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1. Einleitung

1.1 Inhalative Therapie

Die pulmonale Applikation von Arzneimitteln hat in den vergangenen Jahren
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Sie wird vor allem in der lokalen Therapie von
Atemwegserkrankungen, wie Asthma und COPD, genutzt. Sie ist vorteilhaft, wenn
Arzneistoffe lokal in der Lunge zur Wirkung kommen sollen, denn es lassen sich im
Vergleich zur systemischen Applikation niedrigere Dosierungen einsetzen und die
Nebenwirkungen reduzieren. Zunehmend wird die pulmonale Applikation auch fur die
systemische Therapie, besonders von Peptidarzneistoffen, Hormonen und Antibiotika
erforscht (Johnson, 1997). Die Lunge ist ein groRes Organ mit einer Oberflache von
ca. 100 m? und stellt eine hoch permeable Membran dar. Die Applikation ist einfach
und schmerzfrei. Im Unterschied zur peroralen Applikation gewahrleistet die

pulmonale Applikation eine hohe Bioverfugbarkeit der Arzneistoffe.

111 Partikelabscheidung im Respirationstrakt

Durch die anatomischen Gegebenheiten der Lunge kommt es zu verschiedenen
Abscheidungsmechanismen, die einerseits von physikalischen Parametern wie
PartikelgroRe, -form und -dichte und andererseits von atemphysiologischen
Bedingungen wie Atemzugvolumen und Atemfrequenz (Gebhardt et al., 2009)
abhangen. Zusatzlich spielen die Art des Inhalationsgerates und die Koordination
zwischen Auslésen und Inhalation eine grof3e Rolle (Scheuch, 2002; Langguth et al.,
2004). Abbildung 1.1.1.1 zeigt schematisch den Aufbau der Atemwege. Der
Durchmesser in den einzelnen Abschnitten der Atemwege verjungt sich, und die
Anzahl der Abzweigungen steigt, welches zu einer VergroRerung der Ober-
flache fihrt. Als Abscheidungsmechanismen (Depositionen) im Respirationstrakt
unterscheidet man die Impaktion, Sedimentation und die Diffusion. Unter der
Impaktion (Voshaar et al., 2002) versteht man die Abscheidung von Teilchen der
GrofRe 10 uym, die sich zu 90% in den oberen Atemwegen (Oropharynx) aufgrund der
Massentragheit abscheiden. Sie erfolgt nahezu proportional zur Geschwindigkeit der
Teilchen im Luftstrom. Partikel der GroRe 3-5 ym werden bei Mundatmung im
Bronchialbaum durch Impaktion abgeschieden. Die Sedimentation (Voshaar et al.,
2002) beschreibt die Abscheidung von Partikeln der Grélke 0,5-5 pm.
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7 | —— Anzahl der Ver-

Trachea zweigungen

Impaktion

Leitungszone

Sedimentation

(bergangs-
zone

Diffusion

Respirations-

zone

Abbildung 1.1.1.1: Aufbau der Atemwege und Abscheidungsmechanismen (Thews et al.,1991;
Langguth et al., 2004).

Durch die Schwerkraft fallen die Partikel so lange, bis sie eine Wand erreichen und
dort abgeschieden werden. Teilchen der Grole 0,5-5 um deponieren vor allen in den
mittleren und kleinen Bronchien und in der Alveolarregion. Die Sedimentation hangt
von der Atemfrequenz und der Atemhaltezeit des Patienten ab. Die Sedimentations-
geschwindigkeit folgt dem Stokes-Cunningham Gesetz nach dem die
Sedimentationsgeschwindigkeit mit dem Quadrat des Radius der Partikel korreliert.

Das Gesetz von Stokes lautet:

Fr=61"r"n*v

Fr= Reibungskraft [N]
r = Radius des Teilchen [m]
n = dynamische Viskositat [Pa*s]

v = Sinkgeschwindigkeit [m/s]

Sind die im Gas sinkenden Kugeln so klein, dass sie sich in der gleichen Grolien-
ordnung wie die mittlere Weglange der Gasmolekule befinden, wird die Berechnung
ungenau. Diese Ungenauigkeit kann durch den Cunningham Korrekturfaktor

behoben werden. Das Stokes-Cunningham Gesetz lautet:

2



1. Einleitung

Fr= 61" n v [1+ A I (Ar+A* e 5]

A ist eine experimentell bestimmte Konstante, wobei fur Luft gilt:

Ay =1,257; A, =0,4; A3 =0,55

Als Naherung kann fur Luft auch der folgende Zusammenhang verwendet werden:
Fr = 6T7*r* n *v*(1+0,86 M/r)™

Teilchen der Grole < 0,5 pym werden mittels Diffusion im Respirationstrakt ab-
geschieden. Durch die Brownsche Molekularbewegung erreichen Teilchen die
Wande des Bronchialbaums und scheiden sich dort ab. Diese Teilchen haben einen
geringen Einfluss auf die therapeutische Wirkung, da sie aufgrund ihrer geringen
Grolde nur wenig Wirkstoff transportieren kdnnen. Daruber hinaus konnen sie zwar
bis in die Alveolen vordringen, werden aber zu einem grofl3en Teil wieder ausgeatmet.
Diffusion und Sedimentation sind zeitabhangige Prozesse und umso effektiver, je
langer sich das Teilchen im Respirationstrakt aufhalt. Die optimale Partikelgrofe wird
mit 0,5-5 ym angegeben. Zusatzlich ist sie vom Wirkstoff und dem dafur optimalen

Depositionsort abhangig (Labiris and Dolovich, 2003).
1.1.2 Pharmazeutisch technologische Aspekte der Feuchtinhalation

Das Europaische Arzneibuch (Ph. Eur. 6.0) definiert ,Zubereitungen zur Inhalation
(Inhalada)* als ,flissige oder feste Darreichungsformen, die als Dampf oder Aerosol
angewendet werden, um in der Lunge lokale oder systemische Wirkung zu erzielen®.
Als Aerosol werden feste und flussige Teilchen, die in einem Gas dispergiert sind,
bezeichnet. Diese Flussigkeiten kdnnen Losungen, Suspensionen oder Emulsionen
sein, die mit Hilfe eines ,Inhalators mit Zerstauber® appliziert werden. Das
Europaische Arzneibuch unterscheidet zwischen ,Zerstauber mit kontinuierlicher
Abgabe“ (Vernebler) und ,Zerstauber mit Dosiervorrichtung®, bei denen die Aerosol-
dosis mit einem Atemzug inhaliert wird. Die in den Zubereitungen enthaltenen Hilfs-
stoffe ,dlurfen die Funktion der Schleimhaut der Atemwege und ihrer Zillien nicht

beeintrachtigen®. Arzneimittel fur die Feuchtinhalation werden als ,Flissigkeiten zur
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Zerstaubung® bezeichnet. Der pH-Wert der verabreichten Inhalationslésungen/-
suspensionen sollte zwischen 3-8,5 liegen. An die Osmolaritat werden keine
besonderen Anforderungen gestellt. Es wird gefordert, dass ,die GrolRe der zu
inhalierenden Aerosolteilchen (...) zu kontrollieren ist, um sicherzustellen, dass ein
bedeutender Anteil in der Lunge abgelagert wird®. Zur ,aerodynamischen Beurteilung
feiner Teilchen® werden im Arzneibuch die unterschiedlichsten Impaktoren und
Impinger beschrieben. Konkrete Anforderungen zum Anteil an feinen Partikeln und
den massengemittelten aerodynamischen Durchmesser (MMAD) werden hier nicht

gestellt.

113 Pulmonale Applikationformen

Unter der Vielzahl verfugbarer Inhalationssysteme unterscheidet man anhand ihrer
Funktionsweise unter anderem die Dosieraerosole und die Pulverinhalatoren. Dosier-
aerosole (pressurized metered dose inhalers, pMDI) verwenden Treibmittel fur eine
aktive Wirkstoffreissetzung. Nach Aktivierung des Auslosemechanismus entsteht ein
Aerosol aus Arzneistoff, Treibmitteln und ggf. Hilfsstoffen (Brocklebank et al., 2001).
Um mdgliche Schwierigkeiten in der Koordination von Ausldésung und Inspiration zu
verhindern, setzen einige pMDI das Aerosol atemzuggesteuert bei Beginn der
Inspiration frei (Marshik et al., 1995, Price et al., 2003). Pulverinhalatoren (dry
powder inhalers, DPI) enthalten keine Treibmittel. Hier liegt der Arzneistoff in Form
groler Aggregate — haufig an Laktose gebunden - vor. Allein durch den
inspiratorischen Atemfluss des Anwenders kommt es zur Freisetzung und
Desagglomeration des Wirkstoffes und zur Deposition der entstehenden Partikel in
den Atemwegen (Brocklebank et al., 2001). Daher sind die freigesetzte Wirkstoff-
menge und die PartikelgroRe bei Pulverinhalatoren im Gegensatz zu Dosier-
aerosolen grundsatzlich atemflussabhangig. Das Inhalationsmandver des Patienten
beeinflusst bei Pulverinhalatoren stark den Anteil feiner Partikel und die Partikel-
grolRenverteilung. Dabei spielen der inspiratorische Spitzenfluss (PIF) und die
Beschleunigung des Atemflusses eine bedeutende Rolle (Bisgard, 1997; Dolovich,
2000; Kamin et al.,, 2002). Welcher PIF fur eine effektive Freisetzung und
Desagglomeration bendétigt wird, ist systemabhangig. In der Regel muss er
mindestens 30 L/min betragen, besser ist ein PIF > 60 L/min (Kamin et al., 2002;

van de Palen, 2003). Ein hoher PIF erhoht andererseits die Gefahr einer hohen
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oropharyngealen Deposition, da insbesondere groRere Partikel bei hoher
Geschwindigkeit leicht durch Impaktion im Mund-Rachen-Raum abgeschieden
werden (Dolovich, 2000). Fur DPI wird ein von Beginn an mdglichst kraftiges Atem-
mandver, fur pMDIs wird ein ruhiges und tiefes Atemmandver empfohlen, Tabelle

1.1.3.1 zeigt Ubliche auf dem Markt befindliche Inhalationssysteme.

Tabelle 1.1.3.1: Marktibliche Inhalationssysteme.

Vernebler Dosieraerosol (pMDI) Pulverinhalator (DPI)
Diisenvernebler Autohaler® Turbohaler®
Ultraschallvernebler Dosieraerosol®+Inhalierhilfe | Diskus®
Membranvernebler orschaltkammer) Novolizer®
@% Handihaler®
Easyhaler®

Um das geeignete Inhalationssystem fur den Patienten zu finden, geht man nach
dem in Abbildung 1.1.3.1 dargestellten Entscheidungsbaum vor. Der Respimat® ist
ein relativ neues Inhalationssystem, das zwischen Vernebler und pMDI einzuordnen

ist.
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Entscheidungsbaum zur Auswahl von Inhalationsgeraten

Spontane Atmung?

ja nein
Gute Koordination? = pMDI mit Spacer
= Vernebler

(z.B. imtubierter,
beatmetar Patient)

ja nein
Inspirationsfluss Inspirationsfluss
> 30 LIMINT? = 30 LIMIN?

ja nein

= phDI mit Spacer = fADCH = phDI mit Spacer = phADI mit Spacer
= MDI mit Atemzug- = Vernebler = MDI mit Atemzug- = Vernebler

triggerunag trigaQeruncg
= DP1 = OPI
= Vernebler = VYernebler
{z.B. (z.B. Patient {z.B. geriatrische (z.B. Kleinkinder)
Durchschnittspatient) mit schwerer Patienten, Kinder)

Obstruktionn}

Voshaar et al., 2000, Pneumologie 55:579-86

Abbildung 1.1.3.1: Entscheidungsbaum zur Auswahl des geeigneten Inhalationssystems nach
Voshaar et al. (Voshaar et al., 2002).
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1.1.3.1 Disenvernebler

Dusenvernebler bendtigen Druckluft zur Erzeugung des Aerosols durch den Venturi-
bzw. Bernoulli-Effekt. Diese Druckluft wird mittels Kompressor, Gasflaschen oder
Druckluftleitungen bereitgestellt. Druckluftbetriebene Vernebler besitzen meist eine
ZweistoffdUse mit einer Prallplatte. Durch den Sogeffekt der durch die Duse
stromenden Druckluft wird die Arzneistofflosung angesaugt und durch Entspannung
beim Verlassen der Duse in Tropfchen zerrissen (s. Abbildung 1.1.3.1.1). Feine
Aerosoltropfchen werden mit dem Luftstrom mitgefuhrt, zu gro3e Teilchen werden an
der Prallplatte z.T. in kleinere Teilchen zerteilt oder abgeschieden. Je nach
Konstruktionsprinzip kann man kontinuierlich arbeitende Vernebler, mittels Unter-
brechertaste vom Patienten, vom Patienten gesteuerte Systeme und atemzug-
gesteuerte Verneblertypen unterscheiden. Die Inhalationsldsung bzw. Suspension

kUhlt aufgrund der Verdunstungskalte ab.

Luftstrom-
steuerung

Primaraerosol

Prallplatte

Druckluft

Abbildung 1.1.3.1.1: Prinzip der Disenverneblung nach Fa. Pari.

1.1.3.2 Ultraschallvernebler

Ultraschallvernebler erzeugen mechanische Schwingungen (ein piezoelektrischer
Kristall, generiert oszillierende elektrische Schwingungen), die von der Flussigkeits-
oberflache Aerosoltropfchen ablost (s. Abbildung 1.1.3.2.1). Die GroRe der Tropfchen
ist von der Art der Flussigkeit und der Ultraschallfrequenz abhangig. Damit respirable

Teilchen entstehen, ist eine Frequenz von mindestens 1 MHz notwendig. Es gibt

7
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unterschiedliche Konstruktionsvarianten. Eine davon bedient sich dem Prinzip der
direkten Verneblung, indem die zu vernebelnde Flussigkeit sich direkt Uber dem
Schwinger befindet. Bei der indirekten Vernebelung ist die Flussigkeit durch ein
Koppelmedium und eine Membran vom Schwinger getrennt. Bei Ultraschall-
verneblern erwarmt sich die Inhalationslésung unterschiedlich stark (z.B. beim Opti-
neb® auf 37 °C, beim multisonic profi® auf 42 °C). Proteine und Suspensionen diirfen

nach diesen Verfahren nicht vernebelt werden.

AR
Ultraschall-Welle. o0y

Flissigkeit
Ultraschall-
schwinger

e S A A T

Abbildung 1.1.3.2.1: Prinzip der Ultraschallverneblung nach Fa. Pari.

1.1.3.3 Membranvernebler

Bei den innovativen Membranverneblern sind die Vorteile von Dusen- und Ultra-
schallverneblern kombiniert. Hier werden die Schwingungen eines elektronisch
angeregten Piezorings auf eine dinne Membran aus Edelmetall Ubertragen
(s. Abbildung 1.1.3.3.1). Die entstehenden periodischen Druckschwankungen
pressen die Medikamentenlosung durch Mikrodusen definierter Grofde und Form. Da
bei diesen System im Vergleich zu Ublichen Ultraschallverneblern eine relativ geringe
Frequenz von 116 kHz erzeugt wird, konnen mit Membranverneblern auch instabile

Wirkstoffe vernebelt werden.

/ . \‘\‘ -
L |
|
\\ T Membran Medikameni
Tropfchen

Aerosol

Abbildung 1.1.3.3.1: Prinzip der Membranverneblung nach der Fa. Pari.



1. Einleitung

Empfohlen werden Vernebler fur Kinder unter 4 Jahren, Erwachsene mit
Koordinationsproblemen oder im Asthmaanfall sowie fur intubierte Patienten. Fur alle
Vernebler gibt es eine Abhangigkeit zwischen Fullvolumen und Verneblerleistung, so
dass die pro Zeiteinheit vernebelte Wirkstoffmasse erheblich variieren kann. Auch die
im Vernebler verbleibende Restmenge an Arzneistofffllissigkeit kann sich wesentlich

unterscheiden.

Einflussfaktoren auf das Vernebelungsverhalten von Zubereitungen zur
Inhalation

Je hoher die Druckluft im Disenvernebler oder je héher die Schwingung des piezo-
elektrische Kristalls ist, desto kleinere Partikel werden generiert. Die Partikelgrofie
von Dusenverneblern ist abhangig von den im System befindlichen Prallplatten, denn
nur kleine Partikel kdnnen diese umgehen und vom Patienten eingeatmet werden.
Aulerdem andert sich die Partikelgrofle im Mundstlick durch Evaporation des
Losungsmittels, Tropfenaggregation, Kondensation und Abscheiden an den Wanden
des Reservoirs und den Rohren des Verneblers (Clay et al., 1983; Newman et al.
1987). Nach Mercer (Mercer, 1981) betragt die Schwellenamplitude, die fir die

Entstehung der Kapillarwellen verantwortlich ist:

A = 4n/fl Gleichung 1
A = Schwellenamplitude

n= Viskositat

f= Frequenz des akustischen Signals

| =

Kapillarwellenlange

Die Tropfen werden von der Oberflache abgeldst, wenn die Amplitude die Schwellen-
amplitude um das Vierfache Ubersteigt. Der MMAD (massengemittelter aero-

dynamischer Durchmesser) ist proportional zur Kapillarwellenlange. Diese ist:

| = (8pg/rf?)'" Gleichung 2

Oberflachenspannung der Losung

Dichte der Losung

Frequenz des akustischen Signals

Proportionalitatskonstante, die unabhangig von der Viskositat, Art der Losung,
und der Art der Zerstaubung ist. Ublicherweise ist der Wert 0,341.

T S @
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1. Einleitung

Aus Gleichung 2 geht hervor, dass die Tropfchengrof3e von der Viskositat, der Ober-
flachenspannung und diesen beeinflussenden Faktoren wie Temperatur und
Konzentration abhangig ist. Die Auswirkungen dieser Losungscharakteristika sind
schwer vorauszusagen, da die Prallplatten einen wesentlichen Einfluss auf die
Partikelgrélien haben. Theoretisch musste die Viskositat einen Einfluss auf den
Massenfluss der Flussigkeit durch die Dusen des Verneblers und damit einen
Einfluss auf die mittlere Tropfchengrofle haben. Praktisch (Voshaar et al., 2002)
konnte dies nicht hinreichend bewiesen werden. Newman et al. (Newman et al., 1987)
berichteten, dass einige Dusenvernebler mit steigender Viskositat der Inhalations-
I6sung kleinere Tropfchen produzierten. Diese Ergebnisse stimmen gut mit den
Untersuchungen von McCallion et al. (McCallion et al., 1995) fur Glycerol/- bzw.
Propylenglycol/Wassergemische uberein. Silikonflussigkeiten zeigten mit steigender
Viskositat einen Anstieg der PartikelgroRe. Le Brun et al. (Le Brun et al., 2000)
beobachteten eine Verkleinerung der Tropfchen beisteigenden Tobramycin-
konzentrationen von 0 auf 10%. FUr Konzentrationen von 10-30% konnte keine
weitere Abnahme gezeigt werden. Le Brun et al (Le Brun et al., 1999) konstatierten,
dass fur Tobramycin die optimale Konzentration in Lésungen etwa 20% betragt. Bei
Ultraschallverneblern sollte die Oberflachenspannung nach Gleichung 2 einen
direkten Einfluss auf die Tropfchenbildung haben, so dass kleinere PartikelgroRen
mit steigender Oberflachenspannung entstehen. McCallion et al. (McCallion et al.,
1995) fanden tatsachlich einen dahin gehenden Trend, obwohl keine klare
Beziehung gefunden wurde. Eine zu exzessive Steigerung der Oberflachenspannung
fuhrt zu Schaumbildung, welche die Aerosolbildung verringert. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die physikalischen Eigenschaften der Inhalationslésung
Einfluss auf das primar gebildete Aerosol haben, aber das dem Patient zugangliche
Aerosol hangt eher von der Bauweise des Verneblers. Wie oben beschrieben ist
auch der Arzneistoffaussto® von der Druckluft des Dusenverneblers und der
mechanischen Schwingung des Ultraschallverneblers abhangig (Sterk et al., 1984).
Die Ausstoldrate korreliert direkt mit der Arzneistoffkonzentration. Nichts desto trotz
kann man die Arzneistoffkonzentration nicht uneingeschrankt steigern, da dies mit
hoheren Viskositaten und mit den oben genannten Schwierigkeiten einhergeht. Bei
jedem Verneblungsvorgang bleibt ein Restvolumen von zu vernebelnder Losung, der
nicht vernebelt werden kann, das so genannte Residualvolumen (bis 50% des Full-

volumens). Bei gleich bleibendem Residualvolumen erhéht sich die Menge an
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1. Einleitung

vernebelten Arzneistoff mit steigendem Fullvolumen des Verneblers. Gleichzeitig wird

die Vernebelungszeit verlangert.

1.1.3.4 Der Respimat®

Der Respimat® besteht im Wesentlichen aus zwei Teilen, dem Inhalationssystem
selbst und der Medikamentenkartusche (s. Abbildung 1.1.3.4.1). Die Kartusche
bestent aus einem Aluminiumzylinder, der einen doppelwandigen Kunststoff-
kontainer, gefullt mit Inhalationslosung, enthalt. Der innere Teil dieses Plastik-
behalters ist flexibel und fallt mit zunehmender Entleerung zusammen. Dadurch wird
vermieden, dass sich Uber den Zeitraum der Anwendung eine Luftblase bildet. Vor
der Erstbenutzung des Gerates muss die Kartusche in den Respimat® eingefiihrt
werden, wobei sie gleichzeitig punktiert wird. Untersuchungen von Schmelzer und
Bagel (Schmelzer and Bagel, 2001) haben gezeigt, dass es wahrend des Einsetzens
nicht zur mikrobiologischen Kontamination der Inhalationsflissigkeit kommt.
Dennoch wird der Losung vorsorglich ein Konservierungsmittel zugesetzt. Die
Kartusche enthalt ausreichend Inhalationsflissigkeit fur 120 Inhalationen und das

Gerat verfugt tUber einen Blockiermechanismus nach Abgabe dieser Hubzahl.

Mundstiick

i
—
Sl
3
.
3

2 Uniblock
5[— Ausloser

Kapillare
Gehause

Durchsichtiges
=—— Geratehause-
unterteil

Feder

;J]—
- Kartusche

Abbildung 1.1.3.4.1: Aufbau des Respimats®.
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Der Respimat® generiert die fur die Freisetzung des Aerosols erforderliche Energie
uber eine Feder, die durch Drehen des Korpers um 180° gespannt wird. Gleichzeitig
mit der Federspannung wird aus der Kartusche eine Einzeldosis von 15 pl in eine
Dosierkammer transportiert. Durch die Kraft der gespannten Feder wird bei
Auslosung des Respimats® die Flussigkeit durch ein System aus Vorfilter und mikro-
lithographisch hergestelltem Feinfiltersystem gedruckt. Der sich hier aufbauende
Druck betragt 250 bar. Das Herzstick des Systems, der so genannte Uniblock,
enthalt neben dem Feinfilter eine Zweistrahlimpaktionsduse (s. Abbildung 1.1.3.4.2).
Der Austritt der Flussigkeit aus dem Uniblock erfolgt Uber zwei Kanale, die in einem
festgelegten Winkel konvergent zueinander angeordnet sind. Beim Aufeinander-
prallen der Flussigkeitsstrahlen entstehen feinste Aerosoltropfchen mit geringer
Geschwindigkeit. Die Teilchengeschwindigkeiten liegen bei ca. 0,8 m/s und sind
damit zehnmal langsamer als Aerosolteilchen aus FCKW-haltigen und FCKW-freien
Dosieraerosolen. Auch wird die Aerosolwolke Uber einen langeren Zeitraum von
1,5 s generiert.

100

801 | Ppartikel < 5,8 pm
Feinanteil > 70%

Feinfilter
60
40 1

. 201

iR

i 0
|u||||-|.l.||n.l”l.||.] 04 07 11 21 33 47 58 9.0 100
Cut-off sizes (pm)

Cumulative mass fraction (%)

Abbildung 1.1.3.4.2: Zweistrahldiise des Uniblocks. Abbildung 1.1.3.4.3: PartikelgréRenverteilung
des Respimats®. bei Vernebelung einer ethanolischen
Fenoterolldsung mittels Respimat®.

Die Aerosolwolke enthalt einen hohen Anteil von Partikeln mit einem aero-
dynamischen Durchmesser < 5,8 uym (s. Abbildung 1.1.3.4.3). Die Feinpartikel-
fraktion in wassrigen Fenoterollosungen betragt 66%, in ethanolischen Losungen
sogar 81% gemal Kaskadenimpaktionsanalysen (s. Abbildung 1.1.3.4.3). Momentan

gibt es zwei Fertigarzneimittel in Form des Respimats® auf dem Markt, Spiriva®
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(Wirkstoff: Tiotropiumbromid-1 H,0) und Berodual® (Wirkstoffe: Ipratropium-bromid- 1
H,O und Fenoterolhydrochlorid). Newman et al. erstellten bei 12 gesunden
Probanden Inhalationsszintigramme mit Fenetorol, inhaliert aus dem Respimat®, im
Vergleich zu einem pMDI mit oder ohne Vorschaltkammer (Newman et al., 2007). Die
Rachendeposition betrug beim Respimat®37% und beim pMDI 72%. Etwa 39% der
aus dem Respimat® freigesetzten Dosis deponierte intrapulmonal, beim pMDI nur
11%. Eine klinische Studie bestatigt die bessere Lungendeposition des Aerosols
inhaliert aus dem Respimaten® bei Patienten mit milden Asthma unter anderem im
Vergleich zum Turbohaler® und zum pMDI (Pitcairn et al., 2005). Goldberg et al.
(Goldberg et al., 2001) zeigten die Wirksamkeit und Sicherheit von Fenoterol/
Ipratropium inhaliert mittels Respimat® bei erwachsenen Patienten mit
stabilem Asthma. Die bendtigte Dosis zur Besserung des FEV1 (Erstsekunden-
volumen) betrug nur die Halfte der kumulativen Dosis von herkémmlichen pMDls.
Drei weitere Phase Il Studien, in denen Erwachsene mit der Diagnose Asthma
(Vincken et al., 2003), Kinder mit der Diagnose Asthma (von Berg et al., 2004) und
erwachsene Patienten mit COPD (Kassner et al.,, 2004) untersucht wurden,

bestatigten die vorteilhafte Deposition.

Respimat SMI Turbuhaler DPI — slow

Turbuhaler DPI — fast pMDI

Abbildung 1.1.3.4.4: Szintigramme bei Anwendung verschiedener Inhalationssysteme (Pitcairn et al.,
2005).
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Inhalierbarer Anteil des SprihstoRes - effektive Dosis

Die  Funktionsweise des Respimats® erlaubt Inhalationsmandver  mit
unterschiedlicher Reihenfolge der Ausldse- und Inhalationszeitpunkte. Der Ausldse-
mechanismus kann vom Patienten vor oder nach dem Einatmen des SprihstofRes
betatigt werden. Aus der gesamten Inhalationszeit des Patienten (Ti,) lasst sich,
unter Berucksichtigung des Auslosezeitpunkts (A), der inhalierbare Anteil des Spruh-
stolRes berechnen (effektive Dosis). Bei positivem t wird zuerst inhaliert, dann
ausgelost (Spatauslosung). Fur negative t wird zuerst ausgel6st, dann eingeatmet
(Frihauslosung). In Abhangigkeit des Ausldsezeitpunkts A zum Inhalationszeit-
punktes und der Inhalationszeit (Ti,) lasst sich rechnerisch die effektive Dosis
ermitteln (s. Abbildung 1.1.3.4.5).

DELTA(A) >0 DELTA (A) <0
Tin 1 Tin 1
: A :
a ...é....| : d | :
GRS — b A i
" : = !
c SO . "N S C A |
I ! |
case condition formula (%) case condition formula (%)
a. A+15<T, 100 a. A+l.5=<0 0
b. A+1.5>T, (1~A+'1'5;Ti" 3100 b. O0<A+1.5<T, ( A~+1—l‘.55 %100
ot A>T, 0 C. A+1.5>T,, T, *100
1.5

Abbildung 1.1.3.4.5: Berechnung der effektiven Dosis nach Untersuchungen von Boehringer
Ingelheim (Publikationen in Vorbereitung) fir Spét- (links) und Frihausldsung (rechts).
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Berechnung der effektiven Dosis bei Friihausldsung des Respimats®

In vitro Testmessungen (Versuchaufbau Abbildung 1.1.3.4.6) mit dem Rachenmodell
nach Finlay und dem Respimaten® haben ergeben, dass eine Auslosung vor dem
Einatmen nur eine geringe Reduktion der effektiven Dosis bewirkt (Boehringer
Ingelheim; Publikationen in Vorbereitung). Nach Anlegen eines konstanten Flusses
wurde der Respimat® zu unterschiedlichen Zeitpunkten ausgeldst (0, -1, -3 s). Die
deponierte Wirkstoffmenge im Rachenmodell und in der Dosisrohre wurde mittels
HPLC quantifiziert und der Verlust durch Subtraktion von der Gesamtdosis bestimmt.
Die gefundene mathematische Naherung fur den Verlust (x) lautet x = 100 + 15,885*t
[%]. Bei 1 s zu friher Auslosung stehen beispielsweise 84% (100 - 15,885 = 84,115)

der effektiven Dosis fur die Inhalation zur Verfugung.

Finlay Hals

Respimat®

im Gehause
bei 97% Luft-
feuchtigkeit und
22°C
Flussgenerator
Dosisrohre

Kdihlfalle

Abbildung 1.1.3.4.6: Rachendepositionsmessung bei den Flussraten 20/40/60/100 L/min des
Respimats® abgewandelt nach Fluent Forum (Bickmann et al., 2006)
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Estimierte Extra- und Intrathorakaldosis

Extrathorakaldeposition

Unter der Extrathorakaldeposition, versteht man die Wirkstoffmenge, die im Finlay
Hals deponiert wird (s Abbildung 1.1.3.4.6). Der menschliche Mund-Rachenraum ist
kein rechter Winkel sondern ein komplexes Gebilde aus verengten und erweiterten
Zonen und Krimmungen (s. Abbildung 1.1.4.7). Das idealisierte Mund-Rachenmodell
von Finlay und Johnstone (Johnstone et al., 2002) versucht die anatomischen
Verhaltnisse nachzubilden. Das Modell wurde anhand mehrerer tomographischer
Scans von Patienten konstruiert. Es spiegelt wesentlich besser die anatomischen
Bedingungen des menschlichen Respirationstraktes wieder als bisher genutzte
Modelle (vgl. 1.1.3.4.7).

a) b) C)

Kehldeckel
(Epiglottis)

Die Kehle

Abbildung 1.1.3.4.7: Vergleich a) des anatomischen Rachens mit b) dem Impaktionshals nach Ph.Eur.
6.0 c) dem Finlay-Modell nach Fluent Forum (Bickmann et al., 2006)
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Um die Abhangigkeit der extrathorakalen Deposition von den Atemfluss-
geschwindigkeiten zu beschreiben, bedient man sich der numerischen Simulation
(Stromungssimulation). Es handelt sich dabei um besondere Rechenverfahren, die
unter das Teilgebiet der numerischen Mathematik fallen und es erlauben,
kontinuierliche Vorgange mittels einer Vielzahl wiederholter Einzelrechnungen zu
berechnen. Fur derartige Rechnungen wurde die Rachengeometrie mittels Solid
Works Edition 2005 (3D Computersoftware zur Herstellung von Konstruktions-
zeichnungen) konstruiert. Die Partikeldeposition wurde mittels des Computer-
programmes Fluent 6.3.17 simuliert (s. Abbildung 1.1.3.4.8). Damit konnte gezeigt
werden, dass erhdhte Flussraten (was einer erhdhten Flussgeschwindigkeit
entspricht) zu einer ansteigenden Partikelgeschwindigkeiten am Auslass des Inhalers
und in den speziellen Regionen des Rachenmodells (Epiglottis, Larynx) fuhren
(Bickmann et al., 2006). In den verengten Regionen (high speed jets) steigt die

Stromungsgeschwindigkeit und der Tragheitseffekt der Partikel nimmt zu.
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Abbildung 1.1.3.4.8: Computersimulierter Depositionsort und -geschwindigkeit von Aerosolpartikeln
(4 pm) nach Fluent Forum (Bickmann et al., 2006).
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Diese Ergebnisse konnten durch experimentelle Untersuchungen mit dem Versuchs-
aufbau nach Abbildung 1.1.3.4.6 (Bickmann et al., 2006) untermauert werden. Der
Respimat® wurde an das idealisierte Rachenmodell nach Finlay angeschlossen und
mit vier verschiedenen Flussraten (20, 40, 60 und 100 L/min) beaufschlagt. Die im
Rachen deponierte Wirkstoffmenge wurde mittels HPLC bestimmt. Die Ergebnisse
der Computersimulation stimmen mit den experimentell bestimmten Werten gut
uberein (s. Abbildung 1.1.3.4.9).

Throat deposition related to delivered mass

(0]
o

w B [¢)] D ~
o o o o o
I I I

particle deposition [%)]

- N
o o
I

N .

20 40 60 100
air flow rate [L/min]

\ O Exp. Data B Simulation \

o

Abbildung 1.1.3.4.9.: Vergleich der estimierten Extrathorakaldeposition gemafl experimenteller und
der computersimulierter Bestimmung in Abhangigkeit von der Atemflussgeschwindigkeit.

Die mittels Computersimulation ermittelte Deposition ist leicht erhdoht durch
die komplexe Geometrie und damit verbundenen Strémungsbedingungen im Rachen,
die hohen Reynoldszahlen (Definition und Erklarung s. Kapitel 1.2) und die
instationaren Stromungen (z. T. laminar, z. T. turbulent). Unter der estimierten
Intrathorakaldosis versteht man, die Wirkstoffmenge, die in der Dosisréhre des
Versuchsaufbaus (Abbildung 1.1.3.4.6) deponiert wird. Um diese zu berechnen muss
zuerst die Extrathorakaldeposition (Rachendeposition) ermittelt werden. Dazu
wird die Wirkstoffdeposition im Finlay Hals bei den Flussraten 20, 40,60 und 100
L/min quantifiziert und gegen die zugehodrige Flussrate aufgetragen (s. Abbildung
1.1. 4.10).
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Anschliefend wird die Steigung m in der Geraden ermittelt (m = 0,6536 in L/s bzw.
m = 39,219 in L/min). Um die Extrathorakaldeposition fur unterschiedliche Atem-
flussprofile zu berechnen, nimmt man das Integral fur die Atemflussgeschwindigkeit
wahrend der Spruhdauer (=inspiriertes Volumen in dieser Zeit/1,5 Sekunden
(MIF 1.5)), multipliziert diese mit m und der effektiven Dosis (m*MIF1.5*effektiven
Dosis). Fur die Ermittlung der estimierten Intrathorakaldosis wird die Extrathorakal-
deposition von der effektiven Dosis (effektive Dosis m*MIF1.5* effektive Dosis)
subtrahiert (Wachtel et al., 2007).
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Abbildung 1.1.4.10: Extrathorakaldeposition der experimentell bestimmten Depositionsdaten
(Wachtel et al., 2007).

Die Berechnung der estimierten Intrathorakaldosis ist eine rechnerisch erstellte
Abschatzung, die nur bedingt einen Vergleich mit szintigraphisch bestimmten Daten
erlaubt. Sie beriicksichtigt nicht die Deposition am Mundstiick des Respimaten® und
den Verlust durch wieder exhaliertes Aerosol.
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1.2

Die aerodynamische PartikelgroRenverteilung spielt fir die Lungengangigkeit von
Inhalativa eine grof’e Rolle, da sie ein entscheidender Faktor flr die Wirkstoff-
deposition in der Lunge ist (s. Abbildung 1.2.1). Zur Beschreibung der aero-

dynamischen PartikelgroRenverteilung von Inhalativa wird die Kaskadenimpaktions-

Bewertung der aerodynamischen Eigenschaften von Zubereitungen zur

Inhalation

analyse durchgefihrt.

Abbildung 1.2.1: Korrelation der regionalen Lungendeposition zu den Partikelgrofken auf den Impaktions-
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stufen des Anderson Impaktors nach Dunbar und Mitchell (Dunbar and Mitchell, 2005).

Bei der PartikelgroRenbestimmung von Aerosolen wird der aerodynamische Durch-
messer der Partikel bestimmt. Dieser ist definiert als der Durchmesser eines Partikels,

den ein kugelférmiges Teilchen der Dichte 1 g/cm?® mit gleichem Flugverhalten wie das

betrachtete Teilchen hat. Er wird durch folgende Formel beschrieben:

PpCp
Paecae (GIeiChUng 1)
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pp = Partikeldichte

dp = Durchmesser eines spharischen Partikel

C, = Cunningham Korrekturfaktor eines Partikels der GroRRe d,
Pae = Einheitsdichte (1g/cm?)

dae = aerodynamischer Durchmesser

Cae = Cunningham Korrekturfaktor eines Partikels der Grof3e dae

Der massengemittelte aerodynamische Durchmesser (MMAD) gibt an, dass 50% der
gemessenen Partikel kleiner sind als diese Partikelgroe. Den Methoden des Arznei-
buches zur Bestimmung des MMADs liegt die Tragheitsabscheidung (Impaktion)
zugrunde. Das Prinzip ist in Abbildung 1.2.2 schematisch dargestellt. Mit zunehmender
Entfernung vom Einlass (Impaktorhals) nimmt die Anzahl der Dusen zu und der
Durchmesser der DlUsen ab, so dass grofdere Partikel sich am Anfang und kleinere

Partikel sich am Ende des Impaktors abscheiden.

Einlass GroRes impak-
tiertes Partikel
Disendurchmesser
- (
0 5o
23 =
833 —
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g
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®» >
g’ Aerosolteilchen i
erosolteilchen im
—

Luftstrom
i \
Ende des Impaktors

Kleines Partikel, das den
Luftstrom folgt

Abbildung 1.2.2: Prinzip der Kaskadenimpaktionsanalyse (Copley Scientific Limited, 2007).

Kleine Partikel folgen den Luftstrom im Gegensatz zu grof3en Partikeln, die aufgrund
ihrer Massentragheit den Luftstrom nicht folgen kénnen und sich auf Prallplatten ab
scheiden (s. Abbildung 1.3.2). Die Grélken der Partikel, die auf den Prallplatten
sedimentieren, hangen vom Dusendurchmesser ab. In den Impaktoren, die Aussagen

uber die Partikelgrof3enverteilung liefern, sind mehrere Disen mit zugehdrigem Prall-
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platten hintereinander geschaltet. Der Dusendurchmesser nimmt kontinuierlich ab,
so dass immer kleinere Partikel sedimentieren. Es gibt zwei wichtige dimensionslose
Parameter, die das Flussfeld durch eine solche Dusebeschreiben: der Dusen-Prall-
plattenabstand zum Dusendurchmesser (S/W) und die Reynolds-Zahl (Re) (Marple
V.A., 2003). Die Reynolds-Zahl (Re) stellt das Verhaltnis von Tragheits- zu
Zahigkeitskraften dar (bzw. das Verhaltnis von spezifischer Impulskonvektion zu
Impulsdiffusion im System). Uberschreitet die Reynolds-Zahl einen (problem-
abhangigen) kritischen Wert (Rey:t), wird eine bis dahin laminare Stromung anfallig
gegen kleinste Storungen. Entsprechend ist fir Re > Reyq mit einem Umschlag, der so
genannten Transition, von laminarer in turbulente Stromung zu rechnen. Die Formel fur

die Reynoldszahl lautet:
Re=pWV/u= 4 pQ/ntTpW (Gleichung 2)

p = Dichte der Luft [g/cm?]

Q = volumetrischer Fluss durch eine Impaktionsstufe [L/min]
M = Luftviskositat [Pa*s]

n = Anzahl der Dusen auf einer Impaktionsstufe

W = Dlusendurchmesser

Vo = gemittelte Geschwindigkeit der Luft in einer Dise

FUr einen gegebenen volumetrischen Fluss konnen n und W so ausgesucht
werden, dass die Reynoldszahl in der gewunschten GroRenordnung (Marple V.A.,
2003) bleibt. Die oben genannten Beziehungen gelten streng genommen nur fur Ein-
disenimpaktoren. Fur Mehrdisenimpaktoren muss der cross-flow, der durch
.,abgenutzte* Luft von den Duiusen im Zentrum der Impaktionsstufe entsteht,
berucksichtigt werden. Dieser kann den Luftstrom am Rande des Dusenclusters
unterbinden (Marple V.A., 2003). Ein weiterer dimensionsloser Parameter fur die

Beschreibung der Partikelabscheidungsgrofie ist die Stokes-Zahl:

4prdep2 _ 4pﬂ8QCﬁ{?dﬂ€'2

St = =
MmTuW? IMTuW?

(Gleichung 3)
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C = Cunninghamkorrekturfaktor
dae = @aerodynamische Durchmesser

dp, = Durchmesser des Partikels mit der Dichte p

Der Cunningham Korrekturfaktor wurde bereits in Kapitel 1.1.1 beschrieben. Durch

folgende Formeln lasst sich der Cunningham Korrekturfaktor berechnen:

C=1+Kn [1.142 + 0.558 exp(— 0'}399 )]

n

(Gleichung 4)
K= Knudsen-Zahl

Die Knudsen-Zahl misst das Verhaltnis der mittleren freien Weglange der Gas-
molekule zu einer geometrischen Bezugslange (z. B. Durchmesser des durchstromten
Rohres). Wenn der Durchmesser von dge gleich dso (aerodynamische Durchmesser,
der Teilchen, die mit 50%iger Effizienz gesammelt werden) ist, wird die Stokes-Zahl

als Stsp dargestellt und folgendermalden berechnet:

3
V' Cso dsg = il i V Stso

4
PacQ (Gleichung 5)

Far Partikel > 1 uym ist der Cunninghamkorrekturfaktor gleich 1, wobei dso direkt aus
Gleichung 5 berechnet werden kann. Idealerweise sollte der Wert von VStsy gleich
0,495 sein, wenn die Reynoldszahl 500-3000 betragt und S/W mindestens 1 und nicht
groRer als 10 ist. Die Impaktionsmessung dient zur Bestimmung des Feinanteils der
Inhalate, also den Anteil der Partikel, die unter 5 um grof3 sind und in den unteren
Abschnitten der Lunge deponieren. Die Angabe des Ergebnis kann als ,Dosis feiner
Teilchen® bzw. ,Fine Particle Dose“ (FPD) oder als ,Anteil feiner Teilchen® bzw. ,Fine
Particle Fraction® (FPF) erfolgen. Die FPD wird in Mikrogramm und die FPF in Prozent
angegeben und bezieht sich auf die Menge, die im Impaktor insgesamt wieder
gefunden wird. Die Scharfe der Verteilung, und somit die Charakterisierung der aero-
dynamische Partikelgrofienverteilung (APSD) wird Uber die geometrische Standard-

abweichung, die mittels der nachfolgender Formel berechnet wird, bestimmit.
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1. Einleitung

Gsp = | 9ss1
V diso

ds4.1 Und d15 9 entsprechen den Perzentilen der Sammeleffizienzkurve.

Parameter zur Beschreibung der aerodynamischen Eigenschaften von Aerosolen sind

in Tabelle 1.2.1 zusammengefasst.

Tabelle 1.2.1: Parameter zu Beschreibung der aerodynamischen Eigenschaften von Aerosolen.

Abkilrzung Name Bedeutung

C Cunningham Korrekturfaktor Sind die in einem Gas sinkenden
Kugeln so klein, dass sie sich in
der gleichen GroRenordnung

wie die mittlere freie Weglange
der Gasmolekule befinden, wird
die Stokes Formel ungenau. Durch
Integration von C in das Stockes-
Gesetz wird diese Ungenauigkeit
behoben.

dso [um] Aerodynamischer aerodynamische Durchmesser,
Durchmesser eines Partikels der Teilchen, die mit 50%iger
Effizienz gesammelt werden

dae [MM] Aerodynamischer Durchmesser eines Partikels, den
Durchmesser eines Partikels ein kugelférmiges Teilchen der
Dichte 1g/cm? mit gleichem Flug-
verhalten wie das betrachtete

Teilchen hat.
Delivered dose Respirierbarer Anteil des Anteil des Aerosols in %, der dem
Aerosols Patient zur Inhalation zur

Verfligung gestellt wird.

dp [um] Spharischer Partikeldurch- Durchmesser eines
messer spharischen Partikels der Dichte p
ECD [um] Effektiver Partikel- Charakterisierung der Grol3e des
abscheidungsdurchmesser Partikeldurchmessers
abgeschiedener Partikel auf den
Impaktionsstufen
FPD [ug] Fine particle dose Anteil in ug der Partikel, die kleiner
als 5 ym sind
FPF% Fine Particle fraction Anteil in % der Partikel, die kleiner
als 5 ym sind
GSD Geometrische Standard- Charakterisiert die Scharfe und die
abweichung Dispersitat der Partikelgrof3en-
verteilung
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Kn Knudsen-Zahl Verhaltnis der mittleren freien
Weglange der Gasmolekule zu
einer geometrischen Bezugslange

MMAD [um] Massengemittelter Der MMAD gibt an, dass 50% der

aerodynamischer gemessenen Partikel kleiner sind
Durchmesser als diese Partikelgrofie.
Output [g/min] Verneblerausstol’ Vernebelte Menge pro Zeiteinheit
Recovery ug Wiederfindungsrate Anteil des Wirkstoffes im NGI und

im Verneblerreservoir

S [mm] Duse-Prallplattenabstand

St Stokes-Zahl Die Stokes-Zahl ist eine
dimensionslose Kennzahl, die das
Verhaltnis von Widerstandskraft zu
Reibungskraft beschreibt.

Stso Stokes-Zahl Stokes-Zahl von dsq (aero-
dynamische Durchmesser, der
Teilchen, die mit 50%iger Effizienz
gesammelt werden)

W [mm] Dusendurchmesser

Xe Cross flow Erklarung s. Text
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1.3 Simultane Feuchtinhalationstherapie bei Cystischer Fibrose

Die Mukoviszidose (Cystische Fibrose, CF) ist eine seltene Erkrankung (Orphan
disease - Pravalenz 5/10000 Personen in der EU). Sie wird autosomal-rezessiv
vererbt und ist eine grundsatzlich letal verlaufende Stoffwechselerkrankung. Als
Ausloser werden Mutationen im ,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator® Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 7, von dem inzwischen Uber
1200 Mutationen bekannt sind, angesehen. CFTR fungiert als Anionenkanal
niedriger Leitfahigkeit, dessen Aktivitat Uber Wechselwirkung mit Proteinen,
Phosphorylierung und Dephosphorylierung gesteuert wird, wobei die Stimulation
Uber cAMP die grof3te Bedeutung hat. Die beiden Membrandomainen MSD 1 und
MSD 2 mit ihren 6 Transmembransegmenten bilden den lonenkanal. CFTR dient
nicht nur zum lonentransport von Chlorid und Bikarbonat durch die ephitheliale
Apikalmembran, sondern steuert auch die Aktivitat andere Kanale wie den
ephithelialen Natriumkanal (Lindemann et al., 2009). Das an den Nukleotidbindungs-
falten NBD1 und NBD 2 bindende ATP ist fiir das Offnen und SchlieRen des Kanals
notwendig. Die durch die genetisch bedingte Veranderung des Chloridkanals
verursachte Storung des Elektrolyt- und Flussigkeitstransports fuhrt in vielen
Organen mit exokriner Funktion zu einem hochviskosen Sekret. Im Bronchialbaum,
der mit der Aul3enluft in Verbindung steht, resultieren rezidivierende Infektionen, die
mit zunehmender Schadigung der Bronchialschleimhaut einhergehen. Die
Besiedelung des Respirationstraktes mit unterschiedlichen pathogenen Keimen
variiert altersabhangig. Im frihkindlichen Alter werden haufig Staphylococcus aureus
und Hamophilus influenza nachgewiesen. Ebenfalls recht fruh kommt es zur
Besiedelung mit Pseudomonas aeruginosa. Nach Stern et al. (Stern M.et al., 2004)
sind bereits 20% der 2-5 jahrigen Mukoviszidose-Patienten mit Pseudomonas
aeruginosa besiedelt. Im Erwachsenenalter sind ca. 75% der Patienten von der
Besiedelung mit Pseudomonas aeruginosa betroffen. Der Beginn der Besiedelung
mit Pseudomonas aeruginosa ist der wichtigste Pradiktor fur die Morbiditat und
Mortalitat. Neben physiotherapeutischen MaRnahmen zur Steigerung der Sekret-
clearance und peroraler sowie intravendser Arzneimitteltherapie spielt die inhalative
Therapie eine grof3e Rolle. Damit wird eine moglichst hohe Arzneistoffkonzentration
am Wirkort, bei moglichst niedriger systemischer Arzneistoffkonzentration, angestrebt.

Vernebler hydrieren die Atemwege zusatzlich und fuhren in Kombination mit Physio-
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therapie zur Sekretmobilisation. Folgende Arzneimittelgruppen werden in der
inhalativen CF-Therapie eingesetzt: Mukolytika (Dornase a), Anticholinergika
(Ipratropiumbromid), B2-Sympathikomimetika (Salbutamolsulfat), Glukokortikoide
(Budesonid, Fluticason-17-propionat) und Antibiotika (Tobramycin, Colistimethat). Bei
chronischer Pseudomonadeninfektion wird neben der inhalativen auch die intra-
venosen und oralen Antibiotikagabe von z.B. Tobramycin eingesetzt. Die
unterschiedlichen Anwendungsformen (intravenos, oral, inhalativ) konnen je nach
klinischem Schweregrad der Erkrankung und Erregerart kombiniert werden. Bei
Resistenzentwicklung wird das Polypeptidantibiotikum Colistin inhalativ verwendet.
Die Arzneimittel mussen taglich konsekutiv mit einem stationaren DuUsenvernebler mit
Kompressor oder einem Ultraschallvernebler inhaliert werden. Die Inhalation eines
einzelnen Arzneimittels dauert 10-15 Minuten, daran schlief3t sich die Reinigung und
Trocknung des Verneblers an. Mussen mehrere Arzneimittel taglich inhaliert werden,
beansprucht allein die Inhalation mehr als eine Stunde Zeit pro Tag. Um den Zeit-
bedarf der taglich notwendigen Inhalation zu verkirzen, werden in der Praxis vielfach
verschiedene Inhalationslosungen gemischt und gleichzeitig inhaliert, ohne dass die
Mischbarkeit wissenschaftlich belegt ist. Die bei dem Mischen verschiedener
Inhalationslésungen/-suspensionen auftretenden Inkompatibilitaten beeintrachtigen
die Arzneimittelsicherheit und damit den Therapieerfolg. In vorhergehenden
Untersuchungen von Schwabe et al., wurde die Inkompatibilitat fur die Z2er
Mischungen von Pulmozyme® mit TOBI®, GERNEBCIN® 80 mg oder Atrovent® 500
ug/ml Fertiginhalat oder Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat oder Flutide®
2 mg/2 ml forte Fertiginhalat, sowie flr die 3er Mischinhalationslésung von
Pulmozyme® mit Atrovent® LS und Sultanol® Inhalationslésung festgestellt. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Hilfsstoffe Natriummetabisulfit (in GERNEBCIN® 80
mg enthalten), Benzalkoniumchlorid (in Atrovent®LS und Sultanol® Inhalationsldsung
enthalten) und EDTA (in Atrovent® LS enthalten) zu Inkompatibilititen der
betreffenden Fertigarzneimittel mit Pulmozyme® beitragen. Fir die 2er Mischungen
von Pulmozyme® mit Pulmicort 1,0 mg/2 ml Suspension und von TOBI bzw.
GERNEBCIN® 80 mg Pulmicort 1,0 mg/2 ml Suspension, Flutide® 2 mg/2 ml forte
Inhalationslosung konnte die Kompatibilitat experimentell belegt werden. Auch die
3er Mischungen Atrovent® LS und Sultanol® Inhalationslésung mit TOBI bzw.
GERNEBCIN® 80 mg bzw. Flutide® 2 mg/2 ml forte Inhaltionssuspension erwiesen

sich als kompatibel. Diese Ergebnisse sind Teil eines Informationsblattes, das den
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Patienten zur Verfigung gestellt wird (s. Tabelle 1.3.1). Als physikalisch-chemisch
kompatibel gefundene Mischinhalationslésungen/-suspensionen kdénnen zur
simultanen Inhalation gemischt werden. Medizinisch indizierte Kombinationen mit
Colistimethat (CMS) wurden bislang nicht untersucht. Das Polymyxin-Antibiotikum
Colistin wird von Bacillus polymyxa subsp. colistinus produziert. Colistin ist ein
zyklisches Heptapeptid, mit einer Tripeptidseitenkette, an die kovalent eine Fettsaure
gebunden ist. Bei Colistimethat-Natrium handelt es sich um ein Methansulfonsaure-
derivat des Colistins, in dem die y-standigen Amino-gruppen der 5-Diaminobutter-
saure-Bausteine jeweils mit einem Methansulfonsaurerest in Form des Natrium-

salzes substituiert sind.

Methansulfonsaurerest

/ (o) L-Dab ———s D-leu —= Lleuw

Fattyacd —= (@)l-Dab — LT —— {o)l-Da) —— {e,y) L-Dab J'
7-NH +-MH LThr =+—— [a) LDab =—— {c)L-Dab
| I |
CH, CH,
Na* S0y Na™
504 Na E CH, CH,
| |
50, Na* 50, Na*

Abbildung 1.2.2: Strukturformel CMS.

CMS hat ein Molekulargewicht von ca. 1750 Dalton, die empirische Formel lautet
CssH105Nas025Ss. Colistin ist ein Gemisch aus eng verwandten Polypeptiden. Es gibt
15-20 pharmakologisch wirksame Varianten, die bislang nicht alle strukturell
aufgeklart wurden. Die beiden Hauptkomponenten Colistin A (Polymyxin E1) und
Colistin B (Polymyxin E2) haben einen Anteil von 85% (Le Brun et al., 2002). Sie

unterscheiden sich im Fettsaurerest (Orwa et al., 2000).

29



1. Einleitung

Tabelle 1.3.1: Physikalisch-chemische Kompatibilitdten verschiedener medizinisch indizierter Kombinationspartner.

Dornase alfa | Tobramycin Colistin Ipratropium | Salbutamol Budesonid Fluticason DNCG
Atrovent®, Sultanol®,
Tobi®, Atrovent® Sultanol®

Pulmozym® Gernebcin® Colistin CF® Fertiginhalat | Fertiginhalat Pulmicort® Flutide® Intal®

Dornase
alfa

Nicht Nicht
kompatibel Kompatibel kompatibel

Nicht
Kompatibel Kompatibel Kompatibel Kompatibel kompatibel

Nicht Nicht Nicht Nicht

kompatibel LGl eEioIMl kompatibel kompatibel kompatibel
Nicht

Ipratropium Kompatibel kompatibel Kompatibel Kompatibel Kompatibel Kompatibel
Salbutamol Kompatibel Kompatibel Kompatibel - Kompatibel Kompatibel Kompatibel
Budesonid Kompatibel Kompatibel kompatibel Kompatibel Kompatibel Kompatibel

Nicht Nicht
Fluticason Kompatibel kompatibel Kompatibel Kompatibel kompatibel

Nicht
kompatibel

Tobramycin

Nicht

Colistin kompatibel

Nicht
kompatibel

Nicht Nicht
kompatibel Kompatibel Kompatibel Kompatibel kompatibel

DNCG
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CMS liegt bei physiologischen pH-Werten als Polyanion (Li et al., 2005) vor. Colistin
ist 2 bis 4 mal mikrobizider als CMS, wohingegen CMS wesentlich weniger toxisch ist
(Li et al.,, 2001c). CMS wird im Korper durch enzymatische Hydrolyse in Colistin
Ubergefuhrt. Im Plasma gibt es unterschiedliche intermediare Hydrolyseprodukte mit
einer bis vier Methansulfonatgruppen an den verschiedenen Aminogruppen des
Colistins (Li et al., 2001b). Colistin® CF ist ein Pulver zur Herstellung einer Lésung fiir
den Vernebler. Sie enthalt keine Hilfsstoffe, keine Konservierungsstoffe, ist pH
neutral und mit ca. 375 mOsmol/kg leicht hyperton. Nach Weber et al. (Weber et al.,
1997) erfiillt Colistin® CF Inhalationslésung die Anforderungen an eine ideale
Antibiotikalésung zur Inhalation. CMS bindet als oberflachenaktiver Wirkstoff an der
bakteriellen Zellmembran, deren Struktur und Funktion dadurch verandert wird. Dies
fuhrt zum bakteriellen Zelltod. Bedingt durch diesen, zu anderen Antibiotika
unterschiedlichen Wirkmechanismus, zeigt CMS auch noch Wirksamkeit bei multi-
resistenten Erregern. Der bakterizide Effekt von CMS ist nicht abhangig vom Stoff-
wechsel der Bakterienzelle, d.h. CMS wirkt auf sich teilende und ruhende Erreger.
Colistin ist ein Schmalspektrumantibiotikum, das die meisten der Ublicherweise auf-
tretenden gramnegativen Erreger erfasst. In der Regel empfindlich gegenuber
Colistin sind: Acinetobacter spp., Citrobacter spp., E. coli, Hamophilus influenza,
Klebsiella spp., P. aeruginosa, Salmonella spp. und Shigella spp.. Unterschiedlich
empfindlich sind Stenotrophomonas maltophilia (Gales et al., 2006) und Enterobacter
(Catchpole et al.,, 1997b). Als resistent gelten: grampositive Bakterien, Neisserien,
Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp. und Burkholderia cepacia (Catchpole et
al.,, 1997a). Die Resistenz von Bakterien gegenuber Colistin beruht auf einer
Substitution der negativ geladenen Phosphatgruppen des Lipopolysaccharids in der
auleren Zellmembran durch Aminoarabinose oder Ethanolamin. Es ist beschrieben
(Li et al., 2001a), dass CMS und Colistin einen konzentrationsabhangigen, raschen
bakteriziden Effekt gegenliber P. aeruginosa Isolaten von CF-Patienten besitzen,
wobei die Abtotung unter CMS etwas langsamer verlauft. Ein optimaler bakterizider
Effekt stellt sich bei einer Konzentration 16-fach oberhalb der minimalen Hemm-
konzentration ein. Flr beide Formen konnte ein postantibiotischer Effekt von 4

Stunden gezeigt werden.
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2.1 Anwendung und Modifikation des Respimats®bei Kindern

Die inhalative Therapie ist ein Grundpfeiler der Behandlung obstruktiver Atemwegs-
erkrankungen. Die Deposition des Wirkstoffs am Ort der Erkrankung erzielt eine gute
Wirkung verbunden mit einer hohen Sicherheit. Insbesondere junge Kinder stellen
aufgrund ihrer physiologischen Besonderheiten und wegen ihrer eingeschrankten
Koordinationsfahigkeit spezielle Anforderungen an ein Inhalationsgerat. Gleichzeitig
ist bei Kindern besonders wichtig, eine gute Wirkung bei kleinstméglicher Dosis zu
erreichen. In den letzten Jahren hat sich der Respimat®, ein treibgasfreier Zweistoff-
dusenvernebler im Taschenformat, als besonders glnstiges Inhalationsgerat
erwiesen. Eine geringe Spruhstol3geschwindigkeit (0,8 m/s), eine lange Spruhdauer
(1,5 s) und ein hoher Anteil feiner Partikel (66% < 5,8 um) ermdglichen eine hohe
Lungendeposition. Diese Eigenschaften versprechen einen erfolgreichen Einsatz im
Kindesalter. Eine erste klinische Studie bestatigt die Effektivitat und Sicherheit der
Inhalation von Fenoterol und Ipratropiumbromid mit dem Respimaten® im Vergleich
zum konventionellen pMDI bei 6-15 jahrigen Kindern mit der Diagnose Asthma. Die
Art der Inhalationsfehler und die ,Qualitat® der Inhalationsmanéver wurden nicht
analysiert. Systematische Untersuchungen zur Anwendung des Respimaten® bei
Kindern von 4-12 Jahren liegen bisher nicht vor. Ziel dieser Untersuchung war, die
Anwendbarkeit des Respimats® zur Inhalationstherapie bei Kindern zu priifen. Dazu
sollte untersucht werden, wie erfolgreich Kinder im Alter zwischen 4 und 12 Jahren
mit dem Respimat® inhalieren kénnen. In einer Subgruppenanalyse sollte die Art der
Inhalationsfehler differenziert fur Kinder im Alter von 4-8 Jahren bzw. 9-12 Jahren
betrachtet und verglichen werden. Zur Charakterisierung der Inhalationsmandver
sollte der mittlere inspiratorische Atemfluss (L/min) und die estimierte Intra-
thorakaldosis im Altersvergleich gemessen werden. Altersabhangige und
Inhalationserfahrung bedingte Unterschiede sollten durch Subgruppenanalysen
verifiziert werden. Aufbauend auf die Ergebnisse sollte weiterhin gepruft werden,
ob sich durch den Einbau unterschiedlicher Widerstande in den Respimaten®, der
mittlere inspiratorische Atemfluss (L/min) erniedrigen und damit in der Folge die
estimierte Intrathorakaldosis erhdhen lassen. Die Abhangigkeit des mittleren
inspiratorischen Atemflusses (L/min), der estimierten Intrathorakaldosis und der
erfolgreichen Bewadltigung der Inhalation vom Widerstand sollte betrachtet werden.

Wie beim unveranderten Respimaten® sollte die Qualitat der Inhalationsmanéver von
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Kindern im Alter von 4-12 Jahren bestimmt werden. Die beobachteten Fehler beim
Inhalieren sollten auf Korrelation zur Starke des Widerstandes, zum Alter der Kinder

sowie zu ihrer Vorerfahrung mit anderen Inhalationsgeréten untersucht werden.
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2.2 Aerodynamische Eigenschaften von Mischinhalations-
suspensionen aus Salbutamolsulfat, Ipratropiumbromid und
Fluticason-17-propionat

Die Vernebelung von Arzneistofflosungen/-suspension wird haufig bei Erkrankungen
wie Mukoviszidose, Bronchiektasen, bei Patienten mit neuromuskularen
Erkrankungen, sowohl in Notfallsituationen als auch im intensivmedizinischen
Bereich durchgefuhrt. Vernebler werden wegen ihrer bequemen und einfachen
Handhabung, der nicht notwendigen Koordination des Auslésens des Inhalators und
des Einatmens, und eines nicht erforderlichen hohen inspiratorischen Fluss meist in
der Padiatrie und bei alteren Patienten verwendet. Um den Zeitbedarf der taglich
notwendigen Inhalation zu verklrzen, werden in der Praxis vielfach verschiedene
Inhalationslésungen gemischt und gleichzeitig inhaliert, ohne dass die Mischbarkeit
wissenschaftlich  belegt ist.  Unterschiedliche Inhalationslésungen haben
unterschiedliche  physikalisch-chemische  Eigenschaften und kdnnen die
Charakteristik des erzeugten Aerosols beeinflussen. In Mischungen von
unterschiedlichen Inhalationslésungen kann es zu Wechselwirkungen zwischen den
Wirkstoffen und/oder mit den Hilfsstoffen kommen, die Auswirkungen auf den
Aerosolausstol3 und die Aerosoleigenschaften, insbesondere die Partikelgrofie,
haben. Nur Partikel mit der GréRe 1-6 um deponieren ausreichend in den Alveolen
und haben eine klinische Wirksamkeit. Im Rahmen dieser Untersuchungen soll
experimentell bestimmt werden, ob die Mischung von medizinisch indizierten
Inhalationslosungen bzw. Inhalationssuspensionen einen Einfluss auf die aero-
dynamischen Eigenschaften des Aerosols und die Funktion des Pari eflows® hat.
Primar sollte die in friheren Untersuchungen als physikalisch-chemisch kompatibel
befundene Dreierkombination aus Flutide® forte 2 mg/2 ml, Atrovent® 500 pg/2 ml
und Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml gepriift werden. Hierzu sollten die Kombinations-
partner zuerst getrennt und anschliel3end in der Dreierkombination simultan mit dem
Verneblergerat Pari eflow® vernebelt werden. Diese Dreierkombination soll in der
Praxis vorteilhaft eingesetzt werden. Die resultierenden Aerosole sollten mittels
Kaskadenimpaktionsanalyse charakterisiert werden. Mittels der nachfolgenden
Parameter soll die Aerosolbildung und die Eigenschaften des Aerosols gemessen
bzw. berechnet werden:
1. MMAD
2. GSD
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2. Zielsetzung

Anteil der Partikel unter 5 um (FPF % = fine particle fraction %)
delivered dose [%]

recovery (Masse im NGl plus die Masse im Vernebler)
Gesamtvernebelungszeit [s]

output [g/min]

© N o g &~ W

Rest im Vernebelungsreservoir [g]

Aus dem Vergleich der Aerosoleigenschaften bei getrennter und simultaner
Vernebelung soll abgeleitet werden, ob die simultane Vernebelung der Dreier-
kombination Atrovent® 500 pg/2 ml, Sultanol® forte 2,5 mg/ 2,5 ml und Flutide® forte

2 mg/2 ml empfohlen werden kann.
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2. Zielsetzung

2.3 Physikalisch-chemische Kompatibilitat von Colistimethatinhalations-
[6sungen mit medizinisch indizierten Kombinationspartnern

Mukoviszidose-Patienten missen taglich mehrere Arzneimittel konsekutiv mit einem
stationdren Dusenvernebler mit Kompressor oder einem Ultraschallvernebler
inhalieren. Die Inhalation eines einzelnen Arzneimittels dauert 10-15 Minuten, daran
schliel3t sich die Reinigung und Trocknung des Verneblers an. Missen mehrere
Arzneimittel taglich inhaliert werden, beansprucht allein die Inhalation mehr als eine
Stunde Zeit pro Tag. Um den Zeitbedarf der taglich notwendigen Inhalation zu
verkirzen, werden in der Praxis vielfach verschiedene Inhalationsldsungen/-
suspensionen gemischt und gleichzeitig inhaliert ohne dass die Mischbarkeit
wissenschaftlich belegt ist. Seit 2003 werden in der Apotheke der Universitatsmedizin
Mainz Untersuchungen zur physikalisch-chemischen Kompatibilitat von Misch-
inhalationslésungen/-suspension durchgefiihrt und im Rahmen dieser Arbeit fort-
gesetzt. Zielsetzung dieses Teils der Arbeit war die Untersuchung der Mischbarkeit
von Inhalationslésungen/-suspensionen unter besonderer Berlcksichtigung des
Mukoviszidose-Therapie relevanten Antibiotikums Colistimethat. Es sollte
experimentell untersucht werden, ob die Mischungen der Inhalationslésung Colistin
CF® 1 000 000/3 ml mit Atrovent® 500 ug/2 ml, Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml und
Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat physikalisch-chemisch kompatibel sind und
diese Inhalationsmischungen in der Praxis vorteilhaft eingesetzt werden kénnen. Der
Gehalt von CMS in einer Mischung aus Colistin CF® 1 000 000/3 ml, Atrovent® 500
ng/2 ml, Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml und Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat
sollte mittels einer zu entwickelnden mikrobiologischen Wertbestimmungs-
methode bestimmt werden. Der Gehalt von Ipratropiumbromid, Salbutamolsulfat und
Fluticason-17-propionat sollte mittels der entsprechenden validierten HPLC-
Methoden quantifiziert werden. Der pH-Wert und die Osmolaritdt der
unterschiedlichen 2er, 3er und 4er Kombinationen sollten zuséatzlich bestimmt
werden. Mittels der Ergebnisse sollten die Mischinhalationssuspensionen in Form
einer 4er Kombination als kompatibel/inkompatibel eingestuft werden. Ein in vorher-
gehenden Untersuchungen entwickeltes Patienteninformationsblatt, das die
Untersuchungsergebnisse in patientenverstandlicher Form darstellt, sollte um neue
Kompatibilitdtsergebnisse erganzt werden. Die Befunde sollen dazu beitragen den

Patienten valide Empfehlungen zur simultanen Inhalationstherapie zu geben.
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3. Materialien

3.1 Untersuchungen zur Anwendung und Modifikation des Respimats®
bei Kindern

3.11 Chemikalien

Reinigungsagens der Mundstiicke des Viasys Masterscopegerats:
Descogen® Firma Antiseptica
Wirkstoffe in 100 g: 30,0 g Caroat

3.1.2 Materialien

PLACEBO- Respimat® (Fa. Boehringer)
Widerstande zur Modifikation des Versuchsaufbaus:

0 sehr kleiner Widerstand
1 mittlerer Widerstand
2 HandiHaler-Widerstand.

3.1.3 Geréate und Software zur Messung und Auswertung der Inhalations-
manover

Wahrend des Inhalationsmanovers wird ein Atemflussprofil aufgezeichnet. Das
geschieht mit einem System, das auf dem MasterScope von Viasys™ Healthcare
(Lungenfunktionssoftware) basiert. Dieses besteht aus einem Pneumotachograph in
Form eines Handgriffes, einem Mundstiick in dem der Respimat® integriert ist und
einen Laptop der die gemessenen Signale mittels JScope unter LabManager 4.53a
in Form von Atemflussprofilen aufzeichnet (s. Abbildung 3.1.4.1). Ein Pneumo-
tachograph ist ein medizinisches Gerat zur Durchfihrung einer Spirometrie und
damit der Uberpriiffung der Lungenfunktion. Zuséatzlich zu der Funktion eines
klassisch aufgebauten Spirometers kann ein Pneumotachograph jedoch auch
dynamische Atemvolumina ermitteln. Mithilfe des Analyse-Programms IPP von
Boehringer Ingelheim wurden die gemessenen Daten automatisiert ausgewertet.
Registriert wurden die Atemflussgeschwindigkeit (PIF L/s), das inspiratorische
Volumen (VC in L), die Inhalationszeit (t in s), der Druck am Mundstiick (in Pa) und
der Auslosezeitpunkt im Bezug zur Gesamtinhalationszeit (Delta in s). Ein
beispielhaftes Atemflussprofil ist in Abbildung 3.1.3.1 dargestellt.
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3. Materialien

Name of clinical center for study Date o meas.rement 08 032008
Bl study 352.2038 ]
Patient# 02727

Visit ; 1

Manoever spon Cperator Sgnatirs
Repetition 2

Data evaluation
* Measurement successfully evaluated

Delta [s] 0.823 T_in[s] 1.853

PIF [L/s] 2.190 PIP [Pa] 1807

T to PIF [s] 0.873 DT_80%[s] 0.710

ve_in[L] 2.724 V_PIF[%]  35.866

#1 Flow

Iis]
300 o 2000.00 —
oo
280
270 -
280
250 L
240 -
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210 , _
00 0
1.80
1.80 -
1.70
1.80
E 1000.00 —

Abbildung 3.1.3.1: Beispiel eines reprasentativen Atemflussprofils.

3.14 Modifikation des Geréates

Eine Variation des Stromungswiderstandes des Respimats® wird durch Einbau von
unterschiedliche Strémungswiderstande zwischen dem Respimatgehause® und den
Pneumotachograph erreicht (s. Abbildung 3.1.4.1). Die Stromungswiderstande der
gesamten Anordnung inklusive eingelegtem Standardrespimaten® bei einem Fluss

von 50 Standard Liter pro Minute entsprechen:

mit Widerstand 0 4.8 mbar
mit Widerstand 1 24.7 mbar
mit Widerstand 2 67.6 mbar (entspricht 4 kPa bei 39 L/min)
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3. Materialien

Respimatgehause

Stromungswiderstand

Abbildung 3.1.4.1: Versuchsaufbau.

3.1.5 Software zur statistischen Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS Version 17.0 verwendet.
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3. Materialien

3.2 Experimentelle Untersuchungen der aerodynamischen Eigenschaften
von Mischinhalationssuspensionen aus Salbutamolsulfat-,
Ipratropiumbromidinhalationslésungen und Fluticasonpropionat-17-
inhalationssuspensionen

3.2.1 Arzneimittel und Chemikalien

Ipratropium- Boehringer Ingelheim; Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat
Inhalations- Ch-B.: 731044A

l6sung:

Salbutamolsulfat-

Inhalations-
l6sung:

Fluticason-
17- propionat-
Inhalations-
Suspension:

0,9% NacCl

Infusionsflasche:

Acetonitril:
Wasser HPLC
Grade:
NH4H>POy4:

H3PO4 85 %:

Methanol HPLC
Grade :

Triethylamin:

HzOz 35%:

HCI 0,1 mol/l:

NaOH 1 mol/l;

GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG; Sultanol® forte

2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat
Ch-B.: C258359

GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG; Flutide® forte 2 mg/2 ml

Ch-B.: CR0170

B. Braun Petzhold GmbH
Ch-B.: 4411C15

Promochem; Katalognummer 9128
Ch.-B.: 607703

Mallinckrodt J.T. Baker; Katalognummer 4218
Ch.-B: 0433810014, 041381002, 0501310012

Merck; Katalognummer 1.01126.0500
Ch.-B: A502226507

Merck; Katalognummer 1.00573.1000
Ch.-B: A06371000

Fischer Scientific; Katalognummer M/4056/17
Ch.-B: 0877573

Applichem; Katalognummer A3845, 0025
Ch.-B. : 126373320406291

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
Ch-B.: K34259500 505

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
Ch-B.: 0C411207

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
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3. Materialien

KOH-Plattchen:

Pufferlosung:

Adapter fur
den Impaktorhals:

3.2.2 Materialien

Pipettenspitzen :

Erlenmeyer-
Kolben 20 mi
mit Schliff:

HPLC-Schraub-
Vials:

3.2.3 Gerate

Vortexer:
Eppendorf-
Pipetten:
pH- Meter:
Osmometer:

HPLC-Anlage:

Ch-B.: 0C408082

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
Ch-B.: B314921369.

HANNA; pH-Kalibrierkit 25X20ml
Artikelnummer HANNHI70004P

Intersurgical; straight connector Mouthpiece
Katalognummer: 1975

Starlab; Katalognummer L1171-0000
Starlab; Katalognummer L1171-2000

VWR International; Katalognummer LENZ 3.0214.14

VWR International; Katalognummer 548-0108

KMS2 Minishaker

VWR International; Katalognummer 613-3650
Katalognummer 613-3649

HANNA Instruments; pH210

Gonotec GmbH; Osmomat 030

Waters 2695 Seperation Module; Pumpe, Probengeber

Waters 2998 PDA; Detektor
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3. Materialien

Auswertesoftware:

Trennsaule:

Prazisions-
waage:

Vakuumpumpe:

Flow Meter Model
DFM 2000

Critical flow Controller
Model TPK 2000

Schittler:

IR-Thermometer:

Waters Empower 2 Software; ID:717079069

MZ Analysentechnik GmbH; STIP Lichrochart 125-4
Lichrospher 100 RP-8 (5 um)

Firma Satorius AG

Copley Scientific GmbH; HPC5

Copley Scientific GmbH

Copley Scientific GmbH

Edmund Buhler GmbH

Testo 925
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3.3. Experimentelle Untersuchungen der physikalisch-chemischen
Kompatibilitat von Colistimethatinhalationslésungen mit medizinisch
indizierten Kombinationspartnern

3.3.1 Arzneimittel und Chemikalien

Colistinmethat-
inhalations-
l6sung:

[pratropium-
Inhalations-
l6sung:

Salbutamolsulfat-

Inhalations-
l6sung:

Fluticason-
17- propionat-
Inhalations-
Suspension:

0,9% NacCl

Infusionslésung:

Sterile 0,9%
NaCl-
LOsung :
Acetonitril :
Wasser HPLC
Grade :

NH4H>PO, :

H3PO4 85%:

Methanol HPLC
Grade :

Triethylamin:

Gruinenthal GmbH; Colistin® CF 1.000 000/3 ml
Ch-B.: 417M03

Boehringer Ingelheim; Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat
Ch-B.: 731044A

GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG; Sultanol® forte
2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat
Ch-B.:C258359

GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG; Flutide® forte 2 mg/2 ml
Ch-B.:CR0170

Braun Petzold GmbH ; 1L
Ch-B.: 4411C15

Eigenherstellung Mikrobiologie.

Promochem; Katalognummer 9128
Ch.-B. : 607703

Mallinckrodt J.T. Baker; Katalognr. 4218
ChB: 0433810014,041381002, 0501310012

Merck; Katalognummer 1.01126.0500
Ch.-B. : A502226507

Merck; Katalognummer 1.00573.1000
Ch.-B. : A06371000

Fischer Scientific; Katalognummer M/4056/17
Ch.-B. : 0877573

Applichem; Katalognummer A3845, 0025
Ch.-B. : 126373320406291
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3. Materialien

Hzoz 35% :

HCI 0,1 mol/l;

NaOH 1mol/l:

KOH- Plattchen:

Pufferlésung:

3.3.2 Materialien

Pipettenspitzen :

Eppendorf
reaktions-
gefalle :
Osmometer
Messgefalde:

Erlenmeyer-
Kolben 20 ml
mit Schliff:
Reagenzglaser:
BD sensi disc:
Mueller-Hinton
Agarplatten:
HPLC- Schraub-

Vials:

Escherichia coli Stamm

Authors:
Status:
Risk group:

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
ChB.: K34259500 505

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
ChB.: 0C411207

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
ChB.: 0C408082

Merck; Katalognummer 1.08600.1000
ChB.:B314921369.

HANNA pH-Kalibrierkit; 25X20ml
Artikelnummer: HANNHI70004P

Starlab; Katalognummer L1171-0000
Starlab; Katalognummer L1171-2000

Eppendorf Katalognummer; 0030 120.230

Gonotec GmbH; Katalognummer 30.9.0010

VWR International; Katalognummer LENZ 3.0214.14

VWR International; Katalognummer 212-0021
BD; Artikelnummer 232189

BD; Mueller Hinton Il Agarplatten quadratisch
Artikelnummer 254518

Wicom GmbH; Katalognummer 43941

(Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919
species (AL)
2 (German classification)
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3. Materialien

Type strain:

Reaktionsgefal’:

Wattestabchen:

Einmalimpfésen:
Pinzette:

Reagenzglas:

3.34 Gerate

Vortexer:

Eppendorf-
Pipetten:

pH- Meter:

Osmometer:

HPLC:

Auswertesoftware:

Trennséaule:

Prazisions-
waage:

pH-Meter:

ATCC 11775, CCM 5172, CIP 54.8, DSM 30083, NCDO
1989, NCTC 9001

Sarsted; Katalognummer 72.690

Lohmann und Rausch; Raucotupf Steriltupfer 200
Artikelnummer CEN06-011

BD; Einmalimpfdsen hellblau; Bestellnummer 220216

VWR International; Artikelnummer 232-0151

VWR International; Artikelnummer 212-0018

KMS2 Minishaker

VWR International; Katalognummer 613-3650
Katalognummer 613-3649

HANNA Instruments pH210

Gonotec GmbH; Osmomat 030

Waters 2695 Seperation Module; Pumpe, Probengeber
Waters 2998 PDA; Detektor

Empower 2 Software; ID:717079069

MZ Analysentechnik GmbH; STIP Lichrochart 125-4,
Lichrospher 100 RP-8 (5 pm)

Sartorius AG Gottingen

Hanna Instruments pH210

45



4. Methoden

4.1 Untersuchungen zur Anwendbarkeit des Respimats® fiir die
Inhalationstherapie bei Kindern

41.1 Patientenkollektiv

Es wurden 99 Kinder im Alter zwischen 4 und 12 Jahren im Zeitraum Marz bis
September 2006 untersucht. Es handelte sich um Patienten der péadiatrischen
Pneumologie- und Allergologie-Ambulanz der Universitatsmedizin Mainz oder deren
Geschwister. In die Untersuchungen wurden Patienten mit und ohne
Inhalationserfahrung eingeschlossen. Patienten mit gravierenden pneumologischen
Krankheitsbildern wie Mukoviszidose, chronisch destruierende und restriktive

Lungenerkrankungen wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen.

Tabelle 4.1.1.1: Demographische Daten und Inhalationserfahrung (Mehrfachinhalationserfahrung
moglich).

Zahl der Zahl der 4-8 Zahl der 9-12
Probanden jahrigen jahrigen
[n] Probanden Probanden

[n] [n]
DPI 54 26 28
pMDI 12 6 6
Autohaler® 30 13 17
Vernebler und pMDI 36 28 8
+ Vorschaltkammer
Keine 15 10 5
Inhalationserfahrung
Probanden Gesamt 99 59 40
4.1.2 Versuchsanordnung

Vor den Messungen am Pneumotachograph (s. Abbildung 3.1.4.1 und 4.1.2.1) wurde
jedes Kind nach einem standardisierten Schema in der Anwendung des Placebo-
respimaten® geschult (Abbildung 4.1.2.1). Fiir Kinder im Alter von 4-8 Jahren und fiir

Kinder von 9-12 Jahren wurden unterschiedliche altersadaptierte Schulungs-
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algorithmen festgelegt (s. Abbildung 4.1.2.2). Nach Abschluss der Schulungen
wurden drei Inhalationsmanéver des Kindes mit der in Abbildung 4.1.2.1 schematisch
dar-gestellten Versuchsanordnung aufgezeichnet. Zur Messung wurden zusatzliche

Instruktionen zur Optimierung des Inhalationsmandvers (s. Abbildung 4.1.2.3)

gegeben.
Konnektion Respimat®
mit Pneumo-
tachographen
- l Pneumo-
Respimat™ im tacho-
Patient Gehause graph

Computer
JScope Software

Abbildung 4.1.2.1: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung.
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Schulungsalgorithmus am Placeborespimat®

a)

Anwendung vom
Respimat® zeigen —
Inhalationsmandéver

vormachen (2-3 mal)

Vorgang vom Patienten
wiederholen lassen

y

Instruktionen zur
Optimierung des
Inhalationsmandvers

A 4

Patient inhalieren lassen

v

Instruktion zur
Optimierung des
Inhalationsmandvers

A 4

Patient inhalieren lassen

Abbildung 4.1.2.2: Schulungsalgorithmus mit dem Placeborespimat® a) 4-8 jahrige Patienten b) 9-12

jahrige Patienten.
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Anwendung vom Respimat ®
zeigen - Inhalationsmandver
vormachen (1-2 mal)

l

Vorgang vom Patienten
wiederholen lassen

A 4

Instruktionen zur
Optimierung des
Inhalationsmanovers

A 4

Patient 2-mal inhalieren
lassen
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Schulungsalgorithmus an der Versuchsanordnung

Erklarung des
Inhalationsmandovers

'

Vorgang vom
Patienten
wiederholen lassen

v

Instruktion zur
Optimierung des
Inhalationsmandvers

v

Patient inhalieren
lassen

\ 4

Patient inhalieren
lassen

Abbildung 4.1.2.3: Schulungsalgorithmus an der Versuchsanordnung.

4.1.3 Datenauswertung

Die vom JScope aufgezeichneten Atemflussprofile wurden mittels IPP analysiert. IPP
stellt die Auswertung jedes Manodvers auf einer DIN A4-Seite numerisch und
graphisch dar (s. Abbildung 3.1.3.1). Die von IPP erhobenen Daten wurden nach
folgenden Kriterien ausgewertet: Ein Inhalationsmanéver galt als fehlerhaft, wenn ein
Kind ein Inhalationsvolumen < 0,5 L inhalierte, wahrend der Inhalation exhalierte
oder den Respimat® nicht oder falsch ausléste. Wenn das Kind mehr als 3 Sekunden
vor dem Atemmandéver oder danach ausldste, wurde dies als Auslésefehler gewertet
(s. Abbildung 4.1.3.1). Zusatzlich wurde das ,Stocken“ als ein wahrend der
Untersuchung beobachtetes Phanomen registriert. Einige Patienten stockten
wahrend des Inhalationsmandvers aufgrund einer Reizung durch das Aerosol. Im
Atemflussprofil zeigte sich dieses Ereignis als ein plotzlicher Abfall des Atemflusses
wahrend des Mandvers ohne Exhalation (bei einer Toleranz von -0,2 L/min).
Aufgrund der fehlenden Exhalation wurden diese Manéver bei Abwesenheit anderer
Fehler als ,erfolgreich” bewertet. Fur alle ,erfolgreichen” Inhalationsmanéver wurden
der mittlere inspiratorische Atemfluss (MIF L/s), die effektive Dosis und die estimierte
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Intrathorakaldosis (%) berechnet. Die mandverbezogene Auswertung erfolgte nach
folgendem Algorithmus:

Ja
Auslisefehler
MNein Ja
Exhalationsfehler e
| Nein
. Ja
Inhalationsvolumen < 0,5 L
| Nein
MIF [Lfmin] Effektive Dosis
| erfolgreich®
Intrathorakal-
dosis
Abbildung 4.1.3.1: Mandverbezogene Auswertung.
INHALIERTES FEHLERHAFT AUSLOSEFEHLER
VOLUMEN AUFGRUND
EXHALATION
VC<0,5L Ausatmen, husten Fehlendes Ausltsen
3s vor dem Inhalationsmandver
ausgelost
3s nach dem
Inhalationsmandver
ausgeldst

Abbildung 4.1.3.2: Kategorisierung der fehlerhaften Inhalationsmandéver.

Alle Atemflussprofile wurden von IPP nach Excel in Form einer Gesamttabelle
exportiert. In dieser Excelgesamttabelle sind alle gemessenen Werte (PIF,
Auslosezeitpunkt, Inhalationszeit, Druck am Mundstick, inspiratorische Volumen,
Aufnahmedatum des Atemflussprofils) jeder Messung und die Patientennummer
enthalten. Diese Gesamttabelle wurde fir die weitere Auswertung genutzt. Die
Inhalationserfahrung, der Name und das Alter des Patienten wurden in einer

separaten Tabelle dokumentiert (Mehrfachinhalationserfahrungen waren maoglich).
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Die Berechnung der estimierten Intrathorakaldosis erfolgte durch Boehringer
Ingelheim und wurde zusétzlich in die Gesamttabelle aufgenommen. Die Berechnung
des MIFs (L/min) erfolgte eigenstandig (Berechnung s. Kapitel 1.1.4). Die Excel-

gesamttabelle wurde fir die statistische Auswertung in SPSS importiert.

Statistische Auswertung

Statistisch ausgewertet wurden die Daten mithilfe des Statistikprogramms SPSS
17.0. Die prozentualen Fehlerhaufigkeiten wurden bezogen auf die Atemfluss-
mandver (n=297) errechnet. Die Durchfihrung des Mann-Whitney-U-Tests erfolgte
fur die patientenbezogene Fehlerhaufigkeit (n=99). Die Auswertung von Atemfluss,
inspirierter Anteil des Spruhstol3es (effektive Dosis) und estimierter Intra-
thorakaldosis erfolgte nur fur fehlerfreie Mandver. Fur jede Person wurde der
mediane Wert seiner erfolgreichen Mandver bestimmt. Diese Daten bildeten die

Basis fur die Testung mittels Mann-Whitney-U-Test bzw. linearer Regression.

Patientenbezogene Auswertung

Auf Basis der einzelnen Inhalationsmandver erfolgte die Auswertung nach Patienten.
Der Patient hatte erfolgreich inhaliert, wenn er von den drei Mandvern mindestens
zwei Mandver erfolgreich durchgefiihrt hatte. Bei einem bis keinem erfolgreichen
Inhalationsmandéver hatte der Patient nicht erfolgreich inhaliert.
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4.2 Untersuchungen des modifizierten Respimats® zur Optimierung des
Inhalationsmanévers bei Kindern

421 Patientenkollektiv

Es wurden 121 Kinder im Alter zwischen 4 und 12 Jahren im Zeitraum Marz bis
Oktober 2007 untersucht. 22 Kinder hatten an der Untersuchung zur Anwendbarkeit
des Respimats® teilgenommen. Es handelte sich um Patienten der padiatrischen
Pneumologie- und Allergologie-Ambulanz der Universitdtsmedizin Mainz. In die
Untersuchungen wurden Patienten mit Inhalationserfahrung eingeschlossen.
Patienten mit gravierenden pneumologischen Krankheitsbildern wie Mukoviszidose,
chronisch destruierenden und restriktiven Lungenerkrankungen wurden von den

Untersuchungen ausgeschlossen.

Tabelle 4.2.1.1: Demographische Daten und Inhalationserfahrung (Mehrfachinhalationserfahrung
mdglich).

Inhalationserfahrung Zahl der Zahl der 4-8 Zahl der 9-12
Probanden jahrigen jahrigen
[n] Probanden Probanden

[n] [n]

DPI 76 16 60

pMDI 32 10 22

Autohaler® 42 11 31

Vernebler und pMDI 33 28 5

+ Vorschaltkammer

Probanden Gesamt 121 49 72

4.2.2 Versuchsanordnung

Vor der Aufzeichnung der Inhalationsmandver mit den unterschiedlichen Wider-
standen wurden die Kinder nach einem standardisierten Schema an der Versuchs-
anordnung (s. Abbildung 3.1.4.1 und 4.2.2.1) geschult (s. Abbildung 4.2.2.1). Im
Anschluss wurden drei Inhalationsmandver mit Widerstand 1 am Messgeréat vom
Patienten vollzogen. Danach wurde der Widerstand 1 gegen den Widerstand 2

ausgetauscht und der Patient inhalierte drei weitere Male mit Widerstand 2.
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Widerstand O
Widerstand 1
Widerstand 2

l

Pneumo-
tacho-
graph

Respimat® im
Patient Gehause

Computer

Abbildung 4.2.2.1: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung.

a) b)
Erk!érung de__s Erklarung des
Inhalationsmandvers Inhalationsmandévers an der
an der Versuchsanordnung - Mandéver
Versuchsanordnung - vormachen (1-2 mal)
Mandver vormachen
(2-3 mal)
v
Vorgang vom Patienten Vorgang vom Patienten
wiederholen lassen wiederholen lassen

A

Instruktion zur
Optimierung des
Inhalationsmandvers

A

l Instruktion zur Optimierung des

—— Inhalationsmanévers
Patient inhalieren lassen

v

Instruktion zur
Optimierung des
Inhalationsmandvers

l Patient inhalieren lassen

Patient inhalieren lassen

Abbildung 4.2.2.2: Flussdiagramm der Schulungsalgorithmen a) fiir 4-8 jahriger Kinder b) fir 9-12
jahriger Kinder.
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4.2.3 Datenauswertung

s. Kapitel 4.3.1.
Im Anschluss an die Auswertung der einzelnen Inhalationsmandver, erfolgte die
patientenbezogene Auswertung. Der Patient hatte erfolgreich inhaliert, wenn er von
den drei Inhalationsmandvern pro Widerstand mindestens zwei Mandver erfolgreich
bewaltigt hat. Bei einem bis keinem erfolgreichen Inhalationsmanéver pro
Widerstand, wurde der Patient als nicht erfolgreich

(s. Abbildung 4.2.3.1).

inhalierend eingestuft

Tabelle 4.2.3.1: Ubersicht der patientenbezogene Auswertung

WIDERSTAND 1

WIDERSTAND 2

Erfolgreich

Mindestens zwei
Manover ohne
Inhalationsfehler

Mindestens zwei
Manover ohne
Inhalationsfehler

Nicht erfolgreich

Mindestens zwei
Manover mit
Inhalationsfehler

Mindestens zwei
Manover mit
Inhalationsfehler

Statistische Auswertung

Die Abhangigkeit des MIFs (L/min) und der estimierten Intrathorakaldosis vom
Widerstand wurde nach vorhergehender Prifung auf Normalverteilung einer
Varianzanalyse unterworfen. Die Kovariable Alter wurde in die Varianzanalyse
einbezogen. Um eine Abhangigkeit der Art der Inhalationsfehler vom Alter zu priufen
wurde eine binare Regressionsanalyse durchgefihrt. Die Abhangigkeit der
Kovariable Inhalationserfahrung und Art des Widerstandes wurde ebenfalls
analysiert. Die Abhangigkeit der effektiven Dosis und des Erfolges des
Inhalationsmandvers vom Widerstand und der Kovariablen Alter wurde mittels
bindrer Regressionsanalyse untersucht. Im Rahmen der Regressionsanalyse wurde
das Quotenverhéltnis (odds ratio) bestimmt. Die Einflisse auf solche Variablen
kénnen nicht mit dem Verfahren der linearen Regressionsanalyse untersucht werden,
da wesentliche Anwendungsvoraussetzungen insbesondere in inferenzstatistischer
Hinsicht (Normalverteilung der Residuen, Varianzhomogenitét) nicht gegeben sind.
Ferner kann ein lineares Regressionsmodell bei einer solchen Variablen zu
unzulassigen Vorhersagen fiihren. Die logistische Regression ist fur Situationen

ndtzlich, in denen man anhand der Werte von Einflussvariablen das Vorhandensein
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oder Nichtvorhandensein einer Eigenschaft oder eines Ergebnisses vorhersagen
mochte. Diese Art der Regression verhalt sich &hnlich wie ein lineares
Regressionsmodell. Sie ist jedoch fir Modelle geeignet, in denen die abh&ngige
Variable dichotom ist. Die Koeffizienten der logistischen Regression kodnnen
verwendet werden, um die Quotenverhaltnisse jeder unabhangigen Variablen im

Modell zu schatzen.
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4.3 Experimentelle Untersuchungen der aerodynamischen Eigenschaften
von Mischinhalationssuspensionen aus Salbutamolsulfat-, Ipratropium-
bromidinhalationslésungen und Fluticasonpropionatinhalations-
suspension

43.1

sulfat - Methode und Validierung

HPLC-Analyse zur Bestimmung von Ipratropiumbromid und Salbutamol-

Die simultane Gehaltsbestimmung von Ipratropiumbromid und Salbutamolsulfat wurde mit

Hilfe der Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (high performance liquid chromato-

graphy, HPLC) durchgefihrt. Dafir wurde die von van den Bemt (van den Bemt et al.,

1997) beschriebene Methode, etabliert und validiert.

1)

HO

CH;

=T

HaC CHs

OH

+ HaS50,

2)

ch\[,cH3
)]

Hac—N
H o
H y—OH | Br-HO
') %
1/(@

Abbildung 4.3.1.1: Strukturformel von 1) Salbutamolsulfat und 2) Ipratropiumbromid.

Methode

Die Untersuchungen wurden mit der unter 3.2.3 beschriebenen HPLC-Anlage durch-

gefuihrt. Die Messbedingungen waren wie folgt:

Eluent:

Flussrate:

Saulen-
Temperatur:

Phosphatpuffer pH-Wert 3,35 :
Wasser fur HPLC-Zwecke

Triethylamin

Phosphorsaure

87,5: 12,5 (v/v) Phosphatpuffer pH-Wert 3,35 : Acetonitril

875 ml
241
660 pl

Einstellung des pH- Wertes auf 3,35 mit KOH
10 mol/l

1,2 ml/min

40 °C
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Injektions-

volumen: 20 ul

Detektions-

Wellenlange: 280 nm Salbutamolsulfat

205 nm Ipratropiumbromid

Die Laufzeit fur eine Bestimmung betrug 20 min. Jede Probe wurde mit Hilfe eines Auto-
samplers 3-mal nacheinander automatisch injiziert und analysiert. Die Retentionszeiten (Ry)
lagen unter diesen Bedingungen wahrend des gesamten Messzeitraumes von etwa 9
Monaten flr Ipratropiumbromid bei 11,5-14,5 min (s. Abbildung 4.3.1.2). Salbutamolsulfat
wurden in Form zweier Peaks mit den Retentionszeiten 1,7-1,9 min und 1,4-1,8 min
detektiert (s. Abbildung 4.3.1.3). Der flachenbezogen etwa 10-mal groRere Peak trat bei
1,7-1,9 min auf. Die Auswertung erfolgte Uber die Peakflachen. Fir die Auswertung des

Salbutamolsulfatgehalts wurde nur die Flache des groReren Peaks bei 1,7 min

herangezogen.
0,06
=]
1 2
004 5 g
2 5 3
3
0,02 S
0,00“m‘#\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“w“w
0,00 2,00 4,00 6,00 800 1000 1200 1400 16,00 18,00 20,0C

Mnutes

Abbildung 4.3.1.2: Beispielhaftes 2D Chromatogramm der simultanen Gehaltsbestimmung von Ipratropium-
bromid bei der Detektionswellenlédnge 205 nm.
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Abbildung 4.3.1.3: Beispielhaftes 2D Chromatogramm der simultanen Gehaltsbestimmung von Salbutamol-
sulfat bei der Detektionswellenlange 280 nm.
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Abbildung 4.3.1.4: Beispielhaftes 3D Chromatogramm der simultanen Gehaltsbestimmung (PDA Plot).
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Stammloésung

Zur Herstellung der Stammlésung wurden 2 ml Atrovent® 500 ug/2 ml Fertiginhalat
(nominell 522 pg lIpratropiumbromid-1 H,O entsprechen 500 pg Ipratropium in 2 ml) mit 1
ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat (nominell 1,2 mg Salbutamolsulfat

entsprechen 1 mg Salbutamol in 1 ml) gemischt.

Qualitatskontrollstandards

Aus der oben beschriebenen Stammlésung wurden durch Verdinnen mit Eluent zwei
Qualitatskontollstandards hergestellt. Dazu wurden 650 pl und 125 ul der Stammlésung mit
350 ul und 875 pl Eluent verdinnt (entspricht nominell 250 und 50 pg/ml Salbutamolsulfat
und 113,12 und 21,75 pg/ml Ipratropiumbromid-1 H,O). Die Qualitatskontrollstandards
wurden bei jeder chromatographischen Untersuchung als Kontrolle am Ende eines

Versuches analysiert.

Validierung
Die Validierung erfolgte nach den ICH-Richtlinien (FDA, 1994; FDA, 1995; FDA, 1997).

Eignung

Zur Uberpriifung der Eignung der Methode wurden 2 ml genau abgemessenes Atrovent®
500 pg/2 ml Fertiginhalat mit 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml und 2 ml Flutide® forte
2 mg/2 ml Fertiginhalat gemischt, mit Eluent 1:10 verdinnt und anschlie3end analysiert. In
den Chromatogrammen zeigten sich keine mit dem Salbutamolsulfat und Ipratropium-
bromid interferierende Peaks. Der Fluticasonpeak trat bei 2,7 min sehr gut getrennt vom
Salbutamolsulfatpeak bei 1,7 min auf. Des Weiteren wurden 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml
Fertiginhalat und 1 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat mit 1 ml NaOH oder 1 ml
HCI 1 mol/l in einem 10 ml Jodzahlkolben etwa 3 h bei 80 °C im Wasserbad erhitzt und
anschlieBend mit 1 mol/l NaOH bzw. 1 mol/l HCI neutralisiert. Zwecks forcierter Zersetzung
wurden 2 ml genau abgemessenes Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat und 1 ml Sultanol®
forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat mit 1 ml H,O, 35% im Jodzahlkolben gemischt und 6 h bei
80 °C im Wasserbad erhitzt. Nach Abkuhlen und Verdinnen mit Eluent wurden die Proben

analysiert.
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Abbildung 4.3.1.5: Beispielhafte 2D Chromatogramme der simultanen HPLC-Gehaltsbestimmung von
Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid Fertiginhalat bei den Detektionswellenlangen 205 nm und 280 nm
nach saurer Hydrolyse.
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Abbildung 4.3.1.6: Beispielhaftes 3D Chromatogramm der simultanen HPLC-Gehaltsbestimmung von
Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid Fertiginhalat nach saurer Hydrolyse (PDA Plot).

Das Chromatogramm der sauren Hydrolyse bei der Detektionswellenlange 205 nm zeigte
ein Zersetzungsprodukt von Ipratropiumbromid bei der R; von 10 min (s. Abbildung

4.3.1.5). Der Peak des unzersetzten Ipratropiumbromids bei 12 min war nicht mehr
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detektierbar. Bei der Detektionswellenlange von 280 nm ist ein Zersetzungspeak vom

Salbutamolsulfat bei der R; 2,5 min neben dem unzersetzten Salbutamolsulfat bei der R;

1,7 min zuerkennen (s. Abbildung 4.3.1.5).
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000 . - —— AN
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0,00 2.00 4,00 5.00 8.00 10,00 12,00 1400 1600 1800 2000

Minutes
Ly Ny N . )
2358 Detektionswellenlange
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X N
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1,001 = B
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Abbildung 4.3.1.7: Beispielhafte 2D Chromatogramme der simultanen HPLC-Gehaltsbestimmung von
Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid Fertiginhalat nach alkalischer Hydrolyse (Detektionswellenl&dngen
205 und 280 nm).

Auch nach alkalischer Hydrolyse (s. Abbildung 4.3.1.7) bei der Detektionswellenlange
205 nm tritt mit der R; 10 min der dem Ipratropiumzersetzungspeak zuzuordnende Peak
auf (s. Abbildung 4.3.1.7). Die Zersetzungspeaks von Salbutamolsulfat eluierten bei den

Retentionszeiten 2,5, 4 und 4,3 min.
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Abbildung 4.3.1.8: Beispielhafte 2D Chromatogramme der simultanen HPLC-Gehaltsbestimmung von
Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid Fertiginhalat nach forcierter oxidativer Zersetzung.
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Abbildung 4.3.1.9: Beispielhaftes 3D Chromatogramm der simultanen HPLC-Gehaltsbestimmung von
Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid Fertiginhalat nach forcierter oxidativer Zersetzung (PDA Plot).

62



4. Methoden

Bei der forcierten oxidativen Zersetzung mit Wasserstoffperoxid 35% sind die gleichen
Zersetzungsprodukte wie bei der alkalischen und sauren Hydrolyse detektierbar
(s. Abbildung 4.3.1.8-9). Alle Zersetzungsprodukte traten klar getrennt vom Ipratropium-

peak bei 12 min auf.

Selektivitat

Die Selektivitat wurde durch den Vergleich des Chromatogrammes des reinen Eluenten mit
dem Chromatogramm des Salbutamolsulfat- und Ipratropiumbromidhaltigen Analyten
nachgewiesen. Abbildung 4.3.1.10 zeigt ein Chromatogramm des reinen Flie3mittels und
ein Chromatogramm des FlieBmittels mit Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid versetzt.
Es sind keine zusatzlichen Peaks, die Verunreinigungen reprasentieren, im

Chromatogramm sichtbar.

A) B)

240
I

| 220

| 2
T

i

b5 8 o8 8

Abbildung 4.3.1.10: Charakteristische Chromatogramme von A) Eluent und B) Salbutamolsulfat+Ipratropium-
bromid+Eluent.

Linearitat

Es wurde eine Kalibrationsgerade erstellt, die den gesamten Konzentrationsbereich der
unverdinnten und verdinnten Proben der Untersuchungslésungen erfasste. Durch
Verdinnung der oben beschriebenen Stammlésung mit Eluent wurden 6 Kalibrations-
standards hergestellt, deren genaue Zusammensetzung in Tabelle 4.3.1.1 dargestellt ist.
Diese wurden funfmal hintereinander injiziert und analysiert. Der Mittelwert der
resultierenden Peakflachen wurde gegen die nominelle Konzentration an Ipratropium-

bromid bzw. Salbutamolsulfat aufgetragen.
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Tabelle 4.3.1.1: Konzentrationen der Standards der simultanen Gehaltsbestimmung von Ipratropiumbromid
und Salbutamolsulfat.

Standard | Stammldsung Eluent Konzentration Konzentration Injektions-
[ul] [l] [ng/ml] [ug/ml] volumen
Salbutamolsulfat | Ipratropiumbromid-H,O [ul]
nominell nominell

1 650 350 260 113,1 20
2 500 500 200 87,00 20
3 250 750 100 43,50 20
4 125 875 50 21,75 20
5 75 925 30 13,50 20
6 45 955 18 7,83 20

Die Ergebnisse der Kalibration sind graphisch in Abbildung 4.3.1.11 dargestellt.

a)

2500000,00

y=18865x-21343
2000000,00 R=0,999911 _»
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b)
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0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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y = 5435,7x + 4274,3
R=0,999948

Abbildung 4.3.1.11: Reprasentative Kalibrationsgeraden von a) Ipratropiumbromid und b) Salbutamolsulfat.
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Das Bestimmtheitsmald und die Geradengleichung sind ebenfalls Abbildung 4.3.1.11 zu

entnehmen. Ein interner Standard wurde nicht zugefligt, da die Prazision der Daten sehr

hoch war.

Préazision

Die Prazision beschreibt die zuféllige Abweichung von Werten um einen Mittelwert. Zur
Ermittlung der Reproduzierbarkeit der Methode wurden von der oben beschriebenen
Stammlésung durch Verdinnen mit Eluent drei Konzentrationen hergestellt. Die genaue
Zusammensetzung lasst sich aus Tabelle 4.3.1.2 entnehmen. Die RSD sollte unter 2%

liegen.

Tabelle 4.3.1.2: Konzentrationen der intraday und interday Prézision Bestimmung.

Stammldsung Eluent Konzentration Konzentration Injektions-
(] [k [ug/ml] [ug/ml] volumen
Salbutamolsulfat Ipratropiumbromid-H,O [u
nominell nominell
650 350 260 113,10 20
500 500 200 87,00 20
125 875 50 21,75 20

Die Genauigkeit und Préazision wurden durch die Analyse von drei Konzentrationen
innerhalb eines Tages sowie an funf aufeinander folgenden Tagen bestimmt. Die

Ergebnisse sind Tabelle 4.3.1.3 und Tabelle 4.3.1.4 dargestellt.
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Tabelle 4.3.1.3: Intraday Prazision der HPLC-Gehaltsbestimmung von Ipratropiumbromid-1 H,0. Die
Ipratropiumbromid-1 H,0-Konzentrationen sind als arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung
einer Probe dargestellt.

Ipratropiumbromid -1 H,0-Konzentration [ug/ml]
Messung-Nr. nominell
113,10 87 21,75
1 111,56 80,58 20,29
2 110,77 84,95 20,51
3 111,25 85,18 20,58
4 110,27 84,77 20,33
5 109,87 84,81 19,88
6 110,79 84,73 20,36
arithm. MW 110,75 84,17 20,33
[Hg/mi]
SD 0,62 1,77 0,24
rel. SD [%] 0,56 2,00 1,20

Tabelle 4.3.1.4: Intraday Prazision der HPLC-Gehaltsbestimmung von Salbutamolsulfat. Die Salbutamol-
sulfatkonzentrationen sind als arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung einer Probe dargestellt.

Salbutamolsulfat-Konzentration [ug/ml]
Messung-Nr. nominell
260 200 50
1 263,21 205,02 50,35
2 263,31 204,93 50,58
3 264,12 204,98 50,41
4 262,36 205,14 50,33
5 262,22 205,22 50,11
6 262,68 205,24 49,75
arithm. MW 262,98 205,09 50,25
[Hg/mi]
SD 0,71 0,13 0,29
rel. SD [%)] 0,27 0,06 0,58
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Tabelle 4.3.1.5: Interday Prazision der HPLC-Gehaltsbestimmung von Ipratropiumbromid-1 H,0. Die
Ipratropiumbromid-1 H,0-Konzentrationen sind als arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung
einer Probe dargestellt.

Ipratropiumbromid -1 H,0-Konzentration [ug/ml]
Messung-Nr nominell
113,10 87,00 21,75
1 112,98 88,46 22,41
2 113,03 86,71 21,53
3 111,91 87,11 22,00
4 110,71 84,77 21,49
5 109,87 89,00 22,01
arithm. MW 111,69 87,21 21,88
[Hg/ml]
SD 1,41 1,66 0,38
rel. SD [%] 1,25 1,90 1,73

Tabelle 4.3.1.6: Interday Prazision der HPLC-Gehaltsbestimmung von Salbutamolsulfat. Die
Salbutamolsulfatkonzentrationen sind als arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung
einer Probe dargestellt.

Salbutamolsulfat-Konzentration [ug/ml]
Messung-Nr nominell
260 200 50

1 264,09 205,04 51,55

2 262,98 203,47 52,00

3 261,89 201,99 51,34

4 259,74 206,06 50,95

5 260,62 201,59 51,73
arithm. MW 261,86 204,32 51,51

[Hg/ml]

SD 1,75 1,92 0,71

rel. SD [%] 0,67 0,94 1,39
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Richtigkeit (Wiederfindungsrate)

Zur Bestimmung der Richtigkeit der Methode wurden 6 Proben durch Verdinnen von
125 pl der Stammlosung mit 875 pl Eluent (entspricht nominell 50 pg/ml
Salbutamolsulfat und 21,75 pg/ml Ipratropiumbromid-1 H,0) hergestellt. 6 weitere
Proben wurden hergestellt, indem 125 pl Stammlésung mit 875 ul Placebo (0,9%
NaCl-Losung) verdunnt wurden, d.h. die Proben wurden mit Placebo aufdotiert. Jede
Probe wurde dreimal hintereinander analysiert und anschlieBend wurde der Mittel-
wert gebildet. Die Differenz der Mittelwerte von der undotierten Losung und der
dotierten Loésung im Verhaltnis zur dotierten Konzentration muss unter 2% liegen. Die

Ergebnisse sind Tabelle 4.3.1.5 zu entnehmen.

Tabelle 4.3.1.7: Richtigkeit der HPLC-Gehaltsbestimmung von Ipratropiumbromid-1 H,0 und
Salbutamolsulfat. Die Ipratropiumbromid-1 H,0 und die Salbutamolsulfatkonzentrationen sind als
arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung einer Probe dargestellt.

Messung-Nr
Ipratropiumbromid - 1 H,O-Konzentration Salbutamolsulfat-Konzentration
[ug/ml] nominell [ug/ml] nominell
Ohne Mit Ohne Mit
Aufdotierung Aufdotierung Aufdotierung Aufdotierung
21,75 21,75 50 50
1 21,70 21,91 51,01 51,30
2 22,00 22,35 50,75 50,89
3 21,94 22,06 50,48 50,71
4 22,01 22,21 50,02 50,41
5 21,71 21,98 51,04 51,43
6 21,05 21,65 50,39 50,85
arithm. MW
[ng/ml] 21,74 22,038 50,62 50,93
SD 0,33 0,21 0,39 0,38
rel. SD [%] 1,52 0,94 0,78 0,746
Richtigkeit [%)] 1,37 0,63

Bestimmungsgrenze - lower limit of quantification (LLQ)

Die Bestimmungsgrenze (LLQ) ist der Gehalt eines Analyten, der mit einer
vorgegebenen Richtigkeit und Préazision quantitativ erfasst werden kann. Zur
Bestimmung der LLQ von Ipratropium wurden 30 ul der oben beschriebenen Stamm-
l6sung ad 10 ml mit Eluent verdinnt. Zur Bestimmung der LLQ von Salbutamol
wurden 15 pl der oben beschriebenen Stammlésung ad 100 ml mit Eluent verdinnt.
Die LLQ von Ipratropium betrug 500 ng/ml (entspricht 522 ng/ml Ipratropium-
bromid-1 H,0), die von Salbutamol 50 ng/ml (60 ng/ml Salbutamolsulfat).
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4.3.2 HPLC-Analyse zur Bestimmung von Fluticason-17-propionat -
Methode und Validierung

Die Gehaltsbestimmung von Fluticason-17-propionat wurde mit Hilfe der Hoch-
leistungs-Flussigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography,
HPLC) durchgefuhrt. Dafiir wurde die Methode des Europaischen Arzneibuches 6.0

validiert und durchgefuhrt.

Abbildung 4.3.2.1: Strukturformel Fluticason-17-propionat

Methode
Die Untersuchungen wurden mit der unter 3.2.3 beschriebenen HPLC-Anlage durch-
gefuihrt. Die Messbedingungen waren wie folgt:

Eluent: 50:15:35 (v/v) 50 Volumteile Methanol, 15 Volumteile Acetonitril
und 35 Volumteile einer Losung von Ammonium-
dihydrogenphosphat (1,15 g - L™; pH-Wert von

3,5).
Flussrate: 1,5 mli/min
Saulen-
Temperatur: 40° C
Injektions-
volumen: 20 pl
Detektions-
Wellenlange: 239 nm

Die Laufzeit flr eine Bestimmung betrug 6 min. Jede Probe wurde mit Hilfe eines
Autosamplers 3-mal nacheinander automatisch injiziert und analysiert. Die
Retentionszeiten (R;) lagen nach Verdiunnung der Probe mit Eluent wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraumes von etwa 9 Monaten fur Fluticason-17-
propionat bei 2,5-2,8 min (s. Abbildung 4.3.2.2).
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Abbildung 4.3.2.2: Beispielhaftes 2D Chromatogramm der Gehaltsbestimmung von Fluticason-17-
propionat bei 239 nm.
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Abbildung 4.3.2.3: Beispielhaftes 3D Chromatogramm der Gehaltsbestimmung von Fluticason-17-
propionat - PDA Plot.

Stammlésung
Zur Herstellung der Stammlésung wurden 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension in einen Messkolben pipettiert und mit FlieBmittel auf 10 ml aufgefullt.

Die Konzentration der Stammlésung betrug 200 pg/ml.
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Qualitatskontrollstandards

Aus der oben genannten Stammlosung wurden durch Verdinnen mit Eluent zwei
Qualitatskontrollstandards hergestellt. Dazu wurden 300 pl und 50 pl der Stamm-
l6sung mit 700 pl und 950 pl Eluent verdiinnt (entspricht nominell 60 und 10 pg/ml
Fluticason-17-propionat). Die Qualitatskontrollstandards wurden bei jeder chromato-

graphischen Untersuchung als Kontrolle am Ende analysiert.

Validierung
Die Validierung erfolgte nach den ICH-Richtlinien (FDA, 1994; FDA, 1995; FDA,
1997).

Eignung

Zur Uberprufung der Eignung der Methode wurden 2 ml genau abgemessenes
Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat mit 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertig-
inhalat und 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension gemischt, mit Eluent
1:10 verdinnt und analysiert. In den Chromatogrammen zeigten sich keine mit dem
Fluticason-17-propionat interferierenden Peaks. Der Fluticason-17-propionatpeak ist
bei 2,7 min sehr gut getrennt vom Salbutamolsulfatpeak bei 1,7 min (s. Abbildung
4.3.2.4).
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Abbildung 4.3.2.4: Beispielhaftes 2D Chromatogramm der HPLC-Gehaltsbestimmung der Misch-
inhalationssuspension von Salbutamolsulfat, Ipratropiumbromid und Fluticason-17-propionat.
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Es wurden 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension mit 1 ml NaOH oder
1 ml HCI in einem 10 ml Jodzahlkolben etwa 3 h bei 80 °C im Wasserbad erhitzt und
danach mit 1 mol/l NaOH bzw. 1 mol/l HCI neutralisiert. Des Weiteren wurden 2 ml
genau abgemessene Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension mit 1 ml H,O,
35% im Jodzahlkolben gemischt und 6 h bei 80 °C im Wasserbad erhitzt. Nach
Abkihlen und Verdinnung mit Eluent wurden die Proben wie oben beschrieben
analysiert. Nach Erhitzen mit 1 molarer NaOH-Ldsung verfarbte sich die Losung gelb.
Im Chromatogramm mit der Detektionswellenlange 239 nm eluierte ein Zersetzungs-
produkt von Fluticason-17-propionat bei 1,2 min, der Peak des unzersetzten

Fluticason-17-propionat trat bei 2,7 min auf (s. Abbildung 4.3.2.5).

- T N
0,008 L
= 3
0,007 < o o
QD ~+
n N T
0,006 o c c
S 3 =
T Q )
0,005 = O ®
% 2
o) (=5 o
2 0,004 o8 =]
55 3
0,003 2= '8.
3 o
0,002 8
0,001ﬁj -
0,000 A
[ o |

o o oo oo
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,0C
Minutes

Abbildung 4.3.2.5: Beispielhaftes 2D Chromatogramm der HPLC-Gehaltsbestimmung der alkalischen
Hydrolyse von Fluticason-17-propionat.

Der Zersetzungspeak des Fluticason-17-propionats tritt auch nach saurer Hydrolyse
bei 1,2 Minuten auf. Daneben eluiert ein weiteres Zersetzungsprodukt bei 1,5
Minuten und der Peak des unzersetzten Fluticason-17-propionat tritt bei einer

Retentionszeit von 2,7 min auf (s. Abbildung 4.3.2.6).
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Abbildung 4.3.2.6: Beispielhaftes 2D Chromatogramm der HPLC-Gehaltsbestimmung der sauren
Hydrolyse von Fluticason-17-propionat Inhalationssuspension nach saurer Hydrolyse.

Nach forcierter oxidativer Zersetzung mit Wasserstoffperoxid sind drei Zersetzungs-
peaks bei 0,8,1und 1,6 min, zu identifizieren. Bei 2,7 min reteniert das reine

Fluticason-17-propionat (s. Abbildung 4.3.2.7).
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Abbildung 4.3.2.7: Beispielhaftes 2D Chromatogramm der simultanen HPLC-Gehaltsbestimmung von
Fluticason-17-propionat Inhalationssuspension nach forcierter oxidativer Zersetzung.
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Abbildung 4.3.2.8: Beispielhaftes 3D Chromatogramm der HPLC-Gehaltsbestimmung von Fluticason-
17-propionat Inhalationssuspension nach forcierter oxidativer Zersetzung - PDA Plot.

Selektivitat

Die Selektivitat wurde durch den Vergleich des Chromatogrammes des reinen
Eluenten mit dem Chromatogramm des Fluticason-17-propionatanalyten erhalten.
Abbildung 4.3.2.9 zeigt ein Chromatogramm des reinen FlieBmittels und ein
Chromatogramm des FlieBmittels mit Fluticason-17-propionat versetzt. Keine
zusatzlichen Peaks, die Verunreinigungen reprasentieren sind in den Chromato-
grammen sichtbar.

A) B)
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mmmmmm

Abbildung 4.3.2.9: Charakteristische Chromatogramme von A) Eluent und B) Fluticason-17-
propionat+Eluent.
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Linearitat

Es wurden 6 Kalibrationsstandards durch Verdinnen der Stammlésung mit Eluent
hergestellt (s. Tabelle 4.3.2.1). Direkt nach der Herstellung wurden die Kalibrations-
standards funfmal hintereinander injiziert und analysiert. Der Mittelwert der
resultierenden Peakflachen wurde gegen die jeweilige Menge an Fluticason-17-

propionat aufgetragen.

Tabelle 4.3.2.1: Konzentrationen der Standards der Gehaltsbestimmung von Fluticason-17-propionat.

Standard | Stammldésung Eluent Konzentration Injektions-
[ul] [ [ug/ml] volumen
Fluticason-17- [ul]
propionat
nominell
1 400 600 80 20
2 300 700 60 20
3 200 800 40 20
4 100 900 20 20
5 50 950 10 20
6 25 975 5 20

Die Ergebnisse der Kalibration sind graphisch in Abbildung 4.3.2.10 dargestellt.
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Abbildung 4.3.2.10: Repréasentative Kalibrationsgerade von Fluticason-17-propionat.

Das Bestimmtheitsmall und die Geradengleichung sind ebenfalls Abbildung 4.3.2.10
zu entnehmen. Die Prazision der Daten erwies sich als sehr hoch, aus diesem Grund

wurde kein interner Standard zugefugt.
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Prazision
Von der Stammlésung wurden durch Verdinnen mit Eluent drei Konzentrationen
hergestellt (s. Tabelle 4.3.2.2). Die ,intraday Prazision* wurde durch 6 zum gleichen
Fur die

Préazision“ wurde an funf aufeinander folgenden Tagen jeweils eine Untersuchungs-

Zeitpunkt hergestellten Untersuchungslésungen bestimmit. .nterday
l6sung hergestellt und analysiert. Die RSD sollte unter 2% liegen.

Tabelle 4.3.2.2: Konzentrationen der intraday und interday Préazision.

Stammlésung Eluent Konzentration Injektions-
[ul] [u] [ug/ml] volumen
Fluticason-17- [
propionat
nominell
400 600 80 20
100 900 20 20
50 950 10 20

Die Genauigkeit und Prazision wurden durch die Analyse von drei Konzentrationen
innerhalb eines Tages und an funf aufeinander folgenden Tagen bestimmt. Die

Ergebnisse sind Tabelle 4.3.2.3 und Tabelle 4.3.2.4 zu entnehmen.

Tabelle 4.3.2.3: Intraday Prazision der HPLC-Gehaltsbestimmung von Fluticason-17-propionat. Die
Fluticason-17-propionatkonzentrationen sind als arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung
einer Probe dargestellt.

Messung- Fluticason-17-propionat-Konzentration [pug/ml]
Nr nominell
80 20 10
1 79,57 20,32 10,29
2 79,68 20,21 10,51
3 78,87 20,57 10,58
4 79,31 20,37 10,33
5 79,41 20,40 9,88
6 79,79 20,53 10,36
arithm.
MW 79,44 20,40 10,33
[pg/mi]
SD 0,33 0,13 0,24
rel. SD [%] 0,42 0,63 2,32
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Tabelle 4.3.2.4: Interday Prazision der HPLC-Gehaltsbestimmung von Fluticason-17-propionat. Die
Fluticason-17-propionatkonzentrationen sind als arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung
einer Probe dargestellt.

Messung- Fluticason-17-propionat-Konzentration [ug/ml]
Nr nominell
80 20 10
1 82,94 20,13 10,31
2 83,33 20,19 10,67
3 85,83 20,30 10,49
4 84,36 20,69 10,82
5 84,92 20,69 10,51
arithm.
MW 84,28 20,40 10,56
[ng/ml]
SD 1,17 0,27 0,19
rel. SD [%] 1,39 1,32 1,80

Richtigkeit (Wiederfindungsrate)

Zur Bestimmung der Richtigkeit wurden 6 Proben durch Verdinnen von 100 pl
Stammldsung mit 900 pl Eluent hergestellt (entspricht nominell 20 pg/ml Fluticason-
17-propionat). 6 weitere Proben wurden hergestellt, indem 100 pl Stammlésung mit
900 pl Placebo (0,9% NaCl-Infusionslésung) verdinnt wurden. Die Proben wurden
sozusagen mit Placebo aufdotiert. Jede Probe wurde dreimal hintereinander
analysiert und anschlieRend wurden die Mittelwerte gebildet. Die Differenz der Mittel-
werte der undotierten Losung und der dotierten Losung im Verhéltnis zur dotierten
Konzentration muss einen Wert unter 2% annehmen. Die Ergebnisse sind Tabelle

4.3.2.5 zu entnehmen.
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Tabelle 4.3.2.5: Richtigkeit der HPLC-Gehaltsbestimmung von Fluticason-17-propionat. Die

Fluticason-17-propionatkonzentrationen sind als arithmetischer Mittelwert der 3fachen Bestimmung
einer Probe dargestellt.

Messung-Nr Fluticason-17-propionat-Konzentration [ug/ml]
nominell
Ohne Aufdotierung Mit Aufdotierung
20 20
1 20,30 20,08
2 20,69 20,21
3 20,69 20,29
4 20,92 19,91
5 20,29 19,94
6 20,35 20,12
arithm. MW
[ug/ml] 20,46 20,08
SD 0,24 0,13
rel. SD [%] 1,18 0,65
Richtigkeit [%0] 1,89

Bestimmungsgrenze - lower limit of quantification (LLQ)
Es wurden 50 ul der oben genannten Stammlésung ad 100 ml mit Eluent verdinnt.
Die LLQ fur Fluticason-17-propionat lag bei 100 ng/ml.
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4.3.3 Kaskadenimpaktionsanalyse der Kombinationspartner Salbutamol-
sulfat, Ipratropiumbromid und Fluticason-17-propionat bei getrennter
Vernebelung

Next Generation Impactor (NGI)

Zuséatzliche im Text nicht aufgeflhrte Informationen tber den Aufbau des NGIs

kénnen aus den Veroffentlichungen von Marple (Marpel et al., 2003a, Marpel et al.,

2003b, Marpel et al., 2004c) und dem Handbuch des NGIs entnommen werden. Der

NG-Impaktor arbeitet nach dem Prinzip der festen Prallplatten und hat den Vorteil,

dass diese kleine Schalchen sind, die separat mit einem Tablett entnommen und

aufbereitet werden koénnen (s. Abbildung 4.3.3.1). Fir die nachste Messung ist es

moglich, einen zweiten Satz der Schalchen zu verwenden. Dies verkurzt die Unter-

suchungszeit, da sich sofort die nachste Messung durchfihren lasst. Mit sieben Ab-

scheidungsstufen und dem ,Micro-Orifice Collector* (MOC), der sehr kleine Partikel

abscheidet und mit dem Endfilter anderer Impaktoren vergleichbar ist, liefert der NGl

detaillierte Aussagen uber die aerodynamische PartikelgroRenverteilung des Inhalats.
O-Ring

Dichtungsring Sammelschalen
Impaktor-

a) / Einlasskanal

MOC

Abbildung 4.3.3.1: Foto des NGI a) geschlossener NGI mit Vorabscheider b) gedffneter NGI.

Die Anzahl der Dusen (Locher) und ihre Anordnung kann Abbildung 4.3.3.2

entnommen werden.
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Stufe 2 Stufe 4 Stufe 6 MOC
6 Locher 52 Locher 396 Locher 4032 Locher

Stufe 1 Stufe 3 Stufe 5 Stufe 7
1 Loch 24 Locher 152 Lacher 630 Locher

Abbildung 4.3.3.2: Disenanordnung des NGIs nach Ph. Eur. 6.0.

Der NGI ist fur die Durchflussraten von 15-100 L/min konzipiert, aber nur fur die
Flussraten 15, 30, 60 und 100 L/min kalibriert. Bei einem Fluss von 15 L/min, der vor
allem bei der Testung von Verneblern verwendet wird, muss der MOC gegen einen
internen Filter (s. Abbildung 4.3.3.4) ausgetauscht werden, da die Reynolds-Zahl bei
diesen Fluss sehr klein ist und die Partikelsammeleffizienzkurve des MOCs mit der
siebten Stufe und Stufe 1 mit Stufe 2 Gberlappt (s. Abbildung 4.3.3.3).
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Abbildung 4.3.3.3: Sammeleffizienzkurven des NGls a) ohne internen Filter b) mit internem Filter nach
(Marple et al., 20044a).

Aus diesem Grund konnten sehr feine Partikel nicht ausreichend gesammelt werden.
Dies wirde zu einer falschen Berechnung der PartikelgroRenverteilung fihren
(Marple et al., 2004a). Es ist notwendig den Impaktor auf 5 °C zu kiihlen, um die
Evaporation der Flussigkeitstropfchen durch Warmeubertragung auf den Impaktor zu
verringern. Durch die Evaporation wird der MMAD verkleinert, wohingegen das
Kihlen des NGIs grol3ere MMADs zur Folge hat (Berg et al., 2007; Dennis et al.,
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2008). Das Kiuhlen des NGIs erzeugt eine Luftfeuchtigkeit von 100% im Inneren des

Impaktors.

Abbildung 4.3.3.4: Interner Filter.

Herstellung der Untersuchungslésung/-suspension

Salbutamolsulfatinhalationslésung

Fir die Bestimmung der Partikelgro3enverteilung der ungemischten Salbutamol-
sulfatinhalationslésung wurden 2 ml genau abgemessenes Sultanol® forte 2,5 mg/2,5
ml Fertiginhalat (nominell 2,4 mg Salbutamolsulfat entsprechen 2 mg Salbutamol in 2
ml) in das Reservoir des eflows® pipettiert und mit 0,9% NaCl-Lésung auf 6 ml auf-
gefullt. Diese Losung wurde gemischt (3 min lang auf und ab pipettieren mit einer 2,5
ml Eppendorfpipette), vernebelt und die Menge an Wirkstoff in den einzelnen
Schalchen des NGIs quantifiziert.

Ipratropiumbromidinhalationsldsung

Fir die Bestimmung der Partikelgrof3enverteilung der ungemischten Ipratropium-
bromid -1 H,O-Inhalationslésung wurden 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat
(nominell 522 ug Ipratropiumbromid-1 H,O entsprechen 500 ug Ipratropium in 2 ml)
in das Reservoir des eflows® pipettiert und mit 0,9% NaCl-Lésung auf 6 ml aufgefiillt.
Danach wurde die Losung gemischt (3 min lang auf und ab pipettieren mit einer 2,5
ml Eppendorfpipette), vernebelt und die Menge an Wirkstoff in den Schélchen des
NGIs quantifiziert.

Fluticason-17-propionatinhalationssuspension

Fur die Bestimmung der PartikelgroRenverteilung der ungemischten Fluticason-17-
propionatinhalationssuspension wurden 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat in
das Reservoir des eflows® pipettiert und mit 0,9% NaCl-Lésung auf 6 ml aufgefillt.

Danach wurde die Suspension gemischt (3 min lang auf und ab pipettieren mit einer
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2,5 ml Eppendorfpipette), vernebelt und die Menge an Wirkstoff in den Schalchen
des NGIls quantifiziert.

Ausstol3 des Verneblers

Das beflllte Verneblungsreservoir wurde vor und nach der Vernebelung gewogen
und die Gesamtvernebelungszeit dokumentiert. Durch die Differenzbildung wurde die
vernebelte Wirkstoffmenge in Gramm ermittelt. Die Division der vernebelten Wirk-
stoffmenge durch die Gesamtvernebelungszeit, ergibt den gravimetrischen Ausstol3

des Verneblers.

Recovery [%]
Anteil des Wirkstoffes in %, der im NGI und im Vernebler wieder gefunden wird.

Delivered dose [%]
Anteil des Wirkstoffes in %, der im NGI wieder gefunden wird.

Versuchsaufbau und Probenaufbereitung

Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung 4.3.3.5 dargestellt.

Adapter

Einlasskanal eflow®

Schlauch \
Vakuum- Critical
. \

pumpe flow NGI

controller Anemometer

(Flow Meter Model

DFM 2000)

Abbildung 4.3.3.5: schematische Darstellung des Versuchaufbaus.

Der NGI wurde auf einer planen Flache mit der Vakuumpumpe durch Zwischen-
schalten des Critical flow Controller verbunden. Der Critical flow Controller simuliert

das in vivo Einatmen eines Patienten und wird durch ein zeitgesteuertes, schnell
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reagierendes Magnetventil zwischen den NGI und der Vakuumpumpe geschaltet.
Der Zeitschalter wurde auf 999 s gestellt, so dass das Ventil Uber die gesamte
Vernebelungszeit sowie mindestens 2 min danach gedéffnet blieb. Der Einlasskanal
(IP) des NGIs wurde mit einem Anemometer (Flow Meter Model DFM 2000)
verbunden. AnschlieBend wurde der Luftfluss durch den NGI auf 15 L/min + 5% ein-
gestellt. Danach wurde die Pumpe ausgeschaltet und der eflow® mittels eines
geraden Konnektors, der normalerweise fir Beatmungsgerate benutzt wird, mit dem
Einlasskanal (IP) des NGls verbunden. Bei der Konnektion des Einlasskanals (IP) mit
dem Vernebler war unbedingt darauf zu achten, dass der Vernebler gerade stand
und sich genau auf der Achse des Einlasskanals (IP) befand. Die Vakuumpumpe
wurde darauf hin wieder angeschaltet, das Magnetventil wurde fur 999 s gedffnet und
die Vernebelung wurde gestartet. Durch Dokumentation des Starts- und Ende der
Vernebelung wurde die Gesamtvernebelungszeit ermittelt. Am Ende der
Vernebelung wurde der Luftfluss weitere 2 min aufrechterhalten, bevor die Pumpe
ausgeschaltet wurde. Insgesamt wurden 13 Kaskadenimpaktionsanalysen pro Unter-
suchungsldésung/-suspension durchgefiihrt. Nach Offnen des Deckels des NGls
wurde in die Schalchen und in den Einlasskanal (IP) verschiedene Volumina Eluent
pipettiert (IP = 2 ml, Stufe 1 = 2 ml, Stufe 3-5 = 5 ml und Stufe 6, 7, interner Filter =
1 ml). AnschlieRend wurden die Schélchen auf einen Laborschittler gestellt und 20
min bei 160 U/min homogenisiert. Der Einlasskanal (IP) wurde an beiden Enden mit
Stopfen verschlossen, und 4 min mit der Hand geschuttelt. Danach wurde ein Aliquot
von 500 pl je Stufe, Einlasskanal (IP) und internem Filter enthommen und mit Hilfe
der jeweiligen HPLC-Methode 3-mal hintereinander analysiert. Der Impaktor wurde

nach jeweils drei Vernebelungen auseinander gebaut, gereinigt und getrocknet.

Validierung der Kaskadenimpaktionsanalysendurchfihrung

Die Validitat der Kaskadenimpaktionsanalyse wird durch Impaktor unabhangige
Faktoren beeinflusst:

e Analytische Faktoren

e Instrumentelle (Instrumenteller Fehler oder Hilfsausriistungsfehler) Faktoren
Nachfolgend sind potentiell das Ergebnis der Kaskadenimpaktionsanalyse und deren
Behebung beeinflussende Faktoren aufgelistet.
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Analytische Fehler

Probenaufbereitung

Diese Fehler kénnen durch die Anwendung von produkt-, gerate- und prifmethoden-
spezifischen Verfahren minimiert werden. Die optimale Menge des Ldsungsmittels
wurde in diversen Vorversuchen ermittelt, um den Gehalt des Wirkstoffes in den
verschiedenen Sammelschalen robust und richtig zu quantifizieren. Die Art des
eingesetzten Losungsmittels ist von den Loéslichkeitseigenschaften der verwendeten
Wirkstoffe abhangig. Es wurden die jeweiligen FlieBmittel der wirkstoffspezifischen
HPLC-Methoden verwendet. Die Aufbereitung der Proben in den Sammelschalen
erfolgte wie oben beschrieben mit einem Laborschuttler. Die Zeit und die Schuttel-

intensitat wurden standardisiert.

Messung
Fehler, die die Quantifizierung der Wirkstoffmenge in den Schalchen des NGIs
beeinflussen, wurden durch robuste, prazise, spezifische und richtige HPLC-

Methoden, die in Kapitel 4.3.1 und 4.3.2 beschrieben sind, minimiert.

Inhalationsgerat bedingte Fehler

Inhalationsgerat bedingte Fehler konnen vermieden werden, indem man
standardisierte Messgerate und Betriebsablaufe verwendet, um somit die Richtigkeit
und Prazision der Kaskadenimpaktionsmessung zu gewadhrleisten. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wurde dieser Fehler durch korrektes Verbinden des
Verneblers mit dem Einlasskanal (IP) des Impaktors minimiert.

Instrumentelle Fehler

Reinigung

Eine ungenigende Reinigung des NGIs und eine zu exzessive Akkumulation des
Wirkstoffes bedingt eine fehlerhafte Bestimmung der aerodynamischen Partikel-
groBenverteilung. Beseitigt wurden diese Fehlerursachen durch Reinigung des
Impaktors nach drei Vernebelungsprozessen. Als Reinigungsagens wurde
destilliertes Wasser fir Ipratropiumbromid-1 H,O und Salbutamolsulfat sowie ein

Methanolwassergemisch 1:1 fir Fluticason-17-propionat verwendet.
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Korrodierte/abgenutzte Disen

Der Untersuchungszeitraum von 1 Jahr deckt sich mit dem Qualifizierungszertifikat
des Impaktors. Erst nach Ablauf dieser Frist missen die Disen erneut vermessen
werden. Diese Stufenmensuration erspart die wiederholte Kalibration des NGIs mit
einem standardisierten (monodispersen) Aerosol. Die Korrosion wurde durch
adaquates Trocknen des NGIs nach Reinigung vermindert (abreiben mit einem
sauberen Handtuch; eventuell Trocknen im Trockenschrank 1 h lang bei 80 °C). Der
NGI ist aus Stahl gefertigt und somit wenig rostanfallig, sofern nicht mit aggressiven

Sauren oder Basen gearbeitet wird.

Impaktoranordnung

Wichtig fur die korrekte Bestimmung der aerodynamischen Partikelgré3enverteilung
ist das richtige Platzieren der Sammelschalen in die vorgefertigten Bohrungen des
NGI-Tabletts. AuBerdem sollte ein Nachfilter (back up filter) oder ein internen Filter

benutzt werden.

Dichtigkeitstest

Der Dichtigkeitstest muss, nach Herstellerauskunft, bei kirzlich qualifizierten
Impaktoren nach einem Jahr erfolgen (Ablauf des leak test Zertifikat). Im Rahmen
dieser Untersuchung wurde Kkein Dichtigkeitstest durchgefiihrt. Die Dichtung
zwischen den Stufen (O-rings) beeinflusst die Dichtigkeit des NGls. Das Material
bestent aus Gummi und starke Druckbelastungen fihren zur Versprodung des
Materials und folglich zur Undichtigkeit des NGIs. Da im Rahmen dieser Unter-
suchung bei geringen Flussraten gearbeitet (niedrige Druckbelastungen) wurde ist

dieses Problem fur den Untersuchungszeitraum auszuschlief3en.

Fluss bedingte Fehler

Die Schwankung der Flussrate ist ein Fehler, der durch die Verwendung eines
kalibrierten Durchflussmessers (Anemometer) minimiert wurde. Die Dichtigkeit des
Impaktors, die einen Einfluss auf den volumetrischen Fluss hat, wurde wie oben

beschrieben durch die Herstellergarantie gewéhrleistet.
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Umgebungsbedingungen
e Druckmessung
e Temperatur und Luftfeuchtigkeit

e Elektrostatische Wechselwirkung

Die Luftfeuchtigkeit und die Temperatur wurden wahrend des Untersuchungs-
zeitraums kontinuierlich gemessen. Im Umgebungsraum lag die Temperatur bei
22 °C £ 5 °C und die Luftfeuchtigkeit bei 50-55%. Untersuchungen von Berg et al.
(Berg et al. 2007; Berg et al. 2008; Dennis et al., 2008a) zeigten, dass beim Kihlen
des NGls (5 °C fur mindestens 90 min lang) die Luftfeuchtigkeit und die Umgebungs-
temperatur wenig Einfluss auf die aerodynamische PartikelgréRenverteilung haben.
Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde der NGI 1 h bei - 20 °C gekuhlt. Die
Vernebelung wurde begonnen, wenn der NGI eine Temperatur von 5 °C an-

genommen hatte (Messung der Temperatur mittels Oberflacheninfrarotthermometer).

Software zur Auswertung der aerodynamischen Eigenschaften

Es wurde mit der Copley Inhaler testing analysis software (CIDATAS) gearbeitet.
Die Software ist vom Hersteller validiert und berechnet automatisch den MMAD,
GSD, FPF % und zeigt die aerodynamische Partikelgréf3enverteilung in Form eines
Histogramms, eines kumulativen Diagramms und eines log Probability Plots (Wahr-
scheinlichkeitsplan) an. Das Programm errechnet fur jeden volumetrischen Fluss den
entsprechenden effektiven Partikelabscheidungsdurchmesser (Grenzdurchmesser).
Dazu ist die auf den Stufen gefundene Wirkstoffmasse einzutragen. Der effektive
Partikelabscheidungsdurchmesser (ECD) fur die Stufen des Impaktors fur die Fluss-

rate 60 L/min betragt:

Stufe 1: 8,06 um
Stufe 2: 4,46 um
Stufe 3: 2,82 um
Stufe 4: 1,66 pm
Stufe 5: 0,94 um
Stufe 6: 0,55um
Stufe 7: 0,34 um
MOC: 0,00 pm
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FUr jede Flussrate zwischen 30-100 L/min berechnet CITDAS den ECD nach
folgender Formel:

ECD = ECD*(60/Q)*

ECD = Stufen EDC bei einer bestimmten Flussrate
ECD = Stufen EDC bei einer Flussrate von 60 L/min
Q = Flussrate des Versuchs [L/min]

X nimmt folgende Werte an:

X = 0,54 fur Stufe 1
X =0,52 fur Stufe 2
X =0,50 fur Stufe 3
X = 0,47 fur Stufe 4
X = 0,53 fur Stufe 5
X = 0,54 fur Stufe 6
X = 0,67 fur Stufe 7

Die fur jede Stufe gemessenen Werte des dso bei 15 L/min sind in Abbildung 4.3.3.6

aufgefuhrt.
Object LBdsy dx, LIBdsp GsD
Pre-separator Fs perr'u rmance dominated
by gravity
Stage 1: IP only 133 141 149 1.39
Stage 1: PS5 + IP PS5 interferes with
stage 1 collection
Stage 2 #5409 8.6l B.72 1.1m
Stage 3 537 5.39 542 1.15
Stage 4 3.29 3.30 3.32 1.12
Stage 5 207 2.08 209 1.14
Stage 6 1.35 1.3 1.37 1.13
Stage 7 097 0.98 0.98 1.12
MOC Internal filter option recommended

Abbildung 4.3.3.6: Gemessene Werte der einzelnen Stufen nach Marple et al. (Marple et al., 2004b).

Den MMAD erhélt man durch Interpolation der Log-Probit-Kurve bei 50% des

kumulativen Prozentsatzes der Partikeluntergrof3e (s. Abbildung 4.3.3.7).
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Abbildung 4.3.3.7: Log Probit Plot zur Bestimmung des MMAD.

Der Anteil feiner Partikel wird durch Interpolation der Log Probit Kurve bei 5 pum
erhalten (s. Abbildung 4.3.3.8).
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Abbildung 4.3.3.8: Log Probit Plot zur Bestimmung des Anteils an feinen Partikeln (FPF %).

Statistische Auswertung

Um den Unterschied zwischen den einzelnen Inhalationsldsungen/-suspensionen
und der Mischinhalationssuspension statistisch zu verifizieren wurde das Statistik-
programm GraphPad Prism 3 verwendet. Wenn nicht anders beschrieben, stellen die

folgende Abbildungen die berechneten Werte graphisch dar.
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) Standardabweichung
Maximalwert 100 sSD
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Abbildung 4.3.3.9: Beschreibung eines Boxplots. Abbildung 4.3.3.10: Beschreibung eines
Balkendiagramms.

Die Auswirkung der Mischung auf die Eigenschaften des Aerosols, den Aerosol-
ausstol3, die Vernebelungszeit, den Rest der Inhalationslésung im Reservoir, die
Vernebelungsmenge etc. wurde, wenn nicht anders beschrieben, nach vorher-
gehender Prifung der Normalverteilung mittels t-Test und Welchkorrektion ermittelt.
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4.3.4 Kaskadenimpaktionsanalyse der Mischinhalationssuspension von
Salbutamolsulfat, Ipratropiumbromid und Fluticason-17-propionat bei
simultaner Vernebelung

Herstellung der Untersuchungslésung

Das Reservoir des eflows® wurde mit 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml, 2 ml

Atrovent®500 pg/2 ml und 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml gefiillt und mittels auf und ab

pipettieren 3 min lang gemischt.

Kaskadenimpaktionsanalyse mittels NGI

Die Kaskadenimpaktionsanalyse wurde wie unter 4.3.3 beschrieben durchgefihrt. Es
wurden 26 Kaskadenimpaktionsanalysen (13 fur die simultane Bestimmung von
Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid und weitere 13 Kaskadenimpaktions-
analysen fur die Fluticason-17-propionatbestimmung) durchgefihrt. Der Versuchs-

ablauf war in Kurzfassung:

Kihlen des NGls auf (- 20 °C; 1 h)
NGI mit Vakuumpumpe und Ciritical flow Controller (TPK 2000) verbinden
Einstellen der Vakuumpumpe

Offnen des Magnetventils

o~ N

Einstellen des Luftvolumenstroms am Einlasskanal (IP) auf 15 + 5 L/min
mittels Anemometer (DFM 2000)

Abschalten der Pumpe

Vernebler mit Einlasskanal verbinden

Anschalten der Vakuumpumpe

© 0 N ©

Temperatur der NGI-Oberflache messen

10. Beim Erreichen der Temperatur von 5 °C - simultanes Offnen des Magnet-
ventils fiir 999 s und starten des eflows® (Startzeitpunkt dokumentieren)

11. Ende der Vernebelung - Zeit dokumentieren

12. Volumetrischer Fluss nach Beendigung des Vernebelungsprozesses fir

mindestens zwei Minuten weiter aufrechterhalten

Probenaufbereitung
Die Sammelschalchen wurden mit einer genau abgemessenen Menge Eluent ver-
setzt (s. Kapitel 4.3.3) und mit einem Laborschuttler 20 min gemischt. Es wurden 13

Kaskadenimpaktionsanalysen zur simultanen Bestimmung von Salbutamolsulfat und
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Ipratropiumbromid  durchgefuihrt  (Aufbereitungsflissigkeit s. Kapitel 4.3.3).
AnschlieRend wurde eine weitere Reihe von 13 Kaskadenimpaktionsanalysen durch-
gefuhrt um Fluticason-17-propionat zu quantifizieren (die Aufbereitungsflissigkeit
bestand aus dem Eluent der Fluticason-17-propionat HPLC- Methode s. Kapitel
4.3.2). Ein Aliguot von 500 pl wurde aus jeder Sammelschale entnommen und in ein
HPLC-Schraubvial Uberftihrt. 20 pl des Aliquots wurden dreimal hintereinander

injiziert und analysiert.

Software zur Auswertung der aerodynamischen Eigenschaften

Die auf jeder Stufe gesammelte Menge an Wirkstoff wurde mittels HPLC quantifiziert.
Die Ergebnisse wurden in das Softwareprogramm CIDATAS eingegeben und der
MMAD, die GSD, die FPF % etc. berechnet und die APSD graphisch als Histogramm
und Log Probit Plot dargestellt. Der Verneblerausstold wurde wie in Kapitel 4.3.3.

beschrieben ermittelt.

Statistische Auswertung
s. Kapitel 4.3.3.
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4.4 Experimentelle Untersuchungen der chemischen Kompatibilitédt von
Colistimethatinhalationslésungen mit medizinisch indizierten
Kombinationspartnern

4.4.1 Herstellung von CMS-Standardlésung und 4-Komponentenmisch-
inhalationssuspensionen

CMS-Bestimmung mittels mikrobiologischer Wertbestimmung

Ein Plattendiffusionstest ist ein mikrobiologisches Testverfahren. Es verwendet feste
Nahrmedien in Form von Agarplatten, auf die wachstumsférdernde oder wachstums-
hemmende Stoffe aufgebracht werden. Der Plattendiffusionstest ist eine Form des
Agardiffusionstestes. Die Agarplatten werden mit Mikroorganismen (z.B. Bakterien) in
fein suspendierter Form beimpft. Diese Organismen flhren nach Bebritung der
Agarplatte zu einem makroskopisch sichtbaren Bewuchs, der sich als Tribung des
Agars bemerkbar macht. Das Wachstum der Mikrorganismen kann durch Auf-
bringung von wachstumsférdernden oder wachstumshemmenden Stoffen (Test-
substanzen) auf den Agar modifiziert werden. Die Testsubstanzen kénnen auf
verschiedene Weise appliziert werden. Es wurden der Bléttchentest bzw. Scheib-
chentest eingesetzt. Dazu werden auf die Agarplatte kleine Filterpapierscheibchen

aufgelegt, welche die Testsubstanzen in einer definierten Konzentration enthalten.

Herstellung CMS-Standardlésung (Standardzubereitung)

In diversen Vorversuchen wurden die geeigneten CMS-Standardkonzentrationen
ermittelt, bei denen sich klar umrissene konzentrationsabhangige Hemmhdéfe aus-
bildeten. Dazu wurde ein Vial Colistin CF® 1 000 000 Pulver unter der mikro-
biologischen Sicherheitswerkbank mit 3 ml steriler 0,9% NaCl-Lésung rekonstituiert.
Diese wurden mit steriler 0,9% NaCl-Lésung’(Eigenherstellung Mikrobiologie) auf die
gewlinschte Konzentration in Form einer geometrischen Reihe verdinnt
(Verdinnungsschritte und Konzentrationen s. Tabelle 4.4.1.1). Die Standardlésungen
wurden auf ein Filterpapier (Placebo sensi Disc) pipettiert. Es wurden verschieden
Pipettiervolumina von 10-100 pl und verschiedene Trocknungszeiten von 15 Minuten
bis 2 Stunden erprobt bis das optimale Volumen und die optimale Trocknungszeit

gefunden wurden.
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Tabelle 4.4.1.1: Konzentrationen und Verdlnnungsschritte der CMS-StandardIésung.

Standardlésung Stammlésung CMS Sterile 0,9% CMS-
333,33 NaCl- Standardkonzentration

[pg/pl] Lésung [ILE./ul]

S1 270 pl 730 ul 90 000

S2 90 ul 910 ul 30 000

S3 30 ul 970 pl 10 000

Herstellung 4-Komponentenmischinhalationssuspension (Priifzubereitung)

Die 4-Komponentenmischinhalationssuspension bestand aus einer Mischung von
2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Atrovent® 500 ug/2 ml Fertig-
inhalat, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension und 3 ml Colistin CF®
1 000 000/3ml und wurde unter aseptischen Bedingungen gemischt. Von dieser
4-Komponentenmischinhalationssuspension wurden durch Verdinnen mit steriler
0,9% NaCl-Lésung (Eigenherstellung Mikrobiologie) die Konzentrationen 90 000
[.E./ul, 30 000 I.E./pl und 10 000 I.E./ul CMS hergestellt (s. Tabelle 4.4.1.2). Diese 3
verschiedenen Konzentrationen der 4-Komponentenmischinhalationssuspension
wurden auf die Placebo sensi discs pipettiert. Die Gehaltsbestimmung erfolgte
unmittelbar

nach Herstellung der 4-Komponentenmischinhalationssuspension.

Tabelle 4.4.1.2: Konzentrationen und Verdinnungsschritte der 4-Komponentenmischinhalations-
suspension.

4-Komponentenmisch- | Stammlésung CMS Sterile 0,9% CMS-Konzentration
inhalationssuspension 111 [pg/pl] NaCl- [LLE./ul]
Lésung
T1 810 pl 190 pl 90 000
T2 270 pl 730 pl 30 000
T3 90 pl 910 pl 10 000

Nach den Vorversuchen wurden im Untersuchungszeitraum von 2 Monaten 40

mikrobiologische Wertbestimmungen durchgefiihrt — 30 Untersuchungen wurden
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ausgewertet. Die Gehaltsbestimmung von Salbutamolsulfat, Ipratropiumbromid und
Fluticason-17-propionat in der oben genannten 4-Komponentenmischinhalations-
suspension wurde mittels HPLC an sechs aufeinander folgenden Tagen durchgeflhrt.
Taglich wurde eine 4-Komponentenmischinhalationssuspension hergestellt. An
Versuchstag 1-3 erfolgte die Gehaltsbestimmung von Salbutamolsulfat und
Ipratropiumbromid, an Versuchstag 4-6 wurde die Fluticason-17-propionatgehalts-
bestimmung durchgefthrt. Flr die Ipratropiumbromidbestimmung wurde ein Aliquot
von 1000 pl der oben beschriebenen 4-Komponentenmischinhalationssuspension
entnommen. Von dem Aliquot wurden dreimal hintereinander 20 pl injiziert und
analysiert. Fur die Salbutamolsulfatbestimmung wurde ein Aliquot von 100 ul aus der
oben beschriebenen 4-Komponentenmischinhalationssuspension entnommen und
mit dem Eluenten der HPLC-Methode von Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid-
1 HO ad 1 ml verdinnt. Von dem Aliquot wurden dreimal hintereinander 20 pl
injiziert und analysiert. Fur die Fluticason-17-propionatbestimmung wurde ein Aliquot
von 100 ul aus der oben beschriebenen 4-Komponentenmischinhalationssuspension
entnommen und mit Eluenten der HPLC-Methode von Fluticason-17-propionat ad
1 ml aufgeflllt. Von dem Aliquot wurden dreimal hintereinander 20 pl injiziert und
analysiert. Die Validierung der jeweiligen HPLC-Methoden und deren Ergebnisse

wurden in Kapitel 4.3.1 und Kapitel 4.3.2 beschrieben.

4.4.2 Mikrobiologische Wertbestimmung von CMS

Herstellen der Ubernachtkultur

Zur Herstellung einer Ubernachtkultur werden einzelne Kolonien der E. coli Dauer-
kultur auf einem Blut-Agar angeziichtet. Diese wird 12-16 h im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert und anschlieBend bei 2-8 °C im Kihlschrank gelagert.

Abbildung 4.4.2.1: Ubernachtkultur von E. coli ATCC 10536.
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Herstellung der Bakteriensuspension

Zwei groBe Kolonien der Ubernachtkultur wurden in steriler 0,9% NaCl-Lésung
suspendiert. AnschlieBend wurde die Tribung der Bakteriensuspension visuell mit
Mc Farland-Standard 0,5 auf eine Keimzahl von 10*® KBE/ml eingestellt.

Inokulum

Die Bakteriensuspension wurde in drei Richtungen mit einem getrankten Wattetupfer
(eintauchen in die Bakteriensuspension, dann an der Innenwand des Réhrchens
oberhalb des Flissigkeitsspiegels ausdriicken) in einer Weise ausgestrichen, dass
ein gleichméaBiges Wachstum resultierte. Die Agarplatten wurden danach 1-2 h bei
3-9 °C gekdihlt.

Anordnung der Plattchen in Form des Lateinischen Quadrats

Das lateinische Quadrat wird als Versuchsplan verwendet, wenn die erhaltenen
Wirkungswerte von 2 verschiedenen Variationsursachen beeinflusst werden, von
denen jede k verschiedene Auspragungsmerkmale annehmen kann. In einem
Plattenversuch mit einem Antibiotikum werden die Behandlungen in einer k x k-
Matrix auf einer groBen Platte angeordnet, wobei jede Behandlung genau einmal in
jeder Zeile und in jeder Spalte vorkommen darf. Dieser Versuchsplan wird dann ein-
gesetzt, wenn die Anzahl der Zeilen, die Anzahl der Spalten und die Anzahl der
Behandlungen gleich sind. Die Messwerte werden in einer quadratischen Anordnung,
,Lateinisches Quadrat® genannt, erfasst. Die Variation auf Grund von Wirkungs-
unterschieden in den k Zeilen und den k Spalten kann abgespalten und somit der

Fehler verkleinert werden.
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Abbildung 4.4.2.2: Lateinisches Quadrat: T,3= 4-Komponentenmischinhalationssuspension der
Konzentrationen 1-3; Sy 3= Standardlésungen der Konzentrationen 1-3.

Inkubation

Die getrankten Antibiotikaplattchen wurden in der Reihenfolge des lateinischen
Quadrats auf die beimpften Agarplatten verteilt. Die bestlickte Agarplatte wurde
18 £ 2 h bei 35 °C £ 2 °C bebritet. Der Hemmzonendurchmesser wurde mit der

Genauigkeit von 0,1 mm gemessen.

44.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der mikrobiologischen Wertbestimmung von CMS
erfolgte nach dem Parallelmodell (Abbildung 4.4.3.1).

Paralleimodell

Standardzuberaitung

Prifzubaraitung

Wirkung (¥

In Dasis (x)

Abbildung 4.4.3.1: Parallelmodell fiir eine 3+3 Wertbestimmung nach Ph.Eur. 6.0.
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Far eine zufriedenstellende Wertbestimmung muss die vermutete Wirkung der Pr0f-
zubereitung nahe der wahren Wirkung liegen. Es werden gleich wirksame Dosen
hergestellt, d.h. entsprechende Dosen von Standard- und Prifzubereitung sollen die
gleiche Wirkung hervorbringen. Der waagerechte Abstand zwischen den Geraden
stellt die wahre Wirkung der Prifzubereitung zu ihrer vermuteten Wirkung dar. Je
naher die vermutete Wirkung der Prifzubereitung beim wahren Wert liegt, desto
naher liegen die zwei Geraden beieinander. Falls die Gerade der Prifzubereitung
rechts von der des Standards liegt, ist die vermutete Wirkung Uberschatzt worden
und die Berechnungen werden einen niedrigeren Schatzwert der Bestimmung der
Wirkung ergeben als die vermutete Wirkung. Umgekehrt ist die vermutete Wirkung
unterschatzt worden, wenn die Gerade der Prifzubereitung links von der des
Standards liegt. Die Berechnungen werden einen héheren Schatzwert der Wirkung
ergeben als die vermutete Wirkung. Die statistische Auswertung erfolgte in Form
einer Varianzanalyse (Formel s. Abbildung 4.4.4.1). Die Ergebnisse der Wert-
bestimmung kdnnen als statistisch valide bezeichnet werden, wenn die Varianz-

analyse folgende Bedingungen erfullt:

1. Der Ausdruck der Regression ist signifikant (p < 0,05)

2. Der Ausdruck der Nichtlinearitat ist nicht signifikant (p = 0,05)
3. Der Ausdruck der Nichtparallelitat ist nicht signifikant (p = 0,05)
444 Varianzanalyse des Paralleimodels

In den Abbildungen 4.4.4.1-4.4.4.3 sind die Formeln fur die Berechnung der Varianz-

analyse aufgefthrt

Standard 1. Prufzubereitung 2. Prifzubereitung
(S) (T) (U und weitere)
Mittlere Wirkung ;
bei niedrigster Dosis Si T U
Tittlere Wirkune
I\llll.llu.u. V ||_I\unl; s, T, U,
bei zweiter Dosis : - -
Mittlere Wirkung ;
bei hichster Dosis Sa T U,
Gesamtsumme je
. . - P, =5 +5+...+85 P, =T, +T,+...+T P, = ..
Zubereitung 5 Lt d T 1oz d v
L= 15+25+... Ly = 1T, 42T, + ...

Linearer Kontrast 1 1 Ly =

+dS;—5(d+1)Pg +dT;—5(d + 1)Pr
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n 12n nPg+Pr+...)?
H. = L H, = -
r=d LT T d K hd

Abbildung 4.4.4.1: Formeln der Varianzanalyse des Parallelmodels fir d Dosen nach Ph.Eur. 6.0.

Variationsursache Freiheitsgrade (f) Summe der Abweichungsquadrate
Zubereitungen h—1 SS,p = Hp(P§+P3+...)-K

Lineare Regression 1 S8, = % Hi(Lg+Lr+...)?
Nichtparallelitiit h—1 8Spe = Hy(LF+LE+...) — 85,
Nichtlinearitiit™ hid-2) S84y = S8pop— 5800 — 58,00 — 58
Behandlungen hd -1 SSpep = M(ST+...+S53+T{+...+T3+...)-K

Abbildung 4.4.4.2: Formeln zur Berechnung der Freiheitsgrade und Summe der Abweichungsquadrate
nach Ph.Eur. 6.0.

Variationsursache Freiheitsgrade Summe der Abweichungsquadrate
Blocke (Zeilen)™ n—1 SSpock = hd(RF+ ... +R})-K
Spalten™’ n—1 8Spe = hd(Ci+ ... +C7)-K
" vollst. randomisiert hd(n—1) 58 rest = 55 o —SSpen
Restfehler™™ 4 randomisierter Block (hd—1)(n—1) 885t = S8 gos = SSben =SS pioei
L Lateinisches Quadrat (hd-2)(n-1) 58 e = S8 50— SSpen— SSprack — S8
Gesamt nhd— 1 88e = T(y-3)°

Fiir den Versuchsplan Lateinisches Quadrat kénnen diese Formeln nur angewendet werden, wenn n = hd ist.

*) Nicht berechnet fiir vollstindig randomisierte Versuchspliine
") Nur fiir Lateinische Quadrate berechnet
*** Abhiingig von der Art des Versuchsplans

Abbildung 4.4.4.3: Abschétzung des Restfehlers nach Ph.Eur. 6.0.

Die Formeln sind nur fir symmetrische Wertbestimmungen geeignet, bei denen eine
oder mehrere zu prifende Zubereitungen mit einem Standard verglichen werden. Die
Formeln kénnen nur dann angewendet werden, wenn die Dosen gleich weit aus-
einander liegen, die Anzahl der Behandlungen pro Zubereitung gleich ist und jede
Behandlung gleich oft durchgefihrt wird. Mit den Formeln in Abbildung 4.4.4.1
werden die Werte Uber die Behandlung und jede Zubereitung gemittelt. Dann werden
die linearen Kontraste, die sich auf die Steigung der In-(Dosis)Wirkungsgerade
(s. Abbildung 4.4.4.1) beziehen, berechnet. Die drei zusatzlichen Werte in Abbildung
4.4.41 werden far die Varianzanalyse verwendet. Die durch die unterschiedlichen
Behandlungen verursachte gesamte Variation der Wirkungswerte wird in Abbildung
4.4.4.3 aufgespalten, wobei die Summe der Abweichungsquadrate von den Werten
aus Abbildung 4.4.4.2 abgeleitet werden. Die durch die Nichtlinearitat verursachte

Summe der Abweichungsquadrate kann nur berechnet werden, wenn wenigstens
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drei Zubereitungen im Versuchsplan vorgesehen sind. Der Restfehler der Wert-
bestimmung wird aus der Differenz der Gesamtvariation der Wirkungswerte und den
im Versuchsplan bertcksichtigen Variationen gebildet (s. Abbildung 4.4.4.3).

y ist der Mittelwert aus allen Werten im Versuch. Fir ein lateinisches Quadrat muss
die Anzahl n der replizierten Wirkungswerte je Behandlungsart gleich der Anzahl dh
der Zeilen, der Spalten oder der Behandlung sein. Jede Summe der Abweichungs-
quadrate wird durch die zugehdrigen Freiheitsgrade geteilt, um das jeweilige mittlere
Quadrat zu ergeben, wodurch die Varianzanalyse beendet wird. Das mittlere Quadrat
jeder Variablen wird durch das mittlere Quadrat des Restfehlers geteilt. Die
Signifikanz dieser Werte wird durch eine Computersequenz mittels des F-Quotienten
berechnet.

445 Abschatzung der Wirkung und der Vertrauensgrenzen
| ist der Logarithmus des Verhaltnisses zweier benachbarter Dosen einer

Zubereitung. Die Steigung b fur Prifungen mit d Dosen je Substanz wird nach

folgender Formel berechnet:

H;(Lg+Ly+...)
Inh

b:

Der Logarithmus des Wirkverhéltnisses einer Prifzubereitung lautet:

_ PP

Mr==25

Die berechnete Wirkung ist eine Abschatzung der ,wahren Wirkung“ der Prif-

zubereitung. Die Vertrauensgrenzen werden folgendermaBen berechnet:

CMj7 +,/(C—1)(CM#%? +2V)
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Der Wert £ ist der p-Wert und s? das mittlere Quadrat des Restfehlers. Der Schatz-
wert der Wirkung und der Vertrauensgrenzen ist die Exponentialfunktion der oben
berechnetem Werte. Um die wahre Wirkung der Prlfzubereitungen zu erhalten
werden die exponentiell transformierten Werte mit dem Wert der vermuteten Wirkung

multipliziert.

4.5 Experimentelle Untersuchungen der physikalischen Kompatibilitat
von Colistimethatinhalationsldsungen mit medizinisch indizierten
Kombinationspartnern

Mehrere Arzneimittel sind miteinander physikalisch oder visuell kompatibel, wenn

keine Tribung, Partikel, Farbverdnderungen oder Gasentwicklungen in den

Mischungen der Arzneimittel auftreten (Trissel 2008).
4.5.1 Organoleptische Prifung

Die Mischinhalationslésungen/-suspensionen wurden auf visuelle und olfaktorische
Veranderung gepruft und ihre Eigenschaften mit den entsprechenden, ungemischten

Fertigarzneimitteln verglichen.
4.5.2 Bestimmung des pH-Wertes - Methode und Validierung

In drei Proben der 4-Komponentenmischinhalationssuspension bestehend aus
2,5 ml Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Atrovent® 500 ug/2 ml Fertig-
inhalat, 2 ml Flutide® forte Inhalationssuspension und 3 ml Colistin CF® 1 000 000/
3 ml wurden vor der Osmolaritatsmessung die pH-Werte mittels pH-Meter gemessen.
Dazu wird die pH-Elektrode in die Untersuchungslésung/-suspension eingetaucht.
Aus den drei Messwerten wurde der Mittelwert gebildet und die Standardabweichung
sowie die relative Standardabweichung berechnet. Zur Bestimmung des pH-Wertes
der ungemischten Fertigarzneimittel wurde der Inhalt einer Kunststoffampulle
(Flutide®, Sultanol®, Atrovent®) bzw. eines Glasvials (Colistin CF®) achtmal
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gemessen. Zwischen jeder Messung wurde die Elektrode mit destilliertem Wasser
gespult, getrocknet, in die Aufbewahrungslésung eingetaucht, erneut mit destilliertem

Wasser gespllt, getrocknet und in die Untersuchungssuspension eingetaucht.

Kalibration

Das pH-Meter wurde taglich kalibriert. Standardmé&Big wurde dazu eine Zweipunkt-
kalibration mit neutraler (pH-Wert = 7,01) und saurer (pH-Wert = 4,01) Kalibrations-
|I6sung durchgefihrt.

Prazision

Die Genauigkeit der pH-Messung wurde von Proben aus einer jeweils frisch
gedffneten Kunststoffampulle des Fertigarzneimittels Flutide® forte Inhalations-
suspension 2 mg/2 ml derselben Charge bestimmt. Fir die Ermittlung der intraday
Prazision wurden eine Kunststoffampulle Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension an einem Tag achtmal direkt hintereinander gemessen. Zwischen jeder
Messung wurde die Elekirode mit destilliertem Wasser gespult, getrocknet, in die
Aufbewahrungslésung zurlick eingetaucht, erneut gespult, getrocknet und in die
Inhalationssuspension eingetaucht. Die interday Prazision wurde an 8 verschiedenen
Tagen mit jeweils 3 Proben bestimmt. Die Ergebnisse sind den Tabellen 4.5.2.1-
4.5.2.2 zu entnehmen. Die relative Standardabweichung lag jeweils unter 2%.

Tabelle 4.5.2.1: Intraday Prazision der pH-Bestimmung von Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension.

Probe pH- Wert
1 6,19
2 6,03
3 6,21
4 6,15
5 6,06
6 6,11
7 6,09
8 6,08
arithm. MW 6,12
SD 0,06
relative SD [%)] 1,03
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Tabelle 4.5.2.2: Interday Prazision der pH-Bestimmung von Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension.

Tag pH- Wert pH- Wert pH- Wert
Probe 1 Probe 2 Probe 3
1 6,10 6,19 6,17
2 6,21 6,09 6,14
3 6,15 6,21 6,23
4 6,13 6,30 6,02
5 6,23 6,05 6,11
6 6,30 6,14 6,05
7 6,29 6,15 6,13
8 6,25 6,17 6,16
arithm. MW 6,17
SD 0,08
relative SD [%)] 1,25
4.5.3 Bestimmung der Osmolaritat - Methode und Validierung der

Je drei Proben der oben genannten 4-Komponentenmischinhalationssuspension
(s. Abschnitt 4.5.2) wurden unmittelbar nach dem Mischen entnommen und die
Osmolaritat mittels eines Osmometers bestimmt. Das Probenvolumen betrug 50 pl.
Aus diesen drei Osmolaritatswerten wurde der Mittelwert gebildet und die Standard-
abweichung sowie die relative Standardabweichung berechnet. Zur Bestimmung der
Osmolaritat der ungemischten Fertigarzneimittel wurden 8 Proben einer Kunststoff-

ampulle bzw. einem Glasvial, entnommen und nacheinander gemessen.

Kalibration

Zu jedem neuen Messzeitpunkt wurde das Osmometer kalibriert. Dazu wurde
destilliertes Wasser als Nullwert (0 osmol/kg) und eine NaCl-Kalibrationslésung
(0,3 osmol/kg) bestimmt. Zwischen den einzelnen Proben wurde das destillierte
Wasser als Nullwertkontrolle gemessen.

Prazision

Zur Bestimmung der Genauigkeit der Osmolaritatsbestimmung wurde die Osmolaritat
von Proben einer jeweils frisch gedffneten Kunststoffampulle des Fertigarzneimittels
Flutide® forte Inhalationslésung 2 mg/2 ml derselben Charge gemessen. Fir die
Ermittlung der intraday Prézision wurden 8 Proben einer Kunststoffampulle Flutide®
forte Inhalationssuspension 2 mg/2 ml an einem Tag direkt hintereinander gemessen.
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Die interday Prazision wurde an 8 verschiedenen Tagen mit jeweils 3 Proben
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.5.3.1 und Tabelle 4.5.3.2 aufgefuhrt. Die

relative Standardabweichung lag jeweils unter 2%.

Tabelle 4.5.3.1: Intraday Préazision der Osmolaritdtsbestimmung von Flutide® forte Inhalations-
suspension 2 mg/ 2 ml.

Probe Osmolaritét [os-
mol/kg]

0,284
0,285
0,283
0,283
0,283
0,286
0,285
0,283

oNOoO OO =

arithm. MW [osmol/kg] 0,284
SD 0,001
relative SD [%] 0,420

Tabelle 4.5.3.2: Interday Préazision der Osmolaritdtsbestimmung von Flutide® forte Inhalations-
suspension 2 mg/2 ml.

Tag Osmolaritat [os- Osmolaritat [os- Osmolaritat [os-
mol/kg] mol/kg] mol/kg]
Probe 1 Probe 2 Probe 3
1 0,284 0,283 0,287
2 0,285 0,289 0,285
3 0,283 0,285 0,284
4 0,288 0,284 0,288
5 0,283 0,284 0,284
6 0,286 0,283 0,284
7 0,289 0,282 0,283
8 0,285 0,281 0,288
arithm. MW [osmol/kg] 0,285
SD 0,002
relative SD [%] 0,826
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Theoretische Berechnung der Osmolaritat
Fiar die Gefrierpunktserniedrigung einer Lésung gegenliber dem reinen Lésungs-

mittel gilt die von F.M. Raoult experimentell gefundene Beziehung:

AT = Kmir1000 Gleichung (1)
M*L
K Molare Gefrierpunktserniedrigung des Lésungsmittels

(Kyroskopiekonstante) z.B. 1,86 K*kg/mol fir Wasser
Einwage [g]
Molare Masse der geldsten Substanz [g/mol]

— < 3

Masse des Lésungsmittels

lonigkeit, d.h. Anzahl an lonen, in die die Substanz zerfallt

Die Konzentration der osmotisch wirksamen Teilchen wird als Osmolaritat [mol/l]
oder Osmolalitéat [mol/kg] bezeichnet und als Quotient der Gefrierpunktserniedrigung
AT und der Kyroskopiekonstante von Wasser definiert:

Osm _ AT Gleichung (2)
m K

Aus Gleichung (1) und Gleichung (2) ergibt sich:
AT _ m'i*1000_ Gleichung (3)

Mit der Annahme, dass durch das Mischen der Inhalationslésungen/-suspensionen,
die osmotisch wirksamen Teilchen nicht verandert werden, sind ,m,i und M*
Konstanten. In allen Untersuchungslésungen ist das Lésungsmittel Wasser mit der
Kyroskopiekonstante 1,86 K*kg/mol. Damit ergibt sich Gleichung (4):

AT - Kostante Gleichung (4)
L

AT*L= Konstante Gleichung (5)
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Die Dichte des inhalativen Fertigarzneimittels wird als 1 angenommen (1g/1ml).
Dadurch entsteht ein Fehler, der akzeptiert werden muss. Mit den gemessenen
Werten der ungemischten Inhalationslésungen/-suspensionen und deren Volumen
lasst sich jeweils die Konstante berechnen. Die Konstante steht fir die osmotisch
wirksamen Teilchen der Mischpartner. Die Osmolaritdt der 4-Komponentenmisch-
inhalationssuspension ist also die Summe der osmotisch wirksamen Teilchen der
Mischpartner in dem Gesamtvolumen der 4-Komponentenmischinhalations-

suspension:

Konstante 1+ Konstante 2
AT = =

L
Mischung

Gleichung (6)

Mit Gleichung (5) und (6) wurde die theoretische Osmolaritat der 4-Komponenten-

mischinhalationssuspension berechnet.
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5.1 Untersuchungen zur Anwendbarkeit des Respimats® fiir die
Inhalationstherapie bei Kindern

5.1.1 Haufigkeit der Inhalationsfehler

Von 99 Kindern wurden insgesamt 363 Inhalationsmandver mit dem nicht
modifizierten Respimat® durchgefiihrt. 297 wurden fiir die Bewertung der Inhalations-
mandver verwendet und 66 Mandver konnten von IPP nicht ausgewertet
werden. Von den 297 Inhalationsmandvern erfolgten 76% erfolgreich. Die haufigsten
nicht erfolgreichen Inhalationsmanéver waren durch Exhalation in den Respimat®
bedingt. Das inhalierte Volumen < 0,5 L und der Ausldsefehler traten etwa gleich

haufig auf.

100%

90%

80% 76%

70%

60%

50%

40%

30%

20% -
11%
10% - 7% 6%

0% | |

erfolgreich Exhalation Inhalation <0,5 L Auslésefehler

Abbildung 5.1.1.1: Prozentuale Haufigkeit der Inhalationsfehler bezogen auf das Gesamtkollektiv.

Die Haufigkeit der Inhalationsfehler im Altersvergleich zeigt, dass die 9-12 Jahrigen
81% der Manover erfolgreich durchfihrten. Die 4-8 Jahrigen fuhrten 70% der
Inhalationsmandver erfolgreich aus. Das inhalierte Volumen < 0,5 L représentiert den
haufigsten Fehler bei den 4-8 jahrigen Probanden, wohingegen der Exhalationsfehler
bei den 9-12 jahrigen Probanden prozentual am haufigsten auftrat. Der Auslésefehler

und das Inhalationsvolumen < 0,5 L erfolgte bei den 9-12 jahrigen Probanden etwa
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gleich haufig. Dagegen waren bei den 4-8 jahrigen Probanden alle Inhalations-

fehlertypen prozentual etwa gleich haufig verteilt.

O 4-8 Jahre @ 9-12 Jahre

90%

81%

80% -
70%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

11% 12%

10%

10% 9%
3%

“ 4%
0% [

erfolgreich Inhalation <0,5 L Exhalation Auslosefehler

Abbildung 5.1.1.2: Prozentuale Haufigkeit der Fehler im Altersvergleich.

Die Qualitat der Inhalationsmandver in Abhangigkeit zur Inhalationserfahrung ergab,
dass Probanden mit DPI-Erfahrung die meisten erfolgreichen Inhalationsmandver
bewerkstelligten (s. Abbildung 5.1.1.3). Der haufigste Fehler in diesem Patienten-
kollektiv war der Auslosefehler (11%). In dieser Subgruppe war das inhalierte
Volumen < 0,5 L und die Exhalation ungefahr gleich haufig vertreten. Die
zweithaufigsten erfolgreichen Inhalationsmanéver erreichten die Probanden mit
Autohaler®-Erfahrung. Als haufigster Fehler in dieser Subgruppe trat der Auslose-
fehler (12%) auf. Bei 4% der Mandver handelte es sich um Exhalationsfehler und 2%
waren nicht erfolgreich im inhalierten Volumen < 0,5 L (s. Abbildung 5.1.1.3). Die
dritthaufigsten erfolgreichen Inhalationsmanéver bewerkstelligte das Subkollektiv mit
pMDI-Erfahrung. Auch in dieser Subgruppe war der Auslésefehler mit 17% am
haufigsten vertreten. Probanden ohne Inhalationserfahrung fihrten am viert-
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haufigsten erfolgreiche Inhalationsmandver durch. In dieser Gruppe waren alle drei
Inhalationsfehler gleich haufig vertreten. Das Patientenkollektiv das hauptsachlich mit
Verneblern oder pMDI zuziglich Vorschaltkammer inhalierte, realisierten die
wenigsten erfolgreichen Inhalationsfehler. Das inhalierte Volumen < 05 L

reprasentierte den haufigsten Fehler.

O keine Inhalationserfahrung @ DPI O Autohaler® OO pMDI B Vernebler

100%

81%

90%
° 85%
3%

80% -
739
70% -

66%

60% -

50% -

40% -+

30% | 12%

20% | 1
4%
20t
13% 7 120  12%

10% | %
% 3% % 3% Y

0%

erfolgreich Inhalation <0,5 L Exhalation Auslosefehler

Abbildung 5.1.1.3: Haufigkeit der Inhalationsfehler unter Berticksichtigung der Inhalationserfahrung.
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5.1.2

Mittlerer inspiratorischer Atemfluss

Kinder im Alter von 4 bis 8 Jahren erzeugten im Median einen MIF (L/min) von 30,6

L/min (s. Abbildung 5.1.2.1). 63% der 4-8 Jahrigen inhalierten somit im optimalen

Bereich mit einem MIF von weniger als 40 L/min. Die 9-12 Jahrigen generierten im
Median einen MIF von 49,9 L/min (s. Abbildung 5.1.2.1). Nur 28% bewerkstelligten
einen MIF im optimalen Bereich.

120
100
80 T
. =
20
0
4-8 Jahre 9-12 Jahre
Median | Mittelwert | Minimum | Maximum | Steigung der | p- Wert der MIF im
[L/min] [L/min] [L/min] [L/min] Regressions- | Regressions- | optimalen
geraden geraden Bereich
<40
[L/min]
4-8
Jahre 30,6 35,5 7,9 85,2 32 (63%)
4,65 p <0,001
9-12 49,9 53 11,2 1135 11 (28%)
Jahre
4-12
0,
Jahre | 40,3 44,3 9,6 99,4 43 (46%)

Abbildung 5.1.2.1: MIF (L/min) im Altersvergleich ausgewertet je Patient.
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Im Streudiagramm in Abbildung 5.1.2.2 wird deutlich, dass der MIF (L/min) eine
lineare Abh&ngigkeit vom Alter des Patienten zeigt. Der p-Wert der Regressions-
geraden ist hoch signifikant (p < 0,001).

120
100
80
60| e . | —
40 ” T

20

Alter

Abbildung 5.1.2.2: Streudiagramm des MIFs (L/min) in Relation zu Alter ausgewertet je Patient.

Die Analyse des MIFs (L/min) in Abh&ngigkeit von der Inhalationserfahrung belegt,
dass Kinder ohne Inhalationserfahrung am Besten (71%) im optimalen Bereich
inhalierten und im Median einen MIF (L/min) von 29,7 L/min erzeugten. Kinder mit
Vernebler- oder pMDI plus Vorschaltkammer-Erfahrung generierten einen Atemfluss
von 38,6 L/min und erreichten am zweitbesten die Inhalation im optimalen Bereich
(53%). Am drittbesten inhalierten Kinder, die einen DPI oder einen Autohaler® als
Darreichungsform benutzen, im optimalen Bereich. Den héchsten MIF von 50 L/min
erzeugten Kinder mit pMDI-Erfahrung. Nur 18% dieser Kinder inhalierten im
optimalen Bereich unter 40 L/min (s. Abbildung 5.1.2.3).
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120; 120; 120 120; 120
100; 100; 100 100/ 100
80; 80; 80 80| . 80
60; T 60; 60 601 60
40| . 40| 40 40| 40 .
20! | 20! 20 201 20
0] 0] [+] 1] 0
innalatonsertanrung  EeLng Pl VoS it
pMDI+Vor-
schaltkammer
Median Mittelwert Minimum Maximum p- Wert MIF im
[L/min] [L/min] [L/min] [L/min] optimalen
Bereich
<40
[L/min]
Keine
Inhalations- 29,7 36,3 16,7 85,6 p =0,133 10 (71%)
erfahrung
DPI 49,9 49,9 10,8 1135 p = 0,001 18 (34%)
Autohaler® 49,9 54,8 171 1135 p = 0,002 10 (34%)
pMDI 50 48,3 13,6 72,7 p=0,194 2 (18%)
Vernebler
oder 38,6 39,4 7.9 77,7 p =0,321 16 (53%)
pMDI+
Vorschalt-
kammer

Abbildung 5.1.2.3: Abhangigkeit des MIFs [L/min] von der Inhalationserfahrung ausgewertet je Patient.
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5.1.3

Estimierte Intrathorakaldosis

Die estimierte Intrathorakaldosis des Gesamtkollektivs lag im Median bei 67%
(s. Abbildung 5.1.3.1).

100%— 100%r
80%—
80%1
60%—
60%
40%—
20% 40%
0%—
Estimierte
_ 4-8 9-12
Intrathorakaldosis Jahre Jahre
Median Mittelwert Minimum Maximum ReStgg:iZ%S_ Re pr—evglsirctms_
(%] (% [%] (%] " p
gerade gerade
4-8 74 70 32 91
Jahre
J%f}rze 62 61 28 %
-2,57 p=0,002
4-12 67 66 28 91
Jahre

Abbildung 5.1.3.1: Boxplot der estimierten Intrathorakaldosis in % fur erfolgreich durchgefihrte

Inhalationsmandver des Gesamtkollektivs und im Altersvergleich — ausgewertet je Patient.

Die altersabhangige Subgruppenanalyse der estimierte Intrathorakaldosis zeigt, das

die 4-8 Jahrigen im Median eine hdohere Intrathorakaldosis (74%) als die 9-12
Jahrigen (62%) erreichten (s. Abbildung 5.1.3.1).
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Im Streudiagramm zeigt sich eine lineare Abhangigkeit vom Alter (s. Abbildung
5.1.3.2).

1007
o : o
o g i &
80 . 7 :
S _y - S .
o e — " 0
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60- : e T
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” f 1n 1'2
Alter

Abbildung 5.1.3.2: Streudiagramm der Abhangigkeit der estimierten Intrathorakaldosis in % vom Alter
ausgewertet nach Patient.

Kinder die zu Hause mittels Vernebler oder pMDI zuzlglich Vorschaltkammer
inhalierten, erreichten im Median die hochste (72%), Kinder ohne Inhalations-
erfahrung die zweithéchste (69%) estimierte Intrathorakaldosis (s. Abbildung 5.1.3.3).
Kinder mit DPI-Erfahrung inhalierten eine Intrathorakaldosis von 61%. Die geringste
estimierte Intrathorakaldosis wurde fur das Subkollektiv ermittelt, das Erfahrung mit
dem Autohaler® oder einem pMDI hatte (60%).
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100% 100% 100% 100% 100%
80% . 80% 80% 80% _ 80% l
60% 60% 60% 60% . 60%
40% 40% 40% 40% 40% )
20% 20% 20% 20% 20%
0% 0% 0% 0% 0%
Keine Erfahrung Erfahrung Erfahrung Vernebler
Inhalationserfahrung DPI Autohaler® pMDI " pMDI+
Vorschalt-
kammer
Median Mittelwert Minimum Maximum p- Wert
[ %] [ %] [ %] [ %]
Keine Inhalationserfahrung 68 71 46 86 p=0,183
DPI 61 62 28 91 p = 0,002
Autohaler® 60 58 28 87 p < 0,001
pMDI 60 63 52 87 p = 0,287
Vernebler oder pMDI + 72 69 44 91 p=0,271
Vorschaltkammer

Abbildung 5.1.3.3: Boxplots der estimierten Intrathorakaldosis in % unter Bericksichtigung der
Inhalationserfahrung — ausgewertet je Patient.

51.3 Stocken

Im Rahmen der Untersuchung fiel auf, dass einige Kinder, wenn sie mit dem
Placeborespimat® inhalierten wahrend des Manévers stockten. Die Kinder hielten
wahrend der Inhalation kurz inne, ohne zu Husten oder Auszuatmen. Das ,Stocken*
wurde nicht als Fehler gewertet. Atemflussprofile, die dieses Phanomen aufwiesen
wurden auch in die Auswertung und die Berechnung der estimierten Intrathorakal-
dosis und des MIFs einbezogen. Bei 42 der 297 Inhalationsmandéver (14%) trat das
Phanomen ,Stocken” auf. 20% der Inhalationsmanéver von den Probanden im Alter
zwischen 4 und 8 Jahren und 5% der Inhalationsmanéver der alteren Probanden
waren von dem Phanomen betroffen. Der Unterschied zwischen den Gruppen ist
signifikant (p = 0,01). Aul3erdem hat die Inhalationserfahrung (p = 0,04) einen
deutlichen Einfluss auf das Auftreten von Stocken. Nur 12% der Inhalationsmandver

114




5. Ergebnisse

von Kindern mit Inhalationserfahrung erfolgte mit ,Stocken®. Die Atemflussprofile von

Inhalationsunerfahrenen wiesen zu 27% dieses Phanomen auf.

100%

80%

60%

40%

20%

0%

ja nein

‘ m 4-8 Jahre m 9-12 Jahre

100% 95%
80%
60%
40%

20%

0%

ja nein

Abbildung 5.1.4.1.:Haufigkeit des Stockens in % 1) des Gesamtkollektivs (n = 297) 2) im Alters-

vergleich (n =297)
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5.2 Untersuchungen des modifizierten Respimats® zur Optimierung des
Inhalationsmanévers bei Kindern

5.2.1 Haufigkeit der Inhalationsfehler

Manoverbezogene Auswertung

Durch den Einbau eines hdheren internen Widerstandes in die Versuchsanordnung
(Kapitel 3.1.4) sollte das Inhalationsmanéver optimiert werden. Von 121 Kindern
wurden 791 Inhalationsmanéver durchgefihrt, 630 Mandver gingen in die Aus-
wertung ein. Von 161 Inhalationsmanévern konnten keine Atemflussprofile aus-
gewertet werden. 65 Mandver erfolgten mit Widerstand 0. Diese Mandver stammen
aus den Untersuchungen zur Anwendbarkeit des unveranderten Respimats® und
wurden in die Auswertung aufgenommen. Es wurden nur die Inhalationsprofile mit
Widerstand 0 von den Kindern verwendet, die in beiden Untersuchungen mitwirkten
(n =22). 270 Mandéver wurden mit Widerstand 1 und 295 wurden mit Widerstand 2
ausgefuhrt. Von den insgesamt 630 durchgefiihrten Inhalationsmandévern erfolgten
78% erfolgreich. Die Art der Inhalationsfehler waren im Gesamtkollektiv ungeféahr
gleich haufig verteilt (s. Abbildung 5.2.1.1).

100%
90%
80% -
70% -
60%
50% -
40%
30% -
20% -

78%

7% 8% 7%
10% -
O% T T T
erfolgreich Exhalation Inhalation <0,5 L Auslosefehler

Abbildung 5.2.1.1: Prozentuale Haufigkeit der Inhalationsfehler des Gesamtkollektivs (n =630).

In der Subgruppenanalyse zeigt sich, dass die 9-12 Jahrigen 85% der Manbver
erfolgreich durchfihrten. 2% der durchgefuhrten Inhalationsmandver waren nicht
erfolgreich wegen Exhalation, 6% wegen Inhalation < 0,5 L und bei 7% trat ein Aus-
|6sefehler auf (s. Abbildung 5.2.1.2). Die 4-8 Jahrigen fuhrten nur 63% der

Inhaltionsmandver erfolgreich aus. Der Exhalationsfehler trat in diesem Kollektiv 10-
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mal haufiger als bei den 9-12 jahrigen Patienten auf. 9,5% der Inhalationsmandver
zeigten ein inhaliertes Volumen < 0,5 L und bei 7% trat ein Auslosefehler auf
(s. Abbildung 5.2.1.2).

|@4-8 Jahre M9-12 Jahre |

100%

80% -
70% - 63%
60% -
50% -
40% -
30% 26,0%
0, 13 0%
igoz - 206 9.5% 696 ,iﬂ
0% [ T
erfolgreich Exhalation Inhalation <0,5 L Ausldsefehler

Abbildung 5.2.1.2: Prozentuale Haufigkeit der Inhalationsfehler im Altersvergleich (n = 630).

Die Versuchsanordnung (s. Kapitel 3.1.4 Abbildung 3.1.4.1) wurden durch zwel
verschiedene Widerstdnde modifiziert. Von 630 durchgefihrten Inhalations-
mandvern erfolgten 87% mit Widerstand 1, 74% mit Widerstand 0 und 69% mit
Widerstand 2 erfolgreich (s. Abbildung 5.1.2.3). Somit wurde mit Widerstand 1 am
erfolgreichsten inhaliert. Die Art der Inhalationsfehler zeigten insgesamt
unterschiedliche Abhangigkeiten vom eingesetzten Widerstand. Der Exhalations-
fehler (12%) stellte den haufigsten Fehler bei der Inhalation mit Widerstand 1 dar,
das inhalierte Volumen < 0,5 L und der Ausldsefehler kamen gleich héaufig vor
(6,7%). Der haufigste Inhalationsfehler bei Widerstand 0 und Widerstand 2 war der
Auslosefehler (12%) bzw. das inhalierte Volumen < 0,5 L (9,5%).
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‘I:IWiderstand 1 B Widerstand 0 OWiderstand 2

100,0%
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80,0% -
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: 3,0%
! 0,
20,0% 1 5 6,1% 12%

10,0% || C 64%  67% 9% 570 _81%
0,0% Tl | | - |

erfolgreich Exhalation Inhalation < 0,5L  Auslésefehler

Abbildung 5.2.1.3: Prozentuale Haufigkeit der Inhalationsfehler in Abhé&ngigkeit vom eingesetzten
Widerstand (n =630).

Patientenbezogene Auswertung

Bezogen auf die einzelnen Patienten zeigte sich, dass 75% der Patienten zwei von
drei Manoévern erfolgreich absolvierten. Bei den nicht erfolgreichen Inhalations-

mandvern war der Exhalationsfehler am haufigsten (16%) (s. Abbildung 5.2.1.4).

100,0%
90,0%
80,0% 75,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20.0% 16.0%
10,0%

0,0%

erfolgreich Exhalation inhaliertes Volumen Auslésfehler
<0,5L

Abbildung 5.2.1.4: Prozentuale Haufigkeit der Inhalationsfehler des Gesamtkollektivs ausgewertet je
Patient (n =232).

Die patientenbezogene Auswertung nach Altersklassen ergibt, dass 89% der 9-12
Jahrigen mindestens zwei von drei Mandvern erfolgreich durchfiihrten. Die 4-8
Jahrigen erreichten dies nur zu 71%. Der Exhalationsfehler und das inhalierte
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Volumen < 0,5 L kamen bei den alteren Patienten seltener vor. Der Ausldsefehler trat

in beiden Altersgruppen ungeféhr gleich haufig auf.

|34-8 Jahre M9-12 Jahre |

100% 89%
90% -
80% - 71%
70% -
60% -
50% -
40%
30%
20%
10% -

0%

5% 8,9% 11% 1204 13%
= 5,7%

B I =

erfolgreich Exhalation inhaliertes Volumen Auslésfehler
<0,5L

Abbildung 5.2.1.5: Prozentuale Haufigkeit der Inhalationsfehler im Altersvergleich ausgewertet je
Patient (n =232).

Mit Widerstand 0 bewerkstelligten 86%, mit Widerstand 1 75% und mit Widerstand 2
74% der Patienten mindestens zwei von drei Inhalationsmandvern erfolgreich. Somit
wurden mit Widerstand 0 deutlich h&ufiger 2 von 3 Inhalationsmanévern erfolgreich
absolviert. Mit Widerstand 1 und 2 wurden etwa gleich haufig 2 von 3 Inhalations-
mandvern erfolgreich durchgefihrt (75% bzw. 74%). Mit Widerstand 2 wurden
tendenziell haufiger mehrere Inhalationsfehler in einem Inhalationsmanéver
begangen (38% bei Widerstand 1 und 44% bei Widerstand 2).

‘I:IWiderstand 0 B Widerstand 1 OWiderstand 2 ‘

100% .

90% | 5% 75 00p

80% ] 74.0%
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% | 18,0%1410% 14,0% 16,0% 14,0%

10,0% 11,0% 10% 9,0%
o — 1 | e
0%

erfolgreich Exhalation Inhalation < 0,5L Auslodsefehler

Abbildung 5.2.1.6: Prozentuale Haufigkeit der Inhalationsfehler in Abhéngigkeit zum eingesetzten
Widerstand ausgewertet je Patient (n =232).
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Um eine Abhangigkeit der Art der Inhalationsfehler vom Alter zu verifizieren, wurde
eine binare Regressionsanalyse durchgefihrt. Als Kovariablen wurden die
Inhalationserfahrung und die Art des Widerstandes einbezogen. Die Ergebnisse der
bindren Regressionsanalyse sind in Tabelle 5.2.1.1-5.2.1.4 dargestellt. Der
Exhalationsfehler war hoch signifikant abhéngig von der Inhalationserfahrung mit
einem DPI (p = 0,008; s. Tabelle 5.2.1.1). Das bedeutet, dass Kinder mit DPI-
Erfahrung eine 5-fach hohere Chance haben wahrend des Inhalationsmandvers zu
exhalieren als Kinder ohne Inhalationserfahrung. Der Auslésefehler zeigte keine
signifikante Korrelation (s. Tabelle 5.2.1.2). Das Alter beeinflusste das inhalierte
Volumen < 0,5 L (p = 0,011; s. Tabelle 5.2.1.3), d.h. das Patientenkollektiv der 4-8
Jahrigen hatte im Vergleich zum Patientenkollektiv der 9-12 Jahrigen eine 4-fach
hohere Chance ein Volumen < 0,5 L zu inhalieren. Das Stocken zeigte eine
Abhangigkeit vom Widerstand 0 (p = 0,038) und Widerstand 1 (p = 0,011;
s. Tabelle 5.2.1.4).

Tabelle 5.2.1.1: Binare logistische Regressionsanalyse des Exhalationsfehlers ausgewertet je Patient.

95% C.I.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 12 All.ersklassen(ﬂ 650 434 2,247 1 _,134 1,916 Step 12 Alterskiassen(l) LOV:Ij;S UZI’J;L
Widerstand 1,022 2 ,600 )
Widerstand(1) 127 837 023 1 879 1,135 Widerstand(1) 140 | 3,301
Widerstand(2) 409 409 1,001 1 1,506 Widerstand(2) 312 1,604
DPI(1) 1,531 573 7,134 1 ,008 4,622 DPI(1) ,509 4,140
AH(1) ,862 ,566 2,323 1 2,368 AH(1) 143 1,135
@NE(1) 453 674 452 1 502 1,572 @NE(1) 216 2531
MDI(1) 1,346 705 3,648 1 ,056 3,842
MDISp(1) ,036 745 ,002 1 961 1,037 MDI(t) 169 1,431
Constant -5,079 1,962 6,703 1 010 ,006 MDISp(1) 144 2,046

Tabelle 5.2.1.2: Binare logistische Regressionsanalyse des Auslésefehlers ausgewertet je Patient.

95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald di Sig. Exp(B)

Step 12 Altersklassen(1) -,020 423 ,002 1 962 ,980 Ston 12 Altorsk] ) L()ngg Uzp;£4
Widerstand 772 2 ,680 ep .ers assen ! !
Widerstand(1) -,387 807 230 1 632 679 Widerstand(1) ;140 3,301
Widerstand(2) -,346 a7 686 1 407 ,708 Widerstand(2) 312 1,604
DPI(1) 1373 535 487 1 485 1,452 DPI(1) 509 4,140
gﬁg ) -,907 528 2,958 1 085 404 AH(T) 143 1,135

1 -,302 628 231 1 631 739
MDI(1) -710 545 1,697 1 193 1492 @NE(1) 216 2531
MDISp(1) -612 678 817 1 366 542 MDI(1) ;169 1,431
Constant -,100 1,195 ,007 1 034 1905 MDISp(1) 144 2,046
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Tabelle 5.2.1.3: Binare logistische Regressionsanalyse des inhaliertes Volumen < 0,5 L ausgewertet

je Patient .
~ 95% C.lfor EXP(B)
B S.E. Wald df Sier. xp(B)

Step 17 Altersklassen(1) 1,303 513 | 6,456 1 ot | ) 3g80 P T TP O— Lo1w:;7 L:Ep§;4
Widerstand 1,452 2 484 ’ ’
Widerstand(1) 273 738 137 1 71 1,314 Widerstand(1) 309 5,580
Widerstand(2) -,459 457 1,011 1 1315 632 Widerstand(2) 258 1,547
DPI(1) -331 647 261 1 1609 719 DPI(1) 202 2,552
AH(1) 1,103 578 3,642 1 1056 3,012 AH(1) o71 0,345
@NE(1) - 422 684 380 1 538 656 @NE(1) 171 2,508
MDI(1) 1,288 778 2,744 1 ,008 3,627
MDISp(1) 116 868 018 1 894 1,123 MDI(1) 790 16,855
Constant -4,124 2,035 4,107 1 ,043 016 MDISp(1) ,205 6,156

Tabelle 5.2.1.4: Binare logistische Regressionsanalyse des Stockens ausgewertet je Patient.
95% C.lfor EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper

Step 12 Altersklassen(1) 903 612 2,175 1 Step 12 Altersklassen(1) 2,467 743 8,188
Widerstand 8,515 2 088 Widerstand(1) 10,355 1,719 | 62,379
Widerstand(1) 2,337 916 6,509 1 011 Widerstand(2) 3,973 817 19,319
Widerstand(2) 1,380 807 2,923 1 087 DPI(T) 1223 268 5,589
DPI(1) 201 775 067 1 795 AH(T) 1.400 321 6,105
AH(1) 1337 751 201 1 654 @NE() 2,507 211 29,840
@NE(1) 919 1,264 529 1 467 MDI(1) 1260 209 7612
MDI(1) 231 918 ,063 1 801 MDISp(1) 1 436E8 000
MDISp(1) 18,783 | 7853,848 ,000 1 998
Constant -24,361 7853,848 ,000 1 ,998 Constant ,000
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5. Ergebnisse

5.2.2 Mittlerer inspiratorischer Atemfluss

Der Median des MIFs (L/min) der erfolgreich bewerkstelligten Inhalationsmanéver
ohne Berlcksichtigung der verschiedenen Widerstdnden betrug 30,9 L/min
(s. Abbildung 5.2.2.1).
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0000 4-8 Jahre 9-12 Jahre

Altersklassen

4-12 Jahre

Abbildung 5.2.2.1: MIF (L/min) des Gesamtkollektivs und im Altersvergleich ausgewertet je Patient
(Gesamtkollektiv: Mittelwert = 33 L/min, Median = 31 L/min, Minimum = 11 L/min, Maximum = 101
L/min; 4-8 Jahre: Mittelwert = 32,5 L/min, Median = 29,7 L/min, Minimum = 11 L/min, Maximum =77,4
L/min; 9-12 Jahre: Mittelwert = 34 L/min, Median = 31,1 L/min, Minimum = 12 L/min, Maximum
= 100,8 L/min).

Die 4-8 Jahrigen erzeugten im Median einen MIF von 29,7 L/min. Die 9-12 Jahrigen
fuhrten die Inhalation mit einen MIF von 31,1 L/min durch (s. Abbildung 5.2.2.1). Das
Streudiagramm der Abhangigkeit des MIFs (L/min) vom Alter zeigt (s. Abbildung
5.2.2.2) eine lineare Abhéangigkeit des Atemflusses vom Alter (p = 0,025). Die
Regressionsgerade von Widerstand 0, 1 und 2 verlauft wesentlich flacher als die

Regressionsgerade von Widerstand O (s. Abbildung 5.1.3.2, Kapitel 5.1.3).

122



5. Ergebnisse
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Abbildung 5.2.2.2: Streudiagramm der Abhangigkeit des MIFs (L/min) vom Alter des gesamten
Patientenkollektivs fur Widerstand 0,1 und 2 ausgewertet je Patient.

74% (= 136 Patienten) der Patienten erreichten einen optimalen MIF (L/min) kleiner

als 40 L/min. 26% (= 48 Patienten) erzeugten einen MIF (L/min) gré3er als 40 L/min.

5.2.3 Estimierte Intrathorakaldosis

In Abbildung 5.2.3.1 sind die estimierten Intrathorakaldosen fir alle Widerstande des
Gesamtkollektivs (n=121) und im Altersvergleich dargestellt. Die estimierte Intra-
thorakaldosis lag im Median bei 75% und ist im Altersvergleich kaum unterschiedlich.
Dennoch zeigt die estimierte Intrathorakaldosis eine lineare Abhangigkeit vom Alter
(p = 0,002; s. Abbildung 5.2.3.2).
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Abbildung 5.2.3.1: Estimierte
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Intrathorakaldosis des Gesamtkollektivs und im Altersvergleich
ausgewertet je Patient. (Gesamtkollektiv: Mittelwert =
Maximum = 96%; 4-8 Jahre: Mittelwert = 74%; Median = 75%; Minimum = 31%; Maximum = 96%;
9-12 Jahre: Mittelwert = 73%; Median = 75%; Minimum = 29%; Maximum = 90%).
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Abbildung 5.2.3.2: Streudiagramm der estimierten Intrathorakaldosis in Abhangigkeit vom Alter aus-

gewertet je Patient.
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5.24 Varianzanalyse des mittleren inspiratorischen Atemfluss bei
unterschiedlichen Widerstanden

Mit Widerstand 2 wurde die starkste Reduktion des MIFs (L/min) erreicht (25 L/min
S. Abbildung 5.2.4.1). Als besonders drastisch erwies sich die Reduktion des MIFs
(L/min) von Widerstand 0 zu Widerstand 1 (Differenz 20 L/min). Mit Widerstand 1 lag
der MIF (L/min) des gesamten Patientenkollektivs im optimalen Inhalationsbereich
kleiner als 40 L/min (Median = 35 L/min).
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Abbildung 5.2.4.1: MIF (L/min) in Abh&ngigkeit vom Widerstand — ausgewertet je Patient (Widerstand
0: Mittelwert = 55 L/min, Median = 54 L/min, Minimum = 24 L/min, Maximum = 101; Widerstand 1:
Mittelwert = 35 L/min, Median = 35 L/min, Minimum = 11 L/min, Maximum = 62,43; Widerstand 2:
Mittelwert = 26 L/min, Median = 25 L/min, Minimum = 12 L/min, Maximum = 52 L/min).

Die zu untersuchende Nullhypothese lautete, dass der MIF (L/min) nicht abhangig
vom Widerstand und der Kovariable Alter ist. Die Schiefe (skewness) der
statistischen Verteilung des MIFs (L/min), in Abhangigkeit vom Widerstand, ist in
Abbildung 5.2.4.2 dargestellt. Die Werte liegen zwischen 1 und -1 und sind normal-
verteilt. Die Bestimmung der Abhangigkeit des MIFs (L/min) vom Widerstand kann
daher als univariate Varianzanalyse durchgefiihrt werden. Die Kovariable Alter wurde
in die Analyse einbezogen. Die Irrtumswahrscheinlichkeit der Abhangigkeit des MIFs
(L/min) vom Widerstand betragt p < 2,78*™*’. Firr die Kovariable Alter ergibt sich ein
p-Wert von < 0,001 (s. Abbildung 5.2.4.3). Demnach ist der MIF (L/min) vom Wider-
stand und vom Alter abhéangig und die Nullhypothese ist zu verwerfen.
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Widerstand Sid. Error

MIFLminBMittelwert  Widarstand 0 Mean 5,2647500
Skewness 536

Kurtosis 1,038

Widerstand 1 Maan 1,2997012

Skewness 257

Kurtosis 508

Widerstand 2 haan 8752756

Skewness 272

Kurtosis 538

Abbildung 5.2.4.2: Schiefe der Verteilung.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:MIFLminBMittelwert

Type Il Sum

of Squares df Mean Sguare F Sig.
Corrected Model 14422,2142 3 4807,405 33,943 ,000
Intercept 3423,536 1 3423536 24,172 ,000
Age 1633,528 1 1633,528 11,534 ,001
Widerstand 13438,511 2 6719,255 47,442 ,000
Error 25493,430 180 141,630
Total 245370,279 184
Corrected Total 39915,644 183

a. R Squared = ,361 (Adjusted R Squared = ,351)

Abbildung 5.2.4.3: Varianzanalyse der Abhangigkeit des MIFs vom Widerstand des Respimats® und
vom Alter ausgewertet je Patient.
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5.2.5 Varianzanalyse der estimierten Intrathorakaldosis bei
unterschiedlichen Widerstanden

Der Median der estimierten Intrathorakaldosis lie3 sich durch den Einbau eines
hoheren Widerstandes von 61% (Widerstand 0) auf 70% (Widerstand 1) erhohen.
Durch Widerstand 2 konnte die estimierte Intrathorakaldosis um weitere 9% erhoht
werden (s. Abbildung 5.2.5.1).

100,00

&0,001 —|—
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40,00
192
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L0Cr T T T
Widerstand 0 Widerstand 1 Widerstand 2

Widerstand

Abbildung 5.2.5.1: Estimierte Intrathorakaldosis fur den Respimat® mit unterschiedlichen Widerstande
ausgewertet je Patient (Widerstand 0: Mittelwert = 61%, Median = 66%, Minimum = 29%,
Maximum = 80%; Widerstand 1: Mittelwert = 71%, Median = 72%, Minimum = 31%, Maximum = 92%;
Widerstand 2: Mittelwert = 79%, Median = 80%, Minimum = 44%, Maximum = 96%).

Die zu untersuchende Nullhypothese lautete, dass die estimierte Intrathorakaldosis
nicht abhangig vom Widerstand im Respimat® und der Kovariable Alter ist. Die
Schiefe (skewness) der statistischen Verteilung der estimierten Intrathorakaldosis, in
Abhangigkeit vom Widerstand, ist in Abbildung 5.2.5.2 dargestellt. Dieser Wert liegt
zwischen 1 und -1, d.h. es liegt eine Normalverteilung vor, welche eine univariate
Varianzanalyse erlaubt. Die Kovariable Alter wurde in die Analyse mit einbezogen.
Die Irrtumswahrscheinlichkeit der Abhéangigkeit der estimierten Intrathorakaldosis
vom Widerstand betragt p < 3,78%”, fur die Kovariable Alter p < 0,0001
(s. Abbildung 5.2.5.3). Die Ergebnisse sind hochsignifikant, die Nullhypothese kann

verworfen werden.
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Widerstand Std. Error

LungdoseMittelwert ~ Widerstand 0 Mean 3,68533
Skewness ,536

Kurtosis 1,038

Widerstand 1 Mean 1,14436

Widerstand Std. Error

LungdoseMittelwert Widerstand 1 Skewness ,260
Kurtosis 514

Widerstand 2 Mean 95125

Skewness 272

Kurtosis 538

Abbildung 5.2.5.2: Schiefe der Verteilung.

Between-Subjects Factors

Value Label N
Widerstand o] Widerstand 0 18
1 Widerstand 1 86
2 Widerstand 2 78

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:LungdoseMittelwert

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square E Sig.
Corrected Model 6057,56322 3 2019177 18,894 ,000
Intercept 37214,609 1 37214,609 348,228 000
Age 140,837 1 140,837 1,318 ,000
Widerstand 6003,926 2 3001,963 28,090 000
Error 19022,621 178 106,869
Total 1006008,699 182
Corrected Total 25080,153 181

a. R Squared = ,242 (Adjusted R Squared = ,229)

Abbildung 5.2.5.3: Varianzanalyse der Abhangigkeit der estimierten Intrathorakaldosis vom Wider-
stand des Respimats® ausgewertet je Patient.
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5.2.6 Logistische Regression der effektiven Dosis bei unterschiedlichen

Widerstanden

Um die Abhangigkeit der effektiven Dosis (Patienten, die mehr als 90% des Spriih-

stoRes inhalieren) vom Widerstand zu erfassen wurde eine binare logistische

Regression eingesetzt. Die Schiefe (skewness) der Verteilung der Abhangigkeit der

effektiven Dosis vom Widerstand in Abbildung 5.2.6.1 zeigt, dass die Werte nicht

zwischen 1 und -1 liegen, d.h. es liegt keine Normalverteilung vor.

Statistic

Widerstand
katefidose  Widerstand 0 Mean
954 Confidence Interval Lower Bound
for Maan Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

$td. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

=2
28
a7
53
1,00
263
513

Std. Error

.18

i)
1,014

Widerstand 1 Mean
95% Confidence Interval Lower Bound
for Mean Upper Bound

M6

kateffdose  Widerstand 1

Widerstand 2

a5%. Confidence Intarval
tor Maan

Abbildung 5.2.6.1: Schiefe der Verteilung ausgewertet je Patient.

Die Ergebnisse der logistischen Regression sind in Abbildung 5.2.6.2 dargestellt. Die

Nullhypothese lautete, dass durch den Einbau eines Widerstandes der Anteil der

Patienten, die mehr als 90% des Spruhstof3es inhalieren, nicht erhdht werden kann.

Die Abhangigkeit der Kovariablen Alter und Inhalationserfahrung wurden zusatzlich
bestimmt. Mit p = 0,001 und p = 0,0001 wird gezeigt, dass fur Widerstand 0 und flr

Widerstand 1 die Nullhypothese verworfen werden kann,

d.h. der

Anteil

der Patienten, die mehr als 90% des Spruhstof3es inhalieren, konnte durch den

jeweiligen Widerstand erhtht werden. Fur Widerstand 2 trifft die Nullhypothese mit

p = 0,522 nicht zu, d.h. es ist keine Abhangigkeit vom Widerstand 2 vorhanden. Das

Alter mit p = 0,016 hat einen Einfluss darauf mehr als 90% des Sprihstol3es zu

inhalieren, d.h. die &alteren Kinder inspirierten wesentlich haufiger mehr als 90% des

Spruhstol3es. Die Inhalationserfahrungen mit einem Vernebler, pMDI und einen DPI

hatten keinen Einfluss darauf mehr als 90% des Spriihstof3es zu inhalieren. Kinder

die normalerweise einen Autohaler® oder ein pMDI plus Vorschaltkammer benutzten,

atmeten haufiger (Irrtumswahrscheinlichkeiten p = 0,048 bzw. p = 0,044) mehr als

90% des Spruhstol3es ein.

129




5. Ergebnisse

95% C.l.for EXP(B)
B S.E Wald di Sig. Exp(B)

Step 12 Altersklassen(1) 1,138 A73 5,762 1 L0186 am Lower Upper
Widerstand 14,176 2 001 Step 12 Altersklassen(1) 127 812
Widerstand(1) -2,365 656 12,084 1 1000 094 Widerstand(1) ,026 ,340
Widerstand(2) -,326 ,509 410 1 522 Jj2z2 Widerstand(2) 266 1,957
DPI(1) -1,184 22 3,623 1 057 208 DPI(1) 090 1,036
(A@th;] -1,198 JBOB 3,899 1 048 a2 AH(‘I) 002 991

T (1) -1,217 B43 2,086 1 .149 296

MDI(1) -9 706 | 1,664 1 197 402 @NE(1) 057 1,544
MDISp(1) 2,541 1,260 4,068 1 044 079 MDI(1) 101 1,605
Constant 8,138 2,303 11,562 1 001 | 3416,059 MDISp(1) ,007 ,931

Abbildung 5.2.6.2: Binéare logistische Regression der Abh&angigkeit mehr als 90 % der effektiven Dosis
zu inhalieren vom Widerstand ausgewertet je Patient.

Exp(B) bezeichnet in Abbildung 5.2.6.2 die odds ratio, d.h. das Quotenverhéaltnis fir

die Chance mehr als 90% des Sprihstol3es zu inhalieren. Man sieht, dass diese

Chance bei den 9-12 jahrigen Patienten um das 0,3-fache hoher liegt als bei den 4-8

jahrigen Patienten. 15% (= 29 Patienten) des Gesamtpatientenkollektivs inhalierten
weniger als 90% und 85% (= 160 Patienten) mehr als 90 % des Spruhstol3es. 77%
(= 59 Patienten) der 4-8 Jahrigen und 91% (= 110 Patienten) der 9-12 Jahrigen

bewerkstelligten es mehr als 90% der effektiven Dosis einzuatmen (s. Abbildung

5.2.6.3).
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Abbildung 5.2.6.3: Histogramm und prozentuale Haufigkeit der Patienten, die mehr oder weniger als
90% der effektiven Dosis inhalieren im Altersvergleich ausgewertet je Patient.
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5.2.7

unterschiedlichen Widerstanden

Logistische Regression der erfolgreichen Inhalationsmandver bei

Die Nullhypothese lautete, dass die Erfolgsrate des Inhalationsmandvers nicht vom

Widerstand und den Kovariablen Alter und Inhalationserfahrung abhéangt. Die Schiefe

der Verteilung (skewness) in Abbildung 5.2.7.1 zeigt, dass die Werte nicht normal-

verteilt sind.

Widerstand Statistic | Std. Error Widerstand Statistic | Std E

kateffdose Widerstand 0 Mean 53 118 kateftdose  Widerstand 1 5% Trimmod Mean 91
! ! Madian 1,00
95% Confidence Interval Lower Bound 28 Variance A8
for Mean Upper Bound 77 Std, Deviation 343
o Tri aM Minimum [}
5% Trimmed Mean ,53 Maodmunm 1
Median 1,00 Range 1

Variance 263 somes | zre | ass

Std. Deviation 513 Kurtosis 2,794 506

Minimum 0 Widerstand 2 Maan 80 033
. 95% Confidence Interval Lower Bound <]
Maximum 1 for Moan Upper Bound a7
Hange i 5% Trimmed Mean 05
. Meodian 1,00
Interquartile Range 1 Variance 090
Skewness -,115 524 Std, Daviation 300
Kurtosis -2,235 1,014 R N

LI

Widerstand 1 Mean 87 ,036 Range 1
?S‘VﬁConﬁdence Interval ~ Lower Bound 79 Interquarile Range o

or Mean Shewness -2, 741 267

Upper Bound 94 Kurtosis 5,851 529

Abbildung 5.2.7.1: Schiefe der Verteilung — ausgewertet je Patient.

Die binare logistische Regressionsanalyse zeigt, dass eine erfolgreiche Bewaéltigung

des Inhalationsmanévers nicht vom eingesetzten Widerstand im Respimat® abhangt
(p =0,167 fur Widerstand 0, p = 0,06 fur Widerstand 1, p = 0,53 fur Widerstand 2).

Die Inhalationserfahrung hat keinen Einfluss auf den Erfolg des Inhalationsmandvers

(s. Abbildung 5.2.7.2). Mit p < 0,0001 zeigt sich, dass ein erfolgreiches Durchftihren

eines Inhalationsmandvers eine Abhangigkeit vom Alter aufweist. Die Chance ein

erfolgreiches Inhalationsmanéver zu absolvieren ist bei den 9-12 jahrigen Patienten

um das 5-fache hoher als bei den 4-8 jahrigen Patienten.

95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald dt Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 Widerstand 4,251 2 119 Step 12 Widerstand(1) 030 016
Widerstand(1) 1,800 874 4,243 1 039 165 Widerstand(2) 305 1,693
Widerstand() -,202 371 295 1 587 817 Exhalation(1) 08 205
Exhalation(1) 2,251 526 | 18,336 1 ,000 105 pctuation) 050 ‘360
Actuation(1) 2,005 502 | 15,951 1 ,000 135 )
Lowinhal(1) 2,290 574 | 15917 1 000 101 Lowinhal(1) 033 312
Stocken(1) -,064 817 ,006 1 938 ,038 Stocken(1) 189 4,651
DPI(1) 744 575 1,676 1 195 475 DPI(1) 1154 1,466
AH(1) -637 452 1,986 1 159 529 AH(1) 218 1,283
@NE(1) 119 607 ,038 1 845 1,126 @NE(1) 1343 3,700
MDI(1) -,549 506 1,179 1 277 577 MDI(1) 214 1,556

Abbildung 5.2.7.2: Bindre Regressionsanalyse zur Abhéangigkeit eines erfolgreichen Inhalations-

mandver vom Widerstand und von der Inhalationserfahrung ausgewertet je Patient.
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5.3 Experimentelle Untersuchungen der aerodynamische Eigenschaften
von Mischinhalationssuspensionen aus Salbutamolsulfat-,
Ipratropiumbromidinhalationslésungen und Fluticason-17-propionat-
inhalationssuspension

53.1 Kaskadenimpaktionsanalyse des Kombinationspartners Salbutamol-
sulfat bei getrennter und simultaner Vernebelung

Nach den Untersuchungen von Schwabe (Schwabe, 2006) erwies sich die 3er
Kombination aus Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml, Atrovent® 500 pg/2 ml und Flutide®
forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat als physikalisch-chemisch stabil. In dieser Arbeit
wurde mittels Kaskadenimpaktionsanalyse untersucht, ob bei simultaner
Vernebelung der 3er Kombination die Vernebelungsleistung des eflows® und die
APSD unterschiedlich zur getrennten Vernebelung sind. Dazu wurden die relevante
Komponenten zuerst getrennt und anschlieBend simultan vernebelt und die

aerodynamischen Eigenschaften verglichen.

Salbutamolsulfatinhalationslésung/Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat

Abbildung 5.3.1.1 zeigt die Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse bei
Vernebelung von 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat ad 6 ml 0,9% NaCl-
Lésung und bei Vernebelung der 3er Kombination aus 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/
2,5 ml, 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml und 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat.
Die deponierte Menge von Salbutamolsulfat auf den Stufen des NGls ist ebenfalls
Abbildung 5.3.1.1 zu entnehmen. Die Wirkstoffdeposition auf den Stufen des
Impaktors ist bei getrennter und simultaner Vernebelung fast identisch. Ein
Unterschied in der deponierten Salbutamolsulfatmenge besteht auf Stufe 3 und
Stufe 4. Bei Vernebelung der 3er Kombination wird mehr Salbutamolsulfat auf Stufe
4 als auf Stufe 3 deponiert, wohingegen bei getrennter Vernebelung mengenmalig
mehr auf Stufe 3 als auf Stufe 4 impaktiert. Diese Unterschiede sind als geringfugig

anzusehen.
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getrennte Vernebelung
MW [ug/ml] £ SD

simultane Vernebelung
MW [ug/ml] £ SD

n=13 n=13
Reservoir [ug] 548,67 + 27,7 546,65 + 29,39
IP [pg] 7,79+35 6,01 + 0,54
stage 1 [ug] 87,71 £13,3 98,71 + 11,31
stage 2 [ug] 166,09 + 16,54 182,87 + 14,88
stage 3 [ug] 548,67 + 27,7 454,00 + 11,17
stage 4 [ug] 488,50 + 21,59 477,11 + 18,10
stage 5 [ug] 129,76 +1,13 148,26 + 1,74
stage 6 [ug] 38,72 + 1,07 44,56 + 1,99
stage 7 [ug] 11,45+ 1,86 1751+ 1,12
MOC [ug] 0 0

Abbildung 5.3.1.1: Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse bei getrennter Vernebelung des
Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebe-

lungen mit dem eflow®), dargestellt als Balkendiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.

Abbildung 5.
unterschiedlichen aerodynamischen Partikeldurchmesser [um]. Der MMAD, die GSD
und die FPF% wurde durch Interpolation des kumulativen Prozentsatz bei 50% der

3.1.2 zeigt

Partikeluntergréf3en bestimmt (Log Probit Plot s. Anhang).
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_ Cumulative Drug Distribution
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Abbildung 5.3.1.2: Kumulative Wirkstoffdeposition in % von 1) von Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml Fertig-
inhalat ad 6 ml 0,9% NaCl-Losung (n = 13) getrennt vernebelt 2) 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml, 2
ml Atrovent® 500 pg/2 ml und 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat (n = 13) simultan
vernebelt.

Vernebelungszeit

Die Vernebelungszeit der 3er Kombination ist mit 9,33 min langer, als die
Vernebelungszeit des getrennt vernebelten Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertig-
inhalats (7,43 min). Dieser Unterschied ist mit p = 0,0001 signifikant (s. Abbildung
5.3.1.3).
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Salbutamol Salbutamol

getrennt vernebelt  simultan vernebelt

Sultanol®forte 2,5 mg/2,5ml | Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml
getrennt vernebelt [n=13] simultan vernebelt [n = 13]
Minimum 6,65 6,65
25 % Percentile 6,80 8,65
Median 7,43 9,33
75 % Percentile 7,87 9,80
Maximum 8,35 10,53
Mean 7,40 9,15
Std. Deviation 0,62 1,08
Std. Error 0,18 0,32
Unteres 95 % CI 7,01 8,47
Oberes 95 % CI 7,81 9,84

Abbildung 5.3.1.3; Vernebelungszeit in min bei getrennter Vernebelung des Sultanol® forte 2,5 mg/
2,5 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow"),
dargestellt als Boxplot-Diagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5. Ergebnisse

Rest im Verneblerreservoir

Der verbleibende Rest im Reservoir des eflows® bei getrennter und simultaner
Verneblung ist identisch und unterscheidet sich nicht signifikant (1,57 g; p = 0,5269;
s. Abbildung 5.3.1.4).
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0.75-
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Salbutamol Salbutamol
getrennt vernebelt simultan vernebelt

Abbildung 5.3.1.4: Verbleibender Rest im Verneblerreservoir in g bei getrennter Vernebelung des
Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13
Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Boxplot-Diagramm.

Ausstold des Verneblers

Der Aussto3 des Verneblers pro Zeiteinheit verringert sich signifikant (0,61 bzw.
0,48 g/min; p = 0,0006; s. Abbildung 5.3.1.5).
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Salbutamol Salbutamol
getrennt vernebelt  simultan vernebelt
Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml | Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n =13]

Minimum 0,55 0,40
25 % Percentile 0,57 0,44
Median 0,61 0,48
75 % Percentile 0,62 0,52
Maximum 0,64 0,64
Mean 0,61 0,49
Std. Deviation 0,03 0,07
Std. Error 0,01 0,02
Unteres 95 % CI 0,58 0,45
Oberes 95 % CI 0,62 0,53

Abbildung 5.3.1.5: AusstoR des Verneblers in g/min bei getrennter Vernebelung des Sultanol® forte
2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem
eflow®), dargestellt als Boxplot-Diagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.

135




5. Ergebnisse

Delivered dose [%)]
Der Anteil des Aerosols, welcher dem Patient zu Inhalation zur Verfliigung steht, an-
dert sich durch das Mischen nicht (73% bzw. 71%; p = 0,3611; s. Abbildung 5.3.1.6).

100+

Salbutamol Salbutamol
getrennt vernebelt simultan vernebelt

Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml | Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]
Median 73 71
Mean 73 72
Std. Deviation 3,5 3,1
Std. Error 1,0 0,9
Unteres 95 % CI 71 70
Oberes 95 % CI 76 74

Abbildung 5.3.1.6: Delivered dose in % kalkuliert als Gesamtmasse im NGI bei getrennter
Vernebelung des Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung
(n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Balkendiagramm sowie als Einzelwerte
tabellarisch.

Summe der Masse von Salbutamolsulfat im NGI und im Vernebler (recovery in
Hg)

Die Summe der Masse von Salbutamolsulfat, die sich im NGI und im Vernebler
befindet zeigt im Vergleich, dass es keinen Unterschied zwischen getrennt und
simultan vernebelter Salbutamolsulfatinhalationslésung gibt (p = 0,3100; s. Abbildung

5.3.1.7).

3000+
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[ug]

10004

Salbutamol Salbutamol
getrennt vernebelt simultan vernebelt

Abbildung 5.3.1.7: Recovery in ug bei getrennter Vernebelung des Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml
Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dar-
gestellt als Balkendiagramm .
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Prozentuale recovery [%]

Bei Vernebelung der 3er Kombination bzw. der Sultanol® forte 2,5 mg/6 ml
Inhalationslosung wurden 99% bzw. 103% der Salbutamolsulfatgesamtmasse im

NGI und im eflow® wieder gefunden.

Massengemittelter aerodynamischer Durchmesser (MMAD)

Abbildung 5.3.1.8 zeigt den MMAD des Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalats
bei getrennter und simultaner Vernebelung. Die MMADs des getrennt und simultan
vernebelten Salbutamolsulfat von insgesamt 13 Messungen sind in Form von Box-
plots dargestellt. Die Werte sind normalverteilt. Der MMAD der 3er Kombination ist
tendenziell etwas kleiner als der MMAD der getrennt vernebelten Salbutamolsulfat-
inhalationslésung. Die statistische Analyse zeigt jedoch, dass die MMADs sich nicht
signifikant unterscheiden (p = 0,1496). Die Mischung beeinflusst dem zufolge den
MMAD des Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalats nicht.
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Salbutamol Salbutamol
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Sultanol®forte 2,5 mg/2,5ml | Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]

Minimum 5,40 4,90
25 % Percentile 5,60 5,30
Median 6,00 5,75
75 % Percentile 6,40 6,10
Maximum 6,50 6,40
Mean 5,98 5,70
Std. Deviation 0,42 0,48
Std. Error 0,12 0,14
Unteres 95 % ClI 571 541
Oberes 95 % CI 6,24 6,00

Abbildung 5.3.1.8: MMAD in um bei getrennter Vernebelung des Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml
Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dar-
gestellt als Boxplotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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Dispersitat (GSD)

Abbildung 5.3.1.9 stellt die GSD des getrennt vernebelten Sultanol® forte 2,5 mg/2,5
ml Fertiginhalats im Vergleich zu Vernebelung der 3er Kombination in Form von
Boxplots dar. Die GSD der 3er Kombination unterscheidet sich nicht signifikant vom
den GSD der getrennt vernebelten Sultanol® forte 2,5 mg/6 ml Inhalationslésung
(p = 0,2463). Die Mischung beeinflusst die aerodynamische Partikelgré3enverteilung

bzw. die Polydispersitat des Aerosols nicht.
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Salbutamol Salbutamol
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml | Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]
Minimum 1,40 1,50
25 % Percentile 1,60 1,60
Median 1,60 1,70
75 % Percentile 1,70 1,75
Maximum 1,90 1,90
Mean 1,63 1,69
Std. Deviation 0,13 0,11
Std. Error 0,04 0,03
Unteres 95 % CI 1,55 1,62
Oberes 95 % CI 1,72 1,76

Abbildung 5.3.1.9: GSD bei getrennter Vernebelung des Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalats im
Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Boxplot-
diagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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Anteil feiner Partikel (fine particle fraction FPF%)

Der Anteil feiner Partikel andert sich nicht signifikant bei der Vernebelung der

Sultanol® forte 2,5 mg/6 ml Inhalationslésung (35%) im Vergleich zur 3er

Kombination (40%). Die Mischung hat keinen Einfluss auf die FPF%

(s. Abbildung 5.3.1.10).
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Salbutamol Salbutamol
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml | Sultanol®forte 2,5 mg/ 2,5 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]

Median 35,31 40,29
Mean 35,58 39,18
Std. Deviation 7,25 8,88
Std. Error 2,09 2,56
Unteres 95 % CI 30,98 33,54
Oberes 95 % ClI 40,19 44,82

Abbildung 5.3.1.10: Anteil feiner Partikel in % bei getrennter Vernebelung des Sultanol® forte 2,5
mg/2,5 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem
eflow®), dargestellt als Balkendiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5.3.2 Kaskadenimpaktionsanalyse des Kombinationspartners
Ipratropiumbromid bei getrennter und simultaner Vernebelung

Ipratropiumbromidinhalationslésung/Atrovent®forte 500 pg/2 ml Fertiginhalat
Die Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse nach Vernebelung mit dem eflow®
von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat ad 6 ml 0,9% NaCl-Lésung und der 3er
Kombination von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml, 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml und 2
ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat sind im Vergleich graphisch in Abbildung
5.3.2.1 dargestellt.

‘I:Igetrennt B 3er Kombination ‘
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getrennte Vernebelung simultane Vernebelung
MW [pg/ml] £ SD MW [pg/ml] £ SD
[n =13] [n =13]

Reservoir [ug] 108,43 + 24,97 114,37 + 24,39
IP [ug] 0 4,17 £ 0,29

stage 1 [ug] 27,62 £ 10,77 15,94 + 14,50

stage 2 [ug] 31,82 +12,50 31,10 + 13,36

stage 3 [ug] 105,17 + 16,25 97,38 + 18,96

stage 4 [ug] 120,31 + 14,05 104,64 + 16,97
stage 5 [ug] 36,78 £1,19 25,82 +1,66
stage 6 [ug] 12,63 £0,72 25,82 + 1,66
stage 7 [ug] 6,12+ 0,72 2,79+0,82

MOC [pg] 0 0

Abbildung 5.3.2.1: Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse bei getrennter Vernebelung des
Atrovent® 500 p1g/2 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen
mit dem eflow®), dargestellt als Balkendiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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Die mengenmafige Abscheidung von Ipratropiumbromid auf den Stufen und Teilen
des NGls ist ebenfalls in Abbildung 5.3.2.1 dargestellt. Bei getrennter bzw.
simultaner Vernebelung &anderte sich die Verteilung des Wirkstoffes geringfiigig.
Abbildung 5.3.2.2 bildet die Resultate der Kaskadenimpaktionsanalyse in Form der
kumulativen Depositionskurve ab. Durch Interpolation des Log Probit Plots (s. An-
hang) wurde der MMAD, die GSD und die FPF% bestimmt.
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Abbildung 5.3.2.2: Kumulative Wirkstoffdeposition in % von 1) 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat
ad 6 ml 0,9% NaCl-Lésung (n = 13% getrennt vernebelt 2) 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml, 2 ml Sultanol®
forte 2,5 mg/2,5 ml und 2 ml Flutide™ forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat (n = 13) simultan vernebelt.
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Vernebelungszeit

Abbildung 5.3.2.3 zeigt, dass die Vernebelungszeit der 3er Kombination (9,33 min)

sich nicht signifikant (p = 0,3751) verlangert im Vergleich zur getrennt vernebelten

Atrovent® 500 pg/6 ml Inhalationsldsung (8,94 min).
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Ipratropium Ipratropium
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Atrovent®500 ug/2 ml Atrovent® 500 ug/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n =13]

Minimum 6,57 6,65
25 % Percentile 8,30 8,73
Median 8,94 9,33
75 % Percentile 9,63 9,80
Maximum 10,07 10,53
Mean 8,80 9,19
Std. Deviation 1,06 1,05
Std. Error 0,30 0,30
Unteres 95 % CI 8,13 8,53
Oberes 95 % Cl 9,47 9,86

Abbildung 5.3.2.3: Vernebelungszeit in min bei getrennter Vernebelung des Atrovent® 500 ug/2 ml
Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dar-
gestellt als Boxplotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.

Rest im Verneblerreservoir

Der im Reservoir des Verneblers verbleibende Rest unterscheidet sich fur beide
Vernebelungsarten nicht (1,42 g bzw. 1,56 g; p = 0,0551 s. Abbildung 5.3.2.4).

2.001

1.754
—
2 1504
1.254 JR
1
Ipratropium Ipratropium

getrennt vernebelt simultan vernebelt

Abbildun

5.3.2.4: Verbleibender Rest im Verneblerreservoir in g bei getrennter Vernebelung des

Atrovent™ 500 pg/2 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen
mit dem eflow®), dargestellt als Boxplotdiagramm.
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5. Ergebnisse

Ausstold des Verneblers

Die Anderung des VerneblerausstoR ist, wie die Vernebelungszeit, nicht signifikant
(p = 0,0783 s. Abbildung 5.3.2.5).
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Ipratropium Ipratropium
getrennt vernebelt  simultan vernebelt
Atrovent®500 ug/2 ml Atrovent® 500 ug/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n =13]
Minimum 0,46 0,33
25 % Percentile 0,49 0,43
Median 0,52 0,48
75 % Percentile 0,58 0,52
Maximum 0,68 0,64
Mean 0,53 0,48
Std. Deviation 0,06 0,08
Std. Error 0,02 0,02
Unteres 95 % CI 0,49 0,43
Oberes 95 % ClI 0,57 0,53

Abbildung 5.3.2.5: Aussto des Verneblers in g/min bei getrennter Vernebelung des Atrovent®
500 pg/2 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem
eflow®), dargestellt als Boxplotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.

Delivered dose [%)]

Die delivered dose andert sich durch das Mischen nicht (73% bzw. 71%; p = 0,0612
S. Abbildung 5.3.2.6)
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Ipratropium Ipratropium

getrennt vernebelt simultan vernebelt
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5. Ergebnisse

Atrovent®500 ug/2 ml Atrovent® 500 ug/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n =13]
Median 73,04 71,16
Mean 74,41 71,82
Std. Deviation 3,76 2,51
Std. Error 1,09 0,729
Unteres 95 % CI 72,03 70,22
Oberes 95 % CI 76,80 73,41

Abbildung 5.3.2.6: Delivered dose in % kalkuliert als Gesamtmasse im NGI bei getrennter
Vernebelung des Atrovent® 500 pa/2 ml Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n =
13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Balkendiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.

Summe der Masse von Ipratropiumbromid im NGI und im Vernebler (recovery
in ug)

Die wieder gefundene Masse an Ipratropiumbromid im NGI und im Vernebler
unterscheidet sich nicht signifikant bei getrennter und simultaner Vernebelung
(s. Abbildung 5.3.2.7; p = 0,3100).
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200+

100+

Ipratropium Ipratropium
getrennt vernebelt simultan vernebelt

Abbildung 5.3.2.7: Recovery in pug bei getrennter Vernebelung des Atrovent® 500 pa/2 ml Fertig-
inhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt
als Balkendiagramm.

Prozentuale recovery [%]

Von der 3er Kombination wurden 81% und von der getrennt vernebelten Ipratropium-
bromidinhalationsldsung wurden 89% des eingesetzten Ipratropiumbromids im NGI

und im Verneblerreservoir gefunden.
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5. Ergebnisse

Massengemittelter aerodynamischer Durchmesser (MMAD)

Der MMAD der Ipratropiumbromid-haltigen Aerosolpartikel ist bei der Vernebelung
von Atrovent® 500 pg/6 ml Inhalationslésung im Vergleich zu Atrovent® 500 pg in der
3er Kombination kaum unterschiedlich (s. Abbildung 5.3.2.8; 5,6 bzw. 5,75 pum;
p =0,8626).
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Ipratropium Ipratropium
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Atrovent®500 pg/2 ml Atrovent®500 ug/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n =13]

Minimum 4,60 4,90
25 % Percentile 5,15 5,30
Median 5,60 5,75
75 % Percentile 6,40 6,10
Maximum 6,60 6,40
Mean 5,66 5,70
Std. Deviation 0,67 0,48
Std. Error 0,19 0,14
Unteres 95 % CI 5,23 5,41
Oberes 95 % Cl 6,08 6,00

Abbildung 5.3.2.8: MMAD in um bei getrennter Vernebelung des Atrovent® 500 ug/2 ml Fertiginhalats
im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Box-
plotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5. Ergebnisse

Dispersitat (GSD)

Die Dispersitat des Aerosols ist bei getrennter und simultaner Verneblung fast
identisch mit 1,60 bzw. 1,70 (p = 0,5902; s. Abbildung 5.3.2.9)
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Ipratropium Ipratropium
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Atrovent®500 ug/2 ml Atrovent® 500 ug/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n =13]
Minimum 1,50 1,50
25 % Percentile 1,60 1,60
Median 1,60 1,70
75 % Percentile 1,75 1,75
Maximum 1,90 1,90
Mean 1,67 1,69
Std. Deviation 0,12 0,11
Std. Error 0,03 0,03
Unteres 95 % CI 1,59 1,62
Oberes 95 % ClI 1,74 1,76

Abbildung 5.3.2.9: GSD bei getrennter Vernebelung des Atrovent® 500 ug/2 ml Fertiginhalats im
Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Boxplot-
diagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5. Ergebnisse

Anteil feiner Partikel (fine particle fraction FPF%)

Der Anteil feiner Partikel verandert sich durch das Mischen nicht signifikant (41%
bzw. 38%; p = 0,8867; s. Abbildung 5.3.2.10).
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Ipratropium Ipratropium
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Atrovent® 500 pg/2 ml Atrovent®500 ug/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]

Median 41 38
Mean 40 39
Std. Deviation 8,7 7,6
Std. Error 3,1 2,2
Unteres 95 % CI 33 34
Oberes 95 % ClI 47 44

Abbildung 5.3.2.10: Anteil feiner Partikel in % bei getrennter Vernebelung des Atrovent® 500 ung/2 mi
Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dar-
gestellt als Balkendiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5. Ergebnisse

5.3.3 Kaskadenimpaktionsanalyse des Kombinationspartners Fluticason-
17-propionat bei getrennter und simultaner Vernebelung

Fluticason-17-propionatinhalationslésung/Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat

Die Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse von 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml
Fertiginhalat ad 6 ml 0,9% NaCl-Lésung und der 3er Kombination von 2 ml Flutide®
forte 2 mg/2 ml, 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml und 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml
Fertig-inhalat sind im Vergleich graphisch in Abbildung 5.3.3.1 dargestellt. Im
Vergleich getrennter zur simultanen Vernebelung sind deutliche Unterschiede in der
Wirkstoffverteilung auf allen Stufen und im Verneblerreservoir zu erkennen. Nur die

deponierte Wirkstoffmenge des Einlasskanals (IP) ist fast identisch.

‘I:I einzeln W 3er Kombination ‘

600
500 -
400
& 300 1
200 -
o [h
0 T = T m T T T T |:. T = T
&
& K% &\’ &‘L &‘b &v &o) o &/\ @Oo
Qg?e &% &% &% &% &% &% &%
getrennte Vernebelung simultane Vernebelung
MW [ug/ml] £ SD MW [ug/ml] £ SD
[n=13] [n=13]
Reservoir [ug] 409,61 + 23,93 437,06 + 24,2
IP [ug] 11,12 + 2,08 11,67 + 0,98
stage 1 [ug] 69,78 + 12,09 1,04 + 10,88
stage 2 [ug] 137,96 + 12,39 79,32 +11,90
stage 3 [ug] 262,63 £ 11,74 109,88 + 12,02
stage 4 [ug] 271,84 + 12,61 110,26 + 14,13
stage 5 [ug] 68,18 £ 2,22 83,26 £1,91
stage 6 [ug] 11,98+ 0,74 1,73+0,33
stage 7 [ug] 1,04+ 0,46 0
MOC [ug] 0 0

Abbildung 5.3.3.1: Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse von Fluticason-17-propionat bei
getrennter Vernebelung der Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension im Vergleich zur
simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Balkendiagramm
sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5. Ergebnisse

Abbildung 5.3.3.2 zeigt die kumulativen Depositionskurven der getrennt vernebelten
Fluticason-17-propionatsuspension im Vergleich zur simultan vernebelten 3er

Kombination.
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Abbildung 5.3.3.2: Kumulative Depositionskurve in % von 1) 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat
ad 6 ml 0,9% NaCl-Lésung getrennt vernebelt. 2) 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml, 2 ml Atrovent® 500 Mg
/2 ml und 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat simultan vernebelt.

Durch Interpolation der Log Probit Regressionskurve (s. Anhang) wurde der MMAD,
die GSD und die FPF% bestimmt.
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5. Ergebnisse

Vernebelungszeit

Die Vernebelungszeit von Flutide® forte 2 mg/2 ml verlangert sich bei simultaner
Vernebelung mit 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml und 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml
Fertiginhalat von 8,25 min auf 9,73 min (s. Abbildung 5.3.3.3). Die Anderung ist
signifikant (p = 0,0053).
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Fluticason Fluticason

getrennt vernebelt simultan vernebelt

Flutide®forte 2 mg/2 ml Flutide®forte 2 mg/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]
Minimum 6,31 8,40
25 % Percentile 7,24 9,02
Median 8,25 9,73
75 % Percentile 9,29 10,10
Maximum 10,15 10,50
Mean 8,21 9,55
Std. Deviation 1,29 0,70
Std. Error 0,37 0,20
Unteres 95 % ClI 7,38 9,11
Oberes 95 % ClI 9,02 10,00

Abbildung 5.3.3.3: Vernebelungszeit in min bei getrennter Vernebelung der Flutide® forte 2 mg/2 ml
Inhalationssuspension im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem
eflow®), dargestellt als Boxplotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.

Rest in der Verneblerreservoir

Die Reste der Inhalationslésungen/-suspensionen sind bei getrennter und simultaner
Vernebelung nicht signifikant unterschiedlich (1,51 bzw. 1,65; p = 0,0713;
S. Abbildung 5.3.3.4)
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Fluticason Fluticason

getrennt vernebelt simultan vernebelt

Abbildung 5.3.3.4: Verbleibender Rest im Verneblerreservoir in g bei getrennter Vernebelung der
Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13
Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Boxplotdiagramm.
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5. Ergebnisse

Ausstold des

Verneblers

Da die Vernebelungszeit beim Mischen zunimmt, reduziert sich der Ausstol3 des

Verneblers. Der Ausstol3 des Verneblers verringert sich von 0,57 g/min auf 0,47

g/min. Diese Reduktion des Ausstol3es ist signifikant (p = 0,0036; s. Abbildung

5.3.3.5).
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Fluticason Fluticason
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Flutide®forte 2 mg/2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]
Minimum 0,43 0,38
25 % Percentile 0,51 0,43
Median 0,57 0,47
75 % Percentile 0,61 0,49
Maximum 0,71 0,54
Mean 0,56 0,46
Std. Deviation 0,08 0,04
Std. Error 0,02 0,01
Unteres 95 % CI 0,51 0,43
Oberes 95 % CI 0,61 0,49

Abbildung 5.3.3.5: Aussto3 des Verneblers in g/min bei getrennter Vernebelung der Flutide® forte
2 mg/2 ml Inhalationssuspension im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit
dem eflow®), dargestellt als Boxplotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5. Ergebnisse

Delivered dose [%]

Betrachtet man den Anteil des Aerosols, der dem Patient zur Inhalation zur
Verfiigung steht, erkennt man, dass dieser Anteil durch das Mischen signifikant von
62% auf 47% verringert wurde (p = 0,0014).

Fluticason Fluticason
getrennt vernebelt simultan vernebelt

Flutide®forte 2 mg/2 ml Flutide®forte 2 mg/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]
Median 65,47 47,72
Mean 61,90 46,77
Std. Deviation 11,39 8,147
Std. Error 3,289 2,352
Unteres 95 % CI 54,66 41,59
Oberes 95 % ClI 69,14 51,94

Abbildung 5.3.3.6: Delivered dose in % Kkalkuliert als Gesamtmasse im NGI bei getrennter
Vernebelung der Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension im Vergleich zur simultanen
Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dargestellt als Balkendiagramm sowie als
Einzelwerte tabellarisch.

Summe der Masse von Fluticason-17-propionat im NGI und im Vernebler
(recovery in ug)

Die Masse an Fluticason-17-propionat in pg, die im NGI und im Vernebler des
eflows® wieder gefunden wurde, reduzierte sich durch das Mischen signifikant um
25% (s. Abbildung 5.3.3.7, p = 0,0003).
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Fluticason Fluticason
getrennt vernebelt simultan vernebelt

Abbildung 5.3.3.7: Recovery in pg bei getrennter Vernebelung des Flutide® forte 2,5 pg/2,5 ml
Fertiginhalats im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dar-
gestellt als Balkendiagramm.
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5. Ergebnisse

Prozentuale recovery [%]

Von der 3er Kombination wurden 42% und von der getrennt vernebelten Fluticason-

17-propionatsuspension wurden 67% des eingesetzten Fluticason-17-propionat im

NGI und im Vernebler gefunden.

Massengemittelter aerodynamischer Durchmesser (MMAD)

Der MMAD der getrennt vernebelten Flutide® forte 2 mg/6 ml Inhalationssuspension

ist mit 6,35 um signifikant gréRer als der MMAD des Fluticason-17-propionataerosols

der 3er Kombination mit 5,15 um (p = 0,012 s. Abbildung 5.3.3.8).
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Fluticason Fluticason
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Flutide®forte 2 mg/2 ml Flutide®forte 2 mg/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n =13]

Minimum 5,20 4,50
25 % Percentile 5,90 4,95
Median 6,35 5,15
75 % Percentile 6,60 6,10
Maximum 6,70 6,60
Mean 6,19 5,43
Std. Deviation 0,51 0,71
Std. Error 0,15 0,21
Unteres 95 % CI 5,87 4,98
Oberes 95 % CI 6,51 5,89

Abbildung 5.3.3.8: MMAD in pm bei getrennter Vernebelung der Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dar-

gestellt als Boxplotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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Dispersitat (GSD)

Die GSD der 3er Kombination ist etwas kleiner, als die der getrennt vernebelten
Flutide® forte 2 mg/6 ml Inhalationssuspension (1,95 bzw. 1,75 s. Abbildung 5.3.3.9).
Demnach ist das Aerosol der 3er Kombination etwas weniger heterodispers. Dieser
Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p = 0,2332).
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Fluticason Fluticason
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Flutide®forte 2 mg/2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]
Minimum 1,40 1,30
25 % Percentile 1,75 1,65
Median 1,95 1,75
75 % Percentile 2,10 1,95
Maximum 2,60 2,20
Mean 1,94 1,79
Std. Deviation 0,34 0,25
Std. Error 0,10 0,07
Unteres 95 % CI 1,72 1,64
Oberes 95 % CI 2,16 1,95

Abbildung 5.3.3.9: GSD bei getrennter Vernebelung der Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem eflow®), dar-
gestellt als Boxplotdiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.
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5. Ergebnisse

Anteil feiner Partikel (fine particle fraction FPF%)

In Abbildung 5.3.3.10 sind die FPF% der getrennt vernebelten Flutide® forte 2 mg/6
ml Inhalationssuspension im Vergleich zur simultan vernebelten 3er Kombination
dargestellt. Man erkennt, dass die Mischung einen marginal h6heren Anteil an feinen
Partikeln besitzt. Der Unterschied ist nicht signifikant (p = 0,2340).
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Fluticason Fluticason
getrennt vernebelt simultan vernebelt
Flutide®forte 2 mg/2 ml Flutide®forte 2 mg/2 ml
getrennt vernebelt [n = 13] simultan vernebelt [n = 13]

Median 31,95 40,95
Mean 34,07 38,94
Std. Deviation 6,072 12,21
Std. Error 1,753 3,526
Unteres 95 % ClI 30,21 31,18
Oberes 95 % ClI 37,92 46,70

Abbildung 5.3.3.10: Anteil feiner Partikel in % bei getrennter Vernebelung der Flutide® forte 2 mg/2 ml
Inhalationssuspension im Vergleich zur simultanen Vernebelung (n = 13 Vernebelungen mit dem
eflow®), dargestellt als Balkendiagramm sowie als Einzelwerte tabellarisch.

In Tabelle 5.3.3.1 sind die Ergebnisse der aerodynamischen Eigenschaften der
getrennt und simultan vernebelten Inhalationslésungen/-suspensionen zusammen-
gefasst. Signifikante Anderungen sind in der Tabelle markiert. Die aerodynamischen
Eigenschaften von lpratropiumbromid und Salbutamolsulfat andern sich durch das
Mischen nicht, wohingegen das Aerosol des Fluticason-17-propionats in der 3er

Kombination signifikante Anderungen erfuhr.
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5. Ergebnisse

Tabelle 5.3.3.1: Zusammenfassung der aerodynamischen Eigenschaften von Salbutamolsulfat,
Ipratropiumbromid und Fluticason-17-propionat bei getrennter und simultaner Vernebelung. Die Werte
reprasentieren die Mediane und die SD aus n = 13 Messungen.

Sultanol® | Atrovent® Flutide® 3er Kombi- 3er Kombi- 3er Kombi-
forte 500pg/6 ml forte nation nation nation
2 mg/6 ml 2 mg/6 ml Sultanol® Atrovent® Flutide®
forte 500pg/6 ml forte
2 mg/6 ml 2 mg/6 ml
MMAD 6,00+ 0,42 | 560+0,67 | 635+0,51 | 5,94+0,48 5,75+ 0,48 15+ 0,71
[um]
GSD 1,6 £0,13 16+0,11 1,94+£0,34 1,7+0,11 1,7+£0,12 1,79+£0,25
FPF 357,25 40 + 8,7 32 +6,07 40 + 8,88 39+7,6 41 +£12,21
(%]

Delivered 73+3,5 73+3,76 65+ 11,33 71+3,1 71+251 47+8,15 D

dose [%]

Recovery | 103 81 67 99 89 42 N
Tabelle 5.3.3.2 stellt die Leistung des eflows® bei getrennter Vernebelung im
Vergleich zur simultanen Vernebelung dar. Signifikante  Anderungen sind in der
Tabelle markiert. Die Leistung des eflows® anderte sich signifikant fir Salbutamol-
sulfat- und Fluticason-17-propionats, wenn diese simultan vernebelt werden. Eine
Reduzierung der Leistung des eflows® ist auch bei Ipratropiumbomid zu erkennen,
nachdem es mit es mit Sultanol® forte und der Flutide® forte gemischt wurde. Diese
Anderung ist jedoch nicht signifikant.

Tabelle 5.3.3.2: Zusammenfassung der Leistung des eflows® bei getrennter und simultaner
Vernebelung von Salbutamolsulfat, Ipratropiumbromid und Fluticason-17-propionat. Die Werte
reprasentieren die Mediane und die SD aus n = 13 Messungen.
Sultanol® | Atrovent® | Flutide® | 3er Kombi- | 3er Kombi- | 3er Kombi-
forte 500ug/6 ml forte nation nation nation
2mg/6 ml 2mg/6 ml Sultanol® Atrovent® Flutide®
forte 500ug/6 ml forte
2mg/6 ml 2 mg/6 ml
Ver- 7,40+ 0,66 8,8+1,06 | 8,21+1,29 9,15+ 1,08 9,19 £1,05 9,55+ 0,77 )
nebelungs-

zeit [min]

Restinder | 1,64+0,31 | 1,37+£0,23 | 1,48+ 0,25 1,57+ 0,19 1,57 +£0,18 1,73+0,39
Kammer [g]

AusstoR | 0,61+0,03 | 0,53+0,06 | 0,56+0,08 | (0,49+0,07 | 048+0,08 | 0,46+0,04 )
[g/min] N
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5. Ergebnisse

54 Experimentelle Untersuchungen der physikalisch-chemischen
Kompatibilitat von Colistimethatinhalationslésungen mit medizinisch
indizierter Kombinationspartnern

541 Methodenentwicklung zur mikrobiologischen Wertbestimmung von
colistimethathaltigen Inhalationsldsungen

Fur die Entwicklung einer mikrobiologischen Wertbestimmungsmethode von CMS
musste zuerst der passende Nahrboden gefunden werden. Die Vorversuche wurden
mit einem industriell gefertigten Mueller Hinton Il Agar begonnen. Ein Vorteil dieses
industriell gefertigten Nahrbodens ist die standardisierte Herstellung nach den Leit-
linien des Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI). Der Nahrboden wurde
oberflachlich mit dem E. coli-Stamm ATCC 10536 beimpft. Dazu wurde eine Uber-
nachtkultur des E. coli Stammes ATCC 10536 auf Blut-Agar angezichtet, die
anschlieBend auf die Konzentration des McFarland Standard 0,5 (10 KBE/ml) ein-
gestellt wurde. Es wurden unterschiedliche Standardkonzentrationen des Anti-
biotikums CMS hergestellt, um die Grof3e der Hemmhotfe anzupassen. Die Hemm-
hofe sollten so grof3 sein, dass sich beim Aufbringen von 36 CMS-haltigen Losungen
bzw. Suspensionen auf die quadratischen Agarplatte kein gegenseitiges Uberlappen
der Hemmhofe statt findet. Die gewéhlten Konzentrationen und die Verdunnungs-
schritte der Standard- und Prufzubereitung sind in Tabelle 4.4.1.1-4.4.1.2 auf-
gefuhrt. Bei der Beschickung der Placebo sensi Disc mit den Standardlésungen und
den 4-Komponentenmischinhalationssuspensionen wurden diverse Pipettier-
volumina und Trocknungszeiten evaluiert. Schliel3lich waren die Hemmhofe klar
umrissen und zeigten am Kreisrand keine Ausfransung (s. Abbildung 5.4.1.1). Dies
lieR sich durch Eintauchen der sensi Discs fur 5 Minuten in die Standard und
4-Komponentenmischinhalationssuspension und eine einstindige Trocknungszeit
unter der mikrobiologischen Sicherheitswerkband erreichen. Die Ergebnisse der
Hemmhofdurchmesser sind beispielhaft in Abbildung 5.4.1.2 dargestellt.
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Abbildung 5.4.1.1: Bebriitete Agarplatte einer reprasentativen mikrobiologischen Wertbestimmung.
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Zeilenmittelwert

146 152,8 120,6 104,8 122,4 108,4 | Ry=129,3
150,5 99,2 151,4 123,5 119,7 93 R,=128,9
116,5 104,6 125,7 154,1 99,2 151,4 Rs=125,3
106,4 135,6 108,4 157,6 160,3 125,3 R,=133,7
127,7 135,5 94,2 103,7 160,4 160,3 Rs= 124,3
109,7 157,2 151,4 140 109,6 133,7 Re= 133,6

C:1=126,1 C,=130,8 C3=125,3 C4,=130,6 Cs=128,6 Ce=128,7

Spaltenmittelwert

Abbildung 5.4.1.2: Hemmhdofe in mm X 10 einer représentativen Wertbestimmungsmethode von CMS-
Standardlésungen und der 4-Komponentenmischinhalationssuspension.
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Abbildung 5.4.1.3: Graphische Darstellung der Hemmhofdurchmesser;T,,T,; Tz = 4-Komponentenmisch-
inhalationssuspension, S;,S,;S; = Colistimethatstandardldésungen.
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Statistische Auswertung einer reprasentativen mikrobiologischen Wert-
bestimmung der 4-Komponentenmischinhalationssuspension

Die graphische Darstellung der Wertbestimmung in Abbildung 5.4.1.3 gibt keinen

Anlass an der Normalitat und Varianzgleichheit der Werte zu zweifeln. Dennoch

wurde die Schiefe der Werteverteilung berechnet (s. Tabelle 5.4.1.1). Die Werte fur

die Schiefe der GauRverteilung von Standardlésung und 4-Komponentenmisch-

inhalationssuspension liegen zwischen 1 und -1, d.h. die Werte sind normalverteilt.

Die Standardabweichungen der Standard- und Prufzubereitung sind nicht signifikant

unterschiedlich.

Tabelle 5.4.1.1: Prifung der Normalverteilung von Standardlésung und 4-Komponentenmisch-
inhalationssuspension.

Zubereitung Statistic | Std. Errer |
Hemmhof mmx 10 S1 Mean 153,933 1,8801
95% Confidence Interval Lower Bound 149,075
for Mean Upper Bound | 158,792
Zuberaitung Statistic | Std. Error | Statistic | Std. Errar
Hemmhoimmx 10 S1 5% Trimmed Mean 153,970 Hemmhof mmx 10 T1 5% Trimmed Mean 153,857
Median 153,900 Median 152,100
Variance 21435 Variance 16,226
;‘_"; Deviation 46290 Std, Deviation 4,0281
|m!num 1469 Minimum 150,5
Maximum 160,3 .
Maximum 160,4
Range 134
Interquartile Range 7.7 Range 9.9
Skewness 218 845 Interquartile Range 7
Kurtosis 218 1741 Skewness 1,033 845
52 Mean 128,100 | 22149 Kurtosis -735 1741
95% Confidence Intenval Lower Bound 122,406 T2 Mean 126,267 38532
far Mean Upper Bound 133,794 95% Confidence Interval Lower Bound 116,382
5% Trimmed Mean | 128,000 for Mean Upper Bound 136,172
Macion 126,700 5% Trimmed Mean | 126,048
Variance. ) 20,436 Meadian 122,950
Si.a. Deviation 54255 Variance 89,083
M'm!"um 1224 Std. Deviation 94384
Maximum 1356 -
Minimum 116,5
Range 13,2 .
Interquartile Range 10,9 Maximum 140,0
Skewness 566 845 Range 235
Kunosis 1,658 1741 Interquartile Range 17,7
3 Mean 102,100 2,7899 Skewness J06 845
952 Confidence Interval Lower Bound 94,928 Kuriosis 1,413 1,741
for Mean Upper Bound 109,272 T3 Mean 104,850 1,9807
5% Trimmed Mean | 102,189 95% Confidence Infarval Lower Bound 99,758
Median 104,700 for Mean Upper Bound 109,942
Variance 48,700 5% Trimmed Mean | 104,894
S‘.d'. Deviation 56,8337 Median 106,050
M'm!"”m %0 WVariance 23,539
Maxmum 1088 Std. Deviation 48517
Range 16,6 .
- Minimum 99,2
Interquartile Range 133 X
F—— BE7 845 Maximum 108,7
Kurtosis 1,644 1,741 Ranga 105
i Mean 154,017 1.6445 Interquartile Range 2.9
952 Confidence Interval Lower Bound 149,789 Skewness -360 845
for Mean Upper Bound 158,244 Kurtosis -2,433 1,741

Die Ergebnisse der Varianzanalyse sind in Tabelle 5.4.1.2 aufgelistet.
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Tabelle 5.4.1.2: Varianzanalyse einer reprasentativen Wertbestimmungsmethode von CMS-Standardiésungen und der 4-Komponentenmischinhalations-
suspension (Ps= 384,133333; Ls = 51,8333333; Pr=385,133333 ; Lt = 49,1666667; Hp = 6/3=2; H =72/24=3).

Variationsursache Freiheitsgrade Summe der Quad- | Mittleres Quadrat F- Quotient Wahrscheinlichkeit
Zubereitung 1 ralte 1

Regression 1 15301,5 15301,5 750,41 2,37%™
Nichtparallelitat 1 10,67 10,67 0,527 0.47
Nichtlinearitat 2 40,14 20,07 0,98 0.38
Behandlungen 5

Zeilen 5 503,35 100,67 4,94 0.03
Spalten 5 220,93 44,19 2,17 0.08
Restfehler 20 407,82 20,39 1,02 0.32
Gesamt 35 16485,41
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Eine hoch signifikante Regression und eine nicht signifikante Abweichung der
einzelnen Regressionsgeraden von der Parallelitdt und Linearitat bestatigen, dass
die Wertbestimmung fir die Berechnung des Wirkverhaltnisses geeignet ist.

Die gemeinsame Steigung betrug: b = 96,24
Der Logarithmus des Wirkverhaltnisses der Prifzubereitung lautete: My = 0,003
Die Werte zur Berechnung der Vertrauensgrenzen ergab: C= 1,003; V= 0,091

Als Vertrauensgrenze der Wirkung der Prifzubereitung wurden berechnet:
0,003 + 0,023

Das Wirkungsverhaltnis wird Uber die Antilogarithmen gebildet und ergibt 1,0035 mit
den 95-Prozent-Vertrauensgrenzen 0,9807 und 1,0268. Die 4-Komponentenmisch-
inhalationssuspension hat eine Wirkung von 1 003 491 LE.* ml™. Die obere
Vertrauensgrenze betragt 1 026 810 I.E.* ml* und die untere Vertrauensgrenze
betragt 980 681 I.E.* mlI™. Der Colistimethatgehalt entsprach 100,3% des Nenn-
gehalts. Die obere Vertrauensgrenze entsprach 102,7% und die untere Vertrauens-
grenze entsprach 98,1%. Damit ist keine Abnahme des CMS-Gehalts zu erkennen
und die 4-Komponentenmischinhalationssuspension kann als chemisch kompatibel

eingestuft werden.
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5.4.2 Chemische Kompatibilitdt der 4-Komponentenmischinhalations-
[6sung/-suspension

Chemische Kompatibilitdt von Ipratropiumbromid mit medizinisch indizierten
Kombinationspartnern

Die Ergebnisse der Ipratropiumbromidgehaltsbestimmung in 4-Komponentenmisch-
inhalationssuspensionen von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat, 2 ml Sultanol®
forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat und 3 ml
Colistin CF® 1 000 000. I.E./3 ml sind in Tabelle 5.4.2.1 dargestellt. Es zeigten sich
keine Inkompatibilitaten mit den anderen Inhalationslésungen/-suspensionen. Der
Gehalt an Ipratropiumbromid entsprach 105,6% des Nenngehalts. In den Chromato-
grammen (s. Abbildung 5.4.2.1) der untersuchten 4-Komponentenmischinhalations-
suspensionen zeigten sich keine zusatzlichen Peaks von Zersetzungsprodukten. Fur
Ipratropiumbromid ist damit die chemische Kompatibilitdt mit den ausgewahlten

Kombinationspartnern erwiesen.

<+——Salbutamol

Ipratropium

<+— Salbutamol

e
00 200 4,00 6,00

| ‘ \
800 1000 1200 1400 1600 1800 20,0C
Mnutes
Abbildung 5.4.2.1: Beispielhaftes Chromatogramm der HPLC-Bestimmung von Ipratropiumbromid in
4-Komponentenmischinhalationssuspensionen von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat, 2 ml

Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat und 3 ml Colistin
CF® 1 000 000. I.E. unmittelbar nach Mischung im Glasbehéltnis (Detektionswellenldnge 205 nm).
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Tabelle 5.4.2.1: Ipratropiumbromidkonzentrationen in 4-Komponentenmischinhalationssuspensionen
von 2 ml Atrovent® 500 upg/2 ml Fertiginhalat mit den Kombinationspartnern Sultanol® forte
2,5mg/2,5 ml Fertiginhalat, Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat und Colistin CE® 1 000 000 I.E./3 ml
bei Raumtemperatur (ohne Lichtschutz) nach Mischung im Glasbehéltnis. Die gemessene
Ipratropiumbromidkonzentration stellt den Mittelwert und die SD von n = 3 Messungen dar.

Ipratropiumbromid Nominelle Gemessene
Ipratropiumbromid- Ipratropiumbromid-
konzentration konzentration
[pg/ml] [pg/ml]
Versuchstag 1 55,55 57,28 £ 0,56 (n = 3)
Versuchstag 2 55,55 58,37 £ 0,48 (n = 3)
Versuchstag 3 55,55 59,55+ 0,61 (n = 3)
Arithm. Mittelwert 55,61
[Hg/ml]
Standardabweichung 0,9170
Relative Standardabweichung [%] 0,0165
Gehalt [%] 105,6
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Chemische Kompatibilitat von Salbutamolsulfat mit medizinisch indizierten
Kombinationspartnern

Die Ergebnisse der Salbutamolsulfatgehaltbestimmung in 4-Komponentenmisch-
inhalationssuspensionen von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat, 2 ml Sultanol®
forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat und 3 ml
Colistin CF 1 000 000. I.E./3 ml sind in Tabelle 5.4.2.2 dargestellt. Es zeigten sich
keine Inkompatibilitaten mit den Bestandteilen der anderen Mischpartner. Der Gehalt
an Salbutamolsulfat entsprach 104% des Nenngehalts. In den Chromatogrammen
der untersuchten 4-Komponentenmischinhalationssuspensionen zeigten sich keine
zusatzlichen Peaks von Zersetzungsprodukten (s. Abbildung 5.4.2.2). Fur
Salbutamolsulfat ist damit die chemische Kompatibilitdt mit den ausgewahlten Kom-

binationspartnern erwiesen.
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Abbildung 5.4.2.2: Beispielhaftes Chromatogramm der HPLC-Bestimmung von Salbutamolsulfat in
4-Komponentenmischinhalationssuspensionen von 2 mi Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat, 2 ml
Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat und 3 ml Colistin
CF® 1 000 000. I.E./3 ml unmittelbar nach Mischung im Glasbehéltnis (Detektionswellenldnge
280 nm).
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Tabelle 5.4.2.2: Salbutamolsulfatkonzentrationen in 4-Komponentenmischinhalationssuspensionen
von 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat mit den Kombinationspartnern Atrovent®
500 pg/2 ml Fertiginhalat, Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat und Colistin CE® 1 000 000 I.E./3 ml
bei Raumtemperatur (ohne Lichtschutz) nach Mischung im Glasbehéltnis. Die gemessene
Salbutamolsulfatkonzentration stellt den Mittelwert und die SD von n = 3 Messungen dar.

Salbutamolsulfat Nominelle Gemessene
Salbutamolsulfat- Salbutamolsulfat -
konzentration konzentration
[Hg/ml] [Hg/ml]
Versuchstag 1 22,22 22,98 +0,35(n=3)
Versuchstag 2 22,22 23,19+0,39 (n=3)
Versuchstag 3 22,22 23,02+0,32 (n=3)
Arithm. Mittelwert
[ug/ml] 21,89
Standardabweichung
0,35
Relative Standardabweichung [%]
0,0051
Gehalt [%] 104

Chemische Kompatibilitat von Fluticason-17-propionatihalationssuspension
mit medizinisch indizierten Kombinationspartnern

Die Ergebnisse der Fluticason-17-propionatgehaltsbestimmung in 4-Komponenten-
mischinhalationssuspensionen von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat, 2 ml
Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension und 3 ml Colistin CF® 1 000 000 I.E./3 ml sind in Tabelle 5.4.2.3 dar-
gestellt. Es zeigte sich keine Inkompatibilititen mit den anderen Kombinations-
partnern (s. Abbildung 5.4.2.3). Fur Fluticason-17-propionat ist damit die chemische

Kompatibilitat mit den ausgewéhlten Kombinationspartnern erwiesen.
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Abbildung 5.4.2.3: Beispielhaftes Chromatogramm der HPLC-Bestimmung von Fluticason-17-
propionat in 4-Komponentenmischinhalationssuspensionen von 2 ml Atrovent® 500 pa/2 mi
Fertiginhalat, 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertig-
inhalat und 3 ml Colistih CF® 1 000 000 I.E. unmittelbar nach Mischung im Glasbehaltnis
(Detektionswellenlange 239 nm)

Tabelle 5.4.2.3: Fluticason-17-propionatkonzentrationen in  4-Komponentenmischinhalations-
suspensionen von Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat mit den Kombinationspartnern Atrovent®
500 pg/ml, Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat und Colistin CF® 1 000 000 I.E./3 ml bei Raum-
temperatur (ohne Lichtschutz) nach Mischung im Glasbehéltnis. Die gemessene Fluticason-17-
propionatkonzentration stellt den Mittelwert und die SD von n = 3 Messungen dar.

Fluticason-17- Nominelle Fluticason- Gemessene-
propionat 17-propionat- Fluticason-17-propionat-
konzentration konzentration
[pg/ml] [pg/ml]
Versuchstag 4 22,22 23,75+ 0,28 (n = 3)
Versuchstag 5 22,22 24,18+ 0,38 (n = 3)
Versuchstag 6 22,22 23,52+ 0,31 (n=3)
Arithm. Mittelwert
[ng/ml] 21,59
Standardabweichung 0,34
Relative Standardab- 0,03

weichung [%]

Gehalt [%] 97,16
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5.4.3 Physikalische Kompatibilitat der 4-Komponentenmischinhalations-
I6sung/-suspension

Organoleptische Prifung

Es wurden visuell und olfaktorisch keine Veranderungen der Mischinhalations-
l6sungen von Colistin CF® 1 000 000/3 ml und Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertig-
inhalat oder Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat festgestellt. In den 4-Komponenten-
mischinhalationssuspensionen konnten keine organoleptischen Veranderungen,
aufgrund der galenischen Eigenschaften von Suspensionen festgestellt werden. Die
4-Komponentenmischinhalationssuspension erwies sich als stabil, eine Sediment-
bildung der Partikel war erst nach etwa einer halben Stunde zu erkennen. Der
Bodensatz war sehr gut aufschittelbar. Es kam zu keiner Kuchenbildung oder

Bildung von groReren Agglomeraten.

Tabelle 5.4.3.1. Ergebnisse der organoleptischen Prifungen der 2 bzw. 4-Komponentenmisch-
inhalationslésungen/-suspensionen unmittelbar nach Mischung.

Untersuchungslésung Visuelle Veranderung Olfaktorische Veréande-
rungen
Colistin CF® + Sultanol® Keine Keine

forte Fertiginhalat

Colistin CF® + Atrovent® Keine Keine
500 pg/2 ml Fertiginhalat

Colistin CF® + Flutide® Keine Keine
forte Fertiginhalat (trib da Suspension)
Colistin®CF + Atrovent® Keine Keine

500 pg/2 ml Fertiginhalat + (trib da Suspension)
Flutide® forte Fertiginhalat
+ Sultanol®forte Fertig-
inhalat

Osmolaritat und pH-Wert

Die Ergebnisse der pH-Wert und Osmolaritatsbestimmung sind Tabelle 5.4.3.2 zu
entnehmen. Alle untersuchten LOsungen waren isotonisch und die berechneten
Werte der Osmolaritat stimmten gut mit den gemessenen Osmolaritatswerten tber-

ein. Die maximale Abweichung entsprach 4,09%. Die pH-Werte der Fertigarznei-
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mittel lagen zwischen 3,61 und 7,05. Bei Mischen von Colistin CF® 1 000 000/3 ml
mit Sultanol ®forte 2,5 mg/2,5 oder Atrovent®500 pg/2 ml waren keine wesentlichen
Veranderungen des pH-Wertes erkennbar. In den Mischungen mit Flutide® forte

2 mg/2 ml (2er, 4er Kombination) lag der pH-Wert bei 6,3.

Tabelle 5.4.3.2: Werte der pH- und Osmolaritdtsmessung der einzelnen Inhalationslésungen/-
suspensionen sowie der verschiedenen Mischinhalationslésungen/-suspensionen.

Untersuchungsldsung Osmolaritat [osmol/kg] pH-Wert
trel. SD [%] trel. SD [%)]
Gemessen Berechnet
trel. SD [%]

Sultanol ®forte 2,5 mg/2,5 ml
Fertiginhalat 0,268 + 0,45 4,09 £0,33

Atrovent®500 pg/2 ml
Fertiginhalat 0,293 +0,48 3,61+£0,40

Flutide® forte 2 mg/2 ml
Fertiginhalat 0,306 + 0,43 6,1+0,35

Colistin® CF 1 000 000 I.E./
3ml 0,327 + 0,39 7,05+ 0,36

Colistin® CF + Sultanol® forte
2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat 0,309 + 0,51 0,300 7,52 £0,41

Colistin® CF + Atrovent® 500
pg/2 ml Fertiginhalat 0,321+ 0,47 0,313 7,29 + 0,39

Colistin® CF + Flutide® forte
2 mg/2 ml Fertiginhalat 0,305 + 0,56 0,318 6,26 + 0,44

Colistin® CF + Atrovent® 500
pg/2 ml Fertiginhalat + Flutide® 0,298 + 0,60 0,290 6,36 = 0,36
forte 2 mg/2 ml Inhalations-
suspension + Sultanol® forte
2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat

Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchung sind in Tabelle 5.4.3.3
zusammengefasst. Die physikalisch-chemische Kompatibilitdt von Colistin CF®
1 000 000 I.E./3 ml mit konservierungsmittelfreien Atrovent®, Sultanol® forte und
Flutide® forte Inhalationssuspensionen konnte im Rahmen dieser Untersuchung

gezeigt werden.
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Tabelle 5.4.3.3: Ubersicht zur experimentell bestimmten physikalisch-chemischen Kompatibilitat ausgewéahlter Mischinhalationslésung.

Dornase alfa

Pulmozym®

Tobramycin

Tobi®,
Gernebcin®

Dornase
alfa

Colistin

Ipratropium

Albuterol

Budesonid

Fluticason

DNCG

Tobramycin

Nicht
kompatibel

Kompatibel

Nicht
kompatibel

Colistin

Colistin CF®

Nicht
kompatibel

Ipratropium

Atrovent®,
Atrovent®
Fertiginhalat

Kompatibel - Kompatibel Kompatibel

Kompatibel
Kompatibel
Kompatibel

Kompatibel
Nicht
kompatibel

Kompatibel

Nicht
kompatibel

Kompatibel
Nicht
kompatibel

Kompatibel

Kompatibel
Kompatibel

Kompatibel

Kompatibel

Albuterol

Sultanol®,
Sultanol®
Fertiginhalat

Kompatibel

Kompatibel
Kompatibel

Kompatibel
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Budesonide

Pulmicort®

Kompatibel

Kompatibel Kompatibel Kompatibel

Nicht
kompatibel

Fluticason

Flutide®

Kompatibel
Kompatibel
Kompatibel

Kompatibel

Kompatibel

DNCG

Intal®

Nicht
kompatibel

Nicht
kompatibel

Nicht
kompatibel
Kompatibel
Kompatibel
Kompatibel

Nicht
kompatibel

Nicht
kompatibel




0. Diskussion

6.1 Untersuchungen zur Anwendbarkeit des Respimats® fiir die
Inhalationstherapie bei Kindern

Die Anwendung von inhalativen Darreichungsformen stellt aufgrund ihrer Komplexitat
und Vielfaltigkeit eine grof3e Herausforderung fur den erwachsenen und den jungen
Patienten dar. Nach den Richtlinien des American College of Chest Physicians
/American College of Asthma, Allergy and Immunology (Dolovich et al., 2005) zeigen
die Inhalationssysteme bei korrektem Gebrauch keine Unterschiede in der
Wirksamkeit. Die Wahl des Systems hangt aul3er von 6konomischen Aspekten und
der Verfugbarkeit wesentlich davon ab, wie die Patienten das System akzeptieren
und richtig benutzen. Seit Herbst 2007 befindet sich Tiotropiumbromid in Form des
Respimats®, ein neues und innovativen Inhalationssystems, auf dem Arzneimittel-
markt. Tiotropiumbromid wird als langwirksames Anticholinergikum fir die first
line Therapie der COPD eingesetzt. Steigende Verordnungszahlen (2004 - Zunahme
der Verwendung von Anticholinergika bei COPD um 18%) verdeutlichen den Stellen-
wert des Respimats® in der Therapie der COPD bei Erwachsenen. Der Respimat® ist
bisher nur fir Erwachsene zugelassen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig
eine systematische Untersuchung zur Anwendbarkeit des Respimats® nach einer
standardisierten Schulung bei Kindern durchgefuhrt. Die Methode zur Aufnahme der
Inhalationsmandver wurde nach unserem Kenntnisstand bisher noch nicht

beschrieben und verwendet.

Abhéangigkeit der erfolgreichen Inhalationsmandéver bzw. der Inhalationsfehler
von der Inhalationserfahrung

Die gefunden Reihung der erfolgreichen Inhalationsmandver in Abhangigkeit von der
Inhalationserfahrung lautet:

DPI > Autohaler® > pMDI > keine Inhalationserfahrung > Vernebler oder pMDI
+Vorschaltkammer.

Der geringe Unterschied in der Anzahl der erfolgreichen Inhalationsmandver
zwischen Kindern mit und ohne Inhalationserfahrung zeigt, dass der Respimat®
einfach und sicher zu nutzen ist. Der vernachlassigbare Unterschied der Fehler-
haufigkeit bei Kindern mit und ohne Inhalationserfahrung lasst darauf schlie3en, dass
der Respimat® problemlos ohne Inhalationserfahrung genutzt werden kann. Die
Tatsache, dass gerade Kinder, die Erfahrung mit DPIs haben am sichersten mit dem

Respimat® inhalierten, stiitzt diese Einschatzung, da die erfolgreiche Inhalation mit
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DPIs keinerlei Einatem-Auslosekoordination erfordern. Die Inhalation mit
Verneblern oder pMDI+Vorschaltkammer wird vor allem bei Kindern mit geringer
Koordinationsfahigkeit eingesetzt. Diese Gruppe hatte erwartungsgemaf, mit 34%
der Inhalationsmandver, eine relativ hohe Fehlerhaufigkeit. Jedoch stellt die
gefundene Fehlerhaufigkeit im Vergleich zu der Fehlerhaufigkeit bei der Inhalation
mit anderen Geraten in anderen Untersuchungen ein zufriedenstellendes Ergebnis
dar (Khassaweh et al., 2003). In der Studie von Khassaweh et al (Khassaweh et al.,
2003) wurde die Handhabung der Inhalationsgerate pMDI, Diskus® und Turbohaler®
bei Erwachsenen mit der Diagnose Asthma verglichen. 75% der pMDI-, 43% der
Turbohaler®- und 6,8% Diskus®-Nutzer benutzten das jeweilige Inhalationssystems
inkorrekt. Der haufigste Fehler beim pMDI stellte die Synchronisation Auslosen und
Einatmen des Sprihstof3es dar. Die Fehlerhdufigkeiten beim DPI waren system-
abhangig (z.B. Aufrechthalten des Turbohalers® etc.). Es gibt wenige vergleichbare
Studien Uber die Fehlerhaufigkeit mit verschieden Inhalationsgerate bei Kindern, die
sich stark in der Methodik und im Studiendesign unterscheiden. Die z.B. mit dieser
Beobachtung am besten vergleichbare Studie von Kamin und Kreplin (Kamin and
Kreplin, 2007) betrachtet Inhalationsmandver verschiedener Inhalationsgeréte in
definierten Atemflussbereichen und den Effekt der Schulung durch den Mediziner.
Da hier nur die Inhalation im vordefinierten Atemflussbereich betrachtet wird, ist ein

Vergleich mit dieser Arbeit nicht mdglich.

Abhéangigkeit des MIFs und der estimierten Intrathorakaldosis von der
Inhalationserfahrung

Die gefundene Reihung des MIFs (L/min) in Abhangigkeit von der Inhalations-
erfahrung lautet:

pMDI > DPI, Autohaler® > Vernebler oder pMDI+Vorschaltkammer > keine
Inhalationserfahrung.

Die Reihung der estimierten Intrathorakaldosis lautet:

Vernebler oder pMDI+Vorschaltkammer > keine Inhalationserfahrung > pMDI,
Autohaler® > DPI.

Die hohen MIFs (L/min) des pMDI- und Autohaler®-Subkollektivs bestatigen die
bereits beschriebenen Schwierigkeiten bei der Schulung von Patienten mit diesen
Inhalationssystemen (Kamin und Kreplin 2007). Obwohl bei diesen Systemen
langsam eingeatmet werden sollte, generierten 60% des Patientenkollektivs einen
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inspiratorischen Spitzenfluss von gréRer als 90 L/min. Der hohe MIF (L/min) bei den
Kindern mit DPI-Erfahrung war dagegen zu erwarten. Die effektive Inhalation mit
einem DPI erfordert einen Atemfluss von mindestens 60 L/min. Aufgrund ihrer
Funktionsweise haben DPIs einen relativ hohen Widerstand. Deshalb werden die
Kinder geschult, mdglichst kraftvoll einzuatmen, um den erforderlichen Fluss
aufzubringen. So geschulten Kindern fallt es schwer, ruhige Inhalationsmanéver mit
einem niedrigen Atemfluss durchzufihren (Kamin et al. 2007). Weiterhin erschwert
der sehr niedrige Widerstand des Respimats® diese Problematik. Ein niedriger MIF
(L/min) korreliert mit einer héheren Intrathorakaldosis. Dieser Umstand erklart die
umgekehrte Rangfolge der gefundenen Reihung des MIFs (L/min) und der
estimierten Intrathorakaldosis. Das Subkollektiv, das Vernebler oder pMDI+
Vorschaltkammer benutzte erzielte demzufolge die hochsten estimierten Intra-
thorakaldosen. Ein tiefes und langsames Inhalationsmandver kann von diesem

Subkollektiv am besten bewerkstelligt werden.

Abhangigkeit der erfolgreichen Inhalationsmanover bzw. der Inhalationsfehler,
vom Alter

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Kinder im Alter von 4-12 Jahren 76% der
Inhalationsmanéver erfolgreich durchfihrten. 24% der Inhalationsmanéver wurden
nicht erfolgreich bewerkstelligt. Der Vergleich mit den Ergebnissen von Khassaweh
et al. (Khassaweh et al., 2003) lasst vermuten, dass der Respimat® in der
Handhabung gegeniiber pMDI und Turbohaler® tberlegen ist, wohingegen der
Diskus einfacher zu benutzen scheint. Ein Vergleich der Inhalationsszintigramme des
Respimats® mit dem des Diskus® wére fiir die weitere Beurteilung der Uberlegenheit
interessant. Erwartungsgemald bewerkstelligten die 9-12 jahrigen Probanden eine
groRere Anzahl an erfolgreichen Inhalationsmandvern mit dem Respimat® als die 4-8
jahrigen Probanden. Kein Kind im Alter von vier Jahren konnte ein effektives
Inhalationsmanéver ausfuhren. Allerdings war der altersabhangige Unterschied fur
die Durchfihrung erfolgreicher Inhalationsmandver nicht signifikant. Auch die
Betrachtung der einzelnen Fehlerarten zeigt keine signifikanten Unterschiede. Der
tendenziell haufigste Inhalationsfehler der 4-8 Jahrigen war die Inhalation eines
Volumens < 0,5 L. Im Unterschied dazu war ein zu geringes inhaliertes Volumen bei
den 9-12 Jahrigen selten. Dieses Ergebnis lasst sich mdglicherweise durch die

vermehrte Nutzung von Verneblern in der jingeren Alterskategorie erklaren. Bei der
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Inhalation mit Verneblern ist es nicht notwendig ein inhaliertes Mindestvolumen zu
generieren, um eine ausreichende Wirkung zu erzielen, da der Wirkstoff durch
kontinuierliches Atmen in der Lunge deponiert wird. In der hoheren Altersklasse
werden vorwiegend pMDIs und DPIs eingesetzt und die Kinder sind auf tiefe und
ruhige bzw. schnelle Inhalationsmandver eingestellt. Die mangelnde Synchronisation
von Auslésen und Einatmen des Sprihstof3es ereignete sich zu 9% bei den 4-8
jahrigen Kindern und zu 4% bei den 9-12 jahrigen Kinder. Dieser Befund lasst sich
erneut auf eine tendenziell hohere Koordinationsfahigkeit der &lteren Kinder
zuruckfuhren. Der Exhalationsfehler kam in beiden Gruppen fast gleich haufig vor.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass junge Patienten und Kinder ohne
Inhalationserfahrung besonders anfallig fur das Phanomen ,Stocken“ sind. Das
~otocken® wird nicht in der Literatur beschrieben. Die Ursache fur das ,Stocken® ist
schwierig zu erklaren und hé&ngt moglicherweise mit individueller pulmonaler

Hyperreaktivitat zusammen.

Abhangigkeit des MIFs und der estimierten Intrathorakaldosis vom Alter

Die jungere Altersgruppe zeigte im Median einen geringeren MIF (L/min) als die
Altere. Dieses Ergebnis lasst sich durch die bestehende Inhalationserfahrung und die
altersbedingte Atemphysiologie erklaren. Die jungeren Kinder benutzten haufiger
Vernebler, wohingegen é&ltere Kinder meist DPIs als Hausmedikation verwendeten.
Das Gesamtkollektiv erreichte eine estimierte Intrathorakaldosis von 67%. Junge
Kinder erzielten, trotz eines geringeren inhalierten Anteils des SpriihstoRes, deutlich
héhere Intrathorakaldosen als die Alteren (74% bzw. 62%). Dieses Ergebnis kommt
durch die Abhangigkeit der Rachendeposition von der Atemflussgeschwindigkeit zu
Stande (s. Kapitel 1, Abschnitt 1.1.3.1). Kinder der alteren Gruppe inhalierten
wesentlich schneller, als die Jiingeren. lhnen viel es schwer die Vorgaben, mdglichst
tief und langsam zu inhalieren umzusetzen. Die estimierte Intrathorakaldosis ist eine
rechnerisch erstellte Abschatzung, die nur bedingt mit szintigraphisch bestimmten
Intrathorakaldosen verglichen werden kann. Sie bertcksichtigt nicht die Deposition
im Inhalationsgerat und den Verlust durch wieder exhaliertes Aerosol. Die
szintigraphische Studie von Pitcairn et al. (Pitcairn et al., 2005) zeigte, dass 10,5%
des SpriihstoRes (Wirkstoff: Budesonid) des Respimats® wieder ausgeatmet wurde.

Insgesamt 52% der effektiven Dosis deponierte intrapulmonal (Intrathorakaldosis).
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Die estimierte Intrathorakaldosis des Gesamtkollektivs lag bei 67%. Abzuglich der
von Pitcairn gefundenen Abatmungsrate von 10,5% stimmen die gefundenen Intra-
thorakaldosen mit 57% sehr gut Uberein. Dieser Wert bestatigt die Plausibilitat der
Ergebnisse dieser Arbeit. Trotz Fehlern wahrend des Inhalationsmandvers sind bei
der Anwendung des Respimats® hohe estimierten Intrathorakaldosen zu erwarten.

Dieser Befund verspricht einen erfolgreichen therapeutischen Einsatz bei Kindern.
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6.2 Untersuchungen des modifizierten Respimats® zur Optimierung des
Inhalationsmanévers bei Kindern

Die Untersuchungen der Anwendbarkeit des Respimats® bei 4-12 jahrigen Kindern
ergaben, dass insbesondere altere Kinder im Alter von 9-12 Jahren einen zu hohen
MIF (L/min) generierten und somit geringere Intrathorakaldosen erreichten als die 4-8
jahrigen Kinder. Um das Inhalationsmandver zu optimieren, wurde der MIF (L/min)
durch den Einbau von zwei unterschiedlich starken Widerstanden verlangsamt. Die
alteren Kinder inhalierten jetzt signifikant erfolgreicher mit dem Respimat® als die
Jingeren (p < 0,0001). Die 9-12 Jahrigen haben nun eine 5-fach hohere Chance
erfolgreich zu inhalieren als die 4-8 jahrigen Kinder. Die lineare Regressionsanalyse
ergab, dass die erfolgreiche Bewadltigung des Inhalationsmandévers nicht abhangig
von der Starke des eingesetzten Widerstands im Respimat® und von der Inhalations-
erfahrung ist. Der Erfolg des Inhalationsmandvers ist nur vom Alter der Kinder
abhéngig. Der Respimat® kann demzufolge auch bei Kindern mit bestehender
Inhalationserfahrung uneingeschrankt und problemlos eingesetzt werden. Dieser
Befund korreliert gut mit den Ergebnissen der Anwendung des Orginalrespimats®.
Die Art des Inhalationsfehlers ist weitgehend unabhangig vom Alter, der Inhalations-
erfahrung und der Starke des Widerstands. Der Grund fur die signifikante
Abhangigkeit des inhalierten Volumens < 0,5 L vom Alter ist wahrscheinlich die
vermehrte Nutzung von Verneblern oder pMDI+Vorschaltkammer in diesem
Patientenkollektiv. Ein inhaliertes Mindestvolumen ist bei der Inhalation mit
Verneblern oder pMDI+Vorschaltkammer nicht notwendig, da der Wirkstoff durch
kontinuierliches und ruhiges Ein- und Ausatmen in der Lunge deponiert wird. Das
~Stocken” tritt vermehrt bei Widerstand 0 und Widerstand 1 auf. Diese Abhangigkeit
wird durch die berechneten Irrtumswahrscheinlichkeiten belegt. Im Gegensatz dazu
beeinflusst Widerstand 2 das Stocken nicht. Das Phanomen ,Stocken® wird in der
Literatur nicht beschrieben. Da der Patient nur kurz wahrend des Inhalations-
mandvers innehalt (kein Ausatmen) und danach weiter inhaliert, hat dieses
Phanomen wahrscheinlich keine Auswirkung auf die estimierte Intrathorakaldosis.
Zur anschlielenden Beurteilung der Intrathorakaldosis bei Patienten, die dieses
Phanomen aufweisen sollte durch die Aufnahme von Inhalationsszintigrammen
verifiziert werden. Fur den Exhalationsfehler konnte eine Abhangigkeit von der DPI-
Erfahrung gezeigt werden. Dieses Ergebnis ist Uberraschend, da DPI-Nutzer
geschult werden nicht in das Gerat zu inhalieren, da dies aufgrund Verklumpens des

176



6. Diskussion

Pulvers danach nicht mehr funktionsféahig ist. Um eine hohe estimierte Intrathorakal-
dosis zu erreichen, sollte die Inhalation méglichst langsam und mit einem MIF <
40 L/min erfolgen. Der MIF (L/min) war im Altersvergleich in beiden Altersgruppen im
Median gleich. Die 9-12 Jahrigen inhalierten mit dem unmodifizierten Respimat®
(Widerstand 0) wesentlich schneller und erzeugten im Median einen hohen MIF
(L/min). Durch den Einbau eines Widerstandes wurde der MIF (L/min) weniger
variabel und wie geplant tendenziell verlangsamt. Die durchgeflhrte Varianzanalyse
zeigte, dass der MIF(L/min) hoch signifikant vom Alter und vom Widerstand abhangig
ist. Mit zunehmender Starke des Widerstandes verringert sich der MIF (L/min) und
das Inhalationsmandver wird optimiert. Der interne Widerstand des Respimats® darf
allerdings nicht zu hoch sein, sonst wird es fir jingere Kinder oder Patienten mit
schwerem Asthma bzw. eingeschrénkter Vitalkapazitat schwierig einen effektiven
Atemfluss zu erzeugen. Mit den Orginalrespimaten® (Widerstand 0) inhalierten 63%
des jungeren Patientenkollektivs und nur ein geringer Teil des alteren im optimalen
Bereiche unter 40 L/min. Durch den Einbau des Widerstands wurde die Rate des
optimalen MIFs (L/min) unter 40 L/min auf Uber 70% in beiden Altersgruppen
angehoben. Dadurch konnte die Inhalation mit optimalen MIF (L/min) bei den 9-12
Jahrigen um 50% gesteigert werden. Die estimierte Intrathorakaldosis war mit 75% in
beiden Altersgruppen gleich hoch. Diese gesteigerte estimierte Intrathorakaldosis
deutet abermals auf eine Normierung des Inhalationsmandvers hin. Die durch-
gefilhrte Varianzanalyse zeigt mit p = 3,78*” eindeutig eine hoch signifikante
Abhangigkeit der estimierten Intrathorakaldosis vom eingesetzten Widerstand. Mit
zunehmender Stérke des Widerstandes nimmt die estimierte Intrathorakaldosis zu.
Die Auswertung der Kovariable Alter zeigt mit p < 0,0001, dass jungere Kinder
hohere estimierte Intrathorakaldosen erreichen als &ltere Kinder. Die Steigung der
Regressionsgerade verlauft jedoch wesentlich flacher als mit dem Orginal-
respimaten®. Die bindre Regressionsanalyse zeigt, dass die Starke des Widerstands
auch einen Einfluss darauf hat mehr als 90% des SprihstoRes (effektiven Dosis) zu
inhalieren. Widerstand 0 und Widerstand 1 beeinflussen den Anteil der Patienten, die
mehr als 90% des Spruhstol3es (effektiven Dosis) inhalieren, Widerstand 2 nicht.
Diese Ergebnisse lassen sich erneut durch die Starke der Widerstande erklaren.
Aufgrund des starken Widerstands erfolgt die Inhalation mit Widerstand 2
zwangslaufig schneller und kréftiger. Dadurch wird es schwieriger, den Atemfluss

langere Zeit aufrecht zu erhalten und mehr als 90% des Spruhstol3es (effektive Dosis)
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einzuatmen. Kinder mit Vernebler bzw. pMDI plus Vorschaltkammer- und Autohaler®-
Erfahrung haben eine 0,3 bzw. 0,1 fach hohere Chance mehr als 90% des
SpruhstolRes (effektive Dosis) einzuatmen. Dieses Ergebnis lasst darauf schliel3en,
dass die beiden Subgruppen eine gute Koordinationsfahigkeit von Auslosen und
Einatmen des Spruhstol3es aufweisen. Aul3erdem beeinflusst das Alter den Anteil der
Patienten, die mehr als 90% des Spriuhstol3es (effektive Dosis) inhalieren. Die 9-12
jahrigen Patienten haben eine um das 0,3 fach hohere Chance, mehr als 90% des
Sprihstoles (effektiven Dosis) einzuatmen als die 4-8 Jahrigen. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die 9-12 Jahrigen eine bessere Koordinationsfahigkeit besitzen als die
4-8 Jahrigen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Respimat® durch den
Einbau des Widerstands 1 am besten optimiert werden konnte. Widerstand 2 erzielte
bezlglich des MIFs (L/min) und der estimierten Intrathorakaldosis bessere Werte als
Widerstand 0. Hier war jedoch die Anzahl an Mehrfachinhalationsfehlern etwas héher
als bei Widerstand 1 und 0. Durch den Einbau eines atemzuggesteuerten Auslése-

mechanismus konnte der modifizierten Respimat® noch weiter verbessert werden.
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6.3 Experimentelle Untersuchungen der aerodynamische Eigenschaften
von Mischinhalationssuspensionen aus Salbutamolsulfat-,
Ipratropiumbromidinhalationslésungen und Fluticason-17-propionat-
inhalationssuspension

Die physikalisch-chemische Kompatibilitat ist eine notwendige, aber nicht hin-
reichende Eigenschaft, um eine simultane Vernebelung empfehlen zu kdnnen. Es
sind wenige Untersuchungen zu den aerodynamischen Eigenschaften von Misch-
inhalationslésungen bekannt, wohingegen einige Publikationen zur physikalisch-
chemischen Kompatibilitat von Inhalationslésungsmischungen medizinisch indizierter
Kombinationspartner existieren (vgl. Schwabe, 2006). Fur die simultane Vernebelung

muss zusatzlich die gleich bleibende Qualitat des Aerosols gewahrleistet sein.

Auswahl der Methode

Zur Beurteilung der aerodynamischen Eigenschaften der getrennt und simultan
vernebelten Inhalationslosungen/-suspension wurde sich der Kaskadenimpaktions-
analyse bedient. Eine weitere Methode zur Charakterisierung der aerodynamischen
Eigenschaften stellt die Laserlichtbeugung dar. Unter der Beugung ist die bei einer
Lichtwelle eines begrenzten Strahlenbindels auftretende Abweichung der Grad-
linigkeit der Ausbreitung zu verstehen. Jedes im Weg der Wellenausbreitung
befindliches Partikel ist ein Anlass zur Beugung des Strahlenblndels. Der
Beugungswinkel ist abhangig von der TeilchengroRe. Das Licht ,durchdringt” das
Partikel, wird gebrochen und erreicht als Sekundarstreuung den Detektor. Die
Methode der Laserlichtbeugung zeigt jedoch deutliche Nachteile gegenuber der
Kaskadenimpaktionsanalyse auf, da eine Unterscheidung zwischen Arzneistoff- und
Arzneistofftragerpartikeln nicht gewahrleistet ist (Mitchell et al., 2003). Des Weiteren
ergeben sich Probleme, wenn sich mehr als ein Partikel in der Messzone befindet
(Mitchell et al., 2003). Aufgrund des unterschiedlichen Messprinzips von grof3en
Partikeln (> 4 ym, Fraunhofer Theorie) und kleineren Partikeln (Partikel < 4 ym, Mie
Theorie) ist die Aussagekraft der APDS bestimmt durch Laserlichtbeugung bei einem
sehr heterodispersen Aerosol stark limitiert. Angesichts der beschriebenen Nachteile
der Laserlichtbeugung und der Gultigkeit der Kaskadenimpaktion als internationale
Methode zur Bestimmung der aerodynamischen Eigenschaften von Inhalativa
(Ph.Eur. 6.0, USP), wurden die aerodynamischen Eigenschaften des erzeugten

Aerosols der vorliegenden Arbeit mittels Kaskadenimpaktionsanalyse charakterisiert.
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Etablierung der Methode der Kaskadenimpaktionsanalyse

Die Kaskadenimpaktionsanalyse mittels NGI stellt eine sehr komplexe Methode dar,
die mit einem hohen aparativen und personellen Aufwand einhergeht und von vielen
Faktoren abhangig ist. In Abbildung 6.4.1 sind die Einflussfaktoren, die die
Variabilitdt der Kaskadenimpaktionsanalyse beeinflussen schematisch zusammen-

gefasst.
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Abbildung 6.4.1: Schematische Darstellung der Faktoren, die die Variabilitat der Kaskadenimpaktions-
analyse beeinflussen (Bonam et al., 2008).

In 20 Vorversuchen wurde die Notwendigkeit der Verwendung eines internen Filters
bei Vernebelung von Atrovent® 500 Mg/6 ml Inhalationslosung untersucht. Marpel et
al. (Marpel et al., 2004) zeigten eine Uberlappung der Sammeleffizienzkurven von
Stufe 7 mit dem MOC, wenn der NGI bei niedrigen Flussraten von 15 L/min, die fur
die Testung von Verneblern gefordert wird, betrieben wurde. Die mittels NGI
bestimmten MMADs ohne internen Filter nahmen wesentlich hohere Werte an, als
die mit internen Filter (7,4 um bzw. 5,6 ym; p = 0,0034). Die Beobachtungen von
Marpel et al. (Marpel et. al., 2004) bestatigen sich im Rahmen dieser Vorversuche
und es wurde folgerichtig ein interner Filter eingesetzt. Es wurden insgesamt 78
Kaskadenimpaktionsanalysen durchgefuhrt, 10 Analysen waren nicht methoden-
bedingt sondern durchfuhrungsbedingt fehlerhaft. Vorkommende Fehler waren ein

falsches Pipettiervolumen in den Sammelschalen, Verschitten des Losungsmittels
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bei der Probenaufbereitung und eine ungenugende Konnektion des Einlasskanals
mit dem eflow®. Von einer Beschichtung der Sammelschalen des NGls mit Silikondl
wurde abgesehen. Berg et al. (Berg et al., 2007) zeigten, dass eine Beschichtung der
Sammelschalen des NGls bei der Vermessung von Verneblern nicht notwendig ist.
Das Beschichten der Sammelschalen wird vor allem flr die Untersuchung von DPIs
und manchen pMDIs empfohlen, da die Partikel (besonders bei hohen Flissen) von
den Sammelplatten/schalen abprallen und wieder in den Luftstrom eintreten konnen.
Dies fuhrt zu einer fehlerhaften APDS (Mitchell and European Pharmaceutical
Aerosol Group, 2003). Diese Annahme wird durch weitere Beobachtungen von Berg
et al. (Berg et al.,, 2008) gestltzt, in denen keine Unterschiede in der APSD bei
Benutzung von beschichteten oder unbeschichteten Sammelschalen zu erkennen
waren. Die Temperatur des NGIs wahrend der Vernebelung stellt eine weitere
Fehlerquelle bei der Durchfihrung von Kaskadenimpaktionsanalysen dar. Dennis et
al. (Dennis et al., 2008) verglichen die Ergebnisse des MMADs und der FPF%
unterschiedlicher Verneblertypen (Ultraschall-, Disen- und Membranvernebler) bei
unterschiedlichen NGI-Temperaturen (Raumtemperatur, Kuhlen auf 5 °C). Die
MMADs fiur jeden Verneblertyp reduzierten sich im Durchschnitt durch Evaporation
des Ldsungsmittels um 9,5-21,3%, wenn der NGI bei Raumtemperatur betrieben
wurden (Dennis et al., 2008). Die FPF% erhdhte sich im Vergleich zum gekihlten
NGl um 5,5-17,4%. Drei Kaskadenimpaktionsanalysen der getrennt vernebelten
Sultanol®forte 2 mg/6 ml Inhalationslésung wurden versehentlich bei zu hohen NGI-
Temperaturen durchgefuhrt (15 °C + 5 °C). Diese Analysen wurden nicht fur die
Auswertung verwendet. Die MMADs dieser 3 Messungen nahmen einen Wert von
4,5 ym (Mittelwert aus n = 3 Messungen; p < 0,0039) an. Die FPF%, der Kaskaden-
impaktionsanalyse mittels ungekihlten NGI, erhdhte sich signifikant um 19,5%
(p < 0,001). Diese Ergebnisse bestatigen die von Dennis et al. (Dennis et al., 2008)
gefundene Reduzierung des MMADs sowie die Erhdéhung der FPF% aufgrund
Evaporation des LOosungsmittels durch Warmeaustausch mit dem NGI. Durch das
Kdhlen wird eine Luftfeuchtigkeit von annahernd 100% im NGI erreicht. Dadurch
werden ahnliche Bedingungen wie im menschlichen Respirationstrakt geschaffen.
Die Firma Pari gewahrleistet die Kihlung des NGIs wahrend der Kaskaden-
impaktionsanalyse durch eine Klimakammer, die den NGI auf konstante 5 °C kuhlt.

Im Rahmen dieser Untersuchung konnte die standardisierte Kilhlung nicht umgesetzt
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werden. Die niedrigen Standardabweichungen der Ergebnisse der Kaskaden-
impaktionsanalyse verdeutlichen jedoch, dass der Kuhlungsprozess des NGls, durch
definierte Kuhlungszeiten und Temperaturen sowie durch engmaschige Uber-
wachung der NGI-Oberflachentemperatur mittels Infrarotthermometer wahrend der
Verneblung, gut reproduzierbar war. Um die Variabilitat der Kaskadenimpaktions-
analyse zu minimieren, wurden wie unter Kapitel 4.3.3 beschrieben, die Temperatur
und die Luftfeuchtigkeit im Labor im Zeitraum der Untersuchungen kontinuierlich
Uberprift und eingehalten. Abbildung 6.4.2 zeigt eine Ubersicht der unterschiedlichen
Einlasskanale auf dem Markt befindlicher Kaskadenimpaktoren. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde der im USP 32 beschrieben Einlasskanal verwendet. Dieser
Einlasskanal wird auch in der pharmazeutischen Industrie im Rahmen der Qualitats-
kontrolle zur Chargenfreigabe einer gegebenen Formulierung verwendet (Seqgeuira et
al., 2002). Der menschliche Mund-Rachenraum ist jedoch kein rechter Winkel
sondern ein komplexes Gebilde aus verengten/erweiterten Zonen und Krimmungen.
Eine in vivo Korrelation der durch die Kaskadenimpaktionsanalyse bestimmten in
vitro Daten ist bei die Verwendung dieses Einlasskanals nicht moglich (Borgstrom,
1999).
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Abbildung 6.4.2: Verschiedene Einlasskanale auf dem Markt befindlicher Impaktoren nach Dolovich
and Rhem, 1998.
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Berg et al. (Berg et al., 1998) untersuchten die FPF% von Budesonid freigesetzt aus
einem pMDI im Vergleich zu einen pMDI+Vorschaltkammer. Die FPF% betrug bei
beiden Inhalationssystemen 35% des deklarierten Gehalts an Budesonid, wenn der
USP-Einlasskanal verwendet wurde. Wurden dieser gegen ein anatomisches Modell
eines Erwachsenenhalses ausgetauscht, verdoppelte sich die FPF% beim pMDI+
Vorschaltkammer. Der Unterschied der FPF% freigesetzt vom pMDI im Vergleich
zum pMDI+Vorschaltkammer erwies sich als noch drastischer, wenn ein
anatomisches Modell eines Kinderhalses als Einlasskanal verwendet wurde (8%
pMDI; 25% pMDI+Vorschaltkammer). Eine weitere Anpassung an physiologische
Gegebenheiten erreichten Olsen et al. (Olsen et al., 1996) durch Beschichten des
Mundrachenmodells mit Brij 35 (Polyalkylenglykolether) in Glycerol. Die Ergebnisse
der Kaskadenimpaktionsanalyse konnen auch nur bedingt die Partikeldeposition im
Respirationstrakt widerspiegeln, da diese bei einem konstanten Fluss durchgefuhrt
wird, wohingegen der Atemzyklus ein variierendes Fluss-Zeit-Profil aufweist.
Kaskadenimpaktionsanalysen, die einen breath simulator in den Versuchsaufbau
integrieren erlauben einen wesentlich besseren in vivo Vergleich (Finlay and
Gehmlich, 2000). Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine in vivo Korrelation der im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten nicht zulassig. Ziel der durchgeflihrten
Untersuchung war jedoch die relative Anderung der Qualitdt des generierten
Aerosols von getrennter zu simultaner Vernebelung zu Uberprufen. Daher kann der
Einsatz des USP-Einlasskanals fur diese Untersuchungen als hinreichend erachtet
werden. In vitro in vivo Korrelationstuberprifung mit anatomischen Mund-Rachen-
raummodellen, Beschichtungen des Mundrachenmodells mit Netzmitteln und der
Einbau eines breath simulators in die Versuchsanordnung konnen in weiterfuhrenden
Arbeiten untersucht werden. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die
etablierte Methode der Kaskadenimpaktionsanalyse sich als robust, richtig, prazise
und geeignet fur die Untersuchungen der aerodynamischen Eigenschaften bei
simultanen vernebelten Mischinhalationslosungen/-suspensionen erwies. Definierte
Anforderungen und Grenzewerte fur MMAD, die GSD, die FPF%, die delivered dose
und die recovery gibt es nach Ph.Eur. 6.0 und USP 32 nicht. Es wird gefordert, dass
,die GroRe der zu inhalierenden Aerosolteilchen (...) zu kontrollieren ist, um sicher-
zustellen, dass ein bedeutender Anteil in der Lunge abgelagert wird“. Die relative
Wichtigkeit der totalen Lungendeposition gegenuber regionaler Lungendeposition

und wie diese die pharmakologische Wirkung und die Nebenwirkungen der
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inhalierten Wirkstoffe beeinflussen, ist komplett unerforscht. Glukokortikoide zeigen
beispielsweise erst dann eine Anderung in der klinischen Wirksamkeit, wenn die
delivered dose um das 4-fache reduziert wurde (Barnes et al., 1998). Zusammen-
fassend lasst sich sagen, dass es nicht moglich ist, die klinische Wirkung aufgrund

der APSD vorauszusagen. Abbildung 6.2.3 zeigt klinische Studien, die die klinische

Wirkung in Abhangigkeit zur APDS-Anderungen darstellen.

Study
Mebulizers Drug and Dose Particle Sizes Population Results Reference
Not stated Cumulative doses MMADs 0,55 6 asthmatics Trend toward better response =

of fenoterol;
maximum dose 40 pg
to right lung

and 2.4 pm

for smaller acrosol

Wright nebulizer Methacholine in MMADs 1.3-3.6 pm ¥ asthmatics 2.7-fold difference in o
(7 L/min) vs virying concentrations MMAD did not significantly
DeVilbiss 40 alter response
(6 Linin)
vs Bennett Twin
(7 Limin)
Sandoz nebulizerat Albuterol, 1 mg MMDs 11-17 pm 10 asthmaties No differences in responses =
4, 6, and 8 L/min between regimens
Inspiron nebulizer at - Rimiterol, cuomulative  MMDs 4- 11 pm H asthmatics Mo differences in responses i
4 and & L/mm to 8 mg between regimens
Inspiron nebulizer at Albuterol, 1 mg MMDs 4-11 pm 40 asthmatics No differences in responses &
4 and & L/mmn and 5 mg between 4 regimens
Two nebulzer Albuterol, amming MMADs 1.4 vs 8 asthmatics ldentical responses to both o8
COTPressor to achieve hing 5.5 pm; TegImens
combinations doses 20-250 pg FPFs 94% vs 50%
Turret (8 Limin) vs  Terbutaline sulfate, MMDs 1.8-10.3 pm 7 asthmatics Smallest acrosol gave o
Upmist (6 Limin)vs 2.5 mg statistically significantly
Inspiron (4 L/min) better improvement in tests

of small arways function

than 2 larger acrosols
Turret (12 Limmn) vs  Albuterol, cumulative  MMDs 3.3 and # asthmatics Albuterol: 3.3 pm acrosol b
Inspiron (6 L/min) to 2 mg; ipratropium 7.7 pm gave statistically significantly

bromide, cumulative higher response
to 400 pg Ipratropium bromide: no

differences in response

between regimens
Three nebulzer/ RhDNase, 2.5 mg FPFs 48%-57% 397 cystic Similar improvements m
COMPressor twice daily for fibrosis patients  in lung function for
combinations 15 days randomized each regimen
Two nebulzer RhDMNase, 2.5 mg MMDs 6.9 and Similar improvements 2
COMPressor daily for 7 days 34 pum; in lung function for
combinations FPFs 35% and 71%  randomized each regimen

to 2 groups i,

MMDs 4.9 and
2.0 pmg
FPFs 50% and 3%

Two nebulizer/
COMPressor
combinations

RhDMase, 2.5 mg
daily for 14 days

749 cystic
fibrosis patients
randomized

Study powered to detect
50% difference in response
between regimens; difference
to 2 groups in response between regimes

was statistically significant for

forced vital capacity (P = 0.03)

but not for forced expiratory

flow in 1 second (P = 0.06)

*Studies were crossover in design except where stated, MMADs indicates mass median asrodynamic dizmeters; MMDs, mass median diameters;
FPFs, fine particle fractions.

Abbildung 6.4.3: Klinische Studien der Korrelation der APDS-Anderung mit der klinischen Wirkung
nach Mitchell et al., 2007.

Die FDA (FDA, 2002) fordert flr die recovery einen Wert von £+ 15% vom
deklarierten Wirkstoffgehalt. Die recovery von lpratropiumbromid und Salbutamol-

sulfat simultan und getrennt vernebelt lagen in dem von der FDA geforderten Bereich.
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Dieser Befund ist andererseits ein weiteres Indiz fur die valide Durchfuhrung der
Kaskadenimpaktionsanalyse. Die delivered dose beschreibt den Anteil des Aerosols,
der fUr die Inhalation zur Verfugung steht und wird durch den Anteil des Wirkstoffs im
NGl in % bestimmt. Die effektive Dosis, die im Rahmen der Respimatuntersuchung
ermittelt wurde bezeichnet den Anteil des SpruhstoRes, der dem Patient fur die
Inhalation zu Verfligung steht. Die effektive Dosis wird jedoch aus der gesamten
Inhalationszeit des Patienten (Ti,) unter Berucksichtigung des Auslosezeitpunkt (A)
berechnet und reprasentiert nicht den prozentualen Wirkstoffanteil im NGI.
eflow®-Vernebler

Der eflow® bedient sich einen neuen Prinzip der Vernebelung (Membranverneblung).
Dadurch lassen sich auch instabile Wirkstoffe (z.B. Proteine) und Suspensionen
vernebeln. Inhalationszeiten konnen damit bedeutend verringert werden, von
10-15 Minuten mit traditionellen Verneblern auf bis zu 3-5 Minuten mit dem eflow® je
nach Rezeptur und Fiillmenge. Der eflow® vereinigt folgende Vorteile: schnelle und
kurze Inhalationszeiten, ideale GroRenbemessung der Partikel, niedrige Restmengen
und einen optimalen auf das zu inhalierende Arzneimittel abgestimmten Austoss.
Aufgrund dieser Vorteile wurde der eflow® als Vernebler fiir die Untersuchungen

gewahlt.

Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse bei getrennter Vernebelung
Nach unserem Kenntnisstand gibt es bisher keine publizierten Untersuchungen tber

die Verneblung von Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension mittels eflow®.
Von der Herstellerfirma des eflows® (Firma Pari) sind folgende fiir die Vernebelung
verschiedener auf dem Markt befindlicher Fertigarzneimittel in Abbildung 6.4.4 dar-

gestellten Informationen veroffentlicht:
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Himweise
Dia verabraichta und die lungengéngige Dosis sind

Mr@ 1pg/mi). Data on file (=9,
Gamassan mit TOBI* (Chinony Movartis)

Erzymaktivitdt bleibt nach Verneblung
erhatten (90%) wie bei PARI LC H.Us'\ihrmbhrm
* (Roche)

Abbildung 6.4.4: Ubersicht iber die Vernebelung verschiedener Inhalationslésungen mittels eflow®
nach der Pari GmbH.

Die Ergebnisse der Firma Pari beziehen sich auf Messungen mit dem Malvern-
MasterSizer X (Messprinzip: Laserlichtbeugung) bei 23 °C und 50% relativer
Feuchtigkeit. Der inspiratorische Fluss betrug 20 L/min. Der MMAD von Salbutamol-
sulfat in Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat vernebelt mittels eflow® ist um
26% (1,7 uym) kleiner als der durch Kaskadenimpaktion ermittelte MMAD. Auch die
durch Laserlichtbeugung ermittelte FPF% ist um 22% hdher als die mittels
Kaskadenimpaktion bestimmte FPF%. Der von der Firma Pari deklarierte Wert des
MMADs von Ipratropiumbromid in Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat vernebelt
mittels eflow® ist gleichermafen um 25% (1,35 um) kleiner als der ermittelte MMAD
der von uns durchgefuhrten Kaskadenimpaktionsanalyse. Weiterhin ist die FPF% um
25% hoher als die durch Kaskadenimpaktion bestimmte FPF%. Die von Pari
gemessenen Daten konnen aufgrund der oben beschriebenen Nachteile der
Laserlichtbeugung nur bedingt mit den Ergebnissen dieser Untersuchungen
verglichen werden. Auflierdem entsprechen die Messbedingungen der durch-
gefuhrten Laserlichtbeugung nicht dem neuesten Stand wissenschaftlicher
Erkenntnisse. Ziegler und Wachtel (Ziegler and Wachtel, 2005) zeigten, dass die
MMADs und FPFs % mittels Laserlichtbeugung erst dann eine gute Korrelation mit

denen der durch Kaskadenimpaktionsanalyse bestimmten MMADs und FPFs % auf-
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wiesen, wenn eine Luftfeuchtigkeit von > 90% im Messgerat geschaffen wurde. Bei
niedrigeren Luftfeuchtigkeiten kam es zu einer signifikanten Tropfchenverkleinerung
durch Evaporation des Losungsmittels. Diese Ergebnisse und die niedrigen
Standardabweichungen weisen auf eine hohe Reliabilitdt der durchgefuhrten
Kaskadenimpaktionsanalysen hin. In guter Ubereinstimmung ist allerdings, dass der
MMAD und die FPF% auch in den vorliegenden Untersuchungen flr Ipratropium-
bromid und Salbutamolsulfat vergleichbar grof3 sind und alle Werte das gleiche
Relativverhaltnis haben. Aulerdem sollte im Rahmen dieser Untersuchung die
relative Anderung der aerodynamischen Eigenschaften und Leistung des eflows® bei
getrennt und simultaner Vernebelung untersucht werden. Die Ergebnisse der
Leistung des eflows®in Form des AusstoR des Verneblers stimmen gut mit den von
der Firma Pari ermittelten Werten Uberein. Die Vernebelungszeiten konnten unter-
einander nicht verglichen werden, da die Fullvolumina des Reservoirs nicht
Ubereinstimmten.

Vergleich der Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse der getrennt und
simultan vernebelten Inhalationslésungen/-suspensionen

Die physikalisch-chemische Kompatibilitat fir die 3er Mischung Flutide® (Fluticason-
17-propionat) mit Atrovent® (Ipratropium) und Sultanol® forte Fertiginhalat (Salbutamol)
wurde in einer vorhergehenden Arbeit gezeigt (Schwabe, 2006). Allerdings sind bis
dato keine Untersuchungen Uber die Aerosoleigenschaften von Mischinhalations-
I6sungen/-suspensionen erfolgt. Auch fur sonstige Mischinhalationslésungen sind nur
wenige Untersuchungen zur Beeinflussung der Aerosoleigenschaften durch die
simultane Vernebelung bekannt. Auch sind diese wegen unterschiedlicher Methodik
mit der hier durchgefuhrten Untersuchung nicht vergleichbar. Coates et al. (Coates et
al., 1997; Coates et al. 1998) zeigten, das die vernebelte Tobramycinmenge durch
den Zusatz von Salbutamolinhalationslésung, gesteigert werden kann. Di Berardino
et al. (Di Berardino and Scaglione, 1999) berichteten Uber den Effekt der Zugabe von
Flunisolid auf die delivered dose von Salbutamol. Diese beiden Untersuchungen
erfolgten mittels Laserlichtbeugung, die wie oben bereits beschrieben keine gultige
Arzneibuchmethode zur Charakterisierung von Aerosolen darstellt. Der eflow®-
Vernebler wurde in beiden Arbeiten nicht untersucht. Kurzlich untersuchten Berlinski
et al. (Berlinski and Waldrep, 2006) den Ausstof3 und die Aerosoleigenschaften von
Salbutamol jeweils in einer Mischinhalationslésung mit Cromoglicinsaure oder
Acetylcystein oder Ipratropiumbromid oder Tobramycin oder Flunisolid. Der

Versuchsaufbau entspricht jedoch nicht dem neuesten wissenschaftlichen Stand der
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PartikelgréRenbestimmung von Verneblern (keine Kuhlung auf 5 °C, Verwendung
des Andersen Impactor bei 28,3 L/min). Aullerdem wurde nur der Einfluss auf
Salbutamol betrachtet. Die Aerosoleigenschaften von 3er Kombinationen wurden
unserem Wissen nach bisher nicht untersucht. Die aerodynamischen Eigenschaften
des Aerosols bei simultaner Vernebelung der 3er Kombination fur Ipratropiumbromid
und Salbutamolsulfat erfuhren keine signifikanten Anderungen. Tendenziell ist der
MMAD der 3er Kombination von Ipratropiumbromid und Salbutamolsulfat etwas
kleiner und die FPF% etwas hoher im Vergleich zu getrennten Vernebelung. Die
GSD und die delivered dose blieben durch das Mischen unverandert. Die recovery
verringerte sich minimal. Fur Salbutamolsufat betrug die recovery ungemischt 103%
und gemischt 99%. Fur Ipratropiumbromid betrug der Wert ungemischt 89% und
gemischt 81%. Der geringfluigige Verlust der recovery an Ipratropiumbromid ist
vermutlich HPLC-Methoden bedingt. Aufgrund dieser Ergebnisse erscheint die
simultane Inhalation dieser Wirkstoffe unproblematisch zu sein und kann
uneingeschrankt empfohlen werden. Die Erhéhung der Viskositat der Losung kdnnte
die tendenziell kleineren MMADs der einzelnen Komponenten bei simultaner
Vernebelung erklaren. Dieser Unterschied besteht nur fir Fluticason-17-propionat
und ist statistisch signifikant. Diese Ergebnisse decken sich gut mit den Ergebnissen
von Newman und le Brun et al., die kleinere MMADs bei steigender Viskositat der
Inhalationslosung berichteten (Newman et al., 1987; Le Brun et al., 2000). Allerdings
anderten sich die aerodynamischen Eigenschaften des Fluticason-17-propionat-
aerosols durch das Mischen mit Sultanol® forte und Atrovent® Fertiginhalat. Der
MMAD verringerte sich durch das Mischen von 6,35 ym auf 5,15 ym. Die FPF%
erhohte sich um 9%. Die GSD als Mal} fur die Dispersitat des Aerosols anderte sich
nur unwesentlich. Nachteilig ist die signifikante Verringerung der delivered dose um
25% und die Reduzierung der recovery um weitere 25%. Allerdings betragt auch bei
getrennter Verneblung der Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension die
recovery nur 67%. Vielleicht ist die Ursache die schon berichtete Inkompatibilitat
(Kamin et al., 2006) von Fluticason-17-propionat mit Polystyrol des Reservoirs des
eflows®. Fluticason-17-propionat scheint mit Kunststoffen, aufgrund von Sorptions-
vorgangen, inkompatibel zu sein. Ursache flr die Reduzierung der recovery konnte
eine Destabilisierung der Flutide® forte 2 mg/2 ml Inhalationssuspension sein.
Suspensionen reprasentieren flissige Darreichungsformen von Feststoffpartikeln in

einer Flussigkeit (grobdisperse Systeme; Durchmesser = 1 ym). Am Feststoff bildet
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sich eine Solvathulle aus Losungsmittelmolekilen aus, die eine Agglomeration von
Einzelpartikeln zu Aggregaten verhindert. Durch den Zusatz von amphiphilen
Verbindungen (hier Polysorbat und Sorbitanmonolaurat) erfolgt eine Herabsetzung
der Grenzflachenspannung zwischen dispergierten Feststoff und flissiger Phase,
dabei wird die Benetzbarkeit der Partikel verbessert. Die Tensidmolekulle werden von
den Partikeln adsorbiert und bilden um diese einen Film. Die Adsorption erfolgt an
der Oberflache des festen Partikels. Durch den Zusatz von Tensiden kann eine
unvolistandige Solvathulle verstarkt werden oder aber es tritt ein Tensidfilm an die
Stelle der Solvathille. Durch die gleichartige Aufladung der Teilchen bildet
Fluticason-17-propionat mit Polysorbat und Sorbitanmonolaurat eine negative Grenz-
schicht aus. Die Teilchen stoRen sich gegenseitig ab und der Agglomeration,
Flockenbildung, Flotation, Sedimentation und Kuchenbildung wird entgegengewirkt.
Von adsorbierten lonen, die der Oberflache eine negative Ladung verleihen (innere
Helmholtz-Schicht), werden positiv geladenen lonen so genannte Gegenionen an-
gezogen (aullere Helmholtzschicht). Diese aullere oder diffuse Helmholtz-Schicht
entsteht dadurch, dass durch die Molekular- oder Warmebewegung nach Brown eine
diffuse Verteilung positiver oder negativer Ladung entsteht. Die Flutideinhalations-
suspension enthalt Natriumdihydrogenphosphatdihydrat und Dinatriumhydrogen-
phosphat welche als Peptisatoren wirken, d.h. die Natriumkationen kdnnen auch als
aullere Helmholtz-Schicht an der negativen geladenen inneren Helmholtzschicht
binden. Die Stabilitat der Dispersion hangt dann vom Verhaltnis der van-der-Waals-
Anziehung und der elektrostatischen AbstoRung ab. Durch die Mischung mit
Ipratropiumbromid- und Salbutamolsulfat-haltigen Inhalationslésungen, die in
wassriger Losung als Ipratropium- und Salbutamolkation vorliegen, konnen das Poly-
sorbat und das Sorbitanmonolaurat mit diesen Kationen wechselwirken und somit die
elektrische Doppelschicht storen. Des Weiteren konnten die als Peptisator wirkenden
Natriumkationen durch lonenbindung mit Bromidanionen oder den Sulfatanionen ab-
gefangen werden und zusatzlich die Suspension destabilisieren. In der Folge kann
mehr Fluticason-17-propionat an den Kunststoffteilen des Verneblers durch van der
Waals Wechselwirkung oder elektrische Aufladung binden, was den drastischen
Abfall der recovery erklaren wirde. Die Art der Wechselwirkung muss durch weitere

Arbeiten untersucht werden.
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Leistung des eflows

Die Vernebelung von 6 ml Mischinhalationssuspension bestehend aus 2 ml Atrovent®
500 pg/2 ml, 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml und 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml
weist im Gegensatz zum ungemischten Flutide® forte 2 mg/6 ml und Sultanol® forte
2 mg/6 ml eine signifikant langere Vernebelungszeit auf. Grund kénnte die hdhere
Dichte und die daraus folgende erhdhte Viskositat der Mischinhalationssuspension
sein. Durch Erhohung der Viskositat erhoht sich die Schwellenamplitude des
Verneblers und somit die Vernebelungszeit. Die experimentelle Bestatigung dieser
These erfolgte nicht. In der klinischen Praxis ist eine Vernebelungszeit von 15-30 min,
ohne Verschlechterung der Patientencompliance, durchaus akzeptabel (Le Brun et
al., 2000). Die langste Vernebelungszeit betrug mit dem Pari eflow® 10,5 min fiir die
Mischinhalationssuspension. Eine 14 minltige Zeitersparnis lasst sich durch die
simultane Vernebelung taglich erreichen, wobei die Zeit fir das Reinigen und
Trocken des Verneblers in diese nicht einberechnet ist. Das Mischen sollte
demnach die Compliance verbessern. Der gravimetrisch durch Differenzwagung
ermittelte Ausstol3 des Verneblers verringerte sich in Folge der Vernebelungszeit-
erhdhung gleichermalien, dies hat aber auf die Aerosoltherapie keinen nachteiligen
Einfluss. Aufgrund dieser Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsdaten koénnen nur
bedingt Aussagen zur die klinische Effektivitdt der simultanen Verneblung im
Vergleich zur getrennten Vernebelung getroffen werden. Hochwirksame Wirkstoffe
wie Bz-Agonisten und Glukokortikoide, welche in Dosen weit unter 1 mg einen aus-
reichenden therapeutischen Effekt haben, sind auch bei schlechter Verneblerleistung,
und bei einem geringen Anteil der delivered dose immer noch gut wirksam. Auch bei
simultaner Vernebelung stehen dem Patient rund 400 pg Fluticason-17-propionat zur
Inhalation zu Verflgung, so dass eine ausreichend anti-inflammatorische Wirkung
anzunehmen ist. Gangige Fertigarzneimittel wie das Flutide® Dosieraerosol enthalten
pro Hub 125 bis 250 pg Fluticason-17-propionat. In einem Review von Mitchell et al.
(Mitchell et al.,, 2007) wurden Studien zusammengefasst, in denen APSD-Daten
direkt mit der klinischen Wirkung verglichen wurden. Besonders bei Verneblern ist es
schwierig eine solche APSD-Wirkungsbeziehung zu evaluieren, da sehr viele
verschiedene Variationsursachen in den verschiedenen Studien zu beachten (Full-
volumen, Wirkstoffkonzentration etc.) sind. Um den Einfluss der Anderung der aero-
dynamischen Eigenschaften der Flutidemischinhalationssuspension auf die klinische

Effektivitat festzustellen, musste eine klinische Studie durchgeflihrt werden.
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Wabhrscheinlich hat die Anderung der aerodynamischen Eigenschaften jedoch keinen
schadlichen Einfluss auf die Inhalationstherapie und wird durch die hohere
Patientencompliance Uberkompensiert. Die Expertenmeinungen zur Bedeutung
konsekutiv oder simultaner Vernebelung gehen stark auseinander. Nach gangiger
Lehrmeinung (Linz und Nahrlich) sollen die verschiedenen inhalativen Arzneimittel
bei CF-Patienten in folgender Reihenfolge angewendet werden:

1. Bronchospasmolytikum

2. Mukolytikum/NaCl

3. Physiotherapie

4. Glukokortikoide (evil. auch gleichzeitig mit Bronchospasmolytikum oder

danach)

5. Antibiotikum
Nach dieser Lehrmeinung ist die simultane Vernebelung von Bronchospasmolytikum
und Glukokortikoid indiziert. Nachdem die physikalisch-chemische Kompatibilitat der
3er Kombination von Sultanol® forte, Atrovent® und Flutide® forte und die Aerosol-
eigenschaften unverandert (Salbutamolsulfat, Ipratropiumbromid) bzw. héchst wahr-
scheinlich nicht klinisch relevant (Fluticason-17-propionat) verandert sind, ist die
simultane Vernebelung durchaus mdglich. Es ist anzunehmen, dass die Compliance

sogar besser und der Nettoeffekt hoher ist.
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6.4 Experimentelle Untersuchungen der physikalisch-chemischen
Kompatibilitat von Colistimethatinhalationsldsungen mit medizinisch
indizierter Kombinationspartnern

Fur die Kompatibilitit von Arzneimitteln ist die qualitative und quantitative

Zusammensetzung dieser entscheidend. Kompatibilitatsmindernde Faktoren kdonnen

der Arzneistoff selbst oder die im Fertigarzneimittel enthaltenen Hilfsstoffe sein.

Besonders problematisch fur die Kompatibilitdt von Mischinhalationslésungen

scheinen vor allem Konservierungsmittel zu sein (Schwabe, 2006). Die vorliegenden

Untersuchungen wurden daher und aufgrund der bereits untersuchten In-

kompatibilitdat von CMS mit Benzalkoniumchlorid (Turner et al, 1987) mit

konservierungsmittelfreien Fertiginhalate als Kombinationspartner durchgefihrt.

Unterschiedliche Konzentrationen des gleichen Arznei- oder Hilfsstoffes kdnnen

unterschiedliche Kompatibilitdten bedingen. Fir die eigenen experimentellen Unter-

suchungen wurde die Konzentration der Mischinhalationssuspension so gewahlt,
dass diese praxisublichen Konzentrationen entsprachen. Gibt es mehrere

Konzentrationen des Fertigarzneimittels auf den Markt, wurde die hdchste

Konzentration gewahlt, da die Wahrscheinlichkeit fur eine Inkompatibilitat hdher ist

(Voigt und Fahr, 2000). CMS ist unter physiologischen Bedingungen ein Polyanion

mit funf Methansulfonatgruppen. In Losung findet eine Hydrolyse der Methan-

sulfonat-Gruppen zu intermediaren CMS-Hydrolyseprodukten und zum aktiven

Metabolit Colistin statt. Wallace et al. (Wallace et al., 2008b) zeigten, dass CMS in

Fertigarzneimitteln in Aqua ad injectabilie gelést nach 7 Tagen, bei 4 °C bzw. 25 °C

zu 0,1% Colistin hydrolysierte. In 0,9% NaCl-Losung und in 5% Glucoseldsung

erfolgte die Hydrolyse schneller und nach 48 h Lagerung wurden bei 25 °C bereits

4% Colistin gefunden. Die Konversion des CMS zu Colistin erfolgt bei 37 °C in einer

Pufferlésung (pH = 7,4) wesentlich schneller und nach 4 h sind bereits 20% des CMS

in Colistin hydrolysiert (Li et al., 2003a). Wallace et al. (Wallace et al., 2008a)

empfehlen, dass nach guter klinischen Praxis die rekonstituierte Inhalationslésung so
schnell wie moglich verwendet und nur kurzzeitig am Besten bei 4 °C gelagert
werden sollte. AuRerdem zeigten Barnett et al. (Barnett, 1964), dass es international
verschiedene Bulkwaren von CMS mit unterschiedlicher LDsy gibt. Aufgrund des

Risikos der Hydrolyse wurden die experimentellen Untersuchungen nur unmittelbar

nach Mischen der Inhalationslésungen bzw. Inhalationssuspensionen durchgefihrt.

Unter der Malkgabe den Patienten die Inhalation nur unmittelbar nach Mischen zu

empfehlen, erachteten wir das fur ausreichend. Zu Erstellung der Eichgeraden
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wurden die jeweiligen Fertigarzneimittel verwendet, um einen mdglichen Einfluss der
Hilfsstoffe zu erfassen. Fur die Eichgerade wurde die jeweilige deklarierte Arznei-
stoffkonzentration des Fertigarzneimittels als nominelle Konzentration angenommen.
Diese Vorgehensweise ist legitim, da im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
relativen Veranderungen und nicht die absoluten Arzneistoffkonzentrationen der
untersuchten Fertigarzneimittel von Bedeutung sind. Nach internationalen Richtlinien
darf der tatsachliche Arzneistoffgehalt um 5% vom deklarierten Wert abweichen.
Dadurch kénnen Abweichungen bei der Verwendung zweier verschiedener Chargen
eines Fertigarzneimittels auftreten. Da auch Hilfsstoffe zu Abweichungen in der
Gehaltsbestimmung fuhren kénnen ist die Erstellung der Eichgeraden mit dem
jeweiligen Fertigarzneimittel noch unabdinglicher, um eine Ergebnisverfalschung zu
vermeiden. Bislang gibt es keine Untersuchungen zur Kompatibilitdt von CMS-
haltigen Inhalationslosungen mit anderen Arzneimitteln zur Vernebelung. Nach
unserem Kenntnisstand wurden sie im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig
durchgefihrt.

Methode der mikrobiologischen Wertbestimmung von Colistimethat

CMS ist ein Vielstoffgemisch, das aus 30 verschiedenen Stoffen besteht. Die Haupt-
bestandteile sind Polymyxin E1 und Polymyxin E2, die mit etwa 80% den groten
Anteil von CMS ausmachen. Die quantitative Gehaltsbestimmung von CMS gestaltet
sich schwierig, da die finf Methansulfonatgruppen zu 32 unterschiedlichen Abbau-
produkten und Colistin hydrolysieren. Wallace et al. (Wallace et al., 2008c)
bestimmten den Gehalt von freiem Colistin in CMS-haltigen Fertigarzneimitteln, da
freies Colistin maRgeblich fur die Toxizitat verantwortlich ist. Li et al. (Li et al., 2003b)
entwickelten eine HPLC-Methode zur Bestimmung von CMS in Rattenplasma. Hier
wurde durch Zugabe von Schwefelsaure CMS vollstandig in Colistin Uberfihrt und
analysiert. Diese Methode eignet sich nicht zur CMS-Gehaltsbestimmung, da nur
freies Colistin und nicht das Methat bestimmt wird. Li et al. (Li et al., 2003c)
entwickelten eine weitere HPLC-Methode zur Bestimmung von CMS in wassriger
Lésung und Plasma. Mit diesen Methoden kann nur nicht hydrolysiertes CMS und
nicht partiell hydrolysiertes CMS oder Colistin bestimmt werden. Auch die
hydolysierten CMS-Derivate besitzen eine intrinsische antimikrobielle Wirkung. Wenn

diese nicht bestimmt werden, kdnnen falsch negative Ergebnissen resultieren. Mit
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diesen Methoden lasst sich nur zeigen wie viel CMS hydrolysiert und wie hoch der
Anteil an Colistin ist. Der Gesamtgehalt an antimikrobiell wirksamen Bestandteilen
kann durch diese Methoden nicht bestimmt werden und ist daher nur fur Toxizitats-
betrachtungen und pharmakokinetische Zwecke geeignet. Fir die Gehalts-
bestimmung ist eine Methode mit der gleichzeitig CMS, alle 32 Hydrolyseprodukte
und freies Colistin bestimmt werden konnen, erforderlich. Im Europaischen Arznei-
buch erfolgt die CMS-Gehaltsbestimmung mit einer mikrobiologischen Wert-
bestimmungsmethode, die auch bei der Grinenthal GmbH im Rahmen der Qualitats-
kontrolle verwendet wird. Daher wurde auch fir die Kompatibilitatsuntersuchungen
die mikrobiologische Wertbestimmung als Gehaltsbestimmungsmethode gewahit. Bei
der mikrobiologischen Wertbestimmungsmethode wurde als Standardlésung ein
Colistin  CF®-Vial der Charge verwendet, die auch fiir die Herstellung der
4-Komponentenmischinhalationssuspension benutzt wurde. Die relative Anderung
des Gehaltes an CMS der Mischinhalationssuspension in Bezug auf das
ungemischte Fertigarzneimittel ist somit moglich. Die Methode muss so angelegt sein,
dass sie eine Uberpriifung der Giltigkeit des mathematischen Modells erlaubt, auf
dem der Aktivitatsvergleich beruht. Alle Vorrausetzungen wurden erfullt. Die
Bedingung der Parallelitat, Linearitat und Regression sind aufgrund der errechneten
Irrtumswahrscheinlichkeiten gultig. Die Analyse zeigt signifikante Unterschiede
zwischen den Zeilen. Dies weist auf eine erhdhte Prazision durch Anwendung des
lateinischen Quadrats gegenuber einem vollstandig randomisierten Versuchsplan hin.
Das lateinische Quadrat bietet einen Vorteil, falls Blockeffekte (also Unterschiede
zwischen den Zeilen) vorliegen. Diese entstehen z.B. bei Fehlern in der Durch-
fuhrung. Fur den Fall, dass beispielsweise die Losung spaltenweise aufgetragen
wurde und daher in der obersten Zeile eine hohere Konzentration vorliegt als in der
untersten, ware damit zu rechnen, dass sich die Zeilen unterscheiden, was auch
mittels der Varianzanalyse nachgewiesen werden kénnte. Das lateinische Quadrat
als Versuchsplan kann auch dann verwendet werden, wenn keine Blockeffekte vor-
liegen. Man hat in diesem Fall zwar keinen direkten Vorteil davon, aber auch keinen
Nachteil. Bei der Verwendung des lateinischen Quadrates ist man quasi gegen alle
moglichen Effekte abgesichert.

Die entwickelte Methode erwies sich fur CMS-Gehaltsbestimmung als gut geeignet.
Es konnte gezeigt werden, dass der Gehalt an CMS in der Mischinhalations-

suspension keine signifikante Anderung erfuhr. Auch die Vertrauensgrenzen erfiillten
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mit 103% und 98% die Anforderungen der festgelegten Grenzen. Durch Hydrolyse
wird CMS in Colistin tUberfuhrt, das wesentlich starker antimikrobiell wirksamer ist als
CMS (Li et al., 2001). Eine vorliegende Hydrolyse wurde mit einer erhohten anti-
mikrobiellen Wirksamkeit einhergehen. Die Gehaltsbestimmung von nicht gemischten
CMS gibt keinen Hinweis auf eine sofortige Hydrolyse, deshalb ist diese auch nicht
zu erwarten. Der Einfluss der Kombinationspartner auf die Hydrolyse von CMS in
Mischinhalationslosungen/-suspensionen uUber die Zeit wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht und ware fur weitere Untersuchungen interessant. WeiterfUhrend ware
auch das Vernebelungsverhalten von colistimethathaltigen Mischinhalationslésungen
/-suspensionen, sowie die Auswirkung der Vernebelung auf die Hydrolyse von CMS

ZU untersuchen.

Chemische Kompatibilitdt von Fluticason-17- propionat Inhalationssuspension
mit Ipratropium-, Salbutamol- und Colistimethatinhalationslésungen

In den Untersuchungen von Schwabe (Schwabe, 2006) erwies sich die 3er
Kombination aus Atrovent® 500 ug/2 ml Fertiginhalat, Flutide® forte 2 mg/2 ml und
Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml als chemisch stabil. In dieser Untersuchung wurde der
kompatiblen 3er Kombination als vierte Komponente CMS zugefligt. Zur Bestimmung
der Kompatibilitat wurde die Gehaltsbestimmung von Salbutamolsulfat, Ipratropium-
bromid und Fluticason-17-propionat mittels HPLC durchgefuhrt. In der HPLC-Unter-
suchung mit UV-Detektion absorbierte neben Fluticason-17-propionat auch der
Mischpartner Salbutamolsulfat bei der Detektionswellenlange von 239 nm.
Salbutamol eluierte mit einer Retentionszeit von 1,7 min deutlich getrennt vom
Fluticason-17-propionatpeak bei R:; 2,7 min. Demnach stort Salbutamolsulfat die
quantitative Bestimmung des Glukokortikoids nicht. Im Unterschied zu den Unter-
suchungen von Schwabe (Schwabe, 2006) trat bei der alkaliforcierten Zersetzung
von Fluticason-17-propionat ein Abbauprodukt bei der Retentionszeit von einer
Minute und bei der saureforcierten Zersetzung trat ein zusatzlicher Peak bei 1,5 min
auf. Diese konnten der Hydrolyse der des Fluticason-17-propionats zu Fluticason (6a,
9-Difluor-17[8fluormethyl]sulfanyl]carbonyl]-11B,  17a-dihydroxy-16-a-methyl-3-oxo-
androsta-1,4-dien) und Propansaure zuzuordnen (s. Abbildung 6.4.1). Des
Weiteren konnte die Thioetherbindung des Fluticason-17-propionats zu 1,3 Fluoro-
propanthiol und zu 6a,9-Difluor-11b-hydroxy-16a-methyl-3-oxo-17-(propanoyloxy)

androsta-1,4-dien-17b-propansaure hydrolysieren, welches vielleicht den zweiten
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Peak reprasentiert (s. Abbildung 6.4.1). Durch Wasserstoffperoxid kdnnte der
Schwefel in der Thioetherverbindung zum Sulfoxid (R'-SO-R?) und zum Sulfon (R'-
SOZ-RZ) oxidieren, welches die zwei zusatzlichen Peaks im Chromatogramm bei 0,8

und 1,6 min erklaren konnte.

1) 2)
Abbildung 6.4.1: Zersetzungsprodukte der alkalischen und sauren Hydrolyse von Fluticason-17-
propionat 1) 6a,9-Difluor-17[[8fluormethyl]sulfanyl]carbonyl]-113,17a-dihydroxy-16 a-methyl-3-oxo-

oxoandrosta-1,4-dien 2) 6a,9-Difluor-11b-hydroxy-16a-methyl-3-oxo-17-(propanoyloxy)androsta-1,4-
dien-17b-propansaure.

Aufgrund der Lipophilie des Fluticason-17-propionats ist dies nicht direkt in wassriger
Losung formulierbar. Die homogene Probeentnahme von der Arzneistoffsuspension
kann erschwert sein, weshalb eine normierte Homogenisierung aller Untersuchungs-
I6sungen vor Probeentnahme durchgefliihrt wurde. Die intraday und interday
Prazisionen von 0,6% und 2,3% weisen auf eine ausreichende Homogenisierung hin.
Die chemische Kompatibilitait von Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat mit
Colistin®CF 1 000 000 I.E./3 ml, Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml und Atrovent®
500 pg/2 ml Fertiginhalat unmittelbar nach Mischen konnte durch diese Arbeit
gezeigt werden.

Chemische Kompatibilitat von Ipratropium- und Salbutamolinhalationslésung

mit Colistimethatinhalationslésungen und Fluticason-17-propionatinhalations-
suspensionen

Die Mischung von Inhalationslosungen der Wirkstoffe Salbutamolsulfat und
Ipratropiumbromid ist in der klinischen Praxis aufgrund der synergistischen Wirkung
etabliert. Die Kompatibilitdt von konservierungsmittelfreier Salbutamolsulfat-
inhalationslosung mit CMS-haltigen Infusionslosungskonzentrat wurde bereits

(Turner, 1987) bewiesen. Die Untersuchungen mit CMS in der 4er Kombination
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bestatigen das Ergebnis fiir das Fertigarzneimittel Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fer-
tiginhalat. Fur konservierungsmittelfreie Ipratropiumbromidinhalationslésungen mit
CMS-haltigen Inhalationslosungen gibt es nach unseren Kenntnisstand bislang keine
Kompatibilitdtsuntersuchungen. In dieser Arbeit konnte die Kompatibilitat des Fertig-
arzneimittels Atrovent®500 ug/2 ml Fertiginhalat mit Colistin CF® 1 000 000 I.E./3 ml
Inhalationslésung in der 4er Kombination gezeigt werden. Im Verlauf der Unter-
suchungen zeigte sich eine Verschiebung der Retentionszeiten von Salbutamol und
Ipratropium von maximal 0,2 Minuten. Fur die Verschiebungen der Retentionszeiten
konnen leichte Veranderungen des Eluenten und Ablagerungen von Hilfsstoffen in
der Trennsaule Ursachen sein (Meyer, 2009). Der ebenfalls relevante Faktor Trenn-
saulentemperaturanderung wurde durch den Saulenofen ausgeschlossen. Es ist
davon auszugehen, dass die Prazision und Spezifitdt der Bestimmung von
Salbutamolsulfat und Ipratropiumbromid in der Mischinhalationssuspension nicht
negativ beeinflusst wurden. Bei der Prifung der stabilitatsindizierenden Eigen-
schaften der Methode trat in den Chromatogrammen der alkaliforcierten und
saureforcierten Zersetzung von Ipratropium der Peak eines Abbauproduktes bei R;
von 10 min auf. Dieser Peak ist wahrscheinlich die Tropasaure welche im basischen
wie auch im sauren Bereich Hauptabbauprodukt durch Hydrolyse der Esterbindung
des Ipratropiums entsteht (Simms et al., 1998). In Ubereinstimmung mit der Literatur
wurden bei der alkali- und saureforcierten Zersetzung unterschiedliche Abbau-
produkte des Salbutamols gefunden (Malkki-Laine and Tammilehto, 1995). Die durch
die experimentelle Untersuchung belegten Kompatibilitaten gelten streng genommen
nur fur die untersuchten Konzentrationen und Volumina der untersuchten Fertig-
arzneimittel. Ebenso ist die unreflektierte Ubertragung der Ergebnisse auf
unterschiedliche Fertigarzneimittel eines Wirkstoffes problematisch. In den Fertig-
arzneimitteln enthaltene Hilfsstoffe und insbesondere Konservierungsmittel kdnnen
entscheidenden Einfluss auf die Kompatibilitat haben (Schwabe, 2005). Die
Ubertragbarkeit der experimentell festgelegten Kompatibilitat einer 4er Kombination
auf eine 3er und 2er Kombination ist nicht zwangslaufig gegeben. Allerdings ist eine
auftretende Inkompatibilitat einer 3er oder 2er Kombination bei der Kompatibilitat der
4er Kombination sehr unwahrscheinlich. Es kann daher angenommen werden, dass

entsprechenden CMS 2er bzw. 3er Kombinationen auch kompatibel sind.
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Physikalische Stabilitéat

Die 3er Kombination aus Atrovent® 500 pg/2ml, Flutide® forte 2 mg/2 ml und
Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat erwies sich nach den Untersuchungen von
Schwabe (Schwabe, 2006) als physikalisch stabil. In der 4er Kombination aus
Atrovent® 500 pg/2ml Fertiginhalat, Flutide® forte 2 mg/2 ml, Sultanol® forte 2,5
mg/2,5 und Colistin CF® 1 000 000/3 ml erfuhr die Colistin CF®-Inhalationsldsung
eine pH-Werterhéhung um etwa 0,75 Einheiten. Dies kdnnte die Hydrolyse von CMS
zu Colistin begunstigen. Aus diesem Grund sollte die 4er Kombination unmittelbar
nach Mischen verwendet werden. In der Gesamtschau der Ergebnisse kann fest-
gestellt werden, dass die Konzentrationen bzw. der Gehalt der einzelnen
Kombinationspartner unmittelbar nach Mischen unverandert war. Physikalische
Instabilitdten wurden nicht beobachtet. Mischungen von Colistin® CF mit Atrovent®,
Flutide® und Sultanol® kénnen dem Patient zur Inhalation erlaubt werden, allerdings
sollte sie unmittelbar nach der Mischung angewendet werden und die verbleibenden

Reste sollten verworfen werden.
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7.1 Anwendung und Modifikation des Respimats®bei Kindern

Der Respimat® stellt als manuell auszuldsendes Inhalationsgerat mit niedrigem
Widerstand und langer Spriuhdauer spezielle Anforderungen an das Inhalations-
mandver. Bei korrekter Durchfihrung lassen sich hohe Intrathorakaldepositionen
erreichen. Es konnte gezeigt werden, dass Kinder im Alter von 4-12 Jahren mit dem
Respimaten® zu 75% erfolgreich inhalieren kénnen. Dies ist im Vergleich zu anderen
Inhalationssystemen sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern eine sehr gute
Erfolgsrate. Die gefunden Reihung der erfolgreichen Inhalationsmandver mit dem
Respimat® nehmen in Abhangigkeit von der Inhalationserfahrung in der Reihenfolge
Erfahrung mit DPI > Autohaler® > pMDI > keine Inhalationserfahrung > Vernebler
oder pMDI+Vorschaltkammer ab. Der generierte MIF (L/min) verringerte sich in
Abhéangigkeit von der Inhalationserfahrung in der Abfolge pMDI > DPI, Autohaler® >
Vernebler oder pMDI+ Vorschaltkammer > keine Inhalationserfahrung. Die Reihung
der estimierten Intrathorakaldosis lautet: Vernebler oder pMDI+Vorschaltkammer
> keine Inhalationserfahrung > pMDI, Autohaler® > DPI. Zusammenfassend zeigen
die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Kinder ab einem Alter von funf Jahren féhig sind
suffizient mit dem Respimat® zu inhalieren. Bereits Kinder zwischen funf und acht
Jahren sind in der Lage die Inhalationsmanéver mit dem Respimat® gut zu
koordinieren und gute Werte fir die Intrathorakaldosis zu erreichen. Kinder im Alter
von 9-12 Jahren konnten sehr zuverlassig mit dem Respimat® inhalieren. Die lteren
Kinder und Patienten mit Inhalationserfahrung mit DPI oder Autohaler®, erreichten
aufgrund eines hohen Atemflusses eine niedrigere Intrathorakaldosis als es das
Potenzial des Respimats® erlaubt hatte. Eine Erniedrigung des MIF (L/min) durch
intensivierte Schulung oder Erhdhung des internen Widerstands des Respimat®
konnte die Intrathorakaldosis noch weiter verbessern. Letzteres wurde experimentell
untersucht und geprift, ob der Einbau unterschiedlich starker Widerstande (Wider-
stand 0 = Orginalrespimat®, Widerstand 1 = mittlerer Widerstand, Widerstand 2 =
hoher bzw. HandiHaler®-Widerstand) einen Einfluss auf die Inhalationsqualitét hat.
Die Inhalationsfehler wurden in Abhéngigkeit vom Widerstand, Alter und Inhalations-
erfahrung bestimmt. Die Analyse der Inhalationsfehler ergab, dass die alteren
Probanden wesentlich mehr Inhalationsmandver erfolgreich absolvierten als die
jungeren Patienten. Dieser Unterschied erwies sich mit einer niedrigen Irrtumswahr-

scheinlichkeit als signifikant und lasst auf eine erhoéhte Koordinationsfahigkeit der
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alteren Kinder schlieRen. Der Einsatz des Respimats® ohne Vorschaltkammer kann
am Besten bei Kindern ab funf Jahren empfohlen werden, da nur eins der sechs ein-
geschlossenen 4-jahrigen Kinder zwei erfolgreiche Inhalationsmandéver durchfihren
konnte. Die Art der Inhalationsfehler erwies sich weitgehend unabhéngig von der
Inhalationserfahrung. Der Auslosefehler trat haufiger bei Kindern mit Autohaler®-
Erfahrung auf und kénnte auch beim Respimat® durch einen atemzuggesteuerten
Auslésemechanismus minimiert werden. Durch den Einbau des Widerstands konnte
der MIF (L/min), der die Intrathorakaldeposition malfgeblich bestimmt, verringert
werden. Beide Alterskategorien generierten im Unterschied zur Inhalation mit dem
Orginalrespimat®, anndhernd den gleichen MIF (L/min). Die Variabilitat des MIFs
(L/min) konnte am Besten durch Einbau des hdchsten Widerstands minimiert
werden. Bei den 9-12 jahrigen Kindern konnte der Anteil der Patienten, die im
optimalen Inhalationsbereich unter 40 L/min inhalierten um ca. 50% erhéht werden.
Jedoch nimmt der MIF (L/min) auch mit eingebauten Widerstand mit steigendem
Alter zu, wobei die Steigung der Regressionsgeraden wesentlich flacher verlauft als
bei der Inhalation mit dem Orginalrespimat®. Die vom MIF (L/min) abh&ngige
estimierte Intrathorakaldosis konnte auch durch die eingebauten Widerstande
normiert werden. Beide Alterskategorien erreichten im Median identische und sehr
hohe estimierte Intrathorakaldosen (75%), die beim hochsten Widerstand die besten
Werte annahmen. Bei den 9-12 Jahrigen konnte die estimierte Intrathorakaldosis um
ca. 13% erhoht werden. Die Intrathorakaldosis nimmt bei jingeren Kindern zu, da
diese Patienten im Durchschnitt trotzdem einen geringeren MIF (L/min) generierten
als die alteren Kinder. Die Intrathorakaldosis steigt mit abnehmenden MIF (L/min).
Dieser Befund erklart die Abhangigkeit der estimierten Intrathorakaldosis vom Alter.
Die Regressionsgerade verlauft wesentlich flacher, die Unterschiede sind also
weniger drastisch, als bei der zuvor beschriebenen Anwendung des Orginal-
respimats®. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Einbau des Wider-
stands 1, den MIF (L/min) ausreichend erniedrigte und die estimierte Intrathorakal-
dosis effektiv in allen Altersgruppen erhdhte. Das Gesamtpatientenkollektiv erzielte
die effektivste Erniedrigung des MIFs (L/min) und die effektivste Erhdéhung der
Intrathorakaldosis mit Widerstand 2, doch traten bei Widerstand 2 Mehrfach-
inhalationsfehler in einem Inhalationsmanéver haufiger auf. Aus diesem Grund und
wegen des geringen Unterschieds des MIF (L/min) und der estimierten Intrathorakal-

dosis wird abschlieRend der Einbau von Widerstand 1 in den Respimat® empfohlen.
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7.2 Aerodynamische Eigenschaften von Mischinhalationssuspensionen
aus Salbutamolsulfat-, Ipratropiumbromidinhalationslésungen und
Fluticason- 17- propionatinhalationssuspensionen

Mukoviszidosepatienten mussen im Allgemeinen haufig mehrere verschiedene

Inhalationslésungen bzw. Suspensionen mehrmals taglich inhalieren. In der Praxis

werden oftmals mehrere Fertigarzneimittel gemischt und simultan inhaliert. Dadurch

wird der der Zeitaufwand fir die Inhalation reduziert und die Compliance und die

Lebensqualitat der Patienten verbessert. Es gibt wenige Untersuchungen, die sich

mit den pharmazeutisch-technologischen Eigenschaften solcher Mischinhalations-

l6sungen/-suspensionen beschaftigen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
die pharmazeutisch-technologischen Eigenschaften einer praxisrelevanten Dreier-
kombination bei Vernebelung mittels Pari eflow® untersucht. Die etablierte Methode
der Kaskadenimpaktion mittels NGI erwies sich als prazise, richtig und
reproduzierbar. Der Vergleich des MMADs und der FPF% mit in der Literatur
beschriebenen absoluten Werten war wegen unterschiedlichen Messprinzipien nicht
moglich. Doch eignete sich die Methode zur validen Bestimmung der relativen

Anderung des MMADs, der GSD und der prozentuale FPF bei simultaner

Vernebelung im Vergleich zur getrennten Vernebelung der Inhalationslésungen/-

suspensionen. Zusammenfassend wird festgestellt, dass sich die aerodynamischen

Eigenschaften des vom eflow® generierten Salbutamolsulfataerosols durch das

Mischen mit 2 ml Atrovent® 500 upg/2 ml Fertiginhalat und 2 ml Flutide® forte

2 mg/2 ml Inhalationssuspension sich nicht veranderten. Der MMAD, die GSD und

die FPF% der getrennt vernebelten Salbutamolsulfatinhalationslésung betrugen

6 um, 1,6 und 35%. Bei der simultanen Vernebelung resultierten fir das Salbutamol-

sulfataerosol ein MMAD von 5,9 um, eine GSD von 1,7 und eine FPF von 40%. Es

verlangerte sich die Vernebelungszeit und der Ausstol3 des Verneblers reduzierte
sich signifikant. Von der Mischung wurden 99%, von der getrennt vernebelten

Sultanolinhalationsldosung 103% der Salbutamolsulfatgesamtmasse im NGI und im

eflow® gefunden (recovery). Die aerodynamischen Eigenschaften des Ipratropium-

bromidaerosols anderten sich ebenfalls durch das Mischen nicht. Der MMAD, die

GSD und die FPF% der getrennt vernebelten Ipratropiumbromidinhalationsiésung

betrugen 5,6 pm, 1,6 und 40%. Bei der simultanen Vernebelung von Ipratropium-

bromid resultierte ein MMAD von 5,75 um, eine GSD von 1,7 und eine FPF% von

39%. Fur die 3er Kombination wurden 89%, flur die getrennt vernebelte

Ipratropiumbromidinhalationslésung wurden 81% der Gesamtmasse Ipratropium-
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bromid im NGI und im Vernebler gefunden. Es kann damit festgestellt werden, dass
sich die pharmazeutisch-technologischen Eigenschaften durch die simultane
Vernebelung nicht signifikant anderten. Durch das Mischen von 2 ml Flutide forte
2 mg/2 ml mit 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml und 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 mg
Fertiginhalatlosung wurde die recovery des Fluticason-17-propionats um 25%
verringert. Die aerodynamischen Eigenschaften des Aerosols erfuhren signifikante
Anderungen, der MMAD verringerte sich um 0,7 pum und die prozentuale Feinpartikel-
fraktion erhdhte sich um 9%. Auch der Ausstol3 des Verneblers wurde durch das
Mischen reduziert und die Inhalationszeit um ca. 1 min verlangert. Ob diese
Anderungen zu klinisch relevante Auswirkungen filhren, kann nur eine klinische
Studie mit einem ausreichend grol3en Patientenkollektiv und standardisierten
Inhalationsbedingungen beweisen. Da die zur Inhalation kommende Fluticason-17-
propionatmengen (400 pg) groler ist als in tblichen Inhalationsdarreichungsformen
(125-250 pg pro SprihstolR), sollte die antiinflammatorische Wirkung trotz der
verminderten recovery dennoch gewahrleistet sein. Aus pharmazeutisch-
technologischer Hinsicht spricht nichts gegen das Mischen und simultane Vernebeln
der untersuchten 3er Kombination. Aufbauend auf diesen in vitro Untersuchungen
konnten klinische Studien durchgefihrt werden, die den Vergleich der Ergebnisse
konsekutiver und simultaner Vernebelung zu Inhalt haben. Die géngige Lehrmeinung
fordert eine Inhalation des Broncholytikums vor der Inhalation des Glukokortikoid
oder deren simultane Inhalation. Aufgrund der physikalisch-chemischen
Kompatibilitdt und der Ergebnisse der Kaskadenimpaktionsanalyse kann die
simultane Inhalation der 3er Kombination empfohlen werden und somit die

Compliance und die Lebensqualitat von Mukoviszidosepatienten erhéht werden.
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7.3 Untersuchung der physikalisch-chemischen Kompatibilitat von
Colistimethatinhalationslosungen mit medizinisch indizierten
Kombinationspartnern

Mukoviszidosepatienten missen haufig verschiedene Inhalationsldsungen bzw.
Suspensionen mehrmals taglich inhalieren. Nach der Inhalation erfolgen Reinigungs-
und Trocknungsvorgange des Verneblers, die zusammen mit der Inhalation einen
hohen taglichen Zeitaufwand bedeuten. Das Mischen mehrer Arzneimittel vereinfacht
den Therapieplan, reduziert die Therapiezeit und fordert somit die Compliance und
die Lebensqualitat der Mukoviszidosepatienten. Die bei dem Mischen verschiedener
Inhalationslésungen/-suspensionen potentiell auftretenden Inkompatibilitaten, kénnen
allerdings die Arzneimittelsicherheit und damit den Therapieerfolg beeintrachtigen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die chemische Kompatibilitat einer colistimethathaltigen
Inhalationslésung (Colistin CF®) in Mischung mit verschieden Inhalationslésungen/-
suspensionen von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml, 2 ml Sultanol®forte 2,5 mg/2,5 ml und
2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat mittels HPLC und mikrobiologischer Wert-
bestimung untersucht. Als mikrobiologische Wertbestimmungsmethode wurde
eine Agardiffusionsmethode mit Hilfe eines industriell gefertigten Nahrbodens
entwickelt. Die Methode erwies sich als gut reproduzierbar und prazise. Die
statistischen Anforderungen an die Parallelitét, Linearitdt und Regression wurden
erfullt. Zur Untersuchung der physikalisch-chemischen Kompatibilitdt wurden der pH-
Wert, die Osmolaritat und visuell olfaktorische Anderungen der Mischinhalations-
suspension untersucht. Die 4er Kombination erwies sich als physikalisch-chemisch
wie auch olfaktorisch/visuell kompatibel. Der Gehalt in der 4er Kombination von CMS
betrug 100%, von Ipratropiumbromid 105%, von Salbutamolsulfat 104% und von
Fluticason-17-propionat 97%. Frihere Untersuchungen zur Kompatibilitat und
Stabilitat von 2er Kombinationen der Kombinationspartner Ipratropiumbromid,
Salbutamolsulfat und Fluticason-17-propionat und die Kompatibilitat der 4er
Kombination lassen annehmen, dass auch die 2er Kombinationen mit CMS
physikalisch-chemisch stabil sind. Die physikalisch-chemische Kompatibilitat ist eine
notwendige aber nicht hinreichende Vorraussetzung fur die simultane Inhalation. Um
die simultane Inhalation uneingeschrankt empfehlen zu kénnen, missen die aero-
dynamischen Eigenschaften bei getrennter und simultaner Vernebelung vergleichend
untersucht werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in ein

existierendes Patienteninformationblatt eingefiigt. In diesem wird die Mischbarkeit
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tabellarisch mit Ampelfarbcode zusammen mit patientenverstandlichen, erlauternden
Hinweisen zur Feuchtinhalation dargestellt. Das Patienteninformationsblatt soll dem
medizinischen Personal als Anleitung und Hilfestellung fur die simultane Feucht-
inhalationstherapie dienen. Dadurch kann ein wesentlicher Beitrag zur Optimierung
der simultanen Feuchtinhalation und eine Erhéhung der Arzneimittel- und Therapie-

sicherheit geleistet werden.
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Abbildung 8.1: Log Probit Plot von 1) 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat ad 6 ml 0,9%
NaCl-Infusionsldsung (n = 13) getrennt vernebelt 2) 2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml, 2 ml Atrovent®
500 pg/2 ml und 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat (n = 13) simultan vernebelt.
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Abbildung 8.2: Log Probit Plot von 1) 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml Fertiginhalat ad 6 ml 0,9 % NaCl-
Infusionslésung (n = 13) getrennt vernebelt 2) Log Probit Plot von 2 ml Atrovent® 500 pg/2 ml, 2 ml
Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml und 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat (n = 13) simultan
vernebelt.
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Abbildung 8.3: Log Probit Plot von 1) 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml Fertiginhalat ad 6 ml 0,9% NaCl-
Infusionslésung (n =13) getrennt vernebelt 2) 2 ml Flutide® forte 2 mg/2 ml, 2 ml Atrovent® 500 pg und
2 ml Sultanol® forte 2,5 mg/2,5 ml Fertiginhalat (n = 13) simultan vernebelt.
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