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Im Atemholen sind zweierlei Gnaden:
Die Luft einziehen, sich ihrer entladen;
Jenes bedrangt, dieses erfrischt;
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1. Einleitung

,,Asthma bronchiale ist eine chronische Entziindung der Atemwege, die durch eine
bronchiale Hyperreagibilitdt und eine variable Atemwegsobstruktion charakterisiert ist”
(Buhl et al., 2006); so lautet die Definition des Asthma bronchiale in der Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma, herausgegeben von der Deutschen
Atemwegsliga und der Deutschen Gesellschaft fiir Pneumologie und Beatmungsmedizin
e.V. Die epidemiologische und soziookonomische Bedeutung des Asthma bronchiale hat
in den vergangenen Jahrzehnten vor allem in den hochentwickelten westlichen Landern
stark zugenommen. In der Bundesrepublik Deutschland gehort das Asthma zu den
hdufigsten chronischen Erkrankungen; ca. zehn Prozent der kindlichen (Beasley et al.,
1998; Mutius et al., 1994) und vier bis fiinf Prozent der erwachsenen Bevélkerung sind
aktuell betroffen (Heinrich et al., 2002; Nowak et al., 1996a, 2004; Nowak und Mutius,
2004). Volkswirtschaftlich heifit das, dass bzgl. der Krankheitskosten ein Gesamtbetrag
von ungefihr 2,6 Milliarden Euro pro Jahr anféllt (Nowak et al., 1996b). Fiir die Zu-
nahme der Prévalenz des Asthma bronchiale wird vor allem die Zunahme der Pravalenz
allergischer Erkrankungen verantwortlich gemacht (Beasley et al., 1998). Der Grund fiir
die Zunahme atopischer Sensibilisierungen ist dabei bisher nur unzureichend verstanden
(Hopkin, 1997). Es scheint sich jedoch abzuzeichnen, dass sich sowohl der Anstieg in der
Préavalenz von allergischen Erkrankungen als auch des Asthma bronchiale augenblicklich

etwas verlangsamt (Weiland und Pearce, 2004).

Dass die bronchiale Hyperreagibilitat einen zentralen Punkt im Krankheitsverstand-
nis des Asthmas darstellt, darauf verweist bereits die oben angefiihrte Definition. Im
Gegensatz zur bisher wenig erfolgreichen Ursachenforschung bzgl. der Steigerung der
Allergiepravalenz gab es in den letzten Jahren deutliche Fortschritte im Hinblick auf
die Pathogenese des Asthmas und damit auch der Pathogenese der bronchialen Hyper-
reagibilitat. Diese Erkenntnisse haben die Bedeutung der bronchialen Hyperreagibilitat
fiir die Krankheitsentstehung noch weiter in den Vordergrund treten lassen (NITH, 1998;
Wettengel et al., 1999). Man weifl heute, dass vor allem immunologische Vorgénge auf
molekularer und zellbiologischer Ebene neben genetischer Disposition (z.B. der Existenz

eines Genlocus fiir bronchiale Hyperreagibilitidt auf Chromosom 5 (Postma et al., 1995)



und Umwelteinfliisssen eine wesentliche Rolle in der Pathogenese des Asthmas spielen
(Beeh und Buhl, 2001). Dabei handelt es sich um ein komplexes Zusammenspiel von
verschiedenen Teilen des Immunsystems. Fiir die Initiierung der allergischen Reaktion,
also der allergischen Typ-I-Sofortreaktion, sind Immunglobulin E-Antikorper (IgE), die
bei entsprechender Sensibilisierung aus B-Lymphozyten freigesetzt werden, verantwort-
lich. Sie verursachen die Mediatorfreisetzung (Histamin, Leukotriene, IL-5, TNF-«) aus
Mastzellen und Basophilen, was zu einem akuten Bronchospasmus fiihrt (Beeh und
Buhl, 2001; Durham, 1998). Die erhohte Bereitschaft zur IgE-Synthese bei Atopikern
wird durch Tpyo-spezifische Zytokine (IL-4, IL-5, IL-13) induziert. Daher interpretiert
man das Asthma auch weitgehend als T go-Helfer-Zell-dominierte Immunantwort mit
IgE-Isotypen-Wechsel in B-Zellen (e-Switch) und eosinophil dominierter Entziindungs-
antwort (Walker et al., 1991).

Sowohl durch die T yo-spezifischen Zytokine als auch durch Mastzellmediatoren kommt
es zum Einstrom von proinflammatorischen Effektorzellen, v.a. eosinophilen Granulozy-
ten, in die Bronchialschleimhaut, woraus nach vier bis sechs Stunden das Vollbild der
asthmatischen Spéatreaktion resultiert. Nach heutigem Kenntnisstand ist diese Spatreak-
tion die Hauptursache fiir die Persistenz und die Chronifizierung der Erkrankung (Beeh
und Buhl, 2001). Dabei besteht ein klarer Zusammenhang zwischen Gewebseosinophi-
lie, asthmatischer Entziindung und klinischen Parametern wie Hyperreagibilitat (z.B.
im unspezifischen Methacholinprovokationstest) und Grad der Atemwegsobstruktion
(Griffin et al., 1991; Kroegel, 1990). Wesentlich mitverantwortlich fiir die Aktivierung
der Myelopoese im Knochenmark zugunsten der Eosinophilen, deren Rekrutierung,
Proliferation, Differenzierung, Aktivierung und Apoptoseinhibition scheint dabei neben
GM-CSF das wahrend der allergischen Sofortreaktion vor allem von Mastzellen frei-
gesetzte IL-5 zu sein (Clutterbuck et al., 1989; Wood et al., 1998). Aufgrund dieser
mannigfaltigen Wirkungen des IL-5 erklart sich auch mitunter die klinische Beobach-
tung, dass sich bei topischer nasaler Corticoidtherapie einer allergischen Rhinitis als
Nebeneffekt haufig auch eine begleitende bronchiale Hyperreagibilitdt bessert (Corren
et al., 1992). Um aus dem Geféafisystem in die Lunge tibertreten zu kénnen, exprimieren
Eosinophile in den ersten Stunden der allergischen Spéatreaktion, getriggert durch Zy-
tokine aus T-Zellen und TNF-a, vermehrt Adhésionsmarker (z.B. LFA-1, L-Selectin);
gleichzeitig kommt es zur Expression von deren Liganden (z.B. ICAM-1, VCAM-1)
sowie zur Bildung von hochpotenten chemotaktischen Faktoren wie Eotaxin auf bzw. in
pulmonalen Endothelien (Garcia-Zepeda et al., 1996; Gundel et al., 1991; Kyan Aung
et al., 1991; Rothenberg et al., 1995). Interessanterweise konnte im Tierexperiment die

allergische Spéatreaktion und die allergeninduzierte bronchiale Hyperreagibilitat durch



Gabe von ICAM- bzw. Antiselectinantikdrpern ausgeschaltet werden (Wegener et al.,
1993). Ihre vielfaltigen biologischen Wirkungen am Zielort entfalten die Eosinophi-
len dann iiber eine Vielzahl von proinflammatorischen und zytotoxischen Substanzen,
darunter die granuldren kationischen Proteine MBP (Major Basic Protein), ECP (Eo-
sinophilic Cationic Protein), MMP (Matrixmetalloproteasen) sowie Phospholipide wie
PAF (Platelet Activating Factor) und Leukotriene. Man weifl z.B., dass Konzentratio-
nen von MBP, eigentlich ein potentes Helminthotoxin, in der bronchoalveolaren Lavage
mit der bronchialen Hyperreagibilitidt gegeniiber Methacholin korrelieren (Frigas et al.,
1981). Die Matrixmetalloproteasen werden hingegen cher fiir das langfristige Atem-
wegsremodelling mitverantwortlich gemacht (Beeh und Buhl, 2001), PAF induziert eine
Bronchokonstriktion und erhéht die Endothelpermeabilitét (Henderson, 1991), wihrend
Leukotriene vorwiegend relevante Mediatorfunktionen erfiillen (Dahlen et al., 1980).
Auch IgE scheint in der allergischen Spétreaktion eine Rolle zu spielen. So ist die eosino-
phile Schleimhautinfiltration der allergischen Spétreaktion im allergischen Mausmodell
IgE-abhingig (Coyle et al., 1996). AuBerdem haben tierexperimentelle Studien gezeigt,
dass sich bei der Ubertragung von atopischem Serum sowohl die allergenspezifische
(Watson et al., 1997) als auch die unspezifische (Lambert et al., 1998) bronchiale Hyper-
reagibilitdt mitiibertragt. Zur Zeit wird untersucht, ob vielleicht sogar unspezifisches
polyklonales IgE allergenunabhéangig eine bronchiale Hyperreagibilitat induzieren kann
(Beeh et al., 2000; Schmidt et al., 1999). Abbildung 1.1 fasst die wichtigsten Zusam-

menhange der Immunpathogenese des Asthma bronchiale zusammen:
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Abbildung 1.1.: Immunpathogenese des Asthma bronchiale (Beeh und Buhl, 2001)



Doch nicht alle Aspekte des Asthmas sind allein durch entziindliche Prozesse zu
erkldren, etwa die starke Variabilitdt in der Atemwegsobstruktion. Fiir letzteres wird
u.a. der Einfluss von hypertrophierten und hyperplasierten glatten Muskelzellen mit-
verantwortlich gemacht, ein Mechanismus, der auch das langfristige Atemwegsremo-
delling erkldren konnte (Beeh und Buhl, 2001; Ebina et al., 1993). Weiterhin spielen
Wechselwirkungen zwischen autonomen Nervenfasern und inflammatorischen Prozessen
offensichtlich eine Rolle, und zwar sowohl bei der Initiierung der entziindlichen Vorgange
durch nervale Stimulation (neurogene Inflammation) als auch durch nervale Dysfunk-
tion als Folge der chronischen Entziindung (Barnes, 1992a,b). Der parasympathische
Neurotransmitter Acetylcholin entfaltet seine bronchokonstriktorische Wirkung iiber
muskarinerge Ms-Rezeptoren. Uber negative Feedbackmechanismen regulieren hingegen
Ma-Rezeptoren die Transmitterfreisetzung (John et al., 1997). Im Tiermodell kommt es
nach Allergenprovokation zu einer My-Rezeptor-Dysfunktion mit Verlust der regulatori-
schen Aktivitat und damit zu einer verstarkten Bronchokonstriktion und unspezifischen
bronchialen Hyperreagibilitiat (Costello et al., 1998b). Diese Dysfunktion scheint jedoch
wiederum von der Présenz Eosinophiler abzuhéngen, insbesondere von der Anwesenheit
von IL-5 und MBP, deren Einfluss auf die bronchiale Hyperreagibilitdt bereits erlautert
wurde (Elbon et al., 1995). Dariiber hinaus greifen afferente sensorische C-Fasern durch
die Sezernierung von potenten Neuropeptiden wie Substanz P und Neurokinin A und B
auch aktiv in den Entziindungsprozess ein, denn diese Neuropeptide bewirken ihrerseits
Bronchokonstriktion, Vasodilatation, erhohte GefaBpermeabilitat, Mukusproduktion
und die weitere Rekrutierung von proinflammatorischen Effektorzellen (Barnes, 1992b;
Costello et al., 1998a).

Dieser Exkurs in die Genetik und die Immunologie des Asthma bronchiale soll zei-
gen, dass fast allen diesen Pathomechanismen eines gemein ist, namlich die Induktion
einer bronchialen Hyperreagibilitat als zentrales Element der Krankheitsentstehung beim
Asthma bronchiale. Unter bronchialer Hyperreagibilitat versteht man eine iibersteiger-
te Empfindlichkeit der unteren Atemwege auf unspezifische Atemwegsirritanzien, die zu
einer Atemwegsobstruktion fiihren kann. Zu diesen Stimuli zahlen zum Beispiel korper-
liche Belastung, forcierte Atemmandover, Kaltluft- und Nebelexposition, Inhalation von
Stauben, Autoabgasen, Schwefeldioxid und Ozon sowie manche Medikamente und phar-
makologische Substanzen wie z.B. Histamin, Acetylcholin und Methacholin (Benson,
1979; Boushey et al., 1980; Klein und Matthys, 1986; Konietzko, 1982; Schlegel, 1988).
Zur Diagnose eines Asthma bronchiale bedarf es daher nach Leitlinien (Buhl et al., 2006)
definitionsgemafl des Nachweises einer bronchialen Hyperreagibilitat in Kombination mit

einer entsprechenden klinischen Symptomatik. In der Diagnostik, insbesondere bei leicht-



bis mafliggradigen, evtl. auch nur saisonalen Verlaufen mit intermittierend voéllig norm-
wertiger Lungenfunktion, und der Therapiekontrolle bei Asthmapatienten sowie in klini-
schen Studien spielt die Diagnostik der bronchialen Hyperreagibilitat eine zentrale Rolle
(Klein et al., 1998). Hierzu hat sich in vielen Untersuchungen der unspezifische Provo-
kationstest mit Methacholinchlorid als eine geeignete Methode erwiesen, die daher auch
weltweit als Standard zur Untersuchung der bronchialen Hyperreagibilitat anerkannt ist
(Crapo et al., 2000). Allerdings ist es bisher nicht gelungen, ein einheitliches Protokoll
zu etablieren (Benson, 1979; Klein et al., 1998; Schlegel, 1988). Dies liegt in verschie-
denen Problemen begriindet. Zum einen erschwert die grofe inter- und intraindividuelle
Schwankungsbreite der bronchialen Reaktion auf die Provokationstestung den Vergleich
verschiedener Methoden und Protokolle. Zum anderen gibt es nach wie vor keine zu-
friedenstellende Methode der prazisen Dosisapplikation in die Atemwege. Trotz neuer
technischer Entwicklungen, z.B. von inspirationsgetriggerten Dosimetersystemen, ist die
Dosisapplikation noch zu ungenau. Auch begibt man sich in der klinischen Routine in
den Spagat zwischen Sicherheit und Genauigkeit der Methode einerseits, die beide eine
Steigerung der Dosis in kleinen Stufen erfordern, und zeitékonomischen Griinden ande-
rerseits. Der Zeitfaktor ist dabei nicht nur hinsichtlich der klinischen Praktikabilitat von
Bedeutung, sondern auch aufgrund des Abklingverhaltens der Methacholinwirkung. Be-
reits nach ca. 120 Sekunden beginnt die Wirkung des Methacholins wieder nachzulassen,
nach durchschnittlich 45 Minuten besteht keine Wirkung der Erstgabe im Sinne eines
positiven Tests mehr, so dass das Testverfahren in diesem Zeitfenster zur Berechnung
einer korrekten Quasi-Kumulativdosis abgeschlossen sein sollte (Cartier et al., 1983; Chai
et al., 1975; Klaustermeyer et al., 1979; Lourenco, 1982; Schlegel, 1988). Im Hinblick auf
die immense Bedeutung der bronchialen Hyperreagibilitat als zentraler Parameter der
Krankheitsentstehung, der Schwere der Erkrankung und des Therapieerfolges ist es da-
her zwingend notwendig, die Provokationstestung kontinuierlich weiterzuentwickeln, sei
es mittels verbesserter technischer Methoden und Protokolle mit bewahrten Substanzen
wie dem Methacholin oder sei es mit Hilfe neuer Substanzen wie z.B. dem Mannitol.

Ersterem Ziel ist daher auch die hier vorliegende Studie unterstellt.



2. Ziel der Untersuchung

Trotz zahlreicher Bemiihungen um ein weltweit anerkanntes, standardisiertes und re-
produzierbares Methacholin-Provokationsprotokoll in der Diagnostik der bronchialen
Hyperreagibilitat ist es bis jetzt nicht gelungen, ein solches zu etablieren. Daher gilt
nach wie vor, dass jedes Lungenfunktionslabor eine eigene Validierung des Methacholin-
Provokationsprotokolls durchfithren muss (Britton und Tattersfield, 1986; Hargrea-
ve et al., 1985; Klein et al., 1998; Klein und Matthys, 1986; Pratter und Irwin,
1984; Schultze-Werninghaus, 1985). Der Grund hierfiir liegt neben zahlreichen nicht-
technischen Faktoren, die zu inter- und intraindividuellen Schwankungen fithren konnen,
wie z.B. Medikation, Atemwegsinfekte und Allergenkontakt (Benson, 1979; Cheung et al.,
1995; Cockceroft und Swystun, 1997; Crapo et al., 2000; Derom et al., 1992; Empey et al.,
1976; Freezer et al., 1995; Greenspon und Morrissey, 1986; Jensen et al., 1998; Juniper
et al., 1990; Klein et al., 1998; Lemiere et al., 1996; Magnussen et al., 1995; Schlegel,
1988; Wilson et al., 1987), vor allem auch in der Methodik selbst. Zahlreiche Einfliisse
wie z.B. apparative Voraussetzungen, Art der Vernebelung, Wahl der Provokationssub-
stanz und deren Verarbeitung, Partikelgrofle, Messung der Lungenfunktionsparameter
und deren Auswertung kénnen das Ergebnis beeinflussen (Crapo et al., 2000; Schlegel,
1988). Dennoch ist der unspezifische inhalative Provokationstest mit Methacholin der
am weitesten verbreitete Standard in der Diagnosestellung der bronchialen Hyperreagi-

bilitat (Crapo et al., 2000).

Die vorliegende Untersuchung hat das Ziel, ein verbessertes Provokationsprotokoll
mittels Dosimetermethode zu validieren und in der klinischen Routine zu etablieren.
Dabei sollten moglichst viele aus verschiedenen Publikationen und eigenen Erfahrungen
bekannte Ungenauigkeiten und Fehlerquellen der Methode minimiert, die Sicherheit des
Patienten und die Praktikabilitat in der klinischen Routine gewahrleistet werden und
klar zwischen pathologischer und physiologischer Reaktion getrennt werden kénnen. Als
Grundlage diente die Dosimetermethode nach Chai (Chai et al., 1975), bei der die Kon-
zentrationen der zu inhalierenden Losung von Schritt zu Schritt verdoppelt werden. Dies
hat jedoch den Nachteil, aufgrund der verschiedenen Konzentrationen aufwendig und

potentiell fehlertrachtig zu sein und im klinischen Alltag die Gefahr falscher Anfangs-



konzentrationen zu bergen. In Anlehnung daran erfolgte die Dosissteigerung in der hier
vorliegenden Untersuchung nicht tiber eine Verdopplung der Konzentrationen, sondern
nur iiber eine Erhohung der Anzahl der Atemziige bei gleichbleibender Konzentration
der Methacholinchloridlosung. Schlegel et al. hatten diese Vorgehensweise hinsichtlich der
Dosisapplikation bereits erfolgsversprechend an gesunden Versuchsteilnehmern getestet
(Schlegel et al., 1994a). SchlieBlich stellt sich die Frage, ob die ermittelte Schwellen-
dosis zwischen physiologischer und pathologischer Reaktion sowie die Sensitivitdt und
Spezifitat der Methode mit Ergebnissen anderer Labors und Publikationen vergleichbar

sind.



3. Materialien und Methoden

3.1. Definition der Kollektive und Studiendesign

Ziel der Validierung eines inhalativen Methacholin-Provokationsprotokolls ist es, einen
Schwellenwert zwischen physiologischer und pathologischer Reaktion zu definieren, um
Personen mit bzw. ohne bronchiale Hyperreagibilitat sicher voneinander trennen zu
konnen. Obwohl es im Bereich klinischer Studien iiblich ist, neue Testmethoden primar
an gesunden Probanden zu erproben, ist es daher fiir diese Fragestellung notwendig,
ein Kollektiv von lungengesunden Patienten als Kontrollgruppe mit einem Kollektiv
von Patienten mit klinisch und lungenfunktionstechnisch gesicherter bronchialer Hyper-
reagibilitat zu vergleichen. Dieses Verfahren beinhaltet zwangslaufig insbesondere fiir
den Asthmatiker als individuelle Testperson eine fiir ihn zum Untersuchungszeitpunkt
weder diagnostisch noch therapeutisch indizierte Intervention mit Gefahrdungspotenti-
al durch die Provokationssubstanz. Es bedarf daher einer ausdriicklichen Genehmigung
durch die zustandige Ethik-Kommission, welche fiir die hier vorliegende Untersuchung
bei der Ethik-Kommission der Landesérztekammer Rheinland-Pfalz eingeholt wurde (s.
Anhang).

3.1.1. Lungengesunde

Alle als lungengesund eingestuften Probanden erfiillten folgende Einschlusskriterien:

e Keine bronchopulmonalen Vorerkrankungen in der Anamnese

Nieraucher

Negative spezielle allergische Anamnese

Negativer Prick-Hauttest

Normwertiges Gesamt-IgE (RIST)

Kein Nachweis allergospezifischer IgE-Antikorper (RAST)
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e Infektfreiheit zum Untersuchungszeitpunkt

e Keinerlei auf einen Atemwegsinfekt hinweisende Symptomatik innerhalb der letz-

ten sechs Wochen vor der Untersuchung

e In der Ausgangsmessung normale Lungenfunktion (Spirometrie, Fluss-Volumen-

Kurve, Bodyplethysmographie)

Im Prick-Hauttest wurden dabei folgende Allergene getestet:

Kontrolllosungen: NaCl, Histamin

Gréser/Getreide: Grasermischung, Roggen

Friihblither: Birke, Hasel, Erle

Krauter: Beifuf}, Spitzwegerich

Milben: Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae

Tierhaare: Hundehaare, Katzenhaare, Meerschweinchenhaare, Pferdehaare

Pilze: Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum, Peni-

cillium notatum

Vogelfedern

Auf folgende allergospezifische IgE-Antikérper (RAST) wurde getestet:
o Griser/Getreide: Lieschgras
e Erithbliher: Birke
e Krauter: Beifuf3
e Milben: Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae
e Tierhaare: Hundeepithelien, Katzenschuppen

e Pilze: Alternaria alternata/tenuis, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum,

Penicillium notatum

e Nussmischung

o Milcheiweif3
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3.1.2. Patienten mit bekanntem Asthma bronchiale

Folgende Einschlusskriteriten mussten Patienten mit bekanntem Asthma bronchiale

erfillen:

e Arztlich diagnostiziertes exogen allergisches Asthma bronchiale
e Keine akute Exazerbation des Asthma bronchiale zum Untersuchungszeitpunkt
e Infektfreiheit zum Untersuchungszeitpunkt

e In der Ausgangsmessung (weitgehend) normale Lungenfunktion (Spirometrie,

Fluss-Volumen-Kurve, Bodyplethysmographie)

e Bereitschaft, innerhalb der letzten 24 Stunden vor der Messung auf inhalative
Corticoide und langwirksame Betasympathomimetika sowie innerhalb der letzten

12 Stunden auf kurzwirksame Betasympathomimetika zu verzichten

3.2. Lungenfunktionsmessung

3.2.1. Lungenfunktionsmessplatz

Die Lungenfunktionspriifung erfolgte mit Hilfe des Bodyplethysmographiesystems
MasterScreen Body der Firma Jaeger, Wiirzburg. Das System wurde vor jeder Messung

den Herstellerangaben geméaf kalibriert.

3.2.2. Lungenfunktionspriifung

Bei jedem Messvorgang wurde eine Spirometrie zur Erhebung der statischen und dyna-
mischen Lungenvolumina und Darstellung der Fluss-Volumen-Kurve sowie eine Bodyple-
thysmographie zur Messung des Atemwegswiderstandes und des intrathorakalen Gas-
volumens durchgefiihrt. Fiir die Auswertung wurden folgende Messgrofien berticksichtigt
(s. Tab. 3.1):
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Tabelle 3.1.: Ausgewertete Lungenfunktionsparameter

’ Messmethode \ Parameter Einheit Bedeutung

Spirometrie FEV1 1 Einsekundenkapazitat
FEV1 % VCIN % Relative Einsekundenkapazitat
PEF 1/s Peak Flow (= Exspir. Spitzenfluss)
MEF75 50,25 1/s Maximaler exspir. Fluss bei 75, 50,

25 % noch ausatembarer VC

Bodyplethysmographie | Ry, kPa*s/l Totaler Atemwegswiderstand

SGiot 1/kPa*s Spezifische Atemwegsleitfahigkeit

Die Atemmandéver wurden vor der eigentlichen Provokationstestung mit den Patienten
und Probanden geiibt, um eine grofitmogliche Reproduzierbarkeit und Unabhéangigkeit
von der Mitarbeit sicherzustellen. Wahrend der Testung wurden die erzielten Lungen-
funktionsparameter auf ihre Plausibiliat tiberpriift und gegebenenfalls einzelne Mess-
schritte oder die ganze Messung wiederholt. Alle Messungen wurden den Empfehlun-
gen in der Literatur folgend 1 - 3 Minuten nach dem letzen Inhalationschritt durch-
gefiihrt (Cartier et al., 1983; Chai et al., 1975; Crapo et al., 2000; Klaustermeyer et al.,
1979; Lourenco, 1982; Schlegel, 1988). Fiir die Ermittlung der absoluten und relativen
alters-, geschlechts- und gewichtsspezifischen Sollmittelwerte wurden die Sollwerte der

Européischen Gemeinschaft fiir Kohle und Stahl (EKGS) herangezogen.

3.3. Inhalativer Methacholin-Provokationstest

3.3.1. ZAN 200 ProvAir Il

Zur Applikation der Methacholin-Dosen wurde der ZAN 200 ProvAir II der Firma
ZAN Messgerate GmbH, Mitglied der nSpire Health Gruppe, verwendet. Bei dem Geréat
handelt es sich um ein Dosimetersystem. Dies sind Systeme, die atemzuggetriggert eine
definierte Aerosolmenge freisetzen. IThre Anwendung ist im allgemeinen mit einer besse-
ren Reproduzierbarkeit verbunden als eine vom Patienten selbst aktivierte Vernebelung
oder eine Dauervernebelung mit Ruheatmung (Klein et al., 1998). Den exakten, den
Herstellerangaben entsprechenden Versuchsaufbau zeigen die Abbildungen 3.1, 3.2 und
3.3. Als Verneblertopf wurde der DeVilbiss 646 Vernebler verwendet (s. Abb. 3.5 und
3.6).
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Abbildung 3.1.: ZAN 200 ProvAir IT (nSpire Health GmbH, 2008)

Nach Einschalten des Gerates ist der Kompressor nach wenigen Sekunden betriebsbe-
reit. Vor jeder Vernebelung muss die Start-Taste auf der Fernbedienung betatigt werden.
Die Nase des Patienten ist mittels einer Nasenkleme zu verschlieBen. Wenn der Patient
anschliefend vertieft einatmet, wird, durch den Atemsensor getriggert, die Vernebelung
der Provokationssubstanz wéahrend der Inspiration fiir 0,6 Sekunden automatisch aus-
gelost. Am Ende der Inspiration sollte der Patient jeweils fiir einige weitere Sekunden die
Luft anhalten, um eine adaquate Deposition der Provokationssubstanz in den peripheren
Atemwegen zu gewdhrleisten (Crapo et al., 2000). Der Betriebsdruck betrigt 2,4 bar
+/- 5%, der Flow 7 1/min + /- 5%. Die Einatmung erfolgt nur iiber das Verneblersystem.
Die Partikelgrofie betragt laut Herstellerangaben 0,3 - 0,5 pm. Vor jeder Vernebelung
ist die Start-Taste erneut zu betatigen. Die Anzahl der Vernebelungen wird bis zehn
Vernebelungen in der Anzeige auf der Fernbedienung mitgezahlt. Aus der ausgeatmeten
Luft wird mittels eines Atemfilters, dem ein Einwegventil vorgeschaltet ist, die Provo-
kationssubstanz herausgefiltert, um die Kontamination der Raumluft so minimal wie

moglich zu halten. Auch eine Riickatmung durch den Probanden ist somit nicht moglich.
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Abbildung 3.2.: ZAN 200 ProvAir IT (nSpire Health GmbH, 2008)
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Abbildung 3.3.: ZAN 200 ProvAir IT (nSpire Health GmbH, 2008)

Technische Erlauterung:

1

2

. T-Ventil

. Vernebler DeVilbiss 646
Patientenmundstiick
Schnelladapter fiir Druckschlauch
Druckschlauch

Stativstange

Klemmbhalter

. Atemfilter

Atemerkennung
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Das Pneumatikschema in Abbildung 3.4 veranschaulicht die technische Funktionsweise

des Systems.

I—--—--—--—--—--—--—--—--—--—--—--—--

Hompressar

Ahlasshahn

et auf der Rlckseite des Gehiuses
befindiche Ablasshahn dient dem
Entlzeren des im Pufferbehatter
entstandenem Kondensates.

Uberdruckregler

Der Kompressar startet sobald

der Netzschalter betatiot wird.

Puffergefald 1L

| [ S

Diaz Wertil wird mit Beginn der
Einatmung (erkanrt durch den

Atemsenszor) fir 06 sec
gedtfnet.

Vernebler:

Hier wird das Inhalat eingeflt und
curch den Yolumenstrom des
Hompressors, inYerbindung mit der
irternen Konstruktion, vernebet. Die
“errebler werden einzeln abgeglichen,
z0 dass pro Yerneblungsyorgang
(0,6=zec) 14mg Inhalat vernebett

s cien.

Atemsenszor

Bewwvedliche Atemblende
mit Hallzensor. Hierdurch
etfolgt die Erkennung der
Einatemphase da der
Zeitpunkt des Verneoel-
worgangs synchran mit der
Einat mung erfalgen mulz.

. -Hallzenzor
Permanent magnet

Einweneventile:

Sie laz=sen den Atemstrom
nur in der angezeigten
Richtung durch.

Filter: Daz ausgeatmete Provokationsmittel
wird hier ausgetitert

Abbildung 3.4.: Pneumatikschema (nSpire Health GmbH, 2008)
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3.3.2. DeVilbiss 646 Vernebler

Abbildung 3.5.: DeVilbiss 646 (Hollie et al., 1991)

Der Vernebler DeVilbiss 646 (s. Abb. 3.5 und Abb. 3.6) ist laut Literatur (Crapo
et al., 2000) der am haufigsten verwendetete Verneblertopf im Rahmen von inhalativen
Provokationstests mit Dosimeterprotokollen und wird auch vom Hersteller des ZAN 200
ProvAir IT zur Verwendung empfohlen. Er besteht aus einem Ober- und einem Unterteil.
Das Unterteil muss mit zwei Millilitern der Provokationssubstanz befiillt werden. Hier
befindet sich auch die Verneblerdiise sowie der Druckluftanschluss. Am Oberteil werden
das Mundstiick sowie das T-Stiick des ZAN 200 Prov Air II, das die Verbindung zum
Atemsensor sowie zum Ausatemfilter herstellt, angeschlossen. Auflerdem befindet sich
seitlich am Oberteil eine als Vent bezeichnete Offnung, durch die Luft angesaugt wird;
dies fiithrt zu einer hoheren Verneblerleistung. Es ist darauf zu achten, dass sowohl
Vent als auch Impinger Arm (s. Abb. 3.6) wihrend der Validierung und in der spéte-
ren klinischen Routine stets in die gleiche Richtung zeigen; eine bestimmte Richtung
kann jedoch nicht empfohlen werden (Crapo et al., 2000; Hollie et al., 1991). In dieser
Versuchsreihe wurden sowohl der Vent als auch so gut wie moglich der Impinger Arm
zum Patienten hin ausgerichtet. In der Literatur herrscht keine einheitliche Meinung, ob
der Vent bei der Testung geoffnet oder geschlossen sein sollte. Fiir einen geschlossenen
Vent (s. Abb. 3.6) spricht die Tatsache, dass durch die Offnung betrichtliche Mengen
Flissigkeit verloren gehen konnen, wodurch bei der Kalibrierung der Verneblerleistung
eine falsch hohe Vernebelungsmenge vorgetduscht werden kann (s. auch Kapitel Vor-
versuche zur Kalibrierung der Verneblerleistung). Allerdings sinkt die Verneblerleistung

bei geschlossenem Vent um ca. ein Drittel (Crapo et al., 2000; Dolovich, 1985; Mercer
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Impinger arm

Jet orifice

Medication

Capillary tube reservoir

Tubing from
dosimeter

Abbildung 3.6.: DeVilbiss 646 - Schema (Crapo et al., 2000)

et al., 1969). Fiir einen offenen Vent (s. Abb. 3.5) spricht daher zum einen die hohere
Verneblerleistung; zum anderen ist auch zu bedenken, dass bei Validierung des Pro-
tokolls mit geschlossenem Vent und dann versehentlicher Offnung des Vents bei der
Routinemessung der Patient durch Applikation einer zu hohen Dosis gefahrdet wird, so

dass schon aus diesem Grund ein offener Vent vorzuziehen ist.

Der Vernebler ist mit exakt zwei Millilitern Losung zu befiillen, da sich die Verneb-
lerleistung bei hoheren oder niedrigeren Mengen andert. Diese Menge an Losung ist
fiilr maximal zehn Atemziige ausreichend. Wichtig ist auch, dass vor dem eigentlichen
Beginn der Provokationstestung der Vernebler ausreichend mit Fliissigkeit benetzt ist,
da sonst die dem Patienten applizierte Dosis aufgrund von Verlusten von Losung an die
Wand des Verneblertopfes (s. auch Kapitel Vorversuche zur Kalibrierung der Vernebler-

leistung) sinkt.
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Insgesamt ist leider festzustellen, dass die Verneblerleistung aufgrund der zahlreichen
Fehlerquellen ausgesprochen variabel ist. Die im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten
Untersuchungen (s. nichstes Kapitel) bestétigen diesbeziiglich die existierende Literatur
(Arossa et al., 1984; Ferron et al., 1976; Hollie et al., 1991; Jorres et al., 1992; Massey
et al., 1982; Merkus et al., 1992; Sterk et al., 1984).

3.3.3. Vorversuche zur Kalibrierung der Verneblerleistung

Die Methacholin-Provokation ist, wie oben beschrieben, ein seit vielen Jahren bewahrtes
Verfahren im Rahmen der Diagnostik einer bronchialen Hyperreagibilitat. Entsprechend
existieren eine Reihe von Provokationsprotokollen, die jeweils mit Vor- und Nachteilen
behaftet sind. Wegen der vielen Ungenauigkeiten und Fehlerquellen der Methode ist es
bisher nicht gelungen, ein weltweit oder wenigstens national anerkanntes standardisiertes
Verfahren zu etablieren. Dennoch ist die Methode ein zuverlassiges und sicheres Ver-
fahren zur Diagnostik der bronchialen Hyperreagibilitat. Jedes Lungenfunktionslabor
muss allerdings das von ihm verwendetet Protokoll selbst validieren, um Sicherheit,
grofftmogliche Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und Praktikabilitat in der Routine op-
timal miteinander zu vereinbaren (Britton und Tattersfield, 1986; Klein und Matthys,
1986; Klein et al., 1998; Pratter und Irwin, 1984; Schultze-Werninghaus, 1985). Ange-
sichts dieser Problematik war es Ziel dieser Untersuchung, unter Beriicksichtigung der
Starken und Schwéchen der bestehenden Protokolle ein in der klinischen Routine prak-
tikables und valides Dosimeterprotokoll unter Verwendung einer Provokationslosung mit
konstanter Konzentration bei Erhéhung der Dosis iiber die Anzahl der Atemziige zu

entwickeln.

Der erste Schritt zur Entwicklung des Provokationsprotokolls bestand darin, die vom
Hersteller mit 14 +/- 1 mg bezifferte Vernebelungsmenge pro Atemzug zu iiberpriifen.
Es wurden zwei DeVilbiss 646-Verneblertopfchen bei den ersten Vorversuchen vergli-
chen; bei beiden zeigte sich die Tendenz, dass weniger als 14 mg pro Atemzug vernebelt
wird. Fir die endgiiltige Eichung der pro Atemzug vernebelten Menge und die an-
schlieend durchgefiihrten Provokationen wurde das zuverlassigere Verneblertopfchen
verwendet. Alle folgenden Daten wurden mittels dieses Tépfchens gewonnen (Serien-
Nummer 204-9601). In verschiedenen Versuchsmodellen wurde zunéchst eine représen-
tative Menge Losung ermittelt, die durch Benetzung des oberen Teils des DeVilbiss
646-Verneblersystems bei zu Provokationsbeginn trockenem Verneblertopfchen fiir die
Inhalation verloren geht. Dabei zeigte sich, dass erst nach 20 Atemziigen mit einer relativ

konstanten Vernebelungsmenge zu rechnen ist. Des weiteren wurden Fehlerquellen wie
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Gewichtsverlust durch Niederschlag von Provokationslosung im Mundstiick oder Verlust

durch den offenen Vent identifiziert und minimiert.

Der endgiiltige Versuchsablauf zur Ermittlung der pro Atemzug vernebelten Menge
sah dann wie folgt aus: Mittels einer Analysenwaage (Sartorius, Ablesbarkeit 0,0001 g)
wurde das Leergewicht des DeVilbiss-Verneblertopfchens inklusive des Mundstiicks
bestimmt. Dann wurde der Vernebler mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette mit 2 ml
isotonischer NaCl-Losung befiillt und erneut inklusive des Mundstiicks gewogen. An-
schliefend wurden 20 Vernebelungen respektive Atemziige zur vollstindigen Benetzung
des Verneblertopfchens durchgefithrt und erneut gewogen. Als néachster Schritt wurde
das Unterteil des Verneblertopfchens getrocknet, erneut mit 2 ml isotonischer NaCl-
Losung befiillt und gewogen. Von nun an folgte jeweils zehn Mal das gleiche Procedere:
Nach zehn Vernebelungen / Atemziigen wurde erneut gewogen und so der Verlust an
Losung ermittelt (Differenzgewicht). Anschliefend wurde mit Hilfe einer Spritze mit
Injektionskaniile durch das Oberteil des Verneblertépfchens auf das Ausgangsgewicht
vor dem ersten Zyklus der zehn Vernebelungen wiederaufgefiillt und erneut zehn Mal

vernebelt.

Insgesamt wurde dieser ganze Versuchsablauf fiinf Mal wiederholt, so dass, die voran-
gehenden Versuche nicht gerechnet, aus insgesamt 500 Vernebelungen die pro Atemzug
vernebelte Menge berechnet wurde. Exemplarisch ist im folgenden einer der fiinf Ver-

suchsdurchgénge zur Kalibirierung der Verneblerleistung beschrieben:
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Kalibrierung der Verneblerleistung - Durchgang 2
Versuchsziel:

Ermittlung der venebelten Menge Losung pro Atemzug unter Beriicksichtigung der

Verlustmenge Losung durch Benetzung des Oberteils des Verneblers
Versuchsmaterial:

ZAN 200 ProvAir II, DeVilbiss 646 Verneblertopf, Analysenwaage (Ablesbarkeit
0,0001 g), Eppendorf-Pipette, isotonische Kochsalzlgsung

Versuchsablauf:

1. Wiegen des Verneblers inklusive Mundstiick im leeren, trockenen Zustand (= Leer-

gewicht)

2. Fiillung des Verneblers mit 2 ml isotonischer Kochsalzlosung mittels einer Eppendort-

Pipette, erneutes Wiegen (= Gewicht nach 1. Fiillung)

3. 20 Vernebelungen / Atemziige, erneutes Wiegen (= Gewicht nach 20 Vernebelun-
gen)

4. Trocknung des Unterteils des Verneblers, dann Fiillung mit 2 ml isotonischer Koch-

salzlosung mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette, erneutes Wiegen (= Gewicht nach
2. Fiillung)

5. 10 Vernebelungen / Atemziige, erneutes Wiegen (= Gewicht nach zehn Vernebe-

lungen) und Bildung des Differenzgewichtes nach jeweils zehn Atemziigen
6. Wiederauffiillen auf das Gewicht nach 2. Fillung mit Hilfe einer Spritze
7. Wiederholung der Schritte 5 und 6 insgesamt zehn Mal

Versuchsdurchfithrung:

e Leergewicht: 44,9784 g



3.3. INHALATIVER METHACHOLIN-PROVOKATIONSTEST 21

e Gewicht nach Fiillung: 46,9987 g

e Gewicht nach 20 Vernebelungen: 46,7732 g

e Gewicht nach 2. Fillung: 48,1632 g

Tabelle 3.2.: Vorversuch Eichung

Gewicht nach | Gewicht nach 10 | Differenzgewicht pro

Fiillung [g] | Vernebelungen [g] | 10 Vernebelungen [g]
48,1632 48,0696 0,0936
48,2130 48,0578 0,1552
48,1622 48,0501 0,1121
48,1552 48,0389 0,1163
48,1594 48,0294 0,1300
48,1558 48,0531 0,1027
48,1622 48,0526 0,1096
48,1759 48,0585 0,1174
48,1555 48,0464 0,1091
48,1517 48,0137 0,1380

Versuchsergebnis:

Nach zehn Versuchsdurchlaufen mit jeweils zehn Vernebelungen (s. Tab. 3.2) ergab
sich ein Mittelwert von 0,1184 g Losung pro zehn Vernebelungen, d.h. 11,84 mg pro
Vernebelung. Insgesamt zeigte sich also, dass der Verneblertopf weniger als die vom
Hersteller angegeben 14 +/- 1 mg pro Atemzug vernebelt. Im Anschluss an die zehn
Versuchsdurchlaufe befand sich noch etwas mehr als 1,5 ml NaCl-Losung im Unterteil

des Verneblertopfs.
Gesamtergebnis:

Bildet man den Mittelwert aus allen fiinf Versuchsdurchldufen (unter Beriicksichti-
gung des aufgrund von Fliissigkeitsverlust durch das Mundstiick zu niedrigen und daher
korrigierten Mittelwertes aus Durchlauf 3), so erhélt man einen Wert von 0,11436 g pro
zehn Vernebelungen, d.h. eine Dosis von 11,44 mg pro Atemzug. Dieser Wert liegt unter
dem vom Hersteller angegebenen Wert von 14 + /- 1 mg. Dies hat sich in allen Versuchs-

durchlaufen bestétigt. Es zeigte sich, dass die Verneblertopfe vom Benutzer selbst auf
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ihre Vernebelungsmenge zu iiberpriifen sind. Weiterhin stellte sich heraus, dass bei der
Kalibrierung auf verschiedene Fehlerquellen zu achten ist und diese zu minimieren sind.
Erstens ist das Mundstiick mitzuwiegen, weil sich unterschiedliche Fliissigkeitsmengen
darin sammeln. Nicht zu vermeiden ist, dass ab und zu grofiere Tropfen Fliissigkeit aus
dem Mundstiick austreten und so eine zu grofie Vernebelungsmenge vorgetauscht wird.
Dieser Fehler kann im Bereich von 50 - 100 mg liegen. Zweitens ist der Verneblertopf
vor Versuchsstart mit 20 Vernebelungen zu benetzen; in einem Vorversuch hatte sich ge-
zeigt, dass zehn Vernebelungen unter Umstanden zu wenig sind fiir eine repréasentative
Benetzung des Verneblersystems. Dies jedoch ist die Voraussetzung fiir eine moglichst
konstante Vernebelungsleistung, da anderenfalls ein Teil der vernebelten Fliissigkeit erst
fiir die Benetzung des Verneblersystems benotigt wird. Drittens ist darauf zu achten,
dass keine grofleren Tropfen aus dem Vent austreten, weil auch so grolere Vernebelungs-
mengen vorgetauscht werden. Auch hier belduft sich der Fehler auf bis zu 100 mg beim

Austritt groflerer Tropfen.

3.3.4. Provokationssubstanz

Methacholin, ein 3-Methyl-Derivat des Acetylcholins aus der Gruppe der quartiaren Am-
moniumverbindungen, ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der langsam hydrolysierenden
Muskarinrezeptor-Agonisten. Die Substanz ist unter den Handelsnamen Provocholi-
ne(®) oder Provokit@®) fiir inhalative Provokationstests zu beziehen. Pharmakokinetisch
wird Methacholin langsamer durch Cholinesterasen abgebaut als Acetylcholin. Syn-
onyme sind Acetylmethylcholin oder 2-Acetyloxypropyl-trimethyl-azanium (IUPAC-
Nomenklatur). Aufgrund seiner Eigenschaft als direktes Parasympathomimetikum
und damit Bronchokonstriktor wird es als gangigste Testsubstanz zur unspezifischen
Provokationstestung verwendet. Fiir den Provokationstest wird Methacholinchlorid
(engl.: methacholine chloride) verwendet. Der chemische Name nach IUPAC lautet:
2-Acetoxypropyltrimethylammoniumchlorid. Es handelt sich um farblose Kristalle oder
weiles, kristallines Pulver, welches stark hygroskopisch und hydrophil und daher in
Wasser sehr leicht 16slich, in Ethanol 96 % leicht 16slich und in Diethylether unloslich
ist. Der Schmelzpunkt liegt bei 172 - 173 °C. Die lineare Formel von Methacholinchlorid
lautet CH3COOCH(CH3)CH2N(C1)(CH3)3, die Summenformel lautet C8H18CINO2,
das molekulare Gewicht betrégt 195.69 g/mol (Wikipedia, 2009a). Die Strukturformel
ist in Abbildung 3.7 dargestellt:
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Abbildung 3.7.: Strukturformel Methacholinchlorid

Kontraindikationen fiir einen inhalativen Methacholin-Test sind (Crapo et al., 2000;

Huber et al., 1998; Klein et al., 1998):

e bekannte ﬁberempﬁndlichkeit gegen Methacholinchlorid oder andere Parasympa-

thomimetika
e mittelschwere Atemwegsobstruktion
e Exazerbation eines Asthma bronchiale

e schwere kardiale Erkrankungen, insbesondere bradykarde Rhythmusstorungen, Ge-

brauch von Parasympathomimetika
e schwere arterielle Hypertonie
e frithes Kindesalter (unter 5 Jahren)

e Schwangerschaft

Besondere Vorsicht ist auch geboten, wenn in der Anamnese ein Status asthmaticus

oder ein anaphylaktischer Schock eruierbar ist.

Nach der inhalativen Applikation von Methacholinchlorid kénnen folgende un-

erwiinschte Wirkungen auftreten (s. auch Provokit®)-Fachinformation):

e Selten: Irritationen im Rachenbereich, Pruritus, Dyspnoe, Husten, Giemen, Miidig-
keit, Benommenheit, Schwindel, Kopfschmerzen, Nausea, Flushing, Engegefiihl in
der Brust, Hypersalivation, Abfall des diastolischen Blutdrucks, Tachykardie und

bitterer Geschmack

e In Einzelfdllen: Pneumothorax, Diarrhoe, Magen-Darmbeschwerden und vermehr-

ter Harndrang
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Insgesamt treten ernsthafte unerwiinschte Wirkungen bei gewissenhafter Indikati-
onsstellung, unter Berticksichtigung der Kontraindikationen sowie bei sachgerechter
Durchfiihrung duflerst selten auf (Crapo et al., 2000; Huber et al., 2000).

Letztlich ist zu beriicksichtigen, dass die Maximalwirkung des Methacholin in der
Lunge in einem Bereich von 120 Sekunden liegt, dann sofort das Abklingen der Wirkung
beginnt, sich also kein eigentlicher Plateaueffekt einstellt, und durchschnittlich nach ca.
45 Minuten keine Wirkung der Erstdosis im Sinne eines positiven Tests mehr nachzu-
weisen ist (Cartier et al., 1983; Orehek, 1982; Orehek et al., 1982; Schlegel, 1988). Das
Fehlen eines echten Plateaueffekts bedeutet, dass auch nur bedingt von echten Kumu-
lativdosen im pharmakologischem Sinne gesprochen werden kann; vielmehr addiert sich
die Wirkung der neuen Dosisstufe auf die wieder abfallende Wirkung der vorangehen-
den Dosisstufen hinzu. Umso wichtiger ist es, dass die Provokationstestung nach 45
Minuten abgeschlossen ist, da sich sonst die Quasi-Kumulativdosen dndern und noch
schlechter nachvollziehbar sind. Weiterhin muss daher jeder lungenfunktionstechnische
Messschritt in definiertem Abstand zur letzten Inhalation durchgefithrt werden. Hierbei
gilt die Messung 1 - 3 Minuten nach Inhalation als Standard (Cartier et al., 1983; Chai
et al., 1975; Crapo et al., 2000; Klaustermeyer et al., 1979; Lourenco, 1982; Schlegel,
1988). Die Methacholinlésung sollte durch einen Apotheker in steriler Technik angefer-
tigt im Kiihlschrank bei 4° C gelagert werden. Bei der Provokationstestung sollte die
Methacholinlésung Zimmertemperatur haben (Crapo et al., 2000). All diesen Empfeh-

lungen wurde in der hier vorliegenden Untersuchung gefolgt.

3.3.5. Provokations-Protokoll

Die meisten etablierten Provokationsprotokolle, so das Protokoll von Chai et. al. (Chai
et al., 1975), beruhen auf der Inhalation von verschiedenen Konzentrationsstufen der
Methacholinchloridlésung, wobei die Konzentrationen im allgemeinen zwischen den Stu-
fen verdoppelt, bei Kurzprotokollen auch vervierfacht werden. Die Methacholinchlorid-
Konzentrationen liegen in der Regel zwischen ungefahr 0,1 und 8 mg/ml, pro Stufe er-
folgen meist fiinf Inhalationen. Dieses Vorgehen bietet zwar einige Vorteile, insbesondere
Zeitersparnis im Rahmen der Kurzprotokolle, bringt aber auch nicht zu vernachlassi-
gende Nachteile mit sich. Erstens stellt die Tatsache, dass die Verdiinnungsstufen in der
Regel im Lungenfunktionslabor selbst hergestellt werden, eine erhebliche Fehlerquelle
dar, die fiir die Genauigkeit der Provokationsdosen (z.B. PD 20 FEV1) nachteilig ist.
Zweitens kann die Verwechslung von Konzentrationsstufen fiir den Patienten eine be-

trachtliche Gefahr bedeuten. Drittens ist zu bedenken, dass bei den Kurzprotokollen
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zwar die Konzentrationsstufen mit Vervierfachung der Konzentrationen unter Auslas-
sung jeder zweiten Stufe erhalten bleiben, die Kumulativdosis sich durch dieses Vorgehen
jedoch wesentlich édndert, so dass die Ergebnisse bzgl. der Provokationsdosen nicht mehr

mit denen der ausfiihrlichen Protokolle vergleichbar sind.

Deshalb wurde ein Provokationsprotokoll entwickelt, das in Hinblick auf die Kumu-
lativdosen vergleichbar ist mit den am weitesten verbreiteten Protokollen wie z.B. dem
von Chai et al., bei dem die Dosiszunahme jedoch nicht iiber eine Steigerung der Kon-
zentrationen, sondern iiber eine Erhohung der Anzahl der Atemziige pro Dosisstufe
bei gleichbleibender Konzentration der Methacholinlosung erreicht wird. Hierzu exis-
tiert bereits ein hinsichtlich der Anzahl der Atemziige und der Kumulativ(dosen) zum
hier vorgestellten Protokoll identisches Provokationsschema, welches von Schlegel et
al. entwickelt und an gesunden Versuchsteilnehmern erfolgversprechend getestet wurde
(Schlegel et al., 1994a). Die Methacholinchloridlésung wird durch die Klinikapotheke
hergestellt und sterilfiltriert. Die Konzentration der Methacholinchloridlésung wurde
so gewdhlt, dass einerseits mit einer praktikablen Anzahl von Atemziigen Kumulativ-
dosen erreicht werden, die denen etablierter Provokationsprotokolle vergleichbar sind,
und andererseits die Anfangsdosis auch fiir stark hyperreaktive Patienten in einem
sicheren, also niedrigen Bereich liegt. Im Vorversuch zur Kalibrierung der Verneblerleis-
tung hatte sich eine Vernebelungsmenge von 11,44 mg bei einer Vernebelung ergeben.
Unter der vereinfachenden Annahme, dass 1 g bei der geringen NaCl-Konzentrationen
(0,9 %-ige Kochsalzlosung) ungefiahr 1 ml entspricht, werden bei einer Inhalation da-
her 0,01144 ml Losung vernebelt. Darauf aufbauend wurde eine Konzentration von
1,75 mg/ml Methacholinchlorid in 0,9 %-iger Kochsalzlosung gewahlt, welche bei Raum-
temperatur zur inhalativen Provokation verwendet wurde. Es enthalten somit 0,01144 ml
Stammlosung, also die Menge, die bei einer Inhalation vernebelt wird, 0,020 mg Metha-
cholin (0,01144 ml x 1,75 mg/ml = 0,02002 mg Methacholin pro Vernebelung).

Zunéchst wurde bei allen Probanden und Patienten eine Ausgangslungenfunktion ge-
messen; diese musste als Voraussetzung flir den Beginn der Provokation normwertig sein.
Dann erfolgte die Inhalation von 0,9 %-iger Kochsalzlosung. Insgesamt wurden dabei aus
den oben genannten Griinden der Benetzung des Verneblers 20 Atemziige durchgefiihrt.
Nach lungenfunktionstechnischem Ausschluss (im folgenden Leerwert genannt) einer
positiven Reaktion auf Kochsalzlosung als Losungsmittel fiir die Provokationssubstanz
wurde mit der ersten Stufe des Provokationsprotokolls begonnen. Nach Inhalation der
jeweiligen Dosisstufe wurde nach 90 Sekunden mit der Lungenfunktionsmessung be-

gonnen. Im Anschluss erfolgte direkt die Inhalation der nachsten Dosisstufe. Wahrend
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Tabelle 3.3.: Unspezifische Provokation mit Methacholinchloridlésung 1,75 mg/ml - Protokoll

Messschritt | Anzahl AZ Medium MCH-Dosis | Kumulativdosis
[ng] [ng]
0. 20 NaCl 0,9 %
1. 1 MCH-Loésung 1,75 mg/ml 20 20
2. 2 wie oben 40 60
3. 2 wie oben 40 100
4. 5 wie oben 100 200
5. 5 wie oben 100 300
6. 5 wie oben 100 400
7. 5 wie oben 100 500
8. 5) wie oben 100 600
9. 5 wie oben 100 700
10. 5 wie oben 100 800
11. 10 wie oben 200 1000
12. 25 wie oben 500 1500
13. 25 wie oben 500 2000

des Wartens auf die Lungenfunktionsmessung wurde der Verneblertopf nach spatestens
zehn Vernebelungen wieder auf das Ausgangsgewicht nach erstmaliger Fiillung mit 2 ml
Methacholinchloridlésung (1,75 mg/ml) aufgefiillt. Die Dosisstufen und Kumulativdosen
sind in Tabelle 3.3 dargestellt.

Die Untersuchung wurde abgebrochen, wenn eines der beiden oder beide Kriterien fiir

einen positiven Test erfiillt waren:

e Abfall der FEV1 um > 20 % vom Ausgangswert

e Anstieg des Atemwegswiderstandes Ry, auf > 0,5 kPa*s/1

AnschlieBend wurden zwei Hub eines kurzwirksamen [s-Mimetikums zur Broncho-

dilatation appliziert und nach zehn Minuten eine erneute Messung durchgefiihrt.

3.4. Auswertung

Der am weitesten akzeptierte Parameter zur quantitativen Beschreibung einer bronchi-
alen Hyperreaktivitét ist die Provokationsdosis 20 FEV1 (PD 20 FEV1), d.h. die Dosis,
bei der die FEV1 um 20 % des Ausgangswertes abgefallen ist (Crapo et al., 2000). In
Protokollen, die mit Steigerung der Dosis iiber Steigerung der Konzentrationsstufen
arbeiten, wird entsprechend die Provokationskonzentration 20 FEV1 (PC 20 FEVI)
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berechnet. Die Berechnung der PD 20 FEV1 iiber lineare Regression erfolgte aus den in
der Lungenfunktionsmessung gewonnen FEV1-Werten mittels des Statistikprogramms
SPSS. Aus der gewonnenen Steigungsgeraden wurde der Steigungskoeffizient m sowie

der Achsenabschnitt b ermittelt, so dass mittels der Gleichung
y =m*x + b
die PD 20 FEV1 berechnet werden kann:
0,8*Leerwert-FEV1 = m*(PD 20 FEV1) + b

Dasselbe Verfahren wurde auch zur Berechnung einer Provokationsdosis R;,; > 0,5
kPa*s/l (PD Ry > 0,5) angewendet, d.h. der Provokationsdosis, bei der der Atem-
wegswiderstand auf 0,5 kPa*s/l angestiegen ist. Es wurden auch extrapolierte Provo-
kationsdosen fiir den jeweils anderen Parameter (FEV1 oder Ry, ) berechnet, wenn der
Patient nur mit einem der beiden Parameter ein positives Testkriterium erfiillt hatte,
obwohl Regressiongeraden eigentlich nur im Messbereich Giiltigkeit besitzen. Da der
Provokationstest aber aus Sicherheitsgriinden bereits bei einem positiven Testkriterium
abgebrochen werden muss, wurde diese Vorgehensweise nach Absprache mit den statis-

tischen Beratern bewusst gewahlt.

Fiir den klinischen Alltag wurde ein Excel-Sheet entwickelt, das die Berechnung der
Provokationsdosen nach Eintragung der Lungenfunktionswerte vollstandig iibernimmt
(s. Ergebnis-Kapitel).

3.5. Statistik

Die statistische Erfassung und Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mittels des
Statistikprogramms SPSS. Die statistische Beratung wurde von Herrn Prof. Dr. Gerhard
Hommel sowie Herrn Prof. Dr. Manfred Berres vom Institut fiir medizinische Biometrie

und Epidemiologie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz iibernommen.

Die beiden Untersuchungskollektive wurden nach ihrer Alters-, Groflen- und Ge-
wichtsverteilung in Bezug auf die Haufigkeiten (Mittelwert, Median, Standardabwei-
chung, Schiefe, Standardfehler der Schiefe, Minimum und Maximum sowie Perzentile
25, 50 und 75) verglichen sowie mittels Mann-Whitney-Test fiir nichtparametrische

unverbundene Daten auf signifikante Unterschiede untersucht. Beziiglich der Geschlech-
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terverteilung wurde eine Haufigkeitstabelle sowie eine Kreuztabelle mit den Parametern
Geschlecht vs. Gesund / Asthmatiker erstellt und mittels Fisher-Exakt-Test fiir bindre

unverbundene Daten auf signifikante Unterschiede tiberpriift.

Nach dem gleichen Muster wurde die Auswertung der Lungenfunktionsparameter

FEV1, FEV1%VC IN, PEF, MEF 75, 50 und 25, Ry und sGy; durchgefiihrt.

Anschliefend wurde eine Kreuztabelle mit den Parametern Gesund / Asthma vs.

Reagiert / Nicht-reagiert erstellt.

Fir jeden Versuchsteilnehmer, der eine positive Reaktion gezeigt hatte, wurde eine
lineare Regression fiir die Parameter FEV1 und Ry, berechnet. Dieses Vorgehen
entspricht unter anderem den Empfehlungen von Bellia und Schlegel zur Anwend-
barkeit mathematischer Modelle bei der Auswertung inhalativer Methacholin-Dosis-
Wirkungsbeziehungen (Bellia et al., 1983; Schlegel et al., 1994b). Das Bestimmtheits-
mafl R? wurde ermittelt und eine ANOVA-Tabelle erstellt. AuBerdem wurden die
Regressionskoeffizienten m (Steigung) und b (Achsenabschnitt) berechnet, aus denen,
wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, die Provokationsdosis 20 FEV1 (PD 20
FEV1) und die Provokationsdosis Provokationsdosis Ry > 0,5 kPa*s/1 (PD Ry, > 0,5)

errechnet werden konnten. Die linearen Regressionen wurden auch graphisch dargestellt.

Fiir die Provokationsdosis 20 FEV1 (PD 20 FEV1), die Provokationsdosis Ry, > 0,5
kPa*s/l (PD Ry > 0,5) sowie fiir den jeweils kleineren Wert der beiden, die fiir den
Testabbruch relevante Provokationsdosis PD Minimal, wurden wiederum die Haufigkei-
ten, wie oben beschrieben, errechnet sowie mittels Mann-Whitney-Test auf signifikante
Unterschiede gepriift. Bei Versuchsteilnehmern, die nicht reagiert hatten, wurde die Pro-
vokationsdosis gleich der Endkumulativdosis von 2000 pg gesetzt. Weiterhin wurden fiir
beide Parameter getrennt sowie fiir die PD Minimal, wie in der Literatur empfohlen,
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven erstellt (Schlegel et al., 1994b), die Daten mittels des
univariaten Logrank-Tests fiir Time-to-Event-Daten auf Signifikanz getestet und nach
Vorbild der American Thoracic Society (Crapo et al., 2000) ROC-Kurven (Receiver Ope-
rating Characteristic) angefertigt, aus denen Sensitivitdt und Spezifitat des Provokati-
onstests bei bestimmten Dosen ablesbar sind. Schliellich wurden noch Streudiagramme
zur Korrelation zwischen PD 20 FEV1 und PD Ry, > 0,5 fiir Gesunde, Asthmatiker
und das Gesamtkollektiv erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Vergleich der Untersuchungskollektive

Das Kollektiv der Lungengesunden wurde mit dem Kollektiv der Patienten mit be-
kanntem Asthma bronchiale hinsichtlich des Alters, des Geschlechts, der Grofle und des
Gewichts verglichen, um signifikante Unterschiede in den Eigenschaften der Kollektive

auszuschliefen.

Hinsichtlich des Alters ergibt sich dabei folgende Verteilung (s. Tab. 4.1):

Tabelle 4.1.: Alter

Gesund (Jahre) | Asthma (Jahre)
n 18 15
Mittelwert 24,83 32,73
Median 24,00 26,00
SD o 1,978 11,003
Schiefe 3,031 0,916
Minimum 23 22
Maximum 32 54

Der Mann-Whitney-Test fiir unverbundene, also interindividuelle, stetige Daten ergibt
eine exakte Signifikanz von p = 0,011. Formal besteht zwar ein Unterschied zwischen
beiden Gruppen; er ist jedoch bei Betrachtung der absoluten Werte, insbesondere des
Medians (Gesund 24 Jahre vs. Asthma 26 Jahre), klinisch irrelevant.

Die Geschlechterverteilung stellt die Kreuztabelle 4.2 dar:
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Tabelle 4.2.: Geschlecht

Geschlecht
ménnlich | weiblich | Gesamt

Gesunde Anzahl 8 10 18

% von Gesund/Asthma 44 .4 55,6 100,0

% der Gesamtzahl 24,2 30,3 54,5
Asthmatiker | Anzahl 9 6 15

% von Gesund/Asthma 60,0 40,0 100,0

% der Gesamtzahl 27,3 18,2 45,5
Gesamt Anzahl 17 16 33

% von Gesund/Asthma 51,5 48.5 100,0

% der Gesamtzahl 51,5 48,5 100,0

Wie die Tabelle veranschaulicht, gibt es zwischen den Untersuchungskollektiven keinen
Unterschied bzgl. der Geschlechterverteilung. Dies bestatigt auch der mittels Fisher-
Exakt-Test fiir unverbundene kategoriale Daten ermittelte p-Wert von 0,491.

Die Untersuchungskollektive wurden auch hinsichtlich ihrer Grofle und ihres Gewich-
tes verglichen (s. Tab. 4.3):

Tabelle 4.3.: Grofie und Gewicht

GroBe [cm] Gewicht [kg]
Gesund | Asthma | Gesund | Asthma
n 18 15 18 15

Mittelwert | 175,61 | 175,73 69,94 72,80
Median 174,50 | 175,00 66,50 73,00

SD o 8,569 8,259 11,404 | 15,029
Schiefe -0,049 0,007 0,541 0,367
Minimum 162 161 57 53
Maximum 188 189 92 101

Im Mann-Whitney-Test ergeben sich weder in Bezug auf die Gréfle (p = 0,986) noch
auf das Gewicht (p = 0,708) relevante Unterschiede.
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4.2. Ergebnisse der Methacholin-Provokation

Zur Darstellung, aus welcher Gruppe wieviele Personen einen positiven Test aufweisen
bis zur Enddosis von 2000 pg, d.h. entweder mit der FEV1 um 20 % abgefallen sind
oder mit dem totalen Atemwegswiderstand Ry, auf iiber 0,5 kPa*s/l angestiegen sind,
dient die folgende Kreuztabelle (s. Tab. 4.4):

Tabelle 4.4.: Kreuztabelle Reaktion

Negativer Test | Positiver Test | Gesamt

Gesunde | Anzahl 15 3 18

% von Gesund 83,3 16,7 100,0

% der Gesamtzahl 45.5 9,1 54,5
Asthma | Anzahl 0 15 15

% von Asthma ,0 100,0 100,0

% der Gesamtzahl .0 45,5 45,5
Gesamt | Anzahl 15 18 33

% von Gesund/Asthma 45,5 54,5 100,0

Insgesamt erfiillten 55 % der Probanden wenigstens ein Kriterium fiir einen positiven
Tests, 45 % zeigten keine Reaktion im Sinne eines positiven Test. In der Gruppe der
Lungengesunden lag das Verhéltnis bei 83 % negativer Tests bis zur Enddosis von
2000 pg zu 16 % positiver Tests, wiahrend in der Gruppe der Asthmatiker 100 % vor der
Enddosis einen positiven Test aufwiesen. Im Fisher-Exakt-Test ergibt sich ein p-Wert
von < 0,001, d.h. es besteht ein deutlicher Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen
Lungengesunde und Patienten mit Asthma bronchiale. Das bedeutet, dass das neu ent-
wickelte Protokoll in der Lage ist, sicher zwischen Lungengesunden und Patienten mit
bronchialer Hyperreagibilitat zu unterscheiden. Die Tatsache, dass unter den Lungen-
gesunden drei Probanden bis zur Enddosis die Positivkriterien erfiillt haben, entspricht
den Daten aus der Literatur. Auch unter klinisch vo6llig Lungengesunden findet man
einen geringen Prozentsatz von Personen mit einem positiven Provokationstest (Boushey

et al., 1980; Klein et al., 1998).

Dartiber hinaus ist interessant, welches der Postivkriterien eher erfiillt wurde. In der
Gruppe der Lungengesunden haben, wie aus Tabelle 4.4 ersichtlich, drei Personen vor
Erreichen der Enddosis von 2000 g ein Positivkriterium erfiillt; davon wiesen zwei einen

zwanzigprozentigen Abfall der FEV1, eine einen Anstieg des Atemwegswiderstandes Ry,
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auf > 0,5 kPa*s/l auf. Beide Kriterien wurden von keiner der Personen erfiillt. In der
Gruppe der Patienten mit bekanntem Asthma bronchiale erreichte keine der Testperso-
nen die Enddosis. Drei Personen waren vorher um 20 % mit der FEV1 abgefallen, bei
neun Personen war ein Anstieg des Atemwegswiderstandes Ry, auf > 0,5 kPa*s/1 zu

verzeichnen und drei Personen erfiillten beide Kriterien fiir einen positiven Test.

4.3. Einsekundenkapazitat FEV1

4.3.1. FEV1 - Ausgangsbefunde

Tabelle 4.5 fithrt die FEV1-Leerwerte auf, d.h. die Werte nach Inhalation von 20
Atemziigen isotoner Kochsalzlosung. Als bemerkenswert einzustufen ist, dass sich in der
Gruppe der Asthmatiker einige Patienten im Vergleich zur Messung vor NaCl-Inhalation
leicht verschlechtert hatten, jedoch noch grenzwertige Normalbefunde aufwiesen, so dass
die Testung weiter durchgefiihrt wurde. Die Verschlechterung der Lungenfunktion nach
Inhalation von Kochsalzlosung kann zum einen durch diese selbst, zum anderen jedoch
inbesondere bei stark hyperreaktiven Patienten durch die zwanzig forcierten Atem-
mandver bei Inhalation der Losung verursacht werden (Crapo et al., 2000; Konietzko,
1982; Tweedale et al., 1981; Wilson et al., 1982). Deshalb ist in der Literatur umstritten,
ob eine Basismessung nach Inhalation des Diluent, also des Losungsmittels, iiberhaupt
durchgefiihrt werden sollte (Connolly et al., 1988; Crapo et al., 2000; Wanger und Irvin,
1998). Interessanterweise gaben die betroffenen Patienten mehrheitlich an, auch unter

sonstiger Belastung vermehrt an Luftnot zu leiden.

Tabelle 4.5.: FEV1 [l] nach NaCl-Inhalation (Leerwert)

Gesund | Asthma

n 18 15

Mittelwert 4,39 3,86
Median 4,48 3,85
SD o ,96 ,79

Schiefe ,36 -,20
Minimum 2,99 2,37
Maximum 6,51 5,29

Im Mann-Whitney-Test ergibt sich ein p-Wert von 0,145, so dass im Ausgangsbefund

bzgl. der FEV1 kein relevanter Unterschied zwischen den untersuchten Kollektiven fest-
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zustellen ist.

Tabelle 4.6 stellt die Ausgangswerte der FEV1 % Predicted Normal dar:

Tabelle 4.6.: FEV1 % Predicted Normal nach NaCl-Inhalation (Leerwert)
Gesund | Asthma
n 18 15
Mittelwert | 109,20 99,07
Median 109,88 97,93
SD o 11,51 9,16
Schiefe 0,39 0,37
Minimum 93,47 84,47
Maximum | 133,68 | 115,50

Im Mann-Whitney-Test ergibt sich ein p-Wert von 0,018, d.h. ein deutlicher Unter-
schied im Ausgangsbefund bzgl. der FEV1 % Predicted Normal (FEV1 % PN) zwischen
den Lungengesunden und den Patienten mit bekanntem Asthma bronchiale. Wenn man
allerdings die absoluten Werte betrachtet, so liegen die Asthmapatienten mit einer
FEV1 % PN von im Mittel 99,07 % vollig im Normbereich, so dass aus der Ausgangs-
lungenfunktion keinesfalls eine obstruktive Atemwegserkrankung abzuleiten ist. Bei
vergleichender Betrachtung der FEV1 % PN (109,20 %) in der Gruppe der Lungenge-
sunden lasst sich als Ursache fiir den iiberdurchschnittlich guten Wert am ehesten eine

zuféllige Auswahl von Personen mit besonders guter Lungenfunktion vermuten.

Ahnliches gilt fiir die Ausgangsbefunde der FEV1 % VC IN (s. Tab. 4.7):

Tabelle 4.7.: FEV1 in % der inspiratorischen Vitalkapazitit nach NaCl-Inhalation (Leerwert)
Gesund | Asthma

n 18 15
Mittelwert | 91,63 73,56
Median 90,17 72,67
SD o 8,66 9,31
Schiefe 1,09 11

Minimum 78,41 59,30
Maximum | 115,45 92,00
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Auch hier zeigt sich schon im Ausgangsbefund ein deutlicher Unterschied zwischen den
untersuchten Kollektiven (p < 0,001), jedoch liegen hier ebenfalls bei der Betrachtung
der absoluten Werte beide Gruppen im Mittel im Normbereich, namlich Gesunde bei
92 % FEV1 % VC IN und Asthmatiker bei 74 % FEV1 % VC IN, so dass insbesondere
im Einzelfall von der Ausgangslungenfunktion nicht zwangsléaufig auf das Vorliegen einer

obstruktiven Atemwegserkrankung geschlossen werden kann.

4.3.2. FEV1 - Verlauf wahrend der Provokation

In der nachfolgenden Tabelle 4.8 ist die Entwicklung der FEV1 wahrend der Provokation
dargestellt:

Tabelle 4.8.: FEV1 []] - Verlauf wihrend der Provokation

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend | = z o | Fehlend | =z x o p
FEV1.0 0 4,39 | 4,48 | ,96 0 3,86 | 3,85 | ,79 ,145
FEV1.20 0 4,33 | 4,37 | 98 0 3,65 | 3,61 | ,75 ,048
FEV1.60 0 4,29 | 4,36 | 1,00 2 3,55 | 3,55 | ,73 ,013
FEV1.100 0 4,25 | 4,27 | 99 2 3,37 | 3,56 | ,75 ,004
FEV1.200 0 4,20 | 4,35 | 1,03 8 3,56 | 3,65 | ,62 ,000
FEV1.300 0 4,17 | 4,32 | 1,02 12 3,38 | 3,46 | ,15 ,000
FEV1.400 1 4,14 | 4,44 | 1,00 13 3,36 | 3,36 | ,31 ,000
FEV1.500 3 4,38 | 4,38 | ,82 13 3,30 | 3,30 | ,27 ,000
FEV1.600 3 4,39 | 4,36 | 84 14 3,32 | 3,32 ,000
FEV1.700 3 4,37 | 4,45 | ,82 14 3,39 | 3,39 ,000
FEV1.800 3 4,38 | 4,36 | 87 14 3,38 | 3,38 ,000
FEV1.1000 3 4,34 | 4,39 | ,88 14 3,40 | 3,40 ,000
FEV1.1500 3 4,27 | 4,23 | ,85 14 2,82 | 2,82 ,000
FEV1.2000 3 4,23 | 4,25 | ,86 15 ,000

In der ersten Spalte erscheint der Lungenfunktionsparameter, hier also FEV1 nach 0 pg
Methacholinchlorid-Inhalation (= FEV1.0), nach 20 pg Methacholinchlorid-Inhalation
(= FEV1.20) usw. Die gleiche Darstellung erfolgt in den nachfolgenden Verlaufstabel-

len fiir die anderen Lungenfunktionsparameter. Als ”Fehlend” sind jeweils die Anzahl
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an untersuchten Personen aufgefiihrt, die bei dem jeweiligen Messschritt aufgrund der
Erfiillung eines Postivkriteriums bereits aus dem Testverfahren ausgeschieden waren.
Entsprechend konnten sie auch nicht mehr bei der Ermittlung des Mittelwertes und der
anderen Parameter beriicksichtigt werden. Dennoch ist eindeutig erkennbar, dass sich
in der Gruppe der Asthmatiker trotz des zunehmenden Ausscheidens von Testpersonen,
insbesondere frithzeitig natiirlich denen mit ausgepragter bronchialer Hyperreagibilitat,
ein eindeutiger Abfall der FEV1 verzeichnen lasst, wihrend sich die FEV1-Werte in
der Gruppe der Lungengesunden bis zur Enddosis im Mittel kaum verdndern (bei drei
fehlend; wie oben beschrieben normale Quote von klinisch Lungengesunden mit im Test
nachweisbarer bronchialer Hyperreagibilitdt). Die Enddosis von 2000 pg hat, wie oben
beschrieben, keiner der 15 untersuchten Asthmatiker erreicht, da vorher mindestens ein
Versuchsabbruchskriterium erfiillt war. Daher sind die aus den Werten der noch ver-
bliebenen Testpersonen ermittelten Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen
in den hoheren Dosisstufen auch nur begrenzt aussagefahig, denn die schlechtesten zu
erwartenden Werte konnen nicht in die Berechnung eingehen. Auch bei der Berechung
der Signifikanzen mittels des Mann-Whitney-Tests tritt folgerichtig das Problem auf,
dass ausgeschiedene Testpersonen fiir den jeweiligen Messschritt keine Daten mehr lie-
fern, was zu einer Verzerrung der FErgebnisse zu Lasten der offensichtlich deutlichen
Unterschiede fithren wiirde. Da der Mann-Whitney-Test vorrangig auf Grofler /Kleiner-
Verhaltnisse achtet, wurde in den entsprechenden Fillen ein fiktiver FEV1-Wert einge-
setzt, der kleiner als der kleinste unter allen Testpersonen gemessenen FEV1-Wert war.
Dann wurden die Signifikanzen berechnet. Dieses Verfahren wurde entsprechend fiir alle
folgenden Lungenfunktionsparameter eingesetzt. Im Falle der FEV1 ist klar ersichtlich,
dass zwischen den Untersuchungskollektiven bei nicht signifikanten Unterschieden im
Ausgangsbefund schon nach Inhalation von 20 pg Methacholinchlorid ein deutlicher
Unterschied (p = 0,048) besteht und bereits nach 200 pg Methacholinchloridlésung der
p-Wert bei < 0,001 liegt, d.h. also sehr deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen
bestehen.

Ahnlich verhilt es sich mit der FEV1 % VC IN (s. Tab. 4.9):
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Tabelle 4.9.: FEV1 % VC IN - Verlauf wahrend der Provokation

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend x T o | Fehlend x x o p
FEV1 % VC.0 0 91,63 | 90,17 | 8,66 0 73,56 | 72,67 | 9,31 ,000
FEV1 % VC.20 0 90,00 | 89,37 | 7,84 0 74,14 | 73,44 | 8,44 ,000
FEV1 % VC.60 0 89,52 | 90,07 | 8,52 2 74,51 | 75,33 | 8,84 ,000
FEV1 % VC.100 0 88,70 | 88,79 | 7,50 2 74,26 | 73,61 | 8,98 ,000
FEV1 % VC.200 0 87,25 | 86,66 | 7,97 8 77,06 | 79,36 | 10,45 ,000
FEV1 % VC.300 0 86,63 | 86,72 | 7,74 12 74,81 | 73,05 | 9,83 ,000
FEV1 % VC.400 1 85,42 | 84,15 | 7,68 13 76,76 | 76,76 | 15,32 ,000
FEV1 % VC.500 3 86,94 | 87,55 | 7,55 13 76,99 | 76,99 | 13,02 ,000
FEV1 % VC.600 3 86,46 | 86,19 | 8,15 14 84,46 | 84,46 ,000
FEV1 % VC.700 3 86,01 | 87,22 | 8,19 14 83,72 | 83,72 ,000
FEV1 % VC.800 3 85,63 | 83,97 | 7,74 14 84,00 | 84,00 ,000
FEV1 % VC.1000 3 85,38 | 85,54 | 8,29 14 83,29 | 83,29 ,000
FEV1 % VC.1500 3 84,55 | 84,36 | 6,91 14 74,89 | 74,89 ,000
FEV1 % VC.2000 3 84,41 | 82,78 | 7,52 15 ,000

Auch hier zeigt sich im Verlauf, dass bei den Lungengesunden die FEV1 % VC IN
(aus Platzgriinden in der Tabelle abgekiirzt als FEV1 % VC) nur geringfiigig abfallt (bei,
wie schon oben beschrieben, drei aufgrund von Erfiillung von Versuchsabbruchskriterien
vor der Enddosis abgebrochenen Versuchen). Es ist also davon auszugehen, dass sich bei
vollig Lungengesunden auch die FEV1 % VC IN nach Inhalation von 2000 ng Methacho-
linchlorid hochstens geringfiigig andert. Bei den Asthmapatienten sind die Mittelwerte
wiederum nur bedingt aussagekriftig, da sie mit Zunahme der Dosis und damit mit
sinkender Anzahl der noch im Test verbliebenen Personen nur noch aus immer weniger
Werten errechnet werden. Der zwischenzeitliche Anstieg ist dadurch zu erklaren, dass
diejenigen Personen, die in den hoheren Dosisstufen noch verblieben sind, auch im Aus-
gangsbefund eine hohere FEV1 % VC IN vorwiesen. Dariiber hinaus kann sich eine
Zunahme der Obstruktion auch in einer Zunahme der gefangenen Luft und damit in
einer Verschiebung der Atemmittellage hin zur Inspiration ausdriicken. Dadurch sinkt
die Vitalkapazitat; folgerichtig kann die FEV1 % VC ansteigen.
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4.4. Flusswerte

4.4.1. Peak Exspiratory Flow (PEF)

Auch die Flusswerte wurden statistisch ausgewertet. Dabei zeigt sich fiir den Peak Ex-
spiratory Flow (PEF) folgendes Bild (s. Tab. 4.10):

Tabelle 4.10.: Peak Exspiratory Flow PEF [1/s]

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend | =z z o | Fehlend | =z z o p
PEF.0 0 8,81 | 8,04 | 2,44 0 8,62 | 8,46 | 2,16 | 1,000
PEF.20 0 8,59 | 7,98 | 2,56 0 7,71 | 6,86 | 2,05 ,259
PEF.60 0 8,54 | 7,80 | 2,58 2 7,57 | 7,22 ] 1,94 ,108
PEF.100 0 8,64 | 7,49 | 2,60 2 7,09 | 6,96 | 1,66 ,033
PEF.200 0 8,50 | 7,86 | 2,61 8 6,96 | 7,20 | 2,12 ,001
PEF.300 0 8,46 | 7,72 | 2,48 12 6,04 | 6,01 | ,12 ,000
PEF.400 1 8,34 | 8,07 | 2,61 13 5,67 | 5,67 | ,16 ,000
PEF.500 3 8,91 | 8,65 | 2,23 13 5,47 | 5,47 | 21 ,000
PEF.600 3 9,15 | 8,80 | 2,20 14 5,42 | 5,42 ,000
PEF.700 3 9,01 | 8,71 | 2,28 14 5,08 | 5,08 ,000
PEF.800 3 9,02 | 8,59 | 2,46 14 4,60 | 4,60 ,000
PEF.1000 3 8,85 | 7,83 | 2,36 14 5,74 | 5,74 ,000
PEF.1500 3 8,89 | 8,65 | 2,39 14 4,61 | 4,61 ,000
PEF.2000 3 8,86 | 8,91 | 2,42 15 ,000

Die Tabelle stellt dar, dass die PEF-Ausgangswerte keinen relevanten Unterschied
zwischen den untersuchten Kollektiven aufweisen (p = 1,00). Im Untersuchungsver-
lauf sieht man trotz der fehlenden Werte der bereits ausgeschiedenen Testpersonen
bei der Betrachtung der absoluten Werte, dass die Lungengesunden (bei 3 fehlend)
bis zur Enddosis einen unveranderten PEF aufweisen, wahrend bei den noch im Test
verbliebenen Asthmatikern ein deutlicher Abfall zu verzeichnen ist. Im Verlauf der
Provokationstestung entwickeln sich entsprechend schon in niedrigen Dosisbereichen
eindeutig Unterschiede. Bereits bei 100 ng fallt der p-Wert auf 0,033 und bei 300 pg be-
reits auf < 0,001, d.h. es ist ein sehr deutlicher Unterschied festzustellen. Auch anhand
des Peak Exspiratory Flow zeigt sich, dass der Test offensichtlich Patienten mit einer

bronchialen Hyperreagibilitat sicher herausfiltert.



4.4. FLUSSWERTE

38

4.4.2. Maximale exspiratorische Flusswerte (MEF)

Auch die weiteren Flusswerte wurden entsprechend untersucht (s. Tab. 4.11 bis 4.13):

Tabelle 4.11.: Maximaler exspiratorischer Fluss bei noch 75 % ausatembarer VC - MEF75 [1/s]

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend | = x o | Fehlend | =z x o p
MEF75.0 0 7,95 | 7,58 | 87 0 6,22 | 5,79 | 1,97 ,030
MEF75.20 0 7,85 | 7,43 | ,90 0 5,76 | 5,38 | 1,77 ,003
MEF75.60 0 7,72 7,26 | 82 2 5,59 | 5,60 | 1,67 ,002
MEF75.100 0 7,76 | 7,26 | ,82 2 5,33 | 4,90 | 1,61 ,001
MEF75.200 0 7,59 | 7,49 | 66 8 5,28 | 5,25 | 1,59 ,000
MEF75.300 0 7,50 | 7,22 | 63 12 4,81 | 5,11 | ,59 ,000
MEF175.400 1 7,30 | 7,81 | ,52 13 4,51 | 4,51 | ,55 ,000
MEF75.500 3 7,66 | 7,39 | 74 13 4,52 | 452 | 77 ,000
MEF75.600 3 7,88 | 7,46 | 1,15 14 4,91 | 491 ,000
MEF75.700 3 7,73 | 7,40 | 77 14 4,65 | 4,65 ,000
MEF75.800 3 7,90 | 7,61 | 1,19 14 4,60 | 4,60 ,000
MEF75.1000 3 7,69 | 7,30 | 1,28 14 5,16 | 5,16 ,000
MEF75.1500 3 7,66 | 7,41 | 93 14 4,14 | 4,14 ,000
MEF75.2000 3 7,57 | 6,98 | 1,01 15 ,000
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Tabelle 4.12.: Maximaler exspiratorischer Fluss bei noch 50 % ausatembarer VC - MEF50 [1/s]

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend | = x o | Fehlend | z x o p
MEF50.0 0 5,21 | 4,91 | 1,69 0 3,64 | 3,24 | 1,42 ,002
MEF50.20 0 5,05 | 4,83 | 1,57 0 3,36 | 2,98 | 1,36 ,001
MEF50.60 0 4,98 | 4,71 | 1,71 2 3,13 3,04 | 1,17 | ,000
MEF50.100 0 4,80 | 4,30 | 1,59 2 2,90 | 2,64 | 1,08 ,000
MEF50.200 0 4,70 | 4,34 | 1,62 8 3,12 12,95 | 98 ,000
MEF50.300 0 4,56 | 4,36 | 1,53 12 291 | 2,88 | ,56 ,000
MEF50.400 1 4,40 | 4,33 | 1,32 13 2,99 | 2,99 | 1,05 ,000
MEF50.500 3 4,66 | 4,40 | 1,26 13 2,90 | 2,90 | 1,00 ,000
MEF50.600 3 4,70 | 4,31 | 1,44 14 3,18 | 3,18 ,000
MEF50.700 3 4,74 | 4,32 | 1,49 14 3,72 | 3,72 ,000
MEF50.800 3 4,65 | 4,26 | 1,56 14 3,61 | 3,61 ,000
MEF50.1000 3 4,62 | 4,13 | 1,51 14 3,48 | 3,48 ,000
MEF50.1500 3 44214191 1,36 | 14 | 247|247 000
MEF50.2000 3 4,32 | 3,77 | 1,41 15 ,000
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Tabelle 4.13.: Maximaler exspiratorischer Fluss bei noch 25 % ausatembarer VC - MEF25 [1/5]

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend | =z x o | Fehlend | =z x o p
MEF25.0 0 2,34 | 2,21 | ,76 0 1,51 | 1,39 | ,69 ,001
MEF25.20 0 2,26 | 1,94 | ,76 0 1,34 | 1,12 | ,62 ,000
MEF25.60 0 2,21 | 1,95 | ,92 2 1,29 | 1,21 | 58 ,000
MEF25.100 0 2,17 | 1,91 | ,85 2 1,20 | 1,16 | ;54 ,000
MEF25.200 0 2,03 | 1,83 | ,82 8 1,41 | 1,20 | ,58 ,000
MEF25.300 0 1,98 | 1,86 | ,87 12 1,41 | 1,16 | 45 ,000
MEF25.400 1 1,94 | 1,83 | ,82 13 1,66 | 1,66 | ,76 ,000
MEF25.500 3 2,09 | 1,80 | ,73 13 1,61 | 1,61 | ,66 ,000
MEF25.600 3 2,12 | 1,78 | |78 14 1,95 | 1,95 ,000
MEF25.700 3 2,10 | 1,97 | |71 14 2,00 | 2,00 ,000
MEF25.800 3 2,09 | 1,89 | ,79 14 1,77 | 1,77 ,000
MEF25.1000 3 2,06 | 1,79 | |77 14 1,75 | 1,75 ,000
MEF25.1500 3 1,91 | 1,72 | 65 14 97 | 97 ,000
MEF25.2000 3 1,92 | 1,72 | |76 15 ,000

Interessanterweise lasst sich im Vergleich der Flusswerte beobachten, dass von MEF75
bis MEF25 schon in der Ausgangslungenfunktion zunehmend deutlichere Unterschiede
(MEF75.0 p = 0,03, MEF50.0 p = 0,002, MEF25.0 p = 0,001) bestehen, obwohl die
absoluten Werte jeweils noch im Normbereich liegen. Dies konnte daran liegen, dass sich
die Atemwegsobstruktion bei den Asthmapatienten zunéchst in den peripheren Atem-
wegen manifestiert, denn MEF50 und MEF25 spiegeln mitunter das Geschehen in den
Bronchiolen besonders gut wider (“small airway disease”). Dem entspricht auch die Be-
obachtung, dass sogar bei den Lungengesunden die relative Abnahme der Flusswerte mit
steigender Methacholinkonzentration vom PEF bis MEF25 progrediert, d.h. also, dass
sich auch bei den Lungengesunden eine diskrete Atemwegsobstruktion zunéchst in den
peripheren Atemwegen abzuspielen scheint. Dem entgegen stehen jedoch Untersuchun-
gen des Closing Volumes als Parameter der peripheren Atemwegsobstruktion. Obwohl
es auch bei Lungengesunden unter Methacholinprovokation zu einem Abfall des arteri-
ellen Sauerstoffpartialdrucks im Blut (pOy) kommt, zeigten sich keine Verdnderungen
des Closing Volumes in dieser Gruppe, so dass der Abfall des pO, folgerichtig nicht
durch eine periphere Atemwegsobstruktion, sondern eher durch vaskuldre Shunteffek-

te auf dem Boden der cholinergen Wirkung des Methacholins zu erkléaren ist (Stewen,
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2004). Daher ist die oben beschriebene Beobachtung am ehesten der groflen Streuung
der MEF-Sollwerte zuzuschreiben. Auch bei den Flusswerten stellt sich dariiber hinaus
das Problem, dass bei den Asthmatikern die Mittelwerte sowie die weiteren deskriptiv-
statistischen Parameter nur stark eingeschrankt aussagekraftig sind, denn je starker die
bronchiale Hyperreagibilitat der getesteten Personen ausgepragt ist, d.h. also je mut-
maflich schlechter die Lungenfunktionswerte im Verlauf sind, desto frither existieren

wegen Versuchsabbruchs keine Daten mehr.

4.5. Atemwegswiderstand und Atemwegsleitfahigkeit

4.5.1. Totaler Atemwegswiderstand Rqt

Nachfolgende Tabelle 4.14 stellt die Ausgangsbefunde hinsichtlich des totalen Atem-

wegswiderstandes Ry, dar:

Tabelle 4.14.: R,,,; [kPa*s/l] nach NaCl-Inhalation (Leerwert)

Gesund | Asthma
n 18 15
Mittelwert ,22 ,28
Median ,22 ,26
SD o ,06 ,10
Schiefe 12 12
Minimum ,12 ,12
Maximum ,33 ,44

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, haben beide untersuchten Gruppen im Mittel einen
vollig normalen Atemwegswiderstand nach Inhalation der Kochsalzlosung; es besteht

kein relevanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = 0,086).

Der Verlauf des totalen Atemwegswiderstandes wahrend der Provokation ist Tabelle

4.15 zu entnehmen:
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Tabelle 4.15.: Totaler Atemwegswiderstand Ryo im Verlauf [kPa*s/]]

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend | z | = o |Fehlend | | 7 o p
Riot-0 0 22 | ,22 | ,059 0 ,28 1,26 | ,099 ,086
Riot.20 0 ,22 | 21 | ,065 0 ,38 1,35 | ,198 ,001
Ry0:-60 0 ,23 | ,21 | ,066 2 ,38 | ,38 | ,088 ,000
Ri0t-100 0 24 1,23 | ,067 2 AT |48 1,119 ,000
Ry0¢-200 0 27 | ,25 | ,087 8 AT | 54 | 154 ,000
Ry0¢-300 0 ,28 | ,26 | ,081 12 ,35 1,35 | ,105 ,000
Ryot.400 1 ,28 | ,26 | ,095 13 451,45 | ,050 ,000
Ry0¢-500 3 ,26 | ,25 | ,056 13 A1 41 | 156 ,000
Ry0¢-600 3 ,26 | ,26 | ,049 14 31,31 ,000
Ri0t-700 3 ,28 | ,28 | ,057 14 27,27 ,000
Ry0¢-800 3 28 | ,25 | ,069 14 33 | ,33 ,000
Ry0¢-1000 3 27 | ,28 | ,051 14 28 | 28 ,000
Ry0t-1500 3 311,29 | ,057 14 ,35 | ,35 ,000
Ri0t-2000 3 29 1,29 | ,055 15 ,000

Wiéhrend sich in der Gruppe der Lungengesunden (bei drei fehlend) der Atemwegs-
widerstand bis zur Enddosis nur geringfiigig verandert und stets im Normbereich bleibt,
verzeichnet die Gruppe der Asthmatiker schon nach Inhalation von 20 pg Methacholin-
chlorid einen Anstieg von 0,28 kPa*s/1 auf 0,38 kPa*s/1. Damit ergibt sich bei 20 pg auch
im Mann-Whitney-Test bereits ein deutlicher Unterschied zwischen den Untersuchungs-
kollektiven (p = 0,001). Auch die p-Werte in den hoheren Dosisstufen zeigen entspre-
chend tiberaus deutliche Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen an (p < 0,001).

4.5.2. Spezifische Atemwegsleitfahigkeit sGi;

Die Ausgangsbefunde hinsichtlich der spezifischen Atemwegsleitfahigkeit sGy,; sind in
Tabelle 4.16 dargestellt:
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Tabelle 4.16.: sG;,; nach NaCl-Inhalation (Leerwert)

Gesund | Asthma
n 18 15
Mittelwert 1,19 ,99
Median 1,13 ,90
SD o ,320 ,389
Schiefe 1,35 1,87
Minimum ,85 ,59
Maximum 2,08 2,12

Es besteht ein relevanter Unterschied (p = 0,030) hinsichtlich der Ausgangsbefunde
der spezifischen Atemwegsleitfahigkeit. Im Untersuchungsverlauf verstarken sich diese
Unterschiede und erreichen bereits bei 20 pg einen p-Wert von < 0,001 (s. Tab. 4.17):

Tabelle 4.17.: Spezifische Atemwegsleitfahigkeit sGior im Verlauf [I/kPa*s]

Gesunde Asthmatiker Gesamt
n=18 n=15
Fehlend | =z z o | Fehlend | z | o p
sGior.0 0 1,19 | 1,13 | ,320 0 99 1,90 | ,389 ,030
$Gior.20 0 1,19 | 1,05 | ,360 0 ,76 1,76 | ,280 ,000
SGiot-60 0 1,16 | 1,13 | ,228 2 ,68 | 64 | ,236 ,000
SGior-100 0 1,09 | 1,03 | ,251 2 ;b4 | 55 | 174 ,000
$Giot-200 0 99 | )95 1,260 8 ,h9 | 48 | 313 ,000
$Giot-300 0 92 | .88 | ,201 12 711,62 1,290 ,000
SGior-400 1 91 | 86 | ,173 13 ,b6 | 56 | 127 ,000
$Gior-H00 3 91 | )89 | ,133 13 ,63 | ,63 | ,354 ,000
SGiot-600 3 90 | 87 | ,115 14 84 | 84 ,000
SGior- 700 3 88 | ,85 | ,131 14 95 1,95 ,000
SGyot-800 3 87 | 1,89 | ,151 14 718 1,78 ,000
$Gior-1000 3 87 1,90 | ,134 14 ,90 | ,90 ,000
SGior- 1500 3 JO7 1,73 | ,101 14 72| |72 ,000
$Gyor-2000 3 79 | )79 | ,105 15 ,000

Wie auch bei anderen Lungenfunktionsparametern, z.B. in inverser Weise beim totalen

Atemwegswiderstand, beobachtet, fallt die spezifische Atemwegsleitfahigkeit im Mittel
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zunachst in der Gruppe der Patienten mit Asthma bronchiale ab, um dann voriiber-
gehend wieder anzusteigen und zuletzt erneut abzufallen. Dies erklart sich wiederum
durch das Ausscheiden der Testpersonen mit der starksten bronchialen Hyperreagibilitat
und das im Mittel langere Verbleiben von Testpersonen in der Untersuchungsreihe, die

eine im Ausgangsbefund hohere spezifische Atemwegsleitfahigkeit aufweisen.

4.6. Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD R,; > 0,5

4.6.1. Lineare Regressionen

Wie bereits oben beschrieben, ist der am weitesten akzeptierte Parameter zur quantita-
tiven Einschatzung einer bronchialen Hyperreaktivitat die Provokationsdosis 20 FEV1
(PD 20 FEV1), d.h. die Dosis, bei der die FEV1 um 20 % des Ausgangswertes abgefal-
len ist. Daher wurde aus den mittels Lungenfunktionsmessung gewonnen FEV1-Werten
eine lineare Regression berechnet. Aus der Steigungsgeraden konnte dann der Steigungs-

koeffizient m sowie der Achsenabschnitt b ermittelt werden, so dass mittels der Gleichung
y=mx + b
die PD 20 FEV1 berchnet wurde:
0,8 * Leerwert-FEV1 = m * (PD 20 FEV1) + b

Dasselbe Verfahren wurde auch zur Berechnung der Provokationsdosis R;,; > 0,5
kPa*s/l (PD Ry > 0,5 kPa*s/l) angewendet. Wenn die Testperson nur eines der
beiden Positivkriterien erfiillt hatte, wurde dennoch eine Regressiongerade fiir beide
Parameter berechnet und wurden im Falle des nicht erreichten Positivkriteriums ex-
trapolierte Werte akzeptiert. Bei Testpersonen, die bis zur Enddosis von 2000 pg nicht
reagiert hatten, wurde die PD 20 FEV1 sowie die PD gleich 2000 ng gesetzt.

Nachfolgend ist exemplarisch eine solche PD 20 FEV1- bzw. PD Ry > 0,5-

Berechnung anhand der realen Daten einer Versuchsperson gezeigt (s. Tab. 4.18):
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Tabelle 4.18.: Verlauf von FEV1 und R,

FEV1 [I] | Ry [kPa*s/]]
0 pg 4,54 0,22
20 pg 4,51 0,35
60 ng 4,17 0,36
100 pg 3,58 0,51

Die Versuchsperson ist also nach Inhalation von 100 pg Methacholinchlorid um mehr
als 20 % mit der FEV1 abgefallen (80 % des FEV1-Ausgangswertes = 4,54 1 * 0,8 =
3,63 1) und mit dem Atemwegswiderstand auf iiber 0,5 kPa*s/l angestiegen. Demnach
wurden beide Kriterien fiir einen positiven Test erfiillt, der Versuch also abgebrochen.
Aus den absoluten Werten wurde mittels SPSS eine lineare Regression berechnet, aus

der folgende Koeffizienten der Steigungsgeraden hervorgehen (s. Tab. 4.19):

Tabelle 4.19.: Koeffizienten der Steigungsgeraden
FEV1 [I] | Ry [kPa*s/]]

Steigungskoeffizient m | -,009763 ,002508
Achsenabschnitt b 4,639 ,247

Graphisch sind die Regressionsgeraden in den beiden folgenden Abbildungen 4.1 und
4.2 dargestellt:
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Abbildung 4.2.: Regression Ry
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Das Bestimmheitsmafl R?, ein Ma8 fiir die Qualitit der linearen Approximation, liegt
fiir die FEV1-Regressionsgerade bei 0,942; fiir die R;,-Regressionsgerade der Beispiel-
person liegt es bei 0,880. Ein lineares Bestimmtheitsmafl iiber 0,9 gilt als Nachweis
eines sehr guten linearen Zusammenhangs. Nicht bei allen Probanden lagen die Be-
stimmtheitsmafle in solch hohem Bereich. Dabei ist zunéchst feszustellen, dass bei der
graphischen Auswertung die lineare Regression als das richtige Modell spezifiziert wur-
de. Da bei dieser Versuchsreihe aber nur relativ wenige Werte fiir die Berechnung der
Regressionsgeraden zur Verfiigung stehen, machen sich Ausreifler sehr stark bemerkbar.
Diese Ausreifler sind erstens durch die ganz normalen, allein schon mitarbeitsbedingten
Schwankungen in der Lungenfunktion, zweitens durch die aufgrund der oben beschrie-
benen Fehlerquellen und Ungenauigkeiten des Verfahrens sicherlich nicht immer ganz
gleichméafige Deposition der Methacholindosis in den Atemwegen und drittens durch
die nicht zwangslaufig gleichméfig verlaufende Reaktion auf die Inhalation der Provo-
kationsubstanz zu erklaren. Dennoch ist die lineare Regression das am besten passende
und in der Literatur akzeptierte Modell (Bellia et al., 1983; Schlegel et al., 1994b).

Aus den Koeffizienten der Regressionsgeraden errechnen sich fiir die Beispielperson

folgende Provokationsdosen:

e 0,8 Leerwert — FEV1 =mx (PD 20 FEV1) 4+
0,8 % 4,541 = —, 0097631 * pg~' * (PD 20 FEV1) + 4,639]

—,0007631%/1g— L

PD 20 FEV1 =103, 14ug

o 0,5kPa* s/l =m* (PD Rip >0,5) +b
0,5kPa * s/l =,002508k Pa * s/l * ug=' * (PD Ry > 0,5)+,247kPa x s/l

_ 0,5kPaxs/l—,247kPaxs/l
PD Ry 2 0,5 = ,002508(kPaxs/l)pg—1

PD Ry > 0,5 =100, 88ug

Dieses Verfahren wurde analog fiir die Daten aller Testpersonen mit positivem Test
durchgefiihrt.
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Fiir den klinischen Alltag wurde ein Excel-Sheet entwickelt, das die Berechnung der
Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD R, > 0,5 nach Eintragung der Lungenfunk-
tionswerte vollstandig tibernimmt (s. Abb. 4.3 und 4.4). Hier sind die FEV1-Daten der
oben gezeigten Beispielperson fiir die Berechnung der PD 20 FEV1 eingetragen.
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IT. MMedizinische Klinik und Poliklinik UNIVERSITﬂTSI‘I‘IEdiZiI‘I.

Schwerpunkt Pneumologie il

Methacholin-Provokation

Datum:
Name: Beispiel geb. am:

Indikation: “.a. Asthma bronchiale

FEV1 baseling 454

FE1 80 % basealine 3,63

letzte MCH-Dosis He

FEV1 post letzte Dosis 35 d
Yo-bfall post letzte Dosis 21,18 %

PD 20 FEV1: 104|,q r
Beurteilung:

Diatum Lnterschrift

Abbildung 4.3.: Excel Sheet Beispiel Seite 1
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Kumulativdosis |FEV1 RGP Kurve Zeilenanzahl Zeilenende
0 454 4 Ba852203 4 i
20 4 51 4 4440673
B0 417 4 05355932
100 348 3 BE305085
200 2 BEE7 7966 PD20
300 1,71050847 1031805556
400 0,/3423729
500 -0,2420339 Steigung
GO0 -1, 21830505 -0 009762712
Fa0 -2 19457627
aa0 -3,170847 45 Achsenabschnitt
1000 -5 123385983 4 B39322034
1500 -10,0047 453
2000 -14 8861017 BestimmtheitsmaR R
0941929939
RGP dynamisch
-0 00976271 4 539322034 Y
000171404 0101404246 F#Y
024192999 01316558263 N
324411851 2 Y
05623322 0 034667797 Y
10
5 -
0 : : :
S00 1000 1500 2000 2500
5 + hessung
’ — RGP
-10
-1a
-20
Beispiel
00.01.1900 00.01.1900

Abbildung 4.4.: Excel Sheet Beispiel Seite 2
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4.6.2. Provokationsdosen - Aufstellung der individuellen Ergebnisse

Tabelle 4.20 zeigt die die individuellen parameterspezifischen Provokationsdosen PD 20
FEV1 sowie PD Ry, > 0, 5. Dariiber hinaus ist die PD Minimal angefiigt, die in keinem
Fall extrapoliert ist und die je nachdem, mit welchem Lungenfunktionsparameter (FEV1
oder Ryy) der Patient zuerst ein Positivkriterium erfiillt hat, entweder der PD 20 FEV1
oder der PD Ry,; > 0,5 entspricht. Bei Personen, die bis zur Enddosis 2000 pg keine
Reaktion gezeigt hatten, wurde die Enddosis als Provokationsdosis eingesetzt. Versuchs-
teilnehmer 1 - 18 gehoren der Gruppe der Lungengesunden an, Versuchsteilnehmer 19 -
33 der Gruppe der Asthmatiker.

Beziiglich der parameterspezifischen Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD Ry, >
0,5 gab es intraindividuell teils erhebliche Unterschiede, wobei zu berticksichtigen ist,
dass bei Erfiillung nur eines Kriteriums fiir einen positiven Test die jeweils andere Pro-
vokationsdosis extrapoliert wurde. Daher darf sie nur unter Vorbehalt beurteilt werden,
insbesondere da der Abfall bzw. Anstieg des sich nachfolgend verandernden Lungenfunk-
tionsparameters bekanntermaflen auch sehr plétzlich eintreten und dann heftig ausfallen

kann.
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Tabelle 4.20.: Individuelle Provokationsdosen

Versuchsteilnehmer | PD 20 FEV1 | PD Ry > 0,5 | PD Minimal
1 2000 2000 2000
2 2000 2000 2000
3 418 589 418
4 2000 2000 2000
5 2000 2000 2000
6 2000 2000 2000
7 2000 2000 2000
8 2000 2000 2000
9 2000 2000 2000
10 2000 2000 2000
11 2000 2000 2000
12 2000 2000 2000
13 510 339 339
14 2000 2000 2000
15 2000 2000 2000
16 2000 2000 2000
17 255 1846 255
18 2000 2000 2000
19 109 81 81
20 222 615 222
21 325 149 149
22 1190 2000 1190
23 301 164 164
24 683 47 47
25 244 122 122
26 350 66 66
27 33 10 10
28 216 137 137
29 18 2 2
30 103 101 101
31 762 418 418
32 125 61 61
33 82 171 82
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4.6.3. Auswertung der Provokationsdosen - deskriptive Statistik

Die Tabellen 4.21 und 4.22 zeigen die deskriptiven Daten zur PD 20 FEV1 und zur PD
Riot = 0,5:

Tabelle 4.21.: PD 20 FEV1 [ng]
Gesund | Asthma
N 18 15
Mittelwert | 1732,39 | 317,52
Median 2000,00 | 222,01
SD 617,33 | 324,03
Schiefe -1,98 1,72
Minimum | 254,98 17,75
Maximum | 2000,00 | 1189,57

Tabelle 4.22.: PD R;,: > 0,5 [ng]
Gesund | Asthma
N 18 15
Mittelwert | 1820,80 | 276,34
Median 2000,00 | 121,55
SD 496,74 | 503,35
Schiefe -2,72 3,28
Minimum | 339,16 2,22
Maximum | 2000,00 | 2000,00

Die statistische Auswertung der PD 20 FEV1 und der PD Ry; > 0,5 ergibt im Mann-
Whitney-Test einen iiberaus deutlichen Unterschied zwischen den Lungengesunden und
den Patienten mit bekanntem Asthma bronchiale (p < 0,001). Véllig Lungengesun-
de haben bis 2000 pg die Kriterien fiir einen Versuchsabbruch und damit fiir einen
positiven Test nicht erfiillt. Der Mittelwert von weniger als 2000 pg in der Gruppe der
Lungengesunden ergibt sich durch die drei Probanden, die zwar klinisch asymptomatisch
sind, jedoch im Provokationstest eine positive Testreaktion im Sinne eines mindestens
zwanzigprozentigen FEV1-Abfalls oder eines R,y > 0,5 aufweisen. Dies entspricht, wie
schon erlautert, vergleichbaren Daten aus der Literatur. Die Differenz in den absoluten
Werten (Median PD 20 FEV1 Gesunde 2000 pg vs. Median Asthmatiker 222 ng; Medi-
an PD Ry, > 0,5 Gesunde 2000 pg vs. Median Asthmatiker 122 pg) zeigt zum einen,

dass die Enddosis hoch genug angesetzt war, d.h. dass bei Probanden mit fehlender
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Reaktion bei der Enddosis 2000 pg eine bronchiale Hyperreagibilitat auszuschlieSen
ist, zum anderen zeigt sich jedoch auch, dass die niedrige Anfangsdosis gerechtfertigt
ist, um die Patienten nicht zu gefahrden. Weiterhin ist festzustellen, dass Patienten
mit relevanter bronchialer Hyperreagibilitat bei deutlich unter 1000 pg reagieren, d.h.
dass in der klinischen Routine das Testverfahren bei 1000 pg ohne Erkenntnisverlust
abgebrochen werden kann. Wer bis 1000 pg Kumulativdosis nicht reagiert hat, bei dem
ist eine relevante bronchiale Hyperreagibilitdt nahezu auszuschliefen; vielmehr schei-
nen Patienten mit ausgeprigter bronchialer Hyperreagibilitat sogar bei deutlich unter
500 pg mit mindestens einem der beiden Lungenfunktionsparameter FEV1 oder Ry, im
Sinne der Erfiillung wenigstens eines Positivkriteriums zu reagieren. Bereits bei 500 pg
hatten bis auf eine Testperson alle Probanden mit positivem Test mindestens eines der
beiden Positivkriterien erfiillt (s. hierzu auch die Kaplan-Meier-Kurven). In Anbetracht
dieser ausgepragten Unterschiede spricht die Provokationsdosis von 1190 pg Metha-
cholinchlorid bei einer Person aus der Gruppe der Patienten mit bekanntem Asthma
bronchiale eher nicht fiir diese Diagnose; zumindest liegt eine hochgradige bronchiale
Hyperreagibilitat mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit aktuell nicht vor. Pa-
tienten mit relevanter bronchialer Hyperreagibilitat reagieren bereits bei deutlich unter
1000 pg Methacholinchlorid, wahrend die vollig Lungengesunden auch nach Inhalation
von 2000 pg noch keine signifikante Reaktion im Sinne eines positiven Tests zeigen. Dies

bestétigen auch die Auswertungen (z.B. ROC-Kurven) in den folgenden Kapiteln.

Die folgende Tabelle 4.23 zeigt die deskriptive Statistik fiir die gemeinsame Betrach-
tung von PD 20 FEV1 und PD Ry, > 0,5. Dies wurde erreicht, indem beide Werte
berechnet und der kleinere, also keinesfalls extrapolierte Wert in der weiteren Aus-
wertung verwendet wurde. Diese Provokationsdosis wird im folgenden als PD Minimal

bezeichnet.

Tabelle 4.23.: PD Minimal [pg]
Gesund | Asthma
N 18 15
Mittelwert | 1722,89 | 190,16
Median 2000,00 | 100,88
SD 638,22 | 294,41
Schiefe -1,96 3,19
Minimum | 254,98 2,22
Maximum | 2000,00 | 1189,57
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Auch hier ergibt sich folgerichtig ein p-Wert von < 0, 001.

4.6.4. Kaplan-Meier-Kurven

Kaplan-Meier-Kurven messen die Zeitspanne, in der statistischen Fachsprache time to
event genannt, bis zum Eintritt eines klinisch relevanten Ereignisses oder bis zum En-
de der Nachbeobachtung. In dieser Untersuchung heifit das, dass die Provokationsdosis
(= Zeitspanne) auf der Abszisse gegen den Eintritt eines Positivkriteriums und damit
den Versuchsabbruch auf der Ordinate aufgetragen wird. Das Ende der Nachbeobach-
tung (= Zensur) entspricht der Enddosis 2000 pg. Diese Kurven wurden fiir die PD
20 FEV1, die PD Ry, > 0,5 sowie die kombinierte PD Minimal erstellt (s. Abb. 4.5,
4.6 und 4.7). Der Logrank-Test zum Lagevergleich zweier unverbundener Kaplan-Meier-
Time-to-Event-Kurven ergibt fiir alle drei Kurven jeweils einen p-Wert von < 0,001,

zeigt also ebenfalls einen sehr deutlichen Unterschied an.

104 ' gesund_asthma
L — I 1gesund
L asthma
9 -+ gesund-zensiert
. +
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E 06
=
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Q
it
@ 044 —L
=
0,24 |
0,04
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0,00 500,00 1000,00 1500,00 2000,00
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Abbildung 4.5.: Kaplan-Meier-Time-to-Event-Kurve PD 20 FEV1
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Abbildung 4.6.: Kaplan-Meier-Time-to-Event-Kurve PD R;; > 0,5
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Abbildung 4.7.: Kaplan-Meier-Time-to-Event-Kurve PD Minimal
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4.6.5. ROC-Kurven bei Beriicksichtigung bis 2000 pg

Die Receiver Operating Characteristic-Kurve (ROC-Kurve) ist eine Methode zur Bewer-
tung und Optimierung von Analyse-Strategien. Die ROC-Kurve stellt die Abhéangigkeit
der Effizienz von der Fehlerrate dar. Sie ist eine Methode zur Grenzwertoptimierung.
Man ermittelt fiir jeden moglichen Grenzwert die resultierenden relativen Haufigkeits-
verteilungen und errechnet die jeweils zugehorige Sensitivitat und Spezifitat. In einem
Diagramm mit der Ordinate Sensitivitdt (= relative Héaufigkeit aller richtig positiven
Testergebnisse) und der Abszisse 1-Sperzifitit (= relative Haufigkeit aller falsch positiven
Testergebnisse) tragt man die diesbeziiglichen Wertepaare ein. Es resultiert im giinstigen
Fall eine gekriimmte, parabelartige Kurve. Das theoretische Optimum des Testgrenz-
werts ermittelt man dann aus dem Kontaktpunkt einer 45° ansteigenden Tangente mit
der ROC-Kurve, sofern die Achsen einheitlich skaliert wurden. Anderenfalls muss der
Tangentenanstieg gleich dem Quotienten 100 % Sensitivitdat / [100 % Spezifitdt| sein
(Wikipedia, 2009b). Schliellich kann daraus der optimale Cutoff Point, ndmlich die
Schwellendosis, zur Unterscheidung zwischen positivem und negativem Test abgelesen

werden.

Im konkreten Fall bedeutet dies, dass ROC-Kurven fiir alle drei Provokationsdosen,
also PD 20 FEV1, PD Ry; > 0,5 und PD Minimal, berechnet wurden. Aus den
Koordinaten der Kurven sind dann die Sensitivitdt (Anzahl der als richtig positiv er-
kannten an allen positiven Testergebnissen, also Wahrscheinlichkeit, einen tatsachlich
positiven Sachverhalt auch durch ein positives Testergebnis zu erkennen) und die Spezi-
fitdt (Anzahl der als richtig negativ erkannten an allen negativen Testergebnissen, also
Wahrscheinlichkeit, einen tatsachlich negativen Sachverhalt auch durch ein negatives

Testergebnis zu erkennen) bei einer bestimmten Dosis ablesbar.

Aus Tabelle 4.24 sowie Abbildung 4.8 ist ersichtlich, dass bei einer Dosis von z.B.
< 1000 pg die Sensitivitdt des Tests aufgrund der PD 20 FEV1 bei >93 % liegt, die
Spezifitat bei 83 %. Alle weiteren Sensitivitdten bzw. Spezifitdten sind leicht aus der
Tabelle ablesbar. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass in dieser Berechnung auch
die Probanden mit bronchialer Hyperreagibilitat unter den als lungengesund einge-
stuften Testpersonen sowie eine ” Asthmatikerin”, bei der die Diagnose im Nachhinein
in Zweifel zu ziehen ist, enthalten sind, ist davon auszugehen, dass in der klinischen
Routine Sensitivitat und Spezifitdat sowie positiver und negativer pradiktiver Wert des
Tests eher noch besser sind. So wiirde man ja z.B. klinisch asymptomatische Patienten

mit bronchialer Hyperreagibilitat, die in dieser Testung das Testergebnis leicht verzerrt
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haben, im klinischen Alltag nicht testen. Diese Gesichtspunkte gelten entsprechend auch

fur alle weiteren ROC-Kurven.

Tabelle 4.24.: Koordinaten der ROC-Kurve PD 20 FEV1

Positiv, wenn < [ng]

Sensitivitat

1 - Spezifitat

16,7500
25,5850
57,6600
92,5200
106,1650
117,3100
170,7100
219,0000
232,7800
249,2650
277,9650
312,9950
337,7000
384,0750
464,0600
596,4550
722,2700
975,7650
1594,7850
2001,0000

,000
067
133
200
267
333
400
467
533
600
600
667
733
800
800
800
867
933

1,000

1,000

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
056
056
056
056
111
167
167
167
167

1,000
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Abbildung 4.8.: ROC-Kurve fir PD 20 FEV1

Die Sensitivitat des Tests aufgrund der PD R;,; > 0,5 liegt, wie Tabelle 4.25 und
Abbildung 4.9 zeigen, bei einer Enddosis von beispielsweise 1000 pg bei ca. 90 %, die
Spezifitat bei 89 %. Die PD Ry, > 0,5 weist dabei bereits bei geringeren Dosen eine
hohere Sensitivitat bei hoherer Spezifitat auf als die PD 20 FEV1. Im Bereich der
Schwellendosis fiir einen positiven Test von 500 - 1000 pg gleichen sich Sensitivitat und
Spezifitdat beider Parameter jedoch zunehmend an. Die diagonalen Segmente in Abbil-
dung 4.9 ergeben sich, weil in beiden Gruppen identische Provokationsdosen auftraten.
Sie treten vor allem dann auf, wenn auf einer gréberen Skala gemessen wird. Im Prinzip
kommen durch die Regressionsschatzung in dieser Studie praktisch nie gleiche Provo-
kationsdosen fiir verschiedene Probanden heraus. Allerdings wurde bei den Probanden,
die nicht reagiert hatten, die Provokationsdosis aus den dargelegten Griinden gleich
2000 pg (bzw. im néchsten Abschnitt gleich 1000 pg) gesetzt, so dass es hier gleiche
Provokationsdosen in beiden Gruppen gibt. Deshalb geht die ROC-Kurve vom Punkt
(0,167; 0,933) in einem Schritt zum Punkt (1; 1). Das diagonale Segment ist in diesem
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Fall also ein Artefakt, das fiir die Aussagekraft der ROC-Analyse jedoch irrelevant ist.

Tabelle 4.25.: Koordinaten der ROC-Kurve PD Ry > 0,5

Positiv, wenn < [pg]

Sensitivitat

1 - Spezifitat

1,2200
6,3500
28,8400
54,0200
63,3850
73,6950
91,1700
111,2150
129,2600
143,0950
156,5550
167,3950
255,0300
378,7450
503,6850
602,1150
1230,6700
1923,0750
2001,0000

,000
067
133
200
267
333
,400
467
533
600
667
733
800
800
867
867
933
933

1,000

000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
056
056
111
111
167

1,000
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Abbildung 4.9.: ROC-Kurve fiir PD Ryt > 0,5

Tabelle 4.26 und Abbildung 4.10 demonstrieren die Daten fiir die kombinierte Provo-
kationsdosis PD Minimal. Bei gemeinsamer Betrachtung beider Positivkriterien, also der
PD Minimal, weist das hier vorliegende Protokoll bei 1000 ng eine Sensitivitat von tiber
93 % bei einer Spezifitat von 83 % auf. Bereits bei 500 pg liegt die Sensitivitat bei fast
90 % bei einer Spezifitat von 83 %, so dass bei einer PD Minimal jenseits von 500 pg nicht
von einer hohergradigen bronchialen Hyperreagibilitat auszugehen ist und jenseits von
1000 pg eine klinisch relevante bronchiale Hyperreagibilitat mit an Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit nicht vorliegt. Demnach kann hier der Cutoff bzw. die Schwellen-

dosis zwischen Normo- und Hyperreaktivitat gesetzt und der Test abbgebrochen werden.
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Tabelle 4.26.: Koordinaten der ROC-Kurve PD Minimal

Positiv, wenn < [ng]

Sensitivitat

1 - Spezifitat

1,2200
6,3500
28,3400
54,0200
63,3850
73,6950
81,6800
91,3900
111,2150
129,2600
143,0950
156,5550
192,9500
238,4950
297,0700
378,4750
418,0600
803,9500
1594,7850
2001,0000

,000
067
133
200
267
333
1400
467
533
600
667
733
800
867
867
867
867
933

1,000

1,000

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
056
111
167
167
167

1,000
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Abbildung 4.10.: ROC-Kurve fiir PD Minimal

4.6.6. ROC-Kurven bei Beriicksichtigung bis 1000 pg

Da in der klinischen Routine ein Testverfahren bis 2000 pg sehr zeitaufwendig ware
und sich aus den vorangehenden Daten ablesen lasst, dass Patienten mit relevanter
bronchialer Hyperreagibilitat bei Dosen von deutlich unter 1000 ng reagieren, wurden
auch ROC-Kurven bei Beriicksichtigung der Lungenfunktionswerte nur bis 1000 pg
berechnet. Praktisch bedeutet dies, dass die Enddosis und damit Provokationsdosis der
Testpersonen, die bis 1000 pg nicht reagiert hatten, gleich 1000 pg gesetzt wurde. Dies
veranderte daher nur die Provokationsdosen von allen Testpersonen, die bis 2000 png gar
nicht reagiert hatten, sowie von einer einzigen Person, die zwischen 1000 pg und 2000 pg
reagiert hatte. Ein wesentlicher Unterschied in den Sensitivitaten und Spezifitaten ist
also nicht zu erwarten gewesen. Aus Griinden der statistischen Korrektheit wurden die

Berechnungen dennoch durchgefiihrt, um in der klinischen Routine die Provokationstes-
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tung bei 1000 pg abbrechen zu konnen.

Die folgende Tabelle 4.27 und die anschlieende Abbildung 4.11 stellen Sensitivititen
und Spezifitaten fiir die PD 20 FEV1 bei Beriicksichtigung der Versuchsdaten bis 1000 ng

dar:

Tabelle 4.27.: Koordinaten der ROC-Kurve PD 20 FEV1 bei Abbruch bei 1000 pg

Positiv, wenn < [pg] | Sensitivitdt | 1 - Spezifitat
16,7500 000 000
25,5850 ,067 ,000
57,6600 ,133 ,000
92,5200 200 000
106,1650 ,267 ,000
117,3100 ,333 ,000
170,7100 400 000
219,0000 ,467 ,000
232,7800 ,033 ,000
249,2650 ,600 ,000
9277,9650 600 056
312,9950 ,667 ,056
337,7000 733 ,056
384,0750 800 056
464,0600 ,800 111
596,4550 ,800 ,167
7222700 867 167
880,9800 ,933 ,167
1001,0000 1,000 1,000
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Abbildung 4.11.: ROC-Kurve fiir PD 20 FEV1 bei Abbruch bei 1000 ng
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Entsprechend sind aus Tabelle 4.28 und Abbildung 4.12 die Sensitivitaten und Spezi-

fitaten fir die PD Ry, > 0,5 bei Berticksichtigung bis 1000 ng ablesbar:

Tabelle 4.28.: Koordinaten der ROC-Kurve PD Ry, > 0,5 bei Abbruch bei 1000 pg

Positiv, wenn <[pg| | Sensitivitdt | 1 - Spezifitét
1,2200 000 000
6,3500 ,067 ,000
28,8400 ,133 ,000
54,0200 200 000
63,3850 ,267 ,000
73,6950 ,333 ,000
91,1700 400 000
111,2150 467 000
129,2600 ,033 ,000
143,0950 600 000
156,5550 ,667 ,000
167,3950 733 ,000
255,0300 ,800 ,000
378,7450 ,800 ,056
503,6850 ,867 ,056
602,1150 ,867 111
807,5950 033 111
1001,0000 1,000 1,000
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Abbildung 4.12.: ROC-Kurve fiir PD Ry,; > 0,5 bei Abbruch bei 1000 pg
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Aus Tabelle 4.29 und Abbildung 4.13 gehen die Sensitivitaten und Spezifitdaten fiir die

kombinierte Betrachtung der Provokationsdosen bei Beriicksichtigung der Versuchsdaten

bis 1000 pg hervor:

Tabelle 4.29.: Koordinaten der ROC-Kurve PD Minimal bei Abbruch bei 1000 pg

Positiv, wenn < [pg]

Sensitivitat

1 - Spezifitat

1,2200
6,3500
28,8400
54,0200
63,3850
73,6950
81,6800
91,3900
111,2150
129,2600
143,0950
156,5550
192,9500
238,4950
297,0700
378,4750
418,0600
709,1650
1001,0000

,000
067
133
200
267
333
1400
467
533
600
667
733
800
867
867
867
867
933

1,000

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
056
111
167
167

1,000
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Abbildung 4.13.: ROC-Kurve fiir PD Minimal bei Abbruch bei 1000 pg

Insgesamt ergeben sich in der Tat nur relativ geringfiigige Anderungen bzgl. der Sen-
sitivitdten und Sperzifitaten unterhalb von 1000 pg, wenn man die Versuchsdaten nur
bis 1000 pg berticksichtigt Daher kann der Test in der klinischen Routine bei 1000 pg

ohne Gefahr des Erkenntnisverlustes abgebrochen werden.
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4.6.7. Korrelation zwischen PD 20 FEV1 und PD Ry, > 0,5

Das Streudiagramm 4.14 stellt die Korrelation zwischen PD 20 FEV1 und PD R;,; > 0,5
dar. Die Subgruppen sind farbig gekennzeichnet.

gsund_asthma
2000,00- [+ 4 -
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() asthma
1500,00—
S 000,00
O
o
500,00— o
)
[
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Abbildung 4.14.: Streudiagramm Gesamt

Graphisch und auch anhand des Spearman-Rho Rangkorrelationskoeffizienten (s.
Tab. 4.30) ist ersichtlich, dass es bei den Asthmatikern keine enge Korrelation zwi-
schen den Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD Ry, > 0,5 gibt (Spearman-
Korrelationskoeffizient = 0,486). Diese Beobachtung ist nicht verwunderlich. Sie deckt
sich einerseits mit der taglichen klinischen Erfahrung; diese lehrt némlich, dass sich
die Atemwegsobstruktion bei manchen Patienten vor allem zunéchst mehr in einem
FEV1-Abfall widerspiegelt, bei anderen Patienten mehr in einem erhéhten Atemwegs-
widerstand und dass bei wiederum anderen Patienten beide Parameter frithzeitig eine
Atemwegsobstruktion anzeigen. Auch in der Literatur wird vielfach berichtet, dass sich
die zunehmende Atemwegsobstruktion interindividuell und sogar intraindividuell auf ver-
schiedene Weisen lungenfunktionstechnisch widerspiegeln kann (Orehek, 1982; Orehek
et al., 1982; Schlegel, 1988). Bei den Lungengesunden wurde, die drei hyperreagiblen
Probanden ausgenommen, die Provokationsdosis gleich 2000 ng gesetzt. Der Korrelati-

onskoeffizient fallt also zwangslaufig hoch aus; daher sollte er fiir die Lungengesunden
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nicht berechnet werden. Aus den Korrelationen der drei Hyperreagiblen im Kollektiv
der Lungengesunden lassen sich aufgrund der niedrigen Fallzahl ebenfalls keine Schliisse
ziehen. Im Gesamtkollektiv ist die Berechnung des Korrelationskoeffizienten zumindest
fragwiirdig, zum einen aus den gerade bei den Lungengesunden genannten Griinden,
zum anderen, da bei der Zusammensetzung von verschiedenen Punktwolken, wie in der
Statistik bekannt, auch unsinnige Korrelationen entstehen konnen. Wenn das auch hier
nicht der Fall ist, so zeigt allein schon die Betrachtung der Grafik, dass auch im Gesamt-
kollektiv keine eindeutige Korrelation zwischen PD 20 FEV1 und PD Ry, > 0, 5 besteht.

Tabelle 4.30.: Korrelationen zwischen PD 20 FEV1 und PD Ry > 0,5
Spearman-Rho Korrelationskoeffizient
Asthmatiker 0,486
Gesamtkollektiv 0,902
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5. Diskussion

5.1. Material und Methoden

Der inhalative Provokationstest mit Methacholin ist die am meisten akzeptierte Methode
in der Diagnostik der bronchialen Hyperreagibilitat. Hierbei ist jedoch zu berticksich-
tigen, dass vielerlei Faktoren das Untersuchungsergebnis beeinflussen (Benson, 1979;
Cheung et al., 1995; Cockcroft und Swystun, 1997; Crapo et al., 2000; Derom et al.,
1992; Empey et al., 1976; Freezer et al., 1995; Greenspon und Morrissey, 1986; Jensen
et al., 1998; Juniper et al., 1990; Klein et al., 1998; Lemiere et al., 1996; Magnussen
et al., 1995; Schlegel, 1988; Wilson et al., 1987). Hierzu zéhlen:

Technische Faktoren:
e Wahl der Provokationssubstanz
e Praparation und Handhabung der Methacholintestlosung

e Aerosolherstellung und damit Partikelgroe sowie Art der Vernebelung der

Testlosung

e Art und Weise der Aerosol-Inhalation (inspiratorischer Fluss, Inspirationsvolumen

pro Vernebelung)
e Methode der Messung der Provokationsreaktion

e Ermittlung und Interpretation der Messergebnisse

Nicht-technische Faktoren:
e Medikation
e Ausgangswert

e Bronchialinfekte
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e Allergenkontakt
e Nahrungsmittel

Insbesondere die Einfliisse, die aufgrund der nicht-technischen Faktoren und damit
aufgrund der inter- und intraindividuellen Schwankungsbreite zustande kommen, sind
auch in Versuchsreihen nur bedingt zu beseitigen. Umso wichtiger ist es daher, die be-
einflussbaren, d.h. also vor allem die technischen Faktoren zu optimieren, um moglichst
genau reproduzierbare und zwischen verschiedenen Lungenfunktionslabors vergleichbare
Provokationsergebnisse zu erhalten. Dennoch gilt, dass jedes Lungenfunktionslabor fiir
die von ihm verwendete Methode eigene Normwerte und Grenzdosen ermitteln muss
(Britton und Tattersfield, 1986; Hargreave et al., 1985; Klein et al., 1998; Klein und
Matthys, 1986; Prétter und Irwin, 1984; Schultze-Werninghaus, 1985).

Grundlage fast aller heute verwendeteter Verfahren des inhalativen Methacholin-
provokationstests ist das von Chai et al. in der klinischen Routine etablierte Dosi-
meterprotokoll, welches mit sich verdoppelnden Konzentrationen der zu inhalierenden
Losung zur Dosissteigerung arbeitet (Chai et al., 1975). Darauf aufbauend haben sich
diverse Untersuchungen der weiteren Verbesserung der Genauigkeit und Sicherheit der
Methacholinprovokation gewidmet. Zur Zeit sind die Leitlinien der American Thoracic
Society (ATS) zur Methacholinprovokation der Standard, an dem sich Pneumologen
weltweit orientieren (Crapo et al., 2000). Hierbei handelt es sich um das sogenannte
Five-breath-Dosimeterprotokoll, welches mit sich vervierfachenden Konzentrationen der
Provokationssubstanz arbeitet. Diese Vorgehensweise wird vor allem dem in der klini-
schen Routine nicht zu unterschétzenden Zeitfaktor gerecht, bringt jedoch auch Nachteile
mit sich. Erstens nimmt aufgrund der grofleren Dosisspriinge die Genauigkeit der abso-
luten Provokationsdosis ab; dabei sind diese Dosisspriinge auch kontraproduktiv fiir die
Sicherheit des Testverfahrens. Zweitens sind die ermittelten Provokationskonzentratio-
nen nicht direkt vergeichbar mit Provokationsprotokollen, die mit sich verdoppelnden
Konzentrationen der Testsubstanz arbeiten, da sich vollig andere Kumulativdosen erge-
ben und eine vollig andere Reaktionskinetik zu erwarten ist. Aufgrund dieser Problema-
tik entwickelte sich die Zielsetzung der Entwicklung eines Dosimeterprotokolls, welches
die Methacholindosis allein iiber die Anzahl der Atemziige bei gleichbleibender Konzen-
tration der Provokationslosung steigert (Schlegel et al., 1994a). Die Dosissteigerung soll
so erfolgen, dass mit einer ausreichend niedrigen, also sicheren, Ausgangskonzentration
begonnen und die Grenzdosis zum Ausschluss einer relevanten bronchialen Hyperreagi-
biltat in unter methodischen und praktischen Aspekten akzeptabler Zeit erreicht wird.

Es ergeben sich hieraus vor allem zwei Vorteile. Da das Ansetzen einer Verdiinnungsrei-
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he der Testsubstanz im Lungenfunktionslabor entfallt, wird eine wesentliche potentielle
Fehlerquelle ausgeschlossen. Daher kann dieses Vorgehen die Genauigkeit der ermittel-
ten Provokationsdosis erhohen und verhindern, dass dem Patienten falsch hohe Dosen
als Ausgangsdosis verabreicht werden. Dariiber hinaus verspricht dieses Vorgehen aus
zeitokonomischen Griinden Vorteile oder ist zumindest dem Protokoll der sich vervier-

fachenden Dosen gleichwertig.

In der hier vorliegenden Versuchsreihe wurde das inspirationsgetriggerte Dosimetersys-
tem ZAN 200 ProvAir IT zur Applikation der Testsubstanz verwendet. Die Anwendung
von Dosimetersystemen ist im allgemeinen mit einer besseren Reproduzierbarkeit ver-
bunden als eine vom Patienten selbst aktivierte Vernebelung oder eine Dauervernebelung
mit Ruheatmung (Beach et al., 1993; Klein et al., 1998). Alternativ wird heute auch die
Reservoirmethode akzeptiert (Baur et al., 2008; Crapo et al., 2000; Klein et al., 1998),
da sie offenbar mit einer besonders geringen Variabilitat der intrabronchial deponierten
Aerosolmenge einhergeht. Als Verneblertopf wurde, wie vom Hersteller vorgeschlagen,
der DeVilbiss 646 verwendet. Die Vor- und Nachteile des DeVilbiss 646 sind bereits ein-
gehend untersucht. Dabei hat sich herausgestellt, dass er zwar fiir die klinische Routine
akzeptable Ergebnisse liefert (Crapo et al., 2000), dass jedoch eine erhebliche Variabilitét
der Auswurfleistung besteht (Arossa et al., 1984; Ferron et al., 1976; Hollie et al., 1991;
Jorres et al., 1992; Massey et al., 1982; Merkus et al., 1992; Sterk et al., 1984). Deshalb
muss jeder Verneblertopf auf seine Auswurfleistung hin untersucht werden (Arossa et al.,
1984; Dennis et al., 1992; Hollie et al., 1991).

In den Leitlinien der American Thoracic Society zur Methacholin-Provokation wird
empfohlen, den Vent wéhrend der Untersuchung verschlossen zu halten, weil die Aus-
wurfleistung bei offenem Vent héher und noch variabler ist (Crapo et al., 2000; Mercer
et al., 1969). Der Hersteller des ZAN 200 ProvAir II empfiehlt hingegen, den Vent
offen zu lassen (nSpire Health GmbH, 2008). Insgesamt finden sich also zu dieser Pro-
blemstellung unterschiedliche Meinungen in der Literatur. Bei den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefithrten Versuchen wurde der Vent bewusst offen gelassen, und zwar aus
folgenden Uberlegungen heraus: Die scheinbar hohere Variabilitat der Auswurfleistung
bei offenem Vent kénnte durch den Verlust von Losung durch die Vent-Offnung mitbe-
dingt sein; bei den Vorversuchen zur Kalibration des hier verwendeten Verneblertopfes
belief sich der Verlust von Lésung iiber den Vent auf bis zu 50 - 100 mg, wenn ein
groflerer Tropfen wahrend der Inspiration aus der Ventoffnung austrat. Vor allem jedoch
besteht die Gefahr, dass dem Patienten falsch und mitunter gefahrlich hohe Dosen der

Provokationssubstanz verabreicht werden, wenn die Validierung eines Protokolls mit ge-



5.1. MATERIAL UND METHODEN 75

schlossenem Vent erfolgt ist, der Vent dann jedoch in der klinischen Routine versehentlich
offen bleibt. Es ist davon auszugehen, dass bei geschlossenem Vent ungefahr ein Drittel
weniger Losung vernebelt wird, andere Daten sprechen von einem 2:1 Verhaltnis von
offenem zu geschlossenem Vent (Crapo et al., 2000; Dolovich, 1985; Mercer et al., 1969).
Insofern erscheinen die Ergebnisse der in dieser Versuchsreihe durchgefiihrten Kalibra-
tionsversuche zur Verneblerleistung realistisch. Dabei wurde eine Verneblerleistung von
11,44 mg pro Vernebelung bei offenem Vent ermittelt, wahrend in den ATS-Leitlinien
von 9 mg +/- 10 % bei geschlossenem Vent ausgegangen wird. Laut Herstellerangaben
zum ZAN 200 ProvAir II sind alle Verneblertopfchen auf 14 + /- 1mg Auswurfleistung
pro Vernebelung geeicht. Diese Genauigkeit erscheint angesichts der bekanntermafien
ausgepragten Variabilitat der Auswurfleistung der DeVilbiss 646 Verneblertopfchen
nahezu ausgeschlossen, weshalb, wie bereits oben erwéahnt, jeder Verneblertopf vor In-
betriebnahme und in regelméafligen Abstianden im eigenen Lungenfunktionslabor auf
seine Auswurfleistung hin kalibriert werden muss und ein entsprechendes Dosisschema
nach jeder Kalibration neu erstellt werden sollte. Prinzipiell ware es wiinschenswert,
auch in der klinischen Routine nach jedem Inhalationsschritt zu wiegen, wieviel Losung
inhaliert worden ist, um die applizierte Dosis der Provokationssubstanz moglichst genau
zu bestimmen. Da insbesondere in der klinischen Routine der Ausschluss von Fehler-
quellen wie Austritt von Losung in Tropfenform durch das Mundstiick oder den Vent
schlecht und nur unter erheblichem Zeitaufwand moglich erscheint, wurde in der hier

vorliegenden Versuchsreihe von diesem Vorgehen Abstand genommen.

Letztlich ist auch die vom Hersteller des ZAN 200 ProvAir II beschriebene Parti-
kelgroBe von 0,3 - 0,5 um zu hinterfragen, zumal die Quelle dieser Angabe im Benut-
zerhandbuch nicht ersichtlich ist. Im allgemeinen besteht Konsens, dass Partikel mit
einer Grofle iiber 5 pm entweder an der Stimmritze hingen bleiben (Clay et al., 1983;
Newman et al., 1985) oder in den zentralen Atemwegen verbleiben, Partikel mit einer
GroBe zwischen 1 und 5 pm in den peripheren Atemwegen sedimentieren und daher
zu favorisieren sind und Partikel unter 1 pm nicht sedimentieren (Benson, 1979; Crapo
et al., 2000; Hollie et al., 1991; Morrow, 1974; Newhouse, 1982; Newman et al., 1982) .
In der Arbeit von Hollie wurden zehn DeVilbiss 646 Nebulizer unter Verwendung des
DeVilbiss model 6510D Kompressors unter anderem auf den Anteil der Partikel in der
“respirable range” von 1 bis 5 pum getestet; hierbei ergaben sich zwar erhebliche Differen-
zen, jedoch lag der Anteil insgesamt bei knapp unter 75 %, so dass die Herstellerangabe

von 0,3 - 0,5 um Partikelgrofle des Standardverneblers unter Vorbehalt zu betrachten ist.

Die Inhalation des Diluents, also NaCl 0,9 %, vor Beginn der Provokation wird in
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der Literatur kontrovers diskutiert (Connolly et al., 1988; Crapo et al., 2000; Wanger
und Irvin, 1998), da dieses Vorgehen Vor- und Nachteile mit sich bringt. Bei den in
dieser Untersuchung durchgefithrten Vorversuchen zur Vernebelungsleistung des DeVil-
biss 646 hat sich ergeben, dass sich eine relativ konstante Vernebelungsleistung erst
nach ausreichender Benetzung des Verneblers mit Losung einstellt. Insofern erscheint
eine Inhalation des Diluents schon aus diesem Grund bei Verwendung des DeVilbiss
646 unabdingbar. Ein weiterer in der Literatur angefithrter Nutzen ist das Erlernen der
richtigen Inhalationstechnik wahrend der Inhalation des Lésungsmittels (Crapo et al.,
2000). Gegenargumente gegen den vorgeschalteten Schritt der Inhalation des Losungs-
mittels sind zum einen zeitokonomische Griinde, zum anderen auch die Ansicht, dass
die Inhalation des Losungsmittels keine grofere Sicherheit fiir den Test bringt, da die
Anfangskonzentration des Methacholins in allen Protokollen so gewéhlt sein sollte, dass
der Patient auch bei starker bronchialer Hyperreagibilitat nicht gefahrdet wird. Nur ein
Prozent der getesteten Personen reagieren auf die Inhalation des Losungsmittels mit
einem Abfall der FEV1 um mehr als 20 % (Wanger und Irvin, 1998). Die Bedeutung
dieses Abfalls ist umstritten. Zum einen konnte es sich tatsachlich um eine Reaktion auf
das Losungmittel NaCl handeln, zum anderen konnte aber auch eine reflektorische Reak-
tion auf forcierte Atemmanover vorliegen (Crapo et al., 2000; Konietzko, 1982; Tweedale
et al., 1981; Wilson et al., 1982).

5.2. Ergebnisse

Im Vergleich mit anderen Protokollen zeigte sich, dass auch das neue Protokoll zu-
verlassig und sicher zwischen gesund und krank unterscheidet, wobei fiir eine korrekte
Interpretation des Testergebnisses unabdingbar immer auch die genaue Anamnese
hinsichtlich Asthma-Symptomen, Medikation, Raucherstatus, Atemwegsinfekten, der
Krankheitsverlauf und andere lungenfunktionsdiagnostische Parameter zu berticksich-
tigen sind (Klein et al., 1998). Insgesamt erfiillten 55 % der Probanden wenigstens
ein Kriterium fiir ein positives Testergebnis, 45 % zeigten keine Reaktion im Sinne
eines positiven Tests. In der Gruppe der Lungengesunden lag das Verhaltnis bei 83 %
negativer Testergebnisse bis zur Enddosis von 2000 pg zu 16 % positiver Testergebnisse,
wahrend in der Gruppe der Asthmatiker 100 % vor der Enddosis einen positiven Test

aufwiesen.

Dariiber hinaus ist interessant, welches der Positivkriterien eher erfiillt wurde. In
der Gruppe der Lungengesunden erfiillten drei Personen vor Erreichen der Enddosis

von 2000 pg ein Positivkriterium; davon wiesen zwei einen zwanzigprozentigen Abfall
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der FEV1, eine einen Anstieg des Atemwegswiderstandes Ry auf > 0,5 kPa*s/l auf.
Beide Kriterien zusammen wurden von keiner der Personen erfiillt. In der Gruppe der
Patienten mit bekanntem Asthma bronchiale erreichte keine der Testpersonen die End-
dosis von 2000 pg. Drei Personen waren vorher um 20 % mit der FEV1 abgefallen,
bei neun Personen war ein Anstieg des Atemwegswiderstandes Ry, auf > 0,5 kPa*s/1

zu verzeichnen und drei Personen erfiillten beide Kriterien fiir ein positives Testergebnis.

Beziiglich der parameterspezifischen Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD R;,; >
0,5 gab es intraindividuell teils erhebliche Unterschiede, wobei zu berticksichtigen ist,
dass bei Erfiillung nur eines Kriteriums fiir einen positiven Test die jeweils andere Pro-
vokationsdosis extrapoliert wurde. Daher darf sie nur unter Vorbehalt beurteilt werden,
insbesondere da der Abfall bzw. Anstieg des sich nachfolgend verdndernden Lungen-
funktionsparameters bekanntermaflen auch plotzlich eintreten und dann heftig ausfallen
kann. Diese Beobachtung entspricht den Daten aus der Literatur (Schlegel, 1988). Dort
wird beschrieben, dass es bei manchen Patienten mit bronchialer Hyperreagibilitat
zunachst zu einem Abfall der FEV1 kommt, bei anderen zunéchst der Atemwegswider-
stand ansteigt, wahrend sich bei wiederum anderen beide Parameter von Beginn der
Provokationstestung an simultan verdndern. Dabei entspricht ein Abfall der FEV1 und
des PEF von 20 % meist in etwa einem Anstieg des totalen Atemwegswiderstandes auf
> 0,5 kPa*s/l. Bereits bei der normalen Lungenfunktionsmessung kann man beobachten,
dass sich die Atemwegsobstruktion bei manchen Patienten eher in einer erniedrigten
FEV1 widerspiegelt, bei anderen eher in einem erhohten Atemwegswiderstand und bei
dritten, insbesondere bei zunehmender Obstruktion, in beiden Parametern. Dartiber
hinaus ist zu beobachten, dass derselbe Patient einmal zuerst mit einem FEV1-Abfall
reagiert und im néchsten Provokationstest erst mit einem Anstieg des totalen Atemwegs-
widerstandes. Daher ist es um der Genauigkeit und der Sicherheit der Methode willen
sowie zum Ausschluss falsch negativer Befunde zwingend notwendig, den Provokations-
test stets mit Hilfe einer Bodyplethysmographie durchzufiihren und sich nicht nur auf
die Spirometrie ohne Messung des Atemwegswiderstandes zu verlassen. Diesbeziiglich
ist erwahnenswert, dass auch bei Patienten, die bei Versuchsabbruch nur das Kriterium
des erhohten Atemwegswiderstandes erfiillt hatten, z.T. eine ausgepragte klinische Sym-
ptomatik mit Dyspnoe, Husten sowie bereits mit dem blolen Ohr horbarem Giemen und
Pfeifen zu beobachten war. Das Auftreten solcher klinischer Symptome sollte prinzipiell
auch in der klinischen Routine nach jedem Inhalationschritt evaluiert und ggf. notiert
werden (Crapo et al., 2000).

Unterschiedliche Verlaufe in der Entwicklung der Lungenfunktionsparameter unter
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Provokation mittels Methacholin konnen mitunter auch durch dessen bekanntermafien
unterschiedlich langen Einfluss auf die einzelnen Parameter erklart werden. Eine eigent-
liche Plateauphase stellt sich nach Inhalation nicht ein, vielmehr besteht die Maximal-
wirkung ca. zwei Minuten nach Inhalation. Anschlieend beginnt sofort die Abkling-
phase, die inter- und intraindividuell sehr verschieden sein kann (Cartier et al., 1983;
Orehek, 1982; Orehek et al., 1982; Schlegel, 1988). Erwartungsgeméf liegen Daten vor,
die eine positive Korrelation zwischen maximaler Anderung der Lungenfunktionspara-
meter und Dauer der Erfiilllung der Kriterien fiir ein positives Testergebnis nahelegen
(Schlegel, 1988). Dartiber hinaus war in vorliegender und anderen Untersuchungen zu
beobachten, dass sich das Abklingverhalten fiir die einzelnen Lungenfunktionsparameter
unterscheidet, wobei die kiirzeste Wirkung auf den totalen Atemwegswiderstand zu
bestehen scheint, wahrend andere Messparameter wie FEV1, MEF50 und spezifische
Atemwegsleitfahigkeit ein etwa gleiches und gegeniiber dem Ry, etwas langsameres

Abklingverhalten zeigen.

Zur Berechnung der Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD R;; > 0,5 wurden
lineare Regressionen verwendet. Dieses Vorgehen entspricht den Empfehlungen von
Bellia und Schlegel zur Anwendbarkeit mathematischer Modelle bei der Auswertung
inhalativer Methacholin-Dosis-Wirkungsbeziehungen (Bellia et al., 1983; Schlegel et al.,
1994b). Abgesehen von einem Probanden lag die Provokationsdosis PD Minimal bei
allen Versuchsteilnehmern, die mindestens ein Kriterium fiir einen positiven Test erfiill-
ten, deutlich unter 1000 pg. Darunter befanden sich bis auf den bereits erwahnten
Asthmatiker mit einer PD 20 FEV1 von 1190 pg alle Asthmatiker, jedoch auch drei
Probanden aus der Gruppe der Lungengesunden. Alle anderen Lungengesunden zeigten
auch bei 2000 pg keine Kriterien fiir einen positiven Test, so dass die statistische Aus-

wertung einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen ergab.

Die Differenz in den absoluten Werten (Median PD 20 FEV1 Gesunde 2000 ng vs.
Median Asthmatiker 222 ng; Median PD Ry, > 0,5 Gesunde 2000 pg vs. Median Asth-
matiker 122 pg) zeigt zum einen, dass die Enddosis hoch genug angesetzt war, d.h. dass
bei Probanden mit fehlender Reaktion bei der Enddosis 2000 ng eine bronchiale Hyper-
reagibilitat auszuschlieffen ist, zum anderen zeigt sich jedoch auch, dass die niedrige
Anfangsdosis gerechtfertigt ist, um keinen Patienten zu gefahrden. Die Tatsache, dass
die Provokationsdosis (PD Minimal) bei positivem Testergebnis nahezu ausschlielich
unter 1000 pg, sogar, wie aus den Kaplan-Meier-Kurven ersichtlich, bis auf den einen
erwahnten positiven Befund bei weniger als 500 ng lag, rechtfertigt, das Provokations-

protokoll in der klinische Routine bereits bei 1000 pg abzubrechen, weil danach eine



5.2. ERGEBNISSE 79

relevante bronchiale Hyperreagibiltat zum Untersuchungszeitpunkt auszuschlieffen ist.

Diese Schlussfolgerung wird durch die ermittelten ROC-Kurven bestatigt.

Das Modell der ROC-Kurven wird auch von der ATS zur Bewertung der Spezifitit
und Sensitivitdt von inhalativen Methacholinprovokationstests favorisiert (Crapo et al.,
2000). Es ist die Methode der Wahl, um den optimalen Cutoff Point (Schwellendosis)
zwischen positivem und negativem Test zu ermitteln. Die PD Ry, > 0,5 weist dabei
bereits bei geringeren Dosen eine hohere Sensitivitat bei hoherer Spezifitat auf als die
PD 20 FEV1. Im Bereich der Schwellendosis gleichen sich Sensitivitat und Spezifitat
beider Parameter jedoch zunehmend an. Insgesamt gab es intraindividuell teils erheb-
liche Unterschiede zwischen den parameterspezifischen Provokationsdosen PD 20 FEV1
und PD Ry, > 0,5, wobei zu berticksichtigen ist, dass bei Erfiillung nur eines Kriteriums
fiir einen positiven Befund die jeweils andere Provokationsdosis extrapoliert wurde und
daher nur unter Vorbehalt beurteilt werden darf. Dies gilt insbesondere, da der Abfall
bzw. Anstieg des sich nachfolgend verdndernden Lungenfunktionsparameters plotzlich

eintreten und heftig ausfallen kann.

Bei gemeinsamer Betrachtung beider Positivkriterien, also der PD Minimal, weist
das hier vorliegende Protokoll bei 1000 pg eine Sensitivitdt von iiber 93 % bei einer
Spezifitat von 83 % auf. Bereits bei 500 pg liegt die Sensitivitat bei fast 90 % bei einer
Spezifitdt von 83 %, d.h. dass bei einer PD Minimal jenseits von 500 pg nicht von einer
hohergradigen bronchialen Hyperreagibilitat auszugehen ist und jenseits von 1000 pg
eine klinisch relevante bronchiale Hyperreagibilitat mit an Sicherheit grenzender Wahr-
scheinlichkeit ausgeschlossen werden kann. Aus Griinden der statistischen Genauigkeit
wurden die ROC-Kurven erneut unter Beriicksichtigung der Messdaten nur bis 1000 pg
berechnet. Erwartungsgemafl zeigte sich kein relevanter Unterschied, da ja bis auf eine
Testperson alle Probanden mit positivem Befund deutlich unter 1000 pg reagiert hatten.
Daher kann das Protokoll in der klinischen Routine bei spatestens 1000 pg abgebrochen
werden. Allerdings zeigt sich auch in der hier vorliegenden Untersuchung an den drei
Lungengesunden mit positivem Testergebnis der nur mittelméfiige positive pradiktive
Wert der inhalativen Methacholinprovokation fiir die Diagnose Asthma, wie er auch
in den ATS-Leitlinien und anderenorts beschrieben ist (Crapo et al., 2000; Fish, 1993;
Rijcken et al., 1993).

Ein einziger Proband aus der Gruppe der Probanden mit bekanntem Asthma bron-
chiale erfiillte die Kriterien fiir ein positives Testergebnis erst bei 1190 pg, und zwar durch

einen FEV1-Abfall um 20 % vom Ausgangswert. Aus den oben angestellten Uberlegun—
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gen heraus spricht dies zumindest zum Untersuchungszeitpunkt gegen eine ausgepragte
bronchiale Hyperreagibilitat. Demgegeniiber stehen die drei Probanden aus der Gruppe
der Lungengesunden, also klinisch Unauffélligen, die ebenfalls bei weniger als 500 pg
mindestens ein Positivkriterium erfiillten. Die ATS fiihrt fiir das Bestehen einer milden
bis grenzwertigen bronchialen Hyperreagibilitat bei Patienten ohne klinische Symptome
folgende mogliche Ursachen auf (Crapo et al., 2000): Es konnte sich um Patienten mit
mildem Asthma und hoher Wahrnehmungsschwelle fiir die Symptome handeln oder um
Patienten, die die Symptome zwar wahrnehmen, aber nicht fiir pathologisch erachten.
Alternativ konnten solche Patienten niemals Bronchospasmustriggern exponiert gewesen
sein. Auch ware es denkbar, dass bei diesen Patienten ein subklinisches Asthma besteht,
das sich in der Zukunft zu einem symptomatischen Asthma entwickeln kénnte (Hopp
et al., 1990; Jansen et al., 1997). Circa 15 - 45 % asymptomatischer Patienten mit bron-
chialer Hyperreagibilitdt konnen innerhalb der folgenden zwei bis drei Jahre ein Asthma
entwickeln (Laprise und Boulet, 1997; Zhong et al., 1992). Des weiteren kénnte es sich
auch um Patienten handeln, die einen anderen Grund fiir die bronchiale Hyperreakti-
vitat aufweisen. Positive Methacholintestergebnisse treten namlich aufler beim Asthma
bronchiale auch bei Patienten mit allergischer Rhinokonjunktivitis, starken Rauchern,
Patienten mit COPD oder dekompensierter Herzinsuffizienz, Cystischer Fibrose, Sar-
koidose oder Lungenfibrose oder nach akuten Atemwegsinfekten auf (Bahous et al.,
1984; Boushey et al., 1980; Davis und Kaliner, 1983; Du Toit et al., 1986; Gerard et al.,
1980; Mitchell et al., 1978; Ramsdell et al., 1982; Van Asperen et al., 1981; Yan et al.,
1985). Da diese Faktoren in der hier vorliegenden Untersuchung jedoch anamnestisch
bzw. mittels Prick-Test, RIST- und RAST-Bestimmung soweit moglich ausgeschlossen
wurden, handelt es sich bei den drei besagten Probanden am ehesten um tatsachlich
Lungengesunde mit bronchialer Hyperreagibilitat ohne klinisch relevante bronchopul-
monale Erkrankung, tiber die auch Boushey berichtet (Boushey et al., 1980). Insgesamt
bestatigt sich also, dass das Ergebnis eines inhalativen Methacholinprovokationstests
immer in Zusammenschau mit der genauen Anamnese, dem Krankheitsverlauf und
anderen lungenfunktionsdiagnostischen Parametern zu interpretieren ist (Klein et al.,
1998), dass weiterhin inhalative Methacholinprovokationstests eine sehr gute Sensitivitét
bei mittelméBig gutem positiven pradiktivem Wert aufweisen (Crapo et al., 2000; Fish,
1993; Rijcken et al., 1993) und dass es im Hinblick auf die bronchiale Reagibilitit ein
kontinuierliches Spektrum zwischen gesund und krank gibt (Crapo et al., 2000). Dass
der Prozentsatz asymptomatischer Probanden aus der Gruppe der Lungengesunden
mit milder bis grenzwertiger bronchialer Hyperreagibilitat, d.h. der zu asthmatischen
Erkrankungen moglicherweise pradisponierten Personen, in der hier vorliegenden Unter-

suchung relativ hoch erscheint, mag auch an der im Vergleich zu alteren Untersuchungen
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deutlich angestiegenen Inzidenz und Pravalenz von Erkrankungen aus dem atopischen
Formenkreis liegen. Hier waren Verlaufsbeobachtungen dieser Personen von wissen-

schaftlichem Interesse.

5.3. Vergleich mit anderen Protokollen

Fiir den inhalativen Methacholinprovokationstest werden heutzutage von den meisten
Autoren entweder die inspirationsgetriggerte Dosimetermethode oder die Reservoir-
methode favorisiert (Crapo et al., 2000; Klein et al., 1998). Dass neuere Apparaturen
gegentiiber fritheren von Vorteil hinsichtlich der Deposition der Provokationssubstanz in
den peripheren Atemwegen zu sein scheinen, zeigt auch der Vergleich der hier vorliegen-
den Untersuchung beziiglich der mittleren Provokationsdosen mit Daten aus Schlegels
Arbeit “Methodische Untersuchung zur bronchialen Hyperreagibilitat” (Schlegel, 1988).
Hier lag die mittlere Provokationsdosis PD 20 FEV1 in der Gruppe der Asthmatiker
bei 304 pg, wahrend in dem neu validierten Dosimeterprotokoll die mittlere PD 20
FEV1 zwar aufgrund des einen Ausreiflers nach oben durch den “Asthmatiker” ohne
relevante bronchiale Hyperreagibilitat bei 318 pg, der Median jedoch nur bei 222 pg
liegt. Einen solchen Ausreifler nach oben, der den Mittelwert verschiebt, hatte es in
Schlegels Studie nicht gegeben, so dass davon auszugehen ist, dass die mittlere PD 20
FEV1 tatséachlich durch die Applikation der Provokationssubstanz mittels des inspira-
tionsgetriggerten Dosimetersystems reduziert wird. Noch ausgepragter ist dies anhand
der PD Ry, > 0,5 zu beobachten. Hier lag der Mittelwert in der Arbeit von Schlegel
bei 263 pg, wahrend die hier vorliegende Arbeit einen Mittelwert von 276 pg, aber einen
Median von 122 pg ergab. Zusammenfassend lésst sich also die These aufstellen, dass
die mittleren Provokationsdosen durch Verwendung eines inspirationsgetriggerten Dosi-
metersystems im Vergleich zu fritheren Systemen, etwa konventionellen Handverneblern,
um ca. ein Drittel bis zur Halfte reduziert werden. Umso wichtiger ist es, aus Griinden
der Patientensicherheit den inhalativen Methacholinprovoaktionstest mit einer ausrei-
chend niedrigen Dosis zu starten und keine zu grofien Dosisintervalle zuzulassen. Ob die
automatische inspirationsgetriggerte Methode im Vergleich zur manuellen Auslosung
des Dosimetersystems einen zusatzlichen Vorteil bringt, dariiber gehen die Meinungen
in der Literatur auseinander (Crapo et al., 2000; Nieminen et al., 1987). Weitere Studien

zu diesem Thema wéren fiir eine endgiiltige Beurteilung erforderlich.

Als Grundlage aller Dosimeterprotokolle gilt das Protokoll von Chai et al. (Chai et al.,
1975). Auch die hier vorliegende Untersuchung hat sich bei der Entwicklung des Dosie-
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rungsschemas an diesem Protokoll orientiert. Es basiert auf einer Verdoppelung der
Konzentration der zu inhalierenden Losung zwischen jeder Dosisstufe. Pro Dosisstufe
werden jeweils fiinf Atemmanoéver durchgefiihrt. Die folgende Tabelle 5.1 stellt das Pro-
vokationsprotokoll von Chai et al. dar. Die letzte Spalte wurde angefiigt, um die Kumula-
tivdosen zu demonstrieren. Dabei wurde von dem in der hier vorliegenden Untersuchung
ermittelten Wert von pro Atemzug vernebelten 11,44 pl als Basis fiir die Berechung der

Kumulativdosen ausgegangen. Eine Inhalations-Einheit entspricht einer Inhalation einer

Losung mit 1 mg/ml.

Tabelle 5.1.: Provokationsprotokoll von Chai et al.

MCH-Konz. | Kumulative | Inhalations- Inhalations- Kumulative Kumulativ-
[mg/ml] Anzahl AZ | einheiten/AZ | einheiten/5 AZ | Einheiten/5 AZ | dosis [pg]
0,075 5 0,075 0,0375 0,375 4,29
0,15 10 0,15 0,750 1,125 12,87
0,31 15 0,31 1,55 2,68 30,66
0,62 20 0,62 3,10 5,78 66,12
1,25 25 1,25 6,25 12,0 137,28
2,50 30 2,50 12,50 24,5 280,28
5,00 35 5,00 25,00 49,5 566,28
10,00 40 10,00 50,00 99,5 1134,3
25,00 46 25,00 125,00 225,0 25740

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass man auf dquivalente Kumulativdosen im Vergleich
mit dem neuen Protokoll kdme, wiirde man mittels des ZAN ProvAir II Dosimeters,
des DeVilbiss 646 Nebulizers und nach dem Protokoll von Chai et al. einen inhalativen
Methacholinprovokationstest durchfiihren. Daher sind die Protokolle gut miteinander

vergleichbar, folglich ein wesentliches Untersuchungsziel erreicht.

Das hier entwickelte Protokoll basiert auf einer Arbeit von Schlegel et al. (Schlegel
et al., 1994a), die erstmalig die Moglichkeit der Dosissteigerung allein iiber die An-
zahl der Atemziige bei konstanter Konzentration der Provokationslosung an klinisch
und anamnestisch gesunden Probanden untersuchte. Dabei wurde das Dosimetersystem
APS der Firma Jager, Wiirzburg, verwendet. Unter Berticksichtigung der Konzentration
der Provokationslosung (5 mg/ml) und des Eichfaktors des Verneblergefafies wurde eine
Vernebelungszeit von 0,4 Sekunden gewahlt, so dass pro Atemzug 20 pg Methacholin
vernebelt wurden. Das darauf aufbauende Dosierungsschema wurde fiir die hier vorlie-

gende Untersuchung hinsichtlich der Anzahl der Atemziige und der daraus resultierenden
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(Kumulativ-) Dosen iibernommen. In der Arbeit von Schlegel et al. wurden in 11 von
insgesamt 33 untersuchten Fallen das Positivkriterium der Verdoppelung des totalen
Atemwegswiderstandes erfiillt; 7 Probanden zeigten einen zwanzigprozentigen FEV1-
Abfall und 4 erfiillten beide Positivkriterien. Aus den positiven Befunden ermittelte
sich eine mittlere PD 20 FEV1 von 566 png und eine mittlere PD 100 R;,; vom 1042 ng,
wobei die Tatsache auffallig ist, dass die mittlere PD 20 FEV1 unter der mittleren PD
100 Ry, liegt, obwohl der totale Atemwegswiderstand im allgemeinen der sensitivere
Parameter zur Diagnose einer bronchialen Hyperreagibilitat ist. In Einzelfallen lag die
Provokationsdosis sogar deutlich niedriger, namlich bei bis zu 187 pg. Daraus wurde
gefolgert, dass bereits in einem Dosisbereich von im Mittel 1042 pg Methacholin fiir
den Atemwegswiderstand bzw. 566 ng fiir die FEV1 mit signifikanten Verdnderungen
auch bei Gesunden zu rechnen ist, dass in Einzelfallen jedoch auch deutlich geringere
Provokationsdosen (bis zu 187 pg) vorkommen und dass der Ubergang zwischen normo-
und hyperreaktivem Verhalten bei dieser Methode in einem Dosisbereich von 500 -
1000 pg anzusiedeln ist. Da in dieser Versuchsreihe keine Vortests zum Ausschluss einer
allergischen Diathese (Prick, RIST, RAST) durchgefithrt wurden, ist es nicht verwun-
derlich, dass noch mehr Lungengesunde ein positives Testergebnis aufwiesen als in der
hier vorliegenden Untersuchung. Dadurch konnten auch die in Einzelfallen sehr niedrigen
Provokationsdosen zu erklaren sein, wie sie in der eigenen Untersuchung nicht aufgetre-
ten sind. Dass aber auch vollig lungengesunde Probanden im Bereich unter 500 - 1000 g
Methacholin einen positiven Test aufweisen kénnen und dass in diesem Dosisbereich
die Schwellendosis zwischen normo- und hyperreaktivem Verhalten anzusiedeln ist, wird

durch beide Untersuchungen bestatigt.

Die Deutsche Gesellschaft fiir Pneumologie empfiehlt in ihren “Leitlinien fiir die
Durchfiihrung bronchialer Provokationstests mit pharmakologischen Substanzen” (Klein
et al., 1998) hinsichtlich der Dosimetermethode die Orientierung an dem oben genannten
Protokoll von Chai et al. Dazu haben Groénke und Jorres (Gronke et al., 1995; Jorres
et al., 1997) ein hinsichtlich Genauigkeit und Sicherheit addquates Kurzprotokoll ein-
gefiihrt, an dem sich auch die Weiterentwicklung und Etablierung eines Kurzprotokolls
fiir die hier vorgestellte Dosimetermethode mit konstanten Konzentrationen orientieren
konnte. Tabelle 5.2 zeigt das dazugehorige Provokationsschema. Die (Kumulativ-) Dosis
errechnet sich wiederum unter der Annahme der in der eigenen Untersuchung ermittelten

Losungsmenge von pro Atemzug vernebelten 11,44 pl.
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Tabelle 5.2.: Kurzprotokoll von Jorres et al.
Stufe | MCH-Konz. | Anzahl AZ | 4quiv. PC bei 5 AZ | Dosis | Kumulativdosis

[mg/ml] [ng] [ng]

1 0,104 6 0,125 7,14 7,14

2 0,42 6 0,5 28,83 35,97

3 1,67 6 2 114,63 150,6

4 6,67 6 8 457,83 608,43

5 26,67 2 10,67 610,21 1218,64

Als normoreaktiv werden nach dieser Methode Patienten angesehen, deren Provo-
kationskonzentration PC 20 FEV1 bei {iber 8 mg/ml liegt, also bei einer Kumulativ-
dosis bzw. PD 20 FEV1 iber 608 ng. Dabei ist zu berticksichtigen, dass hier nur die
parameterspezifische Provokationskonzentration PC 20 FEV1 ermittelt wird, weil die
Methode auf einer spirometrischen Messung der Lungenfunktionsparameter beruht. Im
Gegensatz dazu ermittelt das neue Protokoll die PD Minimal, die je nachdem, mit
welchem Lungenfunktionsparameter (FEV1 oder Ry ) der Patient zuerst ein Positivkri-
terium erfiillt, entweder der PD 20 FEV1 oder der PD Ry,; > 0,5 entspricht. Dennoch
liegt die Schwellendosis zwischen normaler, grenzwertiger und pathologischer Reaktion
offensichtlich in aquivalenten Dosisbereichen und ist somit zwischen den Protokollen gut

vergleichbar.

Konkurrierend wird in den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Pneumologie auch
eine Reservoirmethode (Provokationstest II; Firma Medanz-Pari, Starnberg) vorgestellt

(Klein et al., 1998). Die nachfolgende Tabelle 5.3 zeigt das vorgeschlagene Provokations-

schema:
Tabelle 5.3.: Provokationsschema fiir die Reservoirmethode
Stufe | Beutelvolumen | MCH-Konzentration | Dosis | Kumulativdosis
1] [mg/ml] [ng] [ng]
1 0,5 0,33 15,2 15,2
2 1 0,33 30,4 45,6
3 2 0,33 60,7 106,3
4 4 0,33 1214 227.7
) 8 0,33 242.9 470,6

Erganzend lautet die Leitlinien-Empfehlung: ,,Wird eine hohere Sensitivitat ange-

strebt, d.h. sollen auch Patienten mit geringer oder grenzwertiger bronchialer Hyperrea-
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gibilitat entdeckt werden, kann eine zusétzliche 6. Stufe (Beutelvolumen 8 1, 0,33 mg/ml,
Kumulativdosis 713,5 ng) hinzugefiigt werden. Fiir klinische Zwecke kann ein Provokati-
onstest als negativ angesehen werden, wenn nach Inhalation der 5. Stufe keine relevante
Obstruktion auftritt.” Die Schwellendosis zur grenzwertigen bronchialen Hyperreagi-
bilitat wird bei 400 - 500 pg Kumulativdosis angegegeben, die Schwellendosis zum
Ausschluss einer bronchialen Hyperreagibilitat mit ca. 700 pg, was den Beobachtungen
hinsichtlich der Schwellendosen in der eigenen Untersuchung ebenfalls hervorragend

entspricht.

Die American Thoracic Society (ATS) empfiehlt in ihren “Guidelines for Methacho-
line and Exercise Challenge Testing - 1999” (Crapo et al., 2000) ein Dosimeterprotokoll;
auch hier werden pro Dosisstufe jeweils flinf Inhalationen durchgefiihrt. Wahrend das
urspriingliche Five-breath-Dosimeterprotokoll von Chai et al. und die Empfehlungen der
European Respiratory Society (Sterk et al., 1993) auf einer Verdoppelung der Konzen-
trationen (Doubling Doses) zwischen jeder Provokationsstufe basieren, wird hier eine
Modifikation des Protokolls mit Vervierfachung (Quadrupling Doses) der Konzentratio-
nen favorisiert. Tabelle 5.4 zeigt das Provokationsschema dieses Protokolls. Die ATS
empfiehlt, den Vent des DeVilbiss 646 Verneblers wahrend des Provokationstests zu ver-
schlieBen und geht daher, wie oben beschrieben, von einer Vernebelungsmenge von 9 pl
+/- 10 % pro Inhalation aus, d.h. pro fiinf Atemziige von einer Vernebelungsmenge von
45 ul. Demgegeniiber stehen die in den eigenen Untersuchungen ermittelten Menge von
pro Atemzug vernebelten 11,44 nl, also 57,2 nl pro finf Atemziige, bei offenem Vent. Da-
her sind dem ATS-Dosisschema zum einen die (Kumulativ-) Dosen bei Berechnung mit
9 pl bei geschlossenem Vent und zum anderen die (Kumulativ-) Dosen bei Berechnung

mit 11,44 ul vernebelter Losung pro Atemzug bei offenem Vent zum Vergleich angefiigt.

Tabelle 5.4.: Provokationsschema der ATS mit Quadrupling Doses

Stufe | MCH-Konz. Dosis Kumulativdosis Dosis Kumulativdosis
(9 ul/AZ) (9 ul/AZ) (11,44 pl/AZ) | (11,44 nl/AZ)
[mg,/ml] [ng] [ng] [ng] [ng]
1 0,0625 2,8125 2,8125 3,575 3,575
2 0,25 11,25 14,0625 14,3 17,875
3 1 45 59,0625 57,2 75,075
4 4 180 239,0624 2288 303,875
5 16 720 959,0625 915,2 1219,075
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Die ATS gibt als mittels ROC-Kurven ermittelte Schwellendosis zwischen positivem
und negativem Test eine PC 20 FEV1 von 8 - 16 mg/ml an. Dies entspricht, gleich ob
mit geschlossenem Vent oder mit offenem Vent gemessen wird, einem Kumulativdosisbe-
reich von etwa 500 - 1000 pg. Genau in diesem Dosisbereich liegt auch die mittels ROC-
Kurven ermittelte Schwellendosis zwischen physiologischer und pathologischer Reaktion
des neu entwickelten Protokolls. Zu beriicksichtigen ist, dass sich beim ATS-Protokoll die
Provokationskonzentration nur auf die FEV1 bezieht, da der Methacholintest nur spi-
rometrisch durchgefiithrt wird. Hingegen stiitzt sich die Provokationsdosis PD Minimal
des neuen Protokolls auf die Betrachtung von FEV1 und/oder Ry, als Positivkriterium.
Gleichwohl ergibt sich aus diesen Daten die gute Vergleichbarkeit der Protokolle und

die Gleichwertigkeit hinsichtlich der Grofenordung der Provokationsdosen.

Da der Beweis fiir dquivalente Schwellendosen hiermit erbracht ist, ist es nun von
Interesse, die ATS-Schweregradeinteilung der bronchialen Hyperreagibilitat, die in der
Tabelle 5.5 dargestellt ist, auf das neue Protokoll zu tibertragen. In der letzten Spalte

ist jeweils die entsprechende Dosisstufe des neuen Protokolls vermerkt.

Tabelle 5.5.: ATS-Schweregradeinteilung der BHR und Vergleich mit Dosisstufen des neuen Protokolls

PC 20 FEV1 Schweregrad PD Minimal bei Vernebelung von 9 nl
<1 Moderate bis schwere BHR < 59,0625
1-4 Milde BHR 59,0625 - 239,0625
4-16 Borderline BHR 239,0625 - 959,0625
> 16 Normalbefund > 959, 0625

Im direkten Vergleich der Protokolle heifit das also, dass Patienten mit PD Mini-
mal von < 60 pg unter einer moderaten bis schweren, Patienten mit PD Minimal bis
ca. 240 pg unter eine milden und Patienten mit PD Minimal bis ca. 960 pg unter
einer grenzwertigen bronchialen Hyperreagibilitat leiden. Jenseits von 960 pg ist eine
relevante bronchiale Hyperreagibilitat sicher auszuschliefen. Den Erfahrungen aus der
eigenen Untersuchung zufolge konnte eine PD Minimal unter 100 pg einer moderaten
bis schweren, eine PD Minimal bis 400 - 500 ng einer milden und eine PD Minimal bis
1000 npg einer grenzwertigen bronchialen Hyperreagibilitat entsprechen, wahrend eine

PD Minimal iiber 1000 pg eine relevante bronchiale Hyperreagibilitit ausschliefit.

Selbstverstandlich muss die Zulassigkeit dieser Vergleiche durch weitere Untersuchun-
gen untermauert werden. Hierbei ware es insbesondere interessant, Patienten einmal mit

dem ATS-Protokoll und einmal mit dem neuen Protokoll zu provozieren, wobei aus den
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bereits vielfach genannten Griinden durchaus unterschiedliche Provokationsdosen zu er-
warten sind. Unterschiede hinsichtlich der PC 20 FEV1 bis zu 1,5 Doubling Doses waren
dabei geméf den auf zahlreichen Untersuchungen basierenden ATS-Leitlinien zu akzep-
tieren, da dies der durchschnittlichen intraindividuellen Reproduzierbarkeit bei stabiler
Klinik entspricht. Trotz der diesbeziiglich ausstehenden wissenschaftlichen Fundierung
kann in der klinischen Routine die Schweregradeinteilung der ATS mit ihren aquivalenten

Provokationsdosen fiirs erste als Anhaltspunkt verwendet werden.

5.4. Ausblick

Aufgrund des kontinuierlichen Spektrums der bronchialen Reagibilitat, der inter- und
intraindividuellen Schwankungsbreite und in Ermangelung eines fehlerlosen “Goldstan-
dards” zur Diagnose eines Asthma bronchiale werden sich auf dem Gebiet der inhalativen
Provokationstests immer wieder neue Fragestellungen ergeben. Beziiglich des hier vorlie-
genden neuen Protokolls waren dabei Untersuchungen zum Beweis der mit anderen Pro-
tokollen gleichwertigen Reproduzierbarkeit, der direkte Vergleich der Reaktion nach Pro-
vokation mit einem anderen Protokoll, z.B. dem Quadrupling Doses Dosimeterprotokoll
der American Thoracic Society, sowie weitere Studien zur Einordung des Schweregrades
der bronchialen Hyperreagibilitat von besonderer Relevanz. Auch konnten Folgeunter-
suchungen zur Entwicklung eines entsprechenden Kurzprotokolls, z.B. durch Zusammen-
fassung von Dosisstufen im héheren Dosisbereich oder durch Abbruch des Protokolls
bereits bei 500 pg, durchgefiihrt werden. Angesichts der in dieser wie in vorangehen-
den Studien zutage getretenen Problematik der Erhebung von hinlanglich exakten und
vergleichbaren Messdaten erscheint nicht zuletzt eine die Moglichkeiten der aktuellen
Technologie konsequent ausschopfende Verbesserung der apparativen Gegebenheiten ein

dringliches Anliegen.
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6. Zusammenfassung

Die unspezifische Provokation mit Methacholin ist die am weitesten verbreitete und ak-
zeptierte Methode zur Diagnose bzw. zum Ausschluss der bronchialen Hyperreagibilitat
bei Patienten mit Verdacht auf ein Asthma bronchiale und zu dessen Therapiekontrolle.
Um die Sicherheit und die Genauigkeit der Methode weiter zu verbessern, wurde daher
ein Dosimeterprotokoll entwickelt, das die inhalierte Methacholin-Dosis anstatt durch
die Erhohung, d.h. in der Regel Verdoppelung, der Methacholinkonzentrationen nur
durch Erhohung der Anzahl der Inhalationen bei konstanter, niedriger Konzentration
der Methacholinlosung steigert. Dieses neue Protokoll wurde verglichen mit anderen
weit verbreiteten Methacholin-Provokationsprotokollen. Die Methacholinchlorid-Losung
(1,75 mg/ml) wurde mit Hilfe des Dosimetersystems ZAN 200 ProvAir II sowie des Ver-
neblertopfes DeVilbiss 646 vernebelt. 15 Asthmapatienten mit einer vor der Provokation
normalen Lungenfunktion (FEV1 98 +/- 9 % PN) und 18 Lungengesunde (FEV1 110
+/- 12 % PN) nahmen an der Testreihe teil. Begonnen wurde mit einer Dosis von 20
ng Methacholinchlorid (= eine Inhalation); beendet wurde der Versuch bei einer Kumu-
lativdosis von 2000 pg Methacholinchlorid, wenn nicht vorher ein Kriterium fiir einen
positiven Test und damit fiir einen Versuchsabbruch erfiillt wurde. Abbruchkriterien
waren entweder ein Abfall der FEV1 um 20 % des Ausgangswertes oder ein Anstieg des
totalen Atemwegswiderstandes auf > 0,5 kPa*s/l. Mittels linearer Regression wurden

die Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD Ry,; > 0,5 berechnet.

Im Vergleich mit anderen Protokollen zeigte sich, dass auch das neue Protokoll zu-
verlassig und sicher zwischen gesund und krank unterscheidet. Der Median der PD 20
FEV1 liegt in der Gruppe der Asthmatiker bei 222 pg, bei den Lungengesunden bei
2000 pg; daraus ergibt sich ein p-Wert von < 0,001. In Bezug auf die PD Ry, > 0,5
liegt der Median bei den Asthmatikern bei 122 pg, in der Gruppe der Lungengesun-
den bei 2000 pg; hieraus errechnet sich ebenfalls ein p-Wert von < 0,001. Sensitivitat
und Sperzifitat der Methode wurden mittels ROC-Kurven untersucht. Basierend auf der
PD 20 FEV1 liefert die Methode fiir die Diagnose einer bronchialen Hyperreagibilitat
bei einer Enddosis von 1000 pg Methacholinchlorid eine Sensitivitédt von tiber 93 % und
eine Spezifitit von 83 %; basierend auf der PD Ry, > 0,5 liegt die Sensitivitidt bei
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einer Dosis von 1000 pg bei 90 %, die Spezifitat bei 89 %. Fiir die gemeinsame Betrach-
tung der parameterspezifischen Provokationsdosen PD 20 FEV1 und PD Ry > 0,5,
der PD Minimal, bei 1000 pg liegt die Sensitivitat bei tiber 93 % und die Spezifitat bei
83 %. Daher konnen 1000 pg als Schwellendosis fiir den Ausschluss einer bronchialen
Hyperreagibilitat zum Untersuchungszeitpunkt angesehen werden, und der Test darf an
diesem Punkt abgebrochen werden. Grundsatzlich ist festzustellen, dass die Diagnostik
der bronchialen Hyperreagibilitat sicher und genau mit Hilfe eines Dosimeterprotokolls
erfolgen kann, das die Methacholin-Dosis nur durch die Steigerung der Inhalationen
bei gleichbleibender Konzentration der Methacholinlosung erhoht. Die Schwellendosis
zwischen normaler und pathologischer bronchialer Reaktion, Sensitivitat und Spezifitat
sowie die Trennschérfe der Methode sind sehr gut vergleichbar mit anderen bisher eta-
blierten Protokollen wie dem Five-breath-Dosimeterprotokoll von Chai et al. oder dem
Quadrupling Doses Protokoll der American Thoracic Society (Chai et al., 1975; Crapo
et al., 2000).
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