erfordert die
Entwicklung empfindlicher Methoden zum Wirkungs-
nachweis. Das Atemkondensat bzw. die Diagnostik von
Entziindungsmarkern im Exhalat kann hier eine wachsen-
de Bedeutung bekommen.

Aktuelle Untersuchungen zum Atemkondensat beschaf-
tigen sich mit der Standardisierung der Probennahme und
Lagerung, der empfindlichen quantitativen Bestimmung
dieser Marker im Atemkondensat und der Validierung der
klinischen Bedeutung. In Vergleichsstudien mit tradi-
tionellen Methoden wie Bronchiallavage und Sputum
konnten zufriedenstellende Korrelationen dieser Atem-
kondensatmarker zu anerkannten Verfahren nachgewiesen
werden. Der besondere Vorteil im Atemkondensat liegt in
der Nichtinvasivitdt, der beliebigen Wiederholbarkeit und
den fehlenden Anforderungen an die Mitarbeit des Patien-
ten.

H,0, gibt eine unspezifische, aber hochsensitive Infor-
mation zur Atemwegsentziindung. Es korreliert signifi-
kant (r = 0,8) mit der Neutrophilenzahl in der Bronchial-
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lavage und im Sputum. Werte unter 500 nmol/l gelten als
normal.

Die Bestimmung anderer Marker im Atemkondensat
durch Enzymimmunassays (EIA), z.B. LTB,;, LTCDE,,
8-iso-Prosthan, ist inzwischen auch durch alternative
MeBmethoden wie LC-MS validiert worden und verlaf3-
lich durchfiihrbar.

Das Atemkondensat ist eine sinnvolle Ergdnzung der
Lungenfunktionsdiagnostik zum Ausfiillen einer diagnosti-
schen Liicke bei der Atemwegsentziindung. Die Sensitivitét
der Verfahren erlaubt ein nichtinvasives Entziindungsmoni-
toring in Bereichen, in denen keine Funktionseinschrén-
kung mefbar wird. Durch das Atemkondensat werden fiir
die Individualisierung der antientziindlichen Therapie bei
Atemwegserkrankungen gerade unter Bedingungen einer
Kostenkontrolle und wissenschaftlich begriindeter Thera-
pien neue Chancen erdffnet.

Einleitung

Die Atemwegsentziindung ist das zentrale pathophysio-
logische Korrelat von verschiedenen akuten und chroni-
schen Atemwegserkrankungen. Die entziindliche Reakti-
on lie sich bis vor wenigen Jahren nur mit invasiven
Methoden wie Bronchoskopie und Bronchiallavage nach-
weisen und quantifizieren. Dabei sind Ziel der Diagnostik
die Beurteilung der Schleimhdute und die Zelldifferenzie-
rung in der Lavage. Durch In-vitro-Untersuchungen und
Stimulationsversuche mit Zellen der Atemwege konnte die
Relevanz bestimmter Zellmarker der Atemwege flir Ent-
ziindungsreaktionen nachgewiesen werden.

Die normale Diagnostik kann auf invasive Methoden wie
Bronchoskopie und Bronchiallavage nur bei entsprechen-
der Indikation zuriickgreifen. Die traditionelle Lungen-
funktionsuntersuchung beschrénkt sich in der klinischen
Praxis auf die Spirometrie mit den Parametern FVC (For-
cierte Vitalkapazitit) und FEV,; (Einsekundenkapazitit).
Diese Untersuchungen erfassen Atemwegsentziindungen
erst dann, wenn eine relevante Funktionseinschrankung
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manifest ist. Weitergehende Funktionsdiagnostik wie die
Bodyplethysmographie, Ergometrie, Ergooxytensiometrie
oder Kapnographie kann die Schwelle der Erfassung der
Atemwegsentziindung zwar senken, bleibt aber auch bei
vielen entziindlichen Reaktionen ohne Befund. Die Erfas-
sung der Atemwegsentziindung wird um so dringlicher, je
mehr der frithzeitige Einsatz inhalativer Glukokortikoste-
roide (ICS) als antientziindliche Therapie einen Stellen-
wert in der Therapie bekommt.

In der Routinediagnostik wird somit eine diagnostische
Liicke erkennbar, die eine Grauzone zwischen beginnen-
den oder auch abklingenden entziindlichen Reaktionen
und den objektiv meBbaren Verdnderungen der Lungen-
funktion entstehen 14ft.

Das Atemkondensat ist ein Probenmedium, das uns wei-
tere Einblicke in pulmonale Prozesse gibt, um diese Liicke
zu schliefen. Eine Reihe spezifischer und unspezifischer
Marker der Zellaktivitit in den Atemwegen wurde bereits
im Atemkondensat nachgewiesen [Barnes et al. 2004]. Da-
mit gibt es Anlal zu der Hoffnung, daf8 mit dem Atemkon-
densat dhnliche Ergebnisse gefunden werden wie sie aus
In-vitro-Untersuchungen an Atemwegszellen bekannt
sind. Hiermit soll eine Ubersicht iiber aktuelle Entwick-
lungen beim Atemkondensat gegeben werden.

Methoden

Aktuelle Untersuchungen beschéftigen sich mit der
Standardisierung der Probennahme und Lagerung, der
empfindlichen quantitativen Bestimmung dieser Marker
im Atemkondensat und der Validierung der klinischen Be-
deutung [Becher et al. 1995]. In Vergleichsstudien mit tra-
ditionellen Methoden wie Bronchiallavage und Sputum
konnten zufriedenstellende Korrelationen dieser Atem-
kondensatmarker zu anerkannten Verfahren nachgewiesen
werden [Deaton et al. 2004, Loukides et al. 2002]. Der be-
sondere Vorteil im Atemkondensat liegt in der Nichtinva-
sivitét, der beliebigen Wiederholbarkeit und den fehlenden
Anforderungen an die Mitarbeit des Patienten.
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Das Verfahren der Atemkondensatgewinnung mit kom-
merziell verfiigbaren Gerdten wie dem ECoScreen™ und
dem ECoVent™ (ViasysHC) ist weitgehend standardisiert
und reproduzierbar. Ein Handheld-Gerdt RTube™ von
RespiratoryResearch Corp. hat keine eigene Kiithlung und
gewinnt zumeist etwas weniger Kondensat pro Zeiteinheit.
Bei besonderen Anforderungen an die gewiinschten Ziel-
parameter sind spezielle Vorschriften fiir das Proben-
handling, die Aufbewahrung der Proben beziiglich Gefal3-
auswahl und Lagertemperatur sowie die Analytik zu
beachten bzw. im Einzelfall zu erarbeiten. Probensammler
und Lagerungsgefale aus Glas sind ungeeignet fiir eine
ausreichende Wiederfindungsrate von Markern. Die Lage-
rungszeit von Proben sollte auch bei —80°C 10 — 12 Wo-
chen nicht iiberschreiten. H,O, ist allgemein nicht lagerfa-
hig.

Die meisten bekannten Marker im Atemkondensat kon-
nen mit speziell auf das Probenmaterial Atemkondensat
adaptierten Enzymimmunassays detektiert werden. Dabei
sollten alle Methoden mit alternativen Verfahren und ent-
sprechenden Standardadditionsverfahren validiert wer-
den.

Nur fiir H,O, gibt es derzeit eine verfiigbare quasi Online-
Analysenmethode, das kiirzlich eingefiihrte ECoCheck-
System auf der Basis eines Biosensors. Allein dieses Ver-
fahren gewdhrleistet die in Atemkondensatproben not-
wendige Empfindlichkeit und Schnelligkeit der Analyse
flir den nicht stabilen Analyten [Lehmann et al. 2004]. Die
vorhandene traditionelle Laboranalytik wie Spektrophoto-
metrie und Fluorometrie kann diese Anforderungen nicht
erfiillen.

Ergebnisse

H,0, gibt eine unspezifische, aber hochsensitive Infor-
mation zur Atemwegsentziindung. Es korreliert signifi-
kant (r = 0,8) mit der Neutrophilenzahl in der Bronchialla-
vage und im Sputum [Deaton et al. 2004, Loukides et al.
2002]. Werte unter 500 nmol/l werden bei Lungengesun-
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Tab. 1. Messung von H,0O, im Atemkondensat von gesunden
Probanden (n = 19) beiderlei Geschlechts bei Kondensatsamm-
lung mit dem RTube™ und dem ECoScreen™.

Sammler ECoScreen RTube

Atemkondensatvolumen in

ml/100 | exhalierter Luft 1,332 0,993
H,0, in nmol/Probe 1,25 0,90
H,0, in nmol/l Probe 626 841

H,0, in nmol/100 | exhalierter Luft 0,83 0,84
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Abb. 1. Darstellung des zirkadianen Trends von Wasserstoffper-
oxid im Atemkondensat bei gesunden Probanden.

den gefunden, wihrend bei Patienten mit exazerbiertem
Asthma COPD-Werte tiber 1000 nmol/l im Atemkonden-
sat gefunden werden. Die sinnvollste Standardisierung der
MeBwerte beziiglich Probenvolumen (nmol/l) oder z.B.
exhaliertem Luftvolumen (nmol/100 1) oder exhalierter
Zeit wird noch diskutiert. In Abbildung 1 wird dargestellt,
dal die Angabe als Substanzmenge pro exhalierter Luft
moglicherweise besser ist als die Angabe in nmol/l Atem-
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Abb. 2. Darstellung eines 10-Tage-Trends von Wasserstoffper-
oxid im Atemkondensat bei gesunden Probanden.
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Abb. 3. Darstellung von FEV; und Leukotrien-B, im Atemkon-
densat bei einem bronchialen Provokationstest bei Patienten mit
Asthma bronchiale.

kondensat. Die Effektivitdt des Probensammlers bei Ver-
wendung unterschiedlicher Systeme kann einen Einflul
auf die Meflergebnisse haben.

Eine zirkadiane Rhythmik konnte bisher nicht nachge-
wiesen werden. In einer eigenen Studie an 18 lungen-
gesunden Probanden konnte bei guter intraindividueller
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Reproduzierbarkeit und hoherer interindividueller Varia-
bilitdt keine sichere zirkadiane Tendenz nachgewiesen
werden.

In einer 10-Tage-Studie wurde gezeigt, dal bei gesun-
den Probanden auch bei lingerer Beobachtungszeit eine
ausreichende Reproduzierbarkeit der Messungen vorhan-
den ist.

In einer anderen Studie wurde untersucht, inwiefern ge-
ringgradige allergische bronchiale Reaktionen im Atem-
kondensat nachweisbar sind. Dazu wurde bei 30 Patienten
mit allergischem Asthma ein inhalativer bronchialer Pro-
vokationstest mit Allergen durchgefiihrt. Die klinische
Relevanz des Allergens war entsprechend der anamnesti-
schen Angaben mittels RAST und Haut-Prick-Test nach-
gewiesen worden. Die inhalative Provokation erfolgte mit
einer 1 : 1000-Verdiinnung des Allergens mit dem PARI-
Boy mit 10-1-Atembeutel. Die Inhalation wurde nach
Leeratmen des Beutels, bei Auftreten von Symptomen
oder bei einem signifikanten FEV;-Abfall gestoppt.

Der Abfall der Einsekundenkapazitdt lag unmittelbar
nach der Provokation bei etwa 20%. Nach 4 bzw. 24 Stun-
den war keine Einschrankung der Lungenfunktion meB-
bar. Geméfl Auswertung der Spirometrie und der erfragten
Beschwerden hatte kein Patient definitionsgemdl3 eine
Spétreaktion.

Leukotrien-By, ein Marker der Neutrophilenaktivierung
und der chronischen Entzlindung, stieg unmittelbar nach
Provokation um etwa 80% an und stieg innerhalb von 24
Stunden auf etwa 250% des Ausgangswerts, entsprechend
einem Anstieg um 150%.

Dieser Befund ist dahingehend zu interpretieren, dal3
durch die allergische Reaktion eine nachhaltige unspezifi-
sche neutrophile Entziindung ausgeldst wurde. Diese Re-
aktion war in der traditionellen Lungenfunktion nicht
sichtbar.

Ein dhnlicher Befund wurde inzwischen bei asthmati-
schen Patienten unter Ozonexposition fiir 8-Isoprosthan
beschrieben [Montuschi et al. 2002].
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Diskussion

Das Atemkondensat ist standardisiert zu gewinnen, und
es konnen viele mogliche Krankheitsmarker valide detek-
tiert werden. Bei der Suche nach einer sinnvollen Bezugs-
grofle wird neben der Angabe der Konzentration im Atem-
kondensat auch die Angabe pro exhalierter Luftmenge
diskutiert. Denkbar ist auch der Bezug zu einem jeweils
anderen nichtkrankheitsabhédngigen Marker im Konden-
sat.

Problematisch im Vergleich unterschiedlicher Studien
bleibt die Effektivitdt der Kondensatgewinnung verschie-
dener Kondensatoren und die analytische Verarbeitung der
Proben. Einfliisse der Lagerung, der verwendeten Materia-
lien und der Analysenverfahren sind jeweils zu priifen und
mittels Standardadditionsverfahren auszuschlieen.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dall zumindest
bei gesunden Probanden ein gute Reproduzierbarkeit der
Messungen gegeben ist. Eine tageszeitabhdngige Rhyth-
mik war bislang nicht nachweisbar.

In Provokationstests bzw. Expositionsuntersuchungen
konnte gezeigt werden, da3 mit Parametern im Atemkon-
densat entziindliche Reaktionen empfindlicher nachweis-
bar sind als mit der traditionellen Lungenfunktionspriifung
[Becher et al. 1996, Montuschi et al. 2002].

Das Atemkondensat ist somit nicht nur eine Ergdnzung
der Lungenfunktionsdiagnostik, sondern eine tatsachliche
Erweiterung um Parameter, die bislang nur mit invasiven
Methoden verfiigbar waren.

Gegenstand weiterer Untersuchungen sollte sein, inwie-
fern die simultane Bestimmung verschiedener Parameter
des Arachidonsdurestoffwechsels die Moglichkeit einer
differenzierten Entziindungsdiagnostik eroffnet.

Kombisensoren fiir mehrere Immunassays auf einem
Biochip sind in Entwicklung. Weiter sollte zu erwarten
sein, dafl neben H,0, auch andere Parameter wie pH,
NO-Metabolite 0.4. im Atemkondensat quasi online mef3-
bar werden.

Die neuen diagnostischen Einblicke durch Exhalatdia-
gnostik sollten AnlaB} sein, bestimmte diagnostische Stra-
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tegien in der Fritherkennung und der Verlaufsbeobachtung
von Atemwegserkrankungen neu zu iberdenken.
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