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Zusammenfassung

1)

2)

3)

Apparent Dissolution (scheinbare Freisetzung): Untersuchung verschiedener Einflisse und

Entwicklung einer standardisierten Routinemethode.

Fur die 2007 in der Ph.Eur. monographierte Apparent Dissolution wurden anhand von vier
Entwicklungswirkstoffen Einflisse der PartikelgréRe, des Freisetzungsmediums, der Ldslichkeit,
der Probenbeschickung sowie der Einfluss von Hilfsstoffen in physikalischen Mischungen
untersucht. Die Kombination von zwei Probenbeschickungen und einem Freisetzungsmedium mit
0,01 % Tween® 80 sind besonders geeignet fur die Charakterisierung der Wirkstoffe. Mit den

erhaltenen Daten kann auf die Freisetzung fertiger Formulierungen geschlossen werden.

Intrinsic  Dissolution (innere  Auflosungsgeschwindigkeit): Design eines Systems flr

Durchflusszellen zur Evaluation neuer Mdglichkeiten.

Durch die Entwicklung eines Zelleinsatzes zur Intrinsic Dissolution fir die monographierte
22,6 mm Tablettenzelle kann erstmals Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen durchgefiihrt
werden. Bei einer offenen Betriebsweise kann mittels der entwickelten Kombinationsmethode die
Bestimmung der Freisetzungsrate fiir verschiedene Freisetzungsmedien mittels einer einzigen
Freisetzung erfolgen. Verschiedene Metallinlays fur den Zelleinsatz ermdglichen die Freisetzung
von verschiedenen Presslingsoberflachen. Es wurde ein linearer Zusammenhang zwischen der
Oberflache und der Freisetzungsrate nachgewiesen. Die Anwendung der Kombinationsmethode
und die flexible Wahl der Presslingsoberflache kann die Wirkstoffmenge bei der Bestimmung von
Freisetzungsraten erheblich reduzieren. Umwandlungskinetiken, beispielsweise von Salzen an
der Presslingsoberflache, konnten erstmals gemessen und als Kinetik erster Ordnung
beschrieben werden. Die Vergleichbarkeit der Freisetzungsraten der Durchflusszelle mit anderen
Methoden wurde anhand einer Korrelation mit Freisetzungsraten der haufig verwendeten

Distekmethode nachgewiesen.
Untersuchung des Einflusses ausgewahlter Hilfsstoffe auf die Permeation im Caco-2 Model

Die untersuchten Hilfsstoffe Chitosan, Lutrol F68 und emulgierende Starke zeigten unabhéngig
von deren Konzentration keinen Einfluss auf die Permeation der beiden Wirkstoffe. Einzig die
Auswirkung der Hilfsstoffe auf die Freisetzung kann daher in diesem Fall die Bioverfligbarkeit
beeinflussen. Der Einfluss von Hilfsstoffen auf die Permeation in Kombination mit der Apparent
Dissolution wird in Zukunft eine immer starkere Rolle spielen. Da immer neue Hilfsstoffe fir eine
bessere Freisetzung eingesetzt werden, muss zugleich abgeklart werden, ob diese Hilfsstoffe eine

Auswirkung auf die Permeation und damit die Bioverfuigbarkeit haben.



Summary

1)

2)

3)

Apparent Dissolution: Investigation of influences and development of a standardized routine

method.

The influence of particle size, dissolution medium, solubility, sample loading and excipients in
physical mixtures have been investigated since apparent dissolution was observed as
monographed in 2007. The combination of two sample loadings and a dissolution medium
containing 0.01 % of Tween® 80 is especially suited for the characterisation of active
pharmaceutical ingredients (API). According to the recorded data from apparent dissolution

experiments it is possible to predict effects on dissolution of API's in final formulations.

Intrinsic Dissolution: Design of a system for flow through cells (FTC) and evaluation of new

possibilities and options.

Due to the development of an insert for the monographed 22.6 mm tablet cell, intrinsic dissolution
has now been realized for the first time in FTC's. By open loop operation for the developed
combined method it is possible to determine the dissolution rate for different dissolution media in
one dissolution experiment. The use of different metal inlays for the insert offers flexible
dissolution from different surface areas. A linear relationship for different surface areas and
dissolution rates was found. Using the combined method and the possibility to select different
surface areas, the amount of API could be significantly reduced for the determination of
dissolution rates.

Conversion kinetics for example of salts at the surface of the compact could be clarified as first
order kinetics. With this realisation it may be possible in the future to characterise the conversion
of API's during dissolution without a significant instrumental complexity.

The comparability of dissolution rates determined by the FTC with other methods was shown by a

correlation to the frequently used distek method.
Investigation of the influence of selected excipients on permeation in the caco 2 model.

The influence of excipients on permeation as well as the influence of apparent dissolution is
important in estimating the impact on bioavailability. The combination of apparent dissolution and
the determination of permeation could be crucial when considering the prospective dosage for the
formulation, helping to prevent a departure from the therapeutic window. The analysed excipients
Chitosan, Lutrol F68 and Purity® Gum 2000 show independent of their concentration no influence
on permeation of the two observed API's. Therefore only their influence on dissolution could have

an impact on the bioavailability.
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iv Abkiirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

ab apical nach basolateral

ACN Acetonitril

ba basolateral nach apikal

BCS Biopharmazeutisches Klassifizierungssystem

BET Brunauer, Emmet und Teller

CMC kritische Mizellbildungskonzentration (critical micellar concentration)
Cs Sattigungsléslichkeit

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

DLV Dosis-Léslichkeitsvolumen

D-Rate Freisetzungsrate

DSC Dynamische Differenz-Kalorimetrie (differential scanning calorimetrie)
EMD Emanuel Merck Darmstadt

EMS emulgierende Starke (Purity® Gum 2000)

FDA Food and Drug Administration

FTC Durchflusszelle (Flow-Through-Cell)

GIT Gastrointestinaltrakt

HCI Hydrochlorid

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HTS High Throughput Screening

ICH International Conference of Harmonization

IDR Intrinsic Dissolution Rate

KRB Krebs-Ringer-Puffer

LF68 Lutrol F68 (Pluronic F68)

NIR nahes Infrarot

Papp Permeationskoeffizient

P-gp P-Glykoprotein

Ph.Eur. European Pharmacopoeia

pKa negativer Logarithmus von Ka

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

SDS Natrium Laurylsulfat

SGFsp kunstlicher Magensaft ohne Pepsin (Simulated Gastric Fluid sine pepsin)
SIFsp kinstlicher Darmsaft ohne Pankreatin (Simulated Intestinal Fluid sine pancreatin)
Smp Schmelzpunkt

SOP Standardarbeitsanweisung (Standard Operating Procedure)

t Zeit

t50% Zeitpunkt bei dem 50 Prozent des eingesetzten Wirkstoffes freigesetzt sind
tres mittlere Verweilzeit

USP United States Pharmacopeia

Vo initiales Flussigkeitsvolumen im Magen



Zielsetzung 1

1 Zielsetzung

In-vitro Freisetzungsversuche von reinen Wirkstoffen und Arzneiformen sind ein standiger Begleiter
der Formulierungsentwicklung bis hin zur Qualitédtskontrolle der Fertigprodukte in der
pharmazeutischen Industrie. Klassisch erfolgt die in-vitro Freisetzung mit der seit Jahrzehnten
etablierten Blattrihrerapparatur. Seit der Aufnahme der Durchflusszellenapparatur 1990 in das
europadische Arzneibuch ist die Anwendung der Durchflusszellentechnik in den Focus der
pharmazeutischen Industrie gerickt.

Ziel dieser Arbeit ist die Weiterentwicklung, Optimierung und Etablierung von in-vitro
Freisetzungsmethoden mittels Durchflusszellen zur Wirkstoffcharakterisierung in der Praformulierung
und Formulierungsfindung. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die scheinbare Freisetzung
(Apparent Dissolution) und die innere Freisetzung (Intrinsic Dissolution) gemafl Ph.Eur. gelegt. Die
Anwendung dieser neuen Freisetzungsmethoden wird im frihen Stadium der pharmazeutischen
Entwicklung erfolgen. Es sind daher ganz bestimmte Vorraussetzungen notwendig, wie z.B. die
Universalitat bei geringst moglichem Wirkstoffbedarf. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit liegt in der
Untersuchung verwendeter Hilfsstoffe der scheinbaren Freisetzung auf die Permeation im Caco 2

Zellmodel.
Folgende spezifische Ziele wurden im Rahmen der Arbeit verfolgt:

1) Untersuchung verschiedener Einflisse auf die Apparent Dissolution (scheinbare

Freisetzung): Entwicklung einer standardisierten Routinemethode

Anhand eines Versuchsschemas wurde der Einfluss von Glasperlen, pH-Wert des
Freisetzungsmediums, Ld&slichkeit des Wirkstoffes, PartikelgroRe des Wirkstoffes, Hilfsstoffen in
physikalischen Mischungen, sowie der Einfluss der Hilfsstoffmenge und Hilfsstoffart untersucht.
Speziell fur Durchflusszellen wurden Freisetzungsmedien ausgewahlt und charakterisiert.

Entwurf eines Arbeitsplanes fir die Anwendung der scheinbaren Freisetzung mit einer
standardisierten Methode hinsichtlich méglicher Auswirkungen verschiedener Parameter auf das
Freisetzungsprofil.

2) Design eines neuen Zelleinsatzes fiir die in Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen
(innere Auflésungsgeschwindigkeit):

Entwicklung eines Zelleinsatzes fiir die USP und Ph.Eur. monographierte Tablettenzelle zur
Bestimmung der inneren Auflésungsgeschwindigkeit in Durchflusszellen.



2 Einleitung

3) Evaluation der Méglichkeiten und Grenzen des neuen Zelleinsatzes fiir die Intrinsic

Dissolution:

Von besonderem Interesse war der Einfluss der Wirkstoffoberflache, die Auswirkung eines
Medienwechsels, die Messbarkeit von Anderungen an der Wirkstoffoberflache und die Korrelation der

Daten mit der Blattrihrerapparatur.

4) Einfluss ausgewahlter Hilfsstoffe auf die Freisetzung, sowie die Permeation im Caco 2
Modell:

Untersuchung des Hilfsstoffeinflusses in physikalischen Mischungen auf die scheinbare Freisetzung

und den Einfluss der gewahlten Hilfsstoffe auf die Permeation.

2 Einleitung
2.1 Bioverfligbarkeit von Arzneistoffen

Die Bioverfligbarkeit einer Arzneiform beschreibt das Ausmall und die Geschwindigkeit, mit der die
therapeutisch wirksamen Bestandteile einer pharmazeutischen Zubereitung/Formulierung unverandert
am Wirkort verfigbar sind. Man unterscheidet zwischen der absoluten Bioverfugbarkeit, die der
intravendsen Applikation entspricht und der relativen Bioverfigbarkeit, welche dem Vergleich
verschiedener Darreichungsformen dient. Die FDA definiert die relative Bioverfugbarkeit wie folgt:
,Bioavailability is the rate and extent to which a substance is absorbed and becomes available at the
site of action®. Die absolute Bioverfligbarkeit ist als ,Absolute bioavailability of the active drug in
systemic circulation following non-intravenous administration, with the bioavailability of the same drug
following intravenous administration® definiert. Der Nachweis der Bioverfiigbarkeit ist eine wichtige
Vorraussetzung fir die Arzneimittelzulassung und kann unter bestimmten Umstanden hohen
Schwankungen zwischen verschiedenen Individuen unterliegen. Fur forschende Arzneimittelhersteller
dient die Bioverfigbarkeit zur Bestimmung des Verhaltens neuer Wirkstoffe vor allem nach oraler
Gabe. Hingegen ist fur Generika-Hersteller der Vergleich von Bioverfligbarkeiten von besonderer
Bedeutung. Daher ist es wichtig, die verschiedenen Abhangigkeiten der Bioverfligbarkeit zu kennen.
Der erste Schritt ist immer die Freigabe nach Applikation der Arzneiform. Die Freigabe setzt sich bei
einer Tablette zum Beispiel aus dem Zerfall (Disintegration) und der Auflésung (Dissolution)
zusammen. Der nachste Schritt bei oral verabreichten Arzneiformen ist die Resorption des geldsten
Arzneistoffes aus dem Gastrointestinaltrakt (GIT) in den systemischen Kreislauf. Dieser Weg des
Wirkstoffes nach oraler Applikation ist essentieller Bestandteil des LADME Modells der
Pharmakokinetik: Liberation (Freisetzung), Absorption, Distribution, Metabolisierung und Exkretion. Es
ist stets wichtig die Bioverfugbarkeit von der Absorption abzugrenzen, denn die Bioverfligbarkeit
bezieht sich auf die gesamte Pharmakokinetik. Die Resorption ist, je nach Arzneistoff, von
verschiedenen Faktoren abhangig, wie Membranpermeabilitat, Dissoziationsgrad des Wirkstoffes,

Fillungsgrad, Passagenzeit, chemische Stabilitat etc..
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Die Auflésungsgeschwindigkeit von schwerldslichen Arzneistoffen hat flr die Bioverfugbarkeit eine
groBe Bedeutung. Der Arzneistoff steht nur eine begrenzte Zeit am Resorptionsort zur Verfligung.
Aufgrund der begrenzten Zeit kann nicht immer eine vollstandige Resorption erreicht werden. Bei gut
I6slichen Wirkstoffen spielt unter bestimmten Umstanden die Auflésungsgeschwindigkeit keine Rolle,
namlich dann, wenn die Magenentleerungszeit den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fir die
Resorption darstellt (Rehki GS & Eddington ND 1997).

Erstmals wurden die wichtigsten drei Parameter Lo&slichkeit, In-vitro Wirkstofffreisetzung und die
Permeabilitat im Jahr 1995 (Amidon GL et al. 1995) zur Bewertung von Arzneistoffen verwendet.
Daraus entwickelte sich das Biopharmazeutische Klassifizierungssystem (BCS) als Standard fur die
Beurteilung von Arzneistoffen. Heute ist das BCS Grundlage der ,Guidance for Industrie 2000“ der
FDA. Inzwischen existiert auch eine Leitlinie der Europaischen Union, das “Concept Paper on BCS

based Biowaver®, sowie eine Arbeitsgruppe zum BCS der International Pharmaceutical Federation.

2.1.1 Biopharmazeutisches Klassifizierungssystem

Das Biopharmazeutische Klassifizierungssystem (BCS) als Richtlinie der FDA dient der Einteilung von
Wirkstoffen in vier Klassen anhand ihrer Ldslichkeit in wassrigen Medien, Gber einen pH Bereich von 1
bis 7,5 und ihrer Permeabilitat (Tabelle 1). Ein Wirkstoff wird als gut |8slich, beziehungsweise mit einer
hohen Ldslichkeit eingestuft, wenn die hdchste therapeutische Einzeldosis in 250 ml Wasser Gber den
physiologischen pH Bereich von 1 bis 7,5 vollstandig geldst werden kann. Das Volumen von 250 mi
entspricht der Flussigkeitsmenge im Magen, welches dem Arzneimittel im Rahmen einer
Bioverfigbarkeitsstudie nach Einnahme des Arzneimittels mit 250 ml Wasser fiir die Auflésung zur

Verfligung steht.

Tabelle 1: Biopharmazeutisches Klassifizierungssystem BCS

BCS Klasse Loéslichkeit Permeabilitat
I Hoch Hoch
I Niedrig Hoch
1] Hoch Niedrig
v Niedrig Niedrig

Eigentlich basiert das BCS auf einem einfachen Absorptionsmodell, bei dem der Gastrointestinaltrakt
als zylindrische Rohre dargestellt wird, in welcher die Resorption stattfindet (Amidon GL et al. 1995).
Dem Modell gehen folgende Annahmen, wie eine einheitliche PartikelgroRe, keine Interaktionen wie
z.B. Metabolismus, die Loslichkeit ist unabhangig von der PartikelgrofRe, einem pH-Gradienten im
Gastrointestinaltrakt und der Abwesenheit von Aggregationen voraus. Die Zusammenhange bei der
Absorption werden durch drei dimensionslose Parameter dargestellt: die Absorptionszahl (absorption

number, An), Freisetzungszahl (dissolution number, Dn) und die Dosiszahl (dose number, Dn), dabei
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entspricht My der verabreichten Dosis, V, das initiale Flissigkeitsvolumen im Magen (~ 250 ml), Cs der
Sattigungsloslichkeit, tes die mittlere Verweilzeit (~ 180 min), tyss die bendtigte Zeit zur Auflésung
eines Wirkstoffpartikels, P.y die effektive Permeabilitat und R der intestinale Innenradius. Mittels
dieser drei Parameter Do, Dn und An lasst sich die Abhangigkeit der Bioverfligbarkeit von der
Loslichkeit, in-vitro Wirkstofffreisetzung sowie der Permeabilitat ermitteln (Lobenberg R & Amidon GL
2000).

M, /V,

S

Do =DoseNumber =

S

Dn =DissolutionNumber = ti

Diss

P
An = AbsoprtionNumber = S‘f

X tres

Haufig wird anstatt der Ldslichkeit das Dosisldslichkeitsvolumen (DLV) (Dressman JB & Fleisher D
1986) verwendet, man erhalt das DLV aus dem Quotienten der therapeutischen Dosis (mg) und der
Léslichkeit (mg/ml). Das DLV gibt das Volumen an, in dem die Dosis gerade noch I6slich ist. Ein DLV
von 250 ml wird als Grenze zwischen einer hohen und niedrigen L&slichkeit im BCS angesehen.
Demnach ist ein Arzneistoff gut l6slich bei einem DLV kleiner als 250 ml. Fiur eine schlechte
Loslichkeit erhalt man einen Quotienten von gréRer als 250 ml. Fir die Bestimmung der Permeabilitat
sind neben Absorptionsstudien am Menschen, tierischen und menschlichen in vivo Perfusionsstudien,
auch in-vitro Tests aus isolietem menschlichen und tierischen Gewebe und etablierte
Resorptionsmodelle durch epitheliale Monozelllayer méglich. Das Caco 2 Resorptionsmodell findet
zum Beispiel haufig Anwendung in der pharmazeutischen Industrie. Dabei werden
Permeationskoeffizienten P, (z.B. 10® cm/s) bestimmt. Anhand der ermittelten
Permeationskoeffizienten kdbnnen Aussagen Uber die Absorption getroffen werden. Liegt dieser Wert
unter 1 ist eine schlechte Absorption (0 - 20 %) zu erwarten, bei Permeationskoeffizienten zwischen 1
und 10 spricht man von einer mittleren Absorption (20 - 70 %) und fir Werte groRer als 10 erwartet
man eine gute Absorption (70 - 100 %).

Die Leitlinie ,Waiver of in vivo bioavailability and bioequivalence studies for immediate-release solid
oral dosage forms based on a biopharmaceutical classification system* (Guidance for Industry 2000)
stitzt sich auf das BCS sowie auf Freisetzungsdaten mit dem Ziel, unnétige in-vivo
Bioaquivalenzstudien einzusparen (Biowaver). Diese Leitlinie enthalt definierte Akzeptanzkriterien fur
die Lo6slichkeit, Permeabilitat und die Freisetzung des Wirkstoffes aus der Arzneiformulierung. Die
Kriterien fur einen Biowaver werden von Wirkstoffen der BCS-Klasse | erfillt, wenn diese eine
schnelle und ahnliche Freisetzung (> 85 % in 30 min und < 900 ml ) aus der Arzneiform zeigen und
ein breites therapeutisches Fenster vorliegt. Substanzen der Klasse I, 1l und IV benétigen stets eine
in-vivo Studie.
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2.2 Resorption

Damit Arzneistoffe systemisch wirken kdnnen, mussen diese Uber den Blutkreislauf oder das
Lymphsystem an den Wirkort transportiert werden. Ublicherweise gelangt ein Arzneistoff nach oraler
Gabe nicht direkt in den systemischen Kreislauf, sondern es erfolgt zuvor die Aufnahme vom
Applikationsort in den Kreislauf. Dieser Prozess der Aufnahme wird auch Resorption genannt. Die
Geschwindigkeit der Resorption ist zum einen abhangig von der Permeation des Wirkstoffes durch
biologische Membranen und zum anderen von der Arzneiform selbst.

Wichtige Resorptionsorte fur Pharmaka sind die Lunge, der Gastrointestinaltrakt, besondere
Schleimhaute sowie die Haut. Der Resorptionsort wird Ublicherweise durch gezielte Applikation der
Arzneiform gewahlt, um einen maximalen therapeutischen Effekt unter Berlcksichtigung der
Compliance zu erhalten. Klassisch werden daher Pharmaka am haufigsten oral verabreicht. Dabei
findet die Resorption im Gastrointestinaltrakt statt. Die gastrointestinale Resorption zeigt eine grofRe
Ortsabhangigkeit aufgrund verschiedener vorhandener Oberflachen und lokal vorliegenden
pH-Werten. Der Hauptresorptionsort Diinndarm bietet mit 120 m? die gréRte Oberflache wahrend der
Magen mit 0,1 m? und das Colon mit 0,3 m? hingegen kaum eine Rolle spielen (Dressman JB et al.
1998). Das Vorhandensein von Nahrung im Gastrointestinaltrakt kann sich verschieden auf die
Resorption und damit auf die Bioverfigbarkeit auswirken. Die verschiedenen biologischen
Membranen, durch die ein Arzneistoff resorbiert wird, zeigen allgemein gemeinsame
Strukturmerkmale, obwohl sie nicht identisch sind. Diese Membranen stellen eine Schutzbarriere mit
einer Dicke von 70 A dar, bestehend aus einer Phospholipiddoppelschicht in der Proteine ein bzw.
aufgelagert sind. Dies entspricht dem 1972 eingefiihrten ,Fluid Mosaic Modell“ von Singer und
Nicolson (Singer SJ & Nicolson GL 1972). Die aufRere und innere Lipidschicht kdnnen sich in ihrer
qualitativen und quantitativen Zusammensetzung unterscheiden. Wichtig ist, dass verschiedene

Zelltypen aufgrund struktureller Unterschiede der Membran hohe Permeabilitdtsunterschiede besitzen.

Glykalipide Pratein in Sulferer Schicht

Memibaran-
dulenieite

Protein

in innerer 1 hw":'ﬂ'f'-n'n
Srhln.'ht_rl,x a-Helix. - L
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Cholesterin Protein lipid

Abbildung 1: Aufbau der Plasmamembran gemaR (Thews und Vaupel 2005)

Fir die Verdauung und Resorption spielt der Dinndarm bei oral verabreichten Arzneiformen die
entscheidende Rolle. Dieser besteht aus drei aufeinander folgenden Abschnitten unterschiedlicher
Lange: dem Dueodenum (20-30 cm), dem Jejunum (1,5 m) und dem lleum (2 m). Die groRe

Oberflache von 120 m? bis 200 m? wird durch die Ausbildung von Kerckringfalten, fingerformigen
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Zotten (Villi) und von den 1 pym Ausstllpungen (Mikrovilli) der absorptiven Enterozyten erreicht (Thews
G & Vaupel P 2005). Diese Enterozyten bilden eine zusammenhangende Ephithelschicht, deren dem
Darmlumen zugewandte apikale Seite als Blrstensaummembran bezeichnet wird. Eine Mucusschicht
mit Hydrogelcharakter, bestehend aus Wasser, Proteinen (meist Mucin), Glycoproteinen und
Elektrolyten, bedeckt diese Epithelschicht. Mit ihrer Dicke von 100- 500 pm ist sie Bestandteil der
Lunstirred water layer® (unbewegte Wasserschicht), welche als Absorptionsbarriere vor der
Epithelschicht fungiert. Die dem Blut zugewandte Seite der Epithelschicht bezeichnet man als
basolaterale Membran. Seitlich befinden sich die lateralen Membranen von benachbarten Zellen.
Mittels spezieller Proteine kdnnen zwischen diesen Zellen ,tight junctions” gebildet sein.

Das Epithel des Gastrointestinaltraktes dient vorwiegend dem Flissigkeits- und Stoffaustausch. Der
Transport von Stoffen durch diese Epithelschicht ist von der Permeation durch deren apikaler und

basolateraler Membran abhangig.

2.2.1 Permeationsmechanismen

Die Permeation durch biologische Membranen kann auf zwei Wegen erfolgen: zum einen durch die
Zellen hindurch (transzellular) oder zwischen den Zellen (parazellular), siehe Abbildung 2.

Bei der transzellularen Permeation unterscheidet man zwischen dem aktiven, Carrier vermittelten,
dem vesikuldren und dem passiven Transport.

Die Permeation eines Arzneistoffes hangt von dessen physikochemischen Eigenschaften ab. Es
kdnnen verschiedene Permeationsmechanismen parallel ablaufen. Zusatzlich beeinflussen
physiologische Faktoren wie Magenentleerung, lokale pH-Werte, gastrointestinale Motilitdt die

Permeation und damit die Resorption.

N ]

A\ Yy v

Basolateral

Abbildung 2: Ubersicht uber intestinale Resorptionswege: (A) primarer aktiver Transport; (B)
Efflux Transport; (C) Carrier vermittelte erleichterte Diffusion; (D) passiv
parazellularer Transport; (E) passiv transzelluldrer Transport; (F) vesikularer
Transport.
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Parazellularer Transport

Die passive parazellulére Diffusion korreliert mit der Anzahl der tight junctions (Interzellularspalt) im
Darmepithel. Der Anteil an der gesamten Darmoberflache betrdgt jedoch weniger als 0,1 %,
demzufolge spielt dieser Absorptionsweg eine untergeordnete Rolle (Lennernds H. 1998). Diese
kleinen mit Wasser geflillten Poren, mit einem Innendurchmesser von 8 bis 10/13 A werden vom
Jejunum bis zum Dickdarm mit 3 A immer kleiner (Lennernds H. 1995; Fine KD et al. 1995). Daher
nimmt die Resorptionsquote von den oberen Dinndarmabschnitten hin zum Colon deutlich ab. Eine
Permeation durch die tigh junctions ist von der Masse und der Hydrophilie des Molekules abhangig.
Vor allem kleine Molekile (< 200 Da) bevorzugen diesen Absorptionsweg. Zusatzlich erhdhen
vorhandene Ladungen in den Poren die Selektivitat fir die Aufnahme von Kationen (Pappenheimer JR
& Reiss KZ 1987; Madara JL 1998; Adson A et al. 1994; Karlsson J et al. 1999). Bei der Anwesenheit
von Resorptionsverbesserern kdnnen sich diese Poren verstarkt 6ffnen. Damit kann der Anteil an der

Gesamtresorption eines Wirkstoffes entscheidend zunehmen.

Transzellularer Transport
Passive Diffusion

Die passive transzellulare Diffusion ist der haufigste Absorptionsprozess fir Arzneistoffe. Dieser
Prozess bendtigt keine Energie, der Arzneistoff diffundiert aufgrund eines Konzentrationsgefalles.
Dabei muss der Arzneistoff die apikale Membran, das Zytosol und die basolaterale Membran der
Epithelzellen Uberwinden. Es besteht ein Bezug zum ersten Fickschen Diffusionsgesetz, da die
Diffusionsgeschwindigkeit eines Wirkstoffes von der Flache, der Membrandicke und seinen

spezifischen Diffusionskoeffizienten abhangig ist (Gleichung 1).

il—?:Kxgx(Cl -C,) Gleichung 1
dQ/dt Diffusionsgeschwindigkeit

K Permeabilitatskoeffizient

d Diffusionsweg, Membrandicke

A Membranoberflache

(Ci1=0Cy) Konzentrationsgefélle an der Membran

Da der Arzneistoff vom Blut- oder Lymphsystem kontinuierlich abtransportiert wird, liegen
Sinkbedingungen vor. Damit hangt die Diffusionsgeschwindigkeit von der apikalen
Wirkstoffkonzentration ab. Neben den physikochemischen Eigenschaften des Wirkstoffes hangt die
Permeation von den Eigenschaften der Membran ab. Die apikale Membran der Enterocyten scheint
dabei aufgrund ihrer Dicke limitierend fiir die passive Diffusion im Vergleich mit der basolateralen
Membran (Rehki GS & Eddington ND 1997) zu sein. Die Membranpermeabilitdt K kann mit der
vereinfachten Gleichung 2 beschrieben werden (Artursson P et al. 2001; Fricker G & Miller DS 2002).



8 Einleitung

K = PxD Gleichung 2
A

P Lipid/Wasserverteilungskoeffizient

D Diffusionskoeffizient der Membran

A Dicke der Membran

K Membranpermeabiliat

Aufgrund des Verteilungsgleichgewichtes missen Arzneistoffe idealerweise wasserloslich, sowie auch
lipidiGslich sein, man spricht von lipophilic hydrophilic balance”. Der sogenannte log P, Logarithmus
des Octanol/Wasserverteilungskoeffizienten eignet sich daher fir die Vorhersage der Permeabilitat.
Eine vollstandige Absorption wird firr einen log P-Wert von 2 vorhergesagt. Ab log P Werten > 4 nimmt
die Permeabilitdt stetig ab, da in diesem Fall das Molekul zu hydrophob ist und sich in die Membran
einlagern wirde (Lipinski CA 2000; Artursson P et al. 2001).

Fir ionisierte Substanzen ist die Permeation vom Gleichgewicht zwischen unionisierter und ionisierter
Form abhangig. Die Resorption von gréReren Molekilen ist meist erniedrigt. Oft wird auch der log D
angegeben. Dieser entspricht den Logarithmus des Octanol-Wasserverteilungskoeffizienten bei einem
bestimmten pH-Wert.

,Lipinski's Rule of Five* dient der qualitativen Vorhersage der passiven transzelluldren Permeation
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Lipinski's Rule of Five

Lipinski's Rule of Five

Molekulargewicht < 500
Protonendonatoren < 5
Protonenakzeptoren < 10
LogP <5

Carrier vermittelter Transport

Der Carrier vermittelte Transport unterteilt sich in die erleichterte Diffusion und den aktiven Transport.
Grundsatzlich kdénnen Carrier vermittelte Transporte gesattigt, inhibiert oder induziert werden, das
kann zu einer dosisabhangigen Pharmakokinetik fiihren.

Die erleichterte Diffusion nutzt einen durch primar aktiven Transport entstandenen Gradienten aus,
ohne selbst ATP zu verbrauchen. Dabei erfolgt eine Kopplung der Substanz an den Carrier, dieser
Komplex diffundiert passiv durch die apikale Membran und gibt die Substanz ins Zelllumen ab.

Der priméar aktive Transport erfolgt ausschliel3lich transzelluldr und ist direkt an den Verbrauch von
ATP gebunden. Ein Transport entgegen dem Konzentrationsgefalle ist moglich. Zu dieser Gruppe

gehodren auch aktive Efflux Transporter wie P-Glykoprotein (P-gp).
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Der sekundar aktive Transport nutzt einen vorhandenen Spannungs- oder Konzentrationsgradienten.

Man unterscheidet Symporter (gleiche Richtung) von Antiportern (entgegengesetzt).

Vesikularer Transport

Bei einem vesikularen Transport spricht man von Endocytose. Dabei erfolgt der Transport Gber
Membranvesikel. Diese bilden sich an der apikalen Seite iber Membranabschnirungen, anschlielend
wandern sie durch das Cytosol, um mit der basolateralen Membran zu verschmelzen. Dabei geben sie
ihren Inhalt ab. Man unterscheidet zwischen Pinocytose (Flissigkeitstropfchen) und Phagocytose
(Feststoffpartikel).

Efflux Transport

Hierbei handelt es sich um apikal lokalisierte aktive Transporter, die Substanzen zurlick ins
Darmlumen transportieren koénnen. Sie haben daher eine besondere Bedeutung fir die
Arzneimitteltherapie, denn ein aktiver Efflux fiihrt zu erniedrigten Bioverfiigbarkeiten. Die wichtigsten
Effluxtransporter sind p-Glycoprotein  (P-gp) und das Multi-Drug-Resistance-Related-Protein 2
(MRP2) (Fricker G & Miller DS 2002; Taipalensuu J et al. 2001; Loo T W et al. 2004). Diese
Transportproteine zahlen zu den ABC-Transportern (Adenosintriphosphat binding cassette
transporter), wobei durch ATP Hydrolyse ein Transport entgegen dem Konzentrationsgradienten

erfolgt.

2.2.2 Caco 2 Permeationsmodell

Fur die Vorhersage des Transportes durch biologische Membranen wurden verschiedene Modelle
entwickelt. Eines der am besten charakterisierten in-vitro Modelle zur Bestimmung von intestinalen
Absorptionsprozessen enthalt eine aus einem humanen Colon Adenokarzinom gewonnene Caco 2
Zelllinie. Isoliert wurden die Zellen aus dem Colon des 72 jahrigen Kaukasiers J. Fogh im Jahr 1977.
Die Bedeutung der Caco 2 Zellen fiir in-vitro Permeabilitatsuntersuchungen spiegelt sich in der
Guidance for Industry 2000 der FDA wieder. Die mittels Caco 2 ermittelten Permeabilitdten werden
heutzutage als Grundlage fir die Einteilung von Arzneistoffen mittels des BCS herangezogen.

Die Caco 2 Zellen sind immortale und adharende Zellen, sie differenzieren spontan und besitzen eine
morphologische Ahnlichkeit zum Diinndarmephithel. Daher kdnnen Caco 2 Zellen fir die Aufklarung
des intestinalen Arzneistofftransportes, der intestinalen Bioverfligbarkeit, Toxizitatsuntersuchungen
oder den Einfluss von pharmazeutischen Hilfsstoffen auf die Permeation verwendet werden. Eine in-
vitro in-vivo Korrelation wurde nachgewiesen (Dressman JB & Fleisher D 1986; Artursson P et al.
2001; Artursson and Karlsson 1991). Dennoch ist stets zu beachten, dass diese Zellen aus dem Colon
gewonnen wurden, dessen Zellen dichter und undurchlassiger als im Dinndarm sind.

Bei der Anzucht proliferieren die Zellen schnell und bilden nach wenigen Tagen einen
zusammenhangenden Zellmonolayer. Es schliel3t sich eine Phase der Polarisation zu saulenférmigen

Zellen mit Mikrovilli, Transportproteinen und Tight Junctions auf der apikalen Seite an. Nach zwei bis
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drei Wochen hat sich die typische luminale Birstensaummembran des Darmepithels gebildet. Diese
ausdifferenzierten Zellmonolayer kénnen anschlieRend fiir Permeationsversuche verwendet werden.
Die Permeationsversuche werden meist kombiniert, im Allgemeinen von apikal nach basolateral zur
Aufklarung von Absorptionsprozessen und von basolateral nach apikal zur Aufklarung von
Effluxmechanismen, durchgefiihrt. Trotz der weiten Verbreitung von Caco 2 Zellen existieren keine
standardisierten Vorschriften, daher kann ein Vergleich verschiedener Ergebnisse schwierig sein
(Dressman JB & Fleisher D 1986; Walter and Kissel 1995). Nachteile der Caco 2 Zellen im Vergleich
zu in-vivo oder in-situ Versuchen liegen darin, dass nur Zellen eines Zelltypes vorliegen und
bestimmte physiologische Faktoren wie z.B. Mucus und Gallensalze in Zellmodellen nicht vorhanden
sind. Dafiir spricht der geringe apparative Aufwand, was einhergeht mit mehr mdglichen
Untersuchungen bei geringeren Kosten. Die Verwendung von kleinen Arzneistoffmengen hat
wesentlich dazu beigetragen, dass sich das Caco 2 Modell vor allem in der pharmazeutischen

Industrie durchgesetzt hat.

2.3 In-vitro Wirkstofffreisetzung

Die Bestimmung der Freigabe eines Arzneistoffes aus einer Arzneiform erfolgt unter standardisierten
Bedingungen mittels der in-vitro Freisetzung (Dissolution). Der Anfang der Entwicklung der
Freisetzung begann vor Uber 100 Jahren nicht im Bereich der Pharmazie, sondern in der
physikalischen Chemie. Erst in den flnfziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurden erste
Beziehungen zwischen der Freisetzung von Arzneistoffen und deren Bioverfugbarkeit aufgestellt
(Dokoumetzidis A & Macheras P 2006). So fand Nelson 1957 als Erster einen Zusammenhang
zwischen der in-vitro Freisetzung bei oral verabreichten Theophyllinsalzen und dem Blutspiegel
(Nelson E 1957). Im Jahr 1970 wurde erstmals eine Freisetzung mittels der Drehkérbchen-Apparatur
(Apparatus 1) in der USP veréffentlicht. In den Folgejahren wurde die in-vitro Freisetzung zu einem
essentiellen Bestandteil der Arzneiblicher weltweit. Heute erfolgt die Durchfiihrung von in-vitro
Freisetzungen in der pharmazeutischen Industrie auf der Grundlage von Leitlinien in den
Arzneibiichern, wie der USP-Guideline (<711> ,Dissolution“) oder dem Europaischen Arzneibuch (Ph.
Eur. 2.9.3. ,Dissolution Test for Solid Dosage Forms”). Fir die Bestimmung der Auflésungs- und
Freisetzungsgeschwindigkeit sind inzwischen verschiedene Methoden beschrieben. Hauptsachlich
findet die Blattrihrer-Apparatur (Apparatus 2) und der Apparatus 1 Verwendung. Weitere Methoden

finden sich in der Tabelle 3.
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Tabelle 3: Ubersicht zu den monographierten Freisetzungsmethoden

Apparat Bezeichnung Monographie
Apparat 1 Drehkdrbchen-Apparatur Ph.Eur. 2.9.3 & USP <711>
% E Apparat 2 Blattriihrer-Apparatur Ph.Eur. 2.9.3 & USP <711>
S g Apparat 3 Reziproker Zylinder Ph.Eur. 2.9.3 & USP <711>
< Apparat 4 Durchflusszelle Ph.Eur. 2.9.3 & USP <711>
Lo . Apparat 5 Freisetzungsscheibe Ph.Eur. 2.9.4. & USP <724>
é E g E Apparat 6 Rotierender Zylinder Ph.Eur. 2.9.4. & USP <724>
"3 < Apparat 7 Reziproker Halter USP <724>

Da es sich bei der Freisetzung um eine Konventionsmethode handelt, mussen viele Parameter genau
eingehalten werden. Die mdglichen variablen Parameter sind das Freisetzungsmedium, der
Drehkorper, die RUhrgeschwindigkeit, Probennahmezeitpunkte und in Ausnahmefallen die
Temperatur.

Die Freisetzung stellt immer ein wichtiges Kriterium fir die pharmazeutische Qualitat dar. Sie dient
zum einen der Uberwachung der Chargeneinheitlichkeit und dem Vergleich unterschiedlichster
Zubereitungen bzw. der Qualitatskontrolle fur die Produktion. Zum anderen ist die Anwendung
wahrend der Formulierungsentwicklung unverzichtbar. Besonders bei schwerldslichen Arzneistoffen
ist die Bestimmung der Auflésungsgeschwindigkeit von grof3er Bedeutung, da in diesem Fall die
Aufldsungsgeschwindigkeit den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fir die Bioverfigbarkeit
darstellt. In Folge dessen sind neue Freisetzungsmethoden, wie die Durchflusszelle, in den Focus der
Arzneibicher, sowie der Industrie gerlckt, siehe Tabelle 4 (Siewert M et al. 2003; Shah VP et al.
2002).

Tabelle 4: Freisetzungsapparaturen fur Arzneiformulierungen

Arzneiform Freisetzungsmethode

Feste orale Arzneiform Blattriihrer, Drehkorbchen, reziproker Zylinder, Durchflusszelle
Orale Suspensionen Blattriihrer, Durchflusszelle

Transdermale Arzneiform Freisetzungsscheibe

Halbfeste topische Arzneiform Franz Diffusionszelle

Suppositorien Blattrihrer, modifiertes Drehkdérbchen, Durchflusszelle
Kaugummi Spezielle Apparatur (Ph.Eur.)

Pulver und Granulate Durchflusszelle

Mikropartikulare Formulierungen Durchflusszelle

Implantate Durchflusszelle
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2.3.1 Loslichkeit und Auflosungsgeschwindigkeit

Die Loslichkeit, als eine charakteristische physikalische Eigenschaft von Stoffen, gibt an, in welchem
Ausmal} ein Stoff in einem Medium gelost werden kann. Fir die Formulierungsentwicklung ist die
Léslichkeit von Wirkstoffen in wassrigen Medien entscheidend. Die Ldslichkeit selbst entspricht einem
dynamischen Gleichgewicht, bestehend aus zwei Prozessen, der Auflésung und der Prazipitation,
welche bei Erreichen der Sattigungsléslichkeit im Gleichgewicht vorliegen. Die qualitative Léslichkeit
gibt an, ob ein Stoff in einem bestimmten Lésungsmittel 16slich ist. Hingegen wird als quantitative
Loslichkeit die Stoffmenge betrachtet, die in einem bestimmten Losungsvolumen [8slich ist.

Eine Bestimmung der Léslichkeit kann kinetisch oder thermodynamisch erfolgen, die Anwendung ist

abhangig vom Stadium der pharmazeutischen Entwicklung, Abbildung 3.

Strukt

Leitstr Optimi Kand

Findu

Kinetische Loslichkeit

Thermodynamische Loslichkeit

Abbildung 3: Anwendung der kinetischen bzw. thermodynamischen Ldslichkeit wéhrend der
pharmazeutischen Entwicklung.

Bei der kinetischen Ldéslichkeit wird eine DMSO Stammldsung schrittweise einem Puffer zugegeben.
Der Zeitpunkt des ersten Auftretens eines Prazipitates wird als kinetische Léslichkeit definiert. Da
dieses Verfahren einfach zu automatisieren ist, findet es meist Anwendung beim High Throughput
Screening (HTS). Die thermodynamische Ldslichkeit, auch Sattigungsldslichkeit, wird unter definierten
Bedingungen durchgefiihrt. Am haufigsten findet die Shake-Flask-Methode Anwendung. Bei der
Shake-Flask-Methode (Bodensatzmethode) befindet sich die zu I6sende Substanz in einem Kolben
der Uber einen bestimmten Zeitraum meistens 24/48 oder 72 Stunden geschiittelt oder gerthrt wird
(Yalkowsky SH & Mishra DS 1992; Yalkowsky SH & Pinal R 1993). Dabei stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen fester Substanz (Solute) und geldster Substanz (Solution) ein.

Wichtig ist die Unterscheidung zwischen den unterschiedlichen thermodynamischen Ldslichkeiten, wie
der ungepufferten Loslichkeit, intrinsischen Loslichkeit und gepufferten Loslichkeit, Tabelle 5 (Horter D
& Dressman JB 1997).
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Tabelle 5: Definitionen der verschiedenen thermodynamischen Léslichkeiten

Léslichkeit
ungepufferte intrinsische gepufferte
Es liegt eine gesattigte Sattigungsloslichkeit eines Sattigungsloslichkeit bei einem

wirkstoffgepufferte Lodsung vor,  ionisierbaren Wirkstoffes (freie spezifischen durch Puffer
deren pH-Wert von den Saure oder freie Base) bei eingestellten pH-Wert.
Eigenschaften des Wirkstoffes einem bestimmten pH-Wert bei

abhangt. dem der Wirkstoff vollig

unionisiert vorliegt.

Die Auflésung einer Substanz in einer Losung beruht auf einer Entropiednderung. Bei kristallinen
Stoffen kommt es zunachst zum Aufbrechen des Kristallgitters in die einzelnen Gitterbausteine und
der anschlieBenden Solvatation durch das Lésungsmittel.

Die Wirkstoffe kdnnen in verschiedenen Kristallformen vorliegen, diese werden auch polymorphe
Modifikationen genannt. Kristallformen, welche L&sungsmitteladdukte enthalten, werden als
pseudopolymorphe Formen bezeichnet. Im Fall von Wasser spricht man von Hydraten. Im
Allgemeinen besitzt die thermodynamisch instabilste Form die hochste Sattigungsléslichkeit, sowie
eine erhohte Auflosungsgeschwindigkeit. Im Fall von amorphen Substanzen ist keine
Kristallgitterstruktur vorhanden, die Molekiile sind zufallig angeordnet und damit thermodynamisch
instabil. Amorphe Substanzen bendétigen daher eine geringere Energie fur den Auflésungsprozess und

zeigen eine héhere Léslichkeit als die kristalline Form.

Nach der Kelvingleichung steht die Sattigungsloslichkeit in Korrelation zur Teilchengrofie. Allgemein
nimmt die Loslichkeit bei abnehmendem Teilchendurchmesser zu. Dieser Effekt spielt erst eine Rolle

bei Teilchendurchmessern von kleiner als 1 um, siehe Gleichung 3.

In i :2'7/'\/ Gleichung 3
S,)] RT-r

S/Sg Ldslichkeitsverhaltnis zwischen sehr grofden S, und kleinen S Teilchen
Grenzflachenspannung (fest-fllissig)

molares Volumen

absolute Temperatur

A< =

Gaskonstante

Teilchenradius

—

Weitere Einflisse auf die Loslichkeit sind die Temperatur, der pH-Wert, eine Komplexbildung, die

lonenstarke im Lésungsmedium oder das Vorliegen bestimmter Salze.
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Abbildung 4: Modell der unbewegten Diffusionsschicht auf Festkérperoberflachen.

Die  Auflésungsgeschwindigkeit spielt ebenfalls eine wichtige Rolle wahrend der
Formulierungsentwicklung. Besonders bei schwerldslichen Arzneistoffen, bei denen ein geringes
Konzentrationsgefalle zwischen gesattigter Losung und der Konzentration des Arzneistoffes zum
Zeitpunkt t vorliegt. 1897 wurde erstmals die Auflosungskinetik von Noyes und Whitney untersucht
(Noyes AA & Whitney WR 1897). Die von lhnen aufgestellte Gleichung (Gleichung 4) beruht auf der
Theorie einer unbewegten Diffusionsschicht auf der Festkérperoberflache, durch die geldste Teilchen
hindurch diffundieren missen, siehe Abbildung 4. Diese Gleichung diente als Basis fur die
Beschreibung der Freisetzungsrate von Nernst (1904) und Brunner (1904), indem sie das 1. Ficksche
Diffusionsgesetz (Gleichung 5) mit berlcksichtigten (Nernst W 1904; Bruner L & Tolloczko S 1900).
Die so optimierte Gleichung (Gleichung 6) enthalt nun den Einfluss der Feststoffoberflache auf die
Auflésungsgeschwindigkeit.

Der Massenstrom J ist die Masse m, die durch eine Flacheneinheit A pro Zeiteinheit hindurchwandert,

er ist dem Konzentrationsgradienten dC/dy proportional.

d(;’ =kx(Cs-C,) Gleichung 4

J = dm =— d_C Gleichung 5
Axdt dx

dm _DxA ¢ _¢) Gleichung 6

dt h



Einleitung 15

dm/dt Auflésungsgeschwindigkeit

D Diffusionskoeffizient

A effektive Feststoffoberflache
J Massenstrom

m Masse

dc/dy Konzentrationsgradient

k Konstante

Cs Sattigungskonzentration

Ci Konzentration zum Zeitpunkt t

Es ist nicht méglich die Nernst-Brunner-Gleichung fir die Auflésung von Pulvern anzuwenden, da sich
die effektive Oberflache von Wirkstoffpartikeln permanent &ndert. Ein Ansatz zur Beschreibung der
Pulverauflosung kam von Hixson-Crowell im Jahr 1931 fur die Freisetzung von monodispersen
Partikeln unter Sinkbedingungen mit dem Kubikwurzelgesetz, siehe Gleichung 7 (Hixson AW &
Crowell JH 1931).

1 1
W2 -W2=Rxt Gleichung 7
Wo Initiale Masse
W, ungeloste Masse zum Zeitpunkt t
t Zeit
R Freisetzungskonstante

Langenbucher nutzte 1972 die Weibull-Funktion (Gleichung 8) zur empirischen Beschreibung von
Freisetzungsprofilen. Der Vorteil liegt darin, dass auch Arzneiformen mit unvollstandiger Freisetzung
bzw. verzogerter Freisetzung beschrieben werden kénnen (Langenbucher F 1976; Langenbucher F
1972).

d
1)
C =Cy|ll-e ™ Gleichung 8
Ci Konzentration der Substanz im Medium zum Zeitpunkt t [g/]]
Co Grenzkonzentration nach vollstandiger Losung [g/]]
Kw Zeitpunkt zu dem 63,2 % des Wirksoffs freigesetzt sind [s]
d Formfaktor der Freisetzungskurve

t Zeit [s]
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Dokumezidis et al stellten 2006 einen physikalischen Bezug der empirischen Weilbull-Funktion mit der
integrierten Noyes-Withney-Gleichung auf (Dokoumetzidis A & Macheras P 2006). Fir den Sonderfall,
dass der Formfaktor d den Wert 1 hat, entspricht die Weibull-Funktion mathematisch der integrierten

Noyes-Whitney-Gleichung (9).

C, = Co(l—efkt) Gleichung 9
Ci Konzentration der Substanz in der Lésung zum Zeitlpunkt t [g/I]
Co Grenzkonzentration nach vollstandiger Lésung bzw. nach Erreichen der

Sattigungsldslichkeit
t Zeit [s]

Im Laufe der Zeit wurden viele weitere Modelle fir die Auflésungskinetik diskutiert, diese haben sich
aber nicht durchgesetzt. Auch fiir die Freisetzung aus diversen Arzneiformen wurden verschiedenste
Gesetzmaligkeiten aufgestellt. Die bekanntesten darunter stammen von Higuchi sowie von
Korsmeyer und Peppas (Higuchi T 1961; Higuchi T 1963; Korsmeyer RW & Peppas NA 1981).

2.3.2 Freisetzungsmedien

Die Wahl des Freisetzungsmediums ist wesentlich entscheidend fiir das Freisetzungsprofil eines
Arzneistoffes. Die Faktoren wie pH-Wert, Loslichkeit, lonenstarke, lonenart, die Anwesenheit von
Lésungsvermittlern und Benetzungsmitteln kdénnen die Freisetzung unter Umstéanden erheblich
beeinflussen. Die Lo&slichkeit eines Arzneistoffes, als wichtigstes Charakteristikum fir das
Freisetzungsmedium, ist fur das Erreichen von Sinkbedingungen ausschlaggebend. Um
Sinkbedingungen zu erhalten, muss das Volumen des Freisetzungsmediums, je nach Literatur, um
den Faktor 3 (Gray VA et al. 2000; The United States Pharmacopeia Convention 2008) bzw. um den
Faktor 5 bis 10 (Little AC 1999) héher sein, als fiur die vollstandige Auflosung der vorliegenden Menge
Wirkstoff bendtigt wird. Bei wasserunldslichen oder schlecht I8slichen Wirkstoffen werden daher
haufig Losungsvermittler eingesetzt, um Sinkbedingungen zu simulieren.

Oberflachenaktive Zusatze in Freisetzungsmedien dienen einer Verbesserung der Benetzbarkeit,
denn die Oberflachenspannung von Magensaft liegt mit 35 — 45 mN/m deutlich unter den 72,75 mN/m
von reinem Wasser (Finholt P & Solvang S 1968). Der Einsatz von Benetzungsmitteln stellt daher ein
einfaches und probates Mittel dar, die natirliche Benetzung im Freisetzungsmedium zu simulieren.
Ein Gebrauch wassrig-organischer Gemische als Freisetzungsmedium ist generell nicht statthaft. Nur
eine Ausnahme ist akzeptabel, in dem Fall, wenn eine in-vivo in-vitro Korrelation nachgewiesen
werden kann. Ein Zusatz von Benetzungsmitteln oder Losungsvermittlern wird meistens durch ein
Plus bei der Kurzbezeichnung des Freisetzungsmediums angezeigt.

Fir die Simulation der physiologischen Bedingungen im menschlichen Kérper gibt es verschiedene
Ansatze, das Verhalten eines Arzneistoffes oder einer Arzneiform nachzustellen. Entsprechend

unterscheidet man zwischen biorelevanten Freisetzungsmedien und Freisetzungsmedien fiur die
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Routineanwendung wie der Qualitatskontrolle. Bei Routineanwendungen ist es nicht zwingend
erforderlich komplexere Freisetzungsmedien zu wahlen. Es konnen zum Beispiel anstelle von
kiinstlichen Magen- und Darmsaft, 0,1 mol/l Salzsdure oder eine Pufferldsung pH 6,8 gemafR
Arzneibiicher eingesetzt werden. Die biorelevanten Medien hingegen unterscheiden sich in ihrer
Zusammensetzung nach der zu simulierenden physiologischen Situation. Fassif/ Fessif- Medien zum
Beispiel abgeleitet von Fasted State/ Fed State Simulated Intestinal Fluid dienen der Prognose des
Einflusses von Mahlzeiten (Food-effectes). Sie stellen die etabliertesten biorelevanten Medien dar
(Galia E et al. 1998). Ein Nachteil der Anwendung dieser biorelevanten Medien liegt in der
aufwendigen Herstellung. Andere Ursachen fir die bisher geringe Anwendung in der
pharmazeutischen Industrie liegen in der Verwendung von teuren Gallensalzen und Lecithin sowie in
der kurzen Haltbarkeit von nur einem Tag. Eine Ubersicht zu mdglichen Freisetzungsmedien ist in der
Tabelle 6 aufgeflhrt. Trotz verschiedener Philosophien Uber die Zusammensetzung von

Freisetzungsmedien ist es das Ziel stets eine diskriminierende Freisetzungsmethode zu erhalten.

Tabelle 6: Ubersicht zu monographierten und nicht-monographierten Freisetzungsmedien

Medium Bezeichnung Vorschrift

SGF Simulated Gastric Fluid gemaf USP & Ph.Eur.
SGFsp Simulated Gastric Fluid sine Pepsin

SGFsp” Simulated Gastric Fluid sine Pepsin & Tensid

SIF Simulated Intestinal Fluid gemal USP & Ph.Eur.
SIFsp Simulated Intestinal Fluid sine Pancreatin

SIFsp” Simulated Intestinal Fluid sine Pancreatin & Tensid

Fassif Fasted State Simulated Intestinal Fluid

Fessif Fed State Simulated Intestinal Fluid

FaSSGF Fasted State Simulated Gastric Fluid

Milch 3,5%

0,1 N HCI

Acetatpuffer 4,5 gemal USP & Ph.Eur.
Phosphatpuffer 4,5 gemal Ph.Eur.
Wasser

2.3.3 In-vitro Freisetzungssysteme

Blattriihrerapparatur:

Die Entwicklung startete bei der Becherglasmethode von Levy bis zur standardisierten Blattrihrer-
Apparatur (USP- Apparatus 2), welche erstmals 1978 in die USP aufgenommen wurde. Seither hat sie
sich mit groRem Abstand zur meistgenutzten Freisetzungsapparatur weltweit entwickelt
(Dokoumetzidis A & Macheras P 2006). Die Arzneiblicher weltweit enthalten inzwischen einheitlich

standardisierte Abmessungen fiir diese Apparatur, siehe Abbildung 5.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Blattriihrerapparatur.

Die verwendeten Vessel kdnnen aus inertem Kunststoff oder Glas bestehen. Die Anwendung erfolgt
fast ausschlieRlich fir die Freisetzung von festen oralen Arzneiformen, meistens handelt es sich um
Tabletten- und Kapselformulierungen. Wahrend der Freisetzung wird unter bestimmten Umstanden

eine Verwendung von Sinkern gestattet, siehe Abbildung 6.

I
g 25— 26— .
/ 120 £0.2

A Aeid-resistant wire clasp
B: Ac¢id-resistant wire support

Abbildung 6: Beispiel fur alternative Sinker gemaf Ph.Eur. 2.9.3.
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Sinker dienen der Beschwerung der Arzneiform, sie sollen sicherstellen, dass diese nicht
aufschwimmt (floating) und zentral am Boden des Vessels liegt. Haufig werden Sinker bei der
Freisetzung von Hartgelatinekapseln verwendet. Es existieren Sinker in verschiedenen Formen und
Grolien, daher missen sie fir die jeweilige Anwendung genau angepasst (spezifiziert) werden.

Haufig zu beobachtende Effekte wahrend der Freisetzung sind ein ,Coning“ oder ,Mounding®. Dabei
kommt es zur Anhaufung von nichtléslichen Bestandteilen der Arzneiformulierung zentral am Boden
des Vessels. Dieser Effekt Iasst sich durch eine Erhéhung der Umdrehungsgeschwindigkeit oder
Volumenvergréferung verhindern.

Ublicherweise verwendet man Umdrehungsgeschwindigkeiten von 25 bis 150 Umdrehungen pro
Minute (rpm), da die Hydrodynamik unterhalb von 25 rpm eine schlechte Reproduzierbarkeit aufweist
und oberhalb von 150 rpom kommt es zur Entstehung von Turbulenzen im Vessel.

Die Durchfiihrung von in-vitro Freisetzung mittels Blattrihrer-Apparatur erfolgt in der
pharmazeutischen Industrie entsprechend der aktuell vorliegenden USP (<711>, ,Dissolution®) und
der Ph. Eur. ( 2.9.3., ,Dissolution Test For Solid Dosage Forms*).

Durchflusszellenapparatur:

Die Entwicklung der Durchflusszelle begann 1957 in den Laboren der FDA. In der Folgezeit gab es
verschiedene Ansatze, wie von Pernarowski 1968, Durchflusszellen zu realisieren. Mit der Zeit stellte
sich heraus, dass die Saulenmethode die besten Bedingungen fir die Freisetzung von festen
Arzneiformen bietet. Es wurden verschiedene Ansatze von Durchflusszellen in Sdulenform verfolgt.
Am Ende setzte sich der Entwurf von Langenbucher (Langenbucher F et al. 1989) gegen Dibbern,
Tingstadt, Riegelman und Bolhius durch. Aber erst mit der Aufnahme in die USP 1990 stieg das
Interesse Durchflusszellen in der pharmazeutischen Entwicklung einzusetzen (Pernarowski M et al.
1968; Hu J et al. 2005; Zolnik BS et al. 2005; Fotaki N & Reppas C 2005; Beyssac E & Lavigne J
2005; Brown W 2005; Kramer J & Stippler E 2005; Kauffman JS 2005; Hodson A & Wilkinson KA
2005). Aufgrund der vielseitigen Moglichkeiten, die Durchflusszellen bieten, steigt deren Anwendung
stetig an. Da diese Entwicklung jedoch erst in den letzten Jahren begonnen hat, gibt es bis heute
wenige Anwendungen fur Durchflusszellen in der Qualitatskontrolle von festen oralen Arzneiformen.
Hingegen erfolgt die Anwendung in der Qualitatskontrolle bei Implantaten, Stents oder Inserten schon

seit Jahren.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der offenen und geschlossenen Betriebsweise von
Durchflusszellen. Die Analytik kann direkt online per UV/Vis Spektroskopie oder
nach Entnahme von Fraktionen mittels HPLC erfolgen.

Bei der Durchflusszellenmethode durchfliel3t das auf 37°C temperierte Freisetzungsmedium von
unten eine definierte Zelle. Am Zellausgang wird das Lésungsmittel filtriert und anschlielRend
direkt analysiert (,online®) oder fraktionsweise gesammelt und anschlieend analysiert (,offline").
Die Analyse erfolgt meist mittels UV/VIS Spektroskopie oder HPLC. Die Flussraten des Mediums
liegen Ublicherweise zwischen 8 und 48 ml/min. Durch eine Variation der Flussrate kann Einfluss
auf die Freisetzungskinetik genommen werden. Eine Flussrate von 16 ml/min wird meistens bei
Tabletten verwendet, da dies einem Volumen von 960 ml pro Stunde entspricht. Dies erleichtert
einen Vergleich mit der Blattriihrer-Apparatur, bei der haufig die Freisetzung in einem Volumen

von max. 900 ml oder 1000 ml erfolgt.
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Abbildung 8: Gegenuberstellung des differentiellen Freisetzungsprofils der offenen
Betriebsweise gegen das kumulative Freisetzungsprofil der geschlossenen
Betriebsweise in Durchflusszellen.
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Bei der Freisetzung unterscheidet man zwischen einer offenen und einer geschlossenen
Betriebsweise, siehe Abbildung 7. In der offenen Betriebsweise wird permanent frisches
Freisetzungsmedium der Zelle zugefihrt. Bei der geschlossenen Betriebsweise wird hingegen das
Medium in einem Kreislauf gepumpt. Diese beiden Betriebsweisen unterscheiden sich daher
grundlegend in ihren Freisetzungsprofilen. Man spricht von einem differentiellen Profil fir die offene
Betriebsweise und einem kumulativen Profil fur die geschlossene Betriebsweise, Abbildung 8.
Differentielle Profile werden Ublicherweise mittels einer Summenformel in kumulative Profile
umgerechnet. Die Darstellung des kumulativen Profils hat sich als Standard durchgesetzt, denn ein
kumulatives Profil erleichtert den Vergleich mit Freisetzungsprofilen der Blattrihrer-Apparatur. Die
Moglichkeit einer offenen Betriebsweise stellt den grofiten Vorteil dar, denn dadurch erfolgt auch bei
schwerlGslichen Wirkstoffen die Freisetzung unter Sinkbedingungen. Ein weiterer Vorteil liegt im
einfachen Wechsel zwischen verschiedenen Freisetzungsmedien. Dies ermdglicht die Simulation von
physiologischen Bedingungen durch Anderung des pH-Wertes wahrend der Freisetzung.

Es stehen verschiedene Zellen je nach Anwendung flr Durchflusszellen zur Verfugung, siehe
Abbildung 9.

Abbildung 9: Die Abbildung zeigt die kommerziell erhaltlichen Zellen. Von links nach rechts
sind die 12 mm Tablettenzelle, 22,6 mm Tablettenzelle, Pulver-/Granulatzelle,
Implantatzelle und die Suppositorienzelle abgebildet.

Fir die Freisetzung von Tabletten und Kapseln sind zwei Zellen mit verschiedenen
Innendurchmessern in der USP und Ph.Eur. beschrieben. Zellen fir Suppositorien und

Pulver/Granulate sind inzwischen auch in den Arzneibiichern monographiert.

2.3.4 Apparent Dissolution

In den frihen 1970er Jahren begann Langenbucher mit den ersten konzeptionellen Entwurfen fir
Zelleinsatze verschiedenster Anwendung bei Durchflusszellen. Unter anderem entwickelte er eine
Zelle fur die Freisetzung von Pulvern und Granulaten. Diese Zelle wurde im Januar 2007 als Kapitel
2.9.43 in die Ph.Eur. mit dem Titel ,Apparent Dissolution“ aufgenommen. Die Methode dient zur
Bestimmung der scheinbaren Freisetzung, der sogenannten ,Apparent Dissolution Rate“. Seitdem
findet die ,Apparent Dissolution® zur Charakterisierung von Pulvern und Granulaten zunehmend
Anwendung. Ein Vorteil dieser Technik liegt in der Moglichkeit, die Zelle flexibel je nach den

erforderlichen Anspriichen mit einer Probe zu beladen. Im Gegensatz zur herkdmmlichen Blattrihrer-
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apparatur wird die Probe nicht einfach aufgestreut, sondern das Freisetzungsmedium kommt zur
definierten und positionierten Probe, was eine viel bessere Standardisierbarkeit ermdglicht. Die
eigentliche Zelle, in der die Freisetzung stattfindet, stellt einen Zylinder dar. Das obere und untere

Ende wird jeweils von einem Sieb mit Filter begrenzt, siehe Abbildung 10.
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Abbildung 10: Schematische Ubersicht einer Pulver-/ Granulatzelle gemaf 2.9.43 Ph.Eur.
A) unterer Teil, B) Metallsieb, C) Clip, E) mittlerer Teil, F) oberer Teil

Der Ablauf einer Freisetzung kann wie folgt beschrieben werden: Zunachst wird das
Freisetzungsmedium von unten in die Zelle gepumpt. Es gelangt dabei erst durch eine konische
Aufweitung und nach anschlielender Passage eines Filters in die eigentliche Zelle. In dem Konus
befindet sich eine Rubinglaskugel am unteren Ende. Diese dient als Ventil, damit kein
Freisetzungsmedium die Zelle verlassen kann. Der restliche Raum zwischen Rubinglaskugel und
Filter ist mit 1 mm Glasperlen gefiillt. Dies soll einen laminaren Flissigkeitsstrom gewahrleisten. In der
Zelle findet dann der eigentliche Auflésungsprozess statt, anschlieend wird das Freisetzungsmedium
beim Verlassen der Zelle filtriert analysiert.

Das Ausnutzen der neuen Flexibilitdt bei der Entwicklung von diskriminierenden
Freisetzungsmethoden fir Pulver/Granulate ist gerade am Anfang. Erst seit der Monographie im Jahr
2007 haben Firmen verstarkt mit der Methodenentwicklung zur Charakterisierung von verschiedenen
Pulver-/Granulatchargen begonnen.
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2.3.5 Intrinsic Dissolution

Die Intrinsic Dissolution bezeichnet die innere Freisetzung eines Wirkstoffes in einem
Freisetzungssystem. Die Freisetzungsrate ist definiert als zeitabhéngige Freisetzung von reinem
Wirkstoff bei einer konstanten Oberflache unter definierten du3eren Bedingungen (Hydrodynamik, pH-
Wert, vernachlassigter Porositat, Temperatur, Pufferart, Pufferkapazitat, Viskositat und lonenstarke).
Ublicherweise wird die Freisetzungsrate als aufgeléste Masse pro Zeiteinheit [mg/s] angegeben oder
es erfolgt eine Normierung der Oberfliche. Diese entspricht der Freisetzungsrate pro
Oberflacheneinheit [mg/cm?s]. Bei reinen Wirkstoffen spricht man gewdhnlich von der ,lIntrinsic
Dissolution Rate“ (IDR).

Die Freisetzungsrate wird zusatzlich von Festkérpereigenschaften als inneren Faktoren beeinflusst
wie Kristallinitdt, Polymorphie, Pseudopolymorphie sowie Verunreinigungen. Eine Bestimmung der
IDR erfolgt typischerweise bei der Charakterisierung eines Wirkstoffes wahrend der frihen Phase der
pharmazeutischen Entwicklung. Haufig werden verschiedene polymorphe Formen oder Salze
miteinander verglichen. Phasenumwandlungen (Aaltonen J et al. 2006; Chen LR et al. 2003) oder eine
Klassifizierung von Wirkstoffen ahnlich dem BCS sind mittels der IDR ebenfalls moglich (Yu LX et al.
2004; Kaplan SA 1972).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des so genannten Wood-Apparatus zur Intrinsic
Dissolution gemal USP Monographie <1087> und Ph.Eur. 2.9.29
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1963 entwickelte Dr. John Wood (Wood JH et al. 1965) den nach ihm bezeichneten Wood-Apparatus,
welcher als rotierender Zylinder in der Monagraphie <1087> der USP und in 2.9.29 der Ph.Eur.
beschrieben ist, siche Abbildung 11. Im United States Patent 6497157 aus dem Jahr 2002 ,Intrinsic
dissolution apparatus with stationary sample holder” wurde eine neue Mdéglichkeit zur Bestimmung der
Intrinsic Dissolution verdéffentlicht. Inzwischen ist diese Variante ein Bestandteil der USP Monographie
<1087>, Abbildung 12.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Intrinsic Dissolution gemaR USP Monographie
<1087>.

Bei diesen beiden Methoden handelt es sich um geschlossene Systeme, in denen die
Wirkstoffkonzentration kumulativ wahrend der Freisetzung in einem Volumen zwischen 225 und
900 ml ansteigt. Ein weiteres geschlossenes System wurde von der Firma pion entwickelt. Dabei
erfolgt die Freisetzung in einem sehr kleinen Volumen von 15 ml (Berger CM et al. 2007). Dieses
System ist seit 2007 erhaltlich und wird Mini-IDR fur ,Mini Intrinsic Dissolution Rate“ genannt.

Bisher existiert noch kein kommerziell erhaltliches offenes System, in dem der Wirkstoff nicht
kumuliert. Der erste Schritt in diese Richtung war die sogenannte ,Channel Flow Cell* CFC, welche in
Publikationen von Peltonen, Aaltonen, Missel und Thompson verwendet wurde, Abbildung 13
(Peltonen L et al. 2003; Aaltonen J et al. 2006; Missel PJ et al. 2004; Thompson M et al. 2003). Bei
dieser Technik ist es grundsatzlich moglich, die Freisetzungsrate mit einem offenen oder
geschlossenen System zu bestimmen. Veroffentlicht wurden bisher ausschlieRlich Untersuchungen in
einem geschlossenen System. Im Gegensatz zu den drei anderen Methoden wird bei der CFC die
Hydrodynamik und damit die Auflésungsgeschwindigkeit nicht von einer Umdrehungsgeschwindigkeit,

sondern von der Flussrate des Freisetzungsmediums bestimmt.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung einer ,Channel Flow Cell* (CFC).

Der Ablauf einer intrinsischen Freisetzung ist im Prinzip bei allen Systemen identisch. Der gemahlene
Wirkstoff wird mittels einer Pressvorrichtung mit 1000 — 2500 psi direkt zum Beispiel im Zylinder der
Woods-Apparatur verpresst. Die erhaltene runde Oberflache von 0,5 cm? mit einem Durchmesser von
8 mm entspricht der Arzneibuchmonographie. AnschlieRend erfolgt die Freisetzung von der planaren
Oberflache in einem Freisetzungssystem, dabei wird diese langsam abgetragen. Eine mdgliche
Beeinflussung der Freisetzungsdaten durch ein Wandern der Oberflache wahrend der Auflésung ins
Innere der Halterung ist vernachlassigbar.

Heutzutage wird es immer wichtiger IDRs mittels geringerer Wirkstoffmengen zu ermitteln, da IDRs
immer friher wahrend der pharmazeutischen Entwicklung bestimmt werden. Eine Madglichkeit
Wirkstoff einzusparen besteht in der Verringerung der Oberflache bei gleichzeitiger Reduktion des

Volumens an Freisetzungsmedium oder in der Entwicklung neuer intrinsischen Freisetzungstechniken.
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3.1 Wirkstoffe-Basen
Wirkstoff Ambroxol HCI "e"°“|\‘,|2'i';:tmaz'“ Trimethoprim EMD 128130 EMD 525544
. P oH _LCH,
12 N CFy o
) » . A 0. N _NH [ _ [ ﬂ :] 0 °\©)LNH/°"’
Strukturformel U\“. @% - |¢ - i ﬂ“/ @’E’j\’ - QKQ !
il : - HH,
Summenformel C13H1gBr2N20*HC| C19H24N208*C4H404 C14H18N403 C22H21FN20*HC| 023H18F3N703
CAS-Nummer 23828-92-4 7104-38-3 738-70-5 195068-07-6 883881-38-8
Molare Masse 414,56 444 .54 290,32 384,88 497,44
pKa-Wert 7,0 9,43 7,12 7,5 3 (calculated)
LDs 2720 mg/kg (Maus, oral) 2764 mg/kg (Maus, oral)
Schmelzpunkt 237°C 186 °C 199-203 °C 242°C 223 °C
Indikation Expektorans Neuroleptikum Antibiotikum Antidyskinesien Zytostatikum
Wirkmechanismus Sekretomotrische Antipsychotikum vom Hemmung der

Wirkung durch
Aktivierung des
Flimmerepithels und
sekretolytische
Eigenschaften durch
Beeinflussung
sezernierender Zellen
sowie Stimulation der
Surfactantsynthese.

Phenothiazintyp, das
eine Vielzahl von
Rezeptoren, wie
adrenerge,
dopaminerge,
histaminerge oder
serotoninerge
Rezeptoren blockiert.

Folsauresynthese durch
kompetitive Inhibitation

der Folsaure-Reduktase.




Wirkstoffe-Neutralstoffe

Wirkstoff Hydrochlorothiazid Carbamazepin EMD 503982 EMD 486019
wes N = / N
5 S 7
H-'{f - MH 0 N@—NH OH #S\
- ‘ ) ] — }-{j 0 Y / \ R
Strukturformel .~ . ° ] A
. H H,N /&o °‘W/NH oﬁ\\b
Summenformel C7HSC|N30482 C15H12N20 C22H23C|N405 C16H21NO582
CAS-Nummer 58-93-5 298-46-4 768370-75-8 102-1914-23-7
Molare Masse 297,74 236,27 458,91 371,48
pKa-Wert 7.9 7 10 Not detectable
(hydrolysis)
LDs, 2750 mg/kg (Ratte, oral) 114 mg/kg (Maus, i.p.)
Schmelzpunkt 274 °C 190 - 193 °C 218 °C 142 — 143 °C
Indikation Diuretikum Antiepileptikum Antikoagulanz Zytostatikum
Wirkmechanismus Hemmung des NaCl Hemmung der
Cotransporters der Erregunsweiterleitung

luminalen Zellmembran durch Blockade von
im distalen Tubulus der Natrium- und

Niere. Dies flhrt zu spannungsabhangigen
einer vermehrten NaCl Calciumkanalen in den
und Wasseraus- Axonen der

scheidung. Nervenzellen.
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3.3  Wirkstoffe-Sauren
Wirkstoff Acetylsalicylsdure Diclofenac-Natrium
0 cl
OH HH
Strukturformel \ '
0 . .
-:-)\on
Summenformel CoHgOs5 C14H410CIoNOsNa
CAS-Nummer 50-78-2 15307-79-6
Molare Masse 180,16 318,1
pKa-Wert 3,49 4,15
LDs 200 mg/kg (Ratte, oral) 62,5 mg/kg (Ratte, oral)
Schmelzpunkt 135°C 283 - 285 °C
Indikation Analgetikum Analgetikum

Wirkmechanismus

Irreversible Hemmung
der Prostaglandin-
synthese durch die
Ubertragung des
Acetylrestes auf die
Aminosaure Serin vor
dem aktiven Zentrum
der Cyclooxygenasen
COX-1 und COX-2.
Dabei wird COX-1 bis zu
100 mal starker als
COX-2 gehemmt.

Unselektive Hemmung
der Cyclooxygenase
COX-2, Beeinflussung
der Leukotrien-
produktion und
Verminderung des freien
Arachidonsaure-spiegels
durch Freisetzungs-
hemmung und Erhéhung
der Reuptakes.
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3.4 Hilfsstoffe

3.4.1 Chitosan 90/10/A1

Als Chitosan werden technisch durch Deacetylierung von Chitin gewonnene lineare
Polyaminosaccharide bezeichet. Chitosan besteht aus den zwei Zuckeruntereinheiten
2-Amino-2-desoxy-B-D-glukopyranose (Glucosamin) und 2-Acetamido-2-desoxy-p-D-glukopyranose
(N-Acetylglucosamin) die durch eine B-1,4-glykoside Bindung verknlpft sind, Abbildung 14. Die
Gewinnung erfolgt fast ausschliefllich als Nebenprodukt der Krabbenindustrie mittels alkalischer
Hydrolyse aus Panzern von Schalentieren. Der Deacetylierungsgrad sowie die molare Masse
bestimmen die Ldslichkeit in wassrigen Medien. In schwach sauren Medien zeigt Chitosan die beste
Loslichkeit, wobei es als Polykation vorliegt, wahrend es im alkalischen pH-Bereich unléslich ist (Mun
S et al. 2005; Muzzarelli C et al. 2003). Mit steigendem Deacetylierungsgrad und abnehmender

Molmasse nimmt die Loslichkeit in Wasser zu.

Q
H ic:—{ .
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o
a-"-. '::l
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Abbildung 14: Chemische Struktur von Chitosan bestehend aus Glucosamin und

N-Acetylglucosamin.

Chitosan findet in vielen Bereichen Verwendung. Unter anderem wird die Eigenschaft zur
Komplexierung anderer Moleklle in Klaranlagen genutzt. In der Medizintechnik kommen die
blutstillenden, absorbierenden und bioabbaubaren Eigenschaften, zum Beispiel bei Wundauflagen,
zum Einsatz. Bei Nahrungserganzungsmitteln wird hingegen mit der Fettbindungskapazitat von
Chitosan geworben. Auch in der Biotechnologie und Kosmetikindustrie findet Chitosan Anwendung.

Die mdgliche Biodegradation bei gleichzeitig sehr geringer Toxizitat, sowie die permeationsférdernden
Eigenschaften durch Offnen der Tight Junctions machen Chitosan zu einem sehr aussichtsreichen
Polymer fir pharmazeutische Zubereitungen. Aufgrund der Tatsache, dass es sich um ein Biopolymer
handelt, unterscheiden sich die Produkte verschiedener Hersteller zum Teil erheblich. Bei Chitosan
sind ionische Interaktionen bekannt, wie beispielsweise mit SDS (Mun S et al. 2005; Muzzarelli C et al.
2003; Thongngam M & McClements DJ 2004; Thongngam M & McClements DJ 2005). Mit der
Aufnahme von Chitosan HCI in die Ph.Eur. missen die Hersteller inzwischen bestimmte
Mindestanforderungen erfillen. Das verwendete Chitosan 90/10/A1 der Firma Kraeber GmbH & Co
erflllt mit seiner standardisierten Qualitdt die Arzneibuchspezifikationen, siehe Tabelle 7. Fur die

Verwendung in physikalischen Mischungen wurde das Chitosan Spruhgetrocknet um eine
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standardiserte Partikelgrof’e aus den Flakes zu erhalten (Mura P et al. 2003; Rege PR et al. 2003;
Yang M et al. 2007).

Tabelle 7:  Ubersicht der Eigenschaften von Chitosan 90/10/A1 der Firma Kraeber GmbH

Chitosan 90/10/A1

Trockenmasse 95,4 %
Dynamische Viskositat (1% in 1% Essigsaure, 20°C) 9 mPas
Deacetylierungsgrad 88,1 %
Schwermetalle entspricht

3.4.2 Lutrol F68 (Poloxamer 188)

Lutrol F 68 sowie Pluronic F 68 sind die entsprechenden Handelsnamen von Poloxamer 188, siehe
Abbildung 15. Es handelt sich um ein nichtionisches Triblock-Copolymer, das durch Polymerisation
von Ethylenoxid und Propylenoxid gewonnen wird. Durch die amphiphile Struktur besitzt Lutrol F68
tensidahnliche Eigenschaften. Es existieren viele verschiedene Poloxamere, deren Eigenschaften
durch die Kettenldnge der Polyoxyethylen oder Polyoxypropyleneinheiten bestimmt wird. Lutrol F 68
wird haufig zum Stabilisieren von Suspensionen, bei der Sprih-/ Schmelzgranulation oder als
Ldsungsvermittler eingesetzt. Wegen seiner eingeschrankten Molekularbewegung zeigt Lutrol F68
keine eindeutige kritische Mizellbildungskonzentration (Bauer KH 1990; Chiappetta DA & Sosnik A
2007). Auf dem Markt befinden sich zwei Produkte der BASF AG die sich ausschlieRlich in ihrer
Parikelgrofe und der PartikelgroRenverteilung unterscheiden. Die Gewinnung dieser pulverformigen
Produkte Lutrol F 68 Prill (dgg = 1000 pm; dso = 600 pm) und Lutrol F 68 micro (dgg = 90 um; dsg = 50
pum) erfolgt mittels Sprihkondensation. Der grof’e Vorteil der Poloxamere liegt in ihrer aulerst
geringen Toxizitat, daher werden sie bevorzugt zur Stabilisierung in parenteralen Zubereitungen, wie
zum Beispiel Micera, Omnitrope und anderen verwendet (Rote Liste 2008).

"3

HO ‘ECHE—CHE—O:I—ECHE—CH—D]—ECH—CH—D;—H
a 2 2 a

b

ey N - -~
- o

Polyoxethyleneinheit Polyoxypropyleneinheit  Polyoxyethleneinheit

Abbildung 15: Chemische Struktur von Lutrol F68® mit a ~ 79 und b ~ 28 Einheiten.
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3.4.3 Purity® Gum 2000 (emulgierende Stirke)

Bei Purity® Gum 2000 (E1450) handelt es sich um eine Emulsionen stabilisierende modifizierte
Maisstarke, Abbildung 16. Durch die Veresterung mit Octenylsuccinat ist Purity® Gum 2000 in kaltem
Wasser dispergierbar und 16slich, die wassrige Losung zeigt einen pH-Wert von 4. Haufig wird es als
Ersatz von Gummi Arabicum in Emulsionen zur Einstellung der Viskositat in der Lebensmittelindustrie
verwendet. Purity® Gum 2000 wird mit einem Veresterungsgrad von 0,2 % von National Starch
vertrieben (National Starch & Chemicals 2001).

0
HoC——0——C T: I——CHo CH=—CH CHp——CHy——CHy—CHy—CH3
Hzc—ﬁ—DH
0
OH OH
0 0 0
. OH 0 OH 0—= oH 0—
OH OH OH

Abbildung 16: Chemische Struktur von Purity Gum® 2000 (emulgierende Starke)
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3.5 Puffer und Freisetzungsmedien
Simulated Gastric Fluid without Pepsin (SGFsp)
NaCl 20,09
1 N HCI 800 mL
Milli Q Wasser ad 10000 mL
Simulated Intestinal Fluid without Pankreatin (SIFsp)
KH2PO4 68,05 g
1 N NaOH 224 mL
Milli Q Wasser ad 10000 mL
Simulated Gastric Fluid without Pepsin mit 0,01% Tween 20 (SGFsp")
NaCl 20,0¢g
Tween® 80 19
1 N HCI 800 mL
Milli Q Wasser ad 10000 mL
Simulated Intestinal Fluid without Pankreatin mit 0,01% Tween 20 (SIFsp®)
KH,PO, 68,059
Tween® 80 19
1 N NaOH 224 mL
Milli Q Wasser ad 10000 mL
Puffer pH 4,5
KH2P04 136,1 g
Milli Q Wasser ad 10000 mL
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS+/+)
Hanks Balanced Salts, Modified 1 Glas
CaCI2 X 2H20 1,85 g
MgSQO, 0,999
Milli Q Wasser ad 1000 mL
Krebs — Ringer — Puffer (KRB)
NaCl 8,3¢g
KCI 0,224 g
K,HPO, x 3H,0 0,343 g
HEPES 244
D-Glucose (wasserfrei) 0,72 g
CaCl, x 2H,0 0,207 g
MgClz x 6H,0 0,244 g
Wasser fiir Injektionszwecke ad 1000mL
Zellkulturmedium fiir Caco 2 Zellen

Dulbeccos Modified Eagle Serum 427,5 mL
Fetales Kalberserum 50 mL
Natriumpyruvat 5mL
L-Glutamin 5mL
Penicillin (10.000 E./ml)/ Streptomycin 5mL
(10.000ug/ml)

Ciprobay 2,5mL
Nicht essentielle Aminosauren 5mL
Puffer pH 2,6
NaH2P04 x H50 3,45 g
Ortho Phosphorsaure 85 % 1734 pl
Milli Q Wasser ad 5000 mL
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3.6 Losungsmittel und Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

(NH4)>,CO3

10% LOsung SDS

1N HCI

1N NaOH

Aceton

Acetonitril

Alamar Blue

Alamar Blue

Benzalkoniumchlorid 50% in Wasser
CaCl, 2H,0

Calibration Standard 300 mOsm/kg
Calibration Standard 600 mOsm/kg
Cetripur Puffer pH 1

Cetripur Puffer pH 5

Cetripur Puffer pH 7

Cetripur Puffer pH 9

CH3COONH;,

Ciprobay

Dulbeccos Modified Eagle Serum (DMEM)
Eisessig

Ethanol

Fetales Kélberserum

Fluorescein

Glucose

Hanks Balanced Salts, Modified
HEPES

K;HPO, 3H,0

KCI

KH,PO,

Kollagen (Rattenschwanz)
L-Glutamin (200mM)

Maltisorb P-200

Methanol

MgCl, 6H,0

MgSO4

NaH2P04 Hzo
Natriumacetat-Trihydrat
Natriumchlorid

NH3

Nicht essentiele Aminosauren (Non E)
Octan-1sulfonsaure Natriumsalz
ortho-Phosphorsaure 85%

Penicillin (10.000 E./ml)/ Streptomycin (10.000ug/ml)

Silicondl AP 150
Triton X-100
Tween 20
Tween 80

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching
Biozol

Riedel-de Haen

Merck KGaA, Darmstadt
Gonotec

Gonotec

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Bayer-Schering
Biochrom

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Biochrom

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma

Roth GmbH, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Biochrom

Roquette Pharma

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Biochrom

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Biochrom

Wacker AG

Merck KGaA, Darmstadt
USB AG

Merck KGaA, Darmstadt
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3.7 Gerate

Bezeichnung Hersteller
Analysenwaage Genius Satorius
BET-Monosorb Quantachrome
Biofuge fresco Heraus
Dosaprep X8 Dosatec

DSC 821° Mettler Toledo
Durchflusszelle CE7 smart Sotax
Fluoroskan Ascent Labsystems
Fraktionssammler C-615 Sotax
Freisetzungsapparatur DT80 Erweka
HorizontalplattenschuttlerTitramax 101 Heidolph

Horizontalschttler HS 500
HPLC Merck Hitachi LaChrom
Hubkolbenpumpe CY 7-50
HTP Hydraulikpresse
Inkubationsschrank BBD 6220
Inversmikroskop ID 03
Konduktometer LF 318
Kontaktwinkelmessgerat OCA 20
Kihlschrank 2101P
Laborwaage LP6200S
LAF-Bank HeraSafe
Magnetrihrer IKA-RCT basic
Mastersizer 2000
Mediumsplitter

Mikroskop BX 60

Mikrowaage ME 5-OCE

Mini Spry Dryer B-290

NIR Spektrometer Vector 22
Osmomat 030-D

PH Meter 713

Pipettenspuller PSD
Ramanmikroskop

Siebturm Vibro einschliellich Siebe
Sptilmaschine G 7836CD
Stopuhr Model No. SKT338N
Teer-Messgerat Millicel-ERS
Tensiometer PAT 1
Trockenschrank T6760
Turbula-Mischer T2C
Ultraschallbad Transsonic 950
UV/Vis Photometer Lambda 20
Vortex Mixer Stuart SA8
Wasserbad 1083

Janke & Kunkel IKA-Labortechnik
Merck Hitachi
Sotax

Herzog
Heraus

Zeiss

WTW
DataPhysics
Rubarth Apparate GmbH
Satorius
Heraus

IKA

Malvern
Sotax
Olympus
Satorius
Blichi

Bruker
gonotec
Metrohm
H.Ho6lzel GmbH
Bruker
Retsch

Miele

Huger
Millipore
Sinterface
Heraus

WAB AG
Prolabo
Perkin EImer
Bibby Sterilin
GFL
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3.8 Sonstige Materialien

Bezeichnung Hersteller
10 ml Zentrifugenréhrchen Nalgene
12er Wellplate Corning Star
96er Wellplate Corning Star
GF/D Glasfaserfilter (70 mm, 2,7 ym) Whatman, Schleicher & Schuell
GF/F Glasfaserfilter (55mm, 0,7 uym) Whatman, Schleicher & Schuell
Glasperlen (1mm) Sotax
Transwell Clear Membraneinsatze (1,13 cm?, 0,4um, Corning Star
3460)
Vaccum Filtrationssystem (500ml, 0,2 ym) VWR
Zellkultur Caco 2 ACC 169; Lot 9 DMSZ Bayer-Schering
4 Methoden

4.1  In-vitro Wirkstofffreisetzungsmethoden
411 Apparent Dissolution

Fir die Apparent Dissolution wurden Pulverzellen gemafl® Ph.Eur. 2.9.43 verwendet. Die Freisetzung
wurde stets bei einer Flussrate von 16 ml/min und 37 °C in einem offenen Durchflusszellsystem
CE7smart von Sotax durchgeflhrt. Die Probennahme erfolgte mittels 15 bzw. 16 Fraktionen per
Fraktionssammler. AnschlieRend wurden die einzelnen Fraktionen mittels HPLC gegen einen dul3eren
Standard analysiert. Anhand von Gleichung 10 wird die Freisetzung in Prozent fur die einzelnen
Fraktionen berechnet. Durch Addition der entsprechenden Fraktionen kann die Freisetzung zum

jeweiligen Zeitpunkt fir das kumulative Freisetzungsprofil ermittelt werden.

PeakfaChekan-on X KonzentratlonStan dard X VOZumenFraktion > 100 (1 O)

Freisetzung,, .. =
Fraktion o
Peakfldiche,, .. < Massey, ,, x Gehalt,, ,,

Die Pulverzelle besitzt folgenden Aufbau: Der untere Teil des Probenraumes wird von zwei Sieben mit
einem dazwischen befindlichen GF/D-Filter (2,7 um) begrenzt. Am oberen Ende des Probenraumes
befindet sich ein weiteres Sieb, danach folgt ein GF/D Filter zum Vorfiltrieren und anschliellend ein
GF/F Filter (0,7 pm), siehe Abbildung 17. Bei den Filtern handelt es sich um Glasfaserfilter, die eine
Tiefenfiltration gewahrleisten. Dadurch wird ein moglicher Druckanstieg durch ein Zusetzen der Filter

reduziert.
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Abbildung 17: Schematischer Aufbau der Pulverzelle gemaf Ph.Eur. 2.9.43.

Die Beschickung der Pulverzelle erfolgte zum einen mittels Direkteinwaage des Wirkstoffes bzw. einer
physikalischen Mischung in den Probenraum der Pulverzelle. Bei einer zweiten Variante wurden
zusétzlich zum Wirkstoff bzw. zu der physikalischen Mischung 2 g Glasperlen (g 1 mm) hinzu
gewogen. AnschlieBend wurde die Pulverzelle verschlossen und fir 10 Minuten im Turbulamischer
vermischt. Abweichend von der Monographie wurde bei beiden Varianten nicht das konische
Metallsieb (Insert) verwendet.

Die Methodenlange ist abhangig von der Dauer der einzelnen Fraktionen. Fir die praktische
Umsetzung wurden drei Methoden mit einer Lange von 45, 60 bzw. 85 Minuten verwendet. Die
Verteilung der einzelnen Fraktionen Uber die gesamte Methodendauer wurde anhand verschiedener
Versuche evaluiert. Die 60 Minuten Methode entspricht einem gesamten Volumen von 960 ml, was in
etwa dem maximalen Volumen der Blattrihrer-Apparatur entspricht und damit eine gute
Vergleichbarkeit garantiert. Die langere Methode von 85 Minuten wurde anhand von praktischen
Gesichtspunkten in einem Routinelabor gewahlt, da ein Standardansatz an Freisetzungsmedium 10 |
entspricht. Bei einer Freisetzung mit 7 parallelen Kanalen und einem Fluss von 16 ml/min Uber
85 Minuten wird ein Volumen von 9520 ml verbraucht. Folglich ist die maximale Methodenlange bei

einer Einspuldauer von 4 Minuten (448 ml) auf 85 Minuten begrenzt.

4.1.2 Intrinsic Dissolution nach Distek

Die Intrinsic Dissolution nach Distek wurde in der Freisetzungsapparatur DT80 von Erweka
durchgefiihrt. Fir die Herstellung der Presslinge wurde flr den jeweiligen Wirkstoff zwischen 50 und
100 mg je Pressling eingewogen. AnschlieRend erfolgte die Verpressung fur 10 Sekunden mittels
einer Exzenterpresse bei einem Druck von 5 — 20 kN entsprechend des jeweiligen Wirkstoffes. Die
Freisetzung wurde bei 50 rpm, 37 °C in einem Volumen von 500 ml Uber einen Zeitraum von zwei
Stunden durchgefuhrt. Wahrenddessen wurde aller 10 Minuten eine Probe von 1 ml mittels einer
Eppendorfpipette enthommen und per HPLC analysiert. Das entnommene Probenvolumen von 1 mi

wurde durch 1 ml frisches Freisetzungsmedium ersetzt.
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4.1.3 Intrinsic Dissolution im Durchflusszellensystem

Fir diese Versuche wurden die eigens entwickelten Zelleinsatze verwendet. Zunachst erfolgte die
Fixerung in der entsprechenden Pressvorrichtung. AnschlieBend wurde der Wirkstoff direkt in den
Zelleinsatz eingewogen und der Pressstempel eingesetzt. Fir 10 Sekunden bei einem
entsprechenden Druck (10 — 40 kN/cm?) in Abhangigkeit des Wirkstoffes und Presslingsdurchmesser
wurde mittels einer Exzenterpresse gepresst. Nach der Entnahme des Zelleinsatzes aus der
Pressvorrichtung und dem Entfernen des Pressstempels wurde die presslingsabgewandte Seite mit
einer entsprechenden Schraube verschlossen. Vor dem Einsetzen des fertigen Zelleinsatzes in eine
22,6 mm USP-Tablettenzelle wurde zunachst eine Rubinglaskugel und darliiber 2 g Glasperlen

(g 1 mm) in die Tablettenzellen gegeben, siehe Abbildung 18.

|| R Schraube
h---- Metalleinsatz

"=~ Kunststoffeinsatz

Abbildung 18: Schematischer Aufbau der 22,6 mm Tablettenzelle, einschlief3lich des
Zelleinsatzes fur die Intrinsic Dissolution.

Vor der eigentlichen Freisetzung wurde das gesamte Durchflusszellsystem mit dem
Freisetzungsmedium gespult, um alle Luftblasen aus dem System zu entfernen. Die Freisetzung
erfolgte in der offenen Betriebsweise bei 37 °C und einem Fluss von 16 ml/min. Dabei wurde ein
moglicher Wechsel des Freisetzungsmediums durch einen Splitter gesteuert. In den ersten Minuten
der Freisetzung wurde visuell die Oberflache des Presslings auf vorhandene Luftblasen Uberprift,
welche die Freisetzung negativ beeinflussen kénnen. Die Integritat des Presslings wurde Uber den
gesamten Zeitraum der Freisetzung beobachtet. Das Freisetzungsmedium ist stets vor Verwendung
mindestens flr 48 Stunden bei 50 °C zu lagern, dies verhindert die Entgasung des Mediums in den

Tablettenzellen wahrend der Freisetzung.
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4.2  Charakterisierung des Freisetzungsmediums

4.2.1 Osmolaritat

Die Osmolaritdt der Freisetzungsmedien wurde mittels der Gefrierpunktserniedrigung am
Osmomat 030-D bestimmt. Das Gerat wurde entsprechend der Arbeitsanweisung mit einer
600 mOsm/kg Lésung kalibriert und anschlieRend mittels einer 300 mOsm/kg Lésung Uberprift. Fur
die Bestimmung der Proben wurden jeweils 50 pl Lésung vermessen, es erfolgte stets eine

Dreifachbestimmung.

4.2.2 Oberflachenspannung

Die Messung der Oberflachenspannung erfolgte mittels der Pendant-Drop-Methode an einem PAT 1
Tensiometer von Sinterface. Dabei wird ein hangender Tropfen an einer Kapillare bewertet. Anhand
der Tropfengeometrie kann durch eine direkte Proportionalitat die Oberflachenspannung abgeleitet
werden. Die Gauss-Laplace Gleichung 11 beschreibt die Beziehung zwischen der Krimmung einer

Grenzflache in Abhangigkeit vom Binnendruck und der Oberflachenspannung y.

V(Ri7+RL2] = AP, + Apgh Gleichung 11

Rs und R, sind die Hauptkrimmungsradien, APo die Druckdifferenz einer Referenzflache, Ap
entspricht dem Dichteunterschied, g der Erdbeschleunigung und h entspricht der vertikalen Hohe des
Tropfens in Bezug auf eine Referenzflache. Die Oberflichenspannung wurde durch ein Fitting der
Gauss-Laplace Gleichung an die Tropfengeometrie bestimmt.

Vor einer Messung wurde das System fir 2 Minuten mit der Messlésung gespult. Ein Tropfen mit
einem Volumen zwischen 12 yl und 20 pl wurde Uber einen Zeitraum von 60 Minuten per CCD-
Kamera mittels 2400 Messpunkten vermessen. Anschliefend wurde das System mit Ethanol (96 %)
fur 2 Minuten gereinigt.

Aus den erhaltenen Oberflachenspannungs-Zeitdiagrammen wurde die Oberflachenspannung der

Untersuchungslésungen bestimmt.

4.2.3 Benetzungswinkel

Eine Bestimmung des Benetzungswinkels erfolgte mit dem Kontaktwinkelmessgerat OCA 20 von
DataPhysics. Die Benetzung eines Festkorpers durch eine Flissigkeit auf dessen Oberflache wird
durch den Kontaktwinkel 8 beschrieben. Bei der verwendeten Sessile-Drop-Methode handelt es sich
um ein optisches Verfahren. Dabei wird ein Tropfen der zu untersuchenden Flussigkeit auf eine plane
Flache des zu charakterisierenden Festkorpers gebracht, siehe Abbildung 19. Der Tropfen wird mittels
einer CCD-Kamera aufgezeichnet und mittels verschiedener Verfahren kann die Bestimmung des

Benetzungswinkels erfolgen. Das Tangenten-Verfahren legt beispielsweise eine Tangente an den
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Dreiphasenkontaktpunkt fest-flissig-gasformig an. Hingegen wird beim Young-Laplace-Verfahren die
Kontur des liegenden Tropfens mathematisch erfasst und daraus der Kontaktwinkel anhand der

Gleichung 12 berechnet.

Og —0g

cost) = Gleichung 12
op

Dabei findet die Young-Gleichung mit 8 als Kontaktwinkel, o, der Oberflachenspannung der
Flussigkeit, os als Freie Oberflachenenergie des Festkoérpers und o.s der Grenzflachenenergie

zwischen Flussigkeit und Festkérper Anwendung.

0]

L
Gasphase
Gs GL . Flissigkeit
Festkdrper

Abbildung 19: Kontaktwinkel einer Flussigkeit auf einem Festkdrper

Fir eine Messung wurde aus dem Wirkstoff ein planer Pressling mit einem Durchmesser von 4 cm
hergestellt. Bei der Herstellung des Presslings wurden 4,5 g mikronisierter Wirkstoff mittels einer HTP
Hydraulikpresse von Herzog bei 100 kN fir 10 Sekunden verpresst.

Die Messung wurde statisch mit einem 2 pyl Tropfen durchgefihrt, jede Lésung wurde dreifach
vermessen. Ein Tropfen wurde dabei auf die Oberflache des Presslings aufgebracht und fir 3 Minuten
mit 4 Bildern pro Minute aufgezeichnet und anhand des Young-Laplace-Verfahren wurde der

Kontaktwinkelverlauf per Software ermittelt.

4.2.4 Leitfahigkeit

Fir die Bestimmung der Leitfahigkeit wurde ein Konduktometer LF 318 von WTW verwendet, damit
wurde der elektrochemische Widerstand bestimmt. Die Messung erfolgte in einem Volumen von 20 bis

30 ml in einem 30 ml Becherglas bei 25 °C. Je Lésung wurden drei Wiederholungen durchgefiihrt.

4.2.5 Loslichkeitsisothermen

Die Auflésung von festen Wirkstoffen in Tensidldsungen entspricht dem Gleichgewicht der Gleichung

13 zwischen dem freien geldsten Wirkstoff (C4) und den vorhanden Tensidmizellen (Cp,).
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[Cs]+ [Cm]ek—+_>[csm] Gleichung 13

Cs entspricht der Konzentration des Wirkstoffes in tensidfreier Lésung, C,, ist die Konzentration des
Tensides bzw. der Mizellen und Cg, entspricht der Konzentration, der mit Arzneistoff beladenen

Mizellen. Die Gleichgewichtskonstante k™ ist nach Gleichung 14 definiert.

o o)

= Gleichung 14
c.1¢,]

Der l6slichkeitsverbessernde Effekt von Tensiden kann mittels Loslichkeitsisothermen durch den
Quotienten der Loslichkeit in einer Tensidlésung S, mit der Loéslichkeit in tensidfreier Losung Sy
dargestellt werden, siehe Gleichung 15.

Sk _ 1+k*[C, ] Gleichung 15
So

Dadurch kann die Gleichgewichtskonstante einfach mittels linearer Regression aus einem Diagramm
der Verbesserung der Ldslichkeit gegen die Tensidkonzentration bestimmt werden (Crison JR et al.
1997; Crison JR et al. 1996; Higuchi T & Connors KA 1965).

Daraus ergibt sich die Gleichung 16, diese dient der Berechnung eines Faktors F,. Dieser Faktor gibt

an, wie sich die Loslichkeit mit einer steigenden Tensidkonzentration andert.
Fo=-1 Gleichung 16

Die Subtraktion von 1 fihrt zu einer Normierung auf den Ausgangswert Null. Die Bestimmung der
Loslichkeiten ist in Kapitel 4.3.4 Loslichkeit beschrieben.

4.3 Charakterisierung der Wirkstoffe

4.3.1 PartikelgroRenanalytik mittels Laserbeugung

Die PartikelgroBenbestimmung erfolgte mittels Laserbeugung. Die Methode eignet sich zur
Bestimmung von feindispersen (1 pym — 50 um) Teilchen, dabei wird die PartikelgroRe als
Durchmesser einer idealen Kugel angegeben. Die Messung beruht auf der Tatsache, dass ein
Laserstrahl von kleinen Partikeln starker gebeugt wird als von grofen Partikeln. In diesem
Grolienbereich findet die Mie-Streuung und Fraunhofer-Beugung Anwendung (1ISO13320-1(1999)).
Die Mie-Theorie setzt spharische sowie homogene Partikel mit bekanntem Brechungsindex des
Dispersionsmediums voraus.

Die Fraunhofer-Beugung gilt fur absorbierende Partikel oberhalb von 1 uym.
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Die Messungen wurden mit einem Mastersizer 2000 und dem Nassmodul 2000 SM von Malvern
durchgefiihrt. Als Dispergiermedium kam dickflissiges Silikonél AP 150 zum Einsatz. Der
Brechungsindex des Mediums betragt 1,45. Fir die Wirkstoffe wurde anhand empirischer Erfahrungen
ein Brechungsindex von 1,5 flr niedermolkulare organische Verbindungen angenommen. Zunachst
wurden 10 — 20 mg Wirkstoff mit 8 ml dickflissigem Silikondl fur 6 Minuten im Ultraschall
vordispergiert. Fur eine Messung wurde die Messzelle luftblasenfrei mit dickflissigem Silikondl beftillt.
Die Ruhrerumdrehung wurde auf 1750 rpm eingestellt und eine Backgroundmessung durchgefihrt.
Anschliefend wurde mittels einer Pasteurpipette die vordispergierte Probe zugegeben, bis eine
gewlnschte Obscuration von 5 % bis 10 % erreicht wurde. Nach 4 Minuten riihren der Probe in der
Messzelle wurde die Messung gestartet. Das Messergebnis wurde aus dem arithmetischen Mittel von

30 Einzelbestimmungen ermittelt.

4.3.2 spezifische Oberflache (BET)

Diese Methode, benannt nach den Entdeckern Brunauer, Emmet und Teller (BET), nutzt die
Absorption von Gasmolekilen an Festkdrperoberflachen zur Bestimmung der spezifischen Oberflache
(Brunauer S et al. 1938; Brunauer S et al. 1940). Die Sorption von Stickstoff findet bei einer
Temperatur von 77 K statt. Im Fall einer einfachen Monoschichtabsorption entspricht die BET-
Gleichung der Langumir-lsotherme. Bei realen Absorbaten findet bei steigendem Druck meist eine
fortschreitende Absorption einhergehend mit der Bildung von Multischichten statt.

Die Beschreibung der BET-Isothermen erfogte anhand der linearisierten BET-Gleichung, dabei ist die
Auswertung auf den so genannten BET-Bereich (0,05 < p/py < 0,30) beschrankt, siehe Gleichung 17.
Nur bei Isothermen, bei denen die Bildung einer Monoschicht erkannt wird, ist die Bestimmung der

spezifischen Oberflache mdglich.

p _ 1 N Cc-1 P
(pO —P)jf Cj/mono Cymono Po

Gleichung 17

p/p0  Dampfdruckverhaltnis

p0 Gleichgewichtsdampfdruck

p Gasdruck

C BET-Konstante

Ymono  Absorbtionsmolalitdt bei vollstdndiger monomolekularer Bedeckung (pro Masseneinheit
absorbierte Volumenmenge)

Y Absorptionsmolalitat y = nags/ma (adsorbierte Volumenmenge beim Druck p pro Masseneinheit

Absorbens)

Fir die Messungen wurden 0,5 bis 1,5 g der zu untersuchenden Substanz in der Probenzelle fiir 30
Minuten im Vakuum bei 80 °C ausgeheizt. Die Messung der Probe erfolgte mittels eines Monosorb

von Quantachrome durch Aufnahme der Desorptionsisotherme. Dabei wurde ausgehend von einer
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evakuierten und auf 77 K temperierten Probe ein definiertes Stickstoffvolumen im Vergleich zu einem
Referenzdruck zugefiigt. Anschliefend wurde durch eine Temperaturerh6hung die Desorption des an
der Probenoberflache absorbierten Stickstoffes bestimmt. Die Ausgabe der Oberflache erfolgte
automatisch durch den Monosorb mittels der Einpunktauswertung von Haul und Dimbgen. Dabei wird
angenommen, dass die linearisierte BET-Gleichung durch den Koordinatenursprung geht, indem
1/CV¥mono = 0 gesetzt wird. Die dadurch vereinfachte BET-Gleichung ist durch den Wegfall der BET-

Konstanten C fehlerbehaftet.

4.3.3 Mikroskopie

Im Gegensatz zur Laserbeugung und BET gibt die Lichtmikroskopie Auskunft Uber die Form und
Grofie von Partikeln bis in den unteren Mikrometerbereich. Vor der mikroskopischen Untersuchung
wurde die Probe in dickflissigem Silikondl dispergiert. Mittels der CCD Kamera des Mikroskop BX 60

von Olympus wurden die Aufnahmen der Proben vorgenommen.

4.3.4 Loslichkeit

Die Loslichkeiten wurden Uber 24 bzw. 48 Stunden thermodynamisch mittels der Shake-Flask-
Methode entsprechend der ,Guidance for Industry 2000“ durchgefiihrt. Die Bestimmung erfolgte
jeweils mit drei Wiederholungen. Eine definierte Menge an Wirkstoff wurde in einen 50 ml
Erlenmeyerkolben eingewogen. Die gewahlte Menge an Wirkstoff wurde so ausgewahlt, dass nach
dem Versuch ein Bodensatz an ungeléstem Wirkstoff vorhanden war. Nach Zugabe von 25 ml des
entsprechenden Mediums zu dem Wirkstoff im Erlenmeyerkolben wurde dieser verschlossen. Der
Erlenmeyerkolben wurde anschlief3end fur 24 bzw. 48 Stunden bei 37°C (£ 1°C) und 85 rpm in einem
Wasserbad 1083 von GFL geschittelt. Zu den Probennahmepunkten wurde der pH-Wert Uberprift
und falls notwendig mit verdinnter HCI oder verdinnter NaOH auf den Medium spezifischen pH-Wert
nachgestellt.

Die Probennahme von 3 ml erfolgte mittels einer 5 ml Spritze. AnschlieRend wurde die Probe durch
einen Spartan 30 Filter (0,45 ym) in ein HPLC Vial filtriert, wobei der erste Milliliter des Filtrats

verworfen wurde. Die Analyse erfolgte mittels HPLC gegen einen externen Standard.

43.5 DSC

Die Bestimmung der Schmelzpunkte sowie die Charakterisierung von Salzen und physikalischen
Mischungen wurde mit einer DSC 821e von Mettler Toledo durchgefihrt. Strukturelle
Phasenlbergange, Schmelzen, Kristallisieren, Sublimieren oder auch chemische Reaktionen, wie eine
Zersetzung, kdnnen mittels DSC erfasst werden. Die DSC nach DIN 51005 als thermisches Verfahren
misst die Temperaturdifferenz zur Erfassung der Warmestréme einer Probe gegen eine Referenz bei

denselben konstanten Heizraten. Daraus wird die Warmemenge Q bei Veranderungen der Probe
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ermittelt. Bei bekannter Masse der Probe konnen aus der Warmemenge Q zum Beispiel die
Zersetzungs-, Schmelz- bzw. Sublimationsenergien abgeleitet werden. Man unterscheidet zusatzlich
zwischen endothermen und exothermen Vorgangen, die sich im Vorzeichen der Differenz der
Warmestréome zwischen Probe und Referenz unterscheiden. Fir endotherme Prozesse erhalt man

eine Temperaturdifferenz AT < 0, hingegen liefern exotherme Prozesse ein AT > 0.

Far die Messungen wurden 5 bis 10 mg Probe in einen 100 pl Aluminiumtiegel eingewogen und mit
einem mittig gelochten Aluminiumdeckel verschweil’t. Als Referenz diente ein leerer Tiegel mit

gelochtem Deckel. Die Aufheizrate betrug 10 K/min bei einem Messbereich von 25 bis 300 °C.

4.3.6 NIR-Spektrometrie

Bei der NIR Spektroskopie werden Interaktionen von elektromagnetischer Strahlung mit Molekilen
und Atomen bestimmt. Der Infrarotbereich befindet sich im Spektralbereich zwischen sichtbarem Licht
und Mikrowellen. Man unterscheidet zwischen fernem Infrarot (FIR), mittlerem Infrarot (MIR) und
nahem Infrarot (NIR) (Gottwald W & Wachter G 1997; Drennen JK & Lodder RA 1993), siehe Tabelle
8.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Lage des Infraroten Bereiches im Spektrum der

elektromagnetischen Strahlung

NIR MIR FIR
Wellenlange [pm] 0,8-2,5 2,5-25 25-1000
Wellenzahl [cm™] 12500 — 4000 4000 — 400 400 -10
Energie [kJ/mol] 149 - 47,8 47,8 -4,78 4,78-0,12

Im NIR-Bereich wird die gesamte absorbierte Energie ausschlielich zur Anregung von Schwingungen
im Molekdl verbraucht, es sind besonders C-H, O-H, S-H und N-H Gruppen aktiv. Dabei schwingen
die Molekile um die starken Bindungen des leichten Wasserstoffatoms. Der Grund liegt in der
Asymmetrie der Bindung, die zu groRen Anderungen des Dipolmomentes beim Schwingen flhrt. Da
im NIR nur Oberschwingungen héherer Ordnung und Kombinationsschwingungen des gesamten
Moleklls angeregt werden, findet man nur Banden im sogenannten ,Fingerprint“-Bereich. Dadurch ist
eine Zuordnung zu funktionellen Gruppen schwierig. Dies flihrte zum Einsatz von modernen
rechnergestitzten Systemen zur Datenanalyse der Spektren. Ein Unterschied zur MIR Spektroskopie
ist die Sensitivitat fir verschiedene physikalische Parameter wie Dichte, Partikelgrofie, Viskositat etc.
(Drennen JK & Lodder RA 1993). In der Paxis wird das NIR haufig zur Bestimmung der Feuchte oder
der Mischungsgiite von Pulvern sowie zur berihrungslosen Online- Messung und zur

Inprozesskontrolle verwendet.
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Die Messungen erfolgten im Reflektionsmodus des NIR-Spektrometers Vector 22/N von Bruker. Jede
Probe wurde mit drei Messungen nach einer Standardmethode bei einer Scanzahl von 30 im Bereich

von 3200 bis 10000 cm™ mit einer Auflésung von 1 cm” aufgenommen.
4.3.7 Raman-Spektrometrie

Die Ramanspektroskopie beruht auf der Grundlage des Raman-Effektes, der als inelastische Streuung
von monochromatischem Licht an Molekulen beschrieben werden kann. Bei einer Wechselwirkung
eines Photons mit einem Molekil kann es zu einer Aufnahme bzw. Abgabe von Energie und damit zu
einer Anderung des Energieniveaus kommen. Im Fall einer Stokes-Raman-Streuung befindet sich das
Molekll auf einem hoheren Energieniveau als vor der Streuung. Besitzt das Molekil nach der
Streuung eine niedrigere Schwingungsenergie, handelt es sich um eine Anti-Stokes-Raman-Streuung.
Dadurch kommt es bei einem geringen Teil des Streulichtes zu einer Frequenzverschiebung
gegeniber dem einfallenden Licht, die so genannte Ramanverschiebung. Diese wird mittels

leistungsfahiger Detektoren gemessen (Schnepel 1980).

Fir eine Messung im Ramanmikroskop wurden wenige Milligramm der zu untersuchenden Substanz
auf einem Objekttrager positioniert. Im Lichtmikroskopmodus wurde die Messposition auf der Probe
gewabhlt. Anschlieflend wurde die Probe vermessen, einzelne Parameter wie Laserintensitat oder die

Spaltbreite wurden dabei individuell der Probe angepasst.

4.4  Analytische Verfahren
441 HPLC-Methoden und deren Validierung

Die high performance liquid chromatography (HPLC) gehort zu den flissigchromatograpischen
Verfahren. Dabei wird ein Substanzgemisch in seine Bestandteile mittels einer mobilen Phase (Eluent)
an einer stationaren Phase (Trennsaule) aufgetrennt. Man unterscheidet zwischen normaler Phase
(normal phase), den sogenannten Kieselgelen und Umkehrphasen (reversed phase), bei denen es
sich um modifizierte Kieselgele mit langkettigen unpolaren Alkanen handelt. Heutzutage wird fast
ausschliellich mit Umkehrphasen gearbeitet, diese sind meist zusatzlich mit Chlortrimethylsilan
endcapped. Durch das Endcapping werden die restlichen freien Hydroxylgruppen bei Umkehrphasen

silanisiert und damit das Kieselgel weiter hydrophobisiert.

Fir die quantitative Bestimmung der verwendeten Wirkstoffe von der Freisetzung wurden
verschiedene HPLC-Methoden entwickelt. Das Ziel war aufgrund der hohen Probenanzahl jeweils eine
vierminutige Methode zu entwickeln. Insgesamt wurden fiir elf Wirkstoffe isokratische Methoden auf
einer Purospher®Star RP-18 endcapped (5 um) Saule mit vergleichbaren Parametern entwickelt, siche
Tabelle 9. Dies erleichtert einen Wechsel zwischen den Methoden durch eine einfache Anderung der
Zusammensetzung des Eluenten aus den zwei FlieBmitteln A und B. Die Retentionszeit des

Wirkstoffpeaks lag je nach Methode zwischen 1,5 und 3 Minuten.
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Tabelle 9: Technische Angaben zur verwendeten HPLC-Methode

Mobile Phase Zusammensetzung siehe Tabelle 10
FlieBmittel A Puffer pH 2,6/ ACN (80:20)

FlieBmittel B Puffer pH 2,6/ ACN (10:90)

Flussrate 1,6 mL/min

Injektionsvolumen 20 uL

Autosampler L-7250 (Fa. Merck/Hitachi)

Pumpe L-7100 (Fa. Merck/Hitachi)

Ofen L-7300 (Fa. Merck/Hitachi)

UV-Detektor L-7400 (Fa. Merck/Hitachi)

Interface D-7000 (Fa. Merck/Hitachi)

Saule LiChroCart 125-4, Purospher Star RP-18 endcapped (5 um)
Detektion Wellenlangen siehe Tabelle 10
Auswertung EZChrom Elite Client/Server Version 3.0

Die Validierung der Methoden ist an die ICH-Guideline Q2(R1) 2005 ,Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology“ angelehnt. Fiir den Arbeitsbereich eines analytischen Verfahrens
muss ein geeignetes Mal} an Prazision, Richtigkeit und Linearitat entsprechend der Guideline gezeigt

werden.

Bei der Freisetzung in einem offenen Durchflusszellensystem kénnen jedoch Konzentrationen tber
einen Bereich von drei Zehnerpotenzen auftreten. In dem Konzentrationsbereich von 5 pg/ml bis
75 pg/ml wurde die Lineraritdt entsprechend der Guideline Q2(R1) bestimmt. Fir niedrigere und
héhere Konzentration wurde die Linearitdt abweichend von der Guideline mit weniger Messpunkten
Uberprift. Insgesamt wurde ein Konzentrationsbereich von 0,1 pg/ml bis 150 ug/ml abgedeckt. Die
Systemprazision (Instrumental Precision) und Wiederholprazision (Repeatability) wurde fir jede
verwendete Konzentration entsprechend der Merck Serono SOP ,Validierung von HPLC-Methoden fir
chemische Arzneistoffe und Arzneiformen® bestimmt. In Tabelle 10 sind ausgewahlte Daten der
Systemprazision, Wiederholprazison, Linearitat, Messwellenlange sowie die

FlieBmittelzusammensetzung aufgefihrt.
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Tabelle 10: Zusammenfassung wichtiger Validierungsparameter der HPLC-Methoden

Wiederhol-
Linearitat Systempréazison L HPLC
prazision

5-75 0,5 50 150 0,5 50 A B A

Hg/mL pg/mL pg/ml pg/mL  pg/ml pg/ml nm
Ambroxol 0,9998 1,029 0,747 0462 2,359 1,513 92 8 210
ASS 0,9977 1,448 0,346 0,927 0,843 0,858 75 25 206
Carbamazepin 0,9992 0,699 0475 0,213 0,46 0,740 79 21 211
Diclofenac Na 0,9998 2,11 1,60 0,47 3,82 2,33 48 52 210
EMD 128130 0,9991 1,40 0,83 0,32 3,47 0,90 79 21 206
EMD 493320 0,9980 1,37 0,55 0,20 3,26 1,14 45 55 231
EMD 503982 0,9998 1,39 0,41 0,28 2,28 0,80 81,5 185 246
EMD 525544 1,00 1,68 0,33 0,76 1,99 1,26 60 40 204
HCT 0,9997 0,36 1,04 1,14 2,52 1,97 100 O 226
Levomepromazin 0,9997 2,11 0,88 0,90 6,21 1,16 77 23 250
Trimethoprim 0,9965 0,93 0,20 0,22 1,84 1,59 100 O 206

4.5 Caco 2 Zellmodell fur Permeationsstudien
4.5.1 Kultivierung

Fir die Permeationsuntersuchungen im Caco 2 Zellmodell wurden die Zellen ACC 169, Lot 9 DMSZ
von Bayer-Schering verwendet. Die Kultivierung erfolgte grundsatzlich unter aseptischen
Bedingungen in einem Inkubationsschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit.
Langfristig wurden Passagen der Caco 2 Zellen in flissigem Stickstoff (-196 °C) gelagert. Fir die
Permeationsstudien wurden Filter-Kammer-Systeme, so genannte TransweII—Systeme®, mit einer

Polycarbonatmembran mit 0,4 um Porengrée verwendet, siehe Abbildung 20.

apikal apikal
Transportpuffer Arzneistofflosung

Zellmonolayer
Polycarbonat-
Membran
basolateral basolateral
Arzneistofflosung Transportpuffer

Abbildung 20: Versuchsanordnung eines TransweII-Systems® fir  Permeationsunter-
suchungen von basolateral nach apikal (links) sowie apikal nach basolateral
(rechts).
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Die Zellen wurden mit einer Aussaatdichte von 150000 Zellen/cm® direkt auf der
Polycarbonatmembran der Transwell-Einsatze fiur 14 Tage in 12-well-Platten kultiviert. Alle zwei Tage

wurde das Medium durch auf 37 °C vortemperiertes Medium ausgetauscht.

4.5.2 Transportpuffer

Fir alle Permeationsversuche wurde Krebs-Ringer-Puffer (KRB) entsprechend Kapitel 3.5 verwendet.

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 0,1 N NaOH Ldsung.

4.5.3 Transportversuche

Die Transportversuche wurden unter statischen Bedingungen mit dem TransweII-System® als
Dreifachbestimmung von apikal nach basolateral und basolateral nach apikal durchgefuhrt, siehe
Abbildung 20. Bei den Transportversuchen stellt die Seite mit der Arzneistofflésung das
Donorkompartiment und die Seite des Transportpuffers das Akzeptorkompartiment dar.

Nach der 14-tagigen Kultivierung wurde das Kulturmedium zuerst im apikalen Kompartiment und dann
im basolateralen Kompartiment abgesaugt. AnschlieRend wurde zweimal mit KRB gewaschen und fir
30 Minuten im Trockenschrank inkubiert. Nach der Messung des transepithelialen elektrischen
Widerstandes (Teer) mit dem Widerstandmessgerat (Millicell-ERS) wurde das Medium abgesaugt.
Fir die Untersuchung der Permeation von der apikalen zur basolateralen Seite wurden die Transwell-
Einsatze in neue 12-well-Platten, die mit 1,5 ml vortemperierten Transportpuffer geflllt waren,
umgesetzt. In das apikale Kompartiment (Donor) wurden 0,5 ml der im Transportpuffer geldsten Probe
gegeben. Danach wurden die TransweII-Systeme® bei 37 °C in einem Inkubationsschrank flr
180 Minuten mit dem Horizontalschuttler HS 500 auf der Stufe 1 geschittelt. Nach 60, 120 und
180 Minuten wurden die Transwell-Einsatze in neue 12-well-Platten mit 1,5 ml vortemperierten
frischen Transportpuffer umgesetzt. Aus den alten 12-well-Platten der jeweiligen Zeitpunkte wurden
aus jedem basolateralen Kompartiment (Akzeptor) ein 1 ml in HPLC-Vials zur anschlieRenden
Analyse pipettiert. Nach dem letzten Umsetzen wurde der Teer erneut bestimmt.

Zusatzlich wurde parallel die Integritdt des Zellmonolayers analog der Permeationsstudien mittels
einer 2,5 uM 5-(6)-Carboxyfluorescein-Losung als hydrophile Markersubstanz untersucht (Artursson P
et al. 1996). Dieser Farbstoff, gelést im Transportpuffer, passiert den Zellmonolayer ausschlieBlich
passiv parazellular. Die zu den Messzeitpunkten entnommenen Proben (100 pl) wurden in 96-Well-
Platten pipettiert. Das entnommene Volumen wurde durch frischen Transportpuffer ersetzt. Der
Fluoreszensfarbstoffgehalt wurde mittels einer Eichgerade im Fluoreszenzspektrometer (Ascent
Fluoroskan™) bestimmt.

Bei der Untersuchung des Transportes von der basolateralen zur apikalen Seite wurden 1,5 mi
temperierte Probeldsung in der basolateralen Seite vorgelegt und 0,5 ml temperierter Transportpuffer
auf die apikale Seite gegeben. Nach 60, 120 und 180 Minuten wurde eine Probe von 200 ul auf der
apikalen Seite entnommen und mit frischem temperierten Transportpuffer ersetzt. Nach 180 Minuten
wurde der Teer direkt bestimmt. Die 200 pl Proben wurden mit 400 yl ACN in HPLC-Vials zur Analyse
pipettiert.
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Eine Ubersicht Uber die durchgefilhrten Versuchsbedingungen einschlieRlich der verwendeten
Hilfsstoffkonzentrationen findet sich in Abbildung 21. Der verwendete Wirkstoff mit den

entsprechenden Konzentrationen findet sich in der Beschreibung des jeweiligen Experimentes.

Apikal - Basolateral Basolateral - Apikal
WST WST
(konz A ) (Konz.B ) [(Konz.C ] (Konz. A) [ Konz.B ] [ Konz G

25 ugiml | 250 pg/ml | 250 ug/ml |

50 ugml | |- 1000 pgmi ] H 1000 pg/mi |

75 ugml | L 2500 pgimi ] I 2500 pg/mi |

Abbildung 21: Versuchsbedingungen der Permeationsstudien im Caco 2 Permeationsmodell:

Es wurden je Wirkstoff (WST) drei Konzentrationen (Konz.) A, B und C getestet.
Mit der Wirkstoffkonzentration C wurden weiter Permeationsversuche mit drei
Hilfsstoffen von apikal nach basolateral bei drei verschiedenen
Hilfsstoffkonzentrationen durchgefihrt.

4.5.4 Auswertung

Als Parameter zur Charakterisierung der Permeation wurde der apparente Permeationskoeffizient
(Papp) bestimmt. Dazu wird die kumulative Arzneistoffkonzentration im Akzeptorkompartiment gegen
die Zeit aufgetragen, der Anstieg dc/dt wurde mittels linearer Regression ermittelt. Gemaf Gleichung
18 wurde daraus der P, berechnet (Artursson P 1990; Artursson P 1991; Artursson P et al. 1996).

_dc 1

a0 = gt X A—CO %V pkzeptor [Cm / S] Gleichung 18
dc/dt Substanzfluss durch den Monolayer [ug-ml™-s™]
A Oberflache des Monolayers [cm?]
Co Ausgangskonzentration im Donorkompartiment
V Akzeptor Volumen im Akzeptorkompartiment [cm3]

4.5.5 Zytotoxizitatsversuch: Alamar Blue Assay

Fir den Versuch wurden in 96-well-Platten Zellen mit einer Dichte von 150000 Zellen/cm? ausgesat
und flir 14 Tage im Inkubationsschrank entsprechend der Permeationsstudien kultiviert. Resazurin als
nicht toxischer Abkémmling des MTT (Tetrazoliumsalz) liegt als wasserloslicher Redoxfarbstoff beim
Alamar Blue Assay in seiner oxidierten Form als blauer, nicht fluoreszierender und in seiner

reduzierten Form als roter fluoreszierender Farbstoff vor. Diese Eigenschaft wird sich zu nutze
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gemacht, da metabolisch aktive vitale Zellen Resazurin in seine rote fluoreszierende Form umsetzen.
Uberwiegt die Anzahl toter Zellen ist die Reduktion des Indikators so gering, dass ein Farbumschlag
von blau nach rot ausbleibt.

Vor dem Versuch wurden die Zellen zweimal mit KRB gewaschen. Pro Well wurden 200 ul
Probelésung zugegeben und fir 4 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden 5 pul Alamar Blue
zugegeben und fur weitere 4 Stunden inkubiert. Dabei wurde jede Stunde die Menge des Farbstoffes
mit dem Fluoreszenzspektrometer (Ascent Fluoroskan) bestimmt. Als Negativkontrolle diente KRB und

als Possitivkontrolle eine 1 prozentige Triton X 100-Lésung.

4.6  Physikalische Mischungen

Far die Untersuchung des Einflusses von Hilfsstoffen auf die Freisetzung von Wirkstoffen wurden
physikalische Mischungen verwendet. Es ist von groRem Interesse, die Auswirkung von Hilfsstoffen
auf der Stufe der physikalischen Mischung vor der ersten klassischen Formulierung (Tabletten,
Kapseln etc.) zu kennen. Physikalische Mischungen kénnen sehr effektiv in kleinen Ansatzen bei
minimalstem Wirkstoffbedarf hergestellt werden. Dies bietet Vorteile in der Praformulierung, da die
vorhandene Wirkstoffmenge oft der begrenzende Faktor fiir die erste Formulierungsentwicklung
darstellt. Anhand von im Labormalstab hergestellten physikalischen Mischungen wurde der Einfluss
der Hilfsstoffmenge auf die Wirkstofffreisetzung untersucht. Fir die Freisetzung mit 30 Prozent bzw.
90 Prozent Hilfsstoffanteil wurden entsprechend eines Versuchsschemas die physikalischen
Mischungen nach einem standardisierten Vorgehen hergestellt. Dabei wurden je Mischung 500 mg
Wirkstoff zuziiglich 214 mg bzw. 4500 mg Hilfsstoff in ein 50 ml ActivVial eingewogen. Zunachst
wurde fur 2 Minuten die Mischung mit dem Vortexer Stuart SA8 bei 2500 rpm vorgemischt und
anschlielend weitere 10 Minuten im Turbula-Mischer T2C von WAB AG gemischt.

Bei kleineren physikalischen Mischungen, wie zum Beispiel fur die Versuche zum Einfluss der
Partikelgrofie des Hilfsstoffes bei der Freisetzung oder die NIR-Versuche, wurden die Mischungen in
einem miniaturisierten Mal3stab hergestellt. Dabei wurde die gewlinschte Menge an Wirkstoff und
Hilfsstoff, maximal 2 Gramm, in 10 ml Zentrifugenrdhrchen von Nalgene eingewogen. Danach wurden
die Proben fir 5 Minuten bei 2500 rpm auf dem Vortexer Stuart SA8 gemischt.

5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Auswahl des Freisetzungsmediums

Die Auswahl des Freisetzungsmediums ist entscheidend bei der Entwicklung diskriminierender
Freisetzungsmethoden. Bei Freisetzungen in Durchflusszellen wurden bisher laut Literatur keine
speziellen Medien verwendet oder neu entwickelt.

Fir das Aufstellen eines Entscheidungsbaums zur Charakterisierung von Wirkstoffen mittels der
Durchflusszelle sind standardisierte Freisetzungsmedien unerldsslich. Aufgrund der Tatsache, dass
fur einen Biowaver Freisetzungen im pH-Bereich von 1,2 bis 6,8 gefordert sind, wurden drei Medien in

diesem Bereich und eins bei pH 7,5 in Anlehnung an die Ph.Eur. und die USP naher charakterisiert.
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Unter Beachtung, dass diese Medien in der Routine angewandt werden sollen, wurde vor allem auf
niedrige Kosten sowie auf eine einfache Herstellbarkeit Wert gelegt. Die Entscheidung viel auf
Simulated Gastric Fluid ohne Enzyme (SGFsp), einen Phosphatpuffer pH 4,5 gemal Ph.Eur.,
Simulated Intestinal Fluid ohne Enzyme (SIFsp) und einen Phosphatpuffer pH 7,5 gemaf Ph.Eur. und
USP. Speziell fir die Anwendung in der Durchflusszelle wurde der Zusatz von Tensiden uberlegt.
Daher wurde die Auswirkung verschiedener Tensidkonzentration auf die Eigenschaften des Mediums
speziell fiir das nichtionische Tensid Tween® 80 untersucht (Horozov T & Amaudov L 1999; Zhang D
et al. 2002; Shah VP et al. 1989; Warren PB & Buchanan M 2001; Lin SL et al. 1968). Die Anwendung
von ionischen Tensiden, wie das haufig verwendete SDS (Natriumlaurylsulfat) und CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromid), kamen nicht in Betracht, da ionische Tenside zu einer moglichen
lonenpaarbildung mit Wirkstoffen neigen (Mall S et al. 1996). Im Fall von SDS zum Beispiel wurde
eine Interaktion mit dem Hilfsstoff Chitosan (Prado AGS et al. 2004; Thongngam M & McClements DJ
2004; Thongngam M & McClements DJ 2005) beschrieben. Bei eigenen Untersuchungen mit SDS

konnte eine Addition an sekundare Amine mittels LC-MS nachgewiesen werden.

5.1.1 Osmolaritat, Leitfahigkeit & Viskositat

Es konnte kein Einfluss auf die Osmolaritit bei Zusatz von Tween® 80 bis zu 0,5 % [m/V] in den

verschieden Medien nachgewiesen werden, siehe Tabelle 11.

Tabelle 11: Abhangigkeit der Osmolaritat in Osm/kg verschiedener Medien von der

Tween® 80 Konzentration [m/V]. (n =3)

Tween® 80 Osmolaritat [Osm/kg]

[m/V] H20 SGF pH 4,5 SIF pH 7,5
0,0000% 0,001 0,219 0,192 0,115 0,124
0,0002% 0,001 0,219 0,191 0,110 0,119
0,0005% 0,001 0,220 0,190 0,111 0,119
0,0008% 0,002 0,219 0,189 0,110 0,119
0,0020% 0,001 0,220 0,186 0,111 0,118
0,0100% 0,001 0,220 0,186 0,110 0,119
0,0500% 0,001 0,224 0,185 0,110 0,121
0,1000% 0,001 0,221 0,185 0,111 0,119
0,2000% 0,001 0,223 0,187 0,112 0,119
0,5000% 0,002 0,223 0,184 0,112 0,122

Bei der Bestimmung der Leitfahigkeit in Abhangigkeit der Tween® 80 Konzentration wurde in Wasser
ein marginaler Anstieg der Leitfahigkeit auf sehr geringem Niveau gefunden. In allen anderen Medien
konnte kein Einfluss von Tween® 80 auf die Leitfahigkeit nachgewiesen werden, siehe Tabelle 12. Die
Ursache liegt in der hohen Grundleitfahigkeit dieser Medien, bei denen ein Zusatz von Tween® 80 zu
einer nicht messbaren Anderung in der Leitfahigkeit fihrt. Ein Einfluss auf die Viskositat kann bei den

gewahlten Konzentrationen an Tween® 80 vernachlassigt werden.
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Tabelle 12: Abhangigkeit der Leitfahigkeit in mS/cm verschiedener Medien von der
Tween® 80 Konzentration [m/V]. (n = 3)

Tween® 80 Leitfahigkeit [mS/cm]

[m/V] H,O SGF pH 4,5 SIF pH 7,5
0,0000% 0,00070 35,00 6,53 5,17 6,40
0,0002% 0,00070 34,90 6,51 5,15 6,41
0,0005% 0,00070 34,90 6,49 5,15 6,41
0,0008% 0,00050 34,90 6,48 5,15 6,41
0,0020% 0,00060 34,90 6,30 5,15 6,41
0,0100% 0,00070 34,70 6,27 5,15 6,40
0,0500% 0,00210 34,70 6,30 5,13 6,38
0,1000% 0,00360 34,60 6,27 5,12 6,37
0,2000% 0,00780 34,50 6,28 5,11 6,35
0,5000% 0,01580 34,20 6,20 5,06 6,31

5.1.2 Loslichkeitsisothermen & Tween® 80

Es wurden Loéslichkeitsisothermen von den Wirkstoffen der ,Apparent Dissolution® bestimmt. Dabei
wurde der Einfluss der Tween® 80 Konzentration auf die Léslichkeit des Wirkstoffes nach 24 bzw. 48
Stunden im Freisetzungsmedium untersucht. Die Léslichkeitsisothermen wurden mit den Wirkstoffen
EMD 128130, EMD 503982, EMD 525544 und EMD 486019 in den Medien SGFsp, Phosphatpuffer
pH 4,5 SIFsp und Phosphatpuffer pH 7,5 durchgefiihrt. Fir einen direkten Vergleich der
Loslichkeitsisothermen wurde nicht wie Ublich die Ldéslichkeit gegen den Zusatz an Tween® 80
gegenibergestellt. Es wurde der ermittelte Ldslichkeitsfaktor F, als Maf} fir die Verbesserung der
Léslichkeit gegen die Tensidkonzentration aufgetragen (Bhattachar SN et al. 2006; Higuchi T &
Connors KA 1965).

Fir EMD 128130 als schwache Base erhalt man im Phosphatpuffer pH 7,5 einen Wert von 10 fir F,,
bei einem Zusatz von 0,5 % Tween® 80, dies entspricht einer Verelffachung der Léslichkeit. In SGFsp
mit einem pH-Wert von 1,2 und dem Phosphatpuffer pH 4,5 ist keine signifikante Verbesserung der
Léslichkeit mit steigender Tween® 80 Konzentration zu erkennen. Ab einer Konzentration von 0,01 %
Tween® 80 in SIFsp und dem Phosphatpuffer 7,5 nimmt die Léslichkeit linear mit steigender
Tween® 80 Konzentration zu, siehe Abbildung 22.
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Abbildung 22: Ldslichkeitsisothermen von EMD 128130 in verschieden Medien, dargestellt als
Loslichkeitsfaktor F, gegen die Konzentration von Tween® 80 in den Medien.
(n=3)

EMD 503982 als neutraler und pH-Wert unabhangig léslicher Wirkstoff zeigt in allen
Freisetzungsmedien eine anndhernd gleiche Loslichkeit. Ab einer Tween® 80 Konzentration von
0,01 % ist eine minimale Verbesserung der Léslichkeit in allen vier untersuchten Medien zu erkennen,
siehe Abbildung 23. Bei der hdchsten Tween® 80 Konzentraton von 0,5 % nimmt der
Loslichkeitsfaktor F, einen Wert von 0,3 bis 0,4 in allen Medien an. Ein Zusatz von Tween® 80 bis
0,5 % fuhrt daher bei EMD 503982 zu keiner wesentlichen Verbesserung der Loslichkeit.
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Abbildung 23: Ldslichkeitsisothermen von EMD 503982 in verschieden Medien, dargestellt als
Loslichkeitsfaktor F, gegen die Konzentration von Tween® 80 in den Medien.
(n=3)

Bei EMD 486019 handelt es sich um einen neutralen und stark Hydrolyse empfindlichen Wirkstoff. Bei
der Bestimmung des Ld&slichkeitsfaktor F, wurde die Konzentration des Hydrolyseproduktes nicht
berlcksichtigt. Bei der thermodynamischen Loslichkeit wird das Gleichgewicht zwischen geldsten
EMD 486019 und ungeldsten EMD 486019 durch die Entstehung des Hydrolyseproduktes beeinflusst.
Aufgrund der pH-Wert abhangigen Hydrolyse ist eine pH-Wert abhangige Beeinflussung der
Gleichgewichtsldslichkeit von EMD 486019 nach 24 bzw. 48 Stunden zu erkennen, siehe Abbildung
24. Die Loslichkeitsisothermen in SGFsp, Phosphatpuffer pH 4,5 und SIFsp zeigen nach 24 Stunden
eine starke Verbesserung der Léslichkeit mit steigender Tween® 80 Konzentration. Die
Loslichkeitsisothermen nach 48 Stunden zeigen eine Halbierung der Ldslichkeit gegeniber dem Wert
nach 24 Stunden. Im Vergleich zum Phosphatpuffer pH 7,5 zeigt dessen Ldslichkeitsisotherme nach
24 Stunden bereits einen um ein Drittel niedrigeren F, als in den anderen Medien in Abhangigkeit zur
Tween® 80 Konzentration. Die Ursache liegt in einer zunehmenden Hydrolyse von EMD 486019 mit
steigendem pH-Wert und zunehmender Zeit. Dabei beeinflusst das in Ldsung befindliche
Hydrolyseprodukt die Gleichgewichtsldslichkeit von EMD 486019. Dies fuhrt zu einer verringerten
Loslichkeit von EMD 486019. Gleichzeitig konkurrieren EMD 486019 und das Hydrolyseprodukt um
die Aufnahme in die Tween® 80 Mizellen. Nach 48 Stunden diirfte bereits soviel Hydrolyseprodukt
entstanden sein, dass es selbst im Gleichgewicht mit ungeléstem Hydrolyseprodukt liegt. Aufgrund der
starken Hydrolyse ist keine eindeutige Aussage Uber den Einfluss von Tween® 80 auf die Loslichkeit in
den Freisetzungsmedien mdglich. Allgemein wurde eine starke Zunahme der Ldslichkeit ab einer
Konzentation von 0,01 % Tween® 80 in allen Medien beobachtet. Nach 48 Stunden wiesen die

Loslichkeitsisothermen eine um die Halfte reduzierte Loslichkeit auf. Daher ist aufgrund der starken
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Hydrolyse kein eindeutiger Rickschluss auf die loslichkeitsverbessernden Eigenschaften von
Tween® 80 fiir EMD 486019 in den Medien moglich.

SGFsp 24 h
SGFsp 48 h
pH 4,524 h
pH 4,548 h
SIFsp 24 h
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Abbildung 24: Loslichkeitsisothermen von EMD 486019 in verschieden Medien, dargestellt als
Loslichkeitsfaktor F, gegen die Konzentration von Tween® 80 in den Medien.

(n=3)

Die schwache Base EMD 525544 zeigt im Phosphatpuffer pH 4,5, SIFsp und Phosphatpuffer pH 7,5

eine annahernd identische lineare Erhéhung der Ldslichkeit. Der Loslichkeitsfaktor F, in diesen drei

Medien nimmt bei Zusatz von 0,5 % Tween® 80 auf das 110 bis 125 fache gegenuber dem reinen

Medium ohne einen Tween® 80 Zusatz zu. In SGFsp hingegen ist nur ein Loslichkeitsfaktor F, mit

einem Wert von 2 zu beobachten, siehe Abbildung 25.
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Abbildung 25: Ldslichkeitsisothermen von EMD 525544 in verschieden Medien, dargestellt als
Loslichkeitsfaktor F, gegen die Konzentration von Tween® 80 in den Medien.
(n=3)

Der Zusatz von Tween® 80 zum Freisetzungsmedium kann unabhangig vom Wirkstoff ab einer
Konzentration von 0,01 % zu einer Verbesserung der Ldslichkeit fihren. Eine Verbesserung der
Léslichkeit tritt bei Tensiden erst oberhalb der CMC auf. Die CMC von Tween® 80 liegt laut Literatur im
Bereich von 0,002 %, anhand der nachfolgend bestimmten Oberflachenspannungen wurde dieser
Wert bestatigt bzw. tendieren die Messungen eher auf eine Tween® 80 Konzentration von 0,01 % hin.
Daher konnte unterhalb dieser Konzentration kein Einfluss auf F, beobachtet werden. In Tabelle 13
finden sich beispielhaft die Loslichkeiten der Wirkstoffe in den Medien ohne Tween® 80 und mit dem
hochsten Zusatz von 0,5 % Tween® 80 nach 24 Stunden dargestellt. Die Werte fir den
Loslichkeitsfaktor F, bei einem Zusatz von 0,01 % und 0,5 % Tween® 80 sind in Tabelle 14

dargestellt.

Tabelle 13: Ldslichkeiten nach 24 Stunden in [mg/ml] verschiedener Wirkstoffe in den
Medien SGFsp, pH 4,5, SIFsp und pH 7,5 sowie bei einem Zusatz von 0,5 %
Tween® 80. (n = 3)

EMD 128130 EMD 503982 EMD 486019 EMD 525544
0% 0,5 % 0% 0,5 % 0% 0,5 % 0% 0,5 %

SGFsp 9,6202 10,259 0,2749 0,3398 0,0035 0,4134 0,01780 0,06000
pH 4,5 3,0549 3,6079 0,2275 0,3087 0,0042 0,4182  0,00024 0,02840
SIFsp 0,1222 0,6006 0,2544 0,3374 0,0042 0,3752  0,00025 0,02886
pH7,5 0,0516 0,5669 0,2444 0,3461 0,0046 0,2725 0,00024 0,02900
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Tabelle 14: Ldslichkeitsfaktoren F, verschiedener Wirkstoffe in den Medien SGFsp, pH 4,5,
SIFsp und pH 7,5 bei einem Zusatz von 0,01% und 0,5 % Tween® 80. Der
Loslichkeitsfaktor F, im Medium ohne einen Tween® 80 Zusatz ist nicht

dargestellt, da dieser den Wert Null entspricht. (n = 3)

EMD 128130 EMD 503982 EMD 486019 EMD 525544
0,01 % 0,5 % 0,01 % 0,5 % 0,01 % 0,5 % 0,01 % 0,5 %
SGFsp 0,03 0,07 -0,02 0,24 2,10 117,11 0,09 2,37
pH 4,5 0,06 0,18 0,03 0,36 0,63 98,57 2,02 117,33
SIFsp 0,66 3,91 0,02 0,33 0,40 88,33 1,98 114,44
pH 7,5 0,31 9,99 0,06 0,42 -0,12 58,24 1,83 119,83

Fiir ein Medium ohne Tween® 80 Zusatz wiirde der Loslichkeitsfaktor F, immer den Wert Null
annehmen. Beim Vergleich der Ergebnisse beider Tabellen ergibt sich folgender Rickschluss. In
Medien mit einer schlechten Loslichkeit des Wirkstoffes ist eine Vervielfachung der
Ausgangsldslichkeit durch einen Tween® 80 Zusatz einfach zu erreichen, wahrend in Medien mit einer
hohen Loslichkeit des Wirkstoffes ein Zusatz von Tween® 80 bis zu 0,5 % kaum einen Einfluss zeigt.
Die Ursache liegt in der Verteilung des Wirkstoffes zwischen Medium und den Mizellen. Die Mizellen
kénnen nur eine bestimmte Menge an Wirkstoff aufnehmen. Daher steigt die Loslichkeit bei
zunehmender Konzentration des Tensides oberhalb der CMC linear an. Fir den Fall, dass der
Wirkstoff eine gute Ldslichkeit im Medium besitzt, ist der geldste Anteil in den Mizellen, bezogen auf
die Gesamtloslichkeit, vernachlassigbar. Zeigt der Wirkstoff, wie EMD 525544, eine sehr schlechte
Loslichkeit im Medium, dann kann die geloste Menge an Wirkstoff durch eine Aufnahme in Mizellen
um ein Vielfaches gesteigert werden. Das bedeutet, dass der Ldslichkeitsfaktor F, mit steigendem

Zusatz von Tensiden entscheidend von der Grundléslichkeit des Wirkstoffes im Medium abhangt.

5.1.3 Oberflichenspannung: Einfluss von SDS, Tween® 20 & 80

Der Oberflachenspannung von Freisetzungsmedien kommt eine besondere Bedeutung zu. Fir die
Oberflachenspannung von Magensaft und intestinalen Flissigkeiten findet man stark abweichende
Werte im Vergleich zu Wasser. Fir Magensaft sind Werte zwischen 35 mN/m bis 45 mN/m
beschrieben (Horter D & Dressman JB 1997). Die im Gastronintestinaltrakt vorhandenen
oberflachenaktiven Substanzen wie Gallensalze kdnnen als naturliche Tenside angesehen werden
(Efentakis M & Dressman JB 1998). |hr Einfluss auf die L6slichkeit, Benetzung, Oberflachenspannung
und Freisetzung ist hineichend bekannt (Finholt P & Solvang S 1968; Bates TR et al. 1966; Kassern
MA et al. 1982; Kararli TT & Gupta VW 1992; Luner PE et al. 1994; Shulman ML et al. 1995; Horozov
T & Amaudov L 1999).

Da klassische Freisetzungsmedien meist keine Tenside enthalten, kdnnen diese Medien den Einfluss

der Benetzung im Gastrointestinaltrakt nicht wiedergeben.
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Anlehnend an die physiologischen Bedingungen wurde die Bestimmung der Oberflachenspannungen

in Abhangigkeit der Konzentration an SDS, Tween® 20 und Tween® 80 in den vier ausgewabhlten

Freisetzungsmedien untersucht, Tabelle 15 - 17.

Tabelle 15: Oberflachenspannung [MN/m] in Wasser, SGFsp, pH 4,5, SIFsp und pH 7,5 in

Abhangigkeit von der Tween® 20 Konzentration. (n = 3)

Tween® 20 Oberflaichenspannung [MN/m]

[m/V] H20 SGFsp pH 4,5 SIFsp pH7,5
0,0000% 72,58 72,51 72,21 71,80 72,05
0,0002% 72,17 63,97 68,65 67,10 66,88
0,0005% 65,82 60,27 61,30 59,30 59,88
0,0008% 53,32 58,33 56,76 57,30 56,18
0,0020% 46,70 47,70 48,80 44,34 45,44
0,0100% 42,37 36,33 38,65 40,65 41,02
0,0500% 41,28 32,20 36,98 37,42 39,63
0,1000% 39,87 32,27 36,66 37,00 39,55
0,2000% 39,38 32,39 36,99 37,33 38,97
0,5000% 37,89 32,44 36,19 36,47 38,68

Tabelle 16: Oberflachenspannung [MN/m] in Wasser, SGFsp, pH 4,5, SIFsp und pH 7,5 in

Abhangigkeit von der Tween® 80 Konzentration. (n = 3)

Tween® 80 Oberflaichenspannung [MN/m]

[m/V] H20 SGFsp pH 4,5 SIFsp pH 7,5
0,0000% 70,99 72,50 72,24 72,10 72,65
0,0002% 60,64 68,95 58,54 68,95 64,99
0,0005% 53,10 60,90 56,08 59,12 55,90
0,0008% 48,64 54,00 52,23 52,79 51,87
0,0020% 43,47 47,36 47,06 48,08 46,87
0,0100% 40,64 41,17 42,63 43,98 41,29
0,0500% 40,21 39,55 41,81 42,53 41,68
0,1000% 40,13 39,26 41,23 41,77 42,89
0,2000% 39,90 38,65 40,85 39,26 41,57
0,5000% 38,43 36,20 37,65 36,77 40,58
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Tabelle 17: Oberflachenspannung [MN/m] in Wasser, SGFsp, pH 4,5, SIFsp und pH 7,5 in
Abhangigkeit von der SDS Konzentration. (n = 3)

SDS [MIV] Oberflachenspannung [mN/m]

H20 SGFsp pH 4,5 SIFsp pH7,5
0,0000% 72,64 72,16 71,86 71,98 72,71
0,0005% 72,20 66,19 69,10 71,54 67,60
0,0010% 71,41 62,37 68,31 66,85 64,94
0,0025% 70,11 56,74 63,65 66,54 61,17
0,0050% 67,65 52,71 57,63 58,48 54,56
0,0075% 68,75 47,85 54,45 54,95 51,23
0,0100% 64,69 46,10 51,35 49,51 50.13
0,0250% 59,55 36,98 42,95 43,32 40,27
0,0500% 53,17 36,33 38,73 35,40 35,34
0,1000% 46,03 36,33 38,44 33,59 35,13
0,5000% 37,17 33,53 38,99 34,28 36,28
1,0000% 36,57 35,28 38,07 33,97 36,45

Die Oberflachenspannung der getesteten Freisetzungsmedien nimmt wie erwartet mit steigendem
Tensidzusatz ab. Fir die nichtionischen Tenside Tween® 20 und Tween® 80 war der Einfluss der
Tensidkonzentration unabhangig vom getesteten Freisetzungsmedium. Bei SDS hingegen nimmt die
Oberflachenspannung in reinem Wasser mit steigender Tensidkonzentration signifikant langsamer als
in den anderen Medien ab. Dieser Effekt wurde bereits bei der Bestimmung der CMC von SDS in
Wasser im Vergleich zur einer 0,15 M NaCl-Lésung beobachtet (Crison JR et al. 1997; Crison JR et al.
1996). Sehr geringe Konzentration an Tween® 20 und Tween® 80 filhren zu einer starkeren Reduktion
der Oberflachenspannung als bei einem SDS Zusatz. Eine Konzentration von 0,01 % Tween® 20 oder
Tween® 80 ist ausreichend, um physiologische Oberflachenspannungen zwischen 35 und 45 mN/m in

allen Medien zu erhalten.

5.1.4 Benetzungswinkel und Tween® 80

Durch Zusatz von Tensiden in Freisetzungsmedien kommt es zu einer Reduktion der
Oberflachenspannung (Lunar PE & Kamp DV 2001; Zhang D et al. 2002). Eine erniedrigte
Oberflachenspannung fiihrt nach allgemeiner Vorstellung zu einer besseren Benetzung von
Feststoffen. Die Bestimmung des Benetzungswinkels wurde mit zwei ausgewahlten Wirkstoffen
(EMD 128130 und EMD 503982) sowie auf einer inerten Oberflache als Referenz durchgefiihrt (Zhang
D et al. 2002; Horozov T & Amaudov L 1999). Ziel war es, die Abhangigkeit des Benetzungswinkels
von der Konzentration an Tween® 80 im Freisetzungsmedium zu zeigen. Die Bestimmung erfolgte auf
40 mm planen Presslingen des Wirkstoffes. Aufgrund einer zu hohen Porositat beim EMD 503982
Pressling wurde ein Tropfen Wasser, wie in Abbildung 26 zu sehen, innerhalb von 30 Sekunden von

dem Pressling komplett aufgenommen. Zum Vergleich ist auf der rechten Seite der Abbildung
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EMD 128130 zu sehen. Dessen Anderung der Tropfenform (ber 180 Sekunden beruht auf
Verdunstungseffekten und nicht auf einer moglichen Porositdt des Presslings. Deshalb konnte fir

EMD 503982 kein Benetzungswinkel bestimmt werden.

EMD 503982 EMD 128130

s0s B 0s 30s

.-—..-

120s . 10s . 120s .

Os

10s
20s 180s _ 20s 180s B

Abbildung 26: Benetzung eines 2 ul Milli-Q Wassertropfen auf dem Wirkstoff EMD 503982 und
EMD 128130 tber den Zeitraum von 180 Sekunden.

Als Referenz zur Benetzung von EMD 128130 wurde der Benetzungswinkels ¢ in Abhangigkeit von
der Tween® 80 Konzentration in Milli-Q Wasser auf einem inerten silanisierten Kunststoff
(DLC-alpha-C:H:Si:0O) untersucht, siehe Abbildung 27. Milli-Q Wasser wurde gewahlt, weil es bei einer
Verdunstung nicht zu einer Aufkonzentration von Pufferbestandteilen im Tropfen kommt. Bis zu einer
Konzentration von 0,01 % Tween® 80 in Milli-Q Wasser konnte keine Auswirkung auf den
Benetzungswinkel nachgewiesen werden. Die Anderung des Benetzungswinkels (ber die Messzeit
von 180 Sekunden beruht auf Verdunstungseffekten. Ab einer Konzentration gréRer als 0,01 %
Tween® 80 kam es zu einer Reduktion des Benetzungswinkels von ungefahr 74 Grad bis auf 53 Grad
bei 0,2 % Tween® 80. Da die gemessenen Oberflachenspannungen aus Kapitel 5.1.3 bei
verschiedenen Tween® 80 Konzentrationen unabhangig vom Medium waren, ist ein Rickschluss des
ermittelten Benetzungswinkel auf die anderen Medien moglich. Dies gilt nur fiir inerte Oberflachen, da
in diesem Fall keine Interaktion des Mediums mit dem Festkérper zu erwarten ist. Eine messbare
Verbesserung der Benetzung ist ab einem Anteil von 0,05 % Tween® 80 im Medium zu erkennen.
Wahrend die Oberflachenspannung in allen Medien signifikant bis zu einem Tween® 80 Zusatz von
0,01 % abfallt, ist bei diesen niedrigen Tensidkonzentrationen keine Auswirkung auf die Benetzung

nachweisbar.
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Abbildung 27: Dreifachbestimmung des Benetzungswinkels ¢@ von Milli-Q Wasser mit

verschiedenen Tween® 80 Konzentrationen auf einer inerten
Kunststoffoberflache (DLC-alpha-C:H:Si:O). Bei jeder Messung wurde der
Verlauf des Benetzungswinkels Giber 180 Sekunden aufgezeichnet.

Der Benetzungswinkel nimmt ab einer Konzentration von 0,05 % Tween® 80 signifkant auf dem
Wirkstoff EMD 128130 bei allen drei Freisetzungsmedien SGFsp, pH 4,5 und SIFsp ab.

In SGFsp lag der Benetzungswinkel bei allen Tween® 80 Konzentrationen unterhalb von 0,05% im
Bereich von 49 — 55 Grad. Ab einer Konzentration von 0,05 % Tween® 80 in SGFsp fiel der
Benetzungswinkel ohne Abstufungen auf 30 bis 33 Grad, siehe Abbildung 28.

Im Freisetzungsmedium pH 4,5 zeigte sich bei Tween® 80 Konzentrationen unterhalb von 0,01 % ein

konstanter Benetzungswinkel im Bereich von 48 bis 51 Grad. Fur eine Konzentration von 0,01 %

Tween® 80 im

0,05 % Tween®

Medium wurde ein Benetzungswinkel von 41 Grad bestimmt. Bei einem Zusatz von
80 fiel der Benetzungswinkel auf 39 Grad. Ab 0,1 % Tween® 80 bis 0,5 % Tween® 80

im Medium blieb der Benetzungswinkel konstant bei 36 bis 37 Grad, siehe Abbildung 29.
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Abbildung 28: Dreifachbestimmung des Benetzungswinkels ¢ von SGFsp (pH 1,2) mit
verschiedenen Tween® 80 Konzentrationen auf einem 40 mm Pressling von

80

EMD 128130 iiber 180 Sekunden je Messung. (n = 3)
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Abbildung 29: Dreifachbestimmung des Benetzungswinkels ¢ von pH
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A 02%

v 05%

45 (Ph.Eur.)

mit

verschiedenen Tween® 80 Konzentrationen auf einem 40 mm Pressling von EMD

128130 tber 180 Sekunden je Messung. (n =3)

Fir SIFsp wurden konstante Benetzungswinkel von 41 bis 43 Grad fur Tween® 80 Konzentration bis

0,01 % beobachtet. Bei einen Zusatz von 0,05 % Tween® 80 fiel der Benetzungswinkel auf 37 Grad

und ab einer Tween® 80 Konzentration von 0,1 % blieb der Benetzungswinkel konstant bei 31 bis 32
Grad, siehe Abbildung 30.
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Abbildung 30: Dreifachbestimmung des Benetzungswinkels ¢ von SIFsp (pH 6,8) mit
verschiedenen Tween® 80 Konzentrationen auf einem 40 mm Pressling von
EMD 128130 iiber 180 Sekunden je Messung. (n = 3)

Fiir Tween® 80 Konzentrationen kleiner 0,01 Prozent lagen die Benetzungswinkel in SGFsp und
pH 4,5 bei ungefahr 48 bis 52 Grad im Vergleich zu 41 bis 44 Grad bei SIFsp. Der niedrigere
Benetzungswinkel von SIFsp beruht auf einer pH-Wert abhangigen Interaktion zwischen Wirkstoff und
Medium. Dabei kommt es zur Umwandlung von EMD 128130 in SIFsp, welches als Hydrochlorid

vorliegt, zur freien Base.
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Abbildung 31: Dreifachbestimmung des Benetzungswinkels ¢ der Freisetzungsmedien SGFsp,
pH 4,5 SIFsp und Wasser auf einer inerten Kunststoffoberflache
(DLC-alpha-C:H:Si:0). (n = 3)

Zusatzlich wurde das Benetzungsverhalten der Freisetzungsmedien auf EMD 128130 im Vergleich mit
einer inerten Oberflache untersucht. Alle Medien zeigten ohne einen Zusatz von Tween® 80 ein
identisches Benetzungsverhalten auf der inerten Oberflache, siehe Abbildung 31.

Die gleichen Medien, getestet auf dem Wirkstoff EMD 128130, flhrten zu erheblichen Unterschieden
in der Benetzung durch die Medien, siehe Abbildung 32. Die Ursache der unterschiedlichen
Benetzung liegt in einer Interaktion zwischen Medium und Wirkstoff. Die Benetzung von Wirkstoffen
wird durch die gleichzeitig stattfindende Auflésung beeinflusst, Wasser zeigte auf EMD 128130 die

schlechteste Benetzung.
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Abbildung 32: Dreifachbestimmung des Benetzungswinkels ¢ der Freisetzungsmedien SGFsp,
pH 4,5, SIFsp und Wasser auf einem 40 mm Pressling von EMD 128130. (n = 3)

Die Startwerte fir die getesteten Freisetzungsmedien bei der Bestimmung des Verlaufs des
Benetzungswinkels auf EMD 128130 unterscheiden sich. Fur die Medien SGFsp, pH 4,5 und SIFsp ist
eine pH-Wert abhangige Benetzung von EMD 128130 zu erkennen. Der Verlauf des
Benetzungswinkels Gber 180 Sekunden zeigt in allen Medien wahrend der ersten Sekunden einer
jeden Messung zunachst einen starken Abfall des Benetzungswinkels. Dieser Abfall verlangsamt sich
bis zum Ubergang in einen linearen Bereich. In dem linearen Bereich verlauft die Anderung des
Benetzungswinkels anndhernd identisch und somit unabhangig vom Medium, da in diesem Bereich
die Anderung des Benetzungswinkels durch die Verdunstung bestimmt wird.

Diese ersten Sekunden der Benetzung scheinen ein Mal} fur die Interaktion der einzelnen Medien mit
dem Wirkstoff zu sein. Im Fall von SIFsp fallt der Benetzungswinkel vom Startwert innerhalb der
ersten 30 Sekunden um 20 Grad ab. Im Vergleich dazu fallt der Benetzungswinkel in Wasser, SGFsp
und pH 4,5 nur um 10 Grad. Die Ursache liegt in einer Umwandlung des Hydrochlorids mit einem pka-
Wert von 7,5 in die freie Base bei einem pH-Wert von 6,8 in SIFsp. Diese Umwandlung beim pH-Wert
6,8 konnte durch Analyse des Rickstandes bei den Ldslichkeitsversuchen mittels DSC gezeigt
werden. Diese Interaktion auf der Oberflache fiihrt anscheinend zu einer besseren Benetzung. Im Fall
von Wasser verlauft die Anderung des Benetzungswinkels auf dem Wirkstoff EMD 128130 und auf der
inerten Oberflache anndhernd identisch, siehe Abbildung 33. Dies deutet auf eine geringe Interaktion
des Wirkstoffes mit Wasser hin.

Unterschiede im pH-Wert und das Vorhandensein von lonen in den Freisetzungsmedien kdnnen einen
starken Einfluss auf die Benetzungseigenschaften bei Medien mit identischer Oberflachenspannung

haben.
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Abbildung 33: Dreifachbestimmung des Benetzungswinkels @ von Wasser auf einem 40 mm
Pressling von EMD 128130 und auf einer inerten Kunststoffoberflache
(DLC-alpha-C:H:Si:0).

5.1.5 Diskussion

Der Einfluss von Tensiden auf die Eigenschaften ausgewahlter Freisetzungsmedien ist vielfaltig
(Lunar PE & Kamp DV 2001; Shah VP et al. 1989). Die Untersuchung verschiedener Konzentrationen
von Tween® 80 in den Freisetzungsmedien diente der Suche nach einer optimalen Konzentration fiir
die Anwendung in der Durchflusszelle. Dabei wird die Osmolariat durch einen Zusatz von Tween® 80
nicht messbar beeinflusst, da Tween® 80 zu den nichtionischen Tensiden zahlt, sich an Grenzflachen
anlagert und beim Uberschreiten der CMC sich in Form von Mizellen zusammenlagert. Dadurch ist die
Zahl der freien Teilchen im Medium zu gering, um die Osmolaritat signifikant bei dem gewahlten
Tween® 80 Konzentrationsbereich zu beeinflussen. Ferner hat ein Tween® 80 Zusatz in den Medien
mit lonenhintergrund keinen Einfluss auf die Leitfahigkeit. Die Leitfahigkeit steigt oberhalb der CMC in
Wasser an, dies war anhand geringfiigigster Anderungen der Leitfahigkeit gemessen worden,
dennoch spielt ein solcher Effekt in den anderen untersuchten Medien keine Rolle. Deren
Grundleitfahigkeit liegt um ein Vielfaches hoher, so dass eine Anderung der Leitfahigkeit in diesen
Medien im Rauschen des Messsignals verschwindet. Eine Verbesserung der Ldslichkeit durch
Tween® 80 Zusatze konnte fiir Konzentrationen oberhalb der CMC nachgewiesen werden. Das
Ausmald der Verbesserung ist abhangig von der Grundldslichkeit des Wirkstoffes im
Freisetzungsmedium. Das heilt, fir gut 16sliche Wirkstoffe kommt es zu keiner signifikanten Erhdhung
der Loslichkeit bei einem Tween® 80 Zusatz bis zu 0,5 %. Wahrend bei schlecht I6slichen Wirkstoffen
durch einen Tween® 80 Zusatz von 0,5 % die Loslichkeit mehr als verhundertfacht werden konnte. Da
in dieser Arbeit ausschlieBlich mit einem offenen Durchflusszellsystem gearbeitet wurde, sind
Sinkbedingungen wahrend der Freisetzung meistens gegeben. Dies bedeutet, dass eine Erhdhung
der Léslichkeit im Freisetzungsmedium durch einen Tensidzusatz nicht nétig ist, um Sinkbedingungen

zu simulieren, wie es haufig in der Blattrihrerapparatur praktiziert wird. Bei einem Zusatz von 0,01 %
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Tween® 80 zum Freisetzungsmedium wurde bei drei der vier untersuchten Wirkstoffe kein Einfluss
auf die Léslichkeit nachgewiesen. Im Fall von EMD 525544 wurde ein Ld&slichkeitsfaktor F, im
Phosphatpuffer pH 4,5, SIFsp und Phosphatpuffer 7,5 von 2 bestimmt und damit eine Verdreifachung
der Ldslichkeit. Aufgrund der extrem schlechten Loéslichkeit von 0,25 ug/ml des Wirkstoffes in Medien
mit einem pH-Wert oberhalb des errechneten pka-Wertes von 3 ist eine Erhéhung der Léslichkeit
sogar von Vorteil. Eine Konzentration von 0,25 pg/ml liegt meistens im Grenzbereich fur eine
quantitative Bestimmung mittels HPLC. Durch die Freisetzung in einem offenen System und einem
damit einhergehenden differenziellen Konzentrationsverlaufes, muissen auch niedrigere
Konzentrationen als die Sattigungsloslichkeit mit ausreichender Genauigkeit quantifiziert werden. Dies
ist bei extrem schlecht I6slichen Wirkstoffen schwer mdglich, daher ist eine erhéhte Ldslichkeit in
diesem Fall von Vorteil. Somit fiihrt ein Zusatz von 0,01 % Tween® 80 zum Freisetzungsmedium zu
einem intelligenten Freisetzungsmedium®, indem nur bei extrem schlecht |6slichen Wirkstoffen der
Tween® 80 Zusatz zu einer Erhdhung der Loslichkeit mit dem Ziel einer besseren Quantifizierung
filhrt. Ein Zusatz von Tween® 80 zu den verschiedenen Medien ergibt jeweils unabhangig vom
Medium vergleichbare Oberflachenspannungen. Dies gilt ebenfalls fir Tween® 20 jedoch nicht fiir
SDS, bei dem die Oberflachenspannung in Wasser fir niedrige SDS Konzentration stets hohere
Werte als in den anderen Medien ergab. Bei einem Zusatz von 0,01 % Tween® 80 in den finf
getesteten Medien lag die Oberflachenspannung zwischen 40 und 44 mN/m. Durch Zusatz von
0,01 % Tween® 80 wird demzufolge stets eine physiologische Oberflachenspannung entsprechend
dem Magensaft von 35 und 45 mN/m simuliert (Efentakis M & Dressman JB 1998; Lunar PE & Kamp
DV 2001). Auch in den anderen Bereichen des Gastrointestinaltraktes ist die Oberflachenspannung
durch das Vorhandensein natiirlicher Tenside wie Gallensalze reduziert. Der Einfluss von Tween® 80
auf die Benetzung ergab eine starke Abhangigkeit vom Freisetzungsmedium. Der Zusatz von Tween®
80 fiihrt ab einer Konzentration von 0,05 % in allen Medien zu einer besseren Benetzung beim
untersuchten Wirkstoff EMD 128130. Auf einer inerten Oberflache zeigten die untersuchten Medien
identische Benetzungseigenschaften. Hingegen treten bei der Benetzung von EMD 128130 zusatzlich
Interaktionen wie Aufldsungseffekte auf. Dies kann zu erheblichen Unterschieden in der Benetzung

von Wirkstoffen im Vergleich zu einer inerten Oberflache fihren.

Fiir Konzentrationen unter 0,05 % Tween® 80 in den Freisetzungsmedien konnten nur marginale
Effekte auf die Benetzung gezeigt werden. Dies ist von Vorteil fir die Entwicklung von
diskriminierenden Freisetzungsmethoden zur Wirkstoffcharakterisierung. Denn unterschiedliche
Benetzungseigenschaften verschiedener Chargen eines Wirkstoffes werden daher durch denn Zusatz

von 0,01 % Tween 80° nicht nivelliert.

Ein Zusatz von 0,01 % Tween® 80 zum Freisetzungsmedium simuliert eine physiologische
Oberflachenspannung ohne andere Eigenschaften des Mediums signifikant zu beeinflussen. In
Hinsicht auf ein ,intelligentes Freisetzungsmedium® beeinflusst die gewahite Tween® 80 Konzentration
die Loslichkeit nur in geringem Malf3e. Im Fall von extrem schlecht 16slichen Wirkstoffen fihrt eine

geringe Verbesserung der Loslichkeit zu einer besseren Quantifizierung. Damit stellt ein Zusatz von
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0,01 % Tween® 80 eine einfache und kostengiinstige Optimierung von Freisetzungsmedien fiir die

Durchflusszelle dar.

5.2  Apparent Dissolution: Pulverfreisetzung

5.2.1 Loslichkeitsprofile

Es wurden pH-Wert abhangige Loslichkeitsprofile von vier Wirkstoffen bestimmt. Die Entscheidung fiel
auf die unvollstandig charakterisierten Entwicklungskandidaten EMD 128130, EMD 503982,
EMD 486019 und EMD 525544. Das Ziel war, die Auswirkung verschieden I6slicher Wirkstoffe auf die
Apparent Dissolution zu untersuchen. Dafur wurde die Loslichkeit mittels verschiedener USP Puffer
Uber einen pH-Bereich von 1 bis 9 bestimmt (Avdeef A et al. 2000; Higuchi T & Connors KA 1965).
Damit wurde der durch das BCS geforderte pH-Bereich von 1 bis 7,5 mit abgedeckt (Amidon GL et al.
1995). Die Klassifizierung nach BCS ist abhangig von der héchsten Einzeldosis und der Ldslichkeit
des Wirkstoffes in dem gesamten pH-Bereich. Dies kann dazu fihren, dass zwei Wirkstoffe mit der
gleichen Léslichkeit aufgrund ihrer Einzeldosis einmal als gut und der andere Wirkstoff als schlecht

I6slich klassifiziert werden.

5.2.1.1 EMD 128130

EMD 128130 zeigt als schwache Base eine starke pH-Wert abhangige Léslichkeit. Die Léslichkeit fallt
von 10 mg/ml bei einem pH-Wert von 1,2 um Uber das 1000 fache auf unter 0,01 mg/ml bei einem pH-
Wert von 9, siehe Abbildung 34. Aufgrund des pKa Wertes von 7,5 ist die starke Reduktion der
Loslichkeit bei einem Wechsel von pH 6,2 auf pH 7,5 zu erklaren. Eine Einzeldosis bis zu 2,5 mg von
EMD 128130 ist in einem Volumen kleiner gleich 250 ml in einem pH-Bereich von 1,2 bis 7,5 16slich.
Entsprechend der ,Guidance for Industry 2000“ kann EMD 128130 als gut I6sliche Substanz bis zu

einer Einzeldosis von 2,5 mg klassifiziert werden.

5.2.1.2 EMD 503982

EMD 503982 zeigt als neutrale Substanz keinen Einfluss des pH-Wertes auf die Ldslichkeit, siehe
Abbildung 35. Entsprechend der ,Guidance for Industry 2000 kann EMD 503982 als gut |8sliche

Substanz bis zu einer Einzeldosis von 62,5 mg klassifiziert werden.
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Abbildung 34: pH-Wert abhangiges Ldslichkeitsprofil von EMD 128130 (n = 3)

0,5 4
. 24 h
ar
E Q3:
=) ]
£ ]
) 0,2-E
011
0,0 1

12 22 32 42 52 6,2 7,5
pH

Abbildung 35: pH-Wert abhangiges Ldslichkeitsprofil von EMD 503982 (n = 3)
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5.2.1.3 EMD 486019

EMD 486019 als neutrale Substanz zeigt in wassrigen Medien eine schnelle Hydrolyse, dies
beeinflusst die Loslichkeiten nach 24 bzw. 48 Stunden. Aufgrund der Hydrolyse nimmt die gemessene
Loslichkeit nach 48 Stunden im Vergleich zu 24 Stunden ab. Dabei nimmt die gemessene
Konzentration an Hydrolyseprodukt zu. Die Hydrolyse ist pH-Wert abhangig, dies ist bei pH-Wert 9 in
Abbildung 36 zu erkennen. Wahrend nach 24 bzw. 48 Stunden Uberhaupt kein Wirkstoff mehr in der
Lésung vorhanden war, ist die Konzentration an Hydrolyseprodukt bei pH 9 um das 5 fache erhéht im
Vergleich zu einem pH-Wert kleiner als 9. In diesem Fall ist der Wirkstoff quantitativ hydrolysiert, der
vorhandene Bodensatz nach 24 bzw. 48 Stunden entspricht demzufolge dem Hydrolyseprodukt.

Die Léslichkeit von EMD 486019 liegt zwischen 2 und 5 ug/ml tGber dem pH Bereich von 1,2 bis 7,5.
Entsprechend der ,,Guidance for Industry 2000 kann EMD 486019 als gut I6sliche Substanz bis zu
einer Einzeldosis von 0,5 mg klassifiziert werden.
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Abbildung 36: pH-Wert abhangiges Ldslichkeitsprofil von EMD 486019 mit den entsprechenden
Konzentrationen des Hydrolyseproduktes (n = 3)

5.2.1.4 EMD 525544

EMD 525544 zeigt als schwache Base eine starke pH-Wert abhangige Léslichkeit. Absolut betrachtet
ist die Loslichkeit im Vergleich zu der schwachen Base EMD 128130 signifikant niedriger. Die
Ldslichkeit fallt von 15 pg/ml bei einem pH-Wert von 1,2 um Uber das 100 fache auf unter 0,14 ug/ml
bei einem pH-Wert von 9, siehe Abbildung 37. Aufgrund des berechneten pKa Wertes 3 ist die starke
Reduktion der Loéslichkeit oberhalb von pH 3 zu erklaren. Im Bereich von pH 5 bis pH 9 ist die
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Loslichkeit konstant auf einem sehr niedrigen Niveau. Entsprechend der ,Guidance for Industry 2000*
kann EMD 525544 als gut I6sliche Substanz bis zu einer Einzeldosis von 0,03 mg klassifiziert werden.
Da eine Einzeldosierung unabhangig von der Arzneiform und Indikation fast ausschlieRlich oberhalb
von 0,03 mg erfolgt, kann EMD 525544 ohne Kenntnis der Einzeldosierung generell als schlecht
I8sliche Substanz klassifiziert werden.

Im Vergleich zu der Ldslichkeit von 0,3 pg/ml in Wasser von Fenofibrat ist die Loslichkeit von
EMD 525544 ab einem pH-Wert von 5 mit 0,14 pg/ml niedriger. Fenofibrat wird meistens als
klassische Referenz einer extrem schlechtléslichen Substanz in der pharmazeutischen Entwicklung
verwendet (Vogt M et al. 2008), daher gehdért EMD 525544 definitiv zu den schlecht 16slichen
Wirkstoffen.

20,0

15,0 - 24 h
; il mmm 48 h

10,0
2.0 4

15 -

C [ng/mL]

0,5

0,0 in_ HEm

12 22 32 42 52 62 7,5 90
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Abbildung 37: pH-Wert abhangiges Ldslichkeitsprofil von EMD 525544 (n = 3)
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5.2.2 In-vitro Wirkstofffreisetzung

5.2.2.1 Versuchsschema und Methodenwahl

Von den ausgewahlten Wirkstoffen wurden jeweils 12 mg Uber 85 Minuten mit einem Fluss von
16 ml/min bei 37°C in den Medien SGFsp’, pH 4,5" und SIFsp’ freigesetzt. Im Fall von schnell
auflésenden Wirkstoffen wurde die Freisetzung auf 45 bzw. 60 Minuten verkirzt. Bei allen
Bedingungen wurde der Einfluss zweier verschiedener Zellbeschickungen der Pulverzellen
gegenibergestellt. In Abbildung 38 ist das Versuchsschema fir die Wirkstoffcharakterisierung
dargestellt, es wurden die Wirkstoffe EMD 128130, EMD 503982, EMD 486019 und EMD 525544

verwendet.

unmikr WSt
mikr WSt
ohne GP
Wirkstoff Medium
mit GP
mikr WSt
unmikr WSt

Abbildung 38: Versuchsschema zur Wirkstofffreisetzung mittels ,, Apparent Dissolution®“. Der
Wirkstoff (WSt) wurde mikronisiert (mikr) und unmikronisiert (unmikr) in drei
verschiedenen Freisetzungsmedien (SGFsp®, pH 4,5 und SIFsp®) mit bzw. ohne
Glasperlen (GP) bei der Zellbeschickung untersucht.

Jeder Wirkstoff wurde in 3 verschiedenen Medien mit bzw. ohne Glasperlen freigesetzt, siehe
Abbildung 39. Bei der Freisetzung ohne Glasperlen wurde der Wirkstoff direkt in die Pulverzellen
eingewogen. Fir die Freisetzung mit Glasperlen wurde unter standardisierten Bedingungen der
Wirkstoff direkt mit den Glasperlen in der Pulver-/Granulatzelle mittels eines Turbula Mischers
gemischt.

Im Fall von EMD 1281230 und EMD 503982 wurde zusatzlich der Einfluss von ungemahlenem im
Vergleich zu mikronisiertem Wirkstoff in Abhangigkeit vom Medium und der Zellbeschickung
untersucht (Bhattachar SN et al. 2002). Entsprechend des Versuchsschemas ergeben sich 36
Freisetzungen fir die 4 Wirkstoffe. Die Ergebnisse sind beispielhaft in den nachfolgenden Abschnitten

gegenubergestellt.
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Abbildung 39: Zellbeschickung der in Ph.Eur. 2.9.49. monographierten Pulver-/Granulatzelle.
Auf der linken Seite die Pulver-/Granulatzelle ohne Glasperlen und auf der

rechten Seite die Pulver-/Granulatzelle mit 2 g Glasperlen. Der rote Kreis gibt an,
in welchem Bereich in der Zelle der Wirkstoff verteilt vorliegt.

5.2.2.2 pH-Wert Einfluss des Freisetzungsmediums

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Freisetzung ist abhangig von den Eigenschaften des Wirkstoffes.
Eine erste Einschatzung zum Freisetzungsverhaltenen eines jeden Wirkstoffes kann anhand der
pH-Wert abhangigen Léslichkeit aus 5.2.1 geschlossen werden. Es ist daher zu erwarten, dass bei
pH-Werten mit einer erhdhten Loéslichkeit auch das Freisetzungsverhalten verbessert ist. Dabei ist
stets zu beachten, dass nicht nur der pH-Wert einen Einfluss auf das Freisetzungsprofil zeigt, sondern
zusatzlich die Zellbeschickung und die PartikelgroRe des Wirkstoffes. In Abbildung 40 sind die
Freisetzungsprofile fiir mikronisiertes EMD 128130 in Mischung mit Glasperlen dargestellt. In SIFsp”,
dem Medium mit der schlechtesten Loslichkeit, wurde eine verlangsamte Freisetzung im Vergleich zu
SGFsp” und pH 4,5 beobachtet. Ein Unterschied in der Freisetzung zwischen SGFsp” und pH 4,5" ist
nicht zu erkennen, obwohl sich die Loslichkeiten in beiden Medien um den Faktor 4 unterscheiden.
Bei SGFsp” und pH 4,5 sind bereits (iber 90 Prozent von EMD 128130 innerhalb von 3 Minuten
freigesetzt. Ein Unterschied ist aufgrund dieser schnellen Freisetzung nicht messbar und
physiologisch unbedeutend.

Es ist daher anzunehmen, dass ab einer gewissen Loslichkeit Unterschiede in der Freisetzungskinetik

nicht mehr messbar bzw. irrelevant sind.
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Abbildung 40: Freisetzung von EMD 128130 in den Medien SGFsp®, pH 4,5 und SIFsp®, die
Zellbeschickung erfolgte mit Glasperlen. (n = 6)
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Abbildung 41: Freisetzung von EMD 503982 in den Medien SGFsp*, pH 4,5" und SIFsp”, die
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Zellbeschickung erfolgte mit Glasperlen. (n = 6)

EMD 503982 besitzt als neutrale Substanz die gleiche Léslichkeit im pH-Bereich von 1,2 bis 9 sowie in

allen drei Freisetzungsmedien. Daher zeigt die Freisetzung von mikronisiertem EMD 503982 mit
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Glasperlen keine Unterschiede im Freisetzungsprofil in Abhangigkeit vom Freisetzungsmedium, siehe
Abbildung 41. Innerhalb von 17 Minuten wurden Uber 90 Prozent des Wirkstoffes freigesetzt, dies

entspricht einer schnellen Freisetzung.

EMD 486019 zeigt bei der Freisetzung mit Glasperlen marginale Unterschiede zwischen den
Freisetzungsmedien, Abbildung 42. Uber einen Zeitraum von 85 Minuten wurden in allen drei Medien
47 bis 55 Prozent des Wirkstoffes freigesetzt. EMD 486019 besitzt eine schlechte Loéslichkeit im
pH-Bereich von 1,2 bis 9 sowie in den Freisetzungsmedien. Die pH-Wert abhéngige Hydrolyse von
EMD 486019 beeinflusst die Loslichkeit mit der Zeit, jedoch nicht die Freisetzung, da in einem offenen
Durchflusszellsystem stets frisches Freisetzungsmedium dem ungelosten Feststoff zur Verfiigung
stent. Nach der Auflésung wird das Freisetzungsmedium direkt mit dem gelosten Wirkstoff
abtransportiert. Daher beeinflusst die Hydrolyse nicht die Freisetzung. Bei der HPLC-Analytik wurde

das Hydrolyseprodukt und der Wirkstoff gemeinsam erfasst.

100
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Abbildung 42: Freisetzung von EMD 486019 in den Medien SGFsp”, pH 4,5" und SIFsp”, die
Zellbeschickung erfolgte mit Glasperlen. (n = 6)

Die schwache Base EMD 525544 zeigt bei der Freisetzung mit Glasperlen iber 85 Minuten eine vom
pH-Wert des Freisetzungsmediums abhangige Freisetzung. Die Loslichkeit von EMD 525544 nimmt
im pH-Bereich von 1,2 bis 9 mit steigendem pH-Wert aufgrund des berechneten pKa-Wertes von 3
stark ab. In den Freisetzungsmedien ist die Loslichkeit in pH 4,5+ und SIFsp+ annahernd identisch
und um den Faktor 70 niedriger als in SGFsp’. Dieser Unterschied der Ldslichkeiten in den
Freisetzungsmedien fiihrt zu einer extrem besseren Freisetzung des Wirkstoffes in SGFsp” im
Vergleich zu pH 4,5 und SIFsp”, Abbildung 43.
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Abbildung 43: Freisetzung von EMD 525544 in den Medien SGFsp®, pH 4,5 und SIFsp®, die
Zellbeschickung erfolgte mit Glasperlen. (n = 6)

5.2.2.3 Glasperleneinfluss

Unterschiedliche Zellbeschickungen mit reinem Wirkstoff kdnnen einen erheblichen Einfluss auf die
Freisetzung haben. Daher wurden zwei einfache, fiir den Laboralltag durchzufiihrende, Varianten der
Zellbeschickung miteinander verglichen. In der Literatur wurden bisher vier verschiedene
Zellbeschickungen mit Wirkstoff bei gleichzeitigem Einsatz von Glasperlen untersucht (Zhang GH et
al. 1994; Bhattachar SN et al. 2002). Fir die Freisetzungen wurde eine Direkteinwaage des
Wirkstoffes in die Pulver-/Granulatzelle gegen eine Mischung des Wirkstoffes mit 2 g Glasperlen
(¢ 1 mm) in der Pulver-/Granulatzelle verglichen.

Der Einfluss der Zellbeschickung auf die Freisetzung der vier Wirkstoffe wurde in SGFsp®, pH 4,5"
und SIFsp’ untersucht. Nachfolgend sind die Ergebnisse in SGFsp* und SIFsp” dargestellt.

Der mikronisierte Wirkstoff EMD 128130 zeigt in SGFsp” und SIFsp” eine beschleunigte Freisetzung
mit Glasperlen im Vergleich zur Direkteinwaage des Wirkstoffes, sieche Abbildung 44. In SGFsp” sind
mit Glasperlen bereits Uiber 90 Prozent innerhalb der ersten 2 Minuten freigesetzt, im Vergleich zu
17 Minuten ohne Glasperlen (Bhattachar SN et al. 2002). In SIFsp” ist eine deutlich verbesserte
Freisetzung mit Glasperlen um mehr als das Doppelte zu beobachten. Nach 85 Minuten sind 67

Prozent mit Glasperlen im Vergleich zu 28 Prozent ohne Glasperlen freigesetzt.
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Abbildung 44: Freisetzung von mikronisierten EMD 128130 in SGFsp” und SIFsp’. Es wurden
zwei verschiedene Zellbeschickungen verglichen, eine Direkteinwaage des

Wirkstoffes gegen eine Mischung des Wirkstoffes mit 2 g Glasperlen (GP).
(n=6)

Der mikronisierte Wirkstoff EMD 503982 zeigt in SGFsp” und SIFsp” eine beschleunigte Freisetzung
mit Glasperlen im Vergleich zur Direkteinwaage des Wirkstoffes, siehe Abbildung 45. Nach bereits
20 Minuten sind (ber 90 Prozent des Wirkstoffes in SGFsp” und SIFsp” bei der Mischung mit
Glasperlen freigesetzt. Bei der Direkteinwaage des reinen Wirkstoffes sind erst nach 72 Minuten Gber

90 Prozent des Wirkstoffes freigesetzt. Die Freisetzung zeigt in beiden Medien einen identischen
Verlauf.
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Abbildung 45: Freisetzung von mikronisierten EMD 503982 in SGFsp® und SIFsp’. Vergleich
von zwei verschiedenen Zellbeschickungen, eine Direkteinwaage des

Wirkstoffes gegen eine Mischung des Wirkstoffes mit 2 g Glasperlen (GP).
(n=6)

Der mikronisierte Wirkstoff EMD 486019 zeigt in SGFsp” und SIFsp” ebenfalls eine beschleunigte
Freisetzung mit Glasperlen im Vergleich zur Direkteinwaage des Wirkstoffes, siehe Abbildung 46.
Nach 85 Minuten sind 48 bzw. 54 Prozent des Wirkstoffes in SGFsp” bzw. SIFsp”® bei der Mischung
mit Glasperlen freigesetzt. Der reine Wirkstoff zeigt nach 85 Minuten eine Freisetzung von 18 bzw.
21 Prozent in SGFsp” bzw. SIFsp’. Die Freisetzung zeigt fiir beide Medien ohne den Einsatz von

Glasperlen einen identischen Verlauf. Der Einfluss der Glasperlen fuhrt zu einer leicht verbesserten
Freisetzung in SIFsp” im Vergleich zu SGFsp".
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Abbildung 46: Freisetzung von mikronisierten EMD 486019 in SGFsp” und SIFsp’. Es wurden
zwei verschiedene Zellbeschickungen verglichen, eine Direkteinwaage des
Wirkstoffes gegen eine Mischung des Wirkstoffes mit 2 g Glasperlen (GP).
(n=6)

Der mikronisierte Wirkstoff EMD 525544 zeigt in SGFsp” eine beschleunigte Freisetzung mit
Glasperlen im Vergleich zur Direkteinwaage des Wirkstoffes, siehe Abbildung 47. In SIFsp” wurde
eine vernachlassigbare Verbesserung der Freisetzung mit Glasperlen beobachtet. Hingegen wurde in
SGFsp” mit Glasperlen (iber 80 Prozent freigesetzt, im Vergleich zu 57 Prozent ohne Glasperlen. Die
Loslichkeit nach 24 Stunden in SIFsp” betragt 0,745 ug/ml. Die gemessene Konzentration der letzten
Fraktion der Freisetzung ohne Glasperlen betragt 0,577 pg/ml und 0,807 pug/ml mit Glasperlen. Dies
erklart den geringen Effekt der Glasperlen auf die Freisetzung in SIFsp’, denn die Konzentrationen in
den einzelnen Fraktionen liegen im Bereich der Sattigungsldslichkeit nach 24 Stunden. Da keine
signifikante Uberséattigung beim Einsatz von Glasperlen beobachtet wurde, wird die Freisetzung durch
die Loslichkeit im Medium beschrankt. Die Freisetzung verlauft in SIFsp” demzufolge linear, denn zu
jedem  Zeitpunkt entspricht die Konzentration in den einzelnen Fraktionen der
Sattigungskonzentration. Dies flhrt dazu, dass jede Fraktion die gleiche Konzentration an Wirkstoff
enthalt, daraus ergibt sich dann eine lineare Freisetzung. Wirde die Freisetzung weit GUber die Dauer
von 85 Minuten hinausgehen, kdme es mit der Zeit zu einer Verlangsamung. Ab einem bestimmten
Punkt steht dann weniger Wirkstoff wahrend der Freisetzung fir das Erreichen der
Sattigungskonzentration in den Fraktionen zur Verfiigung. Ab diesem Punkt wirde die Freisetzung

nicht mehr linear verlaufen.
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Abbildung 47: Freisetzung von mikronisierten EMD 525544 in SGFsp” und SIFsp’. Es wurden
zwei verschiedene Zellbeschickungen verglichen, eine Direkteinwaage des
Wirkstoffes gegen eine Mischung des Wirkstoffes mit 2 g Glasperlen. (n = 6)

5.2.2.4 PartikelgroReneinfluss der Wirkstoffe

Neben der Zellbeschickung und den Eigenschaften des Freisetzungsmediums ist die PartikelgroRe
von entscheidender Bedeutung fiir die Freisetzung eines Wirkstoffes (Lin SL et al. 1968; Jinno J et al.
1999; Jinno J et al. 2006; Jinno J et al. 2008). Fir die Wirkstoffe EMD 128130 und EMD 503982
wurde die Freisetzung einer ungemahlenen Ausgangscharge mit einer mikronisierten
Produktionscharge verglichen. Von besonderem Interesse ist in der pharmazeutischen Entwicklung
die ,Apparent Dissolution® von mikronisierten Wirkstoffen, da nur gemahlene bzw. mikronisierte
Wirkstoffe bei der Formulierungsfindung und Marktprodukten verwendet werden. In Abbildung 48 sind
Aufnahmen der untersuchten Chargen von beiden Wirkstoffen dargestellt. Die Angabe der

zugehorigen PartikelgroRen und Oberflachen finden sich in Tabelle 18.

Tabelle 18: Oberflache und Partikelgré3e von mikronisierten und unmikronisierten

Wirkstoffchargen.
D10 Dso Dgo BET
EMD 128130 mikronisiert 0,86 uym 1,02 ym 1,26 uym 1,28 m3/g
EMD 128130 unmikronisiert 39,61 um 98,84 ym 201,45 pym 0,17 m3/g
EMD 503982 mikronisiert 1,13 ym 2,44 uym 4,38 um 2,17 m3/g

EMD 503982 unmikronisiert 35,78 um 121,32 ym 214,67 ym 0,38 m?#g
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Abbildung 48: Mikroskopaufnahmen der mikronisierten (A) und unmikroniserten (B) Chargen
von EMD 128130 (20/200 um) und der mikronisierten (C) und unmikroniserten (D)
Chargen (100/100 pum).

Bei EMD 128130 wurde eine ungemahlene Ausgangscharge mit der daraus hergestellten
mikronisierten Produktionscharge verglichen, siehe Abbildung 49. Die Freisetzungen der
mikronisierten im Vergleich zur unmikronisierten Charge sind annéhernd identisch in SGFsp” fiir die
Zellbeschickung mit Glasperlen. Bei der Zellbeschickung ohne Glasperlen wurde dagegen fir die
mikronisierte und die unmikronisierte Charge eine langsamere Freisetzung beobachtet. Entgegen der
anfanglichen Erwartung war die Freisetzung der unmikronisierten Charge besser als die der
mikronisierten Charge bei der Zellbeschickung ohne Glasperlen. Die Ursache lag in einem
veranderten Benetzungsverhalten, welches visuell in den Pulver-/Granulatzellen beobachtet werden
konnte. Durch die verschlechterte Benetzung der mikronisierten Charge kam es in diesem Fall
vermehrt zu einer Agglomeratbildung des Wirkstoffes. Die vorhandenen Agglomerate fiihrten zu einer
Reduktion der effektiv fir die Freisetzung zur Verfligung stehenden Oberflache und damit zu einer

verlangsamten Freisetzung im Vergleich zur unmikronisierten Charge.
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Abbildung 49: Freisetzung von der mikronsierten und der unmikronisierten Ausgangscharge
von EMD 128130 in SGFsp”. Vergleich zweier Zellbeschickungen mit Wirkstoff
und zusatzlichem Einsatz von Glasperlen (GP). (n = 6)

Bei der Freisetzung von EMD 128130 in pH 4,5" wurde kein Unterschied bei der unmikronisierten
Charge firr beide Zellbeschickungen festgestellt. Die mikronisierte Charge zeigte eine verbesserte
Freisetzung fir die Zellbeschickung mit Glasperlen, wahrend die Freisetzung der mikronisierten
Charge ohne Glasperlen das gleiche Freisetzungsprofil wie die unmikronisierte Charge ohne
Glasperlen aufwies, siehe Abbildung 50. Mikronisierte Wirkstoffe neigen aufgrund elektrostatischer
Aufladung eher zu einer Aerophilie, einhergehend mit einer schlechteren Benetzung. Dies hat zur
Folge, dass die Freisetzung des Wirkstoffes nicht unbedingt trotz gréfRerer Oberflache verbessert wird
im Vergleich zu einer unmikronisierten Charge. Die mit der elektrostatischen Aufladung verbundene
Agglomeratbildung wahrend der Freisetzung fihrt haufig zu einer Reduktion der effektiven fir die
Freisetzung zur Verfigung stehenden Oberflache. Durch den Einsatz von Glasperlen bei der
Zellbeschickung wird beim Mischvorgang der Wirkstoff auf der Oberflache der Glasperlen verteilt, dies
verhindert eine Agglomeratbildung bei der Freisetzung und damit erhdht sich die effektiv fir die
Freisetzung zur Verfliigung stehende Oberflache. Daher flihrt eine Zellbeschickung mit Glasperlen bei
mikronisierten Wirkstoffen zu einer verbesserten Freisetzung bei gleichzeitiger Reduktion der
Standardabweichung des Freisetzungsprofils.
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Abbildung 50: Freisetzung von der mikronsierten und der unmikronisierten Ausgangscharge

von EMD 128130 in pH 4,5". Vergleich zweier Zellbeschickungen mit Wirkstoff
und zusatzlichem Einsatz von Glasperlen (GP). (n = 6)

Die Freisetzung von EMD 128130 in SIFsp’ zeigte erhebliche Unterschiede zwischen der
unmikronisierten  und mikronisierten Charge fiur beide Zellbeschickungen, Abbildung 51. Die
Freisetzung der mikronisierten im Vergleich zur unmikronisierten Charge war bei beiden
Zellbeschickungen verbessert. SIFsp” besitzt als Freisetzungsmedium die besten diskriminierenden
Eigenschaften, da EMD 128130 in SIFsp” eine um das 30 bzw. 100 fach schlechtere Léslichkeit als in
pH 4,5" und SGFsp” aufweist. Fiir unmikronisiertes EMD 128130 verbessert sich die Freisetzung nach
85 Minuten von 27 auf 39 Prozent beim Einsatz von Glasperlen. Bei mikronisierten EMD 128130 fiel
dieser Effekt weitaus starker aus, die Freisetzung verbesserte sich von 28 auf 67 Prozent.
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Abbildung 51: Freisetzung von der mikronsierten und der unmikronisierten Ausgangscharge
von EMD 128130 in SIFsp™. Vergleich zweier Zellbeschickungen mit Wirkstoff
und zusatzlichem Einsatz von Glasperlen (GP). (n = 6)

Der Wirkstoff EMD 503982 zeigte in SGFsp’, pH 4,5 und SIFsp” die gleiche Léslichkeit. Wie erwartet,
wurde bei der Freisetzung von mikronisietem und unmikronisiertem EMD 503982 in den drei
getesteten Medien eine identische Freisetzung beobachtet. Beispielhaft fir die drei getesteten
Freisetzungsmedien werden die Freisetzungsprofile in pH 4,5°, anhand Abbildung 52 gezeigt. Die
Freisetzung der mikronisierten und unmikronisierten Charge zeigt einen identischen Verlauf bei der
Zellbeschickung mit Glasperlen, ohne Glasperlen verlauft in beiden Fallen die Freisetzung langsamer.
Die unmikronisierte Charge zeigt eine deutlich bessere Freisetzung als die mikronisierte Charge ohne
Glasperlen. Die Ursache liegt in einer schlechteren Benetzung der mikronisierten Charge mit
einhergehender Agglomeratbildung des Wirkstoffes wahrend der Freisetzung. Dies flhrt wie bei
EMD 128130 zu einer reduzierten verfugbaren effektiven Oberflache und damit zu einer
verlangsamten Freisetzung. Durch den Einsatz der Glasperlen wird die Agglomeration unterbunden
und der Wirkstoff homogen auf der Oberflaiche der Glasperlen verteilt. Dadurch erhdht sich die

verfiigbare Oberflache fir die Freisetzung und dies fiihrt zu einer verbesserten Freisetzung.
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Abbildung 52: Freisetzung von der mikronisierten und der unmikronisierten Ausgangscharge
von EMD 503982 in pH 4,5". Vergleich zweier Zellbeschickungen mit Wirkstoff
und zusatzlichem Einsatz von Glasperlen (GP). (n = 6)

5.2.2.5 Loslichkeitseinfluss der Wirkstoffe

Alle Wirkstoffe wurden unter identischen Bedingungen freigesetzt. Daher soll nachfolgend ein
Zusammenhang zwischen der Loslichkeit (Tabelle 19) und dem Freisetzungsprofil fir die ,Apparent
Dissolution“ gezeigt werden. Um mdgliche Einflisse der Benetzung bzw. Agglomeration des
Wirkstoffes auszuschlieBen wurden die Freisetzungsprofile der mikronisierten Wirkstoffe mit
Glasperlen bei der Zellbeschickung miteinander verglichen.

Tabelle 19: Loslichkeiten nach 24 Stunden der Wirkstoffe EMD 128130, EMD 503982,
EMD 486019 und EMD 525544 in SGFsp”, pH 4,5" und SIFsp™. (n = 3)

Loslichkeit 24h EMD 128130 EMD 503982 EMD 486019 EMD 525544
SGFsp® 9,880 [mg/mi] 0,269 [mg/ml] 10,84 [ug/mi] 19,36 [ug/ml]
pH 4,5" 3,232 [mg/mi] 0,235 [mg/ml] 6,853 [ug/ml] 0,724 [ug/ml]
SIFsp* 0,203 [mg/ml] 0,259 [mg/ml] 5,871 [ug/ml] 0,745 [ug/ml]

Die Freisetzungskinetik in SGFsp” entspricht der Einteilung anhand der Ldslichkeiten entsprechend
EMD 128130 > EMD 503982 > EMD 525544 > EMD 486019, siehe Abbildung 53. Die L&slichkeit von
EMD 128130 ist um das annahernd 37 fache hdher im Vergleich zu EMD 503982. Beide
Freisetzungen zeigen eine verhaltnismalig schnelle Kinetik. EMD 128130 war nach 2 Minuten

annahernd vollstandig freigesetzt, wahrend EMD 503982 innerhalb 23 Minuten quantitativ freigesetzt
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wurde. Fir mikronisierte Wirkstoffe existiert eine Grenze (> 10 mg/ml), ab der eine bessere Ldslichkeit
keinen Einfluss auf die Freisetzung mehr zeigt. Daflir wirken sich Unterschiede in der Lo&slichkeit

(< 0,1 mg/ml) bei schlecht I6slichen Wirkstoffen wie EMD 486019 und EMD 525544 umso starker auf
die Freisetzung aus.
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Abbildung 53: Freisetzung von mikronisierten EMD 128130, EMD 486019, EMD 503982 und
EMD 525544 in SGFsp®, bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP). (n = 6)

Aufgrund der pH-Wert abhangigen Loslichkeit von EMD 128130 und EMD 525544 andert sich die
Freisetzung in SIFsp” im Vergleich zu SGFsp®. Die Freisetzungkinetik entspricht wieder der Einteilung
anhand der Léslichkeiten in SIFsp” entsprechend EMD 503982 > EMD 128130 > EMD 486019 > EMD
525544, siehe Abbildung 54. Die Freisetzung in pH 4,5° entspricht ebenfalls der Einteilung
entsprechend der Loslichkeit, die Daten sind nicht dargestellt.
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Abbildung 54: Freisetzung von mikronisierten EMD 128130, EMD 486019, EMD 503982 und
EMD 525544 in SIFsp®, bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP). (n = 6)

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Loslichkeit des Wirkstoffes und der Freisetzung mittels
»+Apparent Dissolution®. In Abbildung 55 wurde mit logarithmischer Skalierung die Léslichkeit [mg/ml]
gegen den Zeitpunkt aufgetragen bei dem 50 Prozent des Wirkstoffes freigesetzt wurden (is5q0,). Bei
EMD 525544 wurde die Freisetzung in pH 4,5" und SIFsp” extrapoliert um den tsoy, -Wert zu erhalten.
Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Léslichkeit der vier getesteten Wirkstoffe EMD 128130,
EMD 503982, EMD 486019 und EMD 525544 in den Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5" und
SIFsp®. Der mit 1 gekennzeichnete Wert in Abbildung 55 fallt aus der Reihe und steht fir EMD 128130
freigesetzt in SIFsp”. Die Ursache liegt am pH-Wert 6,8 in Verbindung mit dem pKa-Wert 7,5 von
EMD 128130. Dies fuhrt zu einer Umwandlung des Hydrochlorides in die freie Base. Die freie Base
liegt unter diesen Bedingungen als hochviskose flussige Phase vor. Dies flhrt zu der starken
Abweichung aufgrund einer langsameren Freisetzungskinetik der Base im Vergleich zum Hydrochlorid

und da die flissige Phase im Vergleich zu Partikeln eine geringere Oberflache annimmt.
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Abbildung 55: Logarithmische Darstellung des Zusammenhanges der Ldslichkeit von
EMD 128130, EMD 486019, EMD 503982 und EMD 525544 mit dem Zeitpunkt 50
prozentiger Freisetzung (tsey) des Wirkstoffes in SGFsp*, pH 4,5" und SIFsp”.

5.2.2.6 Diskussion

Die Anwendung der ,Apparent Dissolution“ bei der Charakterisierung von reinen Wirkstoffen eréffnet
neue Moglichkeiten, die Freisetzungskinetik besser zu interpretieren. Die allgemeine These, dass mit
einer grofReren Oberflache die Freisetzung steigt, beruht auf idealen Wirkstoffen. In der Realitat
werden haufig mikronisierte Wirkstoffe verwendet, welche haufig eine elektrostatische Aufladung mit
einer vermehrten Aerophile und damit eine schlechte Benetzung zeigen. Dies beeinflusst durch eine
Agglomeratbildung die Freisetzungskinetik im negativen Sinn. Mittels der beiden untersuchten
Zellbeschickungsmethoden kdnnen solche Effekte unter standardisierten Bedingungen anhand der
+Apparent Dissolution“ gezeigt werden. Bei einer Direkteinwaage des Wirkstoffes und anschlielender
Freisetzung kommt es in dem Fall zu einer verlangsamten Freisetzung des mikronisierten Wirkstoffes
im Vergleich zu unmikronisiertem Wirkstoff. Bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen zeigt der
Wirkstoff hingegen eine identische bzw. eine verbesserte Freisetzung der mikronisierten im Vergleich
zur unmikronisierten Charge. Durch die Glasperlen wird eine mogliche Agglomeratbildung des
Wirkstoffes bei der Freisetzung unterbunden. Dies fihrt zu einer erhohten effektiv verfiigbaren
Oberflache des Wirkstoffes bei der Freisetzung. Daher kann davon ausgegangen werden, dass bei
einer Freisetzung mit Glasperlen mindestens identische Ergebnisse erzielt werden wie ohne
Glasperlen, meistens ist eine Verbesserung der Freisetzung zu erwarten.

Ab einer gewissen oberen ,Grenzldslichkeit* sind keine Unterschiede in der Freisetzung technisch
mehr bestimmbar, diese Grenze liegt in Abhangigkeit vom Wirkstoff bei einer Ld&slichkeit von

ca. 10 mg/ml. Die diskriminatorischen Eigenschaften einer Freisetzungsmethode nehmen mit
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abnehmender Loéslichkeit des Wirkstoffes im Freisetzungsmedium zu. Dies konnte an der schwachen
Base EMD 128130 gezeigt werden. Wahrend in SGFsp® ein PartikelgroRenunterschied nur einen
geringen Einfluss auf die Freisetzung zeigte, war der PartikelgréRenunterschied bei der Freisetzung in
SIFsp” sehr deutlich erkennbar.

Wirkstoffe mit einer identischen Léslichkeit in verschiedenen Freisetzungsmedien fihren zu einer
identischen Freisetzung in den Medien. Dies konnte an EMD 503982 und EMD 486029 gezeigt
werden. Bei sehr schlecht Iéslichen Wirkstoffen kann Uber einen groRen Zeitraum eine lineare
Freisetzung beobachtet werden. Die Ursache liegt in der vorhandenen Menge an Wirkstoff in der
Pulver-/Granulatzelle. Bei einer offenen Betriebsweise fiihrt dies zu einer Freisetzung in der Nahe der
Sattigungsloslichkeit. In dem Fall wird zu jedem Zeitpunkt gleich viel Wirkstoff freigesetzt, die
Freisetzung zeigt somit einen linearen Verlauf. Erst wenn die Wirkstoffmenge in der
Pulver-/Granulatzelle einen bestimmten Wert unterschreitet verlauft die Freisetzung nicht mehr linear.
Denn ab diesem Punkt steht weniger Wirkstoff wahrend der Freisetzung fiir das Erreichen der
Sattigungskonzentration in den Fraktionen zur Verfigung.

Eine Klassifizierung der Wirkstoffe anhand ihrer Loslichkeit in einem Freisetzungsmedium entspricht
der Einteilung entsprechend ihrer Freisetzungskinetik mittels ,Apparent Dissolution®. Mittels einer
logarithmischen Darstellung der Ldslichkeit [mg/ml] gegen den Zeitpunkt, an dem 50 Prozent des
Wirkstoffes freigesetzt wurden (tsoe,), konnte der Zusammenhang zwischen Ldslichkeit und
Freisetzungskinetik gezeigt werden. Kommt es bei einem Wirkstoff wahrend der Freisetzung zu einer
Umwandlung auf Grund seiner physikochemischen Eigenschaften, wie zum Beispiel eine Salzbildung
oder einer Prazipitation der freien Base/ Sdure bei Freisetzung eines Salzes, dann kann nicht
unbedingt mehr von der Ldslichkeit auf die Freisetzungskinetik geschlossen werden. Das
Umwandlungsprodukt ist in diesem Fall thermodynamisch stabiler als der urspriingliche Wirkstoff, dies

fihrt zu einer schlechteren Freisetzungskinetik.

Durch Kombination der beiden Zellbeschickungen bei der ,Apparent Dissolution® von reinen
Wirkstoffen kann der Einfluss von PartikelgroRenunterschieden, der Einfluss des
Freisetzungsmediums und ein unterschiedliches Benetzungsverhalten verschiedener Wirkstoffchargen
gezeigt werden. Eine Klassifizierung der Wirkstoffe anhand ihrer Freisetzungskinetik und ein Bezug

auf ihre Loslichkeit sind maglich.

5.2.3 Hilfsstoffeinfluss auf die Freisetzung physikalischer Mischungen
5.2.3.1 Versuchsschema und Methodenwabhl

Es wurden physikalische Mischungen der ausgewahlten Wirkstoffe mit drei verschiedenen Hilfsstoffen
untersucht. Bei hochdosierten Wirkstoffen, wie zum Beispiel bei Metformin oder lbuprofen, wird ein
geringer Anteil an Hilfsstoff und bei hochpotenten Wirkstoffen, wie Digitoxin oder verschiedenen
Neuroleptika, ein hoher Anteil von Hilfsstoff fir die Tablettenformulierung verwendet. Daher war es
das Ziel mit zwei physikalischen Mischungen die realen Verhaltnisse wiederzugeben, welche in festen

Formulierungen auftreten kdnnen. Somit stellen die beiden gewahlten physikalischen Mischungen
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zum einen einen Uberschuss an Wirkstoff und zum anderen einen Uberschuss an Hilfsstoff dar. Die
hergestellten Mischungen entsprechen einem Hilfsstoffanteil von 30 Prozent und Mischungen mit
einem Hilfsstoffanteil von 90 Prozent. Fur die Freisetzung wurden die physikalischen Mischungen
dementsprechend eingewogen, so dass der Anteil an Wirkstoff stets 12 mg entsprach. Die Wirkstoffe
EMD 128130, EMD 503982, EMD 486019 und EMD 525544 wurden mit emulgierender Starke,
Lutrol® F68 und Chitosan als Hilfsstoffe fiir die physikalischen Mischungen kombiniert. Die Freisetzung
physikalischer Mischungen erfolgte in den Medien SGFsp” und SIFsp® (iber 60 Minuten mit einem
Fluss von 16 ml/min bei 37°C. Die Freisetzungen mit beiden Zellbeschickungen wurden entsprechend
dem Versuchsschema in Abbildung 56 durchgefiihrt. Fir die Wirkstoffe EMD 128130 und
EMD 503982 wurden jeweils der Einfluss der beiden PartikelgroRen aus der
Wirkstoffcharakterisierung auch in den physikalischen Mischungen untersucht. Entsprechend des
Versuchsschemas ergeben sich 48 Freisetzungen jeweils fir EMD 128130 und EMD 503982, da bei
beiden Wirkstoffen zwei verschiedene Partikelgrofien untersucht wurden. Fir EMD 486019 und
EMD 525544 ergeben sich jeweils 24 Freisetzungen. Die Ergebnisse sind beispielhaft fir die

gesamten 144 Freisetzungen in den nachfolgenden Abschnitten dargestellt.

mikr WSt

unmikr WSt

mit GP / mikr WSt

unmikr WSt
30% HSt ohne GP

Wirkstoff Medium
0,

QOAM ohne GP

\ mikr WSt
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mikr WSt

unmikr WSt

Abbildung 56: Versuchsschema zur Freisetzung physikalischer Mischungen mittels , Apparent
Dissolution”. Die physikalischen Mischungen aus Wirkstoff (WSt) und einem
Anteil von 30 bzw. 90 Prozent Hilfsstoff (HSt) wurden in den Freisetzungsmedien
SGFsp® und SIFsp® mit bzw. ohne Glasperlen (GP) bei der Zellbeschickung
untersucht.

5.2.3.2 pH-Wert Einfluss des Freisetzungsmediums

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Freisetzung ist zum einen abhangig vom Wirkstoff, zum anderen
kann der Hilfsstoff einen sehr groen Effekt auf die Freisetzung austiben, wenn dieser in Abhangigkeit
vom pH-Wert ein unterschiedliches Verhalten zeigt. Das Augenmerk lag auf der Untersuchung des
Verhaltens des pH-Wertes vom Freisetzungsmedium auf die Freisetzung von physikalischen

Mischungen mit mikronisiertem Wirkstoff. Fir den Hilfsstoff Chitosan wurde zum Beispiel bei der



90 Ergebnisse und Diskussion

Freisetzung von physikalischen Mischungen mit mikronisiertem EMD 503982 (F1440368) ein pH-Wert
abhangiges Verhalten beobachtet. Die Ursache liegt in der pH-Wert abhangigen Lo&slichkeit von
Chitosan, da Chitosan mit einem Deacetylierungsgrad von mehr als 85 Prozent oberhalb eines
pH-Wertes von 6,5 nicht mehr als I8sliches Polykation vorliegt. Dadurch ist die Freisetzung einer
physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982 mit 30 Prozent Chitosan ohne Glasperlen
in SGFsp” erheblich besser als in SIFsp’, Abbildung 57. Der Wirkstoff EMD 503982 zeigt ohne
Hilfsstoffe keine Abhangigkeit der Freisetzung vom pH-Wert. In SGFsp® wurde EMD 503982 nach
40 Minuten vollstandig freigesetzt, wahrend in SIFsp” zu diesem Zeitpunkt erst 40 Prozent freigesetzt
wurden. Daher spielt die Auflésungskinetik des Hilfsstoffes, selbst bei einem Uberschuss an Wirkstoff
in einer physikalischen Mischung, eine extrem wichtige Rolle. In SIFsp” besitzt Chitosan keine
Aufldsungskinetik, wahrend in SGFsp® Chitosan vollstdndig nach 40 Minuten in der
Pulver-/Granulatzelle aufgeldst wurde. Die Freisetzung der physikalischen Mischungen ist bei
verschiedenen pH-Werten unterschiedlich im Vergleich zu der Freisetzung des reinen Wirkstoffes
unter den gleichen Bedingungen. Die verbesserte Freisetzung der physikalischen Mischung in SGFsp®
kann durch eine bessere Benetzung erklart werden. Der Effekt ist identisch dem der
Wirkstofffreisetzung mit Glasperlen. Durch den Hilfsstoff wird eine Agglomeratbildung des Wirkstoffes
verhindert und gleichzeitig verbessert die Auflosung des Hilfsstoffes zusatzlich die Benetzung. In
SIFsp” hingegen geht Chitosan nicht in Lésung, es ist eher eine Quellung zu beobachten, wodurch der
Wirkstoff bei seiner Freisetzung behindert wird.
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Abbildung 57: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982
(mikr WSt) mit einem Anteil von 30 % an Chitosan im Vergleich mit reinem
Wirkstoff in SGFsp® und SIFsp® bei einer Zellbeschickung ohne Glasperlen.
(n=6)

Dieser Effekt des pH-Wertes auf die Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem
EMD 503982 mit 30 Prozent Chitosan fallt bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen deutlich verringert
aus, Abbildung 58. Die physikalische Mischung zeigte eine minimal verbesserte Freisetzung in
SGFsp® im Vergleich zum reinen Wirkstoff, wahrend die physikalische Mischung unter diesen
Bedingungen in SIFsp” eine schlechtere Freisetzung als der reine Wirkstoff aufwies. Im Vergleich zu
der Freisetzung in SIFsp” ohne Glasperlen in Abbildung 57 fiihrt der Zusatz der Glasperlen zu einer
deutlich verbesserten Freisetzung von tber 80 Prozent nach 60 Minuten im Vergleich zu 45 Prozent
nach 60 Minuten ohne Glasperlen. Durch den Einsatz der Glasperlen ist die Agglomeratbildung von
EMD 503982 verhindert. Der Anteil von 30 Prozent Chitosan filhrt daher in SGFsp” nur zu einer
geringfiigigen Verbesserung der Freisetzung, wahrscheinlich aufgrund einer zusatzlichen gesteigerten
Benetzung. Der negative Einfluss des in SIFsp” unléslichen Chitosans auf die Freisetzung wird durch
den Einsatz von Glasperlen und einer damit einhergehenden vergréRerten effektiven Oberflache teils
kompensiert. Dadurch fallt der Unterschied in der Freisetzung des Wirkstoffes im Vergleich zur
physikalischen Mischung in SIFsp® deutlich geringer aus, als bei der Zellbeschickung ohne
Glasperlen.
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Abbildung 58: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982
(mikr WSt) mit einem Anteil von 30 % an Chitosan im Vergleich zum reinen
Wirkstoff in SGFsp” und SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP).
(n=6)

Fir den Hilfsstoff Lutrol F68 als neutrales Polymer wurde bei der Freisetzung von physikalischen
Mischungen mit mikronisiertem EMD 503982 (F1440368) kein pH-Wert abhangiges Verhalten
beobachtet. Beispielhaft zeigt die Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD
503982 mit 30 Prozent Lutrol F68 ohne Glasperlen keinen Unterschied in SGFsp” im Vergleich zu
SIFsp’, Abbildung 59. Diese physikalische Mischung setzt innerhalb der ersten 15 Minuten schneller
als der reine Wirkstoff frei. AnschlieRend verlangsamt sich die Freisetzung so, dass nach 60 Minuten
jeweils zwischen 85 und 90 Prozent freigesetzt wurden. Die Ursache fir die anfanglich schnelle
Freisetzung der physikalischen Mischung liegt in der Auflésung des Hilfsstoffes und der
einhergehenden besseren Benetzung, gleichzeitig wird die Agglomeratbildung des mikronisierten
Wirkstoffes durch den Hilfsstoff reduziert.

Die Freisetzung der physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982 mit 30 Prozent Lutrol
F68 mit Glasperlen zeigte keine Unterschiede in SGFsp” im Vergleich zu SIFsp®. Beim Vergleich mit

dem reinen Wirkstoff waren nur marginale Unterschiede zu erkennen, Abbildung 60.
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Abbildung 59: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982
(mikr WSt) mit einem Anteil von 30 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum

reinen Wirkstoff in SGFsp® und SIFsp® bei einer Zellbeschickung ohne
Glasperlen. (n = 6)
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Abbildung 60: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982
(mikr WSt) mit einem Anteil von 30 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum

reinen Wirkstoff in SGFsp* und SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen
(GP). (n=6)
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Die Freisetzung von EMD 503982 als physikalische Mischung mit 30 Prozent emulgierende Starke
zeigte keine Abhangigkeit vom pH-Wert und damit eine identische Freisetzung in SGFsp” und SIFsp”.
Es konnten vernachlassigbar kleine Unterschiede in der Freisetzung der physikalischen Mischung im
Vergleich zum reinen Wirkstoff gezeigt werden. Fur die Zellbeschickung ohne Glasperlen war eine
minimal verlangsamte Freisetzung der physikalischen Mischung im Vergleich zum reinen Wirkstoff
innerhalb der ersten 20 Minuten beobachtet worden. Hingegen konnte bei der Zellbeschickung mit
Glasperlen eine geringfligig bessere Freisetzung innerhalb der ersten 10 Minuten bei der
physikalischen Mischung im Vergleich zum reinen Wirkstoff gezeigt werden. Aufgrund dieses geringen

Einflusses der physikalischen Mischung wurden diese Profile nicht dargestellt.

Die Freisetzung physikalischer Mischungen von mikronsisiertem EMD 486019 zeigte fur Lutrol F68
und emulgierende Starke keine Abhangigkeit von pH-Wert des Freisetzungsmediums, daher sind
diese Daten nicht dargestellt. Bei Chitosan als Hilfsstoff konnte fir die 30 prozentige physikalische
Mischung ein Einfluss vom pH-Wert gezeigt werden, siehe Abbildung 61. In SIFsp” fiihrt der Zusatz
von Chitosan zu einer Verschlechterung der Freisetzung, wahrend in SGFsp® die Freisetzung im
Vergleich zum reinen Wirkstoff verbessert wird. Die Ursache flr diese Effekte entsprechen den von
EMD 503982, indem in SGFsp” das Chitosan die Benetzung férdert und Agglomeration verringert und
in SIFsp” fiihrt Chitosan aufgrund seiner Unléslichkeit unter diesen Bedingungen zu einer
Verschlechterung der Freisetzung.
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Abbildung 61: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 486019
(mikr WSt) mit einem Anteil von 30 % an Chitosan im Vergleich zum reinen
Wirkstoff in SGFsp” und SIFsp” bei einer Zellbeschickung ohne Glasperlen.
(n=6)
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Bei den Freisetzungen physikalischer Mischungen von EMD 525544 und EMD 128130 mit den drei
Hilfsstoffen wurden verschiedene Effekte beobachtet. Eine Beurteilung der pH-Wert abhangigen
Eigenschaften von Chitosan anhand dieser Wirkstoffe ist nicht méglich. Da sich die Eigenschaften von
Wirkstoff und Hilfsstoff gleichzeitig mit dem pH-Wert andern, ist eine Zuordnung von beobachteten
Effekten unmoglich. Jedoch konnten pH-Wert abhangige Effekte fir die pH-Wert unabhangigen
Hilfsstoffe Lutrol F68 und emulgierende Starke nachfolgend gezeigt werden.

Bei der Freisetzung von mikronisiertem EMD 525544 aus physikalischen Mischungen mit einem
Hilfsstoffanteil von 30 Prozent konnte fir die Hilfsstoffe Chitosan und emulgierende Starke kein
signifikanter Einfluss auf die Freisetzung bei Zellbeschickungen beobachtet werden. Die physikalische
Mischung mit 30 Prozent Lutrol F68 zeigte dagegen eine verbesserte Freisetzung bei der
Zellbeschickung ohne Glasperlen in SGFsp® im Vergleich zum reinen Wirkstoff, in SIFsp™ war kein
Unterschied erkennbar, Abbildung 62.

Wie bei der Wirkstoffcharakterisierung festgestellt wurde, liegt die Freisetzung von EMD 525544 in
SIFsp® stets im Bereich der Séttigungskonzentration. Ein Hilfsstoff, der keinen Einfluss auf die
Sattigungskonzentration zeigt, kann in diesem Fall die Freisetzung nicht verbessern. Der Hilfsstoff
zeigt im Gegenteil entweder keinen Effekt oder er verlangsamt die Freisetzung. Aufgrund dieser
Tatsache ist zu erklaren, dass Chitosan in SIFsp® keinen Einfluss auf die Freisetzung von
EMD 525544 im Gegensatz zu der Freisetzung von EMD 503982 mit Chitosan besitzt.
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Abbildung 62: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 525544
(mikr WSt) mit einem Anteil von 30 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum
reinen Wirkstoff in SGFsp” und SIFsp” bei einer Zellbeschickung ohne
Glasperlen.
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Bei der Freisetzung von mikronisiertem EMD 128130 aus physikalischen Mischungen mit einem
Hilfsstoffanteil von 30 Prozent konnte fir die Hilfsstoffe Lutrol F68 und emulgierende Starke eine
signifikante Verbesserung der Freisetzung fiir Zellbeschickungen ohne Glasperlen beobachtet
werden. Abbildung 63 zeigt die Freisetzungen von EMD 128130 mit Lutrol F68. In SGFsp” war die
physikalische Mischung bereits nach 10 Minuten zu 100 Prozent freigesetzt im Vergleich zu 20
Minuten bei dem reinen Wirkstoff. In SIFsp” waren 40 Prozent nach 60 Minuten freigesetzt, im
Gegensatz zu 25 Prozent nach 61 Minuten des reinen Wirkstoffes. Dieser starke Effekt von Lutrol F 68
in SIFsp” beruht nicht auf einem pH-Wert abhéngigen Verhalten des Hilfsstoffes. Aufgrund des pH-
Wert abhangigen Aufldsungsverhaltens des Wirkstoffes wirkt sich der Effekt des Hilfsstoffes in
Abhangigkeit vom pH-Wert unterschiedlich stark aus. Die gesteigerte Freisetzung von EMD 128130 in
SGFsp® und SIFsp” ist auf eine verbesserte Benetzung und eine verringerte Agglomeratbildung

zurtickzuftihren.
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Abbildung 63: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 128130
(mikr WSt) mit einem Anteil von 30 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum
reinen Wirkstoff in SGFsp® und SIFsp® bei einer Zellbeschickung ohne
Glasperlen. (n = 6)

Bei der Freisetzung von physikalischen Mischungen mit einem Hilfsstoffanteil von 90 Prozent zeigte
der Einfluss des pH-Wertes bei Chitosan einen signifikant groReren Effekt als bei einem Anteil von
30 Prozent. Fir die Hilfsstoffe Lutrol F68 und emulgierende Starke konnte wie erwartet auch bei
einem Hilfsstoffanteil von 90 Prozent kein unterschiedlicher Einfluss fur EMD 503982 und
EMD 486019 in Abhangigkeit von pH-Wert des Freisetzungsmediums beobachtet werden. Die
beobachteten Effekte bei EMD 128130 und EMD 525544 beruhen auf pH-Wert abhangigen
Eigenschaften des Wirkstoffes bei einem Hilfsstoffanteil von 90 %. Daher werden die Ergebnisse in
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Kapitel 5.2.3.6 bei der Untersuchung des Einflusses der Hilfsstoffmenge in physikalischen Mischungen

auf die Freisetzung diskutiert.

Die Wirkstoffe EMD 128130 und EMD 525544 zeigten entsprechend der Wirkstoffcharakterisierung
eine pH-Wert abhangige Freisetzung, wahrend bei EMD 503982 und EMD 486019 die Freisetzung
des Wirkstoffes unabhangig vom pH-Wert verlauft. Der Einfluss von Hilfsstoffen in physikalischen
Mischungen kann in Abhangigkeit vom pH-Wert zu unterschiedlichen Effekten fuhren. Am besten kann
der Einfluss des Hilfsstoffes an Wirkstoffen gezeigt werden, die selbst unabhangig vom pH-Wert
freigesetzt werden. Daher wurden in diesem Kapitel die Ergebnisse von EMD 503982 und
EMD 486019, im Gegensatz zu EMD 128130 und EMD 525544, ausfihrlicher dargestellt.

Die verwendeten Hilfsstoffe Lutrol F68, emulgierende Starke und Chitosan zeigen ein den chemischen
Eigenschaften entsprechendes Verhalten. Fir Lutrol F68 sowie fur die emulgierende Starke konnte
keine Abhangigkeit vom pH-Wert des Freisetzungsmediums und damit ein pH-Wert abhangiger
Einfluss auf die Freisetzung gezeigt werden. Natirlich beeinflussen diese Hilfsstoffe die Freisetzung
unter bestimmten Umstanden enorm. Dieser Einfluss ist jedoch unabhangig vom pH-Wert, er beruht
auf anderen physikalisch chemischen Eigenschaften des Hilfsstoffes. Diese beiden Hilfsstoffe kdnnen
auch einen unterschiedlichen EinfluR auf die Freisetzung bei verschiedenen pH-Werten besitzen. In
diesem Fall liegt die Ursache jedoch in der Abhangigkeit der Freisetzung des Wirkstoffes vom
pH-Wert selbst. Aufgrund dessen kommt der Einfluss des Hilfsstoffes in Abhangigkeit vom pH-Wert
unterschiedlich stark zum tragen. Das beste Beispiel dafur stellt EMD 128130 dar, bei dem der Effekt
von Lutrol F68 signifikant stérker in SIFsp” als in SGFsp” ausfallt, obwohl Lutrol F68 bei EMD 503982
und EMD 486019 keine pH-Wert abhangigen Eigenschaften zeigt.

Die Apparent Dissolution neutraler Wirkstoffe in physikalischen Mischungen mit Hilfsstoffen, die ein
unabhangiges Verhalten vom pH-Wert zeigen, fihrt unter definierten Bedingungen zu identischen
Freisetzungsprofilen bei verschieden pH-Werten. Bei Hilfsstoffen, deren Eigenschaft sich mit dem pH-
Wert andert, kann bei der Apparent Dissolution von einer verlangsamten Freisetzung des Wirkstoffes
bei einer sinkenden Loslichkeit des Hilfsstoffes in Abhangigkeit vom pH-Wert ausgegangen werden.
Far Wirkstoffe (Sauren/Basen), die ein pH-Wert abhangiges Auflésungsverhalten zeigen, nimmt der
Effekt des Hilfsstoffes auf die Freisetzung mit sinkender Loslichkeit des Wirkstoffes zu. Die
Auswirkung des Anteils an Hilfsstoff in einer physikalischen Mischung auf die Freisetzung eines
Wirkstoffes wird in Kapitel 5.2.3.6. naher beschrieben. Grundsatzlich nimmt der Effekt des Hilfsstoffes
mit steigendem Anteil in der physikalischen Mischung zu, wahrend geringe Anteile an Hilfsstoff
< 30 Prozent nicht zwanglaufig eine Auswirkung auf die Freisetzung zeigen. Bei einem Anteil von
> 90 Prozent ist unabhangig von Hilfsstoff ein Einfluss auf die Freisetzung zu erwarten. Der Einfluss
des Hilfsstoffes auf die Freisetzung zeigt eine extrem starke Abhangigkeit von der Zellbeschickung.
Die Ergebnisse zeigen fur die Freisetzung bei einer Zellbeschickung ohne Glasperlen die grofite
Beeinflussung. Bei schlecht I6slichen Wirkstoffen, bei denen die Freisetzung im offenen System im
Bereich der Sattigungskonzentration ablauft, wird sich der Einfluss eines pH-Wert abhangigen

Hilfsstoffes erst bei einem hohen Anteil des Hilfsstoffes in der physikalischen Mischung zeigen.
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5.2.3.3 Glasperleneinfluss

Die beiden verschiedenen Zellbeschickungen beeinflussen in groRem Male die Freisetzung der
physikalischen Mischungen. Um einen Bezug zur Freisetzung des reinen Wirkstoffes herstellen zu
kénnen, wurden die physikalischen Mischungen unter identischen Bedingungen freigesetzt. Die
Direkteinwaage der physikalischen Mischung wurde einer Mischung mit 2 g Glasperlen (g 1mm) in der
Pulver-/Granulatzelle gegenlber gestellt.

Bei der Freisetzung von EMD 128130 in physikalischer Mischung mit 90 Prozent Lutrol F68 wurden
signifikante Unterschiede bei der Freisetzung mit Glasperlen im Vergleich zur physikalischen
Mischung ohne Glasperlen beobachtet, Abbildung 64. Fir die Freisetzung des reinen Wirkstoffes und
der physikalischen Mischung konnte eine verbesserte Freisetzung in Anwesenheit der Glasperlen in
SIFsp” gezeigt werden. Die Anwesenheit von Glasperlen erhoht die effektive Oberflache der Probe im
Vergleich zu einem Pulverbett bei einer Direkteinwaage.
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Abbildung 64: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 128130 mit
einem Anteil von 90 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum reinen Wirkstoff in
SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) sowie ohne GP. (n = 6)

Fir die Freisetzung der gleichen physikalischen Mischung von EMD 128130 mit 90 Prozent Lutrol F68
in SGFsp” im Vergleich zum reinen Wirkstoff filhrte die Anwesenheit von Glasperlen ebenfalls zu einer
beschleunigten Freisetzung, Abbildung 65. Bedingt durch die bessere Loslichkeit von EMD 128130 in
SGFsp® und der damit einhergehenden schnellen Freisetzungskinetik, fiel der Effekt der Glasperlen
geringer aus. Die Freisetzung der physikalischen Mischung und des reinen Wirkstoffes verliefen in
Anwesenheit von Glasperlen annahernd identisch, bereits nach 5 Minuten waren tber 90 Prozent

freigesetzt. Die Freisetzungen ohne Glasperlen zeigten ebenfalls ein identisches Profil in SGFsp” im
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Gegensatz zu SIFsp” in dem die physikalische Mischung deutlich besser freisetzt. Die Ursache fiir den
Profilverlauf liegt in der schlechten Benetzbarkeit beim reinen Wirkstoff, wahrend bei der
physikalischen Mischung die Benetzbarkeit keine Rolle spielt. In dem Fall bestimmt die Menge an
Lutrol F68 die Auflésung, dies wird ndher in Kapitel 5.2.3.6 erlautert.
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Abbildung 65: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem
EMD 128130 mit einem Anteil von 90 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum

reinen Wirkstoff in SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) sowie
ohne GP. (n = 6)

Im Fall der Freisetzung einer physikalischen Mischung von EMD 128130 mit 30 Prozent Lutrol F68 in
SGFsp® im Vergleich zum reinen Wirkstoff, zeigte die Anwesenheit von Glasperlen von neuem eine
bessere Freisetzung als ohne Glasperlen, Abbildung 66. Die Anwesenheit einer kleinen Menge an
Hilfsstoff verbessert daher bereits die Benetzung des Wirkstoffes ausreichend, so dass bereits nach

7 Minuten der komplette Wirkstoff freigesetzt wurde, im Vergleich zu 20 Minuten beim reinen Wirkstoff.

Die Freisetzung einer physikalischen Mischung von EMD 128130 mit 30 Prozent Lutrol F68 in SIFsp”
zeigt im Vergleich zum reinen Wirkstoff gleichermalen eine bessere Freisetzung in Anwesenheit von
Glasperlen, Abbildung 67. Die Ursache liegt in der besseren Benetzung des Wirkstoffes.
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Abbildung 66: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 128130 mit

einem Anteil von 30 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum reinen Wirkstoff in
SGFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) sowie ohne GP. (n = 6)
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Abbildung 67: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 128130 mit
einem Anteil von 30 % an Lutrol F68 (LF68) im Vergleich zum reinen Wirkstoff in
SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) sowie ohne GP. (n = 6)
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Auf eine Darstellung der Daten von EMD 128130 in physikalischer Mischung mit emulgierender Starke
wird in diesem Fall verzichtet, da mit emulgierender Starke vergleichbare Ergebnisse wie mit
Lutrol F68 erzielt wurden. Beispielhaft wird in Abbildung 68 die Freisetzung von EMD 128130 in
physikalischer Mischung mit 90 Prozent Chitosan in SGFsp® gezeigt. Die Freisetzung der
physikalischen Mischung ist stets langsamer als der reine Wirkstoff. Die Anwesenheit von Glasperlen
bei der Zellbeschickung beschleunigt die Freisetzung der physikalischen Mischung. Die Ursache der
verlangsamten Freisetzung einer physikalischen Mischung mit 90 Prozent Chitosan liegt an den
Eigenschaften des Hilfsstoffes. Chitosan findet haufig Anwendung in der Kosmetikindustrie aufgrund
seiner viskositatserhéhenden Eigenschaften. Die erhdhte Viskositat verlangsamt die Freisetzung des
Wirkstoffes aus der physikalischen Mischung. Zusatzlich wird die Freisetzung durch die Menge sowie
durch die Auflésungskinetik von Chitosan stark beeinflusst.
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Abbildung 68: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 128130 mit
einem Anteil von 90 % an Chitosan im Vergleich zum reinen Wirkstoff in SGFsp*
bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) sowie ohne GP. (n = 6)

Unabhangig vom Hilfsstoffgehalt konnte fiir physikalische Mischungen mit Chitosan in SGFsp* und
SIFsp” eine Verbesserung der Freisetzung in Anwesenheit von Glasperlen gezeigt werden. Fiir die
Wirkstoffe EMD 486019, EMD 503982 und EMD 525544 war dies gleichermalien der Fall.

Beispielhaft werden die Auswirkungen der Zellbeschickung physikalischer Mischungen mit
emulgierender Starke an EMD 503982 gezeigt. EMD 503982 sowie die verwendete emulgierende
Starke verhalten sich unabhangig vom pH-Wert. Bei der Freisetzung konnten daher identische
Ergebnisse in SGFsp” und SIFsp” beobachtet werden, nachfolgend sind dementsprechend nur die

Ergebnisse in SGFsp” dargestellt.
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Bei der Freisetzung einer physikalischen Mischung von EMD 503982 mit einem Anteil von 30 Prozent
emulgierender Starke konnte kein Einfluss des Hilfsstoffes auf die Freisetzung beobachtet werden,
Abbildung 69. Entsprechend den Daten der Wirkstoffcharakterisierung wurde fiir die physikalische
Mischung eine verbesserte Freisetzung bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen beobachtet.
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Abbildung 69: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982 mit
einem Anteil von 30 % an emulgierender Starke im Vergleich zum reinen

Wirkstoff in SGFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) sowie ohne
GP. (n =6)

Die Freisetzungen physikalischer Mischungen von EMD 503982 mit 90 Prozent emulgierender Starke
zeigten gleichfalls &hnliche Profilverlaufe des Wirkstoffes im Vergleich zur physikalischen Mischung
mit 30 Prozent, Abbildung 70. Die Freisetzung der physikalischen Mischung bei der Zellbeschickung
mit Glasperlen zeigt eine geringfligig schnellere Kinetik als der reine Wirkstoff. Im Fall der Freisetzung
ohne Glasperlen verlauft das Profil des reinen Wirkstoffes innerhalb der ersten 17 Minuten schneller
als die physikalische Mischung, anschlieRend ist die Freisetzung der physikalischen Mischung bis zum
Zeitpunkt von 60 Minuten geringfligig erhoht.
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Abbildung 70: Freisetzung einer physikalischen Mischung von mikronisiertem EMD 503982 mit
einem Anteil von 90 % an emulgierender Starke im Vergleich zum reinen
Wirkstoff in SGFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) sowie ohne
GP. (n =6)

Die Anwendung zwei verschiedener Zellbeschickungen fur die Apparent Dissolution kann gezielt
verwendet werden um Eigenschaften von Hilfsstoffen in physikalischen Mischungen besser zu
verstehen bzw. diese Mischungen grundséatzlich zu charakterisieren. Im Allgemeinen kann
geschlussfolgert werden, dass die Verwendung von Glasperlen fir die Zellbeschickung bei der
Apparent Dissolution zu einer beschleunigten Freisetzung im Vergleich zur Direkteinwaage einer
physikalischen Mischung fihrt. Im Speziellen konnten weitere Abhangigkeiten von der
Zellbeschickung beobachtet werden. Eine Verbesserung der Freisetzung findet unabhangig vom
Anteil des Hilfsstoffes in der physikalischen Mischung statt, das Ausmal} des Effektes ist jedoch
entscheidend abhéngig vom Hilfsstoffanteil. Die Auswirkung eines Hilfsstoffanteils von 30 % einer
physikalischen Mischung auf die Freisetzung kann am besten mit der Zellbeschickung ohne
Glasperlen untersucht werden. Bei einer Freisetzung mit Glasperlen wird in diesem Fall der Effekt des
Hilfsstoffes haufig nivelliert, was zu einer identischen Freisetzung der physikalischen Mischung im
Vergleich mit dem reinen Wirkstoff fihrt. Daher kann auch die Auswirkung der Auflésungskinetik des
Hilfsstoffes auf die Freisetzung bei einer Zellbeschickung ohne Glasperlenperlen am besten
beobachtet werden.
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5.2.3.4 PartikelgroReneinfluss der Wirkstoffe

Der Einfluss der PartikelgroRe auf die Freisetzung wurde bereits auf der Wirkstoffebene bei
EMD 128130 und EMD 503982 untersucht. Von besonderem Interesse ist die Auswirkung der
PartikelgrolRe des Wirkstoffes auf die Freisetzung physikalischer Mischungen. Es wurde untersucht,
ob die Anwesenheit eines Hilfsstoffes diese Effekte bestatigt oder vorhandene Unterschiede nivelliert.
Die identischen ungemahlenen Ausgangschargen sowie die mikronisierten Produktionschargen
wurden in physikalischen Mischungen mit EMD 128130 und EMD 503982 jeweils in SGFsp® und
SIFsp” untersucht.

In Abbildung 71 ist die Freisetzung physikalischer Mischungen von EMD 128130 in SGFsp"
dargestellt. Um einen besseren Vergleich zwischen den beiden Zellbeschickungen zu gewahrleisten,
wurden die Ergebnisse nebeneinander dargestellt. Auf der linken Seite fiir die Zellbeschickung ohne
Glasperlen und auf der rechten Seite die Zellbeschickung mit Glasperlen. Die Ergebnisse der
verwendeten Hilfsstoffe Lutrol F68, emulgierende Starke und Chitosan mit einem Anteil von 30 bzw.
90 Prozent in der physikalischen Mischung sind dabei gegenubergestellt. Bei allen drei Hilfsstoffen
konnten fir die physikalischen Mischungen bei der Zellbeschickung mit Glasperlen kein Unterschied in
der Freisetzung fir unterschiedliche Partikelgrofien des Wirkstoffes gezeigt werden. Entsprechende
Ergebnisse wurden auch bei der Zellbeschickung ohne Glasperlen fir die physikalischen Mischungen
mit 90 Prozent Hilfsstoffanteil gefunden. Die Ergebnisse fiir die Zellbeschickung ohne Glasperlen und
einem Hilfsstoffanteil von 30 Prozent entsprechen fiir Lutrol F68 und der emulgierende Starke denen
des reinen Wirkstoffes. In diesem Fall war die Freisetzung des unmikronisieten EMD 128130

schneller als die mikroniserte Charge aufgrund einer schlechteren Benetzung.

Die Abbildung 72 zeigt im Gegensatz zu Abbildung 71 die Freisetzung der physikalischen Mischungen
von EMD 128130 in SIFsp’. Aufgrund der pH-Wert abhéngigen Ldslichkeit von EMD 128130 konnte
bereits auf der Ebene des reinen Wirkstoffes in SIFsp” eine deutlich verlangsamte Freisetzung im
Vergleich zu SGFsp* nachgewiesen werden. Dieser grundlegende Einfluss des Freisetzungsmediums
wurde bei der Freisetzung der physikalischen Mischungen bestatigt. Allgemein wurde eine
verbesserte Freisetzung der physikalischen Mischungen bei der Zellbeschickung mit Glasperlen
beobachtet, dies entspricht den Ergebnissen des reinen Wirkstoffes. Fiir SIFsp” zeigt sich, dass bei
physikalischen Mischungen mit 90 Prozent Hilfsstoffanteil keine Nivellierung des Einflusses der
PartikelgroRe von EMD 128130 beobachtet wurde. Im Gegenteil, der Unterschied zwischen
mikronisiertem und unmikronisiertem EMD 128130 fiel bei beiden Zellbeschickungen deutlich starker
als beim reinem Wirkstoff aus, wobei der Effekt ohne Glasperlen gréRer als mit Glasperlen war. Die
Ursache liegt in der langsameren Freisetzung des Hilfsstoffes bei Zellbeschickungen ohne Glasperlen,
dadurch kann der Hilfsstoff langer die Freisetzung positiv beeinflussen. Einzig bei der physikalischen
Mischung mit 30 Prozent Chitosan und der Freisetzung ohne Glasperlen war kein Unterschied

zwischen dem mikronisierten und unmikroniserten Wirkstoff zu erkennen.
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Abbildung 71: Freisetzung  physikalischer = Mischungen von  mikronisiertem  sowie

unmirkonisiertem EMD 128130 mit einem Hilfsstoffanteil von 30 % bzw. 90 % in
SGFsp® bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) (rechte Seite) sowie ohne

GP (linke Seite). (n = 6)
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Abbildung 72: Freisetzung  physikalischer  Mischungen von  mikronisiertem  sowie

unmirkonisiertem EMD 128130 mit einem Hilfsstoffanteil von 30 % bzw. 90 % in

SIFsp® bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) (rechte Seite) sowie ohne
GP (linke Seite). (n = 6)
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Wie fur EMD 128130 wurde fir EMD 503982 der Einfluss der PartikelgroRe des Wirkstoffes in
verschiedenen physikalischen Mischungen untersucht. In diesem Fall war von grofsem Interesse, ob
die Freisetzung der physikalischen Mischungen mit Lutrol F68 und emulgierender Stérke in SGFsp”
sowie SIFsp” in Abhéngigkeit von der PartikelgroRe identisch verlaufen. Dieser Wirkstoff zeigte bisher
aufgrund seiner vom pH-Wert unabhangigen Ld&slichkeit eine pH-Wert unabhangige Freisetzung. Fur
Chitosan wurde ein Einfluss des pH-Wertes erwartet, da dieser Hilfsstoff ein pH-Wert abhangiges

Verhalten aufweist.

Die Anordnung der Diagramme fir EMD 503982 in Abbildung 73 entspricht der Anordnung in
Abbildung 71 und 72 von EMD 128130. Auf der linken Seite ist die Zellbeschickung ohne Glasperlen
und auf der rechten Seite mit Glasperlen abgebildet. Die Freisetzungen mit dem entsprechenden
Hilfsstoff sind untereinander dargestellt. Abbildung 73 zeigt die Freisetzungen aller physikalischen
Mischungen von EMD 503982 in SGFsp’. Bei der Freisetzung ohne Glasperlen konnten fiir die
physikalischen Mischungen mit 30 Prozent Lutrol F68 bzw. 30 Prozent emulgierende Starke
Unterschiede in der Freisetzung in Abhangigkeit der Partikelgréfle von EMD 503982 entsprechend
den Ergebnissen des reinen Wirkstoffes beobachtet werden. Dabei war die Freisetzung der
physikalischen Mischung mit unmikronisiertem EMD 503982 besser als mit mikronisiertem.
Demzufolge flihrt ein geringer Anteil an Hilfsstoff in der physikalischen Mischung nicht zu einer
verbesserten Benetzung des mikronisierten Wirkstoffes im Vergleich zum unmikronisiertem Wirkstoff.
Bei einem Anteil von 90 Prozent Hilfsstoff konnte bei beiden Zellbeschickungen kein Unterschied in
der Freisetzung in Abhangigkeit der PartikelgrolRe von EMD 503982 beobachtet werden. Fur die
Zellbeschickung ohne Glasperlen wurden bei der physikalischen Mischung mit Chitosan keine
Unterschiede in Bezug auf die PartikelgrolRe des Wirkstoffes gefunden. Dafiir unterschied sich die
Freisetzung in Abhangigkeit vom Anteil an Chitosan erheblich, dies wird in Kapitel 5.2.3.6 naher
erlautert.

Die in Abbildung 74 gezeigten Freisetzungsprofile der physikalischen Mischungen von EMD 503982 in
SIFsp” entsprechen fiir die Hilfsstoffe Lutrol F68 und emulgierende Starke wie erwartet den Profilen in
SGFsp® aus Abbildung 73. Fiir Chitosan wurde hingegen bei beiden Zellbeschickungen eine
verlangsamte Freisetzung im Vergleich zu SGFsp” gefunden, da es in SIFsp” nicht in Lésung geht.
Fir die Zellbeschickung ohne Glasperlen konnte kein Einfluss der Partikelgrée des Wirkstoffes sowie
vom Anteil des Chitosans in der physikalischen Mischung auf die Freisetzung gefunden werden. Bei
der Freisetzung mit Glasperlen zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Freisetzung in
Abhangigkeit vom Anteil an Chitosan aber nicht in Abhangigkeit der Partikelgréle von
EMD 503982.
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Abbildung 73: Freisetzung physikalischer = Mischungen von  mikronisiertem  sowie

unmirkonisiertem EMD 503982 mit einem Hilfsstoffanteil von 30 % bzw. 90 % in

SGFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) (rechte Seite) sowie ohne
GP (linke Seite). (n = 6)
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unmirkonisiertem EMD 503982 mit einem Hilfsstoffanteil von 30 % bzw. 90 % in

SIFsp™ bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen (GP) (rechte Seite) sowie ohne
GP (linke Seite). (n = 6)
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Der Einfluss der PartikelgroRe eines Wirkstoffes auf die Freisetzung aus physikalischen Mischungen
ist sehr stark abhangig vom Hilfsstoff, der Lo&slichkeit sowie dem Anteil an Hilfsstoff in der
physikalischen Mischung. Die Effekte werden genauer in den folgenden Kapiteln dargestellt.
Allgemein kann fir den Einfluss der Partikelgréfie des Wirkstoffes folgendes geschlussfolgert werden:
Bei einem Hilfsstoffanteil von 90 Prozent wird die Freisetzung vorwiegend vom Auflésungsverhalten
des Hilfsstoffes beeinflusst. Dies hat zur Folge, dass unter Bedingungen, bei denen der Wirkstoff an
sich eine gute Freisetzung zeigt, Unterschiede in der PartikelgroRe des Wirkstoffes keinen Einfluss auf
die Freisetzung haben. Zeigt der Wirkstoff hingegen eine schlechte Loslichkeit bzw. eine langsame
Freisetzung kann ein hoher Anteil eines I8slichen Hilfsstoffes Unterschiede in der Partikelgrofle des
Wirkstoffes bei beiden Zellbeschickungen deutlich machen. Bei einem hohen Anteil an unldslichen
Hilfsstoffen ist kaum ein Einfluss der PartikelgroRe des Wirkstoffes auf die Freisetzung zu erwarten. In
diesem Fall wird der Wirkstoff von der Oberflache der physikalischen Mischung freigesetzt, innerhalb
dieser physikalischen Mischung durfte der Wirkstoff durch Diffusion an die Oberflache transportiert
werden. Physikalische Mischungen mit einem Anteil von 30 Prozent an I8slichen Hilfsstoffen verhalten
sich bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen wie der reine Wirkstoff. Bei einer Zellbeschickung ohne
Glasperlen kénnen durch eine schlechte Benetzung bedingte Effekte teils besser gezeigt werden im

Vergleich zum reinen Wirkstoff.

5.2.3.5 Loslichkeitseinfluss der Wirkstoffe

Der Einfluss der Loslichkeit eines Wirkstoffes auf die Freisetzung in physikalischen Mischungen ist
besonders flur schlecht l6sliche Wirkstoffe interessant. Die physikalischen Mischungen stehen
stellvertretend fur klassische feste Formulierungen wie Tabletten und Kapseln. Der Anteil des
Hilfsstoffes hat zusatzlich einen grofRen Einfluss auf die Freisetzung, dies ist nachfolgend in Kapitel
5.2.3.6 dargestellt. An dieser Stelle werden daher nur die Ergebnisse der Wirkstoffe EMD 128130,
EMD 503982, EMD 486019 und EMD 525544 bei einem Hilfsstoffanteil von 90 Prozent und einer
Zellbeschickung mit Glasperlen in den Freisetzungsmedien SGFsp” und SIFsp” gegeniiber gestellt.

In Abbildung 75 sind die Freisetzungsprofile der vier Wirkstoffe in den physikalischen Mischungen mit
Lutrol F68, emulgierende Starke und Chitosan dargestellt. Die Einteilung der Wirkstoffe anhand ihrer
Loslichkeit im Freisetzungsmedium ist in Tabelle 18 dargestellt. Fir SGFsp® wurde folgende
Einstufung anhand der Loslichkeit gefunden, EMD 128130> EMD 503982> EMD 525544>
EMD 486019. Fiir SIFsp” gilt folgende Reihenfolge EMD 503982> EMD128130> EMD 486019>
EMD 525544, Bei der Freisetzung der reinen Wirkstoffe konnte diese Klassifizierung anhand der
Loslichkeiten und der tso-Werte bestatigt werden. Die Freisetzung physikalischer Mischungen mit
30 Prozent Hilfsstoffanteil entsprach dieser Einteilung, daher werden diese Daten hier nicht gezeigt. In
SGFsp® zeigten EMD 128130 und EMD 503982 in allen Hilfsstoffen eine identische Freisetzung. Die
Freisetzung von EMD 486019 mit Lutrol F68 war signifikant besser als fur EMD 525544. Fir die
Hilfsstoffe emulgierende Starke und Chitosan war dies umgekehrt und entsprach damit der Einteilung
anhand ihrer Ldslichkeiten. Die Ursache fir die bessere Freisetzung von EMD 486019 mit Lutrol F68
liegt in einer Interaktion des Wirkstoffes mit dem Hilfsstoff. Es kommt zur Bildung eines Eutektikums

wodurch die Freisetzung von EMD 486019 enorm verbessert wurde. Diese Interaktion ist nicht in der
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Literatur beschrieben, ein ahnlicher Effekt ist fir Ibuprofen mit Polyvinylpyrolidon bekannt. Da alle
Wirkstoffe in physikalischer Mischung mit 90 Prozent Lutrol F68 keinen Schmelzpeak mehr in der DSC
zeigten, ist ein Nachweis nur anhand der optischen Beobachtung mdglich. Die Ursache des fehlenden
Schmelzpeaks bei allen Wirkstoffen liegt darin, dass der geringe Wirkstoffanteil in der Schmelze von
Lutrol F68 geldst vorliegt. Daher konnte kein Schmelzpunkt des Wirkstoffes bestimmt werden. Die
Annahme, dass es zur Bildung eines Eutektikums kommt, wurde bei der Herstellung der
physikalischen Mischung mit 30 Prozent Lutrol F68 und EMD 486019 bestatigt. In diesem Fall kam es
zur Bildung einer Schmelze bei Raumtemperatur, es konnte daher in der DSC kein Schmelzpeak von
Lutrol F68 nachgewiesen werden, jedoch war ein Peak des Wirkstoffes vorhanden, da dieser im
Uberschuss vorlag. In SIFsp” stimmt die Einteilung anhand der Léslichkeiten mit der Freisetzung der
physikalischen Mischungen bei emulgierender Starke und Chitosan als Hilfsstoff (berein. Bei
Lutrol F68 ist die Freisetzung fir die Wirkstoffe EMD 128130, EMD 503982 und EMD 486019
weitestgehend identisch. Die Ursache liegt in der Bildung eines Eutektikums bei EMD 486019 mit
Lutrol F68. Bei EMD 128130 wird die Freisetzung durch die schnelle Auflésung des Hilfsstoffes
beglinstigt. Gleichzeitig beeinflusst die Umwandlung von EMD 128130 zur freien Base in SIFsp” die
Freisetzung geringfiigiger, da durch die schnelle Freisetzung sich weniger Wirkstoff in die Base
umwandelt.

Allgemein kann geschlussfolgert werden, dass fiir physikalische Mischungen mit einem geringen
Hilfsstoffanteil von 30 Prozent die Apparent Dissolution unabhangig von der Zellbeschickung der
Einteilung nach den L&slichkeiten bzw. der Einteilung anhand der Apparent Dissolution des reinen
Wirkstoffes entspricht. Bei physikalischen Mischungen mit einem hohen Anteil von 90 Prozent
Hilfsstoff spielen die Eigenschaften des Hilfsstoffes eine viel groRere Rolle. Dies hat zur Folge, dass
Wirkstoffe mit einer unterschiedlichen Ld&slichkeit identische Freisetzungsprofile in physikalischen
Mischungen zeigen, obwohl sich die reinen Wirkstoffe in ihrer Apparent Dissolution urspriinglich
unterscheiden.

Wichtig ist die Uberpriifung, ob eine Interaktion zwischen Hilfsstoff und Wirkstoff vorliegt. Dies kann

wie im Fall von EMD 486019 mit Lurol F68 die Freisetzung erheblich beeinflussen.
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ildung 75: Freisetzung physikalischer Mischungen von mikronisiertem EMD 128130,
EMD 503982, EMD 486019 und EMD 525544 mit einem Hilfsstoffanteil von 90 %
in SGFsp” (linke Seite) sowie in SIFsp” (rechte Seite) bei einer Zellbeschickung

mit Glasperlen. (n = 6)
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5.2.3.6 Einfluss der Hilfsstoffmenge

Wie in den vorherigen Kapiteln angedeutet, kann der Anteil an Hilfsstoff einen erheblichen Einfluss auf
die Freisetzung des Wirkstoffes haben. Zum einen kann die Freisetzung mit zunehmendem
Hilfsstoffgehalt bei gut I16slichen Wirkstoffen verlangsamt werden. Zum anderen kann die Freisetzung
bei schlecht |8slichen Wirkstoffen erheblich mit steigendem Hilfsstoffanteil verbessert werden. Die
Eigenschaften der Hilfsstoffart und deren Auswirkung auf die Freisetzung nehmen mit steigendem
Hilfsstoffgehalt zu, dieser Einfluss wird im nachfolgenden Kapitel 5.2.3.7 ndher betrachtet. In
Abbildung 71 bis 75 sind bereits alle Freisetzungen von mikronisierten sowie unmikronisierten
EMD 128130 und EMD 503982 in den physikalischen Mischungen dargestellt. Beispielhaft werden
bestimmte Effekte der Hilfsstoffmenge in diesem Kapitel erlautert.

In Abbildung 76 ist beispielhaft der Effekt von Chitosan auf die Freisetzung von EMD 128130 in
SGFsp" dargestellt. Ein Anteil von 30 Prozent Chitosan in der physikalischen Mischung fiihrt zu keiner
Beeinflussung der Freisetzung im Vergleich zum reinen Wirkstoff, wahrend ein Anteil von 90 Prozent
die Freisetzung deutlich verlangsamt. Da Chitosan sich langsam in SGFsp” 16st und dabei gleichzeitig
die Viskositat des Freisetzungsmediums erhdht, kommt es bei einem steigenden Anteil an Chitosan in

physikalischen Mischungen zu einer negativen Beeinflussung der Freisetzung.
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Abbildung 76: Freisetzung von mikronisiertem EMD 128130 und dessen physikalischen
Mischungen mit Chitosan in SGFsp” bei einer Zellbeschickung ohne Glasperlen.
(n=6)
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Ein steigender Anteil an Hilfsstoff in physikalischen Mischungen, kann wie in Abbildung 77 gezeigt,
auch zu einer deutlichen Verbesserung der Freisetzung filihren. In diesem Beispiel wird die
Freisetzung von EMD 128130 in Anwesenheit von Lutrol F68 in physikalischen Mischungen mit
steigendem Anteil verbessert. Die schnelle Aufldsung von Lutrol F68 beschleunigt die Freisetzung von

EMD 128130 und verringert dadurch die Umwandlung in die freie Base, welche eine schlechtere
Freisetzungskinetik besitzt.
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Abbildung 77: Freisetzung von mikronisiertem EMD 128130 und dessen physikalischen

Mischungen mit Lutrol F68 (LF68) in SIFsp® bei einer Zellbeschickung mit
Glasperlen. (n = 6)

Chitosan zeigte mit steigendem Anteil in physikalischen Mischungen eine Verlangsamung der
Freisetzung von EMD 503982 in SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen, Abbildung 78.
Durch die Mischung mit dem in SIFsp” unléslichen Chitosan findet die Freisetzung ausschlieRlich von
der Oberflache der physikalischen Mischung statt. Dies flhrt zu der langsamen Freisetzung. Allgemein
kann gefolgert werden, dass Hilfsstoffe, die eine langsame Auflésung zeigen bzw. unléslich sind, mit

steigendem Anteil in physikalischen Mischungen die Freisetzung verlangsamen.
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Abbildung 78: Freisetzung von mikronisiertem EMD 5039820 und dessen physikalischen
Mischungen mit Chitosan in SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen.
(n=6)

Bei der Freisetzung von schwer I8slichen Wirkstoffen wie EMD 486019 und EMD 525544 konnten bei
einem steigenden Anteil emulgierender Starke in physikalischen Mischungen keine Auswirkungen auf
die Freisetzung beobachtet werden, Abbildung 79 und 80. Auch fiir die Hilfsstoffe Lutrol F68 und
Chitosan wurde in SIFsp” bei der Freisetzung von EMD 525544 kein Einfluss der Hilfsstoffmenge auf
die Freisetzung beobachtet.

Hilfsstoffe, die die Loslichkeit eines Wirkstoffes nicht beeinflussen und sich selbst unter den
gegebenen Bedingungen auflésen, beeinflussen die Apparent Dissolution schwer l6slicher Wirkstoffe
nur marginal. Da bei der Apparent Dissolution von schwer I6slichen Wirkstoffen das
Freisetzungsmedium beim Verlassen der Pulverzelle bereits anndhernd gesattigt vorliegt, kann die
Freisetzungsrate nicht verbessert werden. Daher kann ein Hilfsstoff, der nicht die Ld&slichkeit des
Wirkstoffes im Freisetzungsmedium erhoht, die Freisetzung des Wirkstoffes nicht positiv beeinflussen.
Einzig ein Hilfsstoff, der die Loslichkeit des Wirkstoffes nicht beeinflusst, aber eine extrem langsame
Auflésung zeigt bzw. unldslich ist, kdnnte die Freisetzung schwer I6slicher Wirkstoffe negativ
beeinflussen.
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Abbildung 79: Freisetzung von EMD 486019 und dessen physikalischen Mischungen mit

emulgierender Starke (EMS) in SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen.
(n =6)
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Abbildung 80: Freisetzung von EMD 525544 und dessen physikalischen Mischungen mit

emulgierender Starke (EMS) in SIFsp” bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen.
(n =6)
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5.2.3.7 Einfluss von der Hilfsstoffart

Neben der PartikelgroRe des Wirkstoffes, dem Anteil des Hilfsstoffes in physikalischen Mischungen
und dem Freisetzungsmedium sind die Eigenschaften des Hilfsstoffes und die Art des Hilfsstoffes
entscheidend fiir die Freisetzung von physikalischen Mischungen. Hilfsstoffe kénnen unter anderem
die Benetzung, die Ld&slichkeit sowie die Agglomeration von Wirkstoffen wahrend der Freisetzung
beeinflussen. Auch das eigene Aufldsungsverhalten eines Hilfsstoffes kann die Freisetzung von
Wirkstoffen beeinflussen. Bei unl6slichen Hilfsstoffen steht der Wirkstoff innerhalb der physikalischen
Mischung nicht der Freisetzung direkt zur Verfligung. In diesem Fall diffundiert der geléste Wirkstoff
innerhalb der physikalischen Mischung an die Oberflache, bevor er durch das Freisetzungsmedium
abtransportiert wird. Dieser Diffusionsschritt verlangsamt die Freisetzung signifikant. Ein sich
auflésender Hilfsstoff kann zuséatzlich eine Anderung der Viskositdt des Freisetzungsmediums

hervorrufen und damit die Freisetzung eines Wirkstoffes veréandern.

In Abbildung 81 und 82 sind beispielhaft die Freisetzungen von EMD 128130, EMD 503982,
EMD 486019 und EMD 525544 in physikalischen Mischungen mit einem 90 prozentigen Anteil der
Hilfsstoffe Chitosan, Lutrol F68 und emulgierender Stirke in SGFsp® und SIFsp’ bei einer

Zellbeschickung mit Glasperlen dargestellt.

Chitosan zeigt entweder einen geringen Einfluss auf die Freisetzung bei schlecht I6slichen Wirkstoffen
oder eine Verlangsamung der Freisetzung bei gut 16slichen Wirkstoffen in SGFsp®. In SIFsp” ist die
Freisetzung hingegen bei allen Wirkstoffen teils erheblich verlangsamt, da in SIFsp® Chitosan
unléslich vorliegt. Aufgrund der pH-Wert abhangigen Eigenschaften von Chitosan wird die Freisetzung
von neutralen Wirkstoffen wie EMD 503092 und EMD 486019 in SGFsp” im Vergleich zu SIFsp”
unterschiedlich stark beeinflusst. Die Ursache der Verlangsamung der Freisetzung von gut I6slichen
Wirkstoffen in SGFsp” beruht auf einer langsamen Auflésung mit einer Erhdhung der Viskositat durch
das Chitosan. Ein Anteil von 30 Prozent Chitosan beeinflusst die Freisetzung der Wirkstoffe in einem

viel geringeren Maf3e bzw. in vielen Fallen nur marginal.

Der Effekt von emulgierender Starke auf die Freisetzung ist wirkstoffabhangig. Bei schwer Igslichen
Wirkstoffen kommt es zu keiner Beeinflussung der Freisetzung bzw. konnte in bestimmten Fallen eine
verbesserte Freisetzung beobachtet werden. Geringe Mengen an emulgierender Starke kénnen die
Benetzung der Wirkstoffe verbessern, die Daten sind nicht dargestellt. Im Fall von sehr gut I6slichen
Wirkstoffen kann emulgierende Starke mit einem steigenden Anteil in den physikalischen Mischungen
die Freisetzung verlangsamen. In diesem Fall wird die Freisetzung ausschlief3lich durch die Auflésung

der emulgierenden Starke bestimmt, siehe Abbildung 71 und 73.

Lutrol F68 zeigt eine ahnliche Auswirkung auf die Freisetzung wie die emulgierende Starke. Bei den
Wirkstoffen EMD 486019 und EMD 525544 konnten keine signifikanten Effekte auf die Freisetzung
beobachtet werden. Eine verbesserte Benetzung durch 30% Lutrol F68 in physikalischen Mischungen
konnte bei EMD 128130 und EMD 503982 beobachtet werden, Abbildung 59 und 61. Groflie Mengen
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an Lutrol F68 in physikalischen Mischungen haben nicht zwangslaufig einen Einfluss auf die
Freisetzung schwer léslicher Wirkstoffe. Im Fall von EMD 486019 und EMD 128130 kam es in SIFsp”
zu einer erheblichen Verbesserung der Freisetzung, wahrend bei EMD 525544 kein Effekt beobachtet
werden konnte. Auch zeigt sich, dass im Fall von sehr gut I6slichen Wirkstoffen die Freisetzung mit
steigendem Lutrol F68 Anteil verlangsamt wird, Abbildung 71 und 73.
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Abbildung 81: Freisetzung physikalischer Mischungen von EMD 525544 mit einem
Hilfsstoffanteil von 90 % an Chitosan, Lutrol F68 (LF68) und emulgierender

Starke (EMS) in SGFsp® (linke Seite) und SIFsp® (rechte Seite) bei einer
Zellbeschickung mit Glasperlen. (n = 6)
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Abbildung 82: Freisetzung physikalischer Mischungen von EMD 128130, EMD 503982 und

EMD 4860194 mit einem Hilfsstoffanteil von 90 % an Chitosan, Lutrol F68 (LF68)
und emulgierender Starke (EMS) in SGFsp® (linke Seite) und SIFsp® (rechte
Seite) bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen. (n = 6)
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5.2.3.8 Diskussion

Hilfsstoffe in physikalischen Mischungen kénnen die Apparent Dissolution von Wirkstoffen auf
verschiedenste Art beeinflussen. Bei gut l6slichen bzw. schnell freisetzenden Wirkstoffen wird die
Freisetzung mit steigendem Hilfsstoffgehalt in der physikalischen Mischung zunehmend durch den
Hilfsstoff beeinflusst. Dies hat zur Folge, dass bei einem Anteil von 90 Prozent Hilfsstoff Unterschiede
in der PartikelgroRe des Wirkstoffes oder urspringliche Benetzungsprobleme keinen Einfluss mehr auf
die Freisetzung zeigen. Gleichzeitig wird die Freisetzung fast ausschliel3lich aufgrund des
Uberschusses an Hilfsstoff durch dessen Auflésungsgeschwindigkeit bestimmt. Dies konnte bei den
Wirkstoffen EMD 128130 und EMD 503982 mit den Hilfsstoffen Lutrol F68 und emulgierende Starke
gezeigt werden. Ein Hilfsstoffanteil von 30 Prozent in einer physikalischen Mischung kann bei einer
Zellbeschickung ohne Glasperlen zu einer verbesserten Benetzung und damit gesteigerten
Freisetzung fuhren. Unterschiede zwischen zwei Chargen werden dabei nicht nivelliert. Bei einer
Zellbeschickung mit Glasperlen zeigt hingegen die Freisetzung der physikalischen Mischung mit
30 Prozent Hilfsstoff einen dhnlichen Verlauf wie die Freisetzung des Wirkstoffes. Dies wurde bei den
Wirkstoffen EMD 128130, EMD 503982, EMD 486019 und EMD 525544 beobachtet.

Im Fall einer Interaktion zwischen Wirkstoff und Hilfsstoff kann die Freisetzung erheblich durch den
Hilfsstoff beeinflusst werden. Dies konnte anhand von EMD 486019 gezeigt werden. Durch die
Bildung eines Eutektikums von EMD 486019 mit Lutrol F68 wurde eine stark beschleunigte
Freisetzung beobachtet. Daher ist stets auf Interaktionen zwischen Wirkstoff und Hilfsstoff zu prifen.
Far den Fall, dass wie bei der Freisetzung von EMD 128130 eine Umwandlung vom Salz in die freie
Base stattfindet, kommt es durch anwesende Hilfsstoffe zu einer starkeren Beeinflussung der
Freisetzung. In den meisten Féllen findet eine Umwandlung zu einer schlechter freisetzenden Form
statt. Die Anwesenheit von Hilfsstoffen beeinflusst daher die Geschwindigkeit und das Ausmal einer
Umwandlung erheblich. Vor allem schnell auflésende Hilfsstoffe fiihren zu einer besseren Freisetzung
des Wirkstoffes. Aufgrund dessen wurde die Freisetzung von EMD 128130 in SIFsp” erheblich durch
die Anwesenheit von Lutrol F68 bzw. durch emulgierende Starke gesteigert.

Hilfsstoffe, die nicht die Loslichkeit eines Wirkstoffes beeinflussen und gleichzeitig eine gute
Loslichkeit zeigen, beeinflussen die Freisetzung schwer |6slicher Wirkstoffe kaum. Dies trifft vor allem
auf den Fall zu, dass bereits bei der Freisetzung des reinen Wirkstoffes das Freisetzungsmedium
beim Verlassen der Pulver-/ Granulatzelle annadhernd gesattigt vorlag.

Die Klassifizierung der Wirkstoffe anhand ihrer Loslichkeit bzw. ihrer Apparent Dissolution ist bei
physikalischen Mischungen nicht moéglich, da der Einfluss von Hilfsstoffen auf die Freisetzung von
Parametern wie Benetzung, Interaktionen, Auflosungskinetik des Hilfsstoffes und den Eigenschaften
des Wirkstoffes abhangt. Daher kdnnen sich Ergebnisse der Apparent Dissolution zweier Wirkstoffe im
Vergleich zur Apparent Dissolution der physikalischen Mischungen mit demselben Hilfsstoff
umdrehen.

Physikalische Mischungen in Ansatzen von 400 mg sind gut geeignet um den Einfluss eines
Hilfsstoffes auf die Freisetzung von Wirkstoffen zu evaluieren. Gerade in der Praformulierung sind
aufgrund der geringen Verfugbarkeit der neuen Wirkstoffe Dissolutionmethoden im small scale
Bereich geschatzt, um Vorhersagen fir die Formulierungsfindung treffen zu kénnen. Die Apparent

Dissolution bietet die Moglichkeit der Qualitatskontrolle von pharmazeutischen Mischungen und
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Granulaten vor der Formulierung, so dass der Ausschuss bei Produktionschargen verringert werden
kann. Das folgende Praxisbeispiel zeigt die Wichtigkeit der Bewertung von Wirkstoffchargen mittels

Apparent Dissolution vor der Formulierung.

5.2.4 Praxisbeispiel: Formulierungsentwicklung

Wahrend der Formulierungsentwicklung wird meistens anhand kleiner Ansatze die optimale
Tablettenformulierung evaluiert. Dabei wird unter anderem mittels der klassischen Blattrihrer-
Apparatur die Freisetzung bestimmt. Wenn eine bestimmte Formulierung weiterverfolgt wird, werden
Spezifikationen fir die Freisetzung festgelegt und es erfolgt ein Upscale der Herstellung auf grofiere
Ansatze. Dies flhrte im folgenden Beispiel beim Wirkstoff EMD 503982 zu sehr divergenten
Ergebnissen bei der Freisetzung der Entwicklungsformulierung (Formulierung B) im Vergleich zum
ersten groen Herstellungsansatz (Formulierung A). Fir den Herstellungsansatz wurde eine neue
Wirkstoffcharge verwendet, die auf gleiche Weise gewonnen und mikronisiert wurde wie die
Entwicklungsformulierung. Beide Wirkstoffchargen unterscheiden sich daher nicht wesentlich in ihrer
PartikelgroRe sowie in ihrer Oberflache. Dennoch wurde bei der Freisetzung mittels
Blattrihrerapparatur in 0,1 N HCI ein erheblicher Unterschied zwischen beiden Formulierungen
festgestellt, siehe Abbildung 83. Die Freisetzung erfolgte unter gleichen standardisierten
Bedingungen, einzig die Probennahmezeitpunkte unterscheiden sich. Nach 60 Minuten waren
41 Prozent bei Formulierung A im Vergleich zu 79 Prozent bei Formulierung B freigesetzt. Da die
Herstellung beider Formulierungen unter identischen Bedingungen erfolgte, wurde die Ursache fir die
Divergenz der Freisetzungsdaten auf der Wirkstoffebene vermutet. Daher bietet sich die

Charakterisierung der beiden mikronisierten Wirkstoffchargen mittels Apparent Dissolution an.
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Abbildung 83: Freisetzung einer Entwicklungsformulierung von EMD 503982 (Formulierung B)
im Vergleich mit der identischen Formulierung nach einem Upscale

(Formulierung A) in 1000 ml 0,1 N HCL mittels einer Blattrihrerapparatur bei
50 rpm. (n = 6)

Far die Untersuchung der beiden mikronisierten Wirkstoffchargen wurden physikalische Mischungen
(Batch A & B) mit einem Anteil von 30 Prozent des Haupthilfsstoffes aus der Formulierung hergestellit.
Dabei enthalt Batch A die Wirkstoffcharge von Formulierung A und Batch B die Wirkstoffcharge von
Formulierung B. Aufgrund der Erfahrungen mit der Apparent Dissolution kdnnen geringe
Hilfsstoffmengen die Benetzung von Wirkstoffen zwar verbessern, dennoch werden Unterschiede in
der Benetzung zwischen zwei Chargen nicht nivelliert. Falls ein unterschiedliches
Benetzungsverhalten der Wirkstoffchargen vorliegt, diirfte dies mittels der Apparent Dissolution erfasst
werden. Bei der Freisetzung der physikalischen Mischungen in pH 4,5 wurde bei einer
Zellbeschickung ohne Glasperlen ein Unterschied zwischen Batch A und Batch B beobachtet,
Abbildung 84. Die langsamere Apparent Dissolution von Batch A im Vergleich zu Batch B deckt sich
mit dem Ergebnis Freisetzung von Formulierung A im Vergleich zu Formulierung B. Der Wechsel von
1 N HCI zu pH 4,5 hat keine Auswirkung auf das Freisetzungsverhalten von EMD 503982, dies konnte
bereits in diesem Kapitel gezeigt werden.
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Abbildung 84: Apparent Dissolution physikalischer Mischungen mit 30 Prozent Hilfsstoffanteil
zweier verschiedener Wirkstoffchargen von EMD 503982
(Batch A und Batch B) in pH 4,5 bei einer Zellbeschickung ohne Glasperlen.
(n=3)

Bei der Methodenentwicklung der Apparent Dissolution konnte gezeigt werden, dass bei einer
Zellbeschickung mit Glasperlen Benetzungsunterschiede nivelliert werden bzw. wird eine
Agglomeratbildung des Wirkstoffes verhindert. Daher miisste die Freisetzung von Batch A und Batch
B einen identischen Verlauf bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen zeigen. Bei der Freisetzung von
Batch A und Batch B in pH 4,5 bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen wurde diese Annahme
nachgewiesen, Abbildung 85. Dadurch konnte die Annahme bestatigt werden, dass die Unterschiede
bei der Freisetzung von Formulierung A im Vergleich zu Formulierung B auf der Wirkstoffebene liegt.
Eine vergleichbare PartikelgroBe und Oberflache bei verschiedenen Wirkstoffchargen muss
demzufolge nicht in einer vergleichbaren Freisetzung resultieren. Unterschiedliche elektrostatische
Aufladungen von Wirkstoffchargen kdnnen zu Unterschieden bei der Benetzung als auch zu einer
Agglomeratbildung des Wirkstoffes wahrend der Freisetzung filhren. Dieser Effekt kann sich, wie in
diesem Beispiel, bis auf die fertige Tablettenformulierung auswirken.

Die Apparent Dissolution bietet frihzeitig die Moglichkeit, Wirkstoffchargen hinsichtlich ihres

Freisetzungsverhaltens zu charakterisieren, um Fehlproduktionen zu verringern.
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Abbildung 85: Apparent Dissolution physikalischer Mischungen mit 30 Prozent Hilfsstoffanteil
zweier verschiedener Wirkstoffchargen von EMD 503982
(Batch A und Batch B) in pH 4,5 bei einer Zellbeschickung mit Glasperlen.
(n =6)

5.3 Entwicklung eines neuen Systems zur Intrinsic Dissolution

5.3.1 Design und Umsetzung eines neuen Zelleinsatzes fur
Durchflusszellen

Die vorhandenen kommerziellen Systeme gemall USP oder Ph.Eur. sowie das System von pion zur
Intrinsic Dissolution beruhen alle auf dem gleichen Prinzip. Dabei erfolgt die Aufldsung von einer
konstanten Oberflache in einem Gefall verschiedenster GroRe. Daher kumuliert in allen Fallen der
Wirkstoff wahrend der Freisetzung (Avdeef A & Tsinman O 2008; Berger CM et al. 2007; Forbes RT &
Davidson JR 1995; Ghazal HS et al. 2008; Granero GE et al. 2005; Kobayashi Y et al. 2000; Missel PJ
et al. 2004; Neervannan S et al. 1994; Peltonen L et al. 2003; Rao VM et al. 1997; Stevens LE &
Missel PJ 2006; Sun W et al. 2003; Thompson M et al. 2003; Vrecer F et al. 2003).

Bisher existiert keine Moglichkeit zur Messung der Intrinsic Dissolution in einer Durchflusszelle. Daher
stellte sich die Frage der Umsetzung und Entwicklung eines Systems zur Intrinsic Dissolution in
Durchflusszellen, dabei wurden verschiedene Ansatze diskutiert. Als Idee wurde die Entwicklung eines
Zelleinsatzes zur Intrinsic Dissolution favorisiert und passend fiir die monographierte Tablettenzelle
mit einem Innendurchmesser von 22,6 mm entworfen, Abbildung 86. Die Idee eines Zelleinsatzes
bietet den groRen Vorteil, dass es sich um keine komplett neue Zelle handelt. Somit kann jedes
Duchflusszellsystem unabhangig vom Hersteller auf einfache Weise auf die Intrinsic Dissolution
umgerustet werden. Der Zelleinsatz besteht aus drei Teilen, einem flexibel austauschbaren Metallinlay
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zur Aufnahme des Presslings, einer Kunststoffhalterung mit Aussparungen zur Fixierung des
Metallinlays innerhalb der Tablettenzelle und einer Schraube zum VerschlieRen des Metallinlays von
der oberen Seite. Der Entwurf erfolgte mit dem CAD Programm Autodesk Inventor 6. Dies bietet den
Vorteil, dass die Einzellteile direkt mittels einer CNC-Frase automatisch in standardisierter Qualitat
produziert werden kénnen. Die Oberflache des Metallinlays wurde vernickelt, um eine Korrosion durch
das Freisetzungsmedium zu verhindern. Die genauen technischen Zeichnungen finden sich im

Anhang.

Abbildung 86: Zelleinsatz zur Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen, passend fir die
monographierte Tablettenzelle (22,6 mm).

5.3.2 Moglichkeiten und Grenzen in der Durchflusszelle

Die Durchflusszelle bietet flexiblere Moglichkeiten der Methodenentwicklung fiir Intrinsic Dissolution
als die herkdbmmlichen Methoden. Die beiden mdglichen Betriebsweisen stellen dabei den grofiten
Vorteil dar. Das geschlossene System ist vergleichbar mit den herkémmlichen Methoden der Intrinsic
Dissolution. Dabei kann das Volumen des Freisetzungsmediums flexibler an die Eigenschaften des
Wirkstoffes angepasst werden. Das offene System bietet den weitaus grofReren Vorteil, da die
Freisetzung immer unter Sinkbedingungen stattfindet und das Freisetzungsmedium wahrend der
Freisetzung gewechselt werden kann. Ein Wechsel des Freisetzungsmediums bei der Bestimmung
der Intrinsic Dissolution ist bei allen anderen Methoden nicht moglich und bisher nicht in der Literatur
beschrieben. Das flexibel austauschbare Metallinlay bietet zusatzlich die Mdglichkeit von verschieden
groRen Oberflachen freizusetzen. Dies ist von besonderer Bedeutung in der friihen Phase der
pharmazeutischen Entwicklung, denn durch die Verwendung kleinerer Oberflachen kann die Menge
an Wirkstoff erheblich reduziert werden. Diese neuen Mdglichkeiten sind in den nachfolgenden

Abschnitten genauer dargestellt.

Die Grenzen der Intrinsic Dissolution in der Durchflusszelle sind abhangig vom Wirkstoff. Dies
bedeutet, dass sehr gut lbsliche Wirkstoffe bzw. Wirkstoffe mit einer extrem schnellen
Freisetzungskinetik die Integritdt des Presslings wahrend der Freisetzung nicht gewahrleisteten.
Dieses Problem besteht auch bei den herkdmmlichen Methoden. Da bei der Freisetzung im offenen

System keine Kumulation des Wirkstoffes stattfindet, liegen deutlich geringere Konzentrationen an
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Wirkstoff im Freisetzungsmedium fir die Analytik vor. Dies hat zur Folge, je schlechter ein Wirkstoff
I8slich ist, desto schwieriger wird dessen Quantifizierung mittels HPLC. Demzufolge existiert eine
untere Grenze, bei der die Freisetzungskinetik eines Wirkstoffes zu geringe Konzentrationen liefert um
quantifiziert zu werden. Dieser untere Grenzbereich wurde empirisch anhand der L&slichkeiten sowie
anhand der Freisetzungskinetiken ausgewahlter Wirkstoffe ermittelt. Dieser Bereich ist kein absoluter
Wert, er dient der Orientierung und ermdglicht die Aussage, dass Wirkstoffe ab einer bestimmten

Ldslichkeit nicht mehr quantitativ erfasst werden kénnen.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die genannten neuen Mdéglichkeiten sowie die Grenzen der
Intrinsic Dissolution in der Durchflusszelle anhand des offenen Systems untersucht. Zusatzlich wurde
ein Vergleich zur kommerziellen Distekmethode durchgefiihrt. Fir die Versuche wurden neun
Wirkstoffe ausgesucht, dabei handelt es sich um 4 Basen, 2 Sauren und 3 neutrale Wirkstoffe, siehe
Tabelle 20.

Tabelle 20: Verwendete Wirkstoffe bei der Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen

Sauren Neutralsubstanz Basen
Acetylsalicylsdure Hydrochlorothiazid Ambroxol HCI
Diclofenac Na EMD 503982 Ambroxol Base
Carbamazepin EMD 128130 HCI

EMD 128130 Base
Levomepromazin Maleat

Trimethoprim

5.3.3 Einfluss des Freisetzungsmediums

Bei basischen bzw. sauren Wirkstoffen zeigt die Freisetzungskinetik sowie die Loslichkeit eine
Abhangigkeit vom pH-Wert des Freisetzungsmediums. Es wurden daher bei der Intrinsic Dissolution
die Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5  und SIFsp® entsprechend der Apparent Dissolution
verwendet. Es soll gezeigt werden, dass neutrale Wirkstoffe in den getesteten Freisetzungsmedien die
gleiche Freisetzungskinetik besitzen, wahrend Basen und Sauren unterschiedliche Kinetiken in
Freisetzungsmedien zeigen. Bei den ermittelten Freisetzungskinetiken handelt es sich um
Stoffkonstanten bei den gegebenen Bedingungen, da die Freisetzung von einer konstanten
Oberflache im Vergleich zur Apparent Dissolution erfolgt. Alle Freisetzungen erfolgten in einem

offenen System Uber 40 Minuten bei einer Flussrate von 16 ml/min.

5.3.3.1 Freisetzung ohne Medienwechsel

Die Freisetzung ohne einen Medienwechsel im offenen System zeigt, berechnet als kumulatives
Freisetzungsprofil, einen linearen Verlauf wie bei den herkdmmlichen Methoden. Aus den

gewonnenen Rohdaten des offenen Systems kann auch die Freisetzungsrate gegen die Zeit in einem
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differentiellen  Freisetzungsprofil dargestellt werden. Beispielhaft sind das kumulative
Freisetzungsprofil sowie das differentielle Freisetzungsprofil fiir den basischen Wirkstoff Ambroxol HCI
in Abbildung 87 dargestellt. Die Freisetzungsrate kann bei dem kumulativen Freisetzungsprofil mittels
linearer Regression bestimmt werden oder es erfolgt die Berechnung fir jede Fraktion aus den
Rohdaten. Ambroxol HCI zeigt eine pH-Wert abhangige Freisetzungskinetik. Die Freisetzungsrate je
Fraktion, dargestellt im differentiellen Freisetzungsprofil, zeigt keine Anderung der Freisetzungsrate
mit zunehmender Zeit. Demzufolge verlauft die Freisetzung bei der Darstellung als kumulatives
Freisetzungsprofil linear in allen drei getesteten Freisetzungsmedien, wie in Abbildung 87 gezeigt.

Der neutrale Wirkstoff EMD 503982 besitzt eine identische Freisetzungsrate in den
Freisetzungsmedien SGFsp’, pH 4,5 und SIFsp®, Abbildung 88. Dieses Freisetzungsverhalten

entspricht den Ergebnissen der Loslichkeitsversuche sowie der Apparent Dissolution.
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Abbildung 87: Intrinsic Dissolution von Ambroxol HCI mittels einer Durchflusszelle bei einer
Oberflache von 0,5 cm? (g 8 mm) in den Freisetzungsmedien SGFsp”, pH 4,5
und SIFsp” bei einer Flussrate von 16 ml/min und 37°C. Gegeniiberstellung des
kumulativen Freisetzungsprofils auf der linken Seite und des dazugehdrigen
differentiellen Freisetzungsprofils auf der rechten Seite. (n = 6)
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Abbildung 88: Intrinsic Dissolution von EMD 503982 mittels einer Durchflusszelle bei einer

Oberflache von 0,5 cm2 (g 8 mm) in den Freisetzungsmedien SGFsp”, pH 4,5
und SIFsp” bei einer Flussrate von 16 ml/min und 37°C. Gegeniiberstellung des
kumulativen Freisetzungsprofils auf der linken Seite und des dazugehdrigen
differentiellen Freisetzungsprofils auf der rechten Seite. (n = 6)

Der basische Wirkstoff EMD 128130 zeigt ahnlich Ambroxol HCI unterschiedliche Freisetzungsraten in

den Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5" und SIFsp’, Abbildung 89. Dieses Freisetzungsverhalten

entspricht den Ergebnissen der Loslichkeitsversuche sowie der Apparent Dissolution.

Mit den genannten Wirkstoffen aus Tabelle 20 wurde die Intrinsic Dissolution jeweils in den

Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5" und SIFsp” durchgefiihrt. Die mittels linearer Regression aus

den kumulativen Freisetzungsprofilen ermittelten Freisetzungsraten sind in Tabelle 22 dargestellt.
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Abbildung 89: Intrinsic Dissolution von EMD 128130 mittels einer Durchflusszelle bei einer

Oberflache von 0,5 cm? (g 8 mm) in den Freisetzungsmedien SGFsp”, pH 4,5
und SIFsp” bei einer Flussrate von 16 ml/min und 37°C. Gegeniiberstellung des
kumulativen Freisetzungsprofils auf der linken Seite und des dazugehdrigen
differentiellen Freisetzungsprofils auf der rechten Seite. (n = 6)
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5.3.3.2 Freisetzung mit Medienwechsel (Kombinationsmethode)

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Freisetzung von einer konstanten Oberflache in einem
Durchflusszellensystem funktioniert, wird nun ein Vorteil dieser Technik betrachtet. Der Wechsel des
Freisetzungsmediums bei einem offenen System bietet den Vorteil, im Vergleich zu allen
herkdmmlichen Techniken, dass wahrend einer Freisetzung mehrere Freisetzungskinetiken bestimmt
werden koénnen. Daher wurde eine kombinierte Methode gewahlt, bei der 3 Freisetzungsmedien
wahrend einer Freisetzung untersucht werden. Es wurden dieselben Wirkstoffe verwendet wie bei der
Methode ohne Medienwechsel sowie die gleichen Freisetzungsmedien, um im nachfolgenden Kapitel
die Vergleichbarkeit der Daten zu prifen. Dabei wurden in einem Fall die Medien entsprechend dem
physiologischen pH-Verlauf im Gastointestinaltrakt von SGFsp* iber pH 4,5 zu SIFsp” gewechselt.
Im anderen Fall wurden die Freisetzungsmedien in der umgekehrten unphysiologischen Reihenfolge
untersucht. Bei dem Wechsel von einem zum anderen Freisetzungsmedium kommt es zu einer
Mischung der beiden Freisetzungsmedien in der Tablettenzelle. In diesem Fall kann die freigesetzte
Menge an Wirkstoff dieser Fraktion keinem Freisetzungsmedium zugeordnet werden. Daher wird die
Fraktion, bei der ein Wechsel des Freisetzungsmediums erfolgt, nicht bei der Auswertung
berticksichtigt. Diese Fraktion entspricht bei der gewahlten Methode einem Volumen von 64 ml
aufgrund der Flussrate von 16 ml/min und einer Dauer von 4 Minuten. Da das Gesamtvolumen der
monographierten Tablettenzelle 16 ml entspricht, wird das Freisetzungsmedium mindestens 4-mal bei
der Nichtbertcksichtigung des verdrangten Volumens durch den Zelleinsatz und der Glasperlen
ausgetauscht werden. Dies gewahrleistet, dass in den Fraktionen nach einem Medienwechsel das
Freisetzungsmedium in der Zelle quantitativ ausgetauscht wurde und somit keine Uberlagerten Effekte
von zwei Freisetzungsmedien bestimmt werden.

Abbildung 90 zeigt die Intrinsic Dissolution von Ambroxol HCI mit der Kombinationsmethode. Auf der
rechten Seite das differentielle Freisetzungsprofil, bei dem die Freisetzungsrate gegen die Zeit
aufgetragen wurde und auf der linken Seite das zugehoérige kumulative Freisetzungsprofil mit der
freigesetzten Menge an Wirkstoff gegen die Zeit. Nach 20 bzw. 40 Minuten erfolgte der Wechsel von
einem zum nachsten Freisetzungsmedium. Im kumulativen Freisetzungsprofil ist sehr gut der Wechsel
des Freisetzungsmediums nach 20 bzw. 40 Minuten zu erkennen. Das differentielle Freisetzungsprofil
von Ambroxol HCI zeigt fiir den physiologischen Wechsel des Freisetzungsmediums von SGFsp” iiber
pH 45 nach SIFsp’ stets ein Plateau der Freisetzungsrate fir das entsprechende
Freisetzungsmedium. Im Fall der unphysiologischen Reihenfolge stellt sich nach dem Wechsel des
Freisetzungsmediums von SIFsp® nach pH 4,5" kein Plateau ein (roter Kreis), sondern die
Freisetzungsrate nimmt weiter ab. Die Ursache liegt in der Umwandlung des Ambroxol HCI in die freie
Base wahrend der Freisetzung in SIFsp’. Dies konnte bereits bei der Freisetzung ohne einen
Medienwechsel beobachtet werden. Die freie Base entsteht in Form von Nadeln auf der Oberflache
des Presslings. Abbildung 91 zeigt die Oberflache des Presslings vor und nach der Freisetzung in
SIFsp’. Nach einem Wechsel des Freisetzungsmediums von SIFsp” zu pH 4,5 &ndert sich daher die
Freisetzungsrate mit der Zeit bevor sich ein Plateau einstellt. Zunachst Uberlagern sich 2 Prozesse,
zum einen die Auflésung von Ambroxol HCI und zum anderen die Auflésung der Nadeln der freien

Base. Daher kann sich erst eine konstante Freisetzungsrate einstellen, wenn die Nadeln der freien
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Base aufgel6st sind. Die Identitat der Nadeln wurde mittels DSC, NIR und per Ramanmikroskopie
bestimmt. Abbildung 92 zeigt einen Ausschnitt aus den Ramanspektren der Nadeln im Vergleich zu

Ambroxol HCI und der freien Base.
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Abbildung 90: Kombinationsmethode der Intrinsic Dissolution von Ambroxol HCI mittels einer
Durchflusszelle bei einer Oberflaiche von 05 cm?2 (g 8 mm). Die
Freisetzungsmedien wurden in der Reihenfolge SGFsp®, pH 4,5 und SIFsp”
sowie in der Reihenfolge SIFsp®, pH 4,5 und SGFsp” bei einer Flussrate von
16 ml/min und 37°C untersucht. Gegenuberstellung des kumulativen
Freisetzungsprofils auf der linken Seite und des dazugehdrigen differentiellen
Freisetzungsprofils auf der rechten Seite. (n = 6)

Abbildung 91: Auf der linken Seite die mikroskopische Aufnahme eines Ambroxol HCI
Pressling vor der Freisetzung in SIFsp®. Auf der rechten Seite der Pressling
nach einer 40 miniitigen Freisetzung in SIFsp’. Der rote Kreis markiert die bei
der Freisetzung entstandenen Kristallnadeln, bestehend aus der freien Base des
Ambroxols.
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Abbildung 92: Ausschnitt der Ramanspektren von Ambroxol HCI, der freien Base von

Ambroxol sowie von entstandenen Kristallnadeln auf einem Ambroxol HCI

Pressling nach 40 minitiger Freisetzung in SIFsp”.

Die Intrinsic Dissolution des neutralen Wirkstoffes EMD 503982 mittels der Kombinationsmethode

ergab identische Freisetzungskinetiken in den untersuchten Freisetzungsmedien, Abbildung 93. Das

differentielle Freisetzungsprofil zeigt bei einem Wechsel des Freisetzungsmediums nach 20 bzw.

40 Minuten keinen Einfluss auf die Freisetzungskinetik. Daher zeigt das kumulative Freisetzungsprofil

eine lineare Freisetzung. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ld&slichkeiten sowie der Apparent

Dissolution.
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Abbildung 93: Kombinationsmethode der Intrinsic Dissolution von EMD 503982 mittels einer

Durchflusszelle bei einer Oberflaiche von 05 cm?2 (g 8 mm). Die
Freisetzungsmedien wurden in der Reihenfolge SGFsp®, pH 4,5 und SIFsp”
sowie in der Reihenfolge SIFsp”, pH 4,5 und SGFsp” bei einer Flussrate von
16 ml/min und 37°C untersucht. Gegenuberstellung des kumulativen
Freisetzungsprofils auf der linken Seite und des dazugehérigen differentiellen
Freisetzungsprofils auf der rechten Seite. (n = 6)
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Bei EMD 128130 kann die pH-Wert abhangige Freisetzungskinetik anhand der Intrinsic Dissolution
mittels der Kombinationsmethode gut nachgewiesen werden. Die Abbildung 94 zeigt auf der rechten
Seite das differentielle und auf der linken Seite das kumulative Freisetzungsprofil. Bei beiden Profilen
ist der Wechsel von einem zum anderen Freisetzungsmedium sehr gut nachzuvollziehen aufgrund der
unterschiedlichen Freisetzungskinetik in den Freisetzungsmedien. Das differentielle Freisetzungsprofil
zeigt sehr gut die konstanten Freisetzungsraten fur die Fraktionen der einzelnen Freisetzungsmedien.
Die Freisetzungsrate der Fraktion bei 20 bzw. 40 Minuten nach einem Medienwechsel liegt zwischen
zwei Plateaus, da in dieser das Freisetzungsmedium ausgetauscht wird und somit eine Mischung aus
2 Medien bestimmt wurde. Da die nachfolgenden Fraktionen identische Freisetzungsraten aufweisen,

bestatigt dies die Dauer von 4 Minuten fir einen quantitativen Medienwechsel.
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Abbildung 94: Kombinationsmethode der Intrinsic Dissolution von EMD 128130 mittels einer
Durchflusszelle bei einer Oberflaiche von 05 cm? (g 8 mm). Die
Freisetzungsmedien wurden in der Reihenfolge SGFsp®, pH 4,5 und SIFsp”
sowie in der Reihenfolge SIFsp”, pH 4,5 und SGFsp” bei einer Flussrate von
16 ml/min und 37°C untersucht. Gegenuberstellung des kumulativen
Freisetzungsprofils auf der linken Seite und des dazugehérigen differentiellen
Freisetzungsprofil auf der rechten Seite. (n =6)

Die Intrinsic Dissolution der anderen Wirkstoffe aus Tabelle 20 wurde unter gleichen Bedingungen
mittels der Kombinationsmethode durchgefiihrt. Die Ermittlung der Freisetzungsraten erfolgte nicht
mittels linearer Regression, sondern aus dem Mittelwert der Freisetzungsraten des differentiellen
Freisetzungsprofils fiir jedes Freisetzungsmedium. Diese erhaltenen Freisetzungsraten werden im
nachfolgenden Kapitel in Tabelle 22 mit den Freisetzungsraten der Intrinsic Dissolution ohne

Mediumwechsel verglichen.
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5.3.3.3 Vergleichbarkeit der Daten

Der neu entwickelte Zelleinsatz zur Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen ermoglicht die
Bestimmung der Freisetzungsrate bzw. Freisetzungskinetik (D-Rate). Klassisch wird die
Freisetzungsrate bei allen herkdmmlichen Methoden mittels linearer Regression aus dem linearen
Freisetzungsprofil ermittelt. Diese Bestimmung der Freisetzungsrate wurde auch bei der Freisetzung
mit dem neuen Zelleinsatz in der Durchflusszelle fiir die Freisetzung ohne einen Wechsel des
Freisetzungsmediums angewandt. Die Bestimmung der Freisetzungsraten mittels der
Kombinationsmethode erfolgte auf eine andere Weise. Da die Intrinsic Dissolution in der
Durchflusszelle mit der offenen Betriebsweise erfolgte, konnte die Freisetzungsrate direkt aus den
Rohdaten fiur jede einzelne Fraktion ermittelt werden. AnschlieRend wurde der entsprechende
Mittelwert aller Fraktionen eines Freisetzungsmediums gebildet. Fraktionen, in denen ein
Medienwechsel erfolgte, wurden bei der Bestimmung der Freisetzungsraten nicht bericksichtigt.

Die Kombinationsmethode unterscheidet sich von der Methode ohne einen Medienwechsel in der
Gesamtdauer, der Dauer je Fraktion sowie der Anzahl der Fraktionen bezogen auf ein

Freisetzungsmedium, siehe Tabelle 21.
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Tabelle 21: Ubersicht zu den Fraktionen der Intrinsic Dissolution Methode ohne (linke Seite)

und mit (rechte Seite) Medienwechsel.

Frakt-lon Medium Frakt-lon Medium

t [min] t [min]

0-1 1 0-4 1

1-2 1 4-8 1

2-3 1 8-12 1

3-4 1 12-16 1

4-5 1 16 - 20 1

5-6 1 20-24 Mediumwechsel

6-7 1 24 - 28 2

7-8 1 28 — 32 2

8-9 1 32-36 2

9-10 1 36 -40 2
10-15 1 40 - 44 Mediumwechsel
15-20 1 44 — 48 3
20-25 1 48 — 52 3
25-30 1 52 — 56 3
30-35 1 56 — 60 3
35-40 1

Geratespezifisch konnten maximall 16 Fraktionen je Freisetzung bestimmt werden, daher
unterscheiden sich die Anzahl der Messpunkte bei beiden Methoden erheblich. Die Bestimmung der
Freisetzungsrate mittels der Methode ohne Medienwechsel beruht auf 16 Messwerten. Bei der
Kombinationsmethode stehen fiir das erste Freisetzungsmedium 5 Messwerte und fir die beiden
anderen Freisetzungsmedien 4 Messwerte zur Verfigung. Ein Vergleich der ermittelten
Freisetzungsraten der beiden Methoden soll zeigen, dass mit weniger Messpunkten und bei
gleichzeitigem Wechsel des Freisetzungsmediums wahrend der Freisetzung vergleichbare Daten
erhalten werden. Die ermittelten Freisetzungsraten der beiden Methoden sind in Tabelle 22
dargestellt, in dieser Tabelle sind alle untersuchten Wirkstoffe aufgefiihrt. In der Spalte Medium finden
sich die 3 getesteten Freisetzungsmedien SGFsp", pH 4,5" und SIFsp”. In der néchsten Spalte ist das
Bestimmtheitsmal® der linearen Regression von der Intrinsic Dissolution Methode ohne
Medienwechsel angegeben, die ermittelte Freisetzungsrate (D-Rate) berechnet als [mg/min] findet
sich in der folgenden Spalte. Die Spalten Kombi enthalten die berechneten Freisetzungsraten der
Kombinationsmethode zum einen fiir die Freisetzung mit Medienwechsel von SGFsp"” (iber pH 4,5"
nach SIFsp” (SGF-SIF) und fiir den Medienwechsel von SIFsp® liber pH 4,5 nach SIFsp” (SIF-SGF).
In der Spalte Kombi AV ist der Mittelwert der beiden Freisetzungsraten aus den beiden

Kombinationsmethoden wiedergegeben.
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Tabelle 22:

Intrinsic Dissolution: Gegeniberstellung der ermittelten Freisetzungsraten
(D-Rate) [mg/min] ohne Medienwechsel mit den Freisetzungsraten der
Kombinationsmethode mit Medienwechsel in physiologischer Richtung
(SGF-SIF) und unphysiologischer Richtung (SIF-SGF). (n =6 bzw. *n = 5)

Normal Kombi Kombi Kombi
y = mx SGF - SIF SIF — SGF AV

Wirkstoff Medium R? D-Rate D-Rate D-Rate D-Rate
SGFsp” 0,9985 0,2466 0,2467 0,2128 0,2298

Levomepromazin pH 4,5 0,9984 0,0555 0,0561 0,0708 0,0635
Maleat SIFsp” 0,9737* 0,0665* 0,0633 0,0701 0,0667
SGFsp® 0,9979 0,1096 0,1022 0,1095 0,1059

Trimethoprim pH 4,5" 0,9995 0,1108 0,2548 0,1009 0,1779
SIFsp” 0,9990 0,0296 0,0449 0,0266 0,0358

SGFsp®  0,9978* 0,0231* 0,0230* 0,0332* 0,0281
Hydrochlorothiazid pH 4,5 0,9986 0,0326 0,0239* 0,0424~ 0,0332
SIFsp® 0,9978 0,0290 0,0250* 0,0331* 0,0291

SGFsp” 0,9944 0,0090 0,0091 0,0057 0,0074

Carbamazepin pH 4,5 0,9983 0,0086 0,0074 0,0068 0,0071
SIFsp” 0,9963 0,0081 0,0079 0,0096 0,0088
SGFsp® 0,9413 0,0002 0,0004 0,0035 0,00195
Diclofenac Na pH 4,5 0,6861 0,0204 0,0006 0,0237 0,01215
SIFsp” 0,9934* 0,3849* 0,0236 0,434 0,2288

SGFsp” 0,9986 0,1722 0,1280 0,1094 0,1187

Acetylsalicylsdure pH 4,5 0,9996 0,1762 0,1672 0,1536 0,1604
SIFsp” 0,9980 0,1895 0,2400 0,1766 0,2083

SGFsp® 0,9976 0,2061 0,2410 0,2149 0,2280

EMD 128130 pH 4,5 0,9974 0,0682 0,0580 0,0436 0,0508
SIFsp” 0,9896 0,0010 0,0022 0,0010 0,0016

SGFsp® 0,9987 0,2112 0,1911 0,1957 0,1934

EMD 128130 Base pH 4,5 0,9908 0,0337 0,0515 0,0242 0,0379
SIFsp® 0,9943 0,0009 0,0010 0,0005 0,0007

SGFsp” 0,9978 0,2037 0,2088 0,1559 0,1824

Ambroxol HCI pH 4,5 0,9979 0,5915 0,5507 0,7568 0,6537
SIFsp” 0,9989 0,3946 0,3047 0,3541 0,3319

SGFsp® 0,5507 0,4096 1,074 2,0750 1,5745

Ambroxol Base pH4,5" 0,9993 0,1556 0,326 0,1397 0,2326
SIFsp” 0,9997 0,0242 0,0192 0,0223 0,0208

SGFsp” 0,9910 0,0033 0,0038 0,0033 0,0035

EMD 503982 pH 4,5" 0,9938 0,0033 0,0030 0,0028 0,0029

SIFsp” 0,9899 0,0035 0,0032 0,0036 0,0034




136 Ergebnisse und Diskussion

Die ermittelten Freisetzungsraten der Kombinationsmethode sind vergleichbar mit den Werten der
Methode ohne Medienwechsel. Einzig vier Ausnahmen bei Ambroxol HCI, Ambroxol Base,
Trimethoprim und Diclofenac Na liegen vor. Diese Ausnahmen beziehen sich jeweils nur auf ein
Freisetzungsmedium der drei getesteten Medien. Die Ursachen fir die Ausnahmen sind
Umwandlungen des Wirkstoffes an der Oberflache des Presslings, was zu einer Beeinflussung der
Freisetzung bei der Kombinationsmethode nach einem Medienwechsel fiihrt.

Trimethoprim zeigt beim Wechsel des Freisetzungsmediums von SGFsp’ nach pH 4,5 eine héhere
Freisetzungskinetik, als mit der Methode ohne Medienwechsel bestimmt wurde. Die Ursache in
diesem Fall liegt in der Bildung eines Hydrochloridsalzes von Trimethoprim in SGFsp®, welches nach
dem Wechsel zum Freisetzungsmedium pH 4,5" eine schnellere Freisetzungsrate zeigt. Beim
Wechsel von SIFsp® auf pH 4,5" wurde keine erhdhte Freisetzungskinetik in pH 4,5 bestimmt, da in
SIFsp* kein Hydrochlorid entstehen kann.

Die Base von Ambroxol wandelt sich in SGFsp” in das Hydrochlorid um, welches eine langsamere
Freisetzungskinetik als die freie Base aufweist. Da bei der Kombinationsmethode die Freisetzungsrate
aus dem Mittelwert der Fraktionen Uber einen kirzeren Zeitraum bestimmt wird, ist in diesem
Ausnahmefall ein Vergleich der ermittelten Freisetzungsraten der beiden Methoden nicht mdglich. Die
Umwandlung der Ambroxol Base in das Hydrochlorid wird im Kapitel 5.3.6 ,Bestimmung von
Salzénderungen® besprochen.

Die abweichende Freisetzungsrate von Ambroxol HCI nach dem Wechsel von SIFsp® zum
Freisetzungsmedium pH 4,5 beruht auf der Bildung der freien Base in Form von Nadeln auf der
Oberflache in SIFsp®, Abbildung 91. Diese wird zusétzlich in pH 4,5" neben Ambroxol HCI freigesetzt,
dadurch wird eine erhdhte Freisetzungsrate bestimmt.

Im Fall von Diclofenac Na wurde nach dem Wechsel von SGFsp® zu pH 4,5" eine langsamere
Freisetzungsrate bestimmt im Vergleich zur Freisetzung ohne Medienwechsel. Die Ursache liegt in
einer Umwandlung des Natriumsalzes in SGFsp” in die freie Saure des Diclofenac’s, welche eine

extrem langsame Freisetzungskinetik zeigt.

5.3.3.4 Freisetzung von verschieden groBen Oberflachen

Der entwickelte Zelleinsatz bietet die Moglichkeit auf einfache Weise das Metallinlay, welches den
Pressling enthalt, auszutauschen. Dadurch kann von verschieden groRen Oberflachen die
Freisetzungsrate bestimmt werden, Tabelle 23. Das Ziel besteht darin, den Wirkstoffbedarf fir die
Intrinsic Dissolution mittels kleinerer Presslinge zu reduzieren. Es erfolgte eine Dreifachbestimmung
der Freisetzungsraten der Wirkstoffe mit den Metallinlays (4 und 6 mm). Die Freisetzungen wurden in
den Freisetzungsmedien SGFsp® und SIFsp” durchgefiihrt. In Abbildung 95 sind beispielhaft die

verschiedenen GrolRen der Presslinge dargestellt.
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Tabelle 23: Abmessungen der Presslinge fir die Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen

Durchmesser [mm)] 4 6 8
Oberflache [cm?] 0,126 0,283 0,502

- == BURD ™~
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Abbildung 95: Wirkstoffpresslinge zur Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen.

Die Abbildung 96 zeigt die Freisetzung des Wirkstoffes EMD 128130 in SGFsp” von verschieden
groRen Oberflachen mit einem Durchmesser von 4, 6 und 8 mm. Die Freisetzung nimmt wie erwartet
mit steigender Oberflache zu. Aus den Freisetzungsprofilen wurde die Freisetzungsrate durch lineare
Regression, ohne eine Berlicksichtigung der Oberflache, bestimmt. Anschliefend wurde die ermittelte
Freisetzungsrate gegen die Oberflache des Presslings aufgetragen. Dies erfolgte fir die untersuchten
Freisetzungsmedien SGFsp’, pH 4,5 und SIFsp’. Mittels linearer Regression wurde der
Zusammenhang zwischen der Oberflache und der Freisetzungsrate des Presslings betrachtet. Wie in
Abbildung 97 anhand des Bestimmtheitsmalies zu erkennen ist, existiert ein linearer Zusammenhang
zwischen der Oberflache des Presslings und der davon freigesetzten Menge an Wirkstoff. Im Fall von
SIFsp” zeigt das BestimmtheitsmaR mit R? = 0,9805 einen guten Wert, trotz einer sehr langsamen
Freisetzungskinetik von EMD 128130. Die geringen Mengen an freigesetztem Wirkstoff in SIFsp” sind
nicht mehr mit ausreichender analytischer Genauigkeit zu quantifizieren, daraus ergibt sich ein
groéferer Fehler und ein Limit fir die Quantifizierbarkeit. Dennoch kann man noch von einem linearen
Zusammenhang sprechen. Zu beachten ist, dass bei Freisetzungen nicht die Kriterien der Linearitat

von HPLC-Methoden angewandt werden konnen.
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Abbildung 96: Intrinsic Dissolution von EMD 128130 mittels einer Durchflusszelle von
verschieden grofl3en Oberflachen mit einem Presslingsdurchmesser von 4, 6 und
8 mm in SGFsp®. (4 und 6 mm mit n =3, 8 mm mit n = 6)
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Abbildung 97: Korrelation der Presslingsoberflache mit der Freisetzungsrate des Presslings
fiir EMD 128130 in den Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5 und SIFsp”.
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Die Intrinsic Dissolution von Ambroxol HCI in SGFsp” von verschieden groRen Oberflachen mit einem
Durchmesser von 4, 6 und 8 mm nimmt mit steigender Oberflache in SGFsp” zu, Abbildung 98. Wie
fur EMD 128130 wurden die Freisetzungsraten aus den Profilen ermittelt und mittels linearer
Regression der Zusammenhang zwischen der Oberflache und der Freisetzungsrate in den
Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5" und SIFsp” bestimmt, Abbildung 99. Ambroxol HCI zeigt in allen
Freisetzungsmedien einen linearen Zusammenhang zwischen der Oberflaiche und der davon
freigesetzten Menge an Wirkstoff.

10
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Abbildung 98: Intrinsic Dissolution von Ambroxol HCI mittels einer Durchflusszelle von
verschieden groflen Oberflachen mit einem Presslingsdurchmesser von 4, 6 und
8 mm in SGFsp”. (4 und 6 mm mitn =3, 8 mm mitn = 6)
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Abbildung 99: Korrelation der Presslingsoberflache mit der Freisetzungsrate des Presslings
fiir Ambroxol HCl in den Freisetzungsmedien SGFsp*, pH 4,5 und SIFsp”.

Die Korrelation der Presslingsoberflache mit der Freisetzungsrate des Presslings wurde anhand
weiterer Wirkstoffe aus Tabelle 20 mit den Freisetzungsmedien SGFsp” und SIFsp” untersucht. Die
ermittelten Freisetzungsraten der verschieden gro3en Presslingsoberflachen, sowie die Korrelation
der Freisetzungsrate mit Presslingsoberflache sind in Tabelle 24 aufgefiihrt. Die Korrelation zeigt bei
allen Wirkstoffen eine lineare Abhangigkeit der Freisetzungsrate des Presslings mit der
Presslingsoberflache. Dies ermdglicht einen Vergleich der Freisetzungsraten von verschiedenen
Presslingsoberflachen. Durch den Einsatz kleinerer Oberflachen kann nun die Menge an Wirkstoff bei
der Charakterisierung deutlich bis auf das vierfache reduziert werden. Bei Wirkstoffen mit einer extrem
schlechten Freisetzungskinetik ist die Bestimmung der Freisetzungsrate von kleineren Oberflachen
nicht moglich, da die Quantifizierung des freigesetzten Wirkstoffes in diesem Fall nicht gewahrleistet

ist.
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Tabelle 24: Uberblick tber die ermittelten Freisetzungsraten (D-Rate) [mg/min] mittels
Intrinsic Dissolution in der Durchflusszelle von verschiedenen Oberflachen und

die Korrelation der Presslingsoberflache mit der Freisetzungsrate.

8 mm 6 mm 4 mm 4/6/8
Wirkstoff Medium D-Rate R2 D-Rate R? D-Rate R2 R2

SGFsp® 0,2061 0,9979 0,0790 0,9984 0,0346 0,9938 0,9695
EMD 128130 pH4,5" 0,0682 0,9974 0,0346 0,9960 0,0155 0,9932 0,9962
SIFsp”  0,0013* 0,9798 0,00062 0,9822 0,00035 0,9327 0,9805
SGFsp® 10,2037 10,9978 0,1293 0,9985 0,0560 0,9978 0,9916
Ambroxol HCI pH4,5° 0,9287** 0,9982 0,4489 0,9986 0,2010 0,9985 0,9926
SIFsp® 0,3946 0,9989 0,1871 0,9989 0,0840 0,9987 0,9908
Levomepromazin SGFsp® 0,2466 0,9984 0,1600 0,9989 0,0813 0,9951 0,9992
Maleat SIFsp” 0,0665 0,9737 0,0315 0,9958 0,0169 0,9963 0,9931
SGFsp® 0,096 0,9977 0,0538 0,9909 0,0244 0,9711 0,9934
SIFsp” 0,0296 0,9990 0,0143 0,9983 0,0085 0,9987 0,9751
SGFsp® 0,0231* 0,9978 0,0106 0,9711 0,0035 0,9584 0,9962
SIFsp® 0,0290 0,9978 0,0147 0,9988 0,0075 0,9849 0,9915
SGFsp® 0,0090 0,9944 0,0048 0,9960 0,0026 0,9925 0,9932
SIFsp® 0,0081 0,9963 0,0047 0,9981 0,0022 0,9870 0,9999
SGFsp® 0,0002 0,9413 Nicht quantifizierbar!
SIFsp®™  0,3849* 10,9934 0,2408 0,9925 0,1422 0,9938 0,9999
SGFsp® 0,1722 0,9986 0,0934 0,9988 0,0463 0,9944 0,9977
SIFsp” 0,1895 0,9980 0,1039 0,9982 0,0548 0,9993 0,9965

Trimethoprim

Hydrochlorothiazid

Carbamazepin

Diclofenac Na

Acetylsalicylsadure

5.3.3.5 Diskussion

Mit dem neu entwickelten Zelleinsatz konnte erstmals gezeigt werden, dass Intrinsic Dissolution in
Durchflusszellen moglich ist. Bei der Freisetzung im offenen System zeigten die ausgewahlten
Wirkstoffe eine lineare Freisetzung, aus der die Freisetzungsrate bestimmt werden kann. Anhand der
HPLC Daten kann eine untere Grenze abgeleitetet werden, ab der die Quantifizierung des
freigesetzten Wirkstoffes nicht mehr mittels HPLC machbar ist. Diese Grenze wird von vielen Faktoren
des Wirkstoffes beeinflusst, vor allem die Loslichkeit, die Freisetzungskinetik, die polymorphe Form
und der Absorptionskoeffizient des Wirkstoffes sind daflir entscheidend. Da sich diese Eigenschaften
spezifisch bei jedem Wirkstoff unterscheiden, kann kein absoluter Grenzwert postuliert werden, ab
dem Intrinsic Dissolution nicht mehr mittels HPLC quantifiziert werden kann. Anhand der HPLC-Daten
kann grundsatzlich die Aussage getroffen werden, dass Freisetzungsraten > 0,01 mg/min gut
quantifizierbar sind. Freisetzungsraten zwischen 0,01 mg/min und 0,0025 mg/min kdnnen mit einer
abnehmenden Genauigkeit (Prazision) quantifiziert werden. Freisetzungsraten unterhalb von
0,0025 mg/min kénnen nur zur Orientierung mit gréBerem Fehler angegeben werden und unterhalb

von 0,0001 mg/min wird eine Detektion mittels HPLC-UV unmdglich. Anstatt der Angabe der
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Freisetzungskinetiken bzw. Freisetzungsraten kann auch die Ldslichkeit eines Wirkstoffes
herangezogen werden um Grenzen fir die Detektion mittels HPLC festzulegen. Die Angabe von
Loslichkeiten als mogliche Grenze ist wesentlich ungenauer als die Angabe von
Freisetzungskinetiken. Ein Wirkstoff besitzt unter definierten Bedingungen nur eine Loéslichkeit, jedoch
zeigen verschiedene Salze eines Wirkstoffes bei gleicher Ldslichkeit unterschiedliche
Freisetzungsraten. Demzufolge ist ein Rickschluss auf die Freisetzungskinetik bzw. das Festlegen
einer Grenze, ab der eine Quantifizierung der Intrinsic Dissolution mittels HPLC nicht mehr méglich ist,
nicht sehr starr zu sehen. Daher beruht die Festlegung von Léslichkeitswerten als moégliche Grenze
auf den neutralen Wirkstoffen Hydrochlorothiazid, Carbamazepin und EMD 503982, denn diese
Wirkstoffe liegen nicht als Salz vor. Wirkstoffe mit Loslichkeiten > 0,2 mg/ml kénnen gut mittels HPLC
nach einer Intrinsic Dissolution quantifiziert werden. Léslichkeiten zwischen 0,2 mg/ml und 0,05 mg/ml
kénnen mit abnehmender Prazision quantifiziert werden. Fir Wirkstoffe mit Loslichkeiten im Bereich
zwischen 0,05 mg/ml und 0,005 mg/ml kann nicht vorhergesagt werden, ob eine Quantifizierung
mittels HPLC nach einer Intrinsic Dissolution moglich ist. Flr Loslichkeiten < 0,005 mg/ml ist eine
Quantifizierung ausgeschlossen. Diese Angaben als Grenzwerte gelten nur fiir die Intrinsic Dissolution
in einer Durchflusszelle mit einer Flussrate von 16 ml/min und einer Presslingsoberflache von 0,5 cm?,
Tabelle 25. Bei einem geschlossenen System sind Angaben von Grenzwerten nicht erforderlich, da

der Wirkstoff wahrend der Freisetzung kumuliert, wodurch eine Quantifizierung erleichtert wird.

Tabelle 25: Grenzwerte fir die Quantifizierung durch HPLC von freigesetzten Wirkstoffen
mittels Intrinsic Dissolution im offenen System bei Durchflusszellen
(16 ml/min.; 0,5 cm?).

Freisetzungsrate Loslichkeit
[mg/min] [mg/ml]
gut detektierbar > 0,01 >0,2
detektierbar 0,0025 - 0,01 0,05-0,2
abhédngig vom Wirkstoff 0,0025 - 0,0001 0,005 -10,05
nicht detektierbar < 0,0001 < 0,005

Eine Bestimmung der Freisetzungsraten eines Wirkstoffes in verschiedenen Freisetzungsmedien kann
mittels der entwickelten Kombinationsmethode wahrend einer Freisetzung an einem einzigen
Pressling erfolgen. Die dabei erhaltenen Freisetzungsraten entsprechen den einzeln bestimmten
Freisetzungsraten ohne Medienwechsel. Durch die Kombinationsmethode werden der Zeitaufwand
und der Wirkstoffbedarf bei der Bestimmung von Freisetzungsraten reduziert.

Far den Fall, dass eine Umwandlung des Wirkstoffes auf dem Pressling stattfindet, kdnnen die
ermittelten Freisetzungsraten von den einzeln bestimmten Freisetzungsraten abweichen. Ein Indiz fur
eine Umwandlung kann mittels der Kombinationsmethode ermittelt werden, indem die Freisetzung mit
entgegengesetzter Reihenfolge wiederholt wird. Es empfiehlt sich die Kombinationsmethode mit
beiden Reihenfolgen durchzufiihren, im Vergleich zur einzeln bestimmten Freisetzungsrate kann so

der Bedarf an Wirkstoff immerhin um 30 Prozent reduziert werden.
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Der Einsatz von kleineren Presslingsoberflachen bietet neben der Kombinationsmethode eine
zusatzliche Moglichkeit den Wirkstoffoedarf bei der Bestimmung von Freisetzungskinetiken zu
reduzieren. Es konnte gezeigt werden, dass die Freisetzungsraten von verschiedenen
Presslingsoberflachen vergleichbar sind. Dadurch kdénnen Daten, die von verschieden grofen
Presslingsoberflachen bestimmt wurden, bedenkenlos miteinander verglichen bzw. umgerechnet
werden.

Der entwickelte Zelleinsatz zur Intrinsic Dissolution bietet neue flexible Mdglichkeiten bei der
Methodenentwicklung, wie die Kombinationsmethode oder das offene bzw. geschlossene System in
Durchflusszellen. Erstmals besteht die Moglichkeit, variabel verschieden groRe Presslingsoberflachen

in einem System zu nutzen und damit die Methodenentwicklung an die Bediirfnisse anzupassen.

5.3.4 Korrelation zwischen der Durchflusszelle und der Distekmethode

Unter den bisher erhaltlichen Systemen zur Intrinsic Dissolution hat sich die in der USP
monographierte Distekmethode am weitesten in der Industrie etabliert. Von groRem Interesse ist die
Untersuchung der Ubertragbarkeit von Freisetzungsraten der Distekmethode auf die Durchflusszelle
und umgekehrt (Avdeef A & Tsinman O 2008; Nicklasson M et al. 1991; Pena MH et al. 2003). Daher
wurden in diesem Kapitel die Freisetzungsraten verschiedener Wirkstoffe der Distekmethode mit den
Freisetzungsraten der Wirkstoffe in der Durchflusszelle verglichen. Die gewahlten Methodenparameter
fir den Vergleich sind in Tabelle 26 aufgefuhrt.

Tabelle 26: Gegenuberstellung der Methodenparameter fiir die Intrinsic Dissolution mittels

der Distekmethode im Vergleich zur Durchflusszelle.

Distek Durchflusszelle
Presslingsoberflache 0,5 cm? (g 8 mm)
Wiederholungen n=6
Freisetzungsmedium Phosphatpuffer pH 4,5 (Ph.Eur.) mit 0,01% Tween® 80
Methodendauer 120 min. 40 min.
Umdrehungszahl 50 rpm -
Flussrate - 16 ml/min

Die mit beiden Methoden ermittelten Freisetzungsraten [mg/ml] der untersuchten Wirkstoffe wurden
gegeneinander in Abbildung 100 aufgetragen. Dabei wurde der Wert von Ambroxol HCI im rechten
Diagramm bei der linearen Regression nicht mit beriicksichtigt, da Ambroxol HCI in pH 4,5 eine
deutlich bessere Freisetzungskinetik im Vergleich zu den anderen untersuchten Wirkstoffen ausweist
und somit das Bestimmtheitsmal} Uberproportional beeinflusst.

Es konnte gezeigt werden, dass die mit beiden Methoden ermittelten Freisetzungsraten der
untersuchten  Wirkstoffe linear miteinander korrelieren. Dabei unterscheiden sich die

Freisetzungsraten der beiden Methoden um den Faktor 2.
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In Tabelle 27 sind die Freisetzungsraten der Durchflusszelle im Vergleich mit der Distekmethode der
untersuchten Wirkstoffe dargestellt. Bei Diclofenac Na konnte keine Freisetzungsrate mit der
Distekmethode bestimmt werden, da sich Diclofenac Na im Freisetzungsmedium pH 4,5" in die freie
Saure umwandelt. Auf die Umwandlung von Diclofenac Na in die freie Sdure wird naher in Kapitel
5.3.6.3 eingegangen.
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Abbildung 100: Korrelation der Freisetzungsraten verschiedener  Wirkstoffe  der
Distekmethode mit den in der Durchflusszelle ermittelten Freisetzungsraten in
pH 4,5" bei einer Presslingsoberflache von 0,5 cm2. (n = 6)

Tabelle 27: Freisetzungraten der Intrinsic Dissolution mittels der Distekmethode im
Vergleich zur Durchflusszelle. (n = 6)

Durchflusszelle Distekmethode
[mg/min] [mg/min]
Ambroxol HCI 0,5915 1,3690
EMD 128130 0,0682 0,1660
Trimethoprim 0,1108 0,2280
Carbamazepin 0,0086 0,0174
Levomepromazin Maleat 0,0555 0,1344
Hydrochlorothiazid 0,0326 0,0538
Diclofenac Na 0,0204 Nicht mdglich!
Acetylsalicylsaure 0,1762 0,3390
EMD 503982 0,0033 0,0082

5.3.5 Korrelation der Freisetzungsrate mit der Loslichkeit

Das DLV wird bei der Methodenentwicklung von Freisetzungen in der Blattriihrerapparatur bestimmt,
dabei wird die zu erwartende Freisetzung anhand der thermodynamischen Ldslichkeit abgeschatzt. Es
ist demzufolge von gro3em Interesse, zu Uberprifen, ob anhand der thermodynamischen Loéslichkeit
auf die Freisetzung in der Durchflusszelle geschlossen werden kann. Daher wurden die intrinsischen

Freisetzungsraten der Wirkstoffe in den untersuchten Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5" und
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SIFsp” gegen die thermodynamische Léslichkeit in den Freisetzungsmedien nach 24 Stunden
aufgetragen. Wie in Abbildung 101 zu erkennen, scheint eine Tendenz zwischen Léslichkeit und
Freisetzungsrate zu existieren. Auf der linken Seite der Abbildung 101 ist die Ldslichkeit gegen die
Freisetzungsrate aufgetragen. Auf der rechten Seite wurde die Léslichkeit gegen die Freisetzungsrate
mit logarithmierten Achsen aufgetragen. In der logarithmischen Darstellung kann tendenziell ein
Zusammenhang zwischen Ldslichkeit und Freisetzungsrate bestatigt werden. Jedoch ist keine genaue
Vorhersage mdglich, da beispielsweise Wirkstoffe mit einer &hnlichen Freisetzungsrate von ungefahr
0,2 mg/min sich in ihrer Loslichkeit um den Faktor 2 unterscheiden kdnnen, siehe linke Seite der
Abbildung 101. Dies erklart die schlechte Korrelation mit einem Bestimmtheitsmal® von R? = 0,8719.
Das war zu erwarten, denn ein Wirkstoff kann in Form von verschiedenen Salzen unterschiedliche
Freisetzungskinetiken bei identischer thermodynamischer Léslichkeit in einem Freisetzungsmedium
aufweisen. Daher kann nicht direkt aus der thermodynamischen Lo&slichkeit auf die Freisetzungsrate
geschlossen werden, die Ausnahme sind neutrale Wirkstoffe.

Eine grundsatzliche Aussage Uber ein mogliches Freisetzungsverhalten ist dennoch anhand der
thermodynamischen Ld&slichkeit moglich. Die Aussage beschrankt sich jedoch nur darauf, ob eine

schnelle, mittlere oder langsame Freisetzungsrate zu erwarten ist.

25 100

y = 35,384
201 R2=0,8719 . i
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Abbildung 101: Korrelation der Freisetzungsraten aus der Durchflusszelle fur verschiedene
Wirkstoffe in den Freisetzungsmedien SGFsp®, pH 4,5" und SIFsp® mit der
thermodynamischen Léslichkeit der Wirkstoffe in den Freisetzungsmedien
nach 24 Stunden. (n = 6)

5.3.6 Anwendung: Bestimmung von Salzanderungen

Wahrend der Freisetzung von Wirkstoffen kann es zur Umwandlung des Wirkstoffsalzes in eine
andere Form kommen. Der haufigste Fall ist die Umwandlung eines Wirkstoffsalzes in die freie Base
in Freisetzungsmedien mit einem pH-Wert oberhalb des pka-Wertes des Wirkstoffes. Eine solche
Umwandlung kann einen erheblichen Einfluss auf die Freisetzung der Arzneiformulierung haben, denn
die Freisetzungsraten der Ausgangsform im Vergleich zur entstandenen neuen Form unterscheiden
sich in den meisten Fallen signifikant voneinander.

Der entwickelte Zelleinsatz zur Bestimmung der Freisetzungsrate bietet erstmals die Méglichkeit der

Bestimmung dieser Umwandlungskinetik mit einem differentiellen Freisetzungsprofil. Dies ermdglicht
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die offene Betriebsweise der Durchflusszelle, dabei wird die Freisetzungsrate Uber die Zeit
aufgetragen. Dadurch konnte die Umwandlungskinetik eines Wirkstoffsalzes in eine andere Form

erfasst und ein physikalisches Modell zur Umwandlungskinetik aufgestellt und gepruft werden.

5.3.6.1 Modell der Umwandlungskinetik

Aufgrund der Freisetzung mit einer offenen Betriebsweise in der Durchflusszelle, konnte im
differentiellen Freisetzungsprofil die Freisetzungsrate gegen die Zeit aufgetragen werden. Da wahrend
der Freisetzung die Oberflache des Wirkstoffes konstant bleibt, ergibt sich normalerweise fir einen
Wirkstoff eine konstante Freisetzungsrate lber die Zeit. Wandelt sich ein Wirkstoff jedoch auf dieser
konstanten Oberflache von der Form A mit der Freisetzungsrate (D,) in die Form B mit der
Freisetzungsrate (Dg) wahrend der Freisetzung um, kann dies anhand einer sich andernden
Freisetzungsrate beobachtet werden. Aufgrund solcher in der Literatur beschriebener Beobachtungen
wurde in dieser Arbeit eine theoretische Grundlage fir die Umwandlungskinetik entwickelt (Lehto P et
al. 2008; Chen LR et al. 2003; Aaltonen J et al. 2006).

Eine solche Anderung der Freisetzungsrate (iber die Zeit konnte bei den Wirkstoffen Ambroxol HCI,
Diclofenac Na und der freien Base von EMD 128130 unter bestimmten Bedingungen beobachtet

werden, diese Falle werden nachfolgend im Einzelnen beschrieben.

Das Modell der Umwandlungskinetik geht von der Umwandlung einer Form A mit der Freisetzungsrate
(Dp) in eine Form B mit der Freisetzungsrate (Dg) an der Oberflache des Presslings aus. Betrachtet
man beide Formen neutral, ohne dass eine Umwandlung stattfindet, wirde das differentielle
Freisetzungsprofil fir beide Formen eine konstante Freisetzungsrate zeigen, Abbildung 102. Auf diese
Weise ermittelte Freisetzungsraten wurden bereits beispielhaft fir EMD 128130 gezeigt und bei
mehreren Wirkstoffen bestimmt. Wiirde theoretisch an der Oberflache eine Mischung der Form A und
Form B im Verhaltnis 1:1 vorliegen, ergabe sich ebenfalls eine konstante Freisetzungsrate tber die

Zeit, die dem Mittelwert der Freisetzungsraten der Form A und B entsprache, Abbildung 102.
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Abbildung 102: Theoretischer Verlauf des differentiellen Freisetzungsprofils der Intrinsic
Dissolution in einem offenen Durchflusszellsystem. Die Freisetzungsrate D
der Form A und der Form B ist gegen die Zeit t aufgetragen. Im Fall einer
Mischung der Form A und Form B im Verhaltnis 50 : 50 entspricht die
Freisetzungsrate Dag dem Mittelwert der Freisetzungsraten D, und Dg.

Kommt es zu einer Umwandlung von Form A zu Form B an der Presslingsoberflache, wobei Form B
eine andere Freisetzungsrate als Form A aufweist, wirde sich die Freisetzungsrate D; permanent
wahrend der Umwandlung andern. Dieses Verhalten wurde bereits bei den genannten Wirkstoffen
beobachtet. Das heil’t, bei der Umwandlung der Form A in die Form B erhalt man eine sich zeitlich
andernde Freisetzungsrate D;, wie in Abbildung 103. Dabei nimmt zunachst die Freisetzungsrate

exponentiell ab, bis sich die Freisetzungsrate auf ein konstantes Niveau einpendelt.

A

D,

t'

Abbildung 103: Die theoretische Freisetzungsrate D, fur die Intrinsic Dissolution bei einer
offenen Betriebsweise andert sich zeitabh&ngig aufgrund einer Umwandlung
des Wirkstoffes an der Oberflache des Presslings in eine andere Form mit
einer langsameren Freisetzungsrate.

Unter der Annahme, dass anfangs nur die Form A an der Oberflache vorhanden war und am Ende
quantitativ die Form B an der Oberflache vorliegt, entspricht der Verlauf der sich &andernden
Freisetzungsrate D; genau der Umwandlungskinetik in Abbildung 104. Da diese Umwandlungskinetik
einer physikalischen Grundlage entspricht, soll diese im aufgestellten Modell verifiziert werden. Die
Annahme, dass die Umwandlung an der Oberflache auf der Grundlage der Kinetik erster Ordnung
erfolgt, soll mit dem Modell bestatigt werden. Dann kénnte die Freisetzungsrate D; zuklnftig zu jedem

Zeitpunkt t aus den Messdaten extrapoliert und bewertet werden.
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t,

Abbildung 104: Darstellung der Freisetzungsrate D; bei einer Umwandlung des Wirkstoffes
von Form A an der Oberflache des Presslings in die Form B und Angabe der
theoretischen Freisetzungsraten D, und Dg fiir die Form A und B.

Zunachst muss fiir das Modell ein Zusammenhang fir die Zusammensetzung der Form A und Form B
an der konstanten Oberflache bei der Umwandlung zu einem Zeitpunkt t beschrieben werden. Der
Oberflachenanteil der Form A (X,) und der Oberflachenanteil der Form B (Xg) bilden das Verhaltnis
von Form A und Form B an der Oberflaiche wieder. X, setzt sich zu jedem Zeitpunkt bei einer
Umwandlung wie in Gleichung 19 beschrieben zusammen. Dabei entspricht A der Oberflache von
Form A und B der Oberflache von Form B. Da die Gesamtoberflache wahrend der Freisetzung
konstant bleibt und anfangs nur die Form A an der Oberflache vorhanden war, entspricht A, der

Oberflache von A zum Zeitpunkt t = 0 und damit der Gesamtoberflache.

A
A+B

A
X, — Gleichung 19
Ay
Aufgrund der konstanten Oberflache wahrend der Freisetzung entspricht die Summe des
Oberflachenanteils X, und Xg dem Wert 1, siehe Gleichung 20. In Gleichung 21 wurde zur

Vereinfachung nach Xg umgestellt.
1=X,+ Xg Gleichung 20
Xg=1-X,4 Gleichung 21

Die zeitliche Anderung der Verhéltnisse/ Zusammensetzung von Form A zu Form B an der Oberflache
wahrend der Freisetzung, ist in Abbildung 105 anhand einer Beispielberechnung fir Xa
veranschaulicht. Wahrend mit zunehmender Zeit die Oberflache der Form A sich verkleinert (rotes
Quadrat) nimmt die Oberflache der Form B zu (grines Quadrat), bis die gesamte Oberflache aus
Form B besteht.
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Abbildung 105: Darstellung der Abnahme des Anteils von Form A an der Oberflache des
Presslings und gleichzeitige Zunahme der Form B an der Oberflache mit der
Zeit wahrend einer Umwandlung. X, entspricht dem Oberflachenanteil der
Form A an der Gesamtoberflache, wahrend A, der Oberflache von Form A zum
Zeitpunkt t = 0 entspricht.

Demzufolge entspricht die Freisetzungsrate D, zu einem definierten Zeitpunkt in Abbildung 104 der
Summe des Oberflachenanteils X, multipliziert mit der entsprechenden Freisetzungsrate D, und dem
Oberflachenanteil Xg multipliziert mit der Freisetzungsrate Dg, siehe Gleichung 22. Die Gleichung 23
wird durch Einsetzen von Gleichung 21 erhalten. Zwecks vereinfachter Darstellung wurde Gleichung
23 zur Gleichung 24 umgestellt.

D, =X,xD,+ XgxDg Gleichung 22
D, =X xD,+(1-X,)xDgmit Xg=1-X, Gleichung 23
D, =X, x(D,—Dg)+Dg Gleichung 24

Fir die Umwandlung der Form A in Form B wird eine Kinetik erster Ordnung angenommen. Die
Kinetik erster Ordnung beschreibt Ublicherweise katalytische oder radioaktive Zerfallsprozesse. Die
Reaktionsgeschwindigkeit ist in diesem Fall ausschlief3lich von der Konzentration des zerfallenden
Stoffes abhangig. Somit kann die Kinetik erster Ordnung auf die Umwandlung von Form A zu Form B
adaptiert werden, da der Oberflachenanteil X, die Freisetzungsrate D; genau in dieser Art und Weise
beeinflusst. Eine Anderung des Oberflachenanteils X, ist demzufolge ausschlaggebend fiir D;. Die
Umwandlung kann als Zerfall der Form A betrachtet werden. Somit beschreibt D; den
Umwandlungsprozess auf Grundlage der Kinetik erster Ordnung. Das heil3t, mit abnehmendem Xu
nimmt die Freisetzungsrate D; ab, bis keine Form A mehr an der Oberflache vorliegt und somit eine
vollstandige Umwandlung in Form B erfolgt ist. In Gleichung 25 ist die Kinetik erster Ordnung
dargestellt. Nach einer Umformung erhalt man die Gleichung 26. Durch eine weitere Umformung zu
Gleichung 27, erhalt man den Quotienten A/A, der laut Gleichung 19 X, entspricht.

In[A]=—akt + In[A,] mit a=1 Gleichung 25
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In{i} = —kt Gleichung 26
A

A ek X, Gleichung 27
AO

Durch Einsetzen der Gleichung 27 in die Gleichung 24 erhalt man die Gleichung 28, welche die
Umwandlungskinetik von Form A in Form B beschreibt. Die Umwandlungskinetik kann demzufolge

vereinfacht durch die Gleichung 29 beschrieben werden.
D, =(D, —Dg)xe™ + Dy Gleichung 28

Y=Y, xe®+C Gleichung 29

Dieses hergeleitete Modell beschreibt die Umwandlungskinetik von einer Form A in eine Form B
anhand der Kinetik erster Ordnung, wie sie bei der Intrinsic Dissolution mit dem entwickelten
Zelleinsatz in einem offenen Durchflusszellsystem im differentiellen Freisetzungsprofil beobachtet
werden konnte. Da klassisch Intrinsic Dissolution in einem geschlossenen System erfolgt, wird
nachfolgend das aufgestellte Modell an dieses System angepasst. Diese Anpassung ist ohne weiteres
moglich. In einem geschlossenen System kumuliert der Wirkstoff, dadurch kann durch eine einfache
Integration der Gleichung 28 in den Grenzen 0 und t ein kumulatives System beschrieben werden. Die
Integration ist in Gleichung 30 gezeigt. Nach einer Umformung wird die Umwandlungskinetik in einem

kumulativen System durch Gleichung 31 beschrieben.

t t

on xe ™+ Dy = [— Yo wott 4 DBt} _ Yo omy Dgt + Yo Gleichung 30
) k ok k

C,=C,x (1 —e’kt)+ Dgt mit C, :ﬁ = % Gleichung 31

Das aufgestellte Modell wurde nachfolgend mit real bestimmten Daten von Ambroxol HCI, Diclofenac

Na und der Base von EMD 128130 durch Kurvenanpassung Uberpruft.
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5.3.6.2 Ambroxol Base

Bei der Intrinsic Dissolution der freien Base von Ambroxol wurde unerwartet in SGFsp” eine sich
andernde Freisetzungsrate Uber die Zeit beobachtet. Die ermittelte Freisetzungsrate zeigt im
differentiellen Freisetzungsprofil einen Verlauf fur D; entsprechend dem Modell. Die Freisetzungsrate
der Base von Ambroxol nimmt in SGFsp” innerhalb von 15 Minuten exponentiell vom Ausgangswert
auf ein niedrigeres Plateau ab, Abbildung 106. Das Plateau entspricht der Freisetzungsrate von
Ambroxol HCI in SGFsp®, welche in Abbildung 106 mit dargestellt wurde. Entsprechend des Modells
erfolgte die Umwandlung der Base von Ambroxol in eine andere Form, in diesem Fall das
Hydrochloridsalz von Ambroxol. Um die Umwandlung der Base in das Hydrochlorid zu bestatigen,
wurde die Presslingsoberfliche der Base von Ambroxol vor und nach der Freisetzung im
Ramanmikroskop untersucht, Abbildung 107. Die Kurvenanpassung zur Uberprifung des

aufgestellten Modells zeigt einen Ubereinstimmenden Verlauf mit den bestimmten Freisetzungsraten.
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Abbildung 106: Differentielles Freisetzungsprofil der Intrinsic Dissolution von Ambroxol HCI
und der freien Base von Ambroxol mittels einer Durchflusszelle in SGFsp®. Es
erfolgte eine Kurvenanpassung des Modells zur Umwandlungskinetik an das
Freisetzungsprofil der freien Base von Ambroxol. (n = 6)

Im Ramanmikroskop konnte bestétigt werden, dass nach der Freisetzung der Base in SGFsp” an der
Oberflache des Presslings das Hydrochloridsalz vorlag. Als zweite Methode wurde der Pressling
mittels NIR im Reflexionsmodus vor und nach der Freisetzung in SGFsp® vermessen, Abbildung 108.
Es zeigt sich auch im NIR, dass das Hydrochlorid an der Oberflaiche nach der Freisetzung vorliegen
muss. Da die Eindringtiefe der NIR Strahlung unbekannt ist, Uberlagern sich jedoch die Signale der
Base und des entstandenen Hydrochlorids auf der Oberflaiche. Daher konnte nur im
Wellenzahlbereich von 4400 bis 5000 im Spektrum das Hydrochlorid mittels der 2. Ableitung

nachgewiesen werden.
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Oberflache des Ambroxol Base Pressling nach SGFsp+
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Abbildung 107: Ramanspektren der Presslingsoberflache der freien Base von Ambroxol vor
und nach der Intrinsic Dissolution in SGFsp” im Vergleich mit Ambroxol HCI
als Referenz. (n = 3)
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Abbildung 108: NIR-Spektren der Presslingsoberflache der freien Base von Ambroxol vor und
nach der Intrinsic Dissolution in SGFsp” im Vergleich mit Ambroxol HCI als
Referenz. (n = 6)
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Die Freisetzungsdaten wurden in das kumulative Profil umgerechnet und eine Kurvenanpassung mit
dem integrierten Modell durchgefiihrt, Abbildung 109. Die Kurvenanpassung des integrierten Modells
entspricht erwartungsgemaf den tatsachlich ermittelten Werten. Damit beschreibt das Modell die
Umwandlung einer Form in eine andere Form filir das differentielle Freisetzungsprofil und das

integrierte Modell beschreibt das kumulative Freisetzungsprofil.
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Abbildung 109: Kumulatives Freisetzungsprofil der Intrinsic Dissolution von Ambroxol HCI
und der freien Base von Ambroxol mittels einer Durchflusszelle in SGFsp®. Es
erfolgte eine Kurvenanpassung des integrierten Modells zur Umwandlungs-
kinetik an das Freisetzungsprofil der freien Base von Ambroxol. (n = 6)

5.3.6.3 Diclofenac Natrium

Diclofenac Na zeigte bei der Intrinsic Dissolution in pH 4,5 eine sich andernde Freisetzungsrate mit
der Zeit entsprechend dem aufgestellten Modell. Daher wurde eine Kurvenanpassung an die
ermittelten  differentiellen und kumulativen Daten vorgenommen, Abbildung 110. Die
Kurvenanpassung des differentiellen und kumulativen Freisetzungsprofils an das Modell verlauft
deckungsgleich zu den bestimmten Werten. Bei der Freisetzung von Diclofenac Na in pH 4,5 entsteht
bei der Umwandlung an der Oberflache die freie Saure. Der Nachweis der entstandenen Saure von
Diclofenac erfolgte im Ramanmikroskop (Abbildung 111) und mittels NIR an der Oberflache der
Presslinge vor und nach der Freisetzung in pH 4,5 (Abbildung 112). In Abbildung 113 sind NIR
Spektren verschiedener physikalischer Mischungen von Diclofenac Na mit der freien Saure
dargestellt. Anhand dessen kann das entstandene Spektrum nach der Freisetzung von Diclofenac Na
der Saure zugeordnet werden. Da die freie Saure von Diclofenac in Form von Nadeln an der
Oberflache wahrend der Freisetzung entstand, konnten diese Nadeln auch mittels DSC untersucht
werden. Der Schmelzpunkt der Nadeln entspricht dem der freien Saure, dies bestédtigt die

Umwandlung vom Natriumsalz in die freie Saure.
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Abbildung 110: Differentielles und kumulatives Freisetzungsprofil der Intrinsic Dissolution
von Diclofenac Na mittels einer Durchflusszelle in pH 4,5. Es erfolgte jeweils
eine Kurvenanpassung an das Modell zur Umwandlungskinetik. (n = 6)
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Abbildung 111: Ramanspektren der Presslingsoberflaiche von Diclofenac Na vor und nach
der Intrinsic Dissolution in pH 4,5 im Vergleich mit der freien S&ure von
Diclofenac als Referenz. (n =3)
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Abbildung 112: Ausschnitt aus den NIR-Spektren der Presslingsoberflache der von
Diclofenac Na vor und nach der Intrinsic Dissolution in pH 4,5 im Vergleich
mit der freien Saure von Diclofenac als Referenz. (n = 6)
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Abbildung 113: Ausschnitt aus den NIR-Spektren verschiedener physikalischer Mischungen
von Diclofenac Na mit der freien Saure von Diclofenac. (n = 6)
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Bei weiteren Untersuchungen konnte eine Abhangigkeit der Umwandlungskinetik in pH 4,5 von der
Phosphatkonzentration gezeigt werden, bei den ermittelten Daten erfolgte jeweils eine
Kurvenanpassung, Abbildung 114. Zusatzlich wurde die Freisetzung der freien Saure von Diclofenac
in 0,1 molaren Phosphatpuffer pH 4,5 gezeigt. Mit steigendem Phosphatgehalt konnte kein Einfluss
auf die Freisetzung der Saure nachgewiesen werden, daher werden die anderen Freisetzungsprofile
der S&ure hier nicht gezeigt. Mit steigender Phosphatkonzentration nimmt in pH 4,5 die
Freisetzungsrate von Diclofenac Na am Zeitpunkt t = 0 ab, dies fiihrt bei der Kurvenanpassung zu
einem sinkenden Y, Tabelle 28. Die Geschwindigkeitskonstante k steigt hingegen mit steigender
Phosphatkonzentration bis zu einem Phosphatgehalt von 0,15 Mol, ab diesem Phosphatgehalt
erreicht die Geschwindigkeitskonstante k ein Plateau. Die Konstante C nimmt bis zu einer
Konzentration von 0,175 Mol an Phosphat auf ein Plateau ab.
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Abbildung 114: Differentielles Freisetzungsprofil der Intrinsic Dissolution von Diclofenac Na
mittels einer  Durchflusszelle in pH 45 bei verschiedenen
Phosphatkonzentrationen. Es erfolgte jeweils eine Kurvenanpassung an das
Modell zur Umwandlungskinetik. (n = 6)

Tabelle 28: Ermittelte Konstanten Y,, k und C der Kurvenanpassung an das Modell zur
Umwandlungskinetik von Diclofenac Na bei pH 4,5 in Abhangigkeit zur
Phosphatkonzentration.

Phosphatkonzentration in Mol
0,075 0,1 0,125 0,15 0,175 0,2 0,225 0,25
Y, 0,02848 0,02236 0,02069 0,01679 0,01186 0,00682 0,0042 0,00345
k 0,1695 0,2276 0,2693 0,2947 0,31192 0,2841 0,3181  0,2862
C 0,00124 0,00054 0,00049 0,00038 0,00033 0,00025 0,00027 0,00025
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Der Einfluss der Phosphatkonzentration auf die Konstanten Yo, k und C ist in Abbildung 115
dargestellt. Daraus kann abgeleitet werden, dass bei Uberschreiten einer Grenzkonzentration von
Phosphat im Medium kein Einfluss mehr auf die Konstanten k und C zu beobachten ist, wahrend Y,
mit steigender Phosphatkonzentration weiter abnimmt. Aufgrund des Zusammenhangs zwischen C
und Y, wirde Y, bei weiter steigenden Phosphatkonzentrationen maximal bis auf den Wert Null als
untere Grenze abfallen. Dies bedeutet, dass in einem Phosphatpuffer pH 4,5 mit steigendem
Phosphatgehalt die Umwandlung des Natriumsalzes von Diclofenac in die freie Saure bzw.

Unterschiede zwischen den beiden Formen durch das Phosphat beeinflusst und nivelliert werden.
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Abbildung 115: Darstellung der durch  Kurvenanpassung an das Modell zur
Umwandlungskinetik ermittelten Konstanten Y, C und k der differentiellen
Freisetzungsprofile von Diclofenac Na in Abhangigkeit der
Phosphatkonzentration bei pH 4,5.

5.3.6.4 EMD 128130 (Base)

Bei der Intrinsic Dissolution der freien Base von EMD 128130 in einen Phosphatpuffer pH 6,8 konnte
in Abhangigkeit vom Phosphatgehalt ein Einfluss auf die Umwandlungskinetik in eine andere Form
beobachtet werden. Die Identitdt der bei der Umwandlung entstandenen Form auf der Oberflache des
Presslings konnte jedoch nicht mittels Raman und NIR aufgeklart werden. Da die gebildete Form als
aulderst diinne Schicht vorlag, war es nicht moglich die Form mittels NIR zu detektieren. Wahrend der
Ramanmessung schmolz die Probe im Laser und konnte daher ebenfalls nicht bestimmt werden. Es
wird somit die Entstehung eines Phosphatsalzes vermutet, da keine weiteren lonen im
Freisetzungsmedium vorlagen. Die Abbildung 116 zeigt das differentielle Freisetzungsprofil der Base

von EMD 128130 im Puffer pH 6,8 bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen. Dabei nimmt die
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Freisetzungsrate zum Zeitpunkt t = 0 mit steigender Phosphatkonzentration ab. Bei einer
Phosphatkonzentration von 0,02 M ist nur noch eine geringfligig abnehmende Freisetzungsrate mit
der Zeit zu beobachten.
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Abbildung 116: Differentielles Freisetzungsprofil der Intrinsic Dissolution der Base von
EMD 128130 mittels einer Durchflusszelle in pH 6,8 bei verschiedenen
Phosphatkonzentrationen. Es erfolgte jeweils eine Kurvenanpassung an das
Modell zur Umwandlungskinetik. (n = 6)

In Abbildung 117 wird die Kurvenanpassung des integrierten Modells an die kumulativen
Freisetzungsprofile der Umwandlung der freien Base von EMD 128130 gezeigt. Die Kurvenanpassung
beschreibt anschaulich eine Ubereinstimmung mit den ermittelten Daten. Um die Qualitét der
Kurvenanpassung an das differentielle und kumulative Freisetzungsprofil eindeutig zu bewerten, sind
in Abbildung 118 beispielhaft fir eine 0,01 molare Phosphatkonzentration die gemessenen Daten den
durch Kurvenanpassung ermittelten Daten gegenibergestellt und mittels linearer Regression auf
Konsistenz Uberprift. Es zeigt sich, dass die Kurvenanpassung an das differentielle sowie an das
kumulative Profil mit einem Bestimmtheitsmafl’ von 0,988 bzw. 0,997 sehr gut mit den Messdaten
korreliert. Dabei ist darauf zu achten, dass die aus der linearen Regression erhaltene Gleichung y=mx,
fur m im Idealfall den Wert 1 annimmt. Die Daten bestatigen, dass das aufgestellte Modell die
Umwandlungskinetik einer Form in eine andere beschreibt, wobei die Kurvenanpassung an das

kumulative Profil allgemein eine bessere Korrelation als im differentiellen Profil zeigt.
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Abbildung 117: Kumulatives Freisetzungsprofil der Intrinsic Dissolution der Base von
EMD 128130 mittels einer Durchflusszelle in pH 6,8 bei verschiedenen
Phosphatkonzentrationen. Es erfolgte jeweils eine Kurvenanpassung an das
integrierte Modell zur Umwandlungskinetik. (n = 6)
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Abbildung 118: Korrelation der durch Kurvenanpassung ermittelten Werte mit den real
bestimmten Werten fir das differentielle (linke Seite) und das entsprechende
kumulative Freisetzungsprofil (rechte Seite) der freien Base von EMD 128130
in pH 6,8 bei einer 0,01 molaren Phosphatkonzentration. (n = 6)
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In der Tabelle 29 sind die ermittelten Bestimmtheitsmale sowie die Werte fir m aus der Korrelation
der Kurvenanpassung des Modells mit den gemessenen Daten flir das differentielle und kumulative
Freisetzungsprofil dargestellt. Anhand der Werte ist zu erkennen, dass bei der Kurvenanpassung an
das kumulative Freisetzungsprofil bessere Ergebnisse als an das differentielle Freisetzungsprofil
erhalten wurden. Die Ursache liegt in Schwankungen der Messwerte, die durch das Aufsummieren der
Daten fur das kumulative Freisetzungsprofil weniger ins Gewicht fallen als beim differentiellen
Freisetzungsprofil. Bei der untersuchten Base von Ambroxol sowie bei Diclofenac Na wurden ahnliche

Ergebnisse erzielt, diese Ergebnisse sind nicht dargestellt.

Tabelle 29: Ermittelte Werte fir R2 und m aus der Korrelation der gemessen Daten mit der
Kurvenanpassung an das Modell fir das differentielle und kumulative

Freisetzungsprofil.

Phosphatkonzentration in Mol

0,02 0,0125 0,01 0,0075 0,005
. . R? 0,9928 0,9811 0,9876 0,9763 0,9698
differentiell
m 1,0166 0,9511 0,9368 0,9347 0,9843
R? 0,9999 0,9964 0,9964 0,9949 0,9993
kumulativ
m 0,9986 0,9929 0,9906 0,9941 0,9997

Die bei der Kurvenanpassung ermittelten Konstanten Y, k und C bei verschiedenen
Phosphatkonzentrationen sind in Tabelle 30 und in Abbildung 119 dargestellt. Wahrend Y, mit
steigender Phosphatkonzentration abnimmt bleibt C bei Phosphatkonzentrationen oberhalb von

0,0075 Mol konstant, k zeigt hingegen ein Maximum bei einer 0,01 molaren Phosphatkonzentration.

Tabelle 30: Ermittelte Konstanten Y, k und C der Kurvenanpassung der differentiellen
Freisetzungsprofile an das Modell der Umwandlungskinetik von der Base
EMD 128130 bei pH 6,8 in Abhangigkeit zur Phosphatkonzentration.

Phosphatkonzentration in Mol
0,005 0,0075 0,01 0,0125 0,02

Yo 0,00178 0,00120 0,00092 0,00053  0,00011
k 0,193 0,227 0,313 0,241 0,180
C  0,000106 0,000060 0,000054 0,000053 0,000052
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Abbildung 119: Darstellung der durch  Kurvenanpassung an das Modell der
Umwandlungskinetik ermittelten Konstanten Y, C und k der differentiellen
Freisetzungsprofile der Base von EMD 128130 in Abhangigkeit der
Phosphatkonzentration bei pH 6,8.

5.3.6.5 Diskussion

Die bei der Intrinsic Dissolution im offenen Durchflusszellsystem beobachteten Anderungen der
Freisetzungsrate mit zunehmender Zeit beruhen auf einer Kinetik erster Ordnung. Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass die Anderung der Freisetzungsrate auf einer Umwandlung einer Form A
an der Oberflache des Presslings in eine andere Form B mit einer anderen Freisetzungsrate beruht.
Da sich bei der Umwandlung die Zusammensetzung der beiden Formen auf der Oberflache des
Presslings zeitlich andert, wurde dafir ein mathematischer Zusammenhang aufgestellt. Durch
Kombination dieser GesetzmaRigkeit mit der Kinetik erster Ordnung wurde ein Modell zur
Beschreibung der Umwandlungskinetik aufgestellt. Dieses Modell, sowie dessen in den Grenzen 0 bis
t integrierte Form wurde mittels Kurvenanpassung an gemessene Daten Uberprift. Es konnte gezeigt
werden, dass mit diesem Modell die Umwandlung einer Form in eine andere Form beschrieben
werden kann. Somit konnte bewiesen werden, dass die Umwandlungskinetik in wassrigen Medien auf
Grundlage der Kinetik erster Ordnung verlauft. Mittels des aufgestellten Modells kann die
Geschwindigkeitskonstante k bei definierten Bedingungen bestimmt werden. Das Modell ermdglicht
auch anhand der Messdaten die Bestimmung der Konstanten Y, und C, aus welchen die
Freisetzungsraten D, und Dg abgeleitet werden kdnnen. Auf Grundlage dieser Konstanten kénnen
Einflusse von lonen auf die Freisetzung, beziehungsweise auf die Umwandlungskinetik nachgewiesen
werden. Beispielhaft konnte fir Diclofenac Na in pH 4,5 und fiir die Base von EMD 128130 in pH 6,8

ein Einfluss der Phosphatkonzentration auf die Freisetzung gezeigt werden. Mit steigender
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Phosphatkonzentration nahm in beiden Fallen Y, ab. Fir den Fall das C unabhangig von der
Phosphatkonzentration ist, nimmt demzufolge nur die D, mit steigendenem Phosphatgehalt ab. C fallt
jedoch zunachst mit steigender Phosphatkonzentration, erst ab dem Uberschreiten einer bestimmten
Konzentration an Phosphat bleibt C konstant. Dies bedeutet, dass bei Phosphatkonzentrationen
unterhalb dieser ,Grenzkonzentration“ keine quantitative Umwandlung an der Oberflaiche des
Presslings erfolgt, sondern eine Gleichgewichtseinstellung zwischen beiden Formen mit einer
bestimmten Zusammensetzung stattfindet. Auch kdnnen zukinftig Auswirkungen verschiedenster
Parameter wie Temperatur, pH-Wert oder die Flussrate auf die Umwandlungskinetik anhand der
Geschwindigkeitskonstante k untersucht werden. Anhand der Korrelation der Kurvenanpassung des
Modells an die Daten des differentiellen und kumulativen Freisetzungsprofils konnte stets fiir das
kumulative Freisetzungsprofil eine bessere Korrelation gefunden werden. Dieser Unterschied beruht
auf Schwankungen der Messdaten, die im differentiellen Freisetzungsprofil einen groferen Einfluss
als im kumulativen Freisetzungsprofil zeigen. Durch die Summierung der Messdaten beim kumulativen
Freisetzungsprofil kdnnen die Schwankungen bei verschiedenen Messzeitpunkten nivelliert werden.
Dabei sinkt gleichzeitig der Einfluss einer einzelnen Schwankung auf das Freisetzungsprofil mit der
Zeit.

Die Erkenntnis, dass eine sich andernde Freisetzungsrate auf einer Umwandlung des Wirkstoffes
beruht, ist von enormem Vorteil fir die Charakterisierung von neuen Wirkstoffen. Somit kann zukunftig
ohne aufwendige Analytik die Umwandlung eines Wirkstoffes auf Grundlage des aufgestellten Modells

mittels Intrinsic Dissolution untersucht und bewertet werden.

5.4 Permeationsstudien mit Caco 2 Zellen
5.4.1 Konzentrationsabhangigkeit der Wirkstoffpermeation

Fir die Bewertung der Permeation der Wirkstoffe EMD 128130 und EMD 503982 wurde die
Abhangigkeit des Permeationskoeffizienten der Wirkstoffe von der Konzentration der Wirkstoffe
bestimmt. Die ermittelten Permeationskoeffizienten dienen als Grundlage, um den Einfluss von
Hilfsstoffen auf die Permeation zu untersuchen. Bei dem Versuch wurde die Permeation des
Wirkstoffes durch einen Zellmonolayer von apikal nach basolateral (ab) und basolateral nach apikal
(ba) untersucht. Dies ermoglicht einen Ruckschluss auf die Resorption des Wirkstoffes sowie eine
Gruppierung des Wirkstoffes anhand seiner Permeabilitat. Zunachst wurde die optimale Zellzahl fir
die Kultivierung bestimmt. Dafiir wurden 100000, 150000 und 250000 Zellen ausgesat und nach 2
Wochen Kultivierung die Permeation der beiden Wirkstoffe von apikal nach basolateral bestimmt. Bei
beiden Wirkstoffen konnte kein Einfluss der Zahlzahl auf die Permeation nachgewiesen werden, daher

wurden in den nachfolgenden Versuchen stets 150000 Zellen ausgesat.
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5.4.1.1 EMD 128130

EMD 128130 zeigte Giber 3 Stunden eine lineare Permeation bei drei verscheidenen Konzentrationen
des Wirkstoffes fur ab und ba, Abbildung 120. Anhand der Permeation wurde der
Permeationskoeffizient fiir jede eingesetzte Wirkstoffkonzentration bestimmt, Tabelle 31. Die
ermittelten Permeationskoeffizienten flr ab bzw. ba entsprechen einer mittleren Permeation, da P,
einen Wert zwischen 1 und 10 [10'6 cm/s] annimmt. Die permeierte Menge an EMD 128130 pro
Zeiteinheit dQ/dt zeigte wie erwartet einen linearen Zusammenhang mit der eingesetzten

Wirkstoffkonzentration im Donorkompartiment.

Tabelle 31: Permeationskoeffizienten (P4pp) von apikal nach basolateral (ab) und basolateral
nach apikal (ba) von EMD 128130 im Caco 2 Zellmodell.

Wirkstoffkonzentration im Papp [10”° cm/s]
Donorkompartiment ab Ba
0,0509 pmol/ml 2,86 + 0,21 5,58 +0,35
0,1018 pmol/ml 3,16 £ 0,11 5,57 £0,12
0,1527 ymol/ml 3,66 + 0,20 5,96 + 0,52
0,012 0,012

" @® ba 0,0509 pmol/ml
0,010 @— ab 0,0509 pmol/ml 0,010 1 O ba0,1018 pmol/mi
—O— ab 0,1018 ymol/m v ba0,1526 pmol/mi
—w— ab 0,1526 pmol/ml
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Abbildung 120: Permeation verschiedener Konzentrationen von EMD 128130 von apikal nach
basolateral (ab, linke Seite) und basolateral nach apikal (ba, rechte Seite).
(n=3)

5.4.1.2 EMD 503982

EMD 503982 zeigte Uber 3 Stunden wie EMD 128130 eine lineare Permeation fir drei verschiedene
Konzentrationen des Wirkstoffes fir ab und ba, Abbildung 121. Die ermittelten
Permeationskoeffizienten fir beide Transportrichtungen sind in Tabelle 32 dargestellt. Der
Permeationskoeffizient flir ab entspricht einer schlechten Permeation. Fir die Permeation von ba
wurde ein um das zehnfache héherer Permeationskoeffizient festgestellt, dieser entspricht einer guten
Permeation. Die Divergenz bei den Permeationskoeffizienten deutet auf einen aktiven Transort von
der basolateralen Seite zur apikalen Seite hin. Daher kénnte EMD 503982 ein Substrat flir P-gp
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darstellen. Dieser Verdacht konnte bei Caco 2 Versuchen, die nicht Bestandteil dieser Arbeit waren,
bestatigt werden. Die permeierte Menge an EMD 503982 pro Zeiteinheit dQ/dt zeigte wie erwartet

einen linearen Zusammenhang mit der eingesetzten Wirkstoffkonzentration im Donorkompartiment.

Tabelle 32: Permeationskoeffizienten (P,,,) von apikal nach basolateral (ab) und basolateral
nach apikal (ba) von EMD 503982 im Caco 2 Zellmodell.

Wirkstoffkonzentration im Papp [10° cm/s]
Donorkompartiment ab ba
0,116 pmol/mi 0,52 + 0,024 7,51+ 0,601
0,232 pmol/ml 0,44 + 0,035 7,50 + 0,356
0,348 pmol/ml 0,40 £ 0,22 7,74 £ 0,433
0,020 0,020
® ab0,116 pmol/ml ® ab0,116 ymol/ml
O ab 0,232 pmol/ml O ab 0,232 ymol/ml
0,015 { v ab 0,348 pmol/ml 0,015 v ab0,348 ymol/ml
lineare Regression — lineare Regression
-y jud
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Abbildung 121: Permeation verschiedener Konzentrationen von EMD 503982 von apikal nach
basolateral (ab, linke Seite) und basolateral nach apikal (ba, rechte Seite).
(n=3)

5.4.2 Einfluss der Hilfsstoffe auf die Wirkstoffpermeation

Die bei der Apparent Dissolution verwendeten Hilfsstoffe Chitosan, Lutrol F 68 und emulgierende
Starke wurden hinsichtlich ihres Einflusses auf die Permeation der Wirkstoffe EMD 128130 und
EMD 503982 von apikal nach basolateral untersucht. Es wurde fur drei verschiedene
Hilfsstoffkonzentrationen die Wirkstoffpermeation bestimmt, da wahrend der Apparent Dissolution im
offenen Durchflusszellsystem zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche Konzentration an
Hilffsstoff geldst vorliegen. Dies entspricht den Verhaltnissen in-vivo, da je nach Freisetzung der
Arzneiform im Gastrointestinaltrakt unterschiedlich viel Wirkstoff und Hilfsstoff gelost vorliegen. Der
Einfluss von Lutrol F68 und emulgierender Starke auf die Permeation des Wirkstoffes wurde fir
Konzentrationen von 250 ug/ml, 1000 pg/ml und 2500 pg/ml untersucht. Bei Chitosan wurden
Konzentrationen von 25 pg/ml, 50 pg/ml und 75 pg/ml getestet. Die niedrigeren Konzentrationen von
Chitosan sind durch die schlechte Loslichkeit beim physiologischen pH-Wert bedingt.
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Da Chitosan einen Einfluss auf die Offnung von tight junctions besitzt und auch cytotoxische Effekte
(Bruesewitz C et al. 2006) beschrieben wurden, wurde fiir Chitosan ein Alama Blue Test durchgefiihrt.

Chitosan zeigte bei den untersuchten Konzentrationen keine cytotoxischen Effekte.

5.4.2.1 Hilfsstoffeinfluss EMD 128130

In Abbildung 122 sind die ermittelten Py, mit Hilfsstoff im Vergleich mit dem Wirkstoff EMD 128130
bei einer Wirkstoffkonzentration von 58 pg/ml dargestellt. Es zeigt sich, dass die Hilfsstoffe keinen
signifikanten Einfluss auf den P,,, und damit auf die Permeation des Wirkstoffes haben. Die
bestimmten Py, sind in Tabelle 33 aufgefiihrt. Einzig der P4, mit 2500 pg/ml emulgierender Stérke ist
geringfiigig niedriger als der Wirkstoff EMD 128130 ohne Hilfsstoff. Diese Abweichung liegt im Bereich

moglicher Schwankungen.
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Abbildung 122: Permeationskoeffizienten (Psp) von EMD 128130 in  Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen von Chitosan, Lutrol F 68 und emulgierender
Starke (EMS). (n = 3)
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Tabelle 33: Permeationskoeffizienten (Papp) von EMD 128130 in Anwesenheit verschiedener

Hilfsstoffe.
Chitsstort [Mg/ml] Papp [10-bcm/5]

Chitosan 25 4,51 +0,35
Chitosan 50 3,67 +£0,14
Chitosan 75 3,78 £ 0,20
Lutrol F 68 250 3,99+ 0,24
Lutrol F 68 1000 4,19 £ 0,08
Lutrol F 68 2500 3,94 £ 0,24
EMS 250 3,66 +0,13
EMS 1000 3,28 +0,34
EMS 2500 2,64 +0,23
EMD 128130 - 3,66 + 0,20

5.4.2.2 Hilfsstoffeinfluss EMD 503982

Die Abbildung 123 zeigt die P,y mit Hilfsstoff im Vergleich zum Wirkstoff EMD 503982 bei einer
Wirkstoffkonzentration von 159,7 ug/ml. Wie bei EMD 128130 wurde kein Einfluss der Hilfsstoffe auf
den P, und damit auf die Permeation des Wirkstoffes gefunden. Die bestimmten Py, sind in
Tabelle 34 aufgefiihrt. Da es sich bei EMD 503982 um ein P-gp Substrat handelt, hatte eine
Beeinflussung von P-gp durch einen der untersuchten Hilfsstoffe zu einer verstarkten Permeation
fihren mussen. Solch ein Effekt wurde nicht beobachtet, daher diirfte keiner der Hilfsstoffe mit P-gp

interagieren.
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Abbildung 123: Permeationskoeffizienten (Psp) von EMD 503982 in  Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen von Chitosan, Lutrol F 68 und emulgierender
Starke (EMS). (n = 3)

Tabelle 34: Permeationskoeffizienten (Papp) von EMD 503982 in Anwesenheit verschiedener

Hilfsstoffe.

Chirtsstosf [Mg/mI] Papp [1 O'Gles]

Chitosan 25 0,421 £ 0,034
Chitosan 50 0,403 £ 0,019
Chitosan 75 0,432 £ 0,021
Lutrol F 68 250 0,415+ 0,018
Lutrol F 68 1000 0,488 + 0,049
Lutrol F 68 2500 0,496 + 0,023
EMS 250 0,493 + 0,093
EMS 1000 0,458 + 0,023
EMS 2500 0,516 + 0,018

EMD 503982 - 0,402 + 0,022
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5.4.3 Diskussion

Neben dem Einfluss von Hilfsstoffen auf die Freisetzung eines Wirkstoffes ist auch der Einfluss
verwendeter Hilfsstoffe in Formulierungen auf die Permeation eines Wirkstoffes von Interesse.
Ublicherweise wird bei der Formulierungsfindung nicht die Auswirkung der verwendeten Hilfsstoffe auf
die Permeation untersucht. Zukunftig werden Hilfsstoffe immer gezielter aufgrund ihrer Beeinflussung
der Freisetzung bei der Formulierungsentwicklung eingesetzt. Somit ist die Kenntnis vom Einfluss der
Hilfsstoffe auf die Permeation neben der Beeinflussung der Freisetzung von besonderem Interesse,
da dies direkt die Bioverfiigbarkeit des Wirkstoffes beeinflussen kann.

Die beiden untersuchten Wirkstoffe besitzen unterschiedliche Permeationskoeffizienten. Wobei
EMD 128130 mit P, ~ 3 [10° cm/s] eine mittlere Permeation und EMD 503982 mit
Papp ~ 0,45 [10'6 cm/s] eine schlechte Permeation von apikal nach basolateral zeigt, Abbildung 124.
Fir die Permeation von basolateral nach apikal wurden bei EMD 128130 ein gerinfigig héherer
Papp ~ 5,70 [10'6 cm/s] und bei EMD 503982 ein 16 fach héherer Py, ~ 7,57 [10'6 cm/s] im Vergleich
zu apikal nach basolateral nachgewiesen. Fur EMD 503982 konnte bei Versuchen, die nicht
Bestandteil dieser Arbeit waren, nachgewiesen werden, dass EMD 503982 ein Substrat fur P-gp
darstellt. Dies flhrte zu der Divergenz der P,p, in Abhangigkeit von der Permeationsrichtung.

Der leicht erhéhte P,,, bei EMD 128130 flr basolateral nach apikal kann auf einen schwachen

unspezifischen Efflux des Wirkstoffes hinweisen, dies wurde jedoch nicht weiter untersucht.

Bei beiden Wirkstoffen konnte kein Einfluss der Hilfsstoffe auf die Permeation von apikal nach
basolateral nachgewiesen werden. Das ausgewahlte Chitosan zeigte entgegen der Erwartung keinen
Einfluss auf die Permeation. Es wurde ein Chitosan in GMP Qualitat verwendet, da diese Qualitat fir
pharmazeutische Produkte gefordert wird. Da es sich um ein Biopolymer handelt, entspricht das
gewabhlte Chitosan nicht denen, die Ublicherweise in wissenschaftlichen Veréffentlichungen verwendet
werden. Die untersuchten Hilfsstoffe interagieren nicht mit P-gp, da kein Einfluss auf die Permeation
von EMD 503982 als P-gp Substrat nachgewiesen werden konnte. Aufgrund dieser Erkenntnis
empfiehlt sich fir EMD 503982 eine immediate release Formulierung, denn durch eine schnelle
Freisetzung kann lokal eine hdhere Konzentration des Arzneistoffes vorliegen. Das kann zu einer
Sattigung von P-gp bei der Resorption fiihren und somit kdnnte die Bioverfligbarkeit gesteigert

werden.

Allgemein kann fur die untersuchten Hilfsstoffe geschlussfolgert werden, dass ihr Einsatz wahrend der
Formulierungsfindung keinen Einfluss auf die Permeation von Wirkstoffen zeigt. Aufgrund der
Eigenschaften der Hilfsstoffe kann die Freisetzung gezielt beeinflusst werden. Dieser Effekt kann
unabhangig von einer veranderten Permeation, Auswirkungen auf die Resorption haben und somit die

Bioverfugbarkeit beeinflussen.
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Abbildung 124: Permeationskoeffizienten (Papp) von EMD 128130 und EMD 503982 von apikal

nach basolateral (ab) und basolateral nach apikal (ba) bei verschiedenen

Konzentrationen. (n = 3)
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit stand die Entwicklung und Anwendung neuer Methoden fir die in-vitro

Wirkstofffreisetzung in Durchflusszellen mit einer offenen Betriebsweise im Vordergrund.

1) Auswahl und Charakterisierung eines _Freisetzungsmediums _mit _Tensid _fiir

Durchflusszellen

Wahrend der Charakterisierung und Entwicklung eines optimalen Freisetzungsmediums fur
Duchflusszellen erwies sich eine Standardkonzentraton von 0,01 % Tween® 80 im
Freisetzungsmedium als optimal. Weiter konnte die gangige Hypothese fiir die untersuchten
Wirkstoffe widerlegt werden, dass Tensidzusatze im Freisetzungsmedium unterhalb der CMC die
Benetzung fordern. Die Wahl fiel auf das nichtionische Tensid Tween® 80, da dieses im Gegensatz
zum haufig verwendeten SDS und CTAB zu keiner lonenpaarbildung neigt und nichtionische Tenside
niedrigere CMCs aufweisen. Bei SDS konnte sogar eine lonenpaarbildung mit EMD 128130
nachgewiesen werden, aulerdem ist eine Interaktion mit Chitosan laut Literatur bekannt (Barreiro-
Iglesias R et al. 2005; Thongngam M & McClements DJ 2004; Thongngam M & McClements DJ
2005). Erst bei Konzentrationen von Tween® 80 oberhalb der CMC in wassrigen Medien wurde auf
dem Wirkstoff EMD 128130 und auf einer inerten Oberflache eine Auswirkung auf die Benetzung
beobachtet. Weiter ist die Benetzung von Wirkstoffen von der Léslichkeit bzw. vom pH-Wert abhangig.
Wahrscheinlich geht mit abnehmender Léslichkeit meist eine schlechtere Benetzung einher, dies
musste in weiteren Versuchen genauer geprift werden.

Anhand von Léslichkeitsisothermen wurde der Einfluss von Tween® 80 in den Freisetzungsmedien
SGFsp”, pH 4,5" und SIFsp" bei EMD 128130, EMD 503982, EMD 486019 und EMD 525544
untersucht. Zusatzlich wurde die Oberflachenspannung, Leitfahigkeit und die Osmolaritat in den
Freisetzungsmedien in Abhangigkeit von Tween® 80 bestimmt. Aufgrund dieser Daten wurde ein
Zusatz von 0,01 % Tween® 80 als optimal fur Freisetzungsmedien in Durchflusszellen bei einer
offenen Betriebsweise festgelegt. Eine Konzentration von 0,01 % Tween® 80 erhoht die Loslichkeit
von schlecht I6slichen Arzneistoffen und verbessert damit deren Quantifizierung, wahrend bei gut
I6slichen Wirkstoffen kein Einfluss auf die Loslichkeit beobachtet wurde. Ein Zusatz von Tween® 80 in
wassrigen Medien flhrt stets zu einer Oberflachenspannung des Freisetzungsmediums entsprechend
der physiologischen Oberflachenspannung, ohne signifikant die Benetzung zu beeinflussen.
Unterschiede bei der Benetzung verschiedener Wirkstoffchargen werden mit 0,01 % Tween® 80 nicht
nivelliert. Auf’erdem zeigt die gewahlte Tensidkonzentration keinen Einfluss auf die Osmolaritat und
Leitfahigkeit.

2) Apparent Dissolution (scheinbare Freisetzung): Einfliisse und Entwicklung einer

Routinemethode

Anhand eines Versuchsschemas wurde die Auswirkung verschiedener Parameter auf die Apparent

Dissolution untersucht. Es wurden zwei Probenbeschickungen aus praxisrelevanten Griinden
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miteinander verglichen. Diese kénnen spater in der Routine eingesetzt werden. Neben der
Charakterisierung der reinen Wirkstoffe wurden physikalische Mischungen mit den Hilfsstoffen
Chitosan, Lutrol F68 und emulgierender Starke und deren Auswirkung auf die Freisetzung untersucht.
Bei der Freisetzung der reinen Wirkstoffe konnten Effekte wie eine unterschiedliche Benetzung
verschiedener  Wirkstoffchargen  oder  Partikelgrofenunterschiede in  Abhangigkeit  der
Probenbeschickung aufgeklart werden. Auch in physikalischen Mischungen mit einem Hilfsstoffanteil
von 30 Prozent sind diese Unterschiede nachweisbar. Erst bei einem héheren Anteil an Hilfsstoffen
kénnen Unterschiede in der PartikelgroRe oder der Benetzung vor allem bei schnell freisetzenden
Wirkstoffen nivelliert werden. In diesem Fall beeinflussen vor allem die Hilfsstoffe das
Freisetzungsprofil. Ist der Wirkstoff hingegen schlecht I6slich, kann dies dazu fihren, dass unabhangig
vom Hilfsstoff oder dem Hilfsstoffanteil in der physikalischen Mischung kein Einfluss auf die
Freisetzung zu beobachten ist. Hilfsstoffe wie Chitosan, welche ein vom pH-Wert abhangiges
Verhalten zeigen, beeinflussen die Freisetzung somit in Abhangigkeit vom pH-Wert. Dies hat zur
Folge, dass neutrale Arzneistoffe in physikalischer Mischung mit Chitosan erhebliche Unterschiede in
der Freisetzung bei verschiedenen pH-Werten besitzen. Eine Klassifizierung von Hilfsstoffen
hinsichtlich ihrer Aufldsungsgeschwindigkeit ist in physikalischen Mischungen mittels schnell
freisetzenden Arzneistoffen méglich. Es konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der Freisetzung
bei Formulierungen bereits auf der Stufe der Apparent Dissolution charakterisert werden kénnen.
Somit kénnen frihzeitig eventuelle Chargenschwankungen durch eine Charakterisierung der inneren
Phase bei Tabletten oder von Granulaten vor der Tablettierung erkannt werden. Ein weiterer Vorteil
physikalischer Mischungen liegt in der sehr kleinen Ansatzmenge von 400 mg und der einfachen

Handhabung, um Effekte von Hilfsstoffen auf Formulierungen abschatzen zu kénnen.

3) Intrinsic Dissolution (innere Auflosungsgeschwindigkeit): Evaluation neuer Moglichkeiten

Die Entwicklung eines Systems zur Bestimmung der Intrinsic Dissolution in Durchflusszellen fiihrte zu
einem universellen neuen Zelleinsatz fir die bereits in der USP und Ph.Eur. monographierte 22,6 mm
Tablettenzelle. Der Zelleinsatz stellt die glinstigste und gleich auch die flexibelste Lésung dar. Mit dem
Zelleinsatz kann jedes kommerziell erhaltliche Durchflusszellsystem einfach fur die Intrinsic
Dissolution umgerlstet werden. Mit 9 verschiedenen Wirkstoffen wurde der Zelleinsatz evaluiert.
Neben dem klassischen Ablauf der Intrinsic Dissolution wurde eine Kombinationsmethode entwickelt,
bei der erstmals wahrend der Bestimmung einer Freisetzungsrate das Freisetzungsmedium
gewechselt wird. Somit kann ein pH-Gradient, wie er physiologisch im Gastrointestinaltrakt vorkommt,
direkt am Wirkstoff untersucht werden. Die mit der Kombinationsmethode erhaltenen
Freisetzungsraten entsprechen denen ohne einen Medienwechsel. Fir Presslingsoberflachen von
0,128 cm? bis 0,5 cm? konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Oberflache und der
Freisetzungsrate nachgewiesen werden. Durch die Kombinationsmethode und einer flexiblen Wahl
der Presslingsoberflaiche kann zukiinftig die Wirkstoffmenge bei der Bestimmung von
Freisetzungsraten gezielt reduziert werden. Somit eignet sich der Zelleinsatz gerade fir neue
Wirkstoffkandidaten, sowie fiir einen Salz- oder Polymorphiescreen, da die vorhandenen Mengen an

Substanz in diesen Fallen den limitierenden Faktor bei der Charakterisierung darstellen. Der neue
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Zelleinsatz ermoglicht bei identischem oder geringerem Substanzbedarf, im Vergleich zu den
herkdmmlichen Methoden, eine viel umfangreichere und sogar schnellere Charakterisierung. Um die
Vergleichbarkeit der Daten von der Durchflusszelle mit anderen Methoden der Intrinsic Dissolution
gewahrleisten zu koénnen, wurde eine Korrelation mit der haufig verwendeten Distekmethode
nachgewiesen. Somit ist eine Ubertragbarkeit von Ergebnissen zwischen den Methoden méglich. Die
Freisetzung von konstanten Oberflachen ermdglicht die Charakterisierung von gut I6slichen
Wirkstoffen mit der Durchflusszelle, welches klassisch ein Nachteil dieser Technik war.

Weiter konnte anhand des differentiellen Freisetzungsprofils der Intrinsic Dissolution, die physikalische
Gesetzmaligkeit fir Salzumwandlungen bzw. Umwandlungen verschiedener Formen wahrend einer
Freisetzung hergeleitet werden. Die bei den Umwandlungen messbaren Umwandlungskinetiken
verlaufen auf Grundlage der Kinetik erster Ordnung. Dies konnte mittels Kurvenanpassung an das
aufgestellte Modell anhand von 3 Wirkstoffen bestatigt werden. Mit dieser Erkenntnis ist es zukiinftig
moglich ohne einen groBen instrumentellen Aufwand auf Grundlage des differentiellen

Freisetzungsprofils eine Umwandlung von Wirkstoffen wahrend einer Freisetzung zu charakterisieren.

4) Untersuchung des Einflusses ausgewahlter Hilfsstoffe auf die Permeation im Caco 2 Modell

Es erfolgte eine Bestimmung der P,,, von EMD 128130 und 503982 sowie die Untersuchung des
Einflusses der Hilfsstoffe Chitosan, Lutrol F68 und emulgierender Starke auf deren Permeation.

Der Einfluss der Hilfssstoffe auf die Permeation ist neben dem Einfluss auf die Apparent Dissolution
bedeutsam um Auswirkungen auf die Bioverfigbarkeit abschatzen zu kénnen. Erhdht ein Hilfsstoff
signifikant die Freisetzung und Permeabilitdt, kann dies zu einer verbesserten Bioverfigbarkeit fihren.
Bei der Dosierung einer Arzneiform muss die Permeation beriicksichtigt werden, um nicht das
therapeutische Fenster zu verlassen. Die untersuchten Hilfsstoffe zeigten unabhangig von deren
Konzentration keinen Einfluss auf die Permeation, dies gilt auch fiir das untersuchte Chitosan. Da
Chitosan ein Biopolymer darstellt und in verschiedensten Spezifikationen erhaltlich ist, kann es
durchaus die Permeation, wie es in der Literatur beschrieben ist, férdern. Der Einfluss von Hilfsstoffen
auf die Permeation wird in Zukunft eine immer starkere Rolle spielen. Da immer neue Hilfsstoffe fur
eine bessere Freisetzung eingesetzt werden, muss zugleich abgeklart werden, ob diese Hilfsstoffe

eine Auswirkung auf die Permeation und damit die Bioverfligbarkeit haben.

Ausblick:

Anhand der Erkenntnisse der Apparent Dissolution und der Intrinsic Dissolution wurde ein
Entscheidungsbaum fir die Charakterisierung von Wirkstoffen mit der Durchflusszelle aufgestellt,
siche Anhang. Dieser Entscheidungsbaum wird als Grundlage fir die zukinftige
Wirkstoffcharakterisierung mittels der Durchflusszelle dienen. Die Freisetzungsraten der Intrinsic
Dissolution korrelieren nicht mit der thermodynamischen Léslichkeit der Wirkstoffe. Unterschiedliche
Benetzungseigenschaften und PartikelgréRenunterschiede bei verschiedenen Wirkstoffchargen
besitzen einen groflen Einfluss auf die Apparent Dissolution. Dies fihrt dazu, dass die strikten

Grenzen des BCS fur die Vorhersage der Bioverfiigbarkeit verschwimmen werden. Anstatt der
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Angabe der Loslichkeit des Wirkstoffes, bietet sich die Freisetzungsrate fir die Klassifizierung von
Wirkstoffen an. Dies ermdglicht auch eine bessere Differenzierung von verschiedenen Salzen oder
polymorphen Formen, denn diese konnen identische thermodynamische Léslichkeiten bei
unterschiedlichen Freisetzungsraten zeigen. Jedoch hat sich das BCS nach Amidon mit der Angabe
der Ldslichkeit fur die Klassifizierung von Wirkstoffen durchgesetzt. Schon S.A. Kaplan untersuchte im
Jahr 1972 Freisetzungsraten von verschiedenen Wirkstoffkandidaten bei Hoffmann-La Roche in
Bezug zu deren Bioverfligbarkeit (Kaplan SA 1972). Damals wurden drei Grenzwerte flr
Freisetzungsraten definiert, ohne wie beim BCS die maximale therapeutische Dosis zu
berucksichtigen. Ein gesteigertes Interesse an der Bestimmung von Freisetzungsraten wahrend der
letzten Jahre, vor allem flr verschiedene Salze und polymorphe Formen, wird dazu fiihren, dass
Freisetzungsraten in Zukunft bei der Klassifizierung mittels BCS berticksichtigt werden (Yu LX et al.

2004). Fur diesen Fall bietet der entwickelte Zelleinsatz die optimale Lésung.
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Anhang

v
Pressvorrichtung (MaBstab 2:1)

Stlckliste
OBJEKT ANZAHL BEZEICHNUNG
1 1 Pressstempel - Oberteil
2 1 Schraube
3 1 Ring
4 1 Intrinsic
5 1 Pressstempel - Unterteil

A
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¥
Pressstempel -  (MaBstab 2:1)
Obertell
AA (2:1)
3xM5-12 TIEF
0,5 x 45° O,SX45°.Q—
0,5 x 45°
28,1 =
22,6 14
@40
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v

Pressstempel - (MaBstab 2:1)
Untertell

R6 0,5 x 45°

2 31

120°

\N

\Sx;?js,s-DURCH 3
3x@10-5,1 TIEF

040
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¥
INtrinsIC (MaBstab 2:1)

A-A (2:1)
220
\
=
\\ZT\/’ N-3x @2 - DURCH \
A ——I 4
?12,6 12
> B
014,6
0226 'I
.
(9} )
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v
Ring (MaBstab 2:1)
AA (2:1)
A _-l /M10x1.5-4TIEF
| l
- A 28 Sa

012,6

14,6

®
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i
Schraube (MaBstab 2:1)

17
9
5
3,2
: = -
f
@12,6 M10 o8 +—-—F—F i
P a)
g
0,2 x 45°
B -6 K
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Wirkstoffcharakterisierung in der Durchflusszelle:

In den verschiedenen Stadien wahrend der Entwicklung bietet die Bestimmung der Auflésungskinetik
eines Wirkstoffes die einzigste Maoglichkeit Aussagen Uber das Auflésungsverhaltenerhalten von
polymorphen Formen, Pseudopolymorphen, Salzen oder verschiedenen Chargen zu zeigen. Dafiir
stehen zwei Methoden, die Apparent Dissolution und die Intrinsic Dissolution zur Verfligung. Die hier
dargestellte Entscheidungshilfe mit Entscheidungsbaum dient der Unterstiitzung bei der Methodenwahl
entsprechend der jeweiligen Fragestellung.

1. Anfrage: Bestimmung der Freisetzung eines Wirkstoffes (vers. Auftraggeber)

g

Aufgabenstellung: Es ist wichtig abzuklaren welche Problematik besteht.
» Vergleich zweier Wirkstoffchargen (Synthese, Herstellerwechsel, Mikronisierung)
* Vergleich vers. Polymorphe, Pseudopolymorphe oder Salze
+ Wirkstoffcharakterisierung ohne einen Vergleich
» Charakterisierung einer Umwandlung (z.B. Salzform)
» Ursachensuche bei Unterschieden zwischen zwei Formulierungen
3. Methodenwahl: Apparent Dissolution oder Intrinsic Dissolution?
Intrinsic Dissolution:  Freisetzung von einer konstanten Oberflache
- physikochemische Charakterisierung
- Vergleich von Chargen, Polymorphen oder Salzen
(Bestimmung einer Stoffkonstante)
Apparent Dissolution: Freisetzung von Pulvern-/Granulaten
- Einfluss von Hilfsstoffen
- Einfluss der PartikelgrofRe
- Vergleich von Chargen, Polymorphen oder Salzen
(vers. Partikelgrofe und Oberflache berticksichtigen)
4, Wirkstoff: Fragen zum Wirkstoff:
*  Wieviel Wirkstoff steht zur Verfliigung?
+ Existiert eine HPLC-Methode?
» Besitzt der Wirkstoff ein Chromophor?
» Ldslichkeit des Wirkstoffes?
* Welche Freisetzungsmedien? (Absprache mit Auftraggeber)
*  Welchen pKa-Wert und log P besitzt der Wirkstoff?
+ Stabilitdt des Wirkstoffes in wassrigen Medien?
* In welche Gefahrenklasse gehort der Wirkstoff? (G4 ist nicht moglich)
5. Analytik: Die Analytik erfolgt ausschlieRlich mittels HPLC.
Standard HPLC-Methode mit Standardsaule (Purospher STAR RP-18e 5 uym):
Puffer pH 2,6: 3,45 g NaH,PO,
1,732 ml ortho Phosphorséure (85%)
ad 5 I mit Milli Q Wasser
FM A: 800 ml Puffer pH 2,6 und 200 ml ACN
FM B: 100 ml Puffer pH 2,6 und 900 ml ACN
=> Isokratische Methode: FM A und FM B Zusammensetzung bei 1,6 ml/min

optimieren um eine Retentionszeit zwischen 1,75 und 3 min zu erhalten.
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Wirkstoff (NCE, API)

Apparent Dissolution Intrinsic Dissolution

Wirkstoffparameter : Quantifizierung mittels HPLC

Freisetzungsrate  Ldslichkeit
[mg/min] [mg/ml]
Bei der Pulverfreisetzung existiert keine direkte gut detektierbar >0,01 >0.2
Abhéangigkeit von den Wirkstoffparametern. Einzig detektierbar 0,0025 — 0,01 0,05-0,2
far den Fall, dass die Ldslichkeit unterhalb der
Detektionsgrenze der HPLC ||egt wirkstoﬁabhéngig 0,0025 - 0,0001 0,005 - 0,05
nicht detektierbar < 0,0001 < 0,005
Wirkstoffbedarf
Wirkstoffmenge abhéngig von: Oberflache Wirkstoff je Pressling
» Probenbeschickung 2 _
mit Glasperlen < 12 mg 0.5 cm* (2 8 mm) 50-120mg
ohne Glasperlen 6 — 200 mg 0,28 cm? (g 6 mm) 25-60 mg
* Charakterisierung = 12 mg
« Vergleich & hdchste Dosierung 0,126 cm* (2 4 mm) 12,5-30mg
Methode
Normale Kombi
ohne mit Methode Methode
Glasperlen | |
Glasperien Dauer 15— 85 min (=) 15— 60 min (=)
Dauer 15-85 min () Fraktionen 15/16 15/16 abziiglich einer
Fraktionen 15/16 je Medienwechsel
Temperatur 37 °C Temperatur 37 °C
Flussrate 16 ml/min (8 — 50 ml/min) Flussrate 16 ml/min (8 — 50 ml/min)

Freisetzungsmedium

physiologisch: wassrige Medien pH 1 -7,5
akademisch: wéassrige Medien pH 1 — 12 und ethanolhaltige Medien

(Das Medium ist umso diskriminierender je geringer die Loslichkeit des Wirkstoffes)

Léslichkeit Léslichkeit
< 5,0 pg/mi =>» Sattigung des Freisetzungsmediums < 10 mg/ml =» Integritat des Pressling gewahrleistet
< 0,2 mg/ml => Diskriminierende Methode < 20 mg/ml =» Wirkstoffabhangig
< 5,0 mg/ml = Wirkstoffabhadngige Methode > 20 mg/ml = Integritét des Presslings ist nicht
> 10 mg/mi = Keine diskriminierende Methode bzw. gewahrleistet = Apparent Dissolution
Unterschiede technisch nicht messbar
und daher unbedeutend fur in-vivo. Eine niedrigere Pufferkapazitat im Medium fihrt zu
groReren Unterschieden beim Vergleich vers. Salzformen.
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Wirkstoff (NCE, API)
Loslichkeit (Freisetzungsmedium)
> 0,0005 mg/ml*
<10 mg/ml*
Apparent Dissolution Intrinsic Dissolution
(n=1)
QO Y
) %é,, > 0,2 mg/ml*
%/ Hilfsstoffeinfluss %
@q Chargenvergleiche Oéd, 0,126 cm? und 0,126 cm? oder
Q) Benetzungseinfluss © 0 S Medienwechsel Medienwechsel
[ . .. .
7 PartikelgroReneinfluss O% T
mit Glasperlen ohne Glasperlen

nicht quantifizierbar

** Bedarf an Wirkstoff

* Loslichkeit im Freisetzungsmedium
Tipps zur Auswertung Apparent Dissolution:

PartikelgroReneinfluss: < 0,1 mg/ml* gut messbar
0,1 — 0,2 mg/ml* messbar
0,2 — 4,5 mg/ml* abhangig vom Partikelgréenunterschied
> 4.5 mg/ml* nicht messbar

=> Beschickung mit Glasperlen

Benetzungseinfluss: Vergleich Zellbeschickung mit und ohne Glasperlen, mit Glasperlen werden
Benetzungseinfliisse reduziert.

=>» schlechte Benetzung: Beschickung mit Glasperlen
Chargenvergleich: Vergleich Zellbeschickung mit und ohne Glasperlen:

1) Profile bei beiden Beschickungen identisch =» aquivalente Chargen

2) Unterschiedliche Freisetzungsprofile ohne Glasperlen und mit
Glasperlen identische Freisetzungsprofile = Benetzungsunterschied

3) Unterschiedliche Freisetzungsprofile ohne Glasperlen und mit
Glasperlen =» PartikelgréRenunterschied

Hilfsstoffeinfluss: ~ Abhangig vom Hilfsstoffanteil:
< 30 % Hilfsstoffanteil = Einfluss auf die Benetzung
> 90 % Hilfsstoffanteil = Freisetzung! bei gut 16slichen Wirkstoffen (> 0,2 mg/ml*)

Tipps zur Auswertung Intrinsic Dissolution:
1) Zeitlich andernde Freisetzungsrate = Umwandlungskinetik (Raman oder XRD)

2) Peak anstatt ein Plateau nach Medienwechsel bei der Kombinationsmethode
= Umwandlung auf der Oberflache (meist in Form von Nadeln)



