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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Inhalation von Medikamenten stellt eine sehr alte und seit langem bewahrte M ethode zur
Behandlung unterschiedlichster Erkrankungen dar (Rau, 2005). Erste Urspringe der
Inhalation als Therapie gegen Asthma und andere L ungenerkrankungen entstanden vermutlich
schon um 2000 vor Christus im Rahmen der ayurvedischen Medizin in Indien (Anderson,
2005).

Die Inhalation bietet den Vorteil eines direkten Zugangs zu den verschiedenen Regionen der
Lunge und damit die Maoglichkeit einer gezielten intrac und transpulmonaen
Medikamentenapplikation. Ein Nachteil vieler dieser Therapieformen ist jedoch, dass
aufgrund der meist nur kurzen Wirkdauer der Medikamente héaufig Behandlungen mit oft
mehr als 3 - 4 Inhaationen pro Tag nétig sind (Zeng et a., 1995). Ein wichtiges Beispiel
hierfur ist die [loprost-Aerosol applikation bei der |ebensbedrohlichen pulmonalen Hypertonie,
einer Erkrankung der Lungengefdle, die mit 9-12 taglichen Inhalationen des
Prostazyklinanalogons behandelt werden kann (Gessler et al., 2002; 2008; Kleemann et al.,
2007). Die Verwendung von Controlled Release-Formulierungen, wie z.B. Liposomen oder
bioabbaubaren Nanopartikeln, Nanofasern und — réhren, soll die Nachteile einer nur kurzen
Wirkdauer der eingebrachten Medikamente sowie einer unselektiven Wirkung Uberwinden.
Zur Entwicklung und Untersuchung einer Retardformulierung ist es enorm wichtig, dass zum
einen geeignete Modellsubstanzen zur Verkapslung in solche inhalierbaren Carriersysteme
zur Verfigung stehen und dass es zum anderen geeignete Gerdte zur Verneblung dieser
Substanzen gibt, die nicht nur am Menschen, sondern auch an Modellsystemen wie z. B. der
isolierten Kaninchenlunge anwendbar sind. Viele Flussigvernebler sind mit dem Problem
grof3er Aerosolverluste und einer nur geringen tatsichlichen Deposition des Aerosols in der
Lunge behaftet, wahrend die meisten Pulveraerosole zur Auslésung der Verneblung eine
aktive Inspiration mit Flissen von mindestens 60 I/min benétigen. All dies kann bei
experimentellen Untersuchungen mit Verneblung geringer Mengen Testsubstanz in ein ex
vivo-Modell wie der isolierten, perfundierten und ventilierten Kaninchenlunge zu grof3en
Problemen fuhren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, sowohl geeignete Modellsubstanzen fur die Verkapsiung in
Controlled Release-Formulierungen zu finden, as auch geeignete Geréte zur Verneblung
dieser Formulierungen in die isolierte, perfundierte und ventilierte Kaninchenlunge zu

entwickeln
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 DielLungealsOrt fur Medikamentenapplikationen

211 Anatomieder Lunge

Die Atmungsorgane lassen sich funktionell in einen luftleitenden (Nasenhohle, Trachea,
Bronchien und Bronchiolen) und einen gasaustauschenden Anteil (Bronchioli respiratorii und
Alveolen) einteilen (Nickel et al., 1999). Die luftleitenden Atemwege unterteilen sich
wiederum in die oberen Luftwege, bestehend aus Nase, Nasennebenhohlen und Rachenraum
und die unteren Luftwege, die mit dem Kehlkopf beginnen und bis zu den Bronchen reichen
(Rohen und L itjen-Drecoll, 2001). An den Kehlkopf schliefdt sich die Luftréhre (Trachea) an,
die sich an der Bifurcatio tracheae in die beiden kraftigen, kurzen Haupt- oder
Stammbronchen (Bronchi principales) aufteilt. Diese teilen sich nach ihrem Eintritt in die
Lunge wiederum in die Lappenbronchen (Bronchi lobares), die jewells ein Gebiet bellften,
das as Lungenlappen (Lobus pulmonalis) bezeichnet wird. Die Gliederung der Lunge in
Lappen ist je nach Spezies unterschiedlich und entspricht jeweils der Aufzweigung des
Bronchialbaums. Die linke Lunge besteht dabei regelméfdig aus zwei Lungenlappen (Lobus
cranialis und caudalis), wobel der Lobus cranialis bei einigen Spezies (z. B. Fleischfresser,
Schwein und Wiederk&uer) noch einmal in eine Pars cranialis und Pars caudalis unterteilt ist
(Nickel et al., 1999). GrofRere Unterschiede gibt es beim Aufbau der rechten Lunge. Die
rechte Lunge ist beim Menschen dreigeteilt und besteht aus Ober-, Mittel- und Unterlappen
(Rohen und Lutjen-Drecoll, 2001). Auch die Pferdelunge besitzt drel Lappen, den Lobus
cranialis, -caudalis und -accessorius, wahrend die rechten Lungen von Fleischfresser, Schwein
und Wiederkduer dagegen in 4 Lungenlappen, den Lobus cranialis, -medius, -caudalis und -
accessorius unterteilt sind (Nickel et a., 1999). Die Lunge des Kaninchens besteht ebenfalls
aus zwel linken und vier rechten Lungenlappen (Kikkawa et a. 1971). Aus den
L appenbronchen zweigen schliefdlich die Segmentbronchen (Bronchi segmentales) ab, die je
ein in sich abgeschlossenes, kegelformiges Lungensegment belliften. Die einzelnen
Lungensegmente sind gegeneinander durch bindegewebige Septen abgegrenzt und besitzen
jewelils eigene Ventilationsaste und Versorgungsgefalde (Nickel et al. 1999, Parchet et al.
1951). Die Segmentbronchen wiederum teilen sich weiter in so genannte Bronchuli. Nach
mehreren Teilungen der Bronchuli entstehen die Bronchuli respiratorii, die die letzten
luftleitenden Aste des Bronchialbaums (Abb. 1) darstellen und bereits blaschenformige
Ausbuchtungen in ihren Wanden (Alveolen) aufweisen. Nach weiteren ein bis zwel eng
beieinander liegenden Teilungen entstehen letztendlich die Alveolengénge (Ductuli



Literaturtbersicht

alveolares), deren endstdndige Ausbuchtungen die Alveolensdckchen (Sacculi alveolares)
bilden. Hier in den Lungenblaschen (Alveoli pulmonis) erfolgt der Gasaustausch (Nickel et al.
1999). Als Voraussetzung dafir ist jede Alveole von einem engmaschigen Kapillarnetz
umgeben (Abb. 2), das mit den Asten der Arteria pulmonalis und tiber weitlumige Venolen
mit den abfuhrenden Pulmonalvenen in Verbindung steht (Rohen und L ttjen-Drecoll, 2000).

Abb. 1: Ventrale Ansicht des Bronchialbaumes der
linken Halfte ener menschlichen Lunge
(Latexguss). Deutlich zu erkennen ist die
Aufzweigung der Trachea (A) in die
Stammbronchen (B linker Stammbronchus) und
die weiteren Aufzweigungen in Lappen- und
Segmentbronchen bis hin zu den terminalen Asten
des Bronchialbaumes (modifiziert nach Brown et
al., 1997).

Folgt man dem Luftstrom ausgehend von der Trachea tiefer in die Lunge, so nehmen die
Einzeldurchmesser der luftleitenden Wege deutlich ab, wéhrend der Gesamtdurchmesser und
die Oberflache immer gréf3er werden. Durch die Aufteilung des Bronchialsystems in etwa 1
Million terminale Aste (Abb. 1), an denen ca. 300 Millionen Alveolen mit einem jeweiligen
Durchmesser von 75-300 um hangen, entsteht schliefdlich eine Oberflache von etwa 70-100
m? (Rohen und L iitjen-Drecoll, 2001).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Lungenalveolen mit umgebenden elastischen Fasern
und Kapillargeflecht sowie zu- und abfihrenden Blutgeféfien (modifiziert nach Rohen und
L itjen-Drecoll, 2001).

Von der Nasenhohle bis zu den terminalen Bronchen werden die Atemwege von einem mehr-
rethigen Zylinderepithel ausgekleidet, in dem die zilientragenden Zylinderzellen und die
Becherzellen dominieren. Durch die Becherzellen und einige seromukése Drisen unter dem
Epithel wird ein Schleimfilm gebildet, in dem eingeatmete Partikel eingeschlossen und durch
den Zilienschlag der Zylinderzellen mit einer Geschwindigkeit von ca. 1-2 cm/min oralwérts
transportiert werden. Die Wand der Ductuli alveolares wird von einem einschichtigen
kubischen Epithel bedeckt, das im Bereich der Alveolen stark abflacht (Rohen und LUtjen-
Drecoll, 2000). Die Alveolarwand besteht aus meist weniger als 100 nm dinnen
Alveolarepithelzellen, den Pneumozyten-Typ |. Diese Zellen besitzen einen grof3en Durch-
messer von bis zu 70 um und bilden daher, obwohl sie nur ca. 30 % der Gesamtanzahl an
Epihelzellen ausmachen, 93-97 % der Oberflache des Alveolarepithels (Carneiro, 2005;
Mobley und Hochhaus, 2001). Die Pneumozyten-Typ | liegen einer diinnen Basalmembran
auf, die eng an die Basalmembran der Kapillarwand angrenzt. Somit besteht die alveolo-
kapillare Membran (Blut-Luft-Schranke) lediglich aus dem Alveolarepithel, den beiden
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Basalmembranen und dem diinnen Endothel der Kapillare (Rohen und L {tjen-Drecoll, 2000).
Die Dicke dieser Blut-Luft-Schranke betrégt nur zwischen 0,1 und 1,5 um. Eine weiter
wichtige Zellform im Alveolarepithel sind die Pneumozyten-Typ 11, die sich zu Pneumozyten-
Typ | differenzieren konnen und somit eine Reservepopulation darstellen. Pneumozyten-Typ
Il sind kleine, kubische bis rundliche Zellen mit einem Durchmesser von ca. 10 um. Obwohl
sie doppelt so haufig vorkommen wie Pneumozyten-Typ |, bedecken sie lediglich 5 % der
Alveolaroberflache. Ihre wichtigste Aufgabe neben der Funktion als Reservepopulation ist die
Bildung und Sekretion von Surfactant, einer Flissigkeit, die reich an Phospholipiden ist und
dazu dient, die Oberflachenspannung der Alveolen herabzusetzen: die Grenzflachenspannung
zur Luft wird dadurch auf ca. 1/10 reduziert (Carneiro, 2005).

2.1.2  Dienicht-respiratorischen Funktionen der Lunge

Die Lunge ist bekanntermal3en als Organ der aul3eren Atmung fur die O,-Aufnahme und CO»-
Abgabe verantwortlich. Dieser Austausch erfolgt durch Diffusion entlang eines Partial-
druckunterschiedes zwischen dem Alveolarraum und den Erythrozyten im Lungenkapillarblut
(Silbernagel und Despopoulos, 2001). Allgemein erfolgt ein Austausch zwischen Umwelt und
Korper immer durch Absorption fremder und Sekretion korpereigener Stoffe. Bekannt fur die
Absorption von Stoffen sind v.a. Darm und Haut, fir die Exkretion v.a. Niere und Haut.
Dabel wird oft Ubersehen, dass die Lunge mit ihrer grof3en Epithel oberflache und der geringen
Strecke zwischen Luft und Blut in direktem Kontakt zur Umwelt steht. Neben der Aufnahme
und Abgabe von Gasen, dient die Lunge auch der Absorption und Exkretion
unterschiedlichster Stoffe (von Wichert und Seifart, 2005). So besitzt die Lunge zum Beispiel
die Fahigkeit durch die Abgabe von Wasserdampf (Pollitzer et a., 1924) Einfluss auf den
Wasserhaushalt des Korpers zu nehmen. Die Flussigkeitsabgabe Uber die Atmung hat
wiederum direkten Einfluss auf die Warmeregulation. Belm Hecheln des Hundes zum
Beispiel handelt es sich um eine aktive physikalische Temperaturregulation (Kappley und
Albers, 1963), bei der durch verstérkte Ventilation des Totraums (also der luftleitenden
Atemwege) Warme durch Verdunstung abgegeben wird. Diese Art der Thermoregulation ist
vielen Tieren zu Eigen (Robertshaw, 2006). Obwohl beim Menschen die Beteiligung der
Atmung an der Temperaturregulation nicht aktiv geschieht, wirken sich die rein
physikalischen Gegebenheiten der Atmung guinstig auf den Wérmehaushalt des Korpers aus.
So konnte Thauer (1955) durch systematische Messungen des Wasserdampfgehaltes der
Exspirationsluft zeigen, dass mit abnehmender Lufttemperatur ein zunehmender Prozentsatz

des in der Alveolarluft enthaltenen Wasserdampfes wahrend der Exspiration wieder aus-

-5-
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kondensiert wird - begriindet durch die Vorkihlung der Atemwege wahrend der Inspiration.
Liegt dagegen die Einatmungstemperatur Uber der Korpertemperatur, so kann von der
exspirierten Alveolarluft beim Verlassen der Atemwege mehr Wasser aufgenommen werden
und es entsteht ein Warmeverlust (,, thermoregulatorischer Totraumeffekt*).In der Lunge wird
jedoch nicht nur Flissigkeit zur Hydratation in die Alveolen transportiert, sondern auch aus
den Alveolen in den Kdrper aufgenommen (von Wichert und Seifart, 2005), was essentiell zur
Entfernung von Flissigkeiten aus der Lunge z. B. nach der Geburt (Bland, 1990; Folkesson et
al., 1998) oder bei Lungenddemen ist (Matthay et al. 2002, 2005). Neben O,, CO, und Wasser
konnen aber auch geltste Stoffe und sogar Makromolekile die Blut-Luft-Schranke in beide
Richtungen passieren (Newhouse et a., 1987). Da die Permeabilitdt des Alveolarepithels
bedeutend geringer ist als die des Geféendothels (Gorin and Steward, 1979), wird die
Absorption in der Lunge von dem Transport durch das Alveolarepithel limitiert (Groneberg et
al., 2003). Treibende Kraft fur die Absorption von Flissigkeiten ist dabei der aktive Transport
von Natrium entlang der Epithelbarriere, dem aus osmotischen Griinden Wasser folgt (Basset
et al., 1987; Folkesson und Matthay, 2006; Ghofrani et al., 2001; Matthay et al., 1996, 2005).
Sowohl Pneumozyten-Typ | (Johnson et a., 2002; Johnson, 2007) als auch -Typ Il (Matalon,
1991; Michaut et a. 1996) zeigen einen aktiven lonentransport Uber epitheliale Na-Kandle
und Na-K-ATPase und sind daher an diesen Transportvorgangen beteiligt (Abb. 3).

Pneumozyt-Typ |
Pneumozyt-Typ Il
»’l‘»‘(}P:5 CNG? ENaC

r

ENaC ? ? CFTR

Pneumozyt-Typ |
Apikal
Interstitium = J
Kapillare

Basal

Abb. 3: Schematische Darstellung des Salz- und Wassertransportes im Alveolarepithel
(modifiziert nach Matthay et a., 2002).
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Neben dem Elektrolyt- und dem damit verbundenen Wassertransport, konnen auch zahlreiche
andere Substanzen in der Lunge absorbiert werden. Einen Uberblick Uber die
Absorptionsmechanismen in der Lunge geben von Wichert und Seifart (2005). Demnach
werden Elektrolyte sowohl aktiv, als auch passiv transportiert, wahrend Wasser passiv entlang
eines osmotischen Gradienten diffundiert. Die Aufnahme inhalierter Botenstoffe geschieht
rezeptorvermittelt, genauso wie die Absorption von Lipiden, welche zusdtzlich durch
Pinozytose in die Zelle aufgenommen werden. Zucker gelangen para- und transzellulér in das
Gewebe und Peptide und Proteine koénnen sowohl aktiv als auch passiv, para- und
transzelluldr (Endo- und Transzytose) absorbiert werden. Die gute Absorption vieler
niedermolekularer Stoffe (Tronde et a., 2003) und die Fahigkeit der Lunge sogar
Makromolekile, wie z. B. Proteine (Agu et al. 2001; Folkesson et al., 1990) aufzunehmen,
verbunden mit der grofden Absorptionsoberflache, machen dieses Organ interessant fur die
M edikamentenapplikation. Wirkstoffe, die bereits Anwendung in der Lunge finden sind z. B.
Kortikosteroide (Winkler et a. 2004) und Brochodilatatoren (Manocha et al. 2006; O"Donnell
et al. 2004). Obwohl die Lunge im Vergleich zum Gastro-Intestinaltrakt den Vortell bietet
viele Substanzen nur in geringem Umfang zu inaktivieren (Lipworth, 1996; Okamoto et al.,
2002), findet auch hier in hohem Mal3e Metabolismus statt. So beeinflusst die Lunge
zahlreiche im Blut vorhandene Stoffe wahrend ihrer Lungenpassage v.a. durch Interaktionen
mit dem Endothel (Gillis, 1987). Die Effizienz der Lunge hinsichtlich ihrer metabolischen
Eigenschaften ist dabel nicht etwa besonderen Fahigkeiten des Lungenendothels gegentiber
anderen Endothelien zuzuschreiben (Fishman, 1977), sondern ist ihrer grof3en Oberflache und
der Tatsache, dass das gesamte Blut die Lunge mehrmalsin der Minute passiert, zu verdanken
(Gillis, 1987).

Einige Beispiele fur spezifische metabolische Fahigkeiten der Lunge, die sowohl anabole als
auch katabole Eigenschaften besitzt, sind die Aufnahme und der Abbau von Aminen.
Serotonin und Norepinephrin werden z.B. durch einen séttig- und hemmbaren, temperatur-
und energieabhéngigen Transport in die Endothelzellen aufgenommen (Iwasawa et al., 1973;
Iwasawa und Gillis, 1974) und hier intrazelluléar durch Enzyme (z. B. Monoaminooxidase)
abgebaut (Junod, 1976). Auch Peptide werden in der Lunge effektiv abgebaut. So wird z.B.
Bradykinin wahrend nur einer Passage durch die Lunge fast vollstandig hydrolysiert (Ryan et
al., 1968). Ebenfalls Uberwiegend in der Lunge entsteht aus Angiotensin | nach Abspaltung
zweier Aminosauren durch das Angiotensin-Converting-Enzym Angiotensin 11 (Fishman,
1977; Silbernagel und Despopoul os, 2001).
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Liegen im Blut vorhandene Metaboliten bei Korpertemperatur in einem fllchtigen Zustand
vor, so verlassen diese den Korper vorwiegend Uber die Lunge, indem sie mit der Atemluft
abgeatmet werden. Diese Metaboliten verleihen dem Atem oft einen typischen Geruch, wie
zum Beispiel Aceton bei Erkrankung mit Diabetes mellitus (Heinemann und Fishman, 1969).

Eine der anabolen Fahigkeiten der Lunge liegt in der Bildung von Surfactant (surface active
agent). Surfactant besteht zu ca.10 % aus Proteinen und zu ca. 90 % aus Lipiden (Yu und
Possmayer, 2003) und letztere wiederum v.a. aus Phospholipiden, waobei
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) den Hauptanteil der Phospholipide bildet (Pérez-Gil
und Keough, 1998). Die Bildung des Surfactants erfolgt in den Pneumozyten-Typ Il
(Haagsman und van Golde, 1991), die die dafiir notwendigen Substrate aus den umliegenden
Kapillaren erhaten. Neben der Funktion, die Oberflachenspannung herabzusetzen und zu
verhindern, dass die Alveolen bei der Exspiration kollabieren, besitzt das Surfactant auch
wichtige immunologische Funktionen. Eingeatmete Partikel und Mikroorganismen (Viren
und Bakterien) werden in dem Surfactantfilm eingeschlossen und anschlief3end von den
Alveolarmakrophagen aufgenommen. Die nach oral gerichtete Flief3eigenschaft des Surfactant
hilft zusédtzlich eingeschlossene Partikel zu entfernen (Kosters, 2003). Einige
Surfactantproteine spielen auf3erdem, z.B. durch Bindung an Makrophagen, eine wichtige
Rolle zur Aktivierung der unspezifischen Abwehr (Sano et al. 1999). Makrophagen kommen
in der Lunge je nach Lokalisation als Atemwegs-, Alveolar-, Interstitial-, Intravascular- und
Pleuralmakrophagen vor (Oberdorster, 1994). Sie besitzen die Fahigkeit der Phagozytose und
spielen somit eine zentrale Rolle bel der Immunabwehr der Lunge. Alveolarmakrophagen, die
beim Menschen den Hauptteil an Zellen in einer bronchoalveoldaren Lavage darstellen
(Lofdahl et al. 2006), bilden dabei die grofte Population an immunkompetenten Zellen im
unteren Respirationstrakt (Maus et a. 1997). Der Immunabwehr durch Makrophagen gehen
jedoch schon andere Mechanismen zum Schutz der Lunge voraus. So bleibt ein Grofdteil der
eingeatmeten Schmutzpartikel und Krankheitserreger bereits im Mukus von Nasen- und
Rachenhohle, Trachea und Bronchialbaum hangen. Sie werden vor Ort phagozytiert und/oder
wenn sie in den tieferen Atemwegen abgefangen werden, samt Mukusschicht vom
Flimmerepithel rachenwaérts transportiert. Durch 10-20 Zilienschldge pro Sekunde wird der
Mukus mit einer Geschwindigkeit von 1 cm/min bewegt. In Abhangigkeit von lokalen Reizen
und der vagalen Stimulation betrégt die Schleimproduktion ca. 10-100 ml/d (Silbernagel und
Despopoulos, 2001). Die Lunge spielt jedoch nicht nur eine Rolle bei der Abwehr von
Krankheitserregern, die auf inhalativem Weg in die Lunge gelangen, sondern ist auch in der

Lage im Blut zirkulierende Erreger zu eliminieren. So zeigten z.B. Versuche an Schweinen,
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dass im Blut vorhandene Bakterien (Pseudomanas aeruginosa) zu 60-80 % in der Lunge
eliminiert wurden. Dabei konnte die Phagozytose der Bakterien durch Zellen des
mononukledren Phagozytensystems vor allem in den kleinen Pulmonalgeféf3en beobachtet
werden (Crocker et al., 1981).

Eine weitere wichtige Aufgabe der Lunge ist die Beteiligung am Sdure-Base-Haushalt des
Korpers. Zur Aufrechterhaltung des Blut-pH-Wertes wird bei einer Azidose mehr, bzw. bei
einer Alkalose weniger CO, abgeatmet (Silbernagel und Despopoulos, 2001). Weiterhin
beinflusst die Lunge das Blut positiv durch Herausfiltern von Partikeln, die im
Korperkreislauf einen Embolus verursachen konnten. Diese Filterfunktion ist in der Lunge
besonders effektiv, da das Lungenkapillarnetz nicht nur die gréfte Oberfléche, sondern auch
die kleinsten Gefalidurchmesser besitzt (Heinemann und Fishman, 1969). Um herausgefilterte
Thromben wieder aus dem Kapillarnetz zu entfernen, besitzt die Lunge proteolytische,
fibrinolytische und antikoagul atorische Funktionen (Campbell und Waterhouse, 2005).

Die Lunge, die bei einem Menschen in Ruhe ca. 10 % des Gesamtblutvolumens enthélt, bildet
aulBerdem durch die Dehnbarkeit der Lungengeféfle ein Blutreservoir (Heineman und
Fishman, 1969). Die Dehnbarkeit der Lungengefal3e ermdglicht es die Schwankungen in der
Verteilung des Blutvolumens (z.B. erhohter vendser Ruckfluld wahrend des Hinlegens)
auszugleichen, denen der Korper im Verlaufe eines Tages unterliegt (Campbell und
Waterhouse, 2005).

Eine weitere, wenn auch nicht lebenswichtige, fur das soziale Miteinander jedoch sehr
bedeutsame Funktion der Lunge, liegt in ihrer Beteiligung an der Lautgebung. Ohne die
Lunge as ,Windraum*“ wére der fur die Sprache notwendige Luftstrom nicht mdglich

(Silbernagel und Despopoulos, 2001).

Ubersicht tiber die beschriebenen nicht-respiratorischen Fahigkeiten der Lunge:
= Beteiligung am Wasserhaushalt
= Thermoregulation
= Elektrolyttransport
=

FlUssigkeitssekretion

U

Absorption (Mikro- und Makromolekile, Wasser — z.B. nach der Geburt, bei

L ungenddemen)

= Metabolismus (z.B. Serotonin, Bradykinin, Angiotensin)
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4

Surfactant-System
Abwehrmechanismen der Lunge

Beeinflussung des Saure-Base-Haushaltes

4 4 &

Filter fir im Blut zirkulierende Partikel

4

Blutreservoir

= Lautbildung

2.1.3 Faktoren, die die Medikamentenapplikation in die Lunge beeinflussen

Die Applikation von Medikamenten in die Lunge erfolgt zumeist durch Inhalation eines
Aerosols. Bei einem Aerosol handelt es sich um eine Suspension aus festen oder fllssigen
Partikeln in einem Gas (meist Luft). Somit stellt schon die uns umgebende Atemluft ein
Aerosol dar (Scheuch, 1997). Zum Schutz vor den vielen, zum Teil schédlichen Partikeln, die
in den ca. 20.000 Liter Luft, die wir té&glich einatmen (Stahlhofen, 1997) enthalten sind,
besitzen die Atemwege effektive Filtermechanismen. Trotzdem gelangen viele dieser
Teilchen in den Atemtrakt, wo sie entweder wieder ausgeatmet oder an den Wanden des
Atemtrakts abgeschieden werden. Ob und wo die in einem Aerosol enthaltenen Partikel nun
in der Lunge deponiert werden, hangt von einer Vielzahl von Faktoren ab (Heyder, 1997,
Scheuch et al., 2006; Voshaar et a. 2001). Will man ein Medikament gezielt inhalativ
applizieren, so muss man die gegebenen chemischen (Eigenschaften des Medikamentes),
physikalischen (Eigenschaften des Partikels), physiologischen (Strémungsverhédtnisse im
Atemtrakt) und morpholgischen (Geometrie des Atemtrakts) Bedingungen beriicksichtigen
(Heyder, 1997; Scheuch, 1997). Damit Aerosolpartikel in der Lunge deponieren kdnnen,
muissen sie den Luftstrom verlassen und nach Kollison mit den Wanden des Atemtrakts
abgelagert werden. Die Kréfte, die den Teilchentransport beeinflussen, hangen von den
physikalischen Teilcheneigenschaften (Grofe und Dichte) und den Atemparametern
(Atemzugdauer und Stémungsgeschwindigkeit) ab (Heyder, 1997). Der wohl wichtigste
Parameter bei der inhaativen Medikamentenapplikation ist die PartikelgroRe der
Aerosolteilchen. Sie hat grof3en Einfluss auf den Depositionsmechanismus, durch den sich die
Teilchen im Atemtrakt abscheiden. Die drei Wichtigsten dieser Mechanismen (Abb. 4) sind
die Diffusion, die Sedimentation und die Impaktion (Groneberg et al. 2003; Scheuch, 1997,
Stuart, 1976).
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Diffusion

(Brownsche Mol ekul arbewegung)

Sedimentation
(Gravitation)

Impaktion
(Trégheit)

Abb. 4. Schematische Darstellung der drei wichtigsten Mechanismen zur Abscheidung von
Aerosol partikeln an den Wanden des Atemtrakts.

Die Abscheidung durch Diffusion spielt vor allem fur Partikel mit einem Durchmesser von
weniger als 0,5 um eine Rolle (Heyder, 1997). Solch kleine Partikel werden von den Stolen
der im Gas befindlichen Molekiule beeinflusst und bewegen sich unorientiert im Raum
(Brownsche Molekularbewegung), bis sie an eine Wand stol3en, an der sie hdngen bleiben.
Die MolekilstoRe wirken dabel umso effektiver, je kleiner die Partikel sind. Bewegen sich
viele Teilchen in einem Kollektiv durch die Brownsche Molekularbewegung, so nennt man
dies Diffusion. Da die Wahrscheinlichkeit, dass die Partikel auf eine Wand treffen, mit
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zunehmender Verweildauer im Atemtrakt steigt, wird die Depositionsrate bei langsamer
Atmung oder einer Atempause deutlich erhoht (Scheuch, 1997).

Mit zunehmender Partikelgrofe steigt auch der Einfluss des Gravitationsfeldes der Erde und
die Partikel beginnen zu sinken (Sedimentation). Dieser Mechanismus tritt bel Partikeln tber
0,5 pum in den Vordergrund (Heyder, 1997). Die Depositionswahrscheinlichkeit bel der
Sedimentation nimmt sowohl mit zunehmender Partikelgréfde und somit mit zunehmender
Sinkgeschwindigkeit, als auch mit zunehmender Verweildauer im Atemtrakt zu. Wegen der
relativ hohen Stromungsgeschwindigkeit und der damit verbundenen kurzen Aufenthaltszeit
des Aerosols in Mund oder Nase wahrend einer Inhalation, spielt die Sedimentation in dieser
Region keine Rolle. Besonders effektiv ist sie dagegen in den kleinen Strukturen der
Atemwege und Alveolen, wo die Abstande und die Atemstromgeschwindigkeiten sehr klein
sind, so dass herabsinkende Partikel schnell an einer Flache abgeschieden werden. Die
Sinkgeschwindigkeit von Teilchen wird verwendet, um ihre aerodynamischen Eigenschaften
zu charakterisieren. Der aerodynamische Teilchendurchmesser (MMAD) ist daher definiert
als der Durchmesser einer Kugel der Dichte 1 g/cm®, die in Luft genauso schnell fallt, wie das
betrachtete Teilchen (Scheuch, 1997).

Fur groRere Aerosolpartikel ab ca. 3 um spielt schliefdlich die Trégheitsabscheidung eine
zunehmende Rolle (Scheuch et al. 2006). Dementsprechend koénnen grof3ere Partikel den
Richtungsanderungen des Luftstroms in den Atemwegen nur noch bedingt folgen und prallen
daher gegen die Wande des Atemtrakts (Impaktion). Die Deposition durch Impaktion steigt
mit zunehmender Fliehkraft und diese wiederum ist umso grof3er, je hoher die
Flussgeschwindigkeit und je grofRer die Partikel sind. Partikel mit einem aerodynamischen
Durchmesser von Uber 10 um werden daher bel schnellen Inhalationsflissen mit grof3er
Wahrscheinlichkeit schon im Nasen/Mund-Rachenraum abgeschieden. Durch sehr langsame
Inhalation (Atemflisse unter 12 I/min) konnen jedoch selbst solch grof3e Partikel noch bis in
die Lunge vordringen (Scheuch, 1997).

Die ideale Partikelgrofie zur Inhalation liegt zwischen 2 und 6 um. Partikel kleiner als 2 um
deponieren hauptsachlich in der Alveolarregion oder werden wieder exhaiert, wéahrend
Partikel groRer als 6 um in hohem Mal3e schon im Oropharyngealbereich impaktieren
(Biddiscombe et al., 2003). Eine maximale Deposition im Alveolarraum wird mit Partikeln
eines MMADs von ca. 3 um erreicht (Groneberg et al., 2003). Nicht immer ist der
Durchmesser eines Partikels jedoch feststehend. Viele trockene Pulverteilchen nehmen in
einer so feuchten Umgebung wie den Atemwegen innerhalb von kurzer Zeit Wasser auf und

gewinnen dadurch an Grofe (Hygroskopizitdt). Dementsprechend verandern sich die
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Eigenschaften dieser Pulverpartikel wahrend der Passage durch die Atemwege (Persons et al.,
1987). Eine weitere Eigenschaft der Partikel, die die Lungendeposition beeinflusst, ist die
elektrische Ladung der einzelnen Aerosolteilchen (Scheuch, 1997). Wéhrend sich Partikel mit
gleicher Ladung abstof3en und dadurch einen grofitmoglichen Abstand zueinander einhalten,
ziehen sich Partikel gegensétzlicher Ladung an, was zur Bildung von Aggregaten und somit

zu einer GroRenzunahme fihren kann.

2.2 Transport von Medikamenten in die Lunge
221 Inhalation
Zur inhalativen Applikation von Medikamenten in die Lunge stehen drei verschiedene
Verfahren zur Verflgung (Gebhart, 1997; Le Brun et a., 2000):
0 Versprithen eines Dos eragrosols aus einer Uberdruckdose, in welcher das M edikament
als Suspension in einem Treibgas vorliegt
0 Zerstauben eines trockenen, pulverformigen Medikaments

o Verneblung von fliissigen Medikamentenl Gsungen oder - suspensionen

2211 Dosieraerosole

Dosieraerosole (MDI, metered dose inhaler) sind kompakte, leicht anwendbare
Verneblungssysteme (Kleinstreuer et al., 2007), die noch immer einen Grofdeill an
Verneblungssystemen darstellen (Byron, 2004; Voshaar et al. 2001) und seit Uber 50 Jahren
erfolgreich zur Aerosoltherapie von obstruktiven Atemwegserkrankungen eingesetzt werden.
Das Medikament befindet sich dabel in Sprihbehéltern, in denen es as feines Pulver
gleichméRig in dem unter Uberdruck stehenden Treibgas verteilt ist (Gebhart, 1997). Nach
Auslésen des Spruhstofes wird eine relativ konstante Medikamentendosis mit hoher
Geschwindigkeit abgegeben. Die kurze Dauer dieses Sprihstof3es macht eine gute
Koordination zwischen Aktivierung und Inspiration erforderlich (Le Brun et al., 2000;
Voshaar et a., 2005). Um die Problematik der hohen Partikelabscheidung im Mund-Rachen-
Raum zu verbessern, hat es sich bewéahrt, ein Hohlraumsystem (,Spacer* — meist eine
Plastikkammer unterschiedlicher Grof3e und mit unterschiedlichen elektrostatischen
Eigenschaften) als Distanzhalter zwischen Dise und Mundstiick zu schalten. Dadurch wird
die Aerosolwolke infolge der Luftreibung zunehmend abgebremst und die flichtigen
Bestandteile der Partikel konnen abdampfen. Andererseits kommt es durch die
elektrostatischen Kréfte zu einem Wirkstoffverlust (Gebhart, 1997; Voshaar et al., 2001). Da
mit Hydrofluoralkalen (HFA) 227 und 134a (Norfluran) chlorfreie und somit nicht
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ozonschadliche Treibgase as Alternative zu Fluorchlorkohlenwasserstoffen (FCKW) zur
Verfigung stehen (Voshaar et al. 2001), wurden zum Schutz der Umwelt viele FCKW

betriebene Dosieraerosole vom Markt genommen.

Dosieraerosol e besitzen folgende Vor- und Nachteile (Gebhart, 1997; Voshaar et al., 2005):

Vorteile: - kostenguinstig, klein, handlich und Uberall einsetzbar
- reproduzierbare Dosis pro Aktivierung
- Dosis und Partikel spektrum unabhangig vom Atemmandver
- in Notfallsituationen einsetzbar
- in Beatmungssystemen (mit ,, Spacer”) einsetzbar
- keine Energieversorgung notwendig
- Behdlterinhalt ist vor Kontaminationen geschtitzt

Nachteile: - durch hohe Austrittsgeschwindigkeit deponieren (bei Verwendung ohne
»Spacer”) bis zu 75 % im oropharyngealen Bereich
- geringe pulmonale Wirkstoffdeposition
- schwierige Koordination zwischen Aktivierung und Atmung
- ungeeignet fur Kinder unter 6 Jahren

- Einsatz von Treibgasen und anderen Zusatzstoffen notwendig

2212 Pulveraerosole

Pulverinhalatoren (DPI, dry powder inhaler) bieten die Mdoglichkeit einer einfachen
Medikamenteninhalation ohne Verwendung zusétzlicher Treibgase (Hindle et al., 1997),
indem sie zur Erzeugung des Aerosols den inspiratorischen Atemzug des inhalierenden
Patienten nutzen (Broeders et al., 2001; Gebhart, 1997; Voshaar et al. 2001). Die Dosierung
des inhalierten Trockenpulvers basiert darauf, dass pro Atemzug eine definierte Menge des
Medikaments in der Atemluft suspendiert und inhaliert wird (Gebhart, 1997). Dabei ist jedoch
nicht nur die Dosisabgabe, sondern vor allem auch die Generierung respirabler Partikel
abhéngig vom Inspirationsfluss. So fuhrt ein hoherer Inspirationsfluss zur Generierung eines
grofReren Anteils an kleinen Aerosolpartikeln (Voshaar et a., 2005). Obwohl die optimalen
Inspirationsflisse fur die verschiedenen Geréte unterschiedlich sind, fuhrt ein Atemfluss von
60 I/min oder mehr meist zu einer guten Wirkstoffdeposition im Bronchialsystem (V oshaar et
al. 2001). Entscheidend fur die Desagglomeration des Pulvers ist neben dem Inspirationsfluss

auch der Ablauf des Inspirationsmandvers. So fuhrt ein initial langsamer und erst im Verlauf
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der Inspiration zunehmender Atemfluss zu einer schlechten Desagglomeration und somit zu
einer vermehrten oropharyngealen und einer verminderten intrapuimonalen Deposition
(Everard et a., 1997; Voshaar et a., 2001). Ein hoher Inspirationsfluss erzeugt zwar einerseits
eine gute Desagglomeration, fuhrt jedoch andererseits auch zu einer hohen Beschleunigung
der Teilchen und férdert somit die Tragheitsabscheidung von Partikeln im Mund-Rachen-
Raum (Gebhart, 1997; Voshaar et al., 2005). Ebenfalls abhangig ist die Dispersion des
Pulvers von den FlieReigenschaften des Pulvers, welche durch die physikochemischen
Eigenschaften des Medikamentes und die Granulatstruktur des Pulvers beeinflusst werden
(Gebhart, 1997). Zur Verbesserung der FliefReigenschaften werden vielen Trockenpulvern
Hilfssubstanzen wie z.B. Laktose zugesetzt. Durch Anlagerung der feineren Wirkstoffpartikel
an die meist wesentlich grofReren Tragerpartikel kdnnen die starken Anziehungskréfte der
mikronisierten Wirkstoffpartikel untereinander reduziert und somit die Flief3eigenschaften
verbessert werden. Zur Dosierung des Medikaments wird das Pulver entweder aus
Einzelkapseln (z.B. Aerosolizer® bzw. HandiHaer®, Rotahaler®, Spinhaler®), aus
Multirevolverkapseln bzw. verblisterten Einzeldosen (z.B. Diskus® und Diskhaler®) oder aus
einem Gesamtreservoir (z. B. Turbohaler®) freigesetzt (Rau, 2005; Voshaar et a. 2001). Zur
Beurteilung der Pulververneblung lassen sich insgesamt folgende Vor- und Nachteile
zusammenfassen (Gebhart, 1997; Voshaar et al., 2005):

Vorteile: - leicht tragbare, handliche Vorrichtung, Gberall einsetzbar
- keine Energiequelle n6tig
- durch Aktivierung tber den Einatemvorgang ist keine Koordination
zwischen Ausldsung und Atmung nétig
- Aerosol ist frei von schédlichen Treibgasen
- Einzel- und Mehrfachdosierung méglich

Nachteile: - Dosis und pulmonale Wirkstoffdeposition vom Inspirationsfluss und vom

Atemmandver abhéangig

- notwendige Atemfllsse von 60-80 |/min kdnnen nicht von allen Patienten
aufgebracht werden

- Beeinflussung des Dispergierverhaltens durch L uftfeuchtigkeit moglich

- hohe Deposition im Mund-Rachen-Raum

- ungeeignet fur Notfallsituationen und fir Kinder unter 4 Jahren

- nicht einsetzbar in Beatmungssystemen
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2213 Fllssigaerosole

Gerdte zur Verneblung von Flussigkeiten lassen sich in der Regel entsprechend ihrer
Funktionsweisen in Dusenvernebler, Ultraschalvernebler und piezoelektrische Vernebler
unterteilen. Bei der Verwendung von Dusenverneblern wird komprimierte Luft (Pressiuft, 1-2
bar, 2-8 I/min) einer Dse zugefthrt und durch eine Kapillare geleitet. Nach Austritt aus der
Kapillare entstent durch die hohe Geschwindigkeit der expandierenden Luft ein
Unterdruckgebiet (Bernoulli-Effekt) und die Verneblerfllssigkeit wird aus dem Vorratsgefald
Uber eine Kanule kontinuierlich angesaugt und zerstaubt. Grof3e Tropfen des so entstandenen
Priméraerosols werden an internen Impaktionseinrichtungen wieder abgeschieden und
gelangen zuriick in das Verneblerreservoir (Gebhart, 1997; O Callaghan und Barry, 1997).
Nur ca. 10 % der urspringlich dispergierten FlUssigkeit verlassen den Vernebler als feiner
Nebel (Gebhart, 1997). Die Partikelgrof3en dieses Aerosols konnen zwischen 1,2 und 6,9 um
betragen (Groneberg et a., 2002) und sind u.a. abhéangig von der Flussgeschwindigkeit der
zugefuhrten Luft (Le Brun et al., 2000). Neben kontinuierlich arbeitenden Geréten befinden
sich auch atmungsgetriggerte Disenvernebler auf dem Markt (Nikander et al., 2000), die die
grofien Medikamentenverluste minimieren sollen, die bei kontinuierlicher Verneblung
wéahrend der Exspiration entstehen (Newman et a., 1994).

Ultraschallvernebler nutzen einen piezoelektrischen Kristall zur Erzeugung mechanischer
Wellen (Rau, 2002). Die entstehenden Vibrationen werden entweder direkt durch die zu
vernebelnde Flissigkeit geleitet oder sie durchqueren erst ein wassriges Medium, welches
durch eine Membran, die gleichzeitig als Medikamentenbecher dient, von der zu
vernebelnden FlUssigkeit getrennt ist (Voshaar et al., 2001). Durch diese Vibrationen
entstehen Wellen am Ubergang zwischen Luft und Fliissigkeit, von denen sich kontinuierlich
Aerosoltropfchen abldsen. Dabei 16sen sich grofRere Tropfen Uberwiegend von der oberen
Region der Wellen, wahrend kleinere Tropfen hauptsachlich an der Basis entstehen
(Ghazanfari et al., 2007; O Callaghan und Barry, 1997). Die Grof3e der Aerosolpartikel héngt
neben den Eigenschaften der FlUssigkeit hauptsichlich von der Ultraschallfrequenz ab
(Voshaar et a., 2001). Wie bel den Dusenverneblern werden auch hier grof3ere Partikel des
Priméraerosols noch im Vernebler abgeschieden und wieder dem Flissigkeitsreservoir
zugefugt (O Callaghan und Barry, 1997). Das auf diese Weise gebildete heterogene Aerosol
kann mittlere Partikelgrofien zwischen 3,7 und 10,5 um aufweisen (Groneberg et al., 2002).
Sowohl Ultraschall- als auch Dusenvernebler bieten verschiedene Vor- und Nachteile.
Dusenvernebler besitzen z. B. den Vorteil einer Verneblung bei normaler Atmung. Aul3erdem

sind einfache Modifikationen hinsichtlich Dosis und Zusammensetzung des Medikamentes
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maoglich. Als nachteilig ist hier jedoch der geringe Output und die dadurch bedingte lange
Behandlungsdauer anzusehen (Rau, 2002). Bei der Disenverneblung kommt es weiterhin zu
grof3en Medikamentenverlusten - so werden weniger als 25 % der eingefillten Flussigkeit
tatsachlich vom Patienten inhaliert (Nikander et al., 2000). Ebenfalls ein Problem kann die
Abkihlung und Aufkonzentration der Medikamentenlésung durch Verdunstungs-prozesse
(Rau, 2002) sowie das Vorhandensein grofRer Scherkrafte wahrend der Verneblung
(Kleemann et al., 2007) darstellen. Viele Ultraschalvernebler hingegen arbeiten ohne
Aufkonzentration der Flissigkeit im Verneblerreservoir und besitzen einen deutlich hoheren
Output, jedoch zum Tell auch grofdere Aerosolpartikel als viele Disenvernebler (Rau, 2002).
Der Ultraschallvernebler erreicht im Vergleich zu vielen Disenvernebler eine wesentlich
hohere Lungendeposition (Fok et al., 1997; Gesdler et al., 2001; Harvey et a., 1997). Doch
auch hier gibt es entscheidende Nachteile: die meist recht teuren Gerdte konnen viele
Suspensionen schlecht vernebeln (Rau, 2002) und warmen die MedikamentenlGsung durch
die piezoel ektrischen Schwingungen zunehmend auf (Steckel und Eskandar, 2003), wodurch
labile Medikamente (z. B. Proteine) Schaden nehmen kénnen (Niven et al., 1995).

Zur Vermeidung al dieser Nachteile bei der Flussigverneblung mit Disen- und
Ultraschallverneblern bieten viele Hersteller (z. B. Aerogen, Omron, ODEM, Pari Respiratory
Equipment) mittlerweile auch Geréte an, bei denen das Aerosol durch eine mit zahlreichen
Lochern versehene, vibrierende Platte erzeugt wird (Dhand, 2004). Auch be diesen
Verneblern spielt der piezoel ektrische Effekt eine Rolle. Anders als beim Ultraschallvernebler
wirken die Schwingungen hier jedoch nicht direkt auf eine Flissigkeit, sondern auf eine
Lochplatte, durch die die FlUssigkeit extrudiert wird. Bei passiv vibrierenden Systemen (z.B.
Omron MicroAir NE-U22) werden die piezoelektrischen Wellen Uber einen Transducer
geleitet, der mit der zu vernebelnden Flissigkeit in Kontakt steht. Die Schwingungen werden
durch die Flussigkeit auf eine dahinter befindliche Platte Gbertragen, wodurch die FlUssigkeit
durch die ca. 6000 Locher (Durchmesser ca. 3 um) der Platte gepresst wird und den Vernebler
als feines Aerosol verldsst. Als aktiv vibrierend werden Systeme (z.B. Aeroneb Pro)
bezeichnet, bei denen der piezoelektrische Kristall direkt mit der Lochplatte verbunden ist
(Ghazanfari et al., 2007). Die Platte des Aeroneb Pro Verneblers z.B. besitzt ca. 1000
trichterformige Bohrungen, deren groRere Offnungen der Fliissigkeit zugewandt sind und die
zum Ausgang hin immer enger werden. Durch Anlegen einer elektrischen Wechsel spannung
beginnt das piezoelektrische Keramikelement, das die Lochplatte kreisformig umgibt, sich
zusammenzuziehen und wieder auszudehnen. Dadurch bewegt sich die Lochplatte einige

Mikrometer auf und ab und wirkt somit wie eine ,,Mikropumpe®, die die Flissigkeit als
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Aerosol nach aussen presst. Sowohl Partikelgrof3e al's auch Output sind dabel von der Grofie
der Lochbohrungen in der Platte abhéngig. Die Verneblungszeit ist dabel durch einen Output
von 03 - 0,6 ml/min deutlich kirzer als bel herkbmmlichen Disen- oder
Ultraschallverneblern (Dhand, 2004) und bietet somit durch kiirzere Behandlungszeiten v.a
bei der Anwendung an Kindern grof3e Vorteile (Adachi et al., 2006). Mit Hilfe der deutlich
schnelleren piezoelektrischen Vernebler konnen feine Aerosole ohne Veranderung der
Temperatur der Medikamentenlsung hergestellt (Dhand, 2002) und effektiv in der Lunge
deponiert werden (Dubus et al., 2005). So kénnen sowohl Lésungen, als auch Suspensionen
(Proteine, Peptide, DNA-Fragmente) ohne grof3e Verluste fast rickstandsfrel vernebelt
werden (Dhand, 2002).

Die Vor- und Nachteile der Flussigverneblung werden von Voshaar et a. (2005)
zusammengefasst:

Vorteile: - keine schwierige Koordination zwischen Verneblung und Inspiration nétig
- fur alle Altersklassen (auch fur Kinder unter 4 Jahren) geeignet
- Kombination unterschiedlicher Wirkstoffe méglich
- verwendbar fur Arzneimittelldsungen, die weder fir DPI, noch fur
MDI erhdtlich sind
- Kombination mit Physiotherapiegerdaten moglich
- in Notfallsituationen einsetzbar

- in Beatmungssystemen einsetzbar

Nachtelle: - Gerdte zum Teil relativ grof3 und schlecht transportierbar
- von externer Energiezufuhr (Akku oder Netz) oder von Druckluft
abhéngig
- hohe Anschaffungskosten
- relativ lange Inhal ationsdauer
- regelméiéige Reinigung erforderlich
- relativ unprézise Dosierung
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2.2.2 Instillation

Eine weitere Moglichkeit Flissigkeiten in die Lunge zu applizieren bietet neben der
Aerosolinhalation auch die intratracheale Ingtillation. Die Ingtillation ist ein gebréuchlicher
Weg, um z.B. exogenen Surfactant in die Lungen von Patienten mit ARDS einzubringen
(Cogo et al., 2007; Schermuly et al., 2000). Auch in der Forschung wird die Instillation
routinemaldig genutzt, um narkotisierten Versuchstieren Substanzen intrapulmonal Uber eine
Sonde zu verabreichen. Die Ingtillation bietet den Vortell einer akkuraten und schnellen
Applikation der Testsubstanz in die unteren Atemwege bei gleichzeitiger Umgehung der
Schutz- und Reinigungsmechanismen der oberen Atemwege. Besonders bei geféhrlichen
Substanzen ist es ein bedeutender Vorteil der Ingtillation, dass in der Regel nur wenig
Material benétigt wird und dieses ohne Kontamination der Umgebung in die Lunge verbracht
werden kann (Osier et a., 1997). Der Nachtell der Ingtillation liegt v.a. in der
ungleichmaldigen Verteilung der Flissigkeit in der Lunge (Leong et al., 1998; Oberdorster et
al., 1997) mit Uberwiegender Ablagerung in den basalen Regionen (Osier et al., 1997). Die
Instillation geringer Mengen (z.B. weniger als 2 ml bei der Ratte) fuhrt haufig zu einer
ungleichmaldigen Verteilung zwischen der rechten und der linken Lungenhéfte (Morrow,
1975). Viele Substanzen (z.B. suspendierte Partikel) verhalten sich nach Instillation vollig
anders als nach Inhaation. Da die deutlich weniger invasive Inhalation die physiologischere
Applikationsweise ist (Osier et al., 1997) und fir die Anwendung am Menschen
dementsprechend hohere Relevanz besitzt (Dorries and Valberg, 1992), ist die Inhalation der

Instillation wenn mdglich vorzuziehen.

2.3 Lungen-Modellsysteme

231 Tiermodelle

2311 In vivo-Tiermodelle

Die Verwendung von Tiermodellen ist essentiell fir die Untersuchung inhalierter Substanzen
(Phalen, 2007), da hier Untersuchungen und Manipulationen méglich sind, die am Menschen
nicht durchfuhrbar wéren (Cryan et al., 2007). Wegen der physiologischen und anatomischen
Unterschiede zwischen Mensch und Tier (Mensch z.B. grofere Anzahl an Alveolar-
makrophagen, anndhernd symmetrische Bronchialaufzweigung, breiteres Interstitium und
Kapillarendothel) gibt es kein universell geeignetes Tiermodell (Cryan et al., 2007; Phalen,
2007), sondern esist vielmehr notig, fur jede spezielle Fragestellung das geeignete Tiermodel |
zu finden. So werden z.B. Ratten (Leong et a., 1998) und Meerschweinchen haufig fur die

Untersuchung der pulmonalen Medikamentenapplikation verwendet, da hier nur eine geringe
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Medikamentenmenge bendtigt wird. Grofkere Tiere wie Kaninchen, Hunde, Schafe und
Primaten werden meist fir komplexere Studien verwendet oder wenn grof3ere Mengen an
Probenmaterial erforderlich sind (Cryan et a., 2007). Bel Untersuchungen der
Aerosoldeposition ist zu beachten, dass die deponierte Gesamtmenge in der Lunge trotz
unterschiedlicher Anatomie bei vielen Sdugern mit dhnlichem Korpergewicht vergleichbar ist,
wahrend es jedoch hinsichtlich der regionalen Partikeldeposition gréf3ere Unterschiede gibt.
Auch ist die Lungenclearance langsam loslicher Partikel deutlich speziesabhéngig, wahrend
die Clearance schnell 16slicher Partikel weniger abhangig von der Tierart ist (Phalen, 2007).
Fur pharmakokinetische Studien der Stoffabsorption aus der Lunge in die systemische
Zirkulation ist am lebenden Tier jedoch nicht nur die Partikeldeposition und —clearance
wichtig, sondern auch die systemische Verteilung, der Metabolismus und die Elimination der
Testsubstanz sind von entscheidender Bedeutung. Der Nachteil von Versuchen am lebenden
Tier ist, dass es durch den Einfluss anderer Organe sehr schwer sein kann, die
lungenspezifischen Abléaufe zu erkennen (Tronde et al., 2003). So gibt es kein in vivo-Modell
zur Untersuchung der spezifischen pulmonalen metabolischen Aktivitdt ohne Beeinflussung
der Ergebnisse durch andere Organe (Niemeier, 1984). Gut geeignet sind in vivo-Versuche
jedoch z.B. fur toxikologische (Wang et al., 2007) und allgemeine pharmakokinetische und —
dynamische Studien (Perreault, et a., 1992; Vick et a., 2007), fur Untersuchungen der
Lungenentwicklung (Kikkawa et al., 1971) oder Krankheitsmodelle (Ischenko et al., 2007;
Maris et al., 2004).

2312 Ex vivo-Tiermodelle

Zur Untersuchung vieler Prozesse in der Lunge, die u.a. die Aerosolpartikelverteilung,
absorption und -clearance betreffen, sind komplexe Systeme ndétig, an denen diese Prozesse in
intaktem Gewebe studiert werden kdnnen (Niemeier, 1984). Die Verwendung von isolierten,
perfundierten und ventilierten Lungenmodellen bietet die Mdglichkeit lungenspezifische
Ablaufe ohne systemische Beeinflussung durch extra-pulmonale Faktoren studieren zu
kénnen (Mobley und Hochhaus, 2001; Tronde et al., 2002). Trotz der Trennung der Lunge
vom Rest des Organismus bleiben die Zellen im Gegensatz zu in vitro-Modellen in ihrem
normalen anatomischen und physiologischen Verbund (Niemeier, 1984). Im isolierten ex
vivo—Lungenmodell bleibt nicht nur die strukturelle und zellulére Integritédt, sondern auch die
Permeabilitét, Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen und metabolische Aktivitét fir
bis zu 5 h erhalten (Tronde et al., 2002; 2003). Obwohl sich die isolierte Lunge dank der
Erhaltung der Schrankeneigenschaften des respiratorischen Epithels (Bosquillon et al., 2007b)
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fir Untersuchungen der pulmonalen Medikamentenabsorption anbietet und eine gute
Korrelation zu in vivo-Versuchen besteht, ist dieses arbeits- und kostenintensive Tiermodell

nur schlecht al's einfaches Screeningverfahren geeignet (Tronde et al., 2003).

2.3.2 Invitro-Modelle

Die Verwendung von Zdllinien stellt ein sehr nitzliches Screeningverfahren zur
Untersuchung der epithelialen Permeabilitét und Absorption verschiedener Medikamente dar
(Forbes et a., 2003; Tronde et a., 2003) und bietet so die Moglichkeit, Tierversuche auf ein
geringeres Mal3 zu reduzieren. Eine haufig verwendete Zelllinie zur Untersuchung oral
applizierbarer Medikamente sind die intestinalen Caco-2 Zellen, deren Relevanz fur pulmonal
verabreichte Medikamente jedoch fraglich ist (Tronde et a., 2003). Zwei vielversprechende
Zellkulturen als Modell fur die Medikamentenabsorption in den Atemwegen stellen u.a. die
aus menschlichem Bronchialepithel gewonnenen Zellinien Calu-3 und 16HBE14o0 dar (Forbes
et a., 2003), die eine gute Korrelation zu in vivo-Versuchen aufweisen (Bosqguillon et al.,
20078). Mathia et al. (2002) zeigen z.B. eine in vitro- in vivo - Korrelation der
M edikamentenabsorption zwischen Calu-3 Zellen und der in vivo Rattenlunge von r’ = 0,94.

2.3.3  Krankheitsmodelle

Die bereits beschriebenen Lungenmodelle gesunder Tiere konnen allerdings keinen
Aufschluss Uber das moglicherweise andersartige Absorptionsverhalten geben, welches durch
krankheitsbedingte Verénderungen in der Struktur und Funktion der Lunge entsteht (von
Wichert und Seifart, 2005). Um die verénderten Bedingungen in erkrankten Lungen, genauso
wie die Entstehung, Entwicklung und mogliche neue Therapieansdtze unterschiedlicher
Krankheiten des Respirationstrakts untersuchen zu konnen, dienen die verschiedensten
Krankheitsmodelle. Die Verwendung experimenteller Tiermodelle mit durch aul3ere Faktoren
induzierten Lungenerkrankungen sind deshalb so wichtig, da es ethische Limitationen
natrlich weitgehend verbieten Versuche an erkrankten Menschen durchzufiihren oder hier
gar Krankheiten auszul6sen. Daneben ermdglichen es experimentelle Krankheitsmodelle am
Tier Experimente prézise zu planen und alle relevanten Parameter genau zu kontrollieren
(Trosi¢ et a., 1996). Bei den meisten Krankheitsmodellen handelt es sich um in vivo-Studien
an verschiedenen Versuchstieren, wie z. B. die durch Lipopolysaccharide induzierte
Lungenentziindung bel der Maus (Ischenko et al., 2007; Maris et a., 2004), die Bleomycin-
induzierte Lungenfibrose bei M&usen (Liu et al., 2007) und Ratten (Azoulay et al., 2003) und

viele andere Erkrankungen an unterschiedlichen Tierarten wie u.a Meerschweinchen
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(Garcia-Contreras und Hickey, 2007), Hunden (Rosenthal, 2007), Katzen (Norris Reinero et
al., 2004) und Schweinen (Forsgren et al., 1990). Neben der Verwendung von in vivo—
Krankheitsmodellen gibt es auch die Moglichkeit, krankhafte Veranderungen an ex vivo—
Lungenmodellen zu erzeugen. Ein Beispiel hierfir ist das Modell der pulmonalen Hypertonie,
bei dem durch kontinuierliche Zugabe des Thromboxan A,-Analogons U-46619 eine
Vasokonstriktion und somit ein pulmoanalarterieller Druckanstieg induziert wird (Walmrath
et a., 1997; Schermuly et a., 2001a; 2001b; 2003).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN
3.1 Material und Methoden
3.1.1 Modellsubstanzen

3111 Carboxyfluorescein

5(6)-Carboxyfluorescein (CF; Fluka, Buchs, Schweiz) ist ein wasserlddlicher, gelber (in
hohen Konzentrationen roter) Fluoreszenzfarbstoff, der schon mehrfach zur liposomalen
Verkapselung verwendet und bereits hinsichtlich seiner pulmonalen Absorption untersucht
wurde (Woolfrey et a., 1986; Yamamoto et al., 2004). CF besitzt hinsichtlich seiner
Fluoreszenz eine starke Abhangigkeit vom pH-Wert des umgebenden Milieus (Babcock,
1983). Diese pH-Wert-Abhangigkeit macht es notwendig die verwendete CF-Losung auf
einen pH von mindestens 7 zu puffern und ale in den Versuchen erhobenen Messdaten auf
den verwendeten pH-Wert zu kalibrieren. CF besitzt eine dhnliche Struktur wie Fluorescein,
jedoch mit zusétzlichen Carboxylgruppen an Position 5 oder 6 (das hier verwendete Produkt
ist eine Mischung beider Isomere). Die wasserldslichste und am stérksten fluoreszierende
Form von CF liegt bei neutralem und akalischem pH-Wert vor, in saurem Medium dagegen
verliert CF an Lodlichkeit und besitzt eine hohe Tendenz, Bindungen mit Proteinen und
anderen biologischen Materialien einzugehen (Weinstein et al., 1986).

CF (CAS-Nummer  72088-94-9) besitzt folgende chemische  Eigenschaften
(http://www.biotium.com/prodindex/other-ion/pH/51013.htm;  http://www.sigmaal drich.com/
catal og/search/ProductDetail/[FLUKA/21877; Weinstein et al., 1986):

e Summenformel: CxnH120;

e Anregungs-, Emissionswellenlange:  Aex = 492 nM; Aem = 517-520 nm

e Molekulargewicht: 376,32 g/mol
o PKa: 6,5
e Schmelzpunkt: 275°C

e Strukturformel:
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Zur Herstellung von 100 ml einer CF-Stammlésung mit einer Zielkonzentration von 50 mg/ml
und einem pH-Wert von 7,4 wurden 5 g CF in einem 100 ml MalRkolben mit 50 ml
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) versetzt. Zur besseren L6slichkeit wurde unter
sténdigem Ruhren tropfenweise Natriumhydroxid 10 M zugegeben bis keinerlei Pulverreste
mehr vorhanden waren. Nach Auffillen der Losung mit PBS auf etwa 90 ml erfolgte die
Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 und des Volumens auf 100 ml durch schrittweise Zugabe
von PBS und NaOH 10 M, bzw. HCL 1 M. Diese Stammldsung wurde im Kihlschrank bei
ca. 4 °C lichtgeschitzt gelagert. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine CF-L6sung der
Konzentration 500 pg/ml verwendet. Die Verdinnung auf 500 pg/ml, bzw. auf die fir eine
Messeichreihe notwendigen Konzentrationen, erfolgte durch Zugabe der entsprechenden
Menge an PBS zu der hergestellten CF-Stammlésung (z. B. 1:100 Verdinnung fir eine
Endkonzentration von 500 pg/ml).

3112 Trinatrium 8-Methoxypyren-1,3,6-Trisulfonsaure

Eine weitere wasserl0sliche Substanz ist der superpolare Fluoreszenzfarbstoff Trinatrium 8-
Methoxypyren-1,3,6-Trisulfonsdure (MPTS; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Der gelbe
Fluoreszenzfarbstoff MPTS wird durch kationische Molekile statisch gequencht (d.h. durch
Anlagerung dieser Molekille an den Farbstoff wird die Fluoreszenz vermindert), was zum
spezifischen Nachweis schon geringer Mengen an kationischen Lésungsmitteln (zum Beispiel
zur Untersuchung von Wasserverschmutzungen) verwendet werden kann (Marhold et 4.,
1990).

MPTS besitzt die CAS-Nummer 82962-86-5 und hat folgende chemische Eigenschaften
(Marhold et a.,  1990;  http://probes.invitrogen.com/servlets/structure?tem=395;
http://www.sigmaal drich.com/catal og/search/ProductDetail/[FLUK A/65325):

e Summenformel: C17HoNagO10Ss

e Anregungs-, Emissionswellenlange:  Aex = 404 nM; Aem = 431 nmin H>O
e Molekulargewicht: 538,41 g/mol

e Schmelzpunkt: 253-260 °C
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e Strukturformel:

Fur die Versuche im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde MPTS, welches als Pulver
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur gelagert wurde, in einer Konzentration von 500 pg/ml in
NaCl 0,9% gelost. Durch weitere Verdiinnungen mit isotoner Kochsal zlésung wurden die fur

die Eichreihen erforderlichen Konzentrationen hergestellt.

3113 Rhodamin

Rhodamin 6G (R6G; Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) ist ein lipophiler, roter
Fluoreszenzfarbstoff, der bereits erfolgreich zur Verkapselung in Nanopartikeln eingesetzt
werden konnte (Bourges et al., 2003; Roy et al., 2004).

R6G (CAS-Nummer 989-38-8) besitzt folgende chemische Eigenschaften (Duvvuri et a.,
2004; http://www.sigmaal drich.com/catal og/search/ProductDetail/SIAL/252433):

e Summenformel: CusH3:N,O4Cl

e Anregungs-, Emissionswellenlange: Aex = 528 NM; Aem = 551 NM
e Molekulargewicht: 479,01 g/mol

° pKj: 7,5

e Strukturformel:

HSC‘-\ SIS CH3 Cl~

Zur Herstellung einer R6G-L6sung wurde das rétlich-braune Pulver in einer Konzentration
von 500 pg/ml in PBS (pH 7,4) durch mindestens zweiminttiges Schitteln gel6st. Aus dieser
Stammldsung wurden durch Zugabe von PBS verschiedene Verdinnungsstufen zur Eichung
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des Fuoreszenzreaders angefertigt. Zur Fluoreszenzmessung mussten samtliche R6G
enthaltende Proben unmittelbar vor der Messung 1:1 mit Ethanol versetzt werden. Dieser
Schritt war notwendig, da sich R6G zwar in PBS [Gsen |asst, hier aber nur eine unzureichende
Fluoreszenz zeigt. Erst nach Zugabe der gleichen Menge an Ethanol zu den Proben wurde die

Fluoreszenz in ausreichendem Mal3e detektierbar.

3114 Salbutamol

Salbutamol, eine Substanz des Arzneibuchs, ist ein welil3es, geruchloses, kristallines Pulver
mit einem Molekulargewicht von 239,3 g/mol. Salbutamol ist als sekundéres aliphatisches
Amin eine Base (pK,=9,07) und als Phenol zugleich eine schwache Saure (pK,= 10,37). Bei
physiologischem pH-Wert liegt hauptséchlich das Kation vor. Gebrauchlicher als Salbutamol
in Form der freien Base ist das besser |6sliche Salz Salbutamolsulfat. Dabei handelt es sich
um ein direktes f3,-Sympathomimetikum mit typischer Phenylethylamin-Grundstruktur, wobei
die Substitution am Stickstoff die Affinitdt zu den B-Rezeptoren erhdht und die zusétzliche
Substitution des Phenylringes das Molekdl vor dem Abbau durch Catechol-O-Methyl-
Transferase schitzt (Lohrmann, 2005; Schattle, 2006).

[ ] Abb. 5: Strukturformel von
OHH H
A Salbutamolsulfat  (Lohrmann,
HOH,C N 3
CHs S0 2005).
CH,
HO

- .

Das kurz wirksame [,-Sympathomimetikum liegt in Form zweier optischer Isomere
(Enantiomere) as (R)- und (S)-Salbutamol vor. Therapeutisch verwendetes Salbutamol ist ein
Racemat, bei welchem beide Formen zu etwa gleichen Teilen enthalten sind (Broadley, 2006).
Die (S)-Form, die schneller abgebaut wird a's die (R)-Form, hat nach Page and Morley (1999)
keine PB,-sympathomimetischen Eigenschaften, verstéarkt jedoch v.a. bel  chronischer
Anwendung das Auftreten von Nebenwirkungen. Obwohl Boulton und Fawcett (2001)
behaupten, dass die klinischen Vorteile durch reines (R)-Salbutamol (Levosalbutamol)
gegenlber dem Racemat nur gering sind, zeigt das teurere Levosalbutamol therapeutische
Vorteile und besitzt bessere Eigenschaften hinsichtlich der Nebenwirkungen (Gupta und
Singh, 2007).
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Salbutamolsulfat ist in Wasser (250 g/l) l6dlich, schmilzt bei 157 °C und besitzt ein
Molekulargewicht von 576,7 g/mol (Schéttle, 2006). Der pK, von Salbutamolsulfat liegt bei
etwa 9,8 und der log P-Wert als Mali3 fur die Lipophilitdt betrdgt ca. 0,02 (Desaphy et al.,
2003).

Das im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendete Salbutamolsulfat, welches von der
Boehringer-Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG (Ingelheim am Rhein, Deutschland) zur
Verfigung gestellt wurde, lag als sprihgetrocknetes mikronisiertes Pulver sowohl frei, as
auch - zur Verwendung im HandiHaler® (Boehringer-Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG,
Ingelheim am Rhein, Deutschland) - abgewogen in Kapseln vor. Die PartikelgrofRen des
mikronisierten Pulvers lagen bei 2,25 um mit einer Feinpartikelfraktion von 41,58 %. Im
Rahmen der eigenen Versuche wurde Sabutamolsulfat entweder direkt als Pulver (lose
eingewogen oder in Kapseln) vernebelt oder es wurde fur die Experimente mit dem
AKITAZAPIXNEB-System eine Salbutamollsung hergestellt. Dazu wurde Salbutamolsulfat

in den Konzentrationen 1, 10 und 100 mg/ml in isotoner Kochsalzl 6sung gel 6st.

3.1.2  Bestimmung des Octanol/\Wasser-V erteilungskoeffizienten

Der Octanol/Wasser-V erteilungskoeffizient beschreibt das  Verhdtnis der
Gleichgewichtskonzentrationen einer gelosten Substanz in einem Zweiphasensystem
bestehend aus 1-Octanol und Wasser und wird Ublicherweise als dekadischer Logarithmus
(log P) angegeben. Die Berechnung des dimensionslosen Verteilungskoeffizienten erfolgt
dabei nach:

P= COctanoI/ CWasser

Coctanol = Konzentration in der Octanolphase

Cwasser = Konzentration in der Wasserphase

Die Messung des Verteilungskoeffizienten wurde in Form der ,, shake-flask” Methode gemal3
der OECD-Richtlinie 107 (OECD, 1995) durchgefihrt, wobel als wéssrige Phase statt Wasser
PBS-Puffer (pH 7,4) fur CF und R6G und 0,9%iges NaCl fur MPTS verwendet wurde. Vor
Versuchsbeginn wurden die verwendeten Losungsmittel, Octanol (1-Octanol 99 %, Sigma
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und PBS, bzw. NaCl mit der jeweils anderen Phase
vorgeséttigt, indem Octanol mit PBS oder NaCl (und umgekehrt) versetzt und die Gemische
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24h geschittelt wurden. Danach mussten die Ldsungen solange stehen, bis sich die zwei
Phasen vollstandig getrennt hatten. Der Gehalt an Testsubstanz, der im Versuch eingesetzt
wurde, richtete sich nach der minimalen Nachweisgrenze in jeder Phase und einer
Maximalkonzentration von 0,01 mol/l. Um eine hohere Genauigkeit der Ergebnisse zu
gewdhrleisten, wurden Mehrfachansdtze mit verschiedenen Konzentrationen jeder
Testsubstanz angefertigt. Die Abweichung vom Mittelwert darf gemal? der OECD-Richtlinie
107 (OECD, 1995) dabei nicht mehr als + 0,3 betragen.

Der lipophile Farbstoff R6G wurde in einer Konzentration von 3,0 mg/ml (n = 4), 1,5 mg/ml
(n=1) und 0,6 mg/ml (n = 1) in einem Milliliter des vorgeséttigten Octanols gelst, wonach
die gleiche Menge PBS-Puffer zugesetzt wurde. Die beiden hydrophilen Farbstoffe wurden in
der wassrigen Phase wie folgt gelost: 3, 2 und 1 mg/ml CFin PBS (jen=2)und 4 (n=1), 2
(n=3)und 1 mg/ml (n=1) MPTSin 0,9 %iger Kochsalzldsung. Nach Zufiigen der gleichen
Menge an 1-Octanol wurden alle Proben mindestens 5 Minuten lang von Hand geschittelt
und anschliefRend zentrifugiert. Nach Trennung der beiden Phasen wurde der Farbstoffgehalt
in der Phase mit dem niedrigeren Farbstoffgehalt (R6G in PBS und MPTS und CF in Octanol)
mittels Fluoreszenzreader bestimmt. Der Gehalt an Farbstoff in der jeweils anderen Phase
errechnete sich durch Abzug der vorher ermittelten Konzentration von der eingesetzten
Gesamtkonzentration. Zur Messung von CF, welches wegen seiner pH-Abhangigkeit nicht
direkt im Octanol messbar war, wurde die Octanol-Phase nochmals 1:1 mit PBS versetzt und
schliefdlich nach grindlichem Durchmischen und Zentrifugieren der CF-Gehalt in der PBS-
Phase bestimm.

3.1.3 Verneblung

Zur Anwendung kamen im Rahmen dieser Doktorarbeit zwel verschiedene Pulver- und zwel
Flissigvernebler. Bel den Flussigverneblern handelte es sich um folgende piezoelektrische
Vernebler: Aeroneb® Professional (Aerogen, Dangan, Galway, Irland) und das im Rahmen
dieser Studie neu entwickelte und zum Patent angemeldete AKITA?APIXNEB-System
(Activaero GmbH, Mdunchen, Deutschland). Zur Trockenpulververneblung wurde der
kommerziell erhaltliche DP-4 Dry Powder Insufflator™ (PennCentury™, Philadelphia, USA)
sowie der in Zusammenarbeit mit der Firma Activaero GmbH entwickelte und patentierte

Aerosol Dispensor verwendet.
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3131  Aeroneb®Professional

Der Aeroneb®Professional wurde zur Verneblung mit 3 ml der entsprechenden Fliissigkeit
beflllt und solange betrieben, bis das Flssigkeitsvolumen weitgehend (bis auf einen geringen
Rest von ca. 0,35 ml) vernebelt war (ca. 8 min). Zur Kontrolle des Outputs und der
Verneblerleistung wurde neben der Verneblungsdauer auch das Gewicht des Gerétes vor und
nach jeder Verneblung bestimmt. Der Einbau des Verneblers in das Beatmungssystem des
Kaninchenlungenmodells erfolgte durch Integration eines T-Stiickes mit dem V erneblerkopf
in den inspiratorischen Schlauch (s. Abb. 6). Durch einen abklemmbaren Bypass wurde der
ingpiratorische Luftstrom so gelenkt, dass er den Vernebler nur wéhrend der

V erneblungsphase passierte und aul3erhalb dieser Zeit den Verneblerkopf umging.

exspiratorischer Schenkel |:|

Filter
Aeroneb®

Professional

Schlauchklemmen

inspiratorischer Schenkel | |

Beatmungspumpe

Isolierte Kaninchenlunge

Abb. 6: Darstellung der Integration des piezoelektrischen Verneblers Aeroneb®Professional in
das Beatmungssystem am Modell der isolierten Kaninchenlunge.

Die Deposition einer mit dem Aeroneb® Professional vernebelten Fliissigkeit in der isolierten
Kaninchenlunge wurde bereits in friheren Studien unter Verwendung des gleichen
Beatmungssystems und des gleichen Verneblers untersucht (Gessler et a., 2007). Dazu wurde
(8hnlich der in Kapitel 3.1.5.1 beschriebenen Charakterisierung des AKITA?APIXNEB) eine
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%™ Technetium-Kochsalzlésung in die Lunge vernebelt und die Radioaktivitdt mittels
Gammacounter (Raytest, Straubenhardt, Deutschland) bestimmt. Diese Versuche ergaben,
dass bei einem durch Wiegen bestimmten Output von 2,65 + 0,15 ml wéahrend einer
Verneblungsdauer von 8,0 + 0,2 min 0,40 = 0,05 ml in der Lunge und 0,38 + 0,02 ml im
exspiratorischen Teil des Beatmungssystems deponiert wurden (Lahnstein et al., 2007).
Aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit dieser Messungen und um unndtige
Kaninchenversuche zu vermeiden, wurde in den folgenden Versuchen mit dem Aeroneb®
Professional auf die bereits ermittelte Deposition von im Mittel 0,4 ml in der Kaninchenlunge

zurickgegriffen.

3132 AKITA?APIXNEB

Bei diesem Gerd handelt es sich um eine elektronische und pneumatische Steuer- und
Versorgungseinheit (AKITA?) und eine von Activaero GmbH entwickelte Variante des
eFlow-Verneblers namens APIXNEB. Im Gegensatz zum Dauerbetrieb der meisten
herkdbmmlichen Verneblersysteme ermdglicht die Steuerung von Zeitpunkt und Dauer der
Verneblung durch die AKITAZEinheit eine Beschrankung der Verneblung auf die
Inspirationsphase. Ein Drucksensor an der AKITA? registriert dabei die Druckénderung im
Beatmungssystem wahrend der Inspiration und |6st daraufhin eine Verneblungsphase aus.
Nach einer definierten Dauer von 0,7 s und somit vor Beendigung der Inspiration wird die
V erneblung unterbrochen, um einen unnétigen Verlust des Wirkstoffes im Schlauchsystem zu
verhindern.

Fir die Anwendung am Modell der isolierten Kaninchenlunge wurde die AKITA? so
programmiert, dass sie bel Erreichen eines Druckes von 5 mbar automatisch und
inspirationsgetriggert die Verneblung fir einen Zeitraum von 0,7 s startete.

Bel der Anpassung des fur die Anwendung am Menschen konzipiertenV erneblungssystems an
das Modell der isolierten Kaninchenlunge mit seiner hohen Atemfrequenz von 30 Atemzyklen
pro Minute traten jedoch Probleme auf. Daher musste die Beatmungsfrequenz von 30 auf 26
Atemzige/min reduziert und zum Ausgleich das Atemzugvolumen von 30ml auf 35ml
angehoben werden. Durch diese geringfiigige Anderung konnte das Atemminutenvolumen
annahernd beibehalten werden. Das AKITA%APIXNEB-System wurde ahnlich dem Aeroneb®
Professional in den inspiratorischen Beatmungsschlauch eingebaut (s. Abb. 7). Durch ein T-
Stlick ebenfalls mit dem inspiratorischen Schlauch verbunden, befand sich noch vor

Vernebler und Bypass der Drucksensor zur Ermittlung des Beatmungsdruckes.
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exspiratorischer Schenkel |:|

Vermebler Filter

inspiratorischer Schenkel

Schlauchklemmen ]

Drucksensor

Beatmungspumpe

Isolierte Kaninchenlunge

Kontrollstation

Abb. 7: Darstellung des AKITA?APIXNEB-Systemsim Beatmungssystem am Modell der
isolierten Kaninchenlunge.

Zur Anwendung des AKITA?APIXNEB-Systems wurden 4 ml der zu untersuchenden
Substanz in das Gerd gefilllt und fir 10 min vernebelt. Wahrend bei dem Aeroneb®
Professional die FlUssigkeit bis auf eine geringe Restmenge vernebelt und die bendtigte Zeit
gestoppt wurde, wurde hier die Verneblung nach 10 min beendet, ohne dass das Fillvolumen
geleert wurde. Welche Menge an FlUssigkeit dabel das Gerét verlief3, wurde durch vorheriges
und anschlieffendes Wiegen mit einer Prézisionswaage (Mettler Toledo GmbH, Giessen,
Deutschland) bestimmt.

3.1.3.3 DP-4 Dry Powder Insufflator™

Der DP-4 Dry Powder Insufflator™ wurde zur Verneblung mit 1 mg mikronisiertem
Salbutamolpulver beflllt und so positioniert, dass der untere Teil der Kanlle paralel zur
Tracheaverlief. Die Ausl6sung des Pulverstol3es erfolgte mittels einer dem DP-4 aufgesetzten
Spritze mit einem Volumen von 10 ml. Das Geré wurde vor und nach jeder Verneblung

gewogen. Zur Anwendung an der isolierten Kaninchenlunge (s. Abb. 8) wurde die Kantile des
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DP-4 Dry Powder Insufflator™ [uftdicht derart in den Beatmungstubus eingebaut, dass das
Ende der Kantile ca. 1 cm vor der Bifurcatio tracheae miindete. Um zu verhindern, dass eine
Behinderung der Pulververneblung dadurch entstand, dass die Kanlle die Wand der Trachea
bertihrte, wurde eine Drahtspange um die Kanule im Tubus befestigt und somit ein
gleichméaldiger Wandabstand gewéhrleistet.

10 ml Spritze

inspiratorischer
Schenkel

exspiratorischer

Schenkel
Tubus

Drahtspange

Trachea

isolierte Kaninchenlunge

Abb. 8: Darstellung des DP-4 Dry Powder Insufflator™ im Beatmungstubus der isolierten
Kaninchenlunge.

Die Pulververneblung am Kaninchenmodell wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt: zu
Beginn einer mittels Beatmungspumpe von 1 s auf 2 s verlangerten Inspiration wurde der
erste Pulverstol3 ausgeldst. Unmittelbar danach wurde durch das Abklemmen der
Beatmungsschlduche noch vor Beginn der Exspiration eine statische Blahung der Lunge
erzeugt. In diesem Zustand wurde ein zweiter Pulverstol3 ausgeldst. Eine Minute nach der
zweiten Pulververneblung, in der dem Pulver Zeit zur Sedimentation blieb, wurde die
Beatmung wieder mit normaler Beatmungsfrequenz (30/min) gestartet. Als die in der Lunge
deponierte Menge wurde der durch Wiegen bestimmte Output abzlglich des wieder
abgeatmeten Pulvers angenommen. Die Menge des ausgeatmeten Salbutamol pulvers wurde
durch Spulung des exspiratorischen Beatmungsstiickes und Messung der Spullésung mittels
HPL C bestimmit.
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3.1.34 Small Animal Dry Powder Aerosol Dispensor

Bei dem im Rahmen dieser Studie neu entwickelten Small Animal Dry Powder Aerosol
Dispensor (Aerosol Dispensor) handelt es sich um eine Kombination, bestehend aus einem
Trockenpulverinhalator (HandiHaler®, Boehringer-Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG,
Ingelheim am Rhein, Deutschland), bei welchem das Trockenpulver in einer leicht befill- und
austauschbaren Kapsel enthalten ist, einem den HandiHaler® umgebenden Gehduse mit
Verneblerkammer (Volumen 800 ml; s. Abb. 9) und einer AKITA(L1)-Kontrolleinheit. Ziel der
Entwicklung dieses Gerétes war es, ein gleichmalig dispergiertes Pulveraerosol fur die
Inhalation an einem Tiermodell zu erzeugen, ohne die mitunter sehr kleinen Tierlungen den
zur Dispersion benttigten hohen L uftfllissen aussetzen zu missen.

Abb. 9: Darstellung des Aerosol Dispensor mit
einem Anschluss fur den Dispersionsimpuls im
Deckel (A), Gehause fir den HandiHaler® (B),
HandiHaler® (C) und Verneblerkammer (D) [Foto:
Activaero GmbH, Minchen, Deutschland].

Zur Bildung eines Aerosols aus dem in der Kapsel als Agglomerat vorliegenden Pulver
benttigt man einen hohen Luftfluss. Zur Bereitstellung eines ausreichend hohen Luftflusses
dient das AKITA(1)-System, welches kurzzeitig einen Fluss von 60 I/min liefern kann. Das
System wurde so eingestellt, dass dieser Dispergierimpuls (s. Abb. 10) Uber einen Zeitraum
von 400 ms durch den HandiHaler® hindurch in die Verneblerkammer (Spacer) abgegeben

wurde.
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Abb. 10: Zeit/Fluss-Diagramm des Dispersionsimpulses der AKITA(1) [Activaero GmbH,
M nchen, Deutschland].

Nach Einbau des Verneblungssystems in den inspiratorischen Beatmungsteil des
Lungenmodells (s. Abb. 11) gestaltete sich der Ablauf der Verneblung wie folgt: wahrend das
Verneblersystem tber einen Bypass zum Schutz der Lunge vor dem ausldsenden Luftstol3
umgangen wurde, desagglomerierte die mittels AKITA(1) durch den HandiHaler® geblasene
Luft das Trockenpulver und nahm es auf. Dabei konnte die bereits im Spacer enthaltene
Uberschiissige Luft Uber eine Auspufféffnung (Auslass) im Sockel des Spacers entweichen.
Unmittelbar danach wurde die Beatmungsluft der isolierten Kaninchenlunge Uber magnetisch
steuerbare Schlauchquetschventile (Magnetumschalter) fir mehrere Minuten durch den
Spacer geleitet, und so das Aerosol in die Lunge transportiert. Nach dieser Zeit wurde die
Ventilationszirkulation wieder Uber den Bypass vorbei am Spacer geleitet und eine neue

Verneblung ausgel 6st.
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AKITA

L Kontrollstation
Spacer mit | %

HandiHaler® | i

Auslass

MagnetumscllMagnetumsclmlter

Volumen- inspiratorischer Schenkel
ausgleich

Beatmungspumpe

exspiratorischer Schenkel

Isolierte Kaninchenlunge

Abb. 11: Darstellung des Pulververneblers im Beatmungssystem am Modell der isolierten
Kaninchenlunge.

Um eine komplette Abatmung des Pulvers aus dem Spacer (Volumen 800 ml) und eine
groftmaogliche Entleerung der Kapsel zu gewéhrleisten, wurde die Verneblung mit ein und
derselben Kapsel dreimal ausgel6st und die Kammer flr je 2 min mit einem vorgegebenen
Atemminutenvolumen von 900 ml in den Ventilationskreisauf geschaltet. Zur
Charakterisierung des Verneblers wurde zusétzlich eine Versuchsreithe mit 4 x 3 min
durchgefuhrt. Im Verlauf der Entwicklung und Charakterisierung des Systems wurde im
Rahmen dieser Arbeit auRer mit unterschiedlichen Verneblungsmodi auch mit verschiedenen
Systemaufbauten  experimentiert.  Elektrostatische Aufladungen im  Schlauch- und
Verneblersystem haben z.B. zur Folge, dass sich die Aerosolpartikel, welche oft elektrische
Ladungen tragen, bereits im System abscheiden. Um diese Problematik in den Griff zu
bekommen, wurden die urspringlich vorhandenen Gummischlauche (,urspringliches
System®) des inspiratorischen Systems durch Schlauche aus leitendem Kunststoff mit
Verbindungsstiicken aus Metall ersetzt. Nun konnten sowohl Schlduche als auch der aus
Aluminium, Messing und PVC bestehende Spacer leitend verbunden und geerdet werden
(,neues System®). Um das System von &uReren Umwelteinflissen (Luftfeuchtigkeit)
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unabhéangiger zu machen, wurde nicht nur die Beatmungspumpe, sondern auch die AKITA(1)
zur Desagglomeration des Pulvers mit trockener Luft gespeist (,neues System, Verwendung
von trockenem Gas‘). Nachdem so im Laufe der Entwicklung des Gerétes verschiedene
Variationen ausprobiert wurden, wurden die Versuche an der isolierten Kaninchenlunge
schliefdlich mit geerdetem System, mit ausschliefdlicher Zufuhr von trockener Druckluft und

einem Verneblungsmodus von 3 x 2 min durchgefihrt.

3.1.4  Aerosolpartikelgrofen

3141 Laserdiffraktometrie

Die Laserdiffraktometrie beruht auf der Grundlage der Lichtbeugung und ermdglicht eine
schnelle und reproduzierbare Messung der PartikelgroRen eines Partikelkollektivs. Dabel
erzeugen die Partikel in Abhéngigkeit ihrer Form und Gréf3e unterschiedliche Lichtbeugungs-
muster, aus denen auf die Grolenverteilung der Teilchen geschlossen werden kann. Die
mathematischen Algorithmen zur Berechnung der Teilchengréf3e gehen von idealrunden
Partikeln aus. Weichen die tatséchlich zu messenden Partikel von dieser Form ab, kénnen
jedoch Messfehler auftreten (Schéttle, 2006).

Die Auswertung und Berechnung der Partikelgrofien erfolgt von der zum Laserdiffraktometer
zugehorigen Software wahlweise nach der Fraunhofer-Theorie (HRLD) oder der Mie-
Theorie. Die Fraunhofer-Therorie, die keine Kenntnisse Uber optische Parameter der zu
untersuchenden Partikel bendtigt, ist gultig fur Partikel oberhalb von ca. 2 um. Eine bessere
Beschreibung der Partikel im Submikronbereich bietet die Mie-Theorie, die fur sphérische
Partikel beliebiger Grofde glltig ist. Fur die Anwendung der Mie-Theorie muss jedoch der
komplexe Brechungsindex der untersuchten Substanz bekannt sein.

In den folgenden Versuchen wurden die Ergebnisse der Flissigaerosole im Mie-Modus
ausgewertet, die der Trockenpulver allerdings im HRLD- (Fraunhofer)-Modus, da die
optischen Eigenschaften der verwendeten Pulver unbekannt waren.

Wichtige Parameter zur Charakterisierung eines Aerosols hinsichtlich Partikelgréf3e und
GroRenvertellung sind der MMAD (Mass Median Aerodynamic Diameter) und die GSD
(Geometric Standard Deviation). Der MMAD beschreibt den aerodynamischen Teilchen-
durchmesser, der sich (z.B. aufgrund der Dichte der Teilchen) deutlich vom geometrischen
Durchmesser eines Teilchens unterscheiden kann und daher definiert ist al's der Durchmesser
einer Kugel der Dichte 1 g/lcm®, die in Luft genauso schnell fallt, wie das betrachtete Teilchen
(Scheuch, 1997). Die GSD ist ein Mal3 fur die Breite der Verteillung der Partikelgrof3en.
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31411 Partikelgrof3en der FlUssigaerosole

Zur Bestimmung der PartikelgroRen der Flussigaerosole diente ein Laserdiffraktometer
(Sympatec, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland). Die Verneblung der Fluoreszenzfarbstoffe
und der Salbutamoll@sungen, jeweils im Vergleich zu isotoner Kochsalzldsung, erfolgte bei
beiden piezoelektrischen Verneblern mit einem aus einer Druckluftflasche zusétzlich
zugefuhrten Luftstrom von 2 und 10 I/min (je n = 6 fir jede L6sung und jeden Gasfluss). Zur
besseren Kanalisation des Aerosols wurde den Verneblern eine Spritze aufgesetzt, durch die
die Aerosolwolke den Vernebler gebiindelt und leichter kontrollierbar verlies. Die Vernebler
mit aufgesetzter Spritze wurden bei allen Messungen in einer Entfernung von ca. 3 cm zum
Laserstrahl so platziert, dass die Aerosolwolke den Laserstrahl mittig durchquerte. Um eine
schnelle Passage des Aerosols zu gewahrleisten und eine Mehrfachmessung der Partikel zu
verhindern, wurde der erzeugte Nebel von einem in ca. 10 cm Entfernung hinter dem
Laserstrahl aufgestelltem Staubsaugerrohr abgesaugt. Fur alle Messungen wurde eine R2
Linse (Brennweite 50 mm; Messbereich 0,25 bis 87,5 um) verwendet. Wahrend einer
Gesamtmessdauer von 2 s erfolgten 40 Messzyklen von je 50 ms. Bei dieser Versuchsreihe
wurde das AKITA2APIXNEB-System zur Erleichterung der Messungen so eingestellt, dass
eine kontinuierliche Verneblung tber einen Zeitraum von 25 s moglich war.

Um den Bedingungen in den spateren Versuchen am isolierten Lungenmodell (ILM)
maoglichst nahe zu kommen, wurde die Grélzenverteilung der Aerosolpartikel in einer weiteren
Versuchsreihe nicht direkt am Vernebler, sondern am Ende des Schlauchsystems, welches zur
Beatmung der Lunge verwendet wurde, gemessen. Dabel wurde eine Beatmungspumpe
(cat/rabbit Ventilator; Hugo Sachs Elektronik, March Hugstetten, Deutschland) zur
Erzeugung eines Luftstroms verwendet (je n = 6 fur alle Lésungen). Wie bei den ILM-
Versuchen wurde die Beatmungspumpe auch hier auf 30 Atemzige mit je 30 ml fir den
Aeroneb® Professional und 26 Atemziige pro Minute mit eéinem Volumen von 35 ml pro
Atemzug fir das AKITA?APIXNEB-System eingestellt. Im Gegensatz zum
Kaninchenlungenmodell, bei dem das AKITA?APIXNEB-Systen automatisch den
Beatmungsdruck misst und die Verneblung inspirationsgetriggert auslost, musste die
Verneblung zur PartikelgroRenmessung wegen des fehlenden Druckes, der normaerweise
durch die Lunge aufgebaut wurde, manuell mit jeder Inspiration durch Druck auf den Sensor-
Schlauch ausgel6st werden. Wegen der relativ kurzen Inspirationsphase konnte bel diesen
Versuchen eine Messzeit von 2 Sekunden nicht eingehalten werden. Daher waren die

Einstellungen hier derart gestaltet, dass die Messung bei einer von dem Geré ermittelten
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optischen Konzentration von Uber 2 % automatisch gestartet wurde und nach Abfall der

optischen Konzentration auf unter 1 %, spatestens aber nach einer Sekunde wieder endete.

31412 Partikelgrof3en der Pulveraerosole

Fur die Charakterisierung der PartikelgrofRen des Pulveraerosols wurde ebenfalls die
automati sche Messung nach Erreichen der notwendigen optischen Konzentration gewahlt. Zur
Verneblung wurde der DP-4 in 3 cm Abstand vor dem Laserstrahl positioniert und mit einer
aufgesetzten Spritze und einem Volumen von 10 ml zlgig ausgel6st (n = 6). Auch bel den
Trockenpulvern wurde der erzeugte Pulverstol3 hinter dem Laserstrahl wieder abgesaugt. Die
Messung des Aerosols aus dem Aerosol Dispensor erfolgte nach Ausldsen der Kapsel durch
die AKITA(1) direkt am HandiHaler® (n = 4).

3142 Andersen-Impaktor

Der verwendete Andersen-Impaktor (Andersen Cascade Impactor, Copley Scientific,
Nottingham, England) ist ein Kaskaden-Impaktor bestehend aus einem Halsteil, einem
Préseparator, acht Abscheidestufen und einem Filter. Die acht Stufen bestehen jewells aus
einer Prall- und einer Lochplatte und sind so Ubereinander angeordnet, dass die Partikel je
nach Grof3e entweder auf der Prallplatte impaktieren oder um die Abscheideplatten herum zur
nachsten Stufe stromen koénnen. Mit fortschreitender Impaktionsstufe scheiden sich immer
kleiner werdende Partikel ab, bisim Filter nur noch der restliche Feinstaub aufgefangen wird.
Die durchgefuhrten Versuche mit dem Andersen-Impaktor dienten dazu, den medianen
aerodynamischen Massendurchmesser des Salbutamolaerosols am Ende des inspiratorischen
Schlauchssystems nach Verneblung mit dem Aerosol Dispensor zu untersuchen (n = 3). Zum
Fixieren der Partikel auf Prallplatten und Préseparator wurden diese mit einer Brij 35-Ldsung
(siehe Anhang 9.4 Materialverzeichnis) beschichtet, indem auf jede Platte ein Tropfen der
Losung pipettiert und gleichmaldig verteilt wurde. Der Impaktor wurde zur Messung an eine
Pumpe (HCP 5, Copley Scientific, Nottingham, England) mit einem Luftfluss von 28,3 I/min
angeschlossen. Die Pulververneblung erfolgte wie bereits beschrieben unter Verwendung von
trockener Gasluft und geerdetem System mit einem Verneblungsmuster von 3 x 2 min. Nach
abgeschlossener Verneblung wurde das deponierte Salbutamolpulver nach folgendem
Protokoll aus dem Impaktor herausgesplilt:

Halsteil und Praseparator wurden erst mit 20 ml Chloroform und anschlief3end mit 20 ml PBS
gespult und beide Flussigkeiten gemeinsam in einem 50 ml Falcon Tube gesammelt und fiir 2

min bei maximaler Geschwindigkeit gevortext. Anschlief3end wurden 3 x 1,5 ml in
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Eppendorf-Cups Uberfthrt, fir 5 min bel 13.000 rpm zentrifugiert und schliefdich die obere
Phase (PBS) mittels HPLC gemessen. Prallplatten und Filter wurden einzeln in 800 mi-
Glaszylinder eingelegt. Nach Zugabe von 10 ml Chloroform und leichtem Umschwenken
wurde das Gefal3 fur 5 min in ein Ultraschallbad gestellt. Anschlief3end wurden 10 ml PBS
dazugegeben und die FlUssigkeit nach nochmaligem Umschwenken in einem 50 ml Falcon
Tube gesammelt und fur 2 min mittels Vortexer bel maximaler Geschwindigkeit durchmischt.
Anschliefiend wurden 3 x 1,5 ml in Eppendorf-Cups Uberfuhrt, fir 5 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert und schliefdlich die obere PBS-Phase mittels HPL C gemessen.

Nach abgeschlossenem Versuch wurden ale Teile des Impaktors mit Wasser und Spllmittel
ausgewaschen, anschliefiend erst mit destilliertem Wasser und dann mit Ethanol (99,6 %)
abgespult und zum Abschluss griindlich mit Druckluft ausgeblasen.

3.1.5 Bestimmung der Lungendeposition

3151 Verneblung von Technetium mittels AKI TA?APIXNEB-System in die Lunge

Die Bestimmung der Filssigkeitsdeposition in der isolierten Kaninchenlunge nach
Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB-System erfolgte mit Hilfe von Kochsalzlésung,
welche mit *™Tc¢ angereichert wurde. Dazu wurden ca. 10 MBqg *™Tc (**"Technetium-
Pertechnetat, Abteilung for Nuklearmedizin, Universitétsklinikum Giel3en und Marburg
GmbH, Gief3en, Deutschland) zu 10 ml NaCl 0,9% gegeben und 4 ml dieser Lésung in das
AKITA?APIXNEB-System gefilllt und fir 10 min (s. Kapitd 3.1.3) in die isolierte
Kaninchenlunge vernebelt. Da dabei nur die Deposition der Ldsung in der Lunge, nicht aber
der Stoffubertritt ins Perfusat untersucht werden sollte, wurde die Perfusion wahrend der
Verneblung gestoppt und die zu- und abfiihrenden Schlduche abgeklemmt. Die Aktivitat
folgender Komponenten wurden mittels Gammacounter (Raytest, Straubenhardt,
Deutschland) gemessen: 1 ml der Ldsung in einer Pipette vor Beginn des Versuches, der mit 4
ml befiilite Vernebler vor und nach Verneblung, die Lunge von allen vier Seiten und der
inspiratorische und exspiratorische (mit Filter) Teil des Schlauchsystems. Nach Messung der
Aktivitdt musste folgende Korrekturrechnung durchgefiihrt werden, um den radioaktiven

Zexfall zur Zeit (t) zu berticksichtigen:

t, t, = Halbwertszeit (360 min fiir *"TC)
A(O) — A(t) -e A(0) = Aktivitat zur Zeit 0

A(t) = Aktivitat zur Zeit t
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Als Maldstab fur die Aktivitét in einem Milliliter wurde der Mittelwert aus der Messung eines
Milliliters in einer Pipette zu Versuchsbeginn und eines Milliliters in einem Eppendorf Cup
bei Versuchsende verwendet. Zur Bestimmung der in der Lunge deponierten Aktivitat wurde
die Lunge von allen vier Seiten gemessen und diese Werte gemittelt. Zusétzlich wurde eine
Abschwéchung der Aktivitdt durch das umgebende L ungengewebe beriicksichtigt, indem 1 ml
der Losung in einem Eppendorf Cup zuerst alleine und danach abgeschirmt durch die Lunge
gemessen wurde. Die Differenz aus diesen beiden Messungen abzlglich der Eigenstrahlung
der Lunge wurde dann noch einmal halbiert, da sich bei den Messungen die gesamte Lunge
vor dem zu messenden Milliliter befand, bei einer tatséchlich deponierten Flissigkeit im
Inneren der Lunge jedoch nur (idealisierter Weise) die Halfte des Gewebes. Die so ermittelte
Abschwéchung der Radioaktivitét durch die Lunge wurde dann (nach Umrechnung in

Prozent) zu der zuvor bestimmten Lungendeposition dazugerechnet.

3.15.2 Verneblung von Salbutamol pulver mittels Aerosol Dispensor in einen Filter

Etwas komplizierter gestaltete sich die Ermittlung der Lungendeposition im Falle der
Pulververneblung. Da hier kein radioaktiv markiertes Pulver zur Verfigung stand, musste
eine indirekte Methode zur Depositionsmessung verwendet werden. Daher wurde an Stelle
der Lunge ein Glasfaserfilter eingesetzt, in dem das vernebelte Pulver aufgefangen und
quantifiziert werden konnte. Nachdem mikronisiertes Sabutamolpulver mittels Aerosol
Dispensor in diesen Filter vernebelt wurde (s. Kapitel 3.1.3), wurden der Filter, der in- und
exspiratorische Beatmungsschlauch mit exspiratorischem Filter, die Medikamentenkapsel,
sowie der Vernebler selbst (HandiHaler®, Spacer, Auslass und Filter) mit destilliertem Wasser
gespult und der darin enthaltene Salbutamolgehalt mittels HPLC bestimmt. Zuvor wurde
jedoch in ener separaten Versuchsreihe (n = 8) untersucht, wie viel des in einem Filter
deponierten Salbutamols wiedergefunden werden konnte. Dazu wurden definierte Mengen an
Salbutamol (100 pg: n = 2; 600 pg: n = 5; und 2000 pg: n = 1) auf einen Glasfaserfilter
aufgebracht und anschlief3end mit destilliertem Wasser wieder ausgespult. Die Spilung des
Filters erfolgte 3x mit je 10 ml, die mit zwei am Vorder- und Hinterende des Filters
befestigten Spritzen 10x hin und her gespult wurden. Der Spacer wurde zweimal mit je 50 ml
ausgewaschen, die Schlduche einmal entsprechend ihrer Gréf3e mit einem Volumen von 5 bis
10 ml, Kapsel und HandiHaler® mit je 10 ml und der exspiratorische Filter und der Auslass-
Filter mit je 20 ml. Die Kapsel wurde vor und nach jedem Versuch gewogen.

Diese Versuche wurden so fur mehrere unterschiedlich gestaltete Verneblungen durchgefiihrt.

Die erste Versuchsreihe wurde mit dem urspringlich gebauten Verneblersystem (mit
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Gummischlauchen) und einem Verneblungsmodus von 3 x 2 min durchgefuhrt (n = 3). Bei
den folgenden Versuchsreihen wurde das Verneblungssystem verbessert, indem der Spacer
und die inspiratorischen Schlduche geerdet wurden, um elektrostatische Einflisse zu
minimieren. Zusatzlich wurde die Beatmungspumpe stait mit Raumluft mit der im
Kaninchenversuch verwendeten trockenen Druckluft gespeist, um Unterschiede in der
Luftfeuchtigkeit auszuschlief3en. Mit diesem verbesserten Systemaufbau wurden zwei
Versuchsreithen, einmal mit einer Verneblung von 3 x 2 min (n = 7) und einmal mit 4 x 3 min
(n = 4), durchgefihrt. Obwohl die Beatmungspumpe nur noch trockene Druckluft
transportierte, konnte ein Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf die Verneblung noch nicht
einwandfrei ausgeschlossen werden, da die AKITA-Station zum Ausldsen der Kapsel noch
immer mit Raumluft betrieben wurde. Daher wurde ein Beutel mit trockener Luft an dem
Ansaugventil der AKITA-Station befestigt, wodurch ein von der Umgebungsluft vallig
unabhangiges geschlossenes System entstand. Mit diesem Aufbau und einer
Verneblungsdauer von 3 x 2 min wurde die letzte Versuchsreihe (n = 8) zur Pulverdeposition
durchgefihrt.

3.1.6 Dieisolierte, ventilierte und blutfrei perfundierte Kaninchenlunge

3.1.6.1 Prinzip und Aufbau des Modells

Das bereits 1912 in dhnlicher Form von KNOWLTON und STARLING beschriebene Modell
des isolierten Herz-Lungen-Komplexes, bei dem der Schwerpunkt zunéchst auf der
Untersuchung des Herzens lag (Knowlton and Starling, 1912), kommt in modifizierter Form
als bewdahrtes ex-vivo-Modell mit den Lungen von u. a. Ratten, Meerschweinchen und
Kaninchen schon seit Jahrzehnten zur Anwendung (Niemeier, 1984). Auch in unserer
Arbeitsgruppe ist das Modell der isolierten, perfundierten und ventilierten Kaninchenlunge
schon seit langem etabliert (Leuchte, 2001; Schermuly et al., 1997, 2000; Schlaudraff, 2005;
Seeger et al., 1986; Walmrath et al., 1992). Fur die eigenen Versuche wurden die verwendeten
Lungen in ihrem Verbund mit dem Herzen aus narkotisierten Kaninchen entnommen und in
eine Versuchsapperatur eingegliedert, die die Beatmung und die Perfusion der isolierten
Organe gewéhrleistete. Der Versuchsaufbau ermdglichte es weiterhin die Lungen hinsichtlich
ihres Gewichtes, des Beatmungsdruckes und des pulmonalarteriellen (PAP) sowie
linksventrikuldren Druckes (LVP) zu (berwachen. Uber einen Dreiwegehahn im
Perfusionskreislauf wurden Proben zur Bestimmung des Medikamentengehaltes im Perfusat
entnommen, ohne den Kreislauf dabei zu unterbrechen oder zu storen.
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Das isolierte Lungenmodell (s. Abb. 12) ist so aufgebaut, dass dem System Uber zwei
beheizbare Gefélle (Volumen je 300 ml) gleichzeitig oder alternierend Uber Dreiwegehdhne
Perfusat zugefiuhrt werden kann. Dies ermoglicht einen vollsténdigen Perfusatwechsel ohne
den Kreislauf stoppen zu missen. Angetrieben wird die rezirkulierende Perfusion durch eine
Peristaltikpumpe (Roller Pump BP 742, Fresenius, Bad Homburg, Deutschland), die das
Perfusionsmedium zum Schutz vor Embolien erst durch einen Pallfilter (Pall Cardioplegia
Plus 0,2 um, Pall Biomedical Corp., Fajardo, USA) und dann durch eine Blasenfalle zur
Eliminierung evtl. noch vorhandener Luftblasen pumpt. Anschlief3end passiert das Perfusat
eine doppelwandige Glasspirale, die ebenso wie die doppelwandigen Perfusatsvorratsgefalle
und die Kammer, in der die Lunge wahrend des Versuches hangt, der Temperierung des
Systems durch einen Wéarmeregler (Thermomix BU, Braun, Melsungen, Deutschland) dient.
Das auf diese Weise luftblasenfreie und temperierte Perfusat gelangt schlief3dlich durch einen
in die Arteria pulmonalis eingebundenen Katheter in die Lunge und verlasst diese Uber einen
weiteren Katheter im linken Ventrikel wieder. Von hier aus wird das Perfusat, vorbel an
einem Dreiwegehahn zur Probenentnahme, zuriick in die Vorratsgefal3e geleitet. Zwei mit
Perfusat gefilllte Katheter (Innendurchmesser 1,0 mm, Auf3endurchmesser 1,5 mm) im
Inneren der Schlauche unmittelbar vor dem Eintritt in die Arteria pulmonalis und am Austritt
aus dem linken Ventrikel sind mit elektromechanischen Druckumwandlern (Combitrans, B.
Braun Melsungen AG, Mesungen, Deutschland) verbunden, die das Drucksigna in ein
elektrisches Signal umwandeln und an den Computer zur Aufzeichnung des LVP und des
PAP weliterleiten. Aufgehangt ist die Lunge an einer Wégezelle (Typ U1, Hottinger Baldwin
Messtechnik, Darmstadt, Deutschland), die Gewichtsveranderungen wéahrend der gesamten
Versuchsdauer Uber einen Messverstarker (Plugsys DBA 660, Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten, Deutschland) an einen Schreiber (Rikadenki R 50 Series, Rikadenki Elektronics,
Freiburg, Deutschland) leitet und aufzeichnet.
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Abb. 12: Darstellung des Modells der isolierten, perfundierten und ventilierten
Kaninchenlunge.

Die Beatmung der Lunge erfolgt mittels Beatmungspumpe (cat/rabbit Ventilator, Hugo Sachs
Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) {ber einen inspiratorischen und einen
exspiratorischen Schlauch, welche Uber ein y-férmiges Verbindungsstiick gemeinsam in einen
in die Trachea eingebundenen Tubus minden. In den inspiratorischen Schlauch wird bei
Bedarf ein Vernebler eingebaut, der auRerhalb der Verneblungszeit Uber einen Bypass
umgangen wird. Im exspiratorischen Schlauch befindet sich ein Drucksensor, der der

Aufzeichnung des Beatmungsdruckes dient.

3.1.6.2 Versuchsvorbereitungen

Nach Aufbau des Systems (zunachst noch ohne Lunge) wurden die Gefélie und Schlduche erst
grindlich mit 500 ml destilliertem Wasser, dann mit 500 ml isotoner Kochsalzlésung und
schlie@lich mit 500 ml Perfusionddsung gespllt. Unmittelbar vor Beginn der
Lungenpraparation wurden beide Vorratsgefai3e mit Perfusat aufgefillt, das System durch
Abklopfen aller Anteile auf Luftblasenfreiheit Uberprift und mittels Wéarmeregler auf 4 °C
herabgekihlt. Das verwendete Perfusionsmedium richtete sich dabel nach Art des Versuches.

Als Standard fur die Versuche an der isolierten Kaninchenlunge wurde Elektrolytldsung 1/3
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(Serag-Wiessner, Naila, Deutschland), bestehend aus NaCl 125 mM, KCI 4,3 mM, KH,PO,
1,1 mM, CaCl, 2,4 mM, MgCl, 1,3 mM und Glucose 13,32 mM, verwendet. Bei Versuchen
mit Induktion einer pulmonaler Hypertonie kam dagegen Elektrolytlésung IIN (Serag-
Wiessner, Naila, Deutschland) aus NaCl 120 mM, KCI 4,3 mM, KH,PO, 1,1 mM, CaCl, 2,4
mM, MgCl;, 1,3 mM, Glucose 13,32 mM und Hydroxyethylstdrke (MG 200.000) 50g/I zur
Anwendung. Die Hydroxyethylstérke in dieser Lésung erzeugt einen erhéhten osmotischen
Druck und soll dadurch die Bildung von Odemen verringern. Da bei den spateren Versuchen
des FarbstoffUbertritts bei pulmonaer Hypertonie Elektrolytldsung IIN verwendet wurde,
musste zur besseren Vergleichbarkeit des Farbstoffiibertritts mit und ohne Druckerhdhung
folglich bei allen Versuchen mit Fluoreszenzfarbstoffen dasselbe Perfusat verwendet werden.
Zusétzlich wurde zur Untersuchung des Einflusses des Perfusionsmediums auf den
Stoffubertritt eine Versuchsreihe (n = 4) mit Verneblung von CF unter Verwendung von
Elektrolytlosung 1/3 durchgefiihrt. Bei den Versuchen mit Salbutamol wurde ausschliefdlich
Elektrolytlosung 1/3 verwendet. Die Zugabe von ca. 22-24 ml Natriumbicarbonat zu 500 ml
der jeweiligen Elektrolytlésung stellte einen pH-Wert von 7,32 - 7,40 in der rezirkulierenden
Pufferlosung sicher. Die Messung des pH-Wertes erfolgte allerdings erst nach einigen
Minuten der Lungenpassage, wobel dann bei Bedarf Natriumbicarbonat nachdosiert oder zur

Verdinnung reine Elektrolytl6sung nachgegeben werden konnte.

3.1.6.3 Préparation und Integration der Lunge ins System

Auf die bereits mehrfach ausfihrlich beschriebene Prgparation der isolierten Lunge (L euchte,
2001; Waschkowitz, 2002) soll hier nur kurz eingegangen werden. Die Versuche erfolgten
mit den Lungen mannlicher Kaninchen der Rasse New Zealand White mit einem
Korpergewicht zwischen 2,5 und 3,8 kg. Die Kaninchen wurden durch die langsame,
schrittweise intravenése Gabe von insgesamt 6 ml eines Gemisches aus Ketamin (K etavet®,
Pharmacia, Erlangen, Deutschland) and Xylazin (Rompun®, Bayer Vital, Leverkusen,
Deutschland) narkotisiert und mit 1000 IE Heparin (Heparin-Natrium-25000-ratiopharm,
ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) pro kg Korpergewicht antikoaguliert. Nach Erreichen
einer tiefen Bewusst- und Schmerzlosigkeit wurden die Tiere intubiert und durch eine
Beatmungspumpe mit einem normoxischen Gasgemisch aus 21% O,, 5,3% CO, und 73,7%
N, mit einer Frequenz von 30 Atemziigen pro Minute und einem Atemzugsvolumen von 30
ml beatmet. Nach Ertffnung des Thorax Uber dem Sternum und Einbinden des Perfusat
zufuhrenden Katheters in die Arteria pulmonalis startete die Perfusion der Lunge mit einem

Fluss von 10-20 ml/min. Direkt im Anschluss wurde die Herzspitze abgeschnitten, um einen
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Abfluss des Perfusats zu gewahrleisten, die Aorta abgebunden und die Lunge aus dem Thorax
entnommen. Nach Entfernung der Herzklappen und der Papillarmuskeln im linken Ventrikel
und Abbinden des linken Herzohrs wurde das abfuhrende Schlauchstiick in den linken
Ventrikel eingebunden (Abb. 13) und der Kreisauf so geschlossen. Nun wurde die Lunge an
der Wégezelle in einer temperierten Kammer frei aufgehangt, der LVP auf ca. 1,2 bis 1,6
mmHg und der end-exspiratorische Druck (positive end-expiratory pressure, PEEP) auf 1 cm
Wassersaule eingestellt. Nach erfolgreicher ca. 30 minttiger Aufwarmphase des Systems mit
Erhéhung der Temperatur auf 39-39.5°C und der Perfusionsgeschwindigkeit auf 100 ml/min
und anschlief3endem Perfusatwechsel (Gesamtmenge wéahrend des Versuchs 300 ml) war das
System bereit zum Versuchsbeginn. Dabei wurden nur solche Lungen verwendet, die
gewichtskonstant waren, einen PAP im normalen Bereich und eine gleichmaliige weil3e

Erscheinung ohne Anzeichen von Hamostase, Odembildung oder Atelektasen aufwiesen.

Abb. 13: Bild ener isolierten Kaninchenlunge mit
Perfusatzufluss Uber einen Katheter in  der
Pulmonalarterie (A) und -abfluss Uber einen Schlauch
im linken Ventrikel (B).

3.1.6.4 Versuchsdurchfihrung
Der Versuchsablauf gestaltete sich so, dass nach Erreichen eines stabilen , steady state” mit

der Verneblung begonnen wurde. Mit Beginn der Verneblung startete auch die
Probenentnahme. Eine Nullprobe wurde vor jedem Versuch als Ausgangswert genommen.
Wahrend der Versuche kam es durch die Probenentnahme, durch Verdunstung und durch
Tropfenbildung Uber die gesamte Lungenoberflache zu mehr oder weniger grof3en
Perfusatverlusten (im Mittel ca. 65 ml/300 min), welche bel der Bestimmung des
Stofflbertritts ins Perfusat durch folgende Korrekturrechnung berticksichtigt wurden:
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_C(1) - V(1) + (Vp(0) = V(1)) - C(1)/2 _ C(t)  Vy(t)
Ccorr(t) - Vp(O) - 2 7 (Vp(O)

+1)

Ceorr(t) = korrigierte Wirkstoffkonzentration im Perfusat nach der Zeit (t)
C(t) = gemessene Wirkstoffkonzentration im Perfusat nach der Zeit (t)
Vp(t) = Perfusatvolumen nach der Zeit (t)
Vp(0) = Perfusatvolumen zum Zeitpunkt O

31641 Verneblung der Fluoreszenzfarbstoffe

Fur die Versuche mit den Fluoreszenzfarbstoffen CF, MPTS und R6G (je n = 4) wurden je
3 ml der Farbstofflésung mit dem Aeroneb® Professional (Verneblungsdauer ca. 8 min) in die
Lunge vernebelt (Perfusion dabei mit IIN-Perfusat). Uber einen Zeitraum von 300 min
wurden dann alle 10 min jeweils 0,7 ml Perfusatproben entnommen und gemessen. Zusétzlich
zu den Perfusatproben wurde bel diesen Versuchen auch die Farbstoffkonzentration in der
aufgefangenen TropfflUssigkeit (ca. 8 ml/300 min) und in einer Lungenlavage bestimmt. Die
Lungenlavage erfolgte mit insgesamt 150 ml Elektrolytldsung, die in drei Fraktionen zu je 50
ml je 3x in die Lunge ingtilliert und wieder abgesaugt wurde. Insgesamt konnten so 80-95%
der verwendeten Lavageflissigkeit zur Bestimmung des in der Lunge verbliebenen
Farbstoffgehalts wieder aus der Lunge zurlickgewonnen werden. Im Falle des lipophilen
Farbstoffs R6G wurde nach dieser Lavage noch eine zusétzliche Lavage mit 50 ml 99,6 %
igem Ethanol durchgefihrt.

3.1.6.4.2 Carboxyfluorescein-Verneblung unter Verwendung von 1/3 Perfusat

Zusétzlich zu den beschriebenen Versuchen mit [IN-Perfusat, wurde eine Verneblung von CF
in die Kaninchenlunge (n = 4) unter Verwendung von 1/3-Perfusat durchgefuhrt, um den
Einfluss des Perfusionsmediums auf den CF-Ubertritt zu untersuchen. Bis auf die
Verwendung eines anderen Perfusats gestalteten sich diese Versuche wie die zuvor
beschriebenen CF-Verneblungen. In dieser Versuchsreihe wurde bel zwei Versuchen eine

L ungenlavage durchgefihrt.
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3.1.6.4.3 Carboxyfluorescein-Ubertritt nach Instillation

Eine weitere Versuchsreihe (n = 2) diente dazu, einen Vergleich im Ubertritt zwischen
vernebeltem und instilliertem Farbstoff anzustellen. Dazu wurden 200 pg CF in 2 ml PBS
gel6st und Uber einen vorher in die Trachea eingebrachten Katheter mit Dreiwegehahn in die
Lunge instilliert. Wahrend der Ingtillation wurde die Lunge durch Abklemmen der
Beatmungsschlduche in maximaler Inspiration statisch geblaht. Es wurde 1IN-
Elektrolytlosung zur Perfusion verwendet. Probenentnahme (Uber 270 min), Lavagieren und

Auffangen der Tropffllssigkeit wurde wie bereits beschrieben durchgefihrt.

3.1.6.4.4 Verneblung von Salbutamolldsungen mit dem AKITA2APIXNEB-System

Fur die Verneblung von Salbutamolldsungen der Konzentrationen 100, 10 und 1 mg/ml (je
n= 4) mit dem AKITA?APIXNEB-System in die Lunge, musste die Beatmung auf 26
Atemzige/min reduziert und das Beatmungsvolumen zum Ausgleich auf 35 ml erhodht
werden. Die Verneblung erfolgte wahrend 10 min inspirationsgetriggert fur jeweils 0,7 s pro
Atemzug. Bei lediglich drei der vier Versuche mit 10 mg/ml Salbutamol standen auswertbare

Lavagen zur Verfligung.

3.1.6.45 Verneblung von Salbutamol pul ver

Nach der Pulververneblung (s. Kapitel 3.1.3) mit dem DP-4 und dem Aerosol Dispensor (je n
= 4) wurde am Ende des Versuchs der exspiratorische Teil des Beatmungssystems grtindlich
mit Aqua dest. gespult und der Salbutamolgehalt mittels HPLC gemessen. Zur Berechnung
der in der Lunge deponierten Pulvermenge wurde dann die exhalierte Menge von der
angenommenen inhalierten Menge (ermittelt durch die vorherigen Filterversuche, bzw. fir
den DP-4 durch Wiegen) abgezogen.

Wegen der aufwandigen und zeitintensiven HPLC-Messungen erfolgte die Probenentnahme
wéahrend aler Salbutamolversuche tber einen Zeitraum von 240 min. Um die Anzahl der zu
messenden Proben noch weiter zu reduzieren, wurden hier in der ersten Stunde ale 10 min, in
der zweiten Stunde alle 20 min und danach alle 30 min Proben mit einem Volumen von 0,8
ml entnommen. Es folgte eine Lavage mit 150 ml der verwendeten ElektrolytlGsung wie
bereits beschrieben. Auf eine Messung der Tropfflissigkeit mittels HPLC musste allerdings
verzichtet werden, da die zellreiche FlUssigkeit trotz Zentrifugation die HPL C-Saule zu stark
geschadigt hétte.
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3.1.6.4.6 Berechnung der Stoffverteilung im Lungenmodell

Fur alle Versuche wurde eine Gesamtbilanz erstellt. Dazu wurde der Stoffgehalt im Perfusat,
in der Lavage und bei den Farbstoffversuchen auch in der TropfflUssigkeit bestimmt und in
Prozent (bezogen auf die jeweils deponierte Menge) umgerechnet. Auf3erdem wurde
berechnet, wie viel der zu untersuchenden Modellsubstanz durch die Probenentnahme aus
dem System entfernt wurde. Zur Berechnung des prozentualen Anteils im Perfusat wurde die
gemessene Konzentration der letzten drei (fir die Farbstoffe), bzw. zwei (fir Salbutamol)
Perfusatproben gemittelt und mit der am Ende des Versuchs noch vorhandenen
Perfusatmenge multipliziert. Die dadurch erhaltene Stoffmenge wurde dann in Prozent der
deponierten Menge umgerechnet. Um die Salbutamolversuche, bei denen unterschiedliche
Mengen an Wirkstoff in der Lunge deponiert wurden vergleichen zu kdnnen, wurde der
Perfusatgehalt zusétzlich in Prozent der deponierten Menge berechnet. Im Gegensatz zur
Ermittlung der Gesamtbilanz wurde dafir die korrigierte Konzentration zu dem jeweiligen
Zeitpunkt mit der urspriinglich eingesetzten Perfusatkonzentration (300 ml) multipliziert und

dann auf die jeweils deponierte Menge bezogen.

3.1.7  Pulmonale Hypertonie an der isolierten Kaninchenlunge

Um einen Vergleich hinsichtlich des Stofflbertritts aus der Lunge ins Perfusionsmedium
zwischen einer gesunden und einer pathologisch veranderten Lunge anstellen zu kdnnen,
wurde das bereits mehrfach beschriebene Krankheitsmodell der pulmonalen Hypertonie
(Wamrath et a., 1997; Schermuly et al., 2001a; 2001b; 2003) verwendet. Der Einfluss einer
experimentell erzeugten pulmonalen Hypertonie (PH) auf die Absorption inhalativ
verabreichten Carboxyfluoresceins wurde dabei durch die kontinuierliche Applikation des
stabilen Thromboxan A>-Mimetikums U46619 (Paesel-Lorel, Frankfurt, Deutschland) und die
damit verbundene Erhohung des pulmonalarteriellen Drucks (pulmonary artery pressure,
PAP) untersucht. Nachdem das Modell der isolierten Kaninchenlunge wie zuvor beschrieben
aufgebaut wurde, begann nach Erreichen eines stabilen , steady state” eine Dauerinfusion mit
2,5 pg/ml U46619 mittels Perfusor (Injectomat S, Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland)
und einer individuellen Infusionsgeschwindigkeit von 1-2,5 ml/h wahrend des gesamten
Versuches in den pulmonalarteriellen Schenkel des Perfusionskreislaufes. Dies fihrte
innerhalb von ca. 10 min zu einem PAP-Anstieg von ca. 8 mmHg auf ca. 25 mmHg.
Nachdem so eine stabile Druckerhéhung erzeugt und aufrechterhalten wurde, wurden wie bei
den vorangegangenen Versuchen 3 ml der CF-Losung tber ca. 8 min mit dem Aeroneb®

Professional-System in die Lunge vernebelt (n = 4). Wie bel den Versuchen ohne
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Druckerhéhung wurden auch hier alle 10 min Perfusatproben entnommen, Tropffllssigkeit
aufgefangen und eine abschlief3ende Lungenlavage durchgefihrt. Der einzige Unterschied im
Ablauf zu den vorangegangenen Versuchen bestand, neben der kontinuierlichen U46619-
Zufuhr, in ener verkirzten Versuchsdauer. Da es durch die Druckerhdhung in den
pulmonalarteriellen Gefél3en schon frih zur Ausbildung von Lungenddemen kam, wurde die

Versuchsdauer von 300 auf 130 min verkirzt.

3.1.8 Nachweis der Modellsubstanzen
3181 Fluoreszenzmessungen
Die Messung der Fluoreszenz der verschiedenen Farbstoffe erfolgte sowohl fir die Perfusat-
und Lavageproben der Lungenversuche, as auch fir die Bestimmung des Octanol/
Wasserverteilungskoeffizienten mit einem Fluoreszenzreader (Fluorescence plate reader
FL600, BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA). Folgende Filterpaare wurden
fur die drei Farbstoffe verwendet:

e CF: hex 485/20, hem 530/25

e MPTS.  Ag 360/40, hem 460/40

e R6G: Aex 530/25, Aem 590/35

Fur die Durchfihrung der Messungen wurde jede Probe in je drei Vertiefungen (Wells) einer
Mikrotiterplatte (Assay Plate 96 Well, Costar Corp., Cambridge, Massachusetts, USA)
pipettiert, von dem Gerét mit einer eingestellten Sensitivitét von 75% (CF und R6G) gelesen
und der Mittelwert der drei Messungen je Probe automatisch ermittelt. Die Volumina der
Proben, welche in die 96 Well Platten pipettiert wurden, waren fur die verschiedenen
Farbstoffe aufgrund der unterschiedlich starken Fluoreszenz individuell gewdhlt. Das
Probenvolumen fur CF betrug 100 ul pro Well, MPTS dagegen benétigte aufgrund seiner
etwas schwécheren Fluoreszenz 200 pul pro Well und eine Sensitivitét von 100%, um nicht zu
nahe an die untere Nachweisgrenze zu gelangen. Dem lipophilen Farbstoff R6G wurden zu
100 pl Probenvolumen je Well noch einmal je 100 pl Ethanol zugesetzt, wonach sich auch
hier in jedem Well 200 pl befanden.

Die Eichung des Gerdtes mit dem entsprechenden Farbstoff erfolgte vor jedem Versuch mit
den gleichen Volumina und unter den gleichen Bedingungen wie die beschriebene
Probenmessung. Das bedeutet, dass zur Messung der Perfusatproben und Lungenlavagen die
Eichrethen entsprechend der Versuchsreihen mit dem selben Perfusionsmedium verdinnt

werden mussten, welches auch im Kaninchenversuch zur Anwendung kam (ElektrolytlGsung
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1/3 oder 1IN), bzw. es mussten zur Bestimmung des Octanol/Wasserverteilungskoeffizienten
Eichreihen in Octanol und PBS angefertigt werden. Die fir die Eichreihen verwendeten
Farbstoffkonzentrationen wurden so gewahlt, dass der erwartete Messbereich moglichst gut
abgedeckt wurde. Fir MPTS und R6G lagen die verwendeten Konzentrationen fur die
Eichreihe bel 0, 10, 25, 50, 100, 250 und 500 ng/ml und fur CF, welches etwas héhere
Perfusatkonzentrationen erreichte, wurden 0, 10, 50, 100, 250, 500 und 1000 ng/ml gewahlt.
Bel den ersten Versuchsreihen (,CF mit 1/3 Perfusat” und den ersten drei Versuchen der
Versuchsreihe ,, CF mit pulmonaler Hypertonie*) enthielt die Eichgerade zusétzlich noch eine
2000 ng/ml Probe. Da die in den Versuchen erreichten Konzentrationen jedoch bei weitem
nicht solch hohen Werten entsprachen, wurde schliefdlich zugunsten einer hoheren
Genauigkeit der tieferen Werte auf diese 2000 ng/ml-Stufe verzichtet. Die zu bestimmenden
Proben wurden grundsétzlich nur auf solche Eichreihen bezogen, die eine hohe Linearitét
aufwiesen (r*> 0,99).

3182 HPLC

Die Bestimmung von Salbutamol erfolgte durch UV-Detektion mit Hilfe einer HPLC-Anlage
(Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Die Anlage besteht aus einer
bindren Pumpe (G1312A) und einem Dioden-Array-Detektor (G1315A). Als analytische
Saule wurde eine LichroCart 250*4mm — Sdule, gefullt mit Lichrospher 60 RP-select B
(5um) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Dieser vorgeschaltet wurde
eine Vorsaule (LichroCart-Kartusche 4*4mm, Lichrospher RP-select B, 5um; Merck,
Darmstadt, Deutschland), die zum Schutz der analytischen Saule vorhandene Schmutzpartikel
abtrennte. Bel der verwendeten mobilen Phase handelte es sich um Phosphatpuffer mit einem
pH-Wert von 5,7 mit folgender Zusammensetzung: 500 ml deionisiertes Wasser, 1,52 g
Triethylamin und 2,34 g Natriumdihydrogenphosphat. Nach Einstellung des pH-Wertes
mittels Ortho-Phosphorsdure wurden der Lésung 50 ml Methanol zugeflgt, anschlief3end
wurde die mobile Phase durch zehnminitiges Einleiten von Helium entgast. Die Messungen
erfolgten mit einer Flief3ggeschwindigkeit von 1 ml/min bei einer Betriebstemperatur von 40
°C. Die Detektionswellenlange betrug 227 nm. Die Proben wurden mit einem
I njektionsvolumen von 20 pl durch einen automatischen Probengeber (Smartline Autosampler
3900, Knauer, Berlin, Deutschland) in die HPLC-Anlage eingespritzt. Die Retentionszeit von
Salbutamol lag bel ca. 7 min und die Messdauer bel 12 min fur jede Probe. Vor der Messung
der Proben mussten diese aufgrund des hohen Anteils an z. B. Zellbestandteilen vorbehandelt

werden. Dazu wurden die Proben erst 5 min lang mit 10.000 rpm zenrifugiert (Centrifuge
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5424, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und anschlief3end filtriert (0,22 pm Filter,
Millex GP, Millipore, Bedford, USA). Zur Messung und Auswertung der Proben wurde vor
jeder Messung eine Standardreihe angefertigt, bel welcher Salbutamol unterschiedlicher
Konzentrationen in dem jewells gleichen Medium geldst wurde, in dem auch die zu
messenden Proben vorlagen. Dabei wurden nur solche Standardreihen verwendet, die eine

eine hohe Linearitat aufwiesen (r>> 0,999).

3.1.8.3 Messungen der Radioaktivitét

Zur Bestimmung der Radioaktivitdt von *™Tc wurde der zu messende Gegenstand in einem
Abstand von 30 cm vor einem Gammacounter (Raytest, Straubenhardt, Deutschland) platziert
und die Aktivitdt gemessen. Der genaue Ablauf der radioaktiven Messungen ist in Kapitel
3.15.1 (Verneblung von Technetium mittels AKITA?APIXNEB-System in die Lunge)
beschrieben.
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3.1.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Partikelgrofen und der Gesamtwiederfindung an Salbutamol
nach Verneblung unterschiedlicher Konzentrationen erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms  SigmaSTAT®  Version 35 (Systat Software GmbH, Erkrath,
Deutschland). Dabei wurde der Vergleich der PartikelgroBRen nach den beiden
Pulververneblungen mittels Student’s t-Test durchgefiihrt, wahrend die PartikelgroRen nach
Flissigverneblung mittels Mann-Whitney-U-Test ausgewertet wurden, da die Bedingungen
fur einen Student’s t-Test (Normalverteilung und gleiche Varianz) hier nicht bel alen
Ergebnissen erflllt waren. Die Aerosolpartikel (MMAD und GSD) der einzelnen Farbstoffe
und Salbutamolkonzentrationen wurden dabel jeweils im Vergleich zur jeweiligen NaCl-
Kontrolle beurtellt. Die statistische Untersuchung des Salbutamolgehalts in Perfusat und
Lavage, sowie die Gesamtwiederfindung nach Verneblung unterschiedlich konzentrierter
Salbutamoll6sungen erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Varianzanalyse. Zur Benennung der
Signifikanzen wurde der jewelils berechnete p-Wert angegeben, bzw. erfolgte die Benennung
in Abbildungen mittels Besternung: fir p < 0,001: hochsignifikant (***), p < 0,01: signifikant
(**), p < 0,05: schwach signifikant (*) und p > 0,05 nicht signifikant (n.s.).
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3.2 Ergebnisse

3.21  Bestimmung des Octanol/Wasser-V erteilungskoeffizienten

Die Messung des Octanol/Wasser-V erteilungskoeffizienten als Mal3 fir die Lipophilitét ergab
fur CF einen log P-Wert (s. Kap. 3.1.2) von -3,45 £ 0,16, fur MPTS-4,95 + 0,21 und fir R6G
einen Wert von 2,69 + 0,18. Die Ergebnisse der Einzelmessungen sind der Tabelle 1 zu
entnehmen. Bei den beiden Farbstoffen mit negativem log P-Wert CF und MPTS handelt es
sich folglich um sehr hydrophile Stoffe, wahrend R6G mit einem positiven Wert lipophil ist.

Tabelle 1: Farbstoffkonzentrationen in der wassrigen - und der Octanol-Phase sowie daraus

errechnete log P-Werte.

Eingesetzte Far bstoffe Octanol-Phase Wassrige Phase LogP
und ihre Konzentration (ug/ml) (ng/ml)
CF (n=06)
3 mg/ml 1,34 2998,66 -3,35
3 mg/ml 0,98 2999,02 -3,49
2 mg/ml 1,04 1998,96 -3,28
2 mg/ml 0,52 1999,48 -3,59
1 mg/mi 0,49 999,51 -3,31
1 mg/ml 0,21 999,79 -3,67
MPTS(n=5)
4 mg/ml 0,09 3999,91 -4,66
2 mg/ml 0,02 1999,98 -4,96
2 mg/ml 0,02 1999,98 -4,96
2 mg/ml 0,02 1999,98 -4,91
1 mg/ml 0,01 999,99 -5,24
R6G (n=6)
3 mg/ml 2995,72 4,28 2,84
3 mg/ml 2992,04 7,96 2,58
3 mg/ml 2990,65 9,35 2,50
3 mg/ml 2990,67 9,33 2,51
1,5 mg/ml 1497,67 2,33 2,81
0,6 mg/ml 599,24 0,76 2,89
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3.2.2 Aerosolpartikelgrofien

3221 PartikelgréRen nach Verneblung mit dem Aeroneb®Professional

Wie in Abb. 14 gut zu erkennen ist, nahmen die Aerosolpartikel des Aeroneb®Professional-
Verneblers unabhangig von der vernebelten Substanz bei hdherem Luftfluss an Grofe zu.
Innerhalb der verwendeten Substanzen traten dabei nur geringe GrofRenunterschiede auf. Ein
deutlicher Unterschied war jedoch in den PartikelgroRen nach Verwendung von 2 I/min und
der Beatmungspumpe zu beobachten, obwohl der inspiratorische Luftfluss der

Beatmungspumpe mit ca. 1,8 I/min keinen groféen Unterschied zu den 2 I/min darstellt.

B NacCl

4,5 OcCF

PartikelgrofZen (um)

Beatmungspumpe 2 I/min 10 I/min
(mit Schlauchsystem)

Abb. 14: AerosolpartikelgrofRen (MMAD) von isotoner Kochsalzlésung (NaCl) und den drei
Fluoreszenzfarbstoffen CF, R6G und MPTS nach Verneblung mit dem
Aeroneb®Professional-Vernebler unter Verwendung unterschiedlicher Luftfliisse (je n = 6).
Die Ergebnisse sind as Mittelwert + SD dargestellt.
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3222 PartikelgréRen nach Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB

In Abb. 15 sind die AerosolpartikelgroRen nach Verneblung mittels AKITA*APIXNEB-
System gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass im Gegensatz zu den Verneblungen mit
dem Aeroneb®Professional-Vernebler die Aerosolpartikel hier mit zunehmendem Gasfluss
immer kleiner wurden. Aulerdem wurden die Aerosolpartikel mit  zunehmender
Konzentration an Salbutamol kleiner — ein Phanomen, das bei Erhéhung des Luftstroms
immer deutlicher zu erkennen war. Auch bei Verwendung der Beatmungspumpe (der
Luftfluss lag hier bei 1,83 I/min wahrend der Inspiration) waren die Aerosolpartikel des
AKITAAPIXNEB-System grofer als wahrend der Versuche mit einem L uftfluss von 2 I/min
ohne Beatmungssystem.

B NaCl
45 Osalbutamol 1mg/ml
Bl Salbutamol 10 mg/ml
4 B Salbutamol 100 mg/ml

(mit Schlauchsystem)

Abb. 15: Aerosolpartikelgrofen (MMAD) von isotoner Kochsalzlosung (NaCl) und
Salbutamol nach Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB-System unter Verwendung
unterschiedlicher LuftflUsse (je n = 6). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD dargestellt.
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3223  Vergleich AKITA’APIXNEB und Aeroneb®Professional mittels NaCl

Im direkten Vergleich der beiden Vernebler untereinander nach Verneblung von isotoner
Kochsalzlosung (Abb. 16) ist deutlicher zu erkennen, dass die Partikelgrof3en des
Aeroneb®Professional-Verneblers mit zunehmender Flussgeschwindigkeit zu- und die des
AKITA?’APIXNEB-Systems abnahmen. Obwohl die Aerosolpartikel des Aeroneb®
Professional nach Austritt aus dem Vernebler deutlich grofRer waren als die Partikel des
AKITA?APIXNEB, war am Ende des Schlauchsystems nach Verneblung mit der
Beatmungspumpe kaum noch ein Unterschied hinsichtlich der Partikelgréf3e von isotoner
K ochsal zlsung zu erkennen (p = 0,26).
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Abb. 16: Vergleich der AerosolpartikelgroRen (MMAD) isotoner Kochsalzldsung (NaCl)
nach Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB-System und dem Aeroneb®Professional-
Vernebler unter Verwendung unterschiedlicher Luftfllsse (je n = 6). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + SD dargestellt. *** p =< 0,001; ** p =< 0,01; n.s. = nicht signifikant.
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3224
Alle Ergebnisse der PartikelgroRenmessungen von
Laserdiffraktometer sind in Tabelle 2 dargestellt.

Uberblick tber die PartikelgroRen der Fliissigaerosole

FlUssigaerosolen mit einem

Tabelle 2: AerosolpartikelgrofRen verschiedener Substanzen nach Verneblung mit den beiden

Verneblern bei unterschiedlichen Luftflissen (je n = 6).

Beatmungspumpe 5 /i 10 I/min
(1,8 I/min)
MMAD GSD MMAD GSD MMAD GSD
Aeroneb | - (um) (um) (um)
NaCl 3,38 1,73 4,27 1,92 4,73 2,04
+0,23 +0,1 +0,14 + 0,06 + 0,05 + 0,02
CF 3,04 1,76 4,26 1,94 4,88 1,99
+0,20 +0,03 +0,17 + 0,07 + 0,06 +0,04
(p=0,015) (n.s) (n.s) (n.s) (p=0,002) (p=0,004)
R6G 3,20 1,76 4,24 1,87 4,70 1,94
+ 0,08 +0,01 +0,12 +0,13 + 0,06 + 0,03
(n.s) (n.s) (n.s) (n.s) (n.s) (p=0,002)
MPTS 3,24 1,79 4,27 1,98 4,81 2,02
+0,09 +0,03 +0,05 + 0,13 + 0,05 +0,02
n.s. n.s. n.s. n.s. =0,015 n.s.
AK|TA2 (n.s) (n.s) (n.s) (ns)  (p ) (ns)
APIXNEB
NaCl 3,51 1,56 3,02 1,54 2,90 1,44
+0,14 +0,04 +0,03 + 0,02 +0,02 +0,00
Salbutamol 3,37 1,52 3,22 1,48 3,09 1,48
1 mg/ml +0,29 +0,10 +0,04 + 0,02 + 0,04 + 0,00
(n.s) (n.s) (p=0,002) (p=0,002) (p=0,002) (p=0,002)
Salbutamol 3,29 1,59 2,76 1,49 2,40 1,60
10 mg/ml + 0,24 + 0,05 +0,10 + 0,09 + 0,06 + 0,02
(n.s) (n.s) (p=0,002) (n.s.) (p=0,002) (p=0,002)
Salbutamol 3,07 1,56 2,41 1,38 1,85 1,60
100 mg/ml +0,29 +0,07 +0,23 + 0,02 +0,22 + 0,09
(p=0,009) (n.s) (p=0,002) (p=0,002) (p=0,002) (p=0,015)

Dargestellt sind der Mediane Aerodynamische Massendurchmesser (MMAD) in um und die
Geometrische Standardabweichung (GSD). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SD
angegeben. Die p-Werte zur Benennung der Signifikanz der jeweiligen Substanzen im
vergleich zu NaCl sind kursiv gedruckt.
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3.2.25 Partikel grofen von mikronisiertem Salbutamol pul ver

Die Messungen der AerosolpartikelgrofRen von mikronisiertem Salbutamolpulver mittels
Laserdiffraktometer (Abb. 17), ergaben fir die Verneblung mit dem DP-4 (n = 6) einen
MMAD von 2,33 + 0,06 pum mit einem GSD von 1,67 + 0,06. Das vom Aerosol Dispensor
generierte Aerosol (n = 4) wies einen MMAD von 2,65 = 0,05 mit einem GSD von 1,96 +
0,09 auf.

3 3

*kk

2,5

*kk

MMAD (um)
[E=Y
(63}
GSD

OMMAD
BGsD

0,5

Aerosol Dispensor

Abb. 17: Vergleich der Aerosolpartikelgroen (MMAD) und der Geometrischen
Standardabweichung (GSD) von mikronisiertem Salbutamolpulver nach Verneblung mit dem
DP-4 (n = 6) und dem Aerosol Dispensor (n = 4). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD
dargestellt. *** p = <0,001.

3.2.2.6 Partikel grofRenmessung mittels Andersen I mpaktor

Nach Verneblung von mikronisiertem Salbutamolpulver mit dem Aerosol Dispensor (3 x 2
min) wurden im Andersen Impaktor, der sich am Ende des Beatmungssystems befand, 1,64 +
0,07 mg Salbutamol (n = 3) nachgewiesen. Der MMAD des Pulveraerosols betrug dabei 2,73
+ 0,06 um mit einer geometrischen Standardabweichung (GSD) von 1,53 + 0,06. Der
Feinpartikelanteil (Partikel < 5 um) des Aerosols lag bel 91,3 £ 2,0 %. Ein Vergleich der
PartikelgrofRenmessung mit dem Laserdiffraktometer und dem Andersen-Impaktor ergibt
somit keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des MMADs (p = 0,111). Die
Geometrischen  Standardabweichungen der  Aerosolpartikel  beider Messvarianten
unterscheiden sich jedoch mit 1,96 + 0,09 nach Laserdiffraktometrie (s. 3.2.2.1.2) und 1,53 +

0,06 nach Verwendung des Andersen Impaktors signifikant (p = < 0,001) voneinander.
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3.2.3 Lungendeposition

3231 V erneblungen von Technetium mittels AKITA2APIXNEB-System in die Lunge
Bei der Verneblung von *™Tc markierter Kochsalzlésung wurden innerhalb von 10 min
259,25 + 0,50 Atemzlige mit einer jeweiligen Verneblungsdauer von 0,7 s generiert. Der
durch vorheriges und anschlief3endes Wiegen bestimmte Output betrug dabei 1,58 + 0,05 ml.
Der durch radioaktive Messung mittels Gammacounter ermittelte Output hingegen lag bei
1,46 + 0,10 ml. In der Lunge wurden dabei 0,80 + 0,12 ml deponiert. Im inspiratorischen Tell
des Beatmungsschlauches befanden sich 0,42 + 0,10 ml und im exspiratorischen Teil
(Schlauch und Filter) 0,24 £ 0,04 ml. Bezogen auf die durch Wiegen bestimmte vernebelte
Menge von 1,58 £ 0,05 ml bedeutet dies, dass im Mittel 50,4 + 6,7 % des Aerosols in der
Lunge deponiert wurden und nur 26,6 + 7,3 % in den inspiratorischen und 15,1 + 2,3 % in
den exspiratorischen Schlauch gelangten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde bei allen
folgenden Verneblungen mit dem AKITA?APIXNEB-System von einer Lungendeposition
von 0,8 ml bei 10 mindtiger Beatmung ausgegangen.

3.2.3.2 V erneblungen von Salbutamol pulver mittels Aerosol Dispensor in einen Filter

Nach Aufbringen definierter Mengen Salbutamol auf die verwendeten Glasfaserfilter konnten
73 £ 12 % des eingesetzten Sabutamols durch Splilen wieder aus dem Filter heraus
gewaschen werden. Die somit im Filter verbliebenen 27 % wurden in den folgenden
Versuchen der aus den Filtern heraus gewaschenen Menge zugerechnet und sind bei den
Ergebnissen in Tabelle 3 bereits berticksichtigt. Durch die in Kapitel 3.1.3.4 beschriebenen
Verbesserungen des Verneblungssystems konnte die im Filter deponierte Menge von 0,58 +
0,22 mg im ,urspringlichen System” mit einer Verneblungszeit von 3 x 2 min auf 2,13 +
0,50 mg mit dem ,, neuen System” und einer Verneblung von 4 x 3 min gesteigert werden.
Obwohl bei der insgesammt 12-mindtigen Verneblung héhere Filterdepositionen as bei der
insgesammt 6-mindtigen Verneblung erreicht werden konnte, wurde bei den folgenden
Lungenversuchen das 3 x 2 minitige Schema durchgefiihrt, um die Verneblungszeit so kurz
wie mdglich zu halten. Bei Testung der 3 x 2-minutigen Verneblungen mit dem neuen
System mit und ohne zusétzlich trockenem Gas gab es kaum Unterschiede hinsichtlich der
Deposition und der Gesamtwiederfindung im System. Allerdings konnte die
Standardabweichung der im Filter gefundenen Pulvermenge bel Verwendung einer
zusétzlichen Gaszufuhr zur AKITA-Station verringert werden. Die folgenden Versuche an
der isolierten Lunge wurden mit dem neuen System und zusétzlicher Gaszufuhr (Verneblung
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3 x 2 min) durchgefhrt. Als diein der Lunge deponierte Menge wurde dabei die mittlere im
Filter gefundene Menge von 1,71 mg (s. Tabelle 3) abzlglich der in jedem Versuch

individuell im Exspirationsschlauch gefundenen Menge angenommen.

Tabelle 3: Absolute Menge an Salbutamolpulver in mg, die nach verschiedenen

V erneblungsvarianten mit dem Aerosoldispensor nachweisbar war.

3x2min 3X2min 4 X 3min 3X2min
~urspringliches  , neues System" »neues System® , neues System,
System* Verwendung
von trockenem
Gas’
Filter 0,58 + 0,22 1,83+ 0,50 2,13+ 0,50 1,71+ 0,47
I nspiration 0,94 + 0,43 0,68 + 0,17 0,60 + 0,08 0,62+ 0,12
Exspiration | nicht bestimmt 0,10+ 0,03 0,16 + 0,16 0,09 £ 0,02
Auslass 0,36 + 0,12 0,89 + 0,19 1,19+ 0,25 0,77 + 0,18
Spacer 1,85+0,71 3,45+0,77 3,59 + 0,56 3,44 + 0,65
HandiHaler® | 0,19 + 0,06 0,26 = 0,04 0,24 + 0,06 0,26 + 0,05
K apsel 5,86 + 0,88 2,08 + 0,88 1,53+ 0,36 2,38+0,72
Gesamt 9,70+ 1,18 9,29+ 0,72 9,43+ 0,63 9,26 + 0,28
Output 469+ 1,07 8,10+ 0,48 8,47 £ 0,36 7,36 £ 0,57
Versuchs-
n=3 n=7 n=4 n=8
anzahl

Der Output wurde durch Wiegen der Kapsel vor und nach Verneblung, die restlichen
Ergebnisse mittels HPLC-Messung bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD
dargestellt. Das fettgedruckte 3 x 2 mindtige Verneblungsmuster (n = 8) wurde fur die
folgenden Versuche an der isolierten Kaninchenlunge verwendet.
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Einen  anschaulichen  Vergleich der  Pulverdeposition nach  verschiedenen
Verneblungsmustern und Systemaufbauten bietet die Abb. 18.

100 1

El13x2 min (urspriingliches System)

80 B3x2 min (neues System)

B 3x2 min (neues System mit extra Gas)

60 0O4x3 min (neues System)

40

20

Salbutamol in % bezogen auf die vernebelte Menge

Filter Gesamt

Abb. 18: Verteilung von Salbutamol-Pulver nach unterschiedlichen Verneblungsmustern mit
dem Aerosol Dispensor. Die Ergebnisse sind in % bezogen auf die vernebelte Menge
(bestimmt durch Wiegen der Kapsel vor und nach Verneblung) als Mittelwert + SD
dargestellt.

3.2.4  Substanzibertritt am Modell der isolierten Kaninchenlunge

3241 Versuche mit dem Aeroneb®Professional-Vernebler

Die Verneblungszeit bel den durchgefihrten Farbstoffversuchen mit dem
Aeroneb®Professional-Vernebler betrug 8,34 + 0,48 min. In dieser Zeit wurden 2,76 + 0,23
ml der jeweiligen Farbstofflésung vernebelt. Mit einem Output von 0,3 ml/min entsprechen
die Verneblungen den Ergebnissen der Charakterisierung des Systems mittels Technetium (s.
Kapitel 3.1.3.1).
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32411 Verneblung der Fluoreszenzfarbstoffe

Das Konzentrations-Zeit-Profil des Farbstofflbertritts aus der isolierten Lunge ins Perfusat
(Abb. 19) zeigt im Falle des hydrophilen Farbstoffs CF einen schnellen, kontinuierlichen
Anstieg wobei nach ca. 160 min ein Plateau bei etwa 400 ng/ml erreicht wird. Die CF-
Konzentration nach 300 min liegt bei 407 £ 44 ng/ml. Einen dhnlich schnellen Anstieg zeigt
MPTS wahrend der ersten 30 min, steigt dann aber schon nach ca. 60 min kaum noch und
erreicht schliefdlich nach 120 min ein Plateau bei ca. 230 ng/ml (232 + 18 ng/ml nach 300
min). Den geringsten Ubertritt ins Perfusat zeigt der lipophile Farbstoff R6G, dessen
Konzentration nach einem langsamen Anstieg in den ersten 30 min auf 38 + 19 ng/ml sogar
wieder langsam aber kontinuierlich auf 25 + 12 ng/ml nach 300 min abfallt.
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Abb. 19: Konzentrations-Zeit-Profil der Fluoreszenzfarbstoffe CF, MPTS und R6G in IIN-
Perfusat (ng/ml) nach Verneblung von je 3 ml der Farbstofflésungen (500 pg/ml) mit dem
Aeroneb® Professional-Vernebler und einer Deposition von 0,4 ml (200 pg Farbstoff) in der
isolierten und perfundierten Kaninchenlunge (n = 4 fir jeden Farbstoff). Die Ergebnisse sind
als Mittelwert + SD dargestellt.
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Eine Bilanz der im System insgesamt gefundenen Farbstoffmenge ist in Tabelle 4 dargestelit.
Trotz des geringen Ubertritts von R6G ins Perfusat (3,3 + 0,7 %), konnte durch die Lavage
der Lunge mit Elektrolytlésung und mit Ethanol eine Gesamtwiederfindung von 85,7 + 9,2 %
(171,4 + 18,5 pg) erreicht werden. Eine hohe Wiederfindung von 74,9 + 7,3 % konnte auch
fur CF mit einem Perfusatanteil von 53,4 £ 6,8 % erlangt werden. Der hydrophile Farbstoff
MPTS hingegen konnte nur in ungeniigendem Mal3e (43,2 + 2,4 %) wieder gefunden werden.
Obwohl sich hier nur 29,1 + 20 % im Perfusat befanden, konnten auch durch die

Lungenlavage nur weitere 10 % ermittelt werden.

Tabelle 4: Verteilung der Fluoreszenzfarbstoffe CF, MPTS und R6G im Modell der isolierten

Kaninchenlunge (je n = 4).

CF MPTS R6G
Perfusat 106,9 + 13,7 Ug 58,2 + 3,9 g 6,6+ 1,3 g
534+6,8% 291+20% 33£0,7%
Lavage 295+41 ug 20,0+ 1,7 ug 42,8+ 9,9 ug
148+ 2,0% 10,0+ 0,9% 21,4+5,0%
Ethanol-L avage nicht durchgefuhrt nicht durchgefihrt 1212+ 12,4 ug
60,6 + 6,2 %
Tropfen 57+4,9 g 1,1+0,7 ug 0,1+0,1pg
29x25% 06+04% 01+01%
Proben 78+14ug 741419 0,7+0,2g
39+£0,7% 3,7£0,7% 04£01%
Gesamt 149,9 + 14,6 ug 86,5+ 4,8 ug 171,4+ 18,5 ug
749+ 7,3% 432+ 24 % 85,7+ 9,2%

Zur Ermittlung des Farbstoffgehalts in % (fettgedruckt) wurde die deponierte Menge von
200ug Farbstoff gleich 100 % gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SD dargestellt.
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3.24.1.2 Carboxyfluorescein-Verneblung unter Verwendung von 1/3-Perfusat

Wie in Abb. 20 zu erkennen, trat CF bel Verwendung von 1/3-Perfusat etwas schneller ins
Perfusat Uber und erreichte nach 300 min mit einer Endkonzentration von 453 + 40 ng/ml
etwas hohere Werte als bei Verwendung von IIN-Perfusat (407 + 44 ng/ml). Allerdings
Uberschneiden sich die Standardabweichungen beider Versuche. Auch in der Gesamthbilanz
(Tabelle 5) ist zu erkennen, dass trotz geringer Abweichungen in der Gesamtwiederfindung
die Menge an Farbstoff im Perfusat bei beiden Versuchsreihen 53,4 % betrug. Der grofite
Unterschied zwischen den beiden Versuchen liegt im Farbstoffgehalt der TropfflUssigkeit.
Wahrend bel den Versuchen mit 1IN-Perfusat nur 2,9 + 2,5 % in den Tropfen gefunden
werden konnte, befanden sich bei den 1/3-Perfusat-Versuchen 12,3 + 2,0 % CF in der
Tropfflissigkeit. Dieser Unterschied liegt neben einer htheren Konzentration an Farbstoff in
den Tropfen auch darin begriindet, dass bei den 1/3-Perfusat-Versuchen viel mehr Flussigkeit
(35 £ 7 ml) aus den Lungen tropfte als bei den Versuchen mit IIN-Perfusat (13 = 10 ml).
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400

300 /% 1
200 £
J_ —O— CF mit IIN-Perfusat
=@~ CF mit 1/3-Perfusat
100 XZ

Zeit (min)

CF-Konzentration im Perfusat (ng/ml)

Abb. 20: Konzentrations-Zeit-Profil von CF im Perfusat in ng/ml nach Verneblung von je 3
ml einer CF-Lésung (500 pg/ml) mit dem Aeroneb® Professional-Vernebler in die isolierte
und perfundierte Kaninchenlunge unter Verwendung verschiedener Perfusionsmedien (je n =
4). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD fur die Versuche mit 1/3-Perfusat und als
Mittelwert — SD fur Versuche mit IIN-Perfusat dargestellt.
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3.24.1.3 Carboxyfluorescein-Ubertritt nach Instillation

Auch der Vergleich der CF-Kinetiken (Abb. 21) nach Verneblung und nach Instillation
(beide Versuchsreihen mit IIN-Perfusat) zeigt einen etwas unterschiedlichen Anstieg der
Kurven. Nach Instillation stiegen die CF-Konzentrationen etwas langsamer, dafur aber léanger
und kontinuierlicher an als nach Verneblung. Da nur 2 Instillationsversuche durchgefihrt
wurden und sich die Konzentrations-Zeit-Profile der CF-Versuche nach Instillation
grofdtenteils innerhalb der Standardabweichung der Verneblungsversuche befanden, wurde

auf eine Prifung auf statistische Unterschiede verzichtet.
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Abb. 21: Konzentrations-Zeit-Profil von CF im Perfusat in ng/ml nach Deposition von 200
Hg des Farbstoffs durch Verneblung (n = 4) und Ingtillation (n = 2) in der isolierten und
perfundierten Kaninchenlunge. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD fir die Verneblung
und als Einzelkurven fir die Instillation dargestellt.
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Die Gesamtbilanzen der Instillationsversuche (Tabelle 5) mit einer Wiederfindung von 85,9
und 70,4 % ahneln den Versuchen nach CF-Verneblung, weisen jedoch eine etwas andere

Vertellung im Modell der isolierten Kaninchenlunge auf.

Tabelle 5: Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs CF im Modell der isolierten Kaninchenlunge

nach V erwendung verschiedener Perfusionsmedien und verschiedener Depositionsmethoden.

CF CF CF
(I'N- (1/3-Perfusat) (nach Instillation)
Perfusat) n=4 n=2
n=4 | I
Perfusat | 106,9 + 13,7 ug 106,7 + 2,6 g 144.4 ug 1139 ug
53,4+ 6,8 % 53,4+ 13% 72,2 % 57,0 %
L avage 29,5+ 4,1ug 22,8+0,2 ug 17,1 ug 18,2 ug
14,8+2,0% 11,4+0,1% 8,5 % 9,1 %
Tropfen 57+49ug 24,3+ 4,0 ug 19 ug 2,0 ug
29+25% 12,2+2,0% 0,9 % 1,0 %
Proben 78+14ug 10,8+ 1,3 ug 8,4 ug 6,7 ug
39+0,7% 53+0,6% 4.2 % 3,3%
Gesamt 149,9 + 14,6 ug 1645+ 2,5 ug 171,7 ug 140,8 ug
749+ 73% 823+ 12% 85,9 % 70,4 %

Zur Ermittlung des CF-Gehalts in % (fettgedruckt) wurde die deponierte Menge von 200 ug
Farbstoff gleich 100 % gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD bzw. bei der
Instillation als Einzelmesswerte dargestellt.
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3.24.2 Verneblung von Salbutamollésungen mit dem AKITA?APIXNEB

Die Konzentrations-Zeit-Profile (Abb. 22 - Abb. 24) von Salbutamol im Perfusat nach
zehnminitiger Verneblung mit dem AKITAZAPIXNEB-System zeigen firr alle verwendeten
Konzentrationen (1, 10 und 100 mg) einen schnellen Anstieg der Perfusatkonzentration
wahrend der ersten 60 min, gefolgt von einem nur noch leichten Anstieg auf 1,3 = 0,3 pg/ml
(Verneblung von 1 mg/ml Salbutamoal), 16,2 + 5,8 pg/ml (10 mg/ml Salbutamol) und 144,6 +
16,8 pg/ml nach 240 min.
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Salbutamol-Konzentration im Perfusat (ug/ml)
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Abb. 22: Konzentrations-Zeit-Profil von Salbutamol im Perfusat in pg/ml nach
zehnmindtiger Verneblung von Sabutamol der Konzentration 1 mg/ml mit dem
AKITA?APIXNEB-System in die isolierte und perfundierte Kaninchenlunge (n = 4). Die
Ergebnisse sind as Mittelwert £ SD dargestellt.
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Abb. 23: Konzentrations-Zeit-Profil von Sabutamol im Perfusat in pg/ml nach
zehnminttiger Verneblung von Sabutamol der Konzentration 10 mg/ml mit dem
AKITA?APIXNEB-System in die isolierte und perfundierte Kaninchenlunge (n = 4; + bei
diesem Wert n = 3). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SD dargestellt.
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Abb. 24: Konzentrations-Zeit-Profil von Sabutamol im Perfusat in pg/ml nach
zehnmindtiger Verneblung von Salbutamol der Konzentration 100 mg/ml mit dem
AKITA?APIXNEB-System in die isolierte und perfundierte Kaninchenlunge (n = 4). Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + SD dargestellt.
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Ein direkter Vergleich der Ubertrittskinetiken der unterschiedlichen Salbutamol-
konzentrationen ist durch die Berechnung des prozentualen Anteils an Salbutamol im
Perfusat, bezogen auf die in der Lunge jeweils deponierte Salbutamolmenge mdglich. So
dargestellt weisen die Konzentrations-Zeit-Profile der drei unterschiedlichen Versuchsreihen
(Abb. 25) eine sehr dhnliche Ubertrittskinetik mit einem Endwert von ca. 41 — 49 %
Salbutamol im Perfusat auf.
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Abb. 25: Vergleich der Ubertrittskinetiken von Salbutamol verschiedener Konzentrationen
(1, 10 und 100 mg/ml) in % bezogen auf das deponierte Fllssigkeitsvolumen von 800 ul nach
zehnminiitiger Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB-System (je n = 4; + bei diesem Wert
n = 3). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD fir Salbutamol der Konzentration 10 mg/ml
und als Mittelwert — SD fir 1 und 100 mg/ml Salbutamol dargestellt.
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Die Gesamtbilanz in Tabelle 6 zeigt ebenfalls wie dhnlich sich die drei Versuchsreithen im
Hinblick auf die Verteilung von Salbutamol im System sind. Lediglich im Perfusat der
Versuche mit Salbutamol 1 mg/ml konnte relativ etwas weniger Salbutamol wieder gefunden
werden als bei den beiden Versuchen mit hdherer Konzentration. Dieser Verlust schlégt sich
auch in der Gesamtwiederfindung von Sabutamol im gesamten System nieder. Diese

Unterschiede sind nicht statisisch signifikant.

Tabelle 6: Verteilung von Salbutamol der Konzentrationen 1, 10 und 100 mg/ml im Modell

der isolierten Kaninchenlunge (je n = 4).

Perfusat L avage Proben Gesamt

Salbutamol |36,75+571mg 827+249mg 155+0,43mg |46,56+ 5,19 mg
100 mg/ml 48,3+ 7,1% 103+ 3,1 % 19+0,5% 60,6 + 9,8 %

Salbutamol | 389+1,26mg 086+032mg 021+0,18mg | 4,97 + 1,59 mg
10 mg/ml 487+158%  10,8+3,2% 27+22% | 62,1+£199%

Salbutamol | 033+0,08mg 008+00lmg 0,01+000mg | 0,42 +0,08mg
1 mg/ml 408+102%  102+1,1% 12+02% | 52,1+102%

Zur Ermittlung des Salbutamolgehalts in % (fettgedruckt) wurde von einer Lungendeposition
von 800 ul der jeweiligen Salbutamolldsung ausgegangen. Somit wurden die deponierten
Salbutamolmengen von 0,8 mg, 8 mg und 80 mg gleich 100 % gesetzt. Die Ergebnisse sind
as Mittelwert + SD dargestellt.
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3.24.3 Verneblung von Salbutamol pul ver

Die Konzentrationen an Salbutamol im Perfusat nach Verneblung von mikronisiertem
Salbutamol pulver mit dem DP-4 und dem Aerosol Dispensor sind in Abb. 26 dargestellt.
Durch den Aerosol Dispensor gelangten 1,71 + 0,47 mg in die Lunge; nachdem im
exspiratorischen Schlauch- und Filtersystem die exhalierte Menge von 0,46 + 0,03 mg
gefunden wurde, konnte von einer in der Lunge tatséchlich deponierten Menge von 1,25 +
0,50 mg ausgegangen werden. Der durch Wiegen bestimmte Output des DP-4 lag bei 1,13 +
0,30 mg. Hier wurden aso nach Abzug der exhalierten Menge von 0,01 + 0,00 mg 1,12 +
0,30 mg in der Lunge deponiert. Nach Verneblung des Pulvers mit dem Aerosol Dispensor
stieg die Salbutamolkonzentration im Perfusat in den ersten 10 min erst rapide, dann nur noch
langsam an und erreichte nach 100 min ein Plateau mit einem Endwert von 0,98 + 0,23 pug/ml
nach 240 min. Die Salbutamolkonzentration im Perfusat nach Verneblung mit dem DP-4,
stieg dagegen wesentlich langsamer, dafur aber kontinuierlicher und bis zum Versuchsende
ohne Erreichen eines Plateaus an und wies nach 240 min eine Konzentration von 0,85 £ 0,27

pug/ml auf.
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Abb. 26: Konzentrations-Zeit-Profil von Salbutamol im Perfusat in pg/ml nach Verneblung
von Salbutamolpulver mit dem DP-4 und dem Aerosol Dispensor in die isolierte und
perfundierte Kaninchenlunge (je n = 4). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD fir den
Aerosol Dispensor und als Mittelwert — SD fur den DP-4 dargestellt.
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Ein Vergleich des prozentualen Perfusatgehalts an Salbutamol nach den verschiedenen
Verneblungen von Salbutamolpulver und -l6sung zeigt, dass sich der Ubertritt von
Salbutamol nach Verneblung des Pulvers mit dem DP-4 und dem Aerosol Dispensor nicht in
dem erreichten Endwert, wohl aber in dem Verlauf der Kinetik deutlich unterscheidet (Abb.
27). Vollig anders als der Ubertritt nach Verneblung eines Pulvers stellt sich die
Ubertrittskinetik nach Deposition eines Fliissigaerosols mittels AKITA?APIXNEB-System
dar. Obwohl diese Kurve in den ersten 10 min den gleichen Anstieg zeigt wie nach
Verneblung mit dem DP-4, erreicht sie schon nach 20 min &hnliche Werte wie nach
Verneblung mit dem Aerosol Dispensor. Nachdem die Konzentration weiterhin recht stark
ansteigt, erreicht sie nach 240 min schliefflich doppelt so hohe Werte im Perfusat wie die

beiden Pulververneblungen.
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Abb. 27: Vergleich der Ubertrittskinetiken von Salbutamol nach Verwendung verschiedener
Vernebler in % bezogen auf die deponierte Menge (je n = 4). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + SD fiir die Versuche mit dem AKITAZAPIXNEB-System (L ungendeposition ca.
0,8 mg) und dem Aerosol Dispensor (Lungendeposition ca. 1,25 mg) und als Mittelwert — SD
fr die Verneblung mit dem DP-4 (Lungendeposition ca. 1,12 mg) dargestellt.
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Die Gesamthilanz in Tabelle 7 bestétigt die bereits beobachtete, unterschiedliche Verteilung
von Sabutamol im Lungenmodell in Abhangigkeit der Verneblungsart. Wie bereits

beschrieben konnte im Perfusat nach FlUssigverneblung doppelt so viel Salbutamol gefunden

werden wie bei den beiden Pulververneblungen, die jeweils einen dhnlichen Gehalt im

Perfusat aufwiesen. Starke Unterschiede gab es auch im Salbutamolgehalt in der Lavage.

Hier konnte nach Verneblung mit dem DP-4 dreimal so viel Salbutamol wie bei den anderen

beiden Verneblungsarten gefunden werden. Insgesamt konnten bei den Versuchen mit dem

DP-4 und der Flussigverneblung ca. 50 % des deponierten Salbutamols lokalisiert werden,

nach Verneblung mit dem Aerosol Dispensor hingegen nur 30 %.

Tabelle 7: Verteilung von Salbutamol im Modell der isolierten Kaninchenlunge nach

Verwendung verschiedener Vernebler (jen = 4).

Vernebler Perfusat L avage Proben Gesamt
DP-4 024+008mg 034+012mg 001+0,00mg | 0,58+ 0,16 mg
21,0+ 5,8 % 29,9+ 5,1 % 0,6+ 0,1 % 51,4+ 1,2 %
Aerosol | 025+006mg 011+005mg  001+00mg | 037%0,11mg
Dispensor | 5654519 9,1+4,5% 08+02% | 300+95%
2
AKITA® | 033+008mg 008+00lmg 001+000mg | 042+ 0,08mg
APIXNEB | hg4 1020 10,2+ 1,1 % 1,2+0,2% 52,1+ 10,2 %
(1 mg/ml)

Zur Ermittlung des Salbutamolgehalts in % (fettgedruckt) wurde die jeweils in der Lunge
deponierte Menge gleich 100 % gesetzt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD dargestellt.
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3.25 Medikamententbertritt bei pulmonaler Hypertonie

Die Verneblungsparameter wahrend der Versuche am Modell einer pulmonalen Hypertonie
entsprachen mit einer Verneblung von 2,69 + 0,12 ml in 8,64 + 0,20 min (Output 0,3 ml/min)
den vorangegangenen Versuchen mit dem Aeroneb®Professional-Vernebler.

Wiein Abb. 28 ersichtlich, gab es aulRer der verkirzten Versuchsdauer von 130 statt 300 min
keine Unterschiede in der Ubertrittskinetik von CF zwischen den Versuchen mit normalem
und erhdhtem pulmonalarteriellen Druck. Auch die Werte der Gesamtbilanz in Tabelle 8
weisen keine grof3en Unterschiede hinsichtlich der CF-Verteilung im System auf. Lediglich
der in der Lungenlavage gefundene Anteil an CF ist im Falle der Versuche mit
pulmonalarterieller Druckerhéhung deutlich hoher, was damit erklart werden kann, dass sich
durch die fortschreitende Odembildung am Ende dieser Versuche schon einige Milliliter

Fllssigkeit in der Lunge befanden und mit der Lavage heraus gewaschen wurden.
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Abb. 28: Konzentrations-Zeit-Profil von CF im Perfusat nach Verneblung von je 3 ml einer
CF-Losung (500 pg/ml) mit dem Aeroneb® Professional-Vernebler in die isolierte und
perfundierte Kaninchenlunge mit und ohne pulmonale Hypertonie (je n = 4). Die Ergebnisse
sind as Mittelwert + SD fur die Versuche ohne und als Mittelwert — SD fir die Versuche mit
pulmonaler Hypertonie dargestellt.
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Tabelle 8: Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs CF im Modell der isolierten Kaninchenlunge

mit und ohne pulmonaler Hypertonie (je n = 4).

749+ 73%

CF CF
(bel pulmonaler Hypertonie)

Perfusat 106,9 + 13,7 ug 99,8+ 8,1 g

53,4+ 6,8 % 49,9+ 4,1%
L avage 295+4,1pg 455+ 132 ug

148+20% 22,8+ 6,6 %
Tropfen 5,7+4,9ug 7,7+39ug

29+25% 39+20%
Proben 7,8+ 14ug 3,1+ 0,6 ug

3,9+0,7 % 1,6 +0,3%
Gesamt 149,9 + 14,6 ng 156,2 + 16,4 g

781+82%

Zur Ermittlung des CF-Gehalts in % (fettgedruckt) wurde die deponierte Menge von 200 ug
Farbstoff gleich 100 % gesetzt. Die Ergebnisse sind as Mittelwert + SD dargestellt.
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4 DISKUSSION
4,1 Diskussion der Methoden

411  PartikelgrofRenmessung

Zur Bestimmung der PartikelgroRenverteilung von Aerosolen sind verschiedene
Messverfahren moglich, wie z.B. die Tragheitsabscheidung (mittels Kaskadenimpaktor) oder
optische Verfahren wie die Laserbeugung. Kaskadenimpaktoren erméglichen dabei nicht nur
die GroRenklassifizierung des Aerosols durch Ermittlung des aerodynamischen
Durchmessers, sondern geben auch unmittelbar die Masse der einzelnen Grol3enfraktionen
(Gebhart, 1997) sowie die insgesamt ausgebrachte Masse wieder (Wyka et al., 2007). Die
Messung der PartikelgroBenverteilung eines Aerosols mittels Kaskadenimpaktor ist nicht nur
traditionell die am haufigsten verwendete Messmethode (Majoral et al., 2006; Mitchell et al.,
2006), sondern auch zur Charakterisierung einer neuen inhalativen Pulverformulierung vor
der Markteinfihrung vorgeschrieben. Die Verwendung von Kaskadenimpaktoren ist jedoch
sehr zeit- und arbeitsintensiv und eignet sich daher schlecht als Screeningverfahren in der
Entwicklungsphase neuer Produkte (Marriott et al., 2006). Ein weiterer Nachteil der
Impaktoren bei der Messung von Fliissigaerosolen ist die mogliche Verdunstung der Partikel
wahrend ihrer Passage durch den Impaktor und die damit verbundene Abnahme der
PartikelgrofRe (Berg et a., 2007; Waldrep et al., 2007). Dieses Problem ist bel der
Partikel grofRenmessung durch Lichtstreuung mittels Laserdiffraktometer in der Regel weniger
stark ausgepragt, da die Messung hier unmittelbar nach Verlassen des Aerosols am
Mundstiick mdglich ist. Die Laserdiffraktion weist dagegen andere Probleme, besonders im
Bereich der Pulververneblung auf. Bei der Verwendung des Prinzips der Lichtstreuung, die
primér ein Oberflacheneffekt ist, muss auf eine Volumen- bzw. Massenverteilung
umgerechnet werden (Gebhart, 1997). Da bel dieser Berechnung von sphérischen Partikeln
ausgegangen wird, konnen bei der Vermessung nichtsphérischer Partikel Messfehler
auftreten. Geht man z.B. von einem ellipsenférmigen Teilchen aus, konnten sich - in
Abhangigkeit von der Ausrichtung des Partikels im Messmedium - unterschiedliche
Beugungsmuster fir das gleiche Partikel ergeben und man wirde ene
Partikel grof3enverteilung zwischen den kirzesten und langsten Durchmessern erhalten.

Trotz einer grofRen Anzahl experimenteller Variablen, die die Qualitdt der Messung mittels
Laserdiffraktometrie beeinflussen kénnen (Mitchell et al., 2006), besteht meist eine gute
Vergleichbarkeit zwischen Laserdiffraktometrie und Verwendung eines Kaskadenimpaktors
und beide Messmethoden sind mit Beriicksichtigung der individuellen Vor- und Nachteile gut
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zur Bestimmung des aerodynamischen Durchmessers von Aerosol partikeln geeignet (Bitterle
et al., 2007; Marriott et al., 2006; Martin et a., 2006; Mitchell et al., 2006; Zeng et al., 2006;
Ziegler and Wachtel, 2005).

4.1.2 Lungendeposition

Es gibt viele verschiedene Verfahren, die Lungendeposition einer inhalativ verabreichten
Substanz zu bestimmen. Dazu gehoéren z. B. theoretische Berechnungen, die sich u. a. auf die
Partikelgrofi3e, die Atemwegsgeometrie und das Atemmuster beziehen (Persons, et al. 1987;
Smaldone, 2000). Auch in vivo-Studien an Menschen kdnnen durch Lungenfunktionstests
oder das Auftreten systemisch wirksamer Stoffe oder ihrer Metaboliten in Blut oder Harn
Hinweise auf die deponierte Medikamentenmenge geben (Hindle et al., 1997; Lipworth and
Clark, 1998; Roth, 1997). Die einzige direkte Methode zur Bestimmung der
Lungendeposition besteht jedoch in der Messung der Aktivitét einer inhalierten radioaktiven
Substanz (Dubus et a., 2001). Das zu diesem Zweck wohl am meisten verwendete |sotop ist
%™ Technetium (Dolovich and Labiris, 2004). Eine geeignete radioaktive Substanz zur
Bestimmung der Lungendeposition muss eine Halbwertszeit besitzen, die lang genug ist, um
ausfuhrliche Messungen zu erlauben, gleichzeitig jedoch auch kurz genug, um unnétige
radioaktive Belastungen zu vermeiden. Diese Anforderung erflillt das auch in dieser Arbeit
verwendete ®™Technetium, welches eine Halbwertszeit von 360 min besitzt. Weiterhin sollte
die in vivo-Depositionsstudien verwendete radioaktive Substanz lange genug in der Lunge
verbleiben ohne in den Blutkreisauf Uberzutreten, was bei *"Technetium jedoch
problematisch ist, da es ein kleines Molekil ist, welches in Blutgefal3e Ubertreten kann. Zur
Durchfiihrung solcher in vivo-Versuche muss *™Technetium daher an groRere Molekiile
gebunden werden (Coates et al., 2007). Dies war jedoch bei den im Rahmen dieser
Doktorarbeit durchgefiihrten Versuchen nicht nétig, da die Perfusion wahrend der Inhalation
abgeklemmt und somit ein Verlust der Substanz aus der Lunge verhindert werden konnte.
Eine Darstellung des deponierten Isotops, z.B. mittels SPECT (single photon emission
computer tomography) oder PET (positron emission tomography) erméglicht zwar ein
genaues Bild Uber die Verteilung des Aerosols in der Lunge, gibt aber als nicht-quantitative
Technik nur wenig Aufschluss Uber die exakte Menge der deponierten Substanz (Cryan et al.,
2007). Dain der vorliegenden Arbeit jedoch die genaue Menge des deponierten Aerosols von
grolerem Interesse ads die intrapulmonae Verteilung war, wurde auf eine bildliche
Darstellung der Verteilung verzichtet und lediglich eine Quantifizierung mittels

Gammacounter durchgefuhrt (s. Kapitel 4.2.2). Leider konnte nur die Lungendeposition der
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FlUssigaerosole durch diese direkte Methode ermittelt werden, da fir die Trockenpulver keine
radioaktiv-markierten Substanzen zur Verfigung standen. Aus diesem Grund musste bel der
Pulververneblung auf eine Messung der inhalierten und exhalierten Aerosolmasse zur
Berechnung der Lungendeposition ausgewichen werden. Dies kann sowohl durch eine
photometrische Bestimmung der in- und exhalierten Aerosolmenge (Kim und Hu, 2006), as
auch - wie in dieser Arbeit - durch Verwendung je eines Filters im in- und exspiratorischen
Luftsrom (Bennett et al., 1998) durchgefuhrt werden. Durch Messung der wahrend einer
Versuchsrethe im inhalativen Filter gefundenen Stoffmenge, abziglich des Aerosols im
exspiratorischen Filter einer weiteren Versuchsreihe, konnte die in der Lunge verbliebene
Aerosolmenge ermittelt werden (s. Kapitel 4.2.2).

Somit wurde in dieser Arbeit durch die Messung des deponierten radioaktiv markierten
Flissigaerosols eine haufig verwendete, exakte und direkte Methode zur Bestimmung der in
der Lunge deponierten Aerosolmenge gewahlt. Die Untersuchung der Pulverdeposition
mittels indirekter Filtertechnik bietet - unter Inkaufnahme der geringen Schwankungen, die
beim Herausl6sen des Pulvers aus den Filtern entstanden — ebenfalls eine bewahrte Methode

zur Ermittlung der Lungendepositon.

4.1.3 DasModédl der isolierten Kaninchenlunge

Das Modell der isolierten, perfundierten und ventilierten Lunge bietet ein komplexes System
zur Untersuchung verschiedener Prozesse (z.B. Absorption, Metabolismus) am intakten
L ungengewebe ohne Beeinflussung durch extrapulmonale Faktoren (Mobley und Hochhaus,
2001; Niemeier, 1984; Tronde et a., 2002; 2003). Die Verabreichung verschiedener
Substanzen kann dabei durch Zugabe zur Perfusion Uber die Zirkulation oder durch
intratracheale Instillation oder Verneblung tber die Lunge erfolgen (Ewing et al., 2006). Bel
den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen erfolgte sowohl die Applikation der
Testsubstanzen als auch die Ventilation der isolierten Kaninchenlunge Uber einen
intratrachealen Tubus. Die Verwendung eines solchen Tubus ermdglicht eine kontrollierte
Passage des Totraumes (Niemeier, 1984) und erleichtert die Aerosolapplikation in die Lunge
durch Umgehung der oberen Atemwege. Die Perfusion der isolierten Kaninchenlunge erfolgte
in diesen Versuchen mit verschiedenen Elektrolytlosungen, obwohl Niemeier 1984 die
Verwendung von autologem Vollblut empfiehlt. Obwohl die Verwendung von Blut ein
System schaffen wirde, das den in vivo-Bedingungen noch ndher kommt und das den
Ubertritt und den Metabolismus verschiedener Substanzen (v.a. lipophiler Stoffe oder solche,
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die an Proteine oder andere Blutbestandteile binden oder mit ihnen interagieren) noch
realistischer darstellt, bietet die Verwendung von Blut als Perfusionsmedium auch viele
Nachteile. So kann es bei der Perfusion mit Blut Uber einen langeren Zeitraum z. B. zur
Hamolyse, zur Bildung von Thromben und zu bakteriellem Wachstum kommen (Niemeier,
1984). Die Verwendung einer klaren Elektrolytlésung bietet dagegen den Vorteil einer
stérungsfreien, leichten Nachweisbarkeit schon geringer Konzentrationen an Testsubstanzen
mittels Fluoreszenzreader oder HPL C und ermdglicht durch Vorhandensein hoher Mengen an
Perfusat die Abnahme grof3erer Probenvolumen. Auch die Art der Perfusion spielt eine grofe
Rolle fir Versuche an der isolierten Kaninchenlunge. In dieser Arbeit wurde ein
rezirkulierendes System zur Perfusion gewdéhlt, da hierdurch zum enen viel weniger
Perfusionsmedium bendtigt wird als bei einem offenen System. Zum anderen wirden die zum
Teil sehr geringen Konzentrationen an Testsubstanz in einem offenen System unterhalb der
Nachweisgrenze liegen. Der Nachteil der rezirkulierenden Perfusion liegt jedoch darin, dass
sich mit der Zeit ein Konzentrationsgleichgewicht einstellen oder sogar (wie im Falle des
lipophilen Farbstoffes Rhodamin 6G) Testsubstanz aus dem Perfusat zurlick in die Lunge
gelangen kann. Trotz dieser Nachteile bietet das Modell der isolierten Lunge die Méglichkeit
die Vertellung verschiedener Stoffe in der Lunge und ihre Absorption (Mobley und
Hochhaus, 2001) in einem System zu untersuchen, dessen Integritdt fir mehrere Stunden
erhalten bleibt und das weitgehend normale physiologische und biochemische Funktionen

aufwelst, die so gut wie moglich den Verhdtnissen in vivo entsprechen (Niemeler, 1984).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Aerosolpartikelgrofien

4.2.1.1 Fllssigaerosole

Die PartikelgroRBenverteilung eines Aerosols wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst und
kann daher grofRen Schwankungen unterliegen. Zu diesen Einflussfaktoren gehort z. B. die
Verdunstung der FllUssigkeit aus wasserhaltigen Aerolsoltropfchen nach Verlassen des
Verneblers, was sowohl abhangig von der Temperatur und der Luftfeuchtigkeit der
Umgebung ist (Berg et a., 2007; Waldrep et a., 2007) as auch von dem zugefihrten
Luftfluss, der mit zunehmender Geschwindigkeit in der Regel zu einer leichten Abnahme der
Partikelgrofen fuhrt (Barry und O Callaghan, 1999; O Callaghan et al., 2007). Ebenfalls sehr
grof3en Einfluss auf die PartikelgrofRenverteilung hat die Wahl des Verneblers, da es schon
innerhalb einer Verneblerklasse zu erheblichen Unterschieden in Output und Partikelgrofie
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kommt (Barry und O Callaghan, 1999). Aber nicht nur die Wahl des Verneblers, sondern
auch der Winkel seiner Positionierung wahrend der Verneblung kann sowohl den Output als
auch die GroRRenverteilung des Aerosols beeinflussen (Harris und Smaldone, 2007). Ein
weiterer wichtiger Einflussfaktor ist die zu vernebelnde Flussigkeit selbst, deren
physikochemische Eigenschaften wie z. B. Viskositét, |onenkonzentration und
Oberflachenspannung grof3e Auswirkungen auf die Aerosolbildung haben (Ghazanfari et al.,
2007). Dieses Phanomen wird in der vorliegenden Arbeit besonders bel der Verneblung von
Salbutamol sulfat-L 6sungen unterschiedlicher Konzentrationen sichtbar. Ubereinstimmend mit
den Beobachtungen von Ghazanfari et al. (2007), die zeigten, dass eine erhohte
lonenkonzentration bei piezoelektrischen Verneblern zu einer Abnahme der Partikelgréfen
fuhrt, wurden auch bei den hier durchgefihrten Versuchen die Partikel mit zunehmender
Salbutamolkonzentration und somit steigender Zahl an Sulfat-lonen immer kleiner. Die
Tatsache, dass unterschiedliche Verneblertypen und verschiedene Flussgeschwindigkeiten die
Aerosolpartikelgréf3en beeinflussen, kann jedoch nicht erklaren warum die Aerosolpartikel
nach Verneblung mit dem Aeroneb®Professional mit zunehmendem Luftfluss immer groRer,
bei Verwendung des AKITAAPIXNEB jedoch kleiner werden (Abb. 16). Obwohl der Grund
dieses unterschiedlichen Verhaltens der beiden Vernebler bei zunehmendem Luftfluss unklar
ist, liegt ein moglicher Erkldrungsansatz in der Geometrie und der unterschiedlichen
Anordnung der vibrierenden Membran. Hierbei spielt nicht nur der Einfluss des Winkels bei
der Positionierung des Verneblers (Harris und Smaldone, 2007) eine Rolle, sondern auch die
Richtung, aus der die zugefiihrte Luft auf das Aerosol trifft. Bei dem Aeroneb®Professional
stromt das Aerosol von der horizontal angebrachten Membran gerade nach unten und wird
hier im T-Stlick von dem Luftstrom aufgenommen, der im 90° Winkel auf das Aerosol
auftrifft (Abb. 29).

Abb. 29: Schematische
Darstellung des Aeroneb®
Professional-Verneblers und
Verlauf des Aerosol- und
L uftflussesim T-Stlick.

AERONEB®
PROFESSIONAL

Luftfluss
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Aufgrund dieser geometrischen Anordnung ist es moglich, dass mit zunehmender
Luftgeschwindigkeit groRere, herabsinkende Aerosolpartikel nicht mehr am Boden
deponieren, sondern vom Luftstrom erfasst und mitgerissen werden, wodurch sich sowohl
zunehmende PartikelgrélRen als auch die breitere Grolenverteilung (Tabelle 2) erklaren
lassen. Beim AKITA?APIXNEB Verneblungssystem wird der Luftstrom von der Seite
kommend nicht unmittelbar in die Aerosolwolke gelenkt wird sondern umflief3t den inneren
Antell des Gehauses und bekommt somit die gleiche FluRrichtung wie die erzeugte
Aerosolwolke. Es ist alerdings moglich, dass es mit zunehmender Luftgeschwindigkeit zu
vermehrten Turbulenzen und Verwirbelungen kommt, wodurch vermehrt v.a. grof3ere Partikel

durch Impaktion schon im V ernebl ergehause abgeschieden werden (Abb. 30).

AKITA? APIXNEB

Abb. 30: Schematische Darstellung des
AKITA? APIXNEB-Verneblers und

Verlauf des Aerosol- und L uftflusses.

Luftfluss

Der Grolzenunterschied der Aerosolpartikel nach Messung mit Beatmungspumpe und einem
Luftstrom von 2 I/min (Tabelle 2) liegt dagegen weniger in der geringfiigig unterschiedlichen
Flief3ggeschwindigkeit, als viel mehr in der langeren Passage durch das Schlauchsystem
begrindet. Dabei ist zu beachten, dass wahrend der kontinuierlichen Verneblung des
Aeroneb®Professional—-Verneblers eine groRere Menge des Aerosols schon im
Beatmungsschlauch abgeschieden wird. Folglich sind zwar die Partikel am Ende des
Schlauchsystems deutlich kleiner as bel Verlassen des Verneblers, es kommt hier aber auch
zu einem bedeutenden Aerosolverlust, was sich in der geringeren Lungendeposition des
Aeroneb®Professional—Verneblers im Vergleich zum AKITA?APIXNEB - System
widerspiegelt. Bel der atemzugsgetriggerten Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB
dagegen kommt es zu bedeutend geringeren Abscheidungen im Schlauchsystem, dadurch aber
auch zu keiner Abnahme der Aerosol partikelgrofien (Abb. 15).
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Entscheidend fiur die spéateren Versuche an der isolierten Kaninchenlunge sind allerdings die
Grolen der Aerosolpartikel nach Verneblung mit Beatmungspumpe und Schlauchsystem,
welche bel allen Substanzen und Verneblern zwischen ca. 3 und 3,5 pm (Tabelle 2) liegen.
Somit kann man davon ausgehen, dass bei allen durchgefihrten Versuchen die vernebelten
Substanzen mit PartikelgrofRen in die Lungen gelangten, die vergleichbar sind und sich mit 3
— 3,5 um in einem GrolRenbereich befinden, der gut fir eine pulmonale Deposition geeignet
ist (Scheuch et a., 2006).

4.2.1.2 Pulveraerosole

Die Bestimmung der Partikelgréf3en des Pulveraerosols aus dem Aerosol Dispensor ergab
sowohl nach Messung mit dem Laserdiffraktometer (Abb. 17), als auch nach Verwendung des
Andersen Impaktors einen vergleichbaren MMAD von etwa 2,7 um. In einem dhnlichen
GrolRenbereich liegt mit ca. 2,3 pm auch das mit dem DP-4 generierte Pulveraerosol.
Dementsprechend liegen die Pulverpartikel in einem fir die aveoldre Deposition besonders

gunstigen Groélenbereich vor.

4.2.2  Lungendeposition

Der Vergleich der beiden piezoelektrischen Vernebler Aeroneb®Professiona und
AKITA?APIXNEB zeigt, dass der Output des AKITA?APIXNEB-Verneblers deutlich hther
ist as der des Aeroneb®Professional. Zwar vernebelt der AKITA?APIXNEB in 10 min
lediglich ca. 1,5 ml, dies jedoch atemzugsgetriggert fir nur 0,7 s pro Inspiration, so dass
wéhrend dieser 10 min nur fir etwa 3 min tatsachlich vernebelt wird. Somit ist der
umgerechnete Output des AKITA’APIXNEB mit ca 05 ml/min dem des
Aeroneb®Professional mit nur etwa 0,3 ml/min deutlich tberlegen. Ein weiterer Vorteil der
atemsynchronen  Verneblung des AKITA?APIXNEB-Systems ist die hohere
Lungendeposition von 0,8 ml in 10 Minuten Betriebszeit, was bedeutet, dass ca. 50 % der
vernebelten FlUssigkeit in der Lunge deponiert wurden (s. Kapitel 3.2.3.1). Beim
Aeroneb®Professional werden dagegen nur ca. 15 % des vernebelten Volumens in der Lunge
deponiert (s. Kapitel 3.1.3.1), da es hier durch die kontinuierliche Verneblung zu gréfl3eren
Aerosolabscheidungen im Schlauchsystem kommt. Die regionale Verteilung der Partikel
sollte bel beiden Verneblern aufgrund der dhnlichen PartikelgrofRen, die sie produzieren,
vergleichbar sein. Da die ideale PartikelgrofRe zur Inhalation zwischen 2 und 6 pm liegt
(Biddiscombe et al., 2003) und mit Partikeln einer Grofe von ca 3 pm eine maximale
Deposition im Alveolarraum erreicht wird (Groneberg et al., 2003; Scheuch et al., 2006),
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sollte in diesen Versuchen eine gute alveoldre Substanzapplikation mit gleichmaliiger
Verteilung gewahrleistet sein, zumal es durch die intratracheale Verneblung zu keinerlei
Verlusten in den oberen Atemwegen kommt. Insgesamt kann davon ausgegangen werden,
dass die Ergebnisse der Lungendeposition der *™TC-Kochsalzlésung auf die Farbstoff- und
Salbutamolversuche Ubertragbar sind, da die Substanzen dhnliche Partikelgréf3en aufweisen
und andere maogliche Einflussfaktoren wie z.B. Atemfrequenz, Atemzugsvolumen,
Atemminutenvolumen, FluRgeschwindigkeit und Beatmungsgas in alen Versuchen gleich
gehalten wurden.

Auch die Trockenpulver, die eine Lungendeposition von 1,25 mg Sabutamol mit dem
Aerosol Dispensor, bzw. 1,12 mg bei Verwendung des DP-4 erreichen, besitzen eine fur die
Inhalation gut geeignete PartikelgrofRe von ca. 2,7 bzw. 2,3 um. Trotz vergleichbarer
Partikelgrof3en kann es bei den verschiedenen Pulververneblungen allerdings zu
unterschiedlichen regionalen Verteilungen des Aerosols in der Lunge kommen, da das
Aerosol des DP-4 erst in der Trachea verspriht wird, wodurch es aufgrund der kegelférmigen
Ausbreitung der Sprihwolke schon zu grof3en Pulverabscheidungen in der Luftréhre kommt.
Die Partikel des Aerosol Dispensors dagegen erreichen die Trachea bereits gleichméiig im
Luftstrom verteilt.

Ebenfalls eine etwas andere regionale Deposition wird durch die Instillation der CF-Ldsung
erreicht, da es hier im Vergleich zur Verneblung zu sehr unterschiedlichen, meist
ungleichmaldigen Vertellungen der Fllssigkeit in der Lunge (Leong et a., 1998; Oberdorster
et a., 1997) mit Uberwiegendem schwerkraftabhangigem Fluss der Losung in die
lagerungsbedingt unteren Regionen.kommt.

4.2.3 Medikamententbertritt am Modell der isolierten Kaninchenlunge

4231 Fluoreszenzfarbstoffe

42311 Vergleich des Ubertritts verschiedener Farbstoffe

Die Untersuchung der Ubertrittskinetiken der drei Fluoreszenzfarbstoffe CF, MPTS und R6G
zeigt deutliche Unterschiede in der Absorption, die sich sowohl auf die Ubertritts-
geschwindigkeit, als auch auf die insgesamt Ubergetretene Farbstoffmenge beziehen (Abb.
19). Faktoren, die den Ubertritt von Substanzen aus der Lunge beeinflussen sind vielfaltig und
betreffen sowohl die zu vernebelnde Substanz als auch die Lunge selbst. Mdgliche
Unterschiede von Seiten der Lunge beziehen sich z.B. auf die Spezies (Schanker et al., 1986a;
1986b) oder das Alter (Folkesson et al., 1990), spielen aber in diesen Versuchen durch

Verwendung etwa gleichaltriger méannlicher Kaninchen derselben Rasse keine Rolle. Auch
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die Lungendeposition sollte - wie schon beschrieben - bei allen Farbstoffversuchen
vergleichbar und daher ohne Einfluss auf die Ubertrittskinetik sein. Weitere Einflussfaktoren
betreffen die physikochemischen Eigenschaften der zu vernebelnden Substanz, wie z.B.
Molekulargewicht (Folkesson et al., 1990; Tronde et al., 2003), Lipophilitét (Schanker et al.,
1986a; Tronde et al., 2003), Viskositét (Yamamoto et al., 2004), Ladung (Tronde et al.,
2003), pks- (Anderson et al., 1973) und pH-Wert (Schanker and Less, 1977) und sind
ursdchlich fur das unterschiedliche Verhaten der drei verschiedenen Farbstoffe. Ein grof3er
Unterschied der drel niedermolekularen Fluoreszenzfarbstoffe liegt in ihrer Hydro- bzw.
Lipophilitét, welche fir ale drel Substanzen mit Hilfe des Octanol-Wasser-
Verteillungskoeffizienten bestimmt wurde. Der Octanol-Wasser-V erteilungskoeffizient als
Mal3 fur die Lipophilitét ist ein hdufig verwendeter Parameter in der medizinischen Chemie
und kann dazu beitragen, das Verhalten einer Substanz in einem komplexen biologischen
System vorherzusagen (Roda et a., 1990). Hydrophile Stoffe konnen im Allgemeinen nur
schwer durch eine Phospholipidmembran diffundieren und daher ist die Absorption einer
Substanz umso schneller, je hoher ihr Octanol-Wasser-V erteilungskoeffizient ist (Silbernagel
und Despopoulos, 2001). Da die passive Diffusion den Hauptmechanismus bei der
Absorption der meisten Stoffe darstellt (Tronde et a., 2003), sollte der lipophile
Fluoreszenzfarbstoff R6G eigentlich deutlich schneller aus der Lunge ins Perfusat Ubertreten
als die beiden hydrophilen Farbstoffe. Der im Vergleich zu CF und MPTS jedoch sehr
geringe Ubertritt von R6G aus der Lunge ins Perfusat (Abb. 19) kann dadurch erklart werden,
dass es sich bel R6G um ein lipophiles Amin handelt und die Lunge fir die Akkumulation
lipophiler Amine bekannt ist (Anderson et al., 1973; Roerig et a., 2004). Roerig et a. (2004)
zeigten, dass nach Zugabe von R6G ins Perfusat einer isolierten Kaninchenlunge innerhalb
von 120 min 67% des Farbstoffs das zirkulierende Perfusat verlassen haben und von der
Lunge aufgenommen wurden. Des Weiteren zeigten Roerig et a. in dieser Studie, dass es
durch den ATP-abhangigen P-gp-Transporter zu einem séttigbaren Efflux von R6G aus der
Lunge hinaus zurlick ins Perfusat kommt. Moglicherweise ist das Vorhandensein dieses
Transporters in der Lunge der Grund daflr, dass in unseren Versuchen tberhaupt R6G ins
Perfusat Ubertritt. Auch die Tatsache, dass im Verlauf der Versuche der Gehalt an R6G im
Perfusat wieder abnimmt, konnte daftr sprechen, dass der Farbstoff nach Séttigung des P-
Glycoprotein-Transporters wieder in die Lunge zurlickgelangt. Fur eine Bindung des
Fluoreszenzfarbstoffes im Lungengewebe spricht auch, dass mit einer Lungenlavage kaum
Farbstoff aus der Lunge gel6st werden konnte und erst nach Durchfiihrung einer zusétzlichen
Lavage mit Ethanol der Grof3teil der Substanz wiedergewonnen werden konnte (Tabelle 4).
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Der hydrophile Farbstoff CF tritt im Gegensatz zu R6G in hohem Mal3e (ca. 53 %; Tabelle 4)
ins Perfusat Uber und erreicht hier nach ca. 160 min ein Plateau (Abb. 19). Wie in einem
Uberblick von Von Wichert und Seifart (2005) gezeigt wurde, gibt es eine Vielzahl von
Transportmechanismen zur Absorption der verschiedensten Substanzen. Der in dieser Arbeit
verwendete Versuchsaufbau gibt keine Antwort darauf, wie genau CF aus der Lunge
absorbiert wird. Andere Studien jedoch lassen schon mehr Spekulationen tUber mdgliche
Absorptionsmechanismen zu. Woolfrey et al. (1986) sind z.B. der Meinung, dass das schnelle
Erreichen einer Peak-Konzentration im Blut nach intratrachealer Instillation von CF in
Rattenlungen daflr spricht, dass der Transport von CF Uber mehr as einen Mechanismus
erfolgen muss. Da es diese Autoren fur unwahrscheinlich haten, dass der hydrophile
Farbstoff durch die Lipidregion einer Membran diffundiert nehmen sie an, dass der CF-
Transport zum einen durch Poren in der Epithelmembran und zum anderen durch aktiven
Transport erfolgt. Pohl et a. (1998) nutzen konfokale Fluoreszenzmikroskopie (confocal laser
scanning fluorescence microscopy = CLSFM) um die Verteilung von CF in der Rattenlunge
nach intratrachealer Instillation darzustellen. Damit konnten sie zeigen, dass CF den Luftraum
sehr schnell verldsst und sich in den extrazelluldren Regionen im Interstitium hinter
Pneumozyten-Typ Il ansammelt. Die Autoren halten es fir moglich, dass 3 Alveoli in dichter
Formation eine , trijunctional pore* bilden, durch die CF durchtritt. Sie postulieren, dass fur
die Passage durch solche Poren zum einen die Schnelligkeit des CF Ubertritts spricht und zum
anderen die Tatsache, dass es mit Erscheinen von CF zu einer Ausdehnung des Interstitiums
kommt. Diese Ausdehnung kann dadurch erklért werden, dass es mit dem CF-Transport
entlang eines osmotischen Gradienten zu einem Wassereinstrom kommt (Pohl et al. 1998).
Noch mehr Fragen wirft allerdings der zweite hydrophile Farbstoff MPTS auf, der im
Vergleich zu CF nicht nur einen geringeren Ubertritt ins Perfusat (Abb. 19), sondern mit nur
ca 43 % auch ene deutlich geringere Gesamtwiederfindung (Tabelle 4) aufweist. Der
restliche Farbstoff, der weder im Perfusat noch in der Lungenlavage enthalten ist, kann in
diesen Versuchen nicht lokalisiert werden. Es besteht die Méglichkeit, dass sich die Substanz
noch in der Lunge befindet oder dass der Fluoreszenzfarbstoff gequencht wurde. Ein solcher
Verlust an Fluoreszenz erscheint sehr wahrscheinlich, da MPTS und verwandte anionische
Ether dafir bekannt sind, dass ihre Fluoreszenz durch zahlreiche Substanzen wie z.B.
kationische Tenside oder verschiedene Metadlionen, u.a. Fe(lll), statisch gequencht wird
(Cordes et a., 2005; Marhold et a., 1990). In diesem Fall kdnnte es also sein, dass MPTS
zwar in hohem Mal3e Ubertritt, durch den Verlust an Fluoreszenz aufgrund von
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Komplexbildungen mit z.B. Surfactantbestandteilen oder in Blutresten enthaltenen Eisenionen
jedoch nur in geringem Umfang nachweisbar ist.

Aufgrund der in dieser Studie erzielten Ergebnisse hinsichtlich des Farbstoffibertritts am
Modell der isolierten Kaninchenlunge ist von den untersuchten Fluoreszenzfarbstoffen CF am
besten als Modellsubstanz fur Freisetzungsversuche aus Controlled Release-Formulierungen

geeignet.

4.2.3.1.2 Stofftibertritt unter Verwendung verschiedener Perfusionsmedien

Der Vergleich des CF-Ubertritts nach Verwendung zweier unterschiedlicher
Perfusionsmedien zeigt zwar einen etwas schnelleren Anstieg mit geringfligig hdheren
Endkonzentrationen bei Perfusion mit Elektrolytlésung 1/3, allerdings tberschneiden sich die
Ergebnisse beider Versuchsreihen erheblich (Abb. 20) und auch der insgesamt im Perfusat
gefundene Farbstoffgehalt ist bel beiden Versuchen mit ca 53 % gleich (Tabelle 5).
Dementsprechend zeigen CF-Versuche mit beiden Perfusionsmedien ahnliche
Ubertrittskinetiken. Die Unterschiede in der Gesamtmenge an Farbstoff in der
TropfflUssigkeit liegen in diesen Versuchen weniger an einer hoheren Farbstoffkonzentration
als viel mehr an dem mit 35 ml deutlich gréf3erem Volumen an Tropffllssigkeit wahrend der
Versuche mit Elektrolytlosung 1/3. Die Tatsache, dass bei Verwendung von [IN-Perfusat
weniger TropfflUssigkeit die Lunge verladsst (ca. 8 ml/300 min), wird an dem hdheren
osmotischen Druck liegen, der durch die Hydroxyethylstéarke im 1IN-Perfusat entsteht und
einen FlUssigkeitsausstrom aus den Gefallen im Gegensatz zu 1/3-Perfusat reduziert.
Dementsprechend koénnen sich durch Verwendung von |1IN-Perfusat FlUssigkeitsverluste
durch TropfflUssigkeit vermindern lassen ohne dass dadurch der Stofftbertritt aus der Lunge
ins Perfusat stark beeinflusst wird.

4.2.3.1.3 Carboxyfluorescein bei pulmonaler Hypertonie

Wie in Abb. 28 ersichtlich, gibt es bis auf die verkirzte Laufzeit der Hypertonie-Versuche
aufgrund von methodisch bedingter Odembildung keine Unterschiede in der Ubertrittskinetik
zwischen dem Krankheitsmodell und den Kontrollversuchen. Daraus lasst sich zum einen
schlief3en, dass die experimentelle Erhéhung des pulmonalarteriellen Druckes keinen Einfluss
auf die Gesamtdeposition und die Verteilung des vernebelten Farbstoffes in der Lunge hat.
Zum anderen wird deutlich, dass die mit einer pulmonalen Hypertonie einhergehende
Erhhung des hydrostatischen Druckes keine Auswirkungen auf den CF-Ubertritt hat. Die

Erklérung hierflr liegt wohl darin begrtindet, dass Thromboxan und sein Analogon nur durch
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Vasokonstriktion und damit verbundener Erhthung des hydrostatischen Druckes zur
Ausbildung von Odemen fiihren, ohne dabei jedoch die GefaRpermesabilitdt zu beeinflussen
(Shibamoto et a., 1995; Wakerlin et al., 1991). Da es durch die Hypertonie zu keiner
Veranderung des CF-Ubertritts kommt, ist dieser Farbstoff fur Studien am Modell der
isolierten Kaninchenlunge mit pulmonaler Hypertonie geeignet. Gleichzeitig ist dieses
Krankheitsmodell geeignet fir die inhaative Verabreichung da es keinen Einfluss auf die
Ubertrittskinetik desinhalierten Farbstoffes hat.

42314 Vergleich Verneblung und Instillation von Carboxyfluorescein

Obwohl das Konzentrations-Zeit-Profil der CF-Versuche nach Ingtillation sich weitgehend
mit den Ergebnissen der Versuche nach Verneblung Uberschneidet, ist hier eine veranderte
Kinetik mit flacherem Kurvenverlauf zu erkennen (Abb. 21). Dieser langsamere Anstieg nach
Instillation spricht - wie erwartet - fir eine schlechtere Vertellung des Farbstoffes in der
Lunge. Da FlUssigkeiten aus den aveoléren Bereichen der Lunge schneller absorbiert werden
als aus bronchialen Regionen (Brown und Schanker, 1983), deutet der schnellere Anstieg
nach Verneblung auf eine héhere alveoldre Deposition des Aerosols im Vergleich zu dem
Instillat hin.

4.2.3.2 Salbutamol

42321 Verneblung von Salbutamoll6sungen

Die Verneblung der Salbutamollésungen mit dem AKITA?APIXNEB-System in die isolierte
Kaninchenlunge flhrte bei alen drel verwendeten Konzentrationen zu &hnlichen
Ubertrittskinetiken (Abb. 25) mit einem Gesamtiibertritt von ca. 41 - 49 % des deponierten
Salbutamols ins Perfusat (Tabelle 6). Angesichts dieser Ergebnisse ist davon auszugehen,
dass auch die geringfligigen Unterschiede in den Partikelgrofen (Abb. 15) nach Verneblung
von Salbutamol unterschiedlichster Konzentration mit dem AKITA?APIXNEB keinen
Einfluss auf die regionale Lungendeposition haben. Auf3erdem sprechen die proportional zur
Dosis ansteigenden Salbutamolkonzentrationen im Perfusat dafir, dass dieser
Transportvorgang (zumindest im Groél3enbereich der deponierten Menge von bis zu 80 mg)
nicht sattigbar ist. Ahnliches beobachteten Perreault et al. (1992) in den Plasmaproben von
lebenden Kaninchen.

Die Gesamtwiederfindung dieser Versuche liegt bei 52 - 62 % (Tabelle 6). Auch hier kdnnen
die durchgefuhrten Versuche keine Antwort auf den exakten Ort des Verbleibs des restlichen

Salbutamols in der Lunge geben. Es ist jedoch durchaus mdglich, dass der Restbetrag
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entweder gebunden im Lungengewebe verbleibt oder dass ein Teil des inhalierten
Salbutamols einem Metabolismus in der Lunge unterliegt und daher nicht mehr nachweisbar
ist (Perreault et al., 1992).

Obwohl die Gesamtmenge an deponiertem Salbutamol in dieser Studie nicht eindeutig
lokalisiert werden konnte, eignet sich Salbutamolsulfat gut as Modellmedikament, da die
regionale Lungendeposition der Salbutamollésung unabhangig von ihrer Konzentration ist,
der Ubertritt ins Perfusat proportional zur Dosis und die Ubertrittskinetik fur alle

Konzentrationen vergleichbar ist.

4.2.3.2.2 Verneblung von Salbutamol pulver

Der Vergleich zwischen Salbutamolverneblungen mittels kommerziell erhdtlichem DP-4 und
dem neu entwickelten Aerosol Dispensor zeigt, dass die Perfusatkonzentration nach
Verneblung mit dem Aerosol Dispensor deutlich schneller ansteigt als nach Verneblung mit
dem DP-4 (Abb. 26). Die Tatsache, dass die Salbutamolspiegel im Perfusat beider Versuche
sehr dhnliche Endwerte erreichen, dass jedoch der Anstieg der Kurve nach Verneblung mit
dem DP-4 flacher verlauft, deutet auf eine bessere Verteilung der Aerosolpartikel in der
Lunge durch den Aerosol Dispensor hin und lasst vermuten, dass nach Verneblung mit dem
DP-4 eher zentrale Lungendepositionen mit hohen Ablagerungen im Tracheobronchiabereich
erreicht werden. Fur hohe Betrage an Salbutamol in diesem Bereich nach Applikation mittels
DP-4 spricht auch die grofle Menge an Salbutamol, die mittels Lavage aus der Lunge entfernt
werden konnte. Die Versuche mit dem Aerosol Dispensor weisen dagegen einen deutlich
geringeren Salbutamolgehalt in der Lavage und dadurch auch eine wesentlich geringere
Gesamtwiederfindung auf (Tabelle 7). Obwohl auch hier der Verblelb des restlichen
Salbutamols und die insgesamt niedrige Gesamtwiederfindung nicht geklart werden kénnen,
wird durch diese Versuche deutlich, dass der Aerosol Dispensor eine bessere Verteillung des
Aerosols in der Lunge ermdglicht, wahrend der Gebrauch des DP-4 durch Bildung des
Aerosols direkt in der Trachea eher an eine Instillation als an eine Verneblung erinnert. Die
ahnlichen Endkonzentrationen an Salbutamol trotz unterschiedlicher regionaler Deposition
sprechen dafir, dass auch nach Verneblung mit dem DP-4 mit moglicherweise grof3eren
Ablagerungen im Tracheobronchialbereich die gesamte deponierte Menge zur Absorption zur
Verflgung steht. Diese Beobachtung machten auch Tronde et al. (2003), die der Meinung
sind, dass aufgrund der von Kroll et al. (1987) gezeigten guten Perfusion der
tracheobronchialen Mikrozirkulation im isolierten Lungenmodell durch zahlreiche

bronchopulmonale Anastomosen das isolierte Lungenmodell genutzt werden kann, um die
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Absorption sowohl aus der pulmonalen als auch aus der tracheobronchialen Region zu
untersuchen.

Vergleicht man nun die Verneblung des Salbutamolpulvers und der -16sung zwischen den
beiden neu entwickelten Geréten, so stellt man fest, dass das Pulver in den ersten 10 min
deutlich schneller Gbertritt als die Losung (Abb. 27) und dass diese erst nach tber 20 min
hohere Werte erreicht als das Pulver. Der zu Beginn schnelle Anstieg der
Salbutamolkonzentration im Perfusat nach Pulververneblung stimmt mit der von Bur und
Lehr (2007) bel in vitro-Versuchen an pulmonalen Epithelzellen gemachten Beobachtung
Uberein, dass die Transportrate von hoch wasserl6slichem Salbutamolsulfat mit abnehmender
Menge an Flussigkeit zunimmt und am héchsten fir das wasserfreie, reine Pulver ist. Die mit
zunehmender Salbutamolkonzentration ebenfalls zunehmende Ubertrittsgeschwindigkeit liegt
im ersten Fickschen Diffusionsgesetz begrindet, nach dem der Diffusionsstrom direkt
proportional zum Konzentrationsgradienten ist.
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5 SCHLUSSFOL GERUNGEN

Mit allen verwendeten Verneblern und Substanzen ist es moglich, reproduzierbar Partikel zu
generieren, die fur die alveoldre Deposition gut geeignet sind. Dabei erméglicht der Aerosol
Dispensor bei dhnlichen Partikelgréfen und dhnlicher Gesamtdeposition eine deutlich bessere
alveolére Deposition als der DP-4. Der Aerosol Dispensor ist daher zur Pulververneblung in
die isolierte Kaninchenlunge besser geeignet als der DP-4, dessen Gebrauch eher mit einer
Instillation vergleichbar ist. Ein Vergleich der beiden piezoelektrischen Fliissigvernebler
zeigt, dass der neu entwickelte, atemzuggetriggerte AKITA’APIXNEB eine deutlich hohere
L ungendeposition mit weniger Aerosolverlusten erméglicht.

Aus den Ergebnissen zur Untersuchung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe am Modell der
isolierten, perfundierten und ventilierten Kaninchenlunge l&sst sich schlief3en, dass CF dank
seines schnellen Ubertritts und der hohen Gesamtwiederfindung sehr gut als Modellsubstanz
fur Controlled Release-Formulierungen geeignet ist. R6G dagegen zeigt zwar eine hohe
Gesamtwiederfindung, tritt jedoch nur in geringem Mal3e ins Perfusat Uber und wird aus
diesem sogar wieder riickresorbiert. Hinzu kommt ein moglicherweise veréndertes Verhalten
des verkapselten Farbstoffes in Bezug auf den P-gp-Transporter, weswegen dieser Farbstoff
als weniger gut geeignete Modellsubstanz angesehen wird. MPTS scheint ebenfalls schlecht
geeignet fir Ubertrittsversuche an der isolierten Kaninchenlunge zu sein, da hier nur ein Teil
des Farbstoffes wieder gefunden werden kann und die Moglichkeit besteht, dass die
Fluoreszenz des Farbstoffes gequencht wurde.

Auch das mittels HPL C nachweisbare Salbutamol eignet sich gut als Modellmedikament. Die
Verneblungen von Salbutamolldsungen haben gezeigt, dass der Ubertritt von Salbutamol ins
Perfusat proportional zur Dosis ist und dass der Verlauf der Kinetik fur alle Konzentrationen
gleich ist. Die Verneblung von Salbutamolpulver fihrt zu einem schnelleren Anstieg, jedoch
zu weniger hohen Endkonzentrationen an Salbutamol im Perfusat im Vergleich zur

Fllssigverneblung.

Die Verwendung verschiedener Elektrolytldsungen zur Perfusion der Kaninchenlunge hat nur
einen geringen Einfluss auf den Ubertritt des Fluoreszenzfarbstoffes CF. Allerdings lassen
sich durch Verwendung von IIN-Perfusat FlUssigkeitsverluste in Form von Tropffllssigkeit
reduzieren. Die experimentelle Erhéhung des pulmonalarteriellen Druckes zeigt keinerlei
Einflisse auf die Lungendeposition und die Ubertrittskinetik von intratracheal vernebeltem
CF und dtellt somit ein geeignetes Krankheitsmodell bei der Untersuchung von
Ubertrittskinetiken dar..
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Inhalation bietet dank eines direkten Zugangs zur Lunge die Mdglichkeit einer gezielten
intra- und transpulmonalen Medikamentenapplikation. Viele der heutigen inhalativen
Therapiestrategien sind jedoch mit dem Nachtell einer nur kurzen Wirkdauer behaftet. Aus
diesem Grund konnte eine gezielte, retardierte Wirkstofffreisetzung aus inhalierbaren
Carriersystemen, wie z. B. Liposomen oder bioabbaubaren Nanopartikeln von grof3em Nutzen
sein. Fir die Entwicklung solcher Controlled Release-Formulierungen ist es essentiell, dass
sowohl geeignete Modellsubstanzen al's auch geeignete Vernebler zur Verfligung stehen. Ziel
dieser Arbeit war es daher geeignete Modellsubstanzen und Geréte zur spéteren Verneblung
von Controlled Release-Formulierungen zu finden. Zu diesem Zweck wurden die drei
Fluoreszenzfarbstoffe 5(6)-Carboxyfluorescein (CF), Trinatrium 8-Methoxypyren-1,3,6-
Trisulfonsdure (MPTS) und Rhodamin 6G (R6G) mit einem piezoelektrischen Vernebler
(Aeroneb®Professional) in die isolierte Kaninchenlunge vernebelt und hinsichtlich ihres
Ubertritts ins Perfusat sowie der Gesamtwiederfindung miteinander verglichen. Zusétzlich
wurde untersucht, inwieweit ein Perfusionsmedium mit héherem osmotischen Druck, eine
Instillation des Farbstoffes in die Kaninchenlunge und die Erzeugung einer experimentellen
pulmonalen Hypertonie die Ubertrittskinetik von CF beeinflussen kann. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden weiterhin die in der eigenen Arbeitsgruppe entwickelten Aerosolgeneratoren
Small Animal Dry Powder Aerosol Dispensor (Pulververnebler) und AKITA?APIXNEB
(piezoel ektrischer Flissigvernebler) hinsichtlich Partikelgroenverteilung und
Lungendeposition mit kommerziell erhéltlichen Geréten (DP-4 Dry Powder Insufflator™ und
Aeroneb®Professional) verglichen. Im Falle des piezoelektrischen Verneblers wurde die
Lungendeposition mit einer *™Technetium-Kochsalzlésung bestimmt, wahrend die
Lungendeposition des Small Animal Dry Powder Aerosol Dispensor durch Filterversuche
ermittelt wurde. Die Medikamentenapplikation in die Lunge und die Ubertrittskinetik des
Wirkstoffes wurden fiir den AKITA2APIXNEB durch Verneblung von Salbutamollésungen
unterschiedlicher Konzentrationen und fur die Pulververnebler durch Applikation von
mikronisiertem Salbutamol pulver untersucht.

Der Vergleich der drei Fluoreszenzfarbstoffe ergab, dass CF mit einem schnellen Ubertritt
von ca. 53 % der deponierten Menge ins Perfusat eine geeignete Modellsubstanz fir die
Verkapselung in Controlled Release-Formulierungen darstellt. R6G dagegen zeigte mit nur
ca. 3% einen ungentugenden Farbstoffubertritt und MPTS konnte trotz eines Perfusatgehalts

von fast 30 % nur zu insgesamt etwa 43 % wiedergefunden werden und erscheint daher
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ebenfalls als ungeeignet. Die Verwendung eines anderen Perfusionsmediums hatte kaum
einen und die Erzeugung einer pulmonalen Hypertonie keinen Einfluss auf die
Ubertrittskinetik von CF. Obwohl die CF-Ingtillation aufgrund der schlechteren
intrapuimonalen  Verteilung des Farbstoffes zu etwas langsamer ansteigenden
Perfusatkonzentrationen fihrte as die Verneblung, waren die Unterschiede auch hier nur

gering.

Die PartikelgrofRenmessungen ergaben, dass die Aerosolpartikel beider piezoelektrischer
Vernebler bei Eintritt in die Lunge einen medianen aerodynamischen Massendurchmesser
(MMAD) von 3 - 3,5 um aufwiesen, wahrend mit den verwendeten Pulverformulierungen die
Partikel des DP-4 Dry Powder Insufflator™ 2,3 und die des Small Anima Dry Powder
Aerosol Dispensor 2,7 pm betrugen. Durch Verwendung des AKITA?APIXNEB konnten
etwa 50 %, mittels Aeroneb®Professional jedoch nur um die 15 % der vernebelten Fliissigkeit
in der Lunge deponiert werden. Nach Verneblung der Salbutamolldsungen mittels
AKITA?APIXNEB zeigte sich ein konzentrationsunabhangiger Ubertritt von etwa 41 — 49 %
des deponierten Salbutamols ins Perfusat. Die unterschiedlichen Ubertrittskinetiken nach den
Pulververneblungen mit deutlich schnellerem Anstieg nach Verwendung des Small Animal
Dry Powder Aerosol Dispensor lassen vermuten, dass dieser im Vergleich zum DP-4 Dry
Powder Insufflator’™ bei shnlicher totaler Lungendeposition eine bessere Verteilung des

Aerosolsin den tiefen Regionen der Lunge erzielte.

So konnten im Rahmen dieser Arbeit mit CF ein geeigneter Modellfarbstoff fur die
Verkapselung in Controlled Release-Formulierungen gefunden und mit dem Small Animal
Dry Powder Aerosol Dispensor und dem AKITA?APIXNEB geeignete Pulver- und
Flissigvernebler zur Verneblung solcher Formulierungen am isolierten Lungenmodell

entwickelt werden.
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7 SUMMARY

Drug delivery viainhalation offers the possibility of a specific intra- and transpulmonary drug
deposition as a result of the immediate access to the lung. Nevertheless, many of today’s
inhalation strategies are afflicted with the disadvantage of a short duration of action.
Therefore, a controlled drug release from respirable carrier systems like liposomes or
biodegradable nanoparticles could be very useful. In order to develop controlled release
formulations the availability of model drugs and suitable nebulizer-systems are essential.
Hence, it was the aim of this thesis to find suitable model substances for future development
of controlled release formulations as well as devices for the nebulization of such formulations.
For this purpose the pulmonary absorption as well as the total recovery of three fluorescent
dyes, namely 5(6)-carboxyfluorecein (CF), 8-methoxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium
sat (MPTS) and rhodamine 6G (R6G), were compared after nebulization with a vibrating
mesh nebulizer (Aeroneb®Professional) in the isolated rabbit lung. Additionaly, it was
examined, whether the use of a perfusion fluid with higher osmotic pressure, the instillation of
the model substance and the generation of an experimental pulmonary hypertension may
influence the absorption of the fluorescent dye CF. Furthermore, this work compared the
aerosol generators, named Small Anima Dry Powder Aerosol Dispensor and
AKITA?APIXNEB, which were developed from our group to the commercialy available
devices DP-4 Dry Powder Insufflator™ and Aeroneb®Professional concerning particle sizes
and lung deposition. In case of the vibrating mesh nebulizer the lung deposition was
determined using *™Technetium, while the lung deposition of the Small Animal Dry Powder
Aerosol Dispensor was investigated by using filter experiments. The drug application into the
lung and the absorption kinetics were examined for the AKITA?APIXNEB by nebulization of
salbutamol-solutions with different concentrations and for the dry powder inhalation devices
by application of micronized salbutamol powders.

The comparison of the three fluorescent markers suggested that CF was a suitable model drug
for the encapsulation into controlled release formulations because of the rapid absorption of
approximately 53 % of the deposited amount from the lung into the perfusate. In contrast,
R6G showed an insufficient absorption rate of only circa 3 %. Despite an amount of nearly 30
% of the dye in the perfusate, MPTS demonstrated an insufficient total recovery of only circa
43 % and therefore seemed to be unsuitable. The use of the second perfusion fluid had almost
no effect and the generation of a pulmonary hypertension did not influence the lung
absorption of CF at all. Although the CF instillation caused a slower increase of the dye
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concentration in the perfusate - due to the worse intrapulmonary distribution in comparison to
the nebulization - the differences were also negligible.

M easurements of particle sizes proved that both of the two vibrating mesh nebulizers created
aerosol particles of a mass median aerodynamic diameter (MMAD) of 3 - 3.5 um while
entering the lung, whereas the particle sizes of the powders were 2.3 um for the DP-4 Dry
Powder Insufflator™ and 2.7 pum for the Small Animal Dry Powder Aerosol Dispensor. Using
the AKITA?APIXNEB amost 50 % of the nebulized drug solution was deposited into the
lung. The similar experiments with the Aeroneb®Professional showed a much lower lung
deposition of about 15 %. The nebulizations of the salbutamol solutions with the
AKITA?APIXNEB leaded to concentration-independent drug absorptions of about 41 - 49 %
of the deposited salbutamol. The differences in the salbutamol absorption kinetics with rapid
increase after the use of the Small Animal Dry Powder aerosol Dispensor indicated a similar
total deposition but a better distribution in the deeper lung after dry powder aerosolization
with the Small Animal Dry Powder aerosol Dispensor in comparison to the DP-4 Dry Powder
Insufflator™.

Thus, CF is a suitable model drug for the encapsulation in controlled release formulations and
the Small Animal Dry Powder Aerosol Dispensor and the AKITA?APIXNEB offer suitable

devices for nebulizing powders and liquids.
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Ventrade Ansicht des Bronchialbaumes der linken Hélfte einer
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Schematische Darstellung der Lungenalveolen mit umgebenden
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Blutgefailen (modifiziert nach Rohen und L Utjen-Drecoll, 2001).

Schematische Darstellung des Salz- und Wassertransportes im
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Strukturformel von Salbutamolsulfat (Lohrmann, 2005)
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Darstellung des DP-4 Dry Powder Insufflator™ im Beatmungstubus
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Dispersionsimpuls im Deckel (A), Gehause fiir den HandiHaler® (B),
HandiHaler® (C) und Verneblerkammer (D) [Foto: Activaero GmbH,
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Zeit/Fluss-Diagramm des Dispersionsmpulses der AKITA(L)
[Activaero GmbH, Minchen, Deutschland].

Darstellung des Pulververneblers im Beatmungssystem am Modell der
isolierten Kaninchenlunge.

Darstellung des Modells der isolierten, perfundierten und ventilierten
Kaninchenlunge.

Bild einer isolierten Kaninchenlunge mit Perfusatzufluss Uber einen

deutlich zu erkennenden Katheter in der Pulmonalarterie (A) und -
abfluss Uber einen Schlauch im linken Ventrikel (B).
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Aerosolpartikelgréfzen (MMAD) von isotoner Kochsalzlosung (NaCl)
und den drel Fluoreszenzfarbstoffen CF, R6G und MPTS nach
Verneblung mit dem Aeroneb®Professional-Vernebler  unter
Verwendung unterschiedlicher Luftflisse (je n = 6). Die Ergebnisse
sind als Mittelwert + SD dargestellt.

Aerosolpartikelgréfzen (MMAD) von isotoner Kochsalzlosung (NaCl)
und Salbutamol (1, 10 und 100 mg/ml) nach Verneblung mit dem
AKITA’APIXNEB-System unter Verwendung unterschiedlicher
Luftflisse (je n = 6). Die Ergebnisse sind as Mittelwert + SD
dargestellt.

Vergleich der AerosolpartikelgroRen (MMAD) isotoner Koch-
salzlosung (NaCl) nach Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB-
System und dem Aeroneb®Professional-Vernebler unter Verwendung
unterschiedlicher Luftflisse (je n = 6). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + SD dargestellt.

Vergleich der AerosolpartikelgrofRen (MMAD) und der Geometrischen
Standardabweichung (GSD) von mikronisiertem Salbutamolpulver
nach Verneblung mit dem DP-4 (n = 6) und dem Aerosol Dispensor (n
= 4). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD dargestellt. *** p =
<0,001

Verteilung von  Sabutamol-Pulver nach  unterschiedlichen
Verneblungsmustern mit dem Aerosol Dispensor. Die Ergebnisse sind
in % bezogen auf die vernebelte Menge (bestimmt durch Wiegen der
Kapsel vor und nach Verneblung) als Mittelwert + SD dargestellt.

Konzentrations-Zeit-Profil der Fluoreszenzfarbstoffe CF, MPTS und
R6G im Perfusat (ng/ml) nach Verneblung von je 3 ml der
Farbstofflosungen (500 pg/ml) mit dem Aeroneb® Professional-
Vernebler und einer Deposition von 0,4 ml (200 pg Farbstoff) in der
isolierten und perfundierten Kaninchenlunge (n = 4 fir jeden
Farbstoff). Die Ergebnisse sind as Mittelwert + SD dargestellt.

Konzentrations-Zeit-Profil von CF im Perfusat in ng/ml nach
Verneblung von je 3 ml einer CF-Lésung (500 pg/ml) mit dem
Aeroneb®Professional-Vernebler in die isolierte und perfundierte
Kaninchenlunge unter Verwendung verschiedener Perfusionsmedien
(je n = 4). Die Ergebnisse sind as Mittelwert + SD fur die Versuche
mit 1/3-Perfusat und as Mittelwert — SD fur Versuche mit [IN-
Perfusat dargestellt.

Konzentrations-Zeit-Profil von CF im Perfusat in ng/ml nach
Deposition von 200 pg des Farbstoffs durch Verneblung (n = 4) und
Ingtillation (n = 2) in der isolierten und perfundierten Kaninchenlunge.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD fiur die Verneblung und als
Mittelwert — SD fur die Instillation dargestellt.
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Abbildungsverzeichnis

Konzentrations-Zeit-Profil von Salbutamol im Perfusat in pg/ml nach
zehnminttiger Verneblung von Salbutamol der Konzentration 1 mg/ml
mit dem AKITA?APIXNEB und einer Deposition von 0,8 ml (800 pg
Salbutamol) in der isolierten und perfundierten Kaninchenlunge (n =
4). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD dargestellt.

Konzentrations-Zeit-Profil von Salbutamol im Perfusat in pg/ml nach
zehnminutiger Verneblung von Sabutamol der Konzentration
10 mg/ml mit dem AKITA?APIXNEB und einer Deposition von
0,8ml (8 mg Salbutamol) in der isolierten und perfundierten
Kaninchenlunge (n = 4; * bei diesem Wert wegen Verlust einer Probe
nur n = 3). Die Ergebnisse sind as Mittelwert + SD dargestellt.

Konzentrations-Zeit-Profil von Salbutamol im Perfusat in pg/ml nach
zehnmindtiger Verneblung von Salbutamol der Konzentration 100
mg/ml mit dem AKITAAPIXNEB und einer Deposition von 0,8 ml
(80 mg Salbutamol) in der isolierten und perfundierten
Kaninchenlunge (n = 4). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SD
dargestellt.

Vergleich der Ubertrittskinetiken von Salbutamol verschiedener
Konzentrationen (1, 10 und 100 mg/ml) in % bezogen auf das
deponierte Flussigkeitsvolumen von 800 pl nach zehnminitiger
Verneblung mit dem AKITA?APIXNEB (je n = 4; * bei diesem Wert
wegen Verlust einer Probe nur n = 3). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + SD fur Salbutamol der Konzentration 10 mg/ml und als
Mittelwert — SD fir 1 und 100 mg/ml Salbutamol dargestellt.

Konzentrations-Zeit-Profil von Salbutamol im Perfusat in pg/ml nach
Verneblung von Salbutamolpulver mit dem DP-4 und dem Aerosol
Dispensor in die isolierten und perfundierten Kaninchenlunge (je n =
4). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SD fur den Aerosol Dispensor
und als Mittelwert — SD fir den DP-4 dargestellt.

Vergleich der Ubertrittskinetiken von Salbutamol nach Verwendung
verschiedener Vernebler in % bezogen auf die deponierte Menge (je n
= 4). Die Ergebnisse sind as Mittelwert + SD fir die Versuche mit
dem AKITA“APIXNEB-System (Lungendeposition ca. 0,8 mg) und
dem Aerosol Dispensor (Lungendeposition ca 1,25 mg) und als
Mittelwert — SD fir die Verneblung mit dem DP-4 (L ungendeposition
ca. 1,12 mg) dargestellt.

Konzentrations-Zeit-Profil von CF im Perfusat nach Verneblung von
je 3 ml einer CF-Lésung (500 pg/ml) mit dem Aeroneb® Professional-
Vernebler in die isolierte und perfundierte Kaninchenlunge mit und
ohne pulmonale Hypertonie (je n = 4). Die Ergebnisse sind as
Mittelwert + SD fir die Versuche ohne und als Mittelwert — SD fir die
Versuche mit pulmonaler Hypertonie dargestellt.
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Abb. 29:

Abb. 30:
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Schematische Darstellung des Aeroneb® Professional-Verneblers und
Verlauf des Aerosol- und Luftflussesim T-Stuick.

Schematische Darstellung des AKITA? APIXNEB-Verneblers und
Verlauf des Aerosol- und Luftflusses.
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94 M aterialver zeichnis

Material

941 Substanzliste:
Aquaad injectabilia Baxter, Unterschleif3heim, Deutschland
Braunol® B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Brij-35 Uberlassen von Activaero GmbH, M Uinchen, Deutschland
5(6)-Carboxyfluorescein Fluka, Buchs, Schweiz
Chloroform (119,38 g/mol) Merck, Darmstadt, Deutschland

Druckluft (UN 1002)

Air Liquide Deutschland GmbH, Dusseldorf, Deutschland

Ethanol 99,6 %

Stockmeier Chemie, Dillenburg, Deutschland

Helium

Air Liquide Deutschland GmbH, Dusseldorf, Deutschland

Heparin

Heparin-Natrium-25000-ratiopharm, ratiopharm GmbH,
Ulm, Deutschland

| sotone K ochsal zI6sung (0,9%)

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

K etavet® (K etamin)

Pharmacia, Erlangen, Deutschland

M ethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

MPTS

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Natriumbicarbonat 1M, 8,4 %

Serag-Wiesner KG, Naila/Bayern, Deutschland

Natriumchlorid

Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid 10M

Merck, Darmstadt, Deutschland

normoxisches Gasgemisch
(21% O,, 5.3% COy,, 73.7% Ny)

Messer Griesheem GmbH, Krefeld, Deutschland

1-Octanol

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ortho-Phosphorsaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS-Puffer (pH 7,4)

80,0 g NaCl Karl Roth, Karlsruhe, D
2,00 g KCl Merck, Darmstadt, D
11,5 g NaoHPO4* 2H,0 Merck, Darmstadt, D

2,00 g KH2PO,4 (174,18 g/mol) Merck, Darmstadt, D

Elektrolytlésung 1/3 Serag-Wiessner, Naila, Deutschland

Elektrolytlésung 1IN Serag -Wiessner, Naila, Deutschland

Rhodamin 6G Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Rompun® 2% (Xylacin) Bayer, Leverkusen, Deutschland

Salbutamol sulfat zur Verfligung gestellt von Boehringer-Ingelheim Pharma
GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein, Deutschland

Salzséure Merck, Darmstadt, Deutschland

9M T echnetium-Pertechnetat

Abteilung fur Nuklearmedizin, Universitétsklinikum
Giessen und Marburg GmbH, Giessen, Deutschland

Triethylamin

Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland

U 46619

Paesal-Lorei, Frankfurt, Deutschland

Xylocain® 2 % (Lidocain)

AstraZeneca, Wedel, Deutschland
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942 Gerdteliste:
ABL Radiometer Copenhagen

Material

Radiometer GmbH, Willich, Deutschland

Aeroneb®Professional

Aerogen, Dangan, Galway, Irland

Aerosol Dispensor

Entwickelt in Zusammenarbeit mit Activaero GmbH,
M tinchen, Deutschland

AKITA’APIXNEB

Entwickelt in Zusammenarbeit mit Activaero GmbH,
M tinchen, Deutschland

Andersen Cascade |mpactor

Copley Scientific, Nottingham, England

Beatmungspumpe (Cat/Rabbit  Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland
Ventilator)
Centrifuge 5424 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

DP-4 Dry Powder Insufflator™

PennCentury ™, Philadelphia, USA

Druckumwandler (Combitrans)

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Flowmeter

Fischer & Porter GmbH, Gottingen, Deutschland

Fluorescence plate reader
(FL600)

BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA

Frigomix BU

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Gammacounter (Mucha)

Raytest, Straubenhardt, Deutschland

Gewichtsschreiber (Rikadenki
R50)

Rikadenki Electronics, Freiburg, Deutschland

HPLC-Anlage Agilent 1100

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

L aserdiffraktometer Sympatec, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland
Magnetrihrer Typ 162C Mercateo, Kothen, Deutschland

Messverstarker (Plugsys DBA  Hugo Sachs Elektronic, March-Hugstetten, Deutschland
660)

Perfusor (Injectomat S)

Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland

Peristaltikpumpe (Roller Pump
BP 742)

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Pumpe (HCP 5)

Copley Scientific, Nottingham, England

Reinstwasseranlage (Seral pur
UV/UF)

USF Elga, Ransbach-Baumbach, Deutschland

Smartline Autosampler 3900

Knauer, Berlin, Deutschland

Severin 1300 electronic
Staubsauger

Severin, Sundern, Deutschland

Thermostat (Thermomix BU)

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Ultraschallbad (Sonorex TK30)

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Vortexer IKA® MS 3 basic

AL-Labortechnik, Amstetten, Osterreich

Waage (Mettler AJ 100)

Mettler Toledo GmbH, Giessen, Deutschland
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Wagezelle Typ Ul Hottinger Baldwin Messtechnik, Darmstadt, Deutschland

Zentrifuge Hettich, Tuttlingen, Deutschland

9.4.3 Verbrauchsmaterial und Sonstiges:

Aerosolfilter (1SO-Gard Depht

Hudson RCI, Temecula, California, USA

Filter)
Alufolie 0,2 mm Merck, Darmstadt, Deutschland
Blasenfalle Dahlhausen & Co. GmbH, Kdéln, Deutschland

Dreiwegehahne Discofix® C

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Einmal handschuhe

Sarstedt, NUimbrecht, Deutschland

Einmal spritzen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Filter, Pall CardioplegiaPlus0,2 um

Pall Biomedical Corp., Fgardo, USA

Filter, Millex GP, 0,22 um

Millipore, Bedford,USA

Glasfaservorfilter GF 92

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland

GlasgefaRe Schott Duran ©

Schott AG, Mainz, Deutschland

HPLC-Saule (LichroCart 250* 4mm)
HPLC-Vorsaule (LichroCart
4* 4mm)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kantlen BD Microlance™ 3

BD Drogheda, Drogheda, Irland

Klebstreifen 3M ™ Durapore™

3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland

Schlauchklemmen

Cole-Parmer, Vernon Hills, Illinois, USA

Mikrotiterplatten (Assay Plate 96
Well)

Costar Corp., Cambridge, Massachusetts, USA

Nadel-Faden-K ombination Mersilene
4, 1SH

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Pipetten (Eppendorf Research)
10-100 pl und 100-1000 il

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (200 pl, gelb und
1000 pl, blau)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

PP-Rohrchen (50 ml und 15 ml)

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Reagiergeféd 1,5 mi

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Rundkolben 250 ml und 500 ml

Bichi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz

Schlauche (Tygon, Kalensee)

Tygon, Gief3en, Deutschland

Schlauche PVC

Sorin Biomedica, Diisseldorf, Deutschland

Schlauchibergange

NORMA Germany GmbH, Frankfurt am Main,
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Normaplast®

Deutschland

Schlinggazettupfer

Fuhrmann, Much, Deutschland

Perfuline® Infusionsleitung

Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, Deutschland

Perfusorspritzen OPS 50 ml

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

V enenpunktionsbesteck

Butterfly Eloflo, Gelnhausen, Deutschland
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