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2.1. Prifplan

2.1.1. Patientenauswahl und EinschluBkriterien

29 Fatienten mit einem infektbedingten Asthma bronchiale,
18 Manner und 11 Frauen im Alter von 18 - &0 Jahren, wurden

fir die Studie unter poliklinischen Bedingungen rekrutiert.

2.1.2. AusschluBkriterien

Inhalative und systemische Kortikosteroide, Nierenerkrankungen
und dariber hinaus akute und schwere purulente Infektionen galten
als kontraindiziert; des weiteren Schwangere, Patienten mit

Erkrankungen des Magen—-Darm-Trakts und mit cardialen Erkrankun-—

gen.
2.2. Studiendesign

Die Dauer der Doppelblindstudie im Cross—over—-design wurde iliber
einen Zeitraum von 35 Tagen gefiihrt. Die Studie gliederte sich in
2 Wochen Flaceboperiode, 1 Woche Auswaschtest Qnd 2 Wochen Ascor-
binsdureperiode auf. Die Reihenfolge der Priifperioden war zufallig
gewahlt (Abb. 5).

Fir die vorliegende Studie wurde neben der Basismedikation eine
Tagesdosis von 5 g Ascorbinsdure (Ascorvit & S00 mg) im Vergleich
zu Flacebo oral in I Einzeldosen festgelegt. Eingesetzt wurden -
Dragees des VEB Jenapharm, Abteilung Klinische Forschung, der
Chargennummern 150485 und 0S0886.

Die Fatienten erhielten Packungen versehen mit Chargennummern,
die entsprechend den Doppelblindbedingungen codiert waren. Der
Code wurde wahrend der Studie nicht gebrochen.

In einer Vorperiode von 2 Wochen sollten unter der bisherigen

antiasthmatischen Therapie die Ausgangswerte der Lungenfunktions-—
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Ablaufplan der Doppelblindstudie

Abb. 5
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parameter bestimmt werden. Gleichzeitig sollten die Patienten in
dieser Zeit lernen, das Tagebuch korrekt auszufillen und selbst
den maximalen exspiratorischen‘Spitzenfluﬂ (Feak-flow) mit dem
Feak—flow~Meter zu bestimmen. Wahrend der 3IS5tagigen doppelblinden
Behandlungsperiode wurden die Patienten 4mal und zwar am 8., 14.,
29. und 3I5. Tag nach Beginn der Behandlung einbestellt. In der
Mitte der Verum— und Placeboperiode wurden erneut Meséungen der
bronchialen Hyperreaktivitédt durchgefiihrt und am Ende der Fruf-
perioden erfolgte die bronchoalveoldre Lavage mit zytologischer

Untersuchung, Chemilumineszenz und INT-Test.

3. Material und Methoden

3.1. Symptomenscore

Die Wirksamkeit eines Antiasthmatikum 1468t sich grundsatzlich
nicht durch einen einzigen Zielparameter erfassen. Auch die
Asthmasymptomatik AuBert sich individuell verschiedenartig. Zur
Erfassung der Symptome wurden die Beschwerden getrennt in einem

Tagebuch aufgefihrt (Tab. 2).

Tab. 2 Symptomenscore

Bewertung der asthmatischen Beschwerden:

0 = kgine Beschwerden

1 = leichte oder kurzzeitige Beschwerden, die keinen
zusdtzlichen Einsatz von Arzneimitteln erfordern

2 = stérkere Beschwerden, die durch zusatzliche Arznei-

mittel innerhalb von 15 Minuten aufgehoben werden

(A
il

starkere Beschwerden,’die.auf zusatzliche Arznei-
mittel ungeniigend oder verzigert ansprechen oder
wiederholte Anwendung erfordern

Beschwerden konnen sein: anfallsweise Atemnot, pfeifende

Atmung, morgendliches Engegefihl oder trockener Reizhusten.



Jedem Fatienten wurde zu Studienbeginn ein Feak-flow-Monitor
(Vitalograph) zur Messung der maximalen Ausatmungsgeschwindigkeit
wahrend des Studienverlaufs ausgehandigt. Die Messung erfolgte
4mal taglich (6, 9, 12, 18 Uhr) durch den Fatienten im Sitzen.

Der hochste Wert (1/min) aus jeweils 3 Messungen wurde im Tage-

buch vermerkt.

3.3. Die Testung der bronchialen Hyperreaktivitit (BHR) mittels

Histaminprovokation

Die bronchiale Hyperreaktivitat unterliegt auBerordentlich star-—
ken quantitativen Schwankungen. In den Nachtstunden wird der hoch-
ste Wert von Bronchialteonus und Reaktivitat nachgewiesen.

Wegen der zirkadianen Reaktivitatsschwankungen widhlten wir bei
unseren vergleichenden MeBwiederholungen dieselbe Tageszeit und
forderten zur Vermeidung von Fehlerquellen die Durchfiihrung der
Testungen vom gleichen geschulten Fersonal.

Die Messung der unspezifischen BHR erfolgte am Bronchoscreen-—
Mefliplatz (Jaeger, Wirzburg/BRD) unter Einsatz von Histamindi-
hydrochlorid in einer Konzentration von 1 mg/ul als pharmako-—
dynamische Frovokationssubstanz [73]. Der Vorteil dieser Methode
besteht darin, daB gegeniber den konventionellen Mefverfahren
eine bessere Quantifizierbarkeit der bronchialen Reaktion bei
deutlicher Einsparung der Untersuchungszeit erreicht wird.

Die Histaminaerosclapplikation erfolgte Atemzug um Atemzug in
der Inspirationsphase wadhrend der Spontanatmung (Verneblerlei-
stung pro Atemzug 5 pmol). Gleichzeitig wurde die bronchiale
Reaktion am selben Gerat mit der Verschlufdruckmethode (Rup)

bestimmt. Als Zielkriterien der BHR wurde ein 50%Ziger Anstieg
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des Atemtraktwiderstandes (Rep) im Vergleich zum Ausgangswert
bei gleichzeitigem OUberschreiten des Rp—Wertes von 0,3 kFa/
(1/5) post provocationem definiert.
Folgende Lungenfunktionsparameter vor inhalativer Frovokation
gelten als AusschluBkriterien fir die Untersuchung:
Re » 0,5 kPa/(1/s) oder FEV, < 80% des S&llwertes. Des weiteren
galten mangelnde Reproduzierbarkeit durch Frobanden oder eine
signifikante Reaktion auf die Verdiinnungsl ésung fam Beginn der
Provokation bereits fallt FEV; um 20% ab) als Kontraindikatio—
nen.
Durch Vortestungen wurde bei allen 29 Fatienten eine BHR éuf eine
kumul ative Histamindosis von £ 8 pmel nachgewiesen.
Um eine semiquantitative Bewertung im Hyperreaktivitétsbereich zu
ermiglichen, wurde widhrend der Frifperiode die Schwellendosis fir
die BHR auf 1 upmol Histamin festgelegt, das entspricht 40 Atem-
zilgen.
Die BHR (PDmo Run)? wurde bei einer kumulatiQen Frovekationsdosis
von < 1 pmol Histamin als pésitiv, bei > 1 pmol Histamin als

negativ deklariert.

3.4. Bronchoalveolare Lavage (BAL)

3.4.1. Bedeutung der BAL

Seit 1979 wird die diagnostische bronchoalveolare Lavage als
relativ neuartiges Untersuchungsverfahren durchgefibhrt und wur-—
de von Hunninghake entsprechend den klinischen Erfordernissen
weiter modifiziert.

Die diagnostische bronchoalvecléare Lavage erreicht als Ziel-
orte die terminalen Bronchien und Alveolen.

Diese Methode ermdglicht es, humorale und zellulare Verande-—
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rungen ohne bioptischen Eingriff am Ort der Atemwegserkran-—
kung direkt zu erfassen [15,22,353,45,47,501.

Als Indikation fir eine‘BAL bei Asthma bronchiale sind vorwie-—

gend klinische und wissenschaftliche Fragestellungen zu nennen,
mit dem Ziel, die Eigenschaften der Zellen und der Spiillflissig-
keit bei Fatienten mit Asthma bronchiale zu analysieren [69,74,

92,1151,

3.4.2. Technik der Bronchoskopie und BAL bei Patienten mit

infektbedingtem Asthma bronchiale

Die BAL wurde unter ambulanten Bedingungen mittels Fiberbron-—
choskop in Lokalanaesthesie durchgefiihrt. Um Flissigkeitsver-
luste und Verunreinigungen der Lavageflissigkeit durch Blut

zu vermeiden, wird eine medikamentise Hustenblockade gelegt.
Uber+fliissiges Lokalanaesthetika mul3 abgesaugt werden, da Lo-
kalanaesthetika die Zellaktivitat und Makrophagenfunktion be-
gintrachtigen konnen.

Aus anatemischen und technischen Grinden erfolgte die BAL im
Mittellappen, der Gewinn an Zellen und zuridckgewonnener Flis-—
sigkeit ist hier am grofiten.

Als Spulfliussigkeit wurde angewdrmte sterile physiologische
kochsalzlbésung in Einzelportionen (5 - 7mal je 20 ml) instil-
liert. Nach jeder Instillation wurde sofort wieder vellstandig
abgesaugt. Der Flussigkeitsriickgewinn liegt zwischen 30 - &0 %
des instillierten Volumens. Bei Asthmatikern ist dieser Anteil
signifikant kleiner als bei Fatienten mit interstitiellen Lun-

genkrankheiten [24,34,76,87,901.



i
P
kJ

I

3.4.3. Aufarbeitung der BAL

Die Spulfliissigkeiten wurden in einem mit Eiswasser gekiihlten,
silikonisierten Erlenmeyerkolben gepoolt, anschlieBend durch
ein Drahtsieb (250 pm) filtriert und bei 4 <C zentri#ugieft
(500g, 10 min). Das Zellsediment wurde 10 min bei 4 °C mit

10 ml sterilem Erythrozyten-Lyse-Puffer (pH = 7,4) behandelt,
anschlieBend 2Zmal mit Fhosphat-gepufferter physiologischer
Kochsalzldsung (PBS) gewaschen und eine Zelldichte von

10 AM/ml FBS eingestellt.

Die Gesamtzellzahl und der Anteil vorn AM in der Zellsuspen—
sion wurde im def Zahlkammer nach Neubauer an Hand ven mor-
pheologischen kriterien und durch den Esterase-Test mit X~-Naph-
thylacetat bestimmt. Die Zelldifferenzierung wurde nach An-
farbung der Zellsuspension mit einer Mischung aus gleichen
Teilen von 1 % waBriger Nilblauchlorid— und Thionin-Weinsaure-—
Losung nach Feyrter (ig Thionin + 0,5 g Weinsdure/100 ml de-—
stilliertem Wassers) im Verhaltnis 1:1 vorgenommen. Fir die
zytologischen Untersuchungen zur Bestimmung des alveocléaren
Differentialzellbildes erfolgte keine Behandlung der BAL-Zellen
mit Erythrozyten—Lyse-Fuffer.

Bei der Auswahl der Technik der Zellpraparation ist bisher
nicht geklart, welche Praparationstechnik fir die Aufarbei-
tung der BAL eines Asthmatikers das Optimum bringt.

Da Zellpopulationen mit geringem prozentualen Anteil an der
Gesamtzellzahl der BAL, wie z. B. Eosinophile, durch falsche
Filterung nicht richtig beurteilt werden kiénnen bzw. die

Zelldifferenzierung beim Asthma verfalscht sein kann.
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3.4.4. Chemilumineszenz (CL)-Messung

Mef3technik: Die Messung wurde mit dem Flissigkeitsszintilla-
tionszédhler Isocap 300 (Searle Nuclear Chicago Division,
Holland) in "out of ceincidence"-Schaltung und "recycling'-
Arbeitsweise durchgefihrt. Die MeBzeit je Frobe betrug 0,2
min im Abstand von etwa & min. Zur Messung wurden Folypro-—
pylen—Roéhrchen (sog. Mini-Vials) verwendet (MeBtemperatur

24 <C). Der Arbeitsraum wurde vollstandig abgedunkelt und

mit einer roten Dunkelkammerbeleuchtung ausgestattet.

Reagenzien: Als Medium fir die CL-Messung wurde Veronal-—
gepufferte physiologische NaCl-ldsung mit einem Zusatz von
Albumin, Glukose, Ca®=" und Mg=* entsprechend den Angaben von
Wulff und Mitarb. [124] verwendet. Die Hefezellwdnde fir die
Stimulation der AM wurden aus Backerhefe iscliert [84]1. Die
Opscnierung der Hefezellwidnde erfolgte mit Humanserum (Kon-
zentration der Heferellwand-Dispersion 3 mg/1 ml FBS).
Luminol (CL-Verstidrker) wurde in einer Konzentration von

6 mg/3 ml FBS unter Zusatz von 24 pl Diethylamin durch Ultra-
schallbehandlung in Lisung gebracht. Lucigenin (Cl-Verstar-

ker) wurde in FBS geldst (10,2 mg/2 ml).

MeBansatz: 2 ml Veronal-Fuffer, 20 pl Luminol- bzw. Lucigenin-
Losung und 100 ul der AM-Suspension (1 +10% AM) wurden in
einem MeBrihrchen gemischt und etwa 15 min mit Flissigkeits-—
szintillationszahler vqrinkubiert. Danach wurde die Hefezell-
wand-Suspension (3500 jug) hinzugefigt und die CL-Messung vor-—
genommen.

Die Luminecl- und Lucigenin-verstarkte CL wurde hierbei paral-
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lel gemessen *?. Zur quantitativen Auswertung der MeBergeb-—
nisse wurden die Peakhodhe (IFM) und die Flachen unter den
CL-Kurven (IF) innerhalb von 200 min nach Stimulation mit

der Hefezellwand-Suspension bestimmt [122].

X.4.5. INT-Test zur Bestimmung der Superoxid-Bildung durch

polymorphkernige Leukozyten (PMN) und BAL-Zellen

Zellisolierung: Leukozytenreiches Flasma wurde aus Heparin-—
Dextran—Blut nach Sedimentation gewonnen (20 U Heparin, 0,23 ml
Infukoll 6%). Der Dichtegradienten—Zentifugation (385 g) mit
Ficoll-Visotrast folgte eine Agua-dest-Behandlung des Sediments
zur osmotischen Erythrozytelyse. Nach Einstellen der Isotonie
und Imaligem Waschen der Zellen bestand die Suspension zu 94 -
7% aus PMN. Sie wurde danach auf 210 FMN oder AM/ml mit Eagle-
MEM eingestellt.

Stimulatoren: Hitzeaggregiertes Humangammaglebulin (12 Minuten
auf 60 =C erhitzt, Arbeitskonzentration & mg/ml) und opsonier-—
tes Zymosan (2 mg/ml) wurden bis zur Testdurchfihrung bei -20 <C
gel agert.

Farbstoff: INT = Jodphenyl-Nitrophenyl-Fhenyltetrazoliumchlorid

(Lachema, Brno, CSSR) wurde in Eagle-MEM bis zur Sattigung gelést.

Testdurchfihrung: 100 pl Stimulator- bzw. Eagle-MEM-Ldsung fir
die Kontrolle, SO pl INT-Lisung und 100 pl Zellsuspension wurden

in Folyathylenrohrchen 30 Minuten inkubiert. Der Reaktionsstop

e oo Soome o St et St SR LS G G- Sy Ssens Sbeas b Sroen SHoss Semed Sestn SIS MoGRS Gbem Biubn Sened mbbes Somte

1’Die Lucigenin-verstarkte Chemilumineszenz zeigt die Bil-
dung von Superoxianion (0=") an, wahrend die Luminol-abhan-

gige Chemilumineszenz fir Hypohalogenit spezifisch ist.
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erfolgte durch Kihlung im Eiswasser und Zentrifugation bei 4 eC.
Nach Trocknen des Zellbodensatzes wurde der Formazankomplex mit
1 ml Dioxan unter Schitteln im Dunkeln gelést. Der rétlich ge-—
farbte abzentrifugierte Uberstand wurde mit einem Fhotometer
1101 M (Metheler und Hinz, Hamburg) gegen Dioxan bei 492 nm ge-

messen [42].

3.4.6. Bakteriologische Aufarbeitung der Spulfliissigkeit

Vom Material wird ein Grampraparat angefertigt. Es erfolgt
ein Ausstrich auf der Blutagarplatte mit Ammenstrich und

ein Kulturansatz zur Resistenzbestimmung.

3.5. Messung des zeitlichen Verlaufes der Ascorbinsidurekon-—

zentration im Serum

Zur Charakterisierung der Fharmakokinetik von Ascorbinsiure
bei dem angewendeten Therapieregime wurde das Tagesprofil
des Serumspiegels der Ascorbinsadure mit dem L-Ascorbinsidure-

Farbtest (Boehringer, Mannheim, BRD) enzymatisch bestimmt.

3.6. Globale Beurteilung der Vertriaglichkeit und Wirksamkeit

des Prifpraparates durch Arzt und Patient

Die globale Beurteilung der Wirksamkeit des Prifpraparates durch
Arzt und Patient erfolgte mit folgender Abstufung:

- sehr gut

- gut

- schlecht.

Nebenwirkungen wurden gesondert vom Fatienten dokumentiert und

vom Arzt erfragt oder beobachtet.

Daruberhinaus wurden Veranderungen laborchemischer Mefigréfien, die
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als Vertraglichkeitsparameter in der Studie untersucht wurden,
erfat. Dazu wurden folgende Farameter bestimmt:
- BSR
- BB mit Gerinnungsstatus, Blutgruppe
= Bilirubin, ALAT, ASAT, alkalische Fhosphatase
- Kreatinin, Harnstof+f
- Elektrophorese
- Urinstatus
- EKG

- Therax—-Rontgen.
\

Wahrend der I5t&dgigen Behandlungsperiode wurde die Compliance des
Fatienten z. B. durch die Kontrolle des Medikamentenverbrauches
am 14. und 35. Tag erfaBt. Am Ende jeder Priufperiode muBten die

nichtverbrauchten Dragees zurickgegeben werden.
3.7. Statistische Analyse der MeBdaten

Zur statistischen Auswertung der MeRgréBen wurden dié arith-
metischen Mittelwerte x und die Standardabweichung (s) er-
mittelt. Der statistische Vergleich der Gruppen erfolgte mit

dem gepaarten t-Test und Wilcoxon-Test.
4. Ergebnisse

4.1. Beurteilung der therapeutischen Wirksamkeit

4.1.1. Tagebuchparameter (Peak-flow— und Symptomenscore)

Das Gesamtmittel der Feak—-flow-Werte fiir alle Asthmatiker
betrug in der Placebophase 410 1/min und in der Verumphase
419 1/min. Dieser geringe Anstieg von durchschnittlich 9 1/min

in der Ascorbinsduregruppe ist zwar statistisch nicht unerheb-



lich (p = 0,06, Wilcox§n~Test fir Paardifferenzen, einseitige
Fragestellung), diurfte aber klinisch nicht relevant sein.

Ein &hnliches Bild ergab die Analyse des Sympomenscores. Die
Mittelwerte lagen in der Placebophase bei 0,72 Punkten und un-
ter Ascorbinsédure bei 0,65 Punkten (p = 0,06, Wilcoxon-Test,
einseitig). In der Behandlungsperiode mit Ascorbinséu?e ist so~
mit eine geringfigige Abnahme der Beschwerden zu beobachten. Die
Verénderungen‘der Symptomenscores korrelieren nicht mit denen

der Peak-flow-Werte (r = - 0,08).

4.1.2. Verlauf der bronchialen Hyperreaktivitit widhrend der

Studie

Die Untersuchungen zur bronchialen Hyperreaktivitit erfolgten
zu I Zeitpunkten jeweils in der Vorperiode, nach & Tagen und
am 29. Tag def Studie. Der Verlauf der bronchialen Hyperreak-
tivitidt bei 23 Frobanden wdhrend der Untersuchungsperiode ist
in Tab. 3 aufgefiihrt.
Tab. 3 Verlauf der bronchialen Hyperreaktivitat (BHR)

mit Ascorbinsaure oral (5 g/die lUber 35 Tage)

im Vergleich zu Flacebo (n = 23)
Positivkriterien: PDemo Rup 1 pmol Histamin

HR in der Ascorbinsiure-Periode

positiv negativ
BHR in der positiv k4 12 21
Flacebo-
periode negativ ¢) 2 2
9 14 23
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Bei 11 Asthmatikern trat keine Ver&anderung in beiden Perioden
auf. Die Dosis—-Wirkungskurven dieser Fatienten sind in Abb. 6

veranschaulicht.

Abb. 6 Dosis—-Wirkungskurve der Asthmatiker (n = 11), bei
denen die BHR unverandert positiv in beiden Priaf-
periocden verlauft

PDsg
[ROS ]ﬂmOI
Histamin

1,088

0.816

0544{

02721 —f——

vor unter a_\scorl;insdure -
o——o 1Patient ¢
o- ---o0 3Patienten (n=11)

Der Verlauf der BHR bei den Asthmatikern, bei denen keine
Veranderung in beiden Frifperioden zu beobachten war, zeigt
bei 2 FPatienten eine Tendenz der Anhebung der Schwellendosis
zur Auslisung der BHR in der Ascorbinsaureperiode. 7 Patien-—
ten reagierten unverandert bei gleicher Histaminprovokations-
dosis. »

Bei 12 /Frobanden war in der Flacebophase eine bronchiale Hy-
perreaktivitat nachweisbar, wahrend in der Ascorbinsaurepha—
se eine negative Reaktion beobachtet wurde. Der umgekehrte
Fall trat nicht auf. Diese Asymmetrie ist signifikant (p <
0,0003; Test auf der Basis der Binomialverteilung). Demzufolge

konnte bei 52 % der Fatienten mit Asthma bronchiale die bron-—

chiale Hyperreaktivitat wirkungsvoll gesenkt werden.
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4.1.3. Korrelation zwischen Verbesserung der Peak—-flow-Werte

und Senkung der bronchialen Hyperreaktivitéat

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde versucht, jene Fa-
tienten naher zu charakterisieren, bei denen deutliche thera-

peutische Effekte nachgewiesen werden konnten (Abb. 7)

Abb. 7 Feak—-flow-Verlaufskurve wihrend des gesamten
Studienabl aufes
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Es gelang jedoch nicht, "responder"-typische Gemeinsamkeiten

2w finden.

4.1.4. Auswertung der BAL

4.1.4.1. Zelldifferenzierung in der bronchoalveoclédren Lavage

In der Literatur liegen sehr unterschiedliche Angaben zu Norm-—
werten der BAL-Differentialzytologie vor. Die Angaben iUber Norm-—
werte sowie Muster pathologischer Zellverteilungen in der Lavage-
flussigkeit bei verschiedenen Erkrankungen sind uneinheitlich.

Zur Orientierung ist eine Tabelle aus der Literatur angegeben

(s. Tab. 4) [30].



