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Einleitung

1. Einleitung

Typ 1 Diabetes ist eine durch autoreaktive T-Zellen vermittelte Autoimmunerkrankung, bei der es
durch die fortschreitende, selektive und irreversible Zerstérung von pankreatischen B-Zellen zu
einem kompletten Funktionsverlust der Insulinsekretion kommt'2, Insulin stellt dabei das primére
Antigen dar’~® bis im Rahmen des Antigenspreadings auch weitere intra- und intermolekulare
Bestandteilen von B-Zellen zu Angriffspunkten fiir das Immunsystem werden®*%!°, Bis die
Insulinsekretion nicht mehr ausreicht um die Glukosehomoostase im Korper aufrecht zu erhalten
und sich die Diabeteserkrankung manifestiert, verlduft das Autoimmungeschehen in einer
pridiabetischen Phase iiber Monate und Jahre symptomlos'!*'2. In dieser Phase lassen sich bereits
Autoantikdrper im Blut nachweisen, die gegen spezifische Bestandteile von 3-Zellen gerichtet sind
und die je nach Art und Anzahl als wichtigste pradiktive und frithdiagnostische Marker von Typ 1
Diabetes gelten'""!3. Wihrend singulire Autoantikdrper auch nur transient auftreten kénnen'*,
bedeutet der Nachweis multipler Autoantikorper, dass bereits das priklinische Stadium von Typ 1

t!5, dem nach Monaten bis Jahren die klinische Diabetesmanifestation folgt'!. Die

Diabetes vorlieg
genaue Ursache fiir Beginn und Fortschreiten der autoimmunen Zerstdrung von B-Zellen ist nach
wie vor weitgehend unbekannt. Man geht davon aus, dass ein Zusammenspiel von
pradisponierenden Genen mit weiteren groftenteils noch nicht evidenten exogenen Faktoren zur
Entwicklung von Autoreaktivitit fiihrt'"'°, Dabei ist weltweit ein Anstieg der Inzidenzrate von Typ
1 Diabetes zu verzeichnen?*?!,

Primér und sekundir praventive Therapien, die entweder die Entstehung von Autoimmunitit oder
das Fortschreiten von Autoimmunitét zu Typ 1 Diabetes verhindern sollen, sind deshalb
Forschungsschwerpunkte. Neben einer antigenunspezifischen systemischen Immunsuppression,
deren Einsatz aufgrund von Nebenwirkungen oft nicht gerechtfertigt ist, besteht ein weiterer Ansatz
im Versuch durch die Administration von Autoantigenen wie Insulin oder Glutamatdecarboxylase
(GAD) eine antigenspezifische Verdnderung des Autoimmungeschehens zu bewirken und im Sinne
einer negativen Vaccination eine Reetablierung von Immuntoleranz gegeniiber Inselzellen zu

26-28

induzieren?> >, Grundsitzlich eignen sich zur Vaccination subkutane Injektionen und die

2931 gder intranasale?’-*>* Gaben. Dabei ist neben

37,38

mukosale Darbietung von Antigenen durch orale

35,36 autoreaktiver T-Zellen einer der

der Induktion von klonaler Anergie’>”” und Deletion
effektivsten Mechanismen der Immunmodulation eine durch regulatorische T-Zellen vermittelte
,.Bystander Suppression"?>333%4° Durch diese wird autoimmunes Geschehen in der Umgebung
entsprechender Antigene unspezifisch und umfassend supprimiert, so dass auch
Autoimmunreaktionen gegen weitere in der Néhe befindliche Zielantigene gehemmt werden.

In einigen primir- und sekundérpréventiven Diabetesstudien zeigten sich bereits Effekte im Sinne
einer Modulation des Autoimmungeschehens in Richtung Reetablierung von Immuntoleranz*'~*,
wie die Induktion regulatorischer T-Zellaktivitit bei der Pre-POINT-Studie*!. Diese Ergebnisse
geben Hoffhung, dass durch weitere Studien ein Therapiemodus fiir die Antigengabe gefunden

werden kann, der eine erfolgreiche Pravention von Typ 1 Diabetes verspricht.



Einleitung

Ein generelles Problem préaventiver Studien ist die Tatsache, dass es Jahre dauert, bis sich
Ergebnisse abzeichnen und dass es kaum Biomarker gibt, die das Autoimmungeschehen der
Diabetespathogenese genauer reflektieren oder die eine sinnvolle Dosis, Applikationsart und
Antigenverwendung zur Induktion von Immuntoleranzeffekten anzeigen kénnen**4,
Entsprechende Biomarker zu finden wire ein bedeutender Schritt die Forschung bei der
Entwicklung praventiver Therapien zu unterstiitzen. Da viele Marker, die aus biochemischen
Vorgingen im Korper hervorgehen, durch Atemgasanalysen besser detektiert werden konnen als
aus dem Blut* und sich non-invasiv, schnell und kostengiinstig auch eine groe Anzahl an
Metaboliten untersuchen lésst, bieten Atemgasuntersuchungen ein besonderes Potential fiir das
Finden von Biomarkern fiir die Diabetespréventionsforschung.

In der vorliegenden INIT(Intranasal Insulin Trial) [I-Atemgasstudie kam die Methode deshalb
erstmalig im Rahmen einer Diabetespraventionsstudie bei Kindern und Jugendlichen im
pradiabetischen Stadium zum Einsatz. Ziel war es die Effekte von intranasalem Insulin auf Volatile
Organic Compounds (VOCs; = fliichtige organische Verbindungen) der Atemluft per

Protonentransferreaktions-Massenspektrometrie (PTR-MS) zu untersuchen.



Zielstellung

2. Zielstellung

2.1 Allgemeine Zielstellung

Um aktuelle Moglichkeiten, Besonderheiten und Grenzen von Atemgasanalysen bei jiingeren
Probanden im Rahmen einer Diabetespraventionsstudie besser kennen zu lernen, wurden in einer
ersten Pilotstudie bei 9 Probanden der INIT(Intranasal Insulin Trial) II-Studie, einer randomisierten,
doppelblinden, placebokontrollierten Phase II-Interventionsstudie, die Auswirkungen von
intranasalem Insulin auf VOCs in der Atemluft per PTR-MS untersucht. Dazu wurde die
Atemluftkonzentration von 38 vorausgewéhlten Massen nach der ersten Applikation des
Studienpréparates (6 Insulin vs. 3 Placebo) iiber einen zweistliindigen Messzeitraum in gewissen
Zeitintervallen gemessen. Da durch die intranasale Gabe von Insulin Verdnderungen des
Blutzuckerspiegels bekannt sind und dieser im Stoffwechsel eine zentrale Rolle spielt, wurde auch
die Dynamik des Blutzuckerspiegels der Probanden wéhrend des zweistiindigen Messzeitraumes

registriert und analysiert. Insbesondere wurden folgende Fragestellungen untersucht:

2.2 Spezifische Fragestellungen

1) Wie gestaltet und unterscheidet sich die Dynamik des Blutzuckerspiegels bei den Probanden?

2) Wie gestaltet und unterscheidet sich die Dynamik der per PTR-MS untersuchten Metaboliten
bei den Probanden? Welche Stoffwechselprodukte lassen sich den in dieser Studie analysierten
Massen zuordnen und was konnte die Ursache fiir aufgetretene Dynamiken sein?

3) Welche Erkenntnisse ergeben sich aus der Studie hinsichtlich einer Einschitzung, ob sich

Atemgasanalysen fiir die Suche nach Biomarkern fiir die Diabetespraventionsforschung eignen?



Grundlagen

3. Grundlagen

3.1 Grundlagen und aktueller Stand der Forschung aus dem Bereich Typ 1
Diabetes und antigenbasierter Diabetespriavention

3.1.1 Atiologie von Typ 1 Diabetes

Die Atiologie von Typ 1 Diabetes ist bis heute nicht genau geklirt. Man geht davon aus, dass ein
Zusammenwirken von pradisponierenden Genen mit weiteren grof3tenteils noch nicht bekannten
exogenen Faktoren fiir Beginn und Fortschreiten der Autoimmunreaktion gegen 3-Zellen
verantwortlich ist'*"°. Familiéire Belastung gilt als starker Risikofaktor fiir die Entwicklung von
Typ 1 Diabetes und erhoht das Risiko gegeniiber Personen ohne familidre Vorbelastung um etwa
das Zehnfache*’. Es sind mehr als 40 Genorte beschrieben*®*’, die in Verbindung mit der
Entwicklung von Typ 1 Diabetes gebracht werden. Bis auf einige Ausnahmen bei seltenen
monogenen Autoimmunsyndrome wie APS-1 (autoimmune polyendocrine syndrome type 1)°° oder
IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked)>'>? wird bei der
Entwicklung von Typ 1 Diabetes von einem polygenen Zusammenwirken ausgegangen'”#743,

Vor allem der hoch polymorphe Human Leucocyte Antigen (HLA)-Komplex, der auf Chromosom
6 lokalisiert ist und funktionelle Unterschiede in der Présentation von Peptidfragmenten an das
Immunsystem bedingt, hat einen groBen Einfluss auf das Diabetesrisiko!”*753* Man geht davon
aus, dass ungefihr 50% der genetischen Determination durch den HLA-Typ bestimmt sind>>,
Besonders die HLA II-Klasse steht in enger Assoziation zur Wahrscheinlichkeit einer
Diabetesmanifestation. Das hochste Risiko ergibt sich aus den HLA-Genotypen DR3/DR4-DQ8
und HLA DR4-DQ8/DR4-DQ8%7°738 Neben HLA-Typen, die ein erhohtes Diabetesrisiko
bedeuten, sind auch HLA-Allele bekannt, die protektiv wirken, so z. B. DRB1*1501-DQA1*0102-
DQB1*0602 und einige weitere>*,

Da sich der Genpool aber nur langsam iiber viele Generationen hinweg verdndert und sogar eine
Abnahme des Anteils von Diabetespatienten mit Hochrisiko-HLA-Typen iiber die letzten
Jahrzehnte beobachtet wurde®! 2, kann der Anstieg der Diabetesinzidenz und die Beobachtung eines
immer jiingeren Manifestationsalters nur durch eine Verinderung von Umweltbedingungen %6364
bzw. durch Gen-Umwelt-Interaktionen und epigenetische Regulationsmechanismen'®%-¢"erklrt
werden. Mehr als 90% der Typ 1 Diabetes-Patienten haben keine erstgradigen Verwandten, die
ebenfalls von der Erkrankung betroffen sind*’ und bei nur etwa 5% der Personen mit HLA-
Risikotypen manifestiert sich Typ 1 Diabetes'®. Linderabhingige Variationen der Diabetesinzidenz

68,69 70-73 \weisen ebenfalls auf eine

innerhalb der kaukasischen Bevolkerung und Migrationsstudien
bedeutende Rolle von Umweltfaktoren bei der Entwicklung von Typ 1 Diabestes hin.

Die ,,Hygiene-Hypothese®, die 1989 erstmalig von Strachan aufgestellt wurde’*, bietet die
Erklarung, dass das Risiko fiir die Entwicklung von Typ 1 Diabetes, anderen
Autoimmunerkrankungen und Allergien in Landern mit gehobenem Hygienestandard deshalb
gesteigert ist, weil es durch weniger Infektions- und Wurmerkrankungen zu einer verminderten

Stimulation des Immunsystems und zu einer veréinderten intestinalen Bakterienflora kommt”> "8,

4.
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Besonders dem intestinalen Mikrobiom kommt durch die komplexe Beeinflussung von

Immunantworten wohl eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung von Autoreaktivitit zu’® %,

Durch Faktoren, die die Beschaffenheit des intestinalen Mikrobioms priagen und verdndern, wie

88,89

Ernihrung®®, Antibiotikatherapien®®*’, Probiotikaeinnahme®**’ und grundlegend der Geburtsmodus

(vaginal vs. Sectio caesarea)’®°* kann ein direkter Effekt auf die Entwicklung von Typ 1 Diabetes
nachgewiesen werden. Muttermilch wirkt sich durch ihre Zusammensetzung allgemein positiv auf
die Entwicklung des intestinalen Mikrobioms eines Kindes aus®>.

Hinsichtlich der Einfiihrung komplexer Proteine in den Diétplan eines Sduglings konnte fiir die
Gabe von glutenhaltigen Getreideprodukten vor dem dritten Lebensmonat ein Zusammenhang mit
der Entwicklung von Typ 1 Diabetes nachgewiesen werden®'°!. Wider erster Hinweise!®? konnten
Knip et al. 2014 die kuhmilchproteinhaltige Erndhrung betreffend in einer groBangelegten
internationalen Studie keinen Vorteil von hydrolysierter gegeniiber konventioneller Sduglingsmilch
hinsichtlich der Entwicklung von Typ 1 Diabetes feststellen'®.

104-108

Vitamin D scheint aufgrund seiner immunmodulatorischen Wirkung einen bedeutenden

protektiven Effekt auf die Entwicklung von Typ 1 Diabetes und anderer Autoimmunerkrankungen

109-111

zu haben und seine Supplementierung stellt, wie Studien belegen , einen vielversprechenden

Ansatz zur Priavention von Typ 1 Diabetes dar. Auch fiir Omega-3-Fettsduren ergaben sich erste

Hinweise darauf, dass das Diabetesrisiko durch ihre Einnahme bei Personen mit genetischer

Pridisposition gesenkt werden konnte'!?

113

, in einer anderen Studie konnte dies jedoch nicht bestétigt
werden
Schon seit langerer Zeit werden auch gewisse Infektionserkrankungen als moglicher Risikofaktor
fiir die Entwicklung von Inselzellautoimmunitét diskutiert, bisher konnte jedoch kein eindeutiger
Zusammenhang nachgewiesen werden. Vor allem hiufige Atemwegsinfekte in der frithen Kindheit

114 Dabei sind wohl vor

scheinen das Risiko fiir die Entwicklung von Typ 1 Diabetes zu erhdhen
allem Infektionen mit Enteroviren von Bedeutung!'>'"°, Moglicherweise bedingt die molekulare
Ahnlichkeit mit viralen Antigenen eine Kreuzreaktivitit oder gewisse Virusinfektionen aktivieren

das angeborene Immunsystem so, dass die Entwicklung von Typ 1 Diabetes getriggert wird %,

3.1.2 Pathogenese und pridiktive Marker von Typ 1 Diabetes

Bei Typ 1 Diabetes kommt es vermittelt durch T-Zell-Autoreaktivitdt zu einer irreversibel
fortschreitenden selektiven Zerstdrung von pankreatischen B-Zellen'?. Nach einer Monate bis Jahre
dauernden pridiabetischen Phase, die symptomlos verlduft'"'?, manifestiert sich Typ 1 Diabetes
klinisch dann, wenn der grofite Teil der B-Zellen zerstort wurde und die B-Zell-Masse auf bis zu 10
%!21:122 reduziert ist, so dass die verbleibende Insulinproduktion nicht mehr ausreicht, um die
Blutglukosehomoostase des Korpers aufrecht zu erhalten. Proteine, die durch autoreaktive CD8+-T-

123-125 ynd Granzym!%%, spielen eine bedeutende Rolle bei der

Zellen sezerniert werden, wie Perforin
Zerstorung von B-Zellen'?’ 13, Insgesamt sind viele verschiedene Immunzellen in komplexen
Interaktionen am Autoimmungeschehen beteiligt'?”!*1-14? ynd neben CD8+-T-Zellen kénnen wohl
auch weitere Zellen als Effektorzellen fungieren'*!"'**, Man nimmt an, dass die Autoimmunantwort

initial gegen Insulin als primires B-Zell-Antigen gerichtet ist>®. Im Verlauf der B-Zellzerstérung
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kommt es im Rahmen des Antigenspreadings dann zu einer Ausweitung der Autoimmunitit auch
gegen andere B-Zellbestandteile>*%1°,

Histologisches Korrelat der beginnenden und fortschreitenden Autoimmunreaktion gegen B-Zellen
ist die entziindliche Infiltration der Langhans’ schen Inseln mit verschiedenen Immunzellen wie
CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten, Antigen-préisentierende Zellen (APCs) wie Makrophagen und
dentritische Zellen (DCs), B-Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen (NK)'#!:144145 So]che
entziindlichen Infiltrate werden als Insulitis'*® bezeichnet und treten in der pridiabetischen Phase
schon Jahre vor der klinischen Manifestation auf’'*’. Als Zeichen einer Insulitis lassen sich gegen
B-Zellbestandteile gerichtete Autoantikorper, die von autoreaktiven B-Lymphozyten sezerniert
werden, peripher im Blut nachweisen'*’. Es existieren vier Autoantikdrpertypen, die je nach
aufgetretener Anzahl als wichtigste pradiktive und friihdiagnostische Marker von Typ 1 Diabetes
gelten'!!®. Zu diesen gehdren Insulin-Autoantikdrper (IAA)!'*¥, Glutamatdecarboxylase-
Autoantikdrper (GADA)!'*, Autoantikdrper gegen Tyrosinphosphatase-homologe Inselantigene 1A-
2 und IA-2pB (IA-2A und IA-2BA)"5%!5! und Zinktransporter 8-Autoantikdrper (ZnT8A)!2.
Singulire Autoantikdrper konnen auch nur transient auftreten''#!33, Wenn ein Autoantikdrpertyp
nachgewiesen werden kann, erhdht sich allerdings das Risiko fiir die Entwicklung weiterer! "1,
Treten multiple Autoantikdrper auf, liegt bereits das préiklinische Stadium von Typ 1 Diabetes
vor'®, dem nach Monaten bis Jahren die klinische Diabetesmanifestation folgt!!. So haben Kinder
mit familidrem Risiko fiir Typ 1 Diabetes, die multiple Inselautoantikdrper aufweisen, ein
Diabetesmanifestationsrisiko von etwa 70% innerhalb der ndchsten 10 Jahre, nach 20 Jahren sind es
nahezu 100%!'!. Neben der Anzahl der aufgetretenen Autoantikorper spielen fiir eine genauere
zeitliche Pradiktion des Progressionsrisikos Informationen iiber die Antigen/Epitop-Spezifizitit,
Affinitdt, Titerhohe und das Immunglobulin-Subklassenmuster der Inselautoantikdrper sowie Alter,
Geschlecht, genetische Informationen und metabolische Parameter eine Rolle!!1413:147,

Im Gegensatz zur Messung von Autoantikdrpern sind T-Zellen, die gegen B-Zellbestandteile
gerichtet sind, in der peripheren Blutzirkulation nur schwierig zu detektieren!>*!3°. Auch andere
Biomarker, die die Pathogenese im Pankreas widerspiegeln sind immer noch weitgehend

unbekannt!#’,

3.1.3 Immunmodulation durch Antigentherapie

Bei Autoimmunerkrankungen reagiert das Immunsystem durch eine Dysregulation auf bestimmte
korpereigene Antigene wie auf korperfremde Stoffe und bewirkt eine Zerstorung von Antigen
enthaltenden Strukturen. Schon vor einigen Jahrzehnten wurde bekannt, dass durch die systemische
Applikation entsprechender Autoantigene die Entstehung von Immuneffekten gegeniiber
korpereigenen Antigenen verhindert werden kann??-2°, In einer groBen Zahl an Studien konnten fiir
Tiermodelle Therapiestrategien gefunden werden, die Schutz vor entsprechenden
Autoimmunerkrankungen bieten'®,

Neben subkutanen Injektionen®¢~2® hat sich auch die mukosale Darbietung eines Antigens durch

29-31

orale oder intranasale?’3*3* Administration als effektiv fiir die Immunmodulation erwiesen. Bei

der mukosalen Darbietung werden Autoantigene iiber die nasalen bzw. intestinalen Schleimhéute
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aufgenommen und Immunzellen des Schleimhaut-assoziierten lymphatischen Gewebes und lokaler
Lymphknoten vermitteln via Antigenprisentation Effekte auf das Immunsystem'*’-1%2, Dabei
spielen dentritische Zellen wohl eine wichtige Rolle!37-16%:163-166 'Man nimmt an, dass die
evolutiondre Grundlage des oralen Immuntoleranzmechanismus in der Verhinderung von
hypersensitiven Reaktionen gegen Nahrungsproteine und Darmbakterienantigene begriindet liegt
167.168 "Orales Insulin wird eher schnell im Magen zersetzt und die Bioverfiigbarkeit im oberen

169

Diinndarmsegment kann nicht vorhergesagt werden *”. Die intranasale Applikation bietet dazu eine

Alternative mit groBerer Bioverfiigbarkeit von Insulin fiir das Immunsystem %170,

35,36 37,38

Eine Autoantigenadministration bewirkt neben klonaler Anergie und Deletion
autoreaktiver T-Zellen die Induktion verschiedener regulatorischen T-Zellen?. Anergie ist definiert
als ein antigenspezifisches Ausbleiben von Immunantworten®®. Anerge T-Zellen kdnnen auch aktiv

71 Die Deletion von T-Zellen wird durch

die Immunantwort anderer T-Zellen supprimieren
Apoptose bedingt®”-*® und fiihrt schlieBlich ebenfalls zu einer verminderten Antwort des
Immunsystems auf Stimulation. Die Mechanismen von Anergie und Deletion wurden vor allem im

36,37 38

Rahmen von Studien mit eher hochdosierten oralen”*°’ und subkutan applizierten Antigenen

untersucht. Um auf diese Art Inmuntoleranz gegeniiber Autoantigenen ldngerfristig aufrecht zu
erhalten, ist es notwendig entsprechende Antigene kontinuierlich zu verabreichen?®!72,

Durch die Induktion verschiedener regulatorischer T-Zellen konnen immunmodulatorische Effekte
durch eine mukosale Administration von Antigenen in verhiltnisméBig niedrigerer Dosierung auch
langfristig etabliert werden, ohne dass die Antigene kontinuierlich gegeben werden miissen®!67-173,
Dabei sind sowohl die von regulatorischen T-Zellen sezernierten anti-inflammatorischen Zytokine
wie IL 10 und TGF-B, als auch die direkte Beeinflussung anderer Immunzellen via Zell-Zell-
Kontakt fiir die Inmunmodulation ausschlaggebend?>!7#-178 Regulatorische T-Zellen supprimieren
die potentiell schiidliche Aktivitit von T-Helferzellen!™. Sie wirken regulatorisch auf T-Effektor-
Zellen, indem sie die T-Zellproliferation verhindern und die Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine blockieren??. Zudem werden durch einige regulatorische T-Zellen weitere regulatorische
T-Zellsubpopulationen induziert??. Insgesamt bewirken regulatorische T-Zellen so im
entsprechenden Antigen enthaltenden Zielorgan eine ,,Bystander Suppression**® in der Umgebung
des Antigens und vermitteln eine umfassende non-spezifische Supprimierung entziindlicher
autoimmuner Prozesse?>**4,

Man nimmt an, dass Insulin nicht nur beim murinen immunvermittelten sondern auch bei humanem
Typ 1 Diabetes als primires Autoantigen fungiert® . Im Rahmen der autoimmunen Progression
kommt es zu einer Ausweitung der T-Zell-Autoreaktivitit gegen weitere intra- und
intermolekularen Bestandteilen von humanen B-Zellen®*!°, wie Glutamatdecarboxylase (GADG65),
Tyrosin-Phosphatase-homologem Insel-Antigen-2 (IA-2), Glucose-6-phosphatase catalytic subunit-
related Protein (IGRP) und weitere’. In Studien wird jedoch meist nur ein Antigen verabreicht, da
regulatorische T-Zellen im Rahmen der Bystander-Suppression in der Umgebung des
entsprechenden Antigens umfassend unspezifisch entziindliche autoimmune Prozesse

supprimieren®*#%1561%80 Stydien an Tiermodellen legen nahe, dass besonders eine friihe
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Autoantigen-Administration effektiv ist, d.h. moglichst vor der Entstehung von Autoimmunitét oder
zu einem frithen Zeitpunkt des Autoimmungeschehens?*:!81:182,

Studien mit mukosal appliziertem Antigen beim Menschen zeigen, dass eine Anwendung als sicher
eingestuft werden kann*’ und dass grundsitzlich Immuneffekte wie die Induktion regulatorischer T-
Zellaktivitit*'** sowie eine verminderte Insulin-spezifische T-Zellantwort**'** hervorgerufen
werden kdnnen. AuBerdem wiesen Subgruppenanalysen auf mdgliche Erfolge hin**!#, Bis jetzt
konnte aber kein Therapiemodus gefunden werden, der die Manifestation von humanem Typ 1

Diabetes bei Risikopatienten erfolgreich verhindert oder verzogert?.

3.2 Hormonelle Wirkungen von intranasal verabreichtem Insulin

3.2.1 Periphere Insulineffekte

Schon seit einiger Zeit besteht Interesse herauszufinden, ob sich die intranasale Applikation von
Insulin als therapeutische Alternative zu subkutanen Injektionen eignet. Deshalb wurden in
verschiedenen Studien vor allem die Effekte von intranasal verabreichtem Insulin auf den
Blutzuckerspiegel sowohl bei gesunden Freiwilligen als auch bei Probanden mit Typ 1 oder Typ 2
Diabetes untersucht!’*186-19 Die Antwort auf intranasales Insulin weist eine gewisse Variabilitt
auf!®1%0 Etwa 10-20 Minuten nach intranasaler Gabe kénnen die hdchsten Plasmakonzentrationen

von Insulin verzeichnet werden!'®®

. Nach ca. 10 Minuten beginnt der Blutzuckerspiegel zu fallen,
nach etwa 30-40 Minuten werden tiefste Werte erreicht und nach etwa 80-100 Minuten kommt es
wieder zum Blutglukoseanstieg ungefihr auf Ausgangniveau'**'*, Daneben sind mit
entsprechendem Ausmal natiirlich auch die vielfiltigen weiteren systemischen Wirkungen von
Insulin auf den Stoffwechsel zu verzeichnen'$%!%,

Aufgrund der geringen systemischen Bioverfiigbarkeit von intranasal appliziertem Insulin und
lokaler Schleimhautirritationen lief3 sich bis jetzt jedoch kein marktfdhiges Insulinspray entwickeln,
das eine subkutane Insulintherapie ersetzen kann'*®!°*, Die systemische Bioverfiigbarkeit von
intranasalem Insulin ohne absorptionsfordernde Zusétze betragt nur 1-2% und selbst mit

absorptionsfordernden Substanzen ist sie in der Regel nicht groBer als 10-15%!86188.190.195

3.2.2 ZNS-vermittelte Insulineffekte

Neben der Wirkung von systemischem Insulin in der Peripherie konnen Insulineffekte grundsétzlich
auch zentralnervds durch das Gehirn als Insulin-sensitives Organ'®® vermittelt werden. Die
Besonderheit nach intranasaler Applikation von Insulin besteht darin, dass ZNS-vermittelte Effekte
in einem verhéltnismafBig hoheren Ausmaf} auftreten. Physiologisch erreicht systemisches Insulin
das Gehirn wahrscheinlich hauptséchlich {iber einen séttigbaren, rezeptorvermittelten

Transportmechanismus!'®7-1%

und bindet an Rezeptoren, die vor allem im Cortex, Bulbus olfactorius,
Kleinhirn, Hippocampus und Hypothalamus lokalisiert sind'*’. Es kommt dabei verzogert zu einem
langsamen Ubertritt von Insulin aus dem Blut in den cerebrospinalen Liquor mit nachweislichen
Konzentrationsanstieg im Liquor etwa 90 Minuten nach einem Anstieg der Insulinkonzentration im

Blut*®. Nach intranasaler Applikation von Insulin kommt es schon innerhalb von 10 Minuten
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wahrscheinlich vor allem via extraneuronaler Diffusion iiber das Epithel des N. olfactorius und des
N. trigeminus zu einem Anstieg der Insulinkonzentration im Liquor®®!-2%2,

Insulin spielt eine bedeutende Rolle bei zentralnervds vermittelten Funktionen wie der
neuroendokrinen Kontrolle des Energiehaushaltes oder einer Beteiligung an kognitiven
Prozessen!®”1982% In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass einige der ZNS-
vermittelten Effekte den entsprechenden Insulineffekten in der Peripherie entgegen gerichtet sind
und Insulin so in gewissem MaBe als sein eigenes gegenregulatorisches Hormon wirkt>**, Nach
intranasaler Gabe von Insulin kann beispielsweise ein Abfall der postprandialen Serum-
Insulinkonzentration und eine Verénderung der Insulinsensitivitét in der K&rperperipherie
beobachtet werden?*>2%, Die peripheren Insulinsensitivitit fillt nach intranasaler Insulinapplikation
und ist nach 30 Minute signifikant niedriger als zuvor, nach 60 Minuten steigt sie wieder auf
Ausgangsniveau und nach 120 Minuten kann eine signifikante Erhohung der peripheren

Insulinsensitivitit verzeichnet werden?%®

. Der physiologische Grund fiir dieses Phédnomen kénnte
sein, dass unmittelbar nach Nahrungsaufnahme ein iiberschieBender Insulineffekt abgemildert und
in einer spiteren postprandialen Phase noch eine verbesserte Wirkung des Hormons gewahrleistet
werden soll**®. Es besteht dabei eine Korrelation zwischen Verinderungen der peripheren
Insulinsensitivitit und regionaler Gehirn-Aktivitit in belohnungsassoziierten Arealen®*®. Ob die
entsprechenden Gehirnregionen in die biphasischen Verdnderung der peripheren Insulinsensitivitét
involviert sind und auf welchem Wege genau die ZNS-vermittelten Insulineffekte umgesetzt

206

werden, ist noch unklar~™. Eine Beteiligung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse konnte nicht

bestitigt werden und es wird eine Regulation durch das autonome Nervensystem diskutiert>%°.
Durch die Aktivierung hypothalamischer ATP-sensitiver Kalium-Kanéle und vagaler hepatischer
Efferenzen vermittelt Insulin auch iiber das ZNS eine Inhibition der hepatischen Glukoneogenese
207210 Dieser Effekt scheint physiologisch jedoch nicht essentiell fiir die schnelle Inhibition der
endogenen Glukoseproduktion in Zeiten einer Hyperinsulinidmie zu sein?*’2!!, Des Weiteren
bewirkt intranasales Insulin zentralnervos-vermittelt postprandial eine Steigerung der
Thermogenese und ruft einen voriibergehenden Abfall von freien Fettsiuren hervor?®®. Schon lange
wird angenommen, dass Insulin die Menge der Nahrungsaufnahme moduliert und so die
Aufrechterhaltung eines konstanten Korpergewichtes gewihrleistet?'?2!%, Dahingehend zeigt sich,
dass Minner direkt nach der intranasalen Applikation von Insulin eine geringere Nahrungsmenge zu
sich nehmen?'*. Frauen scheinen nicht so empfinglich fiir diesen Effekt zu sein und er ist bei ihnen

214

nicht zu beobachten~'". Bei Frauen kann nach einmaliger intranasaler Insulingabe aber eine

voriibergehende Verbesserung der Hippocampus-involvierten Erinnerungsfunktion nachgewiesen
werden®!?,

Auch ldngerfristige Verdnderungen durch wiederholte intranasale Insulingaben sind bekannt. So
kommt es bei Madnnern zu einer Abnahme des Korpergewichtes, des Korperfettes sowie des Leptin-
Spiegels?!®. Frauen hingegen verlieren nicht an Korperfett und es kommt durch einen Anstieg des
Gehaltes an extrazelluldrem Wasser sogar zu einer Gewichtszunahme?!®. Bei Frauen und Minnern
kann durch die Langzeitgabe von intranasalem Insulin eine Verbesserung des Hippocampus-

abhingigen deklarativen Gedéchtnisses sowie eine allgemeine Verbesserung der Stimmung

-9.
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beobachtet werden?'®2!”. Diese Effekte konnten in der Therapie von Alzheimerpatienten von
Nutzen sein??>?'821° da man annimmt, dass reduzierte zentralnervos-vermittelte Insulineffekte zu
den mit der Erkrankung verbundenen kognitiven Defiziten beitragen??°??!, Auch bei Typ 2 Diabetes
und Ubergewicht, die durch eine Stérung des metabolischen Gleichgewichtes wohl mitbedingt
durch eine Insulinresistenz im Gehirn???-22* hervorgerufen sind, wire intranasales Insulin als

203,222

Therapieoption denkbar

3.3 Grundlagen aus dem Bereich der Atemgasanalyse

3.3.1 VOC-Definition und allgemeine Grundlagen

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Analyse von Metabolitprofilen in der Atemluft einer
Probandengruppe aus dem Kollektiv der Diabetespraventionsstudie INIT II. Per
Protonentransferreaktions-Massenspektrometrie (PTR-MS) wurden dafiir Konzentrationen
bestimmter Volatiler Organic Compounds (VOCs), d. h. fliichtiger organischer Verbindungen
gemessen. Bei VOCs handelt es sich um eine gro3e Gruppe organischer, d. h. kohlenstofthaltiger
Substanzen, die die Eigenschaft besitzen, schon bei niedrigen Temperaturen durch einen niedrigen
Siedepunkt im gasformigen Zustand vorzuliegen. Viele anthropogene und biogene Vorgénge fiihren
zu einer VOC-Emission in die Umgebung. Losemittelanwendung und Stralenverkehr stellen dabei
die wichtigsten anthropogenen Urspriinge dar. Durch biochemische Vorgénge bei allen Lebewesen
und Pflanzen, sowie organische Prozesse in Boden und Meeren werden biogene VOCs generiert.

In der menschlichen Atemluft konnten iiber 3000 verschiedene VOCs in unterschiedlicher
Konzentration nachgewiesen werden??>??6, Dabei kommt es in der Zusammensetzung zu groen
interindividuellen Unterschieden und es konnen durchschnittlich etwa 200 verschiedene VOCs
gemessen werden?>>?26, Diese Substanzen sind zum Teil endogenen Ursprungs, das heift, sie
stammen aus biochemischen Vorgingen im Korper, gelangen mit dem Blutstrom zur Lunge und
diffundieren iiber die schmale Blut-Gas-Barriere zwischen pulmonalen Kapillaren und Alveoli, die
nur ca. 200-400 nm dick ist??’, in die Exspirationsluft?*®?*°, Zum anderen Teil stellen sie ein
Spektrum exogener Stoffe dar, die aus der Umgebungsluft stammend in die Atemluft aufgenommen

wurden®*°

. Durch eine Analyse der Zusammensetzung der Atemluftbestandteile konnen non-invasiv
Aufschliisse iiber metabolische Vorgiinge im Korper gewonnen werden®*!. Zur Messung der VOC-
Konzentrationen stehen verschiedene Messverfahren zur Verfiigung?*!**2. Zum einen findet die
Gas-Chromatografie Anwendung, bei der die Atemluftbestandteile anhand ihrer unterschiedlichen
chemischen und physikalischen Eigenschaften analysiert werden. Des Weiteren kommen
massenspektrometrische Verfahren zum Einsatz, bei der das Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis (m/z)
der einzelnen VOCs ausschlaggebend fiir eine Auftrennung der Bestandteile ist.

Ihren Ursprung nehmen die modernen Atemgasanalysen im Jahre 1971, als Paulig et al etwa 250
Komponenten der Exspirationsluft per Gas-Chromatografie bestimmten??*. Probleme bereitete fiir
mehr als zehn Jahre die Separation und Identifikation der einzelnen Substanzen, danach gewann die
Fragestellung nach der physiologischen Bedeutung und Korrelation mit der gesundheitlichen

234

Verfassung eines Probanden mehr und mehr an Bedeutung~*. Voraussetzung fiir Aussagen iiber

-10-
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metabolische oder pathologische Prozesse ist es, den jeweils endogenen Anteil einer Substanz zu
bestimmen und zugrunde liegende biochemische Stoffwechselwege zu kennen. Die genaue
biochemische Herkunft ist allerdings nur fiir eine sehr kleine Anzahl an VOCs bekannt*}!?3°_ Durch
vielfiltige Einfliisse auf gemessene VOC-Konzentrationen in der Atemluft**>23¢242 ynd die
Komplexitit, die hinter der Ermittlung des endogenen Anteils eines VOC an seiner gesamten
gemessenen Atemkonzentration steht>®, ist die Entwicklung von allgemeinen Standards zur
Atemgassammlung und -analyse noch immer nicht gelungen und dringend notwendig um
zuverlissige und vergleichbare Daten generieren zu konnen?*>2*>. Neben Helicobacter pylori-
Infektionen sowie Fructose- und Lactoseintoleranzen, bei deren Diagnostik die Messung von
gewissen Testbestandteilen in der Atemluft im klinischen Alltag regelmifBig Anwendung findet,
weisen Studien darauf hin, dass auch die Untersuchung von generell in der Atemluft
vorkommenden VOC:s ein grof3es Potential zur non-invasiven, schnellen und kostengiinstigen
Diagnostik vieler Erkrankungen wie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, Typ 1 und Typ 2
Diabetes mellitus, pulmonaler Erkrankungen wie Asthma bronchiale und COPD, kardiovaskulérer
Erkrankungen, Leberpathologien, Nierenerkrankungen und verschiedener onkologischer
Erkrankungen bietet**!?*>. Viele der entsprechenden volatilen Marker wiren nimlich, auch wenn
ihre genaue biochemische Herkunft zum Teil unbekannt ist, nur schwierig direkt aus dem Blut zu
detektieren®®,

3.3.2 VOCs mit Korrelation zur Blutglukosekonzentration

Kenntnisse iiber VOCs, die mit der Blutglukosekonzentration korrelieren sind fiir diese Arbeit von
besonderem Interesse. Da im Forschungsbereich ,,Diabetes mellitus“ ein grofes Bestreben besteht,
das Monitoring des Blutzuckerspiegels durch die Analyse von Atemluftbestandteilen zu erleichtern,
sind VOCs, die in Zusammenhang mit dem Glukosestoffwechsel stehen und ihr dynamisches
Verhalten bei Veriinderungen des Blutzuckerspiegels in zahlreichen Studien untersucht worden?**
247 Aceton, das im Rahmen der Ketogenese durch Oxidation aus freien Fettsiuren gebildet wird, ist
eines der Stoffwechselprodukte, dessen Entstehung in engem Zusammenhang mit dem
Glukosestoffwechsel steht?**2%°_ Zur Regulierung eines steigenden bzw. erhohten
Blutzuckerspiegels wird Insulin ausgeschiittet, welches die Ketonkdrperproduktion hemmt und den
Abbau von Ketonkdrpern fordert>°. Die Konzentration von Aceton in der Atemluft korreliert
deshalb in der Regel invers mit der Blutglukosekonzentration?*®4*23! Da das Verhiltnis zwischen
Glukosekonzentration im Blut und Acetonkonzentration in der Atemluft aber stark variiert, ist eine
Berechnung der Blutglukosekonzentration allein anhand einer gewissen
Atemluftacetonkonzentration nicht mdglich?!2>2, Weitere VOCs, die mit dem Blutzuckerspiegel
korrelieren, sind Methylnitrate, die im Rahmen von oxidativem Stress gebildet werden und
vermehrt nach fettreichem Essen anfallen??, Ethanol**’ und Methanol?*, die vor allem durch die

249,255,256 und

anaerobe Fermentation von Nahrungsbestandteilen durch Darmbakterien entstehen
Propan, welches ebenfalls durch Darmfloraaktivitit generiert wird?>*. Auch fiir
Kohlenstoffmonoxid®¥’, Ethylbenzene?>*?%8, 2-Pentylnitrate’>* sowie M/P- und O-xylene?® ist eine

Korrelation zum Blutzuckerspiegel beschrieben. Die gleichzeitige Atemgasanalyse von Aceton in
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Grundlagen

Kombination mit Methylnitraten, Ethanol und Ethylbenzenen?342%8

254

oder mit 2-Pentyl Nitraten,

Methanol und Propan~* ermoglicht eine relativ exakte Abschétzung des Blutzuckerspiegels.

Allerdings lésst sich die Blutglukosekonzentration durch diese Parameter in hypoglykédmen Phasen

254

nicht bestimmen™*. Auch bei Normo- und Hyperglykdmie wére aufgrund grof3er interindividueller

Unterschiede fiir die potentielle Nutzung eines entsprechenden Messsystems eine regelméfige

individuelle Eichung notwendig®**

228

und bis jetzt sind noch keine marktfdhigen Messgeréte
entwickelt worden
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4. Material- und Methoden

4.1 Untersuchungsgruppe

Die Untersuchungsgruppe der vorliegenden Pilotstudie wurde aus dem Probandenkollektiv der INIT
II-Studie (A randomised, double-blind, placebo-controlled trial of intranasal insulin (4401U) in
children and young adults at risk of type 1 diabetes: INTRANASAL INSULIN TRIAL II. EudraCT
Number: 2009-017329-20) rekrutiert. Die INIT II-Studie ist eine randomisierte placebokontrollierte
doppelblinde Phase-II-Interventionsstudie, in der die Auswirkungen von intranasal verabreichtem
Insulin zu Priventionszwecken bei Kinder und jungen Erwachsenen mit genetischem Risiko fiir
Typ 1 Diabetes im pradiabetischen Stadium untersucht wurden. An der INIT II waren weltweit
insgesamt 10 Studienzentren beteiligt mit Beginn in Australien/Neuseeland ab 2006 und mit
Teilnahme der Forschergruppe Diabetes der Technischen Universitdt Miinchen in Deutschland ab
2012. Die wichtigsten Einschlusskriterien der INIT-II-Studie waren eine erstgradige
(Einschlussalter 4 bis 30 Jahre) oder zweitgradige (Einschlussalter 4 bis 20 Jahre) Verwandtschaft
zu einer Person, bei der vor dem 40. Lebensjahr Typ 1 Diabetes diagnostiziert wurde mit
gleichzeitigem Nachweis von zwei oder mehr positiven Inselautoantikdrpern im Serum der
potentiellen Studienteilnehmer. Sowohl der orale Glukosetoleranztest (0GTT) als auch die Messung
der frithen Insulinsekretion [,,First-Phase Insulin Release (FPIR)*“] nach intravendsem
Glukosetoleranztest (ivGTT) der Probanden musste fiir den Einschluss in die Studie im
Normbereich liegen. Aulerdem wurde ein ggf. zu niedriger Vitamin-D-Spiegel vor
Studieneinschluss behandelt und auf Normwerte gebracht, weil ein Zusammenhang zwischen zu
niedrigem Vitamin-D-Spiegel und der Entwicklung von Typ1 Diabetes bekannt ist'*!', Das
Risiko einer klinischen Diabetesmanifestation innerhalb der nichsten 10 Jahren betrug fiir die INIT
II-Studienteilnehmer etwa 70 %''.

Aus dem INIT II-Probandenkollektiv wurde fiir die vorliegende Pilotstudie bei 9 Probanden
zusétzlich die Auswirkung des Studienpréparates auf Metaboliten in der Atemluft untersucht. Die
INIT II-Atemgasstudie wurde am 23.01.2012 von der Ethikkommission der Technischen
Universitdt Miinchen unter der Projektnummer 5215/11 genehmigt. Vor Durchfiihrung der Studie
gaben die gesetzlichen Vertreter der minderjéhrigen Probanden ihre schriftliche Einwilligung,
nachdem sie iiber Zweck, Methoden und Ablauf der Studie aufgekldrt worden waren. Die
Atemgasmessungen fanden nach Randomisierung und unmittelbar nach der ersten Anwendung des
zugeteilten Studienpréparates im Studienzentrum der Forschergruppe Diabetes der Technischen
Universitdt Miinchen statt. Zu diesem Zeitpunkt waren die Probanden nicht niichtern. Die 9
Studienteilnehmer der INIT-II-Atemgasstudie waren zum Untersuchungszeitpunkt zwischen 4 und
15 Jahre alt (Median 11 Jahre), von ihnen waren 2 weiblich (w) und 7 ménnlich (m).

Fiir die Dauer der INIT II-Studie war urspriinglich fiir jedes teilnehmende Zentrum jeweils ein
Zeitraum von 10 Jahren bis zur Entblindung und Auswertung geplant. Nach einer verblindeten
Zwischenauswertung, die beziiglich der klinischen Manifestation von Typ 1 Diabetes keinen Vorteil
der Insulinbehandlung gegeniiber Placebo ergab, wurde die INIT II-Studie jedoch am 31.05.2016 in
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allen Studienzentren vorzeitig beendet. Die Ergebnisse der Entblindung erhielt die Forschergruppe
Diabetes der Technischen Universitit Miinchen im Oktober 2017.

Die Entblindung der Studie ergab, dass 6 Probanden der INIT II-Atemgasstudie ein insulinhaltiges
Studienpriparat und 3 Probanden Placebo erhalten hatten.

Eine Ubersicht der Probandencharakterisierung der INIT II-Atemgasstudie befindet sich in
untenstehender Tabelle (Tab. 1).

Tab. 1: Probandencharakterisierung

Proband Alter |Geschlecht Gewicht Korpergrofie
1 Insulin 14 J. W 48,4 kg 1,54 m
2 Placebo 12 J. m 55,0 kg 1,61 m
3 Placebo 111J. m 50,0 kg 1,61 m
4 Insulin 71. W 22,0 kg 1,18 m
5 Placebo 4]. m 19,5 kg 1,03 m
6 Insulin 91. m 40,0 kg 1,43 m
7 Insulin 111J. m 36,5 kg 1,49 m
8 Insulin 111. m 50,0 kg 1,59 m
9 Insulin 15J. m 63,8 kg 1,74 m

4.2 Studienpraparat

Das verwendete Studienpriparat nennt sich DV0O1. Es handelt sich dabei um eine Lésung, die vom
Melbourne Health and Diabetes Vaccine Development Centre als mukosaler Impfstoft zu
Forschungszwecken entwickelt wurde. Die im DV001-Préparat enthaltene aktive Substanz ist
humanes Insulin (40 mg/ml = 1100 IU/ml), das mittels rekombinanter DNA-Technologie in
Saccharamyces cerevisiae hergestellt wurde (NovoNordisk A/S Novo Alle 2880 Bagsvaerd
Déanemark). Daneben sind Zusdtze von Benzalkoniumchlorid (0,06 mg/ml) und Glycerol (16
mg/ml) enthalten. Das abgegebene Placebopréparat enthélt lediglich Benzalkoniumchlorid und
Glycerol in derselben Konzentration wie im Insulinspray.

Bei der INIT II-Studie erhalten die Probanden eine intranasale Insulindosis von insgesamt 440 [U
pro Anwendung zunéchst einmal téglich fiir eine Woche, dann einmal wochentlich fiir ein Jahr.

Zu Beginn der INIT II-Studie gab es aufgrund fehlender Vorstudien zu einem Priparat mit
derselben Zusammensetzung wie in DV001 und dem gleichen Anwendungsmodus keine Daten zu
Aufnahme, lokaler und systemischer Bioverfiigbarkeit oder Nebenwirkungen des Studienpriparates.
In DV0O01 sowie im Placebopriparat sind Benzalkoniumchlorid und Glycerol enthalten. Bei
Benzalkoniumchlorid handelt es sich um einen Konservierungsstoff, der haufig sowohl
verschreibungspflichtigen als auch rezeptfreien Medikamenten und medizinischen Produkten
zugesetzt wird, wie zum Beispiel abschwellend wirkenden Nasensprays. Bei der

Langzeitanwendung von Benzalkoniumchlorid kann es zu Nebenwirkungen wie Schwellung und
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Irritation der Nasenschleimhéute kommen. Da DV001 keine absorptionsfordernden Zusétze wie
Surfactant enthilt, wurde nicht erwartet, dass das insulinhaltige Préparat systemische
Hormoneffekte bewirkt. Im abschlieBenden Studienreport der INIT II Studie wurden fiir die
Studienteilnehmer aller Studienzentren von insgesamt 3 Hypoglykdmien bei 47 Studienteilnehmern
mit insulinhaltigem Nasenspray berichtet und von insgesamt 2 Hypoglykédmien bei 45
Studienteilnehmer, die Placebo erhielten. Allgemein wurde kein Blutglukosewert festgelegt, ab dem
eine Hypoglykémie galt — die Forschergruppe Diabetes der Technischen Universitit Miinchen
definierte eine Hypoglykémie ab einem Wert von < 50 mg/dl. Von anderen Nebenwirkungen, die in

Zusammenhang mit dem Studienpréparat stehen konnten, wurde nicht berichtet.

4.3 Messmethode

4.3.1 Protonentransferreaktions-Massenspektrometrie (PTR-MS)

Zur Analyse von Metabolitprofilen in der Atemluft der Probanden wurden fiir die vorliegende
Arbeit Volatile Organic Compounds (VOCs) mittels Protonentransferreaktions-
Massenspektrometrie (PTR-MS) bestimmt. Dafiir kam ein Standard-PTR-MS-Gerét mit Quadrupol-
Technik der Firma Ionicon Analytik GmbH, Innsbruck, Osterreich zum Einsatz. Mit dieser nicht-
invasive Methode konnen VOCs in Echtzeit erfasst und auch Mengen im Bereich von wenigen ppb
(parts per billion)*****bis ppt (parts per trillion)?*°2®!detektiert werden.

Grundprinzip der PTR-MS ist die Ionisation von VOCs durch die Ubertragung von Protonen von
Protonendonatoren, wie in dieser Studie H3O"(= Oxonium)-lonen, auf entsprechende VOCs?62-263,
Anschlieend werden die protonierten VOCs anhand ihres Masse-zu-Ladung-Verhéltnisses (m/z-
ratio) erfasst?®2. Das PTR-MS-Geriit besteht dazu aus folgenden drei Einheiten: einer Ionenquelle,
in der die Protonendonatoren erzeugt werden, einer Driftrohre, in der es zum Protoneniibertrag auf
entsprechende VOCs kommt und einer Detektionskammer, in der die protonierten VOCs

aufgetrennt und gezéhlt werden.
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Vakuumpumpe Vakuumpumpe

t |

Hohl-
kathode

! !

H,0 zu analysierende Atemluft
Vakuumpumpe
lonenquelle Driftrohre Detektionskammer

Abb. 1: Aufbau eines PTR-MS-Gerites (modifiziert nach?¢%)

Die in dieser Studie als Protonendonatoren verwendeten Oxonium-Ionen werden durch Entladung
einer Hohlkathode in der Ionenquelle aus Wasserdampf generiert, der aus Wasser aus einem
Reinstwassertank entsteht. Mit Hilfe eines elektrischen Feldes gelangen die Oxonium-Ionen durch
eine Blenden6ffnung in die Driftrohre. In die Driftréhre stromt die VOCs-enthaltende Atemluft
hinzu und bei Kollision eines Oxonium-Ions mit einem entsprechenden Metabolit (M) kann unter

gewissen Voraussetzungen die Protonentransferreaktion stattfinden:
I. H;O"+M = MH"+ H,O

Dafiir ist grundsétzlich ein Vakuum in der Driftréhre notwendig, das von drei angeschlossenen
Vakuumpumpen generiert wird. Bei der Protonentransferreaktion (Gleichung I.) handelt es sich um
eine exotherme Reaktion, das heifit die Generierung protonierter Molekiile ist nur dann moglich,
wenn energetische Prozesse nicht dagegen sprechen und die Protonenaffinitét eines VOC hoher ist
als die Protonenaffinitdt von H>O. Da die Hauptbestandteile der Umgebungsluft, wie Sauerstoff
(02), Stickstoff (N2), Kohlenstoffdioxid (CO2) und einige weitere, eine niedrigere Affinitét als H.O
besitzen, reagieren sie nicht mit den H3O"-Ionen und werden deshalb auch nicht erfasst?®>. Weil es
in einem liberwiegenden Teil der Fille durch die Ionisation nicht zur Fragmentierung der zu
untersuchenden Molekiile kommt, wird die Protonentransferreaktion im PTR-MS-Gerit als "soft
ionization" bezeichnet, 262 Das heiBt die Molekiilmasse der entstehenden Ionen entspricht

normalerweise der protonierten Molekiilmasse der urspriinglichen VOCs.
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Mithilfe eines elektrischen Feldes gelangen die entstandenen lonen in die Detektionskammer, wo
sie entsprechend ihres Verhiltnisses an Masse zu Ladung (m/z-ratio) in dieser Studie mittels eines
Quadrupol-Massenfilters aufgetrennt und gezihlt werden. Auch in der Detektionskammer sind
Vakuumbedingungen erforderlich, die durch eine Vakuumpumpe erzeugt werden. Bei der
Quadrupol-Technik erzeugt ein elektrischer Quadrupol, das sind vier parallel angeordneten
Stabelektroden, ein elektrisches Feld, das Ionen beschleunigt. Je nach Einstellung von Frequenz
bzw. Spannung kénnen nur protonierte Molekiile mit einem bestimmten Verhéltnis an Masse zu
Ladung (m/z-ratio) die Stabelektroden zentral passieren. Die sinusformige Fluglinie eines
entsprechenden lons verlduft dabei in konstanten Abstdnden zur Mittellinie durch den Quadrupol
hindurch. Ionen mit einem anderen m/z-Verhéltnis werden immer weiter von der Mittellinie weg

beschleunigt, bis sie sich schlieBlich auBerhalb des elektrischen Feldes befinden.?®®

\oner
stfah\

Abb. 2: Aufbau eines Quadrupols (modifiziert nach?®)

Nachdem die vorausgewaihlten lonen das elektrische Feld zentral durchquert haben, treffen sie auf
einen Sekundirelektronenvervielfacher, ein Messverstirker, der die lonen als Ionenstrom misst. Die
Zihlrate der protonierten VOCs wird aus diesem lonenstrom mithilfe einer speziellen Software
errechnet und in cps (counts per second) wiedergegeben. Eine hohe Sensitivitit der PTR-MS-
Methode wird durch eine hohe lonenzéhlrate pro Dichte einer VOC-Substanz erreicht, die
wiederum durch eine hohe Dichte an Protonendonatoren in der Driftrohre gewédhrleistet wird. Ein
Software-Tool der Kontrollsoftware evaluiert die Spannung, die zur Generierung einer konstanten
Oxoniumionenkonzentration notwendig ist.

Die Umrechnung der lonenzéhlrate [cps] vorausgewahlter Massen in ihre absolute Konzentration
[ppb] kann bei bekannter Oxoniumionenkonzentration durch Verrechnung einer Konstanten
erfolgen, die sich aus der Zeit, die die lonen zum Durchqueren der Driftr6hre bendtigen, einem
Reaktionskoeffizienten, einem Umrechnungsfaktor und einem Transmissionsfaktor (vgl. 4.3.2.)

zusammensetzt:
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II. MH'[ppb] =c - MH"[cps]/H;0[ppb]

MH" : Konzentration der protonierten Metaboliten

H30": Oxoniumionenkonzentration

c: Konstante, die t, k, einen Umrechnungsfaktor, sowie den Transmissionsfaktor (vgl. Abschnitt
4.4.3) enthalt

t : Zeit, die die lonen zum Durchqueren der Driftrohre bendtigen

k : Reaktionskoeffizient (typisch ~ 2 - 10" cm?/s)

4.3.2 Transmissionsmessung

Uber den Zeitraum hinweg, in der das PTR-MS-Geriit fiir die INIT II-Atemgasstudie zum Einsatz
kam, wurden monatlich Transmissionsmessungen mittels eines Standard-Testgases der Firma Scott
Specialty Gas, Plumsteadville, USA durchgefiihrt. Diese sind notwendig um bei ldingerem Betrieb,
nach Wartung oder nach Transport des Gerétes die Zuverlédssigkeit und Vergleichbarkeit der

gemessenen Daten gewihrleisten zu konnen?”

. Das Testgas enthilt stabile Substanzen in bekannter
Konzentration und deckt einen weiten Massenbereich ab. Die Transmission entspricht der
Empfindlichkeit des Gerites und ist definiert als Quotient aus der Anzahl der Ionen, die im Detektor
des PTR-MS-Gerites ankommen und registriert werden zu der Anzahl der Ionen, die in das PTR-
MS-Geriit eingetreten sind*’'. Die Ionisierungswahrscheinlichkeit innerhalb der Driftrohre, die Giite
des Quadrupol-Massenfilters und die Effektivitit des Massendetektors sind dabei maB3gebliche
Einflussfaktoren. Daraus lisst sich fiir jede Masse ein relativer Transmissionsfaktor berechnen, der
unter anderem bei der Umrechnung der lonenzdhlrate [cps] vorausgewéhlter Massen in ihre

absolute Konzentration [ppb] von Bedeutung ist (vgl. Gleichung II).

4.3.3 Atemluftsammlung

Fiir die Sammlung der Atemluftproben wurde eine Vorrichtung zur Buffered end-tidal (BET)-
Atemgassammlung verwendet. Diese Technik wurde von Herbig et al. entwickelt und 2008
erstmalig beschrieben®*?. Sie bietet die Mdglichkeit zur VOC-Analyse in Echtzeit und hat sich
gegeniiber anderen Techniken durchgesetzt, bei denen Atemluftproben erst im Nachhinein
untersucht werden konnen.

Der Aufbau eines BET-Atemluftsammlers ist in Abb. 3 schematisch dargestellt. Hauptbestandteil
ist eine 300 mm lange, beheizbare, an beiden Enden offene Teflon®-R6hre mit einem Durchmesser
von 13 mm, die ein Gas-Volumen von 40 ml speichern kann. Durch ein Verbindungsréhrchen zum
PTR-MS-Gerit, dessen Durchmesser 1 mm betrdgt und dessen Einlassventil sich in der Mitte der
Teflon®-Rohre befindet, werden kontinuierlich Gasproben (in dieser Studie 60 ml/min) aus der
Teflon®-Rohre in die Driftrohre des PTR-MS-Gerites gezogen.

Um zu verhindern, dass die Luftfeuchtigkeit der Atemluft kondensiert, wird sowohl die Teflon®-
Rohre als auch das Verbindungsrohrchen zum PTR-MS-Gerit durch ein Heizsystem kontinuierlich
auf 80° C geheizt. Um das versehentliche Einatmen von heifler Luft zu verhindern enthielten die

Mundstiicke, die auf die Teflon®-Rohre aufgesetzt wurden, ein Riickschlagventil.
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Teflon®-R&hre Verbindungsréhrchen
zum PTR-MS-Gerat

Exspirationsluft

austauschbares
Mundstiick mit

Rickschlagventil
Heizmantel

{

zum PTR-MS-Gerat

Abb. 3: Aufbau des BET-Atemluftsammlers (modifiziert nach?*?)

Das Exspirationsprofil einer VOC-Konzentrationsmessung mittels BET-Atemluftsammler ist in
Abb. 4 dargestellt: Zunéchst ist die Teflon®-Rohre mit Umgebungsluft gefiillt. Nach einer tiefen
Inspiration treten die Studienteilnehmer an den Atemluftsammler und atmen die gesamte
Exspirationsluft durch das Mundstiick in die Teflon®-Rdhre aus. Die Atemluft ersetzt die
Umgebungsluft im Réhreninneren mit Beginn des Ausatmens ziemlich schnell. Zuerst gelangt beim
Ausatmen Totraumluft aus Mund, Rachen, Trachea und Bronchien in die Teflon®-Rd&hre, gegen
Ende wird alveoldres Gasgemisch abgeatmet, das die hochste Konzentration an endogenen und die
niedrigste Konzentration an exogenen VOC-Bestandteilen enthilt?’?. Der zuletzt in die Teflon®-
Rohre gelangte Atemluftanteil, also alveoldres Gasgemisch, wird dort fiir einige Zeit gespeichert.
Da beide Enden der Teflon®-Rohre offen sind, entweicht die Atemluft nach und nach und das
Rohreninnere enthélt nach einer gewissen Zeit wieder Raumluft, deren Bestandteile ebenfalls durch
das Gerit analysiert werden. Neben den VOC-Konzentrationen in der Alveolarluft werden also
gleichzeitig auch die jeweiligen VOC-Konzentrationen in der Umgebungsluft erfasst, was wichtig

fiir die Auswertung und Interpretation von Messergebnissen ist.
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Konzentration [cps]

Raumluft

Zeit [min]
Abb. 4: Exspirationsprofil eines protonierten Metaboliten (MH+) - (modifiziert nach?*?)

Durch die sofortige graphische Darstellung der Ergebniswerte ausgewdhlter Massen auf einem
angeschlossenen Monitor ist es moglich, umgehend zu kontrollieren, ob das Ausatmen in den
Atemluftsammler zufriedenstellend ausgefiihrt wurde (vgl. Abb. 5).
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Abb. 5: Gesamter Messaufbau: Messung und Aufzeichnung einer Exspiration mittels eines BET-
Atemluftsammlers und PTR-MS-Gerites

4.3.4 Zuordnung von Massen zu chemischen Stoffen:

Zur Erfassung von Metaboliten kam in der vorliegenden Arbeit ein PTR-MS-Gerét mit Quadrupol-
Massenfilter zum Einsatz. Mit Hilfe der Quadrupol-Technik ist es moglich, VOCs anhand ihrer
Massenzahl zu unterscheiden und ihre absolute Konzentration zu ermitteln. Nahere Aufschliisse
iiber die physikalischen oder chemischen Eigenschaften der VOCs kénnen jedoch nicht gewonnen

273,274 Jassen sich verschiedene

werden. Im Gegensatz zu anderen Verfahren der Atemgasanalyse
Substanzen mit demselben Verhéltnis an Masse zu Ladung per PTR-MS mit Quadrupol-Technik
also nicht unterscheiden. Kenntnisse liber das Vorkommen von bestimmten Stoffwechselprodukten
in der Atemluft auf der Grundlage anderer Publikationen machen aber eine gewisse versuchsweise
Zuordnung von Masse zu Stoffwechselprodukt moglich. Zusétzlich kann das Auftreten einer
starken linearen Korrelation zwischen Isotopen oder Fragmenten einer bestimmten Substanz fiir die

Massenzuordnung zu einem Stoffwechselprodukt niitzlich sein?%*2¢7,
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4.4 Studienaufbau
Fiir die INIT-II-Atemgasstudie wurden 38 Massen ausgewihlt, die per PTR-MS in der Atemluft der

9 Probanden wihrend eines zweistiindigen Zeitfensters kurz nach Applikation des
Studienpréparates untersucht werden sollten. Die Auswahl der zu analysierenden Massen, des
Messzeitraumes und der Messintervalle orientierte sich an Erkenntnissen aus einer
Atemgaspilotstudie der Arbeitsgruppe des Projects Breath Gas Analysis, Research Unit Medical
Radiation Physics and Diagnostics des Helmholtz Zentrums Miinchen. Bei dieser Pilotstudie
wurden Atemgasmessungen bei Gestationsdiabetespatientinnen wihrend eines oGTTs
durchgefiihrt?’>. Signifikante Ereignisse nach der Gabe der Glukose mit anschlieBender
korpereigener Insulinausschiittung waren hier bei einigen der Massen eines untersuchten breiten
Spektrums vor allem in der ersten Stunde der zweistiindigen Atemluftsammlungen zu beobachten.
In der vorliegender Studie geht es darum, Auswirkung von extern zugefiihrtem, intranasalem
Insulin auf Metabolitprofile in der Atemluft im Rahmen der INIT-II-Studie zu untersuchen. Als
Messzeitraum wurde ebenfalls ein zweistiindiger Zeitraum unmittelbar nach der ersten Anwendung

275 war fiir die

des Studienpréparates gewihlt. Neben Erkenntnissen aus der Gestationsdiabetesstudie
Wahl dieses Zeitraumes ausschlaggebend, dass in anderen Studien durch die intranasale
Applikation von Insulin Auswirkungen auf den Blutzuckerspiegel %¢1°®und andere
Kurzzeiteffekte!3293206 auch etwa in dieser Zeitspanne nachgewiesen wurden. Daher ging man
davon aus, dass Verinderungen von Metabolitprofilen, die per PTR-MS erfasst werden kénnen, ggf.
ebenfalls in dieser Zeitspanne auftreten.

Zunichst wurden basierend auf Erkenntnissen der Gestationsdiabetesstudie von Halbritter et al.>”
fiir die INIT-II-Atemgasstudie 56 Massen ausgewdhlt, die per PTR-MS untersucht werden sollten.
Es handelt sich bei diesen um Oxidationsprodukte des Glukose- und Lipidstoffwechsels, Thiole,

Sulfide sowie Aceton und seine Metaboliten?”>

. Nach einer Zwischenanalyse durch Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe des Projects Breath Gas Analysis, Research Unit Medical Radiation Physics and
Diagnostics des Helmholtz Zentrums Miinchen wurden 18 der urspriinglich ausgewahlten Massen
ab dem 10.08.2012 aufgrund zu geringer Signalintensitét oder Identifikation eines natiirlichen
Isotops aus dem Messvorgang genommen. So reduzierte sich die Auswahl fiir die INIT-II-
Atemgasstudie auf 38 Massen. Um die Messzeiten iiber die ganze Studie hinweg konstant zu halten
wurde nach Ausschluss der 18 Massen die Konzentration anderer, soweit als besonders responsiv
erachteter Massen doppelt bestimmt. Eine Ubersicht der 38 ausgewihlten Massen dieser Studie

findet sich in untenstehender Tabelle (Tab. 2).
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Tab. 2: Ubersicht der analysierten Massen

Block 1 Messzeit (ms) Block 2 Messzeit (ms)
21 50 21 50
37 50 37 50
18 100 18 100
31 100 33 100
33 100 45 100
34 100 47 100
41 100 51 100
43 100 59 100
45 100 61 100
47 100 65 100
48 100 69 100
49 100 71 100
51 100 72 100
55 100 73 100
57 100 75 100
59 100 76 100
61 100 77 100
62 100 79 100
63 100 81 100
65 100 89 100
71 100 90 100
75 100 91 100
76 100 93 100
77 100 95 100
79 100 97 100
89 100 103 100
93 100 111 100
95 100 124 100
103 100 135 100
124 100 137 100

Gesamte Messzeit [s] 2,9 Gesamte Messzeit [s] 2,9

:l Hoher Takt: 20 Massen (dunkelblau hinterlegt), die sowohl in Block 1 als auch Block 2
gemessen werden.

:l Niedriger Takt: 20 Massen (grau hinterlegt), die entweder in Block 1 oder in Block 2
gemessen werden.

Die Messung der 38 Massen erfolgte in zwei hintereinandergeschalteten Messblocken jeweils mit
einer Messzeit von 100 ms. Neben einigen doppelt gemessenen Massen, die in beiden Messblocken
vorkamen, war auch m/z = 21 (H30") und m/z = 37 (H30" - H,0), also Oxoniumionen und
Wassercluster, mit einer Messzeit von jeweils 50 ms in beiden Messblocken enthalten. Jeder
Messblock bestand so insgesamt aus 30 zu analysierenden Massen, die mit MID(multiple ion

detection)-Modus ausgewdhlt wurden. Je Messblock wurden 2 Exspirationskurven aufgezeichnet
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und die Konzentrationen der ausgewéhlten Massen dabei 30 Mal nacheinander bestimmt. Insgesamt
ergibt sich so eine Messzeit von 87 sec. pro Messblock und inklusive der Zeit, die bendtigt wird um
zwischen den beiden Messblocken zu wechseln, war eine maximale zeitliche Auflosefrequenz von
3-4 Minuten moglich.

Im zweistiindigen Messzeitraum betrug die angestrebte Messfrequenz fiir die erste Stunde etwa 6 —
10 Minuten, fiir die zweite Stunde erschienen grofere Messintervalle ausreichend. Es wurde stets
darauf geachtet, die jungen Probanden durch die Messungen nicht zu iiberfordern. So sollten ferner
auch stressinduzierte VOC-Signale vermieden werden.

Parallel zu den Atemgasmessungen wurde {iber eine vor Messstart gelegte Venenverweilkaniile in
gewissen Zeitintervallen Blutproben fiir die spatere laborchemische Bestimmung der
Blutglukosekonzentration im Medizet (Medizinisches Dienstleistungszentrum) des Klinikums
Miinchen-Schwabing des Stidtischen Klinikums Miinchen GmbH abgenommen. Der
Blutzuckerspiegel wurde parallel auch mit einem Handmessgerit kontrolliert, um im Falle einer
Hypoglykémie bedingt durch mogliche systemische Insulineffekte rechtzeitig intervenieren zu
koénnen. Die Blutentnahmen sollten vor Messstart und dann wéhrend des zweistiindigen
Messfensters in halbstiindlichem Takt erfolgen. Bei Proband 4 wurde zur 30. Minute eine
Hypoglykémie detektiert, dies fiithrte zur Einfithrung hidufigerer Blutzuckerkontrollen in der ersten
Stunde des Messzeitraumes. Fortan wurde der Blutzuckerspiegel vor Messstart und in der ersten
Stunde alle 15 Minuten kontrolliert, in der zweiten Stunde erfolgten die Kontrollen weiterhin
halbstiindlich. Zu allen Messzeitpunkten wurde auch Blut fiir die spétere Bestimmung der

Blutglukosekonzentration im Labor abgenommen.

4.5 Durchfiihrung der Studie

4.5.1 Standardisierter Ablauf der Vorbereitung und der Messungen

Die Atemgasmessungen zu vorliegender Studie fanden in einem etwa 12 m? groflen Raum mit
einem Volumen von etwa 35m® im Studienzentrum Ungererstr. 25, 80802 Miinchen statt. An jedem
Messtag wurden hier in einem standardisierten Ablauf vor und wéhrend der Atemgasmessungen
folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt:

1) Vor Einschalten des PTR-MS Gerites wurden Fenster und Tiir des Messraumes zum Liiften
gedffnet. So sollte die Konzentration an exogenen VOCs bedingt durch Reinigungs-,
Desinfektionsmittel und Ahnlichem minimiert werden. Fiir die Atemgasmessungen der
ersten beiden Probanden wurden Fenster und Tiir kurz vor Messstart wieder geschlossen und
in der Absicht konstantere Umgebungsbedingungen zu gewéhrleisten wurde das Fenster erst
wieder nach etwa 60 Minuten bei Proband 1 bzw. etwa 90 Minuten bei Proband 2 zum
Liiften getdffnet. Da die Analyse der Atemgasmessungen der ersten beiden Probanden aber
ergab, dass VOCs in den ersten 60 bzw. 90 Minuten stark in der Raumluft akkumulierten,
wurde dieses Liiftungsschema bei den Messungen der iibrigen Probanden nicht beibehalten.
Dass Fenster sollte fortan je nach AuBentemperatur und Witterung auch wihrend der
Messungen gedffnet oder zumindest gekippt bleiben und die Tiir zum Messraum blieb nun
iiber den gesamten Messzeitraum hinweg offen.

2) Etwa 30-45 Minuten vor Beginn der Atemgasmessungen wurde das PTR-MS-Gerit und die
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Heizung des Atemluftsammlers eingeschaltet und auBlerdem die permanente Messung der
Raumtemperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit mit dem Hygrothermometer HY TE-
LOG 4800Bd der Firma Hygrosens Instruments, Loffingen, Deutschland gestartet.

Die Flussrate des Atemluftsammlers und die Setting Parameter des PTR-MS-Gerites
wurden tiberpriift bzw. eingestellt um die Arbeitsparameter der unten stehenden Tabelle zu
erhalten (Tab. 3). Die entsprechende Kontroll-Software SEABREAS ist wie das PTR-MS-
Gerit ein Produkt der Firma Ionicon Analytik, Innsbruck, Osterreich. Fiir einen Uberblick
iiber das gemessene Konzentrationsniveau wichtiger Subtanzen wie m/z = 21
(Oxoniumionen), m/z = 32 (molekularer Sauerstoff), m/z = 37 (Wassercluster), m/z = 59
(Aceton) und einige weitere, wurden ca. 60 Zyklen in einem 6- bis 7-miniitigen
»Einbrennvorgang® mit dem sogenannten MID (multiple ion detection)-Modus
aufgezeichnet, bei dem nur vorausgewédhlte Massen mit einer individuell einstellbaren
Messzeit analysiert werden.
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Tab. 3: Einstellungen am PTR-MS-Gerit

Temperatur im BET-Atemluftsammler 80 °C

Flussrate des BET-Atemluftsammlers 60ml/min
Stromstérke der lonenquelle 0,44 — 0,6 mA
Temperatur in der Driftrohre 60 °C

Druck in der Driftrohre 2,17 - 2,19 mbar
Driftréhrenspannung 580 —-600 V
Druck in der Detektionskammer <2 x 10-5 mbar
Detektorspannung 1950 - 2100 V
02 zu H30+ -Ratio <2%
Spannung der lonenquelle 90-125V
Spannung des Ionenquellenausgangs 70V

Spannung der Blende 58V

4) Darauthin wurden 4 - 6 Massenscans der Raumluft im Scan-Modus durchgefiihrt, in dem
alle Massen im Bereich von m/z = 21 bis m/z = 200 aufgezeichnet wurden, um ,,Ausreifler*
zu identifizieren, die die folgenden Atemgasmessungen storen kdnnten.

5) Um Messfehler bedingt durch den BET-Atemluftsammler oder seine Verbindung zum PTR-
MS-Gerit zu vermeiden, wurde vor Beginn der Atemgasmessungen ein Selbsttest
durchgefiihrt. Dabei wurde die graphische Veranschaulichung der Messung von
Konzentrationsanstiegen und — abfillen ausgewéhlter Massen wihrend mehrerer
Exspirationen an einem angeschlossenen Monitor beobachtet und hinsichtlich eines
optimalen Verlaufes beurteilt. Es hat sich gezeigt, dass eine ca. 20° betragende
Schrégstellung des Atemluftsammlers mit hochstem Punkt am Mundstiick des Probanden
ein gut in die eingestellten Messzeiten der Messblocke passendes Fallen der
Konzentrationswerte nach Maximalanstieg bei den Exspirationskurven begiinstigt.

6) Vor Beginn der Atemgasmessungen wurde den jungen Probanden kurz die Methode der
PTR-MS altersgerecht erklért und die Hohe des Atemluftsammlers auf die Korpergrof3e der
sitzenden Studienteilnehmer eingestellt. Dann wurden die Probanden in den Messvorgang
eingewiesen. Thnen wurde erklért und demonstriert, dass ein etwa 6 - 7 Sekunden langes,
vollstdndiges und moglichst gleichméfBiges Ausatmen in das Mundstiick des
Atemluftsammlers optimal ist. Es folgten ein bis zwei Probemessungen. Um die jungen
Probanden zu motivieren und geeignete Startpunkte fiir die beiden Exspirationskurven zu
bekommen, die je Messblock aufgezeichnet werden sollten, wurde den Kindern der
jeweilige Beginn des Ausatmens in den Atemluftsammler angesagt. Auflerdem wurde
wihrend des Ausatmens bis zu einer vorher vereinbarten Zahl 6 - 7 sec. lang mitgezahlt.

7) Danach wurde den Studienteilnehmern in einem anderen Raum eine Venenverweilkaniile
gelegt. Nach Randomisierung und Erlduterung der Anwendung des Studienpraparates
erfolgten die erste Blutentnahme und die erste Applikation des Nasensprays. Unmittelbar
nach der ersten Sprayanwendung starteten die Atemgasmessungen. Parallel zu den
Atemgasmessungen wurde ein Studienprotokoll verfasst. In den Intervallen zwischen den
Messungen wurde mit den Probanden bzw. ihren Angehdrigen ein Fragebogen ausgefiillt. In
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diesem wurden neben Alter, Geschlecht, Gewicht und KoérpergroBe auch die
Zusammensetzung und der Zeitpunkt der letzten Nahrungsauthahme am Morgen vor den
Messungen, Angaben iiber den Gesundheitsstatus sowie regelmaflig bzw. am Messtag
eingenommene Medikamente erfasst.

4.5.2 Datenaufzeichnung und -verarbeitung

Die Daten der Atemgasmessungen wurden mit Hilfe der Kontroll-Software SEABREAS
aufgezeichnet. Fiir jeden der 2 Messblocke wurde jede einzelne der 30-mal hintereinander
gemessenen Massenkonzentrationen der vorausgewahlten Massen kodiert als ,, *.mdc data file*
gespeichert.

Uber die Messung der in der Atemluft enthaltenen Feuchtigkeit kann eine Unterscheidung und
Fraktionierung der Exhalationsluft in verschiedene, zeitlich hintereinander geschaltete Bestandteile
erfolgen. Zuerst befindet sich die am wenigsten Feuchtigkeit enthaltende Raumluft in der Teflon®-
Rohre des BET-Atemluftsammlers. Mit Beginn des Ausatmens gelangt fiir eine kurze Zeitspanne
die mehr Feuchtigkeit enthaltende Totraumluft aus Mund, Rachen, Trachea und Bronchien in die
Teflon®-Roéhre. Am Schluss wird fiir einige Zeit endexspiratorisches alveolidres Gasgemisch in der
Teflon®-Rohre gespeichert, das den hochsten Feuchtigkeitsgehalt aufweist, bis dieses schlieBlich
nach und nach vollstdndig durch Umgebungsluft ersetzt wird. Mit Hilfe eines bereits in der GDM-
Studie?”* verwendeten Algorithmus, der mit dem Softwareprogramm MATLAB R2010a
(MathWorks, Natick, USA) ausgefiihrt wird, kann durch das Monitoring des Wasserclusters m/z =
37 zwischen Wertebereichen mit Raumluftkonzentration und Wertebereichen mit alveoldrer
Massenkonzentration unterschieden werden (vgl. Abb. 6). So konnten fiir jede der untersuchten
Massen mit Hilfe des Algorithmus aus den zwei je Messblock aufgezeichneten Exspirationskurven
jeweils 3 Bereiche mit Raumluftkonzentrationen und 2 Bereiche mit alveoldrem Gasgemisch
definiert werden. Durch Bestimmung des Medians aus allen Werten eines entsprechenden Bereiches
einer Masse eines Messblocks wurden dann jeweils ein Raumluftkonzentrationswert und ein
Atemluftkonzentrationswert ermittelt. Die Bestimmung des Medians wurde deshalb gewéhlt, weil
die in einem entsprechenden Bereich liegenden Werte teilweise etwas verrauschte Verldufe zeigten
und eine Medianberechnung als relativ resistent gegen Ausreif3er gilt. Die Werte der Raumluft- und
Atemluftkonzentrationen wurden nach Masse und Messzeitpunkt sortiert in eine Excel-Tabelle
iibertragen. AuBlerdem fand eine Umrechnung der lonenzéhlrate [cps] der Massen in ihre absolute
Konzentration [ppb] statt (vgl. Gleichung II). Die Datenverarbeitung wurde soweit durch
Mitarbeiter des Projects Breath Gas Analysis, Research Unit Medical Radiation Physics and

Diagnostics des Helmholtz Zentrums Miinchen iibernommen.
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Abb. 6: Auftrennung der Bereiche von Raumluft und abgeatmetem alveoldrem Gasgemisch anhand
der in der Exspirationsluft enthaltenen Feuchtigkeit (m/z = 372 beispielhaft dargestellt fiir Aceton
(m/z = 59) - (mit freundlicher Genehmigung modifiziert nach®’®)

Weil sich die Konzentration einer Masse in der Atemluft sowohl aus endogen produzierten VOCs
als auch aus VOCs, die aus der Umgebungsluft stammen, zusammensetzt und Unklarheit {iber die
Clearance und Aufnahme von VOCs in der Lunge besteht, ist es wichtig, jedes einzelne VOC-Profil
separat zu betrachten und mit der gleichzeitig gemessenen Raumluftkonzentration zu vergleichen.
Bis jetzt fehlen etablierte Algorithmen zur Ermittlung des exogenen VOC-Anteils, um welchen die
Atemluftkonzentration korrigiert werden miisste, um den endogenen Anteil zu erhalten””. Fiir diese
Studie wurde daher beschlossen, neben einer separaten Betrachtung und deskriptiven Analyse von
Atemluftkonzentration und Raumluftkonzentration, das Delta zwischen Raumluft- und
Atemluftkonzentration zu bilden und als endogenen Anteil fiir die weitere Analyse zu verwenden.
Dies entspricht dem von Phillips et al. postulierten ,,alveoliren Gradienten*>’8. Da unterschiedliche
Niveaus der Ausgangskonzentrationen der Probanden bei der Analyse der Dynamik im Zeitverlauf
weniger ins Gewicht fallen sollten, wurde von den Deltawerten der verschiedenen Messzeitpunkte
jeweils der erste gemessene Deltawert als Basislinienwert abgezogen. Per ,,Area under the
curve“(AUC)-Berechnung (vgl. Formel III) wurde sodann versucht einen statistischen Vergleich

der Dynamik der Massenkonzentrationen zu ermdglichen®”.
_1yn
ILAUC = 2 ¥ic1 Xi-1(¥im1 + Y1)

Die VOC-Konzentrationen wurden bei den Probanden in interindividuell unterschiedlichen
Intervallen bestimmt und damit lagen keine bei allen Probanden direkt bestimmbaren
Vergleichszeitpunkte fiir die AUC-Berechnungen vor. Es wurde sich daher dazu entschieden,

jeweils den im Zeitverlauf nichstgelegene Messwert zu verwenden und die AUC-Werte bis zu den
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Zeitpunkten der 30, 60, 90 und 120 Minuten zu berechnen und zu vergleichen. Die erste Messung
wurde dabei als Wert fiir den Zeitpunkt ,,0 Minuten® verwendet.

4.5.3 Auswertung der Daten und Statistik

Neben einer deskriptiven Analyse wurden die AUC-Daten soweit mdglich zur graphischen
Darstellung des Datensatzes auch einer ,,Principal Component Analysis“ (PCA) (=
Hauptkomponentenanalyse)*** unterzogen. Dazu kam die Statistiksoftware "XLSTAT2016" der
Firma Addinsoft zum Einsatz.

Bei der PCA entsteht durch die Ermittlung von Hauptkomponenten (engl. principal components)
bzw. Faktoren die Grundlage fiir ein mathematisches Konstrukt, in welchem die
multidimensionalen Daten in einen niederdimensionalen Raum so projiziert werden, dass die
Dispersion der Daten reduziert auf relevante Informationen, erhalten bleibt. So sollen verborgene
Strukturen der Daten aufgedeckt und bei verrauschten Datenséitzen das Rauschen durch die
Darstellung entlang einer neuen Basis herausgefiltert werden. Die PCA wird oft angewendet um
eine graphische Veranschaulichung eines Datensatzes zu ermoglichen.

Die durch die PCA generierten Hauptkomponenten entsprechen jeweils einer gewichteten Summe
aller urspriinglichen Variablen und stellen optimale Linearkombinationen dar. Die originalen Daten
von n Variablen bilden in einem n-dimensionalen kartesischen Koordinatensystem eine
Punktwolke. Zur Ermittlung der 1. Hauptkomponente wird ein neues Koordinatensystem in die
Punktwolke projiziert und so lange rotiert, bis die Darstellung der Daten entlang der ersten Achse
(= 1. Hauptkomponente) mit der maximalen Varianz in der Punktwolke einhergeht. Die zweite
Achse (= 2. Hauptkomponente) steht senkrecht auf der ersten Achse und wird wiederum solange
gedreht, bis sie der zweitgrofiten Varianz der Punktwolke entspricht. Jede weitere Achse wird
ebenfalls so rotiert und gelegt, dass sie die grof3te Varianz der noch nicht beschriebenen Restvarianz
abbildet. Fiir die n-dimensionalen Originaldaten ergeben sich insgesamt n Achsen, die zueinander
orthogonal liegen und zusammen die gesamte Varianz der Daten erkldren. Die jeweilige erklérte
Varianz nimmt von der ersten zur letzten Hauptkomponente ab. Idealerweise reprisentieren die
ersten Faktoren einen grof3en prozentualen Anteil der Varianz der Daten, so dass die Darstellung
der Daten entlang der ersten Faktorenachsen eine gute Abbildungsqualitit des Datensatzes bietet
und mit den ersten Hauptkomponenten der wesentliche Informationsgehalt der Daten
wiedergegeben wird.

Je nach Hohe des Beitrages einer Variablen zu einer Hauptkomponenten spricht man von
Faktorladung der Variablen auf die Hauptkomponente mit Werte zwischen 0 und +/- 1. Eine
Faktorladung mit Werten von > +/- 0,5 wird in der Regel als ,,hohe Ladung* betrachtet. Durch das
Aufsummieren der quadrierten Faktorladungen einer Hauptkomponente iiber alle Variablen hinweg
erhélt man den Eigenwert einer Hauptkomponente. Dieser dient als Mal3stab fiir den Beitrag einer
Hauptkomponente zur Erkldrung der Gesamtvarianz aller Variablen. Unter dem Aspekt der
Datenreduktion ist es sinnvoll nur jene Hauptkomponenten zu betrachten, die relevante
Informationen aus dem originalen Datensatz enthalten. Deshalb sind nur Hauptkomponenten mit

einer bestimmten Hohe des Eigenwertes von Relevanz und Hauptkomponenten mit Eigenwerten
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nahe dem Minimum koénnen vernachléssigt werden. Fiir die Festlegung der als relevant betrachteten
Eigenwerte gibt es verschiedene Kriterien, die zur Auswahl - man spricht auch von Extraktion -
einer gewissen Zahl an Hauptkomponenten fiihren. In dieser Arbeit soll das Kaiser-Kriterium zur
Anwendung kommen, welches besagt, dass ,,die Zahl der zu extrahierenden Faktoren (Anm. =

«281 ISt

Hauptkomponenten) gleich der Faktoren mit Eigenwerten gréBer eins
Im Idealfall lassen sich die hoch auf eine Hauptkomponente ladenden Variablen durch einen
Sammelbegriff zusammenfassen, der die Hauptkomponente beschreibt, und die Probanden, die
urspriinglich durch alle erhobenen Variablen beschrieben wurden, trennen sich entlang der
Hauptkomponenten bzw. Sammelbegriffe in entsprechende Untergruppen auf. Allerdings kénnen
die bei der Projektion verloren gegangenen Informationen auch zu Interpretationsfehlern fiihren,

worin die Grenzen der PCA liegen.
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5. Ergebnisse

5.1 Dynamik der Blutzuckerspiegel

5.1.1 Darstellung und Deskription der Blutzuckerdynamiken der 9 Probanden
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Abb. 7: Blutglukoseverlauf der 9 Probanden (1 -9). Zeitpunkt ,,0 Minuten* markiert jeweils den Zeitpunkt der ersten
Blutzuckermessung, unmittelbar danach erfolgte die Spraygabe. Symbole stellen Messzeitpunkte dar, die mit Geraden verbunden
sind, um die Dynamik der Blutzuckerveranderungen tiber den zweistiindigen Messzeitraum hinweg zu veranschaulichen.
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Bei Proband 1 ergab sich zu Beginn des zweistiindigen Messzeitraumes ein Blutglukosewert von 79
mg/dl. Bis zur 30. Minute zeigte sich ein gemessener Maximalwert von 87 mg/dl. Bis zur 60.
Minute fiel der Blutzuckerspiegel auf einen gemessenen Minimalwert von 69 mg/dl. Am Ende des
Messzeitraumes zeigten sich wieder Werte um das Ausgangsniveau mit 80 mg/dl zur 90. Minute
und 82 mg/dl zur 120. Minute (Abb. 7.1).

Bei Proband 2 ergab sich zu Beginn ein Blutzuckerwert von 89 mg/dl, gefolgt von einem Anstieg
auf 107 mg/dl zur 30. Minute und 110 mg/dl zur 60.Minute. Gegen Ende fiel der Blutzuckerspiegel
wieder auf 94 mg/dl zur 90. Minute und 97 mg/dl zur 120. Minute (Abb. 7.2).

Bei Proband 3 ergab sich anfangs ein Blutzuckerwert von 91 mg/dl, gefolgt von einem Fallen des
Blutzuckerspiegels auf 83 mg/dl zur 30. Minute, 82 mg/dl zur 60. Minute, 80 mg/dl zur 90. Minute
und 83 mg/dl zur 120. Minute (Abb. 7.3).

Bei Proband 4 zeigte sich zu Beginn der Messungen ein Blutzuckerwert von 96 mg/dl. Bis zur 30.
Minute war der Blutzuckerspiegel auf einen hypoglykdmischen Wert von 46 mg/dl gefallen. Es
wurde durch die Gabe von kohlenhydratreicher Fliissigkeit und Nahrung interveniert. Die nichste
Blutzuckermessung erfolgte zum Zeitpunkt der 120. Minute und ergab einen Wert von 112 mg/dl
(Abb. 7.4).

Bei Proband 5 zeigte sich anfangs ein Blutzuckerwert von 88 mg/dl. Es folgte ein Anstieg der
Blutglukosekonzentration auf 97 mg/dl zur 15.Minute, 100 mg/dl zur 30. Minute und 101 mg/dl zur
45. Minute. Danach fiel der Blutzuckerspiegel auf 97 mg/dl zur 60. und 90. Minute sowie 90 mg/dl
zur 120. Minute (Abb. 7.5).

Bei Proband 6 zeigte sich zu Beginn ein Blutzuckerwert von 91 mg/dl, gefolgt von einem Fallen auf
89 mg/dl zur 15. Minute, 66 mg/dl zur 30. Minute und 59 mg/dl zur 45. Minute. Danach ergab sich
ein Anstieg des Blutzuckerspiegels auf 76 mg/dl zur 60. Minute und 88 mg/dl zur 90. Minute. Zum
Zeitpunkt der 120. Minute betrug die Blutglukosekonzentration 81 mg/dl (Abb. 7.6).

Bei Proband 7 zeigte sich anfangs ein Blutzuckerwert von 82 mg/dl. Zur 15. Minute betrug er 85
mg/dl, danach folgte ein Fallen auf 78 mg/dl zur 30. Minute, 77 mg/dl zur 45. Minute und 78mg/dl
zur 60. Minute. Zum Zeitpunkt der 90. Minute betrug die Blutglukosekonzentration wieder 82
mg/dl und zur 120. Minute 86mg/dl (Abb. 7.7).

Bei Proband 8 ergab sich zu Beginn ein Blutzuckerwert von 96 mg/dl. Danach zeigte sich ein Fallen
des Blutzuckerspiegels auf 89 mg/dl zur 15. Minute, 75 mg/dl zur 30. Minute, 73 mg/dl zur 45.
Minute und 71 mg/dl zur 60. Minute. Danach stieg die Blutglukosekonzentration wieder auf 85
mg/dl zur 90. Minute und 86 mg/dl zur 120. Minute (Abb. 7.8).

Bei Proband 9 ergab sich anfangs ein Blutzuckerwert von 86 mg/dl. Danach fiel der
Blutzuckerspiegel auf 84 mg/dl zur 15. Minute, 74 mg/dl zur 30. Minute und 65 mg/dl zur 45.
Minute. Folgend konnte wieder ein Anstieg der Blutglukosekonzentration auf 71 mg/dl zur 60. und
90. Minute sowie 75 mg/dl zur 120. Minute verzeichnet werden (Abb. 7.9).

5.1.2 Unterschiede der Blutglukosedynamiken zwischen Insulin- und Placebogruppe
Im Vergleich der Dynamiken der Blutglukosekonzentration der 9 Probanden fillt auf, dass sich bei

allen Probanden, die Insulin erhielten, ein anndhernd dhnlicher Verlauf ergab. So wiesen die
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Probanden 1, 4, 6, 7, 8 und 9 ein Fallen des Blutzuckerspiegels nach Spraygabe mit tiefsten Werten
zwischen der 30. und 60. Minute und folgendem Wiederanstieg im Verlauf auf. Bei Proband 6 und
7 sank der Blutzuckerspiegel bis zur 45. Minute auf einen Tiefstwert und stieg dann bis zur 90.
Minute wieder auf Ausgangsniveau an. Bei Proband 7 zeigte sich der Verlauf bezogen auf die
absolute Messwerténderung dabei nicht so ausgeprigt wie bei Proband 6. Auch bei Proband 9
zeigte sich ein Abfall mit einem minimalen Blutzuckerwert zur 45. Minute. Ein folgender
Wiederanstieg des Blutzuckerspiegels konnte ebenfalls verzeichnet werden, allerdings wurde zu
den iibrigen Messzeitpunkten ein Anstieg bis auf Ausgangswerte nicht mehr erreicht. Bei den
Probanden 1 und 8 wurden tiefste Blutzuckerwerte erst zur 60. Minute gemessen, bei Proband 1
stieg der Blutzuckerspiegel zuvor nach Messbeginn zunichst noch etwas an. Bis zur 90. Minute
waren bei Proband 1 dann wieder Werte um das Ausgangsniveau erreicht. Bei Proband 8 wurde das
Ausgangsniveau bei den iibrigen Messungen nicht mehr ganz erreicht. Bei Proband 4 konnte ein
Fallen des Blutzuckerspiegels mit hypoglykdmischen Wert zur 30. Minute verzeichnet werden, so
dass durch die Gabe eines kohlenhydrathaltigen Getrankes und Nahrung interveniert wurde. Die
Messung zu den Zeitpunkten 60 und 90 Minuten wurde ausgesetzt. Bis zur 120. Minute lag der
Blutzuckerspiegel dann wieder tiber dem Ausgangsniveau.

Die Probanden, die Placebo erhielten, wiesen deutlich andere Blutzuckerdynamiken auf. Bei den
Probanden 2 und 5 kam es zunichst zu einem Anstieg des Blutzuckerspiegels mit maximalen
Blutglukosewerten zwischen der 30. und 60. Minute. Bei Proband 2 zeigte sich der maximale
Blutglukosewert zur 60. Minute, bei Proband 5 zur 45. Minute. Danach kam es bei beiden
Probanden zu einem Fallen des Blutzuckerspiegels bis auf Werte etwas {iber dem Ausgangsniveau.
Bei Proband 3 zeigten sich die Blutglukosekonzentrationen iiber den gesamten Messzeitraum

hinweg in etwa gleichbleibend und es ergaben sich keine grofleren Verdnderungen.

5.2 Ergebnisse der VOC-Messungen per PTR-MS

5.2.1 Untersuchung der 38 Variablen

Bei 30 der 38 untersuchten Massen zeigten sich nicht bei allen Probanden
Raumluftkonzentrationen, die innerhalb des zweistiindigen Messzeitraumes konstant unterhalb der
entsprechenden Konzentration in der Atemluft lagen. Bei einem GroBteil der Probanden kam es bei
diesen 30 Massen schon innerhalb der ersten 30 Minuten zu Raumluftkonzentrationen, die hoher
waren als die jeweilige Konzentration in der Atemluft und aulerdem zeigten sich bei fast allen
Probanden innerhalb der ersten 30 Minuten Raumluftkonzentrationsanteile an der jeweiligen
Atemluftkonzentration von mehr als 25%. Aufgrund der hohen Raumluftkonzentrationsanteile
wurden diese 30 Massen keiner weiteren Analyse zugefiihrt.

Nur bei 8 der 38 gemessenen Massen lagen die Raumluftkonzentrationen bei allen Probanden iiber
den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg unterhalb der entsprechenden Konzentration in der
Atemluft und sie wurden weiter analysiert. Teilweise kam es ebenfalls zu

Raumluftkonzentrationsanteilen von {iber 25 %. Daher wurde die Dynamik von
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Atemluftkonzentration und Raumluftkonzentration vor der weiteren Auswertung zunichst separat
betrachtet.

Zwischen den 8 Massen sowie interindividuell ergaben sich grundsitzliche Unterschiede im Niveau
der Deltawerte. Zu Messbeginn zeigten sich bei den jungen Probanden fiir m/z = 33 Deltawerte
zwischen 70 ppb und 248 ppb, fiir m/z = 51 zwischen 5 ppb und 25 ppb, fiir m/z =55 zwischen 128
ppb und 760 ppb, fiir m/z = 59 zwischen 771 ppb und 2620 ppb, fiir m/z = 63 zwischen 9 ppb und
24 ppb, fiir m/z = 65 zwischen 1 ppb und 5 ppb, fiir m/z = 69 zwischen 48 ppb und 152 ppb und fiir
m/z =77 zwischen 1 ppb und 10 ppb.
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5.2.2 Dynamik der 8 Massen mit durchgehend positiven Deltawerten
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Abb. 8: Konzentratlonsmessungen von m/z = 33 der 9 Probanden (1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a) die
absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft Sdunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten Spalte
b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120. Minute.
Symbole stellen jeweils Messzeitpunkte dar, die zur Verdeutlichung des Verlaufes mit Geraden verbunden wurden. Die ,,Area under
the curve® ist in den Graphiken bg)jeweils schraffiert worden.
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Tab. 4: m/z = 33: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. (4]
1 70 79 47 94 81
2 248 42 35 53 46
3 179 22 17 19 21
4 466 15 14 25 18
5 178 21 19 30 24
6 169 20 20 33 27
7 140 20 13 23 19
8 102 55 55 77 68
9 145 23 19 31 27

Die absolute Raumluftkonzentration von m/z = 33 zu Beginn der Messungen zeigt sich bei den
Probanden 1, 2 und weniger ausgepréagt auch bei den Probanden 4 und 8 hoher als bei den tiibrigen
Probanden. Die gemessene Atemluftkonzentration liegt bei Proband 4 zu Beginn auf deutlich
hoherem Niveau als bei den iibrigen Probanden. Bei den Probanden 1, 2 und 8 zeigen sich
durchschnittliche Raumluftkonzentrationsanteile an den Atemluftkonzentrationen von 81%, 47%
bzw. 68%, die deutlich hoher als bei den tibrigen Probanden liegen. Auch bei den Probanden 6 und
9 ergeben sich durchschnittliche Raumluftkonzentrationsanteile von etwas iiber 25%. Nur bei den
Probanden 3, 4 und 7 macht die Raumluftkonzentration iiber den gesamten Messzeitraum hinweg
nur einen Anteil von bis zu 25 % an der jeweiligen Atemluftkonzentration aus (vgl. Tab. 4).

Die Dynamik der gemessenen Atemluftkonzentration iiber den Messzeitraum dhnelt bei den
Probanden 1, 2 und 4 der Dynamik der Raumluftkonzentration. Bei Proband 1 zeigt sich die
Raumluftkonzentration bis zur 92. Minute tendenziell leicht ansteigend, danach ergeben sich
niedrigere Werte. Dies verhilt sich dhnlich, wenn auch nicht so ausgeprégt, auch bei den
Atemluftkonzentrationen. Hier zeigen sich bis zur 92. Minute zunédchst Atemluftwerte auf ungeféhr
gleichbleibendem Niveau, danach ergeben sich niedrigere Werte. Daraus ergibt sich bei Proband 1
bei den Basislinien-korrigierten Deltawerten tendenziell ein Abfall und zur 108. Minute bei starker
ausgepragtem Fallen der Raumluftkonzentration als Fallen der Atemluftkonzentration einmalig ein
positiver Ausschlag bei den Basislinien-korrigierten Deltawerten. Bei Proband 2 zeigt sich bei den
Raumluftkonzentrationen zunéichst ein Anstieg bis zur 64. Minute, dann kommt es zu einem Abfall
mit Tiefstwerten zur 79. Minute mit folgendem Wiederanstieg bis zum Messende. Auch hier zeigt
sich bei den Atemluftkonzentrationen eine dhnliche, allerdings nicht so ausgepriagte Dynamik.
Daraus ergeben sich bei Proband 2 um das Ausgangsniveau liegende Basislinien-korrigierte
Deltawerte. Bei Proband 4 zeigt sich bis zur 24. Minute zunéchst ein geringer Anstieg der
Raumluftkonzentration, danach kommt es zu einem Fallen bis zur 77. Minute auf Werte unterhalb
des Ausgangsniveaus, die sich bis zum Messende relativ konstant halten. Die
Atemluftkonzentrationen zeigen sich bei Proband 4 zunéchst bis zur 24. Minute auf konstantem

Niveau. Dann kommt es zur 39. und 55. Minute zunéchst zu einem Fallen auf ein etwas niedrigeres
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Messniveau, zur 77. Minute kann ein weiterer Abfall verzeichnet werden und die Werte zeigen sich
folgend bis zum Ende des Messzeitraumes konstant auf diesem Niveau. Daraus ergibt sich bei
Proband 4 bei den Basislinien-korrigierten Deltawerten ein deutlicher Abfall im Zeitverlauf von der
24. Minute bis zur 77. Minute.

Die Atemluftkonzentration zeigt sich bei den Probanden 5 und 6 tendenziell iiber den Messzeitraum
hinweg etwas abfallend, sonst ergeben sich bei den iibrigen Studienteilnehmern relativ
gleichbleibende Atemluftwerte. Die Raumluftkonzentration von Proband 8 zeigt tendenziell einen
leichten Anstieg iiber den Messzeitraum, bei den {ibrigen Probanden ergeben sich in etwa konstante
Raumluftkonzentrationen.

Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z = 33 (Abb. 8) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerte der 9 Probanden ergibt bei Proband 4 eine sich deutlich von den iibrigen Probanden
unterscheidende Dynamik mit starkem Fallen der Basislinien-korrigierten Deltawerte von der 24.
Minute bis zur 77. Minute mit ab dann deutlich negativer AUC-Flidche. Auch bei den Probanden 5
und 6 und schwicher ausgeprigt bei den Probanden 7, 8 und 9 zeigt sich ab Messbeginn bis zum
Ende des Messzeitraumes tendenziell eine zunehmend negative AUC-Fléche, allerdings im
Verhiéltnis zu den Werten von Proband 4 deutlich weniger ausgeprigt. Bei Proband 1 kommt es bis
auf einen einmalig positiven Ausschlag zur 108. Minute bei stirkerem Fallen der
Raumluftkonzentration als Fallen der Atemluftkonzentration tendenziell auch zu zunehmend
negativen Basislinien-korrigierten Deltawerten. Bei den Probanden 2 und 3 zeigen sich die
Basislinien-korrigierten Deltawerte durchgehend um das Ausgangniveau herum. Dies spiegelt sich
auch in den AUC-Berechnungen zu den 4 Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 12 im Appendix).
Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 33 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband
2, 3, 5) erkennen. Innerhalb der Insulingruppe unterscheidet sich die Dynamik von Proband 4 durch
das ausgeprigte Fallen der Atemluftkonzentration respektive der Basislinien-korrigierten

Deltawerte von etwa der 30. bis zur 75. Minute deutlich von den iibrigen Probanden.
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Abb. 9: Konzentratlonsmessungen von m/z = 51 der 9 Probanden %1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a) die
absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft (dunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten Spalte
b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120. Minute.
Symbole stellen jeweils Messzeitpunkte dar, die zur Verdeutlichung des Verlaufes mit Geraden verbunden wurden. Die ,,Area under
the curve® ist in den Graphiken b) jeweils schraffiert worden.
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Tab. 5: m/z = 51: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. %]
1 25 25 20 41 31
2 18 8 5 14 9
3 8 6 2 6 5
4 22 3 1 5 4
5 10 2 2 7 5
6 11 3 3 9 6
7 7 4 0 5 2
8 17 3 2 7 5
9 5 2 0 4 0

Die absolute Raumluftkonzentration von m/z = 51 zu Beginn der Messungen liegt bei Proband 1
deutlich hoher als bei den iibrigen Probanden, ebenso gestaltet es sich mit der
Atemluftkonzentration von m/z = 51 bei Proband 1. Auch bei den Probanden 2, 4 und 8 ergeben
sich zu Beginn der Messungen etwas hohere Atemluftkonzentrationen als bei den restlichen
Studienteilnehmern. Bei Proband 1 zeigt sich ein durchschnittlicher Raumluftkonzentrationsanteil
von 31% an der Atemluftkonzentration, der deutlich hoher liegt als bei den iibrigen Probanden. Bei
diesen ergeben sich durchschnittliche Raumluftkonzentrationsanteile von 0% bis 9% und iiber den
gesamten Messzeitraum hinweg liegen die Raumluftkonzentrationsanteile bei ihnen konstant unter
25 % (vgl. Tab. 5).

Die Dynamik der gemessenen Atemluftkonzentration iiber den Messzeitraum dhnelt bei Proband 1
der Dynamik der Raumluftkonzentration. So ergibt sich bei Proband 1 bei der
Raumluftkonzentration bis zur 77. Minute ein leichter Anstieg, danach zeigen sich bis zum
Messende Raumluftwerte auf niedrigerem, konstantem Niveau. Ahnlich, aber tendenziell etwas
zeitversetzt verhdlt es sich bei Proband 1 auch bei den Atemluftkonzentrationen. Hier kdnnen bis
zur 92. Minute Werte auf relativ gleichbleibendem Niveau verzeichnet werden, danach werden bis
zum Ende des Messzeitraums niedrigere Werte gemessen. Daraus ergeben sich bei den Basislinien-
korrigierten Deltawerten bei Proband 1 ab der 25. Minute Werte unterhalb des Ausgangsniveaus auf
relativ gleichbleibendem Niveau mit Ausnahme eines einmalig positiven Ausschlags zur 92. Minute
bei schon gefallener Raumluftkonzentration und noch konstanter Atemluftkonzentration.

Die Raumluftkonzentration liegt bei allen {ibrigen Probanden durchgehend auf gleichbleibendem
Niveau. Bei Proband 4 zeigt die Atemluftkonzentration zunéchst bis zur 24. Minute einen relativ
konstanten Verlauf. Dann kommt es zur 39. und 55. Minute zunéchst zu einem Fallen auf ein etwas
niedrigeres Messniveau, zur 77. Minute kann ein weiterer Abfall verzeichnet werden und die Werte
zeigen sich folgend bis zum Ende des Messzeitraumes konstant auf diesem Niveau. Die
Atemluftkonzentrationen bei den Probanden 5, 6, 7 und 9 zeigen sich tendenziell iiber den
Messzeitraum hinweg etwas abfallend, bei den restlichen Studienteilnehmern ergeben sich

Atemluftwerte im Bereich des Ausgangsniveaus.
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Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z = 51 (Abb. 9) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerte der 9 Probanden ergibt erneut bei Proband 4 eine sich deutlich von den iibrigen
Probanden unterscheidende Dynamik mit starkem Abfall der Basislinien-korrigierten Deltawerte
von der 24. Minute bis zur 77. Minute und ab dann deutlich negativer AUC-Flachen. Auch bei den
Probanden 5 und 6 und schwécher ausgeprégt bei den Probanden 7, 8 und 9 zeigen sich ab
Messbeginn bis zum Messende tendenziell zunehmend negative AUC-Fldchen, allerdings im
Verhiéltnis zu den Werten von Proband 4 deutlich weniger ausgeprégt. Bei Proband 1 kommt es bis
auf einen einmalig positiven Ausschlag zur 92. Minute bei schon gefallener Raumluftkonzentration
und noch konstanter Atemluftkonzentration tendenziell auch zu zunehmend negativen Basislinien-
korrigierten Deltawerten. Die Basislinien-korrigierten Deltawerte liegen bei Proband 2 meist etwas
oberhalb des Ausgangsniveaus und bei Proband 3 in etwa im Bereich des Ausgangsniveaus. Dies
spiegelt sich auch in den AUC-Berechnungen zu den 4 Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 13
im Appendix).

Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 51 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband
2, 3, 5) erkennen. Innerhalb der Insulingruppe unterscheidet sich die Dynamik von Proband 4 durch
das Fallen der Atemluftkonzentration respektive der Basislinien-korrigierten Deltawerte von etwa

der 30. bis zur 75. Minute deutlich von den iibrigen Probanden.
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Abb. 10: Konzentratlonsmessungen von m/z = 55 der 9 Probanden (1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a)
die absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft (dunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten
I%/Falte b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120.
inute. Symbole stellen jeweils Messzeitpunkte dar, die zur Verdeutlichung des Verlaufes mit Geraden verbunden wurden. Die
,,Area under the curve® ist in den Graphiken b) jeweils schraffiert worden.
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Tab. 6: m/z = 55: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. (4]
1 760 16 7 31 23
2 302 10 9 20 14
3 245 13 12 17 14
4 234 14 13 21 15
5 205 14 14 23 19
6 210 13 13 21 17
7 243 9 8 14 10
8 605 5 4 5 4
9 128 6 5 11 7

Die absolute Raumluftkonzentration von m/z = 55 zu Beginn der Messungen ist bei Proband 1
deutlich hoher als bei den iibrigen Probanden. Die Atemluftkonzentration zu Beginn der Messungen
liegt ebenfalls bei Proband 1, geringer ausgeprégt auch bei Proband 8, iiber dem
Konzentrationsniveau der anderen Probanden. Bei Proband 1 zeigt sich ein durchschnittlicher
Raumluftkonzentrationsanteil an den Atemluftkonzentrationen von 23%, der etwas hoher als bei
den anderen Probanden ist. Bei diesen ergeben sich durchschnittliche
Raumluftkonzentrationsanteile von 4% bis 19%. Auf3er bei Proband 1 zeigen sich bei allen anderen
Probanden iiber den gesamten Messzeitraum hinweg Raumluftkonzentrationsanteile von konstant
unter 25% (vgl. Tab. 6).

Die Dynamik der gemessenen Atemluftkonzentration iiber den Messzeitraum dhnelt bei Proband 1
und geringer ausgeprigt auch bei Proband 2 der Dynamik der Raumluftkonzentration. Bei Proband
1 ergibt sich ein Anstieg der Raumluftkonzentration bis zur 77. Minute, dann kommt es zu einem
Abfall zur 92. Minute mit danach folgendem Wiederanstieg. Dies verhilt sich bei den
Atemluftkonzentrationen dhnlich, wenn auch nicht so ausgepriagt und etwas zeitversetzt. Hier zeigt
sich ebenfalls ein Anstieg bis zur 77. Minute, danach kommt es zu einem flachen Abfall mit tiefsten
Werten in der 108. Minute und folgendem Wiederanstieg. Daraus ergeben sich bei den Basislinien-
korrigierten Deltawerten bei Proband 1 bis zur 77. Minute um das Ausgangsniveau liegende Werte
mit deutlich positivem Ausschlag zur 92. Minute bei schon stérker gefallener
Raumluftkonzentration und noch nicht so stark gefallener Atemluftkonzentration sowie deutlich
negativem Ausschlag zur 108. Minute bei schon wieder angestiegener Raumluftkonzentration und
noch nicht wieder angestiegener Atemluftkonzentration. Bei Proband 2 zeigt sich bei den
Raumluftkonzentrationen zunéchst ein leichter Anstieg bis zur 64. Minute. Dann kommt es zu
einem leichten Abfallen mit Tiefstwerten um die 79. Minute mit folgendem dezentem
Wiederanstieg zur 94. Minute. Danach zeigt sich bis zum Ende der Messungen tendenziell erneut
ein leichter Abfall der Raumluftwerte. Die Dynamik der Atemluftkonzentration ist sehr dhnlich.
Daraus ergeben sich bei Proband 2 meist etwas oberhalb des Ausgangsniveaus liegende Basislinien-

korrigierten Deltawerte.
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Die Raumluftkonzentration bei den {ibrigen Probanden liegt durchgehend auf gleichbleibendem
Niveau. Bei Proband 4 zeigt sich zunéchst ein geringer Anstieg der Atemluftkonzentrationen bis zur
24. Minute, danach ergibt sich ein Abfallen zur 39. Minute auf ein bis Messende relativ konstantes
Niveau. Bei Proband 5 zeigen sich zu Beginn der Messungen zunéchst bis zur 9. Minute
gleichbleibende Atemluftkonzentrationen, danach ergibt sich ein Abfallen zur 15. Minute auf ein
niedrigeres, bis Messende relativ konstantes Niveau. Bei Proband 6 zeigen sich ab der 33. Minute
und bei Proband 9 ab der 54. Minute Atemluftwerte unterhalb des Ausgangsniveaus. Bei Proband 7
ergeben sich im Messverlauf tendenziell etwas abfallende Atemluftkonzentrationen. Bei den
Probanden 3 und 8 zeigen sich Atemluftkonzentrationen mit mehr oder weniger ausgepriagten
Schwankungen im Bereich des Ausgangsniveaus.

Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z = 55 (Abb. 10) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerte der 9 Probanden zeigt bei den Probanden 4, 5, 6, 7 und 9 Schwankungen vor allem
unterhalb des Ausgangsniveaus. Bei Proband 2 zeigt sich ein schwankender Verlauf vor allem
oberhalb des Ausgangsniveaus und bei den Probanden 1, 3 und 8 zeigen sich mehr oder weniger
stark ausgeprigte Schwankungen im Bereich des Ausgangsniveaus. Die Verldufe bei den einzelnen
Probanden gestalten sich innerhalb dieser 3 Gruppen sehr heterogen. Dies spiegelt sich auch in den
AUC-Berechnungen zu den 4 Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 14 im Appendix).

Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 55 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband
2,3, 5) erkennen.
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Abb. 11: Konzentratlonsmessungen von m/z = 59 der 9 Probanden (1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a)
die absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft (dunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten
I%/Falte b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120.
inute. Symbole stellen jeweils Messzeitpunkte dar, die zur Verdeutlichung des Verlaufes mit Geraden verbunden wurden. Die
,,Area under the curve® ist in den Graphiken b) jeweils schraffiert worden.
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Tab. 7: m/z = 59: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. (4]
1 1477 10 5 11 10
2 1580 8 8 18 12
3 961 5 4 5 4
4 1066 5 2 6 4
5 869 8 4 15 6
6 771 5 5 20 12
7 1838 2 2 2 2
8 1309 5 5 8 7
9 2620 1 1 7 2

Die absolute Raumluftkonzentration von m/z = 59 zu Beginn der Messungen ergibt bei den
Probanden 1 und 2 eine etwas hohere Konzentration als bei den iibrigen Studienteilnehmern. Die
Atemluftkonzentration zu Beginn der Messungen liegt bei den Probanden 7 und 9 iiber dem Niveau
der anderen Probanden, bei den Probanden 3, 5 und 6 zeigt sich eine geringere
Atemluftkonzentrationen als bei den {ibrigen Probanden. Insgesamt ergeben sich bei allen
Studienteilnehmern niedrige durchschnittliche Raumluftkonzentrationsanteile von 2 % bis 12 % und
iiber den gesamten Messzeitraum hinweg liegen die Raumluftanteile bei allen Probanden konstant
unter 25 % (vgl. Tab. 7).

Bei den Probanden 1 und 2 ergibt sich bei der Raumluftkonzentration {iber den Messezeitraum eine
gering ausgepragte Dynamik, die sich ghnlich auch in der Atemluftkonzentration darstellt. Bei
Proband 1 zeigt sich ein Anstieg der Atemluftkonzentration iiber den Messzeitraum hinweg, zur
108. Minute wird einmalig ein etwas niedrigerer Wert gemessen. Bei der Raumluftkonzentration
kann zur 108. Minute ebenfalls mit geringerer Auspriagung ein niedrigerer Wert gemessen werden.
Bei Proband 2 zeigen sich zunéchst bis zur 57. Minute Atemluftwerte auf ungeféhr demselben
Niveau, danach werden tendenziell etwas niedrigere Werte gemessen. Auch dies findet sich dhnlich
mit geringerer Auspragung in den Werten der Raumluftkonzentration. Daraus ergibt sich bei den
Basislinien-korrigierten Deltawerten bei Proband 1 tendenziell ein Anstieg iiber den gesamten
Messzeitraum hinweg mit einem einmalig pragnanterem Abfall zur 108. Minute, bei
verhiltnisméaBig stirker ausgepriagtem Fallen der Atemluftkonzentration als Fallen der
Raumluftkonzentration, bei Proband 2 liegen die Werte durchgehend etwas unterhalb des
Ausgangsniveaus.

Bei den iibrigen Probanden zeigen sich alle Raumluftkonzentrationen auf etwa gleichbleibendem
Niveau. Bei den Atemluftkonzentrationen ergibt sich bei Proband 4 zunéchst ein starker
kontinuierlicher Anstieg bis zur 26. Minute. Dann kommt es zur 39. Minute zunéchst zu einem
Fallen auf ein etwas niedrigeres Messniveau, das bis zur 57. Minute gehalten wird. Zur 77. Minute
kann ein weiteres Abfallen auf Ausgangsniveau verzeichnet werden und die

Atemluftkonzentrationswerte zeigen sich folgend bis zum Messende auf diesem Ausgangsniveau.
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Bei den Probanden 7 und 8 ergeben sich im Verlauf des Messzeitraumes tendenziell leicht
abfallende Atemluftkonzentrationen. Bei Proband 9 werden in der zweiten Stunde des
Messzeitraumes geringere Atemluftkonzentrationen als in der ersten Stunde gemessen und bei den
Probanden 3, 5 und 6 ergeben sich mehr oder weniger stark ausgepréigte Schwankungen der
Atemluftwerte auf etwa gleichbleibendem Niveau.

Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z = 59 (Abb. 11) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerte der 9 Probanden zeigt bei den Probanden 1 und 4 jeweils Dynamiken, die sich deutlich
von den iibrigen Probanden unterscheiden. Bei Proband 1 ergibt sich ab Messbeginn {iber den
gesamten Messzeitraum hinweg ein Anstieg. Bei Proband 4 kommt es zunichst zu ansteigenden
Basislinien-korrigierten Deltawerten bis zur 26. Minute, danach ergibt sich bis zur 77. Minute ein
Abfallen auf Ausgangsniveau, das bis zum Ende des Messzeitraumes gehalten wird. Bei den
iibrigen Probanden ergeben sich Basislinien-korrigierten Deltawerte, die vor allem unterhalb des
Ausgangsniveaus liegen. Dabei zeigen sich die Werte der Probanden 7 und 8 ab etwa der 40.
Minute iiber den restlichen Messzeitraum tendenziell abfallend. Bei Proband 6 zeigen sich ab etwa
der 40. bis 90. Minute ausgeprigte Schwankungen deutlich unterhalb des Ausgangsniveaus. Bei
Proband 9 ergeben sich zunichst Schwankungen in etwa im Bereich des Ausgangsniveaus, dann
werden ab etwa der 60. bis zur 100. Minute Basislinien-korrigierten Deltawerte deutlich unterhalb
des Ausgangsniveaus gemessen. Bei den Probanden 2, 3 und 5 liegen die Basislinien-korrigierten
Deltawerte iiber den gesamten Messzeitraum in ungefahr gleichbleibender Konzentration vor allem
etwas unterhalb des Ausgangsniveaus. Dies spiegelt sich auch in den AUC-Berechnungen zu den 4
Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 15 im Appendix).

Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 59 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband
2, 3, 5) erkennen. Mit Ausnahme von Proband 1 weisen aber alle Probanden der Insulingruppe mit
unterschiedlicher Auspriagung ein Fallen der Konzentration von m/z = 59 zwischen der 40. und 60.
Minute auf. Bei Proband 4 hilt das Abfallen bis zur etwa 75. Minute an, bei den Probanden 7 und 8
bis zum Messende und bei den Probanden 6 und 9 konnen im Verlauf ab der etwa 90. bzw. 100.

Minute wieder hohere Konzentrationen gemessen werden.
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Abb. 12: Konzentrationsmessungen von m/z = 63 der 9 Probanden (1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a)
die absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft (dunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten
I%/F’alte b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120.

i

nute.

,,Area under the curve® ist in den Graphiken b) jeweils schraffiert worden.
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Tab. 8: m/z = 63: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. (4]
1 12 27 17 37 28
2 17 11 11 19 15
3 11 9 6 11 8
4 10 14 8 23 15
5 16 17 4 17 8
6 9 14 13 30 19
7 11 9 5 10 7
8 24 5 4 6 5
9 13 4 2 11 5

Die absolute Raumluftkonzentration von m/z = 63 zu Beginn der Messungen ergibt bei Proband 1
eine etwas hohere Konzentration als bei den iibrigen Studienteilnehmern. Bei der
Atemluftkonzentration zu Beginn der Messungen zeigen sich bei den Probanden 2, 5 und 8 Werte
iiber dem Niveau der anderen Probanden, bei Proband 6 liegt diese etwas niedriger als bei den
iibrigen Studienteilnehmern. Bei Proband 1 zeigt sich ein durchschnittlicher
Raumluftkonzentrationsanteil von 28%, bei den iibrigen Probanden ergeben sich niedrigere
Raumluftanteile von durchschnittlich 5% bis 19%. AuB3er bei den Probanden 1 und 2 liegen die
Raumluftkonzentrationsanteile bei allen iibrigen Probanden iiber den Messezeitraum hinweg
konstant unter 25% (vgl. Tab. 8).

Bei den Probanden 1, 2 und 4 zeigen sich bei den Atemluftkonzentrationen gering ausgeprégte
Dynamiken, die sich dhnlich auch in der Dynamik der Raumluftkonzentration wiederfinden. Daraus
ergeben sich bei Proband 1 Basislinien-korrigierten Deltawerten in etwa im Bereich des
Ausgangsniveaus, bei Proband 2 liegen sie etwas oberhalb und bei Proband 4 etwas unterhalb des
Ausgangsniveaus. Bei den iibrigen Probanden zeigen sich iiber den Messezeitraum gleichbleibend
niedrige Raumluftkonzentrationen. Die Atemluftkonzentration liegt bei Proband 5 vor allem
oberhalb, bei den {ibrigen Probanden 3, 6, 7, 8 und 9 in etwa im Bereich des Ausgangsniveaus.
Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z = 63 (Abb. 12) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerten der 9 Probanden ergibt bei Proband 4 tendenziell ein Abfallen der Basislinien-
korrigierten Deltawerte iiber den gesamten Messzeitraum mit negativer AUC-Fléche. Bei den
Probanden 2 und 5 liegen die Basislinien-korrigierten Deltawerte vor allem oberhalb des
Ausgangsniveaus mit positiver AUC-Flache. Bei den {ibrigen Probanden liegen die Werte in etwa
im Bereich des Ausgangniveaus. Dies spiegelt sich auch in den AUC-Berechnungen zu den 4
Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 16 im Appendix).

Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 63 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband

2, 3, 5) erkennen.
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Abb. 13: Konzentrationsmessungen von m/z = 65 der 9 Probanden (1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a)
die absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft (dunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten
I%/F’alte b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120.

i

nute.

,,Area under the curve® ist in den Graphiken b) jeweils schraffiert worden.
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Tab. 9: m/z = 65: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. (4]
1 4 55 25 95 71
2 5 19 13 38 25
3 2 21 13 30 20
4 4 24 0 37 22
5 3 7 5 28 12
6 1 14 14 53 20
7 2 14 9 29 11
8 5 7 2 12
9 1 0 0 17 1

Die absolute Raumluftkonzentration von m/z = 65 zu Beginn der Messungen ergibt bei Proband 1
eine etwas hohere Konzentration als bei den iibrigen Studienteilnehmern. Die
Atemluftkonzentration zu Beginn der Messungen zeigt sich ebenfalls bei Proband 1 héher als bei
den anderen Probanden. Bei Proband 1 betrégt der durchschnittliche Raumluftanteil 71 %, bei den
iibrigen Probanden ergeben sich niedrigere Raumluftanteile von durchschnittlich 1% bis 25 %. Nur
bei den Probanden 8 und 9 zeigt sich iliber den gesamten Messzeitraum hinweg ein
Raumluftkonzentrationsanteil von konstant unter 25 % (vgl. Tab. 9).

Bei Proband 1 zeigt sich bei der Atemluftkonzentration eine ausgepragte Dynamik {iber den
Messzeitraum, die sich dhnlich auch in den Raumluftkonzentrationen wiederfindet. Es ergibt sich
ein Anstieg der Raumluftkonzentration bis zur 63. Minute, danach kommt es zu einem Abfall bis
zur 92. Minute mit dezentem Wiederanstieg bis zum Ende des Messzeitraumes.

Bei der Atemluftkonzentration zeigt sich ein Anstieg bis zur 63. Minute, zur 108. Minute ergibt sich
einmalig ein niedrigerer Wert, danach wird wieder eine hhere Konzentration in der Atemluft
gemessen. Daraus ergeben sich bei Proband 1 Basislinien-korrigierte Deltawerte im Bereich des
Ausgangsniveaus mit stirkerem positivem Ausschlag zum Zeitpunkt der 92. Minute, zu dem die
Raumluftkonzentration schon deutlich niedriger als zuvor war und die Atemluftkonzentration noch
nicht gefallen war. Auch bei den Probanden 2 und 4 ergeben sich bei den Raumluftkonzentrationen
gering ausgepragte Dynamiken, die sich dhnlich in der Atemluftkonzentration wiederfinden. Bei
Proband 2 zeigen sich ein Anstieg der Raumluftkonzentration bis zur 64. Minute und ein Abfallen
zur 79. Minute. Bis zum Messende werden danach wieder hhere Raumluftkonzentrationen
gemessen. Bei der Atemluftkonzentration wird zunéichst bis zur 17. Minute ein geringer Anstieg
verzeichnet. Dann zeigt sich bis zur 94. Minute ein Abfallen, danach konnen wieder hohere
Atemluftwerte gemessen werden. Die Basislinien-korrigierten Deltawerte daraus ergeben bei
Proband 2 zunéchst einen minimalen Anstieg bis zur 17. Minute und danach ein Abfallen. Ab der
24. Minute zeigen sich dann Werte unterhalb des Ausgangsniveaus, die bis zur 94. Minute
tendenziell weiter leicht fallen. Danach kann wieder ein Anstieg auf Ausgangsniveaus verzeichnet

werden. Bei Proband 4 ergibt sich sowohl bei den Atemluftkonzentrationen, als auch weniger
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ausgepragt bei den Raumluftkonzentrationen zunéchst ein minimaler Anstieg bis zur 24. Minute,
dann zeigt sich bis zur 77. Minute ein Abfallen und danach wieder ein konstanter Verlauf auf
ungeféhr diesem Niveau bis zum Messende. Daraus ergeben sich bei Proband 4 zunéchst bis zur 24.
Minute Basislinien-korrigierte Deltawerte in etwa im Bereich des Ausgangsniveaus, dann fallen sie
bis zur 77. Minute und zeigen sich danach bis zum Messende konstant. Bei den anderen
Studienteilnehmern sind sowohl die Raumluftkonzentrationen, als auch die
Atemluftkonzentrationen iiber den Messzeitraum hinweg relativ konstant.

Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z = 65 (Abb. 13) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerte der 9 Probanden zeigt bei Proband 4 ab etwa der 30. bis zur 75. Minute einen Abfall.
Bei Proband 2 kénnen von der etwa 30. bis zur ungeféahr 100. Minute niedrigere Werte gemessen
werden, bevor sich bis zum Messende wieder Werte im Bereich des Ausgangsniveaus ergeben. Bei
Proband 1 kommt es zunéchst bis zur etwa 75. Minute zu relativ konstanten Basislinien-korrigierten
Deltawerte unterhalb des Ausgangsniveaus, danach ergeben sich ausgepriagte Schwankungen im
Bereich des Ausgangsniveaus, die in zeitlichem Zusammenhang mit dem deutlichen Fallen der
Raumluftkonzentration stehen. Bei allen iibrigen Probanden zeigen sich iiber den gesamten
Messzeitraum relativ konstante Basislinien-korrigierte Deltawerte, die bei den Probanden 3, 6, 7
und 9 im Bereich des Ausgangsniveaus liegen, bei Proband 8 liegen sie etwas unterhalb. Dies
spiegelt sich auch in den AUC-Berechnungen zu den 4 Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 17
im Appendix).

Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 65 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband
2,3, 5) erkennen.
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Abb. 14: Konzentratlonsmessungen von m/z = 69 der 9 Probanden (1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a)
die absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft (dunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten
I%/Falte b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120.
inute. Symbole stellen jeweils Messzeitpunkte dar, die zur Verdeutlichung des Verlaufes mit Geraden verbunden wurden. Die
,,Area under the curve® ist in den Graphiken b) jeweils schraffiert worden.
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Tab. 10: m/z = 69: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. (4]
1 150 13 8 38 14
2 107 15 15 49 28
3 89 21 19 25 22
4 61 27 11 32 23
5 48 32 24 51 35
6 81 22 22 37 30
7 62 21 16 26 21
8 152 11 6 11 9
9 70 7 4 10 7

Die Raumluftkonzentration von m/z = 69 zu Beginn der Messungen ergibt bei allen Probanden
dhnlich niedrige Konzentrationen, bei Proband 9 fillt sie nochmal deutlich geringer aus als bei den
iibrigen Probanden. Die Atemluftkonzentration von m/z = 69 zu Beginn der Messungen zeigt sich
bei den Probanden 1 und 8 auf etwas hoherem Niveau als bei den anderen Studienteilnehmern. Bei
den Probanden 2, 5 und 6 ergeben sich durchschnittliche Raumluftkonzentrationsanteile von 28%,
35% bzw. 30 %. Bei den iibrigen Studienteilnehmern betragen die durchschnittlichen
Raumluftanteile 7 % bis 23 %. Nur bei den Probanden 3, 8 und 9 ergeben sich iiber den gesamten
Messzeitraum Raumluftanteile von konstant unter 25 % (vgl. Tab. 10).

Bei den Probanden 1 und 2 weist die Atemluftkonzentration eine Dynamik auf, die sich dhnlich
auch in den Raumluftkonzentrationen wiederfindet. Bei Proband 1 zeigt sich die
Raumluftkonzentration zunéchst konstant, dann ergeben sich zur 63. und 77. Minute héhere
Raumluftwerte. Ab dann kommt es bis zur 108. Minute wieder zu einem Fallen auf Ausgangniveau
bis zum Messende. Bei der Atemluftkonzentration zeigt sich zur 63. Minute ein Anstieg auf ein
hoheres Niveau, das bis Messende bestehen bleibt. Daraus ergibt sich bei den Basislinien-
korrigierten Deltawerten bei Proband 1 zunichst bis zur 63. Minute ein Verlauf ungefihr auf
Ausgangsniveau und danach zeigen sich durch das Abfallen der Raumluftkonzentration bei
weiterhin konstanten Atemluftkonzentrationen bis zum Messende ansteigende Basislinien-
korrigierte Deltawerte. Bei Proband 2 ergibt sich ein tendenzieller Anstieg der
Raumluftkonzentration bis zur 64. Minute, ab der 79. Minute zeigen sich bis zum Ende der
Messzeit wieder niedrigere Raumluftwerte. Bei der Atemluftkonzentration ergibt sich eine dhnliche
Dynamik, allerdings tendenziell etwas zeitversetzt. Die Basislinien-korrigierten Deltawerte bei
Proband 2 liegen vor allem etwas unterhalb des Ausgangsniveaus. Bei den librigen Probanden
zeigen sich die Raumluftkonzentrationen {iber den Messzeitraum konstant. Die
Atemluftkonzentrationen von Proband 4 befinden sich zunéchst konstant auf Ausgangsniveau, ab
der 77. Minute werden dann bis zum Messende hdhere Konzentrationen gemessen. Bei Proband 8
zeigen sich die Atemluftkonzentrationen iiber den gesamten Messzeitraum hinweg ansteigend. Bei

den iibrigen Probanden 3, 5, 6, 7 und 9 sind die Atemluftkonzentrationen durchgehend konstant.
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Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z=69 (Abb. 14) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerte der 9 Probanden zeigt bei Proband 8 eine sich deutlich von den anderen Probanden
unterscheidende Dynamik mit kontinuierlich ansteigenden Basislinien-korrigierten Deltawerten und
deutlich positiver AUC-Flache. Auch die Verldufe bei den Probanden 1 und 4 unterscheiden sich
von denen der iibrigen Probanden. Zunéchst zeigen sich bei diesen beiden Probanden Basislinien-
korrigierten Deltawerte im Bereich des jeweiligen Ausgangsniveaus, dann ergeben sich ab etwa der
60. Minute Anstiege der Basislinien-korrigierten Deltawerte mit zunehmend positivem AUC-
Flachenwert, bei Proband 1 schwécher ausgeprigt als bei Proband 4 und bei Proband 1 aulerdem
nach einer Phase mit deutlichem Abfallen der Raumluftkonzentration bei weiterhin konstanter
Atemluftkonzentration. Bei den anderen Studienteilnehmern ergeben sich Basislinien-korrigierte
Deltawerte in etwa im Bereich des Ausgangsniveaus. Dies spiegelt sich auch in den AUC-
Berechnungen zu den 4 Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 18 im Appendix).

Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 69 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband
2,3, 5) erkennen. Innerhalb der Insulingruppe fillt bei den Probanden 1 und 4 im Verlauf von m/z =
69 eine sich von den iibrigen Probanden unterscheidende Dynamik mit Anstiegen der Basislinien-
korrigierten Deltawerte ab etwa der 60. Minute auf, bei Proband 1 aber deutlich schwicher
ausgepragt als bei Proband 4 und nach deutlichem Abfallen der Raumluftkonzentration bei
weiterhin konstanter Atemluftkonzentration. Bei Proband 8 liegt die Atemluftkonzentration schon
zu Messbeginn deutlich iiber dem durchschnittlichen Niveau der anderen Probanden und iiber den
gesamten Messzeitraum hinweg zeigt sie sich bei konstanter Raumluftkonzentration weiter

ansteigend.
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Abb. 15: Konzentratlonsmessungen von m/z = 77 der 9 Probanden (1-9); dabei finden sich in der ersten Spalte a)
die absolut gemessenen Massenkonzentrationen in Atemluft (dunkelblau) und Raumluft (grau) der Probanden und in der zweiten
I%/Falte b) jeweils die entsprechenden Basislinien-korrigierten Deltawerte (hellblau) eines Probanden bis zum Zeitpunkt der 120.
inute. Symbole stellen jeweils Messzeitpunkte dar, die zur Verdeutlichung des Verlaufes mit Geraden verbunden wurden. Die
,,Area under the curve® ist in den Graphiken b) jeweils schraffiert worden.
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Tab. 11: m/z = 77: Initiales Delta zwischen Raumluftkonzentration und Atemluftkonzentration
sowie initialer, minimaler, maximaler und durchschnittlicher Raumluftanteil bei den Messungen

Proband A [ppb] Raumluftanteil [%]

initial initial min. max. (4]
1 10 5 4 10 7
2 3 24 9 40 18
3 2 23 14 40 22
4 2 22 9 39 19
5 1 46 30 63 43
6 2 25 25 81 50
7 3 17 6 29 11
8 6 9 8 15 11
9 3 6 0 34 9

Die Raumluftkonzentrationen von m/z = 77 zeigen sich zu Beginn der Messungen bei allen
Probanden dhnlich niedrig. Bei der Atemluftkonzentration ergibt sich zu Beginn der Messungen bei
Proband 1 ein hoheres Niveau als bei den {ibrigen Studienteilnehmern, bei den Probanden 5 und 6
liegen die Atemluftwerte zu Beginn und im Verlauf vergleichsweise niedriger. Bei den Probanden 5
und 6 zeigt sich ein deutlich hoherer durchschnittlicher Anteil der Raumluftkonzentration an den
Atemluftkonzentrationen von 43% bzw. 50%. Die Raumluftanteile der anderen Probanden betragen
durchschnittlich 7% bis 22 %. Nur bei den Probanden 1 und 8 ergeben sich iiber den gesamten
Messzeitraum hinweg Raumluftanteile von unter 25 % (vgl. Tab. 11).

Bei allen Probanden zeigen sich die Raumluftkonzentrationen iiber den Messzeitraum hinweg
konstant. Bei Proband 1 steigt die Atemluftkonzentration bis zur 95. Minute, danach werden
niedrigere Werte gemessen. Bei den anderen Studienteilnehmern ergeben sich keine grofleren
Anderungen der Atemluftkonzentration.

Ein Vergleich aller AUC-Verldufe von m/z=77 (Abb. 15) auf Basis der Basislinien-korrigierten
Deltawerte der 9 Probanden ergibt bei Proband 1 bis zur 95. Minute einen tendenziellen Anstieg,
danach zeigen sich diese etwas niedriger. Bei Proband 2 liegen die Basislinien-korrigierten
Deltawerte vor allem oberhalb des Ausgangsniveaus, bei den iibrigen Probanden in etwa im Bereich
des Ausgangsniveaus. Dies spiegelt sich auch in den AUC-Berechnungen zu den 4
Vergleichszeitpunkten wider (vgl. Tab. 19 im Appendix).

Insgesamt lésst sich fiir die Messungen von m/z = 77 kein grundsétzlicher Unterschied zwischen
der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der Placebogruppe (Proband
2,3, 5) erkennen. Innerhalb der Insulingruppe unterscheidet sich die Dynamik von Proband 1 durch
eine schon zu Messbeginn iiber dem durchschnittlichen Niveau der anderen Studienteilnehmer
liegende Atemluftkonzentration mit fast kontinuierlichen Anstieg auf ein noch héheres Niveau bis

zur 95. Minute deutlich von den iibrigen Probanden.

5.2.3 Zusammenfassender Vergleich
Hinsichtlich der Raumluftkonzentration ergibt sich vor allem bei den Probanden 1 und 2 bei einigen

der Massen eine Akkumulation im Verlauf der Messungen. Fiir m/z = 33 und m/z = 63 zeigt sich
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diese deutlich bei beiden Probanden, fiir m/z = 59 und m/z = 77 ergibt sich eine verhdltnisméfig
geringere Akkumulation bei beiden Probanden und fiir m/z = 51, m/z = 55 und m/z = 65 zeigt sich
eine deutliche Akkumulation bei Proband 1 und eine eher nur geringe Akkumulation bei Proband 2.
Dabei lassen sich die Zeitraume der Akkumulation mit den jeweiligen Zeitrdumen bis zum Liiften
in der 59. Minute bei Proband 1 bzw. 90. Minute bei Proband 2 korrelieren.

Fiir keine der untersuchten Massen lésst sich bei den Atemgasmessungen ein grundsitzlicher
Unterschied zwischen der Gruppe mit intranasaler Insulingabe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) und der
Placebogruppe (Proband 2, 3, 5) erkennen.

Mit Ausnahme von Proband 1 weisen aber alle Probanden der Insulingruppe mit unterschiedlicher
Ausprdgung ein Abfallen der Konzentration von m/z = 59 zwischen der 40. und 60. Minute auf. Bei
Proband 4 zeigt sich das Abfallen ausgeprégter als bei den iibrigen Probanden und hilt bis zur etwa
75. Minute an, bei den Probanden 7 und 8 féllt die Konzentration bis zum Messende und bei den
Probanden 6 und 9 kdnnen im Verlauf ab der etwa 90. bzw. 100. Minute wieder hohere Werte
gemessen werden. Bei Proband 1 zeigt sich die Konzentration von m/z = 59 tendenziell iiber den
gesamten Messzeitraum ansteigend. Auch bei Proband 4 ergibt sich bis zum Konzentrationsabfall
zunichst ein starker Anstieg fiir m/z = 59.

Innerhalb der Insulingruppe erkennt man fiir die Messungen von m/z = 69 bei den Probanden 1 und
4 eine sich von den iibrigen Probanden unterscheidende Dynamik mit Anstieg der Basislinien-
korrigierten Deltawerte ab etwa der 60. Minute, bei Proband 1 schwicher ausgeprigt als bei
Proband 4 und nach deutlichem Abfallen der Raumluftkonzentration bei weiterhin konstanter
Atemluftkonzentration. Bei Proband 8 zeigt sich fiir m/z = 69 schon zu Messbeginn eine etwas iiber
dem Durchschnitt der anderen Probanden liegende Atemluftkonzentration und es folgt ein fast
kontinuierlicher Anstieg bis zum Messende.

Des Weiteren unterscheidet sich die Dynamik von Proband 4 bei den Atemluftmessungen von m/z
=33 und m/z = 51 durch einen Konzentrationsabfall ab etwa der 30. bis zur 75. Minute von den
iibrigen Probanden.

Bei Proband 1 liegt die Atemluftkonzentration von m/z = 77 schon zu Messbeginn deutlich tiber
dem Durchschnitt der anderen Probanden und die Dynamik unterscheidet sich durch einen weiteren
Konzentrationsanstieg bis zur 95. Minute von den {ibrigen Probanden. Danach werden bei Proband

1 wieder niedrigere Atemluftwerte gemessen.

Bei den verbleiben 3 der 8 untersuchten Massen, ndmlich m/z = 55, m/z = 63 und m/z = 65, ergibt

sich bei keinem der Probanden eine nennenswerte Dynamik.

524 PCA

Der multidimensionale AUC-Datensatz der 9 Probanden wurde hinsichtlich aller 8 Variablen (m/z
=33, m/z=51, m/z= 155, m/z=59, m/z= 63, m/z= 65, m/z= 69 und m/z = 77) der Zeitintervalle
bis zur 30., 60., 90. und 120. Minute einer PCA unterzogen um die Daten graphisch zu
veranschaulichen. Fiir den Datensatz dieser Studie existieren fiir alle untersuchten Zeitabschnitte
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mindestens drei bis vier Hauptkomponenten mit Eigenwerten grof3er als eins. Diese repriasentieren
zusammen jeweils 81,8 bis 87,9 % der Varianz der Daten. Um tiiber 95 % der Datenvarianz zu
erkldren wiren jeweils vier bis sechs Hauptkomponenten notwendig. Eine Reduktion der AUC-
Daten auf nur wenige Hauptkomponenten, die einen Grofiteil der Datenvarianz erkldren, ist also fiir
alle untersuchten Zeitintervalle nicht gut moglich.

Soweit es die zu Grunde liegenden AUC-Daten ermoglichen, ergibt die Positionierung der
Probanden entlang der Hauptkomponentenachsen mit Eigenwerten grofer als eins zu keinem der
untersuchten Zeitabschnitte eine Gruppenauftrennung in Insulin- und Placebogruppe. Man erkennt
lediglich, dass die Probanden 3, 6, 7 und 9 durchgehend wenig herausragende Merkmale besitzen
(Lokalisation nahe 0 im Koordinatensystem), der Rest der Probanden weist heterogen verteilte
Merkmale auf. Untenstehend ist in Abb. 16 eine dreidimensionale Darstellung der Probanden
entlang der jeweils ersten drei Hauptkomponentenachsen zu den 4 untersuchten Zeitabschnitten zu
sehen und im Appendix findet sich in den Tabellen 20 — 23 eine Ubersicht iiber die Eigenwerte und
Faktorladungen der PCA-Untersuchungen.
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a) PCA 30 Minuten b) PCA 60 Minuten

c) PCA 90 Minuten d) PCA 120 Minuten

F3 F3

Abb. 16: Positionierung der Probanden entlang der jeweils ersten drei Hauptkomponenten zu den
untersuchten Zeitintervallen 30, 60, 90 und 120 Minuten (a-d)
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6. Interpretation der Daten und Diskussion

6.1 Grundiiberlegungen zur Zuordnung von Massen zu Stoffwechselprodukten
und zur Interpretation von VOC-Dynamiken der INIT II-Atemgasstudie

Durch den Einsatz eines PTR-MS-Gerites mit Quadrupol-Technik kann eine Zuordnung der
gemessenen Massen zu Stoffwechselprodukten im Rahmen der vorliegenden Studie nur
probatorische anhand anderer in der Literatur beschriebener Zuordnungen erfolgen. Ein PTR-MS-
Geridt mit Time-of-flight (TOF)-Massenanalysator oder eine zusétzliche gaschromatographische
Analyse, durch die verschiedene Stoffwechselprodukte mit gleicher Massenzahl direkt
unterschieden werden konnen, kam bei den aktuellen Atemgasmessungen nicht zum Einsatz.
Aufgrund der komplexen biochemischen Vorgénge, aus denen abgeatmete VOCs hervorgehen, lésst
der derzeitige der Stand der Forschung keine komplette Aufklarung der Dynamik von abgeatmeten
VOC-Konzentrationen zu. Nach Zuordnung der untersuchten Massen zu Stoffwechselprodukten
kann man aber versuchen anhand einiger bekannter Eigenschaften von VOCs plausible Hypothesen
fiir das Auftreten von VOC-Dynamiken aufzustellen. Die Ausgangsbedingungen vor und wéhrend
der Messungen miissen bei der Interpretation von Dynamiken mitbedacht und miteinbezogen
werden. Bei den Probanden dieser Studie fand vor Messbeginn keine Kontrolle iiber Diit,
Medikation oder Ausmal der korperlichen Aktivitdt statt. Auch das individuelle Stressempfinden
vor und wihrend der Messungen blieb unbekannt. Da es den Probanden in der zweiten Stunde des
Messzeitraumes im Gegensatz zur ersten Stunde gestattet war, ihren Platz im Messraum zwischen
den Messungen fiir lingere Zeit zu verlassen, kam es teilweise zu einer verdnderten korperlichen
Aktivitdt der Probanden in der zweiten Stunde. Diese Faktoren kénnen grundsétzlich zu
Veranderungen im Stoffwechsel bzw. zur Verdnderung von abgeatmeten VOC-Konzentrationen
fiihren232-236-242.
Die Zusammensetzung und der Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme am Morgen vor den
Messungen wurden neben Angaben iiber den Gesundheitsstatus und regelméfig bzw. am Messtag
eingenommene Medikamente in einem Fragebogen erfasst. Alle Probanden gaben an, vor den
Atemgasmessungen gefriihstiickt zu haben. Die Menge und Zusammensetzung des Friihstiicks
unterschied sich zwischen den Probanden aber stark, ebenso die Zeitspanne vom Friihstiick bis zum
Beginn der Messungen. Alle Probanden der INIT II-Atemgasstudie hatten am Messtag vor den
Messungen keine Medikamente genommen und Erkrankungen im Bereich der Lunge bzw.
Atemwege oder des Mund-Rachenraumes wurden verneint.

Da das Studienprotokoll der INIT-II-Studie unabhingig vom jeweiligen Korpergewicht fiir alle
Studienteilnehmer der Verumgruppe die gleiche Menge an intranasalem Insulin vorsah, kam es
durch das unterschiedliche Korpergewicht der Probanden zu einer interindividuell unterschiedlichen
gewichtsbezogenen Insulindosis.

Wiéhrend der Messungen wurde bei Proband 4 aufgrund der Entwicklung einer Hypoglykédmie nach
der 30. Minute durch die Gabe von kohlenhydratreicher Fliissigkeit und Nahrung interveniert. Alle

iibrigen Studienteilnehmer blieben iiber den gesamten Messzeitraum hinweg niichtern. Diese
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zusitzliche Nahrungszufuhr bei Proband 4 sollte bei der Interpretation von VOC-Dynamiken

ebenfalls mitbedacht werden.

6.2 Zuordnung der 8 analysierten Massen zu Stoffwechselprodukten

8 Massen der 38 gemessenen Massen wiesen liber den gesamten Untersuchungszeitraum bei allen
Probanden Konzentrationen in der Atemluft auf, die konstant iiber den jeweiligen Konzentrationen
in der Raumluft lagen. Fiir 3 der 8§ Massen, ndmlich m/z =55, m/z = 63 und m/z = 65, ergaben sich
bei allen Probanden iiber den zweistiindigen Messzeitraum relativ gleichbleibende Konzentrationen.
Bei den anderen 5 der 8 Massen, namlich m/z =33, m/z= 51, m/z =59, m/z= 69 und m/z =77,
zeigten sich bei einigen Probanden der Insulingruppe teilweise ausgeprigte Dynamiken. Fiir eine
Interpretation dieser Dynamiken, insbesondere ob es sich dabei um Auswirkungen von intranasalem
Insulin handeln kdnnte oder nicht, miissen die gemessenen Massen zunéchst einem konkreten
Stoftwechselprodukt zugeordnet werden.

Die gleichartigen Verldufe von m/z =33 und m/z = 51 bei allen Probanden sprechen dafiir, dass es
sich, wie auch in der Literatur beschrieben*?, sowohl bei m/z = 33, als auch bei m/z =51 um
Methanol handelt - m/z = 51 entspricht dabei Methanol, das mit einem Wassermolekiil verbunden
ist. m/z = 59 kann dem Stoffwechselprodukt Aceton zugeordnet werden?’>27%243, Bei m/z = 69
handelt es sich wahrscheinlich um Isopren®**27®, Bei m/z = 77 konnte es sich um Propanethiol?”®
oder um Aceton, das mit einem Wassermolekiil verbunden ist>** handeln - die
Konzentrationsverldufe von m/z = 77 und m/z = 59 bei den 9 Probanden sind dhnlich, aber nicht

identisch.

6.3 Blutglukoseverinderungen wihrend der Atemgasmessungen

Die VOC-Messungen zu vorliegender Studie fanden in einem zweistiindigen Messzeitraum nach
Gabe des Studienpréparates statt. Im Falle per PTR-MS erfassbarer, systemischer Wirkungen des
Studienpriparates miisste es sich im Rahmen dieser Studie um verschiedene Kurzzeiteffekte von
intranasalem Insulin auf den postprandialen Stoffwechsel handeln, die vor allem Verdnderungen im
Blutglukosehaushalt und andere anabole Stoffwechselvorginge betreffen.

Fiir die Auswirkungen von intranasalem Insulin auf den Blutzuckerspiegel ist beschrieben, dass er
nach ca. 10 Minuten zu fallen beginnt, nach etwa 30 - 40 Minuten tiefste Werte erreicht werden und
nach etwa 80 - 100 Minuten wieder ein Blutglukoseanstieg auf Ausgangniveau beobachtet werden
kann'86-10 Alle Probanden der Insulingruppe (Proband 1, 4, 6, 7, 8, 9) wiesen im Gegensatz zu den
Probanden der Placebogruppe (Proband 2, 3, 5) mit unterschiedlicher Auspragung ein Abfallen des
Blutzuckerspiegels nach Spraygabe mit tiefsten Werten zwischen der 30. und 60. Minute und einen
folgenden Wiederanstieges im Verlauf auf, wobei nicht bei allen das Ausgangsniveau wieder
erreicht wurde. Demnach erweist sich die Blutglukosedynamik aller Probanden nach intranasaler
Insulingabe in dieser Studie dhnlich wie vorbeschrieben. Proband 4, der bezogen auf sein
Korpergewicht die hochste intranasale Insulindosis erhalten hatte, entwickelte eine Hypoglykdmie

und es ist zu bedenken, dass Blutzuckerverdnderungen nach der 30. Minute zusétzlich durch die
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erneute Gabe von Nahrung beeinflusst waren. Bei den Probanden 1 und 7 kam es nur zu
vergleichsweise geringem Abfallen der Blutzuckerkonzentration. Diese beiden Probanden erhielten
bezogen auf ihr Kérpergewicht aber keine niedrigere Insulinmenge als die iibrigen Probanden, im
Gegenteil, es gab viele andere Probanden mit ausgeprégteren Blutzuckerverdnderungen, die eine
geringere gewichtsbezogenen Insulindosis bekommen hatten als die Probanden 1 und 7. Es ist
vorbeschrieben, dass das Antwortverhalten auf intranasales Insulin interindividuell unterschiedlich
ist'®190 und die Auswirkungen auf den Blutzuckerspiegel scheinen neben der Dosis auch von
weiteren Faktoren abhéngig zu sein.

Einige per PTR-MS messbare VOCs zeigen sich sensitiv auf Verdnderungen des

Blutzuckerspiegels?+234282

und es wird eine Korrelation zur Hohe der Blutglukosekonzentration
beschrieben?**?>*. Da Blutzuckermessungen und Atemgasmessungen in dieser Studie nicht
zeitgleich stattfanden, eignet sich das Design dieser Studie nicht zur Berechnung von Korrelationen
zwischen Blutzuckerspiegel und VOC-Konzentrationen. Es konnen lediglich Dynamiken verglichen
werden. Da deutlich weniger Blutzuckermessungen stattfanden als Atemgasmessungen (Proband 1-
3: 4 Blutzuckermessungen, Proband 4: nur 3 Blutzuckermessungen, Proband 5 - 9: 6
Blutzuckermessungen) ist auch dies nur mit Einschrankungen moglich. Fiir die
Stoffwechselprodukte, die den Massen in dieser Studie zugeordnet wurden, ist fiir
Aceton?*3-249:251.255 ynd Methanol®>* ein Zusammenhang mit dem Blutzuckerspiegel beschrieben.

244,254,283

Korrelationsuntersuchungen machen deutlich, dass Korrelationen zwischen

Blutzuckerspiegel und VOC-Konzentration aber nicht absolut bestehen, sondern nur unter gewissen
Ausgangsbedingungen Geltung haben?*+234283,

Fiir keine der untersuchten Massen gab es in dieser Studie eine Dynamik, die sich bei allen
Probanden der Insulingruppe zeigte und sich mit der Dynamik des Blutzuckerspiegels korrelieren
lieB3.

Mit Ausnahme von Proband 1 ergab sich aber bei allen iibrigen Probanden der Insulingruppe
(Proband 4, 6, 7, 8, 9) in etwa zeitgleich zum Abfallen des Blutzuckerspiegels in den ersten 30 — 60
Minuten des Messzeitraumes in unterschiedlicher Auspriagung auch ein Konzentrationsabfall von
m/z = 59. In die Zeitpanne des Blutzuckerabfalls fiel bei Proband 4 auch der Konzentrationsabfall
von m/z = 33 und m/z = 51. Eine genauere Diskussion der Dynamiken dieser und der iibrigen
Metaboliten folgt unter Einbeziehung bekannter Eigenschaften und Ausgangsbedingungen unter
Punkt 6.4.

6.4 Interpretation und Diskussion der aufgetretenen VOC-Dynamiken

6.4.1 m/z =33 und m/z =51 mit Zuordnung zu Methanol

Fiir Methanol ist grundsitzlich ein Zusammenhang mit dem Blutzuckerspiegel beschrieben?*. Auch
in der GDM-Pilotstudie wurde Methanol als eines der Stoffwechselprodukte beschrieben, dessen
Konzentration sich nach Niichternheit durch Glukoseingestion éndert - allerdings nur schwach?”>.
Eine Diskussion des Mechanismus, der eine solche Anderung in der GDM-Studie bewirkt haben

konnte, erfolgte nicht und es gab auch keine Kontrollgruppe. Das heifl3it, es bleibt eigentlich unklar,
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ob die in der GDM-Studie beschriebenen Methanolverdnderungen auf die Glukosegabe bzw. auf die
daraus resultierenden Blutzuckerverdnderungen zuriickgefiihrt werden kdnnen oder nicht.

Methanol ist ein iiblicher Bestandteil der Atemluft***?%, Es ist in Obst?*® und Gemiise*®’ enthalten.
Ein Konsum dieser Nahrungsmittel fiihrt zu einer Erh6hung der Methanolkonzentration in der
Atemluft’®82%  teilweise direkt, teilweise zusitzlich durch den enzymatischen Abbau von Pektin
im Gastrointestinaltrakt durch Darmbakterien®®® 2!, Auch weitere Substrate und
Nahrungsbestandteile kdnnen durch Darmbakterien zu Methanol abgebaut werden®*>>22%% Der
Genuss von alkoholischen Getrinken®®® und des SiiBstoffes Aspartam®***° fiihrt ebenfalls zu einem
Anstieg der Methanolkonzentration. Neben exogenen Methanolquellen, die fiir den gréften Teil des
Methanolvorkommens in der Atemluft verantwortlich sind, wird Methanol wohl auch endogen
produziert - der genaue Ursprung und die Funktion dessen sind noch weitgehend unerforscht?,
Bei den meisten Probanden zeigte sich die Methanolkonzentration in der Atemluft tiber den
Messzeitraum relativ konstant. Bei Proband 5 konnte iiber die ersten 30 Minuten und bei Proband 6
iiber den gesamten Messzeitraum ein dezentes Abfallen der Methanolkonzentration verzeichnet
werden. Bei Proband 4 ergaben sich im Verlauf der Messungen Konzentrationsverdnderungen, die
sich deutlich von denen aller iibrigen Studienteilnehmer unterschieden. Zunéchst kam es bis zur 24.
Minute zu einem Verlauf auf kontinuierlichem, aber im Vergleich zum Durchschnitt der {ibrigen
Probanden hoherem Konzentrationsniveau. Dann ergab sich zur 39. und 55. Minute zunéichst ein
Abfallen auf ein etwas niedrigeres Messniveau. Zur 77. Minute konnte ein weiteres Abfallen auf
eine niedrige Durchschnittskonzentration verzeichnet werden. Uber den restlichen Messzeitraum
hinweg wurden dann &hnlich niedrige Methanolkonzentrationen gemessen. Bei intranasaler
Insulingabe kommt es nach etwa 10-20 Minuten zur hochsten Insulinkonzentration im Plasma'®6,
Der Blutzuckerspiegel von Proband 4 sank bis zur 30. Minute auf einen hypoglykédmischen Wert.
Zeitlich wére es daher durchaus plausibel, dass das Abfallen der Methanolkonzentration in der
Atemluft, das ab der 39. Minute verzeichnet wurde, Folge der intranasalem Applikation von Insulin
oder Folge des aus der Insulingabe resultierenden Blutzuckerabfalls war.

Da fiir den Hauptanteil der Methanolkonzentration in der Atemluft das Angebot an

Nahrungsbestandteilen im Darm verantwortlich ist?*

und davon ausgegangen werden kann, dass
eine Intervention durch intranasales Insulin darauf keinen Effekt hat, ist die aufgetretene
Methanoldynamik bei Proband 4 wohl nicht auf die intranasale Gabe von Insulin oder auf die
daraus resultierende Blutzuckerverdnderung zuriickzufiihren. Sollte Insulin nicht doch einen
deutlichen Effekt auf die endogene Methanolproduktion haben?™, ist die aufgetretene
Methanoldynamik wahrscheinlich am ehesten Folge einer postprandialen Verdnderung des
Substratangebotes im Darm. Fiir das vergleichsweise dezente Abfallen der
Methanolkonzentrationen bei den Probanden 5 und 6 konnte ebenfalls eine Verdnderung des

Substratangebotes im Darm die Ursache sein.

6.4.2 m/z =59 mit Zuordnung zu Aceton
Aceton entsteht aus Acetoacetat durch Reduktion und spontane Decarboxylierung im Rahmen der

Ketogenese. Dieser geht in der Regel ein gesteigertes Fettsdureangebot in der Leber voraus. Insulin
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wirkt der Ketogenese entgegen, es hilt Fette als anaboles Hormon in ihren Depots zuriick und

250

supprimiert die Ketonkorperproduktion™”. AuBlerdem fordert es die Verstoffwechselung

230 Abgeatmete Acetonkonzentrationen zeigen sich daher postprandial in

vorhandener Ketonkdrper
der Regel niedriger als im Fastenzustand und fiir Aceton ist eine inverse Korrelation zum
Blutzuckerspiegel beschrieben?*®2425! Diese Korrelation besteht postprandial jedoch nicht so stark
wie nach einer nichtlichen Niichternphase®®. Eine Verinderung des Acetongehaltes in der Atemluft
durch die intranasale Applikation von Insulin ist also grundsétzlich plausibel, es miisste zu einem
Abfallen der Acetonkonzentration in der Atemluft kommen. Gleichzeitig bedingt das intranasale
Insulin eine Senkung des Blutzuckerspiegels durch Aufnahme von Glukose aus dem Blut in die
Zellen. Das heif3t, anders als bei niedrigem Blutzuckerspiegel im Hungerzustand ist nach
intranasaler Applikation von Insulin keine inverse Korrelation zwischen Acetongehalt in der
Atemluft und Blutzuckerspiegel zu erwarten, sondern es sollte parallel zu einem Abfallen des
Blutzuckerspiegels und einer Senkung des Acetongehaltes in der Atemluft kommen.

Bei allen Probanden der Insulingruppe, au8er bei Proband 1, konnte in unterschiedlicher
Ausprédgung eine solche Dynamik beobachtet werden, bei der ein Abfallen der Acetonkonzentration
in der Atemluft und ein Sinken des Blutzuckerspiegels parallel auftraten. Bei Proband 4, dem
Probanden mit der hochsten gewichtsbezogenen Insulindosis, zeigte sich das Abfallen der
Acetonkonzentration nach einem vorherigen Anstieg deutlich, bei den iibrigen Probanden 6, 7, 8, 9
eher dezent. Bei den Probanden 6 und 9 zeigten sich im Verlauf des zweistiindigen Messzeitraumes
gegen Ende dann wieder hohere Acetonkonzentrationen. Proband 1 ist der einzige der
Insulingruppe, bei dem die Acetonkonzentration trotz postprandialer normoglykdmer
Ausgangsstoffwechsellage liber den gesamten Messzeitraum tendenziell weiter anstieg. Bei diesem
konnte auch nur eine verhiltnisméBig geringe Senkung des Blutzuckerspiegels nach intranasaler
Insulingabe verzeichnet werden. Eventuell gab es bei Proband 1 schon vor Messbeginn Einfliisse
auf den Stoffwechsel, die eine groBere Auswirkung als das intranasale Insulin hatten bzw. die den
Insulinwirkungen entgegengerichtet waren. Auch bei Proband 4 kam es initial zu einem Anstieg der
Acetonkonzentration in der Atemluft. Eine mdgliche Ursache fiir die Steigerung der Ketogenese

2% Daneben fordert auch eine

konnte die Ausschiittung von Glucagon durch Stress sein
proteinreiche oder sehr fettreiche Nahrung die Ketonkorperproduktion. Es wurde angegeben, dass
die Zusammensetzung der Nahrung, die vor den Messungen von Proband 1 zu sich genommen

wurde, fettreich war. Das individuelle Stressempfinden der Probanden blieb unbekannt.

6.4.3 m/z =69 mit Zuordnung zu Isopren

Fiir Isopren ist weder die exakte biochemische Herkunft, noch die genaue physiologische Rolle
ausreichend bekannt, so dass sich eine Interpretation von Isoprendynamiken in der Atemluft
schwierig gestaltet?®”2%8, Isopren gilt als Marker der Cholesterin-Biosynthese?*°!. Studien legen
nahe, dass auch Bakterien der Darmflora Isopren produzieren kénnen®*®. Neben pathologischen
Ursachen, wie Leberzirrhose im fortgeschrittenen Fibrosestadium?®?, tritt eine erhdhte Abatmung

239-241 l,24 1,242

von Isopren physiologisch vor allem bei erhohter kardiovaskuldrer und respiratorische
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Aktivitit auf. Man nimmt an, dass durch eine gesteigerte Durchblutung potentieller Produktions-
und Speicherorte vor allem zu Beginn von korperlicher Aktivitdt erhohte Konzentrationen an
Isopren freigesetzt und abgeatmet werden®*?. Auch das Atemminutenvolumen®*!, die
Exspirationstiefe und Verinderungen im Rahmen von Hyperventilation?*? haben einen Einfluss auf
die Hohe der abgeatmeten Isoprenkonzentration.

Bei Proband 8 der Insulingruppe war die Konzentration von Isopren in der Atemluft schon zu
Beginn der Messungen hoher als bei den iibrigen Probanden und es kam bis zum Ende der
Messungen zu einem weiteren kontinuierlichen Anstieg. Ein Zusammenhang mit der Applikation
von intranasalem Insulin ist daher zeitlich pharmakokinetisch nicht plausibel.

Die Probanden 1 und 4 der Insulingruppe unterschieden sich durch einen Anstieg der
Isoprenkonzentration ab etwa der 60. Minute von den anderen Probanden. Da eine Induktion der
Cholesterin-Biosynthese durch Insulin bekannt ist>®, wiire es grundsitzlich mdglich, dass es sich
bei den Isoprendynamiken der Probanden 1 und 4 um Auswirkungen von intranasalem Insulin
gehandelt hat - bis jetzt gibt es keine Studien, die den genauen Einfluss von intranasalem Insulin auf
die Isoprenkonzentration in der Atemluft untersucht haben. Auch eine verénderte korperliche
Aktivitat>**2#in der zweiten Stunde des Messzeitraumes, in denen es den Probanden zwischen den
Messungen gestattet war ihren Platz im Messraum zu verlassen, konnte der Grund fiir die
angestiegenen Isoprenkonzentrationen in der Atemluft gewesen sein. Bei Proband 4 ist zu
bedenken, dass die Verdnderung der Isoprenkonzentration ab der 60. Minute grundsétzlich auch
Folge der erneuten Gabe von Nahrung im Rahmen der Hypoglykdmie nach der 30. Minute sein
konnte. Bei Proband 1 gestaltet sich der Anstieg deutlich schwicher als bei Proband 4 und zeigt
sich nach einer Phase mit abfallenden Raumluftkonzentrationen bei weiterhin konstanten
Atemluftkonzentrationen. Daher wére auch ein erst zeitverzogert auftretender
Atemluftkonzentrationsabfall als Ursache fiir den Anstieg der Isoprenkonzentration bei Proband 1
denkbar, da er sich gemédl3 der in dieser Studie festgelegten Verrechnung der Raumluftkonzentration
aus dem Delta zwischen Raum- und Atemluftkonzentration ergibt. Bei fehlendem etabliertem
Algorithmus zur exakten Verrechnung der Raumluftkonzentration darf die Zuverldssigkeit dieses
Anstieges nicht iiberbewertet werden. Bei den iibrigen Probanden zeigten sich fiir Isopren {iber den
gesamten Messzeitraum relativ gleichbleibende Konzentrationen, wobei auch bei Proband 9 der
Insulingruppe und bei den Probanden 2 und 5 der Placebogruppe in der zweiten Stunde des
Messzeitraumes tendenziell etwas hohere Isoprenkonzentrationen in der Atemluft gemessen werden
konnten als in der ersten Stunde.

Zusammenfassend ist ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg der Isoprenkonzentrationen ab der
60. Minute und der intranasalen Insulingabe durch eine Induktion der Cholesterin-Biosynthese
insbesondere bei Proband 4, der die hochste intranasale Insulindosis erhalten hatte, zwar moglich,
um eine genaue Aussage treffen zu konnen sind jedoch weitere Studien notwendig. Da Isopren auch
bei vermehrter respiratorischer und/oder kardiovaskulédrer Aktivitit in hoheren Konzentrationen
abgeatmet wird, konnte auch eine gesteigerte korperliche Aktivitit in der zweiten Stunde des

Messzeitraumes die Ursache fiir den Anstieg der Isoprenkonzentrationen sein.
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644 m/z=177

Fiir m/z =77, bei dem die konkrete Zuordnung zu einem Stoffwechselprodukt nicht gelingt, ergibt
sich bei Proband 1 der Insulingruppe eine Dynamik, die sich deutlich von den anderen Probanden
unterscheidet. Schon zu Beginn zeigt sich bei Proband 1 eine deutlich hhere Konzentration als bei
den tibrigen Probanden und es kommt bis zur etwa 100. Minute zu einem weiteren kontinuierlichen
Anstieg, danach werden niedrigere Konzentrationen gemessen. Ein Zusammenhang dieser Dynamik
mit der Applikation von intranasalem Insulin ist zeitlich pharmakokinetisch nicht plausibel. Bei den
iibrigen Probanden zeigt sich die Konzentration von m/z = 77 iiber den gesamten Messzeitraum

relativ gleichbleibend.

6.4.5 m/z=55, m/z=63 und m/z = 65
Bei den verbleibenden 3 der 8 Massen, namlich m/z = 55, m/z = 63 und m/z = 65, die im Rahmen
dieser Studie keinem konkreten Stoffwechselprodukt zugeordnet werden konnten, zeigte sich bei

keinem der Probanden eine ausgepriagte Dynamik.

6.5 Diskussion von Methode und Studienaufbau:

6.5.1 Auftreten hoher Raumluftkonzentrationsanteile

In dieser Pilotstudie mit jungen Probanden zeigten sich bei den Messungen der 38 Massen haufig
hohe Anteile der Raumluftkonzentration an den gemessenen Atemluftkonzentrationen. Auch bei
den 8 Massen, bei denen sich fiir alle Probanden iiber den gesamten Messzeitraum
Atemluftkonzentrationen ergaben, die oberhalb der Raumluftkonzentration lagen, zeigten sich
teilweise Raumluftkonzentrationsanteile von iiber 25 %. Risby und Solga beschreiben, dass
Atemluftdaten mit Raumluftanteilen von iiber 25 % kritisch betrachtet werden sollten**. Die
Atemluftkonzentrationen und die Raumluftkonzentrationen der 8 untersuchten Massen wurden
deswegen zunéchst separat beschrieben und analysiert.

Wie ldsst sich das Auftreten von hohen Raumluftanteilen wéhrend dieser Studie erkléren? In der
Literatur ist bis jetzt beziiglich des Auftretens von hohen Raumluftkonzentrationsanteilen speziell
bei Kindern und Jugendlichen nichts beschrieben.

Moglicherweise konnten hohe Konzentration an VOCs in der Raumluft direkt zu hohen
Raumluftkonzentrationsanteilen gefiihrt haben. Der Raum, in dem die Atemgasmessungen
stattfanden, hatte nur ein Volumen von etwa 35 m>. Vor allem bei den Probanden 1 und 2, bei
denen versucht wurde durch nur kurzzeitiges einmaliges Liiften nach etwa 60 bzw. 90 Minuten
moglichst konstante Umgebungsbedingungen zu bieten, fiel eine starke Akkumulation von VOCs in
der Raumluft auf. Aufgrund der bis zum Liiften aufgetretenen VOC-Akkumulationen wurde sich
dazu entschlossen, fortan bei allen folgenden Messungen vor Messbeginn groBziigig zu liiften und
das Fenster auch wihrend der Messungen je nach Witterung offen bzw. zumindest gekippt zu
lassen. Auch die Tiir zum Messraum blieb nun durchgehend offen. Durch dieses Vorgehen lieBen
sich bei allen {ibrigen Probanden hinsichtlich der Akkumulation von VOCs in der Raumluft
gebesserte Bedingungen erreichen. Trotzdem konnte die relativ kleine Grof3e des Messraumes zur

VOC-Akkumulation mit daraus resultierenden hohen Raumluftanteilen gewisser Metaboliten
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gefiihrt haben. AuBlerdem fiel bei den beiden ersten Probanden auf, dass es intraindividuell bei
einigen der untersuchten Massen zu starker, bei anderen Massen zu keiner oder nur wenig
Akkumulation kam. Auch interindividuell ergaben sich bei den akkumulierenden Massen
grundsétzliche Unterschiede zwischen den Probanden 1 und 2. Eine Mitbeeinflussung der VOC-
Konzentrationen in der Raumluft durch andere im Messraum anwesende Personen (Versuchsleiter,
Angehorige) ist naheliegend und bei kiinftigen Studien sollten solche moglichen Storfaktoren
bedacht und minimiert werden. Ferner kam auch ein Filtersystem wie der N7500-2 Acid Gas
Cartridge-Filter, der von Alkhouri et al. bei PTR-MS-Messungen angewendet wird*??, bei der
vorliegenden Studie nicht zum Einsatz und kénnte von Nutzen sein um exogene VOCs beim
Einatmen von Raumluft zu eliminieren. Uber die Vorteile eines solchen Filtersystems fiir
Atemgasanalysen wurden bis jetzt allerdings noch keine Daten verdffentlicht.

Zum anderen konnten die hohen Raumluftkonzentrationsanteile aber auch durch eine
verhiltnisméBig niedrigere Atemluftkonzentration bedingt bzw. mitbedingt sein. Die Ursache dafiir
ist eventuell das junge Alter der Probanden. Zu den Besonderheiten von PTR-MS-Analysen bei
Kindern und Jugendlichen sowie PTR-MS-Forschung mit jiingeren Probanden allgemein gibt es
noch nicht viele Studien. Fiir einige VOC:s ist beschrieben, dass ihre Konzentration in der Atemluft
bei Kindern geringer ist als bei Erwachsenen?’*%3%_Dies kénnte zum einen daran liegen, dass
entsprechende VOCs bei Kindern grundsitzlich in niedriger Konzentration vorkommen, zum
anderen konnten aber auch Unterschiede in der Atemtechnik bei der Atemluftsammlung zwischen
Kindern und Erwachsenen dazu beitragen®"’. Fiir diese Studie wurden optimale Exspirationskurven
bei der Atemluftsammlung durch ein moglichst tiefes, langes und gleichméBiges Ausatmen erzielt.

Eine entsprechende Atemtechnik war fiir die jiingeren Probanden schwieriger zu bewerkstelligen.

6.5.2 Raumluftkorrekturberechnung in dieser Studie

Bei der Untersuchung von VOCs in der Atemluft stellt sich grundsétzlich die Frage, ob und wie
man die entsprechende Konzentration eines VOC in der Raumluft mit der gemessenen VOC-
Konzentration in der Atemluft verrechnen soll. Da etablierte Algorithmen zur Raumluftkorrektur
fehlen?’’, wurde sich bei der vorliegenden Studie dazu entschieden nach einer separaten
Betrachtung der Dynamik von Atemluft- und Raumluftkonzentration der einzelnen Massen und
einer deskriptiven Analyse dieser, das Delta aus Raumluft- und Atemluftkonzentration zu bilden
und fiir die weitere Auswertung zu verwenden. Dies entspricht dem von Phillips et al. postulierten
salveoldren Gradienten, dem die Uberlegung zu Grunde liegt, dass der Differenzbetrag eines
protonierten VOC zwischen eingeatmeter Luft und ausgeatmeter Luft endogenen Ursprungs sein

miisste®’®

. Neuere Studien weisen jedoch darauf hin, dass der Zusammenhang zwischen der
Konzentration an Metaboliten in Raumluft und Atemluft komplexer ist>***%, Dennoch ist die
Entwicklung eines Algorithmus zur Raumluftkorrektur noch nicht gelungen und wére dringend
notwendig um die Zuverldssigkeit und Vergleichbarkeit von Atemgasdaten garantieren zu kénnen.
Eine Analyse der errechneten alveoldren Gradienten, die fiir die weitere Auswertung zudem
Basislinien-korrigiert wurden, zeigt hinsichtlich der Abbildung der Dynamik von Raumluft- und

Atemluftkonzentrationen fiir diese Studie ein annehmbares Ergebnis. Lediglich in Phasen mit
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schnellerer Anderung der Raumluftkonzentration scheint es teilweise durch eine gleichgerichtete,
aber erst zeitverzogert folgende Konzentrationsédnderung in der Atemluft zu Ungenauigkeiten zu
kommen. Grund hierfiir konnte eine sich erst nach und nach ergebende Anpassung der abgeatmeten
VOC-Fraktion an den neuen Gradienten sein, der sich durch Anderung der Raumluftkonzentration
ergibt und der ein maBgeblicher Faktor fiir den Anteil der abgeatmeten VOC-Fraktion ist?*+.
Dynamiken mit ausgeprigter und schneller Anderung der Raumluftkonzentration wurden durch
Akkumulation und stoweises Liiften vor allem bei den Probanden 1 und 2 beobachtet. Durch
dauerhaftes Liiften des Messraumes ab den Messungen von Proband 3 zeigten sich die

Raumluftkonzentrationen bei allen folgenden Probanden grundsitzlich niedriger und konstanter.

6.5.3 Basislinienkorrektur, AUC-Werte und -Intervalle zum Vergleich der VOC-Dynamiken
Um Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten zwischen den Massenverldufen der 9 Probanden nach
Spraygabe darzustellen, wurden fiir jede der 8 Massen aus den Deltawerten nach Basislinien-
Korrektur fiir die graphischen Veranschaulichung des Datensatzes per PCA AUC-Werte bis zu 4
Vergleichszeitpunkten errechnet. Da die Dynamik der VOC-Konzentrationen nach Gabe des
Studienpréparates untersucht werden sollte, hat sich die Basislinienkorrektur als niitzlich erwiesen,
grundsitzliche interindividuelle Unterschiede??>226240:30% bej den abgeatmeten VOC-
Konzentrationen nicht so sehr ins Gewicht fallen zu lassen und Verdnderungen nach Spraygabe
darzustellen. Dabei wurde das Delta aus dem jeweils ersten erhobenen Atem- und Raumluftwert
einer Masse als Basislinienwert von allen folgenden Deltakonzentrationen der entsprechenden
Masse abgezogen. Auch bei tendenziell gleichbleibenden Konzentrationen ergeben sich durch eine
Messung per PTR-MS aber grundsitzlich eher verrauschte Massenkonzentrationsverldufe. Bei der
angewendeten Basislinienkorrektur kann es daher, je nachdem, ob der Basislinienwert zu den
hoéheren oder niedrigeren Werten innerhalb eines verrauschten Verlaufes gehort, auch bei fehlender
Anderung der Dynamik zu einem Verlauf der Basislinien-korrigierten Werte eher ober- oder
unterhalb des Ausgangsniveaus kommen. Dies kann einen rechnerischen Schwachpunkt fiir die
anschlieBend folgende Ermittlung von AUC-Werten darstellen. Mitunter konnen sich so einmal
zunehmend positive und einmal zunehmend negative AUC-Werte ergeben, obwohl sich tendenziell
in beiden Fillen keine Anderungen zeigen. Zur genaueren Ermittlung eines Basislinienwertes wire
es daher bei kiinftigen Atemgasstudien sinnvoll, den Median der entsprechenden Raum- und
Atemluftkonzentration nicht nur wie in dieser Studie aus zwei, sondern mehreren
Exspirationskurven zu bestimmen.

Das Fehlen eines etablierten Algorithmus zur Raumluftkorrektur stellt ebenfalls einen
Schwachpunkt fiir die AUC-Berechnungen dar. Besonders in Phasen, in denen es wohl zu einer erst
zeitverzogert aufgetretenen Dynamik von Raumluft- und Atemluftkonzentration kam, ergaben sich
verhdltnismaBig starke Ausschldge der Deltawerte, die in die AUC-Berechnungen eingingen.

Das AUC-Modell kann auBBerdem zu einem fortgeschrittenem Vergleichszeitpunkt nicht
unterscheiden, ob sich beispielweise ein negativer AUC-Wert durch Schwankungen unterhalb des
Basislinienwertes ergeben hat oder zunéchst das Ausgangsniveau gehalten werden konnte und sich

dann nach einer gewissen Zeit ein stirkerer Abfall ereignete. Auch das gleichzeitige Auftreten eines
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Anstiegs und eines Abfalls im Messverlauf wird durch die AUC-Daten nicht abgebildet, wie es bei
den Messungen von Aceton bei Proband 4 der Fall war. Durch den starken Anstieg der
Acetonkonzentration zu Beginn der Messungen ergaben sich fiir Proband 4 iiber den gesamten
Messzeitraum positive AUC-Werte, die denen von Proband 1, bei dem sich iiber den gesamten
Messzeitraum ein Anstieg der Acetonkonzentration zeigte, am dhnlichsten waren. Fiir den
Vergleich wurden die Zeitintervalle von Messbeginn bis zur 30., 60., 90. und 120. Minute gewahlt.
Durch Gleichsetzen des jeweils nichstgelegenen Messzeitpunktes mit dem entsprechenden
Vergleichszeitpunkt sind Ungenauigkeiten aufgetreten. Diese lieBen sich durch feste Messintervalle
fiir alle Probanden und somit direkt vergleichbare Zeitpunkte vermeiden.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass das angewendete Modell trotz oben genannter Einschrankungen
groBtenteils dazu geeignet war, Dynamiken der Massenkonzentrationen nach
Studienpriparatanwendung darzustellen. Durch Erkenntnisse aus dieser Pilotstudie lieBe sich der
Studienaufbau fiir eventuelle Folgestudien jedoch verbessern. Eine Minimierung der
interindividuellen Unterschiede durch eine sinnvolle Standardisierung von Bedingungen vor

Messbeginn ist ebenfalls anzustreben.

6.6 Ausblick

Die vorliegende Pilotstudie zeigt, dass metabolische Verdnderungen nach der intranasalen Gabe von
Insulin im Rahmen der INIT II-Studie durch Atemgasmessungen detektiert werden konnen. Bei den
Metaboliten handelt es sich um Aceton und ggf. auch um Isopren. Nur bei dem Probanden, der im
Vergleich zu den tibrigen Studienteilnehmern eine sehr hohe gewichtsbezogene Insulindosis
erhalten hatte und gleichzeitig auch die ausgeprigteste Senkung des Blutzuckerspiegels aufwies,
ergaben sich entsprechende Verdnderungen fiir beide Marker. Fiir Aceton ist ein
Konzentrationsabfall nach intranasaler Insulingabe biochemisch leicht nachvollziehbar und zeigte
sich dezent auch bei fast allen anderen Probanden der Insulingruppe. Fiir Isopren ist ein Anstieg im
Zusammenhang mit der intranasalen Insulingabe moglich, es sind jedoch weitere Studien nétig um
eine genaue Aussage treffen zu konnen. Auch eine verdnderte korperliche Aktivitit konnte Ursache
fiir die Verdnderung der abgeatmeten Isoprenkonzentration sein. Ein verbessertes Studiendesign,
bei dem gerade bei jungen Probanden ein Fokus auf die Vermeidung von Raumluftakkumulation
gelegt werden sollte, diirfte die Moglichkeit bieten, ein grofieres VOC-Spektrum zu untersuchen.
Der Einsatz von gaschromatischen Analysen zusitzlich zur PTR-MS mit Quadrupol-Technik bzw.
die Verwendung eines PTR-MS- Gerites mit TOF-Massenanalysator liee eine Unterscheidung von
unterschiedlichen Stoffwechselprodukten mit gleicher Massenzahl zu. Dadurch wére die direkte
Zuordnung einer gemessenen Massenkonzentration zu einem Stoffwechselprodukt mdglich.

Da kurzfristige metabolische Effekte nicht in direktem Zusammenhang mit einer langfristigen
immunmodulatorischen Wirkung von intranasalem Insulin stehen, sind die sich eventuell aus dieser
Studie ergebenden Marker nicht als Biomarker fiir die Diabetespraventionsforschung verwendbar.
Allenfalls konnten sich durch die Marker, da die Ergebnisse dieser Studie dosisabhéngige Effekte
nahelegen, Hinweise auf die Hohe der effektiven inhalierten Insulinmenge ergeben, die wiederum

Auswirkungen auf die Effektivitét einer Antigentherapie haben konnte.
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Besonders weil es noch nicht viele Studien zu Atemgasanalysen bei Kindern und Jugendlichen gibt,
bot die vorliegende Pilotstudie den Rahmen aktuelle Mdglichkeiten, Besonderheiten und Grenzen
von Atemgasanalysen bei jiingeren Probanden im Rahmen einer Diabetespriventionsstudie besser
kennen zu lernen. Obwohl die genaue Herkunft vieler VOCs durch die Komplexitéit des humanen
biochemischen Milieus noch unbekannt ist, lassen sich gewisse Marker dennoch leichter aus der
Atemluft detektieren als aus dem Blut*® und durch die Untersuchung von VOCs in der Atemluft
konnen viele Pathoprozesse im Korper registriert werden?*!>3%. Es wiire daher vorstellbar, dass
durch die Untersuchung eines breiteren VOC-Spektrums iiber einen ldngeren
Untersuchungszeitraum volatile Biomarker gefunden werden, die z.B. Verdnderungen von
entziindlichen Prozessen im Rahmen einer Insulitis oder dhnlichem widerspiegeln. So konnte die
Effektivitit von PraventivmaBnahmen friithzeitiger beurteilt und die Diabetespraventionsforschung
dadurch unterstiitzt und erleichtert werden.

Durch die Studie wurde deutlich, dass Atemgasanalysen technisch auch mit Kindern und
Jugendlichen gut durchfiihrbar sind und ab einem Probandenalter von 4 Jahren durchaus iiber ihren
Einsatz in der Forschung nachgedacht werden kann. Etwas dlteren Kinder fallt die
Atemluftsammlung jedoch leichter. Die Non-Invasivitét von Atemgasmessungen ist gerade fiir
Kinder von besonderem Vorteil, der auch die Akzeptanz bei den Eltern erhdht und dazu beitragen
kann, dass ein vorzeitiges Ausscheiden aus einer Langzeitstudie verhindert wird. Durch die Studie
bestitigt sich daher, dass Atemgasanalysen grundsétzlich ein groBBes Potential fiir die
Diabetespraventionsforschung bieten.

Dennoch zeigt die Studie, dass der aktuelle Forschungsstand Einschrinkungen bei
Atemgasanalysen mit sich bringt, die es fraglich erscheinen lassen, ob der Aufwand einer
umfangreicheren Atemgasstudie momentan schon sinnvoll ist. Um iiberhaupt ein groBeres VOC-
Spektrum untersuchen zu kdnnen muss unbedingt auf niedrige Raumluftkonzentrationen geachtet
werden und um zuverlidssige Atemgasdaten zu erhalten ist dringend die Entwicklung von
Algorithmen zur Verrechnung der Raumluftkonzentration notwendig. Die generierten VOC-Daten
fallen sehr heterogen aus, was auf vielfiltige Einfliisse zuriickgefiihrt werden kann. Neben dem
Legen eines besonderen Fokus auf eine sinnvolle Standardisierung von Ausgangsbedingungen ist
fiir den Erhalt zuverldssiger und vergleichbarer Atemgasdaten dringend die Entwicklung von
allgemeinen Standards fiir die Atemgassammlung und -messung ebenso wie fiir die
Datenverarbeitung notwendig.

Nach Fortschritten der Atemgasforschung in diesen Punkten und Setzen eines besonderen Fokus auf
diese Punkte beim Studienaufbau, bieten Atemgasstudien sicher ein gro3es Potential Biomarker fiir

die Diabetesforschung zu finden.
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7. Zusammenfassung

Typ 1 Diabetes ist durch eine fortschreitende, selektive und irreversible autoimmune Zerstérung der
Langerhans'schen Inseln des Pankreas bedingt'-. Die Erkrankung verliuft in verschiedenen
Stadien'’. In der pridiabetischen asymptomatischen Phase lassen sich als Zeichen von
Inselautoimmunitét bereits multiple Autoantikdper, die gegen spezifische Bestandteile von -Zellen
gerichtet sind, im Blut nachweisen'!!®. Diesem Stadium folgt nach Monaten bis Jahren die
klinische Diabetesmanifestation'!!*>. Eine Heilung von Typ 1 Diabetes ist bis dato nicht moglich
und es wird eine lebenslange Insulinsubstitution notwendig. Primér und sekundér praventive
Therapien, die entweder die Entstehung der Autoimmunitdt oder das Fortschreiten der
Autoimmunitit zum Typ 1 Diabetes verhindern sollen, sind deshalb Forschungsschwerpunkte.
Immunimpfungen, bei denen entsprechende Autoantigene im Sinne einer negativen Vaccination zur
Reetablierung von Immuntoleranz gegeniiber Inselzellen verabreicht werden, sind ein aktuell
vielversprechender Ansatz in der Diabetesforschung®* 2. Leider konnte bis jetzt kein erfolgreicher
Therapiemodus gefunden werden und es fehlen entsprechende Biomarker, die friihzeitig die
Verabreichung einer geeigneten Antigendosis oder sinnvoller Therapieintervalle anzeigen konnen.
Da man durch Atemgasanalysen non-invasiv, schnell und kostengiinstig auch eine groe Anzahl an

228229 yntersuchen kann,

Metaboliten, die aus biochemischen Prozessen im Korper hervorgehen
bietet diese Methode groB3es Potential fiir die Suche nach geeigneten Biomarkern fiir die
Diabetespraventionsforschung. Um aktuelle Mdglichkeiten, Besonderheiten und Grenzen von
Atemgasanalysen bei jiingeren Probanden im Rahmen einer Diabetespraventionsstudie besser
kennen zu lernen, kam diese Methode erstmals im Rahmen der vorliegenden INIT II-Atemgasstudie
zur Anwendung. Darin wurden placebokontrolliert die Effekte von intranasal verabreichtem Insulin
auf Metaboliten der Atemluft per Protonentransferreaktions-Massenspektrometrie (PTR-MS)

untersucht. Parallel wurden Verdnderungen des Blutzuckerspiegels registriert.

Es lassen sich folgende Ergebnisse zusammenfassen:

1. Blutzuckerverdnderungen

Alle Probanden der Insulingruppe wiesen nach intranasaler Insulingabe Blutzuckerverinderungen
dhnlich wie in der Literatur vorbeschrieben auf und es kam in unterschiedlicher Auspriagung zu
einer Senkung des Blutzuckerspiegels nach Spraygabe mit tiefsten Werten zwischen der 30. und 60.
Minute und folgendem Wiederanstieg im Verlauf'®*1?°. Bei dem Probanden, der die hdchste
korpergewichtsbezogene intranasale Insulindosis erhalten hatte, fiel der Blutzuckerspiegel bis zur
30. Minute auf einen hypoglykdmischen Wert, so dass durch die Gabe von Nahrung interveniert

wurde. Die Probanden der Placebogruppe wiesen deutlich andere Blutzuckerdynamiken auf.
2. Dynamik der per PTR-MS untersuchten Metaboliten/Zuordnung zu Stoffwechselprodukten

Bei vielen der 38 untersuchten Massen kam es bei den jungen Probanden zu hohen Anteilen der

Raumluftkonzentration an den Atemluftkonzentrationen und nur bei 8 Massen wiesen alle
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Probanden iiber den gesamten Messzeitraum Atemluftkonzentrationen auf, die oberhalb der
Raumluftkonzentration lagen und sie wurden weiter analysiert.

Hinsichtlich der Raumluftkonzentrationen ergaben sich vor allem bei zwei der Probanden fiir einige
der Massen Akkumulationen im Verlauf der Messungen. Bei diesen zwei Probanden wurde der
Raum, in dem die Messungen stattfanden, erst nach etwa 60 Minuten bzw. 90 Minuten geliiftet. Die
Zeitraume der Akkumulation lassen sich mit den jeweiligen Zeitrdumen bis zum Liiften korrelieren.
Bei den iibrigen Probanden wurde kontinuierlich geliiftet.

Fiir keine der untersuchten Massen liel3 sich bei den Atemgasmessungen ein grundsétzlicher
Unterschied zwischen Insulin- und Placebogruppe erkennen. Bei einigen der Probanden der
Insulingruppe zeigte sich bei bestimmten Massen jedoch eine ausgepréigte Dynamik in den
Konzentrationen. Nach Zuordnung der untersuchten Massen zu Stoffwechselprodukten kdnnte es
sich unter Einbeziehung bekannter Eigenschaften der Stoffwechselprodukte nur bei den Dynamiken

von m/z = 59, dem Aceton zugeordnet wurde?*>273276

243276

, und ggf. auch von m/z = 69, dem Isopren
zugeordnet wurde , um Auswirkungen von intranasalem Insulin handeln.

Fiir Aceton ist ein Konzentrationsabfall nach intranasaler Insulingabe durch dessen supprimierende
Wirkung auf die Ketogenese und Forderung der Ketonkorperutilisation®° biochemisch leicht
nachvollziehbar. Mit Ausnahme von einem Probanden wiesen alle Probanden der Insulingruppe mit
unterschiedlicher Auspragung ein Fallen der Acetonkonzentration zwischen der 40. und 60. Minute
auf. Dabei fiel die Acetonkonzentration bei dem Probanden, der die hochste
korpergewichtsbezogene intranasale Insulindosis erhalten hatte, deutlich stirker als bei den {ibrigen
Probanden.

Bei diesem Probanden zeigte sich ebenso wie bei einem weiteren Probanden der Insulingruppe auch
ein Konzentrationsanstieg von Isopren®**?’¢ ab etwa der 60. Minute. Dieser ist bei dem Probanden,
der die hochste korpergewichtsbezogene intranasale Insulindosis erhalten hatte, deutlich
ausgepréagter als bei dem anderen Probanden. Da Isopren als Marker der Cholesterin-Biosynthese
gilt299-30!1 £303

Anstieg von [sopren in der Atemluft im Zusammenhang mit der intranasalen Insulingabe mdéglich,

und eine Induktion der Cholesterin-Biosynthese durch Insulin bekannt ist™", ist ein
es sind jedoch weitere Studien notwendig um eine genaue Aussage treffen zu konnen. Auch eine
vermehrte korperliche Aktivitdt konnte Ursache fiir die Verdnderung der abgeatmeten

239-242

Isoprenkonzentration sein oder sie konnte bei dem Probanden, bei dem sich eine ausgeprégte

Dynamik zeigte, auch mit der erneuten Gabe von Nahrung in Zusammenhang stehen.

3. Einschdtzung der Eignung von Atemgasanalysen fiir die Suche nach Biomarkern fiir die
Diabetespriventionsforschung

Da kurzfristige metabolische Effekte nicht in direktem Zusammenhang mit einer langfristigen
immunmodulatorischen Wirkung von intranasalem Insulin stehen, sind die sich eventuell aus dieser
Studie ergebenden Marker nicht als Biomarker fiir die Prédventionsforschung verwendbar. Allenfalls
konnten sich durch solche volatilen Marker Hinweise auf die Hohe der effektiv inhalierten
Insulinmenge ergeben, da die Ergebnisse dieser Studie dosisabhingige Effekte nahelegen, die

wiederum Auswirkungen auf die Effektivitit einer Antigentherapie haben konnte.
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Da es noch nicht viele Studien zu Atemgasanalysen bei Kindern und Jugendlichen gibt, bot die
vorliegende Pilotstudie aber den Rahmen aktuelle Moglichkeiten, Besonderheiten und Grenzen von
Atemgasanalysen bei jiingeren Probanden im Rahmen einer Diabetespraventionsstudie besser
kennen zu lernen. Atemgasanalysen sind technisch auch mit Kindern und Jugendlichen gut
durchfiihrbar und ab einem Probandenalter von 4 Jahren kann durchaus {iber ihren Einsatz in der
Forschung nachgedacht werden. Etwas dlteren Kindern fallt die Atemgassammlung jedoch leichter.
Die Non-Invasivitit der Messmethode ist gerade fiir Kinder von besonderem Vorteil, der sich in der
Akzeptanz bei den Eltern widerspiegelt und sich auch positiv auf eine langfristige Studienteilnahme
auswirken diirfte. Da durch Atemgasanalysen zudem schnell und kostengiinstig viele Pathoprozesse
des K&rpers detektiert werden kénnen® >3, konnten durch umfangreichere Atemgasstudien volatile
Biomarker gefunden werden, die z.B. eine Veridnderung von entziindlichen Prozessen im Rahmen
einer Insulitis oder &hnlichem widerspiegeln, wodurch die Effektivitidt von PraventivmaBnahmen
frithzeitig beurteilt werden konnte.

Dennoch zeigt die Studie, dass der aktuelle Forschungsstand methodische Einschrankungen bei
Atemgasanalysen mit sich bringt, die es fraglich erscheinen lassen, ob der Aufwand einer
umfangreicheren Atemgasstudie momentan schon sinnvoll ist. In der vorliegenden Studie fielen
hohe Anteile der Raumluftkonzentration an den Atemluftkonzentrationen auf, was in den wenigen
Studien, die es liber Besonderheiten von Atemgasanalysen bei Kindern und Jugendlichen gibt,
bisher noch nicht beschrieben wurde. Die Ursache fiir die verhéltnismaBig hohen
Raumluftkonzentrationsanteile in dieser Studie konnte zum Teil darin liegen, dass VOCs in der
Atemluft von Kindern und Jugendlichen eventuell grundsétzlich in niedrigeren Konzentrationen

237,305,306

vorkommen als bei Erwachsenen , eine im Vergleich zu Erwachsenen andere Atemtechnik

bei der Atemluftsammlung zur Messung niedrigerer VOC-Konzentrationen bei jiingeren Probanden

beitrigt®"’

oder sie auch direkt durch das Vorkommen hoher Konzentrationen gewisser VOCs in der
Raumluft bedingt waren. Da es keinen allgemeingiiltigen und etablierten Algorithmus zur
Verrechnung der Raumluftkonzentration gibt und Atemluftdaten ab einem
Raumluftkonzentrationsanteil von 25 % an der Atemluftkonzentration kritisch betrachtet werden
miissen®™, sollten hohe VOC-Konzentrationen in der Raumluft bzw. VOC-Akkumulationen
besonders bei jiingeren Probanden vermieden werden. Zudem fehlen Standards fiir die
Atemgassammlung und -messung ebenso wie fiir die Datenverarbeitung, die die Zuverldssigkeit
und Vergleichbarkeit von Atemgasdaten verschiedener Forschergruppen und Studien gewihrleisten.
Die bisher in primér- und sekundarpraventiven Diabetesstudien beobachteten

immunmodulatorischen Effekte*!™

geben Hoffnung, dass durch weitere Priaventionsstudien, wie
die gegenwirtig durchgefiihrten Studien PINIT und POINT?!%3? in denen die Effekte von oralem
bzw. intranasalem Insulin bei gesunden Kindern mit genetischen Risiko untersucht werden, ein
Therapiemodus zur erfolgreichen Pravention von Typ 1 Diabetes gefunden werden kann. Nach
Fortschritten der Atemgasforschung in den oben genannten Punkten, bieten parallel zu solchen
Studien durchgefiihrte Atemgasanalysen ein grofles Potential Biomarker fiir die Diabetesforschung

zu finden.
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Appendix

Tab. 12: m/z = 33: ,,Area under the curve“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten

1 -93 -747 -2097 -2077

2 -195 -583 -198 -463

3 -57 -313 -102 91

4 -819 -4739 -12353 -21138

5 -729 -1695 -3076 -4904

6 =777 -2134 -4229 -6794

7 -329 =723 -1283 -2188

8 -550 -1672 -3044 -4424

9 -362 -901 -1959 -2893

Tab. 13: m/z = 51: ,,Area under the curve*“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten

1 -40 -182 -299 -409
2 54 115 160 214

3 5 23 63 95

4 -28 -265 -667 -1118
5 -95 =221 -365 -516
6 -39 -134 =272 -424
7 17 15 -13 -80

8 14 -21 -71 -128
9 -18 -50 -130 -199
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Tab. 14: m/z = 55: ,,Area under the curve*“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten
1 -36 -88 1035 1069
2 577 1409 2042 2916
3 -34 -1097 -1116 -967
4 443 -1606 -3631 -5582
5 -1383 -3492 -5378 -7605
6 -167 -1054 -2026 -3238
7 -632 -1566 -3058 -5603
8 792 314 1478 1245
9 -299 -706 -2632 -4252

Tab. 15: m/z = 59: ,,Area under the curve“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten

1 3140 10303 21198 31122
2 -3691 -6453 -10733 -16949
3 -1352 -4429 -6991 -9413

4 12302 26558 30180 31215
5 -3701 -4507 -5737 -5869

6 -3159 -9700 -17120 -21814
7 -896 -3411 -8347 -16567
8 -1095 -4677 -11366 -18684
9 -2517 -4370 -14579 -22282
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Tab. 16: m/z = 63: ,,Area under the curve*“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten

1 10 -15 -7 15

2 15 53 86 132
3 -4 4 35 64

4 -12 -63 -109 -186
5 43 89 140 240
6 -19 -46 -81 -113
7 -28 -46 -52 -95
8 -22 -59 -69 -133
9 12 34 19 11

Tab. 17: m/z = 65: ,,Area under the curve“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten

1 -39 -98 -96 -58
2 13 -22 -78 -98
3 -4 -8 5 20

4 -2 -44 -115 -198
5 -5 221 -45 -69
6 -6 -14 -18 -40
7 -8 -15 221 -32
8 -14 -45 -78 -131
9 4 8 3 5
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Tab. 18: m/z = 69: ,,Area under the curve*“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten

1 -93 372 316 1102
2 -654 -1338 -1930 2111
3 -24 -204 -448 -302
4 -197 -354 982 2826
5 91 -388 -352 224

6 -488 -853 -1323 -1848
7 -290 -297 -305 -735

8 1331 3048 5352 8487
9 -114 -194 -322 -43

Tab. 19: m/z = 77: ,,Area under the curve“-Berechnung der Basislinien-korrigierten Deltawerte bis
zu den 4 Vergleichszeitpunkten

Proband 30 Minuten 60 Minuten 90 Minuten 120 Minuten

1 25 89 178 249
2 45 87 152 190
3 -13 -27 -35 -41
4 23 39 34 25

5 4 19 16 8

6 -18 -53 -90 -108
7 5 11 -2 -25
8 -13 -42 =72 -96
9 -11 -20 =72 -97
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Tab. 20: Ubersicht {iber Eigenwerte, Anteile der erklirten Varianz und Faktorladungen der

Appendix

Hauptkomponenten (HK) der AUC-Daten des untersuchten Zeitabschnittes 30 Minuten
(Bei den Faktorladungen stehen positive Werte fiir einen positiven Beitrag und negative Werte fiir einen negativen
Beitrag einer Variablen zur entsprechenden Hauptkomponente.)

30 Minuten
Hauptkomponenten

HK1 HK2 HK3 HK4 HK5 HK6 HK7 HKS
Eigenwert 2,320 | 1,853 | 1,472 1,243 0,674 |0254 0,184 0,001
Anteil der erklirten | 78 996 | 23,166 | 18,401 | 15,534 8424 3,176 2295 |0,009

Varianz [%)]

Faktorladung 0,340 |-0,489 |-0,234 |-0,713 |-0,146 0,245 |-0,001 |-0,009
m/z =33
Faktorladung 0,854 |-0,389 |-0,313 0,054 |-0,025 |-0,038 | -0,130 |0,017
m/z =51
Faktorladung 0,896 0,032 0,139 0,093 |0,271 |-0,026 0,305 |-0,003
m/z =55
Faktorladung 0,284 0,250 0,855 0,157 |-0,089 0,296 |-0,072 0,005
m/z =759
Faktorladung -0,683 | -0,457 0,106 |-0,225 0,492 |0,118 |0,086 0,011
m/z = 63
Faktorladung 0,008 | -0,476 | -0,346 |0,760 |0,183 0,192 |-0,067 |-0,009
m/z = 65
Faktorladung 0,301 0,713 |-0,205 |-0,244 0,513 10,032 |-0,187 |-0,004
m/z =69
Fz;ktor;;ldung 0,184 |-0,675 0,629 |-0,094 0,179 | -0229 |-0,146 |-0,008
m/z =
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Tab. 21: Ubersicht {iber Eigenwerte, Anteile der erklirten Varianz und Faktorladungen der

Appendix

Hauptkomponenten (HK) der AUC-Daten des untersuchten Zeitabschnittes 60 Minuten
(Bei den Faktorladungen stehen positive Werte fiir einen positiven Beitrag und negative Werte fiir einen negativen
Beitrag einer Variablen zur entsprechenden Hauptkomponente.)

60 Minuten
Hauptkomponenten

HK1 HK2 HK3 HK4 HK5 HK6 HK7 HKS
Eigenwert 2,978 1,833 1,732 10,808 |0326 0219 [0,090 |0,014
Anteil der erklirten | 37230 122914 21,645 10,104 4,069 2,739 [1,122 |0,177

Varianz [%)]

Faktorladung 0,811 0312 0,156 |0,326 |-0,283 0,117 0,142 0,025
m/z =33
Faktorladung -0,837 10,397 |-0,085 |-0,271 |0,039 |0.218 |-0,096 | -0,061
m/z =51
Faktorladung -0,285 0,849 | -0,051 |-0,326 |0,182 |-0,217 0,099 0,018
m/z =55
Faktorladung 0,902 0,120 |0,182 |-0,198 |0,085 0252 0,167 |-0,020
m/z =759
Faktorladung -0,467 1 -0263 0,679 0,368 0,331 |-0,046 0,051 |-0,033
m/z = 63
Faktorladung -0,638 | -0,634 | -0,129 |-0,348 |0,177 |0,129 |0,034 | 0,065
m/z = 65
Faktorladung 0,159 10,392 |-0,716 |0,476 |0249 0,132 |-0,033 |0,026
m/z =69
Fz;ktor;;ldung 0,274 10,468 10,820 |-0,010 0,021 0,105 |-0,134 |0,055
m/z =
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Tab. 22: Ubersicht {iber Eigenwerte, Anteile der erklirten Varianz und Faktorladungen der

Appendix

Hauptkomponenten (HK) der AUC-Daten des untersuchten Zeitabschnittes 90 Minuten
(Bei den Faktorladungen stehen positive Werte fiir einen positiven Beitrag und negative Werte fiir einen negativen
Beitrag einer Variablen zur entsprechenden Hauptkomponente.)

90 Minuten
Hauptkomponenten

HK1 HK2 HK3 HK4 HK5 HK6 HK7 HKS
Eigenwert 3,418 2,047 1,567 0,573 10,223 0,096 |0,075 0,001
Anteil der erklirten | 43 722 125591 19,582 7,159 [2,790 | 1202 0,937 |0,017

Varianz [%)]

Faktorladung -0,908 10,317 10,065 |0,061 |0,208 |-0,029 0,154 |-0,016
m/z =33
Faktorladung -0,866 0,309 0294 | -0,100 |0,034 |0,196 | -0,137 |-0,003
m/z =51
Faktorladung -0,185 0,717 10,610 |-0,182 [-0,093 |-0,187 | -0,053 |0,002
m/z =55
Faktorladung 0,869 0,304 | -0,199 |-0,055 0,310 |-0,036 |-0,112 | -0,011
m/z =759
Faktorladung -0,536 0,337 | -0,556 |0,521 |-0,073 |-0,072 |-0,091 |-0,001
m/z = 63
Faktorladung -0,771 | -0,556 |-0,135 |-0,140 | 0,218 |-0,095 |-0,048 |0,020
m/z = 65
Faktorladung 0,350 |-0,091 0,789 |0,478 0,132 10,030 |0,013 [0,010
m/z =69
Fz;ktor;;ldung 0,230 0,902 |-0,338 |-0,057 |0,060 0,075 |0,079 0,022
m/z =

-80 -




Tab. 23: Ubersicht {iber Eigenwerte, Anteile der erklirten Varianz und Faktorladungen der

Appendix

Hauptkomponenten (HK) der AUC-Daten des untersuchten Zeitabschnittes 120 Minuten
(Bei den Faktorladungen stehen positive Werte fiir einen positiven Beitrag und negative Werte fiir einen negativen
Beitrag einer Variablen zur entsprechenden Hauptkomponente.)

120 Minuten
Hauptkomponenten

HK1 HK2 HK3 HK4 HK5 HK6 HK7 HKS
Eigenwert 3,525 | 1,860 | 1,479 0,564 |0405 0,119 0,044 | 0,004
Anteil der erklirten | 44 064 | 23255 18,484 7,046 |5,063 | 1,492 |0,545 0,051

Varianz [%)]

Faktorladung 0,949 [0,130 0,136 0,055 |0,191 |-0,121 |-0,089 | 0,036
m/z =33
Faktorladung 0,910 0,065 |0351 |-0,025 |-0,084 |-0,110 0,156 |-0,004
m/z =51
Faktorladung 0,337 10,605 0,661 | -0,177 |-0,072 0,216 |-0,024 |0,003
m/z =55
Faktorladung -0,672 10,595 | -0,249 |-0,099 10,338 0,023 |0,090 0,025
m/z =759
Faktorladung 0,590 0,325 |-0,465 0,559 |-0,046 0,124 0,021 |0,000
m/z = 63
Faktorladung 0,805 |-0,274 |-0,264 | -0,215 |0,392 0,084 | -0,003 |-0,029
m/z = 65
Faktorladung -0,485 | -0,051 0,720 |0,395 |0,291 |-0,040 |-0,005 |-0,018
m/z = 69
Faktorladung 0,018 10,968 |-0,183 |-0,063 |-0,041 |-0,146 |-0,047 |-0,031
m/z="77
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