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1 Einleitung

Ein wichtiger Teil der Standardbehandlung von akuten und chronischen Atemwegser-
krankungen ist die pulmonale Wirkstoffapplikation. Auf diese Weise kdnnen entspre-
chende Wirkstoffe (z.B. Salbutamol, Salmeterol, Ipratropiumbromid) zielgerichtet
appliziert werden und relativ nebenwirkungsarm ihre Wirkung in den zentralen und
peripheren Lungenabschnitten entfalten [1;2].

Erste Wahl in der Therapie waren lange Zeit, die seit den 50er Jahren auf dem Markt
befindlichen FCKW-haltigen Dosieraersole. Allerdings flihrten die zahlreichen Neben-
wirkungen der klassischen Applikationsform bereits 1971 zur Einflihrung der ersten
pulverférmigen Inhalationszubereitungen [3].

Bei dieser neuen Applikationsform entfallen beispielsweise die haufig beobachteten
Koordinationsschwierigkeiten zwischen dem Auslésen des Inhalationsstroms und dem
Einatmen. Die Inhalation ist nur noch vom Inspirationsluftstrom des Patienten ab-
hangig. Da allerdings zur optimalen Dispergierung mindestens ein Atemvolumen-
strom von 30 I/min erforderlich ist, wird die Anwendung bei Kindern unter vier Jah-
ren sowie bei Patienten mit stark eingeschrankter Lungenfunktion untersagt [3].
Weiterhin fehlt der durch Verdunstung des Treibgases hervorgerufene Kaltereiz, wo-
durch die Provokation von zusatzlichen Hustenanfallen bzw. Bronchokonstriktion un-
terbleibt. Mit dem Verzicht auf Druckgasdosieraerosole werden auch die Aerosolteil-
chen weniger stark beschleunigt, was zu einer Reduktion der im Rachenraum nieder-
geschlagenen Wirkstoffanteile und damit verbunden zu geringeren Nebenwirkungen
fahrt [2;3].

Auch das 1987 verfasste ,Protokoll von Montreal tiber Ozonschicht zerstérende Sub-
stanzen” wirkte sich negativ auf den Stellenwert der FCKW-haltigen Dosieraerosole
zur Therapie von Atemwegserkrankungen aus [2]. Deshalb wurden die Suche nach
alternativen Darreichungsformen sowie die Entwicklungsarbeit an pulverférmigen
Inhalativa intensiv vorangetrieben. So stehen heute zahlreiche alternative Applikati-
onsformen zur Verfiigung, die sich durch gesteigerte Compliance und deutlich ver-
besserte Therapiesicherheit auszeichnen und damit die Anfang 2003 vom Markt ge-
nommenen FCKW-haltigen Dosieraerosole ersetzten.

1.1 Stand des Wissens

Um den Wirkort in den Bronchiolen zu erreichen, darf der aerodynamische Durch-
messer der Wirkstoffpartikel nur im Bereich von 1 - 5 pm liegen. GroBere Partikel
schlagen sich bereits im Rachenraum nieder, wo sie zu unerwiinschten Nebenwir-
kungen flihren kdnnen. Kleinere Partikel werden ausgeatmet [1].

Ausgeldst durch die extrem groBe Oberflache der Partikel fiihren elektrostatische
Aufladung und Agglomeratbildung zu Schwierigkeiten in der Verarbeitung.



Dies wirkt sich negativ auf die FlieBeigenschaften aus, was eine genaue Dosierung
der geringen Pulvermengen erschwert. Aus diesem Grund wird bei der Entwicklung
einer galenischen Formulierung auf den Einsatz von interaktiven Pulvermischungen
zurlickgegriffen (siehe Kapitel 3.4). Der Zusatz einer inerten Tragerkomponente —
meist Laktose Monohydrat — verbessert sowohl die FlieBfahigkeit des Pulvers als auch
die damit verbundene Dosiergenauigkeit [4]. Die groben Partikel ,zerbrechen” die
vorliegenden Wirkstoff-Agglomerate und die freien Wirkstoffpartikel binden sich an
der Trageroberflache. Von dort kann sich der Wirkstoff wahrend der Inhalation wie-
der ablésen und in die tieferen Lungenbereiche vordringen, wahrend der Trager auf-
grund seiner GréBe (z.B. 60 — 90 pm) im Rachenraum zurtickbleibt [1;5].

Mit der Thematik ,Entwicklung bzw. Optimierung von pulverférmigen Inhalationszu-
bereitungen” beschaftigen sich bereits viele Verdffentlichungen [5-12]. Der Fokus
liegt hierbei hauptsachlich auf der Evaluierung von Faktoren, welche die aerodynami-
schen Eigenschaften beeinflussen. Weiterhin beschaftigt man sich mit der Frage, wie
der Einfluss der Faktoren zu erkldren ist [13-27; 33-34]. Dabei zeigt sich, dass zwi-
schen den beiden Gruppen Partikel-Partikel-Wechselwirkungen und Partikel-Kapsel-
Interaktionen zu differenzieren ist.

Partikel - Partikel - Wechselwirkungen

A) Zusammensetzung der Mischung

Die Aufklarung der Interaktionen zwischen Trager und Wirkstoff ist aufgrund eines
gesteigerten Interesses an pulverférmigen Inhalativa bevorzugt vorangetrieben wor-
den. Mit verschiedenen Ansatzen wurde versucht, dem Phanomen der interaktiven
Pulvermischung und dem damit verknlpften Einfluss auf die aerodynamischen Eigen-
schaften naher zu kommen.

Entscheidend bei diesen Mischungen ist ein ausbalanciertes Verhaltnis der vorliegen-
den Bindungskrafte zwischen Trager und Wirkstoff. Die herrschenden van-der-Waals-
Krafte mlissen so groB sein, dass die physikalische Stabilitat der Mischung sicherge-
stellt ist. Gleichzeitig missen die Krafte relativ schwach sein, um eine optimale Ab-
trennung der Partikel wahrend der Inhalation zu gewahrleisten [6].

In der Literatur finden sich zum Thema ,Optimierung der Bindungsverhaltnisse” ver-
schiedene Arbeiten. So werden neben dem Standardtrager Laktose Monohydrat auch
diverse andere Materialien wie z.B. Mannitol oder Sorbitol betrachtet [4;7;8]. Der
Schwerpunkt liegt allerdings auf der Betrachtung verschiedener Laktosequalitaten,
wobei die EinflussgroBe der Oberflachenbeschaffenheit bzw. der PartikelgréBenver-
teilung des Tragermaterials auf die Bindungsverhaltnisse und damit auf die aerody-
namischen Eigenschaften analysiert und bewertet werden [6;9].

Flament [10] zum Beispiel stellt eine Korrelation zwischen der Rauhigkeit von Ober-
flachen und dem inhalierbaren Anteil (FPD) her: mit einem zunehmenden Grad an
Unebenheiten auf der Partikeloberflache nimmt die FPD ab. Kawashima et al. [11]
arbeitet diesen Effekt mit granulierter Laktose heraus und Zeng et al. [12] nahert
sich dem Thema, indem die Laktoseoberflachen vor der Verarbeitung mit 95% EtOH
modifiziert werden (provozierte Porenbildung).



Neben diesen drei Autoren kommen auch viele andere [13-18] zu dem folgenden
Ergebnis: Glatte Oberflachen zeichnen sich durch niedrigere Adhdsionskrafte aus,
was die Ablésung feiner Partikeln fordert und zu einer héheren FPD flihrt.

Podzeck [6;19] erweitert und erganzt diese Aussage. Ihre Arbeiten zeigen, dass ne-
ben der unterschiedlichen Form der adharierenden Partikel auch die Breite der Parti-
kelgréBenverteilung des Tragermaterials entscheidend an der Kraftebildung zwischen
Wirkstoffpartikeln und glatten Oberflachen beteiligt ist. So bilden sich z.B. an glatten
Oberflachen autoadhdsive Schichten aus Tragerpartikeln geringer GréBe, in welche
sich Wirkstoffpartikel einbetten. Diese werden bedingt durch die vorliegende gréBere
Kontaktflache fester gebunden und damit wahrend der Inhalation schlechter abge-
trennt. Je nach Zusammensetzung der Pulvermischung kénnen glatte Trageroberfla-
chen sowohl niedrige als auch hohe Adhasionskrafte aufweisen.

Es gibt allerdings auch Verdffentlichungen, die zu gegenteiligen Resultaten kommen.
So beschreibt Chan et al. [20], dass die Modifikation der Tragerpartikel durch Spriih-
granulierung zu wellenartigen Unebenheiten auf der Partikeloberflache fiihrt und die
Ausbildung von Kavitaten ausbleibt. Dadurch steigert sich der inhalierbare Anteil, da
die Kontaktflache sowie die vorliegenden van-der-Waals-Krafte reduzieren werden.

Zum Thema Einfluss des Tragers auf die PartikelgréBenverteilung des Wirkstoffs fin-
det man in der Literatur [14;17;19;21-27], dass sich grobe (= grtBere) Partikel
durch starkere Adhdsionskrafte auszeichnen als kleine Partikel. De Boer [5] erklart
dieses Phanomen folgendermaBen: kleine Partikel weisen, bedingt durch eine gerin-
gere Oberflachenrauhigkeit, sowohl geringere Wechselwirkungskrafte (z.B. Adhasi-
onskrafte) als auch effektivere Trennkrafte auf. Grobe Partikel hingegen besitzen ne-
ben einer groBeren Kontaktflache auch Stellen mit erhéhten Bindungskraften (,HOT-
SPOTS"”). Dort sind kleine Partikel - unabhangig ob Wirkstoff oder Hilfsstoff - nicht
nur wahrend des Mischvorgangs vor Reibungs- und Trennkraften geschitzt, sondern
auch wahrend der Inhalation, was eine Reduktion der FPD zur Folge hat.

Eine Modifikation der Oberflacherauhigkeit grober Tragerpartikel und damit eine Ver-
anderung der Bindungskrafte lasst sich neben Granulierung und Rekristallisierung des
entsprechenden Tragermaterials auch durch Zusatz von feinen (kleinen) Tragerparti-
keln erreichen [28]. Dazu werden entweder Trager mit einer genligend breiten Gro-
Benverteilung eingesetzt oder es wird zusatzlich eine feine terndgre Komponente zu-
gefugt. In den meisten Fallen dient mikronsierte Laktose [12;16] als Additiv, aber
auch andere mikronisierte Stoffe wie z.B. Leucin [29] werden verwendet. Da die Par-
tikelgroBe einen negativen Einfluss auf die FlieBeigenschaften hat, muss der Anteil
der terndgren Komponente so gering und gleichzeitig so effektiv wie moglich sein.

Zusammengefasst ergeben sich durch den Zusatz zwei Effekte: So lagern sich die
feinen Partikel in den Kavitaten des Tragers ab und belegen durch Autoadhasion die
Stellen mit héherer Adhasionskraft, was die Ablésung der Wirkstoffpartikel erleichtert
[1;27;30;31]. Zusatzlich bilden sie mit den feinen Wirkstoffpartikeln so genannte
~Multiplets” - Agglomerate kleiner Partikel (siehe auch Kapitel 3.4). Je nach Studie
gibt es zwei unterschiedliche Mdglichkeiten wie sich diese Agglomerate im Kaskaden-
impaktor verteilen. Die ,Multiplets” werden entweder wahrend der Inhalation wieder
in Einzelpartikel getrennt und verteilen sich im Kaskadenimpaktor [16;32;33] oder sie
schlagen als ein groBes Teilchen nieder [19].



B) Mischungsbildung

Ein weiterer Aspekt, der im Zusammenhang mit dem ternaren Hilfsstoff in den Fokus
der Evaluierung rtickt, ist die Mischreihenfolge der einzelnen Pulverbestandteile. Stu-
dien haben ergeben, dass eine deutliche Verbesserung der aerodynamischen Eigen-
schaften eintritt, wenn die groben und feinen Tragerbestandteile vor dem eigentli-
chen Mischen zusammengefligt und homogenisiert werden [5;13;25;34].

Durch diese Vormischung lasst sich die Absattigung der HOT-SPOTS” und das Aufftil-
len der Kavitaten systematisch beeinflussen

In allen bis jetzt genannten Arbeiten lag der Schwerpunkt auf der gezielten Verande-
rung von aerodynamischen Eigenschaften, wobei hauptsachlich mit dem Wirkstoff
Salbutamolsulfat gearbeitet wurde. Eine konkrete Bestimmung der Adhdasionskrafte
zwischen den beteiligten Komponenten erfolgte nicht. Dies wurde lange Zeit nur ver-
einzelt mit indirekten Messmethoden wie der ,Zentrifugentechnik” [35;36] oder ei-
nem Siebverfahren [10] durchgeflihrt, um erste Rilickschliisse auf die Starke der Bin-
dungskrafte zwischen Trager und Wirkstoff zu erhalten.

Erst mit der langsam einsetzenden Etablierung der Rasterkraftmikroskopie (siehe
Kapitel 3.3) werden direkte Aussagen Uber die Bindungsverhaltnisse zwischen Parti-
keln mdglich. Dabei wird die Kraft ermittelt, die aufzuwenden ist, um zwei Partikel
wieder zu trennen. Um allerdings statistisch signifikante Aussagen Uber die herr-
schenden Krafteverhaltnisse zu erhalten, sind ein hoher Arbeits- und Probenaufwand
erforderlich [37;38]. Trotzdem verwendeten Eve et al. [39] dieses Verfahren, um die
Bindungskrafte zwischen Laktose und Salbutamolsulfat zu erarbeiten. Es konnte ge-
zeigt werden, dass der Wirkstoff viel starker an Laktose als an andere Salbutamolpar-
tikel bindet. Ubereinstimmend zu den bereits vorgestellten Theorien [1;5;31] wird
damit die Funktion des Tragers, namlich die Agglomeratbildung der Wirkstoff-Partikel
zu unterbinden, bestatigt.

Auch die vorliegende Arbeit beschaftigt sich schwerpunktmaBig mit Partikel-Partikel-
Wechselwirkungen. Allerdings wird, statt dem Ublicherweise verwendeten Salbuta-
molsulfat, das quartdre Atropinderivat Ipratropiumbromid eingesetzt. So kann die
Allgemeinguiltigkeit bzw. Wirkstoffspezifitat der bereits bekannten Thesen und Theo-
rien Uberprift werden.

Zusatzlich wird die aerodynamische Verteilung des Tragermaterials genauer betrach-
tet und erstmalig in den direkten Zusammenhang mit der Wirkstoff-Verteilung ge-
stellt. Eine Aspekt der in den meisten Veréffentlichungen nicht oder nur ansatzweise
betrachtet wird [25;40;41].

Die direkte Ergebniskorrelation von Trager und Wirkstoff bildet somit im Bereich der
Partikel-Partikel-Wechselwirkungen einen Schwerpunkt in der vorliegenden Arbeit.
Aus diesem Grund wurde intensiv an einem HPLC-Verfahren zur Laktosequantifizie-
rung gearbeitet und die entsprechende Probenaufarbeitung optimiert. Somit ist es
nun maoglich, mit zwei verschieden HPLC-Verfahren aus einer Probenaufarbeitung
sowohl den Gehalt des Tragers als auch des Wirkstoffs zu ermitteln und die Resultate
in direkter Korrelation zu betrachten.



Damit tragen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wesentlich zum besseren Ver-
standnis der innerhalb einer Pulvermischung vorliegenden Wechselwirkungen bei.

Partikel - Kapsel - Wechselwirkungen

Da neben den (blichen Gelatine-Kapseln lange Zeit kein alternatives Kapselmaterial
zur pulmonalen Applikation vorlag, wurde dem Aspekt der Partikel-Kapsel-
Wechselwirkung nur wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Auch die Tatsache, dass eini-
ge Formulierungen (Serevent®, Ventodisk®) einzeln abgeteilt in Blisterkammern (z.B.
Aluminiumfolie) vorliegen, hat das Interesse an den Interaktionen zwischen Kapsel
und Pulvermischung deutlich geschmalert.

Jedoch stellt das Kapselmaterial eine markante EinflussgroBe auf die aerodynami-
schen Eigenschaften dar, die es zu beachten gilt. So verandern Feuchtigkeit, Lage-
rung und Herstellungsprozess die Oberflachenbeschaffenheit der Kapseln, was sich
auf die vorliegenden Krafteverhaltnisse zwischen Pulver und Kapselinnenseite aus-
wirken kann. Auch in diesem Zusammenhang lassen sich die Bindungskrafte zwi-
schen Kapselmaterial und Pulvermischung (meist van-der-Waals-Krafte oder elektro-
statische Wechselwirkungen) durch Rasterkraftmikroskopie nachweisen [42-44].
Neben dieser direkten Methode verwendet Ibrahim et al. [44] ein indirektes Verfah-
ren, um die Starke der Adhasionskrafte zu ermitteln. Dazu werden Kapseln mit einer
definierten Menge Laktose befiillt. Nach dem Entleeren der Kapseln wird die Lakto-
semenge erneut bestimmt. Die ermittelte Differenz (vorher - nachher) beschreibt die
~Klebeeigenschaften” des betrachten Kapselmaterials. Je mehr Laktose in der Kapsel
zurlick bleibt, desto starker sind die vorliegenden Krafte.

In diesem Bereich der Interaktionen liegt ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit. Neben
der EinflussgroBe handelsiblicher Gelatinekapseln wird der Effekt eines neuen alter-
nativen Kapselmaterials betrachtet und im Vergleich zur Gelatinekapsel bewertet.
Diese Alternative aus Polyethylen zeichnet sich durch eine ,inerte” Innenseite aus,
was die Wechselwirkungen zwischen Kapselwand und Pulver stark reduziert. So wird
es mdglich, die aerodynamischen Eigenschaften der ,reinen” Pulvermischung zu be-
werten ohne mdgliche Einfllisse der Kapsel zu beachten.

Weiterhin wird der Kapselrest néher untersucht und beziiglich der PartikelgréBenver-
teilung bewertet. Es soll herausgearbeitet werden, welche Anteile des Tragers bevor-
zugt an der ,klebrigen” Innenseite der Gelatine-Kapsel haften bleiben und welche
Effekte sich dadurch auf die inhalierbaren Anteile ergeben.

Nicht zu vernachlassigen ist in diesem Bereich der Wechselwirkungen die Auswirkung
der mechanischen Belastung des inhalativen Systems (Pulver und Kapsel). Dieser, in
der Literatur kaum beachtete Faktor, wird nun in Kombination mit dem Kapselmate-
rial betrachtet und entsprechend bewertet.

Basierend auf den erhaltenen Erkenntnissen, die zum besseren Verstandnis des
komplexen inhalativen Systems aus Pulver und Kapsel beitragen, ist es eventuell
moglich mit gezielten MaBnahmen eine Optimierung der aerodynamischen Eigen-
schaften zu erreichen.



2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Einflussfaktoren auf die aerodynamischen Eigen-
schaften von Pulvermischungen evaluiert und quantifiziert werden. Dazu werden, bei
konstanter Dosierung der Modellsubstanz Ipratropiumbromid, die variablen Kompo-
nenten des inhalativen Systems (z.B. Kapselmaterial, Tragerqualitat) sowie der Her-
stellungsprozess (Mischreihenfolge) modifiziert. Die so erhaltenen Kombinationen
werden untersucht und die Ergebnisse kritisch im Zusammenhang mit bereits be-
kannten Theorien betrachtet. Aus Griinden der Ubersicht erfolgt eine Untergliede-
rung der Arbeit in zwei Abschnitte.

Der erste Teil beschaftigt sich mit den Auswirkungen der Faktoren Kapselmaterial,
Trdgerlaktose, zugesetzter Feinanteil, Mischreihenfolge und mechanische Belastung
auf die aerodynamischen Eigenschaften. Es werden sowohl die ausgebrachte Dosis
als auch die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils bestimmt und die beobach-
teten Effekte bezlglich ihrer statistischen Signifikanz bewertet.

GemaB den aktuellen Anforderungen der FDA wird dabei die Verteilung des aerody-
namischen Feinanteils nicht, wie allgemein Ublich durch den inhalierbaren Anteil
(FPD) charakterisiert, sondern nach den aktuellen Anforderungen der FDA bewertet
(siehe Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1 Einteilung der Kaskadenimpaktor Trennstufen nach Vorgabe der FDA

Gruppe 1 (PP0—PP1)  Grober Feinanteil, schlagt sich im bereits Rachenraum nieder
Gruppe 2 (PP2 — PP4) Inhalierbarer Anteil, gelangt in die Alveolen

Gruppe 3 (PP 5- Filter)  Feinstanteil, wird auf Grund seiner PartikelgroBe wieder ausgeatmet

Weiterhin erfolgt die Betrachtung der Effekte nicht nur bezogen auf den Wirkstoff,
sondern auch mit Blick auf das Tragermaterial — in diesem Fall Laktose Monohydrat.
Um dies zu erreichen, werden zwei HPLC-Methoden zur Bestimmung des Tragerma-
terials entwickelt und die Probenaufarbeitung optimiert. Die anschlieBende Validie-
rung der Verfahren erfolgt gemaB den gliltigen Guidelines und Vorschriften.

Damit kdnnen neben den Ergebnissen der Wirkstoff-Verteilung auch Aussagen Uber
die Verteilung des Tragermaterials erhalten und die Ergebnisse in direkter Korrelation
betrachtet werden.

Im zweiten Teil werden die gefundenen EinflussgroBen naher untersucht und quanti-
fiziert. Es wird die Frage nach dem ,wie und warum” geklart und diskutiert, wie die
Faktoren Einfluss auf die aerodynamischen Eigenschaften nehmen. Diese Erkenntnis-
se sollen dazu beitragen, das komplexe System aus Pulver und Kapsel besser zu ver-
stehen und sollen neue DenkanstdBe zur Optimierung aufzeigen.



3 Theoretischer Teil

3.1 Inhalative Pulversysteme und ihre Charakterisierung

Ein wichtiges Kriterium zur Charakterisierung pulverférmiger Inhalativa sind die aero-
dynamischen Eigenschaften, die entscheidend fiur das Erreichen des Wirkortes und
fur die damit verbundene Wirksamkeit des Arzneistoffes sind. Entsprechende analyti-
sche Verfahren zur Bewertung der inhalativen Systeme finden sich in den verschie-
denen Arzneibichern. Mit den dort beschriebenen Methoden kdnnen Effekte, die
durch Variationen in der Pulverzusammensetzung oder des Kapselmaterials auftre-
ten, evaluiert werden.

3.1.1 Gleichformigkeit der ausgebrachten Dosis nach Ph.Eur. / USP

Wie in Abb.3-1 dargestellt, besteht die im Arzneibuch beschriebene Apparatur zur
Ermittlung der Gleichférmigkeit der ausgebrachten Dosis aus einer Steuereinheit zur
Flussregulierung und Dosis-Sammelrohren [45;46]. Auf diese Weise kann der in-vivo
Luftstrom wahrend des Inhalationsvorgangs abgebildet und die vorliegenden aerody-
namischen Eigenschaften der Inhalativa in-vitro standardisiert nachgestellt werden.

Sample collection
tube

P1
P2

‘ «—DPlinlet

Vacuum pump

Two-way
Solenoid
Valve

Flow Control
Valve

Filter
Connector Vacuum Tubing

Mouthpiece adaptator

Abb.3-1  Schematischer Aufbau der Steuereinheit zur DD-Bestimmung nach Ph.Eur / USP [45]
(P1 = Messstelle flir Differenzdruck zwischen Dosis-Sammelrohr und Atmosphare; P2
und P3 Messstelle fiir den Absolutdruck)

Im Rahmen der Arbeit besteht die eingesetzte Apparatur zur Abbildung der in-vivo
herrschenden Bedingungen aus der in Abb.3-2 dargestellte Steuerwand sowie den in
Abb.3-3 gezeigten Dosis-Sammelrohren aus Polyoxymethylen (saugseitig mit Glasfa-
serfilter (GF 92 @ 50 mm, Schleicher & Schuell, MicroScience GmbH, Dassel,
Deutschland) und Lochsieb).
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Abb.3-2  Beispiel fiir eine Steuerwand zur Bestimmung der ausgebrachten Dosis (Modell BI)

Dichtung Glasfaserfilter
Lochsieb
Dosis-Sammelrohr
Adapter

Abb.3-3  Einzelteile eines Sammelrohrs

Ebenfalls angelehnt an die Arzneibuch-Vorschriften [45;46] werden die zur Messung
erforderlichen Flusseinstellungen an die vorliegende Apparatur angepasst [47].

3.1 Inhalative Pulversysteme und ihre Charakterisierung



Nur so ist eine standardisierte und definierte Ausbringung der Kapseln durch das ent-
sprechende Device — in diesem Fall der HandiHaler® (RPC Formatec GmbH & Co KG,
Mellrichstadt, Deutschland) — sichergestellt:

Uber einen Ersatzwiderstand, der den Strémungswiderstand des Inhalators mit Kap-
sel wiedergibt, wird mit einem Mess-Sammelrohr am Differenzdruck-Messgerat (P1)
durch das integrierte Manometer eine Wassersdule von 40,8 cm eingestellt (ent-
spricht einem Druckabfall von 4,0 kPa). Auf diese Weise wird der vorgeschriebene
Fluss (39 I/min) im System eingestellt und kontrolliert.

AnschlieBend wird der Absolutdruck an beiden Seiten der Durchflusskontrollventile P3
und P2 abgelesen und das Verhdltnis bestimmt (soll: < 0,5). So ist sichergestellt,
dass ausreichend Druck anliegt, um die in-vivo herrschenden Bedingungen abzubil-
den. Wird der Ersatzwiderstand gegen einen Adapter zur Flussmessung ausge-
tauscht, kann am Flussmesser der vorherrschende Fluss (soll: 39 I/min) abgelesen
werden. Dieser Wert wird benétigt, um die flir das geforderte Saugvolumen von 4 |
bendtigte Saugzeit in Sekunden (siehe Formel) zu berechnen.

60s x 4 |

= 6,15s
39,0 |

Sind alle Vorbereitungen abgeschlossen, wird das Mess-Sammelrohr gegen ein Pro-
ben-Sammelrohr ausgetauscht und erneut lGber den Adapter zur Flussmessung der
angelegte Fluss (39 I/min £ 5%) kontrolliert. Liegt der Wert im erforderlichen Akzep-
tanzbereich von 37,0 — 41,0 I/min, wird eine Kapsel (OT nach oben) in das Device
(HandiHaler®) eingelegt und angestochen. Der so vorbereitete HandiHaler® wird an-
schlieBend Uber einen Adapter in das Proben-Sammelrohr eingesetzt und die Aus-
bringung flir 6,15 s gestartet. Erneut wird das Verhaltnis von P3 zu P2 kontrolliert.
Nach Ende der Ausbringung wird das Sammelrohr verschlossen und mit einer defi-
nierten Menge Losungsmittel durch Drehen bzw. Schitteln ausgespllt. Die Probeld-
sung kann direkt tber HPLC vermessen werden.

3.1.2 Verteilung des aerodynamischen Feinanteils nach Ph.Eur/USP

Mit diesem Prifpunkt wird in erster Linie die Verteilung der Wirkstoffpartikel in der
Lunge simuliert. Das bedeutet, dass der apparative Aufbau den menschlichen Respi-
rationstrakt abbildet und damit ein aerodynamisches Klassifizierungssystem fiir in der
Luft befindliche Partikel darstellt.

Die Apparatur besteht aus einem Sample Induction Port (SIP) zum Probeneinlass,
einem Praseparator zur Vorabscheidung aller groben Partikel, dem Hightop USP als
Verbindung zwischen SIP und Praseparator sowie einer Kaskade mit 8 Stufen (Stufe
0 oben bis Stufe 7 und Filter unten). Als Steuerwand dient erneut eine Steuereinheit
zur Flussregulierung (siehe Abb.3-4 bis 3-6).
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Vacuum pump

Solenoid
Valve

z‘— DPI inlet

Impactor

Flow Control
Valve

Vacuum Tubing

Abb.3-4  Schematischer Aufbau der Steuereinheit zur PSD-Bestimmung nach Ph.Eur / USP [48]
(P2 und P3 Messstelle fiir den Absolutdruck)

Abb.3-5  Beispiel einer Steuerwand zur Bestimmung des aerodynamischen Feinanteils

(Modell BI)

3.1 Inhalative Pulversysteme und ihre Charakterisierung
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SIP
Praseparator (Aufsicht)

Praseparateg(seitlich)
Prallplatten-und\Filter ,/—\
JE]

5

a— — g

Abb.3-6  Bestandteile des Andersen Kaskadenimpaktors (Skizze ohne Praseparator) [48]

Die zwischen den Kaskadenstufen liegenden Prallplatten, sowie der Praseparator
werden mit einem Coating-Reagenz (siehe Kapitel 4.1.4) bestrichen, um ein wirksa-
mes Abscheiden der Teilchen sicherzustellen.

Ist der Aufbau beendet, wird der Impaktor mit einer Kappe verschlossen und auf
Dichtigkeit gepruft. AnschlieBend wird ein Fluss von 39 I/min (abweichend davon in
der USP: 28,3 I/min) eingestellt, was bei einer Ausbringungsdauer von 6,15 s den
geforderten 4 | Saugvolumen entspricht. Sind die Vorbereitungen abgeschlossen,
werden ein Adapter sowie ein bestiickter HH® eingesetzt und die Kapsel in die Kas-
kade ausgebracht. Dieser Vorgang wird insgesamt sechsmal (ein Kollektiv) durchge-
fuhrt, bevor die Prallplatten und der Filter getrennt voneinander mit Losungsmittel
abgesplilt werden. Zur Ermittlung der Gesamtbilanz werden neben SIP / Hightop und
Praseparator auch die ausgebrachten Kapseln ausgesplilt.

Alle Proben werden mittels HPLC vermessen und bezogen auf den Gehalt einer Kap-
sel ausgewertet [49].

Die mit dem ACI erreichte Partikelklassifizierung entspricht der durch Lungenpenetra-
tion bewirkten Auftrennung und basiert auf den aerodynamischen Teilchendurchmes-
ser [50], der jeder Prallplatte eine definierte TrenngréBe zuordnet (siehe Abb.3-7).

3.1 Inhalative Pulversysteme und ihre Charakterisierung



Dieses Klassifizierungskriterium ist erforderlich, da sich die geometrischen Abmes-
sungen der Partikel nur aufwandig ermitteln lassen und es aufgrund variabler Dichte
und Partikelform nicht ohne weiteres madglich ist, die aerodynamischen Dimensionen
mit den physikalischen GréBen zu korrelieren.

Definiert wird die eingesetzte aerodynamische Kenngr6Be als Durchmesser einer Ku-
gel der Dichte 1 g/cm3 (Normdichte), die in Luft ebenso schnell sinkt wie der zu klas-
sifizierende Partikel. Auch die Kalibrierung des Anderson Kaskadenimpaktors erfolgt
mit solchen ,Normpartikeln” (wie z.B. PMMA-Klgelchen) [51].

ANDERSEN SAMPLERS —
Simulates Human
Respiratary System

PRESEPARATOR

10 micrometers and zbove, 7
STAGEOQ

5.0—-10

STAGE 1
5.8.-9.0

47-58 pharynx

]
STAGE 3 trachez & urimai/
3.3-47 pronchi P
STAGE 4 secondary //
2.1-3.3 bronchi

STAGE S terminai !{
11=2.1 bronchi

STAGE 6 o
0.65—1.1 aiveoli é:({
STAGE7 i w \
0.43-0.65 aiveoli |

Abb.3-7  Vergleich der Trennstufen des ACI (28 I/min) und Lungenpenetration [47]

Jede der Impaktorstufen besteht prinzipiell aus Disen und einer Prallplatte. Deshalb
sind die Stufen des ACI so ausgelegt, dass sich auf den nachfolgenden Stufen von
oben nach unten Partikel mit immer geringerer Tragheit niederschlagen (siehe Tabel-
le 3-1). Bestimmt wird diese Auftrennung sowohl durch die Tragheitseigenschaften
der Teilchen unterschiedlicher Masse und Form als auch durch die im System herr-
schenden Krafte (Fp; Fg; Fc) [52]. Das Trennprinzip des ACI beruht auf Impaktion:

A ® FyundF=0

C O mmmd F,

Abb.3-8  Schematische Darstellung des Impaktionsprinzips [52]; die Punkte A-C beschreiben
die vorliegende Krafteverteilung an verschiedenen Stellen des ACI.



Erreicht wird diese Klassifizierung Uber die Gas- und Partikelgeschwindigkeit in den
Disen (siehe Abb.3-8), welche durch eine Verringerung des Diisendurchmessers ste-
tig ansteigen. Da die Partikel eine gréBere Tragheit als das Gas besitzen, kdnnen sie
der umgelenkten Gasstromlinie nicht im gleichen MaBe folgen (siehe C in Abb.3-8:
Fc>Fp) und schlagen bei ausreichender Tragheit auf der entsprechenden Prallplatte
nieder. Je kleiner die Partikel, desto besser folgen sie dem umgelenkten Gasstrom
(siehe B in Abb.3-8) und scheiden sich auf tiefer liegenden Prallplatten ab.

Nicht abgeschiedene Partikel sammeln sich auf einem Endfilter hinter der letzten Im-

paktionsstufe [51].

Tabelle 3-1  Charakterisierung der Trennstufen in Abhangigkeit des Volumenstroms
PP Anzahl 0O Diisen Trennstufe Trennstufe

Diisen [em] [28,3 I/min] [39,0 1/min]

0 96 0,2550 > 9,0 um 7,7 - 8,5 um

1 96 0,1887 5,8-9,0 ym 4,9-7,7 pym

2 400 0,0914 4,7-5,8 um 4,0 -4,9 um

3 400 0,0711  3,3-4,7 pm 2,8-4,0 um

4 400 0,0533 2,1-3,3um 1,8-2,8 ym

5 400 0,0343 1,1-2,1pm 0,9-1,8pum

6 400 0,0254 0,7-1,1pum 0,6 -0,9 um

7 201 0,0254 0,4-0,7 pm 0,3-0,6 um
Filter --- 0,2794 <0,4 um <0,3 pm

Uber die folgende Formel werden die theoretischen TrenngréBen festgelegt. Dabei
erfolgt eine Umrechnung der Trennstufen (dargestellt als Partikeldurchmesser = Dp)
von 28,3 I/min (V1) auf 39,0 I/min (V>):

Dp = DP,1—| (Vi/ Vo)

Um neben den TrenngréBen auch die vorliegenden Stromungsverhaltnisse — also la-
minar oder turbulent (siehe Abb.3-9) — zu charakterisieren, wird die der Trennstufe
zugehdrige Reynoldszahl (Re; siehe Formel) ermittelt:

*v*d .
Re= BYU L XD oy,
v v =V/A

A

Diise gesamt
Dise gesamt = N*m r?
Mit dieser dimensionslosen Kennzahl, die das Verhaltnis zwischen Tragheits- und Za-
higkeitskraften darstellt [53], ist eine Abschatzung der madglichen Teilchen-
Deagglomerierung im Kaskadenimpaktor moglich. Nur wenn turbulente Strémungen
vorliegen ist eine Trennung der Teilchen zu erreichen. Im laminaren Bereich dagegen
findet keine Separation statt.
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Abb.3-9  Darstellung von laminaren (links) und turbulenten (rechts) Stromungen [54]

Fir die Rohrstromung der Disen wird eine Reynoldszahl > 2320 (Reyqt) als kritisch
betrachtet. Etwa ab diesem Wert wird eine bis dahin laminare Strémung anfallig ge-
gen kleinste Stérungen und verwandelt sich in eine turbulente Strdmung. Um also
einen Umschlag von einer laminaren in eine turbulente Stromung zu erreichen muss

die als kritisch betrachtet Reynoldszahls (Reyit) tUberschritten werden.

Tabelle 3-2 Reynolds-Zahlen fiir die einzelnen Stufen des Kaskadenimpaktors (berechnet) mit Be-

rechungsbeispiel
R _ vid _ (VA pysegesamt )'d = (650 cm?/s /0,1018 cm?) * 0,0254 cm
€ pp7 y 0,15 cm?/s
_ 162,18 cm?s _
~ 0,15cm?/s = 1081
PP Diisen d r Apiise gesamt v Re
N [em] [cm] [cm2] [cm/s]
0 96 0,2550 0,1275 4,9028 132,58 225
1 96 0,1887 0,0944 2,6848 242,11 305
2 400 0,0914 0,0457 2,6245 247,67 151
3 400 0,0711 0,0356 1,5881 409,28 194
4 400 0,0533 0,0267 0,8925 728,30 259
5 400 10,0343 0,0172 0,3696 1758,63 402
6 400 0,0254 0,0127 0,2027 3206,98 543
7 201 0,0254 0,0127 0,1018 6382,05 1081

Wie der Tabelle 3-2 zu entnehmen, liegen die Strémungsverhaltnisse im Kaskaden-
impaktor eindeutig im laminaren Bereich. Damit muss die Trennung des Wirkstoffs
sowohl von den ,groben” als auch von den ,feinen” Laktosepartikeln bereits beim
Erreichen des Kaskadenimpaktors abgeschlossen sein. Eine Deagglomerierung in die-
sem Bereich des Systems (SIP, Praseparator und ACI) ist nicht mehr mdglich. Folg-
lich mussen alle ablaufenden Trennprozesse bereits vorher stattgefunden haben (z.B.

im HandiHaler®; berechnete Rexapselkammer ~ 4000).



3.2 Pulvercharakterisierung

Neben der aerodynamischen Charakterisierung nach Arzneibuch werden weitere Me-
thoden zur Bewertung der Pulvermischungen herangezogen. Diese werden im Fol-
genden kurz dargestellt.

3.2.1 Bestimmung der PartikelgroBenverteilung durch Laserbeugung

Die Laserbeugung ist eine schnelle und in der Routine Ubliche Methode zur Bestim-
mung der PartikelgroBenverteilung.

Grundlage dieses optischen Verfahrens ist die Beugung des Lichtes an Partikeln, wo-
bei GroBe und Form der Teilchen eine entscheidende Rolle auf die Starke der Beu-
gung haben. Abhangig von der PartikelgroBenverteilung entsteht dadurch eine radi-
alsymmetrische Intensitatsverteilung, deren Ringintensitat umgekehrt proportional
zum Partikelradius ist. Winkel und Lichtintensitat des gestreuten Lichtes geben In-
formationen Uber die PartikelgréBe [55]. So streuen, wie in Abb.3-10 dargestellt, gro-
Be Partikel das Licht in kleinen Winkeln mit hoher Intensitat, wohingegen kleine Par-
tikel das Licht in groBen Winkeln mit niedriger Intensitat streuen [56].

X = Laserstrahl \\
Y = Detektorflache T
Z = Fourier - Linse

Abb.3-10 Schematische Darstellung des Strahlengangs (Fourrier-Optik und Detektorelement)
mit Beugungspektrum von monodispersen Partikeln [55]

Das optische System besteht aus einen Helium-Neon-Laser (A= [633nm]), dessen
Strahl mit einen Kollimator geweitet und der in seiner ungebeugten Form auf den
Mittelpunkt des Detektors fokussiert wird. Die sich an den Strahlengang (Probenauf-
gabe) anschlieBende Fourier-Linse sorgt dafiir, dass die Beugungsbilder unabhangig
von der Teilchenposition im Messvolumen immer die gleiche Position auf dem Detek-
tor einnehmen. Uber den in der Brennebene der Fourier-Linse positionieren Detektor
wird die Intensitat des gebeugten Lichtes erfasst und in Form einer Volumenvertei-
lung ausgewertet. Dabei erfolgt die Berechnung des TeilchengréBendurchmessers
iiber den Aquivalentdurchmesser einer volumengleichen Kugel.



Wichtigstes Kriterium bei der Bestimmung von PartikelgréBen ist es, die Individualitat
der zu erfassenden Teilchen sicherzustellen. Um dies zu erreichen, miissen die Parti-
kel wahrend der Messung in geeigneter Weise dispergiert werden.

Dazu wird in den meisten Fallen die Trockendispergierung (siehe Kapitel 4.2.2) ein-
gesetzt, da das Dispergieren in Flissigkeiten einige Probleme aufwirft, welche haupt-
sachlich auf die Wechselwirkung zwischen Dispergierfliissigkeit und Priifsubstanz zu-
rickzufiihren sind. Es ist allerdings zu beachten, dass auch das Verfahren der Tro-
ckendispergierung Nachteile besitzt. So kann z.B. eine Primdrkornzerstérung auftre-
ten oder die Dispergierkrafte der Luft reichen nicht aus, um eine vollstandige
Deagglomerierung sicherzustellen [57].

3.2.2 Darstellung der Oberflichenmorphologie /-beladung durch Raster-
elektronenmikroskopie

Um eine deutlich hdhere VergréBerung als mit dem Lichtmikroskop zu erreichen,
werden die Proben im Rasterelektronenmikroskop (REM) betrachtet.

Hier wird die Bilderzeugung anstelle von Licht mit einem Elektronenstrahl erreicht,
was eine Auflésung bis in den Nanometerbereich ermdglicht [58]. Daflir werden im
Hochvakuum Uiber thermische Emission Elektronen erzeugt und durch Hochspannung
beschleunigt. Der daraus entstehende gebiindelte Elektronenstrahl rastert die Probe
punktférmig ab. Durch die Wechselwirkung der Primarelektronen mit den Proben-
atomen entstehen diverse Sekundarsignale (siehe Abb.3-11 und Tabelle 3-3), die
analysiert und verarbeitet werden.

Primarelektronenstrahl

Lo Kathodolumineszenz
Sekundarelektronen (SE) [ <

Réntgenstrahlung (EDX)

Bremsstrahlung
(Untergrundrauschen EDX)

Probe

Riickstreuelektronen (BSE)

Elastisch gestreute Elektronen
Durchgehende Elektronen

Abb.3-11 Wechselwirkung des Elektronenstrahls mit der Probe (schematische Darstellung der
Wechselwirkungskeule)



Da sich allerdings unter den vorliegenden Bedingungen (10 KV fiir ausreichende Auf-
I6sung) im herkdmmlichen REM die isolierende Probe durch Elektronenabsorption
aufladen kann, ist dieses Verfahren in der Regel nur bei leitfahigen Proben anwend-
bar. Nicht leitende Proben, wie die vorliegenden Pulver- und Kapselproben, kénnen
jedoch durch Sputtering (Kathodenzerstaubung) mit einer diinnen leitfahigen Schicht
aus Edelmetall z.B. Gold, Platin iberzogen und betrachtet werden [57]. Eine weitere
Mdglichkeit nicht leitende Proben zu betrachten, ist die Arbeit mit variablem Kam-
merdruck. Hier wird ein gewisser Gasanteil in der Kammer zugelassen und nicht wie
Ublicherweise im Hochvakuum gearbeitet. Die vorhandene Gasschicht ist gerade groB
genug, um durch den Elektronenstrahl eine Ionisierung der Probe zu erreichen. Uber
einen speziellen Detektor werden die riickgestreuten Sekundarelektronen detektiert.

Tabelle 3-3  Ubersicht der wichtigsten entstehenden Sekundérsignale

Riickstreuelektronen Primarelektronen, welche in die tieferen Probenschichten eindringen

(BSE) und dort ohne Energieverlust am Atomkern gestreut bzw. reflektiert
werden. Je tiefer die Primarelektronen in die Probe eindringen, des-
to breiter verteilt treten die emittierten Elektronen (Riickstreuelekt-
ronen) wieder aus der Probe aus und liefern so ein unscharfes Bild.
Wie auch fir alle anderen Sekundarsignale gilt: je hoher die Ord-
nungszahl desto mehr Elektronen und damit heller der Kontrast.

Sekunddrelektronen Dringen die Primarelektronen nur in die oberste Probenschicht ein
(SE) und schlagen dort Elektronen heraus, entstehen Sekundarelektronen
(SE1). Auch beim Austritt der Rickstreuelektronen aus der Probe
werden Sekundarelektronen aus der obersten Schicht herausge-
schlagen (SE2).
Diese energiearmen Elektronen liefern eine hohe Ortsauflésung, was
fur topographische Aufnahmen von Oberflachen genutzt wird.

Rontgenstrahlung Energiereiche Primarelektronen stoBen aus den kernnahen Schalen
der Probenatome Elektronen heraus. Beim Wiederauffiillen dieser
Licken mit Elektronen kernferner Schalen entsteht eine Energiedif-
ferenz, die fir jedes Element abhdngig von der Ordnungszahl cha-
rakteristisch ist. Damit ist die Identifizierung der Elementarzusam-
mensetzung einer Probe (EDX) mdglich [58;59].

Bremsstrahlung Abgelenkte Primarstrahlen, die im EDX als Untergrundrauschen auf-
treten (2.Variante der Réntgenstrahlung)

Im Rahmen dieser Arbeit kommen zwei verschiedene Rasterelektronenmikroskope
zum Einsatz, die sich durch die Wahl der Kathode unterscheiden.

Beim ,konventionellen” REM (10 KV) wird eine Wolframglihkathode auf eine hohe
Temperatur geheizt. Dabei erhdlt ein Teil der frei beweglichen Elektronen genligend
hohe kinetische Energie um das Metall zu verlassen. Diese freien Elektronen werden
durch ein elektrisches Feld auf die Anode gesaugt und durch ein Loch in der Anode
beschleunigt [60].

Das verwendete Feldemissions-REM (1 KV fiir gleiche Auflésung) besitzt eine thermi-
sche Feldemissionskathode (Schottky-Emitter) aus einem Wolframkristall mit Zirkon-
spitze. Hier entsteht in Abhangigkeit der Kathodentemperatur und der an der Spitze
anliegenden Feldstarke ein stabiler Elektronenstrahl.



Fir die topographischen Aufnahmen der Proben, wird ein SE-Detektor eingesetzt.
Dagegen lassen sich mit einem BSE-Detektor die Materialkontraste innerhalb der Pul-
vermischung herausarbeiten. AnschlieBend wird die Probe mit einem EDX-Detekor
untersucht, um die vorliegenden Kontraste beziiglich ihrer Elementarzusammenset-
zung direkt zu charakterisieren.

3.3 Beurteilung der inter-/ intrapartikularen Bindungskrafte
durch Rasterkraftmikroskopie

Die Technik der Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy = AFM) wurde Mit-
te der 80iger Jahre von dem Physiker Gerd Bining entwickelt und 1986 mit dem No-
belpreis flir Physik ausgezeichnet [61].

Durch den Einsatz des Rasterkraftmikroskops wird es méglich neben der Topographie
einer Probe auch Informationen Uber mechanische Eigenschaften wie Reibung, Ad-
hasion, elektrostatische und magnetische Wechselwirkungen bis in den Nanometer-
bereich zu ermitteln [62]. Dies geschieht lber eine Messsonde, den Cantilever (engl.
Balken), dessen Auslenkung infolge von Kraftwechselwirkungen beim Abrastern einer
Probe durch ein optisches Detektionssystem vermessen wird. Umgesetzt wird der
Vorgang des Abrasterns z.B. Uber einen Piezokristall, der meist als Probentrager ein-
gesetzt wird. Durch Anlegen einer Spannung kann sich der Kristall sowohl in x-, y-
(horizontal) als auch in z-Richtung (vertikal) ausdehnen und komprimieren [63;64].

-
Abb.3-12 Cantilever mit Spitze und typischer Messaufbau [64]

Der Cantilever (siehe Abb.3-12), meist aus Siliciumoxynitrid oder Silicium, ist Gbli-
cherweise 100 — 400 pm lang, 40 pm dick und besitzt eine scharfe, kleine Spitze aus
Silicium. Damit der Laserstrahl des optischen Detektionssystems reflektiert werden
kann, wird die Rickseite des Cantilevers mit Gold beschichtet. Je nach Auslenkung
des Cantilevers wird der auf die Rickseite fokussierte Laserstrahl in unterschiedlichen
Winkeln reflektiert und trifft auf einen Photodetektor. Dieser positionssensitive Detek-
tor aus vier-segmentigen Photodioden ermittelt die vorliegende Abweichung von der
Totalreflektion (,Lichtzeigerprinizp”), welche sich je nach Probenhéhe durch die un-
terschiedliche Auslenkung des Cantilevers ergibt [63]. Auf diese Weise werden zum
einen die topographischen Aufnahmen der Oberflachenstrukturen erstellt.



Zum anderen wird der Auslenkungsgrad mit der entsprechenden Federkonstante des
Cantilevers (K. = 0,01 - 0,2 N/mm2) in die aufgewendete Kraft umgerechnet
(Hook “sches Gesetz), wobei die Auslenkung des Cantilevers (Az) proportional zur
aufgewendeten Kraft (AF) ist.

Die GroBe der Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe wird durch die Art der vor-
liegenden Krafte bestimmt (siehe Abb.3-14), wobei sich diese Krafte naherungsweise
durch das Lenard-Jones-Potential (Abb.3-13) beschreiben lassen [64].
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v
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Abb.3-13 Messbereiche der verschiedenen Messmethoden [63;65]; Mit dem Lenard-Jones Po-
tential werden anziehende und abstoBende Wechselwirkungen zwischen zwei Atomen
beschrieben (Verlauf der potentiellen Energie)

Die dominantesten Krafte im interatomaren Abstand sind die repulsiven (energieer-
hoéhenden) Kréfte. Sie werden durch abstoBende Elektronenwolken ausgeldst, welche
beginnen sich einander anzunahern und zu Uberlappen. Ab einem Abstand von 1 nm
entstehen van-der-Waals-Krafte (attraktiv, energieerniedrigend), die durch induzierte
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen Probe und Spitze hervorgerufen werden.
Sowohl repulsive als auch attraktive Krafte gehdren zu den elektrostatischen Wech-
selwirkungen. Ausgeldst durch Ion-Ion-Wechselwirkung oder permanente Dipole be-
sitzen sie eine extrem groBe Reichweite (10 — 100 pm) und sind in der Lage die kurz-
reichweitigen Krafte (z.B. van-der-Waals-Krafte) zu tberdecken und die Messergeb-
nisse zu verfalschen.

Noch starker kann die Messung durch einen Wasserfilm verfalscht werden. Dabei
bilden sich extrem stabile und starke Kapillarkrafte aus (Wasserstoffbriickenbindung),
die zu einem schnellen Anschnappen der Spitze an die Probe flihren und die real vor-
liegenden Krafte Gberdecken. Durch Arbeiten im Vakuum kann die Ausbildung des
Lverfalschenden” Wasserfilms Uber der Probe verhindert werden [66].

Da die Messspitze idealerweise nicht aus einem Atom besteht und auch benachbarte
Atome innerhalb der Probe eine gewisse Anziehung auf den Cantilever ausiben, ist
immer zu beachten, dass es sich bei den gemessenen Kraften nicht um Wechselwir-
kungen zwischen einzelnen Molekilen handelt [65].
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Abb. 3-14 Kréfte in der direkten Umgebung einer Oberfldche [66]

Zur Erfassung der Krafte werden verschiedene Messmethoden unterschieden:

Tapping mode (intermittent contact-mode)

Hier oszilliert der Cantilever nahe seiner Resonanzfrequenz, wobei die Amplitude
der Schwingung gréBer sein muss als die Reichweite der Adhasionskrafte (bis 100
nm). Ein Schleifen der Spitze liber die Probe wird verhindert, was die zerstéren-
den Scherkrafte (lateral) deutlich reduziert. Auf diese Weise kénnen sowohl repul-
sive als auch attraktive Krafte gemessen werden [65;67].

Contact mode (,,repulsive mode”)

In diesem Modus kann sowohl bei konstanter Hohe (constant height) als auch mit
konstanter Kraft (constant force) gemessen werden. In jedem Fall aber stehen
Probe und Spitze in direktem Kontakt (Beriihrung) zueinander. So werden die re-
pulsiven Krafte (z.B. Coulomb-Krafte) gemessen, was sich im linken markierten
Bereich des Lenard-Jones-Potentials widerspiegelt (siehe Abb.3-13). Durch den
direkten Kontakt zwischen Spitze und Probe treten laterale Scherkrafte auf, die
zur Zerstdrung der Probe flihren kénnen [64;65;67].

Non-contact mode

Die Spitze steht nicht im direkten Kontakt mit der Probe, sondern ist so weit ent-
fernt, dass die attraktiven / adhdsiven van-der-Waals-Krafte gemessen werden
kdnnen (siehe Abb. 3-13). Der Cantilever detektiert dabei die vom Abstand zwi-
schen Probe und Spitze abhdngige Verschiebung der Resonanzfrequenz [63;64].

Unabhangig von der verwendeten Messmethode werden die Wechselwirkungen in
den so genannten ,Kraft-Distanzkurven” (siehe Abb.3-15) dargestellt. Dazu wird das
gemessene Signal der Photodiode (Kraft/nN) gegen die Ausdehnung des Piezokris-
talls aufgetragen (Abstand/um).



<+———  Piezo Ausdehnung

Piezo zusammenziehen ——— »

Kraft [nN]

Cantilever Ablenkung

runter

Abstand [pm]

. Piezo-Ausdehnung, Cantilever nach unten - kein Kontakt

. Spitze wird durch attraktive Kréfte der Oberflache angezogen

. Spitze driickt in Probenoberfldche; Cantileverauslenkung nach oben

pize = Oberflachenkraft

. Weiteres Zusammenziehen des Piezo; Cantileverauslenkung nach unten, bis Spitze durch Oberflachenkrafte gehalten
. Spitze auBerhalb der Oberflachenkréfte - Cantilever springt scharf nach oben

1
2
3
4. Piezo zieht sich zusammen, Spitze steigt; Cantilever entspannt sich, bis Kraft,
5
6
7

. Spitze entfernt sich von Probe > kein Kontakt

Abb.3-15

Beispiel einer Kraft-Distanzkurve: Abhangigkeit der wirkenden Kraft vom Abstand zwi-

schen Probe und Spitze (rot = Anndhrung von Cantilever und Probe; schwarz = Tren-
nen von Cantilver und Probe)

Innerhalb dieser Diagramme kann, wie in Abb.3-16 dargestellt, zwischen elektrostati-
scher Wechselwirkung (lange Reichweite) und Adhdsionskraften (kurze Reichweite)

unterschieden werden:
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Abb.3-16 Beispiele fir Kraft-Distanzkurven (x-Achse: Abstand, y-Achse: Kraft, z: Abstand zur
Probe, wo maximale Kraft herrscht; extending = anndhern; retracting = trennen) [68]



3.4 Herstellung interaktiver Pulvermischungen

Mischen beschreibt das mdglichst gleichmaBige Verteilen verschiedener Komponen-
ten ineinander. Die Mischungspartner werden durch Konvektion, Diffusion und
Scherbewegung intensiv durchdrungen und streben den Zustand einer optimalen
Zufallsmischung an. Erst wenn der hdchste Unordnungszustand - die hdchste Entro-
pie - erreicht ist, wird der Mischprozess beendet. Entspricht die Zusammensetzung
jeder Teilmenge der geforderten Gesamtzusammensetzung, ist die Mischung homo-
gen [69;70].

Als ideal wird eine Mischung bezeichnet, wenn die Partikel einer Komponente nur von
Teilchen der anderen Komponente umgeben sind [69;70]. Dieser Fall ist allerdings
mit den herkdmmlichen Mischprozessen und vor allem mit den unterschiedlichen
Komponenten einer inhalativen Pulvermischung nicht zu realisieren. Hier spricht man
von einer geordneten Mischung: kleine Wirkstoffpartikel beladen (,,coaten”) die Ober-
flache der groBen ,groben” Partikel (siehe Abb.3-17).
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Abb.3-17 Schematische Darstellung einer idealen und einer geordneten Mischung

Da der aerodynamische Durchmesser der Wirkstoffpartikel zwischen 1 — 5 um liegen
muss, um den Wirkort in der Lunge zu erreichen birgt die Herstellung der Pulvermi-
schungen einige Probleme.

Bedingt durch den Mikronisierungsprozess werden die Teilchen stark elektrostatisch
aufgeladen, was die Agglomeratbildung fordert und die FlieBeigenschaften drastisch
verschlechtert (siehe Kapitel 1.1) [1;4]. In Kombination mit der extrem geringen Do-
sierung (z.B. 40 pg Ipratropiumbromid / Dosis) wird ein genaues Abteilen des Pulvers
als Monokomponente unmaglich.

Mischt man die Wirkstoffpartikel mit einem groben, mdglichst inerten Tragermaterial
(z.B. Laktose oder Glucose) lassen sich diese Probleme umgehen. Sowohl Dosierge-
nauigkeit als auch FlieBverhalten der Pulvermischung werden verbessert. Auch die
Agglomeratbildung der feinen Wirkstoffteilchen wird unterbunden, da diese nun an
der Oberflache des Tragers adharieren (geordnete Mischung) und wahrend der Inha-
lation durch die Scherkrafte wieder abgelost werden (siehe Kapitel 1.1) [1;4]. Diese
Aspekte sind entscheidend flir die Auswahl des Mischverfahrens, um die Bildung ei-
ner optimale Mischung sicherzustellen und ein Entmischen der verschiedenen Kom-
ponenten (z.B. Flotieren des Feinanteils) zu unterbinden.



Ein geeignetes Verfahren zur Herstellung von interaktiven Pulvermischungen ist zum
Beispiel das in der Arbeit eingesetzte ,Schicht-Sieb-Misch-Verfahren”, welches in der
Literatur [30] haufig auch als ,Sandwich-Verfahren” bezeichnet wird. Hier flhrt das
abwechselnde Einarbeiten der verschiedenen Komponenten bereits im Vorfeld zu
einer gleichmaBigeren Verteilung der unterschiedlich groBen Partikel. Weiterhin zer-
stort der Siebschritt die Agglomerate der feinen Partikel, was den Teilchen ermdglicht
sich an die Oberflachen der groben Partikel zu binden.

Auf diese Weise werden sowohl die Funktion des Tragers, namlich die Agglomeratbil-
dung des Wirkstoffs zu unterbinden als auch das Entstehen einer geordneten Mi-
schung bewusst gefordert [71;72].

Neben dem Einfluss auf die Mikronisat-Eigenschaften wirken sich die Sieb-/ Mahl-
schritte auch auf die Merkmale des groben Tragermaterials aus. So werden durch die
Belastung wahrend des Mischprozesses zusatzliche Kristalldefekte erzeugt, die sich
durch eine deutlich héhere Oberfldchenenergie auszeichnen (siehe Abb.3-18). Die
Ausbildung aktiver, starker Bindungsstellen am Trager — so genannte ,HOT-SPOTS"”
wird deutlich geférdert. Alle kristallinen Stellen mit geringerer Energie bezeichnet
man als ,passive Stellen” [1].

Passive Bindungsstellen

Geringe Adhésionskrifte ¢ =Wirkstoff
e =Additiv

aktive Bindungsstellen
Starke Adhasionskrafte

Abb.3-18 Schematische Darstellung der Bindungsplatze eines Tragerpartikels

In bindren Mischungen binden bevorzugt mikronisierte Wirkstoffpartikel an diese ,,ak-
tiven Stellen” (meist Spalten und Unebenheiten auf der Partikeloberflache).

Liegen nur geringe Wirkstoffmengen vor (wie z.B. in diesem Fall 0,7% Ipratropi-
umbromid), belegt der gréBte Anteil des Wirkstoffs die vorhandenen ,HOT-SPOTS”
und wird so stark gebunden, dass die Scherkrdfte wahrend der Inhalation nicht aus-
reichen um die Bindung aufzuheben. Daraus ergibt sich eine deutliche Reduktion des
inhalierbaren Anteils, denn die Wirkstoff-Trager-Komplexe schlagen sich aufgrund
der PartikelgroBe bereits im Rachenraum nieder [27].

Um dies zu verhindern und die aerodynamischen Eigenschaften der Pulvermischung
zu verbessern, setzt man der bindaren Mischung ein feines, ebenfalls inertes Additiv
zu — z.B. mikronisierte Lactose oder Magnesiumstearat - und erhalt eine ternare Mi-
schung (siehe Abb. 3-19). Hauptfunktion des Additivs ist dabei die ,Absattigung” der
starken Bindungsplatze und das Fiillen aller Poren und Unebenheiten.



Auf diese Weise soll die Anzahl der ,,HOT-SPOTS” bzw. die Starke der Adhasionskraf-
te reduziert und der Wirkstoffanteil an den passiven Bindungsstellen gesteigert wer-
den, was die Abtrennung wahrend der Inhalation erleichtert [16;25;27;31].

Basierend auf diesen Uberlegungen kann die Mischreihenfolge der drei Komponenten
Trager — Additiv — Wirkstoff gezielt eingesetzt werden, um die Beladung der ,HOT-
SPOTS"” und damit die Hohe des inhalierbaren Anteils zu steuern [25].

Mischt man zum Beispiel erst den feinen Hilfsstoff mit dem groben Trager, werden
Hilfsstoff-Agglomerate zerstoért und die ,aktiven Stellen” mit einem Film aus feinem
Additiv Uberzogen. Der im zweiten Mischgang zugesetzte Wirkstoff belegt dann
hauptsachlich die passiven Stellen und kann wahrend der Inhalation besser disper-
giert werden [1;31].
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Abb.3-19 Herstellung von pulverférmigen Inhalativa — verschiedene Ansatzmdglichkeiten (bindre
und ternare Mischung)

Neben dem Uberziehen des Trégerpartikels und der Ausbildung eines Schutzfilms
kommt dem zugesetzten Feinanteil noch eine weitere Funktion zu, welche ebenfalls
in der Literatur beschrieben wird [16;19]:

Zusammen mit den feinen Wirkstoffpartikeln bildet das Additiv so genannte ,Mul-
tiplets”: Agglomerate feiner Partikel. Da die interpartikuldren Krafte zwischen den
nahezu gleichgroBen Partikeln viel geringer sind als zwischen den ,kleinen” Wirk-
stoffpartikeln und den ,groBen” Tragerteilchen, werden diese ,Multiplets” viel besser
dispergiert als die Wirkstoff-Trager-Komplexe [16]. Daraus resultiert ein weiterer po-
sitiver Effekt auf die aerodynamischen Eigenschaften der Pulvermischung.

Wie genau sich verschiedene Mischvarianten und die dabei verwendeten Additivmen-
gen auf die inhalierbare Fraktion des Wirkstoffs auswirken, ist Teil der zentralen Fra-
gestellung und wird in den Kapiteln 6 und 7 ausfihrlich bewertet und diskutiert.



4 Materialien & Methoden

4.1 Materialien

Alle bendétigen Ausgangsmaterialien wurden von Boehringer Ingelheim Pharma GmbH

& Co KG zur Verfuigung gestellt.

4.1.1 Wirkstoffe

Ipratropiumbromid

Das weiBe kristalline Pulver ist in Wasser und geringfligig in
Alkohol [73] I6slich. Zur Verwendung in pulverférmigen Inhalativa
werden die weiBen Kristalle durch Luftstrahlmahlung auf eine
definierte GroBe von etwa 5 um zerkleinert. Anwendung findet
das quartare Atropinderivat als Anticholinergikum zur Vorbeugung
und Behandlung von Atemnot bei Asthma bronchiale und
obstruktiven Atemwegserkrankungen [74].

4.1.2 Tragermaterialien

Laktose (Milchzucker)

Das weiBe kristalline Pulver ist langsam I6slich in Wasser und
praktisch unldslich in EtOH (96 %) [75]. Als nattirlich vorkom-
mendes, reduzierendes Dissaccharid kommt Laktose nur in der
Milch von Saugetieren vor und besteht, chemisch gesehen, aus je
einem Molekil D-Glucose und D-Galaktose (B-1,4 glykosidisch
verknupft). Dabei kann das Dissaccharid in den beiden anomeren
Formen a und  vorliegen [76], wobei die in der Pharmazie ge-
brauchlichste Form das a-Laktose Monohydrat ist.

Tabelle 4-1  Ubersicht der verwendeten Laktose-Qualitaten

ML, CHICH),
\‘N' Br
H
D\
C
i
0 GH,OH

C20H3oBrNO3, Hzo

Mr 430,4
CH,OH
O

cHoH A OH

HO o0 OH
OH OH

OH

C12H2041, H0
Mr 360,3

Qualitat Beschreibung

200M Pharmatose®
325M Respitose® (zur Inhalation)

Laktose mikronisiert

mittlere PartikelgréBe 5-10 um

gemahlen; mittlere PartikelgroBe 40 pm

gesiebt; mittlere PartikelgroBe 65 pm
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Alle in dieser Arbeit verwendeten verschiedenen Qualitaten der Firma DMV Internati-
onal (Veghel, Niederlande) entsprechen den Anforderungen der Pharmacopoen.
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Abb.4-1  Vergleichende Darstellung der PartikelgroBenverteilung der beiden Tragermaterialien
(Verteilungsdichte)
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Abb.4-2  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Triger A) 325M Respitose® und B)
200M Pharmatose®

4.1 Materialien
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4.1.3 Kapselmaterialien

Gelatine-Kapseln (Rezeptur BI®: Capsugel, Bornem, Belgien)

Die turkisfarbenen Kapseln haben laut Hersteller einen Wassergehalt von etwa 14%.
Ihre inhomogene, klebrige und reaktive Innenoberflache zeichnet sich durch zahlrei-
che Krater, Tropfchen und ,schuppige” Areale aus. Wie in Abb.4-3 zu erkennen, kon-
nen diese Strukturen unterschiedlich stark ausgepragt sein. Ausgeldst durch die un-
terschiedlich starke Auspragung der Strukturen treten sowohl Schwankungen zwi-
schen verschiedenen Chargen (Interchargenvariabilitdt) als auch innerhalb einer
Charge auf (Intrachargenvariabiltat).

PE-Kapseln (RPC Formatec GmbH & Co KG, Mellerichstadt, Deutschland)

Die transparenten Kapseln aus Polyethylen zeichnen sich im Vergleich zu den Gelati-
ne-Kapseln durch eine homogene, glatte und damit weitestgehend inerte Innenober-
flache aus (siehe Abb.4-3). Der Wassergehalt liegt bei < 0,1%.

Es sind keine signifikanten Schwankungen beziiglich der Oberflachenbeschaffenheit
festzustellen (keine nachweisbare Intra- / Interchargenvariabilitat).

Abb.4-3  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Innenseiten von Gelatine-Kapseln
(starke Heterogenitat - Tropfchenbeladung fiihrt zur Intra-/ Interchargenvariabilitat)
und PE-Kapseln (gleichméBige Oberflachenbeschaffenheit)

4.1 Materialien



4.1.4 Chemikalien & Reagenzien

= Chemikalien

Wasser (MilliQ, Academic A10)
Acetonitril (HPLC grade)

Brij 35®

Glycerol (extra rein DAB) 99%
Ethanol, absolut

HCl 1mol/I

Ipratropiumbromid Referenzsubstanz

Cyclohexan 99% reinst
Span® 85 zur Synthese
Natrium-1-heptansulfonsdure-Monohydrat

o-Phosphorsaure

= Dispersionsmedium (Nassdispergierung)

Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Griissing GmbH, Filsum, Deutschland
Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland
Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland

Boehringer Ingelheim GmbH & Co KG,
Deutschland

Grussing GmbH, Filsum, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Fluka, Deisenhofen, Deutschland

Fluka, Deisenhofen, Deutschland

Cyclohexan 99% mit 0,25% Span® 85.

« Losungsmittel I (0,01N HCI)

10 ml HCI 1mol/I werden ad 1000 ml mit Wasser (MilliQ) versetzt und gemischt.

» LOsungsmittel II (EtOH/Wasser 50:50)

1000 ml Ethanol werden mit 1000 ml Wasser (MilliQ) versetzt und gemischt.

« FlieBmittel I (Eluent Laktose)

800 ml Acetonitril werden mit 200 ml Wasser (MilliQ) versetzt und gemischt.

FlieBmittel II (Eluent Ipratropiumbromid)

8,75 g Na-Heptansulfonsaure-Monohydrat werden in 3500 ml Wasser (MilliQ) geldst und anschlie-
Bend mit o-Phosphorsdure auf pH 3,20 eingestellt; Diese Pufferlésung wird mit 1610 ml ACN ver-
setzt und gemischt.

Coating Reagenz
Im Ultraschallbad werden 3 g Brij 35® in 20 ml absoluten Ethanol gelést. 1 ml der daraus resultie-
renden Losung wird in 5 g Glycerol geldst.

Brij-Blindlésung:
0,5 ml Coating-Reagenz werden ad 100 ml mit LM I/ II verdiinnt.

Standard-L6sung Ipratropiumbromid

Stammldsung: 21 mg Ipratropiumbromid werden in einen Messkolben eingewogen und in
100,0 ml LM I/ II gel6st.
Verdiinnung A: 5,0 ml Stammlésung werden mit LM I/ II auf 500,0 ml verdiinnt.



« Standard-Lésungen Laktose
Ausgebrachte Dosis 50 mg Laktose werden in 50,00 ml LM II gel6st.

Aerodynamischer Feinanteil 250 mg Laktose werden in 50,00 ml LM I geldst.

= Probelésungen zur Validierung
Ausgebrachte Dosis Linearitat Verdiinnungsreihe der Standard-L6sung (Be-
reich: 0,1 mg/ml — 0,35 mg/ml)

Stabilitat, 1,00 ml Ipratropiumbromid Stammlésung + 5,00
Richtigkeit, ml Laktose-Standard ad 100,00 ml.
Prazision

Aerodynamischer Feinanteil  Linearitat Verdiinnungsreihe der Standard-Loésung (Be-

reich: 0,01 mg/ml - 0,1 mg/ml).

Stabilitat, 1,00 ml / 10,00 ml Stammlésung Laktose + 1,00
Richtigkeit, ml Verdlinnung A / Brij-Blindwert.
Prazision

4.1.5 Verpackungsmaterialien / Device

= Verpackungsmaterialien

Polybeutel klein / mittel / groB
Twist-off Glas 200ml
Schnappdeckelglaschen

HandiHales

Alubeutel verschiedener GréBen
Glasréhrchen mit Deckel (flir Einzelkapseln)

Kunststoffreagenzglaser mit Verschluss

HandiHaler® Abb.4-4  HandiHaler® (gedffnet)

4.2 Methoden — experimenteller Teil

4.2.1 Herstellung von inhalativen Pulversystemen

Herstellung der Pulvermischungen

Im Rahmen der Dissertation werden alle Formulierungen aus denselben Ausgangs-
materialchargen hergestellt (siehe Tabelle 4-2).

Die Pulvermischungen (AnsatzgréBe: jeweils 250 g) werden nach dem Sieb-Misch-
Verfahren hergestellt (siehe Abb.4-5). Dazu werden nach dem Abwiegen (LA 6200S /
Analytic A200S Sartorius, Gottingen, Deutschland) alle Komponenten abwechselnd



portionsweise mit einem Handsieb der MaschengréBe 0,315 mm in eine Schissel ge-
siebt, anschlieBend in ein Mischglas umgefiillt (max. zur Halfte gefillt) und fir 30
Minuten (900 UpM) im Turbula-Mischer T2C (Willi A Bachofen AG Maschinenfabrik
Basel, Schweiz) gemischt.

Das Prinzip des Turbulamischers beruht auf Rotation, Translation und Inversion in
dreidimensionaler Bewegung. Dazu wird das Mischgut wahrend des Mischprozesses
wechselweise vertauschend, rhythmisch pulsierenden Bewegungen unterworfen [77].
Um die Homogenitat sicherzustellen, wird der Sieb-Misch-Vorgang wiederholt.

Tabelle 4-2 Ubersicht der eingesetzten Ausgangsmaterialien

Material Charge Beschreibung
200M Laktose Monohydrat 103433 Mittlere PartikelgréBe 40 um (gemahlen)
325M Laktose Monohydrat 10135425 Mittlere PartikelgroBe 65 um (gesiebt)
5 pm Laktose Monohydrat 394114 Mikronisiert
Ipratropiumbromid Monohydrat 1010548 Mikronisiert
Polyethylenkapsel 3C0264 Transparent, Wassergehalt < 0,1%
Gelatine-Kapsel 3U0040 Turkis, Wassergehalt 14%
4U0030

Mit den in Tabelle 4-3 beschriebenen Kombinationen werden die Einfllisse der Fakto-
ren Tragerlaktose, Mischreihenfolge und Menge Feinanteil auf die aerodynamischen
Eigenschaften der Pulvermischung evaluiert und bewertet. Um die Auswirkungen der
Faktoren unabhangig vom Kapselmaterial zu betrachten bzw. einen Einfluss des Kap-
selmaterials aufzuzeigen, erfolgt die Abflillung der 12 Mischungen sowohl in die
~Klassischen” Gelatine-Kapseln als auch in die ,inerten” PE-Kapseln (siehe Abb.4-3).
Damit ergeben sich 24 mdgliche Kombinationen aus Pulvermischung und Kapselma-
terial, die im Folgenden untersucht werden.

Tabelle 4-3 Zusammensetzung der Pulvermischungen (40 g Ipratropiumbromid/ 5,5 mg abgeteil-
te Dosis) Mischvarianten A/ B/ C

Komponente Charge 0% Additiv 2,5% Additiv 5% Additiv

[mg/KPI] [mg/KPI] [mg/KPI]
Ipratropiumbromid, 5um 1010548 0,0417 0,0417 0,0417
Laktose, 5um 394114 0,1375 0,275
200M Laktose 103433 5,4583 5,3208 5,1833
325M Laktose 10135425 5,4583 5,3208 5,1833
Inhalationspulver 5,50 5,50 5,50
Codierung 200A_0 200A/B_2,5 200A/B_5

325A_0  325A/B/C_2,5 325A/B/C_5
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Abb.4-5  FlieBdiagramme der unterschiedlichen Mischvarianten A (ohne Vormischung), B (mit

Trager (grob/fein)-Vormischung) und C (mit Trager (grob) -Wirkstoff-Vormischung)

Homogenitat der Pulvermischung

Um die Gleichférmigkeit der Pulvermischung zu Uberpriifen werden mittels Stechhe-
ber (Anfertigung der Werkstatt BI) an verschiedenen Stellen des Mischbehalters 10
Muster (max. 16,5 mg) entnommen, in einen 25,00 ml Messkolben lberflihrt und mit
LM I bis zur Markierung aufgefillt. Die Gehaltsbestimmung erfolgt gemaB dem aktu-
ell giltigen analytischen Verfahren zur Bestimmung der Homogenitat von Pulvermi-
schungen (siehe Tabelle 4-4). Zur Auswertung wird die Software Millenium 3.20 (Wa-
ters GmbH, Eschborn, Deutschland) verwendet.

Die Mischungen gelten als homogen, wenn die ermittelten Werte im Bereich von 34-
46 g liegen (£ 15 % vom Sollwert) und der VK (n=10) < 6,0 % ist.

Tabelle 4-4 Chromatographische Bedingungen zur Uberpriifung der Wirkstoffhomogenitéit

Saule: LiChrospher 60RP Select B 125x4 mm, 5 um
Merck, Darmstadt, Deutschland)

Detektion: UV bei 210 nm (2996 PDA mit 2695 Separation modul, Waters GmbH,
Eschborn, Deutschland)

Saulentemperatur:  25°C

Durchfluss: 2,0 ml/min

Injektionsvolumen: 100 pl

Mobile Phase: 1000 ml Pufferlésung (Wasser + 2,5 g Natrium—-1-Heptansulfonsaure

Monohydrat mit 0,05 M o-Phosphorsaure auf pH 3,2) mit 270 ml ACN




Kapselabfiillung

Mit einem Stampfvolumeter (J. Engelmanns AG Ludwigshafen, Deutschland) wird aus
Teilen der Pulvermischung ein gleichmaBiges Pulverbett erzeugt. Aus diesem werden
mittels Stechheber Pulvermengen im Bereich von 5,5 mg £ 5 % entnommen, in die
jeweiligen Kapseln geflillt und genau gewogen (Mettler Toledo AT 261; Giessen,
Deutschland).

Dabei werden flr die Bestimmung der ausgebrachten Dosis (DD) die genauen Ein-
zelwerte der Kapseln dokumentiert, wohingegen fiir die Bestimmung des aerodyna-
mischen Feinanteils (PSD) jeweils die mittlere Einwaage des Kollektivs (n=6) fest-
gehalten wird. Die Einzelkapseln (DD) werden einzeln in kleinen Glasréhrchen mit
Deckel aufbewahrt, wahrend die einzelnen Kollektive (PSD) in Schnappdeckelgla-
schen gelagert werden.

4.2.2 Bestimmung der PartikelgroBenverteilung durch Laserbeugung

Trockendispergierung (RODOS)

Sowohl die Tragerlaktosen, als auch die hergestellten Pulvermischungen werden mit
einem Laserbeugungsspektrometer HELOS H0925 (SympaTec, Clausthal-Zellerfeld,
Deutschland) mittels RODOS-Einheit (Trockendispergierer und Falltrichter) analysiert,
um die PartikelgréBenverteilung zu ermitteln (siehe Tabelle 4-5).

Die Proben werden dazu Uber eine VIBRI-Schwingrinne in den optischen Lichttunnel
eingebracht und durch komprimierte Luft beschleunigt.

Tabelle 4-5 Messparameter der Laserbeugung bei Trockendispergierung — Bestimmung der Parti-
kelgréBenverteilung der Pulvermischung

Messbereich: R4 (0,5/ 1,8...350 pm)

Probenmenge: 500 mg

Dispergierdruck: 3,0 bar

Unterdruck: Maximal ( -85 bis -90 bar)

Produktzufuhr: VIBRI (Schwingrinnendosierer) 40 % Forderrate;
2,0 mm Forderhdhe; Standardmethode

Auswertemodus: Windoxs Version 4.1.2.0

Messzeit: 10s

Start/Stoppbedingungen: Kanal 31 > 1,0 % und Kanal 31 < 1,0 %
Optisches System: Helium-Neon-Laser (A=633 nm)




Nassdispergierung (PartikelgroBenverteilung des Kapselrests)

Mit dieser Methode wird die PartikelgréBe des nach Ausbringung in der Kapsel zu-
rlickbleibenden Pulvers bestimmt.

Vor Beginn der Messreihe wurde die Anzahl der ausgebrachten Kapseln evaluiert,
welche benétigt wird, um ein detektierbares Signal zu erhalten. Basierend auf dieser
Evaluierung werden fiir jede Probe 6 Kapseln entsprechend aufgearbeitet. Als Refe-
renzwert wird vor jeder Probelésung ein Blindwert (40 ml Cyclohexan + 0,25 %
Span® 85) ermittelt. AnschlieBend werden 5 ml des Dispersionsmediums aus der Kii-
vette entnommen und zum Ausspulen der Kapseln (n = 6) verwendet, wobei der
Spilvorgang direkt in die Klivette erfolgt. Zur vollstandigen Desagglomerierung der
Laktose wird die Probeldsung erst flir 5 Minuten mit Ultraschall behandelt und an-
schlieBend nach einer Pause von 3 Minuten in einer Doppelbestimmung vermessen
(siehe Tabelle 4-6). Die jeweils 120 Kapseln einer Kombination (n=20 Proben) wer-
den in TWO-Glasern aufbewahrt.

Tabelle 4-6 Messparameter der Laserbeugung bei Nassdispergierung — Bestimmung der Partikel-
gréBenverteilung des Kapselrests

Messbereich: R4 (0,5/1,8...350 um)

Ultraschallstarke: 50 %

Ultraschalldauer: 300 s

Wartezeit: 180 s

Medium: Cyclohexan + 0,25 % Span® 85
Rihrerdrehzahl: 1200 UpM

Messzeit: 10,2 s

Start/Stoppbedingungen:  Kanal 31 > 1,0 % und Kanal 31 < 1,0 %
Auswertemodus: Windoxs Version 4.1.2.0

Optisches System: Helium-Neon-Laser (A=633 nm)

4.2.3 Bestimmung der aerodynamischen Eigenschaften

Ausgebrachte Dosis (DD)

Die Aufarbeitung erfolgt in Anlehnung an das aktuell glltige analytische Verfahren
[47]. Dabei wird jeweils eine Kapsel in das entsprechende Dosis-Sammelrohr (= Tu-
be; Eigenanfertigung der Werkstatt BI) an der Steuerwand (39 I/min) ausgebracht
und das Sammelrohr anschlieBend mit 20,00 ml LM I ausgesplilt. Zur Gesamtbilanzie-
rung werden die Kapseln jeweils ad 10,00 ml in einen Messkolben gespuilt. Die erhal-
tenen Probelésungen werden tber HPLC vermessen (siehe Tabelle 4-7/4-8) und mit
der Software Millenium 3.20 bzw. Empower 1154 (Waters GmbH, Eschborn, Deutsch-
land) ausgewertet.



Tabelle 4-7 Chromatographische Bedingungen zur Bestimmung der ausgebrachten Dosis und zur
Bestimmung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid

Saule: LiChrospher 60RP Select B 125x4mm, 5um (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Detektion: UV bei 210 nm (2996 PDA Waters GmbH, Eschborn, Deutschland)
HPLC: 2695 Separation Modul (Waters GmbH, Eschborn, Deutschland)

Sdulentemperatur:  25°C

Durchfluss: 2,0 ml/min

Injektionsvolumen: 100 pl

Mobile Phase: FlieBmittel II (siehe Kapitel 4.1.4)

Lésungsmittel: 0,01 NHCI (LM I)
EtOH/Wasser (50:50) zur Korrelation mit PSD Laktose (LM II)

Retentionszeit: 2,15 min

Tabelle 4-8 Chromatographische Bedingungen zur Bestimmung der ausgebrachten Dosis von Lak-

tose
Saule: APS-2 Hypersil 100x3 mm, 5 um (Thermo Electron Cooperation, Dreieich,
Deutschland)
Detektion: RID 70 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
HPLC: LC-10AT-Pumpe (Shimadzu, Duisburg, Deutschland)

Gilson 233XL Dilutor (Abimed, Langenfeld, Deutschland)
Saulentemperatur:  25°C
Durchfluss: 1,0 ml/min

Injektionsvolumen: 10 pl

Mobile Phase: FlieBmittel I (siehe Kapitel 4.1.4)
Losungsmittel: 0,01 N HCI (LM I)
Retentionszeit: 2,5 min

Verteilung des aerodynamischen Feinanteils (PSD)

Die Aufarbeitung erfolgt in Anlehnung an das aktuell giiltige analytische Verfahren
[49]. Je 6 Kapseln werden in den an der Steuerwand aufgebauten Kaskaden-
Impaktor (ACI Andersen 1 ACFM non-viable ambient particle sizing sampler Mark II
mit Praseparator, High TOP USP, SIP; Serie 200-800 Thermo Andersen, Atlanta/
Georgia, USA) bei 39 |/min ausgebracht.

AnschlieBend werden sowohl die Prallplatten als auch der Filter mit jeweils 10,00 ml
LM I/II (siehe Kapitel 4.1.4) in Kristallisierschalen abgespuilt. SIP, Praseparator und
Kapselrest werden jeweils ad 50,0 ml mit dem entsprechenden L&sungsmittel in ei-
nen Messkolben gesplilt, gegebenenfalls verdinnt und an der HPLC gegen einen ex-
ternen Standard vermessen (siehe Tabelle 4-7/4-9). Die Auswertung erfolgt mit
Millenium 3.20 oder EmPower 1154 (Waters, Eschborn, Deutschland).



Zur besseren Bewertung werden die Ergebnisse von Prallplatten und Filter wie folgt
zusammengefasst: PPO — 1 (Gruppe 1), PP2 — 4 (Gruppe 2), PP5 — Filter (Gruppe 3).

Tabelle 4-9 Chromatographische Bedingungen zur Bestimmung des aerodynamischen Feinanteils
von Laktose

Saule: APS-2 Hypersil 100x3mm, 5 um (Thermo Electron Cooperation, Dreieich,
Deutschland)

Detektion: ELSD 2000ES Impactor off (90°C und 2,5 I/min N,-Flussrate)
(Alltech GmbH, Unterhaching, Deutschland)

HPLC: LC-10AT-Pumpe (Shimadzu, Duisburg, Deutschland)

Gilson 233XL Dilutor (Abimed, Langenfeld, Deutschland)
Sdulentemperatur:  25°C
Durchfluss: 1,0 ml/min

Injektionsvolumen: 10 pl

Mobile Phase: FlieBmittel I (siehe Kapitel 4.1.4)
Losungsmittel: EtOH /Wasser (50/50)
Retentionszeit: 2,5 min

4.2.4 Stressen von Kapseln

Um den Einflussfaktor des Kapselmaterials genauer zu betrachten, werden die Kap-
seln erst einer mechanischen Belastung ausgesetzt, bevor die aerodynamischen Ei-
genschaften ermittelt werden.

Dazu wird das Device (siehe Abb.4-4) mit einer Kapsel beschickt (OT nach oben),
Uber einen Adapter mit dem Kaskadenimpaktor verbunden und die nicht angestoche-
ne Kapsel fiir 30s / 60s bzw. 120s mechanisch belastet. Durch Einstellen des Flusses
auf 39 I/min fihrt der durchstromende Luftstrom zu einer Rotation der Kapsel im
HandiHaler®. Nach diesem ,theoretischen” Entleeren wird die Kapsel nach Vorschrift
angestochen und ausgebracht.

4.2.5 Mikroskopische Verfahren zur Oberflachencharakterisierung

Lichtmikroskopische Aufnahmen

Mit dem Lichtmikroskop ist es moglich sowohl ,,bepuderte” als auch ,nicht bepuderte”
Oberflachen der Kapselinnenseiten zu betrachten.

Probenvorbereitung:

Die Unterteile (UT) der Kapsel werden in 8 Abschnitte (Langsstreifen) geteilt und mit
doppelseitigem Klebeband waagerecht (gleiche Orientierung) auf einem Objekttrager
fixiert (siehe Abb.4-6). Aus methodischen Griinden werden die Rundungsbereiche der
Kapsel und das Oberteil nicht untersucht.



oben
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Abb.4-6  Schematische Darstellung der Kapselpraparation

Zur Charakterisierung der ,unbeladenen Kapselinnenseiten” werden die Schnitte bei
10facher VergréBerung im Hellfeld (Auflicht) betrachtet. Daflir wird ein Axioplan2
Imaging Mikroskop sowie die AxioCam (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland)
verwendet. Als Bildbearbeitungsprogramm dient Axio Vision 3.1. (Carl Zeiss Jena
GmbH, Jena, Deutschland).

Die ,bepuderten Kapselinnenseiten” werden bei 20-facher VergroBerung im Dunkel-
feld (Auflicht) durch ein Stereomikroskop Axioplan (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland) in Kombination mit einer Olympus DP 10 (Olympus Optical Co Europa
GmbH, Hamburg, Deutschland) betrachtet. Die direkte Bildverarbeitung der Aufnah-
men erfolgt dabei mit der Software Analysis (Soft Imaging System GmbH, Minster,
Deutschland).

Mit einem Bildbearbeitungsprogramm (BI Entwicklung) ist es méglich den Aufnahmen
einen prozentualen Bedeckungsgrad zuzuordnen. Dazu werden die farbigen Bilder
mit geeigneten Filtern in Grauwertbilder umgewandelt, anschlieBend der Kontrast
adjustiert und schlieBlich durch Anwendung eines Schwellenwertes Binarbilder er-
zeugt. Aus dem Quotienten der mit Pulver bedeckten Oberflache und der Gesamtfla-
che des Bildes ergibt sich der prozentuale Pulverbedeckungsgrad. So kénnen subjek-
tive Eindriicke beziiglich des Beladungsgrades in konkrete Zahlen umgewandelt und
verglichen werden.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen

Die Aufnahmen der Kapselinnenseiten erfolgen mit einem konventionellen Wolfram-
kathoden-REM (Zeiss DSM 940; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland). Um die
Proben im Hochvakuum bei 10 KV zu betrachten, werden diese mit einer Goldschicht
Uberzogen und so leitfahig gemacht (sputtering). AnschlieBend werden mit dem SE-
Detektor die topographischen Bilder der Innenseiten aufgenommen.

Fir die Aufnahmen des Pulvers wird mit einem Feldemissions-REM (LEO Gemini SSVP
mit QBSD und VPSE, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) bei variablem Druck
gearbeitet. Zur topographischen Darstellung, werden die Pulverproben bei 1 KV
Spannung im Hochvakuum mit einem VPSE-Detektor abgerastert. Dabei kann auf das
~Sputtern” der Proben verzichtet werden (siehe Kapitel 3.2.2).

Bei 15 KV und 40 Pascal werden die Proben mit einem Rickstreuelektronendetektor
(QBSD) abgerastert, um so Materialkontraste innerhalb der Pulvermischungen aufzu-
zeigen. Unter diesen Bedingungen entsteht Gber der Probe eine ionisierte und damit
leitfahige Gasschicht, welche statt Gold die Uberschiissigen Elektronen ableitet. Ent-
scheidender Vorteil dieser Variante ist, dass vor allem die Materialkontraste, welche
normalerweise durch die Goldschicht tiberdeckt sind, noch zu erkennen sind.



Um den aufgezeigten Kontrasten (hier ,helle” Flecken auf dunklem Untergrund) ge-
zielt eine Komponente der Mischung zuzuordnen, werden die identischen Proben an-
schlieBend bei 10 KV mit einem EDX (Oxford Instruments INCA Energy 200 Link Pen-
tafet®, Oxford, UK) untersucht.

4.2.6 Bestimmung der Adhasionskrifte durch Rasterkraftmikroskopie

Die Arbeiten zur Bestimmung von Adhasionskraften zwischen Ipratropiumbromid und
den Komponenten des inhalativen Systems werden von Dr. Mike Allen (Fa. Biometro-
logy Contract Analytical Services / Alameda USA) durchgefihrt.

Probenvorbereitung:

Soweit im vorliegenden Bericht [68;78] nicht anderes beschrieben, werden die Pro-
ben fir jede Messung neu hergestellt. Das in rechteckige Streifen (12 x 4 mm) ge-
schnittene Kapselmaterial wird (Kapselinnenseite nach auBen) flach auf eine mit
doppelseitigem Klebeband versehene Stahlplatte gelegt.

Fur die Pulveroberfidchen wird eine kleine Menge Pulver auf eine glatte, saubere
Oberflache gegeben und vorhandene Agglomerate werden zerkleinert. AnschlieBend
wird das agglomeratfreie Pulver auf eine Stahlplatte mit doppelseitigem Klebeband
Uberfiihrt und gleichmaBig verteilt (dinner Film).

Um die vorliegenden Krafte zwischen Ipratropiumbromid und den Komponenten Ge-
latine-Kapseln, PE-Kapseln sowie Laktose 5um und Laktose 200M zu ermitteln, wer-
den Standard-Silicon-Cantilever (Lange 100 pm; Breite 30 pm; Dicke 1 um) erst mit
einem mikronisierten Ipratropiumbromid- bzw. Laktose-Partikel beklebt bevor die
Federkonstante bestimmt wird. Bedingt durch diese Modifikation sind die vorliegen-
den Kontaktflachen der Spitzen nicht mehr identisch, wodurch ein direkter Vergleich
der Messergebnisse erschwert ist. Allerdings ist es durch Mittelwertbildung und Be-
rechnung der Standardabweichung mdglich erste Vergleiche anzustellen.

Eine genauere Betrachtung und Bewertung wird mdglich, indem der Probenradius
etwa 40 nm unter der Probenspitze gescannt und die jeweilige Kontaktflache ermit-
telt wird. Dividiert man die erhaltenen Resultate der Kraftmessung durch diese Kon-
taktflachen, werden die Ergebnisse in der Einheit Kraft/Flache angegeben und kdn-
nen in Relation zueinander betrachtet werden [68].

Alle Messungen erfolgen an einem Multi Mode AFM (Digital Instruments / Veeco
Metrology, Santa Barbara, USA) mit NanoScope III, wobei der piezoelektrische Scan-
ner zuvor auf den x-, y- und z-Achsen kalibriert wird.

Tabelle 4-10 Einstellung am AFM (Messbedingungen)

Vertikale Resonanz des Systems:  ~ 0,5 Hz
Rauschlevel: 0,02 nm
Raumliche Auflésung: 1,5 nm lateral und 0,1 nm vertikal

Auswertesoftware: NanoScope Extender electronics 4.42r4




5 Methodenentwicklung — Quantifizierung von
Laktose uiiber HPLC

Um eine mdgliche Beeinflussung der aerodynamischen Wirkstoffeigenschaften durch
die Tragerpartikel bewerten zu kdénnen, werden Kenntnisse Uiber die aerodynami-
schen Eigenschaften des entsprechenden Tragermaterials immer bedeutender. Nur
so ist es mdglich, Korrelationen und Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen
Komponenten einer Formulierung zu erklaren. Aus diesem Grund wurden flir die bei-
den Prifpunkte ausgebrachte Dosis und Verteilung des aerodynamischen Feinanteils
HPLC-Methoden entwickelt, die es erméglichen das Tragermaterial — in diesem Fall
Laktose-Monohydrat — quantitativ nachzuweisen. Dabei muss, um eine Quantifizie-
rung bis zur Prallplatte 5 des ACI sicherzustellen, eine Nachweisgrenze bis 10 ppm
Laktose gegeben sein. Dieses Limit wurde auf Basis von Wiegeversuchen (Differenz-
wagung der Prallplatten vor und nach Ausbringung) festgelegt.

Da nur eine direkte Ergebniskorrelation von Wirkstoff und Tragermaterial Aussagen
Uber mdgliche Wechselwirkungen zulasst, stand neben der Methodenentwicklung
auch eine Optimierung der Probenaufarbeitung im Fokus der Arbeit. Anders als bei
bereits vorliegenden Arbeiten [25;41] sollten aus nur einer Probenaufarbeitung,
wenn auch Uber zwei verschiedene HPLC-Verfahren, die beiden Komponenten Trager
und Wirkstoff separat quantifiziert werden. Als Grundlage flir die chromatographische
Methodenentwicklung zur Laktosequantifizierung diente die intern Ubliche Aufarbei-
tung zur Wirkstoffbestimmung, welche entsprechend Uiberarbeitet wurde.

Bedingt durch die fehlende UV-Aktivitat der Laktose muss statt der Ublichen PDA-
Detekoren ein geeignetes laktosesensitives Detektionssystem, z.B. ein Brechungsin-
dexdetektor (RID), eingesetzt werden. Dieser kann allerdings mit einer Nachweise-
grenze von ~100 ppm nur zur Ermittlung der ausgebrachte Menge Laktose (DD) ein-
gesetzt werden (siehe Kapitel 5.1.3).

Fir die Bestimmung des aerodynamischen Feinanteils von Laktose wurde nach diver-
sen Vorversuchen, z.B. Nachsaulenderivatisierung und anschlieBende Fluoreszenzde-
tektion des Laktosederivates [79], auf einen Verdampfungslichtstreudetektor (ELSD)
zurtickgegriffen. Dieser weist in Kombination mit der vorgeschalteten Chroma-
tographie die geforderte Empfindlichkeit von ~ 10 ppm auf (siehe Kapitel 5.2.3).

5.1 Gleichformigkeit der ausgebrachten Dosis von Laktose

5.1.1 Funktionsweise des Brechungsindex-Detektors (RID)

Die Messgrundlage des verwendeten Detektionssystems ist der Brechungsindex bzw.
der Unterschied zwischen den Brechungsindices des reinen Eluenten und der ent-
sprechenden Probe. Das heiBt, die Empfindlichkeit des Detektors ist eine Funktion



des Analyt-Lésungsmittelpaars und hangt nicht nur vom Analyten, sondern auch vom
Lésungsmittel ab. Damit ist der Einsatz des RID auf den Nicht-Gradientenbetrieb be-
schrankt. Wie in Abb.5-1 zu erkennen, fallt das Licht der Leuchtdiode durch eine Dif-
ferentialklivette (Mess-/Referenzzelle) auf einen Hohlspiegel, wird dort reflektiert und
durch die Kivette auf eine drehbare Glassplatte (Nullglas) abgelenkt. Enthalt die K-
vette in beiden Zellen die gleiche Flissigkeit, wird das Licht exakt auf die Prismen-
kante positioniert. Die Photodioden erhalten die gleiche Lichtintensitat (Differenzial-
signal = 0). Unterscheiden sich die Proben, andert sich die Lichtposition auf dem
Prisma und damit die Lichtintensitat [80].

Si-Photodiode
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Hohlspiegel

Strahlenteiler

Abb.5-1  Funktionsprinzip eines Brechungsindex-Detektors (RID) [80]

5.1.2 Methodenentwicklung

Als stationare Phase wird eine Aminosaule (,klassische” Zuckersaule) ausgewahlt.
Basierend auf den Herstellerangaben [81] werden Eluentzusammensetzung, Flussra-
te, Saulentemperatur und Injektionsvolumen optimiert.

Tabelle 5-1 Chromatographische Bedingungen RID (ausgebrachte Dosis Laktose)

Saule: APS-2 Hypersil 100x3 mm, 5 pm

(Thermo Electron Cooperation,Dreieich, Deutschland)
Detektion: RI 70 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
HPLC: LC-10AT-Pumpe (Shimadzu, Duisburg, Deutschland)

Gilson 233XL Dilutor (Abimed, Langenfeld, Deutschland)
Saulentemperatur:  25°C
Durchfluss: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 10 pl
Mobile Phase: FlieBmittel I (siehe Kapitel 4.1.4)
Losungsmittel: 0,01 N HCI

Retentionszeit: 2,5 min




5.1.3 Validierung

Nach Abschluss der Entwicklung wird die Methode basierend auf den Anforderungen
entsprechender Guidelines [82-84] systematisch Uberprift. Diese zielgerichtete Pri-
fung soll sicherstellen, inwieweit das vorliegende Verfahren zur Quantifizierung von
Laktose geeignet ist [85-88].

Spezifitdt/Selektivitat

Bei der HPLC-Bestimmung muss die zu bestimmende Laktose von Ipratropiumbromid
und Eluent abgetrennt sein. Dazu werden die folgenden Lésungen zweimal injiziert
und entsprechend bewertet: Blindwert (0,01 N HC/), jeweils eine Standard-Lésung
von Laktose und Ipratropiumbromid, sowie eine simulierte Probelosung.

Sowohl die in Tabelle 5-2 aufgeflihrten Retentionszeiten und chromatographischen
KenngrdBen als auch die in Abb. 5-2/5-3 dargestellten Chromatogramme belegen die
Selektivitat der Methode. Alle Komponenten werden klar voneinander getrennt.

Tabelle 5-2 Retentionszeiten und chromatographische KenngréBen zum Nachweis der Selektivitat
des analytischen Verfahrens

RT Laktose ~ 3,0 min

RT 1pratropiumbromid Kein Signal

RT ha ~ 0,5 min
Auflésung R aktose zu Hal 2,06 (soll 21,5)
Tailingfaktor Laktose 0,9 (soll: 0,5 -2,0)
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Abb.5-2  Chromatogramme zur Selektivitat des analytischen Verfahrens mit RID A) HCI- Blind-
wert, B) Ipratropiumbromid (Verdiinnung A)
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Abb.5-3  Chromatogramme zur Selektivitat des analytischen Verfahrens mit RID C) Laktose
(0,1mg/ml) und D) Probe der Richtigkeit (Laktose 0,25 mg/ml in Matrix)

Linearitat

Die Linearitat des Detektorsignals wird an sechs aquidistanten Laktose-
Konzentrationen im Bereich von 0,1 mg/ml — 0,35 mg/ml bestimmt. Dazu werden
aus einer Stamml6sung die verschiedenen Kalibrierstandards hergestellt und je
sechsmal vermessen. Es ergeben sich die in Tabelle 5-3 zusammengefassten Werte.
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Abb.5-4  Grafik zur Linearitat der ausgebrachten Dosis von Laktose (RID)

Aus der in Abb.5-4 dargestellten Geraden geht hervor, dass die Linearitat in einem
Konzentrationsbereich von 0,1 - 0,35 mg/ml gewahrleistet ist. Damit kdnnen die Pro-
belésungen direkt und ohne weitere Konzentrationsadaption verwendet werden.



Tabelle 5-3 Ergebnisse zum Nachweis der Linearitat des analytischen Verfahrens zur Bestimmung
der ausgebrachten Dosis Laktose mittels RID

I[(:1I;7ml] Flichen MW \[I°I;o]
0,100 10407 9659 9733 9230 9289 9105 9570,6 5,0
0,151 15194 15623 15678 15698 15889 15974 15676,0 1,7
0,201 20816 20917 19507 19893 19678 20767 20263,0 3,2
0,251 25030 25954 26548 25304 25735 25616 25697,7 2,1
0,301 30256 32221 32066 30300 30471 30952 31044,4 2,9
0,351 35136 35650 34608 34372 34965 34666 34903,9 1,3

Nachweisgrenze (LOD)

Die Festlegung des Detektionslimits erfolgt liber VK < 10% (n=6). Dazu werden die
resultierenden Peakflachen der jeweiligen Proben gemittelt und der VK bestimmt.
Wie in Tabelle 5-3 zu erkennen, stellt die Verdiinnungsstufe 0,1 mg/ml den LOQ des
analytischen Verfahrens dar.

Richtigkeit

Die Uberpriifung der Richtigkeit erfolgt mit Probelésungen aus 0,25 mg/ml Laktose
und 2,1 pg/ml Ipratropiumbromid. Diese Proben werden sechsmal hergestellt und
zweifach gegen einen externen Standard vermessen.

Tabelle 5-4  Ergebnisse zum Nachweis der Richtigkeit des analytischen Verfahrens zur Bestimmung
der ausgebrachten Dosis Laktose mittels RID

Sollwert Istwert Prozentuale relative = Wiederfindung VK
[mg/ml] [mg/ml] Abweichung [%] [%]
0,251 0,253 0,66 100,66 0,55
0,251 0,246 -1,95 98,04 0,20
0,251 0,252 0,60 100,59 0,78
0,251 0,251 -0,08 99,91 0,18
0,251 0,251 -0,08 99,91 0,36
0,251 0,253 0,71 100,71 1,85

Die Ergebnisse in Tabelle 5-4 belegen die Richtigkeit der Methode. Alle Mittelwerte
liegen innerhalb der geforderten Toleranz von 98 — 102 % Wiederfindung bezogen
auf den Sollwert. Auch der VK ist in allen Fallen < 2,0 %.



Prazision / Wiederholbarkeit

Die Konstanz des Chromatographiesystems wird sichergestellt, indem eine Probel6-
sung (0,25 mg/ml Laktose und 2,1 ug/ml Ipratropiumbromid) sechsmal in Folge inji-
ziert wird. Die daraus erhaltenen Peakflachen werden gemittelt, Standardabweichung
und Variationskoeffizient berechnet (sieche Tabelle 5-5). Mit einem VK < 2,0 % ist
auch die Systemprazision des analytischen Verfahrens gewahrleistet.

Tabelle 5-5 Ergebnisse zum Nachweis der Systemprazision des analytischen Verfahrens zur Be-
stimmung der ausgebrachten Dosis Laktose mittels RID (0,25 mg / ml Laktose)

Injektion Flache
1 25476

2 25674

3 25569

4 25632

5 25211

6 25309
MwW 25478,5
SD 184,53
VK 0,72427

Robustheit

Um die Stabilitat der Laktose in Losung zu Uberpriifen, werden drei Probelésungen
(0,25 mg/ml Laktose in Matrix) bei drei unterschiedlichen Bedingungen (Raumtempe-
ratur dunkel bzw. Tageslicht und Kuihlschrank) gelagert und zu festgelegten Zeit-
punkten gegen einen externen Standard vermessen (n=6).

Wie aus den Tabellen 5-6 bis 5-8 ersichtlich, kann die Probelésung max. sieben Tage
im Kuhlschrank oder im dunklen bei Raumtemperatur gelagert werden.

Tabelle 5-6 Stabilitdt der Probe bei Raumtemperatur im geschlossen, dunklen Schrank (RID)

Sollwert Istwert Wiederfindung VK
[mg/mli] [mg/mi] [%] [%o]
1. Tag 0,249 0,252 101,20 1,35
5. Tag 0,249 0,247 99,23 1,24
7. Tag 0,249 0,247 99,48 1,53

14.Tag 0,249 0,217 87,39 3,15




Tabelle 5-7  Stabilitdt der Probe bei Raumtemperatur im Tageslicht (RID)

Sollwert Istwert Wiederfindung VK

[mg/mi] [mg/mi] [%] [%]
1. Tag 0,253 0,255 100,87 1,37
5. Tag 0,253 0,236 93,10 1,27
7. Tag 0,253 0,233 91,90 0,73
14.Tag 0,253 0,214 86,74 1,92

Tabelle 5-8 Stabilitdt der Probe im Kiihlschrank (RID)

Sollwert Istwert Wiederfindung VK
[mg/ml] [mg/ml] [%o] [%]
1. Tag 0,252 0,248 98,70 1,94
5. Tag 0,252 Nicht bestimmt (chromatographische Probleme)
7. Tag 0,252 0,249 98,95 0,40
14.Tag 0,252 0,218 86,74 1,92

Fazit:

Die Validierung belegt die Eignung des Verfahrens zur quantitativen Bestimmung der
ausgebrachten Laktosemenge. Aus einer Probenaufarbeitung kénnen nun sowohl
Trager als auch Wirkstoff bestimmt und die Ergebnisse direkt korreliert werden (sie-
he Kapitel 7.4). Die validierte Methode zur Bestimmung der ausgebrachten Dosis
Ipratropiumbromid entspricht der aktuell gtiltigen internen Priifungsvorschrift [47].

5.2 Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Laktose

5.2.1 Funktionsweise des Verdampfungslichtstreudetektors (ELSD)

Dieser sehr empfindliche Detektor ist universell fiir alle Substanzen anwendbar, die
weniger fllichtig als die verwendete mobile Phase sind. Da das Detektorsignal nicht,
wie bei anderen Detektoren (z.B. RID) proportional zu den optischen Eigenschaften,
sondern proportional zur Analytkonzentration ist, miissen die zu analysierenden Sub-
stanzen nicht zwingend optisch aktiv sein.

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit ist eine Detektion bis in den Nanogrammbereich
moglich, was eng mit der Wahl des Losungsmittels verknipft ist. So wirken sich hohe
wassrige Anteile negativ auf Peakform und -gr6Be aus [89;90].



1. Verneblung

Nach der Auftrennung durch die Saule gelangt das Eluat in den Vernebler. Hier wird
das Eluat mit einem Gas - meist Stickstoff oder Helium- unter Aerosolbildung ge-
mischt.

P - ¢ 2. Verdampfung der mobilen Phase
® o °° Die feinen Tropfchen durchlaufen eine beheizte Drift-Rohre. Hier verdampft die
s’ o mobile Phase und nur ein feiner Nebel aus nicht fliichtigen Probenpartikeln bleibt
o0 ® zurlick. Die Verdampfungstemperatur wird von der Durchflussrate und der Zusam-
e n° N mensetzung der mobilen Phase bestimmt.
v ol )
() ° 3. Detektion
) Die Probenpartikel durchlaufen eine Flusszelle, in welcher sie von einem Lichtstrahl
o (4] getroffen werden. Das von den Probepartikeln gestreute Licht wird (ber einen Pho-
tomultipler nachgewiesen und erzeugt ein elektrisches Signal. Dabei steht die Inten-
sitat des gestreuten Lichtes in Relation zur Konzentration der Probenpartikel.

Abb.5-5  Darstellung des Funktionsprinzips eines Verdampfungslichtstreudetektors (ELSD) [89]

5.2.2 Methodenentwicklung

Nach zahlreichen Versuchen (Evaluierung von Verdampfungstemperatur, Impaktor-
Einstellung und Vernebler-Gasfluss) erweist sich der ELSD als geeignete Alternative
zum RID.

Um eine identische Probenaufarbeitung flir alle Komponenten (Trager und Wirkstoff)
sicherzustellen, muss das Ublicherweise verwendete Losungsmittel 0,01 N HCl ausge-
tauscht und durch die Mischung EtOH/Wasser (50:50) ersetzt werden. Diese Opti-
mierung ist notwendig, da sich im ELSD hohe wassrige Anteile negativ auf Peakform
und -gréBe auswirken und so die Empfindlichkeit herabsetzen (siehe Tabelle 5-9).
Die Eignung des modifizierten Losungsmittels im analytischen Verfahren zur Quantifi-
zierung des Wirkstoffs wird ebenfalls sichergestellt (siehe Kapitel 5.2.3).

Tabelle 5-9 Chromatographische Bedingungen ELSD (aerodynamische Feinanteil Laktose)

Saule: APS-2 Hypersil 100x3 mm, 5 ym (Thermo Electron Cooperation,
Dreieich, Deutschland)

Detektion: ELSD 2000ES Impactor off (90°C und 2,5 I/min N,-Flussrate)
(Alltech GmbH, Unterhaching, Deutschland)

HPLC: LC-10AT-Pumpe (Shimadzu, Duisburg, Deutschland)

Gilson 233XL Dilutor (Abimed, Langenfeld, Deutschland)
Saulentemperatur:  25°C
Durchfluss: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 10 pl
Mobile Phase: FlieBmittel I (siehe Kapitel 4.1.4)
Losungsmittel: EtOH/Wasser (50:50)

Retentionszeit: 2,6 min




5.2.3 Validierung

Auch hier wird nach Abschluss der Methodenentwicklung das Verfahren systematisch
Uberprift, um die Eignung des analytischen Verfahrens zur Laktosequantifizierung
auf den Prallplatten sicherzustellen [82-88].

Spezifitat/Selektivitat

Bei der HPLC- Bestimmung muss die zu bestimmende Laktose von allen Matrixbe-
standteilen abgetrennt werden. Um dies sicherzustellen, werden folgende Losungen
zweimal injiziert: Blinadwert (EtOH/Wasser 50:50), Brij-Blindwert, jeweils eine Stan-
dardlosung von Ipratropiumbromid und Laktose Monohydrat sowie eine reale Probe.
Sowohl die in Tabelle 5-10 aufgefiihrten Retentionszeiten und chromatographischen
KenngroBen als auch die in Abb. 5-6/5-7 dargestellten Chromatogramme belegen die
Selektivitdt der Methode. Alle Komponenten werden klar voneinander getrennt.

Tabelle 5-10 Retentionszeiten und chromatographische KenngréBen zum Nachweis der Selektivitat
des analytischen Verfahrens

RT Etor/wasser 0,7 min
RT gy 0,8 min
RT Laktose 2,6 min
RT Ipratropiumbromid 0,8 min

Auflésung R Laktose zu EtOH/Wasser 613 (SO” 2115)
Tailingfaktor |aktose 1,0 (soll: 0,5-2,0)
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Abb.5-6  Chromatogramme zur Selektivitat des analytischen Verfahrens mit ELSD A) LM-
Blindwert, B) Brij-Blindwert
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Chromatogramme zur Selektivitat des anaIytlschen Verfahrens mit ELSD C) Ipratropi-
umbromid (Verdiinnung A), D) Laktose (0,1 mg/ml); E) Probenaufarbeitung der PP 0

Linearitat

Die Linearitat des Signals wird an sechs Laktose-Konzentrationen im Bereich von 0,01
mg/ml — 0,1 mg/ml bestimmt. Dazu werden aus einer Stammldsung die verschiede-
nen Kalibrierstandards hergestellt und je sechsmal vermessen (siehe Tabelle 5-10).

Tabelle 5-10 Ergebnisse zum Nachweis der Linearitdt des analytischen Verfahrens zur Bestimmung
der ausgebrachten Dosis Laktose mittels ELSD

Konz. Flachen Mw VK
[mg/ml] [%]
0,101 106462 107040 106793 108557 108728 107578 107526,3 0,9
0,081 77854 77338 77003 78785 77234 77156 775616 0,9
0,061 52519 52559 52960 52257 52464 52283 525069 0,5
0,041 30512 31115 31069 30282 31963 30415 308925 2,0
0,020 13217 13055 13528 13256 13753 13956  13460,8 2,6
0,010 6108 6552 5567 5343 5197 6070 5806,2 9,0
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Abb.5-8  Grafische Darstellung der Linearitdt Giber flinf bzw. sechs Konzentrationsstufen (ELSD)

Wie anhand der dargestellten Geraden (Abb.5-8) zu erkennen, ist die Linearitat nur
im Konzentrationsbereich von 10 pg/ml bis 80 pg/ml gewahrleistet (R = 0,99). Um
eine ausreichend genaue Quantifizierung sicherzustellen, werden die nachfolgenden
Analysen mit einer Flinf-Punkt-Kalibierung in diesem Bereich bewertet.

Bestimmungsgrenze (LOQ)

Die Festlegung des Quantifizierungslimits erfolgt liber VK < 10% (n=6). Dazu wer-
den die resultierenden Peakflachen der jeweiligen Proben gemittelt und der VK be-
stimmt. Wie in Tabelle 5-10 zu erkennen, stellt die Verdinnungsstufe 0,01 mg/ml
den LOQ des analytischen Verfahrens dar.

v
3.8
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Abb.5-9  Chromatogramm des LOQ (0,01 mg/ml Laktose Monohydrat) ELSD

Richtigkeit

Die Richtigkeit wird durch die Wiederfindung verschiedener synthetisch hergestellter
Probel6sungen im Konzentrationsbereich 0,1 mg/ml bzw. 0,01 mg/ml Uberprft. Jede
dieser Lésungen wird sechsmal injiziert und die Peakflachen des Laktosesignals wer-
den gegen eine externe Standardreihe quantifiziert und auf den Sollgehalt bezogen.



Als Matrix werden sowohl Ipratropiumbromid als auch eine Mischung aus Ipratropi-
umbromid und Brij betrachtet.

Tabelle 5-12 Ergebnisse zum Nachweis der Richtigkeit des analytischen Verfahrens zur Bestimmung
der ausgebrachten Dosis Laktose mittels ELSD (I = Ipratropiumbromid als Matrix und
I/B = Ipratropiumbromid und Brij als Matrix)

Sollwert Istwert Prozentuale relative Wiederfindung VK
[mg/ml] [mg/ml] Abweichung [Y%] [%]
0,101 0,103 1,95 101,95 0,43
0,101 (+I) 0,103 1,53 101,53 1,23
0,101 (+I/B) 0,101 -0,03 99,97 0,99
0,010 0,010 -0,32 99,68 1,78
0,010 (+1) 0,010 0,47 100,47 1,27
0,010 (+1/B) 0,010 0,38 100,37 0,59

Wie aus Tabelle 5-12 ersichtlich wird, ist die Richtigkeit des Verfahrens unter den
gegebenen Bedingungen ausreichend belegt. Alle Mittelwerte liegen innerhalb der
Toleranz von 98 — 102 % (LOQ: 75 — 125 %). Auch der VK ist in allen Fallen < 2%.

Systemprazision

Um die GleichmaBigkeit des Chromatographiesystems zu tberpriifen, wird aus einem
Vial (0,1 mg/ml Laktose mit Matrix) sechsmal in Folge injiziert. Die daraus erhaltenen
Peakflachen werden gemittelt, Standardabweichung und Variationskoeffizient be-
stimmt (siehe Tabelle 5-13). Mit einem VK < 2 % ist die Systemprazision gegeben.

Tabelle 5-13 Ergebnisse zum Nachweis der Systemprézision des analytischen Verfahrens zur Be-
stimmung der ausgebrachten Dosis Laktose mittels ELSD (0,1 mg / ml Laktose)

Injektion Flache
1 97041
2 96835
3 98070
4 97664
5 97341
6 97160
MwW 97352
SD 450,1

VK 0,5%




Robustheit

Die Stabilitét der Standard- und Problésungen wird betrachtet, indem die Losungen
unter zwei verschiedenen Bedingungen (Raumtemperatur dunkel und Kihlschrank)
gelagert und nach festgelegten Zeitpunkten gegen eine frisch angesetzte externe
Standardreihe bewertet werden. Dabei wird jede Losung sechsmal injiziert und die
Wiederfindung bezogen auf den initialen Wert der Losungen zur Stabilitdtsaussage

herangezogen.

Tabelle 5-14 Stabilitdt von Laktoseldsungen (mit / ohne Matrix) bei Raumtemperatur im verschlos-

senen, dunklen Schrank (ELSD)

Startwert Istwert Wiederfindung VK

[mg/ml]  [mg/mli] [%] [%]

Laktose 2. Tag 0,057 0,052 91,15 0,20

4. Tag 0,057 0,051 89,52 1,55

Laktose + Ipratropi- 2. Tag 0,056 0,058 103,3 0,02
umbromid

4. Tag 0,056 0,055 97,6 1,51

Laktose + Ipratropi- 2. Tag 0,056 0,055 99,05 0,54

umbromid + Brij 4.Tag 0,056 0,055 97,79 1,13

Tabelle 5-15 Stabilitdt von Laktoseldsungen (mit / ohne Matrix) im Kihlschrank (ELSD)

Startwert Istwert Wiederfindung VK

[mg/ml]  [mg/ml] [%] [%]

Laktose 2. Tag 0,057 0,057 98,89 0,73

4. Tag 0,057 0,056 97,93 0,91

Laktose + Ipratropi- 2. Tag 0,056 0,056 100,46 0,58
umbromid

4. Tag 0,056 0,055 97,98 0,37

Laktose + Ipratropi- 2. Tag 0,056 0,055 98,70 0,95

umbromid + Brij 4.Tag 0,056 0,055 98,50 0,81

7. Tag 0,056 0,049 86,47 0,55

Legt man eine Wiederfindung von 98 - 102% bezogen auf den Startwert als Stabili-
tatskriterium fest, ist die Haltbarkeit der Lésungen, wie aus den Tabellen 5-14/5-15

ersichtlich, nur bei Lagerung im Kihlschrank fir maximal vier Tage gegeben.



Richtigkeit fir Ipratropiumbromid in EtOH/ Wasser

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wird sichergestellt, indem zwei Probelésungen
je finfmal injiziert, die Mittelwerte sowie die Wiederfindung und der VK ermittelt
werden. Wie aus Tabelle 5-16 ersichtlich, hat der Austausch des Losungsmittels, bei
sonst konformen Analysenbedingungen, keinen Einfluss auf die Quantifizierung.

Tabelle 5-16 Ergebnisse zur Richtigkeit von Ipratropiumbromid in EtOH/Wasser

Sollwert Istwert MW VK Wiederfindung
[mg/ml] [mg/mi]  [mg/ml] [%] [%o]

20,32
20,23

20,33 20,24 2031 0,10 100,09
20,29
20,46

20,81
20,81

20,87 20,99 20,89 0,09 100,09
20,72
21,12

Fazit:

Die Validierung belegt die Eignung des Verfahrens zur quantitativen Bestimmung des
aerodynamischen Feinanteils von Laktose bis in den geforderten Bereich (~ 10ppm).
Um die Probeldsungen im kalibrierten Messbereich zu halten, miissen die Proben zur
Quantifizierung von Laktose gegebenenfalls nach dem in Tabelle 5-17 beschriebenen
Schema verdiinnt werden.

Tabelle 5-17 Verdinnungsschema der Proben zur Bestimmung von Laktose

SIP 2,00 mlin 20,00 ml
Praseparator 2,00 ml in 25,00 ml
Kapselrest (nur fiir Gelatine): 2,00 ml in 20,00 ml

Auch die Vorgabe aus nur einer Probenaufarbeitung sowohl den Gehalt des Tragers
als auch den des Wirkstoffs zu quantifizieren kann durch die Optimierung der Pro-
benaufarbeitung sichergestellt werden. Damit kédnnen die Messergebnisse direkt kor-
reliert und mégliche Wechselwirkungen aufgezeigt werden (siehe Kapitel 7.4).



6 Ergebnisse I - Betrachtung der Einflussfaktoren

6.1 Auswirkung verschiedener Einflussfaktoren auf die ausge-
brachte Dosis von Laktose und Ipratropiumbromid

Um die Effekte der verschiedenen Einflussfaktoren Kapselmaterial, Tragerlaktose,
Feinanteil und Mischreihenfolge auf die Hohe der ausgebrachten Dosis von Ipratropi-
umbromid und Laktose zu betrachten, werden die in Tabelle 4-3 beschriebenen For-
mulierungen (jeweils n = 40 Kapseln) gemaB dem Arzneibuch (blichen Verfahren
analysiert und die Ergebnisse entsprechend bewertet.

6.1.1 Gleichformigkeit der ausgebrachten Dosis aus PE-Kapseln

Im praktisch inerten Kapselmaterial PE kénnen die nachfolgend beschriebenen Aus-
wirkungen der Einflussfaktoren auf die Hohe der Ausbringung von Ipratropiumbromid
und Laktose beobachtet werden.

6.1.1.1 Ipratropiumbromid

200M Pharmatose®

Die verschiedenen Formulierungen des ,feinen” Tragermaterials ergeben nachfol-
gend beschriebene Ergebnisse, die in Abb.6-1 grafisch dargestellt sind: Je nach For-
mulierung lasst sich eine ausgebrachte Dosis zwischen 83,4 % - 86,5 % bezogen auf
die nominale Dosis von 40 ug erreichen.

Weiterhin ist aus der Abbildung abzuleiten, dass der zunehmende Anteil mikronisier-
ter Laktose (2,5 % bzw. 5 %) keinen Einfluss auf die Hohe der ausgebrachten Dosis
hat, da sich die Werte mit Feinanteil nicht signifikant von dem Basiswert ohne Fein-
anteil unterscheiden. Auch eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die Mischreihen-
folge ist nicht zu erkennen.

Der zuriickbleibende Wirkstoffanteil (= Kapselrest) liegt mit 6,1 % - 7,7 % erwar-
tungsgeman niedrig (siehe Abb.6-1). Dagegen sind die entsprechenden Variationsko-
effizienten unerwartet hoch und ungleichmaBig. Eine Erklarung fir diese Beobach-
tungen liefert die individuelle elektrostatische Aufladung der PE-Kapseln wahrend der
Rotation im HandiHaler®. Ausgeldst durch die Reibungsenergie wird die Retention
der Pulverpartikel gesteigert und damit die Ausbringung des Pulvers beeintrachtigt
(siehe Kapitel 7.1). Bei den Resultaten der ausgebrachten Dosis ist dieser Einfluss
nicht mehr so deutlich zu erkennen. Hier Uberdecken andere Faktoren, wie z.B. die
Retention im Inhalator, eine durch elektrostatische Aufladung ausgeldste Schwan-
kung der Resultate.



325M Respitose®

Fir die Formulierungen mit dieser ,groben” Tragerlaktose liegt die ausgebrachte Do-
sis mit 79,6 % - 82,6 % bezogen auf die nominale Dosis von 40 ug etwas niedriger.
Allerdings gilt auch hier, dass sowohl der Feinanteil an Laktose als auch die Mischrei-
henfolge keinen Einfluss auf Héhe der Ausbringung haben (siehe Abb. 6-1).
Entsprechend zu der geringen ausgebrachten Dosis sind die zurlickbleibenden Wirk-
stoffanteile in der Kapsel etwas starker ausgepragt. Erneut lasst sich diese Beobach-
tung durch den bereits beschriebenen Effekt der elektrostatischen Aufladung erkla-
ren. Ein Phdnomen, welches durch mechanische Belastung (siehe Kapitel 6.3) noch
wesentlich starker in Erscheinung tritt und die Menge der zuriickbleibenden Pulver-
menge merklich steigert.
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Abb.6-1  Ipratropiumbromid: Vergleich von ausgebrachter Dosis und Kapselrest aus PE-Kapseln
A) 200M Pharmatose® und B) 325M Respitose® (n=40 Einzelwerte pro Formulierung)



6.1.1.2 Laktose Monohydrat

Da die Nachweisgrenze (LOD) des analytischen Verfahrens flir Laktose bei 0,1 mg/ml
liegt (siehe Kapitel 5.1.3), ist es nicht moglich den Kapselrest zu bestimmen. Erst
durch das HPLC-Verfahren mit ELSD zur Bestimmung des aerodynamischen Feinan-
teils von Laktose kann eine quantitative Aussage bezliglich des zurlickbleibenden
Laktoseanteils getroffen werden (siehe Kapitel 6.2.1.2).

200M Pharmatose®

Mit 91,7 % — 96,4 % bezogen auf die nominale Menge von 5,5 mg liegt die Ausbrin-
gung der Laktose im Vergleich zum Wirkstoff prozentual betrachtet etwas héher. Ein
Trend, der sich merklich auf das Ausbringungsverhaltnis (,,Abreicherung”) von Tra-
germaterial und Wirkstoff auswirkt (siehe Kapitel 7.3.1). Analog zu den Ergebnissen
aus Kapitel 6.1.1.1 lassen weder der zunehmende Feinanteil, noch die Mischreihen-
folge einen Effekt auf die Hohe der Ausbringung erkennen (siehe Abb.6-2).

325M Respitose®

Die Ausbringung des ,groben” Tragermaterials liegt im Bereich von 93,4 % - 98,6 %
und damit ebenfalls hdher als die entsprechende Wirkstoffausbringung, wodurch sich
erneut das Verhaltnis zwischen Wirkstoff und Tragermaterial verdndert (siehe Kapitel
7.3.1). Wie bereits bei der 200M Laktose beschrieben, ist kein deutlicher Unterschied
zwischen den verschiedenen Formulierungen zu erkennen (siehe Abb.6-2). Weder
der zugesetzte Feinanteil noch die Mischreihenfolge zeigen einen Effekt.
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Abb.6-2  Vergleich der ausgebrachten Dosis 200M Pharmatose® und 325M Respitose®
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6.1.2 Gleichformigkeit der ausgebrachten Dosis aus Gelatine-Kapseln

Die Zusammensetzung der Pulvermischungen wird in allen Kombinationen (siehe Ta-
belle 4-3) konstant gehalten und nur das ,inerte” Kapselmaterial PE wird durch adh-
sive (,,klebrige”) Gelatine-Kapseln ausgetauscht. Durch diese Modifikation der Kombi-
nationen kann ein Einfluss des Kapselmaterials auf die ausgebrachte Dosis evaluiert
werden. Die Versuchsreihe fiihrt zu den nachfolgend aufgefiihrten Ergebnissen.

6.1.2.1 Ipratropiumbromid

200M Pharmatose®

Der Austausch des Kapselmaterials verursacht eine deutliche Veranderung der Resul-
tate. Die Formulierungen der ,feinen” Tragerlaktose liefern mit Ergebnissen im Be-
reich von 60,5 % - 65,7 % eine deutlich niedrigere Wirkstoffausbringung, als dies bei
PE-Kapseln zu beobachten war (siehe Abb.6-3).

Verglichen mit dem Basiswert ist in diesem Fall durch den Zusatz von mikronisierter
Laktose ein Anstieg in der ausgebrachten Dosis zu erzielen. Dabei kann allerdings
nicht naher zwischen den verschiedenen Additivmengen (2,5% und 5%) differenziert
werden. Wie bereits bei den PE-Kapseln beobachtet wurde, sind die genannten Ef-
fekte unabhangig von der Mischreihenfolge giiltig.

Mit 26,2 % — 32,8 % liegt der Kapselrest erwartungsgemaB hdher als im ,inerten”
Kapselmaterial (siehe Abb.6-3). Trotzdem ist die Variabilitat der Werte hier gréBer als
bei der zugehoérigen ausgebrachten Dosis, was den Beobachtungen aus ,inerten” PE-
Kapseln entspricht. Anders als bei den PE-Kapseln ist dieser Trend allerdings auf eine
Intrachargenvariabilitdt der Kapseln (siehe Kapitel 4.1.3) zuriickzufiihren. Durch
mehr oder weniger stark ausgebildete Tropfchen und Schuppen auf der Innenober-
flache der Kapsel wird die ,Klebrigkeit” der Kapsel beeinflusst, was sich in den Er-
gebnissen des Kapselrestes widerspiegelt.

325M Respitose®

Wird die 200M Pharmatose® gegen die grobere 325M Respitose® ausgetauscht und
alle anderen Parameter inklusive des Kapselmaterials werden konstant gehalten, zei-
gen sich die nachstehenden Ergebnisse.

Mit Werten im Bereich von 50,3 %-— 55,0 % liegt die Ausbringung niedriger als die
analog ermittelten Resultate mit 200M Pharmatose®.

Wie anhand Abb.6-3 zu erkennen ist, lasst sich auch mit dem Zusatz mikronisierter
Laktose keine Steigerung der ausgebrachten Dosis erzielen. Vielmehr sind die Resul-
tate der Formulierungen stark inhomogen und neigen im Vergleich zum Basiswert
eher zu einer reduzierten Ausbringung.

Analog den bereits beschriebenen Beobachtungen fiir 200M Laktose ist auch fur die
Kombination 325M Laktose und Gelatine-Kapseln kein Einfluss der Mischreihenfolge
auf die Resultate abzuleiten.



In direktem Zusammenhang mit den niedrigen Werten der Ausbringung stehen die
entsprechend hoéheren Resultate der Kapselretention (siehe Abb.6-3). Aufgrund des
adhasiven Kapselmaterials bleibt mehr Wirkstoff in der Kapsel zuriick. Die innerhalb
der einzelnen Ergebnisse auftretenden Schwankungen sind durch die Intrachargen-
variabilitat der Kapseln (siehe Kapitel 4.1) zu erklaren.
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6.1.2.2 Laktose Monohydrat

In dieser Versuchsreihe ist die Nachweisgrenze (0,1 mg/ml) des HPLC-Verfahrens mit
RID empfindlich genug (siehe Kapitel 5.1.3), um Aussagen Uber den Kapselrest zu
ermdglichen.

200M Pharmatose®

Die ausgebrachte Menge an Laktose ist mit 80,0 % — 90,4 % deutlich hoher als die
entsprechende ausgebrachte Dosis des Wirkstoffs. Damit ist der Effekt der , Abreiche-
rung” (= Wirkstoffverlust wahrend der Ausbringung) offensichtlich auch von der
Wahl des Kapselmaterials abhangig (siehe Kapitel 7.3.1). Durch den Zusatz mikroni-
sierter Laktose ist ein leichter Anstieg der Ausbringung erreichbar, wahrend die
Mischreihenfolge keinen erkennbaren Effekt zeigt. Dies gilt auch fiir die Kapselreten-
tion, die im Vergleich zur ,inerten” Kapsel deutlich ansteigt (Abb.6-4).

325M Respitose®

n

Mit 70,9 % — 85,5 % ist die Ausbringung zwar deutlich niedriger als die des ,feinen
Tragermaterials, aber das Phanomen der , Abreicherung” bezogen auf das Verhaltnis
zwischen Trager und Wirkstoff bleibt erhalten. Analog zu den Resultaten der ausge-
brachten Menge zeigt sich ein Anstieg der Kapselretention (siehe Abb.6-4).

Weder durch die Mischreihenfolge, noch durch den Zusatz mikronisierter Laktose las-
sen sich die Ergebnisse verandern.
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Abb.6-4  Vergleich der ausgebrachten Dosis 200M Pharmatose® und 325M Respitose®
aus Gelatine-Kapseln (n= 40 Einzelwerte pro Formulierung)



6.1.3 Statistische Auswertung

Die Analyse, ob beobachtete Unterschiede zuféllig oder statistisch signifikant sind
(Signifikanzniveau o = 0,05), wird mit dem Softwaresystem SAS® [91-93] basierend
auf je 800 Einzelwerten der ausgebrachten Dosis durchgefiihrt (siehe Tabelle 6-1).

In dem Verfahren der Varianzanalyse (ANOVA), deren Ziel es, ist den Einfluss der
Faktoren Laktose, Kapselart, Mischreihenfolge und Anteil mikronisierter Laktose auf
den Parameter ausgebrachte Dosis zu untersuchen, werden alle genannten Faktoren
und Wechselwirkungen als feste Faktoren berticksichtigt.

Zusatzlich zur Streuung zwischen den Einzelkapseln (Reststreuung) wird die Streuung
zwischen den jeweils vier Blocken (4x10 Kapseln) als zufallige GroBe mit einbezogen,
um alle Variabilitatsursachen zu beriicksichtigen [94-96].

Tabelle 6-1 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter ausgebrachte Dosis
(n= Anzahl der gemessenen Kapseln pro Faktorkombination; A= ohne Vormischung; B
= mit Vormischung)

Laktose 325M Laktose 200M
Kapselart Mischreihenfolge Anteil n Kapselart Mischreihenfolge Anteil n
[%] [%]

Gelatine - 0 4x 10 Gelatine - 0 4x10
A 2,5 4x 10 A 2,5 4x10
A 50 4x10 A 50 4x10
B 2,5 4x 10 B 2,5 4x 10
B 5,0 4x10 B 5,0 4x10

PE - 0 4x 10 PE - 0 4x 10
A 2,5 4x 10 A 2,5 4x 10
A 5,0 4x 10 A 5,0 4x 10
B 2,5 4x10 B 2,5 4x10
B 5,0 4x 10 B 5,0 4x 10

6.1.3.1 Statistische Bewertung zu Ipratropiumbromid

Im Rahmen der deskriptiven Statistik werden aus den 40 Einzelwerten der verschie-
denen Kombinationen die jeweiligen Mittelwerte gebildet und anschlieBend die Varia-
tionskoeffizienten berechnet (siehe Tabelle 6-2).

Tragt man die Mittelwerte der einzelnen Kombinationen gegen die entsprechenden
Variationskoeffizienten auf, sind erste Unterschiede zwischen den einzelnen Kombi-
nationen erkennbar (siehe Abb.6-5).



So lasst sich genau zwischen den beiden Kapselarten (PE und Gelatine) unterschei-
den, wobei man innerhalb der Gelatine-Kapseln zusatzlich zwischen den beiden Tra-
gerlaktosen 200M und 325M differenzieren kann (siehe Abb.6-5).
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Abb.6-5  Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter ausgebrachte Dosis
Grafik zur deskriptiven Statistik mit 95%-Konfidenzintervallen

Tabelle 6-2 Deskriptive Statistiken zu Ipratropiumbromid: Einfluss verschiedener Faktoren auf den
Parameter ausgebrachte Dosis (A = ohne Vormischung; B = mit Vormischung)

Laktose 325M Laktose 200M
Kapsel Variante Anteil n Mittel VK Kapsel Variante Anteil n Mittel VK
[%] [%] [%] [%]
Gelatine - 0 40 21,8 9,5
A 2,5 40 204 6,7
A 5,0 40 22,0 11,5
B 2,5 40 20,1 8,7
B 50 40 21,0 9,2
PE - 0 40 32,0 54
A 2,5 40 33,0 3,6
A 5,0 40 329 3,7
B 2,5 40 31,8 4,1
B 5,0 40 32,3 3,5




Durch die ANOVA (siehe Tabelle 6-3 und Abb.6-6) werden flir den Parameter ausge-
brachte Dosis folgende Haupteffekte statistisch signifikant (a = 0,05):

« Das Kapselmaterial zeigt den starksten Einfluss. Mit PE-Kapseln ldsst sich eine
signifikant hohere Ausbringung erreichen als mit Gelatine-Kapseln (p=0,0001).

« Ebenfalls deutlich ist der Effekt der Tragerlaktose. Mit der ,feinen” 200M Lakto-
se sind die Resultate signifikant héher als mit 325M Laktose (p = 0,0001).

« Im Vergleich dazu spielen alle anderen Faktoren (Anteil und Mischreihenfolge)
eine eher untergeordnete Rolle. Dennoch flihrt die Kombination Tragerlaktose
und Anteil zu einem leichten Anstieg der Ergebnisse (p=0,0012).

Um diesen Effekt ndher zu betrachten, werden getrennte ANOVAs flir beide
Kapselarten durchgeflihrt (siehe Tabelle 6-4).

Tabelle 6-3 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter ausgebrachte Dosis
Ergebnisse der ANOVA mit allen Faktoren und Wechselwirkungen

F-Wert p-Wert

Haupteffekte

Laktose 76,51 0,0001
Kapselart 1101,98 0,0001
Anteil 0,15 0,6980
Mischreihenfolge 8,68 0,0034

Zweifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart 13,09 0,0003
Laktose*Mischreihenfolge 1,77 0,1836
Laktose*Anteil 10,69 0,0012
Kapselart*Mischreihenfolge 0,57 0,4514
Kapselart*Anteil 0,08 0,7814
Anteil*Mischreihenfolge 0,98 0,3226

Dreifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart*Mischreihenfolge 0,01 0,9031
Laktose*Kapselart*Anteil 0,53 0,4680
Laktose*Anteil*Mischreihenfolge 3,08 0,0802
Kapsel*Anteil *Mischreihenfolge 0,61 0,4336

Vierfach-Wechselwirkungen
Laktose*Kapselart*Anteil*Mischreihenfolge 0,08 0,7728

Signifikanzniveau a: 0,05



Wie in Abb.6-6 zu erkennen, wirkt sich der Einfluss des Kapselmaterials bei 325M
Laktose starker auf die Ausbringung aus als bei 200M Laktose. So erzielt man mit
200M Laktose in beiden Kapselmaterialien immer hdéhere DD-Werte als mit 325M
Laktose, wobei dieser Trend mit Gelatine-Kapseln klarer in Erscheinung tritt. Die
durchgefiihrte Varianzanalyse bestatigt diese Zweifach-Wechselwirkung (p=0,0003).
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Tabelle 6-4 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter ausgebrachte Dosis
Ergebnisse der ANOVA fiir PE- / Gelatine-Kapseln

PE Gelatine
F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert
Haupteffekte
Laktose 14,84 0,0006 290,85 0,0001
Anteil 0,33 0,5716 2,98 0,0948
Mischreihenfolge 2,93 0,0971 0,01 0,9113

Zweifach-Wechselwirkungen

Laktose*Mischreihenfolge 0,20 0,6549 5,18 0,0302
Laktose*Anteil 0,89 0,3542 6,85 0,0137
Anteil*Mischreihenfolge 0,35 0,5587 0,13 0,7260

Dreifach-Wechselwirkungen
Laktose*Anteil*Mischreihenfolge 0,01 0,9204 0,92 0,3459
Signifikanzniveau a: 0,05




Durch die getrennte ANOVA bestatigt sich die Art der eingesetzten Tragerlaktose als
signifikante HaupteinflussgroBe. Unabhdngig von der Kapselart gilt, dass 200M Lak-
tose zu einer héheren ausgebrachten Dosis als 325M Laktose fiihrt. Der kombinierte
Effekt aus T7rdgeriaktose und Anteil mikronisierter Laktose ist nur fur die Gelatine-
Kapseln nachzuweisen (siehe Tabelle 6-4). Wie in Abb.6-6 zu erkennen, nimmt bei
200M Laktose die ausgebrachte Dosis mit Additivzusatz im Vergleich zum Basiswert
zu, wahrend bei 325M Laktose eher ein gegenlaufiger Trend zu verzeichnen ist. Ein
Effekt, der durch einen ,Auspudereffekt” des Feinanteils hervorgerufen wird (siehe
Kapitel 7.3.2).

Die Korrelation zwischen Laktose und Mischreihenfolge (p=0,0302) wird ebenfalls in
Abb.6-6 deutlich. So liegen mit 325M Laktose die Mittelwerte der Variante A héher
als fir Variante B, wohingegen sich mit 200M Laktose das umgekehrte Bild zeigt.
Dieser Trend ist aber nicht hinreichend relevant, um weiter betrachtet zu werden.

6.1.3.2 Statistische Bewertung zu Laktose Monohydrat

Mit Hilfe der deskriptiven Statistik werden zuerst die Mittelwerte der jeweiligen Kom-
binationen bestimmt (n=40) und anschlieBend die entsprechenden Variationskoeffi-
zienten ermittelt. Der innerhalb der Kombination 200B_5%_PE vorliegende AusreiBer
wurde in den Berechnungen (siehe Tabelle 6-5) nicht berlicksichtigt (Messfehler
durch Injektion; wegen falscher Probenlagerung keine Nachinjektion mdglich). Tragt
man die mittlere ausgebrachte Dosis gegen ihren Variationskoeffizienten auf, lassen
sich erste Aussagen Uber relevante Unterschiede machen. Es fallt analog zu Ipratro-
piumbromid eine Differenzierung zwischen den beiden Kapselarten auf, die allerdings
schwacher ausgepragt ist. Weniger deutlich ist auch die bei Gelatine-Kapseln auftre-
tende Unterscheidung zwischen den beiden Tragerlaktosen (siehe Abb.6-7).

15.0 15.0

Rot = 325M Laktose + Gelatine-Kapseln Blau = 325M Laktose + PE-Kapseln
o = Mischung A e = Mischung B 2 / 5 = %-Feinanteil
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0.0 : : : : : : : : : x : : : : 0.0
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Mittlere ausgebrachte Dosis [mg]

Abb.6-7  Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter ausgebrachte Dosis
Grafik zur deskriptiven Statistiken mit 95%-Konfidenzintervallen



Tabelle 6-5 Deskriptive Statistiken zu Laktose: Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter
ausgebrachte Dosis (A = ohne Vormischung; B = mit Vormischung)

Laktose 325M Laktose 200M
Kapsel Variante Anteil n Mittel VK Kapsel Variante Anteil n Mittel VK
[%] [%] [%] [%]
Gelatine - 0 40 4,08 7,8
A 2,5 40 4,73 3,5
A 5,0 40 4,24 6,2
B 2,5 40 391 7,6
B 50 40 4,12 59
PE - 0 40 531 34
A 2,5 40 5,22 3,6
A 5,0 40 5,14 43
B 2,5 40 516 28
B 5,0 40 519 29

Die ANOVA identifiziert folgende Haupteffekte (siehe Tabelle 6-6 und Abb.6-8):

= Sowohl Kapselmaterial als auch Tragerlaktose flihren, wie bereits flir den Wirk-
stoff beschrieben, zu einem deutlichen Einfluss auf die ausgebrachte Dosis.

= Mischvariante A bringt tendenziell héhere Werte als Variante B. Allerdings ist
dies, wie auch der Faktor Laktose-Feinanteil, eine nicht relevante EinflussgréBe.
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Bezlglich der Kombination Kapselart und Laktose gelten die gleichen charakteristi-
schen Unterschiede, welche bereits flir den Wirkstoff definiert wurden. So ist die
Ausbringungsrate von 200M Laktose im Vergleich zur 325M Laktose immer hdher.
Dieser Trend kommt aber nur bei Gelatine-Kapseln offen zur Geltung (p=0,0001).

Tabelle 6-6 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter ausgebrachte Dosis
Ergebnisse der ANOVA mit allen Faktoren und Wechselwirkungen

F-Wert p-Wert

Haupteffekte

Laktose 53,82 0,0001
Kapselart 544,11 0,0001
Anteil 2,76 0,0974
Mischreihenfolge 42,46 0,0001

Zweifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart 71,46 0,0001
Laktose*Mischreihenfolge 0,09 0,7648
Laktose*Anteil 2,27 0,1323
Kapselart*Mischreihenfolge 0,90 0,3434
Kapselart*Anteil 0,09 0,7583
Anteil*Mischreihenfolge 20,85 0,0001

Dreifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart*Mischreihenfolge 581 0,0163
Laktose*Kapselart*Anteil 42,64 0,0001
Laktose*Anteil*Mischreihenfolge 0,02 0,8754
Kapsel*Anteil *Mischreihenfolge 30,59 0,0001

Vierfach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart*Anteil*Mischreihenfolge 0,00 0,9909
Signifikanzniveau a: 0,05

Zur genaueren Betrachtung der Faktoren werden analog zum Wirkstoff getrennte
Varianzanalysen flir die beiden Kapselarten durchgeflihrt (siehe Tabelle 6-7):

Es wird deutlich, dass innerhalb der Kombinationen mit PE-Kapseln weder Tragerlak-
tose noch Feinanteil und Mischreihenfolge zu einer signifikanten Verénderung fiihren.
Diese Beobachtung unterscheidet sich deutlich von den entsprechenden Ergebnissen
des Wirkstoffs. Hier ist die Hohe der ausgebrachten Dosis von der Wahl der Trager-
laktose abhangig (siehe Tabelle 6-4).

In Gelatine-Kapseln dagegen erweist sich die Tragerlaktose als HaupteinflussgroBe.
So wird die ,feine” 200M Laktose aus Gelatine-Kapseln wesentlich besser ausge-
bracht als die ,,grobe” 325M Laktose (p=0,0001).



Weiterhin lasst sich die Ausbringung des ,feinen” Tragermaterials mit Zusatz mikroni-
sierter Laktose weiter steigern, wahrend die ausgebrachte Dosis der ,groben” 325M
Laktose mit Additivzusatz relativ inhomogen erscheint (siehe Abb.6-8).

Diese Beobachtung wird durch die Varianzanalyse (ANOVA) als signifikante Zweifach-
Wechselwirkung identifiziert (p=0,0002).

Alle anderen Faktoren (Mischreihenfolge und daraus abgeleitete Zweifach-
Wechselwirkungen) spielen im Vergleich zu den beschriebenen Effekten eine eher
untergeordnete Rolle.

Tabelle 6-7 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter ausgebrachte Dosis
Ergebnisse der ANOVA fiir PE- / Gelatine-Kapseln

PE Gelatine
F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert
Haupteffekte
Laktose 0,80 0,3786 97,66 0,0001
Anteil 1,53 0,2259 2,03 0,1641
Mischreihenfolge 0,01 0,9406 18,20 0,0001

Zweifach-Wechselwirkungen

Laktose*Mischreihenfolge 0,02 0,9030 32,01 0,0001
Laktose*Anteil 0,59 0,4476 18,20 0,0002
Anteil*Mischreihenfolge 1,42 10,2431 42,76 0,0001

Dreifach-Wechselwirkungen

Laktose*Anteil*Mischreihenfolge 0,03 0,8744 0,70 0,4093
Signifikanzniveau a: 0,05

6.1.3.3 Zusammenfassung

Die Héhe der ausgebrachten Dosis von Ipratropiumbromid und Laktose kann durch
die betrachteten Faktoren Kapselart Trdgerlaktose, Feinanteil und Mischreihenfolge
mehr oder weniger deutlich modifiziert werden. Eine genaue Quantifizierung der Ein-
flussfaktoren erfolgt in Kapitel 7 (siehe Abb.6-9/6-10).

Insgesamt betrachtet, lassen sich fir Ipratropiumbromid und Laktose identische
Trends und Signifikanzen erkennen, die mogliche Abhangigkeiten der Ergebnisse
vermuten lassen. Diese mogliche Korrelation wird in einem gesonderten Abschnitt
genauer analysiert und bewertet (siehe Kapitel 7.4.3).
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Effekte auf die ausgebrachte Dosis von Ipratropiumbromid

Abb.6-9
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Abb.6-10 Zusammenfassung der Einflussfaktoren — statistische Auswertung und Erlduterung der

Effekte auf die ausgebrachte Dosis von Laktose



6.2 Auswirkung verschiedener Einflussfaktoren auf die Vertei-
lung des aerodynamischen Feinanteils von Laktose und
Ipratropiumbromid

Um auch die Effekte der verschiedenen Einflussfaktoren Kapselmaterial, Trageriakto-
se, Feinanteil und Mischreihenfolge auf die Verteilung des aerodynamischen Feinan-
teils von Ipratropiumbromid und Laktose zu betrachten, werden die bereits in Kapitel
6.1 verwendeten Formulierungen (jeweils n = 4 Kollektive) gemaB dem im Arznei-
buch Ublichen Verfahren (siehe Kapitel 4.2.3) analysiert und die Ergebnisse bewertet.

6.2.1 Verteilung des aerodynamischen Feinanteils aus PE-Kapseln

Im praktisch inerten Kapselmaterial PE kdnnen die nachfolgend beschriebenen Aus-
wirkungen der Einflussfaktoren auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils
von Ipratropiumbromid und Laktose beobachtet werden.

6.2.1.1 Ipratropiumbromid

200M Pharmatose®

Mit den verschiedenen Formulierungen des ,feinen” Tragermaterials ergeben sich
inhalierbare Anteile zwischen 42,0 % und 48,5 % (Gruppen 2+3), bezogen auf die
mittlere Einwaage eines Kollektivs. Um eine genauere Betrachtung der aerodynami-
schen PartikelgréBenverteilung vorzunehmen, erfolgt eine gruppenweise Auswertung
gemaB den Vorgaben der FDA (siehe Tabelle 2-1).

Tabelle 6-8 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus PE-Kapseln (Trager: 200M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv; n= 4

MW + SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 5% 2,5% 5%
Gruppe 1 (PP0-1) 2,9+0,1ug 2,9+0,2 ug 2,7+0,1ug 2,7+0,1pyg  3,0£0,2pug
Gruppe 2 (PP2-4) 145+04pug 160+06pug 163 +03upug 16,7+ 05ug 16,8 £ 0,4 ug

Gruppe 3 (PP5-Filter) 2,3+£0,2ug 2,7 £0,2 g 2,9+0,2ug 26+02ug 24+£03ug

Der in Tabelle 6-8 und Abb.6-11 aufgezeigte Unterschied zwischen dem Basiswert
ohne Feinanteil (0%) und den Werten mit Feinanteil (2,5 % und 5%) in Gruppe 2
(PP2 — PP4) zeigt, dass durch den Zusatz mikronisierter Laktose ein deutlicher Ein-
fluss auf die PartikelgroBenverteilung und damit auf die inhalierbaren Anteile von
Ipratropiumbromid erzielt wird. Allerdings ist eine genauere Differenzierung zwischen
den Anteilen der mikronisierten Laktose und der Héhe der aerodynamischen Partikel-
gréBenverteilung nicht moglich. Es stellt sich anscheinend eine ,Sattigung” ein.



Eng verbunden mit dem Anstieg in Gruppe 2 ist eine Reduktion der Ergebnisse im
Praseparator (siehe Abb.6-11). Bedingt durch die mikronisierte Laktose bleibt offen-
sichtlich weniger Wirkstoff im Vorabscheider zuriick, was sich merklich auf die nie-
dergeschlagene Wirkstoffmenge im Kaskadenimpaktor auswirkt.

Die Verteilung auf den PPO - PP1 (Gruppe 1) und den PP5 - Filter (Gruppe 3) wird
von der Zusammensetzung des Tragers nicht beeinflusst. Auch ein Einfluss des
Mischprozesses auf die Resultate ist, bedingt durch die Streuung der Ergebnisse (sie-
he Abb.6-11), nicht gegeben.
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Abb.6-11  Grafische Darstellung der Ipratropiumbromid-Verteilung (200M Laktose / PE-Kapseln)
A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B) Gesamtverteilung von Kapsel bis Filter
(n=4 Kollektive pro Formulierung; MW + SD )



325M Respitose®

Wird die 325M Laktose als Trager eingesetzt, ergeben sich folgende Ergebnisse:

Der gesamte inhalierbare Feinanteil (Gruppe 2+3) liegt mit Werten zwischen 25,7 %
und 40,6 % niedriger als die entsprechenden Resultate mit 200M Pharmatose®. Die-
ses Ergebnis war nach den Ergebnissen der ausgebrachten Dosis zu erwarten.

Zur genaueren Betrachtung werden auch hier die Ergebnisse nach Gruppen aufge-
schllisselt und entsprechend bewertet (siehe Tabelle 6-9).

Tabelle 6-9 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus PE-Kapseln (Trager: 325M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv; n= 4

MW + SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 5% 2,5% 5%
Gruppe 1 (PP0-1) 1,3+0,1 g 1,9+ 0,2 ug 2,5+0,2 ug 24+03ug 26+0,1pg
Gruppe 2 (PP2-4) 92+07pyg 120£0,7pg 148+04pg 126 +15ug 14,9+ 1,6 ug

Gruppe 3 (PP5-Filter)  1,1+0,3ug 16+01pg 15+02ug 14+02ug  1,5¢0,3 g

Im Vergleich zur 200M Pharmatose® tritt hier der ,Umhiillungs-Effekt” des zugesetz-
ten Feinanteils und damit der verbunden die gesteigerte inhalierbare Wirkstoffmenge
viel starker in Erscheinung.

Am offensichtlichsten zeigt sich dies erneut in Gruppe 2 (PP2 - PP4). Hier kann nicht
nur zwischen den Resultaten des Basiswertes ohne Feinanteil (0% Additiv) und den
Formulierungen mit Feinanteil (2,5% und 5% Additiv) unterschieden werden. Es ist
auch eine Differenzierung zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Additivmen-
gen (0% < 2,5% < 5%) moglich (siehe Abb.6-12).

In Gruppe 1 (PPO — PP1) ist dagegen nur eine Unterscheidung zwischen dem Basis-
wert (0% Additiv) und den Resultaten mit Feinanteil mdglich. Eine weitere Differen-
zierung innerhalb der Formulierungen mit Feinanteil ist nicht zu erkennen. Die Er-
gebnisse der Gruppe 3 (PP5 - Filter) werden nur gering beeinflusst (siehe Abb.6-12).

Auch im Fall der 325M Repsitose® ist die gesteigerte Wirkstoffverteilung im Kaskade-
nimpaktor mit einer deutlichen Reduktion des Wirkstoffgehalts im Praseparator ver-
bunden (siehe Abb.6-12).

Ein ,Uberziehen” des Carriers mit mikronisierter Laktose und, damit verbunden, ein
leichteres Abspalten der Wirkstoffpartikel von der Trageroberflache ist wahrscheinlich
(,Umhllungs-Effekt”). Gestlitzt wird diese These durch den sehr hohen Praseparato-
ranteil des ,groben” Tragermaterials (325M Laktose > 200M Laktose). Da die 325M
Laktose fast keinen eigenen Feinanteil besitzt, wird der Wirkstoff viel starker als dies
bei 200M Laktose mdglich ist, an die groben Partikel gebunden. Aus diesem Grund
kommen hier, die durch den Zusatz mikronisierter Laktose ausgeldsten Effekte viel
starker zur Geltung, was an den Ergebnissen (Gruppe 2 und Praseparator) deutlich
zu erkennen ist (siehe Abb.6-12/6-13).



Alle genannten Effekte zeigen sich unabhdngig von der Mischvariante. Damit ist er-
neut ein Einfluss der Mischreihenfolgen auf die aerodynamischen Eigenschaften aus-
geschlossen.
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Abb.6-12  Grafische Darstellung der Ipratropiumbromid-Verteilung (325M Laktose / PE-Kapseln)
A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B) Gesamtverteilung von Kapsel bis Filter
(n=4 Kollektive pro Formulierung, MW + SD)



6.2.1.2 Laktose Monohydrat

In diesem Fall wird die Anzahl der zu untersuchenden Formulierungen auf die beiden
Mischvarianten A/B mit jeweils 2,5 % Feinanteil reduziert. Da der Probenumfang pro
Formulierung (n = 4) beibehalten wird, bleibt eine statistische Bewertung aller wich-
tigen Einflussfaktoren trotzdem mdoglich. Um weiterhin eine direkte Korrelation zwi-
schen den Ergebnissen von Wirkstoff und Trager herzustellen, werden die Probel6-
sungen erneut auf den Gehalt an Ipratropiumbromid untersucht und entsprechend
mit den Resultaten der Laktose korreliert (siehe Kapitel 7.4.4).

Tabelle 6-10 eingesetzte Formulierungen zur Bestimmung der Verteilung des aerodynamischen
Feinanteils von Laktose (A = ohne Vormischung; B = mit Vormischung)
(n= Anzahl Kollektive pro Formulierung)

Laktose 325M Laktose 200M
Kapselart Mischreihenfolge Anteil n Kapselart Mischreihenfolge Anteil n
(%) (%)
Gelatine - 0 4 Gelatine - 0
2,5 4 A 2,5
B 2,5 4 B 2,5
PE - 0 4 PE - 0
2,5 4 A 2,5
B 2,5 4 B 2,5

200M Pharmatose®

Analog zur Wirkstoffverteilung werden die Resultate nach Gruppen klassifiziert und
bewertet (siehe Tabelle 6-11 und Abb.6-13). Die inhalierbaren Anteile (Gruppen 2+3)
des Tragermaterials liegen zwischen 2,3 % und 3,8 %.

Bereits der Basiswert ohne zusatzlichen Feinanteil besitzt, bedingt durch die relativ
breite PartikelgroBenverteilung des ,feinen” Tragermaterials, groBe inhalierbare An-
teile. Durch Zusatz mikronisierter Laktose wird der inhalierbare Anteil weiter gestei-
gert, wobei besonders die Gruppen 1 und 2 beeinflusst werden. So steigen die Er-
gebnisse mit Feinanteil im Vergleich zum Basiswert insgesamt um etwa 2,5 % an.
Dieser Anstieg des inhalierbaren Laktoseanteils ist ein Indiz fir die die quantitative
Verteilung der zugesetzten Laktose auf den PPO - PP4.

Die Ergebnisse auf den PP5 — Filter (Gruppe 3) bleiben dagegen durch den zusatzli-
chen Laktose-Feinanteil unberthrt. Hier kann sich, bedingt durch die mittlere Parti-
kelgroBe des eingesetzten Additivs (5 — 10pm) keine mikronisierte Laktose nieder-
schlagen und somit nachgewiesen werden.



Tabelle 6-11 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus PE-Kapseln (Trager: 200M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv; n= 4;

MW % SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 2,5%
Gruppe 1 (PP0-1) 124,0 + 8,1 g 172,5 £ 11,9 ug 189,6 + 4,5 g
Gruppe 2 (PP2-4) 108,8 = 15,0 ug 174,9 = 3,0 ug 195,5 = 11,7 ug
Gruppe 3 (PP5-Filter) 17,8 £ 5,7 ug 17,3 £ 0,5 ug 149 + 1,4 ug

Der geringe Kapselrest (siehe Abb.6-13B) belegt den geringen Einfluss des Kapsel-
materials auf die aerodynamische PartikelgroBenverteilung. Analog zu den Beobach-
tungen des Wirkstoffs sind auch hier alle Ergebnisse unabhangig von der Mischrei-
henfolge (siehe Abb.6-13).

325M Respitose®

Im Vergleich zur 200M Pharmatose® liegen die Ergebnisse insgesamt deutlich niedri-
ger (siehe Abb.6-13). Dies lasst sich durch die engere PartikelgréBenverteilung des
~groben” Tragermaterials erklaren. Dennoch besitzt der Basiswert einen inhalierbaren
Anteil (Gruppe 2+3) von 0,7 % und kann - unabhdngig von der Mischreihenfolge -
durch Zusatz von mikronisierter Laktose auf etwa 1,2 % gesteigert werden (siehe
Tabelle 6-12).

Anders als bei den Ergebnissen der 200M Pharmatose® ist hier ein Effekt auf alle
Gruppen zu erkennen. So wird durch den Zusatz mikronisierter Laktose sowohl die
Verteilung auf den PPO — PP4 (Gruppe 1+2) als auch auf den PP5 - Filter (Gruppe 3)
gesteigert (siehe Abb.6-13).

Tabelle 6-12 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus PE-Kapseln (Trager: 325M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv; n= 4;

MW + SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 2,5%
Gruppe 1 (PP0O-1) 59,27 £+ 8,8 g 77,4 £ 29,5 ug 101,11 + 19,3 g
Gruppe 2 (PP2-4) 37,63 +£1,0 ug 62,40 £ 2,0 ug 60,69 + 2,4 ug
Gruppe 3 (PP5-Filter) nicht nachweisbar 2,69 £ 5,4 ug 5,66 £ 6,6 ug

Bedingt durch die gréberen Materialeigenschaften der 325M Laktose ist der Prasepa-
rator-Anteil deutlich hdher als fiir die Formulierungen mit der ,feinen” 200M Laktose.
Folglich steht weniger Laktose zur Verteilung im Kaskadenimpaktor zur Verfligung.
Dies ist an den Resultaten deutlich nachvollziehbar (siehe Abb.6-13).

Bezogen auf den geringen Kapselrest gelten die gleichen Aussagen, wie bereits fiir
die 200M Laktose festgestellt.



6 Ergebnisse I — Betrachtung der Einflussfaktoren
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Abb.6-13 vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 200M und 325M Laktose in PE-Kapseln
(A = ohne Vormischung, B = mit Vormischung)
A) Ubersicht der Gruppen 1-3; B) Verteilung von Kapsel bis Praseparator und C) Ver-
teilung von PPO bis Filter (n=4 Kollektive pro Formulierung; MW= SD)

6.2 Auswirkung verschiedener Einflussfaktoren auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils ...



6.2.2 Verteilung des aerodynamischen Feinanteils aus Gelatine-Kapseln

Die Formulierungen werden in allen Kombinationen konstant gehalten und einzig das
Kapselmaterial PE durch die starker adhasiven Gelatine-Kapseln ausgetauscht. Auf
diese Weise wird der Einfluss des Kapselmaterials auf die Verteilung des aerodynami-
schen Feinanteils evaluiert und entsprechend bewertet.

6.2.2.1 Ipratropiumbromid

200M Pharmatose®

Fir die verschiedenen Formulierungen ergeben sich, wie nach den Ergebnissen der
ausgebrachten Dosis zu erwarten war, niedrigere inhalierbare Anteile (Gruppen 2+3),
die im Bereich von 18,9 % - 26,0 % liegen.

In Gruppe 2 ist eine Unterscheidung zwischen dem Basiswert ohne Feinanteil und
den Formulierungen mit Feinanteil mdglich. Hier zeigt sich der bereits bei den PE-
Kapseln beschriebene ,Umhillungs-Effekt” (siehe Tabelle 6-13) der mikronisierten
Laktose. Allerdings ist eine weitere Differenzierung zwischen der prozentualen Zu-
sammensetzung des Tragers und den Ergebnissen der Gruppe 2 nicht moglich.
Analog zu den Ergebnissen aus PE-Kapseln kommt es mit steigender Additivmenge
zu einer Reduktion des Wirkstoffanteils im Praseparator (siehe Abb.6-14). Durch die
mikronisierte Laktose wird der Wirkstoff leichter vom Carrier abgetrennt und kann
sich besser auf den PP2 - PP4 verteilen. Die Verteilung auf den PPO - PP1 sowie auf
den PP5 - Filter wird durch den Additivzusatz nicht verandert. Auch eine Beeinflus-
sung der Ergebnisse durch die Mischvariante ist nicht zu erkennen (siehe Abb.6-14).

Tabelle 6-13 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus Gelatine-Kapseln (Trager: 200M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv;

n=4; MW % SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 5% 2,5% 5%
Gruppe 1 (PPO-1) 1,8+ 0,1 ug 2,5+ 1,1ug 2,1+0,2 ug 20+03ug 1,8+04ug
Gruppe 2 (PP2-4) 6,9+ 0,5 ug 8,7+ 0,7 ug 9,3+0,6 ug 92+06pg 92+19ug

Gruppe 3 (PP5-Filter) 0,6 £0,1 g 0,9 +0,1ug 0,9+0,1pug 1,2 +0,2 ug 1,1+0,3 ug

Sehr deutlich erkennbar ist dagegen der Einfluss des Kapselmaterials auf die Vertei-
lung bzw. die H6he der ausgebrachten Mengen. So liegen im Vergleich zur PE-Kapsel
die Ergebnisse der Verteilung deutlich niedriger, wahrend die Kapselretention um den
Faktor finf ansteigt (siehe Abb.6-11/6-14).

Betrachtet man die theoretische Ausbringung der entsprechenden Formulierungen
(Gesamtbilanzierung von Kapsel - Filter; siehe Tabelle 6-14) wird eine Verkniipfung
zwischen Hohe der ausgebrachten Wirkstoffmenge und Verteilung sichtbar:



Je geringer die theoretisch ausgebrachte Dosis, desto weniger Wirkstoff verteilt sich
somit im Kaskadenimpaktor.

Tabelle 6-14 Theoretisch ausgebrachte Dosen (Summe SIP bis Filter) bei Verwendung von Gelati-
ne-Kapseln (n= 4; MW £ SD)

ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 5% 2,5% 5%

DD-Wert 21,1+1,7pg 225+£26pug 228+1,2ug 22,7+13pg 209 +3,1pg
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Abb.6-14  Grafische Darstellung der Ipratropiumbromid-Verteilung (200M Laktose / Gelatine-
Kapseln) A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B) Gesamtverteilung von Kapsel bis Filter
(n=4 Kollektive pro Formulierung, MW + SD)



325M Respitose®

Mit Werten im Bereich von 13,0 % - 16,75 % liegt der inhalierbare Anteil (Gruppen
2+3) deutlich niedriger als aus PE-Kapseln (25,7 % - 40,6%). Auch hat sich die Aus-
wirkung auf die drei Gruppen deutlich verandert. So ist die signifikante Veranderung
der Ergebnisse durch mikronisierte Laktose nicht mehr erkennbar (siehe Tabelle 6-
15). Stattdessen zeigt sich bei den verschiedenen Formulierungen eine deutliche Ver-
schiebung zwischen den Resultaten von Kapselrest und Praseparator: Die Kapselre-
tention steigt im Vergleich zur ,inerten” PE-Kapsel um den Faktor sieben an, zusatz-
lich wird sie durch mikronisierte Laktose sogar noch weiter gesteigert. Parallel dazu
ist eine Reduktion der Praseparator-Anteile zu erkennen (siehe Abb.6-12/6-15).

Tabelle 6-15 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus Gelatine-Kapseln (Trager: 325M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv;

n=4; MW % SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 5% 2,5% 5%
Gruppe 1 (PPO-1) 0,9+ 0,2 ug 1,2+ 0,1 ug 1,3+ 0,1 ug 14+03pg 1,3£0,2pug
Gruppe 2 (PP2-4) 50+0,3 g 5,7+ 0,4 ug 6,2+ 0,7 ug 48+0,7pg 49+04ug

Gruppe 3 (PP5-Filter) 0,5+0,1ug 0,4 £0,0ug 0,4+0,1ug 04+00pug 04+£0,1ug

Der durch den Feinanteil weniger stark gebundene Wirkstoff wird offensichtlich nicht
besser dispergiert und im Kaskadenimpaktor verteilt. Vielmehr werden die Wirkstoff-
partikel bevorzugt an der Kapselwand zurtickgehalten (siehe Kapitel 7.3.1).

Neben den starkeren Hafteigenschaften des Kapselmaterials liefert auch die Parti-
kelmorphologie des Tragermaterials eine mdgliche Erklarung fir diese Ergebnisse.
Wie in Abb.4-2 zu erkennen, liegt die 325M Respitose® bevorzugt als ,keilférmige”
Tragerpartikel vor. Diese groben Teilchen weisen bedingt durch ihre Form eine gro-
Bere Haftflache auf, wodurch auch grobe Teilchen - und damit der gebundene Wirk-
stoff - an der Kapselinnenseite haften (siehe Kapitel 7.2 und 7.3.2).

Die zweite Funktion des Laktosefeinanteils - neben dem ,Coaten” der Tragerpartikel -
einen ,.Schutzfilm” auf der Kapselinnenseite zu bilden und damit die Retention zu ver-
mindern, wird ebenfalls nicht ausreichend erfiillt. So fiihrt der zugesetzte Laktose-
feinanteil nicht, wie bereits aus Kapitel 6.1 bekannt, zu einer héheren ausgebrachten
Dosis sondern eher zu niedrigeren DD-Resultaten. Eine Beobachtung, die sich auch in
den theoretisch ermittelten Ergebnissen der Ausbringung widerspiegelt (Gesamtbi-
lanzierung siehe Tabelle 6-16).

Tabelle 6-16 Theoretisch ausgebrachte Dosen (Summe SIP bis Filter) bei Verwendung von Gelati-
ne-Kapseln (n= 4; MW £ SD)

ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 5% 2,5% 5%

DD-Wert 21,5+0,6pug 19,5+0,8pug 185+ 1,1pg 19,6 +1,4pg 17,9 + 0,8 pg
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Abb.6-15 Grafische Darstellung der Ipratropiumbromid-Verteilung (325M Laktose / Gelatine-
Kapseln) A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B) Gesamtverteilung von Kapsel bis Filter
(n=4 Kollektive pro Formulierung, MW * SD)

6.2.2.2 Laktose Monohydrat

Auch bei der Evaluierung des Effekts von Gelatine-Kapseln auf die Verteilung des
aerodynamischen Feinanteils von Laktose wird die Anzahl der zu untersuchenden
Formulierungen auf die beiden Mischvarianten A/B mit jeweils 2,5 % Feinanteil redu-
ziert (siehe Kapitel 6.2.1.2). Weiterhin werden die Probel6sungen auf den Gehalt an
Ipratropiumbromid untersucht, um eine direkte Korrelation zwischen den Ergebnissen
von Wirkstoff und Trager herzustellen (siehe Kapitel 7.4.4).



200M Pharmatose®

Analog zu den Beobachtungen mit Ipratropiumbromid fallen die deutlich niedrigeren
Resultate der Gruppen auf (siehe Tabelle 6-17). Dieser Effekt wird offensichtlich
durch den Austausch des Kapselmaterials ausgelost.

Tabelle 6-17 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus Gelatine-Kapseln (Trager: 200M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv;

n=4; MW % SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 2,5%
Gruppe 1 (PP0-1) 64,5+ 1,2 ug 87,8+ 1,6 ug 96,4 + 1,8 ug
Gruppe 2 (PP2-4) 48,0 £ 0,9 ug 100,2 + 1,8 ug 104,1 £ 1,9 ug
Gruppe 3 (PP5-Filter) 0,9+ 0,0 ug 2,3+£0,0ug 1,2+ 0,0 ug

In der Gruppe 1 (PPO — PP1) haben sich die Werte durch das neue Kapselmaterial
annahernd halbiert. Eine Differenzierung zwischen den Resultaten mit und ohne
Feinanteil ist nur noch schwach zu erkennen (siehe Abb.6-16). Auch die Ergebnisse
der Gruppe 2 sind etwa um die Halfte reduziert. Allerdings bleibt die deutliche Unter-
scheidung zwischen den Formulierungen mit und ohne Feinanteil bestehen.

Der groBte Effekt zeigt sich in Gruppe 3 (PP5 — Filter). Hier liegen die Ergebnisse re-
lativ nahe beieinander, sind aber im absoluten Vergleich mit den Resultaten aus PE-
Kapseln stark reduziert. Die ist als deutlicher Hinweis darauf zu werten, dass bevor-
zugt der Feinstanteil des Tragermaterials in der bedingt durch die charakteristische
Oberflachenbeschaffenheit adhasiven (, klebrigen”) Kapsel (siehe Ab.4-3) zurlick-
gehalten wird. Wie in Abb.6-16 zu erkennen ist, sind die Ergebnisse nicht von der
Mischreihenfolge abhangig.

Bedingt durch die Klebeeigenschaften der Kapselinnenseiten steigt der zurlickblei-
bende Laktoseanteil etwa um den Faktor sieben bis zehn an. Allerdings reichen die
reduzierten Laktosemengen im ACI nicht aus, um diesen markanten Anstieg der Kap-
selretention zu erklaren. Neben den feinen Laktosepartikeln miissen daher auch gro-
be Teilchen zurlickgehalten werden, was sich anhand der geringeren Laktoseanteile
im Praseparator ableiten lasst (siehe Abb.6-13/6-16).

325M Respitose®

Wie in Abb.6-16 zu erkennen ist, liegt die Kapselretention im Vergleich zu den Resul-
taten der 200M Laktose (Gelatine-Kapseln) deutlich héher. Eine Gegeniberstellung
mit den Resultaten der ,inerten” PE-Kapsel ergibt einen Anstieg in der Kapselretenti-
on um den Faktor zwdlf. Parallel dazu sind die SIP-Werte um die Halfte reduziert und
die Resultate des Praseparators liegen etwa um 13 % niedriger (siehe Abb.6-13/6-
16). Diese Beobachtungen stiitzen die bereits in Kapitel 6.2.2.1 aufgestellte These,
dass auch grobe Laktosepartikel durch das Gelatine-Kapselmaterial zuriickgehalten
werden (siehe Abb.7-18).



Tabelle 6-18 Ergebnisse der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid
aus Gelatine-Kapseln (Trager: 325M Laktose mit unterschiedlichen Anteilen Additiv;

n=4; MW % SD)
ohne Vormischung (A) mit Vormischung (B)
0% 2,5% 2,5%
Gruppe 1 (PP0-1) 32,9 £ 0,6 g 66,8 + 1,2 ug 58,5+ 1,1 g
Gruppe 2 (PP2-4) 2,9+£0,0ug 42,2 £ 0,8 ug 30, £ 0,6 ug
Gruppe 3 (PP5-Filter)  Nicht nachweisbar Nicht nachweisbar Nicht nachweisbar

ErwartungsgemaB wirkt sich das Kapselmaterial auf die Verteilung im Kaskadenim-
paktor aus (siehe Tabelle 6-18).

Im Vergleich zur PE- Kapsel sind die wieder gefundenen Anteile des Tragermaterials
in der Gruppe 1 (PPO — PP1) zwar reduziert, allerdings nicht so stark wie bei den
Formulierungen der ,feinen” 200M Laktose. Auch ein Unterschied zwischen den For-
mulierungen mit und ohne Feinanteil ist nur schwach zu erkennen (siehe Abb.6-16).

Innerhalb der Gruppe 2 (PP2 — PP4) ist das Ergebnis flir die Formulierung ohne Fein-
anteil sehr deutlich zuriickgegangen, wahrend die Ergebnisse mit Feinanteil im Ver-
gleich zur PE-Kapsel nur geringfligig abgenommen haben. Die Differenzierung zwi-
schen Basiswert ohne Feinanteil und den Formulierungen mit Feinanteil bleibt erhal-
ten. Diese Beobachtung ist ein Indiz daflr, das der ,eigene”, bereits im Tragermate-
rial vorliegende Feinanteil in der Gelatine-Kapsel zurlickbleibt, wahrend der zusatzli-
che Laktose-Feinanteil ausgebracht wird und sich im Kaskadenimpaktor auf den PP2
— PP4 verteilt.

Ein Laktoseanteil auf den PP5 — Filter (Gruppe 3) ist bei Verwendung von Gelatine-
Kapseln nicht mehr nachzuweisen. Hier wird, analog zu den Ergebnissen der 200M
Laktose, der Feinstanteil des Carriers durch die Adhasionseigenschaften des Kapsel-
materials zuriickgehalten (siehe Abb.6-16).

Erneut ist ein Einfluss der Mischreihenfolge auf die Resultate nicht zu erkennen.

Die extrem verringerten Anteile der groben Laktose in SIP und Praseparator sowie
die schwankenden Resultate der Kapselretention sind Hinweise fiir einen nicht aus-
reichenden ,Auspudereffekt” der mikronisierten Laktose (siehe Abb.6-16).

Eine mdgliche Erkldrung fiir diese Beobachtung liefert die Partikelmorphologie des
Tragers (siehe Abb.4-2) und damit verbunden das Haftbestreben der Partikel (siehe
Kapitel 7.2). Letzteres nimmt durch die ,Keilform” der Teilchen zu, wodurch neben
dem Feinanteil auch grobe Partikel (mit gebundenem Wirkstoff) in der Kapsel zu-
rlickbleiben (siehe Abb.7-18).
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Abb.6-16 vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 200M und 325M Laktose in Gelatine-
Kapseln (A = ohne Vormischung, B = mit Vormischung)
A) Ubersicht der Gruppen 1-3; B) Verteilung von Kapsel bis Praseparator und C) Ver-
teilung von PPO bis Filter (n=4 Kollektive pro Formulierung; MW= SD)

6.2 Auswirkung verschiedener Einflussfaktoren auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils ...



6.2.3 Statistische Auswertung

Die Analyse, ob beobachtete Unterschiede zuféllig oder statistisch signifikant sind,
erfolgt mit dem Software System SAS® [91-93]. Zur Bewertung werden pro Kombi-
nation die Ergebnisse von vier Kollektiven (4x6 Kapseln) herangezogen (siehe Tabelle
6-19/6-21) [97;98] und getrennt nach den drei Gruppen (Gruppe 1 = PPO - PP1;
Gruppe 2 = PP2 - PP4; Gruppe 3 = PP5 - Filter) bewertet.

Auf Grund dieser ausflihrlichen Betrachtung der Verteilung im ACI wird auf die Be-
trachtung der in Europa fur Inhalativa Ublicherweise registrierten FPD (=inhalierbarer
Anteil) [48], die sich aus den Gruppen 2 und 3 zusammensetzt, verzichtet.

6.2.3.1 Statistische Bewertung zu Ipratropiumbromid

Mit dem Verfahren der Varianzanalyse (ANOVA) wird ein mdglicher Einfluss der Fak-
toren Laktose, Kapselart, Mischreihenfolge und Anteil mikronisierter Laktose auf den
Parameter Verteilung des aerodynamischen Feinanteils untersucht und entsprechend
bewertet [97].

Hierzu werden alle genannten Faktoren und Wechselwirkungen als feste Faktoren
berlicksichtigt und die Streuung zwischen den jeweils vier Kollektiven einer Kombina-
tion geht als Reststreuung in die Berechnung mit ein.

Tabelle 6-19 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter aerodynamische PartikelgroBen-
verteilung (n = Anzahl der gemessenen Kapseln pro Faktorkombination; A= ohne
Vormischung; B = mit Vormischung)

Laktose 325M Laktose 200M
Kapselart Mischreihenfolge Anteil n Kapselart Mischreihenfolge Anteil n
(%) (%)

Gelatine - 0 4 Gelatine - 0 4
A 2,5 4 A 2,5 4
A 5,0 4 A 5,0 4
B 2,5 4 B 2,5 4
B 5,0 4 B 5,0 4

PE - 0 4 PE - 0 4
A 25 4 A 25 4
A 5,0 4 A 5,0 4
B 2,5 4 B 2,5 4
B 5,0 4 B 5,0 4




Tabelle 6-20 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Parameter Gruppen 1 — 3 (Verteilung von
Ipratropiumbromid im ACI) - Ergebnisse der ANOVA

Gruppe 1
F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert

Gruppe 2

Gruppe 3

Haupteffekte

Laktose

Kapselart

Anteil (mikronisierter Laktose)

Mischreihenfolge

Zweifach-Wechselwirkungen
Laktose*Kapselart
Laktose*Mischreihenfolge
Laktose*Anteil
Kapselart*Mischreihenfolge
Kapselart*Anteil

Anteil*Mischreihenfolge

Dreifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart*Mischreihenfolge

Laktose*Kapselart*Anteil
Laktose*Anteil*Mischreihenfolge

Kapsel*Anteil*Mischreihenfolge

Vierfach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart*Anteil*Mischreihenfolge

120,84
133,62
0,35
0,04

0,06
5,44
5,08
4,06
5,81
0,19

0,35
0,00
2,89
0,04

0,13

0,0001
0,0001
0,5555
0,8440

0,5555
0,9686
0,0944
0,8440

0,7233

325,47
1495,10
16,33
0,01

1,24
3,69
8,61
5,24
6,43
1,12

1,55
7,73
0,00
0,07

0,17

0,0001
0,0001
0,0002

0,9147

0,2181
0.0072
0,9878
0,7948

0,6797

388,23
990,06
0,08
1,23

73,64
0,02
0,02

13,02
0,08
0,69

5,56
0,17
4,33
0,00

1,56

0,2166

Gruppe 1 (PPO - PP1)

Signifikanzniveau a: 0,05

Durch die ANOVA werden folgende Haupteffekte identifiziert und als statistisch signi-
fikant ausgewiesen (siehe Tabelle 6-20 und Abb.6-17):

« Das Kapselmaterial erweist sich als starkste EinflussgréBe. Mit PE-Kapseln werden

deutlich héhere Werte erzielt als mit Gelatine-Kapseln (p=0,0001).

» Auch die Tragerlaktose wirkt sich deutlich auf die Ergebnisse aus (p=0,0001). So
erzielt die ,feine” 200M Laktose hdhere Ergebnisse als die ,,grobe” 325M Laktose.

« Im Vergleich zu Kapselart und Tragerlaktose spielen alle anderen Faktoren eine
eher untergeordnete Rolle. Lediglich bei den Verknlipfungen mit 325M Laktose
fuhrt die Verwendung von mikronisierter Laktose zu einem leichten Anstieg der
Resultate, was sich auf die beiden Zweifach-Wechselwirkungen Kapselart*Anteil
(p=0,0190) und Laktose*Anteil (p=0,0279) auswirkt.
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Abb.6-17 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 1 (Verteilung von
Ipratropiumbromid auf PP0-PP1), direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen

So ergibt die Betrachtung der jeweiligen Kombinationen innerhalb einer Kapselart,
dass der Faktor Feinanteil in den ,inerten” PE-Kapseln (,Umhullungs-Effekt”) wesent-
lich starker zur Geltung kommt als in den adhasiven Gelatine-Kapseln (,Umhdillungs-
Effekt” und ,Auspudereffekt”), was in Kapitel 7 naher betrachtet und erklart wird.
Fasst man die jeweiligen Kombinationen innerhalb einer Tragerlaktose zusammen, ist
innerhalb der ,groben” 325M Laktose ein starkerer Einfluss des Feinanteils zuerken-
nen, als bei den Formulierungen der ,feinen” 200M Laktose. Die Resultate liegen hier
zwar wesentlich héher, aber die genaue Differenzierung zwischen den zugesetzten
Additivmengen tritt mit der ,groben” 325M Laktose deutlicher in Erscheinung, was
mit den Pfeilen in Abb.6-17 verdeutlich wird.

Gruppe 2 (PP2 - PP4)

Folgende Haupteinflussfaktoren werden identifiziert (siehe Abb.6-18 / Tabelle 6-20):

« Auch innerhalb Gruppe 2 zeigen Kapselmaterial (p=0,0001) und Tragerlaktose
(p=0,0001) unabhangig voneinander den starksten Einfluss auf die Ergebnisse. Es
gelten die gleichen Aussagen wie bereits fir Gruppe 1 beschrieben.

= Zusatzlich verandert der Faktor Feinanteil die Verteilung auf den PP2 — PP4. So ist
durch den Additivzusatz im Vergleich zum Basiswert (ohne Feinanteil) ein deutli-
cher Anstieg der Resultate zu verzeichnen (p=0,0002).

- Die Mischreihenfolge hat keinen relevanten Einfluss auf die Verteilung.
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Abb.6-18 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 2 (Verteilung von
Iratropiumbromid auf PP2-PP4); direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen

Die fur Gruppe 1 aufgezeigte Zweifach-Wechselwirkung Laktose*Anteil (p=0,0047)
besitzt auch flr die Gruppe 2 in beschriebener Art und Weise ihre Giiltigkeit. Gleiches
gilt flir die Zweifach-Wechselwirkung Kapselart*Anteil (p=0,0139).

Zusatzlich zu diesen Beobachtungen ist der Einfluss des Laktose-Feinanteils auf die
Verteilung im ACI gleichzeitig vom eingesetzten Kapselmaterial und der verwendeten
Tragerlaktose abhangig (siehe Tabelle 6-20). Das bedeutet, der ,Umhillungs-Effekt”
des Feinanteils lasst sich am deutlichsten mit 325M Laktose in PE-Kapseln darstellen.
In dieser Kombination ist die klarste Differenzierung zwischen den einzelnen Ergeb-
nissen maoglich. Alle anderen Kombinationen wirken sich im Vergleich dazu weniger
deutlich oder gar nicht auf die Verteilung aus (siehe Pfeile in Abb.6-18). Die ANOVA
weist diese Beeinflussung der Verteilung als signifikante Dreifach-Wechselwirkung
(Laktose*Kapselart*Anteil) aus.

Gruppe 3 (PP5 - Filter)

Hier gelten die gleichen Haupteffekte wie zuvor fir Gruppe 1 beschrieben (siehe
Abb.6-19 und Tabelle 6-20):

«  Sowohl das Kapselmaterial (p=0,0001) als auch die Tragerlaktose (p=0,0001)
zeigen unabhdngig voneinander eine sehr ausgepragte Wirkung auf die Resultate
der Gruppe 3. So liefern PE-Kapseln hdhere Resultate als Gelatine-Kapseln und
200M Laktose verbessert die Ausbringung im Vergleich zu 325M Laktose.

« Im Vergleich dazu haben die Faktoren Mischreihenfolge und Anteil mikronisierter
Laktose nur eine untergeordnete Bedeutung.
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Abb.6-19 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 3 (Verteilung von
Ipratropiumbromid auf PP5-Filter); direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen

Erneut liefert die 200M Laktose in beiden Kapselarten héhere Werte fir die Vertei-
lung als die 325M Laktose. Allerdings ist der Unterschied zwischen den beiden Kap-
selmaterialien mit der ,feinen” Laktose viel deutlicher zu sehen (siehe Abb.6-19).
Folglich ist die Ergebnisspanne zwischen ,inerten” PE-Kapseln und adhasiven Gelati-
ne-Kapseln in diesem Fall gréBer als bei den Formulierungen mit 325M Laktose. Die-
se Beobachtung wird durch die ANOVA als signifikante Zweifach-Wechselwirkung
zwischen Laktose und Kapselart (p=0,0001) identifiziert.

6.2.3.2 Statistische Bewertung zu Laktose Monohydrat

Mit dem Verfahren der Varianzanalyse (ANOVA) wird ein mdglicher Einfluss der Fak-
toren Laktose, Kapselart und Variation (umfasst Kombinationen aus Feinanteil, Misch-
reihenfolge und mechanische Belastung) auf den Parameter Verteilung des aerody-
namischen Feinanteils von Laktose untersucht und entsprechend bewertet [98].

Wie bereits beschrieben, werden alle genannten Faktoren und Wechselwirkungen als
feste Faktoren beriicksichtigt, wahrend die Streuung zwischen den jeweils vier Kol-
lektiven einer Kombination als Reststreuung in die Berechnung mit eingeht.

Zur genaueren Bewertung der Variationen werden innerhalb einer Verknlipfung von
Laktose und Kapselart (z.B. 200M Laktose in PE-Kapseln) zusatzlich paarweise Ver-
gleiche (zweiseitige t-Tests) zwischen den vier Variationen kein Feinanteil (0), Misch-
reihenfolge A ohne Belastung (A), Mischreihenfolge B ohne Belastung (B) und Misch-
reihenfolge A mit mechanischer Belastung (A 30) durchgeflihrt.



Die Berechnungen erfolgen mit der Prozedur ,MIXED” des Softwaresystems SAS®
[91-93].

Tabelle 6-21 Einfluss verschiedener Faktoren auf die TeilchengréBenverteilung der Laktose (n =
Anzahl der gemessenen Kollektive pro Variation; A = ohne Vormischung; B = mit Vor-

mischung)
Laktose 325M Laktose 200M
Kapselart ~ Variation n Kapselart ~ Variation n
Gelatine 0 4 Gelatine 0 4
A 4 A 4
B 4 B 4
A 30 4 A 30 4
PE 0 4 PE 0 4
A 4 A 4
B 4 B 4
A 30 4 A 30 4
Tabelle 6-22 Einfluss verschiedener Faktoren auf Parameter: Gruppe 1 - 3
Ergebnisse der ANOVA
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert
Haupteffekte
Laktose 205,17 0,0001 1205,20 0,0001 65,97 0,0001
Kapselart 177,92 0,0001 818,39 0,0001 141,69 0,0001
Variation 18,25 0,0001 97,83 0,0001 0,57 10,6384

Zweifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart 43,70 0,0001 205,61 0,0001 46,25 0,0001
Laktose*Variation 1,07 0,3713 21,64 0,0001 249 0,0717
Kapselart*Variation 2,07 0,1161 32,45 0,0001 1,16 0,3335

Dreifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart*Variation 1,10 10,3585 17,45 0,0001 1,67 0,1863
Signifikanzniveau a: 0,05




Gruppe 1 (PPO — PP1)

Durch die ANOVA werden folgende Haupteffekte identifiziert und als statistisch signi-
fikant ausgewiesen (siehe Tabelle 6-22 und Abb.6-20):

« Wie schon beim Wirkstoff, zeigt das Kapselmaterial einen starken Einfluss
(p=0,0001). Mit PE-Kapseln gelangt mehr Laktose auf die PPO - PP1 als mit Gela-
tine-Kapseln.

« Die Beobachtung, dass sich im oberen Teil des ACI deutlich mehr feine” breit
verteilte 200M Laktose niederschlagt als ,grobe” eng verteilte 325M Laktose wird
ebenfalls bestatigt (p=0,0001).

«  Weiterhin signifikant verschieden (p=0,0001) sind die unterschiedlichen Variatio-
nen innerhalb der Hauptverkniipfungen von Laktose und Kapselart. Uber paarwei-
se Vergleiche der verschiedenen Variationen werden die vorhandenen Unter-
schiede genauer charakterisiert (Tabelle 6-23).

Die Tatsache, dass sich bei der ,feinen” 200M Laktose starker ausgepragte Unter-
schiede zwischen den beiden Kapselarten ergeben als bei der ,groben” 325M Lakto-
se, wird durch eine signifikante Zweifach-Wechselwirkung bestatigt (p=0,0001).

Bei der ,groben” Laktose, die wesentlich weniger Feinanteil enthdlt, treten die Unter-
schiede zwischen den beiden Kapselmaterialien nicht so offensichtlich in Erscheinung
(siehe Abb.6-20).

250

unbelastet belastet
200

1504

¢ o \ unbelastet belastet

(=] . \

< 1004 A B

(%] \

% \\ ’_“/\: E Aans PE

- 0. /,7/ _B

50 pX:! ~ A B A Gelatine

¥ P
0

Laktose 200 M Laktose 325 M

-50

Blau = 325M Laktose + PE-Kapseln Rot = 325M Laktose + Gelatine-Kapseln
= MW (ber alle Kollektive eine Hauptkombination

Abb.6-20 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 1 (Laktose-Verteilung
auf PPO-PP1 ), direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen



Die paarweisen Vergleiche zwischen den Variationen einer Hauptverknipfung (z.B.
200M Laktose und PE-Kapseln) ergeben folgende Ergebnisse (siehe Tabelle 6-23):

Eine deutliche Differenzierung zwischen dem Basiswert ohne Feinanteil und den
Ergebnissen mit Feinanteil ist nicht fir alle Verknlipfungen signifikant nachweis-
bar. Damit wird der ,Umhiillungs-Effekt” des Feinanteils (0% - 2,5%) insgesamt
betrachtet nur schwach signifikant.

Sowohl die Mischreihenfolge (A_2,5 > B_2,5) als auch die mechanische Belas-
tung (A_unbelastet > A_belastet) zeigen, unabhangig von der Verknipfung, kei-
nen relevanten Einfluss auf die Verteilung der Laktose im oberen Bereich des ACI
(siehe auch Kapitel 6.3).

Tabelle 6-23 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter Gruppe 1 (Laktose-Verteilung auf
den PPO — 1); Paarweiser Vergleich der Variationen (Einheit: pg/KPI)

Laktose Kapselart Variation Variation Differenz t Wert p Wert

200M Gelatine AO A_25 -23,27 -1,98 0,0530
A_25 A_25_30 11,52 0,98 0,3309

A_25 B_25 -8,64 -0,74 0,4650

PE A0 A_25 -48,56 -4,14 0,0001

A_25 A_25_30 2,62 0,22 0,8240

A_25 B_25 -17,08 -1,46 0,1519

325M Gelatine AO A_25 -33,87 -2,89 0,0058
A_25 A_25_30 27,95 2,38 0,0212

A_25 B_25 8,34 0,71 0,4807

PE A0 A_25 -18,13 -1,55 0,1288

A_25 A_25_30 6,49 0,55 0,5829

A_25 B_25 -23,71 -2,02 0,0489

Signifikanzniveau a: 0,05

Gruppe 2 (PP2 — PP4)

Es werden folgende Haupteffekte identifiziert (siehe Tabelle 6-22 und Abb.6-21):

Die flir Gruppe 1 aufgezeigten Beobachtungen besitzen auch fiir Gruppe 2 ihre
Gultigkeit. Sowohl das Kapselmaterial (p=0,0001) als auch die Tragerlaktose
(p=0,0001) werden als starke EinflussgréBen identifiziert.

Die einzelnen Variationen verhalten sich innerhalb der verschiedene Laktosearten
sehr inhomogen (p=0,0001), was durch die paarweisen Vergleiche naher zu cha-
rakterisieren ist (siehe Tabelle 6-24).



Auch die Differenzierung zwischen den Kapselarten ist bei 200M Laktose starker aus-
gepragt als bei 325M Laktose. Diese Beobachtung wird analog den Ergebnissen der
Gruppe 1 durch die ANOVA als signifikante Zweifach-Wechselwirkung ausgewiesen.
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Abb.6-21 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 2 (Laktose-Verteilung
aur PP2-PP4); direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen

Tabelle 6-24 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter Gruppe 2 (Laktose-Verteilung auf
PP2-PP4); Paarweiser Vergleich der Kombinationen (Einheit: pug/KPI)

Laktose Kapselart Variation Variation Differenz tWert p Wert

200M  Gelathe A0 A_25 52,20  -8,20 10,0001
A 25 A_25 30 71,59 11,24 0,0001

A_25 B_25 3,97 -0,62 0,5361

PE A0 A 25 -66,13 -10,38 0,0001

A_25 A_25_30 -13,43  -2,11 0,0402

A_25 B_25 20,56  -3,23 0,0022

325M  Gelatne A0 A_25 39,34 -6,18 0,0001
A_25 A_25_30 20,41 320 0,0024

A 25 B_25 11,90 1,87  0,0677

PE A0 A_25 2437  -3,83 0,0004

A 25 A_25_30 -3,45  -054  0,5900

A 25 B 25 1,32 021 08372

Signifikanzniveau a: 0,05



Weiterhin ist fiir alle Variationen ein Einfluss des Feinanteils erkennbar (p=0,0001).
Wie Tabelle 6-24 und Abb.6-21 zu entnehmen, ist der Einfluss mechanischer Belas-
tung nur bei Variationen mit Gelatine-Kapseln nachweisbar. Dieser Aspekt wird in
Kapitel 6.3 ausfihrlicher betrachtet.

Gruppe 3 (PP5 — Filter)

Da flir die Verknlipfungen mit Gelatine-Kapseln kein Feinstanteil nachweisbar ist,
werden einige Auswertungsparameter des gewahlten Verfahrens verletzt. Allerdings
ist das Verfahren ausreichend robust, um an der gewahlten Auswertestrategie fest-
zuhalten (siehe Tabelle 6-22/6-25):

«  Wie erwartet, lasst sich mit der wesentlich ,feineren” 200M Laktose unabhangig
vom Kapselmaterial mehr Feinstanteil nachweisen, als dies mit der 325M Laktose
moglich ist. Dieser Unterschied wird durch die ANOVA signifikant.

- Erneut ist das Kapselmaterial maBgeblich an der Verteilung beteiligt (p=0,0001).
So ist mit Gelatine-Kapseln kein Feinstanteil nachweisbar, wahrend mit PE-
Kapseln ein Laktoseanteil auf den PP5- Filter zu finden ist (siehe Abb.6-22).

Da der ,groben” Laktose die Feinanteile fehlen, treten auch in Gruppe 3 die Unter-
schiede zwischen den Kapselmaterialien weniger deutlich in Erscheinung wie bei der
.feinen” Laktose. Analog zur Auswertung der beiden anderen Gruppen, ist auch hier
die Zweifach-Wechselwirkung Laktose*Kapselart signifikant (siehe Tabelle 6-22).

30

unbelastet belastet

201

unbelastet belastet

3 B
X .
3 N
‘5 107 A B 30s
s 7
— N -
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7 30s
6y 0o A B i A i TTTe-s . (e 7 —) iy Gelatine
Laktose 200 M Laktose 325 M

-10

Blau = 325M Laktose + PE-Kapseln Rot = 325M Laktose + Gelatine-Kapseln
= MW (ber alle Kollektive eine Hauptkombination

Abb.6-22 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 3 (Laktose-Verteilung
aur PP5-Fifter); direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen



Die genaue Betrachtung der Variationen (siehe Tabelle 6-25) zeigt, dass weder
Mischreihenfolge noch Feinanteil oder mechanische Belastung einen Einfluss auf die
Verteilung haben.

Einzige Ausnahme ist die Verknlipfung 325M Laktose und PE-Kapseln. Trotz des un-
einheitlichen Verhaltens der einzelnen Kollektive ist ein deutlicher, wenn auch nicht
nachvollziehbarer, Einfluss der mechanischen Belastung zu erkennen (siehe auch
Kapitel 6.3).

Tabelle 6-25 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter Gruppe 3 (Laktose-Verteilung auf
PP5-Fifter), Paarweiser Vergleich der Variationen (Einheit: pg/KPI)

Laktose Kapselart Variation Variation Differenz t Wert p Wert

200 Gelatine A0 A_25 -1,33 -0,57 0,5723
A_25 A_25_30 2,27 0,97 0,3358

A_25 B_25 1,12 0,48 0,6338

PE A0 A_25 0,47 0,20 0,8417

A_25 A_25_30 1,04 0,44 0,6585

A_25 B_25 2,42 1,03 0,3064

325 Gelatine A0 A_25 0,00 0,00 11,0000
A_25 A_25_30 0,00 0,00 1,0000

A_25 B_25 0,00 0,00 1,0000

PE A0 A_25 -2,69 -1,15 0,2556

A_25 A_25_30 -5,83 -2,50 0,0161

A_25 B_25 -2,97 -1,27 0,2106

Signifikanzniveau a: 0,05

6.2.3.3 Zusammenfassung

Auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid und Lak-
tose haben die ausgewahlten Parameter Kapse/material, Trdagermaterial, Feinanteil
und Mischreihenfolge (=Variation) einen mehr oder weniger stark ausgepragten Ein-
fluss (siehe Abb.6-23/6-24). Eine genaue Quantifizierung der Einflussfaktoren wird in
weiteren Versuchen evaluiert und in einem eigenen Kapitel (siehe Kapitel 7) zusam-
mengestellt.

Die Auswertung einer mdglichen Korrelation zwischen den Ergebnissen von Laktose
und Ipratropiumbromid ist dem Kapitel 7.4.4 zu entnehmen.
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Abb.6-23 Zusammenfassung der Einflussfaktoren — statistische Auswertung und Erlauterung der

; G3

Gruppe 2

Effekte auf die Verteilung von Ipratropiumbromid (G1 = Gruppel, G2

Gruppe 3)
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Abb.6-24 Zusammenfassung der Einflussfaktoren — statistische Auswertung und Erlauterung der
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6.3 Auswirkung mechanischer Belastung auf die Verteilung des
aerodynamischen Feinanteils von Laktose und Ipratropi-
umbromid

Um den Einfluss mechanischer Beanspruchung auf die Verteilung der Pulvermischung
im Kaskadenimpaktor zu evaluieren, wird pro Tragerlaktose jeweils eine ausgewahlte
Formulierung (200A_2,5 / 325A_2,5) nach einem definierten Schema belastet (siehe
Kapitel 4.2.4) und analysiert. Als Auswahlkriterium dient die Variabilitat der Ergebnis-
se innerhalb der in Kapitel 6.1 beschriebenen Messreihe.

Fiir die nicht zeitgleich durchgefiihrte Versuchsreihe mit 325M Respitose® wird, ohne
die Variabilitat zu bericksichtigen, die analoge Formulierung ausgewahlt. Nur so ist
ein direkter Vergleich zwischen den beiden Laktosearten gewahrleistet. Um auch den
Zeiteffekt zwischen den Versuchen aus Kapitel 6.2 (unbelastet) und dem Belastungs-
test auszuschlieBen, wird der unbelastete Vergleichswert (Basiswert) neu ermittelt.

6.3.1 Verteilung des aerodynamischen Feinanteils aus PE-Kapseln

In dieser Versuchsreihe werden die Formulierungen im ,inerten” Kapselmaterial un-
tersucht, um ausschlieBlich den Effekt der mechanischen Belastung auf die Pulvermi-
schung zu betrachten.

6.3.1.1 Ipratropiumbromid

200M Pharmatose®

Die Bestimmung der aerodynamischen PartikelgréBenverteilung ergibt fiir die ver-
schiedenen Stressbedingungen inhalierbare Anteile (Gruppen 2 + 3) von 46,9 % und
52,3 % bezogen auf die mittlere Einwaage eines Kollektivs.

Tabelle 6-26 Ubersicht der Gruppen (Ipratropiumbromid) nach unterschiedlicher mechanischer Be-
lastung der 200M Laktose Formulierungen in PE-Kapseln (n = 4; MW + SD)

Mechanische Belastungsdauer

0s 30s 60 s 120 s
Gruppe 1 (PP0-1) 29+0,2 g 3,0£0,3 g 2,5+0,1ug 2,4+0,2ug
Gruppe 2 (PP2-4) 1 16,0+06pg: 182+1,7pug 169+05pg 16,9+ 1,2 ug

Gruppe 3 (PP5-Filter) | 2,7+02ug | 27+03pg 28%01pg 2,9+0,3pg

Innerhalb der Gruppe 1 (PPO — PP1) ist erst ab 60 s Belastungsdauer eine leichte Re-
duktion der Verteilung zu erkennen. Die Ergebnisse der Gruppe 2 (PP2 — PP4) dage-
gen steigen im Vergleich zum Basiswert (0 s) durch mechanische Beanspruchung
leicht an. Eine Beobachtung, die sich durch die vorliegende Streuung relativiert.



Einzig die Ergebnisse der Gruppe 3 (PP5 — Filter) werden durch die mechanische Be-
anspruchung nicht relevant verandert (siehe Tabelle 6-26 und Abb.6-25).

Dagegen tritt, wie in Abb.6-25 zu erkennen ist, abhangig von der Belastungsdauer
eine Veranderung der Kapselretention auf. So steigt der Kapselrest mit steigender
mechanischer Belastung an. Dies ist mdglicherweise auf die elektrostatische Aufla-
dung der Kapsel zurlickzufiihren — ein Effekt, der bereits in Kapitel 6.1 beschrieben
wird. Die durch Rotation entstehende Reibungsenergie flihrt zur Kapsel-Aufladung
und damit zu einer gesteigerten Retention der Wirkstoff-Partikel (siehe Kapitel 7.1).
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Abb.6-25 Einfluss mechanischer Belastung auf die Verteilung von Ipratropiumbromid (200M
Laktose mit 2,5% Additiv / PE-Kapseln); A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B) Ge-
samtverteilung von Kapsel bis Filter (n=4 Kollektive pro Formulierung, MW + SD)



325M Respitose®

Wird in der Formulierung die ,feine” 200M Laktose gegen die ,grobe” 325M Laktose
ausgetauscht und diese anschlieBend dem beschriebenen Belastungsschema ausge-
setzt, ergeben sich inhalierbare Anteile (Gruppen 2+3) von 29,25 % — 34,0 %.

Tabelle 6-27 Ubersicht der Gruppen (Ipratropiumbromid) nach unterschiedlicher mechanischer Be-
lastung der 325M Laktose Formulierungen in PE-Kapseln (n = 4; MW + SD)

Mechanische Belastungsdauer

Os 30s 60 s 120 s
Gruppe 1 (PPO-1) | 2,7+02ug | 20£02pg 20%07pg 2,0%1,1pg
Gruppe 2 (PP2-4) | 11,0+ 0,1pg | 11,7+0,7pg 124+10ug 10,9 £0,5 ug

Gruppe 3 (PP5-Filter) | 0,7+0,1ug | 1,1+02pg 1,2+ 04pg  1,3+0,3 g

Die Ergebnisse der Gruppe 1 (PPO — PP1) werden durch die mechanische Beanspru-
chung leicht reduziert. Allerdings wird diese Beobachtung durch die groBe Streubreite
der Messergebnisse relativiert (siehe Tabelle 6-27 und Abb.6-26).

Innerhalb der Gruppe 2 (PP2 — PP4) flihrt die mechanische Belastung zu schwanken-
den Ergebnissen. Sowohl die Werte nach 30 s als auch nach 60 s steigen im Ver-
gleich zum unbelasteten Basiswert an, wohingegen die Belastungsdauer von 120 s
keinen Effekt zeigt (siehe Abb.6-26).

In Gruppe 3 (PP5 — Filter) kann zwischen dem Basiswert ohne und den Resultaten
mit Belastung unterschieden werden. Hier steigen die Ergebnisse mit mechanischer
Beanspruchung an. Es kann allerdings nicht naher zwischen den verschiedenen Be-
lastungszeitspannen differenziert werden.

Analog den Beobachtungen bei der ,feinen” Laktose ist auch fir die ,grobe” Laktose
in Abhangigkeit von der Belastungsdauer ein markanter Anstieg der Kapselretention
zu erkennen (siehe Abb.6-26). Dieser Trend zeigt sich parallel zu den annahrend
~konstanten” Ergebnissen im ACI. Je léanger die Kapseln einer mechanischen Bean-
spruchung ausgesetzt sind, desto groBer ist der zurlickbleibende Pulverrest.

Wie bereits beschrieben, ist dies eine Auswirkung der elektrostatischen Aufladung.
PE-Kapseln laden sich durch Reibung im Device auf und haben dadurch ein starkeres
Haftbestreben gegenliber den Partikeln (siehe Kapitel 7.1).

Eng verbunden mit dieser gesteigerten Retention ist ein Rickgang der Wirkstoffan-
teile im SIP. Wirkstoffpartikel, die sich unter ,,normalen” Umsténden (unbelastet) im
SIP niederschlagen, bleiben ausgeldst durch die mechanische Beanspruchung in der
Kapsel zuriick (bedingt durch elektrostatische Aufladung der Kapsel).
Zusammengefasst kann man von einer Umverteilung der Partikel zwischen Kapsel
und SIP sprechen.
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Abb.6-26

Einfluss mechanischer Belastung auf die Verteilung von Ipratropiumbromid (325M
Laktose mit 2,5% Additiv / PE-Kapseln) A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B) Gesamt-
verteilung von Kapsel bis Filter (n=4 Kollektive pro Kombination; MW + SD)

6.3.1.2 Laktose Monohydrat

Da die Belastungsdauer keine erkennbaren Unterschiede in der aerodynamische Par-
tikelgroBenverteilung des Wirkstoffes ergibt, werden flir das Tragermaterial nur der
Basiswert (0 s) sowie der 30 s-Wert betrachtet und entsprechend ausgewertet.
Trotzdem ist eine statistische Bewertung des Einflussfaktors mechanische Belastung
auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Laktose mdglich.



200M Pharmatose®

Im Vergleich zum Basiswert (0 s) ist die Verteilung der mechanisch belasteten Probe
(30 s) bedingt durch die Streubreite der Ergebnisse (siehe Abb.6-27) nahezu iden-
tisch. Diese Aussage gilt flir alle Gruppen (siehe Tabelle 6-28).

Damit ist, wie bereits flir den Wirkstoff definiert, kein Einfluss der mechanischen Be-
lastung auf die aerodynamischen Eigenschaften erkennbar.

Tabelle 6-28 Ubersicht der Gruppen (Laktose) nach unterschiedlicher mechanischer Belastung der
200M Laktose Formulierungen in PE-Kapseln (n = 4; MW + SD)

Mechanische Belastungsdauer

Os 30s
Gruppe 1 (PPO-1) |  172,5+3,1ug | 169,9 3,1 ug
Gruppe 2 (PP2-4) g 174,9 £ 3,2 ug g 188,9 + 3,4 g
Gruppe 3 (PP5-Filter) | 173+03pg| 16,3%0,3 ug

Die Ergebnisse von SIP und Praseparator gehen dagegen leicht zurlick, wahrend ein
deutlicher Anstieg der Kapselretention zu erkennen ist (siehe Abb.6-27). Die durch
Rotation ausgeldste elektrostatische Aufladung (siehe Kapitel 7.1) flihrt also auch zu
einer Umverteilung des Tragermaterials. Laktosepartikel, die sich unter ,normalen”
Bedingungen in SIP bzw. Praseparator niederschlagen bleiben in der Kapsel zurtick.

325M Respitose®

Bezogen auf die Verteilung im Kaskadenimpaktor zeigen sich fir die ,,grobe” Laktose
bedingt durch die groBe Streubreite der Ergebnisse keine relevanten Unterschiede
zwischen belasteten und unbelasteten Kapseln (siehe Abb.6-27 und Tabelle 6-29).
Auch hier ist — verursacht durch die elektrostatische Aufladung — ein markanter An-
stieg in der Kapselretention zu verzeichnen, der mit einem Riickgang der Ergebnisse
von SIP und Praseparator einhergeht (siehe Abb.6-27).

Tabelle 6-29 Ubersicht der Gruppen (Laktose) nach unterschiedlicher mechanischer Belastung der
325M Laktose Formulierungen in PE-Kapseln (n = 4; MW £ SD)

Mechanische Belastungsdauer

Os 30s
Gruppe 1 (PP0-1) § 774+ 14pg |  70,9+1,3pg
Gruppe 2 (PP2-4) 62,4+ 1,1 ug 65,5+ 1,2 ug
Gruppe 3 (PP5-Filter) | 2,7+0,1pg | 8,5+ 0,2 ug

Ausgeldst durch die mechanische Belastung ergeben sich fiir die beiden Laktosen die
gleichen Ergebnisse wie bereits flir den Wirkstoff beschrieben: Es kann kein eindeu-
tiger Effekt der mechanischen Belastung auf die Verteilung abgeleitet werden.
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Abb.6-27 vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 200M und 325M Laktose mit jeweils
2,5% Additiv in PE-Kapseln (A = ohne Vormischung, B = mit Vormischung) A) Uber-
sicht der Gruppen 1-3; B) Verteilung von Kapsel bis Praseparator und C) Verteilung
von PPO bis Filter (n=4 Kollektive pro Formulierung; MW+ SD)



6.3.2 Verteilung des aerodynamischen Feinanteils aus Gelatine-Kapseln

Um die Bedeutung des Kapselmaterials zu evaluieren, werden die Versuche bei sonst
identischen Parametern mit adhasiven (,klebrigen”) Gelatine-Kapseln wiederholt.

6.3.2.1 Ipratropiumbromid

200M Pharmatose®

Wie bereits aus Kapitel 6.2 bekannt, tritt durch den Austausch des Kapselmaterials
(inertes PE gegen adhasive Gelatine) insgesamt eine deutliche Reduktion der inha-
lierbaren Anteile ein. Dieser Trend setzt sich, wenn auch weniger stark ausgepragt,
durch mechanische Beanspruchung weiter fort (siehe Tabelle 6-30 und Abb.6-28).

Tabelle 6-30 Ubersicht der Gruppen (Ipratropiumbromid) nach unterschiedlicher mechanischer Be-
lastung der 200M Laktose Formulierungen in Gelatine-Kapseln (n = 4; MW £ SD)

Mechanische Belastungsdauer

Os 30s 60 s 120 s
Gruppe 1 (PPO-1) | 25+1,1ug| 16+08pg 1,2+01pg 1,401 g
Gruppe 2 (PP2-4) 8,7+ 0,7 ug 5,6 £0,6 ug 59+1,0ug 6,1 £0,8 ug

Gruppe 3 (PP5-Filter) 09+0,1pg 0,8 +0,2pg 0,7+0,1pg 0,7+ 0,2 ug

Sowohl in Gruppe 1 (PPO — PP1) als auch in Gruppe 2 (PP2 — PP4) tritt, im Vergleich
zum Startwert, eine deutliche Reduktion der Ergebnisse auf (siehe Abb.6-28). Aller-
dings ist es nicht mdglich, genauer zwischen den verschiedenen Stressbedingungen
zu differenzieren. Die Ergebnisse der Gruppe 3 werden durch die Belastung nicht re-
levant verandert.

Eng verbunden mit der reduzierten Verteilung im Kaskadenimpaktor ist ein extremer
Anstieg der Kapselretention (siehe Abb.6-28). Der durch die mechanische Belastung
fehlende Feinanteil im ACI scheint bevorzugt in der Kapsel zurlickzubleiben.
Zusatzlich tragt ein Rickgang der Wirkstoffanteile im SIP zur gesteigerten Kapselre-
tention bei. Erneut kommt es durch die Kapselrotation im HandiHaler® zu einer Um-
verteilung der Wirkstoffpartikel.

Im Gegensatz zur Verteilung im Kaskadenimpaktor, kann innerhalb der Kapselreten-
tion zwischen den verschiedenen Stressbedingungen differenziert werden (siehe
Abb.6-28). Die Retention ist zwar deutlich héher als der Basiswert (0 s), nimmt aber
mit zunehmender Belastung wieder ab. Parallel dazu steigen die Wirkstoffanteile in
SIP und Praseparator an.

Offensichtlich stellt sich nach 30 s eine ,Sattigung” der adhasiven Kapselwand mit
mehreren Pulverschichten ein, wobei die ,wandfernen” Schichten durch weitere me-
chanische Belastung bevorzugt wieder abgelést werden.



Dies ist durch die unterschiedlich stark ausgepragten Adhasionskrafte zwischen den
einzelnen Pulverschichten und der Kapselinnenseite zu erklaren: je mehr Pulver-
schichten zwischen den Partikeln und der Kapseloberflache liegen, desto geringer
sind die herrschenden Krafte (siehe Kapitel 7.1 / 7.2)

Eine weitere Erklarung fir diese Beobachtung, ist die Bildung von ,Multiplets” (siehe
Kapitel 7.4.2). Die ,freien” oder nur schwach an den Trager gebundenen Wirkstoff-
teilchen, werden durch die Belastung wieder von der Kapselwand geldst und bilden
mit der mikronisierten Laktose Agglomerate. Diese schlagen sich als scheinbar gréBe-
re Teilchen bereits in SIP und Praseparator nieder.
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Abb.6-28 Einfluss mechanischer Belastung auf die Verteilung von Ipratropiumbromid (200M
Laktose mit 2,5% Additiv / Gelatine-Kapseln) A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B)
Gesamtverteilung von Kapsel bis Filter (n=4 Kollektive pro Kombination; MW + SD)



325M Respitose®

Alle Aussagen beziiglich der Bedeutung des Kapselmaterials auf die Verteilung im
Kaskadenimpaktor besitzen, wie bereits in Kapitel 6.2 beschrieben, auch bei der Ver-
wendung von 325M Laktose ihre Glltigkeit. So fuhrt der Austausch des Kapselmate-
rials auch bei ,grober” Tragerlaktose zu einer deutlichen Reduktion der inhalierbaren
Anteile — ein Effekt, der durch mechanische Belastung weiter verstarkt wird (siehe
Tabelle 6-31 und Abb.6-29).

Tabelle 6-31 Ubersicht der Gruppen (Ipratropiumbromid) nach unterschiedlicher mechanischer Be-
lastung der 325M Laktose Formulierungen in Gelatine-Kapseln (n=4; MW £ SD)

Mechanische Belastungsdauer

Os 30s 60 s 120 s
Gruppe 1 (PPO-1) | 1,3+02ug! 0,7+03ug 05+02ug 0,5%0,0pug
Gruppe 2 (PP2-4) | 50%0,4ug. 2,6+07pg 23+09pug 1,8%0,2ug

Gruppe 3 (PP5-Filter) 03+0,1pg! 0,2+0,1pg 0,2+ 0,1ug 0,1 +£0,1ug

Durch die mechanische Beanspruchung reduzieren sich die Ergebnisse der Gruppe 1
(PPO — PP1) im Vergleich zum Basiswert (0 s) etwa um die Halfte. Dabei ist eine ge-
nauere Differenzierung zwischen den Ergebnissen der einzelnen Stressbedingungen
nicht moglich (siehe Abb.6-29). Gleiches gilt fiir die Resultate der Gruppe 2. Hier
tritt, unabhangig von der Belastungsdauer, eine deutliche Reduktion der Ergebnisse
ein, die nicht weiter differenziert werden kann (siehe Tabelle 6-31).

Einzig die Verteilung auf den PP5 — Filter (Gruppe 3) wird durch die mechanische
Beanspruchung nicht nennenswert beeinflusst.

Der starke Anstieg in der Kapselretention zeigt sich erneut parallel zur reduzierten
Verteilung im Kaskadenimpaktor (siehe Abb.6-29). Allerdings fiihrt die zunehmende
Belastung in diesem Fall zu keiner weiteren Differenzierung der Ergebnisse.

Ebenfalls eng mit dem Anstieg der Kapselretention verbunden, ist eine Reduktion der
Wirkstoffanteile im SIP. Auch hier kann nur zwischen dem Basiswert und den be-
lasteten Werten unterschieden werden. Eine genauere Korrelation zwischen Belas-
tungsdauer und Wirkstoffmenge ist nicht moglich.

Wie in Abb.6-29 zu erkennen, ergeben sich die gesteigerten Kapselreste durch eine
Reduktion der Partikelanteile, die bis in SIP und Kaskadenimpaktor vordringen. Wie-
der ist keine weitere Differenzierung zwischen den einzelnen Stressbedingungen
moglich. Das bedeutet, dass auch in diesem Fall die Kapselwand scheinbar bereits
nach 30 s mit einem Maximum an Wirkstoff belegt ist (,,Absattigung”). Da allerdings
mit zunehmender Belastung der Formulierung mit 325M Laktose kein Riickgang der
Kapselretention zu verzeichnen ist, kann man davon ausgehen, dass die einzelnen
Pulverschichten wesentlich starker gebunden sind, als bei der Formulierung mit 200M
Laktose.

Weiterhin bleiben neben den ,freien” Wirkstoffpartikeln auch grobe Tragerpartikel
(mit daran gebundenem Wirkstoff) zurlick. Diese besitzen aufgrund ihrer ,Keilform"
ein starkeres Haftbestreben als ,,runde” Teilchen (siehe Kapitel 7.2), was die fehlende



Reversibilitdt der Oberflachenbeladung erklart. Daher sind bei der ,groben” 325M
Laktose auch ,wandferne” Schichten noch ausreichend fest mit der Kapseloberflache
verbunden und kénnen durch mechanische Beanspruchung nicht abgeldst werden.
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Abb.6-29  Einfluss mechanischer Belastung auf die Verteilung von Ipratropiumbromid (325M
Laktose mit 2,5% Additiv / Gelatine-Kapseln) A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B)
Gesamtverteilung von Kapsel bis Filter (n=4 Kollektive pro Kombination; MW % SD)

6.3.2.2 Laktose Monohydrat

Da bezogen auf die Wirkstoffverteilung keine Differenzierung zwischen den einzelnen
Stressbedingungen moglich ist, werden nur der Basiswert (0 s) und der 30s-Wert
untersucht und entsprechend bewertet. Dieser reduzierte Probenumfang ist ausrei-
chend, um eine statistische Auswertung der Effekte auf die Verteilung des aerody-
namischen Feinanteils sicherzustellen.



200M Pharmatose®

Im Vergleich zum Basiswert gehen die Resultate der Gruppe 2 (PP2 — PP4) etwa um
den Faktor drei zurlick (siehe Tabelle 6-32). Dagegen bleibt die Verteilung auf den
PPO — PP1 durch die mechanische Belastung unverandert. Der Feinstanteil auf den
PP5 — Filter ist nach Belastung nicht mehr nachweisbar (siehe Abb.6-30).

Tabelle 6-32 Ubersicht der Gruppen (Laktose) nach unterschiedlicher mechanischer Belastung der
200M Laktose Formulierungen in Gelatine-Kapseln (n = 4; MW + SD)

Mechanische Belastungsdauer

Os 30s
Gruppe 1 (PPO-1) | 87,8+ 16Hg . 763 % 1,4ug
Gruppe 2 (PP2-4) ; 1002+ 1,8pug i 28,6 +0,5ug
Gruppe 3 (PP5-Filter) | 2,3+0,1ug | Nicht nachweisbar

Die in Abb.6-30 dargestellten Veranderungen in SIP und Praseparator sind, analog
zur reduzierten Verteilung im ACI, mit einem leichten Anstieg der Kapselretention
verbunden.

325M Respitose®

Im Vergleich zum Basiswert werden die Anteile an Laktose in den Gruppen 1 und 2
(PPO — PP4) durch mechanische Belastung deutlich reduziert (siehe Tabelle 6-33).
Einzig der Feinstanteil (PP5 — Filter) ist sowohl bei belasteten als auch bei den unbe-
lasteten Proben nicht nachweisbar. Dies beweist, dass besonders die feinen Partikel
(£ 4,9um) auf der Kapseloberflache zuriickgehalten werden (siehe Abb.6-30).

Tabelle 6-33 Ubersicht der Gruppen (Laktose) nach unterschiedlicher mechanischer Belastung der
325M Laktose Formulierungen in Gelatine-Kapseln (n = 4; MW £ SD)

Mechanische Belastungsdauer

Os 30s
Gruppe 1 (PP0-1) § 66,8 + 1,2 g | 38,9 £ 0,7 Hg
Gruppe 2 (PP2-4) | 422+08ug | 21,804 pg

Gruppe 3 (PP5-Filter) |  Nicht nachweisbar | Nicht nachweisbar

Parallel zu diesen Ergebnissen ist ein leichter Anstieg der Kapselretention zu ver-
zeichnen, wohingegen die Resultate fiir SIP und Praseparator unverandert bleiben
(siehe Abb.6-30). Da die Ergebnisse hier im Milligramm-Bereich liegen, fallt die Um-
verteilung der Laktosepartikel im ACI (ug-Bereich) nicht ins Gewicht. Allerdings ist
der Abb.7-18 klar zu entnehmen, dass neben den ,kleinen” Partikeln auch deutlich
~grobe” Partikel auf der Kapseloberflache zuriick bleiben (siehe Kapitel 7.3.2).



A 2200
B Gruppe1

200 - - —-—----~-"~"-"~“" - - - ~“ -~ - - - “—“ -~ - - - - - - - - - - - - - ———————— O Gruppe2 [

1800 F — - — - — - — = — - — & OGruppe3 |

60,0 £ = — = ——m o m o m e m

140,0

100,2

120,0

100,0 1

Laktose [ug/KPI]

®
o
=}

60,0 1

40,0 1

20,0

0,0 -

Start (0 s) Start (0 s)

200M Laktose 3250M Laktose

»
©

B [mStart (0s) 030's MStart (0s) O30s]

»
>

»
=}

»
o
\

il
il
uEmmms
T
|
|

w
N

NG
©
.

Laktose [mg/KPI]
N
i

2,0 L4
1,6 1 L4
1,29
0,8 F—
0,4 -
0,0 -
Kapsel SIP Pras
— re——————»
200M Laktose 325M Laktose 200M Laktose 325M Laktose 200M Laktose  325M Laktose
100,0 T T
C : : W 200M Start (0 s)
000 Gruppe 1 : Gruppe 2 i Gruppe 3 0200M (30 s)
: : : M 325M Start (0 s)
0325M (30 s)
80,0

Laktose [ug/KPI]

IE—\-
PP 4 PP5

Abb.6-30 vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 200M und 325M Laktose mit jeweils
2,5% Additiv in Gelatine-Kapseln (A = ohne Vormischung, B = mit Vormischung) A)
Ubersicht der Gruppen 1-3; B) Verteilung von Kapsel bis Préseparator und C) Vertei-
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6.3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der beobachteten Unterschiede erfolgt mit dem Software
System SAS® [91-94] und wird analog Kapitel 6.2 durchgefiihrt [98;99].

6.3.3.1 Statistische Bewertung zu Ipratropiumbromid

Mit dem Verfahren der Varianzanalyse werden die Effekte der Faktoren Belastungs-
dauer, Kapselart und Laktoseart auf den Parameter Verteilung des aerodynamischen
Feinanteils untersucht und analog Kapitel 6.2 bewertet [99].

Tabelle 6-34 Einfluss verschiedener Faktoren auf den Parameter aerodynamische PartikelgroBen-
verteilung (n = Anzahl der gemessenen Kapseln pro Faktorkombination; A= ohne
Vormischung; B = mit Vormischung)

Laktose 325M Laktose 200M

Kapselart Formulierung Zeit[s] n Kapselart Formulierung Zeit[s] n

Gelatine A 25 0 4 Gelatine A 2,5 0 4
A 25 30 4 A 2,5 30 4
A 2,5 60 4 A 2,5 60 4
A 25 120 4 A_25 120 4

PE A 2,5 0 4 PE A 2,5 0 4
A 25 30 4 A 2,5 30 4
A 2,5 60 4 A 2,5 60 4
A 25 120 4 A_25 120 4

Tabelle 6-35 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Parameter Gruppe 1 — 3 (Verteilung von
Ipratropiumbromid im ACI) - Ergebnisse der ANOVA

Gruppel Gruppe2 Gruppe3
F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert
Haupteffekte
Laktose 34,09 0,0001 477,82 0,0001 548,28 0,0001
Kapselart 95,36 0,0001 2096,73 0,0001 907,44 0,0001
Zeit der mech. Belastung 8,54 0,0001 6,29 0,0011 1,40 0,2536

Zweifach-Wechselwirkungen

Laktose*Kapselart 3,28 0,0762 20,83 0,0001 133,32 0,0001
Laktose*Zeit 0,46 0,7107 1,22 0,3128 1,81 0,1574
Kapselart*Zeit 0,85 04719 22,07 0,0001 8,00 0,0002

Signifikanzniveau a: 0,05



Gruppe 1 (PPO - PP1)

Durch die ANOVA werden folgende Haupteffekte identifiziert und als statistisch signi-
fikant ausgewiesen (siehe Tabelle 6-35 und Abb.6-31):

ErwartungsgemaB flihrt die Ausbringung aus PE-Kapseln zu deutlich héheren Er-
gebnissen als aus Gelatine-Kapseln (p=0,0001).

Gleiches gilt fur den Einfluss des Tragermaterials (p= 0,0001). Die Formulierun-
gen aus ,feiner” 200M Laktose liefern signifikant hohere Werte als die entspre-
chende Formulierung aus ,grober” 325M Laktose.

Fast man alle Ergebnisse pro Zeitpunkt zusammen und vergleicht diese Werte, ist
eine Reduktion sichtbar (0s > 30s > 60s > 120s; siehe Pfeile in Abb.6-31) — ein
Effekt, der zwar durch die ANOVA als signifikant ausgewiesen wird (p=0,0001),
aber im Vergleich zu den anderen Effekten eine eher untergeordnete Rolle spielt.
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Abb.6-31 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 1 (Ipratropiumbromid-
Verteilung auf PPO-PP1); direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen

Gruppe 2 (PP2 - PP4)

Es werden folgende Haupteffekte durch die ANOVA identifiziert (siehe Tabelle 6-35
und Abb.6-32):

Es gelten die gleichen Aussagen wie bereits fur Gruppe 1 beschrieben: sowohl
das Kapselmaterial als auch die Tragerlaktose zeigen unabhangig voneinander ei-
nen starken Einfluss auf die Ergebnisse der Gruppe 2 (je p=0,0001).



» Wieder sind die Resultate ohne Belastung deutlich héher, als die Ergebnisse mit
mechanischer Belastung (p=0,0011). Allerdings ist eine genaue Differenzierung
innerhalb der verschiedenen Zeitspannen nicht mdglich (0s > 30s ~ 60s ~ 120s).

Flr die Resultate der Gruppe 2 lassen sich innerhalb einer Tragerlaktose deutliche
Unterschiede zwischen den Kapselarten nachweisen (= Zweifach-Wechselwirkung).
Zwar sind die jeweiligen Ergebnisse mit 200M Laktose immer gréBer als mit 325M
Laktose (siehe MW-Balken in Abb.6-31/6-32), aber eine Differenzierung tritt inner-
halb der Gruppe 2 viel deutlicher in Erscheinung. In Kombination mit der Belastungs-
zeit zeigen die Kapselmaterialien unterschiedliche Effekte. So ist eine Reduktion der
Ergebnisse nur in Gelatine-Kapseln zu beobachten, wahrend in PE-Kapseln kein Ein-
fluss durch mechanische Belastung nachzuweisen ist (siehe Pfeile in Abb.6-32). Die-
ser Trend wird durch die ANOVA als signifikant ausgewiesen (p=0,0001).
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Abb.6-32 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 2 (Ipratropiumbromid-
Verteilung auf PP2-PP4); direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen

Gruppe 3 (PP5 - Filter)

Es ergeben sich folgende signifikanten Effekte (siehe Tabelle 6-35 und Abb.6-33):

» Im Vergleich zu den Gruppen 1 und 2 besitzen nur noch die Faktoren Kapselart
und Tragerlaktose einen deutlichen Einfluss auf die Verteilung (je p=0,0001).
Auch hier liefern PE-Kapseln hohere Resultate als Gelatine-Kapseln. Zusatzlich
verbessert 200M Laktose die Ausbringung im Vergleich zu 325M Laktose.

Bezogen auf die signifikanten Unterschiede zwischen den Kombinationen aus Laktose
und Kapselart (siehe Abb.6-33) gelten die flir Gruppe 2 beschrieben Aussagen.



Nicht relevant dagegen, sind die in Abhangigkeit der Belastungsdauer beobachteten
Unterschiede innerhalb der Kapselarten (siehe Pfeile in Abb.6-33).
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Abb.6-33 Einfluss der verschiedenen Faktoren auf den Parameter Gruppe 3 (Ipratropiumbromid-
Verteilung auf PP5-Filter), direkter Vergleich der vier Hauptkombinationen

6.3.3.2 Statistik zu Laktose Monohydrat

Die genaue statistische Bewertung des Einflussfaktors mechanische Belastung auf die
Verteilung des aerodynamischen Feinanteils von Laktose in Abhangigkeit des Kap-
selmaterials ist Kapitel 6.2.3.2 zu entnehmen. Im Folgenden sind die wichtigsten
Aussagen kurz zusammengefasst:

« Fir die Gruppen 1 und 3 ist kein deutlicher Einfluss der mechanischen Belastung
auf die Verteilung zu erkennen (siehe Abb.6-20/6-22 und Tabelle 6-23/6-25).

« Lediglich in Gruppe 2 zeigt sich ein Kapselmaterial-abhangiger Effekt der mecha-
nischen Belastung auf die Verteilung (siehe Abb.6-21 und Tabelle 6-24). So kann
in adhasiven Gelatine-Kapseln zwischen belasteten und unbelasteten Formulie-
rungen differenziert werden, wahrend in PE-Kapseln kein Unterschied zu erken-
nen ist.

6.3.3.3 Zusammenfassung

Der Faktor mechanische Belastung kann die Verteilung von Ipratropiumbromid und
Laktose in Abhangigkeit vom Kapselmaterial deutlich beeinflussen (siehe Abb.6-24/6-
34). Eine genaue Quantifizierung der beobachteten Effekte erfolgt in Kapitel 7.
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Abb.6-34 Zusammenfassung der Einflussfaktoren — statistische Auswertung und Erlauterung der
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7 Ergebnisse II — Quantifizierung der Einflussfak-
toren

In diesem Teil der Auswertung wird geprift und bewertet ,,WIE"” Kapselmaterial, Tra-
gerilaktose, Feinanteil, Mischreihenfolge und mechanische Belastung die aerodynami-
schen Eigenschaften verdandern und ,WARUM” die Einflisse unterschiedlich stark
ausgepragt sind. Alle aufgezeigten Effekte (siehe Kapitel 6) lassen sich, wie bereits in
der Einleitung erwahnt, auf Wechselwirkungen zwischen Kapsel und Partikel sowie
zwischen Partikel und Partikel zurtickflihren. Daher werden diese beiden Beziehungen
(Partikel-Kapsel und Partikel-Partikel) getrennt voneinander evaluiert.
Grundvoraussetzung und damit Basis fiir eine genaue Bewertung der Effekte ist so-
wohl eine ausflihrliche und genaue Betrachtung der Oberflachenstruktur von Kapseln
als auch der Partikelmorphologie. Hier vorliegende Unterschiede bezliglich Struktur
und Form haben einen nicht zu vernachlassigenden Einfluss auf die herrschenden
Bindungskrafte und beeinflussen auf diese Weise die Starke und das AusmalB der
Wechselwirkungen. Dies zeigt sich auch in den Varianzanalysen, welche neben dem
Kapselmaterial auch immer die Tragerlaktosen als HaupteinflussgroBen definieren.

7.1 Oberflachen & Adhasion

Wie an den unterschiedlichen Ergebnissen der beiden Kapselmaterialien zu erkennen
ist, hat die Beschaffenheit der Innenseite einen gravierenden Einfluss auf die aero-
dynamischen Eigenschaften der Pulvermischung. Dieser Einfluss wird in allen Versu-
chen durch die ANOVA als statistisch signifikant ausgewiesen (siehe Kapitel 6).

Bereits die optische Bewertung der Oberflachenbeladung macht erste Unterschiede
zwischen den Kapselmaterialien sichtbar. So sind auf der Innenseite einer Gelatine-
Kapsel deutlich mehr Pulverpartikel zu erkennen, als auf der Oberflache einer PE-
Kapsel (siehe Abb. 7-15/7-18).

Die daran anschlieBende genauere Betrachtung der Leerkapseln im Lichtmikroskop
ergibt erste markante Unterschiede beziiglich der Oberflachenbeschaffenheit. Das
Erscheinungsbild der verwendeten Gelatine-Kapsel ist sehr ,unregelmaBig” ausge-
pragt: Tropfchen in unterschiedlicher Form, GroBe und Anzahl bilden einen groBfla-
chigen Film, der an einigen Stellen von schuppigen Arealen unterbrochen wird (siehe
Abb.7-1).

Die Innenseite einer PE-Kapsel dagegen ist vollig frei von solchen Unebenheiten. Hier
sind auf einer relativ gleichmaBigen und glatten Oberflache nur einige Rillen und Rie-
fen erkennbar. Eine Beobachtung, die sich bei der Betrachtung im Rasterelektronen-
mikroskop bestatigt (siehe Abb.7-1). Dagegen sind auf der Gelatine-Oberflache ne-
ben den Troépfchen und Schuppen auch unterschiedlich stark ausgepragte ,Grib-
chen” und ,Krater” zu finden, die das Erscheinungsbild in charakteristischer Weise
beeinflussen (siehe Abb.7-1).
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Damit ist der Grad an UnregelmaBigkeiten, wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben, bei
Gelatine-Oberflachen deutlich starker ausgebildet als bei PE-Oberflachen, was zu ei-
nem merklichen Einfluss auf die aerodynamischen Eigenschaften fihrt. So ist bei-
spielsweise die ausgebrachte Dosis aus Gelatine-Kapseln wesentlich geringer als aus
PE-Kapseln, da bedingt durch die UnregelmaBigkeiten mehr Pulver zurlick bleibt.
Fasst man die Beobachtungen zusammen, ergibt sich folgende These: je unregelma-
Biger die Oberflachenstruktur, desto starker der Einfluss auf die aerodynamischen
Eigenschaften.

o
- v

S OER917

ADD
AD

DS

Tropfchen Schuppen ,,Griibchen® Rillen

Abb.7-1  Licht- und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Kapselinnenseiten zur Cha-
rakterisierung der Oberflachenstruktur von Gelatine- (1+2) und PE- (3+4) Kapseln

Eine mdgliche Erklarung fiir die dargestellten Unterschiede im Ausbringungsverhalten
der Kapseln liefert das verschieden ausgepragte Haftbestreben der jeweiligen Ober-
flachen. Durch die Vielzahl der Trépfchen und ,Griibchen” nehmen die Anzahl der
Kontaktstellen auf der Oberflache und damit die Haftmdglichkeit zu. Vorhandene Pul-
verpartikel sammeln sich nicht nur in den ,Griibchen” und ,Kratern”, sondern sinken
in die auf der Oberflache vorliegenden Tropfchen ein (siehe Abb.7-2). Aufgrund die-
ser flexiblen Anpassungsmdglichkeiten wird die Gelatine-Oberflache als ,weich” be-
zeichnet.

Die glatte, unflexible Oberflache einer PE-Kapsel wird dagegen als ,hart” charakteri-
siert. Hier ist die Anzahl der Kontaktstellen durch fehlende Unebenheiten und ,Ein-
bettungsmdglichkeiten” (kein Anpassen der Oberflache an die Partikel) verringert.
Folglich ist das ,Haftbestreben” der Teilchen merklich reduziert (siehe Abb.7-2).

7.1 Oberflachen & Adhésion



unebene, weiche Oberflache glatte, harte Oberflache

—0y QT —00¢ o a
Partikel sinken in die
Tropfchen ein

Abb.7-2  Anhaften von Pulverpartikeln auf ,weichen” und ,harten” Oberfldchen (schematisch)

Neben der Oberflachenstruktur, die sich als Hauptursache fiir das unterschiedliche
Ausbringungsverhalten der beiden Kapseltypen erweist, werden auch die vorliegen-
den Bindungskrafte naher betrachtet und charakterisiert. Dazu werden mittels Ras-
terkraftmikroskopie exemplarisch die Wechselwirkungen zwischen Ipratropiumbromid
und den beiden Kapselmaterialien Gelatine und PE ermittelt und quantifiziert (siehe
Kapitel 3.3 und 4.2.6).

Das primare Ziel der vorliegenden Testreihe war es herauszuarbeiten, ob und wie
weit das vorliegende Verfahren geeignet ist, Erkenntnisse (iber die Starke der Wech-
selwirkungen zu erhalten. Aus diesem Grund wurde mit einem viel geringeren Pro-
benumfang (vier modifizierte Cantilever siehe P6-P9; n= 20 Einzelmessungen) gear-
beitet, als flir eine statistisch signifikante Aussage erforderlich ist. Die Ergebnisse
sind daher nur als zusatzliche Information verstehen. Sie kdnnen nicht zur Evaluie-
rung des Effekts von Kapseloberflachen auf die aerodynamischen Eigenschaften he-
rangezogen werden, da bedingt durch den Probenumfang eine statistische Bewer-
tung der beobachtenden Ergebnisse nicht mdglich ist.
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Abb.7-3  Darstellung der Wechselwirkungen als Kraft pro Flache (N/m2): Ipratropiumbromid
gegen verschiedene Proben — Differenzierung in Krafte mit langer (e-attract) und kur-
zer (adhesion) Reichweite (MW + SD der jeweiligen modifizierten Cantilever; n= 20
Einzelmessungen pro Cantilever) [68]

Wie in Abb.7-3/7-5 ersichtlich, wird die Wechselwirkung zwischen Ipratropiumbromid
und Gelatine von elektrostatischen Kraften (~ 500 nN) dominiert.



Die chemischen Strukturen der beiden Komponenten erklaren dieses Ergebnis: so-
wohl das Polypeptid Gelatine als auch das Salz Ipratropiumbromid verfligen Uber io-
nische und polare Gruppen, die zur Ausbildung von permanenten Dipolen und Ion-
Ion-Wechselwirkungen fiihren. Die in Abb.7-4 dargestellte typische Oberflachenla-
dung der beiden Komponenten veranschaulicht dies. So verfligen sowohl Ipratropi-
umbromid als auch Gelatine Uber partiell vorhandene positive (blau) und negative
(rot) Oberflachenladungen, die je nach Anordnung der Moleklile zueinander, entspre-
chend in Wechselwirkung treten. Das Rasterkraftmikroskop identifiziert die herr-
schenden Krafte eindeutig als elektrostatische Wechselwirkungen mit langer Reich-
weite (siehe Kapitel 3.3).

Die ebenfalls vorliegenden Adhasionskrafte gelten als Artefakt, da innerhalb der
Messreihe mit einem doppelspitzigen Cantilever gearbeitet wurde. Durch Wasserein-
lagerungen zwischen diesen Spitzen entstehen stark verfalschende Kapillarkrafte
(siehe Kapitel 3.3), welche als Adhdsionskrafte quantifiziert werden.
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Abb.7-4  3D-Modelle von Gelatine (typische Aminosauresequenz), PE und Ipratropiumbromid
zur Darstellung der typischen Oberflachenbeladung — Erklarung fiir die Ausbildung der
unterschiedlichen Wechselwirkungen [100;101]

Sowohl elektrostatische Wechselwirkungen als auch Adhdasionskrafte in annahrend
gleicher GréBenordnung (~ 500 nN) lassen sich zwischen Ipratropiumbromid und
einer PE-Oberflache nachweisen (siehe Abb. 7-3/7-5). Auch hier sind die Ergebnisse
durch die geometrische Anordnung der Atome und der daraus resultierenden typi-
schen Oberflachenladung zu erklaren.



Aufgrund der unpolaren Eigenschaften des Polyethylens liegen keine Ladungen oder
permanenten Dipole vor, die bereits aus groBer Distanz mit den polaren Gruppen des
Ipratropiumbromids in Wechselwirkung treten kénnen (siehe Abb.7-4). Erst ab einer
gewissen Anndherung der beiden Komponenten ist eine Anziehung durch induzierte
Dipole (van-der-Waals-Krafte) mdglich, was sich in den gemessenen Adhdsionskraf-
ten (mit kurzer Reichweite) widerspiegelt.

Die innerhalb der Kombination aus PE-Kapsel und Ipratropiumbromid gemessenen
elektrostatischen Wechselwirkungen erweisen sich allerdings als Artefakt, da sich
wahrend der Praparation die Ladungseigenschaften der Kapselstreifen verandert ha-
ben. Wie aus der Elektrostatik allgemein bekannt, entstehen durch Reibung an nicht-
leitenden Stoffen (z.B. Polyethylen) elektrostatische Zusténde. Diese Ladungen kén-
nen sich aufgrund der isolierenden Wirkungen des Kunststoffes nicht ausbreiten, wo-
durch es erst zusammen mit einem leitenden Material zum Leitungsfluss kommt
[102]. Nahert sich also der Cantilever einer auf diese Weise aufgeladenen Oberfla-
che, tritt eine mechanische Kraftwirkung auf, die als elektrostatische Wechselwirkung
mit langer Reichweite detektiert wird. Durch dieses Artefakt wird die bereits in Kapi-
tel 6.3 aufgestellte Theorie Gber durch Rotation im Device begiinstigte elektrostati-
sche Aufladung von PE-Kapseln bekraftigt. Nur so lassen sich die nach mechanischer
Belastung extrem gesteigerten Ergebnisse der Kapselretention erklaren.

«— Extending = Extendir'\g‘

1 — Retracting 2 — Retracting
Deflection Deflection
10.00 nw/div 10.00 nn/div

000N |

0.00 2 - 15.00 nw/div 300.00 0.98 7 - 6,20 mw/div 125.00

Abb.7-5  Exemplarische Darstellung der Kraft-Distanzkurven (x-Achse: Abstand; y-Achse: Kraft)
fur beiden Kapselmaterialien und einem Cantilever mit Ipratropiumbromid: Gelatine
(1) und PE (2) jeweils der MW aus n=20 Einzelmessungen (Extending = annahern der
Proben; Retracting = trennen der Proben; z gibt den Abstand zur Probe an, wo die
maximale Kraft zwischen Probe und Cantilever herrscht) [68]

7.2 Partikelmorphologie & Adhasion

Wie in Kapitel 6 beschrieben, erweist sich auch das Tragermaterial als starke Ein-
flussgroBe auf die aerodynamischen Eigenschaften von Pulvermischungen. Dies zeigt
sich sowohl in den Resultaten der Ausbringung als auch in den Varianzanalysen, die
den Trager eindeutig als Haupteinflussfaktor ausweisen (siehe Kapitel 6).

Bereits die Bestimmung der PartikelgroBenverteilung mittels Sympatec zeigt einen
Unterschied in der Verteilungsdichte (siehe Abb.4-1).
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So ist die 200M Laktose deutlich breiter gestreut und mit einer mittleren Partikelgro-
Be von 40 pm wesentlich ,feiner” als die ,grobe”, relativ eng verteile 325M Laktose
mit einer mittleren PartikelgréBe von 65 pm.

Auch die genauere Betrachtung im Rasterelektronenmikroskop ergibt eine klare Dif-
ferenzierung zwischen den beiden Laktosen. Die gemahlene ,feine” 200M Laktose ist
deutlich ,runder” bzw. ,irregular” in ihrem Erscheinungsbild. Dagegen zeigt die ge-
siebte 325M Laktose eine eher ,glatte” und , keilférmige” Struktur (siehe Abb.7-6).

Signal A SE
EHT = 1.00kV o
Wacuum Mode = High Vacoum  Date 115 Oct 2004

Abb.7-6  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Tragerlaktosen 1) ,runde, irregulare”
Partikel der 200M Laktose und 2) ,keilférmige™ Partikel der 325M Laktose

Diese ersten Beobachtungen flihren, kombiniert mit den Ergebnissen aus Kapitel 6,
zu der folgenden These: je feiner und runder das Tragermaterial, desto besser die
aerodynamischen Eigenschaften. Daher sind sowohl die ausgebrachte Dosis als auch
die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils der Formulierungen aus ,grober”
325M Laktose deutlich niedriger als bei entsprechenden Formulierungen aus ,feiner”
200M Laktose. Diese Beobachtung besitzt ihre Gultigkeit vor allem innerhalb des je-
weils eingesetzten Kapselmaterials.

Eine mogliche Erklarung flr das unterschiedliche Verhalten der Partikel liefern die
verschiedenen TeilchengréBen und -formen, die sich je nach Auspragung sehr unter-
schiedlich auf die Adhasions- und Reibungskrafte zwischen Teilchen und Kapselober-
flache auswirken. Dabei ist immer zu berticksichtigen, dass die Teilchen sowohl ein-
zeln als auch als Agglomerate vorliegen kdnnen, was sich auf Form bzw. GréBe und
somit auf die Auspragung der Krafte auswirkt [103].

Bei annahernd ,runden” Teilchen sind die Adhasionskrafte eng mit dem Radius der
Partikel verbunden (siehe Abb.7-7). Hier gilt: je kleiner die Teilchen, desto gréBer die
Adhasionskrafte. Hauptursache fir diese Beziehung ist die Schwerkraft. Flr Teilchen
um etwa 1 um kdnnen die van-der-Waals-Krafte bis um das einmillionenfache gréBer
sein als die der Teilchenmasse proportionale Gravitationskraft. Jedoch bei Teilchen
groBer 1 mm hebt die Schwerkraft die vorhandenen Adhasionskrafte auf [104].

In einer Formel lasst sich die Beziehung zwischen TeilchengréBe und der herrschen-
der Kraft wie folgt definieren:

Fablssend ~ 3 ~ m*a Fadhasion ~ r?

7.2 Partikelmorphologie & Adhasion



Flr sehr kleine Teilchen ist damit die Adhasionskraft immer gréBer als die Trennkraft
(Fabissend < Fadhasion). Erst ab einer bestimmten PartikelgroBe dreht sich dieses Ver-
haltnis um (Fabissend > Fadhasion)-

Das erklart, warum ein zusatzlicher Feinanteil zum ,Auspudereffekt” flihren kann
(siehe Kapitel 7.3.2). Je mehr kleine Partikel vorhanden sind, desto mehr bleiben die-
se aufgrund ihrer GroBe haften und steigern die Ausbringung der ,groBeren” Teil-
chen. Es findet quasi ein Verdrangen der ,groBen” Teilchen von der Oberflache statt.

/-\ F adnasion F <F

U adhasion ablésend
F ablésend @)
@)
M

/ F adhésion ~ Fablésend
O

~ OO0 F adhasion > F ablasend
O

Abb.7-7  Schematische Darstellung der Krafteverteilung fiir ideale runde Partikel unterschiedli-
cher GréBe

Fir die ,keilférmigen” Teilchen der 325M Laktose verandern sich die beschriebenen
Vorfaktoren. Teilchen, die aufgrund ihrer GréBe eigentlich ausgebracht werden miss-
ten, bleiben zuriick (siehe Abb.7-8). Bedingt durch ihre Form weisen diese Teilchen
eine Vielzahl von Kontaktstellen auf, was zu einer relativen groBen Kontaktflache und
damit zu einem starker ausgepragten Haftbestreben flihrt als bei ,runden” Teilchen
der gleichen GroBe [104].

F Adhéasion

v

Abb.7-8  Kréfteverteilung fiir ,keilférmige” Partikel unterschiedlicher GréBe (schematisch)



Neben den Adhasionskraften (Kraft, deren Vektor senkrecht zu Oberflache steht) sind
auch Reibungskrafte (betragsgleiche Kraft, die sich entgegengesetzt zur Strémungs-
kraft aufbaut) entscheidend am Haftbestreben der Teilchen beteiligt. Analog zu den
Adhasionskraften sind diese Krafte ebenfalls von der Partikelform abhangig.

Alle Teilchenformen, bei denen ein Rollen Uber die entsprechende Oberflache vor-
herrscht oder zumindest erleichtert ist (irregular geformte Teilchen), fiihren zu gerin-
geren Reibungskraften [104]. Dadurch muss bei ,runden” Teilchen viel weniger
Trennkraft aufgebracht werden als bei ,keilférmigen” Partikeln. Hier sind sowohl die
Reibungskrafte als auch die Adhasionskrafte aufgrund der Vielzahl von Kontaktstellen
deutlich starker ausgepragt.

Um also ein Teilchen durch den Inhalationsprozess von der Oberflache abzul6sen,
muss die Kraft der Strdomungsrichtung immer gréBer sein als die Gesamtwirkung von
Reibungs- und Adhdsionskraft (siehe Abb.7-9).

<

FReibung+ FAdhésion FReibung i FAdhésion

Luftstromungsrichtung

FReibung

FAdhésion

FAdhésion

Fabissend > Freibung + Fadhasion

Abb.7-9  Krafteverhadltnisse bei Partikeln mit unterschiedlicher Morphologie (schematisch); Vor-
aussetzung fiir eine Abldsung ist, dass die ablosende Kraft groBer ist als die Summe
von Reibungs- und Adhasionskraften

Ein weiterer, nicht zu vernachlassigender Aspekt bei den durch die Partikelmorpholo-
gie bedingten unterschiedlichen Kraften, ist die Oberflachenbeschaffenheit des Kap-
selmaterials. Je nach Struktur der Oberflache lassen sich die Auspragungen der Haft-
krafte mehr oder weniger stark beeinflussen (siehe Kapitel 7.1).

Auf ,harten” Oberflachen, wie der PE-Kapsel sind die herrschenden Reibungs- und
Adhasionskrafte unabhangig von der Partikelform nur schwach ausgepragt (siehe
Abb.7-10), da Unebenheiten und ,Einbettungsmdglichkeiten” fehlen. Die flexiblen
Anpassungsmadglichkeiten der ,weichen” Gelatine-Oberflache dagegen bringen den
Einfluss der Partikelform viel deutlicher zum Tragen (siehe Kapitel 7.1).

So gilt fir ,runde” Teilchen die beschriebene Beziehung zwischen PartikelgréBe und
Kraft (Fabissend ~ 3, Fadhasion ~ r2), wahrend die ,keilférmigen” Teilchen aufgrund der
gesteigerten Kontaktflache ein deutlich starkeres Haftbestreben zeigen. Der flexible
Tropfchenfilm passt sich in diesem Fall optimal an die Partikelformen an, was die
Kontaktflache weiter vergréBert und ein leichtes Abtrennen der Teilchen verhindert.
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Abb.7-10  Schematische Darstellung der EinflussgroBen Partikelform und Oberflache auf die
Ausbildung von Adhasion- und Reibungskraften

7.3 Partikel - Kapsel - Wechselwirkungen

7.3.1 Phanomen der ,Abreicherung”

Wie an den Ergebnisse der ausgebrachten Dosis zu erkennen war (siehe Kapitel 6.1),
ist der urspriingliche Wirkstoffanteil von 0,73% in der ausgebrachten Pulvermenge
nicht mehr vorhanden. Das Verhaltnis hat sich, wie Tabelle 7-1 zu entnehmen ist,
merklich verschlechtert. Es ist weiterhin auffallig, dass dieser Trend bei den Resulta-
ten aus Gelatine-Kapseln wesentlich deutlicher zum Tragen kommt als bei den ent-
sprechenden Ergebnissen aus PE-Kapseln. Diese Beobachtungen sind durch einen t-
Test als statistisch signifikant nachgewiesen worden.

Eine mdgliche Erklarung flir diesen Wirkstoffverlust innerhalb der Pulvermischungen
ergibt sich, wenn man die verschiedenen Kapseloberflachen und PartikelgréBen na-
her betrachtet und mdgliche Effekte miteinander in Beziehung setzt.

Tabelle 7-1 Prozentualer Wirkstoffgehalt in der ausgebrachten Pulvermenge - ,Abreicherung”
(bezogen auf die mittlere ausgebrachte Pulvermenge aus n= 40 EW)

Wirkstoffgehalt nach Ausbringung (%)

PE 200M Laktose 0,65 0,66 0,67 0,65 0,65
325M Laktose 0,61 0,61 0,65 0,61 0,63

Gelatine  200M Laktose 0,55 0,54 0,53 0,63 0,53
325M Laktose 0,53 0,43 0,52 0,52 0,51

Wirkstoffgehalt in der eingesetzten Pulvermischung: 0,73 %



Die Hauptursache fiir das Phanomen der Abreicherung ist nicht die Partikelmorpholo-
gie des Tragermaterials sondern vielmehr die Partikelform und -gréBe des Wirkstoffs.
Wie dem Kapitel 7.2 zu entnehmen ist, gilt flir anndhrend ,runde” Teilchen folgende
Regel: je kleiner die Partikel, desto starker die Adhasionskrafte und damit das Haft-
bestreben. Dieser Effekt wird auf ,weichen” Oberflachen weiter verstarkt, wahrend
diese Regel bei ,.harten” Oberflachen keine Giiltigkeit hat.

Unter der Annahme, dass sowohl die Ipratropiumbromid-Partikel als auch die mikro-
nisierten Laktosepartikel ein gleich starkes Bindungsbestreben zu den jeweiligen Kap-
seloberflachen haben, lasst sich die Theorie der ,Abreicherung” (Mindergehalt), fir
annahernd ,runde” Partikel wie folgt schematisch darstellen (siehe Abb.7-11):

Stromungswiderstand
70 .
60
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a) \

(1) \\ ausgebrachte
k Partikel

HH S

zuriickbleibende
Partikel

1 10 100 r

1
ausgebrachter {

ausgebrachte Wirkstoff
Laktose

0s Ipratropium

Gelatine 0.6

0.4
()

0.2
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r

Abb.7-11 Schematische Darstellung der ,Abreicherung” (Mindergehalt) in Abhdngigkeit von Par-
tikelgréBe und Kapselmaterial bei definiertem Strémungswiderstand im HH®
(1) Beziehung zwischen Strémungswiderstand im Device und ausgebrachte Partikel-
groBe; (2) Volumenverteilung von Laktose und Ipratropiumbromid (® = in der Kapsel
vorliegende Pulveranteil)

Wie in Abb.7-11 (1) zu erkennen, lassen sich die Kapseleigenschaften lber die unter-
schiedlichen Strémungswiderstande im Inhalator (je grdBer der Widerstand, desto
besser die Rotation und damit die Stromungskraft) definieren. Die Rotation im Device
fahrt bei ,harten” Kapseloberflachen immer zur Ausbringung von kleineren Teilchen
als bei ,weichen” Kapseloberflachen. Bei letzteren bleiben trotz identischem Stro-
mungswiderstand auch groBere Partikel zurlick. So werden beispielsweise aus einer
PE-Kapsel bei einem Stromungswiderstand von 36 alle Partikel ausgebracht, die gré-
Ber 0,5 pm sind, wahrend unter identischen Bedingungen aus einer Gelatine-Kapsel
alle Partikel ausgebracht werden, die gréBer 2,5 pm sind (siehe Abb.7-11 (1)).



Erklaren lassen sich diese Effekte durch die unterschiedlichen Strukturen der Kapsel-
oberflachen und dem damit verbundenen ,Haftvermdgen” der Partikel auf der Ober-
flache (siehe Kapitel 7.1).

Ubertrdgt man, bei vorgegebenem Strémungswiderstand (in diesem Fall etwa 36;
siehe Markierung HH in Abb.7.11), diese unterschiedlichen Kapseleigenschaften auf
die in Abb.7-11 (2) dargestellte Volumenverteilung der beiden Mikronisate (Ipratropi-
umbromid und Laktose), ist es moglich die jeweiligen in der Kapsel zuriickbleibenden
Mengenanteile zu bestimmen. Bereits die Betrachtung der Volumenverteilung (rote /
griine Kurven in Abb.7.11 (2)) zeigt, dass die mikronisierte Laktose (mittlere Partikel-
gréBe: 10 um) tendenziell grober ist als das ebenfalls mikronisierte Ipratropiumbro-
mid (mittlere PartikelgroBe: 5 pm).

GemaRB der in Kapitel 7.2 aufgestellten Beziehung (Faghssion ~ r2) sind die damit die
vorliegenden Adhadsionskrafte der Laktosepartikel weniger stark ausgepragt und die
Trennkrafte Uberwiegen. Fir die ,feinen” Ipratropiumbromid-Partikel liegt dagegen
das umgekehrte Verhaltnis vor: hier Gberwiegen die Anziehungskrafte. Damit bleiben
Jfreie” (ungebundene oder leicht vom Carrier ablésbare) Wirkstoffpartikel starker auf
der Innenseite der Kapsel haften und fehlen in der ausgebrachten Pulvermenge.

Auf der ,harten” PE-Oberflache tritt die beschriebene Differenzierung nicht in Er-
scheinung (siehe Kapitel 7.1). Hier Uiberwiegen die geringen Hafteigenschaften der
Kapsel und die ,Anreicherung” von Ipratropiumbromid auf der Oberflache ist nur
schwach ausgepragt. Dies zeigen die beiden dicht zusammen liegenden Balken in
Abb.7-11 (2). Weder die Laktose-Partikel noch die Ipratropiumbromid-Partikel blei-
ben in der Kapsel zurlick. Sie werden vielmehr fast vollstéandig ausgebracht.

In der ,weichen” Gelatine-Kapsel dagegen kommt die partikelgréBenabhdngige Aus-
pragung der Trenn- und Haftkrafte viel deutlicher zum Tragen, was sich in der Zu-
sammensetzung der ausgebrachten Pulvermenge widerspiegelt. So liegen die beiden
Balken flir Laktose und Ipratropiumbromid diesmal im oberen Teil der y-Achse und
sind deutlich von einander getrennt (siehe Abb.7-11 (2)). Das bedeutet also, es wer-
den Partikel beider Komponenten zurlickgehalten, wobei der Anteil an zuriickgehal-
tenen Ipratropiumbromid-Partikeln deutlich gréBer ist.

Da die Mengenanteile des Wirkstoffs so gering sind und von den vorhandenen Lakto-
separtikeln Uberdeckt werden, kann eine ,Anreicherung” auf der Kapseloberflache
mikroskopisch nicht sichtbar gemacht werden.

7.3.2 ,Auspudereffekt” - Kapselretention

Der Schwerpunkt dieser Interaktion liegt auf der PartikelgroBenverteilung des Tra-
germaterials, so dass von einer Trager-Kapsel-Wechselwirkung gesprochen werden
kann. Wie den Ergebnissen aus Kapitel 6.1 zu entnehmen ist, ergibt der Zusatz
mikronisierter Laktose in der Kombination Gelatine-Kapseln und 200M Pharmatose®
einen positiven Effekt auf die Hohe der ausgebrachten Dosis.



Dies wird auch in der getrennten ANOVA als Zweifach-Wechselwirkung (Lakto-
se*Anteil) identifiziert (siehe Kapitel 6.1.3). In der Kombination aus 325M Laktose
und Gelatine-Kapseln bleiben dagegen die Resultate trotz zusatzlichem Feinanteil
annahrend konstant.

Die eindeutig kapselmaterialabhdngige Beobachtung wird innerhalb dieser Arbeit als
~Auspudereffekt” bezeichnet und wie folgt definiert: durch Zusatz mikronisierter Lak-
tose kommt es auf der adhdsiven Kapselinnenseite zur Ausbildung eines Schutzfilms
aus ,kleinen” Laktosepartikeln, wodurch das Anhaften von ,grobem” Tragermaterial
(mit gebundenem Wirkstoff) erschwert wird.

Als Beweis flir diese Theorie werden charakteristische Formulierungen ausgewahlt
(siehe Tabelle 7-2) und gemaB dem in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Verfahren aufge-
arbeitet. Die nach Ausbringung in der Kapsel zuriickbleibenden Pulverreste von je 6
Kapseln werden zu einer Probe vereinigt und die entsprechende PartikelgréBenvertei-
lung bestimmt.

Tabelle 7-2 Einfluss verschiedener Faktoren auf die 7eilchengréBenverteilung des Kapselrests -
betrachtete Kombinationen (jede Probe ist ein Kollektiv aus 6 Kapseln und wird dop-
pelt vermessen)

1 PE 0 Nein 20 20
2 Gelatine 0 Nein 20 20
3 Gelatine 2,5 Nein 20 20
4 Gelatine 2,5 Ja 20 20

7.3.2.1 Kapselretention 200M Pharmatose®

Die jeweils zwanzig Proben (je sechs Kapseln) der vier Kombinationen werden ran-
domisiert vermessen, um alle bekannten und unbekannten Einflussfaktoren (z.B. ta-
gesabhangige Aufarbeitung, neues Dispersionsmedium) gleichmaBig zu verteilen.
Eine erste Aussage bezliglich der Reproduzierbarkeit ist moglich, wenn die Vertei-
lungsdichten der Mittelwerte jeweils logarithmisch gegen die PartikelgroBe aufgetra-
gen werden (siehe Abb.7-12).

Wie den entsprechenden Verteilungskurven zu entnehmen, sind die Resultate der
Kombinationen 2 - 4 (Gelatine) gut reproduzierbar. Das heiBt die detektierte Partikel-
groBenverteilung ist nicht zufallig sondern statistisch signifikant flr die jeweilige
Kombination.

Einzig die Messergebnisse der Kombination 1 (PE-Kapseln) weisen deutliche Unre-
gelmaBigkeiten auf. Dies ist auf die geringe optische Konzentration der Probeldsung
und auf die damit verbundene Messungenauigkeit zurlickzufihren (Detektionslimit).
Allerdings ist auch hier der frei gewahlte Probenumfang ausreichend groB, um eine
statistische Bewertung der Ergebnisse vorzunehmen.
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Abb.7-12 Verteilungsdichten Kapselreste der Kombinationen 1 - 4 (jeweils n



Zur naheren Bewertung der PartikelgroBenverteilung werden die gemittelten Vertei-
lungskurven der vier Kombinationen mit den Verteilungen der jeweiligen Ausgangs-
pulvermischung betrachtet (siehe Abb.7-13). Es zeigt sich in jedem Fall, dass der
Grobanteil fast komplett ausgebracht wird und nur Partikel mit einer mittleren GréBe
von etwa 10 pm als Rest in der Kapsel zurtickbleiben.

Diese ist unabhangig vom verwendeten Kapselmaterial und der eingesetzten Pulver-
mischung (modifiziert durch Feinanteil, mechanische Belastung) guiltig.

—a&—— Kombi 1

14 17— ———Kombi2
——e—— Kombi 3

Kombi 4
10 1= - - -e---200M &0%Additiv

---a---200M &2,5%Additiv

12 —

08 —

0,6

04

Verteilungsdichte q3Ig (x) / %

0,2

0,0

0,1 10 10,0 100,0 1000,0
Partikelgrofe [um]

Abb.7-13 absolute Verteilungsdichten der eingesetzten Pulvermischungen aus 200M Pharmato-
se® und den jeweiligen Kapselresten (Kombi 1-4), die nach Ausbringungen in der
Kapsel zuriick bleiben (die Kurven setzen sich jeweils aus 31 Punkten zusammen =
Stltzstellen; MW aus jeweils n = 20)

Um den mdglichen , Auspudereffekt” das Laktosefeinanteils zu erkennen, miissen die
Ergebnisse der verschiedenen Kombinationen in Relation zur jeweils eingesetzten
Pulvermischung (0% und 2,5% Additiv) betrachtet werden.

Dazu werden die jeweils 31 Stltzstellen, welche die entsprechenden Verteilungskur-
ven bilden, durcheinander dividiert (= relative Kapselretention). So wird beispielswei-
se jede einzelne Stutzstelle (g3lg(X)kapserest) der Kombi 3 durch die entsprechende
Stltzstelle (q3lg(X)puivermischung) der Pulvermischung mit 2,5% Additiv dividiert (siehe
Formel I).

(D: g3lg(X)relative Kapselretention = q3|g(X)KapseIrest/ q3|g(X)PuIvermischung
(I1): g3lg(X)normiert = g31g(X)relative Kapselretention/ SUMME

Bei dieser Umformung geht die Normierung der Flachen unter der Kurve (AUC = 1)
verloren. Um diese Normierung wieder herzustellen, werden die jeweils 31 Stitzstel-
len (g31g(X)relative Kapselretention) aufsummiert (=SUMME). AnschlieBend wird jede dieser
31 Stitzstellen durch die ermittelte SUMME dividiert (siehe Formel II). Auf diese Wei-
se erhdlt man 31 normierte Stltzstellen, welche die in Abb.7-14 dargestellten Vertei-
lungskurven (AUC = 1) ergibt und kann die TeilchengréBenverteilung der verschie-
denen Kombinationen miteinander vergleichen.
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Abb.7-14 normierte Verteilungsdichten der verschiedenen Kombinationen. Unter Verlust der
Normierung (AUC # 1) werden die Kombinationen mit der verwendeten Pulvermi-
schung in Relation gesetzt (Division der jeweiligen Stitzstellen). AnschlieBend werden
die Stiitzstellen aufsummiert (= Summe) und dann durch die Summe dividiert (AUC =
1). Die daraus resultierenden Werte bilden die dargestellten Verteilungskurven

Wie in Abb.7-14 zu sehen, bleiben hauptsachlich Partikel mit einer mittleren GréBe
von 10um zurick. Damit bestdtigt sich die Theorie, dass hauptsachlich kleine Partikel
zuriickbleiben (Faghssion > Fabissend), Wahrend die groben Teilchen (Fadhasion < Fablssend)
fast vollstéandig ausgebracht werden (= Selektivitat). Steigende Mengen mikronisier-
ter Laktose und mechanische Belastung verstarken dieses Phanomen. Die in Abb.7-
15 dargestellten mikroskopischen Aufnahmen der Kapselinnenseiten sowie die pro-
zentuale Oberflachenbeladung (siehe Kapitel 4.2.5) bestdtigen die Beobachtungen.

25,37%
Kombi 2

Abb.7-15 Mikroskopische Aufnahmen von Kapselinnenseiten aller Kombinationen mit 200M
Pharmatose® (Dunkelfeld; Auflicht)

7.3 Partikel-Kapsel-Wechselwirkungen



Trotz Einsatz einer identischen Formulierung (200M Laktose mit 0% Feinanteil) ist
die Oberflachenbeladung in Kombination 1 (PE: 10,72 %) deutlich niedriger als in
Kombination 2 (Gelatine: 25,37 %). Diese Beobachtung bestdtigt die bereits be-
schriebene EinflussgroBe des Kapselmaterials (siehe Kapitel 7.1). Die Partikelretenti-
on auf ,unflexiblen” und ,harten” Oberflachen ist deutlich schwéacher ausgepragt als
auf ,flexiblen” und ,weichen” Flachen. Wie in Kombination 3 (Gelatine-Kapseln) zu
erkennen, lasst sich durch mikronisierte Laktose der Bedeckungsgrad weiter steigern,
wobei bevorzugt der zusatzlich eingesetzte Feinanteil haften bleibt. Damit wird die
aufgestellte Theorie fir annahrend ,runde” Partikel bekraftigt: je kleiner die Partikel,
desto starker das Haftbestreben (siehe Kapitel 7.2). Werden die Kapseln zusatzlich
mechanisch belastet (Kombi 4), findet eine weitere Steigerung des Beladungsgrades
statt (~ 50 %). Auch hier sind die Hauptkomponenten des dichten Pulverfilms meist
+Kleine” Partikel (~ 10 pym).

7.3.2.2 Kapselretention 325M Respitose®

Erneut erfolgt die Analyse gemaB Randomisierungsplan, wobei in diesem Fall zusatz-
lich zu den unter 7.3.2.1 genannten Einflussfaktoren auch die Chargenvariabilitat zu
berlicksichtigen ist. Aufgrund des Probenumfangs musste innerhalb der Messreihe
auf eine neue Gelatine-Kapselcharge (#4U0030) umgestellt werden. Somit bestehen
die Kombinationen 2 — 4 jeweils aus sieben Proben der neuen Kapselcharge (--- =
neu), wahrend die restlichen zwoIf Proben aus der alten Kapselcharge (#3U0040)
bestehen. Trotz dieser Chargenmischung lassen die Verteilungskurven, wie in Abb.7-
16 dargestellt, keine Variabilitat erkennen - die Ergebnisse sind reproduzierbar. Die
erneuten UnregelmaBigkeiten in Kombination 1 sind, wie bereits beschrieben, auf die
geringe optische Konzentration der Probeldsung zuriickzufiihren.

Anders als bei den Ergebnissen der 200M Laktose gibt es, bereits absolut gesehen,
kapselmaterialabhangige Unterschiede zwischen den PartikelgroBenverteilungen der
Kapselreste (siehe Abb.7-16). Wie erwartet besteht bei den Formulierungen aus PE-
Kapseln (Kombi 1) der Kapselrest hauptsachlich aus Partikeln mit einer GréBe von
etwa 10 um. Davon deutlich abweichend, bleiben bei den Formulierungen aus Gelati-
ne-Kapseln (Kombi 2) auch vermehrt grobe Teilchen zuriick. Ein Ergebnis, das unter
Beriicksichtigung der Partikelform verstéandlich ist (siehe Kapitel 7.2). Durch die ,keil-
formige” Struktur liefern die ,groben” Teilchen mehr Kontaktpunkte und die Haftfla-
che auf der ,flexiblen” Oberflache wird weiter vergréBert. Das Verhaltnis zwischen
PartikelgréBe und herrschenden Krafte gilt in diesem Fall nicht.

Auf der ,unflexiblen” Oberflache kommen diese partikelformabhangigen Unterschiede
der Adhasionskrafte nicht zum Tragen (siehe Kapitel 7.2). Trotzdem bleibt der Effekt
des Feinanteils erhalten (Kombi 3). Der Zusatz ,feiner” Laktose reduziert den zuriick-
bleibenden Grobanteil, da bevorzugt ,kleine” Laktosepartikel an der Kapselwand zu-
rickgehalten werden. Allerdings ist dieser Feinanteil nicht ausreichend, um den kom-
pletten Grobanteil von der Kapselwand zu verdrangen und einen stabilen Schutzfilm
zu bilden (geringer ,Auspudereffekt”).

Um die Ausbildung eines stabilen Schutzfilms zu Uberpriifen, missten mehr als 5%
Feinanteil in die entsprechende Mischung eingearbeitet werden. Dies ist mit den vor-
liegenden Mischmethoden (Aufrahmen feiner Laktose, Inhomogenitat) nicht madglich.
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Abb.7-16 Verteilungsdichten Kapselreste der Kombinationen 1 - 4 (jeweils n



Die analog Kapitel 7.3.2.1 durchgeflihrte Transformation der Absolutwerte (Abb.7-17
A) in die in Abb.7-17 B dargestellten normierte Relativwerte bestdtigt die oben ge-
nannten Aussagen.
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Abb.7-17 A) absolute Verteilungsdichten (MW aus jeweils n= 20) der eingesetzten Pulvermi-
schungen aus 325M Pharmatose® und den jeweiligen Kapselresten (Kombi 1-4); B)
normierten Verteilungsdichten der verschiedenen Kombinationen (durch Umrechung
aus den absoluten Verteilungsdichten ermittelt siehe Kapitel 7.3.2.1)

Mittels lichtmikroskopischer Aufnahmen und prozentualer Oberflachenbeladung (sie-
he Kapitel 4.2.5) werden die Ergebnisse anschaulich dargestellt und belegt (siehe
Abb.7-18).

Erneut zeigt sich ein Einfluss des Kapselmaterials auf die Starke der Oberflachenbe-
ladung. So haften trotz identischer Pulvermischung auf der Gelatine-Oberflache
(Kombi 2) etwa finfmal mehr Partikel als auf der Innenseite einer PE-Kapsel (Kombi
1). Auch der signifikante GréBenunterschied der zurlickbleibenden Teilchen ist zu
erkennen. Auf der Gelatine-Oberflache bleiben deutlich grobere Partikel haften, wah-
rend auf einer PE-Oberflache hauptsachliche ,feine” Partikel zurlickbleiben.

Die Beobachtungen (siehe Abb.7-18) weisen damit alle auf die unterschiedlichen Ei-
genschaften der Oberflachenstruktur und den damit verbundenen Auswirkungen auf
die Haftkrafte hin (siehe Kapitel 7.1 und 7.2).
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Der mit zunehmendem Feinanteil geringe Anstieg der Oberflachenbeladung und die
hohen Grobanteile im Kapselrest (Kombi 3) erkldren die schwankenden Werte der
Ausbringung (siehe Kapitel 6.1).

So reichen die mikronisierten Laktoseanteile nicht aus, um einen stabilen ,Schutzfilm”
zu erzielen und die ,groben” Partikel (mit gebundenem Wirkstoff) vollstandig zu ver-
drangen. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Adhasionskrafte der ,keilférmigen”
Partikel deutlich stérker ausgepragt sind als die Bindungskrafte der ,rundlichen” Par-
tikel (siehe Kapitel 7.2). Das bedeutet, es bleiben trotz Feinanteil immer noch ,gro-
be” Tragerpartikel zuriick, was sich in den anndhrend gleich bleibenden Werten der
Ausbringung widerspiegelt (kein positiver Einfluss des Additivs).

Analog den Formulierungen aus ,feiner” Laktose kann auch bei der ,groben” Laktose
durch mechanische Belastung die Oberflachenbeladung gesteigert werden (Kombi 4).
Allerdings lassen sich hier keine signifikanten Unterschiede in der PartikelgréBenver-
teilung erkennen. Es bleiben sowohl ,grobe” als auch ,feine” Laktosepartikel zurtick.

P36 R 20,42%
Kombi 2 - " Tyl Kombi 2

22,56%, 34,66%
Kombi 3~ = = 1 / Kombi 4

Abb. 7-18 Mikroskopische Aufnahmen von Kapselinnenseiten aller Kombinationen aus 325M
Respitose® (Dunkelfeld; Auflicht)

7.3.2.3 Statistische Auswertung

Um zwischen den vier verschiedenen Kombinationen statistisch signifikante Unter-
schiede herauszufiltern, wird eine Varianzanalyse (Signifikanzniveau a = 0,05) mit
den Faktoren Kombination, Parameter sowie Wechselwirkung zwischen Kombination
und Parametern durchgeflhrt. Die durch gleichzeitiges Ermitteln der einzelnen Para-
meter (x10 — x90) an einer identischen Probe auftretenden Abhangigkeiten, werden
als wiederholte Messungen (,repeated measurements”) berlicksichtigt.

7.3 Partikel-Kapsel-Wechselwirkungen



Daher wird die Analyse mit der Prozedur ,Mixed” des Softwaresystems SAS® [91-93]

unter gleichzeitiger Verwendung der Einstellungen ,,unstructured” und ,REML” flir die
zu schatzende Kovarianzstruktur durchgeftihrt.

Weiterhin werden alle Messwerte zur Varianzstabilisierung log-transformiert. Da die
Messwerte der Kombinationen aus 325M Laktose eine starkere Streuung aufweisen,
werden die beiden Laktosearten getrennt voneinander betrachtet [105].

200M Pharmatose®

Innerhalb der Auswertung beschranken sich die zu berlicksichtigenden KorngréBen-
parameter auf den Bereich von x30 - x70 (siehe Abb.7-19). Alle auBerhalb liegenden
Werte werden nicht betrachtet, da die Partikel in diesen Bereichen aufgrund ihrer
GroBe (zu groB oder zu klein) nicht fir den ,Auspudereffekt" des zugesetzten Addi-
tivs (mittlere PartikelgroBe 5 — 10 pm) relevant sind.

Die mittels ANOVA durchgeflihrte Betrachtung der relevanten paarweisen Vergleiche
weist folgende Unterschiede als statistisch signifikant aus [105].

= Trotz identischer Formulierung ist der Kapselrest in PE-Kapseln deutlich feiner
und mengenmaBig geringer als in Gelatine-Kapseln (materialabhangiger Effekt).

« Mit Zusatz mikronisierter Laktose werden die KorngroBenparameter signifikant
geringer. Das heiBt, der Kapselriickstand wird feiner > ,Auspudern”.

» Durch die mechanische Belastung wird die Veranderung der KorngréBenpara-
meter weiter verstarkt (Kapselrest wird ,feiner”)
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Abb.7-19 Einfluss verschiedener Faktoren auf die TeilchengroBenverteilung des Kapselrests (MW
+ SD; jeweils n = 20 Einzelwerte)
Vergleich der x-Werte (200M Pharmatose®) aller Kombinationen (Kombi 3 und 4 mit
2,5% Additiv)



325M Respitose®

Wie bereits fiir 200M Pharmatose® beschrieben, beschrinkt sich die Auswertung nur
auf die KorngréBenparameter im Bereich von x30 - x70 (siehe Abb.7-20), da die Par-
tikel auBerhalb dieses Bereichs nicht der mittleren PartikelgroBe des eingesetzten
Additivs entsprechen und somit nicht fiir den ,Auspudereffekt” relevant sind.

Die paarweisen Vergleiche zeigen folgende statistisch signifikanten Unterschiede:

= Trotz identischer Formulierung ist der Kapselrest bei PE-Kapseln wesentlich fei-
ner als bei Gelatine-Kapseln (materialabhangiger Effekt). Aufgrund der Oberfla-
chenstruktur bleibt in Gelatine-Kapseln ein deutlicher Grobanteil zurtick.

« Mit Zusatz mikronisierter Laktose wird die KorngrdBe der in den Gelatine-
Kapseln verbleibenden Partikel zu geringeren Werten verschoben. Das heifBt,
der Grobanteil wird zu Gunsten der feinen Partikel reduziert - ,Auspudern”.

= Durch

mechanische Belastung wird die Zusammensetzung des Kapselrestes aus

~groben” und ,feinen” Partikeln nicht signifikant verandert.
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Abb.7-20

Einfluss verschiedener Faktoren auf die TeilchengroBenverteilung des Kapselrests (MW
+ SD; jeweils n = 20 Einzelwerte)

Vergleich der x-Werte (325M Respitose®) aller Kombinationen (Kombi 3 und 4 mit
2,5% Additiv)

Wie die Ergebnisse zeigen ist die Kombination der Faktoren Partikelform und Kapsel-
oberflache entscheidend an den unterschiedlichen Ergebnissen der ausgebrachten
Dosis beteiligt. Durch dieses Zusammenspiel lasst sich ein kapselmaterialabhangiger
Einfluss des zugesetzten Additivs nachweisen, der als ,Auspudereffekt” bezeichnet

wird.



7.4 Partikel - Partikel - Wechselwirkungen

7.4.1 Umhiillungs-Effekt — ,HOT-SPOTS"”

Neben der bereits beschriebenen Wechselwirkung zwischen Kapselmaterial und Pul-
vermischung (,,Auspudereffekt” siehe Kapitel 7.3.2), die sich deutlich auf die Héhe
der Ausbringung des Kapselinhaltes auswirkt, zeichnet sich weiterhin eine Wechsel-
wirkung zwischen den verschiedenen Pulverpartikeln ab, was die Verteilung des ae-
rodynamischen Feinanteils ebenfalls deutlich beeinflusst.

Dieser zuletzt genannte Einfluss entspricht den gangigen Theorien (siehe Kapitel
3.4). So schreibt Podzeck [104] dem mikronisierten Laktose-Additiv ein Glatten der
Trageroberflache zu. Durch Ausbildung autoadhasiver Schichten ,kleiner” Laktosepar-
tikel wird es damit mdéglich, die Bindungskrafte zwischen Wirkstoff und Tragerlaktose
zu reduzieren. Vorhandene Poren, Unebenheiten und andere Oberflachenstrukturen,
die starke Bindungsenergien (,HOT-SPOTS") aufweisen, werden belegt und die Ablo-
sung des Wirkstoffs wird erleichtert.

Innerhalb der Arbeit wird diese positive Auswirkung des mikronisierten Laktoseanteils
auf den inhalierbaren Anteil mit dem Begriff ,Umhillungs-Effekt” oder ,Coating-
Effekt” umschrieben.

Wie den Resultaten aus Kapitel 6.2 zu entnehmen ist, unterliegt der ,Coating-Effekt”
offensichtlich einer Sattigung, welche durch die unterschiedlichen PartikelgréBen-
spektren der eingesetzten Tragerlaktosen beeinflusst wird.

Ist der Trager, wie die 325M Laktose relativ ,grob” und besitzt keinen ,eigenen”
Feinanteil, fihren die zugesetzten Additivmengen zu einem deutlichen Anstieg der
inhalierbaren Anteile (0% < 2,5% < 5%). Diese Differenzierung zwischen den unter-
schiedlichen Additivmengen macht deutlich, dass es erst durch den Zusatz mikroni-
sierter Laktose konzentrationsabhangig zur Ausbildung einer ausreichenden Schutz-
schicht kommt. Auf diese Weise entsteht ein starker ,Umhillungs-Effekt”.

Fir die ,feine” 200M Laktose dagegen ist der ,Umhillungs-Effekt” des zusatzlichen
Laktosefeinanteils (0% < 2,5% ~ 5%) weniger stark ausgepragt. Hier fihrt bereits
der ,eigene” Feinanteil zur Ausbildung einer autoadhasiven Schicht, was den Effekt
des zusatzlichen Mikronisats vermindert.

Diese Vermutung bestatigt sich beim Vergleich der beiden Basisformulierungen (ohne
zusatzlichen Feinanteil). So ist mit 200M Laktose die Wirkstoffausbringung in den ACI
deutlich groBer und der Praseparator-Anteil wesentlich geringer als bei der entspre-
chenden Formulierung mit 325M Laktose (siehe Kapitel 6.2).

Auch die bei 200M Laktose fehlende Differenzierung zwischen den Resultaten mit
2,5% und 5% mikronisierter Laktose belegt diese Beobachtung: Ein Anstieg der Ver-
teilung durch den ,Coating-Effekt” ist nicht mehr zu erkennen. Die Ausbildung einer
autoadhasiven Schutzschicht ist abgeschlossen.

Ein weiterer, in der Literatur dokumentierter Aspekt, ist die Auswirkung der Mischrei-
henfolge auf den ,Umhillungs-Effekt”. Je nachdem, in welcher Reihenfolge die Kom-
ponenten zu einer Mischung zusammengefiigt werden, kénnen die ,HOT-SPOTS”
gezielt mit einer Komponente belegt und abgesattigt werden (siehe Kapitel 3.4).



Da dieser Effekt bei den beiden verwendeten Hauptmischvarianten (A = ohne Vormi-
schung / B = mit Vormischung) nicht so deutlich zu erkennen ist (siehe Kapitel 6.2),
wird flir die Evaluierung der ,HOT-SPOTS” eine neue Mischvariante (C) eingeflhrt.
Diese besteht aus einer Trager-Wirkstoff-Vormischung, in die nachtraglich der Lakto-
sefeinanteil eingearbeitet wird.

Um eine mdglichst isolierte und unabhangige Betrachtung des ,Umbhiillungs-Effekts”
sicherzustellen, sind daher folgende Faktoren zu beachten:

« Der mogliche Sattigungsprozess durch ,eigenen” Feinanteil wird verhindert, in
dem nur 325M Laktose eingesetzt wird. Dadurch wird der Effekt des zugesetzten
Additivs nicht durch die Einfliisse des bereits vorhandenen Feinanteils Gberdeckt.

- Die Partikel-Kapsel-Wechselwirkung, welche hauptsachlich in Gelatine-Kapseln
zum Tragen kommt, wird ausgeschlossen, in dem die Formulierungen vorzugs-
weise in ,inerten” PE-Kapseln untersucht werden. Damit liegt der Betrachtungs-
schwerpunkt nur auf dem aerodynamischen Effekt.

« Zusatzlich zur optimierten Auswahl von Tragerlaktose und Kapselmaterial wird
neben den bekannten Mischvarianten A und B (,alt”) die ,neue” Mischvariante C
(Trager-Wirkstoff-Vormischung) eingefiihrt. Damit werden die beiden mdglichen
Extreme der ,HOT-SPOT"-Belegung (hauptsachlich mit Laktose bzw. Wirkstoff be-
legt) abgebildet und kénnen miteinander verglichen werden.

Daraus ergeben sich die in Tabelle 7-3 aufgefiihrten Formulierungen, welche nach-
folgend auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils untersucht und bewertet
werden.

Tabelle 7-3 Einfluss des Umhdillungs-Effekt (,HOT-SPOTS")auf die Verteilung des aerodynami-
schen Feinanteils — Probenumfang (n = Anzahl der gemessenen Kollektive pro Kombi-
nation; A = ohne Vormischung; B = mit Trager-Additiv-Vormischung; C = mit Trager-
Wirkstoff-Vormischung)

Laktose 325M

Kapselart Mischreihenfolge Feinanteil n
[%]
PE 0 0 4
A/B/C 2,5 4/4/ 4
A/B/C 5 4/4/4

Da, wie erwartet, innerhalb der verschiedenen Feinanteile die Ergebnisse der ,alten”
Mischungen (A / B) nicht signifikant verschieden sind, werden die Resultate der Kol-
lektive fir die grafische Darstellung zu einem Mittelwert (n=8) zusammengefasst
(siehe Abb.7-21).

Um die Unterschiede zwischen den Mischvarianten genauer zu betrachten, erfolgt
eine Auswertung nach Gruppen (siehe Tabelle 7-4).



Tabelle 7-4  Ergebnislibersicht der Gruppen (Ipratropiumbromid; Tréager 325M Laktose mit unter-
schiedlichen Mengen Additiv in PE-Kapseln) nach Verwendung verschiedener Misch-
reihenfolgen: A = ohne Vormischung; B = mit Trager-Additiv-Vormischung; C = mit
Trager-Wirkstoff-Vormischung (n = 4 bzw. n=8 fiir A/B); MW £ SD)

Mischung A/ B Mischung C
0% 2,5% 5% 2,5% 5%
Gruppe 1 (PP0-1) 1,3+0,1 g 2,2+0,3 g 26+02ug 24+04ug 2,3%0,1ug
Gruppe 2 (PP2-4) 9,2+0,7 ug 123+1,1pyg 149+10pg 7,1+£09ug 84+1,2ug

Gruppe 3 (PP5-Filter)  1,1+0,3ug 1,5+02pg  1,5#03pg 04 +0,1pg 0,5+ 0,2 ug

Bei den ,alten” Formulierungen liegt der inhalierbare Feinanteil (Gruppen 2+3) mit
Werten zwischen 10,3 pg — 16,4 ug genau im erwarteten Bereich (siehe Kapitel 6.2).
Auch die Differenzierung zwischen den unterschiedlichen Additivmengen und den
damit verknlipften positiven Effekten auf die Héhe der Resultate tritt wieder auf.
Trotz identischer Zusammensetzung (Komponenten und Mengenanteile) fallen die
inhalierbaren Anteile der ,neuen” Formulierungen mit Werten von 7,5 ug — 8,9 ug
wesentlich niedriger aus. Sie entsprechen in etwa den Ergebnissen des Basiswerts
ohne zusatzlichen Feinanteil (siehe Tabelle 7-4).

Am offensichtlichsten zeigen sich die Unterschiede zwischen den verschiedenen For-
mulierungen in Gruppe 2 (PP2 - PP4). Hier kann bei den ,alten” Mischvarianten wie-
der deutlich zwischen den unterschiedlichen Additivmengen (0 % < 2,5 % < 5 %)
differenziert werden. Der ,neuen” Mischvariante fehlt dagegen dieser Trend. Es ist
keine Differenzierung (0 % ~ 2,5 % ~ 5 %) zwischen den Resultaten mit und ohne
Feinanteil moglich (siehe Abb.7-21).

Analog den Ergebnissen in Kapitel 6.2.1 ist flir die ,alten” Formulierungen innerhalb
der Gruppe 1 (PPO — PP1) nur eine Unterscheidung zwischen dem Basiswert (ohne
Feinanteil) und den Resultaten mit Feinanteil mdglich. Eine weitere Differenzierung
zwischen den Additivmengen wird nicht beobachtet. Diese Aussagen sind auch fiir
die ,neuen” Formulierungen gliltig. Hier erreichen die verschiedenen Additivmengen
annahernd die gleichen Ergebnisse wie bereits fir die ,alten” Formulierungen be-
schrieben. Die Mischreihenfolge scheint, im Gegensatz zum Laktosefeinanteil, keinen
Einfluss auf die Resultate der Gruppe 1 zu haben (siehe Abb.7-21).

Betrachtet man die Ergebnisse der Gruppe 3 (PP5 - Filter), ist innerhalb der ,alten
Formulierungen kein Unterschied zwischen dem Basiswert und den Formulierungen
mit Feinanteil zu erkennen (siehe Abb.7-21).

Die ,neuen” Formulierungen dagegen zeigen sowohl im Vergleich zum Basiswert als
auch zu den ,alten” Formulierungen eine deutlich geringere Verteilung. Offensichtlich
wird durch die Modifikation der Mischreihenfolge besonders der Wirkstoff-Feinstanteil
an der Trageroberflache gebunden und steht im unteren Bereich des Kaskadenim-
paktors nicht mehr zur Verfligung.

n

Ein weiterer Indikator fir den ,Umhillungs-Effekt” ist, neben der Verteilung im
Kaskadenimpaktor, auch der Wirkstoffanteil im Praseparator. So sind im Praseparator
parallel zu der mit Additiv gesteigerten Verteilung im ACI fir die ,alten” Formulierun-
gen deutlich rickldufige Wirkstoffanteile zu erkennen (siehe Abb.7-21).



Als Folge des autoadhasiven Schutzfilms wird der Wirkstoff weniger stark an den
Trager gebunden und kann dadurch leichter abgetrennt und besser verteilt werden.
Bestatigt wird diese Aussage durch die extrem hohen Praseparator-Werte der Basis-
formulierung (siehe Abb.7-21). Dieser Formulierung fehlt der Laktosefeinanteil zur
Ausbildung der Schutzschicht, wodurch der Wirkstoff stark an der Carrieroberflache
gebunden wird.

Durch die ,neuen” Formulierungen, die ebenfalls hohe Wirkstoffanteile im Vorab-
scheider aufweisen, wird diese Theorie bekraftigt (siehe Abb.7-21). Die nachtraglich
zugesetzte mikronisierte Laktose kann keinen ,Schutzfilm” mehr ausbilden, da der
Wirkstoff durch die Vormischung bereits fest mit den Tragerpartikeln verbunden ist.
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Abb.7-21 Darstellung der Ipratropiumbromid-Verteilung (verschiedene Mischvarianten: A = oh-
ne Vormischung; B = mit Trager-Additiv-Vormischung; C = mit Trager-Wirkstoff-
Vormischung); A) Ubersicht der Gruppen 1-3 und B) Gesamtverteilung von Kapsel bis
Filter (n=4 Kollektive bzw. n = 8 Kollektive fiir A/B; MW + SD)



Zum besseren Verstandnis der beschriebenen Partikel-Partikel-Wechselwirkungen
werden die vorliegenden Bindungskrafte zwischen den verschiedenen Pulverkompo-
nenten mittels Rasterkraftmikroskopie ermittelt und quantifiziert (siehe Kapitel 4.2.6)
[78]. Um eine genauere Quantifizierung der vorliegenden Bindungskrafte zu erhalten,
wurden die Haftkrafte, die je nach Oberflachenbeschaffenheit des Partikels unter-
schiedlich stark ausgepragt sein kénnen, an mehreren Stellen der Probe ermittelt.

Wie anhand Abb.7-22/7-23 ersichtlich, wird die Wechselwirkung zwischen Laktose-
partikeln hauptsachlich tber Adhasionskrafte mit kurzer Reichweite (an zwolIf ver-
schiedene Stellen gemessen: 42,66 nN £ 25,01 nN) definiert. Die sehr geringen e-
lektrostatischen Wechselwirkungen, welche mit zwei der acht modifizierten Cantilever
detektiert werden, gelten als nicht relevant.

Auch die Wechselwirkung zwischen Laktose und Ipratropiumbromid wird von schwa-
chen Adhasionskraften (an siebzehn verschiedenen Stellen gemessen: 46,77 nN +
17,04 nN) gepragt, wobei in diesem Fall keine elektrostatischen Wechselwirkungen
mit langer Reichweite nachweisbar sind.
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Abb.7-22 Darstellung der unterschiedlichen Wechselwirkungen (Kraft in nN); mikronisierter Lak-
tose gegen Ipratropiumbromid und Laktose 200M — Differenzierung in Krafte mit lan-
ger (e-repulsion) und kurzer (adhesion) Reichweite (n=240 Einzelwerte fiir Laktose
gegen Ipratropiumbromid und n=340 Einzelwerte flr Laktose gegen Laktose)

Uber die chemische Struktur der eingesetzten Komponenten lassen sich die Ergebnis-
se erklaren: Wie den 3D-Modellen der Abb.7-24 zu entnehmen, dominiert im Disac-
charid Laktose hauptsachlich eine negative Oberflachenladung (rot). Dies erklart,
warum die Ausbildung von elektrostatischen Wechselwirkungen (weitreichend) zwi-
schen zwei Laktose-Molekiilen ausbleibt (AbstoBung) und es erst ab einer gewissen
Annaherung der Molekile zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen (kurze
Reichweite) kommt. Eine Beobachtung, die sich in den gemessenen Adhasionskraften
widerspiegelt.

Ebenfalls auf die Oberflachenladung zuriickzufiihren ist auch die Ausbildung der Ad-
hasionskrafte (z.B. Wasserstoffbriicken) zwischen dem Salz Ipratropiumbromid und
dem Disaccharid Laktose (siehe Abb.7-24). Zwischen der vorwiegend neutralen
(grau) bis partiell negativ geladenen (rot) Oberflache eines Ipratropiumbromid-
Molekiils und der vornehmlich negativen Oberflache eines Laktose-Molekiils kénnen
sich keine elektrostatischen Wechselwirkungen mit langer Reichweite ausbilden.
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Abb.7-23 Exemplarische Darstellung der Kraft-Distanzkurven fiir einen Cantilever mit Laktose-
spitze (MW aus 20 Einzelmessungen): Laktose (1) und Ipratropiumbromid (2)

Die in etwa gleich bleibende Affinitat (siehe Abb.7-22/7-23) zwischen den verschie-
denen Pulverpartikeln macht deutlich, dass keine der beiden Komponenten bevorzugt
an den Trager gebunden wird. Vielmehr ist die Ausbildung von Multiplets, Schutzfil-
men auf Tragerpartikeln und Wirkstoff-Carrierbindungen bezogen auf die Starke der
Bindungskrafte fir alle Pulverkomponenten gleich wahrscheinlich und wird damit
hauptsachlich durch andere Faktoren wie z.B. Partikelform und prozentualen Feinan-
teil bestimmt (siehe Kapitel 7.2/7.3).

Im Vergleich zu den Ergebnissen aus Kapitel 7.1 (siehe Abb.7-3/7-22) sind die vorlie-
genden Krafte deutlich geringer als zwischen Partikeln und Kapseloberflachen. So
besitzen z.B. Wirkstoff-Partikel ein starker ausgepragtes Haftbestreben zur Kapsel-
oberflache als zur Carrieroberflache (Wirkstoff - Kapsel > Wirkstoff - Laktose).
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Abb.7-24 3D-Modelle zur Darstellung der Oberflachenladung von Laktose und Ipratropiumbro-
mid — Erklarung fiir die Ausbildung der Wechselwirkungen [100;101]



/.4.1.1 Statistische Auswertung

Das Verfahren der Varianzanalyse wird eingesetzt, um die durch die Faktoren Antei/
mikronisierter Laktose und Mischreihenfolge ausgeldsten Effekte auf den Parameter
Verteilung des aerodynamischen Feinanteils (Gruppe 1 - 3) zu bewerten.

Dazu werden als Datenbasis pro Kombination die Werte von vier Kollektiven (4x6
Kapseln) herangezogen (siehe Tabelle 7-5) sowie alle Faktoren und Wechselwirkun-
gen als feste Faktoren berticksichtigt. Zusatzlich geht die Streuung zwischen den vier
Kollektiven der jeweiligen Kombination als Reststreuung mit in die Berechnung ein.

Um eine genauere Bewertung der Trends sicherzustellen, werden auf der Basis der
vorliegenden ANOVA anschlieBend paarweise Vergleiche (zweiseitige t-Tests) durch-
gefihrt [106]. Alle Berechnungen erfolgen mit der Prozedur ,,MIXED"” des Software-
system SAS® [91-93].

Tabelle 7-5 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils
von Ipratropiumbromid (n= Anzahl der gemessenen Kollektive pro Faktorkombination;
A = ohne Vormischung; B = mit Trager-Additiv- Vormischung; C = mit Trager- Wirk-
stoff-Vormischung)

Feinanteil Mischreihenfolge n
[%o]
0 0 4
2,5 A/B 4/4
C 4
5,0 A/B 4/4
C 4

Tabelle 7-6  Einfluss verschiedener Faktoren auf Parameter: Gruppe 1 - 3 (Anteil Ipratropiumbro-
mid auf den PP im ACI) - Ergebnisse der ANOVA

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert
Haupteffekte
Anteil 7,57 0,0119 23,78 0,0001 0,05 10,8192
Mischreihenfolge 4,85 0,0186 81,20 0,0001 65,79 0,0001

Wechselwirkung

Anteil*Mischreihenfolge 4,46 0,0243 0,90 10,4224 1,09 10,3533
Signifikanzniveau a: 0,05




Gruppe 1 (PPO - PP1)

Folgender Faktor wird als Haupteffekt identifiziert (siehe Tabelle 7-6 / Abb.7-25):

Durch den Zusatz mikronisierter Laktose wird eine Steigerung der Ipratropi-
umbromid-Anteile auf den PPO - PP1 erreicht (Pfeil in Abb.7-25), wobei keine ge-
nauere Differenzierung der Ergebnisse mit unterschiedlichen Additivmengen mog-
lich ist (0% < 2,5% ~ 5). Sowohl die ANOVA (p=0,0119) als auch die paarweisen
Vergleiche (siehe Tabelle 7-7) bestdtigen dies.

Die genaue Betrachtung der paarweisen Vergleiche (siehe Tabelle 7-7) bestdtigt die
in Kapitel 6.2 aufgestellte Theorie, dass kein Einfluss der Mischreihenfolge (Variation
A / B) auf die Verteilung von Ipratropiumbromid im oberen Bereich das ACI vorliegt.
Die in Tabelle 7-7 vorliegenden Unterschiede zwischen den Mischvarianten A und B
bei Mischungen mit 2,5% Additiv sind auf die niedrigeren Werte der Mischvariante A
zurickzufiihren, was unter Beachtung der Ergebnisse in 6.2 (identische Formulie-
rung) nicht nachzuvollziehen ist.
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Abb.7-25 Einfluss des zugesetzten Additivs (Umhiillungs-Effekt) in Abhangigkeit der Mischrei-
henfolge auf den Parameter Gruppe 1 (Verteilung von Ipratropiumbromid auf PPO-
PP1); n=4 Kollektive

Gruppe 2 (PP2 — PP4)

Fir die Verteilung auf den PP2 - PP4 werden folgende Effekte statistisch signifikant
(siehe Tabelle 7-6 und Abb.7-26):

Durch den Zusatz von mikronisierter Laktose ist eine sichtbare Steigerung der
Resultate auf den PP2 — PP4 mdglich (p=0,0001). Dabei kann nicht nur zwischen
dem Basiswert und den Resultaten mit Additiv unterschiedenen werden (siehe
Pfeile in Abb.7-26), sondern auch zwischen den beiden Additivmengen (0% <
2,5% < 5%). Diese Beobachtung wird durch die paarweisen Vergleiche (siehe
Tabelle 7-7) bestatigt.



Der Faktor Mischreihenfolge spielt ebenfalls eine wichtige Rolle. So lassen sich mit
den ,alten” Formulierungen (A/B) deutlich héhere Resultate im Vergleich zum Ba-
siswert erzielen, wahrend sich die ,,nheue” Formulierung (C) kaum vom Basiswert
unterscheidet. Dieser Einfluss der Mischreihenfolge wird durch die ANOVA besta-
tigt (p=0,0001). Auch die beidseitigen t-Tests im Rahmen der paarweisen Ver-
gleiche bestatigen diese Aussage (siehe Tabelle 7-7).

Ipratropiumbromid [ug/KPI]
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0 = Basiswert ohne Feinanteil

B = mit Trager (grob/fein)-Vormischung

N 50

A = ohne Vormischung
C= mit Wirkstoff- Trager-Vormischung

Abb.7-26  Einfluss des zugesetzten Additivs (Umhiillungs-Effekt) in Abhangigkeit der Mischrei-

henfolge auf den Parameter Gruppe 2 (Verteilung von Ipratropiumbromid auf PP2-
PP4); n=4 Kollektive

Gruppe 3 (PP5 — Filter)

Werden, unabhdngig vom Feinanteil, die Resultate der jeweiligen Mischreihenfolgen
zusammengefasst, liegen die ,alten” Formulierungen im Vergleich zum Basiswert
leicht erhéht, wahrend die ,,neuen” Formulierungen niedriger liegen als alle Kombina-
tionen. Die paarweisen Vergleiche bestdtigen dies (siehe Tabelle 7-7).
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Abb.7-27 Einfluss des zugesetzten Additivs (Umhiillungs-Effekt) in Abhangigkeit der Mischrei-

henfolge auf den Parameter Gruppe 3 (Verteilung von Ipratropiumbromid auf PP5-
Filter), n=4 Kollektive



Tabelle 7-7 Paarweise Vergleiche flir die Parameter Gruppe 1 — Gruppe 3 (Einheit: pg/KPI)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Anteil Misch- Anteil Misch- Differenz Differenz Differenz
[%] variante [%] variante [pg/KPI] p Wert [pg/KPI] p Wert [pg/KPI] p Wert
0 0 2,5 A -0,62 0,0004 -2,83 0,0011 -0,54 0,0010
0 0 2,5 B -1,07 0,0001 -3,44 0,0002 -0,30 0,0472
0 0 2,5 C -1,11 0,0001 2,13 0,0098 0,65 0,0002
0 0 5 A -1,14 0,0001 -5,58 0,0001 -0,39 0,0119
0 0 5 B -1,34 0,0001 -5,67 0,0001 -0,38 0,0135
0 0 5 C -1,02 0,0001 0,78 0,3072 0,53 0,0013
2,5 A 2,5 B -0,45 0,0061 -0,61 0,4269 0,24 0,1026
2,5 A 2,5 C -0,49 0,0032 4,96 0,0001 1,20 0,0001
2,5 A 5 A -0,52 0,0019 -2,75 0,0014 0,15 0,3000
2,5 B 2,5 C -0,04 0,7822 5,57 0,0001 0,95 0,0001
2,5 B 5 B -0,27 0,0779 -2,23 0,0071 -0,08 0,5621
2,5 C 5 C 0,09 0,5272 -1,35 0,0869 -0,12 0,3918
5 A 5 B -0,20 0,1929 -0,09 0,9034 0,01 0,9566
5 A 5 C 0,13 0,3933 6,37 0,0001 0,92 0,0001
5 B 5 C 0,33 0,0378 6,46 0,0001 0,91 0,0001

Signifikanzniveau a: 0,05

Im Vergleich zu den Ergebnissen einer bindren Mischung, ldsst sich die Verteilung
von Ipratropiumbromid im ACI durch den Zusatz von Additiv deutlich steigern. Wie in
Abb.7-28 dargestellt, ist dieser Effekt ist auf die Ausbildung eines Schutzfilms aus
Additiv zurtickzuftihren, wodurch der Wirkstoff weniger stark gebunden und leichter
von der Trageroberflache wieder abgel6st wird.

grober Tragerpartikel

Mischung A/B

Mischung C

O =HOTSPOT
o =Ipratropiumbromid
o =laktose 5pm

Abb.7-28 Schematische Darstellung der ,HOT-SPOTS” — provozierte Belegung aktiver Bindungs-
platze durch unterschiedliche Mischreihenfolgen (Zusammenfassung der Ergebnisse)



7.4.2 Funktionen des Tragermaterials

Ublicherweise wird den Formulierungen von inhalativen Pulvermischungen eine Tré-
gerkomponente zugesetzt, um so die FlieBfahigkeit sowie die Dosiergenauigkeit zu
verbessern. Der Trager hat dabei die Aufgabe, vorliegende Mikronisatagglomerate zu
~knacken”, den Wirkstoff ,Huckepack” zu tragen und auf diese Weise die Ausbrin-
gung zu fordern (siehe Kapitel 1.1).

Als Beleg flir diese Theorien wird reines Wirkstoffmikronisat (~ 5,5 mg / Kapsel) in
die beiden Kapseltypen PE und Gelatine abgefiillt und bezogen auf die Verteilung des
aerodynamischen Feinanteils bewertet. Die erhaltenen Resultate werden mit den Er-
gebnissen der Wirkstoff-Trager-Mischungen aus Kapitel 6.2 verglichen. Da sehr un-
terschiedliche Wirkstoffanteile (5,5 mg bzw. 40 ug) vorliegen, missen die Resultate
der einzelnen Kaskadenstufen erst in einen prozentualen Wirkstoffgehalt (bezogen
auf den Gesamtgehalt) umgerechnet werden. Erst dann ist ein direkter Vergleich der
Ergebnisse mdglich.

Die Beobachtungen werden exemplarisch fiir die Formulierungen mit 200M Laktose
dargestellt und lassen sich vollstéandig auf die Ergebnisse der entsprechenden Formu-
lierungen mit 325M Laktose Ubertragen.

PE-Kapseln

In Abb.7-29 ist fir das reine Mikronisat ein extrem gesteigerter Praseparatoranteil
(~35%) zu erkennen, der bedingt durch die eingesetzte PartikelgréBe (~ 5um) eher
ungewohnlich ist. Die Resultate der Mischungen dagegen weisen einen deutlich ge-
ringen Wirkstoffanteil im Praseparator auf (~ 17%).

Diese Vorabscheidung bestimmt wesentlich die Wirkstoff-Verteilung im Kaskadenim-
paktor. So gelangen nur 40% des reinen Mikronisats in den ACI und verteilen sich
auf den Prallplatten. Deutlich weniger als bei den Formulierungen mit Tragermaterial.
Hier erreichen 60% des Wirkstoffs den ACI und werden verteilt (siehe Abb.7-29).
Bereits diese ersten Beobachtungen weisen darauf hin, dass der Trager in der Lage
ist, die kohasiven Wirkstoffagglomerate zu zerschlagen und eine bessere Verteilung
der Wirkstoff-Partikel zu erreichen.

Noch deutlicher werden die Unterschiede zwischen Mikronisat und Pulvermischung,
wenn man die prozentuale Verteilung im Kaskadenimpaktor bezogen auf den jeweili-
gen Gesamtfeinanteil (Summe PPO - Filter) betrachtet (siehe Abb.7-29).

Der vorhandene Feinstanteil auf den PP5 — Filter ist beim reinen Wirkstoff-Mikronisat
deutlich starker ausgepragt als bei den Mischungen. Dies gilt auch fir die ,groben”
Partikel auf PPO. Dagegen zeigt sich auf den PP1 — PP3 ein gegenteiliges Bild. Hier
gelangt durch die Trager-Wirkstoff-Mischung prozentual gesehen mehr Wirkstoff auf
die Prallplatten als bei der reinen Mikronisat-Formulierung. Mdéglicherweise fihrt in
diesem Fall die partikelgréBenabhdangige Auspragung der Adhdsionskrafte (siehe Ka-
pitel 7.2) zu einer Verschiebung der Wirkstoffverteilung. So liegen im reinen Mikroni-
sat bedingt durch die starken Kohdasionskrafte hauptsachlich Wirkstoff-Agglomerate
vor. Diese Formationen aus mehreren Wirkstoffteilchen sind gerade groB genug, um
die Kapsel zu verlassen (Fabissend > Fadhasion) Und zu groB, um sich im ACI zu verteilen.



Die Agglomerate schlagen sich bereits im Praseparator nieder. Neben den Agglome-
raten werden auf der ,harten” und ,unflexiblen” PE-Oberflache auch die ,freien” Ein-
zelpartikel nur schwach gebunden und somit ebenfalls ausgebracht. Dieser Feinstan-
teil ist klein genug, um sich im unteren Drittel (PP5 — Filter) des ACI niederzuschla-
gen (siehe Abb.7-29).

Mit dem Zusatz der Tragerlaktose andert sich die Verteilung im Kaskadenimpaktor
(siehe Abb.7-29). Wahrend sich bei der Basisformulierung (ohne Feinanteil) der Wirk-
stoff stark an den ,groben” Tragerteilchen bindet und zusammen mit dem Carrier im
Praseparator abgeschieden wird, andert sich die Verteilung durch den Zusatz von
mikronisierter Laktose. Hier werden die Wirkstoffanteile im Vorabscheider deutlich
reduziert, da der vorhandene Mikronisat-Schutzfilm die Abtrennung der ,runden”
Wirkstoffteilchen merklich erleichtert (siehe Kapitel 7.4.1). Bedingt durch die Abhan-
gigkeit von Bindungsbestreben und PartikelgréBe bleibt bevorzugt der Feinstanteil
(Fadhasion > Fabissend) @uf dem groben Trager haften, wahrend sich groBere Teilchen
ablésen und im ACI verteilen (siehe Kapitel 7.2).
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Abb.7-29 prozentuale Ipratropiumbromid-Verteilung aus PE-Kapseln bezogen auf A) Gesamt-
wirkstoffmenge und B) Gesamtfeinanteil (MW % SD; n=4 Kollektive pro Formulierung)



Ein weiterer Aspekt ist die Anbindung der Wirkstoff-Partikel an mikronisierte Laktose-
partikel (,,Multiplets”). Die im Kaskadenimpaktor vorliegenden laminaren Strémungen
(siehe Kapitel 3.1.2) sind nicht ausreichend, um vorhandene ,Multiplets” aus Laktose
und Wirkstoff zu zerstdren. Daher schlagen sich die Agglomerate bevorzugt im obe-
ren/mittleren Bereich (PP1 — PP3) des ACI nieder (siehe Kapitel 7.4.4). Es kommt zu
einer deutlichen Verschiebung der PartikelgréBenverteilung in den gréberen Bereich.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (siehe Abb.7-30) einer Pulvermischung
machen dies sichtbar. Ipratropiumbromid (helle Partikel) ist sowohl auf dem ,,groben”
Carrier als auch in Agglomeraten mit ,feinen” Laktosepartikeln nachweisbar. Ein Hin-
weis darauf, dass sowohl der ,grobe” Carrier als auch das ,feine” Additiv an der Ver-
teilung des Wirkstoffs im Kaskadenimpaktor beteiligt sind.
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Abb.7-30 REM-Aufnahmen (Mit BSE-Detektor) und die jeweiligen EDX-Spektren der 325A_2,5%
Mischung - Identifizierung der Wirkstoffpartikel sowie Darstellung von ,Multiplets” und
Wirkstoff-Carrier-Kkomplexen

Gelatine-Kapseln

Die Betrachtung der Ergebnisse im adhdsiven Kapselmaterial ergibt die gleichen
Trends bezogen auf die Verteilung im ACI wie bereits fiir die PE-Kapseln definiert.
Auch hier findet durch den Trager eine Verschiebung der ,theoretischen” Partikelgro-
Be in den grdberen Bereich statt. Gleiches gilt fiir die Verteilung der Wirkstoffpartikel
im Praseparator. Erneut werden innerhalb der Trager-Wirkstoff-Mischungen die Wirk-
stoffanteile im Praseparator deutlich reduziert, was auf eine Desagglomerierung der
Wirkstoffagglomerate durch den Trager und eine bessere Verteilung im Kaskadenim-
paktor zurtckzuflihren ist (siehe Abb.7-31).



Einziger Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden Kapselmaterialien ist die
Kapselretention. Die Anreicherung des Feinstanteils in der Kapsel wird durch die Ge-
latine-Kapseln noch deutlicher abgebildet (siehe auch Kapitel 7.3).

Da in der Formulierung aus reinem Mikronisat die Wirkstoffagglomerate groB genug
sind, Uberwinden die herrschenden Scherkrafte (Fabisend) die Adhdsionskrafte der
annahernd ,runden” Teilchen und die Partikel werden ausgebracht.

Nur die ,feinsten” Wirkstoffpartikel bleiben aufgrund der extrem starken Adhdasions-
krafte (siehe Kapitel 7.2) auf der ,,weichen” Gelatine-Oberflache zurtick.

Bedingt durch den Trager kommt es zu einer Zerstérung der Agglomerate, wodurch
die Zahl der ,freien” Wirkstoffpartikel ansteigt. Innerhalb einer Trager-Wirkstoff-
Mischung liegt also mehr ,Feinstanteil” vor, welcher auf der Kapseloberflache zu-
rtickbleibt und somit zu einem deutlich erhéhten Kapselrest fihrt (siehe Abb.7-31).
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Abb.7-31 prozentuale Ipratropiumbromid-Verteilung aus Gelatine-Kapseln bezogen auf A) Ge-
samtwirkstoffmenge und B) Gesamtfeinanteil (MW % SD; n=4 Kollektive pro Formulie-
rung)




Damit fallen dem Laktosefeinanteil innerhalb der Partikel-Partikel-Wechselwirkung
verschiedene Funktionen zu. Neben der Ausbildung eines Schutzfilms um die Trager-
partikel (siehe 7.4.1) flihrt er zur Bildung von ,Multiplets” und tragt somit zweifach
deutlich auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils bei (siehe Abb.7-32).
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Abb.7-32 Schematische Darstellung der Tragerfunktion (Zusammenfassung der Ergebnisse)

7.4.3 Korrelation der ausgebrachten Dosis Ipratropiumbromid - Laktose

Tragt man die jeweilige ausgebrachte Dosis von Ipratropiumbromid gegen die ent-
sprechenden Resultate von Laktose auf, lassen sich die erhalten Grafiken auf unter-
schiedliche Weise betrachten und bewerten (siehe Abb.7-33).
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Abb.7-33 Korrelation der ausgebrachten Dosis Ipratropiumbromid - Laktose in Abhangigkeit von
Tragermaterial und Kapselart (n= 40 EW; MW % SD)

Betrachtet man die vier mdglichen Kombinationen aus Tragerlaktose und Kapselma-
terial (z.B. Gelatine & 200M Laktose) getrennt, lasst zwischen entsprechenden Resul-
taten dieser Gruppen keine Korrelation erkennen. Die beiden Ergebnisse sind also
innerhalb der jeweiligen Kombination nicht voneinander abhangig.



Im Vergleich der vier Kombinationen untereinander zeigt sich dagegen eine Korrela-
tion (z.B. Gelatine & 200M Laktose und PE & 200M Laktose). So steigt die ausge-
brachte Dosis in Abhdngigkeit von dem eingesetzten Kapselmaterials und der ver-
wendeten Tragerlaktose an. Dies bestatigt die bereits durch die ANOVA belegte The-
se, dass sowohl das Kapselmaterial als auch die Tragerlaktose zu den Haupteinfluss-
faktoren auf die ausgebrachte Dosis zahlen.

7.4.4 Korrelation des aerodynamischen Feinanteils Ipratropiumbromid -
Laktose

Zur besseren Ubersicht wird die Aufteilung in die drei Gruppen (G1 = PPO — PP1;
G2= PP2 — PP4, G3 = PP5 - Filter) beibehalten. Um eine mdgliche Beziehung zwi-
schen den Ergebnissen abzuleiten, werden die Ipratropiumbromid-Anteile gegen die
entsprechenden Resultate der Laktose-Bestimmung aufgetragen (eingesetzte Formu-
lierungen siehe Kapitel 5.3). Auch hier sind, wie bereits bei der ausgebrachten Dosis
beschrieben, zwei Betrachtungsweisen maoglich.

Gruppe 1 (PPO — PP1)

Die separate Betrachtung der vier Kombinationen aus Tragerlaktose und Kapselmate-
rial (z.B. Gelatine & 200M Laktose) ergibt fiir jede Kombination eine Korrelation zwi-
schen dem Tragerfeinanteil und dem entsprechenden Ipratropiumbromid-Feinanteil
(siehe Abb.7-34). Diese Abhangigkeit ist fur die Kombinationen mit Gelatine-Kapseln
starker signifikant als fiir die entsprechenden Kombinationen mit PE-Kapseln
(RZGeIatine & 325M Laktose = 0,988 und R2? p & 325M Laktose = 0135)-
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Abb.7-34 Korrelation von Ipratropiumbromid und Laktose in Gruppe 1
Vergleich der vier Hauptkombinationen (n= 4 Kollektive; MW % SD)



Da sich allerdings mit steigendem Laktosefeinanteil ein fir die Gruppe 1 deutlicher
und relevanter Anstieg des Ipratropiumbromidgehalts erzielen lasst (Steigung der
Trendline ~ 0,7ug), wird flir alle Kombinationen eine signifikante und relevante Ab-
hangigkeit der Ergebnisse angenommen.

Im direkten Vergleich der vier Kombinationen zeigt sich die bereits in Kapitel 7.4.3
beschriebene Abhangigkeit der Ergebnisse vom eingesetzten Kapselmaterial und der
verwendeten Tragerlaktose. Werden hingegen die vier voneinander unabhdngige
Kombinationen miteinander verglichen, muss bei der Bewertung eine gréBere Varia-
bilitat der Trendline angenommen werden.

Gruppe 2 (PP2 — PP4)

Innerhalb der Gruppe 2 ist fiir alle Kombinationen eine signifikante Abhangigkeit zwi-
schen dem Ipratropiumbromid-Anteil und dem entsprechenden Laktosefeinanteil zu
erkennen (siehe Abb.7-35).

So lasst sich durch den steigenden Laktosefeinanteil die Verteilung von Ipratropi-
umbromid auf den entsprechenden Prallplatten im Mittel um etwa 2,5 ug steigern.
Eine Steigerung, die wesentlich zur Optimierung des inhalierbaren Wirkstoffanteils
(Gruppen 2+3) beitragt.

Bezogen auf den Vergleich der vier Kombinationen untereinander, gelten die gleichen
Aussagen wie sie flir Gruppe 1 definiert wurden.
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Abb.7-35 Korrelation von Ipratropiumbromid und Laktose in Gruppe 2
Vergleich der vier Hauptkombinationen (n= 4 Kollektive; MW % SD)

Gruppe 3 (PP5 — Filter)

Aufgrund der Datenlage (extreme Streuung und negative Steigung der Trendline) ist
fur die Verteilung auf den PP5 — Filter keine Aussage Uiber eine Korrelation der Mess-

ergebnisse maglich.



8 Diskussion

Es lassen sich verschiedene Haupteinflussfaktoren und kombinierte Wechselwirkun-
gen definieren, die sowohl einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Hohe der
ausgebrachten Dosis als auch auf die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils
von Ipratropiumbromid haben. Einige dieser Einflussfaktoren, wie die Qualitat des
Tragermaterials und der Einfluss einer ternaren Komponente, sind bereits in der Lite-
ratur zu finden. Andere interessante Aspekte wurden erst im Rahmen der Arbeit ge-
funden — beispielsweise der Einfluss des Kapselmaterials.

Die Betrachtung der verschiedenen Kapselmaterialien ergibt, dass sich mit ,inerten”
PE-Kapseln eine viel héhere Ausbringung erzielen lasst, als mit ,klebrigen” (adhasi-
ven) Gelatine-Kapseln. Ein Effekt der sich folglich auch auf die Verteilung des aero-
dynamischen Feinanteils von Ipratropiumbromid auswirkt: je mehr Wirkstoff ausge-
bracht wird, desto mehr kann sich auch im Kaskadenimpaktor verteilen.

Als Hauptgriinde flir diesen, als statistisch signifikant ausgewiesen Einflussfaktor las-
sen sich die unterschiedlichen Oberflachenstrukturen bzw. Materialeigenschaften der
beiden verwendeten Kapselarten anfiihren (siehe Abb.4-3). REM-Aufnahmen ermég-
lichen die Differenzierung der verschiedenen Kapseloberflachen in ,harte” und ,wei-
che” Strukturen. Dabei zeichnen sich die ,harten” Oberflachen durch ein geringes
Haftbestreben aus, wahrend die ,weichen” Strukturen mit einer Vielzahl an Kontakt-
stellen ein eher ausgepragtes Haftbestreben besitzen. Letztere reduzieren die Hohe
der Ausbringung, da nachweislich mehr Material auf dieser durch Krater und Tropf-
chen unebenen Oberflache zuriickbleibt, wahrend auf der eher ebenen PE-Oberflache
deutlich weniger Material zurlickbleibt (siehe Kapitel 7.1 und Abb.7-18).

Da die Auspragung der Bindungskrafte auch von dem eingesetzten Wirkstoff abhan-
gig ist, sind die hier vorliegenden Ergebnisse spezifisch flir den verwendeten Wirk-
stoff Ipratropiumbromid. Um eine Aussage zur Allgemeingiiltigkeit dieser Einflussgro-
Be zu machen, muss in weiteren Versuchen das Bindungsverhdltnis zwischen ver-
schiedenen Wirkstoffen und den beiden Kapselmaterialien ermittelt und mit der aus-
gebrachten Dosis bzw. der Verteilung im Kaskadenimpaktor in Beziehung gesetzt
werden. Eine interessante Fragestellung, die beispielsweise mit Rasterkraftmikrosko-
pie oder anderen adaquaten Methoden betrachtetet werden kann.

Ein bereits aus der Literatur bekannter und in der vorliegenden Arbeit bestatigter
Haupteinflussfaktor auf die Eigenschaften einer inhalativen Pulvermischung ist die
Qualitat des eingesetzten 7rdgermaterials. Viele Arbeiten beschaftigen sich mit dem
Einfluss der Oberflachenbeschaffenheit bzw. der PartikelgroBenverteilung des Tra-
germaterials auf die vorliegenden Bindungsverhaltnisse und der damit verknlpften
Auswirkung auf die aerodynamischen Eigenschaften von Salbutamolsulfat [6-15].
Auch die Arbeit von Podzeck [33], die sich mit dem Bindungsverhalten von Salmete-
rol Xinafoate an Tragerpartikel mit unterschiedlicher PartikelgroBenverteilung be-
schaftigt, wird mit den innerhalb der Arbeit erzielten Ergebnissen bestatigt.



Es wird fir den Wirkstoff Ipratropiumbromid nachgewiesen, dass die Ausbringung
mit ,feiner” 200M Laktose und damit ebenso die Verteilung im ACI deutlicher gestei-
gert wird, als dies unter Verwendung von ,grober” 325M Laktose mdglich ist (siehe
Kapitel 6.1 und 6.2).

Diese Differenzierung zwischen den verschiedenen Tragerqualitaten ist primar auf die
vorliegenden Unterschiede in Struktur, Form und Gr6Be der Partikel zurlickzufiihren,
was einen entscheidenden Einfluss auf die herrschenden Bindungskrafte und damit
auf das AusmaB der Wechselwirkungen hat (siehe Kapitel 7.2).

So sind bei ,runden” Teilchen (200M Laktose) die vorliegenden Adhasions- und Rei-
bungskrafte wesentlich geringer als bei ,keilférmigen” Partikeln (325M Laktose). Das
erklart, warum unabhangig vom Kapselmaterial die Formulierungen mit 200M Lakto-
se im Vergleich zu den Formulierungen mit 325M Laktose immer hoéhere Ausbrin-
gungs-Ergebnisse liefern (siehe Kapitel 6.1). Fir die anndhrend ,runden” Partikel
wird eine Abhangigkeit [104] zwischen GréBe und Stdrke der Adhasionskrafte defi-
niert (r2 ~ Fagnasion), die auf ,keilformige” Partikel nicht Gibertragbar ist.

Weiterhin gilt, dass die partikelformabhangigen Effekte stark von der Oberflachen-
struktur des entsprechenden Kapselmaterials beeinflusst werden (siehe Kapitel 7.1).
Je nachdem ob die Partikel mit einer ,harten” oder ,weichen” Oberflache in Kontakt
treten, wird die Starke der Adhasions- und Reibungskrafte modifiziert. Folglich sind
die Unterschiede zwischen den Tragerlaktosen in ,inerten” PE-Kapseln langst nicht so
stark ausgepragt wie bei den entsprechenden Formulierungen in adhasiven Gelatine-
Kapseln (siehe Kapitel 7.4.3).

Diese Ergebnisse zeigen die komplexen Strukturen innerhalb einer pulverférmigen
Inhalationszubereitung auf und tragen wesentlich dazu bei, die in der Literatur vor-
handen Thesen um einen weiteren Aspekt zu erweitern: Es wird deutlich, dass es
schwierig ist klar zwischen einem ,reinen” Effekt der einzelnen Komponenten und
einem kombinierten Effekt zu unterscheiden.

Ein ebenfalls aus der Literatur schon bekannter Einflussfaktor auf die aerodynami-
schen Eigenschaften von inhalativen Pulvermischungen ist der Zusatz einer terndren
Komponente — meist mikronisierte Laktose — zu einer bestehenden bindren Trager-
Wirkstoff Mischung. Die dazu vorliegenden Arbeiten [1;12;16;25-28;30-33] vertreten
die Theorie, dass die zugefligte terndre Komponente die aktiven Bindungsplatze der
groben Laktose — so genannte ,HOT-SPOTS” - belegt und mit einem Schutzfilm Uber-
zieht. Dabei lagern sich die feinen Partikel in den Kavitdten des Tragers ab und bele-
gen durch Autoadhasion die Stellen mit héherer Adhdsionskraft, was die Bindungs-
verhaltnisse zwischen Trager und Wirkstoff verandert und die Wirkstoff-Verteilung
steigert. Diese Modifikation der Bindungsverhaltnisse ist je nach Additivzusatz unter-
schiedlich stark ausgepragt und unterliegt einer Sattigung, was sich durch gezielte
Variation der Mischreihenfolge bei sonst identischer Zusammensetzung, sowie im
direkten Vergleich mit binaren Mischungen deutlich zeigen lasst.

Der Einfluss der Mischreihenfolge auf die Absattigung der ,,HOT-SPOTS” und damit
auf die Verteilung des Feinanteils ist bereits fiir Salbutamolsulfat aus der Literatur
bekannt [1;21-27] und kann auch flr die Formulierungen mit Ipratropiumbromid
bestatigt werden. Stellt man eine Vormischung aus ,grober” und ,feiner” Laktose her
und arbeitet den Wirkstoff nachtraglich ein (Mischung B) wird die Verteilung im ACI
im Vergleich zu einer bindren Mischung aus grober Laktose und Wirkstoff merklich
gesteigert.




Wird - wie bei Mischvariante C - die mikronisierte Laktose erst nachtraglich zugefligt,
wird die Bindung des Wirkstoffs an die starken Bindungsplatze geférdert. Der vor-
handene Laktose-Feinanteil kann keinen ausreichenden Schutzfilm ausbilden, um den
Wirkstoff zu verdrangen. Auch dies spiegelt sich sehr deutlich in den Ergebnissen
wieder. Die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils entspricht annahrend den
Werten einer binaren Mischung. Es ist kein ,Umhillungs-Effekt” nachzuweisen. Diese
Beobachtung lasst die Allgemeingtiltigkeit des Coating-Effekts vermuten.

Die Theorie der Sattigung dagegen ist ein Ergebnis der vorliegenden Arbeit und leitet
sich aus den signifikanten Unterschieden der beiden Tragermaterialien ab. In Kombi-
nation mit der ,feinen” 200M Laktose stellt sich ein Maximum an Wirkstoff-Verteilung
ein, die auch durch weiteren Additiv-Zusatz nicht mehr gesteigert werden kann (kei-
ne Differenzierungen zwischen den Ergebnissen mit 2,5 % und 5% Feinanteil még-
lich). In Kombination mit der ,groben” 325M Laktose dagegen, ist ein ausgepragter
Umhdallungs-Effekt der ternaren Komponente sichtbar. Es kann deutlich zwischen den
beiden terndaren Mischungen mit 2,5% und 5% Additiv differenziert werden (siehe
Kapitel 6.2). Das diese Effekte des Feinanteils im ,inerten” Kapselmaterial starker
ausgepragt sind als in den ,klebrigen” Gelatine-Kapseln zeigt erneut, wie durch die
komplexe Zusammensetzung des inhalativen Systems die Effekte der einzelnen Kom-
ponenten von anderen EinflussgréBen liberdeckt und abgeschwacht werden.

Neben dem bereits beschriebenen ,,Schutzfilm” wird in der Literatur auch die Bildung
von so genannten ,Multiplets” diskutiert [16,32-33], welche ebenfalls die Verteilung
des aerodynamischen Feinanteils fordern. Ein direkter Vergleich der aerodynami-
schen Eigenschaften von ternaren Mischungen und reinem Ipratropiumbromid Mikro-
nisat, sowie die Korrelation der Laktose-Verteilung und der Ipratropiumbromid-
Verteilung im Kaskadenimpaktor verdeutlichen dies (siehe Kapitel 7.4). So werden
durch die ,groben” Tragerpartikel vorliegende Wirkstoffagglomerate zerstért, was
eine gesteigerte Wirkstoffverteilung im ACI zur Folge hat. Dabei bleiben die ,feins-
ten” Teilchen entweder bevorzugt am Carrier haften oder verandern durch , Multiplet-
Bildung” ihre scheinbare GroBe, wodurch sich die Verteilung des Wirkstoffs in den
oberen / mittleren Bereich des ACI verschiebt. Auch das Vorliegen einer positiven
Korrelation zwischen Laktose-Feinanteil und dem entsprechenden Ipratropiumbro-
mid-Feinanteil zeigt, dass die Steigerung der inhalierbaren Wirkstoffanteile nachweis-
lich von zwei Effekten der mikronisierten Laktose beeinflusst wird: Belegung der
HOT-SPOTS (,,Schutzfilm”) und Ausbildung von ,Multiplets”. Ware das zugefiigte Ad-
ditiv einzig an der Ausbildung eines Schutzfilms beteiligt, wiirde der Laktose-
Feinanteil gebunden an den Carrier im Praseparator zurlickbleiben und sich nicht zu-
sammen mit dem Wirkstoff im Kaskadenimpaktor verteilen. Mit REM-Aufnahmen las-
sen sich diese beiden Phdanomene anschaulich darstellen (siehe Abb.7-30).

Ein weiterer Hinweis auf die komplexen Strukturen innerhalb des inhalativen Systems
ist die Beobachtung eines kapselmaterialabhédngigen Effekts des Feinanteils auf die
Hbhe der ausgebrachten Dosis, der als , Auspudereffekt” bezeichnet und der Literatur
nicht erwahnt wird. Dieser Effekt tritt nur auf ,weichen” Oberflachen in Kombination
mit ,runden” Tragerteilchen auf und flhrt dazu, dass ein Anhaften der ,groben” Tra-
gerpartikel unterbunden damit die Ausbringung verstarkt wird. Es ist also mit adhasi-
ven Gelatine-Kapseln ein Anstieg der ausgebrachten Dosis durch steigenden Additiv-
zusatz zu erkennen.



Dieses Zusammenspiel von Partikelform und Kapseloberflache erklart den kapselma-
terialabhdangigen Effekt des Feinanteils und lasst sich eindeutig definieren: Mit der
~weichen” Gelatine-Kapsel bei annahrend ,runden und feinen” Tragerteilchen ergibt
sich eine Steigerung der ausgebrachten Dosis. In diesem Fall ist die Ausbildung eines
»Stabilen” Schutzfilms durch den Feinanteil gegeben und die Ausbringung von ,gro-
ber” Laktose und Wirkstoff wird gefdrdert (siehe Abb.7-15). Bei ,groben und keilf6r-
migen” Partikeln fehlt diese positive Korrelation (siehe Kapitel 6.1). Hier reichen zum
einen die ,feinen” Bestandteile nicht aus, um einen stabilen ,Schutzfilm” zu erzielen.
Zum anderen sind die Haftkrafte der ,groben” Partikel durch eine vergrdBerte Kon-
taktflache gesteigert (siehe Kapitel 7.2), was ein Abldsen der Tragerpartikel von der
Oberflache erschwert. Diese Thesen werden durch die Bestimmung der Partikelgro-
Benverteilung des Kapselrestes bestdtigt und durch lichtmikroskopische Aufnahmen
der Kapselinnenseiten anschaulich dargestellt (siehe Kapitel 7.3; Abb.7-15 / 7.18).

Die mechanische Belastung eines inhalativen Systems zeigt einen weiteren kapselma-
terialabhangigen Effekt, der die EinflussgréBe des Kapselmaterials belegt. Lasst man
die elektrostatische Aufladung der PE-Kapseln und den damit verbunden Anstieg des
Kapselrestes auBer Acht — ein Effekt der durch das lange Rotieren der nichtleitenden
Kunststoff-Kapsel im HandiHaler® auftritt - ist kein erkennbarer Einfluss zu verzeich-
nen. Erst mit den ,klebrigen” Gelatine-Kapseln ergeben sich ein ausgepragter Rick-
gang des inhalierbaren Anteils und ein deutlicher Anstieg des Kapselrests, wodurch
alle Effekte durch andere Einflussfaktoren wie Tragermaterial und zugesetzter Fein-
anteil Uberdeckt werden.

Wie die vorliegende Arbeit beweist, mlissen die pulverférmigen Inhalationszuberei-
tungen als komplexes System aus mehreren Komponenten betrachtet werden, die
sowohl unabhdngig voneinander als auch in Kombination einen entscheidenden Ein-
fluss auf die aerodynamischen Eigenschaften der Pulvermischung haben. Am offen-
sichtlichsten wird diese Zusammenspiel der verschiedenen Einflussfaktoren in der
Kombination ,grobe” Tragerlaktose und ,klebriges” Kapselmaterial. Hier kommen
weder der in der PE-Kapsel deutlich zu sehende ,Coating-Effekt” noch der flir Gelati-
ne-Kapseln beschriebene ,,Auspudereffekt” eindeutig zur Geltung.

Zusammengefasst lassen sich die in der Literatur aufgestellten Thesen bezliglich der
Einflussfaktoren Tragermaterial und zugesetzter Feinanteil, welche fiir die Wirkstoffe
Salbutamolsulfat und Salmeterol definiert wurden auch fir den Wirkstoff Ipratropi-
umbromid festhalten und anschaulich belegen. Damit ist eine Allgemeingiltigkeit der
Aussagen beziiglich HOT-SPOTS und Multiplets wahrscheinlich.

Dagegen sind sowohl der Einfluss des Kapselmaterials als auch das komplexe Zu-
sammenspiel aller Faktoren kaum in der Literatur beschrieben, womit die Arbeitser-
gebnisse primar wirkstoffbezogen sind und der Nachweis einer Allgemeinglltigkeit
noch zu erbringen ist.




9 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit relevanten Einflussfaktoren auf die aero-
dynamischen Eigenschaften von Pulvermischungen, sowie mit einer detaillierten Cha-
rakterisierung dieser Faktoren.

Um eine direkte Beziehung zwischen den Pulverkomponenten einer inhalativen For-
mulierung abzuleiten, werden geeignete analytische Verfahren entwickelt und vali-
diert, die es erstmals ermdglichen aus einer Probenaufarbeitung sowohl den Wirk-
stoff als auch das Tragermaterial quantitativ zu erfassen. Dies tragt entscheidend
zum besseren Verstandnis der vorliegenden Wechselwirkungen innerhalb des inhala-
tiven Systems bei.

Die Analyse der Einflussfaktoren Kapselmaterial, Trdgerlaktose, Feinanteil, Mischrei-
henfolge und mechanische Belastung ergibt verschiedene Haupteinflussfaktoren und
kombinierte Wechselwirkungen, die einen deutlichen Effekt auf die aerodynamischen
Eigenschaften ausliben (siehe Abb.9-1). Zur Charakterisierung dieser Eigenschaften
dienen die arzneibuchiblichen Verfahren, bezogen auf die Hohe der ausgebrachten
Dosis und die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils. Die ermittelten Resultate
werden mittels Varianzanalyse auf statistische Signifikanz getestet.

Sowohl das Kapselmaterial als auch die 7rdgerlaktose konnten als primare Einfluss-
faktoren auf die Héhe der Ausbringung identifiziert werden. Ein Effekt, der sich ein-
deutig und statistisch signifikant auf die Héhe der Verteilung im ACI auswirkt: So las-
sen sich mit ,inerten” PE-Kapseln deutlich h6here Ausbringungs-Resultate erzielen als
mit ,adhasiven” Gelatine-Kapseln, wahrend ,feines” Tragermaterial die Ausbringung
starker fordert, als dies mit ,grobem"™ Tragermaterial mdglich ist.

Der zu einer bindren Mischung zusatzlich zugeflgte Feinanteil an Tragermaterial
(terndre Mischung) wirkt sich verschiedenartig auf die aerodynamischen Eigenschaf-
ten aus und stellt damit ebenfalls eine relevante und nicht zu vernachlassigende Ein-
flussgréBe dar. Neben einem ausgepragten kapselmaterialabhdngigen Effekt auf die
Hbéhe der ausgebrachten Dosis liegt im Vergleich zur bindaren Mischung zusatzlich ei-
ne erhebliche Steigerung in der Verteilung des aerodynamischen Feinanteils vor, die,
je nach Additivzusatz unterschiedlich stark ausgepragt ist. Dieser ,Umhiillungs-
Effekt” unterliegt, wie in der Arbeit gezeigt wurde, einer Sattigung und zeigt sich un-
abhangig vom verwendeten Kapselmaterial.

Weiterhin kann in Abhangigkeit des zugesetzten Feinanteils an Trdagermaterial ein
deutlicher Einfluss der Mischreihenfolge auf die Verteilung des aerodynamischen
Feinanteils aufgezeigt werden.

Als stark kapselmaterialabhangige EinflussgréBe erweist sich die mechanische Belas-
tung. Sieht man von einem stark zunehmenden Kapselrest durch elektrostatische
Aufladung des Kapselmaterials ab, ist in PE-Kapseln kein erkennbarer Einfluss zu ver-
zeichnen. Allein mit Gelatine-Kapseln ergibt sich ein ausgepragter, von der Belas-
tungsdauer unabhangiger, Riickgang des inhalierbaren Anteils.
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Abb.9-1  Einflussfaktoren auf die aerodynamischen Eigenschaften von Pulvermischungen
(charakterisiert nach ausgebrachter Dosis und Verteilung des aerodynamischen Fein-
anteils) — Ergebnistibersicht fiir Ipratropiumbromid und Laktose

Durch die direkte Korrelation der Ausgebrachten Dosis von Laktose und Ipratropi-
umbromid zeigt sich in Abhdngigkeit vom Kapselmaterial und der Trdgeriaktose ein
parallel verlaufender Anstieg der Ergebnisse. Diese Beobachtung wird im direkten
Vergleich der inhalierbaren Feinanteile bestatigt. Weiterhin wird eine positive Korrela-
tion der Resultate mit zunehmendem Anteil feiner Laktose ersichtlich. So ist mit dem
Anstieg des inhalierbaren Laktoseanteils auch eine statistisch signifikante Steigerung
der inhalierbaren Wirkstoffanteile erkennbar.

Die anschlieBende Evaluierung und Quantifizierung der Faktoren basiert auf einer
ausfuihrlichen Betrachtung der Partikelmorphologie sowie der Oberflachenstruktur
von Kapseln. Die hier vorliegenden Unterschiede bezliglich Struktur, Form und GréBe
haben einen entscheidenden Einfluss auf die herrschenden Bindungskrafte und be-
einflussen Starke und AusmaB der Wechselwirkungen.

REM-Aufnahmen ermdglichen eine Unterscheidung der Kapseloberflachen in ,harte
und ,weiche” Strukturen. Dabei zeichnen sich die ,harten” Oberflachen durch ein
geringes Haftbestreben aus, wahrend die ,weichen” Strukturen ein eher ausgeprag-
tes Haftbestreben besitzen.

Fir die Partikel wird eine Abhangigkeit zwischen GréBe und Starke der Adhasions-
krafte definiert (r2 ~ Faghasion). Eine Regel, die nur flir annahernd ,runde” Teilchen gilt
und auf ,keilférmige” Partikel nicht Gbertragbar ist.

n

Zusétzlich zu diesen theoretischen Uberlegungen wird mit dem Verfahren der Raster-
kraftmikroskopie im Rahmen der Arbeit neben einer genauen Charakterisierung auch
eine Quantifizierung der Krafte erzielt und ein direkter Kraftevergleich zwischen den
Komponenten mdglich.




Partikel - Partikel - Wechselwirkungen

Zu den interpartikuldaren Wechselwirkungen gehdrt die Tragerfunktion der ,groben”
Laktose, um auf diese Weise sowohl die Wirkstoffausbringung wie auch die Vertei-
lung im Kaskadenimpaktor zu fordern. Ein direkter Vergleich der aerodynamischen
Eigenschaften von terndaren Mischungen und reinem Mikronisat verdeutlicht dies. So
werden durch die Tragerpartikel vorliegende Wirkstoffagglomerate zerstért, was eine
gesteigerte Wirkstoffverteilung im ACI zur Folge hat. Da allerdings die ,feinsten”
Teilchen bevorzugt am Carrier haften und sich durch ,Multiplet-Bildung” die schein-
bare GrdBe der ,freien” Wirkstoffpartikel vergroBert, verlagert sich die Partikelgro-
Benverteilung des Wirkstoffs in den oberen / mittleren Bereich des ACI.

Auch der ,Umhiillungs-Effekt” des Feinanteils beruht auf einer Partikel-Partikel-
Wechselwirkung. Wie sich durch gezielte Variation der Mischreihenfolge bei sonst
identischer Zusammensetzung, sowie im direkten Vergleich mit bindren Mischungen
deutlich zeigt, wird durch den Additivzusatz die Wirkstoffverteilung wesentlich ge-
steigert. Dem Feinanteil kommt hierbei die primare Aufgabe zu, einen Schutzfilm um
die groben Tragerpartikel zu bilden, wodurch sich die Bindungsverhaltnisse zwischen
Trager und Wirkstoff verandern. Diese Modifikation ist je nach Additivzusatz unter-
schiedlich stark ausgepragt und unterliegt einer Sattigung. Zusatzlich zum beschrie-
benen ,,Schutzfilm”bildet der Feinanteil mit den Wirkstoffpartikeln so genannte , Mu/-
tiplets’, die ebenfalls die Verteilung des aerodynamischen Feinanteils férdern. Beide
Phanomene lassen sich mit REM-Aufnahmen anschaulich darstellen und bekraftigen
die in der Arbeit aufgestellten Korrelationen.

Partikel - Kapsel - Wechselwirkungen

Bei diesen Wechselwirkungen kombinieren sich die Oberflacheneffekte der Kapseln
mit der partikelgréBenabhangigen Ausbildung von Adhdsionskraften. Dies flihrt in der
ausgebrachten Pulvermischung zu einem unterschiedlich stark ausgepragten Minder-
gehalt an Wirkstoff (,Abreicherung”). Je nach verwendetem Kapselmaterial bleiben
die feinsten ,runden” Wirkstoffpartikel bevorzugt auf der Kapseloberflache haften.
Neben dieser Wirkstoff-Kapsel-Wechselwirkung liegt weiterhin eine Trager-Kapsel-
Wechselwirkung vor, die entscheidend an den Ergebnissen der ausgebrachten Dosis
beteiligt ist. So ist durch den zusatzlichen Laktose-Feinanteil die Ausbildung eines
Schutzfilms auf der Kapselinnenseite zu beobachten (,Auspudereffekt”). Dieser Effekt
tritt nur auf ,weichen” Oberflachen und in Kombination mit ,runden” Tragerteilchen
auf. Dies flhrt dazu, dass ein Anhaften der groben Tragerpartikel unterbunden damit
die Ausbringung verstarkt wird. Belegt werden diese Thesen, durch die Bestimmung
der PartikelgréBenverteilung des Kapselrestes. Auch das provozierte Anhaften der
Partikel durch mechanische Belastung wird auf diese Weise evaluiert und bestatigt.
Lichtmikroskopische Aufnahmen der Kapselinnenseiten helfen, die Messdaten optisch
darzustellen.

Die durch die Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tragen wesentlich zum besseren Ver-
standnis des komplexen Systems aus Pulvermischung und Kapsel bei. Alle aufgezeig-
ten Methoden zur Charakterisierung von Wechselwirkungen kdnnen kiinftig bereits
im Rahmen der Entwicklung von Inhalationspulvern entscheidend dazu beitragen, die
aerodynamischen Eigenschaften der Systeme besser zu verstehen und zu optimieren.
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