Charakterisierung der Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik intranasaler Glucocorticoide

anhand von in vitro und ex vivo Modellen

DISSERTATION

zur Erlangung
des naturwissenschaftlichen Doktorgrades
der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Daniel Baumann

aus Tettnang

Wirzburg 2011



Eingereicht bei der Fakultat fir Chemie und Pharmazie am: .........ccccocviiiiiieniieeee

Gutachter der schriftlichen Arbeit:

LI C 101 7= (e o1 (=) TR

P2 €101 7= (o 01 (=] SRR

Prifer des 6ffentlichen Promotionskolloquiums:

1. PIrUfEr: e

2. PrU . e

3. PrUfr:

Datum des o&ffentlichen Promotionskolloquiums:



Die vorliegende Arbeit wurde auf Anregung und unter Anleitung von
Frau Prof. Dr. Petra H6gger
am Lehrstuhl fir Pharmazeutische Chemie

des Instituts fir Pharmazie und Lebensmittelchemie
der Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg angefertigt

Meiner Familie






Bereits aus der Dissertation hervorgegangene Publikationen:

Originalpublikation:

Baumann D, Bachert C, Hogger P:

Dissolution in nasal fluid, retention and anti-inflammatory activity of fluticasone furoate in human
nasal tissue ex vivo.

Clin Exp Allergy 2009;39:1540-1550.

Posterbeitrag:

Gnadt M, Trammer B, Baumann D, Hégger P:

Die starkste Waffe gegen Entziindungen — Pharmakokinetik und Pharmakodynamik inhalativ
oder nasal applizierter Glucocorticoide

Chem SystM — Chemie Symposium der Studierenden Mainfrankens 2007, Jungchemikerforum

Wirzburg.






Danksagung

Mit der Fertigstellung dieser Arbeit méchte ich mich ganz herzlich bei allen Menschen
bedanken, die zum Entstehen und Gelingen beigetragen haben.

Zunachst méchte ich Frau Prof. Dr. Petra Hogger sehr herzlich danken fir die
Mdoglichkeit in ihrem Arbeitskreis dieses anschauliche, abwechslungsreiche und &auBerst
interessante Thema zu bearbeiten, fir die vertrauensvolle Zusammenarbeit, die jederzeitige
Maoglichkeit zur Diskussion und Hilfestellung sowie die angenehme Arbeitsatmosphéare. Ein
groBer Dank mochte ich auch dafiir aussprechen, dass ich meine Lehrtéatigkeit in der Klinischen
Pharmazie ausiiben durfte, mich umfassend in diesem Fach weiterbilden und Begeisterung fur
diese wichtige pharmazeutische Disziplin entwickeln konnte.

FUr die Bereitstellung von Gewebeproben bedanke ich mich bei Prof. Dr. Claus Bachert
von der Universitatsklinik Gent, Belgien. Dr. Boris Kardziev vom Thoraxzentrum der Klinik
Michelsberg in Miinnerstadt sei herzlich gedankt fiir die Uberlassung von Lungengewebe.

Den Mitarbeitern des Instituts flr Klinische Transfusionsmedizin und Hamotherapie der
Universitatsklinik Wirzburg méchte ich danken fur die gute Zusammenarbeit und die
Bereitstellung von Blutprodukten.

Bei Prof. Dr. Georg Krohne und seinen Assistentinnen von der zentralen Abteilung fir
Elektronenmikroskopie des Theodor-Boveri-Instituts fur Biowissenschaften der Universitat
Wirzburg méchte ich mich recht herzlich bedanken fir die Uberaus freundliche und engagierte
EinfGhrung in die Elektronenmikroskopie, die Hilfsbereitschaft und das mir entgegengebrachte
Vertrauen nach kurzer Zeit selbsténdig arbeiten zu dirfen.

Ich méchte mich ganz besonders bei Herrn Dr. Anagnostis Valotis bedanken, der mir
immer mit Rat und Tat zur Seite stand. Seine Erfahrung mit Glucocorticoiden, sein
wissenschaftliches Engagement und vor allem seine Bereitschaft zur fachlichen, aber auch
zwischenmenschlichen Diskussion waren mir eine groBe Hilfe und Freude.

An dieser Stelle danke ich auch Frau Roswitha Skrabala, die mir vor allem in meiner
Anfangszeit bei der Bearbeitung so mancher Gewebeproben geholfen hat und unseren
Arbeitskreis durch ihre frohliche und freundschaftliche Art immer bereichert hat.

Ebenso mdchte ich Frau Roswitha Scheblein recht herzlich fir ihre Hilfestellung im
Labor danken. So manche siiBe Uberraschung, ihr fréhliches und liebenswertes Wesen
erfreuten den AK-Alltag immer wieder.

Im Besonderen mdchte ich meinem lieben Kollegen Klaus Uhlenhut fir die Einflhrung in
die Geheimnisse der Zellkultur danken. Seine Mithilfe und Erfahrung ermdglichten es mir,



wesentliche Prinzipien der Zellkultur schnell zu erlernen.

Der institutseigenen Werkstatt, allen voran Georg Walter sowie Matthias Vélker, Karl
Volimuth und den Auszubildenden mdchte recht herzlich danken fir ihre freundliche und
Uberaus engagierte Hilfe bei der technischen Umsetzung verschiedener experimenteller
Modellvorhaben. Die ,heilenden” Hande von Matthias Volker halfen bei der Reparatur manch
elektronischen Gerats. Herrn Christoph Kessler sei besonders gedankt fiir die gute
Zusammenarbeit bei der Entwicklung einer Teflonkonstruktion. Auch dem Glasblaser des
Instituts der Organischen Chemie, Manfred Ludwig, danke ich fiir die bereitwillige Herstellung
von Glasgeraten.

Die Lehrtatigkeit in der Klinischen Pharmazie hat mir, trotz des teilweise groBen
Arbeitsaufwandes, besondere Freude und Genugtuung bereitet. Nicht zuletzt deshalb, weil wir
in der Lehre ein richtig gutes Team waren. Deshalb mdchte ich mich bei Dr. Mirjam Gnadt,
Beatrice Trammer und Armin Welker recht herzlich fur die tolle, fréhliche und freundschaftliche
Zusammenarbeit bedanken. Unsere Motivation die wichtigen Inhalte des Faches zu vermitteln,
die Seminarinhalte interessant zu gestalten und uns gegenseitig in der Lehrtatigkeit zu
unterstiitzen waren wichtige Bestandteile unserer gemeinsamen Arbeit.

Bei allen ehemaligen und aktuellen Mitgliedern des Arbeitskreises Dr. Mirjam Gnadt,
Martin Haas, Max Kurlbaum, Melanie Milek, Roswitha Scheblein, Beatrice Trammer, Klaus
Uhlenhut und Frederic Vollmers mdéchte ich mich recht herzlich fir die tolle und
freundschaftliche Zusammenarbeit und wirklich schéne Zeit bedanken, die wir zusammen erlebt
haben. In Erinnerung werden mir unsere kollegiale Zusammenarbeit bleiben, die interessanten
Gesprache und Diskussionen und nicht zu vergessen so mancher Ausflug und lustiger Abend,
den wir gemeinsam erleben durften.

SchlieBlich gilt mein besonderer Dank allen Freunden und Verwandten, die mich
wéhrend meiner Promotion motiviert und unterstitzt haben. Allen voran mdéchte ich meinen
Eltern Alice und Reinhard Baumann und meiner lieben Karla von ganzem Herzen danken. Ihre
Motivation und Geduld, ihre stetige Unterstltzung, Hilfsbereitschaft und Liebe haben mir stets
die sichere Zuversicht gegeben, meinen Weg zu gehen.



Ein Tropfen Liebe ist mehr
als ein Ozean an Willen und Verstand

Blaise Pascal






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

L N 41 C=T 11T 4T N 23
1 Intranasale Glucocorticoide in der Therapie der allergischen Rhinitis.......... 25
1.1 Anatomie und Physiologie der Nase ... 25
1.1.1 NasenschleiMNAUL ..o e 25
1.2 AllergisChe RIINITIS .....ooiiiiiii et e e 27
L 2 R - U1 (o] o] 01751 o] (oo | = USRS POPUSPRRR 27
1.2.1.1  SeNSIDIlISIEIUNG -.cee e e e 27
L2 B2 T {04 1 o] - L= SR 28
2 T S o 1 o] =TT SR 28
1.2.2  Allergische Rhinitis Und AStNMa.......cooiiiiiiiiii e 28
1.2.3 Pharmakotherapie der allergischen Rhinitis ... 29

1.3  Pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften intranasaler
GIUCOCOMICOIAR. ...ttt e s s e 30
1.3.1  Struktur-WirkungsbeziehUNQen ........ccooi i 31
1.3.2 Pharmakokinetische Eigenschaften ... 33
1.3.3 Pharmakodynamische Eigenschaften ... 35
1.3.3.1  Molekularer WirkKmechaniSmUS.........cccceeiimmrir e 35
1.3.3.2 Sicherheit intranasaler GIUCOCOIICOIAR ..........coiueiiiiiiiiie e 37
1.4 Zielsetzung der ArDeiIL.... ... i 40
= T V| o 1= 4 1= L 1T g = | 43

1 Bestimmung des gelésten Glucocorticoidanteils handelsiblicher

Suspensionen zur intranasalen Applikation............ccocemiiinniiimeneee. 45

1.1 FrageStellUNG......oo e 47
1.2 Prinzip der Bestimmung des bereits geldsten Glucocorticoidanteils ............cccccveeeeeeen. 48
1.2.1  MethodenentWiCKIUNG ........ooiii it e 48
1.2.2  Prinzip der URrafiltration..........oo e 49

11



Inhaltsverzeichnis

1.2.3  Durchflihrung der URtrafiltration......... ..o 51
LG T = (o= o (1T ST PPURSRN 51
1.4 DISKUSSION ..eeiiiitiiee ettt ettt ettt e e b e e s sa et e e b et e e ea e e e e eab e e e e e annnee e s aanes 54

1.4.1  NichtspezifisChe BiNAUNQ........c.ueiiiiiiie e 54

1.4.2 Diskussion der entwickelten Methode und Bedeutung des bereits geldsten

GlUCOCOIICOIAANTEIIS ... e 55

1.4.3 Einflussfaktoren der SattigungsldslichKeit ..o, 58

2 Bestimmung des SprihstoBvolumens handelstiblicher

Glucocorticoid-Suspensionen zur intranasalen Applikation...........cccccceeu.... 63

2.1 FrageStelluNg ......ecee oo 64
2.2  Prinzip der Bestimmung der SprihstoBvolumina von Applikationssystemen

nasaler GluCOCOrCOId-SUSPENSIONEN ...ccciiiiiiiiiii et e e e e 65

2.3 ErQEDNISSE ... e e e e e e naee s 65

P2 B 11~ (0[] (o] IO PO PSP PP PPP PP 66

2.4.1 Applikationsvolumen und orale Bioverflgbarkeit ..., 66

2.4.2 Zusammenhang zwischen Applikationsvolumen, Verteilung und Clearance.............. 68

2.4.3 Patientenpraferenz und Applikationsvolumen ...... ..o, 69

3  Bestimmung der Léslichkeit intranasaler Glucocorticoid-

Suspensionen in Puffer und kiuinstlichem Nasensekret..........cccccviiiiniiissnnnnes 71

BT FrageStellUNG ....ceecee e 73
3.2 Prinzip der BESHMIMUNG .....coiiiiiiie e 73
3.2.1  MethodenentwWiCKIUNG ..........eeiiiiie et e e 73
3.2.2  Durchflihrung der Inkubation und Zentrifugation............cccceeiiiiiiniiii e, 74
R B =l (o[- o o1 =1 PR 75
R B 11~ (0[] (o] IO PP PSP PP TPPPPR RPN 77

3.4.1 Einfluss des Nasensekrets auf die Léslichkeit und Lésungsgeschwindigkeit
von intranasalen GIUCOCOMICOIAEN ........uuivieiiiciieee e e e 77

3.4.2 Uberlegungen zu den molekularen Vorgéngen der Mucin-Glucocorticoid
WECHSEIWITKUNG ...t e e e e e e 82

12



Inhaltsverzeichnis

4  Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an humanes

NaSENQEWEDE ... ————————— 85
4.1 Fragestellung........oeeeiiiiiie e e e e 86
4.2  Prinzip der BESHMMUNG ......ouiiiiiiiii e 87
4.3 ErQEDINISSE ... e e e e 88
N B 1) (0 [ o] o F PSP PRSP OPPPPPRPTN 90

441 Gewebebindung im Zusammenhang mit physikochemischen und

pharmakokinetischen Eigenschaften der Glucocorticoide .............coooeeiiiiiiiiieiiicinnne, 90
4.4.2 Bedeutung der GewebebiNAUNQG........ooi it 93
443 Relevanz der GewebebinduNg .........coooiiiiiiiiii e 94

5 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungenepithelzellen

durch gewebegebundene intranasale Glucocorticoide..........ccccccmmmmmmmmrnrnnnnnns 96

L I o =T =13 (=10 o PP PPRR 97

5.2 Prinzip der BESHMMUNQ .......uiiiiiiii ettt ee e e 98

LR B =l (011 o1 =1 T PRSP PPRRT 99

5.3.1 IL-8 Hemmung aus Gewebebindung.............ccoiiiiiiiiiii e 99

5.3.2 IL-8 Hemmung aus Plasmaproben.............cooii i 100
5.3.3 Stabilitét der Substanzen und Nichtspezifische Bindung an

ZellKURUIMALErTAlIEN ... e e 102

LS B 1] (U 111 T o PRSPPI 103

5.4.1  Gewebebindung und RRA ... 103

6 Modell zur intranasalen Pharmakokinetik topisch applizierter

L L LG (1 106

6.1 Fragestellung.........oeeiiiiiie e 107
6.2 Prinzip der BESHMMUNG ......oviiiiiii e 109
6.2.1  MethodenentWiCKIUNG .........ooiuiiiiiii e 109
6.2.2  VErSUCNSPIINZID coiiiiiiet ettt e e e e s et e e e e e e anneees 110
6.3 ErQEDNISSE ... e e 111
(3 T B © 1= 1/= oY= o 1 o 1] g T [ 111

13



Inhaltsverzeichnis

6.3.2 Bindung an Polyacrylamid-Gel .............eeiiiiiiiiie e 114
L B 1] (0 111 o] o PR 115

7 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungenepithelzellen
durch wirkstoffenthaltendes Humanplasma des pharmakokinetischen

MOdEIIS ... —————— 120
TA FrageStellUNg ....oeeooe oo 121
7.2 Prinzip der BESHMMUNQ. ...cooii it 122
AR T = (o[- o011 PR 122
A B 11 (0 13- o] o TP 125

7.4.1  Antiinflammatorische Eigenschaften von Antihistaminika und
(€8T oo T4 1 [o7o] (o[-0 FN SRR 125

C  Experimenteller Teil ... s 131

1 Bestimmung des geldsten Glucocorticoidanteils handelsublicher

Suspensionen zur intranasalen Applikation...........cccccciiiiniiiemennn e, 133

1.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien ............cooo o oiiiiiiiiiiiiece e 133
P TP TS 1 7= 0 100 (o 1= 0 g o =Y o PR 133
1.1.2  Verwendete Glucocorticoid-NaSEeNSPrays ........ccoicuuriiiieeieiiiiiiieee e 134

1.1.3 Entnahme einer homogenen Glucocorticoid-Suspension aus den

Nasenspray-ZuberEitUNGEN ........ccoui it 135
1.2 Verwendete Gerate und Materialien............ooooviiriiiiie i 136
1.3 Durchfihrung der URrafiltration .............cooi oo 136
1.4  Bestimmung der nichtspezifischen Bindung der Glucocorticoide an die
URrafiltrationSeIiNNEit .........ooeii e 138
1.5 Erfassung der 10g P-WErE ......coooo ittt 139
1.6 Probenvorbereitung flr die HPLC ... 139
1.7 Quantifizierung mMittels HPLC .......oo i 139
L A T o | o O =TT [T 18T = o R 140
1.7.2 HPLC Methoden und Retentionszeiten (RT) der Glucocorticoide ...........ccceecueeeen.e. 140
1.7.3  AUSWEILUNQ ..eteeeeie ettt e ettt e e e e s s bbb e e e e e e s et e e e e e e e e e e nnannes 141

14



Inhaltsverzeichnis

2 Bestimmung des SpriihstoBvolumens handelsitiblicher

Glucocorticoid-Suspensionen zur intranasalen Applikation ........................ 142

2.1 Verwendete Substanzen und REAgENZIEN .........ceoviiiiiii i 142
P20 O S =000 (o T o =T o 142
2.2  Verwendete Gerdte und Materialien ..........c..ooeiiiiiiiiiie e 143
2.3 Gehaltsbestimmung intranasaler Glucocorticoid-Nasensprays ..........ccccceeeeveeeeineeenns 143
2.4 Quantifizierung mittels HPLC........ooo i 144
2.5 Berechnung des SprihstoBvolumens pro SprihstoB..........cccoovviiiiiiiiiiieeeeee e 144

3  Bestimmung der Loslichkeit intranasaler Glucocorticoid-

Suspensionen in Puffer und kiinstlichem Nasensekret ........ccccciiiiiciinennnnn. 145

3.1  Verwendete Substanzen und REAgENZIeN .........cccoviiiiiiii i 145
1 0 O S =100 ] (o T o= o 145
3.1.2 Isotonischer Phosphat-Puffer mit pH 6.5.......ooooiiiii e 145
3.1.3 Kuinstliches Nasensekret (KNS) .....oooo i 146
3.1.4  Proteinbestimmung der aufgereinigten Mucindispersion ..........ccccccooveciiieiieeeiiiinnee. 146
3.1.4.1 Quantitative Proteinbestimmung nach LOWrY...........oooiiiiiiiiiiiiiiee e 146
3.1.4.1.1 Reagenzien UNd GErate.......coouuiiiiiiiii e 147
T I S 2 B 1 (o] 010 o 0 e PRSI 147
3.1.4.2 Quantitative Proteinbestimmung mit Bicinchoninsdure (BCA) .........cccccccoiiinnnne. 148
3.1.4.2.1 Reagenzien UNd GErate.......coouuiiiiiiiei et 148
3.1.4.2.2 DUIChfUNIUNG . ceei ittt e et e e e e e eeeeaens 149
3.1.4.3 Einstellung des Proteingehalts des kiinstlichen Nasensekrets ...........ccccccoounnee. 150
3.2  Verwendete Gerate und Materialien ...........cocvviiiiiiiieiie e 150
3.2.1 Beschichtung von ReagiergeféaBen mit Polypropylenglykol .............occcvveeiieinininnnee. 151
3.2.1.1  Durchfihrung der BeschiChtung ...........ccooeiiiiiiiiiieiiie e 151
3.3 Durchflhrung der L&slichkeitsversuche ..............eoviiiiiiii e 151
3.4 ProbenaufarbeitUNQ ........oocueeiiiiiii e 152
3.5 Quantifizierung mittels HPLC........oo e 152

3.6  Elektronenmikroskopische Aufnahme von Glucocorticoidkristallen in einer
V[ TeT g lo (1] o =T =1 o] o H U PO PP OPPPPPP 153

15



Inhaltsverzeichnis

3.6.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien..........cccooeiioiiiiiiiiiii e 153
3.6.2 Herstellung einer MUCINISPEISION .........eiiiiiiiieie et 153
3.6.3 Verwendete Gerdte und Materialien ... 154
3.6.4  Durchflhrung der Inkubation und Probenvorbereitung .........cccccooieiiieeiiiiiiniiiennenn. 154
3.6.5 Praparation der Proben (Sputtern).........c.ooo i 154
3.6.6  DUICHTUNIUNG. ... et e e e e e e e e e nneaeeeaens 155

4  Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an humanes

NaSENGEWEDE ........oiiiiiiimeii e 156
4.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien ..o 156
o O S =T 0T 0 0 (o T o =T o SR 156
4.1.2 Krebs-Ringer-HEPES-PUfEr .......cooi e 156
4.2  Verwendete Gerdte und Materialien...........oocueo i 157
4.2.1 Humanes Nasengewebe und Blutplasma............ccooviiiiiiiiii e 157
4.2.1.1  Vorbereitung des Nasengewebes ..o 158
4.3 Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an humanes Nasengewebe........... 158
4.3.1  DUICHTURIUNG . ..o 158
4.4  Freisetzung der Glucocorticoide aus der Gewebebindung in Gegenwart von
AUMANEM PlaSM@ ... e e 159
o B B U o1 U1 T U oo TP 159
4.5  ProbenaufarbeitUNQ ..........oooiiiiiiiieiee e 159
4.6 Quantifizierung Mittels HPLC ... ..o 160

5 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungenepithelzellen

durch gewebegebundene intranasale Glucocorticoide..........cccomriiiiicsennnnnnn. 161

5.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien fir die Zellkultur ...........ccccooiiiiiiiiiininnnee. 161
5.1.1 Zusammensetzung des Zellkulturmediums flr A549 ..., 161
5.1.2  StmuIation der Zellen..........ooo o 161
5.2  Verwendete Gerate und Materialien...........coooiiiiiiiiiiie i 162
5.2.1  Humanes Nasengewebe und Blutplasma...........cccoiiiiiiiiii e 162
5.3  KUlVIErung VON AB49 ... ettt e a e 163

16



Inhaltsverzeichnis

5.3.1  Humane Lungenepithelzellen A549 ... 163
5.3.2  Erste Kultivierung von AB49 ... .o et 163
5.3.3 Mediumwechsel und Passagieren von A549............coooiiiiiiiiiiieeie e 163
5.3.4  Aussden von A549 fir InkubationsSversuche ............coccoveiiiiiii e 164
5.4  Inkubation von A549 mit humanen SPezZiMeN..........coi e 165
5.4.1 Inkubation mit HUMaNPIasma.......ccooaiiiiiiiii e 165
5.4.2 Inkubation mit nasalen GEWEDEPIrobEN ..........oiiiiiiiiiie e 165
5.5 Zellzahlbestimmung nach Beendigung des Versuches...........cccoocuiieeiiiiiiiiiiieieeneenene 166

5.6 Quantitative Bestimmung der IL-8 Konzentration im Zellkulturiiberstand mittels

B L S A e h ettt e et en b et e e et e eaee e e e e nneeneeas 166
5.6.1  Prinzip der BeStMMUNQG ...t 166
5.6.2 Vorbereitung der REAgENZIEN ......cooi it 166
5.6.3 Herstellung der Kalibrierstandards ... 167
5.6.4 Durchflhrung der IL-8 BeStimmuNg .........eeiiiiiiaee e 167
5.6.5 Auswertung der IL-8 BeStMMUNQ .....cooouiiiiiiiie e 168

5.7 Bestimmung der nichtspezifischen Bindung der Glucocorticoide an

ZellKURUIMALEITAlIEN ......eeeiiee e 169
5.7.1  DUIChTURIUNG «ceee ettt e e e e et e e e e e e e e 169
5.7.2  ProbenaufarbeitUNQ ......ccoooii it 169
5.7.3 Quantifizierung mittels HPLC ..ot 169

6 Modell zur intranasalen Pharmakokinetik topisch applizierter

WirKStoffe....miiiieiinnn it s 170

6.1  Verwendete Substanzen und REageNZIeN .........cccoeiiiiiiiiiiiii e 170
6.1.1 Nasale Arzneiformen der EXPerimente. ... 170
6.1.2 Reagenzien zur Herstellung des Polyacrylamidgels..........ccccvevevieiiiiiiiieiieineiiie, 171
L G TS v= 1000 o] (o T T T =T o 171
6.1.4  Krebs-Ringer-HEPES-PUMEr.........coiii e 172
6.1.5 Isotonischer Phosphat-Puffer mit pH 7.4.......oooo e 172
6.1.6  Kinstliches Nasensekret (KNS) ......ooo i 173
6.1.7 Humanes Lungengewebe, Blutplasma, Erythrozytenkonzentrat............ccccccoeenee 173

17



Inhaltsverzeichnis

6.1.7.1 Einstellung des HAMatoKritwertes ........ooueeieiiiii e 173
6.1.7.2 Vorbereitung des LUNGENQEWEDES. ..........uuiiiiiiiiiieie e 174
6.2 Verwendete Gerate und Materialien...........coooiiiiiiiiiiie e 174
6.2.1  Waschvorrichtung zur GelWasChuNg ........coooiiiiiiii e 175
6.3  Vorbereitungen zur Versuchsdurchflnrung ... 177
6.3.1  Herstellung von Kollagen Gelen mit/ohne Gewebe.............cccceeiiiiiiiiiiiiiniiieeeen. 177
6.3.1.1  Uberflihrung des Gels in das WAGEGIaS..........cceveureeveveeeeeeeeeeeeeeeee e, 179
6.3.2 Herstellung eines Polyacrylamid-Gels mit/ohne Gewebe.............ccccvvveveeeiiiciinennnn. 179
6.3.2.1 Uberflihrung des polymerisierten Gels in das W&geglas.........cccocvovevevevcerecennnnne. 180
6.4 Bindung intranasal angewendeter Wirkstoffe an die Gewebe-Gel-Matrix ..................... 180
B.4.1  DUICHTUNIUNG. ...t e e e e e e e aeee e s 180
6.4.2 Waschen des Gels nach erfolgter Inkubation.............oooiiiiii e 182
6.4.3 Vorbereitung der Proben fiir die AnalytiK ........cceeeiiiiiiii e 182
6.5 Freisetzung der Wirkstoffe aus der Gewebe-Gel-Bindung in Gegenwart von
humanem Plasma bzw. Plasma-Erythrozyten-Mischung...........cooccoiiiiiiiiiiiice 183
6.6 Verteilung von Azelastin-HCI in Erythrozyten ... 185
6.7  Probenaufarbeitung ..........ooooiiiiiiii e 185
6.8 Quantifizierung Mittels HPLC ... 186
6.8.1  Bestimmung der GlucocortiCOIdProbeN ..........coiiiiiiiie e 186
6.8.2 Bestimmung von Azelastin-HCI ...........oooiii e 186
6.8.2.1 HPLC BEAINQUNGEN ...ttt e e e e seeeeeeen 187
6.8.2.2 HPLC Methode und Retentionszeiten (RT) ....coooooveiiiiiiiiiee e 187
B.8.2.3  AUSWEITUNG . ..ceetieiiiititiit e e ettt e e e e e ettt e e e e et e e e s e sab e ee e e e e e anbnreeeaaeenaans 187

7  Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungenepithelzellen
durch wirkstoffenthaltendes Humanplasma des pharmakokinetischen

10T = | 188

7.1 Verwendete Substanzen und REAgeNZien ..........coooiuiiiiiiiiiii i 188
7.2  Verwendete Gerate und Materialien...........cooiiiiiiiiiiie e 188
7.3 Vorbereitungen zur Versuchsdurchflnrung ... 188
7.3.1  Gewinnung von Plasmaproben.........c..eie i 188

18



Inhaltsverzeichnis

T4 ZEIKURUL ..ttt e e e e e e sttt e e e e e e s e bt teeeaaeeesansbeeeaaaeaaanns 189
7.4.1  Inkubation mit HUMaNPIasSmMa......ccoeiiiiiiiei e 189
7.5 Zellzahlbestimmung nach Beendigung des Versuchs...........cccoooiiiiieiiiiiniiiiiiienceeees 190

7.6 Quantitative Bestimmung der IL-8 Konzentration im Zellkulturiberstand mittels

I P 190

7.6.1  Vorbereitung der REagenZien .........coooiiiiiiiiiiiiiii e 190
7.6.2 Herstellung der Kalibrierstandards .............coooiiiiiiiiie e 190
7.6.3 Durchflhrung der IL-8 BeStimmuNg ........ueeiiiiiiii e 190
7.6.4 Auswertung der IL-8 BeStMMUNQ .....cooeiiiiiiiie e 191
8 Validierung der Analysenmethoden.........ccccooiiiiiiiiiiiinssseneee e 192
S TS T[4 1Y/ 1 = | PSSR 192
8.2 KalbrierfUuNKLION. ......eiii it 193
8.3  Prazision und RIChHGKEIL .......ccoiiiiiiiie e 195
8.4  BeStMMUNQGSOIENZE ... ittt e e e ettt e e e e e e e e e eeeaaeeeaas 197
8.5  ExtraklionseffektiVItaL........c..eeiiiiie e 199
D Tabellarischer ANhang ... 201

1 Bestimmung des geldsten Glucocorticoidanteils handelsublicher

Suspensionen zur intranasalen Applikation.........ccccoooiiinnicccnnnnnnscceeee 203

1.1 Nichtspezifische Bindung (NSB) ..ot 203
1.2 Bereits geldster Glucocorticoidanteil..........c.oooooiiiiiiii e 203
1.2.1  Wirkstoffkonzentration ohne NSB Korrektur..........coovvveviviiiiiiiiiiiiii, 203
1.2.2  Wirkstoffkonzentration mit NSB Korrektur...........coocooiiiiiiiiiie e 204

2 Bestimmung des SpriihstoBvolumens handelstiblicher

Glucocorticoid-Suspensionen zur intranasalen Applikation ............ccccceeeeee. 205
2.1 Wirkstoffgehalt in 50 yL Glucocorticoid-SuSPension ..........ccccveveiieeeiiiiee e 205
2.2 SPrinStOBVOIUMEN .. ..ot e e e e e e e e e e eeeee e e anneeeeens 205

19



Inhaltsverzeichnis

3  Bestimmung der Léslichkeit intranasaler Glucocorticoid-

Suspensionen in Puffer und kiinstlichem Nasensekret.............cccoveiiriinnnnnnes 206
T R YT oY o OO 206
8.2 BUAES®. ..ottt 206
8.3 FIULAE® NASAI ...ecveeeveiieciceeieceeee ittt 206
T S 1011 SRR 207
3.5 INASONEX® ..ttt ettt e ettt en ettt ettt e e et eanenas 207
8.6 AVAMYSD ...ttt ettt ettt ettt n et eananas 207

4  Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an humanes

NaseNgeWeDbe ... s 208
4.1 TriamcinoloNaCEtONIA.........coiiiiiiiie i 208
o = 1V o (=TT oo OO PP PR 208
v R B o (U (o= T Yo gl o] (o] o] (o] o = SRR 209
4.4 MOMELASONTUIOAL ... .eeiiiiiiiii i et e e 209
4.5 FIULICASONTUIOAL ...ttt e e 209

5 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungenepithelzellen

durch gewebegebundene intranasale Glucocorticoide ..........ccoeeiiiiiinnnnnnnees 210

5.1 IL-8 Hemmung aus GEWEDEPIODEN .......c.uiiiiiiiiiie et 210
511 ZelIVI@DIlHAL ... e 210
5.2 IL-8 Hemmung aus Plasmaproben...........ocuuiiiiiiiiiiiiiicee e 211
5.2.1  ZelIVI@DIlIHAL ... e 211
5.3  Stabilitdt im Zellkulturmedium ...........c.oooiiri e 212

6  Modell zur intranasalen Pharmakokinetik topisch applizierter

R L AT 13 o) = 213

LS 70 T = 0T =Y Yo o1 o PP 213
6.1.1  Bindung und Freisetzung von Bud (Gewebe-Gel)........c..coooieiiiiiiiiiieeeeeeee 213
6.1.2 Bindung und Freisetzung von Bud (Vergleichsgel) ..., 213
6.2 FIUticasonpropioNaLl...........oceeiiiiiiiiiieie et 214

20



Inhaltsverzeichnis

6.2.1 Bindung und Freisetzung von FP (Gewebe-Gel) .........coooiiiiiiiiiiiiiiiiien e 214
6.2.2 Bindung und Freisetzung von FP (Vergleichsgel) ... 214
B.3  AZEIASHN-HCI......oeieii e 214
6.3.1 Bindung und Freisetzung von AZ-HCI (Gewebe-Gel) ........ccvvieeiiiiiiiiiiiie e 214
6.3.2 Bindung und Freisetzung von AZ-HCI (Vergleichsgel) ......ccccueveiiiiiiiiiiiiiieeeeee 215
6.3.3 Verteilung von AZ-HCI in Erythrozyten ... 215

7  Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungenepithelzellen
durch wirkstoffenthaltendes Humanplasma des pharmakokinetischen

MOAEIIS... e —————— 216

7.1 IL-8 Hemmung aus Plasmaproben (1h) ... 216
7.1 ZelVIADIIEAL .....c.veeieeeeeeeeeee et r e ennas 216
7.2 IL-8 Hemmung aus Plasmaproben (1-3h)..........uiiiiiiiiiiie e 217
7.2 ZElIVIADIITAL .....cveiieeeeeeetecce ettt r e e naeennas 217
E  ZusammenfaSSUNQ .......cccieeriiimmimmimmiinnissssssssssssssnssnssss s e ssssnssnsssnsssssssssnss 219
F  AbKUrzungsverzeiChnis.........ccoooomiriiiiissmmnriinssc s ssssss s ssss s s sssanes 229
G LiteraturverzeiChnis ... 233

21






A Einleitung







A Einleitung

1 Intranasale Glucocorticoide in der Therapie der allergischen
Rhinitis
1.1 Anatomie und Physiologie der Nase

Bei der anatomischen Betrachtung der Nase kann zwischen einem &uBeren Teil und einem
inneren Teil unterschieden werden. Die &auBere Nase besteht aus einem knéchernen
pyramidenférmigen Skelett, an das sich flexible knorpelige Anteile anschlieBen [1]. Die
Nasenhghle (Cavum nasi), die Uber die Nasenlécher (Nares) zuganglich ist, wird durch die
Nasenscheidewand (Septum nasi) in zwei Halften getrennt. Sie hat eine Lange von ca. 10 cm,
eine H6he von ca. 5 cm und besteht aus dem mit duBerer Haut ausgekleideten Nasenvorhof
(Vestibulum nasi) und der Nasenhaupthéhle (Cavum nasi proprium) [2,3]. Die Nasenhaupthdhle
ist mit Nasenschleimhaut ausgekleidet. Jede der zwei Halften ist begrenzt durch die teils
kndcherne, teils knorpelige Nasenscheidewand auf der einen Seite und die laterale Nasenwand
auf der anderen. Die laterale Wand tragt die drei Nasenmuscheln (Conchae nasales), zwischen
denen die drei Nasengange liegen. Diese VergroBerung der Oberflaiche durch die untere,
mittlere und obere Muschel ist fir die Befeuchtung und Erwarmung der eingeatmeten Luft
erforderlich [1]. So kann erreicht werden, dass am hinteren Ende der Nasenhdhle eine relative
Luftfeuchtigkeit von 95 % und eine Lufttemperatur von 31-34 °C vorliegt [4]. Weitere Funktionen
der Nase stellen die Regulierung des Atemstroms, die Luftreinigung, eine Reflexfunktion in
Form des Niesreizes, sowie eine Abwehrfunktion gegenlber Mikroorganismen und Viren.
AuBerdem stellt die Nase das Riechorgan dar. Die Choanen begrenzen schlieBlich die
Nasenhaupthéhle nach hinten und bilden den Ubergang zum Nasenrachenraum (Nasopharynx)
[1,3].

1.1.1 Nasenschleimhaut

Die Nasenschleimhaut unterteilt sich in die respiratorische Schleimhaut (regio respiratoria), die
auf 120-150 cm? fast den gesamten Teil der Nasenhohle auskleidet und die Riechschleimhaut
(regio olfactoria) [2,5], die lediglich ca. 370 mm? im Bereich oberhalb der oberen Muschel
ausmacht [6,3].

Die nasale Schleimhaut besteht aus drei Gewebeschichten. So sind epitheliale Zellen zu
unterscheiden von der darunterliegenden Basalmembran und der submukosalen
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Bindegewebsschicht (Lamina propria) [7].

Wahrend die Epithelschicht der Riechschleimhaut aus spezialisierten Riech- und
Stiitzzellen besteht, enthalt die respiratorische Schleimhaut in den obersten Zellschichten ein
mehrreihiges Flimmerepithel mit verschiedenen Zelltypen. Jede Zelle ist durch etwa 300-400
Mikrovilli gekennzeichnet, die fir eine OberflachenvergréBerung sorgen und somit die
Schleimhaut vor dem Austrocknen schiitzen [3,5].

Einen GroBteil des respiratorischen Epithels machen jedoch auch zilientragende Zellen
aus. Zilien stellen Ausstillpungen der Zytoplasmamembran dar, die 5-10 ym lang und 250 nm
dick sind. lhre Beweglichkeit ist auf Mikrotubuli zurickzufuhren. Diese Flimmerzellen, die etwa
200-300 Zilien pro Zelle aufweisen, sind fir den Sekrettransport in den Rachenraum
verantwortlich [5]. Der Zilienschlag sorgt im Zusammenwirken mit dem auf der Mukosa
sezernierten Schleim fir eine Reinigung der Schleimhaut, welche mukozilidare Clearance
genannt wird. Im vorderen Drittel der Nasenhaupthdhle kommen vermehrt zilienlose
Epithelzellen vor, wahrend die Zahl der zilientragenden Zellen am Vorderende der unteren
Nasenmuschel, beginnend in Richtung Nasenrachenraum, immer weiter zunimmt [2].

Weitere epitheliale Zellen, die jedoch nur 5-15 % ausmachen, sind die Becherzellen. Sie
stellen aufgrund ihrer einzelligen Drlsenfunktion in geringerem MaBe Schleim hdherer
Viskositat her [5]. Die grdBten Schleimproduzenten der Atemwege sind allerdings die
submukosalen Drisen, die teilweise bis weit in das Bindegewebe reichen [2]. Pro Tag werden
durch die respiratorische Nasenschleimhaut ca. 2 L frisches Sekret gebildet [4].

So wie alle Zellen des respiratorischen Epithels besitzen auch Basalzellen Kontakt zur
Basalmembran. Basalzellen fungieren als Vorlauferzellen fir andere Zelltypen und haben keine
Verbindung zur Epitheloberflache. Die Basalmembran selbst stellt eine mehrschichtige
Verbindung zwischen den Epithelzellen und der angrenzenden Bindegewebsschicht dar. Sie ist
durch eine stabilisierende Kollagenschicht gekennzeichnet [2].

Das angrenzende lockere Bindegewebe stellt die Lamina propria dar, welches direkt
dem Knochen des Nasenskeletts bzw. dem Knorpel aufsitzt. Neben Fibroblasten sind hier
aufgrund der wichtigen Abwehrfunktion der Atemwege eine Reihe von Abwehrzellen wie
Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten vorzufinden [7]. Charakteristisch dazu sind
zahlreiche Blutkapillaren, welche in einen Venenplexus Ubergehen und im nasalen Zyklus als

Schwellkérper fungieren [5].
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1.2 Allergische Rhinitis

Die allergische Rhinitis stellt eine symptomatische Uberempfindlichkeitsreaktion der
Nasenschleimhaut dar und wird als eine Allergie vom Soforttyp bezeichnet. Eine Uberreaktion
des Immunsystems gegeniber einem Antigen sorgt fir eine Entzindung der
Nasenschleimhaut. Sie wird je nach Dauer und Schwere der Symptomatik eingeteilt (siehe
Abbildung 1). Durch die lokale Entziindungsreaktion kommt es in der Nase zu den Symptomen
Juckreiz, Niesen, wassrige Sekretion und nasale Obstruktion. Gerade bei pollenbedingter
Rhinitis tritt haufig auch eine begleitende Konjunktivitis auf. Die Ausléser stellen saisonale
Allergene wie Pollen oder Schimmelpilzsporen, sowie perenniale Allergene wie Milben oder
tierische Hautschuppen dar [8,9].

Dauer Intermittierend Persistierend
< 4 Tage/Woche > 4 Tage/Woche
der oder . und
. < 4 aufeinanderfolgende > 4 aufeinanderfolgende
Symptomatik Wochen Wochen
Mild Moderat-Schwer
Schwere Symptome sind Symptome sind
vorhanden vorhanden und belastend
der Keine Beeintrachtigung Beeintrachtigung
s ik der Lebensqualitat der Lebensqualitat
ymptomati (Schlaf/Alltag) (Schiaf/Alltag)

Abbildung 1: ARIA Klassifikation der allergischen Rhinitis. Die Einteilung wird dabei nach Dauer
und Schwere der Symptomatik vorgenommen (Abbildung modifiziert nach [8] und [9]).

1.2.1 Pathophysiologie
1.2.1.1 Sensibilisierung

In der Sensibilisierungsphase werden zunachst Allergene in antigenprésentierenden Zellen
(APC) in der Schleimhaut aufgenommen. Allergenbestandteile werden nach der
Phagozytierung durch die APC Uber MHC-Klasse lI-Moleklle naiven Ty-Lymphozyten (CD4+)
prasentiert [10]. Die naiven Ty-Lymphozyten differenzieren unter Kostimulation zu Ty2-Zellen.
Die aktivierten Ty2-Zellen sekretieren eine Reihe von Cytokinen, wobei IL-4 und IL-13 in B-

Lymphozyten einen Isotypwechsel einleiten [11]. Daneben kommt es durch aktivierte Ty2-Zellen
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Uber weitere proinflammatorische Cytokine auch zur Proliferation von Eosinophilen, Mastzellen
und neutrophilen Granulozyten. Zur Produktion von spezifischen Ig-E Antikérpern in B-Zellen ist
neben der Signalproteine eine Interaktion zwischen dem CD40-Ligand auf der Oberflache von
aktivierten Ty2-Zellen und CD40-Protein auf B-Lymphozyten nétig [12]. Die zu Plasmazellen
differenzierten B-Zellen sekretieren flir das Antigen spezifische Ig-E Antikdrper, die eine hohe
Affinitat zu zellgebundenen Fce-Rezeptoren aufweisen. So kommt es zur Bindung von
spezifischen Ig-E Antikérpern auf der Oberflache von Mastzellen und basophilen Granulozyten
[13].

1.2.1.2  Sofortphase

Beim erneuten Allergenkontakt kommt es Uber Kreuzvernetzung der Ig-E Antikdrper auf
Mastzellen und Basophilen zur Ausschittung von Histamin, Prostaglandinen und Leukotrienen.
Histamin stellt dabei den wichtigsten Mediator der Sofortphase dar [9]. AuBerdem kommt es zur
Induktion der Produktion von Cytokinen wie IL-4 und IL-5 in verschiedenen Immunzellen, die
u.a. fir die allergische Entziindungsreaktion verantwortlich gemacht werden [14].

Die frhe Phase der allergischen Reaktion macht sich fir etwa 30-60 min durch eine
erhdhte GefaBpermeabilitdét und eine Sensibilisierung von Nozizeptoren der Schleimhaut in
Form der vorwiegenden Symptome von Niesreiz, wassrigem Sekret und nasaler Obstruktion
beim Patienten bemerkbar [15].

1.2.1.3  Spétphase

Etwa 4-8 Stunden nach der frihen Phase der allergischen Typ-I Reaktion kommt es in der
Spatphase durch das Einwandern verschiedener Immunzellen zur Entwicklung und
Aufrechterhaltung der mukosalen Entziindung [4]. Als fiir diesen Vorgang wichtig haben sich
neben Allergen-spezifischen T-Zellen, Monozyten und Basophilen, vor allem eosinophile
Granulozyten erwiesen [4]. Es kommt zur Schadigung des Epithels, zur Hyperreagibilitat des
Gewebes und zu einer verstarkten GefaBdurchgangigkeit. Die bereits durch die Sofortphase
ausgelésten Symptome werden aufrechterhalten, wobei nun die Entzindung der
Nasenschleimhaut die nasale Obstruktion verursacht [16].

1.2.2 Allergische Rhinitis und Asthma

Zwischen den Erkrankungen der allergischen Rhinitis und Asthma bronchiale gibt es eine Reihe
von epidemiologischen Zusammenhangen. So ist bekannt, dass das Risiko an Asthma
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bronchiale zu erkranken durch eine vorhergehende allergische Rhinitiserkrankung um ein
Vielfaches steigt [17]. Umgekehrt ist ein GroBteil der Asthmatiker auch von Rhinitissymptomen
betroffen [8]. Bei etwa einem Drittel der Asthmapatienten ist erwiesen, dass eine Ig-E vermittelte
Typ-1 Allergie der Ausléser fir die Krankheit ist (exogen-allergisches Asthma). Diese
Erkenntnisse flihrten dazu, einen pathophysiologischen Zusammenhang zwischen den
Erkrankungen des oberen und des unteren Respirationstrakts anzunehmen und zu ergriinden.
Es wird angenommen, dass die allergische Rhinitis und das Asthma bronchiale zwei
Manifestationen einer Erkrankung darstellen, die lediglich in unterschiedlichen Bereichen des
Respirationstrakts auftreten. Je nach Schwere der Symptomatik treten demnach im besten Fall
die allergische Rhinitis alleinig auf. Ein Ubergangsstadium stellt das gleichzeitige Erscheinen
von allergischer Rhinitis und einer Hyperreagibilitdt des Respirationstrakts dar. Im Verlaufe der
Erkrankung kann es schlieBlich zu einem sogenannten Etagenwechsel kommen, wobei die
Patienten dann neben der allergischen Rhinitis auch von Asthma bronchiale betroffen sind [18].
Eine Reihe von klinischen Parametern lasst annehmen, dass diese Komorbiditat durch
einen pathophysiologischen Zusammenhang erklart werden kann. Aufgrund der lokalen
Entziindung in der Nasenschleimhaut kommt es zu einem Anstieg von Entziindungsmediatoren
und Immunzellen im systemischen Blutkreislauf. Als entscheidend stellt sich in diesem
Krankheitsgeschehen das Cytokin IL-5 dar, welches nach nasaler Entziindungsreaktion im
Knochenmark zu einer verstarkten Produktion und Freisetzung von eosinophilen Granulozyten
fihrt. So konnten Beeh et al. nach nasaler Provokation mit Allergenen bei Patienten erhéhte
Plasmaspiegel an IL-5 nachweisen, die mit einer Erhéhung von Eosinophilen im Sputum
einhergingen [19]. Im Gegenzug wurden von Braunstahl et al. nach bronchialer
Allergenprovokation von Patienten mit allergischer Rhinitis signifikant erhdhte Konzentrationen
an IL-5 in nasalen Epithelzellen gemessen und zusatzlich als klinischer Parameter eine nasale
Obstruktion ermittelt [20]. Somit wurde der physiologische Kontext der Erkrankung auch durch
eine erzeugte Entziindungsreaktion in der Bronchialschleimhaut, die sich in nasalen
Symptomen bemerkbar macht, nachgewiesen. Diese Untersuchungen lassen also stark
annehmen, dass ein Zusammenhang zwischen allergischen Erkrankungen des oberen und
unteren Respirationstrakis besteht, welcher durch systemische Immunreaktionen zustande

kommt.

1.2.3 Pharmakotherapie der allergischen Rhinitis

Neben den intranasalen Glucocorticoiden stellen Hi-Antihistaminika die wichtigste
Wirkstoffgruppe in der Therapie der allergischen Rhinitis dar. Hierbei kommen orale

29



A Einleitung

Antihistaminika wie z.B. (Des-)Loratadin, (Levo-)Cetirizin, Azelastin und Ebastin zum Einsatz.
Diese Wirkstoffe der zweiten Generation zeigen keine bis minimale sedative Effekte, sind
gegeniber allen Symptomen der allergischen Rhinitiserkrankung wirksam und zeichnen sich
durch einen raschen Wirkeintritt aus. Jedoch sind sie bei der Therapie der nasalen Obstruktion
im Vergleich zu den intranasalen Glucocorticoiden weniger effektiv. Die allergische Therapie mit
H;-Antihistaminika kann auch lokal in der Nase mit Azelastin oder Levocabastin erfolgen. Zur
lokalen Therapie der brennenden und juckenden Augen einer Begleitkonjunktivitis kommen
auch Augentropfen mit Azelastin, Levocabastin oder Olopatadin zum Einsatz [8,9].

Nedocromil und Chromoglycinsaure stellen Antiallergika dar, die neben der nasalen
Anwendung vor allem zur okularen Therapie eingesetzt werden. Als nachteilig fir die
Compliance des Patienten stellt sich bei Cromoglicinsdure die Notwendigkeit der viermal
taglichen Anwendung dar.

Bei einer starken Obstruktion kdnnen auch Dekongestiva eingesetzt werden. Neben der
oralen Gabe mit einer relativ hohen Nebenwirkungsrate kénnen (ber eine kurze Zeit und
parallel zur Einleitung einer Therapie mit anderen Arzneistoffgruppen nasale
Sympathomimetika wie Oxymetazolin und Xylometazolin eingesetzt werden.

Der Einsatz von Leukotrienantagonisten wie Montelukast oder von Anticholinergika wie
Ipratropiumbromid spielt in der Therapie der allergischen Rhinitis eine eher untergeordnete
Rolle.

In schweren Féllen einer allergischen Rhinitiserkrankung kann man auf eine kurzzeitige
Therapie mit Glucocorticoiden, die peroral oder intramuskuldar verabreicht werden,
zurickgreifen. Von einer langeren systemischen Anwendung von Gilucocorticoiden sollte
aufgrund bekannter Risiken abgesehen werden [8,9].

1.3 Pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften

intranasaler Glucocorticoide

Die intranasale Applikation mit Glucocorticoiden stellt die effektivste Therapie der allergischen
Rhinitis sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern dar. Es handelt sich durch die topische
Applikation und die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften gerade der
modernen Wirkstoffe um eine Uberaus sichere Therapie [8]. In der Regel werden die nasalen
Glucocorticoidformulierungen als wassrige Suspensionen appliziert. Die Wirkstoffe zur nasalen
Therapie unterscheiden sich von den systemisch angewendeten Glucocorticoiden vor allem in
der Lipophilie, die durch unterschiedliche Strukturmerkmale zustande kommen.

30



A Einleitung

1.3.1 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Die Grundstruktur, auf die alle Glucocorticoide zurlickzufiihren sind, ist ein Steran, welches aus
drei sechsgliedrigen und einem flinfgliedrigen Kohlenstoffring zusammengesetzt ist. Cortisol als
physiologisches Corticoid hat als fir die Wirkung essentielle Merkmale eine Ketogruppe an Cs,
eine ungesattigte Doppelbindung zwischen C, und Cs, eine Hydroxylgruppe an C;; sowie eine
Ketogruppe an Cy (sieche Abbildung 2). Eine Verstarkung der corticoiden Wirkung kann durch
die Einflhrung einer Doppelbindung in Position 1 und 2 erreicht werden, wobei gleichzeitig die
mineralocorticoide Wirkung abnimmt. Als ebenso wirkverstarkend hat sich eine Hydroxylgruppe
an Cy7 in a-Stellung herausgestellt. Die Einfihrung von Halogenatomen an den Positionen 6
und 9 steigern die corticoide Wirkung, wéhrend eine Methylgruppe in Position 16 zur Aufhebung
der mineralocorticoiden Wirkung fihrt [21,22].

Variationen an den Positionen Ci, C47 und Cy; flihren bei den topisch applizierten
Glucocorticoiden zu den groBten strukturellen Unterschieden, die sich auch in der
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der Substanzen widerspiegeln [23]. So kommt es
durch die Acetalstruktur des Triamcinolonacetonids und Budesonids an Cy¢, C47 zur Erhéhung
der Lipophilie und somit zur verbesserten topischen Aktivitat [22].

Die Struktur des Mometasonfuroats (MF) zeichnet sich vor allem durch die 21-Chlor
17(2°furoat)-Gruppe aus. Fluticasonpropionat (FP) besitzt dagegen an Position 17 einen
Fluormethylthioester in B-Stellung und einen Propionatester in a-Stellung. Zur Kombination der
Merkmale an Position 17 von FP und MF kommt es beim Fluticasonfuroat (FF), wobei der
Fluormethylthioester in 17 B-Stellung mit dem Furoatester in 17 a-Stellung einhergehen. Die
durch diese Strukturmerkmale erreichte Erhdhung der Lipophilie des gesamten Molekdls flhrt
zu einer verbesserten Penetration in die Schleimhaut. Eine erhdhte antiinflammatorische
Aktivitdt dieser Substanzen kommt durch eine verbesserte Rezeptoraffinitat zustande, die vor

allem mit den strukturellen Besonderheiten an Position 17 a begriindet werden kann [21,24].
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Budesonid Fluticasonpropionat

Osro
HO O

',S{CH \ /

F

Mometasonfuroat Fluticasonfuroat

Abbildung 2: Strukturformeln von Cortisol (Hydrocortison) sowie Glucocorticoiden zur
intranasalen Therapie
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1.3.2 Pharmakokinetische Eigenschaften

Das Schicksal eines nasal applizierten Glucocorticoids ist maBgeblich von den
Wirkstoffeigenschaften, der Arzneiform und den physiologischen Gegebenheiten des
Applikationsorts, abhangig. Die Wirkstoffe werden als wéassrige Glucocorticoid-Suspensionen
auf der nasalen Mukosa appliziert. Die Verwendung eines Dosierpumpsprays als
Applikationsgerat gewahrleistet eine ausreichende Verteilung und Deposition des Wirkstoffs in
der Nasenhohle. Der ungeléste Arzneistoff muss nun zunadchst im begrenzt vorhandenen
Nasensekret auf der Schleimhaut gelést werden, ehe er in die entziindete Epithelschicht und
tieferiegende Gewebebereiche absorbiert werden kann. Die Lipophilie der Wirkstoffe ist
bestimmend fur die Léslichkeit auf der Mukosa, die Penetration in die Schleimhaut, aber auch
fur die Retention der Corticoide im Nasengewebe [25].

Es wird angenommen, dass mit etwa 50-70 % der grdBte Teil der applizierten Dosis im
Gastrointestinaltrakt verschluckt wird, wahrend etwa 30-50 % in den Schleimhautbereichen der
Nase deponiert werden [26]. Die Glucocorticoidkristalle haben allerdings nur eine begrenzte
Zeit von ca. 20-30 min, um sich im nasalen Mukus aufzulésen [5], da die mukozilidre Clearance
daflrr sorgt, dass deponierter, ungeldster Wirkstoff vor allem in den hinteren Bereichen der
Nasenhohle effektiv in den Rachenraum transportiert wird. Je nach Glucocorticoid kommt es
beim verschluckten Wirkstoffanteil bereits im Gastrointestinaltrakt zur Inaktivierung bzw.
aufgrund des first pass Effekts zu einer effektiven Eliminierung bei der ersten Leberpassage
[22].

Die Bioverfligbarkeit intranasal applizierter Glucocorticoide héngt deshalb zum einen
vom nasal absorbierten Wirkstoff ab, der unter Umgehung der Leber den systemischen
Kreislauf erreicht, zum anderen von der gastrointestinal absorbierten Substanzmenge, die nicht
prasystemisch eliminiert wird (siehe Abbildung 3). So liegt die systemische Bioverfligbarkeit
nach nasaler Applikation am héchsten bei den alteren Substanzen wie Flunisolid (Flu; F= 49 %,
[27]), Triamcinolonacetonid (TCA; F= 46 % [26]), Beclomethasondipropionat (BDP; F= 44 %,
ermittelt durch Messung der Plasmakonzentration des aktiven Metaboliten 17-
Beclomethasonmonopropionat (17-BMP) [28]) und Budesonid (Bud; F= 29 %-34 % [29-31]). Die
relativ hohe systemische Verfligbarkeit der genannten Wirkstoffe ist bei Flu, TCA und Bud durch
ihre bessere Wasserl@slichkeit sowie ihren geringeren first pass Effekt im Vergleich zu FP, MF
und FF zu erklaren. So wird bei TCA und Bud bei der ersten Leberpassage ca. 90 %
metabolisiert [26]. BDP stellt hingegen ein prodrug mit einer relativ geringen Wasserldslichkeit
dar, welches erst im Zielgewebe durch Esterasen, in das im Vergleich zur Muttersubstanz
wesentlich aktivere 17-BMP umgewandelt wird. Der aktive Metabolit 17-BMP wird auch
verstarkt aus dem Gl-Trakt absorbiert [32]. Die weitere Metabolisierung des 17-BMP verlauft
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hingegen teilweise extrahepatisch und relativ langsam, was die Wahrscheinlichkeit fir
unerwiinschte Wirkungen im Organismus erhéht [28,33].

/ Nasale Applikation X}

~ 30-50 % Deposition

< \F =
\/ﬁ ’Y‘

Mukoziliare Clearance

~50-70 %
sverschluckt”

Absorption Uber die
Absorption Uber nasale Mukosa
den GI-Trakt

First-Pass Inaktivierung
in der Leber

Systemische
Bioverfligbarkeit

Abbildung 3: Pharmakokinetik einer nasalen Glucocorticoid-Applikation. Nach der Applikation
einer wassrigen Glucocorticoid-Suspension werden ~ 30-50 % auf der Nasenschleimhaut
deponiert, wahrend ~ 50-70 % verschluckt werden [26]. Die mukozilizre Clearance transportiert
deponierte ungeldste Wirkstoffkristalle in den Rachenraum. Die erste Leberpassage sorgt fiir eine
effektive Inaktivierung des im Gastrointestinaltrakt absorbierten Glucocorticoids und begrenzt die
systemische Bioverfiigbarkeit. Der Wirkstoffanteil, der Giber die nasale Mukosa absorbiert wird,
gelangt direkt in die systemische Zirkulation (Abbildung modifiziert nach [29]).
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Bei den modernen Corticoiden wie FP (F= < 1 % [29,34]), MF (F= < 0.1 % [35]) und FF
(F= 0.5 % [36]) werden dagegen nach nasaler Applikation einer definierten Dosis nur sehr
geringe Plasmakonzentrationen erreicht. So sind bei den genannten Wirkstoffen als Erklarung
fir die geringe Bioverfligbarkeit ihre geringe Wasserldslichkeit sowie ihr sehr ausgepréagter first
pass Metabolismus zu nennen, der bei FP und MF mit 99 % angegeben wird [37]. Eine geringe
nasale Bioverfugbarkeit ist erwiinscht, da dadurch die Wahrscheinlichkeit fir systemische
Nebenwirkungen verringert wird.

Derzeit befindet sich auch noch Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium auf dem
Markt, welches mit ca. 90 % eine hohe systemische Verflugbarkeit aufweist und in der Therapie
praktisch keine Rolle mehr spielt [38].

In der Regel sorgt die Leber fir einen &uBerst effizienten Metabolismus von
Glucocorticoiden mit Clearance-Raten, die ungefédhr dem hepatischen Blutfluss entsprechen.
Die hepatische Verstoffwechselung fihrt schlieBlich zu pharmakologisch inaktiven Metaboliten,

die renal und biliar eliminiert werden [39].

1.3.3 Pharmakodynamische Eigenschaften

Die Therapie mit intranasalen Glucocorticoiden sorgt nicht nur fir eine Besserung aller nasalen
Symptome der allergischen Rhinitis, auch eine Linderung der okularen Symptome einer
Begleitkonjunktivitis, wie sie oft bei einer Pollenallergie auftreten, wurde in verschiedenen
Studien nachgewiesen [40,41].

Aufgrund ihres Wirkmechanismus dauert es einige Stunden, bis ein klinischer Effekt der
Corticoide nachgewiesen werden kann. Die volle Wirksamkeit allerdings tritt erst bei
regelmaBiger Anwendung Uber mehrere Tage ein [8]. Der effektive Wirkmechanismus, die lange
Wirksamkeit, die dazu fihrt, dass bei den Wirkstoffen der neuen Generation eine einmal
tagliche Anwendung ausreicht sowie die gute Vertraglichkeit und Arzneimittelsicherheit haben
dazu gefiihrt, dass die intranasalen Glucocorticoide eine Schliisselrolle in der Therapie der

allergischen Rhinitis innehaben.

1.3.3.1 Molekularer Wirkmechanismus

Der genomische Wirkmechanismus wird neben nichtgenomischen Effekten hauptséachlich fir
die positiven Eigenschaften bei entzindlichen Prozessen von allergischen Erkrankungen
verantwortlich gemacht [10]. Die Corticoide diffundieren dabei durch die Zellmembran und
binden an den cytoplasmatischen Glucocorticoidrezeptor. Die Affinitat der unterschiedlichen
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Glucocorticoide zum Glucocorticoidrezeptor unterscheiden sich zum Teil erheblich und legen
ihre intrinsische Aktivitdt fest. So korreliert die relative Rezeptoraffinitait mit der
antiinflammatorischen Aktivitat der jeweiligen Wirkstoffe [42].

Die Bindung des Glucocorticoids an den Rezeptor fuhrt zur Abspaltung zweier
Hitzeschockproteine (heat shock proteins) hsp 70 und hsp 90 sowie Immunophilin und zur
Rezeptoraktivierung. Die DNA-Bindungsregion des Rezeptors liegt nun frei, es kommt zur
Dimerbildung des Steroid-Rezeptorkomplexes und zur Translokation in den Zellkern. Dort
erfolgt eine Bindung an bestimmte DNA Bereiche, die fir die Regulation der Gentranskription
zustédndig sind. So kann es zum einen zur Fdrderung der Gentranskription an sog.
»glucocorticoid responsive elements® (GRE) kommen, was beispielsweise zur Férderung der
Synthese von antiinflammatorischen Proteinen wie IkB, Annexin A1 und IL-10 oder
regulatorischen Proteinen beitragt. Dieser Vorgang wird Transaktivierung genannt [43,44].

Daneben kann der Rezeptorkomplex eine Transrepression herbeifiihren. Dies kann
einmal durch eine Kompetition mit Koaktivatoren von Transkriptionsfaktoren stattfinden.
Daneben kann auch durch direkte Protein-Protein Interaktion mit Transkriptionsfaktoren wie
NFkB (nuclear factor ,kappa light chain enhancer® of activated B-cells) oder AP-1 die
Expression proinflammatorischer Proteine vermindert werden. Bei der Bindung des
Glucocorticoidrezeptor-Komplexes an ,negative glucocorticoid responsive elements” (nGRE) in
der Promotorregion eines entsprechenden Gens kommt es zur direkten
Gentranskriptionshemmung bestimmter hormonaktiver Peptide und Enzyme [43,44]. Die
Mehrzahl proinflammatorischer Proteine werden allerdings unabhéngig vom Vorhandensein
eines nGRE durch Glucocorticoide herunterreguliert [45].

Neben den genomischen Effekten auf molekularer Ebene sind nichtgenomische Effekte
der Wirkstoffklasse der Glucocorticoide bekannt, die allerdings bei der lokalen Therapie der
allergischen Rhinitis aufgrund des entziindlichen Charakters der Erkrankung von
vernachlassigbarer Bedeutung sind und deren klinische Relevanz bislang nicht belegt wurde.
Dies macht sich bei der Betrachtung des Wirkeintritts zur klinischen Besserung von Symptomen
nach intranasaler Applikation von Glucocorticoid-Suspensionen bemerkbar. So kann bei den
meisten Patienten frihestens nach etwa finf bis neun Stunden mit einer signifikanten
Besserung von klinischen Symptomen gerechnet werden [8,46]. Den maximalen Effekt der
Glucocorticoidwirkung erfahren Patienten mit allergischer Rhinitis, je nach Schwere der
Symptomatik, allerdings erst nach regelmaBiger Anwendung Uber mehrere Tage [8,33].
Tillmann et al. untersuchten einen nichtgenomischen Effekt von Glucocorticoiden in der
Therapie der saisonalen allergischen Rhinitis, den sie durch eine Wirkung in sehr kurzer Zeit

nach der Applikation postulierten. Allerdings wurde in dieser Studie Betamethason intravends
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verabreicht. Demnach trat bereits nach 10 min eine signifikante Linderung des Juckreizes bei
Patienten im Vergleich zur Placebogabe ein [47]. So bleibt dennoch fraglich inwieweit
nichtgenomische Effekte zur Symptombesserung von allergischen Rhinitiden nach intranasaler
Gabe von Glucocorticoiden beitragen.

Transaktivierung GC-Rezeptor Transrepression
«  Translokation in Nucleus BN
@@ Bindung an GRE | I
= — Kompetition mit nukleéren D"ﬁﬁ:&iﬁ"og‘:"ﬁkm
Koaktivatoren raiti !
l Transkriptionsfaktoren

Transkription

s mh e[

l Expression
@ Antiinflammatorische Proteine = é =

Verhinderung der Synthese
Regulatorische Proteine proinflammatorischer Proteine

Abbildung 4: Schematische Darstellung des genomischen Wirkmechanismus der Glucocorticoide.
Nach Binden des Glucocorticoids (GC) an den GC-Rezeptor kommt es zur Rezeptoraktivierung.
Bei der Transaktivierung kommt es nach Homodimerbildung und Translokation in den Nucleus
zur Forderung der Synthese antiinflammatorischer und regulatorischer Proteine. Die
Transrepression fithrt hingegen vorwiegend durch Protein-Protein-Interaktionen zu einer
verminderten Synthese proinflammatorischer Proteine [45]. (GC - Glucocorticoid, GRE -
glucocorticoid responsive element, TF — Transkriptionsfaktor, NFkB — nuclear factor “kappa light
chain enhancer” of activated B cells, AP — activator protein) (Abbildung modifiziert nach [44]).

1.3.3.2 Sicherheit intranasaler Glucocorticoide

Die nasale Applikation mit Corticosteroiden fuhrt bei 5-10 % der Patienten zu lokalen
Nebenwirkungen, die sich durch eine trockene Schleimhaut oder in einem brennenden und
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stechenden Gefiihl in der Nase auBert [25]. Bei etwa 5 % der Patienten tritt Nasenbluten auf.
Diese Effekte treten bei allen Substanzen im gleichen MaBe auf und sind mit dem lokalen
Nebenwirkungsprofil von Placeboformulierungen vergleichbar [26]. Die Beflrchtung, eine
Langzeittherapie mit nasalen Corticoiden kénnte eine Atrophie der Schleimhaut hervorrufen,
konnte durch eine Reihe von Langzeitstudien auch fir die modernen Wirkstoffe widerlegt
werden [25,48]. Bedenken gegeniber einem negativen Einfluss von intranasalen
Glucocorticoiden auf die mukozilidre Clearance haben sich in in vivo Studien auch in der
Langzeittherapie nicht bestéatigt [49]. Lediglich in vitro Studien legten den Schluss nahe, dass
das Konservierungsmittel Benzalkoniumchlorid, welches bei nasalen Corticoidformulierungen
h&ufig Verwendung findet, die Zilienfunktion beeintrachtigt. Dies wurde jedoch bei der in vivo
Untersuchung mit nasal appliziertem Benzalkoniumchlorid nicht bestéatigt. Fir diese Datenlage
werden zum einen protektive physiologische Faktoren diskutiert, die lediglich in einer in vivo
Situation vorkommen, zum anderen grundlegende Diskrepanzen bei der Durchfihrung der in
vitro- im Vergleich zu den in vivo-Studien angefihrt [49].

Die Applikation intranasaler Glucocorticoide ermdglicht es, durch relativ geringe Dosen
lokal ausreichende Wirkstoffkonzentrationen im Zielgewebe zu erreichen und schon allein durch
die topische Anwendung die Wahrscheinlichkeit fir unerwiinschte systemische
Arzneimittelwirkungen zu minimieren. Dies hangt neben anderen pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften mit der hohen hepatischen Inaktivierung bei der ersten
Leberpassage zusammen, der den applizierten, aber verschluckten Wirkstoffanteil betrifft.
Dennoch muss der Frage nachgegangen werden, ob gerade die hohe Rezeptoraffinitat der
nasalen Glucocorticoide und die damit verbundene hohe Wirksamkeit die Wahrscheinlichkeit fir
systemische Nebenwirkungen erhéht.

Die Frage nach Bedenken zur systemischen Sicherheit kann dabei zun&chst
grundsatzlich beziiglich der systemischen Bioverfligbarkeit der Wirkstoffe betrachtet werden. So
stehen die modernen Wirkstoffe wie FP, MF und FF mit teilweise kaum messbaren
Plasmakonzentrationen nach nasaler Applikation von wassrigen Formulierungen den
Substanzen TCA, Bud, BDP mit relativ hohen systemischen Bioverfligbarkeiten gegeniber
(sieche 1.3.2). Doch selbst geringe Plasmakonzentrationen der Wirkstoffe mit hoher
Rezeptoraffinitat kdnnten potentiell Nebenwirkungen hervorrufen, wodurch in vivo
Untersuchungen der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen der einzelnen Substanzen zur
Beurteilung der Sicherheit der nasalen Glucocorticoide unablassig sind.

Hierbei kann der Einfluss der applizierten Glucocorticoide auf die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHNA) untersucht werden, um einen Einfluss auf die

kérpereigene Cortisolproduktion festzustellen. So ergaben die einmal morgendliche intranasale
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Applikation von Normdosen an TCA, Bud, BDP, FP, MF und FF Uber mehrere Wochen keinen
Hinweis auf eine signifikante Beeinflussung der basalen HHNA Funktion [29].

Neben der Beurteilung der Arzneimittelsicherheit bei Erwachsenen spielt gerade eine
mogliche Beeinflussung des Wachstums bei einer Anwendung von intranasalen
Gilucocorticoiden bei Kindern eine wichtige Rolle und stellt einen klinisch relevanten
Zusammenhang her. Dabei kénnen neben der Kurzzeitmessung der Lange des Unterschenkels
(Knemometrie) zwischen Knie und Ferse auch Messungen der KoérpergroBe Uber einen
lAngeren Zeitraum herangezogen werden, um den Einfluss einer Corticoidmedikation auf das
Langenwachstum von Kindern festzustellen [29].

So wurde in einer randomisierten, doppelblinden, placebo-kontrollierten Studie mit
Kindern, die an ganzjahriger allergischer Rhinitis litten, mit MF Gber 12 Monate therapiert und
bei einer einmal taglichen Applikation von 100 bzw. 200 pg kein Einfluss auf das Wachstum von
Kindern beobachtet [50]. Die Sicherheit von FF wurde durch eine knemometrische
Untersuchung durch Gradman et al. untersucht, wobei eine zweiwdchige Behandlung mit
110 pg/d keinen Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Unterschenkels im Vergleich
zu Placebo hatte [51]. Auch fiir weitere Wirkstoffe wie TCA (Dosis zur Symptomkontrolle
angepasst), Bud (64 ug/d) und FP (200 ug/d) liegen Langzeituntersuchungen Gber ein Jahr vor,
die verglichen mit einer Placebogruppe keinen Unterschied in der Wachstumsgeschwindigkeit
ergaben, was die Sicherheit dieser intranasalen Glucocorticoide unterstreicht [52-54].

In einer placebo-kontrollierten Studie allerdings wurde bei der Anwendung einer zweimal
taglichen Dosis von 168 ug Beclomethasondipropionat Gber ein Jahr eine statistisch signifikante
Reduzierung der Wachstumsgeschwindigkeit bei Kindern mit einer Differenz von 0.9 cm an
KoérpergroBe zwischen den Behandlungsgruppen ermittelt [55]. Hier ist anzunehmen, dass
pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften, allen voran die hohe
systemische Bioverfligbarkeit des intranasal applizierten BDP, als Erklarung flir das
Studienergebnis anzumerken sind [32]. Daneben ist die eingesetzte relativ hohe Dosis zu
nennen, die neben einer morgendlichen eine abendliche Applikation beinhaltete, und zu dieser
Wachstumsverzdégerung beitrug. Deshalb wird in den Fachinformationen der intranasalen
Gilucocorticoide gerade bei einer Langzeitanwendung bei Kindern empfohlen, die niedrigste
Dosis zur effektiven Kontrolle der Symptome einzusetzen [36]. AuBerdem ist die einmal tagliche
morgendliche Anwendung aufgrund des korpereigenen zirkadianen Rhythmus der
Cortisolausschiittung, die ein Maximum in den frihen Morgenstunden aufzeigt, einer zweimal

taglichen Applikation vorzuziehen [29].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik intranasaler Glucocorticoide wie TCA, Bud, BDP,
FP, MF und FF stellt einen komplexen Zusammenhang verschiedener Aspekte dar, die einen
Einfluss auf die Effektivitat und Sicherheit der Therapie der allergischen Rhinitis hat.

Es sollten daher in vitro und ex vivo Modelle entwickelt und etabliert werden, die die
pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften intranasaler Glucocorticoid-
Suspensionen in einen physiologischen Kontext stellen.

Dabei war der Blick zunachst auf die handelstblichen Wirkstoffformulierungen gerichtet,
wobei der in der Suspension bereits geléste Glucocorticoidanteil sowie das Volumen eines
SpriihstoBes der entsprechenden Dosierungsvorrichtungen bestimmt werden sollte.

Weiter war es das Ziel, die einzelnen pharmakokinetischen Zusammenhange nach der
Wirkstoffapplikation wie die Freisetzung des Wirkstoffs aus der Arzneiform, die Léslichkeit der
Wirkstoffkristalle in Nasensekret, die Bindung der Wirkstoffe an humanes Nasengewebe und die
Umverteilung in das Blutkompartiment darzustellen und zu quantifizieren.

SchlieBlich sollten Modelle entwickelt werden, die durch physiologisch nahe Simulation
pharmakokinetische = Vorgdnge  mit  pharmakodynamischen  Fragestellungen  der

antiinflammatorischen Aktivitat intranasaler Glucocorticoide verknlpfen.
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1 Bestimmung des geldsten Glucocorticoidanteils
handelsliblicher Suspensionen zur intranasalen Applikation

Glucocorticoide zur intranasalen Anwendung werden in der Regel als wassrige Suspensionen
eingesetzt. Aufgrund der schweren Wasserldslichkeit der topischen Corticosteroide wurden
diese urspringlich als Treibgas-Dosieraerosole entwickelt [56]. Die Anwendung dieser
Dosiereinheiten fihrte jedoch aufgrund der hohen linearen Geschwindigkeit des Aerosols an
der Offnung des Dosierkopfes zu einer schlechten Verteilung des Wirkstoffs in der Nasenhéhle,
wobei der Wirkstoff hauptséchlich im vorderen nicht zilientragenden Drittel der nasalen Kavitat
deponiert wurde. So erreichten hierbei nur ca. 20 % der applizierten Arzneistoffmenge die
zilientragende Schleimhaut, was, wie Newman et al. feststellen konnten, auch einem
erheblichen Anteil des Wirkstoffs zuzuschreiben war, der in der Diise des Applikators
zurlckblieb [57]. Die hohen Geschwindigkeiten beim Applizieren des Aerosols bedingten zudem
eine Schadigung der Nasenschleimhaut, die sich negativ auf das Nebenwirkungsmuster
auswirkte. Dabei wurde haufig Nasenbluten (Epistaxis) in der unteren Nasenmuschel und im
Locus Kiesselbachi, einem gefaBreichen Gebiet im vorderen unteren Teil der
Nasenscheidewand, beobachtet. Diese Treibgasdosieraerosole wurden im Laufe der Jahre
auch durch die bekannt gewordene Umweltproblematik mit Fluorchlorkohlenwasserstoffen
(FCKW) vor allem durch wéassrige Suspensionen als Dosierpumpsprays ersetzt [33,58,59].

Zu einer besseren Verteilung und Deposition in den Zielbereichen der nasalen Kavitat
und einer geringeren mechanischen Beeintrachtigung der Schleimhaut fihrt die Applikation von
wassrigen Suspensionen mit Dosiersprays. So  werden die  Arzneistoffe
Beclomethasondipropionat, Budesonid, Fluticasonpropionat, Triamcinolonacetonid,
Mometasonfuroat und Fluticasonfuroat, deren physikochemische Substanzeigenschaften eine
geringe Wasserl6slichkeit [42,60-62] bedingen, als Suspensions-Nasensprays eingesetzt. Die
Deposition wassriger nasaler Glucocorticoidformulierungen mittels Pumpsprays findet dabei
sowohl auf zilientragendes Flimmerepithel als auch in Bereichen ohne zilientragendes Epithel,
zu etwa gleichen Teilen statt [57,63].

Zur Herstellung einer stabilen Suspension werden neben einem geeigneten
Partikelspektrum des Wirkstoffs und dem wassrigen Dispergierungsmittel verschiedene
Hilfsstoffe benétigt [64], die eine entsprechende Suspensionsgite gewahrleisten
(Zusammensetzung der verwendeten Glucocorticoid-Nasensprays siehe 1.71.2 Experimenteller
Teil C). Zur Verhinderung von Kiristallwachstum und Sedimentation werden
viskositatserhdhende  Verdickungsmittel wie Cellulosederivate (z.B. Avicel® RC-591,
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sprihgetrocknetes Hydrokolloid bestehend aus Mikrokristalliner Cellulose und Carboxymethyl-
cellulose-Natrium) eingesetzt. Diese Hilfsstoffe beeinflussen das Spriihmuster der Pumpsprays
und die erzeugte TroépfchengréBe. AuBerdem wurde ein direkter Einfluss der Viskositat der
Formulierung beziiglich der Deposition in der Nasenhéhle nachgewiesen. Dabei stellten Guo et
al. fest, dass eine niedrigviskose Formulierung im Vergleich zu einer hdher viskosen
Zusammensetzung einer Sprihzubereitung zu einer besseren Verteilung im mittleren und
hinteren Bereich einer anatomischen Nachbildung der nasalen Kavitat fiihrte, was
gleichbedeutend mit der Deposition auf einer gréBeren Oberflache war [65]. Neben dem Einsatz
der Cellulosederivate als essentielle pharmazeutisch-technologische Komponente zur
physikalischen Stabilisierung der Suspension fihren diese Hilfsstoffe auch zu einer
verlangerten Kontakizeit der Arzneistoffformulierung mit der Nasenschleimhaut [66]. Eine
Verbesserung der Benetzbarkeit der lipophilen Wirkstoffpartikel wird durch Solubilisatoren
erreicht. Hier wird meist Polysorbat 80 (Polyoxyethylensorbitanmonooleat), ein nichtionisches
Tensid, verwendet. Peptisatoren wie Citrat stellen stark geladene lonen dar, die durch eine
gleichsinnige elektrostatische Aufladung fiir eine weitere Stabilisierung der Zubereitung sorgen.
Um die Anfalligkeit der wassrigen Arzneiform gegenlber mikrobiellem Befall zu minimieren,
werden Konservierungsmittel wie Benzalkoniumchlorid oder Kaliumsorbat in geeigneter
Konzentration eingesetzt. Die Zugabe von Natriumedetat als antioxidativ wirkender
Komplexbildner von Metallionen hat sich als vorteilhaft fir die chemische Stabilitdt und
Haltbarkeit der Zubereitung erwiesen. Die pH Werte wéssriger Glucocorticoid-Suspensionen
befinden sich in der Regel im schwach sauren Milieu (pH 4.3-6.4) [67] und werden durch
Puffersysteme wie z.B. Citronensdure mit Natriumcitrat-dihydrat (Nasonex®) erreicht. Wird die
erforderliche Osmolalitat durch den in der Suspensionsformulierung enthaltenen Wirkstoff und
die weiteren Hilfsstoffe unterschritten, kann sie durch den Zusatz einer geeigneten osmotisch
aktiven Substanz auf den gewlinschten Wert eingestellt werden. Hierzu wird haufig Glucose in
entsprechender Menge zugesetzt.

Von Glucocorticoid-Suspensionen zu unterscheiden, sind intranasal anzuwendende
Wirkstoffe wie Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (Solupen® N Nasentropfen) und
Flunisolid (Syntaris® Nasenspray), die in ihren Darreichungsformen geldst vorliegen. Wahrend
Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium leicht wasserldslich ist [68], ergibt sich bei
Flunisolid ebenfalls eine relativ geringe Wasserldslichkeit (140 pug/mL) [42]. Bei Letzterem wird
durch die Zugabe der Losungsvermittler Polyethylenglykol und Propylenglykol in ausreichender
Konzentration erreicht, dass die gesamte Arzneistoffmenge einer Dosis in geldster Form

appliziert werden kann.
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1.1 Fragestellung

Die Verwendung von wassrigen Glucocorticoid-Suspensionen hat neben der Gewéhrleistung
einer stabilen Galenik einen direkten Einfluss auf die Pharmakokinetik der eingesetzten
Steroide am Applikationsort. Die Auslésung eines SprilhstoBes mit einem Glucocorticoid-
Nasenspray sorgt fir ein Aufbringen der suspendierten Wirkstoffpartikel auf die
Nasenschleimhaut. Bevor die applizierten Wirkstoffpartikel von der Oberflache der
Nasenschleimhaut in das Zielgewebe absorbiert werden kénnen und somit den
Glucocorticoidrezeptor als Zielstruktur erreichen kdnnen, muss eine Auflésung der Arzneistoffe
im Nasensekret stattfinden [23,69]. Dieser Vorgang ist dabei neben den Substanzeigenschaften
auch durch das geringe Volumen der Schleimhaut bedeckenden Mukusschicht begrenzt. Die
Schwerldslichkeit der nasalen Glucocorticoide, welche zum einen eine wichtige Vorraussetzung
fur die Herstellung und die Anwendung einer stabilen Suspension darstellt, fihrt zu der Frage,
wie viel Arzneistoff in den verwendeten handelslblichen Suspensionsformulierungen (siehe
1.1.2. Experimenteller Teil C) bereits geldst vorliegt. Denn nur dieser Wirkstoffanteil steht nach
der Applikation der Dosis sofort zur Absorption ins Zielgewebe bereit. So ist fir den bereits
geldst vorliegenden Glucocorticoidanteil denkbar einen schnelleren Effekt im entziindeten
Gewebe hervorzurufen, jedoch auch eine unerwilinschte schnellere systemische Absorption zu
bewirken.

Wichtige Faktoren, die die Ld&slichkeit eines Arzneistoffes beeinflussen, sind die
Temperatur, der Ordnungszustand der Kristalle, die PartikelgroBe, die Partikelform, die
Partikelaggregation und die Benetzung [70-72]. Neben den Stoffeigenschaften sind bei den
vorliegenden Arzneiformen auch Einflisse durch die Herstellungstechnik und die
Hilfsstoffzusammensetzung zu beachten. Bei Suspensionen kommt es zur Einstellung des
Gleichgewichts zwischen geldster und ungeldster Substanz, was zu einer maximalen Sattigung
mit Arzneistoff im Uberstand fiihrt. Die Sattigungsloéslichkeit cs ist definiert als die maximale
Masse eines Stoffes, die bei einer bestimmten Temperatur und einem bestimmten
Lésungsmittel geldst werden kann [73].

Ziel war es, zum ersten Mal die Glucocorticoidkonzentrationen im Uberstand wassriger
handelsiiblicher nasal anzuwendender Suspensionsformulierungen zu bestimmen. Dies erlaubt
eine Beurteilung mdglicher Einflussfaktoren auf die Sattigungsléslichkeit der untersuchten
Wirkstoffe. Dabei sollte eine Methode entwickelt werden, die es unter Berlicksichtigung der
physikochemischen Eigenschaften der Substanzen ermdglicht, eine effektive Trennung des
gelésten Glucocorticoidanteils von der Suspensionsformulierung vorzunehmen.
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1.2 Prinzip der Bestimmung des bereits gelésten
Glucocorticoidanteils

1.2.1 Methodenentwicklung

Die Zusammensetzung der Suspensionsformulierungen sowie die durch die Cellulosederivate
hervorgerufene hohe Viskositdt und komplexe Matrix der Arzneiform lasst eine direkte
Bestimmung des geldsten Glucocorticoids im Uberstand nicht zu. Die Galenik der Praparate,
die den Arzneistoffformulierungen thixotrope Eigenschaften verleihen, verhindert eine schnelle
und zuverlassige Sedimentation der ungelésten Partikel durch Zentrifugation.

Eine bislang in der Literatur beschriebene Methode zur Bestimmung der
Sattigungsléslichkeit von Budesonid in Wasser bzw. verschiedenen Modellfliissigkeiten bei
37 °C wurde von Pham et al. beschrieben [62]. Zur Bestimmung der L&slichkeit in der
wassrigen Phase wurden Mikrokristalle des Arzneistoffs mit einem mittleren Teilchen-
durchmesser (MMAD, mass median aerodynamic diameter) von 1 pym in Dialysiereinheiten
(MWCO 10000 Da) mit der Testflissigkeit fir 48 h inkubiert und anschlieBend durch
Vermessung einer Probe der duBeren Lésung UV-photometrisch vermessen.

Neben der Gleichgewichtsdialyse, die einen hohen Zeitaufwand mit sich bringt, wird
haufig zur Léslichkeitsbestimmung das Prinzip der Filtration verwendet. Dabei wird das zu
analysierende Glucocorticoid eine gewisse Zeit bei einer gewiinschten Temperatur im
Losungsmittel unter Schitteln inkubiert. Nach Auflésung der Kristalle bis zum
Sattigungsgleichgewicht werden die Proben durch Sterilfilter mit PorengréBen zwischen 0.22-
0.45 um geleitet und die sich im Filtrat befindliche Menge an Arzneistoff quantitativ bestimmt
[60,61,74].

Bei der Entwicklung der Methode zur Bestimmung des geldésten Glucocorticoidanteils
wassriger Suspensionsformulierungen waren durch die geschilderte Problemstellung vor allem
methodische Eigenschaften wie Effektivitat der Substanztrennung, Durchflihrbarkeit im kleinen
MaBstab und Validitat der Ergebnisse gefordert. Vorraussetzung war hierbei eine vollstandige
Abtrennung der ungelésten Wirkstoffkristalle und Hilfsstoffe. Deshalb wurde eine zeiteffiziente
Filtration der Suspension entweder in Form einer Sterilfiltration mit gangigen Sterilfiltereinheiten
(0.22 ym PorengrdBe) oder einer Ultrafiltration mittels Zentrifugation in Erwagung gezogen.

Ein Problem bei der Durchfihrung der Filtration der viskosen Matrix der Suspensionen
stellte dabei ein schnelles Verstopfen der Filtermembran dar. AuBerdem musste durch die hohe
Lipophilie der eingesetzten Wirkstoffe mit einer nichtspezifischen Bindung der
Arzneistoffmolekiile an die Filtrationsmembran gerechnet werden. Die Verwendung von

Sterilfiltereinheiten stellte sich hierbei als ungeeignet fir die vorliegende Fragestellung heraus.
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Grinde waren ein Verstopfen der Poren der Filtereinheiten direkt nach Beginn der Filtration der
Formulierung, wodurch in der Folge haufig die Sterilfiltermembran durch zu hohe aufgebrachte
Driicke zerstért wurde. Aufgrund der groBen Membranoberflache mussten unpraktikabel groBe
Volumina an entsprechendem Handelspraparat eingesetzt werden, um die fir die Analytik
bendtigte Menge an Filtrat zu erhalten. Zudem wurde hierbei eine nicht reproduzierbare
nichtspezifische Bindung an das Material des Sterilfilters beobachtet, was wohl ebenso der
GroBflachigkeit der Filtermembran zuzurechnen ist.

Deshalb wurde die Ultrafiltrationstechnik mit Microcon®-Ultrazentrifugaleinheiten in
Betracht gezogen und in der Folge eine geeignete Methode entwickelt. Diese flhrte zu einer
effektiven Filtration im kleinen MaBstab, verhinderte ein frihes Verstopfen der Filterporen und
ermdglichte eine reproduzierbare Bestimmung der nichtspezifischen Bindung.

1.2.2 Prinzip der Ultrafiltration

Bei der Ultrafiltration handelt es sich um ein druckgetriebenes Membranverfahren, welches in
der Biotechnologie zur Abtrennung makromolekularer Substanzen dient und allgemein zur
Abtrennung aller nicht echt gelésten Bestandteile (Partikel, Mikroorganismen) eingesetzt wird.
Der Trennbereich der Ultrafiltration, d.h. die GréBe der abzutrennenden Partikel bzw. Molekdle,
liegt ca. zwischen 0.01 und 0.1 um Partikel- bzw. MolekilgréBe bei einer transmembranen
Druckdifferenz zwischen 0.5 und 10 bar [75]. Diese Filtrationsmethode steht damit zwischen
den Filtrationsverfahren der Mikrofiltration und Filtration einerseits und Nanofiltration und
Umkehrosmose andererseits (siehe Abbildung 5). Neben dem teilchen- bzw. molekdl-
gréBenabhangigen Rickhalt der Filtrationsmembran beeinflussen auch die Molekilgestalt und
Wechselwirkungen zwischen Membran und den zu trennenden Molekilen den Vorgang der
Filtration [75].

Das Verfahren der Ultrafiltration basiert auf der porenbasierten Filtration. Ein einfacher
poréser Filter mit einer definierten PorengréBe sorgt flr ein Zuriickhalten der Partikel. Die
Bildung eines Filterkuchens auf der Membran fOhrt wie bei allen Filtrationsprozessen zur
Bildung einer Deckschicht und damit zu einer zusatzlichen Filtrationswirkung. Diese
Trenneigenschaften der Ultrafiltration stellten somit eine geeignete Grundlage dar zur
Anwendung fir die vorliegende Fragestellung [75].

Zum Einsatz kamen Microcon®-Ultrafiltrationseinheiten bestehend aus einem
Probenreservoir (Polycarbonat) mit Filtrationsmembran (Ultracel YM-10, regenerierte Cellulose)
und einem ProbenauffanggeféB (Polypropylen) zum Sammeln des Filtrats (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 5: Einordnung druckgetriebener Membranverfahren beziiglich des Arbeitsbereiches
Druck [bar] und Partikel- bzw. Molekiilgré6Be [um] (Abbildung modifiziert nach [75]).

Die molekulare Trenngrenze (molecular weight cut-off, MWCOQO) der verwendeten Einheit
betrug 10000 Da. Diese Angabe dient der Charakterisierung der Filtermembran und zeigt die
Grenze an, bei der 90 % bzw. 95 % der Molekile einer bestimmten Molmasse zurlickgehalten
werden. Der Ultrafiltrationsschritt wird mit Hilfe des durch die Zentrifugalkraft einer Zentrifuge
erzeugten Druckes auf die Filtrationsmembran in einer zeiteffizienten Weise erméglicht.

J .
- <«—— Probenreservoir
-

™

Filtermembran

— Probenauffanggefa

Abbildung 6: Schematische Darstellung der verwendeten Ultrafiltrationseinheit
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1.2.3 Durchfiihrung der Ultrafiltration

Durch die Entnahme einer homogenen Arzneistoffformulierung aus der Nasensprayzubereitung
(siehe 1.1.3 Experimenteller Teil C) erfolgte die Bereitstellung der jeweiligen Glucocorticoid-
Suspension fir die folgenden Arbeitsschritte. Dabei waren je Versuchsansatz insgesamt 3
Filtrationsschritte vorgesehen. Die beiden ersten Zentrifugationsschritte dienten der
Vorbereitung der Filtermembran und umfassten jeweils die gleiche Menge an Suspension.
Dieses Vorgehen flihrte zundchst sowohl zur Beseitigung des vom Hersteller zur
Membranbefeuchtung eingesetzten Glycerols als auch zu einer anteiligen Abséattigung von
unspezifischen Bindungsstellen der Cellulosemembran der Ultrafiltrationseinheit mit dem
entsprechenden Glucocorticoid und somit einer Verringerung der nichtspezifischen Bindung der
lipophilen Substanzen an das Filtermaterial. AuBerdem wurde durch dieses Vorgehen die
Bildung eines Filterkuchens auf der Filtermembran hervorgerufen und somit eine zusatzliche
Filtrationswirkung fir den folgenden letzten Arbeitsschritt. Das Filirat des letzten
Zentrifugationsschrittes wurde schlieBlich direkt fur die quantitative Analytik mittels HPLC
verwendet. Fir jedes Praparat wurden jeweils finf Bestimmungen durchgefihrt.

Um den Anteil des gelésten Arzneistoffs zu bestimmen, der unspezifisch an die
Oberflache der Filtrationsmembran bindet, wurden Standardlésungen zur Bestimmung der
nichtspezifischen Bindung (NSB) verwendet. Die Auswahl der Konzentrationen der
Standardlésungen in dem jeweiligen GrdBenbereich erfolgte aufgrund der zu erwartenden
unterschiedlichen Sattigungsloslichkeiten der lipophileren Glucocorticoide FF, MF, FP und BDP
und der hydrophileren Glucocorticoide Bud und TCA. Fir jeden Arzneistoff wurden zur

Ermittlung der NSB drei Bestimmungen vorgenommen.

1.3 Ergebnisse

Die nichtspezifische Bindung (NSB) an die Ultrafiltrationsmembran ergab bei den untersuchten
Glucocorticoiden wie erwartet wesentliche Unterschiede zwischen den Substanzen
Triamcinolonacetonid (TCA) und Budesonid (Bud) auf der einen Seite und
Beclomethasondipropionat (BDP), Fluticasonpropionat (FP), Mometasonfuroat (MF) und
Fluticasonfuroat (FF) auf der anderen Seite. Die weniger lipophilen Substanzen wie TCA und
Bud wiesen mit den eingesetzten Standardlésungen (10 pg/mL) eine NSB von 5+ 2 % bzw. 6 £
2 % auf. Die lipophileren Glucocorticoide BDP, FP, MF und FF wurden dagegen prozentual
deutlich starker an die Filtrationseinheiten gebunden, wobei die verwendeten Standardlésungen
Konzentrationen von jeweils 0.5 pg/mL Arzneistoff enthielten. Bei BDP betrug die NSB
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59+ 4 %, bei FP 57 + 5 %, wéahrend bei MF und FF eine NSB von 73 + 1 % bzw. 65 + 2 %
bestimmt wurde (siehe Abbildung 7).
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TCA Bud BDP FP MF FF

Nichtspezifische Bindung [%]

Abbildung 7: Ergebnisse der Ermittlung der nichtspezifischen Bindung (NSB) der untersuchten
Glucocorticoide an die Ultrafiltrationseinheiten [Mittelwert + mittlere absolute Abweichung vom
Mittelwert, n= 3].

Die bei diesem Versuchsaufbau ermittelten prozentualen Werte fiir die nichtspezifische Bindung
dienten dazu, einen Korrekturfaktor zu ermitteln, um somit die mit Hilfe der verwendeten
Filtrationsmethode ermittelten Werte der Sattigungskonzentrationen der intranasalen Corticoide
zu korrigieren (siehe Tabelle 1).

Intranasal applizierte wassrige Gilucocorticoidformulierungen stellen Arzneiformen
komplexer galenischer Zusammensetzung dar. Die darin enthaltenen Wirkstoffpartikel zeichnen
sich bezlglich ihrer physikochemischen Eigenschaften besonders durch ihren lipophilen bzw.
hochlipophilen Charakter und eine damit verbundene geringe Wasserldslichkeit aus [42]. Die
lipophilen Wirkstoffeigenschaften bestimmen hiernach auch grundsétzlich das AusmafB der
Sattigungsldslichkeit der Corticoide im Uberstand der untersuchten wéssrigen Suspensionen.
So wurden erwartungsgemafB die hdchsten Konzentrationen an geléstem Wirkstoff bei den
weniger lipophilen TCA und Bud ermittelt (siehe Tabelle 7). Die mit Hilfe der bestimmten NSB
korrigierte TCA Konzentration im Uberstand betrug 28.2 + 0.5 pg/mL (bei Raumtemperatur
(RT)) und ist somit vergleichbar mit bereits veréffentlichten Daten zur Wasserldslichkeit bei
37 °C [42,60]. Im Gegensatz dazu ist die ermittelte korrigierte Konzentration von Bud mit 55.9 +
1.9 pg/mL (bei RT) im Vergleich zu bereits bekannten Daten zur Wasserléslichkeit erhéht. Eine
Erklarung fir den deutlichen Anstieg der Sattigungsldslichkeit ist mdéglicherweise in der
Zusammensetzung der Arzneistoffformulierung hinsichtlich der Verwendung bestimmter
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Hilfsstoffe zu suchen.

Die im Vergleich zu TCA und Bud lipophileren Corticosteroide BDP, FF, FP und MF
zeigen eine etwa um den Faktor 500-1000 geringere Sattigungsldslichkeit. Bedient man sich zur
Korrektur der gemessenen Konzentrationen wiederum der ermittelten Korrekturfaktoren der
NSB fir die jeweilige Substanz, so ergeben sich Werte flir die Sattigungskonzentrationen, die in
guter Ubereinstimmung stehen mit bereits verdffentlichten Daten zur Wasserldslichkeit bei
37 °C. Wéahrend FP und BDP korrigierte Sattigungskonzentrationen von 0.111 £ 0.010 pg/mL,
bzw. 0.133 + 0.012 yg/mL (bei RT) aufwiesen, lag die Konzentration fir MF mit 0.060 + 0.006
pg/mL (bei RT) wie erwartet deutlich unterhalb von 0.100 pg/mL (siehe Tabelle 1). Fir FF
konnte mit 0.055 + 0.004 ug/mL (bei RT) erstmalig eine Sattigungskonzentration im Wassrigen
bestimmt werden, wobei sich der ermittelte Wert wiederum deutlich unterhalb von 0.100 ug/mL
befand, und somit vergleichbar mit der Konzentration des MF war.

Tabelle 1: Glucocorticoidkonzentrationen in den wissrigen Uberstinden handelsiiblicher
Arzneistoffsuspensionen zur intranasalen Applikation (bei Raumtemperatur). Dargestellt sind die
Konzentrationen mit und ohne Korrektur fiir die nichtspezifische Bindung (NSB) am Filtermaterial
[Mittelwerte + Standardabweichung, n= 5]. Die Werte fiir die NSB stellen den Mittelwert aus drei
Messungen dar. Verglichen werden die ermittelten Glucocorticoidkonzentrationen mit in der
Literatur bekannten Daten fiir die Sattigungsloslichkeit in Wasser bei 37 °C.

Loslichkeit
. Konz. (ug/ml) Konz. (ug/ml) )
0,
Arzneistoff FAM NSB (%) (nicht korrigiert) (korrigiert) (hg/ml;
37 °C)
Triamcinolon- ® 25.5 [60]
acetonid Nasacort 5 26.9+0.5 28.2+0.5 21.0 [42]
® 16.0 [42]
Budesonid Budes 6 524 +17 55.9+1.9 14.0 [61]
20.9 [62]
Fluticason- ¢y u4e® Nasal 57 0.048 + 0.004 0.111 £0.010 0.14[42]
propionat <0.1[61]
Beclometnason-  rao Allerg® 59 0.054 + 0.005 0.133 +0.012 0.13[42]
ipropionat
M°rf“etas°”' Nasonex® 73 0.016 + 0.002 0.060 + 0.006 <0.1[61]
uroat
Fluticason- ®
furoat Avamys 65 0.019 £+ 0.001 0.055 + 0.004 n.v.
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14 Diskussion

1.4.1 Nichtspezifische Bindung

Die Lipophilie der Arzneistoffe ist ein entscheidender Faktor, der das AusmaB, der im
Wassrigen gelésten Glucocorticoide an die Oberflaiche der Cellulosemembran der
Filtrationseinheiten zu adsorbieren, bestimmt. Taylor et al. berichteten bereits Uber
Adsorptionseffekte von Corticosteroiden an Microcon® YM-10 Filtrationseinheiten und brachten
sie in einen Zusammenhang mit ihrer Lipophilie [76].

Bei den eigenen Untersuchungen ist ebenfalls mit zunehmender Lipophilie der Substanz
eine Zunahme der NSB zu erkennen. Vergleicht man die strukturell untereinander nah
verwandten Glucocorticoide FP, MF und FF bezlglich ihrer NSB und bringt diese in Korrelation
mit ihrem jeweiligen log P-Wert (dekadischer Logarithmus des n-Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten), welcher ein MaB fir die Lipophilie eines Stoffes ist, so ergibt sich ein
linearer Zusammenhang (siehe Tabelle 2 bzw. Abbildung 8).

Tabelle 2: log P-Werte (hach ACD/Labs Software V8.74) und Werte der nichtspezifischen Bindung
(NSB) der untersuchten Glucocorticoide aus den eigenen Untersuchungen [Mittelwert + mittlere
absolute Abweichung vom Mittelwert, n= 3].

Glucocorticoid log P NSB [%]
Triamcinolonacetonid 25 5+2
Budesonid 3.14 6+2
Fluticasonpropionat 3.73 575
Fluticasonfuroat 4.01 652
Mometasonfuroat 4.27 731
Beclomethasondipropionat 4.59 5914

Bei BDP setzt sich der Trend mit zunehmendem log P-Wert, auch eine Zunahme der
nichtspezifischen Bindung an die Filtrationsmembran zu zeigen, zwar nicht linear fort, dennoch
liegt die NSB des BDP in einem &hnlichen Bereich im Vergleich zu FP, MF und FF.
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Abbildung 8: Korrelation zwischen der nichtspezifischen Bindung (NSB) von Fluticasonpropionat
(FP), Fluticasonfuroat (FF), Mometasonfuroat (MF) und Beclomethason-17,21-dipropionat (BDP)
und ihren berechneten log P-Werten (nhach ACD/Labs Software V8.74). Das BestimmtheitsmaB
R®= 0.9995 wurde fiir den Zusammenhang zwischen FP, MF und FF (ohne BDP) ermittelt.

Betrachtet man die Molekulstrukturen der untersuchten Glucocorticoide, so weist BDP
im Gegensatz zu FP, MF und FF an Position 21 eine zusatzliche Esterfunktion auf. Diese
strukturelle Besonderheit des BDP im Vergleich zu FP, MF und FF ist eine mégliche Erklarung
fir diese Abweichung. Die Sonderrolle, die BDP unter den untersuchten Arzneistoffen
einnimmt, spiegelt sich auch in der Tatsache wieder, dass es selbst nur eine geringe Affinitat
zum Glucocorticoidrezeptor besitzt. Nach Absorption in das Nasengewebe kann dort eine
Esterspaltung an Position 21 durch unspezifische Esterasen erfolgen und so das sehr viel

potentere Beclomethason-17-monopropionat als eigentliche Wirkform hervorbringen [22].

1.4.2 Diskussion der entwickelten Methode und Bedeutung des bereits
geldsten Glucocorticoidanteils

Es wurde erfolgreich eine Methode entwickelt, mit der die Glucocorticoidkonzentrationen in den
wassrigen Uberstanden handelsiiblicher ~ Suspensionsformulierungen zur intranasalen
Applikation bestimmt werden konnten. Die verwendete Ultrafiltrationsmethode stellte dabei eine
reproduzierbare Filtrationstechnik dar, die es ermdglichte, komplexe Matrices, wie sie in
nasalen Suspensionsformulierungen vorliegen, von ihrem partikuldren Anteil zu trennen, um
somit erstmals die Sattigungskonzentrationen nasaler Glucocorticoide im wéassrigen Uberstand
von Handelspraparaten zu ermitteln. Als Problem in diesem Zusammenhang zeigte sich die
nichtspezifische Bindung (NSB) der Wirkstoffe an die Filtrationsmembran. Diese Eigenschaft
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der lipophilen Corticosteroide wurde in den Methoden, die bereits in der Literatur zur
Léslichkeitsbestimmung in Wasser bei 37 °C beschrieben sind [60,61,74], im Hinblick einer
moglichen Beeinflussung der Ergebnisse nicht erwahnt (siehe 7.2.7). Der mit Hilfe der
eingesetzten Standardlésungen ermittelte Korrekturfaktor der NSB zur Berechnung der
korrigierten Konzentration stellte sich dabei als eine sinnvolle Méglichkeit dar, der NSB der
Substanzen an die Filtereinheiten Rechnung zu tragen. Diese Vorgehensweise wurde durch die
gute Vergleichbarkeit der selbst bestimmten korrigierten Sattigungskonzentrationen mit den
bereits in der Literatur bekannten Daten zur Wasserloslichkeit der verschiedenen
Glucocorticoide und die ermittelte Korrelation der Lipophilie in Form des log P-Werts mit der
NSB an das verwendete Filtermaterial belegt.

Der in der Arzneistoffformulierung geldéste Glucocorticoidanteil steht, wie bereits
erwahnt, direkt nach Applikation der Arzneistoffformulierung bereit zur Diffusion Uber die
Nasenschleimhaut ins therapeutische Zielgewebe und kann somit pharmakologisch wirksam
werden. Dieser Wirkstoffanteil kann als Initialdosis der Arzneistoffdosierung betrachtet werden
und hat méglicherweise einen Einfluss auf die Zeitspanne bis zum Wirkeintritt. Grundsétzlich ist
bei intranasalen Glucocorticoiden gerade bei saisonaler allergischer Rhinitis zu bemerken, dass
es bei regelméaBiger Benutzung des Sprays ein paar Tage dauert, bis die volle Wirkung eintritt
[33]. Dennoch stellt sich die Frage, wie schnell die untersuchten Substanzen wirken, nachdem
die Applikation der Arzneiform in der Nasenhdhle erfolgt ist. Dabei gibt es nur wenige Studien,
die einen direkten Vergleich verschiedener intranasaler Glucocorticoide bezlglich des
Zeitraums zwischen Applikation und beginnender klinischer Symptomlinderung vornehmen. Day
et al. verglichen wassrige Formulierungen von Budesonid mit Fluticasonpropionat hinsichtlich
des Wirkeintritts gemessen an einem kombinierten Symptomscore (nasale Obstruktion,
Nasenfluss, Niesreiz) bei Patienten mit ganzjahriger allergischer Rhinitis. Dabei zeigte sich bei
Patienten der Budesonidgruppe (Tagesdosis (TD) 256 ug) eine signifikante Verbesserung der
Symptomatik 36 h nach Applikation im Vergleich zur Placebogruppe, wahrend bei Patienten, die
FP (TD 200 pg) anwendeten, erst nach 60 h eine signifikante Verbesserung auftrat, wobei
wiederum mit der mit Placebo behandelten Gruppe verglichen wurde [77]. Dabei ist
bemerkenswert, dass selbst bei der Anwendung des Placebopraparates innerhalb des
Studienzeitraumes eine Symptombesserung eintrat, was mit einem Spuleffekt durch die
eingesetzte Pufferlésung in der nasalen Kavitat erklart werden kann.

Weitere Studien zur Erfassung des Wirkeintrittes wurden bei Allergikern mit saisonalen
Beschwerden durchgefihrt [46,78-81]. Die Zeitrdume von der Applikation bis zur Symptom-
besserung betrugen fir TCA (Einmaldosis (ED) 220 pg) 12 h [79], fur Bud (ED 256 pg) 5 h [46],
fur MF (ED 200 pg) 12 h [78], fur FF (ED 110 ug) 8 h [80], wobei jeweils der Wirkeintritt
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gegeniber einem Placebopraparat mit einer wirkstofffreien Pufferldsung bestimmt wurde. Bei
den in diesen Studien untersuchten Suspensionsformulierungen handelte es sich um Praparate
die, was die galenische Zusammensetzung betrifft, den in den eigenen Experimenten
verwendeten Arzneiformen weitestgehend entsprachen. Da diese Studien keinen direkten
Vergleich zwischen verschiedenen Arzneistoffen vornahmen und auch Unterschiede in der
Durchfihrung der Studien erkennbar sind, sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen
untereinander nur schwer vergleichbar. Dennoch bleibt festzuhalten, dass eine mdgliche
Erklarung fir den rascheren Wirkeintritt von Budesonid-Nasenspray im Vergleich zu Fluticason-
Nasenspray, wie sie von Day et al. postuliert wurde, durch einen hdheren bereits geldsten
Glucocorticoid-Anteil bei der Budesonid-Formulierung, wie in den eigenen Untersuchungen
ermittelt wurde, hervorgerufen werden kénnte. Neben dem gelésten Wirkstoffanteil kann auch
die Aufldsungsgeschwindigkeit der Kristalle fir einen schnellen Wirkeintritt relevant sein. So
untersuchten Hogger et al. die Auflésungsgeschwindigkeit verschiedener Glucocorticoidkristalle
in menschlicher Bronchialflissigkeit und ermittelten dabei bei Bud eine 80 mal schnellere
Auflésung im Vergleich zu FP [74].

Obwohl die um das 500-1000-fach héheren Sattigungskonzentrationen von TCA und
Bud im Vergleich zu den lipophileren BDP, FP, MF und FF fir héhere Initialdosen stehen, und
somit ein schnellerer Wirkeintritt postuliert werden kdnnte, ist andererseits auch eine schnellere
Absorption Uber die Nasenschleimhaut méglich. So sind neben dem bereits geldsten
Wirkstoffanteil auch die rasche Auflésungsgeschwindigkeit der hydrophileren Glucocorticoide
zwar verantwortlich fir einen schnellen Konzentrationsanstieg im Nasengewebe, jedoch
bedingen diese Eigenschaften auch eine schnelle Clearance der applizierten Dosis, die sich auf
der Oberflache der Nasenschleimhaut befindet, und damit eine geringere Depotwirkung.
AuBerdem diirfte die schnelle Verflgbarkeit des Arzneistoffs in der Zelle durch den Umstand,
dass genomische Effekte der Glucocorticoide mit einer Verzégerung von mehreren Stunden
auftreten, weniger relevant sein, verglichen mit einer raschen Beseitigung des Wirkstoffs aus
dem Zielgewebe. Die genomische Beeinflussung der Transkription und ein messbarer Effekt auf
Proteinebene durch Glucocorticoide sind dabei nach einer zeitlichen Latenz von mindestens
30 min nach Rezeptorbindung festzustellen. Bis sich dies jedoch auf den Zellstoffwechsel,
entziindetes Nasengewebe und schlieBlich auf eine klinisch signifikante Symptombesserung
des Patienten auswirkt, vergehen bis zu 12 h, wobei erst nach mehreren Tagen der maximale
Effekt festzustellen ist [82-84].

Bei den lipophileren Arzneistoffen hingegen sind durch einen geringen Anteil an bereits
geléstem Arzneistoff und durch eine langsame Auflésungsgeschwindigkeit eine langere

Verweilzeit auf der nasalen Mukosa und damit eine bessere Depotwirkung der applizierten
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Dosis anzunehmen. So konnten Bonsmann et al. nach nasaler Applikation einer wassrigen
Fluticasonpropionatformulierung im Nasensekret der Patienten Uber 20 h hinweg Wirkstoff-
konzentrationen nachweisen [69]. Daraus lasst sich eine Depotbildung des FP auf der nasalen
Mukosa ableiten. Aufgrund der geringen Wasserloslichkeit des lipophilen Glucocorticoids liegt
einerseits ein geringer bereits geldster Wirkstoffanteil vor, andererseits kommt es zu einer
langsamen Auflésung der Kristalle im Nasensekret und einer verldngerten Freisetzung aus der
Arzneiform auf der Nasenschleimhaut in die relevanten Zielgewebe.

1.4.3 Einflussfaktoren der Sattigungsloslichkeit

Die Beurteilung der ermittelten Sattigungskonzentrationen beruht hauptsachlich auf Grundlage
der Wasserléslichkeit der untersuchten Glucocorticoide. Aufgrund der durchweg wassrigen
Basis der verwendeten Préparate ist diese Herangehensweise gerechtfertigt. Es ist jedoch zu
beachten, dass weitere Faktoren neben dem Dispersionsmittel der Suspensionen einen
Einfluss auf die Léslichkeit haben kdnnen. So ist aus dem Bereich der Nanotechnologie
bekannt, dass bei einer Verkleinerung der Partikelgr6Be auf ein bestimmtes MaB das Verhéltnis
von Oberflache zu Volumen so groB ist, dass die Sattigungsldslichkeit steigen kann [85,86]. Die
fir dieses Phanomen verantwortliche GesetzmaBigkeit wird durch die Kelvin- [87] bzw.
Ostwald-Freundlich Gleichungen [88,89] beschrieben. Wéahrend die Kelvin Gleichung als
physikalische Grundlage den Dampfdruck als Funktion des Krimmungsradius von
Flussigkeitstropfchen beschreibt, stellt die Ostwald-Freundlich Gleichung einen Zusammenhang
zwischen Sattigungsléslichkeit und PartikelgréBe her.

Ostwald-Freundlich Gleichung:

CS,V — 2 }/Vrn
c_ 2303RTpr

5,00

log

Csr Loslichkeit (Sattigungskonzentration) feiner Partikel mit dem Radius r

Cs o Loslichkeit (Sattigungskonzentration) relativ grober Pulverpartikel

Y Grenzflachenspannung

Vi Molares Volumen des Partikels

T Absolute Temperatur p Dichte des Feststoffs
R Allgemeine Gaskonstante r Partikelradius
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So kommt es durch eine vergroBerte Oberflache der Partikel sowohl zu einer
vergroBerten Angriffsflaiche des L&sungsmittels an der Feststoffgrenzflache als auch einer
Verkleinerung der Dicke der Diffusionsschicht. Allerdings ist festzuhalten, dass eine
Verkleinerung der PartikelgroBe von mindestens unter 2 pm nétig ist, damit sich die
Sattigungsldslichkeit nach der beschriebenen GesetzmaBigkeit steigern kann [90].

Die Anforderungen an das Teilchen- bzw. TrépfchengréBenspektrum bei intranasalen
Suspensionen sind weit weniger hoch wie bei inhalativen Arzneiformen [91]. Wahrend bei
Aerosolen zur inhalativen Anwendung Teilchen- bzw. TrépfchengréBen von 0.5 bis 5 um,
moglichst von 2 bis 3 ym gefordert sind, damit einerseits eine Deposition im peripheren
Lungengewebe erreicht wird und andererseits ein Wiederausatmen des Anteils an inhalierter
Dosis verhindert wird, werden in der Nasenhéhle bevorzugt Partikel bzw. Trépfchen von 5-7 ym
deponiert [92]. Von dem TrépfchengréBenspektrum, welches hauptsachlich durch den
Spriuhkopf des Applikationsbehaltnisses bestimmt wird, ist das eigentliche PartikelgroBen-
spektrum der Wirkstoffkristalle zu unterscheiden, das entscheidend fir die Sattigungsldslichkeit
der Glucocorticoide, wie auch die Aufldsungsgeschwindigkeit im Nasensekret ist. So
untersuchten Doub et al. verschiedene Chargen mikronisierter BDP-Kristalle mit Hilfe der
Raman-Spektroskopie. Diese  spektroskopische = Methode  ermdglicht es eine
PartikelgréBencharakterisierung der Inhaltsstoffe bei wéassrigen nasalen Suspensions-
formulierungen vorzunehmen [93]. Dabei war ein erheblicher Anteil der Wirkstoffkristalle kleiner
als 2 ym, in manchen Chargen sogar kleiner als 1 ym. Aus eigenen elektronenmikroskopischen
Untersuchungen von Glucocorticoidkristallen von  Fluticasonpropionat einer nasalen
Suspensionsformulierung (Flutide® Nasetten) wurde ein TeilchengréBenspektrum von ca. 0.5-
7 um erfasst (siehe 3.6 Experimenteller Teil C), wobei ebenfalls eine gewisse Partikelfraktion
der Wirkstoffkristalle einen Durchmesser besaBen, der kleiner als 1-2 ym war (siehe Abbildung
9). So ist durchaus denkbar, dass die PartikelgréoBe die Sattigungsléslichkeit der vorliegenden

Glucocorticoid-Suspensionen bei entsprechendem TeilchengréBenspektrum beeinflussen kann.
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Beschleunigungsspannung Arbeitsabstand VergroRerung|Praparat;
6 mm 9250 x FluNas —2 ym——

Abbildung 9: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Flutide® Nasetten. Das Teilchen-
groBenspektrum der Fluticasonpropionatkristalle betrug ca. 0.5-7 ym.

Neben der PartikelgroBe als méglicher Einflussfaktor liegen bei den untersuchten
Formulierungen zahlreiche Hilfsstoffe vor, die ihrerseits in Wechselwirkung mit den
Wirkstoffkristallen treten kdnnen und somit verandernd auf die Lslichkeit einwirken kdnnen. So
sorgen Tenside wie Polysorbat 80 dafiir, dass sich hydrophobe Substanzen in Wasser besser
dispergieren lassen. Durch ihren Einsatz kommt es zu einer Verbesserung der Benetzung der
Teilchen und einer Herabsetzung der Grenzflachenspannung zwischen fliissiger und fester
Phase. Durch die verbesserte Benetzbarkeit wird eine Aggregation der Partikel weitestgehend
verhindert und eine Solubilisierung der Teilchen ermdglicht. So ermittelten Jacobs et al. die
Sattigungsldslichkeiten von Budesonid als schwerldslicher Substanz in auskristallisierter Form,
in mikronisierter Form und als Nanosuspension mit jeweils definierter PartikelgréBenverteilung
in Wasser bei Zusatz von 0.033% Tween® 80 (Polysorbat 80) bei 25 °C. Die
Sattigungsloslichkeit der auskristallisierten Substanz betrug hierbei 30 upg/mL unter den
gewahlten Bedingungen. Wahrend es zu einem Anstieg der Sattigungsldslichkeit bei der
mikronisierten Form durch den Tensidzusatz auf 38 ug/mL kam, lag die Konzentration fir die
Nanosuspension sogar bei 52 ug/mL, jeweils bei 25 °C [94]. So ist aus diesen Untersuchungen
ersichtlich, dass sich die Kombination aus einer Verkleinerung der PartikelgréBe, wie es bei
mikronisierten Partikeln mit einem erhdhten Feinanteil (PartikelgroBen < 2 uym) vorliegt, und der
Verbesserung der Benetzbarkeit der lipophilen Wirkstoffpartikel durch einen definierten
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Tensidzusatz, in einer Erhéhung der Sattigungsléslichkeit bemerkbar macht. Der Effekt des
Tensids besteht dabei in einer ausreichenden Benetzung der feinen Partikel durch eine
Herabsetzung der Grenzflachenspannung an der Grenzflache fest/flissig und einer damit
verbundenen Verhinderung der Agglomeratbildung.

Den groBten Teil der Matrix der Suspensionsformulierungen machen die
Cellulosederivate aus. Diese stellen Dispergierhilfsstoffe dar, die sich durch Bildung von
Sorbathlllen an den Feststoffoberflachen auszeichnen, somit sterisch eine Aggregation der
Partikel behindern und dabei auch die Viskositat der Formulierung erhéhen. Howard et al.
fanden heraus, dass diese Hilfsstoffe einen Einfluss auf die Auflésungsgeschwindigkeit der
Wirkstoffpartikel von Steroidsuspensionen haben [95]. So kam es bei einer Suspension aus
Prednisolonacetat in Wasser bei Zusatz von Celluloseethern wie Carboxymethylcellulose-Na
(Carmellose-Na) oder Hydroxypropylmethylcellulose zu einer Verlangsamung der
Aufldsungsgeschwindigkeit. Von einer  veranderten Sattigungsléslichkeit  durch
Cellulosederivate wurde jedoch nicht berichtet.

AuBer den Tensiden und den Celluloseethern sind weitere Hilfsstoffe mit
oberflachenaktiven Eigenschaften in den untersuchten Suspensionen vorhanden. Dabei handelt
es sich um die =zur Konservierung der wassrigen Arzneiformen eingesetzten
Benzalkoniumchlorid und Kaliumsorbat. Die fir einen Schutz gegen mikrobiellen Befall
bendtigte Konzentration betragt fir Benzalkoniumchlorid 0.01-0.02 %. Kaliumsorbat wird
0.2 %ig eingesetzt, was einer ca. zehnfach hdéheren Konzentration entspricht [96]. Das
untersuchte Budes® Nasenspray enthélt als Konservierungsmittel Kaliumsorbat und nicht wie
alle anderen untersuchten Glucocorticoid-Suspensionen Benzalkoniumchlorid. Kaliumsorbat
wird aufgrund seiner guten Wasserl@slichkeit eingesetzt, wobei wirksames konservierendes
Agens dabei die im leicht sauren Milieu vorliegende Sorbinsaure ist. Auffallend ist der deutlich
erhdhte geldste Glucocorticoidanteil an Budesonid im wassrigen Uberstand des Budes®
Nasenspray im Vergleich zu Literaturwerten der Sattigungsléslichkeit des Wirkstoffes in Wasser
bei 37 °C (siehe 1.3 Ergebnisse, siehe Tabelle 1). In einer Untersuchung von Bak et al. wird von
einer Loslichkeitsverbesserung einer schwerldslichen Substanz namens AMG 517 berichtet, die
in einer wassrigen Suspension zusammen mit Sorbinsdure zur Konservierung vorliegt. Es
konnte in der wassrigen Formulierung eine 1:1 Kokristallbildung des Arzneistoffs mit
Sorbinsdure nachgewiesen werden, die u.a. auf zwei Wasserstoffbriickenbindungen
zurlickzufthren ist und die flr eine verbesserte Loslichkeit verantwortlich ist [215]. So kénnte
auch Sorbinsaure (pKs= 4.76) in der untersuchten Suspension mit Budesonid (siehe Abbildung
10) die Sattigungsloslichkeit beeinflussen. So ist im wassrigen Milieu die Ausbildung von zwei

Wasserstoffbriicken  zwischen der Sé&urefunktion der Sorbinsdure wund der a-
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Hydroxyketonstruktur (Position 20,21) des Budesonids wahrscheinlich und somit eine
Beeinflussung der Sattigungsléslichkeit denkbar.

Abbildung 10: Méogliche Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den in der
Suspensionszubereitung Budes®-Nasenspray vorliegenden Substanzen Budesonid (B) und
Sorbinsaure (A; pKs= 4.76)
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2 Bestimmung des SpriihstoBvolumens handelsublicher
Glucocorticoid-Suspensionen zur intranasalen Applikation

Die intranasale Applikation von Glucocorticoid-Suspensionen flihrt bei einer korrekten
Anwendung zu einer ausreichenden Deposition der Wirkstoffkristalle auf der Schleimhaut der
Nasenhohle. Das AusmaB und die Lokalisation der Verteilung in den Zielbereichen der nasalen
Kavitat wird zum einen von der richtigen Anwendungstechnik des Nasensprays durch den
Patienten und den anatomischen und physiologischen Gegebenheiten in der Nasenhéhle, zum
anderen von den physikalischen Eigenschaften der eingesetzten Dosiersprays bestimmt
[58,63]. Die fur die nasale Applikation von Corticosteroiden verwendeten Applikationssysteme
sind Dosierspriihflaschen, die aus einer Glas- oder Polyethylenflasche bestehen, auf die eine
Kolbenpumpe mit einer Duse und einem Nasenapplikator montiert ist. Durch das manuelle
Betatigen des Pumpmechanismus wird eine exakt dosierte Menge der Suspension Uber ein
Steigrohr angesaugt und fein zerstdubt. Zum Druckausgleich strdmt durch eine entsprechende
Offnung, in der Regel unterhalb des Nasenadapters, AuBenluft ein. Diese Applikationssysteme
ermoglichen eine hohe Dosiergenauigkeit des Suspensionsvolumens und flhren zu einem
typischen Sprihmuster. Dabei sind neben der Art der verwendeten Pumpe, dem
Offnungswinkel der Diise und der erzeugten TrdpfchengréBe, auch Viskositat, thixotropes
Verhalten und Oberflachenspannung der wéassrigen Zubereitung entscheidend fiir das AusmaB
und die Lokalisation der in der Nasenhdhle deponierten Dosis [97]. Das Volumen eines
SpriihstoBes zur nasalen Anwendung ist durch das jeweilige Applikationssystem fest
vorgegeben und liegt gewdhnlich zwischen 25 und 200 pL [97]. Die Abgabe eines SpriihstoBes
mit gewiinschter Dispersitat erfordert jedoch eine ausreichend ausgelibte Fingerkraft auf das
entsprechende Applikationssystem. Dabei muss je nach Praparat eine Kraft zwischen 15 und
50 Newton aufgebracht werden [98].

Neben einer ausreichenden Verteilung der Wirkstoffsuspension auf der
Nasenschleimhaut ist das Volumen eines SpriihstoBes ausschlaggebend fir die sensorischen
Eigenschaften einer nasalen Arzneistoffformulierung. Die Empfindungen im Nasen-
Rachenraum, die nach nasaler Applikation von einem Patienten wahrgenommen werden, sind
auBer einem schnellen Wirkungseintritt, der einfachen Handhabung des Applikationssystems
und einer geringen Wabhrscheinlichkeit systemischer und lokaler Nebenwirkungen
mitentscheidend fiir die Compliance des Anwendenden [99]. So sind eine Reihe von klinischen
Studien bekannt, die die sensorischen Charakteristka von nasalen Gilucocorticoid-
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Suspensionen untersuchten [100-102]. Dabei wurden die Praferenzen der Patienten bezlglich
eines Duftes oder Geschmacks, einem Feuchtigkeitsgefihl auf den Schleimhduten und
unerwilinschtem Ausfluss der Suspension sowohl aus der Nase, als auch in den Rachenraum
nach Applikation verschiedener Arzneistoffformulierungen ermittelt. Neben dem Volumen eines
SprihstoBes wurde gezeigt, dass die Hilfsstoffzusammensetzung der Corticoidsuspension fiir
die Empfindungen der Patienten eine ebenso wichtige Rolle spielen. So wird von Shah et al. als
Erklarung fur einen Einfluss auf die Sensorik von Patienten das zur Konservierung eingesetzte
Benzalkoniumchlorid mit seinem bitteren Geschmack oder das blumig duftende Phenylethanol
aufgefihrt [100].

2.1 Fragestellung

Die unterschiedlichen Applikationssysteme, die bei der Anwendung intranasaler Glucocorticoide
verwendet werden, sorgen fir ein konstantes Dosieren des jeweiligen Wirkstoffs Uber die
gesamte Anwendungsdauer. So stellt sich die Frage, inwiefern sich die Applikationsvolumina
verschiedener handelsiblicher nasaler Glucocorticoidformulierungen unterscheiden. Die
jeweilige Menge an applizierter Wirkstoffsuspension ist neben der Hilfsstoffzusammensetzung
und dem Depositionsmuster entscheidend fiir das Verweilen der Substanzen auf der nasalen
Mukosa. Dabei ist zum einen festzuhalten, dass ein direktes AusflieBen der Wirkstoffsuspension
durch ein entsprechend groBes Applikationsvolumen in den Rachenraum stattfinden kann und
zur Beeinflussung der Sensorik von Patienten flhren kann, zum anderen ist die mukoziliare
Clearance, die vermehrt im hinteren Teil der Nasenhdéhle stattfindet, dafiir verantwortlich, dass
Arzneistoffformulierung von der Schleimhaut entfernt wird.

Insofern ist eingangig, dass ein geringeres Applikationsvolumen zu einem geringeren
Ausfluss der Wirkstoffformulierung aus dem Nasenraum fOhren sollte und somit
Missempfindungen, die zu einer verminderten Compliance des Patienten flhren, vermindern
sollte. Allerdings fuhrt ein geringes Applikationsvolumen zu einer gréBeren Arzneistoffdeposition
in den vorderen, nicht zilientragenden Epithelbereichen der Nasenhdhle, wodurch das Risiko
lokaler Nebenwirkungen wie Epistaxis steigen kénnte [99].

SchlieBlich ergibt sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen den eigens
ermittelten Applikationsvolumina und den in Studien erfassten Praferenzen bezlglich der
sensorischen Eigenschaften der Formulierungen fiir bestimmte Nasensprays hergestellt werden
kann. Das Augenmerk ist hierbei auf die die Sensorik beeinflussenden Eigenschaften nach
Anwendung eines Sprihstosses zu richten, die durch das applizierte Volumen vermutet

werden.
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2.2 Prinzip der Bestimmung der SpriuhstoBvolumina von
Applikationssystemen nasaler Glucocorticoid-Suspensionen

Die Bestimmung der SpriihstoBvolumina diverser Nasensprays mit Corticoidformulierungen
erfolgte durch Ermittlung des Wirkstoffgehalts eines definierten Suspensionsvolumens (50 pulL).
Somit konnte anhand der Angaben des pharmazeutischen Herstellers beziiglich des
Arzneistoffgehaltes eines SpriihstoBes das Applikationsvolumen berechnet werden (siehe 2.3
Experimenteller Teil C).

2.3 Ergebnisse

Das ermittelte Applikationsvolumen der Préparate Nasacort® (TCA) und Budes® (Bud) war mit
60 + 0.4 pL bzw. 69 + 0.9 pL pro SpruhstoB relativ gering. Wahrend die Dosiervorrichtungen der
Fertigarzneimittel Flutide® Nasal (FP) mit 147 + 1.7 L, ratio Allerg® (BDP) mit 94 + 1.5 uL und
Nasonex® (MF) mit 102 + 1.9 L zu einem deutlich gréBeren Volumen pro SprilhstoB fihrten.
Von allen getesteten Praparaten zeigte Avamys® (FF) mit 56 + 1.2 pL das geringste
Applikationsvolumen pro SpriihstoB (siehe Tabelle 3).

Je nach empfohlener Haufigkeit und Wiederholung eines SpriihstoBes pro Nasenloch fir
eine entsprechende Dosis ergaben sich unterschiedliche Applikationsvolumina fiir die einzelnen
Praparate. Die nach der Packungsbeilage empfohlenen Dosierungen fir die Erhaltungstherapie
der allergischen Rhinitis filhrten bei Nasacort® (TCA) zu 120 uL und bei Budes® (Bud) zu 138
ML Applikationsvolumen pro Nasenloch aus den beschriebenen Fertigarzneimitteln. Die
Praparate Flutide® Nasal (FP), ratio Allerg® (BDP) und Nasonex® (MF) ergaben mit 294 uL,
188 uL und 204 uL deutlich héhere applizierte Volumina pro Nasenloch und grenzten sich somit
von den vorgenannten ab. Die Therapie der allergischen Rhinitis mit Avamys® (FF) erfolgt mit
zwei SpruhstoBen pro Nasenloch, was im Experiment aus der Dosiereinheit des Praparates
lediglich ein Applikationsvolumen von 112 uL ergab. Dies stellte somit das geringste Volumen
dar, welches unter den verglichenen Praparaten ermittelt wurde (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: Dosierungen und ermittelte Applikationsvolumina pro Spriihsto von handelsiiblichen

nasalen Glucocorticoidformulierungen

Dosis* pro L
. . Volument pro  SpriihstéBef pro Volument pro

Arzneistoff FAM Spr[‘:j';s]m" SprithstoB [uL]  Nasenloch  Applikation [yL]
Triamcinolon- Nasacort® 55 60 + 0.4 2qd. 120
acetonid 1q.d. 60
4 q.d. 276
. ® 2q.d. 138
Budesonid Budes 50 69+0.9 5Db.id. 138
1 b.i.d. 69
Fluticason- . ® 2b.id. 294
propionat Flutide™ Nasal 50 147 +1.7 5 q.d. 294
Beclomethason- 4o Allerg® 50 94+15 2b.id 188
dipropionat 9 - o B
Mometason- ® 4 q.d. 408
furoat Nasonex 50 102+1.9 5ad. 204
Fluticason- ® 2q9.d. 112
furoat Avamys 27.5 56 +1.2 1q.4d. 56

* Dosis pro SpriihstoB aus der Packungsbeilage

t ermittelt aus eigenen Versuchen [Mittelwert + Standardabweichung; n= 5]

} Tagliche Dosierungsangaben in den Packungsbeilagen fiir die Behandlung der allergischen
Rhinitis; die empfohlene Dosierungsangabe fiir die Erhaltungstherapie und das zugehorige

Volumen pro Applikation sind jeweils unterstrichen

2.4 Diskussion

2.4.1 Applikationsvolumen und orale Bioverfugbarkeit

Das Volumen einer Applikation auf die nasale Mukosa sollte 100 uL [97] bis 150 yL [92] pro
Nasenloch nicht Uberschreiten. Bei Applikationsvolumina, die Uber die Grenze von 150 pL
hinausgehen, kann angenommen werden, dass eine fir die nasale Oberflache, die zur
Deposition eines SpriihstoBes zur Verfligung steht, GbermaBige Menge an flissiger Arzneiform
aufgebracht wird und es dadurch zu einem Ausfluss der Formulierung sowohl aus den

Nasenoffnungen als auch in den Rachenraum mit anschlieBendem Verschlucken kommt.
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So liegt das applizierte Volumen firr eine Erhaltungstherapie der allergischen Rhinitis bei
Bud mit 138 yL, TCA mit 120 pL und FF mit 112 pL in dem empfohlenen Rahmen. Bei den
Substanzen FP mit 294 uL, BDP mit 188 pL und MF mit 204 pL wird das als sinnvoll erachtete
Volumen Uberschritten und es ist verstarkt damit zu rechnen, dass nach Anwendung dieser
Substanzmengen vermehrt Arzneistoffformulierung in den Rachenraum der Patienten austritt
und so ein Missempfinden beim Anwendenden hervorrufen kann.

Der Wirkstoffanteil, der, sei es durch direkten Ausfluss oder die mukoziliare Clearance,
verschluckt wird, liegt bei intranasalen Glucocorticoiden je nach applizierter Dosis bei ca. 50-
70 % [26,29]. Dieser steht nicht zur Absorption und schlieBlich fir eine antiinflammatorische
Wirkung im Zielgewebe bereit und muss sich einer kritischen Betrachtung beziiglich seines
weiteren Schicksals im Magen-Darm-Trakt und im Organismus unterziehen. Die orale
Bioverfligbarkeit, die neben der systemischen Bioverfligbarkeit nach nasaler Applikation als
MaB fir eine Beurteilung der Sicherheit eines intranasalen Glucocorticoids ausschlieBlich im
Hinblick auf den verschluckten Anteil herangezogen werden kann, liegt bei den lipophileren
Substanzen < 1 % flir FP [29,103,104], < 1 % fir MF [25,48,104] und 1 % bzw. 1.6 % fir FF
[105,106], in Folge ihres schnellen und ausgepragten first-pass Metabolismus [23] in geringen
vergleichbaren GréBenordnungen. Die hydrophileren Wirkstoffe wie Bud mit 11 % [29], TCA mit
10.6 % [29], bzw. 23 % [104] oraler Bioverflgbarkeit und vor allem BDP mit 41 % [29] fUhren zu
einem merklichen Anstieg der Plasmakonzentration nach oraler Gabe. Gerade bei den
Substanzen, die sich durch eine verhaltnisméBig hohe orale Bioverfligbarkeit auszeichnen,
muss es das Ziel sein, einen geringen Ausfluss der Wirkstoffformulierung in den Rachenraum
zu erreichen. Allerdings muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass der Wirkstoffanteil, der in
der Nase deponiert wird und ca. 30-50 % der applizierten Dosis ausmacht, schlieBlich tber die
Nasenschleimhaut absorbiert werden kann und aufgrund des Umgehens des first-pass Effektes
zu einem Anstieg der Plasmakonzentration, gerade bei den hydrophileren Wirkstoffen zu einem
nicht unerheblichen AusmaB beitragen kann.

Voraussetzung fir eine sinnvolle topische Therapie mit nasalen Glucocorticoiden ist
neben einer geeigneten Formulierung, die fir eine verlangerte Retentionszeit sorgt, ein
Applikationsvolumen, welches zum einen zu einer ausreichenden Verteilung in den
Zielbereichen der nasalen Kavitat fihrt, zum anderen jedoch einen minimalen Austritt in den
Rachen bzw. Ausfluss aus der Nase ermdglicht. Der verschluckte Wirkstoffanteil geht fir die
lokale Therapie ganzlich verloren, kann zu unerwinschten Plasmaspiegeln flhren und lediglich
der auf der nasalen Mukosa zur Absorption bereitstehende Arzneistoff ist von therapeutischem

Interesse.
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2.4.2 Zusammenhang zwischen Applikationsvolumen, Verteilung und
Clearance

Das Applikationsvolumen einer nasalen Arzneiform spielt, neben anatomischen,
physiologischen und koordinativen Fahigkeiten des Patienten und dem durch den
Offnungswinkel der Spriihvorrichtung bestimmten Spriihmuster, eine Rolle bei der Verteilung
des Arzneistoffs auf der nasalen Mukosa [97]. Die Verteilung in der nasalen Kavitat wiederum
hat einen direkten Einfluss auf die Clearance nasal applizierter Formulierungen von der
Schleimhaut.

Grundsatzlich kann bei nasal applizierten Arzneiformen zwischen drei verschiedenen
Phasen der Clearance unterschieden werden [107]. So kommt es in der ersten Phase direkt
nach Applikation gerade bei grdoBeren applizierten Volumina zur bereits beschriebenen
schnellen Clearance durch Verschlucken bzw. Ausfluss in den Rachenraum. Die folgende
zweite Phase, welche 15-30 min nach Applikation erfolgt, stellt die Entfernung der
Wirkstoffformulierung mittels mukozilidrer Clearance von den Bereichen der nasalen Kavitat
dar, die die mit Zilien bedeckte Mukosaoberflache erreicht haben. Der Vorgang der mukoziliaren
Clearance von Wirkstoffpartikeln ist abhangig von der Verteilung der applizierten Formulierung
in der nasalen Kavitat und damit auch vom Applikationsvolumen.

Newman et al. stellten fest, dass 100 pL appliziertes Wirkstoffvolumen in ein Nasenloch,
im Vergleich zu 2 x 50 L, zur Deposition in einem insgesamt gréBeren Schleimhautareal fihrte
und hierbei auch zu einem gréBeren Anteil im hinteren Bereich der Nasenhohle. Es erreichte
ein groBerer Dosisanteil die mit Zilien besetzte Schleimhaut und flhrte schlieBlich auch zu einer
schnelleren Clearance des Wirkstoffs von der Schleimhautoberflache. Hierbei wurden flr das
100 pL Sprihvolumen 46.5 % + 4.4 % Wirkstoffretention nach 30 min ermittelt, verglichen mit
57.1 % + 4.5 % zurickbleibendem Anteil fir die zweimalige Applikation von 50 pyL Volumen
[108]. Somit ware auch die dritte Phase erwahnt. Der Arzneistoff, der vermehrt in dem vorderen
Teil der Nase und damit in den Bereichen deponiert wird, die wenig bis keine zilientragenden
Zellen besitzen, verweilt dort angesichts der fehlenden mukozilidaren Clearance firr einige
Stunden. So ist auch bekannt, dass die mukozilidre Clearancerate von mittels Nasensprih-
vorrichtungen applizierten Wirkstoffen wesentlich geringer ist als die von Nasentropfen [109],
was daran liegt, dass bei der Anwendung von Nasentropfen im Vergleich zu Nasensprays ein
gréBerer Anteil in die mit Zilien besetzten Bereiche der Nasenhdhle gelangt [110].

Verschiedene Applikationsvolumina fihren also zu einer unterschiedlichen Verteilung in
den Schleimhautarealen der Nasenhéhle und sind somit relevant fir die Clearance des auf der
Mukosaoberflache deponierten Anteils an Wirkstoffsuspension.
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243 Patientenpraferenz und Applikationsvolumen

Die Behandlung der Symptome der allergischen Rhinitis mit intranasalen Glucocorticoiden stellt
eine auBerst effektive Pharmakotherapie dar. Allerdings wird dabei gerade in den ersten Tagen
der Behandlung durch den verzdgerten Wirkeintritt der nasalen Corticosteroide bis zum
Erreichen des maximalen Effektes die so wichtige regelm&Bige Anwendung durch den
Patienten auf eine harte Probe gestellt [23,33]. Deshalb ist die Verbesserung der Compliance
des Patienten bei dieser topischen Arzneiform von besonderer Bedeutung und die
Anforderungen an das Arzneimittel insgesamt besonders hoch [102]. Die Akzeptanz der
Patienten beziglich des Fertigarzneimittels und die Compliance héangen ab von der klinischen
Wirksamkeit und damit dem Riickgang der Symptome, von der Vertraglichkeit, der Handhabung
und Anwendung des Applikatorsystems der nasalen Arzneiform und nicht zuletzt den
sensorischen Eigenschaften der Wirkstoffformulierung [101,102,111,112].

Mahadevia et al. fanden heraus, dass eine inverse Korrelation besteht zwischen dem
Intensitatslevel von sechs verschiedenen sensorischen Charakteristika und dem Bevorzugen
eines Praparates vom Patienten. So flihrte beispielsweise ein vermehrter Austritt von
applizierter Wirkstoffsuspension in den Rachenraum zu einer verringerten Patientenpréaferenz.
Eine Reihe von klinischen Studien ermittelte mit Fragebdgen die bevorzugte Anwendung
verschiedener Praparate mit nasalen Glucocorticoidformulierungen bezliglich des AusflieBens
aus der Nasenhohle, sowohl aus der Nasenéffnung als auch in den Rachenraum [100,113]. Ein
solcher Vorgang nach der Applikation wird von den Patienten als stérend und unangenehm
empfunden und kann zu einer Verringerung der Compliance beitragen [102]. Das
Applikationsvolumen kann hierbei bei dem beschriebenen Austritt von Wirkstoffsuspension aus
dem Zielorgan neben der Viskositat der Formulierung entscheidend sein [100]. Meltzer et al.
untersuchten Veramyst® (Fluticasonfuroat) und ein Fluticasonpropionat-haltiges Préparat in
Form von jeweils wéassriger Suspensionen und stellten dabei fest, dass 43 % der Patienten bei
dem FF-haltigen Préaparat gegenliber 27 % beim FP-haltigen Praparat Gber einen geringeren
Austritt aus der Nase in den Rachen berichteten.

Ebenso verhielt es sich bezlglich des Kriteriums Austritt der Wirkstoffsuspension aus
den Nasenléchern. Patienten bevorzugten Veramyst® (49 %) gegeniiber dem FP-Praparat
(19 %) und berichteten tber verringerten Ausfluss aus der Nase. Die Autoren schlossen auch
hier auf das im Vergleich zu anderen sich auf dem Markt befindlichen Praparaten geringe
Applikationsvolumen, das pro SpriihstoB von der FF-Dosiervorrichtung abgegeben wird als dem
ausschlaggebenden Grund fiir das bessere Abschneiden bei den Patienten bzgl. der
geschilderten sensorischen Eigenschaften [114]. Diese Schilderung deckt sich mit den selbst
ermittelten Daten, die bei Avamys® im Vergleich zu Flutide® Nasal ein deutlich geringeres
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Applikationsvolumen pro Spriihsto3 ergaben.

Stokes et al. verglichen wassrige Suspensionen von FP (Flonase®), MF (Nasonex®) und
TCA (Nasacort®) beziiglich der Patientenpraferenz nach Applikation von 200 ug (FP, MF) bzw.
220 pg (TCA) Wirkstoff. Bei dem Kriterium Ausfluss der Formulierung aus der Nase nach
Applikation unterschieden sich die drei Prdparate nicht, wie es die eigens ermittelten
Applikationsvolumina vermuten lieBen, allerdings war die Anwendung von Nasacort® im
Vergleich zu Flonase® und auch Nasonex® mit einem signifikant geringeren Geschmack,
Geruch oder einem Trockenheitsgefiihl im Nasen-Rachenraum verbunden. Nasacort® fiihrte im
Gesamteindruck zu einem besseren Ergebnis bei den Patienten und lieB eine bessere
Compliance erwarten [101].

Eine mdgliche und wahrscheinliche Erkldrung fir das gleiche Abschneiden der
Praparate bezlglich des Austritts der applizierten Suspension aus den Zielbereichen der
nasalen Kavitat ist im rheologischen Verhalten der Formulierungen zu finden. Sharpe et al.
untersuchten die Thixotropie und Viskositdt der vorgenannten Praparate unter
Scherbeanspruchungen, wie sie bei Anwendung durch einen Patienten laut
Gebrauchsanweisung erwartet wird. Dabei zeigte Nasonex® die hdchste initiale sowie terminale
Viskositét, gefolgt von Flonase® und schlieBlich Nasacort®. Die Rangordnung beziiglich der
Thixotropie war identisch. Nasonex® und Flonase® zeigten eine héhere Thixotropie als
Nasacort®. Sowohl eine hohe terminale Viskositt, als auch eine hohe Thixotropie kénnen einer
nasalen Formulierung zu einer verlangerten Retention auf der nasalen Schleimhaut verhelfen
und somit einen unerwinschten friihzeitigen Austritt der Formulierung aus der Nase verhindern
[115]. So ist denkbar, dass der Einfluss eines gréBeren applizierten Volumens pro Sprihsto3
des MF bzw. FP-Praparates im Vergleich zum TCA Préparat, welches in den eigenen
Versuchen ermittelt wurde, auf den Austritt der Suspensionsformulierung aus der Nasenhéhle
durch entsprechende rheologische Charakteristika in Form einer hdheren Viskositat nach
Applikation auf der nasalen Oberflache kompensiert werden kann.

Es lasst sich schlieBlich festhalten, dass das Applikationsvolumen pro SpriihstoB ein
wichtiges Merkmal darstellt, das bei der Entwicklung einer wassrigen Suspension zur nasalen
Glucocorticoid-Behandlung beachtet werden muss und neben den rheologischen Eigenschaften
der Formulierung und dem Sprihmuster der Dosiervorrichtung einen entscheidenden Einfluss
auf das Empfinden des Patienten nach erfolgter Anwendung hat. Darlber hinaus kann das
SpriihstoBvolumen die fir den Therapieerfolg so wichtige Compliance des Patienten pragen.
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3 Bestimmung der Loslichkeit intranasaler Glucocorticoid-
Suspensionen in Puffer und kinstlichem Nasensekret

Das Auslésen eines SpriihstoBes einer nasalen Glucocorticoid-Suspension mit Hilfe der
Dosiervorrichtung sorgt bei korrekter Ausfihrung durch den Patienten flr eine ausreichende
Verteilung des Applikationsvolumens in den Zielarealen der nasalen Kavitat. Die GroBe der
Tropfchen, die durch die Applikationsdiise erzeugt werden, ist dabei entscheidend fur das
Erreichen der Schleimhautbereiche. So fihrt eine TrépfchengréBe von 10-20 pym [116] zur
Uberwiegenden Deposition auf der nasalen Mukosa, wahrend zu groBe Tropfen bereits im
Nasenvorhof impaktieren, zu kleine Tropfen hingegen die Nasenhaupthdhle mit der Atemluft
passieren. Der Dosisanteil, der auf der Schleimhaut deponiert wird, besteht nun zum einen aus
bereits geldstem Wirkstoff, zum anderen aus ungelésten Arzneistoffkristallen. Der Galenik der
Arzneiform als einer wassrigen Glucocorticoid-Suspension obliegt, dass lediglich ein von den
Substanzeigenschaften abhangiger geringerer Wirkstoffanteil dabei bereits geldst vorliegt. Die
bereits geldst vorliegenden Molekile sind direkt nach der Applikation in der Lage durch die
mukosale Membran zu diffundieren.

Der gréBte Teil der applizierten Dosis allerdings liegt bei den vorliegenden Arzneiformen
zunachst ungeldst in Form von Kristallen auf der nasalen Mukosa vor. Dieser Wirkstoffanteil
muss sich zun&chst im Nasensekret I6sen, um in das Zielgewebe absorbiert werden zu kdnnen.
Die Schleimhaut der Nase ist Uberzogen von einer Mukusschicht, die aus einem zahflissigen,
seromukdsen Sekret besteht, welches von epithelialen Becherzellen und submukosalen
Drisenzellen produziert wird. Mukus hat einen leicht sauren pH Wert und besteht zum gréBten
Teil aus Wasser (95 %). Neben geringen Mengen an Mineralsalzen (1 %), Lipiden (< 1 %) und
freien Proteinen (1 %), wobei hier vor allem Albumin zu nennen ist, sind weitere wichtige
Komponenten des Nasensekrets Mucine (2-5 %) [2,117,118]. Mucine stellen makromolekulare
Glykoproteine dar, die fur die viskoelastischen Eigenschaften des nasalen Sekrets
verantwortlich sind. Sie bestehen zu 10-30 % aus Peptiden, die O-glykosidisch an
Oligosaccharidketten gebunden sind, die 70-80 % der Glykoproteine ausmachen [119,120].
Haufig sind im Proteinkern die Aminosauren Threonin, Serin, Prolin sowie an den Proteinenden
cysteinreiche Sequenzen zu finden [121]. Man unterscheidet bei dem nasalen Mukus zwei
Schichten, die ein Austrocknen der Schleimhaut verhindern. Die Solphase als die untere
Schicht zeichnet sich durch eine geringe Viskositat aus und besitzt eine Schichtdicke, die ein
wenig kleiner ist als die Lange einer ausgefahrenen Zilie (5-10 um [122]). Die obere Schicht
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stellt die viskosere Gelphase dar (0.5-5 ym) [123], auf deren Oberflache nasal deponierte
Partikel fixiert werden (siehe Abbildung 11, A). Der jeweilige Charakter dieser Schichten
ermdglicht eine freie Beweglichkeit der Flimmerharchen, welche fir die synchronisierte Aktivitat
der Zilien bei der rachenwarts gerichteten Wellenbewegung unumganglich ist und so die
Transportfunktion erméglicht (siehe Abbildung 11, B). Dies fuhrt zu einer Reinigung der
Mukosaoberflache von Substanzpartikeln. Die mittlere Frequenz des Zilienschlags betragt bei
menschlichen nasalen Flimmerharchen 10 Hz [124]. Die Kombination aus nasalem Mukus
entsprechender Viskositdt und funktionsfahigem Flimmerepithel mit metachronem
Bewegungsablauf fuhrt zu einer effektiven mukozilidren Clearance.

Zilienschlagrichtung

Gelphase

i Solphase

A B

Abbildung 11: A: Schematische Darstellung der nasalen Mukosa: Zilienlose Epithelzellen, die
Mikrovilli an ihrer Oberflache besitzen und mit Zilien besetzte Zellen, die fiir die mukozilidre
Clearance verantwortlich sind, kommen vor. In der Mitte ist eine Becherzelle zu sehen, die im
Gegensatz zu seromukésen Driisen des angrenzenden Bindegewebes (nicht dargestellt) einen
geringeren Beitrag zur Produktion des nasalen Mukus leisten (Abbildung modifiziert nach [125]).
B: Schematische Darstellung des Zilienschlags: die ausgefahrene Zilie reicht dank ihrer Lange in
die Gelphase und kann im Verbund mit allen Zilien durch die metachrone Wellenbewegung die
obere Schicht in Richtung Rachen transportieren (Geschwindigkeit der mukozilidren Clearance: 2-
25 mm/min [126]). Der Riickschlag der Zilien wird ermdglicht durch ihre Beweglichkeit in der
wenig viskosen Solphase (Abbildung modifiziert nach [5]).
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3.1 Fragestellung

Die Effektivitdt der Absorption der nasal applizierten Glucocorticoid-Suspension hangt neben
dem Permeabilitatskoeffizienten des gelésten Wirkstoffs und den mukoadhésiven
Eigenschaften der Formulierung von der Auflésungsgeschwindigkeit der Kristalle im
Nasensekret auf der Mukosaoberflache ab. Die mukozilidre Clearance sorgt fur einen effektiven
Abtransport deponierter Partikel von der Schleimhaut in den Bereichen der Nasenhéhle, die
zilienbesetzte Epithelzellen besitzen. Die Verweilzeit der dort deponierten Wirkstoffpartikel wird
auf 20 bis 30 min geschétzt [5]. Der lipophile Charakter der Wirkstoffe lasst darauf schlieBen,
dass die Léslichkeit im nasalen Mukus, der aufgrund seines hohen wassrigen Anteils
weitestgehend hydrophile Eigenschaften besitzt, eher gering ist. Allerdings liegt im Nasensekret
eine annahernd isotonische Zusammensetzung vor [117,127,128] und der Gesamtproteinanteil,
der vom Gesundheitszustand des Patienten [129], von der Methode des gesammelten Sekrets
und der natdrlichen interindividuellen Variabilitdt abhangt, wurde mit 8 mg/dL angenommen
[118,130,131]. So stellt sich die Frage, ob der Proteinanteil im nasalen Sekret einen Einfluss auf
die Loslichkeit der applizierten Corticosteroide hat und mdglicherweise die physiologischen
Verhéltnisse bei der alleinigen Betrachtung der Léslichkeit der Substanzen in Wasser zu kurz

kommen.

3.2 Prinzip der Bestimmung

3.2.1 Methodenentwicklung

Die Bestimmung der L&slichkeit handelslblicher Suspensionen zur intranasalen Glucocorticoid-
Behandlung in nasalem Mukus erforderte die Entwicklung einer Methode zur Abtrennung der
gelésten von den ungelésten Substanzpartikeln. So wird von Pham et al. neben der
Gleichgewichtsdialyse zur Bestimmung der Ldslichkeit von Budesonid-Mikrokristallen in Wasser
auch die Methode der Ultrazentrifugation zur L&slichkeitsbestimmung schwerldslicher
Substanzen in Survanta", einer Modellfliissigkeit fiir Lungensurfactant, beschrieben [62].
Ebenso stellte auch in den eigenen Uberlegungen die Zentrifugation einer Suspension mit einer
hohen g-Zahl und der anschlieBenden Analyse einer Probe des Uberstands die Grundlage der
entwickelten Methode dar.

Der Wunsch, die Ldslichkeit im Nasensekret zu ermitteln, verbunden mit dem Faktum
der begrenzten Verfligbarkeit und aufwendigen Gewinnung von menschlichem nasalen Mukus,
fihrte zur Entwicklung eines kinstlichen Nasensekrets (KNS), mit dem Anspruch der
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physiologischen Spezimen mdglichst nahe zu kommen, wobei das Augenmerk der
Fragestellung schuldend auf der Proteinzusammensetzung des humanen Mukus lag. So
bestehend aus den Grundlagen der Hauptproteinkomponente Mucin, erganzt um Albumin sowie
isotonischer Pufferlésung (pH 6.5), stellten das KNS neben der isotonischen Pufferlésung (PBS,
pH 6.5) alleine die zu untersuchenden L&ésungsmittel fir die Ermittlung der Léslichkeit der

Arzneistoffsuspensionen dar.

3.2.2 Durchfiihrung der Inkubation und Zentrifugation

Die Glucocorticoid-Suspensionen wurden mit dem kinstlichen Nasensekret nach
physiologischen Verhaltnissen inkubiert (siehe 3.3 Experimenteller Teil C). Die Menge der
applizierten Wirkstoffformulierungen wurde dabei so gewahlt, dass die Loslichkeitsgrenze der
Substanzen im Nasensekret in jedem Falle Uberschritten wurde und die Glucocorticoidkristalle
im Uberschuss vorhanden waren. Ahnlich verhalt es sich bei der Anwendung der empfohlenen
Dosierungen der untersuchten Glucocorticoide beim Patienten. Gemessen an der applizierten
und deponierten Dosis kann nur ein gewisser Anteil im schlieBlich geldésten Zustand in die
Zielbereiche des entzindeten Gewebes diffundieren, da die Léslichkeit und
Lésungsgeschwindigkeit der lipophilen Wirkstoffe im nasalen Sekret die limitierenden Faktoren
darstellen. Die einmal gelésten Wirkstoffmoleklle diffundieren umgehend in die
Schleimhautbereiche. Entscheidend fir das AusmaB des gelésten Wirkstoffanteils nach der
Applikation und die Lésungsgeschwindigkeit der Glucocorticoidkristalle im nasalen Mukus sind
dabei mehrere Faktoren. Zunachst ist zu bemerken, dass das Volumen an Nasensekret, das die
nasale Oberflache bedeckt, sehr gering ist. Die physikochemischen Eigenschaften der
Substanzen, allen voran die Léslichkeit im Wassrigen, sind bei den untersuchten
Glucocorticoiden zu unterscheiden. Die Galenik der Formulierung und die Morphologie und
GréBe der Wirkstoffkristalle ist entscheidend fir den Auflésungsprozess. SchlieBlich stellt die
mukozilidre Clearance durch den Abtransport der deponierten Kristalle von der Schleimhaut der
Maoglichkeit der Auflésung von Kristallen eine rein zeitliche Begrenzung entgegen.

Eine Ermittlung des gelésten Wirkstoffanteils der Formulierungen in der isotonischen
Pufferlésung wurde ebenso durchgefihrt und diente als Vergleich. Die Temperatur der nasalen
Oberflache liegt im Mittel bei 31 °C [132] und stellte somit die geeignete Versuchstemperatur fiir
die Léslichkeitsversuche dar. Als Inkubationszeiten wurden 30 min und 5 h gewahlt. Die kiirzere
Inkubation von 30 min sollte den Zeitraum charakterisieren, der den deponierten ungelésten
Arzneistoffkristallen auf der nasalen Schleimhaut in den hinteren Bereichen der Nasenhéhle
aufgrund der mukoziliaren Clearance zur Verfigung steht, um in Lésung zu gehen und
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schlieBlich durch die Epithelbarriere in das Nasengewebe zu diffundieren. Der zweite Zeitraum
von 5 h wurde zum einen ausgewahlt, um auch den geldsten Wirkstoffanteil der Kristalle zu
erfassen, die in den vorderen Schleimhautbereichen der nasalen Kavitat deponiert werden und
dadurch nicht von der mukozilidren Clearance erfasst werden. Zum anderen sollte dies
allgemein einen Hinweis darauf geben, ob sich eine langere Inkubationszeit auf die geldste
Wirkstoffmenge im Vergleich zur halbstiindigen Messung auswirkt.

Das nach der Inkubation erfolgte zweifache Zentrifugieren der Suspension mit hoher g-
Zahl gewabhrleistete eine effektive Sedimentation der ungeldsten Glucocorticoidkristalle und
schlieBlich die Méglichkeit aus dem Uberstand eine Probe zur Bestimmung des geldsten
Wirkstoffanteils zu erhalten.

3.3 Ergebnisse

Die ermittelten Konzentrationen der gelésten Glucocorticoide in PBS und KNS unterschieden
sich erwartungsgemaB zwischen den eher hydrophiler einzustufenden TCA und Bud und den
lipophileren FP, MF, FF und BDP zun&chst grundsétzlich betrachtlich. So Ubertrafen die
Konzentrationen von TCA und Bud die lipophileren Substanzen um den Faktor > 100. Der
Unterschied der Konzentrationen an geléstem Glucocorticoid beim Vergleich der untersuchten
Zeitpunkte 30 min und 5 h in dem jeweiligen Lésungsmittel PBS bzw. KNS fiel dagegen sehr
gering aus.

Die héchsten Konzentrationen wurden fiir TCA gemessen, wobei nach 30 min bei TCA
28.3 £ 0.6 pug/mL in PBS und 26.0 + 0.8 yg/mL in KNS ermittelt wurden. Nach 5 h waren die
Konzentrationen im Uberstand mit 28.8 + 0.3 pg/mL in PBS und 28.4 + 0.6 ug/mL in KNS nur
unmerklich gestiegen (siehe Abbildung 12). Ein Einfluss der Léslichkeit durch Proteine im KNS
konnte bei diesem Wirkstoff nicht bemerkt werden. Fir Bud lagen die gemessenen
Konzentrationen nach 30 min mit 18.1 £ 0.4 ug/mL in PBS und 20.3 £ 0.6 pg/mL in KNS, wie
zuvor erwartet, etwas unterhalb der Werte von TCA. Wiederum waren die Konzentrationen im
Uberstand nach 5 h mit 18.4 + 0.4 pg/mL in PBS und 19.9 + 0.9 pg/mL in KNS mit den
halbstliindig erfassten Werten gut vergleichbar und die langere Inkubationszeit fihrte zu keinem
Konzentrationsanstieg (siehe Abbildung 12). Im Gegensatz zu TCA ist jedoch bei Bud ein
geringer Anstieg an geléstem Wirkstoff im Uberstand zu beiden Zeitpunkten durch das KNS im
Vergleich zu PBS feststellbar.
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Abbildung 12: Ergebnisse des gelésten Wirkstoffanteils von TCA (Nasacort®) und Bud (Budes®)
aus handelsiiblichen intranasalen Zubereitungen in PBS-Puffer (PBS) und kiinstlichem
Nasensekret (KNS) nach 30 min und nach 5 h Inkubationszeit [Mittelwert + Standardabweichung;
n=5].

Bei den lipophileren Substanzen wurde die geléste Menge an Glucocorticoid durch das KNS
durchweg erhdht. So wurden fiir FP nach 30 min Inkubation in PBS eine Konzentration von 57 +
4 ng/mL ermittelt, wahrend sich in KNS nach derselben Zeit eine Konzentration von 124 + 4
ng/mL ergab. Nach 5 h kam es sowohl in PBS mit 55 + 4 ng/mL als auch in KNS mit 129 + 5
ng/mL zu einer zur halbstiindigen Messung vergleichbaren Konzentration (siehe Abbildung 13).
Bei MF kam es beim Vergleich der gemessenen Konzentrationen von PBS und KNS zur
gréBten Steigerung an geléstem Glucocorticoid. So war nach 30 min im KNS mit einer
Konzentration von 154 + 4 ng/mL Uber dreimal mehr MF in Losung gegangen als in PBS, wobei
48 + 6 ng/mL an geldstem Wirkstoff in Puffer ermittelt wurden. Nach der flnfstliindigen
Inkubationszeit lag die Konzentration in PBS bei 39 + 3 ng/mL, in KNS bei 168 + 6 ng/mL (siehe
Abbildung 13).

Bei FF kam es, so man die Substanzen FP, MF und FF mit der gréBten
antiinflammatorischen Potenz vergleicht, zu den héchsten Konzentrationen im KNS zu beiden
Messzeitpunkten. So wurde nach 30 min in KNS 190 £ 8 ng/mL, in PBS dagegen 69 £ 2 ng/mL
erfasst. Die Konzentrationen nach der funfstiindigen Inkubation betrugen fir FF 63 + 2 ng/mL in
PBS und 196 + 6 ng/mL in KNS, womit es auch bei FF zu einer etwa dreifachen Steigerung an
geléstem Wirkstoff beim Vergleich der gemessenen Konzentrationen in PBS und KNS
gekommen ist (siehe Abbildung 13). Bei BDP kam es unter allen untersuchten Glucocorticoiden
zu den hdchsten geldsten Konzentrationen im KNS. Der in PBS nach halbstiindiger Inkubation
ermittelten Konzentration mit 105 + 4 ng/mL standen 213 + 4 ng/mL im KNS gegenuber. Nach
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5 h wurden in PBS 107 + 4 ng/mL BDP gemessen, wahrend die Konzentration im KNS 229 + 2
ng/mL betrug. Dies ergab fir BDP eine um den Faktor zwei héhere Konzentration im KNS im
Vergleich zu PBS (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Ergebnisse des gelésten Wirkstoffanteils von FP (FIutide® Nasal), MF (Nasacort®),
FF (Avamys®) und BDP (ratio AIIerg®) aus handelsiblichen intranasalen Zubereitungen in PBS-
Puffer (PBS) und KNS nach 30 min und nach 5 h Inkubationszeit [Mittelwert + Standard-
abweichung; n= 5].

3.4 Diskussion

3.4.1 Einfluss des Nasensekrets auf die Léslichkeit und
Lésungsgeschwindigkeit von intranasalen Glucocorticoiden

Die physikochemischen Eigenschaften der nasal applizierten Glucocorticoide sind
verantwortlich fir ihre Lipophilie und geringe Wasserl@slichkeit. So sind auch von den
untersuchten Wirkstoffen bereits Literaturwerte der Léslichkeiten in Wasser bekannt (siehe 1.3,
Tabelle 1). Diese dienen allgemein als Diskussionsgrundlage fir die pharmakokinetischen
Vorgange der Auflésung und Ldsungsgeschwindigkeit der applizierten Kristalle eines
inhalativen oder intranasalen Glucocorticoids auf der respiratorischen Schleimhaut. Angesichts
des Uberwiegend wassrigen Charakters des Nasensekrets ist diese Herangehensweise
durchaus gerechtfertigt. Dennoch ist der Einfluss der nasalen Proteine, allen voran der
Hauptproteinkomponente Mucin, auf die Loslichkeit und L&sungsgeschwindigkeit gerade bei
den modernen nasalen Glucocorticoiden von interessanter Bedeutung.

Eine langsame Auflésung applizierter Wirkstoffpartikel auf der nasalen Mukosa, wie sie
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bei den lipophileren untersuchten Corticoiden anzunehmen ist, ist zundchst als positive
Eigenschaft zu vermerken, da damit eine verlangerte nasale Kontaktzeit verbunden ist und eine
Depotwirkung der Arzneiform erreicht werden kénnte [133]. So berichten Bonsmann et al. Gber
den Nachweis von Fluticasonpropionat nach nasaler Applikation von 2 x 50 ug Uber einen
Zeitraum von 20 h im Nasensekret. Dabei wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Applikation Patienten mit Hilfe von Wattetupfern eine Probe von Nasensekret enthommen und
analysiert [69]. Dieser Wirkstoffnachweis im Sekret tiber Stunden ist einerseits durch den Anteil
an appliziertem Corticoid zu erklaren, der in dem vorderen Teil der Nasenhdhle deponiert
wurde, und damit in Schleimhautarealen stattgefunden hat, die nicht von der mukozilidren
Clearance betroffen sind [134,135]. Andererseits ist die langsame Aufldsungsgeschwindigkeit
des Wirkstoffs im Mukus zu nennen, die fur FP bereits im Bronchialsekret ermittelt wurde [42],
was neben den Arzneistoffeigenschaften auch der physiologisch bedingten gering vorhandenen
Sekretmenge nasaler wie bronchialer Natur zuzuschreiben ist. AuBerdem ist der mdgliche
Einfluss der bioadhdsiven Eigenschaften der viskositatserhdhenden Hilfsstoffe, wie etwa der
Cellulosederivate auf die mukozilidre Clearance zu nennen. So gibt es gerade fir die
systemische Anwendung Uber die nasale Applikation von Arzneistoffen das Bestreben, die
Kontaktzeit zur nasalen Mukosa zu verlangern.

Harris et al. stellten dabei fest, dass die Zugabe von Methylcellulose zu einer nasalen
Formulierung mit Desmopressin eine Verlangerung der nasalen Clearancerate zur Folge hatte
[66,136]. Eine andere Untersuchung zur topischen Anwendung einer Pulverformulierung mit
Beclomethasondipropionat als Wirkstoff und Hydroxypropylcellulose wies ein Verbleib der
Arzneiform von sechs Stunden auf der nasalen Mukosa nach und fuhrte dies auf die
bioadhasiven Eigenschaften des Cellulosederivates zuriick [122]. So kann auch bei den
untersuchten Glucocorticoidpraparaten ein Einfluss der nasalen Kontaktzeit der Formulierung
von den bioadhasiven und die Viskositat beeinflussenden Eigenschaften angenommen werden.

Der Prozess der Auflésung stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar, der bei
der Absorption nasal applizierter Suspensionen in das Zielgewebe beachtet werden muss. Die
Lésungsgeschwindigkeit ist dabei mafBgeblich von der Oberflache des Feststoffes, der Dicke
der Diffusionsschicht und dem Transport durch diese Schicht sowie der Sattigungsldslichkeit
der Substanz abhangig. Die der Lésungsgeschwindigkeit zugrundeliegende GesetzmaBigkeit ist
die von Nernst und Brunner abgeleitete Beziehung, die sich aus der Noyes-Whitney Gleichung
in Verbindung mit dem 1. Fickschen Diffusionsgesetz ergibt [89]:
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dc/dt Lésungsgeschwindigkeit

D Diffusionskoeffizient des Arzneistoffs in der Diffusionsschicht

A Oberflache des Feststoffs

h Dicke der Diffusionsschicht

V Volumen der Lésung

Cs Léslichkeit (Sattigungskonzentration des Stoffes im Losungsmittel)
Ct Konzentration des Arzneistoffs zur Zeit t

Die  Ldésungsgeschwindigkeit ist somit zur Oberfliche des Feststoffs, zum
Diffusionskoeffizienten sowie zum Konzentrationsgefalle in der Diffusionschicht direkt
proportional. Der Konzentrationsgradient (cs-c;), als die Differenz zwischen der Konzentration
einer gesattigten Ldésung und der tatsdchlichen Konzentration im Ldsungsmittel, nimmt fir
schwerldsliche Arzneistoffe allerdings einen so geringen Zahlenwert an, dass die benetzbare
Oberflache der Partikel die eigentlich maBgebliche EinflussgrdBe wird.

So ist beim Auflésungsprozess von Suspensionen schwerldslicher Glucocorticoide mit
einem bestimmten Partikelspektrum anzunehmen, dass zundchst die kleineren Kristalle
(<1 um) verstarkt, aufgrund des gréBeren Ldsungsdrucks in Lésung gehen (siehe Ostwald-
Freundlich Gleichung, 1.4.3). Elektronenmikroskopische Aufnahmen aus eigenen
Experimenten (siehe 3.6, Experimenteller Teil C), in denen Fluticasonpropionatkristalle in einer
Mucindispersion fir unterschiedliche ZeitrAume inkubiert wurden, lassen dabei diesen Vorgang
erahnen. Das beobachtete PartikelgroBenspekirum lasst vermuten, dass sich Uber einen
entsprechenden Inkubationszeitraum kleinere Kristalle bevorzugt auflésen und es zur
Verkleinerung der Oberflache der Partikel durch Abrundung kommt. Die Auflésung gréBerer
Kristalle findet in geringerem AusmaB und zeitlich verzdgert statt (siehe Abbildung 14). So
gewahrleisten die unterschiedlichen Partikelgr6Ben in Form der kleinen Kristalle eine schnellere
Auflésung und damit die Mdoglichkeit einer friihzeitigen Diffusion der gel6sten Molekile,
wéahrend gerade die gréBeren Kristalle auf der Mukosaoberflache ein Wirkstoffdepot bilden,
welches durch einen langsameren Freisetzungsprozess aus der Arzneiform zusatzlich auch
eine zeitlich nachgelagerte Wirkstoffabsorption in die Zielareale der nasalen Schleimhaut
ermdglicht.
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Beschleunigungsspannung |Arbeitsabstand|VergroRerung Beschleunigungsspannung |Arbeitsabstand |VergroRerung |Praparat
13000 x —2 ym—— 15 kV 6 20000 x FluNas | ——1 ym——

Abbildung 14: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Fluticasonpropionatkristallen aus
Flutide® Nasetten nach 5 min Inkubation (links) bzw. nach 16 h Inkubation (rechts) in einer

Mucindispersion.

SchlieBlich ist jedoch zu vermerken, dass in weiten Bereichen der Schleimhaut, in denen
Glucocorticoidkristalle nach nasaler Applikation deponiert werden, die mukozilidre Clearance fiir
eine relativ schnelle Entfernung von Partikeln sorgt. Dies fiihrt gerade bei Wirkstoffen mit
geringer Léslichkeit und langsamer Auflésungsgeschwindigkeit zum schnellen Abtransport des
ungeldsten Wirkstoffanteils in den Rachenraum.

Die Beurteilung des Einflusses der im Nasensekret vorhandenen Proteine wie Mucin auf
die Loslichkeit und Auflésungskinetik von Corticoiden und damit auf die beschriebenen
physiologischen Vorgénge wurde durch das Experiment angestoBen. Es wurde zum ersten Mal
eine Methode entwickelt, die es erlaubt, eine Aussage Uber den Einfluss von Proteinen eines
selbst entwickelten klnstlichen Nasensekrets (KNS) auf die Auflésung von Kristallen
handelsiblicher intranasaler Glucocorticoid-Suspensionen zu machen. Die Zusammensetzung
des Nasensekrets lasst den Schluss nahe, dass durch eine Bindung von Wirkstoffmolekdilen an
die Hauptproteinkomponente Mucin das AusmaB an geldster Substanz beeinflusst werden
kann. Damit wurde die Betrachtungsweise bezlglich der Aspekte bei der Auflésung von
nasalen Glucocorticoiden Uber die rein wassrigen Bedingungen hinaus erweitert, hin zu einer
physiologisch naheliegenden Situation, wie sie durch das KNS simuliert wird.

So wurde bei den untersuchten Substanzen festgestellt, dass gerade bei
Glucocorticoiden mit geringer Wasserldslichkeit Proteine wie Mucin, welches im Nasensekret
vorhanden war, zu einer deutlichen Steigerung an geléstem Wirkstoff gefliihrt haben. Tragt man
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die Steigerung an geldstem Wirkstoff in KNS im Vergleich zu PBS-Puffer gegen die Lipophilie
der Substanzen, die in Form des log P-Wertes ausgedriickt werden kann (siehe 1.4.1, Tabelle
2), auf, so erhalt man fir die Substanzen TCA, Bud, FP, MF und FF einen linearen

Zusammenhang (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Korrelation zwischen der x-fachen Steigerung an geléstem Glucocorticoid in KNS
im Vergleich zu PBS nach 30 min von Triamcinolonacetonid (TCA), Budesonid (Bud),
Fluticasonpropionat (FP), Fluticasonfuroat (FF), Mometasonfuroat (MF) und Beclomethason-17,21-
dipropionat (BDP) und ihren berechneten log P-Werten (nach ACD/Labs Software, siehe 1.5
Experimenteller Teil C). Das BestimmtheitsmaB R?=0.9303 wurde fiir den Zusammenhang
zwischen TCA, Bud, FP, MF und FF (ohne BDP) ermittelt.

Der Trend mit zunehmendem log P-Wert, auch eine vielfache Steigerung an geléstem
Glucocorticoid in KNS im Vergleich zu PBS-Puffer zu zeigen, setzt sich bei BDP zwar nicht
linear fort, dennoch liegt die ermittelte halbstiindige Steigerung an geldstem Wirkstoffanteil des
BDP in einem &hnlichen Bereich wie FP. So ist die Abweichung des BDP von dem
beobachteten Zusammenhang zwischen der Steigerung an geléstem Glucocorticoid und dem
log P-Wert der anderen untersuchten Glucocorticoide méglicherweise einmal mehr mit dessen
Diesterstruktur und somit von FP, MF und FF verschiedenen Strukturmerkmalen zu erkléren,
die fUr die Lipophilie und auch fir die Bindung von Corticoidmolekilen an Mucin verantwortlich
gemacht werden kénnen. So wird BDP im Gegensatz zu den anderen genannten Wirkstoffen
als Prodrug appliziert und erst im Zielgewebe durch Esterasen in Beclomethason-17-propionat,

als aktiver Metabolit umgewandelt.
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Somit bleibt festzuhalten, dass der Proteinanteil im Mukus einen Einfluss auf die
Léslichkeit und Lésungsgeschwindigkeit von nasal applizierten Glucocorticoiden besitzt. Eine
alleinige Betrachtung der Wasserldslichkeit der Substanzen wird dem physiologischen
Lésungsvorgang lipophiler Corticoide auf der Nasenschleimhaut offensichtlich nicht gerecht. Die
verbesserte Loéslichkeit nasal applizierter schwerléslicher Glucocorticoide wie MF und FF im
Nasensekret, durch eine Bindung der Molekile an Mukus-Proteine ist eine Erklarung fir deren
ausreichende Penetration in die nasale Schleimhaut und dem Erreichen des entziindeten
Zielgewebes trotz einer geringen Wasserléslichkeit und der mukoziliaren Clearance.

3.4.2 Uberlegungen zu den molekularen Vorgangen der Mucin-
Glucocorticoid-Wechselwirkung

Mukus ist charakterisiert als ein schwaches dreidimensionales Netzwerk, welches aufgrund
seiner physikalischen Verknlpfungen, quervernetzenden Disulfidbriicken und sekundéaren
chemischen, ionischen Bindungen ensteht. Als Hauptproteinkomponente besteht er aus
linearen, hydratisierten Mucinmolekiilen, die dem Konstrukt die nétige Flexibilitdt verleihen
[116,117]. Die isotone Mukusschicht ist durch seine Pufferfunktion mit einem leicht sauren pH-
Wert von ca. 6.5 gekennzeichnet [5,137]. Eigenschaften wie freie OH-Gruppen,
Oligosaccharidseitenketten, negativ geladene Gruppen, die stark hydratisierte Gel-Matrix und
die linearen, flexiblen und zufallsvernetzten Glykoproteine mit einem mittleren Molekulargewicht
> 200 kDa fuhren zu der Fahigkeit, unspezifische Sekundarbindungen einzugehen
[116,117,121]. Diese Charakteristika zeigen auf, dass im Mucin hydrophobe Bereiche
entstehen, die eine Interaktion mit lipophilen Arzneistoffen wahrscheinlich machen [119].

So wurde versucht, durch den Einsatz von lyophilisiertem Mucin bei der Entwicklung des
kinstlichen Nasensekrets diesem eine dem nativen Mukus ahnliche Zustandsform zu geben.
Allerdings muss angenommen werden, dass durch die flir die Zentrifugationsvorgange
unumgéngliche Aufarbeitung der Mucindispersion, gerade bezlglich der Molekularmasse der
vorliegenden Glykoproteine, lediglich eine Naherung an die physiologischen Verhéltnisse
gelungen sein konnte. Es ist bekannt, dass rekonstituiertes, Iyophilisiertes Mucin, wie es bei
den Versuchen verwendet wurde, Untereinheiten von nativem Mucin beinhalten, welche durch
den Lyophilisationsvorgang und enzymatischen Abbau zustande kommen. Bhat et al.
untersuchten durch Zentrifugation aufgereinigtes rekonstituiertes gastrales Mucin und fanden
dabei eine hochmolekulare Fraktion (~ 4 x 10° Da) sowie zwei niedermolekulare Fraktionen mit
Molmassen von 1800 Da und 4000 Da in hdheren Konzentrationen [138]. Die Aufarbeitung der
Mucindispersion, wie sie bei der Aufreinigung mit Hilfe der Zentrifugation in den eigenen
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Experimenten stattgefunden hat, lasst ebenso auf einen hohen Anteil an niedermolekularen
Glykoproteinfraktionen schlieBen.

Die Fahigkeit von Mucin, unspezifische Bindungen mit Arzneistoffmolekllen einzugehen,
wurde in verschiedenen Veréffentlichungen erwahnt. So wurde von Komiya et al. postuliert,
dass es zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen Ergotalkaloiden und Mukus im Darm
von Ratten kommt [139]. Wesentlich interessanter in diesem Zusammenhang sind
Untersuchungen zur Diffusion von Arzneistoffen in Mukus. So fanden Matthes et al. heraus,
dass die Diffusion von neutralen Arzneistoffen in Intestinalmukus und ihre Lipophilie eine
signifikante inverse Korrelation aufzeigten [140,141]. Hierbei wurden u.a. auch die
Gilucocorticoide Hydrocortison, Dexamethason und Triamconolonacetonid untersucht. Die
Autoren machten hydrophobe Wechselwirkungen der Arzneistoffe mit dem nicht glykosilierten
Teil des Mucins bzw. die Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen mit den
Hydroxylgruppen der Glykoproteine fiir das Faktum verantwortlich, dass es zu einer nicht-
spezifischen Bindung mit den Substanzen gekommen war. Die geschilderten Untersuchungen
wurden dabei meist herangezogen, um die Glykoprotein-Arzneistoffwechselwirkung als eine
mégliche Ursache fir eine limitierte Diffusionsgeschwindigkeit gerade lipophiler Substanzen
durch den Mukus und eine damit verbundene verlangsamte bzw. verringerte Absorption in das
Darmepithel zu erklaren.

So liegt es nahe, die erhdhte Léslichkeit und Lésungsgeschwindigkeit der lipophilen
nasalen Glucocorticoide im Nasensekret durch Mukusproteine, wie sie in den eigenen
Untersuchungen festgestellt wurden, mit der Féhigkeit der Wirkstoffmolekdile sich in hydrophobe
Mucinbereiche einzulagern, zu begrinden. Durch die erhéhte Bereitschaft mit den
Glykoproteinen eine unspezifische Bindung einzugehen, diffundieren die gelésten Molekile
schneller und in gréBerem Ausmaf von der Oberflache der deponierten Arzneistoffkristalle weg,
was somit im Auflésungsprozess zu einem steileren Konzentrationsgradienten flhrt.

SchlieBlich stellt sich die Frage, ob eine erhéhte Bindung der nasalen Glucocorticoide an
Mukusproteine durch eine verminderte Diffusionsgeschwindigkeit im Nasensekret einen Einfluss
auf die nasale Absorption der Substanzen besitzt, dhnlich wie es flr lipophile Wirkstoffe im
Gastrointestinaltrakt beschrieben wurde. So ist die Zusammensetzung des Mukus zwar in
seinen Hauptbestandteilen auf allen menschlichen Schleimh&uten identisch [119], allerdings
unterscheidet sich die Dicke der Mukusschicht von Organ zu Organ betrachtlich. Ist der
Mukuslayer im menschlichen Magen mit 200-550 ym und im Darm mit 50-450 ym, so ist die
nasale Schichtdicke des Mukus mit 5-10 ym demgegentiber als sehr diinn einzuordnen [5,119].
Dieser geringe Diffusionsweg in der respiratorischen Schleimhaut fiir einmal geldste nasal

applizierte Glucocorticoide macht einen Einfluss der unspezifischen Bindung an Mukusproteine
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als Diffusionsbarriere unwahrscheinlich. Ebenso kann vermutet werden, dass die Zilienschlage,
wie sie durch die Flimmerharchen der nasalen Mukosa zustande kommen, die Diffusion
geldster Glucocorticoidmolekdile férdert.

Somit ist anzunehmen, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zur Absorption in
das Zielgewebe bei der Applikation lipophiler, intranasaler Glucocorticoid-Suspensionen der
Auflésungsprozess der sich auf der Schleimhaut befindlichen Kristalle ist. Dabei wird die
Léslichkeit und die Lésungsgeschwindigkeit, vor allem der lipophileren Substanzen, durch die
hydrophobe Wechselwirkung der Molekile mit Bereichen der Glykoproteinfraktion des nasalen
Mukus positiv beeinflusst. Einmal gel6ste Molekile kénnen schlieBlich durch die geringe
Diffusionsbarriere und die hohen Permeabilitiskoeffizienten der Substanzen schnell das

entziindete Zielgewebe erreichen.

84



B Allgemeiner Teil

4 Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an
humanes Nasengewebe

Die nasale Anwendung von Glucocorticoiden mit dem primaren Ziel der Behandlung einer
lokalen Entziindungsreaktion, die durch eine allergisch bedingte Grunderkrankung
hervorgerufen wird, hat den Vorteil der Erzeugung hoher Arzneistoffkonzentrationen am
Applikationsort und damit auch im Zielgewebe. So kommt es durch die galenische Entwicklung
der wassrigen Glucocorticoid-Suspensionen und durch die physikochemischen Eigenschaften
der Wirkstoffe zunachst zu einem Wirkstoffdepot auf der nasalen Mukosa. Lediglich der geldste
Wirkstoff ist allerdings in der Lage, von der Oberflache der nasalen Mukosa in epitheliale und
subepitheliale Gewebebereiche der respiratorischen Schleimhaut zu diffundieren. Die
respiratorische Schleimhaut, welche die Nasenhaupthdhle auskleidet, weist eine Dicke von 0.3-
5 mm auf [5] und erstreckt sich auf einer Flache von 120-150 cm?® [2,3,142]. Bei der
Geschwindigkeit, die nasale Epithelbarriere zu Uberwinden, ist die Lipophilie im Vergleich
mehrerer Substanzen ein entscheidender Parameter. Lin et al. ermittelten einen linearen
Zusammenhang zwischen der Lipophilie in Form des Octanol/Wasser Verteilungskoeffizienten
und dem Permeabilitdtskoeffizienten verschiedener antiallergischer Wirkstoffe an menschlichen
nasalen Epithelzellen [143]. Die Diffusion der Glucocorticoide von dem mehrreihigen
Flimmerepithel in tiefere Schleimhautbereiche wie die angrenzende Basalmembran und die
darunterliegende Lamina propria mit ihren Bindegewebszellen sorgt fir eine ausreichende
Verteilung der Wirkstoffe auch in tieferliegende Gewebeschichten.

Die Penetration von topisch applizieten Corticosteroiden durch menschliches
Nasengewebe sorgt fir eine hohe lokale Konzentration mit dem Effekt, die eigentliche
Zielstruktur, den intrazellularen, cytosolischen Glucocorticoidrezeptor schnell zu erreichen.
Vergleicht man die Gewebekonzentration von Fluticasonpropionat in der Lunge nach inhalativer
Gabe von 1000 pg, welche in einer Studie von McDowall et al. mit 15-22 ng/g in zentralen
Lungensegmenten ermittelt wurde, mit der Gewebekonzentration desselben Wirkstoffs einer
nasalen Dosis von 100 pg pro Nasenloch, die bei Bonsmann et al. einen Wert von 100-200 ng/g
ergab, so zeigt sich die aufgrund der wesentlich kleineren Mukosaoberflache des Zielorgans
Nase als relativ hoch einzustufende Dosis [144]. Es ist also davon auszugehen, dass bei der
Applikation der Ublichen Dosierungen die Gewebekonzentration in der Nase im Vergleich zur
Lunge als wesentlich hoéher einzuschatzen ist. AuBerdem kamen Miller-Larsson zu dem
Schluss, dass es bereits in der Lunge bei klinisch relevanten Dosierungen von Glucocorticoiden
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zu einer Sattigung der Glucocorticoidrezeptoren kommt [145,146]. Dies fihrt dazu, da man in
Bereichen der respiratorischen Gewebe von ahnlichen Rezeptorzahlen ausgehen kann, dass
eine Sattigung der Glucocorticoidrezeptoren in den Zielzellen nach nasaler Applikation einer
Ublichen Glucocorticoiderhaltungsdosis nicht ausgeschlossen werden kann und die Frage
aufgeworfen werden muss, was mit dem anderen absorbierten Wirkstoffanteil im Gewebe
passiert, welcher nicht mit den geséattigten Glucocorticoidrezeptoren spezifisch und hochaffin
wechselwirken kann.

Gerade die Tatsache, dass die meisten Glucocorticoide zur nasalen Anwendung
lediglich einmal téaglich appliziert werden miissen, um eine ausreichende Symptomkontrolle zu
erreichen, fihrt zu der Annahme, dass deren klinische Effizienz und Wirkungsdauer auch von
dem AusmaB der unspezifischen Bindung der Substanzen an Zellstrukturen herriihrt [147].
Durch eine verlangerte Présenz von Corticoidmolekllen im Nasengewebe bildet sich ein
Wirkstoffdepot in den Zielarealen, womit ein verbessertes Erreichen des Glucocorticoid-
rezeptors auch zu einem spateren Zeitpunkt nach Applikation gewahrleistet werden kann [25].

Das AusmafB der Gewebebindung nasal applizierter Glucocorticoide muss allerdings
auch im Zusammenhang mit der Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten unerwiinschter Wirkungen
betrachtet werden. So ist eine hohe Bindung an das Nasengewebe fir eine langsame
Umverteilung in die systemische Zirkulation erwlnscht, womit eine geringe
Plasmakonzentration verbunden ist und die Wahrscheinlichkeit fir unerwiinschte Wirkungen
verringert wird [23]. Die Umverteilung der Wirkstoffe in das Blutkompartiment ist demnach auch
abhangig von der Durchblutung der nasalen Schleimhaut und den tieferliegenden
Gewebeschichten. Die Vaskularisierung der respiratorischen Schleimhaut ist subepithelial in
Form eines Kapillarnetzes ausgebildet und in den mittleren und tieferen Schleimhautschichten
vor allem durch KapazitatsgefaBe gepragt [5]. Wahrend die KapillargefaBe den mukosalen
Blutfluss regulieren, sowie neben der Versorgung der Schleimhaut mit N&hrstoffen und
Sauerstoff auch fir den Austritt von Plasma verantwortlich sind, sind die KapazitatsgefaBe
bezlglich der Durchblutung stark variabel und fiir die Regulation des Volumens der
Nasenhaupthéhle und den nasalen Zyklus durch An- und Abschwellen der Schleimhaut wichtig.

4.1 Fragestellung

Die physikochemischen Merkmale der nasalen Glucocorticoide sind mitbestimmend fiir ihre
pharmakokinetischen Eigenschaften. So spielt die Lipophilie der Substanzen, neben dem
bereits erwahnten Einfluss der Permeabilitat durch die Epithelbarriere und die Schichten der
Schleimhaut, auch eine entscheidende Rolle bei der unspezifischen Bindung an
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respiratorisches Gewebe. So wurden eine Reihe von Untersuchungen zur Bindung von
Glucocorticoiden an humanes Lungengewebe durchgefiihrt, die einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen der Gewebebindung der Wirkstoffe und ihrer Lipophilie hergestellt
haben [148,149]. Diese Korrelation ist neben dem Lungengewebe auch bei Haut- und
Nasengewebe festgestellt worden [150]. Neben der Lipophilie als Ursache firr eine langere
Verweildauer in respiratorischem Gewebe wird eine reversible Bindung von verschiedenen
Wirkstoffen wie Budesonid an Fettsduren Uber eine Esterverknlipfung postuliert [147].

Der Nachweis von intranasalen Glucocorticoiden im Nasengewebe von Patienten in
Form einer Biopsieentnahme nach nasaler Applikation wassriger Suspensionen ist bislang nur
in wenigen Studien vorgenommen worden [69,147]. Dabei wurden meist nur wenige Wirkstoffe
miteinander verglichen oder lediglich Einzeluntersuchungen zu Glucocorticoiden verdffentlicht.
Dies erschwert einen direkten Vergleich mehrerer unterschiedlicher Wirkstoffe bezuglich ihrer
Gewebebindung anhand von in vivo Studien.

Und auch zur in vitro Bindung an humanes nasales Gewebe von Glucocorticoiden der
neueren Generation, im Vergleich zu in der Therapie bereits bewahrten Wirkstoffen, sind
wenige Untersuchungen vorhanden. So sollte ein Vergleich des Gewebebindungsverhaltens
der Substanzen Budesonid und Triamcinolonacetonid, bekannt als weniger lipophile
Substanzen, und den lipophileren Fluticasonpropionat, Mometasonfuroat und Fluticasonfuroat
durchgefuhrt werden. Mit Hilfe von in vitro Untersuchungen sollte die Bindung der
Glucocorticoide an humanes nasales Gewebe untersucht werden. Zusatzlich sollte die
Freisetzung der Wirkstoffe aus der Gewebebindung in Humanplasma ermittelt werden, um die
Umverteilung in das Blutkompartiment zu simulieren.

4.2 Prinzip der Bestimmung

Zur Bestimmung der Bindung an Nasengewebe wurde fein geschnittenes humanes nasales
Gewebe aus einem Pool mit glucocorticoidhaltigem Krebs-Ringer-HEPES-Puffer bei 37 °C
inkubiert (siehe 4.3 Experimenteller Teil C). Nach einstlindiger Inkubationszeit war die maximale
Bindung an das Gewebe erreicht, sodass dem Puffer Proben entnommen wurden.

Das mit dem jeweiligen Glucocorticoid gesattigte Gewebe wurde nun nach einem
Waschvorgang in auf 37 °C vortemperiertes Humanplasma Uberfihrt und gleichmaBig
geschiittelt (siehe 4.4 Experimenteller Teil C). Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden der
Gewebesuspension Plasmaproben entnommen, um die Freisetzung aus der Gewebebindung in
das Blutkompartiment zu bestimmen. Das entsprechende Volumen an enthommenem Plasma

wurde nach jeder Probennahme ersetzt.
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4.3 Ergebnisse

Die Bindung der nasal angewandten Glucocorticoide unterschied sich zwischen den
lipophileren Substanzen FF, FP und MF auf der einen Seite und den hydrophileren Wirkstoffen
Bud und TCA auf der anderen Seite betrachtlich. Die Inkubation von humanem Nasengewebe
in einer Glucocorticoid enthaltenden Pufferldsung bei 37 °C Gber 1 h stellt die maximale
Sattigung des Gewebes mit Wirkstoff dar. So betrug die Bindung von Fluticasonfuroat an
humanes Nasengewebe 3.54 + 0.13 ng/mg Gewebe und stellte somit die héchste gemessene
Gewebekonzentration dar. Die Adsorption von MF an das Gewebe war mit 2.96 + 0.12 ng/mg
etwas geringer als fir FF. Die Gewebekonzentration des FP vor der Inkubation in
Humanplasma wurde mit 2.83 + 0.23 ng/mg in einer vergleichbaren GréBenordnung wie fir MF
ermittelt und erreichte somit ebenfalls nicht die maximale Gewebekonzentration des FF. Im
Gegensatz zu den eben erwéahnten lipophileren Glucocorticoiden wurden fir Bud mit 1.01 *
0.27 ng/mg und for TCA mit 060 + 0.15 ng/mg erwartungsgemaB geringere
Gewebekonzentrationen nach dem Adsorptionsexperiment gemessen (siehe Abbildung 16).

Die Uberfihrung des gesattigten Gewebes in auf 37 °C temperiertes Humanplasma
stellte die Méglichkeit dar, die Desorption der Wirkstoffe von den Gewebestrukturen in das fir
die Umverteilung physiologisch relevante Blutkompartiment zu simulieren. So konnten nach
halbstlindiger Plasmainkubation fiir FF mit 1.52 + 0.33 ng/mg die héchste Gewebekonzentration
ermittelt werden. Fir FP wurden 1.34 + 0.13 ng/mg und fir MF 0.98 + 0.15 ng/mg zu diesem
Zeitpunkt gemessen. Die hydrophileren Substanzen folgten den Vorgenannten fiir Bud mit 0.48
+ 0.24 ng/mg und fir TCA mit 0.34 = 0.15 ng/mg (siehe Abbildung 16).

Nach 60 min Inkubationszeit in Humanplasma wurden fiir FP mit 1.01 £ 0.08 ng/mg und
FF mit 0.95 + 0.22 ng/mg &hnlich hohe Konzentrationen im Gewebe ermittelt. MF dagegen
zeigte mit 0.65 £ 0.05 ng/mg, Bud mit 0.39 £ 0.23 ng/mg und TCA mit 0.33 = 0.15 ng/mg
geringere Gewebekonzentrationen auf (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der Bindung von Fluticasonfuroat (FF), Fluticasonpropionat (FP),
Mometasonfuroat (MF), Budesonid (Bud) und Triamcinolonacetonid (TCA) an humanes
Nasengewebe. Die jeweils linke Saule stellt die Gewebekonzentration des mit Wirkstoff
gesittigten Gewebes nach einstiindiger Inkubation in wirkstoffhaltiger Pufferlosung vor der
Inkubation in Humanplasma dar. Die jeweils mittlere und rechte Saule zeigt die
Gewebekonzentration nach 30- und 60-minitiger Inkubation des gesiattigten Gewebes in
Humanplasma bei 37 °C. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung von vier
Experimenten fiir FF, FP und MF bzw. von drei Experimenten fiir Bud und TCA.

Eine weitere Moglichkeit, die Ergebnisse der Gewebebindung darzustellen und die
Unterschiede der untersuchten Glucocorticoide aufzuzeigen, ist die Flache unter der
Gewebekonzentrations-Zeit-Kurve als Integral (AUC) zu berechnen. So ergab die AUC Uber
eine Stunde nach der Inkubation in Humanplasma fir FF mit 104.8 + 13.5 ng/mg ¢ min den
gréBten Wert. Darauf folgten FP mit 90.7 £ 8.6 ng/mg ¢ min und MF mit 73.6 + 4.9 ng/mg * min
als weitere Vertreter der lipophileren und hochpotenten nasalen Corticosteroide. Die
hydrophileren Substanzen Bud mit 32.5 £ 14.4 ng/mg « min und TCA mit 22.0 + 8.4 ng/mg * min
zeigten auch hier, wie erwartet, deutlich geringere Flachen unter den Gewebekonzentrations-
Zeit-Kurven Uber die untersuchte Stunde der Desorption in Humanplasma (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Vergleich der Flache unter der Gewebe-Konzentrations-Zeit-Kurve liber eine Stunde
fiir Fluticasonfuroat (FF), Fluticasonpropionat (FP), Mometasonfuroat (MF), Budesonid (Bud) und
Triamcinolonacetonid (TCA). Die Saulen stellen die Mittelwerte und die Standardabweichung von
vier Experimenten fiir FF, FP und MF bzw. von drei Experimenten fiir Bud und TCA dar.

4.4 Diskussion

441 Gewebebindung im Zusammenhang mit physikochemischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften der Glucocorticoide

Das Ziel einer Therapie mit intranasalen Glucocorticoiden ist, im entzliindeten Zielgewebe eine
hohe Wirkstoffkonzentration zu erreichen. Dies kann durch eine topische Applikation der
Wirkstoffformulierung gewéhrleistet werden. Es kommt somit zu einer hohen Effektivitat der
eingesetzten Dosis, da im Verhaltnis zu einer systemischen Therapie lokal mit wesentlich
weniger Wirkstoff therapiert werden muss. Fir das Erreichen des intrazellularen
Glucocorticoidrezeptors als Zielstruktur sind auf Seiten des Wirkstoffs eine Reihe von
Eigenschaften bedeutsam. So sind die Léslichkeit der Substanzen in der Arzneiform und die
Auflésungsgeschwindigkeit der Kristalle im Nasensekret zundchst wichtig, um gelésten
Arzneistoff auf der Mukosa fir die Absorption bereitzustellen. Daneben sind die Permeabilitat
der gelésten Substanz durch die Epithelbarriere sowie die Retention im Zielgewebe zu nennen.

Wichtig fiir das pharmakokinetische Verhalten der unterschiedlichen Glucocorticoide in diesem
Zusammenhang ist die physikochemische Eigenschaft der Lipophilie der einzelnen Substanzen.

Es ist bekannt, dass die Lipophilie der nasalen Glucocorticoide als eine bedeutende
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Eigenschaft der Substanzen anzusehen ist, die sowohl fiir die Bindung an den cytosolischen
Glucocorticoidrezeptor relevant ist, welche experimentell durch die relative Rezeptoraffinitat der
jeweiligen Substanzen ermittelt werden kann wie auch flr die unspezifische Bindung der
Arzneistoffe an Gewebestrukturen [151]. So konnte eine hohe Korrelation zwischen der in den
eigenen Versuchen ermittelten Bindung der Substanzen an Nasengewebe und den bereits
literaturbekannten jeweiligen relativen Rezeptoraffinitdten hergestellt werden, die sich in Form
eines Korrelationskoeffizienten von 0.971 ausdriickt [148,152,153] (siehe Abbildung 18). Dieser
Zusammenhang zeigt zum einen, dass der experimentelle Versuchsaufbau in Form der
durchgefihrten in vitro Untersuchung eine gute Mdglichkeit darstellt, die Unterschiede zwischen
den Substanzen aufzuzeigen und eine Voraussage flr die in vivo Verhaltnisse zuzulassen, zum
anderen untermauert er die Plausibilitdt der Ergebnisse in Verbindung mit bereits bekannten

Erkenntnissen.
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Abbildung 18: Korrelation zwischen der ermittelten Bindung der Substanzen an humanes
Nasengewebe und der relativen Affinitit des jeweiligen Glucocorticoids zum humanen
Glucocorticoidrezeptor [148,153-155]. Der Korrelationskoeffizient wurde mit r= 0.971 bestimmt.
Prifung des Korrelationskoeffizienten r auf Signifikanz ergab p < 0.01 (Zweiseitiger Test, n= 5)
[156].
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So haben bereits Esmailpour et al. Untersuchungen zur in vitro Gewebebindung nasaler
Glucocorticoide vorgenommen. Neben Flunisolid und Beclomethason-17-propionat wurden
dabei auch Bud und FP, die neben TCA, MF und FF auch in den selbst durchgefihrten
Experimenten verglichen wurden, untersucht. Wenn auch in den eigenen Untersuchungen nach
einer Stunde Freisetzung im Vergleich zu den Ergebnissen von Esmailpour et al. insgesamt
weniger Arzneistoff im Gewebe zurlickgeblieben ist, so ist dennoch beiden Studien gemein,
dass schlieBlich mehr als zweimal so hohe Gewebekonzentrationen von FP im Vergleich zu
Bud am Ende vorlagen [151].

AuBerdem wurde von Salter et al. das Retentionsverhalten verschiedener nasaler
Glucocorticoide an einen Monolayer einer humanen Lungenepithelzelllinie untersucht. So kam
es dabei zur starksten Assoziation an die Zellen von FF, gefolgt von MF und FP. Bud zeigte
hingegen im Vergleich der vier Arzneistoffe die geringste Bindung an den Zellmonolayer. Die
Bestimmung des Fluxes der Substanzen aus dem Monolayer bestdtigte das Verhalten der
Substanzen. Hierbei kam es bei Budesonid zur gréBten Flussrate in das Zellkulturmedium. Es
folgten FP, MF und FF mit jeweils geringerem Flux aus dem Monolayer in das umgebende
Medium [157].

Grundséatzlich ist der deutliche Unterschied in der Gewebebindung zwischen den
weniger lipophilen Substanzen Bud und TCA sowie den lipophileren Substanzen FP, MF und
FF in den Experimenten zu benennen. FF zeigte dabei als sehr lipophile Substanz die gréBte
maximale Bindung an humanes Nasengewebe in vitro. Fasst man die Gewebekonzentrationen
vor der Inkubation in Humanplasma sowie die Daten zur Freisetzung der gewebegebundenen
Wirkstoffe in Humanplasma in Form der AUC Uber eine Stunde zusammen, so kann folgende
Klassifizierung zur Bindung an humanes nasales Gewebe vorgenommen werden: FF > FP >
MF > Bud > TCA.

Das Verteilungsvolumen im steady state (Vgss) reflektiert als pharmakokinetischer
Parameter die Verteilung zwischen dem Blutkompartiment und dem Gewebe, nach einer
intravendsen Gabe eines Arzneistoffs, nach Einstellung des Verteilungsgleichgewichts. Die
Verteilungsvolumina der untersuchten Wirkstoffe kénnen deshalb einen Hinweis auf ihre
unspezifische Gewebebindung geben. So sind bei den weniger lipophilen Substanzen fir TCA
ein Vg von 1.4 I/kg [158], sowie fir Bud ein Vg von 2.6 I/kg [159] literaturbekannt. Die
lipophileren FP (Vgyss= 4.5 I/kg [160]), MF (Vgss= 4.3 I/kg [161]) und FF (Vgss= 5.2 [162] bzw. Vyss=
9.2 [106]) zeigen im Vergleich zu den vorgenannten Bud und TCA deutlich hdhere
Verteilungsvolumina, was plausibel einhergeht mit den in den eigenen Versuchen ermittelten
héheren Gewebeaffinitaten.
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4.4.2 Bedeutung der Gewebebindung

Die Bindung an das Gewebe stellt fir den Wirkstoff zu einem spateren Zeitpunkt nach
Applikation eine Mdglichkeit dar, von den unspezifischen Bindungsstellen im Gewebeverbund
zu der spezifischen Bindungstelle, dem Glucocorticoidrezeptor, zu diffundieren und somit durch
das je nach Gewebeaffinitat erreichte Depot, eine erneute Rezeptorbesetzung zu erméglichen.

Betrachtet man die Ergebnisse einer in vivo Studie, bei der sich nach intranasaler
Applikation einer wassrigen Wirkstoffsuspension von 2 x 50 ug Fluticasonpropionat die
Gewebekonzentration von zunachst 100-200 ng/g im Verlauf Gber 24 h auf schlieBlich 13-18
ng/g verringerte, so erkennt man die lange Nachweisbarkeit von Wirkstoff im Zielgewebe [69].
Dies ist neben der hohen Gewebebindung auch dem auf der nasalen Mukosa befindlichen
ungeldsten Wirkstoffanteil zuzuschreiben, der eine langsame Freisetzung des Arzneistoffs aus
der Arzneiform ermdglicht. Hierbei ist zu bemerken, dass vermutlich lediglich die vorderen
Bereiche der Nasenhdéhle, die nicht von der mukozilidren Clearance betroffen sind, als Depot fiir
den auf der Mukosa deponierten Wirkstoff dienen kénnen. Die Untersuchung zeigte auBerdem,
dass zwar wenige Stunden nach der Applikation hohe Gewebekonzentrationen vorliegen, aber
im weiteren Verlauf die im Zielgewebe befindliche Menge an Wirkstoff, wie erwartet, deutlich
abnahm. So ist gerade viele Stunden nach Applikation, wenn also die Gewebekonzentration
deutlich reduziert ist und eine Rezeptorsattigung deshalb unwahrscheinlich ist, anzunehmen,
dass die Gewebebindung der Substanzen von Bedeutung ist. So kann erwartet werden, dass
bei Substanzen mit hoher Gewebebindung, in Verbindung mit einer langsamen
Aufldsungsgeschwindigkeit der Kristalle Uber einen langen Zeitraum, nennenswerte
Wirkstoffkonzentrationen im Gewebe vorhanden sind, die eine pharmakologische Wirkung
durch Erreichen des Glucocorticoidrezeptors ermdglichen. Im Gegensatz dazu ist bei
Wirkstoffen, die aufgrund ihrer hdéheren Wasserléslichkeit zu einer raschen Auflésung der
deponierten Arzneistoffkristalle auf der nasalen Mukosa fihren, anzunehmen, dass nach der
Applikation durch ihre geringere Gewebebindung eine schnelle Absorption des nasal
deponierten Wirkstoffanteils in die systemische Zirkulation erfolgt.

Neben der Bedeutung fiir die pharmakologische Effektivitdt des in das Zielgewebe
absorbierten Wirkstoffanteils kann die Gewebebindung im Zusammenhang mit der Sicherheit
der intranasalen Gilucocorticoide diskutiert werden. Glucocorticoide, die topisch appliziert
werden, gelangen aufgrund der lokalen Anwendung zu einem geringen Anteil in die
systemische Zirkulation. Ein Teil der applizierten Dosis wird durch die mukozilidre Clearance
verschluckt und je nach Wirkstoff mehr oder weniger prasystemisch Uber die Leber eliminiert.
Der Wirkstoffanteil allerdings, der nach Applikation und Auflésung der Kristalle auf der

Schleimhaut im Nasengewebe aufgenommen wird, gelangt nach der Umverteilung aus dem
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Gewebe in das Blutkompartiment und somit unter Umgehung des first pass Effekts in die
systemische Zirkulation [23,25]. Liegt eine geringe Gewebebindung vor, ist eine schnelle
Umverteilung des Wirkstoffs mdoglich, wodurch ein unerwlnschter Anstieg der
Plasmakonzentration denkbar ware. Umgekehrt sorgt eine hohe Gewebebindung fiir eine
langsame Freisetzung des gebundenen Wirkstoffs in die systemische Zirkulation mit
erwiinschten geringen Plasmakonzentrationen. Neben der H6he der Plasmakonzentrationen
nach nasaler Applikation sind auch die pharmakodynamischen Eigenschaften der zum
Vergleich stehenden Wirkstoffe bezuglich ihrer Sicherheit mitzubeachten. So ist bei nasalen
Glucocorticoiden mit ihren relativ geringen Plasmakonzentrationen nach nasaler Applikation
dennoch deren theoretisch groBeres Potenzial fir unerwlinschte systemische
Arzneimittelwirkungen im Hinterkopf zu behalten.

Durch ihre pharmakodynamischen Effekte beeinflussen die Wirkstoffe gleichzeitig ihre
eigene Pharmakokinetik. So ist bekannt, dass intranasale Glucocorticoide zu einer Reduktion
der  Schleimhautdurchblutung  fUhren.  AuBerdem wird die Durchlassigkeit der
Plasmamembranen, die als eine Folge der Entziindungsreaktion auftritt, vermindert [33]. So
sorgt die membranstabilisierende und antiinflammatorische Wirkung der Glucocorticoide zu
geringeren Konzentrationen an Albumin und Bradykinin im Nasensekret, was dem
antiexsudativen Effekt der Wirkstoffe zuzurechnen ist [163]. Folglich kommt es dadurch zu einer
Verminderung des entziindlichen Odems in der Nasenschleimhaut, die nasale Obstruktion
nimmt ab und eine verbesserte Nasenatmung des Patienten wird ermdglicht. SchlieBlich ist
denkbar, dass gerade bei mehrtagiger Therapie mit intranasalen Glucocorticoiden durch einen
durchblutungsmindernden Effekt in der Nase eine Retention im Zielgewebe zusatzlich geférdert

wird.

4.4.3 Relevanz der Gewebebindung

Um die Relevanz des Konzepts der Depotbildung im Gewebe zu erdrtern, muss in diesem
Zusammenhang die in vitro ermittelte Dauer der Rezeptorbindung herangezogen werden. So
wurden von Valotis et al. bei in vitro Untersuchungen zur Rezeptoraffinitat die Halbwertszeiten
der Glucocorticoid-Rezeptor-Komplexe von MF und FP firr beide Arzneistoffe mit etwa 10 h
ermittelt. Im Vergleich dazu wurde die Dissoziation fir Bud aus dem Rezeptorkomplex mit einer
Halbwertszeit von 4.6 h bestimmt [154]. Diese Daten sind neben der Assoziation an den
Rezeptor wichtig fir die Beurteilung der relativen Rezeptoraffinitdt (RRA) und damit der Potenz
der Wirkstoffe. Je hdher die RRA ist, desto mehr Rezeptoren sind besetzt, beim Vergleich einer
entsprechenden Wirkstoffkonzentration der unterschiedlichen Glucocorticoide im Zielgewebe.
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Ist also die vorhandene Wirkstoffkonzentration so gering, dass nicht alle Rezeptoren besetzt
sind, so sorgt eine héhere RRA fir einen starkeren pharmakologischen Effekt.

Dennoch bleibt festzuhalten, dass es bei der Betrachtung der aktuellen Studienlage
bislang keine Anzeichen gibt, dass sich die intranasalen Glucocorticoide bezlglich ihrer
klinischen Wirksamkeit unterscheiden [25,164,165]. Dies ist einerseits der effektiven lokalen
Therapie und der Eignung aller untersuchten Glucocorticoide fiir die Indikation der allergischen
Rhinitis aufgrund ihrer starken antiinflammorischen Wirkung zuzuschreiben, andererseits ist die
eingangs geschilderte hohe zu erwartende Gewebekonzentration zu nennen, die aufgrund der
bei den einzelnen Wirkstoffen empfohlenen Dosierungen fur die Initial- und Erhaltungstherapie
zustande kommen. So ist denkbar, dass die hohen Gewebekonzentrationen kurze Zeit nach der
Applikation zu einer nahezu vollstdndigen Rezeptorbindung flhren und dadurch die
pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Unterschiede der einzelnen Substanzen an

Relevanz bezliglich der klinischen Wirksamkeit verlieren.
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5 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungen-
epithelzellen durch gewebegebundene intranasale
Glucocorticoide

Die pharmakodynamischen Eigenschaften der intranasalen Glucocorticoide sind fast
ausschlieBlich auf ihre genomischen Effekte zurlckzuflhren. Dem Erreichen des
Glucocorticoidrezeptors, als der cytosolischen Zielstruktur, die nach der Bindung des Wirkstoffs
in den Zellkern transloziert und dort als Trankriptionsfaktor fungiert, geht eine passive Diffusion
des Wirkstoffs durch die Zellmembran voran. Ein Teil der corticoiden Wirkungen ist auch auf
direkte Protein-Wechselwirkungen zwischen dem GC-Rezeptorkomplex und
Transkriptionsfaktoren proinflammatorischer Gene zurtckzufuhren [166]. Der
Glucocorticoidrezeptor, der fir die zahlreichen antiinflammatorischen Wirkungen verantwortlich
ist, kommt in fast allen menschlichen Geweben vor und wurde auch in mukosalen Epithelzellen,
submukosalen Driisen und Entziindungszellen der Nasenschleimhaut nachgewiesen [166,167].
Allerdings h&angen mit dem ubiquitdren Vorkommen des Rezeptors im menschlichen Kérper
auch die mdglichen unerwiinschten systemischen Glucocorticoidwirkungen zusammen, deren
Auftreten jedoch durch die topische Anwendung, je nach Wirkstoff und Dosierung, als wenig
wahrscheinlich eingestuft werden kann [29,48].

Die Affinitdten der synthetischen Glucocorticoide zum Glucocorticoidrezeptor variieren
teilweise stark und korrelieren gut mit der pharmakologischen Aktivitat der unterschiedlichen
Substanzen [133]. So sind auf molekularer Ebene zahlreiche pharmakodynamische Effekte der
nasalen Glucocorticoide beschrieben, die fir die Behandlung der allergischen Rhinitis relevant
sind. In vivo Studien zeigten nach nasaler Allergenprovokation zum einen bei praventiver
Behandlung mit intranasalem Fluticasonpropionat, zum anderen nach Einmalanwendung von
Budesonid eine Abnahme von IL-5 und IL-13 Konzentrationen, sowohl in Gewebebiopsieproben
als auch in nasaler Lavage [168-170]. Neben IL-5, welches durch die Stimulation von
Eosinophilen eine zentrale Rolle im Krankheitsgeschehen der allergischen Rhinitis spielt, und
IL-13, welches in der Spéatphasenreaktion der allergischen Reaktion zur Obstruktion der Nase
beitragt, gibt es eine Reihe weiterer Cytokine, die fiir die Aufrechterhaltung der
Entziindungsreaktion verantwortlich sind [33,171]. So ist fir IL-8 bekannt, dass es die
Chemotaxis und die Aktivierung von Neutrophilen férdert. In in vitro Untersuchungen ist bereits
nachgewiesen worden, dass Glucocorticoide die Freisetzung von IL-8 aus Epithelzellen
reduziert [172,173].
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5.1 Fragestellung

Die Mdoglichkeit, einen pharmakologischen Effekt durch Rezeptoraktivierung seitens des
Glucocorticoids auszuliben, ist von der freien Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe abhéngig.
Weiter ist einleuchtend, dass eine hohe Glucocorticoidkonzentration im Nasengewebe die
Wahrscheinlichkeit fir die Besetzung der Rezeptoren erhéht. Auf der anderen Seite ist die
Rezeptoraffinitdt der Wirkstoffe wichtig fir die Rezeptorbesetzung und die daraus
resultierenden pharmakodynamischen Effekte.

Die Bestimmung der in vitro Gewebebindung von Glucocorticoiden fir die inhalative, wie
nasale Applikation, erméglicht es die Gewebeaffinitat der Wirkstoffe bei der Adsorption und der
Freisetzung in Humanplasma im zeitlichen Verlauf einzuschatzen und lassen somit eine
Aussage Uber die in vivo zu erwartende Pharmakokinetik zu.

Die pharmakodynamischen Unterschiede der einzelnen Corticosteroide kénnen sowohl
durch die Bestimmung der relativen Rezeptoraffinititen erfasst werden als auch durch
pharmakologische Untersuchungen verschiedener Signaltransduktionswege der
Entziindungsreaktion am Tiermodell oder in der Zellkultur in vitro aufgezeigt werden [157].

Die Herausforderung bestand nun darin einen Versuchsaufbau zu etablieren, der die
Pharmakokinetik nasaler Glucocorticoide mit der Pharmakodynamik in einem in vitro
Experiment verbindet. Dabei wurde die Affinitat der Wirkstoffe zu humanem Nasengewebe als
Aspekt herangezogen, der nach der topischen Applikation flr eine Wirkstoffretention in den
Zielarealen der Nase fihrt und das pharmakokinetische Verhalten der Substanzen in den
Versuchsaufbau miteinbringt.

Um einen pharmakodynamischen Effekt des im Gewebe gebundenen Wirkstoffanteils zu
erfassen, wurde ein Zellkulturmodell entwickelt, mit dem mit Hilfe einer kinstlich erzeugten
Entzindungsreaktion die pharmakologischen Eigenschaften der Wirkstoffe nachgewiesen
werden kénnen. Hierzu wurde die humane Lungenepithelzelllinie A549 verwendet, die aufgrund
inres  respiratorischen  Ursprungs zur Untersuchung von Fragestellungen zum
antiinflammatorischen Verhalten nasaler Glucocorticoide geeignet ist [24,157]. Als
Entzindungsmarker diente IL-8, welches zum einen von den A549 Zellen in ausreichender
Menge nach entsprechender Stimulation produziert wurde, zum anderen bei Allergenexposition
von Patienten in vivo verstarkt exprimiert wird [174,175].

So stellte sich die Frage, inwiefern mit dem gewéahlten Versuchsaufbau eine Hemmung
der IL-8 Freisetzung durch die Inkubation mit glucocorticoidhaltigen humanen nasalen
Gewebeproben, die einer Auswaschphase in Humanplasma ausgesetzt wurden, nachgewiesen
werden konnte. Neben der Gewebeinkubation sollten auch die Plasmaproben der
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Freisetzungsversuche der einzelnen Corticoide in dem entwickelten Zellkulturmodell auf

pharmakologische Unterschiede untersucht werden.

5.2 Prinzip der Bestimmung

Zur Bestimmung der Hemmung der IL-8 Freisetzung aus A549 Zellen durch intranasale
Glucocorticoide in vitro wurden Zellkulturversuche durchgefiihrt (siehe 5.3, 5.4 und 5.5
Experimenteller Teil C). Dabei wurden A549 Lungenepithelzellen am Boden eines
ZellkulturgefaBes kultiviert (siehe Abbildung 19).

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Versuche zur Bestimmung der Hemmung der IL-8
Freisetzung aus humanen Lungenepithelzellen: 1.) Kultivieren von A549 Lungenepithelzellen zur
Bildung eines subkonfluenten Monolayers am Boden des ZellkulturgefdBes unter Anwesenheit
eines hangenden Zellkultureinsatzes; 2.) Einbringen des Wirkstoff enthaltenden nasalen Gewebes
in den apikalen Teil des ZellkulturgefaBes und Inkubation; 3.) Entfernen des Gewebes nach
achtstiindiger Inkubation und Stimulation der Zellen mit 50 ug/mL LPS (Lipopolysaccharid); 4.)
Entnahme von Zellkulturproben nach 24 h Stimulation zur quantitativen Analyse der IL-8
Konzentration mittels ELISA (GC - Glucocorticoid).

Als humane Spezimen fir eine Inkubation mit den Zellen kamen das humane
Nasengewebe zum Einsatz, welches in den Versuchen zum Gewebebindungsverhalten der

Gilucocorticoide nach erfolgter Wirkstoffsattigung einer siebenstlindigen Auswaschphase in
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Humanplasma  unterzogen wurde. AuBerdem wurde das Humanplasma der
Freisetzungsversuche nach der Auswaschphase mit demselben Versuchsaufbau auf eine IL-8
Hemmung untersucht. Nach der Kultivierung der Lungenepithelzellen bis zur Subkonfluenz
wurde das jeweilige Gewebe der verschiedenen Wirkstoffe in die Oberseite des
ZellkulturgeféaBes eingebracht. Eine Abtrennung des Gewebes von der Zellkultur wurde mittels
hangender Zellkultureinsatze (Millicell®-Zellkultureinsétze) erreicht (siehe Abbildung 19). Dies
hatte zum einen den Vorteil, dass es zu keinem direkten Kontakt zwischen den Gewebestlicken
und dem Zellmonolayer kam, zum anderen konnte das Gewebe nach achtstiindiger Inkubation
wieder entfernt werden. Somit konnte Uber den Versuchsverlauf hinweg, die Intaktheit der
Zellen mikroskopisch beurteilt werden und schlieBlich ein Nachweis der Zellviabilitdt der
Einzelversuche ermdglicht werden. Fir die Inkubation der Plasmaproben wurden keine
h&ngenden Zellkultureinsétze bendtigt und die Inkubationszeit auf 3 h verkirzt. Nach erfolgter
Inkubation der humanen Spezimen wurden die Zellen mit Lipopolysaccharid (LPS) mit einer
Konzentration an 50 pg/mL lber 24 h stimuliert. AnschlieBend wurden Proben aus dem
Uberstand der Zellkultur gewonnen und schlieBlich mittels Sandwich-ELISA bestimmt (siehe
Abbildung 19).

Um die Zellviabilitdt nachzuweisen, wurde nach den Versuchen nach Trypsinbehandlung
eine Zellzdhlung mittels Trypanblaufarbung vorgenommen.

Zur Untersuchung der nichtspezifischen Bindung der Gilucocorticoide an die
verwendeten Zellkulturmaterialien bzw. der Stabilitdt der Glucocorticoide im Zellkulturmedium
wurden Kontrollproben der jeweiligen Wirkstoffe im identischen Versuchsaufbau Uber 8 h bei
37 °C im Brutschrank inkubiert und anschlieBend quantifiziert.

5.3 Ergebnisse
5.3.1 IL-8 Hemmung aus Gewebebindung

Durch die Stimulation mit LPS {ber 24 Stunden kam es bei den A549 Zellen zur Sekretion von
498 + 34 pg/mL IL-8 (siehe Abbildung 20). Dieser Wert stellt den maximalen Entziindungswert
der Kontrollen in dem verwendeten Versuchsaufbau dar. Die humanen nasalen Gewebeproben,
welche nach den Bindungsversuchen einem siebenstiindigen Auswaschen in Humanplasma
ausgesetzt wurden, wurden mit den Lungenepithelzellen vorinkubiert. Die im Gewebe
zurlickbleibenden Mengen an entsprechendem Glucocorticoid wurden hierbei in das
Zellkulturmedium freigesetzt und sorgten bei allen untersuchten Wirkstoffen fiir eine Hemmung
der IL-8 Freisetzung aus A549 Zellen.

99



B Allgemeiner Teil

600

500 [

400 —

300

200 +— =

“lnnalls

Bud FP MF FF

IL-8 Konzentration (pg/mL)

Kontrolle

Abbildung 20: Hemmung der IL-8 Sekretion von A549 Lungenepithelzellen durch die Inkubation
von humanen nasalen Gewebeproben, welche nach der Wirkstoffadsorption einem
siebenstiindigen Auswaschen in Humanplasma unterzogen wurden. Die Lungenepithelzellen
wurden mit LPS (50 pg/mL) stimuliert. Die IL-8 Konzentration im Zellkulturmedium wurde mittels
ELISA bestimmt. Die Saulen stellen die Mittelwerte und die Standardabweichung von drei (TCA,
Bud, FP), bzw. vier (MF, FF) bzw. sechs (Kontrolle) Proben dar.

So ergab die Inkubation mit Gewebeproben mit TCA eine IL-8 Konzentration von 159 +
10 pg/mL (siehe Abbildung 20). Bei den Bud enthaltenden Gewebeproben kam es im Verlauf
der 24-stlindigen Stimulation nach der Inkubation zur Sekretion von 137 + 24 pg/mL IL-8 (siehe
Abbildung 20). Die lipophileren Substanzen FP und FF bewirkten mit IL-8 Konzentrationen von
93 + 15 pg/mL bzw. 82 + 5 pg/mL eine geringere Cytokinsekretion als die hydrophileren TCA
und Bud. Abweichend von dem &hnlich potenten Wirkstoff FF kam es bei den Gewebeproben
mit MF zu einer geringeren Entzindungshemmung und zur Sekretion von 195 + 17 pg/mL an
IL-8 in den Zellkulturiiberstand (siehe Abbildung 20).

Die erfolgte Bestimmung der Zellviabilitdt nach der Durchfihrung der Versuche ergab
eine identische Zellzahl fir jedes Experiment (siehe 5.1.1, Tabellarischer Anhang D).

5.3.2 IL-8 Hemmung aus Plasmaproben

Die Plasmaproben der unterschiedlichen Glucocorticoide aus den Freisetzungsversuchen nach
der mehrstiindigen Auswaschphase wurden ebenfalls im Zellkulturversuch auf die Hemmung
der IL-8 Sekretion untersucht. Hierbei kam es bei den Kontrollproben ohne Glucocorticoid zu
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einer 1L-8 Konzentration von 260 + 14 pg/mL (siehe Abbildung 21). Dies stellte wiederum den
maximalen Entzindungswert im durchgeflhrten Versuchsaufbau dar. Die Inkubation der
Lungenepithelzellen mit den Plasmaproben ergab eine Hemmung der IL-8 Sekretion in den
Zellkulturiberstand bei allen untersuchten Wirkstoffen. Die untersuchten Glucocorticoide
unterschieden sich jedoch im entzindungshemmenden Verhalten in den durchgeflhrten
Zellkulturversuchen. So kam es bei den Plasmaproben aus den Gewebebindungsversuchen mit
TCA zu einer IL-8 Konzentration von 217 * 14 pg/mL (siehe Abbildung 21). Bei den
Plasmaproben des Bud kam es zu einer starkeren Hemmung der IL-8 Sekretion mit 129 + 14
pg/mL (siehe Abbildung 21). Die untersuchten lipophileren Glucocorticoide FP, MF und FF, die
sich gegenlber den Hydrophileren TCA und Bud sowohl durch ihre hdhere
antiinflammatorische Potenz als auch durch eine hdhere Bindung der Wirkstoffe an
Nasengewebe auszeichnen, und folglich zu hdheren Plasmakonzentrationen bei den
Freisetzungsversuchen flihrten, sorgten, wie erwartet, fir die starkste Hemmung der IL-8
Freisetzung. So kam es bei FP, MF und FF zu IL-8 Konzentrationen, die sich mit 78 £ 9 pg/mL,
70 £ 6 pg/mL und 69 + 10 pg/mL alle in einer ahnlichen GréBenordnung darstellten (siehe
Abbildung 21).
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Abbildung 21: Hemmung der IL-8 Sekretion von A549 Zellen durch die Inkubation von humanen
Plasmaproben, welche durch ein siebenstiindiges Auswaschen von wirkstoffgesattigtem Gewebe
in Humanplasma gewonnen wurden. Die Lungenepithelzellen wurden mit LPS (50 pg/mL)
stimuliert. Die IL-8 Konzentration im Zellkulturmedium wurde mittels ELISA bestimmt. Die Saulen
stellen die Mittelwerte und die Standardabweichung von drei (TCA, Bud), bzw. vier (FP, MF, FF,
Kontrolle) Proben dar.
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5.3.3 Stabilitat der Substanzen und nichtspezifische Bindung an
Zellkulturmaterialien

Um eine nichtspezifische Bindung bzw. die Stabilitdit der untersuchten Substanzen im
entwickelten Versuchsaufbau zu ermitteln, wurden Kontrollexperimente durchgefuhrt. Die
achtstlindige Inkubationszeit der Kontrollproben, welche der Vorinkubationszeit der
Gewebeproben entsprach, wurde zur Beurteilung des Substanzverhaltens im Experiment
herangezogen. So ergaben sich bei TCA mit 80 ng/mL Wirkstoffkonzentration zu Beginn der
Inkubation und 81 + 3 ng/mL nach der Inkubation keine Hinweise auf eine Instabilitat bzw.
nichtspezifische Bindung an das Zellkulturmaterial (siehe Abbildung 22). Die Inkubationen von
Bud, FP und FF flhrten nach 76, 76, und 77 ng/mL zu Beginn der Inkubation zu
Wirkstoffkonzentrationen von 76 = 2, 74 + 1 und 72 + 3 ng/mL nach acht Stunden (siehe
Abbildung 22). Dies lieB ebenfalls den Schluss zu, die genannten Substanzen als stabil tber
den Inkubationszeitraum zu bewerten und gleichzeitig eine nichtspezifische Bindung an
Zellkulturmaterialien auszuschlieBen. Bei MF wurden als Kontrollproben 74 ng/mL eingesetzt,
wobei nach der Inkubation lediglich eine Wirkstoffkonzentration von 51 £ 1 ng/mL im
Zellkulturmedium ermittelt werden konnte. Dies ist gleichbedeutend mit einer etwa 30 %igen
Abnahme der MF-Konzentration im Zellkulturmedium. AuBerdem wurde die Bildung von 9,11-
Epoxy-MF beobachtet, welches eine Instabilitdt Uber den achtstindigen Inkubationszeitraum
nachweisen konnte.

90
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Konzentration (ng/mL)

FF MF FP Bud TCA

| Ovor Inkubation @ nach 8h Inkubation |

Abbildung 22: Stabilitat der untersuchten Glucocorticoide im Zellkulturmedium. Die linken Séaulen
stellen dabei die Konzentrationen im Zellkulturmedium vor der Inkubation dar (Mittelwert aus zwei
Versuchen). Die rechten Saulen ergeben sich aus dem Mittelwert von drei unabhangigen
Experimenten, ergdanzt um die mittlere Abweichung vom Mittelwert.
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5.4 Diskussion

5.4.1 Gewebebindung und RRA

Es wurde erfolgreich ein Versuchsaufbau etabliert, der es ermdglichte, humanes Wirkstoff
enthaltendes Gewebe mit einer humanen Lungenepithelzelllinie zu inkubieren und dabei einen
pharmakologischen Effekt der Glucocorticoide in Form einer Hemmung der IL-8 Freisetzung
nachzuweisen. Dabei war zunachst festzustellen, dass die Gewebeproben aller untersuchter
Corticoide in der achtstindigen Inkubationszeit geniigend Wirkstoff in das Zellkulturmedium
freisetzten, um einen antiinflammatorischen Effekt aufzuzeigen. Als sehr wahrscheinlich in
diesem Zusammenhang st anzumerken, dass aufgrund der unterschiedlichen
Gewebeaffinitaten selbst in der achtstiindigen Inkubationszeit nicht angenommen werden kann,
dass aus dem Gewebe samtlicher Wirkstoff an das Zellkulturmedium abgegeben wurde.
Vielmehr ist zu vermuten, dass die héhere Bereitschaft der lipophileren Substanzen, an dem
Nasengewebe unspezifisch zu binden, dazu flhrten, dass gerade bei den lipophileren
Wirkstoffen FF, FP und MF nicht die gesamte im Gewebe gebundene Substanz in das Medium
abgegeben werden konnte. Die Vollstandigkeit der Freisetzung des nach der Auswaschphase
im Humanplasma noch gebundenen Wirkstoffanteils in das Zellkulturmodell ist deshalb zu
bezweifeln.

Dennoch ist anzunehmen, dass die héhere Gewebeaffinitat der lipophileren Substanzen
im Vergleich zu den hydrophileren Corticoiden in dem gewéhlten Versuchsaufbau aufgrund des
héheren Konzentrationsgradienten und nicht zuletzt einer ausreichend langen Inkubationszeit
des Gewebes im Medium auch zu einer héheren Wirkstoffkonzentration im Zellkulturmodell
geflhrt haben.

Neben der Gewebeaffinitdt muss als zweiter Aspekt im Zusammenhang mit den
erfassten antiinflammatorischen in vitro Effekten der nasalen Glucocorticoide die relative
Rezeptoraffinitat betrachtet werden. Sie korreliert gut mit der Potenz und biologischen Aktivitat
der Corticoide. So unterscheiden sich die Wirkstoffe teilweise betrachtlich in ihrer Affinitat zum
Rezeptor. Die von Valotis et al. bestimmten relativen Rezeptoraffinitdten von FF mit 2989, MF
mit 2244 und FP mit 1775 missen in Relation zu Dexamethason betrachtet werden, welches
als Referenzsubstanz einen Wert von 100 aufweist [148]. Bud weist dagegen eine RRA von 855
und TCA von lediglich 233 [23] bzw. 361 [153] auf. Dies bedeutet beispielsweise, dass bei TCA
eine wesentlich hdhere freie Wirkstoffkonzentration nétig wére, um dieselbe Anzahl an
Rezeptoren zu besetzen wie bei FF. Betrachtet man die Effekte der Glucocorticoide mit
unterschiedlichen RRA auf der Genexpressionsebene, so geht eine héhere Rezeptoraffinitat mit

einer vermehrten Transkriptionsrate einher [176].
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Die eigens bestimmte Bindung der Glucocorticoide an Nasengewebe sowie die
literaturbekannten RRA der untersuchten Substanzen missen nun in die Interpretation der
Ergebnisse der Zellkulturversuche miteinbezogen werden. Zunachst kann festgehalten werden,
dass zwar alle Wirkstoffe im Experiment zu einer Hemmung der IL-8 Sekretion gefiihrt haben,
dass aber dennoch Unterschiede zwischen den Substanzen erkennbar waren. Beim Vergleich
von TCA, Bud, FP und FF kam es bei TCA zu den héchsten IL-8 Konzentrationen, gefolgt von
Bud. Im Vergleich zu TCA kam es bei FF zu einer etwa doppelt so starken Hemmung der IL-8
Sekretion. Diese Ergebnisse stehen sowohl im Einklang mit den in vitro Gewebeaffinitaten der
Substanzen als auch mit den zu erwartenden Effekten aufgrund der bekannten RRA. FP zeigte
einen dhnlichen antiinflammatorischen Effekt wie FF im Experiment.

Eine Ausnahme stellte in diesem Zusammenhang die MF-Gewebeproben dar, welche
zwar ebenfalls zu einer Hemmung der IL-8 Sekretion fiihrten, jedoch die hochsten IL-8
Konzentrationen im beschriebenen Versuchsaufbau aufwies. Dies war weder mit der
Gewebeaffinitat nach der Auswaschphase in Humanplasma, die allerdings im Vergleich zu FF
und FP geringer ausgepragt war, zu erklaren, noch mit der, gerade verglichen mit den
hydrophileren TCA und Bud, als relativ hdher einzuschatzenden RRA des MF in Vereinbarung
zu bringen. Die durchgefiihrten Stabilitdtsversuche zeigten schlieBlich, dass MF bei einer
achtstiindigen Inkubation im Zellkulturmedium unter den identischen Versuchsbedingungen
instabil war. In der Literatur ist die chemische Instabilitdt von MF bereits bekannt, die sich in der
Bildung von Abbauprodukten wie 9,11-Epoxy-MF bemerkbar macht [133,155,177,178]. So kam
es bei MF aufgrund der Instabilitat unter den gewéahlten experimentellen Bedingungen zu einer
geringeren biologischen Aktivitdt, womit die geringere Hemmung der IL-8 Sekretion erklart
werden konnte.

Neben der Inkubation mit Gewebeproben wurden auch die Plasmaproben nach der
siebenstiindigen Auswaschphase auf ihren pharmakologischen Effekt auf das entwickelte
Zellkulturmodell Uberpriift. Beim Vergleich der untersuchten Glucocorticoide muss hier die
aufgrund der unterschiedlichen Gewebeaffinitdten bei der Freisetzung der Substanzen in
Humanplasma erhaltenen Wirkstoffkonzentrationen beachtet werden. So fiihrte eine hohere
Gewebebindung, wie sie bei FF, FP und MF nach der Gewebesattigung vorlagen, auch im
Verlauf der siebenstiindigen Desorption in das Blutkompartiment zu hdéheren
Plasmakonzentrationen. Wahrend bei den an sich mit einer geringeren Gewebeaffinitat
versehenen TCA und Bud im Verlauf der Freisetzung eine geringere Plasmakonzentration
erreicht werden konnte. So sind die IL-8 Konzentrationen nach den Plasmainkubationen neben
den genannten Unterschieden bezlglich der RRA der Substanzen zu erklaren. TCA zeigt,

gefolgt von Bud, jeweils eine geringere IL-8 Sekretionshemmung als die lipophileren FF, FP und
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MF. Die nicht, oder nur geringfligig vorhandenen Unterschiede zwischen FF, FP und MF, sind
wohl auf eine Nivellierung des entwickelten Zellkulturmodells bezlglich der Hemmung der IL-8
Freisetzung bei diesen Substanzen zurlckzufiihren. Die drei genannten lipophileren
Substanzen fihrten durch die verwendeten 1:100 verdlinnten Plasmaproben sowie ihre hohen
RRA alle zu einer &hnlichen pharmakologischen Aktivitat. Offensichtlich flihrte auch die
geringere Vorinkubationszeit der Plasmaproben von lediglich drei Stunden sowie die hdhere
Desorptionsrate des MF bei den Freisetzungsversuchen dazu, dass die bekannte sich eher
langsam vollziehende Degradation des MF sich nicht auf die antiinflammatorischen Effekte im
Modell auswirkte.
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6 Modell zur intranasalen Pharmakokinetik topisch applizierter
Wirkstoffe

Die physikochemischen Eigenschaften der intranasalen Glucocorticoide sind fir die Galenik der
handelslblichen, wassrigen Suspensionen sowie die pharmakokinetischen Vorgange nach der
topischen Applikation mitverantwortlich [23]. Der Wirkstoffanteil, der bereits geldst in der
Suspensionsformulierung vorliegt, kann nach Applikation sofort die Diffusion durch die
Mukosaoberflache vornehmen. Die als ungeloste Partikel auf der nasalen Schleimhaut
aufgebrachten Glucocorticoide hingegen missen sich zunachst in dem nur spéarlich
vorhandenen Nasensekret auflésen. Die Wasserldslichkeit und Lipophilie der unterschiedlichen
Substanzen ist hier entscheidend fur die Léslichkeit und Lésungsgeschwindigkeit im nasalen
Mukus. Gerade fur die lipophileren Glucocorticoide konnte in eigenen Untersuchungen eine
Steigerung der Losungsgeschwindigkeit der Wirkstoffkristalle durch im Nasensekret vorhandene
Proteine gezeigt werden [179].

Von physiologischer Seite kommen allerdings ebenso wichtige Aspekte hinzu. Die
mukoziliare Clearance, welche durch ein synergistisches Zusammenspiel mit den Phasen des
Mukus funktioniert und fir die Reinigung der Mukosaoberflache von Fremdpartikeln und
Mikroorganismen verantwortlich ist, sorgt fir eine zeitliche Begrenzung des Depots, gerade der
in den hinteren Bereichen der Nasenhdhle deponierten Wirkstoffpartikel. So betragt die
Verweilzeit der dort platzierten festen Bestandteile der Suspension ca. 20-30 min [5]. Die
Diffusion der geldésten Substanzmolekile in die Epithelzellen und die tieferliegenden
Gewebeschichten ist von den Permeationseigenschaften der unterschiedlichen Wirkstoffe
abhangig [143]. Des Weiteren geht die Gewebeaffinitat der gelésten Glucocorticoide einher mit
ihrer Lipophilie. So konnte ein Zusammenhang zwischen den lipophilen Eigenschaften eines
Glucocorticoids und der Geschwindigkeit und des AusmaBes der Adsorption an respiratorisches
Gewebe gezeigt werden [74,151]. Die Verfugbarkeit der topisch applizierten Substanzen im
Nasengewebe ist wichtig, um hohe Wirkstoffkonzentrationen am Glucocorticoidrezeptor und
damit die pharmakologische Effektivitit zu gewahrleisten. Daneben ist die unspezifische
Gewebebindung auch ein Kriterium fir die Sicherheit der Wirkstoffe. Eine hohe Gewebebindung
sorgt flr eine langsame Umverteilung des Wirkstoffs in die systemische Zirkulation, mit der
positiven Konsequenz, dass die Wahrscheinlichkeit fir unerwlinschte Arzneimittelwirkungen,
die durch hohe Plasmakonzentrationen verursacht werden kénnen, verringert wird.

Um nun eine Beurteilung der Pharmakokinetik nasal applizierter Glucocorticoid-
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Suspensionen vornehmen zu koénnen, missen die verschiedenen Einflussfaktoren
zusammenhangend betrachtet werden. So ist bei einer weniger lipophilen Substanz wie
Budesonid davon auszugehen, dass die in der Formulierung bereits geldsten Wirkstoffmolekdle
sowie die L&sungsgeschwindigkeit im Nasensekret, die flr eine schnellere Auflésung der
Kristalle spricht, zu einem hdheren Wirkstoffanteil fihren, der auf der Mukosa fiir die Absorption
in das Nasengewebe bereitsteht. Wahrend bei einer lipophileren Substanz wie
Fluticasonpropionat anzunehmen ist, dass vergleichsweise weniger bereits gelbste
Wirkstoffmolekile vorliegen und eine geringere Wasserl6slichkeit und Lésungsgeschwindigkeit
der Kristalle dazu fUhren sollte, dass ein geringerer Wirkstoffanteil zur nasalen Absorption
vorhanden ist.

Im weiteren Zusammenhang muss nun allerdings auch der néchste Schritt der Diffusion
des auf der Mukosa zur Absorption bereitstehenden gelésten Wirkstoffanteils in das
Nasengewebe beachtet werden. So zeigen in vitro Untersuchungen zur Gewebebindung und
Untersuchungen an Zellkulturmodellen, dass lipophilere Substanzen zu einer schnelleren
Absorption in das Zielgewebe fiihren sowie eine Gewebebindung im hdéheren AusmaB
stattfindet, im Vergleich zu hydrophileren Glucocorticoiden [157,180].

Wahrend die modernen intranasalen Glucocorticoide meist als wassrige Suspensionen
Verwendung finden, liegen weitere Antiallergika, die ebenso zur Behandlung der allergischen
Rhinitis angewendet werden, auch als Lésungen vor. So ist das Antihistaminikum Azelastin-HCI
(AZ-HCI) indiziert zur symptomatischen Behandlung der saisonalen allergischen Rhinitis und
wird mit Hilfe eines Dosierpumpsprays in Form einer Ldésung intranasal appliziert. Somit liegt
hierbei der Arzneistoff nach Applikation auf der Nasenschleimhaut direkt zur Diffusion in das
Zielgewebe bereit.

6.1 Fragestellung

Bisherige in vitro Untersuchungen beinhalteten nur einzelne Aspekte der pharmakokinetischen
Zusammenhange bei der nasalen Applikation wassriger Glucocorticoid-Suspensionen. So
wurden im Rahmen dieser Arbeit der bereits geldste Glucocorticoidanteil handelslblicher
Suspensionen zur nasalen Anwendung, die Léslichkeit und Lésungsgeschwindigkeit in
kinstlichem Nasensekret sowie die Bindung der gelésten Wirkstoffe an humanes
Nasengewebe in jeweils unabhangigen Untersuchungen bestimmt. Dies ermdglichte jeweils nur
die Beurteilung eines Teilaspektes der grundlegenden Fragestellung der aufeinanderfolgenden
pharmakokinetischen Vorgange nasal applizierter Glucocorticoid-Suspensionen.

AuBerdem wurde bei Diffusionsuntersuchungen mit Hilfe von Zellkulturexperimenten
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meist nur mit den gelésten Wirkstoffen gearbeitet [143,157]. Diese Untersuchungen kénnen
jedoch nicht den wichtigen Vorgang der Freisetzung aus der Arzneiform bei
Wirkstoffsuspensionen  darstellen. Andere in vitro Modelle, die auf hangenden
Zellkultureinsatzen Monolayer kultivieren und durch anschlieBende Entfernung des apikalen
Mediums eine Darstellung der respiratorischen Mukosaoberflache mdglich machen, stellen eine
interessante Option dar und wurden bereits zur Untersuchung inhalativer Arzneiformen
eingesetzt [181,182].

Die Entwicklung wassriger Glucocorticoid-Suspensionen hat sich u.a. aufgrund der
Suche nach alternativen Arzneiformen durch die Umweltproblematik einer FCKW Anwendung
durch Treibgasaerosole und deren ungiinstiges Nebenwirkungsprofil zur topisch-nasalen
Corticoidbehandlung ergeben [58]. Die bessere intranasale Verteilung und lokale Vertraglichkeit
neuer Applikatorsysteme zur Anwendung wassriger Wirkstoffsuspensionen sowie die
galenische Entwicklung stabiler wéssriger Arzneiformen trug ebenso zu ihrer Einflhrung bei
[57,59]. Die besondere Situation der lokalen Applikation einer Wirkstoffsuspension, mit
Uberwiegend ungeldsten Substanzanteilen wirft die Frage auf, welchen Einfluss der
Auflésungsprozess der Glucocorticoidkristalle auf der nasalen Schleimhaut auf die
Pharmakokinetik hat.

So sollte ein in vitro Modell entwickelt werden, welches die Applikation der
Wirkstoffformulierung, die Aufldsung der Kristalle auf der Mukosa, die Diffusion in das
respiratorische Gewebe sowie die Umverteilung des gewebegebundenen Wirkstoffanteils in das
Blutkompartiment umfasst und somit die unterschiedlichen pharmakokinetischen Prozesse in
einen der Physiologie nahe liegenden Zusammenhang gebracht werden kénnen. In die
Untersuchung wurden mit Fluticasonpropionat und Budesonid zwei Vertreter der intranasalen
Gilucocorticoide einbezogen, die sich physikochemisch durch ihre unterschiedliche
Wasserloslichkeit auszeichnen. So stellte sich die Frage, inwiefern sich der hdhere bereits
geldste Wirkstoffanteil und die schnellere Auflésungsgeschwindigkeit des Bud im Vergleich zum
FP bezlglich der im Experiment gemessenen Gewebeaffinitat auswirken.

Die Herausforderung bestand darin in vitro eine Mukosaoberflache zu simulieren, die es
ermoglicht, die Gewebebindung handelsiblicher Suspensionsformulierungen, die topisch auf
der Oberflache der Modellschleimhaut aufgebracht werden, zu bestimmen. AuBBerdem sollte ein
Weg gefunden werden, die mukozililre Clearance, die die Kontakizeit der applizierten
Wirkstoffkristalle mit der Mukosa in weiten Bereichen der respiratorischen Schleimhaut auf ca.
30 min begrenzt, in den Versuchsablauf miteinbezogen werden.

Neben der Betrachtung nasaler Glucocorticoid-Suspensionen wurde die Fragestellung

um die Untersuchung des Azelastin-HCI, welches in der handelslblichen Arzneiform als Lésung
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in der Nase appliziert wird, erweitert. Dies ermdglichte die Beurteilung der Pharmakokinetik
eines Antihistaminikums als einer weiteren Arzneistoffgruppe, die neben den topischen
Corticoiden in der Therapie der allergischen Rhinitis eine wichtige Rolle spielen. Die
Uberpriifung des Modells mit einer weiteren Substanzgruppe stellte aber um so mehr auch
einen moglichen Ausblick her, den Versuchsaufbau als einen ubiquitiren Ansatz zur
Darstellung der in vitro Pharmakokinetik auf weitere nasal applizierte Arzneistoffe zu

Ubertragen.

6.2 Prinzip der Bestimmung

6.2.1 Methodenentwicklung

Aufgrund der zugrunde liegenden Fragestellung musste eine Mdglichkeit geschaffen werden,
eine Mukosaoberflache zu simulieren, die in einem in vitro Modell der Physiologie einer
respiratorischen  Schleimhaut mdglichst nahe kommt, damit die Bestimmung der
Gewebebindung handelsublicher Glucocorticoid-Suspensionen ermdglicht wird und gleichzeitig
eine reproduzierbare Versuchsdurchflihrung erreicht werden kann.

Die grundsatzliche Modellvorstellung der Mukosaoberflache bestand aus homogen
geschnittenem respiratorischen Gewebe, welches in eine Gel-Matrix eingebettet werden sollte.
Dies sollte die Applikation einer Suspension zulassen und gleichzeitig einen nach der zeitlich
begrenzten Inkubation des Wirkstoffs mit der Gewebe-Gel-Matrix durchzuflihrenden
Waschprozess der simulierten Mukosa méglich machen.

Um dem Kriterium einer physiologisch &hnlichen Mukosaoberflache zu entsprechen,
wurde das respiratorische Gewebe in ersten Versuchen mittels Kollagen fixiert. Die nach der
Entwicklung der Gewebe-Kollagen-Gel-Matrix durchgeflihrten Experimente mit Glucocorticoid-
Suspensionen stellten sich jedoch als schwierig heraus. Zum einen war der Umgang mit dem
schwer handhabbaren Gewebe-Gel bei den einzelnen Schritten des Versuchsablaufs fast
unmdglich, zum anderen legten durchgefiihrte Experimente den Schluss nahe, dass aufgrund
der instabilen Gel-Matrix ein reproduzierbares Arbeiten unmdglich ist. Dies fihrte zur Suche
nach einer weiteren Mdglichkeit, eine Gel-Matrix mit stabileren Eigenschaften fiir die Einbettung
von Gewebe zu finden.

So zeigten Vorversuche mit einem Polyacrylamidgel, dass sich diese Matrix sowohl
bezlglich der Stabilitdt und Handhabung als auch der Reproduzierbarkeit als eine funktionelle
Einheit darstellte und die Idee einer zusammenhangenden Mukosaoberflache aus homogenen
Gewebepartikeln zu realisieren erlaubte. Dieses Polyacrylamidgel war in der Zusammensetzung
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einem 10 %igen Gel zur SDS-PAGE (sodium dodecylisulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) nachempfunden, welches eigentlich zur biochemischen Analyse und

Auftrennung von Proteinen Verwendung findet.

6.2.2 Versuchsprinzip

Zu Beginn eines Experiments wurden zunachst ein Gewebe-Gel sowie ein Vergleichsgel mit
Hilfe der Oberseite einer Glaspetrischale hergestellt (sieche 6.3 Experimenteller Teil C).
Aufgrund der besseren Verflgbarkeit und der vergleichbaren physiologischen Verwandtschaft
des oberen und unteren Respirationstrakts wurden die Experimente mit Lungengewebe
durchgefiihrt. Diese Vorgehensweise ergab jeweils ein Gel mit einem Durchmesser von 3.75 cm
und einer Dicke von ca. 3 mm. Die Unterseite der Gele wurde wahrend der Versuche mit PBS-
Puffer feucht gehalten, um ein Deformieren Uber die Inkubationszeit zu verhindern. Auf die
Oberseite der Gel-Matrix, welche die Mukosaoberflache simulierte, wurde eine entsprechende
Menge an Wirkstoffformulierung sowie klnstlichem Nasensekret appliziert. Die beiden Gele
wurden fortan fiir 30 min bei 37 °C auf einem rotierenden Schittler langsam bewegt.

Nach der Inkubationszeit wurden beide Gele einem intensiven Waschprozess
unterworfen, der samtlichen ungeldésten und nicht diffundierten Wirkstoff der applizierten
Formulierung in einer Waschlésung sammelte (siehe 6.4.2 Experimenteller Teil C). Proben
dieser Waschlésung dienten zur Ermittlung der Gewebekonzentration zum Zeitpunkt 0 min. Zur
Berechnung der Gewebekonzentration der Substanzen wurden jeweils die Differenzen aus dem
gebundenen Wirkstoffanteil des Gewebe-Gels und dem an das Vergleichsgel gebundenen
Wirkstoffanteil gebildet.

Die gewaschenen Gele wurden nun jeweils in vortemperiertes Humanplasma Uberfiihrt
und gleichmaBig bei 37 °C geschuttelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben
entnommen, um die Freisetzung aus der Gewebebindung in das simulierte Blutkompartiment zu
bestimmen. Das entsprechende Volumen an entnommenem Plasma wurde nach jeder
Probennahme ersetzt.

Da es in der Literatur bereits Hinweise auf eine bedeutsame Verteilung von AZ-HCI in
Erythrozyten gab [183], die sich durch eigens durchgefihrte Untersuchungen zum
Verteilungsgleichgewicht zwischen Humanplasma und einer Plasma-Erythrozyten-Mischung
bestétigte (siehe 6.6, Experimenteller Teil C), wurde die Freisetzung der mit AZ-HCI beladenen
Gelmatrices in einer Plasma-Erythrozyten-Mischung durchgefiihrt.
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6.3 Ergebnisse

6.3.1 Gewebebindung

Nach der 30-minlitigen Inkubation der handelsiiblichen Suspensionsformulierungen Flutide®

Nasal (FP) und Budes® Nasenspray (Bud) mit den Gelmatrices, kam es bei FP mit 885 + 12
ng/0.5 g und Bud mit 946 + 162 ng/0.5 g zur Bindung von &hnlichen Wirkstoffmengen an das
Lungengewebe (siehe Abbildung 23 bzw. Abbildung 25).
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Abbildung 23: Vergleich der Gewebebindung von FP (aus Flutide® Nasal) und Bud (aus Budes®
Nasenspray) an humanes Lungengewebe aus den Gewebe-Gel-Matrix-Experimenten. Die Saulen
zum Zeitpunkt 0 min stellen die Wirkstoffkonzentrationen des Gewebes nach 30-minitiger
Inkubation der jeweiligen handelsiiblichen Suspensionsformulierung mit der Gewebe-Gel-Matrix
aus 0.5 g Gewebe, korrigiert um die an das Vergleichsgel gebundene Menge, dar. Die Saulen zu
den Zeitpunkten 15, 30 und 60 min stellen die Gewebekonzentrationen nach Inkubation der
wirkstoffbeladenen Gewebe-Gel-Matrix in Humanplasma und Korrektur durch das Vergleichsgel
dar. Dargestellt sind die Mittelwerte und die mittlere Abweichung vom Mittelwert von jeweils drei

Experimenten.

Nach der Uberfiihrung der mit Wirkstoff beladenen Gelmatrices in Humanplasma kam es bei
Bud zu einer schnellen Freisetzung des gewebegebundenen Substanzanteils mit
Gewebekonzentrationen von 132 £ 88 ng/0.5 g nach 15 min, 21 £ 154 ng/0.5 g nach 30 min und
39 + 88 ng/0.5 g nach 60 min (siehe Abbildung 23). Bei FP hingegen wurde im Vergleich zu Bud
eine wesentlich langsamere Freisetzung in Humanplasma festgestellt. So ergaben sich nach
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15 min mit 675 + 45 ng/0.5 g und nach 30 min mit 604 + 9 ng/0.5 g vergleichsweise hohe
Gewebekonzentrationen. Die gebundene Wirkstoffmenge des FP nach 60 min zeigt mit 546 +
17 ng/0.5 g Gewebe noch Uber 60 % des urspriinglich gebundenen Substanzanteils (siehe
Abbildung 23).

Betrachtet man die Abnahme der Gewebekonzentration (ber die Zeit der Inkubation in
Humanplasma, so kénnen =zur Verdeutlichung des experimentellen Verlaufs die
Plasmakonzentrationen der beiden untersuchten Glucocorticoide herangezogen werden. So
kam es bei Bud zu einer schnellen Freisetzung des Wirkstoffs in das simulierte
Blutkompartiment, mit einer durch das Vergleichsgel korrigierten Plasmakonzentration nach 60
min von 91 + 21 ng/mL. Die Inkubation der mit FP beladenen Gewebe-Gel-Matrix ergab
hingegen eine langsame Freisetzung des lipophilen Wirkstoffs in Humanplasma, mit einer mit
Hilfe des Vergleichsgels korrigierten Plasmakonzentration nach 60 min von 34 + 1 ng/mL.
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Abbildung 24: Vergleich der korrigierten Plasmakonzentrationen von FP und Bud nach
Freisetzung aus den gewaschenen und wirkstoffbeladenen Gewebe-Gel-Matrices in
Humanplasma. Die Punkte 2zu den Zeitpunkten 15, 30 und 60 min stellen die
Plasmakonzentrationen nach Inkubation der wirkstoffbeladenen Gewebe-Gel-Matrix in
Humanplasma und Korrektur durch das Vergleichsgel dar. Dargestellt sind die Mittelwerte und die

mittlere Abweichung vom Mittelwert von jeweils drei Experimenten.

Die Untersuchung des in der gebrauchsfertigen Wirkstoffformulierung bereits geldst
vorliegenden lipophilen Antihistaminikums AZ-HCI (Vividrin® akut) wies mit 3994 + 418 ng/0.5 g
zum Zeitpunkt 0 min eine ca. viermal héhere Gewebekonzentration als die untersuchten
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Glucocorticoide auf (siehe Abbildung 25).

Die Freisetzung aus der Gewebebindung in das Blutkompartiment wurde bei AZ-HCI
durch Inkubation der gewaschenen Gele mit einer Plasma-Erythrozyten-Mischung durchgefihrt.
Es wurde in Untersuchungen zum Verteilungsgleichgewicht von AZ-HCl zwischen
Humanplasma und der Plasma-Erythrozyten-Mischung eine Verteilung von 53 % in
Erythrozyten nach 1h Inkubation ermittelt.

So kam es zu AZ-HCI Gewebekonzentrationen von 3459 + 369 ng/0.5 g nach 15 min
und 3236 + 421 ng/0.5 g nach 30 min. Nach 60 min Aquilibrierung der Gel-Matrix in der Plasma-
Erythrozyten-Mischung befand sich mit 2991 + 446 ng/0.5 g noch ca. 75 % der urspriinglich
gebundenen Wirkstoffmenge im Gewebe (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Vergleich der Gewebebindung von AZ-HCI (aus Vividrin® akut) und den bereits in
Abbildung 23 dargestellten Ergebnissen der Glucocorticoide FP bzw. Bud bzgl. der Bindung an
humanes Lungengewebe aus den Gewebe-Gel-Matrix-Experimenten. Die Saulen zum Zeitpunkt
0 min stellen die Wirkstoffkonzentrationen im Gewebe nach 30-miniitiger Inkubation der
jeweiligen handelsiiblichen Formulierung mit der Gewebe-Gel-Matrix aus 0.5 Gewebe, korrigiert
um die an das Vergleichsgel gebundene Menge, dar. Die Sédulen zu den Zeitpunkten 15, 30 und 60
min stellen die Gewebekonzentrationen nach Inkubation der wirkstoffbeladenen Gewebe-Gel-
Matrix in Humanplasma (FP, Bud) bzw. in der Plasma-Erythrozyten-Mischung (AZ-HCI) und
Korrektur durch das Vergleichsgel dar. Dargestellt sind die Mittelwerte und die mittlere

Abweichung vom Mittelwert von jeweils drei Experimenten.
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Eine weitere Moglichkeit die Ergebnisse der Gewebebindung darzustellen und die
Unterschiede der untersuchten Wirkstoffe aufzuzeigen, ist die Flache unter der
Gewebekonzentrations-Zeit-Kurve als Integral (AUC) zu berechnen. So ergab die AUC Uber
eine Stunde nach der Inkubation in Humanplasma fir Bud mit 10140 + 4158 ng/0.5 g * min den
geringsten Wert. FP hingegen fiihrte zu 38542 + 1146 ng/0.5 g * min als Lipophileres im
Vergleich der beiden Glucocorticoide zu einer gréBeren Flache unter der
Gewebekonzentrations-Zeit-Kurve (siehe Abbildung 26).

Azelastin-HCI setzte sich dagegen als lipophilste Substanz unter den drei untersuchten
Wirkstoffen mit 199521 + 24822 ng/0.5 g « min deutlich von den beiden Glucocorticoiden ab
(siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Vergleich der Flache unter der Gewebe-Konzentrations-Zeit Kurve tiber eine Stunde
fir FP, Bud und AZ-HCl aus den Gewebe-Gel-Matrix-Experimenten. Die Saulen stellen die
Mittelwerte und die mittlere Abweichung vom Mittelwert aus drei Experimenten dar.

6.3.2 Bindung an Polyacrylamid-Gel

Die Verwendung von Polyacrylamid-Gelen zur Fixierung des respiratorischen Gewebes und zur
Simulation einer zusammenhangenden Mukosaoberflache war die Voraussetzung zur
Durchfihrung der Bestimmung der Gewebebindung aus handelsUblichen
Suspensionsformulierungen. Die Bindung der untersuchten Wirkstoffe musste somit sowohl an
die Gewebe-Gel-Matrix als auch an die Vergleichsgel-Matrix ohne Gewebe gleichermaBen
untersucht werden, um eine Aussage Uber die gewebegebundene Menge machen zu kénnen.
Die untersuchten Substanzen unterschieden sich beziiglich der Bindung an das
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Polyacrylamid-Gel. So kann der Quotient aus der an das Vergleichsgel gebundenen
Wirkstoffmenge und dem insgesamt an die Gewebe-Gel-Matrix gebundenen Wirkstoffanteil
herangezogen werden, um einen Hinweis auf die Bindung an das Polyacrylamid-Gel zu
erhalten. So ergab sich bei FP mit 23 £ 5 %, im Vergleich zu Bud mit 80 £ 1 %, eine geringere
Polyacrylamidbindung, wahrend sich beim Antihistaminikum AZ-HCI ein Wert von 33 = 2 %
errechnete (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Vergleich der Bindung der untersuchten Substanzen FP, Bud und AZ-HCI an das
Polyacrylamidgel, ermittelt aus dem Quotienten aus der an das Vergleichsgel gebundenen
Wirkstoffmenge und an die Gewebe-Gel-Matrix gebundenen Menge. Dargestellt sind die

Mittelwerte und die mittlere Abweichung vom Mittelwert von jeweils drei Experimenten.

6.4 Diskussion

Es konnte erfolgreich eine neue Methode etabliert werden, die es ermdglicht, in einem Modell
die pharmakokinetischen Vorgange verschiedener nasaler Glucocorticoid-Suspensionen in vitro
darzustellen. So gelang es, die Freisetzung aus der Arzneiform, die Absorption des geldsten
Wirkstoffs in das Zielgewebe, und die Umverteilung des gewebegebundenen Wirkstoffs in
Humanplasma in einem Experiment zu erfassen. Dabei ist es durch die Wahl der
Untersuchungsbedingungen gelungen, einen der Physiologie angenaherten experimentellen
Aufbau zu entwickeln. Die Verwendung von kinstlichem Nasensekret (KNS) sorgte dafiir, dass
der Auflésungsprozess der Wirkstoffkristalle auf der nasalen Schleimhaut durch die
Bereitstellung von Mukusproteinen simuliert werden konnte. Die Sekretschicht, die die Zilien
sowie die Zwischenrdume der Zilien bedeckt, betragt auf der menschlichen Schleimhaut ca. 5-
15 pm und wurde durch die Verwendung von KNS auf der experimentellen Mukosaoberflache in
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einem realistischen Szenario miteinbezogen [2,5]. Die in den eigenen Untersuchungen
ermittelten Einflisse der im Nasensekret vorhandenen Mucine und Proteine auf die
Lésungsgeschwindigkeit der nasal applizierten Glucocorticoidkristalle wurden hiermit also
ebenso im Versuchsablauf beriicksichtigt (siehe 3.3). Es erfolgte je Arzneistoff eine Applikation
von ~ 9 ug pro Gel-Matrix, wobei die simulierte Mukosaoberflache ~ 11 cm? betrug. Dadurch
wurde gewahrleistet, dass nach erfolgter Inkubation nicht sadmtlich applizierter Wirkstoff in die
Gewebe-Gel-Matrix diffundieren konnte, somit die Wirkstoffformulierung auf der Mukosa im
Uberschuss vorlag, was wiederum der Situation in vivo entsprechend nachempfunden wurde.
Bei der Erhaltungstherapie der allergischen Rhinitis mit FP aus Flutide® Nasal Nasenspray
sowie mit Bud aus Budes® Nasenspray werden 100 pg/Nasenloch/Tag appliziert. Die
Oberflache einer Halfte der Nasenhdhle wird mit ca. 60-75 cm? angenommen [2,5]. Dabei muss
allerdings beachtet werden, dass ein gewisser Wirkstoffanteil gar nicht deponiert wird, sondern
direkt nach der Applikation aus der Nase ausflieBt. AuBerdem haben Untersuchungen gezeigt,
dass die Verteilung der verspriihten Formulierung auf der gesamten Mukosaoberflache nicht
gleichmaBig erfolgt. So wird, je nach Haltung bei der Applikation, meist der groBte Teil der
Dosis in der unteren Nasenmuschel und dem vorderen Teil der Nasenhéhle deponiert
[135,184].

Die Simulierung einer Mukosaoberflache durch die Einbettung der Gewebestilicke in
eine zusammenhangende Gel-Matrix machte es mdglich, den durch die mukozilidre Clearance
begrenzten Zeitraum der Prasenz der Kristalle auf der Schleimhaut im hinteren Teil der
Nasenho6hle darzustellen. Der nach dem Inkubationszeitraum nicht aufgeléste und in die
Gewebe-Gel-Matrix diffundierte Wirkstoffanteil wurde von der Oberflache abgewaschen und
konnte somit den physiologischen Abtransport der Kristalle in den Rachenraum nachahmen.
Der im respiratorischen Gewebe gebundene Arzneistoff zum Zeitpunkt 0 min stellte schlieBlich
den Wirkstoffanteil dar, der aufgrund des halbstiindigen Mukosadepots in die Gewebestrukturen
diffundieren konnte und als zusammenhangendes MaB fir die pharmakokinetischen Vorgéange
der Freisetzung aus der Arzneiform, gleichbedeutend mit dem Auflésungsprozess der Kristalle
im Nasensekret sowie der Gewebeadsorption, herangezogen werden konnte.

So lagen bei Bud und FP nach der halbstiindigen Inkubation der Glucocorticoid-
Suspensionen auf der Gel-Matrix a&hnliche Gewebekonzentrationen vor, obwohl sich beide
Substanzen bezliglich ihrer physikochemischen Eigenschaften unterschieden. So lag bei Bud
ein héherer bereits geldster Wirkstoffanteil vor und der Auflésungsprozess der Kristalle im
Nasensekret war ebenso im Vergleich zu FP als schneller anzunehmen [42], auch wenn FP im
starkeren MaBe von dem Proteinanteil im Nasensekret beziiglich der Lésungsgeschwindigkeit
profitierte als Bud (siehe 3.3). Auf der anderen Seite muss die héhere Lipophilie des FP und die
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damit verbundene hdéhere Diffusionsgeschwindigkeit in das Gewebe sowie die hdhere
Gewebeaffinitdt im Gegensatz zu Bud bei der Diskussion der Ergebnisse beachtet werden
(siehe 4.3) [157,180]. Durch die schnellere Diffusion vom Ort des Ldsungsprozesses in die
Gewebeareale bei FP kam es zu einem grdBeren Konzentrationsgefélle in der Losungsschicht
der Kristalle, was wiederum den Aufldsungsprozess des Feststoffes geférdert hat (siehe 3.4.1
Noyes-Whitney Gleichung).

So kann die ahnliche Gewebekonzentration beider Glucocorticoide vor der
Plasmainkubation, wie sie in dem in vitro Modell ermittelt wurde, damit erklart werden, dass Bud
durch die bessere Léslichkeit und Lésungsgeschwindigkeit in gewissem MaBe die geringere
Gewebeaffinitat im Vergleich zum FP kompensieren kann. Dies deutet sich auch an, wenn man
die Ergebnisse der durchgefiihrten Gewebe-Gel-Experimente mit der nasalen Gewebeaffinitat
der geldsten Wirkstoffe vergleicht (siehe 4.3, Abbildung 16). Bud scheint bei der Untersuchung
der Suspensionsformulierungen durch den schnelleren Lésungsprozess die geringere
Gewebeaffinitat im Vergleich zum FP auszugleichen.

Dies zeigt auch, dass es mit dem entwickelten Modell gelungen ist, den wichtigen
Prozess der Auflésung der Glucocorticoidkristalle auf der Mukosa in den Zusammenhang der
pharmakokinetischen Betrachtung nasaler Corticoidsuspensionen miteinzubeziehen. So
konnten durch die Darstellung des Ergebnisses in Form der Gewebekonzentration durchaus
auch Aussagen Uber das Loslichkeitsverhalten der Feststoffe gemacht werden.

Die Fortflihrung des pharmakokinetischen Modells um die Abbildung der Umverteilung
der Substanzen aus der Gewebebindung in das Blutkompartiment konnte schlieBlich jedoch
zeigen, dass es durch die Inkubation der wirkstoffgebundenen Gelmatrices in Humanplasma bei
Bud zu einer schnellen Freisetzung des gebundenen Wirkstoffs kam. Im Gegensatz dazu lag
bei FP auch nach einer Stunde Plasmainkubation noch mehr als 60 % der urspringlich
gebundenen Wirkstoffmenge im Gewebe gebunden vor. Die erwartet geringere Gewebeaffinitat
des Bud im Vergleich zu FP zeigte sich also auch bei den durchgefiihrten Gewebe-Gel-Matrix
Experimenten und stehen im Einklang mit bereits bekannten Daten zur Freisetzung aus der
Gewebebindung aus Nasen-, wie auch Lungengewebe [149,151].

Durch die Untersuchung des Antihistaminikums Azelastin-HCI (AZ-HCI) in demselben
Versuchsaufbau konnte gezeigt werden, dass das Modell auch auf eine weitere Arzneiform,
sowie eine andere Arzneistoffgruppe angewandt werden konnte. Dies wurde dadurch bestétigt,
dass AZ-HCI aus Vividrin® akut Nasenspray, im Vergleich zu den eingesetzten Glucocorticoid-
Suspensionen von Bud und FP, deutlich héhere Gewebekonzentrationen zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten ergaben. Dies war zum einen darauf zurtickzufihren, dass AZ-

HCI in der verwendeten handelstblichen Formulierung bereits gelést vorlag. Somit war im
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Gegensatz zu den Corticoidpraparaten kein Auflésen der Kristalle nétig, welches Zeit in
Anspruch nahm. AuBerdem stellte AZ-HCI (log P= 4.9 [185]), im Vergleich zu Bud (log P= 1.9
[185]) und FP (log P= 3.4 [185]), die lipophilste Substanz dar, was sich auch im hohen
Verteilungsvolumen der Substanz bemerkbar macht (Vgss azrci = 14.5 I/kg [186]). FP und Bud
dagegen weisen deutlich geringere Verteilungsvolumina auf (Vyss pp= 4.5 I’kg [160]; Vyss Bug= 2.6
I’kg [159]) [176]. Es konnte eine gute Korrelation zwischen der in den eigenen Experimenten
ermittelten Gewebeaffinitat, die durch die Flache unter der Gewebekonzentrations-Zeit-Kurve
als Integral Uber eine Stunde (AUC \:1n) dargestellt wurde, und den literaturbekannten
jeweiligen Verteilungsvolumina der Wirkstoffe festgestellt werden. Dies driickte sich in Form des
Korrelationskoeffizienten von 0.999 aus (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Korrelation zwischen den literaturbekannten Verteilungsvolumina von Bud, FP und
AZ-HCI und der in den eigenen Experimenten ermittelten Flache unter der Gewebekonzentrations-
Zeit-Kurve lber eine Stunde (AUC ;1) der untersuchten Wirkstoffe. Der Korrelationskoeffizient

wurde mit r= 0.999 bestimmt.

Weiterhin ist interessant, die Ergebnisse des in vifro Modells der untersuchten
Glucocorticoide mit Daten aus in vivo Studien zu vergleichen. So lag die nasale
Bioverfligbarkeit einer wassrigen Wirkstoffsuspension bei Bud bei 29 % bzw. 34 % [29,30]. Die
in klinischen Studien ermittelten Plasmakonzentrationen von Bud wie von den anderen nasalen
Glucocorticoiden kamen dabei zu einem groBen Teil durch den direkt Uber die nasale Mukosa
absorbierten Wirkstoff zustande, da dieser die hepatische Inaktivierung durch den first pass
Effekt umgehen konnte [31,37,187,188]. Die relativ hohe Bioverflgbarkeit von Bud machte sich
auch in vergleichbar hohen maximalen Plasmakonzentrationen (Cnax) nach nasaler Applikation

bemerkbar. Thorsson et al. ermittelten nach einer Einmalgabe von 400 ug einer wassrigen
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Suspensionsformulierung, die mittels eines Pumpsprays nasal appliziert wurde, eine ¢ von
430 pg/mL [30,189]. Auch mit der raschen Auflésung der Bud-Kristalle auf der nasalen Mukosa
sind die gemessenen Cna.-Werte zu erklaren.

Im Gegensatz dazu war die in Studien ermittelte nasale Bioverfligbakeit von FP mit
<1 % als vergleichbar gering einzustufen [29,34]. Die von Daley-Yates et al. untersuchte
maximale Plasmakonzentration von FP betrug nach nasaler Einmalapplikation von 800 ug einer
wassrigen Suspensionsformulierung lediglich 27.7 pg/mL [190].

Diese  Unterschiede in der nasalen Bioverfigbarkeit und maximalen
Plasmakonzentration zwischen den beiden Substanzen Bud und FP, die mittels in vivo
Untersuchungen bestimmt wurden, waren auch Uber das entwickelte Modell nachvollziehbar.
So lagen auch hier bei Bud nach erfolgter Freisetzung in das simulierte Blutkompartiment im
Vergleich zu FP wesentlich héhere Plasmakonzentrationen vor. In den durchgefihrten in vitro
Versuchen ist dies auf die geringere Gewebeaffinitat des Bud zu FP zuriickzufiihren.

Die Ergebnisse zeigten also durchaus, dass das entwickelte Modell zur Beurteilung der
Pharmakokinetik nasal applizierter Formulierungen geeignet ist und Korrelate zur in vivo
Situation hergestellt werden kénnen. In vivo ist anzunehmen, dass der Unterschied zwischen
den beiden Glucocorticoiden, beziiglich der in Studien gemessenen Plasmakonzentrationen,
auch durch die perorale Absorption des verschluckten Wirkstoffs nach erfolgter mukoziliarer
Clearance zustande kommt [190]. So landet ungefahr 70 % des applizierten Wirkstoffs durch
direktes AusflieBen bzw. die mukozilidre Clearance im Magen-Darm Trakt [23]. Die orale
Bioverfugbarkeit wurde in klinischen Studien fir Bud mit 11 % und FP mit < 1 % bestimmt und
kann so, neben dem nasal absorbierten Wirkstoffanteil, gerade fir hydrophilere Wirkstoffe wie
Budesonid zu einem unerwiinschten Anstieg des Plasmaspiegels beitragen.
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7 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungen-
epithelzellen durch wirkstoffenthaltendes Humanplasma des
pharmakokinetischen Modells

Die Therapie der allergischen Rhinitis umfasst neben den intranasalen Glucocorticoiden als
eine weitere Wirkstoffgruppe zur topischen Applikation die Antihistaminika. Hierbei ist derzeit
neben Levocabastin, Azelastin-HCI als H;-Antihistaminikum der zweiten Generation sowohl als
Augentropfen als auch als Nasenspray fir die Behandlung zugelassen. Wie bei den nasalen
Glucocorticoiden ermdglicht die topische Anwendung von Azelastin-HCI die Applikation hdherer
Dosen im Vergleich zur systemischen Therapie, was verantwortlich ist fur eine effektive
antiallergische und antiinflammatorische Wirkung im Zielorgan und dabei gleichzeitig
systemische Nebenwirkungen sowie die Wahrscheinlichkeit fiir mégliche Wechselwirkungen
minimiert [191]. Nasale Antihistaminika werden in der Regel zweimal taglich angewendet, um
eine ausreichende Wirkstoffkonzentration im Nasengewebe zu erreichen und positive Effekte
auf die allergischen Symptome im idealen MaBe vorzuweisen [192]. Im Vergleich zu den oralen
Antihistaminika wurde in klinischen Studien eine &hnliche Wirksamkeit, jedoch ein signifikant
schnellerer Wirkeintritt, ermittelt, der bereits innerhalb von 20 min nach Applikation eintreten
kann [193,194]. Als nachteilig flir die Compliance des Patienten bei der Anwendung von
Azelastin-HCI-haltigen nasalen Arzneiformen ist der bittere Geschmack zu nennen, der
bisweilen Ubelkeit hervorrufen kann.

Es konnte gezeigt werden, dass intranasale Glucocorticoide sowohl den nasalen wie
auch den oralen Antihistaminika beziglich einer Verbesserung der allergischen Symptomatik
Uberlegen sind [195]. Antihistaminika bewirken dabei vor allem eine Symptombesserung in der
Sofortphase der allergischen Reaktion [10]. Jedoch sind auch zahlreiche antiinflammatorische
Effekte der Wirkstoffe beschrieben, die die Aufrechterhaltung der Entziindung beeinflussen
kénnen.

Ratner et al. untersuchten auBerdem, ob eine Kombinationstherapie eines
Antihistaminikums und eines Glucocorticoids, welche beide nasal appliziert wurden, wirksamer
als die jeweilige Monotherapie ist. So wurde in dieser Studie festgestellt, dass die kombinierte
nasale Therapie aus Azelastin-HCl und Fluticasonpropionat der jeweiligen Monotherapie
Uberlegen ist [196,197]. Dennoch ergaben sich bislang noch keine Empfehlungen fiir eine
parallele topische Anwendung beider Arzneistoffgruppen, was zum einen an der derzeitigen
geringen Datenlage fir eine positive Beurteilung und einen eindeutigen Vorteil der
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Kombinationstherapie liegt, zum anderen an der ausreichenden Effektivitdt der Monotherapie
mit intranasalen Glucocorticoiden festzumachen ist [8,198]. Eine Kombinationstherapie von
einem oralen Antihistaminikum mit einem nasalen Glucocorticoid wird meist lediglich bei starken

Beschwerden in Erwégung gezogen [9].

71 Fragestellung

Die guten antiinflammatorischen Effekte der intranasalen Glucocorticoide bei der Therapie der
allergischen Rhinitis sind auf den effektiven genomischen Wirkmechanismus zurtckzufihren
und sind durch zahlreiche klinische Studien belegt [10]. Die in vitro Entzindungshemmung
durch wirkstoffhaltige Gewebeproben intranasaler Glucocorticoide konnte durch die Entwicklung
eines Modells mit Hilfe einer Lungenepithelzelllinie in eigenen Versuchen nachgewiesen
werden (siehe Kapitel 5).

Die Wirksamkeit von H;- Antihistaminika in der antiallergischen Therapie hdngen sowohl
mit ihren rezeptorabhangigen, als auch ihren rezeptorunabhéngigen Effekten zusammen [199].
So ist die Potenz des Azelastins am H;-Rezeptor zu nennen, die etwa zehnmal die des
Chlorphenamins Ubersteigt [200]. Daneben sind aus in vitro und in vivo Studien eine Vielzahl an
pharmakologischen Effekten bekannt, die zum einen die friihe Phase der allergischen Reaktion
betreffen kénnen, zum anderen sich aber auch antiinflammatorisch in der Spatphase &uBern
kénnen. So kommt es durch Antihistaminika zur Hemmung der Freisetzung von Histamin aus
Mastzellen und basophilen Granulozyten, aber auch zur Hemmung der Expression und
Freisetzung von inflammatorischen Cytokinen [186,200].

Das Ziel war es die pharmakokinetischen Experimente zur Gewebe-Gel-Bindung von
Fluticasonpropionat und Azelastin-HClI mit einer pharmakodynamischen Fragestellung zu
verbinden und einen Vergleich der antiinflammatorischen Eigenschaften beider
Arzneistoffklassen mit Hilfe eines in vitro Zellkulturmodells einer Lungenepithelzelllinie und dem
Entzindungsmarker IL-8 durchzufihren.

Bei der Bestimmung der Gewebebindung von Azelastin-HCI und Fluticasonpropionat mit
Hilfe einer Gewebe-Gel-Matrix stellte sich heraus, dass das Antihistaminikum eine etwa viermal
so starke Affinitdt zu Lungengewebe besitzt als das untersuchte Glucocorticoid (siehe
Kapitel 6). Die hohere Gewebekonzentration des Azelastin-HCI im Vergleich zum
Fluticasonpropionat, &uBerte sich auch in einer hoéheren Wirkstoffkonzentration nach
Freisetzung aus der Gewebe-Gel-Bindung in das simulierte Blutkompartiment.

Somit stellte sich die Frage, inwiefern sich die antiinflammatorischen Eigenschaften der
beiden Vertreter der jeweiligen Arzneistoffklassen mit Hilfe eines Zellkulturmodells darstellen
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lassen, wobei die Plasmaproben nach der Freisetzung aus der Gewebe-Gel-Bindung als

humane Spezimen zur Inkubation mit Lungenepithelzellen Verwendung finden sollten.

7.2 Prinzip der Bestimmung.

Zur Bestimmung der Hemmung der IL-8 Sekretion aus A549 Zellen in vitro wurden
Zellkulturversuche durch Inkubation mit Wirkstoff enthaltenden Plasmaproben mit
Fluticasonpropionat und Azelastin-HCI durchgefiihrt (siehe 7.3, 7.4 und 7.5 Experimenteller
Teil C). Dabei wurden A549 Lungenepithelzellen am Boden eines ZellkulturgeféaBes kultiviert.
Als humanes Spezimen fir eine Inkubation mit den Zellen diente das Humanplasma der
Freisetzungsversuche aus der Gewebe-Gel-Bindung und der Vergleichsgel-Bindung. Dabei
wurden zum einen Plasmaproben eingesetzt, die nach der ersten Stunde der Umverteilung aus
der Gelbindung gewonnen wurden. AuBerdem wurde eine zweite Versuchsreihe durchgefihrt,
bei der Plasmaproben zur Zellinkubation verwendet wurden, die dadurch vorbereitet wurden,
dass nach der kompletten Erneuerung der Freisetzungsmatrix nach einer Stunde frisches
Humanplasma Uber dann weitere zwei Stunden mit der Gel-Matrix inkubiert wurde. Um fir die
Kontrollproben der Zellkulturexperimente eine entsprechende Matrix bereitzustellen, wurde ein
wirkstofffreies Polyacrylamidgel mit Humanplasma flr identische ZeitrAume wie die
wirkstofftragenden Gele inkubiert (Kontrollplasma). So konnte ein mdglicher Einfluss von
Acrylamidmonomeren auf die Zellviabilitat, die theoretisch bei der Inkubation der Gel-Matrix in
Humanplasma freigesetzt wurden, erfasst werden.

Nach der Kultivierung der Lungenepithelzellen bis zur Subkonfluenz wurden die
Plasmaproben fir zunachst 3 h mit der Zelllinie inkubiert, ehe der Ansatz mit Lipopolysaccharid
(LPS) einer Konzentration von 50 ug/mL Uber 24 h stimuliert wurde. AnschlieBend wurden
Proben aus dem Uberstand der Zellkultur gewonnen und schlieBlich mittels ELISA bestimmt
(siehe 7.6 Experimenteller Teil C).

7.3 Ergebnisse

In einer ersten Versuchsreihe wurden die Plasmaproben nach einer Stunde Freisetzung aus der
Gelbindung in Humanplasma untersucht. Durch die Inkubation mit Kontrollplasma und die
Stimulation mit LPS Uber 24 Stunden kam es bei den A549 Zellen zur Sekretion von 338 + 12
pg/mL (Kontrolle; n= 4) IL-8 (siehe Abbildung 29). Weiter wurde Humanplasma (P) ohne

Gelinkubation in der Zellkultur untersucht, welches eine IL-8 Konzentration von 442 + 27 pg/mL
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(P +LPS; n= 4) ergab (siehe Abbildung 29). Daneben wurden Zellen mit Medium (M) inkubiert,
in der auf Plasmazugabe sowie LPS-Stimulation verzichtet wurde und eine IL-8 Konzentration
von 161 pg/mL (M —-LPS; n= 1) ermittelt wurde. SchlieBlich wurde der Effekt von Medium
untersucht, wobei auf Plasmazugabe verzichtet wurde, jedoch eine LPS-Stimulation stattfand,
wodurch sich 271 pg/mL (M +LPS; n= 2) IL-8 ergaben (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Hemmung der IL-8 Sekretion von A549 Zellen durch die Inkubation von
Plasmaproben, welche durch eine einstiindige Inkubation von wirkstoffbeladenem Gewebe-Gel,
Vergleichsgel bzw. Kontroll-Gel in Humanplasma gewonnen wurden (FP GG: FP Gewebe-Gel;
FP VG: FP-Vergleichsgel; AZ GG: AZ-Gewebe-Gel; AZ VG: AZ-Vergleichsgel; jeweils n= 3;
Kontrolle: Kontroll-Gel; n= 4). Dargestellt sind die Mittelwerte und die mittlere Abweichung vom
Mittelwert. Die Lungenepithelzellen wurden mit LPS (50 pg/mL) stimuliert. Die IL-8 Konzentration
im Zellkulturmedium wurde mittels ELISA bestimmt. Weiterhin sind dargestellt: Humanplasma
ohne Gelinkubation mit LPS (P +LPS; n= 4; MW + MAbM), Medium ohne Plasmazugabe und ohne
LPS (M -LPS; n= 1), sowie Medium ohne Plasmazugabe und mit LPS (M +LPS; n= 2; MW).

Die Plasmaproben der Gelversuche mit Fluticasonpropionat ergaben nun eine
Hemmung der IL-8 Sekretion in das Zellkulturmedium. Wahrend bei den Plasmaproben der
Vergleichsgele eine IL-8 Konzentration von 91 = 3 pg/mL ermittelt wurde (FP VG; n= 3), kam es
mit 56 + 3 pg/mL (FP GG; n= 3) zu einer ca. 40 %igen Abnahme der IL-8 Konzentration der
Gewebe-Gel-Proben gegenuber den Vergleichsgel-Proben (siehe Abbildung 29).
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Wahrend die Plasmaproben mit Azelastin-HCI aus den Vergleichsgel-Experimenten mit
380 £ 1 pg/mL (AZ VG; n= 3) eine ahnliche IL-8 Konzentration wie die Kontrollplasmaproben
aufwiesen, kam es bei den Gewebe-Gel-Proben mit 306 £ 11 pg/mL (AZ GG; n= 3) zu einer
geringen Hemmung der IL-8 Freisetzung (siehe Abbildung 29).

In einer zweiten Versuchsreihe wurden die Plasmaproben, die nach der kompletten
Erneuerung der Freisetzungsmatrix nach einer Stunde und darauffolgend durch weitere zwei
Stunden Kontakt mit der Gel-Matrix entstanden sind, im Zellkulturexperiment untersucht.
Hierdurch sollte der antiinflammatorische Effekt ermittelt werden, der durch eine verzégerte
Freisetzung von Wirkstoff zustande kam. Bei der Inkubation mit Kontrollplasma und Stimulation
mit LPS Ober 24 Stunden kam es bei den A549 Zellen zur Sekretion von 470 £ 6 pg/mL
(Kontrolle; n= 4) IL-8 (siehe Abbildung 30). Weiter wurde Humanplasma (P) ohne Gelinkubation
untersucht, welches zu einer IL-8 Konzentration von 439 £ 36 pg/mL (P +LPS; n= 4) fihrte.
AuBerdem wurden Zellen mit Medium (M) inkubiert, in der auf Plasmazugabe sowie LPS-
Stimulation verzichtet wurde und eine IL-8 Konzentration von 224 pg/mL (M —-LPS; n= 1)
ermittelt wurde. SchlieBlich wurde der Effekt von Medium auf die Zellkultur untersucht, wobei
auf Plasmazugabe verzichtet wurde, jedoch eine LPS-Stimulation stattfand, wodurch sich 322
pg/mL (M +LPS; n= 2) IL-8 ergaben (siehe Abbildung 30).

Die Plasmaproben der Gelversuche mit Fluticasonpropionat ergaben nun wiederum eine
Hemmung der IL-8 Sekretion in das Zellkulturmedium. Wé&hrend bei den Plasmaproben der
Vergleichsgele eine IL-8 Konzentration von 135 + 9 pg/mL ermittelt wurde (FP VG; n= 3), kam
es mit 115 + 15 pg/mL (FP GG; n= 3) lediglich zu einer ca. 15 %igen Abnahme der IL-8
Konzentration der Gewebe-Gel-Proben gegeniiber den Vergleichsgel-Proben (siehe Abbildung
30).

Die Plasmaproben mit Azelastin-HCI aus den Vergleichsgel-Experimenten mit 416 = 7
pg/mL (AZ VG; n= 3) zeigten eine leicht geringere IL-8 Konzentration als die
Kontrollplasmaproben auf. Bei den Gewebe-Gel-Proben kam es mit 402 £ 16 pg/mL (AZ GG;
n= 3) zu einer ahnlichen Hemmung der IL-8 Freisetzung (siehe Abbildung 30).

Die erfolgte Bestimmung der Zellviabilitdt nach der Durchfihrung der Versuche ergab
eine vergleichbare Zellzahl fir jedes Experiment (siehe 7.1.1 bzw. 7.2.1, Tabellarischer Anhang
D). Hierdurch konnte ein schadlicher Einfluss durch die Plasmainkubation mit
Polyacrylamidgelen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 30: Hemmung der IL-8 Sekretion von A549 Zellen durch die Inkubation von
Plasmaproben, welche durch die zweistiindige Inkubation von wirkstoffbeladenem Gewebe-Gel,
Vergleichsgel bzw. Kontroll-Gel in Humanplasma nach Erneuerung der Freisetzungsmatrix nach
einer Stunde gewonnen wurden (FP GG: FP-Gewebe-Gel; FP VG: FP-Vergleichsgel; AZ GG: AZ-
Gewebe-Gel; AZ VG: AZ-Vergleichsgel; jeweils n= 3; Kontrolle: Kontroll-Gel; n= 4). Dargestelit
sind die Mittelwerte und die mittlere Abweichung vom Mittelwert. Die Lungenepithelzellen wurden
mit LPS (50 pg/mL) stimuliert. Die IL-8 Konzentration im Zellkulturmedium wurde mittels ELISA
bestimmt. Weiterhin sind dargestellt: Humanplasma ohne Gelinkubation mit LPS (P +LPS; n= 4;
MW i+ MAbM), Medium ohne Plasmazugabe und ohne LPS (M -LPS; n= 1), sowie Medium ohne
Plasmazugabe und mit LPS (M +LPS; n= 2; MW).

7.4 Diskussion

7.4.1 Antiinflammatorische Eigenschaften von Antihistaminika und
Glucocorticoiden

Traditionell liegt bei Hi-Antihistaminika der Fokus der Pharmakologie auf der invers
agonistischen Wirkung an H;-Rezeptoren von beispielsweise Zellen der glatten Muskulatur,
Mastzellen und weiterer Immunzellen. Doch eine Reihe von Untersuchungen haben auch
gezeigt, dass Hi-Antihistaminika antiinflammatorische Effekte besitzen, die unabhangig von
einer H;-Rezeptorwirkung auftreten [199,201]. So ist auch ein Effekt antihistaminerger
Wirkstoffe auf Epithelzellen, die wahrend einer allergischen Reaktion entscheidend zur
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Rekrutierung von Entziindungszellen beitragen, nachgewiesen worden. Arnold et al.
untersuchten in diesem Zusammenhang die antiinflammatorischen Effekte von Cetirizin auf
A549 Epithelzellen und stellten dabei eine histaminunabh&ngige Hemmung der IL-8 Freisetzung
sowie eine verminderte Expression von ICAM-1, einem Oberflachenprotein zur Zelladhasion
von Immunzellen, fest [202]. Auch fiir Azelastin-HCI wurden bereits hemmende Effekte auf
Mediatoren der Spatphasenreaktion der allergischen Entziindungsreaktion nachgewiesen [201].

Die Applikation von intranasalen Glucocorticoiden sorgt fir einen lokalen
pharmakologischen Effekt auf eine Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen. Neben der
Wirkstoffaktivitdt in einer Reihe von Entziindungszellen wie eosinophile und basophile
Granulozyten sorgt auch die Wirkung auf Mastzellen und Epithelzellen fir eine positive
Beeinflussung der Symptome der allergischen Rhinitis.

Es hatte sich bereits in selbst durchgeflhrten in vitro Untersuchungen mit intranasalen
Gilucocorticoiden herausgestellt, dass die Messung von freigesetztem IL-8 aus der Zelllinie
A549 nach Inkubation mit Wirkstoff enthaltenden humanen Spezimen und anschlieBender
Stimulation mit LPS als eine sensitive Methode herangezogen werden kann, um
antiinflammatorische Effekte von Corticoiden an Epithelzellen nachzuweisen (siehe 5
Experimenteller Teil C).

So stellte die Durchfiihrung des Zellkulturmodells eine sinnvolle Mdéglichkeit dar, die
antiinflammatorischen  Effekte  von  Azelastin-HCI  und  Fluticasonpropionat  auf
Lungenepithelzellen zu vergleichen.

Es konnte erfolgreich ein Zellkulturexperiment etabliert werden, welches in der Lage ist,
die Gewebe-Gel-Versuche, die die Pharmakokinetik von Formulierungen zweier
unterschiedlicher Arzneistoffklassen zur nasalen Applikation in vitro simulieren konnte, um eine
pharmakodynamische Fragestellung zu erweitern. Hierbei ist zunachst festzuhalten, dass die im
pharmakokinetischen Versuch ermittelte hdhere Gewebekonzentration des AZ-HCI gegenlber
FP, die sich auch in einer hoheren Wirkstoffkonzentration nach Freisetzung in das
Blutkompartiment auBerte, nicht zu einer stérkeren Hemmung der IL-8 Freisetzung im Vergleich
zum Gilucocorticoid gefihrt hat. Dies ist durch den effektiven antiinflammatorischen
Wirkmechanismus der Glucocorticoide gegenliber den Antihistaminika zu erklaren. Die héhere
ermittelte Gewebebindung des AZ-HCI im Vergleich zu FP, die mit der héheren Lipophilie sowie
dem hdoheren Verteilungsvolumen des AZ-HCI zu erklaren ist, scheint demnach nicht flr einen
vergleichbaren antiinflammatorischen Effekt im Rahmen des durchgeflhrten in vitro
Experiments auszureichen.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Literaturhinweisen zur antiinflammatorischen

Wirksamkeit von H;-Antihistaminika. So ist bekannt, dass fir die entziindungshemmende
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Aktivitdt der H;i-Antihistaminika, die durch rezeptorunabhangige Effekte zustande kommen,
wesentlich hdhere Wirkstoffkonzentrationen nétig sind als fir die rezeptorabhangigen
Wirkungen [199]. AuBerdem zeigen klinische Vergleiche in systematischen Ubersichtsarbeiten
der beiden Arzneistoffklassen, dass intranasale Glucocorticoide den nasalen wie auch oralen
Antihistaminika Uberlegen sind, was die Behandlung nasaler Symptome der allergischen
Rhinitis angeht [195,203]. Auch wird bei einer Reihe von potentiellen antiinflammatorischen
Eigenschaften der Antihistaminika angezweifelt, ob sie von klinischer Relevanz sind, da sie
hoher Wirkstoffkonzentrationen bedtirfen [199].

Dennoch ist in den in vitro Experimenten eine Hemmung der IL-8 Expression nach
Zellinkubation mit Humanplasma der Freisetzungsversuche des AZ-HCI enthaltenden Gewebe-
Gels festzustellen. Allerdings ist dieser antiinflammatorische Effekt wesentlich geringer
gegeniber der Glucocorticoidwirkung.

Es ist anzumerken, dass die Experimente nicht mit einer Plasma-Erythrozyten-Mischung
durchgefiihrt worden sind, sondern aufgrund der Inkubation des Spezimen in der Zellkultur mit
reinem Humanplasma. So wurde ein unkalkulierbarer Einfluss zelluldrer Bestandteile auf die
Lungenepithelzellen verhindert. Aufgrund einer nicht unerheblichen Verteilung von AZ-HCI in
Erythrozyten wurde bei den pharmakokinetischen Untersuchungen die Freisetzung aus der
Gewebe-Gel-Bindung mit einer Plasma-Erythrozyten-Mischung vorgenommen (siehe 6).
Dadurch wurde mehr Wirkstoff in das simulierte Blutkompartiment freigesetzt, im Vergleich zur
Verwendung einer reinen Plasmainkubation. In Anbetracht dessen darf vermutet werden, dass
durch die verwendete reine Plasma-Matrix bei der Freisetzung aus der Gewebe-Gel-Bindung
der antiinflammatorische Effekt des AZ-HCI im Zellkulturmodell schwacher ausgefallen ist, als
durch die pharmakokinetischen Untersuchungen angenommen werden darf.

Betrachtet man die Ergebnisse der IL-8-Synthese-Hemmung aus A549 fir beide
Wirkstoffe, so erkennt man deutlich die unterschiedlichen Auswirkungen der beiden
untersuchten Freisetzungszeitpunkte aus der Gewebebindung. Die Plasmaproben, die Uber die
erste Stunde der Desorption aus dem Gewebe-Gel zur Inkubation in der Zellkultur eingesetzt
wurden, fihrten zu einem starkeren antiinflammatorischen Effekt, im Vergleich zu den spateren
Plasmaproben.

Zusatzlich machte sich dies bei der Betrachtung der Gewebe-Gel-Proben und der
Vergleichsgel-Proben zu beiden Zeitpunkten erkennbar. Der Unterschied der IL-8
Konzentrationen zwischen den Gewebe-Gel-Proben und den Vergleichsgel-Proben war zum
friiheren Zeitpunkt der Freisetzung wesentlich deutlicher ausgepragt. Dies war mit dem relativ
schnellen Anstieg der Plasmakonzentration durch die Desorption von Wirkstoff aus der

Gewebe-Bindung lber die erste Stunde zu erklaren. Weiterhin kam es nach der initialen
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Desorption zu einer geringeren und langsameren Freisetzung aus der Gewebe-Gel-Bindung,
was mit einer verzégerten Diffusion aus der Gewebebindung begriindet werden kann. Dies
driickte sich wiederum in geringeren Unterschieden bei der Betrachtung der IL-8
Konzentrationen von Gewebe-Gel und Vergleichsgel zum spéateren Untersuchungszeitpunkt
aus.

So lasst sich zusammenfassend festhalten, dass ein Vergleich der IL-8 Konzentrationen
der Plasmainkubationen der Gewebe-Gele mit denen der Vergleichsgele beider untersuchter
Arzneistoffe die Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen erfolgreich bestatigt und
den physiologischen Plasmaspiegelverlauf widerspiegelt.

Das jeweilige Gewebe-Gel flhrte zu einer starkeren Freisetzung von Arzneistoff in das
Blutkompartiment gegenuber dem Vergleichsgel. Diese héheren Wirkstoffkonzentrationen
wiederum sorgten erwartungsgeman fir eine stéarkere IL-8 Hemmung bei den Inkubationen im

Zellkulturexperiment.
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1 Bestimmung des geldsten Glucocorticoidanteils
handelsiiblicher Suspensionen zur intranasalen Applikation

1.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien

Beclomethason-17,21-dipropionat (BDP), Fluticason-17-(2 furoat) (FF), Fluticason-17-propionat
(FP) und Mometason-17-(2 furoat) (MF) wurden von GlaxoSmithKline (Greenford, England) zur
Verfliigung gestellt. Budesonid (Bud) wurde von Sigma-Aldrich-Chemie (Taufkirchen,
Deutschland), Amcinonid (Amc) und Triamcinolonacetonid (TCA) wurden von Cyanamid
(Wolfratshausen, Deutschland) bezogen. Die verwendeten Glucocorticoid-Nasensprays (siehe
1.3) wurden in einer offentlichen Apotheke erworben. Das verwendete Wasser stammt aus
einer Demineralisationsanlage (Umkehrosmose) und wurde mit einer Wasseraufbereitungs-
anlage (Milli-Q® reagent grade water system) von Millipore (Schwalbach, Deutschland)
aufgereinigt. Acetonitrii (HPLC-gradient-grade) wurde von der Firma VWR (Ismaning,
Deutschland) bezogen. Alle weiteren Chemikalien wurden in p.a. Qualitdt von E. Merck
(Darmstadt, Deutschland) erworben.

1.1.1 Stammlésungen

¢ Interner Standard

Als interner Standard wurde zunachst eine methanolische Stammlidésung hergestellt, die
Amcinonid in einer Konzentration von 1 mg/mL enthielt. Diese Stammldsung wurde weiter mit
MeOH bis zu einer Konzentration von 5 pyg/mL verdiinnt. Die Zugabe des internen Standards

erfolgte durch entsprechendes Zumischen zur Matrix der Kalibrierstandards und Proben.

o Kalibrierstandards

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurden fir die jeweiligen Glucocorticoide
Stammldsungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt. Durch Verdiinnung mit MeOH
wurden fir BDP, FF, FP und MF Verdlinnungen der Stammlésungen mit Konzentrationen
zwischen 0.125 pg/mL und 8 pg/mL hergestellt. Wé&hrend die Verdinnungen der
Stammldésungen von Bud und TCA Konzentrationen zwischen 12.5 pug/mL und 800 ug/mL
beinhalteten. Die jeweiligen Kalibrierstandards wurden durch entsprechendes Zumischen der
Verdinnungen zur Matrix erhalten. Alle Stammlésungen wurden bei -40 °C gelagert.
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1.1.2

Verwendete Glucocorticoid-Nasensprays

Fertigarzneimittel Wirkstoff Sonstige Bestandteile Hersteller
Avamys® Fluticason- Carmellose-Natrium, Glucose, GlaxoSmith
27.5 ug/SpriihstoB furoat Polysorbat 80, Natriumedetat, Kline
Nasenspray (FF) Benzalkoniumchlorid, Aqua purif.
Nasonex® Mometason- Carmellose-Natrium, mikrokristalline Essex
50 pg/SprihstoB furoat Cellulose, Glycerol, Natriumcitrat 2- Pharma
Nasenspray (MF) H,O, Citronenséure H,O, Polysorbat
80, Benzalkoniumchlorid, Aqua purif.
Flutide® Nasal Fluticason- Carmellose-Natrium, mikrokristalline ~ GlaxoSmith
50 pg/SprihstoB propionat Cellulose, Glucose, Polysorbat 80, 2- Kline
Nasenspray (FP) Phenylethanol, Benzalkoniumchlorid,
Aqua purif.
ratio Allerg® Beclomethason-  Carmellose-Natrium, mikrokristalline ratiopharm
50 pg/SprithstoB  17,21-dipropionat  Cellulose, Glucose, Polysorbat 80,
Heuschnupfenspray (BDP) Benzalkoniumchlorid, HCI, NaOH,
Aqua purif.
Budes® Budesonid Carmellose-Natrium, mikrokristalline Hexal
50 pg/SpriihstoB (Bud) Cellulose, Glucose, Polysorbat 80,
Nasenspray Natriumedetat, Kaliumsorbat, HCI,
Aqua purif.
Nasacort® Triamcinolon- Carmellose-Natrium, Mikrokristalline Sanofi-
55 pg/SpriihstoB acetonid Cellulose, Glucose, Polysorbat 80, Aventis
Nasenspray (TCA) Benzalkoniumchlorid, Natriumedetat,

HCI, NaOH, Aqua purif.
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1.1.3 Entnahme einer homogenen Glucocorticoid-Suspension aus den
Nasenspray-Zubereitungen

Um fir die Versuche eine homogene Glucocorticoid-Suspension zu erhalten, wurden die
Hinweise der jeweiligen Hersteller zur richtigen Anwendung beachtet. Vor dem Auslésen eines
SprihstoBes wurden die Applikationssysteme mehrmals gut geschttelt. Vor dem Erstgebrauch
sowie vor der Entnahme an jedem Versuchstag wurde das jeweilige Nasenspray durch
mehrfaches Auslésen bis zum Austritt eines feinen Spriihnebels vorbereitet (,Priming®).

Die Entnahme der entsprechenden Suspension wurde durch aufrechtes Einspriihen in
einen Spitzkolben (Inhalt 5 mL, NS 14/23) erreicht (siehe Abbildung 31). Die im Kolben
gesammelte Suspension wurde vor dem weiteren Gebrauch flir wenige Sekunden auf dem
Vortex geschittelt. Zur Gewahrleistung identischer Bedingungen wurde dieses Vorgehen vor

jedem neuen Versuchsansatz durchgefihrt.

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Entnahme einer homogenen Glucocorticoid-
Suspension aus handelsiiblichen Nasenspray-Zubereitungen: 1.) Nasenspray gut schiitteln;

2.) Mehrfaches Auslésen bis zum Austreten eines feinen Spriihnebels (falls notwendig); 3.) Auf-
rechtes Einspriihen in einen Spitzkolben; 4.) Aufbewahrung der gesammelten Suspension im
Spitzkolben; vor der Enthahme mit der Microliterpipette fiir wenige Sekunden auf dem Vortex

schiitteln
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1.2 Verwendete Gerate und Materialien

Ultrafiltrationseinheiten Microcon® Ultracel Millipore (Bedford, USA)
YM-10, MWCO 10000

Microfuge® 22R Centrifuge Beckman Coulter (Kalifornien, USA)
Spitzkolben Inhalt 5 mL, NS 14/23 Witeg Labortechnik (Wertheim, Deutschland)
Microliterpipette 1-10 uL Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

(Eppendorf Research® variabel)

Microliterpipette 10-100 pL Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

(Eppendorf Research® variabel)

HPLC-Vial (8 x 40 mm), 700 pL YMC (Dinslaken, Deutschland)
Sepcaps flir Waters 96 Vials YMC (Dinslaken, Deutschland)
1.3 Durchfihrung der Ultrafiltration

Die Ermittlung des Anteils an Arzneistoff, der in den verschiedenen Gilucocorticoid-
Suspensionen bereits geldst vorliegt, erfolgte in 3 Zentrifugationsschritten. Zunachst wurde die
Ultrazentrifugaleinheit mit 100 yL Suspension beladen und fir 15 min bei 12000 x g (20 °C)
zentrifugiert. Das erhaltene Filtrat wurde verworfen. AnschlieBend folgte mit derselben
Filtrationseinheit ein erneutes Zentrifugieren (100 pL Suspension; 12000 x g fir 15 min bei
20 °C). Wiederum wurde das Filtrat verworfen. Auf den so vorbehandelten Filter wurden 200 uL
Suspension aufgebracht und fir 30 min bei 14000 x g (20 °C) zentrifugiert. Das Filtrat des
letzten Schrittes wurde direkt fiir die Bestimmung mittels HPLC verwendet (sieche Abbildung 32).
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GC-Suspension NSB-Bestimmung

ZF — ZF
(12000xg) ! (12000xg)
= 00T} @ ==

ﬂ ﬂ

ZF —] zZF =
(14000xg) ! (14000xg) !

HPLC HPLC

Abbildung 32: Schematische Darstellung der Durchfiihrung der Ultrafiltration zur Bestimmung des
gelésten Glucocorticoidanteils von Suspensionen zur intranasalen Anwendung. Auf der linken
Seite ist der Ablauf der Zentrifugationsschritte der Glucocorticoid-Suspensionen dargestellt. Das
rechte Schema zeigt die Bestimmung der nichtspezifischen Bindung (NSB) des gelosten
Glucocorticoids (GC) an die Ultrafiltrationseinheit. Dabei wurde eine Standardlésung des
entsprechenden Arzneistoffs eingesetzt und identisch wie die GC-Suspensionen behandelt. Die
beiden ersten Zentrifugationsschritte (bei 12000 x g) dienten jeweils der Vorbehandlung der Fil-
trationsmembran und wurden verworfen, wahrend das Filtrat der letzten Filtration (bei 14000 x g)
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direkt zur Bestimmung mittels HPLC diente (ZF - Zentrifugation).

1.4 Bestimmung der nichtspezifischen Bindung der Glucocorticoide
an die Ultrafiltrationseinheit

Zur Bestimmung der nichtspezifischen Bindung (NSB) der lipophilen Glucocorticoide an das
Filtermaterial wurden Standardldsungen der entsprechenden Glucocorticoide hergestellt. Die
Konzentrationen dieser methanolisch/wassrigen (1:8) Standardlésungen betrugen flr
Fluticasonfuroat (FF), Mometasonfuroat (MF), Fluticasonpropionat (FP) und Beclomethason-
17,21-dipropionat (BDP) jeweils 0.5 pg/mL, fir Budesonid (Bud) und Triamcinolonacetonid
(TCA) 10 pg/mL. Mit den Standardlésungen wurden identische Zentrifugationsschritte, wie unter
1.3 beschrieben, durchgefuhrt und anschlieBend der Glucocorticoidgehalt im Filtrat bestimmt.

Berechnung der nichtspezifischen Bindung (NSB):

]_ ¢ (Standardlosung nach letzter Zentrifugation)

NSB %
¢ (Standardlosung)

x100

Berechnung der Probenkonzentration mit NSB Korrektur:

¢ (ohne NSB Korrektur)x100
[100 — NSB (%)]

¢ (mit NSB Korrektur) [ug / mL]=
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1.5 Erfassung der log P-Werte

Die kalkulierten log P-Werte wurden den Datenblattern der entsprechenden Substanzen von
Scifinder Scholar CAS Software entnommen. Demnach erfolgte die Berechnung der log P-
Werte mit der Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V8. 14 for Solaris.

1.6 Probenvorbereitung fur die HPLC

Unmittelbar nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden 50 uyL des Filtrats direkt in ein
HPLC-Vial Gberfiihrt, mit 10 yL internem Standard (ISD, Amcinonid, 5 pg/mL) versetzt und
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vermischt.

Zur Quantifizierung per HPLC wurden jeweils sechs Kalibrierstandards durch Zugabe
der jeweiligen methanolischen Stammldsungen (siehe 7.7.7) in Millipore®-Wasser hergestellt.
Nach Zugabe von 10 pL internem Standard (ISD, Amcinonid, 5 pg/mL) und vorsichtigem
Vermischen durch Auf- und Abpipettieren direkt im HPLC-Vial wurde sofort per HPLC
vermessen. Als Leerprobe (blank) diente Millipore®Wasser und 10 pL MeOH. Die
Konzentrationsbereiche der Standards lagen fir FF und MF zwischen 10-200 ng/mL, fir BDP
und FP zwischen 20-200 ng/mL und fir Bud und TCA zwischen 5-80 pg/mL.

1.7 Quantifizierung mittels HPLC

Zur Quantifizierung der einzelnen Glucocorticoide wurde die Hochleistungsfliissigchromato-
graphie mit Gradientenelution verwendet. Die Flussrate betrug 1 mL/min. Die mobile Phase
bestand aus einem Gemisch einer hydrophilen Komponente A (0.2 % (V/V) Essigsaure in
Millipore®-Wasser) und einer lipophilen Komponente B (Acetonitril). Die Temperatur der Proben
im Autosampler betrug wahrend der gesamten Analyse 10 °C. Es wurden jeweils Proben mit
einem Volumen von 30 pL injiziert. Die Messwellenlange des Detektors zur Quantifizierung der
jeweiligen Analyten betrug 254 nm.
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1.7.

1 HPLC Bedingungen

Degaser Modell 1525 In-Line Vakuum-Degaser (Waters,
Milford, USA)

Pumpe Model 1525 fir bindre Hochdruckgradienten mit
analytischem Pumpenkopf (Waters)

Probengeber 717plus Autosampler mit integrierter Kithlung

(Analysentemperatur 10 °C) (Waters)

Stationdre Phase

Symmetry Cig (150 x 4.6 mm; 5 ym Partikel),
Temperierung mittels Saulenofen (Waters)

Detektor

UV Dualband Model 2487, Messwellenlange 254 nm
(Waters)

Steuerung und Datenverarbeitung

Software Breeze® Version 3.30 (Waters)

1.7.

BDP (RT:21.4 min)

FF
FP
MF

Amc (RT:17.2 min)

Methode A

2 HPLC Methoden und Retentionszeiten (RT) der Glucocorticoide

(RT: 19.1 min)
(RT: 18.9 min)

(RT: 19.0 min)

Zeit | Flussrate | Komponente A Komponente B
(min) | (mL/min) (%) (%)
0 60 40
1
30 29 71
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e Methode B
Bud (RT:8.7 min) Zeit | Flussrate [ Komponente A Komponente B
AmC (RT 172 m/n) (m|n) (mL/m|n) (0/0) (0/0)
0 60 40
1
20 40 60
e Methode C
TCA (RT- 7.0 min) Zeit | Flussrate [ Komponente A Komponente B
AmC (RT 21.9 m/n) (m|n) (mL/m|n) (0/0) (o/o)
0 65 35
1
25 40 60

1.7.3 Auswertung

Die Retentionszeiten der verschiedenen Glucocorticoide sowie des internen Standards wurden
bei der Methodenentwicklung erfasst. Zur quantitativen Auswertung wurde die Software
,Breeze® Version 3.30“ (Waters) verwendet. Nach Integration wurden die Peakflachen des zu
untersuchenden Glucocorticoids und des internen Standards ins Verhaltnis gesetzt. Zur
Erstellung einer Kalibriergerade wurden die ermittelten Flachenquotienten der Standards gegen
die entsprechenden Konzentrationen aufgetragen. Nach Bildung der Quotienten der zu
analysierenden Proben wurden anhand der Kalibriergeraden die entsprechenden

Konzentrationen bestimmt.
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2 Bestimmung des SpriihstoBvolumens handelsublicher
Glucocorticoid-Suspensionen zur intranasalen Applikation

2.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien

Diethylether (p.a. Qualitat) wurde von Fluka (Buchs, Schweiz) bezogen. Anbieter aller anderen
verwendeten Reagenzien sind im vorangegangenen Kapitel (siehe 1.7) vermerkt.

2.1.1 Stammlésungen

¢ Interner Standard

Als interner Standard wurde zunachst eine methanolische Stammldésung hergestellt, die
Amcinonid in einer Konzentration von 1 mg/mL enthielt. Diese Stammlésung wurde mit MeOH
bis zu einer Konzentration von 150 pg/mL verdinnt. Die Zugabe des internen Standards

erfolgte durch entsprechendes Zumischen zur Matrix der Kalibrierstandards und Proben.

o Kalibrierstandards

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurden fir die jeweiligen Glucocorticoide
Stammldsungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt. Durch Verdinnung mit MeOH
wurden far BDP, Bud, FF, FP, MF und TCA Verdinnungen der Stammldsungen mit
Konzentrationen zwischen 25 pupg/mL und 800 pg/mL hergestellt. Die jeweiligen
Kalibrierstandards wurden durch entsprechendes Zumischen der Verdinnungen zur Matrix

erhalten. Alle Stammlésungen wurden bei -40 °C gelagert.
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2.2 Verwendete Gerate und Materialien

Labofuge Il Heraeus-Christ (Osterode am Harz,
Deutschland)

Mischrad AuBendurchmesser 340 mm, 24 Halterungen
fir Normschliffe NS 14/23, 10 Upm,
(Konstruktion der institutseigenen Werkstatt)

Reagenzglaser (100 x 16 mm), NS 14/23 mit Witeg Labortechnik (Wertheim, Deutschland)
Stopfen, Duran®

Ultraschallbad Merck Eurolab USR 30 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Alle weiteren verwendeten Gerate sind dem vorangegangenen Kapitel (siehe 1.2) zu

entnehmen.

2.3 Gehaltsbestimmung intranasaler Glucocorticoid-Nasensprays

Zur Bestimmung des SprihstoBvolumens einer Dosierung intranasal applizierter
Glucocorticoide wurde eine Gehaltsbestimmung eines definierten Volumens der unterschied-
lichen Glucocorticoid-Suspensionen vorgenommen. Hierfir wurden 50 pL der jeweiligen vor-
bereiteten Glucocorticoid-Suspension (siehe 7.7.3) mit einer Microliterpipette aufgezogen.
Daraufhin wurde die Pipettenspitze griindlich mit Zellstoff abgewischt, um von auBen haftende
Wirkstoffpartikel zu entfernen. Das vorgegebene Volumen an homogener Glucocorticoid-
Suspension wurde in eine vorbereitete Mischung aus 500 uL MeOH und 500 pL Millipore®-
Wasser pipettiert und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren grindlich aus der
Pipettenspitze ausgewaschen. In der Folge wurden die Proben flir wenige Sekunden auf dem
Vortex gemischt und fir 15 min im Ultraschallbad inkubiert.

Zur Vorbereitung der Kalibrierstandards und Leerproben (blank) wurden jeweils sieben
Aliquots mit einer Mischung aus 500 uL MeOH und 500 upL Millipore®-Wasser hergestellt.
Jeweils sechs Aliquots wurden mit methanolischen Glucocorticoidverdiinnungen in einem
Konzentrationsbereich von 2.5 bis 80 ug/mL versetzt.

Die Probenaufarbeitung mittels erschépfender Etherextraktion folgte direkt im
Anschluss. Dieses Vorgehen gewahrleistet das vollstindige Ldsen ungelbster
Glucocorticoidkristalle im lipophilen Ethermilieu und ein Abtrennen hydrophiler Hilfsstoffe der
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nasalen Formulierungen, die fir die HPLC-Analytik stérend sind. Die Proben der
Gehaltsbestimmung und die Kalibrierstandards wurden mit 50 uL internem Standard (ISD,
150 pg/mL Amcinonid) versetzt. Die Leerproben wurden mit 50 uL MeOH versetzt. Der Zugabe
des ISD bzw. des MeOH zu den Proben folgte ein kurzes Durchmischen auf dem Vortex.

In der Folge wurde zweimal mit Diethylether extrahiert. Dabei wurden die Proben mit
jeweils 3 mL Diethylether versetzt und 20 min am Mischrad angebracht. Zur besseren
Phasentrennung wurde jeweils nach der Extraktion bei ca. 1000 x g fir 3 min abzentrifugiert.
Die Etherphasen beider Extraktionsschritte wurden vereinigt und unter einem leichten
Stickstoffstrom bei 30 °C im Wasserbad bis zur Trockne abgedampft. Die Riickstdnde wurden
jeweils in 250 yL MeOH aufgenommen und sofort zur Quantifizierung per HPLC verwendet.

2.4 Quantifizierung mittels HPLC

Die HPLC Bedingungen, die verwendeten HPLC Methoden sowie die Vorgehensweise bei der
Auswertung sind dem vorangegangenen Kapitel (siehe 1.7) zu entnehmen. Das
Injektionsvolumen betrug 10 L.

2.5 Berechnung des SprihstoBvolumens pro Spriihsto3

Durch die in den eigenen Versuchen ermittelte Glucocorticoidkonzentration in 50 pL
Suspension konnte nun das SprihstoBvolumen anhand der vom jeweiligen Hersteller

bekannten applizierten Wirkstoffdosis pro Spriihsto3 berechnet werden.
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3 Bestimmung der Loslichkeit intranasaler Glucocorticoid-
Suspensionen in Puffer und kinstlichem Nasensekret

3.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien

Bovines Serumalbumin (BSA, Typ H1) wurde von Gerbu (Heidelberg, Deutschland) erworben.
Bicinchoninsaure und Mucin (gewonnen aus dem Schweinemagen, Typ Il) wurden von Sigma-
Aldrich-Chemie bezogen (Taufkirchen, Deutschland). Polypropylenglycol mit dem mittleren
Molekulargewicht 4000 (PPG-4000, Plurio® P 4000) wurde von BASF (Ludwigshafen,
Deutschland) zur Verfligung gestellt. Anbieter aller anderen verwendeten Reagenzien sind in
den vorangegangenen Kapiteln (siehe 7.7, bzw. 2.7) beschrieben.

3.1.1 Stammlésungen

Die Herstellung, Konzentrationen sowie die Handhabung der Stammldésungen zur
Quantifizierung sind dem vorangegangenen Kapitel (siehe 1.71.7) zu entnehmen.

3.1.2 Isotonischer Phosphat-Puffer mit pH 6.5

Der verwendete isotonische Phosphat-Puffer wurde hergestellt aus Phosphate Buffered Saline
(PBS)-Trockensubstanz ohne Ca*/Mg®* (Biochrom AG, Berlin, Deutschland). Durch Auflésen
der Trockensubstanz in Millipore®-Wasser wurden folgende Konzentrationen erreicht:

NaCl 137 mM
KClI 2.7 mM
Na,HPO, 8.1 mM
KH,PO, 1.5 mM
Millipore®-Wasser q.s.

Durch 1N HCI wurde der pH-Wert auf 6.5 eingestellt. Bis zur weiteren Verwendung wurde der
vorbereitete Puffer aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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3.13 Kiinstliches Nasensekret (KNS)

Zur Herstellung von kiinstlichem Nasensekret (KNS) wurde zunachst 35.0 g Mucin in einem 1 L
Masskolben eingewogen und mit PBS (pH 6.5, siehe 2.71.7) unter Umrihren auf ca. 900 mL
erganzt. Die eingesetzte Mucinmenge wurde aus Vorversuchen ermittelt und diente zur
Séattigung der Losung mit héher- und niedermolekularen Glykoproteinen. Da sich die
Literaturwerte beziglich des lonengehalts von menschlichem Nasensekret unterscheiden
[118,127,128,204], wurde isotonischer PBS als Grundlage fir die Herstellung des KNS
verwendet. Das Gemisch wurde im Ultraschallbad insgesamt 2 h behandelt, wobei unter
gelegentlichem kraftigen Durchmischen die gebildeten Mucinprazipitate aufgelést wurden, damit
schlieBlich eine homogene Mucindispersion erhalten werden konnte. Der pH-Wert der
Dispersion wurde aufgrund der sauren Anteile des Mucins mit 1 molarer Natriumhydroxid-
Lésung auf den Wert 6.5 eingestellt und anschlieBend mit PBS-Puffer auf 1 L erganzt.

Zur Aufreinigung und weiteren Homogenisierung der Mucindispersion wurden im
Folgenden zwei Zentrifugationsschritte vorgenommen. Zunachst wurden grobe Partikel der
Dispersion durch Zentrifugation bei 3345 x g Uber 10 min (15 °C) und anschlieBendes
vorsichtiges Abnehmen des Uberstandes entfernt. Der gewonnene vereinte Uberstand wurde
einer erneuten Zentrifugation bei 18000 x g Uber 15 min (15 °C) unterworfen. Durch die
Bedingungen dieses letzten Zentrifugationsschritts konnte weitestgehend gewahrleistet werden,
dass bei den Zentrifugationen der geplanten L&slichkeitsversuche mit Glucocorticoid-
Suspensionen keine Sedimentation héhermolekularer Proteine und Glykoproteine stattfindet.

3.14 Proteinbestimmung der aufgereinigten Mucindispersion

Die Proteinbestimmung der aufgereinigten Mucindispersion erfolgte photometrisch nach der
Lowry- [118] und der Bicinchoninsaure-Methode [205].

3.1.4.1  Quantitative Proteinbestimmung nach Lowry

Das Prinzip der Proteinbestimmung nach Lowry ist die Bildung eines Komplexes aus Cu?*-
lonen mit Peptiden und anschlieBender Reduktion einer Phosphormolybdat/ Phosphor-
wolframat-Lésung unter Entstehung von Cu® und Molybdén-Wolfram-Blau, welches
photometrisch erfasst werden kann.
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3.1.4.1.1 Reagenzien und Geréte

Photometer UV-mini 1240 Shimadzu (Duisburg, Deutschland)
Halb-Mikro-Klvetten (Polystyrol) Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Vortex Reax | Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Bovines Serumalbumin (BSA) Gerbu (Heidelberg, Deutschland)
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz Merck (Darmstadt, Deutschland)

Lésung A: 2 g Na,CO; wurden in 100 mL 0.1 molarer NaOH geldst (18.86 mM)
Lésung B: 1 g CuSO, wurde in 100 mL Millipore®-Wasser geldst (6.26 mM)
Lésung C: 2 g Na-tartrat wurden in 100 mL Millipore®-Wasser gelést (8.69 mM)
Lésung D: Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz : Millipore®-Wasser im Verhaltnis 5:4

Lésung E: 10 mL Lésung A, 0.1 mL Lésung B und 0.1 mL Lésung C

Kalibrierldsungen:
Aus einer BSA-Stammlésung (10 mg/mL) wurden 6 Kalibrierldsungen in einem
Konzentrationsbereich von 0.05 bis 1.0 mg/mL hergestellt.

Probelésung:
Die aufgereinigte Mucindispersion wurde vor der Bestimmung 1:100 mit PBS verdinnt.

3.1.4.1.2 Durchfihrung

200 pL der Probe-, und Kalibrierlésungen sowie des PBS-Puffers (Nullabgleich) wurden mit
1 mL Lésung E versetzt, kurz auf dem Vortex durchmischt und zur Inkubation 10 min bei
Raumtemperatur (RT) stehen gelassen. Weiter wurden 100 uL Lésung D zugegeben, nochmals
gut durchmischt und fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die
Absorption der Probe- bzw. Kalibrierlésungen bei 750 nm gegen den PBS-Puffer zum
Nullabgleich bestimmt. Nach der Erstellung der Kalibriergeraden (Beispiel siehe Abbildung 33)
konnte der Proteingehalt der Mucindispersion berechnet werden.
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Abbildung 33: Beispielhafte Darstellung einer Kalibriergeraden von BSA (Bestimmung mit Lowry);
BestimmtheitsmaB R’= 0.9924

3.1.4.2  Quantitative Proteinbestimmung mit Bicinchoninséaure (BCA)

Das Prinzip der Proteinbestimmung mit BCA besteht wiederum aus einer Komplexbildung von
Cu®*-lonen und Proteinen. Die Reduktion von Cu®* hat die Bildung von Cu* zur Folge, welches

mit BCA einen spezifischen Farbkomplex bildet und photometrisch erfasst werden kann.

3.1.4.2.1 Reagenzien und Geréte

Microplate Reader Benchmark, BioRad Lab. (Kalifornien, USA)

96-Lochplatte, Falcon, flexibel, PVC Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Bovines Serumalbumin (BSA) Gerbu (Heidelberg, Deutschland)

Bicinchoninsdure-Lésung Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Warmeschrank Modell 400 Memmert (Schwabach, Deutschland)

Lésung I: Bicinchoninsaure

Lésung l: 4 % CuS0O4 x 5 H,O

Lésung Ill: ~ wurde frisch vor der Verwendung aus 50 Teilen Lésung | und 1 Teil Lésung Il
hergestellt.
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Kalibrierldsungen:
Aus einer BSA-Stammlésung (10 mg/mL) wurden 6 Kalibrierldsungen in einem
Konzentrationsbereich von 0.02-1.0 mg/mL hergestellt.

Probeldsung:
Die aufgereinigte Mucindispersion wurde vor der Bestimmung sowohl 1:10 als auch 1:100 mit
PBS-Puffer verdinnt.

3.1.4.2.2 Durchfihrung

10 pL der Probe- bzw. Kalibrierldsungen und des PBS-Puffers (Nullabgleich) wurden in einer
96-Lochplatte mit 200 pL Lésung Ill versetzt, durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
durchmischt und 30 min lang bei 37 °C inkubiert. Ein zur Lochplatte passender Deckel wurde
verwendet, um Verdunstungen wahrend der Inkubationszeit zu verhindern. AnschlieBend
wurden die Anséatze fir 1 min auf Eis geklhlt, wobei zur Verhinderung einer Tropfenbildung an
der Platte eine Alufolie zwischen Eis und Platte gelegt wurde. Unmittelbar vor der Vermessung
wurde der Deckel entfernt und die Absorption am Microplate-Reader bei 560 nm gegen die
Leerprobe (Nullabgleich) bestimmt. Die Probe- bzw. Kalibrierlésungen und die Leerprobe
wurden jeweils dreifach vermessen und anschlieBend der Mittelwert gebildet. Nach der
Erstellung der Kalibriergeraden (Beispiel siehe Abbildung 34) konnte der Proteingehalt der
Mucindispersion berechnet werden.

A (560 nm)

o

o

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

BSA Konz. (mg/mL)

o

Abbildung 34: Beispielhafte Darstellung einer Kalibriergeraden von BSA (Bestimmung mit BCA);
BestimmtheitsmaB R’= 0.9988
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3.1.4.3 Einstellung des Proteingehalts des kinstlichen Nasensekrets

Um die Proteinmenge des kilinstlichen Nasensekrets (KNS) an Literaturwerte flir menschliches
Nasensekret [118,130,204] anzupassen, wurde bovines Serumalbumin (BSA) zur
aufgereinigten  Mucindispersion zugegeben. Der ermittelte Gesamtproteingehalt der
aufgereinigten Mucindispersion betrug 4.57 mg/mL. Um den angestrebten Proteingehalt von
8 mg/mL im kinstlichen Nasensekret zu erreichen, wurden 3.43 mg BSA pro mL
Mucindispersion in einen MaBkolben eingewogen, aufgereinigte Mucindispersion zugegeben
und unter vorsichtigem Umschitteln zum Ldésen gebracht. Nach allen Arbeitsschritten zur
Herstellung des KNS wurde erneut der pH-Wert gemessen, damit ein pH von 6.5 bestatigt
werden konnte. Um flr alle Léslichkeitsversuche dieselben Bedingungen zu gewahrleisten,
wurde KNS in ausreichender Menge hergestellt. Bis zur weiteren Verwendung wurde das KNS
aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

3.2 Verwendete Gerate und Materialien

Megafuge 1.0R (Biofuge A) Kendro-Heraeus (Berlin, Deutschland)
Microfuge® 22R Centrifuge, Beckman Coulter (Kalifornien, USA)
Wasserbad GFL 1083 (Burgwedel, Deutschland)
pH-Meter inoLab pH 720 WTW (Weilheim, Deutschland)
Microliterpipette 20-200 pyL Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

(Eppendorf Research® variabel)

Microliterpipette 100-1000 pL Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
(Eppendorf Research® variabel)

ReaktionsgefaB 1.5 mL (Polypropylen) Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)
Transferpette® electronic, 0.1-5 mL Brand (Wertheim, Deutschland)

Reagenzglaser (100 x 16 mm), NS 14/23 mit Witeg Labortechnik (Wertheim, Deutschland)
Stopfen, Duran®

Alle weiteren verwendeten Gerdte und Materialien sind in den vorangegangenen Kapiteln
(siehe 1.2bzw. 2.2) beschrieben.
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3.2.1 Beschichtung von ReagiergefaBen mit Polypropylenglykol

Um eine mogliche Adsorption der Proteine und Glucocorticoide an die eingesetzten
PolypropylengefaBe wahrend der Zentrifugationsschritte (siehe 2.3) zu minimieren, wurde eine
Beschichtung der ReagiergefaBe mit inertem Material vorgenommen. Durch den Einsatz von
dem Blockpolymer Polypropylenglykol vom mittleren Molekulargewicht 4000 (PPG 4000) konnte
von Mehl E. et al. [206] zum einen eine stabile Beschichtung erreicht, zum anderen eine
besonders niedrige Protein-Restadsorption an die beschichteten ReagiergefaBe gewahrleistet

werden.

3.2.1.1 Durchfihrung der Beschichtung

Da das zur Beschichtung verwendete Detergenz Polypropylenglykol vom mittleren
Molekulargewicht 4000 (PPG-4000) bei Raumtemperatur weitgehend wasserunléslich ist, wurde
zunachst Millipore®-Wasser in ausreichender Menge bei -20 °C gelagert, bis sich am Rand des
AufbewahrungsgefaBes bereits Eiskristalle gebildet hatten. Im Folgenden wurde eine 0.05 %
(m/V) Ldésung von PPG-4000 in eiskaltem Millipore®-Wasser hergestellt, wobei bis zum
vollstandigen Auflésen des Detergenz gelegentlich mit einem Glasstab umgerihrt wurde und
der Ansatz auf Eis gelagert wurde. Die weiteren Arbeitsschritte wurden im Kihlraum (4 °C) des
Instituts vorgenommen.

Die vorbereiteten ReaktionsgefaBe wurden zu ca. 80 % mit der vorbereiteten
Detergenzlésung befiillt, am Mischrad befestigt und Uber Nacht fir 14 h bei 10 Upm
gleichmaBig beschichtet. Nach griindlichem AbgieBen der Lésung wurde zweimal mit eiskaltem
Millipore®-Wasser nachgespiilt und die beschichteten ReaktionsgefaBe an der Luft getrocknet.

3.3 Durchfuhrung der Loslichkeitsversuche

Zur Bestimmung der Loslichkeit wurden 200 uL der jeweiligen vorbereiteten Glucocorticoid-
Suspension (siehe 7.1.3) in 3.8 mL vorgewarmtes PBS bzw. KNS pipettiert, kurz auf dem
Vortex durchmischt und bei 31 °C (Wasserbad) unter leichtem Schiitteln inkubiert. Um die
nichtspezifische Bindung von Proteinen und Glucocorticoiden an die Materialien zu verhindern,
wurde wahrend der Inkubation und Lagerung ausschlieBlich mit Glasware (Duran®) gearbeitet,
auBerdem wurden fiir die folgenden Zentrifugationsschritte mit PPG-4000 beschichtete
ReaktionsgefdBe (siehe 2.2.1) verwendet. Um wahrend der Zentrifugationsschritte eine

konstante Temperatur zu gewahrleisten und eine Ausfallung bereits gelésten Glucocorticoids zu
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verhindern, wurde die Zentrifuge bei jedem Versuchsdurchgang mindestens 10 min auf 30 °C
vorgewdarmt. Nach 30 min bzw. 5 h wurden 1.5 mL des Ansatzes in ReaktionsgeféBe tberfihrt
und fiir 5 min bei 15000 x g bei 30 °C abzentrifugiert. Mit 1.3 mL des erhaltenen Uberstands
wurde abermals eine Zentrifugation fir 15 min bei 15000 x g (30 °C) durchgefihrt.
AnschlieBend wurden Proben von 1 mL entnommen und in 500 pL vorgelegtes MeOH
Uberflhrt. Die Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -40 °C gelagert.

Zur Vorbereitung der Kalibrierstandards und Leerproben (blank) wurden jeweils sieben
Aliquots von PBS bzw. KNS mit einem Volumen von je 1 mL in 500 yL MeOH pipettiert. Jeweils
sechs Aliquots PBS bzw. KNS wurden mit methanolischen Glucocorticoidverdiinnungen in
einem Konzentrationsbereich von 10 bis 400 ng/mL versetzt und zusammen mit den

Leerproben bei -40 °C bis zur weiteren Analyse gelagert.

3.4 Probenaufarbeitung

Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurden die Proben aus den Ld&slichkeitsversuchen
und die Kalibrierstandards mit jeweils 50 pL internem Standard (5 pg/mL Amcinonid) versetzt.
Die Leerproben wurden mit 50 pyL MeOH versetzt. Der Zugabe des ISD bzw. MeOH zu den
Proben folgte ein kurzes Durchmischen auf dem Vortex. AnschlieBend wurde zweimal mit
Diethylether extrahiert. Dabei wurden die Proben mit jeweils 3 mL Diethylether versetzt und
20 min am Mischrad angebracht. Zur besseren Phasentrennung wurde jeweils nach der
Extraktion bei ca. 1000 x g fur 3 min abzentrifugiert. Die Etherphasen beider Extraktionsschritte
wurden vereinigt und unter einem leichten Stickstoffstrom bei 30 °C im Wasserbad bis zur
Trockne abgedampft. Die Rickstadnde wurden jeweils in 100 yL MeOH aufgenommen und
sofort zur Quantifizierung per HPLC verwendet.

3.5 Quantifizierung mittels HPLC

Die HPLC Bedingungen, die verwendeten HPLC Methoden sowie die Vorgehensweise bei der
Auswertung sind dem vorangegangenen Kapitel (siehe 1.7) zu entnehmen. Das
Injektionsvolumen betrug in diesem Falle jeweils 20 pL.
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3.6 Elektronenmikroskopische Aufnahme von
Glucocorticoidkristallen in einer Mucindispersion

3.6.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien
Fertigarzneimittel Wirkstoff Sonstige Bestandteile Hersteller
Flutide® Nasetten Fluticason- Polysorbat 20, Sorbitanlaurat, GlaxoSmith
propionat Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Kline
(FP) Dinatriumhydrogenphosphat,

Natriumchlorid, Aqua ad injectabilia

Die Herkunft und Beschreibung weiterer verwendeter Substanzen und Reagenzien sind
vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.1, 2.1 bzw. 3.7) zu entnehmen.

3.6.2 Herstellung einer Mucindispersion

Um das Auflésungsverhalten von Glucocorticoidkristallen zu ermitteln, wurde eine
Mucindispersion hergestellt. Im Vergleich zur Herstellung des KNS (siehe 3.7.3) wurde auf eine
Aufreinigung durch Zentrifugation verzichtet, wodurch auch der Einfluss héhermolekularer
Mucinproteine auf das Aufldsungsverhalten erfasst werden konnte. Die Herstellung erfolgte in
Anlehnung an die von Lorin et al. ermittelte Zusammensetzung von menschlichem Nasensekret
[118]. So wurden 150 mM NaCl, 41 mM KCI, 8.1 mM CaCl,-H,O und 7 mg/mL Mucin (Typ Il)
eingewogen, in einem entsprechenden Volumen Millipore®-Wasser gelést bzw. dispergiert und
anschlieBend fir 15 min im Ultraschallbad behandelt. Im Gegensatz zur Herstellung des KNS
wurde auf die Zugabe von Albumin verzichtet, da sich diese Proteinkomponente bei der
elektronenmikroskopischen Aufnahme der Glucocorticoidkristalle als stérend erwies und der
bendtigte Proteingehalt, der an Literaturwerte des physiologischen Nasensekrets angelehnt
[118,130,204], durch die fehlende Aufreinigung durch Zentrifugation allein mittels Mucin (Typ Il)
erreicht werden konnte.
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3.6.3 Verwendete Gerate und Materialien

Rasterelektronenmikroskop (REM) DSM Zeiss 962 (Carl Zeiss, Oberkochen,

Deutschland)
Sputtersystem SCD 005 far Platin/Palladium (Baltec, Witten,
Deutschland)
Warmeschrank BE 400 (Memmert, Schwabach, Deutschland)
Objekttrager Mit Vertiefung, Kalk-Natron Glas, 15 x 1.5 mm

(Durchmesser x Hohe der Vertiefung; K. Roth,
Karlsruhe, Deutschland); zur Verwendung der
Objektrager im REM wurden diese vom Glasblaser
des Instituts durch Entfernen der unbengtigten
Seitenflachen entsprechend zurechtgeschnitten.

3.6.4 Durchfiihrung der Inkubation und Probenvorbereitung

Es wurden auf einem Objekttrager 3 L der Flutide® Nasetten-Suspension (entsprechen 3 g
Fluticasonpropionat) in 97 uL vorgelegte Mucindispersion pipettiert und fir 5 min bzw. 16 h im
Warmeschrank bei 31 °C inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die Proben mit einem
Deckglas und einer entsprechenden Silikondichtung an den Ré&ndern verschlossen, um eine
Verdunstung der Dispersion zu vermeiden. Nach erfolgter Inkubation wurden die Proben unter
einem leichten Stickstoffstrom bei Raumtemperatur (RT) bis zur Trockne eingeengt.
AnschlieBend wurde dreimal mit 50 pL Millipore®-Wasser gewaschen und wiederum unter
Stickstoffbegasung bei RT getrocknet. Zum Vergleich wurden 3 pL der Flutide® Nasetten-
Suspension in 97 uL Millipore®-Wasser auf einem vertieften Objekttrager dispergiert und unter
leichter Stickstoffbegasung bei RT bis zur Trockne eingeengt. Nach einmaligem Waschen mit
50 L Millipore®-Wasser wurde nochmals unter leichtem Stickstoffstrom bei RT getrocknet.

3.6.5 Praparation der Proben (Sputtern)

Die trockenen Proben wurden auf der Unterseite des Objektrdgers vorsichtig mit einem
leitfahigen Klebeband versehen, auf einem Probentisch befestigt und mit Hilfe eines
Standardtragerhalters in die Sputter Coating Anlage gestellt. Die Evakuierung des Probenraums
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wurde mittels einer Rotationspumpe durchgefiihrt, wobei durch zweimaliges Spllen des
Probenraums mit Argon der gewiinschte Druck von 10" mbar schneller erreicht wurde.
AnschlieBend wurden die Proben durch Aufdampfen einer diinnen Schicht aus Platin-Palladium
elektrisch leitfahig gemacht. Nach Evakuierung der Proben kam es durch eine Hochspannung
(25 mA) Uber 5 min zur lonisierung der Argonatome in einem Plasma. Als Plasma wird ein
Aggregatszustand bezeichnet, der im Allgemeinen Materie im neutralen und ionisierten Zustand
enthalt. Die lonen schlugen ihrerseits Atome der Targetfolie (Kathode, Platin/Palladium) heraus,
welche sich im gesamten Probenraum verteilten und eine ca. 30 nm dinne Platin-Palladium-
Schicht auf dem Objekt (Anode) bildeten. Dieser Vorgang der Kathodenzerstiubung und
Beschichtung des Objektes wird Sputtern genannt [207,208].

3.6.6 Durchflihrung

Das Objekt wurde in der evakuierten Probenkammer mit einem Elektronenstrahl, der durch eine
Kondensorlinse fokussiert wurde, rasterférmig abgefahren. Die Beschleunigungsspannung
betrug hierbei 15 kV. Der Kathodenheizstrom wurde eingeschaltet und der Emissionsstrom
eingestellt. Durch Wechselwirkung der auftreffenden Elektronen (Priméarelektronen) kam es
lokal und abhangig vom Auftreffpunkt auf der Probenoberflache zur Erzeugung von Signalen
(Sekundarelektronen), die mit Hilfe eines Detektors die Information tber die Oberflachenstruktur
in einen entsprechenden Helligkeitswert am Bildschirm aufzeichneten. Der Arbeitsabstand
wurde auf 6 mm eingestellt. Nach Einstellung der gewtinschten VergréBerung (9000x-20000x)
wurde mit Hilfe des Fokussierdrehknopfes auf maximale Bildscharfe fokussiert. Nach
Optimierung aller Einstellungen erfolgte die Bildaufnahme und Speicherung der gewilinschten

Abbildung mittels geeigneter Computersoftware [209].
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4 Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an

humanes Nasengewebe

4.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N-2-ethansulfonsaure (HEPES) wurde von Gerbu (Heidelberg,
Deutschland) bezogen. Alle weiteren Anbieter verwendeter Substanzen sind den
vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.1, 2.1 bzw. 3.7) zu entnehmen.

4.1.1 Stammlésungen

¢ Interner Standard

Als interner Standard wurde Amcinonid verwendet. Die Herstellung, Konzentrationen sowie die
Handhabung der Stammlésungen des internen Standards sind dem ersten Kapitel (siehe 1.7.7)

zu entnehmen.

o Kalibrierstandards

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurden fir die jeweiligen Glucocorticoide
Stammldsungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt. Durch Verdinnung mit MeOH
wurden fur FF, FP, MF sowie fir Bud und TCA Verdinnungen der Stammldésungen mit
Konzentrationen zwischen 0.125 pg/mL und 8 pg/mL hergestellt. Die jeweiligen
Kalibrierstandards wurden durch entsprechendes Zumischen der Verdinnungen zur Matrix

erhalten. Alle Stammlésungen wurden bei -40 °C gelagert.

4.1.2 Krebs-Ringer-HEPES-Puffer

NaCl 118 mM
KCI 4.48 mM
KH.PO, 1.20 mM
MgSQO, x 7 H,O 1.18 mM
CaCl, x H,O 2.44 mM
HEPES 10 mM
Millipore®-Wasser q.s.
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Zur Herstellung des Krebs-Ringer-HEPES-Puffers (KRP-HEPES) wurden die entsprechenden
Salze in der erforderlichen Menge in einen 1 L MaBkolben eingewogen, der zunachst mit
Millipore®-Wasser auf ca. 900 mL aufgefllt wurde. AnschlieBend wurde der pH-Wert der
Lésung mit 1 molarer Natriumhydroxid-Lésung auf den Wert 7.4 eingestellt und das Volumen
mit Millipore®Wasser auf 1 L erganzt. Der hergestellte KRP-HEPES-Puffer wurde aliquotiert
und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2 Verwendete Gerate und Materialien

Erlenmeyerkolben 50 mL (Duran®) Schott (Mainz, Deutschland); der Glasbléser
des Instituts fertigte Erlenmeyerkolben mit
Normschliff NS 14/23 an. Somit konnte der
Verschluss der ErlenmeyergefaBBe mit

Erlenmeyerkolben 10 mL (Duran®)

Glasstopfen wahrend der
Gewebeinkubationen gewahrleistet werden.

Alle weiteren verwendeten Geréate sind in den vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.2, 2.2, bzw.
3.2) vermerkt.

4.2.1 Humanes Nasengewebe und Blutplasma

Humanes Nasengewebe wurde von Dr. Bachert von der Universitatsklinik Gent erhalten. Das
Gewebe entstammt von insgesamt 30 Patienten, die sich einem chirurgischen Eingriff
unterziehen mussten und ihr Einverstandnis fir die Verwendung der Gewebeproben zu
Versuchszwecken gaben. Die Durchflihrung der Experimente mit menschlichem Nasengewebe
wurde durch die Ethikkommission Ghent genehmigt. Keiner der Patienten wurde firr einen
Zeitraum von mindestens 3 Wochen vor dem chirurgischen Eingriff mit Glucocorticoiden
behandelt. Ebenso ergab sich kein Hinweis auf eine chronisch-entziindliche Erkrankung in den
Atemwegen der beteiligten Patienten. Unmittelbar nach der Entnahme wurde das Gewebe in
flissigem Stickstoff tiefgefroren, auf Trockeneis zur Universitat Wirzburg transportiert und bis
zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Humanes Plasma wurde von der Abteilung fir Transfusionsmedizin und
Immunh&matologie der chirurgischen Kilinik und Poliklinik der Universitdt Wirzburg erhalten.
Eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Verwendung zu wissenschaftlichen Zwecken lag
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auch hier vor. Das Blutplasma von drei gesunden Spendern wurde gepoolt, zu je 50 mL
aliquotiert, anschlieBend mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

4211 Vorbereitung des Nasengewebes

Das vorbereitete Gewebe wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Das Gewebe
wurde mit Krebs-Ringer-HEPES-Puffer zunachst weitestgehend blutfrei gewaschen. Als
Unterlage wurde eine quadratische Glasplatte, die in einem Eisbad gelagert war, verwendet.
Durch Zugreifen mit einer gebogenen Pinzette wurden die groben Gewebestlicke fixiert und mit
einem Skalpell in ca. 1 mm® groBe Stiicke geschnitten. Die geschnittenen Gewebewiirfel
wurden bis zur Uberfiihrung in ein ReagiergefaB und darauffolgendem Schockfrieren auf der
gekihlten Glasplatte gelagert und durch Betraufeln mit KRP-HEPES-Puffer standig feucht
gehalten. Nach Bearbeitung des gesamten Gewebes wurde gepoolt, anschlieBend zu je 1.0 g
aliquotiert und in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Das vorbereitete Gewebe wurde bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.3 Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an humanes
Nasengewebe

4.3.1 Durchflihrung

In der Vorbereitung des Versuches wurde zunachst Nasengewebe, Krebs-Ringer-HEPES-
Puffer und Blutplasma bei Raumtemperatur aufgetaut. 1.0 g des zerschnittenen Gewebes
wurden in 40 mL Krebs-Ringer-HEPES-Puffer suspendiert und kurz bis zur Aquilibrierung der
Temperatur bei 37 °C (Wasserbad) gelagert. Danach wurde die Gewebesuspension mit
0.3 pg/mL des zu untersuchenden Glucocorticoids versetzt und 1 h bei 37 °C im Wasserbad
unter Schittelbewegungen inkubiert. AnschlieBend wurden Proben zu je 3 mL
glucocorticoidhaltigem Puffer entnommen und zur Entfernung von Geweberesten flir 5 min bei
1000 x g abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden Proben zu 2 mL erhalten und bis zur
weiteren Analyse bei -40 °C gelagert. Abzentrifugierte Gewebereste wurden daraufhin im
zurlickbleibenden Puffer resuspendiert und wiederum zur Ubrigen Gewebesuspension
Uberflhrt.

Um eine eventuell auftretende nichtspezifische Bindung der lipophilen Glucocorticoide

an Glasmaterialien zu kontrollieren, wurden die verwendeten Glasgerate mit
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glucocorticoidhaltigem Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (40 mL; 0.3 pg/mL), jedoch ohne Gewebe,
versetzt und fir 1 h bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurden ebenfalls 3 ml Puffer ent-
nommen, fiir 5 min bei 1000 x g abzentrifugiert und aus dem Uberstand eine Probe zu 2 mL
gewonnen, die zur Analyse der nichtspezifischen Bindung an die Glasmaterialien herangezogen
wurde.

Zur Vorbereitung der Kalibrierstandards und Leerproben (blank) wurden sieben Aliquots
mit jeweils 2 mL des Krebs-Ringer-HEPES-Puffers in Reagenzglaser abgefillt. Sechs Aliquots
wurden mit Glucocorticoidverdiinnungen in einem Konzentrationsbereich von 10 bis 400 ng/mL

versetzt und zusammen mit den Leerproben bei -40 °C bis zur weiteren Analyse gelagert.

4.4 Freisetzung der Glucocorticoide aus der Gewebebindung in

Gegenwart von humanem Plasma

4.4.1 Durchfiihrung

Das in 3.3.1 beschriebene mit Glucocorticoid gesattigte Gewebe wurde abfiltriert (Filterpapier
MN 615, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland), zweimal mit je 2 mL Krebs-Ringer-HEPES-
Puffer gewaschen und anschlieBend in 10 mL Humanplasma (37 °C) Uberfihrt. Die so
erhaltene Gewebeplasmasuspension wurde bei 37 °C im Wasserbad geschittelt. Nach 10, 20,
30, 45 und 60 min wurde 1 mL Plasma entnommen und jeweils durch frisches, vorgewarmtes
Plasma (37 °C) ersetzt. Die Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -40 °C gelagert.

Nach der einstindigen Inkubation wurde die Gewebesuspension fir weitere 6 h mit
humanem Plasma bei 37 °C gewaschen und anschlieBend die humanen Spezimen
(Nasengewebe, Humanplasma) bis zur weiteren Verwendung (siehe Kapitel 5) bei -80 °C
gelagert.

Zur Vorbereitung der Kalibrierstandards und Leerproben (blank) wurden sieben Aliquots
mit jeweils 1 mL des Humanplasmas in Reagenzglaser abgefillt. Sechs Aliquots wurden mit
Glucocorticoidverdiinnungen in einem Konzentrationsbereich von 10 bis 400 ng/mL versetzt

und zusammen mit den Leerproben bei -40 °C bis zur weiteren Analyse gelagert.

4.5 Probenaufarbeitung

Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurden die Puffer- bzw. Plasmaproben aus den

Bindungs- und Freisetzungsversuchen und die Kalibrierstandards mit jeweils 50 pL internem
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Standard (5 pg/mL Amcinonid) versetzt. Die Leerproben wurden mit 50 yL MeOH versetzt. Der
Zugabe des ISD bzw. des MeOH zu den Proben folgte ein kurzes Durchmischen auf dem
Vortex.

In der Folge wurde zweimal mit Diethylether extrahiert. Dabei wurden die Proben mit
jeweils 3 mL Diethylether versetzt und 20 min am Mischrad angebracht. Zur besseren
Phasentrennung wurde jeweils nach der Extraktion bei ca. 1000 x g fir 3 min abzentrifugiert.
Die Etherphasen beider Extraktionsschritte wurden vereinigt und unter einem leichten
Stickstoffstrom bei 30 °C im Wasserbad bis zur Trockne abgedampft. Die Riickstdnde wurden
jeweils in 100 yL MeOH (fir Bud und TCA) bzw. in 200 yL MeOH (fir FF, FP und MF)
aufgenommen und sofort zur Quantifizierung per HPLC verwendet.

4.6 Quantifizierung mittels HPLC

Die HPLC Bedingungen, die verwendeten HPLC Methoden sowie die Vorgehensweise bei der
Auswertung sind dem ersten Kapitel (siehe 71.7) zu entnehmen. Das Injektionsvolumen der

unterschiedlichen methanolischen Proben betrug jeweils 20 L.
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5 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungen-
epithelzellen durch gewebegebundene intranasale
Glucocorticoide

5.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien fir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 3.7 g/L NaHCO;, 4.5 g/L D-Glucose), fotales
Bovines Serum (FBS), Penicillin/Streptomycin (Penstrep, 10000 U/mL / 10000 pg/mL), L-
Glutamin (Glut, Konzentrat 200 mM), nicht essentielle Aminosauren (NEA, Konzentrat 100 mM),
isotonischer Phosphatpuffer (PBS-Pulver, NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 8.1 mM,
KH,PO, 1.5 mM), Trypsin/EDTA (0.05/0.02 % in PBS ohne Calcium und Magnesium) und
Trypanblau (0.5 % in physiologischer Kochsalzlésung) wurden von Biochrom AG (Berlin,
Deutschland) bezogen, Lipopolysaccharid (LPS, rough strains, von Salmonella minnesota RE
595) wurde von Sigma-Aldrich-Chemie (Taufkirchen, Deutschland) erworben, Dimethylsulfoxid
(DMSO) wurde von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Anbieter aller anderen
verwendeten Reagenzien sind in den vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.1, 2.1, 3.1 bzw. 4.1)
beschrieben.

5.1.1 Zusammensetzung des Zellkulturmediums fiir A549

Das Zellkulturmedium fir A549 bestand aus DMEM, mit 10 % FBS, 100 U/mL Penicillin, 100
pg/mL Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 1 mM NEA. Die Zuséatze (FBS, Penstrep, Glut, NEA)
wurden erst kurz vor Verwendung des Mediums hinzugegeben. Das fertige Medium wurde bei
4 °C gelagert.

5.1.2 Stimulation der Zellen

Es wurde eine Stammldésung LPS in Zellkulturmedium hergestellt. Zur Stimulation der Zellen
wurde LPS in einer Konzentration von 50 yg/mL verwendet.
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5.2

Verwendete Gerate und Materialien

Dampfsterilisator Vakulab S 3000
Deckglaser Cover Glass 18x18
ELISA-Reader Multiscan Ascent
ELISA-Washer MultiWash Advantage
Hera Cell Inkubator

Inversmikroskop Eclipse TS 100
Reaktionsgefa3 Eppendorf Cap 1.5 mL

6-well Millicell® hangende Zellkultureinsétze,
PorengréBe 8 um, Polyethylenterephtalat

Serologische Pipetten (10 mL; 25 mL)
Sterilbank Laminar Air Flow, Typ UVF 6.07
Zahlkammer Neubauer Improved

Zellkulturplatten 6-well Primaria Falcon, (ftr
Gewebeinkubationsversuche)

Zellkulturplatten 6-well (fir Plasma-

inkubationsversuche)

Zellkulturflaschen 75 cm?®

MMM GmbH (Planegg, Deutschland)
VWR (Darmstadt, Deutschland)
Thermo (Vantaa, Finnland)
TriContinent (Suffolk, UK)

Kendro (Hanau, Deutschland)

Nikon (Dusseldorf, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Millipore (Bedford, USA)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
BDK (Sonnenbiihl-Genkingen, Deutschland)
Superior (Marienfeld, Deutschland)

Becton Dickinson (New Jersey, USA)

Nunc (Roskilde, Danemark)

Nunc (Roskilde, Danemark)

Alle weiteren verwendeten Gerate sind in den vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.2, 2.2, 3.2,

bzw. 4.2) vermerkt.

5.2.1

Zur Ermittlung der pharmakologischen Aktivitdt intranasaler Glucocorticoide wurden die
humanen Spezimen nach der Gewebefreisetzung in Humanplasma aus Kapitel 4.2 verwendet.

Nach 7 h Freisetzung der Glucocorticoide aus dem Nasengewebe in Humanplasma wurden die

Humanes Nasengewebe und Blutplasma

humanen Spezimen (Nasengewebe, Humanplasma) bei -80 °C gelagert.

Die Gewebeproben wurden vom Plasma durch Zentrifugation getrennt und einer
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Dampfsterilisation (Dampfsterilisator Vakulab S 3000) unterworfen. Hierzu wurde ein fest
eingestelltes Betriebsprogramm nach dem Vorvakuumverfahren zur Dampfsterilisation bei
121 °C (2 bar, 15 min) mit nachfolgender beschleunigter Kihlung des Sterilisiergutes auf
weniger als 80 °C durch Druckluft-Stitzdruck mit gleichzeitiger Kaltwasser-Mantelkiihlung
verwendet. Danach wurden die Gewebeproben in den locker verschlossenen Behaltnissen fest
verschlossen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Humanplasmaproben
nach siebenstiindiger Freisetzung wurden keiner Sterilisation unterworfen und ebenfalls bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

5.3 Kultivierung von A549

5.3.1 Humane Lungenepithelzellen A549

Die humane Lungenkarzinom-Zelllinie A549 wurde von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) erworben. Es handelte
sich dabei um Alveolar-Typ Il Zellen eines Adenokarzinoms. Die Zellen wurden als gefrorene
Kultur geliefert.

5.3.2 Erste Kultivierung von A549

Die Zelllinie A549 wurde als gefrorene Kultur in DMEM mit 20 % FBS und 10 % DMSO in einer
Dichte von ca. 1-2 x 10° Zellen pro Ampulle geliefert. Zur ersten Kultivierung der Zellen wurde
eine Zellkulturflasche mit 30 mL warmem Zellkulturmedium (37 °C) vorbereitet. Vor dem
mdglichst raschen Auftauprozess der gefrorenen Zellen wurde der Rand des Kryordhrchens mit
Ethanol (70 %) dekontaminiert, zum Entliften so weit wie nétig gedffnet und anschlieBend
sofort wieder fest verschlossen. Die Zellen wurden nun in einem vorbereiteten Wasserbad
(37 °C) solange geschwenkt, bis die Zellsuspension gerade aufgetaut war. Nun wurde abermals
der Rand des Kryoréhrchens mit Ethanol (70 %) dekontaminiert und der Inhalt Kryoréhrchens in
die vorbereitete Zellkulturflasche Uberfihrt. Zur Entfernung des Frostschutzmittels (DMSO)

wurde ein erster Mediumwechsel nach 24 h vorgenommen.

5.3.3 Mediumwechsel und Passagieren von A549

Die Kultivierung von A549 erfolgte in 75 cm?® Zellkulturflaschen. Ein Mediumwechsel erfolgte
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Montag, Mittwoch und Freitag. Zum Passagieren der Zellen wurde nach Entfernen des
Mediums der konfluente Monolayer kurz mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 4 mL
Trypsin/EDTA wurde fir 4 min bei 37 °C inkubiert, ehe durch Zugabe von Zellkulturmedium die
Enzymwirkung gestoppt wurde und ein Passagieren in mit warmem Medium vorbereitete
Zellkulturflaschen stattfinden konnte. Die Zellen wurden alle 4-7 Tage im Verhaltnis 1:7-1:10

geteilt.

5.34 Ausséaen von A549 fir Inkubationsversuche

Zum Ausséen der Zellen fur die Inkubationsversuche in 6-well Platten wurden konfluente
Monolayer der Zellkulturflaschen zunachst mit ca. 3 mL Trypsin/EDTA fir 5 min bei 37 °C
trypsinisiert, in ausreichend Medium aufgenommen und in ein Zentrifugenréhrchen (50 mL)
Uberfihrt. AnschlieBend wurde bei 1100 x g bei 20 °C fir 4 min abzentrifugiert. Nach dem
Abnehmen des Uberstandes erfolgte ein vorsichtiges Resuspendieren der Zellen in 10 mL
Zellkulturmedium, bis eine homogene Zellsuspension erhalten wurde.

Um fUr das Ausséen der Zellen gleiche Kultivierungsbedingungen gewahrleisten zu
kénnen, wurde eine Zellzahlbestimmung vorgenommen. Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte
mikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Hamocytometer). Die Zellsuspension
wurde im Verhéltnis 1:1 mit einer Trypanblauldésung gemischt, kurz stehengelassen und
anschlieBend unter dem Mikroskop betrachtet. Trypanblau ist ein Vitalfarbstoff, der intakte
Cytoplasmamembranen nicht passieren kann und somit nur tote Zellen anfarbt.

Die Berechnung der Zellzahl pro mL Medium erfolgte nach folgender Formel:

. .. 4 . pe
Zellzahl | mL = Gezdhlte Zellen x Verdiinnung sfaktor X 10" (kammerspezifischerFaktor)

Anzahl der ausgezdhlten Quadrate

Nach erfolgter Zellzahlbestimmung wurde je nach Zelldichte ein entsprechendes
Volumen der Zellsuspension mit frischem Medium homogen gemischt, um die gewiinschte
Aussaatdichte zu erreichen. Die Aussaatdichte in den verwendeten 6-well Platten betrug 2 x 10°
Zellen pro 3 mL Zellkulturmedium. Diese Vorgehensweise gewahrleistete identische
Ausgangsbedingungen fir die Zellexperimente. Bei der gewdhlten Aussaatdichte war der
Zellmonolayer nach ca. 36 h subkonfluent.
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5.4 Inkubation von A549 mit humanen Spezimen

5.4.1 Inkubation mit Humanplasma

Nachdem die Zellen subkonfluent gewachsen waren, wurde das Medium vollstandig
abgenommen und der Monolayer mit 3 ml Zellkulturmedium einer 1:100 Verdinnung der
Plasmaproben (siehe 5.2.7) fir 3 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert. Um eine
identische Matrix fiir die Kontrollen zu gewahrleisten, wurde Humanplasma derselben Charge
verwendet, welches fir 7 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert wurde. Auch bei den
Kontrollproben erfolgte eine Inkubation mit einer 1:100 Verdinnung des Kontrollplasmas in
3 mL Zellkulturmedium fir 3 h bei 37 °C und 5 % CO,. Um eine vergleichbare Behandlung aller
Proben zu gewahrleisten, wurden alle Versuchsansatze mit Plasmaproben parallel angesetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen durch Zugabe von Stimulanz (50 pg/mL LPS in
Zellkulturmedium) Gber 24 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, zur Produktion von IL-8
angeregt. Nach Abnahme des Zellkulturiiberstandes wurde bei 1000 x g fir 10 min bei 20 °C
zur Entfernung von Zellbruchstiicken und Stimulanz zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C aufbewahrt.

5.4.2 Inkubation mit nasalen Gewebeproben

Zur Inkubation von A549 mit den zuvor sterilisierten Gewebeproben aus den
Freisetzungsversuchen (siehe Experimenteller Teil C, 5.2.7) wurden hangende
Zellkultureinsatze (Millicell®, 8 pm PorengrdBe, Polyethylenterephtalat) verwendet. Bereits nach
dem Ausséen der Zellen wurden die Einsatze eingesetzt und mit 3 ml Zellkulturmedium
bedeckt. Nach Subkonfluenz des Monolayers wurde das gesamte Medium abgenommen und
die Zellen mit 3 mL frischem Medium versetzt. AnschlieBend erfolgte das Resuspendieren der
Gewebeproben in 3 mL Zellkulturmedium und das Uberfiihren der Gewebesuspension in die
Zellkultureinsatze. Bei der Kontrolle wurde 3 mL Medium in das apikale Kompartiment gegeben.
Gewebeproben und Kontrollproben wurden fiir 8 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO;
inkubiert. Um eine vergleichbare Behandlung aller Proben zu gewahrleisten, wurden alle
Versuchsansatze mit Gewebeproben parallel angesetzt. Danach wurden die Zellkultureinsatze
mit dem Gewebe vorsichtig abgenommen und dem Zellkulturiberstand 2 mL Medium
entnommen, um durch die folgende Stimulation eine Aufkonzentrierung mit IL-8 zu erreichen.
Die Stimulation der Zellen wurde mit 50 pg/mL LPS in Zellkulturmedium Uber 24 h im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, durchgefiihrt. Nach Abnahme des Zellkulturiiberstandes
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wurde bei 1000 x g fiir 10 min bei 20 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
bis zur weiteren Analyse bei -80 °C aufbewahrt.

5.5 Zellzahlbestimmung nach Beendigung des Versuches

Nach Beendigung der Experimente diente die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen der
Gewabhrleistung identischer Kultivierungsbedingungen. Nach der Probennahme in Form des
Zellkulturiberstandes wurden das restliche Medium komplett abgenommen und der Monolayer
mit 1 mL PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fir 8 min mit Trypsin/EDTA versetzt
und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Weiter wurde durch Zugabe von 2 mL serumhaltigen
Zellkulturmedium die Enzymwirkung inaktiviert und durch hdufiges Auf- und Abpipettieren ein
quantitatives Abldsen der Zellen erreicht. Die homogene Zellsuspension wurde in ein
Zentrifugenréhrchen (15 mL) Oberfihrt. Zur Zellzahlbestimmung wurde die Neubauer-Zahl-
kammer verwendet. Nach kurzem Durchmischen der Zellsuspension auf dem Vortex wurde im
Verhaltnis 1:1 mit einer Trypanblaulésung gemischt, kurz stehen gelassen und anschlieBend
unter dem Mikroskop betrachtet. Die Berechnung der Zellzahl ist dem Abschnitt 5.3.4. zu

entnehmen.

5.6 Quantitative Bestimmung der IL-8 Konzentration im
Zellkulturiiberstand mittels ELISA

5.6.1 Prinzip der Bestimmung

Es wurde der Quantikine® Human CXCLS&/IL-8 Immunoassay von R&D Systems GmbH
(Wiesbaden-Nordenstedt) verwendet (Lagerung 4 °C). Der ELISA (enzyme linked immuno-
sorbent assay) basierte auf der Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik. Es handelt sich dabei
um ein quantitatives immunologisches Nachweisverfahren, welches mit Hilfe einer
enzymatischen Farbreaktion humanes IL-8 aus Zellkulturiberstdnden, Serum- oder
Plasmaproben bestimmt.

5.6.2 Vorbereitung der Reagenzien

Vor Beginn der Durchfihrung der IL-8 Bestimmung wurden alle dem Kit beigefligten
Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Zur Herstellung des Waschpuffers wurde das
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Waschpufferkonzentrat  1:25 mit Millipore®Wasser verdinnt. Zur Verdiinnung von
Zellkulturiiberstanden und zur Herstellung der Kalibrierstandards wurde der Calibrator Diluent
RD5P Konzentrat 1:5 mit Millipore®-Wasser gemischt (Calibrator Diluent RD5P 1X). Die
Substratlésung fir den Enzymumsatz wurde erst kurz vor dem Gebrauch durch Mischen
gleicher Anteile an Farbreagenz A (Wasserstoffperoxid) und B (Tetramethylbenzidin)
hergestellt. Um wahrend der Verwendung den benétigten Lichtschutz fir die Substratidsung
sicherzustellen, wurde die Substratlésung in einem ProbengefdB aus Braunglas (10 mL)
aufbewahrt.

5.6.3 Herstellung der Kalibrierstandards

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurde zunachst der lyophilisierte IL-8-Standard in 5.0 mL
Calibrator Diluent RD5P (1X) geldst. Dies ergab eine Stammldésung von 2000 pg/mL. Die
weiteren Kalibrierstandards wurden durch Verdiinnen der Stammlésung mit Calibrator Diluent
RD5P (1X) hergestellt. Dies fihrte zu Standardlésungen in den Konzentrationen 1000 pg/mL,
500 pg/ml, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL und 31.25 pg/mL. Als Leerwertkontrolle
(0 pg/mL) diente der Calibrator Diluent RD5P (1X).

5.6.4 Durchflihrung der IL-8 Bestimmung

Wahrend der Vorbereitung aller Reagenzien und Kalibrierstandards wurden die Proben der
Zellkulturversuche bei Raumtemperatur aufgetaut. Der Zugabe von 100 pL Assay Diluent RD1-
85 in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte folgte das Hinzufigen von 50 pL Probe,
Kalibrierstandard, bzw. Kontrolle.

IL-8 der Proben und Standards wurde von einem spezifischen Antikérper, der auf der
Oberflache der Mikrotiterplatte immobilisiert war, gebunden. AnschlieBend wurden die wells mit
einem selbstklebenden Streifen luftdicht verschlossen, durch vorsichtiges Klopfen der Platte
durchmischt und flr 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Mit einem griindlichen Waschvorgang durch viermaliges Spiilen mit 250 yL Waschpuffer
(ELISA-Washer MultiWash Advantage) wurde die Probenflissigkeit entfernt. Nach dem letzten
Waschvorgang wurde die Mikrotiterplatte umgedreht und Flissigkeitsreste in den wells durch
kurzes Abklopfen auf Papiertlicher beseitigt.

AnschlieBend wurden jeweils 100 pL IL-8 Konjugat (polyklonaler Antikérper gegen IL-8
konjugiert mit horseradish peroxidase) zugesetzt, wodurch ein spezifischer Antikérper-Antigen-
Antikérper Komplex gebildet wurde. Nach Abdichten der Vertiefungen mit Klebestreifen folgte
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wiederum eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur. Nun wurde ein weiterer
Waschschritt mit viermaligem Spilen mit jeweils 250 pyL Waschpuffer durchgefihrt, um
Uberschussiges ungebundenes IL-8 Konjugat zu entfernen.

Im letzten Schritt wurden in jedes well 200 pL Substratldsung gegeben und fir 30 min
vor Licht geschiltzt aufbewahrt. Es kam zu einer Farbentwicklung proportional zur Konzentration
an gebundenem IL-8. Nach Zusatz von 50 pL Stopplésung (2N Schwefelsdure) wurde die
enzymatische Reaktion beendet. Ein Farbumschlag von gelb nach blau war festzustellen. Ein
Mischen der Farblésung durch vorsichtiges Klopfen der Mikroplatte fuhrte schlieBlich zu einer
homogenen Farbung. Direkt im Anschluss wurde die Absorption der einzelnen Proben bei 450
nm mit Hilfe des ELISA-Reader Multiskan Ascent bestimmt. Die Messung der Absorption bei
600 nm diente zur Korrektur der optischen Fehler der Vertiefungen der Mikroplatte.

5.6.5 Auswertung der IL-8 Bestimmung

Zur Ermittlung einer Kalibriergeraden wurden die ermittelten Absorptionswerte der
unterschiedlichen Kalibrierstandards (31.25 pg/mL-1000 pg/mL) verwendet und mittels
Regressionsanalyse der Korrelationskoeffizient bestimmt (Beispiel siehe Abbildung 35). Fir
jedes Experiment (Plasmaproben, Gewebeproben) wurde eine eigene Kalibrierung
vorgenommen. Aus den ermittelten Absorptionen der Proben konnten daraus die jeweiligen IL-8

Konzentrationen bestimmt werden.
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Abbildung 35: Beispielhafte Darstellung einer Kalibriergeraden von IL-8; Bestimmtheitsman
R’= 0.9838
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5.7 Bestimmung der nichtspezifischen Bindung der Glucocorticoide
an Zellkulturmaterialien

5.7.1 Durchflihrung

Zur Ermittlung der nichtspezifischen Bindung der Glucocorticoide an die hangenden
Zellkultureinsatze und Zellkulturmaterialien bzw. der Stabilitat der Glucocorticoide in
Zellkulturmedium wurden Standardlésungen der jeweiligen Substanzen in Zellkulturmedium
(80 ng/mL Bud, FP, FF, MF, und TCA) hergestellt und fir 8 h bei 37 °C (5 % CO,) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellkultureinsatze abgenommen, 2.0 mL Probe entnommen und bis
zur weiteren Analyse bei -40 °C gelagert.

Zur Vorbereitung der Kalibrierstandards und Leerproben wurden jeweils sieben Aliquots
von Zellkulturmedium mit einem Volumen von je 2 mL hergestellt. Jeweils sechs Aliquots
Medium wurden mit methanolischen Glucocorticoidverdiinnungen in einem Konzentrations-
bereich von 10 bis 600 ng/mL versetzt und zusammen mit den Leerproben bei -40 °C bis zur
weiteren Analyse gelagert.

5.7.2 Probenaufarbeitung

Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurden die Proben zur Bestimmung der
nichtspezifischen Bindung und die Kalibrierstandards mit jeweils 50 pL internem Standard
(5 pg/mL Amcinonid) versetzt. Die Leerproben wurden mit 50 yL MeOH versetzt. Der Zugabe
des ISD bzw. des MeOH zu den Proben folgte ein kurzes Durchmischen auf dem Vortex.
AnschlieBend wurde zweimal mit Diethylether extrahiert. Dabei wurden die Proben mit
jeweils 3 mL Diethylether versetzt und 20 min an dem Mischrad angebracht. Zur besseren
Phasentrennung wurde jeweils nach der Extraktion bei ca. 1000 x g fir 3 min abzentrifugiert.
Die Etherphasen beider Extraktionsschritte wurden vereinigt und unter einem leichten
Stickstoffstrom bei 30 °C im Wasserbad bis zur Trockne abgedampft. Die Riickstande wurden

jeweils in 100 yL MeOH aufgenommen und sofort zur Quantifizierung per HPLC verwendet.
5.7.3 Quantifizierung mittels HPLC

Die HPLC Bedingungen, die verwendeten HPLC Methoden sowie die Vorgehensweise bei der
Auswertung sind dem ersten Kapitel (siehe 7.6) zu entnehmen. Das Injektionsvolumen der

methanolischen Proben betrug jeweils 20 pL.
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6 Modell zur intranasalen Pharmakokinetik topisch applizierter
Wirkstoffe
6.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien

Azelastin-HCI wurde von Sigma Aldrich (Taufkirchen) erworben. Kollagen Typ I-Hydrogel und
eine entsprechende Gelneutralisationslésung wurde freundlicherweise von der Firma Amedrix
(Esslingen, Deutschland) zur Verfligung gestellt. Rotiphorese 30 Gel (gebrauchsfertige,
gasstabilisierte, wassrige 30 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlésung im Verhaltnis 37.5:1),
TRIS (Pufferan®, =99.9 %, p.a. Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris), TRIS-hydrochlorid
(Pufferan®, 299 %, p. a. Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid, Tris-HCI), ROTI®
Stock 20 % SDS (20 % Stocklésung Natrium-dodecylsulfat, SDS), Ammoniumperoxodisulfat
(298 %, p.a., APS) und TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, 1,2-Bis(dimethylamino)-
ethan; 99 %, p.a.) wurden von Roth (Karlsruhe) bezogen, Anbieter aller anderen verwendeten
Reagenzien sind in den vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.1, 2.1, 3.1, 4.1 bzw. 5.1)

beschrieben.
6.1.1 Nasale Arzneiformen der Experimente
Flutide® Nasal Fluticason- Carmellose-Natrium, mikrokristalline GlaxoSmith
Nasenspray propionat Cellulose, Glucose, Polysorbat 80, 2- Kline
(Suspension) (FP) Phenylethanol, Benzalkoniumchlorid,
Aqua purif.
Budes® Budesonid Carmellose-Natrium, mikrokristalline Hexal
Nasenspray (Bud) Cellulose, Glucose, Polysorbat 80,
(Suspension) Natriumedetat, Kaliumsorbat, HCI,
Aqua purif.
Vividrin® akut Azelastin-HCI  Natriumedetat, Hypromellose, Mann
Nasenspray (AZ-HCI) Natriummonohydrogenphosphat, Pharma
(Lésung) Citronensaure, NaCl, Aqua purif.

170



C Experimenteller Teil

6.1.2 Reagenzien zur Herstellung des Polyacrylamidgels

e Trenngelpuffer

Tris-Base 0.85 M
Tris-HCI 0.15M
Millipore®-Wasser q.s.

Zur Herstellung des Trenngelpuffers wurden die entsprechenden Salze in der erforderlichen
Menge in einen 1 L MaBkolben eingewogen, der zunachst mit Millipore®-Wasser auf ca. 900 mL
aufgefiillt wurde. AnschlieBend wurde der pH-Wert der Losung auf den Wert 8.8 eingestellt und
das Volumen mit Millipore®-Wasser auf 1 L erganzt. Fiir die Experimente mit Azelastin-HCI
wurde der pH Wert auf 7.4 eingestellt und das Volumen mit Millipore®-Wasser auf 1 L ergénzt.
Der hergestellte Puffer wurde bis zur weiteren Verwendung im Kihlschrank gelagert.

¢ 10 % Sodiumdodecylsulfat-Losung (SDS-Lsg.)

Die 20 % Stocklésung wurde 1:2 mit Millipore®-Wasser verdiinnt. Die hergestellte Lésung wurde
bis zur weiteren Verwendung im Kuhlschrank gelagert.

e 10 % Ammoniumperoxodisulfat-Lésung (APS-Lsg.)

Zur Herstellung der 10 % APS-Lsg. wurden 0.2 g Feststoff in einen 2 mL MaBkolben
eingewogen, mit Millipore®Wasser gelést und schlieBlich mit dem Lésungsmittel auf 2 mL
erganzt. Die hergestellte Lésung wurde bis zur weiteren Verwendung im Kiihlschrank gelagert.

6.1.3 Stammlésungen

¢ Interner Standard

Als interner Standard fir die Analyse der Plasmaproben wurde Amcinonid verwendet. Die
Herstellung, Konzentrationen sowie die Handhabung der Stammldésungen des internen
Standards sind dem ersten Kapitel (siehe 7.71.7) zu entnehmen. Als interner Standard fir die
Azelastinproben diente Dimetindenmaleat. Hierbei wurde zunachst eine methanolische
Stammldsung hergestellt, die Dimetindenmaleat in einer Konzentration von 1 mg/mL enthielt.

Diese Stammlésung wurde weiter mit MeOH bis zu einer Konzentration von 5 ug/mL verdinnt.
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Die Zugabe des internen Standards erfolgte durch entsprechendes Zumischen zur Matrix der
Kalibrierstandards und Proben.

o Kalibrierstandards

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurden fir die jeweiligen Glucocorticoide bzw. fur AZ-
HCI Stammldésungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt. Durch Verdinnung mit
MeOH wurden fir FP, Bud und AZ-HCI Verdinnungen der Stammldsungen mit Konzentrationen
zwischen 0.250 pg/mL und 5 pg/mL hergestellt. Die jeweiligen Kalibrierstandards wurden durch
entsprechendes Zumischen der Verdinnungen zur jeweiligen Matrix erhalten. Alle
Stammlésungen wurden bei -40 °C gelagert.

6.1.4 Krebs-Ringer-HEPES-Puffer

Die Herstellung des Krebs-Ringer-HEPES-Puffers (KRP-HEPES) ist Kapitel 4.7.2 zu
entnehmen. Der hergestellte KRP-HEPES-Puffer wurde aliquotiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -40 °C gelagert.

6.1.5 Isotonischer Phosphat-Puffer mit pH 7.4

Der verwendete isotonische Phosphat-Puffer wurde hergestellt aus den jeweiligen Feststoffen,
durch entsprechende Einwaage. Durch Aufldsen der Substanzen in Millipore®-Wasser wurden
folgende Konzentrationen erreicht:

NaCl 137 mM
KClI 2.7 mM
Na,HPO, 8.1 mM
KH,PO, 1.5mM
Millipore®-Wasser q.s.

Durch 1N NaOH wurde der pH-Wert auf 7.4 eingestellt. Bis zur weiteren Verwendung wurde der
vorbereitete Puffer aliquotiert und bei -40 °C gelagert.

172



C Experimenteller Teil

6.1.6 Kiinstliches Nasensekret (KNS)

Die Herstellung, Vorbereitung und Spezifizierung des klnstlichen Nasensekrets (KNS) sind dem
Kapitel 3.7.3 bzw. 3.7.4 zu entnehmen.

6.1.7 Humanes Lungengewebe, Blutplasma, Erythrozytenkonzentrat

Humanes Lungengewebe wurde von Dr. Kardziev vom Thoraxzentrum Bezirk Unterfranken
(Miinnerstadt) erhalten. Das Gewebe entstammte von 5 Patienten, die sich einer
Segmentektomie bzw. Lobektomie unterziehen mussten und ihr Einverstédndnis fiir die
Verwendung der Gewebeproben zu Versuchszwecken gaben. Die Durchfihrung der
Experimente mit menschlichem Lungengewebe wurde durch die Ethikkommission Wirzburg
genehmigt. Keiner der Patienten hat fir einen Zeitraum von mindestens 2 Wochen vor dem
chirurgischen Eingriff Glucocorticoide eingenommen oder inhaliert. Unmittelbar nach der
Entnahme wurde das Gewebe in einer isotonen Kochsalzlésung gewaschen, auf Trockeneis zur
Universitat Wiirzburg transportiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Humanes Plasma und Erythrozytenkonzentrat wurden von der Abteilung fir
Transfusionsmedizin und Immunha&matologie der chirurgischen Kilinik und Poliklinik der
Universitat Wirzburg erhalten. Eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Verwendung zu
wissenschaftlichen Zwecken lag auch hier vor. Das Blutplasma von drei gesunden Spendern
wurde gepoolt, zu je 50 mL aliquotiert, anschlieBend mit flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -40 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Das Erythrozytenkonzentrat wurde
aliquotiert und bei 6 °C gelagert.

6.1.7.1 Einstellung des Hamatokritwertes

Zur Ermittlung des Hamatokritwertes wurde 1 mL des Erythrozytenkonzentrates bei 6 °C und
10000 x g fiir 10 min zentrifugiert und anschlieBend das Volumen des Uberstandes bestimmt.
AnschlieBend wurde die Probe verworfen. Mit Hilfe dieser Methode konnte ein physiologischer
Hamatokritwert (Zielwert: 40 %) durch entsprechendes Zumischen an Humanplasma zum
Erythrozytenkonzentrat eingestellt werden. Diese Mischung wird im Folgenden als Plasma-
Erythrozyten-Mischung bezeichnet.
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6.1.7.2  Vorbereitung des Lungengewebes

Das Gewebe wurde mit Krebs-Ringer-HEPES-Puffer zunachst weitestgehend blutfrei
gewaschen. Als Unterlage wurde eine quadratische Glasplatte, die in einem Eisbad befestigt
war, verwendet. Durch Zugreifen mit einer gebogenen Pinzette wurden die groben
Gewebestiicke fixiert und mit einem Skalpell in ca. 1 mm® groBe Stiicke geschnitten. Die
geschnittenen Gewebewiirfel wurden bis zur Uberfilhrung in ein ReagiergefaB und
darauffolgendem Schockfrieren auf der gekiihlten Glasplatte gelagert und durch Betraufeln mit
KRP-HEPES-Puffer standig feucht gehalten. Nach Bearbeitung des gesamten Gewebes wurde
dieses gepoolt, anschlieBend zu je 0.5 g aliquotiert und in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Das

vorbereitete Gewebe wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

6.2 Verwendete Gerate und Materialien

Einmalskalpelle
Petrischale, 40 x 12 mm, Glas
Reaktionsgefa3 Eppendorf Cap 2.0 mL

Wageglas, 30 x 50 mm (30 mL) mit
Normschliffdeckel

Mikro-Doppelspatel, 6ffelférmig gebogen,
Léange 130 mm, LoffelmaBe: 10 x 5 mm

Deckglaspinzette, abgewinkelt,

Lange 130 mm

HPLC-Vial, 8 x 40 mm, 1mL
Transferpette® electronic, 0.1-5 mL
Plattformschattler Unimax 1010

Mini-Wippschdttler (Mini-Rocker),
Geschwindigkeitsbereich: 7.5-30 min™,
stufenlos regelbar

Hera Cell Inkubator, Brutschrank

Warmeschrank Modell 400

Hartenstein (Wirzburg, Deutschland)
Hartenstein (Wirzburg, Deutschland)
Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

Chemikalienausgabe (Fakultat fir Chemie
und Pharmazie, Universitat Wirzburg)

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Hartenstein (Wirzburg, Deutschland)

YMC (Dinslaken, Deutschland)
Brand (Wertheim, Deutschland)
Heidolph Instr. (Schwabach, Deutschland)

Hartenstein (Wirzburg, Deutschland)

Kendro (Hanau, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)
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Microfuge® 22R Centrifuge, Beckman Coulter (Californien, USA)

Eppendorf Centrifuge 5702 Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Alle weiteren verwendeten Gerate sind in den vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.2, 2.2, 3.2,
4.2 bzw. 5.2) vermerkt.

6.2.1 Waschvorrichtung zur Gelwaschung

Zusammen mit der institutseigenen Werkstatt wurde eine Waschvorrichtung zum Waschen der
Ober- und Unterseite der Gele entwickelt. Ziel dabei war es, eine mdglichst geringe
Auflageflache des Gels auf der Waschvorrichtung zu verwirklichen, um die quantitative
Erfassung des nichtgebundenen Arzneistoffanteils zu erreichen, aber dennoch eine gentigende
Stabilitatt des Waschvorgangs zu ermdglichen. Als Werkstoff fir die Konstruktion wurde
Polytetrafluorethylen (PTFE, Teflon) verwendet, um eine mdgliche Adsorption der lipophilen
Arzneistoffe an die Waschvorrichtung zu vermeiden (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Technische Zeichnung der Waschvorrichtung aus Polytetrafluorethylen
(PTFE, Teflon) nach DIN ISO 2768f (Christoph Kessler)
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6.3 Vorbereitungen zur Versuchsdurchfiihrung

6.3.1 Herstellung von Kollagen-Gelen mit/ohne Gewebe

Die Herstellung von Kollagen-Gelen mit Gewebe sollte dazu dienen das geschnittene Gewebe
in eine physiologische Matrix einzubetten. Ein Kollagen-Gel ohne Gewebe wurde als
Vergleichsgel hergestellt. Um ein fir die Versuche méglichst stabiles Gel zu erhalten, den
Gehalt an Kollagen im Gel aber mdéglichst gering zu halten, wurden verschiedene Gele mit
unterschiedlichem Kollagenanteil hergestellt.

o 2:1 Kollagen-Gelzusammensetzung:
Millipore®-Wasser 1.0mL
Gelneutralisationslésung 0.5mL
Kollagen 3mL

o 3:1 Kollagen-Gelzusammensetzung:
Millipore®-Wasser 0.5mL
Gelneutralisationslésung 0.5mL
Kollagen 3mL

o 4:1 Kollagen-Gelzusammensetzung:
Millipore®-Wasser 0.4 mL
Gelneutralisationslésung 0.4 mL
Kollagen 3.2mL

Das Kollagen wurde zunachst Uber Nacht schonend im Kuhischrank aufgetaut. Zur
Durchmischung des Kollagens wurde das VorratgefaB3 (50 mL Reagenz- und Zentrifugenrdhre)
mehrfach kraftig geschittelt und zur Entfernung der entstandenen Luftblasen bei 1000 x g fir
10 min (5 °C) zentrifugiert. Bis zur Gelherstellung wurde das so vorbereitete Kollagen-Hydrogel
im Kuhlschrank aufbewahrt. Nachdem das Kollagen einmal aufgefroren war, wurde ein
abermaliges Einfrieren vermieden. Es kam bei langerer Lagerung des Kollagens im
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Kuhlschrank zur Ausbildung einer Ruhestruktur, die sich in einer héheren Viskositat bemerkbar
machte. Ein einfaches Pipettieren war hiernach unmdéglich. In diesem Fall wurde erneut kréaftig
durchmischt und anschlieBend, wie oben beschrieben, abzentrifugiert.

Zur Herstellung der Gele wurden alle Reagenzien auf Eis gelagert. Das Lungengewebe
wurde nach dem Auftauen bei Raumtemperatur ebenso auf Eis gelagert. Die Herstellung der
Kollagen-Gele erfolgte im Kiihlraum, da héhere Temperaturen zu einem Viskositatsanstieg des
Kollagens flhrten und ein GieBen der Gele unméglich machte. Die Oberseite einer
Glaspetrischale (Durchmesser: 3.75 cm), die als Form zum GieBen der Gele verwendet wurde,
und zuvor grindlich mit Wasser gereinigt und mit Isopropanol entfettet wurde, sowie die
sonstigen Hilfsmittel wie Spatel, 50 mL Tubes und Pipettenspitzen, wurden frihzeitig im
Kihlraum gelagert, damit auch hier bei Kontakt mit dem Kollagen tiefe Temperaturen garantiert
werden konnten. Der vordere Teil der Pipettenspitzen zum Pipettieren des Kollagen-Hydrogels
wurde jeweils gleichmaBig abgeschnitten, um eine exaktere Dosierung des viskosen Kollagens
zu ermdglichen.

Zundchst wurden das entsprechende Volumen an Millipore®-Wasser und die
Gelneutralisationslésung in einer 50 mL Reagenz- und Zentrifugenréhre durch Auf- und
Abpipettieren sorgfaltig durchmischt. AnschlieBend wurde der entsprechende Anteil an Kollagen
zugemischt und abermals durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren grindlich durchmischt.
Dabei stellte sich heraus, dass ein sorgféltiges Durchmischen besonders wichtig war, um die
Homogenitat der Gele zu gewahrleisten. Dies erfolgte ziigig, aber mit besonderer Vorsicht, da
hierbei leicht unerwiinschte Luftblasen entstehen konnten. Pro Ansatz waren ca. 25 %
Uberschiissiges Gesamtgelvolumen fir die Mischung eines Gels einzukalkulieren, um trotz des
Verlustes des an Kontaktmaterialien haftenden Kollagens geniigend Gel-Matrix zum AusgieBen
vorzubereiten.

Fur die Herstellung eines Gels mit Gewebe wurden die Gewebestliicke mit Hilfe eines
Spatels auf der Oberflache der Petrischale verteilt. Von der geklhlten fertigen Mischung wurden
nun 3 x 0.9 mL mittels einer frischen Pipette auf das ausgebreitete Gewebe gegeben. Sofort
wurden die Gewebestlicke mit sorgféltigen Rihrbewegungen mit zwei Spateln in der noch
flissigen Gel-Matrix homogen verteilt. Hierbei wurde besonders auf langsame Bewegungen
geachtet, da bei diesem Vorgang ebenfalls sehr leicht Luftblasen entstanden. Bei der
Bearbeitung aufgetretene gréBere oberflachliche Luftblasen konnten unmittelbar nach dem
GieBen mittels einer Pipettenspitze vorsichtig entfernt werden. Als Vergleichsgel wurde ein Gel
in identischer Zusammensetzung und Form, jedoch ohne Gewebe, hergestellt. Die Gelform
wurde mit einem Normschliffdeckel bedeckt. Der Gelansatz wurde im Brutschrank bei 37 °C flr

35 min dem Gelieren Uberlassen.
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6.3.1.1 Uberfiihrung des Gels in das Wageglas

Nach dem Geliervorgang wurde vorsichtig mit Hilfe eines l6ffelférmigen, flachen Mikro-Spatels
an der Grenzflache zwischen Gussform und Gel-Matrix beginnend das Abldésen des
entsprechenden polymerisierten Gels provoziert. Nachdem die Rander des Geles abgeldst
waren, konnte schlieBlich eine vorsichtige langsame kreisférmige Bewegung die plane Flache
des Gelansatzes freigeben.

Nun konnte durch Greifen des entsprechenden Gelkonstrukis mit der Deckglaspinzette
ein Uberfiihren in ein Wageglas (Durchmesser: 5.0 cm), welches als GefaB fir die eigentliche
Versuchsdurchfihrung diente, herbeigefthrt werden. Dorthin UOberfiihrt wurde die Unterseite des
jeweiligen Geles mit 1 mL isotonem PBS-Puffer befeuchtet, um ein Austrocknen und dadurch
etwaige unerwlinschte Formveréanderungen zu verhindern. Bis zum Beginn der Probenaufgabe

wurden die Gele mit dem entsprechenden Normschliffdeckel verschlossen.

6.3.2 Herstellung eines Polyacrylamid-Gels mit/ohne Gewebe

Eine weitere Mdglichkeit das Gewebe in einer Gel-Matrix zu fixieren und somit die Analyse der
Aufldsungsgeschwindigkeit und der Gewebebindung in Kombination direkt aus der nasalen
Arzneiform bestimmen zu kénnen, bestand darin, die Gewebestliicke in ein 10 %iges
Polyacrylamidgel einzugieBen. Vor dem GieBen der Gele wurden die Reagenzien fir die
Gelherstellung, sowie das zu verwendende Lungengewebe auf Raumtemperatur gebracht.

. Gelzusammensetzung (modifiziert nach [210]):
30 % Acrylamid 0.667 mL
Trenngelpuffer 0.750 mL
Millipore®-Wasser 0.546 mL
10 % SDS-Lésung 50 uL
10 % APS-Ldsung 40 pL
TEMED 4 uL

Als Form zum GieBen der Gele wurde wiederum die Oberseite einer Glaspetrischale
(Durchmesser: 3.75 cm) verwendet, die zuvor grindlich mit Wasser gereinigt und mit
Isopropanol entfettet wurde.

In ein 2 mL Eppendorf ReaktionsgefaB wurden zunéchst der Trenngelpuffer, Millipore®-
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Wasser, die 10 % SDS-Lésung, die 10 % APS-Lésung und schlieBlich das entsprechende
Volumen an 30 % Acrylamid Lésung pipettiert und auf dem Vortex gemischt.

Mit Hilfe eines Spatels wurden die Gewebestlcke auf der Oberflache der Petrischale
verteilt. AnschlieBend wurde das entsprechende Volumen an TEMED zu dem Gelansatz
hinzupipettiert und abermals kurz auf dem Vortex durchmischt. Direkt danach wurde der
gesamte Ansatz auf das ausgebreitete Gewebe gegeben. Sofort wurden mit sorgféltigen
Rihrbewegungen mit zwei Spateln die Gewebestiicke in der noch flissigen Gel-Matrix
homogen verteilt. Positiv anzumerken ist hierbei, dass im Vergleich zum GieBen des
Kollagengels die Problematik der Entstehung von Luftblasen bei der Bearbeitung des
Polyacrylamidgels wesentlich geringer ist.

Nach 3 min wurde die Oberflache des Gels vorsichtig mit 2 x 500 uL Millipore®-Wasser
bedeckt, damit es zur Ausbildung einer flachen Grenzflaiche wahrend der Polymerisation kam.
Der Gelansatz wurde schlieBlich mit einem Normschliffdeckel abgedeckt und bei
Raumtemperatur fir 60 min der Polymerisation Uberlassen.

Pro Versuchsansatz wurden wiederum jeweils ein Gel mit Gewebe und ein
Vergleichsgel ohne Gewebe hergestellt.

6.3.2.1  Uberfiihrung des polymerisierten Gels in das Wageglas

Nach Auspolymerisation des Gelansatzes wurde das Uberstehende Wasser vorsichtig durch
Schraghalten abpipettiert. Das Vorgehen zum Ablésen der Gele und den weiteren
Vorbereitungen vor dem Beginn des Experiments sind einem vorangegangenen Abschnitt
(siehe 6.3.1.1) zu entnehmen.

6.4 Bindung intranasal angewendeter Wirkstoffe an die Gewebe-Gel-
Matrix

6.4.1 Durchfiihrung

Die untersuchten nasalen Arzneiformen Flutide® Nasal, Budes®-Nasenspray und Vividrin® akut -
Nasenspray wurden, wie unter 7.1.3 beschrieben, vorbereitet. Ebenso bereitgestellt wurden 2
Reagenzglaser mit jeweils 2 mL PBS-Puffer und 1 mL MeOH zur Ermittlung der applizierten
Dosis (siehe Pipettierschema). Der Brutschrank wurde auf 37 °C vorgeheizt und von der CO,-
Versorgung abgekoppelt. In dem Brutschrank wurde der Plattformschiittler aufgebaut.

Die beiden Wégeglaser mit dem Gewebe-Gel und dem Vergleichsgel wurden auf einer
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rutschfesten, stabilen Unterlage bereitgestellt. Zur Ermittlung der Gewebebindung von FP (Bud,
AZ-HCIl) wurden 100 pL (55 L, 40 pL) der Arzneiform, nach Abwischen der befillten
Pipettenspitze mit einem fusselfreien Tuch, in 2.4 mL (2.445 mL, 2.460 mL) KNS suspendiert.
Sofort wurde die Wirkstoff enthaltende Matrix flir ca. 5 Sekunden auf dem Vortex gemischt,
anschlieBend 500 pL (entsprechen einer Dosis von ~ 9 ug Wirkstoff) davon zur Ermittlung der
applizierten Dosis in einem der vorbereiteten Reagenzglaser dispergiert. Weiteres Mischen auf
dem Vortex folgte zwischen der Probenaufgabe von jeweils 500 uL auf das Gewebe-Gel und
das Vergleichsgel. Dabei wurde jeweils vorsichtig das Applikationsvolumen in die Mitte der Gele
pipettiert. Von dort spreitete die Wirkstoff enthaltende Matrix sofort auf der Oberflache der Gele
(siehe Abbildung 37;1). Die Pipettenspitze wurde anschlieBend vorsichtig mit dem PBS-Puffer,
der die Unterseite des Gels befeuchtete, durch Auf- und Abpipettieren gespilt. SchlieBlich
wurden weitere 500 upL der Wirkstoff enthaltenden Matrix in einem der vorbereiteten
Reagenzglaser dispergiert, um eine weitere Probe zur Ermittlung der applizierten Dosis zu
erhalten.

Die beiden auf der rutschfesten Unterlage befindlichen Wageglaser wurden
verschlossen und die nun wirkstofftragenden Gele auf den Plattformschiittler im Brutschrank
unter konsequentem Waagrechthalten Uberfihrt. Die Drehzahl des rotierenden Schittlers
wurde langsam auf 55 U/min reguliert und die Gele fir 30 min bei 37 °C inkubiert.

Pipettierschema Applikation:

Wirkstoff enthaltende Matrix:
Analyse PBS-Puffer MeOH 2.5 mL (KNS +
Wirkstoffsuspension bzw. -16sung)

Probe A: Applizierte Dosis 2mL 1 mL 500 pL
Gewebe-Gel — — 500 pL
Vergleichsgel — — 500 pL

Probe B: Applizierte Dosis 2mL 1 mL 500 pL
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6.4.2 Waschen des Gels nach erfolgter Inkubation

Nach der 30-mindtigen Inkubation erfolgte das Waschen der Gele. Hierzu wurden jeweils
zunachst 3 x 1 mL PBS-Puffer direkt auf die Oberflache des Gels pipettiert (siehe
Pipettierschema). Danach wurde das Gel mit Hilfe einer Deckglaspinzette, nach genligendem
Abtropfen des Puffers, auf die Waschvorrichtung Gberfihrt, die daraufhin umgehend auf dem
verwendeten Wéageglas Platz fand (siehe Abbildung 37;2). Nun wurde zunéchst die verwendete
Pinzette mit 1 mL PBS-Puffer gewaschen und anschlieBend die Oberseite des Gels mit
3 x1mL PBS-Puffer gewaschen. Mit Hilfe der Deckglaspinzette wurde das Gel auf die
Rickseite gedreht. Nach abermaligem Abwaschen der Pinzette mit 1 mL PBS-Puffer wurde
auch diese Seite der Waschprozedur mit 3 x 1 mL unterzogen. SchlieBlich wurde das
gewaschene Gel nach kurzem Abtropfen wiederum mit der Deckglaspinzette in ein neues
Waégeglas Uberfihrt, welches zunachst verschlossen wurde (siehe Abbildung 37;3).

Das Waschen der Gele erfolgte nacheinander, wobei mit dem Gewebe-Gel begonnen
wurde. Der Waschvorgang eines Gels dauerte weniger als 3 min. Um etwaige an der
Waschvorrichtung befindliche Kristalle bzw. Wirkstoffmoleklle abzuwaschen wurde nach
erfolgter Gelwaschung jeweils die Waschvorrichtung mit 3 x 1 mL MeOH nachgespdilt.

Pipettierschema Gel-Waschvorgang:

Waschschritte (chronologisch) PBS-Puffer MeOH
1. Im Wageglas 3x1mL —

2. Deckglaspinzette 1mL —

3. Geloberseite 3x1mL —

4. Deckglaspinzette 1mL —

5. Gelunterseite 3x1mL —

6. Waschvorrichtung — 3x1mL

6.4.3 Vorbereitung der Proben fur die Analytik

Die sich im Reagenzglas befindlichen Proben zur Ermittlung der applizierten Dosis wurden nun
in einen 25 mL MaBkolben dberfilhrt. Um ein quantitatives Uberfilhren des Analyten zu
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gewabhrleisten, wurde das entsprechende Reagenzglas mit insgesamt 10 mL PBS-Puffer und
9 mL MeOH ausgewaschen.

Die Waschlésungen der Gele in den Wéageglasern wurden ebenfalls quantitativ in einen
25 mL MaBkolben Gberfihrt. Hierbei wurde das entsprechende Wéageglas mit jeweils insgesamt
7 mL MeOH dreimalig grindlich ausgewaschen. Um ein vollstandiges Auflésen bislang nicht
geloster Wirkstoffkristalle zu ermdglichen, wurden die sich im MaBkolben befindlichen
Analytdispersionen auf dem Vortex mehrfach durchmischt, bevor schlieBlich mit MeOH bis auf
25 mL ergénzt wurde. Die Matrix der Proben zur Ermittlung der applizierten Menge und der
Waschlésungen der Gele enthielten somit die gleichen Volumina an KNS, PBS-Puffer und
MeOH.

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurden sieben Aliquots von jeweils insgesamt
1 mL Matrix mit den Matrixanteilen MeOH : PBS : KNS von 50:48:2 direkt in ein HPLC-Vial
abgefiillt. Sechs Aliquots wurden dabei fir FP, fir Bud und AZ-HCI mit Wirkstoffverdiinnungen
in einem Konzentrationsbereich von 100 bis 500 ng/mL versetzt, verschlossen und zusammen

mit den Leerproben bei -40 °C bis zur weiteren Analyse am nachsten Tag gelagert.

6.5 Freisetzung der Wirkstoffe aus der Gewebe-Gel-Bindung in
Gegenwart von humanem Plasma bzw. Plasma-Erythrozyten-
Mischung

Das in 6.4.2 beschriecbene gewaschene Wirkstoff enthaltende Gewebe-Gel bzw. das
zugehdrige Vergleichsgel wurden mit jeweils 10 mL Humanplasma (37 °C) flr die beiden
Glucocorticoide versetzt (siehe Abbildung 37;4). Da in eigenen Untersuchungen fiir AZ-HCI eine
Umverteilung in Erythrozyten festgestellt wurde, wurde fur die Freisetzungsversuche mit AZ-HCI
10 mL einer Plasma-Erythrozyten-Mischung (37 °C) verwendet. Die so erhaltene Mischung aus
Gewebe-Gel und Plasma bzw. Plasma-Erythrozyten-Mischung wurde bei 37 °C auf dem
Wippschiittler mit 7.5 min” eingestellter Wippgeschwindigkeit geschiittelt. Nach 15, 30, und
60 min wurde 1 mL Plasma bzw. Plasma-Erythrozyten-Mischung entnommen und jeweils durch
frisches, vorgewdrmtes Plasma bzw. Plasma-Erythrozyten-Mischung (37 °C) desselben
Volumens ersetzt. Die Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -40 °C gelagert. Durch diese
Lagerung konnte auch eine fur die folgende Analytik gewlinschte Hadmolyse der Erythrozyten
gewdbhrleistet werden.

Zur Vorbereitung der Kalibrierstandards und Leerproben (blank) wurden sieben Aliquots

von jeweils 1 mL des Humanplasmas bzw. der Plasma-Erythrozyten-Mischung in
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Reagenzglaser abgefillt. Sechs Aliquots wurden dabei fir die Analytik von FP (Bud, AZ-HCI)
mit Wirkstoffverdiinnungen in einem Konzentrationsbereich von 10-200 ng/mL (10-400 ng/mL)
versetzt.

Die Plasmaproben wie auch die Kalibrierstandards wurden mit jeweils 50 uL internem
Standard (5 pg/mL Amcinonid) versetzt. Fir die Azelastinproben sowie die zugehdrigen
Kalibrierstandards wurde Dimetindenmaleat (Dimet, 5 pg/mL) als interner Standard verwendet.
Die Leerproben wurden mit dem entsprechenden Volumen MeOH versetzt. Der Zugabe des
ISD bzw. des MeOH zu den Proben folgte ein kurzes Durchmischen auf dem Vortex.

AnschlieBend wurden die Proben zusammen mit den Leerproben bei -40 °C bis zur
weiteren Analyse gelagert.

Abbildung 37: Schematische Darstellung des Versuchablaufs mit dem Polyacrylamid-Gewebe-
Gel: 1.) Probenaufgabe: die in KNS dispergierte Wirkstoffsuspension bzw. Lésung wird auf die
Gewebe-Gel-Matrix, deren Unterseite mit PBS-Puffer befeuchtet ist, aufgetragen; 2.) Nach
Uberfithrung des Gewebe-Gels auf die Waschvorrichtung erfolgt Waschvorgang der Ober-und
Unterseite mit PBS-Puffer; 3.) Uberfiihrung der gewaschenen Gewebe-Gel-Matrix in ein neues
Wageglas; 4.) Freisetzung des Wirkstoffs aus der Gewebe-Gel-Bindung in Humanplasma bzw.
Plasma-Erythrozyten-Mischung mit Probennahme

184



C Experimenteller Teil

6.6 Verteilung von Azelastin-HCI in Erythrozyten

Hierzu wurden 3.950 mL Plasma-Erythrozyten-Mischung und 3.950 mL Humanplasma mit
jeweils 50 pL einer AZ-HCI-Lésung (12 pg/mL in PBS-Puffer pH 7.4, MeOH Anteil < 0.0002 %)
versetzt und fir 1 h bei 37 °C im Wasserbad geschdttelt. Nach der Inkubationszeit wurden die
Ansatze umgehend bei 400 x g fir 5 min abzentrifugiert und anschlieBend 1 mL Probe aus dem
Uberstand abgenommen. Die Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -40 °C gelagert.

Zur Vorbereitung der Kalibrierstandards und Leerproben (blank) wurden sieben Aliquots
von jeweils 1 mL des Humanplasmas bzw. der Plasma-Erythrozyten-Mischung in
Reagenzglaser abgefillt. Sechs Aliquots wurden dabei mit AZ-HCI Verdinnungen in einem
Konzentrationsbereich von 10-400 ng/mL versetzt. Fiir die Proben der Plasma-Erythrozyten-
Mischung, die Humanplasmaproben sowie die zugehérigen Kalibrierstandards wurde
Dimetindenmaleat (Dimet, 5 ug/mL) als interner Standard verwendet. Die Leerproben wurden
mit dem entsprechenden Volumen MeOH versetzt. Der Zugabe des ISD bzw. des MeOH zu den
Proben folgte ein kurzes Durchmischen auf dem Vortex.

AnschlieBend wurden die Proben zusammen mit den Leerproben bei -40 °C bis zur
weiteren Analyse gelagert.

6.7 Probenaufarbeitung

Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurden die Waschlésungen bzw. die Proben zur
Ermittlung der applizierten Menge fiir einige Sekunden auf dem Vortex durchmischt und davon
jeweils 1 mL in HPLC Vials abgefllt und verschlossen. Diese Proben wurden nun zusammen
mit den Kalibrierstandards und den Leerproben fiir 30 min bei 13000 x g bei 10 °C
abzentrifugiert. Zum Schutz vor den Zentrifugalkraften und etwaigem Zerbrechen wurden die
Vials dabei in einem 2 mL Eppendorf ReagiergefaB untergebracht. AnschlieBend wurden
jeweils 200 pL vom Uberstand abgenommen und in neue Vials (iberfiihrt. Diese Proben dienten
durch Direktinjektion der Quantifizierung per HPLC.

Die Plasmaproben, die jeweiligen Kalibrierstandards und Leerproben wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut und mittels einer zweimaligen Extraktion mit Diethylether
aufgearbeitet. Dabei wurden die Proben mit jeweils 3 mL Diethylether versetzt und 20 min am
Mischrad angebracht. Zur besseren Phasentrennung wurde jeweils nach der Extraktion bei
200 x g for 1 min abzentrifugiert. Die Etherphasen beider Extraktionsschritte wurden vereinigt
und unter einem leichten Stickstoffstrom bei 30 °C im Wasserbad bis zur Trockne abgedampft.

Die Rickstéande wurden jeweils in 100 yL MeOH aufgenommen und sofort zur Quantifizierung
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per HPLC verwendet.

Die Proben der Plasma-Erythrozyten-Mischung sowie die Humanplasmaproben wurden
ebenfalls bei Raumtemperatur aufgetaut und zunachst mit 250 yL NaOH versetzt. AnschlieBend
erfolgte eine zweimalige Extraktion der Analyten mit einer Mischung aus Hexan/n-Octanol
(95:5). Dabei wurden die Proben mit jeweils 4.5 mL der Hexan/n-Octanol-Mischung versetzt und
20 min am Mischrad befestigt. Die Phasentrennung nach der Extraktion wurde durch
Abzentrifugieren bei 2000 x g fur 5 min herbeigefihrt. Die organischen Phasen beider
Extraktionschritte wurden vereinigt. Im n&chsten Schritt wurde durch die Zugabe von 150 pL
0.2 % Essigsaure zu der organischen Phase die Rickextraktion in die wassrige Phase
durchgefuhrt. Hierbei wurden die Proben fir 2 min auf dem Vortex geschittelt. AnschlieBend
wurde die organische Phase abgenommen und verworfen. Die erhaltene wassrige Phase diente
direkt zur Quantifizierung per HPLC.

6.8 Quantifizierung mittels HPLC

6.8.1 Bestimmung der Glucocorticoidproben

Die HPLC Bedingungen, die verwendeten HPLC Methoden sowie die Vorgehensweise bei der
Auswertung flr die Glucocorticoide sind dem ersten Kapitel (siehe 71.7) zu entnehmen. Das
Injektionsvolumen der Proben der Waschldsungen bzw. der Proben zur Ermittlung der
applizierten Menge betrug jeweils 50 pL. Das Injektionsvolumen der Plasmaproben betrug
jeweils 20 L.

6.8.2 Bestimmung von Azelastin-HCI

Zur Quantifizierung der Proben mit AZ-HCI wurde die Hochleistungsfllissigchromatographie mit
isokratischer Elution verwendet, in Anlehnung an die Methode von Langevin et al. [211]. Die
Flussrate betrug 0.75 mL/min. Die mobile Phase bestand aus einem 50:50 Gemisch einer
hydrophilen Komponente A (0.4 % (V/V) Phosphorsaure, 0.8 % (V/V) Triethylamin in Millipore®-
Wasser) und einer lipophilen Komponente B (Acetonitril). Die Temperatur der Proben im
Autosampler betrug wahrend der gesamten Analyse 10 °C. Das Injektionsvolumen der Proben
der Waschlésungen bzw. der Proben zur Ermittlung der applizierten Menge betrug jeweils 50
puL. Das Injektionsvolumen der Proben der Plasma-Erythrozyten-Mischung bzw. der
Plasmaproben betrug jeweils 20 uL. Die Messwellenldnge des Detektors zur Quantifizierung
des Analyten und des internen Standards betrug 210 nm.
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6.8.2.1 HPLC Bedingungen

Stationare Phase Lichrospher® 100 CN (250 x 4 mm; 5 ym Partikel,
Knauer), Temperierung mittels Saulenofen (Waters)

Detektor UV Dualband Model 2487, Messwellenlange 210 nm
(Waters)

Degaser, Pumpe, Probengeber, Steuerung und Datenverarbeitung entsprechen den im Kapitel

1.7 geschilderten Geraten und Systemen.

6.8.2.2 HPLC Methode und Retentionszeiten (RT)

e Methode D
AZ-HC (RT-13.7 min) Zeit | Flussrate | Komponente A Komponente B
Dlmet (HT 147m/n) (m|n) (mL/m|n) (0/0) (0/0)
0 50 50
0.75
20 50 50

6.8.2.3  Auswertung

Die Retentionszeiten von AZ-HCl sowie des internen Standards wurden bei der
Methodenentwicklung erfasst. Zur quantitativen Auswertung wurde die Software ,Breeze®
Version 3.30“ (Waters) verwendet. Nach Integration wurden die Peakflachen des AZ-HCI und
des internen Standards ins Verhaltnis gesetzt. Zur Erstellung einer Kalibriergerade wurden die
ermittelten Flachenquotienten der Standards gegen die entsprechenden Konzentrationen
aufgetragen. Nach Bildung der Quotienten der zu analysierenden Proben wurden anhand der

Kalibriergeraden die entsprechenden Konzentrationen bestimmt.
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7 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungen-
epithelzellen durch wirkstoffenthaltendes Humanplasma des
pharmakokinetischen Modells

7.1 Verwendete Substanzen und Reagenzien

Anbieter aller verwendeten Reagenzien sind in den vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.7, 2.1,
3.1, 4.1, 5.1 bzw. 6.1) beschrieben.

7.2 Verwendete Gerate und Materialien

Heracell 240 Inkubator Thermo Electron LED GmbH (Langenselbold,
Deutschland)

Herasafe KS 12 Sicherheitswerkbank Kl Il Thermo Electron LED GmbH (Langenselbold,
Deutschland)

Alle weiteren verwendeten Gerate sind in den vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.2, 2.2, 3.2,
4.2, 5.2 bzw. 6.2) vermerkt.

7.3 Vorbereitungen zur Versuchsdurchfiihrung

7.3.1 Gewinnung von Plasmaproben

Zur Gewinnung von entsprechenden Plasmaproben zur Inkubation mit A549
Lungenepithelzellen wurden zunadchst erneut, wie in Kapitel 6.3 und 6.4 beschrieben,
Experimente zur Bindung der Wirkstoffe Fluticasonpropionat aus Flutide® Nasal sowie
Azelastin-HCI aus Vividrin® akut an die Polyacrylamid-Gewebe-Gel-Matrix durchgefiihrt und die
Gewebebindung bestimmt (siehe 6.7 und 6.8).

Die Durchfiihrung der Freisetzung der Wirkstoffe aus der Gewebe-Gel-Bindung erfolgte
schlieBlich, in weiten Teilen wie in Kapitel 6.5 beschrieben. Die Matrix der Freisetzung von
Azelastin-HCI aus der Gewebe-Gel-Bindung bestand jedoch aus Humanplasma. Die
Verwendung einer Plasma-Erythrozyten-Mischung war aufgrund der folgenden Inkubation der
Freisetzungsmatrix mit A549 Lungenepithelzellen nicht sinnvoll.
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So wurde das gewaschene Wirkstoff enthaltende Gewebe-Gel bzw. das zugehérige
Vergleichsgel mit jeweils 10.0 mL Plasma bei 37 °C auf dem Wippschuttler geschittelt. Nach
60 min wurden jeweils Plasmaproben entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei -40 °C
gelagert. In der Folge wurde das gesamte Plasma entfernt und jeweils durch 10.0 mL frisches,
vorgewarmtes Plasma (37 °C) ersetzt. Nach weiteren zwei Stunden wurden abermals Proben
entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei -40 °C gelagert. Um eine identische Matrix
fir die Kontrollen zu erhalten, wurde 10.0 mL Humanplasma derselben Charge bei 37 °C mit
einem wirkstofffreien Polyacrylamidgel unter Wippschuittelbewegungen eingelagert. Nach
60 min wurden Kontrollplasmaproben entnommen, das gesamte Plasma durch 10.0 mL frisches
Plasma ersetzt und fir weitere zwei Stunden geschittelt. Nach der Inkubationszeit wurden
abermals Proben gewonnen und bei -40 °C bis zur weiteren Verwendung eingelagert.

7.4 Zellkultur

Die Kultivierung von A549 Lungenepithelzellen erfolgte analog Kapitel 5.3.

7.4.1 Inkubation mit Humanplasma

Nachdem die Zellen subkonfluent gewachsen waren, wurde das Medium vollstandig
abgenommen und der Monolayer mit 2.9 ml Zellkulturmedium und 100 pL der jeweiligen
Plasmaproben (siehe 7.3.1) fir 3 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die
Kontrollen ergaben sich durch Versetzen der Zellen mit 2.9 mL Zellkulturmedium und 100 pL
des jeweiligen Kontrollplasmas fiir 3 h bei 37 °C und 5 % CQ.. Zusatzliche Zellinkubationen, wie
Humanplasma ohne Gelinkubation und Medium ohne Plasmazugabe wurden durchgefihrt. Um
eine vergleichbare Behandlung aller Proben zu gewahrleisten, wurden alle Versuchsanséatze mit
Plasmaproben der entsprechenden Inkubationszeit parallel angesetzt. AnschlieBend wurden die
Zellen durch Zugabe von Stimulanz (50 pg/mL LPS in Zellkulturmedium) Uber 24 h im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, zur Produktion von IL-8 angeregt. Nach Abnahme des
Zellkulturiberstandes wurde bei 1000 x g fir 10 min bei 20 °C zur Entfernung von
Zellbruchstiicken und Stimulanz zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert
und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C aufbewahrt.
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7.5 Zellzahlbestimmung nach Beendigung des Versuchs
Die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen wurde analog Kapitel 5.5 durchgefihrt.

7.6 Quantitative Bestimmung der IL-8 Konzentration im
Zellkulturiiberstand mittels ELISA

Es wurde der TiterZyme®-EIA human IL-8 Immunoassay Kit von Enzo Life Sciences (Lorrach,
Deutschland) verwendet (Lagerung 4 °C, IL-8 Standard -20 °C). Das Prinzip des ELISA

(enzyme linked immunosorbent assay) war eine Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik.

7.6.1 Vorbereitung der Reagenzien

Vor Beginn der Durchflhrung der IL-8 Bestimmung wurden alle dem Kit beigefligten
Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Zur Herstellung des Waschpuffers wurde das

Waschpufferkonzentrat 1:20 mit Millipore®-Wasser verdiinnt.

7.6.2 Herstellung der Kalibrierstandards

Zur Herstellung der Kalibrierstandards wurde zunachst der lyophilisierte IL-8 Standard in 2.0 mL
mitgeliefertem Puffer (Assay buffer 13) geldst. Dies ergab eine Stammlésung von 1000 pg/mL.
Die weiteren Kalibrierstandards wurden durch Verdiinnen der Stammlésung mit Assay buffer 13
hergestellt. Dies flihrte zu Standardidsungen in den Konzentrationen 500 pg/mL, 250 pg/ml, 125
pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.25 pg/mL, 15.62 pg/mL und 7.8 pg/mL. Als Leerwertkontrolle (0 pg/mL)
diente der Assay buffer 13.

7.6.3 Durchfiihrung der IL-8 Bestimmung

Wahrend der Vorbereitung aller Reagenzien und Kalibrierstandards wurden die Proben der
Zellkulturversuche bei Raumtemperatur aufgetaut. Zunachst erfolgte die Zugabe von 100 pL
Probe, Kalibrierstandard bzw. Kontrolle in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte.
AnschlieBend wurden die wells mit einem selbstklebenden Streifen luftdicht
verschlossen und fiir 1 h bei Raumtemperatur auf dem Plattformschuttler mit 150 rpm inkubiert.
Mit einem griindlichen Waschvorgang durch viermaliges Spiilen mit 400 yL Waschpuffer
(ELISA-Washer MultiWash Advantage) wurde die Probenflissigkeit entfernt. Nach dem letzten
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Waschvorgang wurde die Mikrotiterplatte umgedreht und Fllssigkeitsreste in den wells durch
kurzes Abklopfen auf Papiertlicher beseitigt.

AnschlieBend wurde jeweils 100 pL IL-8 Antikdrper zugesetzt. Nach Abdichten der
Vertiefungen mit Klebestreifen folgte wiederum eine einstindige Inkubation auf dem
Plattformschttler mit 150 rpm bei Raumtemperatur. Nun wurde ein weiterer Waschschritt mit
viermaligem Spulen mit jeweils 400 pL Waschpuffer durchgefihrt.

Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von jeweils 100 pL IL-8 Konjugat (Antikérper
konjugiert mit horseradish peroxidase) in die Vertiefungen der wells und eine Inkubation fur 30
min auf dem Plattformschuttler mit 150 rpm bei Raumtemperatur.

Im letzten Schritt wurden in jedes well 100 yL TMB Substratlésung gegeben und fir
15 min auf dem Plattformschuttler mit 150 rpm geschittelt. Es kam zu einer Farbentwicklung
proportional zur Konzentration an gebundenem IL-8. Nach Zusatz von 50 uL Stoppldsung (1N
HCI) wurde die enzymatische Reaktion beendet. Ein Mischen der Farblésung durch vorsichtiges
Klopfen der Mikroplatte fihrte schlieBlich zu einer homogenen Farbung. AnschlieBend wurde
die Absorption der einzelnen Proben bei 450 nm mit Hilfe des ELISA-Reader Multiskan Ascent
bestimmt. Die Messung der Absorption bei 600 nm diente zur Korrektur der optischen Fehler
der Vertiefungen der Mikroplatte.

7.6.4 Auswertung der IL-8 Bestimmung

Zur Ermittlung einer Kalibriergeraden wurden die ermittelten Absorptionswerte der
unterschiedlichen Kalibrierstandards (7.8 pg/mL-500 pg/mL) verwendet und mittels
Regressionsanalyse der Korrelationskoeffizient bestimmt. Aus den ermittelten Absorptionen der

Proben konnten daraus die jeweiligen IL-8 Konzentrationen bestimmt werden.
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8 Validierung der Analysenmethoden

8.1 Selektivitat

Mit der Selektivitat wird die Fahigkeit einer Methode nachgewiesen, ohne eine Stérung durch
Begleitstoffe der Matrix, verschiedene Komponenten nebeneinander zu erfassen. So wurden
zur Vorbereitung der Leerproben alle Probenmatrices (PBS-Puffer, KNS, KRH-Puffer,
Humanplasma) nach Art und Volumen mit dem L&sungsmittel versetzt, mit dem auch die
Kalibrierstandards hergestellt wurden. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte analog zu den in
den einzelnen Kapiteln beschriebenen Methoden. Jede Matrix wurde durch mindestens drei
Proben auf die selektive Bestimmung der unterschiedlichen Analyten untersucht.

In den erfassten Chromatogrammen kam es bei keinem der untersuchten Analyten zu
interferierenden Peaks bei den entsprechenden Retentionszeiten (siehe Abbildung 12 bzw.
Abbildung 13).

|
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Abbildung 38: Musterchromatogramme der Bestimmung aus kiinstlichem Nasensekret (KNS),
extrahiert mit Diethylether: Oben dargestellt ist ein Chromatogramm, das nach Injektion einer
Leerprobe (KNS blank) entstand. Das untere Chromatogramm zeigt den Kalibrierstandard S; des
Fluticasonfuroat (2) mit dem internen Standard Amcinonid (1).
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Abbildung 39: Musterchromatogramme der Bestimmung aus Humanplasma, extrahiert mit
Diethylether: Oben dargestellt ist ein Chromatogramm, das nach Injektion einer Leerprobe
(Humanplasma blank) entstand. Das untere Chromatogramm zeigt den Kalibrierstandard S; des
Fluticasonfuroat (2) mit dem internen Standard Amcinonid (1).

8.2 Kalibrierfunktion

Zur Uberpriifung der Linearitit wurden fir jede Substanz und die entsprechende zu
untersuchende Matrix sechs Konzentrationen, die den zu erwartenden Konzentrationsbereich
der Proben umfassen, analysiert. So wurden bei der Bestimmung der Linearitét der Analytik des
geldsten Glucocorticoidanteils flir TCA und Bud ein Bereich von 5-80 pg/mL, fir BDP und FP
ein Bereich von 25-200 ng/mL sowie fir MF und FF ein Bereich von 10-200 ng/mL gewahlt. Fir
die Uberpriifung der Linearitit der Analytik der Léslichkeit in KNS wurden fir TCA
Konzentrationen von 1-40 pg/mL und fur FF Konzentrationen von 10-400 ng/mL verwendet.
Unter der Annahme eines linearen Zusammenhangs zwischen den Konzentrationen der
jeweiligen Probenlésung und dem Quotienten aus Peakflache der jeweiligen Probe und dem
internen Standard wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Daraus ergebend lag
folgende Geradengleichung vor:

y =a Xx+b

y Quotient der Peakflachen X Konzentration der Probe
a Steigung b Achsenabschnitt
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Zur Bestatigung und Rechtfertigung des linearen Zusammenhangs sowie der Verwendung des
angewandten Regressionsmodells wurden die Varianzenhomogenitdt (Homoskedasziditat,
nach Bartlett), die Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov) der Residuen, Residualplot (zur
Uberpriifung von Trends), Giite der Anpassung sowie die Linearitat (iberpriift (siehe Tabelle 4
bzw. Tabelle 5).

Tabelle 4:
Glucocorticoidanteils. Der Konzentrationsbereich fiir TCA und Bud betrug 5-80 pg/mL, fiir BDP
und FP 25-200 ng/mL und fiir MF und FF 10-200 ng/mL. Dargestellt sind jeweils die mittels
GraphPad Prism Version 4.0 ermittelten Werte sowie das dazugehdrige 95 % Konfidenzintervall in

Ermittelte Parameter der linearen Regression der Analytik des gel6ésten

Klammern fiir die Steigung und den Achsenabschnitt. In der rechten Spalte ist der jeweilige
Korrelationskoeffizient erfasst.

Steigung Achsenabschnitt Korrelationskoeffizient
Arzneistoff
(a) (b) (r
0.1307 -0.06999
TCA 0.9989
(0.1286 — 0.1328) (-0.1631 — 0.02310)
0.1225 -0.09794
Bud 0.9985
(0.1201 — 0.1248) (-0.2037 — 0.007846)
0.0008124 -0.0006643
BDP 0.9969
(0.0007901 — 0.0008346)  (-0.003187 —0.001858)
0.001015 -0.001836
EP 0.9975
(0.0009898 — 0.001040)  (-0.004664 — 0.0009919)
0.002057 0.0003153
MF 0.9948
(0.001983 — 0.002130) (-0.006628 — 0.007259)
0.001858 -0.001578
FF 0.9975
(0.001812 — 0.001903) (-0.005884 — 0.002728)
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Tabelle 5: Ermittelte Parameter der linearen Regression der Analytik der Léslichkeit in KNS. Der
Konzentrationsbereich lag fiir TCA bei 1-40 pg/mL bzw. fiir FF bei 10-400 ng/mL. Dargestellt sind
jeweils die mittels GraphPad Prism Version 4.0 ermittelten Werte sowie das dazugehérige 95 %
Konfidenzintervall in Klammern fiir die Steigung und den Achsenabschnitt. In der rechten Spalte
ist der jeweilige Korrelationskoeffizient erfasst.

Steigung Achsenabschnitt Korrelationskoeffizient
Arzneistoff
(a) (b) (r)
3.494 0.9448
TCA 0.9995
(3.456 — 3.531) (0.1409 — 1.749)
0.01165 0.03439
FF 0.9992
(0.01149 —0.01181) (-0.0001993 — 0.06897)

Die ermittelten Daten wurden mittels der Software GraphPad Prism™ Version 4.0 Giberpriift und
stellten sich als normalverteilt heraus. Varianzenhomogenitdt war bei den entwickelten
Methoden bei allen untersuchten Glucocorticoiden gegeben. Es ergab sich kein Hinweis auf
Trends. Die Linearitdt wurde anhand des Korrelationskoeffizienten bestatigt, der bei allen

Untersuchungen gréBer als 0.99 war.

8.3 Prazision und Richtigkeit

Zur Bestimmung der Prazision und Richtigkeit der untersuchten Methoden wurden
Qualitatsstandards mit definierten Konzentrationen hergestellt. Die je nach Arzneistoff und
Methodik gewéhlten drei verschiedenen Konzentrationsniveaus befanden sich im unteren,
mittleren und oberen Konzentrationsbereich der Kalibrierung. Zur Bestimmung der Intraday
Prazision und Richtigkeit wurden die entsprechenden Konzentrationsniveaus sechsmal an
einem Tag vorbereitet und vermessen, wahrend fir die Ermittlung der Interday Prézision und
Richtigkeit sechs Proben fir jede Konzentration an aufeinanderfolgenden Tagen jeweils
aufgearbeitet und analysiert wurden.

Die Herstellung, Vorbereitung und Vermessung der jeweiligen Proben zur Bestimmung
des geldsten Glucocorticoidanteils und zur Bestimmung der Léslichkeit in KNS wurden, wie in
den entsprechenden vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.6 bzw. 3.3 Experimenteller Teil C)
beschrieben, durchgefihrt. Die Beurteilung der Prazision der Methoden wurde anhand der
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ermittelten prozentualen relativen Standardabweichung der untersuchten Qualitédtsstandards
vollzogen (siehe Tabelle 6 bzw. Tabelle 7) [211]. Zur Bestimmung der Konzentrationen der
untersuchten Proben wurden die durch lineare Regression erhaltenen Kalibriergeraden
herangezogen (sieche 7.1 Experimenteller Teil C). Anhand der ermittelten Konzentrationen
konnte nach folgender Formel die Richtigkeit der Methoden bei den unterschiedlichen

Konzentrationsniveaus bestimmt werden (siehe Tabelle 6 bzw. Tabelle 7) [212]:

6
z [ermittelte Konzentration]'

Richtigkeit (%) =-= - :
6 x [eingesetzte Konzentration]

Tabelle 6: Intraday (n=6) und Interday (n=6) Prazision und Richtigkeit der Analytik zur

Bestimmung des geldsten Glucocorticoidanteils.

Arzneistoff Konzentration Intraday Intraday Interday Interday
Richtigkeit (%) Prazision (%) Richtigkeit (%) Prazision (%)

12.5 pg/mL 96.4 2.9 97.6 3.6

TCA 40 pg/mL 97.6 5.0 96.0 3.1
70 pg/mL 93.0 3.9 97.2 5.1

12.5 pg/mL 96.4 21 99.2 3.9

Bud 40 pg/mL 98.1 3.0 110.1 3.2
70 pg/mL 95.6 5.0 103.0 3.4

35 ng/mL 104.2 8.8 91.7 9.9

BDP 100 ng/mL 107.3 5.4 109.2 6.9
160 ng/mL 101.7 3.4 98.9 6.1
35 ng/mL 100.9 4.6 91.1 12.0

FP 100 ng/mL 101.4 6.5 91.4 6.2
160 ng/mL 103.5 6.8 100.0 5.4

35 ng/mL 96.7 12.0 112.5 5.4

MF 100 ng/mL 110.4 3.6 106.4 8.2
160 ng/mL 112.2 5.5 108.1 6.9

35 ng/mL 103.8 2.1 98.1 5.7

FF 100 ng/mL 105.5 4.9 103.8 8.9
160 ng/mL 106.0 6.7 106.7 3.6
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Tabelle 7: Intraday (n=6) und Interday (n= 6) Prazision und Richtigkeit der Analytik der Léslichkeit
in KNS

Intraday Intraday Interday Interday
Richtigkeit (%) Prazision (%) Richtigkeit (%) Préazision (%)

Arzneistoff Konzentration

3 pug/mL 97.4 4.0 97.7 2.8
TCA 20 pg/mL 102.9 2.1 105.4 2.3
38 ug/mL 104.9 3.6 101.6 2.7

30 ng/mL 97.9 2.3 95.0 2.7

FF 200 ng/mL 103.0 0.6 101.4 2.2
380 ng/mL 102.4 1.8 98.4 3.9

Sowohl die Richtigkeit (85-115 %) als auch die Prazision (relative Standardabweichung < 15 %)
waren in dem angestrebten Rahmen flr bioanalytische Methoden [213].

8.4 Bestimmungsgrenze

Die Ermittlung der Bestimmungsgrenze wurde durch Vorbereitung, Aufarbeitung und
Vermessung der entsprechend hergestellten Proben mit Konzentrationen, die der
Bestimmungsgrenze entsprachen, wiederholt durchgefihrt (n=6), um fir die untersuchten
Methoden eine Aussage treffen zu kénnen (siehe 7.6 bzw. 3.3 Experimenteller Teil C). Die
untersuchten Konzentrationen zum Nachweis der ausreichend richtigen und prazisen
Bestimmungsgrenze der Methoden gleichten der Konzentration der eingesetzten niedrigsten
Kalibrierstandards. So wurde fiir die Methode des geldsten Glucocorticoidanteils fir BDP und
FP eine Bestimmungsgrenze von 25 ng/mL und fir die Extraktion aus KNS fir FF eine
Bestimmungsgrenze von 10 ng/mL erreicht (siehe Tabelle 8 bzw. Tabelle 9).
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Tabelle 8: Bestimmungsgrenzen mit Prazision und Richtigkeit zur Analytik des bereits gelésten
Glucocorticoidanteils (n= 6)

Arzneistoff Bestimmungsgrenze Richtigkeit (%) Prazision (%)
BDP 25 ng/mL 95.1 2.8
FP 25 ng/mL 99.2 7.5
MF 10 ng/mL 97.1 14.1
FF 10 ng/mL 96.0 14.9

Nach Shah et al. ist fiir die Validierung bioanalytischer Methoden bei der Bestimmung
der kleinsten quantifizierbaren Konzentration (LLOQ, lower limit of quantification) eine
Richtigkeit von 80-120 % und eine Prazision in Form der relativen Standarabweichung von
< 20 % gefordert. Diese Grenzen wurden bei allen untersuchten Substanzen bei den jeweiligen
Methoden eingehalten (siehe Tabelle 8 bzw. Tabelle 9).

Tabelle 9: Bestimmungsgrenze mit Prazision und Richtigkeit von Fluticasonfuroat nach Extraktion
aus KNS (n= 6)

Arzneistoff Bestimmungsgrenze Richtigkeit (%) Prazision (%)

FF 10 ng/mL 89.0 9.1
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8.5 Extraktionseffektivitat

Um einen Anhaltspunkt (ber die Effektivitdt des Extraktionsvorgangs aus der Proben-Matrix
(KNS) zu erhalten, wurde fir jedes untersuchte Glucocorticoid fir drei verschiedene
Konzentrationsniveaus sechs analoge Proben vorbereitet, extrahiert, aufgearbeitet und
anschlieBend vermessen (siehe 3.3 Experimenteller Teil C). AuBerdem wurden sechs weitere
Standardlésungen hergestellt, die die entsprechende Konzentration des Glucocorticoids fiir eine
direkte Injektion enthielt. Die Berechnung der Extraktionseffektivitdt wurde nach folgender
Formel durchgefihrt:

Extraktion seffektivi tiit (%) = Peakfliche Arzneistof f nach Extraktion fiir x ng / mL

Peakfliche Arzneistof f nach direkter Injektion fiir x ng / mL

Tabelle 10: Extraktionseffektivitit von TCA und FF nach Fliissig-Fliissigextraktion aus der
Proben-Matrix (KNS) fiir unterschiedliche Konzentrationen. Dargestellt sind Mittelwerte *
Standardabweichung (n= 6)

Arzneistoff Konzentration Extraktionseffektivitat (%) Standardabweichung
2.5 yg/mL 98.5 +8.8
TCA 15 pg/mL 92.2 +5.6
30 pg/mL 93.1 +54
50 ng/mL 90.7 4.4
FF 150 ng/mL 93.6 +5.7
300 ng/mL 96.7 +4.2
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1 Bestimmung des geldsten Glucocorticoidanteils

handelsiiblicher Suspensionen zur intranasalen Applikation

1.1 Nichtspezifische Bindung (NSB)
NSB (%) | Il i MW + MAbM
TCA 2 8 4 5+2
Bud 5 5 9 6+2
FP 62 50 58 57 5
BDP 64 56 57 59 +3
MF 74 75 71 73 1
FF 66 62 66 65+2
MW Mittelwert MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
1.2 Bereits geldster Glucocorticoidanteil
1.2.1 Wirkstoffkonzentration ohne NSB Korrektur
Konz.(ug/mL) ohne
1 I i v vV MW + Stabw
NSB Korrektur
TCA 26.54 26.90 27.36 26.16 27.36 26.86 + 0.51
Bud 53.04 52.77 49.46 52.76 54.09 52.42 +1.75
FP 0.043 0.048 0.046 0.048 0.055 0.048 + 0.004
BDP 0.057 0.059 0.048 0.051 0.056 0.054 + 0.005
MF 0.017 0.014 0.016 0.018 0.015 0.016 £ 0.002
FF 0.018 0.018 0.020 0.021 0.019 0.019 + 0.001

MW Mittelwert Stabw Standardabweichung
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1.2.2

Wirkstoffkonzentration mit NSB Korrektur

Konz.(ug/mL) mit
| Il ]l v Vv MW + Stabw.
NSB Korrektur

TCA 27.86 28.24 28.72 27.46 28.72 28.20+0.55
Bud 56.59 56.30 52.76 56.29 57.71 55.93+1.86
FP 0.100 0.110 0.105 0.111 0.127 0.111 £0.010
BDP 0.140 0.145 0.117 0.124 0.138 0.133+0.012
MF 0.063 0.053 0.059 0.068 0.056 0.060 + 0.006
FF 0.051 0.052 0.057 0.059 0.055 0.055 + 0.004

MW Mittelwert ~ Stabw Standardabweichung
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2 Bestimmung des SpriihstoBvolumens handelsublicher

Glucocorticoid-Suspensionen zur intranasalen Applikation

2.1 Wirkstoffgehalt in 50 uL Glucocorticoid-Suspension
Konz.(ug/50pL) I I 1] Y v MW + Stabw
Nasacort® (TCA) 46.10 46.28 46.24 45.64 46.29 46.11+0.27

Budes® (Bud) 36.42 36.65 36.35 36.91 35.70 36.42 +0.46
Flutide® Nasal (FP) |  16.76 17.05 17.06 17.33 17.07 17.06 +0.20
ratio Allerg® (BDP) |  26.93 26.60 26.21 27.21 26.27 26.65  0.43

Nasonex® (MF) 24.96 24.41 23.93 2453 25.10 24.59 + 0.47
Avamys® (FF) 24.54 23.85 25.16 24.07 24.24 24.37 +0.51
MW Mittelwert ~ Stabw Standardabweichung

2.2 SpriuhstoBvolumen

Volumen pro

Sprithstos (uL) I I 1] v \ MW + Stabw
Nasacort® (TCA) 60 59 59 60 59 60 +0.4

Budes® (Bud) 68 68 69 68 70 69 0.9
Flutide® Nasal (FP) 149 147 147 144 146 147 £1.7
ratio Allerg® (BDP) 93 94 95 92 95 94+15

Nasonex® (MF) 100 102 104 102 100 102+1.9

Avamys® (FF) 56 58 55 57 57 56 1.2

MW Mittelwert ~ Stabw Standardabweichung
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3 Bestimmung der Loslichkeit intranasaler Glucocorticoid-

Suspensionen in Puffer und kinstlichem Nasensekret

3.1 Nasacort®

Konz. (ug/mL) | Il ]l v Vv MW + Stabw
PBS 30 min 28.87 28.29 27.88 28.78 27.54 28.27 +0.57
KNS 30 min 25.86 24.82 26.38 26.13 26.94 26.03 +0.79

PBS 5 h 28.83 29.07 28.66 29.14 28.54 28.85+0.26
KNS 5 h 28.25 28.39 29.25 28.52 27.70 28.42 +0.56
MW Mittelwert  Stabw Standardabweichung
3.2 Budes®

Konz. (ug/mL) | Il ]l v \" MW =+ Stabw
PBS 30 min 17.98 17.97 18.24 17.74 18.66 18.12+0.35
KNS 30 min 20.32 20.46 20.57 19.25 20.78 20.27 £ 0.60

PBS 5 h 18.63 18.68 18.65 18.44 17.67 18.41 +0.43
KNS 5h 19.19 19.92 20.76 20.87 18.80 19.91 £ 0.92
MW Mittelwert  Stabw Standardabweichung
3.3 Flutide® Nasal

Konz. (ng/mL) | Il ]l v \" MW = Stabw
PBS 30 min 53 55 56 56 63 57 +4
KNS 30 min 122 129 121 127 122 124 £ 4

PBS 5 h 54 54 61 52 53 55+4
KNS 5h 130 131 133 122 131 1295

MW Mittelwert Stabw Standardabweichung
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3.4 ratio Allerg®
Konz. (ng/mL) | 1l ]| v Vv MW + Stabw
PBS 30 min 106 105 109 107 99 105+4
KNS 30 min 216 209 217 212 209 213 +4
PBS5h 110 106 105 112 102 107 +4
KNS 5 h 228 231 231 226 230 229 +2
MW Mittelwert ~ Stabw Standardabweichung
3.5 Nasonex®
Konz. (ng/mL) | Il ]| v Vv MW £ Stabw
PBS 30 min 54 42 52 43 50 48 £ 6
KNS 30 min 158 155 156 154 147 154 +4
PBS 5 h 38 38 44 35 41 39+3
KNS 5 h 171 173 166 157 169 168 + 6
MW Mittelwert ~ Stabw Standardabweichung
3.6 Avamys®
Konz. (ng/mL) | Il ]| v Vv MW £ Stabw
PBS 30 min 69 68 66 72 69 69 +2
KNS 30 min 185 200 186 197 182 190 +8
PBS 5 h 60 65 62 62 65 6312
KNS 5 h 196 186 198 203 197 196 + 6

MW Mittelwert ~ Stabw Standardabweichung
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4 Bindung intranasal angewendeter Glucocorticoide an
humanes Nasengewebe

4.1 Triamcinolonacetonid
TCA Inkutiatlon InkukI)Iatlon Inkuﬁ?tlon MW Stabw
geb. an Gewebe | g5g 773 481 604 152
(ng/g)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
10 22 29 22 24 4
20 25 27 26 26 1
30 25 27 28 27 1
45 25 28 24 26 2
60 25 27 28 27 2
MW Mittelwert Stabw Standardabweichung GC Glucocorticoid
4.2 Budesonid
BUD Inkutiatlon InkukI)Iatlon Inkuﬁ?tlon MW Stabw
geb. an Gewebe | 45, 703 1178 1011 267
(ng/g)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
10 32 30 43 35 7
20 42 46 56 48 7
30 46 48 64 53 10
45 53 54 66 58 7
60 57 56 71 62 9
MW Mittelwert Stabw Standardabweichung ~ GC Glucocorticoid
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4.3 Fluticasonpropionat
FP Inkublatlon Inkutlalahon Inkuﬁ?tlon Inkulb\;'mon MW Stabw
geb. an Gewebe | 5qq 2493 3016 2915 2806 277
(ng/g)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
10 117 74 104 62 89 26
20 163 110 151 102 131 30
30 171 120 165 142 150 23
45 171 139 192 161 166 22
60 186 150 211 182 182 25
MW Mittelwert Stabw Standardabweichung GC Glucocorticoid
4.4 Mometasonfuroat
MF Inkublatlon Inkutlalahon Inkuﬁ?tlon Inkulb\;'mon MW Stabw
geb. an Gewebe | g4 3063 2786 3015 2958 121
(ng/g)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
10 101 126 101 127 114 15
20 155 224 141 180 175 37
30 193 225 164 209 198 26
45 213 236 201 228 220 16
60 235 234 216 239 231 10
MW Mittelwert Stabw Standardabweichung GC Glucocorticoid
4.5 Fluticasonfuroat
FE Inkublatlon Inkutlalahon Inkuﬁ?tlon Inkulb\;'mon MW Stabw
geb. an Gewebe | 45,4 3596 3360 3647 3536 125
(ng/g)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
10 111 108 127 113 114 8
20 156 167 180 158 165 11
30 181 218 226 183 202 23
45 205 258 239 226 232 22
60 236 278 264 256 259 18
MW Mittelwert Stabw Standardabweichung GC Glucocorticoid
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5 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungen-
epithelzellen durch gewebegebundene intranasale
Glucocorticoide

5.1 IL-8 Hemmung aus Gewebeproben
IL-8 Konz. (pg/mL) I I m Iv Y VI MW + Stabw
Kontrolle 477 503 476 503 560 469 498 + 34
TCA 151 156 171 - - - 159 £ 10
Bud 158 140 111 - - - 137 + 24
FP 91 79 109 - - - 93+15
MF 209 175 208 186 - - 195 + 17
FF 78 78 84 88 - - 82+5
MW Mittelwert Stabw Standardabweichung
51.1 Zellviabilitat
Zellzahl I n m v v VI Mw
Kontrolle 1.62*10° 1.83*10° 2.34*10° 1.92*10° 225*10° 1.86*10° | 1.97*10°
Kontrolle* 2.43*10° - - - - - -
TCA 1.48*10° 1.68*10° 2.04 * 10° - - - 1.73*10°
Bud 1.89*10° 1.92*10° 1.52*10° - - - 1.78 *10°
FP 1.5*10° 1.62*10° 1.44*10° - - - 1.52*10°
MF 1.8%10° 2.13*10° 1.89*10° 15*10° - - 1.83*10°
FF 2.07*10° 1.8*10° 1.29%10° 1.44*10° - - 1.65*10°
MW Mittelwert } ohne Stimulation, ohne Gewebe
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5.2 IL-8 Hemmung aus Plasmaproben

IL-8 Konz. (pg/mL) | I ] v MW + Stabw
Kontrolle 271 282 248 239 260 + 20
TCA 230 202 219 - 217 £ 14
Bud 126 118 144 - 129 + 14
FP 76 80 88 67 78 £9
MF 70 63 78 68 70£6
FF 58 70 80 80 69 + 10
MW Mittelwert Stabw Standardabweichung
5.2.1 Zellviabilitat
Zellzahl I I m \Y MW
Kontrolle 0.96*10° 1.02*10° 0.99*10° 1.05*10°| 1.01*10°
Kontrolle* 0.93 * 10° - - - -
TCA 1.14*10° 0.81*10° 0.90*10° - 0.95*10°
Bud 0.86 *10° 1.38*10° 0.93*10° - 1.06 * 10°
FP 0.86*10° 1.08*10° 1.02*10° 0.78 *10°| 0.94*10°
MF 1.14%10° 1.11*10° 1.26*10° 1.20*10°| 1.18*10°
FF 1.05%10° 1.02*10° 1.32*10° 1.32*10°| 1.18*10°
MW Mittelwert } ohne Stimulation, ohne Plasma

211



D Tabellarischer Anhang

5.3 Stabilitat im Zellkulturmedium
IL-8 Konz. IL-8 Konz.
(ng/mL) | 1 Mw (ng/mL) 1\ \' Vi MW + MAbM
vor Inkubation nach Inkubation
TCA 80 80 80 86 81 76 81+3
Bud 75 78 76 73 77 78 762
FP 77 75 76 76 73 73 74 +1
MF 72 77 74 50 52 49 51 +1
FF 80 75 77 69 70 76 72+3
MW Mittelwert MAbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
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6 Modell zur intranasalen Pharmakokinetik topisch
applizierter Wirkstoffe
6.1 Budesonid
6.1.1 Bindung und Freisetzung von Bud (Gewebe-Gel)
BUD Inkut:anon Inkutlalahon Inkuﬁ?non MW MABM
geb. Gewebe-Gel | 4557 4676 5859 4731 752
(ng/Gel)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
15 70 130 126 100 26
30 115 198 180 157 33
60 201 293 260 247 34
MW Mittelwert MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
6.1.2 Bindung und Freisetzung von Bud (Vergleichsgel)
BUD Inkublatlon Inkutlalahon Inkuﬁ?tlon MW MAGM
geb. Vergleichsgel | 5q5, 3684 4716 3785 621
(ng/Gel)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
15 22 48 12 35 14
30 65 78 72 72 4
60 142 184 155 163 16
MW Mittelwert MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
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6.2 Fluticasonpropionat
6.2.1 Bindung und Freisetzung von FP (Gewebe-Gel)
FP Inkut:ahon Inkutlnlatlon Inkuﬁfmon MW MABM
geb. Gewebe-Gel
(ng/Gel) 1111 1097 1257 1155 68
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
15 32 29 29 30 1
30 47 39 35 40 5
60 48 47 50 49 1
MW Mittelwert MAbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
6.2.2 Bindung und Freisetzung von FP (Vergleichsgel)
FP Inkublatlon Inkutlnlatlon Inkuﬁlatlon MW MABM
geb. Vergleichsgel
(ng/Gel) 219 201 390 270 80
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng GC / mL Plasma)
15 17 5 6 10 5
30 20 8 9 12 5
60 16 12 16 15 2
MW Mittelwert MAbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
6.3 Azelastin-HCI
6.3.1 Bindung und Freisetzung von AZ-HCI (Gewebe-Gel)
AZ-HCI Inkublatlon Inkutl)latlon Inkuﬁ?tlon MW MABM
geb. Gewebe-Gel | g4 6364 5179 5982 536
(ng/Gel)
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng AZ-HCI/ mL Plasma)
15 69 82 77 75 5
30 90 103 94 97 5
60 122 139 132 130 6
MW Mittelwert MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
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6.3.2 Bindung und Freisetzung von AZ-HCI (Vergleichsgel)
AZ-HCI Inkublatlon Inkutlalahon Inkuﬁ?tlon MW MAGM
geb. Vergleichsgel
(ng/Gel) 1942 2211 1811 1988 149
Zeit (min) Plasmakonzentration (ng AZ-HCI / mL Plasma)
15 8 28 31 18 10
30 11 31 18 21 7
60 25 39 27 32 6
MW Mittelwert MAbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert
6.3.3 Verteilung von AZ-HCI in Erythrozyten
AZ-HCI | I 1] MW MAbM | K (c Ery/c Pl)
Erythrozyten 1h 80 70 81 77 5 053
Humanplasma 1h 150 145 138 145 4 '

MW Mittelwert

MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert

K (c Ery/c Pl) Verteilungskoeffizient
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7 Hemmung der IL-8 Freisetzung aus humanen Lungen-
epithelzellen durch wirkstoffenthaltendes Humanplasma
des pharmakokinetischen Modells

7.1 IL-8 Hemmung aus Plasmaproben (1h)
IL-8 Konz. (pg/mL) I n m v MW + MAbM

Kontrolle 318 342 333 357 338 £ 12
FP GG 59 57 52 - 56 + 3
FP VG 87 91 95 - 91+3
AZ GG 307 290 322 - 306 + 11
AZ VG 382 378 381 - 380 £ 1
P +LPS 490 442 388 448 442 £ 27
M -LPS 161 - - - -
M +LPS 253 289 - - 271

MW Mittelwert MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert

711 Zellviabilitat

IL-8 Konz. (pg/mL) I n m v MW
Kontrolle 1.43*10° 1.86*10° 1.74*10° 1.46*10°| 1.72*10°
FP GG 1.46*10° 1.32*10° 1.73*10° - 1.50 * 10°
FP VG 1.40*10° 1.58*10° 1.68*10° - 1.55*10°
AZ GG 1.49*10° 1.40*10° 1.55*10° - 1.48 * 10°
AZ VG 1.44*10° 1.83*10° 1.70 * 10° - 1.66 * 10°
P +LPS 1.62*10° 1.64*10° 1.83*10° 1.61*10°| 1.67*10°
M -LPS 1.62* 10° - - - -

M +LPS 1.71*10° 1.85*10° - - 1.78 *10°

MW Mittelwert MAbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert

216



D Tabellarischer Anhang

7.2

7.21

IL-8 Hemmung aus Plasmaproben (1-3h)

IL-8 Konz. (pg/mL) I n m \' MW + MAbM

Kontrolle 465 464 478 473 470 £6
FP GG 133 119 92 - 115+ 15
FP VG 144 140 122 - 135+9
AZ GG 418 409 377 - 402 + 16
AZ VG 426 416 406 - 416 £7
P +LPS 456 367 478 454 439 + 36
M -LPS 224 - - - -

M +LPS 313 330 - - 322
MW Mittelwert MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert

Zellviabilitat
IL-8 Konz. (pg/mL) I n m \ MW

Kontrolle 1.79%10° 1.52*10° 1.71*10° 1.49*10°| 1.62*10°
FP GG 1.46*10° 1.44*10° 1.43*10° - 1.44*10°
FP VG 1.40*10° 1.41*10° 1.64*10° - 1.48*10°
AZ GG 1.47*10° 1.38*10° 1.49*10° - 1.45* 10°
AZ VG 1.68*10° 1.61*10° 1.37*10° - 1.55 * 10°
P +LPS 1.83%10° 1.74*10° 1.67*10° 1.76*10°| 1.75*10°
M -LPS 1.47 *10° - - - -

M +LPS 1.56 *10° 1.65* 10° - - 1.61*10°
MW Mittelwert MADbM Mittlere Abweichung vom Mittelwert

217






E Zusammenfassung







E Zusammenfassung

Zusammenfassung

Intranasale Glucocorticoide stellen aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften eine
effektive und sichere Therapie der allergischen Rhinitis dar. Sie fihren zu einer Linderung aller
Symptome dieser allergischen Erkrankung, einschlieBlich der okularen Symptome einer Begleit-
konjunktivitis. Die geringe Wasserloslichkeit der Substanzen fihrte zur Einflhrung von
wassrigen Glucocorticoid-Suspensionen. Die topische Applikation in der Nasenhdhle sorgt flr
hohe Wirkstoffkonzentrationen im Zielgewebe und gleichzeitig eine geringe systemische
Belastung des Kéorpers.

Ziel dieser Arbeit war es, die intranasalen pharmakokinetischen Ablaufe nach topischer
Applikation mittels in vitro und ex vivo Experimenten zu charakterisieren und ihre Auswirkungen
auf die Pharmakodynamik zu beschreiben. Es wurden hierbei die nasal angewendeten
Gilucocorticoide Triamcinolonacetonid (TCA), Budesonid (Bud), Beclomethasondipropionat
(BDP), Fluticasonpropionat (FP), Mometasonfuroat (MF) und Fluticasonfuroat (FF) sowie ihre
handelsiiblichen Praparate Nasacort® (TCA), Budes® (Bud), ratioAllerg® (BDP), Flutide® Nasal
(FP), Nasonex® (MF) und Avamys® (FF) untersucht. Dazu wurden Modelle entwickelt, die die
Zusammenhénge zwischen der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der untersuchten
Wirkstoffformulierungen in groBtmdglicher Anndherung an physiologische Verhaltnisse
simulierten.

Zum Aufbringen der Wirkstoffsuspension auf die nasale Mukosa durch den Patienten
kommen Dosierpumpsprays zum Einsatz, deren Dosiervorrichtung das Applikationsvolumen
festlegen. Die Bestimmung des SpriihstoBvolumens unterschiedlicher handelslblicher
Praparate ergab Werte zwischen 56 und 147 uL/SprihstoB. Das Applikationsvolumen ist
zunéchst entscheidend flr die Verteilung der Wirkstoffsuspension auf der respiratorischen
Schleimhaut. Andererseits kann ein UbermaB an Arzneistoffformulierung in der Nasenhéhle zu
einem verstarkten AusflieBen in den Rachenraum fiihren, was von den Patienten als
unangenehm empfunden wird und die Compliance negativ beeinflussen kann.

Zum ersten Mal wurde eine Methode entwickelt, die es ermdglichte die
Glucocorticoidkonzentration in den wéssrigen Uberstanden handelstblicher Praparate zu
bestimmen. Die Wasserloslichkeit der unterschiedlichen Glucocorticoide sowie die galenische
Zusammensetzung der Formulierungen konnten als mdégliche Einflussfaktoren flr den bereits
geldsten Wirkstoffanteil ermittelt werden.

Nach der Applikation der Wirkstoffsuspension auf die Nasenschleimhaut missen sich
zunachst die deponierten Wirkstoffkristalle im Nasensekret I6sen. Es wurde ein klnstliches

Nasensekret (KNS) entwickelt, welches den Einfluss von im nasalen Mukus befindlichen
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Proteinen auf die Loéslichkeit und Lésungsgeschwindigkeit der Arzneistoffkristalle erfassen
konnte. So konnte erstmals gezeigt werden, dass die L&slichkeit der Wirkstoffkristalle der
lipophileren Substanzen wie BDP, FP, MF und FF durch das KNS signifikant verbessert wurde.
Die Léslichkeit der hydrophileren Wirkstoffe wie TCA und Bud wurde durch das KNS dagegen
nur leicht beeinflusst.

Nach der Auflésung der Wirkstoffkristalle kdénnen die gelésten Molekule zur
cytoplasmatischen Zielstruktur, dem Glucocorticoidrezeptor diffundieren und spezifisch binden.
Neben der Rezeptorbindung erfolgt auch eine unspezifische Bindung an Nasengewebe. Eine
hohe Gewebebindung ist zum einen vorteilhaft, da die Wahrscheinlichkeit fiir eine
Rezeptorassoziation Uber einen langeren Zeitraum nach Applikation erhéht wird. Daneben
kommt es zu einer langsamen Umverteilung des gewebegebundenen Wirkstoffs in die
systemische Zirkulation, wodurch erwiinschte geringe Plasmakonzentrationen erreicht werden.
So wurde zunachst mit einem einfachen, bereits etablierten Versuchsaufbau erstmalig die
Bindung von FF an Nasengewebe im Vergleich zu anderen Glucocorticoiden in vitro untersucht.
Die lipophileren Substanzen wie FF, MF und FP grenzten sich hierbei durch eine héhere
Gewebebindung von den hydrophileren TCA und Bud ab. Die Bestimmung der AUC (iber eine
Stunde ergab folgende Klassifikation der Gewebebindung: FF > FP > MF > Bud > TCA.

Die antiinflammatorische Aktivitat intranasaler Glucocorticoide ist verantwortlich flr den
therapeutischen Nutzen. Deshalb wurde ein neues Modell entwickelt, welches die
pharmakokinetische Untersuchung zur Gewebebindung mit der Pharmakodynamik der
Wirkstoffe in Form ihres antiinflammatorischen Effektes im Zellkulturmodell verknipfen sollte.
So wurde wirkstoffgesattigtes Gewebe einer extensiven Auswaschphase in Humanplasma
ausgesetzt, um es anschlieBend mit humanen Lungenepithelzellen zu inkubieren. Es konnte
gezeigt werden, dass alle Gewebeproben den Wirkstoff in das Zellkulturmedium freisetzten,
was eine Hemmung der IL-8 Sekretion aus Lungenepithelzellen zur Folge hatte. Die Starke des
antiinflammatorischen Effektes der IL-8 Hemmung durch FF, FP, Bud und TCA entsprach der
Kombination aus Geweberetention und intrinsischer Aktivitdt (Rezeptoraffinitat) der Wirkstoffe.
Gewebeproben des MF fiihrten zur geringsten IL-8 Hemmung, was durch die chemische
Instabilitat der Substanz erklart werden konnte.

Um eine weitere Anndherung an physiologische Verhaltnisse zu erreichen, wurde
erfolgreich ein Modell entwickelt, welches nach Applikation der Suspension auf die Mukosa die
pharmakokinetischen Ablaufe der Aufldsung der Kristalle im Nasensekret, der mukoziliaren
Clearance, der Diffusion und Retention der Wirkstoffe im Zielgewebe, sowie der Umverteilung
der gebundenen Substanz in das Blutkompartiment gleichzeitig simulieren sollte. Dafir

entscheidend war die Einbettung respiratorischen Gewebes in eine Gel-Matrix, wodurch eine
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zusammenhangende  Mukosa-ahnliche  Oberflaiche  erreicht werden  konnte. Als
Modellsubstanzen wurden Bud aus Budes®-Nasenspray und FP aus Flutide® Nasal sowie als
Vertreter der Antihistaminika Azelastin-HCI (AZ-HCI) aus Vividrin® akut eingesetzt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Gewebebindung des AZ-HCI im Vergleich zu den Glucocorticoiden am
héchsten war, was zum einen mit der Zubereitungsform des AZ als wassrig geldstes Salz, zum
anderen durch die héhere Lipophilie des Wirkstoffs erklart werden konnte. Die gute Korrelation
der Gewebebindung der Substanzen mit ihrem Verteilungsvolumen und der Vergleich von FP
mit Bud zeigte die erfolgreiche Etablierung des Modells. Beide Glucocorticoide zeigten nach
Applikation der Wirkstoffsuspension zunachst eine &hnliche Assoziation an das Gewebe. Bei
der Inkubation der Gewebe-Gel-Matrix mit Humanplasma wurde schlieBlich Fluticasonpropionat
aus der Gewebe-Gel-Bindung im Vergleich zu Budesonid langsam freigesetzt.

Weiterhin wurde im Gewebe-Gel-Modell die Bedeutung der Pharmakokinetik der
Wirkstoffe auf die Pharmakodynamik ermittelt. Es wurden Freisetzungsproben der Gewebe-Gel-
Matrices von AZ-HCI und FP auf ihre antiinflammatorische Aktivitdt untersucht. Die deutlich
héhere Bindung des AZ-HCI an die Gewebe-Gel-Matrix auBerte sich auch in héheren
Plasmakonzentrationen bei der Freisetzung im Vergleich zu FP. Jedoch konnte im
Zellkulturmodell gezeigt werden, dass die Hemmung der IL-8 Freisetzung des FP, trotz der
geringeren Konzentration in der Freisetzungsmatrix, das antiinflammatorische Potential des AZ-
HCI Obertraf. Damit wurde erstmals erfolgreich ein Modell entwickelt, welches die
pharmakokinetischen Vorgange nach nasaler Applikation in gréBtmadglicher Anndherung an
physiologische Verhéltnisse erfasst und gleichzeitig Untersuchungen zur Pharmakodynamik der
Wirkstoffe ermdglicht.
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Summary

Intranasal glucocorticoids allow an efficacious and safe therapy of allergic rhinitis due to their
pharmacologic properties. They alleviate all symptoms of this allergic disease, including the
ocular symptoms of concomitant conjunctivitis. The poor water solubility of the compounds led
to the introduction of aqueous glucocorticoid suspensions. Topical administration in the nasal
cavity causes high drug concentration at the target site, which is simultaneously associated with
a low systemic drug exposure.

The aim of this thesis was to characterize the intranasal pharmacokinetics after topical
administration using in vitro and ex vivo experiments and to assess their impact on
pharmacodynamic effects. Therefore the nasal glucocorticoids triamcinolone acetonide (TCA),
budesonide (Bud), beclomethasone dipropionate (BDP), fluticasone propionate (FP),
mometasone furoate (MF) and fluticasone furoate (FF) and their commercially available
preparations Nasacort® (TCA), Budes® (Bud), ratioAllerg® (BDP), Flutide® Nasal (FP), Nasonex®
(MF) and Avamys® (FF) were part of the analysis. For this purpose models were established to
elucidate the relation between the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of the
glucocorticoid suspensions in an approach close to physiologic conditions.

As delivery device metered-dose pump sprays are used to deposit the drug suspension
on the nasal mucosa. Their dosing system defines the volume of administration. The
determination of the spray volume of different commercially available nasal pump sprays
revealed results between 56 and 147 pL/volume per spray. The volume of administration is
important for the distribution of the drug suspension on the respiratory mucosa. Any excess of
application volume in the nasal cavity results in nose runoff or drip down the throat, which
causes an unpleasant sensation by the patient and possibly impairs compliance.

For the first time a method was developed which permitted the determination of
glucocorticoid concentrations in the aqueous supernatants of commercially available drug
suspensions. Both water solubility of the different compounds and the galenics of the
formulation were found to affect the proportion of solute glucocorticoid in the supernatant.

After administration of the drug suspension on the nasal mucosa the drug crystals have
to dissolve in the epithelial fluid mucus layer. An artificial nasal fluid (ANF) was developed to
determine the impact of proteins in the nasal mucus on the solubility and the dissolution rate of
drug crystals. For the first time it was shown that the solubility of the more lipophilic compounds
BDP, FP, MF and FF was significantly enhanced in ANF. In contrast, the solubility of the more
hydrophilic drugs TCA and Bud was only slightly influenced by ANF.

After dissolution of the drug crystals the solubilised molecules can reach their

224



E Summary

cytoplasmatic target, the glucocorticoid receptor, and bind specifically. Beside the receptor
binding a nonspecific tissue binding to nasal tissue occurs. On the one hand a high tissue
binding is desirable to increase the probability of occupating the receptor for a prolonged time.
In addition, tissue-bound glucocorticoid slows down the redistribution of the drug into the
systemic circulation delivering desired low plasma concentrations. In an established
experimental set-up the binding of FF compared to different glucocorticoids to nasal tissue in
vitro was analysed for the first time. The more lipophilic compounds FP, MF and FF revealed
higher tissue binding and differed from the more hydrophilic TCA and Bud with less tissue-
bound drug. The analysis of AUC for one hour revealed the highest tissue binding for FF
followed by FP > MF > Bud > TCA.

The anti-inflammatory activity of intranasal glucocorticoids is responsible for their
therapeutic benefit. A new model was established connecting the pharmacokinetic assay of
tissue binding with the anti-inflammatory activity of the drugs in cell culture. Therefore,
glucocorticoid-saturated tissue samples were extensively washed in human plasma and then
incubated with human lung epithelial cells. All tissue samples released tissue bound drug into
cell culture medium and decreased the IL-8 secretion of the cells. The intensity of the anti-
inflammatory effect of IL-8 inhibition by FF, FP, Bud and TCA was in good correlation with both
their tissue retention and their intrinsic activity (receptor affinity). Tissue samples of MF resulted
in the least IL-8 inhibition. The chemical instability of MF explained this observation of lower
anti-inflammatory activity.

To converge physiologic conditions a new model was successfully established which
allowed the simulation of the pharmacokinetic course of events after administration of the
formulation on the mucosa, the dissolution of crystals in nasal mucus, the mucociliary
clearance, the diffusion and retention of drugs at the target tissue and the redistribution of the
bound drug into the blood compartment. The hallmark of this approach was the embedding of
respiratory tissue in a gel matrix simulating a coherent mucosa-like surface. Both
glucocorticoids Bud (Budes® nasal spray) and FP (Flutide® Nasal) and Azelastine-HCI (AZ-HCl,
Vividrin® akut) as a representative of antihistamines were analysed. The experiments showed
highest tissue binding for AZ-HCI compared to the glucocorticoids. On the one hand this was
due to the application of AZ as a salt in solution, on the other hand it was ascribed to the high
lipophilicity of the drug. Good correlation of drug tissue binding with the drug’s volume of
distribution reflected the successful introduction of the model. After application of drug
suspensions both glucocorticoids showed a similiar association to the tissue. Incubation of the
tissue-gel matrix in human plasma revealed in a slower release of FP compared to Bud.

Moreover, the impact of pharmacokinetics for the pharmacodynamic effect was analysed
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in the tissue-gel-model. Samples of tissue gel incubation in human plasma from both AZ-HCI
and FP were analysed for their anti-inflammatory activity. The clearly higher binding of AZ-HCI
to the tissue-gel matrix yielded higher plasma concentrations compared to FP. However, the
experiments revealed that the inhibition of the IL-8 release by FP samples exceeded the anti-
inflammatory potential of AZ-HCI samples. Thus, for the first time an experimental model was
successfully developed which simulated the pharmacokinetic course of events after nasal
application in an approach close to physiologic conditions and additionally enabled

pharmacodynamic investigations of the compounds.
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F Abkurzungsverzeichnis

Folgende Abkiirzungen wurden verwendet:

Amci
AP
APC
AUC
BDP
17-BMP
BSA
Bud

CD

Da
9,11-Epoxy-MF
FCKW
FP

FF

g
GC

Amcinonid

activator protein

antigenprasentierende Zellen

area under the curve
Beclomethasondipropionat
Beclomethason-17-monopropionat
Bovines Serumalbumin

Budesonid

cluster of differentiation

Dalton
Mometason-17-(2-furoat)-9,11-epoxid
Fluorchlorkohlenwasserstoffe
Fluticason-17-propionat

Fluticasonfuroat

mittlere Erdbeschleunigung (1g = 9.81 m/s?)
Glucocorticoid(e)

Gewebe-Gel

gastrointestinal
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
high performance liquid chromatography
Immunglobulin E

Interleukin

interner Standard

kinstliches Nasensekret

mittlere Abweichung vom Mittelwert
Methanol

Mometasonfuroat

major histocompatibility complex

mass median aerodynamic diameter
Mittelwert

molecular weight cut off
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NFkB nuclear factor “kappa light chain enhancer” of activated B cells
NSB nichtspezifische Bindung

PBS phosphate buffered saline

rpm round per minute

Stabw Standardabweichung

TCA Triamcinolonacetonid

TF Transkriptionsfaktor

VG Vergleichsgel
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