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(57) Abstract: The present invention relates to a method for
analysis of an exhalate, wherein the exhalate has particles
with a minimum diameter dmn(exhalate) and a maximum
diameter dm.(exhalate), said method comprising the
measurement and/or determination of at least one physical
variable of a detined first particle size fraction P1 of the
exhalate, wherein the physical variable is chosen from the
particle number concentration C1, the particle number flow
F1, the particle number N1, the particle mass flow M1, the
particle mass G1 or combinations thereot, wherein the first
particle size fraction P1 is detined by a minimum diameter
dmin(P1) and a maximum diameter dm(P1), such that
dmin(P1)>dmin(exhalate) and/or dmax(P1)<dm.x(exhalate).

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
ein Verfahren zur Analyse eines Exhalats, wobei das Exhalat
Partikel mit einem minimalen Durchmesser dm.(Exhalat)
und einem maximalen Durchmesser dm.(Exhalat) aufweist,
umfassend die Messung bzw. Bestimmung zumindest einer

physikalischen Grofle einer definierten ersten
PartikelgroBenfraktion P1 des Exhalats, wobei die
physikalische = Grofe  ausgew#hlt wird aus  der

Partikelanzahlkonzentration C1, dem Partikelanzahlstrom
F1, der Partikelanzahl N1, dem Partikelmassenstrom M1,
der Partikelmasse G1 oder deren Kombinationen, wobei die
erste PartikelgréfBenfraktionen P1 durch einen minimalen
Durchmesser dmi(P1) und einen maximalen Durchmesser

dmax(P1) so definiert wird, dass dmin(P1)>dms(Exhalat) und/oder dmas(P1)<dm.(Exhalat).
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Verfahren zur Analyse der Ausatemluft

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analyse der Ausatemluft (Exhalat). Ein
solches Verfahren kann z.B. als vorbereitende Mallnahme im Rahmen der frithen,
nicht-invasiven Diagnostik von krankhaften Verdnderungen der peripheren Bereiche
der Lunge (PAD, peripheral airway disease), wie sie z.B. bei obstruktiven
Atemwegserkrankungen (Asthma bronchiale, chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD) oder bei der Bronchiolitis obliterans bzw. beim
Bronchiolitis obliterans-Syndrom im Rahmen der OrganabstoBung nach

Lungentransplantation auftreten, Anwendung finden.

Krankhafte Verdnderungen der Lungenperipherie mit bronchioloalveolarer
Flissigkeitsansammlung und/oder Entziindung treten u.a. auch auf bei
Linksherzinsuffizienz, beim Lungenversagen oder als iatrogene Verletzungen der
Lunge durch externe Beatmung (VILI, ventilation induced lung injury). Weiterhin
kann das Verfahren als vorbereitende Mallnahme Anwendung finden im Rahmen der
Verlaufskontrolle von Lungenerkrankungen sowie flir die Wirksamkeitspriifung und
Optimierung von Therapieverfahren fiir die Behandlung von

Lungenerkrankungen bzw. die Priavention von Lungenschéddigungen, insbesondere

auch im Rahmen einer langerfristigen kiinstlichen Beatmung.
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Durch die stetige Zunahme der Privalenz von Lungenerkrankungen sind
Fritherkennung und Verlaufskontrolle zu einem herausragenden Ziel fiir die
pneumologische Diagnostik geworden. Entscheidend hierbei ist eine moglichst
spezifische und sensitive Methodik, die auf nicht-invasivem Wege Aussagen tiber die
Lungenerkrankung erlaubt. Die nahe liegende Analytik der Ausatemluft hat in den
letzten Jahren zunechmend Bedeutung erlangt. Nachdem vor zehn Jahren die
grundsitzliche Messbarkeit nicht-volatiler Molekiile (Proteine, Peptide) in der
menschlichen Ausatemluft gezeigt werden konnte, existieren mittlerweile eine Reihe
deskriptiver Befunde zu Verdnderungen der Konzentration verschiedener
inflammatorischer Molekiile im Atemkondensat bei Patienten mit Lungener-

krankungen.

Nichtvolatile Molekiile miissen notwendigerweise iiber einen
Tropfchenbildungsprozess aus der Lungenfliissigkeit heraus in die Ausatemluft
gelangen. Die Eigenschaften der exhalierten Aerosole werden zum einen durch die
Eigenschaften der in den unterschiedlichen Lungenkompartimenten entstechenden
Trépfchen bestimmt und zum anderen durch die Redeposition bereits generierter
Partikel in den komplexen Lungenstrukturen wihrend des Exhalationsvorgangs. Bei
normaler Atmung weist das PartikelgroBenspektrum tiblicherweise ein

Anzahlmaximum im PartikelgroBenbereich kleiner als 1 pm auf.

Ein Mechanismus der Tropfenentstehung in der Lunge, der bei normaler Atmung der
dominante Prozess ist, ist dic Wiedereréffnung kollabierter Atemwegskapillaren der
Lungenperipherie und die damit verbundene schlagartige Trennung des
Epithelflissigkeitsfilms, der die Atemwege auskleidet. Bei dieser fliissig-fliissig-
Trennung entstehen Trépfchen, die mit der Atemluft nach aulen gelangen und
detektiert werden konnen. Der Vorgang ist in Fig. 1 dargestellt.
Oberflachenspannungsbedingte Instabilititen (Rayleigh-Plateau-Instabilitidten) der
Lungenfliissigkeit konnen zum Verschluss kleiner Atemwege fiihren.

Fliissigkeitsbriicken bzw. Fliissigkeitspfropfen 3, wie in Fig. 1 gezeigt, stellen dabei
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einen energetisch glinstigeren Zustand dar als die glatt mit Lungenfliissigkeitsfilm 2
ausgekleideten Kapillarwinde 1. Dieser Zustand ist insbesondere beim Ausatmen
realisiert. Beim Inspirationsvorgang steigt der transpulmonale Druck und es kann
unter Ausbildung von Trépfchen 4 zur Wiedererd ffnung der beim

Exspirationsvorgang verstopften Atemwege kommen.

Dieser Tropfenbildungsprozess ist von den Prozessen, die z.B. bei forcierter
Ausatmung oder beim Sprechen, Husten und Niesen wirksam werden, zu
unterscheiden. Bei Letzteren entstehen die Tropfchen v.a. durch das Herausreilen
aus dem Surfactantfilm bei hohen Strémungsgeschwindigkeiten und durch die
Bewegung der Stimmbénder. Diese Prozesse fiihren zu groferen, jedoch erheblich

weniger Partikeln.

Der ventilierte Lungenbereich, in dem es zum Atemwegsverschluss kommen kann,
wird als ,,Closing Volume* (CV) bezeichnet. Wenn das Lungenvolumen am Ende
eines Exspirationsvorgangs (EELV, end expiratiory lung volume) das ,,Closing
Volume* unterschreitet (EELV<CV) kann es zur Realisierung von
Atemwegsverschliissen kommen. Die bei der Wiederer6ffnung generierten Partikeln
bzw. Flissigkeitstropfchen werden dann beim néchsten Exhalationsvorgang mit dem
Atemstrom nach aussen getragen. Durch Variation der Atemtiefe ist die
Verschlusswahrscheinlichkeit der peripheren Atemwege und mithin der
Partikelstrom beeinflussbar. Dies steht jedoch in unmittelbarer Relation zu den
individuell unterschiedlichen Lungenfunktionsparametern, insbesondere der
Vitalkapazitdt und dem Residualvolumen, die in Fig. 2 dargestellt sind, welche, wie
auch das closing volume fiir die gesunde Lunge eine Abhéngigkeit vom Lebensalter

aufweisen.

Fig. 2 zeigt tibliche Lungenfunktionsparameter, die, auler dem Verschlussvolumen
CV, mit gebrauchlichen Messverfahren wie Spirometrie oder Bodyplethysmographie

bestimmt werden. Bei diesen in Fig. 2 gezeigten Lungenfunktionsparametern handelt
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es sich um die Lungenkapazitit TLC ("total lung capacity"), das zur Atmung
verfligbare Lungenvolumen VC ("vital capacity"), das nicht ventilierbare
Residualvolumen RV ("residual volume"), das Atemzugvolumen in Ruheatmung VT
("tidal volume"), das Lungenvolumen bei Atemruhelage nach normaler Exspiration
FRC ("functional residual capacity"), das Verschlussvolumen CV ("closing
volume"), das Lungenvolumen am Ende des Exspirationsvorgangs EELV ("end

expiratory lung volume") und das Ausatemvolumen EV ("expired volume").

Es gibt einen Zusammenhang zwischen dem Verschlussvolumen und Verdnderungen
der peripheren Atemwege. Uber die Messung des Verschlussvolumens erdffnet sich
eine Moglichkeit der frithen Diagnostik von Krankheiten der peripheren Atemwege.
Weiterhin zeigt sich, dass beim beatmeten Patienten, z.B. wihrend einer Anésthesie,
ein durch das Beatmungsmuster erzwungener periodisch wiederkehrender

Atemwegsverschluss eine Verletzung der peripheren Atemwege hervorrufen kann.

Das Verschlussvolumen kann iiber die Gabe und Detektion von Edelgasboli im

Rahmen von Lungenfunktionsuntersuchungen gemessen werden.

Die Ereignisse der Wiedereroffnung der Atemwege kénnen aber auch durch die
Analyse akustischer Signale detektiert und quantifiziert werden. Sie duflern sich in
sog. Knistergerduschen (crackles). Prinzipiell eignet sich die Analyse der ,.crackles

fiir die frithzeitige Erkennung von peripheren Lungenverdnderungen.

Fiir die Detektion von Verdnderungen der peripheren Atemwegsdimensionen im
Rahmen von Lungenerkrankungen wird das verweilzeitabhédngige
Sedimentationsverhalten inhalierter monodisperser Partikel bei der
Acrosolmorphometrie genutzt. Bei diesem Verfahren inhaliert der Proband unter
einem standardisierten Atemmandver ein monodisperses Testacrosol mit einem
Partikeldurchmesser von 1 um, wobei die Konzentration als Funktion des

eingeatmeten Volumens bestimmt wird. Nach einer postinspiratorischen Atempause
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wird wéhrend der folgenden Exhalation die Abnahme der Konzentration {iber dem
ausgeatmeten Volumen bzw. der Lungentiefe bestimmt. Die Wiederfindungsrate der
Partikel in Abhéngigkeit von der Aufenthaltszeit der Partikel erlaubt den
Riickschluss auf den sog. mittleren effektiven Atemwegsdurchmesser in der

betrachteten Lungentiefe.

Neben der morphometrischen Untersuchung der Lunge dienen monodisperse
Acrosole im Rahmen der sog. Acrosol-Bolus-Dispersion auch dazu, den konvektiven
Transport des Atemgases zu analysieren. Uber die Verbreiterung (Dispersion) eines
inhalierten Bolus eines Testacrosols mit geringer Redepositionsrate ist bei der
Exhalation der Riickschluss auf krankhafte Verdnderungen der Atemwege,
verbunden mit inhomogener Ventilation der Lunge, moglich. Untersuchungen zur
Ventilation der Lunge werden tiber die Gabe und Detektion von Boli inerter Gase
durchgefiihrt. Praktisch sind sowohl die Gasmessungen aufgrund der aufwendigen
Detektion als auch die akustischen Messungen und die Acrosoluntersuchung sehr

aufwindig.

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht in der Bereitstellung eines nicht
invasiven Verfahrens zur Analyse der Atemluft. Bevorzugt sollte das Verfahren
einfach durchzufiihren sein und als vorbereitende Maflnahme fiir eine nachfolgende
Lungendiagnostik, z.B. eine friihe Diagnostik von krankhaften Verdnderungen der

peripheren Bereiche der Lunge (PAD, peripheral airway disease) dienen kdnnen.

Gelost wird diese Aufgabe durch die Bereitstellung eines Verfahrens zur Analyse
eines Exhalats, wobei das Exhalat Partikel mit einem minimalen Durchmesser
dmin(Exhalat) und einem maximalen Durchmesser dmax(Exhalat) aufweist, umfassend
die Messung bzw. Bestimmung zumindest einer physikalischen Gré8e einer
definierten ersten PartikelgroBenfraktion P1 des Exhalats, wobei die physikalische
GroBe ausgewihlt wird aus der Partikelanzahlkonzentration C1, dem

Partikelanzahlstrom F1, der Partikelanzahl N1, dem Partikelmassestrom M1, der
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Partikelmasse G1 oder deren Kombinationen, wobei die erste PartikelgréBenfraktion
P1 durch einen minimalen Durchmesser dmin(P1) und einen maximalen Durchmesser
dmax(P1) so definiert wird, dass dmin(P1)>dmin(Exhalat) und/oder
dmax(P1)<dmax(Exhalat).

Der Begriff ,,Exhalat bezieht sich auf den gesamten exhalierten Volumenstrom
und/oder das gesamte exhalierte Volumen und/oder einen Teilvolumenstrom

und/oder ein Teilvolumen des ausgeatmeten Atemgases.

Der Begriff "Partikel” bezieht sich auf je nach der vorliegenden relativen Feuchte in
der Umgebung des Aerosols entweder auf Fliissigkeitstropfchen bzw. bei einer
relativen Feuchte deutlich unterhalb 100 % auf nach dem Schrumpfen der Trépfchen
vorliegende feste Partikel, bestehend aus den nicht-volatilen Substanzen der
Fliissigkeit, die den Respirationstrakt auskleidet, wie sie mit dem Exhalat beim
Ausatmen ausgeschieden werden. Aufgrund ihrer PartikelgroBenverteilung weisen
diese Partikel einen minimalen Durchmesser dmin(Exhalat) und einen maximalen
Durchmesser dmax(Exhalat) auf, die natiirlich in Abhéngigkeit von der Testperson
oder dem Atemmuster bzw. der Atemtiefe oder der Aktivitét variieren kénnen. Die
Entstehung der Fliissigkeitstropfchen in der Lunge wurde bereits oben unter
Bezugnahme auf Fig. 1 diskutiert. Typischerweise ist der maximalen Durchmesser
dmax(Exhalat) <5 um bei normaler Atmung, beim Husten, Niesen, Sprechen oder

forcierter Ausatmung bis zu dmax(Exhalat) < Imm.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, dass ein Verfahren, in
dem man eine geeignete PartikelgroBenfraktion (d.h. eine geeignete
Partikelteilmenge aller im Exhalat vorliegenden Partikel) definiert und fiir diese
PartikelgroBenfraktion Anzahlkonzentration, Anzahlstrom, Massenstrom und/oder
Partikelanzahl bestimmt, cine effiziente vorbereitende Mallnahme fiir eine

nachfolgende Lungendiagnostik, z.B. eine frithe Diagnostik von krankhaften
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Verianderungen der peripheren Bereiche der Lunge (PAD, peripheral airway disease)

darstellt.

Bevorzugt ist dpmin(P1)>dmin(Exhalat) und dmax(P1)<dm.x(Exhalat). Alternativ ist es
auch moglich, dass dpin(P1)>dmin(Exhalat) und dmax(P1)<dmax(Exhalat)

Bevorzugt werden dpin(P1) und dmax(P1) so gewihlt, dass die erste
PartikelgroBenfraktion P1 maximal 95 %, bevorzugter maximal 90% der
Gesamtanzahl der Partikel im Exhalat umfasst. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform werden dpin(P1) und dmax(P1) so gewdhlt, dass die erste
PartikelgroBenfraktion P1 10 % bis 95%, bevorzugter 70 % bis 90 % der

Gesamtanzahl der Partikel im Exhalat umfasst.

Erfolgt die Bereitstellung des Exhalats durch normale Atmung oder normale Atmung
in Kombination mit mindestens einer anderen anderen Aktivitit, wie Husten, Niesen
Sprechen oder forcierte Ausatmung, wird dmin(P1) bevorzugt auf einen Wert im
Bereich von 0,2 um bis 1,5 um, bevorzugter im Bereich von 0,3 um bis 0,6 um

festgelegt.

Erfolgt die Bereitstellung des Exhalats durch Husten, Niesen Sprechen oder forcierte
Ausatmung oder einer Kombination von mindestens zwei dieser Aktivititen, wird
dmin(P1) bevorzugt auf einen Wert im Bereich von 0,2 um bis 100 um, bevorzugter

im Bereich von 0,3 um bis 10 um festgelegt.

Der maximale Partikeldurchmesser dmax(P1) der ersten PartikelgroBenfraktion kann
beispiclsweise so gewihlt werden, dass er dmax(Exhalat) entspricht, d.h.

dimax(P1)=dmmax(Exhalat).
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Wie bereits oben angegeben, ist typischerweise bei normaler Atmung der maximale
Durchmesser dpax(Exhalat) <5 um, beim Husten, Niesen, Sprechen oder forcierter

Ausatmung ist dmax(Exhalat) < Imm.

Bei dem Massenstrom M1 der definierten ersten Partikelgrofenfraktion P1 kann es
sich um den Partikelgesamtmassestrom oder den Partikelteilmassestrom einer oder
mehrerer spezifischer Komponenten der Partikel, wie z.B. bestimmte Proteine oder
Salze handeln. In ersterem Fall wird die Gesamtmasse des Partikels fiir die Messung
bzw. Bestimmung des Massenstroms beriicksichtigt, wihrend in letzterem Fall nur
die Masse dieser spezifischen Komponente oder Komponenten des Partikels fiir die

Messung bzw. Bestimmung des Massenstroms beriicksichtigt wird.

Bei der Masse G1 der definierten ersten PartikelgroBenfraktion P1 kann es sich um
die Partikelgesamtmasse oder die Partikelteilmasse einer oder mehrerer spezifischer
Komponenten der Partikel, wie z.B. bestimmte Proteine oder Salze handeln. In
ersterem Fall wird die Gesamtmasse des Partikels fiir die Messung bzw. Bestimmung
der Masse beriicksichtigt, wihrend in letzterem Fall nur die Masse dieser
spezifischen Komponente oder Komponenten des Partikels fir die Messung bzw.

Bestimmung der Masse beriicksichtigt wird.

Geeignete Vorrichtungen zur Messung bzw. Bestimmung der
Partikelanzahlkonzentration, dem Partikelanzahlstrom, der Partikelanzahl, dem
Partikelmassenstrom und der Partikelmasse von Acrosolpartikeln sind dem
Fachmann bekannt. Die Messung bzw. Bestimmung kann beispielsweise mit einem
Kondensationskernzihler oder einem Streulichtzihler oder einem Impaktor oder
einem TEOM-Verfahren oder einer Quarzwaage, einer Messvorrichtung zur
PartikelgroBenbestimmung, bevorzugt einem optischen Partikelzdhler, einem
Laufzeitspektrometer (acrodynamischer Partikelklassierer), einem elektrischen
Mobilititsspektrometer, einem Kaskadenimpaktor (Massenbestimmung iiber

Detektion des elektrischen Stromes oder Quarzkristallwaage) oder einer



10

15

20

25

30

WO 2012/172011 PCT/EP2012/061342

Kombination dieser Vorrichtungen, gegebenenfalls in Kombination mit einem dem
Fachmann bekannten Analyseverfahren fiir die Bestimmung spezifischer

Komponenten der Partikel, erfolgen.

Kondensationskernzihler sind dem Fachmann an sich bekannt und sind auch
kommerziell erhiltlich. Ubliche Kondensationskernzihler haben eine
Befeuchtungszone, in der sich ein Behilter mit Fliissigkeit befindet, sowie eine
Kondensationszone, in der das Partikelwachstum stattfindet, indem der Dampf der

Befeuchtungszone auf der Partikeloberflidche kondensiert.

Dieses Messverfahren mit Kondensationskernzéhler erlaubt im Gegensatz zu reinen
Streulichtpartikelzahlern auch die Detektion von Partikeln mit Durchmessern kleiner
als 0,1 um. Partikel kleiner als 0,1 um werden wegen ihres geringen
Streuchlichtsignals mit reinen Streulichtzidhlern nicht mehr erfasst. Im
Kondensationskernzihler 1dsst man die submikronen Partikeln durch
Aufkondensieren eines tibersittigten Dampfes (Butanol, Isopropanol, Wasser) auf
GroBen oberhalb von einigen Mikrometern anwachsen. Diese Partikeln kénnen dann
in einem einfachen Streulichtzéhler gezdhlt werden. Aus der Zihlrate, RN, und dem
Probenahmevolumenstrom ergibt sich die Konzentration der Partikel im Exhalat. Es
ist vorteilhaft, die Atemmandver so durchzufiihren, dass der Atemvolumenstrom
immer grosser ist als der Probenahmevolumenstrom. Dann ergibt sich die pro
Atemzug emittierte Partikelanzahl durch einfaches Aufsummieren aller
Zihlereignisse wihrend der Exhalationshalbwelle und Multiplikation mit dem
Verhiltnis aus Atemvolumen und Probenvolumen. Die Steuerung des Messvorgangs,
die Aufzeichnung der anfallenden Daten und die notwendigen Bevorzugt werden

bevorzugt mit einem PC durchgefiihrt.

Wie oben bereits erwéhnt, sind Kondensationskernzihler kommerziell erhéltlich. In
vielen Geriten ist aber der Probenahmevolumenstrom mit 0,11/min so gering, dass

bei den insgesamt niedrigen Emissionsraten die statistische Sicherheit fiir die
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Erfassung der Zihlereignisse negativ beeinflusst werden kann. Weiterhin werden in
den Geriten zum Teil gesundheitsschidliche Ddmpfe (beispielsweise Butanol)
verwendet, die anschlieBend aufwendig gefiltert werden miissen. Uberdiese sind
kommerzielle Gerdte nicht zuletzt wegen ihres hohen technischen Aufwands zur
Sattigung des Dampfes und einer anschlieBenden kontrollierten Abkiihlung teuer. In
einer bevorzugten Ausfithrungsform weist der verwendete Kondensationskernzihler
keine Befeuchtungszone (d.h. keinen Behilter mit Fliissigkeit) auf. Es ist also
bevorzugt, dass die Zunahme der Partikeldurchmesser im Kondensationskernzahler
im Wesentlichen, bevorzugter ausschlieBlich durch Kondensation des
Wasserdampfes der Ausatemluft erfolgt. Diese bevorzugte Ausfiihrungsform nutzt
also die Wasserdampfkondensation der schon mit Wasserdampf geséttigten Atemluft

aus. Fin solcher Kondensationskernzahler ist z.B. in EP 2 248 464 A1 beschrieben.

Bevorzugt ist der Kondensationskernzihler in einer Vorrichtung angebracht, die ein
Rohr mit Inhalations- und Exhalationszweig aufweist. Bevorzugt ist im
Inhalationszweig des Rohres, bevorzugt auch im Exhalationszweig des Rohres, ein
Filter, bevorzugt ein Absolutfilter angebracht. Der Begriff "Absolutfilter" wird im
Rahmen der vorliegenden Erfindung in seiner iiblichen, dem Fachmann
gebrauchlichen Bedeutung verwendet und bezieht sich auf einen Filter, der im
Wesentlichen alle Partikel, mit einer Effizienz besser als 99,99 % abscheidet. Mit
einem Absolutfilter kann gewihrleistet werden, dass die inhalierte Luft partikelfrei

ist und somit die Partikelmessung am Exhalat nicht stort.

Auch Vorrichtungen zur Messung bzw. Bestimmung der Partikeldurchmesser bzw.
der PartikelgroBenverteilung von Aerosolpartikeln sind dem Fachmann grundsitzlich

bekannt.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird ein optischer Partikelzdhler verwendet,
der die Partikel zahlt und gréBenklassiert. Zusitzlich zu der Bestimmung der

GroBenverteilung aller im Exhalat befindlichen Partikel im Messbereich des Zihlers
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ermoglicht ein solcher optischer Partikelzihler auch die selektive Detektion einzelner

PartikelgroBenfraktionen.

Optische Partikelzdhler zéhlen und klassieren Partikel entsprechend ihrer
grofenabhingigen Streulichtintensitét. Hierfiir durchléuft der Aerosolstrom eine
Probenkammer, durch die ein leistungsstarker Lichtstrahl projiziert wird. Das von
jedem einzelnen Partikel emittierte Streulicht wird iiber eine Empfangsoptik
aufgenommen und fiir die GréBenklasseneinordnung in einen der Grofe des
detektierten Partikels entsprechenden Spannungsimpuls umgewandelt. Solche

Vorrichtungen sind dem Fachmann grundsitzlich bekannt.

Gemail weiterer bevorzugter Ausfithrungsformen kann die Messung bzw.
Bestimmung der Partikelanzahlkonzentration C1, des Partikelanzahlstroms F1, der
Partikelanzahl N1, des Partikelmassenstroms M1 oder der Partikelmasse G1 der
definierten ersten PartikelgréBenfraktionen P1 des Exhalats auch durch einen
Streulichtzdhler oder ein Laufzeitspektrometer (acrodynamischer Partikelklassierer)

oder ein elektrisches Mobilitdtsspektrometer erfolgen.

Bei einem Streulichtzéhler kann z.B. ein Detektionsbereich iiber die Intensitét des
Lichtstrahls der Sendeoptik und die Auswahl des Detektors bzw. seiner
Detektionsschwelle festgelegt werden. Dieser Detektionsbereich kann dann so
eingestellt werden, dass er mit dem festgelegten minimalen Durchmesser dmin(P1)
und/oder festgelegten maximalen Durchmesser dmax(P1) der ersten

PartikelgroBenfraktion P1 tibereinstimmt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Messung bzw.
Bestimmung der Partikelanzahlkonzentration C1, des Partikelanzahlstroms F1, der
Partikelanzahl N1, des Partikelmassenstroms M1 oder der Partikelmasse G1 der
definierten ersten PartikelgroBenfraktionen P1 des Exhalats durch einen

Kondensationskernzéhler mit einer dem Durchmesser dpin(P1) entsprechenden
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unteren Detektionsgrenze und/oder einer dem festgelegten maximalen Durchmesser

dmax(P1) oberen Detektionsgrenze.

In weiteren bevorzugten Ausfiihrungsformen erfolgt die Messung bzw. Bestimmung
der Partikelanzahlkonzentration C1, des Partikelanzahlstroms F1, der Partikelanzahl
N1, des Partikelmassenstroms M1 oder der Partikelmasse G1 der definierten ersten
PartikelgroBenfraktionen P1 des Exhalats durch einen Kondensationskernzihler oder
einen Streulichtzéhler oder ein anderes der oben genannten Messverfahren mit einer
unteren Detektionsgrenze, die dem festegelegten Durchmesser dmin(P1) entspricht
oder unterhalb liegt, oder mit einer oberen Detektionsgrenze, die dem festgelegten
maximalen Durchmesser dmax(P1) entspricht oder oberhalb liegt, wobei die liber die
den minimalen Durchmesser dmin(P1) und/oder den maximalen Durchmesser
dmax(P1) definierte erste PartikelgréBenfraktion P1 des Exhalats durch einen
geeignete Vorabscheidung oder Fraktionierung des exhalierten Aerosols

bereitgestellt wird.

Ein typisches Messbeispiel ist in Figur 3 dargestellt. Figur 3 zeigt den zeitlichen
Verlauf des Anzahlstroms F1 fiir unterschiedlich definierte PartikelgréBenfraktionen
P1. Zusitzlich zeigt Figur 3 den Gesamtanzahlstrom aller im Exhalat befindlichen
Partikel sowie in der oberen Hélfte den Atemfluss, wobei die negative Halbwelle fiir
eine Exhalation (d.h. einen Ausatemvorgang) steht. Die zeitgleiche Messung der
Partikelkonzentration bzw. des Partikelanzahlstroms und der
PartikelgroBenverteilung, d.h. der Partikelkonzentration oder des
Partikelanzahlstroms in einzelnen GréBenklassen ermdglicht die Bestimmung des
Anzahlstroms und der Grofenverteilung der Aerosole im Exhalationszweig der

Atmung.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform umfasst das Verfahren weiterhin:
- die Messung bzw. Bestimmung einer physikalischen GroBe fiir alle Partikel

des Exhalats oder fiir zumindest eine definierte zweite PartikelgroBenfraktion
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P2, die durch einen minimalen Durchmesser dmin(P2) und einen maximalen
Durchmesser dmax(P2) definiert ist, wobei dmin(P2)#dmin(P1) und/oder
dmax(P2)#dmax(P1), wobei die physikalische Grofle ausgewihlt wird aus der
Partikelanzahlkonzentration C2, dem Partikelanzahlstrom F2, der
Partikelanzahl N2, dem Partikelmassenstrom M2, der Partikelmasse G2 oder
deren Kombinationen; und

- die Bestimmung zumindest eines Kenngroflenwertes aus einer
mathematischen Bezichung, die zumindest eine der physikalischen GrofBen
C1, F1, N1, M1 oder G1 und zumindest eine der physikalischen Gréfen C2,
F2, N2, M2 oder G2 umfasst.

Bevorzugt handelt es sich bei der physikalischen Grof3e, die fiir alle Exhalatpartikel
bzw. die definierte zweite PartikelgroBenfraktion P2 bestimmt wird, um die gleiche
physikalische GroBe, die auch fiir die definierte erste PartikelgroBenfraktion P1

bestimmt wird.

Wie bereits oben hinsichtlich der PartikelgroBenfraktion P1 angemerkt, kann es sich
bei dem Massenstrom M2 um den Partikelgesamtmassestrom oder den
Partikelteilmassestrom einer spezifischen Komponente der Partikel wie z.B.
bestimmte Proteine oder Salze handeln. In ersterem Fall wird die Gesamtmasse eines
Partikels fiir die Messung bzw. Bestimmung des Massenstroms beriicksichtigt,
wihrend in letzterem Fall nur die Masse dieser spezifischen Komponente des

Partikels fiir die Messung bzw. Bestimmung des Massenstroms beriicksichtigt wird.

Wie bereits oben hinsichtlich der PartikelgroBenfraktion P1 angemerkt, kann es sich
bei der Masse M2 um die Partikelgesamtmasse oder die Partikelteilmasse einer
spezifischen Komponente der Partikel wie z.B. bestimmte Proteine oder Salze
handeln. In ersterem Fall wird die Gesamtmasse eines Partikels berticksichtigt,
wihrend in letzterem Fall nur die Masse dieser spezifischen Komponente des

Partikels berticksichtigt wird.
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Hinsichtlich geeigneter Vorrichtungen und Bedingungen fiir die Messung bzw.
Bestimmung von C2, F2, M2, N2 und/oder G2 kann auf die obigen Ausfiihrungen

iiber die erste PartikelgréBenfraktion P1 verwiesen werden.

Daher kann die Messung bzw. Bestimmung der Partikelanzahlkonzentration C2, des
Partikelanzahlstroms F2, der Partikelanzahl N2, des Partikelmassestroms M2 oder
der Partikelmasse G2 beispielsweise mit einem Kondensationskernzéhler oder einem
Streulichtzdhler oder einem Impaktor oder einem TEOM-Verfahren oder einer
Quarzwaage, einer Messvorrichtung zur PartikelgréBenbestimmung, bevorzugt
einem optischen Partikelzéhler, einem Laufzeitspektrometer (acrodynamischer
Partikelklassierer), einem elektrischen Mobilitétsspektrometer, einem
Kaskadenimpaktor (Massenbestimmung tiber Detektion des elektrischen Stromes
oder Quarzkristallwaage) oder einer Kombination dieser Vorrichtungen,
gegebenenfalls in Kombination mit einem dem Fachmann bekannten
Analyseverfahren fiir die Bestimmung spezifischer Komponenten der Partikel,

erfolgen.

Gemail einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kann die Messung bzw.
Bestimmung der oben genannten physikalischen Gré3en auch durch einen
Kondensationskernzahler, der die Partikel iiber einen Streulichtzahler erfasst, in
Kombination mit einer weiteren Streulichtzdhler erfolgen, wobei der erste
Streulichtzihler in einem Bereich angebracht ist, in dem noch kein GréBenwachstum
der Partikel durch Aufkondensation eines Dampfes stattgefunden hat (z.B.
unmittelbar vor dem Kondensationskernzéhler oder ganz am Anfang des
Kondensationskernzihlers) und der zweite dem Kondensationskernzédhler zugehorige
Streulichtzihler wie allgemein iiblich am Ende bzw. nach der Kondensationszone
angebracht ist. Haben der Streulichtzédhler z.B. ein unteres Detektionslimit von 0.5
um, so detektiert der erste Streulichtzéhler von der Gesamtanzahl der im Exhalat

vorliegenden Partikel nur diejenigen mit einem Durchmesser von mindestens 0.5 pum,



10

15

20

25

30

WO 2012/172011 PCT/EP2012/061342

15

wihrend der zweite Streulichtzdhler auch die feinen Partikel unterhalb von 0.5 um
detektiert, da am Ende bzw. nach der Kondensationszone auch die schr kleinen
Partikel auf einen Durchmesser von mehr als 0.5 um angewachsen und somit in dem

Streulichtzahler detektierbar sind.

Gemail einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kann die Messung bzw.
Bestimmung der oben genannten physikalischen Gréf3en auch durch eine
Kombination zweier Streulichtzdhler mit unterschiedlicher unterer und/oder oberer

Detektionsgrenze erfolgen.

Wie bereits oben angemerkt, kann die Festlegung des Detektionsbereichs eines
Streulichtzihlers iiber die Intensitédt des Lichtstrahls der Sendeoptik und die Auswahl

des Detektors bzw. seiner Detektionsschwelle erfolgen.

Gemail weiterer bevorzugter Ausfiihrungsformen kann die Messung bzw.

Bestimmung der oben genannten physikalischen Grofen auch durch jede sonstige
Kombination zwei gleicher oder unterschiedlicher Vorrichtungen, der bereits oben
zur Messung bzw. Bestimmung der ersten PartikelgroBenfraktion P1 aufgefiihrten

Vorrichtungen erfolgen.

Der Kenngroflenwert kann bestimmt werden, indem eine mathematische Bezichung
aufgestellt wird, die zumindest eine der physikalischen GréBen C1, F1, N1, G1 oder
M1 und zumindest eine der physikalischen GréBen C2, F2, N2, G2 oder M2 umfasst.
Die fiir C1, F1, N1, G1 oder M1 bestimmten bzw. gemessenen Werte sowie die fiir
C2, F2, N2, G2 oder M2 bestimmten bzw. gemessenen Werte werden dann in diese
mathematische Bezichung eingesetzt und ein KenngroBenwert wird erhalten.
Beispiclsweise kann es sich bei dieser mathematischen Bezichung um einen
Quotienten aus C1 und C2 bzw. F1 und F2 bzw. N1 und N2 bzw. M1 und M2 bzw.
G1 und G2 handeln. Andere mathematische Relationen zur Bestimmung des

KenngroBenwertes sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung ebenfalls moglich
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(Addition, Subtraktion oder Multiplikation der physikalischen Gréfen oder

entsprechende Kombinationen davon).

Solche Darstellungen finden sich in den Figuren 4a-4d und 5.

Die Figuren 4a-4d zeigen die ermittelten Kenngrof3enwerte als Funktion des bereits
ausgeatmeten Volumens im Exhalationsvorgang. Die Kenngrof3enwerte wurden aus
dem Verhiltnis des Anzahlstroms der Partikel mit einem Mindestdurchmesser
dmin(P1) von 0.5 upm zu dem Gesamt-Anzahlstrom aller Exhalatpartikel bestimmt.

Weiterhin zeigen die Figuren noch den gemessenen Gesamt-Anzahlstrom.

Figur 4a (links oben) zeigt den Verlauf der KenngréBenwerte als Funktion des
ausgeatmeten Volumens fiir einen gesunden Nichtraucher, Figur 4b (rechts oben) fiir
einen gesunden Raucher, Figur 4¢ (links unten) fiir einen Probanden mit milder
COPD (Stadium I), Figur 4d (rechts unten) fiir einen Probanden mit schwerer COPD
(Stadium I1I).

Figur 5 zeigt die KenngroBenwerte, welche als Quotient der Gesamtanzahl der
Partikel zu der Anzahl der Partikel>0.5 um tiber den gesamten Exhalationsvorgang
fiir verschiedene Probanden bestimmt wurden, als Funktion der Vitalkapazitit der

Probanden.

Man erkennt, dass sich der Verlauf des PartikelgroBenverhiltnisses als Quotient der
Anzahl der Partikel > 0.5 um zu der Gesamtanzahl der Partikel im betrachteten
Zeitintervall als Funktion des bereits ausgeatmeten Volumens im
Exhalationsvorgang fiir gesunde Raucher und Personen mit zunechmendem
Schweregrad der COPD deutlich verdndert, insbesondere zum Ende des
Ausatemvorgangs. Ein einfaches Beispiel fuir die rechnerische Auswertung ist die
Bildung des Quotienten der Gesamtanzahl der Partikel zu der Anzahl der Partikel >

0.5 um iiber den gesamten Exhalationsvorgang. Mdéglich wiire aber genauso die
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Bildung einer Differenz des Partikelgrof3enverhéltnisses zu einem bestimmten
Zeitpunkt bzw. ausgeatmeten Volumen zu Beginn des Exhalationsvorgangs und am

Ende des Exhalationsvorgangs.

In Figur 5 zeigen die KenngroBenwerte Unterschiede fiir gesunde Nichtraucher und
Patienten mit chronisch obstruktiver Atemwegserkrankung und kénnen daher

prinzipiell als Biomarker fiir Verdnderungen der Lunge verwendet werden.

Figur 6 zeigt die exhalierte Partikelkonzentration und simultan das
Partikelgrofenverhéltnis im betrachteten Zeitintervall als Funktion des bereits
ausgeatmeten Volumens im Exhalationsvorgang fiir einen Probanden mit

mittelschwerer COPD.

Bei der kiinstlichen Beatmung kénnen die Eigenschaften der endogen generierten
Aerosole im Exhalat des Patienten bzw. Anderungen desselben Aussagen iiber den
Beliiftungszustand der Lunge und das Auftreten wiederkehrender
Atemwegsverschliisse liefern, und so fiir die Optimierung der Beatmungsstrategie

zur Vermeidung beatmungsinduzierter Lungenschadigungen herangezogen werden.

Im Rahmen des erfindungsgeméfBen Verfahrens kann das Exhalat durch einen
Atemzug oder alternativ durch mehrere Atemziige bereitgestellt werden. Erfolgt die
Bereitstellung des Exhalats durch mehrere Atemziige, kann es bevorzugt sein, dass
mindestens zwei unterschiedliche Atemmuster (unterschiedliche Atemtiefen bzw.

Atemflussraten) verwendet werden.

Das Verfahren kann fiir ein oder mehrere Atemmuster mit einem oder mehreren
Atemziigen, optional bei gleichzeitiger Messung bzw. Bestimmung zumindest einer
atemphysiologischen Gréfe und/oder zumindest eines Lungenfunktionsparameters

durchgefiihrt werden.

PCT/EP2012/061342
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Bevorzugt erfolgt die Messung bzw. Bestimmung der oben genannten physikalischen

GroBen wihrend eines Atemzuges mehrmals in definierten zeitlichen Intervallen.

Optional kann das erfindungsgeméflie Verfahren auch die Messung bzw. Bestimmung
zumindest eines Lungenfunktionsparameters und/oder zumindest einer
atemphysiologischen Grofle, und die Bestimmung und/oder graphische Darstellung
des Kenngroflenwertes bzw. der Kenngroenwerte als Funktion der
atemphysiologischen GroB3e bzw. -gréBen oder des Lungenfunktionsparameters bzw.

der Lungenfunktionsparameter umfassen.

Die Messung bzw. Bestimmung mindestens eines Lungenfunktionsparameters bzw.
einer atemphysiologischen Grof3e kann z.B. durch Spirometrie und/oder
Bodyplethysmographie erfolgen. Bevorzugt wird ein Pneumotachograph oder eine
akustische Volumenstrommesseinrichtung, z.B. ein Ultraschallspirometer,
verwendet. Diese Messverfahren sind dem Fachmann grundsétzlich bekannt. Als
geeignete Lungenfunktionsparameter bzw. atemphysiologische Gréfien kénnen
beispielsweise die Lungenkapazitidt TLC, das zur Atmung verfligbare
Lungenvolumen VC, das nicht ventilierbare Residualvolumen RV, das
Atemzugvolumen in Ruheatmung VT, das Lungenvolumen bei Atemruhelage nach
normaler Exspiration FRC, das Lungenvolumen am Ende des Exspirationsvorgangs

EELV, das ausgeatmete Volumen oder die Atemflussrate genannt werden.

In den Figuren 4 und 6 erfolgte die Darstellung der KenngroBenwerte beispielhaft als

Funktion des ausgeatmeten Volumens und in Figur 5 als Funktion der Vitalkapazitit.

Das erfindungsgeméfie Verfahren kann in einer bevorzugten Ausfithrungsform auch
bei der Analyse von in Aerosolpartikeln des Exhalats vorliegenden, bevorzugt nicht-
fliichtigen Substanzen, wie biologischen Molekiilen (z.B. Proteinen, DNA/RNA,
Viren, Bakterien) oder nicht-biologische Stoffe (z.B. Metalle, Pharmazeutische

Wirkstoffe) Anwendung finden. Fiir Riickschliisse auf die Konzentrationen bzw. zur
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Bestimmung der Konzentration dieser nicht-fliichtigen Substanzen in der Flissigkeit,
die den Respirationstrakt auskleidet, und den Vergleich von Ergebnissen
unterschiedlicher Personen ist die Kenntnis des Anzahlstroms und die
PartikelgroBenverteilung bzw. des emittierten Aerosolmassenstroms erforderlich.
Dieser unterschiedet sich von Mensch zu Mensch in erheblichem Maf3e. Dabei hat
sich herausgestellt, dass es fiir eine hinreichend genaue Konzentrationsbestimmung
der Substanzen in den Aerosolpartikeln bzw. die Normierung der
Analysenergebnisse ausreichend ist, die oben genannte physikalische GréB3e wie z.B.
den Partikelanzahlstrom F1 nur fiir eine geeignet definierte PartikelgroBenfraktion P1
zu bestimmen. Minimaler Durchmesser dmis(P1) und maximaler Durchmesser
dmax(P1) dieser PartikelgroBenfraktion werden dabei bevorzugt so definiert, dass die
Fraktion der groferen Partikel erfasst wird, die den liberwiegenden Teil des
emittierten Aerosolmassenstroms enthilt. Z.B. kann dmin(P1) auf einen Wert im
Bereich von 0,2 um bis 0,6 um festgelegt werden und der maximale
Partikeldurchmesser dmax(P1) kann beispielsweise so gewihlt werden, dass er

dmax(Exhalat) entspricht, d.h. dmax(P1)=dmax(Exhalat).

Die Ergebnisse einer solchen Anwendung des erfindungsgeméfen Verfahrens sind in

den Figuren 7a und 7b dargestellt.

In Figur 7a erfolgte fiir zwei Probanden die Abscheidung der Fraktion der Partikel >
0.2 um aus dem exhalierten Aerosol fiir unterschiedliche Sammeldauer (1 -5
Minuten) mittels Schlitzimpaktor auf einer Membran unter gleichzeitiger
Bestimmung der Partikelanzahl (oberste Reihe: Proband 1; mittlere Reihe: Proband 1
Wiederholung; unterste Reihe: Proband 2). Mit zunechmner Anzahl abgeschiedener
Partikel ist ein deutlicher Anstieg der Nachweisintensitidt zu erkennen und es zeigt
sich eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fiir Probanden 1 bei der

Wiederholung der Messung.
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Figur 7b zeigt die mittels optischer Auswertung bestimmte optische Dichte der
einzelnen Proben in Abhéngigkeit der zugehorigen abgeschiedenen Partikelanzahl.
Es ist ein deutlicher Anstieg der optischen Dichte mit zunehmender Partikelanzahl zu

erkennen.

Bevorzugt werden die in dem erfindungsgeméfen Verfahren gemessenen bzw.
bestimmten Werte der Partikelanzahlkonzentration C1, des Partikelanzahlstroms F1,
des Partikelmassenstroms M1, der Partikelmasse G1 oder der Partikelanzahl N1 und
gegebenenfalls der Partikelanzahlkonzentration C2, des Partikelanzahlstroms F2, des
Partikelmassenstroms M2, der Partikelmasse oder der Partikelanzahl N2 in einem
Datenspeicher abgelegt und/oder einer Recheneinheit zur Bestimmung der

KenngrofBenwerte zugefiihrt.

Bevorzugt handelt es sich bei dem erfindungsgeméfien Verfahren um ein
computergestiitztes Verfahren unter Verwendung einer Recheneinheit, die
programmtechnisch so eingerichtet ist, dass anhand der gemessenen bzw.
bestimmten Werte der Partikelanzahlkonzentration C1, des Partikelanzahlstroms F1,
des Partikelmassenstroms M1, der Partikelmasse G1 und/oder der Partikelanzahl N1
und gegebenenfalls der Partikelanzahlkonzentration C2, des Partikelanzahlstroms F2,
des Partikelmassenstroms M2, der Partikelmasse G2 und/oder der Partikelanzahl N2

die Bestimmung des zumindest einen Kenngréenwertes erfolgen kann.

Gemil eines weiteren Aspekts stellt die vorliegende Erfindung bevorzugt ein
Computerprogramm zur Ausfiihrung des oben beschriebenen Verfahrens sowie einen

Datentriager mit diesem Computerprogramm zur Verfiigung.
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Anspriiche

Ein Verfahren zur Analyse eines Exhalats, wobei das Exhalat Partikel mit
einem minimalen Durchmesser dmin(Exhalat) und einem maximalen
Durchmesser dmax(Exhalat) aufweist, umfassend die Messung bzw.
Bestimmung zumindest einer physikalischen Gréfe einer definierten ersten
PartikelgréBenfraktion P1 des Exhalats, wobei die physikalische Grofie
ausgewihlt wird aus der Partikelanzahlkonzentration C1, dem
Partikelanzahlstrom F1, der Partikelanzahl N1, dem Partikelmassenstrom M1,
der Partikelmasse G1 oder deren Kombinationen, wobei die erste
PartikelgréBenfraktionen P1 durch einen minimalen Durchmesser dmin(P1)
und einen maximalen Durchmesser dmax(P1) so definiert wird, dass

dmin(P1)>dmin(Exhalat) und/oder dmax(P1)<dmax(Exhalat).

Das Verfahren nach Anspruch 1, wobei dmin(P1)>dmin(Exhalat) und
dmax(P1)<dma(Exhalat); oder wobei dpmin(P1) > dmin(Exhalat) und dmax(P1) <
dmax(Exhalat).

Das Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei dmin(P1) und dmax(P1) so
gewihlt werden, dass die definierte erste Partikelgroenfraktion P1 maximal

95% der Gesamtanzahl der Partikel im Exhalat umfasst.

Das Verfahren nach einem der vorstechenden Anspriiche, weiterhin umfassend
- die Messung bzw. Bestimmung einer physikalischen Gréf3e fiir alle
Partikel des Exhalats oder fiir zumindest eine definierte zweite
PartikelgréBenfraktion P2, die durch einen minimalen Durchmesser dpin(P2)
und einen maximalen Durchmesser dmax(P2) definiert ist, wobei
Amin(P2)#dmin(P1) und/oder dmax(P2)#dmax(P1), wobei die physikalische Grofie
ausgewihlt wird aus der Partikelanzahlkonzentration C2, dem
Partikelanzahlstrom F2, der Partikelanzahl N2, dem Partikelmassenstrom M2,

der Partikelmasse G2 oder deren Kombinationen; und

PCT/EP2012/061342
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- die Bestimmung zumindest eines Kenngroflenwertes aus einer
mathematischen Bezichung, die zumindest eine der physikalischen GrofBen
C1, F1, N1, GI oder M1 und zumindest eine der physikalischen Gréfen C2,
F2, N2, G2 oder M2 umfasst.

Das Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die Messung
bzw. Bestimmung der physikalischen Gréfe durch einen
Kondensationskernzéhler, einen Streulichtzéhler, einen Impaktor, ein TEOM-
Verfahren, einer Quarzwaage, einer Messvorrichtung zur
Partikelgrofenbestimmung, bevorzugt einem optischen Partikelzdhler, einem
Laufzeitspektrometer (acrodynamischer Partikelklassierer), einem
elektrischen Mobilititsspektrometer, einem Kaskadenimpaktor oder einer

Kombination dieser Vorrichtungen erfolgt.

Das Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Exhalat
durch einen Atemzug bereitgestellt wird; oder alternativ durch mehrere
Atemziige bereitgestellt wird, wobei bevorzugt mindestens zwei

unterschiedliche Atemmuster verwendet werden.

Das Verfahren nach einem der vorstechenden Anspriiche, wobei die Messung
bzw. Bestimmung der Partikelanzahlkonzentration C1, des
Partikelanzahlstroms F1, der Partikeclanzahl N1, des Partikelmassenstroms
M1 oder der Partikelmasse G1 und optional die Messung bzw. Bestimmung
der Partikelanzahlkonzentration C2, des Partikelanzahlstroms F2, der
Partikelanzahl N2, Partikelmassenstroms M2 oder der Partikelmasse G2
wihrend eines Atemzuges mehrmals in definierten zeitlichen Intervallen

erfolgt.

Das Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, weiterhin umfassend

die Messung bzw. Bestimmung mindestens eines Lungenfunktionsparameters



10

15

WO 2012/172011 PCT/EP2012/061342

10.

23

und/oder einer atemphysiologischen GréBe; und optional die Bestimmung
und/oder graphische Darstellung des KenngréBenwertes bzw. der
KenngroBenwerte als Funktion der atemphysiologischen Grofe(n) oder des

Lungenfunktionsparameters bzw. der Lungenfunktionsparameter.

Das Verfahren nach einem der Anspriiche 4-8, wobei das Verfahren unter
Verwendung einer Recheneinheit durchgefiihrt wird, die programmtechnisch
so eingerichtet ist, dass anhand der gemessenen bzw. bestimmten Werte der
Partikelanzahlkonzentration C1, des Partikelanzahlstroms F1, des
Partikelmassenstroms M1, der Partikelmasse G1 und/oder der Partikelanzahl
N1 und der gemessenen bzw. bestimmten Werte der
Partikelanzahlkonzentration C2, des Partikelanzahlstroms F2, des
Partikelmassenstroms M2, der Partikelmasse G2 und/oder der Partikelanzahl

N2 die Bestimmung des zumindest einen Kenngrof3enwertes erfolgen kann.

Ein Computerprogramm zur Ausfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 9.



WO 2012/172011 PCT/EP2012/061342
1/5

Figuren

5
Figur 1
A A
Ve W
VT
EV
TLC v
T T e e
FRC cV
RV EELV
10 A4 A 4 4

Figur 2



WO 2012/172011 PCT/EP2012/061342

2/5
2000 o~ f
R, e B o B I e, o TP S— s A0
=%,

02 uam /\ 20
g 19007 gpeg A\ 0
= - 10-504 bm 0 g
ﬁ s AtemHussrate -4 @
£ i
& 1000 v
500 ,

0 =
0o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
ausgeatmetes Volumen in % EV
Figur 3



WO 2012/172011

3/5
4a
1500 0.8
—— Nges
—4— N (> 0.5 pm) / Nges P
1250 0.5
° /A/-\\ %
- 1000 / N Aﬂ PR 0.4 £
= 7 BTy R
814 b G
& 750 — “ 03 2
£ 500 by 02 &
N oL
" 250 71 LN b\x Aoq &
& 48
| <>/ ‘\‘\kﬂf‘%g
0 — 0.0
0 0.10203040506070809 1
ausgeatmetes Volumen in % EV
5 4c
1800 0.6
——Nges

-4~ N (> 0.5 pm) / Nges @

0.5

%) \ =

= i

= - 0.4 =

© 3 S

g i g

8 & 2 63 g

o Ire]

x f 4 5

E L 3y .‘ a, r 2 E

o / baad Sa%E8 'g

3 ot g

v
0 ———— 0.0

0 0102 0304 0.5 06 0.7 0809 1
ausgeatmetes Volumen in % EV

Figur 4a-d

4b

6000
5000
4000
3000

2000

Partikelanzahl 1/s

1000

4d

4800
4000
3200
2400

1600

Partikelanzahl 1/s

800

0

PCT/EP2012/061342

—— Nges
—4— N (> 0.5 pm) / Nges

0 01 02 03 04 0506 07 08 09 1
ausgeatmetes Volumen in % EV

——N ges
|- N{>05pm)/ Nges

4
A
A

8
0 0102 03 04 0506 0.7 08 09 1
ausgeatmetes Volumen in % EV

0.6

0.5

0.0

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

041

1]

Partikelgrofienverhiltnis

Partikelgrofenverhiltnis



10

WO 2012/172011 PCT/EP2012/061342
4/5

Partikelgré8enverhditnis (Nges/N{>0.5 ym))

7
°
PR~ b
6 S e
Q Q ® o
oy O ® ©
5 o ’T—‘ o
. ® ®
o o L
. ) O o
a
23”""%:13 her
a esun uche
3] Ba Q oCOPDI
? OCOPD Il
a ACOPD IV
@ Asthma
2 T T v T T {
2 3 4 5 6 7 8
Vitalkapazitsit VC (1)
Figur 5

1000 10
© Gesamtkonzentration

900 —e—N(>0.51tm) / Nges / 0.9
= 08
= 1.8
Tl { losd
§ o A \ 5 N | 05 3
§ 0 {/ \V/ X AR f“g
% 300 r0.3%
< 200 / 0/ VA\[ 02 &

100 0.1

0 01 02 03 04 05 06 07 08 08 1
ausgeatmetes Volumen in % AZV

Figur 6

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2012/172011
5/5
Ta
5
. ,
;N = 70000 iN = 173000
Proband 1 .
10 Proband 1 ?N = 69000 EN = 158000 ‘i | N=361000
Wh. | :
Proband 2 N = 17000 \‘N = 43000 ‘{ N = 72000
.
15

Figur 7

Optische Dichte

- - N N w
(3] o (3] o 3, o
o o o o o o

o

PCT/EP2012/061342

0

50000

100000 150000 200000

Partikelanzahl



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2012/061342

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. A61B5/08 GOIN33/497
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

A61B GOIN

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, WPI Data

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

cited in the application
paragraphs [0023], [0027],
[0049], [0050], [0070],
figures 3-5

the whole document

EP 2 248 464 Al (FRAUNHOFER GES FORSCHUNG
[DE]) 10 November 2010 (2010-11-10)

[0073]

1,5-10

[0031],

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

"E" earlier application or patent but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other

means

"P" document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

12 September 2012

Date of mailing of the international search report

21/09/2012

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Olapinski, Michael

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2012/061342

C(Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X

Katharina Schwarz ET AL:
"Characterization of Exhaled Particles
from the Healthy Human Lung-A Systematic
Analysis in Relation to Pulmonary Function
Variables",

JOURNAL OF AEROSOL MEDICINE AND PULMONARY
DRUG DELIVERY,

25 May 2010 (2010-05-25), pages 371-379,
XP55037541,

DOI: 10.1089/jamp.2009.0809

Retrieved from the Internet:
URL:http://online.liebertpub.com/doi/pdf/1
0.1089/jamp.2009.0809

[retrieved on 2012-09-07]

abstract

figures 2,3,5-7

Abschnitt "Materials and Methods"

page 378, left-hand column, lines 40-46
page 378, left-hand column, lines 52-62
the whole document

MORAWSKA L ET AL: "Size distribution and
sites of origin of droplets expelled from
the human respiratory tract during
expiratory activities",

JOURNAL OF AEROSOL SCIENCE, PERGAMON,
AMSTERDAM, NL,

vol. 40, no. 3, 1 March 2009 (2009-03-01),
pages 256-269, XP025947079,

ISSN: 0021-8502, DOI:
10.1016/J.JAEROSCI.2008.11.002

[retrieved on 2008-11-18]

the whole document

HOLMGREN H ET AL: "Size distribution of
exhaled particles in the range from 0.01
to 2.01/4m",

JOURNAL OF AEROSOL SCIENCE, PERGAMON,
AMSTERDAM, NL,

vol. 41, no. 5, 1 May 2010 (2010-05-01),
pages 439-446, XP027003156,

ISSN: 0021-8502

[retrieved on 2010-02-26]

the whole document

1-10

1-3,5-10

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No
Information on patent family members

PCT/EP2012/061342
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date

EP 2248464 Al 10-11-2010  NONE

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/061342

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

INV. A61B5/08 GOIN33/497
ADD.

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

A61B GOIN

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprifstoff gehérende Veréffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

EPO-Internal, WPI Data

Waéhrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

in der Anmeldung erwdhnt
Absdatze [0023], [0027],
[0050], [0070], [0073]
Abbildungen 3-5

das ganze Dokument

[0031]

X EP 2 248 464 Al (FRAUNHOFER GES FORSCHUNG
[DE]) 10. November 2010 (2010-11-10)

, [0049],

1,5-10

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen

"A" Veréffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E" fruhere Anmeldung oder Patent, die bzw. das jedoch erst am oder nach
dem internationalen Anmeldedatum veréffentlicht worden ist

"L" Veréffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefuhrt)

"O" Veréffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

"P" Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

"T" Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstéandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X" Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroéffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veréffentlichung mit einer oder mehreren
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flur einen Fachmann naheliegend ist

"&" Veréffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

12. September 2012

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

21/09/2012

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Bevoliméchtigter Bediensteter

Olapinski, Michael

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/061342

C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X

Katharina Schwarz ET AL:
"Characterization of Exhaled Particles
from the Healthy Human Lung-A Systematic
Analysis in Relation to Pulmonary Function
Variables",

JOURNAL OF AEROSOL MEDICINE AND PULMONARY
DRUG DELIVERY,

25. Mai 2010 (2010-05-25), Seiten 371-379,
XP55037541,

DOI: 10.1089/jamp.2009.0809

Gefunden im Internet:
URL:http://online.liebertpub.com/doi/pdf/1
0.1089/jamp.2009.0809

[gefunden am 2012-09-07]

Zusammenfassung

Abbildungen 2,3,5-7

Abschnitt "Materials and Methods"

Seite 378, linke Spalte, Zeilen 40-46
Seite 378, linke Spalte, Zeilen 52-62

das ganze Dokument

MORAWSKA L ET AL: "Size distribution and
sites of origin of droplets expelled from
the human respiratory tract during
expiratory activities",

JOURNAL OF AEROSOL SCIENCE, PERGAMON,
AMSTERDAM, NL,

Bd. 40, Nr. 3, 1. Marz 2009 (2009-03-01),
Seiten 256-269, XP025947079,

ISSN: 0021-8502, DOI:
10.1016/J.JAEROSCI.2008.11.002

[gefunden am 2008-11-18]

das ganze Dokument

HOLMGREN H ET AL: "Size distribution of
exhaled particles in the range from 0.01
to 2.01/4m",

JOURNAL OF AEROSOL SCIENCE, PERGAMON,
AMSTERDAM, NL,

Bd. 41, Nr. 5, 1. Mai 2010 (2010-05-01),
Seiten 439-446, XP027003156,

ISSN: 0021-8502

[gefunden am 2010-02-26]

das ganze Dokument

1-10

1-3,5-10

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)

Seite 2 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Internationales Aktenzeichen

PCT/EP2012/061342
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung

EP 2248464 Al 10-11-2010  KEINE

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005)



	Page 1 - front-page
	Page 2 - front-page
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - claims
	Page 24 - claims
	Page 25 - claims
	Page 26 - drawings
	Page 27 - drawings
	Page 28 - drawings
	Page 29 - drawings
	Page 30 - drawings
	Page 31 - wo-search-report
	Page 32 - wo-search-report
	Page 33 - wo-search-report
	Page 34 - wo-search-report
	Page 35 - wo-search-report
	Page 36 - wo-search-report

