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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Einfilihrung

Die Pharmaforschung hat sich seit Beginn der 90er Jahre grundlegend geédndert. Um
die Effektivitat der Forschung zu steigern und die Zeit bis zur Markteinfihrung einer
Entwicklungssubstanz zu verkirzen, traten neue Technologien wie die Kombinatori-
sche Chemie in den Vordergrund. Mit dieser Methode sollten vor allem viele
(>100 000) neue, moglichst diverse Verbindungen synthetisiert werden. Zur selben
Zeit gelang es auch, das Testen von Verbindungen zu automatisieren (High-
Throughput-Screening) und die Vielzahl der neuen Verbindungen zu testen. Der Er-
folg dieser Technologien ist aber bisher zweifelhaft. Trotz der enorm gestiegenen
Anzahl von chemischen Verbindungen ist die Zahl der auf dem Markt neu einge-
fuhrten Medikamente in den letzten zehn Jahren nicht gestiegen.

Ein Grund dafir kann die Auswahl der Substanzen sein, die sich im HTS-Pool befin-
den. Die dort enthaltenen Substanzen wurden aufgrund ihrer strukturellen Diversitat
ausgewahlt und decken den gesamten chemischen Eigenschaftsraum ab.

Far Arzneistoffe ist dieser Eigenschaftsraum allerdings wesentlich eingeschrénkter.
Die Loslichkeit einer chemischen Verbindung kann, wie Abbildung 1-1 zeigt, inner-

halb eines Bereichs von mindestens 15 Zehnerpotenzen liegen.

pg/mi mg/ml
1 10 100 1 10 100

fg/ml
1 10 100

pg/mi ng/ml

Abbildung 1-1: Ld&slichkeitsbereich von chemischen Verbindungen

Soll aus einer chemischen Verbindung jedoch ein Arzneimittel werden, sind nur Sub-
stanzen mit einer L&slichkeit von mehr als 100 pg/ml als unproblematisch zu be-
trachten. In dem Bereich von 1 - 100 pg/ml ist meist eine besondere Formulierung
des Arzneistoffes notwendig. Substanzen mit einer noch schlechteren Ld&slichkeit

(< 1 pg/ml) sind als Wirkstoffe eher ungeeignet.



2 Einleitung

In jungster Zeit wird daher vermehrt untersucht, welche Eigenschaften eine chemi-
sche Verbindung zu einer “drug-like“-Verbindung machen. Lipinski [1997] unter-
suchte die auf dem Markt vorkommenden Verbindungen und stellte die “Rule of five*
auf.

Die Obergrenzen fiur einen Arzneistoff sind demnach:

- Molekulargewicht < 500 Dalton
- Oktanol/H,O-Koeffizient <5

- Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungs-Akzeptoren <10

- Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungs-Donatoren <5

Ein weiterer Grund fiir das Scheitern einer Substanz liegt an der Schwerpunktset-
zung wahrend ihrer Optimierung. Uber das Drug-Design und das high-throughput in-
vitro Screening wurde friher bei der Entwicklung von Substanzen ausschlieRlich die
spezifische Bindung am Rezeptor oder am Enzym optimiert, ohne auf pharmakoki-
netische Aspekte zu achten [Curatolo, 1998]. Kennedy [1997] untersuchte den Grund
fur das Scheitern von 198 klinischen Kandidaten. Bei 40 Prozent der Kandidaten
musste die Entwicklung aufgrund einer unzureichenden Pharmakokinetik gestoppt
werden. Moéglicherweise ist diese Zahl noch grélker, da die fehlende Wirksamkeit
(30 %) ebenfalls pharmakokinetischer Natur sein kann.

Die Optimierung auf die Bindung am Rezeptor hin, hat dazu gefuhrt, dass die meis-
ten Substanzen zu grof3, zu lipophil und vor allem sehr schlecht I6slich sind. Oft wird
die schlechte Léslichkeit aber erst bei der Entwicklung einer oralen, festen Formulie-
rung zum “unlésbaren“ Problem, da selbst bei den ersten in-vivo Versuchen am Tier
das Ld&slichkeitsproblem durch Verwendung organischer Lésungsmittel umgangen
wird.

In der pharmazeutischen Entwicklung ist es jedoch meist nicht mehr denkbar, den
Wirkstoff nochmals chemisch zu veradndern. Der Versuch, die Substanz durch eine
geeignete Formulierung zu retten, ist teuer, zeitaufwendig und fihrt nicht immer zum
Erfolg. Wird die Entwicklung einer Substanz erst in diesem Stadium gestoppt, so
wurde viel Entwicklungsarbeit und vor allem Kapital fehlinvestiert.

Die Léslichkeit einer Substanz sollte daher so friih wie méglich bekannt sein. Fir die
Evaluierung der Bindungstestergebnisse und die erste Hit-Evaluierung ist eine Be-
rechnung der Loslichkeit ausreichend. Mit fortschreitender Entwicklung der Verbin-

dungsklasse sollte die Léslichkeit jedoch experimentell ermittelt werden. Fir die Ent-
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wicklung einer peroralen Formulierung und die Beurteilung von klinischen Studien ist
die Bestimmung der Léslichkeit unter simulierten gastrointestinalen Bedingungen an-

gezeigt.

1.2 Loslichkeit

Die Léslichkeit ist das Vermégen oder die Tendenz einer Substanz, sich mit einer
anderen gleichférmig zu vermischen (Hawley’s Condensed Chemical Dictionary,
11" Ed.). Die L6slichkeit einer Substanz bei einer bestimmten Temperatur ist defi-

niert als geséattigte Konzentration der gelésten Substanz.

1.21 Thermodynamische Betrachtung der Loslichkeit

Wenn ein Festkérper mit einem Ldésungsmittel zusammengebracht wird, so 16st er
sich auf bis die Losung gesaéttigt ist. Die Sattigung stellt einen Gleichgewichtszustand
dar, bei dem das chemische Potential des Festkdrpers gleich seinem chemischen
Potential in der Lésung ist.

Die freie Mischungsenthalpie nach Gibbs (OGnmix) gibt an, ob und in welchem Ausmalf}
sich zwei Verbindungen mischen, um eine homogene Phase zu bilden. Wenn OGix

negativ ist, tritt Mischung auf. Dabei ist die freie Mischungsenthalpie definiert als:

000000 oITO0 g

mit:

OHmix Mischungsenthalpie I0Hmx) der zu I16senden Substanz (u) und des L&sungs-
mittels (v) ist gleich der Differenz zwischen den Enthalpien der reinen Kompo-
nenten und der Enthalpie der Mischung (OHmix = Huu + Hyy - Hw),

T Temperatur in Grad Kelvin,

OSmix Mischungsentropie.



4 Einleitung

1.21.1 Enthalpie

Die Enthalpie (OH) beschreibt meist die Energie, die zum Bilden oder Lésen von Bin-
dungen notwendig ist. Bei der Bildung einer Bindung wird Energie freigesetzt, das
System gewinnt an thermischer Energie und es wird eine negative Enthalpie gemes-
sen. Fir die Auflésung in Wasser ist die Mischungsenthalpie ({OHnyix) des geldsten
Stoffes (u) und des Lésungsmittels (v) die Differenz zwischen den Enthalpien der rei-
nen Komponenten und der Enthalpie der Mischung.

OHmix = Huu + Hy - Huy

Beim Auflésen eines Stoffes in Wasser finden folgende Interaktionen statt:

1. Beim Ubergang eines festen, kristallinen Stoffes in die wéssrige Lésung ist zu-
néachst die Gitterenergie zu Uiberwinden. Uber den hypothetischen Zustand der
unterkihlten Schmelze als quasi flissigen Aggregatzustand geht der Stoff in
Lésung.

2. FUr hydrophobe Substanzen muss ein ,Ké&fig“ in die Wasserstruktur geformt
werden. HierfUr wird Energie bendétigt.

3. Nachdem die Substanz in den Wasserkéfig eingelagert ist, kann sich das
Wasser wieder restrukturieren. Die treibende Kraft (5 - 6 kcal/mol) ist die Ma-
ximierung der H-Bricken Wechselwirkungen der Wassermolekiile. Dabei wird
Energie frei, jedoch nicht in der GréRenordnung, wie sie bei der Zerstérung
der Wasser-Cluster verloren ging.

4. Die Substanz im Ké&fig bildet Bindungen mit dem L&sungsmittel, z. B. Wasser-

stoffbriickenbindungen. Auch hierbei wird Energie frei.

Zur vollstandigen Beschreibung der gegenseitigen Wechselwirkung unpolarer Mole-
kile im Wasser missen weitere enthalpische Faktoren bericksichtigt werden, die
dem Ldsungsvorgang entgegenwirken:
5. Die Dispersionskrafte zwischen dem Kohlenwasserstoff und den Wassermo-
lektlen an der Oberflache sind aufgrund der geringen Polarisierbarkeit der

O-Atome geringer als zwischen zwei assoziierten Kohlenwasserstoffen.
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6. Die Wassermolekiile an der Oberflache hydrophober Molekiile sind nicht
durch vier H-Briicken komplett abgesattigt. Werden die Wassermolekiile durch
Assoziation zweier unpolarer Molekiile freigesetzt, so kénnen sie alle vier H-
Briicken ausbilden (s. Abb. 1-2). Dieser Enthalpiegewinn (Koh&sionsenergie)

ist besonders bei Wasser sehr grof3.

Abbildung 1-2: Entstehung der Koh&sionsenergie

1.21.2 Entropie

Die Entropie ist die treibende Kraft, die auf eine erhéhte Unordnung des Systems
hinwirkt.

Bei der Auflésung eines Molekils kommen folgende Entropien vor:

1. Die negative Entropie fiir das Offnen eines Kéfigs (erhéhte Ordnung). Beson-
ders in Wasser missen sich die H,O-Molekiile stark um das hydrophobe Mo-
lektl herum anordnen.

2. Die negative Entropie, die sich bildet, wenn das Wasser um die Oberflache
der geldsten Substanz eine quasi-kristalline Struktur bildet (erhéhte Ordnung).

3. Die positive Entropie, die durch die Mischung (niedrige Ordnung) zweier reiner
Substanzen (hohe Ordnung) entsteht.

In diesem System wird deutlich, dass die Punkte 1 und 2 einer Aufldsung entgegen-

wirken, Punkt 3 dagegen auf eine Auflésung hinwirkt.
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1.21.3 Temperatur
Eine Temperaturerhéhung hat folgende Effekte:

1. Die molekulare Bewegung erhéht sich und senkt so die Ausrichtung der Was-
serstoffbriickenbindungen, das heildt, es ist weniger Energie notwendig, das
Cluster des Wassers zu zerstéren.

2. Die steigende Temperatur senkt die Mischungsentropie, da sie die Ordnung in
der reinen Phase verringert.

3. Die Molekile sind in der Lage, leichter aus dem Kristallgitter zu entweichen.

4. Durch eine erhéhte Temperatur erreicht das Produkt TOS (s. Seite 3) einen
hdéheren Wert.

Mit steigender Temperatur steigt in der Regel die Lslichkeit des Wirkstoffes.

1.2.1.4 LogP

Der logP-Wert (partition coefficient) ist definiert als das Verhaltnis der Konzentration
einer Verbindung in einer nicht-mischbaren Phase, in der Regel in Oktanol, zur Kon-
zentration der Verbindung in wassriger Phase.

Die oben beschriebene Solvatationsenergie hangt direkt mit dem Verteilungskoeffi-
zienten eines Stoffes zusammen [Ingendoh, 1998]. Fir lipophile Verbindungen mit

einem hohen logP-Wert bedarf es einer hohen Energie, um sie in Wasser zu I6sen.

1.2.1.5 Schmelzpunkt

Die Loslichkeit eines Stoffes ist dann erreicht, wenn die bei der Solvatisierung (hier:
Hydratisierung) freigesetzte Energie gerade die zur Gitterauflésung erforderliche
Energie kompensiert. Daraus folgt, dass die Léslichkeit einer Substanz umso besser
ist, je weniger Sublimationsenergie aufgewendet werden muss. Daher ist die kristal-
line Form mit dem niedrigsten Schmelzpunkt, (d. h. die Form mit der niedrigsten
Sublimationsenergie) die mit der grofdten Lslichkeit.!

Als Faustregel kann gelten, dass eine um 100°C héher schmelzende Verbindung

eine um den Faktor 10 geringere Loslichkeit aufweist.

1.2.2 Polymorphismus

Die Fahigkeit einer Substanz mehrere unterschiedliche kristalline Formen zu bilden,
nennt man Polymorphismus. Farbe, Harte, Schmelzpunkt und andere Eigenschaften
einer Substanz hangen von der polymorphen Form ab. Da der Schmelzpunkt eines

Feststoffes mit seiner Ldslichkeit korreliert, zeigen Polymorphe oft unterschiedliche
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Ldslichkeiten. Sollte wahrend eines Formulierungsprozesses die falsche, metastabile
(z. B. thermodynamisch instabile) Form verwendet werden, die sich dann in die sta-
bile Form umwandelt, so kann dies zu einer schlechteren Ld&slichkeit und

Resorptionsquote fuhren.

1.2.3 pH-Wert

Die Veranderung des pH-Wertes einer Lésung ist eine der am haufigsten ange-
wandten Methoden, schwache Elektrolyten in Lésung zu bringen. Schwache S&uren
und Basen kénnen durch eine Verédnderung des pH-Wertes des wassrigen Mediums
leicht geldst werden. In der Regel ist die Léslichkeit einer sauren Substanz bei einem
beliebigen pH-Wert durch ihren pK; -Wert und die intrinsische Ldslichkeit definiert.
Die Gesamtkonzentration einer schwachen Saure in einer Losung (Cit) setzt sich
aus der Konzentration der undissoziierten Form (Cna) und der Konzentration des dis-
soziierten Anions (Ca’) zusammen:

Ciot = Cha+ Ca’

Das Verhaltnis zwischen der Konzentration der freien Saure und dem ionisierten

Anion der Saure ist durch die Henderson-Hasselbalch Gleichung
pH = 00g +Iog (CA-/CHA)

gegeben. Wenn die Konzentration der freien S&ure in der Lésung gesattigt ist, kann

Cua in der obigen Gleichung durch die intrinsische Léslichkeit Sya ersetzt werden:
Sun DCun /Cone) 0Cria

Das Auflésen der Gleichung nach Ca™ ergibt:

C,. 08,,110%%0<]

Durch Einsetzen in die oben genannte Gleichung berechnet sich die gesamte Los-

lichkeit wie folgt:
Syt 0 Spya 10 10PHIPKAL

Aus dieser Gleichung leitet sich ab, dass die Konzentration der ionisierten Form,
wenn der pH-Wert dem pK,-Wert entspricht, gleich der Konzentration der freien
Séaure ist. Die Léslichkeit bei diesem pH-Wert ist somit genau doppelt so grofl3 wie die

intrinsische Loslichkeit.
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Da sich die Léslichkeit von Sduren und Basen in Abhangigkeit vom pH-Wert spiegel-

bildlich verhalten, gilt diese Gesetzmaligkeit ebenso fiir Basen:
Syt 0 Sg.1010PKalPHL

Ampholyte

Far einen zweifach protonierbaren Ampholyten gilt:

S 0 Cy: 0Cpx 0 Cy:

In dieser Gleichung stellt Cpx eine Konstante (intrinsische L&slichkeit) dar. Durch
ahnliche Umformulierungen wie oben ergibt sich fiur die pH-abhéngige Lo&slichkeit

eines Ampholyten:

SO So ]HI 0 10[pHDpKa2[ 0 1O]pKa1DpH[j_

1.2.4 Einflussnahme auf die Léslichkeit

Waéhrend der Entwicklung eines Medikaments kann die Ldslichkeit sowohl durch die
chemische Optimierung, als auch durch die Formulierung des Wirkstoffes verbessert
werden. Das gréfite Potential, ein Arzneimittel mit geeigneten Eigenschaften zu ent-
wickeln, besitzt der Synthese-Chemiker, der mit dem Wirkstoff die physiko-chemi-
schen Eigenschaften wie Lipophilie, Schmelzpunkt, pK,-Wert und eben auch die
Loslichkeit festlegt. Seine Synthese entscheidet, in welchem Bereich die Léslichkeit
des Wirkstoffes liegt, ob z. B. im Picogramm- oder im Grammbereich (s. Abb.1-1).
Durch Faktoren wie die Rezeptoraffinitat, die Stabilitdt und die Permeabilitat sind die
Mdglichkeiten der Ldslichkeitsoptimierung jedoch begrenzt. Die anschlie3iende For-
mulierung des Wirkstoffes kann die L&slichkeit in der Regel héchstens noch um wei-
tere zwei bis drei Zehnerpotenzen steigern.

Der Chemiker besitzt bei der Wirkstoffoptimierung verschiedene Mdglichkeiten, die
Laslichkeit der Verbindung zu erhdhen. Durch die Zerstérung der Molekilsymmetrie
sinkt der Schmelzpunkt und infolgedessen erhoéht sich die Ldslichkeit. Das Einfihren
von Bindungen, um die das Molekil rotieren kann sowie die Vermeidung von Dop-
pelbindungen oder das Offnen von Ringstrukturen sind MalRnahmen, die ebenfalls zu
einer besseren Loslichkeit fihren kdnnen.

Eine hohe Lipophilie dagegen wirkt sich negativ auf die Léslichkeit aus. Durch die
Entfernung oder Verringerung lipophiler Substituenten, bzw. die Einfihrung polarer
Gruppen in die Leitstruktur wird die Ldslichkeit gesteigert. Bei sehr lipophilen Neu-

tralsubstanzen wird durch die Einflhrung einer sauren oder basischen Gruppe der
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logP-Wert gesenkt. lonisierbare Verbindungen kénnen durch die Steigerung ihrer

Saure- oder Basenstarke I6slicher gemacht werden.

Ist die Léslichkeit der Sduren und Basen nicht ausreichend, kann eine Salzbildung

bzw. deren Optimierung hilfreich sein.

Chemisch ist auch die Synthese eines Ld&slichkeits-Prodrugs mdglich. Hierbei wird

der Wirkstoff chemisch mit einer solubilisierenden Gruppe derivatisiert. Diese Gruppe

muss jedoch so gewahlt sein, dass sie im Kdrper wieder abgespalten wird und den

unveranderten Wirkstoff freisetzt [Ingendoh, 1988].

Die pharmazeutische Einflussnahme auf die Léslichkeit des Wirkstoff ist auf die Ver-

anderung seiner physikalischen Eigenschaften sowie des umgebenden Lésungsme-

diums begrenzt. Zu den galenischen Mallnahmen gehéren:

Reduzierung der PartikelgroRe

o Mikronisation

o Nanosuspension
Modifizierung der Kristalleigenschaft

o Polymorphe

o Solvatation
Verwendung von Solubilisatoren

o Senkung der Oberflachenspannung

o Einbettung des Arzneistoffes in Mizellen
Komplexbildung (z. B. mit Cyclodextrin)
Wirkstoffdispersion in Carrier

o Gefriertrocknung

o Eutektisches Gemisch

o Feste Dispersion

o Feste Lésung
Verwendung von Kosolvenzien (z. B. Ethanol)
Verédnderung des pH-Wertes in der Nahe des zu I6senden Wirkstoffes im GlI-
Trakt (z. B. Na,COs3 als Flillstoff).

Um zu beurteilen, ob eine L&slichkeitserhhung erzielt werden sollte, muss erst die

Loslichkeit der reinen Substanz bestimmt werden.
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1.2.5 Berechnungsalgorithmen

Nach der Einfihrung des High-Throuput-Screenings sowie der Kombinatorischen
Chemie ist die Zahl der sehr lipophilen und schwerléslichen Verbindungen stark an-
gestiegen. Die Berechnung der Wasserldslichkeit zu einem frihen Zeitpunkt des
Drug-Discovery-Prozesses ist daher ein sehr sinnvolles Werkzeug, um Kandidaten
mit guten Wirkstoffeigenschaften selektieren zu kénnen, bzw. schlecht Iésliche Ver-
bindungen zu identifizieren, um ihre Lo&slichkeit in der Leadoptimierung zu verbes-
sern. Zur Zeit sind einige Computerprogramme erhaltlich, mit deren Hilfe die L&slich-
keit von Verbindungen aus der chemischen Struktur berechnet werden kann. Die
Genauigkeit der errechneten Werte reicht aus, um dem Synthese-Chemiker als
Orientierung fur seine weiteren Syntheseplane dienen zu kénnen.

Unter der grof3en Vielzahl von Mdglichkeiten, die Ldslichkeit einer Substanz aus der
Struktur zu berechnen, ist der Ansatz von Hansch et al. [1968] einer der bedeu-
tendsten. Demnach qilt fir viele organische Lipide die folgende Korrelation:
log S = Alog Kow + B

mit:  log Kow Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient,

Aund B Konstanten in Abh&ngigkeit von den betrachteten Lipiden.

Von dieser Gleichung ausgehend, kann nach Yalkowsky [1999] eine fUr alle Nicht-
elektrolyte geltende Gleichung aufgestellt werden:
log S = 0.8 — log Kow — 0.01 (Smp — 25)

mit: Smp = Schmelzpunkt, Smp = 25°C fir Flissigkeiten

Diese Gleichung vereint auf sehr einfache Weise die beiden physikalischen Gréfen,
die fur die Loslichkeit von entscheidender Bedeutung sind. Der Schmelzpunkt ist, wie
oben erwahnt, das Mal} fur die Gitterenergie und der logKow-Wert ein Mal} fur die
Solvatationsenergie.

Mit Hilfe der Gleichung lasst sich der Einfluss des logP-Werts sowie des Schmelz-
punkts zeigen. Besitzen zwei Substanzen einen &hnlichen Schmelzpunkt, unter-
scheiden sich jedoch in einer logP-Einheit, so ist die Substanz mit dem um eine Ein-
heit niedrigeren logP-Wert um den Faktor zehn besser I6slich. Bei gleichem logP-
Wert ist die bei 100°C niedriger schmelzende Substanz um den Faktor 10 besser

[6slich.
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Die im Folgenden aufgefiihrten Programme berechnen alle die Léslichkeit Gber die
Lipophilie, einige verwenden den logP-Wert direkt, andere ermitteln die Lipophilie
Uber die Wasserstoffbriickenbindungsstéarke, die Polarisierbarkeit oder andere Ober-

flachencharakteristika.
1.2.5.1 Computerprogramme

1.2.5.11 WSKOWWIN

Die Firma Syracuse fugt in ihrem Programm WSKOWWIN zu der Yalkowsky Glei-
chung noch einige Korrekturfaktoren (O f;) fir die verschiedensten Gruppenfragmente
hinzu [Meylan, 2000]. Die erforderlichen logP-Werte und Schmelzpunkte werden von
dem Programm berechnet. Es kdnnen aber auch die experimentell bestimmten

Werte verwendet werden.

1.2.5.1.2 ACD/Solubility DB

Der Algorithmus, der dem Berechnungsprogramm von Advanced Chemistry Devel-
opment Inc. (ACD) zugrunde liegt, wurde ebenso von der Yalkowsky-Gleichung ab-
geleitet. ACD/Solubility DB bestimmt die wéssrige Loéslichkeit organischer Verbin-
dungen bei 25°C. Fur Sduren und Basen kann die Ldslichkeit bei pH-Werten zwi-
schen 0 und 14 bestimmt werden. Die Korrelationsparameter fiir einen Vergleich zwi-
schen gemessenen und berechneten Léslichkeiten lagen bei n = 993, sd = 0.58 und
r? = 0.957. Auch dieses Programm berechnet die Loslichkeit einer Verbindung allein

aus ihrer Struktur.

1.2.5.1.3 Artificial Neural Network

Die Gruppe um Huuskonen [1998] versuchte die wassrige Loslichkeit mit einem neu-
ronalen Netzwerk zu berechnen. Als Grundlage fur das Modell wurden Gber 100 to-
pologische Parameter verwendet. Fir eine Testgruppe, die aus Arzneistoffen be-
stand, konnte die L&slichkeit mit einer Standardabweichung von 1.25 vorhergesagt
werden. Fir phosphorhaltige Pestizide sowie sehr schwer I6sliche Verbindungen

(log S < -5.5) konnte das Programm weniger erfolgreich angewendet werden.

1.2.51.4 HYBOT

HYBOT ist ein Programm, dass die Ldslichkeit einer Verbindung aus der Starke der
Wasserstoffbriicken-Donatoren (HD) und -Akzeptoren (HA) sowie der Polarisierbar-
keit berechnet [Faller, 2001].
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Die Léslichkeit wird aus folgender halb-empirischen Gleichung berechnet:
Log1/S,,[000.4200.17 IPolarisierbarkeit 00.131HA 0 0.08 HD

1.2.51.5 ABSOLYV (Sirius Analytical Instruments Ltd.)

Abraham benutzt fir seinen Loéslichkeitsalgorithmus ahnliche Eigenschaften wie das
HYBOT-Programm.

log Sw = 0.518 - 1.004 R, + 0.771 0, + 2.168 00," + 4.238 00, - 3.362 00,"00," -
3.99 Vx

mit

R, Uberschiissige molare Refraktion,

0,4 Polarisierbarkeit / Dipolaritét,

00,7 Aciditat der Wasserstoffbriickenbindung,
00,7 Basizitat der Wasserstoffbriickenbindung,

Vx McGowan Volumen,

Bei dieser Berechnung fiihrt eine erhéhte Neigung zur Bildung von Wasserstoffbri-
ckenbindungen sowie eine gesteigerte Polarisierbarkeit zu einer verbesserten Los-
lichkeit. Die ,Uberschiissige molare Refraktion“ und ein gro3es Volumen der Sub-

stanz wirken sich hingegen negativ auf die Léslichkeit aus [Abraham, 1999].
1.2.6 Methoden der Loslichkeitsmessung

1.2.6.1 Shake-Flask

Die Shake-Flask-Methode bestimmt die L&slichkeit bei einem pH-Wert unter Gleich-
gewichtsbedingungen. Hierbei wird die Probe zusammen mit dem Untersuchungs-
medium in einen Kolben (flask) gegeben und geschittelt (shake). Ziel ist die Her-
stellung einer gesattigten Lésung. Dies wird durch das Auftreten eines Niederschlags
angezeigt. Besonders wichtig bei dieser Methode ist, dass sich ein Gleichgewicht
einstellt. Danach wird die Probe filtriert und die Konzentration der gewonnenen L6-
sung quantifiziert. Es wird eine thermodynamische und - im Gegensatz zur Turbidi-
metrie - keine kinetische Ldslichkeit bestimmt. Die Gefahr, die Léslichkeit einer Uber-
sattigten Losung zu bestimmen ist gering. Aullerdem wird die Ld&slichkeit von der
stabilsten Form der untersuchten Substanz bestimmt. Dies ist ein Vorteil gegentber
den nachfolgenden Methoden. Hinzu kommt, dass durch die analytische Methode
Verunreinigungen der Substanz entdeckt werden kénnen, die zu einem falschen Er-

gebnis der Messung flhren wirden.
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1.2.6.2 Potentiometrische Titration

Die potentiometrische Saure-Base-Titration zur Bestimmung der L&slichkeit einer
Substanz beruht auf einer charakteristischen Verschiebung der Titrationskurve im
mittleren pH-Bereich, in dem Prazipitation auftritt.

Bei der Titration wird ein exaktes Volumen einer standardisierten Sdure oder Base zu
einer Losung gegeben, die eine ionisierbare Substanz enthélt. Dabei wird kontinuier-
lich mit einer Glas-Elektrode der pH-Wert bestimmt. Um die Genauigkeit der Mes-
sung zu erhdhen, wird der Lésung 0.15 M KCI hinzugefugt. Durch Begasung der L6-
sungsoberflache mit Argon werden pH-Effekte durch CO, aus der Luft verhindert.
Durch das anschliel’ende Auftragen des pH-Wertes gegen den Verbrauch an Titrand

wird eine potentiometrische Titrationskurve erhalten.

12.0

10.0 -

>
8.0 I
4

4.0 1

pH-Wert

*
204 *

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Zugabe NaOH [ml]

Abbildung 1-3: Potentiometrische Titrationskurve von Mefenaminsaure, gemessen
mit dem pSol-Gerat bei 37°C

Analysiert man die Titrationskurve beginnend im basischen Milieu (pH >> pKj,), so ist
der Wirkstoff zunachst vollstandig gel6st, da er ionisiert vorliegt. Im Bereich des pKa-
Werts (pH = pK,) liegt die Substanz zu einem gewissen Teil bereits undissoziiert vor
und beginnt auszufallen. Mit saurer werdendem pH-Wert schreitet auch die Préazipi-
tation fort.

Die Bestimmung der Léslichkeit mit dieser Messmethode ist mdglich, da die Prazipi-

tation bewirkt, dass sich der pKj;-Wert bei Sauren zu einem scheinbar héheren

pKZPP-Wert verschiebt. Bei Basen ergeben sich kleinere pKZPP-Werte. Die in
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Abb.1-3 vermessene Mefenaminsdure besitzt einen pK,;-Wert von 4.6. In der oben
dargestellten Titrationskurve liegt der pKy-Wert am Wendepunkt mit der geringsten

Steigung. Der scheinbare pK,;-Wert hingegen befindet sich in diesem Beispiel eher
bei pK, 7. Aus der grofRen Differenz zwischen dem pK,-Wert und dem pK&PP-Wert

kann auf einen schwer l6slichen Stoff geschlossen werden. Die Differenz hangt je-
doch auch von der Menge der Untersuchungssubstanz ab.

Das Ausmald der Verschiebung des pK,-Wertes kann aus einer solchen Titrations-
kurve nur schwer ermittelt werden. Daher wird zur besseren graphischen Darstellung
der Bjerrum-Plot herangezogen.

Beim Bjerrum-Plot (Differenzplot) wird die durchschnittliche Anzahl gebundener Pro-
tonen nH gegen den pH-Wert aufgetragen. Man erhélt einen solchen Plot, indem die
Titrationskurve, die keine Substanz enthéalt (Blanktitration) von der Titrationskurve der
Substanzmessung subtrahiert wird. Die Anzahl der gebundenen Protonen kann je-
doch auch berechnet werden. Die Gesamtzahl aller in Lésung befindlichen Protonen
setzt sich aus den Protonen der zutitrierten Saure, bzw. Base und den Protonen der
Mess-Substanz zusammen. Eine sehr genaue Einwaage ist daher von groler Be-
deutung. Aullerdem muss die Anzahl (n) der protonierbaren Gruppen im Molekul be-
kannt sein.

Uber den pH-Wert kann die tatsachliche Konzentration an freien Protonen bestimmt
werden. Die Differenz aus der Gesamtzahl aller Protonen und den tatsachlich frei
vorliegenden Protonen ist gleich der Anzahl an gebundenen Protonen. Wird letztere
durch die Konzentration des Wirkstoffes dividiert, so erhalt man die durchschnittliche

Anzahl gebundener Protonen pro Molekll Substanz.

nu = ([HCI] — [NaOH] + nC — [H*]+K,/[H'])/C

mit: Ky = lonenprodukt des Wassers.

Abbildung 1-4 zeigt den Bjerrum-Plot fiir die zuvor dargestellte Titrationskurve von
Mefenaminsdure. Bei einer durchschnittlichen Anzahl gebundener Protonen von
ny = 0.5, dem pKa-Wert der Substanz, liegt die Haélfte aller Protonen am Molekil ge-

bunden vor. Nun ist die Differenz der pKs;-Werte graphisch leichter zu ermitteln und

eine Berechnung der intrinsischen Lslichkeit mdglich.
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Abbildung 1-4: Bjerrum-Plot von Mefenaminsdure, gemessen mit dem pSol-Geréat
bei 37°C

Die linke Kurve des Plots wird von der Software des pSol-Geréts aus dem bekannten
pKa-Wert der Verbindung berechnet. Sie entspricht einer Titration bei der die undis-
soziierte Sdure zu jedem Zeitpunkt der Messung in geléster Form vorliegen wirde.
Die rechte Kurve wurde rechnerisch aus den Messpunkten gemittelt. Sie wird fort-
laufend durch eine gewichtete mathematische Methode der kleinsten Fehlerquadrate
prazisiert.

Ermittlung der Loslichkeit

Die fur die Bestimmung der Ldslichkeit notwendigen Gleichungen sollen im Folgen-
den fur eine Saure erldutert werden. Fir Basen und Ampholyte gelten entsprechende

Gleichungen.

Far eine Saure gilt:

H + A O HA, Kya= [HAJ[H TIAT] = pKa (1)
Zusatzlich bildet sich ein Gleichgewicht zwischen der gel6sten, freien Saure und der
prazipitierten Saure:

HAGo O HAg, KA = [HAG)[HAGg = -logS, (2)

mit S, Ld&slichkeit der ungeladenen Substanz.
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Fur den Wert ny = 0.5, auf den bereits in Abbildung 1-4 eingegangen wurde, gilt fol-

gendes Gleichgewicht:

[A]= [HA]+[HA]. (3)

Hier wird der Term [HA]s neu eingefiihrt. Dieser Wert entspricht nicht der Konzen-
tration an prazipitierter Sdure [HA()] aus Gleichung (2), die eine Gleichgewichtskon-
zentration darstellt, sondern [HA]s stellt die Konzentration an Substanz dar, die pro

Liter als Prazipitat vorliegen kann.

Fir den scheinbaren pK3PP-Wert gilt:

pKE™? =([HA] + HAL)/(AT [H']) = Kua (1+([HAJS/[HA])). (4)
Die Gesamtmenge an Substanz ist gegeben durch:

C =[AT+ [HA] + [HA]. ()
Durch mathematische Verknipfung der Gleichungen (3) und (5) wird der Term [HA]s
in der Gleichung (4) eliminiert. Die intrinsische L&slichkeit kann abschlieRend mit fol-

gender Gleichung berechnet werden:

logS,, OloglC/2[0|pK3PP OpK,

C Konzentration der Probe,
So L&slichkeit des ungeladenen Wirkstoffes,

pKa gemessener pK, -Wert des Wirkstoffes ohne Prazipitation,
pK 3PP gemessener pK, -Wert des Wirkstoffes mit Prazipitation.

Mit der bekannten intrinsischen Léslichkeit und den durch die Titration bekannten lo-
nen-Konzentrationen, kann Uber weitere Gleichungen ein L&slichkeits-pH-Profil er-
stellt werden. Zusatzliche Details verdeutlicht die Literatur von Avdeef [1998; 2000;

2001].

1.2.6.3 Turbidimetrie

Bei dieser Methode wird ein in DMSO geldster Wirkstoff in Intervallen von je einer
Minute in eine pH 7 gepufferte Losung gegeben. Nach der Detektion einer Triibung
mittels Lichtstreuung werden noch einige Teilmengen der L&sung hinzugefigt. An-
schlielend kann das verbrauchte Volumen graphisch gegen die Tribung aufgetra-
gen werden. Die Ld&slichkeit ergibt sich dadurch, dass zu dem Punkt zurtickextra-
poliert wird, an dem die Prazipitation begann. Mit dieser Methode kénnen 50 bis 300

Proben pro Tag vermessen werden. Die Verwendung von DMSO erhéht jedoch die
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Ldslichkeit bis zu einem unbekannten Ausmald [Avdeef, 2002]. Ursache dafir ist,
dass sich in der DMSO-Verdiinnung leicht eine Gbersattigte Lésung bildet.

Die Messungen beruhen darauf, dass die Substanz ausfallt, wenn das thermodyna-
mische Gleichgewicht zwischen geldster und ungeldster Substanz Gberschritten wird.
Fallt die Substanz aber aufgrund einer Uberséattigten Lésung verzdgert aus, wird nicht
die gewlnschte thermodynamische Ldslichkeit gemessen, sondern eine “falsche” ki-
netische Loéslichkeit. In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass nicht erkenn-
bar ist, in welcher Form eine Substanz ausfallt. Die am schnellsten ausfallende Kris-
tallform muss nicht die stabilste sein und unterschiedliche Kristallformen kénnen sich
deutlich in ihrer L&slichkeit unterscheiden. Eine Verschiebung des pH-Wertes wah-
rend der Messung oder Verunreinigungen der Substanz werden bei dieser Methode
nicht erkannt und kénnen zu falschen Werten fuhren.

Fur Faller und Wohnsland [2001] besitzt die turbidimetrische Methode noch zwei
weitere Nachteile. Zum einen kann die Ld&slichkeit nur in dem Bereich von
(log1/Sw) = 3 - 6 [M] genau bestimmt werden. Daher ist es haufig nur méglich, den
Ldslichkeitsbereich abzuschéatzen. Zum anderen wird die Léslichkeit in einigen Fallen
Uberschatzt, besonders bei klebrig-6ligen Verbindungen, fur die eine optische Detek-

tion schwierig ist. Tabelle 1-1 fasst die Vor- und Nachteile der drei Methoden zu-

sammen.
Methode Vorteile Nachteile
pSOL » pH-abhangiges Lslichkeitsprofil [+ geringer Durchsatz (50 Subst./Jahr)

* geringer Substanzverbrauch
* gute Ergebnisse

* keine Automatisierung
* keine Neutralsubstanzen

Shake-Flask/HPLC

» sehr gute Ergebnisse

+ ahnelt den Freisetzungsprofilen
» gleichzeitige Reinheitsprifung
* variables Medium

* komplizierte Automatisierung
* Durchsatz 400-500 Subst./Jahr
* Pufferkapazitat/pH-Stabilitat

Turbidimetrie

* hoher Durchsatz (96er Platten)
» Automatisierung

* 6lige Substanzen?

* Amorphe Substanzen?

* Polymorphismus ?

* Hydrate ?

* Ubersattigte DMSO-L&sung?

* Reinheit?

* Detektion?

» schlechte Korrelation mit Shake-Flask

Tabelle 1-1: Tabellarischer Vergleich der Léslichkeitsbestimmungsmethoden
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1.3 Arzneistoff-Resorption unter physiologischen
Bedingungen

Fur pharmazeutische Wirkstoffe wird am haufigsten die feste, orale Applikation ver-
wendet. Ursache dafir ist, dass diese Applikationsform aufgrund ihrer einfachen und
angenehmen Anwendung die gréfdte Compliance beim Patienten findet. Hierdurch
wird auch seitens der Pharmaindustrie eine Abgabeform als Tablette oder Kapsel
bevorzugt. Ansonsten ist das Risiko viel zu grof3, dass die Konkurrenz durch die
Entwicklung einer oralen Form zum Marktfihrer wird. Hinzu kommt die einfachere
und meist preiswertere Produktion dieser Darreichungsformen.

Mit welcher Geschwindigkeit und in welchem Ausmal} der Arzneistoff seinen Wirkort
erreicht, hdngt von seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften, der pharmazeuti-
schen Formulierung und von den physiologischen Bedingungen im Gastrointestinal-
Trakt ab. Durch die Darmwand kann nur die Menge an Wirkstoff aufgenommen wer-

den, die dort geldst vorliegt.
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Abbildung 1-5: Physiologie des Gl-Traktes

Nach dem die Tablette geschluckt wurde, gelangt sie durch den Osophagus in den

Magen.
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1.31 Magen

Die Tablette wird im Magen mit Salzsaure (zur Denaturierung), und gegebenenfalls
Pepsin (zur Proteinverdauung) und Lipasen (zur Fettverdauung) versetzt. Der pH-
Wert im gesunden, nichternen Magen betragt in der Regel pH 1 bis pH 2. Ein basi-
scher Wirkstoff wird bei diesem pH-Wert protoniert und liegt dann gut I6slich als ioni-
siertes Molekul vor. Saure Arzneistoffe dagegen |6sen sich nur bis zu ihrer intrinsi-
schen Loslichkeit (Léslichkeit im undissoziierten Zustand) auf.

Das Milieu des Magens kann bei saureinstabilen Verbindungen zur Hydrolyse oder
anderen Formen der Zersetzung filhren und so die resorbierbare Dosis verringern.
Galenisch kann diesem Problem jedoch mit magensaftresistenten Uberziigen be-
gegnet werden. Auch schlechtldsliche Sauren, die im sauren Milieu ausfallen wur-
den, kdnnen so unbeschadigt durch den Magen transportiert werden.

Alternativ hierzu werden diese Wirkstoffe mit der Nahrung verabreicht, da diese den
pH-Wert vortibergehend auf einen Wert zwischen pH 5 und pH 6 erhéht.

Eine grofl3e Bedeutung fur die Bioverfiigbarkeit eines Arzneistoffes kann die Verweil-
zeit des Medikaments im Magen haben. Die gesamte Wirkstoffmenge, die spater am
Wirkort verfiugbar ist, wird durch die Verweilzeit meist nicht beeinflusst. Anders sieht
es jedoch mit der zeitlichen Verfugbarkeit aus. Die Geschwindigkeit der Magenent-
leerung hangt besonders von dessen Fillungszustand ab, da der nichterne und der
mit Nahrungsbrei gefillte Magen ein unterschiedliches Entleerungsverhalten aufwei-
sen. Nichtern tritt eine als Interdigestive Migrating Motor Complex (IMMC) bezeich-
nete Abfolge von elektrisch stimulierten Muskelkontraktionen auf, die sich in Richtung
Dunndarm ausbreiten. Die Dauer der einzelnen Phasen variiert individuell, wobei
eine mittlere Gesamtdauer des IMMC von zwei Stunden angenommen wird [Minami,
1984]. Wahrend der ungefahr 30 bis 45 Minuten dauernden Phase 1 ist der Magen
weitgehend in Ruhe. Im Laufe der Phase 2 (ungefédhr 30 min) kommt es in unregel-
mafigen Abstanden zu Kontraktionen, wahrend in der nur 5 bis 15 Minuten andau-
ernden Phase 3 heftige motorische Aktivitdten auftreten. Diese werden auch
“‘housekeeper waves® genannt, da durch die Kontraktionen unverdauliche gréRere
Objekte aus dem Magen entleert werden. Anschliel3end klingt in einer als Phase 4
bezeichneten Ubergangsphase die Aktivitat wieder ab.

Nicht zerfallende Arzneiformen z&hlen zu der Kategorie der fir den Magen unver-
daulichen grof3en Objekte. Demzufolge werden diese nach nlchterner Einnahme

wahrend der Phasen 2 und 3 des IMMC entleert. Allgemein kann man davon ausge-
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hen, dass nicht zerfallende Arzneiformen nach nichterner Einnahme innerhalb eines
Zykluses (also innerhalb von ungeféhr zwei Stunden) entleert werden. Da die aktu-
elle Phase des IMMC zum Zeitpunkt der Einnahme nicht bekannt ist, sind Vorhersa-
gen Uber den Zeitpunkt der Magenentleerung nicht méglich.

Bei Tabletten, die im nichternen Zustand mit einem Getrank aufgenommen werden,
sind die Unterschiede in der Verweilzeit nicht so ausgepragt. Dies liegt daran, dass
Flissigkeiten den niichternen Magen entsprechend einer Kinetik erster Ordnung mit
einer Halbwertszeit von ungeféhr 10 bis 20 Minuten verlassen. Doch auch hier wird
durch hyper- oder hypotonische, pH-acide, kalorienhaltige und viskose Getrénke die
Verweilzeit im Magen verzégert. Zu kalte Getranke werden im Magen erst auf Kér-
pertemperatur gebracht.

Damit eine feste Arzneiform schnell und zuverlassig in den Diinndarm gelangt, ist ein
Glas mit 200 — 250 ml stillem Wasser am besten geeignet. Die Tablette sollte auf
diese Weise eingenommen innerhalb von 5 bis 20 Minuten durch den Magen in den
Darm gelangen.

Nach Nahrungsaufnahme andert sich die Motorik des Magens grundlegend. Neben
unregelmafigen Kontraktionen treten jetzt wiederkehrend drei vom Korpus ausge-
hende, sich distal fortleitende Kontraktionen pro Minute auf. Der Mageninhalt wird
dadurch in Richtung des Pylorus transportiert. Zusétzlich wird er im Bereich des An-
trums zerkleinert und klassiert ("Antrummdahle"), wobei nur ausreichend zerkleinerte
Bestandteile Uber den Pylorus in den Dinndarm entleert werden [Weitschies, 2001].
Bei fester Nahrung wird die Verweilzeit der Tablette vor allem durch die Partikel-
grélde, das Volumen und den Kohlenhydrate-, Eiweiss- bzw. Fettgehalt der Nahrung
bestimmt.

Aus der verldngerten Magenverweilzeit im fed-state ergibt sich fiir Substanzen, die
im oberen Dinndarmbereich schnell freigesetzt werden und leicht permeabel sind,
eine verzdgerte und verringerte Maximalkonzentration (tmax und Cmax) im Plasma.
Wirkstoffe mit schlechter Permeabilitédt oder schlechter Freisetzung werden durch die

verlangerte Verweilzeit im Magen weniger beeinflusst.

1.3.2 Diinndarm

Die Resorption des Wirkstoffes findet vor allem im Dinndarm statt. Daher ist es un-
bedingt notwendig, dass der Wirkstoff an dieser Stelle in ausreichender Konzentra-
tion geldst vorliegt. Die Konzentration wird von den im Folgenden beschriebenen Pa-

rametern beeinflusst.
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1.3.2.1

Freisetzung

Eine besonders gro3e Bedeutung kommt der Freisetzung des Wirkstoffes aus der

Arzneiform zu, da nur der freigegebene Anteil des Wirkstoffs gelést und resorbiert

werden kann. Das Ausmal} der Freisetzung (DR = Dissolution Rate) wird durch die

folgende Gleichung beschrieben:

mit:
A
D

h
Cs
\Y
Xd

pro & g AD fe n XU
dt h 1 Vi

Ce 12

Oberflache des Wirkstoffes,

Diffusionskoeffizient des Wirkstoffes,

Dicke der Diffusionsschicht,

Sattigungskonzentration des Wirkstoffes unter GI-Bedingungen,
Volumen, in dem der Wirkstoff geldst wird,

Menge Wirkstoff, die schon geldst vorliegt.

Aus der Gleichung ergeben sich folgende Sachverhalte:

A

D, h

Cs

Oft besteht nur die Moglichkeit, Uber eine Mikronisierung der Partikelgrofie
und die damit verbundene VergréRerung der Oberflache (A O) die Freisetzung
zu erhéhen.

Der Diffusionskoeffizient und die Schichtdicke kénnen nicht beeinflusst wer-
den. Letztere hangt vor allem von der Bewegung des Darms ab, d. h. von der
Intensitat der Durchmischung und der Darmmotilitat.

Eine gut I6sliche Substanz (nach BCS, s. Kap. 1.5) hat bei entsprechender
Formulierung keine Freisetzungsprobleme (hoher Cs-Wert). Ist die Substanz
jedoch schlecht I6slich ist die Freisetzungsrate meist begrenzt.

Die Léslichkeit (Cs) im Darmmilieu ist sehr stark von den physiologischen Be-
dingungen abhangig. Der pH-Wert, die solubilisierenden Gallenkomponenten,
die Pufferkapazitat des Mediums und die Zusammensetzung der Nahrung ha-
ben einen groRen Einfluss auf die Léslichkeit.

Der pH-Wert im Dinndarm steigt von pH 5 im Duodenum auf pH 7 — 7.5 im
lleum. Das bedeutet, dass im vorderen Bereich des Dinndarms besonders
Basen in der protonierten Form vorliegen und daher an diesem Ort eine er-
héhte Ldslichkeit aufweisen. Bei Sduren, die im Magen noch véllig undissozi-

iert vorliegen, erhéht sich die Loslichkeit in den hinteren Dinndarmbereichen.
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Der pH-Wert des Dinndarms ist nur in geringem Ausmalf von der Nahrungs-
aufnahme abhangig, sodass pH-abhangige Léslichkeitseffekte nur in wenigen
Fallen zu erwarten sind.

Zusatzlich kénnen pharmazeutische Hilfsstoffe eingesetzt werden, die durch
eine erh6hte Benetzung des Wirkstoffes oder durch Einschluss des Wirkstof-
fes in Mizellen, die Loéslichkeit steigern. Den Wirkstoff nicht in einer kristalli-
nen, sondern einer amorphen Form zu verarbeiten, kann ebenfalls zu einer
erhdhten Léslichkeit fihren.

Cs, V Durch die Nahrung wird jedoch sowohl das Volumen im Dinndarm als auch
die Gallensalzkonzentration deutlich erhdht. Letztere fuhrt zu einer verbes-
serten Loéslichkeit und durch ein gré3eres Volumen besteht die Méglichkeit,
mehr Substanz in Lésung zu bringen.

X4 Da die Auflésung des Wirkstoffes diffusionsgesteuert ist, hangt sie von der
Wirkstoffkonzentration der Umgebung ab. Demzufolge erreicht man bei
schwerldslichen Substanzen eine bessere Freisetzung, wenn der geldste Stoff
zlgig von der Darmwand resorbiert wird. Hieraus ergibt sich, dass die Perme-

abilitat indirekt auch die Freisetzung eines Arzneistoffes beeinflusst.
Ein einfaches Hilfsmittel, um mdégliche Freisetzungsprobleme abzuschatzen, ist das

Dosis Img!]

Dosis-Loslichkeitsverhéltnis: D/S O : : : .
wassrige Loslichkeit img/mll

Es zeigt an, ob die Bedingungen im Gastrointestinal-Trakt fiir die Freisetzung des
Arzneistoffes geeignet sind. Als Ergebnis der Gleichung wird das Volumen (ml) an-
gegeben, dass bendétigt wird, um die gesamte Dosis des Arzneistoffs zu l6sen. Ist
mehr Volumen notwendig, als im GI-Trakt vorhanden, so muss eine unvollstandige
Freisetzung und demzufolge auch eine unvollstdndige Absorption erwartet werden
[Dressman, 2000]. Abschlieend soll noch angemerkt werden, dass fur die Freiset-
zung und das Auflésen des Wirkstoffes nur eine begrenzte Zeit zur Verfigung steht.
Die Transitzeit durch den Magen und Dinndarm betragt im ntchternen Zustand im

Durchschnitt nur drei bis funf Stunden [Dressman, 1998].
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1.3.2.2 Wirkstoffaufnahme

Die effektive Permeabilitat wird indirekt Gber den Massentransport mit CaCo-2-Zellen
oder der Perfusionsmethode gemessen. Das Fick’sche Gesetz lasst sich zu folgen-
der Gleichung zusammenfassen:

I EPy ICp (Z—IYI[%
mit:

Jm Massentransport durch die Darmwand,

P effektive Permeabilitat,

Cm Konzentration des Wirkstoffes an der Membran,

A Oberflache.

Die entscheidenden KenngréRen fur die Resorption eines Arzneimittels sind dem-

nach die Permeabilitat der Darmwand und die Konzentration des gelésten Stoffes.

Fir die anschlielende passive Diffusion durch die Darmwand gilt das Fick’'sche Ge-
setz:

Jn 0D, [‘f—xm 0D,,1lC,,,(0)0C,,(h)/h

mit:

Jm Massentransport durch die Darmwand,

h Dicke der Diffusionsschicht,

C Konzentration des Wirkstoffes auf der apikalen Seite (0) und auf der basolate-
ralen Seite (h),

Dn Diffusionskoeffizient der Membran.

D 0 %

mit

R Gaskonstante,
T Temperatur,

a Viskositat,

Molekulradius,

-

Nn  Avogadrokonstante.



24 Einleitung

Wie aus der Gleichung enthommen werden kann, ist das Konzentrationsgefélle die
treibende Kraft der Resorption. Aus dem Diffusionskoeffizienten wird zudem deutlich,

dass die Resorption fiir gro3e Molekile erschwert ist.

Neben der passiven transzelluldren Diffusion (2) hat der geléste Arzneistoff noch
weitere Mdglichkeiten durch die Darmwand zu gelangen. Besonders kleine Molekiile,
mit einem Molekulargewicht von weniger als 250 g/mol gelangen zwischen den Zel-
len parazellular (1) durch die Darmwand. Manche Molekile werden aktiv GUber Carrier
(4) auf die basolaterale Seite beférdert. Denkbar ist auch der Einschluss in

Membranvesikel (3, Endocytose).

TR i

Abbildung 1-6: Resorptionsmechanismen eines Arzneistoffes durch die Darmwand

Die Substanz kann jedoch Uber P-Glykoproteine (P-gp) direkt wieder aus der Darm-
wand ins Darmlumen zurlicktransportiert werden (5). Im Gegensatz zu den meisten
anderen Transportproteinen in der apikalen Membran transportiert das P-Glykopro-
tein sowohl strukturell als auch funktionell verwandte Verbindungen aus der Zelle. In
der apikalen Membran von Caco-2 Zellen sind P-gps Uberexprimiert, was zu einem
tUbermafigen Efflux von grof3en lipophilen Substanzen fuhrt. Analog zu dem Efflux
durch die P-gps im Gl-Trakt, ist die Aufnahme auch durch Multi-drug resistence re-
lated (mdr)-Proteine in den Tumor verhindert.

Um die effektive Permeabilitdt zu errechnen, muss von der Arzneistoffmenge, die
Uber die oben beschriebenen Wege in die Darmwand gelangt ist, die Wirkstoffmenge
abgezogen werden, die von Proteinen wieder ins Darmlumen zurlcktransportiert
wird. Durch den First-pass-Effekt kann die Wirkstoffmenge, die dem Korper zur

Verfigung steht nochmals reduziert werden.
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1.4 Einfluss der Gallenkomponenten auf die Resorption

Die Gallensalze und ihre physiologischen Funktionen werden hier gesondert behan-

delt, da sie fur die vorliegende Arbeit eine besondere Bedeutung haben.

1.4.1 Gallensalze

FUr die Verdauung und Resorption von Nahrungsfetten im Magen-Darm-Trakt ben6-
tigt der Kérper die Gallensalze. Sie gehéren zur Gruppe der Steroide und werden in
der Leber aus Cholesterol gebildet. Ausgehend von der Cholsaure leiten sich durch
Abspaltung der Hydroxylgruppen an den C-Atomen 7 und 12 sowie durch Konjuga-
tion mit Glycin, bzw. Taurin zwdlf verschiedene Gallensaurederivate ab. Die wich-
tigsten beim Menschen vorkommenden Gallensduren sind die Cholsdure, die Che-
nodesoxycholsaure, die Desoxycholsdure und die Lithocholsaure. Die Sauren treten

in der Gallenflissigkeit meist in Form ihrer wasserléslichen Natriumsalze auf.

00

- R
HO™ ™" ™" “OH

Abbildung 1-7:  Strukturformel von Chols&ure

Die physiologische Aufgabe der Gallensduren bei der Verdauung von Lipiden ist vor
allem auf ihre Tensideigenschaften zuriickzufihren. Die Gallensauren sorgen fir die
Emulgierung der Fette, dass heildt fur die Bildung kleiner Fetttrépfchen im wassrigen
Nahrungsbrei und erhéhen so die Angriffsflache der fettspaltenden Enzyme. Dem-
nach werden Gallensalze vor allem nach der Nahrungsaufnahme benétigt, was sich
in einem deutlichen Anstieg ihrer Konzentration wiederspiegelt. Im nichternen Zu-
stand liegt eine durchschnittliche Gallensalzkonzentration von circa 3 bis 4 mmol vor.
Diese Werte weisen jedoch grof3e individuelle Schwankungen auf. Werte zwischen 0
und 6 mmol sind die Regel, aber auch bis zu 15 mmol Gallensalz konnten gefunden
werden [Tangermann, 1986; Peeters, 1980]. Nach der Nahrungsaufnahme gibt die

Gallenblase vermehrt Gallensaure frei. Maximalwerte von bis zu 30 mmol Gallensalz
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kommen vor, die durchschnittliche Menge liegt jedoch bei 15 mmol.

Nachdem die Gallenséauren ihre physiologische Funktion erflllt haben, werden bis zu
90 % im DuUnndarm zuriickresorbiert und gelangen Uber den Blutweg in die Leber
und schliel3lich wieder in die Gallenblase (enterohepatischer Kreislauf). Die Ge-
samtmenge an Gallensalzen, die im Kérper pro Tag zirkuliert, liegt zwischen 15 und
30 g [Borgstrém, 1985].

Gallensauren reichern sich aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaft an den Grenzfla-
chen, bzw. an der Oberflache von FlUssigkeiten an. Dadurch sind sie in der Lage,
das Cluster des Wassers aufzubrechen, die Grenz- bzw. Oberflachenspannung zu
reduzieren und somit zu einem deutlichen Energiegewinn in der Lésung beizutragen
(s. Kapitel 1.2.1.1). Die Zerstérung des Wasserclusters fihrt durch die kleinen Was-
sermolekiile zu einer besseren Benetzung der zu I6senden Substanz. Die Léslichkeit
der Substanz wird erleichtert und beschleunigt. Schon die Konzentration an Gallen-
salz, die im nichternen Zustand vorliegt, reicht aus, den Benetzungswinkel deutlich
zu senken und die Auflésungsgeschwindigkeit zu erhéhen [Bakatselou, 1991].
Gallensaure bilden in einer Konzentration oberhalb der kritischen Mizellbildungskon-
zentration (CMC) kugeldhnliche Mizellen aus. Die Mizellen, die von Gallensalzen ge-
bildet werden, unterscheiden sich von den Mizellen anderer anionischer Tenside vor
allem durch ihre geringe Gré3e und die hohe CMC. Im Unterschied zu diesen Solu-
bilisatoren bestehen Gallensalze nicht aus einer hydrophilen, polaren Kopfgruppe
und einem flexiblen, lipophilen Alkylrest. Gallensalze besitzen ein starres und unpo-
lares Steroidgeriist. Die Oberseite dieses Gerustes ist mit lipophilen Alkylgruppen
ausgestattet, an der Unterseite befinden sich die hydrophilen Hydroxylgruppen. Die
kurze Seitenkette weist zusatzlich einen hydrophilen Charakter auf.

Feydr cpic ke Sailte
H =1

' EH,

T
i c i1 iy

OH b cphile Seile

Abbildung 1-8: Raumliche Struktur von Cholsdure
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Gallensalze bilden sehr kleine Mizellen, wobei deren Aggregationszahl von der An-
zahl der sich gegenseitig abstollenden Hydroxylgruppen im Molekll abhangt. Dem-
zufolge bilden Trihydroxygallensduren Mizellen mit einer Aggregationszahl von 2 - 8,
Dihydroxygallensairen hingegen mit einer Aggregationszahl von 4 - 60. Die Gallen-
salze besitzen aufgrund ihrer hohen Polaritdt eine hohe CMC. Diese steigt mit zu-
nehmender Anzahl an Hydroxylgruppen sowie mit Taurin- bzw. Glycin-Konjugation.

Je |6slicher ein Gallensalz ist, desto héher ist die CMC.

Gallensalz CMC [mM/L] Aggregationszahl
Natriumcholat 20 3.1
Natriumdesoxycholat 13 5.8
Natriumtaurocholat 18 2.6
Natriumtaurodeoxycholat 17 5.4

Tabelle 1-2: Kritische Mizellkonzentration und Aggregationszahl einiger Gallensalze,
nach Coello et al. (1996)

Mit sinkendem pH-Wert, abnehmender Temperatur sowie steigender lonenstarke der

Ldsung, nimmt die Aggregationszahl der Mizelle zu.

1.4.2 Lezithin

Neben den Gallensalzen enthélt die Gallenflissigkeit bis zu 3 % Lezithin. In welcher
Konzentration dieses in den Dinndarm abgegeben wird, hangt von der Menge des
abgegebenen Gallensalzes ab. Das Gallensalz/Lezithin-Verhéltnis schwankt zwi-
schen 2.5:1 und 5:1 [Schersten, 1973]. Das in dieser Arbeit verwendete Verhaltnis
von 4:1 gibt die physiologischen Bedingungen am Besten wieder.

Die lezithinhaltige Mischmizelle unterscheidet sich von der reinen Gallensalzmizelle
durch eine niedrigere kritische Mizellbildungskonzentration (CMC < 1 mM) und einen
deutlich gesteigerten Mizellendurchmesser. Dieser betrégt bei 15 mmol NaTC 40 A
und in einer Mischmizelle, die Lezithin und Danazol enthielt 2275 A [Naylor, 1995].
Auch die Loslichkeitskapazitat der gemischten Mizelle ist gegeniber der Kapazitat

der einfachen Gallensalzmizelle deutlich erhoht.
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Abbildung 1-9: Schematische Abbildung einer Mischmizelle
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Abbildung 1-10: Lipid-Mizelle: Struktur einer gemischten Mizelle

Die hydrophilen Gruppen der Molekile sind nach aufl3en gerichtet; die hydrophoben

Molekulbereiche befinden sich im Innern der Mizelle [Schmidt, 1985].
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1.4.3 Verbesserte Resorption

Besonders wichtig ist bei Gallensduren ihre Funktion als Solubilisator. Die Bildung
von Mizellen und der Einschluss lipophiler Verbindungen erhéht die Ldslichkeit und
die Lésungsgeschwindigkeit von schwerléslichen Verbindungen deutlich.

Bakatselou [1996] konnte fir sechs Corticoide eine Beziehung zwischen dem

logP-Wert, der Wasserl6slichkeit und der Léslichkeit in Natriumtaurocholat aufstellen:

logSR [ 0.61llogP [ 2.217

SR  Léslichkeitsverhéltnis. Dies ist der Quotient aus den Loéslichkeitskapazitaten
der Untersuchungssubstanz pro mol Gallensalz und pro Mol Wasser.

LogP Verteilungskoeffizient Oktanol/\Wasser.

Je lipophiler die untersuchte Substanz ist, desto gréRer ist das Ldslichkeitsverhaltnis.
Dies wiederum besagt fir Wirkstoffe mit einem hohem logP-Wert, dass die L&slich-
keit einer Substanz im Gallensalz gegentiber der Wasserldslichkeit deutlich erhéht
ist. Nur fur diese lipophilen Wirkstoffe macht es aus physiologischer Sicht tGberhaupt
Sinn, in die Mizelle zu penetrieren. Aufgrund ihrer geringen Wasserldslichkeit wirden
sie am Resorptionsort nicht in ausreichend hoher Wirkstoffkonzentration vorliegen. In
der Mizelle geldst, kann jedoch deutlich mehr Wirkstoff zur Darmwand transportiert
werden.

Fur lipophile Substanzen der BCS-Klassifizierung Il, d. h. schwerlésliche, gut perme-
able Arzneistoffe, kann daher erwartet werden, dass sie durch die erhéhte Gallen-
salzkonzentration in Folge der Nahrungsaufnahme besser I8slich sind und ihre Re-
sorption in den Kdérper dadurch erhéht ist. Dies konnte fiir die Substanzen Itraconazol
[logP = 6.08, Barone, 1993; Feola, 1997; Van-Peer, 1989], Chloroquin [logP = 4.63,
Tulpule, 1982], Halofantrin [Humberstone, 1996], Gemfibrozil [logP =4.48, Lu-
ner, 1994] , Gluthetimid [logP = 1.90, Bates, 1966], Griseofulvin [logP = 2.47, Ba-
tes, 1966] und Danazol [logP = 4.53, Bakatselou, 1991] nachgewiesen werden. Va-
lium® MM (Diazepam), Konakion® MM (Phytomenadion) und Cernevit® (Multivitamin)
werden deshalb sogar als Lésung verabreicht, in der als Solubilisatoren Glykochol-
saure und Lezithin verarbeitet wurden [Rote Liste, 2003].

Hydrocortison, das unter dem Einfluss von Gallensalzen eine kaum verbesserte Los-
lichkeit zeigt, 16st sich jedoch mit zunehmender Gallensalzkonzentration aufgrund
erhdhter Benetzbarkeit schneller auf [Naylor, 1993]. Fir Substanzen mit einem en-

gen Resorptionsfenster, kann die erhdéhte Aufldésungsgeschwindigkeit zu einer ver-
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besserten Resorption flhren.

1.4.4 Verschlechterte Resorption

FUr einige Substanzen wie z. B. Bropirimin [logP=1.63; Emori, 1995], Cefadroxil
[logP=-0.008 Carmona-lbanez, 1999], und Chinin [logP=4.65 Fritzsch, 2000) wird
bei Anwesenheit von Gallensalzen eine verminderte Resorption beobachtet.

Bei Cefadroxil ist bekannt, dass es sowohl passiv resorbiert wird, als auch Uber einen
Carrier-vermittelten Transport durch die Darmwand gelangt. Um den Einfluss von
Gallensalzen auf die Resorption von Cefadroxil zu untersuchen, fihrte Carmona-Iba-
nez in-situ Versuche am Rattendinndarm durch. Bei einer Cefadroxil-Konzentration,
die weit unter der fir eine Sattigung des Carriers notwendigen Konzentration liegt,
konnte eine verminderte Resorption beobachtet werden. Das Gallensalz ist bei einer
solchen Konzentration ein nichtkompetitiver Hemmer des aktiven Transports von
Cefadroxil. In-vivo hat Taurocholat auf die Resorption des Wirkstoffes keinen Ein-
fluss.

Fur Bropirimin wurde bei der Ratte beobachtet, dass in einem in-situ Modell die Re-
sorption des Wirkstoffes mit zunehmender Natriumglycocholat-Konzentration ab-
nahm. Emori erklart diesen Effekt damit, dass durch den Einschluss des Wirkstoffes
in die Mizelle, thermodynamische Aktivitdt von Bropirimin verloren geht. Der Wirk-
stoff, so Emori, hatte durch die Mizelle eine zweite Diffusionsschicht zu Gberwinden.
Fraglich ist allerdings, ob der Wirkstoff erneut aus der Mizelle heraus diffundieren
muss, um resorbiert zu werden.

Die Resorption von Chinin unter Zugabe von Gallensalzen wurde von Fritzsch mit
zwei verschiedenen Methoden untersucht. Zum einen verwendete er das Lipid-
Membran-Modell von Neubert/Flrst und zum anderen benutzte er Caco-2 Zellen. Die
zuletzt genannte Methode erwies sich als ungeeignet. Allein die Anwesenheit von
Gallensalzen fuhrt zu einer Zerstérung des Monolayers. Die Abnahme der Permeabi-
litdt von Chinin, die mit dem Lipid-Membran-Modell beobachtet wurde, kbnnte an den
in-vitro Bedingungen liegen.

In-vivo wird bei Chinin in einer erhéhten Wirkstoffkonzentration jedoch nicht die Per-
meabilitdt (z. B. durch Gallensalze) eingeschrénkt, sondern der Metabolismus sowie
der Efflux (durch P-Glykoproteine) des Wirkstoffs erhéht. Chinin ist bei Konzentratio-
nen von weniger als 1 mM ein verhaltnismaRig selektiver Inhibitor fur 2D6 und 3A4.
Bei héheren Konzentrationen inhibiert der Wirkstoff zusatzliche CYP450 Enzyme
[FDA, 1997].
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass ahnlich dieser beiden Fallbeispiele die Be-
hauptung einer reduzierten Resorption mittels Gallensalze oft schlecht begriindet

und in-vivo nicht nachweisbar ist.

1.5 Biopharmaceutics Classification System

Nach der oralen Gabe eines Medikamentes laufen folgende Prozesse ab. Zuerst
muss die Tablette den Wirkstoff freigeben (Dissolution) und sich der Arzneistoff im
Magen-Darm-Saft I6sen. Nur die geléste Substanz kann die Darmwand erreichen, in
den Korper penetrieren und Uber das Blut zum Wirkort gelangen. Léslichkeit und
Permeabilitdt sind demnach Substanzeigenschaften, die fur die Bioverfugbarkeit
einer Substanz von grof3er Bedeutung sind. Wie schnell eine Substanz dem Kdérper
zur Verfugung steht, wird durch die Freisetzung des Wirkstoffes aus der Tablette und
die Loslichkeit der Substanz bestimmt. Die Menge an geldstem Stoff, die dann tat-

sachlich ins Blut gelangt, wird durch die Permeabilitat bestimmt.

L |

...
L

o

e
B i
e
e
= e

L

Abbildung 1-11:  ,Schicksal” des Arzneistoffes im Dinndarm

Die FDA hat unter Berilicksichtigung dieser Substanzeigenschaften das “Biopharma-
ceutics Classification System“ (BCS) als Richtlinie fur Bioverfiigbarkeit-/Biodquiva-
lenz-Studien vorgeschlagen. Die Arzneistoffe werden ihrer Léslichkeit, bzw. Per-

meabilitdt entsprechend in vier Gruppen eingeteilt:

BCS-Klasse Loslichkeit Permeabilitit
I hoch hoch
Il niedrig hoch
i hoch niedrig
\Y) niedrig niedrig

Die Loslichkeit einer Substanz ist als "hoch” zu bewerten, wenn sich der Arzneistoff

in seiner Hochstdosierung Uber den gesamten gastrointestinalen pH-Bereich
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(pH 1 = 8) in 250 ml Flussigkeit auflésen lasst.

Eine hohe Permeabilitét eines Arzneistoffes liegt vor, wenn das Ausmal’ an Absorp-
tion mehr als 90 Prozent betragt [FDA Guidance]. Im Idealfall wird die absolute Bio-
verfugbarkeit aus Pharmakokinetik-Studien errechnet. Stehen solche Daten nicht zur
Verfugung, wird die Permeabilitat in-vitro mit CaCo-2 Zellen (Adenocarcinom-Zellen)
oder in vivo mit einem Perfusionsmodell [Lennernas, 1998] bestimmt.

Die Einteilung von Substanzen in die vier BCS-Klassen dient als Hilfsmittel, um fur
Immediate Release (IR)-Arzneiformen aus in-vivo Messungen von Wirkstoffen, eine
geeignete in-vitro Dissolution-Spezifikation zu entwickeln. Des Weiteren gibt die Ein-
teilung Auskunft Gber die zu erwartende Absorption nach oraler Applikation.
Substanzen, die der ersten Klasse des BCS-Systems angehdren, |6sen sich schnell
auf und werden sehr gut resorbiert. Zeitlich wird die Resorption vor allem von der
Magenentleerung bestimmt. Bei diesen Klasse-I-Substanzen kann die Zulassungs-
behdrde auf teure Bioverfugbarkeits- und Biodquivalenstudien verzichten. Ansonsten
reicht es bei dieser Klasse aus, durch die Bestimmung eines einzelnen Messpunktes
die Biodquivalenz zu bestatigen. Bei einer IR-Arzneiform missen nach 30 Minuten
85 Prozent des Wirkstoffes freigesetzt sein [Lipka, 1999].

Bei Klasse-lI-Substanzen sind die niedrige L&slichkeit bzw. eine langsame Freiset-
zungsgeschwindigkeit die resorptionslimitierenden Eigenschaften. Hat sich der Wirk-
stoff erst geldst, wird er aufgrund der guten Permeabilitdt schnell resorbiert. Bei die-
ser BCS-Klasse sind physiologische Parameter, wie der pH-Wert des Gastrointesti-
naltraktes und die solubilisierende Wirkung der Gallensalze von grofer Bedeutung.
Technologisch kann bei dieser Klasse versucht werden, z. B. durch eine Verkleine-
rung der PartikelgréRe, eine Erhéhung der Benetzbarkeit oder durch Lyophilisierung,
Einfluss auf die schlechte Léslichkeit zu nehmen. Darlber hinaus kann eine in-
vivo/in-vitro Korrelation fur diese Arzneistoffe fur den Fall erwartet werden, wenn die
in-vitro Dissolutiontests der in-vivo Freisetzung entsprechen. Dabei sollte das Unter-
suchungsmedium dem Volumen, der Elektrolytkonzentration, dem pH-Wert und der
Gallensalzkonzentration des Magen-Darm-Milieus entsprechen.

Die Klasse-llI-Substanzen besitzen eine hohe Léslichkeit, aber eine niedrige Resorp-
tion. Ihre schlechte Bioverfiigbarkeit ist durch die Arzneiform nicht zu beeinflussen.
Substanzen der BCS-Klasse IV besitzen sowohl eine schlechte Wasserldslichkeit,
als auch eine schlechte Permeabilitat.

Fir die Substanzen der beiden letzten Klassen ist es nur schwer bzw. gar nicht még-
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lich, mit Dissolutiontests die in-vivo Resorption zu simulieren, da nicht die Freiset-

zung, sondern die Permeabilitat ihre Resorption bestimmt bzw. mitbestimmt.



34 Zielsetzung

2 ZIELSETZUNG

Die Léslichkeit eines Arzneistoffes ist fir dessen Resorption nach peroraler Anwen-
dung eine der wichtigsten Eigenschaften. Nur eine Substanz, die am Resorptionsort
geldst vorliegt, kann durch die Darmwand penetrieren und in den systemischen

Kreislauf gelangen. Ist die Ldslichkeit des Wirkstoffes zu gering, kénnen in der zur

Verfigung stehenden Zeit nur kleine Mengen in das Blut gelangen. Besonders bei

einem schwerldslichen Arzneistoff sollte daher bekannt sein, ob er im Darm in einer

ausreichend hohen Konzentration gel6st vorliegt. Dabei reicht es nicht aus, die wass-
rige L&slichkeit zu kennen, da die L&slichkeit eines schwer-wasserléslichen Arznei-

stoffes im Korper sehr oft durch den pH-Wert und die Gallensalzkonzentration im

Dunndarm beeinflusst wird.

Die Entwicklung eines Arzneistoffes ist mit viel mehr Zeit und Aufwand verbunden,

wenn der Arzneistoff schlecht I6slich ist. Viele Probleme in der Entwicklung wirden

aber Uberhaupt nicht auftreten, wenn in der praklinischen Pharmaforschung L&slich-

keitsprobleme friihzeitig erkannt und chemisch optimiert wiirden. Hierflr ist eine L&s-

lichkeitsbestimmungsmethode erforderlich, die mit Substanzmengen < 5 mg aus-

kommt.

Zunachst musste daher eine Methode entwickelt werden, mit der die L&slichkeiten

mit kleinsten Substanzmengen bestimmt werden konnten. Anforderungen an diese

Methode waren ein hoher Durchsatz, eine hohe Reproduzierbarkeit der Werte und

eine einfache Handhabung. Auf3erdem sollten die Messwerte mit denen aus der tra-

ditionellen Shake-Flask Methode Ubereinstimmen. Die Verwendung unterschiedlicher

Medien musste problemlos mdéglich sein.

Zwei Methoden zur Ldslichkeitsbestimmung wurden untersucht:

a) Die potentiometrische L&slichkeitsbestimmung mit dem pSOL der Firma Sirius
war kurz vor Beginn der Arbeit neu auf dem Markt eingeflihrt worden. Die
Vorteile dieses Gerates sollten in einem sehr niedrigen Substanzverbrauch
und der Aufnahme von pH-abhangigen Ldslichkeitsprofilen liegen.

b) Die klassische Shake-Flask Methode sollte miniaturisiert und an die zuvor be-

schriebenen Anforderungen angepasst werden.

Des Weiteren sollte in der vorliegenden Arbeit der I6slichkeitsteigernde Effekt von
Gallensalzen auf schwerlésliche Arzneistoffe unter Variation des pH-Wertes unter-

sucht werden. Dafiir wurde die Léslichkeit von Sauren, Basen und Neutralstoffen bei
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unterschiedlichen Natriumtaurocholat-Konzentrationen und bei verschiedenen pH-
Werten gemessen. Zum Vergleich wurden die L&slichkeiten in einem Gemisch aus
Natriumtaurocholat und Lezithin im Verhéltnis 4:1 bestimmt.

Durch die Bestimmung der Léslichkeit bei 3.75 mmol NaTC/Lez (praprandialer Zu-
stand) und bei 15 mmol NaTC/Lez. (postprandialer Zustand) lasst sich der Einfluss
der Nahrungsaufnahme auf die L&slichkeit grob abschétzen.

AbschlieRendes Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines Algorithmus zur Berech-
nung der Loéslichkeit in NaTC/Lez.-Mizellen. Dieser kann zur Abschatzung von “food
effects” verwendet werden. Die Ldslichkeit unter simulierten intestinalen Bedingun-
gen zu kennen, kann bei der Entscheidung helfen, ob ein schwer wasserl6slicher

Stoff weiterentwickelt werden soll oder nicht.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Materialien

3.11 Untersuchungssubstanzen

3.1.11 Substanzauswahl

Die wichtigste chemische Eigenschaft fur die Auswahl der Untersuchungssubstanzen
war ihre sehr geringe L&slichkeit im wéassrigen Milieu. Des Weiteren sollten die Sub-
stanzen lipophil sein und einen Verteilungskoeffizient Oktanol/ Wasser > 2 haben.
Aullerdem war es erforderlich, dass die Substanzen einen hohen Schmelzpunkt be-
sitzen. Hintergrund fur diese Substanzanforderungen ist die Yalkowsky-Gleichung
-logS,, =-0.01-( MP - 25) - logP + 0.8.

Diese Gleichung fir die Berechnung von L&slichkeiten zeigt, dass ein hoher
Schmelzpunkt und ein hoher logP-Wert meist Indikatoren fiir eine geringe Lslichkeit
sind (s. Kap. 1.2.5).

Die nach den oben genannten Kriterien getroffene Vorauswahl an Wirkstoffen wurde
durch das Molekulargewicht weiter eingeengt. Um die Daten zum Aufbau von Re-
sorptionsmodellen verwenden zu kénnen, wurden nur Substanzen ausgewahlt, bei
denen die Resorption durch passive, transzelluldre Diffusion erfolgt. Wirkstoffe mit
einem Molekulargewicht von weniger als 250 g/mol nutzen neben der passiven,
transzellularen Diffusion auch die parazellulare Resorption, um durch die Darmwand
zu gelangen. Bei Substanzen mit einem Molekulargewicht von mehr als 750 g/mol
muss hingegen mit einer erschwerten Diffusion gerechnet werden, da die Molekl-
grélie den Diffusionskoeffizient erheblich beeinflusst (s. Kap. 1.3.2.2). Es wurden da-
her Wirkstoffe gewahlt, die mit ihrem Molekulargewicht im Bereich zwischen 250 und
750 g/mol liegen.

Um die pH-Abhangigkeit der Ldslichkeit unter Einfluss von Gallenkomponenten zu
untersuchen, wurden aus den mdéglichen Untersuchungssubstanzen neben Neutral-
stoffen auch S&uren, Basen und - mit Levothyroxin - ein Ampholyt gewahlt. Sduren

und Basen sollten moéglichst nicht identische pKs-Werte aufweisen.
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3.1.1.2 Physikochemische Eigenschaften

Aus einer Datenbank der Firma Merck mit den physikochemischen Eigenschaften
der auf dem Markt befindlichen Wirkstoffe, wurden die folgenden schwerléslichen
Substanzen ausgewahlt [Daten aus dem Merck Index, Beilstein, Hansch, 1990 u.
1995].

. MW Schmelzpunkt ac ac bas | bas
Wirkstoff logP | 1 a/mol] [°c1p PKar | PKez | PKor | Ko
Albendazol 3.04 265.3 210 11.83 3.30
Amiodaronhydrochlorid 7.19 681.8 163 8.73
Beclomethason-dipropionat 4.10 521.1 212
Betamethason 1.72 392.5 234
Betamethason-17-valerat 3.60 476.6 184
Danazol 4.53 337.5 226
Dexamethason 1.89 392.5 262
Dipyridamol 3.90 504.6 162 6.21
Dronabinol 6.97 314.5 25 10.60
Felodipin 4.26 384.3 145
Glibenclamid 473 494.0 173 4.99
Griseofulvin 2.47 352.8 221
Hydrocortison 1.61 362.5 220
Hydrocortison-21-Hemisuccinat | 2.35 484.5 171 4.54
ltraconazol 5.66 705.7 166 4.00
Ketoconazol 4.02 531.4 146 6.51 | 2.94
Ketotifenfumarat 3.69 4255 192 8.62
Levothyroxin 7.23 776.9 236 212 | 6.83 | 8.41
Mefenaminsédure 4.58 241.3 230 4.46
Miconazolnitrat 5.15 416.1 183 6.17
Niclosamid 4.67 327.2 204 5.77
Phenytoin (freie Saure) 2.47 252.3 296 8.41
Testosteronpropionat 3.72 344.5 120
Trifluoperazindihydrochlorid 5.03 480.4 243 8.10 | 3.90

Tabelle 3-1: Physikalisch-chemische Eigenschaften der Untersuchungssubstanzen
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3.1.1.3 Verwendete Chargen

Wirkstoff Charge Firma

Albendazol Lot 80H0751 Sigma
Amiodaron-HCI Lot 87H0597 Sigma
Beclomethason-dipropionat Lot 58H0439 Sigma

Betamethason Lot 66H1145 Sigma
Betamethason-17-valerat Lot 93H0330 Sigma

Danazol USP 23 L-262400 BMP GmbH, Hamburg
Dexamethason Lot 119H1328 Sigma

Dipyridamol Lot 79H1380 Sigma

Dronabinol Ch-B.: 110401 THC Pharma
Felodipin micronised 24-01 Lot 41688-01 Astra Haessle AB, Moelndal
Glibenclamid Lot 119H1330 Sigma

Griseofulvin Lot 50209015 Aldich
Hydrocortison-21-Hemisuccinat Lot 37H5011 Sigma

ltraconazol
Ketoconazol
Ketotifen-fumarat
Levothyroxin
Mefenaminsédure
Miconazolnitrat
Niclosamid

Phenytoin (freie Saure)
Testosteronpropionat
Trifluoperazin-2HCI

Lot 10153176
Lot P1446i
Lot 38H0374
Lot 70K18445
Lot 290H0444
3961C

Lot 36H1239
Lot 05731-059
Lot 77H0387
Lot 36H0807

Janssen Pharmaceutica
Biomol

Sigma

Sigma

Sigma

ICN

Sigma

Aldich

Sigma

Sigma

Tabelle 3-2: Verwendete Chargen der Wirkstoffe
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3114 Struktur der Untersuchungssubstanzen

Albendazol Amiodaron

Beclometasondipropionat

S
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Dipyridamol Felodipin
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3.1.1.5 Indikationen der Untersuchungssubstanzen

Wirkstoff Indikation Maximaldosis [mg]
Albendazol Anthelminthikum 400

Amiodaron-HCI Antiarrhythmikum 200
Beclomethason-dipropionat Broncholytikum/Antiasthmatikum 0.4 (inhalativ)
Betamethason Glucocorticoid 0.5

Betamethason-17-valerat
Danazol USP 23
Dexamethason
Dipyridamol

Dronabinol

Felodipin micronised 24-01
Glibenclamid

Griseofulvin

Hydrocortison
Hydrocortison-21-hemisuccinat
ltraconazol

Ketoconazol
Ketotifen-fumarat
Levothyroxin
Mefenaminsdure
Miconazolnitrat
Niclosamid

Phenytoin
Testosteron-propionat
Trifluoperazin-2HCI

Glucocorticoid/Dermatikum
Gonadotropin-Antagonist
Glucocorticoid
Thrombozytenaggregationshemmer
Antiemetikum

Antihypertonikum/ Kalzium-Antagonist
Antidiabetikum

Antimykotikum

Glucocorticoid

Glucocorticoid

Antimykotikum

Antimykotikum
Broncholytikum/Antiasthmatikum
Schilddrisentherapeutikum
Analgetikum/Antirheumatikum
Antimykotikum

Anthelminthikum

Antiepileptikum

Sexualhormone
Psychopharmakum, Sedativum

1.22 mg/g (topisch)
200

8

75

2.5

10

3.5

500

10

1334 (i.v.fi.m.)

100

200

1
0.12

500

20 mg/g (topisch)
500

100

50 (i.m.)

20

Tabelle 3-3: Indikationen der Untersuchungssubstanzen und ihre héchste Dosierung
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3.1.2 Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

HPLC

Merck LaChrom L-4500A Diode Array Detector
Merck LaChrom L-7360 Column Oven

Merck LaChrom D-6000A Interface

Merck LaChrom L-6200 Intelligent Pump

Merck LaChrom AS-4000 Intelligent Auto Sampler
Dynamic mixer (for fitting to the L-6200 pump)

Sartorius MC 1 Analysenwaage
Milli Q Gradient A10

CG 820 Labor-pH-Meter
Schittler TiMix S Control
Inkubationshaube TH 15
Sonorex TK 52 Ultraschallbad
Whatman Processor P40
pSol-3 Instrument
Thermomixer comfort
Rotavap Heidolph V2000
Wasserbad Buichi 461
Membranpumpe

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Hitachi, San Jose, USA

Sartorius AG, Géttingen, Germany

Millipore, Bedford, USA

Schott, Mainz, Germany

Johanna Otto GmbH, Hechingen, Germany
Johanna Otto GmbH, Hechingen, Germany
Bandelin electronic, Berlin, Germany
Whatman, Kent, UK

Sirius Analytical Instruments, East Sussex, UK
Eppendorf, Hamburg, Germany

Heidolph Instruments, Schwabach, Germany
Buchi, Flawil, Schweiz

Vacuubrand, Wertheim, Germany

Tabelle 3-4: Laborausstattung
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Labormaterialien

Fir die Arbeit wurden folgende Chemikalien und Materialien verwendet:

Substanz/Material

Spezifikation

Hersteller

Natriumtaurocholat
Ei-Lecithin

NaCl

NaH,PO4-H,0
Ammoniumacetat

HCI
Kaliumhydrogenphthalat
Natronlauge

Methanol

Acetonitril

Chloroform

Phosphorsaure

Diethylamin

Wasser

UniPrep Syringeless Filter
MiniPrep Syringeless Filter
Nalgene 4 mm Syringe Filter
Nalgene 4 mm Syringe Filter
Nalgene 4 mm Syringe Filter
Reaktionsgefal

Spritzen

Zentrifugenfilter VectaSpin 3™

Ch-B.: 31K5301

Lipoid E PC Ch-B.:105013-1
1.01540.0500
1.06346.1000

Ch-B.: 1116

Lichrosolv gradient grade
Lichrosolv gradient grade

Lichrosolv gradient grade

Ch-B.: 803010

Milli Q

0.45 ym PTFE

0.45 ym PTFE

0.45 pm Cellulose Acetat
0.2 ym Neylon

0.45 ym Neylon

Safe Lock 2.0 ml

1.0 mi

0.45 ym PVDF

Sigma, Deisenhofen, Germany

Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Germany
Millipore, Bedford, USA
Whatman, Kent, UK

Whatman, Kent, UK

Nalge Nunc, Rochester, USA
Nalge Nunc, Rochester, USA
Nalge Nunc, Rochester, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany
Terumo, Tokyo, Japan
Whatman, Kent, UK

Tabelle 3-5: Labormaterialien
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314 Gallensalze
Im folgenden sollen die verwendeten Gallenkomponenten kurz vorgestellt werden.
Die Hauptbestandteile der menschlichen Galle sind die Glykocholsdure und die Tau-
rocholsaure, die Uberwiegend als Natriumsalze vorliegen. Das Verhéltnis der Salze
zueinander liegt bei einem Drittel Taurocholat zu zwei Dritteln Glykocholat.

o) O .0 0

0
Taurocholsédure Glykocholsédure

Abbildung 3-1:  Struktur der Gallensauren Taurocholsdure und Glykochols&ure.

Dass fur die vorliegenden Untersuchungen jedoch das Taurocholat verwendet wurde
und nicht das doppelt so hdufig vorkommende Natriumglykocholat, liegt in den pKs-
Werten der Gallensduren begriindet. Die Taurocholsaure besitzt als Sulfonsdure
einen pKy-Wert von 1.8 - 2.0 [O'Maille, 1977; Eastwood, 1975] wahrend die Glyko-
cholsdure als Karbonsaure einen pK;-Wert von ca. 4.41 aufweist [Nair, 1971]. Fir die
Untersuchungen im pH-Bereich des Gastrointestinal-Traktes war es erforderlich,
dass es nicht zu einer lonisierung des Gallensalzes kommt. Bei einem sauren pH-
Wert von 5 liegt jedoch nur das Natriumtaurocholat vollkommen ionisiert vor und
wurde daher fir die Messungen bevorzugt.

Pedersen et al. [2000] zeigten zudem, dass sich die gemessenen L&slichkeiten fir
Danazol in Natriumglykocholat und in Natriumtaurocholat sowohl bei unterschiedli-
chen Gallensalzkonzentrationen als auch unter Zugabe von Lezithin im Verhéltnis

1:1 und 4:1 nur im Bereich der Messgenauigkeit unterscheiden.

3.1.5 Lezithin

Lezithin ist eine esterartig aufgebaute Verbindung aus je 1 Mol Glycerin, Phosphor-
saure, Cholin und zwei Molekllen Fettsdure. Bei den Fettsduren handelt es sich
meist um je eine gesattigte und eine ungeséttigte Fettséure, im allgemeinen Ol-,

Palmitin-, Stearin- und Linolsdure sowie Arachidonséure.
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Abbildung 3-2: Allgemeine Struktur von Lezithin

Da die Zusammensetzung der Fettsduren variiert, ist die Angabe einer definierten
Molmasse nicht mdéglich. Fur die Herstellung der NaTC/Lez. Mizellen wurde in der
vorliegenden Arbeit von einer Molmasse (Lipoid E PC-Lezithin) von 786.7 g/mol aus-
gegangen.

Reppas [mindl. Kommunikation] untersuchte, welches im Handel erhéaltliche Lezithin
in bezug auf die Fettsdurenzusammensetzung am ehesten dem menschlichen, bilia-
ren Phospholipid entspricht. Tabelle 3-6 verdeutlicht, dass das Ei-Lezithin dem Soja-
Lezithin vorzuziehen ist, da das Ei-Lezithin sowohl in quantitativer als auch in quali-
tativer Fettsdurenzusammensetzung den biliaren Phospholipiden des Menschen ah-
nelt [Angelico, 1992; Hatsushika, 1993; Hayes, 1992; Hay, 1993]. Die Zusammen-
setzung der Lezithine ist den entsprechenden Spezifikationsblattern der Firma Lipoid

GmbH zu enthnehmen.

humane bilidre Ei-Lezithin? fett-freiem

Phospholipide’ Soja-Lezithin®
Palmitinsaure ~50 ~31.5 ~14
Stearinsdure ~8 ~125 ~55
Palmitoleinsaure ~5 ~2 -
Olsaure ~14 ~30.5 ~6.5
Linolsaure ~ 20 ~15 ~71.5
Arachidonséaure ~2 ~3.5 -

Summe der 6 Fettsduren ~99 ~95 ~97.5

Tabelle 3-6: Zusammensetzung von Fettsduren (mol %) in humanen, bilidren
Phospholipiden, in Ei-Lezithin und in fett-freiem Soja-Lezithin

! iberwiegend Phosphatidylcholin

2 Lipoid E PC (98 % Phosphatidylcholin), Lipoid GmbH (Germany)

% Lipoid S 100 (94 % Phosphatidylcholin, 3 % Lysophosphatidylcholin), Lipoid GmbH

(Germany)
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3.2 Methoden

3.21 Untersuchungsmedien

Die Arzneistoffe wurden in folgenden Medien untersucht:

a)
b)

Pufferlésung mit Natriumtaurocholat,

Pufferlésung mit Natriumtaurocholat und Lezithin.

Fur die Pufferlésung werden 3.954 g NaH;PO4-H,0 und 6.186 g NaCl in einem Liter

Wasser gelést und mit Natronlauge oder Salzséure auf den entsprechenden pH ein-

gestellt.

a) Zu dem Puffer mit dem gewilnschten pH wird die entsprechende Menge NaTC

hinzugefigt und unter Ruhren gel6st. Es wurden Untersuchungsmedium mit

NaTC-Konzentrationen von 1, 3.75, 7.5, 15 und 30 mmol eingewogen.

b) Um den Zustand im GI-Trakt zu simulieren, wird zur taurocholathaltigen Pufferl6-

sung Lezithin in einem NaTC/Lez.-Verhaltnis von 4:1 hinzugefugt. Als Vorlage zur
Herstellung der Medien dient das Fasted State Simulated Intestinal Fluid
[Galia, 1998]. Die entsprechende Menge NaTC wird in 2/3 der oben beschriebe-
nen Pufferldsung (mit eingestelltem pH-Wert) gelést. Anschliellend wird die ge-
winschte Menge einer Lezithin-L6ésung (100 mg/ml Chloroform) hinzugefligt, wo-
bei sich eine milchig-tribe Emulsion bildet. In einem auf 40°C erwérmten Was-
serbad wird das Chloroform mit Hilfe eines Rotavapors mit dazugehériger Memb-
ranpumpe und Vakuum-Controller entfernt. Man beginnt mit einem Druck von
250 mbar und senkt ihn nach 15 Minuten auf ca. 100 mbar. Es entsteht eine klare
mizellare Lésung, die nicht mehr den Geruch von Chloroform aufweisen darf. An-
sonsten muss mit dem Evaporieren fortgefahren werden. Nach dem Abklihlen der
mizellaren Lésung auf Raumtemperatur wird die Lésung auf das gewiinschte

Volumen aufgefulit.

Folgende NaTC-Konzentrationen wurden untersucht:

1, 3.75 (praprandialer Zustand bei pH 6.5), 7.5, 15 (postprandialer Zustand bei
pH 5)) und 30 mmol NaTC unter Zusatz von Lezithin im Verhaltnis 4:1.

Folgende pH-Werte wurden untersucht:

pH5,6,7

fur einige Sauren und Basen zusatzlich pH 3, 4 und 8.
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3.2.2 Shake-Flask Methode

In der Pharmaforschung wird von einer neuen chemischen Verbindung meist nicht
mehr als 20 mg hergestellt. Mit dieser Substanzmenge sollen mdglichst alle praklini-
schen Untersuchungen durchgefuihrt werden. Daher war es eine der Zielsetzungen
der vorliegenden Arbeit, eine Ldslichkeitsbestimmungsmethode mit einem sehr ge-
ringen Substanzverbrauch zu entwickeln. AuRerdem wurde der Anspruch an die Me-

thode gestellt, einen hohen Durchsatz zu ermdglichen.
3.2.21 Methodenentwicklung

3.2.211 Thermomixer

Zuerst wurde versucht, den in der Literatur hdufig verwendeten Erlenmeyerkolben
durch ein kleineres Gefal} zu ersetzen. Als geeignet erwiesen sich die Reaktionsge-
falke Safe Lock der Firma Eppendorf mit einem Volumen von 2.0 ml. Diese eigentlich
fur die PCR (polymerase-chain-reaction) entwickelten Gefédl3e haben den Vortelil,
dass sie zusammen mit dem fir sie entwickelten Thermomixer comfort eine gute
Einheit bilden. Schuittelgeschwindigkeit und Temperatur sind sehr variabel einstell-
bar. Nach der gewilinschten Schittelzeit wird die Untersuchungslésung mit der
Spritze aufgezogen und durch einen Filter ins HPLC-Vial gespritzt. Die Wahl des
Filters ist von entscheidender Bedeutung. Das bendtigte Volumen an Untersu-
chungsmedium und die gemessene Ld&slichkeit hdngen vom Filtermaterial ab.
Untersucht wurde daher, welcher Filter fir die Versuche am besten geeignet ist.

Die Filter unterschieden sich vor allem im Filtermaterial. Es wurden Nylon-, Cellulo-
seacetat-, Polyvinylidenfluorid (PVDF)- und Polytetrafluorethylen (PTFE)-Filter ge-
testet. Des Weiteren wurde die optimale Porenweite der Filter ermittelt, wobei nur
Filter mit den Porenweiten von 0.2 ym und 0.45 pm untersucht wurden. Aulierdem
konnte zwischen Filterdurchmessern von 4, 13 und 25 mm gewahlt werden.
Filterdurchmesser

Die Filter mit 25 mm Durchmesser besitzen ein zu grof3es Totvolumen. Um den Ver-
lust an Untersuchungsmedium so gering wie mdéglich zu halten, sind Filter mit einem
Durchmesser von 4 mm am besten geeignet. Ein Nachteil dieser Filter ist jedoch,
dass schon geringe Mengen Feststoff, die vom Filtermaterial adsorbiert werden, aus-
reichen, die Poren zu verstopfen. Die Untersuchungslésung muss mit einem erhéh-
ten Druck durch den Filter gepresst werden und kann diesen zum Platzen bringen.

PorengréfRe
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Aus dem oben genannten Grund ist es unglnstig, Filter mit einer Porengréf3e von
0.2 um zu verwenden. Dies fihrt lediglich zu einem noch héheren Pressdruck. Da
eigene Versuche gezeigt haben, dass die gemessenen Ld&slichkeiten unabhangig
von den beiden Porengréf3en sind, sollten Filter mit einer PorengréRe von 0.45 pm
verwendet werden.

Filtermaterial

Von den untersuchten Filtermaterialien Nylon, Celluloseacetat, Polyvinylidenfluorid
(PVDF) und Polytetrafluorethylen (PTFE) eignete sich das PTFE am besten. Dieses
Material zeichnet sich dadurch aus, dass es keine Wechselwirkungen mit dem unter-
suchten Wirkstoff und dem wéassrigen Puffer eingeht.

Alternativen zum Spritzenfilter

Mit folgenden Alternativen wurde versucht, die enormen Pressdriicke, die sich beim
Filtrieren mit einer Spritze und der Verwendung eines Einmal-Filters aufbauen, zu

umgehen.

3.2.21.2 Vectaspin

Bei dieser Methode wird das Filtrat mit Hilfe der Zentrifugalkraft durch den Filter ge-
driickt. Der Vectaspin der Firma Whatman besteht aus zwei Einheiten, einem Grund-
kérper und einem etwa halb so grof3en Einsatz, an dessen Unterseite der Filter ein-
gelassen ist. Der Wirkstoff wird zusammen mit dem Untersuchungsmedium in den
Einsatz gegeben und geschuttelt. Zum anschliellenden Filtrieren wird der Vectaspin
zentrifugiert. Danach kann das Filtrat aus dem unteren Einsatz entnommen und
analysiert werden.

Die Methode erwies sich fur die Léslichkeitsmessungen als ungeeignet, da schon

wahrend des Schiittelns Lésung durch den Filter tropfte.

Abbildung 3-3: Vectaspin-Filter der Firma Whatman



Material und Methoden 51

3.2.21.3 Bohdan-Syntheseautomat

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass die Lésung statt durch manuelles
Zusammendricken einer Spritze, mit Hilfe von Pressluft durch den Filter gedriickt
wird. Die Reaktionsgefadl3e des Bohdan-Synthese-Automates werden eigentlich mit
Harz gefillt, an dem eine chemische Reaktion durchgefiihrt wird. Fur die L&slich-
keitsbestimmung war es mdglich, auf den Ausgang des Reaktionsgefales einen
4 mm Spritzenfilter aufzusetzen. Das Gerat wurde anschlie3end, wie in Abbildung
3-4 abgebildet, zusammengesetzt. In der unteren Box des Automaten befinden sich
entsprechende Auffangbehéltnisse fur die Lésung. An das Gerat wird von oben
Pressluft angelegt und die Lésung durch den Filter gedriickt.

Auch diese Methode erwies sich fur die vorliegenden Untersuchungen als ungeeig-
net, da sich die Reaktionsgefal3e nicht gleichmaflig mit der Pressluft leerten. Nach-
dem einige Reaktionsgefal3e leer waren, entwich die Pressluft hauptséchlich durch
diese Gefalle und fur die restlichen Behéltnisse war der Druck der Pressluft nicht

mehr hoch genug.

Abbildung 3-4: Bohdan-Synthese-Automat
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3.2214 Mikrotiterplatten

Das Gerat besteht aus einer Mikrotiterplatte, wobei der Filter am Boden der Platte
befestigt ist. Die Titerplatte wird auf ein Rack aufgesetzt, welches dem Auffangen der
einzelnen Lésungen dient. Beide Platten werden in ein luftdicht abschlieRendes Ge-
fal gestellt. Durch das Anlegen eines Vakuums gelangt das Filtrat durch den Filter.
Die Léslichkeitsbestimmung mit der Mikroplatte von Robbins Scientific schien zwei
Vorteile zu haben. Zum einen wird die Filtration dadurch erreicht, dass statt des
Pressdruckes ein Vakuum an das System angelegt wird. Zum anderen sind die
Mikrotiterplatten mit unterschiedlichen Volumina erhaltlich, so dass eine Minimierung
des Volumens mdglich gewesen ware.

Wie bei dem zuvor beschriebenen Vectaspin-Filter, hielten auch diese Filter wahrend
der langen Schiitteldauer nicht dicht und somit musste die Methode verworfen wer-

den.

Abbildung 3-5: Filterplate™-96 Microplate von Robbins Scientific



Material und Methoden 53

3.2.215 Whatman UniPrep/MiniPrep

Der abgebildete UniPrep Filter besteht aus zwei Teilen. In dem unteren Teil (dem
ReaktionsgefalR) findet die eigentliche L&slichkeitsmessung statt. Substanz und L6-
sungsmedium werden in diesem Teil zusammengebracht und mit dem oberen Stem-
pelgefal® abgedichtet.

— - — |

Abbildung 3-6: Whatman UniPrep- und MiniPrep-Filter

Der Vorteil dieses Filters, im Gegensatz zu dem zuvor erwahnten Vectaspin und den
Mikrotiterplatten, liegt darin, dass die Lésung zuné&chst gar nicht mit dem Filter in Be-
rihrung kommt. Erst nach dem Schiitteln wird das Stempelgefaly, in dessen Boden
sich der Filter befindet, in das Reaktionsgefal® gedrickt. Das System schliel3t sehr
gut ab, sodass kein Filtrat verloren geht. Zwar tritt auch bei dieser Filtration ein sehr
hoher Druck auf, aber von der Firma Whatman gibt es fir die Filtration eine automa-

tische Presse. Maschinell kénnen bis zu zwanzig Filter gleichzeitig filtriert werden.
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Abbildung 3-7: Presse fur die UniPrep-Filter

In die grol3en UniPrep-Filter passen 2 — 3 ml FlUssigkeit hinein, in die MiniPrep-Filter
hingegen nur 0.5 ml. Die MiniPrep-Filter haben jedoch dieselbe Abmessung wie ein
HPLC-Vial und kénnen somit direkt nach dem Filtrieren analytisch vermessen wer-
den.
Vorversuche zeigten, dass bei den Ld&slichkeitsbestimmungen in der HPLC mit den
MiniPrep-Filtern eine deutlich kleinere Peakflache fir die Probesubstanz erzielt
wurde, als mit den UniPrep-Filtern. Um die Filter vergleichen zu kénnen, wurden fol-
gende Versuche durchgefihrt:
1. Der Wirkstoff wurde in einen 50 ml Erlenmeyerkolbengegeben, mit dem
Untersuchungsmedium versetzt und 48 Stunden geschittelt. Danach wurde
die Lésung direkt durch einen 4 mm Spritzenfilter, bzw. durch Uni- und Mi-
niPrep’s filtriert.
2. Der Wirkstoff wurde 48 h lang im UniPrep geschuttelt und dann filtriert.
3. Der Wirkstoff wurde 48 h lang im MiniPrep geschuttelt und dann filtriert.
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. Herkunft der zu x
Filtertyp filtrierenden Losung Peak- Flache | Standardabw.
Spritzenfilter 50 ml Erlenmeyer 156287 6473
UniPrep Uniprep 157760 3175
50 ml Erlenmeyer 155835 4017
MiniPrep Miniprep 70887 6638
50 ml Erlenmeyer 98196 2024

Tabelle 3-8: Vorversuch, zur Uberpriifung der Eignung der Whatman UniPrep, bzw.
MiniPrep.
n = 10; Schuttelzeit = 48 h; Wirkstoff: Glibenclamid; Filtermaterial: 0.45 uym PTFE

Diese Versuche zeigen, dass der 0.45 um PTFE- Spritzenfilter und der entspre-
chende UniPrep-Filter ahnliche Peakflachen ergeben.

Bei den Messungen mit dem MiniPrep-Filter wird eine deutlich kleinere Peakflache
gemessen. Da sowohl die im MiniPrep direkt geschittelte Lésung, als auch die im
Erlenmeyerkolben geschittelte Losung kleinere Peakflachen ergeben, scheint der
Filter die Ursache fir den Substanzverlust zu sein. Vermutlich wird der Wirkstoff vom
Filtermaterial adsorbiert. Dieser Effekt tritt bei dem sehr kleinen Volumen der Mi-
niprep-Filter besonders hervor. Fur eine Adsorption am Filter spricht auch, dass die
verminderte Peakflache nur im wassrigen Milieu auftritt. Wird der Versuch mit in
Acetonitril geléstem Glibenclamid wiederholt, ist die Peakflache der im MiniPrep ge-
filterten Proben genauso grol3, wie die der ohne Filtration vermessenen Standards.
Bei diesen Messungen wird das lipophile Lésungsmittel vom Filtermaterial adsorbiert.
Aus diesen Vorversuchen wurde auf’erdem die Konsequenz gezogen, die ersten

Tropfen des Filtrats stets zu verwerfen.

3.2.2.2 Verwendete Shake-Flask Methode

a) Herstellung des Standards:

In einen 100 ml Messkolben werden ca. 20 mg Substanz exakt eingewogen. Der
Kolben wird bis zur Halfte mit einem Gemisch aus Acetonitril und Methanol im Ver-
haltnis 50:50 aufgeflllt. Danach wird der Kolben fiir zehn Minuten ins Ultraschallbad
gestellt und nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur bis zur Eichmarke mit dem zu-
vor erwahnten Gemisch aufgefullt.

Die Untersuchungssubstanz Levothyroxin I6st sich in diesem Gemisch nicht vollstan-
dig auf. Daher wurde der Erlenmeyerkolben zur Halfte mit Ethanol geflllt und dann
1 ml 1N HCI hinzugeflgt. Nach dem Ultraschallbad und dem Abkihlen auf Raum-
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temperatur wurde mit Ethanol aufgeflillt. Das dissoziierte Levothyroxin ist nun ausrei-
chend I6slich. Von jeder Substanz werden zwei dieser Urstandards hergestellt. Sie
werden in der HPLC vermessen und ihre Konzentrationen verglichen. So kann ein
Fehler bei der Einwaage ausgeschlossen werden.

Von einem der so hergestellten Urstandards werden drei Verdinnungen hergestellt,
sodass fur die Erstellung einer Kalibriergerade vier verschiedene Konzentrationen
zur Verfigung stehen.

b) Bestimmung der Schitteldauer

Bei der Bestimmung der Ldslichkeit mit der Shake-Flask Methode spielt die Zeit eine
entscheidende Rolle. Wie lange dauert es, bis sich ein thermodynamisches Gleich-
gewicht zwischen geldster und ungeléster Substanz einstellt? Kann bei der Vermes-
sung von Substanzen Zeit eingespart werden, ohne dass Abstriche in der Messge-
nauigkeit gemacht werden missen? Um diese Frage beantworten zu kénnen, wurde
bei den zuerst vermessenen Substanzen die Ldslichkeit bei allen Gallensalzkonzen-
trationen nach 4, 8, 24 und 48 Stunden bestimmt. Die Ergebnisse sind im Anhang
(Tabelle 6-2 bis 6-9) dargestellt.

Ein groRRer zeitbedingter Unterschied zwischen den jeweils gemessenen L&slichkei-
ten ist bei den meisten Stoffen nicht zu erkennen, in der Regel liegt der Unterschied
im Bereich der Standardabweichung. Lediglich bei Glibenclamid, Levothyroxin und
Ketoconazol liegen die Loéslichkeiten der 4-Stundenwerte deutlich unterhalb der Er-
gebnisse, die zu den anderen Zeitpunkten erhoben wurden. Bei diesen Substanzen
werden daher bei den weiteren Messungen erst nach 8 und 24 Stunden die Mess-
werte genommen. Danazol, Mefenaminsdure und Phenytoin zeigen schon nach kur-
zer Zeit sehr konstante Werte, sodass bei ihnen durch Probennahmen nach vier und
acht Stunden die Messzeit stark verkiirzt werden kann. Dipyridamol und Felodipin
zeigen von der Zeit der Probennahme unabhangige Ld&slichkeitswerte. Bei diesen
Substanzen werden Proben nach 4 und 24 Stunden vermessen. Auf die 48-Stunden-
Werte wird verzichtet, da keine deutliche Ldslichkeitssteigerung zu beobachten war.
Auch die Messreihe in NaTC/Lez.-Mizellen zeigt, dass die Léslichkeitsmessungen im
Rahmen der Standardabweichung nicht von dem Zeitpunkt der Probennahme beein-
flusst werden.

Fir eine zweite Gruppe von Untersuchungssubstanzen wurde eine Schittelzeit von
24 Stunden gewahlt, da nach dieser Zeit immer von einer konstanten Ld&slichkeit

ausgegangen werden kann. Auch aus zeitlichen Grinden erweist sich diese Schut-
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telzeit als ideal, da vor allem bei der Herstellung von NaTC/Lez.-Mizellen eine lan-
gere Vorbereitungszeit fur die Proben zu veranschlagen ist. Von einer méglichen
Probennahme nach vier Stunden wird abgesehen, da Stoffe wie Glibenclamid, Le-
vothyroxin und Ketoconazol gezeigt haben, dass fir sie 4 Stunden Schiittelzeit zu
wenig sind, um ein thermodynamisches Gleichgewicht zu erreichen. Auch die USP
empfiehlt eine Schitteldauer von 24 Stunden, um zu einer Gleichgewichtseinstell-
ung zu kommen [USPXXI].

Fazit: Empfehlenswert sind fur die L&slichkeitsbestimmungen in Gallensalz- und

NaTC/Lez.-Lésung Probenentnahmen nach 8 und 24 Stunden.

c) Eigentliche Léslichkeitsbestimmung

Die zu untersuchende Substanz wird im Uberschuss in eine Whatman UniPrep- Fil-
terkammer gegeben. Es werden 3 ml Untersuchungsmedium hinzugefiigt und die
Filterkammer mit dem Filterstempel verschlossen. Die Probe wird in den auf 37°C
temperierten Schittler gestellt und je nach Substanz 8 oder 24 Stunden bei 450 rpm
geschuttelt. Die Proben werden nach der Halfte der Schittelzeit aus dem Schiittler
genommen und kontrolliert. Bei Neutralstoffen reicht es aus, die Proben visuell auf
einen Uberschuss an Feststoff zu Uiberpriifen, bei Sduren und Basen wird zuséatzlich
der pH-Wert kontrolliert. Sollte sich die Substanz vollstdndig gelést haben, wird er-
neut Untersuchungssubstanz hinzugefugt. Da die Pufferkapazitdt manchmal zu ge-
ring ist, um den pH-Wert stabil zu halten, muss der gewinschte pH-Wert durch Zu-
gabe der erforderlichen Menge 0.1 M NaOH/0.1 M HCI wieder eingestellt werden.
Nach der vorgegebenen Schiittelzeit wird nochmals der pH-Wert der Probe kontrol-
liert. AnschlieRend wird die Probe filtriert, indem der Filterstempel mit Hilfe des
Whatman Prozessors in die Filterkammer gepresst wird. Dem mdglichen Verlust von
Wirkstoff durch Adsorption an das Filtermaterial wird durch das Verwerfen des ersten
halben Milliliters Filtrat Rechnung getragen. AnschlieRend wird das Filtrat in die vor-
bereiteten Vials gegeben und mit der HPLC vermessen.

Bei der Vorbereitung der Proben fir die HPLC-Analytik muss darauf geachtet wer-
den, dass die Probe nicht auf Raumtemperatur abkihlt, da sonst die Gefahr der Pra-
zipitation besteht. Bei einer der verwendeten HPLC-Anlagen stand ein temperierba-
rer Autosampler zur Verfiigung. In diesem Fall genligte es, die Vials im Autosampler
rechtzeitig zu temperieren und zlgig zu arbeiten. Bei dem nicht beheizbaren Auto-

sampler wurde in die Vials ein organisches Lésungsmittel (0.25 ml Methanol) vorge-



58 Material und Methoden

geben. Das Lésungsmittel verhindert das Prazipitieren des Wirkstoffs nach Zugabe
von 1 ml Probenfiltrat.

Es wurden jeweils mindestens Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

3.2.2.3 HPLC-Methoden

Das Ziel bei der Entwicklung der HPLC-Methoden war, bei méglichst vielen Substan-
zen mit der gleichen Sdule und denselben FlieBmitteln arbeiten zu kénnen. Die Me-
thoden sollten sich méglichst nur in der prozentualen Zusammensetzung der Flief3-
mittel, der Laufzeit und der gemessenen Wellenldnge unterscheiden.

Auch bei den spéateren Léslichkeitsbestimmungen ist es wichtig, nicht fir jede Sub-
stanz erst eine neue Methode entwickeln zu missen, sondern schnell auf eine Stan-
dardmethode zurtickgreifen zu kénnen.

Als beste Lésung erwies es sich, die Sauren separat mit einer eigenen Methode zu
analysieren, wahrend die Basen und die Neutralstoffe mit einer anderen Methode

quantifiziert wurden.

Sauren:
Fur die Sauren wurde eine 250-4 mm LiChrosorb® RP-18 (5 um) Saule mit
ACN (LiChrosolv gradient grade) und 0.01 N HCI als FlieBmittel verwendet.

Die Bedingungen im Einzelnen waren:

Substanz FlieBmittelverhaltnis Fluss [Wellenldnge | Retentionszeit
ACN : 0.01N HCI [ml/min] [nm] [min]
Glibenclamid 55:45 1.5 230 3.5
Hydrocortison-21-Hemisuccinat 35:65 1.5 246 5.1
Mefenaminséure 55:45 1.5 220 11.8
Niclosamid-Ethanolamin 60:40 1.5 320 5.8
Phenytoin 40:60 1.5 212 3.7

Basen und Neutralstoffe:

Fr die Basen und Neutralstoffe wurde eine 250-4 mm LiChrospher® 60 RP-select B
(5 ym) Saule verwendet.

Als Flief3mittel kam eine 0.5-prozentige Ammoniumacetat-Lésung und eine

0.2-prozentige methanolische Diethylaminlésung zum Einsatz.
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Die Bedingungen im Einzelnen waren:

Substanz FlieBmittelverhaltnis Fluss |Wellenldnge | Retentionszeit
(NH4),AC-Lsg. : DEA-Lsg. | [ml/min] [nm] [min]
Albendazol 45:55 1.5 230 5.0
Griseofulvin 45:55 1.5 294 6.2
Dexamethason 45:55 1.5 241 4.1
Betamethason 45:55 1.5 241 4.2
Beclomethason-dipropionat 30:70 1.5 242 4.6
Betamethason-17-valerat 30:70 1.5 240 2.5
Itraconazol 30:70 1.5 260 4.8
Danazol 30:70 1.5 280 4.0
Felodipin 30:70 1.5 362 3.9
Testosteron-propionat 30:70 1.5 244 7.3
Dipyridamol und Miconazol:
Substanz Flielmittelverhaltnis Fluss [ Wellenlange | Retentionszeit
(NH4),AC-Lsg.:DEA-Lsg.:ACN | [ml/min] [nm] [min]
Dipyridamol 30:55:15 1.5 294 51
Miconazol 30:45:25 1.5 227 8.1
Ketoconazol:
Substanz FlieBmittelverhaltnis Fluss |Wellenldnge | Retentionszeit
ACN : H,O : DEA-Lsg [ml/min] [nm] [min]
Ketoconazol 48:47:05 1.0 218 4.2
Dronabinol:

Dronabinol entspricht strukturell dem [9-Tetrahydrocannabinol. Im Gegensatz zur

natlrlichen Biosynthese entstehen bei der chemischen Synthese jedoch drei weitere

Isomere. Die beste Trennung der Isomere konnte mit einem Gradienten erreicht wer-

den.
Substanz FlieBmittelverhaltnis Fluss [Wellenlange [ Retentionszeit
0.1%TFA : ACN [ml/min] [nm] [min]
Dronabinol Omin  70:30 (gradient) 1.0 212 26.6
3min  70:30
15 min  20:80
22 min  20:80
23 min  70:30
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Levothyroxin und Amiodaron:

Fur die Analytik von Levothyroxin und Amiodaron wurde eine Chromolith™ Perfor-
mance RP-18e (100 x 4.6 mm) verwendet. Diese Saule hat den Vorteil, dass durch
ihre geringe L&nge und ihre Saulenbeschaffenheit die Retentionszeit der Substanzen
ohne Qualitatsverlust stark verkirzt werden konnte. Da beide Substanzen einen ho-
hen logP-Wert besitzen, konnte durch den Einsatz dieser Sdule eine Verkirzung der

Laufzeit und damit eine deutliche Erh6hung des Durchsatzes erreicht werden.

Substanz Flielmittelverhaltnis Fluss | Wellenlénge | Retentionszeit
Phosphatpuffer (pH 3) : ACN | [ml/min] [nm] [min]

Amiodaron-hydrochlorid 45:55 1.5 240 4.9

Levothyroxin 70:30 20 225 4.8

3.23 pSol-Methode (potentiometrische Titration)

3.2.3.1 Aufbau des Gerites

Das pSol-Gerat ist sehr einfach aufgebaut. Es besteht aus einem Reagenzglas, in-
dem die Titration stattfindet und einem temperierbaren Glasgefaly. In das Reagenz-
glas werden die Elektrode und drei sehr feine Kapillaren eingefihrt, die die Elektrolyt-
|6sung, Natronlauge und Salzs&ure hinzufugen. Die Messung wird mit dem Compu-
ter gesteuert.

Abbildung 3-8: pSol-Instrument der Firma Sirius Analytical Instruments
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3.2.3.2 Blank-Titration

Am besten vor jeder Messung, zumindest aber zu Beginn jeder Woche, sollte eine
Uberpriifung des Gerates, bzw. der Titranden erfolgen. Die Natronlauge wird gegen
eine genau eingewogene Menge Kaliumhydrogenphthalat titriert und anschlief3end
der Titrationsfaktor ermittelt. Nachdem die genaue Konzentration der Natronlauge
bekannt ist, wird die Salzsdure gegen die Natronlauge titriert und auch fur die Salz-
saure der Titrationsfaktor bestimmt. Bis auf einen geringen Aufwand bei der Start-
prozedur lauft dieser Prozess automatisch ab. Auch die Berechnung des Titrations-
faktors wird von dem Geréat selbst durchgefihrt.

Nachdem beide Titranden kalibriert worden sind, wird eine Saure-Base-Blank-Titra-
tion durchgefiihrt. Es wird mit HCI auf pH 2 titriert und mit der Natronlauge auf pH 12
zurucktitriert. Fur die Auswertung der spateren Messung und die Bestimmung des

Elektrodenfehlers ist die Blank-Titration unerlasslich.

3.23.3 Versuchsdurchfiihrung

In das Probenglas wird 0.1 bis 1 mg der zu untersuchenden Substanz exakt einge-
wogen und das Probenglas in das Temperiergefal gestellt. Das pD-3 Programm wird
gestartet.

In das Programm wird eingegeben, ob man im walrigen Milieu arbeiten will, oder ob
ein organisches Kosolvenz verwendet werden soll. Weiterhin benétigt das Programm
die Information, um was fir eine Substanzklasse es sich handelt. Liegt eine Saure,
eine Base oder ein Ampholyt vor? Fir diese Einteilung ist auch die Eingabe einer
generellen Formel (z. B. BHCI fur das Saurechlorid einer Base) notwendig, die an-
gibt, wie viele Protonen vorliegen und ob die Substanz eine Reinsubstanz ist oder ein
Salz.

Um die Titrationsbedingungen (Anzahl der Messpunkte, Volumen der einzelnen
Titrationsschritte) besonders gut an eine Substanz anpassen zu kénnen, wird die
Titrationskurve vor der Messung berechnet. Daflr ist die prazise Angabe des pKs-
Werts und des Molekulargewichts notwendig. Die Eingabe des logP-Werts ist nicht
unbedingt erforderlich, ermdglicht aber die Berechnung der Léslichkeit und erhéht
damit die Genauigkeit der simulierten Titrationskurve.

Weitere notwendige Angaben sind die exakte Einwaage der Probe, die Anzahl der
gewinschten Messungen (maximal drei), das Volumen des Puffers, in dem die Mes-

sung durchgefihrt werden soll und zuletzt der pH-Bereich, der vermessen werden
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soll.

Zu Beginn der Messung wird die Elektrode in einen Puffer von pH 7 gehalten und so
zum einen auf diesen pH-Wert kalibriert, zum anderen wird die Abweichung der pH-
Messung Uberprift. Bei einer Abweichung von weniger als

0.02 mV kann mit der eigentlichen Messung begonnen werden.

Ein Rihrfisch, die Elektrode und die drei feinen Kapillaren fir Saure, Base und Puffer
werden mit destilliertem Wasser abgespult und in das Probengefald eingefuhrt. Hier-
bei ist darauf zu achten, dass sich die Elektrode und die Kanulen nicht berthren. Der
Magnetrihrer wird eingeschaltet.

Das Gerat wird selbsténdig eine geringe Menge Saure oder Base zugeben, um die
vorgelegte Substanz zu I6sen. Nach automatischer Zugabe der verlangten Menge
Puffer wird der gewtlinschte Start-pH eingestellt. Die geléste Substanz ist wieder
ausgefallen und liegt fein verteilt in Lésung vor. Die automatische Sammlung von

Messpunkten folgt.

3.2.34 Messung unter Zugabe eines Kosolvenz

Die Messung mit einem Kosolvenz lauft genauso ab, wie die vorher beschriebene
Messung im wassrigen Milieu. Zur Probensubstanz wird jedoch zusatzlich ein gerin-
ger Anteil eines organischen Lésungsmittels gegeben. Fur die vorliegenden Ergeb-
nisse wurde als Kosolvenz meist Methanol verwendet. Wahrend man im wéassrigen
Milieu die Wahl hat, wie viele Titrationen man hintereinander durchfihrt, empfiehlt es
sich mit Methanol immer mindestens drei Laufe durchzufiihren. Durch Zugabe von
unterschiedlichen Mengen Methanol erhalt man drei intrinsische Lo&slichkeiten bei
unterschiedlichen Volumenprozent Methanol und die Software extrapoliert anschlie-
Rend selbstdndig den log So,-Wert flir die intrinsische Wasserldslichkeit

(0 Volumenprozent Kosolvenz).

3.23.5 Auswertung der Messung
In Kapitel 1.2.6.2 wurde beschrieben, dass die Ldslichkeit nach der Gleichung

logS,, 0log/C/2[0pKaPP OpK,|, berechnet wird. Die mit dem Gerat gelieferte Soft-

ware berechnet aus den Datenpunkten den Bjerrum-Plot und daraus wiederum den
scheinbaren pK,-Wert. Ebenfalls erwdhnt wurde, dass die Kurve durch eine gewich-
tete mathematische Methode der kleinsten Fehlerquadrate berechnet wird. Uber ei-
nen iterativen Algorithmus wird die theoretische Kurve auf die Messpunkte gefittet.

Die Qualitat der Ergebnisse steigt mit jeder neuen Berechnung, da fir den neuen Fit



Material und Methoden 63

auf die zuletzt berechneten Daten zuriickgegriffen wird. Die Ubereinstimmung der
Datenpunkte mit dem Plot wird durch den GOF-Wert (Goodness of Fit) angegeben.
Sobald der GOF-Wert konstant bleibt, ist die Berechnung des logSo-Wertes abge-
schlossen. Durch das Ausschliel3en von “Outliern®, kann die Gute der Kurve even-

tuell noch verbessert werden.

3.24 Messung des Verteilungskoeffizienten Oktanol/ Wasser
Der Verteilungskoeffizient Oktanol/ Wasser (logP- Wert) wurde mittels einer HPLC-

Methode bestimmt.

3.241 Verwendete Gerite

Gerat Spezifikation

Pumpe L- 6200 Intelligent Pump

Detektor L- 3000 Photo Diode Array Detector

Autosampler  [AS- 4000 Intelligent Auto Sampler
Thermostat T- 6300 Column Thermostat

Interface D- 6000 Interface

Saule Superspher 100 RP-18 LiChroCART (50*4 mm)
Superspher 100 RP-18 LiChroCART (75*4 mm)

pH-Meter CG 820 (Schott)

Tabelle 3-7: Fir die Messungen des logP-Wertes verwendete Geréate

Alle Gerdte stammen von der Firma Merck-Hitachi, nur das pH- Meter ist von der
Firma Schott.

3.24.2 Verwendete Chemikalien

- Methanol, LiChrosolv (Merck)

- Phosphatpuffer pH 6.88 +/- 0.02 (Merck)

- Phosphorsaure 20 %
(hergestellt aus 235 ml 85 % Phosphorsaure p.A. (Merck) und 765 ml deionisiertes
Wasser)

- deioniertes Wasser

Ldésungsmittel

900 ml Methanol + 100 ml deionisiertes Wasser



64 Material und Methoden

Probenvorbereitung

Von der Substanz werden ca. 0.001 mmol eingewogen und mit 5 ml Methanol ver-
setzt. Die Lésung wird fir zehn Minuten in ein Ultraschallbad gestellt. Falls die L6-
sung danach noch trib ist, wird die Probe durch einen Einmalfilter mit der Poren-

gréRe 0.45 pm filtriert und anschliefend in die Vials der HPLC-Anlage gefillt.

3.24.3 HPLC- Bedingungen

Saule Superspher 100 RP-18 LiChroCART 5014 mm (Merck) oder
Superspher 100 RP-18 LiChroCART 7514 mm (Merck)

Flussrate 1.0 ml/min

Temperatur 37°C

Detektor 210 nm als Standardeinstellung, ist aber variabel

Injektionsvolumen 10 pl

Mobile Phasen

Methanol Phosphatpuffer (pH 6.88)
a) 750 ml 250 ml
b) 700 ml 300 ml
C) 650 ml 350 ml
d) 600 ml 400 ml
e) 550 ml 450 ml
f) 500 ml 500 ml
9) 450 ml 550 ml
h) 400 ml 600 ml
i) 350 mi 650 ml
j) 300 ml 700 ml
k) 250 ml 750 ml
) 200 ml 800 ml

Die 12 mobilen Phasen werden durch einen Teflonfilter filtriert und im Ultraschallbad
15 Minuten lang entgast. Der pH der mobilen Phase liegt zwischen 7.6 — 8.4 (abhén-
gig vom prozentualen Anteil an Methanol). Der pH-Wert von jeder mobilen Phase

wird mit der 20-prozentigen Phosphorsaure auf pH 7.20 justiert.
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3.24.4 Messungen

Die Retentionszeit der Wirkstoffe wird in den 12 mobilen Phasen bestimmt. Nach je-
dem Wechsel der mobilen Phase wird die Sdule 15 Minuten lang mit der neuen
Phase aquilibriert. Danach wird durch die Injektion von Thioharnstoff (¢ ~ 0.1 mg/ml

mobile Phase) die Totzeit bestimmt.

3.24.5 Auswertung
Fr die Auswertung wird zuerst der Kapazitatsfaktor k' bestimmit.

Retentionszeit des Wirkstoffes [0 Totzeit
Totzeit

k'C

Anschlieend wird der log k' gegen die Volumenprozente Methanol aufgetragen. Mit
den drei Datenpunkten, die den héchsten Wassergehalt aufweisen, wird eine lineare
Regression durchgefuhrt und auf 0 % Methanol extrapoliert. Der Y-Achsenabschnitt
ergibt den logk®"-Wert.

Uber den logk®P-Wert kann der logP-Wert (Oktanol/Wasser) berechnet werden. Der
logP ist unabhangig von der GréRe des Molekiils. Dies gilt allerdings nicht fir den
logk®P-Wert, da die Retentionszeit durch Interaktionen mit dem S&ulenmaterial von
der MolekulgréRe abhéngig ist. Daher ist eine Korrektur erforderlich.

Séauren und Basen sind bei dem eingestellten pH-Wert von 7.2 ionisiert. Da der logP-
Wert fur nichtionisierte Molekile gilt, ist auch hierfir eine Korrektur notwendig. Die

pKas- Werte fir Sduren und Basen miissen bekannt sein.

Fur die neutralen Molekile

long, lneutral 00,

fUr die Sauren

lon ., ;acidl 0 logA 110 PKatpH |

fur die Basen
lon, lbasel [ log/ 110-PKatPH.

Anhand dieser Uberlegungen wird deutlich, dass man durch Variation des pH-Werts,
anstatt der Methanolkonzentration, den pK,;-Wert einer Substanz auch mit der HPLC
ermitteln kann.

Far die Berechnung des tatsachlichen logP-Wertes ergibt sich folgende Formel:
logPow = a logk®® + b ioncorr - € i0Ncorr - d MW + & MW? + f

a, b, c, d, e und f = Korrekturfaktoren
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Nach einer Kalibrierung mit Eichsubstanzen kann unter Verwendung dieser Glei-
chung der logPow berechnet werden. Die erhaltenen logP-Werte sind vom Messin-
strument, der Saule und dem Saulenmaterial unabhangig.

Die Abbildung 3-9 zeigt die Korrelation zwischen dem logPow-Wert und dem aus

logk®®, iongor und dem Molekulargewicht errechneten Wert.
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Abbildung 3-9: Korrelation zwischen den gemessenen logP-Werten aus der
Literatur und den mit Hilfe der HPLC bestimmten und berechneten
logP-Werten

Die zur Kalibrierung verwendeten Substanzen sind im Anhang (Tabelle 6-10) aufge-
fahrt [Marz, unpublished data].

FUr eine Saule vom Typ LiChroCART Superspher 100 RP-18, 7504 mm ergibt sich
folgende Gleichung:

logPow = 1.081 logk®”® + 0.215 iongor — 3.688E-3 MW + 0.335

(n=47,r*=0.97, s = 0.30).
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3.2.5 Berechnung des logD-Werts

Der Verteilungskoeffizient logD fir Oktanol/Wasser wird nur im Zusammenhang mit
ionisierbaren Molekllen verwendet. Ansonsten entspricht der logD-Wert dem logP.
Im Allgemeinen ist der Verteilungskoeffizient logD definiert als die Summe der Kon-
zentrationen aller geladenen und neutralen Zustandsformen einer Substanz im or-
ganischen Lo6sungsmittel, geteilt durch die Konzentrationen der gleichen Zustands-
formen in Wasser. Die Konzentration der geladenen lonen hangt dabei entscheidend
vom pH-Wert der Lésung und dem pKz-Wert der Substanz ab.

Es ist haufig nicht mdglich, den logD-Wert Gber das gesamte pH-Spektrum experi-
mentell zu bestimmen, da die Konzentration des nicht-ionisierten Molekuls bei hohen
logD-Werten in der wassrigen Phase dulerst gering ist und somit kaum analysiert
werden kann. Erschwerend kommt hinzu, dass sich die Phasen Oktanol und Wasser
nicht scharf genug trennen lassen und somit schwer festzustellen ist, ob die analy-
sierte, sehr geringe Konzentration wirklich nur aus der wassrigen Phase stammt. Ein
Zahlenbeispiel soll die Schwierigkeit bei der experimentellen logP-Bestimmung ver-
deutlichen. Bei einem logP > 5 kommt auf 100 000 Molekile in der organischen
Phase, ein Molekul in der wéssrigen Phase. Analysiert wird hierbei die wassrige
Phase, also das eine Molekil. Durch die unprdzise Phasentrennung kann es leicht
passieren, dass einige der 100 000 Molekile bei der Analytik mitbestimmt werden.
Schon ein einzelnes Molekil mehr in der wéassrigen Phase fihrt zu einer doppelt so
hohen Konzentration der Substanz in der wassrigen Phase. Experimentell ermittelte
hohe logP- oder logD-Werte sind daher oft mit einem grol3en Fehler behaftet. Eine
Berechnung dieser Werte fuhrt daher oft zu besseren Ergebnissen.

Bei den Algorithmen nutzt man zur Bestimmung des pH-abhangigen logD-Profils das
Wissen, dass fur eine Vielzahl einfach-geladener Molekiile, die Differenz zwischen
dem logD des ionisierten Molekuils und dem logD des ungeladenen Molekdls vier log-
Einheiten betragt. Oft liegt diese Differenz bei Sduren etwas oberhalb von vier und
bei Basen etwas unterhalb von vier [Scherrer, 1989; Avdeef, 1996]. In den unten an-
gegebenen Algorithmen verandert sich der logD-Wert aber nur auf3erst gering, wenn

fur Sauren statt 4, 4.5 und fur Basen 3.5 eingesetzt wird.

Far Sauren gilt:
logD [ |Ogﬂ10|ogP 0 10]|ong4DpKaDpH[HD Iog[h 0 10]DpKa[pH[L
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fir Basen:
IogD 0 |OgulologP 0 10[IogPD4DpKa(base)DpH[HD Iogm 0 10[pKa(base)DpH]H,
und far Ampholyte:

IogD 0 IogHIO'OgP 0 10(IogPD4DpkaDpH) 0 1O]IogP[I4DpKa(base)DpH[HD Iog(1 0 1OUDpKaDpH[
0 10]pKa(base)DpH[)_

Die Algorithmen wurden von Marz [mindl. Kommunikation] nach Pliska et al. [1995]

modifiziert.

3.2.6 Fehlerbetrachtungen

Fehlerquellen bei der Bestimmung der logP- bzw. der Berechnung der logD-Werte:
Die experimentellen logP-Werte wurden sowohl mit dem GLpKa-Gerat der Firma Si-
rius Analytical Instruments, als auch mit der in Kap. 3.2.4 beschriebenen HPLC-Me-
thode bestimmt. Aus den experimentell bestimmten Werten und den Literaturwerten
wurde die Standardabweichung bestimmt. Generell gilt, wie bereits im vorhergehen-
den Kapitel erwahnt, dass der logP-Wert von sehr lipophilen Substanzen sehr
schwer zu bestimmen und daher oft Fehler behaftet ist. Die Messgenauigkeit des
logP-Werts von Substanzen mit einem logP-Wert zwischen 0 und 3 liegt nach Méarz
[mindl. Kommunikation] bei 0.3 bis 0.4 log-Einheiten. Substanzen mit einem

logP > 4.5 weisen einen héheren Fehler von 0.5 bis 1.0 log-Einheit auf.

An dieser Stelle sollen auch Fehlerquellen bei der Bestimmung der Léslichkeit er-
wahnt werden, die jedoch nicht genauer analysiert wurden. Die meisten von ihnen
sind allerdings in die Standardabweichung der Léslichkeitswerte eingegangen.

- Fehler bei der Einwaage:

Sowohl die Herstellung der Vergleichsstandards fir die HPLC, als auch die Herstel-
lung der NaTC-, bzw. der Lezithinlésung sind mit Wagefehlern behaftet. Bei der Her-
stellung dieser Lésungen treten auch Volumenfehler auf.

- Reinheitsfehler:

Des Weiteren ist zu beachten, dass vor allem das Lezithin keine 100-prozentige
Reinheit besitzt. Vom Hersteller werden 98 % garantiert. Ebenso kénnen Verunreini-
gungen bei den Untersuchungssubstanzen zu einer verbesserten Léslichkeit fihren.
- Temperaturfehler:

Einen erheblichen Einfluss auf die L&slichkeit hat die Temperatur. Die Schittelappa-

ratur wurde auf 37°C erwarmt. Die Genauigkeit des Gerates wird mit 0 2°C angege-
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ben. Ein wesentlich gréRerer Fehler kann auftreten, wenn die Probe aus der tempe-
rierten Schittelapparatur herausgenommen und bei Raumtemperatur analysiert wird.
Um ein Ausfallen der Substanz zu verhindern, wurde in die HPLC-Vials 0.25 ml or-
ganisches Ldsungsmittel vorgegeben. Filter und Pipetten wurden fir die Filtration
vorgewarmt. Hierbei besitzen die UniPrep-Filtern den Vorteil, dass die komplette Filt-

riereinheit in den Schuttler gestellt werden kann.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Methodenvergleich - potentiometrische Titration

versus Shake-Flask

Im folgenden Kapitel wird auf die Unterschiede zwischen den zur Ld&slichkeitsbe-
stimmung verwendeten Methoden eingegangen. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit
stellte sich zunachst die Frage, welche Methode fir die Léslichkeitsmessungen am
geeignetsten ist. Sowohl fir die eigenen Messungen, als auch fir die Léslichkeits-
untersuchungen der Firma Merck mussten bestimmte Kriterien erfillt werden. Fir die
Loslichkeitsmessungen unter dem Einfluss von Gallensalzen waren Genauigkeit, ein
hoher Durchsatz und die problemlose Verwendung unterschiedlicher Medien vorran-
gig. Durch die grof3e Anzahl an Messungen wurde auf3erdem ein geringer Substanz-
verbrauch angestrebt.

Aufgrund seines geringen Substanzverbrauchs und der Méglichkeit ein pH-abhangi-
ges Loslichkeitsprofil zu vermessen, interessierte die Firma Merck zu Beginn der Ar-

beit besonderes das pSol-Gerat.

Dipyridamol
Fur Dipyridamol konnten folgende Léslichkeiten mit den unterschiedlichen Methoden

ermittelt werden:

Shake-Flask pSol pSol pSol
Kosolvenz MeOH* | Kosolvenz MeOH**
oH Loslichkeit Ldslichkeit L&slichkeit Loslichkeit
[ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml]
3.5 2199.4 0994
4.2 342.7
5.0 541022 39.904.98 120.1 88.9
6.0 10.500.94 5.500.66 16.5 12.2
7.0 490013 2100.25 6.2 4.6
7.8 6.000.22 1.800.22 5.3 3.9

Tabelle 4-1: Bestimmung der Ldslichkeit von Dipyridamol bei 37°C mit unterschied-
lichen Methoden
* Messung mit dem Kosolvenz MeOH. Es wurden alle 9 Messpunkte verwendet.
> Messung mit dem Kosolvenz MeOH. Die Messpunkte bei 21.9 % MeOH wur-
den nicht in die Berechnung der Regressionsgeraden einbezogen.

Bei der potentiometrischen Ldslichkeitsbestimmung wurde die Messung unter Zusatz
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von unterschiedlichen Mengen Methanol wiederholt.

Volumenprozent -log S, i
Methanol M B

89 4.905 s P e
105 4,812 .
12.7 4618 E T
16.0 4.264 , S
219 3.869 .
219 3.931
333 4.073 - S L
455 3.642 ) —
62.2 2743

Tabelle 4-2: Lo6slichkeitsbestimmung von Dipyridamol mit dem pSol-Gerat unter Ver-

wendung eines Kosolvenz (Methanol)

Bestimmt wurden der Logarithmus der intrinsischen L&slichkeiten (log S,) bei unter-
schiedlichen Volumenprozent Methanol. Der extrapolierte y-Achsenabschnitt ergibt
den -log S,-Wert im wassrigen Milieu.

Nach der Extrapolation auf 0 Volumenprozent Methanol wird eine intrinsische L&s-
lichkeit von -log S, = 4.995 oder 5.1 pg/ml bestimmt. Mit Hilfe dieses So-Wertes las-
sen sich die in Tabelle 4-1, Spalte 4 (pSol (Methanol)*) angegebenen, pH-abhangi-
gen Ld&slichkeiten errechnen. Die Werte in Spalte 5 (pSol (Methanol)**) unterschei-
den sich von denen der vorhergehenden Spalte nur dadurch, dass die Werte bei
21.9 % Methanol als Ausreil3er betrachtet wurden. Hierdurch verbesserte sich die
Korrelation der Geraden (r* = 0.95). Die Loslichkeitswerte veranderten sich infolge-

dessen vor allem bei den niedrigen pH-Werten.
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Glibenclamid

Fir Glibenclamid konnten mit den unterschiedlichen Methoden folgende L&slichkei-

ten ermittelt werden:

Shake-Flask pSol pSol pSol pSol
Kosolvenz MeOH* | Kosolvenz MeOH**| Kosolvenz ACN
Loslichkeit Loslichkeit Loslichkeit Loslichkeit Loslichkeit
pH [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml]
2.0 0.0700.002 | 0.2200.11 0.06 0.03 0.05
3.0 0.06 0 0.01 0.2200.11 0.06 0.03 0.05
5.0 0.1000.06 0.3500.14 0.01 0.05 1.01
6.0 0.6200.15 1.5800.44 0.56 0.29 5.35
7.0 5.6200.72 | 13.17 0 3.66 5.13 2.64 48.7
8.0 51.200.29 51.2 26.3
9.0 98.6 0 0.83
11.8 | 531.6 09.60

Tabelle 4-3: Bestimmung der Ldslichkeit von Glibenclamid bei 37°C mit

unterschiedlichen Methoden

Potentiometrisch wurde die Léslichkeit auch in Methanol und Acetonitril bestimmt.
Die Loslichkeiten, die in Acetonitril gemessen wurden, zeigten eine sehr gute Line-
aritat. Das bedeutet aber nicht, dass die sich daraus ergebenden wassrigen L&slich-

keiten eine gute Ubereinstimmung mit den Shake-Flask Daten aufweisen.

4.8

y =-0.044x + 5.965
Volumenprozent - log So r*=0.99
ACN [M] s ]
27.8 4.74 g »
32.9 4.53 '
38.7 4.26
4.2

25 30 35 40

Volumenprozent Methanol

Tabelle 4-4: Loslichkeitsbestimmung von Glibenclamid mit dem pSol-Gerét unter

Verwendung des Kosolvenz Acetonitril
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Die Messungen mit dem Kosolvenz Methanol ergaben folgende Werte:

Volumenprozent - log So
7
Methanol [M] . L 2 y = -0.049x + 6.961
17.0 6.431 * =0.60

.
23.9 5.896 5 \\

28.3 5.006 25 *

29.0 4.428 ' . \
34.6 6.772 “ ¢

48.2 4.371 3 ‘ ‘ ‘

55.3 4.36 0 20 40 60 80
58.0 3.875 Volumenprozent Methanol

68.3 3.691

Tabelle 4-5: Loslichkeitsbestimmung von Glibenclamid mit dem pSol-Gerét unter

Verwendung des Kosolvenz Methanol

In der Tabelle 4-3 sind die aus der Geraden ermittelten L&slichkeiten dargestelit.
Werden alle Werte der Geraden genommen, so entsprechen die ermittelten Léslich-
keiten (pSol (Methanol)*) denen mit der Shake-Flask Methode bestimmten Werten.
Nimmt man allerdings die drei deutlichen Ausreil3er bei ca. 30 Prozent Methanol aus
der Geradengleichung heraus, so ergeben sich nur halb so grol3e Léslichkeiten (pSol
(Methanol)**) wie in Spalte 5 der Tabelle 4-3. Der Faktor 2 liegt durchaus im Rahmen
der Messgenauigkeit der Shake-Flask Methode. Dass jedoch einige Werte bei der
Regression um Uber 1.5 log-Einheiten von der Regressionsgerade abweichen, zeigt
die Notwendigkeit von mindestens 6 bis 9 Einzelmessungen. Am Beispiel des Gli-
benclamids wird die Schwierigkeit mit dem Zusatz von organischem L&sungsmittel
deutlich. Mit Acetonitril ergibt sich eine bessere lineare Korrelation als mit dem Ko-
solvenz Methanol. Die sich hieraus ergebenden wassrigen Loslichkeiten entsprechen
aber nicht denen der Shake-Flask Methode. Auch die Auswertung der L&slichkeiten
unter dem Zusatz von Methanol erweist sich als schwierig. Nur unter Einbeziehung

der Ausreilder erhalt man die gleichen Werte, wie mit der Shake-Flask Methode.
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Mefenaminsaure

Shake-Flask pSol pSol
Kosolvenz MeOH

Ldslichkeit Ldslichkeit Laslichkeit

pH [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml]

2 0.06 0 0.002 0.06 0 0.02 0.96

3 0.07 0 0.01 0.06 0 0.02 0.98

5 0.6500.03 0.1900.08 3.12

6 7.1800.15 1.4100.58 22.37

7 67.203.27 13.705.62

8 357.002.79

9 486.203.13

Tabelle 4-6: Bestimmung der Ldslichkeit von Mefenaminsaure bei 37°C mit den

unterschiedlichen Methoden

Die Loslichkeit der Mefenaminsaure bei niedrigen pH-Werten wurden von dem pSol

sehr akkurat gemessen. Erst bei héheren pH-Werten wird die Diskrepanz zu den mit

der Shake-Flask Methode ermittelten Léslichkeiten gréfier. Die Zugabe von Kosol-

venz fuhrt trotz guter Korrelation nicht zu einem besseren Ergebnis.

Messung im Kosolvenz:

Volumenprozent | -log So
Methanol M]
22.4 4.528
34.2 4.267
37.4 3.567
48.9 3.182
52.8 3.309
74.5 2.395

y =-0.041x + 5.40
? =093

40

60

Volumenprozent Methanol

80

Tabelle 4-7: Lé&slichkeitsbestimmung von Mefenaminsdure mit dem pSol-Gerat un-

ter Verwendung des Kosolvenz Acetonitril
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Phenytoin

Auch bei Phenytoin zeigt sich, dass die mit dem pSol im wassrigen Milieu ermittelten
L&slichkeiten gut mit den durch die Shake-Flask Methode bestimmten Werten tber-
einstimmen. Auch bei diesem Wirkstoff lohnt es sich nicht, mit einem Kosolvenz zu
messen. Trotz eines Korrelationskoeffizienten von r* = 0.97 waren die Werte um den
Faktor 6 héher als bei der Shake-Flask Methode.

Shake-Flask pSol pSol
Kosolvenz MeOH
pH Laslichkeit [pg/ml] [Léslichkeit [pg/ml] [L&slichkeit [ug/ml]
5 20.62 0 2.67 126.8
6 20.70 0 2.69 127.1
7 31.00 0 2.03 21.49 0 2.81 130.9
8 29.52 0 3.98 168.1

Tabelle 4-8: Bestimmung der Ldslichkeit von Phenytoin bei 37°C mit den

unterschiedlichen Methoden

Volumenprozent - log So e —
Methanol [M] .
6 3.106 o * .
10 2.874 £ i
11.2 2.884 2 : —
19.2 2.507 i
21.2 2.211 )
42.4 1.583 ; 4 - B N .

WeduprErpe coond B Feeeed

Tabelle 4-9: Léslichkeitsbestimmung von Phenytoin mit dem pSol unter Verwen-

dung des Kosolvenz Methanol



76 Ergebnisse

Levothyroxin

Bei Levothyroxin gelang es nicht, mit dem pSol eine auswertbare Messung im wass-
rigen Milieu durchzufihren. Vermutlich traten aufgrund von Prazipitation grolde
Spriunge im Bjerrum-Plot auf und machten eine eindeutige Bestimmung von pKa®
unmdoglich. Die Léslichkeitswerte, die man unter dem Zusatz von Methanol erhielt,

sind zwar ausgezeichnet, bei der Betrachtung der Korrelation zwischen -log S, und

dem Volumenprozent Methanol scheinen sie jedoch eher ein Zufallsprodukt zu sein.

Shake-Flask pSol
Kosolvenz Methanol
pH L&slichkeit [ug/mi] L&slichkeit [ug/mi]
5 0.26 +0.1 0.22
6 0.27 £ 01 0.24
7 0.49+01 0.45

Tabelle 4-10: Bestimmung der L&slichkeit von Levothyroxin bei 37°C mit den unter-

schiedlichen Methoden

y=-0.011x + 6.07

Volumenprozent - log So ; =026
Methanol [M] .
12.2 5.54 X * L4
17.8 6.15 g ¢ v
332 6.24 °
40.6 5.37 4 ‘ | | | | |
48.9 5.45 0 10 20 30 40 50 60 70
62.9 537 Volumenprozent Methanol

Tabelle 4-11: Léslichkeitsbestimmung von Levothyroxin mit dem pSol unter Verwen-

dung des Kosolvenz Methanol
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411 Vergleich der Methoden nach Zeitaufwand

Bei dem pSol-Gerat ist die Zeit eine Variable, die nur schwer zu Beginn der Mes-
sung abgeschatzt werden kann. Dies liegt daran, dass das Geréat bei seinen Mes-
sungen selbst bestimmt, wie viel Zeit bendétigt wird, bis nach der Zugabe der Titrati-
onslésung der pH-Wert gemessen wird. Das Instrument verlangsamt die Aufnahme-
frequenz der pH-Messungen, sobald es sich der berechneten vollstédndigen Freiset-
zung des Wirkstoffes nahert, da in diesem pH-Bereich mehr Zeit bendtigt wird, damit
sich weitere Substanz auflésen kann. Die zeitliche Problematik besteht nun darin,
dass das pSol-Gerat den pH-Wert Uber die Spannung an der Elektrode misst und
den Messpunkt erst dann aufzeichnet, wenn sich ein stabiles Gleichgewicht
(0 0.01 mV/sec) zwischen geléster und ungeldster Substanz eingestellt hat. Je
schlechter I6slich eine Substanz ist, desto mehr Zeit wird fiir die Einstellung des
Gleichgewichts bendtigt. Die Tabelle 4-12 verdeutlicht, dass Glibenclamid (24.3 h)
und Mefenaminséure (14.6 h), mit intrinsischen Ld&slichkeiten von 0.06 pyg/ml, we-
sentlich mehr Zeit benétigen als Phenytoin (5.4 h) und Dipyridamol (3.1 h).
Aulerdem werden in diesem kritischen pH-Bereich mehr Messpunkte aufgezeichnet,
da fir jede neue Messung nur sehr wenig neue Titrationslésung hinzugegeben wird.
Eine sehr genaue Messung in diesem Bereich ist unbedingt erforderlich, da hier die
entscheidenden Punkte fur den Verlauf der Titrationskurve, und damit flr die Be-
stimmung der Ld&slichkeit, ermittelt werden. Die gesamte Messung kann durch eine
Veranderung der Messempfindlichkeit der Elektrode oder durch eine erhéhte Min-
destzugabe an Titrationslédsung beschleunigt werden, wodurch sich jedoch die Ge-
fahr eines Messfehlers erhdht.

Dauert eine Messung im wassrigen Milieu sehr lange ( > 10 Stunden), bedeutet dies,
dass die Substanz sehr schwer |8slich ist und die Messung besser unter dem Zusatz
von organischem L&sungsmittel wiederholt werden sollte, da dadurch eventuell die
Messdauer verkirzt und die Genauigkeit erhéht werden kann.

Bei der potentiometrischen Lslichkeitsbestimmung kommen zu der reinen Messzeit
noch die wéchentlichen Kalibrierungen des Puffers und der Titranden hinzu, die min-
destens einen halben Tag beanspruchen. Nach einer Ldslichkeitsbestimmung ist es
zudem sinnvoll, die Elektrode fur einige Stunden zum Elektrolytausgleich in eine Kali-
umchlorid-Lésung zu stellen. Auch fir die Auswertung werden mindestens 15 Minu-
ten bendtigt.

Die Erfahrungen mit dem pSol-Gerat zeigten, dass maximal drei L&slichkeitsbestim-
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mungen pro Woche mdglich waren, wenn die Ldslichkeit des Wirkstoffes - wie bei

der Shake-Flask Methode - dreifach bestimmt werden sollte.

logP | Shake-Flask pSol pSol pSol
Puffer 0.15 M KCI 0.15 M KCI+MeOH | 0.15 M KCI+ACN
Dipyridamol 3.47 25h 3.1h 30.9h (9 Mess.)
Glibenclamid 4.39 25h 243 h 119.4 h (9 Mess.) | 24.4 h (3 Mess.)
Mefenaminséure | 5.12 25h 14.6 h 64.1 h (6 Mess.)
Phenytoin 2.47 25h 5.4h 36.1 h (6 Mess.)
Levothyroxin 412 25h n. a. 21.2h (6 Mess.)

Tabelle 4-12: Bendtigte Messzeit in Stunden fiir die unterschiedlichen Substanzen
und verschiedenen Bestimmungsmethoden

n.a. = nicht auswertbar

Fur die Ldslichkeitsbestimmungen mit dem pSol-Gerat wird bei Zugabe von unter-

schiedlichen Volumenprozent eines Kosolvenz gemessen. Die Anzahl der Messun-

gen ist in Klammern hinter der Messzeit angegeben.

Die Shake-Flask Methode ist, wie bereits beschrieben, zeitlich definiert. Fir die
Schittelzeit wirden haufig schon acht Stunden geniigen, 24 Stunden sind jedoch auf
jeden Fall ausreichend. Das Herstellen der Pufferldésungen und der Vergleichstan-
dards sind mit weiteren 10 Minuten zu bericksichtigen. Die arbeits- und zeitinten-
sivsten Téatigkeiten bilden die Entwicklung der HPLC-Methode, deren Durchfihrung
sowie die Auswertung. Bei den Ld&slichkeitsbestimmungen zahlreicher Merck-Sub-
stanzen zeigte sich jedoch, dass viele Substanzen mit derselben oder zumindest
sehr dhnlichen Methoden vermessen werden kénnen. Die Methodenfindung wird
durch die vorherige Berechnung der Léslichkeit stark vereinfacht, da auf diese Weise
die Lipophilie und die ungefahre L&slichkeit der Substanzen bereits bekannt sind.
Der zeitliche Vorteil gegentber der potentiometrischen Methode liegt darin, dass
man bei der HPLC-Methode viele unterschiedliche Proben parallel laufen lassen
kann.

Im Gegensatz zum pSol, mit dem maximal bis zu drei Proben in der Woche gemes-
sen werden, kénnen mit der Shake-Flask Methode bis zu zwanzig unterschiedliche
Wirkstoffe pro Woche untersucht werden. Werden mit einer Substanz Léslichkeits-
untersuchungen in verschiedenen Medien durchgefiihrt, ist allein die HPLC-Analytik
der zeitlimitierende Faktor. In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkstoffe bei un-

terschiedlichen Gallensalzkonzentrationen vermessen. Dabei wurden teilweise an
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einem Tag mehr als 100 Proben geschittelt, die anschlieRende Analytik benétigte al-

lerdings mehr als einen Tag.

4.1.2 Vergleich der Methoden nach Substanzverbrauch

Der Substanzverbrauch bei beiden Methoden héngt vor allem von der Léslichkeit der
Untersuchungssubstanzen ab. Um die Sattigungsléslichkeit einer gut 16slichen Sub-
stanz zu ermitteln, wird mehr Wirkstoff bendtigt als bei einer schwer I6slichen Ver-
bindung. Eine Berechnung der Léslichkeit, wie sie das pSol-Gerat vor der Einwaage
der Substanz vornimmt, ist auch bei der Shake-Flask Methode von Vorteil, da der
notwendige Substanzverbrauch damit abgeschéatzt werden kann.

FUr das pSol-Gerat werden bei einer Dreifachbestimmung meist 100 — 500 pg Sub-
stanz bendtigt. Da es besser ist, zwei bis drei Dreifachbestimmungen durchzufihren,
liegt der Substanzverbrauch meist unter 1.5 mg.

Bei der Shake-Flask Methode muss die Substanz im Uberschuss vorliegen. Durch
eine Berechnung der Léslichkeit vor der Messung, kann dieser Uberschuss so gering
wie moglich gehalten werden. Eine visuelle Kontrolle der Probe nach dem Schiitteln
sollte dennoch durchgefihrt werden. Es muss noch ungeléste Substanz vorhanden
sein.

Auch bei dieser Methode sind fir eine schlechtldsliche Verbindung 200 ug Substanz
ausreichend. Fur die Loslichkeitsbestimmung bei einem einzelnen pH-Wert reicht in
der Regel eine Doppelbestimmung aus. Wird die Konzentration der beiden Einzel-
messungen in der HPLC doppelt bestimmt, sollte auch ein analytischer Fehler mini-
miert sein. Der Substanzverbrauch ist aber vor allem von der Anzahl der Messungen
und der Herstellung des Standards abhangig. Jeder weitere pH-Wert, bei dem die
Loslichkeit bestimmt werden soll, verbraucht Substanz.

Bei der Shake-Flask Methode wird zusatzlicher Wirkstoff fur die Herstellung des
Standards bendtigt. Hier kann durch eine hohe Einwaage der Wagefehler reduziert
werden. Mit einer sehr prazisen Waage und der entsprechenden Sorgfalt kann diese

Einwaage allerdings auf ca. 1 mg reduziert werden.

Insgesamt betrachtet werden fiir die Léslichkeitsbestimmung mit dem pSol-Gerét bei
drei Dreifachbestimmungen meist nur 1-2 mg Wirkstoff bendétigt. Mit dieser Menge
kommt man auch bei der Shake-Flask Methode aus, wenn die L&slichkeit nur fur ei-

nen pH-Wert doppelt bestimmt wird.
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4.1.3 Vergleich nach Genauigkeit

Die Ergebnisse der Ld&slichkeitsbestimmungen zeigen, dass bei den meisten Mes-
sungen die Standardabweichungen der Shake-Flask Messungen nur halb so grof3
sind, wie bei den Messungen mit dem pSol-Gerat. Die héhere Genauigkeit spricht
eindeutig fur die Shake-Flask Methode. Hinzu kommt, dass die Auswertung der
Shake-Flask Methode wesentlich eindeutiger ist und somit keine eigenen Interpreta-
tionen mdglich sind. Bei der potentiometrischen Messung weist die erhaltene Titrati-
onskurve oft einige Ausreil3er auf, die vor der Auswertung entfernt werden missen.
Die Herausnahme einzelner Punkte kann das Endergebnis jedoch sehr verdndern.
Die Messungen, die mit organischem Kosolvenz durchgefuhrt wurden, sind in der
Auswertung oft eindeutiger, allerdings sollten mindestens sechs Datenpunkte ge-
sammelt werden. Dies bedeutet einen erhdhten Zeitaufwand und fuhrt nicht unbe-

dingt zur verbesserten Ubereinstimmung mit den Shake-Flask Ergebnissen.

414 Universalitat der Methoden

Mit dem pSol-Gerat kdnnen aufgrund des Messprinzips (Saure-Base-Titration) nur
ionisierbare Substanzen vermessen werden. Dagegen kann mit der Shake-Flask
Methode auch die Ldslichkeit von Neutralsubstanzen bestimmt werden. Vorausset-
zung fir die Detektion durch die HPLC-Anlage ist lediglich eine chromophore
Gruppe.

Mit beiden Methoden sind Substanzen nicht zu bestimmen, die sich im wassrigen Mi-
lieu zersetzen. Bei der Shake-Flask Methode wird der Zerfall einer Substanz aber

aufgrund der Analytik auffallen, beim pSol nicht unbedingt.

4.1.5 Erstellung eines pH-Profils

Das pSol-Gerat ist in der Lage, Uber einen gro3en pH-Bereich die L&slichkeit nach
jeder Messung in Schritten von 0.1 pH-Einheiten wiederzugeben. Allerdings sind hier
Einschrankungen zu beachten. Das pSol-Gerat kann das Ld&slichkeitsprofil nur bis zu
dem pH-Wert angeben, bei dem sich die Substanz vollstdndig aufgel6st hat. Das pH-
Profil 1&sst sich zwar durch eine erhéhte Substanzeinwaage erweitern, dies fuhrt aber

zu verlangerten Messzeiten und einer erniedrigten Messgenauigkeit.
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Abbildung 4-1: L&slichkeits-pH-Profil von Glibenclamid, bestimmt mit der Shake-

Flask Methode und dem pSol-Gerét

Um mit Hilfe der Shake-Flask Methode ein solches pH-Profil zu erstellen, bedarf es
eines wesentlich héheren Arbeitsaufwandes. Fir jeden gewlnschten pH-Wert muss
zunachst ein Puffer hergestellt werden. Zuséatzlich werden die Messungen dadurch
erschwert, dass bei hohem Dissoziationsgrad die Pufferkapazitdt des Mediums
schnell erschépft ist und sich der pH-Wert im Untersuchungsmedium veréndert. Der
pH-Wert ist daher unbedingt zu kontrollieren und bei Bedarf nachzustellen. Eventuell
wilrde es sich auch empfehlen, dem Puffer einen Indikator hinzuzufigen, der die
Veranderung des pH-Wertes visuell erkennbar macht.

Es stellt sich die Frage, welche pH-Werte aus physiologischer Sicht interessant sind.
Neben dem pH-Wert des Magen (ca. pH 1 - 2) sind fir die Resorption die pH-Werte
zwischen pH 5 und pH 7.5 von Bedeutung. Haufig ist es daher ausreichend drei bis
vier pH-Werte exemplarisch zu untersuchen. Diese Lésungen kénnen sehr schnell
fur die Shake-Flask Messungen auf Vorrat hergestellt werden (Haltbarkeit mind.
1 Monat). Bei der pH-Messung mit der Shake-Flask Methode muss kontrolliert wer-
den, ob noch gentgend Bodensatz vorhanden ist, damit sichergestellt werden kann,
dass die Sattigungsléslichkeit gemessen wird. Bei Bedarf kann mehr Wirkstoff hinzu-
gegeben werden. Der Lésung sollte dann jedoch mehr Zeit zur Gleichgewichtsein-

stellung gegeben werden.
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Falls kein Bodensatz mehr vorhanden ist, kann auf weitere Wirkstoffzugabe auch
verzichtet werden, um den Substanzverbrauch gering zu halten. Auf diese Weise ist
Uber die Einwaage, zumindest die Angabe einer Mindestl6slichkeit méglich. Ein wei-
terer Vorteil der Shake-Flask Methode ist, dass durch die anschlieRende HPLC-
Analytik Verunreinigungen der Substanz sowie pH-instabile Verbindungen erkannt
werden kdnnen.

FUr diese Messungen war das pSol weniger geeignet, da es, wie bereits beschrie-
ben, nicht bei jedem pH-Wert die Loslichkeit wiedergeben kann. Die Ldslichkeiten
von Glibenclamid bei pH 8, pH 9 und pH 11.8 (531.6 ug/ml, in der Abbildung 4-1
nicht dargestellt) konnten nur mit der Shake-Flask Methode bestimmt werden. Diese
pH-Werte sind zwar physiologisch nicht von Bedeutung, waren aber fiir die Entwick-
lung eines Modells zur Bestimmung der pH-abhangigen Wirkstoffverteilung in Gal-
lensalzmizellen notwendig. Das pSol wirde fur Léslichkeitsbestimmungen bei diesen
hohen pH-Werten mehr Wirkstoff benétigen, als der Computer fir die Substanz be-
rechnet. In einer zweiten Messreihe kann zwar mehr Wirkstoff verwendet werden, die
hohe Einwaage fihrt jedoch zu einer verldngerten Messzeit und es besteht die Ge-

fahr, dass wahrend der Messung Prazipitation auftritt.

4.1.6 Verwendbare Untersuchungsmedien

Die Elektrode des pSol benétigt flr optimale Werte eine Elektrolytiésung als Unter-
suchungsmedium. Standardmallig wird eine 0.15 M KCI benutzt.

Um den Einfluss von Gallenkomponenten auf die Léslichkeit von Arzneistoffen unter
gastrointestinalen Bedingungen zu untersuchen, wurde das FaSSIF-Medium ver-
wendet. Neben Chlorid-lonen sind in diesem Medium Phosphat-lonen, NaTC und
Lezithin enthalten. Es ist zu erwarten, dass die Phosphat-lonen die potentiometrische
Titration beeinflussen. Die pKs-Werte der Phosphorsédure missen die Titrationskurve
der Messsubstanz beeintréchtigen, da auch die Wendepunkte der Phosphorsédure
bestimmt werden. Die pH-Titration des pSol-Geréts ist fir gepufferte Systeme nicht
vorgesehen.

Nach Avdeef [Homepage plON] lassen sich mit dem pSol auch Léslichkeiten in An-
wesenheit von Gallensalzen ermitteln. Eine Probemessreihe mit Phenytoin zeigte je-
doch, dass die mit dem pSol gemessenen Werte wesentlich héher waren, als die mit

der Shake-Flask Methode ermittelten und durch die Literatur bestatigten Werte.
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Loslichkeiten Loslichkeiten
NaTC [mmol] bestimmt mit Shake-Flask | bestimmt mit dem pSol
[ug/ml] [ug/ml]
0 31.0+£2.03 21.49 £ 2.81
1 29.6 £ 0.30 30.82 £ 0.56
3.75 29.8 £0.46 82.73£1.26
7.5 326+0.74 102.31 £14.49

Tabelle 4-13: Léslichkeitsbestimmung von Phenytoin bei unterschiedlichen Gallen-
salzkonzentrationen
Die Léslichkeiten (37°C, pH7) wurden mit der Shake-Flask Methode und dem pSol-

Gerat gemessen.

Generell liegt der Vorteil der Shake-Flask Methode darin, dass das Medium sehr fle-
xibel gewahlt werden kann. Bei dem pSol muss nach einem Wechsel des Mediums

die Elektrode erneut kalibriert werden.

41.7 Vorteile des pSol-Gerites

Fir die potentiometrische Ld&slichkeitsbestimmung mit dem pSol-Gerat spricht vor
allem der geringe Substanzverbrauch. Fir die Messungen der vorliegenden Arbeit
reichte eine Substanzeinwaage von oft nur 100 pg aus. Dass man mit dieser gerin-
gen Wirkstoffmenge und einer einzigen Messung das pH-abhéngige Ldslichkeitsprofil

aufnehmen kann, ist die zweite interessante Besonderheit dieses Gerates.

4.1.8 Vorteile der Shake-Flask Methode

Die Shake-Flask Methode weist gegeniiber der potentiometrischen L&slichkeitsbe-
stimmung einige Vorteile auf. Die Mdglichkeit, mit dieser Methode auch Neutralstoffe
vermessen zu kénnen, erweitert ihren Anwendungsbereich in bezug auf die Untersu-
chungssubstanzen. Das Medium, in dem die Léslichkeitsmessung durchgefihrt wer-
den soll, kann wesentlich besser variiert werden. Die bei dem pSol notwendige Kalib-
rierung der Elektrode auf das neue Medium entfallt. Die Ergebnisse, die man mit der
klassischen Shake-Flask Methode erhalt, weisen eine héhere Genauigkeit und eine
grolRere Zuverlassigkeit auf.

Zuletzt sei noch bemerkt, dass die anschlielende HPLC-Messung zwar der zeitauf-
wendigste Schritt ist, diese Analytik jedoch den Vorteil hat, dass mdgliche Unrein-
heiten oder Instabilitdten der Substanz erkannt werden kénnen. Fir die Genauigkeit
der Daten ist dies ein Vorteil, da Verunreinigungen die eigentliche Ldslichkeit verfal-

schen kdénnen.
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41.9 Zusammenfassung

Fir die weiteren Untersuchungen wurde die Shake-Flask Methode verwendet. Dafir
sprach vor allem, dass bei dieser Methode das Medium mit den Gallensalzen jeder-
zeit variiert werden kann. Nachdem flr die verschiedenen Untersuchungssubstanzen
HPLC-Methoden ermittelt waren, konnte mit einem deutlich héheren Durchsatz ge-
messen werden als mit dem pSol-Gerat. Die im Rahmen der Shake-Flask Methode
erforderliche Schittelzeit von 24 Stunden erhdht die Wahrscheinlichkeit, dass die
thermodynamische stabilste Form vermessen wird. Somit ist die etwas léngere
Messdauer eher ein Vorteil. Nicht zuletzt 18sst die grélRere Prazision der Ergebnisse
nur die Shake-Flask Methode zu.

Fir die Loslichkeitsbestimmungen der Firma Merck wurde ebenfalls die Shake-Flask
Methode gewahlt. Hier Uberzeugte vor allem der hohe Durchsatz und die gleichzei-
tige Reinheitsprifung. Sie wogen den Nachteil des hohen Substanzverbrauchs von
maximal 5 mg auf. AuRerdem sollten bereits schon in der Praklinik die Léslichkeiten
in speziellen Medien gemessen werde. Eine unzureichende L&slichkeit flihrt schon
bei Tierversuchen zu Resorptionsproblemen. Das Wissen um die L&éslichkeit eines
Wirkstoffes unter Zusatz von Lésungsvermittlern ist daher fur die pharmazeutische

Préklinik und die Praformulierung von Bedeutung.
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4.2 Korrelation zwischen gemessenen und berechneten

Loslichkeiten

In diesem Abschnitt werden die gemessenen Ldslichkeiten mit den berechneten ver-
glichen. Die Berechnung der Léslichkeiten erfolgte auf zwei verschiedene Arten. Die
erste beruht auf der Formel von Yalkowsky [1999]. Fir die zweite Kalkulation wurde
das Programm WSKOWWIN v.1.40 verwendet. Bei diesem Programm der Firma Sy-
racuse sind zwei Berechnungsvarianten mdglich. Zum einen kann nur die Struktur
der Verbindung in Form eines SMILES-codes, MOL- oder DF-files eingeben werden.
Aus der Struktur errechnet das Programm den logP-Wert sowie die intrinsische Lds-
lichkeit. Beim WSKOWWIN v.1.40 besteht jedoch auch die Méglichkeit, die gemes-
senen physikochemischen Parameter, logP und Schmelzpunkt, einzugeben. Um eine
Auswahl zwischen den beiden Berechnungsvarianten zu treffen, musste Uberprift
werden, bei welcher von ihnen die berechneten Werte am besten mit den experi-
mentellen Ldslichkeiten Ubereinstimmten.

Die Léslichkeit nach Yalkowsky berechnet sich aus:

-log S, =1.09 logP + 0.01 (Smp. - 25) - 0.64

Far Flussigkeiten wird der Schmelzpunkt (Smp.) = 25°C gesetzt.

Das Computerprogramm WSKOWWIN berechnet die Léslichkeit mit folgendem Algo-
rithmus:

logS, = -1.03 logP - 0.011(Smp. - 25) + 0.34 + [fj

fi Korrekturfaktoren

Fir die Berechnung wurden die Werte aus Tabelle 2-1 verwendet.

Mit den folgenden Gleichungen wurde aus logS, die pH-abhangige Ldslichkeit be-
rechnet.

Far Sauren:
S[mg/ml] = (10* -(log(10” - logS, + 107(- logS, - 4 - pKa,.iq + pH)) -log(1+10/(- pKagg + pH)))) -Mw

Fir Basen:
S[mg/ml] = (10* - (log(10* - logS, + 10*( -logS, - 4 + pKapase - pH)) - log(1 + 10*( pKapase - pH)))) - Mw

Fr Levothyroxin (Ampholyt):

S[mg/ml] = (10* -(log(10”- logS, + 10/(- logS, —4 + pKapase - pH) + 104(- logS, — 4 - pKagear + pH) +
10" (- 10gS, - 4 - pKaaciar - PKaaciaz + (2 pH))) - log(1 + (10*( pKapase - PH)) + (10%(- pKaaciar + pH)) +
(107(- pKaacia1 - PKaacia2 + (2 pH))))))-Mw
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gemessene kalk. Léslichkeit’ kalk. Loslichkeit? kalk. Léslichkeit®

Wirkstoff Loslichkeit WSKOWWIN WSKOWWIN Yalkowsky-Gleichung

[Hg/ml] [Hg/mi] [ug/mi] [ug/mi]
Albendazol 0.95 40.76 4.61 10.70
Amiodaron 0.01 0.01 0.03 0.13
Beclometason-diprop. 0.46 0.69 0.35 1.42
Betamethason 63.00 116.00 30.20 256.00
Betamethason-17-Valerat 5.90 0.44 0.47 3.92
Danazol 0.21 6.10 0.50 0.52
Dexamethason 92.00 116.00 16.00 72.30
Dipyridamol 4.92 3.56 0.75 7.73
Dronabinol 0.03 0.01 0.11 0.01
Felodipin 0.86 6.05 5.19 2.98
Glibenclamid 5.60 6.49 8.76 66.60
Griseofulvin 10.40 136.00 17.30 96.30
Hydrocortison 326.00 217.00 59.50 420.00
Itraconazol 2.17E-04 1.75E-04 1.52E-03 3.60E-02
Ketoconazol 5.98 0.10 7.93 9.7
Ketotifenfumarat 837.00 189.00 908.00 354.00
L-Thyroxin 0.50 1.00 1.59 4.76
Mefenaminsaure 67.20 376.71 36.48 45.60
Miconazolnitrat 0.26 0.01 0.13 0.50
Niclosamid-Ethanolamin 1.00 30.26 3.47 2.75
Phenytoin 31.00 328.00 8.10 10.90
Terfenadinhydrochlorid 1.77 0.14 4.70 3.35
Testosteronpropionat 1.87 0.57 0.71 1.92
Triamcinolon 168.00 497.00 48.20 480.00
Trifluoperazindihydrochlorid 303.00 1.49 146.00 85.70

Tabelle 4-14: Vergleich der bei pH 7 gemessenen Léslichkeiten mit den berechneten

Loslichkeiten

Schmelzpunkten

Schmelzpunkten

Ldslichkeit nach Yalkowsky [1999]

mit WSKOWWIN v.1.40 kalkulierte L&slichkeit aus berechneten logP-Werten und

mit WSKOWWIN v.1.40 kalkulierte Ldslichkeit aus gemessenen logP-Werten und

Um die Ergebnisse besser vergleichen zu kénnen, wurden die Werte logarithmiert

und graphisch aufgetragen.
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A log S mit berechneten
logP, Smp.

+ log S mit gemessenen
logP, Smp.

log Skaikuliert

Linear (log S mit
gemessenen logP, Smp.)

|Og Sgemessen

Abbildung 4-2: Korrelation zwischen den gemessenen Lslichkeiten und den mit
dem WSKOWWIN v.1.40 berechneten L&slichkeiten

Die mit dem WSKOWWIN v.1.4 ohne Eingabe von bestimmten logP-Werten und
Schmelzpunkten berechneten Ld&slichkeiten weisen die gréften Abweichungen
(r = 0.66; Standardabweichung = 1.0) auf. Wesentlich genauer werden die vom Pro-
gramm berechneten Werte, sobald die experimentell bestimmten Eigenschaften ein-
gesetzt werden (* = 0.88; Standardabweichung = 0.44). Die um ca. 0.5 hohere
Standardabweichung bei den vollstédndig berechneten Werten ldsst sich durch die
Ungenauigkeit der kalkulierten Schmelzpunkte erkldren. Dies verdeutlicht die Abbil-
dung 4-3, in der die gemessenen Schmelzpunkte von Arzneistoffen mit den von dem
Computerprogramm Syracuse MpBpVp 1.31 berechneten Schmelzpunkten korreliert
werden. Der Berechnungsalgorithmus fir den Schmelzpunkt ist in beiden Program-
men derselbe. Der Fehler bei der Berechnung der Schmelzpunkte betragt 0 53°C. In
der zuvor genannten Gleichung von Meylan, geht der Schmelzpunkt mit dem Term
0.011-(Smp. - 25) ein. Der Fehler von 53°C geht in die Standardabweichung von
logS, mit ca. 0.5 log-Einheiten ein.
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Abbildung 4-3: Korrelation von gemessenen Schmelzpunkten mit den von Syracuse
MpBpVp 1.31 berechneten Schmelzpunkten [Mérz, unpublished
data]

Statistische Parameter: n = 1599, = 0.73,s =53

Vorzugsweise sollten die Schmelzpunkte und der logP-Wert bekannt sein. In diesem

Fall kann versucht werden, die Ldslichkeit direkt aus der Yalkowsky-Gleichung zu

berechnen. Diese Werte sind in Spalte 5 der Tabelle 4-14 wiedergegeben.

Der Vergleich mit dem Computerprogramm ergibt folgende Abbildung:
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Abbildung 4-4: Korrelation zwischen den gemessenen Loslichkeiten und den mit
dem WSKOWWIN v.1.40 Programm (Symbol [), bzw. nach der
Yalkowsky-Gleichung (Symbol [1) berechneten Léslichkeiten
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Die in der letzten Spalte der Tabelle 4-14 berechneten L&slichkeiten, die mit dem
Yalkowsky-Algorithmus bestimmt wurden, zeigen ebenfalls eine gute Korrelation mit
den gemessenen Werten (r? = 0.84; Standardabweichung = 0.5). Auch fiir diese be-
rechneten L&slichkeiten wurden die experimentell bestimmten logP-Werte und
Schmelzpunkte benutzt. Die beiden verwendeten Berechnungsalgorithmen unter-
scheiden sich vor allem in dem von Meylan eingefiigten Korrekturfaktor. Dieser kann
die Genauigkeit der Werte geringfugig verbessern.

Fazit: FUr die Berechnung der Léslichkeit ist das Programm WSKOWWIN vor allem
deshalb am Besten geeignet, da es die Ldslichkeit aus der Struktur berechnen kann
und die experimentellen logP-Werte und Schmelzpunkte nicht zwingend benétigt.
Auch unter Hinzunahme der gemessenen Schmelzpunkte und Verteilungskoeffi-
zienten weisen die durch das Programm bestimmten Léslichkeiten die grésste Uber-

einstimmung mit den experimentell ermittelten Loslichkeiten auf.

4.3 Solubilisierender Effekt von Gallensalzen

4.3.1 Neutralsubstanzen

43.1.1 Danazol

Danazol ist ein Gonadotropin-Inhibitor, der die Produktion von Ostrogen in den Eier-
stécken hemmt. Kapseln mit 100 bis 200 mg Wirkstoff werden bei Endometriose oder
bei einer benignen Knoten- und Zystenbildung eingesetzt.

Danazol ist ein sehr gutes Beispiel fir das unterschiedliche L&slichkeitsverhalten von
organischen Substanzen in den beiden untersuchten Medien. In Anwesenheit von
Natriumtaurocholat nimmt die L&slichkeit von Danazol bis zum Erreichen der kriti-
schen Mizell-Konzentration kaum zu. Danach steigt die L&slichkeit mit zunehmender
Gallensalzkonzentration linear an. Die CMC liegt fur die reinen NaTC-Mizellen bei
4.4 — 6.6 mmol NaTC [Bakatselou, 1990; TenHoor, 1991]. Bei den im Verhéltnis 4:1
gemischten NaTC/Lez.-Mizellen liegt die CMC bei 0.25 mmol [Naylor, 1993]. Auf-
grund der sehr niedrigen CMC scheint die Loéslichkeit in NaTC/Lez.-Mizellen direkt

linear anzusteigen.
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Fur Danazol wurden folgende Léslichkeiten ermittelt:

Loslichkeit Loslichkeit Léslichkeit Léslichkeit
NaTC [mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) mit Lezithin (4:1)
[ug/mi] [mmol/1] [ug/ml] [mmol/1]
0 0.21 £0.04 6.126E-04 0.21£0.04 6.13E-04
1 0.32 £+ 0.05 9.512E-04 2.18+0.20 6.31E-03
3.75 0.30 £ 0.07 8.919E-04 10.32£0.18 3.04E-02
7.50 1.27 £ 0.06 3.767E-03 15.42 + 0.41 4.49E-02
15 7.13+£0.43 2.113E-02 31.63+0.79 9.37E-02
30 21.31£0.744 6.315E-02 50.41 + 0.86 1.49E-01

Tabelle 4-15: Léslichkeiten von Danazol bei pH 7 in Abhangigkeit von NaTC, bzw.
NaTC/ Lez (4:1)

Weiterhin ist zu erkennen, dass die Ldslichkeit in den gemischten Mizellen starker
ansteigt, als in den reinen NaTC-Mizellen. Wahrend sich die L&slichkeit bei den rei-
nen NaTC-Mizellen pro mmol NaTC nur um 0.9 yg/ml erhéht, steigt sie bei den ge-
mischten Mizellen um 2 pg/ml pro mmol NaTC/Lez. Dies scheint zunachst keine
grolde Steigerung zu sein. Wird jedoch die Léslichkeit bei 15 mmol NaTC betrachtet,
so hat sie sich im Vergleich zur wassrigen Léslichkeit (0.21 pyg/ml) in den reinen
NaTC-Mizellen um das 34-fache auf 7.13 ug/ml erhéht. Noch groRRer fallt der Effekt
bei dem gemischten Mizellsystem aus, wo sich die Léslichkeit von Danazol um das
150-fache auf 31.6 pg/ml gesteigert hat.
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Abbildung 4-5: Ld&slichkeit von Danazol unter dem Einfluss von Gallenkomponenten
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Von Interesse sind auch die Werte, die den “fasted-“ und “fed-state” simulieren. Im
praprandialen Zustand (fasted-state) wurde bei einer Mizellkonzentration von
3.75mmol NaTC und 0.94 mmol Lezithin fir Danazol eine L&slichkeit von
10.32 ug/ml gemessen. Im postprandialen Zustand, also nach einer Mahlzeit, erhéht
sich die Gallensalzkonzentration auf ungefahr 15 mmol NaTC und 3.75 mmol Lezi-
thin. Die Loslichkeit von Danazol betrégt bei dieser Mizellkonzentration 31.6 pug/ml.
Zwischen den beiden Zustdnden hat sich die Ldslichkeit verdreifacht. Sunesen et al.
[1999] konnten fur Danazol im nichternen Zustand eine Bioverfligbarkeit von 14 %
feststellen. Nach der Mahlzeit wurde eine erhéhte Bioverfligbarkeit von 55 % be-

stimmt. Dies entspricht einer Steigerung um das Vierfache.

pH-Abhangigkeit

Bei den ersten Versuchen wurde auch die Léslichkeit von Neutralsubstanzen bei
unterschiedlichen pH-Werten untersucht (Tabelle 4-16). Eine pH-abhangige Ldslich-
keit fir Danazol in Anwesenheit von NaTC konnte nicht festgestellt werden. Die Er-

gebnisse schwanken im Rahmen der Messgenauigkeit.

NaTC Loslichkeit bgi pH 5| Loslichkeit blei pH 6 | Loslichkeit bgi pH 7
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin ohne Lezithin
[ug/ml] [ug/ml] [ug/ml]
0 0.20 0.23 0.24
1 0.32 0.41 0.33
3.75 0.30 0.31 0.33
7.5 1.27 1.22 1.32
15 7.13 7.04 6.82
30 21.31 21.09 21.49

Tabelle 4-16: pH-abhéngige Ldslichkeit von Danazol bei 37°C in Abhéngigkeit von

der NaTC-Konzentration

Vergleich mit Literatur-Werten

In der Tabelle 4-17 werden den eigenen Messwerten die Ergebnisse von Bakatselou
und Naylor gegeniber gestellt. Die eigenen Bestimmungen (Spalte 4) und die von
Bakatselou (Spalte 2) stimmen bis auf den Léslichkeitswert in reinem Puffer sehr gut
Uberein. Diese Diskrepanz lésst sich unter anderem auf unterschiedliche Chargen

zurtckfuhren. Die in Spalte zwei und drei von Bakatselou und Naylor erhobenen
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Werte stammen von der gleichen Charge, der doppelt so hohe Wert von Naylor
wurde jedoch zwei Jahre spéater vermessen. Auch das Alter einer Charge bt dem-

nach einen Einfluss auf die L&slichkeit aus. Die wassrige Léslichkeit von 2.79 ug/ml

wurde mit einer anderen Charge vermessen.

NaTC Léslichkeit” Léslichkeit? Léslichkeit® Léslichkeit? Léslichkeit®
[mmol] ohne Lezithin | ohne Lezithin | ohne Lezithin | mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [Hg/ml]
0 0.52 +0.04 1.05 + 0.93 0.21 +0.04 2.8+1.2* 0.21 +0.04
0.1 0.66 + 0.01 2.68 + 0.41 2.3+0.24
1 0.73+0.93 3.02 £ 0.43 0.32 +0.05 2.18 +0.20
3.75 0.79+0.02 2.86 + 0.06 0.30 +0.07 9.1+ 3.51 10.32+0.18
7.5 1.12 + 0.06 5.95 + 0.48 1.27 +0.06 15.42 + 0.41
15 6.10+0.23 | 20.02 +1.41 7.13 £0.43 29.3 +6.59 31.63+0.79
30 21.69 + 0.52 21.31 +0.744 51.7 + 6.66 50.41 + 0.86

Tabelle 4-17: Vergleich der gemessenen Léslichkeiten von Danazol mit Literatur-

daten

' Bakatselou [1991], 2Naylor [1995] sowie *eigene Messungen

* die Werte aus Spalte 3 und 5 wurden mit unterschiedlichen Chargen ermittelt
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4.3.1.2 Phenytoin

Das Anti-Epileptikum Phenytoin wird in einer Dosis von 100 mg verabreicht. Es ver-
halt sich aufgrund seines hohen pK,-Wertes (8.41) bei den untersuchten pH-Werten
von 5, 6 und 7 wie eine Neutralsubstanz (Tabelle 4-18). Daher wurden die Messun-

gen mit NaTC/Lez. nur noch bei pH 7 durchgefihrt.

NaTC L&slichkeit bfai pH 5| Léslichkeit blei pH 6 | Loslichkeit bgi .pH 7
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin ohne Lezithin

[ug/mi] [ug/mi] [ug/mi]
0 30.16 29.09 31.00
1 30.56 29.10 29.60
3.75 30.25 29.13 29.80
7.5 31.30 31.28 32.60
15 42.89 43.32 48.60
30 63.59 60.84 64.30

Tabelle 4-18: pH-abhé&ngige Ldslichkeit von Phenytoin bei 37°C in Abhangigkeit von

der NaTC-Konzentration

Im Gegensatz zum zuvor beschriebenen Danazol wird bei Phenytoin durch den Zu-
satz von NaTC, bzw. NaTC/Lez. ein sehr geringer I6slichkeitssteigernder Effekt beo-
bachtet. Bei 15 mmol reiner NaTC-L&ésung ist nicht einmal eine Verdopplung der
Ldslichkeit zu beobachten. Diese wird erst bei dem gemischten Mizellsystem er-
reicht. Der Unterschied zwischen 3.75 mmol NaTC/Lez. (fed-state) und 15 mmol
NaTC/Lez. (fasted-state) betragt bei Phenytoin noch nicht einmal den Faktor 2. Cook
et al. [2001] untersuchten den Einfluss des “food-effects” auf die Bioverfiigbarkeit von
Phenytoin. Der Arzneistoff wurde nach acht Stunden Nichternheit bzw. nach einer
fetthaltigen Mahlzeit verabreicht. Hierbei konnte kein Einfluss der Mahlzeit auf die

Bioverfugbarkeit von Phenytoin gezeigt werden.
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NaTC LC')inchk.eit. LC')inchk.eit. . Lésl?ch.keit . Lbsl?ch.keit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) mit Lezithin (4:1)
[ug/ml] [mmol/l] [ug/ml] [mmol/l]
0 31.0+£2.03 0.123 31.0+£2.03 0.123
1 29.6 £ 0.30 0.117 325+1.27 0.129
3.75 29.8 £ 0.46 0.118 39.6 +1.52 0.157
7.5 326 +0.74 0.129 445+ 1.58 0.176
15 48.6 £ 1.33 0.193 58.5+ 1.88 0.232
30 64.3 £1.05 0.255 88.7 £ 0.68 0.352

Tabelle 4-19: Léslichkeiten von Phenytoin bei pH 7 in Abh. von NaTC, bzw.

NaTC/Lez (4:1)
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Abbildung 4-6: L6slichkeit von Phenytoin unter dem Einfluss von Gallen-

komponenten

Fir die Léslichkeit von Phenytoin in Phosphatpuffer bestimmte Mithani [1996] einen
Wert von 33.67 ug/ml bei pH 5.5. Auch dieser Wert bestétigt unsere Messungen.



Ergebnisse 95

4.3.1.3 Felodipin

Das Antihypertonikum Felodipin wird bei essentieller Hypertonie in den Dosierungen
2.5, 5 und 10 mg verabreicht. In den Untersuchungen zeigt der Wirkstoff einen ahn-
lichen Verlauf, wie die bereits zuvor beschriebenen Substanzen. Auch bei diesem
neutralen Wirkstoff ist keine pH-abh&ngige Lslichkeit zu erkennen. Die verbesserte
Laslichkeit in Gallensalzmizellen ist bei Felodipin noch ausgepragter als bei den be-
reits beschriebenen Substanzen.

Bei Zugabe von 15 mmol NaTC wurde die Ld&slichkeit des Wirkstoffes um das
60-fache auf 53 pg/ml erhdht. In den gemischten NaTC/Lez. Mizellen erhéht sich die
Ldslichkeit bei 15 mmol NaTC um das 300-fache auf 258.5 ug/ml.

NaTC Léslichk.eit. Léslichk.eit. . Léslichkeit . Lésl!chkeit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) mit Lezithin (4:1)

[ug/mil] [mmol/I] [ug/ml] [mmol/l]

0 0.86 + 0.03 2.23E-03 0.86 + 0.09 2.23E-03

1 0.67 £ 0.04 1.75E-03 10.40 + 0.57 2.71E-02
3.75 1.30 £ 0.09 3.37E-03 57.81 £ 0.67 1.50E-01
7.5 14.0£0.77 3.64E-02 96.95 + 2.33 2.52E-01
15 53.0 +2.77 1.38E-01 258.49 £ 3.63 6.73E-01
30 162.1 £ 1.78 4.22E-01 481.15 1+ 59.43 1.25E+00

Tabelle 4-20: Léslichkeiten von Felodipin bei pH 7 in Abhangigkeit von NaTC,
bzw. NaTC/ Lez (4:1)

Fur das Felodipin konnte Scholz et al. [2002] bei Hunden eine um den Faktor zwei
erhdhte Bioverfugbarkeit feststellen, wenn der Wirkstoff nach einer Mahlzeit
(5-prozentige Glucoselésung) eingenommen wurde. Die Léslichkeit steigert sich in

den vorliegenden Messungen ungeféahr um den Faktor 4.5.
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Abbildung 4-7: Ld&slichkeit von Felodipin unter dem Einfluss von Gallen-

komponenten

pH-Abhangigkeit
Auch fur Felodipin konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert des Dinndarms keinen

Einfluss auf die Loslichkeit des Wirkstoffes hat.

NaTC L&slichkeit bgi pH 5 | Loéslichkeit bgi pH 6 | Loslichkeit bgi .pH 7
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin ohne Lezithin
[ug/ml] [ug/ml] [ug/ml]
0 0.87 0.82 0.86
1 0.85 0.86 0.67
3.75 1.23 1.33 1.30
7.5 14.15 13.28 14.00
15 51.29 49.18 53.01
30 153.55 166.75 162.10

Tabelle 4-21: pH-abhé&ngige Ldslichkeit von Felodipin bei 37°C in Abhangigkeit von

der NaTC-Konzentration

Bei den im Folgenden beschriebenen Substanzen wurden die Messreihen zeitlich
verklrzt, indem bei diesen Substanzen auf die L&slichkeitsbestimmung bei unter-
schiedlichen pH-Werten verzichtet und nur bei pH 7 gemessen wurde. Die bisher

ermittelten Daten rechtfertigen diese Mallnahme, da gezeigt werden konnte, dass die
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Ldslichkeit von neutralen Substanzen wie erwartet, nicht vom pH-Wert abhéngen.

Des Weiteren wurde auf Messungen mit den Gallensalzkonzentrationen 1 mmol und
3.75 mmol verzichtet. Es galt vor allem, die lineare Steigung zwischen der Gallen-
salzkonzentration und der Ld&slichkeit zu ermitteln. Da diese Linearitat bei reinen
Natriumtaurocholatmizellen erst nach der CMC von 6.6 mmol NaTC zu bestimmen
ist, wurde auf die genannten Konzentrationen verzichtet. Bei den gemischten Mizel-
len wurden ebenfalls die NaTC-Konzentrationen von 7.5, 15 und 30 mmol gewahlt,
um die Werte der verschiedenen Gallensalz-Mizellen besser vergleichen zu kénnen.
Bei Betamethason, Dexamethason und Hydrocortison wurden die in der NaTC-L6-
sung bestimmten Werte aus der Dissertation von Bakatselou [1990] Gbernommen

und nur die Werte in gemischten Mizellen gemessen.

431.4 Beclometasondipropionat

FUr das Glucocorticoid wurden folgende Léslichkeiten bestimmt.

NaTC Léslichk.eit. Léslichk.eit. . Lbslichkeit . Lésl?chkeit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[mg/ml] [mmol/l] [mg/ml] [mmol/l]
0 0.46 8.83E-04 0.46 8.83E-04
7.5 0.92+0.122 1.77E-03 3.84 £ 0.196 7.37E-03
15 3.26 £ 0.181 6.26E-03 9.84 +0.335 1.89E-02
30 14.26 + 0.359 2.74E-02 24.65 1 0.235 4.73E-02

Tabelle 4-22: Léslichkeiten von Beclometasondipropionat bei pH 7 in Abhangigkeit
von NaTC und NaTC/ Lez (4:1)

4.3.1.5 Dexamethason
Bei Dexamethason sind fur das reine Natriumtaurocholat-Medium die Messwerte von
Bakatselou tUbernommen worden. Die Werte in den gemischten Mizellen wurden

selbst gemessen.
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NaTC Laslichkeit Laslichkeit Laslichkeit Laslichkeit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[Mg/ml] [mmol/l] [Mg/mi] [mmol/l]
0 92+2 2.34E-01 92.00 + 10.51 2.34E-01
3.75 109+ 2 2.78E-01
7.5 114+ 2 2.90E-01 202.74 +21.02 517E-01
15 137 +3 3.49E-01 254.57 +2.204 6.49E-01
30 193+5 4.92E-01 368.64 +42.38 9.39E-01

Tabelle 4-23: Léslichkeiten von Dexamethason bei pH 7 in Abhangigkeit von NaTC
und NaTC/ Lez (4:1)

Das Glucocorticoid Dexamethason wird als Antiallergikum in Konzentrationen zwi-
schen 0.5 und 8 mg verabreicht. Bei einer wassrigen Loslichkeit von ca. 100 ug/ml
sollte sich die Substanz im Darm in einem Volumen von ca. 250 ml vollstandig I6sen.
Eine Abhangigkeit zwischen der Bioverfugbarkeit von Dexamethason und der Auf-
nahme von Nahrung konnte in der Literatur daher auch nicht festgestellt werden. Um
Irritationen im Magen zu lindern, sollte Dexamethason dennoch wahrend der Mahl-

zeit oder mit Milch eingenommen werden.
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Abbildung 4-8: Ld&slichkeit von Dexamethason unter dem Einfluss von

Gallenkomponenten
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4.3.1.6 Betamethason
NaTC Lt')slichkleit- Lé')slichkleit. . Lbsl?ch.keit . Lbsl?ch.keit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[ug/mi] [mmol/l] [pg/mi] [mmol/l]
0 632 1.61E-01 65.75+3 1.61E-01
0.1 64 +1 1.63E-01
1 631 1.61E-01
3.75 69+3 1.76E-01
75 69 +1 1.76E-01 88.07 2 2.24E-01
15 862 2.19E-01 129.67 + 1 3.30E-01
30 11815 3.01E-01 184.87 £ 5 4.71E-01

Tabelle 4-24: Léslichkeiten von Betamethason bei pH 7 in Abhangigkeit von NaTC
und NaTC/Lez (4:1)

Betamethason ist ebenfalls ein Glucocorticoid und wird bei allergischen Erkrankun-
gen eingesetzt. In Deutschland wird es vor allem als Dermatikum verwendet. In ora-
ler Darreichungsform wird es nur von der Firma Essex Pharma als Celestamine" an-
geboten. Die Dosis betragt 0.5 mg. Wie das Dexamethason wird Betamethason voll-
standig in weniger als 250 ml Wasser gel6ést. Ob die Tablette vor oder nach dem Es-
sen eingenommen wird, hat deshalb keinen Einfluss auf die Bioverfligbarkeit des
Wirkstoffes.
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Abbildung 4-9: Laslichkeit von Betamethason unter dem Einfluss von

Gallenkomponenten
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4.31.7 Griseofulvin

Griseofulvin ist ein Antimykotikum, dass nur gegen Dermatophyten wirkt; wahr-
scheinlich indem es als Spindelgift die Mitose hemmt. Obwohl es gegen Lokalmyko-
sen gerichtet ist, muss Griseofulvin systemisch angewandt werden, da es nur so in

neugebildetes Kreatin einlagert wird. Dieses eignet sich dann nicht mehr als Nahrbo-

den fur Pilze.
NaTC Léslichkeit Loéslichkeit Loéslichkeit Loéslichkeit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) mit Lezithin (4:1)

[ug/mi] [mmol/l] [Mg/mi] [mmol/l]

0 10.4 £ 0.05 2.94E-02 10.4 £ 0.05 2.94E-02

7.5 18.6 £+ 0.24 5.28E-02 55.9+1.93 1.59E-01

15 31.8+1.58 9.01E-02 71.7 +11.89 2.03E-01

30 56.8 £ 0.99 1.61E-01 128.1 + 26.03 3.63E-01

Tabelle 4-25: L&slichkeiten von Griseofulvin bei pH 7 in Abhéngigkeit von NaTC
und NaTC/Lez (4:1)

Die Loslichkeit wird in den reinen NaTC-Mizellen von 10 ug/ml im Puffer auf
31.8 ug/ml bei 15 mmol NaTC gesteigert. In den gemischten Mizellen 16st sich bei
15 mmol NaTC mit 71.7 ug/ml mehr als doppelt soviel. Aus der linearen Korrelation
errechnet sich fur 3.75 mmol NaTC/Lez. eine L&slichkeit von 31 ug/ml. Zwischen
“fed” und “fasted” sollte damit eine L&slichkeitsdifferenz von einem Faktor zwei lie-
gen.

In der Literatur untersuchten Aoyagi et al.[1982] den Einfluss der Nahrung auf die
Bioverfugbarkeit von zwei verschiedenen Griseofulvin-Formulierungen. Diese unter-
schieden sich in ihrer Mikronisierung. Bei beiden Formulierungen stieg die Biover-
fugbarkeit an, wenn der Wirkstoff zusammen mit der Nahrung verabreicht wurde. Die
Konzentrationsspitze im Serum war bei der ultramikronisierten Formulierung im

postprandialen Zustand doppelt so grof3, wie im niichternen Zustand.
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Abbildung 4-10:  Léslichkeit von Griseofulvin unter dem Einfluss von Gallen-

komponenten

Die folgende Tabelle zeigt erneut die Zuverlassigkeit der miniaturisierten Shake-
Flask Methode. Die eigenen Messwerte liegen nur geringfligig unterhalb der Werte

von Hoérter [1999]. Ursache dafiir kann die Verwendung unterschiedlicher Chargen

sein.
Loslichkeit Loslichkeit
NaTC [mmol] | ohne Lezithin' ohne Lezithin?
[ug/ml] [ug/ml]

0 10.4 £ 0.05 178+04
75 18.6 £ 0.24 23.4+0.35
15 31.8+1.58 35.4 +0.29
30 56.8 + 0.99 61.9+0.44

Tabelle 4-26: Vergleich der gemessenen Loslichkeiten von Griseofulvin mit
Literaturdaten

'eigene Messungen und 2Messungen von Horter
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4.3.1.8

Testosteronpropionat wird zur Substitutionstherapie eingesetzt. Der Wirkstoff wird fur

Testosteronpropionat

die intramuskulédre Applikation in Erdnuss- oder Rizinusél gelést. Der Arzneistoff

wurde in die experimentelle Messreihe mit einbezogen, um das Spektrum von Sub-

stanzeigenschaften besser abzurunden.

Ldslichkeit Léslichkeit Ldslichkeit Ldslichkeit
NaTC [mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[ug/mi] [mmol/1] [ug/mi] [mmol/1]
0 1.868 £ 0.071 5.42E-03 1.87 £ 0.071 5.42E-03
7.5 278 +£0.417 8.07E-03 88.07 £ 1.874 2.56E-01
15 37.58 £2.982 1.09E-01 105.46 + 1.404 3.06E-01
30 93 2.70E-01 239.67 £ 5.107 6.96E-01

Tabelle 4-27: Léslichkeiten von Testosteronpropionat bei pH 7 in Abhangigkeit von
NaTC und NaTC/Lez (4:1)

4.3.1.9

Dronabinol ist der synthetisch hergestellte Wirkstoff des Pflanzenstoffs Tetrahydro-

Dronabinol

cannabinol (THC). THC ist der aktive Inhaltsstoff von Marihuana. Es fiihrt zu einem
sogenannten “high” Geflihl, kann aber auch den Appetit anregen und den Brechreiz
mildern. In Amerika ist es seit 1985 als Mittel gegen Brechreiz nach der Chemothe-
rapie von Krebspatienten anerkannt. Seit 1992 wird es auch bei AIDS-Patienten zur
Appetitsstimulierung angewendet. Die Dosis der Kapseln liegt bei 2.5-10 mg Wirk-
stoff.

In Deutschland ist Dronabinol bei der Behandlung von AIDS- und Krebs-Patienten
mit Schmerzen und Kachexie indiziert. Weiterhin ist es fir Patienten mit Multipler
Sklerose oder Querschnittslahmung angezeigt, die muskulare Krampfe oder Spasti-
ken haben. Die Notwendigkeit des Wirkstoffes wird aber weiterhin diskutiert. Drona-
binol ist in Deutschland nicht als Fertigarzneimittel erhéltlich, sondern kann nur als
Rezeptursubstanz verschrieben werden. Der Wirkstoff fallt unter das Betdubungs-
mittelgesetz.

Ahnlich wie das Phenytoin, verhalt sich Dronabinol (pK,= 10.60) im gastrointestinalen
pH-Bereich wie ein Neutralstoff. Die L&slichkeitsbestimmungen wurden daher bei
pH 7 durchgefuhrt. Beim Dronabinol ( logP = 6.97; SMP = 25°C) musste mit einer
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aulerst geringen Wasserldslichkeit gerechnet werden. Erschwerend kam hinzu, dass
durch die Auflagen des Betdubungsmittelgesetzes nicht mehr als 100.0 mg Wirkstoff
zur Verfiigung standen. Die Md&glichkeit, die intrinsische Ldslichkeit mit mehreren Be-
stimmungen zu ermitteln, bestand also nicht.

Bestimmung der Wasserl6slichkeit

Die Léslichkeit von Dronabinol wurde zunachst in einem organischen Lésungsmittel
bestimmt, in dem es sich gut 16st. Am einfachsten ist es, die Standardlésung als
Ausgangsmedium zu verwenden, da diese fur die Gehaltsbestimmung ohnehin vor-
ratig ist. Von der Standardlésung werden zwei Verdinnungsreihen angesetzt. Bei der
ersten Versuchsreihe wurde zur Verdinnung organisches Lésungsmittel verwendet.
Bei der zweiten Messreihe wurden die selben Verdiinnungsschritte durchgefihrt, je-
doch wurde als Lésungsmittel die Phosphatpufferlésung pH 7 verwendet. Durch den
Vergleich der beiden Messreihen kann leicht festgestellt werden, ab welchem Was-
sergehalt sich bei Dronabinol eine verminderte Ld&slichkeit einstellt. Von diesem
Wassergehalt aus wurde dann in kleineren Schritten mit Puffer verdiinnt, um besser

auf 100 Prozent Wassergehalt extrapolieren zu kénnen.

) Dronabinol . , Dronabinol

Verdlnnung mit in organ. Standard Verdinnung mit | Anteil HO in Puffer
ACN [ug/mi] Puffer [%] [ug/mi]
Standard 1 11.00 Standard 1 0 11.00
1:1 5.50 1:1 50 5.50
1:4 2.75 1:4 75 1.63
1.7 1.57 1.7 85.7 0.20
1:10 1.10 1:10 90 0.14
1:20 0.55 1:20 95 0.09

Tabelle 4-28: L&slichkeitsbestimmung von Dronabinol durch Messungen in unter-
schiedlichen Acetonitril-Konzentrationen und Extrapolation auf

0 Volumenprozent Acetonitril

Bei einer Verdinnung von 1:1 ist das Dronabinol auch noch im Puffer vollstandig
geldst. Bei einer Verdiinnung von 1:4 ist der Gehalt in beiden Medien jedoch nicht
mehr identisch. Bei einem Wassergehalt von 75 % ist bereits 1 pg/ml weniger 16slich
als bei der vergleichbaren Verdinnung mit organischem L&sungsmittel. Aus den
letzten drei Messungen bei 85.7 %, 90 % und 95 % Wassergehalt, wurde mit Hilfe
der linearen Regression die reine Wasserl6slichkeit bestimmt. Aus diesen Werten

berechnet sich eine Loslichkeit von S, = 0.03 pg/ml Dronabinol.
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Abbildung 4-11:  L&slichkeitsbestimmung von Dronabinol durch Extrapolation auf

0 % Acetonitril

Léslichkeitsbestimmungen in Gallensalzmizellen

NaTC Léslichkeit Léslichkeit Léslichkeit Léslichkeit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) mit Lezithin (4:1)
[ug/ml] [mmol/l] [ug/mi] [mmol/l]
0 0.03* 9.54E-05 0.03* 9.54E-05
7.5 0.2 6.44E-04 95.5 3.04E-01
15 39.2+10.6 1.25E-01 191.0 6.07E-01
30 177.0 5.63E-01 257.0 8.17E-01

Tabelle 4-29: Léslichkeiten von Dronabinol in Abh&ngigkeit von NaTC und

NaTC/Lez (4:1)
* extrapolierter Wert (s. Text)
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Auffallig bei Dronabinol sind die enormen L&slichkeitssteigerungen, die unter dem
Einfluss von Gallensalzen beobachtet werden. Zwischen der extrapolierten Wasser-
|6slichkeit von 0.03 pg/ml und der Léslichkeit im postprandialen Zustand (191 ug/ml)
liegt ein Faktor 6000. Aus der linearen Korrelation |&sst sich fur den nichternen Zu-
stand eine Léslichkeit von 87 ug/ml berechnen. Der Wirkstoff sollte aufgrund der

Ldslichkeitsergebnisse im postprandialen Zustand besser bioverfigbar sein.
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Abbildung 4-12:  Léslichkeit von Dronabinol unter dem Einfluss von Gallen-

komponenten
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4.3.2 Sauren

4.3.21 Glibenclamid

Das Antidiabetikum Glibenclamid gehdrt mit einem pKj; von 4.99 zu den untersuchten
Wirkstoffen mit einer Sauregruppe. Im sauren Milieu 16st sich das undissozierte Gli-
benclamid erwartungsgemal nur sehr wenig. Fur die undissoziierte Form des Gli-
benclamids konnte bei pH 2 eine L&slichkeit von 1.3 E-4 mmol/l bestimmt werden.
Bei pH 11.9 wurde eine L&slichkeit von 1.1 mmol/l gemessen. Diese Saure ist ein ty-
pisches Beispiel daflr, dass sich die wassrige Ldslichkeit zwischen dem vollstandig
ionisiertem und dem nicht-ionisiertem Molekul um einen Faktor von ca. vier Zehner-
potenzen andert. Das pH-abhé&ngige Ldslichkeitsprofil dissoziierbarer Wirkstoffe ver-
l&uft dabei sigmoidal.

Die Lo&slichkeitssteigerung in reinen NaTC-Mizellen ist fur ungeladene Molekile
deutlich gréf3er als fur den ionisierten Wirkstoff. Bei pH 2 und pH 3 ist die Léslichkeit
bei 30 mmol NaTC um den Faktor 45 gréRer als in wassriger Pufferlésung. Fiur das
ionisierte Molekul (pH 7-11.9) ist nur eine zwei- bis vierfache L&slichkeitssteigerung
zu beobachten. Die Léslichkeit in gemischten NaTC/ Lez.-Mizellen ist vor allem bei
pH 5 noch deutlich erhéht. Um bei Sduren und Basen den Unterschied zwischen
dem fed- und dem fasted-state beurteilen zu kébnnen, muss neben der unterschiedli-
chen Gallensalzkonzentration auch die Veranderung des pH-Wertes bericksichtigt
werden. Im préprandialen Zustand, bei 3.75 mmol NaTC/Lez. liegt ein durchschnitt-
licher pH-Wert von 6.5 vor. Im postprandialen Zustand steigt die Aciditat im Jejunum
auf pH 5. Bei Glibenclamid nimmt die L&slichkeit durch die Nahrungsaufnahme zu-
nachst ab (ca. 5 uyg/ml bei pH 6.5 gegen 2.8 pg/ml bei pH 5). Es ist offensichtlich,
dass der solubilisierende Effekt der Gallensalzmizelle bei pH 5 gegentiber der Los-
lichkeitssteigerung durch die erhéhte Dissoziation bei pH 6.5 unbedeutend wird. Die
Substanz 18st sich unter gastro-intestinalen Bedingungen nicht infolge der Gallen-
salze auf, sondern aufgrund des pH-Gradienten. Allerdings ist auch im postprandia-
len Zustand in tieferen Dinndarmabschnitten ein durchschnittlicher pH-Wert von 6.5
vorhanden und die Saure kann leicht aufgelést werden.

Dies wird auch durch die Literatur bestétigt. Marathe et al. [2000] untersuchten den
Einfluss der Nahrungsaufnahme auf die Pharmacokinetik einer Metformin/ Gliben-
clamid Tablette. Die Kombination der Wirkstoffe zeigt fir Metformin und Glibenclamid

Bioverfugbarkeiten, wie sie auch fur die Einzelsubstanzen gemessen werden.
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Nahrung beeinflusste die Bioverfigbarkeit in keinem nennenswerten Ausmall.
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Tabelle 4-30: L6slichkeit von Glibenclamid bei 37°C in Abhangigkeit von NaTC
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4.3.2.2 Mefenaminsédure
NaTC Ldslichk.eit. Léslichk.eit. . Léslichkeit . Lésl!chkeit
End-pH ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[mmol]
[ug/ml] [mmol/1] [pug/mi] [mmol/1]
0 0.06 + 0.002 2.62E-04
oH 2 7.5 0.27 £ 0.02 1.12E-03
15 3.40 £ 0.08 1.41E-02
30 15.89 + 3.86 6.59E-02
0 0.07 £ 0.01 2.87E-04
oH 3 7.5 0.23 £ 0.09 9.50E-04
15 3.78£0.25 1.57E-02
30 19.01 £ 0.53 7.88E-02
0 0.65 +0.03 2.71E-03 0.65 +0.03 2.71E-03
1 0.69 £ 0.02 2.84E-03 2.10+0.10 0.0088
oH 5 3.75 0.60 + 0.03 2.48E-03 8.90 £ 0.35 0.0370
7.5 0.52+0.12 2.14E-03 11.4+0.16 0.0472
15 5.27 £0.27 2.18E-02 27.2+0.90 0.1129
30 22.13+1.00 9.17E-02 455+ 19.88 0.1884
0 7.20+0.15 2.98E-02 7.20+0.15 2.98E-02
1 5.87 £0.08 2.43E-02 9.60 £ 0.10 0.0397
oH 6 3.75 6.44 +£0.22 2.67E-02 18.1£0.19 0.0751
7.5 6.58 + 0.38 2.73E-02 24.8 +0.35 0.1026
15 19.44 + 0.34 8.06E-02 46.6 £ 0.70 0.1932
30 58.82 + 5.47 2.44E-01 95.1+£4.16 0.3940
0 67.2 £ 3.27 2.79E-01 67.2 £ 3.27 2.79E-01
1 58.5 £ 0.61 2.42E-01 80.8 + 1.06 0.3350
pH 7 3.75 65.1 £ 0.29 2.70E-01 94.8 +1.84 0.3928
7.5 64.0 +5.71 2.65E-01 141.2 +4.42 0.5853
15 153.5+2.18 6.36E-01 248.2 +2.26 1.0288
30 343.2 + 30.01 1.42E+00 529.9 + 11.06 2.1962
0 357.0+2.79 1.48
pH 8 7.5 418.7 £ 3.55 1.74
15 546.4 £ 4.82 2.26
30 838.0 + 8.68 3.47
0 486.2 + 3.13 2.01
pH 9 7.5 585.0 £ 4.70 2.42
15 715.2 +8.29 2.96
30 1000.0 + 8.79 4.14

Tabelle 4-31: L6slichkeit von Mefenaminsédure bei 37°C in Abhangigkeit von NaTC

Die Mefenaminsaure ist die zweite untersuchte Saure und zeigt ein &hnliches Ver-
halten wie das zuvor beschriebene Glibenclamid. Das Analgetikum ist in Deutschland
in Form von zwei Fertigarzneimitteln auf dem Markt. Dabei handelt es sich um das

Ponalar® mit 500 mg Wirkstoff von der Firma Gé&decke und das Parkemed® von
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Parke-Davis mit 250 mg Mefenaminsaure. Bei dem zuletzt genannten Fertigarznei-
mittel fallt auf, dass fir die Formulierung Natriumdodecylsulfat und Sojalecithin ver-
wendet wurde. Natriumdodecylsulfat ist wie NaTC ein anionischer Solubilisator. Das
Ziel, die Léslichkeit durch eine gemischte Mizelle zu optimieren, wird somit bereits in

der Formulierung deutlich.

In wassriger Pufferlédsung ist zwischen pH 2 mit 2.6 E-04 mmol/l und pH 9 mit
2.01 mmol/l erneut ein Ld&slichkeitsunterschied von vier Zehnerpotenzen zu beo-
bachten. Der Einfluss von Gallensalzen auf die Léslichkeit des Analgetikums im
nicht-ionisiertem Zustand ist hingegen deutlich gréRer. Bei pH 2 und pH 3 erhdht sich
die Ldslichkeit von 0.06 ug/ml um das 260-fache. Demgegenuber I6st sich das disso-
ziierte Molekll bei Anwesenheit von NaTC nur um den Faktor zwei bis drei besser.
Betrachtet man die L&slichkeit von Mefenaminséure bei 30 mmol NaTC in Anwesen-
heit von Lezithin im gastrointestinalen pH-Bereich, so ist jeweils eine doppelt so hohe
Ldslichkeit zu beobachten.

Die Abbildung 4-13 gibt die Ld&slichkeit von Mefenaminsdure in Abhangigkeit von
Gallensalz wieder. Die ausgefiillten Abbildungspunkte geben die Ld&slichkeit in der
gemischten NaTC/Lez.-Mizelle wieder und die nicht-ausgeflillten Punkte die Léslich-
keit in reinen NaTC-Mizellen. Anhand der Abbildung wird die Bedeutung des pH-
Wertes deutlich. Bei pH 5 und pH 6 ist eine Ld&slichkeitsverbesserung um das 70-
bzw. 13-fache zu beobachten. Trotz dieser enormen Léslichkeitssteigerung erreichen
die Werte gerade die Lo6slichkeit von pH 7 im reinen, wassrigen Milieu.

Bei pH 7 sind die solubilisierenden Effekte deutlich geringer (immerhin noch 8-fach).
Aufgrund der hohen Wasserléslichkeit (67.2 pg/ml) kann jedoch eine deutliche Ver-
besserung erreicht werden.

Im praprandialen Zustand bei 3.75 mmol NaTC/Lez. (pH 6.5) I6sen sich ca. 56 pg/ml
und im postprandialen Zustand bei 15 mmol NaTC/Lez. (pH 5) 27.2 ug/ml. Auch bei
Mefenaminsdure Uberwiegt der pH-Gradient die I6slichkeitssteigernden Effekte der
Gallenkomponenten. Bestétigt werden diese Ergebnisse durch Bioverfigbarkeitsstu-
dien. Hamaguchi [1986 u. 1987] und Welling [1989] konnten keine nahrungsbeding-
ten Effekte beobachten.
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Abbildung 4-13: pH-abhangige Léslichkeit von Mefenaminséure unter dem Einfluss

von Gallenkomponenten
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4.3.2.2 Niclosamid
NaTC L(‘jslichk.eit. Léslichk.eit. ' Léslichkeit . Lbsl?ch.keit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) mit Lezithin (4:1)
[ug/mi] [mmol/l] [ug/mi] [mmol/1]
0 0.005 £ 0.0013 1.38E-05
DH 2 7.5 0.33+£0.08 8.52E-04
15 297 +0.12 7.64E-03
30 8.21£0.33 2.12E-02
0 0.005 £ 0.0013 1.38E-05
pH 3 7.5 0.3+£0.1 7.62E-04
15 3.19+£0.17 8.21E-03
0 0.011 2.96E-05 0.011 2.96E-05
pH 4 7.5 0.39+£0.15 1.01E-03 6.87 £0.29 1.77E-02
15 3.47 £0.09 8.93E-03 13.8+0.16 3.55E-02
30 12.73 £0.29 3.28E-02 33.45 +16.32 8.62E-02
0 0.03 8.76E-05 0.03 8.76E-05
oH 5 7.5 0.11 £0.01 2.96E-04 7.10£0.05 1.83E-02
15 149 £0.22 3.84E-03 13.77 £0.10 3.55E-02
30 12.17 3.13E-02 39.01 £0.93 1.00E-01
0 0.17 £0.07 4.33E-04 0.17 £0.07 4.33E-04
pH 6 7.5 0.22 £ 0.03 5.67E-04 7.35+0.08 1.89E-02
15 255+0.3 6.58E-03 14.83 £ 0.19 3.82E-02
30 14.23 3.67E-02 40.16 £ 0.66 1.03E-01
0 1.01 £0.08 2.58E-03 1.01 £0.08 6.61E-04
DH 7 7.5 148 £0.19 3.81E-03 9.75+£0.29 2.51E-02
15 18.0 4.64E-02 21.2+0.49 5.46E-02
30 51.0 1.31E-01 45.65 + 32.1 1.18E-01
0 5.1+0.82 1.33E-02 5.1+0.82 5.50E-03
DH 8 7.5 33.0£0.51 8.50E-02 42.92 +0.27 1.11E-01
15 116 £ 0.6 2.99E-01 66.56 £ 0.92 1.71E-01
30 282+4.8 7.26E-01 187.74 £ 51.71 4.84E-01
0 5.15 1.33E-02
pH 9 7.5 36.94 £ 3.19 9.51E-02
15 116.09 £ 2.27 2.99E-01
30 345.17 £ 14.44 8.89E-01

Tabelle 4-32: Léslichkeit von Niclosamid bei 37°C in Abhangigkeit von NaTC

Niclosamid, ein chloriertes Nitrosalicylat, ist einer der altesten Wirkstoffe, der in der

Human- und Tiermedizin zur Bekdmpfung von Bandwirmern eingesetzt wird. Er wirkt

allein gegen die intestinalen Cestodenformen, wobei jedoch nicht alle Arten gleich

gut entfernt werden. Die Wirkung beruht auf einem Eingriff in den Parasitenstoff-

wechsel am Scolex. Infolgedessen kommt es zu einer ATP-Verarmung bei gleich-

zeitiger Lactatanh&ufung. Dadurch wird der Bandwurm fur Proteasen angreifbar und
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wird verdaut [Ungemach, 1999) Niclosamid ist in Form des Humanpraparates Yome-
san” bzw. als veterindrmedizinisches Praparat Mansonil” erhaltlich. Erwartungsge-
maf verhalt sich Niclosamid in bezug auf Loslichkeitseigenschaften wie die vorher-

gehenden schlechtldslichen, schwachen Sauren.

4.3.2.4

Die Loslichkeit des Glucocorticoids Hydrocortison wurde durch die Einfihrung einer

Hydrocortison-Hemisuccinat

Bernsteinsdure und die anschlielende Bildung eines Natriumsalzes deutlich verbes-
sert. Das Salz ist um den Faktor 10 besser I6slich als der Neutralstoff. In Tabelle 4-
33 sind die von Bakatselou [1990] gemessenen Daten fir Hydrocortison aufgefihrt.
Tabelle 4-34 zeigt die deutliche Verbesserung der Léslichkeit beim Hydrocortison-

Hemisuccinat.

NaTC Loslichkeit Loslichkeit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin
[Mg/mi] [mmol/l]

0 326 +6 1.52E-02
0.09 312 +1 2.54E-03
0.93 346 +8 2.03E-02
3.75 377 +4 1.01E-02

75 425 +1 2.54E-03

15 528+4 1.01E-02

30 683 +6 1.52E-02

Tabelle 4-33: Léslichkeiten von Hydrocortison bei unterschiedlichen

Gallensalzkonzentrationen

NaTC . L('jslichkeit . Lésl!chkeit
[mmol] mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[bg/m] [mmol/]
0 3168 £6.9 6.85
7.5 3221+6.9 6.96
15 3294 +71 712
30 3415+7.3 7.38

Tabelle 4-34: Léslichkeiten von Hydrocortison-Hemisuccinat bei pH 7 in unterschied-

lichen Gallensalzkonzentrationen

Das Hydrocortison-Hemisuccinat hat einen pK;-Wert von 2.35 und liegt bei pH 7 voll-

standig ionisiert vor.
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4.3.3 Ampholyt - Levothyroxin

Levothyroxin (T4) ist das ein Isomer des Schilddrisenhormons Thyroxin. Schilddri-
senhormone beeinflussen den Protein-, Fett-, und Kohlenhydratstoffwechsel. Damit
wirken sie auf Wachstum und Entwicklung ein. Sie stimulieren den Sauerstoff-
verbrauch in fast allen Zellen des Kdérpers, was zu einem erhéhten Energiehaushalt
und Warmeproduktion fihrt. Zuséatzlich besitzen Schilddriisenhormone einen stimu-
lierenden Effekt auf das Herz.

Oral verabreichtes Levothyroxin wird vor allem bei der Suppressions- u. Substituti-
onstherapie von Schilddriisenmalignomen eingesetzt, aber auch bei Hypothyreose
sowie benignen Strumen mit euthyreoter Funktionslage.

Da Levothyroxin ein Wirkstoff mit einem sehr engen therapeutischen Bereich ist, wird
der Patient langsam auf die geeignete Dosis eingestellt. Zusatzlich ist zu beachten,
dass T4 eine Halbwertszeit von 9 Tagen besitzt. Um Schwankungen in der Biover-
fugbarkeit zu verhindern, sollte ein Patient wahrend der Behandlung mit T4 nicht auf
ein anderes generisches Medikament umgestellt werden. Eine erhéhte Bioverfligbar-
keit des Generikums kann zu Herzschmerzen und Arrhythmien fihren. Bei einem
solchen Arzneistoff sind eine schlechte Léslichkeit und eine schlechte Freisetzung
besonders ungunstig. Bevorzugt wird deshalb statt der freien Sdure das Natriumsalz
des Levothyroxins verwendet. Als freie Sduren sind nur das Thyreocomb® und das
Thyreotom® in unterschiedlichen Dosierungen erhaltlich.

Die gleichzeitige Einnahme von Nahrung kann die Absorption von Levothyroxin sen-
ken [Benvenga, 1995]. Dies scheint jedoch vor allem an den Mineralien (z. B. Eisen,
Aluminium) zu liegen, die mit dem Wirkstoff Komplexe bilden. Levothyroxin sollte da-

her auf nichternen Magen eine Stunde vor dem Essen genommen werden.
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NaTC L&slichkeit L&slichkeit L&slichkeit Laslichkeit
End-pH ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[mmol]
[ug/mi] [mmol/1] [ug/mi] [mmol/I]
0 0.26 £ 0.09 3.39E-04 0.26 £ 0.09 3.39E-04
1 0.40 £ 0.05 5.09E-04 1.70 £ 0.22 2.16E-03
3.75 0.50 £ 0.20 6.37E-04 4.80+1.01 6.21E-03
5 7.5 1.22+0.28 1.57E-03 10.1+£0.73 1.30E-02
15 5.63+£1.77 7.24E-03 17.3+£9.40 2.23E-02
20 13.31 £ 0.96 1.71E-02
30 16.89 £ 2.04 2.17E-02 115.2 £ 18.82 1.48E-01
0 0.27£0.10 3.44E-04 0.27 £0.10 3.44E-04
1 0.39+0.04 4.96E-04 1.6+0.19 2.07E-03
3.75 0.53+£0.15 6.77E-04 5.2+0.17 6.74E-03
6 7.5 1.38 £0.39 1.78E-03 11.6+0.8 1.49E-02
15 5.04 £1.09 6.48E-03 19.7+2.2 2.53E-02
20 11.96 £ 0.45 1.54E-02
30 16.53 £ 2.37 2.13E-02
0 0.5+0.10 6.30E-04 0.5+0.10 6.30E-04
1 0.6 +£0.03 7.79E-04 1.7+£0.17 2.13E-03
3.75 0.8 £0.09 1.03E-03 9.8+7.85 1.26E-02
7 7.5 1.7+£0.45 2.18E-03 12.2+1.73 1.57E-02
15 6.4+1.28 8.26E-03 21.2+1.86 2.73E-02
20 17.7£1.17 2.28E-02
30 19.7 £1.47 2.53E-02 64.7 £6.53 8.33E-02

Tabelle 4-35: Léslichkeiten von Levothyroxin bei unterschiedlichen Gallensalz-

konzentrationen
434 Basen
4.3.41 Ketoconazol

Ketoconazol ist eine Base mit einem pK,-Wert von 6.51. Die pH-abhangige Wasser-
|6slichkeit wurde von Hoérter [1999] untersucht und ist in Tabelle 4-36 dargestellt. Wie
die zuvor beschriebenen Wirkstoffe zeigen auch die Werte fir Ketoconazol, dass
sich die Ldslichkeiten, betrachtet man das gesamte pH-Profil, um vier Zehnerpoten-

zen verandern.
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pH Léslichkeit [ug/ml]
7.5 4.67 £0.16
7.0 548 +0.12
6.5 7.36 £0.37
6.0 14.9 £ 0.57
5.5 33.8+2.1
4.63 190.8+£4.0
3.68 1654.9 £ 55.4
2.98 14608 * 505.2

Tabelle 4-36: Loslichkeit von Ketoconazol in Phosphatpuffer bei unterschiedlichen
pH-Werten [Horter, 1999]

Wird nur der Bereich von pH 5 - 7 betrachtet, der im Gl-Trakt vorherrscht, so steigert

sich die Loéslichkeit von pH 7 bis pH 5 um das 13-fache von 6 pg/ml auf 81 pg/ml. In

Anwesenheit von Gallensalzen verédndert sich dieses Verhaltnis zu Gunsten der we-

niger dissoziierten Base.

Die von Hoérter bestimmten Loslichkeiten von Ketoconazol in Gallensalzmizellen sind

nicht direkt mit den eigenen Werten vergleichbar, da sie bei anderen pH-Werten

vermessen wurden. Betrachtet man die GréRenordnung der Messwerte, so werden

die vorliegenden Werte jedoch bestatigt.
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NaTC Loslichkeit pH 5 | LoslichkeitpH 5 | Léslichkeit pH 5 | Loslichkeit pH 5
End-pH ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[mmol]
[ug/mi] [mmol/I] [ug/mi] [mmol/I]
0 81.10 £ 8.33 0.15 81.102 £ 8.33 0.15
1 87.09 £ 3.68 0.16 100.23 £ 2.27 0.19
5 3.75 92.57 + 3.21 0.17 132.74 £ 4.73 0.25
7.5 97.65 £ 3.88 0.18 246.26 £ 8.10 0.46
15 229.0 + 2.66 0.43 399.48 £+ 7.94 0.75
30 444.0 £21.93 0.84 687.17 £101.12 1.29
0 15.92 £ 0.71 0.03 15.92 £ 0.71 0.03
1 16.61 + 0.48 0.03 14.66 + 0.15 0.03
6 3.75 16.12+1.13 0.03 3249+ 1.34 0.06
7.5 19.52 + 1.38 0.04 75.17 £ 2.26 0.14
15 65.48 £ 1.82 0.12 157.40 £ 6.07 0.30
30 162.48 +5.19 0.31 368.63 £ 10.10 0.69
0 5.98 +0.27 0.01 5.98 £ 0.27 0.01
1 6.08 £ 0.20 0.01 6.64 + 0.67 0.01
7 3.75 8.21+0.54 0.02 16.81 + 0.67 0.03
7.5 12.43 £ 0.29 0.02 45.33 +1.89 0.09
15 38.82 +1.26 0.07 93.12+2.76 0.18
30 110.18 £ 2.16 0.21 211.97 £ 9.66 0.40
0 3.64 0.01
78 7.5 8.55+0.03 0.02
15 30.94 £ 0.91 0.06
30 107.98 0.20

Tabelle 4-37: Loslichkeit von Ketoconazol bei verschiedenen Gallensalzkonzen-

trationen und pH-Werten

Postprandial (pH 5, 15 mmol NaTC/Lez.) 400 pg/mi

Praprandial (pH 6.5, 3.75 mmol NaTC/Lez.) ca. 10 yg/ml

Ein Food-Effekt ist jedoch nicht zu erwarten, weil im niichternen Zustand der niedrige
pH-Wert im Magen einen sehr bedeutenden Beitrag zur L&slichkeit leistet. Die
postprandial erhéhte Léslichkeit im Dinndarm wiederum, gleicht den erhdéhten pH-
Wert im Magen aus. Es andert sich also eigentlich nur der Hauptort der Wirkstofffrei-

setzung.
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L&slichkeit pH 5.5 | Loslichkeit pH 5.5 | Léslichkeit pH 7.5
NaTC [mmol] ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) ohne Lezithin
[ug/mi] [ug/mi] [mmol/I]

0 36.0+1.4 34.4 £ 0.91 4.7+0.13
0.1 36.9+0.6 36.0 £ 0.27 49+0.17

1 39.0+£0.9 499+ 0.41 6.2+ 0.31

3 40.5+1.8 71.1+£217 6.8+0.17
7.5 58.4+0.7 164.9 £ 3.6 10.0 £ 0.26

15 128.5+5.1 287.9+13.1 27.4 £ 2.01

30 275.0+11.3 83.5+4.18

Tabelle 4-38: Literaturwerte von Hérter [1999]
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Abbildung 4-14: pH-abhangige Loslichkeit von Ketoconazol unter Einfluss von
Gallenkomponenten
Die ausgefllliten Datenpunkte geben die Ldslichkeit in den gemischten Mizellen mit

einem NaTC/Lez.-Verhaltnis von 4:1 wieder.

In der Literatur wird der Einfluss der Nahrungsaufnahme auf die Bioverfiigbarkeit von
Ketoconazol unterschiedlich beschrieben. Daneshmend et al. [1984] fanden bei einer
Ublichen Dosis an Ketoconazol keinen Unterschied in der AUC, gleich ob die Unter-
suchungen im pré- oder postprandialen Zustand durchgefiihrt wurden. Gascoigne et
al. [1981] beobachteten eine erhdhte Wirkstoffkonzentration nach einem Standard-

Frihstick, wdhrend andere Autoren entweder keinen Effekt oder eine Abnahme der
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AUC nach einem Frihstiick feststellten [Brass, 1982; Mannisto, 1982]. Allerdings ist
es bei diesem Wirkstoff nicht méglich, den oftmals ausgebliebenen Anstieg der Bio-
verfligbarkeit damit zu begriinden, dass die Gallensalze keinen solubilisierenden
Effekt auf Ketoconazol ausiiben. Vielmehr kénnen andere Faktoren die Resorption
beeinflussen. Wie bei Itraconazol wird die Resorption von der Aciditdt im Magen
stark beeinflusst. Hinzu kommt, dass bei Ketoconazol der first-pass-Effekt und
eventuell auch p-Glycoproteine eine grol3e Rolle spielen. Bei einer erhéhten Wirk-
stoffkonzentration werden zuséatzlich CYT-P450-Enzyme inhibiert und der Wirkstoff

dadurch schneller metabolisiert.

4.3.4.2 Miconazolnitrat

Das Miconazolnitrat besitzt einen pKs-Wert von 6.65 und somit eine fast ebenso
grole Saurekonstante wie das zuvor beschriebene Ketoconazol. Die Effekte, die die
Gallensalze auf diesen Wirkstoff austiben sind jedoch wesentlich gré3er als bei Ke-
toconazol. Bei einem pH-Wert von 6 wird deutlich, dass Miconazol trotz geringerer
Ldslichkeit im Puffer (0.97 pg/ml vs. 15.9 ug/ml) bei 30 mmol NaTC, eine héhere
Laslichkeit aufweist. Bei Ketoconazol erhéht sich die Ldslichkeit in den gemischten

Mizellen um das 23-fache, bei Miconazol um das 410-fache.

i
£ i i v || i L]
:I-. N * i Bl L Bl [ 7 ) i
]
% - pH T phres Leolten gl
= &
:.: W pH T il Lsmian (87 ) [sged]
L=} 1%
I i i 0 pH T B S Lol [uosnl
a 2
& B T ek |eriban i B gl
il i
a
ol - - = 7 4
[v] | .. 1l H]
Paa I D]

Abbildung 4-15: pH-abhangige Léslichkeit von Miconazol unter Einfluss von Gallen-

komponenten
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NaTC L('jslichk.eit. L('jslichk.eit. . Lb‘sl?ch.keit . L('jslﬁch.keit
End-pH ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[mmol]
[ug/mi] [mmol/l] [Mg/mi] [mmol/l]
0 52.11 £21.34 0.1
oH 4.2 7.5 40.84 + 3.31 0.09
15 241.30 £ 5.14 0.50
30 894.34 £ 63.23 1.87
0 12.12 £ 0.21 0.03
pH 5 7.5 21.87 £0.89 0.05
15 280.27 £ 63.00 0.58
30 546.33 1.14
0 247 +0.17 0.01
oH 5.4 7.5 253.00 * 89.01 0.53
15 377.24 £ 34.41 0.79
30 627.93 £ 56.72 1.31
0 0.97 £ 0.07 0.00 0.97 £ 0.07 0.00
bH 6 7.5 3.13+£0.11 0.01 49.28 + 8.21 0.10
15 70.25 £ 0.86 0.15 208.95 + 32.54 0.44
30 174.33 0.36 400.59 + 12.57 0.84
0 0.26 + 0.07 0.00 0.26 £ 0.07 0.00
oH 7 7.5 1.63 +£0.31 0.00 52.88 + 30.81 0.11
15 50.10 £ 8.25 0.10 133.77 £3.75 0.28
30 122.00 0.25 289.00 £ 14.45 0.60
0 0.18 £ 0.04 0.00 0.18 £ 0.04 0.00
oH 7.8 7.5 1.70£0.30 0.00 106.99 + 0.24 0.22
15 18.12 £ 0.65 0.04 123.37 £ 0.56 0.26
30 137.34 £ 1.93 0.29 261.46 + 1.46 0.55

Tabelle 4-39: Léslichkeiten von Miconazol unter Einfluss von Gallenkomponenten

Wegen der deutlichen Erhéhung der Léslichkeit in Anwesenheit von Gallenkompo-
nenten und im sauren pH-Bereich ist es nicht zu erwarten, dass die L&slichkeit die

Bioverfugbarkeit von Miconazol limitiert.
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4.3.4.3

Beim Koronardilatator Dipyridamol tritt eine Besonderheit auf, die nur bei diesem

Dipyridamol

Wirkstoff beobachtet wurde. In gemischten Mizellen ist die Léslichkeit von Dipyrida-

mol bei hohen Gallensalzkonzentrationen niedriger als in reinen Natriumtaurocholat-

mizellen.
NaTC Léslichk.eit. Lc‘jslichk.eit. . Léslﬁch.keit . L('jslﬁch.keit
End-pH ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[mmol]
[ug/mi] [mmol/1] [Mg/mi] [mmol/1]
0 2199.4 £ 99.4 4.36
oH 3.5 7.5 2248.4 £ 381.9 4.46
15 3945.7 £ 216.1 7.82
30 74955 +413.3 14.85
0 342.7 0.68
oH 4.2 7.5 700.7 £ 22.1 1.39
15 1002.9 + 332.1 1.99
30 1607.2 £45.0 3.18
0 541+22 0.11 54.1+2.2 0.11
1 542+1.9 0.11 65.1+1.1 0.13
bH 5.0 3.75 576123 0.11 90.3+4.4 0.18
7.5 949 + 3.7 0.19 136.4 + 3.1 0.27
15 290.1 £ 18.7 0.57 249.8+7.4 0.49
30 1004.9 + 12.1 1.99 478.7 £ 0.1 0.95
0 10.5+0.94 0.02 10.5+0.94 0.02
1 10.2 £ 0.65 0.02 13.8+0.24 0.03
oH 6.0 3.75 19.7 £ 0.87 0.04 23.3+0.55 0.05
7.5 49.9 +0.97 0.10 446 £ 0.54 0.09
15 159.7 £ 4.39 0.32 100.9 + 12.26 0.20
30 598.9 + 19.56 1.19 285.6 + 14.91 0.57
0 49+0.13 0.01 49+0.13 0.01
1 5.4 +0.37 0.01 6.9+0.21 0.01
oH 7.0 3.75 11.4+£0.76 0.02 15.3+0.35 0.03
7.5 38.6 + 1.30 0.08 32.7+£0.48 0.06
15 135.7 £2.92 0.27 94.4 + 13.05 0.19
30 504.2 + 33.42 1.00 222.1+2.89 0.44
0 6.0 £ 0.22 0.01
bH 7.8 7.5 53.6 £ 0.86 0.11
15 200.1 £ 3.77 0.40
30 633.4 + 10.92 1.26

Tabelle 4-40: pH-abhé&ngige Ldslichkeit von Dipyridamol unter dem Einfluss von

Gallenkomponenten
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Bei den pH-Werten 5, 6 und 7 steigt die Léslichkeit zunachst in den gemischten Mi-
zellen starker an, da hier die kritische CMC schneller erreicht ist. Bei 7.5 mmol NaTC
steigt auch die Léslichkeit in den Mizellen ohne Lezithin an und Ubertrifft bei pH 6
und pH 7 bereits die Léslichkeit der gemischten Mizellen. Bei pH 5 verhindert ver-
mutlich die Dissoziation des Molekils, dass bereits bei 7.5 mmol NaTC eine grél3ere

Loslichkeit in reinen Natriumtaurocholatmizellen erreicht wird.
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Abbildung 4-16: Loslichkeit von Dipyridamol bei pH 5, 6 und 7 unter Einfluss von

Gallenkomponenten

Die Ursache fiur diese Besonderheit liegt vermutlich in der strukturellen Symmetrie,
des Dipyridamols. Fir diesen Wirkstoff lasst sich nur ein einziger basischer pK,-Wert
bestimmen, obwohl mindestens zwei Dipyridamol-Stickstoffe (vermutlich vom

Piperidin-Ring) protonierbar sein missten.
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Fur Dipyridamol konnte [Kostewicz, 2002] bei pH 6.5 eine Ld&slichkeitssteigerung
zwischen 0 und 10 mmol NaTC/Lez. (4:1) um den Faktor 75 feststellen und bei pH 5
zwischen 0 und 20 mmol NaTC/Lez. eine 4-fache Steigerung. Der nahrungsbedingte
Effekt fallt bei Dipyridamol sehr gering aus. Nach der Einnahme einer 100 mg Dosis
im geséttigten Zustand stieg die AUC nur um 12 % gegeniber der Einnahme im
nidchternen Zustand. Auch hier ist davon auszugehen, dass die verschlechterte Auf-
|I6sung des Wirkstoffes im Magen durch eine erhdhte Auflésung im Dinndarm aus-

geglichen wird.

4344 Albendazol

In Deutschland befindet sich mit dem Wirkstoff Albendazol nur das Eskazole” von
der Firma GlaxoSmithKline auf dem Markt. Es wird als Anthelmetikum vor allem ge-
gen Fuchs- und Hundebandwurmbefall eingesetzt. Schon dem Beipackzettel ist zu
entnehmen, dass die Bioverfugbarkeit von Albendazol durch die gleichzeitige Auf-
nahme von Nahrungsmitteln gesteigert wird. Der Hersteller empfiehlt nicht nur, dass
Medikament wéhrend der Mahlzeit einzunehmen, sondern dass die Tabletten fur
eine bessere Wirkstoffaufnahme mit einer fetthaltigen Kost eingenommen werden
sollten.

Der I6slichkeitssteigernde Effekt von Gallenkomponenten auf das Anthelmetikum
Albendazol ist tatséchlich relativ grof3. Linearitdt in den gemischten Mizellen
vorausgesetzt, errechnet sich fir eine NaTC-Konzentration von 3.75 mmol eine
Ldslichkeit von 2.75 ug/ml. Im postprandialen Zustand ist demnach eine 4- bis 5-fach

verbesserte Loslichkeit des Wirkstoffs zu erwarten.

NaTC Lbslichk.eit. Lbslichk.eit. . Lbslichkeit . Lbsl?ch.keit
[mmol] ohne Lezithin ohne Lezithin mit Lezithin (4:1) | mit Lezithin (4:1)
[pg/mi] [mmol/l] [pg/mi] [mmol/l]
0 0.95 +0.085 3.57E-03 0.95+0.085 3.57E-03
7.5 1.79 £ 0.089 6.73E-03 473 +£0.338 1.78E-02
15 4.71 £ 0.031 1.77E-02 10.45 £ 0.561 3.94E-02
30 11.9+£1.083 4.48E-02 23.14 £ 0.597 8.72E-02

Tabelle 4-41: Léslichkeiten von Albendazol bei pH 7 in Abhangigkeit von NaTC, bzw.
NaTC/Lez (4:1)
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Abbildung 4-17:  L&slichkeit von Albendazol unter dem Einfluss von

Gallenkomponenten

43.4.5 Itraconazol

Bei Itraconazol trat eine besondere Schwierigkeit auf. Die Léslichkeit des Antimykoti-
kums in der wassrigen Pufferlédsung ist so gering, dass sie mit der HPLC-Analytik
nicht zu bestimmen ist. Bei den zuvor untersuchten Wirkstoffen wurde gezeigt, dass
die Loslichkeit in Anwesenheit von Lezithin stets linear verlauft. Daher wurde fur Itra-
conazol die Loéslichkeit bei 3.75, 7.5, 15 und 30 mmol NaTC gemessen und gegen
die Gallensalzkonzentration aufgetragen. AnschlieRend wurde auf 0 mmol
NaTC/Lez. extrapoliert und so die wassrige Ldslichkeit bestimmt. Daraus resultiert

der in Tabelle 4-42 fir 0 mmol NaTC angegebene Wert.

NaTC Lt:jslich'ke'it L(.'jslich.ke.it

[mmol] mit Lezithin mit Lezithin
[ug/mi] [mmol/I]
0 *0.0002 2.99E-07
3.75 0.04 £0.010 5.53E-05
7.5 0.06 £ 0.005 8.50E-05
15 0.12 £ 0.015 1.71E-04
30 0.26 £0.032 3.66E-04

Tabelle 4-42: Léslichkeit von Itraconazol bei pH 7 in Abhangigkeit von NaTC und
NaTC/Lez (4:1).

* extrapolierter Wert (s. Text)
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Abbildung 4-18: Ld&slichkeit von Itraconazol unter dem Einfluss von

Gallenkomponenten

Bei der Einnahme von Itraconazol muss dem pH-Wert des Magens besondere Auf-
merksamkeit gewidmet werden. Schafer-Korting [1993] untersuchte die Optimierung
der Pharmakokinetik in der antifungalen Therapie. Er stellte fest, dass die Absorption
von Azolen durch eine erniedrigte Aziditat im Magen beeintrachtigt wird. Bei gleich-
zeitiger Behandlung mit sdureneutralisierenden Arzneimitteln sollte die Tabletten fri-
hestens 2 Stunden nach der Mahlzeit eingenommen werden. Janssen-Cilag emp-
fiehlt bei Patienten mit Achlorhydrie die Kapseln mit einem Cola-Getrénk einzuneh-
men, um den pH-Wert in den sauren pH-Bereich zu verschieben. Im Regelfall wird
jedoch empfohlen, Itraconazol mit der Mahlzeit einzunehmen. Die L&slichkeitssteige-
rung durch die Gallensalze im postprandialen Zustand tUberwiegt demnach die L&s-
lichkeitsverminderung durch Abnahme der Aciditat im Magen. Die eigenen Messun-
gen zeigen zwischen dem nuchternen und dem geséttigten Zustand eine Verbesse-
rung der Ld&slichkeit um das Dreifache. Die L&slichkeit steigt von 0.04 pg/ml auf
0.120 ug/ml. Barone et al. [1993] konnten in ihrer Arbeit einen in-vivo Anstieg der
Maximalkonzentration von 140 ng/ml im praprandialen Zustand auf 239 ng/ml im

postprandialen Zustand zeigen.
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4.3.4.6 Amiodaronhydrochlorid

Dass Ldslichkeitsbestimmung mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode durch-
aus fehlschlagen kénnen, wenn der pH-Wert nicht kontrolliert wird, sollte am Beispiel
des Amiodaronhydrochlorids gezeigt werden. Die Messungen wurden zuerst durch-
gefuhrt, ohne den pH-Wert zu kontrollieren.

NaTC Laslichkeit bei pH5 | Loslichkeit bei pH6 | Léslichkeit bei pH7
[mmol] [Hg/mi] [Hg/mli] [ug/mi]
0 26+0.6 05+0.7
1 1515 1.9+£0.3 34104
3.75 27.7+5.9 20+6.4 45+1.2
5 87.0+8.6 91.2£48.7 28+0.6
6 73107 0.3+0.2 34.6+40.4
7.5 423 + 164 460 £ 334 380 £ 461
10 1177 + 168 911 £ 67.7 573 + 297
12.5 264.6 £ 16.2 233+ 234 805+ 124
15 1848 + 438 1299 + 177 889 + 413
30 3615 + 1459
1+Lec 17.2+3.3 220+4.3 1245+ 11
3.75 + Lec 147 £ 19 442 + 205 541 + 62
7.5+ Lec 242 +70 1486 + 3.4 1947 + 1012
15 + Lec 949 + 254 4015 + 2125 4618 £+ 171
30 + Lec 5606 + 3345 5817 £ 5110 7066 + 2282

Tabelle 4-43: Léslichkeit von Amiodaron bei pH 5, 6 und 7 in unterschiedlichen

Gallensalzkonzentrationen

Ursache fir die sehr gro3en Léslichkeitsschwankungen ist der pH-Wert, der bei Ami-
odaronhydrochlorid aufgrund der geringen Pufferkapazitdt von 1002 mEQ/ I/ pH
nicht konstant gehalten werden konnte. Bei einem Probenvolumen von 2.0 ml ist die
Kapazitat schnell aufgebraucht, vor allem dann, wenn statt der freien Base das Salz
einer starken S&ure vermessen wird. Zusétzlich fuhrt auch die deutlich bessere Los-
lichkeit zu einer schnellen Erschépfung der Pufferkapazitat.

Um den Einfluss der Einwaage auf den pH-Wert zu kontrollieren, wurden unter-
schiedliche Mengen an Amiodaronhydrochlorid mit der gleichen Pufferlésung ver-

messen. Der pH-Wert wurde direkt nach Zugabe der Lésung und nach 24 Stunden
gemessen.
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Einwaage [mg] | pH Start| pH Ende
0 7.02 7.03
3.1 7.02 6.97
15 7.02 6.69
24 7.02 6.52
34.6 7.02 6.34
40.2 7.02 5.68
70.8 7.02 5.45

Tabelle 4-44: pH-Wert Messung von Amiodaronhydrochlorid bei unterschiedlichen

Einwaagemengen

Die Tabelle zeigt, dass der pH-Wert bei hdheren Einwaagen um 1.5 Einheiten sinkt.
Bei einem basischen pK,-Wert von 8.73 ist mit einem deutlichen Dissoziationseffekt
zu rechnen. Die Substanz I6st sich aufgrund des veranderten pH-Wertes vollsténdig
auf. Wird der pH-Wert nicht Gberprift, sondern nur das Vorhandensein eines Boden-
satzes, so wird fehlerhafterweise statt einer Korrektur des Milieus weiterer Wirkstoff
hinzugegeben. Durch den neuen Uberschuss an Wirkstoff und die erneute thermo-

dynamische Gleichgewichtseinstellung sinkt der pH weiter.

Weitere Salzeffekte

Das Ketotifenfumarat und das Dihydrochlorid des Trifluoperazin wurden ebenfalls
vermessen, erwiesen sich jedoch flr die vorliegenden Untersuchungen als ungeeig-
net. Ausgewahlt wurden die Substanzen aufgrund der fir ihre freien Basen berech-
neten Ldslichkeiten. Ketotifen, mit einem logP-Wert von 3.69 und einem Schmelz-
punkt von 153°C hat eine berechnete intrinsische Loéslichkeit von 20 ug/ml und das
Trifluoperazin ( logP = 5.03; Smp. = 25°C) eine Ld&slichkeit von 10.2 pg/ml. Auf dem
Markt erhaltlich und als Wirkstoffe eingesetzt werden die Salze dieser Basen, dass
Ketotifenhemifumarat und das Dihydrochlorid des Trifluperazins.

Aus Tabelle 4-45 wird deutlich, dass die Salze bessere Loslichkeiten aufweisen als
fur ihre freien Basen berechnet wurde. Fir Untersuchungen in Gallensalzen war die
Standardabweichung bei den L&slichkeitsbestimmungen zu grof3, um eine Korrela-
tion aufstellen zu kénnen. Die beiden Wirkstoffe wurden auch deshalb nicht weiter
untersucht, da Substanzen mit einer Léslichkeit im gastrointestinalen pH-Bereich von

mindestens 1.0 mg/ml keine Léslichkeitsverbesserung durch Gallensalze bendétigen.
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Loslichkeit in

Léslichkeit in

Loéslichkeit in

pH 0 mmol NaTC 15 mmol NaTC | 30 mmol NaTC
[ug/mi] [bg/mli] [bg/mi]

5 1360 + 426 2379 + 615 4674 + 329
Ketotifen* fumarat 6 880 £ 41 1217 £ 158 4678 + 454

7 838 + 177 1333 + 279 4524 + 58

5 1381 + 103 2685 + 210

Trifluoperazin*2HCI 6 1208 £ 75 2506 + 93 n.u.
7 303 +53 2196

Tabelle 4-45: Léslichkeiten von Ketotifenfumarat und Trifluoperazindihydrochlorid
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4.4 Gallensalzabhangiges Dosis-

Loslichkeitsverhaltnis

Fir die untersuchten Wirkstoffe wurde das Dosis-L&slichkeitsverhéltnis (s. Kapitel:
1.3.2.1) aus drei verschiedenen Loslichkeiten bestimmt. Neben der wassrigen L&s-
lichkeit wurde zur Berechnung des D/L-Verhéltnisses auch die L&slichkeit im simu-
lierten pra- und postprandialen Zustand verwendet. Werte, die bei 3.75 mmol
NaTC/Lez. bzw. bei pH 6.5 nicht experimentell bestimmt worden sind, wurden Uber
eine lineare Korrelation, bzw. Mittelwertbildung bestimmt. Aus der Roten Liste wurde

die Héchstdosierung der Arzneistoffe entnommen.

SpH7.0 Stasted Sted Dosis D/Sputer (pH7) | D/Stasted | D/Steq
Wirkstoff [ug/mi] | [pg/mi] | [wg/mi] | [mg] [ [ [
Albendazol 0.95 2.75 10.45 400 421 145 38
Betamethason 63 775 129 0.5 0.008 0.006 0.004
Danazol 0.21 10.32 31.63 200 952 19 6
Dexamethason 92 146.6 254 8 0.1 0.1 0.031
Dipyridamol 54 19.3 250 75 14 3.9 0.3
Dronabinol 0.03 56.7 191 25 83.3 0.04 0.01
Felodipin 0.86 57.8 258.5 10 11.6 0.17 0.04
Glibenclamid 0.1 4.9 2.8 3.5 35.0 0.7 1.3
Griseofulvin 10.4 31 71.7 500 48 16 7
Itraconazol 0.0002 0.04 0.12 100 500000 2500 833
Ketoconazol 81 24.65 400 200 2.5 8.1 0.5
Levothyroxin 0.26 7.5 17.3 0.12 0.5 0.02 0.01
Mefenaminsaure 0.65 56.5 27.2 500 769 9 18
Niclosamid 0.03 4 13.8 500 16667 125 36
Phenytoin 31 39.6 58 100 3.2 2.5 1.7

Tabelle 4-46: Dosis-Léslichkeitsverhaltnis fir die oral verfugbaren Wirkstoffe

Das Dosis-Lo6slichkeitsverhaltnis gibt an, welches Volumen notwendig ist, um den
Wirkstoff in der angegebenen Dosis vollstandig zu I6sen. In den meisten Bioverflg-
barkeitsstudien werden 200-250 ml Wasser verabreicht. Zusammen mit dem Magen-
volumen (50 ml) ist im GI-Trakt im niichternen Zustand ein Volumen von 250-300 ml
zu erwarten. Nach der Einnahme einer Mahlzeit erhéht sich das Volumen auf 500-
1000 ml. Fur die reine Wasserl6slichkeit ist bei fast allen Wirkstoffen ein sehr hohes
Volumen notwendig. Nur Wirkstoffe mit einer sehr niedrigen Dosierung, wie Beta-

methason (0.5 mg) und Dexamethason (8 mg) I6sen sich im wassrigen Milieu voll-
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standig auf. Zusatzlich zu der niedrigen Dosierung besitzen diese Wirkstoffe auch
noch eine annehmbare Lo&slichkeit. Bei den anderen Stoffen ist mit zunehmender
Gallensalzkonzentration eine zum Teil deutliche Abnahme des notwendigen Volu-
mens zu beobachten. Die Gallensalzkonzentration des nichternen Zustandes reicht
aus, damit sich Dronabinol, Felodipin und Levothyroxin aufldsen. Die vollstdndige
Ldslichkeit von Dipyridamol im postprandialen Zustand ist sowohl auf den sauren pH-
Wert (pH 5) als auch auf die solubilisierende Wirkung der Gallensalze zuriickzufuh-
ren. Dieser Effekt wird auch bei der Base Ketoconazol deutlich, die sich unter
praprandialen Bedingungen in 8 Liter 16st, unter postprandialen Bedingungen jedoch
in 0.5 Liter. Bei den untersuchten Sauren wirkt im postprandialen Zustand der ge-
senkten pH-Wert dem solubilisierende Effekt der Gallensalze entgegen. Das D/L-
Verhaltnis von Glibenclamid und Mefenaminséure ist im fasted-state bei pH 6.5 nied-
riger als im fed-state bei pH 5.

FUr sehr schwache Basen (Albendazol, Ketoconazol u. ltraconazol) ist der pH-Wert
des Magens ebenfalls zu berlcksichtigen, da sich im sauren Milieu der Wirkstoff we-

sentlich besser |6st.

. So Dosis
Wirkstoff g/l ma] D/S ]
Albendazol’ 320 400 1.25
ltraconazol? 1.86 100 53.76
Ketoconazol® 14609 200 0.01

Tabelle 4-47: Dosis-Loslichkeitsverhaltnis fir oral verfigbare Azole bei sauren pH-
Werten

! Loslichkeit bei pH 1.2, abgeschatzt aus einem Freisetzungsprofil [Galia, 1999]

2 Loslichkeit bei pH 1.18 [Hérter, 1999]

% Loslichkeit bei pH 2.98 [Hérter, 1999]

Nach der BCS-Klassifizierung wéaren nur die oben erwahnten Corticoide gut I6slich,
da fir die Einteilung in die vier Klassen die wassrige L&slichkeit als Mal3stab ver-
wendet wird. Bei der Entwicklung eines Arzneistoffes sollte jedoch zusétzlich die

Ldslichkeit unter gastrointestinalen Bedingungen beriicksichtigt werden.
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5 AUSWERTUNG
5.1 Loslichkeitsverhaltnis Gallensalzmizelle-Wasser
511 Berechnung von logSR

Fir die gemessenen Ldslichkeitswerte wurde das Verhdltnis (solubility ratio = SR)

zwischen der Léslichkeit des Wirkstoffes im Gallensalz zur Léslichkeit im Wasser be-

rechnet.

Das Léslichkeitsverhaltnis berechnet sich nach:

logSR [ Iog%ﬁﬁ
Cso

mit:

Csx = Csupstanz [MOI/1)/Cgaltensatz [mol/l],

Cso = So putter [MON])/Cyyasser [Mol/l],

So pusrer [Mol/1] Loslichkeit des Wirkstoffes in Pufferlésung,

Casser [Mol/l] Mol Wasser pro Liter Wasser = 55.56 mol/l.

Wird die Léslichkeit des Wirkstoffes gegen die Konzentration des Gallensalzes auf-

getragen, so ergibt die Steigung der Geraden den Cg,-Wert.

Aus der Steigung lasst sich berechnen, wieviel Mol Substanz pro Mol Gallensalz

geldst werden kann.
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Abbildung 5-1: Léslichkeit von Danazol unter dem Einfluss von Gallenkomponenten
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Die Abbildung 5-1 verdeutlicht noch einmal das unterschiedliche Verhalten der Mi-
zellen. Eine Linearitat in den reinen Natriumtaurocholatmizellen wird erst nach dem
Erreichen der CMC beobachtet. Fir die lineare Regression wurden daher nur die
Laslichkeitswerte bei 7.5, 15 und 30 mmol NaTC verwendet. Fir die Bestimmung der
Geradensteigung bei den gemischten NaTC/Lez.-Mizellen konnten dagegen alle
Werte verwendet werden, da die CMC der Mischmizelle bei ca. 0.6 mmol
NaTC/Lez.(4:1) liegt.

51.11 Fehlerrechnung
Der Fehler fur die Funktion SR = Cs,/Cs, berechnet sich nach dem Fehlerfortpflan-

zungsgesetz wie folgt:

_ 2 2
1SR 0 \/;DCSRE 102, DH@% 102,

i So 0C s
mit:
2
H OSR H Ableitungen der Funktion SR nach Cs, = Ci,
DCSO C%O
2
EDSRE Ableitungen der Funktion SR nach Csx = 1 ,
ICex CSO
7%, Fehler von Cs.

Dies ist der Fehler aus der Steigung, wenn die L&slichkeit der Substanz im

Gallensalz gegen die Konzentration des Gallensalzes aufgetragen wird.
D%SX Fehler von Cg

Dies ist die Standardabweichung aus den Ld&slichkeitsbestimmungen im Puf-

fer.

Daraus folgt:

1, Cull 11
OSRO.[J0==0 10ci O 10c2
\/H C%OH S0 ECSOE >

Die Fehler fur logSR fallen sehr klein aus. Der Grund dafir ist, dass bei der Bestim-

mung der Steigung Csx sehr gute Korrelationen erzielt wurden.
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5.1.2 Allgemeine Betrachtung der logSR-Werte

Fir alle Wirkstoffe wurden die logSR-Werte ermittelt und in Abbildung 5-2 gegen ihre
logD-Werte aufgetragen. Die L&slichkeiten der Sduren und Basen wurden bei unter-
schiedlichen pH-Werten gemessen, sodass fur diese Substanzklassen mehrere
Messpunkte existieren. Aus der Abbildung wird eine klare Tendenz erkennbar. Sub-
stanzen mit einem niedrigen logD-Wert besitzen auch einen niedrigen logSR-Wert.
Besonders bei Glibenclamid (rote Quadrate) und Mefenaminsaure (blaue Quadrate)
fallt auf, dass die logSR-Werte mit steigendem logD nicht linear ansteigen. Da sich
Sauren und Basen anscheinend anders als Neutralstoffe verhalten, wurden sie ge-

trennt betrachtet.
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Abbildung 5-2: Korrelation zwischen dem Verteilungskoeffizienten Oktanol/Wasser
fur ionisierte Molekiile (logD) und dem Lé&slichkeitsverhaltnis Wirk-
stoff/NaTC (logSR)

Wiedergegeben sind nur die Werte fir die Messungen in NaTC-Mizellen.
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Das Ld&slichkeitsverhéltnis der Wirkstoffe in Mischmizellen liegt, wie Abbildung 5-3

zeigt, immer Uber dem L&slichkeitsverhéltnis der reinen NaTC-Mizellen.
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Abbildung 5-3: Korrelation zwischen logD- und logSR-Wert

Wiedergegeben sind die Werte fir die Messungen in NaTC-Mizellen. (schwarze

Quadrate) und fur die Messungen in gemischten Mizellen (graue Quadrate).
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51.3 Das Loslichkeitsverhaltnis fiir Neutralstoffe

Tabelle 5-1 zeigt, dass die logSR-Werten bei Neutralstoffen in reinem Natriumtau-

rocholat immer kleiner sind als die Werte in den gemischten Mizellen.

Substanz Lez. log SR logD

Albendazol? o] 443 +0.05 3.04 £0.10
m 4.65 £ 0.07

Beclometason-dipropionat o] 4.87 410+0.13
m 5.00

Betamethason' o 3.28 £ 0.02 1.72+0.25
m 3.57 £0.03

Betamethason-17-valerat 0 4.40 3.60 £ 0.30
m 4.97

Danazol o] 5.38 £ 0.09 4.53 £0.32
m 5.74 £ 0.09

Danazol Lit o] 5.00

Dexamethason' o 3.33+0.02 1.89 £ 0.42
m 3.73+0.06

Felodipin o] 5.64 +0.04 4.26 +0.42
m 6.03 £ 0.02

Griseofulvin o) 3.96 + 0.01 2.47 +0.46
m 4.30 £ 0.05

Hydrocortison’ o 3.30 £ 0.02 1.61 + 0.34

ltraconazol® m [ 6.36+1.49 5.66 + 0.46

Phenytoin o] 3.39+£0.10 247 £0.49
m 3.53+0.03

Testosteronpropionat o] 5.07 £ 0.03 3.72+0.44
m 5.35+0.06

THC o] 717 £1.26 6.97 £ 0.44
m 7.37+£1.25

Triamcinolon' o] 297 £0.04 1.16 £0.13

Tabelle 5-1: Das Ld&slichkeitsverhaltnis (logSR) fir neutrale Substanzen und der
Verteilungskoeffizient Oktanol /Wasser

In der Spalte Lez. steht ein o ( = ohne Lezithin) fir reine NaTC-Mizellen und ein

m ( = mit Lezithin) fir NaTC/Lez.-Mizellen.

' logSR wurde mit den Messwerten von [Bakatselou, 1990] bestimmt.

2 Albendazol (pK, = 3.3) und Itraconazol (pKa = 4.0) sind sehr schwache Basen,

verhalten sich im intestinalen pH-Bereich aber wie Neutralstoffe.

Graphisch wird deutlich, dass die LogSR-Werte der gemischten Mizellen Gber den

Werten der reinen NaTC-Mizellen liegen. Bei der Fehlerbetrachtung féllt auf, dass
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vor allem der logD-Wert einen Fehler von 0.2 - 0.5 log-Einheiten aufweist. Die Fehler
der logSR-Werte sind dagegen sehr gering. Dies ist auf die guten Korrelationen bei
der Ermittlung der linearen Regression zuriickzufiihren.

Sehr grol3e Fehlerbalken sind dagegen bei den beiden Substanzen lItraconazol
(logD = 5.66) und Dronabinol (logD = 6.97) zu beobachten. Fir beide Substanzen
konnten aufgrund ihrer hohen logD-Werte die wassrigen L&slichkeiten nicht direkt
bestimmt werden. Die Ldslichkeiten mit einem Kosolvenz zu messen und dann auf
0 Volumenprozent Kosolvenz zuriick zu extrapolieren, fihrt zu einem deutlich héhe-

ren Fehler als die direkte Bestimmung der Ldslichkeit im Puffer.
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Abbildung 5-4: Korrelation zwischen logD- und logSR-Werten fur Neutralstoffe

Fir die Korrelation zwischen dem Verteilungskoeffizienten Mizelle/Wasser und Okta-

nol/Wasser lassen sich die nachfolgenden Geradengleichungen bestimmen.

Far reine NaTC-Mizellen gilt:
logSR 00.741logD 02.01 n=14;r*=0.95; sd = 0.26

Fir gemischte NaTC/Lez.-Mizellen (Verhaltnis 4:1) gilt:
logSR 00.750logD 0 2.27 n=13;r’=0.96; sd = 0.30
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Die beiden Geraden in Abbildung 5-4 verlaufen fast parallel zueinander. Bestatigt
wird dieses Ergebnis von den Geradengleichungen. Die beiden Gleichungen unter-
scheiden sich nur in ihrer Konstanten. Diese ist bei den gemischten Mizellen um 0.26
log-Einheiten grél3er, als in den reinen NaTC-Mizellen. Nach der oben angefiihrten
Gleichung setzt sich der logSR-Wert aus der Wirkstoffkonzentration pro Mol Gallen-
salz und der Wirkstoffkonzentration pro Mol Wasser zusammen. Da der Nenner des
Quotienten, der So-Wert, fur die einzelnen Substanzen derselbe ist, unterscheiden
sich die logSR-Werte aufgrund des Steigungsverhéltnisses Ldslichkeit pro Gallen-
salzeinheit. Bei allen Neutralstoffen war demnach in den gemischten Mizellen immer
eine bessere Solubilisierung zu beobachten, als in den reinen Taurocholat-Mizellen.
Der Faktor von 0.26 log-Einheiten ergibt entlogarithmiert ungefahr den Faktor 2. Die
Loslichkeitsverbesserung in den gemischten Mizellen ist also ungeféhr doppelt so
hoch, wie in den einfachen Mizellen. Wenn sich also, z.B. beim Albendazol, die Los-
lichkeit von 0 mmol NaTC (1 pg/ml) auf 30 mmol NaTC (12 pyg/ml) um das 12-fache
steigert, so ist bei den gemischten Mizellen Uber denselben Gallensalzbereich eine
Steigerung um das fast 24-fache zu beobachten (1 uyg/ml zu 23 ug/ml). Diese Re-
gelmahigkeit gilt allerdings nur oberhalb der CMC der reinen NaTC-Mizellen.

Der Versuch, den Algorithmus durch Einbeziehung des Schmelzpunktes zu verbes-
sern, ergab kein eindeutiges Ergebnis. Fir die reinen NaTC-Mizellen wurde der
Schmelzpunkt (Smp.) als signifikant gewertet und es ergab sich die folgende Glei-

chung:
logSR 0 0.60 [logD 0 0.004 [Smp. [0 3.244 n=14;r*=0.97;sd=0.2

Sowohl r? als auch die Standardabweichung verbesserten sich gegeniiber dem vor-
herigen Algorithmus. Es ware durchaus versténdlich, wenn der Schmelzpunkt bei der
Berechnung des logSR eine Rolle spielt, da er die Léslichkeit des Wirkstoffes beein-
flusst. Die Aufnahme des Wirkstoffes in die Mizelle ist aber vor allem durch die Li-
pophilie gesteuert. Die Korrekturterme vor dem logD-Wert und dem Schmelzpunkt
bestatigen dies. In den gemischten NaTC/Lez.-Mizellen schlug die Korrelation jedoch
fehl. Sowohl der Schmelzpunkt als auch der log Smp wurden als nicht signifikant be-
wertet. Das gleiche Resultat wurde auch fur die Sduren und Basen erhalten. Eine
endgultige Aussage zu treffen ist allerdings nicht méglich, da bei der Substanzaus-
wahl nicht auf den Schmelzpunkt geachtet wurde und viele Wirkstoffe in einem &hnli-

chen Bereich (>200°C) schmelzen.
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5.1.3.1 Berechnung der Léslichkeit von Neutralstoffen in NaTC/Lezithin
Mizellen

Aus der zuvor ermittelten Geradengleichung lasst sich die Loslichkeit eines neutralen

Wirkstoffes bei jeder beliebigen Gallensalzkonzentration berechnen.

Es gilt folgende Gleichung:

.S 0.751logP [0 2.27
S(NaTC/Lez(M)) 0 CNaTC/Lez | c 0 D10( o9 ) 1S,
H,O
Mit:
So Ldslichkeit im wassrigen Puffer

Cnatcezy  Konzentration NaTC/Lez., bei der die Léslichkeit berechnet werden soll.
Ch,0 55.55 mol/l H,O

LogP Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser

Um die Loslichkeit bei einer beliebigen Gallensalzkonzentration (NaTC/Lez.4.1)) be-
rechnen zu kdénnen, wird demzufolge nur der logP-Wert und die Wasserldslichkeit S,
bendtigt.

Diese beiden Grélken kénnen bereits mit vielen Computerprogrammen berechnet
werden, so dass eine grobe Abschatzung der Ldslichkeit bei einer gemischten Gal-
lensalz-Mizellen Konzentration ganz ohne Messung erfolgen kann. Empfehlenswert
scheint es jedoch noch zu sein, den S,-Wert experimentell zu ermitteln, da ein unge-

nau berechneter Wert das Loslichkeitsverhéaltnis sehr stark beeinflusst.
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Abbildung 5-5: Korrelation zwischen gemessenen und berechneten Ldslichkeiten
bei unterschiedlichen NaTC-Lez.-Konz.
Fur die berechneten Werte wurden experimentell ermittelte wassrige Ldslichkeit ver-

wendet.

Von groler Bedeutung sind besonders die NaTC/Lez.-Konzentrationen bei
3.75 mmol und 15 mmol NaTC. Sie beschreiben die durchschnittlichen Gallensalz-
konzentrationen im pra- und postprandialen Zustand des Intestinaltrakts.

Eine deutlich erhdhte Ldslichkeit bei 15 mmol Gallensalz gegeniiber dem Wert bei
3.75 mmol lasst einen “food effect” aufgrund einer verbesserten Léslichkeit erwarten.
In der folgenden Tabelle sind die gemessenen und berechneten L&slichkeitsverhalt-
nisse zwischen dem praprandialen und dem postprandialen Zustand wiedergegeben.
Die Loslichkeitssteigerung aufgrund der erhdhten Gallensalzkonzentration im gesat-
tigten Zustand, wurde mit experimentellen Bioverfligbarkeiten aus der Literatur ver-
glichen. Auch fur diese Bioverfiigbarkeiten wurde das Verhéltnis zwischen nichter-
nem und geséattigtem Zustand gebildet. Es zeigt sich, dass der durch die Nahrungs-
aufnahme bedingte Unterschied in der Bioverfugbarkeit, sowohl durch die experi-
mentellen, als auch durch die berechneten Ldslichkeitsverhaltnisse gut wiedergege-
ben werden kann.

Fur schwerldsliche, neutrale Arzneistoffe, bei denen die Léslichkeit der resorptions-
bestimmende Schritt ist, kann demnach durch die Berechnung der Ldslichkeiten ein

nahrungsbedingter Effekt auf die Bioverfigbarkeit abgeschétzt werden.
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exp. bestimmtes
gemessenes berechnetes Verhltnis der
Wirkstoff Loslichkeitsverhéaltnis Loslichkeitsverhaltnis . . .
Bioverfugbarkeiten
fed/fasted fed/fasted
fed/fasted

Danazol 3 4 42
Felodipin 4 4 ob
Griseofulvin 2 2 2¢
ltraconazol 3 4 >2¢
Phenytoin 1 2 <2°¢

Tabelle 5-2: Vergleich der gallensalzbedingten Léslichkeitssteigerung mit der in-vivo

bestimmten, von der Nahrungsaufnahme abhangigen Zunahme der

Bioverfligbarkeit.
Literatur: 2 Sunesen (1999), ® Scholz (2002), ¢ Aoyagi (1982), ¢ Barone (1993),
® Cook (2001).
514 Das Loslichkeitsverhaltnis fiir ionisierbare Verbindungen

Das Léslichkeitsverhéltnis von Sauren und Basen verhalt sich zum logD nicht linear.
Bei diesen Substanzen spielt die lonisierung des Wirkstoffes bei der Verteilung in die
Mizelle eine entscheidende Rolle. Wird der logD-Wert fir ionisierbare Substanzen
gegen den pH-Wert aufgetragen, so ergibt sich Uber den gesamten pH-Bereich be-
trachtet ein sigmoidaler Kurvenverlauf. Die pH-abhangige Wasserl6slichkeit ergibt
ebenfalls einen sigmoidalen Graphen. Fiur das Ld&slichkeitsverhaltnis NaTC/Wasser
lie® sich daher ein &hnlicher Zusammenhang vermuten. Daflir musste jedoch der zu
messende pH-Bereich erweitert werden, da im intestinalen pH-Bereich zwischen
pH 5 und pH 7 nicht die Grenzwerte der sigmoidalen Kurve erreicht werden konnten.
Bei den Léslichkeitsbestimmungen in Anwesenheit von Taurocholat muss allerdings
bei sehr kleinen pH-Werten auf die lonisierung des Gallensalzes geachtet werden.
Wie im Methoden-Teil erwéhnt, wurde das Natriumtaurocholat ausgewahlt, da es mit
einem pK,-Wert von ca. 1.8 im intestinalen pH-Bereich ionisiert vorliegt. Bei pH 2 und
pH 3 hingegen liegt auch freie Taurocholsdure in der Lésung vor. Ob und wie sich
die Mizelle dadurch in ihren Eigenschaften verandert, wurde nicht untersucht. Vor-
stellbar ist, dass durch einen erhéhten lipophilen, nicht-ionisierten Anteil des Gallen-
salzes eine verbesserte Léslichkeit von undissoziierter Saure auftritt.

Das Ziel der Messungen war, eine Vorhersage Uber die Ldslichkeit von ionisierbaren

Arzneistoffen unter Einfluss von Gallensalzen im GI-Trakt machen zu kdénnen. Fir
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die Entwicklung eines Algorithmus miussen jedoch die Endwerte der sigmoidalen
Kurve bekannt sein und so wurden die méglichen Fehler bei niedrigen pH-Werten in
Kauf genommen. Fir in-vivo Vorhersagen sind diese Messungen nicht von Bedeu-
tung, da eine solche Kombination von Gallensalz und pH-Wert im Kérper nicht vor-

kommit.
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5.1.41 Die Basen Dipyridamol, Ketoconazol und Miconazol
Substanz End-pH log D (berechnet) log SR Lez
3.5 1.15+£0.48 3.77 £0.02 o}
4.2 1.89+£0.48 3.82 o
5.0 2.66 £ 0.48 4.63 +£0.06 o}
6.0 3.48+£0.48 5.12+0.08 o
Dipyridamol 7.0 3.83+0.48 5.38 £ 0.06 o
7.8 3.89+0.48 5.39 £ 0.04 o
5.0 2.66 +0.48 4.17 £0.02 m
6.0 3.48 £0.48 4.70 £ 0.06 m
7.0 3.83+0.48 4.94 +£0.03 m
5.0 2.50+0.30 4.02 £0.07 o
5.5 2.97 £0.30 417 * o
6.0 3.39+0.30 4.35+0.02 o
7.0 3.90 £ 0.30 4.61+0.04 o
Ketoconazol 7.5 3.98 £ 0.30 4.65* o]
7.9 4.00£0.30 4.84 +0.07 o}
5.0 2.50£0.30 4.15+0.06 m
6.0 3.39+0.30 4.62+£0.03 m
7.0 3.90 £ 0.30 4.81+0.03 m
4.2 3.18 £0.31 4.62+0.24 o}
5.0 3.95+0.30 5.01 £0.09 o
6.0 476 £0.26 5.63 £0.05 o
7.0 5.09 £ 0.20 6.04 £0.14 o}
Miconazol 7.8 5.14 £0.20 6.30 £ 0.15 o]
5.6 4.40+0.27 5.65 +0.07 m
6.0 476 £0.26 5.90 + 0.06 m
7.0 5.09 £0.20 6.31+£0.14 m
7.8 5.14 £0.20 6.42+0.12 m

Tabelle 5-3: Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser und das Léslichkeitsverhaltnis

(logSR) von Basen bei verschiedenen pH-Werten

In der Spalte 5 (Lez.) steht ein o (ohne Lez.) fir reine NaTC-Mizellen und ein m (mit
Lez.) fir NaTC/Lez.-Mizellen.
* diese logSR-Werte wurden aus experimentellen Daten von Hérter [1999] berech-

net.

Sowohl der logD-Wert der Basen, als auch der logSR-Wert zeigen eine deutliche pH-
Abhéngigkeit, wobei die Werte bei niedrigem pH-Wert kleiner sind als bei hohen pH-
Werten. Bei niedrigen pH-Werten liegen die Substanzen hauptsachlich ionisiert vor

und diese Form weist eine wesentlich bessere Wasserldslichkeit auf. Da bei beiden
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Verteilungskoeffizienten die Wasserléslichkeit im Nenner steht, wird mit einer héhe-
ren Substanzkonzentration im wassrigen Milieu der logD-, bzw. der logSR-Wert klei-
ner. Bei hohen pH-Werten, wenn der Wirkstoff vor allem in seiner ungeladenen Form
vorliegt, kehren sich die Verhéltnisse um und die in Tabelle 5-3 aufgefiihrten Werte
fallen entsprechen héher aus.

Fiar das Dipyridamol erkennt man in Abbildung 5-6 den erwarteten pH-abhangigen
sigmoiden Verlauf des logSR-Profils. Sowohl die Kurve des logD-Wertes als auch die
des logSR-Wertes laufen zwischen pH 7 und pH 8 parallel zur x-Achse. Die Fehler
der berechneten logD-Werte resultiert aus der Standardabweichung des experimen-
tell ermittelten logP-Wertes. Beim logSR sind sowohl die Werte in reinen NaTC-Mi-
zellen, als auch in NaTC/Lez.-Mizellen aufgetragen.

In der Nahe des pKj,-Wertes (pKa = 6.21) beginnen die Kurven mit sinkendem pH-
Wert abzufallen. Der Unterschied liegt jedoch im weiteren Verlauf der Kurven. Der
logSR-Wert beginnt bei pH 4 wieder parallel zur x-Achse zu laufen, der logD-Wert
jedoch erst bei pH 2. Weiterhin fallt auf, dass die Differenz zwischen den beiden pa-
rallel verlaufenden x-Achsen beim logSR-Wert deutlich geringer ist, als beim logD-
Wert. Im Methodenteil wurde bei der Berechnung des logD-Wertes darauf hingewie-
sen, dass die Differenz zwischen den Verteilungskoeffizienten der ionisierten und der
neutralen Form standardmafig auf vier gesetzt wurde. Fir Basen ist diese Differenz
oft etwas geringer, der deutliche Unterschied zum logSR-Wert bleibt jedoch beste-

hen.

Fa—
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Abbildung 5-6: pH-abhangiges logD- und logSR-Profil von Dipyridamol



Auswertung 143

Fur die logSR-Werte der gemischten Mizellen fallt bei Dipyridamol eine Besonderheit
auf, die schon bei der Betrachtung der Léslichkeiten in Kapitel 4.3.4.3 deutlich wurde.
Die Léslichkeiten fur Dipyridamol sind bei hohen Gallensalzkonzentrationen in den
einfachen NaTC-Mizellen héher als in den gemischten NaTC/Lez.-Mizellen. Durch
die geringere Steigung wird auch der logSR-Wert niedriger.

Bei Miconazol und Ketoconazol hingegen ist dieselbe Differenz zwischen den ge-
mischten und den einfachen Mizellen zu beobachten, wie bei den Neutralstoffen. Das
Léslichkeitsverhaltnis in den lezithinhaltigen Mizellen ist um 0.2 bis 0.3 log-Einheiten
grolder als in reinen Taurocholat-Mizellen.

Die schwachen Basen Albendazol und Itraconazol werden an dieser Stelle nicht be-
handelt. Im intestinalen pH-Bereich liegen diese beiden Substanzen nicht ionisiert
vor und wurden daher nur bei pH7 vermessen. Das Lé&slichkeitsverhaltnis
NaTC-Mizelle/Wasser von den beiden Azolen wurde zusammen mit den Neutral-

stoffen in Kapitel 5.1.3 untersucht.

5.1.4.2 Die Sauren Glibenclamid, Mefenaminsaure und Niclosamid

FUr die Sauren kdénnen die selben Aussagen getroffen werden, wie fir die Basen. Im
nicht-ionisierten Zustand sind sich logD und logSR &hnlich. In der Nahe des pKs-
Werts (4.99 bei Glibenclamid) ist der erste Wendepunkt der sigmoidalen Kurve zu
erkennen. Beim Glibenclamid betragt die Differenz zwischen dem maximalen und
dem minimalen logSR-Wert ca. 1.5 log-Einheiten und damit deutlich weniger als die

Differenz von 4 log-Einheiten beim logP-Wert.
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Abbildung 5-7: Vergleich der pH-Abhangigkeit von logSR und logD bei Glibenclamid

Mefenaminsadure zeigt in Abbildung 5-8 das gleiche sigmoidale Verhalten wie die
beiden Substanzen Dipyridamol (Abbildung 5-6) und Glibenclamid (Abbildung 5-7)
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Abbildung 5-8: Vergleich der pH-Abhangigkeit von logSR und logD bei Mefenamin-

saure
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Bei dem Vergleich der beiden Abbildungen (5-7 und 5-8) bzw. den Werten in Tabelle

5-4 zeigt sich jedoch auch ein Unterschied. Im nicht-ionisierten Zustand, d.h. bei sau-

ren pH-Werten, ist die Differenz zwischen logD und logSR bei Mefenaminséaure viel

gréler als bei Glibenclamid. Im Gegensatz dazu ist im ionisierten Zustand kaum ein

Unterschied zu erkennen. Dadurch ergibt sich fir Mefenaminsdure auch eine gro-

Rere Differenz zwischen den logSR Grenzwerten. Sie betragt fir Mefenaminsaure

2.5, fur Glibenclamid 1.5. Auf diesen Unterschied wird besonders hingewiesen, da

sich die Substanzen von ihren physiko-chemischen Eigenschaften kaum unterschei-

den.
. Molekulargewicht | Schmelzpunkt Wasserldslichkeit
Wirkstoff logP fq/mol] °C] PKa1 der freien Saure
[Hg/ml]
Glibenclamid 4.73 494.0 173 4.99 0.07 £ 0.01
Mefenaminsaure 4.58 241.3 230 4.46 0.06 £ 0.01

Warum verlaufen die Kurven bei dhnlichem pK,-Wert und logP-Wert so verschieden?

a)

So-Wert: Die logP-Werte und die Schmelzpunkte lassen vermuten, dass die
Ldslichkeiten der Substanzen in einem ahnlichen Bereich liegen. Diese Ver-
mutung konnte bestétigt werden. Die Wasserlgslichkeit scheint also nicht fur
die Unterschiede verantwortlich zu sein.

Da der pK,-Wert von Mefenaminséure bei 4.46 und der von Glibenclamid bei
4.99 liegt, steigen die Léslichkeiten von Mefenaminséaure friiher an als die von
Glibenclamid.

Die ungeladene Mefenaminsdure penetriert anscheinend deutlich besser in
die lipophile Mizelle als das ungeladene Glibenclamid. Eine mégliche Be-
grindung kénnte die MolekulgréRe sein. Gallensalzmizellen sind mit einer Ag-
gregationszahl von < 10 sehr klein und daher ist vermutlich die geringere
Molmasse von Mefenaminsdure (241.29 g/mol gegen 494.01 g/mol) daflr
verantwortlich, dass mehr Mefenaminsaure in die Mizelle hinein gelangt.

Mit steigender Basizitat (> pK,) passen sich die logSR-Werte einander an. Ein
moglicher Grund kénnte sein, dass sich mit zunehmender lonisierung das
Molvolumen der Mefenaminsdure dem Molvolumen von Glibenclamid an-

gleicht. Durch ihre funktionelle Sauregruppe werden die Wirkstoffe unter-
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schiedlich hydratisiert. Mefenaminsaure ist eine Karbonsaure, wahrend Gli-
benclamid ein Sulfonylharnstoff ist. Das Carboxylat-lon der Mefenaminsaure
liegt im Molekdl frei vor und kann gut hydratisiert werden, womit sich das Mol-
volumen vergréRert. Im Gegensatz dazu wird bei Glibenclamid die ionisierte
Position im Molekul durch die anderen funktionellen Gruppen gut abgeschirmt
und das Molekul wird weniger hydratisiert. Das Molekularvolumen des lons

nimmt kaum zu.
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Substanz End-pH logD log SR Lez
2.0 4.73+£0.36 4,98 +0.02 o]
3.0 4.73+0.36 4.99 £ 0.09 o
5.0 4.42 +0.36 4.36 £0.38 o]
6.0 3.68 +£0.36 4.01+0.12 o]
7.0 2.72+0.36 3.82+£0.06 o
Glibenclamid 8.0 1.76 £ 0.36 3.47 £0.03 o
9.0 1.03+£0.36 3.41£0.02 o
11.9 0.73+£0.36 3.48 £ 0.01 o]
5.0 442 +£0.36 4.95+0.43 m
6.0 3.68 +£0.36 4.66 £0.12 m
7.0 2.72 +0.36 3.95+0.06 m
2.0 4.58 £0.27 5.82 +0.07 o
3.0 4.57 £0.27 5.84 £ 0.09 o
5.0 3.93+0.27 4.92 £0.06 o
6.0 3.03+£0.27 4.25+0.04 o]
Mefenaminsaure 7.0 2.05+0.27 4.01 £0.02 o
8.0 1.17 £0.27 3.47 £ 0.01 o
9.0 0.69 £ 0.27 3.33+0.01 o
5.0 3.93+0.27 5.11 £0.03 m
6.0 3.03+0.27 4.35+0.02 m
7.0 2.05+0.27 412 +0.04 m
2.0 4.67 £0.25 6.56 £0.12 o]
3.0 4.67 £0.25 6.6 o
4.1 4.66 +0.25 6.49+0.18 o
5.0 4.60 +£0.25 5.96 £0.12 o]
6.0 4.24 +0.25 5.33+0.26 o
7.0 3.42+0.25 5.08 £ 0.04 o]
Niclosamid 8.0 244 £0.25 5.07 £ 0.07 o]
9.0 1.51+0.25 5.17 o]
4.1 4.66 £0.25 6.79+0.18 m
5.0 4.60+0.25 6.33 £ 0.06 m
6.0 4.24 £0.25 5.65+0.24 m
7.0 3.42+0.25 4.93+£0.04 m
7.8 2.64 £0.25 4.82+0.10 m

Tabelle 5-4: Der Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser und das Léslichkeitsverhalt-
nis (logSR) von Sauren bei verschiedenen pH-Werten.

In der Spalte 5 (Lez.) steht ein o fiir reine NaTC-Mizellen und ein m fir NaTC/Lez.-

Mizellen.

Niclosamid weist wie Glibenclamid Uber den gesamten pH-Bereich eine Differenz

(0 logSR) von 1.5 auf.

Die Wasserléslichkeit von Niclosamid (Spn3 = 0.005 pg/ml) ist jedoch niedriger als bei

den beiden anderen S&uren. Dies fuhrt zu deutlich héheren logSR-Werte.
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Die Zugabe von Lezithin fuhrt bei den logSR-Werten zu unterschiedlichen Ergebnis-
sen. Bei den S&uren ist der Unterschied zwischen den logSR-Werten (NaTC vs.
NaTC/Lez.) ahnlich wie bei den Neutralstoffen, bei denen das L&slichkeitsverhaltnis
in den lezithinhaltigen Mizellen gréRer ist als in den reinen Taurocholat-Mizellen. Bei
Glibenclamid kann jedoch bei pH 5 und pH 6 ein Unterschied von ca. 0.6 log Einhei-
ten festgestellt werden, wéhrend bei pH 7 der Wert wieder im Ublichen Bereich (0.13
log-Einheiten) liegt. Bei Niclosamid &ndert sich die Differenz zwischen den Ld&slich-
keitsverhaltnissen zwischen pH 6 und pH 7. Im sauren Bereich liegt die Differenz der
Verteilungskoeffizienten bei 0.3 log Einheiten, ab pH 7 werden die Differenzen nega-
tiv. Dies wirde bedeuten, dass Niclosamid ab pH 7 besser in den reinen NaTC-Mi-
zellen I6slich ist, als in den gemischten Mizellen. Aufgrund der geringen Datenlage ist

es schwierig dieses Verhalten zu interpretieren.

5143 Der Ampholyt: Levothyroxin

Levothyroxin besitzt zwei saure pK,-Werte von 2.1 und 6.8, sowie einen basischen
pKa von 8.4. Bei pH 5 und pH 6 liegen die Carboxylgruppe sowie der basische Stick-
stoff vollstandig ionisiert vor. Die phenolische Gruppe ist nur bei pH 5 leicht deproto-
niert. Nach aul3en ist das Molekl durch die unterschiedlichen Ladungen neutral. Der
logSR-Wert verandert sich in diesem pH-Bereich kaum, da auch die Gesamtladung
nur geringflgig variiert. Ab pH 7 beginnt die Protonierung des basischen Stickstoffs
abzunehmen und nach auf3en hin steigt die negative Ladung. Hierdurch wird vor al-
lem die Wasserldslichkeit beeinflusst, die doppelt so grof} ist, wie bei pH 5 und pH 6.

Der logSR-Wert verringert sich dadurch.

Substanz pH log D log SR Lez
5.0 3.83+0.17 5.19+0.21 o)
6.0 3.56 £0.24 517 +£0.22 o
. 7.0 3.25+0.02 499+0.18 o)
Levothyroxin
5.0 3.83+0.17 5.38+0.18 m
6.0 3.56 £0.24 5.44 +0.20 m
7.0 3.25+0.36 5.18 £0.02 m

Tabelle 5-5: Der Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser und das L&slichkeits-verhalt-

nis (logSR) fur Levothyroxin bei verschiedenen pH-Werten
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5144 Zusammenfassung

Der vermutete sigmoidale Verlauf des Léslichkeitsverhaltnisses flur ionisierbare Sub-
stanzen konnte bestatigt werden. Sduren besitzen im aciden Bereich aufgrund ihrer
schlechten Wasserléslichkeit hohe logSR-Werte. Diese Werte nehmen mit steigen-
dem pH ab. Fir Basen konnte derselbe Kurvenverlauf ermittelt werden, nur spiegel-
verkehrt. Auffallig ist, dass zwischen den parallel zur x-Achse verlaufenden Kurven-
abschnitten nur eine Differenz von 1 — 2.5 logSR-Einheiten liegt. Dies ist ein deutli-
cher Unterschied zum pH-Profil des Oktanol/Wasser-Koeffizienten. Fir den logD wird
in der Literatur eine Differenz von 3.5 bis 4.5 logD-Einheiten gefunden.

Eine Korrelation wie fiir die Neutralstoffen konnte zwischen den logSR-Werten von
Séauren und Basen und dem logD-Wert nicht gefunden werden. Die Zahl der Daten-
punkte war fir die Entwicklung eines mathematischen Algorithmus zu gering. Aul3er-
dem lassen die beiden Sauren Glibenclamid und Mefenamins&ure vermuten, dass
neben der Loslichkeit, dem logD- und dem pK,-Wert noch andere Faktoren (Molekul-
grolde, Hydratisierung) eine Rolle spielen.

Trotzdem kann aus den Daten eine wichtige Aussage gewonnen werden. Besondere
Beachtung fand die relativ geringe Differenz zwischen den logSR-Werten im
ionisierten und nicht-ionisierten Zustand. Eine Abnahme des logD-Wertes von unge-
fahr vier log-Einheiten bedeutet, dass sich das vollstdndig dissoziierte Molekil um
den Faktor 10 000 bevorzugter im wassrigen Milieu aufhalt als das undissoziierte
Molekadl.

Bei den Gallensalzen ist dieser Effekt deutlich geringer. Der geladene Wirkstoff ist
scheinbar in der Lage, in groRem Umfang in die Mizelle zu penetrieren. An den Bei-
spielen Glibenclamid und Mefenaminsdure kann gezeigt werden, dass das Anion der
Saure ungefédhr um den Faktor 100 besser in die Mizelle penetriert als in das Okta-
nol.

Far ionisierbaren Substanzen wurden &hnliche Verteilungen bei Phosphatidylcholin-
Doppelschicht-Dispersionen beobachtet. Mit diesen Dispersionen wird versucht, die
Permeabilitdt von biologischen Membranen zu simulieren, die hauptsachlich aus
Phospholipiden bestehen. Avdeef et al. [1999] untersuchten die Verteilungskoeffi-
zienten von acht ionisierbaren Wirkstoffen in “Large unilamellar vesicle (LUV)“-Sus-
pensionen, die aus Dioleylphosphatidylcholin bestanden. Fir die Phospholipid-
membran wurde eine Differenz zwischen den Verteilungskoeffizienten der neutralen

Form und der ionisierbaren Form (Omemb.) ermittelt. Die Differenz lag fir die S&uren
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eher bei 2, fUr die Basen bei eins.

Wirkstoff OlogPoct Omemb.
Ibuprofen 4.02 1.99
Diclofenac 3.83 1.81

Warfarin 3.71 2.08
Propranolol 2.70 0.84
Lidocain 2.98 1.17
Tetracain 3.29 1.12
Procain 2.95 1.62

Tabelle 5-6: Differenzen zwischen der neutralen Form und der ionisierten Form fir
den Verteilungskoeffizienten Oktanol/Wasser und den Verteilungskoef-

fizienten Phospholipidmembran/Wasser [Avdeef]

Miyazaki et al [1992] beobachteten in Dimyristoyl-Phosphatidylcholin Doppelmemb-

ranen eine Membrandifferenz von 2.2 fiir Sduren und 0.9 fiir Basen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

6.1 Loslichkeitsbestimmung mit der miniaturisierten

Shake-Flask Methode (siehe Kapitel 3.2.2 und Kapitel 4.1)

Die miniaturisierte Shake-Flask Methode ist den neueren Methoden zur Léslichkeits-
bestimmung weiterhin Uberlegen. Vor allem kann mit der Shake-Flask Methode eine
L&slichkeitsbestimmung von jeder Substanz und in jedem Medium durchgefihrt wer-
den. Die Ergebnisse weisen die héchste Reproduzierbarkeit auf. Die Methode ist
leicht zu erlernen und kann ohne grof3e Anschaffungskosten in jedem Chemielabor
eingesetzt werden. Voraussetzung ist lediglich eine meist vorhandene HPLC-Anlage.
In der abschlieRenden Analytik zeigt sich ein weiterer, wichtiger Vorteil der Shake-
Flask Methode. Neben der Konzentrationsbestimmung wird die Substanz durch die
HPLC-Analytik zugleich auf ihre Reinheit und Stabilitat Gberpruft. Hinzu kommt, dass
durch die Verwendung der UniPrep-Filter das Volumen der Untersuchungslésung auf
2 ml reduziert werden konnte. Somit verringerte sich der Substanzverbrauch fir eine
schlecht I16sliche Substanz auf weniger als 1 mg.

Auch der Durchsatz, der mit der Shake-Flask Methode erreicht werden kann, liegt in
einem vernunftigen Rahmen. Selbst wenn die HPLC-Analytik erst evaluiert werden
muss und Flielmittel und S&ule zwischen den Messungen ausgetauscht werden
missen, kdnnen ungefdhr zwanzig verschiedene Wirkstoffe pro Woche vermessen
werden. Damit werden durch die Shake-Flask Methode deutlich mehr Proben ver-
messen als durch die potentiometrische Titration. Fur einen Hochdurchsatz ist die
Shake-Flask Methode jedoch nicht geeignet. Hier kann durch die vollautomatische
Turbidimetrie ein héherer Durchsatz von bis zu 300 Proben pro Tag erreicht werden.
Oft kann nach der turbidimetrischen Messung jedoch nur ein Ldslichkeitsbereich an-
gegeben werden. Ist die Genauigkeit, wie bei dieser Methode, nicht gro® genug,
dann ist eine Berechnung der L&slichkeiten aus der Struktur der Substanz ebenso
aussagekraftig. Die miniaturisierte Shake-Flask Methode ist somit, was das Verhalt-
nis der Qualitédt der Messergebnisse zur Quantitdt an Messungen betrifft, nicht zu

Ubertreffen.
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6.2 Loslichkeitssteigerung durch Gallensalze

Far Neutralstoffe konnte die von Mithani und Bakatselou aufgestellte lineare Korrela-
tion zwischen dem Ld&slichkeitsverhaltnis Natriumtaurocholat-Wasser und dem Ver-
teilungskoeffizienten Oktanol/Wasser bestéatigt werden. Das Ausmald der Léslich-
keitssteigerung hangt demnach vor allem von der Lipophilie des Wirkstoffes ab.

Fir das Léslichkeitsverhaltnis in gemischten NaTC/Lez.-Mizellen ergibt sich eine
ahnliche Korrelation. Aufgrund der Messergebnisse und der ermittelten Geraden-
gleichung kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass sich der Wirkstoff in
einer NaTC/Lez.-Mizelle um den Faktor 2 besser I6st, als in reinen NaTC-Mizellen.
Die fur die Mischmizellen erhaltene Korrelation ist besonders wertvoll, da sie das in-
vivo im Dinndarm vorliegende Gallensalzverhéltnis besser widerspiegelt.

Die lineare Regression ergab fur die gemischten Mizellen folgende Gleichung, mit

der die Lo&slichkeit fir eine beliebige NaTC/Lez.-Konzentration berechnet werden

kann:
S, 0.750logP [0 2.27
S(NaTC/Lez(M)) U Cratcite: ” ]C U']O( g ) 0s,
H,0
mit:
So Loslichkeit im wéassrigen Puffer,

Cnatciezy  Konzentration NaTC/Lez., bei der die Léslichkeit berechnet werden soll,
CH20 55.55 mol/l HZO,
LogP Verteilungskoeffizient Oktanol/Wasser.

Mit dieser Formel lasst sich aus der Wasserl6slichkeit sowohl die Lo&slichkeit im
praprandialen Zustand bei 3.75 mmol NaTC/0.94 mmol Lezithin, als auch im post-
prandialen Zustand bei 15 mmol NaTC/3.75 mmol Lezithin berechnen. Eine deutlich
erhohte Ldslichkeit bei 15 mmol Gallensalz gegentuber der Léslichkeit bei 3.75 mmol
l&sst einen “food effect” aufgrund einer verbesserten L&slichkeit erwarten. In-vivo
durfte die nahrungsbedingte L&slichkeitssteigerung noch gréfler sein, da in die Mi-
zelle neben den Gallensalzen und dem Lezithin noch weitere Stoffe, wie z. B. freie
Fettsauren integriert sind. AuRerdem wird durch die Nahrung und die Verdauungs-

sekrete das Volumen im Darm deutlich erhoht, in dem sich der Wirkstoff I16sen kann.

Bei den Sduren und Basen wurde das Ld&slichkeitsverhaltnis Gallensalz/\Wasser fir
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die pH-Werte des Gl-Trakts bestimmt. Hierbei konnte keine lineare Korrelation zwi-
schen dem logSR und dem Oktanol/Wasser-Koeffizienten aufgestellt werden. Dieses
Ergebnis verwundert jedoch nicht, da sich auch der Oktanol/Wasser-Koeffizient fiir
ionisierbare Substanzen bei verschiedenen pH-Werten nicht linear verhalt. Ahnlich
wie bei dem logD-Wert ergibt sich auch fir den pH-abh&ngigen logSR-Wert ein sig-
moidaler Kurvenverlauf. Es ist jedoch ein sehr bedeutsamer Unterschied zu erken-
nen. Das Bestreben einer ionisierten Saure oder Base in die organische Oktanol-
Phase zu gelangen, ist um drei bis vier Zehnerpotenzen geringer als fur die undisso-
ziierte Substanz. In der Literatur spricht man von der “rule of diff 3-4“. Fir das L&s-
lichkeitsverhaltnis Gallensalzmizelle/Wasser ist diese Differenz deutlich geringer und
betragt nur 1 bis 2 Zehnerpotenzen. Da im undissoziierten Zustand der logD- und der
logSR-Wert noch ungeféhr gleich gro® sind, kommt der Unterschied vor allem bei
dem dissoziierten Molekll zum Tragen. Aus dieser Tatsache kann geschlossen wer-
den, dass das dissoziierte Molekll ca. um den Faktor 100 besser in die Gallensalz-
Mizelle penetriert, als in das Oktanol. Ahnliche Beobachtungen konnten fiir Liposom-
Wasser Verteilungen und Phosphatidylcholin-Doppelschichten gemacht werden. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich neben der “Daumenregel
von 3 - 4“ fir die pH-abhangige Oktanol-Wasser Verteilung eine “Daumenregel von
1 - 2“ fur die pH-abhangige Gallensalz-Wasser Verteilung ergibt.

Aufgrund der wenigen Daten war es nicht mdglich, eine nicht-lineare Regression
Uber den sigmoidalen Kurvenverlauf durchzufihren.

Weiterhin fiel auf, dass die Gallensalze fiir die L&slichkeit von S&uren und Basen
eine weniger bedeutende Rolle spielen als fur Neutralstoffe. Die Veranderung des
gastrointestinalen pH-Wertes beeinflusst die L&slichkeit weit mehr als der solubilisie-
rende Effekt der Gallensalze bei konstantem pH-Wert. Dieser Effekt ist damit zu er-
klaren, dass die Ldslichkeit exponentiell mit dem pH-Wert ansteigt, aber nur linear zu
Gallensalzkonzentration. Fur die untersuchten, ionisierbaren Substanzen Dipyrida-
mol, Ketoconazol, Glibenclamid und Mefenaminsdure wurde in der Literatur kein
oder nur ein dulerst geringer nahrungsbedingter Anstieg der Bioverfigbarkeit be-
schrieben. Alle Substanzen kénnen im praprandialen Zustand zumindest bei einem

gastrointestinalen pH-Wert vollstandig geldst werden.
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6.3 Adaption des BCS fiir die Entwicklung

FUr den Einsatz des Biopharmaceutics-Classification-Systems wéahrend der Ent-
wicklung eines Arzneistoffes bringt die vorliegende Arbeit zwei Vorteile.

Zum einen ermdglicht die Anwendung der miniaturisierten Shake-Flask Methode,
eine Substanz friihzeitig ihrer L&slichkeit entsprechend in das “klassische® BCS-
System einzuordnen. Zum anderen lassen sich die in-vivo Léslichkeiten von Arznei-
stoffen durch die ermittelte Korrelation zwischen der Wasserl6slichkeit, der Gallen-
salzkonzentration und dem logD-Wert abschatzen. Fir einige Substanzen der BCS-
Klasse Il kann dies bedeuten, dass sie unter natirlichen gastrointestinalen Bedin-
gungen deutlich besser |8slich sind und daher fur eine Entwicklungsentscheidung als
unbedenklich in bezug auf die Léslichkeit (eher “Klasse [“) einzuordnen sind. Bei der
Zulassung solcher Arzneistoffe kénnte somit in Zukunft eventuell auf zeit- und kos-
tenaufwendige Aquivalenzstudien verzichtet werden. Ein Beispiel aus der vorliegen-
den Arbeit ware das Felodipin, welches in einer Héchstdosierung von 10 mg auf dem
Markt erhéltlich ist. Wenn bei der Berechnung des Dosis-Ldslichkeits-Verhaltnisses
die reine Wasserldslichkeit von 0.86 pg/ml verwendet wird, waren 11.6 | notwendig,
um die Dosis zu |6sen. Bereits im nichternen Zustand reduziert sich das Volumen

auf 0.17 |. Im postprandialen Zustand wirde sich die Dosis schon in 40 ml auflésen.

6.4 Relevanz fiir Drug-Design

Abschlieend stellt sich noch die Frage, welche Aussage die vorliegende Arbeit fur
die Synthese neuer Wirkstoffe bereit halt. Die ermittelte Korrelation flr Neutralstoffe
zeigt, dass je lipophiler ein Wirkstoff ist, desto besser 16st er sich in der Gallensalz-
mizelle. Trotzdem nimmt die Ldslichkeit eines Wirkstoffes mit zunehmender Lipophi-
lie ab. Die Schwerldslichkeit wird nur etwas abgepuffert. Die Schlussfolgerung, wei-
terhin sehr lipophile und grof3e Molekiile zu synthetisieren, ist daher nicht zul&ssig.
Die meisten der untersuchten Wirkstoffen sind trotz der teilweise enormen Ld&slich-
keitsverbesserung durch Gallensalze nicht vollstandig in der Flissigkeit des Darms
I6slich. Nur bei Wirkstoffen, die in einer sehr niedrigen Dosierung eingesetzt werden,
kénnen die Gallensalze zu einer vollstandigen Freisetzung beitragen. Die Einfiihrung
einer aciden oder basischen Gruppe in das Grundgeriist ist wesentlich zuverlassiger.
Der Einfluss des pK,-Werts Uberwiegt in der Regel die Gallensalzeffekte.

Die Resorption eines oral applizierten Wirkstoffes findet prinzipiell im Dinndarm statt.

Nach der Nahrungsaufnahme verandert sich der pH-Wert nur im Duodenum und im
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oberen Teil des Jejunums. Ansonsten bleibt er bei durchschnittlich pH 6.5. Dieses
Milieu ist fir die Auflésung von Sauren am Besten geeignet. Aullerdem steht im
Dinndarm mit 3 - 5 Stunden fir acide Substanzen viel Zeit fir die Auflésung zur
Verfigung. S&uren sind in-vivo oft weniger problematisch als es nach der Bestim-
mung ihrer Wasserl6slichkeit erwartet wird.

Bei Basen Ubt die Nahrungsaufnahme einen zuséatzlichen positiven Effekt aus. Der
pH-Wert im Jejunum sinkt im postprandialen Zustand auf pH 5 und zuséatzlich liegt
eine erhdhte Gallensalzkonzentration vor. Beides fuhrt zu einer verbesserten L&s-
lichkeit. Durch die verlangerte Verweilzeit im Magen wird die Auflésung der Base zu-
satzlich erhéht. Allerdings wird durch die Nahrungsaufnahme der pH-Wert im Magen
erhodht, was sich auf sehr schwache Basen negativ auswirkt.

FUr den Synthesechemiker bleibt fir die erste Charakterisierung einer Substanz die
Bestimmung der wassrigen L&slichkeit geeigneter als die Loéslichkeiten in Gallen-
salzmizellen, da die Ergebnisse wesentlich diskriminierender sind und der Ar-
beitsaufwand deutlich geringer ist. Aus der gemessenen L&slichkeit kann dann fir
Sauren und Basen anhand des pKs-Wertes die pH-abhangige - und fir Neutralstoffe
anhand des logP-Wertes die gallensalzabhangige Ld&slichkeit berechnet werden.
Somit kann man die in-vivo Léslichkeit sehr friih in der Entwicklung bewusst ein-
schatzen. Es empfiehlt sich die pH-Werte und Gallensalzkonzentration des nichter-
nen Zustandes zu berechnen, da es winschenswert ist, einen Arzneistoff unabhan-

gig von der Mahlzeit verabreichen zu kénnen.
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NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 7) £ Standardabw.
[mmol] [h] [ug/ml] [ug/mi] [ug/mi]

4 0.22+0.018 0.23 +0.027 0.22 +0.021

0 8 0.19 +0.008 0.20 +0.016 0.21 +0.002
24 0.19+0.013 0.22 +0.025 0.22 +0.032

48 0.21+0.015 0.23+0.013 0.20 +0.012

4 0.52 +0.043 0.49 +0.088 0.51 +0.025

1 8 0.50 + 0.051 0.55+0.012 0.49 + 0.045
24 0.54 +0.035 0.50 + 0.051 0.50 + 0.006

48 0.47 +£0.010 0.52 + 0.031 0.52 +0.090

4 0.80 + 0.051 0.84 +0.010 0.78 +£0.023

3.75 8 0.82 +0.090 0.81 + 0.054 0.84 +0.083
24 0.83+0.072 0.87 +0.011 0.82+0.016

48 0.82 +0.020 0.84 + 0.007 0.82 + 0.062

4 1.31+0.010 1.19 +0.038 1.31+0.111

75 8 1.27 +0.104 1.29 +0.011 1.27 + 0.007
24 1.30 + 0.025 1.15+0.037 1.35+0.104

48 1.32 + 0.069 1.23 +0.071 1.33 + 0.007

4 6.64 +0.106 6.71+0.153 4.92 +2.406

15 8 6.89 + 0.246 6.90 + 0.201 7.13+0.211
24 7.12 +0.063 7.26 +0.103 7.84 +0.042

48 7.02 +0.180 7.30+ 0.093 7.20 +0.125
4 20.70 + 0.025 20.25 + 0.005 21.10 £ 0.125
30 8 20.74 + 0.333 20.23 +0.232 21.31+0.317
24 22.02 +0.157 21.88 + 0.205 22.45 + 0.006
48 21.95+0.101 22.01 + 0.542 21.05 +1.186

Tabelle 6-1: Zeit-, pH- und NaTC-abhé&ngige Ldslichkeit von Danazol (n O 3)

NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Léslichkeit (pH 7) + Standardabw.
[mmol] [h] [ug/ml] [ug/ml] [ug/mi]

4 55.57 £ 0.536 11.01 £ 0.462 5.02 £ 0.071

0 8 49.23 £2.335 10.51 £0.099 5.09£0.130
24 52.70 £ 1.191 9.95 +0.857 4.82 +0.072

48 43.67 +2.380 8.73+0.670 4.76 £0.240

4 51.87 £0.355 10.58 £ 0.305 5.12+0.211

1 8 53.61+£0.715 9.06 £ 0.020 5.36 £ 0.166
24 57.02 £ 0.549 10.31 £ 0.105 5.07 £0.315

48 54.12£0.316 10.66 + 0.100 5.99+0.110

4 54.06 + 0.469 20.06 £0.214 10.49 £ 0.202
375 8 58.32 £ 0.500 20.66 £ 0.321 11.05£0.199
24 60.33 £ 0.565 18.32 £ 0.201 12.57 £ 0.131
48 57.55 £ 0.543 19.89 £ 0.316 11.50 £ 0.129

4 89.01 £1.024 50.22 £ 0.654 37.05+0.211
75 8 95.02 £ 0.880 48.65 + 0.549 38.02 £0.015
24 98.01 £0.579 49.51 £ 0.622 40.24 £0.235

48 97.55 + 1.057 51.02 £ 0.305 39.05 + 0.301

4 267.5+7.38 153.4 £0.37 134.6 £ 0.51

15 8 289.1 £1.02 164.0 £ 1.91 132.0+0.95
24 313.3+1.55 163.3+0.80 139.2+0.75

48 290.4 £ 1.56 158.3 £ 1.02 136.9 £0.32

4 1020.6 + 20.81 623.2+5.19 518.4 £5.49

30 8 1002.2 £ 2.02 598.0 £5.62 544.7 £ 3.97
24 991.0 £3.82 575.3+2.09 462.9+12.45

48 1005.8 £ 1.65 599.2 + 3.01 490.6 +2.88

Tabelle 6-2: Zeit-, pH- und NaTC-abhangige Ldslichkeit von Dipyridamol (n 0 3)
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NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 7) £ Standardabw.
[mmol] [h] [ug/ml] [ug/ml] [Hg/ml]

4 0.57 £0.030 0.73 £0.054 0.79 £ 0.037

0 8 0.72 £0.046 0.76 £ 0.059 0.83 £ 0.025
24 0.62 £0.071 0.65 +0.020 0.70 £ 0.067

48 0.76 + 0.032 0.75 +0.020 0.75 +0.024

4 0.61 £0.057 0.59 +0.011 0.68 + 0.049

1 8 0.64 £ 0.032 0.62 £ 0.024 0.72 £0.035
24 0.68 £ 0.011 0.71+£0.019 0.68 £ 0.155

48 0.67 £ 0.032 0.72 +0.035 0.73 £0.032

4 1.22 £ 0.068 1.31+£0.025 1.32 £ 0.066

375 8 1.02 £ 0.049 1.35+£0.020 1.35+£0.032
24 1.32+£0.027 1.35+£0.035 1.35+0.054

48 1.35+0.015 1.31 £0.087 1.31£0.015

4 13.55 + 0.099 12.35+0.215 14.25 £ 0.249

75 8 14.64 £0.120 13.55+0.121 13.20£1.235
24 14.26 £ 0.103 13.95 £ 0.200 15.29 £ 0.099

48 13.98 £ 0.102 13.85+0.188 15.03 £ 0.101

4 52.73£0.445 51.90 £ 0.486 50.61 £ 2.030

15 8 51.57 £0.349 51.03+£0.315 54.12 £ 0.352
24 54.29 £ 0.421 53.63 £0.942 54.80 £ 0.588

48 52.16 + 0.241 53.16 + 0.301 46.12 £ 0.402

4 162.0 £4.90 168.6 £ 0.62 162.6 £ 5.09

30 8 158.1£1.28 168.6 £ 2.28 158.5+£1.22
24 164.9 £ 1.38 163.2+1.28 166.4 £4.79

48 153.7 £2.35 171.4 £0.97 157.5+3.15

Tabelle 6-3: Zeit-, pH- und NaTC-abhangige Léslichkeit von Felodipin (n 0 3)

NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Léslichkeit (pH 7) + Standardabw.
[mmol] [h] [ug/ml] [ug/mi] [ug/mi]
4 0.07 £0.005

0 8 0.15 +0.020 0.52 +0.019 5.25 +0.051
24 0.12+0.013 0.69 +0.021 5.01 +0.088

48 0.05 + 0.006 0.40 +£0.010 4.28 +0.099

4 0.06 +£0.010 0.77 £0.103 4.00 +£0.957

1 8 0.10 £0.012 0.74 £0.015 6.02 + 0.040
24 0.12+0.045 0.63 £ 0.008 6.56 + 0.029

48 0.13 £0.035 0.70 £0.025 6.41+£0.515

4 0.15 £ 0.008 0.62 £ 0.098 6.11 £ 0.066

375 8 0.18 £ 0.005 0.76 £ 0.007 6.20 £ 0.029
24 0.19+£0.015 0.73+0.011 6.51 £0.042

48 0.20 + 0.001 0.78 +0.034 6.42 +0.020

4 0.33 +£0.009 1.06 £ 0.015 6.84 +0.259

75 8 0.23 +0.002 0.90 +0.011 7.43 £0.298
24 0.24 +0.001 0.68 +£0.270 6.82 +0.426

48 0.32 + 0.004 0.86 +0.014 6.88 +0.212
4 0.63 £0.007 1.61 +£0.067 12.09 £ 0.028
15 8 0.54 £ 0.009 1.65 +0.082 12.51 £ 0.003
24 0.56 +0.009 1.68 £0.033 12.32+0.313
48 0.45+£0.022 1.54 £0.019 12.71 £ 0.026
4 1.20+£0.014 3.27 £0.123 21.95 £ 0.280
30 8 1.28 + 0.041 3.16 +£0.035 22.52 +0.220
24 1.31 £0.070 3.47 £0.029 23.19+0.016

48 1.24 +0.059 3.46 +0.025 22.30 + 0.261

Tabelle 6-4: Zeit-, pH- und NaTC-abhangige Ldslichkeit von Glibenclamid (n O 3)
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NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 7) £ Standardabw.
[mmol] [h] [ug/ml] [ug/ml] [Hg/ml]
4 0.64 £0.016 7.13+0.232 69.78 £ 1.940
0 8 0.66 +0.018 7.21£0.153 70.11+£0.798
24 0.65 £ 0.046 7.18 £0.015 63.47 £ 3.948
48 0.56 £0.121 7.14 +0.087 65.69 + 0.669
4 0.73+0.063 5.66 £0.144 52.82 + 1.509
1 8 0.70 £ 0.007 5.69+0.104 55.51£0.273
24 0.23+0.014 5.98+0.212 63.23 £ 1.905
48 0.64 +0.035 6.12+0.315 62.40 + 1.058
4 0.61+0.078 5.98 +0.082 59.78 £ 0.482
375 8 0.57 £0.038 6.61+£0.130 64.19 £ 0.974
24 0.58 £ 0.099 6.46 + 0.254 67.34 £0.160
48 0.61+0.030 6.70 £ 0.642 69.19 + 0.652
4 0.54 +0.009 6.69 £ 0.074 66.15+£0.727
75 8 0.64 +0.008 6.43 +0.084 54.19+£0.210
24 0.35+0.106 6.30 £ 0.394 70.43 £0.819
48 0.53+0.012 6.29+0.013 65.69 + 0.870
4 5.08 £0.173 19.44 +0.207 153.69 £ 1.195
15 8 4.95+0.254 19.15+£0.320 154.06 £ 0.345
24 5.29 £ 0.030 19.16 £ 0.262 151.30 £ 0.250
48 5.77 £ 0.005 19.98 + 0.063 157.28 £ 0.285
4 21.13+£0.583 52.35+0.332 302.55 +3.910
30 8 22.15+£0.215 54.17 £ 0.416 345.16 £ 1.025
24 23.13£0.865 58.38 £ 0.699 353.09 + 0.490
48 22.84 £ 0.649 65.74 £ 0.193 374.05 + 1.656

Tabelle 6-5: Zeit-, pH- und NaTC-abhé&ngige Ldslichkeit von Mefenaminsaure (n 0 3)

NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Lslichkeit (pH 7) £ Standardabw.
[mmol] [h] [ug/ml] [ug/mi] [Hg/mi]

4 27.02+0.118 29.57 £ 0.174 30.86 £ 0.223

0 8 29.26 £ 0.475 29.45 £ 0.327 3248 £0.173
24 30.71£0.172 26.67 £0.276 29.62 + 0.056

48 26.40 £ 0.382 30.50 £ 0.313 29.12 £ 0.190

4 29.48 £0.418 26.88 £ 0.756 29.63 £ 0.299

1 8 26.23 £ 0.241 27.30 £ 0.453 29.65 +0.155
24 28.73£0.364 27.27 £0.523 29.65 +0.678

48 26.78 £ 0.356 27.95 + 0.345 29.88 + 0.158

4 27.22+£0.215 27.02 £0.315 29.54 +£0.215

375 8 27.35+0.357 27.02+0.418 30.17 £0.168
24 27.15+£0.198 26.85 +0.201 29.65 + 0.597

48 27.28 £ 0.046 27.65 £ 0.399 29.67 £0.874

4 31.26 £ 0.209 30.59 + 0.581 31.74 £ 0.206

75 8 32.37 £0.292 32.56 £0.104 32.56 £ 0.249
24 31.08 £0.073 30.92 £ 0.057 33.57 £0.284

48 30.47 £0.278 31.04 £0.358 33.10 £ 0.091

4 43.29 +1.426 45.17 £0.152 50.02 £ 0.180

15 8 42.84 +0.469 43.16 £ 0.355 47.87 £0.316
24 42.89 +0.164 42.69 £ 0.421 47.62 +0.229

48 42.55 + 0.068 42.28 +0.033 47.24 + 0.005

4 60.24 £ 0.443 60.23 £ 0.768 62.81 £0.429

30 8 60.16 £ 0.342 59.16 £ 0.578 64.87 £ 0.315
24 61.71+£0.120 61.97 £ 0.231 64.97 + 0.386

48 64.24 +0.880 62.02 + 0.586 65.10 £ 0.428

Tabelle 6-6: Zeit-, pH- und NaTC-abhangige Léslichkeit von Phenytoin (n O 3)
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NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Lslichkeit (pH 7) £ Standardabw.
[mmol] [h] [ug/ml] [ug/ml] [Hg/ml]

4 0.30 £ 0.007 0.31 £ 0.011 0.44 £0.014

0 8 0.21 £0.025 0.28 +0.102 0.54 +0.085
24 0.25+0.014 0.31+£0.011 0.62 +0.035

48 0.34 + 0.009 0.27 + 0.006 0.41 +0.028

4 0.42 £ 0.009 0.44 £0.108 0.61£0.015

1 8 0.40+0.125 0.31+£0.012 0.66 +0.089
24 0.40+£0.017 0.40+£0.013 0.52 £ 0.044

48 0.36 + 0.088 0.40 + 0.066 0.63 +0.030

4 0.48 £ 0.009 0.45 +0.095 0.72+0.016

375 8 0.43+0.034 0.56 £0.012 0.71 £ 0.096
24 0.50+0.019 0.47 £0.013 0.86 +0.035

48 0.46 £0.102 0.53 +0.085 0.85 +0.030

4 0.38 £0.071 1.15+£0.099 0.44 £0.102

75 8 1.42 £0.088 1.88 £ 0.080 5.50 + 0.087
24 1.35+0.066 1.43 £0.065 5.09 £ 0.002

48 2.12+0.025 1.35+0.017 5.10 £ 0.041

4 4.38 £0.093 4.27 £0.523 5.38 £0.159

15 8 6.19 £ 0.052 6.05 +0.087 6.46 + 0.549
24 5.79 £ 0.067 5.19 £ 0.568 7.97 £0.117

48 6.02 +0.129 4.98 +0.235 7.16 £ 0.295
4 15.46 + 0.888 14.76 £ 0.683 19.39 + 1.626
30 8 17.03 £ 1.022 16.32 £ 0.847 19.45 £ 0.584
24 17.71 £2.817 16.25 £ 1.393 18.93 + 0.071
48 17.50 + 0.838 18.64 £ 0.184 20.73+£0.120

Tabelle 6-7: Zeit-, pH- und NaTC-abhé&ngige Ldslichkeit von Levothyroxin (n O 3)

NaTC Zeit | Loslichkeit (pH 5) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 6) + Standardabw. | Loslichkeit (pH 7) £ Standardabw.
[mmol] [h] [ug/mi] [ug/ml] [ug/ml]
4 71.01+£3.630 15.64 £0.127 6.06 £ 0.100
0 8 79.97 £ 0.808 15.34 + 0.638 6.07 £ 0.069
24 83.56 + 2.241 15.82 £ 0.261 5.87 £0.128
48 88.89 + 3.401 16.97 + 0.696 6.01 £0.419
4 82.03 £ 0.549 16.49 £ 0.305 6.02 £ 0.072
1 8 85.16 + 0.347 15.88 £ 0.470 5.79 £0.107
24 90.16 + 1.062 17.05+£0.317 6.16 + 0.082
48 91.02 + 0.891 17.02 £ 0.402 6.35 + 0.036
4 87.05 + 1.046 16.02 £ 0.315 7.32+0.578
375 8 95.03 +0.978 14.32 £ 1.204 8.32+0.234
24 94.14 +0.824 17.10 £ 0.576 8.46 £ 0.350
48 94.05 + 0.099 17.06 + 0.335 8.75+0.146
4 93.16 + 0.877 17.32 £+ 0.565 12.85+0.232
75 8 96.46 + 1.025 19.55 £ 0.355 12.35+0.348
' 24 97.12+2.485 21.05 £ 0.401 12.05 £ 0.302
48 103.84 + 0.565 20.15 + 0.299 12.49 + 0.480
4 115.06 + 1.155 61.55+1.032 33.46 + 1.246
15 8 119.58 + 0.845 65.85 + 0.871 37.85+0.598
24 228.98 +0.355 65.48 +2.083 38.26 + 1.261
48 224.02 £ 1.035 66.14 + 0.949 38.20 + 0.880
4 398.05 + 1.024 153.22 £ 0.438 98.46 + 1.205
30 8 425.01 £ 0.898 155.36 + 0.606 105.55 + 0.688
24 437.05 £ 1.760 157.29 £ 0.590 108.02 + 2.363
48 465.92 + 2.035 167.67 + 0.607 112.34 +2.710

Tabelle 6-8: Zeit-, pH- und NaTC-abhéangige Léslichkeit von Ketoconazol (n O 3)
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Abbildung 6-1: Typisches HPLC- Chromatogramm von Albendazol
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Abbildung 6-2: Typisches HPLC- Chromatogramm von Beclomethason-dipropionat
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Abbildung 6-3: Typisches HPLC- Chromatogramm von Betamethason-17-valerat
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Abbildung 6-4: Typisches HPLC- Chromatogramm von Betamethason
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Abbildung 6-5: Typisches HPLC- Chromatogramm von Danazol

T
TF
T}
i E:.mmw.]
! RT = 4 11 s
_ -
-
IH-E-_ - .'I L
T
| ALY [l AL BN I At B A M M
I I 1 i i ! i 1
i liw il

Abbildung 6-6: Typisches HPLC- Chromatogramm von Dexamethason
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Abbildung 6-7: Typisches HPLC- Chromatogramm von Dipyridamol
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Abbildung 6-8: Typisches HPLC- Chromatogramm von Dronabinol
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Abbildung 6-9: Typisches HPLC- Chromatogramm von Felodipin
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Abbildung 6-10: Typisches HPLC- Chromatogramm von Glibenclamid



Abbildung 6-11: Typisches HPLC- Chromatogramm von Griseofulvin
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Abbildung 6-12: Typisches HPLC- Chromatogramm von Hydrocortison-21-Hemisuccinat
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Abbildung 6-13: Typisches HPLC- Chromatogramm von ltraconazol
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Abbildung 6-14:

Typisches HPLC- Chromatogramm von Ketoconazol
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Abbildung 6-15:

Typisches HPLC- Chromatogramm von Levothyroxin
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Abbildung 6-16:

Typisches HPLC- Chromatogramm von Mefenaminsaure
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Abbildung 6-17:

Typisches HPLC- Chromatogramm von Miconazol
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Abbildung 6-18:

Typisches HPLC- Chromatogramm von Niclosamid
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Abbildung 6-19: Typisches HPLC- Chromatogramm von Phenytoin
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Abbildung 6-20: Typisches HPLC- Chromatogramm von Testosteron
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Substanz logP logD ac. bas. logP Diff. logk,,, pK,- MW
7.4 pKa pK, pred corr.

4-NH2-Phenol 0.04 0.03 10.30 5.50 0.05 0.01 0.11 0.01 109.13
4-CONHNH2-Phenol -0.33 -0.34 933 344 -0.07 026 0.14 0.00 152.15
4-CONH2-Phenol 033 032 805 0.00 030 0.03 043 0.06 137.14
4-SO2NH2-Phenol 0.06 0.04 865 0.00 0.06 0.00 0.33 0.02 173.19
4-OH-Phenol 059 059 976 000 024 035 0.29 0.00 110.11
Phenol 146 146 990 000 136 0.10 1.27 0.00 94.11
4-CN-Phenol 160 149 795 000 138 022 1.36 0.07 119.12
4-F-Phenol 1.77 177 981 000 151 026 1.47 0.00 112.10
4-NO2-Phenol 179 147 7.02 000 126 053 1.25 0.40 139.11
4-OPr-Phenol 233 233 1048 0.00 248 0.15 250 0.00 152.19
4-Br-Phenol 259 259 925 000 220 0.39 232 0.00 173.01
4-CF3-Phenol 282 280 868 0.00 267 015 2.71 0.01 162.11
4-Ph-Phenol 320 320 940 0.00 332 0.12 334 0.00 170.21
4-tBu-Phenol 3.31 331 1150 0.00 340 0.09 335 0.00 150.22
4-Bu-Phenol 365 365 10.28 0.00 3.89 0.24 380 0.00 150.22
4-Pen-Phenol 406 4.06 1028 0.00 4.28 0.22 4.21 0.00 164.25
4-cHex-Phenol 422 422 1030 000 422 0.00 4.20 0.00 176.26
2-CH3-Phenol 195 195 1028 000 191 0.04 1.83 0.00 108.14
4-COPh-Phenol 3.07 3.05 863 000 288 0.19 3.03 0.02 198.22
4-CHO-Phenol 135 116 7.66 000 1.08 0.27 1.08 0.13 122.12
4-(C(CH3)2-Ph-4-OH-Phenol 3.32 332 1012 0.00 345 0.13 3.66 0.00 228.29
2,4-di-tBu-Phenol 519 519 1172 0.00 5.17 0.02 5.18 0.00 206.33
2,4 ,6-tri-tBu-Phenol 6.06 6.06 1219 0.00 6.03 0.03 6.17 0.00 262.44
Benethamine 340 174 000 9.05 325 0.15 3.05 1.86 211.31
2,4-Dichloro-phenoxy-aceticacid 2.81 -1.11 273 000 281 0.00 2.15 447 221.04
Alpha-Liponic acid 240 -0.36 461 000 212 028 1.84 259 206.33
Sulfameter 043 -056 646 0.00 050 0.07 0.95 0.81 280.31
Chlorcyclizine 345 263 000 778 4.01 056 4.29 0.68 300.83
Nifluminic acid 443 046 226 000 413 030 349 494 28222
Phenylethylamine 153 -1.02 0.00 987 163 0.10 1.08 2.67 121.18
Ketonazole 434 429 000 651 4.02 032 5.21 0.08 531.44
3-Nitro-BENZAMIDINE 040 -253 0.00 10.37 0.86 046 042 3.17 165.15
BENZAMIDINE 065 -320 000 11.80 1.23 0.58 0.32 460 120.16
3-Trifluoromethylphenylpiperazine 2.44 1.19 0.00 863 278 0.34 2.76 145 230.23
Terfenadine 570 449 000 858 546 0.24 6.07 140 471.69
CHOLIC ACID 352 110 498 0.00 398 046 432 2.22 408.58
GRISEOFULVIN 247 247 000 0.00 3.15 0.68 3.81 0.00 352.77
ASTEMIZOLE 510 410 000 835 512 0.02 576 1.18 458.58
Bisphenol 332 332 000 0.00 347 0.15 3.68 0.00 228.29
DIHYDROERGOCRISTINE 342 302 000 6.71 354 0.12 5.03 0.12 611.75
ERYTHROMYCIN 3.06 206 000 836 291 0.15 4.65 1.19 733.95
GLIBENCLAMIDE 439 199 499 0.00 405 034 4.68 2.21 494.01
LOPERAMIDE 501 369 000 870 4.64 037 5.31 1.51 477.05
MICONAZOLE 515 5.08 000 6.17 521 0.06 5.92 0.04 416.14
NOVOBIOCIN 3.77 072 403 0.00 355 0.22 443 3.17 612.64
RESERPINE 326 301 000 733 379 053 520 0.37 608.69
TOLFENAMATE 526 197 401 000 4.88 0.38 446 3.19 261.71

Tabelle 6-9: Kalibrierung der logP- HPLC- Bestimmungsmethode: Substanzen und

ihrer physikochemischen Eigenschaften [Marz, unpublished datal.
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