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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die  fruhzeitige = Krankheitserkennung  mittels  invasiver und  nicht-invasiver
Diagnostikmethoden ist prognoseentscheidend fur das therapeutischen Outcome von
Frihgeborenen. Kabelgebundene und schmerzhafte Diagnostik wie zum Beispiel
Blutentnahmen konnen bei Frihgeborenen zu stressbedingten Kurz- und Langzeitschaden
fihren. Neugeborene werden in geschlossenen Inkubatoren versorgt, weshalb sich potenziell
diagnostisch verwertbare volatile organische Verbindungen (volatile organic compounds,
VOCs) in der Luft im Inneren ansammeln konnen. Ziel der Forschungsarbeit ist deshalb die

Entwicklung eines nicht-invasiven Messverfahrens zur Analyse von VOCs in der Inkubatorluft.

Hierfur analysierten wir VOC-Profile in der Inkubatoratmosphére von sterilen, unbenutzten
Inkubatoren und von mit Friuhgeborenen belegten Inkubatoren auf der Neugeborenen-
Intensivstation. Zunachst sollte geklart werden, welche VOCs vom Kind und welche aus der
Umgebung stammen. Anschlielend testeten wir das System als Proof of Principle Experiment
in definierten klinischen Situationen. Dazu verwendeten wir ein Multikapillarsaulen-
gekoppeltes lonenmobilitatsspektrometer (MCC/IMS) (B&S Analytik GmbH, Dortmund,
Germany) sowie eine elektronische Nase Cyranose 320 (Sensigent, Kalifornien, USA).

Wir sammelten Mehrfachproben der Inkubatorluft von 36 Frilhgeborenen und 23 nicht belegten
Inkubatoren mittels lonenspektrometrie bzw. der Inkubatorluft von elf Friihgeborenen und acht
nicht belegten Inkubatoren mittels Cyranose 320. Mittels MCC/IMS identifizierten wir 43
Peaks, deren Konzentration sich signfikant zwischen mit Neugeborenen belegten Inkubatoren
und unbenutzten Inkubatoren unterschieden. Durch Kombination von Signal P20 und A5 war
eine Differenzierung der Gruppen mit einer Sicherheit von 96,65 % Sensitivitat, 99,9 %
Spezifitat, 99,9 % positiv pradiktem Wert und 95,83 % negativ pradiktivem Wert moglich.
Mithilfe der Cyranose 320 unterschieden sich belegte und unbenutzte Inkubatoren mit einer
Mahalanobis-Distanz  (Distanzmal zwischen Punkten in einem mehrdimensionalen
Vektorraum) von 1,991 und einem Kreuzvalidierungswert (Verfahren zur Kontrolle der
Gultigkeit durch unabhéngige Replikation der Validierung) von 99,19 %. Durch Variation der
Messzeitpunkte, Versuchsoperatoren, Inkubatormodelle und Inkubatoreinstellungen in denen
mittels lonenenspektrometrie gewonnen Daten stellten wir 73 Peaks als Storsignale fest, die am
ehesten von Umgebungsquellen (Geratschaften, Pflegemittel) stammen. Die eingeschlossenen
Vierlings-, Drillings- und Zwillingskinder zeigten geringe interindividuelle Schwankungen
zwischen den Neugeborenen und ihr VOC-Profil war Gber den Zeitraum der Probennahme (eine
-1-
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Messung pro Tag Uber drei bis zehn Tage) stabil. Zudem testeten wir das MCC/IMS an den
klinisch relevanten Laborparametern Glucose und Bilirubin. Dazu wahlten wir die Messungen
der Kinder mit den 20 hochsten Werten und den 20 niedrigsten Werten aus dem Routinelabor
aus. Die Unterscheidbarkeit zwischen beiden Messgruppen erreichten wir bei dem Parameter
Bilirubin mit einer Sicherheit von 80,95 % Sensitivitat, 99,9 % Spezifitat, 99,9 % positiv
pradiktivem Wert und 83,33 % negativ pradiktivem Wert durch Peak P142 und P27. Bei den
Messungen der Kinder mit hohen und niedrigen Glucosewerten betrug die Differenzierung der
Gruppen 99,9 % Sensitivitat, 99,9 % Spezifitat, 99,9 % positiv pradiktiver Wert und 99,9 %
negativ préadiktiver Wert bei einer Kombination von sechs Peaks. Jedoch erreichte kein

Einzelpeak Signifikanz nach Bonferroni.

Wir haben mit den beiden Verfahren lonenspektrometrie (MCC/IMS) und elektronischer
Geruchserkennung (Cyranose 320) erste Schritte zur Etablierung einer bedside
Diagnostikmethode zur Messung von Kklinischen Parametern (hier Erprobung an den
Laborwerten Bilirubin und Glucose) unternommen. Dazu ermittelten wir zundchst das
kindsspezifische VOC-Profil durch Vergleich mit unbelegten, leeren Inkubatoren mittels
MCC/IMS und Cyranose 320. Gefundene Peaks mit hoherer Intensitat in den belegten
Inkubatoren stammen potenziell vom Neugeborenen. Bei den mit MCC/IMS durchgefuhrten
Messungen erstellten wird durch Varianz des Versuchsaufbaus eine Ubersicht mit potenziellen
Storvariablen aus der Umgebung. Diese sollten in der weiteren Entwicklung der Methode
bertcksichtigt werden. Das VOC-Profil von Mehrlingen scheint eher geringgradigen
interindividuellen Schwankungen zu unterliegen, sodass Anderungen des klinischen Zustands
des Neugeborenen moéglicherweise deutlicher hervortreten. In der Diagnostik wéhlten wir die
Laborwerte Bilirubin und Glucose als Proof of Principle Experiment aus. Wir fanden messbare
Unterschiede im VOC-Profil der Kinder mit hohen und niedrigen Werten. Diese Ergebnisse
zeigen, dass VOC-Profile direkt am Patientenbett innerhalb von Minuten gemessen werden

kdnnen und deshalb auf ihren diagnostischen Nutzen geprift werden sollten.

1.1 Summary

Early detection of disease using invasive and non-invasive diagnostic methods is decisive for
the therapeutic outcome of preterm infants. Wired and painful diagnostics such as blood
sampling can lead to short- and long-term damage in preterm infants. Newborns are cared for
in closed incubators. Therefore, volatile organic compounds (VOCs) can accumulate in the air

inside. The aim of this research work is to develop a non-invasive measurement method based
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on the analysis of volatile organic compounds (volatile organic compounds, VOCSs) in the

incubator air.

For this purpose, VOC profiles in the incubator atmosphere of empty and occupied incubators
were analyzed in the neonatal intensive care unit. First, it should be clarified which VOCs
originate from the child and which from the environment. In addition, the system was tested as
a proof of principle experiment in clinical situations. We used a multicapillary column-coupled
ion-mobility spectrometer (MCC/IMS) (B&S Analytik GmbH, Dortmund, Germany) and an
electronic nose Cyranose 320 (Sensigent, California, USA).

Multiple samples of incubator air from 36 preterm infants and from 23 unoccupied incubators
were collected by ion spectrometry, eleven preterm infants and eight unoccupied incubators
were collected by Cyranose 320. By MCC/IMS, 43 peaks were identified whose concentrations
differed significantly between incubators occupied with neonates and unoccupied incubators.
By combining signal P20 and A5, it was possible to distinguish the groups with a confidence
of 96.65% sensitivity, 99.9% specificity, 99.9% positive predictive value and 95.83% negative
predictive value. Using Cyranose 320, occupied and unoccupied incubators could be
distinguished with a Mahalanobis distance (distance measure between points in a
multidimensional vector space) of 1.991 and a cross-validation value (procedure for checking
validity by independent replication of validation) of 99.19%. By varying the measurement time,
operators, incubator models and incubator settings in the mesurements with MCC/IMS, 73
peaks were identified that originate most likely from environmental sources (equipment, care
products). The included quadruplets, triplets and twins showed little interindividual variation
among neonates. Their VOC profile was stable over the sampling period (one measurement per
day for three to ten days). In addition, the MCC/IMS was tested on the laboratory parameters
glucose and bilirubin. For this purpose, the measurements of the children with the 20 highest
values and the 20 lowest values were selected from the routine laboratory. The discriminability
between both groups of measurements was achieved for the parameter bilirubin with a certainty
of 80.95% sensitivity, 99.9% specificity, 99.9% positive predictive value and 83.33% negative
predictive value by peak P142 and P27. For the measurements of children with high and low
glucose levels, the discriminability of the groups was 99.9% sensitivity, 99.9% specificity,

99.9% positive predictive value, and 99.9% negative predictive value by combining six peaks.

We have taken first steps towards the establishment of a bedside diagnostic method for the
measurement of clinical parameters by ion spectrometry (MCC/IMS) and electronic nose

(Cyranose 320). Therefore, we first determined the child-specific VOC profile by comparing
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occupied and unoccupied incubators using MCC/IMS and Cyranose 320. Peaks found with
higher intensity in the occupied incubators are probably from the newborn. For the
measurements performed with MSS/IMS, variance in the experimental setting created an
overview with potential confounding variables. These should be considered in further
development. The VOC profile of multiples seems to have rather minor interindividual
variations, so that changes in the clinical condition of the newborn may be more prominent. In
diagnostics, laboratory values of bilirubin and glucose were selected as proof of principle
experiments. Measurable differences were found in the VOC profile of infants with high and
low values. These results show that VOC profiles can be measured bedside within minutes and

therefore should be evaluated for their diagnostic utility.



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Frihgeburt als medizinische Herausforderung

2.1.1 Definition und Epidemiologie der Friihgeburt

Als Friihgeborene werden Neugeborene bis zur VVollendung von 37 Schwangerschaftswochen
(SSW) definiert. Die Frihgeburt kann nach Gestationsalter unterteilt werden in late preterm
(SSW 34 bis 37), moderate preterm (SSW 32 bis 34), very preterm (SSW 28 bis 32) und
extremly preterm unter 28 Wochen unterteilt werden [81]. Je nach Geburtsgewicht spricht man
von einem low birth weight infant unter 2500 g, von einem very low birth weight infant
(VLBW) unter 1500 g oder einem extremly low birth weight infant (ELBW) unter 10009
Gewicht [5].

Weltweit wird mit einer Inzidenz von 15 Millionen Friihgeburten pro Jahr gerechnet, was
ungeféhr einer Rate von einem von zehn Neugeborenen mit einer tendenziell steigenden
Wachstumsrate entspricht [85]. Obwohl der Anteil aufgrund problematischer Datenlage schwer
zu schdtzen ist, ist in Landern mit einer hohen Geburtenzahl bei gleichzeitig geringem
Lebensstandard die Rate am héchsten [81]. Dabei ist der haufigste Mortalitatsgrund sowohl von
Neugeborenen als auch von Kindern unter funf Jahren die Frihgeburt mit assoziierten
Komplikationen. Es gilt: Je geringer das Geburtsalter, desto hoher ist die Mortalitatsrate [64].

2.1.2 Akute Erkankungen bei Friihgeborenen

Die Physiologie von Frithgeborenen ist unmittelbar nach der Geburt anfallig fir Stérungen. Ihr
erhdhter Energiebedarf kann zu Hypothermien (< 36 Grad) und Hypoglykamien sowie zu

anderen akuten behandlungsbediirftigen Erkrankungen fiihren.

Zu diesen Erkrankungen gehoren h&ufig Stérungen der respiratorischen Adaption, da die
Entwicklung der Spontanatmung nach Geburt durch Asphyxie, Unreife, Mekoniumsaspiration
oder verzdgerter Resorption der fetalen Lungenflussigkeit behindert werden kann. Dieses akute
Atemnotsyndrom (repiratory distress syndrome, RDS) wird unmittelbar nach Geburt
symptomatisch. Bei Friihgeborenen sind die unreifebedingte zentrale Atemregulationsstérung
als neuronale Ursache und Surfactantmangel als pulmonale Ursache als wichtige Ausléser des
RDS zu nennen. Mit sinkenden Gestationsalter steigt die Anzahl des RDS, bei Frilhgeborenen
unter der 26 SSW sind mehr als 80 % betroffen [5]. Der Surfactantmangel ist dadurch

begriindet, dass die Substanz erst ab der 28 SSW auf der Lungenoberflache verteilt wird und
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erst ab der 35 SSW in ausreichender Konzentration vorhanden ist. Therapeutisch kann eine
Continuous Positive Airway Pressure (CPAP) Atemunterstiitzung eingesetzt werden und

Surfactant Giber eine Sonde substituiert werden [5].

Eine frihzeitige Sauerstoffgabe ist wichtig, da sonst ein peri- und postnataler Sauerstoffmangel,
(Asphyxie) auftreten kann, die zu einer fehlenden Sauerstoffversorgung der Organe (Hypoxie)
fihrt. Das Gehirn ist besonders vulnerabel fir hypoxisch-ischdmische Schéden und es kann
sich eine hypoxisch-ischamische Enzephalopathie (HIE) manifestieren. Je nach Ort und
Schwere der Schédigung konnen Langzeitfolgen (motorische Spastiken oder mentale
Entwicklungsstérungen) auftreten. Dartber hinaus kann sich die perinatale Asphyxie auf das
kardiovaskulare System (als unzureichenden Auswurfleistung) sowie auf die Nieren (als akutes
Nierenversagen, ANV) auswirken. 30 % bis 70 % der asphyktischen Kinder leidet unter einem
ANV [90].

2.1.3 Langzeitkomplikationen bei Frilhgeborenen

Spéter auftretende Komplikationen in Folge der initialen Adaptionsschwierigkeiten nach
Geburt sind bronchopulmonale Dysplasie (BPD), die nekrotisierende Enterokolitis
(nectrotizing enterocolitis, NEC), infantile Zerebralparese und Infektionen [28,81]. Diese
Erkrankungen zeigen eine stark erhohte Inzidenz bei Friihgeborenen. Sie gehen mit fulminanten
Verlaufen sowie mit einer erhdhten Mortalitat im Vergleich zu reifgeborenen Kindern einher.
Es wurde eine positive Korrelation zwischen Frihgeburt und immunvermittelten Erkrankungen

wie Asthma gefunden [47].

Die BPD kann als direkte Folge der RDS entstehen, da die maschinelle Beatmung zu
Barotraumata der Lunge fuhren kann. Zudem ist die dauerhaft erhohte Sauerstoffsattigung
toxisch fiir das Pulmonalgewebe. Derzeit sind 15 % der Neugeborenen unter der 32 SSW von
einer BPD betroffen [5].

Infektionen kénnen in einer Sepsis enden. Je nach Zeitpunkt des Auftretens unterscheidet man
eine Early-Onset Sepsis (EOS), die weniger als drei Tage nach Geburt auftritt, von einer Late-
Onset Sepsis (LOS), die mehr als drei Tage nach Geburt auftritt. Klassische Erreger bei der
EOS sind Keime aus der mitterlichen Rektovaginalflora wie - hdmolysierende Streptokokken
der Gruppe B und Escherichia coli. Bei der LOS stammen die Erreger aus der Umgebungsflora
oder vom Kind selbst, beispielsweise koagulasenegative Staphylokokken wie Staphylococcus
haemolyticus und epidermidis, Escherichia coli, Enterobacter, Serratia oder Klebsiellen [5].

Friihgeborene sind anfallig fir Infektionen, da aufgrund der korperlichen Unreife h&ufig
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invasive Interventionen wie zum Beispiel Zugénge und Katheter notwendig sind. Diese
beeintréchtigen die schutzschildbildenden Mukosa- und Epithelschichten des Korpers.
Zusétzlich ist das Immunsystem bei der vorzeitigen Geburt nicht vollstdndig entwickelt.
Mdtterliche Antikdrper werden erst im letzten Trimenon der Schwangerschaft transplazentar
ubertragen [95]. Die Mortalitét liegt bei Reifgeborenen bei 18 % (EOS) und 12 % (LOS), ist
bei Frihgeborenen jedoch hoher [45]. Die Sepsis fihrt neben der unmittelbaren
Sterblichkeitsrate auch zu sepsisbedingten Langzeitschaden. Es finden sich Hinweise, dass
Infektionen zu Hirnschdden mit neurologischen Entwicklungsstérungen fiihren. Van Vliet et
al. [103] begriinden dies in der Ausschuttung von den Zytokinen Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF), Interleukin-6 (IL), IL-8 und IL-10 im Rahmen der Entzlindungsreaktion. Diese kdnnen
die Myelinscheiden im Gehirn angreifen und die regelgerechte Durchblutung durch
Blutdrucksenkung und Stérungen der disseminierten intravasalen Gerinnung verschlechtern.
Auch scheint eine positive Korrelation zwischen dem Risiko eines Auftreten der BPD und

proinflammatorischen Zytokinen zu bestehen [80].

2.1.4 Therapeutische Mdglichkeiten der Erkrankungen bei Friihgeborenen

Um das Outcome zu verbessern und das Risiko von Komplikationen zu minimieren, hat sich
das Konzept der sogenannten ,,Goldenen Stunde* durchgesetzt. Es besagt, dass die

Neugeborenenversorgung in den ersten 60 Minuten nach Geburt prognoseentscheidend ist.

Zu den ersten therapeutischen Schritten gehort die Unterstiitzung des respiratorischen Systems.
Deshalb muss gegebenenfalls eine CPAP Therapie sowie die Gabe von Surfactant und
Budesonid eingesetzt werden [22]. Die friihzeitige Gabe von Koffein kann die BPD verhindern
und die spatere Lungenfunktion verbessern. In den ersten 24 Stunden sollte die parenterale und

enterale Erndhrung mit Aminoséuren, Glucose und Fettsduren begonnen werden.

Die Gabe von Probiotika senken die Inzidenz von Sepsis- und NEC [22]. Dadurch kdnnte die
Anzahl der Antibiosetherapien gesenkt werden. Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen
Exposition mit Antibiotika in ersten Lebensmonaten und Erkrankungen im spateren Kindesalter
wie Asthma [79] oder Ubergewicht [101]. Die Entscheidung fiir eine Antibiose sollte nicht
leichtfertig getroffen werden. Momentan erhalten 5 — 8 % aller Neugeborenen eine empirische
Antibiotikatherapie, eine Rate, die trotz sinkender Fallzahlen der EOS unverandert bleibt. [60].
Laut aktuellen Leitlinien existiert keine einheitliche Empfehlung hinsichtlich der
Antibiotikauswahl. Zur empirischen Therapie bei der EOS werden haufig Ampicillin oder

Penicillin G mit einem Aminoglykosid kombiniert. Bei der LOS wird je nach Lokalitat der
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Infektion Vancomycin mit einem Aminoglykosid oder Ampicillin bzw. Flucloxacillin mit
einem Aminoglykosid eingesetzt. Bei Erregernachweis kann eine gezielte Therapie erfolgen
[109]. Um die natlrliche bakterielle Flora des Kindes zu erhalten, sollte die Antibiose mdglichst

kurz gegeben werden [5].

Frihgeburt verdient als weltweit haufigste Todesursache von Kindern unter finf Jahren die
Aufmerksamkeit von Forschung und Lehre [64]. Besonders die assoziierten Komplikationen
und deren therapeutische Bewaltigung stellen eine Herausforderung fir das medizinische

Personal dar.

2.2 Diagnostische Moglichkeiten beim Neugeborenen

Aufgrund fehlender Kommunikationsmoglichkeiten mit den Patient:innen sind zur

Uberwachung und Diagnostik des Neugeborenen technologische Verfahren hilfreich.

Folgend werden mogliche Diagnostikmethoden in nicht-invasiv und invasiv unterteilt und
Beispiele angefiihrt. Nicht-invasiv bedeutet ,,nicht eindringend* und umfasst alle Maf3nahmen,
die die Integritat des Korpers nicht verletzen. Dagegen dringen invasive Methoden in den

Korper ein (beispielweise Punktionen und Biopsien) [46].

2.2.1 Nicht-invasives Monitoring und Diagnostik

Zur optimalen Versorgung des Neugeborenen gehért das Monitoring mit Uberwachung der
Vitalparameter. Damit werden kardiorespiratorische Instabilitdt und geféhrliche Zustéande des

Neugeborenen festgestellt.

(Vergleiche zum Folgenden Neonatologie, Christian Poets, Stuttgart: Thieme, 2019, Kapitel
Nicht invasives Monitoring S.130 ff, [82]) Mit einem EKG kann die Herzfrequenz mit
zeitlichem Zunahme- bzw. Abnahmeverhalten berwacht werden. Zur detaillierten Analyse
eines EKGs mit Lagetypbestimmung und Bestimmung der Depolarisationszeiten muss ein 12
— Kanal — EKG abgeleitet werden. Bewegungen des Kindes oder schlechter Kontakt mit den

Sensoren kdnnen zu Artefakten in der Messung fihren.

Der Sauerstoffpartialdruck wird transkutan mittels der Pulsoximetrie gemessen. Kommerziell
erhéaltliche Gerate berechnen den Mittelwert der letzten 2 bis 15 s. Durch Bewegungsartefarkte
werden auch inkorrekte Werte verrechnet und das Ergebnis kann verfdlscht werden.
Storfaktoren konnen das Umgebungslicht, der Anpressdruck des Sensors an das Kind und der

Anteil anderer Hdmoglobine wie Methdmoglobin sein. Bei Feten und Neugeborenen liegt
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uberwiegend fetales Hamoglobin (HbF) bestehend aus zwei a- und zwei y-Ketten (a2 y2) vor,

wohingegend nach der Geburt adultes H&moglobulin (HbA1, a2 B2) synthetisiert wird.

Der endexspiratorische Gehalt an Kohlenstoffdioxid wird durch einen sogenannten
Kapnometer gemessen. Es gibt zwei Mdglichkeiten: Entweder wird Kohlenstoffdioxid durch
einen eingebrachten Adapter bei der Intubation mit einem Hauptstromkapnometern gemessen
oder durch einen Nebenstromkapnometer beim nicht intubierten Kind. Der
Hauptstromkapnometer ermdglicht durch seine Position im Tubus schnelle und prazise
Ergebnisse und ist bei hohen Atemfrequenzen zuverléssig. Durch den Adapter entsteht jedoch
zusétzlicher Totraum. Der Nebenstromkapnometer erzeugt selbst einen Ansaugfluss und bringt
die Ausatemluft in die Messzelle ein. Dadurch wird die Messung bei einer hohen Atemfrequenz

durch den schnell notwendigen Probenaustausch im Gerat ungenau [82].

(Vergleiche zum Folgenden Neonatologie, Christian Poets, Stuttgart: Thieme, 2019, Kapitel
Bildgebende Diagnostik S.139 ff, [83]) Das am hé&ufigsten eingesetzte, nicht-invasive,
bildgebende Diagnostikmedium bei Neugeborenen ist die Sonografie. Sie ist durch moderne
bedside Geréte praktikabel im klinischen Setting. Die Indiktionsstellung ist breit, das Verfahren
kann in Form der transfontanelldaren Schédelsonografie, der Thorax- und Abdomensonografie,
der Echokardiografie, Sonografie des Hals, Sonografie des Bewegungsapparats sowie der

Sonografie oberflachlicher Strukturen angewendet werden.

Das MRT dient primér der Erganzung der Sonographie durch die Beurteilung unklarer Befunde
oder die Darstellung von sonografisch schlecht zuganglichen Organen. Die Untersuchung kann
haufig durch suffiziente Lagerung ohne Sedierung durchgefuhrt werden, bei

Atemanhalteaufnahmen muss narkotisiert werden.

Rontgen und CT gehdren zu den nicht-invasiven Methoden, bedurfen aufgrund ihrer
Strahlenexposition jedoch einer engen Indikationsstellung. RoOntgenuntersuchungen sind
wichtig fur die Beurteilung von Herz und Mediastinum, der Lungen und zur Kontrolle von
Interventionen (Drainagen, Katheteranalangen, Tuben) [83]. Aufgrund der geringen
KorpergroRe der Friuhgeborenen befinden sich im Vergleich zum Erwachsenen mehrere
Organsysteme im Rontgenfeld, was zu einer hoheren Effektdosis fuhrt [31]. Das CT wird in der
Neonatologie aufgrund der Strahlenbelastung und der erforderlichen Gabe von jodhaltigen

Kontrastmitteln in Einzelféllen (kardiale und vaskuldre Fehlbildungen) angewendet [83].
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2.2.2 Invasive Diagnostikmadglichkeiten

Invasive Diagnoseméglichkeiten stellen beztglich ihrer Indikation in der neonatologischen und
padiatrischen Medizin eine diffizile Entscheidung dar. Kosten und Nutzen der gewahlten
Methode missen unter Beriicksichtgung des Alters des Neugeborenen abgewogen werden.
Maoglichkeiten der invasiven Diagnostik sind Punktionen von Korperhohlen und Organen
(Lumbalpunktion,  Perikardpunktion,  Abdominalpunktion, Harnblasenpunktion)  zur
Gewinnung von Untersuchungsmaterial fir mikrobiologische, zytologische und biochemische
Zwecke [78].

Hé&ufiger werden Laborkontrollen durchgefuhrt. Arterielle Blutentnahmen sind bei
Blutgasanalysen notwendig und kénnen bei Neugeborenen durch einen Nabelarterienkatheter
abgenommen werden. Uber den Katheter kann auch der Blutdruck tiberwacht werden. Kapilldre
Blutentnahmen sind einfach durchzufihren, es kénnen unter anderem die Blutgase und der

Blutzucker kontrolliert. Die Entnahmestelle ist der hintere laterale Bereich der FulRsohle [93].

2.2.3 Grenzen der aktuellen Diagnostikmdglichkeiten

Die Grenzen der Diagnostik im Bereich der Neugeborenenversorgung soll anhand der haufigen

kindlichen Krankheitsbilder Sepsis, BPD und NEC aufgezeigt werden.

Die Sepsis ist bei Friihgeborenen eine Erkrankung mit unspezifischer klinischer Symptomatik.
Bei den Vitalparametermessungen sind Verdnderungen in beide Richtungen mdglich,
Tachypnoe oder Apnoe, Fieber oder Hypothermie, erhohte oder erniedrigte Herzfrequenzrate.
Auch bei gesunden Babys konnen die Vitalparameter mitunter stark variieren. Problematisch
ist dartiber hinaus, dass die Temperatur durch die Umgebungswarme im Inkubator beeinflusst
wird. Die Diagnostik der Sepsis muss mit anderen Verfahren wie Blutentnahmen oder
radiologischer Bildgebung erganzt werden [98]. Als Infektionsparameter werden CRP > 10
mg/dl, 1L-6 > 50/100 pg/ml oder IL-8 > 70 pg/ml und I/T Quotient > 0,20 (Verhé&ltnis von
unreifen neutrophilen Granulozyten zu reifen neutrophilen Granulozyten) genutzt. Zum
Erregernachweis ist flr eine gezielte Antibiose die Abnahme von Blutkulturen notwendig
[109]. Das Ergebnis ist meist erst nach zwei bis vier Tagen verfiigbar, weshalb zuvor eine
empirische Antibiotikatherapie begonnen werden muss. Ein Erregernachweis mittels
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase cain reaction, PCR) erlaubt binnen weniger Stunden
spezifische und sensitive Ergebnisse. Diese Methode erlaubt keine Aussagen Uber die
Antibiotikaempfindlichkeit und ist kostenintensiv, die Kosten einer PCR sind bis zu funfmal
hoher als bei einer Blutkultur [97].
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Die NEC kann sich wie die Sepsis mit unspezifischen Symptomen wie einer verlangsamten
Magendarmentleerung, blutigen Stiihlen, Antriebsarmut, Atemnot oder erhohtem Tonus bei
Abdomenpalpation préasentieren. Laborparameter kdnnen sich in in Form von erniedrigten oder
erhdhten Leukozyten, Thrombozytopenien, Hypo- oder Hyperglykamien zeigen. Daher kann
die NEC im frihen Stadium mit einer Sepsis verwechselt werden. Deshalb erfolgt die

Diagnosesicherung mit einer Abdomensonographie oder radiologisch [77].

Die BPD wird hauptsachlich durch eine schlechte Sauerstoffsattigung bei erhohtem
Sauerstoffbedarf diagnostiziert. Daneben sind lungenfunktionellen Parameter wie eine
gesunkene Compliance oder erhéhter Lungenwiderstand beim intubierten Neugeborenen sowie

die Zusammensetzung des Trachealaspirats oder der brochoalveoldre Lavage hinweisend [62].

Durch die Vulnerabilitat des Friihgeborenen muss hdufig Diagnostik durchgefiihrt werden.
Cong et al. [23] z&hlten in einem vierwOchigen Zeitraum einen Durchschnitt von 23
schmerzhaften Prozeduren pro Tag, andere Studien zeigen 16 Fersenpunktionen pro Baby
wahrend eines achttagigen Zeitraums [24]. Langfristig kdnnen neurologische und metabolische
Komorbiditaten die Folge sein, die durch die rdumliche Trennung von Mutter und Kind
verstarkt werden. In einer Meta-Analyse von 153 Studien zeigte sich, dass 39,4 % aller Kinder,
die die Neugeborenen-Intensivstation verlassen, eine neurologische Entwicklungsstérung
ausbildeten. Schmerz und Stress auf Station konnten ein verstarkender Faktor sein [74]. Es wird
vermutet, dass bei Friihgeborenen die taktile Wahrnehmungsschwelle geringer ist und die
inhibitorischen Mechanismen unausgereift sind, sodass sie sensibler fiir Schmerzreize sind
[23].

Zu den schmerzhaften Prozeduren gehdren auch Blutentnahmen. Diese stellen den hdufigsten
Grund flr eine Andmie beim Neugeborenen dar, die je nach Schweregrad mit Transfusionen
therapiert werden mussen. Laut einer Studie an der Aalborg Universtitat [69] haben 20 % der
beobachteten Kinder Transfusionen in den ersten vier Lebenswochen erhalten, wobei eine
starke positive Korrelation zwischen der Anzahl der Blutentnahmen und der Anzahl der
Transfusionen festgestellt wurde. Bei einem Blutvolumen von 80 ml pro Kilogramm
Korpergewicht wirde eine Blutentnahme von einem Milliliter flr ein unter 1500 g schweres
Kind einen Blutverlust von einem Prozent oder mehr seines gesamten Blutvolumens bedeuten
[54].

Das Monitoring verursacht Larm. Bei einer Studie auf einer neonatologischen Intensivstation
in Hannover trat durchschnittliche alle neun Minuten ein Alarm auf [1]. Hinzu kommen
Geréausche von bedside Monitoren, Handys, Personal und das Schreien des Babys selbst, das

-11 -



Einleitung

durch den Inkubator verstarkt wird. Eine erhohte Herzfrequenz, Blutdruck und Atemfrequenz

sowie eine erniedrigte Sauerstoffsattigung konnen die Folge sein [104].

2.3 Ausblick nicht-invasiver Diagnostikmethoden

Genannte Nachteile machen deutlich, warum die Weiterentwicklung nicht-invasiver Methoden
Bestandteil der Forschung ist. Die Etablierung eines neuen Verfahrens kénnte zur friihzeitigen

Krankheitserkennung beitragen.

Diagnostikverfahren, deren Funktionsweise auf Hautkontakt beruhen, besitzen aufgrund des
simplen Handlings Potenzial als nicht-invasives Tool. Zwei verschiedene Geréte sollen
angefiihrt  werden: Transcutaneous bilirubin  (TcB) Gerdte und Transcutaneous
electromyography of the diaphragm (dEMG) Geréte. Der Ikterus ist eine bei circa 25 % der
Frihgeborenen auftretende Symptomatik, deren Verlauf durch regelméRige Blutkontrollen des
Serum-Bilirubins kontrolliert werden muss. Das TcB misst die Farbe der Haut anhand
ausgesendeter Lichtimpulse. Es wurde eine signifkante Korrelation zwischen den Bilirubin
Messwerten der TcB und den klassischen Blutkontrollen gefunden [75]. Das dEMG besteht aus
drei Elektroden und zeichnet durch das elektrischen Aktivitatssignal des Zwerchfellmuskels
Herzfrequenz und Atemfrequenz auf. Im Gegensatz zum standardméfRig eingesetzten
Impedanzplethymographen werden Bewegungsartefakte vermieden und quantitative Daten

uber die Zwerchfellaktivitat gewonnen [56].

Ein weiteres Verfahren ist die near-infrared spectrocopy (NIRS) zum Monitoring der
zerebralen Oxygenierung. Bisher wird die Sauerstoffversorgung des Gehirns anhand der
peripheren arteriellen Sattigung bzw. Herzfrequenz mit dem Puloximeter abgeschatzt. Die
NIRS erlaubt eine kontinuierliche Uberwachung durch Emittierung von NIR Licht durch den
Schadelknochen des Kindes [30].

Ein anderes Forschungsgebiet ist die Metabolomik. Sie stellt ein Teilgebiet der -omics Familie
dar (griechisch omik = alles). Dazugehorige Technologien haben es sich zum Ziel gesetzt, einen
mdoglichst umfassenden Zugang zu Zelle oder Organismus auf molekularer Ebene zu finden. In
der Metabolomik geht es um die, wenn moglich, systematische Analyse aller vorhandenen
Metabolite einer biologischen Probe. In der Theorie wird somit ein Einblick in den aktuellen
Zustand eines Organismus gewonnen. Als biologische Probe kénnen Plasma, Blut, Urin, Serum

oder Liquorflissigkeit verwendet werden [39].

Oben genannte Verfahren zeigen Entwicklungen der nicht-invasiven Diagnostik in der

Neonatologie. Die Etablierung weiterer Techniken ist zu erwarten.
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2.4 Humaner Geruchssinn in der Medizin

2.4.1 Physiologie der Sinnesmodalitat Riechen

(Vergleiche zum Folgenden Physiologie, Behrends et al., Stuttgart: Thieme, 2017, Kapitel Der
Geruchssinn S.711 ff, [9]) Der Geruchssinn ist die phylogenetisch alteste Sinnesmodalitat des
Menschen. Nach der Geburt verlasst sich das Neugeborene vor allem auf den Geruchssinn zum
Auffinden der mutterlichen Nahrung, was zeitlebens Hauptkritierium zur Auswahl der Nahrung
bleibt. Der Geruchssinn hat eine stark emotionale Komponente. Er kann unser allgemeines
Wohlbefinden beeinflussen. Zudem wirken sich physiologische Reaktionen wie Hunger oder

Durst auf unsere Geruchswahrnehmung aus.

In der Nase befindet sich neben der respiratorischen Schleimhaut, die die unteren zwei
Nasenmuscheln bedeckt, die Riechschleimhaut. Diese befindet sich im oberen Teil der
Nasenhdhle und nimmt dort einen Raum von 5 cm? mit circa 10 — 30 Millionen Riechzellen
ein. Zwischen den Riechzellen befinden sich Stltzzellen zur Abdichtung und Basalzellen, die
sich teilen und Riech- und Stiitzzellen entwickeln kdnnen. Jede Riechzelle stellt eine primare
Sinneszelle dar, die auf der basalen Seite ein ableitendes Axon und auf der apikalen Seite ein
Riechkdpfchen mit Sinneshaaren (Zilien) besitzt. Das Axon zieht geblindelt mit den restlichen
als Nervus olfactorius durch die Siebbeinplatte ins Gehirn. In den Zilien findet die eigentliche
Geruchswahrnehmung statt, da sich dort die Rezeptormolekdile befinden. Dabei exprimiert jede
Riechzelle nur eine der 400 in unserem Genom codierten Rezeptortypen, wobei jeder Typ eine

Gruppe von Geruchsstoffen binden kann.

Wenn ein Duftstoff auf einen Rezeptor trifft, interagiert dieser im Sinne seiner Funktion als G-
Protein gekoppelter Rezeptor mit einem G-Protein, was durch die Synthetisierung des second
messengers CAMP lonenkandle 6ffnet und zur Auslésung eines Aktionspotenzials flihrt. Diese
elektrischen Signale werden tber den Nervus olfactorius zum Bulbus olfactorius weitergeleitet,
dort verschaltet und dann zu den verarbeitenden Bereichen im Gehirn (Kortex, Hypothalamus,
limbisches System) weitergeleitet. Je nach Duftstoff werden die verfiigharen Rezeptorentypen
in unterschiedlichem MaR aktiviert, sodass ein charakteristisches Erregungsmuster im Gehirn
ankommt. Dieses muss vom Gehirn durch Vergleich mit anderen Mustern zur endgiltigen

Geruchswahrnehmung verarbeitet werden [9].

Durch dieses Prinzip kann der Mensch schatzungsweise eine Billionen Geriiche unterscheiden
[21].
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2.4.2 Molekularchemischer Hintergrund eines Geruchs

Schon in der Antike nutzte man die Sinnesmodalitat Riechen zur Diagnostik von Krankheiten.
Der Geruch von garenden Apfeln, der spater als Aceton identifiziert wurde, wurde als Marker
flr diabetisches Koma identifiziert [35]. Ein anderes Beispiel des Potenzials des Geruchssinns
ist die Anekdote des Katers Oscar aus den Vereinigten Staaten, der Anlass zur Hypothese gab,

ob er den bevorstehenden Tod der Bewohner seines Pflegeheims voraussagen konnte [32].

Die zugrunde liegende Substanz eines Geruchs sind VOCs. Dabei handelt es sich um
kohlenstoffbasierte, chemische Verbindungen, die bei metabolischen Prozessen aufgrund ihrer
fluchtigen Eigenschaften aus Flissigkeiten oder Festkdrpern freigesetzt werden [102]. In jeder
menschlichen Zelle finden wéhrend ihres Lebenszyklus diese metabolischen Prozesse statt, um
auf lokale oder systemische Stimuli zu reagieren [17]. Zum Beispiel werden Ketone beim
Glucoseabbau produziert, wohingegen Acetone wiederum beim Abbau der Ketone freiwerden
[51]. Bei einer Entzlindungsreaktion muss die Zelle mit der Anpassung des Metabolismus

reagieren, wodurch sich entstehende VOCs verandern.

Neben korpereigenen VOCs existieren VOCs nicht tierischen Ursprungs. Sie kdnnen
mikrobiellen (Bakterien, Pilzen, Viren) oder nicht lebendigen (Holz, Stein, Kunststoff)
Ursprungs sein. Erstgenannte sind fiir infektiose Erkankungen von besonderem Interesse.
VOCs konnen als Hintergrundrauschen auftreten und ohne Interaktion ein- und ausgeatmet
bzw. auf- und abgegeben werden wie zum Beispiel die Geruchsstoffe eines Parfums. Sie
kdnnen ebenfalls mit tierischem Gewebe wechselwirken und sich im Korper auf unbestimmte
Zeit anreichern, wie zum Beispiel Polyvinylchlorid (PVC). Diese Gruppe eigenen sich zur

Uberwachung der Exposition von Umwelteinfliissen und -toxinen [102].

2.4.3 Quantitative und qualitative Charakterisierung von Geruchsproben

Die durch den Zellzyklus entstehenden VOC-Molekiile kdnnen zur Analyse genutzt werden.
Vorteilhaft ist die Loslichkeit dieser im Blut, wodurch sie durch die Blutzirkulation fernab von
dem Ursprungsgewebe messbar sind. Die Verfiigbarkeit ist dabei abhdngig von ihrer

Loslichkeit im Blut und ihrer vorhandenen Konzentration im Gewebe [17].

Bisher sind VOCS im Blut [72], auf der Haut [71], dem Urin [73], dem Stuhl [6] und der
Exspirationsluft [87] nachgewiesen worden. Dabei sind VOC-Untersuchungen hauptséchlich
in der Atemluft als nicht-invasives Analyt etabliert. Mit dem IMS wurde die Sarkoidose [19]
und das Lungencarcinom [49], mit den elektronischen Nasen die chronisch obstruktive

Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease, COPD) [42] und das obstruktive
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Schlafapnoesyndrom [92] beschrieben. Fir die ausgewahlte Probe ist die Auswahl einer
passenden Auffang- und Konservierungsmethode sowie eines geeigneten Sensors unabdingbar
[39].

Ein Ziel der Analyse von Geruchsproben ist deren Nutzen zur Diagnostik von Erkrankungen.
Dazu werden die VOCs in der Probe quantitativ und qualitativ untersucht und Peaks kdnnen
auf ihr Auftreten im Zusammenhang mit einer Pathogenitét Gberprift werden. Ein Vergleich
mit einer Referenzprobe eines gesunden Probanden erleichtert das Auffinden von Biomarkern
[17].

Herausforderungen der Etablierung der Diagnostik mittels VOC-Analyse ist das Fehlen von
wiederholt getesteten Biomarkern. Dies liegt unter anderem darin begrindet, dass wenig
universell anwendbare und austauschbare Gerdte mit einem einheitlich genutzten
Verfahrensprotokoll vorhanden sind [16]. Zudem kénnen Faktoren wie Alter oder Geschlecht
des Patienten, die Einnahme von Medikamente oder das Bestehen einer Schwangerschaft die

Zusammensetzung und Anteile der korpereigenen VOCs beeinflussen [100].

Die Analyse der VOC-Molekiile kdnnte bisherige Diagnostikmethoden bereichern, da es ein

nicht-invasives sowie schnelles Prinzip darstellt.

2.5 Diagnostik mittels artifiziellem Geruchssinn

2.5.1 Technischer Hintergrund der Analyseverfahren

Es existieren zwei unterschiedliche Analyseverfahren von VOCs:

Chemische Analysemethoden trennen die Probe mittels verschiedener technischer Verfahren
anhand ihrer chemischen oder physikalischen Eigenschaften und identifzieren sie durch den
Vergleich mit Datenbanken. Es gibt verschiedene Trennungsmethoden: Eine Madglichkeit
stellen Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance, NMR) basierte Verfahren dar, die auf
der unterschiedlichen energetischen Anregung von Atomkernen im elektrischen Magnetfeld
beruhen. Durch das dadurch messbare elektrische Spektrum kdnnen die VOCs identifiziert
werden. Es enthalt auch Informationen Uber deren quantitativen Anteil. Eine weitere
Moglichkeit bietet die Massenspektrometrie (MS). Sie charakterisiert VOCs anhand ihres
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses (m/z). Dieses Verhéltnis wird durch eine Beschleunigung der
Probe nach vorheriger lonisierung im elektrischen Feld und deren anschlielfende Trennung
anhand ihrer elektrischen Eigenschaft und ihrer Grof3e bestimmt. Der Analyt wird anschlieRend

mit einer Referenz-Datenbank verglichen und identifiziert. Meist geht der MS eine
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Separationsmethode in Form einer Flissigkeitschromatographie (liquid chromatography, LC),
Gaschromatographie (gas chromatography, GC) oder Multikapillarsédule (multi-capillary-
column, MCC) voraus. Dort interagieren die Metabolite mit der jeweiligen stationdren Phase
der Chromatographiesédule und bendtigen je nach chemischen Eigenschaften eine
unterschiedliche Zeitspanne, die Retentionszeit, zur Durchquerung der Saule. Dadurch wird die
Probe in ihre Bestandteile aufgetrennt [3]. Ein weiteres Spektrometrieverfahren ist die lonen-
Mobilitats-Spektrometrie (IMS). Das Verfahren nutzt die unterschiedliche lonenmobilitét der
einzelnen Analyte im elektrischen Feld. Ihr kann die MS zur ldentifizierung des Analyts
nachgeschaltet werden sowie eine GS, LS oder MCC zur VVorseparierung voraus gehen. Durch
diese Vorseparierung wird die F&higkeit zur Trennung komplexer Probemischungen erhoht.
Zudem wird die Identifizierung der Bestandteile anhand der lonenmobilitdt aus der IMS
Messung und der Retentionszeit aus GS, LS oder MCC Messung durch Abgleich mit einer
bereits vorhandenen Referenz-Datenbank préziser. Es existieren verschiedene Typen von IMS,
wobei zwei verbreitete Formen exemplarisch dargestellt werden sollen: Das Driftzeit-
Mobilitats-Spektrometer (drift time mobility spectrometer, DTIMS) stellt die klassische Form
der IMS Typen dar. Dort werden die lonen durch ein homogenes, kontinuerliches elektrisches
Feld in einer mit Gas gefiillten Rohre beschleunigt und aufgetrennt. Im Gegensatz dazu
wechselt in dem Mobilitats-Spektrometer mit asymmetrischer Hochfeldwellenform (field
asymmetric waveform ion mobility spectrometer, FAIMS) das elektrische Feld zwischen einer
Hoch- und Niedrigspannung, was sich auf die lonenmobilitét auswirkt. Durch beide Methoden

werden unterschiedliche Auftrennungen des Analyts erreicht [26].

Mustererkennungsbasierte Verfahren bilden eine andere Strategie zur VOC-Analyse einer
Probe. Diese ahmen die Physiologie des menschlichen Geruchssinns nach, in dem die VOCs
unmittelbar mit einer Reihe von spezifischen Sensoren interagieren kdnnen. Je nach der
chemischen Zusammensetzung der VOCs verbinden sich die einzelnen Bestandteile in
unterschiedlichem Male mit einem oder mehreren Sensoren und es entsteht ein
charakteristisches Bindungsmuster. Dieses Muster wird mit Mustererkennungsalgorithmen
ausgewertet und kann mit bekannten Mustern verglichen werden. Die Bestandteile werden also
nicht einzeln identifiziert, sondern anhand ihrer Zusammensetzung im Vergleich zu bekannten
Proben klassifiziert. Zu dieser Analysemethoden gehoren alle elektrischen Nasen, auch eNoses
genannt [102].
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2.5.2 Anwendungen der lonen-Mobilitats-Spektrometrie

Die lonen-Mobilitats-Spektrometrie wurde bereits zur nicht-invasiven Diagnostik

verschiedener Erkrankungen bei Erwachsenen erfolgreich eingesetzt.

Bunkowski et al. [19] konnten einen potenziellen Biomarker aus der Exspirationsluft bei
Sarkoidose-Patienten mittels MCC/IMS identifizieren. Ebenso wurden mithilfe des IMS

verschiedene Formen der Lungenkarzinome voneinander unterschieden [49].

Hinsichtlich der Diagnostik von Infektionen konnten bereits Isopentanol, Formalaldehyd,
Methylmercaptan und Trimethylamin als bakterienspezifische VOCs nachgewiesen werden
[15]. Bei den Bakterienkulturen von Escherichia coli [67] und von Pseudomonas aeruginosa
[58] konnten mittels MCC/IMS ausschlief3lich fir sie charakteristische VOCs ermittelt werden.
Diese Resultate wurden am Menschen Uberprift und es konnten VOCs von Pseudomonas

aeuruginosa in der Exspirationsluft infizierter Patienten identifiziert werden [68].

In der P&diatrie wurden bereits Forschungen unter Verwendung des FAIMS bei Friihgeborenen
mit Sepsis durchgefuhrt, die Kinder mit LOS von Kindern ohne diagnostizierte Sepsis anhand

analysierter VOCs in Stuhlproben unterscheiden konnten [10].

2.5.3 Anwendungen der elektronischen Nasen

Die eNose wurde ebenso zur nicht-invasiven Diagnostik bei Friihgeborenen eingesetzt.

Sowohl Kinder mit jeweils BPD [11] oder mit NEC [29] konnten von gesunden
Kontrollgruppen mittels VOC-Analyse von Stuhlproben unterschieden werden. Gleiches
konnte bei der BPD durch Entnahme von Trachealaspirat erreicht werden [88]. Berkhout et al.
[12] konnten Frihgeborene mit LOS bis zu drei Tage vor dem Auftreten von klinischen
Symptomen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe anhand ihrer Stuhlproben

erkennen.

2.5.4 Grundlagen der Arbeit

Als Basis fur die durchgefiihrten Untersuchungen wurden die VVorergebnisse von Steinbach et
al. [96] verwendet, die bereits mittels MCC/IMS die Inkubatorluft von 17 Neugeborenen
untersucht haben und anhand ihrer VOC-Profile belegte und leere Inkubatoren unterscheiden
konnten. Der von Frau Steinbach erhobene Datensatz wird in der hier vorliegenden Arbeit als
,,Datensatz Operator 2 (Op2) bezeichnet. Die Inkubatorluft wurde ausgewahlt, da sie ein

jederzeit zugangliche und nicht-invasive Probe ist. Der Versuchsaufbau haben wir
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ubernommen, sodass wir die vorigen Untersuchungen weitergefiihren und vergleichen kénnen.

Ziel war die VergroRerung der Probandenanzahl sowie die Erweiterung der Fragestellung.

2.6 Ziel der Arbeit / Fragestellung

Ziel der Forschungsarbeit ist die Etablierung einer Methode zur Analyse der VOCs im Inneren
eines Saugling-Inkubators fur den Einsatz in der nicht-invasiven Diagnostik. Es wurden zwei
verschiedene Methoden angewendet: Messungen mit MCC/IMS und mit der elektronischen

Nase Cyranose 320.

Zunéchst sollte geklart werden, welche VOCs vom Kind und welche aus der Umgebung
stammen. Dazu wurden erst sterile, unbenutzte Inkubatoren und belegte Inkubatoren zur
Erstellung eines kindsspezifischen VOC-Musters gemessen. Durch Varianz des
Versuchsaufbaus sollten potenzielle Fehlerquellen und Storfaktoren ermittelt werden.
Anschlieend sollte das System als Proof of Principle Experiment in definierten klinischen

Situationen getestet werden.

Den Messungen und Analysen gingen folgende Fragestellungen voraus:
e Eignen sich die MCC/IMS und elektronische Nase zur Messung der von
Neugeborenen abgebenenen VOCs in der Inkubatorluft?
e Lassen sich Storfaktoren aus der Umwelt identifizieren? Wenn ja, welche?
o Einfluss des Faktors ,,Person* durch Angehérige und Pflegepersonal
o Einfluss des Operators
o Einfluss des Inkubatormodells
o Einfluss der Luftfeuchtigkeit und Temperatur im Inkubator
e Kann ein leerer Inkubator von einem belegten Inkubator mit Kind unterschieden
werden?
e Konnen Mehrlinge voneinander unterschieden werden?
e Kann der medizinische Zustand des Kindes anhand der VOCs der Inkubatorluft
beurteilt werden?

o Laborparameter Bilirubin und Glucose
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Produkt

Hersteller

Inkubator THERMOCARE Vita, WY 2402

Weyer GmbH, Kirten-Herweg, Deutschland

Giraffe Omnibed Carestation

Fritz Stephan GmbH, Gackenbach, Deutschland

MCC/IMS BreathDiscovery ,,BD29*

B&S Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland

Laptop Dell Vostro 3558, Windows 7
Professional

Dell GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland

Cyranose 320

Sensigent, Kalifornien, USA

Laptop Dell Lattitude D630, Windows 7
Professional

Dell GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Perfluorethylenpropylen (FEP) -Schlauch,
transparent

Innendurchmesser 1,58mm
Aulendurchmesser 3,18mm

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland

Gewindeflasche

transparent ohne Ausgiefring u. Kappe, 100ml

DWHK Life Sciences GmbH, Mainz, Deutschland

Synthetische Luft (20,5+ 0,5% O, in Ny)

bei 15°C 200bar, Inhalt 10 L oder 50 L

ALPHAGAZ; Behélterbezeichung S10, Druck

Air Liquide HmbH, Dusseldorf, Deutschland

Klarglas, Gesamtlange 150mm

Pasteurpipetten, ohne Wattestopfen, Kalksoda-

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland

Polytetrafluorethylen (PTFE) -Schlauch,
milchig

Innendurchmesser 3 mm

Aulendurchmesser 4 mm

Bohlender GmbH, Griinsfeld, Deutschland
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3.1.3 Software

Software Hersteller

VisualNow 3.7 B&S Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland
VOCan 3.7 B&S Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland
Ri386 3.3.3 R Studio, Boston, USA

Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
RapidMiner Studio Free 8.2.001 RapidMiner GmbH, Dortmund, Deutschland
PCnose + 10.13 Sensigent, Baldwin Park, USA

GnuPlot 5.2 Patchlevel 6a SourceForge, San Diego, USA

3.2 Methoden

3.2.1 Probanden

In die Studie schlossen wir Frihgeborene (Gestationsalter < 37 vollendete SSW) ein, die nach

Geburt in einem S&uglingsinkubator therapiert werden mussten.

Zu jedem Probanden dokumentierten wir auf Station die Laborergebnisse vom gleichen Tag,
die Medikation, die Erndhrungsform und die Vitalparameter. Ebenso notierten wir die
Temperatur, Luftfeuchtigkeit sowie Inhalt des Inkubators (Abbildung 10-1). Zu einem spéteren
Zeitpunkt ergdnzten wir aus dem Kliniksystem die Diagnosen und Ergebnisse aus der
Mikrobiologie.

3.2.2 Ethikvotum

Die Studie fuhrten wir im Forschungslabor und der Kinderintensivstation der Klinik fir
Allgemeine Pé&diatrie und Neonatologie der Universitdt des Saarlandes in Homburg
(Deutschland) durch. Sie wurde durch die Ethikkommission Saarbriicken genehmigt (Kenn-Nr.
276/17). Die Erziehungsberechtigten der Studienteilnehmer wurden vorher Gber Durchfiihrung
und Ablauf des Experiments aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

3.2.3 lonenmobilitatsspektrometrie

3.2.3.1 Messaufbau IMS

Zur Analyse der Inkubatorluft platzierten wir das MCC/IMS Gerét (BreathDiscovery BD29,
B&S Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland), ein mit Aufzeichnungsprogramm VOCan und
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Analyseprogramm VisualNow ausgestatteter Laptop sowie eine Gasflasche mit synthetischer

Luft auf eine rollbare Eigenanfertigung (Abbildung 3-1).

Abbildung 3-1 Versuchsaufbau des IMS auf Station

Auf dem Metallwagen befanden sich das MCC/IMS (1), die gesicherte Gasflasche (2) und der Laptop (3). Ein FEP-Schlauch
(5) verband den Inkubatorinnenraum (4) mit dem Probenanschluss (Sampling In ) des MCC/IMS. Den Schlauch steckten wir
durch Gummid6ffnungen (6) am FuBende in den Inkubators. Wir haben eine Vorrichtung (7) zur Befestigung des
Probenschlauch hergestellt.

Mittels eines Schlauchs aus Perfluorethylenpropylen (FEP) stellten wir eine Verbindung
zwischen der Sampling In Offnung am MCC/IMS und dem Inkubator her. Zur Vermeidung von
Kontaminationen zwischen verschiedenen Inkubatoren deckten wir das Ende des Schlauchs mit
einer sterilen Glaspipette ab, die nach Beendigung des Versuchs verworfen wurde. Zur
Probenaufnahme steckten wir den Schlauch mit Pipette durch seitliche Gummiéffnungen am
FuBende, die als Eingénge fir medizinisches Equipment benutzt werden, circa 10 cm in den
Inkubator (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2 Probenentnahme am Inkubator mittels IMS

Den FEP-Schlauch (5) deckten wir mit einer Glaspipette (6) ab, welchen wir dann in den Inkubator steckten.

Mit Einmalhandschuhen dichteten wir den Spalt zwischen Probenschlauch und Glaspipette
manuell ab. Dabei sollte die obligatorische Handedesinfektion vor Probenaufnahme aufgrund
des starken Eigengeruchs des Desinfektionsmittels einige Minuten zuriickliegen. Dann starteten

wir die Messung, wahrenddessen durfte das Gerét nicht bewegt werden.

Zur Messung der Raumluft stellten wir eine Vorrichtung zur Befestigung des Probenschlauch
am Wagen her. Dort wurde der Schlauch wahrend der Probennahme fiir 20 Sekunden

eingeklemmt.

3.2.3.2 Messsequenz
Jede Messung lief nach vorprogrammierter Sequenz der Analyse Software VOCan ab (Tabelle
3-1).
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Tabelle 3-1 Verwendete Messsequenz fiir Messungen der belegten Inkubatoren

flow drift

100
flow mcc 150
flow sample 100
sampling duration 20
wait with progress 10 Sekunden Pause
wait for user ok Weiter mit OK
sample ID 00xx
comment Inkubator Kind
Prog

Pump

wait with progress

10 Sekunden Pause

sample 1D Feuchte Null (FN)
comment 00xx
Prog FN

wait with progress

10 Sekunden Pause

sample ID Raumluft (RL)
comment 00xx
Prog Pump

wait with progress

10 Sekunden Pause

Zur Probenaufnahme wurde fiir 20 s die Luft eines belegten Inkubators eingesaugt (,,sampling
duration ). Nach zehnsekiindiger Pause (,,10 Sekunden Pause®) begann die Analysesequenz
fur 12 min. Die Messung benannten wir nach einem Pseudonym fiir das Frithgeborene (,,sample
ID 00xx*). Nach einer weiteren zehnsekiindigen Pause (,,10 Sekunden Pause®) wurde zur
Spulung der Probenschleife eine Feuchte Null (,,FN*) mit angefeuchteter synthetischer Luft
durchgefiihrt. Als Referenz haben wir abschliefend die Raumlauft (,,RL*) gemessen.

Zur Vermessung der leeren Inkubatoren verwendeten wir eine verkilrzte Messsequenz (Tabelle

3-2).
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Tabelle 3-2 Verwendete Messsequenz flr Messungen der leeren, gereinigte Inkubatoren

flow drift 100

flow sample 100

flow mcc 150

Sampling duration 20

Sample 1D Inkubator Kind
Comment 00xx

Sample Type sample

Prog Pump

Wait with progress 10 Sekunden Pause

Zur Probenaufnahme wurde ebenfall die Luft des leeren Inkubators fur 20 s eingesaugt
(,,sampling duratiorn*). Die daran anschlieBende Messung benannten wir nach der
krankenhausinternen Identifizierungsnummer (,,sample 1D*). Durch Einstellen eines
Wiederholungsalgorithmus wiederholte sich nach zehnsekiindiger Pause (,,10 Sekunden
Pause®) die Sequenz. Dadurch sammelten wir zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgende

Wiederholungsmessungen.

Geratestellungen kdnnen Tabelle 3-3 entnommen werden.
Tabelle 3-3 Gerateeinstellungen des MCC/IMS

MCC/IMS

Séaule OV -5 (Multichrom Ltd. Novosibirsk,
Russland)

Saulentemperatur 40°C

Probennahmedauer 20s

Probennahmegeschwindigkeit 100 ml/min

MCC Geschwindigkeit 150 ml/min

Driftgeschwindigkeit 100 ml/min

Tragergas Synthetische Luft (20 + 0,5% O; in N2, Reinheit
> 99,999 mol%)

lonisierung Ni% (95 MBq)

lonentrennung Driftréhre (330 VV/cm, 0,12 m)

Messungsmodus positiv

3.2.3.3 Funktionsprinzip lonenmobilitatsspektrometrie

Das IMS wurde in den 70er Jahren unter dem Namen ,,Plasma Chromatograph‘ entwickelt und
zu Beginn vor allem fur militarische und sicherheitstechnische Zwecke wie die Detektierung

von illegalen Drogen genutzt [7]. Im spéteren Verlauf wurde das Verfahren fur andere
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Anwendungsbereiche verwendet z.B. in der Qualitatssicherung fir Lebensmittel oder
Uberpriifung der Luftqualitat [26]. Heute findet das IMS Anwendung in der Medizintechnik.
Fir die arbeitsmedizinische Sicherheitsiberprifung wurde ein MCC/IMS fir die
Quantifzierung der Exposition des Anasthetikums Sevofluran fur das medizinische Personal
von Anésthesie und Chirurgie eingesetzt [59]. Ebenso wurde die Ausatemluft als Probe fir
klinische  Fragestellungen  getestet.  Ein  Beispiel  ist die  therapeutische
Medikamentenspiegelbestimmung des Narkotikums Propofol wéhrend der
Narkoseaufrechterhaltung [18]. Ein weiteres Beispiel ist die Diagnosesicherung mittels
MCC/IMS bei Patienten mit Lungenkarzinom [105].

Das in dieser Arbeit verwendete IMS [8,26,27] baut sich aus vier Bestandteilen auf: dem
Probeneingangssystem, der lonisierungszone, der Trennungszone und dem Messbereich. In
Abbildung 3-3 ist ein Schema eines IMS mit vorgeschalteter Mulitkapillarsdule (MCC/IMS) zu

sehen.
A Multi-Kapillar-Saule B I
Gaschromatographie lonen-Mobilitats-Spektrometer
Elektrisches Feld <
Ionisierungszone Driftréhre
O
AL TTITTTIITTTT L
Gas- o (e :
., PA o :| <« Faraday
A /\ L R N §o = €8 — & o il —rm
. ———eet fde T Ce — € ¢ A
. . % 89 — 7% ~ v ¢ 9—0
Retentionszeit (s) Bp? b ] ¢
.= == *—‘Driftgas
|‘|‘l|.\|||||||||||||n
6.9 Multi-Kapillar-Séule (OV-5) Cq Ionmerungs LQJ lonen- Trennungs- . l
L o\ & Quelle Gitter Zone Offnungsgitter
Probe Probe
S — e
Trgergas Trégergas J Probenelngangssystem
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Abbildung 3-3 Aufbau eines MCC/IMS: Schema (A) einer Multi-Kapillar-Séule verbunden mit (B) einem
lonen-Mobilitats-Spektrometer (modifiziert nach [55])

Das Probengasgemisch wurde mittels Pumpe und synthetischer Luft als Tragergas dem System
zugefihrt. Nach Vortrennung des Probengemisches in einer Multi-Kapillar-Saule (siehe unten)
wurden die zu untersuchenden VOCs via Probeneingangssystem in die lonisierungszone

geleitet.

In der lonisierungszone befindet sich ein beta-Strahler (radioaktives Nickel-63, 95 MBq). Der
Strahler stellt reaktive lonen durch die lonisiation des dortigen Gases bereit. Der Peak dieser
lonen ist als sogenannter Reactant lon Peak (RIP) im IMS Chromatogramm zu sehen. Wird die

gasformige Probe in die lonisierungsregion eingeleitet, reagieren die lonen mit den Molekdlen
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der Probe. Es werden positiv oder negativ geladene Monomer- bzw. je nach Konzentration

Dimer- oder Trimer-lonen des Analyts hergestellt.

Durch ihre Ladung gelangen die lonen durch ein sich alle 100 ms fir 300 ps 6ffnendes
Bradbury-Nielson Gitter in die Trennungszone. Diese besteht aus einer Driftrohre, in der die
lonen durch das elektrische Feld mit 330 VV/cm beschleunigt werden. Dabei kollidieren sie mit
Gasmolekilen des dortigen Driftgases. Je nach Grofe und Form der lonen werden sie

unterschiedlich schnell abgebremst und erreichen eine spezifische Driftgeschwindigkeit.

Im Messbereich treffen die ionisierten Molekiile der Probe abhangig von ihren chemischen
Eigenschaften unterschiedlich schnell auf eine Faraday-Platte, die als Detektor dient. Dort
erzeugen sie ein elektrisches Signal, das von der Software VOCan abhéngig von der Intensitat
in Volt aufgezeichnet wird. Die ebenso registrierte Driftgeschwindigkeit gibt an, wie lange ein
spezifisches Molekul durch das elektrische Feld bis zur Messung an der Faraday-Platte braucht.
Sie wird anhand verschiedener Konstanten wie Lange der Driftréhre (12 cm) oder Temperatur

(40 °C) normiert und als inverse lonenmobilitat/Driftzeit 1/Ko dargestellt.

Die Analyse komplexer und humider Verbindungen wie der Ausatemluft wird durch
Kombination des IMS mit anderen technischen Verfahren préziser. Problematisch ist bei
alleiniger Nutzung die Clusterbildung der Wassermolekiile aus der angefeuchteten Atemluft
mit Molekulen der Probe. Zudem besitzen viele molekulare Bestandteile von physiologischen
Stoffgemischen eine dhnliche lonenmobilitdt [8]. Der in dieser Forschungsarbeit verwendete
BreathDiscovery ist ein IMS mit vorgeschalteter MCC [91]. Diese ist aufgrund der
vergleichbaren Konditionen hinsichtlich des Gasflusses und Arbeitstemperatur kompatibel.
Das verwendete Gerdat besteht aus 20 cm langen Rohren mit circa 3 mm
Gesamtinnendurchmesser. Jede Rohre setzt sich aus einzelnen Kapillaren zusammen, die innen
mit Silikon als stationdre Phase beschichtet sind. Die lonen brauchen durch Wechselwirkung
mit der stationdren Phase eine individuelle Zeitspanne, die Retentionszeit, zur Durchquerung

der Saule.

Anhand der oben genannten Parameter Retentionszeit, Driftzeit und Intensitat konnen die
Bestandteile einer beliebigen Probe charakterisiert werden. Sie werden dreidimensional oder
zweidimensional mit der Intensitat in farblicher Abstufung mit der Software VisualNow in
einem Chromatogramm, der Heatmap, dargestellt. Abbildung 3-4 zeigt exemplarisch eine drei-
und zweidimensionale Heatmap. Diese kdnnen zur weiteren Auswertung verwendet werden.

Alle genannten Parameter sind spezifisch fiir das verwendete Gerét.
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A
Retentionszeit (s)
Driftzeit (1/K0)
Intensitét (V)
@®
B |
3
:
o

Abbildung 3-4 Schema einer Heatmap: (A) dreidimensionale Darstellung mit der Driftzeit (1/K0) auf der
X-Achse, der Retentionszeit (s) auf der Y-Achse und der Intensitat (V) auf der Z-Achse in farblicher
Abstufung ; (B) zweidimensionale Darstellung mit der Driftzeit auf der X-Achse, der Retentionszeit auf der
Y-Achse und der Intensitat in farblicher Abstufung
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3.2.3.4 Klassifizierung der generierten Daten

Nach oben beschriebener Messsequenz sammelten wir Mehrfachmessungen in zeitlichen
Abstand von mindestens 24 Stunden von jedem Kind im Sauglingsinkubator. Zudem haben wir
nicht belegte, gereinigte Inkubatoren vermessen. Dort flihrten wir unmittelbar aufeinander
folgende Wiederholungsmessungen sowie Mehrfachmessungen im Abstand von mindestens 24

Stunden durch.

Gesammelte Daten gruppierten wir mit der Software VisualNow 3.7 zu sogenannten Sets. Dazu
wahlten wir alle flr die Fragestellung relevanten Messungen aus. Dann ordneten wir die Daten
zu den gewinschten Klassen zu, um Intensitdtsunterschiede oder das Auftreten bzw. Fehlen
eines Peaks in einer Klasse im Vergleich zu einer anderen beurteilen zu kénnen. Gemeinsam
mit Frau Annika Scheuerle wurden weitere Proben analysiert und der vorhandene Layer aus

unserer Arbeitsgruppe (siehe Abschnitt 3.2.3.5.) um die neu detektierten Peaks erweitert.

Folgende Sets haben wir gebildet (Tabelle 3-4).
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Tabelle 3-4 Ubersicht gebildeter Sets

Setnummer | Set Klassifizierung
1 Inkubator leer vs. Inkubator mit | Vergleich der belegten Inkubatoren mit Kind
Neugeborenen gegen leere gereinigte Inkubatoren
2 Inkubator Schwankungen Vergleich der Wiederholungsmessungen der
leeren Inkubatoren gegeneinander
3 Datensatz Operator 1.vs. Gruppierung der Daten nach durchfiihrendem
Operator 2 Operator
4 Datensatz Operator 2 vs. Gruppierung der Daten der ersten
Operator 3; 1. Messung Wiederholungsmessung nach durchfiihrendem
Operator
5 Datensatz Operator 2 vs. Gruppierung der Daten der dritten
Operator 3; 3. Messung Wiederholungsmessung nach durchfiihrendem
Operator
6 Giraffe vs. Standard Vergleich von verschiedenen Inkubatortypen
gegeneinander
7 Inkubatoreinstellungen Vergleich der 20 hochsten Temperaturwerten im
Temperatur belegten Inkubator gegen 20 niedrigste
8 Inkubatoreinstellungen Vergleich der 20 héchsten
Luftfeuchtigkeit Luftfeuchtigkeitswerten im belegten Inkubator
gegen 20 niedrigste
9 Zwilling Vergleich von Mehrlingsgeburten gegeneinander
10 Drilling Vergleich von Mehrlingsgeburten gegeneinander
11 Vierling Vergleich von Mehrlingsgeburten gegeneinander
12 Bilirubin Gruppierung von Kindern mit den 20 hdchsten
Bilirubin Werten gegen 20 niedrigste
13 Glucose Gruppierung von Kindern mit den 20 hdchsten
Glucose Werten gegen 20 niedrigste

3.2.3.5 Auswertung der IMS — Daten

Die gebildeten Sets werteten wir mit der Software VisualNow 3.7 aus. Die Software erstellt ein
IMS Chromatogramm mit der Driftgeschwindigkeit (1/Ko) auf der X-Achse, der Retentionszeit
pro Sekunde auf der Y-Achse und mit der Intensitat in Volt als farbliche Kodierung in der
dritten Ebene.

Die aufgetrennten Substanzen werden als Peaks sichtbar und kdnnen manuell markiert werden.
Durch Verandern der Skalierung der X- und Y-Achse sowie des Amplify-Werts werden
maoglichst alle relevanten Peaks aufgezeichnet. Die Amplify Funktion regelt die dargestellte
Intensitat, das heildt je hoher er ist, desto schwécher kann das gemessene Signal sein, um

dennoch angezeigt zu werden. Die markierten Peaks konnen als gemeinsamer Layer

gespeichert werden.
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Als Basis verwendeten wir ein in unserer Arbeitsgruppe fur Inkubatoratmospharenluft
entwickeltes und auf wesentliche Peaks reduziertes Layer [96]. Dieser wurde auf unsere
generierten Daten angepasst und um alle nicht erfassten Peaks manuell erweitert. 108
Peakpositionen konnten wir so systematisch untersuchen. Tabelle 10-1 zeigt den verwendeten
Layer. Dabei sind die bereits publizierten Peaks von Steinbach et al. [96] mit der Abkirzung P
und die im Tandem von Frau Scheuerle und von mir gefundenen neuen Signale mit A oder L

benannt, um potenzielle Storsignale nachverfolgbar zu machen.

Die statistische Auswertung haben wir ebenfalls mit Hilfe von VisualNow durchgefihrt. Dabei
wendeten wir den Mann-Whitney-U-Test (Signifikanzlevel U) mit anschlieRender Bonferroni
Korrektur zur Vermeidung einer a-Fehler-Kumulation und VVerbesserung der Teststérke an. Das

Signifikanzlevel wéhlten wir ab einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,05.

Zur Erhoéhung der Spezifitdt wurde ein Schwellenwert anhand des Mehrfachen der
Hintergrundspannung festgelegt. Wir sortieren einen Peak innerhalb eines Sets aus, wenn seine
Signalstarke nicht mindestens bei drei Messungen innerhalb einer Klasse den Schwellenwert
ubertroffen hat [2,108]. Zur Ermittlung der Hintergrundspannung wurde in einem peakfreien
Areal der Heatmap (Driftzeit 1/K0: 1,256; Retentionszeit RT: 519,9; Radius 1/K0: 0,003 V,
Radius RT: 23,8) anhand je 23 Einzelmessungen belegter und unbelegter Inkubatoren die
maximale Signalstdrke und der Mittelwert der erhobenen Werte berechnet (2 mV). Wir

verwendeten anschlielend das Vierfache der Hintergrundspannung als Schwellenwert.

Signale mit einem Signifikanzlevel U p < 0,05, bei welchem nach Bonferroni-Korrektur eine
a-Fehler-Kommunikation nicht ausgeschlossen werden konnte, gelten als nicht signifikant
unterschiedlich und wurden folgend zur Unterscheidung als relevante sowie als tendenziell

unterschiedliche Peaks bezeichnet.

Zur ldentifikation der relevanten Peaks verglichen wir ihre Retentions- und Driftzeiten mit der
Substanzdatenbank 20160426_SubstanzDbNIST_122_st_layer (B&S Analytik GmbH, 2016).

Zur weiteren Analyse erstellten wir mithilfe eines von Baumbach und Kolleg:innen (B&S
Analytik GmbH, Dortmund, Deutschland) in RapidMinder Studio Free 8.2.001 geschriebenen
und zur Verfugung gestellten Skripts Entscheidungsbaume [50], die die Zuordnung einer Probe

zu einer Klasse durch Kombination mehrerer Peaks ermoglichen.
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3.2.4 Elektrische Nase Cyranose 320

3.2.4.1 Messaufbau
Nach Starten des Geréats bendtigt die Cyranose 320 (Sensigent, Kalifornien, USA) 320 s

Vorlaufzeit zum Aufwarmen. Danach schlossen wir das Gerét an der Purge Inlet Offnung durch
einen Schlauch aus Polytetrafluorethylen (PTFE) an die Gasflasche an. Mit Auswahlen der
Sequenz ,,Purge Chamber “ auf dem Bildschirm wird eine fir 6 min andauernde Spilung der
Elektroden durchgefiihrt. Dazu sollte die Gasflasche auf circa 2 bar aufgedreht werden.

Zur Messung steckten wir die Probenaufnahme-Nadel auf die dafiir vorgesehene Offnung am
Gerat und bedeckten sie mit einem circa 10 cm langen FEP Schlauch. Diesen autoklavierten
wir zur Kontaminationsvermeidung nach jedem Inkubatorwechsel. Dann brachten wir die

Nadel circa 10 cm tief in die Gummidffnung am FulRende des Inkubators ein (Abbildung 3-5).

Mit Auswahl des Menupunkts ,, Identify Run “ startete die Messsequenz.

Abbildung 3-5 Messaufbau der Cyranose 320 auf Station

Die Cyranose 320 (1) verbanden wir durch den FEP-Schlauch (2) mit der Gasflasche (3). Die Nadel (4) zur Probenaufnahme
steckten wir in die Gummidéffnung (5) am FulRende des Inkubators.

3.2.4.2 Messsequenz

Bevor die eigentliche Inkubatormessung beginnen kann, muss die Cyranose 320 auf die

gewinschte Probenart kalibriert werden. Dies geschieht durch Auswahl des Menupunkts
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., Train““, wodurch eine Trainingssequenz startet. In dieser sind sechs verschiedene leere
Gruppen eingespeichert. Jede Gruppe beprobten wir mit Referenzmessungen einer Geruchsart
(jeweils drei Gruppen mit leeren sowie belegten Inkubatoren). Danach flhrt die Cyranose 320
automatisch eine Kreuzvalidierung (Menlpunkt ,, Cross Validation ) durch und Gberpruft die
Separierung der einzelnen Gruppen untereinander. Erst wenn diese bei 100 % liegt, wird die

Probenaufnahme begonnen.

Durch diese Vorbereitungsmessungen ist das Gerat in der Lage, die zukinftigen Proben mit den
smellprints der Trainingsgruppen zu vergleichen und sie zu der am besten passenden

zuzuordnen.

Unter dem Menupunkt ,, Identify Run* ist eine vorprogrammierte Sequenz hinterlegt. Dieser
Messvorgang beginnt nach Betétigen des Run Knopfes und teilt sich wie folgt auf: Zu Beginn
wird eine zehnsekiindige Grundspulung durchgefihrt (Baseline Purge). Danach wird fir
weitere 20 s die Inkubatorluft eingesaugt (Draw Sample). Nach einem Signalton kann das
Aufnahmesystem von der Probe entfernt werden, d.h. die Probennadel aus dem Inkubator
entfernt werden. Daraufhin wird synthetische Luft fir 5 s eingesogen (Purge Air) und das

System flr 30 s gespult (Purge Sample).

3.2.4.3 Funktionsprinzip Cyranose 320

Der Begriff der elektronischen Nase ist seit den 80er Jahren durch die Entwicklung des ersten
Prototyps bekannt [44]. Wie der Name andeutet, imitieren sie technologisch den menschlichen
Geruchssinn. In der Medizin findet sie u.a. in der Infektiologie zur Identifikation von
Bakterienstdammen [36] oder in der Inneren Medizin zur Diagnostik von Lungentumoren oder
Asthma bzw. COPD [33,34] Anwendung.

In dieser Arbeit verwendeten wir die Cyranose 320 (Sensigent, Kalifornien, USA) (Abbildung
3-6).
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Auslass Purge Inlet
6ffnung Offnung
An/Aus
<4— Schalter

Start Knopf

Abbildung 3-6 Aufbau der Cyranose 320 (modifiziert nach [111])
Die Cyranose 320 [25,66] besteht aus einer Reihe von 32 Biosensoren, einem
Probeaufnahmesystem, das die Luftprobe mit der Referenzluft austauscht, und einer

Analyseeinheit.

Jeder dieser Biosensoren besteht aus einem Elektrodenpaar, das durch leitende Nanopartikel
eingebettet in einer isolierenden Polymermasse verbunden wird (Abbildung 3-7). Dabei ist
jeder Sensor aus einem unterschiedlichen Anteil an RuBpartikeln und Polymermaterial
hergestellt, sodass die Substanzen des Analyts in verschiedenem MaRe mit den Detektoren

interagieren. Alle 32 Sensoren sind auf einem silikonbasierten Chip angeordnet.

leitende
Nanopartikel

L

Elektroden /

Isolierende Polymermasse

Abbildung 3-7 Aufbau eines Biosensors der Cyranose (modifiziert nach [111])

Zu sehen ist das Elektrodenpaar mit den leitfahigen Partikeln und der isolieren Polymermasse

Durch eine Pumpe wird die Probe eingesaugt. Dadurch kommen die Sensoren in Kontakt mit
den VOCs. Die Polymerschicht absorbiert Masse und schwillt an, wodurch die leitfahigen
Partikel voneinander abgetrennt werden. Das fiihrt zu einer Erh6hung des Widerstands, der als
elektrisches Signal im Analyseprozessor gemessen wird. So wird das chemische Signal des

Geruchs in eine elektrische GroRe umgesetzt. Der gemessene Widerstand wird dann ins
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Verhéltnis zum Anfangswiderstand gesetzt (A R/R,) und ist somit quantifizierbar (Abbildung
3-8).

e bl ks

1224667891010 12 13 1€ 1616 17 19 1820 21 22 23 24 26 26 20 20 29 30 21 32

Reaktionen der einzelnen Sensoren

Abbildung 3-8 Chip der Cyranose 320 mit Messantwort (modifiziert nach [111])

Der silikonbasierte Chip mit 32 Biosensoren setzt das chemische Signal in ein elektrisches Signal in Form einer
Widerstandsveréanderung (A R/R,) um, zu sehen hier beispielhaft als Reaktionen der einzelnen Sensoren

Je nach chemischer Eigenschaft wie GroR3e, Dipolcharakter und Wasserstoffbindekapazitat
variiert die Bindung der VOCs an die Sensoren, wodurch individuelle Widerstandsanderungen
entstehen. Das so generierte Muster, der sogenannte smellprint, ist charakteristisch flr die
chemische Substanz. Es kann zur Identifizierung mit smellprints von bereits bekannten Stoffen

genutzt werden.

3.2.4.4 Klassifizierung der generierten Messdaten

Nach oben beschriebener Sequenz fiihrten wir Mehrfachmessungen von jedem Kind sowie von
leeren Inkubatoren in zeitlichem Abstand von mindestens 24 Stunden durch. Wir bildeten zwei
Klassen, die jeweils alle Messungen eines belegten Inkubators mit Kind und alle Messungen

eines leeren gereinigten Inkubators enthielten.

3.2.4.5 Auswertung der Cyranose 320 Daten mit R

Zur Auswertung der Cyranose 320 Daten werden diese normiert und Algorithmen zur
Mustererkennung verwendet. Mittels R 1386 3.3.3 flihrten wir eine lineare Dikriminanzanalyse
durch und ermittelten die Mahalanobis-Distanz (MD) sowie der Kreuzvalidierungswert. Bei
einer MD > 1,96 haben wir den smellprint zweier Gruppen als signifikant unterschiedlich

gewertet (Konfidenzintervall > 95%, p < 0,05).

Die graphische Darstellung erfolgte mit GnuPlot 5.2 Patchlevel 6a.
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4 Ergebnisse

4.1 lonenmobilitatsspektrometrie

4.1.1 Generierte Messdaten

Die Inkubatoratmosphédre von n = 36 Friihgeborenen wurde von uns mittels MCC/IMS
gemessen. Bei jedem Kind fuhrten wir mindestens Dreifachmessungen in einem zeitlichen
Abstand von mindestens einem Tag durch. Dadurch sammelten wir 165 Einzelmessungen.
Dabei stammen die Messungen von n = 17 Fruhgeborene mit 50 Einzelmessungen aus
Steinbach et al. [96]. Die Messungen dieser Arbeitsgruppe unserer Klinik gingen der
vorliegenden Arbeit voraus und konnten aufgrund des gleichen Versuchaufbaus in unseren

Datensatz integriert werden.

Zudem sammelten wir Messungen von n = 23 nicht belegten, gereinigten Inkubatoren. Wir
fuhrten insgesamt funf unmittelbar aufeinanderfolgende Wiederholungsmessungen von jedem
gereinigten Inkubator durch (124 Einzelmessungen). Davon stammen ebenso n = 9 nicht

belegte Inkubatoren mit je einer vorhanden Messung aus Steinbach et al. [96].

Im Durchschnitt hatten die belegten Inkubatoren eine Temperatur von 31,51 °C (28,5 - 37,9 °C)
und eine Luftfeuchtigkeit von 55,67 % (21 — 72 %) sowie die leeren Inkubatoren eine
Temperatur von 36,06 °C (32,9 — 37 °C) und eine Luftfeuchtigkeit von 21,76 % (12 — 27 %).

Aus allen Messdaten erstellen wir die in Tabelle 4-1 aufgefiihrten Analysesets. Die groite
Signalstarke konnten wir mit 577,7 mV bei P52 in einem Inkubator feststellen, in welchem zum

Messzeitpunkt ein in SSW 32+3 friihgeborener S&ugling behandelt wurde.
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Tabelle 4-1 Ubersicht gebildeter Sets

Setnummer | Set Anzahl der | Anzahl der
Messungen | Klassen

1 Inkubator leer vs. Inkubator mit Neugeborenen | 46 2

2 Messzeitpunkt 95 5

3 Datensatz Operator 1 vs. Operator 2 16 2

4 Datensatz Operator 2 vs. Operator 3; 1. 22 2
Messung

5 Datensatz Operator 2 vs. Operator 3; 3. 20 2
Messung

6 Inkubatortyp Giraffe vs. Standard 12 2

7 Inkubatoreinstellungen Temperatur 40 2

8 Inkubatoreinstellungen Luftfeuchtigkeit 40 2

9 Zwilling 20 2

10 Drilling 12 3

11 Vierling 33 4

12 Bilirubin 42 2

13 Glucose 42 2

4.1.2 Einfluss des Messzeitpunkts

Es wurden Proben von n = 19 verschiedenen leeren Inkubatoren gesammelt. Jede Messung
eines leeren Inkubators wiederholten wir finfmal in unmittelbarer Folge. Um festzustellen, ob
hierbei reproduzierbare Schwankungen entstehen, verglichen wir die
Wiederholungsmessungen untereinander. Dazu teilten wir die Messungen in fiinf Klassen (,,1.
Messung®, ,2. Messung®, ,,3. Messung®, ,,4. Messung* und ,,5. Messung®) ein. Fir jeden
Inkubator ist ein Messzeitraum von 2 Stunden anzunehmen (funfmal Messungs- und
Reinigungssequenz von jeweils 12 Minuten). Luftfeuchtigkeit und Temperatur waren durch das

Pflegepersonal auf Station voreingestellt und blieben wéahrend des Messzeitraums unverandert.

Tendenziell unterschiedliche Peaks fanden wir nur in der Vergleichsgruppe erste Messung
gegen jeweils zweite, dritte, vierte und flinfte Messung. Dabei zeigten sich im Vergleich der
ersten Messungen und zweiten Messungen 14 Peaks, im Vergleich der ersten Messungen und
dritten Messungen 22 Peaks, im Vergleich der ersten Messungen und vierten Messungen 20
Peaks sowie im Vergleich der erste Messungen und finften Messungen 13 Peaks mit
unterschiedlicher Konzentration zwischen den Klassen. Nach Bonferroni-Korrektur war die

Intensitat von Peak L16 in der Klasse erste Messung (14,7 = 3,8 mV) signifikant héher (p <
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0,05) verglichen mit der vierten Messung (5,6 = 0,5 mV). In den Vergleichen der zweiten,

dritten, vierten und funften Messungen stellten wir keine signifikanten Unterschiede fest.

Die Auflistung der ermittelten Peaks mit unterschiedlicher Intensitat zwischen den Klassen und

den zugehdrigen statistischen Malen zeigen Tabelle 4-2, Tabelle 4-3, Tabelle 4-4, Tabelle 4-5.

Tabelle 4-2 Vergleich 1. Messung (1.M) gegen 2. Messung (2.M)
MEDINT  SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZ U BONFERRONI

L16 1.M>2.M 0,947 0,526 0,667 0,909 0,737 <0.01 n.s
P103 1.M>2. M 0,842 0,684 0,727 0,813 0,763 <0.01 n.s.
P34 1.M>2. M 0,684 0,895 0,867 0,739 0,789 <0.01 n.s.
L29 1.M>2.M 0,895 0,632 0,708 0,857 0,763 <0.05 n.s.
L3 1.M>2. M 0,684 0,789 0,765 0,714 0,737 <0.05 n.s.
L7 1.M>2.M 0,579 0,789 0,733 0,652 0,684 <0.05 n.s.
L8 1.M>2. M 0,579 0,895 0,846 0,680 0,737 <0.05 n.s.
P108 1.M>2.M 0,526 0,842 0,769 0,640 0,684 <0.05 n.s.
P118 1.M>2.M 0,579 0,842 0,786 0,667 0,711 <0.05 n.s.
P129 1.M>2.M 0,526 0,895 0,833 0,654 0,711 <0.05 n.s.
P142 1.M>2. M 0,474 0,947 0,900 0,643 0,711 <0.05 n.s.
P143 1L.M>2.M 0,474 1,000 1,000 0,655 0,737 <0.05 n.s.
P33 1.M>2. M 0,368 1,000 1,000 0,613 0,684 <0.05 n.s.
P82 1.M>2.M 0,526 1,000 1,000 0,679 0,763 <0.05 n.s.

Tabelle 4-3 Vergleich 1. Messung (1.M) gegen 3. Messung (3.M)
MEDINT  SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFKANZ U BONFERRONI

L16 1.M>3.M 0,947 0,667 0,750 0,923 0,811 <0.01 n.s.
P129 1.M>3.M 0,684 0,722 0,722 0,684 0,703 <0.01 n.s.
P142 1.M>3.M 0,737 0,722 0,737 0,722 0,730 <0.01 n.s.
P143 1.M>3.M 0,789 0,667 0,714 0,750 0,730 <0.01 n.s.
P34 1.M>3.M 0,737 0,833 0,824 0,750 0,784 <0.01 n.s.
L20 1.M>3.M 0,684 0,778 0,765 0,700 0,730 <0.05 n.s.
L31 1.M>3.M 0,526 0,889 0,833 0,640 0,703 <0.05 n.s.
L34 1.M>3.M 0,579 0,778 0,733 0,636 0,676 <0.05 n.s.
L7 1.M>3.M 0,632 0,833 0,800 0,682 0,730 <0.05 n.s.
L8 1.M>3.M 0,579 1,000 1,000 0,692 0,784 <0.05 n.s.
P103 1.M>3.M 0,737 0,722 0,737 0,722 0,730 <0.05 n.s.
P108 1.M>3.M 0,526 0,944 0,909 0,654 0,730 <0.05 n.s.
P118 1.M>3.M 0,579 1,000 1,000 0,692 0,784 <0.05 n.s.
P156 1.M>3.M 0,579 0,833 0,786 0,652 0,703 <0.05 n.s.
P157 1.M>3.M 0,895 0,444 0,630 0,800 0,676 <0.05 n.s.
P21 1.M>3.M 0,684 0,722 0,722 0,684 0,703 <0.05 n.s.
P22 1.M>3.M 0,632 0,833 0,800 0,682 0,730 <0.05 n.s.
P23 1.M>3.M 0,474 0,944 0,900 0,630 0,703 <0.05 n.s.
P31 1.M>3.M 0,632 0,722 0,706 0,650 0,676 <0.05 n.s.
P33 1.M>3.M 0,842 0,500 0,640 0,750 0,676 <0.05 n.s.
P53 1.M>3.M 0,579 0,833 0,786 0,652 0,703 <0.05 n.s.
P82 1.M>3.M 0,579 0,889 0,846 0,667 0,730 <0.05 n.s.
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Tabelle 4-4 Vergleich 1. Messung (1.M) gegen 4. Messung (4. M)
MEDINT SENS SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZU BONFERRONI

L16 1.M >4.M 0,947 0684 0,750 0,929 0,816 <0.001 <0.05
BENZALDEHYDE | 1.M >4.M 0,842 0,632 0,696 0,800 0,737 <0.05 n.s.
L34 1.M >4.M 0,789 0,526 0,625 0,714 0,658 <0.05 n.s.
L8 1.M >4.M 0,579 0947 0,917 0,692 0,763 <0.01 n.s.
P101 1.M >4.M 0,947 0,368 0,600 0,875 0,658 <0.05 n.s.
P103 1.M >4.M 0,737 0,842 0,824 0,762 0,789 <0.01 n.s.
P108 1.M >4.M 05526 0,947 0,909 0,667 0,737 <0.01 n.s.
P118 1.M >4.M 0,579 0,947 0,917 0,692 0,763 <0.01 n.s.
P129 1.M >4.M 0,684 0,842 0,813 0,727 0,763 <0.01 n.s.
P142 1.M >4.M 0,684 0,789 0,765 0,714 0,737 <0.01 n.s.
P143 1.M >4.M 0,474 1,000 1,000 0,655 0,737 <0.01 n.s.
P156 1.M >4.M 0579 0842 0,78 0,667 0,711 <0.05 n.s.
P157 1.M >4.M 0,684 0,684 0,684 0,684 0,684 <0.05 n.s.
P21 1.M >4.M 0,737 0,632 0,667 0,706 0,684 <0.05 n.s.
P23 1.M >4.M 0,737 0,632 0,667 0,706 0,684 <0.05 n.s.
P31 1.M >4.M 0,895 0,526 0,654 0,833 0,711 <0.05 n.s.
P32 1.M >4.M 0842 0526 0,640 0,769 0,684 <0.05 n.s.
P33 1.M >4.M 0,737 0,684 0,700 0,722 0,711 <0.05 n.s.
P34 1.M >4.M 0,684 0,789 0,765 0,714 0,737 <0.01 n.s.
P82 .M >4.M 0579 0,895 0,846 0,680 0,737 <0.05 n.s.

Tabelle 4-5 Vergleich 1. Messung (1. M) gegen 5. Messung (5.M)
MEDINT  SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZ U BONFERRONI

L16 1.M>5M 0,737 0,833 0,824 0,750 0,784 <0.001 n.s.
P129 1.M>5M 0,684 0,833 0,813 0,714 0,757 <0.01 n.s.
P142 1.M>5M 0,684 0,833 0,813 0,714 0,757 <0.01 n.s.
P143 1.M>5M 0,632 0,889 0,857 0,696 0,757 <0.01 n.s.
P34 1.M>5M 0,579 0,889 0,846 0,667 0,730 <0.01 n.s.
L8 1.M>5M 0,579 1,000 1,000 0,692 0,784 <0.05 n.s.
P103 1.M>5M 0,947 0,611 0,720 0,917 0,784 <0.05 n.s.
P108 1.M>5M 0,526 0,944 0,909 0,654 0,730 <0.05 n.s.
P118 1.M>5M 0,579 1,000 1,000 0,692 0,784 <0.05 n.s.
P157 1.M>5M 0,895 0,500 0,654 0,818 0,703 <0.05 n.s.
P21 1.M>5M 0,737 0,722 0,737 0,722 0,730 <0.05 n.s.
P33 1.M>5M 0,737 0,611 0,667 0,688 0,676 <0.05 n.s.
P82 1.M>5M 0,526 1,000 1,000 0,667 0,757 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische MaRe sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitét (sens), Spezifitt (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitét stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peak
hoher war.

Alle Peaks, die tendenziell oder signifikant nach Bonferroni-Korrektur unterschiedlich waren,
zeigten in den ersten Messungen eine starkere Intensitat. Den Peak L16 (14,7 + 3,9 mV (1.
Messung) vs. 7,2 £ 0,9 mV (2. Messung) vs. 6,1 £ 0,7 mV (3. Messung) vs. 5,6 £ 0,5 mV (4.
Messung) vs. 5,7 £ 0,5 mV (5. Messung)) verdeutlichen wir aufgrund seiner statistischen Starke
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nach der Bonferroni Korrektur im Folgenden anhand seiner Darstellung in der heatmap
(Abbildung 4-1) und im box-and-whisker Plot with crosses (Abbildung 4-2).

g

~5  1.Messung -
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*
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Abbildung 4-1 Heatmap-Darstellung des Peakareals von L16 im leeren Inkubator direkt
aufeinanderfolgender Messungen

Die Intensitéat des Signals ist in farblicher Abstufung dargestellt. Der griine Kasten markiert das mittels
VisualNow untersuchte gleiche Areal in jeder Einzelmessung mit der darin enthaltenen hdchsten Signalintentitat
(schwarzes Kreuz).
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Abbildung 4-2 Darstellung von L16 im Box-and-Whisker Plot im leeren Inkubator direkt
aufeinanderfolgender Messungen.

Kreuze stellen einzelne Messungen dar. Die Klassenbildung erfolgte anhand der Reihung in einer fiinffach
aufeinanderfolgenden Messsequenz. Die Signalstarke von Peak L16 war nach Bonferroni Korrektur (p < 0,05)
signifikant hoher in der Klasse 1. Messung gegenuber der Klasse 4. Messung (dargestellt als *).

4.1.3 Einfluss des Operators

VOC-Analysen der Inkubator-Atmospharenluft mittels MCC/IMS wurden in unserer
Arbeitsgruppe von drei verschiedenen Personen durchgefihrt. Die von Frau Julia Steinbach im
Frihjahr 2018 durchgefiihrten Messungen wurden in Steinbach et al. [96] verdffentlicht und im
Tandem von Frau Annika Scheuerle und mir ab der zweiten Jahreshélfte 2018 fortgesetzt und

erweitert.

Die von mir durchgefuhrten Messungen am leeren Inkubator (eigene Messungen, Operator 2)
verglichen wir mit denen von jeweils Frau Steinbach (Operator 1) und gemeinsamen
Messungen von Frau Scheuerle und mir (Operator 3). Uberpriift werden sollte, ob der Operator
durch seine Anwesenheit bzw. Abwesenheit wéhrend der Messung zu einer messbaren
Veranderung der VOC-Zusammensetzung flhrt (der Operator war meist nur bei Start der ersten

Messung anwesend).
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4.1.3.1 Vergleich Operator 1 und Operator 2
Der Vergleich Frau Steinbach (Op 1) gegen Eigene Messungen (Op 2) enthélt jeweils acht

Messungen pro Klasse. Die Messungen von Operator 1 wurden vor allem im Frihsommer
gesammelt, wahrend meine eigenen Messungen hauptséchlich im Winter durchgefihrt wurden.

Alle untersuchten Inkubatoren waren vom Typ Thermocare Vita (WY 2404).

Wie in Tabelle 4-6 veranschaulicht, stellten wir 57 Peaks mit unterschiedlicher Intensitat
zwischen den Klassen fest. Bei einer Klassengrélie von n = 8 Messungen war kein Peak nach
Bonferroni Korrektur signifikant. Der groRere Anteil der Peaks hatte eine héhere Median-

Intensitat in den Messungen von Operator 1 gegenuiber Operator 2.
Tabelle 4-6 Vergleich Frau Steinbach (Op 1) gegen Eigene (Op 2)

MED INT SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZU BONFERRONI
P112 Op1>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
P121 Op1>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
P128 Op1>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
P25 Op1>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
P27 Op1>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
P33 Op1>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
P40 Op1l>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
P43 Op1>0Op2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.001 n.s.
L10 Opl1l>0Op2 1,000 0,750 0,800 1,000 0,875 <0.01 n.s.
L4 Op1<Op2 0,750 1,000 1,000 0,800 0,875 <0.01 n.s.
LS Opl1>0p2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
L6 Op1>0Op2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
L9 Opl1l<Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P1 Op1>0p2 0875 0875 0,875 0,875 0,875 <0.01 n.s.
P101 Op1>0p2 1,000 0,750 0,800 1,000 0,875 <0.01 n.s.
P104 Op1>0p2 0875 0875 0875 0,875 0,875 <0.01 n.s.
P108 Opl1l>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P129 Op1>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P130 Opl1>0Op2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P137 Opl1l>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P141 Op1>0Op2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P142 Op1>0Op2 1,000 0,750 0,800 1,000 0,875 <0.01 n.s.
P143 Op1>0p2 0875 0875 0875 0,875 0,875 <0.01 n.s.
P154 Op1>0Op2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P155 Op1>0Op2 1,000 0,875 0,88 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P156 Opl1>0p2 0875 0875 0875 0,875 0,875 <0.01 n.s.
P17 Opl1>0Op2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P20 Opl1l>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P21 Op1>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P23 Opl1>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P28 Op1>0p2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P34 Op1>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P36 Opl1l>0Op2 1,000 0,750 0,800 1,000 0,875 <0.01 n.s.
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MED INT SENS  SPEZ PPV NPV  GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZU BONFERRONI
P38 Op1>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P4 Opl1>0Op2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P52 Op1>0Op2 1,000 0,875 0,88 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P58 Opl1>0Op2 1,000 0,750 0,800 1,000 0,875 <0.01 n.s.
P59 Op1>0Op2 1,000 0,875 0,88 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P6 Op1>0p2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P63 Op1>0Op2 1,000 0,875 0,889 1,000 0,938 <0.01 n.s.
P74 Opl>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P82 Op1>0p2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P88 Opl1>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
P89 Opl1l>0Op2 0875 1,000 1,000 0,889 0,938 <0.01 n.s.
BENZALDEHYDE | Op1>0Op2 1,000 0,750 0,800 1,000 0,875 <0.05 n.s.
L11 Op1>0Op2 0875 0875 0875 0,875 0,875 <0.05 n.s.
L18 Op1>0p2 1,000 0,625 0,727 1,000 0,813 <0.05 n.s.
L31 Op1>0p2 1,000 0,625 0,727 1,000 0,813 <0.05 n.s.
L7 Op1>0p2 1,000 0,625 0,727 1,000 0,813 <0.05 n.s.
P107 Op1>0Op2 0875 0875 0,875 0,875 0,875 <0.05 n.s.
P113 Opl1l>0p2 0,750 0,875 0,857 0,778 0,813 <0.05 n.s.
P120 Op1>0p2 0875 0875 0875 0,875 0,875 <0.05 n.s.
P31 Op1>0Op2 0875 0875 0,875 0,875 0,875 <0.05 n.s.
P32 Opl1l>0Op2 0875 0875 0,875 0,875 0,875 <0.05 n.s.
P53 Op1>0p2 1,000 0,625 0,727 1,000 0,813 <0.05 n.s.
P7 Op1>0p2 0875 0875 0,875 0,875 0,875 <0.05 n.s.
P72 Op1>0p2 1,000 0,750 0,800 1,000 0,875 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische MaRe sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitét (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitét stellt dar, in welcher Klasse die VVoltzahl des Peaks

hoher war.

Wir zeigen die heatmap (Abbildung 4-3) und der box-and-whisker Plot with crosses
(Abbildung 4-4) von Peak P27 (40,3 +4,2mV (Op 1) vs. 7,9 = 2,4 mV (Op 2).

-Oberétbr 1

Operator 2

Abbildung 4-3 Heatmap-Darstellung des Peakareals von P27 im leeren Inkubator durchgefiihrt von
Operator 1 im Vergleich zu Operator 2

Die Intensitét des Signals ist in farblicher Abstufung dargestellt. Der griine Kasten markiert das mittels
VisualNow untersuchte gleiche Areal in jeder Einzelmessung mit der darin enthaltenen héchsten Signalintentitét

(schwarzes Kreuz).
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Abbildung 4-4 Darstellung von P27 im Box-and-Whisker Plot der Messungen durchgefiihrt von Operator 1
im Vergleich zu Operator 2

Kreuze stellen einzelne Messungen dar

4.1.3.2 Vergleich Operator 2 und Operator 3

In dem Vergleich zwischen gemeinsamen Messungen vom Tandem Scheuerle-Grosskreutz
(Operator 3) gegenuber meinen Messungen (Operator 2) nahmen wir eine weitere
Unterklassifizierung vor, in dem wir gesondert die erste Messung der
Wiederholungsmessungen am leeren Inkubator verglichen. Die beiden Klassen beinhalten zehn
erste Messungen von Operator 3 und 12 von Operator 2. Gleiches Verfahren gilt fur die dritte
Wiederholungsmessung mit neun Messungen von Operator 3 und zehn Messungen von

Operator 2.

Im Vergleich der beiden Klassen fanden wir 18 tendenziell unterschiedliche Peaks. Davon
waren zwei nach Bonferroni Korrektur (p < 0,05) signifikant. Es zeigten sich mehr Peaks mit
hoherer Median-Intensitat bei Operator 2 (eigene Messungen). Tabelle 4-7 flihrt die gefundenen

Peaks mit unterschiedlicher Intensitat auf.
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Tabelle 4-7 Vergleich 1. Messung Operator 3 gegen 1. Messung Operator 2

MED INT SENS SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZ U BONFERRONI
P142 Op2 >0p3 1,000 0,800 0,857 1,000 0,909 <0.001 <0.05
P34 Op2 >0p3 0,917 1,000 1,000 0,909 0,955 <0.001 <0.05
LS Op2 >0p3 1,000 0,800 0,857 1,000 0,909 <0.001 n.s.
P121 Op2 >0p3 0,750 1,000 1,000 0,769 0,864 <0.001 n.s.
P143 Op2 >0p3 0,917 0,900 0,917 0,900 0,909 <0.001 n.s.
L11 Op2 >0p3 0,750 0,900 0,900 0,750 0,818 <0.01 n.s.
L9 Op2<0p3 0,917 0,900 0,917 0,900 0,909 <0.01 n.s.
P122 Op2 >0p3 1,000 0,700 0,800 1,000 0,864 <0.01 n.s.
L16 Op2 >0p3 0,750 0,900 0,900 0,750 0,818 <0.05 n.s.
L19 Op2<0p3 0,833 0,800 0,833 0,800 0,818 <0.05 n.s.
L4 Op2<0p3 0,583 0,900 0,875 0,643 0,727 <0.05 n.s.
L6 Op2 >0p3 0,833 0,700 0,769 0,778 0,773 <0.05 n.s.
L7 Op2 >0p3 0,833 0,700 0,769 0,778 0,773 <0.05 n.s.
P17 Op2 >0p3 0,667 0,900 0,889 0,692 0,773 <0.05 n.s.
P21 Op2 >0p3 0,833 0,600 0,714 0,750 0,727 <0.05 n.s.
P28 Op2 >0p3 0,833 0,800 0,833 0,800 0,818 <0.05 n.s.
P52 Op2 >0p3 0,917 0,500 0,688 0,833 0,727 <0.05 n.s.
P82 Op2 >0p3 0,917 0,600 0,733 0,857 0,773 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Malie sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitat (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer prédikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
hoher war.

Den Peak P142 (19,5 £ 3,6 mV (Op 2) vs. 5,8 £ 0,6 mV (Op 3) verdeutlichen wir aufgrund

seiner statistischen Starke nach Bonferroni Korrektur im Folgenden anhand seiner Darstellung

in der heatmap (Abbildung 4-5) und im box-and-whisker Plot with crosses (Abbildung 4-6).

Operator 3

) 1
sl 0 h' 34
§ S 4 g ¥ -

Abbildung 4-5 Heatmap-Darstellung des Peakareals von P142 im leeren Inkubator durchgefihrt von
Operator 3 im Vergleich zu Operator 2

Die Intensitat des Signals ist in farblicher Abstufung dargestellt. Der griine Kasten markiert das mittels
VisualNow untersuchte gleiche Areal in jeder Einzelmessung mit der darin enthaltenen héchsten Signalintentitat
(schwarzes Kreuz).
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Abbildung 4-6 Darstellung von P142 im box-and-whisker Plot der Messungen durchgefiihrt Operator 3 im
Vergleich zu Operator 2

Kreuze stellen einzelne Messungen dar. Die Signalstarke von Peak P142 war nach Bonferroni Korrektur
(p < 0,05) signifikant hoher (dargestellt als *) in der Klasse ,,Operator 2 als in der Klasse ,,Operator 3.

Bei Betrachten der dritten Messung fanden wir 16 Peaks mit unterschiedlicher Intensitét, davon

ebenfalls zwei nach Bonferroni Korrektur signifikant (p < 0,05) (Tabelle 4-8).
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Tabelle 4-8 Vergleich 3. Messung Operator 3 gegen 3. Messung Operator 2

MED INT SENS SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZ U BONFERRONI
LS Op2>0p3 1,000 0,900 0,900 1,000 0,947 <0.001 <0.05
L9 Op2<0p3 1,000 0,900 0,900 1,000 0,947 <0.001 <0.05
L7 Op2>0p3 0,889 0,700 0,727 0,875 0,789 <0.01 n.s.
P121 Op2>0p3 0,778 0,900 0,875 0,818 0,842 <0.01 n.s.
P72 Op2<0p3 0,556 1,000 1,000 0,714 0,789 <0.01 n.s.
L11 Op2>0p3 0,889 0,700 0,727 0,875 0,789 <0.05 n.s.
L12 Op2>0p3 0,667 0,900 0,857 0,750 0,789 <0.05 n.s.
L18 Op2>0p3 0,778 0,800 0,778 0,800 0,789 <0.05 n.s.
L20 Op2>0p3 0,778 0,900 0,875 0,818 0,842 <0.05 n.s.
L31 Op2>0p3 1,000 0,600 0,692 1,000 0,789 <0.05 n.s.
L6 Op2>0p3 0,889 0,700 0,727 0,875 0,789 <0.05 n.s.
P17 Op2>0p3 0,889 0,900 0,889 0,900 0,895 <0.05 n.s.
P32 Op2>0p3 1,000 0,600 0,692 1,000 0,789 <0.05 n.s.
P36 Op2>0p3 0,778 0,800 0,778 0,800 0,789 <0.05 n.s.
P52 Op2>0p3 0,889 0,800 0,800 0,889 0,842 <0.05 n.s.
P53 Op2>0p3 0,778 0,900 0,875 0,818 0,842 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Malie sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitat (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
héher war.

4.1.4 Einfluss des verwendeten Inkubators

Zur Detektion potenzieller Storfaktoren, die durch die Verwendung unterschiedlicher
Inkubatoren entstehen, verglichen wir zwei verschiedene Gerdte. Eine Klasse enthielt
Messungen der Inkubatoratmosphére des Inkubators Thermocare Vita (WY2404) (,,Standard*)
und die zweite Klasse beinhaltete Messungen des vorwiegend fur ELBW Frihgeborene
genutzten Inkubators Giraffe Omnibed Carestation (,,Giraffe*). Fir jede Klasse sammelten wir
jeweils sechs Messungen. Diese fuhrten wir im Tandem Scheuerle — Grosskreutz (Operator 3)
durch. Die voreingestellte Temperatur betrug durchschnittlich 36,2 Grad (33 — 37 Grad) im
Standardtyp und 35,5 Grad (32,9 — 37,1 Grad) in der Giraffe. Die Luftfeuchtigkeit war 21,6 %
(15 — 27 %) im Standardtyp, in der Giraffe wurde die Luftfeuchtigkeit nicht voreingestellt
(keine Angabe auf der Anzeige).

Im Vergleich der beiden Inkubatoren ermittelten wir 21 tendenziell unterschiedliche Peaks. Die
Klassengrofle von n = 6 Messungen ergab keine Signifikanz nach Bonferroni Korrektur
(p < 0,05). Alle bis auf drei Peaks hatten eine hohere Median-Intensitat in der Klasse des
Inkubators Thermocare Vita (,,Standard*) (Tabelle 4-9).
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Tabelle 4-9 Vergleich des Inkubators Thermocare Vita ,,Standard“ (Std) gegen Giraffe Omnibed Carestation
,,Giraffe* (Gif)

MEDINT  SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZ U BONFERRONI

L8 Gif < Std 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.01 n.s.
P118 Gif < Std 1,000 0,833 0,857 1,000 0,917 <0.01 n.s.
P155 Gif < Std 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.01 n.s.
P17 Gif < Std 0,833 1,000 1,000 0,857 0,917 <0.01 n.s.
P24 Gif > Std 1,000 0,833 0,857 1,000 0,917 <0.01 n.s.
P26 Gif < Std 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.01 n.s.
Al Gif < Std 0,833 1,000 1,000 0,857 0,917 <0.05 n.s.
L11 Gif < Std 1,000 0,833 0,857 1,000 0,917 <0.05 n.s.
L12 Gif < Std 0,833 0833 0833 0,833 0,833 <0.05 n.s.
L18 Gif < Std 1,000 0,833 0,857 1,000 0,917 <0.05 n.s.
L4 Gif > Std 1,000 0,833 0,857 1,000 0,917 <0.05 n.s.
LS Gif < Std 0,833 1,000 1,000 0,857 0,917 <0.05 n.s.
L6 Gif < Std 0,667 1,000 1,000 0,750 0,833 <0.05 n.s.
L7 Gif < Std 0,667 1,000 1,000 0,750 0,833 <0.05 n.s.
L9 Gif > Std 1,000 0,667 0,750 1,000 0,833 <0.05 n.s.
P101 Gif < Std 0,833 0833 0833 0,833 0,833 <0.05 n.s.
P121 Gif < Std 1,000 0,833 0,857 1,000 0,917 <0.05 n.s.
P27 Gif < Std 0,833 0833 0833 0,833 0,833 <0.05 n.s.
P28 Gif < Std 0,667 1,000 1,000 0,750 0,833 <0.05 n.s.
P31 Gif < Std 0,833 1,000 1,000 0,857 0,917 <0.05 n.s.
P38 Gif < Std 0833 0833 0833 0,833 0,833 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Mal3e sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitat (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
hoher war.

Peak P27 verdeutlicht die hohere Signalintensitat im Standardmodell (vgl. heatmap (Abbildung
4-7) und box-and-whisker-Plot with crosses (12,7 = 2,6 mV (Standard) vs. 5,1 £ 1,2 mV
(Giraffe)) (Abbildung 4-8)).

| Giraffe
| |
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Abbildung 4-7 Heatmap-Darstellung des Peakareals von P27 im Standardinkubator im Vergleich zur
Giraffe
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Abbildung 4-8 Darstellung von P27 im box-and-whisker Plot der im Standardinkubator durchgefiihrten
Messungen im Vergleich zur Giraffe

Kreuze stellen einzelne Messungen dar

4.1.5 Einfluss der Inkubatoreinstellungen
Die Uberpriifung des Einflusses der Gerateeinstellungen erfolgte anhand der Temperatur- und
Luftfeuchtigkeit im Inkubator. Diese lasen wir bei jedem belegten und leeren Inkubator zum

Messzeitpunkt am Boardcomputer ab.

Dazu wahlten wir die Messungen mit den 20 hochsten Temperaturwerten (34,86 + 0,33 °C) und
den 20 niedrigsten Werten (29,25 £ 0,13 °C) aus, wodurch jede Klasse 20 Messungen enthielt.
Das Set der Luftfeuchtigkeit beinhaltet nach gleichem Verfahren ebenso 20 Messungen mit
hoher Luftfeuchtigkeit (70,4 + 1,24 %) und 20 mit niedriger Luftfeuchtigkeit (46,45 + 0,86 %).

Der Vergleich zwischen beiden Klassen zeigte hinsichtlich der Temperatur sechs tendenziell
unterschiedliche Peaks, davon war keiner nach Bonferroni Korrektur (p < 0,05) signifikant.
Vier der sechs Peaks hatten eine hohere Median-Intensitat in der Klasse mit den niedrigen

Temperaturwerten (Tabelle 4-10).
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Tabelle 4-10 Vergleich der 20 hochsten Temperaturwerte im Inkubator ,,Temp hoch“ gegen die 20
niedrigsten Werte ,,Temp niedrig“

MED INT SENS  SPEZ PPV NPV  GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZU BONFERRONI
P113 | Temp niedrig > Temp hoch 0,800 0,800 0,800 0,800 0,800 <0.001 n.s.
L4 Temp niedrig > Temp hoch 0,850 0,600 0,680 0,800 0,725 <0.01 n.s.
P1 Temp niedrig < Temp hoch 0,750 0,800 0,789 0,762 0,775 <0.01 n.s.
P20 Temp niedrig > Temp hoch 0,800 0,800 0,800 0,800 0,800 <0.01 n.s.
P24 Temp niedrig < Temp hoch 0,800 0,700 0,727 0,778 0,750 <0.01 n.s.
L9 Temp niedrig > Temp hoch 0,750 0,750 0,750 0,750 0,750 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Malie sind Median-Intensitit (Med Int), Sensitivitat (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer prédikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
hoher war.

Im Set Luftfeuchtigkeit waren ebenfalls sechs Peaks tendenziell unterschiedlich, davon war
einer nach Bonferroni Korrektur (p < 0,05) signifikant. Die Halfte der Peaks hatte eine hohere

Intensitat in der Klasse mit den niedrigen Temperaturwerten (Tabelle 4-11).

Tabelle 4-11 Vergleich der 20 héchsten Luftfeuchtigkeitswerte im Inkubator ,,LF hoch® gegen die 20
niedrigsten Werte ,,LF niedrig“

MED INT SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT  SIGNIFIKANZU  BONFERRONI
L9 LF niedrig > LF hoch 0,950 0,600 0,704 0,923 0,775 <0.001 <0.05
P1 LF niedrig < LF hoch 0,950 0,500 0,655 0,909 0,725 <0.01 n.s.
L4 LF niedrig > LF hoch 0,950 0,550 0,679 0,917 0,750 <0.01 n.s.
P24 LF niedrig < LF hoch 0,600 0,900 0,857 0,692 0,750 <0.01 n.s.
P157 | LF niedrig < LF hoch 0,650 0,850 0,813 0,708 0,750 <0.01 n.s.
P154 | LF niedrig > LF hoch 0,900 0,500 0,643 0,833 0,700 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische MaRe sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitét (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer prédikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitét stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
hoher war.

Die Abbildungen Abbildung 4-9 und Abbildung 4-10 zeigen die heatmap und die box-and-
whisker Plots with crosses der Peakareale von Peak P24 aus dem Set Temperatur. Der
Vergleich der Luftfeuchtigkeit beinhaltet ebenfalls P24, weshalb wir die heatmap und die box-
and-whisker Plots with crosses gleichermalien aufgezeigt haben (Abbildung 4-11, Abbildung
4-12).
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Abbildung 4-9 Heatmap-Darstellung des Peakareals von P24 der 20 héchsten Temperaturwerte
(Temperatur hoch) im Vergleich zu den 20 niedrigsten Werten (Temperatur niedrig)

Die Intensitat des Signals ist in farblicher Abstufung dargestellt. Der griine Kasten markiert das mittels
VisualNow untersuchte gleiche Areal in jeder Einzelmessung mit der darin enthaltenen héchsten Signalintentitat
(schwarzes Kreuz).
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Abbildung 4-10 Darstellung von P24 im box-and-whisker Plot der der 20 héchsten Temperaturwerte im
Vergleich zu den 20 niedrigsten Werten als heatmap

Kreuze stellen einzelne Messungen dar
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Abbildung 4-11 Darstellung von P24 im box-and-whisker Plot der 20 héchsten Luftfeuchtigkeitswerte im
Vergleich zu den 20 niedrigsten Werten

Kreuze stellen einzelne Messungen dar
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Abbildung 4-12 Heatmap-Darstellung des Peakareals von P24 der 20 héchsten Luftfeuchtigkeitswerte im
Vergleich zu den 20 niedrigsten Werten

Die Intensitét des Signals ist in farblicher Abstufung dargestellt. Der grine Kasten markiert das mittels
VisualNow untersuchte gleiche Areal in jeder Einzelmessung mit der darin enthaltenen héchsten Signalintentitat
(schwarzes Kreuz).
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4.1.6 Erstellung eines Storlayers

Durch Zusammentragen der tendenziell unterschiedlichen Peaks aus den beschriebenen Sets

4.1.1 bis 4.1.5 wurden potenzielle Stérfaktoren identifiziert (Tabelle 4-12).

Tabelle 4-12 Storfaktorlayer bestehend aus sich unterscheidenden Peaks aus den Vergleichen 4.1.1 bis 4.1.5.

TEND. UNTER-  MESSZEIT- OPERATOR1 OPERATOR  OPERATOR  INKUBATOR TEMPERA  LUFT

SCHIEDLICH PUNKT VS. 0P 2 3VS.0P2, 3VS.0P2, TYP TUR FEUCHTE
1M 3.M

Al X

BENZALDEHYD X X
E
L10

L11 X X X

L12 X

L16 X* X

L18 X X X
L19 X

L20
L29
L3
L31
L34
L4
L5
L6
L7
L8
L9 X* X*
P1 X X X
P101
P103
P104
P107
P108 X
P112
P113
P118 X X
P120
P121
P122
P128
P129 X
P130
P137
P141
P142
P143
P154

X X X X X

X*

X X X X
<X X X X
X X X X X X

>
>

X X X X X >
>

x X
>
>

X*

X X X X X X X X
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TEND. UNTER- MESSZEIT- OPERATOR1 OPERATOR OPERATOR INKUBATOR TEMPERA  LUFT
SCHIEDLICH PUNKT VS. OP 2 3VS.0P2, 3VS.0P2, TYP TUR FEUCHTE
1M 3.M

P155 X X

P156
P157 X X
P17 X X X X

P20 X X

P21 X X X X

P22
P23 X X

P24 X X X
P25 X

P26
P27
P28
P31
P32
P33
P34
P36
P38
P4

P40
P43
P52
P53 X
P58
P59
P6

P63
P7

P72
P74
P82 X
P88
P89

<X X X X

<X X X X

X*

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
>

Die mit X* markierten Peaks waren signifikant unterschiedlich nach Bonferroni Korrektur im genannten
Vergleich

4.1.7 Vergleich leerer und belegter Inkubator

Zur Beantwortung der Frage, ob sich das VOC-Profil der Inkubatoratmosphére eines leeren
Inkubators gegeniiber eines mit Neugeborenen belegten Inkubator unterscheidet, unterteilten
wir gesammelten Messungen in die Klasse ,,Inkubator + Kind*“ (n = 23 Messungen) und in die

Klasse ,,Inkubator leer (n = 23 Messungen).
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43 der untersuchten Peaks im gebildeten Set waren tendenziell unterschiedlich. Wir fanden acht
nach Bonferroni Korrektur signifikante Peaks (P1, P113, P20 mit p < 0,001; P103, P137, P21,
P38, P89 mit p < 0,05). Von diesen acht Peaks hatten P1 und P137 die hdchste Sensitivitat
(91,3 %) und P1 und P120 die hochste Spezifitat (99,9 %).

Die Median-Intensitat zeigte sich bei allen Peaks in der Klasse der belegten Inkubatoren hoher
(Tabelle 4-13).

Tabelle 4-13 Vergleich von Inkubatoren mit Neugeborenem (Ink + Kind) gegen leeren Inkubator (Ink leer)

MED INT SENS SPEZ PPV NPV GENAUGIKEIT SIGNIFIKANZU BONFERRONI
P1 Ink + Kind > Ink leer 0,913 0,957 0,955 0,917 0,935 <0.001 <0.001
P113 Ink + Kind > Ink leer 0,826 0,957 0,950 0,846 0,891 <0.001 <0.001
P20 Ink + Kind > Ink leer 0,826 1,000 1,000 0,852 0,913 <0.001 <0.001
P103 Ink + Kind > Ink leer 0,739 0,870 0,850 0,769 0,804 <0.001 <0.05
P137 Ink + Kind > Ink leer 0,913 0,652 0,724 0,882 0,783 <0.001 <0.05
P21 Ink + Kind > Ink leer 0,652 0,826 0,789 0,704 0,739 <0.001 <0.05
P38 Ink + Kind > Ink leer 0,783 0,826 0,818 0,792 0,804 <0.001 <0.05
P89 Ink + Kind > Ink leer 0,826 0,652 0,704 0,789 0,739 <0.001 <0.05
BENZALDEHYDE | Ink + Kind > Ink leer 0,870 0,652 0,714 0,833 0,761 <0.001 n.s.
L4 Ink + Kind < Ink leer 0,957 0,609 0,710 0,933 0,783 <0.001 n.s.
P108 Ink + Kind > Ink leer 0,522 1,000 1,000 0,676 0,761 <0.001 n.s.
P4 Ink + Kind > Ink leer 0,870 0,696 0,741 0,842 0,783 <0.001 n.s.
L19 Ink + Kind < Ink leer 0,609 0,870 0,824 0,690 0,739 <0.01 n.s.
L8 Ink + Kind < Ink leer 0,652 0,870 0,833 0,714 0,761 <0.01 n.s.
P101 Ink + Kind > Ink leer 0,565 0,913 0,867 0,677 0,739 <0.01 n.s.
P104 Ink + Kind > Ink leer 0,565 0,870 0,813 0,667 0,717 <0.01 n.s.
P118 Ink + Kind < Ink leer 0,696 0,783 0,762 0,720 0,739 <0.01 n.s.
P22 Ink + Kind > Ink leer 0,783 0,652 0,692 0,750 0,717 <0.01 n.s.
P58 Ink + Kind > Ink leer 0,522 0,913 0,857 0,656 0,717 <0.01 n.s.
P6 Ink + Kind > Ink leer 0,652 0,870 0,833 0,714 0,761 <0.01 n.s.
P67 Ink + Kind < Ink leer 0,565 0,826 0,765 0,655 0,696 <0.01 n.s.
P72 Ink + Kind > Ink leer 0,652 0,739 0,714 0,680 0,696 <0.01 n.s.
P88 Ink + Kind > Ink leer 0,826 0,565 0,655 0,765 0,696 <0.01 n.s.
L16 Ink + Kind > Ink leer 0,783 0,609 0,667 0,737 0,696 <0.05 n.s.
L18 Ink + Kind < Ink leer 0,522 0,826 0,750 0,633 0,674 <0.05 n.s.
L3 Ink + Kind < Ink leer 0,609 0,826 0,778 0,679 0,717 <0.05 n.s.
L35 Ink + Kind > Ink leer 0,652 0,739 0,714 0,680 0,696 <0.05 n.s.
L9 Ink + Kind < Ink leer 0,391 1,000 1,000 0,622 0,696 <0.05 n.s.
P107 Ink + Kind > Ink leer 0,739 0,652 0,680 0,714 0,696 <0.05 n.s.
P112 Ink + Kind > Ink leer 1,000 0,348 0,605 1,000 0,674 <0.05 n.s.
P118 Ink + Kind > Ink leer 0,478 0,913 0,846 0,636 0,696 <0.05 n.s.
P122 Ink + Kind > Ink leer 0,913 0,435 0,618 0,833 0,674 <0.05 n.s.
P128 Ink + Kind > Ink leer 0,913 0,435 0,618 0,833 0,674 <0.05 n.s.
P141 Ink + Kind > Ink leer 0,565 0,870 0,813 0,667 0,717 <0.05 n.s.
P142 Ink + Kind > Ink leer 0,783 0,522 0,621 0,706 0,652 <0.05 n.s.
P155 Ink + Kind > Ink leer 0,957 0,348 0,595 0,889 0,652 <0.05 n.s.
P23 Ink + Kind > Ink leer 0,435 1,000 1,000 0,639 0,717 <0.05 n.s.
P26 Ink + Kind < Ink leer 0,870 0,565 0,667 0,813 0,717 <0.05 n.s.
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MED INT SENS SPEZ PPV NPV GENAUGIKEIT SIGNIFIKANZU BONFERRONI
P34 Ink + Kind > Ink leer 0,783 0,565 0,643 0,722 0,674 <0.05 n.s.
P40 Ink + Kind > Ink leer 0,609 0,739 0,700 0,654 0,674 <0.05 n.s.
P41 Ink + Kind > Ink leer 0,652 0,826 0,789 0,704 0,739 <0.05 n.s.
P74 Ink + Kind > Ink leer 0,435 0,957 0,909 0,629 0,696 <0.05 n.s.
P82 Ink + Kind > Ink leer 0,565 0,870 0,813 0,667 0,717 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische MaRe sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitét (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer prédikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
héher war.

In den Abbildungen Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14 verdeutlicht die heatmap und die box-
and-whisker Plots with crosses des Peaks P20 (47,6 + 8,3 mV (Ink + Kind) vs. 12,7 £ 0,7 mV

(Ink leer)) die hohere Intensitat im belegten Inkubator.

Inkubator + Kind

Abbildung 4-13 Heatmap-Darstellung des Peakareals von P20 der Messungen der belegten Inkubatoren (Ink
+ Kind) im Vergleich zu leeren Inkubatoren (Ink leer)

Die Intensitét des Signals ist in farblicher Abstufung dargestellt. Der griine Kasten markiert das mittels
VisualNow untersuchte gleiche Areal in jeder Einzelmessung mit der darin enthaltenen héchsten Signalintentitét
(schwarzes Kreuz).
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P20

0.100 0.125 0.150 0.175 0.200
1

Signalintensitat / vV

0.075
1

0.050
1

0.025
1

0.000
1

Ink + Kind Ink leer

Abbildung 4-14 Darstellung von P20 im Box-and-whisker Plot der Messungen der belegten Inkubatoren
(Ink + Kind) im Vergleich zu leeren gereinigten Inkubatoren (Ink leer)

Kreuze stellen einzelne Messungen dar. Die Signalstarke von Peak P 20 war nach Bonferroni Korrektur (p <
0,05) signifikant hoher (dargestellt durch *) in der Klasse ,,Ink + Kind* als in der Klasse ,,Ink leer*.

Mithilfe eines Entscheidungsbaums gelang uns durch kombinierte Betrachtung von zwei Peaks
(P20, A5) eine Unterscheidung der leeren von belegten Inkubatoren (Abbildung 4-15) mit einer
Sensitivitat von 96,65 %, einer Spezifitat von 99,9 %, einem positiv pradiktivem Wert von

99,9 % und einem negativ pradiktivem Wert von 95,83 %.

P20

> 0.022 < 0.022
Ink + Kind

A5

=0.016 =0.016
Ink leer Ink + Kind

Abbildung 4-15 Entscheidungsbaum zur Unterscheidung von belegten Inkubatoren (Ink + Kind) und leeren
gereinigten Inkubatoren (Ink leer)
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4.1.8 Vergleich von Mehrlingsgeburten

In die Arbeit konnten wir Mehrlingsgeburten einschlieBen. Zur Uberpriifung von
interindividuellen Unterschieden der VOC-Profile von Mehrlingen, verglichen wir die
Neugeborenen einer Geburt untereinander (,,Mehrling I“, ,,Mehrling I1“, ,Mehrling III*,
»Mehrling IV*). Die Klassengrofle betrug jeweils zehn Messungen fiir jeden Zwilling des
Zwillingspaares, vier Messungen fir jeden Drilling der Drillingsgeburt und sieben, zehn, sechs

und zehn fur Vierling 1, 11, 111 und 1V der Vierlingsgeburt.

Im Vergleich der Neugeborenen innerhalb der Zwillingsgeburt fanden sich drei tendenziell

unterschiedliche Peaks (Tabelle 4-14). Davon war keiner nach Bonferroni Korrektur (p < 0,05)

signifikant.
Tabelle 4-14 Vergleich der Messungen von Zwilling I (Z I) gegen Zwilling 11 (Z 11)
MED SENS SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT  SIGNIFIKANZU BONFERRONI
INT
BENZALDEHYDE | ZI<ZII 0,800 0,900 0,889 0,818 0,850 <0.01 n.s.
P4 YARVAL 0,800 0,900 0,889 0,818 0,850 <0.01 n.s.
L19 ‘ yAPVAL 0,700 0,800 0,778 0,727 0,750 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Male sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitat (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
héher war.

Mithilfe eines Entscheidungsbaums gelang durch kombinierte Betrachtung von zwei Peaks
(Benzaldehyde, L2) eine Unterscheidung der Zwillinge (Abbildung 4-16). Die statistische
Starke betrug 99,9 % Sensitivitat, 90 % Spezifitat, 90,91 % positiv pradiktiver Wert und 99,9 %

negativ pradiktiver Wert.

Benzaldehyde

= 0.048 = 0.043
Zwilling 1l
I

L2

=0.048 <0.048
Zwilling | Zwilling 1l

Abbildung 4-16 Entscheidungsbaum zur Unterscheidung von Mehrlingsgeburten Zwilling 1 und Zwilling
1

Bei der Drillingsgeburt fanden wir im Vergleich der VOCs zwischen Drilling I und 11 einen
tendenziell unterschiedlichen Peak, zwischen 11 und 11l sieben unterschiedliche Peaks sowie

zwischen | und Il keinen abweichenden Peak (vgl. Tabelle 4-15).
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Tabelle 4-15 Vergleich der Messungen von Drilling I (D 1) gegen Drilling 111 (D 111) sowie Drilling 11 (D 1)
gegen Drilling 111 (D I11)
MED INT SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFIKANZ U BONFERRONI

L2 DI<DII 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.05 n.s.
A5 DIl<DIIN 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.05 n.s.
L1 DIl<DIIN 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.05 n.s.
L2 Dil<DIN 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.05 n.s.
P118 DIl<DIIN 0,750 1,000 1,000 0,800 0,875 <0.05 n.s.
P26 DIl<DIlN 0,750 1,000 1,000 0,800 0,875 <0.05 n.s.
P43 DII<DII 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.05 n.s.
P59 DIl<DIIN 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische MaRe sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitét (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
héher war.

Mithilfe eines Entscheidungsbaums gelang durch kombinierte Betrachtung von zwei Peaks
(Benzaldehyde, L2) eine Unterscheidung der Mehrlinge (Abbildung 4-17). Lediglich eine
Messung aus der Inkubatoratmosphare des Drillings | wurde félschlich als Drilling I

klassifiziert.

L2

= 0.077 < 0.077
Drilling 11

Benzaldehyde

= 0,092 =0.092
Drilling | Drilling 1l

Abbildung 4-17 Entscheidungsbaum zur Unterscheidung von Mehrlingsgeburten Drilling I (D 1), Drilling
11 (D 1) und Drilling (D I11)

Der Vergleich der Vierlingskinder untereinander ergab 6 tendenziell unterschiedliche Peaks
zwischen den Klassen Vierling | und 11, 5 unterschiedliche Peaks zwischen Vierling I und 1V,
einen unterschiedlichen Peak zwischen Vierling Il und Ill, einen unterschiedlichen Peaks
zwischen Vierling Il und Vierling 1V, einen unterschiedlichen Peak zwischen Vierling 111 und

Vierling IV und keinen unterschiedlichen Peak zwischen | und 111 (Tabelle 4-16).

-60 -



Ergebnisse

Tabelle 4-16 Vergleich der Messungen von Vierling | (V 1) gegen Vierling 11 (V 11), Vierling I (V 1) gegen
Vierling IV (V 1V), Vierling 11 (V 1) gegen Vierling 11 (V I1) gegen Vierling 111 (V 111), Vierling 11 (V 1)
gegen Vierling 1V (V 1V) sowie Vierling 111 (V 111) gegen Vierling IV (V V)

MED INT SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGEIT SIGNIFKANZ U BONFERRONI

P59 VI>VI 0,857 0,800 0,750 0,889 0,824 <0.01 n.s.
P101 VI>VII 0,857 0,800 0,750 0,889 0,824 <0.05 n.s.
P120 VI>VII 0,714 0,800 0,714 0,800 0,765 <0.05 n.s.
P155 VI>VIl 1,000 0,700 0,700 1,000 0,824 <0.05 n.s.
P156 VI>VII 0,857 0,700 0,667 0,875 0,765 <0.05 n.s.
P22 VI>VII 0,571 1,000 1,000 0,769 0,824 <0.05 n.s.
. _________________________________________________________________________________________________|
P101 VI>VIV 0,714 0,900 0,833 0,818 0,824 <0.05 n.s.
P104 VI>VIV 0,857 0,800 0,750 0,889 0,824 <0.05 n.s.
P22 VI>VIV 0,571 0,900 0,800 0,750 0,765 <0.05 n.s.
P155 VI>VIV 1,000 0,800 0,778 1,000 0,882 <0.01 n.s.
P59 VI>VIV 1,000 0,800 0,778 1,000 0,882 <0.01 n.s.
P156 Vi<V 0,900 0,667 0,818 0,800 0,813 <0.05 n.s.
P24 VII<VIV 0,700 0,900 0,875 0,750 0,800 <0.05 n.s.
P59 ‘ VII>VIV 1,000 0,600 0,600 1,000 0,750 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Male sind Median-Intensitit (Med Int), Sensitivitat (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer prédikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
héher war.

4.1.9 Einfluss von Laborparametern

Als Proof of Principle Experiment wendeten wir das MCC/IMS in der Diagnostik von
Laborwerten an. Aufgrund der klinischen Relevanz und der h&ufigen Bestimmung in der

Blutgasanalyse wahlten wir Bilirubin und Glucose aus.

Messungen von Kindern mit hohen Bilirubinwerten verglichen wir mit jenen mit niedrigen
Bilirubinwerten zum Messzeitpunkt. Dazu wéhlten wir die Messungen mit den 20 hdchsten
Werten (9,35 £ 0,27 umol/l) und den 20 niedrigsten Werten (1,21 £ 0,17 pmol/l) aus. Durch
doppeltes Vorkommen ecines Wertes in der Klasse ,,Bilirubin hoch* beinhaltet die Klasse 21

Messungen. Die Klasse ,,Bilirubin niedrig™ bestand aus 20 Messungen.

Im Set Glucose ordneten wir gleichermaen die Messungen der Kinder mit den 20 hochsten
Werten zur Klasse ,,Glucose hoch* (157,95 *+ 9,99 mg/dl) zu. Die Klasse ,,Glucose niedrig*
(71,5 £ 1,75 mg/dl) enthalt durch Dopplung 22 Messungen.

56 der untersuchten Peaks im Set Bilirubin waren tendenziell unterschiedlich, davon vier nach
Bonferroni Korrektur (p < 0,05) signifikant. Alle vier signifikant unterschiedlichen Peaks
hatten eine héhere Median-Intensitat bei den Kindern mit niedrigen Bilirubinwerten. Gleiches

gilt bis auf einen flr die 52 tendenziell unterschiedlichen Peaks (Tabelle 4-17).
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Tabelle 4-17 Vergleich der Messungen der Kinder mit den 20 hdchsten Bilirubinwerten (Bil hoch) gegen
Messungen mit den 20 niedrigsten Werten (Bil niedrig)

MED INT SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT  SIGNIFIKANZ U BONFERRONI
L21 Bil hoch < Bil niedrig 0,810 0,700 0,739 0,778 0,756 <0.001 <0.05
L35 Bil hoch < Bil niedrig 0,857 0,700 0,750 0,824 0,780 <0.001 <0.05
P142 | Bil hoch < Bil niedrig 0,667 1,000 1,000 0,741 0,829 <0.001 <0.05
P34 Bil hoch < Bil niedrig 0,714 0,950 0,938 0,760 0,829 <0.001 <0.05
L12 Bil hoch < Bil niedrig 0,905 0,650 0,731 0,867 0,780 <0.001 n.s.
L7 Bil hoch < Bil niedrig 0,619 0,950 0,929 0,704 0,780 <0.001 n.s.
P100 | Bil hoch < Bil niedrig 0,905 0,650 0,731 0,867 0,780 <0.001 n.s.
P121 | Bil hoch < Bil niedrig 0,810 0,800 0,810 0,800 0,805 <0.001 n.s.
P129 | Bil hoch < Bil niedrig 0,952 0,550 0,690 0,917 0,756 <0.001 n.s.
L11 Bil hoch < Bil niedrig 0,714 0,850 0,833 0,739 0,780 <0.01 n.s.
L22 Bil hoch < Bil niedrig 0,714 0,750 0,750 0,714 0,732 <0.01 n.s.
131 Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,900 0,857 0,667 0,732 <0.01 n.s.
L34 Bil hoch < Bil niedrig 0,667 0,800 0,778 0,696 0,732 <0.01 n.s.
L6 Bil hoch < Bil niedrig 0,714 0,900 0,882 0,750 0,805 <0.01 n.s.
P140 | Bil hoch < Bil niedrig 0,857 0,700 0,750 0,824 0,780 <0.01 n.s.
P141 | Bil hoch < Bil niedrig 0,619 0,950 0,929 0,704 0,780 <0.01 n.s.
P143 | Bil hoch < Bil niedrig 0,857 0,650 0,720 0,813 0,756 <0.01 n.s.
P146 | Bil hoch < Bil niedrig 0,905 0,550 0,679 0,846 0,732 <0.01 n.s.
P17 Bil hoch < Bil niedrig 0,476 0,950 0,909 0,633 0,707 <0.01 n.s.
P22 Bil hoch < Bil niedrig 0,952 0,600 0,714 0,923 0,780 <0.01 n.s.
P33 Bil hoch < Bil niedrig 0,714 0,850 0,833 0,739 0,780 <0.01 n.s.
P36 Bil hoch < Bil niedrig 0,762 0,750 0,762 0,750 0,756 <0.01 n.s.
P63 Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,900 0,857 0,667 0,732 <0.01 n.s.
P74 Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,900 0,857 0,667 0,732 <0.01 n.s.
P82 Bil hoch < Bil niedrig 0,619 0,950 0,929 0,704 0,780 <0.01 n.s.
Al Bil hoch < Bil niedrig 0,429 0,900 0,818 0,600 0,659 <0.05 n.s.
L18 Bil hoch < Bil niedrig 0,429 0,950 0,900 0,613 0,683 <0.05 n.s.
L19 Bil hoch < Bil niedrig 0,714 0,650 0,682 0,684 0,683 <0.05 n.s.
L20 Bil hoch < Bil niedrig 0,905 0,500 0,655 0,833 0,707 <0.05 n.s.
L24 Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,950 0,923 0,679 0,756 <0.05 n.s.
L8 Bil hoch < Bil niedrig 0,667 0,750 0,737 0,682 0,707 <0.05 n.s.
L9 Bil hoch > Bil niedrig 0,619 0,750 0,722 0,652 0,683 <0.05 n.s.
P103 | Bil hoch < Bil niedrig 0,762 0,600 0,667 0,706 0,683 <0.05 n.s.
P104 | Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,750 0,706 0,625 0,659 <0.05 n.s.
P108 | Bil hoch < Bil niedrig 0,857 0,500 0,643 0,769 0,683 <0.05 n.s.
P112 | Bil hoch < Bil niedrig 0,714 0,750 0,750 0,714 0,732 <0.05 n.s.
P118 | Bil hoch < Bil niedrig 0,762 0,700 0,727 0,737 0,732 <0.05 n.s.
P118 | Bil hoch < Bil niedrig 0,810 0,650 0,708 0,765 0,732 <0.05 n.s.
P120 | Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,850 0,800 0,654 0,707 <0.05 n.s.
P122 | Bil hoch < Bil niedrig 0,905 0,500 0,655 0,833 0,707 <0.05 n.s.
P130 | Bil hoch < Bil niedrig 0,810 0,700 0,739 0,778 0,756 <0.05 n.s.
P137 | Bil hoch < Bil niedrig 0,524 0,900 0,846 0,643 0,707 <0.05 n.s.
P138 | Bil hoch < Bil niedrig 0,524 0,850 0,786 0,630 0,683 <0.05 n.s.
P156 | Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,850 0,800 0,654 0,707 <0.05 n.s.
P157 | Bil hoch < Bil niedrig 0,429 0,950 0,900 0,613 0,683 <0.05 n.s.
P21 Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,850 0,800 0,654 0,707 <0.05 n.s.
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MED INT SENS  SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT  SIGNIFIKANZU  BONFERRONI
P23 Bil hoch < Bil niedrig 0,476 0,950 0,909 0,633 0,707 <0.05 n.s.
P25 Bil hoch < Bil niedrig 0,762 0,700 0,727 0,737 0,732 <0.05 n.s.
P31 Bil hoch < Bil niedrig 0,381 1,000 1,000 0,606 0,683 <0.05 n.s.
P32 Bil hoch < Bil niedrig 0,905 0,450 0,633 0,818 0,683 <0.05 n.s.
P38 Bil hoch < Bil niedrig 0,429 0,90 0,900 0,613 0,683 <0.05 n.s.
P39 Bil hoch < Bil niedrig 0,619 0,750 0,722 0,652 0,683 <0.05 n.s.
P52 Bil hoch < Bil niedrig 0,810 0,550 0,654 0,733 0,683 <0.05 n.s.
P53 Bil hoch < Bil niedrig 0,571 0,800 0,750 0,640 0,683 <0.05 n.s.
P88 Bil hoch < Bil niedrig 0,952 0,450 0,645 0,900 0,707 <0.05 n.s.
P89 Bil hoch < Bil niedrig 0,429 0950 0,900 0,613 0,683 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Mafe sind Median-Intensitat (Med Int), Sensitivitét (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
héher war.

Der Peak P142 (14,2 = 3,2 mV (Bilirubin hoch) vs. 37,7 £ 7,2 mV (Bilirubin niedrig)) soll
aufgrund seiner statistischen Stérke nach Bonferroni Korrektur im Folgenden anhand seiner
Darstellung in der heatmap (Abbildung 4-18) und im box-and-whisker Plot (Abbildung 4-19)
verdeutlicht werden.

Bilirubin hoch |

Abbildung 4-18 Heatmap-Darstellung des Peakareals von P142 der Messungen mit hohen (Bilirubin hoch)
und niedrigen Bilirubinwerten (Bilirubin niedrig)

Die Intensitat des Signals ist in farblicher Abstufung dargestellt. Der griine Kasten markiert das mittels
VisualNow untersuchte gleiche Areal in jeder Einzelmessung mit der darin enthaltenen héchsten Signalintentitét
(schwarzes Kreuz).
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P142

0,075

Signalintensitat / V

0,05

—— —+

Bilirubin hoch

0,01

Bilirubin niedrig

Abbildung 4-19 Darstellung von P142 im box-and-whisker Plot der Messungen der Kinder mit hohen
(Bilirubin hoch) und niedrigen Bilirubinwerten (Bilirubin niedrig)

Kreuze stellen einzelne Messungen dar. Die Signalstarke von Peak P142 war nach Bonferroni Korrektur (p <
0,05) signifikant hoher (dargestellt als *) in der Klasse ,,Bilirubin hoch* als in der Klasse ,,Bilirubin niedrig®.

Mithilfe eines Entscheidungsbaums erreichten wir durch kombinierte Betrachtung von zwei
Peaks (P142 und P27) eine Unterscheidung der Messungen von Frihgeborenen mit hohen
Bilirubinwerten von niedrigen Bilirubinwerten (Abbildung 4-20). Dies gelang mit einer
Sensitivitat von 80,95 %, einer Spezifitat von 99,9 %, einem positiv pradiktiven Wert von 99,9
% und einem negativ pradiktiven Wert von 83,33 %.

P142
= 0,010 < 0.010
pa7 Bilirubin hoch
|
> 0.054 < 0.054
Bilirubin hoch Bilirubin niedrig
I

Abbildung 4-20 Entscheidungsbaum zur Unterscheidung der Kinder mit hohen Bilirubinwerten von denen
mit niedrigen Bilirubinwerten
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Im Set Glucose haben wir sieben tendenziell unterschiedliche Peaks zwischen Kinder mit
hohen und niedrigen Glucosewerten nachgewiesen. Es war keiner nach Bonferroni Korrektur
(p < 0,05) signifikant (Tabelle 4-18).

Tabelle 4-18 Vergleich der Messungen der Kindern mit den 20 héchsten Glucosewerten (G hoch) gegen
Messungen mit den 20 niedrigsten Werten (G niedrig)

MED INT SENS SPEZ PPV NPV GENAUIGKEIT SIGNIFKANZ U BONFERRONI
L9 G hoch < G niedrig 0,800 0,727 0,727 0,800 0,762 <0.001 n.s.
P157 | G hoch > G niedrig 0,850 0,636 0,680 0,824 0,738 <0.01 n.s.
P24 G hoch > G niedrig 0,850 0,636 0,680 0,824 0,738 <0.01 n.s.
L4 G hoch < G niedrig 0,350 1,000 1,000 0,629 0,690 <0.05 n.s.
P1 G hoch > G niedrig 0,550 0,909 0,846 0,690 0,738 <0.05 n.s.
P154 | G hoch < G niedrig 0,450 0,909 0,818 0,645 0,690 <0.05 n.s.
P72 G hoch < G niedrig 0,650 0,682 0,650 0,682 0,667 <0.05 n.s.

Dargestellte statistische Male sind Median-Intensitdt (Med Int), Sensitivitat (sens), Spezifitat (spez), positiver
pradiktiver Wert (ppv), negativer pradikter Wert (npv), Genauigkeit, Signifikanz und Signifikanz nach
Bonferroni Korrektur eines Peaks. Die Median-Intensitat stellt dar, in welcher Klasse die Voltzahl des Peaks
héher war.

Mithilfe eines Entscheidungsbaums gelang durch kombinierte Betrachtung von sechs Peaks
eine Unterscheidung der Messungen von Frihgeborenen mit hohen Glucosewerten von
niedrigen Glucosewerten (Abbildung 4-21) mit einer Sicherheit von 99,9 % Sensitivitat, 99,9
% Spezifitat, 99,9 % positiv pradiktivem Wert und 99,9 % negativ pradiktivem Wert von
99,9 %.

L4

o <0110
L10 Glucose hoch
> 0.040 <0040 —
Glucose hoch o
>0.150 <0180
Glucose hoch 6
> 0.055 £0.055
Glucose hoch as
> 0036 <0036

Glucose niedrig

>0035  £003%

Glucose niedrig Glucose hoch

Abbildung 4-21 Entscheidungsbaum zur Unterscheidung der Kindern mit hohen von niedrigen
Glucosewerten
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4.2 Elektrische Nase Cyranose 320

4.2.1 Generierte Messdaten

In dieser Arbeit sammelten wir Messungen der Inkubatoratmosphare von elf Frilhgeborenen.
Die Inkubatoren hatten im Durchschnitt eine Temperatur von 31,38 °C (28,1 — 34,9 °C) und
eine Luftfeuchtigkeit von 53,4 % (47 — 73 %).

Zum Vergleich haben wir das VOC-Profil von acht leeren Inkubatoren gemessen. Das
Inkubatormodell bestand in drei von acht Fallen in einer Giraffe Omnibed Carestation (Fritz
Stephan GmbH, Deutschland) und ansonsten handelte es sich um den Thermocare Vita (Weyer
GmbH, Deutschland). Diese hatten eine Temperatur von 37 °C und eine durchschnittliche
Luftfeuchtigkeit von 20,15 % (14 — 26 %).

4.2.2 Vergleich leerer und belegter Inkubator

Die smellprints der Inkubatoren mit Neugeborenem unterschieden sich signifikant von denen
der nicht belegten Inkubatoren mit einer Mahalanobis-Distanz (MD) von 1,991 und einem
Kreuzvalidierungswert von 99,19 % (Abbildung 4-22).

B Inkubator Kind
® Inkubator leer

—

=
MO LR P S AT L LT RS
T T T T T T 11

LD 3.g.

i
—

LD 2 R - 2 LD 1

295 4 3

Abbildung 4-22 Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse (LD) der smellprints von
Inkubatoren.

Messungen mittels Cyranose 320. Die Punktwolken der Messungen von belegten Inkubatoren (Inkubator Kind,
violett) sind unterscheidbar von den Messungen der leeren Inkubatoren (Inkubator leer, griin),
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5 Diskussion

5.1 Kiritische Betrachtung der Methodik
Bisherige Arbeiten durchgefuhrt mit dem MCC/IMS und elektrischen Nasen [19,29,89,96]

beleuchten den diagnostischen Nutzen von VOCs im klinischen Setting. Die Nutzung am
Patientenbett und die minutenschnelle Auswertung sprechen fur eine regelméaRige Nutzung
beider Gerate. Bei Neugeborenen fordert die nicht-invasive Diagnostik das Outcome, weshalb
Forschungsbedarf nach alternativen Methoden besteht. Eine Methode stellt folglich die

Diagnostik mit artifiziellem Geruchssinn dar.

Zukiinftig konnen die gesammelten Daten als Grundlage fur weitere Arbeiten in der

Forschungsgruppe eingesetzt werden.

5.1.1 lonenmobilitatsspektrometrie MCC/IMS

Die lonenmobilitatsspektrometrie gekoppelt mit einer Multikapillarsdule wahlten wir aufgrund
folgender Vorteile aus: Das Verfahren verbraucht vergleichsweise wenig Energie (Betrieb mit
haushaltstiblicher Netzspannung). Es ist in der Lage, Probemengen im Nano- und Picogramm-
Bereich zu erfassen und einen hohen Informationsgehalt aus einer Messung zu gewinnen.
Durch vergleichbar kleine Grofie (40 x 52 x 16,5 cm) und Gewicht (20 kg) ist das Gerat
portabel, wodurch schnelle Analysen vor Ort mdglich sind. Dadurch ist eine Anwendung im
Klinikalltag mdglich. Das MCC/IMS kann an verschiedene Probematerialen angepasst werden

und ist breit in klinischen Bereichen einsetzbar [8,55].

Zur definitiven Identifikation der VOCs muss die Methode auf eine Datenbank zurtickgreifen,
die die analytspezifischen Retentionszeiten und Driftzeiten beinhalten [14]. Bei hohen
Konzentrationen kommt es vermehrt zu Dimerbildung, was die Auswertung der erhobenen
Spektren erschwert. Zudem koénnen aus der Umgebung stammende VOCs mit ahnlichen
Retentionszeiten diagnostisch relevante VOCs tberlagern und deren Analyse behindern. Durch
die Probenaufnahme und Vorseparierung des Analyts mit der MCC kénnen Kontaminationen

und Materialverlust nicht ausgeschlossen werden [8].

Das Auffinden von tatsachlichen, von VOCs stammenden Peaks erfordert deren
Unterscheidung von einfachem Hintergrundrauschen. In den in dieser Arbeit erhobenen
Messungen wurde dies anhand eines Schwellenwert durchgefuhrt (Signal to Noise Ratio). In

unserer Arbeit lag der Schwellenwert bei 8 mV. Damit haben wir bei vorgefiltertem Datensatz
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und im Sinne eines Screenings auf besonders starke Peaks das Hintergrundrauschen grof3zigig
unterdriickt. Zukinftig kann zur ldentifikation von Biomarkern fir detaillierte diagnostische
Fragestellungen (z.B. Quantifizierung von Glucose) das Hintergrundrauschen weniger oder gar
nicht ausgeblendet und nach Peaks mit geringer Signalstarke gesucht werden. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass spezifisch von VOCs stammende Peaks mit schwachen
Signalstarken unterhalb des Schwellenwertes dadurch nicht als Peak erkannt wurden. Ein
relevanter Marker kann unter Umstanden sehr niedrig konzentriert bzw. die Methodik fiir den

Nachweis grenzwertig sensitiv sein.

5.1.2 Cyranose 320

Das Messverfahren mittels elektrischer Nasen wie der Cyranose 320 basiert auf einer
Musterwiedererkennung der VOCs. Ein Vorteil dieser Methode ist die handliche Grof3e (10 x
22 x 5cm) und Gewichts (0,9 kg) des Gerats, wodurch es unter unwegsamen Bedingungen
angewendet werden kann. Das Gas kann ohne Vorseparierung direkt in das Messsystem
eingeflihrt werden. Es kdnnen Substanzen in einer Konzentrationsmenge von 100 ppb und 100
ppm unterschieden werden. Durch die Trainingssequenz der Cyranose 320 kann die Methode
fiir das benotigte Probenmaterial sensibilisiert werden, sodass die Trennschérfe der Ergebnisse
erhoht wird. Die Datenbank der VOC-Profile, auf die die Cyranose 320 bei der Messung

zuriickgreift, wird durch jede Messung vergrolert [4].

Das Funktionsprinzip der Musterwiedererkennung stellt gleichzeitig eine Limitierung der
Methodik dar. Das Gerét identifiziert die VOCs durch Vergleich mit bereits bekannten
Geruchsprofilen. Deshalb bedeuten biologischen Proben mit groRer Variabilitat und instabiler

Umgebung eine Herausforderung fur die Methodik.

Jedoch zeigte eine 2019 durchgefiihrte Metaanalyse von Farraia et al. [40] ein gutes Ergebnis
der klinischen Anwendung von elektronischen Nasen bei mehr als der H&lfte der ausgewéhlten
Literatur (48 Artikel, 21 Reviews seit 2000). Der Grofteil der klinischen Anwendung fand im

Bereich der obstruktiven Atemwegserkrankungen statt (beispielsweise [92]).

5.2 Kiritische Betrachtung der gewonnenen Messdaten

Die Messungen von belegten Inkubatoren sammelten wir zu einem grof3en Anteil zwischen Juni
und Dezember 2018 (n = 25 Frihgeborene), davon 13 Friihgeborene im Zeitraum Oktober bis
Dezember 2018 im Tandem Scheuerle-Grosskreutz sowie 12 Friihgeborene im Zeitraum Juni

— Juli 2018 von Frau Steinbach. Zu Beginn fuhrten wir durch die groRe Zahl an Probanden
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mindestens drei Wiederholungsmessungen an drei verschiedenen Tagen durch. Im Verlauf der
Arbeit steigerten wir die Anzahl auf bis zu zehn Reihenmessungen pro Sdugling. Somit

erstellten wir einen breit gestreuten Basis-Datensatz.

In einer anknlipfenden Arbeit kdnnten die Friihgeborenen nach einer spezifischen Zielsetzung
selektiert (z.B. nach Einnahme eines Medikaments oder bei Vorliegen einer
Blutstrominfektion) und tiber einen langeren Zeitraum begleitet werden. Durch Messreihen in
kurzem Zeitintervall kénnte der Zeitpunkt, ab dem Erkrankungen mittels MCC/IMS bzw.

Cyranose 320 diagnostizierbar sind, bestimmt werden.

Hinsichtlich der Anwendung der Gerate in der Diagnostik missen weitere Storfaktoren
berlicksichtigt werden: Eine Arbeit in Frankreich bezifferte das Geruchsumfeld der
Neugeborenen auf einer Intensivstation auf 76 unterschiedliche Substanzen, die zu neun
Produktgruppen gehdren. Die haufigsten Substanzen werden nach der Handedesinfektion mit
wassrigen alkoholischen Losungen freigesetzt [57]. Die Ethanolkonzentration im Inkubator
fallt erst nach 30 Minuten unter eine Konzentration von <5 ppm [52]. Die freigesetzten VOCs
von Ethanol und anderen Reinigungsprodukten stellen einen Storfaktor fur andere relevante
VOCs dar. Fink et al. [43] ermittelten 3-Pentanon und Aceton im Rattenmodell als signifikant
zur Unterscheidung zwischen an Sepsis erkrankten Tieren und einer gesunden Kontrollgruppe.
Beide Stoffe (3-Pentanon 1/Ko= 0,547 Vs/cm?; Retentionszeit = 7,4 s und Aceton 1/Ko = 0,544
Vs/cm?; RT = 2,4 s) befinden sich in einem &hnlichen Detektionsbereich wie Ethanol (1/Ko =
0,510 Vs/cm?, RT = 0,0s) und koénnen durch hohe Ethanolkonzentrationen tberlagert werden.
Unsere Forschungsgruppe [96] bestétigt genannte Problematik. Sie identifizierten dominante
Peaks wie der genannte Ethanolpeak als mogliches Uberlagerungssignal, wodurch benachbarte
Peaks entsprechend eingeschniirt werden [96]. Die Dokumentation durchgeftihrter
Reinigungsmallnahmen und die Benutzung nicht-alkoholischer Desinfektionsmittel sind

Verbesserungsvorschlége.

Ein Storfaktor ist vermutlich ebenso die Fitterung der Sauglinge. Sie beeinflusst die VOCs der

Faeces von Frihgeborenen [37].

5.3 Kiritische Betrachtung der Ergebnisse bei MCC/IMS

5.3.1 Einfluss des Messzeitpunkts

Bei  Betrachtung des  Messzeitpunkts im  Set der  aufeinanderfolgenden

Wiederholungsmessungen war L16 zwischen der Klasse erste und vierte Messung nach
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Bonferroni Korrektur signifikant (p < 0,05). Durch Abgleich mit der Substanzdatenbank

konnten wir L16 keiner Substanz zuordnen.

Die hohe Median-Intensitdt der Peaks in der ersten Messung im Gegensatz zu nicht
nachweisbaren abweichenden Peaks zwischen der zweiten, dritten, vierten und flinften
Wiederholungsmessung sprechen fur VOCs aus der Umgebung in der ersten Messung. Der
Inhalt des Inkubators sowie voreingestellte Temperatur und Luftfeuchtigkeit blieben wahrend
der Messreihe unverandert. Als mogliche Ursache sehen wir die Anwesenheit des Operators
beim Start der Messreihe an. Die darauffolgenden Messungen wurden durch eine automatisierte
Wiederholungssequenz (nach zehn Sekunden Pause startete sich die nédchste Messung
selbststandig) ohne Operator ausgefiihrt, sodass er nur zum Start der ersten Messung (circa finf
Minuten) anwesend war. Beim Start der Messung fiihrte der Operator eine hygienische
Handedesinfektion durch und trug dabei Einmalhandschuhe. Wir kdnnen nicht ausschliel3en,
dass sich anfangs VOCs aus den Reinigungsprodukten oder verbliebene Raumluft in der Pipette

mit der Probe vermischt haben.

VOCs der Ausatemluft derselben Person kdnnen sich unter gleichbleibender rdumlicher
Umgebung individuell verandern, was Messreihen (ber langere Zeitraume (ein Jahr bei
Bunkowski et al. [20]) zeigen. Auch wenn unser Datensatz einen kleineren Zeitraum umfasst,
nehmen wir eine variable Raumluft durch den Betrieb des Stationsalltag (leere Inkubatoren
wurden auf Station gemessen) an. Westhoff et al. [106] zeigten, dass die
Probenzusammensetzung der Inkubatorluft von der Raumluft verandert wird (es wurden
Vergleiche von Messungen von Ausatemluft bei offenen oder geschlossenen Turen bzw.

Fenstern durchgefihrt).

Zukunftig fahrt ein Verwerfen der ersten Messung mutmalilich zu einer stabileren Umgebung

und zur Verbesserung der Ergebnisqualitat.

5.3.2 Einfluss des Operators

VOC-Messungen der Inkubator-Atmosphéarenluft fuhrten wir in zwei Arbeitsgruppen (Frau
Steinbach und das Tandem Scheuerle — Grosskreutz) durch. Wir strebten einen Vergleich
zwischen Frau Steinbach (Operator 1) und meinen Messungen (Operator 2) sowie zwischen
meinen eigenen Messungen (Operator 2) und gemeinsamen Messungen Scheuerle-Grosskreutz
(Operator 3) an (ausschlieBlich von Frau Scheuerle durchgefihrte Messungen sind nicht mehr

nachvollziehbar).
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Alle Inkubatoren waren der Thermocare Vita. Deshalb sehen wir den individuellen
Geruchscharakter eines Menschen sowie seine vorherigen Aufenthaltsorte als
einflussnehmende Unbekannte auf die VOCs im Inkubator bestatigt. Durch diese Varianz
erschwert sich die Interpretation von VOCs hinsichtlich ihrer Herkunft (kindsspezifisch oder
extern) [63,107]. Zudem koénnen wir interindividuelle Unterschiede zwischen den Operatoren

nicht auszuschlieRen.

Eine weitere Ursache stellt die Diskrepanz der Tages- und Jahreszeit zwischen Operator 1 und
2/3 dar [20].

5.3.3 Einfluss des verwendeten Inkubators

Insgesamt scheint der Inkubatortyp einen geringgradigen Einfluss auf das VOC-Profil der
Inkubatoratmosphére zu nehmen. Auftretende unterschiedliche Peaks koénnen bei einer
Probennahme im belegten Inkubator durch das Verwenden der Leermessung des

entsprechenden Inkubatortyps erkannt und entfernt werden.

Kinftig erachten wir die Messung weiterer Inkubatortypen mit einer héheren Anzahl an

Messungen pro Klasse als sinnvoll, um die Teststarke zu verbessern.

5.3.4 Einfluss der Inkubatoreinstellungen
Die gebildeten Sets Temperatur- (AT= 5,6°C) und Luftfeuchtigkeitswerte (A®=23,95%) im

belegten Inkubator ergaben eine geringe Anzahl an tendenziell unterschiedlichen Peaks (sechs
pro Set).

Diese Ergebnisse sprechen fiir eine geringgradige Beeinflussung der Methode MCC/IMS durch
die Parameter Temperatur und Luftfeuchtigkeit. Diese Aussage bestatigt sich in anderen
Arbeiten, die zeigen, dass die reduced ion mobility Ko durch Normierung nach Standard
Einstellungen (273 Kelvin) unabhédngig der Temperatur konstant bleibt. Betroffen ist jedoch
die Driftzeit, sodass eine Temperaturkorrektion nitzlich ist [99]. Eine schwankende
Luftfeuchtigkeit im Inkubator kann durch Clusterbildung der Wassermolekiile mit Molekulen
der Probe problematisch sein. Die Peak-Positionen der lonen werden zu hoheren Driftzeiten
verschoben, je hoher die Luftfeuchtigkeit der Probe ist [53]. Durch eine Vorseparierung des

Analyts mit der MCC wird dieser Effekt weitestgehend reduziert.

Die Sets erstellten wir aus Messdaten belegter Inkubatoren, da unbelegte Inkubatoren auf

einheitliche Standardwerte zum mdglichst unmittelbaren Einsatz auf Station eingestellt sind.
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Zukunftig konnten wir in gereinigten, leeren Inkubatoren Schwankungen von Temperatur und

Luftfeuchtigkeit simulieren und weitere Daten gewinnen.

5.3.5 Erstellung eines Stérlayers

Fur eine kunftige Anwendung des MCC/IMS in der Diagnostik missen die VOCs der
Umgebung von kindsspezifischen VOCs unterscheidbar sein. Durch die beschriebenen
Vergleiche (5.3.1 bis 5.3.3) untersuchten wir die Faktoren Messzeitpunkt, die Messung
vornehmende Person, Inkubatormodell und die Inkubatoreinstellungen (Temperatur,
Luftfeuchtigkeit). Die gefundenen VOCs stammen vermutlich aus der Umgebung. Alle
abweichenden Peaks haben wir als Storlayer in Tabelle 4-12 zusammengetragen. Funf Peaks

waren nach Bonferroni Korrektur signifikant.

Durch Abgleich des erstellten Layers mit der Substanzdatenbank identifizierten wir Peak L3
(Set Messzeitpunkt) als 2-Hexanon und L4 (Set Operator 1 vs. Operator 2, Set Operator 2 vs.
Operator 3 in der ersten Messung, Set Inkubatormodell, Set Geréteeinstellungen Temperatur
und Luftfeuchtigkeit) als 2-Methylpentan.

2-Methylpentan wurde in China in Fahrzeugabgasen gefunden [65]. Zudem wird der Stoff in
Klebstoffen und L&sungsmitteln verwendet. Es finden sich hohere Konzentrationen im
europdischen als im asiatischem Raum, da hier in groBen Geb&udekomplexen vor allem
Bausubstanzen mit 2-Methylpetan verwendet werden [110]. Deshalb handelt es sich bei Peak

L3 vermutlich um einen aus der Umgebungsluft stammenden VOC.

2- Hexanon gehort zu den von Mikroorganismen hergestellten VOCs. Der Stoff tritt vor allem
im Zusammenhang mit Pilzen auf und wurde bereits in Innenrdumen gefunden [76]. Zusatzlich
kann er Bestandteil von Ldsungsmitteln sein [48]. Peak L4 scheint folglich ebenfalls der

Umgebungsluft zu entspringen.

Prazard et al. [84] stellten mittels GC/MS eine Anreicherung von 2-Heptanon und n-Butylacetat
bei Erhohung von Temperatur und Luftfeuchtigkeit im Inkubator in der Inkubatoratmosphére
fest. Es handelte sich um ein abweichendes Inkubatormodell (Care Plus Access 4000 Incubator,
Ohmeda Medical, Lairel, USA). Ob diese Substanzen sich auch unter den von uns gefundenen

Peaks befinden, konnten wir nicht ermitteln.
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5.3.6 Vergleich leerer und belegter Inkubator

Zur ldentifikation der von Neugeborenen ausgesto3enen VOCs sammelte unsere Arbeitsgruppe
bereits Daten zur Unterscheidung von belegten, unbelegten Inkubatoren und Raumluft [96]. In

der vorliegenden Arbeit flihrten wir den Datensatz weiter.

Die biochemische Identifikation der VOCs, die fiir die gefundenen Peaks verantwortlich sind,
ergab nach Abgleich mit der Datenbank keinen Treffer. Fur den Entscheidungsbaum zwischen
belegten und leeren Inkubatoren wurden in beiden Arbeiten unterschiedliche Peaks genutzt:
P20 und A5 in der vorliegenden Arbeit sowie P26 und P113 in Steinbach et al. [96]). P20 und
P113 finden sich in beiden Datensatzen wieder. P113 war eines von acht nach Bonferroni
Korrektur signifikanten Signalen (p < 0,001). Wir stellen daher fest, dass P20 und P113
vermutlich vom Neugeborenen stammen. Eine Identifikation dieser Peaks konnte durch weitere

Datenerhebung gelingen.

5.3.7 Vergleich von Mehrlingsgeburten

Durch die Einbeziehung von Mehrlingen untersuchten wir die Trennschérfe bei genetisch

vergleichbaren Neugeborenen.

Die Resultate sprechen fiur geringe interindividuelle Variation der VOC-Profile der
Friihgeborenen. Daher treten Anderungen des Gesundheitszustands mdglicherweise Kklarer
hervor. Durch die Erstellung eines Entscheidungsbaums lieBen sich dennoch Benzaladehyd und
L2 zur Unterscheidung von Zwillingen und Drillingen nutzen. Der Stoff, der fur das VOC-

Profil von L2 verantwortlich ist, konnten wir nicht identifizieren.

Inwiefern die gefundenen Peaks auf Geruchsunterschiede zwischen Mehrlingen hindeuten oder
aus der Umgebung stammen, kénnen wir zu diesem Zeitpunkt nicht feststellen. Mdglicherweise
liegen Geruchsunterschiede zwischen eineiigen Mehrling vor: Menschliche Probanden konnten
mithilfe ihres Geruchssinns Zwillingspéarchen durch eine auf Wahrscheinlichkeit basierende

Vorhersage besser einordnen als durch Zufall [86].

5.3.8 Einfluss von Laborparametern

Die Laborparameter Bilirubin und Glucose wahlten wir zur ersten Anndherung an klinische
Fragestellungen aus. Das kontinuierliches Monitoring von Bilirubin- und Glucosewerten bei
Frihgeborenen ist klinisch relevant, um lebensgefahrliche Hypoglykdmien [94] und die
Bilirubin-Enzephalopathie [70] zu vermeiden. Wir tberpriften, ob sich Kinder mit hohen und

niedrigen Bilirubin- bzw. Glucosewerten im VOC-Profil unterscheiden.
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Im Set Bilirubin erreichten wir eine eindeutige signifikante Unterscheidung der beiden Gruppen
durch Kombination von zwei Peaks, davon einer nach Bonferroni Korrektur signifikant. Bei
Proben mit hohen versus niedrigen Glucosewerten fanden wir keine Signifikanz nach
Bonferroni  Korrektur. Zudem gelang eine signifikante Trennscharfe anhand des
Entscheidungsbaums erst durch Kombination von sechs Peaks. Dies deutet dennoch darauf hin,
dass bei hoherer Messanzahl Abweichungen des Glucosespiegels mittels MCC/IMS messbar

sein werden.

Tendenziell scheinen daher die Hohe der Laborparameter Bilirubin und Glucose das gemessene
VOC-Profil zu veréandern. Ob diese Verdnderung durch die Substanz Bilirubin bzw. Glucose,
einer seiner Metabolite oder durch den medizinischen Zustand des Neugeborenen bzw. seine
Therapie (beispielsweise UV-Lampe) bedingt ist, kénnen wir an diesem Punkt nicht
nachweisen. Ein Blick in die Literatur zeigt keine Veranderung der emittierten VOCs vor und
nach UV-Exposition. Moéglicherweise hat die Fototherapie als therapeutische Option bei
Hyperbilirubindmie keinen Einfluss auf das VOC-Profil in Inkubatoren [38]. In unserem
Datensatz lasst sich nicht nachverfolgen, ob eine Therapie mit einer Photolampe zum

Messzeitpunkt bereits erfolgt war.

Kohlenstoffmonoxid kénnte unter den VOCs in der Klasse mit hohen Bilirubinwerten sein. Es
konnte eine positive Korrelation zwischen der kdrpereigenen Bilirubinproduktion und der
gemessenen Kohlenstoffmonoxidkonzentration in der Ausatemluft der Neugeborenen
nachgewiesen werden [13]. Wir konnten Kohlenstoffmonoxid durch einen Abgleich mit der

Datenbank nicht nachweisen.

In dieser Arbeit wahlten wir neben Bilirubin und Glucose keine weiteren Laborparameter aus,
da fir andere Parameter nicht geniigend Messungen vorlagen oder die Hohe der gemessen
Laborwerte zu dicht beieinander lagen. Zukunftig konnte eine gezielte Datenerhebung mit

Fokus auf die Laborwerte angestrebt werden.

Eine 2021 veroffentlichte Metaanalyse belegt den diagnostischen Nutzen von VOCs bei
Frihgeborenen anhand von aktueller Literatur und zeigt, dass mithilfe der VOC-Analyse die
nekrotisierende Enterkolitis bis zu vier Tage, die LOS bis zu drei Tagen und die BDP bis zu
zwei Wochen vor der klinischen Diagnose festgestellt werden konnten [61]. VOCs in der

Diagnostik sollten daher zukiinftig Gegenstand der Forschung sein.
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5.4 Kiritische Betrachtung der Ergebnisse der Cyranose 320

Die gleichen elf Inkubatoren mit Friihgeborenen und acht unbelegte Inkubatoren vermafien wir
sowohl mit dem MCC/IMS und der Cyranose 320.

Die gefundenen Ergebnisse stellen erste Anndherungen an den Einsatz der Cyranose 320 in der
Diagnostik dar. Die smellprints von belegten Inkubatoren mit Frilhgeborenen und unbelegten
Inkubatoren unterschieden sich mit einer statistischen Starke von p < 0,05. Eine Anwendung

der Methode in klinischen Fragestellungen sollte daher gepruft werden.

Eine 2019 veroffentlichte Metaanalyse von Forschungsarbeiten mit elektrischen Nasen in der
klinischen Diagnostik im Zeitraum 2000 bis 2019 zeigte in Uber der Hélfte der ausgewahlten
Literatur eine gute Performance der elektrischen Nasen. Das am meisten genutzte Gerat war
die Cyranose 320. Die Methode wurde vor allem fir finf Bereiche genutzt:
Atemwegsobstruktionen, Erkrankungen der Atemwege, entzindliche Erkrankungen,
Krebserkrankungen und andere nicht naher spezifizierte Erkrankungen. Die meisten
Veroffentlichungen gab es bei den Atemwegobstruktionen [41]. Im Bereich der Neonatologie
konnten Rogosch et al. [88] das Trachealaspirat von Frihgeborenen mit oder ohne

Blutstrominfektionen sowie mit oder ohne BDP mit der Cyranose 320 unterscheiden.

5.5 Schlussfolgerungen / Konklusionen

Die Luft, die ein Frihgeborenes im Inkubator umgibt, ist durch nicht-invasive Gewinnung eine
gut zugangliche Probe fiir das Patienten-Monitoring und in der Diagnostik. Durch Variation
des Versuchsaufbaus (Inkubatormodell, Inkubatoreinstellungen, durchfiihrender Operator,
Messzeitpunkt) erstellten wir eine Ubersicht mit VOCS, die vermutlich aus der Umgebung
stammen. Kinftig soll das Layer die Beurteilung von VOCs in der Inkubatoratmosphére
erleichtern. Beide Gerdte (MCC/IMS und der Cyranose 320) unterschieden Messungen von
Inkubatoren mit Neugeborenen und leeren Inkubatoren mit statistischer Signifikanz (p < 0,05).
Gefundene Peaks mit hoher Median-Intensitdt in belegten Inkubatoren sollten als
kindsspezifische VOCs weiterfiihrend untersucht werden. Die Durchfiihrung von
Mehrlingsvergleichen ergab geringgradige Schwankungen im VOC-Profil von Kindern mit
vergleichbarer Genetik. Daher werden gesundheitliche Schwankungen der Friihgeborenen
vermutlich leichter messbar sein. Der Einsatz des MCC/IMS in der Diagnostik Uberpriiften wir
anhand erster Versuche mit den Laborparametern Bilirubin und Glucose. Wir wiesen
abweichende VOC-Profile der Inkubatoratmosphére von Kindern mit hohen und niedrigen

Laborwerten nach. Mdglicherweise kann die Hohe der Laborwerten mit VOC-Analysen
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gemessen werden. Der Ursprung dieser teils signifikant unterschiedlichen Peaks soll

Gegenstand kunftiger Untersuchungen sein.

Der Einsatz von MCC/IMS und Cyranose 320 in der Diagnostik scheint aussichtsreich: Die
VOC-Analyse ist innerhalb von Minuten auswertbar und am Patientenbett benutzbar. Die
laufenden Kosten sind gering. Die nicht-invasive Probengewinnung ist vorteilhaft fiir den
Einsatz in der Padiatrie. Zukiinftig konnte die Zusammensetzung der gefundenen VOCs sowie
ihr zeitliches Auftreten in Bezug auf Pathogenitaten in der Diagnostik sowie zur Untersuchung

der Pathophysiologie von Erkrankungen eingesetzt werden.

Folglich reiht sich die vorliegende Arbeit in verschiedene Studien im Bereich der VOC-Analyse
ein. Durch die erhobenen Messungen mit anschlieBender Fehleranalyse tragt sie zur
Verbesserung der Ergebnisqualitat zukulnftiger Untersuchungen bei. Den diagnostischen
Nutzen beider Gerdate in der Klinik haben wir mit ersten Versuchen Uberprift. Der gewonnene

Datensatz kann kiinftig als Basis fur andere Fragestellungen genutzt und erweitert werden.

Die Messung von VOC:s stellt einen zukunftsorientierten Forschungsbereich dar und besitzt in

der Pé&diatrie das Potenzial als nicht-invasives Diagnostikum.
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Tabelle 10-1 Verwendetes Layer

Name 1/KO0
P1
P4
Benzaldehyde
P6
pP7
P17
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P31
P32
P33
P34
P36
P38
P39
P40
P41
P42
P43
P44
P53
P58
P59
P60
P63
P67
P72
P73
P74
P76
P77
P78
P79
P82
P88
P89
P100
P101
P103

0,493
0,566
0,563
0,578
0,623
0,713
0,549
0,585
0,605
0,608
0,698
0,700
0,829
0,950
0,741
0,616
0,633
0,685
0,647
0,666
0,578
0,605
0,766
0,887
0,923
0,690
0,757
0,670
0,645
0,773
0,793
0,670
0,821
0,720
0,718
0,606
0,729
0,805
0,766
0,745
0,650
0,624
0,622
0,695
0,622
0,563

4,7
12,5
16,5
23,2
11,8
12,3
46,5
39,8
45,3
33,5
32,7
24,8
27,5
56,0
56,7
19,0
17,6
215
22,2
20,5
51,4
84,8

135,5
1111
111,3
98,0
98,2
11,3
51,7
56,0
329,7
56,0
23,0
49,0
69,6
73,5
74,0
135,4
99,1
85,3
39,8
85,1
39,8
42,0
15,2
215

1/KO
radius

0,004
0,005
0,007
0,008
0,007
0,007
0,007
0,006
0,008
0,005
0,008
0,007
0,007
0,007
0,005
0,005
0,007
0,005
0,006
0,005
0,006
0,005
0,011
0,003
0,007
0,007
0,003
0,005
0,006
0,003
0,009
0,009
0,008
0,005
0,004
0,006
0,005
0,009
0,003
0,010
0,005
0,003
0,006
0,005
0,004
0,005
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RT radius

1,2
15
2,0
2,2
1,2
1,8
2,0
2,3
2,2
2,0
1,7
1,7
2,0
2,0
2,2
1,0
15
15
1,7
2,5
2,7
2,8
55
7,4
3,8
3,5
4,3
1,8
1,7
52
7,2
3,0
2,0
2,5
3,5
2,0
2,2
3,3
7,0
3,3
2,3
6,4
2,3
2,0
13
15
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P104
P107
P108
P112
P118
P120
P121
P122
P128
P129
P130
P137
P138
P140
P141
P142
P143
P146
P154
P155
P156
P157
P52
P118 clone
P113
L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9
L10
L11
L12
L13
L16
L17
L18
L19
L20
L21
L22
L23
L24
L25
L26
L28
L29
L31
L32
L33

0,578
0,602
0,617
0,711
0,754
0,598
0,714
0,625
0,801
0,673
0,738
0,573
0,741
0,853
0,656
0,656
0,680
0,728
0,729
0,763
0,598
0,711
0,659
0,733
0,551
0,609
0,554
0,579
0,510
0,453
0,689
0,661
0,730
0,554
0,628
0,712
0,655
0,600
0,638
0,605
0,756
0,510
0,641
0,783
0,872
0,596
0,859
0,595
0,974
0,897
0,541
0,700
0,937
0,862

29,3
58,6
33,0
55,5
32,5
54,5
25,5
55,3
57,0
33,5
24,5
63,2
135,8
26,5
45,5
27,0
27,0
32,3
57,3
56,0
19,0
32,5
14,8
12,1
33,5
7,0
6,8
6.8
6,5
4,0
3,3
7,0
8,3
1,2
3,3
4,3
3,8
117,0
28,1
258,1
7,8
1,0
11,0
27,5
27
479,3
43,0
241,3
562,0
43,8
19,0
7,7
150,1
132,0

0,005
0,004
0,003
0,005
0,006
0,006
0,003
0,006
0,008
0,004
0,007
0,003
0,005
0,003
0,004
0,004
0,004
0,004
0,004
0,003
0,005
0,004
0,004
0,005
0,005
0,007
0,006
0,009
0,003
0,005
0,005
0,005
0,007
0,004
0,006
0,005
0,006
0,007
0,014
0,003
0,008
0,008
0,006
0,003
0,005
0,008
0,008
0,004
0,007
0,010
0,009
0,010
0,010
0,006
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1,8
1,6
2,5
3,5
15
2,0
2,0
2,2
2,0
2,5
1,0
2,7
4,3
4,1
2,0
15
2,0
1,8
4,3
52
15
15
1,8
15
8,5
2,5
1,7
1,7
3,3
2,0
1.3
15
1,8
0,7
1,3
1,2
1,2
55
31
13,3
1.3
1,0
15
4,1
1,7
12,8
2,5
7,7
19,5
3,7
3,0
1,7
6,8
4,2
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L34 0,767 11,5 0,007 15
L35 0,776 26,0 0,005 15
L36 0,656 133,8 0,004 8,0
Al 0,737 3,1 0,003 3,1
A2 0,633 462,2 0,003 215
A3 0,597 194,8 0,008 8,3
A4 0,888 147,3 0,003 11,0
A5 0,610 3,0 0,009 1,0
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Abbildung 10-1 Patientenfragebogen

Deckblatt

Probanden-ID

Name

Vorname

Geschlecht

Einverstandnis liegt unterschrieben vor
Messreihe begonnen am

Messreihe

Geplante Uhrzeiten der Messung:

Messreihe abgeschlossen am

o weiblich

Oja

o mannlich

O nein

O A (3 Tage, 3-4x tgl.)o B (14 Tage, 1xtgl.)

Proband ausgeschieden durch o Ende Inkubatortherapie o Tod

o0 Einwilligung widerrufen

Details zur Geburt
Geburtsdatum, Uhrzeit
Geburtsgewicht

Geburtsmodus

Mehrlingsnummer

Alter der Mutter zum Geburtszeitpunkt
Gravida

Gestationsalter
Nabelschnur-pH

Vitalparameter HF

AF

O Sonstiges

o Sectio caesarea

O eingeleitet

Para

/ /

g
O vaginal
O spontan
___a
_+—
APGAR 1/5/10
1/min RR syst
1/min Sp0O2 %

mmHg RRdiast _
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Probenbegleit-Bogen

ID__

Serie

Datum und Uhrzeit der Probennahme

Art der Probennahme o MCC-IMS 0 Thenaxréhrchen 0 eNose
Inkubator-Inventarnummer Leermessung
Oja O nein
Temperatur _____°C Luftfeuchtigkeit _
Vitalparameter HF __ 1/min SpO2 % AF__ 1/min
Temprec_ , °C
RRsyst  mmHgRR diast mmHg
Beatmung FiO2 % 02-Fluss I/min
CPAP __ mmH20 PEEP mmH20
0 Nasenbrille o Optiflow o Tubus 0 Maske
BGA: pH__ pCO2 mmHg pO2__ mmHg
Datum: ctHb g/dl sO2 %
FOo:Hb %
Uhrzeit: @ FCOHb % FHHb_ %
FMetHb %
O gem.-vends O per.-vends o arteriell o kapillér
FHbF % t02__ Vol%
Kalium __ mmol/l Natrium __ mmol/l  Laktat __ mmol/I
Calcium_ mmol/Il Chlorid___ mmol/l Glucose __ mg/dI
ctBilirubin__ mg/dl ctO2 _ Vol% p50c mmHg
cBase (Ecf) _ mmol/l cHcO3 _ mmol/l
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Infusionen:
o Jonosteril Dosierung: ml
o Glucose Dosierung: ml
o Prim. Dosierung: ml
o Ca? Dosierung: ml
o NaCL Dosierung: mval
o KCL Dosierung: mval
o Mg? Dosierung: ml
o NaPh Dosierung: ml
o Heparin Dosierung: IE
o SEL Dosierung: ml
o Salvilipid Dosierung: ml
o Fett Dosierung:
o Ringer Dosierung:
o Fluss ml/h: Dosierung:
Enterale Erndhrung Produkt:
Menge:
Produkt: Menge:
Medikamente:
[0 Theophyllin iV
oral
[0 Vigantolette ai.v.
oral
O VitA O i.v.
oral
[ Coffein oi.v
oral
[0 Medikament 6 Oi.v.
oral
[0 Medikament 7 O i.v.
oral
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Pflege

Malnahmen

Inhalt Inkubator

o gewaschen/geolt
0 Nabelpflege

o Augenpflege

O gebettet

0 Nasenpflege

o Mund/Zahnpflege

o ZVK o NVK

O art. Zugang o NAK

0 Blasenkatheter o GI-Sonde

o Kuscheltier o Stethoskop

o Stoffwindel 0 Beatmungsbeutel

O sonstiges

o ZVEK

o PVK

0 Drainage
0 Windel

o Decke

Labor Datum:

Kreatinin___ mg/dI
ASAT(GOT) U/l
Alk. Phosphatase_ Ul
PCT___ ng/ml
Leukozyten 1091

Eosinophile %

Harnséure mg/dl Eiweil3 g/l

ALAT (GPT) U/l gamma-GT u/l

Lipase u/l CRP mg/l

IL-8 pg/ml

Thrombozyten__ 10% Lymphozyten 1021

Stabkernige %

-102 -




	Messung flüchtiger organischer Verbindungen in Inkubatoren von Neugeborenen zur Identifikation von Biomarkern
	Inhaltsverzeichnis
	1 Zusammenfassung
	1.1 Summary

	2 Einleitung
	2.1 Frühgeburt als medizinische Herausforderung
	2.1.1 Definition und Epidemiologie der Frühgeburt
	2.1.2 Akute Erkankungen bei Frühgeborenen
	2.1.3 Langzeitkomplikationen bei Frühgeborenen
	2.1.4 Therapeutische Möglichkeiten der Erkrankungen bei Frühgeborenen

	2.2 Diagnostische Möglichkeiten beim Neugeborenen
	2.2.1 Nicht-invasives Monitoring und Diagnostik
	2.2.2 Invasive Diagnostikmöglichkeiten
	2.2.3 Grenzen der aktuellen Diagnostikmöglichkeiten

	2.3 Ausblick nicht-invasiver Diagnostikmethoden
	2.4 Humaner Geruchssinn in der Medizin
	2.4.1 Physiologie der Sinnesmodalität Riechen
	2.4.2 Molekularchemischer Hintergrund eines Geruchs
	2.4.3 Quantitative und qualitative Charakterisierung von Geruchsproben

	2.5 Diagnostik mittels artifiziellem Geruchssinn
	2.5.1 Technischer Hintergrund der Analyseverfahren
	2.5.2 Anwendungen der Ionen-Mobilitäts-Spektrometrie
	2.5.3 Anwendungen der elektronischen Nasen
	2.5.4 Grundlagen der Arbeit

	2.6 Ziel der Arbeit / Fragestellung

	3 Material und Methoden
	3.1 Material
	3.1.1 Geräte
	3.1.2 Verbrauchsmaterialien
	3.1.3 Software

	3.2 Methoden
	3.2.1 Probanden
	3.2.2 Ethikvotum
	3.2.3 Ionenmobilitätsspektrometrie
	3.2.3.1 Messaufbau IMS
	3.2.3.2 Messsequenz
	3.2.3.3 Funktionsprinzip Ionenmobilitätsspektrometrie
	3.2.3.4 Klassifizierung der generierten Daten
	3.2.3.5 Auswertung der IMS – Daten

	3.2.4 Elektrische Nase Cyranose 320
	3.2.4.1 Messaufbau
	3.2.4.2 Messsequenz
	3.2.4.3 Funktionsprinzip Cyranose 320
	3.2.4.4 Klassifizierung der generierten Messdaten
	3.2.4.5 Auswertung der Cyranose 320 Daten mit R



	4 Ergebnisse
	4.1 Ionenmobilitätsspektrometrie
	4.1.1 Generierte Messdaten
	4.1.2 Einfluss des Messzeitpunkts
	4.1.3 Einfluss des Operators
	4.1.3.1 Vergleich Operator 1 und Operator 2
	4.1.3.2 Vergleich Operator 2 und Operator 3

	4.1.4 Einfluss des verwendeten Inkubators
	4.1.5 Einfluss der Inkubatoreinstellungen
	4.1.6 Erstellung eines Störlayers
	4.1.7 Vergleich leerer und belegter Inkubator
	4.1.8 Vergleich von Mehrlingsgeburten
	4.1.9 Einfluss von Laborparametern

	4.2 Elektrische Nase Cyranose 320
	4.2.1 Generierte Messdaten
	4.2.2 Vergleich leerer und belegter Inkubator


	5 Diskussion
	5.1 Kritische Betrachtung der Methodik
	5.1.1 Ionenmobilitätsspektrometrie MCC/IMS
	5.1.2 Cyranose 320

	5.2 Kritische Betrachtung der gewonnenen Messdaten
	5.3 Kritische Betrachtung der Ergebnisse bei MCC/IMS
	5.3.1 Einfluss des Messzeitpunkts
	5.3.2 Einfluss des Operators
	5.3.3 Einfluss des verwendeten Inkubators
	5.3.4 Einfluss der Inkubatoreinstellungen
	5.3.5 Erstellung eines Störlayers
	5.3.6 Vergleich leerer und belegter Inkubator
	5.3.7 Vergleich von Mehrlingsgeburten
	5.3.8 Einfluss von Laborparametern

	5.4 Kritische Betrachtung der Ergebnisse der Cyranose 320
	5.5 Schlussfolgerungen / Konklusionen

	6 Literaturverzeichnis
	7 Abbildungs-, Tabellen- und Abkürzungsverzeichnis
	8 Danksagung
	9 Lebenslauf
	10 Anhang

