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Zusammenfassung

Respiratorische Erkrankungen stellen zunehmend eine relevante globale Problematik dar. Die
Erweiterung bzw. Modifizierung von Applikationswegen moglicher Arzneimittel fir gezielte topische
Anwendungen ist dabei von groRter Bedeutung. Die Variation eines bekannten Applikationsweges
durch unterschiedliche technologische Umsetzungen kann die Vielfalt der Anwendungsmoglichkeiten,
aber auch die Patienten-Compliance erhéhen. Die einfache und flexible Verfahrensweise durch
schnelle Verfligbarkeit und eine handliche Technologie sind heutzutage wichtige Eigenschaften im
Entwicklungsprozess eines Produktes. Eine direkte topische Behandlung von Atemwegserkrankungen
am Wirkort in Form einer inhalativen Applikation bietet dabei viele Vorteile gegeniber einer
systemischen Therapie. Die medizinische Inhalation von Wirkstoffen lber die Lunge ist jedoch eine
komplexe Herausforderung. Inhalatoren gehoren zu den erklarungsbediirftigen Applikationsformen,
die zur Erhohung der konsequenten Einhaltung der Verordnung so einfach, wie moglich gestaltet
werden miussen. Parallel besitzen und nutzen weltweit anndhernd 68 Millionen Menschen die
Technologie eines inhalativen Applikators zur bewussten Schadigung ihrer Gesundheit in Form einer
elektronischen Zigarette. Diese bekannte Anwendung bietet die potentielle Mdglichkeit einer
verfligbaren, kostenglinstigen und qualitdtsgepriften GesundheitsmaBnahme zur Kontrolle,
Pravention und Heilung von Atemwegserkrankungen. Sie erzeugt ein Aerosol durch elektrothermische
Erwarmung eines sogenannten Liquids, das durch Kapillarkrafte eines Tragermaterials an ein
Heizelement gelangt und verdampft. |hr Bekanntheitsgrad zeigt, dass eine beabsichtigte Wirkung in
den Atemwegen eintritt. Diese Wirkung konnte jedoch auch auf potentielle pharmazeutische
Einsatzgebiete (ibertragbar sein. Die Vorteile der pulmonalen Verabreichung sind dabei vielfaltig. Im
Vergleich zur peroralen Applikation gelangt der Wirkstoff gezielt zum Wirkort. Wenn eine systemische
Applikation zu Arzneimittelkonzentrationen unterhalb der therapeutischen Wirksamkeit in der Lunge
fihrt, konnte eine inhalative Darreichung bereits bei niedriger Dosierung die gewiinschten héheren
Konzentrationen am Wirkort hervorrufen. Aufgrund der grofRen Resorptionsflache der Lunge sind eine
hohere Bioverfligbarkeit und ein schnellerer Wirkungseintritt infolge des fehlenden First-Pass-Effektes
moglich. Es kommt ebenfalls zu minimalen systemischen Nebenwirkungen. Die elektronische Zigarette
erzeugt wie die medizinischen Inhalatoren lungengangige Partikel. Die atemzuggesteuerte Technik
ermoglicht eine unkomplizierte und intuitive Anwendung. Der prinzipielle Aufbau besteht aus einer
elektrisch beheizten Wendel und einem Akku. Die Heizwendel ist von einem sogenannten Liquid in
einem Tank umgeben und erzeugt das Aerosol. Das Liquid beinhaltet eine Basismischung bestehend
aus Propylenglycol, Glycerin und reinem Wasser in unterschiedlichen prozentualen Anteilen. Es

besteht die Annahme, dass das Basisliquid auch mit pharmazeutischen Wirkstoffen fiir die pulmonale



Applikation beladen werden kann. Aufgrund der thermischen Belastung durch die e-Zigarette missen

potentielle Wirkstoffe sowie das Vehikel eine thermische Stabilitdt aufweisen.

Die potentielle medizinische Anwendung der Technologie einer handelsiiblichen e-Zigarette wurde
anhand von drei Schwerpunkten an vier Wirkstoffen untersucht. Die drei dtherischen Ole Eucalyptusél,
Minzél und Nelkendl wurden aufgrund ihrer leichten Fliichtigkeit und der historischen
pharmazeutischen Anwendung anhand von Inhalationen bei Erkdltungssymptomen bzw. im
zahnmedizinischen Bereich gewahlt. Das eingesetzte Cannabinoid Cannabidiol (CBD) hat einen
aktuellen Bezug zu dem pharmazeutischen Markt Deutschlands zur Legalisierung von cannabishaltigen
Produkten und der medizinischen Forschung zum inhalativen Konsum. Es wurden relevante
wirkstoffhaltige Fllssigformulierungen entwickelt und hinsichtlich ihrer Verdampfbarkeit zu Aerosolen
bewertet. In den quantitativen und qualitativen chromatographischen Untersuchungen konnten
spezifische Verdampfungsprofile der Wirkstoffe erfasst und bewertet werden. Dabei stieg die
verdampfte Masse der Leitsubstanzen 1,8-Cineol (Eucalyptusél), Menthol (Minzél) und Eugenol
(Nelkenol) zwischen 33,6 pug und 156,2 pg pro Zug proportional zur Konzentration im Liquid im Bereich
zwischen 0,5% und 1,5% bei einer Leistung von 20 Watt. Die Freisetzungsrate von Cannabidiol
hingegen schien unabhéangig von der Konzentration im Liquid im Mittelwert bei 13,3 pug pro Zug zu
liegen. Dieses konnte an fiinf CBD-haltigen Liquids im Konzentrationsbereich zwischen 31 pg/g und
5120 pg/g Liquid gezeigt werden. AuRerdem konnte eine Steigerung der verdampften Massen mit
Zunahme der Leistung der e-Zigarette festgestellt werden. Die Interaktion der Liquids bzw. Aerosole
mit den Bestandteilen des Speichels sowie weiterer gastrointestinaler Flissigkeiten wurde liber die
Anwendung von zugehdrigen in vitro Modellen und Einsatz von Enzymaktivitats-Assays geprift. In den
Untersuchungen wurden Anderungen von Enzymaktivititen anhand des oralen Schliisselenzyms
ao-Amylase sowie von Proteasen ermittelt. Damit sollte exemplarisch ein moglicher Einfluss auf
physiologische bzw. metabolische Prozesse im humanen Organismus gepriift werden. Das Bedampfen
von biologischen Suspensionen fiihrte bei niedriger Leistung der e-Zigarette (20 Watt) zu keiner bzw.
einer leichten Anderung der Enzymaktivitit. Die Anwendung einer hohen Leistung (80 Watt) bewirkte
tendenziell das Herabsetzen der Enzymaktivitdten. Die Erhéhung der Enzymaktivitdten konnte zu
einem enzymatischen Abbau von Schleimstoffen wie Mucinen fiihren, was wiederum die effektive,
mechanische Abwehr gegeniber bakteriellen Infektionen zur Folge hatte. Da eine Anwendung der
Applikation insbesondere bei bakteriellen Atemwegserkrankungen denkbar wiére, folgten
abschlieRend Untersuchungen der antibakteriellen Eigenschaften der Liquids bzw. Aerosole in vitro. Es
wurden sechs klinisch relevante bakterielle Krankheitserreger ausgewadhlt, die nach zwei
Charakteristika gruppiert werden konnen. Die drei multiresistenten Bakterien Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae und Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus kdnnen mithilfe

von (iblichen Therapien mit Antibiotika nicht abgetotet werden und haben vor allem eine nosokomiale
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Relevanz. Die zweite Gruppe weist Eigenschaften auf, die vordergriindig assoziiert sind mit
respiratorischen Erkrankungen. Die Bakterien Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis und
Haemophilus influenzae sind reprdsentativ beteiligt an Atemwegserkrankungen mit diverser
Symptomatik. Die Bakterienarten wurden mit den jeweiligen Liquids behandelt bzw. bedampft und
deren grundlegende Dosis-Wirkungsbeziehung charakterisiert. Dabei konnte eine antibakterielle
Aktivitdat der Formulierungen ermittelt werden, die durch Zugabe eines Wirkstoffes die bereits
antibakterielle Wirkung der Bestandteile Glycerin und Propylenglycol verstarkte. Die hygroskopischen
Eigenschaften dieser Substanzen sind vermutlich fir eine Wirkung in aerosolierter Form
verantwortlich. Sie entziehen die Feuchtigkeit aus der Luft und haben einen austrocknenden Effekt auf
die Bakterien. Das Bedampfen der Bakterienarten Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis
und Haemophilus influenzae hatte einen antibakteriellen Effekt, der zeitlich abhangig von der Leistung

der e-Zigarette war.

Die Ergebnisse der Untersuchungen fithren zu dem Schluss, dass jeder Wirkstoff bzw. jede
Substanzklasse individuell zu bewerten ist und somit Inhalator und Formulierung aufeinander
abgestimmt werden missen. Der Einsatz der e-Zigarette als Medizinprodukt zur Applikation von
Arzneimitteln setzt stets Prifungen nach Europaischem Arzneibuch voraus. Durch Modifizierungen
kénnte eine Dosierung gut kontrollierbar gemacht werden, aber auch die PartikelgroRenverteilung
kann insoweit reguliert werden, dass die Wirkstoffe je nach PartikelgroRe zu einem geeigneten
Applikationsort wie Mund, Rachen oder Bronchien transportiert werden. Der Vergleich mit den
Eigenschaften anderer medizinischer Inhalatoren fiihrt zu dem Schluss, dass die Technologie der
e-Zigarette durchaus eine gleichartige oder bessere Performance fiir thermisch stabile Wirkstoffe
bieten kdnnte. Dieses fiktive Medizinprodukt kénnte aus einer hersteller-unspezifisch produzierten,
wieder aufladbaren Energiequelle mit Universalgewinde zum mehrfachen Gebrauch und einer
hersteller- und wirkstoffspezifisch produzierten Einheit aus Verdampfer und Arzneimittel bestehen.
Das Arzneimittel, ein medizinisches Liquid (Vehikel und Wirkstoff) kann in dem Tank des Verdampfers
mit konstanten, nicht variablen Parametern patientenindividuell produziert werden. Inhalative
Anwendungen werden perspektivisch wohl nicht zuletzt aufgrund der aktuellen COVID-19-Pandemie
eine zunehmende Rolle spielen. Der Bedarf nach alternativen Therapieoptionen wird weiter ansteigen.
Diese Arbeit liefert einen Beitrag zum Einsatz der Technologie der elektronischen Zigarette als
electronic nicotin delivery system (ENDS) nach Modifizierung zu einem potentiellen pulmonalen
Applikationssystem als electronic drug delivery system (EDDS) von inhalativen, thermisch stabilen

Arzneimitteln in Form eines Medizinproduktes.



Summary

Respiratory diseases increasingly represent a globally relevant problem. The extension or modification
of application routes of possible drugs for targeted topical applications is thereby of utmost
importance. The variation of a known application route through different technological
implementations can increase the diversity of application possibilities, but also patient compliance.
Simple and flexible procedures through rapid availability and a convenient technology are nowadays
important characteristics in the development process of a product. Direct topical treatment of
respiratory diseases at the site of action in form of inhaled application offers many advantages over
systemic therapy. However, medical inhalation of active substances via lung is a complex challenge.
Inhalers are one of the forms of application that require explanation and must be made as simple as
possible to increase consistent adherence to the prescription. In parallel, approximately 68 million
people worldwide own and use the technology of an inhaler to deliberately harm their health in form
of an electronic cigarette. This well-known application offers the potential possibility of an available,
cost-effective and quality-assured health measure to control, prevent and cure respiratory diseases. It
produces an aerosol by electro-thermal heating of a so-called liquid, which reaches a heating element
through capillary forces of a carrier material and vaporizes. Its popularity indicates that an intended
effect occurs in the respiratory tract. However, this effect could also be transferable to potential
pharmaceutical applications. The advantages of pulmonary administration are manifold. Compared to
peroral application, the active ingredient reaches the site of action in a targeted manner. If systemic
application results to drug concentrations below the therapeutic efficacy in the lung, inhalation could
produce the desired higher concentrations at the site of action even at low doses. Due to the large
absorption surface of the lungs, a higher bioavailability and a faster onset of action is possible as a
result of the lack of first-pass effect. There are also minimal systemic side effects. Like medical inhalers,
the electronic cigarette produces respirable particles. The breath-controlled technology enables
uncomplicated and intuitive use. The basic construction consists of an electrically heated coil and a
rechargeable battery. The heating coil is surrounded by a so-called liquid in a tank and generates the
aerosol. The liquid contains a base mixture consisting of propylene glycol, glycerine and pure water in
varying percentages. It is assumed that the base liquid can also be loaded with active pharmaceutical
ingredients for pulmonary application. Due to thermal load of the e-cigarette, potential active

ingredients as well as vehicles must exhibit thermal stability.

The potential medical application of the technology of a commercially available e-cigarette was
investigated on the basis of three focal investigations for four active ingredients. The three essential

oils eucalyptus oil, mint oil and clove oil were chosen due to their light volatility and the historical
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pharmaceutical application based on inhalations for cold symptoms or in the dental field, respectively.
The choice of the cannabinoid cannabidiol (CBD) used is currently related to the pharmaceutical
market situation in Germany while considering the legalization of cannabis-containing products and
medical research on inhaled consumption. Relevant liquid formulations containing active ingredients
were developed and evaluated with regard to their evaporability to aerosols. In quantitative and
gualitative chromatographic investigations, specific vaporization profiles of the active substances were
recorded and evaluated. The evaporated mass of analytical markers 1,8-cineole (eucalyptus oil),
menthol (mint oil) and eugenol (clove oil) increased between 33.6 ug and 156.2 ug per puff
proportional to the concentration in liquids in the range between 0.5% and 1.5% at a power application
of 20 watts. The release rate of cannabidiol, on the other hand, appeared to average 13.3 ug per puff
regardless of the concentration in the liquid. This was demonstrated on five CBD-containing liquids in
the concentration range between 31 pg/g and 5120 pg/g liquid. In addition, an increased vaporized
mass with increased power of e-cigarette could be observed. The interaction of the liquids or aerosols
with the components of saliva and other gastrointestinal fluids was tested by application of associated
in vitro models and the use of enzyme activity assays. In the studies, changes in enzyme activities were
determined using the key oral enzyme a-amylase as well as proteases. The aim was to test a possible
influence on physiological or metabolic processes in the human organism as an example. Treatment of
biological suspensions with aerosol resulted in no or a slight change in enzyme activity at low power
of e-cigarette (20 watts). The application of high power (80 watts) tended to decrease enzyme
activities. The increase in enzyme activities could lead to enzymatic degradation of mucins, which in
turn could reduce effective mechanical defense against bacterial infections. Since an application would
be conceivable in particular for bacterial respiratory diseases, concluding investigations of the
antibacterial properties of the liquids or aerosols in vitro followed. Six clinically relevant bacterial
pathogens were selected, which can be grouped according to two characteristics. The three multi-
resistant bacteria Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus cannot be killed by standard antibiotic therapies and are primarily of
nosocomial relevance. The second group exhibits characteristics that are mainly associated with
respiratory diseases. The bacteria Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis and Haemophilus
influenzae are representatively involved in respiratory diseases with diverse symptoms. These
bacterial species were treated with the respective liquids or aerosols and their basic dose-response
relationship was characterized. Antibacterial activity of formulations could be determined, which
enhanced the already antimicrobial effect of the vehicle components glycerine and propylene glycol
by addition of active pharmaceutical ingredients. The hygroscopic properties of these substances are
probably responsible for an effect in aerosolized form. They remove moisture from air and have a

desiccating effect on bacteria. The treatment of bacterial species Streptococcus pneumoniae,
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Moraxella catarrhalis and Haemophilus influenzae with aerosol had an antibacterial effect that was

time-dependent on the applied power of e-cigarette.

The results of investigations lead to the conclusion that each active pharmaceutical ingredient or
substance class must be evaluated individually and thus inhaler and formulation must be matched to
each other. The use of e-cigarette as a medical device for the application of medicinal products would
definitely requires tests according to the European Pharmacopoeia. Modifications could make a
dosage well controllable, but also the particle size distribution can be regulated to the extent that the
active ingredients are transported to a suitable application site such as mouth, throat or bronchi
depending on the particle size. The comparison with properties of other medical inhalers leads to the
conclusion that the technology of e-cigarette could well offer similar or better performance for
thermally stable active ingredients. This fictitious medical device could consist of a manufacturer-
unspecifically produced, rechargeable energy source with a universal thread for multiple use and a
manufacturer- and active substance-specifically produced unit consisting of vaporizer and
personalized drug content. The drug, a medical liquid (vehicle and active ingredient) can be produced
in the tank of the vaporizer with constant, non-variable parameters specific to the patient. Inhaled
applications will probably play an increasing role in the future, not least because of the current
COVID-19 pandemic. The need for alternative therapeutic options will continue to increase. This work
provides a contribution to the use of electronic nicotine delivery system (ENDS) after modification to
a potential pulmonary application system as an electronic drug delivery system (EDDS) of inhaled,

thermally stable drugs in form of a medical device.
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Abkilrzungen und Symbole

ADI acceptable daily intake
AG Arbeitsgruppe
AHS artificial human saliva
AK Akzeptanzkriterium
ANOVA Analysis of Variance
ATCC American Type Culture Collection
AUC Area under the Curve
AZ Analysenzertifikat
B Basisliquid
BCS Biopharmaceutics Classification System
BD Blue Dream
BS Bakteriensuspension
CB Cannabinoid
CBD Cannabidiol
CBDA Cannabidiolsdure
CE Conformité Européenne
CF cystic fibrosis
CL Cannabidiol-Liquid
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CMR carcinogenic, mutagenic and toxic
to reproduction
COPD chronic obstructive pulmonary disease
COVID-19 Coronavirus disease 2019
dec decarboxyliert
DPI dry powder inhaler
DTL direct to lung
EDDS electronic drug delivery system
EL Eucalyptusol-Liquid
ENDS electronic nicotin delivery system
EO Eucalyptusol
EUCAST European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing

e-Zigarette elektronische Zigarette
F Flachboden
FCKW Fluorchlorkohlenwasserstoffe
FDA Food and Drug Administration
FID Flammenionisationsdetektor
GC gas chromatography
GRAS generally recognized as safe
H.i. Haemophilus influenzae
HFA Hydrofluoralkane
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HS human saliva
IPP Isopentenylpyrophosphat
ISO Internationale Organisation fiir Normung
K Kontrolle
K.p. Klebsiella pneumoniae
KBE koloniebildende Einheiten
LC liquid chromatography
LDso mittlere letale Dosis
LOD Limit of Detection
LOQ Limit of Quantification
M.c. Moraxella catarrhalis

mAIF modified artificial intestine fluid
MBK minimale bakterizide Konzentration
MDI metered dose inhaler
MHK minimale Hemmkonzentration
MHKvoL minimale volatile Hemmkonzentration
ML Minzél-Liquid
MMAD mass median aerodynamic diameter
MO Minzol

MPG Medizinproduktegesetz

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus

aureus

MTL mouth to lung
NAD Nicotinamidadenindinukleotid
ndec nicht decarboxyliert
NEG Negativkontrolle
NFDPM nicotine-free dry particulate matter
NF-kB Nukledrer Faktor kB
NL Nelkendl-Liquid
NO Nelkend!

NRZ Nationales Referenzzentrum
0] Durchmesser
OLED organic light-emitting diode
P.a. Pseudomonas aeruginosa
PG Propylenglycol
Pharm. Eur. Europdisches Arzneibuch
PM particulate matter
pMDI pressurized metered dose inhaler
POS Positivkontrolle

PVC Polyvinylchlorid
RBA rebuildable atomizer
RP reversed phase
S.p. Streptococcus pneumoniae
SK Sterilkontrolle
T Tobramycin
TDLo geringste bekannte toxische Dosis
THC Tetrahydrocannabinol

TL Tobramycin-Liquid

TPM total particulate matter
TRPMS8 transient receptor potential Melastin 8
usp United States Pharmacopeia
VE vollstandig entsalzen
VK Variationskoeffizient
VP Verdampfungsprotokoll

VW variable wattage
LG Zentralstelle der Lander fur Gesundheits-

schutz bei Arzneimitteln und Medizinprodukten
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1. Einleitung

In einer Zeit, in der respiratorische Erkrankungen immer mehr an Relevanz gewinnen, ist die
Erweiterung bzw. Modifizierung von Applikationswegen moglicher Arzneimittel flr gezielte topische
Anwendungen von grolSter Bedeutung. Dabei spielt die Galenik als Transformation biologisch aktiver
Wirkstoffe in Arzneimitteln eine wichtige Rolle. Die Variation eines Applikationsweges durch
unterschiedliche technologische Umsetzung erhoht dabei die Vielfalt der Anwendungsmaglichkeiten,
aber auch die Patienten-Compliance. Die einfache und flexible Anwendung ist fiir den Verbraucher
dabei entscheidend. Eine schnelle Verfligbarkeit und eine handliche Technologie der Applikation sind
heutzutage wichtige Eigenschaften, die im Entwicklungsprozess eines Produktes eingeplant werden
miussen. Die Kontrolle, Pravention und Heilung von respiratorischen Erkrankungen gehoéren zu den
wichtigsten und kosteneffektivsten GesundheitsmalRnahmen (1). Eine direkte topische Behandlung
von Atemwegserkrankungen am Wirkort in Form einer inhalativen Applikation bietet dabei viele
Vorteile gegenlber einer systemischen Therapie. Die medizinische Inhalation von Wirkstoffen Gber die
Lunge ist jedoch eine komplexe Herausforderung. Die Handhabung ist meist individuell und muss
modellspezifisch veranschaulicht werden. Inhalatoren gehéren zu den erklarungsbedirftigen
Applikationsformen, die zur Erhéhung der konsequenten Einhaltung der Verordnung so einfach, wie
moglich gestaltet werden missen (2). Parallel besitzen und nutzen weltweit annahernd 68 Millionen
Menschen die Technologie eines inhalativen Applikators zur bewussten Schadigung ihrer Gesundheit
in Form einer elektronischen Zigarette (3). In Deutschland konsumieren derzeit schatzungsweise
2,45 Millionen Menschen Aerosole mithilfe dieser Inhalationstechnologie im nicht pharmazeutischen
Bereich (4). Diese bekannte Anwendung bietet die potentielle Moglichkeit einer verfiigbaren,
kostengiinstigen und qualitatsgepriften GesundheitsmalRnahme zur Kontrolle, Pravention und
Heilung von Atemwegserkrankungen. Sie erzeugt ein Aerosol durch elektrothermische Erwdarmung
eines sogenannten Liquids, das durch Kapillarkrafte eines Tragermaterials an ein Heizelement gelangt
und verdampft. Die Technologie einer elektronischen Zigarette wird liberwiegend als electronic nicotin
delivery system (ENDS) zur Applikation des Sucht- und Genussmittels Nicotin und als Alternative zur
Verbrennungszigarette verwendet. Das Aerosol entsteht durch die Feinverteilung der Flissigkeit und
nicht durch die Verbrennung von Pflanzenmaterial, wie beim Rauchen einer brennbaren
Tabakzigarette (5). Ihr Bekanntheitsgrad zeigt, dass die beabsichtigte Wirkung in den Atemwegen
eintritt. Diese Wirkung koénnte aber auch (ibertragbar sein auf potentielle pharmazeutische
Einsatzgebiete. Es stellt sich die Frage, ob die Modifizierung von bestehenden Technologien und deren
Anwendung zur Applikation von Arzneimitteln mit einem positiven Nutzen fiir die Gesundheit moglich

ist. Dieser pharmazeutische Ansatz wurde bislang noch nicht verfolgt. Die Entwicklung inhalierbarer

17



Arzneimittel ist eine anspruchsvolle wissenschaftliche Forschungsaufgabe. Die unterschiedlichen
anatomischen, physiologischen und immunologischen Barrieren beeinflussen die therapeutische
Wirksamkeit von inhalativen Formulierungen. Diese besondere Art der Galenik setzt toxikologische
Studien und Unbedenklichkeitsprifungen voraus, die nicht verallgemeinernd mit anderen
Applikationswegen verglichen werden kénnen. Eine erfolgreiche Anwendung erfordert nicht nur eine
geeignete Formulierung, sondern auch ein kompatibles Inhalationsgerdat zur Erzeugung von
therapeutischen Aerosolen. Die Wahl des Inhalators hdangt vom therapeutischen Ziel und von der
Substanzklasse des Arzneistoffes ab. Die zugelassenen Technologien umfassen die drei Kategorien:
Dosierinhalatoren (metered dose inhaler, MDI), Pulverinhalatoren (dry powder inhaler, DPI) und
Vernebler (nebulizer). Die drei Technologien erzeugen Aerosole, die abhangig von ihrer Partikelgrofie
unterschiedliche Bereiche der Lunge erreichen und sowohl topisch als auch systemisch wirken
kénnen (6). Die Vorteile der inhalativen Applikation sind dabei vielfdltig. Im Vergleich zur peroralen
Applikation gelangt der Wirkstoff direkt zum Wirkort. Wenn eine systemische Applikation zu
Konzentrationen unterhalb der therapeutischen Wirksamkeit in der Lunge fiihrt, kann eine Inhalation
hohere Konzentrationen am Wirkort bei niedriger Dosierung erreichen. Die pulmonale Applikation
kann aufgrund der grolRen Resorptionsfliche der Lunge eine hdhere Bioverfligbarkeit und einen
schnelleren Wirkungseintritt bewirken. Die meisten inhalativen Anwendungen sind verbunden mit
einer Hypersekretion, mit Entziindungen und Odemen und mit Spasmen der Bronchialmuskulatur. Die
Therapien beruhen dabei vordergriindig auf der Behandlung der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease, COPD), Asthma bronchiale, Mukoviszidose
und akuten Infektionen der unteren Atemwege. Die elektronische Zigarette erzeugt wie die
medizinischen Inhalatoren lungengangige Partikel. Die atemzuggesteuerte Technik ermdglicht eine
unkomplizierte und intuitive Anwendung. Der prinzipielle Aufbau besteht aus einer elektrisch
beheizten Wendel, die ein Aerosol erzeugt, und einem Akku. Die Heizwendel ist von einem
sogenannten Liquid in einem Tank umgeben. Das Liquid beinhaltet eine Basismischung bestehend aus
Propylenglycol, Glycerin und reinem Wasser in unterschiedlichen prozentualen Anteilen. Dieses
Basisliquid dient demnach als Vehikel zum Transport von Substanzen wie Nicotin und Aromen und ist
im Tabakerzeugungsgesetz geregelt. Es gibt Hinweise darauf, dass eine akute Exposition gegeniiber
Aerosolen aus zusatzfreiem Basisliquid moglicherweise keine signifikanten Veranderungen der
Lungenfunktion verursacht (7), wohingegen eine chronische Exposition zu einer Beeintrachtigung der
Lungenfunktion fiihren konnte (8). Bei der Zugabe von Nicotin und vor allem Aromen kann es zu
weiteren negativen gesundheitlichen Auswirkungen kommen deren Ursprung schwierig
nachvollziehbar ist, da die genauen Inhaltsstoffe nicht eindeutig deklariert werden. Die Hersteller
verweisen nur auf den Einsatz von zugelassen Aromen nach dem Lebensmittelrecht. Dies zeigt die

Wichtigkeit von kontrollierten zugelassenen Substanzen fiir die pulmonale Applikation, wie sie im
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Arzneimittelrecht gegeben ist. Es besteht die Annahme, dass das Basisliquid auch mit
pharmazeutischen Wirkstoffen fiir die pulmonale Applikation beladen werden kann. Aufgrund der
thermischen Belastung durch die e-Zigarette missen potentielle Wirkstoffe sowie das Vehikel eine
thermische Stabilitat aufweisen. Der Metabolismus von inhalierten organischen Verbindungen nach
Deposition hangt von der PartikelgroRe, der Loslichkeit in Korperflissigkeiten und der Konzentration
ab. Die inhalierten Partikel deponieren abhangig von ihrer GroRe aufgrund von Impaktion,
Sedimentation oder Diffusion in verschiedenen Bereichen der Atemwege. Die Loslichkeit von kleinen
lipophilen Molekilen ist in den unteren Atemwegen héher, wohingegen hydrophile Molekiile in den
oberen Atemwegen schneller absorbiert werden. Je héher die Dosierung, desto grofer ist der Anteil,
der nicht metabolisiert aufgrund von Clearance-Mechanismen ausgeschieden wird (9). Die
pharmakokinetischen Prozesse, die nach pulmonaler Applikation erfolgen, sind aufgrund der
Komplexitdt der einzelnen Bereiche der Lunge sehr spezifisch. Die Entwicklung von neuen
Applikationstechnologien hangt stark von diesen Prozessen und dem Sicherheitsprofil potentieller
Wirkstoffe ab. Die positiven aber auch negativen Effekte auf den menschlichen Organismus dieser
potentiellen inhalativen Technologie gilt es aufzuklaren und die Vorteile gegeniiber anderen

medizinischen Inhalatoren auszuarbeiten.
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1 Inhalation

Die Inhalation (lat. inhalare - ,anhauchen”) ist eine topische Applikationsform zur medizinischen
Therapie, bei der durch Einatmen Wirkstoffe in Form eines Aerosols Uber die Luftrohre die Lunge
erreichen konnen. Neben der lokalen Wirkung, wie der Modulation der bronchialen Muskulatur oder
der Konsistenz des Bronchialsekrets, konnen auch systemische Effekte induziert werden, wie bei

Inhalationsnarkotika.

Ein Aerosol ist eine Dispersion aus einer festen (Staubaerosol) und/oder flissigen (Nebelaerosol)
dispergierten Phase, auch Schwebstoff genannt, in einem gasférmigen Dispersionsmittel. Das
Einwirken der Schwerkraft fiihrt zu einer Entmischung des Aerosols. Der heutige Stand der
Wissenschaft, aber auch der Stand der Technik hat zu einem breiten Spektrum an
Anwendungsmoglichkeiten fiir Aerosole gefiihrt. Die ubiquitire kommerzielle Verbreitung von
Aerosolen ist Bestandteil beispielsweise in der Kosmetik (Parfiim, Deodorant), im Haushalt
(Reinigungsmittel) und in der Technik (Lackierungen). Aerosole konnen aber auch auf natirlichem
Wege, wie durch Pollenflug oder durch anthropogene Emissionen, wie verkehrsbedingte Feinstdaube
oder Brandrodungen entstehen. Beide Beispiele fur schadliche Aerosole verursachen wiederum eine
Belastung des humanen Organismus und kdnnen u.a. Erkrankungen der Atemwege beglinstigen (10).
Aufgrund dessen wurde die berufliche und umweltbedingte Exposition von Aerosolen in den
menschlichen Atemwegen in den letzten 50 Jahren hauptsachlich zur Bewertung von Grenzwerten an
Arbeitsplatzen untersucht. Die Einfiihrung einer PM-Kategorisierung (particulate matter) im Jahr 1987
fokussierte den inhalierbaren Anteil von Immissionen nach FeinstaubgréBen. Die Aerosole mit einem
aerodynamischen Durchmesser von <10 um werden als PMy klassifiziert, analog werden die Klassen
PM2s (@ <2,5 um) und PM; (@ <1 um) deklariert (11). Die wichtigste Aufgabe bei der Entwicklung einer
inhalativen Technologie ist es sicherzustellen, dass das Aerosol in die zu therapierenden Bereiche des
Atemtrakts gelangt. Dabei konnen Wirkstoffe z.B. aufgrund ihres hohen Dampfdruckes bei
Raumtemperatur verfliichtigen und somit resorbiert werden, wie bei der medizinischen Anwendung
stherischer Ole. Vorwiegend miissen sie allerdings vorab in eine inhalierbare Form gebracht
werden (12). Diese technologische Umsetzung der Erzeugung und Applikation eines therapeutischen

Aerosols wird in Kapitel 2.1.2 Technologien zur Inhalation naher erortert.

Therapeutische Inhalationen wurden bereits vor iber 4000 Jahren in der traditionellen indischen
Alternativmedizin — der Ayurveda — beschrieben (13). Das traditionelle Wissen Uber die Verarbeitung

von Pflanzenteilen zur medizinischen Inhalation konnte bis in die neuzeitliche Phytotherapie erhalten
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bleiben. Bereits Hippokrates und Galen beschrieben die Linderung von Atemwegserkrankungen durch
salzhaltige Meeresluft oder die wohltuenden &therischen Ole in der Waldluft der heutigen Kurorte.
Dieses fand ebenso Anwendung wie Raucherungen zu medizinischen Zwecken beispielsweise durch
sogenannte Asthma-Zigaretten oder Quecksilberdampfe bei Syphilis. Seit Jahrhunderten wird das
Inhalieren von leicht flichtigen Wirkstoffen aus Arzneidrogen mit Hilfe von Wasserdampf praktiziert.
Dabei beugt sich der Anwender zur Inhalation mit dem Gesicht Uber eine heille Flissigkeit. Ein
Handtuch, Gber den Hinterkopf gelegt, soll eine mit Wirkstoff gesattigte Atmosphére schaffen. Dieses
sogenannte Dampfteilbad kann zur Linderung von Beschwerden der oberen Atemwege und zur
Befeuchtung von Schleimhauten beitragen. Mit dem Beginn der industriellen Revolution im Jahr 1760
flihrten neue Herstellungsmoglichkeiten und technische Entdeckungen zu bedeutenden Fortschritten
bei der Applikation therapeutischer Aerosole (13). Die Massenproduktion von inhalativen
Verabreichungssystemen ersetzte die meist individuellen Zubereitungen der Arzte. Die formale
Anerkennung der Inhalation als therapeutische Applikation von Wirkstoffen wurde 1867 durch
Aufnahme in eine groBe Pharmakopde erlangt. Das britische Arzneibuch listete fiinf Arzneimittel zur
inhalativen Anwendung auf: Blausadure, Chlor, Jod, das Teerdl Kreosot und Pflanzenteile des
Schierlings. Die Inhalation dieser Stoffe ist nach heutigem Wissensstand ungeeignet und wird nicht
mehr praktiziert (13). Die pharmakologische Wirkung setzt das Eindringen ausreichender
Konzentrationen aerosolierter Wirkstoffe bis in die feinen Bronchialverzweigungen und Alveolen
voraus. Im Jahr 1920 konnte durch experimentelle Untersuchungen die wissenschaftliche Grundlage
der Inhalationstherapie geschaffen werden, indem die TropfchengroRe zur Lungengangigkeit von
Wirkstoffen definiert wurde. Die Trépfchen sollten einen Durchmesser von 1 — 20 um haben, um mit
dem inspiratorischen Luftstrom mitgefiihrt und an den feuchten Bronchialwdnden absorbiert zu
werden (14). Ein Meilenstein in der klinischen Anwendung der medikamentdsen Inhalationstherapie
war die Conference on the Scientific Basis of Respiratory Therapy im Jahr 1974. Dort sprachen Experten
der Lungenmedizin und Beatmungspflege iber Untersuchungen der wissenschaftlichen Grundlagen
der Beatmungspflege und speziell (iber die Aerosoltherapie (15). Die Unterzeichnung des Montrealer
Protokolls im September 1987 veranderte die pharmazeutische Aerosolindustrie dramatisch und
flhrte zu einem Entwicklungs- und Innovationsschub von Dosier- und Pulverinhalatoren und der

Entwicklung von fortschrittlichen Verneblersystemen (16).

Heutzutage wird die inhalative Therapie hauptsachlich bei akuten wund chronischen
Atemwegserkrankungen eingesetzt, dabei vor allem bei Asthma bronchiale und der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD). Auch Erkrankungen wie Bronchitis, Mukoviszidose und
Pneumonien werden lber pulmonale Applikation von Wirkstoffen behandelt. Die gezielte Applikation
von Wirkstoffen in der Lunge hat viele potentielle Vorteile. Die sehr groRe Oberflache der Lunge

ermoglicht eine gezielte Anwendung direkt am Wirkort und eine schnelle Absorption. Je nach
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Erkrankung kénnen unterschiedliche Bereiche der Lunge durch Regulierung der PartikelgrofRe erreicht
werden. Aufgrund der Umgehung des First-Pass-Effektes ist eine geringere Dosierung notwendig und
eine bessere Bioverfligbarkeit moglich. Darliber hinaus gibt es eine geringere proteolytische
Enzymaktivitat in der Lunge verglichen mit dem Gastrointestinaltrakt. Diese nicht invasive Applikation
ermoglicht eine hohe lokale Konzentration am Zielort bei reduzierter Dosierung und Minimierung
moglicher Nebenwirkungen und systemischer Exposition. Der grundsatzliche Nachteil besteht in der
technologischen Ausfiihrung, denn trotz der geeigneten Geratekonstruktionen erreicht nur ein
Bruchteil der Dosis das beabsichtigte Ziel. Der Grund fiir diese geringe Effizienz der Lungenablagerung
liegt jedoch auch im sehr individuellen Applikationsprofil jeder Anwendung. Die pulmonale
Verabreichung ist herausfordernd und hangt stark von der Atmung des Patienten, der Formulierung
und der verwendeten Technologie ab. Das Inhalationsverhalten von Menschen ist sehr stark individuell
und kann sich erheblich unterscheiden. Ein ideales Aerosolsystem sollte zuverldssig und
reproduzierbar eine hohe Effizienz der Lungendeposition ermdglichen. Die Erzeugung von
lungengdngigen Aerosolen muss einfach und selbsterklarend gehandhabt werden. Die Technologie
sollte widerstandsfahig gegeniber Kontamination und VerschleiR sein und die Fahigkeit zur

Mehrfachdosierung haben (17).

2.1.1 Inhalation von Wirkstoffen

2.1.1.1 Aufbau von Lunge und Bronchien

Der menschliche Atmungsapparat ist ein komplexes System, wobei die Lunge den funktionellen
Bereich darstellt. Die Lunge sitzt im Brustraum (Thorax) und teilt sich in zwei Lungenfliigel. Der
Atemtrakt wird in die oberen und unteren Atemwege gegliedert. Die oberen, konduktiven Atemwege
umfassen die Nasenhoéhle, den Rachenraum (Pharynx) und den Kehlkopf (Larynx). Sie bilden den
extrathorakalen Abschnitt. lhre Aufgabe besteht in der Erwdarmung, Befeuchtung und Reinigung der
eingeatmeten Luft. Am Kehlkopf trennen sich die Luft- und Speisewege. Die unteren Atemwege
bestehen aus der Luftrohre (Trachea), die sich in die Stammbronchien aufspaltet und (iber die
Bronchien in den respiratorischen Bereich der Lunge fiihrt. Die Bronchiolen und die darauffolgende
alveolare Ebene sind fiir den effektiven Gasaustausch verantwortlich. Diese sogenannten
Lungenbldschen werden von einem etwa 100 m? groRen Kapillarnetz aus feinen BlutgefiRen
umspannt (18). Die Gesamtkapazitat der Lunge, auch Totvolumen genannt, kann bei Erwachsenen bis
zu 6 Liter Luft betragen, wobei selbst bei maximaler Ausatmung ein Restvolumen von 1,25 Litern in

den leitenden Atemwegen verbleibt. Im Ruhezustand benétigt ein Mensch 0,3 L/min O,, wihrend
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0,25 L/min CO, wieder ausgeatmet werden. Fir diesen Vorgang werden anndhernd 7 L/min Luft

ausgetauscht (19, 20).

Das Bronchialsystem mit seinen fortschreitenden bronchialen Verzweigungen wurde im Jahr 1963 von
Weibel und Gomez mit einem symmetrischen Baum verglichen (21). Das Modell des Bronchialbaumes
wird in 23 Teilungsgenerationen gegliedert, die sich in ihrer Anzahl an Bronchialsegmenten
exponentiell vervielfachen. Dabei bildet die Trachea (Stamm) die Generation null und teilt die erste
Generation in linken und rechten Lungenfliigel. Mit Zunahme der Generationen nimmt die Anzahl der
Verastelungen zu, der Durchmesser der Gefalle und die Stromungsgeschwindigkeit jedoch ab. Die
ersten 16 Generationen befinden sich in der leitenden Zone, der respiratorische Gasaustausch findet

in den letzten sieben Teilungen (17 — 23) statt. (Abbildung 1) (22).

Luftleitung Gasaustausch

0 1 2 3 4 = ¢ |7 c15: 19 201 : 2122 24

Abbildung 1: Das Bronchialsystem als symmetrischer Baum nach Weibel und Gomez (21) adaptiert von (23) —
Luftleitungszone: Generationen 0 — 16 (Trachea, Bronchien, Bronchiolen), Respiratorische Zone: Generationen
17 — 23 (respiratorische Bronchiolen, Alveolargdnge, Alveolarsacke)

2.1.1.2 Gasaustausch in den Alveolen

Das Bronchialsystem dient zum pulmonalen Gasaustausch zwischen Organismus und Umwelt. Dieser
wird in drei Teilprozesse gegliedert. Der Austausch der exhalierten kohlendioxidreichen (CO,) gegen
inhalierte sauerstoffreiche (0,) Luft zwischen etwa 300 Millionen Alveolen und der Atmosphare wird
als Ventilation bezeichnet. Hierfiir dient der konduktive Abschnitt der Atemwege, der die Luft
gleichmalig auf folgende Einheiten verteilt und somit eine OberflachenvergrofRerung schafft. Der
effektive Gasaustausch durch die alveolo-kapillare Membran ist die Diffusion, die im respiratorischen
Abschnitt stattfindet. Diese funktionelle Oberfliche der Lunge macht etwa 140 m? aus (20). Die

Geschwindigkeit der Atemluft wird in den Alveolen auf wenige Millimeter pro Sekunde verringert und
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der Konzentrationsunterschied zwischen Alveolargas und vendsem Blut kann effektiv ausgeglichen
werden. Anschliefend versorgt das sauerstoffreiche Blut durch Perfusion die jeweiligen Organe (24).

Die folgende Abbildung 2 stellt den pulmonalen Gasaustausch dar.

I Ventilation

Distribution

Perfusion

Diffusion

Abbildung 2: Pulmonaler Gasaustausch und Arterialisierung adaptiert von (25) — dargestellt ist die Ventilation der
exhalierten kohlendioxidreichen (CO2) gegen inhalierte sauerstoffreiche (O2) Luft zwischen den Alveolen und dem
Blutkreislauf

2.1.1.3 Inhalative Aufnahme und Deposition von Partikeln

Die Aufnahme und Verteilung von Partikeln im Atemwegstrakt erfolgt in Abhangigkeit verschiedener
Parameter wie der PartikelgroRe und wird durch die drei Mechanismen Impaktion, Sedimentation und
Diffusion beschrieben. Die Impaktion beruht dabei auf wirkenden Tragheitskraften. Die inhalierten
Partikel konnen der Stromung der Atemluft nicht mehr in tiefere Abschnitte folgen und impaktieren
an Verzweigungen. Dieser Abscheidemechanismus ist umso wahrscheinlicher, je groBer die
Geschwindigkeit der Atemluft, die Atemfrequenz, die Partikeldurchmesser und —dichten sind. Einen
therapeutischen Nutzen hat dieser Tragheitsaufprall nur, wenn der Wirkort der inhalativen Therapie
der obere Respirationstrakt ist. Dieses ist beispielsweise bei respiratorischen Infekten wie
Entziindungen der Nase (Rhinitis), des Rachens (Pharyngitis) und des Kehlkopfes (Laryngitis)
gegeben (26). Die Deposition aufgrund von Gravitationskraften wird als Sedimentation bezeichnet. Sie
tritt in tieferen Abschnitten des Atemtraktes und bei PartikelgréBen zwischen 1 und 10 um auf. Je
niedriger die Atmungsstarke und langer die Verweildauer, desto wahrscheinlicher ist die
Sedimentation der Partikel. Die Diffusion beruht auf einer thermischen Bewegung der umgebenden
Gasmolekiile, die als Brown’sche Molekularbewegung bezeichnet wird. Die Diffusionsgeschwindigkeit
steigt mit sinkendem Partikeldurchmesser fiir Partikel kleiner als 1 um. Da durch Diffusion nur ein

massenmalig kleiner Teil des Wirkstoffs deponiert wird, ist die Sedimentation der bedeutendste
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Abscheidemechanismus der unteren Atemwege (26). Die Herleitung des Depositionsweges eines
inhalierten Partikels im Atemwegstrakt ist Uber dessen medianen massenbezogenen aerodynamischen
Durchmesser (mass median aerodynamic diameter, MMAD) im Zusammenhang der jeweiligen
Stromungsgeschwindigkeit moglich. Der MMAD wird dabei tGiber den geometrischen Durchmesser, die
Partikeldichte und —form definiert. Demnach impaktieren Partikel mit einem MMAD von 210 pum
aufgrund ihrer Tragheit schon am Rachen, Partikel zwischen 0,1 und 1,0 um hingegen diffundieren
direkt oder werden wieder ausgeatmet. Die PartikelgréBen mit einem MMAD zwischen 1 und 5 um
sedimentieren und lagern sich im respiratorischen System ab (27). Die GrofRenbereiche gangiger

Partikel sind in folgender Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Arten und GroRenbereiche von Beispiel-Partikeln modifiziert nach (28) — dargestellt ist der
aerodynamische Durchmesser im Bereich von 0,01 um bis 1 mm und die Klassifizierungen der Partikelarten

Bei der Betrachtung moglicher Wirkstoffe sind die Formulierung und ihre Wechselwirkung mit der
Lungenschleimhaut und ihren Bestandteilen entscheidend. Dieser Schleim ist eine Hydrogelschicht, die
hauptsachlich aus Wasser und Mucinen (Glycoproteine) besteht und einen aufsteigenden Abtransport,
die mukozilidre Clearance von Fremdkoérpern bewirkt. Diese werden anschlieRend abgehustet oder
geschluckt. In den unteren Atemwegen dominiert hingegen die Clearance durch alveolare
Makrophagen, die nach der Phagozytose eines Partikels mukozilidar abtransportiert werden und
Entziindungs- und Immunreaktionen auslésen kdnnen. Die gesamte Oberflaiche der Atemwege ist
auBerdem mit einer dinnen Surfactant-Schicht Uberzogen, die aufgrund der Herabsetzung der

Oberflachenspannung den Eintritt der inhalierten Substanzen ermaéglicht.
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Die Abbildung 4 verdeutlicht graphisch den Mechanismus der Deposition eines Partikels in der Lunge.
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Abbildung 4: Deposition eines Aerosolpartikels in der Lunge modifiziert nach (29) — (1) Freisetzung des
pharmazeutischen Wirkstoffes aus dem Aerosolpartikel in die Lungenschleimhaut, (2) Absorption des Wirkstoffes
durch das Lungenepithel, (3) Abtransport und Ausscheidung des ungelésten Partikels

Das Ziel einer pulmonalen Applikation ist demnach stets eine schnelle Absorption mithilfe der
Formulierung des Tragers, um den Clearance-Mechanismen, den Selbstreinigungsmechanismen der

Bronchien, und somit einer vorzeitigen Eliminierung des Wirkstoffs entgegenzuwirken (29).

2.1.1.4 Wirkung von deponierten Partikeln im humanen Organismus

Da die Zahl der zugelassenen Hilfsstoffe fiir die pulmonale Wirkstoffabgabe zur Verbesserung des
Aerosolverhaltens von Formulierungen sehr begrenzt ist, kann eine bessere Verabreichungseffizienz
durch die Entwicklung optimierter Partikelformulierungen erreicht werden. Der Wirkmechanismus
nach der Partikeldeposition ist bei gut I16slichen und permeablen pharmazeutischen Wirkstoffen die
schnelle Aufnahme in den Blutkreislauf. Dieses trifft u.a. bei kleinen lipophilen Molekilen wie Nicotin
zu. Diese schnelle Absorption der Aerosole ist wiinschenswert und (berwiegend bei den
kommerziellen Produkten gegeben. Da das verfligbare Fllssigkeitsvolumen in der Lunge fir die
Auflésung begrenzt ist (10—-30mL), sind bereits geléste Substanzen von Vorteil (30). Andere
Mechanismen, die die Wirkstofffreisetzung verlangern oder verzogern sind moderne
Applikationsmethoden, die bereits zugelassenen Produkten zuzuordnen sind. Ein Beispiel sind inaktive
Vorstufen von Substanzen sogenannte Prodrugs, die erst nach Inhalation durch bronchiale Enzyme zu

aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen umgewandelt werden (29). Der Einsatz von Tragersystemen zur
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Verkapselung des Wirkstoffes und Verlangsamung des Auflosungsprozesses beispielsweise in Form
von Liposomen ist ebenfalls moglich. Die Vorteile einer Behandlung von Lungeninfektionen verursacht
durch Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) mit liposomalem Tobramycin gegeniiber der freien
Form des Wirkstoffes konnten im Mausmodell bereits gezeigt werden. Liposomales Tobramycin
induzierte sowohl eine schnellere Reduktion der koloniebildenden Einheiten des Bakteriums als auch
eine langer anhaltende Wirkung. Aufgrund der hydrophoben Umbhillung des hygroskopischen
Wirkstoffes bieten Liposomen ebenfalls eine Schutzfunktion vor Feuchtigkeit (31). Eine lange
pulmonale Verweildauer spezifischer Wirkstoffe und somit eine langere Dauer der lokalen Wirkung
trotz Verringerung der Dosierungshaufigkeit ist erstrebenswert. Eine retardierende Wirkung kann
durch biologisch abbaubare Tragerstoffe oder Mikrospharulen durch gleichmaRig verteilte Wirkstoffe
in einer Polymermatrix erzielt werden. Darliber hinaus werden Maoglichkeiten untersucht, wie
Wirkstoffe, die Gber den First-Pass-Effekt metabolisiert werden, inhalativ appliziert werden kénnen.
Dadurch kann eine hohere Bioverfligbarkeit bei geringerer Dosierung erreicht werden. Ein weiterer
Ansatz ist die Inhalation von systemisch wirkenden Peptiden oder Proteinen, wie Insulin und

Heparin (29).

Im Allgemeinen werden Hilfsstoffe angewandt, um die physikalische und chemische Stabilitat des
Wirkstoffes oder seine pharmazeutischen Eigenschaften zu verdndern, dabei jedoch inaktiv fir die
therapeutische Wirkung zu bleiben. Mogliche Substanzen fiir Tragersysteme missen nicht nur ihre
jeweilige Funktion erfillen. Die Einstufung als unbedenkliche Substanz in inhalativer Form muss
grundlegend zutreffen (32). Obwohl in der Literatur eine Vielzahl von Hilfsstoffen untersucht wird, ist
nur eine begrenzte Anzahl fiir die pulmonale Verwendung zugelassen, da die zustandigen Behorden
die Verwendung von etablierten Hilfsstoffen sowie allgemein als sicher anerkannten (generally
recognized as safe, GRAS) Substanzen bevorzugen. In dieser Hinsicht sind im Vergleich zu oral
applizierten Hilfsstoffen, die fir die Inhalation zugelassenen relativ lberschaubar aufgrund des
Mangels an Sicherheitsdaten und Abbaumechanismen bzw. Stoffwechselrouten. Flissige
Formulierungen sollten auf den physiologischen pH-Wert und Osmolaritat eingestellt werden, da im
Gegensatz zum Magen-Darm-Trakt die Pufferkapazitat der Lunge begrenzt ist. Zur Einstellung werden
Substanzen wie Salzsdure, Natriumhydroxid, Zitronensdure, Natriumchlorid und Phosphate
verwendet. Die Loslichkeit von Wirkstoffen und Uberwindung der Grenzflichenspannung wird anhand
geringer Mengen an Ethanol oder Tensiden wie Polysorbate oder Sojalecithin reguliert. Zur
Stabilisierung kdnnen Aminosauren (z.B. Leucin, Glycin und Alanin), kleine Kohlenhydrate (z.B. Lactose,
Glucose und Mannitol) oder Polymere (z.B. Polyethylenglycol, Polyvinylpyrrolidon) verwendet werden.
Ein verzogertes Freisetzungsverhalten kann beispielsweise durch Zubereitungen mit Chitosan oder
Glycerin begiinstigt werden (33). Ahnlich wie die Eigenschaften der bereits beschriebenen Liposomen

bieten Cyclodextrine apolare Hohlrdaume, die hydrophobe Wirkstoffe einschlieRen und verzogert
27



freisetzen konnen. Einige Formulierungen enthalten Konservierungsmittel wie Methylparaben und
Propylparaben oder Antioxidantien wie Ascorbinsdure, um eine langfristige Konservierung zu
gewahrleisten. Es werden sogar Geschmacksregulatoren (Aromen, SiiBstoffe) zur Verbesserung der

gustatorischen Wahrnehmung aber auch als Indikator einer erfolgreichen Einnahme verwendet (34).

Die meisten inhalativen Anwendungen sind verbunden mit einer Hypersekretion, mit Entziindungen
und Odemen und mit Spasmen der Bronchialmuskulatur. Die h&ufigsten Wirkstoffe sind
Glucocorticoide, B2-Sympathomimetika und Antibiotika. Die klassischen Applikationen zur lokalen
Therapie beruhen grundsatzlich auf der Behandlung von Asthma bronchiale und der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD). Die Erkrankung Asthma beruht auf einer chronischen
Entziindung der Atemwege, die mit anfallsweiser Atemnot infolge einer Bronchialobstruktion
einhergeht. Die bronchiale Hyperaktivitat reagiert darauf mit vermehrter Schleimsekretion,
Verkrampfung der Bronchialmuskulatur und Bildung von Odemen. Ahnliche Symptome werden auch
bei an COPD erkrankten Patienten beobachtet. Allerdings ist die Obstruktion hier dauerhaft und eine
Uberempfindlichkeit der Atemwege wird eher selten beobachtet. Die Bronchodilatatoren bewirken
die Weiterung von verengten Bronchien. Die Wirkstoffgruppe der B,-Sympathomimetika stimuliert die
B.-Adrenozeptoren, welche eine Entspannung der Bronchialmuskulatur bewirken (35). Die
Anticholinergika hingegen hemmen den muskarinischen Acetylcholinrezeptor kompetitiv und
unterdriicken somit Nervenreize, die Kontraktionen hervorrufen (36). Die inhalative Anwendung muss
die glatte Atemwegsmuskulatur der Bronchien und Bronchiolen erreichen somit die Regionen des
Atemtrakts, die von Obstruktion betroffen sind. Die Glucocorticoide werden allein oder in Kombination
mit einem Bronchodilatator eingesetzt. Sie werden inhalativ ausschlieBlich angewendet, um
entziindungshemmend Symptome von Asthma und COPD zu lindern und somit den Einsatz der
Bronchodilatatoren zu senken (37). Die Inhalationstherapie ist ebenfalls von Bedeutung bei der
Behandlung von Mucoviszidose (cystic fibrosis, CF). Der Gberwiegende Anteil der Patienten stirbt an
Lungenzerstorung in Verbindung mit chronischen P. aeruginosa-Lungeninfektionen. Diese Infektionen
kéonnen nur mithilfe von hohen topischen Konzentrationen von Antibiotika (z.B. Tobramycin,
Aztreonam und Levofloxacin) verabreicht Gber Vernebler unter Kontrolle gehalten werden. Die
Substanzen verfligen dabei Uber eine sehr geringe orale Bioverfiigbarkeit, die Gber die pulmonale
Applikation gesteigert werden kann (38). Neben der Behandlung von Infektionen wird die inhalative
Therapie eingesetzt, um die zahfliissige Schleimschicht abzubauen und die mukozilidre Clearance und
die Hydratation der Atemwege zu verbessern (15). Aerosolierte Impfstoffe gehéren zu den nicht-
konventionellen Anwendungen. Der Einsatz zur Grippepravention wurde als Nasenspray —aber auch
als spriihgetrocknete Formulierung — bereits angewandt. In den 1990er Jahren wurden Kinder
inhalativ gegen Masern geimpft, dabei zeigte sich eine potentiell verbesserte Immunreaktion im

Vergleich zur Injektion. Ein dreifacher Impfstoff gegen Masern, Mumps und Rételn als Trocken-
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Pulverformulierung befindet sich momentan in der Entwicklung (39). Aber auch die systemische
Applikation von aerosolierten Wirkstoffen spielt zunehmend eine Rolle in der Inhalationstherapie. Die
Physiologie und die hohe Absorptionskapazitat der Lunge bieten aufgrund der groRen Oberflache und
der diinnen Epithelschicht eine potentielle Applikationsmoglichkeit von peroral nicht bioverfiigbaren
kleinen aber auch groReren Molekiilen (z.B. Peptide, Proteine). Die GroRe und Polaritat begrenzt die
Permeation durch das Darmepithel und enzymatischer Abbau durch Peptidasen und Proteinasen fiihrt
zur Inaktivierung. Die konventionelle Injektion beeintrachtigt gerade bei chronischen Erkrankungen die
Compliance. Das Potenzial als pulmonale nicht-invasive Option fiir die systemische Verabreichung
haben Wirkstoffe wie Insulin und Fentanyl bereits bewiesen und werden klinisch untersucht. Auch hier
ist die Formulierung und die Technik entscheidend, da die Denaturierung und Inaktivierung aufgrund
von Wechselwirkungen mit anderen Inhaltstoffen, thermischer Belastung oder enzymatischem Abbau
ein Stabilitatsproblem darstellen kénnte (33). AuRerdem werden inhalative Nicotinersatzprodukte zur
Reduzierung des Tabakkonsums angewandt. Angesichts der Bedeutung der Aerosoltherapie stehen
einige stationdre und portabelmobile Gerate zur inhalativen Applikation von pharmazeutischen

Wirkstoffen Uber die Fest- oder Flissigphase zur Verfligung.

2.1.2 Technologien zur Inhalation von Substanzen

Die Inhalation ist keineswegs eine moderne Applikationsroute von Wirkstoffen zu therapeutischen
Zwecken. Sie reicht Jahrtausende zuriick und ihre Entwicklung konnte sinnvoll rekonstruiert werden.
Die erste therapeutische Aerosolverabreichung wird auf einer altdgyptischen Papyrusrolle aus dem
Jahr 1554 v. Chr. beschrieben (15). Zur Anwendung von Atemnot wurde ein GefaR mit Schilfrohr im
Deckel empfohlen, welches die alkaloidhaltigen Dampfe von erhitztem Bilsenkraut in die Atemwege
leitet. Neben der hier beschriebenen Wirkung von inhalativ verabreichten Alkaloiden ist die wohl
bekannteste antike inhalative Applikation zu therapeutischen aber auch zu Genusszwecken, die des
Opiums unter Verwendung von Pfeifen. Die Inhalation von Wasserdampf mit moglichen Supplementen
zur Befeuchtung der Atemwege wurde in der Antike in 6ffentlichen Badern praktiziert. In Indien
wurde 600 v. Chr. die erste therapeutische MaRBnahme zur Linderung von Asthma formuliert. Das
Verbrennen von Krautermischungen durch Pfeifen und Zigaretten fiihrte zu einer Abschwachung von
Asthmasymptomen, wurde allerdings auch zur Sedierung und Narkose in Form von Cannabisrauch
verwendet (15). Auch Hippokrates (460 —377 v. Chr.) beschrieb &hnliche Inhalationsweisen zur
Behandlung von Krankheiten. Der griechische Arzt Galen formulierte wohl die ersten
Pulverinhalationen um 150v.Chr. zur Behandlung von Angina. Inhalationsgerdate oder

Inhalationshilfen zur Applikation von Rauch verbrannter Pflanzen finden sich in allen Kulturen in
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diversen Variationen wieder, aber erst mit dem Beginn der industriellen Revolution 1760 ermdglichten
neue Herstellungsmoglichkeiten und technische Entdeckungen eine Massenproduktion von
Inhalationsgeraten. Den Begriff ,,Inhalator” pragte im Jahr 1778 der englische Arzt John Mudge durch
seine Erfindung der Inhalation von Opiumdampf zur Behandlung von Husten. Dieser Inhalator in Form
eines Zinnkruges diente der Erzeugung und Abgabe von Aerosolen auf Dampfbasis (40). In der Mitte
des 19. Jahrhunderts wurde die Technologie des Zerstaubens in Frankreich weiterentwickelt. Als
Reaktion auf die Nutzung von Thermalbadern zu therapeutischen Zwecken wurde ein Zerstauber von
Dr. Sales-Girons erfunden, der Flussigkeit mit Hilfe eines Pumpengriffs aus dem Reservoir ansaugte,
durch eine Dise gegen eine Platte driickte und somit einen feinen Sprihnebel erzeugte. Zeitgleich
wurden in England verschiedene Keramik-Inhalatoren mit ahnlicher Funktionsweise wie der Mudge-
Inhalator zur Erzeugung medizinischer Dampfe kommerzialisiert (15). Ein bedeutender Fortschritt der
therapeutischen inhalativen Applikation war die Erfindung von Geréten, die eine feine Verteilung von
Tropfchen ermdglichen. Diese konnen in Zerstduber (Atomizer) und Vernebler (Nebulizer) eingeteilt
werden. Die Atomizer erzeugen eher grobe Aerosolsprays, von denen nur ein kleiner Teil die unteren
Atemwege erreicht. Die Nebulizer hingegen verfligen (iber eine Technologie, die groe Tropfchen aus
dem Luftstrom entfernt und somit die erzeugten feinen Aerosole tief in die Lunge eindringen und
wirken kénnen. Der Beginn der Vernebler-Therapie im Jahr 1862 wurde vom deutschen Arzt Bergson
durch die apparative Grundlage fir den heutigen Diisenvernebler geschaffen (Venturi-Diisen-System),
einer Zerstaubung aufgrund von der Druckdifferenz in zwei Glasrohren. Der mdoglicherweise erste
Pulverinhalator (DPI) wurde 1889 von Frederick Roe in Form eines Karbol-Rauchball patentiert. Dieser
hohle Gummiball erzeugte durch das Zusammenrticken ein Pulveraerosol. Im 20. Jahrhundert wurden
vermehrt brennbare Pulver und Zigaretten zur Behandlung von Asthma und anderen
Lungenbeschwerden verwendet (41). Die Unterzeichnung des Food and Drug Act von 1906 verdnderte
die Entwicklung und Erprobung von aerosolierten Therapeutika. Infolgedessen wurden die
Durchfiihrung und Veréffentlichung kontrollierter klinischer Studien zur Bewertung der Wirksamkeit
verschiedener therapeutischer Aerosole essentiell. Im Jahr 1927 wurde das erste Patent in den
Vereinigten Staaten fiir eine elektronische Applikation zur medizinischen Anwendung von Joseph
Robinson angemeldet (42). Obwohl dieser Applikator nie vermarktet wurde, etablierte sich die
Grundidee in den folgenden Jahrzehnten. Die arzneimittelrechtliche Zulassung des ersten Druck-
Dosierinhalators (pressurized metered dose inhaler, pMDI) mit Epinephrin und Isoproterenol zur
Behandlung von Asthma durch die Riker Laboratories im Jahr 1956 war ein Meilenstein in der
Entwicklung der inhalativen Arzneimittel (41). In einigen Fallen setzten sich die neuartigen inhalativen
Applikationen jedoch gegeniiber den konventionellen Anwendungen nicht durch, da Schwierigkeiten
in der Synchronisierung der Einatmung mit der Verabreichung der Dosis auftraten, was zu einer

geringeren Wirkung und Akzeptanz bei den Patienten flihrte. Daraufhin wurden atemzugaktivierende
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Dosierinhalatoren konstruiert. Die parallele Entwicklung der Ultraschallvernebler fiihrte zu
verschiedenen Variationen an Geraten, die atemunterstiitzt, atemaktiviert und vordosiert arbeiten.
Eine wichtige Innovation in dieser Zeit war die Einfiihrung eines Verneblers durch Robert Lang im
Jahr 1962, der einen piezoelektrischen Kristall zur Zerstaubung der Losung durch Erzeugung von
Hochfrequenz-Ultraschallschwingungen nutzte und damit feinere Aerosole ermdglichte (15). Die bis
dahin an Popularitat zunehmende Anwendung an Inhalationsaerosolen konnte kaum
wissenschaftliche und klinische Belege aufweisen. Im Jahr 1974 wurde auf der zukunftsweisenden
Konferenz Gber die wissenschaftlichen Grundlagen der Atmungstherapie (Conference on the Scientific
Basis of Respiratory Therapy) in Philadelphia beschlossen und in der Beilage der ,American Review of
Respiratory Disease" veroffentlicht, dass es an fundamentalen Doppelblindstudien bedarf. Es sollte an
mathematischen Modellen zur Lungendeposition und an der Leistung der Inhalatoren geforscht
werden (17). Im Jahr 1987 fiihrte die Unterzeichnung des Montrealer Protokolls, welcher die
Abschaffung der Treibmittel auf Basis von Fluorchlorkohlenwasserstoffen (FCKW) vereinbarte, zu
einem Innovationsschub der Entwicklung alternativer FCKW-freier Inhalationstechnologien. Aber auch
die Entwicklung der DPIs wurde vorangetrieben und es erschienen Multidosis-Pulverinhalatoren mit
Blisterstreifen-Mechanismus als geschlossenes System zur Applikation. Auch die DPI-Technologie
musste in ihren Abgabeformulierungen in Bezug auf FlieBeigenschaften, PartikelgroBe und
Deagglomeration optimiert werden, um lungengangige Aerosole freizusetzen. Im Jahr 2004 wurde das
erste kommerzielle wassrige Inhalationsspray-System von der Firma Boehringer Ingelheim entwickelt
und zugelassen. Diese Technologien wurden maligeblich durch wissenschaftliche Entwicklungen in
verschiedenen Bereichen beeinflusst: theoretische Modellierung und indirekte Messungen der
Lungenablagerung, PartikelgréRenverfahren und Depositionsstudien in vitro, Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik. Die PartikelgroRe spielt dabei die entscheidende Rolle bei der Entwicklung von
Technologien fir pulmonale Applikationen. Die optimale Partikelgrole MMAD liegt bei 1 —5 um. Um
diese zu erreichen, bedarf es nicht nur einer geeigneten Technologie, aber auch der entsprechenden
Formulierung. Die gangigsten Verfahren sind Mikronisierung, Spriih-(gefrier-)trocknung, tiberkritische
Fluidkristallisation und Herstellung von Doppelemulsionen. Aber auch die Tragersysteme, die den
unveranderten Wirkstoff zum Wirkort bringen sollen, sind entscheidend. Die Wirkstoffe kdnnen
beispielsweise in Mikro- oder Nanopartikeln eingekapselt oder eingeschlossen in Liposomen gezielter
freigesetzt werden (43). Die heutigen kommerziellen inhalativen Technologien kénnen im
Wesentlichen in drei Kategorien eingeteilt werden. Die Anwendung der ersten Gruppe der
Dosierinhalatoren (MDI) erfordert flir ein gutes therapeutisches Ergebnis die Schulung der Patienten,
da die Koordination von Einatmung und Betatigung des Inhalators notwendig ist, um die gewiinschte
PartikelgroBe MMAD von weniger als 5 um zu erreichen und das Aufprallen gegen den Oropharynx zu

verhindern. Die Inhalation sollte langsam, tief und gerduschlos erfolgen, gefolgt vom Anhalten des
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Atems (44). Es wurde bereits mehrfach berichtet, dass viele Patienten nicht in der Lage sind diese
Atemtechnik zu reproduzieren (45-48). Dosierinhalatoren gehoren zu den aktiven Inhalatoren, da ein
Applikator die Zerstaubung aktiviert. Die tragbare Bauweise ist kompakt, kostenglinstig und ermoglicht
eine Multidosis-Freisetzung (49). Diese Inhalatoren kdnnen nochmals unterteilt werden in unter Druck
(pMDI) und nicht unter Druck betriebene Geréate. Die pMDIs gehoren zu den haufigsten Technologien.
Das Treibmittel ist ein komprimiertes, verflissigtes Gas, welches zur Gleichférmigkeit der Abgabe den
Dampfdruck konstant aufrechterhalten muss und heutzutage aus FCKW-freien Hydrofluoralkanen
(HFA) besteht. Die neuste Generation dieser Gerate ist atmungsgesteuert. Hierbei ist keine
Koordination zwischen dem Auslosen des Aerosols und der Einatmung notwendig. Der Anwender
steuert, wie bei der elektronischen Zigarette die Applikation selbst und aktiviert durch einen Zug den
Mechanismus. Die drucklosen Dosierinhalatoren (MDI) geben einen feinen Wirkstoffnebel ab, der tief
in die Atemwege eindringen kann und somit im Gegensatz zu den pMDIs eine geringere Dosis fir die
gleiche therapeutische Wirkung bendétigt (43). Die zweite Gruppe der Inhalatoren, die Trocken-
Pulverinhalatoren (DPI), besteht aus einer trockenen Pulversuspension, die bei der Inhalation fllssig
wird. Die Wirkstoffe erfordern hier eine Mikronisierung und eine Kombination mit einem
Tragerpartikel, um eine Deposition in den unteren Atemwegen zu ermoglichen. Sie werden passiv mit
in den Atemstrom eingefihrt und sollten rasch und gut hérbar angewandt werden. Die Einzel- oder
Mehrdosensysteme geben die Dosen aus Kapseln, Blistern oder Reservoirs frei. Eine optimierte
Deposition gelingt nur durch angehaltenen Atem (iber einige Sekunden und anschlieBendes langsames
Ausatmen. In folgender Abbildung 5 wird der Unterschied zwischen dem Mechanismus der
Dosierinhalatoren und der Pulverinhalatoren am Beispiel eines pMDI (A) und eines Diskus-DPI mit

Blisterstreifen (B) deutlich.
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Abbildung 5: Medizinische Inhalatoren zur Applikation von Arzneimitteln adaptiert von (50) — dargestellt ist der
schematische Aufbau der medizinischen Inhalatoren, A = Dosierinhalator, B = Pulverinhalator
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Die Anwendung der dritten Gruppe der Inhalatoren, der Vernebler (Nebulizer) ist im Gegensatz zu
anderen Inhalationen zeitaufwendiger, jedoch praktikabel einfach. Die Erzeugung von feinen
FlUssigkeitstropfen erfolgt auf drei verschiedenen Funktionsweisen. Der bereits erwahnte Venturi-
Effekt wird von den Disenverneblern technologisch umgesetzt. Es wird mithilfe eines Luftstroms ein
Unterdruck erzeugt, der die Lésung mitzieht und das Aerosol verspriiht. Ein im Aerosolstrom
platziertes Ablenkblech tragt dazu bei, die Bildung von lungengéngigen Partikeln (MMAD =1 —10 um)
zu gewahrleisten und gleichzeitig das Einatmen groBerer Tropfchen zu verhindern. Die
Membranvernebler pressen die Lésung durch Mikrobohrungen, die in ihrer GréRe angepasst sind an
die lungengingigen MMAD des Aerosols (@=3um). Die dritte Untergruppe sind die
Ultraschallvernebler. Sie wandeln elektrische Energie in hochfrequente Ultraschallwellen um. Diese
wiederum erzeugen die mechanischen Vibrationen eines Piezokristalls, welcher die
Hochfrequenzschwingungen (1 — 3 MHz) auf die Oberflache des Flissigkeitsbehélters tbertragt und
ein Aerosol erzeugt. Dabei gilt je hoher die Frequenz, desto kleiner die erzeugten Partikel (51). Die
Vernebler erzeugen hohe Dosen durch die kontinuierliche Betriebsart. Dadurch sind sie sehr
ineffizient, schlecht reproduzierbar und zeitaufwendig, brauchen aber keine umfangreiche Schulung
des Patienten. Aufgrund der schweren Kompressoren, der deutlichen Lautstarke und der bendtigten
Energiequelle eigenen sie sich nicht zum taglichen Transport. Zusatzlich besteht stdandiger
Reinigungsbedarf aufgrund des hohen Risikos einer bakteriellen Kontamination. Wie bei allen anderen
vorgestellten Inhalatoren muss die Formulierung auf die Technologie abgestimmt sein (49). Zu den
Inhalationstechnologien  gehoéren  ebenfalls die  Nasensprays. Sie erzeugen grobe
Aerosole (MMAD = >40 um), die durch Impaktion im Nasen-Rachenraum eingesetzt werden. Das Ziel
dieser therapeutischen MaRRnahme ist die lokale Abschwellung oder die Linderung von allergischen
Zustdanden. Diese Anwendung ist sehr bedeutend, da die Ruheatmung der meisten Menschen durch
die Nase geschieht. Bei leichter korperlicher Anstrengung kommt die Mundatmung im Wechsel hinzu
und erst bei mittlerer kdrperlicher Belastung wird nur durch den Mund geatmet, da der Widerstand

durch die oralen Atemwege viel geringer ist als in den nasalen Atemwegen (52).
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Fiir eine erfolgreiche therapeutische Inhalation ist jedoch auch das Erzeugen einer hohen
Lungendeposition entscheidend. Eine Review-Publikation von Joseph L. Rau aus dem Jahr 2005 fasste
die Untersuchungen der Lungendeposition von gangigen Inhalatoren aus den 1980er Jahren in

folgender Abbildung zusammen:
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Abbildung 6: Prozentuelle Verteilung der Wirkstoffdeposition aus Inhalatoren der 1980er Jahre modifiziert nach (17)
— dargestellt ist der prozentuelle Verlust der Wirkstoffe aufgrund von Ausatmung, der Bauweise des Inhalators
oder der Impaktion im Rachen im Vergleich zur gewiinschten Lungendeposition. MDI = metered-dose inhaler,
Dosierinhalator; DPI = dry powder inhaler, Pulverinhalator

Die Daten Uber die Effizienz der Medikamentenabgabe durch die dargestellten Aerosolgerate zeigten
eine Lungendeposition von 9 —14,5% der gesamten Nenndosis. Die zwei grofiten Faktoren fiir den
Wirkstoffverlust sind die Bauweisen der Inhalatoren und der oropharyngeale Verlust. Am Beispiel der
MDIs ist deutlich zu erkennen, dass der Gebrauch einer Inhalierhilfe eine verminderte Impaktion im
Rachen bewirkt, dagegen aber die Partikel am Gerat verbleiben. Da Vernebler besonders kleine
Partikel erzeugen, werden diese wieder ausgeatmet. Der Verlust durch das Gerét liegt hier an der
kontinuierlichen Erzeugung des Aerosols (17). In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass es
wichtig ist ein ganzheitliches Studiendesign zu verfolgen und mehrere Faktoren zu beachten. Die
Lungendeposition hiangt abgesehen von der Inhalationstechnik stark von Merkmalen des Patienten
(z.B. Atemwegsgeometrie, Inspirationskapazitat, Inhalationstechnik, Atemanhaltezeit) und der
Formulierung des Arzneimittels ab. So zeigte eine Review-Publikation von Baloira et al. aus dem
Jahr 2021, dass die Effizienz der Lungendeposition bei COPD-Patienten untereinander viel starker
variiert. Bei Druck-Dosieraerosolen erreichen 8-53% (MMAD=1,22-8um) und bei

Pulveraerosolen 7-69% (MMAD =1,8-4,8 um) die unteren Atemwege. Die Vernebler hingegen
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erzeugen ein Aerosol, welches zu 39 — 67% (MMAD = <5 um) in der Lunge deponiert werden kann (53).
Vergleichsstudien zur Beurteilung der relativen Bioverfiigbarkeit von Tobramycin konnten eine bis zu
neunfache Steigerung von Formulierungen zur Applikation mithilfe von Pulverinhalatoren gegentiber
Verneblern feststellen (54, 55). Viele weitere Studien zeigen ahnlich starke Schwankungen, die

aufgrund der bereits erwahnten Variablen erklart werden kénnen (56-59).

Die Definition eines idealen Inhalators nach Wolff und Niven aus dem Jahr 1994 zeichnet sich aus in
der Zuverlassigkeit, Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Freisetzung. Er sollte einfach in der
Anwendung, transportabel und kosteneffizient sein, um die Compliance zu starken. Die GroRe der
aerosolierten Partikel muss aulRerdem klein genug sein, damit sich das Aerosol mit hoher Effizienz in
der Lunge absetzen kann (MMAD =1-5 um). Weitere anwenderfreundliche Merkmale sind die
Fahigkeit zur Mehrfachdosierung, Haltbarkeit und Widerstandsfahigkeit gegen Kontaminationen (60).
Diese Vielfalt an Anwendungstechnologien ermoglicht eine jeweils maRgefertigte Applikation von
unterschiedlichen pulmonalen Wirkstoffen. Bei einer pharmazeutischen Zulassung eines Arzneimittels
bedarf es klinischer Studien, um die spezifische, partikelgréRenabhangige Aufnahme und Wirkung
sowie den Wirkort einer bestimmten Substanz im Zusammenspiel mit dem Tragersystem der
Formulierung und angewandter Technologie zu charakterisieren. Die eingesetzten Wirkstoffe missen

wahrend der Anwendung aber auch bei Lagerung chemisch und physikalisch stabil sein.

2.1.3 Technologie der e-Zigarette

2.1.3.1 Entwicklung der Technologie und gesetzliche Regulierung

Die Technologie der elektronischen Zigarette wurde bereits im Jahr 1963 von dem Amerikaner Herbert
A. Gilbert als Patent angemeldet (61). Die Grundprinzipien dieser verbrennungs- und tabakfreien
Alternative stimmen mit den heutigen kommerziellen Varianten mit Liquidtank und Batterie tberein.
Dieses Patent wurde jedoch nie kommerzialisiert, da elektrische Gerate dieser Art massenhaft nicht
finanzierbar und die Leistungen der Batterien nicht effizient genug waren. Hinzu kam der kulturelle
Aspekt, dass das Rauchen einer Tabakzigarette in den 1960er Jahren gesellschaftlich akzeptiert war,
da medizinische Langzeitstudien zu den Spatfolgen fehlten (62). Bis zum 21. Jahrhundert gab es keine
ernstzunehmenden Weiterentwicklungen bis im Jahr 2003 das Patent von Gilbert von dem
chinesischen Pharmakologen Hon Lik technisch {iberarbeitet und modern interpretiert wurde. Das
resultierende Gerat flhrte schlieRlich im Jahr 2007 zu einem internationalen Patent und Erfolg. Bereits
damals wurde das Nicotin in dem noch heute konventionellen Propylenglycol geldst und mithilfe einer

Heizwendel in Kombination mit einem hochfrequenten, Ultraschall emittierendem Piezoelement zu
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einem sichtbaren Dampf vaporisiert (63). Seit der Einflihrung der elektronischen Zigarette auf dem
Weltmarkt stieg deren Anwendung, wahrend das Image und der Konsum von Tabakprodukten
stetigem Wandel unterlag und zuriickging. Das Bewusstsein fiir gesundheitliche Risiken stieg aufgrund
von fundierten wissenschaftlichen Studien und die Kosten stiegen kontinuierlich durch
Steuerbelastungen. In Deutschland entstand im Jahr 2007 das Bundesgesetz zum Nichtraucherschutz,
welches zu flachendeckenden Rauchverboten fiihrte. Die e-Zigarette fiillte dieses entstandene
Vakuum, da die gesetzliche Situation weitestgehend ungeklart war (62). Die Rechtslage sah die
rauchfreie e-Zigarette nicht als Medizinprodukt im Sinn des Arzneimittelgesetzes (64). Dieses urteilte
das Verwaltungsgericht Miinchen im Jahr 2013 und wurde bereits mit drei Revisionsverfahren
rechtmalig bestatigt (65—67). Es liegt demnach keine Apothekenpflicht vor. Elektronische Zigaretten
konnten nach diesem Urteil frei verkauflich ohne Altersbeschrankung erworben werden. Erst im
Jahr 2016 wurde nach einer Novellierung des Jugendschutzgesetztes in §10 Absatz 1-3 die
e-Zigarette ins Tabakerzeugnisgesetz aufgenommen und der Erwerb fiir Minderjahrige offiziell
verboten (68). Es gilt ein Kauf- und Nutzungsalter ab dem 18. Lebensjahr. Heutzutage sind Herstellung
und Abgabe der nicotinhaltigen Liquids in Europa streng reguliert und die erlaubten Inhaltsstoffe
miissen eine hohe Reinheit aufweisen. Eine Anderung des Tabakerzeugungsgesetzes fiihrte ab
dem 01.01.2021 zu einer Regulierung auch von nicotinfreien Produkten. Bestimmte Additive, die einen
gesundheitlichen Nutzen suggerieren (z.B. Vitamine) oder stimulierende Stoffe (z.B. Coffein) sind
grundsatzlich verboten. Aromen wie 2,3-Butandion, Polei-Minze und Stoffe, die das Aerosol farben,
dirfen ebenfalls nicht als Inhaltsstoffe angewandt werden. Substanzen, die krebserregende,
erbgutverdndernde oder fortpflanzungsschadigende Eigenschaften (carcinogenic, mutagenic and toxic
to reproduction, CMR-Eigenschaften) im unverdampften Zustand aufweisen, diirfen kein Bestandteil

von Liquids sein (69).

Das erste Modell der elektronischen Zigarette bestand aus drei Teilen: einer Batterie, einer mit Liquid
gefiillten Kapsel und einem Heizelement. Der Anwender aktiviert durch das Einsaugen einen
elektronischen Sensor, der den Luftstrom erkennt und das Heizelement aktiviert. Das Liquid wird
erhitzt und als Aerosol eingeatmet (70). Im Jahr 2007 wurde von den britischen Unternehmern Umer
und Tarip Sheikh der Cartomizer entwickelt, der das Heizelement und den Liquidtank in einem
Kartuschensystem integriert. Die steigende Nachfrage fihrte zu Modellen mit leistungsfahigeren
Akkus und austauschbaren, wieder beftillbaren Tanks. Im Jahr 2009 wurde der Clearomizer erfunden,
ein Bauteil bestehend aus einer austauschbaren Heizspule mit Baumwolldocht (Atomizer) und einem
transparenten (clear) Liquidtank zur Uberwachung des Fiillstandes. Der Begriff e-Zigarette umfasst
eine sehr vielfaltige Produktpalette mit unterschiedlichen Design-, Funktions- und
Leistungsmerkmalen. Eine mogliche Einteilung erfolgt nach technischen Entwicklungen in vier Typen:

Die elektronischen Zigaretten der ersten Generation (,Cig-a-like”) ahneln in GréRe, Gewicht und
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Aussehen kommerziellen Verbrennungszigaretten. Sie sind einfache zweiteilige Gerate, die aus einem
geschlossenen Cartomizer und einer Batterie bestehen. Das Liquid ist gebunden an ein
Absorptionsmittel, welches das Heizelement umgibt und den Transfer gewahrleistet. Sowohl die
Aerosolbildung als auch die Applikation des Nicotins gemessen am Plasmaspiegel von Probanden sind
signifikant geringer verglichen mit den darauffolgenden Generationen an e-Zigaretten (71). Die
mehrteiligen Gerdte der zweiten Generation zeichnen sich vor allem durch wiederbefillbare
transparente Tanks und austauschbare Zerstauber aus (,Vape-pen®). Der Fiillstand kann funktional
standig beobachtet werden. Die Leistung der Batterien, eGO genannt, ist im Vergleich zur ersten
Generation héher und das Aussehen erinnert an einen groRen Stift. Sie haben in der Regel eine
zylindrische Form mit einem Tank aus klarem Kunststoff oder Glas. Der Docht ist entweder oben oder
unten im Tank angebracht, wobei die erste Form langere Dochte erfordert und zu einer schlechteren
Flussigkeitsaufnahme fiihren kann (72). Bei diesen Geraten konnte sich bereits das 510-Gewinde, ein
metrisches I1SO-Feingewinde, zum inoffiziellen Standard zur Verbindung von Akku und Verdampfer
etablieren. Die e-Zigaretten der dritten Generation werden auch ,Mods” (Modifikationen) genannt.
Die Akkus mit sehr groRer Kapazitdt konnen in ihrer Leistung (Watt) oder Spannung (Volt) variabel
eingestellt werden, so dass sie in der Nicotin-Abgabe vergleichbar mit herkdmmlichen Tabakzigaretten
sind. Dabei kann ein Volumen von 5 bis 40 mL je nach Modell mit einer Akkuladung verdampft
werden (73). Sie haben viele austauschbare Bauteile mit unterschiedlichen Eigenschaften wie
beispielsweise Widerstdinde und Dochte. Sie kénnen einfach individuell gestaltet und angepasst
werden. Das Dochtmaterial kann aus unterschiedlichen Materialien hergestellt werden, wie z.B.
Kieselerde, Polyester Fillwatte, Baumwolle oder anderen hitzebestandigen, absorbierenden
Materialien. Da der Cartomizer mit der Flissigkeit in Berlihrung kommen muss, befindet er sich
normalerweise am Boden des Tanks. Aufgrund der Verwendung sehr kurzer Dochte und des direkten
Kontakts mit der Flussigkeit haben die Tanks eine gute Flissigkeitsaufnahme und sind in vielen
Leistungsbereichen erhaltlich (74). In der dritten Generation sind auch selbst gewickelte Verdampfer
moglich, die so genannten RBAs (Rebuildable Atomizer). Ein weiteres Merkmal ist die
Temperaturregelung der Zerstdauberspule. Nicht temperaturgeregelte Gerate verwenden Kanthal®-
oder Nickel-Chrom-Legierungen, da deren physikalische Eigenschaften bei wechselnden
Temperaturen relativ konstant bleiben. Sie haben einen relativ hohen spezifischen elektrischen
Widerstand und eine geringe Neigung zur Oxidation. Je hoher der spezifische Widerstand, desto
geringer die elektrische Leitfahigkeit. Dies vereinfacht die Steuerung und ermdglicht den Einsatz von
Geraten mit direkter Batterie und variabler Spannung. Kanthal® ist die Bezeichnung einer Marke von
Eisen-Chrom-Aluminium-Legierungen. Seit dem Jahr 2010 werden Gerate mit softwaregesteuerter
Ausgangsleistung und direkter Steuerung der Wattzahl produziert. Die Gerdate mit variabler Leistung

kénnen ein konstantes Aerosol bei Anderung des Widerstandes der Heizspirale produzieren. Die vierte
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Generation zeichnet sich in der Weiterentwicklung und Optimierung der Bauteile aus. Bei
temperaturgeregelten Geraten werden reine Materialien, wie Nickel, Titan und Edelstahl fiir die
Heizdrihte verwendet, die bei Temperaturdnderungen signifikante, reproduzierbare Anderungen des
Widerstands erfahren. Der Widerstand des Drahtes ist dabei eine intrinsische, temperaturabhangige
Materialkonstante und wird zusammen mit dem gemessenen Widerstand zur Berechnung der
Temperatur verwendet. Die Gerate haben eine Box-Optik (,,Box Mods“) und neben der tiblichen Watte
wurden als Liquidtrager Bambusfasern, Edelstahlseile und Keramikleiter eingefiihrt (75). Die folgende

Abbildung 7 stellt die vier Generationen der elektronischen Zigaretten graphisch dar.
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Abbildung 7: Die vier Generationen der e-Zigarette modifiziert nach (76) — dargestellt sind die typischen optischen
Merkmale der technischen Entwicklung von elektronischen Zigaretten

Das Sortiment der sogenannten Heat-No-Burn-Produkte hat sich seit dem ersten Patent stark
verandert und wird auch in Zukunft kontinuierlich ausgeweitet und optimiert werden. Eine weitere
mogliche jedoch unspezifische Einteilung der Verdampfer ist die Kategorisierung in MTL- (mouth to
lung) und DTL- (direct to lung) Modelle. Diese Einteilung erfolgt prinzipiell aufgrund von Unterschieden
im Zugwiderstand. Alle bisher beschriebenen Verdampfer funktionieren nach dem MTL-Modell. Das
Liquid wird in einen Tank gefillt und Uber die Erwdarmung der Heizspirale durch einen groRen
Zugwiderstand zum Verdampfen gebracht. Es wird das Rauchen einer Tabakzigarette imitiert, indem
das Aerosol zuerst in den Mund gezogen und anschlieRend in die Lunge inhaliert wird. Die DTL-Modelle
haben einen geringeren Zugwiderstand durch Verkiirzen der Mundstiicke und VergréBern des
Innendurchmessers, somit wird das direkte Inhalieren in die Lunge ermoglicht (77). Die von
elektronischen Zigaretten gebildeten Aerosole weisen einen lungengéngigen Partikeldurchmesser auf.

Dies konnten bereits mehrere Studien aufzeigen. In einer Studie von Sundahl et al. konnte gezeigt
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werden, dass 13 unterschiedliche e-Zigaretten ein nicotinhaltiges Aerosol mit einem MMAD im Bereich
von 0,5-0,9 um erzeugen und dass 75 - 90% dieser Partikel wieder ausgeatmet werden (78). Andere
Untersuchungen ergaben geschatzte prozentuale Anteile von Partikeln in den tracheobronchialen und
bronchoalveoldren Regionen von 50,4-54,1% bzw. 7,3-30,6% (79). Eine weitere Studie
dokumentiert einen MMAD zwischen 0,25 und 0,45 um anhand zweier kommerzieller Gerate und
einem nicotinfreien Basisliquid (80). Die Verdampfung von Basisliquid bzw. deren Bestandteilen ohne
Zusatzstoffe ermittelte PartikelgroRen von Aerosolen aus reinem Propylenglycol (MMAD = 0,55 um
(81); 0,16 um (79) bzw. 0,20 um (82)), reinem Glycerin (MMAD = 0,42 um (81); 0,21 um (79) bzw.
0,35 um (82)) und einer Mischung aus beiden Bestandteilen zu 50% (MMAD = 0,34 um (81); 0,18 um
(79) bzw. 0,28 um (82)) in diversen Studien. Trotz unterschiedlicher Versuchsparameter liegen die
MMAD-Werte alle im lungengangigen Bereich von >1 um und erreichen somit die unteren Atemwege.
Diese Aerosole haben demnach vergleichbare bzw. kleinere Partikeldurchmesser als die bereits

beschriebenen Aerosole der medizinisch zugelassenen Inhalatoren.

2.1.3.2 Grenzen und bedenkliche Gesundheitsaspekte der e-Zigarette

Mit stetiger technologischer Entwicklung der e-Zigaretten stieg auch die Anzahl der wissenschaftlichen
und nicht-wissenschaftlichen Publikationen zu diesem Thema. Die Komplexitat dieser Produkte bietet
zahlreiche Themengebiete, die fiir den Anwender nach Markteinfihrung umstritten und nicht reguliert
waren. Nicht wissenschaftliche Publikationen mit dhnlichen Titeln wie , Gesundes Rauchen” oder
»Gesunde Alternative zur Zigarette” tauschten Konsumenten und gaben den Eindruck eines vollig
sicheren Verdampfungssystems. Es manifestierte sich die allgemeine Wahrnehmung die elektronische
Zigarette konnte zur Rauchentwdhnung beitragen, da nicotinfreie Liquids nur die Rauchgewohnheiten
wie Bewegungsablaufe reproduzieren sollten. Allerdings bildet sie in der Realitdt ebenso eine
Alternative zur Verbrennungszigarette bzw. dient als Einstieg zum Konsum von nicotinhaltigen
und —freien Produkten (70). Bereits die Bestandteile der meisten Basisliquids, Propylenglycol und
Glycerin, wurden aufgrund ihres ubiquitdren Einsatzes gewadhlt, welcher begriindet liegt in der
Einstufung als unbedenklicher Lebensmittelzusatzstoff befreit von Beschrdankungen einer taglichen
Einnahme von der Food and Drug Administration (FDA) in den Vereinigten Staaten und allgemein als
sicher anerkannt (GRAS). Diese Deklaration richtet sich jedoch auf eine perorale Einnahme und es ist
dringend davon abzuraten, die inhalierte Applikation von GRAS-Substanzen als unbedenklich
einzustufen. Die Inhalation flhrt direkt in der Lunge zu einer schnellen Absorption ins Blut Gber das
Umgehen des First-Pass-Effektes. Diese zwei Applikationswege kdnnen nicht miteinander verglichen

werden. Propylenglycol und Glycerin werden in unterschiedlichen Anteilen in den Liquids eingesetzt,
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dadurch ist eine Einstellung einer gewiinschten Viskositat moglich. In alteren Modellen der
e-Zigarette fihrte eine geringere Viskositat zur unkontrollierten Entleerung des Tanks, wobei eine zu
hohe Viskositat ein Trockenlaufen des Verdampfers verursachte. Diese Tatsache konnte durch Zugabe
von Wasser als Viskositatsregler kontrollierbar gemacht werden. Die beiden Tragerstoffe erzeugen
durch Erhohung der Aerosoldichte den Anschein einer Rauchwolke, die aufgrund ihrer
hygroskopischen Eigenschaft eine zusatzliche Anreicherung von Feuchtigkeit bewirkt. Eine
wissenschaftlich fundierte Suche nach einer toxikologisch unbedenklichen Transporter- und
Tragersubstanz fand demnach vor der Markteinfiihrung nicht statt (75). In zugelassenen Arzneimitteln
zur pulmonalen Inhalation werden diese beiden Hilfsstoffe ebenfalls verwendet, allerdings besteht die
Applikation hierbei nicht in einer elektrothermischen Behandlung des Arzneimittels. Wie die
schrittweise rechtliche Beurteilung dieser neuen Produkte, gab es ebenfalls eine Entwicklung in der
Methodik der Untersuchungen. Die Vergleichbarkeit ist aufgrund der Vielfalt an Variablen schwierig
und fihrt oft zu irrefihrenden, sogar wiedersprechenden Aussagen. In einigen Aspekten konnten die
standardisierten Untersuchungsmethoden der konventionellen Zigarette lUbernommen werden,
jedoch nicht ohne Modifizierungen. Um das erzeugte Aerosol analysieren zu kdnnen, muss es vor allem
reproduzierbar manuell oder automatisiert und standardisiert erzeugt und in einem geeigneten
System gesammelt werden. Die Untersuchungsmethoden sind jedoch noch nicht endgiiltig,
ausreichend entwickelt und werden auch weiterhin Gegenstand der Forschung sein missen (83).
Prinzipiell zeigen jedoch die meisten Studien, dass die Art und Menge der gebildeten Schadstoffe stark
von der Leistung der e-Zigarette, der Zusammensetzung des Liquids und dem Verhalten des
Anwenders abhangt. In einer Studie von Hutzler et al. konnte gezeigt werden, dass der Verbrauch einer
vollstandigen Tankfillung zu zwei Dritteln eine verstarkte Bildung von Carbonyl-Verbindungen, wie
Formaldehyd, Acetaldehyd und Acrolein verursacht. Damit scheint die Bildung von Aldehyden mit
niedrigen Liquidstdanden in den Tanks zu korrelieren. Wahrend der ersten 50 Ziige lagen die Werte weit
unter 1 pg/ Zug, stiegen jedoch zwischen 50 und 100 Zigen exponentiell auf zum Teil Uber 5 pg/ Zug
an. Deren Begriindung scheinen fehlende Sicherheitsvorkehrungen zur Aufrechterhaltung konstanter
Temperaturen wihrend der Zige zu sein, die zur Uberhitzung des Heizelementes aufgrund eines
erhohten Luftstromes fiihren (84). Diese These konnte eine Untersuchung von Cancelada et al.
bestatigen. Je geringer der Widerstand, desto schneller die Warmeibertragung und desto grofRer und
dichter die Aerosolwolke. Jedoch konnte experimentell gezeigt werden, dass die Liftungséffnung der
e-Zigarette einen erheblichen Einfluss auf die Bildung von Carbonyl-Verbindungen hat. Bei
geschlossener Luftzufuhr und geringem Zugvolumen (50 mL) wurde die hochste Konzentration an
Formaldehyd (48 ng/mg Aerosol) gemessen (85). Andere Studien wiederum berichten von einer stark
aromenspezifischen Bildung von Carbonyl-Verbindungen (86). Eine steigende Anzahl und

Konzentration an Aromen in nicotinhaltigen und nicotinfreien Liquids korreliert direkt mit pulmonalen
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toxikologischen Reaktionen in bronchialen und alveolaren Schleimhautmodellen (87). Aber auch
nicotin- und aromenfreie Liquids sind eine Quelle fiir Zersetzungsprodukte. So konnte eine Korrelation
zwischen einer steigenden Temperatur der Heizspule und der Masse an niedermolekularen Carbonyl-
Verbindungen gefunden werden. Dabei stieg die Temperatur (120 - 320°C) nicht nur iber die Erhéhung
der Leistung (Watt), sondern ebenfalls (iber die Anzahl der Ziige. Es konnten starke Variationen in den
Konzentrationen an Formaldehyd (16,5 — 1000 ng/ Zug) und Acetaldehyd (35,9 —119,2 ng/ Zug) je
nach Leistung ermittelt werden. AulRerdem wurde untersucht, dass eine trockene Heizspule bereits
bei 25 Watt eine Temperatur von 950°C erreichen kann (88). In einer Studie von Chen et al. konnten
sogar Temperaturen zwischen 322 und 1008°C bei trockenen Heizspulen, 145 —334°C bei halber
Tankflllung und 110 — 185°C bei vollstandiger Tankfilllung je nach Dauer der Ziige anhand von reinem
Propylenglycol dokumentiert werden (89). Diese Beobachtungen stimmen mit den bereits erwdhnten
Ergebnissen von Hutzler et al. Gberein. Kosmider et al. konnten bestatigen, dass eine Erhéhung der
Spannung von 3,2 auf 4,8 Volt zu einem {ber 200-fachen Anstieg der bereits erwdhnten
niedermolekularen Carbonyl-Verbindungen fiihrte (90). Weitere Studien dokumentierten eine Bildung
von Acrolein, Formaldehyd und Acetaldehyd bei reinen Basisliquidmischungen in unterschiedlichen
prozentualen Zusammensetzungen ohne Zusatzstoffe (91-95). Eine temperaturabhdngige, positive
Korrelation zwischen dem steigenden prozentualen Anteil von Propylenglycol in einem Basisliquid und
der erhohten Bildung von freien Radikalen nach Bedampfen konnte ebenfalls in Publikationen
beschrieben werden (96). In einer Studie von Jin et al. konnte im Mausmodell eine Reizung der Lunge
und endotheliale Dysfunktion durch die Bildung von Acetaldehyd und Formaldehyd aus Basisliquid
nachgewiesen werden (97). Diese Verbindungen koénnen ein potentielles gesundheitsschadliches
Risikopotential darstellen, welches nicotinhaltige und nicotinfreie Liquids betrifft, da sie hauptsachlich
durch Oxidation der Vernebelungsmittel Glycerin und Propylenglycol entstehen. Andererseits konnten
keine akuten signifikanten Veranderungen der Herzfrequenz, des Blutdruckes und der
Endothelfunktion an 16 Nichtrauchern nach Inhalation eines nicotinfreien Liquids festgestellt
werden (98). Eine Studie von Chaumont et al. an 25 Probanden konnte ebenfalls keine Verdnderungen
von kardiovaskuldren Parametern sowie oxidativem Stress bei Anwendung eines Basisliquids im
Vergleich zur Kontrolle im Gegensatz zum nicotinhaltigen Liquid nachweisen (99). Weitere Studien
konnten ebenfalls keine akuten Nebenwirkungen nach Anwendung eines reinen Basisliquids auf die
Lungenfunktion feststellen (7). In einer Publikation von Ween et al. wurden die Auswirkungen der
Bestandteile von e-Zigaretten-Aerosolen auf alveoldare Makrophagen untersucht. Die phagozytdre
Dysfunktion, die Expression phagozytarer Erkennungsrezeptoren und die Zytokinsekretion konnte

allerdings nur mit nicotin- und aromenhaltigen Liquids assoziiert werden (100).

Aber auch andere potentiell toxische Gefahrenquellen konnten bereits ermittelt werden. Der Konsum

von e-Zigaretten ist eine potenzielle Quelle fiir die Exposition gegenliber Metallen und Metalloiden.
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Dies bezieht sich nicht nur auf das Aerosol, sondern bereits auf kommerzielle Liquids vor der Befiillung
der Gerate. So konnten beispielsweise toxische Konzentrationen von Metallen analysiert werden, die
um drei (Blei), vier (Chrom), fiinf (Kupfer) und 20 (Nickel) GréBenordnungen hdher waren als die
erlaubten Grenzkonzentrationen aus dem Arzneibuch der Vereinigten Staaten von Amerika (United
States Pharmacopeia, USP). Die Griinde hierfiir kénnen vielfiltig sein und umfassen eine fehlende
gesetzliche Regulierung, fehlende Qualitdtskontrollen der Hersteller und Lieferanten von
Inhaltsstoffen, Primarverpackungen und Lagerstabilitaiten (101, 102). Aber auch in den Aerosolen
konnten bis zu 35 Metalle nachgewiesen werden, dabei dominierte Silicium in allen Versuchsansatzen.
Mogliche Quellen sind Glihfaden (Nickel, Chrom), Drahte (Silber, Kupfer), Messingklemmen (Kupfer,
Zink), Lotstellen (Zinn, Blei), Dochte und Ummantelungen (Silicium, Calcium, Magnesium,
Aluminium) (103-105). Die Zugabe bestimmter Aromastoffe ist mittlerweile verboten, dennoch
werden diese regelmaRig detektiert. Die Deklaration von eingesetzten Aromen und ihren
Konzentrationen in Liquids ist allerdings sehr ungeniigend. In weiteren Publikationen werden
Substanzen identifiziert und quantifiziert, die dosisabhangige zytotoxische Effekte verursachen
kénnen. Zu diesen Stoffen gehoren u.a. Zimtaldehyd, Benzylalkohol, p-Anisaldehyd, Benzaldehyd,
Maltol und Menthon. Sie kdnnen das Lungengewebe schadigen, indem sie oxidativen Stress und
Entziindungsreaktionen auslésen (106-110). Es wird angenommen, dass die Zytotoxizitat von Liquids
stark von ihren Aromastoffen abhangt. Dies liegt auch aber nicht ausschlieBlich an der komplexen
molekularen Vielfalt und der damit einhergehenden grofRen experimentellen Herausforderung (111).
Es konnte experimentell gezeigt werden, dass alle vier Generationen der elektronischen Zigaretten
lungengdngige Partikel der Gr6Re PM; und kleiner produzieren und somit ein erhebliches Potential an
passivem Konsum besteht, dabei stieg die Menge der Partikel bei leistungsfahigeren Modellen
erheblich (112). Bislang gibt es jedoch keinen Hinweis auf Schadigungen durch Passivdampf. In einer
Studie zur Untersuchung der exhalierten Atemluft von 17 Konsumenten von e-Zigaretten konnten
zwar nachweisbare aber keine gesundheitsschadlichen Konzentrationen an Nicotin, Propylenglycol,
tabakspezifischen Nitrosaminen und Kupfer ermittelt werden (113). Der passive Konsum von
Aerosolen hangt stark von der Bellftungsrate, dem Zugverhalten der Konsumenten und den
raumlichen Begebenheiten ab (114). Die vorgestellten variablen Parameter flihren zu komplexen
Ergebnissen, die allmahlich mit der wachsenden Vielzahl an wissenschaftlich fundierten Publikationen
vereinheitlicht werden kénnen. Im Vergleich zum Tabakrauchen besteht der Konsum von e-Zigaretten
in der Inhalation von verbrennungsfrei erzeugten Aerosolen. Bislang wurde nur vom Vereinten
Konigreich  offiziell der Konsum positiv. kommuniziert. Ein Bericht des britischen
Gesundheitsministeriums schatzte die Anwendung von e-Zigaretten zu etwa 95% weniger schadlich
gegeniber dem Tabakrauchen ein (115). Diese Einschatzung wurde im Oktober 2020 von der Cochrane

Collaboration bestatigt, jedoch explizit als nicht risikofrei bezeichnet (116).
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2.1.3.3 Technologie der e-Zigarette als Medizinprodukt

Das mogliche Ziel dieser Arbeit ist die Deklarierung einer bereits bestehenden inhalativen Technologie

zu einem Medizinprodukt. Die Definition eines Medizinproduktes ist folgend:

»,Medizinprodukte sind Produkte mit medizinischer Zweckbestimmung, die vom Hersteller fir die
Anwendung beim Menschen bestimmt sind. [...] Anders als bei Arzneimitteln, die pharmakologisch,
immunologisch oder metabolisch wirken, wird die bestimmungsgemalle Hauptwirkung bei

Medizinprodukten primar auf physikalischem Weg erreicht.” (117) (Medizinproduktegesetz, MPG)

Die Anforderung fiir das Inverkehrbringen eines Medizinproduktes ist die Anmeldung und
Risikoklassifizierung sowie die CE-Kennzeichnung des Herstellers, die eine llickenlose Konformitat bzw.
Sicherheit, medizinisch-technische Leistungsfahigkeit und den Nutzen mit den gesetzlichen
Bestimmungen dokumentiert und garantiert (118, 119). Diese grundlegenden Anforderungen missen
in einem Konformitatsbewertungsverfahren abhangig von der Risikoklasse durch eine unabhangige
Prif- und Zertifizierungsstelle (Benannte Stelle) nachgewiesen und laufend in Form eines
Vigilanzsystems dokumentiert werden. Zudem sind umfangreiche Untersuchungen in Form von
Qualifizierungen, Validierungen und klinischen Studien notwendig. Zusammenfassend muss der
Hersteller ein spezielles, sehr umfangreiches Qualitaitsmanagementsystem etablieren. Die Einteilung
in Risikoklassen erfolgt nach dem potentiellen Schaden am menschlichen Koérper, den das
Medizinprodukt verursachen konnte. Dieser wird aufgrund von Kriterien wie z.B. Behandlungsdauer,
Behandlungsort und Invasivitdtsgrad bewertet. Eine externe Bewertung (iber diese rechtliche
Fragestellung wurde Uber die Kanzlei Neumiller & Partner mbB (Fachanwalte fiir Medizinrecht) in
Auftrag gegeben. Die Technologie der e-Zigarette als Applikator zum Verdampfen von Arzneimitteln
ist den Medizinprodukte-EU-Richtlinien zufolge einzuteilen in die Risikoklasse 2a des
Medizinproduktegesetzes als aktives, invasives Medizinprodukt. Diese Einteilung ist begriindet im
maRigen Anwendungsrisiko und der voriibergehenden Anwendung am Korper. Die e-Zigarette verfiigt
bereits liber eine CE-Kennzeichnung, somit ware der nachfolgende Schritt ein Bewertungsverfahren
einer Priif- und Zertifizierungsstelle benannt durch die Zentralstelle der Lander fir Gesundheitsschutz
bei Arzneimitteln und Medizinprodukten (ZLG), welches der Hersteller beantragen muss (120). Zu
beachten ist hierbei, dass nur die Technologie der e-Zigarette als Medizinprodukt verwendet werden
soll. Diese Abgrenzung zur e-Zigarette als Gebrauchsgegenstand zur Applikation von Genussmitteln ist
zwingend notwendig, da das Produkt nach allgemeiner Betrachtung keinen Gesundheitsbezug
aufweist. Hierflir muss aufgrund der Verpackung und der Bedienungsanleitung ersichtlich sein, dass es
sich um ein Produkt zur Pravention oder Heilung von Krankheiten handelt. Wie bereits in Kapitel 2.1.2
Technologien zur Inhalation von Substanzen erwéahnt, befinden sich unterschiedliche Inhalationstypen

als Medizinprodukte auf dem Markt: Dosierinhalatoren, Pulverinhalatoren und Vernebler. Die
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e-Zigarette ware theoretisch neben Diisen-, Ultraschall- und Membranverneblern der Gruppe der
Vernebler zuzuordnen. Die Vernebler zeichnen sich dadurch aus, dass der Gebrauch einen bestimmten
Aufwand erfordert, aufgrund der GroRe der Gerate und der bendétigten externen Energiequelle. Die
e-Zigarette kann die Gruppe der Vernebler um eine handliche mobile Applikationsart und ein neues
Verdampfungsprinzip erweitern. Der Patient kdnnte das zu verdampfende Arzneimittel in den Tank
fillen und ohne Einschrankungen inhalieren. Die Technologie von elektronischen Zigaretten arbeitet
auf der Basis elektrothermischer Erhitzung einer Flussigkeit (Liquid), die durch Kapillarwirkung des
Tragermaterials in den Verdampferkopf gelangt, dort bis zum Siedepunkt erhitzt wird und zu feinem
Dampf (Aerosol) expandiert. Im Wesentlichen bestehen alle e-Zigaretten aus der Stromquelle, dem
elektrischen Vernebler, einer auswechselbaren Kartusche mit einer Fllssigkeit (Liquid) und der
Steuerungselektronik (121). Prinzipiell muss bei dieser Technologie ein Trockenlaufen der Heizwendel
verhindert werden. Dieser sogenannte Dry-Hit Effekt kann durch mechanische Defekte oder
unzureichende Fillstdnde der Tanks verursacht werden. Ebenfalls kann eine zu hohe Viskositat des
Liquids zu einem Abriss des Nachflusses zur Heizwendel und zur Bildung potentiell toxischer
Substanzen fiihren. Dieser Tatsache kann durch Zugabe des Viskositadtsreglers Wasser entgegengewirkt
werden. Dennoch muss die technische Umsetzung bestimmten Sicherheitsstandards unterliegen und

dementsprechend gepriift bzw. anders konzipiert werden.
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2.2 Modellsubstanzen als Wirkstoffe in Liquids

Im Folgenden sollen die in dem experimentellen Teil dieser Arbeit verwendeten Modellsubstanzen
erklart und charakterisiert werden. Sie dienen zur Veranschaulichung und Erkenntnisgewinnung im
Verhalten ihrer Aerosolerzeugung mithilfe elektronischer Zigaretten und sollten im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden. Es handelt sich um Substanzen, die groBtenteils oder ausschlieflich
inhalativ angewandt werden. Inwieweit die ermittelten Ergebnisse auf eine generelle Formulierung
einer medizinischen Anwendung Ubertragen werden koénnen, war nicht Gegenstand der

Untersuchungen.

2.2.1 Atherische Ole

Atherische Ole enthalten sekundire Metabolite von Pflanzen mit vielfiltigen biologischen
Eigenschaften. |hre 6kologischen Funktionen sind Uberwiegend die Abwehr von Fressfeinden, das
Anlocken der naturlichen Feinde ihrer Fressfeinde oder ihr antimikrobieller Schutz vor Keimen, aber
auch das Anlocken von Insekten zur eigenen Bestdubung (122). Die chemische Charakterisierung spielt
dabei fiir das Verstandnis dieser Eigenschaften eine entscheidende Rolle, denn die Komplexitat dieser
heterogenen Vielstoffsysteme ist immer die Summe ihrer Komponenten. Ein Pionier in der
Strukturaufkldrung und Synthese von Terpenen, dem Hauptbestandteil der dtherischen Ole, war Otto
Wallach (1847 — 1931). Er erkannte die Isoprenregel (Abbildung 8), die empirische Regel von vielen

Naturstoffen als Polymere des Isoprens.

Kopf Kopf

Schwanz Schwanz
- s — e, =% oder | —_—

Limonen

Abbildung 8: Isoprenregel nach Wallach modifiziert nach (123) — dargestellt ist die Kopf-Schwanz-Kopplung zweier
Isopren-Molekile zu einem Molekil Limonen
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Atherische Ole sind Destillationsgemische aus {iberwiegend niedermolekularen chemischen
Substanzen. Die hiaufigste Methode zur Extraktion der dtherischen Ole ist die erschépfende Destillation
durch Wasserdampf der entsprechenden Pflanzenteile, aber auch das Kaltpressen kommt z.B. bei
Schalendlen zum Einsatz (124). Diese Formen der Extraktion geben allerdings nur bedingt eine exakte
Nachbildung der &atherischen Ole in der Pflanze wieder. Denn sowohl beim Kaltpressen, durch
Vermischen mit anderen Pflanzensaften, als auch bei der Destillation kommt es zur Modifikation des
chemischen Profils durch Interaktionen, wie Oxidationen, Zersetzung von Aldehyden und Sauren,
Bildung von Estern und Losung von hydrophilen Bestandteilen im Losungsmittel. Aufgrund dessen wird
das gewonnene rohe &therische Ol soweit aufgearbeitet und einer Reihe von Prozessen unterzogen
bis die vorgegebenen Spezifikationen zur Erhdéhung der Reinheit eingehalten werden. Von
technischem und pharmazeutischem Interesse sind Pflanzenteile, die 0,01 —10% &therisches Ol
beinhalten. Die Speicherstrukturen der &therischen Ole in der Pflanze kénnen sekretorische
Idioblasten (Sekretionszellen), extrazellulare Hohlrdume oder Trichome sein. Phytochemische
Polymorphismen sind nicht nur zwischen verschiedenen Spezies derselben Gattung wahrscheinlich,
sondern auch innerhalb einer Pflanze zwischen unterschiedlichen Pflanzenteilen moglich. Auch
abiotische Umweltfaktoren haben einen Einfluss auf die Zusammensetzung eines itherischen Ols, so

entscheiden oft die Anbau- und Erntebedingungen Uber prozentuale Verhaltnisse (122).

Die Biosynthese von sekundidren Metaboliten leitet sich von wenigen Biosynthesewegen des
Primarstoffwechsels ab, der im Gegensatz zum Sekundirstoffwechsel fiir das Uberleben eines
Organismus essenziell ist. Die Biosynthese beginnt bei griinen Pflanzen (Abbildung 9) mit der
Photosynthese, der Umwandlung von Kohlendioxid und Wasser in Glucose und der anschlieBenden
Glycolyse zu Phosphoenolpyruvat (1), ein wichtiger Baustein fir Shikimate. Durch Decarboxylierung
von Phosphoenolpyruvat entsteht Acetat, das mit Coenzym-A (CoA) zu Acetyl-CoA (2) verestert wird.
Eine Selbstkondensation fiihrt zu den Polyketiden und Lipiden. Acetyl-CoA ist auch ein Ausgangspunkt

flr die Synthese von Mevalonsaure (3), die das wichtigste Ausgangsmaterial fiir die Terpenoide ist.
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Die drei dargestellten Routen fiihren alle zu der Biosynthese von Bestandteilen &therischer Ole, die

Terpenoide sind allerdings die bei weitem wichtigste Gruppe.

co, o) =0po,2-
i —— >  Glucose

H,O  Griine Pflanzen
+

Lichi Glycolyse o -

C@ Lignane

— Coumarine
—_— 2
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2 HO < OH
Phosphoenolpyruvat 1 OH
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0
Polyketide Q ‘:OH —>  Terpenoide
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CoA HO OH
Acetyl-Coenzym A Mevalonsaure
2 3

Abbildung 9: Biosynthese von sekundaren Metaboliten modifiziert nach (122) — dargestellt ist die Photosynthese
und anschliefende Glycolyse zu Phosphoenolpyruvat (1), ein wichtiger Baustein der Shikimisdure (4). Durch
Decarboxylierung von Phosphoenolpyruvat entsteht Acetyl-CoA (2), dem Ausgangspunkt der Synthese von
Mevalonsaure (3).

Terpenoide werden als Substanzen definiert, die aus Isopren (2-Methylbutadien)-Einheiten bestehen.
Die Kopplung erfolgt in der Regel in eine Richtung, die so genannte Kopf-Schwanz-Kopplung, wobei die

Isopropyl-Gruppe als Kopf des Molekiils bezeichnet wird.
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In der Abbildung 10 ist die Biosynthese der Terpenoide dargestellt. Durch die Phosphorylierung von
Mevalonsdure (3) und Abspaltung des tertidren Alkohols bei gleichzeitiger Decarboxylierung der
benachbarten Sauregruppe entsteht Isopentenylpyrophosphat IPP (5). Eine Isomerisierung fihrt zum

Dimethylallylpyrophosphat DMADP (6).

O 9H Mn2+
HOJ\>\/\OH — /j'V\O e‘@ — /‘\/\O,@E}
6

¥ base . ¥ “base

Abbildung 10: Biosynthese von Terpenoiden adaptiert von (122) — dargestellt ist die Phosphorylierung der
Mevalonsaure (3) zu Isopentenylpyrophosphat (5). Durch Isomerisierung wird Dimethylallylpyrophosphat (6)
hergestellt und nach einer Koppelung zweier Molekdiile entsteht das Geranylpyrophosphat (7).

Die Kopplung dieser beiden 5-Kohlenstoff-Einheiten ergibt eine 10-Kohlenstoff-Einheit, das
Geranylpyrophosphat (7). Dieses Molekdil lasst sich durch weitere Additionen von IPP-Einheiten (5)
zu 15-, 20-, 25- und mehr Kohlenstoffeinheiten erweitern. Terpenoide enthalten demnach immer ein
Vielfaches von fiunf Kohlenstoffatomen. Historisch bedingt wird die Struktur des
Geranylpyrophosphats als Monoterpenoid bezeichnet. Diese Nomenklatur wurde beibehalten, so dass
die Terpenoide mit fiunf Kohlenstoffatomen als Hemiterpenoide, die mit 15 C-Atomen als
Sesquiterpenoide und die mit 20 C-Atomen als Diterpenoide bezeichnet werden. Eine hinreichende
Volatilitit fir dtherische Ole besteht nur bei Hemi—, Mono— und Sesquiterpenoiden, allerdings
kommen auch Abbauprodukte héherer Terpenoide in dtherischen Olen vor. Es gilt demnach, mit
Zunahme der Kohlenstoffatome erhdhen sich die Siedepunkte der Terpenoide und sie weisen eine
geringere relative Flichtigkeit auf. Daher tragen sie prozentual gesehen weniger zum Geruch des
jeweiligen atherischen Ols bei, kdnnen aber trotzdem bei niedrigeren Geruchsschwellen entscheidend

zur Charakteristik der olfaktorischen Endnote beitragen.
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Der Hauptbestandteil des Eucalyptuséls ist mit mindestens 70% das 1,8-Cineol (125). Die Biosynthese
des 1,8-Cineols (Abbildung 11) beginnt mit dem Vorldufer fiir die Monoterpenoide, dem
Geranylpyrophosphat. Durch Heterolyse seiner Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung entsteht das
Geranylcarbokation (8) und die dargestellte intramolekulare elektrophile Additionsreaktion ergibt das
monozyklische Carbokation, a-Terpinylkation (9). Die Reaktion mit Wasser fiihrt zum a-Terpineol (10)
und nach anschlieBender nukleophiler Addition der Hydroxy-Gruppe an die Kohlenstoff-

Doppelbindung entsteht das 1,8-Cineol (11).
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Abbildung 11: Biosynthese von 1,8-Cineol modifiziert nach (122) — dargestellt ist die intramolekulare elektrophile
Additionsreaktion des Geranylcarbokation (8) zum a-Terpinylkation (9) und anschlieRender Hydratisierung zu
a-Terpineol (10). Das 1,8-Cineol (11) entsteht nach einer nukleophilen Addition der Hydroxy-Gruppe an die
Kohlenstoff-Doppelbindung.

Das &therische Ol Minzél muss nach Europdischem Arzneibuch zu mindestens 42% aus freien
Alkoholen bestehen und einen Gehalt an Ketonen zwischen 25 —40% aufweisen (125). Die freien
Alkohole werden berechnet als (-)-Menthol, die chemische Hauptkomponente des Ols. Die
Biosynthese des Menthols ist in der Abbildung 12 dargestellt. Der Syntheseweg bis zum
a-Terpinylkation (9) stimmt mit der Biosynthese des 1,8-Cineols Uberein. Nach Abspaltung eines
Protons entsteht das Limonen (12). Die Hydroxylierung fuhrt Gber mehrere Zwischenprodukte zum

(-)-Menthol (13).
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Abbildung 12: Biosynthese von (-)-Menthol modifiziert nach (122) — dargestellt ist die intramolekulare elektrophile
Additionsreaktion des Geranylcarbokation (8) zum a-Terpinylkation (9) und anschlieBender Abspaltung eines
Protons zu Limonen (12). Das (-)-Menthol (13) entsteht durch Hydroxylierung Gber mehrere Zwischenprodukte.
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Das Eugenol wird in Pflanzen tiber den Shikimisdure-Weg (Abbildung 13) synthetisiert. Die Shikimisdure
(4) entsteht aus Erythrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat. Durch Abspaltung eines der
Ringalkohole und erneuter Reaktion mit Phosphoenolpyruvat entsteht Chorismasaure (14), die zur
Vorphensaure (15) umgesetzt werden kann. Eine Decarboxylierung und Abspaltung des Ringalkohols
bilden das Phenylpropionsauregeriist. Die Aminierung und Reduktion der Ketonfunktion fiihren zur
Herstellung der essentiellen Aminosdure Phenylalanin (16), im Weiteren fiihren Reduktion und
Eliminierung zur Bildung von Zimtsaure (17). Die p-Cumarsaure (18) und die anschlieRende Bildung der
Kaffeesdure (19) entstehen aufgrund von Ringhydroxylierung der Zimtsaure. Durch Methylierung wird
die Kaffeesdure zur Ferulasdure (20) umgesetzt. Das Eugenol (21) entsteht letztendlich Gber die

Reduktion der Seitenkette der Ferulasdure (20).
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Abbildung 13: Biosynthese von Eugenol modifiziert nach (122) — dargestellt ist die Reaktion von Shikimisaure (4)
und Phosphoenolpyruvat zu Chorismasdure (14), die zu Vorphensiure (15) umgesetzt wird. Uber weitere
Reaktionen wird die Aminosaure Phenylalanin (16) gebildet, die weiterhin zur Zimtsaure (17) reagiert. Die
p-Cumarsaure (18) und die anschlieBende Bildung der Kaffeesdure (19) entstehen aufgrund von
Ringhydroxylierung. Durch Methylierung entsteht die Ferulasdure (20). Das Eugenol (21) wird durch die Reduktion
der Seitenkette hergestellt.

Die pharmazeutischen Untersuchungen von &therischen Olen erfolgen meist iiber Identitits- und
Gehaltsbestimmungen nach den jeweiligen Arzneiblichern. Diese qualitativen und quantitativen
Analysen basieren auf ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften und werden um ihre

organoleptischen Eigenschaften erganzt. Diese nicht messbare Bewertung von organoleptischen
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Parametern (iber die Sensorik einer Person macht die starke Stimulierung des menschlichen
Geschmacks- und Geruchssinns deutlich, die fiir jedes dtherische Ol charakteristisch ist und einen
historischen Hintergrund aufweist. Trotzdem gelten fiir jede beabsichtigte Verwendung klar definierte
Spezifikationen, die Uber angemessene Qualitdtskontrollen geprift werden missen. Eine
toxikologische Bewertung eines Naturproduktes auf Grundlage der chemischen Zusammensetzung
und ihrer natlrlichen Variabilitat fir einen vorgesehenen Verwendungszweck ist heutzutage
validierbar. Sie beruht auf der Untersuchung der toxischen Dosis der einzelnen Bestandteile sowie
einer ganzheitlichen Bewertung der Summe aller Bestandteile nach Priorisierung des
Toxizitatspotentials und sollte immer in Zusammenhang gesetzt werden mit potentiellen

Konzentrationen der Einnahme (iber Lebensmittel (122).

Die Wirkung der dtherischen Ole nach oraler, perkutaner oder inhalativer Applikation ist so vielfaltig,
wie ihre Zusammensetzung. Die wohl haufigste und bekannteste Anwendung ist die Inhalation. In
niedrigen Konzentrationen beruht ihre Wirkung auf der Einlagerung in bestimmte Bereiche der
Zellmembran und der Beeinflussung bestimmter lonenkanéle, Rezeptoren oder Enzyme. Bei moglichen
Uberdosierungen kommt es zu unspezifischen Effekten durch Reizwirkungen (126). lhre Resorption
erfolgt im Allgemeinen sehr schnell und die metabolische Biotransformation hauptsachlich in der Leber
zu hydrophileren Molekilen in zwei Kategorien: Phasel- und Phase lI-Reaktionen. Die
Stoffwechselprodukte werden innerhalb von 48 bis 72 h tiber den Urin ausgeschieden, etwa 10% der
Ole aber auch tiber den Kot (127). In Phase I-Reaktionen erfolgen Oxidationen, aber auch Reduktionen
und Hydrolysen lber die enzymatische Aktivitdt von Cytochrom P450. In Phase lI-Reaktionen kénnen
die Zwischenprodukte der Phase | zu Produkten mit hoher Hydrophilie durch Anlagerung bereits gut
wasserloslicher korpereigener Substanzen wie Zucker und Salze umgewandelt werden (128). So kann
beispielsweise eine Metabolisierung von Menthol (iber das hydrophile Mentholglucuronid oder eine
Metabolisierung von 1,8-Cineol (ber 2-Hydroxy-1,8-cineol bzw. 3-Hydroxy-1,8-cineol im Urin
nachgewiesen werden. Diese beiden Hauptbestandteile der dtherischen Ole Minzdl und Eucalyptusél
werden bei Atemwegserkrankungen angewandt. Die Wirkung von Menthol beruht auf der Aktivierung
des Kilterezeptors TRPMS. Der lonenkanal TRPMS8 ermdglicht den Eintritt von Na*- und Ca?*-lonen in
die Zelle, was zu einer Depolarisierung und der Erzeugung eines Aktionspotenzials fiihrt (129). Das
Signal wird weitergeleitet und fiihrt schlieRlich zur Empfindung von Kalte und Kalteschmerz ohne
tatsachlicher Absenkung der Temperatur. Dadurch vermittelt Menthol lokal anasthetische und
reizlindernde Eigenschaften. Das Terpen 1,8-Cineol wirkt auf dhnliche Weise, allerdings ist der
lonenfluss langsamer und nimmt schneller ab verglichen mit Menthol (129). Beide Substanzen kénnen
die mukozilidre Clearance, den Selbstreinigungsmechanismus der Bronchien, positiv beeinflussen und
verbessern die Lungenfunktion (130). Sie haben eine antimikrobielle Wirkung durch Veranderung der

Membranpermeabilitdt bakterieller Zellen (131). Die antiinflammatorische Wirkung von 1,8-Cineol
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beruht auf der Hemmung entziindungsfordernder Zytokine Uber die Regulierung des
NF-kB-Signalwegs (122). Diese Wirkungen machen diese beiden Substanzen aber auch ihre dtherischen
Ole zu potentiellen Wirkstoffen einer Inhalationstherapie, die lokal am beabsichtigten Wirkort
appliziert werden kénnen (122). Der exakte Wirkungsmechanismus von Eugenol hingegen ist
unbekannt. Es wird jedoch beschrieben, dass die schmerzlindernde Wirkung aufgrund der
Unterbrechung von Aktionspotentialen eintritt. Eugenol ist auBerdem in der Lage die eisenvermittelte
Lipidperoxidation durch Komplexbildung mit reduzierten Metallen zu hemmen (132). Diese
antioxidative Wirkung beruht auf der Unterbrechung der Kettenreaktion und dem Abfangen des
aktiven Sauerstoffs. Die antibakterielle Wirkung gegeniiber einer Vielzahl an Bakterien konnte
aufgrund von Hemmung bakterieller Enzyme und der Destabilisierung bakterieller Membranen
nachgewiesen werden (133-135). Weitere beschriebene entziindungshemmende Wirkungen leiten
sich, dhnlich wie bei 1,8-Cineol, von der Hemmung entziindungsférdernder Zytokine lber die
Regulierung des NF-kB-Signalwegs ab. Diese traditionelle Anwendung in Form von Nelkendl ist vor

allem in der Zahnmedizin tblich (132).

2.2.2 Cannabidiol

Die Cannabispflanze wurde schon in der Antike aufgrund unterschiedlicher Eigenschaften genutzt. Seit
der Entdeckung der Cannabinoide, der Transformationsprodukte einiger Terpenphenole, und ihrer
teils psychoaktiven Wirkung ist die Verwendung von Cannabisbliten und ihre Legalitdt weltweit ein
bleibendes aktuelles Thema. Die wichtigste Art der Gattung der Familie "Cannabacea" ist die Pflanze
Cannabis sativa L. Die hochste Konzentration an Cannabinoiden enthalten die Bliten. In
haarahnlichen, klebrigen Trichomen von weiblichen Pflanzenbliten wird das cannabinoidhaltige
viskose Harz produziert (136). Cannabidiol (CBD) und Cannabidiolsdure (CBDA) gehéren zu einer
Untergruppe der Phytocannabinoide und sind als nicht-psychoaktive Verbindungen von

therapeutischem Interesse.
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Die Biosynthese von Cannabinoiden fiihrt liber den Syntheseweg der Polyketide und ist in der
Abbildung 14 dargestellt. Aus n-Hexanoyl-CoA (1) und drei Molekiilen Malonyl-CoA (2) entsteht eine
Polyketosaure (3), die durch die Aldol-Reaktion zur Olivetolsdure (4) reagiert. Cannabigerolsédure (6)
entsteht durch Prenylierung von Olivetolsdure (4) mit Geranyldiphosphat (5). Die Umwandlung der
Cannabigerolsdure (6) in Cannabidiolsdure (7) wird anschlieBend durch eine Cannabidiolsduresynthase

katalysiert (136).

Abbildung 14: Biosynthese von Cannabidiolsdure modifiziert nach (137) — dargestellt ist die Reaktion von
n-Hexanoyl-CoA (1) und drei Molekulen Malonyl-CoA (2) zu Polyketosaure (3). Die Olivetolsaure (4) entsteht Gber
die anschlieRende Aldol-Reaktion. Die Cannabigerolsdure (6) entsteht durch Prenylierung von Olivetolsdure (4) mit
Geranyldiphosphat (5). Die Umwandlung der Cannabigerolsdure (6) in Cannabidiolsdure (7) wird Uber eine
Cannabidiolsauresynthase katalysiert.

Cannabidiol wurde erstmals im Jahr 1940 isoliert. CBDA, die carboxylierte Form von CBD, ist flir den
Menschen nicht pharmazeutisch aktiv und muss erst durch Decarboxylierung in das CBD umgewandelt

werden (Abbildung 15) (138).
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Abbildung 15: Decarboxylierung von Cannabidiolsdure (CBDA) zu Cannabidiol (CBD) modifiziert nach (137) —
dargestellt ist die chemische Reaktion der Abspaltung eines Kohlenstoffdioxid-Molekls
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CBD ist die wichtigste Cannabinoid-Verbindung des Industriehanfs und gilt als vielversprechender
medizinischer Wirkstoff zur Linderung von Symptomen vieler Krankheiten. Aktuelle Forschungen
behaupten, dass sowohl neurologische Krankheiten wie Epilepsie, Parkinson, Huntington, Alzheimer,
als auch Anorexie und Reizdarmsyndrom mit Veranderungen des Endocannabinoidspiegels verbunden
sind und daher Cannabinoide wie CBD und Tetrahydrocannabinol (THC) zur Regulation von
Gedachtnisschwachen, Appetit, Energiehaushalt und Schmerzen angewandt werden kénnten (139).
Die tagliche CBD-Gabe zeigte eine Verbesserung der motorischen Leistungen bei Parkinson-Patienten.
Bei Epilepsie-Patienten im Kindesalter zeigten CBD-angereicherte Cannabisextrakte eine positive
Wirkung auf die Senkung der Anfallshiufigkeit und eine Verbesserung des Schlafes. Ahnlich wie bei der
Behandlung von Multipler Sklerose ist die orale Applikation von CBD auch eine zugelassene Methode
flr das epileptische Syndrom in den USA (139). Es wird angenommen, dass CBD eine schmerzlindernde,
entztindungshemmende und krampflosende Wirkung aufweist. Die Affinitdt von CBD zu den CB1- und
CB2-Rezeptoren ist allerdings geringer als die von der psychoaktiv-wirkenden Substanz THC. Im
relativen Vergleich ist das Hervorrufen einer Schmerzlinderung nicht so stark. Obwohl seine
Verwendung fiir die Schmerzbehandlung erst noch klinisch evaluiert werden muss, zeigt sich die
analgetische Wirkung, wenn es zusammen mit THC appliziert wird (140). Dartiber hinaus zeigt CBD
positive Effekte, indem es als anxiolytischer Faktor wirkt. Daher kann die Verwendung von CBD fiir
Patienten mit einer Angststdrung ein hilfreicher Ansatz sein (139). Pflanzenextrakte aus Cannabis wie
das Arzneimittel Nabiximol kommen haufig bei AIDS-induzierter Kachexie zum Einsatz (141). CBD zeigt
auch antioxidative Eigenschaften. Es wird vermutet, dass CBD in Bezug auf seine antioxidativen
Kapazitdten ein groReres Potenzial hat verglichen mit Ascorbinsdure und Tocopherol (142). Weiterhin
ist bekannt, dass CBD zytostatische und zytotoxische Eigenschaften hat, die dazu beitragen, die
Zellmigration und damit die Tumorinvasion zu verhindern und das Uberleben der Zellen durch

Induktion der Apoptose zu verringern (143).

2.2.3 Tobramycin

Der Wirkstoff Tobramycin gehoért zur antibiotischen Gruppe der Aminoglycoside, die eine groRe
Bedeutung aufgrund des breiten Anwendungsbereichs haben. Deren Grundstruktur bilden Oligomere
aus Kohlenhydrat-verwandten Molekiilen, den Diaminocyclitolen, die glycosidisch mit Derivaten von
Monosacchariden verknlpft werden. Im therapeutischen Einsatz werden aufgrund der Instabilitdt die
hydrophilen Sulfate verwendet (136). Tobramycin hat eine typische trimere Struktur und wird aus dem
Bakterium Streptomyces tenebrarius biotechnologisch gewonnen. Der Wirkstoff gelangt in die

Bakterienzelle durch passive Diffusion und sauerstoffabhangigen aktiven Transport, weshalb der
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Einsatz gegen Anaerobier nur begrenzt moglich ist. lhre Wirkungsweise beruht auf der irreversiblen
Bindung an die 30S-Untereinheit von membranassoziierten Ribosomen und somit auf der Hemmung
der bakteriellen Proteinbiosynthese. Dieses verursacht ein fehlerhaftes Ablesen der mRNA. Aus der
daraus resultierenden  Aminosduresequenz  kénnen keine  biologisch  funktionsfahigen
Membranproteine gebildet werden und es entstehen Poren, durch die das Antibiotikum weiterhin
ungehindert in die Zelle eindringen kann und die Bakterizidie hervorruft. Der zweite
Wirkungsmechanismus beruht auf einer ionischen Bindung zwischen der polykationischen Struktur des
Tobramycin bei physiologischem pH-Wert und den Lipopolysacchariden und Phospholipiden der
duBeren Zellmembran Gram-negativer Bakterien bzw. den Teichonsauren und Phospholipiden der
inneren Membran Gram-positiver Bakterien. Die Bindung erhéht die Permeabilitat der Membran und
damit den Eintritt von Aminoglycosiden (144, 145). Tobramycin wird zur Behandlung von
Mukoviszidose-assoziierten bakteriellen Infektionen, aber auch Infektionen der unteren Atemwege,
Harnwege, Augen, Knochen und Haut eingesetzt. Nach oraler Applikation wird der Wirkstoff kaum
resorbiert und die Elimination erfolgt unverdandert renal. Eine gute Bioverfiligbarkeit haben parenterale
oder lokale Applikationswege, hierbei betrdgt die Eliminationshalbwertzeit zwei bis drei
Stunden (136, 146). Eine intravendse Injektion fiihrt zur Verteilung in den meisten Kérpergeweben
und —fllssigkeiten, wie auch in Bronchialsekreten und Sputum. Der inhalative Applikationsweg variiert
in seiner Bioverfligbarkeit aufgrund von Leistungsunterschieden der Vernebler aber auch der
Pathologie der Atemwege. Der inhalierte Wirkstoff konzentriert sich hauptsachlich im Atemtrakt, da
die Epithelmembran nicht passiert wird. Es reichert sich aber nicht an und wird lber das Expektorat
eliminiert (147). Tobramycin wird in dieser Arbeit ausschlieBlich zu Vergleichszwecken in den
mikrobiologischen Untersuchungen (siehe Kapitel 4.2.4 Untersuchungen der antibakteriellen

Eigenschaften der Liquids bzw. Aerosole in vitro) verwendet.

2.2.4 Hilfsstoffe

Die nachfolgend vorgestellten Hilfsmittel werden in dieser Arbeit ausschlieflich als Vehikel verwendet.
Hilfsstoffe sind meist inaktive, inerte Substanzen, die bei der Herstellung von Arzneimitteln eingesetzt
werden kdnnen und dabei u.a. das Erreichen des Wirkortes oder auch die Freisetzung des Wirkstoffes
beeinflussen bzw. regulieren. Im Falle einer Inhalation kdnnen sie als Vehikel oder Transportmittel der
Wirkstoffe definiert werden. Sie ermdoglichen es Wirkstoffe in pharmazeutische Zubereitungen mit
definierten physikalisch-chemischen Eigenschaften zu Uberfiihren, die an die physiologischen
Bedingungen des Wirkortes und die Aufnahme im humanen Organismus angepasst sind. Dabei diirfen

sie weder eine eigene therapeutische noch eine toxische Wirkung haben und missen physiologisch
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unbedenklich sein. Darliber hinaus sollten sie eine definierte Stabilitdt besitzen, die eine
standardisierbare Haltbarkeit wahrend des gesamten Lagerungszeitraumes voraussetzt (12). Die hier
beschriebenen Substanzen haben zwar eine Unbedenklichkeit als Lebensmittelzusatzstoff und sind
befreit von Beschrankungen einer taglichen Einnahme, jedoch sind diese Deklarationen immer als
perorale Einnahmen definiert und kénnen auf die inhalativen Applikationen nicht Ubertragen
werden (148). Der Einsatz von Wasser dient zur Viskositatsregelung und beeinflusst somit die
physikalischen Eigenschaften der Formulierung. Diese vereinfachte Abbildung eines Vehikels wird zur
Grundlagenforschung dieser Arbeit angewandt und ist begriindet in der heutigen ubiquitdren
Verwendung in Liquids fir elektronische Zigaretten. Fir den medizinischen Einsatz von Wirkstoffen in

inhalativen Applikationen sind weiterfiihrende Untersuchungen und klinische Studien notwendig.

2.2.4.1 Glycerin

Das Glycerin, auch Propan-1,2,3-triol und Glycerol, gehért zu der Gruppe der Zuckeralkohole (Alditole)
und ist der einfachste dreiwertige Alkohol. In der Europdischen Union ist es als Lebensmittel- und
Futtermittelzusatzstoff unter der Bezeichnung E422 zugelassen. Glycerin wird ubiquitdr eingesetzt als
Losungsmittel, Weichmacher, Pharmakon und StBungsmittel. In der Funktion als Wirkstoff (ibt es als
osmotisches Abfiihrmittel eine hygroskopische bzw. lokale Reizwirkung aus. In Augentropfen senkt
Glycerin den Augeninnendruck, indem es einen osmotischen Gradienten zwischen Blut und
Augenflissigkeit erzeugt (149). Die orale Einnahme hat eine hohe Bioverfiigbarkeit und wird
zu 80-90% in der Leber Uber den Glycolyse— oder Gluconeogeneseweg metabolisiert (150). Zuvor
muss Glycerin jedoch Uber drei Teilschritte in Glyceraldehyd-3-phosphat umgewandelt werden. Der
erste Schritt ist die Phosphorylierung des Glycerins zum Glycerin-3-phosphat mithilfe des Enzyms
Glycerinkinase, darauf folgt die Hydrierung in Dihydroxyacetonphosphat katalysiert durch die
Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase. Der letzte Schritt ist die Isomerisierung zu Glyceraldehyd-3-
phosphat, einem Zwischenprodukt der Glycolyse (149). Glycerin hat bei oraler Einnahme eine sehr
geringe Toxizitat (Ratte LDso (oral) — 12.600 mg/kg, Mause LDso (oral) — 15.000 mg/kg, Mensch TDLo
(oral) — 1.428 mg/kg) und keinen Maximalwert fur eine zuldssige Tagesdosis (acceptable daily intake,
ADI) (151). Die inhalative Anwendung scheint keine Toxizitdt zu verursachen. In zwei Studien konnten
keine behandlungsbedingten Veranderungen in Gewebeproben von Ratten nach 70- bzw. 90-tagigen
Exposition nachgewiesen werden (152, 153). Die Gelbe Liste, ein Verzeichnis fir alle in Deutschland
vertriebenen pharmazeutischen Produkte, beinhaltet 1.963 Produkte, die Glycerin als Inhaltsstoff
ausweisen. Eine Anwendung als Aerosol haben davon 66 Produkte dieser Liste, wobei
29 verschreibungspflichtige und 36 apothekenpflichtige Arzneimittel sind. Es befindet sich nur ein
nicht apothekenpflichtiges Medizinprodukt in der Liste der glycerinhaltigen Aerosole. Diese
66 Produkte bestehen aus 13 Dosierinhalatoren, 25 Pumpsprays und 28 Nasensprays. Es bestehen
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keine offentlich zugdnglichen Informationen (ber die Konzentration von Glycerin in diesen

Produkten (154).

2.2.4.2 Propylenglycol

Propylenglycol, auch Propan-1,2-diol, gehort zu der Gruppe der mehrwertigen Alkanole. In der EU ist
es als Lebensmittel- und Futtermittelzusatzstoff unter der Bezeichnung E1520 zugelassen.
Propylenglycol wird als Losungsvermittler und Resorptionsforderer, aber auch als Weichmacher,
Feuchthaltemittel und zur Erzeugung von kiinstlichem Rauch oder Nebel verwendet. Bei letzterer
Anwendung kam es vereinzelt zu allergischen Reaktionen bzw. Reizungen von Augen und
Rachen (150). Die Europaische Chemikalienagentur urteilte im Dezember 2016, dass diese Effekte
nicht ausreichend sind fir eine Gefahrenstoffkennzeichnung. Die todliche orale Dosis wird
auf 0,5 -5 g/kg und die erlaubte Tagesdosis auf 25 mg/kg geschéatzt. Propylenglycol hat somit eine
sehr geringe Toxizitat (Ratte LDso (oral) — 20.000 mg/kg) (155). Es wird schnell nach oraler Aufnahme
im Magen-Darm-Trakt resorbiert und {ber die Nieren zu 20-45% unverandert innerhalb
von 48 Stunden ausgeschieden. Die Metabolisierung von Propylenglycol erfolgt in der Leber mithilfe
der Alkoholdehydrogenase zu Lactaldehyd. Aufgrund der anschlieBenden Oxidation wird mithilfe des
Enzyms Aldehyddehydrogenase das Lactat gebildet (156). Ein alternativer Weg der Metabolisierung
von Propylenglycol erfolgt Gber phosphoryliertes Glycol zum Lactat, einem Zwischenprodukt des
Citratzyklus (157). Die Inhalation von Propylenglycol scheint keine Toxizitat zu verursachen. Eine Studie
von Phillips et al. konnte keine Veranderungen in Gewebeproben im Rattenmodell nachweisen (152).
In einer Studie von Robertson et al. konnten nach einer 18-monatigen Exposition gegeniiber Affen und
Ratten ebenfalls keine Verdnderungen in den entnommenen Organen belegt werden (158). Die Gelbe
Liste verzeichnet 3.209 pharmazeutische Produkte, die Propylenglycol beinhalten. Eine Anwendung als
Aerosol haben 27 Produkte dieser Liste, wobei 8 verschreibungspflichtige und 19 apothekenpflichtige
Arzneimittel sind. Es befindet sich ein Betdubungsmittel unter den verschreibungspflichtigen
Arzneimitteln, ein Cannabisprdparat zur Anwendung als Pumpspray. Diese 27 Produkte bestehen aus
18 Pumpsprays und 9 Nasensprays. Die Pumpsprays sind ausschlieBlich zum Gebrauch im Mund- und
Rachenraum. Die genauen Konzentrationen von Propylenglycol konnten aus Gebrauchsinformationen
von 16 Produkten entnommen werden und lagen zwischen 50 und 136 mg/mL, wobei ein

Produkt 400 mg/mL Propylenglycol beinhaltete (154).
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3. Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es einen Beitrag zu leisten Uber den potentiellen Einsatz der Technologie der
elektronischen Zigarette als Inhalationssystem fiir Applikationen im pharmazeutischen Bereich. Die
direkte Inhalation von spezifischen Wirkstoffen mithilfe eines tragbaren flexiblen Applikationssystems
stellt eine verfligbare, kostenglinstige und qualitatsgeprifte GesundheitsmaRnahme zur Kontrolle,
Pravention und Heilung von Atemwegserkrankungen dar. Die Modifizierung von einem electronic
nicotin delivery system (ENDS) zu einem electronic drug delivery system (EDDS) folglich zu einem
inhalativen Applikationssystem von Arzneimitteln in Form eines Medizinproduktes soll anhand von

ausgewahlten Parametern gepriift werden.

Fir die Untersuchungen wird ein handelsiibliches Modell der e-Zigarette der vierten Generation
gewahlt. Die Wahl der vier Wirkstoffe wird Uber bereits bekannte inhalative Anwendungen
entschieden. Die drei &dtherischen Ole Eucalyptusdl, Minzél und Nelkendl weisen eine leichte
Flichtigkeit und eine historische pharmazeutische Anwendung mithilfe von Inhalationen bei
Erkdltungssymptomen bzw. im zahnmedizinischen Bereich auf. Das eingesetzte Cannabinoid
Cannabidiol (CBD) hat einen aktuellen Bezug zu dem pharmazeutischen Markt Deutschlands zur
Legalisierung von cannabishaltigen Produkten und der medizinischen Forschung zum inhalativen
Konsum. Es werden zunachst relevante wirkstoffhaltige Flissigformulierungen sogenannte Liquids
entwickelt und hinsichtlich ihrer Verdampfbarkeit zu Aerosolen untersucht. Hierbei werden anhand
chromatographischer Methoden die quantitative Wiederfindung und mogliche qualitative
Veranderungen erfasst und bewertet. Die Interaktion der Aerosole mit den Bestandteilen des Speichels
sowie weiterer gastrointestinaler Flissigkeiten bei oraler Applikation wird iber die Anwendung von
zugehorigen in vitro Modellen und Einsatz von Enzymaktivitats-Assays geprift. Da eine Anwendung
der Applikation insbesondere bei bakteriell bedingten Infektionskrankheiten der Atemwege denkbar
ware, sollen abschlieRend mikrobiologische Untersuchungen erfolgen. Es werden ausgewahlte Isolate
von klinisch relevanten bakteriellen Krankheitserregern mit den jeweiligen Liquids behandelt bzw.

bedampft und deren grundlegende Dosis-Wirkungsbeziehung charakterisiert.

Die gewonnen Ergebnisse dieser Arbeit sollen die Machbarkeit (,proof of concept”) der
Applikationsform als pharmazeutische Technologie priifen und Voruntersuchungen der medizinischen

Anwendbarkeit von inhalativen Applikationen mit wirkstoffhaltigen Liquids darstellen.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

Die detaillierte Ausfihrung der Materialien ist dem Anhang (8.1 Material) zu entnehmen.

4.1.1 Wirkstoffe

Zur Bewertung des Verdampfungsverhaltens einer e-Zigarette wurden vier Wirkstoffe gewahlt, die
bereits bekannte inhalative Anwendungen aufweisen. Zum einen wurden die drei dtherischen Ole
Eucalyptusol, Minzol und Nelkendl aufgrund ihrer leichten Flichtigkeit und ihrer historischen
pharmazeutischen inhalativen Anwendung gewahlt. Es handelt sich um bekannte Phytopharmaka, die
bei Erkaltungssymptomen bzw. im zahnmedizinischen Bereich eingesetzt werden. lhre Leitsubstanzen
1,8-Cineol, Menthol und Eugenol dienten als analytischer Marker zur gaschromatographischen
Qualifizierung und Quantifizierung. Zum anderen wurde das Cannabinoid Cannabidiol gewahlt, da es
einen Bezug zur aktuellen Lage auf dem pharmazeutischen Markt Deutschlands und der medizinischen
Forschung aufweist. CBD unterliegt im Gegensatz zu THC nicht dem Betdubungsmittelgesetz und wird
als Lebensmittel deklariert. Die deutsche und europdische Rechtslage ist jedoch nicht eindeutig und es
befinden sich CBD-haltige Nahrungserganzungsmittel und Kosmetika auf dem Markt, die in ndherer
Zukunft auf Verkehrsfahigkeit geprift werden missen. Der inhalative Konsum von Cannabis-Pflanzen
hat vielfaltige belegte pharmakologische Wirkungen, die von cannabinoiden Verbindungen verursacht
werden. In den mikrobiologischen Untersuchungen wurde Tobramycin zum Vergleich zwischen einem
Antibiotikum und den pflanzlichen Naturstoffen gewahlt. Hierbei handelt es sich um ein zugelassenes

Arzneimittel mit inhalativer Anwendung.
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In folgender Tabelle 1 sind die Modellsubstanzen charakterisiert. Die jeweiligen Analysenzertifikate

sind im Anhang (8.1.4 Analysenzertifikate der Wirkstoffe) zu finden.

Tabelle 1: Charakterisierung der untersuchten Modellsubstanzen nach Europdischem Arzneibuch (125) — Die
Angaben im Arzneibuch sind verpflichtende pharmazeutische Qualitdtsstandards bei der Herstellung von

Arzneimitteln in der pharmazeutischen Industrie, i.D. = im Dunkeln

Wirkstoff Eigenschaften (Pharm. Eur.) Kennzahlen
Eucalyptusol (EQ) Farblose bis blassgelbe Fliissigkeit, Bestandteile: CAS Nr.: 84625-32-1
a-Pinen (0,05 — 10,0%), B-Pinen (0,05 — 1,5%), p =912 kg/m?

Minzél (MO)

Nelkenél (NO)

Cannabidiol (CBD)

Sabinen (<0,3%), a-Phellandren (0,05 — 1,5%),
Limonen (0,05 —15,0%), 1,8-Cineol (>70,0%),
Campfer (<0,1%)

Farblose, schwach gelbe oder griinlich gelbe
Flissigkeit, Bestandteile: Limonen (1,5 — 7,0%),
1,8-Cineol (£1,5%), Menthon (17,0 — 35,0%),
Isomenthon (5,0 — 13,0%), Menthylacetat
(1,5-7,0%), Isopulegol (1,0 — 3,0%), Menthol
(30,0 —50,5%), Pulegon (<2,5%), Carvon (<2,0%)

Klare, gelbe Flussigkeit, die sich an der Luft braun
farbt, Bestandteile: B-Caryophyllen (5,0 — 14,0%),
Eugenol (75,0 — 88,0%), Acetyleugenol (4,0 — 15,0%)

Weiles kristallines Pulver

Lagerung: 4°Ci.D.

CAS Nr.: 90063-97-1
p =895 kg/m?3
Lagerung: 4°Ci.D.

CAS Nr.: 84961-50-2
p = 1055 kg/m3
Lagerung: 4°Ci.D.

CAS Nr.:13956-29-1

M = 314,46 g/mol
Lagerung: 4°Ci.D.

4.1.2 Vehikel

Die zu verdampfenden Liquids bestehen jeweils aus einem Wirkstoff und einem Vehikel. Ein Vehikel
ist ein Hilfsstoff, welcher als Trager der arzneilich wirkenden Substanz fungiert. Die Aufgabe des
Hilfsstoffes ist u.a. das Freisetzen des Wirkstoffes in einer reproduzierbaren Menge an einem
spezifischen Wirkort. Da bereits vielfaltige Anwendungen der e-Zigarette kommerziell erhéltlich sind,
wurde eine handelsilibliche Grundformulierung gewahlt. Der Vorteil dieser Wahl ist eine grundsatzlich
gegebene Verdampfbarkeit, die nicht mehr geprift werden musste. Diese kommerziellen
Formulierungen bestehen zum gréRten Teil aus drei Grundstoffen zu unterschiedlichen prozentualen
Teilen: Propylenglycol, Glycerin und Wasser. Dieses sogenannte Basisliquid bildet die wirkstofffreie
Grundlage, die in den folgenden Untersuchungen ausschlieBlich als Transportmittel verwendet und

somit nicht quantitativ erfasst oder unter anderen Aspekten untersucht wurde.
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Zur Herstellung des Basisliquids wurden die in Tabelle 2 dargestellten Hilfsstoffe zusammengefiihrt
und in einem Becherglas mit einem Magnetrihrer fir 5 Minuten bei 500 rpm homogenisiert.
Tabelle 2: Charakterisierung des Basisliquids als Vehikel fiir die Modellsubstanzen (125) — dargestellt sind die

prozentualen Anteile, die Eigenschaften und Kennzahlen der drei Bestandteile des Basisliquids Propylenglycol,
Glycerin und Wasser, i.D. = im Dunkeln

Hilfsstoff Prozentuale Anteile  Eigenschaften Kennzahlen
Propylenglycol 50% Klare, farblose, viskose, CAS Nr.: 57-55-6
(PG) hygroskopische Flissigkeit M = 76,09 g/mol

p = 1036 kg/m3
Lagerung: 4°Ci.D.

Glycerin 40% Farblose bis fast farblose, klare, CAS Nr.: 56-81-5
sich fettig anfiihlende, sirupartige, ™ =92,09 g/mol
sehr hygroskopische Flissigkeit p =1263 kg/ m?

Lagerung: 4°Ci.D.

Wasser 10% Rein (HPLC grade) CAS Nr.: 7732-18-5
M = 18,02 g/mol
p =997 kg/m?
Lagerung: 4°Ci.D.

4.1.3 Liquids

Die zur Untersuchung hergestellten Liquids bestehen aus einem Wirkstoff und dem Basisliquid. Nach
Europaischem Arzneibuch kann die Loslichkeit der dtherischen Ole als schwer |6slich und die Léslichkeit
des Cannabidiols als sehr schwer 16slich im Basisliquid deklariert werden (125). Dieses wurde in
Voruntersuchungen am Basisliquid geprift. Die Wirkstoffkonzentrationen in den Formulierungen
wurden in Abhangigkeit derer homogenen Loslichkeit im Basisliquid gewahlt. Zur Herstellung wurden
die in Tabelle 3 dargestellten Bestandteile der Formulierungen zusammengefiihrt und homogenisiert.

Die Herstellung der Liquids ist dem Anhang (8.2.1 Wirkstoffhaltige Liquids) zu entnehmen.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Liquids — prozentuale Angaben der Wirkstoffe in Liquids in Massenprozent

Liquid Zusammensetzung
Eucalyptusél-Liquid (EL) 1% (w/w) Eucalyptusol in Basisliquid
Minzol-Liquid (ML) 1% (w/w) Minzol in Basisliquid
Nelkenél-Liquid (NL) 1% (w/w) Nelkendl in Basisliquid
Cannabidiol-Liquid (CL) 0,5% (w/w) Cannabidiol in Basisliquid
Tobramycin-Liquid (TL) 1% (w/w) Tobramycin in Basisliquid

61



4.1.4 Extrakte und Liquids aus unbehandeltem und decarboxyliertem Pflanzenmaterial

Neben dem reinen 0,5%-haltigen Cannabidiol-Liquid wurden ebenfalls zwei Rohstoffe fir die
Verarbeitung zum Liquid eingesetzt. Zum einen wurde eine frei verkaufliche Cannabisbliitensorte (Blue
Dream) mit hohem CBD-Gehalt direkt in Propylenglycol extrahiert. Analog wurde die Herstellung an
einem Eigenanbau der Nutzhanfsorte Antal der Firma Hofmann & Sommer durchgefiihrt. Wie bereits
in Kapitel 2.2.2 Cannabidiol beschrieben, liegt das Cannabidiol in Pflanzen als Cannabidiolsaure vor und
muss erst durch Warmebehandlung in die pharmakologisch wirksame Form umgewandelt werden. Die
beiden Cannabissorten wurden als unbehandeltes und decarboxyliertes Pflanzenmaterial zu Liquids
verarbeitet. Das Verfahren zur Decarboxylierung wurde bei 100°C fir drei Stunden in einem
ThermoMixer (Eppendorf) in ReaktionsgefaBen (1,5 mL) durchgefiihrt. Fir die Extraktion wurde das
Standardprotokoll aus der Monographie ,Cannabisbliiten” des Deutschen Arzneibuchs
verwendet (159). In Abbildung 16 sind die beiden Cannabisbliten der Sorten ,,Antal” und ,,Blue Dream*

dargestellt.

Abbildung 16: Cannabisbliitensorten fir den Einsatz zur Herstellung von Liquids — a. Sorte ,Antal” als Eigenanbau
der Firma Hofmann & Sommer, b. Sorte ,,Blue Dream” der Firma Easy Hemp
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Die Herstellung der Liquids wurde optimiert und zu einem Protokoll zusammengefasst. In der

Tabelle 4 sind die Vorgehensweisen dargestellt.

Tabelle 4: Herstellung der Extrakte (159) und Liquids aus den zwei Cannabisblitensorten , Blue Dream” und ,Antal”
— BD = Blue Dream, CBD = Cannabidiol, RT = Raumtemperatur

Extrakte/ Liquids

Herstellung

Cannabis-Extrakt ,,Blue Dream“ und
»Antal“ fiir Gehaltsbestimmung CBD:

Cannabis-Mazerat ,,Blue Dream* (BD)
fiir Herstellung BD-Liquid:

BD-Liquid (BD-L):

Cannabis-Mazerat , Antal“ fiir
Herstellung Antal-Liquid:

Antal-Liquid (Antal-L):

0,5 g pulverisierte, homogenisierte Droge werden 15 min
lang mit 20 mL Ethanol (96%) geschiittelt und
anschlieRend zentrifugiert. Der klare Uberstand wird
Uberflhrt. Der Rickstand wird zweimal mit Ethanol (96%)
gleichermalien behandelt. Die Fraktionen werden
vereinigt, zu 50 mL erganzt und durch einen
Membranfilter (@ = 0,45 um) filtriert.

1,0 g pulverisierte, homogenisierte Droge werden 24 h
lang bei RT im Dunkeln mit 5,0 g Propylenglycol mazeriert
und anschlieBend im Vakuum filtriert.

3,5 g Cannabis-Extrakt BD, 2,8 g Glycerin und 0,7 g H,0
werden unter Riihren vollstandig gelost. Lagerung bei 4°C

10,0 g pulverisierte, homogenisierte Droge werden 24 h
lang bei RT im Dunkeln mit 35,0 g Propylenglycol
mazeriert und anschlieffend im Vakuum filtriert.

20,0 g Cannabis-Extrakt Antal, 16 g Glycerin und 4 g H,O
werden unter Riihren vollstandig gelost. Lagerung bei 4°C

Nach jedem Herstellungsschritt wurde eine Gehaltsbestimmung durchgefiihrt. Zusatzlich zum

Verdampfungsprotokoll wurden die Leistung der e-Zigarette und die Anzahl der Ziige vor der

Probenahme anhand des Cannabidiol-Liquids (CL) variiert und ausgewertet.
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4.2 Methoden

4.2.1 Grundlagen

Nachfolgend werden zuvor die grundsatzlichen konstanten Parameter vorgestellt. Die Auswahl (iber
Modelle und Untersuchungsarten stellt die Grundlage bei der Bewertung der Umsetzung dieser
Zielstellung dar. Der Versuch einen Beitrag Uber den potentiellen, medizinischen Einsatz der

e-Zigarette zu leisten, war das Anliegen dieser Arbeit.

4.2.1.1 Technologie der elektronischen Zigarette (e-Zigarette)

Die fiir die Untersuchungen ausgewahlte elektronische Zigarette ist ein handelstibliches Modell der
vierten Generation. Es wurde das Gerat ,,Cuboid Mini“ der Firma Shenzhen Joyetech Co.,Ltd. gewahlt
(Abbildung 17a). Uber einen vorhandenen OLED-Bildschirm (organic light-emitting diode) werden die
vorgenommenen Einstellungen Leistung, Widerstand der Heizspule und der aktuelle Stromfluss
wahrend eines Zuges angezeigt. Die e-Zigarette verfligt Gber den sogenannten VW-Modus (variable
wattage), welcher die Regulierung der Ausgangsleistung des Gerates zwischen 1 und 80 Watt erlaubt.
Die Feuertaste wird Uber die gesamte Dauer eines Zuges gedrickt gehalten, somit wird ein
Leistungsfluss vom Akku zum Verdampfer bewirkt. Sie verfligt Uber einen geregelten
Uberhitzungsschutz von maximal 10 Sekunden fiir jeden einzelnen Zug. Ein ldngeres Driicken der
Feuertaste bewirkt das Abschalten des Gerates. In den Untersuchungen wurden jeweils nur vollstandig
geladene Akkus zur Aerosolerzeugung verwendet. Bei einer Abnahme des Ladezustandes auf unter ein

Viertel wurden die Gerate ausgetauscht bzw. Gber den Micro USB Port geladen.

Abbildung 17: Elektronische Zigarette ,,Cuboid Mini“ der Firma Shenzhen Eigate Technology Co., Ltd. adaptiert von
(160) — a. dargestellte e-Zigarette mit den MaRen 3,5x 2,2 x 7,7 cm (b xtx h); b. 510er Gewindeanschluss der
e-Zigarette zum Clearomizer
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Die e-Zigarette wurde mit wiederbefiillbaren , Aspire Cleito” Clearomizern der Firma Shenzhen Eigate
Technology Co., Ltd. betrieben, welche Uber einen universellen 510er Gewindeanschluss mit der
e-Zigarette verschraubt werden kdénnen (Abbildung 17b). Das Material des Clearomizers ist aus
Edelstahl und der transparente Tank mit einem Volumen von 3,5 mL besteht aus Pyrexglas, ein
hitzebestdndiges Borosilikatglas. Das in der Abbildung 18 dargestellte Mundstiick (a) wurde in der
Probenahme nicht verwendet, da der Schlauch direkt mit dem oberen verschraubbaren Deckel (b)

luftdicht verbunden werden konnte.

b d f
By —= &
| o '

a C e g

Abbildung 18: Bauteile des Clearomizers ,Aspire Cleito” der Firma Shenzhen Eigate Technology Co., Ltd. adaptiert
von (77) — a. Mundstlck, b. obere verschraubbare Hardware, c. oberer Dichtungsring, d. Verdampferkopf,
e. transparenter Tank aus Pyrexglas, f. unterer Dichtungsring, g. untere Hardware mit 510er Gewinde und
Luftstromregulierung

Die Anwendung eines Clearomizers beschrankt sich auf die Untersuchung eines bestimmten Liquids,
dadurch werden eventuelle Wechselwirkungen oder Verunreinigungen zwischen den Bestandteilen
der Liquids vermieden. Die Verdampferkopfe wurden regelmafig auf Abnutzung untersucht jedoch
spatestens nach 50 Probenahmen ausgetauscht, da es sich hierbei um VerschleilSteile handelt. Die
Verdampfer sind fir die Leistungsbereiche 20 — 60 und 55 — 70 Watt erhéltlich und werden spezifisch
angepasst an die durchzufiihrende Untersuchung. Die Tanks wurden Uber das Top-Filling-System
(Abbildung 19b) mit dem jeweiligen Liquid befillt. Eine Standzeit von 15 Minuten sollte ein
vollstandiges gleichmaRiges Aufsaugen des Liquids im Inneren des Verdampferkopfes gewahrleisten.
Der minimale Fillstand des Liquids wahrend der Probenahme wurde bis zur Markierung definiert, die
in Abbildung 19a dargestellt ist. Die Markierung befindet sich oberhalb des Sichtfensters der Watte, so

konnte eine vollstéandige Benetzung der Watte mit Liquid gewahrleistet werden.
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Nach jeder Untersuchung wurde der Tank vollstandig entleert, mit Ethanol gereinigt und anschlieBend

getrocknet.

58mm

minimaler Flllstand

40mm

Kapazitat: 3,5 ml

Abbildung 19: Clearomizer "Aspire Cleito" der Firma Shenzhen Eigate Technology Co., Ltd. modifiziert nach (77) — a.
Clearomizer mit den MaRen aller Bauteile und dem definierten minimalen Fillstand fir die Verdampfungen der
Liquids, b. Top-Filling-System des Clearomizers

4.2.1.2 Konstruktion der Aerosol-Probenahme

Fir die Probenahme der Aerosole wurde eine mobile Apparatur entwickelt, die Zubehor fiir Austausch
und Erweiterungen des Systems ermoglicht. Zahlreiche Optimierungsschritte fiihrten letztendlich zu
einer finalen Losung, die auf Dichtigkeit und Reproduzierbarkeit gepriift wurde. Die Anforderung an
die Probenahme war eine moglichst reale und standardisierte Inhalation zu simulieren. Hierfiir wurde
ein Verdampfungsprotokoll erarbeitet, welches grundsatzlich auf der ISO-Norm ISO/TR 19478-2:2015
(ISO und Health Canada Intense Abrauchparameter - Teil 2: Untersuchung von Faktoren, die bei
Routinemessungen zur Variabilitdt der Werte fiir TPM, Wasser und NFDPM in Zigarettenrauch bei
Routinemessungen beitragen) beruht, jedoch an die Konstruktion und die jeweiligen Untersuchungen

modifiziert wurde (161).
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Die Konstruktion der Aerosol-Probenahme ist in der Abbildung 20 dargestellt. Die e-Zigarette wurde
Uber einen Schlauch mit der Glas-Olive einer Waschflasche verbunden. Die Waschflasche hatte ein
Fassungsvermogen von 100 mL und war Gber einen 29/32 Normschliff mit dem Aufsatz verbunden.
Der Waschflaschen-Aufsatz bildete die Verbindung zwischen e-Zigarette und Losungsmittel, sodass das
erzeugte Aerosol direkt eingeleitet werden konnte. Eine zweite Waschflasche, gefllt mit granulierter
Aktivkohle direkt in Reihe verbunden, diente als Feuchtefalle zum Schutz der anschlielenden Pumpe
vor Restfeuchte. Die Aktivkohle weist eine sehr groRe, reversible Adsorptionsfahigkeit auf und wurde

in regelmaligen Abstdanden thermisch regeneriert bzw. ausgetauscht.

:::::::
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Nnnnn
ooy

————

Abbildung 20: Konstruktion zum standardisierten Verdampfen von Liquids mithilfe der e-Zigarette und Probenahme
von Aerosolen — Die Universal-Probenahmepumpe PCMTX8 der Firma SKC Ltd. (links) ist verbunden mit der
Waschflasche zur Adsorption der feuchten Dampfe. Das Adsorbens ist Aktivkohle. Diese Feuchtefalle ist verbunden
mit der Waschflasche zur Probenahme. Ein definiertes Volumen an entsprechendem Losungsmittel wird in die
Probenahme-Waschflasche gefiillt. Das Aerosol wird Uber ein definiertes Zugvolumen und eine definierte
Zuggeschwindigkeit in der e-Zigarette (rechts) erzeugt. Die vier Elemente der Konstruktion sind miteinander tber
PVC-Schlauche verbunden. PVC = Polyvinylchlorid

Die Probenahmepumpe war eine Konstantfluss-Luftprobenpumpe, die die erforderlichen Bedingungen
erfillt. Es ist davon auszugehen, dass ein bestimmter Anteil des Aerosols in der Feuchtefalle verloren
gegangen ist. Diese Tatsache wird dem Ausatmen bei physiologischer Inhalation gleichgestellt und aus
diesem Grund wurde die Pumpe wahrend der Probennahme kontinuierlich in Betrieb gehalten. Als
Verbindungsstiicke zwischen den einzelnen Modulen dienten transparente Weich-PVC
Lebensmittelschlauche (Rehau AG), welche chemikalienresistent und bestdndig gegeniiber Sduren und

Laugen sind. In regelmaRigen Abstianden wurden diese ersetzt und auf Dichtigkeit tiberprift. Um in
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der Konstruktion Totvolumina gering zu halten bzw. zu vermeiden, wurde die Lange der Schldauche
konstant und so kurz wie moglich gehalten. Die konstante Flussrate ermdglichte eine gleichmaRige
Aerosolgewinnung und zudem die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der ermittelten Ergebnisse
unter den eingestellten Bedingungen. Zur stindigen Uberpriifung und Bestitigung der Flussrate wurde
der Massenflussmesser GFM 17 (Analyt-MTC GmbH) vor jeder Messung an Stelle der e-Zigarette mit
der Apparatur verbunden. Das fiir diese Arbeit standardisierte Verdampfungsprotokoll ist in folgender

Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Standardisiertes Verdampfungsprotokoll mit definierten Parametern und Variablen

Leistung der e-Zigarette 20 - 80 Watt
Zugdauer 4 Sekunden
Flussrate Pumpe 0,75 L/min
Intervall 30 Sekunden
Zyklus 10 Zige
Volumen Lésungsmittel in Waschflasche 1-15mL
Volumen Aerosol pro Zug 50 mL

Anlehnend an die ISO-Norm ISO/TR 19478-2:2015 wurde ein Zugvolumen von 50 mL Aerosol gewéhlt
(161). Die gewahlte Methode sollte dieses Verhalten auf die vorliegenden Untersuchungen tibertragen
und eine Standardisierung schaffen. Nach jedem Zug folgte eine Inhalationspause von 30 Sekunden.
Eine Flussrate von 0,75 L/min flhrte bei einer Zugdauer von 4 Sekunden zum beabsichtigten Volumen
von 50 mL. Die Probenahme der zu untersuchenden Inhalationsprobe wurde nach einem Zyklus
bzw. 10 Ziigen festgelegt. Je nach Schwerpunkt konnten die Parameter verdndert oder optimiert
werden. Derartige Modifizierungen werden gesondert in den Durchfihrungen der jeweiligen

Methoden aufgefihrt.
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4.2.2 Quantitative und qualitative Untersuchungen der Liquids bzw. Aerosole

Prinzip

Die Chromatographie (griech. chroma — , Farbe”, graphein — ,,schreiben”) ist ein analytisches bzw.
praparatives Verfahren zur physikalisch-chemischen Auftrennung von Stoffgemischen nach
spezifischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten. Das grundsatzliche Prinzip gleicht sich in allen
technischen Ausfiihrungen und ist bauartbedingt immer ein Batch-Prozess. Der Analyt flief3t
zusammen mit einer mobilen Phase (iber eine stationdre Phase, die aufgrund spezifischer
Eigenschaften mit dem Analyten wechselwirkt. Diese Wechselwirkung zusammen mit den technischen
Parametern flihren zur Elution bzw. Detektion des Analyten nach einer spezifischen Zeitdauer
(Abbildung 21). Das grundsatzliche Kriterium ist somit das Vorhandensein zweier nicht miteinander
mischbaren Phasen. Der Prozess ist gegliedert in Injektion, Auftrennung und Detektion. Jeder dieser
Teilprozesse wird individuell in technischen Modulen umgesetzt und hat eine groe Variation an

Eigenschaften (162).
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Abbildung 21: Chromatographische Trennung eines Stoffgemisches aufgrund von unterschiedlicher Retention
wdahrend des Transportes durch die stationdre Phase adaptiert von (162) — dargestellt sind die abnehmend starken
Wechselwirkungen (= < @ < A) der Probe mit dem chromatographischen Bett
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Dain der vorliegenden Arbeit fllissigkeits- (LC) und gaschromatographische (GC) Methoden angewandt
wurden, beziehen sich die folgenden Beispiele auf diese zwei wichtigsten chromatographischen
Trennverfahren. Die Injektion erfolgt manuell oder Uber einen Autosampler, ein automatisiertes
Aufgabesystem. Die injizierte Probe flieRt mit der mobilen Phase, die flissig (Eluent) oder gasformig
(Trégergase: He, H,, Ny) sein kann, zur stationdren Phase. Der Fluss wird mithilfe von Druck, Gber eine
Pumpe (LC) oder den Gasdruck (GC), erreicht. Die stationare Phase ist eine Trennsaule, die passend zur
Beschaffenheit der Probe gewdhlt wird. Sie beinhaltet eine trennwirksame Schicht, die Uber
Modifikationen ein breites Eigenschafts- und somit Anwendungsspektrum abdecken kann. Das
Trennprinzip kann beispielsweise aufgrund von Adsorptionen, Loslichkeiten, lonenaustausch, GréRe,
Affinitaten, Chiralitdten u.a. durchgefiihrt werden. Die Verweildauer des Analyten in der stationaren
Phase wird als Retentionszeit bezeichnet, die fiir jede detektierte Substanz gerdte— und
sdulenabhdngig spezifisch ist. Wahrend des Trennvorgangs kommt es zu reversiblen
Verteilungsgleichgewichten zwischen dem Analyten und den beiden Phasen, die je nach Starke der
Wechselwirkungen zeitlich unterschiedlich retendiert werden. Je grofRer die Differenz dieser
Wechselwirkungen, desto genauer die Auflosung zweier Komponenten im zu trennenden
Substanzgemisch. Die Arten der Detektion sind ebenfalls sehr Vvielseitig: Lichtabsorption,
Warmeleitfahigkeit, Lichtstreuung, Fluoreszenz und weitere. Die graphische Darstellung der
guantitativen oder qualitativen Ergebnisse wird als Chromatogramm bezeichnet. Das Detektorsignal
wird in einer Auswerteeinheit gegen die Zeit aufgetragen und ergibt die Darstellung der sogenannten
Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC). Die Quantifizierung erfolgt aufgrund einer

externen Kalibrierung mit Standardsubstanzen (162, 163).

Die hier verwendete gaschromatographische Methode beruht auf dem Prinzip der Adsorption zur
Auftrennung von Stoffgemischen, die in einem fiir GC-Systeme moglichen Temperaturbereich einen
ausreichenden Dampfdruck aufweisen. Die mobile Phase ist ein inertes Tragergas (H,), welches die
Probe vom Injektor durch eine gepackte Kapillarsaule, die stationare Phase, bis zum Detektor fiihrt. Im
Innern der Saule befindet sich ein unpolares Polysiloxangeriist mit 65% Dimethylresten, die mit dem
Analyten (ber Van-der-Waals-Krafte wechselwirken. An den polaren Phenylresten, die zu
35% vorkommen, kann es zu einer Polarisation der aromatischen Elektronenpaare kommen und der

Trennvorgang wird dadurch beeinflusst.
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Der verwendete Flammenionisationsdetektor (FID) ionisiert den Analyten an einer Dise in einer
Wasserstoff/Luft-Flamme und es entstehen positive lonen, die von einem Kollektor eingefangen
werden. Dieser von der Diise zum Kollektor flieRende Strom bildet das Signal, welches vom
Datensystem verarbeitet wird. Der schematische Aufbau einer GC-Anlage ist in Abbildung 22

dargestellt.

Flussregler f
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—>

Tragergas
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Abbildung 22: Schematischer Aufbau eines gaschromatographischen Systems modifiziert nach (162) —
A = Hauptkomponenten einer GC-Anlage, B =stationdare Phase der Kapillarsdule RTX 35 mit
Poly(35%-phenyl-65%-methylsiloxan)

Die chromatographischen Analysen von Cannabidiol beruhen auf dem Prinzip der
Adsorptionschromatographie genauer der Umkehrphasenflissigkeitschromatographie (Reversed
Phase-High Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC). Dabei besteht die stationdre Phase aus
einer hydrophoben, unpolaren Modifikation von Siliciumdioxid (Kieselgel). Polare Substanzen werden
im Vergleich zu unpolaren Substanzen aufgrund der schwachen Wechselwirkungen schneller eluiert.
Die Trennung der Komponenten erfolgt somit aufsteigend nach ihrer Hydrophobizitat. Ein isokratischer

Trennvorgang besteht aus einem Eluenten, der konstant bleibt im zeitlichen Verlauf der Methode.
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Eine Gradientenelution hingegen ermdoglicht aufgrund ihrer definierten Variation der wassrigen und
organischen Anteile in der mobilen Phase im zeitlichen Verlauf der Methode eine effiziente
Auftrennung durch Anderung der Elutionskraft. Die Parameter der Polaritit kénnen somit erweitert
und modifiziert werden (162). Der schematische Aufbau der verwendeten HPLC-Anlage ist in der

Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Schematischer Aufbau eines flissigchromatographischen Systems modifiziert nach (162) —
A = Hauptkomponenten einer HPLC-Anlage, B = stationadre Phase der ZORBAX SB-Cig mit Octadecyl-Reste (RP1s)

Die mobile Phase wird entgast tiber Pumpen geférdert und gelangt zusammen mit der aufgegebenen
Probe in die stationdre Phase. In der RP-Chromatographie besteht diese aus dem Grundgerist des
Kieselgels modifiziert durch Octadecyl-Reste (RPig), die die Polaritdit umkehren. Im Anschluss des
Trennprozesses werden die Komponenten der Probe detektiert. Der UV/Vis-Detektor ist ein
Standarddetektor, der auf der Messung von Lichtabsorption in diesem Spektralbereich beruht. Die
Lichtabsorption eines Analyten ist nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz proportional zu derer
Konzentration und der Schichtdicke der Kiivette. Der Detektor mit variabler Wellenlangen ermdglicht
die Einstellung im ultravioletten (Deuteriumlampe, 190-370 nm) oder sichtbaren (Wolfram-

Halogenlampe, 370 — 800 nm) Bereich des Spektrums.

Durchfihrung

Zur qualitativen und quantitativen Analytik der Untersuchungssubstanzen wurde das Verfahren der
Kalibrierung mit externen Standards angewandt. Die graphische Darstellung der detektierten
Peakflachen zur jeweiligen Konzentration ermdglicht die Geradengleichung der linearen Regression.
Die Anpassungsglite der linearen Regression an die Streuung der Ergebnisse erfolgt tiber den linearen

Zusammenhang des BestimmtheitsmaRes RZ? Die eingesetzten Methoden durchliefen einen
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Validierungsprozess, welcher im Anhang (8.3 Validierung der chromatographischen Methoden) zu

finden ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine gaschromatographische Methode entwickelt und validiert
werden, die die Leitsubstanzen 1,8-Cineol (Eucalyptusol), Menthol (Minz6l) und Eugenol (Nelkendl) in
2-Propanol parallel erfasst. Hierfiir wurden externe Kalibrierungen mit den Standardsubstanzen der

jeweiligen Leitsubstanzen durchgefiihrt, wie in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Kalibrierungen der externen Standards fiir die Analyse der Leitsubstanzen — dargestellt sind die externen
Standardsubstanzen 1,8-Cineol, Menthol und Eugenol zur Untersuchung der jeweiligen Leitsubstanzen der
stherischen Ole, ihre Reinheit und die Kalibrierungsbereiche

Externer Standard Reinheit Kalibrierung

1,8-Cineol 99,5% 0,046 — 4,587 mg/mL 1,8-Cineol
Menthol 100,0% 0,05 — 2,4 mg/mL Menthol
Eugenol 99,1% 0,011 - 2,535 mg/mL Eugenol

Die grundlegenden Einstellungen zur Modifizierung der gaschromatographischen Methode wurden
aus den Monographien der therischen Ole des Europaischen Arzneibuchs entnommen. Die folgende

Tabelle 7 stellt die validierte gaschromatographische Methode dar.

Tabelle 7: Gaschromatographische Methode fiir die quantitative Analytik der Leitsubstanzen der dtherischen Ole
mithilfe des Hewlett Packard 5890 Series Il GC-Systems modifiziert nach (125)

Saule Restex Rtx 35, [=30m x 0,25mm, d = 0,25um
Vorsdule Restex Rtx 35, I=5m x 0,25mm, d = 0,25um
Detektor Flammenionisation (FID)

Tragergas H,

Split 1:30 (60 mL/min)

Injektionsvolumen 1,0 uL

Temperatur Probeneinlass 280°C

Temperatur Detektor 300°C

Temperaturprogramm 3 min 50°C, 25 min 226 °C (8°C/min), 26,4 min

260°C (25°C/min), 36,4 min 260°C STOP
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Zunichst wurden die dtherischen Ole in drei verschiedenen Konzentrationen in Basisliquid hergestellt,
um eine mogliche Linearitdt im Aerosol zu erfassen. Die bereits dargestellten Liquids EL, ML und NL
(siehe Unterkapitel 4.1.3 Liquids) wurden demnach jeweils um zwei Konzentrationen erweitert.
Anhand der externen Kalibrierung wurden die jeweiligen Leitsubstanzen quantifiziert. Somit ergeben

sich folgende Liquids der Modellsubstanzen (Tabelle 8) zur quantitativen Analyse ihrer Aerosole.

Tabelle 8: Herstellung der Liquids mit atherischen Olen zur gaschromatographischer Untersuchung (GC) -
Basisliquid = Propylenglycol:Glycerin:H,0 (5:4:1), Prozentangaben in Massenprozent (w/w)

Liquid Abkiirzung Zusammensetzung
Eucalyptusél-Liquid ELO,5 0,5% Eucalyptusol in Basisliquid
EL 1,0% Eucalyptusol in Basisliquid
EL1,5 1,5% Eucalyptusol in Basisliquid
Minzol-Liquid MLO,5 0,5% Minzol in Basisliquid
ML 1,0% Minzol in Basisliquid
ML1,5 1,5% Minzol in Basisliquid
Nelkenol-Liquid NLO,5 0,5% Nelkenol in Basisliquid
NL 1,0% Nelkendl in Basisliquid
NL1,5 1,5% Nelkendl in Basisliquid

Vergleichende Untersuchungen unter den gegebenen Bedingungen aus dem Verdampfungsprotokoll
(Tabelle 5) wurden durchgefiihrt und ausgewertet. Zusatzlich wurde die Leistung der e-Zigarette

anhand des Eucalyptusdl-Liquids variiert und ausgewertet.

Die chromatographischen Analysen von Cannabidiol beruhen auf dem Prinzip der RP-HPLC. Die externe
Kalibrierung zur Quantifizierung des Cannabidiols im reinen 0,5%-haltigen Cannabidiol-Liquid und den

zwei Extrakt-Liquids erfolgt anhand der Standardsubstanz Cannabidiol wie in Tabelle 9 dargestelit.

Tabelle 9: Kalibrierung des externen Standards fiir die Analyse von Cannabidiol — dargestellt ist die externe
Standardsubstanz Cannabidiol zur Untersuchung der CBD-haltigen Liquids, die Reinheit und der
Kalibrierungsbereich

Externer Standard Reinheit Kalibrierung
Cannabidiol 99,5% 0,5 -100,0 pug/mL Cannabidiol

Das Pflanzenmaterial wurde sowohl im unbehandelten als auch im decarboxylierten Zustand direkt in
Propylenglycol mazeriert. Aus diesen Mazeraten wurden anschlieBRend die jeweiligen Liquids

hergestellt.
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Die folgende Tabelle 10 stellt die flissigchromatographische Methode zur Quantifizierung der

CBD-haltigen Liquids dar.

Tabelle 10: Flissigchromatographische Methode flir die Analytik von Cannabidiol mithilfe des Hewlett Packard 1050
RP-HPLC-Systems modifiziert nach Deutschem Arzneibuch (159)

Saule Agilent ZORBAX SB-Cig, | = 150mm x 4,6mm, d = 3,5um
Detektor UV-Vis

Detektionswellenldnge 225 nm

Eluent A 8,64 g/L Phosphorsaure (85%) in H,O

Eluent B Acetonitril

Injektionsvolumen 20 pL

Flussrate 1,0 mL/min (B [%]: 80)

Gradientenprogramm Eluent B 20 min 75%, 21 min 80%, 22 min STOP

Vergleichende Untersuchungen unter den gegebenen Bedingungen aus dem Verdampfungsprotokoll
(Tabelle 5) wurden durchgefiihrt und ausgewertet. Zusatzlich wurde die Leistung der e-Zigarette

anhand des CL-Liquids variiert und ausgewertet.
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4.2.3 Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen den Liquids bzw. Aerosolen und

Enzymsystemen in vitro

4.2.3.1 Biologische Suspensionen

Die Untersuchungen dienten der Priifung des Einflusses der Liquids im fliissigen und aerosolierten
Zustand gegenilber ausgewahlten Enzymsystemen in biologischen Suspensionen unter Betrachtung
moglicher Wechselwirkungen in Form einer Aktivitditsanderung der Enzyme. Der Fokus dieser
Untersuchung lag auf der Behandlung von drei verschiedenen biologischen Suspensionen (Tabelle 11)
unter definierten Bedingungen und anschlieBender Durchfiihrung von Enzymaktivitats-Assays.

Tabelle 11: Biologische Suspensionen zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den Liquids bzw. Aerosolen
und Enzymen in vitro modifiziert nach (164-166)

Biologische Suspension Physiologisch relevantes Enzym pH-Wert
Synthetischer Speichel a-Amylase pH 6,75
Artificial human saliva (AHS)

Humaner Speichel a-Amylase pH7,0+£0,1
Human saliva (HS)

Modifizierter, synthetischer Intestinalsaft  Protease, a-Amylase pH6,8+0,1
Modified artificial intestine fluid (mAIF)

Fir die Untersuchungen wurden das Basisliquid (B) sowie die jeweiligen Formulierungen mit
1% atherischem Ol (EL, NL, ML) direkt bzw. als Aerosol mit den biologischen Suspensionen inkubiert.
Die biologischen Suspensionen wurden dazu stets frisch hergestellt bzw. gesammelt. Die Aerosole
wurden nach standardisiertem Verdampfungsprotokoll (Tabelle 5) erzeugt und die jeweilige
biologische Suspension in der Gaswaschflasche der Probenahme-Konstruktion bedampft. Die
Variationen erfolgten in der Leistung der e-Zigarette und der Anzahl der Zyklen sowie in einer
zusatzlichen Inkubation der Aerosole in der Waschflasche nach dem Bedampfen (Tabelle 12).

Tabelle 12: Verdampfungsprotokolle zur Variation der Parameter der Erzeugung von Aerosolen — dargestellt sind
die variablen Parameter: Leistung der e-Zigarette, Anzahl der Zyklen und Inkubation in Waschflasche nach dem
Bedampfen. Konstante Parameter nach standardisiertem Verdampfungsprotokoll (Tabelle 5) — Zugdauer:

2 Sekunden, Flussrate Pumpe: 1,5L/min, Intervall: 30 Sekunden, Volumen biologische Suspension in
Waschflasche: 1 mL

Verdampfungsprotokoll VP1la VP1b VP2a VP2b VP3a VP3b
Leistung e-Zigarette [Watt] 20 20 20 20 80 80
Anzahl der Zyklen 1 1 3 3 1 1
Inkubation in Waschflasche 0 10 0 10 0 10

nach Bedampfen [min]
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4.2.3.2 a-Amylase-Assay

Prinzip

Das Prinzip dieser kolorimetrischen Methode beruht auf einer spezifischen Farbreaktion als
Nachweisreaktion beim a-Amylase-Assay nach Bernfeld (1951) und wurde urspriinglich zum Nachweis
reduzierender Substanzen im Urin entwickelt (167). In Anwesenheit reduzierender Kohlenhydrate wird
die Phenolsdure 3,5-Dinitrosalicylsaure zu 3-Amino-5-nitrosalicylsdure reduziert. Diese Reduktion
erfolgt aufgrund der Anwesenheit des reduzierenden Zuckers Maltose. Das Enzym a-Amylase spaltet
die Maltose aus loslicher Starke. Die gebildete 3-Amino-5-nitrosalicylsdaure absorbiert Licht bei 540 nm
und die Farbung der Losung schldgt von orangegelb zu rot um. Mithilfe einer externen Kalibrierung mit
Maltose kann die Konzentration ermittelt werden und ergibt die Enzymmenge, die unter gegebenen
Bedingungen definitionsgemaR 1 pumol Maltose aus l6slicher Starke in einer Minute freisetzt. Die
verwendeten Reagenzien und ihre Herstellung sind im Anhang (8.2.3 Reagenzien fiir das a-Amylase-

Assay) dargestellt.

Durchfihrung

Fir die externe Kalibrierung wurden Maltose-Losungen im  Konzentrationsbereich
von 0,25 -5,00 mmol/L eingesetzt. Vor der Untersuchung der zu betrachtenden Proben waren
Verdiinnungen zu tatigen, um den kalibrierten Bereich zu erfassen. Die Proben wurden bei der direkten
Behandlung in drei unterschiedlichen Konzentrationen (0,05; 0,1 und 0,25 g/mL) sowie die erzeugten
Aerosole in dreifacher Bestimmung untersucht. Die Probeldsung wurde zur Substratlosung gegeben
und bei 37°C fir 15 Minuten inkubiert. In diesem Schritt wird die Starke zu Maltose gespalten, wenn
die Probelésung eine Enzymaktivitat aufweist. Nach Zugabe der Farbreagenz wurde die Mischung
bei 100°C weitere 5 Minuten behandelt, um das Enzym zu inaktivieren und einen standardisierten
Endpunkt zu schaffen. AnschlieRend wurde fir 40 Minuten auf Raumtemperatur abgekihlt. Die
Mischung konnte im Spektralphotometer bei 540 nm gemessen werden. Analog wurde die Acarbose-
Losung als Positivkontrolle zur Hemmung des Enzyms behandelt. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der
externen Kalibrierung. Die Kalibriergerade setzt die Konzentrationsgrenzen in mmol bzw. umol
Maltose pro mL. Die Auswertung erfolgte in Prozent Enzymaktivitat im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle (100%).
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4.2.3.3 Protease-Assay

Prinzip

Das Prinzip dieser kolorimetrischen Methode beruht auf einer spezifischen Nachweisreaktion der
Protease-Aktivitat durch Azomarkierung nach Charney und Tomarelli (1947) (168). Azocasein ist ein
chromophores Casein derivatisiert mit Diazoarylaminen. Es wird in Anwesenheit von proteolytischen
Enzymen (z.B. Trypsin) in kleine chromophortragende, sdurel6sliche Peptide gespalten, die die Losung
gelb farben. Das nicht gespaltene Azocasein wird in Trichloressigsdaure gefallt. Nach anschlieRender
Zentrifugation kann der Uberstand im alkalischen Medium neutralisiert und photometrisch bei einer
Absorption von 440 nm untersucht werden. Die Extinktionen der jeweiligen unbehandelten
biologischen Suspensionen werden definiert als 100%ige Enzymaktivitaten und mit den Proben
verglichen. Die verwendeten Reagenzien und ihre Herstellung sind im Anhang (8.2.4 Reagenzien fiir

das Protease-Assay) dargestellt.

Durchflihrung

Die Proben wurden bei der direkten Behandlung der biologischen Suspensionen in drei
unterschiedlichen Konzentrationen (0,05; 0,1 und 0,25 g/mL) sowie die erzeugten Aerosole in
dreifacher Bestimmung untersucht. Die Probel6sung wurde zusammen mit der Azocasein-Lésung
auf 37°C temperiert und 30 Minuten lang inkubiert. Nach Zugabe der Trichloressigsdaure wurde die
Mischung bei Raumtemperatur weitere 5 Minuten behandelt und anschlieBend bei 10.000 rpm
und 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Entnahme des Uberstandes und Neutralisierung
mit 0,5 N NaOH erfolgte die Messung im Spektralphotometer bei einer Absorption von 440 nm. Analog

wurde die unbehandelte biologische Suspension zur Auswertung als 100%ige Enzymaktivitat definiert.
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4.2.4 Untersuchungen der antibakteriellen Eigenschaften der Liquids bzw. Aerosole
in vitro

Da eine medizinische Anwendung der Technologie der e-Zigarette insbesondere bei bakteriellen
Atemwegserkrankungen denkbar ware, sollten mikrobiologische Untersuchungen zur antibakteriellen
Wirkung von Modellsubstanzen erfolgen. Es wurden ausgewadhlte Isolate von klinisch relevanten
bakteriellen Krankheitserregern mit den jeweiligen Liquids behandelt bzw. bedampft und deren
grundlegende Dosis-Wirkungsbeziehung charakterisiert. Die mikrobiologischen Untersuchungen
wurden nach den standardisierten mikrobiologischen Arbeitsanweisungen des CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) durchgefihrt (169). Die jeweiligen Vorschriften wurden

gegebenenfalls modifiziert und gesondert in den jeweiligen Durchfiihrungen genannt.

Bakterienarten

Fir die mikrobiologischen Untersuchungen wurden sechs Bakterienarten ausgewahlt, die nach zwei
Charakteristika gruppiert werden konnen. Die drei multiresistenten Bakterien kdnnen mit
antibiotischen Standardtherapien nicht abgetétet werden und haben vor allem eine nosokomiale
Relevanz. Pseudomonas aeruginosa (P.a.289) ist einer der am schwersten zu behandelnden
nosokomialen Krankheitserreger mit hohen Sterblichkeitsraten bei Pneumonien und Bakteridmien. Bei
Patienten mit Mukoviszidose kommt es zu einer langfristigen Kolonisierung der Atemwege mit
P. aeruginosa, die mit der pulmonalen Applikation von Antibiotika wie Tobramycin behandelt
wird (170). Eine ahnliche zunehmende Relevanz als Erreger von Krankenhausinfektionen hat das
Bakterium Klebsiella pneumoniae (K.p. 245). Es verursacht hauptsachlich Infektionen der Harnwege
und Atemwege, die durch eine zunehmende Multiresistenz schwer bekdmpft werden kénnen (171).
Der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA 29) wird assoziiert mit Wundinfektionen und
insbesondere der Besiedlung von Schleimh&uten im Bereich der Nase und des Rachens (172). Die
zweite Gruppe der Bakterienarten weist Eigenschaften auf, die vordergriindig mit respiratorischen
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Das Bakterium Streptococcus pneumoniae (S.p. 351)
kann vor allem Lungenentziindungen, aber auch Mittelohr- und Hirnhautentziindungen bei einer
Infektion des unteren Respirationstraktes verursachen. Eine Besiedelung des Nasen-Rachenraumes
verlduft jedoch meistens symptomlos (173). Die Bakterienarten Moraxella catarrhalis (M.c. 358) und
Haemophilus influenzae (H.i.361) sind zusammen mit Streptococcus pneumoniae reprasentativ
beteiligt an Atemwegserkrankungen mit diverser Symptomatik, wie Rhinosinusitis, Tracheitis oder

Bronchitis (174).
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Alle Bakterienisolate stammen aus der AG Gastrointestinale Mikrobiologie des Institutes fir
Mikrobiologie und Infektionsimmunologie der Charité in Berlin und sind in der folgenden Tabelle 13

dargestellt.

Tabelle 13: Charakterisierung der untersuchten sechs Bakterienarten — dargestellt sind die Eigenschaften, die
laborinterne Nummer und die Herkunft der sechs Bakterienarten: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis und
Haemophilus influenzae; NRZ = Nationales Referenzzentrum, ATCC = American Type Culture Collection,
AG = Arbeitsgemeinschaft

Bakterium Gram-Farbung Form Laborinterne Herkunft

Nummer
Pseudomonas negativ Stabchen 289 Patientenisolat MV17775
aeruginosa Charité Innere Medizin
Klebsiella negativ Stabchen 245 NRZ-00002, NRZ Bochum
pneumoniae
Staphylococcus  positiv Kokken 29 Patientenisolat MV05662,
aureus (MRSA) Charité Unfallchirurgie
Streptococcus positiv Kokken 351 BK 79062, Labor Berlin
pneumoniae
Moraxella negativ Kokken 358 ATCC 25238, AG Slevogt
catarrhalis
Haemophilus negativ Stabchen 361 AG Slevogt
influenzae

Die mikrobiologischen Untersuchungen werden aufgeteilt in direkte und indirekte Methoden, je nach
Art der Untersuchung Uber direkten Kontakt des Liquids mit dem Bakterium oder indirekt Gber das
jeweilige Aerosol. Dabei werden die beschriebenen Liquids aber auch die reinen Wirkstoffe und
Vehikel aus Kapitel 4.1 Material untersucht. Das Antibiotikum Tobramycin (T) und das Tobramycin-

Liquid (TL) dienten dabei zum Vergleich der ermittelten Werte.

Bakterienkultivierung

Die Bakterienkultivierung bzw. Bakterienanzucht dient zum Zweck der Vermehrung. Das Vorgehen ist
im ersten Schritt fur alle Untersuchungsmethoden identisch und einheitlich. Die Bakterien wurden aus
der bei Raumtemperatur aufgetauten Reinkultur mithilfe einer Impfése entnommen und auf ein festes
Ndahrmedium in einer Petrischale fraktioniert ausgestrichen. Diese beimpften Nahrmedium-Platten
wurden unter kontrollierten Bedingungen (24 h, 37°C, 5% CO,) im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend
wurden einzelne Kolonien mit einer Impfose entnommen und in einem Flissigmedium homogenisiert.

Diese Bakteriensuspension wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm auf den
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sogenannten Tribungsstandard 0,5 McFarland eingestellt. Dieses Protokoll ist standardisiert auf das
Bakterium Escherichia coli und ergibt bei einer Absorption von 0,08 bis 0,1 eine Bakterienkonzentration
von 1-2 - 108 koloniebildende Einheiten (KBE) pro mL. Diese Bakteriendichte wurde in den jeweiligen
mikrobiologischen  Untersuchungen anschlieBend weiterbearbeitet. Zur Erhaltung der
Reproduzierbarkeit wurden alle Untersuchungen standardisiert auf Nahrmedien und -bouillons einer
Bezugsquelle. So wurden die Bakterien auf industriell gefertigten Columbia-Blutagar-Festmedien und
in Miller-Hinton-Flissigmedium vermehrt. Abweichend davon wurde das Bakterium Haemophilus
influenzae auf speziellen Kochblutagar-Platten inkubiert und das Miller-Hinton-Medium mit speziellen
wachstumsférdernden Haemophilus influenzae-Supplementen (HI-Supplementen) erweitert. Die
detaillierten Informationen zur Herstellung der Nahrmedien befinden sich im Anhang (8.2.5 Flissige

Nahrmedien).

4.2.4.1 Methoden zur Bestimmung der antibakteriellen Wirkung von Liquids (direkte Methoden)

Bei den direkten mikrobiologischen Untersuchungsmethoden handelt es sich um Methoden, in denen
die Modellsubstanzen direkt in ihrem fliissigen Aggregatzustand verwendet werden. Die Eigenschaften
sind demnach den Liquids bzw. seinen Bestandteilen zuzuordnen. Dies ergibt einen Uberblick iiber die
antibakteriellen Eigenschaften der eingesetzten Liquids und deren Bestandteile fiir den Vergleich mit

den Aerosolen.

4.2.4.1.1 Agardiffusionstest

Prinzip

Die Agardiffusion ist eine hadufige qualitative Empfindlichkeitsprifung gegeniber antimikrobiell
wirkenden Substanzen und eignet sich fur die meisten bakteriellen Krankheitserreger. Das Prinzip der
Agardiffusion besteht auf der Bildung eines radialen Konzentrationsgradienten durch Diffusion. Ein
steriles Filterpapierplattchen —eine sogenannte Suszeptibilitdtsscheibe — getrankt mit der zu
untersuchenden Probesubstanz wird auf eine beimpfte Agarplatte gebracht. Dieses fiihrt zur Bildung
einer Inhibitionszone auch Hemmhof genannt und ist abhangig von der aufgetragenen Probe, seiner

Loslichkeit, seinem Diffusionskoeffizienten und seiner Gesamtwirkung (175).

Durchfihrung

Der eingestellte Tribungsstandard (0,5 McFarland) des jeweiligen Bakterienstammes wurde fiir den
Agardiffusionstest auf eine Bakterienkonzentration von 5-10°KBE pro mlL verdiinnt. Davon
wurden 100 pL auf den jeweiligen Nahrboden mithilfe eines Drigalskispatels ausplattiert somit ergibt
sich eine Konzentration von 5 - 10° KBE pro Petrischale. AnschlieRend wurden sterile Filterpldttchen

(@ 6 mm) mittig platziert. Zur Bestimmung der Hemmhéfe wurde eine konstante Masse von 30 pg der
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Proben direkt auf die Filterplattchen aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden bei 37°C
und 5% CO; unter aeroben Bedingungen im Brutschrank konnten die Platten visuell Gberpriift werden
und das Ausmessen der Hemmhofe mit dem Lineal erfolgen. Jede Untersuchungskombination wurde

als dreifache Bestimmung (n = 3) erfasst.

4.2.4.1.2 Mikrodilution

Prinzip

Eine standardisierte Bestimmung der antibakteriellen Wirkung von Modellsubstanzen meist
Antibiotika in Routinelaboren erfolgt mit dem Mikrodilutionsverfahren. Mithilfe geometrisch
verdinnter Probelésungen kdnnen antibakterielle Hemmkonzentrationen photometrisch ermittelt
werden. Die niedrigste Konzentration, die die Vermehrung der Bakterien verhindert bzw. hemmt, ist
die minimale Hemmkonzentration (MHK). Sie ist ein MaR der Empfindlichkeit eines Bakteriums
gegeniber einem antibakteriell wirkenden Stoff und entscheidet Gber den Behandlungserfolg in der
Klinik. Dabei zeigt eine hohe MHK eine geringere Empfindlichkeit und mogliche Resistenz des
Bakteriums gegeniber der Substanz an. Die Mikrodilution hat gegeniber der Agardiffusion den Vorteil

einer sensitiver quantitativen Bestimmung der antibakteriellen Wirkung (175).

Durchfihrung

Zur Ermittlung der MHK-Werte wurden 96-well (Kavitdten) Mikrotiterplatten mit Flachboden
(F-Boden) verwendet. Die Abbildung 24 zeigt das standardisierte Pipettierschema. Die Probe wurde in
der gewiinschten hochsten Konzentration als Stammlosung hergestellt und in die erste Spalte (V1) der
Mikrotiterplatte pipettiert. Die spaltenweise Verdiinnung mithilfe einer Mehrkanalpipette (Eppendorf
Research® plus) ermdglichte die Untersuchung in geometrischen Verdiinnungsreihen (V2 - V11) mit

dem Verdinnungsfaktor 0,5 (z.B. 128 g/L, 64 g/L, 32 g/L usw.) nach folgender Formel:
Cp, = Cp+0,5"

Zusatzlich wurden Kontrollen (K1 -K11) ohne Bakteriensuspension, die Sterilkontrolle (SK), die
Positivkontrolle (POS) und Negativkontrollen (NEG) auf der Platte aufgetragen. Der letzte Schritt war
das Hinzufligen der Bakteriensuspension, um einen definierten Inkubationsstart zu ermdglichen. Der
eingestellte Triibungsstandard (0,5 McFarland) des jeweiligen Bakterienstammes wurde fir die
Mikrodilution auf eine Bakterienkonzentration von 5 - 10° KBE pro mL verdiinnt und davon 10 pL in die
Kavititen pipettiert. Somit ergab sich eine Konzentration von 5 - 10* KBE pro Kavitit. Da es sich bei den
reinen dtherischen Olen um sehr fliichtige Substanzen handelt, wurden diese Mikrotiterplatten mit
einer sterilen Klebefolie zuséatzlich zu den vorgesehenen Deckeln tiberklebt. Dies verhinderte nicht nur

das Verdampfen der itherischen Ole, aber auch mogliche unerwiinschte Effekte auf angrenzende
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Kavitaten. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden bei 37°C und 5% CO; unter aeroben
Bedingungen im Brutschrank erfolgte die photometrische Bestimmung mithilfe eines Mikroplatten-
Readers (Tecan) bei 620 nm. Jede Untersuchungskombination wurde mindestens als siebenfache

Bestimmung (n = 7) erfasst.
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Abbildung 24: Pipettierschema der Bestimmung der antibakteriellen Aktivitdt der Modellsubstanzen mit dem
Mikrodilutionsverfahren nach CLSI — V1 = Stamml&sung der Probe, V2-V11 = geometrische Verdinnungsreihe der
Probe, K1-K11 =Kontrollreihe ohne Bakteriensuspension, SK = Sterilkontrolle, PQOS = Positivkontrolle,
NEG = Negativkontrolle

4.2.4.1.3 Time-Kill-Methode

Prinzip

Die Time-Kill-Methode ist die Erfassung der sogenannten Absterbekinetik. Es ist die Untersuchung der
Aktivitat eines antibakteriellen Wirkstoffs gegen einen Bakterienstamm und kann die bakterizide oder
bakteriostatische Effektivitdt einer Substanz im zeitlichen Verlauf darstellen. Durch das Erfassen der
koloniebildenden Einheiten in definierten Zeitintervallen kann eine sogenannte Absterberate
graphisch dargestellt werden. Anhand dieser Vorgehensweise ist die Untersuchung der minimalen
bakteriziden Konzentration (MBK) ebenfalls moglich. Die MBK ist die niedrigste Konzentration, bei der
nach Keimzahlbestimmung kein bakterielles Wachstum auftritt bzw. 99,9% (Reduktion

um 10° KBE/mL) der Bakterien abgetétet werden (169).

Durchfihrung
Fir die Bestimmung der Absterbekinetik wurden die einfachen und doppelten minimalen

Hemmbkonzentrationen (MHK  und 2xMHK) der jeweiligen Proben aus den
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Mikrodilutionsuntersuchungen (siehe 5.3.1.2 Mikrodilution) zusammen mit Positiv- und
Negativkontrollen gewdhlt. Der eingestellte Tribungsstandard (0,5 McFarland) des jeweiligen
Bakterienstammes wurde fiir die Time-Kill-Methode auf eine Bakterienkonzentration von 5 - 10° KBE
pro mL verdlinnt. Die Ansdtze wurden unter den standardisierten aeroben Inkubationsbedingungen
im Brutschrank (37°C, 5% CO,) fur 24 Stunden in MikroreaktionsgefalRen (2,0 mL) inkubiert. Zu den
vorgesehenen Zeitpunkten 0 (to), 3 (t1), 6 (t2) und 24 (t3) Stunden wurde den ReaktionsgefaRen jeweils
ein Aliquot von 100 uL der Proben entnommen, verdinnt und ausplattiert. Diese Platten wurden
ebenfalls unter den beschriebenen Standardbedingungen nochmals inkubiert und anschliefend
konnten die koloniebildenden Einheiten ausgezahlt werden. Jede Untersuchungskombination wurde

als Doppelbestimmung (n = 2) erfasst.

4.2.4.2 Methoden zur Bestimmung der antibakteriellen Wirkung von Aerosolen (indirektes Methoden)

Bei den indirekten Untersuchungsmethoden handelt es sich um Methoden, in denen die evaporierten
Modellsubstanzen bzw. die Aerosole analysiert wurden. Die Eigenschaften sind demnach der
vaporisierten Substanzen zuzuordnen. Die indirekten Methoden sind keine standardisierten Protokolle
aus Routinelaboratorien. Es handelt sich um experimentelle Untersuchungen, die entweder modifiziert

aus Publikationen entnommen oder selbst entworfen wurden.

4.2.4.2.1 Gas-Kontakt-Methode

Prinzip

Das Prinzip der Gas-Kontakt-Methode wurde aus einer Publikation von Maruzella und Sicurella aus
dem Jahr 1960 Gbernommen und modifiziert (176). Hierfiir wurde wie bei der Agardiffusion die
minimale Hemmkonzentration der Modellsubstanz gegeniiber einer Bakterienart untersucht. Diese
vollstdndige Hemmung soll jedoch durch den Kontakt der zu untersuchenden Modellsubstanz Gber die
Gasphase herbeigefiihrt werden. In dieser Publikation wurden die Dampfe von &therischen Olen
untersucht, da herausgestellt wurde, dass die Dampfe andere antibakterielle Eigenschaften im
Vergleich zum direkten Kontakt mit der Flussigkeit aufweisen. Die Angaben der Ergebnisse sind
definiert als inhibierende Masse der Probe pro mL freies Volumen der Petrischale und werden in dieser

Arbeit bezeichnet als minimale volatile Hemmkonzentration (MHKyoL).

Durchfihrung

Diese modifizierte Methode wurde an allen Modellsubstanzen untersucht. Die Berechnung der
Konzentration der Probe richtete sich nach dem freien Volumen in der Petrischale im geschlossenen
Zustand. Die Innenmalie einer geschlossenen Petrischale haben eine Hohe von 16 mm bei einem

Durchmesser vom 86 mm. Das Volumen ist demnach 93 mL. Eine handelsiibliche Agarplatte mit

84



Festmedium hat einen Inhalt von 22 mL verfestigter Nahrlésung. Somit ergibt sich ein freies Volumen
in der Petrischale von etwa 71 mL. Der eingestellte Tribungsstandard (0,5 McFarland) der jeweiligen
Bakterienart wurde fir die Gas-Kontakt-Methode auf eine Bakterienkonzentration von 5 - 10° KBE
pro mL verdiinnt. Davon wurden 100 plL auf den jeweiligen Nahrboden mithilfe eines Drigalskispatels
ausplattiert somit ergibt sich eine Konzentration von 5 - 10° KBE pro Petrischale. AnschlieBend wurde
ein steriles Filterplattchen (@ 6 mm oder 440 mm) mittig auf die Innenflache des Petrischalen-Deckels
platziert. Zur Bestimmung der vollstindigen Hemmung wurden in geometrischen
Verdiinnungsschritten bis zu einer Konzentration von 16 g/L die Proben direkt auf die Filterplattchen
getropft und mit der unteren Petrischale mit Nahrboden als Deckel verschlossen. Die Platten wurden
mit einer dehnbaren Verschlussfolie nochmals luftdicht umschlossen, wie in Abbildung 25 dargestellt.
Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle mit der reinen Nahrlésung zu jeder Untersuchungsreihe
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank war die
Auswertung der Hemmung moglich. Das Vorhandensein einer klaren inhibierenden Zone deutet auf
eine antibakterielle Aktivitdt der evaporierten Modellsubstanz hin. Jede Kombination wurde als

dreifache Bestimmung (n = 3) erfasst.

Abbildung 25: Schematischer Aufbau der Gas-Kontakt-Methode (176) im Querschnitt — In die Innenseite des
Petrischalen-Deckels wird eine sterile Suszeptibilitdtsscheibe platziert und mit einem definierten Volumen an
Modellsubstanz betropft (blau). Die Unterseite mit inokuliertem Nahrmedium (grau) dient als Deckel. Die
Petrischale wird luftdicht umschlossen (schwarz) und unter standardisierten Bedingungen inkubiert.

4.2.4.2.2 Sattigungsbox

Prinzip

Das Prinzip der Sattigungsbox beruht auf einer Publikation von Inouye et al. aus dem Jahr 2001 (177).
In dieser Publikation wurde urspriinglich die fungizide Aktivitit von evaporierten dtherischen Olen
innerhalb einer luftdicht verschlossenen Box untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Sattigung
eine homogene Aufnahme der &therischen Ole in die Schicht des Nihrbodens bewirkt. Fiir diese
modifizierte Methode wurde eine luftdichte Box mit definiertem Volumen verwendet, um die
Hemmung durch eine vollstdandige Sattigung der Atmosphare mit der Modellsubstanz unter definierten

Bedingungen herbeizufihren.
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Durchfihrung

Der eingestellte Tribungsstandard (0,5 McFarland) der jeweiligen Bakterienart wurde fir die
Sattigungsbox auf eine Bakterienkonzentration von 5 - 10° KBE pro mL verdiinnt. Davon wurden 100 pL
auf den jeweiligen Ndhrboden mithilfe eines Drigalskispatels ausplattiert, somit ergab sich eine
Konzentration von 5 - 10° KBE pro Petrischale. AnschlieBend wurde die Platte in eine zuvor sterilisierte
Box (V=500mL), neben einem Glasgefal geflllt mit 5mL der Modellsubstanz, platziert
(Abbildung 26). Das eingesetzte Volumen wurde nach Voruntersuchungen ermittelt. Die Box wurde
verschlossen, nochmals mit einer dehnbaren Verschlussfolie luftdicht umschlossen und im Ganzen im
Inkubator platziert. Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle mit flissigem Nahrmedium anstelle der
Modellsubstanz zu jeder Untersuchungsreihe inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden
bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank war die visuelle Auswertung der Hemmung moglich. Jede

Kombination wurde als dreifache Bestimmung (n = 3) erfasst.

Abbildung 26: Schematischer Aufbau der Sattigungsbox (177) im Querschnitt — Die Unterseite der Petrischale mit
inokuliertem Nahrmedium (grau) wird offen in einer sterilisierten Box neben einem GlasgefaR geflllt mit
Modellsubstanz (blau) platziert. Die Box wird luftdicht verschlossen und unter standardisierten Bedingungen
inkubiert.

4.2.4.2.3 Aerosol-Untersuchungen

Prinzip

Das Prinzip der Aerosol-Untersuchungen beruht auf der antibakteriellen Wirkung der Aerosole beim
Durchleiten durch eine Bakteriensuspension unter definierten Bedingungen. Hierfir wurde die
Probenahme-Konstruktion verwendet, um die antibakterielle Hemmung einer Bakterienart im
zeitlichen Verlauf zu dokumentieren. Die konstante Flussrate ermoglichte eine gleichmaRige
Aerosolgewinnung und standardisierte Probenahme. Das Ziel dieser Untersuchung war demnach eine
Abnahme der koloniebildenden Einheiten mit jeder Probenahme und somit eine sichtbare Hemmung

bzw. Bakterizidie hervorgerufen durch das Aerosol der jeweiligen Modellsubstanzen.

Durchfihrung
Zur Ermittlung der bakteriellen Hemmung durch das Durchleiten von Aerosol im zeitlichen Verlauf

wurde die Probenahme-Konstruktion (Abbildung 20) verwendet. Die Auswahl der Modellsubstanzen

86



und Bakterienarten wurde anhand der vorhergehenden Ergebnisse aus den direkten und indirekten
Methoden bestimmt. Hierflir wurden drei Bakterienarten mit jeweils zwei Liquids mit den fir das
jeweilige Bakterium niedrigsten minimalen Hemmkonzentrationen und dem wirkstofffreien Basisliquid
zum Vergleich behandelt. Der eingestellte Tribungsstandard (0,5 McFarland) des jeweiligen
Bakterienstammes wurde fir die Aerosol-Untersuchungen individuell verdiinnt. Ein Volumen
von 10 mL der Bakteriensuspension wurde in die Probenahme-Waschflasche gefiillt und unter
definierten Bedingungen nach Verdampfungsprotokoll behandelt. Die Proben konnten direkt aus
dieser Suspension jeweils nach jedem Zyklus (10 Zige) entnommen und ausplattiert werden. Die
Anzahl der Zyklen wurde Uber die Ermittlung einer vollstandigen Inhibierung bestimmt. Nach einer
Inkubationszeit von 20 Stunden bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank unter aeroben Bedingungen war
die Auszahlung der koloniebildenden Einheiten moglich. Die ermittelten Ergebnisse werden dargestellt
als koloniebildende Einheiten nach der Anzahl der Zige im zeitlichen Verlauf. Jede

Untersuchungskombination wurde als zweifache Bestimmung (n = 2) erfasst.

4.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5. Die Daten
werden Uber den Mittelwert und die Standardabweichung dargestellt. Die jeweilige Anzahl der
Untersuchungen (n) ist entsprechend angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit einer
einfachen Varianzanalyse (ANOVA) ermittelt. Die angewandten Post-hoc-Tests Bonferroni, Dunnett
und Tukey werden entsprechend genannt und mit einem Konfidenzintervall von 95% ermittelt. Die
Signifikanzen sind durch Asteriske gekennzeichnet und werden bewertet als signifikantes (* p < 0,05),

sehr signifikantes (** p < 0,01) oder hoch signifikantes Ergebnis (*** p < 0,001).
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Quantitative und qualitative Untersuchungen der Liquids bzw. Aerosole

Die chromatographischen Methoden wurden unter den vorgestellten Bedingungen validiert. Die
Ergebnisse der Validierungen befinden sich im Anhang (8.3 Validierung der chromatographischen
Methoden). Die Ergebnisse teilen sich zum einen in die gaschromatographischen Untersuchungen der
Liquids mit den atherischen Olen Eucalyptusél, Minzél und Nelkenél. In den HPLC-Untersuchungen
wurden zum anderen die Liquids anhand des Wirkstoffes Cannabidiol quantifiziert. Hierfiir wurde

sowohl die reine Substanz als auch Cannabis-Extrakte zur Herstellung der Liquids verwendet.

Die Quantifizierung erfolgte Uber eine Kalibrierung mit den externen Standards 1,8-Cineol, Menthol
und Eugenol. Zunachst wurden die Konzentrationen der jeweiligen Leitsubstanzen in den dtherischen
Olen mit den Angaben der Analysenzertifikate (AZ) bestitigt. Die Ergebnisse der Linearitit sowie die

Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) sind in folgender Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Ergebnisse der Linearitdat und Nachweis-(LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) der Leitsubstanzen
1,8-Cineol, Menthol und Eugenol der &therischen Ole — LOD = Limit of Detection, LOQ = Limit of Quantification,
cs = Konzentration der Leitsubstanz nach Analysenzertifikat, AZ = Analysenzertifikat

Standard- Steigung  Achsen- Bestimmt- Atherisches  LOD LOQ cis AZ
substanz abschnitt  heitsmaBR? Ol [ug/mL]  [pg/mL] [%]
1,8-Cineol 200535 3528 0,999 Eucalyptusél 1,5 5,0 80,2
Menthol 2557,4 -26,4 0,999 Minzol 1,5 5,1 32,2
Eugenol 140902 -5016 0,998 Nelkendl 2,1 7,1 81,4
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In Abbildung 27 sind die chromatographischen Profile der dtherischen Ole mit den Retentionszeiten

ihrer Leitsubstanzen dargestellt.
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Abbildung 27: Chromatographische Darstellung der dtherischen Ole und ihrer Leitsubstanzen — dargestellt sind die
chromatographischen Profile der atherischen Ole Eucalyptusél, Minzél und Nelkendl mit den Retentionszeiten
ihrer markierten zugehorigen Leitsubstanzen 1,8-Cineol (RT = 10,275 min), Menthol (RT = 9,798 min) und Eugenol
(RT = 18,286 min); GC-Bedingungen: Kapillarsaule RTX 35 mit Vorsadule, Temperaturprogramm: 3 min 50°C, 25 min
226 °C (8°C/min), 26,4 min 260°C (25°C/min), 36,4 min 260°C, Detektion: Flammenionisation; RT = Retentionszeit
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Die Liquids wurden in drei unterschiedlichen Konzentrationen an dtherischen Olen (0,5%, 1,0%, 1,5%)
in Basisliquid hergestellt. Unter pharmazeutischen Aspekten kann das Liquid als Arzneimittel
betrachtet werden. Der phytopharmazeutische Wirkstoff ist demnach das jeweilige dtherische Ol
dessen Gehalt an Leitsubstanzen quantifiziert werden muss. Anhand von Qualitatsstandards
sogenannten Spezifikationen wird die pharmazeutische Qualitdt beurteilt. Diese Spezifikationen
miissen im Bereich zwischen 95% und 105% liegen, um ein Arzneimittel als Arzneimittelhersteller
freigeben zu dirfen. Die Tabelle 15 verdeutlicht die jeweiligen Soll-Konzentrationen (cson) der

Leitsubstanzen in den jeweiligen Liquids mit den ermittelten prozentualen Wiederfindungsraten.

Tabelle 15: Ergebnisse der gaschromatographischen Untersuchung der Leitsubstanzen in den Liquids — dargestellt
sind die Wiederfindungsraten in Prozent der jeweiligen Leitsubstanzen 1,8-Cineol, Menthol und Eugenol in den
Liquids EL, ML und NL. Die Soll-Konzentrationen (csoi) werden berechnet anhand der Konzentration der
Leitsubstanz im atherischen Ol und anhand der Konzentration des dtherischen Ols im jeweiligen Liquid. Die Liquids
wurden in drei verschiedenen Konzentrationen an &dtherischen Olen hergestellt. EL= Eucalyptusél-Liquid,
ML = Minzol-Liquid, NL = Nelkendl-Liquid, csoi = Soll-Konzentration der Leitsubstanz im Liquid (n = 3)

Liquid Abkiirzung Leitsubstanz Cson [mg/mL] Wiederfindungsrate [%]
ELO,5 4,55 100,9
Eucalyptusél-Liquid  EL 1.8-Cineol 9,21 103,0
EL1,5 13,51 101,3
MLO,5 1,85 100,2
Minzol-Liquid ML Menthol 3,64 99,9
ML1,5 5,41 100,1
NLO,5 4,60 101,0
Nelkenol-Liquid NL Eugenol 9,16 103,0
NL1,5 13,75 97,3

Die Konzentrationen der dtherischen Ole im Liquid wurden bei 0,5%, 1,0% und 1,5% gewahlt. Die
daraus berechneten Konzentrationen der jeweiligen Leitsubstanzen im Liquid konnten alle
zufriedenstellend quantifiziert werden. Die Wiederfindungsraten von 1,8-Cineol in den Eucalyptusol-
Liquids liegen im Bereich zwischen 100,9% und 103,0%. Das Menthol konnte in den Minzél-Liquids zu
99,9% bis 100,2% wiedergefunden werden. Die Wiederfindungsrate der Leitsubstanz Eugenol weist die
groBten Schwankungen zwischen 97,3% und 103,0% auf. Die Wiederfindungen der Leitsubstanzen
liegen bei allen untersuchten Liquids im Bereich der Spezifikationen des Europaischen Arzneibuchs

bei £ 5% der eingesetzten Konzentrationen.
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Die Aerosol-Untersuchungen wurden anhand der eigenen Probenahme-Konstruktion (Abbildung 20)
und des Verdampfungsprotokolls (Tabelle 5) durchgefiihrt. Hierfir wurden die Aerosole durch
2-Propanol durchgeleitet und somit geldst. Die Quantifizierung der Leitsubstanzen in den Aerosolen
erfolgte direkt und ohne weitere Schritte der Probenaufbereitung. Die Abbildung 28 stellt die

verdampfte Masse der Leitsubstanzen 1,8-Cineol, Menthol und Eugenol pro Zug in pg graphisch dar.
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Abbildung 28: Ergebnisse der gaschromatographischen Verdampfungsuntersuchungen der Leitsubstanzen in
Aerosolen nach Verdampfungsprotokoll (Tabelle 5) — Chromatographische Quantifizierung der verdampften Masse
der Leitsubstanzen 1,8-Cineol, Menthol und Eugenol pro Zug in pg bei 20 Watt. Die Liquids enthalten drei
unterschiedliche Konzentrationen an den jeweiligen &therischen Olen (I =0,5%; =1,0%;, M =1,5%);
Mittelwert + Standardabweichung; ANOVA-Bonferroni * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001, (n =9)

Die gemittelten verdampften Massen des 1,8-Cineols in Héhe von 33,6 pug (0,5%), 95,6 pug (1,0%)
und 156,2 ug (1,5%) unterscheiden sich in den drei untersuchten Konzentrationen signifikant
(p £0,001) voneinander. Die verdampften Massen von Menthol wurden bei 75,6 ug (0,5%), 99,4 ug
(1,0%) und 139,0 ug (1,5%) ermittelt, wohingegen das Eugenol unter den gegebenen Parametern des
Verdampfungsprotokolls die Massen 54,4 g (0,5%), 63,7 ug (1,0%) und 108,0 ug (1,5%) aufzeigt. Die
verdampfte Masse von Menthol weist erst ab einer Konzentration in Hohe von 1,5% Minzol im Liquid
signifikante Unterschiede zu den anderen beiden Konzentrationen auf. Dieses trifft ebenfalls auf
Eugenol zu. Die Ergebnisse der chromatographischen Untersuchung der Leitsubstanzen scheinen einen
linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration des &therischen Oles im Liquid und der

verdampften Masse der Leitsubstanz aufzuweisen. Das heiRt, wird die Masse der Leitsubstanz im
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Liquid erhoht, steigt ihre verdampfte Masse prozentual an. Die Berechnung des BestimmtheitsmaRes
R? Uber eine lineare Regression gibt Aufschluss tber einen méglichen kausalen Zusammenhang
zwischen den Variablen. Fiir die lineare Anpassung des 1,8-Cineols liegt dieses BestimmtheitsmaR R?
bei 1 bzw. 100%. Die Bestimmtheitsmalie von Menthol und Eugenol liegen bei 0,980 bzw. 0,875. Somit
kann die Behauptung aufgestellt werden, dass die Leitsubstanzen der &therischen Ole in
Konzentrationen zwischen 0,5% und 1,5% in Basisliquid ein lineares bzw. anndhernd lineares
Verdampfungsverhalten nach den Parametern aus dem Verdampfungsprotokoll aufzeigen. Das
Diagramm verdeutlicht ebenfalls, dass das Verdampfungsverhalten innerhalb der Leitsubstanzen sehr
unterschiedlich sein kann. Diese Bestandteile von Vielstoffgemische haben ungeachtet der
Uberwiegend terpenoiden Strukturen sehr unterschiedliche physikalische Eigenschaften. In Tabelle 16

sind thermodynamische Stoffeigenschaften der reinen Leitsubstanzen dargestellt.

Tabelle 16: Thermodynamische Charakterisierung der Leitsubstanzen (178, 179) — dargestellt sind die
physikalischen Parameter Siedepunkt, die Verdampfungsenthalpie und der Dampfdruck der reinen Leitsubstanzen
1,8-Cineol, Menthol und Eugenol und ihre prozentualen Anteile in den jeweiligen dtherischen Olen bzw. Liquids;
EL = Eucalyptusol-Liquid, ML = Minzél-Liquid, NL = Nelkendl-Liquid

Substanz Siedepunkt Verdampfungs- Dampfdruck Anteil im Anteil im
[°C] enthalpie AH, [Pa] bei 25°C Liquid [%] dtherischen Ol
[kJ/mol] bei 25°C [%]
1,8-Cineol 190 48,95 256,65 0,80 (EL) 80,2
Menthol 221 56,56 14,66 0,32 (ML) 32,2
Eugenol 253 66,31 2,95 0,81 (NL) 81,4

Unter der Annahme, dass die Umgebungsbedingungen der Leitsubstanzen konstant sind, kdnnen die
physikalischen Parameter betrachtet werden. Die Siedepunkte der Substanzen begriinden das
unterschiedliche Verdampfungsverhalten. Das 1,8-Cineol hat dabei die niedrigste Siedetemperatur
(190°C) jedoch die hochste Verdampfungsrate im Vergleich zu den anderen Leitsubstanzen. Die
Energie, die bendtigt wird, um eine Flissigkeit zu verdampfen, wird als Verdampfungsenthalpie AH,
bezeichnet. Mit steigendem Druck und steigender Temperatur nimmt die Verdampfungsenthalpie ab,
sodass die Werte in der Tabelle 16 auf 25°C standardisiert sind. Bei einer Verdampfung mithilfe einer
e-Zigarette liegen diese Werte jedoch tendenziell weit niedriger. Ungeachtet dessen sollten die
Verhaltnisse der Werte zwischen den Leitsubstanzen bestehen bleiben und 1,8-Cineol benétigt somit
die geringste Energiezufuhr zum Uberfiihren in den gasférmigen Zustand. Der Dampfdruck ist in einem
offenen System, der Druck unterhalb dessen eine Flissigkeit zu sieden beginnt. Der vergleichsweise

hohe Wert des 1,8-Cineols (256,65 Pa) begriindet ebenfalls die hochste Verdampfungsrate pro Zug.
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Der prozentuale Anteil von Menthol im Liquid ist niedriger verglichen mit den anderen Leitsubstanzen.
Dieses muss ebenfalls berticksichtigt werden, da das Menthol geringere verdampfte Massen im
Vergleich zum Eugenol aufweist, obwohl die physikalischen Parameter auf eine hdhere
Verdampfungsrate hindeuten. Andere Komponenten der dtherischen Ole sowie die Vehikel, die hier
als Konstanten angenommen wurden, werden jedoch ebenfalls das Verdampfungsverhalten der

Leitsubstanzen beeinflussen.

Fiir die Untersuchung der gesamten verdampften Masse wurde die e-Zigarette vor und nach jedem
Zyklus (10 Ziige) gewogen. Die Abbildung 29 stellt die Massenbestimmung der gesamten verdampften

Masse der jeweiligen Liquids bei 20 Watt dar.
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Abbildung 29: Ergebnisse der Massenbestimmung der jeweiligen Liquids in Aerosolen nach Verdampfungsprotokoll
(Tabelle 5) — Massenbestimmung der gesamten verdampften Masse der Liquids mit &therischen Olen pro Zug in
mg bei 20 Watt; Liquids in drei unterschiedlichen Konzentrationen (0,5%, 1,0%, 1,5%) an atherischen Olen
(" = Eucalyptusol; 1 = Minzol; M = Nelkenol); Mittelwert + Standardabweichung; ANOVA-Bonferroni * p <0,05;
**p<0,01; ¥** p<0,001, (n = 9)

Auch die bestimmten Massendifferenzen weisen auf signifikante Unterschiede hin. Hier sind allerdings
diese signifikanten Unterschiede (p £0,001) an den Eucalyptusél-Liquids zu den beiden anderen
Liquids in allen Konzentrationen deutlich. In zwei Publikationen von Soulet et al. zur Untersuchung von

standardisierten Verdampfungsprotokollen und Maschinen konnte die bestimmte Gesamtmasse
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(15 Watt) eines nicotinhaltigen Liquids bei einem Volumen von 55 mL Aerosol und einer Zugdauer
von 4 Sekunden bei 13mg pro Zug bzw. bei einer Zugdauer von 3 Sekunden und einer
Zuggeschwindigkeit von 1,11 L/min bei 10,1 mg und 8,8 mg pro Zug ermittelt werden (180, 181). Diese
verdampften Massen sind vergleichbar mit den ermittelten Werten aus Abbildung 29. Wie bereits in
Kapitel 4.2.1.1 Technologie der elektronischen Zigarette (e-Zigarette) beschrieben, wurde fiir jedes
Liquid desselben dtherischen Oles ein eigener Tank verwendet. Die Ergebnisse der Massenbestimmung
deuten darauf hin, dass die Gleichférmigkeit der Masse der abgegebenen Dosis nach Europadischem
Arzneibuch bei Austausch der Tanks nicht gewahrleitet werden kann. Wahrend der Probenahme
wurde darauf geachtet zwischen den Zyklen die e-Zigarette nicht zu tGberhitzen. Das Liquid im Tank
wurde fir jeden Zyklus frisch ausgetauscht, um mogliche Konzentrationsunterschiede aufgrund der
Erhitzung zu vermeiden. Die Wagung folgte zeitlich sofort nach der Probenahme, so dass Verluste
aufgrund von Verfllichtigungen weitestgehend ausgeschlossen werden kénnen. Eine griindliche
Reinigung bzw. haufiger Austausch der Verdampfereinheit minimierte potentielle
Konzentrationsschwankungen aufgrund von Riickstanden. Mogliche Griinde fiir Unterschiede im
Verdampfungsverhalten kénnen fehlende Konformitaten wahrend der Produktion einzelner Bauteile
sein. Da es sich um ein Massenprodukt handelt, kbnnen nur Stichproben gepriift werden, sodass
Schwankungen nicht auszuschlieBen sind. Die Technologie der e-Zigarette und ihre Bauweise wurde
bereits erldutert (siehe Kapitel 4.2.1.1 Technologie der elektronischen Zigarette (e-Zigarette)). Die
Vorrichtung zur Beliiftung, die unter dem Tank in dem verwendeten Modell platziert ist, wird manuell
eingestellt. Diese Luftstromregulierung (siehe Abbildung 18) wird jedoch sehr leichtgdngig mit
steigender Temperatur, sodass ein Verrutschen wahrend der Probenahme nicht auszuschlieRen ist.
Eine vermehrte Luftzufuhr hatte eine Verdiinnung des Aerosols und damit eine Verdinnung des
Wirkstoffes im Aerosol zur Folge. Dennoch ist dies nur eine Erklarung zu technischen Defekten
innerhalb einer Vorrichtung, die zu zufélligen Fehlern fiihren kann. Die Probenahme-Konstruktion
wurde vor jeder Untersuchung auf Dichtigkeit geprift, somit koénnen mogliche Verluste
ausgeschlossen werden. Abgesehen von den Materialien der Konstruktion aus Glas, wurden chemisch
inerte PVC-Schldauche verwendet. Diese Verbindungen wurden so kurz wie moglich gehalten, jedoch
konnte eine Kondesatbildung innerhalb der Schldauche nicht verhindert werden. Dieses ist jedoch als
systematischer Fehler zu deuten und sollte in allen Untersuchungsreihen gleich bewertet werden,

denn das standardisierte Protokoll wurde streng eingehalten.
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Am Beispiel des Eucalyptusdl-Liquids (EL) wurde die Leistung der e-Zigarette ndher betrachtet. Das
Modell konnte manuell in der Leistung (20 — 80 Watt) angepasst werden. Wie in den vorhergehenden
Untersuchungen wurde hier auf ausreichende Pausen zwischen den Probenahmen geachtet und das
Liquid frisch aufgefiillt. Die Abbildung 30 stellt die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der
Leistung auf das Verdampfungsverhalten der Leitsubstanz 1,8-Cineol im Eucalyptusél-Liquid (EL)

zwischen 20 und 80 Watt dar.
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Abbildung 30: Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der Leistung der e-Zigarette auf das
Verdampfungsverhalten von 1,8-Cineol — Chromatographische Bestimmung der verdampften Masse der
Leitsubstanz 1,8-Cineol pro Zug in pg; Mittelwert + Standardabweichung; Kennbuchstaben (a - ) unterscheiden
sich signifikant auf dem 5% Niveau (n = 3)

Die Freisetzungsrate von 1,8-Cineol verhalt sich linear zum Anstieg der Leistung der e-Zigarette. Die
Kennbuchstaben (a-e) lber den Sdulen unterscheiden sich signifikant auf dem 5% Niveau. Die
ermittelten Freisetzungen lagen bei 20,0 £ 6,4 ug (20 Watt), 57,3 + 6,3 pug (30 Watt), 93,9 + 13,0 g
(40 Watt), 128,8+15,5ug (50 Watt), 162,8 +28,9 ug (60 Watt), 195,5+ 36,6 ug (70 Watt) und
280,6 + 54,9 pg (80 Watt) 1,8-Cineol pro Zug. Eine Erhéhung der Leistung fiihrte zu einem Anstieg der
Standardabweichung. Die damit einhergehende Temperaturerhéhung kann Schwankungen in der
Verdampfungsrate verursachen, da die e-Zigarette sich ungleichmaBig aufheizt. Eine Probenahme
bei 20 Watt fiihrte zu einer minimalen Erwarmung des Gerdtes Uber den gesamten Zyklus.
Wohingegen die Untersuchung bei einer Leistung von 80 Watt stufenweise eine Erhitzung verursachte,
die eine unangenehme manuelle Anwendung bewirkte. Die inhalative Anwendung Uber ein kurzes

Mundstiick (siehe Abbildung 18) kann somit zu einer Verbrennung fihren. Die Zertifizierung als
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Medizinprodukt ware aus Sicherheitsaspekten nicht moglich. Eine anwenderindividuelle Variation der
Leistung kann die Gleichférmigkeit der abgegebenen Dosis des Inhalators nicht gewahrleisten. Die
Einschrankung einer festen Leistung muss geratetechnisch realisiert werden. Die Kondensatbildung in
den Schlauchen der Apparatur stieg visuell quantitativ an mit Zunahme der Leistung der e-Zigarette.
Ab einer Leistung von 60 Watt war die Tropfchenbildung so stark, dass ein Zurlickflieen in den Tank
beobachtet werden konnte. Dieses Kondensat verdiinnte wiederum das Liquid im Tank und
verursachte die verhéaltnismaRig hoheren Standardabweichungen der untersuchten Leistungen

zwischen 60 und 80 Watt.

Zur Untersuchung der Modellsubstanz Cannabidiol wurde eine RP-HPLC Methode validiert. Die
Ergebnisse der Validierung befinden sich im Anhang (8.3 Validierung der chromatographischen
Methoden). Die Ergebnisse der Linearitat sowie die Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ)
sind in folgender Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Ergebnisse der Linearitdt und Nachweis-(LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) von Cannabidiol —
LOD = Limit of Detection, LOQ = Limit of Quantification

Substanz Steigung  Achsenabschnitt Bestimmtheits- LOD LOQ
maR R? [ng/mL] [ng/mL]
Cannabidiol 45,562 10,233 0,999 0,05 0,17

Die Abbildung 31 stellt das chromatographische Profil eines Cannabis-Extraktes zusammen mit der

Retentionszeit der Leitsubstanz Cannabidiol dar.
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Abbildung 31: Chromatographische Darstellung von Cannabidiol und des Cannabis-Extraktes BD (dec) - dargestellt
ist das chromatographische Profil des Cannabis-Extraktes BD (dec) mit der markierten zugehorigen Retentionszeit
der Leitsubstanz Cannabidiol (RT = 4,214 min), RP-HPLC Bedingungen: Saule; Zorbax SB-Cis, Gradientenelution
mit 8,64 g/L Phosphorsaure (85%) in H,O als Eluent A und Acetonitril als Eluent B, Flussrate: 1,0 mL/min,
Detektion: 225 nm; CBD = Cannabidiol, BD = Blue Dream, dec = decarboxyliert, RT = Retentionszeit
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Zur quantitativen Untersuchung wurden finf unterschiedliche Liquids hergestellt. Ein Liquid
mit 0,5% reinem Cannabidiol (CL) und vier Mazerate aus decarboxyliertem (dec) und nicht
decarboxyliertem (ndec) pflanzlichem Material (Antal-L und BD-L). Die Decarboxylierung des
pflanzlichen Materials erfolgte bei 100°C fiir drei Stunden. Fiir die Gehaltbestimmung des Cannabidiols
in der Rohdroge wurde aus decarboxyliertem und unbehandeltem (ndec) Pflanzenmaterial ein
ethanolischer Extrakt nach Deutschem Arzneibuch hergestellt. Die Tabelle 18 stellt die Ergebnisse der

CBD-Konzentrationen der Rohdrogen (Tabelle 4) dar.

Tabelle 18: Ergebnisse der chromatographischen Analyse der CBD-haltigen Rohdrogen — Die decarboxylierten
Rohdrogen wurden vor der Verarbeitung bei 100°C fir drei Stunden einer Hitzebehandlung unterzogen. Aus
diesem decarboxylierten und dem unbehandelten (ndec) Pflanzenmaterial wurden ethanolische Extrakte
(Tabelle 4) hergestellt. Die Bestimmung des CBD-Gehalts erfolgte anhand der Kalibrierung mit der externen
Standardsubstanz CBD. dec = decarboxyliert ndec =nicht decarboxyliert, CBD = Cannabidiol, Mittelwert
(MW) + Standardabweichung (SD) (n = 3)

Bezeichnung Konzentration Cannabidiol (MW + SD)
Rohdroge [mg/g Pflanzenmaterial]
Antal ndec 1,55+0,14

dec 6,39 £+ 0,44
Blue Dream ndec 9,08 +0,10
dec 11,62 £ 0,68

Die Hitzebehandlung des pflanzlichen Materials fihrte bei beiden Cannabissorten zu signifikant
hoheren Konzentrationen an CBD. Die Rohdroge Antal hatte eine Steigerung der Cannabidiol-
Konzentration um 412%, wohingegen die Sorte Blue Dream einen Anstieg um 128% aufwies.
Cannabinoide Verbindungen kommen in Pflanzen iberwiegend als carboxylierte Verbindung vor. Diese
pharmakologisch unwirksamen Sdauren missen in Form einer Hitzebehandlung decarboxyliert werden.
In der Praxis geschieht dies bei der Verbrennung des Pflanzenmaterials wahrend der Inhalation. Der

Anstieg der CBD-Konzentration ist somit die Reaktion der Cannabidiolsdure (CBDA) zu Cannabidiol.

Im ersten Schritt zur Herstellung der CBD-haltigen Liquids wurde das pflanzliche Material 24 Stunden
lang direkt in Propylenglycol, der Hauptkomponente des Liquids, mazeriert. Anschliefend wurden im
zweiten Herstellungsschritt die Liquids aus 50% der jeweiligen Filtrate der Mazerate, 40% Glycerin und
10% Wasser (HPLC-grade) hergestellt. Analog zu den Liquids EL, ML und NL wurde das 0,5%-haltige
CBD-Liquid (CL) hergestellt.
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Die Tabelle 19 stellt die Ergebnisse der Konzentrationen von Cannabidiol in den beiden

Herstellungsschritten der Liquids (Tabelle 4) dar.

Tabelle 19: Ergebnisse der chromatographischen Analyse der Herstellungsschritte CBD-haltiger Liquids — dargestellt
sind die CBD-Gehalte der Mazerate und der Liquids. Die Rohdrogen wurden vor der Verarbeitung
bei 100°C fur drei Stunden einer Hitzebehandlung unterzogen. Aus diesem decarboxylierten und dem
unbehandelten (ndec) Pflanzenmaterial wurden Mazerate in Propylenglycol hergestellt. Die Liquids wurden
aus 50% der jeweiligen Mazerate, 40% Glycerin und 10% H20 hergestellt. Analog zu den gaschromatographisch
untersuchten Liquids wurde ein 0,5%-haltiges CBD-Liquid hergestellt. Nach jedem Herstellungsschritt erfolgte eine
Gehaltsbestimmung. Unter der Annahme einer 100%igen ethanolischen Extraktion der Rohdroge (Tabelle 4) wird
die  Extraktionsausbeute in  Prozent berechnet. dec=decarboxyliert ndec=nicht decarboxyliert,
Antal-L = Rohdroge Antal zum Liquid verarbeitet, BD-L = Rohdroge Blue Dream zum Liquid verarbeitet,
CL = 0,5% Cannabidiol-Liquid, Mittelwert (MW) * Standardabweichung (SD) (n = 3)

Bezeichnung Konzentration Cannabidiol (MW + SD) Extraktionsausbeute [%]

Mazerat [ug/g Propylenglycol]

Antal ndec 31,28 £+ 0,03 7,1
dec 193,67 £ 1,21 10,6

Blue Dream ndec 780,79 £ 4,13 43,0
dec 1430,7 £ 0,87 61,6

Liquid aus Rohdroge [ug/g Liquid]

Antal-L ndec 30,61 +0,15 13,8
dec 175,48 £ 0,44 19,2

BD-L ndec 431,88 + 3,51 47,6
dec 916,23 £ 0,96 78,8

Liquid aus CBD [ug/g Liquid]

CL / 5120+ 290 /

Unter der Annahme einer 100%igen Extraktion des Cannabidiols aus der Rohdroge im ethanolischen
Extrakt wird die Ausbeute der Extraktion mit Propylenglycol errechnet. Wahrend der Verarbeitung zu
einem Liquid wurde das homogenisierte Pflanzenmaterial 24 Stunden lang in Propylenglycol mazeriert.
Durch diese schonende Behandlung sollte das CBD-CBDA-Verhaltnis moglichst konstant gehalten
werden. Das Propylenglycol wurde als Extraktionsmittel gewahlt, um keine weiteren
Verarbeitungsschritte des Extraktes bei der Herstellung zum Liquid durchfiihren zu missen und somit
Verlusten entgegenzuwirken. In das Liquid sollten ebenfalls keine weiteren Komponenten hinzugefiigt
werden, auch wenn das Propylenglycol kein optimales Losungsvermoégen bezlglich des zu l6senden

Cannabidiols aufweist. Die lange Mazeration fiihrte jedoch zur Umsetzung von CBDA zu CBD, da dies
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ein automatisch ablaufender Prozess ist (182). Die Extraktionsausbeute im Vergleich zur ethanolischen
Extraktion ist bei dem Antal-Mazerat 7,1% (ndec) bzw. 10,6% (dec) und bei dem Blue Dream-
Mazerat 42,0% (ndec) bzw. 61,6% (dec). Die Vakuumfiltration der Mazerate und die anschlieRende
Verarbeitung zu einem Liquid erhdhte die Ausbeute ein wenig, jedoch liegt sie weit unterhalb der
ethanolischen Extraktion. Das CBD-CBDA-Verhaltnis wurde demnach durch die Behandlung nochmals
verandert. Die abschlieBenden Extraktionsausbeuten der Liquids sind fir das Antal-Liquid 13,8% (ndec)
bzw. 19,2% (dec) und fir das BD-Liquid 47,6% (ndec) bzw. 78,8% (dec). Die Moglichkeit von
Wechselwirkungen zwischen pflanzlichem Material und Bestandteilen des Liquids ist nichtsdestotrotz
wahrscheinlich und fiihrt zu Konzentrationsschwankungen in allen Herstellungsschritten, so dass in
den decarboxylierten Liquids die CBD-Konzentrationen um 573% (Antal-L) bzw. 212% (BD-L) hoher sind
im Vergleich zum unbehandelten Liquid. Die Abbildung 32 verdeutlicht diese Unterschiede graphisch.

Die ermittelten Werte weisen alle signifikante Unterschiede (p = 0,001) auf.
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Abbildung 32: Ergebnisse der chromatographischen Untersuchung der CBD-haltigen Liquids hergestellt aus
pflanzlichem Material (Antal-L und BD-L) bzw. der reinen Substanz (CL) — Chromatographische Bestimmung der
CBD-Konzentration im Liquid in pg/g; Antal-L = Rohdroge Antal zum Liquid verarbeitet, BD-L = Rohdroge Blue
Dream zum Liquid verarbeitet, CL = 0,5% Cannabidiol-Liquid, dec = decarboxyliert, ndec = nicht decarboxyliert;
Mittelwert + Standardabweichung, ANOVA-Bonferroni: Konzentrationen unterscheiden sich signifikant auf dem
0,1% Niveau, (n = 3)
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Die Abbildung 33A stellt die verdampfte Masse an Cannabidiol pro Zug in ug der untersuchten CBD-
Liquids dar. Hier ist ein deutlicher Unterschied im Vergleich zum anndhernd linearen
Freisetzungsverhalten der Leitsubstanzen der atherischen Ole in den Liquids zu erkennen. Die
verdampfte CBD-Masse weist kein lineares Verdampfungsverhalten zur Konzentration im Liquid auf.
Entgegen der hoch signifikanten Unterschiede der CBD-Konzentrationen der Liquids bestehen keine

signifikanten Abweichungen der verdampften Massen von Cannabidiol.
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Abbildung 33: Ergebnisse der chromatographischen Untersuchung (A) und Massenbestimmung (B) der
CBD-haltigen Liquids hergestellt aus pflanzlichem Material (Antal-L und BD-L) bzw. der reinen Substanz (CL) —
A = Chromatographische Bestimmung der verdampften Masse von Cannabidiol (CBD) pro Zug in ug,
B = Bestimmung der verdampften Masse der Liquids pro Zug in mg; Antal-L = Rohdroge Antal zum Liquid
verarbeitet, BD-L=Rohdroge Blue Dream zum Liquid verarbeitet, CL =0,5% Cannabidiol-Liquid,
dec = decarboxyliert, ndec =nicht decarboxyliert; Mittelwert + Standardabweichung, CBD-Konzentrationen
unterscheiden sich nicht signifikant auf dem 5% Niveau; (n =9)

Es ist auszuschlieRen, dass das Losungsmittel in der Probenahme-Konstruktion wahrend der
Verdampfung gesattigt war. Wahrend der Validierung wurde in einer Voruntersuchung eine Loslichkeit
von mindestens 50 mg/mL Cannabidiol in 2-Propanol ermittelt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Cannabidiol eine bestimmte Freisetzungsrate pro Zug hat, da die Verdampfung der fiinf
cannabidiolhaltigen Liquids unabhdngig von der Konzentration im Liquid ist. Diese Beobachtung ist
bezogen auf die gewédhlten Parameter insbesondere auf die eingesetzte e-Zigarette und kann nicht auf
andere technologische Umsetzungen U(bertragen werden. Eine vorherige Decarboxylierung des
pflanzlichen Materials vor Verarbeitung zu einem Liquid scheint keinen signifikanten Einfluss auf die
verdampfte Masse des Cannabidiols zu haben. Die Leistung der e-Zigarette ist ausreichend, um die
Cannabidiolsdure wahrend der Anwendung zu decarboxylieren. Die verdampfte Masse des

unbehandelten im Vergleich zum decarboxylierten Antal-L betrdgt 13,2+2,5ug (ndec)
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bzw. 14,5 + 3,9 ug (dec) CBD. Das BD-L weist vergleichbare Werte in Hohe von 12,9 + 3,1 ug (ndec)
und 12,1+ 2,1 ug(dec) CBD auf, wohingegen das CL mit dem hdochsten Gehalt an Cannabidiol
13,9 £ 2,1 ug pro Zug freisetzt. Die Leistung der e-Zigarette ist bereits bei 20 Watt in der Lage eine
ausreichende Decarboxylierung durchzufiihren. Auch die Ergebnisse der Abbildung 33B zeigen keine
signifikanten Unterschiede auf dem 5% Niveau. Hierbei handelt es sich um die verdampfte
Gesamtmasse der Liquids pro Zug in mg. Anders als in den Untersuchungen der itherischen Ole ist die

verdampfte Masse unabhéangig von der Wirkstoffkonzentration.

Zur Untersuchung der Verdampfung bei Variation der Leistung der e-Zigarette wurde das Cannabidiol-
Liquid (CL) ausgesucht. Die Abbildung 34A stellt die chromatographisch ermittelten Massen des

Cannabidiols in pg pro Zug dar, wohingegen B die ermittelten Gesamtmassen des Liquids in mg pro

Zug zeigt.
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Abbildung 34: Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der Leistung der e-Zigarette auf das
Verdampfungsverhalten des Cannabidiol-Liquids (CL) — A = Chromatographische Bestimmung der verdampften
Masse von Cannabidiol pro Zug in ug; B = Massenbestimmung des Cannabidiol-Liquids (CL) pro Zug in mg;
CL = 0,5% Cannabidiol-Liquid; Mittelwert + Standardabweichung; Kennbuchstaben (a,b,c) unterscheiden sich
signifikant auf dem 5% Niveau (n = 3)

Beide Sdulendiagramme zeigen eine Zunahme der verdampften Masse bei Erhéhung der Leistung der
e-Zigarette. Eine Zunahme der durchschnittlichen Verdampfungsrate des Liquids durch Erh6hung der
Leistung der Heizspule konnte ebenfalls in der Publikation von Wu et al. durch die Messung der
Aerosoldichte ermittelt werden (183). Eine lineare Zunahme der verdampften Masse eines
nicotinhaltigen Liquids in einem Leistungsbereich der e-Zigarette zwischen 5 und 50 Watt wurde auch

in einer Studie von Soulet et al. ermittelt (180). Die Kennbuchstaben (a, b, c) Uber den Saulen
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unterscheiden sich signifikant auf dem 5% Niveau, daraus resultiert, dass die ermittelten Werte bei
einer Leistung von 60 bzw. 80 Watt sich nicht signifikant unterscheiden. Die Freisetzungen von
Cannabidiol wurden bei 14,7 +1,0 ug (20 Watt), 49,0 + 0,9 ug (40 Watt), 61,6 + 15,0 ug (60 Watt)
und 67,0 + 38,0 ug (80 Watt) pro Zug ermittelt. Die Massendifferenz des gesamten verdampften
Liquids pro Zug betrug bei 20 Watt 8,9 + 1,7 mg, bei 40 Watt 37,2 + 2,0 mg, bei 60 Watt 43,1+ 1,6 mg
und bei 80 Watt 47,4 £ 0,2 mg. Der Grund fiir diese abnehmenden Unterschiede ist das Erreichen einer
maximalen Freisetzungsrate. Die Leistung wird so hoch, dass die Bauteile nicht mehr ausgelegt sind
auf eine Erhohung der Verdampfung bzw. eine Temperaturzunahme. Die zwei verwendeten
Verdampferkdpfe sind tiber die Bereiche 20 — 60 Watt und 55— 70 Watt definiert und nicht fir
die 80 Watt Leistung bauteilspezifisch entwickelt. Die erhéhte Leistungsanforderung kann keine

steigende Leistung und somit keine Erhéhung der Freisetzungsrate liefern.

AbschlieRend wurde der Einfluss der Anzahl der Ziige auf Anderungen in den Freisetzungsraten
bei 20 Watt untersucht. Die Anzahl der Ziige wurde nach dem Verdampfungsprotokoll (Tabelle 20)
generiert, jedoch zusammenhidngend ohne Unterbrechungen zwischen den Zyklen. Die folgende
Abbildung 35A stellt demnach die Masse an Cannabidiol pro Zug in pg dar, wohingegen B die

bestimmte Gesamtmasse des verdampften Liquids abbildet.
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Abbildung 35: Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses der Anzahl der Zige auf das Verdampfungsverhalten des
Cannabidiol-Liquids (CL) bei 20 Watt— A = Chromatographische Bestimmung der verdampften Masse von
Cannabidiol pro Zug in pg; B=Massenbestimmung des Cannabidiol-Liquids (CL) pro Zug in mg;
CL = 0,5% Cannabidiol-Liquid; Mittelwert + Standardabweichung; Kennbuchstaben (a-f) unterscheiden sich
signifikant auf dem 5% Niveau (n = 3)
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Die Kennbuchstaben (a - f) Giber den Sdulen unterscheiden sich signifikant auf dem 5% Niveau, daraus
resultiert, dass Saulen mit den gleichen Buchstaben sich nicht signifikant unterscheiden. Die
Diagramme zeigen beide dhnliche Tendenzen. Die Freisetzungsrate scheint bis zu einer Anzahl von
40 Zigen nahezu gleichmaRig zu sein. Jedoch steigt die durchschnittliche Freisetzungsrate des CBD mit
steigender Anzahl der Ziige, aber auch die Masse des verdampften Liquids. Das Maximum der
freigesetzten Masse mit signifikant unterschiedlichen Werten im Vergleich zu allen anderen
ermittelten Werten ist bei 70 Zligen erreicht. Die kontinuierliche Warmeentwicklung der Technologie,
die das Liquid im Tank ebenfalls erwarmt, kann ein Grund fiir die erhohte Freisetzungsrate sein. Die
zusatzliche Erwarmung bewirkt einen kontinuierlichen Anstieg des freigesetzten Cannabidiols, jedoch
keinen signifikanten Unterscheid zu der verdampften Masse an Liquid bis zu einer Anzahl an 70 Ziigen.
Bei einer hoheren Anzahl an Ziigen sinken die Massen so weit, dass sich die verdampften Massen von
CBD nach 50, 60 und 80 Zlgen bzw. 60, 80 und 90 Ziigen nicht signifikant unterscheiden. Die steigende
Warmeentwicklung der e-Zigarette fihrt zu einer vermehrten Bildung von Kondenswasser, welches
sich in den Schlauchen visuell niederschlagt und an den direkten Verbindungsstellen eine
Kondensatrickfiihrung in den Tank verursacht. Der sinkende Pegel der Tankfillung und die
gleichzeitige Vermischung mit dem Kondensat verringert die Wirkstoffkonzentration im Liquid und
somit die verdampfte Masse. Das feuchte Aerosol kondensiert weiter an Kondenstropfen, was
ebenfalls Substanzverluste im Dampf bewirken kann. Der Gebrauch als Medizinprodukt setzt nun
pharmazeutische Kriterien voraus. Da jedoch die Technologie der e-Zigarette als Inhalator im
Europaischen Arzneibuch nicht definiert ist, sind analoge Priifungen fiir Inhalatoren erforderlich. In
den Monographien des Europaischen Arzneibuches zu Darreichungsformen sind die Zubereitungen zur
Inhalation definiert. Diese enthalten die bereits beschriebenen inhalativen Darreichungsformen (siehe
2.1.2 Technologien zur Inhalation von Substanzen) und ihre Prifungen. Die Applikation, die der
Technologie der e-Zigarette dhnelt, ist die Zubereitung zur Vernebelung, die definitionsgemall durch
unter hohem Druck stehende Gase, Ultraschallvibration oder Extrusion durch ein Siebnetz oder andere
Methoden erzeugte Aerosole sind (125). Die Zubereitungen miussen die Prifungen auf
Gleichformigkeit des Gehaltes bzw. der Masse bestehen und deren Akzeptanzkriterien erfiillen. Eine
Abweichung von maximal 10% bzw. 15% vom Mittelwert der freigesetzten Wirkstoffkonzentration ist
Vorgabe einer bestandenen Priifung. Diese Akzeptanzkriterien konnte die e-Zigarette in den
guantitativen Untersuchungen nicht erfillen, somit besteht sie die Qualitdtsanforderungen eines
pharmazeutischen Applikationssystems nicht. Allerdings muss die Beurteilung der abgegebenen Dosis
von anderen Vernebelungsvorrichtungen abweichen, da die meisten Vernebler eine kontinuierliche
Aerosolbildung nach Einschalten des Gerdtes aufweisen und somit die Gesamtmenge des
abgegebenen Wirkstoffs betrachtet wird. Die tatsachliche Konzentration, die die Lunge des Anwenders

erreicht, liegt jedoch sehr viel niedriger (siehe 2.1.2 Technologien zur Inhalation von Substanzen), da
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der Verlust sehr grol} ist. Die Technologie der e-Zigarette ermoglicht jedoch eine atemzuggesteuerte
Applikation, die anders bewertet werden muss. Das Aerosol wird ungeachtet der PartikelgrofRRe
vollstandig eingeatmet. So wird zwar die Technologie des Verneblers lber die Gleichformigkeit der
freigesetzten Gesamtmasse nach Europdischem Arzneibuch bewertet, jedoch aber nicht seine
medizinische Anwendung. Die Probenahme-Konstruktion (Abbildung 20) wurde allerdings konzipiert,
um ein physiologisch angeglichenes Verfahren zu standardisieren. Die Anwendung ist demnach
ebenfalls ein Kriterium der Untersuchung. Die strenge Einhaltung des Verdampfungsprotokolls ist
kritisch zu betrachten, denn die Probenahme erfolgte in Zyklen (10 Zlige). Die Ergebnisse der
Untersuchungen zeigten auch, dass jeder Zug weitere Schwankungsbreiten aufweist, die stark
temperaturabhéangig sind. In der Monographie zu Darreichungsformen ,,Zubereitungen zur Inhalation”
werden die Dosierinhalatoren anhand von Spriihsté8en quantifiziert (125). Diese SpriihstdRe werden
allerdings nicht naher definiert. Eine Standardisierung der zeitlichen Lange bzw. Krafteinwirkung zur
Erzeugung eines SpriihstolRes erfolgt somit nicht und bietet eine gewisse Freiheit fiir Interpretationen.
AuBerdem werden explizit zugelassene Ausnahmen fir alle drei Arten von Inhalatoren erwahnt, die
abweichende Spezifikationen zu den angegebenen Abweichungen von £15% vom Mittelwert der
abgegebenen Dosis tolerieren. Zudem missen die pharmazeutischen Prifungen ebenfalls auf die
vergleichende Testung der Tanks bzw. e-Zigaretten des gleichen Modells ausgeweitet werden. Hier
werden weitere Gerateabweichungen angenommen, die jedoch bei Inhalatormodellen der Vernebler
ebenfalls zu vermuten sind. Es konnten nur wenige Publikationen gefunden werden, die eine
Gleichformigkeit der abgegebenen Masse am Beispiel des Nicotins bei e-Zigaretten untersuchten. In
einer Publikation von Lee et al. wurde die Nicotin-Konzentration im Aerosol bei Variation der Spannung
der e-Zigarette ermittelt. Dabei konnte 34 ug (7,2 W), 41 ug (10,0 W) und 50 pg (14,4 W) Nicotin pro
Zug mit Abweichungen zwischen +60% und +85% vom Mittelwert nachgewiesen werden (184).
Farsalinos et al. ermittelten geringere Abweichungen vom Mittelwert der verdampften Nicotin-
Konzentration (38 — 68 pg/Zug) mit etwa +9% bis +13%, allerdings waren diese Ergebnisse stark
abhangig vom Verdampfungsprotokoll. Es wird darauf hingewiesen, dass ein standardisiertes Protokoll
fir die Quantifizierung von Aerosolen aus e-Zigaretten dringend notwendig ist (185). In weiteren
Publikationen koénnen unabhdngig vom Verdampfungsprotokoll die verdampften Nicotin-
Konzentrationen (21 — 62 pg/Zug) bestatigt werden (186). Es finden sich keine Angaben in den
Gebrauchsanweisungen der e-Zigaretten zur Priifungen der Aerosolerzeugung. Die Gleichformigkeit
wird als schwer moglich bewertet aufgrund der Erwarmung der Bauteile. Diese Temperaturzunahme
war so deutlich, dass eine Handhabung unter realen Bedingungen bei nicht streng definiertem
Gebrauch schwierig sein konnte. Das muss entsprechend im Gebrauch angepasst und in der
Gebrauchsanweisung angegeben werden. Da die Lippen des Anwenders beim Gebrauch der

e-Zigarette sehr nah am Tank ansetzen, besteht hier bei vermehrten Ziigen hintereinander
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Verbrennungsgefahr bei hoher Leistung. Hierbei musste auf sichere Modelle zuriickgegriffen oder eine
spezielle Vorrichtung konzipiert werden. Die Ergebnisse in den Untersuchungen zur Variation zur
Leistung der e-Zigarette zeigen eine Korrelation zwischen analytisch quantifizierter Masse am Beispiel
von CBD und 1,8-Cineol und steigender Leistung der e-Zigarette. Wie in Kapitel 4.2.1.1 Technologie der
elektronischen Zigarette (e-Zigarette) beschrieben, werden Verdampferkopfe fiir bestimmte
Leistungsbereiche definiert. Bei dieser Untersuchung musste der Verdampferkopf getauscht werden,
so dass die Bereiche 20 -60 Watt und 55-70 Watt, aber nicht 80 Watt abgedeckt waren. Der
naheliegende Grund fir die hohe Standardabweichung bei 80 Watt ist demnach eine mogliche
Uberlastung des zweiten Verdampferkopfes (55 - 70 Watt). Aufgrund der geschlossenen Offnung der
Belliftung kénnte die starke Erwdarmung auch durch einen Hitzestau verursacht worden sein. Allerdings
wirde die Verdanderung dieser Einstellung bewirken, dass die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
untereinander nicht mehr gegeben ist. Deswegen und weil das standardisierte Verdampfungsprotokoll
nach ISO-Norm ISO/TR 19478-2:2015 beibehalten werden sollte, wurde auf die Verdnderung der
Belliftung verzichtet. Die Variation zu vieler Parameter hatte eine gesonderte Betrachtung zur Folge.
Die Voruntersuchungen zur Optimierung der Probenahme-Apparatur konnten zeigen, dass die durch
das 2-Propanol geleiteten Dampfe in der Feuchtefalle keine Leitsubstanzen der dtherischen Ole bzw.
CBD mehr enthielten (Ergebnisse nicht dargestellt). Dieses wurde geprift, indem zwei bzw. drei
Probenahme-Waschflaschen hintereinander verbunden wurden. Es konnten keine Konzentrationen

oberhalb der Nachweisgrenze in der zweiten und folgenden Waschflaschen ermittelt werden.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ein Medizinprodukt dieser Art eine definierte Leistung mit
einem ebenfalls definierten Verdampferkopf aufweisen muss. Ebenso sollte die Einstellung der
Belliftung auf eine bestimmte Anwendung optimiert und nicht variierbar sein. Diese Elemente diirfen
nicht manipulierbar produziert werden. Prinzipiell konnte allerdings nachgewiesen werden, dass
e-Zigaretten auf dem Qualitdtsniveau des Europdischen Arzneibuches anderer Inhalatoren zur
medizinischen Anwendung verwendet und dass die Regularien individuell ausgelegt werden kdnnen.
Das fiktive Medizinprodukt sollte demnach aus zwei Bauteilen bestehen. Zum einen kann eine wieder
aufladbare Energiequelle mit Universalgewinde zum mehrfachen Gebrauch hersteller-unspezifisch
produziert werden. Zum anderen kann eine Einheit hersteller- und wirkstoffspezifisch hergestellt
werden, die auf dieses Bauteil passgenau ist. In dieser Einheit kann das medizinische Liquid bestehend
aus Trager und Wirkstoff in einen Tank mit konstanten, nicht variablen Parametern
patientenindividuell produziert werden. Durch vorherige Validierungen kénnen die gewinschten
Dosierungen individuell hergestellt und appliziert werden. Fiir eine Zulassung des Liquids zum
Arzneimittel zur Applikation mithilfe einer e-Zigarette sind allerdings noch umfangreiche klinische und

toxikologische Studien notwendig.
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5.2 Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen den Liquids bzw. Aerosolen

und Enzymsystemen in vitro

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen von Liquids bzw. Aerosolen gegenliber ausgewahlten
Enzymsystemen wurden Aktivitatsanderungen der Enzyme anhand von zwei Enzymaktivitats-Assays
mit drei biologischen Suspensionen ermittelt. Menschlicher Speichel besteht zu 99,5% aus Wasser und
wird taglich je nach Stimulation zu 0,5 — 1,5 Liter produziert. Die wichtigsten weiteren Bestandteile
sind die Mucine (Glycoproteine), Schleimstoffe, die das Schlucken der Nahrung ermdglichen, und das
Enzym a-Amylase, welches an der Spaltung komplexer Kohlenhydrate (Starke) in der Mundhdéhle
beteiligt ist. Im Diinndarm kann eine weitere Spaltung von Kohlenhydraten bzw. Polysacchariden
aufgrund der aus dem Pankreas sezernierten a-Amylase erfolgen (18). Ebenso finden sich im
Intestinalsaft pankreatische Proteasen, die Proteine und Polypeptide hydrolytisch spalten. Diese
Enzyme haben zahlreiche komplexere biologische Funktionen als die Verdauung. So sind sie
Schlisselfaktoren fir die Lebensfahigkeit und Gesundheit von Zellen in den meisten physiologischen
Prozessen. Proteasen werden auch vom Epithel der Atemwege ausgeschieden und spielen eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der respiratorischen Homoostase (187). Chronische
Atemwegserkrankungen wie die Mucoviszidose und COPD gehen mit einer Dysregulierung der
Produktion von Enzymen und Mucinen einher. Aber auch der Konsum von nicotinhaltigen Aerosolen
aus e-Zigaretten wird mittlerweile mit der Erh6hung der Gesamtproteolyse in der Lunge in Verbindung
gebracht (188). So enthélt der Speichel von Nutzern von e-Zigaretten im Vergleich zu Nicht-Anwendern
niedrigere Konzentrationen an Immunglobulin A und Lysozym wahrend die Konzentrationen an
Lactoferrin erhoht sind (189). Eine Aktivitdtsdnderung von Enzymen im Mundraum kann somit
Auswirkungen auf die Mundgesundheit haben. Die Polysaccharide in den Mucinen haben eine
Barrierefunktion gegeniliber enzymatischem Abbau, somit kann die Aktivitatsdnderung von Enzymen
korrelieren mit der Zu- oder Abnahme von Mucinen und der Beeintrachtigung des mukozilidren
Transportsystems. Die Erhohung der Enzymaktivitditen konnte demnach zu einem enzymatischen
Abbau von Mucin fiihren, was wiederum die Abwehrmechanismen gegenliber bakteriellen Infektionen
herabsetzen kénnte (190). Es ist bekannt, dass die Konzentration an Mucinen mit dem Risiko fiir orale

Infektionen korreliert (191).
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Die Untersuchungen wurden mit den Liquids im fllssigen Zustand durch direkte Inkubation und auch
nach Bedampfen der Probe als Aerosol durchgefiihrt. Bei direkter Behandlung der biologischen
Suspensionen synthetischer Speichel (AHS), humaner Speichel (HS) und modifizierter, synthetischer
Intestinalsaft (mAIF) orientierten sich die eingesetzten Konzentrationen (0,05; 0,1 und 0,25 g/mL) an
der jeweils mittleren bestimmten Masse an Liquid nach Bedampfen unter den verschiedenen
angewandten Verdampfungsprotokollen, wie in Tabelle 20 dargestellt. In den analogen Aerosol-
Untersuchungen wurde je 1 mL der jeweiligen biologischen Suspension in der Waschflasche der
Probenahme-Konstruktion vorgelegt. Die Variationen der Verdampfungsprotokolle bestanden in der
Leistung der e-Zigarette (Watt), der Anzahl der Zige und der Probenentnahmezeit nach dem
Bedampfen. Die Erhdohung der Leistung der e-Zigarette und der Anzahl der Ziige fihrt zu einer
Steigerung der Hitzebildung und somit zu extremen Randbedingungen, die Enzyme denaturieren

kénnten. Vor und nach jeder Probenbehandlung wurde der Fluss Gberprift bzw. nachjustiert.

Tabelle 20: Verdampfungsprotokolle zur Variation der Parameter der Erzeugung von Aerosolen — dargestellt sind
die variablen Parameter: Leistung der e-Zigarette, Anzahl der Zige und Inkubation in Waschflasche nach
Bedampfen. Die mittlere Verdampfungsmasse wurde nach jeder Untersuchung bestimmt. Konstante Parameter
nach standardisiertem Verdampfungsprotokoll (Tabelle 5) — Zugdauer: 2 Sekunden, Flussrate Pumpe: 1,5 L/min,
Intervall: 30 Sekunden, Volumen biologische Suspension in Waschflasche: 1 mL

Verdampfungsprotokoll VP1a VP1b VP2a VP2b VP3a VP3b
Leistung e-Zigarette [Watt] 20 20 20 20 80 80
Anzahl der Ziige 10 10 30 30 10 10
Inkubation in Waschflasche nach 0 10 0 10 0 10

Bedampfen [min]

Mittlere Verdampfungsmasse [g] 0,05 0,05 0,1 0,1 0,25 0,25
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5.2.1 Direkte Inkubation

In der Abbildung 36 sind die Ergebnisse der beiden Enzymaktivitats-Assays nach direkter Inkubation
mit dem Basisliquid (B) und den drei Liquids mit dem jeweiligen dtherischen Ol (EL, ML, NL) dargestellt.
Die Graphik zeigt die Verdanderung der Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100%), wobei zum
einen das Enzym a-Amylase anhand der drei biologischen Suspensionen AHS, HS und mAIF (A) und
zum anderen das Enzym Protease anhand des modifizierten, synthetischen Intestinalsaftes (B)

untersucht wurde.
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Abbildung 36: Ergebnisse der Wechselwirkungen anhand des Amylase-Assays (A) und Protease-Assays (B) nach
direkter Inkubation — dargestellt ist die jeweilige Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100%);
M = synthetischer Speichel (AHS), M =humaner Speichel (HS), ¥ = modifizierter, synthetischer Intestinalsaft
(mAIF), B = Basisliquid, EL = Eucalyptusol-Liquid, ML = Minzol-Liquid, NL = Nelkenol-Liquid;
Mittelwert + Standardabweichung; ANOVA-Dunnett * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 im Vergleich zur
Kontrolle (100%), (n = 9)

Bei direkter Behandlung der biologischen Suspensionen AHS, mAIF und HS mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Liquids (0,05; 0,1 und 0,25g/mL) konnten einzelne Verdnderungen der
Enzymaktivitaten der a-Amylase beobachtet werden. Eine signifikante Aktivitaitsabnahme (p = 0,01)
konnte bei der Behandlung des synthetischen Speichels mit Eucalyptusoél-Liquid (EL) ermittelt werden.
In einigen untersuchten Inkubationsansatzen konnte ein Anstieg der Enzymaktivitdt um mehr als 30%
beobachtet werden. Dies trifft hauptsachlich auf die Behandlung des humanen Speichels (HS) zu. Die
Aktivitat bei Inkubation mit Basisliquid (B) ist dabei signifikant gestiegen (p = 0,05), wohingegen die
Liquids mit &therischem Ol (EL, ML, NL) alle einen hoch signifikanten Anstieg (p >0,001) der
Enzymaktivitdt im humanen Speichel verursachten. Mogliche Griinde fiir diese erhohte Aktivitat
kénnten eine eventuell verbesserte Substratbindung oder Substratinteraktion zum Enzym sein. Eine

weitere Moglichkeit ware eine effektivere Konformation des Enzymmolekiils.
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5.2.2 Aerosol-Untersuchungen

In  den analogen Untersuchungen der Aerosole wurden sechs unterschiedliche
Verdampfungsprotokolle (VP) verwendet, um die Verdnderungen der Enzymaktivitaten durch
Variation der technischen Parameter zu dokumentieren. In der Abbildung 37 sind die Ergebnisse der

Enzymaktivitats-Assays nach Bedampfen mit Basisliquid dargestellt.
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Abbildung 37: Ergebnisse der Wechselwirkungen anhand des Amylase-Assays (A) und Protease-Assays (B) nach
Bedampfen mit Basisliquid (B) — dargestellt ist die jeweilige Enzymaktivitat im Vergleich zur Kontrolle (100%);
M = synthetischer Speichel (AHS), M =humaner Speichel (HS), I = modifizierter, synthetischer Intestinalsaft
(mAIF), VP = Verdampfungsprotokoll (Tabelle 20); Mittelwert + Standardabweichung; ANOVA-Dunnett * p < 0,05;
**p <0,01; *** p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle (100%), (n = 3)

Das Bedampfen des synthetischen Speichels fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der
Enzymaktivitdt. Lediglich das Verdampfungsprotokoll 1b mit einer Leistung der elektronischen
Zigarette von 20 Watt bei 10 Ziigen und einer 10-minitigen Wartezeit nach Bedampfen steigerte die
Aktivitat der a-Amylase sichtbar, jedoch nicht signifikant auf 114,6% + 11,3. Der humane Speichel wies
hingegen hohere Aktivitatsschwankungen im Vergleich zur Kontrolle auf. Die Verdampfungsprotokolle
mit einer 10-minltigen Inkubationszeit vor der Probenahme hatten jeweils signifikante
Aktivitatsabnahmen der Amylase (VP 1b: 88,6% + 4,5; VP 2b: 77,1% + 4,5; VP 3b: 81,2% + 5,5),
wohingegen eine direkte Analyse zu einer unverdnderten Aktivitat fihrte. Die Ausnahme bildet das
VP 2a mit einer signifikanten Aktivitatssteigerung (p = 0,05) auf 120,7% + 10,0. Das Bedampfen des
modifizierten, synthetischen Intestinalsaftes hatte nur in den Verdampfungsprotokollen mit einer
Leistung der e-Zigarette von 80 Watt eine hoch signifikante Aktivitatsminderung von Amylase in Héhe
von 87,3% + 1,0 (VP 3a) und 67,5% * 2,9 (VP 3b). Die Protease-Aktivitat wies bei direkter Probenahme
einen sinkenden Trend auf, der bei VP 3a sogar sehr signifikant (p =2 0,01) im Vergleich zur Kontrolle

war.
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Die Abbildung 38 stellt die Ergebnisse der Enzymaktivitats-Assays nach Bedampfen mit Eucalyptusol-
Liquid dar. Auch hier konnten vereinzelt signifikante Aktivitatsminderungen ermittelt werden.
Wohingegen die Amylase-Aktivitdt in den biologischen Suspensionen HS und mAIF eher gesteigert
wurde. Die Aktivitdtssteigerung in den Verdampfungsprotokollen mit direkter Behandlung (VP 13,
VP 2a, VP 3a) war signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Das Bedampfen des synthetischen Speichels

flhrte wiederum zu einer nicht signifikanten Aktivitatssenkung.
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Abbildung 38: Ergebnisse der Wechselwirkungen anhand des Amylase-Assays (A) und Protease-Assays (B) nach
Bedampfen mit Eucalyptusol-Liquid (EL) — dargestellt ist die jeweilige Enzymaktivitat im Vergleich zur Kontrolle
(100%); M = synthetischer Speichel (AHS), M =humaner Speichel (HS), = modifizierter, synthetischer
Intestinalsaft (mAIF), VP =Verdampfungsprotokoll (Tabelle 20); Mittelwert + Standardabweichung; ANOVA-
Dunnett * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle (100%), (n = 3)

Die Anderungen der Enzymaktivititen durch Behandlung mit dtherischen Olen wurden bereits in
anderen Untersuchungen beobachtet. In einer Studie von Capetti et al. konnte eine Inhibition von
o-Amylase nach einem modifizierten Amylase-Assay nach Bernfeld von 34%+3
(Eucalyptus globulus L.) und 39% + 6 (Mentha arvensis L.) durch 1%ige wassrige Losungen erreicht
werden (192). Die inhibierende Wirkung von Inhaltsstoffen aus Eucalyptusarten auf a-Amylase konnte
mehrfach bestatigt werden (193, 194). Diese inhibierenden Konzentrationen kénnen jedoch durch das
verhaltnismaRig kurze Bedampfen nicht erreicht werden und wirken sich in diesen Untersuchungen
dagegen nicht aus. Die Ergebnisse aus der direkten Inkubation (Abbildung 36) stehen dem eher
gegensatzlich gegenliber, da eine Aktivitatssteigerung ermittelt werden konnte. Hier miissen weitere
Faktoren betrachtet werden, da die untersuchte Modellsubstanz das Basisliquid als Trager hat und

somit sich dieser Einfluss ebenfalls auf die Enzyme auswirken kann.
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Weiterhin wurde der Einfluss des Minzo6l-Liquids gegeniliber der Enzymaktivitdt untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 39 graphisch dargestellt. Wahrend bei niedriger Verdampfungsleistung
(20 Watt) das Bedampfen von AHS und mAIF mit ML weder zur Inaktivierung der Protease noch zum
Herabsetzen der Amylase-Aktivitat flihrten, wurde beim Bedampfen von humanem Speichel (HS) auch
bei niedriger Leistung (VP 1a) eine Senkung der Enzymaktivitdit um 16,9% + 1,3 beobachtet. Bei
dquivalentem Bedampfen des HS mit einer folgenden Inkubation von 10 min (VP1b) konnte dieses
Ergebnis jedoch nicht bestdtigt werden. Hier lag die Amylase-Aktivitit nach Bedampfen
bei 101,7% + 2,4. Ahnlich verhielt sich die Amylase-Aktivitidt nach Bedampfen von HS bei erhéhter
Anzahl der Ziige (VP 2a-91,7% + 7,5 bzw. VP 2b - 119,1% + 2,0). Diese nicht signifikanten Unterschiede
lassen vermuten, dass zunachst eine akute Konformationsanderung der Amylase erreicht wird, jedoch
durch weiteres Einwirken und Wechselwirken zwischen Enzym und Inhaltsstoffen im Aerosol
nach 10-minitiger Inkubation vor der Messung diese Inaktivierung moglicherweise aufgehoben wird.
Die Amylase-Aktivitdt im modifizierten, synthetischen Intestinalsaft steigt minimal in den
Behandlungen mit 10-mindtiger Wartezeit vor der Probenahme (VP 1b: 103,1% +7,0;
VP 2b: 109,0% +4,2; VP 3b: 109,4% + 2,3) und sinkt bei direkter Analyse (VP la: 84,8% * 7,4,
VP 2a: 91,6% +1,0; VP 3a: 87,9% * 3,4), allerdings nur bei VP 1a signifikant. Dagegen wurde die
Protease-Aktivitat im bedampften mAIF bei einer Leistung von 80 Watt um 10,9% +1,1 (VP 3a;
p >0,01) bzw. 22,5% + 4,0 (VP 3b; p > 0,001) signifikant gesenkt.
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Abbildung 39: Ergebnisse der Wechselwirkungen anhand des Amylase-Assays (A) und Protease-Assays (B) nach
Bedampfen mit Minzol-Liquid (ML) — dargestellt ist die jeweilige Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100%);
M = synthetischer Speichel (AHS), M =humaner Speichel (HS), ¥ = modifizierter, synthetischer Intestinalsaft
(mAIF), VP = Verdampfungsprotokoll (Tabelle 20); Mittelwert + Standardabweichung; ANOVA-Dunnett * p < 0,05;
**p <0,01; *** p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle (100%), (n = 3)
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Die Aktivitatsanderung des Enzyms Protease konnte auch bei hoher Leistung nach Bedampfen von
mAIF mit Nelkendl-Liquid ( Abbildung 40) nicht beobachtet werden. Hier blieb die Aktivitdt konstant
mit Ausnahme des Verdampfungsprotokolls VP 1b. Die Amylase-Aktivitat im synthetischen Speichel
(AHS) und Intestinalsaft (mAIF) blieb ebenfalls iberwiegend unverandert. Wahrenddessen zeigte die
Aktivitat der a-Amylase in den gleichen Ansatzen des humanen Speichels herabgesetzte Wirkungen in
allen Untersuchungsprotokollen. Jedoch waren diese aufgrund der groBen Standardabweichungen nur
bei VP 2b (58,0% + 15,1) signifikant. Nichtsdestotrotz waren diese Abnahmen die héchsten, die in den
Enzymaktivitats-Assays dokumentiert wurden. Eine Ursache koénnte in der inhomogenen
Beschaffenheit der humanen Speichelproben liegen. Die Hemmung von pankreatischer a-Amylase
durch Nelkendl bzw. Inhaltsstoffen aus der Gewtirznelke wurde bereits in Publikationen dokumentiert.
So konnte ein wassriges bzw. ethanolisches Mazerat aus gemahlenen Gewirznelken die Aktivitdt um
52,8% bzw. 10,5% anhand Amylase-Assays nach Bernfeld inhibieren. Es wird vermutet, dass diese
Hemmung auf phenolische Verbindungen zuriickzufiihren ist, die im Nelkendl zu mindestens 70% in
Form der Hauptkomponente Eugenol vorkommen (194-196). Alle genannten Studien beziehen sich

auf eine potenzielle hypoglykdmische Aktivitat von pflanzlichen Inhaltsstoffen.
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Abbildung 40: Ergebnisse der Wechselwirkungen anhand des Amylase-Assays (A) und Protease-Assays (B) nach
Bedampfen mit Nelkendl-Liquid (NL) — dargestellt ist die jeweilige Enzymaktivitat im Vergleich zur Kontrolle (100%);
M = synthetischer Speichel (AHS), M =humaner Speichel (HS), ¥ = modifizierter, synthetischer Intestinalsaft
(mAIF), VP = Verdampfungsprotokoll (Tabelle 20); Mittelwert + Standardabweichung; ANOVA-Dunnett * p < 0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle (100%), (n = 3)

AbschlieRend konnen folgende wichtige Aussagen zu den Ergebnissen dieser Untersuchungen
getroffen werden. Die direkte Behandlung mit den untersuchten Liquids hat eher eine steigernde als

eine hemmende Wirkung auf die untersuchten Enzymaktivitditen. Dies ist auf ein mogliches
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Wechselwirken zwischen den Inhaltsstoffen und den Enzymen zurlickzufiihren. In den Aerosol-
Untersuchungen wurde bei niedriger Leistung von 20 Watt eine unverinderte bzw. leichte Anderung
der Enzymaktivitditen gemessen. Dabei hat eine anschlieBende Inkubation der bedampften,
biologischen Suspensionen fiir einen Zeitraum von 10 Minuten einen eher hemmenden bzw. im Fall
von Minzél eher einen steigernden Effekt. Das Bedampfen mit Nelkendl-Liquid fihrte zu den gréRten
Aktivitdatsminderungen dieser Untersuchungsreihe. Eine hohe Leistung beim Verdampfen wurde
tendenziell mit einer Hemmung der Enzymaktivitdten assoziiert. Welche der verdampften Substanzen
fir diese Hemmung verantwortlich sind und welche Mechanismen dieser Hemmung zugrunde liegen,
konnte im Rahmen der Untersuchungen nicht abschlieRend geklart werden. In einzelnen Publikationen
werden zwar Terpenoide fir Aktivitdtsanderungen genannt, jedoch ohne Aufklarung der
Mechanismen. Zudem kann mit dieser Untersuchung nicht festgestellt werden, ob es beim Bedampfen
zu moglichen anderen Reaktionen kommt, die die Vergleichbarkeit mit der direkten Inkubation stort.
Auf Grundlage der vorliegenden Ergebnisse ist das Verdampfen der untersuchten Liquids unter milden
Bedingungen empfehlenswert. Eine Erhéhung der Anzahl der Zige ist denkbar, da diese nicht zu
signifikanten Einschrankungen in Enzymaktivitaten, insbesondere der oral relevanten a-Amylase
gefiihrt haben. Bei einer literaturbasierten Betrachtung des Basisliquid als mogliches Vehikel zur
Applikation von Wirkstoffen ist besonders darauf zu achten, dass das untersuchte Liquid nicotin- und
aromenfrei ist. Viele Studien zielen auf einen Vergleich zwischen e-Zigaretten und Tabakzigaretten
bzw. auf einen Vergleich der Wirkung bei Variation der Nicotin-Konzentration ab (197). Diese Studien
wurden nur bericksichtigt, wenn das Basisliquid als Kontrollsubstanz diente. Eine Publikation von
Ghosh et al. ermittelte einen drei- bis vierfachen Anstieg der Konzentration des Mucins 5AC nach
Bedampfen von menschlichen Epithelkulturen der Atemwege und Epithelien aus M&usenasen in vivo
mit einem nicotinfreien Aerosol aus Basisliquid (198). Die Uberexpression von Mucin 5AC ist assoziiert
mit Asthma und COPD. Obwohl diese Ergebnisse mehrfach bestatigt wurden (199-201), konnten
Garcia-Arcos et al. nur einen nicotinabhdngigen Zusammenhang ermitteln. Das nicotinfreie Aerosol
beeinflusste Lungenparameter wie die Expression von Mucin und Proteasen nicht (202). Flr einen
potentiellen Einsatz einer Propylenglycol-Glycerin-Mischung als Vehikel fiir die Applikation von
medizinischen Wirkstoffen missen diese Substanzen weiterhin beobachtet werden. Abgesehen von
einer medizinischen Inhalation mithilfe der e-Zigarette ist die Inhalation zu Genusszwecken weiterhin
sehr verbreitet und bedarf weitestgehend keiner Regulierung. Diese beiden Substanzen werden
allerdings bereits in zugelassenen inhalativen Arzneimitteln eingesetzt. Die unterschiedlichen

rechtlichen Regelungen mussen in Zukunft einheitlich festgelegt werden.
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5.3 Untersuchungen der antibakteriellen Eigenschaften der Liquids bzw. Aerosole
in vitro

Um die antibakteriellen Eigenschaften der Liquids bzw. Aerosole und deren Bestandteile analysieren
zu kénnen und einen potentiellen Einsatz als medizinische Anwendung zu untersuchen, wurden
mikrobiologische Untersuchungen mit sechs Bakterienarten durchgefiihrt. In den direkten Methoden
werden die antibakteriellen Eigenschaften der eingesetzten flissigen Modellsubstanzen

charakterisiert, wohingegen in den indirekten Methoden die Aerosole untersucht werden.

5.3.1 Methoden zur Bestimmung der antibakteriellen Wirkung von Liquids (direkte
Methoden)

5.3.1.1 Agardiffusionstest

Bei der Agardiffusion wird die Inhibierung des Bakterienwachstums aufgrund eines radialen
Konzentrationsgradienten einer diffundierenden Substanz durch Messung der GroRe der Zone
bestimmt, in der die Substanz das Bakterienwachstum vollstdandig hemmt. Die Masse der hier
untersuchten Substanzen wurde auf 30 pg festgelegt. Zum Vergleich wurde das Antibiotikum
Tobramycin und das Tobramycin-Liquid in gleicher Konzentration untersucht. Die Bakterien wurden je
nach Empfindlichkeit gegeniiber der Modellsubstanz in einem bestimmten Radius am Wachstum
gehindert. Die folgende Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung.

Tabelle 21: Ergebnisse der Untersuchung der Inhibierungszone mithilfe von Agardiffusion mit 30 pug der
Modellsubstanzen fiir sechs Bakterienarten nach (169) — dargestellt sind die Durchmesser der Hemmbhofe
inhibierender Modellsubstanzen in mm; Pseudomonas aeruginosa (P.a. 289), Klebsiella pneumoniae (K.p. 245),
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA 29), Streptococcus pneumoniae (S.p. 351), Moraxella

catarrhalis (M.c. 358), Haemophilus influenzae (H.i. 361), L= Liquid, CBD = Cannabidiol, vl =vollstandige
Inhibierung, - = keine Inhibierung bei 30 ug; Mittelwerte der Durchmesser @ [mm] (n = 3)

Modellsubstanz Hemmbhof [@ mm]

(30 ug) P.a. 289 K.p. 245 MRSA 29 S.p. 351 M.c. 358 H.i. 361
Basisliquid - - - - - -
Propylenglycol - - - - - -
Eucalyptusol - 10,0 11,0 17,0 vl vl
Minzol - 9,0 31,7 23,0 vl vl
Nelkenol - 11,0 18,3 vl 37,3 31,3
Tobramycin - 12,7 - - 29,0 23,7
Eucalyptusol-L - - - - - -
Minzol-L - - - - - -
Nelkenol-L - - - 46,0 14,0 -
CBD-L - - - - - -
Tobramycin-L - 24,3 15,0 18,0 36,7 32,3
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Das Basisliquid, das Propylenglycol und die hergestellten Liquids Eucalyptusél-L, Minz6l-L und CBD-L
zeigten keine inhibierende Wirkung gegenlber den sechs eingesetzten Bakterienarten. Das Bakterium
Pseudomonas aeruginosa konnte von keiner Substanz in der angegebenen Konzentration gehemmt
werden. Dies ist darin begriindet, dass es sich um ein multiresistentes Bakterium handelt, das gegen
antibakterielle Wirkungen eine besondere Toleranz zeigt. In einer Studie von Woolfery et al. konnte
allerdings ein multiresistentes P. aeruginosa (ATCC 27853) Isolat mit vergleichbarem Resistenzmuster
durch 10 pug Tobramycin mit der Agardiffusion gehemmt werden. Der Hemmhof-Durchmesser lag
bei 16 —19 mm (203). Dies stimmt auch mit den Werten der EUCAST (@ = 18 mm) uberein (204).
Dasselbe Isolat ATCC 27853 konnte in einer anderen Publikation durch ein zusatzfreies Basisliquid
gehemmt werden und wies einen pH-Wert-unabhdngigen Hemmhofdurchmesser von 17 — 18 mm
auf (205). Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass sich die Bakterien innerhalb ihrer Spezies stark
unterscheiden kénnen und sie immer in Bezug auf das untersuchte Isolat zu deuten sind. Das
Bakterium Klebsiella pneumoniae konnte von den drei reinen atherischen Olen in den eingesetzten
Konzentrationen inhibiert werden. Hier lagen die Hemmhofe in vergleichbaren Durchmessern
(Eucalyptusol: 10,0 mm, Minzél: 9,0 mm und Nelkendl: 11,0 mm) vor. Auch beim Antibiotikum
Tobramycin und dem dazugehoérigen Liquid fand eine Hemmung statt, jedoch weist die Behandlung
mit Liquid interessanterweise einen grofleren Durchmesser auf als die Inkubation mit der
Reinsubstanz. Dabei ist die Konzentration von Tobramycin im Liquid nur 1%ig und das Basisliquid weist
selbst keine Hemmung auf. Dieses Ergebnis konnte bei allen Ubrigen Bakterienarten beobachtet
werden. Die Gram-negativen Bakterien Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis und Haemophilus
influenzae zeigten gréRere Inhibierungszonen bei Behandlung mit Tobramycin-Liquid (K.p.: 24,3 mm,
M.c.:36,7 mm und H.i.:32,3mm) verglichen mit dem reinen Tobramycin (K.p.:12,7 mm,
M.c.: 29,0 mm und H.i.: 23,7 mm) auf. Die Gram-positiven Bakterien MRSA und Streptococcus
pneumoniae wurden dagegen nicht durch Tobramycin inhibiert bei gleichzeitiger Hemmung durch das
Liquid (MRSA: 15,0 mm und S.p.: 18,0 mm). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass es einen
Unterschied in den Diffusionseigenschaften zwischen dem reinen Tobramycin und seinem Liquid im
Agar gibt. Es ist jedoch ebenfalls moglich, dass das Liquid eine Erh6hung der Wirkung des Tobramycins
aufgrund bisher nicht untersuchter Mechanismen, wie Wechselwirkungen mit Calciumionen, die die
Tobramycin-Resistenz erhdhen, verursacht (206). Das Tobramycin als Feststoff musste als einzige
Modellsubstanz in Medium gelést werden. Die entsprechende geldste Konzentration wurde dann auf
das Filterplattchen getropft. Alle anderen Modellsubstanzen liegen bei Raumtemperatur im fliissigen
Zustand vor. Es konnte somit zur Diffusion des Antibiotikums in das Nahrmedium gekommen sein. Im
Vergleich zu den Liquids bzw. den &therischen Olen ist jedoch diese Anwendung standardisiert. Das
Ubertragen von standardisierten Methoden auf andere Modellsubstanzen muss demnach mit

besonderer Vorsicht erfolgen. Sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien (Ausnahme:
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P. aeruginosa) erwiesen sich in vitro als empfindlich gegeniiber den drei reinen &therischen Olen
Eucalyptusdl, Minzol und Nelkendl. Generell zeigten sich in diesen Empfindlichkeiten auch keine
deutlichen Unterschiede, wenn multiresistente den vergleichsweise sensibleren Keimen
gegenlbergestellt wurden. Dabei kam es jedoch bei den zwei Gram-negativen Bakterienarten
Moraxella catarrhalis und Haemophilus influenzae gegeniiber Eucalyptusdl und Minzol zu einer
vollstandigen Hemmung bei der eingesetzten Konzentration von 30 ug. Moraxella catarrhalis konnte
sogar durch das Nelkendl-Liquid mit einem Durchmesser von 14,0 mm inhibiert werden. Das
Bakterium Streptococcus pneumoniae wurde ebenfalls durch das Nelkenél-Liquid (46,0 mm) gehemmt
bei gleichzeitiger vollstandiger Inhibierung durch das reine Nelkendl. Es wird allgemein vermutet, dass
die dulBere Phospholipidmembran der Gram-negativen Bakterien eine Barriere gegeniiber lipophilen
Verbindungen wie itherischen Olen darstellt. Gram-positive Bakterien dagegen verfiigen lber eine
lipophile Zellwand, die fiir die ebenfalls lipophilen Komponenten der dtherischen Ole permeabel ist,
indem entweder eine Erhéhung der lonendurchlassigkeit oder der Austritt intrazellularer Bestandteile
bewirkt wird. Ebenfalls kdnnen sie bakterielle Enzymsysteme beeintrachtigen (207, 208). Trotzdem
kénnen &therische Ole, wie auch diese Arbeit zeigt, antibakterielle Wirkungen auch gegen Gram-
negative Bakterien entfalten. Genauere Analysen der einzelnen Bestandteile der dtherischen Ole
kénnten Aufschluss Uber die wirksamen Inhaltstoffe gegeniliber Gram-negativen Bakterien geben,
dennsie sind in der Lage, Uber die Porinproteine der duferen Membran in das Periplasma einzudringen
(209). Die qualitativen Ergebnisse der Agardiffusion sind immer bezogen auf eine bestimmte
Konzentration der Modellsubstanzen (30 pg). Sie kdnnen zwar in Wirksamkeitsstufen eingeteilt
werden, liefern allerdings keine belastbare Aussage Uber die quantivative minimale
Hemmkonzentration (MHK). AuRerdem konnen bakteriostatische oder bakterizide Effekte einer
Modellsubstanz so nicht ermittelt werden, da Wachstumsinhibition nicht mit bakteriellem Zelltod
gleichzusetzen ist. Nichtsdestotrotz ist die Agardiffusion ein allgemein giltiger Standard einer

Screeningmethode, um prinzipiell in vitro antimikrobiell wirksame Substanzen zu ermitteln.

5.3.1.2 Mikrodilution

Die standardisierte Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration erfolgte in dieser Arbeit mit dem
Mikrodilutionsverfahren. Mithilfe geometrisch verdiinnter Probeldsungen wurden
Hemmkonzentrationen photometrisch ermittelt. Dabei ist die niedrigste Konzentration, die die

Vermehrung der Bakterien verhindert bzw. hemmt die minimale Hemmkonzentration (MHK).
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Wie aus Tabelle 22 hervorgeht, wiesen alle Modellsubstanzen ein sehr breites Spektrum an
antibakteriellen Aktivitdten sowohl gegen Gram-positive als auch Gram-negative Bakterienarten mit

MHK-Werten von 12 - 10 bis 512 g/L auf.

Tabelle 22: Ergebnisse der Untersuchung der minimalen Hemmkonzentrationen der Modellsubstanzen mithilfe von
Mikrodilution fiir sechs Bakterienarten nach (169) — dargestellt sind die mithilfe von geometrisch verdiinnten
Modellsubstanzen ermittelten minimalen Hemmkonzentrationen in g/L fir sechs Bakterienarten; Pseudomonas
aeruginosa (P.a. 289), Klebsiella pneumoniae (K.p. 245), Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA 29),
Streptococcus pneumoniae (S.p. 351), Moraxella catarrhalis (M.c. 358), Haemophilus influenzae (H.i. 361),
L = Liquid, CBD = Cannabidiol (n =7)

Modellsubstanz MHK [g/L]

P.a. 289 K.p. 245 MRSA 29 S.p. 351 M.c. 358 H.i. 361
Basisliquid 128 128 256 128 64 64
Propylenglycol 64 128 128 32 32 64
Eucalyptusol 64 128 32 16 0,5 2
Minzol 512 128 32 4 32 2
Nelkenol 128 16 16 1 1 0,5
Tobramycin 2 0,016 0,5 0,002 12-10% 0,004
Eucalyptusol-L 128 128 256 128 32 64
Minzol-L 128 128 128 64 16 8
Nelkendl-L 128 64 64 64 4 16
CBD-L 256 256 0,5 0,5 0,125 64
Tobramycin-L 128 2 32 2 0,008 4

Gegenliber den drei untersuchten multiresistenten Bakterienarten Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae und MRSA zeigten die Modellsubstanzen eine geringere antibakterielle Aktivitat
als gegeniiber den Bakterienarten Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis und Haemophilus
influenzae. Die starkste hemmende Wirkung gegentiber allen untersuchten Bakterienarten hatte — wie
bereits vermutet — das Antibiotikum Tobramycin. Es hat als Aminoglycosid-Antibiotikum ein sehr
breites Wirkungsspektrum, was durch diese Ergebnisse bestatigt werden kann. Von den untersuchten
Modellsubstanzen waren prinzipiell die reinen dtherischen Ole in ihrer antibakteriellen Wirkung meist
Uberlegen. Das Basisliquid sowie dessen Bestandteil Propylenglycol zeigten eine sehr geringe
antibakterielle Aktivitat. Die folgende Abbildung 41 zeigt die logarithmische Darstellung der MHK-

Werte der Modellsubstanzen fiir die sechs Bakterienarten geordnet nach Wirkungsstarke.
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Abbildung 41: Logarithmische Darstellung der MHK-Werte der Modellsubstanzen mithilfe von Mikrodilution fir
sechs Bakterienarten nach (169) —dargestellt sind die logarithmischen MHK-Werte der Modellsubstanzen
gegentber sechs Bakterienarten in g/L aufsteigend geordnet nach der MHK: Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA), Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae, B =Basisliquid, PG = Propylenglycol, EO = Eucalyptusél,
MO = Minzél, NO = Nelkendl, T = Tobramycin, EL = Eucalyptusél-Liquid, ML = Minzél-Liquid, NL = Nelkenél-Liquid,
CL = Cannabidiol-Liquid, TL = Tobramycin-Liquid; MHK = minimale Hemmkonzentration;

Mittelwert + Standardabweichung (n =7)
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Die Modellsubstanzen zeigten gegeniliber Pseudomonas aeruginosa die geringste antibakterielle
Aktivitit. Hier liegen die minimalen Hemmkonzentrationen zwischen 64 g/L (PG und EO) und 512 g/L
(MO) verglichen mit dem Antibiotikum Tobramycin mit 2 g/L. Vergleichbare Werte weisen die
antibakteriellen Aktivitaten gegenliber Klebsiella pneumoniae auf. Die MHK des Tobramycins liegt hier
bei 16 mg/L, dabei weist das Tobramycin-Liquid einen vergleichsweise hohen Wert von 2 g/L auf. Die
anderen Hemmkonzentrationen wurden zwischen 16 g/L (NO) und 256 g/L (CL) ermittelt. Auch die
minimalen Hemmkonzentrationen des MRSA-Isolates sind vergleichbar mit den Werten der beiden
anderen multiresistenten Bakterien und liegen bei 16 g/L (NO) bis 256 g/L (B und EL). Allerdings weist
hier das Cannabidiol-Liquid einen MHK-Wert von 0,5 g/L auf und ist damit vergleichbar mit der
Wirkung des Antibiotikums. Die anderen Bakterienarten, die respiratorische Infektionen verursachen
kénnen und sensibler gegenliber Antibiotika sind, waren gegen alle Modellsubstanzen empfindlicher,
was an den — im Vergleich zu den Antibiotika-resistenten Arten — geringeren minimalen
Hemmkonzentrationen erkennbar war. Die ermittelten MHK-Werte des Bakteriums Streptococcus
pneumoniae lagen zwischen 0,5 g/L (CL) und 128 g/L (B und EL). Die antibakterielle Wirkung von
Cannabidiol gegeniiber sensiblen und resistenten Gram-positiven Bakterien, wie MRSA und
Streptococcus pneumoniae wird in einigen Studien beschrieben. So konnten bereits 1976 van Klingeren
und ten Ham minimale Hemmkonzentrationen bei 1 — 5 mg/L an sensiblen Spezies von Staphylokokken
und Streptokokken dokumentieren (210). Ahnliche Werte wurde fiir Isolate vom Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus (ATCC 25923 u.a.) von Appendino et al. 2008 (0,5 -1 mg/L) und von
Martinenghi et. al 2020 (1 mg/L) ermittelt, wobei die zweite Forschungsgruppe einen Gram-negativen
Pseudomonas aeruginosa (PA01) ebenfalls untersuchte und einen MHK-Wert von >64 mg/L fur CBD
publizierte, was ebenfalls vergleichbar ist mit den Ergebnissen in dieser Untersuchung (211, 212).
Wassmann et. al ermittelten 2020 einen MHK-Wert von 4 mg/L fir MRSA und stellten eine 64-fache
Reduktion dieser minimalen Hemmbkonzentration in Kombination mit dem Antibiotikum Bacitracin
fest. Dieser synergistische Effekt konnte bei Gram-negativen Baktieren nicht festgestellt werden (213).
Den Grund fir diese Wirkung sehen alle Forschungsgruppen in der Veranderung der Morphologie der
Zellenwande. CBD hat das Potential die Zellmembran zu permeabilisieren und als detergenzahnliches
Mittel zu wirken. Die fehlende CBD-Aktivitdt gegen die meisten Gram-negativen Bakterien wird mit
dem Vorhandensein der duBeren Membran und des Lipopolysaccharids zusammenhangen. In der
aktuellen Studie von Blaskovich et al. von 2021 zum antibakteriellen Potential von Cannabidiol wurden
viele Gram-positive und Gram-negative Bakterien untersucht. Dabei konnten die Ergebnisse der
vorherigen Publikationen bestatigt werden. Die minimalen Hemmkonzentrationen fiir sensible und
resistente Stdmme von Staphylococcus aureus und Streptococcus pneumoniae ergaben MHK-Werte
von 1-4mg/L. Ebenfalls konnten bei den Gram-negativen Bakterien Pseudomonas aeruginosa

(ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) und Haemophilus influenzae (ATCC 49247) MHK-
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Werte in Hohe von >64 mg/L ermittelt werden. Interessanterweise hat Moraxella catarrhalis
(MMX 3782) in den Untersuchungen einen MHK-Wert von 1 mg/L (214). Diese Relationen konnten
auch in den Untersuchungen dieser Arbeit bestatigt werden. Die antibakteriellen Aktivititen der
Modellsubstanzen gegeniiber Moraxella catarrhalis befinden sich im Bereich zwischen 0,125 g/L (CL)
und 64 g/L fur das Basisliquid. Das Tobramycin erreicht fir dieses Bakterium die geringste minimale
Hemmbkonzentration mit 12 ug/L wobei das 1%ige Tobramycin-Liquid einen MHK-Wert von 8 mg/L
aufweist. Die MHK-Werte von Haemophilus influenzae liegen zwischen 0,5 g/L (NO) und 64 g/L (B, PG,
EL und CL), wobei das Tobramycin einen Wert von 4 g/L und das zugehorige Liquid einen Wert von
0,004 g/L ausweist. Die bereits erwdhnten Isolate fiir Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) und Staphylococcus aureus (ATCC 25923) konnten in einer
Publikation von Fuochi et al. im Mikrodilutionsverfahren bei einer Konzentration von 12,5% (125 g/L)
an zusatzfreiem Basisliquid vollstédndig abgetotet werden. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den
Werten aus Tabelle 22 (205). Es konnte interessanterweise fiir keine Bakterienart eine Korrelation
zwischen dem MHK-Wert des Basisliquids und einer Reinsubstanz bezogen auf das 1%ige Liquid mit
dieser Reinsubstanz gefunden werden. Das heif3t, dass das Produkt aus den prozentuallen Anteilen der
Bestandteile nicht auf den MHK-Wert des Liquids schliefen ldsst. Selbst dann nicht, wenn man die
Verdiinnungsstufen ins Verhaltnis setzt. Hier miissen andere Wirkmechanismen die Ursache sein. Eine
Einteilung der Bakterienarten nach Gram-Farbung fihrt zu keiner allgemeingiiltigen Aussage. Die
Interpretation dieser Ergebnisse in einem klinischen Kontext bedarf einen Uberblick iber die MHK-
Grenzwerte der jeweiligen Bakterienarten. Der klinische Grenzwert entscheidet (iber die Resistenz
oder Empfindlichkeit gegeniber einer antibakteriell wirkenden Substanz. Dies bedeutet auch, dass
eine antimikrobielle Therapie keine Wirkung zeigen kann, wenn die im Labor ermittelten
Hemmkonzentrationen am Wirkort nicht erreicht werden kdénnen (215). Hier zeigt sich der Vorteil
einer topischen Applikation direkt am Wirkort im Vergleich zur systemischen Anwendung, bei der viel
hohere Konzentrationen verabreicht werden missen. Die Klassifikation entspricht demnach der
Wahrscheinlichkeit zwischen Behandlungserfolg und Therapieversagen. Fiir diese Einteilungen ist u.a.
das European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) verantwortlich, welches die
antimikrobielle Empfindlichkeitsprifung standardisiert und die Klassifikationen aktualisiert. Diese
klinischen Werte liegen im Milligramm bzw. Mikrogramm pro Liter Bereich. Die meisten hier
ermittelten Werte liegen weit auRerhalb dieses Bereiches, somit haben die Modellsubstanzen eine
eher geringe klinische Relevanz. Allerdings wurden vereinzelt Werte in diesem Konzentrationsbereich
gemessen, wie beispielsweise bei Moraxella catarrhalis und den Modellsubstanzen Eucalyptusol
(MHK =500 mg/L) und Cannabidiol-Liquid (MHK =125 mg/L) oder Haemophilus influenzae und
Nelkenol (MHK = 500 mg/L).
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Ein Vergleich zwischen den Ergebnissen der qualitativen Agardiffusion und der quantitativen
Mikrodilution ist in der Tabelle 23 dargestellt. Eine Aussage liber die Korrelation von MHK-Werten zu
den Inhibierungszonen kann nicht getroffen werden. Diese Behauptung musste immer in Bezug auf die
jeweilige Modellsubstanz in Verbindung mit der Bakterienspezies vermutlich sogar mit dem speziellen
Isolat getroffen werden, da bereits in der Literatur beschrieben wird, dass die minimalen
Hemmkonzentrationen derselben Spezies um 2 —4 log,-Stufen schwanken koénnen (215). So
verursacht beispielsweise Eucalyptusol mit einer MHK von 128 g/L gegeniber Klebsiella pneumoniae
einen sichtbaren Hemmbhof (@ = 10,0 mm), jedoch tritt bei Pseudomonas aeruginosa dieser nicht auf,
trotz geringerer minimaler Hemmkonzentration (EO: 64 g/L). Diese Beobachtung trifft sowohl auf die
multiresistenten als auch die gegen Antibiotika sensibleren Bakterienarten zu und lasst sich keinen
bestimmten Modellsubstanzen zuordnen. Diese Feststellung bezogen auf dtherische Ole wurde bereits
publiziert. So konnte ermittelt werden, dass starke Wirkstoffe mit geringer Hydrophilie eine geringere
antimikrobielle Aktivitat in der Agardiffusion zeigten (122). Dies ist zuriickzufiihren auf zwei Faktoren:
Zum einen sind dtherische Ole Vielstoffgemische, die aus sehr vielen Komponenten bestehen, die ihre
Wirkung unterschiedlich stark auspragen. Zum anderen hangt die Interpretation der Inhibierungszone
nicht nur von ihrem Durchmesser ab. Weitere Variablen fiir jede einzelne Komponente der dtherischen
Ole wie Diffusionskoeffizienten und Volatilitit, aber auch fiir die verwendeten Materialien, wie
Adsorption, Ndhrmedium und Volumen sind von Bedeutung (216). Da die hergestellten Liquids
ebenfalls aus mehrereren Komponenten bestehen, lassen sich diese Argumente auf alle
Modellsubstanzen Ubertragen. Dies fihrt zu dem Schluss, dass eine uniiberschaubare Anzahl an
unbekannten Parametern in die qualitative Untersuchungsmethode der Agardiffusion mit ihren
groReren Fehlermdglichkeiten hineinflieRen und die aussagekraftigere Primarmethode die

Mikrodilution bleibt (215).
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5.3.1.3 Time-Kill-Methode

Die Time-Kill-Methode diente zur Untersuchung der bakteriziden oder bakteriostatischen Aktivitat
einer bestimmten Konzentration einer Modellsubstanz gegenliber den Isolaten der sechs
ausgewahlten Bakterienarten im zeitlichen Verlauf. Sie ist demnach die Darstellung der
Absterbekinetik. Die in diesen Untersuchungen ausgewadhlten Konzentrationen waren die einfache und
die doppelte minimale Hemmkonzentration bestimmt tber die Mikrodilutionsmethode. Kommt es bei
diesen Konzentrationen zu einer vollstandigen Abtétung der Bakterien, spricht man auch von der
minimalen bakteriziden Konzentration (MBK). Die bakterizide Aktivitat ist definiert als eine Abnahme
der koloniebildenden Einheiten um 99,9% im Vergleich zu einer Negativkontrolle. Als Positivkontrolle
wurde stets Ethanol (70%) mitgefihrt. Dies flihrte in allen Untersuchungen zum vollstandigen Abtéten
der Bakterien zum Zeitpunkt to der Probenahme. Alle Untersuchungsreihen wurden in zweifacher
Ausfiihrung (n=2) durchgefihrt und die jeweiligen Versuchsergebnisse wurden als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die logarithmische Darstellung der Time-Kill-Kurven

erfolgt durch Auftragen von logio(KBE/mL) gegen die Zeit.

Die Abbildung 42 zeigt die Ergebnisse der Time-Kill-Methode von Pseudomonas aeruginosa gegeniber
allen eingesetzten Modellsubstanzen. Das linke Diagramm zeigt die zeitliche Absterbekinetik der
jeweiligen minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) und das rechte Diagramm zeigt die jeweilige

doppelte minimale Hemmkonzentration (2MHK) der Modellsubstanzen.
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Abbildung 42: Logarithmische Darstellung der Time-Kill Ergebnisse der Modellsubstanzen an Pseudomonas
aeruginosa 289 anhand der einfachen (links) und doppelten (rechts) minimalen Hemmkonzentration (MHK)
nach (169) — dargestellt ist der zeitliche Verlauf der logarithmischen Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE)
promL, ® - Negativkontrolle, m - Propylenglycol (PG), A — Basisliquid (B), ¥ - Eucalyptusél (EQ), & - Nelkendl (NO),
0 - Minzél (MO), O - Tobramycin (T), A - Eucalyptusoél-Liquid (EL), V- Nelkendl-Liquid (NL), & - Minzdl-Liquid (ML),
® - Tobramycin-Liquid (TL), * - Cannabidiol-Liquid (CL); Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)
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Die Hemmung des sichtbaren Bakterienwachstums ist bei allen Modellsubstanzen im Vergleich zur
Negativkontrolle nach 24 Stunden gegeben. Eine minimale bakterizide Konzentration ist jedoch nur bei
den minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) der Modellsubstanzen Eucalyptusél (64 g/L), Nelkendl
(128 g/L) und dem CBD-Liquid (256 g/L) sowie bei den doppelten minimalen Hemmkonzentrationen
(2MHK) von allen tbrigen Liquids (EL, NL, ML und TL) bei 256 g/L erreicht. Somit sind fiir die erwdhnten
Substanzen die einfachen bzw. doppelten MHK-Werte mit den MBK-Werten gleichzusetzen.
Interessanterweise konnte weder die einfache noch die doppelte minimale Hemmkonzentration des
Minzo6ls und des Tobramycins in reiner Form die bakterizide Aktivitat erreichen. Hier konnte nur die
Anzahl der Uberlebenden Bakterien konstant fiir 24 Stunden gehemmt werden. Es muss demnach zu
einer Wirkverstarkung zwischen der reinen Substanz und den Bestandteilen des Liquids gekommen

sein.

Ein Vergleich mit den Ergebnissen (Abbildung 43) der Time-Kill-Methode von Klebsiella pneumoniae
stellt ebenfalls eine bakterizide Aktivitat der minimalen Hemmkonzentrationen der reinen atherischen
Ole bereits nach drei Stunden (t1) dar. Mit Ausnahme vom Tobramycin-Liquid zeigten auch hier die
hergestellten Liquids und das Propylenglycol bei den doppelten minimalen Hemmkonzentrationen

(EL: 256 g/L, NL: 128 g/L, ML: 256 g/L, CL: 512 g/L und PG: 256 g/L) ebenfalls die Fahigkeit bakterizid

zu wirken.
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Abbildung 43: Logarithmische Darstellung der Time-Kill Ergebnisse der Modellsubstanzen an Klebsiella
pneumoniae 245 anhand der einfachen (links) und doppelten (rechts) minimalen Hemmkonzentration (MHK)
nach (169) — dargestellt ist der zeitliche Verlauf der logarithmischen Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE)
promL, ® - Negativkontrolle, m - Propylenglycol (PG), A — Basisliquid (B), ¥ - Eucalyptusdl (EQ), - Nelkendl (NO),
0 - Minzél (MO), O - Tobramycin (T), A - Eucalyptusél-Liquid (EL), V- Nelkenél-Liquid (NL), & - Minzdl-Liquid (ML),
® - Tobramycin-Liquid (TL), * - Cannabidiol-Liquid (CL); Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)
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Die Behandlung mit Nelkenél in der Konzentration 16 g/L konnte die Anzahl der Uberlebenden
Bakterien bereits zum Zeitpunkt to der Probenahme bakterizid reduzieren. Dieses konnte ebenfalls an
den Ergebnissen der Bakterienart MRSA beobachtet werden. Auch hier konnten keine
koloniebildenden Einheiten nach Behandlung mit einer minimalen Hemmkonzentration von 16 g/L
Nelkendl ausgezadhlt werden (Abbildung 44). Mit Ausnahme der Modellsubstanzen Propylenglycol,
Basisliquid und CBD-Liquid erreichten hier alle Gbrigen Testsubstanzen eine bakterizide Aktivitat in
ihren minimalen Hemmkonzentrationen. Die Behandlung mit Basisliquid konnte diese erst in der
doppelten Hemmkonzentration erreichen. Interessanterweise kam es beim Propylenglycol und CBD-

Liquid nach 24 Stunden wieder zu einem Anstieg der Bakterienkolonien.

MRSA 29 (MHK) MRSA 29 (2MHK)

oy 10— —_— 10=

= 1.0x10 = 1.0x10

S €

o o

m m

X X

E E

& 1.0x10°7 & 1.0x10°7

o o

N N

< <

%) %)

4 x

= 04 = 04

0 3 6 24 0 3 6 24
Zeit [h] Zeit [N]

Abbildung 44: Logarithmische Darstellung der Time-Kill Ergebnisse der Modellsubstanzen an MRSA 29 anhand der
einfachen (links) und doppelten (rechts) minimalen Hemmkonzentration (MHK) nach (169) — dargestellt ist der
zeitliche Verlauf der logarithmischen Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro mL, Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus (MRSA), ® - Negativkontrolle, m - Propylenglycol (PG), A — Basisliquid (B), ¥ - Eucalyptusol
(EO), & - Nelkendl (NO), 0 - Minzél (MO), O - Tobramycin (T), A - Eucalyptusél-Liquid (EL), v- Nelkendl-Liquid (NL),
<= Minzol-Liquid (ML), ® - Tobramycin-Liquid (TL), * - Cannabidiol-Liquid (CL); Mittelwert + Standardabweichung
(n=2)

Da die minimalen Hemmkonzentrationen der multiresistenten Bakterienarten zum Teil sehr viel hoher
waren verglichen mit den gegeniber Antibiotika sensibleren Bakterienarten mussen diese Ergebnisse
immer in Zusammenhang mit den tatsachlichen Konzentrationen gesehen werden. Die Einteilung in
einfache und doppelte MHK-Werte gibt nur die Relationen zu der Hemmung wieder und nicht eine

potentielle klinische Bedeutung.
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Die Ergebnisse der Time-Kill-Methode an Streptococcus pneumoniae sind in Abbildung 45 dargestellt.
Hier zeigten sich adhnliche Verlaufe der Absterbekinetik wie in Abbildung 44. Es konnte eine
Ubereinstimmung der minimalen Hemmkonzentration mit der minimalen bakteriziden Konzentration
fir die atherischen Ole Eucalyptusdl (16 g/L), Minzél (4 g/L), Nelkensl (1g/L) und die Liquids
Eucalyptusol-Liquid (128 g/L), Minz6l-Liquid (64 g/L), Nelkenol-Liquid (64 g/L), CBD-Liquid (0,5 g/L) und
Tobramycin-Liquid (2 g/L) bereits nach drei Stunden (t;) festgestellt werden. Dabei wurde eine
vollstandige Abtotung bereits zum Zeitpunkt to der Probenahme aufgrund von Nelkenol (MHK) und
dem Nelkendél- und Eucalyptusol-Liquid (2MHK) beobachtet. Eine bakterizide Aktivitdt von
Propylenglycol und Tobramycin wurde im Vergleich zur Negativkontrolle in diesen Untersuchungen

nicht erreicht.
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Abbildung 45: Logarithmische Darstellung der Time-Kill Ergebnisse der Modellsubstanzen an Streptococcus
pneumoniae 351 anhand der einfachen (links) und doppelten (rechts) minimalen Hemmkonzentration (MHK)
nach (169) — dargestellt ist der zeitliche Verlauf der logarithmischen Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE)
promL, ® - Negativkontrolle, m - Propylenglycol (PG), A — Basisliquid (B), ¥ - Eucalyptusél (EQ), & - Nelkendl (NO),
0 - Minzél (MQ), O - Tobramycin (T), A - Eucalyptusoél-Liquid (EL), V- Nelkendl-Liquid (NL), ©- Minzol-Liquid (ML),
® - Tobramycin-Liquid (TL), * - Cannabidiol-Liquid (CL); Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)
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Die Absterbekinetik von Moraxella catarrhalis gegeniiber den Modellsubstanzen ist in Abbildung 46
dargestellt. Die Behandlung mit dem Tobramycin-Liquid in der Konzentration 8 mg/L (MHK) sowie den
reinen dtherischen Olen mit ihren MHK-Werten (EO: 0,5 g/L, MO: 32 g/L, NO: 1 g/L) konnte die Anzahl
der lberlebenden Bakterien zum Zeitpunkt t; der Probenahme nach drei Stunden bakterizid
reduzieren. Das Minzol-Liquid (2MHK) in einer Konzentration von 32 g/L wirkte ebenfalls vollstindig
abtotend. Alle Ubrigen Modellsubstanzen wirkten in ihren einfachen und doppelten minimalen
Hemmbkonzentrationen bakteriostatisch auf die Anzahl der Giberlebenden Bakterien fiir 24 Stunden. Es

konnte allerdings eine steigende Tendenz des Bakterienwachstums ermittelt werden.
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Abbildung 46: Logarithmische Darstellung der Time-Kill Ergebnisse der Modellsubstanzen an Moraxella
catarrhalis 258 anhand der einfachen (links) und doppelten (rechts) minimalen Hemmkonzentration (MHK)
nach (169) — dargestellt ist der zeitliche Verlauf der logarithmischen Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE)

pro mL, ® - Negativkontrolle, m - Propylenglycol (PG), A —Basisliquid (B), ¥ - Eucalyptusél (EQ), & - Nelkendl
(NO), 0 - Minzal (MO), O - Tobramycin (T), A - Eucalyptusél-Liquid (EL), v- Nelkendl-Liquid (NL), & - Minzél-Liquid
(ML), ® - Tobramycin-Liquid (TL), * - Cannabidiol-Liquid (CL); Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)
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Die Ergebnisse der bakteriostatischen und bakteriziden Wirkungen der Modellsubstanzen gegentiber
Haemophilus influenzae sind in Abbildung 47 dargestellt. Auch hier konnte eine Ubereinstimmung der
minimalen Hemmkonzentration mit der minimalen bakteriziden Konzentration fiir die dtherischen Ole
Eucalyptusol (2 g/L), Minzdl (2 g/L), Nelkenél (0,5 g/L), das Antibiotikum Tobramycin (4 mg/L) und die
Liquids Eucalyptusdl-Liquid (64 g/L), CBD-Liquid (64 g/L) und Tobramycin-Liquid (4 g/L) nach
maximal 6 Stunden (t;) festgestellt werden. Dabei wurde eine vollstandige Abtotung des Bakteriums
bereits zum Zeitpunkt to der Probenahme nach Behandlung mit Nelkendl (2MHK) beobachtet. Auch
die doppelten MHK-Werte von Propylenglycol und Basisliquid bewirkten eine Bakterizidie im zeitlichen
Verlauf nach 24 Stunden (t3). Die bakterizide Aktivitat von Minzol-Liquid und Nelkendl-Liquid wurde im
Vergleich zur Negativkontrolle in diesen Untersuchungen nicht erreicht, jedoch konnte eine erhebliche

Verringerung der Lebensfahigkeit ermittelt werden.
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Abbildung 47: Logarithmische Darstellung der Time-Kill Ergebnisse der Modellsubstanzen an Haemophilus
influenzae 361 anhand der einfachen (links) und doppelten (rechts) minimalen Hemmkonzentration (MHK)
nach (169) — dargestellt ist der zeitliche Verlauf der logarithmischen Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE)
promL, ® - Negativkontrolle, m - Propylenglycol (PG), A — Basisliquid (B), ¥ - Eucalyptusdl (EO), & - Nelkendl (NO),
o - Minzél (MO), O - Tobramycin (T), A - Eucalyptusél-Liquid (EL), v- Nelkenél-Liquid (NL), <- Minzél-Liquid (ML),
® - Tobramycin-Liquid (TL), * - Cannabidiol-Liquid (CL); Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)

Wie aus Tabelle 24 hervorgeht, wiesen alle Modellsubstanzen ein sehr breites Spektrum an
bakteriziden Aktivitaten sowohl gegen Gram-positive als auch Gram-negative Bakterienarten mit MBK-
Werten von 248-10% bis >512g/L auf. Die Darstellung gibt die minimalen bakteriziden

Konzentrationen in Relation zu ihren ermittelten minimalen Hemmkonzentrationen wieder.
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Abschliefend konnten alle anhand der Mikrodilution ermittelten minimalen Hemmkonzentrationen
mit der Time-Kill-Methode bestatigt werden. Anhand der Graphiken ist deutlich erkennbar, dass eine
Hemmung nach 24 Stunden bei allen Modellsubstanzen fiir die sechs Bakterienarten gegeben ist.
AuBerdem konnte bei vielen Modellsubstanzen die minimale Hemmkonzentration mit der minimalen
bakteriziden Konzentration gleichgesetzt werden. Dabei konnten die jeweiligen Modellsubstanzen die
Population innerhalb der 24 Stunden vollstandig inaktivieren. Die bakteriostatischen und bakteriziden
Aktivitaiten der Modellsubstanzen gegenlber den sechs Bakterienarten zeigen somit ein

konzentrations- und zeitabhangiges Muster.
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5.3.2 Methoden zur Bestimmung der antibakteriellen Wirkung von Aerosolen (indirekte

Methoden)

Es gibt keine standardisierte Methode zur Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt von
Modellsubstanzen im vaporisierten Zustand, deshalb sollten hier drei modifizierte Methoden einen
Uberblick schaffen (iber die Méglichkeiten und Grenzen dieser Fragestellung mit und ohne Einsatz der

Technologie der elektronischen Zigarette.

5.3.2.1 Gas-Kontakt-Methode

Die quantitative Gas-Kontakt-Methode wurde definiert als Bestimmung der minimalen volatilen
Hemmbkonzentration, die eine vollstandige Inhibierung (MHKyo) bewirkt. Hierfliir wurde die
Methode von Maruzella und Sicurella aus dem Jahr 1960 modifiziert (176). Die vollstandige
Wachstumshemmung sollte aufgrund der eigenen Fliichtigkeit der Modellsubstanzen herbeigefiihrt
werden. Die Berechnung der eingesetzten Konzentrationen richtet sich nach dem freien Volumen in
der Petrischale im geschlossenen Zustand und wurde in geometrischen Verdinnungsschritten bis
zu 16 g/L der Proben umgesetzt. Das Vorhandensein einer freien inhibierten Zone auf dem festen
Ndhrmedium im Vergleich zur Negativkontrolle deutet auf eine antibakterielle Aktivitat des Aerosols
der Modellsubstanz hin. Die Abbildung 48 stellt beispielhaft das Ergebnis der Untersuchung der
Inhibierung von MRSA mit Minzol dar.

MRSA MO -0,0625 g/l MO - 0,125 g/ MO - 0,250 g/I

Abbildung 48: Untersuchung der Inhibierung anhand der Gas-Kontakt-Methode am Beispiel Minz6l gegeniliber MRSA
modifiziert nach (176) — dargestellt ist (v.l.n.r.) die hochste Konzentration ohne sichtbare Hemmung (0,0625 g/L),
die niedrigste Konzentration mit sichtbarer Hemmung (0,125 g/L) und die minimale volatile Hemmkonzentration
mit vollstdndiger Inhibierung (0,250 g/L) von Minzél (MO) in geometrischen Verdiinnungsreihen gegeniiber MRSA;
MRSA = Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus, (n = 3)
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Die linke Platte zeigt die hochste Konzentration ohne sichtbare Hemmung (0,0625 g/L), wobei die
mittlere Platte bereits eine Inhibierungszone mittig aufweist und somit die niedrigste Konzentration
mit sichtbarer Hemmung (0,125 g/L) darstellt. Die minimale volatile Hemmkonzentration mit
vollstandiger Inhibierung (MHKvoi) wird jedoch erst bei einer Konzentration von 0,250 g/L Minzél (MO)
erreicht. Die Dampfe von 10 Modellsubstanzen wurden an sechs Bakterienarten untersucht. Die
Tabelle 25 gibt alle ermittelten Ergebnisse wieder. Die maximale untersuchte Konzentration wurde
bei 16 g/L festgelegt, somit werden nur die Konzentrationen dargestellt, die eine Inhibierung unter

dieser Konzentration bewirken.

Tabelle 25: Untersuchung der minimalen volatilen Hemmkonzentration mit vollstandiger Inhibierung (MHKvol)
anhand der Gas-Kontakt-Methode gegenlber sechs Bakterienarten modifiziert nach (176) — Pseudomonas
aeruginosa (P.a. 289), Klebsiella pneumoniae (K.p. 245), Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA 29),
Streptococcus pneumoniae (S.p. 351), Moraxella catarrhalis (M.c. 358), Haemophilus influenzae (H.i. 361),
L = Liquid, CBD = Cannabidiol, nu =nicht untersucht, ul=unvollstdndige Inhibierung bei 16 g/L, -=keine
Inhibierung bei 16 g/L (n = 3)

Modellsubstanz MHKvo [g/L]

P.a. 289 K.p. 245 MRSA 29 S.p. 351 M.c. 358 H.i. 361
Basisliquid - - - - - -
Propylenglycol - - - - - -
Eucalyptusol - - 4 2 1 0,5
Minzol - - 0,25 0,25 0,063 0,25
Nelkenol - - ul 0,125 1 1
Tobramycin nu nu nu nu nu nu
Eucalyptusol-L - - - - - -
Minzol-L - - - - - -
Nelkendl-L - - - - - -
CBD-L - - - - - -
Tobramycin-L - - - - - -

In dieser Testreihe zeigten nur die Dampfe der reinen atherischen Ole antibakterielle Eigenschaften.
Dieses liegt wahrscheinlich an ihren leichten Volatilititen im Vergleich zu den anderen
Modellsubstanzen. Die Bakterienarten Pseudomonas aeruginosa (P.a.) und Klebsiella pneumoniae
(K.p.) konnten von keiner der untersuchten Modellsubstanzen bis zu einer Konzentration von 16 g/L
gehemmt werden. Das Wachstum der anderen vier Bakterien konnte vollstandig durch die Dampfe der
reinen atherischen Ole inhibiert werden, mit Ausnahme von Nelkendl gegeniiber MRSA. Hier konnte
allerdings eine sichtbare Hemmung bei 16 g/L bewirkt werden. Die geringste Konzentration an
Nelkendl zur Hemmung von Streptococcus pneumoniae lag bei MHK,o = 0,125 g/L. Zur Inhibierung mit
Minzol waren 0,25g/L fir die Bakterienarten MRSA, Streptococcus pneumoniae (S.p.) und

Haemophilus influenzae (H.i.) notwendig, allerdings konnte eine Wachstumshemmung von Moraxella
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catarrhalis (M.c.) bereits bei 0,063 g/L festgestellt werden. Beim Eucalyptusél sind vergleichsweise
hohere Konzentrationen einzusetzen, um eine wachstumshemmende Wirkung auf die Bakterien
hervorzurufen. Hier lagen die MHKyo-Werte bei 0,5 g/L (H.i.), 1g/L (M.c.), 2g/L (S.p.) und 4 g/L
(MRSA). Im Vergleich (Tabelle 26) dieser reinen &therischen Ole und ihrer antibakteriellen
Eigenschaften mit den bislang beschriebenen Untersuchungsmethoden der Agardiffusion (@ [mm]),
Mikrodilution (MHK [g/L]) und Gas-Kontakt-Methode (MHKvo. [g/L]) auf die vier Bakterienarten
Staphylococcus aureus (MRSA), Streptococcus pneumoniae (S.p.), Moraxella catarrhalis (M.c.) und
Haemophilus influenzae (H.i.) lasst sich schlussfolgern, dass nicht nur jede Untersuchungsmethode mit

ihren Grenzen fur sich zu betrachten ist, aber auch der Zustand der Probe.

Tabelle 26: Vergleich der Ergebnisse der Agardiffusion (Inhibierungszone @ [mm], n = 3), der Mikrodilution (MHK
[g/L], n=7) und der Gas-Kontakt-Methode (MHKval [g/L], n=3) — Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
(MRSA 29), Streptococcus pneumoniae (S.p. 351), Moraxella catarrhalis (M.c. 358), Haemophilus influenzae
(H.i. 361), MS = Modellsubstanz, EO = Eucalyptusél, MO = Minzél, NO = Nelkenél, ul = unvollstandige Inhibierung
bei 16 g/L, vl = vollstandige Inhibierung

MRSA 29 S.p. 351 M.c. 358 H.i. 361
0] MHK MHK [0)] MHK MHK [0) MHK MHK [0) MHK MHK
Mms [mml o [g/L] voL [mm] [e/L] voL [mm] [e/L] voL [mm]  [g/L]  vo
(g/L] [g/L] (g/L] [g/L]
EO 11,0 32 4 17,0 16 2 vl 0,5 1 vl 2 0,5
MO 31,7 32 0,25 23,0 4 0,25 vl 32 0,063 | vl 2 0,25
NO 18,3 16 ul vl 1 0,125 | 37,3 1 1 31,3 0,5 1

In den Tendenzen kann eine vollstandige Inhibierung bzw. ein gréBerer Durchmesser des Hemmbhofes
in der Agardiffusion assoziiert werden mit einer geringeren volatilen Hemmkonzentration. Ein
Vergleich der Mikrodilution mit der Gas-Kontakt-Methode zeigt libereinstimmende Anordnungen der
antibakteriellen Aktivitait am Bakterium Streptococcus pneumoniae (EO < MO < NQO). Die anderen
Bakterienarten in der Tabelle 26 weisen auf eine entgegengesetzte Wirkung hin, so dass das atherische
Ol mit der groBRten Aktivitat im flissigen Zustand die geringste relative Aktivitit im aerosolierten
Zustand hat, wie z.B. Moraxella catarrhalis mit einer MHK von 32 g/L fir Minzol, jedoch einer MHKyo.
von 0,063 g/L. Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung sind unterschiedliche Komponenten, die
die Aktivitdt hervorrufen. So kénnen im fliissigen Zustand die Hauptkomponenten die Inhibierung
hervorrufen, die Aktivitdt des Aerosols allerdings wird durch fliichtige Bestandteile oder durch
Umwandlungen von Komponenten in der Luft bewirkt. Eine Publikation von Acs et al. filhrte eine
vergleichbare Gas-Kontakt-Methode durch und ermittelte dhnliche Werte fiir evaporierte atherische
Ole. So konnten MHK-Werte der Bakterien Streptococcus pneumoniae (EO=1,2 mL/L,
NO = 0,015 mL/L), Moraxella catarrhalis (EO =0,225mL/L, NO=0,125mL/L) und Haemophilus
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influenzae (EO = 0,125 mL/L, NO = 0,09 mL/L) mit den jeweiligen dtherischen Olen ermittelt werden.
Die Schwankungen sind auf unterschiedliche Isolate der Bakterienarten, Bezugsquellen der
stherischen Ole und Modifikationen in der Methode zuriickzufiihren (217). In der Publikation von
Fuochi et al. konnten sogar 100 uL eines zusatzfreien Basisliquids eine bakteriostatische Wirkung fir
Bakterienisolate von Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
und Staphylococcus aureus (ATCC 25923) verursachen. Das ergibt etwa einen Wertvon 1,5 g/L bezogen
auf die Gas-Kontakt-Methode dieser Arbeit. Obwohl die Methodik Ubereinstimmungen aufweist, ist

dieser Wert doch stark zu hinterfragen (205).

Die Grenze dieser Methode besteht in der qualitativen und quantitativen Bestimmung der tatsachlich
evaporierten Komponenten, aber auch der diffundierten Substanzen in das feste Medium. Fiir eine
guantitative Aussage der Substanzen missten die Gasphase und das Medium chromatographisch

separat aufgearbeitet und analysiert werden.

5.3.2.2. Sattigungsbox

Das qualitative Prinzip der Sattigungsbox beruht auf einer modifizierten Methode von Inouye et al. aus
dem Jahr 2001 (177). Eine luftdichte Box mit definiertem Innenvolumen (V = 500 mL) wurde
verwendet, um die Hemmung durch eine vollstandige Sattigung der Atmosphdre mit der
Modellsubstanz unter definierten Bedingungen herbeizufiihren. Die Abbildung 49 stellt ein Ergebnis
am Beispiel von MRSA durch Sittigung mit den dtherischen Olen Eucalyptusél (EQ), Nelkendl (NO) und
Minzol (MO) dar.

MRSA NEG EO NO MO

Abbildung 49: Untersuchung der Inhibierung anhand der Methode der Sattigungsbox am Beispiel MRSA modifiziert
nach (177) — dargestellt sind die Ergebnisse (v.l.n.r.) der Negativkontrolle (NEG) und der drei reinen dtherischen
Ole: Eucalyptussl (EQ), Nelkendl (NO) und Minzal (MO); MRSA = Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus, (n
= 3)
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In diesem Beispiel konnte eine vollstandige Inhibierung nur durch das Eucalyptusol erreicht werden.
Die mit Nelkendl und Minzol gesattigten Boxen konnten keine Inhibierung bewirken und sind somit
vergleichbar mit der Negativkontrolle. Die vollstandigen Ergebnisse der Sattigungsbox sind in folgender
Tabelle 27 dargestellit.

Tabelle 27: Untersuchung der vollstandigen Inhibierung anhand der Methode der Sattigungsbox modifiziert
nach (177) — Pseudomonas aeruginosa (P.a. 289), Klebsiella pneumoniae (K.p. 245), Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus (MRSA 29), Streptococcus pneumoniae (S.p. 351), Moraxella catarrhalis (M.c. 358),

Haemophilus influenzae (H.i. 361), L= Liquid, CBD = Cannabidiol, X = Inhibierung durch Sattigung, nu = nicht
untersucht, - = keine Inhibierung, (n = 3)

Modellsubstanz Inhibierung durch Sattigung (X)

P.a. 289 K.p. 245 MRSA 29 S.p. 351 M.c. 358 H.i. 361
Basisliquid - - - - - -
Propylenglycol
Eucalyptusol - - X
Minzol - - -
Nelkenol - - -
Tobramycin nu nu nu nu nu nu
Eucalyptusol-L - - -
Minzol-L - - - - - -
Nelkendl-L - - - - - -
CBD-L - - - - - -
Tobramycin-L - - - - - -

X X X !
xX X !
xX X !

Auch mit dieser Methode zeigten nur die gesittigten Dampfe der reinen &therischen Ole
antibakterielle Eigenschaften. Dieses liegt, wie bereits in der Gas-Kontakt-Methode begriindet,
wahrscheinlich anihren leichten Fliichtigkeiten, begriindet im niedrigen Molekulargewicht und hohem
Dampfdruck bei Raumtemperatur, im Vergleich zu den anderen Modellsubstanzen. Ein direkter
Vergleich beider Methoden ist in Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: Vergleich der Ergebnisse der Sattigungsbox (X, n = 3) und der Gas-Kontakt-Methode (MHKvol [g/L], n = 3)
— Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA 29), Streptococcus pneumoniae (S.p. 351), Moraxella

catarrhalis (M.c. 358), Haemophilus influenzae (H.i. 361), MS = Modellsubstanz, EQ = Eucalyptusél, MO = Minzél,
NO = Nelkendl, ul = unvollstdndige Inhibierung bei 16 g/L, X = Inhibierung durch Sattigung

MRSA 29 S.p. 351 M.c. 358 H.i. 361
MS Sattlgung MHKVOL Sattlgung MHKVOL Sattlgung MHKVOL Sattlgung MHKVOL
X [g/L] X [g/L] X [g/L] X [g/L]
EO X 4 X 2 X 1 X 0,5
MO - 0,25 X 0,25 X 0,063 X 0,25
NO - ul X 0,125 - 1 - 1

Die antibakteriellen Eigenschaften von &therischen Olen in der Gasphase sind bereits bekannt
(218, 219). Den Vergleich zwischen den beiden geschlossenen Systemen der Gas-Kontakt-Methode

und der Sattigungsbox machten auch Inouye et al. im Jahr 2001. Sie stellten fest, dass die schnelle
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Evaporation und der geringere Bedarf an dtherischem Ol der Gas-Kontakt-Methode der Sattigungsbox
Uberlegen war. Fir eine vollstindige Inhibierung wurde etwa 6% der Konzentration aus der
Sattigungsbox bendtigt. Das Filterplattchen wurde so platziert, dass der Zwischenraum nur einige
Millimeter betragt, wohingegen das GlasgefaR der Sattigungsbox neben der Petrischale platziert wurde
und der Kontakt nicht unmittelbar stattfand. Es bedarf einiger Zeit (1 — 2 Stunden) bis zur Einstellung
des Gleichgewichtes und somit bis zur Diffusion in das Medium. Es konnte bereits beobachtet werden,
dass Aldehyde und Phenole gefolgt von Alkoholen die starksten antimikrobiellen Aktivitdten
aufweisen, aber auch, dass instabile Bestandteile in der Luft oxidiert werden und sich die Aktivitaten
andern kénnen (220). Aufgrund des geringeren Raumvolumens der Gas-Kontakt-Methode ist die
Aktivitat der Evaporation starker. Die Reproduzierbarkeit beider Methoden ist insbesondere bei der

Untersuchung der therischen Ole erst durch eine luftdichte Versiegelung moglich (221, 222).

Die Grenze dieser Methode besteht in ihrer qualitativen Bestimmung, da nur eine Sattigungshemmung
bestimmt wird und nicht die minimale Hemmkonzentration eines geschlossenen geséattigten Systems.
Im Gegensatz zur Gas-Kontakt-Methode mit einem unmittelbaren Kontakt der evaporierten
Modellsubstanz, ist hier ein bestimmtes groReres Raumvolumen zu betrachten. Dieser Aspekt macht
sie ebenfalls zur aufwendigeren Methode, da jede inokulierte Petrischale in einer eigenen luftdicht

verschlossenen Box inkubiert werden muss.

136



5.3.2.3. Aerosol-Untersuchungen

Die Ergebnisse der Aerosol-Untersuchungen stellen die antibakterielle Wirkung der Aerosole beim
Durchleiten durch eine Bakteriensuspension im zeitlichen Verlauf unter definierten Bedingungen dar.
Hierfir wurde die Probenahme-Konstruktion (Abbildung 20) wie in den vorherigen Untersuchungen
verwendet. Anstelle des Losungsmittels wurde die entsprechende bakterielle Suspension in die
Waschflasche gefillt und nach Verdampfungsprotokoll (Tabelle 5) bedampft. Die Wirkung des
durchgeleiteten Aerosols wurde anhand von Probenahme und Inkubation der ausplattierten
Suspension in Abstanden von 10 Ziigen dokumentiert. Jede Versuchsreihe wurde zum Vergleich mit
wirkstofffreiem Basisliquid (B) bedampft. Da das Basisliquid auch geringe antibakterielle Aktivitdten in
der Mikrodilution aufzeigte, kann dies nicht als Negativkontrolle definiert werden, allerdings wird der
Unterschied zu einem Liquid mit Wirkstoff deutlich. Aufgrund der sehr geringen antibakteriellen
Aktivitat der Modellsubstanzen in der Mikrodilution gegenliber den multiresistenten Bakterienarten
wurden die Aerosol-Untersuchungen an den drei vergleichsweise Antibiotika-sensiblen Isolaten der
Bakterienarten Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae und Moraxella catarrhalis
durchgefiihrt. Hierfir wurden bestimmte Modellsubstanzen mit den jeweils geringsten ermittelten
MHK-Werten verwendet. Die Einhaltung des Verdampfungsprotokolls fiihrte in Voruntersuchungen zu
sehr langen Untersuchungsdurchlaufen, aufgrund dessen wurde eine Leistung von 60 Watt gewahlt,
um diese Zeitspanne geringfiigig zu verkirzen. Aus der Tabelle 29 sind die getesteten Kombinationen

zu entnehmen.

Tabelle 29: Untersuchungsschema der Aerosol-Untersuchungen an ausgewéahlten Bakterienarten mit ausgewahlten
Modellsubstanzen und der Leistung der e-Zigarette — B = Basisliquid, NL = Nelkendl-Liquid, ML = Minzél-Liquid,
CL = Cannabidiol-Liquid, (n = 2)

Bakterienart Modellsubstanz Leistung
B NL ML CL [Watt]
Streptococcus pneumoniae 351 X X X 60
Haemophilus influenzae 361 X X X 60
, X X 60
Moraxella catarrhalis 258 X X 20
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Die roten Datenreihen stellen jeweils die Ergebnisse der Aerosole aus wirkstofffreiem Basisliquid dar.
Die Verlaufe geben die koloniebildenden Einheiten normiert auf 100% des Anfangswertes zu der
Anzahl der Ziige bzw. deren Probenahme wieder. Die Ergebnisse des Bedampfens von Streptococcus

pneumoniae 351 sind in der folgenden Abbildung 50 graphisch dargestellt.

150,

100

KBEnormiert [%]
o1
Q

0 50 100 150 200
Zuge (60 Watt)

Abbildung 50: Ergebnisse der Aerosol-Untersuchungen der Modellsubstanzen Basisliquid, Nelkendl-Liquid und
Cannabidiol-Liquid an Streptococcus pneumoniae 351 — dargestellt sind die normierten koloniebildenden Einheiten
(KBE) in Prozent gegen die Anzahl der Zige nach Bedampfen bei 60 Watt, ® — Basisliquid, m - Nelkenol-Liquid,
A — Cannabidiol-Liquid; Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)

Fir diese Untersuchung wurden die Modellsubstanzen Nelkenél-Liquid (MHK=64g/L) und
Cannabidiol-Liquid (MHK = 0,5 g/L) im Vergleich zum Basisliquid (MHK = 128 g/L) und einer Leistung
von 60 Watt ausgewahlt. Die Absterberate verlauft bei allen Modellsubstanzen unterschiedlich und ist
in der Anordnung der vollstandigen Bakterizidie vergleichbar mit den minimalen
Hemmbkonzentrationen. Eine vollstandige Abtotung tritt nach Bedampfen mit Cannabidiol-Liquid
nach 120 Zige ein. Der abnehmende Verlauf ist jedoch ziigiger verglichen mit dem Bedampfen mit
Nelkenol-Liquid. Hier wurde die Bakterizidie nach 130 Zligen ermittelt. Das Basisliquid hingegen hat

eine annahernd lineare Hemmung, die nach 200 Ziigen keine koloniebildenden Einheiten aufzeigt.
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Die Abbildung 51 stellt die normierten Absterberaten der Bakterienart Haemophilus influenzae 361 im

Vergleich zum Anfangswert dar.
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Abbildung 51: Ergebnisse der Aerosol-Untersuchungen der Modellsubstanzen Basisliquid, Nelkendl-Liquid und
Minzol-Liquid an Haemophilus influenzae 361 — dargestellt sind die normierten koloniebildenden Einheiten (KBE)
in Prozent gegen die Anzahl der Zlige nach Bedampfen bei 60 Watt, e — Basisliquid, m - Nelkendl-Liquid,
& — Minzol-Liquid; Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)

Ein deutlicher Unterschied der Absterberaten zwischen den Aerosolen des Nelkendl-Liquids
(MHK =16 g/L) und Minzél-Liquids (MHK = 8 g/L) mit dem Basisliquid (MHK = 64 g/L) ist erkennbar. Bei
einer Leistung von 60 Watt konnte das Bedampfen mit Basisliquid lediglich eine Hemmung des
Bakterienwachstums verursachen. Diese liegt nach etwa 220 Zigen bei 50% im Vergleich zum
Ausgangswert der koloniebildenden Einheiten. In der Tendenz wiirde eine WeiterfUihrung der
Untersuchung eine Abtdtung bewirken. Die beiden Liquids mit dtherischen Olen haben &hnliche
Hemmungsverldufe. Die Bakterizidie tritt beim Minzol-Liquid bereits nach 180 Ziigen ein. Das

Nelkendl-Liquid hingegen totete die Bakterien nach 200 Zige vollstandig ab.
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Die Ergebnisse der Aerosol-Untersuchungen von Moraxella catarrhalis 258 sind in Abbildung 52
dargestellt. Die Graphen zeigen einen vergleichenden Verlauf der Absterberate bei Variation der

Leistung der e-Zigarette, wobei A das Bedampfen bei 60 Watt und B bei 20 Watt darstellt.
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Abbildung 52: Ergebnisse der Aerosol-Untersuchungen der Modellsubstanzen Basisliquid, Nelkenol-Liquid und
Cannabidiol-Liquid an Moraxella catarrhalis 258 — dargestellt sind die normierten koloniebildenden Einheiten (KBE)
in Prozent gegen die Anzahl der Zige nach Bedampfen bei 60 Watt (A) und 20 Watt (B), ® — Basisliquid,
m - Nelkenol-Liquid, A — Cannabidiol-Liquid; Mittelwert + Standardabweichung (n = 2)

Die normierten koloniebildenden Einheiten der beiden Modellsubstanzen Basisliquid (MHK = 64 g/L)
und Nelkenél-Liquid (MHK =4 g/L) zeigten bei 60 Watt einen sinkenden Verlauf. Die vollstdndige
Abtotung ist beim Nelkendl-Liquid nach 120 Ziigen erreicht. Das Basisliquid konnte eine 50%ige
Hemmung nach 70 Ziigen verursachen, jedoch nach 150 Ziigen keine Bakterizidie bewirken. Die
Untersuchungen bei 20 Watt zeigten zwar einen sehr schwankenden Verlauf und teilweise hohe
Standardabweichungen im Vergleich zu der hoheren Leistung, jedoch ist der Trend der untersuchten
Modellsubstanzen deutlich. Das Basisliquid schwankt sehr stark in der Hemmung, hat jedoch keinen
bakteriziden Trend. Eine bakteriostatische Wirkung ist ebenfalls nicht anzunehmen, da es
nach 210 Ziige wieder zu einem vermehrten Bakterienwachstum kommt. Das Cannabidiol-Liquid
(MHK = 0,125 g/L) verursacht bereits nach 150 Zligen eine vollstandige Abtotung. Diese bakterizide

Wirkung wird beim Nelkendl-Liquid erst nach 200 Ziigen beobachtet.

In allen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die erzeugten Aerosole antibakterielle
Wirkungen aufweisen. Dabei wird die Hemmung durch Zugabe eines Wirkstoffes zum Basisliquid
verstarkt und flhrt zur Bakterizidie. Das reine Basisliquid selbst hat diese Wirkung jedoch
ebenfalls (223). Die Zeitdauer zum Wirkeintritt wird jedoch beeinflusst von anderen Variablen wie der

Leistung der e-Zigarette. Die minimalen Hemmkonzentrationen scheinen dabei keinen direkten
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proportionalen Bezug zum Bedampfen zu haben. Diese Ergebnisse kdnnen auch nur bedingt mit den
guantitativen chromatographischen Untersuchungen verglichen werden, da unterschiedliche
Losungsmittel zum Einsatz kamen. In den chromatographischen Untersuchungen wurde zum Lésen der
Aerosole gezielt ein Losungsmittel gesucht, welches sowohl vertraglich fir die instrumentelle Analytik
ist als auch alle untersuchten Modellsubstanzen |6st. Das Ziel war eine moglichst geringere
Probenaufbereitung, um Verluste zu vermeiden. In der Mikrobiologie allerdings liegt der Fokus auf der
Kultivierung der Bakterien, um die Wirkung der Behandlung bestimmen zu kénnen. Deswegen wird
hier eine optimale Umgebung geschaffen durch Einsatz von Nahrmedien. Die eingesetzten Wirkstoffe
haben als Aerosol eine deutliche antibakterielle Wirkung. Die Bestandteile des Basisliquids haben
bereits beschriebene antibakterielle Eigenschaften in aerosolierter Form. In einer Publikation von
Manconi etal. konnten Glycerin und Propylenglycol sogar die Langzeitstabilitit von
Flussigformulierungen aufgrund ihrer konservierenden Wirkung verbessern (224). Eine potentielle
Anwendung der beiden Substanzen als selbst konservierendes Vehikel konnte die Anzahl der weiteren
Bestandteile des medizinischen Liquids und damit potentielle Nebenwirkungen von Zusatzstoffen
minimieren. In unterschiedlichen Fall- und Beobachtungsstudien wird Uber verbesserte Zustdande
aufgrund von Konsum elektronischer Zigaretten berichtet. Tabakraucher, die auf das Dampfen von
e-Zigaretten umsteigen, beschreiben einen Rickgang von Atemwegsinfektionen (225). Ein
Nichtraucher mit chronischer Staphylococcus aureus-Infektion berichtete Uber die vollstindige
Beseitigung der Besiedlung nach regelmaBigem Dampfen (226). Diese Aussagen sind jedoch sehr
subjektiv und es bedarf weiterer Studien mit objektiven Messungen. Allerdings wurde die bakterizide
Wirkung von Propylenglycol-Aerosolen zur Bekampfung von Atemwegsinfektionen als Methode der
chemischen Luftsterilisation bereits im Jahr 1942 beschrieben. Dabei konnten fiir den Menschen
unbedenkliche Konzentrationen von 1 g Propylenglycol etwa 3 - 4 Millionen Bakterien pro cm?in einer
Kammer vollstiandig und schnell abtoten im Gegensatz zur relativ geringen Hemmung bei direktem
Kontakt mit der fllissigen Substanz. Diese Ergebnisse konnten im Mausmodell bestatigt werden, indem
ein feiner Nebel an Pneumokaokken in einer Mauskammer verspriht wurde. Die Kontrollgruppe blieb
weiter unbehandelt und die Mause starben an einer Infektion. Die Versuchsgruppe wurde mit dem
Propylenglycol-Aerosol behandelt und Uberlebte. Als Erklarung fir diese Beobachtung nannten die
Forscher die Hygroskopie der Substanz, die die Feuchtigkeit aus der Luft entzieht und somit die
Bakterien austrocknet (223). Diese Annahme kann jedoch nicht ganzlich auf die Anwendung einer
e-Zigarette Ubertragen werden. Wie bereits erwahnt, kann es bei der Hitzebehandlung von
Bestandteilen des Basisliquids zur Bildung von Carbonyl-Verbindungen wie Formaldehyd, Acetaldehyd
und Acrolein kommen (91-95). Prinzipiell zeigten jedoch die meisten Studien, dass die Art und Menge
der gebildeten Carbonyl-Verbindungen stark von der Leistung der e-Zigarette, der Zusammensetzung

des Liquids, fehlenden technischen Sicherheitsvorkehrungen und dem Verhalten des Anwenders
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abhangt. Diese Verbindungen kénnen ebenfalls eine potentielle bakteriostatische und bakterizide
Wirkung an den untersuchten Bakterienarten hervorrufen. Allerdings werden sie durch Oxidation der
Verneblungsmittel Glycerin und Propylenglycol den Hauptbestandteilen der untersuchten Liquids
hergestellt. Eine eindeutige Unterscheidung zwischen wirkstofffreien und wirkstoffhaltigen Aerosolen
wie in den Ergebnissen dieser Untersuchungen ware womaoglich schwieriger. Aus der Literatur ist
bekannt, dass Nelkenél bzw. die Hauptkomponente Eugenol ausgepragte antimikrobielle
Eigenschaften aufgrund der relativ hohen Wasserl6slichkeit aufweisen. Das Wirkungsspektrum ist
sowohl in der flissigen Anwendung als auch in der Dampfphase in vitro breit aufgestellt. Es wurde
bereits beobachtet, dass es zu erheblichen Unterschieden in den Ergebnissen der Hemmung kommen
kann (122). Eine antimikrobielle Wirkung in der Dampfphase wird wohl verursacht von sehr fliichtigen
Komponenten &therischer Ole meist Monoterpenen und Estern. Im Vergleich zu diesen
Vielstoffgemischen, die natlrlicher Variabilitdt unterliegen, fiihrt die Testung von Cannabidiol zu
einheitlichen Ergebnissen. Die Zusammensetzung beeinflusst demnach die Wirkung. Die Ergebnisse
dieser Aerosol-Untersuchungen haben gezeigt, dass die eingesetzten Wirkstoffe die antibakterielle
Aktivitat von Propylenglycol und Glycerin erheblich verstirken koénnen. Die Erzeugung von
tobramycinhaltigen Aerosolen fiihrte in Voruntersuchungen bereits bei einer Leistung von 20 Watt zu
einer deutlichen Zersetzung der Substanz mit Zunahme der Zyklen (Ergebnisse nicht dargestellt).
Dieses wurde durch eine ausgepragte braunliche Verfarbung des Tobramycin-Liquids im Tank sichtbar,
was aufgrund der molekularen Struktur auf eine Maillard-Reaktion hindeutet. Es ist ebenfalls davon
auszugehen, dass die Zersetzungstemperatur von Tobramycin bei weit unter 300°C erreicht wurde.
Diese Untersuchungen missen jedoch weiterverfolgt und der potentielle Einsatz von thermisch
instabilen Substanzen durch technische Modifizierungen ermaoglicht bzw. hinterfragt werden. Fir die
kiinftige Forschung wird es wichtig sein, die Auswirkungen von durch elektronische Gerate
aerosolierten Liquids auf Bakterienstdmme zu untersuchen, denn auch das natirliche Mikrobiom ist
bei Gebrauch zu Genusszwecken betroffen. Die Untersuchung einzelner Bakterienisolate gibt nur
eingeschrankt Aufschluss (iber die antibakteriellen Eigenschaften von Substanzen gegeniiber der
gesamten Bakterienart. Diese Arbeit zeigt lediglich die potentielle Moglichkeit, dass Bakterien anhand
von mit e-Zigaretten erzeugten Aerosolen im Wachstum gehemmt oder abgetétet werden kdnnen.
Somit kann auch die potentielle Anwendung der Inhalationstechnologie der e-Zigarette fir
antibakterielle Strategien bestatigt werden. Allerdings bedarf die Bestatigung von Wirksamkeit und
Unbedenklichkeit der Formulierung weiterer mikrobiologischer Untersuchungen und klinischer

Studien.

142



6. Fazit und Ausblick

Atemwegserkrankungen gehoren zu den weltweit haufigen und stetig zunehmenden Ursachen fir
Todesfdlle und Erwerbsunfdhigkeit. Zu den finf schwerwiegenden respiratorischen Erkrankungen
gehoren die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), Asthma bronchiale, akute Infektionen
der unteren Atemwege, Tuberkulose und Lungenkrebs. Die Kontrolle, Pravention und Heilung von
respiratorischen  Erkrankungen gehdoren zu den wichtigsten und kosteneffektivsten
GesundheitsmalRnahmen. Die oberste Prioritdt sollte dabei die Starkung des Bewusstseins liber die
Bedeutung der Atemgesundheit fir die globale Gesundheitssituation sowie die Moglichkeit des
universellen Zugangs zur Gesundheitsversorgung bzw. die Verfligbarkeit kostenginstiger,
qualitatsgeprifter MaRnahmen haben (1). Eine direkte topische Behandlung von
Atemwegserkrankungen am Wirkort in Form einer inhalativen Applikation bietet dabei viele Vorteile
gegeniber einer systemischen Therapie. Die medizinische Applikation von Wirkstoffen {iber die Lunge
ist jedoch eine komplexe Herausforderung. Die Auswahl an Inhalatoren ist vielfiltig und individuell
anpassbar, bedarf allerdings fir eine erfolgreiche Praxis die Schulung des Anwenders, denn
unterschiedliche Atemtechniken fiihren zu variierenden Wirksamkeiten. Die Handhabung ist meist
individuell und muss modellspezifisch veranschaulicht werden. Inhalatoren gehéren zu den
erklarungsbeddrftigen Applikationsformen, die zur Erhéhung der Patienten-Compliance so einfach,
wie moglich geschaltet werden miussen (2). Parallel besitzen und gebrauchen 68 Millionen Menschen
weltweit die Technologie eines inhalativen Applikators zur bewussten Schadigung ihrer Gesundheit in
Form einer elektronischen Zigarette (3). Diese Technologie bietet die potentielle Moglichkeit einer
verfligbaren, erschwinglichen und qualitatsgepriften Gesundheitsmallnahme zur Kontrolle,

Pravention und Heilung von Atemwegserkrankungen.

Diese Arbeit dient als Beitrag flir die potentielle Entwicklung der Technologie der e-Zigarette zu einem
Medizinprodukt in Form eines inhalativen Applikationssystems von Wirkstoffen (EDDS). Sie
konzentrierte sich auf drei Schwerpunkten anhand von ausgewdhlten Modellsubstanzen — der
guantitativen und qualitativen Untersuchungen der Liquids bzw. Aerosole, den Untersuchungen der
Wechselwirkungen zwischen den Liquids bzw. Aerosolen und ausgewahlten Enzymsystemen in vitro
und den Untersuchungen von antibakteriellen Eigenschaften der Liquids bzw. Aerosole in vitro. In den
guantitativen und qualitativen Untersuchungen konnten spezifische Verdampfungsprofile der
Wirkstoffe gezeigt werden. Dabei stieg die verdampfte Masse der Leitsubstanzen der dtherischen
Ole 1,8-Cineol (Eucalyptusél), Menthol (Minzél) und Eugenol (Nelkenél) linear zur Konzentration im
Liquid im Bereich zwischen 0,5% und 1,5%. Die Freisetzungsrate von Cannabidiol hingegen schien

unabhangig von der Konzentration im Liquid zu sein. Dieses konnte an fiinf CBD-haltigen Liquids im



Konzentrationsbereich zwischen 31 pg/g und 5120 pg/g Liquid gezeigt werden. Diese Tatsache fiihrt
zu der Annahme, dass jeder Wirkstoff bzw. jede Substanzklasse individuell zu bewerten ist und
Inhalator und Formulierung aufeinander abgestimmt werden miissen. Der Einsatz als Medizinprodukt
zur Applikation von Arzneimitteln setzt stets Priifungen nach Europdischem Arzneibuch voraus. Die
Charakterisierung erfolgt lber die Freisetzungsrate des Wirkstoffs und der Gesamtmenge an
abgegebenem Wirkstoff mithilfe eines Atmungssimulators sowie die aerodynamische Beurteilung der
abgegebenen Aerosole. Dabei muss die Gleichférmigkeit des Gehaltes und der Masse sichergestellt
werden. Die Prifungskriterien von Inhalatoren nach Europdischem Arzneibuch verweisen jedoch
ebenfalls auf Spezifikationen, die in Zulassungen definiert sind und diese werden unter anderem liber
die klinischen Prifungen bestimmt. Dieses lasst den Schluss zu, dass die drei beschriebenen Inhalator-
Technologien zur medizinischen Anwendung eigene standardisierte Prifungen in den jeweiligen
Zulassungen regeln. Es wurden in der Literatur technische Schwachen der Inhalatoren beschrieben, die
die e-Zigarette nicht aufweist. Die aktive atemzuggesteuerte Technik erzeugt ein Aerosol, welches
direkt inhaliert werden kann. Der Uberhitzungsschutz von 10 Sekunden definiert die maximal mégliche
Aerosol-Erzeugung pro Zug. Im Vergleich dazu fiihrt die Technologie der Vernebler zu einem
erheblichen Wirkstoffverlust aufgrund der kontinuierlichen passiven Aerosol-Erzeugung. Der Wirkstoff
verteilt sich hauptsachlich in der Luft und auf bestimmten Gesichtspartien des Anwenders. Die Dosier-
und Pulverinhalatoren weisen sehr groBe anwenderindividuelle Schwankungen auf. Es wird
regelmalig in Fachzeitschriften und Publikationen dariiber berichtet, dass 50 — 90% der Patienten
medizinische Inhalatoren inkorrekt anwenden (227-229). Die Inhalation mithilfe einer e-Zigarette ist
dagegen intuitiv und bedarf keiner speziellen Atemtechnik. Die optimalen PartikelgroRen fir die
pulmonale Applikation sind zwischen 1 -5 um MMAD. Die Erzeugung dieser Partikel ist sowohl mit
den medizinischen Inhalatoren als auch mit der e-Zigarette moglich. Allerdings werden ebenfalls
PartikelgroBen aullerhalb dieses Bereiches erzeugt, sodass nur 9 — 14,5% der gesamten Nenndosis in
der Lunge deponiert werden kann (17). Das fuhrt zu Wirkstoffverlusten aufgrund von Impaktion an
Geréateteilen der Inhalatoren und am Oropharynx. Zumindest der Verlust an Gerateteilen sollte
minimal bei der e-Zigarette sein, da eine direkte und sehr kurze Verbindung zwischen Mund und
Verdampfereinheit besteht. Diese Messungen sollten jedoch parallel mit der e-Zigarette durchgefiihrt
und aktualisiert werden, um vergleichende quantifizierbare Ergebnisse zu erhalten. Die pulmonale
Applikation von Arzneimitteln ist komplex und variabel. Die Wirksamkeit von inhalativen Therapien ist
von vielen Faktoren abhédngig. Die PartikelgroBe des Wirkstoffes bestimmt das pharmakokinetische
Profil und somit die pharmakodynamische Wirkung sowohl topisch als auch systemisch. Zuséatzlich
hangt die Absorption des Wirkstoffes von deren physikalisch-chemischen Eigenschaften und der
physiologischen Barrieren am Wirkort ab. Die Zielregion hangt demnach vom beabsichtigten

therapeutischen Zweck und dem Krankheitsbild ab. Fiir topische Behandlungen (z.B. Asthma, COPD)
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sind hohe Lungenkonzentrationen fiir eine maximale lokale Wirksamkeit bei minimalen systemischen
Nebenwirkungen notwendig. Fir die systemische Wirkungsweise hingegen sind eine hohe Absorption
und Bioverfligbarkeit entscheidend. Bei der Entwicklung einer pulmonalen Therapie muss demnach
fir die Kontrolle der Partikeldeposition ein gutes Verstandnis des Inhalators vorhanden sein. Die
Massenproduktion der e-Zigarette ist realisierbar und kostengtlinstig. Durch Modifizierungen kdnnte
eine Dosierung gut kontrollierbar gemacht werden, aber auch die Partikelgroenverteilung kann
insoweit reguliert werden, dass die Wirkstoffe je nach PartikelgroBe zu einem geeigneten
Applikationsort, wie Mund, Rachen oder Bronchien, transportiert werden. In einer Publikation von
Scheunemann et al. wird die Moglichkeit einer e-Zigarette als medizinischer Inhalator bereits
beschrieben. Die Untersuchungen zur Aerosolerzeugung ermittelten tendenziell kleinere Trépfchen
bei groReren Zuggeschwindigkeiten. Daraus wurde geschlossen, dass die elektronischen Einstellung
die Deposition in unterschiedlichen Bereichen der Atemwege je nach PartikelgroRenerzeugung
ermoglichen konnten (230). Diese mogliche Regulierung von PartikelgrofRen tber die technischen
Parameter der thermischen Aerosolerzeugung ware vorteilhaft gegeniiber anderen Inhalatoren bei
thermisch stabilen Wirkstoffen. Der Vergleich mit den medizinischen Inhalatoren fiihrt zu dem Schluss,
dass die Technologie der e-Zigarette durchaus eine gleichartige Performance fiir thermisch stabile
Wirkstoffe bieten kénnte. Dieses fiktive Medizinprodukt muss aus zwei Bauteilen bestehen, die nicht
nachfillbar und nicht manipulierbar sind und die Gesamtleistung nicht beeinflussen. Das erste Bauteil
ist eine hersteller-unspezifisch produzierte, wieder aufladbare Energiequelle mit Universalgewinde
zum mehrfachen Gebrauch. Das zweite Bauteil ist eine hersteller- und wirkstoffspezifisch produzierte
Einheit, bestehend aus dem Verdampfer und einem Arzneimittel. Das Arzneimittel, ein medizinisches
Liquid (Trager und Wirkstoff) wird in dem Tank des Verdampfer mit konstanten, nicht variablen
Parametern patientenindividuell produziert. Durch vorherige Validierungen konnen die gewtlinschten
Dosierungen individuell hergestellt und appliziert werden. Das zweite Bauteil bildet demnach die
arztlich  verschreibungspflichtige oder rezeptfreie Einheit, deren Expositionsbedingungen

standardisiert und Giberwacht werden mussen.

In den Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen den Liquids bzw. Aerosolen und
Enzymsystemen in vitro wurde die Enzymaktivitdt von a-Amylase und Protease ermittelt. Hierfir
wurden biologische Suspensionen mit dem Liquid direkt oder in aerosolierter Form behandelt. Eine
Anderung von Enzymaktivitidten deutet auf eine Stérung von Schliisselfaktoren fiir die Lebensfahigkeit
und Gesundheit von Zellen in den meisten physiologischen Prozessen hin (187). Chronische
Atemwegserkrankungen wie die Mucoviszidose, Asthma bronchiale und COPD werden mit einer
Dysregulierung von Enzymen und der Uberexpression von Mucinen assoziiert. Die Polysaccharide in
den Mucinen haben eine Barrierefunktion gegeniiber enzymatischem Abbau somit kann die

Aktivitatsanderung von Enzymen korrelieren mit der Zu- oder Abnahme von Mucinen und der
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Beeintrachtigung des mukozilidaren Transportsystems. Das Bedampfen von biologischen Suspensionen
fiihrte bei niedriger Leistung der e-Zigarette (20 Watt) zu keiner bzw. einer leichten Anderung der
Enzymaktivitdt. Die Anwendung einer hohen Leistung (80 Watt) bewirkte tendenziell das Herabsetzen
der Enzymaktivitaten. Die Erhéhung der Enzymaktivitaten kénnte zu einem enzymatischen Abbau von
Schleimstoffen wie Mucinen fiihren, was wiederum die effektive, mechanische Abwehr gegeniiber
bakteriellen Infektionen zur Folge héatte (190). Der Weg von der Identifizierung wirksamer Aerosole bis
zu ihrer Verwendung beim Menschen zur Behandlung von respiratorischen Krankheiten ist mehrstufig
und umfasst pharmakologische (Konzentration des Wirkstoffs am Wirkort, Halbwertszeit,
Serumspiegel, Dosis-Wirkungs-Beziehung usw.) und toxikologische (z. B. Toxizitdt, allergische
Reaktionen und Wechselwirkungen) Aspekte. Die Applikation dieser Aerosole mithilfe einer neuen
Technologie als electronic drug delivery system (EDDS) bedarf zusatzlichen Tests und der Anmeldung
als Medizinprodukt. Es stellt sich jedoch aus Sicht der Produzenten von e-Zigaretten die Frage, ob
dieses sehr aufwendige Verfahren und die Etablierung eines Qualitdtsmanagementsystems
wirtschaftlich in Kauf genommen wird, um den streng regulierten Arzneimittelmarkt zu durchdringen,
wenn doch der Genussmittelmarkt sehr erfolgreich ist. Die Verpflichtungen gegeniiber regelmaRigen
Audits, der Pflege eines Vigilanzsystems, Qualifizierungen, Validierungen, klinischen Studien u.a.
scheinen keinen Anreiz zu liefern im Vergleich zum verhaltnismaRig einfachen Inverkehrbringen als
electronic nicotin delivery system (ENDS). Andererseits flihrt das rasante Wachstum zu einer
schwierigen Marktlage und harter Konkurrenz. Das Erschlieffen des pharmazeutischen Marktes mit
einer neuen Technologie wiirde eine Marktnische schaffen und neue Perspektiven bieten. Eine
mogliche, realisierbare Erweiterung konnte ein zeitpunktbasiertes elektronisches Controlling sein,
welches Uber patientenindividuelle Einstellungen eine bestimmte Dosierung zu einem bestimmten
Zeitpunkt ermoglicht und dieses liber ein Warnsystem aufmerksam macht. Eine Sperrung des Systems
flr ungewiinschte mehrfache Anwendungen wiirde sogar eine eltern- und arztliberwachte Applikation
bei Kindern oder dementen Patienten moglich machen und somit Fehldosierungen entgegenwirken.
Eine Fillstandskontrolle konnte ebenfalls zu einer Sperrung des Systems fiihren, sobald die
Gleichformigkeit des abgegebenen Gehaltes nicht mehr gewadhrleistet ist. Unter
sicherheitstechnischen Aspekten wére somit auch ein Schutz gegeniiber Uberhitzung gegeben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Substanzen als Transportmittel verwendet, die bereits in
kommerziellen Liquids angewendet werden. Die Verwendung einer Propylenglycol-Glycerin-Mischung
als Vehikel scheint zwar unzureichend untersucht zu sein, jedoch konnte bereits gezeigt werden, dass
die Pyrolyse zu potentiell toxischen bzw. reizenden Substanzen stark von der Leistung der e-Zigarette
und somit von der Temperatur der Heizwendel abhangt. Die pulmonale Anwendung von Glycerin und
Propylenglycol als Hilfsstoff in zugelassenen Arzneimitteln ist bereits gegeben, jedoch werden diese

Arzneimittel bei der Applikation thermisch nicht belastet. Die Bildung von Zersetzungsprodukten
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(Carbonyl-Verbindungen) bei Temperaturen zwischen 200 und 300°C schrankt die Anwendung im
niedrigeren Leistungsbereich von e-Zigaretten zwar ein, ist aber prinzipiell bei Gewahrleistung von
Sicherheitsaspekten moglich (141). Das Transportmittel macht den Wirkstoff erst applizierbar und
optimal wirksam, wobei es selbst physiologisch gut vertraglich und bis auf die beabsichtigte Funktion
inert sein muss. Gleichzeitig sind Hilfsstoffe im Hinblick auf Qualitat und Unbedenklichkeit den
Wirkstoffen gleichwertig und unterliegen denselben MalBnahmen der Qualitatssicherung. Dieses trifft
ebenfalls auf toxikologische Untersuchungen zu, auch wenn bei bekannten Hilfsstoffen aus
Arzneibuchmonographien lediglich der Applikationsweg oder Verwendungszweck verandert wird. Es
ist auBerdem zu beachten, dass der Unterschied zwischen dem zeitlich regelmaRigen Gebrauch einer
e-Zigarette zu Genusszwecken und dem definierten Anwenden eines Medizinproduktes zur

Applikation eines Arzneimittels nach Gebrauchsanweisung enorm ist.

In den Untersuchungen der antibakteriellen Eigenschaften der Liquids bzw. Aerosole in vitro konnten
antibakterielle Aktivitdten nachgewiesen werden. Dabei verstarkt die Zugabe eines Wirkstoffes zum
Basisliquid die bereits antibakterielle Wirkung der Bestandteile Glycerin und Propylenglycol. Die
hygroskopischen Eigenschaften dieser Substanzen sind fir eine bessere Wirkung in aerosolierter Form
verantwortlich. Sie entziehen die Feuchtigkeit aus der Luft und haben einen austrocknenden Effekt auf
die Bakterien (223). Die moglichen negativen Auswirkungen der Hygroskopie der Vehikel im
Wechselwirken mit der beschrankten Feuchtigkeit der Lunge miissen dabei weiter untersucht werden.
Eine potentielle technologische Umsetzung muss ebenfalls die Bildung von Carbonyl-Verbindungen
unterbinden. Das Bedampfen der Bakterienarten hatte einen antibakteriellen Effekt, der zeitlich
abhadngig war von der Leistung der e-Zigarette. Vor einem moglichen Einsatz missen nicht-klinische
Unbedenklichkeitsprifungen die Substanzen zur Inhalation bewerten, um eine sichere Anwendung am
Menschen zu gewadhrleisten. Potenzielle Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff und Formulierung
werden ebenfalls bewertet. Die Interpretation von pharmakologischen und toxikologischen
Ergebnissen in dieser besonderen Kategorie der Inhalationspraparate umfasst dabei sowohl das Gerét
als auch die Formulierung. Im Vergleich zu einer peroralen Applikation ist die Etablierung von
Substanzklassen fiir die pulmonale Anwendung als Wirkstoff aber auch Hilfsstoff in der
pharmazeutischen Industrie nicht ausreichend. Das Biopharmazeutische Klassifizierungssystem
(Biopharmaceutics Classification System, BCS) unterteilt potentielle Wirkstoffe in Kategorien der
oralen Bioverfligbarkeit. Ein derartiges System ist fir die pulmonale Applikation nicht vorhanden,
jedoch wird seit dem Jahr 2015 daran geforscht. Diese Datenbank soll in Zukunft Informationen zur
pulmonalen Applikation, Lungenphysiologie, dem Verbleib von inhalierten Substanzen, der topischen
Aerosoldeposition, makroskopischen Clearance-Mechanismen, Partikelauflosung und der Absorption
von Substanzen beinhalten (33). Die Probleme und Nebenwirkungen der inhalativen Therapie, wie

beispielsweise Hustenreize, Allergien, Verschlucken des Aerosols und histopathologische
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Veranderungen missen anschlieRend in klinischen Studien dokumentiert werden. Gegenwartig sind
klinische Studien bzw. Studien invivo an Tieren mit inhalativen Arzneimitteln weitestgehend
Pilotstudien zur Untersuchung der Wirksamkeit eines Wirkstoffs nach pulmonaler Verabreichung.
Diese Studien prifen Wirksamkeit oder Toxizitat einer optimierten Formulierung, vergleichen jedoch
nicht Formulierungseigenschaften. Ebenso sind Biodquivalenzstudien aufgrund der vielen Variablen
sehr komplex und nicht einfach zu praktizieren. Hier spielt allerdings auch die fehlende Harmonisierung
von regulatorischen Richtlinien eine entscheidende Rolle. Die pulmonale Verabreichung von
Arzneimitteln ist eines der altesten Applikationswege mit vielen potentiellen Vorteilen. Eine gezielte
inhalative Verabreichung ermoglicht hohe Arzneimittelkonzentrationen direkt am Wirkort. Eine
niedrigere Dosierung kann dabei zu einer verstarkten Wirkung aufgrund der hoheren Bioverfiigbarkeit
im Vergleich zur peroralen Applikation aufgrund des fehlenden First-Pass-Effektes fihren. Es kommt
ebenfalls zu minimalen systemischen Nebenwirkungen. Ungeachtet der drei zugelassenen
medizinischen Inhalatoren, mangelt es an einer idealen technologischen Umsetzung. Ein idealer
Inhalator muss zuverldssig und reproduzierbar die Gleichformigkeit des abgegebenen Gehaltes
gewadbhrleisten. Die erzeugte PartikelgroRe muss je nach beabsichtigtem Wirkort (MMAD 1 — 10 um)
angepasst sein. Eine einfache Anwendung und kleine GrofRe erhdhen die Patienten-Compliance
erheblich, ebenso wie die Fahigkeit zur mehrfachen Dosierung und Kosteneffizienz aufgrund von
austauschbaren Gerateteilen. Eine definierte Haltbarkeit und Robustheit gegeniber bakterieller
Kontamination sind angestrebte Parameter, die eine hohe Stabilitdt ermoglichen (60). Die e-Zigarette
ware grundsatzlich in der Lage nach technischen Modifizierungen diese Eigenschaften erfillen zu
kénnen. Inhalative Anwendungen werden perspektivisch wohl nicht zuletzt aufgrund der aktuellen
COVID-19-Pandemie eine zunehmende Rolle spielen. Der Bedarf nach alternativen Therapieoptionen
wird weiter ansteigen. Die Technologie der elektronischen Zigarette bietet mit ihren technischen
Einstellungen und Moglichkeiten zur Modifizierung ein potentielles pulmonales Applikationssystem

(EDDS) von inhalativen, thermisch stabilen Arzneimitteln in Form eines Medizinproduktes.
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8. Anhang

8.1 Material

8.1.1 Chemikalien

Liquids

Cannabidiol
Eucalyptusol
Glycerin

Minzol

Nelkenol
Propylenglycol
Tobramycin

Wasser (HPLC-grade)

Chemikalien, Reagenzien, Standardsubstanzen (ST)

Acarbose

Acetonitril

Aktivkohle

a-Amylase (from Porcine Pancreas)
Azocasein

Cannabidiol ST

1,8-Cineol ST
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
3,5-Dinitrosalicylsaure
Ethanol (70%)

Eugenol ST
Gallensdureextrakt
Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalium-Natrium-Tartrat
Maltose

Menthol ST

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Pankreatin (from Porcine Pancreas)
Salzsdure (37%)

Starke, 16slich
Trichloressigsaure

Trypsin (10x)

Wasser (HPLC-grade)

Hanseler AG — Swiss Pharma
Frey + Lau GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Frey + Lau GmbH

Frey + Lau GmbH
AppliChem GmbH

Fagron GmbH & Co. KG

LGC Promochem GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
LGC Promochem GmbH
Bieco Link Carbons (Pvt) Ltd.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Honeywell International Inc.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Hofmann & Sommer GmbH und Co. KG
Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Honeywell International Inc.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH + Co. KG
Honeywell International Inc.
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Biochrom GmbH, Deutschland
LGC Promochem GmbH
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Medien und Néhrbéden

BBL Mueller Hinton Il Broth Cation Adjusted
Columbia-Agar mit Schafblut Plus
Chocolate Agar (GC Il Agar with IsoVitaleX)
Haemophilus Test Medium Supplement

8.1.2 Gerate

Allgemein

Analysenwaage AEJ 200-4CM
Einkanalpipetten, divers
Magnetriihrer RCT standard
pH-Meter Mettler Delta 320 Seven Easy
Pipetten, Glas
Prazisionswaage Sartorius
ThermoMixer
Vakuumpumpe
Vortexmischer Reax top
Wasserbad HB10

Zentrifuge 3K20

Probenahme-Konstruktion

Aspire Cleito Clearomizer

Aspire Cleito Atomizer (20-60, 55-70 Watt)
e-Zigarette Cuboid Mini
Massenflussmesser GFM
Universal-Probenahmepumpe 224-PCMTX8

HPLC Analytik
Autosampler 1050
Degasser Series 200
Detektor 1050 UV/Vis
Interface 35900
Pumpe 1050

Saule Zorbax SB-C18
Saulenofen 1050
Software ChemStation

GC Analytik
Autosampler 7673A
Detektor 5890 Il FID
Saule RTX 35 10423
Software ChemStation
Tragergas H;

Vorsadule RTX 35

Becton, Dickinson and Company
Oxoid Deutschland GmbH
Becton, Dickinson and Company
Thermo Fisher Scientific Inc.

Kern & Sohn GmbH

Th. Geyer GmbH & Co. KG
IKA-Werke GmbH & Co. KG
Mettler-Toledo AG

Brand GmbH + Co. KG
Sartorius AG

Eppendorf SE

Vacuubrand GmbH & Co
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
IKA Werke GmbH & Co. KG
Sigma Laborzentrifugen GmbH

Shenzhen Eigate Technology Co., Ltd.
Shenzhen Eigate Technology Co., Ltd.
Shenzhen Joytech Co., Ltd.
Analyt-MTC Messtechnik GmbH

SKC Ltd.

Hewlett Packard Inc.
Perkin Elmer Inc.
Hewlett Packard Inc.
Hewlett Packard Inc.
Hewlett Packard Inc.
Agilent Technologies Inc.
Hewlett Packard Inc.
Agilent Technologies Inc.

Hewlett Packard Inc.
Hewlett Packard Inc.
Restex GmbH

Agilent Technologies Inc.
Air Liquide S.A.

Restex GmbH
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Mikrobiologische Untersuchungen
Autoklav $1000

Autoklav Laboklav

Analysenwaage R160 P
Einkanalpipetten research plus, divers
Inkubator BB 16

Mehrkanalpipette research plus, divers
Mikroplatten-Reader Infinite
Photometer BioPhotometer
Sicherheitswerkbank (Klasse II) KSP 15
Ultratiefkiihlschrank HERAfreeze HLE
Vortexmischer Lab dancer

8.1.3 Verbrauchsmaterialien

Allgemein

Abwurfbeutel

Becherglaser, divers

Drigalski-Spatel, steril

Falcon Zentrifugenrohrchen (15 mL, 50 mL)
Gaswaschflaschen-Aufsatze
Gaswaschflaschen nach Drechsel, h = 200 mm
Halbmikrokivetten, PMMA, steril

Impfose, steril

Klebefolie fur Mikrotiterplatten, Aluminium
Kurzgewindeflasche ND9 (0,3 mL)
Kurzgewindeflasche ND9 (1,5 mL)
Kurzgewindekappe ND9 mit Septum
Mikrotiterplatten, 96-well, steril + Deckel
Morser, Porzellan

Pasteurpipetten (3 mL), mikro, makro
Pinzette

Pipettenspitzen, divers

ReaktionsgefdaRe (1,5 mL, 2 mL, 5 mL)
ReaktionsgefdRe (1,5 mL, 2 mL), steril
Schlduche, PVC

Spritzen (1 mL), PP

Spritzenfilter, PorengrofRe: 0,45 um, PA
Zentrifugenréhrchen (15 mL, 50 mL)

Webeco GmbH & Co. KG
Webeco GmbH & Co. KG
Sartorius AG

Eppendorf SE

Heraeus Holding
Eppendorf SE

Tecan Trading AG
Eppendorf SE

Thermo Fisher Scientific Inc
Thermo Fisher Scientific Inc.
VWR International GmbH

Sarstedt GmbH & Co.KG
Th. Geyer GmbH & Co. KG
Sarstedt GmbH & Co.KG
Corning Inc.

Lenz Laborglas GmbH & Co. KG

Gebr. Rettberg GmbH
Sarstedt GmbH & Co.KG
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Th. Geyer GmbH & Co. KG
Th. Geyer GmbH & Co. KG
Th. Geyer GmbH & Co. KG
Sarstedt GmbH & Co.KG

Th. Geyer GmbH & Co. KG
Ratiolab GmbH

Th. Geyer GmbH & Co. KG
Sarstedt GmbH & Co.KG
Sarstedt GmbH & Co.KG
Sarstedt GmbH & Co.KG
Rehau AG

Th. Geyer GmbH & Co. KG

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

VWR International GmbH
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8.1.4 Analysenzertifikate der Wirkstoffe

Die Seiten 171 — 177 (Analysenzertifikate der Wirkstoffe) enthalten firmeninterne
Informationen. Sie sind deshalb nicht Bestandteil der Veroffentlichung.
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8.2 Methoden

8.2.1 Wirkstoffhaltige Liquids

Tabelle 30: Zusammensetzung

und Herstellung der

untersuchten  wirkstoffhaltigen Liquids —

Basisliquid = Propylenglycol : Glycerin : Wasser (5:4:1); i.D. = im Dunkeln

Liquid Zusammensetzung

Herstellung

Eucalyptusél-Liquid
(EL)

1% (w/w) Eucalyptusol
in Basisliquid

Minzol-Liquid (ML) 1% (w/w) Minzol in

Basisliquid

Nelkendl-Liquid (NL) 1% (w/w) Nelkendl in

Basisliquid

Cannabidiol-Liquid
(CL)

0,5% (w/w)
Cannabidiol in
Basisliquid

Tobramycin-Liquid
(TL)

1% (w/w) Tobramycin
in Basisliquid

1,0 g Eucalyptusol in 99,0 g Basisliquid mit einem
Magnetriihrer homogenisieren. p = 1120 kg/m?3
Lagerung: 4°Ci.D.

1,0 g Minz6l in 99,0 g Basisliquid mit einem
Magnetriihrer homogenisieren. p = 1120 kg/m?3
Lagerung: 4°Ci.D.

1,0 g Nelkendl in 99,0 g Basisliquid mit einem
Magnetrihrer homogenisieren. p = 1122 kg/m?3
Lagerung: 4°Ci.D.

0,5 g Cannabidiol in 99,5 g Basisliquid mit einem
Magnetriihrer homogenisieren. p = 1123 kg/m?3
Lagerung: 4°Ci.D.

1,55 g Tobramycin (f = 1,5456) in 98,5 g
Basisliquid mit einem Magnetrihrer
homogenisieren. p = 1123 kg/m?3
Lagerung: 4°Ci.D.

8.2.2 Biologische Suspensionen

Tabelle 31: Zusammensetzung und Herstellung der biologischen Suspensionen zur Untersuchung der Liquids und
Aerosole mithilfe von Enzymaktivitats-Assays — VE = vollstandig entsalzen

Biologische Suspension Physiologisch

Herstellung

relevantes Enzym

Synthetischer Speichel o-Amylase
Artificial human saliva (AHS)

Humaner Speichel a-Amylase
Human saliva (HS)

Modifizierter, synthetischer Protease,
Intestinalsaft a-Amylase

Modified artificial intestine
fluid (mAIF)

24 mg Dinatriumhydrogenphosphat, 2 mg
Kaliumdihydrogenphosphat, 80 mg
Natriumchlorid und 20 mg a-Amylase in 8 mL
VE-H,0 I6sen. Mit Natronlauge auf pH 6,75
einstellen und mit VE-H,0 auf 10 mL auffillen.
pH 6,75

Sammlung mithilfe der Salivette von
Probanden (niichtern), frisch, pH 7,0 £ 0,1

68 mg Kaliumdihydrogenphosphat, 100 mg
Pankreatin und 121 mg Gallensadureextrakt in
8 mL VE-H,0 lésen. Mit Natronlauge/
Salzsdure den pH-Wert einstellen und mit VE-
H,0 auf 10 mL auffillen. pH 6,8 £ 0,1
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8.2.3 Reagenzien fur das a-Amylase-Assay

Tabelle 32: Zusammensetzung und Herstellung der Reagenzien zur Untersuchung der Liquids und Aerosole anhand
des a-Amylase-Assays —i.D. = im Dunkeln, NaOH = Natriumhydroxid, VE = vollstédndig entsalzen

Reagenzien

Herstellung

Natronlauge, 2 mol/L:

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS),
50 mmol/L:

1%ige (w/v) Substratlésung:

Farbreagenz (DNS), 44 mmol/L:

Maltose-Stammlsg. (MS), 10 mmol/L:

Acarbose-Lésung
(a-Amylasehemmung), 50 umol/L:

7,99 g NaOH in 100 mL VE-H,0 l6sen.

89 mg Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat, 78 mg
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat und 28 mg
Natriumchlorid in 800 mL VE-H,O l6sen. Mit 2 N
Natronlauge auf pH 7,0 einstellen und mit VE-H,0 auf
1000 mL auffdllen.

5,0 g l6sliche Starke in 450 ml PBS durch Erhitzen unter
Rlhren vollstdandig 16sen. Nach dem Abkiihlen mit PBS
auf 500 mL auffillen. Lagerung bei 4°C

100 mg 3,5-Dinitrosalicylsaure (DNS) in wenig VE-H,0
anrihren. Durch Zugabe von 2 mL 2 N Natronlauge geht
die Phenolsdure in Losung. 3 g Kalium-Natrium-Tartrat
Tetrahydrat langsam darin I6sen und das Reagenz auf
10 mL mit VE-H,0 auffiillen. Lagerung i.D.

36 mg Maltose in VE-H,0 l6sen und auf 10 mL auffiillen.
Lagerung bei 4°C

32,3 mg Acarbose in VE-H,0 I6sen und auf 1000 mL
auffillen. Die Stammlésung wird vor Gebrauch 1:2,5 in
VE-H,0 verdiinnt.

8.2.4 Reagenzien fiir das Protease-Assay

Tabelle 33: Zusammensetzung und Herstellung der Reagenzien zur Untersuchung der Liquids und Aerosole anhand
des Protease-Assays — HCI = Salzsdure, NaOH = Natriumhydroxid, VE = vollstandig entsalzen

Reagenzien

Herstellung

Salzsdure, 1 mol/L:
Natronlauge, 0,5 mol/L:
1%ige (v/v) Trypsin-Losung
5%ige (v/v) Trichloressigsdure

0,5%ige (w/v) NaHCOs-Pufferlosung:

2,5%ige (w/v) Azocasein-Lésung:

3,65 g HCl in 100 mL VE-H,0 I6sen.

19,99 g NaOH in 1000 mL VE-H,0 lésen.

10,0 mL Trypsin (10x) mit 90,0 mL VE-H,0 mischen.

5,0 mL Trichloressigsaure mit 95,0 mL VE-H,0 mischen.

5 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs) in 800 mL VE-
H,0 unter Riihren vollstandig I6sen. Mit 1 N Salzsaure auf

pH 8,3 einstellen und mit VE-H,0 auf 1000 mL auffillen.

2,5 g Azocasein in 80 mL VE-H,0 durch Erwdrmen unter
Rihren 16sen. Nach dem Abkihlen mit VE-H,0 auf
100 mL auffillen.
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8.2.5 Flussige Nahrmedien zur Kultivierung von Mikroorganismen

Tabelle 34: Zusammensetzung und Herstellung der flissigen Ndhrmedien zur Kultivierung von Mikroorganismen —
HTM = Haemophilus Test Medium

Bezeichnung Zusammensetzung Herstellung

BBL™ Mueller 3,0 g Rindfleischextrakt, 22 g Pulver in einem Liter destillierten Wasser
Hinton Il Broth 17,5 g Sdurehydrolysat suspendieren. Unter haufigem Schiitteln erhitzen
Cation Adjusted von Casein, 1,5 g Starke  und zur vollstandigen Auflésung des Pulvers

eine Minute lang kochen lassen. 10 Minuten bei
116 — 121°C autoklavieren.

Haemophilus Test 7,5 mg NAD, 7,5 mg s. Herstellung Mller-Hinton Medium. Auf 50°C
Medium Hamatin abkihlen lassen und den Inhalt eines Flaschchens
Supplement HTM Supplement pro 500 mL Medium nach

Vorschrift aseptisch zugeben.
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8.3 Validierung der chromatographischen Methoden

Tabelle 35: Ergebnisse der Validierung der chromatographischen Methoden — Die Akzeptanzkriterien der
Validierungsparameter Linearitdt, Genauigkeit und Selektivitdit wurden erflllt. AK = Akzeptanzkriterium,
R = Regressionskoeffizient; VK = Variationskoeffizient

Validierungsparameter  Akzeptanzkriterium (AK)  Ergebnis AK erfiillt
Linearitat

Kalibrierung von Referenzstandards

1,8-Cineol y =200535x + 3528, R=0,9996 ja
Menthol Regressionskoeffizient y =2557,43x—26,37,R=0,9999 Ja
Eugenol R >0,995 y =140902x - 5016, R =0,9984 Ja
Cannabidiol y =45,56x + 10,23, R =0,9999 Ja

Genauigkeit - Richtigkeit
n = 9 - Wiederfindungsrate von drei Konzentrationen (n = 3)

1,8-Cineol o o 99,9%; VK = 0,23% Ja
Menthol \Z/agrsia/:iinlsisoﬁ%ﬁzient (VK) 98,5%; VK =1,88% Ja
Eugenol <59% 99,6%; VK = 1,80% Ja
Cannabidiol B 97,0%; VK = 3,44% Ja
Genauigkeit - Prazision

Messprdzision n = 6 - Wiederfindungsrate

1,8-Cineol 0 o, 98,0%; VK = 0,94% Ja
Menthol \Z/agrsia/:ijnlscl)(i/eo%fizient (VK) 96,0%; VK =0,14% Ja
Eugenol <1% 99,2%; VK =0,73% Ja
Cannabidiol B 99,1%; VK =0,36 Ja
Methodenprdzision n = 27 - Wiederfindungsrate von drei Konzentrationen an drei Tagen (n = 3)
1,8-Cineol o o 99,1%; VK = 1,80% Ja
Menthol \Z/agr?:;ii:si?)ﬁ%fizient (VK) 98,2%; VK = 0,66% Ja
Eugenol < 5% 98,1%, VK = 1,90% Ja
Cannabidiol B 98,9%; VK =0,89% Ja
Selektivitat

n = 9 - Wiederfindungsrate von drei Konzentrationen in Basisliquid (n = 3)

1,8-Cineol o o 101,7%; VK = 0,88% Ja
Menthol \ler?a/:iirmlscl)j)é;fizient (VK) 99,5%; VK = 0,47% Ja
Eugenol < 5% 101,8%; VK =3,21% Ja
Cannabidiol B 103,5%; VK = 4,19% Ja
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