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KAPITEL I
Einleitung und Zielstellung

Dank der grofien Fortschritte der Genomik, der kombinatorischen Chemie und der
pharmakologischen high-throughput-screening-Methoden liefert die pharmazeutische
Entwicklung zahlreiche Verbindungen als potentielle Wirkstoffe. Diese sind allerdings
meist grof3e, stark lipophile Molekiile, die letzten Endes héaufig aufgrund ihrer
ungeeigneten physikochemischen Eigenschaften fiir die Resorption durch die Biomem-
branen und fir die galenische Formulierung vor Erreichen der Marktreife scheitern.
Bekanntlich héngt die Effektivitat vieler Wirkstoffe von ihrer Wasserloslichkeit ab. Wasser
bleibt das Losungsmittel der Wahl bei der galenischen Entwicklung nicht nur aufgrund
der hohen Toxizitat der meisten organischen Losungsmittel, sondern auch, weil Wasser
das native Medium fur die biochemischen Vorgéange in den Organismen ist. Nach dem
Arzneibuch z.B. muss Wasser als grundsazliches Lésungsmittel fiir die Injektionszwecke
(Ph. Eur.) verwendet werden. Auf3erdem weist Wasser gegeniiber den anderen Losungs-
mitteln charakteristische, sehr einzigartige und fir die Lebensprozesse am besten
geeignete Eigenschaften auf [2]. Trotz der grof3en Fortschritte im Bereich des Wirkstoff-
transports bleibt die orale Gabe der bevorzugte Verabreichungsweg. Die Wirksamkeit
eines peroral verabreichten Medikamentes héangt in erster Linie von der Resorption der
Wirkstoffe im gastrointestinalen Trakt (GIT) ab, so dass es ihnen letztendlich gelingt, sich
in den Zielorganen in therapeutischen Konzentrationen anzureichern. Das Medikament
muss daher den Wirkstoff ausreichend schnell freigeben. Mit anderen Worten, der
Wirkstoff muss innerhalb der Verweilzeit im GIT in Losung gehen, um mit mdglichst
grofden Resorptionsflaichen v.a. im Jejunum (Hauptresorptionsort im GIT) in Kontakt
kommen zu kénnen. Beim Resorptionsprozess lipophiler Arzneistoffe ist ihre Freisetzung
meist der langsamste und daher auch der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Bei gut
wasserloslichen Wirkstoffen ergeben sich selten Bioverfiigbarkeitsprobleme. Mit schwer-
l6slichen Wirkstoffen (Wasserloslichkeit < 0,5 %) sind hingegen solche Probleme haufig
zu erwarten [3]. Dartiber hinaus ist eine gewisse Wasserloslichkeit des Wirkstoffes
erforderlich, damit die wassrige Grenzphase zur Epithelzellmembran zu keinem schwer
zu Uberwindenden Hindernis wird [4]. Wils et al. (1994) demonstrierten, dass die
Zunahme der Lipophilie nur unterhalb eines log D von ca. 3 eine Verbesserung des
transepithelialen Wirkstofftransports bewirkt. (ber diesen Wert hinaus fithrt die hohe
Lipophilie eines Wirkstoffes zur Abnahme seiner Permeabilitdt durch die intestinalen
Epithelzellen [5].

Es ist daher nicht verwunderlich, dass Techniken der Léslichkeitsverbesserung in
wassrigen Medien mit der zunehmenden Anzahl der o.g. Wirkstoffkandidaten aus der
pharmazeutischen Entwicklung stark an Interesse gewonnen haben. Eine der interes-
santesten o.g. Techniken stellt die Solubilisation in mizellare Tensidsysteme dar. Die
Natur selbst bietet Beispiele fur die Anwendung der mizellaren Systeme fiir die Verbesse-
rung der Loslichkeit und des Transports verschiedener Substanzen in den Organismen,
wie das bekannte Beispiel der Gallensalzmischmizellen und ihrer Rolle beim Verdau-
ungsprozess im GIT. Die Solubilisationsverbesserung mit Hilfe mischmizellarer Systeme
(MMS) hat verschiedene Vorteile. Diese Systeme sind meist thermodynamisch stabile
(weisen generell kleine CMC-Werte auf), isotrope, wassrige Systeme. Sie sind des
Weiteren in der Lage, den Transport bzw. die Resorption [6] und die Bioverfligbarkeit [7]
der solubilisierten Wirkstoffe sowie moglicherweise deren Stabilitat [8,9] zu verbessern.
Daneben wachst die Anzahl der neu entwickelten Wirkstoffe sténdig, bei denen eine
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Kapitel | Einleitung und Zielstellung

Selbstaggregation in wéassrigen Medien und die Bildung von Mizellen beobachtet wird, da
die strukturellen Anforderungen an diese Molekile fir effektive Wechselwirkungen mit
zahlreichen Rezeptoren meist auch den strukturellen Voraussetzungen fur Grenzflachen-
aktivitat und Mizellbildung entsprechen [10]. Zur Verbesserung ihrer Loslichkeit in
Wasser und ihres Transports wurden daher Wirkstoffe in Formulierungen auf der Basis
von mizellaren Tensidsystemen verarbeitet, wobei sich die Eignung dieser Systeme fir
ein breites Spektrum von Applikationen wie nasale [11,12], gastrointestinale [12,13], i.v.
[14,15] und sogar kosmetische [16] gezeigt hat. Einige Préaparate, die auf MMS basieren,
sind sogar schon auf dem Arzneimittelmarkt erhéltlich, wie z.B. Valium® MM (i.v.) oder
Konakion® (i.v. und peroral).

Das Verstehen des Aggregationsverhaltens und seines Einflusses auf den Wirkstofftrans-
port rickte deshalb zunehmend in den Blickpunkt der Forschung. Zahlreiche Arbeiten
befassten sich mit der Mizellbildung und lieferten verschiedene Theorien Uber dieses
Phdanomen und Modellvorstellungen Uber den mizellaren Bau unterschiedlicher
Tensidsysteme. Seltener hingegen sind die Faktoren auf molekularer Ebene untersucht
worden, welche den mizellaren Transport, v.a. stark lipophiler Wirkstoffe, bzw. die Wirk-
stoffibergabe vom mizellaren Trager an die Biomembran beeinflussen kénnen. Im
Mittelpunkt der pharmazeutischen und medizinischen Forschung lagen weiterhin meist
die Gallensalzmizellen und ihre Mischsysteme mit Lipiden, fir deren mizellaren Bau in
der Literatur auch unterschiedliche Modellvorstellungen zu finden sind [17-24]. Trotz der
grofdien empirischen und theoretischen Fortschritte im Bereich der Mizellbildung sind
bisher weder die molekulare Architektur eines vorgegebenen mizellaren Systems noch
seine Solubilisationskapazitat fir einen bestimmten Wirkstoff voraussagbar [25-28].

Die Haupteinschrankung bei der Verwendung der mizellaren Préaparate sind ihre unvor-
hersehbaren kurz- oder langfristigen Nebenwirkungen, die durch die oberflaichenaktiven
Komponenten selbst oder eine erhohte Toxizitét des Wirkstoffes und anderer Bestand-
teile wie Farbstoffe und Konservierungsmittel hervorgerufen werden kénnen. Frihere
Arbeiten erbrachten jedoch den Beweis, dass der Lipidzusatz v.a. von Phospholipiden
(PL) in einem MMS einen Schutzeffekt gegen die tensidbedingten membrantoxischen
Auswirkungen wie die Erythrozytenhamolyse oder Membranschadigungen der muko-
salen Epithelen [29-32] ausiben kann. Weiterhin bewirkt die Lipidzugabe eine Ver-
besserung der Solubilisation lipophiler Arzneistoffe wie z.B. lipophiler steroidaler Ver-
bindungen [34,35] in den MMS und kann zur Verbesserung der Resorption beitragen
(siehe 11.7). Die Entwicklung innovativer synthetischer Mizellbildner mit guter physio-
logischer Vertraglichkeit, erhohter Solubilisierungskraft und verbesserter thermo-
dynamischer und kinetischer (verzogerter Abbau der Mizellen bei der Verdiinnung in den
Korperflissigkeiten bis zu Konzentrationen unterhalb der CMC) mizellarer Stabilitat wie
z.B. die Gruppe der Block-Copolymere [36] (wozu die Poloxamere gehoren) eroffnet
neue Moglichkeiten zur Entwicklung von (u.a.) peroral verabreichten mizellaren Trager-
systemen. Wahrend die mizellaren und v.a. die lipidhaltigen MMS viel versprechende
Eigenschaften aufweisen, die zur Bewaltigung der zwei wichtigsten Probleme beim
Einsatz stark lipophiler Arzneistoffe (ihrer Wasserloslichkeit und ihres Transports) dienen
koénnen, ergaben manche Arbeiten einen negativen Einfluss des mizellaren Einschlusses
auf den Resorptionsprozess einiger lipophiler Wirkstoffe (siehe dazu I1.7).
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Der Ausgangspunkt dieser Arbeit war daher, wie sich die intestinale Resorption der stark
lipophilen Wirkstoffe bei der Verwendung mischmizellarer lipidhaltiger Tensidsysteme
optimieren lasst. Dabei sollen die Einflussfaktoren auf molekularer Ebene néaher
betrachtet werden, welche bei der Resorption, v.a. stark lipophiler Wirkstoffe, bzw. bei
der Wirkstoffibergabe vom mizellaren Trager an die Biomembran eine Rolle spielen
konnen. Diese Untersuchungen benétigen zunachst die Optimierung der Solubilisation
der untersuchten stark lipophilen Modellstoffe durch die Verwendung von binéren oder
ternaren MMS auf der Basis jeweils von einem Tensid und einem Lipidzusatz (aus einem
Lipid oder einem Lipidgemisch zweier Lipide). Dadurch ergibt sich eine Reihe anderer
Fragen, die sich auf die Optimierung der Solubilisation und die Mizellbildung beziehen:

— Welche Lipide eignen sich bei Verwendung verschiedener Tenside am besten fir die
Bildung von MMS mit optimalen Lipidgehalten und optimalen Kapazitaten zur
Solubilisierung der Modellwirkstoffe (Testosteron und seine Propionat-, Enanthat und
Undecanoatester)?

— Ist durch die Verwendung terndrer Systeme (Tensid+PL+FS) eine bessere
Solubilisation fir die stark lipophilen Wirkstoffe als bei den bindren Systemen
(Tensid+PL bzw. Tensid+FS) erreichbar?

— Wie organisieren sich die solubilisierten stark lipophilen Wirkstoffe innerhalb der
untersuchten mizellaren Gebilde und welche strukturellen Faktoren koénnen ihre
Einordnung und damit ihre Solubilisation in diese Systeme beeinflussen?

Die vorliegende Arbeit gliedert sich daher in zwei Hauptabschnitte. Der erste Teil
(KAPITEL 1V) befasst sich mit Fragen der Solubilisation und der Mizellbildung.
Gegenstand des zweiten Teils (KAPITEL V) ist es, die intestinale Resorption der in den
optimierten MMS solubilisierten Modellwirkstoffe zu untersuchen, und mdgliche
Einflussfaktoren aufzuzeigen.

Die gewonnenen grundsatzlichen Erkenntnisse durch die Untersuchungen in dieser
Arbeit sollen einen Beitrag zum Versténdnis der Solubilisation stark lipophiler Wirkstoffe
und ihre {bergabe von mizellaren bzw. lipidhaltigen mischmizellaren Tragersystemen an
die Biomembranen v.a. im GIT leisten. Dies kann zum effektiven Einsatz dieser Systeme
als Arzneistofftrager bei der Entwicklung innovativer peroraler Verabreichungsformen fir
derartige Wirkstoffe fuhren.
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KAPITEL II

Grundlagen und Literaturiibersicht

I1.1 Uberblick iiber Methoden zur Loslichkeitsverbesserung

Die eingesetzten klassischen Methoden zur Verbesserung der Wasserloslichkeit von
Arzneistoffen in der Pharmazie konnen allgemein in drei Hauptkategorien eingeordnet
werden: die Manipulation der festen Phase, die chemische Modifikation des schwer
16slichen Wirkstoffes und Methoden der Lésungsvermittlung [3,37,38].

Die erste Methode wird auf Substanzen angewandt, deren fester Zustand unterschied-
liche Kristallstrukturen (Polymorphie) zeigt. Sie beruht im Prinzip auf der Verwendung der
metastabilen kristallinen Formen bzw. der nichtkristallinen amorphen Formen dieser
Substanzen, da diese auch die grof3eren freien Energien (G) beim Lésen in Wasser
aufweisen. Dabei sollen Zuséatze wie Polyvinylpyrrolidon (PVP), Methylcellulose, Gelatine
und Tenside verhindern, dass diese Formen beim langen Kontakt mit dem L&sungs-
mittel in kristalline stabile Polymorphe transformiert werden.

Die chemische Modifikation der schwer l6slichen Wirkstoffe erfolgt durch die Einfiihrung
hydrophiler Gruppen in die chemische Struktur wie -OH, -COOH, -CONH2 u.a. zwecks
Erhohung der Wasserloslichkeit der Verbindung. Durch Anderung der chemischen
Struktur kann jedoch die pharmakologische Aktivitat beeinflusst werden, wodurch sich
Grenzen in der Anwendung dieser Methode ergeben. Nicht nur die physikochemischen
und pharmakologischen Eigenschaften eines Wirkstoffes konnen durch die chemische
Modifikation geandert werden, sondern auch ihre biopharmazeutischen und pharmako-
kinetischen. Dies fuihrte zur Entwicklung des Begriffes der sog. Prodrugs. Diese sind in
der Regel pharmakologisch inaktive Derivate des wirksamen Wirkstoffes. Sie werden
chemisch so manipuliert, dass der Wirkform anschlief3end in der gewtinschten Konzent-
ration ans Wirkungsziel gelangen kann. Die Transformation der Prodrugs zur Wirkform
erfolgt durch einen enzymatischen oder nichtenzymatischen Abbau innerhalb des
Organismus.

Die angewandten Techniken der Losungsvermittlung beinhalten die Veranderung der
Losungsmitteleigenschaften des Wassers durch die Mischung mit anderen Ldsungs-
mitteln (Kosolventien) wie Glycerol, PEG, Ethanol (EtOH) und Propylenglycol (Polaritéts-
anderung) oder die Zugabe von Wasserstrukturbrechern (Hydrotropen) wie z.B. Harn-
stoff, PVP, Nicotinamid und Xanthinderivate, die Solubilisation in mizellaren Tensid-
systemen und zuletzt die reversible Bildung von Komplexen mit verbesserter Loslichkeit.
Zu den eingesetzten Komplexen zéhlen anorganische und organische (z.B. Chelate)
Metall-Komplexe, organische Molekul-Komplexe (z.B. Coffein- und Polymerkomplexe)
und Einschlussverbindungen (z.B. Cyclodextrine).
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Kapitel Il Grundlagen

II.2 Das Phdnomen der Mizellbildung

Tenside sind amphiphile Stoffe, d.h., ihre Molekiile besitzen einen hydrophilen
(ionischen oder nicht ionischen) Teil sowie einen lipophilen Teil (Uberwiegend Kohlen-
wasserstoffkettenabschnitte), und weisen dementsprechend Grenzflachenaktivitat auf. In
wassrigen Losungen reichern sich Tenside deshalb bevorzugt an den Grenzflachen (z.B.
Luft/Wasser, Gefif3wand/Wasser oder Ol/Wasser) an, indem ihre hydrophilen Teile mit
der polaren wassrigen Phase assoziieren, wahrend ihre hydrophoben Teile in Wechsel-
wirkung mit den unpolaren Oberflachen treten. Dadurch bewirken sie eine Verringerung
der Grenzflachenspannung zwischen den nicht mischbaren Phasen im betrachteten
System. Mit zunehmender Tensidkonzentration werden die Grenzflachen mit Tensid-
unimeren desattigt, und somit werden mehr Tensidmolekule gezwungen, in Lésung zu
gehen. Da die Adhasionskréafte zwischen den lipophilen Struktureinheiten des Tensid-
molekils und dem Wasser im Vergleich zu den Kohésionskraften benachbarter Wasser-
molekile sehr schwach sind, entwickeln sich im Endeffekt Abstof3ungskréfte zwischen
diesen Tensidteilen und den Wassermolekiilen in ihrer Umgebung [38]. Daraufhin
versuchen die Wassermolekiile, der wegen der AbstofSung energetisch angespannten
Lage auszuweichen, indem sie untereinander zunehmend Wasserstoffbriicken aufbauen.
Dadurch aber entstehen Cluster-Strukturen hoch geordneter Wassermolekiile (sog.
Eisberg-Bildung) und es ergibt sich ein Entropieverlust im Lésungsmittel. Beim Versuch,
sich aus der erzwungenen (berordnung zu befreien, drangen die Wassermolekiile die
Tensidunimere zur Multimerisation. Dabei treten starke Van-der-Waals'sche Wechsel-
wirkungen zwischen den hydrophoben Molekiilteilen auf und erleichtern dadurch die
Aggregatbildung. In der Losung entstehen daher aus den Tensidmolekilen spontan
pramizellare und mizellare Assoziate, die gleichzeitig wieder zerfallen, wie es bei einem
normalen stéchiometrischen Gleichgewicht der Fall ist. In einem bestimmten Bereich
der Tensidkonzentration erreicht die thermodynamische Instabilitdt der Wasserstruktur
bzw. die Entropieabnahme einen kritischen Wert. Dies fuhrt bei weiterer Zugabe zur
Auslosung des Mizellbildungsprozesses. Die Solvensmolekile (hier die Wassermolekiile)
leiten dabei eine massive Abwehrreaktion ein und dréngen die unpolaren Gruppen des
Solvend (Tensid) zunehmend zum Assoziieren, um die Bertihrung mit ihnen moglichst
zu vermindern bzw. ihre eigene Entropie wieder zu gewinnen. Auf diese Weise werden
alle zusatzlichen Unimere sofort als Mizellen der stabilsten Grof3e ,,ausgeschieden”, so
dass danach ihr molekulardispers verteilter Anteil in der Losung konstant bleibt und das
Gleichgewicht mit dem assoziierten Anteil wieder hergestellt wird. Die Mizellbildung ist
daher ,in erster Linie als die Folgeerscheinung eines Fehlordnungsprozesses im
Losungsmittel“ aufzufassen [39]. Der o.g. Konzentrationsbereich ist unter dem Begriff
(CMC) ,kritische Mizellbildungskonzentration® bekannt, was zu einer irrtiimlichen
Auffassung Uber diesen Prozess fihren kann. Ab dem Bereich der CMC werden die
Mizellen stabiler und nachweisbar. Neben der zunehmenden Mizellbildung éndern sich
die physikochemischen Eigenschaften der Losung bei der CMC auch sprunghaft, was
hauptsachlich auf Strukturveranderungen des Losungsmittels zurtickzufiihren ist. Diese
sprunghaften Anderungen in Figenschaften wie Lichtstreuung, Leitfahigkeit, Gefrier-
punkt und Grenzflaichenspannung werden deshalb fur die Bestimmung der CMC
eingesetzt. Die resultierenden mizellaren Losungen sind isotrop und optisch transparent,
weshalb sie auch wie einphasige Systeme aussehen. Sie sind auf3erdem thermo-
dynamisch stabil, insbesondere bei kleineren CMC-Werten. Die mizellaren Tensid-
systeme sind weiterhin in der Lage, unterschiedliche Verbindungen innerhalb des
mizellaren Gerusts einzubetten und somit die Wasserloslichkeit oder den Transport der
Problemarzneistoffe zu verbessern. Sie zeichnen sich auch bei der Applikation durch eine
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schnelle Freisetzung und verbesserte Resorptionseigenschaften des eingebetteten Wirk-
stoffes aus. Die mizellaren Systeme fanden daher Anwendung als Wirkstofftragersysteme
bei der Formulierung vieler fertigen Arzneiformen, insbesondere die auf GS-
Lecithin/Fettsdure basierenden mischmizellaren Systeme [40]. Zu den Mizellbildnern
gehoren zahlreiche Gruppen amphiphiler Stoffe. Auf Grund der Toxizitdt und anderer
unerwinschten Nebenwirkungen sind jedoch nur wenige davon von pharmazeutischer
Relevanz. Die Gruppe der Block-Copolymere bietet viel versprechende physiko-
chemische und physiologische (v.a. bezliglich der Vertraglichkeit) Eigenschaften an und
erwies sich deshalb in letzter Zeit als eine der pharmazeutisch interessantesten
Mizellbildnergruppen fir die Anwendung als Wirkstofftrégersysteme [36].

II.3 Modelle zur Untersuchung und Vorhersage des Wirkstoff-
transports im gastrointestinalen Trakt (GIT)

Unter den allgemeinen Begriff ,Wirkstofftransport® werden alle Transportvorgange
verstanden, die es dem Wirkstoff nach seiner Freisetzung aus der verabreichten Arznei-
form ermoglichen, ans Wirkungsziel im Organismus zu gelangen. Dazu zéhlen ebenso
die Transportvorgdnge, welche die Ausscheidung des resorbierten Wirkstoffes bzw.
seiner Metabolite aus dem Organismus ermdglichen. ,Bei der Absorption (Resorption),
Distribution und Exkretion von Pharmaka stehen als Prinzipien des Stofftransports
allgemein die Konvektion und Diffusion im Vordergrund®“. Weiterhin kénnen auch aktive
Transportprozesse wie z.B. Endozytose und carriervermittellter Transport eine wichtige
Rolle beim Wirkstofftransport spielen [4].

Fur die Untersuchung und Vorhersage des Wirkstofftransports im GIT (u.a.) bietet sich
leider kein universelles Modell an, welches Antworten auf alle dazugehorigen Fragen
geben kann. Dabei kommen deshalb unterschiedliche Untersuchungsmethoden zum
Einsatz. Jede Methode hat ihre Stérken und Schwéachen und kann nur im Zusam-
menhang mit bestimmten und spezifischen Fragen angewandt werden. Diese Methoden
lassen sich in vier Hauptgruppen unterteilen, in-vitro, in-situ, in-vivo und in-silico.

In-vitro-Methoden konnen auch in zwei weitere Untergruppen geteilt werden, die
nichtbiologischen bzw. die physikochemischen Methoden und die biologischen
Methoden. Zur ersten Gruppe gehoéren Methoden wie die Bestimmung der Lipophilie des
Wirkstoffes (log P/llog D), Die Bestimmung des Absorptionspotentials (AP), die
Permeation durch kinstliche Lipidmembranen einschlief3lich der Anwendung von
Liposomen als Lipidmembranen und die IAM-Chromatographie (Immobilized Artificial
Membrane Chromatography). Zu den biologischen Methoden zéhlen die auf isolierten
Tiergeweben basierenden Modelle (ex-vivo) wie ,everted sac“-Technik, Ussing-Kammer-
Technik und isolierte Membranvesikel sowie Zellkulturtechnik (Caco-2 bzw. TC-7, HT29-
Zelllinie, Dinndarmzelllinien fetaler und neugeborener Ratten und Mandin-Darby-
Hundnierenzellen (MDCK)).

Mit den In-situ-Methoden sind alle Perfusionsuntersuchungen am Tiermodell wie ,,single
pass perfusion®, .recirculating perfusion”, ,oscillating perfusion® und ,closed loop
method" sowie die Perfusionsuntersuchungen am Menschen [41,42] gemeint.

Die genausten Vorhersagen der pharmakokinetischen Eigenschaften eines verabreichten
Medikamentes kommen aus Untersuchungen in-vivo. Diese sind jedoch ungeeignet als
Screening-Methoden fir eine grof3e Anzahl neu entwickelter Verbindungen und be-
notigen eine grofde Anzahl von Versuchsobjekten (Tiere oder Menschen), um statistisch
aussagekraftige Ergebnisse zu liefern, sowie auch grof3e Wirkstoffmengen. Sie sind auch
labor- und kostenintensiv und dirfen nur unter bestimmten Einschrankungen durch-
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gefuhrt werden. [n-vivo-Methoden sind auf3erdem nicht in der Lage, Antworten auf
spezifische Fragen und Details der Transportmechanismen anzubieten.

Die grof3en Fortschritte in den computergestitzten virtuellen Screening-Methoden (in-
silico) in den letzten Jahrzehnten er6ffneten neue, wenig aufwendige Moglichkeiten fur
die Erforschung und Vorhersage der physikochemischen, pharmakologischen und bio-
pharmazeutischen Eigenschaften potentieller Wirkstoffe sogar in friihren Phasen der
Entwicklung. Diese Methoden gehen vom Zusammenhang zwischen den strukturellen
Eigenschaften einer Verbindung und ihren physikochemischen Eigenschaften, sowie
ihrer pharmakologischen Aktivitat in den Organismen aus. Sie werden deshalb als
QSAR- (Quantitaive Structure-Activity Relationship) oder auch QSPR- (Quantitaive
Structure-Property Relationship) Methoden bezeichnet. QSAR/QSPR-Methoden nutzen
konventionelle Eigenschaften — ,Descriptors” gennant — (wie Molmasse oder Anzahl und
Art der Atome und Bindungen), topologische (2D) Descriptors, geometrische (3D)
Descriptors  (wie PSA = Polar Surface Area, PSA, = Dynamic Polar Surface Area,
NPSA, = Dynamic Non-Polar Surface Area, SASA = Solvent Accessible Surface Area
und Molekularvolumen), elektrostatische Descriptors (z.B. Dipolmoment und partielle
atomare Ladung), und quantenchemische Descriptors (von der molekularen Valenz-
stellen abhangig wie Ladungsverteilung, Kapazitdt der Wasserstoffbriickenbildung,
Séaure/Base-Starke, Polaritat, Lipophilie und elektrostatische Eigenschaften der mole-
kularen Oberfléache). Mit Hilfe der rechnerischen und v.a. der auf quantenmechanischen
Berechnungen basierten Methoden kénnen auch wichtige Parameter fiir die Resorption
einer Verbindung wie ihr log P bzw. log D vorausgesagt werden.

Eine Reihe von Publikationen [43-52] bietet einen sehr guten Uberblick tiber die o.g.
Methoden mit ihren Vor-/Nachteile und spezifischen Anwendungsgebieten an, weshalb
hier darauf nicht weiter eingegangen wird.

II.4 Die Grenzschichtbarriere bei den Transportuntersuchungen an
Permeationsmodellen mit kiinstlichen Lipidmembranen

Bekanntlich verbreiten sich grenzflachen-
aktive Molekile wie Tenside in ihren Lipidmembran
Losungen auf samtlichen Grenzflachen in

der Umgebung einschlief3lich der Losung-
Luft-Grenzflachen und der Innenwand des /
Geféafies. Ein Teil der solubilisierten Wirk-

stoffmolekiile haftet auch mit diesen
Tensidmonoschichten an den Grenzfla-
chen. Die Lipidmembranen bilden dabei
keine Ausnahme. Es entstehen daher
Tensidmonoschichten auf den Kontakt-
flachen der Lipidmembranen mit der Steroid @R ]
Tensidlosung (Abb. 1). Dadurch werden

die Membranlipide in Kontakt mit der
Loésung gebracht, und somit wird die
Wirkstoffaufnahme in diesen Membranen
erleichtert. Andererseits miuissen sich die Abb. 1 Bildung der Tensidmonoschichten auf den
eingebetteten Wirkstoffe erst zwischen den LiPidmembranen in den Tensidlésungen
Mizellen und dieser Monoschicht verteilen,

bevor sie in einen direkten Kontakt mit der Membran kommen kénnen. Hierzu ergibt
sich die Frage, wie derartige Vorgange ablaufen und was hier fir den Transport der
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geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. Die Frage stellt sich v.a. wegen der hier
erwarteten elektrostatischen Abstof3ung, wenn es sich um ionische, elektrisch identisch
geladene Tensidmolekille handelt. Higuchi und Mitarbeiter [53-55] untersuchten
beispielsweise den Transport des Cholesterins in mizellaren Systemen aus elektrisch
neutralen oder geladenen Tensiden durch kinstliche Membranen. Sie erklarten den
Transport hier mit Kollisionen der Mizellen mit der o.g. Monoschicht an der Membran.
Sie stellten auch fest, dass dieser Schritt eine entscheidende Rolle beim Transport
spielen konnte (interface transfer-controlled transport), v.a. wenn die Mizellen elektrisch
geladen sind. Extrem lipophile Wirkstoffe gehen in L6sung bei der Verwendung der MMS
ausschlieflich durch ihre Einbettung in der mizellaren Phase. Sie sind daher nur Uber
einen direkten Kontakt der Mizellen mit der Membran in der Lage, in die Membran auf-
genommen zu werden bzw. sie zu verlassen. Die Kollision wird dementsprechend zum
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fir den Transport (interfacial barrier-limited
transport). Higuchi und Mitarbeiter vermuteten auch, dass diese Effekte unter vergleich-
baren Bedingungen ebenso bei Untersuchungen in-situ oder in-vivo zu erwarten sind.

II.S Barrieren beim Steroidtransport durch das Diinndarmepithel

Beim Transport durch den nativen Dinndarm ergeben sich verschiedene wichtige
Barrieren, die iberwunden werden mussen, bevor ein lipophiler Wirkstoff an die Epithel-
zellen oder anschliefend in die Blutbahn gelangen kann. Diese sind die ungeriihrte
wassrige Grenzschicht (UWS) (Unstirred Boundary Water Layer) [56-62], die Schleim-
schicht bzw. die gebundene Glycocalyx (beide hier als Mukusschicht (MuS) bezeichnet)
[63-66], die zellularen Lipidmembranen und die Membrantransporter sowie die ver-
schiedenen enzymatischen Systeme der Phasen [ und II.

Die UWS ist die wassrige, schwach durchmischte Schicht, die an einer Membran haftet.
In ihr entsteht ein Konzentrationsgradient von diffundierenden schwachléslichen Stoffen,
wodurch sie sich deutlich vom Rest der Losung unterscheidet. /n-vivo ist die UWS
praktisch nicht von der MuS zu unterscheiden [67,68]. Die UWS stellt eine sehr wichtige
Barriere v.a. fur die Resorption lipophiler Wirkstoffe dar [63,69,70]. Beispielsweise weist
die Resorption lipophiler hoch resorbierbarer Wirkstoffe wie Testosteron (T) in-vitro eine
Abhangigkeit von den Durchmischungsbedingungen bzw. Dicke der UWS auf
[5,57,62,71]. Da die Dicke und der Einfluss der UWS in Abhéngigkeit von den experi-
mentellen Bedingungen sehr variieren, wird diese Schicht in-vitro durch mechanische
Schiittelapparaturen oder Anwendung eines ,bubble lift"-Systems mit dem Rest der
Loésung durchmischt. In-situ (z.B. bei der intraintestinalen Perfusion) wird dies durch die
Erhéhung der Durchflussrate erreicht.

Die native MuS hat eine hoch hydratisierte (ca. 90% Wasser) gelartige viskose Struktur.
Neben den Muzinmolekilen (ca. 0,5-5% der gefriergetrockneten Masse) enthalt sie eine
Vielzahl anderer Komponenten wie Lipide, zellulare bzw. serumische Makromolekiile,
Elektrolyte, Mikroorganismen, abgel6ste Darmzellen, Immunoglobuline und Peptide.
Beim Schwein, beispielsweise, betragt der Anteil der Lipide ca. 37%, Proteine ca. 39%
und DNS ca. 6% der gefriergetrockneten Mukusmasse [72]. Die Muzinmolekiile sind
Glycoproteine mit einer hohen Molmasse. Ihr Gerlst besteht aus stark glycosylierten
Peptidketten und Zwischenabschnitten aus unglycosylierten Peptidketten. Die letzteren
weisen eine grof3e Anzahl an hydrophoben Stellen auf, die Lipide oder Proteine binden
kénnen [67,73,74]. Die molekulare Zusammensetzung des Muzins ist in den verschie-
denen Teilen des GIT unterschiedlich [75]. Die Sialinsédure kann sich an der Bildung der
Polysaccharidketten beteiligen [76] und der MuS dadurch eine negative elektrische
Ladung [77] verleihen. Die unterschiedlich elektrisch geladenen Gruppen in der MuS
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spielen die Rolle eines lonenaustauschers, der den Transport von lonen, Arzneistoffen,
Nahrungsstoffen und bakteriellen Toxinen beeinflussen kann [78]. Die native MuS
bekommt folglich ihre Funktion als Barriere fur den Transport verschiedener Stoffe nicht
nur durch ihre viskose gelartige Struktur [74], sondern auch durch ihren hohen Lipid-
und Proteingehalt sowie durch die elektrisch geladenen Gruppen in ihrer Matrix.
Beispielsweise zeigten Untersuchungen mit HT29-H-Monolayern, dass sich die
Permeation des T nach der Entfernung der MuS ungeféhr verdreifachte [79]. Die
Glycocalyx ist die Gesamtheit aller Zuckermolekiile, die an Oberflachenproteine und
Oberflachenphospholipide der duf3eren Seite der Zellmembran gekoppelt sind [80].

Die Zellmembran zeigt die bekannte Struktur einer Lipiddoppelschicht mit den Eigen-
schaften einer zweidimensionalen Flussigkeit, die mit dem Fluid-Mosaic-Membran-
modell beschrieben werden kann [4]. Nach diesem Modell sind die einzelnen
Lipidmolektile auf der Ebene ihrer Monoschicht freibeweglich, in der sie einfach und
schnell diffundieren kénnen, wéhrend ihr Wechsel zur zweiten Monoschicht einge-
schrankt ist. Bei den meisten Tierarten verteilen sich die Lipide asymmetrisch zwischen
den beiden Monoschichten der Zellmembran. Die &uf3ere Monoschicht besteht haupt-
sachlich aus zwitterionischen Lipiden wie Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanol-
amin, wahrend sich die innere Monoschicht tiberwiegend aus negativ geladenen Lipiden
wie Phosphatidylserin bildet [48]. Die Innenseite der Zellmembran ist gegentiber der
extrazellularen Seite elektrisch negativer geladen [81]. Wahrend der pH-Wert in der
unmittelbaren Néhe der extrazellularen Membranseite ca. 5,3 betragt, weist das Zyto-
plasma der Enterozyten einen pH-Wert von ca. 7-7,2 auf. Dadurch entsteht ein Pro-
tonengradient Uber der Membran. Die MuS weist dementsprechend einen pH-Wert von
5,3-6 auf, wahrend der pH-Wert des Diinndarminhalts durchschnittlich ca. 6,5 betragt.
Zustandig fur das entstehende pH-Mikroklima auf der unmittelbaren extrazelluléren
Membranseite sind in erster Linie Na*/H"- und HCO,/Nicotinat-Austauscher im Biirsten-
saum [4,82]. Bei einer passiven transzellularen Diffusion ergeben sich nach der Ver-
teilung der Stoffe in der apikalen Zellmembran zwei Diffusionswege. Entweder diffundiert
der Stoff weiter innerhalb der Membrandoppelschicht bis zur basolateralen Seite oder er
diffundiert durch die Doppelschicht ins Zytoplasma hinein, bevor er die Zelle auf der
basolateralen Seite verlasst [48]. Die Plasmamembran des Birstensaums (Mikrovilli) ist
ca. 10-11 nm dick, wahrend die Dicke der basolateralen Membran nur ca. 7 nm betragt.
Dies weist auf das hohe Protein/Lipid-Verhaltnis in der ersten Membran hin [63]. Diese
Proteine sind hauptsachlich integrierte Enzyme, Influx- oder Effluxtransporter, und Re-
zeptoren. Diese Proteingruppen uberlappen sich gegenseitig. Ein Transportprotein kann
z.B. eine Enzymaktivitdt aufweisen oder ein Hormonrezeptor an ein Enzym gekoppelt
sein und selbst Transporteigenschaften besitzen [81]. Durch eine enzymatische
Modifikation, eine erleichterte Diffusion, einen aktiven Transport in oder aus der Zelle
oder eine rezeptorvermittelte Endozytose spielen diese Membranproteine eine grofde
Rolle beim Transport vieler Wirkstoffe. Daher zéhlen sie ggfs. auch zu den Barrieren fur
den Wirkstofftransport [84-87].

Neben den Membranproteinen befindet sich auch eine ganze Reihe wichtiger
mikrosomaler Enzyme der Phase | in der Darmmukosa. Diese kénnen die transportierten
Wirkstoffe transformieren bzw. inaktivieren und stellen somit auch eine wichtige
Transportbarriere dar [83,84]. In der Darmmukosa konzentrieren sich die o.g. Proteine
hauptsachlich in den Zottenspitzen [84,88]. Eine der wichtigsten Enzymgruppen stellt
hier die Familie der Hamproteine vom Typ des Cytochrom P-450 (CYP) dar,
insbesondere die Mitglieder der CYP3A-Subfamilie. Beim Wirkstoffmetabolismus beim
Menschen ist CYP3A4 das Hauptenzym fir Phase-I-Reaktionen in der Leber und im
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Dinndarm [84]. Diese Enzyme zeigen Steroidhydoxylaseaktivitaten und bilden 63-OH-
Derivate als Hauptmetabolite. Solche Aktivitdten wurden in mikrosomalen Leber- oder
Darm-Préparaten von Menschen [83,89-94]| und anderen Saugetieren wie Ratten, Méause
und Affen sowie auch von Regenbogenforellen nachgewiesen. Dabei wurde T als Marker
fur die 6 B-Hydroxylationsaktivitat verwendet. Bei Transportversuchen mittels Ussing-
Kammer durch Jejunumabschnitte von Ratten gab es auch Beweise fur die meta-
bolische Umwandlung von T zu Androstenedion, 6-OH, 2 a-OH, und 16 a-OH-Derivate
(geordnet nach abnehmender Ausbeute). Bei @hnlichen Untersuchungen an mensch-
lichen Jejunumabschnitten entstanden Androstenedion und 7-OH-Derivate als Haupt-
metabolite [95]. Bei Ratten (Préaparate aus dem Dunndarm) konnten auch Hydroxy-
lationsaktivitdten wie 16 a- und 16 -OH [96,97] in-vitro nachgewiesen werden.
Weiterhin wurden bei mikrosomalen Leber- und Dinndarm-Praparaten von Menschen
und Séaugetieren Hinweise auf enzymatische Aktivitaten wie 17p-Hydroxysteroidoxido-
reductase (17 B-HSOR) [98], 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase (17 -HSD) [99-102]
und Umwandlung des T zu 17 B-hydroxy-5 a-androstane-3-one und 5 a-androstane-
3 a, 17 B-diol (Ratten) [103,104] gefunden. Die HSD-Aktivitdt wurde auch bei Caco-2-
Monolayer (17 B-HSD) [105] nachgewiesen. Interessanterweise wurden bei der Darm-
mikroflora aller Wirbeltiere inklusive der des Menschen neben den Hydroxylations-
aktivitaten ebenso starke HSD-Aktivitdten (v.a. 3 a) [106,107] festgestellt. Deshalb ist
der GIT ein sehr wichtiges Organ fir die Phase-I-Reaktionen der Sexualhormone [100].
Neben den o.g. Phase-I-Reaktionen zeigen Untersuchungen mit mikrosomalen Leber-
oder Darm-Préparaten von Menschen [88,108-110], verschiedenen Séaugetieren und
Fischen die Anfalligkeit der Steroide beim Transport im GIT auch fir eine ganze Reihe
enzymatischer Aktivitdten der Phase-ll-Art wie Steroid-Uridindiphosphoglucuronyl-
transferase (Steroid-UDPGT) und Steroid-Sulfotransferase (Steroid-ST). Diese Aktivitaten
sind daftr zusténdig, dass die Ausscheidung der metabolisierten Steroide hauptsachlich
renal als Glucuronide und Schwefelsaurehalbester erfolgt [108,111,112].

In den letzten Jahrzehnten erwies sich die Rolle der Membrantransporter als sehr wichtig
bei Transportprozessen vieler Wirkstoffe durch die Biomembranen und rtickte deshalb
zunehmend in den Blickpunkt der Wissenschaft. Zu den wichtigsten Membrantrans-
portern, die am Lipidtransport aktiv beteiligt sind, zéhlen die MDR-Familie (Multidrug-
Resistance Proteins), zu der die P-Glycoproteine (P-gp) gehéren, und die MRP-Familie
(Multidrug-Resistance associated Proteins). Beide Gruppen sind strukturell verwandt
und werden den sog. ABC-Transportern (ATP-Binding Casette) zugeordnet. Substrate
dieser Pumpen decken ein breites Spektrum von strukturell sehr heterogenen Sub-
stanzen ab. Dazu gehoren beispielsweise neben den Lipiden zahlreiche Xenobiotika und
verschiedene Metabolite. Diese Proteine sind in der Lage, die Exkretion ihrer Substrate
aus der Blutbahn zu vermitteln und sie aus dem Inneren der Enterozyten durch die
Zellmembran ins intestinale Lumen herauszupumpen. Dadurch reduzieren sie im
Endeffekt die gesamt resorbierte Menge und beeinflussen die Bioverfliigbarkeit der
betroffenen Substrate [85,113-116]. Im menschlichen GIT wurde nur ein wirkstofftrans-
portierendes P-gp gefunden und zwar das MDR1 [113]. Verschiedene Steroide, Lipid-
metabolite und lipophile Wirkstoffe zeigen eine hohe Affinitdt zu P-gp und werden
infolgedessen aus der Enterozyten zurlick zum Darmlumen transportiert [113,114].
Interessanterweise lief3 sich hier auch feststellen, dass P-gp und CYP3A4 héaufig in
denselben Zellen vorkommen. Dariber hinaus werden viele Verbindungen, die als
Substrate oder Hemmstoffe fir P-gp dienen, auch zugleich von CYP3A4 als Substrat
erkannt. Es wird folglich angenommen, dass beide Proteine Teil eines kombinierten
Entgiftungsmechanismus in den Zellen sind [83-86,112,113,117]. Wie bereits oben
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erwahnt, stellen Steroide ein wichtiges Substrat fir CYP3A4-Aktivitaten dar. Daher wird
vermutet, dass ABC-Proteine auch eine Rolle beim Transport von Steroiden spielen.
Obwohl Oka et al. [118] keinen Beweis fur einen Einfluss der MDR1 auf den Transport
des T im Rattendinndarm finden konnten, bleibt immerhin der Einfluss des MRP2-
Proteins auf die Ausscheidung der Steroide denkbar, denn diese Pumpe beteiligt sich
aktiv an der Exkretion der konjugierten Metabolite wie Glucuronide oder Sulfate [86].
Dadurch kann sie das Reaktionsgleichgewicht zugunsten der Kopplung verschieben und
folglich eine Zunahme der Inaktivierung bzw. der Ausscheidung der Steroide bewirken.

I1.6 Verwendete Steroide als Modellstoffe fiir den Transport

Als Modellstoffe in dieser Arbeit wurden T und eine Reihe seiner Ester (Prodrugs)
ausgewahlt. T stellt quantitativ und qualitativ das wichtigste im méannlichen Organismus
synthetisierte Androgen dar. In Abhéngigkeit vom Zielorgan zeigt das T beim Mann ein
androgenes (z.B. Prostata, Samenblaschen, Nebenhoden) oder proteinanaboles (z.B.
Muskulatur, Knochen, Leber) Wirkungsspektrum. Die normale Produktion bzw. Frei-
setzung des T betragt 7 mg/Tag [119]. Das T wird dabei in einem circadianen Rhythmus
freigesetzt und zu etwa 98% an Tragerproteine (SHBG = Sexualhormon-bindendes
Globulin) gebunden. Der Testosteronserumspiegel bei Mannern liegt bei 2,8 — 8 ng/ml
(9,9-27,8 nM). Die Plasmahalbwertszeit betrdagt ca. 10 Minuten. Der Abbau erfolgt
hautsachlich in der Leber. Die wichtigsten Metabolite sind 5 a-Dihydrotestosteron,
Androstandiol, Androstandion und Androsten [112,120,121]. Ziel einer Testosteron-
Replacement-Therapie im Falle des Hypogonadismus ist es normalerweise, den
Blutspiegel wieder auf ein normales physiologisches Niveau einzustellen.

Das T weist in-vitro, in-situ und auch in-vivo sehr gute Permeationseigenschaften auf.
Es wurde deshalb haufig bei Resorptionsuntersuchungen in-vitro als Vergleichstandard
(Ussing-Kammer) oder fir die Schatzung der Dicke der UWS (mit der Caco-2-Zelllinie)
eingesetzt. Allerdings ist diese Anwendung aufgrund des metabolischen Abbaus des T
umstritten [95,105]. Der Metabolismus féangt in der Darmmukosa an, die wahrscheinlich
auch die Hauptverstoffwechslungsseite fir T bei der oralen Gabe ist [99,122]. T und
seine Metabolite werden dann hauptséachlich tUber die Pfortader zur Leber weiter trans-
portiert [123], wo sie metabolisch abgebaut werden. Aufgrund der Inaktivierung des T
durch den First-Pass-Effekt erwies sich seine orale oder parenterale Gabe als unwirksam
[121,124-126]. Mit oraler Verabreichung des T in mikronisierter kristalliner Form gelang
es aber, einen therapeutisch wirksamen Plasmaspiegel zu erreichen. Allerdings werden
hier hohe Dosierungen benétigt, was der Leber Schaden zufligen kann [127]. Es wurden
auch andere Strategien verfolgt, bei denen es das Ziel war, den Weg tiber die Leber bzw.
den First-Pass-Effekt moglichst zu umgehen. Dabei kamen rektale [128,129], sublin-
guale [130] oder transdermale [131] Verabreichungen zum Einsatz. Auch bei der trans-
dermalen Applikation wird T in der Epidermis zum Teil enzymatisch abgebaut [132].
Mazer vertritt trotzdem die Ansicht, dass dieser der beste Weg bei der Testosteron-
Replacement-Therapie bleibt [131]. Zur Verhinderung des enzymatischen Abbaus,
wurde eine Methylgruppe an der Position 17 o eingefihrt. Allerdings sprachen
verschiedene Nebenwirkungen wie der Verdacht einer krebserregenden und hepato-
toxischen Wirkung sowie die kurze Plasmahalbwertszeit des Methyltestosterons gegen
seine Anwendung [130,131]. Die chemische Derivatisierung ging einen Schritt weiter mit
der Veresterung des T mit Fettsauren. Die Bioverfugbarkeit konnte durch die Erhéhung
der Lipophilie des Esterrestes und Verabreichung in Verbindung mit einer fettreichen
Diat oder in einem lipophilen Vehikel wie Erdnussél erhéht werden [127,133]. Als Fett-
sauren wurden u.a. Propion-, Enanthan- und Undecansaure verwendet. Diese Testos-
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teronester werden oral in Tabletten oder Weichgelatinekapseln oder i.m. in einem
lipophilen Vehikel verabreicht. Durch die Veresterung des T-Molekiils lasst sich auch ein
Retardeffekt erzielen. Die Wirkungsdauer eines intramuskular injizierten Esters nimmt mit
steigender Lange der veresterten Seitenkette des Steroidmolekiils zu. Mit Zunahme der
Kettenlange kommt es auch zur Erhéhung der Lipophilie (Tabelle 1). Im Falle einer i.m.
Applikation werden diese Ester aus den intramuskularen Depots freigesetzt [119] und
durch Serumesterasen zum aktiven T hydrolysiert.

Bei der oralen Verab.relchung zeigte ?lCh Tabelle 1 Verteilungskoeffizient (Octanol/Wasser)
das TU anhand seiner pharmakokine- von Testosteron und Testosteronestern [134]

tischen Eigenschaften im Vergleich zu Verteilungskoeffizient

den anderen Testosteronestern Uber- Wirkstoff (Octanol/Wasser)
legen [133,135-137] und wurde deshalb log P
zum Objekt zahlreicher Untersuchun- |Testosteron (T) 3,22
gen. Testosteronester wie TU zeigen in- [Testosteronacetat 4.16
vitro und in-vivo Stabilitdt gegen die .

. Testosteronpropionat (TP) 4,69
Hydrolyse im Magen- oder Darmsaft,
weshalb sie auch oral verabreicht | Testosteronenanthat (TE) 6,81
werden kénnen. Jedoch ist oral verab- |Testosteronundecanoat (TU) 8,4

reichtes TU unwirksam, wenn es einem
Probanden wahrend einer Fastenzeit in seiner kristallinen Form verabreicht wird. Erst
nach der Gabe in einem o6ligen Vehikel wie Erdnuss6l oder mit einer fettreichen Diat
kann eine deutliche Erhéhung des Plasmaspiegels sowie die Verbesserung der
Bioverfugbarkeit vom stark lipophilen TU und seinen effektiven Metaboliten erreicht
werden. Der lipophile Anteil dieser Androgene erreicht den Blutkreislauf ausschlief3lich
uber den lymphatischen Weg. Nur dieser Anteil bleibt auch intakt. Diese Androgene
machen jedoch nur einen sehr kleinen Anteil der gesamt verabreichten Dosis aus. Mehr
als 90% der resorbierten Menge wird wahrend der Darm-Leber-Passage (First-Pass-
Effekt) inaktiviert und meist als hydrophile Metabolite ausgeschieden. Es lasst sich
daraus schlief3en, dass nur der lymphatisch transportierte lipophile Anteil im Endeffekt
fur die androgene Wirkung des Medikaments verantwortlich ist [138]. Noguchi et al.
(1985) fanden einen linearen Zusammenhang zwischen dem lymphatischen Transport
der Testosteronester und ihrer Lipophilie, ausgedriickt in ihren Verteilungskoeffizienten
(P), d.h., je lipophiler ein Testosteronester ist, um so wirksamer kann er sein. Denn er ist
in der Lage, sich nach der Resorption im GIT mehr in den Chylomikronen einzubetten
und sich dadurch vor weiterer Verstoffwechslung in den Darmzellen abzuschirmen sowie
mittels des lymphatischen Transports den First-Pass-Effekt zu vermeiden. Da eine
fettreiche Nahrung oder die Verabreichung in Vehikeln wie Erdnussol die Produktion der
Chylomikronen foérdern, bewirken sie eine Verbesserung der Verfligbarkeit der lipophilen
Testosteronester [119,121,126,127,130,133,139].

Die Biotransformation eines Testosteronesters fangt in der Darmwand an, vermutlich
mit der Hydrolyse des Esters [139-141]. Beim Transport vom TU werden in der Lymphe
hauptsachlich TU und sein Metabolit 5 alpha-Dihydrotestosteronundecanoat (5 -
DHTd) nachgewiesen [139,140]. Alle anderen Metabolite werden Uber die Pfortader zur
Leber transportiert [139]. TU und 5 a-DHTU lassen sich auch im Plasma nachweisen
[130,139,140]. Sie werden dort hauptséchlich in Chylomikronen oder in Lipoproteinen
eingebettet, wie es auch fur lipophile Steroide und einen Teil des T ublich ist
[139,142,143]. Polare Steroidhormone und ihre Metabolite lassen sich normalerweise an
4 Arten der Tragerproteine im Plasma der Séugetiere reversibel binden und werden
dadurch transportiert. Diese sind das humane Serumalbumin (HSA), die a1-Glyco-

21




Kapitel Il Grundlagen

proteinsédure (AAG), das Corticosteroid-bindendes Globulin (CBG) und das testosteron-
oder estradiol-bindendes Globulin (SBP, SSBG oder auch als SHBG bekannt) [144-147].
Nach oraler Gabe des TU werden auffallend hohe Plasmaspiegel vom T und seinen
Metaboliten Androstenedion [126] und v.a. 5 alpha-Dihydrotestosteron (5 a-DHT)
[130,136,137,148] erreicht. Daneben kdonnen auch andere Metabolite wie Estradiol und
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEA-S) im Plasma identifiziert werden [137,148]. Fast
alle polaren Metabolite im Plasma sind vermutlich in ihrer konjugierten Form zu finden
[140] und werden zum grofien Teil an Plasmaproteine gebunden [139]. Die Aus-
scheidung im Harn erfolgt iiberwiegend in Form von T- und Androsteron-Glucuroniden
[140]. Auch die Ausscheidung der 17- Ketosteroide im Harn nimmt nach Verabreichung
von Td deutlich zu [130].

II.7 Mizellare Tensidsysteme beim Transportprozess im GIT

Die Natur bietet viele Beispiele fur die Anwendung amphiphiler Stoffe und Mizellen in
den lebendigen Organismen. Eines der interessantesten Beispiele im Zusammenhang
mit der Resorption im GIT ist die physiologische Rolle der Gallensalzmischmizellen im
Verdauungsprozess. Untersuchungen hinsichtlich des Transportes lipophiler Wirkstoffe
in einer lipidreichen Verdauungsmischung wiesen darauf hin, dass die Resorption
hauptséchlich aus den mizellaren oder wéssrigen Phasen und nicht aus der 6ligen erfolgt
[149,150]. In Anlehnung an die Natur wurden Gallensalze sowie andere kinstliche
Tenside wie Polysorbate (z.B. Tween®) oder Poloxamere (z.B. Pluronic®) in der Galenik
fur die Verbesserung der Loslichkeit und der Bioverfligbarkeit der Arzneistoffe verwendet.

Bei einer peroralen Einnahme kénnen Tenside die gastrointestinale Resorption eines
Wirkstoffes auf verschiedene Art und Weise beeinflussen. In Abhéngigkeit vom
verwendeten Tensid und seiner Konzentration kann es zu einer Anderung der gastro-
intestinalen Motilitdét und der Verweilzeit im Magen kommen. Dies kann wiederum je
nach Wirkstoff eine Anderung der Bioverfiigbarkeit hervorrufen. Der Tensideffekt hier
wurde auf die Zunahme der Viskositdt des Mageninhalts (v.a. bei Polyoxyethylen-
derivaten) oder auf einen pharmakologischen Einfluss der Tenside auf den GIT zuriick-
gefihrt. Durch Verringerung der Grenzflaichenspannung, daraus folgt u.a. die Benetzung
der festen Korper, oder durch die Mizellbildung kommt es zur Verbesserung der
Losungsgeschwindigkeit und der Léslichkeit. Die Anderung der Lésungsgeschwindigkeit
ist dabei nicht unbedingt proportional zur Anderung der Loslichkeit. Anhand dieser
Effekte ergibt sich eine Verbesserung der Wirkstofffreigabe aus der Arzneiform und eine
Zunahme des Kontakts mit den Resorptionsflaichen im GIT. Dadurch kann sich der
Wirkstofftransport verbessern, v.a. wenn die Wirkstofffreigabe den geschwindigkeits-
bestimmenden Schiritt fir den Transport darstellt [7,151]. Durch ihre Wechselwirkungen
mit den Biomembranen spielen die mizellaren Tensidsysteme auch eine direkte Rolle
beim Resorptionsprozess. Wie in 1.5 erwahnt wurde, stellen die UWS und MuS sehr
wichtige Transportbarrieren im GIT dar, v.a. fur lipophile Substanzen. Die mizellaren
Systeme fungieren als Transportvehikel fir Arzneistoffe und ermdglichen dadurch die
Uberwindung dieser Barrieren [77,152], was beim Transportprozess als Hauptrolle dieser
Systeme betrachtet wird [153-155]. Auf Grund ihrer Viskositat, Struktur und gdfs.
Ladung und in Abhéangigkeit von ihrem Hydratationsgrad hindert die MuS den Transport
grofer Molekiile oder Mizellen [72,74,77,156]. Tenside kdnnen aber zum Zusammen-
bruch der Struktur des Mukus und zur Modifizierung seiner Viskositét fihren [151,157-
160]. Die Hauptbarriere fir den passiven Transport lipophiler Substanzen und v.a. der
extrem lipophilen bleibt jedoch die intestinale Epithelmembran unabhéngig von der MuS
oder den Durchmischungsbedingungen [5]. Auch in diese Barriere koénnen die
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mizellaren Systeme eingreifen und durch ihre Wechselwirkung mit der Zellmembran
einen direkten Beitrag zur Resorption leisten. Tenside kdnnen Fluiditat und Polaritéat der
Membran beeinflussen und dadurch einen Einfluss auch auf ihre Funktion und
Permeabilitat austiben [7,159,161,162]. Bei aggressiven oder hoch konzentrierten
Tensiden kann es deshalb zur Schadigung oder sogar vollstaindigen Auflésung der
Membran kommen [163]. Es wurden auch Hinweise auf einen Einfluss der Tenside auf
die Proteine, Transporter und den Metabolismus in der Membran gefunden
[7,159,162,164,165]. Zur Erklarung der Funktion der Mizellen als Transportvehikel fir
Arzneistoffe bei der Resorption an den Zellmembranen wurden verschiedene Theorien
entwickelt. Einige davon erklaren die Resorption mit einer Kollision der Mizellen mit der
Birstensaummembran oder einer Endozytose der ganzen Mizelle von den Enterozyten.
Daftr liegen jedoch bisher keine Beweise vor. Man hélt es fur wahrscheinlicher, dass die
Resorption durch eine Aufnahme freier Unimere der transportierten Substanzen erfolgt,
die in Gleichgewicht mit der mizellaren Phase in unmittelbarer Néhe der Zellmembran
stehen [150,153-155]. Eine Aufnahme der Tensidunimere in den Enterozyten konnte
auch bei verschiedenen Tensiden [7] und v.a. bei den Gallensalzen nachgewiesen
werden. Dies wurde auch bei anderen Zelltypen vermutet und mit den membran-
toxischen Tensideigenschaften verbunden [166]. Durch diese Aufnahme kommt es
vermutlich zu einer Verdiinnung der Tensidkonzentration in der unmittelbaren Néahe der
Zellmembran, was mdglicherweise zum Abbau der mizellaren Struktur und damit zur
Freisetzung der eingebetteten Molekiile direkt an der Membran fiihren kann [161].
Weiterhin kénnen Tenside auch den lymphatischen [167,168] und den parazellularen
(Einfluss auf die ,Tight-Junctions®) [159,169,170] Transport foérdern. Durch die
Abschirmung der eingebetteten Wirkstoffmolekiile innerhalb der mizellaren Struktur
kann es zur Erhéhung der Wirkstoffstabilitat innerhalb der Arzneiform oder wahrend der
Verweilzeit im GIT [8,9] kommen. Hierdurch kann eine Verbesserung der Bioverfug-
barkeit empfindlicher Wirkstoffe bei gleicher Dosis erreicht werden.

Die Tensidsysteme konnen aber auch Nachteile und negative Wirkungen zeigen. Auf
kurze oder lange Sicht kénnen bei ihrer Verwendung unvorhersagbare Nebenwirkungen
auftreten, die direkt aus der Toxizitat des Tensids selbst resultieren oder auch aus einer
tensidbedingten Verbesserung der Toxizitdt anderer Arzneiformkomponenten wie des
Wirkstoffes, des Farbstoffes oder des Konservierungsmittels. Je nach chemischer
Struktur, Expositionszeit, und Konzentration (u.a.) wirken die Tenside unterschiedlicher
Art membranschéadlich und zelltoxisch, insbesondere in Konzentrationen oberhalb ihrer
CMC. Sie fuhren bei Untersuchungen in-vitro zur Apoptose, Nekrose, Zelllyse und
Hamolyse [29-31,33,159,163,166,171-174]. Weiterhin stehen fettsédurehaltige Gallen-
salzmischmizellen im Verdacht, krebserregende Wirkung auf das Grimmdarmepithel zu
haben. Es wird diesbeziiglich vermutet, dass die lytische Aktivitdt der Mizellen zu
Epithelschaden fihrt, woraufhin die Epithelzellen mit abnormaler bzw. bdsartiger
Proliferation reagieren [172]. Es wurden zudem andere mogliche negative Auswirkungen
diskutiert wie die Beteiligung erhohter Tensidkontentration im Magen an der Entstehung
von Magengeschwiren [32]. Die Mechanismen der zelltoxischen Wirkungen unter-
schiedlicher Tenside sind unterschiedlich und sehr tensidspezifisch. Allgemein wird
angenommen, dass die Toxizitdt der Tenside in folgender Reihenfolge zunimmt:
Nichtionische < Anionische < Kationische [175,176]. Zwischen der Ladung der hydro-
philen Gruppe der Tenside und ihrer Toxizitat besteht jedoch kein nachgewiesener
Zusammenhang und es liegen genug Ausnahmen von dieser Regel vor, so dass diese
Verallgemeinerung betrachtlich eingeschrankt wird [163]. Die Membranschadigung
manifestiert sich in einer Zunahme der Freisetzung der Membranlipide, Membran-
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proteine und zytosolischen Lactatdehydrogenase (LDH) [11,33,171,177,178]. Es kommt
auch dabei zu einer Zunahme der Ablésung des Darmmukus und zu deutlichen
negativen Anderungen im histologischen Erscheinungsbild der mukosalen Oberflache
[7,33,171,179]. Der Widerstand der Zellmembran gegen den lytischen Tensideffekt weist
anhand von Untersuchungen mit Gallensalzen eine gewisse Abhéangigkeit vom
Membrangehalt an Glycolipiden auf [172,180]. Die freigesetzte Menge der Membran-
proteine und -lipide sowie der LDH bei unterschiedlichen Tensidkonzentrationen
korreliert mit Anderungen in der Wirkstoffpermeabilitat [11,33,177,178]. Diese u.a.
Beobachtungen brachten beide Phdnomene in Zusammenhang und fihrten zur
Annahme, dass die erreichte Verbesserung der Wirkstoffpermeabilitéat grofdtenteils auf
lokale tensidbedingte Membranschadigung zurtickzuftihren ist [7,33,159,181]. Unter-
suchungen in-situ zeigten, dass derartige Schadigungen in der intestinalen Mukosa
meist reversibel sind [29,33,159,171]. Daruber hinaus kann die Einbettung eines
Arzneistoffes in mizellaren Systemen zwecks der Verbesserung seiner Loslichkeit und
seines Transports in einigen Félle genau das Gegenteil bewirken und einen negativen
Einfluss auf den Resorptionsprozess haben. Dies trifft besonders auf Wirkstoffe zu, die
sehr starke Affinitdten zur mizellaren Phase bzw. hohe Verteilungskoeffizienten
Mizellen/Wasser zeigen [149,151,159,182-185].

Bei der Wechselwirkung der mizellaren Tensidsysteme mit der Darmmukosa spielen die
Lipide eine sehr wichtige Rolle. Die Lipide werden als Bestandteil der Gallenflissigkeit
sezerniert oder entstehen einfach aus der Fettverdauung im GIT. Lipide stellen auch den
zweitgrofiten Bestandteil des nativen intestinalen Mukus dar. Diese Lipide bestehen zum
Teil aus ungesattigten Fettsduren (Schwein: ca. 35 %) wie Linol- und Olsaure, gesat-
tigten Fettséduren wie Palmitin- und Stearinséure (Schwein: ca. 34 %) und zum anderen
Teil u.a. aus Cholesterin (Schwein: ca. 12 %) und PL (Schwein: 4-6 %), insbesondere
dem Lyso-Phosphatidylcholin [72]. PL werden auch regelméf3ig von den Mukus produ-
zierenden Zellen im GIT wie Gobletzellen (Becherzellen) hergestellt, gespeichert und
sezerniert [186]. Auf3erdem bilden PL bekanntlich das Hauptgerist der Zellmembranen.
Einen gewissen Anteil der Mikrovillimembranlipide bilden auch die ungebundenen Fett-
sauren (2,6-14,2 %). Ein grof3er Anteil davon ist vermutlich ungesattigt [64]. Der Mukus
per se hat keinen bedeutenden Einfluss auf den Transport von Substanzen mit relativ
kleinen Molmassen. Er verdankt seine Barrierefunktion (v.a. gegen lipophile Substanzen)
sowie seine lipophilen/hydrophoben Eigenschaften, hauptsédchlich seinem Lipidgehalt,
insbesondere an PL, von denen sich ein Anteil als Monoschicht auf der Mukusoberflache
verteilt und ihr die Unbenetzbarkeit verleiht [29,65,69,72,77,152,156,186,187]. Auch die
Diffusion der Wassermolekiile nimmt innerhalb der MuS ab, insbesondere bei zuneh-
mendem Lipidgehalt [77,156]. Bei kleineren Konzentrationen werden PL vorzugsweise
vom Muzin gegentiber der mizellaren Phase aufgenommen. Hingegen werden PL bei
grofieren Konzentrationen vom Muzin ausgeschlossen. Dadurch reguliert die MuS an-
scheinend die Lipidkonzentration, die an die Oberflache der Epithelzellen gelangen kann
[77]. Einfache Tensidmizellen sind klein und diffundieren relativ schnell innerhalb der
MuS. Der PL-Zusatz fihrt zur Entstehung von mischmizellaren Systemen (MMS) mit
meist verbesserter Solubilisierungskraft fur die lipophilen Wirkstoffe, das mit zunehmen-
dem PL/Tensid-Verhéltnis meist auch steigt. Weiterhin dient diese Zugabe bzw. die Lipid-
Zugabe allgemein bei einer reduzierten Resorption infolge einer mizellaren Assoziation
(siehe vorherigen Absatz), v.a. bei dem Einschluss von Wirkstoffen mit gewisser Hydro-
philie wie Nitrazepam, Atenolol und Nadolol, zur Herabsetzung des Verteilungsko-
effizienten des Wirkstoffes in der mizellaren Phase und mdglicher Beschleunigung der
Verteilungskinetik. Dadurch erhoht sich der Anteil verfugbarer freier Wirkstoffmolektile in
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der Losung und die Resorption wird verbessert [183,184]. Im Gegensatz zu den
einfachen Mizellen sind Mischmizellen zumeist grof3 und weisen in Abhéngigkeit von
Hydratationsgrad und Konzentration des Muzins aufgrund raumlicher und elektro-
statischer Ausschlusseffekte der Muzinmatrix verminderte Diffusion auf [77]. Auch als
Unimere wird die Diffusion der Tensidmolekiile aufgrund elektrostatischer Wechsel-
wirkungen mit den elektrisch geladenen Stellen in der MuS oder der Bildung von
Wasserstoffbriicken erschwert [152]. Die Anwesenheit der gebundenen PL innerhalb der
MuS bewirkte aber bei Untersuchungen in-vitro eine bedeutende Erhéhung der Permea-
bilitdt der Gallensalzmolekile. Es wurde demnach vermutet, dass dies auch fir Wirk-
stoffe gilt, die vergleichbare Verbindungen mit den PL in der MuS herstellen kénnen
[152]. Der Muzin hindert nicht nur die Diffusion der Mizellen, vielmehr beeinflusst er auch
ihren Aggregationszustand und ihre Grof3e. Er konkurriert mit den Mischmizellen um die
Bindung der PL, was in einer Abnahme der verfugbaren PL fur die Mizellbildung
resultiert. Infolgedessen nimmt das PL/Tensid-Verhéltnis in den Mizellen und damit auch
ihre Grof3e ab [156]. Eine effektive Permeation der lipophilen Wirkstoffe durch die MuS
bleibt dennoch weitgehend durch die Anwesenheit mizellarer Tensidsysteme und v.a.
PL/Tensid-Mischmizellen bedingt. Hierdurch kehrt sich auch die Rolle der gebundenen
PL als Hauptgrund fir den Widerstand in der MuS um, und ihre Anwesenheit wird ent-
scheidend fur die effektive Aufnahme und Diffusion der lipophilen Wirkstoffe innerhalb
der MuS. Bei den hydrophilen Wirkstoffen haben Muzin per se und die Anwesenheit der
Tensidmizellen hingegen keinen bedeutenden Einfluss auf die Wirkstoffdiffusion inner-
halb der MuS. D.h., ohne die Mitwirkung der Lipide (v.a. PL) konnen allgemein weder
einfache Mizellen noch Mischmizellen den Wirkstofftransport merklich beeinflussen
[77,185,188]. Weiterhin demonstrieren zahlreiche Arbeiten einen sehr wichtigen Schutz-
effekt der PL gegen tensidbedingte Membranschadigungen und Zelltoxizitat, insbe-
sondere jene PL mit langkettigen ungesattigten Fettsaureresten. Der Schutzmecha-
nismus ist bisher noch nicht geklart. Es wird aber vermutet, dass PL mit den Tensiden
Mischmizellen bilden, deren Solubilisierungskraft fiir die Membrankomponente abge-
schwacht ist und somit wird ihre Aggressivitat gemildert. Auf3erdem werden PL fur die
Reparatur der beschadigten Membran und den Ersatz ihrer abgeldsten Lipidmolektle
bendtigt [7,29-32]. Fettsduren weisen in Abhéngigkeit von ihrer Kettenlange, Sattigungs-
grad und Verwendung mit oder ohne Einbettung in mischmizellaren Tensidsystemen
unterschiedlich starke zelllytische oder membrantoxische Effekte auf [30,159,172]. lhr
Einfluss auf die Resorption der Wirkstoffe ist auch sehr unterschiedlich. Durch ihre Ver-
wendung in mischmizellaren Tensidsystemen kam es zur Erhéhung oder Reduzierung
der Resorption sowohl lipophiler als auch hydrophiler Wirkstoffe [151,159,161,169,188-
191]. Allgemein wird jedoch angenommen, dass solche Mischsysteme v.a. mit ungesét-
tigten Fettsdauren meist eine Zunahme der Resorption hydrophiler Wirkstoffe bewirken
[159,188,191]. Der Einfluss der Fettsauren auf die Permeabilitdit wurde mit einer
Erhéhung der Membranpolaritat und -fluiditét begrindet [64,161]. Auch Glyceride ver-
schiedener Arten zeigen interessante Einflisse auf den Resorptionsprozess, weshalb ihr
Potential als Wirkstoffvehikel oder Permeabilitétsverstérker ,Enhancer” ein Objekt zahl-
reicher Arbeiten war [133,150,166,188,191-197]. Nennenswert in diesem Zusammen-
hang ist auch der mogliche Schutzeffekt der Triglyceride hochmolekularen Volumens
gegen die Tensidtoxizitat bzw. den membranlytischen Tensideffekt [166].
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II.8 Mathematische Grundlagen des passiven Membrantransportes

Die treibende Kraft fur den Wirkstofftransport bei den verwendeten Modellen ist das
Konzentrationsgefélle zwischen den verschiedenen Phasen (Donator, Membran und
Akzeptor). Der Verlauf der Transportprozesse durch die Membran kann anhand Gl. 11.8-1
gut beschrieben werden, die sich unter bestimmten Annahmen aus dem ersten
Fick’schen Diffusionsgesetz ableiten lasst [38].

aM daM,
A———D-P.F(C,-C,), Gl. I.8-1

dt dt

Darin ist (C,-C,), die Konzentrationsdifferenz zwischen dem Donatorkompartiment (DK)
und dem Akzeptorkompartiment (AK) zum Zeitpunkt t, F' die Membranflache, P, der
scheinbare Permeabilitatskoeffizient, dM,/dt die zeitabhéangige Stoffmengenzunahme in
der Akzeptorphase und -dMp/dt die zeitabhéngige Stoffmengenabnahme in der
Donatorphase. dM,/dt und dM,/dt kénnen bei der Flief3gleichgewichtsphase ,steady-
state” aus der Steigung der Konzentrations-Zeit-Kurve errechnet werden. Die dabei zu
geltenden Annahmen sind: ein quasi-stationarer Zustand (konstanter Konzentrations-
gradient) in der Membran, kein wesentlicher Einfluss der ruhenden Schichten an den
Grenzflachen bzw. kleine Ubergangswiderstande sowie vergleichbare Verteilungs-
koeffizienten auf den beiden Membranseiten. Wird eine Substanz in einer mizellaren
Losung solubilisiert, lassen sich zwei Permeabilitatskoeffizienten fir die Permeation der
Substanz durch die ungertihrte Wasserschicht unterscheiden: P,, fur die Substanz in der
wassrigen Phase und P*aq fur sie in der mizellaren Phase (Gl. 11.8-2) [55]. Dabei wird
angenommen, dass alle Mizellen in der Lésung identisch sind.

. -1 -1
P = [[P* + P _Paq} + 1+KCtJ Gl. 11.8-2

UM T 1+ KC, P,

C,= Tensidkonzentration
K= Bindungskonstante (Substanz-Mizellen)
P, = Permeabilitatskoeffizient der Substanz in der lipophilen Membran

Ist die Membran zu dick oder die Diffusion der Substanz sehr langsam (z.B. Bindung in
der Membran), verhalt sich die Membran so, als ware sie fast undurchdringlich. Hier wird
kein quasi-stationéarer Zustand erreicht und der Diffusionsstrom (Flux) J wird an der

Kontaktflache durch Gl. 1.8-3 beschrieben, die sich vom zweiten Fick’schen
Diffusionsgesetz ableiten lasst [198].
d‘ 1D DM
=— =, |—/KC ,
G F N\ o Gl. 1.8-3

D= Diffusionskoeffizient in die Membran laut des Fick’schen Diffusionsgesetzes
K= Verteilungskoeffizient der Substanz (Membran/Ldsung)

Cp= Ausgangskonzentration im Donator

t= Zeit
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I1.9 Einfiihrung in die Theorie relevanter Messmethoden

I1.9.1 Z-Wert-Bestimmung

Mit Hilfe dieser Methode wurde die cybotaktische (= in der unmittelbaren molekularen
Umgebung um die Chromophore der gelosten Molektle) relative Polaritat des Lésungs-
mittels bei der Solubilisierung des T und seiner Ester in den mizellaren Systemen
ermittelt. Das Messprinzip geht im Allgemeinen von einer Beziehung zwischen dieser
relativen Polaritat und der im (UV-Bereich ermittelten maximalen Absorptionswellenlénge
des solubilisierten Stoffes aus. Basierend auf Anderungen im Absorptionsspektrum war
es fur Riegelman et al. (1958) [199] und Guttman et al. (1961) [200] moglich, be-
stimmte qualitative Ruckschlusse uber die Lokalisierung solubilisierter Molekule in
mizellaren Lésungen zu ziehen. Die Z-Wert-Methode wurde erst in einer Arbeitsreihe von
Kosower [201-205] eingefihrt. Der Z-Wert wurde als die Energie des Elektronen-
Ubergangs (Transition) der Substanz 1-Ethyl-4-Carbomethoxypyridiniumiodid (ECMPI)
definiert, deren UV-Spektrum eine starke Empfindlichkeit gegeniiber Anderungen in der
Lésungsmittelpolaritét zeigt, und wurde nach GlI. 11.9-1 errechnet [206].

_ 4
Z = 2,859x107 /n Gl 11.9-1
Dabei wird Z in kcal/mol und A, in nm angegeben. Letzters stellt die maximale
Wellenlange der UV-Absorption vom ECMPI im Losungsmittel dar.

Die Methode wurde auf Untersuchungen des schwach intensiven (Ibergangs (n—>n*) bei
zyklischen Ketonen angewandt [204], der eine Empfindlichkeit gegen die L&sungs-
mittelpolaritat zeigte und damit ermdglichte, ein Analogon und zwar das Cyclohexanon
als einen sekundéaren Standard fiir die Bestimmung der Z-Werte eines Losungsmittels
anzuwenden. Ausgehend von der Annahme, dass die dielektrische Konstante der ersten
unmittelbaren Schicht des Losungsmittels um ein Molekil oder lon herum (die sog.
Cybotaktische Region [207]) sich merklich von derjenigen des Rests des Losungsmittels
unterscheiden miusste, setzte Kosower seine Z-Wert-Methode ein, um die relative
Polaritat dieser Schicht zu ermitteln. Bijaastad und Hall erweiterten die Anwendung der
Methode spéter fur die Untersuchung der Umgebung verschiedener solubilisierter
Ketone in wassrigen einfachen mizellaren Tensidlésungen [208]. Bei der Anwendung der
Z-Wert-Methode auf solubilisierte Systeme wird angenommen, dass der elektronische
Ubergang in diesen Systemen (festgestellt anhand des Peakmaximums des UV-
Absorptionsspektrums) den gleichen Wechselwirkungskréften zwischen dem gel6sten
Stoff und seiner cybotaktischen Umgebung unterworfen ist, wie beispielsweise die
Wechselwirkungen, die bei einem einfachen Alkohol-Wasser-Gemisch zu finden sind. In
Abwesenheit von gegensatzlichen Informationen wurde weiter angenommen, dass die
elektronischen Ubergénge in den solubilisierten Stoffen nur von den Z-Werten des
Losungsmediums abhéngig sind. Die Methode wurde dann bei Solubilisationsunter-
suchungen von T in mizellaren Systemen in Arbeiten von Thakkar und Hall auf die
ketonische Funktion des T-Molekils Ubertragen, wobei ebenso festgestellt wurde, dass
das UV-Absorptionsspektrum der o,[3-ungeséttigten Ketone l6sungsmittelempfindlich ist
[209,210].
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I1.9.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Licht- und Roéntgenstreumethoden
nutzen die Wechselwirkung elektromag-
netischer Strahlung mit der Ladungs-
verteilung der Materie aus, um Mikro-
strukturen geloster Teilchen zu charakte-
risieren, und sind deswegen von anderen
Streumethoden mit korpuskularer Strahl-
ung (z.B. Neutronen- oder Positronen-
streuung) zu unterscheiden. Der Unter-
schied besteht hauptsachlich in der Art
der Wechselwirkung mit der Materie

sowie den zuadndlichen Wellenldngenbe- APb- 2 Darstellung der Intensitatsanteile, die bei
gang g der Wechselwirkung von Strahlung mit einer Probe

reichen und den daraus resultierenden auftreten kénnen; I, I, I; und I, bezeichnen die
Aufldsungsvermégen von Strukturen ver-  primére, transmittierte, gestreute und absorbierte
schiedener Gr¢fe und Zusammenset- Intensititen in der Reihenfolge

zung. Auf Grund der guten Kontrastver-

héltnisse eignen sich diese Methoden fir die Charakterisierung von Teilchen, die
hauptsachlich aus Kohlenwasserstoffen bestehen und sich in wassrigen Losungen
befinden. Ladungsverteilungen reagieren auf elektrische Felder durch Ladungsver-
schiebungen. Die Starke dieser Polarisation wird durch die Polarisierbarkeit a. der Probe
bestimmt. Diese steht in direktem Zusammenhang mit der Dielektrizitatszahl ¢ und dem
Brechungsindex n. Wenn die Probe einem definierten elektromagnetischen Primérstrahl
ausgesetzt wird, dessen Eigenschaften wie z.B. Intensitat, Wellenlange und Divergenz
bekannt sind, werden sich diese Eigenschaften beim Passieren des Strahls durch die
Probe und der Wechselwirkung mit ihr mehr oder weniger éndern. Im allgemeinen
passiert nur ein gewisser Teil der Priméarstrahlung I, die Probe unveréndert, der als
transmittierte Intensitat I, bezeichnet wird. Ein anderer Teil I, wird von der Probe
absorbiert und der Dritte I, von ihr gestreut (Abb. 2). Fur Streuexperimente stellt I, den
wichtigen Anteil dar und ist dabei mit einer Richtungséanderung gekennzeichnet. Die
abhéangigen Variabeln hier sind die Streuintensitat, Polarisation und Wellenlange der
Streustrahlung. Der durchschnittliche Betrag der Streuintensitét < / > ist im allgemeinen
eine Funktion der Beobachtungswinkel und anderer Faktoren wie Primarintensitat und
Frequenz.

Die zeitlichen Schwankungen der Streuintensitat resultieren aus Konzentrations-
fluktuationen durch die Diffusion der Teilchen infolge der Brown’'schen Bewegung, die
ihrerseits von Teilchen-form, -gr6f3e und -wechselwirkung abhéangt. Polarisationsander-
ungen treten auf, wenn das die Streuung verursachende Medium anisotrope Molekile
oder Teilchen enthélt. Anderungen der Wellenlange kommen auf Grund von Doppler-
Effekten infolge der Bewegungsprozesse im Medium oder auch bei inelastischen Streu-
prozessen vor, bei denen sich ein Energietbertrag ereignet. Hier unterscheidet man
zwischen statischen (SLS) und dynamischen (DLS) Lichtstreuungsexperimenten. Die
SLS geht auf elastische Streuprozesse zuriick und eignet sich besonders fir die
Ermittlung der zeitlich und raumlich gemittelten Streuintensitét, die bei Kenntnis der
Losungskonzentration in die Masse der Teilchen oder bei mizellaren Systemen in die
Aggregationszahl der Cluster umgerechnet werden kann. Bei der DLS, die auch unter
dem Begriff ,Photokorrelationsspektroskopie” bekannt ist, spielt die o.g. Doppler-
Verschiebung eine Rolle, und die Streuung erfolgt nicht ganz elastisch sondern
quasielastisch, was ihren dritten Namen “Quasielastische Lichtstreuung“ rechtfertigt.
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Hierbei werden hauptséachlich Informationen tiber die Grof3enverteilung der Partikel einer
Probe gewonnen. Bei Lichtstreuuntersuchungen kommt LASER-Licht als Primaérstrahl
zum Einsatz. Es liefert einen kollimierten monochromatischen Strahl im sichtbarem
Bereich von 450-700 nm mit optimal definierter Polarisation und Divergenz und bietet
gleichzeitig hohe Intensitaten, was die Messgenauigkeit verbessert und die Messzeit kurz
halt. Die typischen Durchmesser von Mizellen sind etwa 2 bis 30 nm, also deutlich
kleiner als die Wellenldangen des verwendeten LASER-Lichts, deshalb liefern Lichtstreu-
experimente an mizellaren Losungen keine direkten Aussagen Uber die Grofie der
Teilchen. Mit ihnen gewinnt man jedoch globale Parameter tiber das System, die mit
geeigneten Modellannahmen Riickschlisse auf die Grof3e der Teilchen zulassen. Hier
gilt die sog. Rayleigh-Gans-Debye Theorie, die das Streuverhalten einer Probe
beschreibt, bei der die Anwesenheit von Streuteilchen unterschiedlicher Dielektrizitats-
zahl keine Verzerrung des Primaérfeldes zur Folge hat. Diese Bedingung ist immer dann
erfullt, wenn die Grof3e der geldsten Teilchen sehr klein gegentiber der Lichtwellenlange
ist oder der Brechungsindex der Teilchen sich nur wenig von dem des L&sungsmittels
unterscheidet. Der folgende Ansatz formuliert die Bedingung mathematisch.

6 = Teilchendurchmesser

A = Wellenléange des Primarstrahles

n, und n; = Brechungsindizes der Teilchen
und des Losungsmittels.

Bei DLS wird ein sehr kleiner Bereich des Streuvolumens ausgeblendet und die
zeitlichen Schwankungen der Streuintensitdt dieses Volumens [(f) bis hinunter in den
Zeitbereich einiger Nanosekunden detektiert (Abb. 3).

2o
A

n
£ 1| <<
n

s

1 Gl. 11.9-2

Das Messsignal schwankt um so

schneller, je schneller sich die Zahl der K1)
Streuteilchen im Streuvolumen durch
Bewegung andert, was seinerseits von "WIM“ -
ihrem Diffusionskoeffizienten D ab- mm.]h =S
hangt. Der Photomultipler bzw. die <> al
Photodioden detektieren die Streu- LPMHJJ t
intensitaten (/) zu zwei aufeinander- WW
folgenden Zeitpunkten ¢t und ¢t + 7 und -
liefern das Ergebnis in Form der sog. At
normierten Autokorrelationsfunktion
g>(7) (Gl 11.9-3).
< 1(0) . 1(2’)> Abb. 3 Die zeitliche Schwankung der Streuintensitat
9> (T) =  GLIL9-3 eines kleinen Streuvolumens um ihren Mittelwert
<|] | > und ihre Haufigkeitsverteilung H(l) fiir statistisch

Allerdings ist die sog. normierte unabhédngig ablaufende Prozesse. At ist in der
. . . Grofenordnung einiger Nano- bis weniger Milli-

Feldautokorrelationsfunktion g,(7) die (/e nach Janich 1998 [211)).

informationshaltige Funktion bezlglich

der Teilchenbewegung (Gl. 11.9-4).

o <E*(0) . E(r)>
gl( ) <|E|2>

IE ist das Amplitudenquadrat des elektrischen Streufeldes E und E ist seine konjugiert
komplexe Grof3e.

Gl. 11.9-4
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Vorausgesetzt, dass nur gestreutes Licht auf den Detektor féllt, dieses gauf3verteilt ist,
die Teilchenzahl im Streuvolumen genigend grof3 ist, und es sich nicht um
nichtergodische Systeme wie z.B. Gele handelt, kann man g.(z) Uber die Siegert
Gleichung (Gl. 11.9-5) in g,(7) umrechnen.

g,(r)=C{/1-g,(r) : C<1 Gl 1.9-5

Hier ist C eine von den experimentellen Gegebenheiten abhéngige Konstante (im idealen
Fall C=1), die auf Abweichungen von idealer Korrelation hinweist. Die typische Zeitauto-
korrelationsfunktion folgt einem exponentiellen Gesetz (Abb. 4).

Fir ein monodisperses System von
Teilchen, die sich wechselwirkungsfrei
bewegen, lasst sich g;(7) mit einer ein-
fachen abfallenden exponentiellen Funk-
tion beschreiben. Die Abklingrate I" steht

in Zusammenhang mit dem Diffusions- =
koeffizienten wechselwirkungsfreier Teil- > 0 1
chen D, gemaéf3 folgender Gleichungen:
|9:(z)| = exp(-T) Gl. I1.9-6 |
=D oL 1Lo.7 107 10°  1x10°  ixfo*  10°  10?
-0 | A o

7 [s]
In den Streuvektor q flieBen die
Wellenlange A, die Brechzahl des

Mediums n und der Streuwinkel 0 ein. Abb. 4 Typische Korrelationsfunktion g,;(7) in

halblogarithmischer Auftragung

4nn . 0

q= Tsm(z) Gl. 1.9-8

Handelt es sich im betrachteten System um eine kontinuierliche Verteilung von
polydispersen oder untereinander wechselwirkenden Teilchen, dann kann man nicht alle
Teilchen durch denselben Term I'=D,qg” in der Exponentialfunktion beschreiben und der
Abfall der Funktion g,(7) wird von einer Verteilung G(I') von I'-Werten bestimmt.

|9,(7)|=[ G(T)exp[-Tz]dT Gl. 11.9-9

mit jG(F)sz 1 Gl 11.9-10

Zur Auswertung dieser Verteilung kommen verschiedene Losungsvorschlage zum
Einsatz. In dieser Arbeit wurden 2 Methoden angewandt: Eine Nichtregularisierungs-
methode mit Exponentialanalyse sowie hauptsachlich das numerische lineare
Regularisierungsverfahren CONTIN [212] mit einer kontinuierlichen inversen Laplace-
Transformation, basierend auf der Annahme, dass g;(7) lediglich eine Laplace-
Transformation von G(I') ist. Bei der letzten Routine wird die Korrelationsfunktion einer
beliebigen Grof3enverteilung an die Messdaten angepasst. Diese Routine hat den Vorteil,
dass dabei breite Verteilungen nicht als (berlagerung mehrerer Peaks interpretiert
werden. Sie liefert das Ergebnis mit der einfachen und besten Anpassung und eignet
sich somit fir multimodale Verteilungen. Hinzu kommt es, dass CONTIN eine gute

30



Kapitel Il Grundlagen

Genauigkeit bietet und kein Fittingmodell voraussetzt. Allerdings muss bei der
Anwendung der Routine auf spezifische Einschrénkungen geachtet werden, auf die
ausfuhrlich bei Johnson und Brown [213,214] eingegangen wurde. Dadurch wird der
scheinbare Diffusionskoeffizient D,,, errechnet und es wird dementsprechend maoglich,
den hydrodynamischen Radius R, Uber Stokes-Einstein-Beziehung fiir das Modell der
»Harten Kugel” (D,,,= D,) unter Verwendung der Bolzmann-Konstante kg, der absoluten
Temperatur T und der Viskositat 7 des Mediums zu berechnen.

_ kBT
h 67[7]D0 Gl 11.9-11

Handelt es sich hier jedoch um Teilchen anderer Formen (z.B. Ellipsoide, Stédbchen)
oder um keine wechselwirkungsfreien Teilchen, erfordert dies eine andere
mathematische Behandlung fur die Errechnung der Teilchendimensionen Uber
modifizierte Stokes-Einstein-Beziehung (Gl. 11.9-12), auf die hier aber nicht eingegangen
wird.

kT
"

Dabei ist f(c) der verallgemeinerte Reibungskoeffizient, der Informationen Uber
Teilchendimensionen beinhaltet, und die Koeffizienten A~ und B”~ hangen von den
hydrodynamischen und statischen Wechselwirkungen der Teilchen untereinander ab.

Eine ausfiihrliche Ausfihrung der DLS-Theorie findet man bei Pecora (1985) [215],
Berne (1990) [216] und Maier (1996) [217]. Ausfliihrungen mit Anwendung auf Systeme
pharmazeutisches Interesses findet man beispielsweise bei Janich (Gallensalzmizellen,
1998) [211] und Shukla (Mikroemulsionen, 2003) [218], die u.a. als Grundlagen dieses
Abschnitts dienen.

=Dy(1+A’c+B’c"+...) Gl. I1.9-12
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I1.9.3 Mizellare Affinitdtskapillarelektrophorese (MAKE)

Wie bei allen elektrophoretischen Methoden
erfolgt bei MAKE eine Wanderung geladener
Teilchen (Molekiile und Mizellen) in einem
elektrischen Feld, das proportional zur
Ladung der Teilchen und der elektrischen
Feldstarke auf die Ladungstrager wirkt. Die
Reibungskraft ist dabei entgegengesetzt
gerichtet und hangt mit der Viskositat des
Mediums, der Grof3e und Form der Teilchen
zusammen. Basierend auf diesem Phéanomen
kann eine Trennung der Teilchen erfolgen,
die dann mittels eines UV- oder Fluoressenz-
detektors durch ein Fenster in der Kapillar-
wand nahe der Kapillarendung (normaler-
weise neben der Kathode) erfasst wird. Da es
sich dabei um ionische Molekile handelt,
bestimmen Faktoren wie pK,, pH-Wert und
Leitfahigkeit bzw. lonenstarke des Mediums
den elektroosmotischen Fluss (EOF) und die
Ladung der Teilchen und sie sind demzu-
folge mit einzubeziehen. Die Selektivitat der
Trennung wird auch durch Zusatze be-
stimmter Gegenionen bzw. Komplexbildner
oder oberflachenaktiver Substanzen sowie
uber Wechselwirkungen mit der inneren
Kapillaroberflache beeinflusst. Die Trennung
bei MAKE erfolgt in dinnen Kapillaren
(2 20-100 um), um aufgrund des grofien
Oberflache/Volumen-Verhéltnises ein mog-
lichst flaches stempelférmiges Flussprofil zu
erhalten. Bei solchen Durchmessern ent-
stehen auch geringe Stromflisse. Dies
erlaubt u.a., bei relativ hohen Trennspan-

“EOF

Abb. 5 Anderung der EOF-Mobilitat in
Abhidngigkeit von pH bei typischen Quarz-
kapillaren (fused silica) (simulierte Daten)

Kapillarwand

1 1 @ -
®0 @ ! @

opd |

g0 %% e g o @ t

2®e® | ®
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@:@@ ®e e

See® ! @

S® e e O 4

Diffusionsschicht
(Debye-Hiickel-Schicht)
Festsitzende Schicht (Helmholz-Schicht)

Abb. 6 Stern’sches Modell zur Ladungs-
verteilung der Doppelschicht bei negativ
geladenen Kapillarwanden, die zur Erzeugung
des Zetapotentials und EOF fiihrt.

nungen zu arbeiten (10-30 kV), mit denen

eine angemessene Flussgeschwindigkeit erreicht werden kann, jedoch ohne bei diesen
Spannungen zu einer bedeutenden Temperaturerh6hung zu kommen. Bei pH > 9 sind
die Silanolgruppen auf der Innenoberflache der typischen Quarzkapillaren (fused silica)
vollstandig ionisiert und der EOF ist am effektivsten. Bei pH < 4 nimmt die Dissoziation
und dadurch der EOF sark ab (Abb. 5). Durch Deprotonierung der Silanolgruppen in der
Pufferlésung wird die Innenoberflache negativ geladen und es bildet sich eine elektrische
Doppelschicht aus einer dichten festen positiven Gegenionenschicht und einer
Diffusionsschicht (Stern’sches Modell, Abb. 6). Das Zetapotential nimmt exponentiell mit
der Entfernung von der Kapillarinnenwand ab. In der Diffusionsschicht sind die Kationen
freibeweglicher als andere Teilchen. Wenn die Kapillare einer Spannung ausgesetzt wird,
werden alle Teilchen der Losung in Bewegung gesetzt, insbesondere die Kationen. Sie
rei3en das Losungsmittel mit sich und es erfolgt der gesamte Transport (EOF) daher in
Richtung Kathode. Der effektiven elektrophoretischen Mobilitat . der Analyte (auch
Nettomobilitdt genannt) ist die elektroosmotische Mobilitat wgqr (v.a. bei pH>7) immer
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Uberlagert. Die scheinbare Mobilitat w, der Substanz (Bruttomobilitdt) ist somit die
Vektorensumme aus .z und peor:

fiug + For| = S0 E2
eff EOF - t, Gl 11.9-13

|1ubr

Darin ist L, die Gesamtléange der Kapillare, L, die effektive Lénge der Kapillare bis zum
Detektorfenster, (I die Trennspannung und {; die Migrationszeit des Wirkstoffes. Die
Geschwindigkeit des EOF (vgor) ist eine Funktion der dielektrischen Konstante des
Puffers ¢, des Zetapotentials ¢ und der Pufferviskositat 7:

EyE
Ueor= Heor - E = [40—757/)5 Gl. 1.9-14

Dabei ist E das angelegte elektrische Feld und ¢, die dielektrische Konstante des
Vakuums. Durch Einsetzen von vgor und E aus Gl. 11.9-15 und Gl. 11.9-16 in Gl. 11.9-14
kann ugqr berechnet werden (Gl. 11.9-17), wobei ¢, die Migrationszeit des EOF darstellt.

L, a
Ueor = 7 Gl. 1.9-15 E= T Gl. [.9-16
0 G
_Lg-Ly
Heor = (-t Gl. 11.9-17
0

Das stempelférmige flache Stromungsprofil und die dadurch erzielte hohe Auflésung der
Methode sind nicht nur eine Folge der Anwendung kleiner Kapillardurchmesser sondern
auch eine spezifische Eigenschaft des EOF. Unter dem EOF gibt es effektiv keine
Reibung der Teilchen an den Wanden. Es ist sogar die Wandschicht, welche die
Flussigkeit in Bewegung setzt. Mit einer gunstigen Beschichtung der inneren Kapillar-
wand oder der Zugabe eines Flussmodifikators ist es moglich, eine Abschwéachung oder
auch Umpolung des inneren Oberflachenpotentials und damit eine Unterbindung oder
Umkehrung des EOF zu erzielen. Diese Maf3nahmen erwiesen sich als besonders
geeignet, wenn die Molekiile an der Kapillaroberflache vollsténdig adsorbiert werden.
Dies trifft meistens auf die kationischen Molekiile zu, insbesondere Proteine. Kationische
oberflachenaktive Substanzen wie HTAB verursachen durch Interaktionen mit der
Kapillarinnenwand und die Entstehung von Tensiddoppelschichten mit positiv geladener
Oberflache bei weiterer Erhohung der Tensidkonzentration eine Umkehrung des EOF,
so dass eine Wanderung der Analyten in Richtung Anode erfolgt.
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»I have often said that when you can measure
what you are speaking about and can express it in numbers
you know something about it;
when you can not express it in numbers,
your knowledge is of meagre and unsatisfactory kind”.

Sir W.J. Thompson, Lord Kelvin (1834-1907)

Statistics: The only science that enables different experts
using the same figures to draw different conclusions.

Evan Esar (1899 - 1995), Esar's Comic Dictionary
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Experimenteller Teil

II1.1 Materialien und Puffer

Testosteron
CAS: 58-22-0
Jenapharm GmbH & Co. KG (Jena, Deutschland)

[’H]Testosteron
NET-370 Testosteron, [1,2,6,7-*H(N)]-
Katalognummer: NET370

™Life Science Products, Inc. ,Perkin-Elmer (Boston, MA, USA)

Testosteron- R=

Propionate CH,CH; CAS: 57-85-2
Enanthat (CH,)sCH; CAS: 315-37-7
Undecanoate (CH,),CH; CAS: 5949-44-0

Jenapharm GmbH & Co. KG (Jena, Deutschland)

Gallensalz X, X, X5 R
Na Glycodeoxycholat OH H OH NHCH,COONa
CAS: 16409-34-0
Na Deoxycholat OH H OH ONa
CAS: 145224-92-6
Na Taurodeoxycholat OH H OH  NHCH,CH,SO;Na
CAS: 1180-95-6
Na Glycocholat OH OH OH NHCH,COONa
CAS: 863-57-0

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Deutschland)

Tween™ 20 : R= Laurat, CAS: 9005-64-5, MG,=1385 g/mol [8]
Tween™ 80 : R= Oleat, CAS: 9005-65-6, MG,=1270 g/mol [8]
Merck (Schuchardt, Deutschland)

HO(CH,CH,O)w (OCH,CH,)zOH

I
CH-CH,~(OCH,CH,)y—0—C—R

— o
XAYH+ZHW=20 (CH,CH OH

Brij® 35, CAS: 9002-92-0, MG,=1179 g/mol [8]
Merck (Schuchardt, Deutschland)

C2H,5(OCH,CH,),,OH: n~23

Dodecyltrimethylammoniumbromid, CAS: 1119-94-4
Fluka Chemie AG (Ulm, Deutschland)

H;C(CH,),;N"(CH;); Br

Hexadecyltrimethylammoniumbromid, CAS: 57-09-4
Fluka Chemie AG (Ulm, Deutschland)

H;C(CH,),5N"(CH;); Brr

Phospholipon®90H (MG,=783 g/mol [219]) und
Phospholipon®90G (MG,=775 g/mol [220])
Geschenk von Nattermann Phospholipid GmbH (K&ln, Deutschland)

Gesattigte bzw. ungeséttigte
Sojalecithine

Olsaure, CAS: 112-80-1
Sigma-Aldrich GmbH (Deutschland)

HaC(CHy)6CH, CH,(CHz)gCOOH
\—/

Stearinsaure, CAS: 57-11-4
Sigma-Aldrich GmbH (Deutschland)

CH,(CH,),sCOOH

Bovine-Serum-Albumine, CAS: 9048-46-8
Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe, Deutschland)
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Benzylalkohol, CAS: 100-51-6
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland)

©/CH2 OH

Pufferan® (HEPES), CAS: 7365-45-9

Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) H:EC;EZHZ’N N—CHZCH,SOsH
Igepal CA-630 (Triton® X 100), CAS: 9036-19-5 CHa CHj
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) HsC o
HsC HaC I
(CHchzo)nH
Pufferan® (Tris), CAS: 77-86-1 CH,0OH
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) HOH2C7LCH ,OH
HoN
Sudan Il (Cerasin Rot), CAS: 85-86-9 "
Sigma-Aldrich GmbH (Deutschland) @“\\N C N//N
DMSO (Dimethylsulfoxide), CAS: 67-68-5 ﬁ
Sigma-Aldrich GmbH (Deutschland) HiC—S—CHj
Methanol, CAS: 67-56-1
Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland CH,OH
Acetonitril, CAS: 75-05-8 CH.CN
Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland 3
Ethanol, CAS: 64-17-5
Sigma-Aldrich GmbH (Deutschland) CH,CH,OH
Isopropanol, CAS: 67-63-0
neolab Migge, Heidelberg, Deutschland CH,CHOHCH,
Diethylether, CAS: 60-29-7
neolab Migge, Heidelberg, Deutschland CH,CH,O0CH,CH,
n-Hexane, CAS: 110-54-3
neol.ab Migge, Heidelberg, Deutschland CH,(CH,).CH,
Natriumchlorid, CAS: 7647-14-5 NaCl
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland)
Glucose, CAS: 50-99-7
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) CoH1206.H.0
Kaliumchlorid, CAS: 7447-40-7 KCl
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumbicarbonat (Natron), CAS: 144-55-8 NaHCO
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) 3
Magnesiumchlorid, CAS: 7791-18-6
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) MgCl,.6H,0
Natriumdihydrogenphosphat, CAS: 7558-80-7
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) NaH,PO,.H,0
Calciumchlorid, CAS: 10035-04-8 CaCl.H.O
Carl Roth GmbH &Co (Karlsruhe, Deutschland) 22
Indomethacin, CAS: 53-86-1 b
Sigma-Aldrich GmbH (Deutschland) cH Oy
Hyc—©
3 | Deon,

N

\ @
L cl
o}
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Verwendete Puffer:
1- Phosphatpuffer nach Sérensen (SPB) (pH= 7,4; M=0,067) [221]:

Fur die Herstellung von 1 I Puffer werden 1,651 g KH,PO,und 9,706 g Na,HPO, in etwa
900 ml destilliertemm Wasser in einem 1L-Maf3kolben im Ultraschalbad bei Raum-
temperatur gelost. Der pH-Wert wird ggfs. mit Natronlauge oder Salzsadure (0,1 N)
korrigiert. AnschliefSend wird die Losung auf einen Liter aufgefiillt und durchmischt.

2 - Krebs-Ringer-Bicarbonatpuffer (KRBP) nach Saarbriicker Rezeptur (pH=7,4)
[222]:

Substanz Summenformel | MG mM/l | mg/l
Kochsalz NaCl 58,44 | 116,4 |6802
Glucose CeH,04.H,O 198,18 | 5,55 |1100
Kaliumchlorid KCl 74,56 5,4 403
HEPES CgHgN,0,S | 238,31 1 238
Natriumbicarbonat (Natron) NaHCO; 84,01 2 168
Magnesiumchlorid MgCl,.6H,0O 203,3 0,81 165
Natriumdihydrogenphosphat | NaH,PO,.H,O |137,99| 0,78 | 108
Calciumchlorid CaCl,.H,O 147,02 1,8 265
Indomethacin* C,oH,(CINO, | 357,8 |1,4.10°| =

3 - Isotonischer Saline-Phosphatpuffer (PB) (pH=6; M=0,154):

Dieser Puffer setzt sich aus 0,72 g K,HPO,, 4,88 g KH,PO, und 6,59 g NaCl zusammen.
Die Substanzen werden in etwa 900 ml destilliertem Wasser in einem 1L-Maf3kolben im
Ultraschallbad bei Raumtemperatur gelost. Der pH-Wert wird ggfs. mit Natronlauge oder
Salzsaure (0,1 N) korrigiert. Anschlief3end wird die Lésung auf ein Liter aufgefillt und
durchmischt.

4 - Igepal-Lysis-Puffer (ILP):

Tris 500,-mM 6,06 g/l
NaCL 140,-mM 8,18 g/l
MgSO, .7H,0 1,5mM 04 g/l
Igepal Ca-630 0,5% (V/V) 5,— ml

pH=8,0, mit HCL einstellen

* Indomethacin gehért nicht zur originalen Rezeptur des Puffers. Es dient aber zur Linderung des
Gewebestresses, der durch die Isolierung des Gewebes verursacht wird. Experimentell fihrte seine
Verwendung bei den Ussing-Kammer-Untersuchungen zum Erhalt von stabileren Kurven des
transepithelialen elektrischen Widerstands (Rt) wéhrend des Versuchs.
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III.2 Herstellung mizellarer und mischmizellarer Systeme

Die Gallensauren kommen im Dinndarm in Form der Na*-Salze vor. lhre Konzentration
betragt im Duodenum und oberen Jejunum durchschnittlich 5 mM (Bereich: 0-14 mM)
unter Fastenbedingungen und steigt bis zu ca. 10-15 mM (Bereich: 3-35 mM) nach dem
Essen an [223-226]. Basierend auf diesen Werten wurde fur alle hergestellten mizellaren
Systeme in dieser Arbeit eine Tensidkonzentration von 20 mM ausgewahlt.

Methode 1 (M1): Sojalecithinhaltige Systeme wurden nach der Koprézipitationsmethode
[8] folgendermaflen hergestellt: Die entsprechenden Mengen von Tensid und dem
Sojalecithin (SL) (ggfs. auch vom Steroid) werden in einer Mischung aus CHCl;:MeOH
(1:1) in einem mit Schliffhals versehenen Rundkolben gelést. Das Losungsmittel wird
mittels eines Rotationsverdampfers (angeschlossen an eine Vakuumpumpe und
versehen mit einem auf 40 °C temperierten Wasserbad bei etwa 200 mbar und 150
U/min) vollstdandig abgedampft. Dadurch entsteht ein Film an der inneren Wand des
Kolbens. Dieser wird in der Pufferlésung SPB (Untersuchungen zur Mizellbildung) oder
KRBP (Ussing-Kammer-Untersuchungen) im Ultraschalbad bei 40 °C gelost, bis die
Loésung ganz klar wird (etwa 15 min.). Dabei wird der Kolben mit einem Glasstopfen
dicht verschlossen, um Verdunstung zu vermeiden. Nach Abkihlung auf Raum-
temperatur wird die klare mizellare Lésung durch 0,45 um Membranfilter (Rotalibo®,
Nylon, Carl Roth GmbH & Co. Karlsruhe, Deutschland) filtriert.

Methode 2 (M2): Fettsaurehaltige MMS oder einfache lipidfreie Systeme wurden nach
der Dispersionsmethode [8] hergestellt: Zunachst werden die entsprechenden Mengen
von Tensid in der Pufferlosung gelost. Die festen Bestandteile, wie z.B. Wirkstoffe oder
SS, werden mit den anderen flissigen Bestandteilen wie OS benetzt bzw. gemischt und
dann bei 55 °C im Ultraschallwasserbad in der Tensidlosung dispergiert, bis zum Erhalt
einer klaren Losung (ca. 45 min). Nach Abkihlung auf Raumtemperatur wird die klare
mizellare L6sung durch 0,45 um Spritzenmembranfilter filtriert.

Variante 1 (V1): Sollten die mit ungesattigten Bestandteilen hergestellten Losungen fiir
gewisse Zeit gelagert und nicht sofort verwendet werden (wie z.B. bei den Séattigungs-
konzentrationsbestimmungen), mussten sie nach der Filtration in Ampullen oder in dicht
verschlief3bare lichtdichte Vials abgefiillt werden. Die Gefaf3e wurden vor dem Verschluss
mit Helium oder Argon als Schutzgas befiillt, um den Sauerstoff zu verdrangen.

Variante 2 (V2): Nach V1 hergestellte Losungen liefen sich im Kuhlschrank
monatelang stabil lagern, wenn sie mit 1%(W/V)-benzylalkoholhaltigem Puffer hergestellt
wurden. Bei Systemen, die nach M2 hergestellt wurden, wurde die benétigte Menge an
Benzylalkohol (BzOH) (flissig) in einem Maf3kolben mit den festen Bestandteilen
gemischt. Nach der Dispersion im Ultraschallbad wurde die Mischung mit Puffer auf das
Endvolumen aufgefiillt.

Die nach den o.g. Methoden hergestellten MMS miuissen optisch klar sein (Transmission
~ 99% bei 660 nm gegen reinen bzw. tensidfreien Puffer als Blindwert).
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Herstellung gesattigter Systeme zwecks Bestimmung der Sattigungs-
konzentrationen:

Die zu untersuchenden wirkstofffreien mizellaren Systeme wurden frisch hergestellt, mit
einem (berschuss vom Wirkstoff in braune lichtgeschiitzte Vials gefiillt, dicht
verschlossen und ca. 48 h in einem auf 40 °C temperierten Wasserbad eines Riittel-
geréts ausgeschiittelt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur erfolgte die Filtration durch
0,45 um Spritzenmembranfilter und anschlieBend die Analytik nach den in .5
beschriebenen HPLC Methoden.

Stabilitat der hergestellten mizellaren Systeme:

Die Faktoren, welche die Stabilitat der nach den o.g. Methoden hergestellten Gallensalz-
Lecithin-Mischmizellen beeinflussen kénnen, wurden ausfihrlich von Hammad (1998)
[8] untersucht. Diese wurden auch bei den o.g. Herstellungsmethoden der vorliegenden
Arbeit berticksichtigt. Die Hauptgefahr fir die Stabilitaét der MMS, die ungesattigte Fett-
verbindungen enthalten, stellt der oxidative Abbau der Doppelbindungen und die Ent-
stehung als erstes von Hydroperoxide mit konjugierten Doppelbindungen (Diene oder
Triene in den lecithinhaltigen Systemen) in einer sauerstoffreichen, nicht licht-
geschitzten Umgebung dar. Dies demonstrierte sich beispielsweise bei den lecithin-
haltigen Systemen durch Anderungen im UV-Absorptionsspektrum bei 233 nm und 265-
285 nm sowie allgemein durch eine Zunahme der Peroxidzahl und die Entstehung von
Malonaldehyden (A, = 245 nm). Bei den Systemen der ethoxylierten Tenside besteht
die Gefahr der atmosphérischen Oxidation und Bildung von ethoxylierten Aldehyden mit
allergieauslosender Wirkung [227]. Die optische Prifung auf Phasentrennung, die
Spektrenaufnahmen im UV-Bereich sowie die Transmissionseigenschaften (bei 660 nm)
der Systeme zeigten keine signifikante Anderung der nach den o.g. Methoden
hergestellten Systeme innerhalb einer Lagerungszeit von einer Woche bei ca. 4 °C.

II1.3 Herstellung intravenoser liposomaler Losungen fiir das
Kaninchen-Modell

Fur die Ermittlung pharmakokinetischer Parameter bei den Tierversuchen ist der
Wirkstoff durch eine i.v. Bolusinjektion zu verabreichen. Fir die Solubilisation aus-
reichender Mengen von untersuchten Steroiden in wassriger Injektionslosung wurde das
folgende liposomale System verwendet. Zur Herstellung von 20 ml der i.v. Lésung
wurden 100 mg P90G, ca. 1 mg NaDC oder NaGDC und die Menge des Steroids in
einer CHCI;/MeOH (1:1) Mischung in einem mit Schliffhals versehenen Rundkolben
gelost. Das Losungsmittel wurde mittels eines Rotationsverdampfers entsprechend M1
vollkommen abgedampft. Dadurch entstand ein Film an der inneren Wand des Kolbens.
Dieser wurde bei 40 °C (etwa 30 min) im Ultraschallwasserbad mit PB gel6st. Dabei
musste der Kolben mit Helium oder Argon befillt und mit einem Glasstopfen dicht
verschlossen werden, um Oxidation der ungeséttigten Fettsdurereste sowie eine Ver-
dunstung der Losung moglichst zu vermeiden. Nach dem Abkiihlen auf Raum-
temperatur wurde die Losung durch einen 0,2-um-Membranfilter filtriert, mit langsamer
Heliumzufuhr entgast und dicht verschlossen. Die Zugabe von Alkoholen, Glycerol-
derivaten oder alkoholischen Konservierungsmitteln wie z.B. BzOH fihrt zur Instabilitat
solcher Systeme [228]. Die Losung wurde frisch hergestellt und innerhalb von 24 h
verwendet. Die Bestimmung der Vesikelgrof3e dieses Systems (mit eingebettetem TE, 3
mg/ml) durch Lichtstreuung mit einem Malvern Autosizer Il C (Malvern Instruments,
Herrenberg, Deutschland) zeigte eine relativ schmale Ein-Peak-Verteilung um 92,4 nm
(siehe Anhang).
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II1.4 UV/VIS-spektroskopische Untersuchungen

II1.4.1 Transmissionsuntersuchungen zur Entwicklung der MMS

Das Messprinzip bei den Solubilisationsuntersuchungen in dieser Arbeit beruht auf der
optischen Transparenz und Isotropie der mizellaren Systeme und wurde bereits in
friheren Arbeiten von Diirr et al. (1994) [228] und Hammad (1998) [8] beschrieben und
angewandt.

Nach der Filtration der hergestellten MMS wird die Transmission (T%, A = 660 nm) bei
25 °C mittels UV/Vis-Spektrophotometer SPECTRONIC 601 (Milton Roy, Rochester, NY,
USA) gegen die reine Tensidlosung in SPB als Blindwert ermittelt.

Die Absorption aller bei diesen Messungen verwendeten Stoffe in ihren Losungen bei
A = 660 nm ist in einem Vorversuch (Spektrenaufnahme) auszuschlief3en.

Der mizellare Durchmesser liegt meist im
Bereich von 1-15 nm [38] und erreicht
sogar bei einigen MMS eine Grof3e von 30
bis 200 nm [229]. Bei einem Uberschuss
der zu solubilisierenden Bestandteile ent-
stehen grof3ere instabile Aggregatformen
in der Losung und fihren durch Phéno-
mene wie z.B. Lichtstreuung zur Ab-
nahme der Transmission. Im Laufe dieses
Prozesses soll sich die Transmission bei

/7 klare mizellare Phase

— Knickpunkt
p = 0,
(Mmax, T>=90%)

100 -
80 4

Ubergangsphase

60 -

40 \
20

Transmission (T%)

einem bestimmten Molenbruch schlag- Lﬂephase
artig éandern. Die theoretische Transmis- 0 ‘ ‘ ‘ :
sionskurve soll sich idealerweise wie in Molenbruch des zugesetzten Lipids ()

Abb. 7 verhalten.

Wéhrend des Phasentbergangs bzw. im Abb. 7 Theoretische Transmissionskurve
Bereich Uber die Solubilisationskapazitét

des Systems hinaus entstehen allerdings verschiedene, meist undefinierbare
Aggregatmischungen unterschiedlicher Natur und Gréf3e. Sie flocken manchmal in der
Loésung oder fallen aus, wirken zumeist negativ auf die Reproduzierbarkeit der
Transmissionskurve und auf die Standardabweichung der Messungen nach dem
Knickpunkt oder verhindern eine schlagartige Anderung in der Transmissionskurve.
Infolgedessen wird der Knickpunkt nicht immer deutlich erkennbar. Es war aus diesem
Grund erforderlich, eine mathematische Definition fir die Erkennung des Knickpunktes
und damit des Endes der homogenen mischmizellaren Phase anzuwenden. Fur diesen
Zweck wurden die Steigungen (S, und S,) bei je drei aufeinander folgenden
Transmissionsmessungen (w,, 1%;), (1, T%,) und (us;,T%) im Bereich des Knickpunktes
folgendermaf3en errechnet:

o - [T%2-T%| 4 S, - T%:—T%|
Mo =1y K=y

Gl. Il1.4-1

wobei T% die prozentuale Lichttransmission und p der Molenbruch der zugegebenen
Komponente sind. Fur die erste Messreihe, in der S, = S, war, wurde u, = p, (der
Grenzwert) betrachtet, vorausgesetzt, dass S, = 0,6 und T%, = 90 vorlag. Anderenfalls
wurde W, = W, angenommen, wenn S, = 0,6 und T%, = 90 auftrat. Insbesondere in
den Féllen, wo das Tensidsystem sehr geringe Solubilisationskapazitat fur den zu
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solubilisierenden Bestandteil hat, endete der Zugabeprozess einfach mit einer Phasen-
trennung von mizellarer L6sung und klarem feinem Niederschlag oder Ausflockungen,
ohne einen deutlich erkennbaren Phaseniibergang aufzuweisen.

II1.4.2 Z-Wert-Bestimmungen

Bei der Durchfiihrung der Messungen wurden zunéachst die spektralen Eigenschaften des
gelosten Stoffes in einer Reihe von Losungsmitteln mit bekannten Z-Werten bzw.
Polaritaten (Tabelle 3) im UV-Bereich ermittelt, um die Beziehung zwischen den Z-
Werten und den iiber die maximalen Absorptionswellenlangen ermittelten (bergangs-

energien zu bestimmen. )
Tabelle 2 Versuchsbedingungen und

Alle fur dieses Experiment verwendeten Chemi- Geréteinstellungen beim Z-Wert-Versuch

kalien und Losungsmitteln waren vom Rein- [Temperatur 25 °C
heitsgrad fur HPLC-Anwendungen deeignet.

Uv/VIS-Quarzkiivette | Perkin Elmer Corp.,

Losungen des Testosterons oder der Testoste-
10 mm

ronester TP, TE, und Td in diesen Lodsungs-

mitteln wurden in Konzentrationen von ca. |Messintervall 0.2 nm

10 ug/ml hergestellt und durch 0,2 um Memb- |Spaltenbreite 0,25 nm

ranfilter (Rotalibo®, Nylon, Carl Roth GmbH & [Messgeschwindigkeit | 0,9 nm/min

Co. Karlsruhe) filtriert. Die Aufnahme der UV-

i ; Lamp UV, Lamp VIS |ei
Spektren und die Datenverarbeitung erfolgten | P amp VIS | ein

mit dem UV/VIS/NIR Spektrometer Lambda 19 |Glatte 0

und dem Software UV WinLab - Version 2.80.03

von PERKIN ELMER Corporation, USA. Einstellungen des Geradtes und Angaben zum
Versuch sind in Tabelle 2 aufgelistet. In einem Vorversuch wurden erst die glinstigsten
Verduinnungen und der Bereich der Absorptionsmaxima mit einer Scangeschwindigkeit
von 100 nm/min zwischen 210-360 nm bestimmt. Um optimale Absorptionssignale zu
erhalten und zugleich Verluste an Lichtintensitdt auf3er Absorption moglichst auszu-
schliefSen bzw. im linearen Bereich des Lambert-Beerschen Gesetzes messen zu kénnen,
wurden die Verdinnungen so ausgewahlt, dass das Absorptionsmaximum moglichst 1
betragt. Es erfolgten danach préazisere

- -1 i
Dreifachbestimmungen der maximalen Ab- Tabelle 3 Z-Werte [kcal.mol”] verschiedener

Losungsmittel nach [208]

sorptionswellenldangen im Bereich =7 nm
vom erwarteten A.,,. Wenn nétig, wurden
die Spektren mit der o.g. Software vom

Z- Z-

Wert Losungsmittel Wert Losungsmittel

Rauschen befreit, gegléttet und bearbeitet, | 94,6 | Destilliertes Wasser | 83,6 | MeOH

um den Mittelwert der erhaltenen Absorp- 87,1 [80% MeOH (V/V) 79,6 | EtOH

tionsmaxima bestimmen zu konnen. Die

Energien des elektronischen (bergangs E, 845 | 70% EroH 766 | Isopropanol

wurden nach Gl. [1.4-2 berechnet [209] |855 |90% MeOH 71,3 | ACN

und draphisch gegen die entsprechenden 84.8 | 80% EtOH 66.1 | Diethylether,

Z-Werte der Losungsmitteln aufgetragen. ’ " | wassergesattigt
84,5 | 95% MeOH 60,4 | n-Hexane

4
E =2,859x10 A i
t / max Gl. lll.4-2 82,5 | 90% EtOH

Dabei ist E, die elektronische Clbergangs- 81,2 | 95% EtOH

energie in kcal/mol und A, die maximale
Wellenlange der UV-Absorption der betreffenden Substanz im Lésungsmittel in nm.

Mit den Daten wurde eine lineare Regressionsanalyse (Methode der kleinsten Quadrate)
durchgefiihrt und eine lineare Funktionsgleichung in Form von Z=aFE,+b erstellt.
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In friheren ahnlichen Arbeiten [208,209] wiesen die ermittelten Z-Werte eine (Unab-
héangigkeit von der Solubilisatkonzentration in den mizellaren Lésungen auf und der
Einfluss der Verdiinnung war nur auf Verschiebungen der gemessenen Maxima innerhalb
des =0,5-nm-Bereiches der ausgerechneten Versuchsprézision beschrankt. Dies wurde
in dieser Arbeit als geltend angenommen und war deswegen kein Objekt weiterer
Untersuchungen. Die mit T bzw. seinen Estern geséttigten mizellaren Systeme wurden
dem gleichen beschriebenen Verfahren unterworfen, wodurch die optimalen Verdin-
nungen (mit dem entsprechenden steroidfreien System) bestimmt und die maximalen
Absorptionswellenlangen ermittelt wurden, die wiederum in entsprechende Ubergangs-
energien nach Gl. Il1.4-2 umgerechnet wurden. Uber die fiir jedes Derivat herausge-
fundenen linearen Regressionsgleichungen wurden dann die Z-Werte aus den ent-
sprechenden (Ubergangsenergien rechnerisch ermittelt.

II1.5 Gehaltbestimmung mittels HPLC-Methoden

II1.5.1 Analytik in mizellaren Systemen

Der Gehalt verschiedener solubilisierter Steroide in den mizellaren Systemen wurde mit
Hilfe der RP-HPLC bestimmt.

Die mizellare Struktur wurde erst durch Verdiinnung (mehr als zehnfach) mit einem
organischen HPLC-kompatibeln Losungsmittel (meist MeOH) zerstért. Dadurch fallen
die Puffersalze aus und es wird moglich, die Probelosung fur die HPLC-Analytik mit Hilfe
eines 0,45 um Nylon (oder PTEF je nach Losungspolaritéat) Spritzenfilters (Rotalibo®,
Carl Roth GmbH & Co. Karlsruhe, Deutschland) vom Niederschlag zu befreien. Die
Blindwertprobe und die Verdunnungsreihe wurden entsprechend der Proben angesetzt
und zur Analyse vorbereitet.

Die Anwendung der RP-HPLC war notwendig, da ein Teil der Komponente der
mizellaren Systeme eine Absorption im bendétigten UV-Bereich zeigte (v.a. Tween™
Produkte), weshalb sie bei der Gehaltsbestimmung von den Steroiden getrennt werden
musste. Mit Ausnahme von den untersuchten Steroiden eluierten alle grof3en,
hydrophilen oder amphiphilen Molekiile kurz nach der Injektion und fast zusammen mit
dem sog. Losungsmittelpeak (gegen t;) und ermdglichten damit eine saubere Trennung
und Gehaltsbestimmung der untersuchten Steroide. Es erfolgte fur jede Probe eine
Dreifachbestimmung. Zur quantitativen Auswertung wurden die Peaks der Substanzen
bei der entsprechenden Wellenldnge integriert und die erhaltenen Flachen statistisch
ausgewertet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden hauptséchlich zwei HPLC Methoden fir
die Gehaltsbestimmung von T und seinen Estern in mizellaren Systemen und den
anderen Losungen eingesetzt, die im Folgenden in Details geschildert werden.

Methode HPLC-1 (isokratische Elution): Die Messungen erfolgten mit der Saule
Knauer, 100x4 mm, Nucleosil®-100, RP-C18, B612 Y76, 5um von KNAUER GmbH,
(Berlin, Deutschland) an HPLC/UV MERCK-HITACHI (L-6200A Intelligent Pump, D-
6000A Interface Module, AS-4000A Intelligent Autosampler, L-4250 UV-Vis Detector)
und mit der Software (Model D-6000; CHROMATOGRAPHY DATA STATION
SOFTWARE, HPLC MANAGER Version 2). Die Funktionsparameter der HPLC Methode
sind in der Tabelle 4 aufgeftihrt.
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Tabelle 4 Angewandte isokratische HPLC-Methode fiir die
Gehaltsbestimmung der verschiedenen untersuchten Steroide in
mizellaren Tensidsystemen

™D Anax Eluent Durchflussrate | Temperatur
[nm] MeOH/H,O [ml.min] [°C]
T 244 70:30 1,2 40
TP 242 85:15 1,2 40
TE | 242 90:10 1,2 30
Td | 242 95:5 1,3 45

Methode HPLC-2 (Gradientelution): Die Methode wird in der Tabelle 5
zusammengefasst.

Tabelle 5 Funktionsparameter der HPLC-Analyse und Programm der Laufmittelpumpe

Saule (Stationare XTerra® RP5 3,5 um, Messzeit | Anteil Laufmittel | Flussrate

Phase) 3,9x100 mm, Waters, USA [min] B [%] [ml.min™]

Laufmittel (mobile A: ACN/H,O (25:75) 0 0 08

Phase) B: ACN/H,O (95:5) ’

Flussrate 0,8 ml.min! 1 100 0,8

Séulentemperatur 40 °C 7 100 0,8
Waters Delta 600 + Waters

Pumpensystem 600 Controller 8 100 0,9

Autosampler Waters 717 Plus Autosampler 9 0 0,9
Waters 2996, Photodiode

Detektion Array Detector, 15 0 0,9
A=230-260 nm

Injektionsvolumen 20 ul 16 0 0,8
Masslynx V3.5, Micromass

Software Ltd., Manchester, UK 18 0 0.8

II1.5.2 Analytik der BSA/KRBP-Losung

Die Modellierung des Transports in-vitro erfolgte mit Hilfe der Ussing-Kammer-Technik.
Fur die Aufnahme transportierter Steroide im AK wurde eine BSA-Losung (BSA =
bovine serum albomin) in KRBP benutzt. Die Anwendung von BSA (4%) auf der
basolateralen Seite sorgte fir notwendige Absorptionskrafte, die dadurch ein
Konzentrationsgefélle wie in-vivo bewirkten. Auf3erdem sollte dies laut Krishna et al.
[230] eine bessere Wiederfindung (recovery) und P, (scheinbare Permeabilitat) fur stark
lipophile protein-bindende Stoffe ergeben.

app

II1.5.2.1 Entwicklung der Aufarbeitungsmethode

Bei Versuchen in der Ussing-Kammer musste aus dem o.g. Grund eine HPLC-Methode
far die Konzentrationsbestimmung von T, TP, TE und TU in der BSA/KRBP-L6sung
entwickelt werden. Bei der Probenvorbereitung mussten die Wiederfindungsraten und
die Wiederholprazision optimiert werden. Dafir wurde zunachst die BSA-Losung im
KRBP (4% W/V) hergestellt. Eine Losung von T bzw. Testosteronestern in EtOH (10
mg/ml) wurde mit BSA/KRBP im Verhéltnis 1:500 versetzt (entsprechend einer
Endkonzentration von 20 ug/ml) und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Anderung an
Probevolumen war hier geringfiigig und wurde deshalb vernachlassigt. Fur die Auswahl
des am besten geeigneten organischen Losungsmittels fir die Aufarbeitung der BSA-
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Proben wurden ACN, MeOH und EtOH miteinander verglichen. Die Proben wurden
jeweils mit 100 mg/ml Harnstoff versetzt und 30 min bei 60 °C im Wasserbad inkubiert.
Harnstoff diente zur Denaturierung bzw. Entfaltung der Albumine und sollte deswegen
die Extraktion der gebundenen Molekile verbessern. Harnstoff sollte auch die Dichte der
Endprobe erhéhen und damit zu schmaleren Peaks im Chromatogramm fiihren [231].
Die Proben wurden anschlieSend 60 min bei 40 °C im Ultraschallbad mit dem
organischen Losungsmittel 1:1 oder 1:2 (V/V) inkubiert, um BSA und Puffersalze zu
fallen und die gebundenen Steroide zu extrahieren. Die Mischung wurde danach 30 min
bei 2500 U/min zentrifugiert. AnschliefSend wurde der klare Uberstand durch einen
Spritzenfilter (0,45 wm) filtriert. Die Proben wurden nach der Methode HPLC-2
gemessen. Zur quantitativen Auswertung wurden die Peaks der Substanzen bei der
entsprechenden Wellenldnge integriert. Die erhaltenen Flachen wurden dann statistisch
ausgewertet. Daraus ergaben sich die folgenden Retentionszeiten (t;) (Tabelle 6). Das
resultierende Chromatogramm ist in Abb. 10 dargestellt.

Tabelle 6 ermittelte Retentionszeiten verschiedener Testosteronderivate in den
aufgearbeiteten BSA/KRBP-Proben nach Methode HPLC-2

T TP TE Td

tr 243nm * SA, n tr 2410m * SA, n tr 240nm * SA, n tr 240nm = SA, n

8,52+0,03 min, 32 | 9,89+0,02 min, 32| 11,16+0,03 min, 29| 13,01+0,16 min, 29

Fur die Erstellung der Kalibrierkurve in dieser Phase der Arbeit wurden 6
Konzentrationen im Bereich von 2-12 ug/ml ausgehend von einer Stamml6sung in ACN
als Losungsmittel hergestellt. Die Kalibrierproben wurden mit der o.g. HPLC-Methode
analysiert (Abb. 9). Es erfolgte dabei eine Dreifachbestimmung. Die Wiederfindungsraten
sind in Abb. 8 dargestellt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die Methoden A2
und E2 fir die Aufarbeitung der Proben ausgewéhlt. Mit dem lipophileren ACN war
allerdings die Fallung der Puffersalze effektiver. Daher war seine Verwendung bei der
Extraktion sicherer fur die HPLC-Anlage. Auf3erdem wies die Methode mit ACN eine
rauschfreiere Basislinie auf, da es auch im Laufmittel verwendet wurde. Da der
Unterschied zwischen den Wiederfindungsraten beider Methoden klein war, wahrend die
Kosten und die anderen o.g. praktischen Griinde gegen den Einsatz vom EtOH
sprachen, wurde die Methode A2 schliefllich vorgezogen.

II1.5.2.2 Analytik der BSA/KRBP-Proben und Uberpriifung der Wieder-
holprizision

Als Blindwert diente hier die reine testosteronfreie BSA/KRBP-L6sung. Der Blindwert und
eine BSA/KRBP-Probe mit T oder einem seiner Ester in Konzentration von 20 ug/ml
wurden wie in Il1.5.2.1 hergestellt und anschlieBend nach A2 vorbereitet. Die Aufar-
beitung wurde fir die Bestimmung der Wiederholprazision sechs mal pro die 20 ug/ml
steroidhaltige BSA/KRBP-Probe wiederholt. Die Kalibrierproben in BSA/KRBP wurden
unabhéngig von einander in Konzentrationen von 5, 10, 15, 20, 25 und 30 ug/ml
ebenso wie in Il1.5.2.1 hergestellt und nach Methode A2 vorbereitet. Weiterhin wurden
BSA/KRBP-Proben 6 h bei 37 °C mit einem (berschuss von T bzw. seinen Estern zum
Sattigen geschuttelt. AnschlieBend wurden sie filtriert (0,45 um Spritzenfilter) und
danach fiir die Messung je nach Bedarf mit BSA/KRBP verdiinnt.
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Abb. 8 Vergleich zwischen verschiedenen Aufarbeitungsmethoden fiir die Analytik in BSA/KRBP.
Al: ACN (1:1), A2: ACN (2:1), M1: MeOH (1:1), M2: MeOH (2:1), E1: EtOH (1:1), E2: EtOH (2:1)

Tabelle 7 S.k.: Sattigungskonzentrationen der untersuchten Steroide im BSA/KRBP.
VB: Vertrauensbereich, n: Anzahl der Bestimmungen, NG und BG: nach DIN 32 645
errechnete Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, R?: Regressionskoeffizient, ax+b:
lineare Regressionsgleichung, S,: Reststandardabweichung der linearen Anpassung

NG BG R

S.k.2VB [ug/ml] [n| o | R ax+b S,
T | 3679=+138 |3]| 1 3 0,9985 | 403,8x + 195,9 | 186,52
TP | 1613+119 |3| 4,1 8,6 0,9933 | 359,3x + 520,8 | 349,79
TE | 5000,8 + 5352 |3| 4,8 10 0,9909 | 250,8x + 398,7 | 284,60
T 207+ 1,6 |3| 353 75 0,995 | 258,7x + 242,8 | 217,32

Die Proben wurden ebenso nach der Methode A2 vorbereitet und nach der oben
beschriebenen Methode HPLC-2 (Abb. 10) analysiert. Es erfolgte dabei eine Dreifachbe-
stimmung pro Probe. Tabelle 7 fasst die Ergebnisse zusammen. Die Wiederholpréazision
wurde durch Zweifachbestimmung der aufgearbeiteten 20 wg/ml-Proben ermittelt.
Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse des Tests.

Tabelle 8 Einfaktorieller ANOVA-Test fiir die (berpriifung der Wiederholprazision der
Aufarbeitungsmethode A2 mit BSA/KRBP-Proben anhand der ermittelten Peakflachen
fir 6 Wiederholungen/Probe, Zweifachbestimmung und Signifikanzniveau a = 0,05

Wirkstoff MW(MW) SA (MW) rSA(%) ANOVA P-Wert
T 8269 27,3 0,33 0,999
TP 8610 91,6 1,06 0,951
TE 5806 70,1 1,21 0,973
Td 5310 69,3 1,3 0,99

II1.5.3 Analytik in Humanplasma

II1.5.3.1 Entwicklung der Aufarbeitungsmethode

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von T, TP, TE und Td wurde fir die
pharmakokinetischen Versuche am Kaninchenmodell benétigt. Diese Bestimmung
erfolgte durch HPLC. Die Entwicklung einer Vorbereitungsmethode der Plasmaproben
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mit moglichst hoher Wiederfindungsrate und Wiederholprazision war hier notwendig fur
die Entwicklung der Analytik mittels HPLC.

Humanplasma aus Blutspenden wurde von der Universitétsklinik zur Verfigung gestellt,
im Gefrierschrank bei —25 °C gelagert und direkt vor der Vorbereitung bei Raumtem-
peratur aufgetaut. Eine Losung von T bzw. Testosteronestern in EtOH (10 mg/ml) wurde
mit Plasmaproben im Verhéltnis 1:500 versetzt (entsprechend einer Endkonzentration
von 20 ug/ml) und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Anderung an Probevolumen war hier
geringfligig und wurde deshalb vernachlassigt.

Hier wurden auch ACN, MeOH und EtOH als organische Losungsmittel fur die
Aufarbeitung der Plasmaproben miteinander verglichen. Die testosteronhaltige Plasma-
probe wurde wie die BSA/KRBP Proben (Ill.5.2.1) vorbereitet. Die Proben wurden nach
Methode HPLC-2 analysiert (Tabelle 5). Das resultierende Chromatogramm ist in (Abb.
12) zu sehen. Zur quantitativen Auswertung wurden die Peaks der Substanzen bei der
entsprechenden Wellenlange integriert und die erhaltenen Flachen statistisch aus-
gewertet. Daraus ergaben sich die folgenden Retentionszeiten (t;) (Tabelle 9). Fur die
Erstellung der Kalibrierkurve in dieser Phase der Arbeit wurden 6 Konzentrationen im
Bereich von 2-12 pug/ml ausgehend von einer Stammldsung in ACN als Losungsmittel
hergestellt. Das resultierende Chromatogramm ist in Abb. 9 zu sehen. Die Proben
wurden ebenso dreifach nach Methode HPLC-2 analysiert.

Zusatzlich zu den in II1.5.2 diskutierten praktischen Griinden zeigte die Methode A2 hier
deutlich bessere Wiederfindungsraten gegeniiber den anderen verglichenen Methoden
(Abb. 11), weswegen sie hier fir die weitere Analytik ausgewahlt wurde.

TEs Eichwert je 12 microgr/ml
TEs 12 _02Whg Diode Array

100+
8.51 m 2.50e5

-0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00 13.50 14.00

Abb. 9 HPLC-Chromatogramm des Testosterons und seiner Ester in ACN
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EW TEs in BSA/KRBB 30 microgr./ml
NEB30_02 Diode Array
242

9.05_
100+ BSA-Pea 20065
E
863
10,03
o
11.52
14,08
BSA-Peal
1.23
U b 10.35

-0

T T T T T T T T T T T T T T T Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Abb. 10 HPLC-Chromatogramm des T und seiner Ester in BSA/KRBP-L6sung nach Aufarbeitung
mit Methode A2

Tabelle 9 ermittelte Retentionszeiten verschiedener Testosteronderivate bei
der Analytik der aufgearbeiteten Plasmaproben nach Methode HPLC-2

T TP TE TU

tr 2430m £ SA, N tg 2410m = SA, N tg 240nm £ SA, N tg 2400m = SA, N

8,57+0,01 min, 66 | 9,94+0,04 min, 36| 11,31+0,17 min, 36 | 13,41+0,3 min, 36

II1.5.3.2 Analytik der Plasmaproben und Uberpriifung der
Wiederholprazision

Als Blindwert diente reines wirkstoff- 110 - ;
freies Plasma. Der Blindwert und die 100 . E;P
Plasmaproben verschiedener unter- — 90 EZATE

. . . g B TU e
suchter Steroide in Konzentrationen % a0
von 20 pug/ml wurden wie in 111.5.2.1 % W = o
hergestellt und anschliefSend mit A2 E 701 9
aufgearbeitet. Die  Probenvorbe- £ 60- %
reitung nach der angegebenen 3 sl Z
Methode A2 wurde fir die dber- %, g
prufung der Wiederholprazision funf Z
mal pro Plasmaprobe wiederholt. N4 T Az oMt oMz Bt E2
Die Kalibrierproben in Konzentra- Aufarbeitungs methode

tionen von 5, 10, 15, 20, 25 bzw.

30 ug/ml wurden unabhéangig von

elnarl;l Cll\ir hh(_:;;ge;':zellt L];nd . ebe%falls Aufarbeitungsmethoden in Plasma.
nach Methode vorbereitet. Dazu Al: ACN(1:1), A2: ACN(2:1), M1: MeOH(1:1),

wurden Plasmaproben 6 h bei 37 °C M2: MeOH(2:1), E1: EtOH(1:1), E2: EtOH(2:1)
mit einem Uberschuss von T bzw.

Abb. 11 Vergleich zwischen verschiedenen

47



Kapitel III Experimenteller Teil

von seinen Estern zum Séttigen geschiittelt. Danach wurden die Proben filtriert (0,45 um
Spritzenfilter) und je nach Bedarf mit reinem Plasma verdiinnt. Anschlief3end wurden die
Proben nach der oben beschriebenen Methode A2 vorbereitet und nach der Methode
HPLC-2 gemessen. Es erfolgte dabei eine Dreifachbestimmung pro Probe. Die
Gleichungen der erhaltenen Bezugsgeraden nach der linearen Anpassung mit der
Methode der kleinsten Quadrate und die ermittelten Sattigungskonzentrationen sind in
Tabelle 10 zusammengefasst. Die Wiederholpréazision wurde durch Dreifachbestimmung
mit den aufgearbeiteten 20-ug/ml-Proben geprift (Tabelle 11).

Tabelle 10 S.k.: Sattigungskonzentrationen der verschiedenen untersuchten Steroide im
Humanplasma. VB: Vertrauensbereich, n: Anzahl der Bestimmungen, NG und BG: nach
DIN 32 645 errechneter Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, R?: Regressionskoeffizient,
ax+b: lineare Regressionsgleichung, S, : Reststandardabweichung der linearen Anpassung

S.k.+VB NG BG
n R? ax+b S
[ug/ml] [ug/ml] | [ug/ml] Y
T 309,2 = 4 3 0,35 1,14 0,9998 419.4x - 101,2 68,63
TP 273 £4.3 3 0,43 1,29 0,9997 364,2x - 68,8 74,4
TE 4093 = 12,9 3 0,89 2,78 0,9987 241,5x - 110,7 101,15
Td 35523 3 2,56 7,65 0,9949 189,8x - 22,3 161,46
EW TEs in Plasma 30 microgr./ml
NEP30_01 807 Diode Ar;iy
t 3:57 Plasmapeack| 1:50e5
m
9.92
" 11.22
1'241.51
b 10.29 12,12
Time

200 a0 600 800 | 1000 | 1200 ' 1400 ' 16.00

Abb. 12 HPLC-Chromatogram von Testosteron und seinen Estern im Plasma

Tabelle 11 einfaktorieller ANOVA-Test fiir die Uber- | Wirkstoff | MW(MW) (3@) rSA(%) ?’ljl\)\ol;lr?
priifung der Wiederholprazision der Aufarbeitungs-
. . T 8239 44 0,05 0,909
methode A2 mit Plasmaproben anhand der ermit- TP —o7 506 | 029 0.991
telten Peakfldchen fiir fiinf Wiederholungen/Probe, J ! J
Dreifachbestimmung u. Signifikanzniveau a= 0,05 TE 4724 201 | 043 0,956
Td 3783 16,3 | 0,43 0,997
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II1.6 Untersuchungen mittels DLS

Das Lichtstreuungsinstrument wurde von ALV-LASER Vertriebsgesellschaft mbH,
Langen (Frankfurt), Deutschland, fir die simultane statische und dynamische
Untersuchungen der Lichtstreuung ausgestattet, das auf einem speziellen optischen

Vibrationsdampfungstisch montiert ist (Abb. 13).

(i DPSS-200 Laser
M1 ’ | |

Sh1

VB A
N T

O
Att

ALV-multipler
tau Korrelator

Computer

Abb. 13 Schematische Darstellung des Lichtstreuungsmessgerats: Sh, und Sh, (Verschlisse), M,
und M, Spiegel, A;-A; (Blenden), P (Strahlteiler), Att (Strahlabschwéacher), RefDio (Reflections-
Quadrantphotodiode), L,-L; (bispharische Linsen), C, (Probehalter), C, (temperiertes Wasserbad),
G (Goniometer), SEV (Photomultipler).

Das Messgerét arbeitet mit senkrecht polarisiertem Nd:YAG DPSS-LASER-Licht von
Coherent, Auburn, USA der Wellenlange 532 nm und einer Leistung von 200 mW als
Primarstrahl. Im Falle von hoéheren Intensitdten des gestreuten Lichtes kann die
Primérintensitat mit dem Einsatz von einem flussigkristallinen optischen Abschwéacher
(attenuator) reduziert und den Streueigenschaften der Probe angepasst werden.
Strahlposition und variable Strahlintensitat werden mittels einer mit Strahlteiler (beam
splitter plate) gekoppelten Reflektions-Quadrantphotodiode (RefDio) analysiert. Die
Probenzelle wird mit Toluen ausgefillt, um die Spiegelungen an Grenzflachen mdglichst
zu verringern. Die Probenzelle ist in einem mit Motorantrieb ausgeristeten Préazisions-
goniometer (+0,01°) ALV/SP-86 eingebaut, der es ermdglicht, den Sekundérelektronen-
vervielfacher (SEV) in Streuwinkeln zwischen 20° und 150° einzustellen, und wird mit
zirkuliertem Wasser des Thermostats Laudatype® RC6 temperiert. Die Intensitatsauto-
korrelationsfunktion g,(tr) wurde mit Hilfe eines ,ALV-5000/E multiple tau digital
correlator” der (Fast) Option und einer minimalen Samplingzeit von 12,5 ns aufge-
nommen. Fur die Messung dienten die zylindrischen Quarzglaskivetten Suprasil®
(HELLMA GmbH & Co. KG, Millheim) mit 10 mm Durchmesser. Die Messungen
wurden bei 25 °C mit festem Streuwinkel von 90° durchgefiihrt. Erst wurde die ganze
optische Vorrichtung unter Einbeziehung der Kivettenposition justiert, durch Kalibrier-
messungen kontrolliert und der Faktor C (Gl. 11.9-5) ermittelt. Die Guite der durch-
gefihrten Kontrolle wurde mit reinem Toluen als Streumedium Uberprift. Die Brechzahl
des Mediums wurde bei A= 589,3nm und 298,15+0,1 K mit einem Abbé
Refraktometer ABBEMAT der Firma Dr. Kernchen GmbH, Seelze, Deutschland ermittelt.
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II1.7 Untersuchungen mittels MAKE

Fir die Messungen wurden ein *°CE-System der Firma Hewlett-Packard (Waldbronn,
Deutschland) mit integriertem Autosampler und DAD (190-600 nm) sowie einer
unbeschichteten Quarzkapillare (& 50 um) eingesetzt und die Einstellungen +15 kV,
25 °C und 10 mbar.s Druck der hydrodynamischen Injektion gewahlt. Die Gesamtlénge
der Kapillare (L;) betrug 48,5 cm; die effektive Lénge der Kapillare bis zum
Detektorfenster (L,) war 40 cm. Die Kapillare wurde vor dem ersten Lauf 12 min und vor
jedem weiteren Lauf 3 min mit einer 0,1 M NaOH-Lésung gespult. Bei den
Untersuchungen mit HTAB wurde Salzsédure 0,1 M zum Spiilen statt NaOH eingesetzt.
Die Detektion erfolgte kathodenseitig (NaGDC- und Br35-Systeme) bei 220 und
243 nm. Beim Einsatz von kationischen Tensiden als Mizellbildner mussten die
Polaritaten der Elektroden bzw. die Detektionsseite auf Grund der Richtungsumkehr des
EOF im Vergleich zu Messungen mit anionischen Mizellbildnern auch ausgetauscht
werden. Die Probenaufgabe der HTAB-Systeme erfolgte daher am kathodischen Ende
der Kapillare und die Detektion am anodischen Ende.

Sudan Il (SII) lasst sich ausschliefllich in den Mizellen 16sen und wurde deshalb als
Mizellmarker verwendet. Als spezifischer Marker fur die wassrige Phase kam DMSO zum
Einsatz. Es wurde dabei versucht, sowohl die Konzentrationen der Marker als auch des T
so gering wie moglich zu halten, um stérende Effekte wie Veranderungen in mizellarer
Struktur und Grof3e moglichst auszuschlief3en [232].

Die Berechnung des Kapazitatsfaktors k“ und der effektiven Mobilitét u. erfolgte tiber
die folgenden Gleichungen:

tR’to

1 e Gl. II.7-1
to ) th

Dabei ist t, die Migrationszeit des DMSO-Peaks, t; des Wirkstoffs und ¢,,. der mizellaren
Phase (Sudan IlI) in Minuten.

e lasst sich durch die Gleichungen Gl. 11.9-13 und GlI. 11.9-17 direkt aus den Elektrophe-
rogrammen ermitteln (Gl. [1.7-2).

ey = Lo Lo [l - lj Gl. .7-2
a lt, t

Jo’ =

wobei 4 in [em®.S.V'], J in Volt [V] und L, sowie L, in [cm] sind.

II1.8 Permeationsmodell nach Fiirst-Neubert zur Untersuchung der
passiven Diffusion

Fur die Transportuntersuchungen durch kinstliche Membranen kam das Permeations-
modell von Fiirst und Neubert [233] zur Anwendung (Abb. 14). Das Modell besteht aus
zu einem Block nebeneinander angeordneter Polyacrylpermeationszellen, die mit einer
Halterung an einer Vibrationseinrichtung befestigt sind und sich in einem auf 37 °C
temperierten Wasserbad befinden. Eine Ruttelapparatur sorgt fir eine waagerechte
Bewegung mit einer einstellbaren Frequenz und dient zur reproduzierbaren Bildung der
Diffusionsschichten durch sténdiges Durchmischen der Flissigkeit in den Komparti-
menten und der unbewegten an der Membran haftenden Nernst'schen wassrigen
Grenzschichten [234]. Die kiinstliche Membran kommt zwischen die beiden Zellhalften
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und wird dort dicht befestigt. So entstehen zwei Kompartimente (Donatorkompartiment
DK und Akzeptorkompartiment AK) mit aktiver Permeationsflache von 5 cm? bei einem
Losungsvolumen von jeweils 5 ml (institutseigene Herstellung).

Schraubverbindung
zur Befestigung

Membran] ---F-F4-§--
Probenahmd | . |Probenahme
Donator- | Akzeptor-
Kompartiment — -1{--1-- ! Kompartiment

Abb. 14 Aufbau einer Permeationszelle des Modells nach Furst und Neubert

Die treibende Kraft fiir den Wirkstofftransport bei diesem Modell ist das Konzentrations-
gefélle zwischen den verschiedenen Phasen (Donator, Lipidmembran und Akzeptor). Fur
die Beschreibung des Permeationsprozesses wird Gl. I11.8-1 in der Regel eingesetzt.

Die Herstellung der Dodecanol-Collodium-Membranen erfolgte wie im folgenden
beschrieben: 4 g Dodecanol-Octanol-Gemisch (10% W/W Octanol) wurde auf 100 g
durch einem Ether-EtOH-Gemisch (8,5 VT +1,5 VT) ergéanzt und schliefllich mit 100 g
4%-iger Collodiumlésung (DAC 1986, Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Deutschland)
vermischt. Davon wurden anschlief3end 110 ml auf die plangeschliffene Glasplatte eines
Filmziehgerates (institutseigene Herstellung) gegeben und weiter wie bei Fritzsch
beschrieben [235] vorbereitet und aufbewahrt.

Nach Temperierung der Vorrichtung und der Lésungen auf 37 °C wurde das untersuchte
wirkstoffhaltige mizellare System in das DK und eine gleiche aber wirkstofffreie Losung
in das AK eingefillt. Danach erfolgten die 200-ul-Probenahmen in Probezeiten von O,
20, 40, 60, 90, 120 und 180 min. Das entnommene Volumen wurde sofort entspre-
chend durch wirkstofffreie Losung auf beiden Seiten ersetzt. Die Konzentrationsbe-
stimmungen erfolgten nach der Methode HPLC-1 (lll.5.1). Durch Probenahmen auf den
beiden Membranseiten kam es zu einer Verringerung der vorliegenden Wirkstoffkon-
zentrationen. Dies wurde durch eine Korrektur um die entsprechenden Mengen gemaf3
Gl. 1I1.8-1 ausgeglichen.
Ct(nfl)(korr) ' VProbe

Ct(n)(ko") = Ct(n) + Vv Gl. I11.8-1

Akzeptor

Cynkom ist die korrigierte Konzentration zum Zeitpunkt t(n), C,, die zu korrigierende
Konzentration, C,, jkom die korrigierte Konzentration zum Zeitpunkt t(n-1), V;,,,. Probe-
volumen und Vj,e.r Akzeptorvolumen.

Jeder Versuch wurde mittels drei parallelen Wiederholungen in drei Zellen und der
Ermittlung der Mittelwerte durchgefiihrt.

Die Membranen wurden nach Ablauf des Versuches vorsichtig aus den Zellen entfernt
und je drei mal mit 5 ml bidestilliertem Wasser ausgeschuttelt, dann zwischen Filter-
papier getrocknet und schliefllich in mit Schliffhals versehene Reagenzglaser tberfiihrt.
Nach Zugabe von je 2 ml EtOH wurden die Reagenzglaser mit einem Glasstopfen dicht
verschlossen und 3 h bei 30 °C im Ultraschallbad extrahiert. Von den ethanolischen
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Loésungen wurden dann jeweils 100-ul-Proben entnommen und durch MeOH auf 1 ml
erganzt. Die Aufarbeitung der Blindprobe erfolgte auf gleiche Weise mit einer nicht
benutzten Membran von gleicher Grof3e. Fur die Gehaltbestimmung kam anschlief3end
die Methode HPLC-2 (ll.5) zum Einsatz.

Fur die Bestimmung der Wiederfindungsrate bei der zuletzt beschriebenen Extraktions-
methode wurde ein kleines Volumen hoch konzentrierter ethanolischer Wirkstofflésung
mit vorbestimmtem Wirkstoffinhalt auf drei nicht benutzte Membranen gegeben und 1 h
unter Abzug zur Verdunstung gebracht. Danach schlossen sich die zuvor genannten
Extraktionsschritte und die Analytik mit drei Parallelbestimmungen je Probe an.

II1.9 Transportuntersuchungen mit Hilfe der Ussing-Kammer mit
isolierten Abschnitten aus Mause-Diinnddrmen

Die von Ussing und Zerhan entwickelte Methode [236] wurde erst 1950 zur Unter-
suchungen des transepithelialen Natriumtransportes an Froschhaut eingefuhrt. Mit Hilfe
dieser Technik werden heute elektrophysiologische Experimente und Untersuchungen zu
unterschiedlichen Transportprozessen und Wirkstoffmetabolismen an isolierten Epi-
thelen (ex-vivo) durchgefihrt.

Die Methode hat zahlreiche Vorteile und ist mittlerweile zu einer der Standardmethoden
bei den o.g. Untersuchungen geworden. Beispielsweise bei passiv transportierten
Substanzen mit sowohl hoher als auch niedriger Permeabilitit wurde eine gute
Korrelation [41] zwischen den Uber diese Technik ermittelten Permeabilitatskoeffizienten
und denen in-vivo fir Humanjejunum festgestellt. Damit ist es auch moglich,
zuverlassige Vorhersagen uber den Wirkstofftransport durch andere Epithelen (bukkale,
nasale, esophageale, gastrische, rektale und dermale) zu machen. Die Methode ist
ebenso auf humane Gewebesegmente aus Biopsien u.a. als auch auf Monoschichten
aus Zellkulturen wie Caco-2-Zelllinie anwendbar. Neben der klassischen Verwendung
chemischer Integritdtsmarker wie Mannitol, Inulin oder Luzifergelb gestattet diese
Technik auch, Uber die Ermittlung des transepithelialen elektrischen Widerstands die
Membranintegritat bzw. Vitalitat wahrend der Messungen zu kontrollieren. Dartber
hinaus kann man mit dieser Technik die transepitheliale Potentialdifferenz mit einer
Spannungsklemme (voltage clamp) kompensieren, d.h. das Epithel elektrisch kurzzu-
schlief3en und somit alle auf3eren Krafte bzw. die Wirkung elektrochemischer Gradienten
auszuschalten, die einen zusatzlichen passiven Transport durch das Epithel initiieren
konnten. Dadurch wird es moglich, ausschliefllich die nativen Transportprozesse durch
das Epithel zu messen. Die Kammern kénnen auf 37 °C temperiert werden und sind mit
einem Einlass fur Carbogen (95% O,+5% CO,) versehen. Dies dient einerseits zur
angenehmen Umwalzung der Badlosung (bubble lift) und Durchmischung der
ungerihrten Grenzschichten auf den jeweiligen Membranseiten, die apikale (mukosale)
und die basolaterale (serosale); andererseits zur langst moglichen Aufrechterhaltung der
Gewebe durch Begasung mit dem lebenswichtigen Sauerstoff und die damit verbundene
Gewahrleistung vom konstanten pH-Wert der Pufferlésung.

Der grofdte Nachteil dieser Methode [45] besteht darin, dass die Diffusion der Molekile
Uber unphysiologische Wege erfolgen kann, d.h. der Mangel an gewohnlicher Blut-
versorgung durch Blutgeféasse zwingt die Molekiile, durch das subepitheliale Binde-
gewebe der Schleimhaut (Lamina Propia Mucosae) und andere Schichten wie z.B. die
Basalmembran, die Submukosa, und die verschiedenen Muskelschichten zu diffundieren
(siche Abb. 16). Allerdings weisen diese Gewebeteile diesbezlglich unterschiedliche
Eigenschaften in Abhéngigkeit von verwendeten Tierarten, Organen und Segmentort im
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Organ auf. Des Weiteren zeigen die verwendeten Tiergewebe manchmal andere meta-
bolische Eigenschaften als beim Menschen, was v.a. beim erleichterten tragervermit-
telten und metabolisch vermittelten Transport eine entscheidende Rolle spielen kann.
Deshalb ist ihre Anwendung als Modell in bestimmten Féllen auf die Gultigkeit fur
Menschen zu prifen.

Carbogen
Fixierungsnadeln l

.
.t
.

verstellbares
Gasventil

Carbogen- { g
Sammelleitung gAJ~

!_(ammer- Auslau/
offnung  giopfen—-

Abb. 15 Schematische Darstellung der Ussing-Kammer-Vorrichtung

Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um den Transport stark lipophiler Wirkstoffe
handelt, war eine Modifizierung der Methode erforderlich, so dass die verwendeten
Steroide in der Losung der AK aufgenommen werden kénnen. Fur diesen Zweck wurde
die KRBP Losung fir die AK mit Zugabe von 4% BSA hergestellt. BSA ist zum einen
bekannt in zahlreichen Arbeiten fiir seine steroidbindende Eigenschaften [237-247]. Zum
anderen schafft seine Zugabe im Akzeptor benétigte in-vivo-ahnliche Sinkbedingungen
und verbessert somit die Aussagekraft der Permeabilitdtsmessungen bei dieser Methode
[230,248,249].

Ein Teil der Experimente erfolgte durch Verwendung radioaktivmarkierten Testosterons
[*H]T, das zum Testosteron in der Probe gegeben und anschliefiend mittels Flissig-
szintillationsmessungen bestimmt wurde (Ill.10). Fur die anderen Untersuchungen
standen im Handel keine radioaktivmarkierten Testosteronester zur Verfiigung und die
Synthese war zu kostenintensiv. Es war somit erforderlich, die Analytik fur die
Testosteronester im BSA/KRBP Medium zu entwickeln und damit die Loslichkeit sowie
die Wiederfindungsrate der analytischen Methode zu bestimmen (Ill.5.2).

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit einer nach Grass und Sweetana [250]
modifizierten Technik (Dipl.-Ing. K. Mussler Scientific Instruments, Achen) durchgefiihrt
(Abb. 15). Die Versuchsapparatur ist mit sechs Plexiglaszellen versehen, die sechs
parallele Untersuchungen erlauben, wenn die Membranintegritat erhalten bleibt. Eine der
Zellhélften besitzt auf der Innenseite sechs Nadelspitzen. Die Kammer6ffnung hat eine
Flache von 0,7 cm® Ein an ein Wasserbad angeschlossenes Durchflusssystem mit
Warmeplatten sorgt fur die notwendige Temperierung der Zellen. In einer Vorlaufphase
vor dem Einspannen der Gewebe wurde die Eigenpotenzialdifferenz (dPe) bzw. der
Eigenwiderstand (Rf) der spannungsmessenden Elektroden und der sich in der Kammer
befindlichen Flussigkeit bestimmt. Die im Versuch ermittelten Daten wurden dann
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jeweils durch den Computer um diese Werte korrigiert. Als elektrische Kenngréf3en der
Membran wurden der Kurzschlussstrom (Isc) und der Gewebewiderstand (Rt) bzw. die
Gewebeleitfahigkeit (Gt) erfasst.

In den Versuchen wurden mannliche und weibliche Méause mit einer Korpermasse
zwischen 150 — 300 g aus der Versuchstierhaltungsanlage des Biozentrums der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg eingesetzt. Die Mause hatten freien Zugang zu Futter
und Wasser (ad libitum) und wurden unter einem 12 Stunden-hell-12 Stunden-dunkel-
Rythmus gehalten. Nach der Vorbereitung der Kammern, der Anlage und der vor-
genannten Messungen wurden die Mause mit der (berstreckungsmethode getétet. Die
Bauchhohle wurde dann entlang der Linea Alba ertffnet. Das Darmnetz (Omentum
Majus) wurde vorsichtig durchgeschnitten, dann wurden die Duodenum und Jejunum
von den serdésen Hauten des Perituniums (Omentum minus und andere viszerale
Mesenteriale) moglichst befreit, schlief8lich abgesetzt und sofort in eisgekiihlter (4 °C)
KRBP Loésung ins Versuchslabor transportiert, wo zunéchst der Inhalt des Diinndarmes
mit dem eiskalten KRBP ausgespult wurde. Bis zum Einspannen in die Versuchs-
kammern, also wahrend der Vorbereitungen, wurden die Darmstiicke bei ca. 4 °C in der
mit Carbogen sténdig begasten KRBP Losung aufbewahrt. Die weitere Verarbeitung der
Darmsegmente erfolgte bei ca. 4 °C unter stéandiger Befeuchtung mit KRBP auf flachen
Plastikeisflaschen. Aufgrund der Klein- und Feinheit der inneren Mausorgane lasst sich
die Darmschleimhaut von den darunter liegenden Bindegewebsschichten wie Tunica
Serosa und Muscularis (Abb. 16) meistens nicht ohne weiteres abstreifen und die
Membranintegritat wird dadurch stark beeinflusst.
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Abb. 16 Schematischer Querschnitt des Diinndarmaufbaus

Bei Vorversuchen mit Schweinedarm wurde anhand der Konzentration/Zeit-Diagramme
in den Kammern kein deutlicher Unterschied zwischen gestrippten und ungestrippten
Segmenten festgestellt. Hingegen wiesen dabei die Messungen des elektrischen
Widerstands der gestrippten Diinndarmsegmente auf stark reduzierte Vitalitdtsdauer im
Vergleich zu den Ungestrippten hin. Es wurde deshalb bei den weiteren Untersuchungen
auf das Strippen verzichtet. Diinndarmsegmente wurden am Mesenterialansatz aufge-
schnitten und mit der mukosalen Seite nach unten, d.h. nicht zu den Kammernadeln
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weisend, mit schragen Nadeln auf einem Parafilmstiick in einer Agarplatte eingespannt.
Die mit Nadeln bestiickte Kammerseite wurde dann auf das Darmstick gedriickt, so
dass es anschlieffend nach Zusammensetzung der Kammerhalfte zwischen den beiden
Halften eingespannt blieb und eine Barriere dazwischen bildete. Auf diese Weise
entstand eine serosale und eine mukosale Hélfte. Die Folie diente zur Gewahrleistung
gleichmafidiger Spannung der Membran und wurde vor der Zusammensetzung der
Kammerhaélfte entfernt. Nach dem Einspannen des Epithels wurde die Zelle unverziiglich
in die Versuchsapparatur eingesetzt und an eine Carbogenflasche angeschlossen. 5 ml
tensidfreie KRBP Losung kam in die mukosale Seite und 5 ml BSA/KRBP in die
Serosale. Danach schloss sich eine 15-minttige Equilibrierungsphase an. Die mizellaren
Systeme fiur diese Untersuchungen wurden 24 h vor dem Versuch in KRBP L&sung
hergestellt. Die Losung auf der mukosalen Seite wurde durch das zu untersuchende, auf
37 °C temperierte mizellare System ersetzt. Gerade vor und nach Zugabe des Systems in
die DK erfolgte mit einer Eppendorf-Pipette eine 200-ul-Probenentnahme von der
Donator- und der Akzeptorlésung und dann nach jeweils 20, 40, 60, 90, 120, 180 min
ab Systemzugabe bzw. Versuchsbeginn (t=0 min). Die enthommenen Ldsungen aus
den Kammern wurden dann sofort durch 200 ul KRBP bzw. BSA/KRBP ersetzt. Die
gerade vor Versuchsbeginn entnommene KRBP-Probe aus der DK und die ebenso
BSA/KRBP-Probe aus der AK galten als Blindwerte der entsprechenden Proben.

Anhand der Leitfahigkeitsmessungen wahrend der Vorversuche wurde festgestellt, dass
die Spannungsklemme ,voltage clamp® einen negativen Einfluss auf die Vitalitatsdauer
der Membranen hat. Davon ausgehend und da es sich in dieser Arbeit um die
Resorption von nichtionischen Wirkstoffen handelte, bei denen normalerweise die
passiven Transportprozesse die Hauptrolle spielen und hier deshalb zu untersuchen
waren, wurden die Epithele im Verlauf der Untersuchungen nicht kurzgeschlossen.

Durch Probenahmen auf beiden Membranseiten kam es zu einer Verringerung der
vorliegenden Wirkstoffkonzentrationen. Dies wurde durch Korrektur um die ent-
sprechenden Mengen gemaéf3 Gl. II1.8-1 ausgeglichen. Jeder Versuch wurde mit drei
parallelen Wiederholungen in drei Zellen durchgefihrt. Fir die Bestimmung des
aufgenommenem Testosteronesters in den Membranen wurden die Diinndarmab-
schnitte moglichst schnell nach Versuchsende vorsichtig aus den ausgebauten Zellen
entnommen, mit eiskaltem KRPB gespiilt und in mit Schliffhals versehene Reagenz-
glaser uberfihrt, die nach Zugabe von Reagenzien mit Glasstopfen dicht verschlossen
wurden. Die Diunndarmstiicke wurden 30 min bei 60 °C jeweils mit 1 ml harnstoff-
haltigem (100 mg/ml) ILP in einem Ultraschallwasserbad inkubiert. Danach wurde die
Mischung mit 3 ml n-Hexan (HPLC-Grad) versetzt und 60 min in einer Ruttelapparatur
geschittelt. Nach Abkiihlung im Kihlschrank wurden die Reagenzglaser 40 min bei
3000 U/min zentrifugiert. Der klare (berstand wurde durch Spritzenmembranfilter
(PTFE, 0,45 um) filtriert. Dabei wurde angenommen, dass sich die untersuchten
Steroide vollsténdig in der organischen Phase befanden. Davon wurde eine 1,5-ml-Probe
in HPLC-Flaschchen eingefiillt und in einem Exikkator unter Vakuum zum Verdunsten
belassen. Anschlieffend wurde der Ruckstand in MeOH aufgelost und mit Hilfe der
Methode HPLC-2 (lI.5) analysiert.
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II1.10 Gehaltbestimmung mittels Fliissigszintillationsmessung

Transportuntersuchungen mit Hilfe der Ussing-Kammer-Methode wurden teilweise mit
tritiummarkiertem Testosteron [°H|T der spezifischen Radioaktivitat 3515 GBg/mM von
™Life Science Products, Inc. (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) durchgefiihrt. Die frisch
hergestellte radioaktive Verbindung wurde in ethanolischer Lésung der durchschnitt-
lichen Radioaktivitat 37 MBg/ml (1 mCi/ml) geliefert und bei —20 °C gelagert. Etwa 24 h
vor dem Versuch wurden 2 ul der ethanolischen radioaktiven Losung mit Hilfe einer
Mikropipette entnommen, die dann mit 16 ml Probel6sung versetzt und durchmischt
(Vortex®-Gerat) wurden. Die Mischung wurde daraufhin bis zum néchsten Tag zur
Equilibrierung im Kuhlschrank gelagert.

Direkt vor Zugabe des Systems in das Donatorkompartiment (t = O min) wurden 200-ul-
Proben aus ihm entnommen und fir die Radioaktivitdétsmessungen wie die restlichen
Proben vorbereitet. Wahrend des Versuchsverlaufes wurden in den vorgesehenen Zeiten
mithilfe einer Eppendorf-Pipette aus Donator- und Akzeptorkompartimenten jeweils
200 ul entnommen und durch gleiches Volumen vom wirkstofffreien Losungsmittel
ersetzt. Die Proben wurden direkt in 5 ml Szintillationsgefaf3e (Packard, USA) gefullt, mit
3 ml Szintillationscocktail Rotiszint® eco plus (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe) ver-
setzt, durchmischt (Vortex®) und vermessen. Fir die Bestimmung des Gehalts an
aufgenommenem [’H|T in den Membranen wurden die Dinndarmabschnitte méglichst
schnell nach Versuchsende vorsichtig aus den ausgebauten Zellen entnommen, mit
eiskaltem KRPB gut gespiilt und in die Szintillationsgefaf3e Uberfuihrt. Die Diinndarm-
stiicke wurden mit je 1 ml ILP lysiert, mit 3 ml Flussigszintillator versetzt, durchmischt
und vermessen.

Die Radioaktivitaitsmessungen erfolgten mit Flussigszintillationszahler TRI-CARB 2100
TR Liquid Scintillation Analyzer von Packard (USA).

Beim Zerfall eines [-Strahlers wie des Isotops Tritium entstehen Elektronen, deren
Energien im Flussigszintillatoren Lichtblitze (Lumineszenzen) erzeugen. Das Lumines-
zenzlicht trifft auf die Photokathode des Photovervielfachers und erzeugt dort Photo-
elektronen, die in Spannungsimpulse umgewandelt werden. Das Signal wird als CPM
(Counts Per Minute) oder nach Quench-Korrektur als DPM (Decays Per Minute)
registriert, von dem schlief3lich die Hintergrundaktivitat (Leerwert) subtrahiert wird.

Das Gehalt an T in der Probe ist proportional zu ihrer gemessenen Radioaktivitat und
kann deshalb direkt daraus errechnet werden, ohne das vorhergehende Aufnehmen von
Verdunnungsreihen. Dafur werden jedoch die Radioaktivitat im untersuchten System vor
dem Versuchsbeginn und die Vorkenntnis seiner urspringlichen Konzentration von T
bendtigt.
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III.11 Statistische Auswertungsmethoden

Bei allen Versuchen betrug die Anzahl der Messwerte mindestens drei (n=3). Bei den
aufgefuhrten Mittelwerten handelt es sich, falls nicht anders angegeben, um arithme-

tische Mittelwerte mit ihrem Vertrauensbereich (Y = VB;).

Nach einem F-Test auf Varianzhomogenitdt wurde zur Ermittlung signifikanter
Unterschiede zwischen verschiedenen Mittelwerten ein Student t-Test fur ungepaarte
Stichproben durchgefihrt. Wenn ein zuvor durchgefihrter F-Test signifikante
Abweichungen zwischen den Varianzen der zu vergleichenden Mittelwerte ergab oder die
zu erhaltenden Werte nicht normalverteilt waren (Wahrscheinlichkeitsnetz oder
Kolmogorov-Smirnov-Test), kam stattdessen ein nichtparametrischer zweiseitiger
Mann-Whitney -U-Test zum Einsatz, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,05
zugrunde gelegt wurde.

Die Regressionsanalyse, die statistische Auswertung der erhaltenen Daten, die
Standardisierung der Messmethoden und die Ermittlung der Verfahrenskenndaten
erfolgten nach den in [251] beschriebenen Vorgehensweisen.

Prifung der Messdaten auf Ausreif3er erfolgte falls ne]2-30[ nach Nalimov sonst nach
Grubb (n = 30).

Bestimmung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen erfolgte nach
DIN 32 645.

Die Prufung verschiedener Gruppen bzw. ihrer Mittelwerte auf Gleichheit wurde mit einer
einfaktoriellen Varianzanalyse ANOVA durchgeftihrt. Bei Zweifel an der Homogenitét der
Varianzen infolge eines Bartlett-Tests und somit an der Aussagekraft der sich
anschliefSenden Varianzanalyse kam ein parameterfreien H-Test nach Kruskal-Wallis
zum Einsatz.

Die statistische Bearbeitung und Auswertung der Messdaten sowie die graphische
Darstellungen der erhaltenen Ergebnisse erfolgten mit Hilfe folgender Programme:

— Microsoft® Excel 2000 (USA)
— Microcal™ Origin® Version 6.0 (Microcal Software, Inc., USA)
— STATISTICA® Version 6 (StatSoft Inc, Tulsa, USA)
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,Es ist nicht richtig , dass es in der Wissenschaft nur auf das logische
Denken ankommt. In Wirklichkeit spielt die Phantasie im Reich der
Wissenschaft und gerade auch der Naturwissenschaft eine entscheidende
Rolle. Denn selbst wenn viel ntichterne, sorgféltige, experimentelle Arbeit
notig ist, so gelingt das Zusammenordnen der Tatsachen doch nur, wenn
man sich in die Phdnomene eher hineinfiihlen als hineindenken kann.”

Werner Heisenberg ,Der Teil und das Ganze”

~Jede Wissenschaft ist, unter anderem, ein Ordnen, ein Vereinfachen,
ein Verdaulichmachen des Unverdaulichen fiir den Geist.”

Hermann Hesse (1877-1962)



KAPITEL IV

Untersuchungen zur Solubilisation und Mizellbildung

IV.1 Solubilisationsuntersuchungen zur Optimierung der
mischmizellaren Systeme

In diesem Teil der Arbeit werden die Versuche beschrieben, Gber die die Auswahl bzw.
die Optimierung einfacher, bindrer und terndrer mizellarer Systeme erfolgte, deren
Einfluss auf die Resorption des T bzw. seiner Ester spéter untersucht wurde.

IV.1.1 Ergebnisse

IV.1.1.1 Solubilisation des Testosterons und verschiedener
Testosteronester in unterschiedlichen Tensidlosungen

Die bei diesen Untersuchungen verwendeten Tenside gehoéren zu den pharmazeutisch
relevantesten Tensiden und lassen sich je nach Ladung der hydrophilen Kopfgruppe in
drei Gruppen unterteilen: Kationische, anionische und neutrale Tenside. Fir die Auswahl
des am besten geeigneten Tensids in jeder Gruppe hinsichtlich der Solubilisations-
kapazitat fur das T und seine Ester wurden die geséattigten Tensidlésungen in SPB
vorbereitet (Ill.2) und die Sattigungskonzentrationen mit der Methode HPLC-1 (lII.5)
ermittelt. Die Solubilisationsergebnisse sind in Abb. 17 graphisch dargestellt.
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Abb. 17 Solubilisation des Testosterons und verschiedener Testosteronester in verschie-
denen mizellaren Tensidlésungen (20 mmol/l) in Sérensen-Phosphatpuffer (SPB) bei
25 °C, ermittelt mit HPLC/UV

Die Loslichkeit des T bzw. seiner Ester in SPB wurde bereits vorher wie bei den
mizellaren Losungen ermittelt. Die Solubilisationswerte in den mizellaren Lésungen
wurden dann um diese Werte korrigiert. Bei T betrug die Sattigungskonzentration in SPB
20,1 ug/ml und bei TP 1,5 ug/ml. Die ermittelten Sattigungskonzentrationen fur TE und
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Td in SPB waren sehr gering (unterhalb der BG) und wurden deshalb bei der o.g.
Korrektur vernachlassigt.

TE lief3 sich in den hier untersuchten Tensidlésungen in grofen Konzentrationen
solubilisieren. Allerdings waren die mit TE gesattigten Tensidlosungen auch nach der
Filtration triib, so dass man hier von keinem rein mizellaren System ausgehen konnte.
Waéhrend die anderen verwendeten Steroide unterschiedlich hohe Solubilisationen in den
verschiedenen Systemen zeigten, wies TP eine gute Solubilisation in allen Systemen auf
und wurde deshalb als Modellstoff in IV.1.1.5 verwendet.

IV.1.1.2 Entwicklung binidrer Systeme aus Tensiden und Fettsauren

Die Herstellung der bindren Systeme erfolgte nach den in Ill.2 beschriebenen Methoden.
Fur die Herstellung bindrer MMS mit einer unverzweigten Fettsédure als zweite Kompo-
nente kamen die ungesattigte Olsaure C18:1 (OS) und ihr geséttigtes Analogon, die
Stearinsaure C18 (SS), zum Einsatz. OS ist ein sehr wichtiger Bestandteil der Lipid-
verdauung im GIT. Dartber hinaus ermdglichte ihre Kettenlange den Vergleich mit den
ahnlichen Fettsaurereste der verwendeten SL bei der Herstellung der MMS. Durch die
Verwendung von SS wurde auch der Einfluss der Sattigung der Fettsauren (bei gleicher
Kettenlédnge) auf die Solubilisation gepruft. Fur diesen Zweck wurden die Transmissions-
eigenschaften verschiedener Tensidlosungen in SPB mit zunehmendem Fettsduren-
gehalt (Molenbriiche) verglichen. Die dafir verwendete Untersuchungsmethode wurde in
lll.4.1 beschrieben. Abb. 18 und Abb. 19 zeigen die Ergebnisse. Die Berechnung des
Molenbruches erfolgte nach Gl. IV.1-1

B C. Darin ist p; der Molenbruch des zugegebenen
= Cronia +CL Gl IV.1-1  Lipids, C, die molare Lipidkonzentration und Cr_, 4
die molare Tensidkonzentration (=0,02 mol).
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Abb. 18 Transmissionseigenschaften (n=3, Y * SA) verschiedener Tensidlésungen (20 mmol/l) in
Sérensen-Phosphatpuffer (SPB) bei 25 °C und A=660 nm mit zunehmenden Molenbriichen der
Stearinsaure (SS)
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Abb. 19 Transmissionseigenschaften (n=3, Y *+ SA) verschiedener Tensidlosungen (20 mmol/l) in
Sérensen-Phosphatpuffer (SPB) bei 25 °C und A=660 nm mit zunehmenden Molenbriichen der
Olsaure (OS)

IV.1.1.3 Entwicklung binarer Systeme aus Tensiden und Lecithinen

Die Herstellung dieser Systeme erfolgte nach den in Ill.2 beschriebenen Methoden. Als
Lecithine kamen hier das ungeséttigte SL Phospholipon® 90 G (P90G) und das
gesattigte Analogon Phospholipon® 90 H (P90H) zum Einsatz. Die Solubilisation dieser
SL in den hier verwendeten Tensidsystemen wurde anhand der Transmissionseigen-
schaften ihrer Losungen mit zunehmenden Lecithin-Molenbriichen bei 25 °C und
A=660 nm nach der in Ill.4.1 beschriebenen spektroskopischen Methode untersucht.
Hierbei konnte auch der Einfluss der Sattigung auf die Solubilisation gepriift werden. Die
Berechnung der Molenbrtiche erfolgte nach Gl. IV.1-1. Abb. 20 und Abb. 21 zeigen die
Ergebnisse.

P90H ergab ein instabiles System in NaDC-Loésungen und fiel wahrend des Abkuhlens
des Systems sogar bei der kleinsten Zugabe von ihm aus, weshalb es in Abb. 20 nicht
dargestellt wurde.

IV.1.1.4 Ternare Systeme: Tensid- Lecithin- Fettsaure

Basierend auf den o.g. Untersuchungen (siehe Diskussion IV.1.2) wurden die Tenside
NaGDC, Br35 und HTAB sowie das ungeséttigte Lecithin P90G in den den optimalen
Molenbriichen p,,,, entsprechenden Konzentrationen (Abb. 21) fir die Herstellung
terndrer MMS ausgewéhlt. Diese wurden dann mit zunehmender Konzentration der OS
nach einer geeigneten Herstellungsmethode (lll.2) angesetzt. Die optimale Konzentration
der OS wurde in jedem System anhand der Transmissionsmessungen bei 25 °C und
A=660 nm (siehe Ill.4.1) ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 22 aufgefihrt. Eine
schlagartige Phasentrennung in Form von Ausflockungen war in den Systemen
(NaGDC+P90G) bei OS-Konzentrationen oberhalb 1 ul/ml zu beobachten. Die Zugabe
der OS endete deshalb an diesem Punkt.
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Abb. 20 Transmissionseigenschaften (n=3, Y + SA) verschiedener Tensidlésungen (20 mmol/l) in

Sérensen-Phosphatpuffer (SPB) bei 25 °C und A=660 nm mit zunehmenden Molenbriichen des
gesattigten Sojalecithins PO9OH
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Abb. 21 Transmissionseigenschaften (n=3, Y *+ SA) verschiedener Tensidlosungen (20 mmol/l) in

Sérensen-Phosphatpuffer (SPB) bei 25 °C und A=660 nm mit zunehmenden Molenbriichen des
ungesattigten Sojalecithins P90G
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Abb. 22 Transmissionseigenschaften (n=3, Y + SA) terndrer mischmizellarer Systeme aus

ausgewshlten Tensiden und dem ungesittigten Lecithin P90G mit zunehmenden Olséaure-
Konzentrationen in SPB, 25 °C, A=660 nm

IV.1.1.5 Solubilisation verschiedener Steroide in bindren und terniren
mischmizellaren Systemen

Fur die Auswahl der optimalen MMS hinsichtlich ihrer Solubilierungskapazitét fir T bzw.
Testosteronester zwecks Verwendung in weiteren Untersuchungen wurde TP aufgrund
der Ergebnisse in [V.1.1.1 eingesetzt.

TP Solubilisation
[umol/ml]

Olsaure [pl/ml] 2,7

Abb. 23 Solubilisation von TP in ausgewadhlten einfachen, bindren oder terndren mizellaren
Systemen (mit P90G und/oder OS) des Tensids NaGDC bei 25 °C, Bestimmung mittels HPLC/UV
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Abb. 24 Solubilisation von TP in ausgewahlten einfachen, bindren oder terndren mizellaren
Systemen (mit P90G und/oder OS) des Tensids Br35 bei 25 °C, Bestimmung mittels HPLC/UV

TP Solubilisation
[pmol/ml]

Olsiure [pl/ml]

Abb. 25 Solubilisation von TP in ausgewadhlten einfachen, bindren oder terndren mizellaren
Systemen (mit P90G und/oder OS) des Tensids HTAB bei 25 °C, Bestimmung mittels HPLC/UV

Dabei wurden mischmizellare Losungen der drei ausgewahlten Tenside, NaGDC, Br35
und HTAB mit unterschiedlichem Gehalt an P90G und OS mit TP geséttigt (Ill.2). Die
Gehaltsbestimmung des TP erfolgte nach der Verdiinnung mithilfe der Methode HPLC-1
(II.5.1). Die hier ausgewéhlten maximalen Konzentrationen von P90G und OS (Abb. 23,
Abb. 24 und Abb. 25) richteten sich nach den Ergebnissen der vorherigen Solubilisa-
tionsuntersuchungen (IV.1.1.2 bis IV.1.1.4). Nur bei Zunahme des P90G-Gehaltes nahm
die Solubilisation von TP in NaGDC Systemen deutlich zu. Hingegen war dies bei den
Br35- und HTAB-Systemen nur bei Zunahme des OS-Gehaltes der Fall.
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Tabelle 12 ausgewahlte mizellare L6sungen

, IN fiir die Untersuchungen in Abb. 26

System
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in Abb. 26 |GP
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Sattigungskonzentrationen
Systemen nach der Sattigung mit T bzw. mit |BOP

erfolgte nach der Verdinnung mit HPLC-1 |G

denen TP die besten Solubilisationen zeigte,
Die Ergebnisse sind
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Die Transmission wies bei
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Sattigungskonzentrationen von TE sind deshalb in Abb. 26 nicht abgebildet.

HOP
65

HO

BOP
6C) nahm des Weitern die Solubilisation

zu (auf3er der Solubilisation im System H) und dann mit weiterer Verlangerung der

Esterkette wieder ab.

BO

System

GPmax B

GP
bessere Solubilisation in den bindren als in den einfachen oder den ternaren Systemen.

binédren oder ternaren mizellaren Systemen (Tabelle 12), Bestimmung mit Hilfe der HPLC/UV
und seiner Ester in den verschiedenen Systemen ein sehr éhnliches Verhalten, d.h. eine

Abb. 26 Vergleich der Sattigungskonzentrationen von T, TP, und Td in ausgewahlten einfachen,

Mit Ausnahme der Solubilisation von T im System H zeigten die Solubilisationen des T

Mit Zunahme der Esterkettenlénge bis TE (R
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IV.1.2 Diskussion

Die in dieser Arbeit ermittelten Solubilisationseigenschaften der SL und der Fettséauren
zeigten eine gute Ubereinstimmung mit Cohen & Cary [252] und Booker et al. [253].
Die Letzteren untersuchten die Verteilung verschiedener PL zwischen Mischmizellen und
Vesikeln der menschlichen Galle und stellten fest, dass die Tendenz der Verteilung vor-
zugsweise in die Richtung der Mizellen geht (Verbesserung der Solubilisierung der Lipide
in den Mizellen), wenn sich ungesattigte Fettsaurereste auf der Position 1 oder 2 der
Diacylglyceride befinden. Analog dieser Resultate wurde in der vorliegenden Arbeit
festgestellt, dass diese Solubilisationsverbesserung unabhéngig von dem verwendeten
Tensid beobachtet werden kann und sich dementsprechend einfach auf den Sattigungs-
zustand der Fettsdure bzw. der Kohlenwasserstoffkette des Lipids (Lecithin oder
Fettsaure) zurickfuhren lasst (vergleich Abb. 18 bis Abb. 21). Dieser Effekt lasst sich mit
besseren Einordnungseigenschaften der ungesattigten Fettséaure zwischen den Tensid-
molekile innerhalb der mizellaren Struktur begrinden [252]. Ungeséttigte Kohlen-
wasserstoffketten mit cis Doppelbindungen benétigen aufgrund sterischer Effekte mehr
Platz in den Monoschichten (mehr Flache pro Molekiil), und lockern somit die Packung
der Molekiile auf [254]. SS weist beispielsweise eine Flache pro Molekiil von ca. 20 Az
auf [255,256], wihrend diese bei OS ca. 41 A2 betragt [256,257]. Im Vergleich zu SS-
Molekiilen scheint die Einbettung der OS-Molekile zwischen den Tensidmolekilen dem
mizellaren Bau dementsprechend Flexibilitat zu verleihen. Diese bietet den Molekulen in
dem mizellaren Gerlist vermutlich eine bessere Anpassungsmoglichkeit flir optimale
intermolekulare Wechselwirkungen, und so verbessert dies schlief3lich die Mizellbildung
sowie die Solubilisierung. Das gilt auch, wenn die Einbettung im hydrophoben oligen
Kern eines Aggregats erfolgt, denn statt der dichten Packung im Aggregatkern wird hier
eine gewisse Flexibilitat fur die Einpassung der Kohlenwasserstoffketten bendétigt.
Ahnliche Schliisse lassen sich analogerweise auch bei der Einbettung der ungesattigten
und gesattigten SL in den Mizellen ziehen. Deshalb ist neben der Rolle der Kettenlange
des Tensids und des Lipids [253,258] die Verwendung ungeséttigter Lipide als ein sehr
wichtiger Faktor fur die Verbesserung ihrer Solubilisation in den mizellaren Tensid-
systemen zu betrachten. Basierend darauf wurden bei weiteren Optimierungsunter-
suchungen nur die ungesattigten OS und P90G fur die Herstellung der MMS eingesetzt.

Bemerkenswert hinsichtlich der Optimierung der terndren Systeme war, dass die
Solubilisationen der OS in den ausgewahlten bindren Systemen der Tenside Br35 und
HTAB (Abb. 22) mit diesen in den entsprechenden einfachen Systemen (Abb. 19)
beinahe identisch waren (Molenbriiche der OS wurden tiber eine Dichte von 886.5 ug/ul
und unter Betracht ihrer Molmasse in die entsprechenden Konzentrationen in wl/ml
umgerechnet). Daraus wurde geschlossen, dass sich diese Lipide bei der Anwesenheit
zusammen in den o.g. mizellaren Lésungen hinsichtlich ihrer Solubilisationen nicht
gegenseitig beeinflussen. Bei den NaGDC-Systemen hingegen fiihrt die Solubilisation
eines Lipids zu einer deutlichen Verringerung der Solubilisationskapazitat des Systems
fir das andere Lipid. Durch die bindren Systeme konnte die Solubilisation der hier
verwendeten Steroide weiterhin starker verbessert werden, als mit den ternaren
Systemen (Abb. 26). Obwohl die Zugabe der einzelnen Lipide zu den einfachen Tensid-
systemen (OS zu Br35- oder HTAB-Systemen, und P90G zu NaGDC-System) eine
Verbesserung der Solubilisation der verwendeten Steroide bewirkt, wird die Einbettung
der Steroidmolekiile in die Mizelle durch die Zugabe weiterer Lipide nicht begiinstigt.
Dies liegt wahrscheinlich darin begrindet, dass die zugegebenen Lipidmolekule mit den
Steroiden um die Solubilisationsstellen innerhalb der mizellaren Matrix konkurrieren.
Eine weitere Moglichkeit wéare, dass die Verwendung zweier Lipide zu einer fur die
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Solubilisation ungiinstigen Strukturédnderung innerhalb der mizellaren Gebilde oder zur
Entstehung von Vesikelstrukturen mit den Steroiden fuhrt. Vermutlich konkurrieren hier
insbesondere die polaren Kopfgruppen um die hydrophilen Seiten innerhalb der
Mizellen. Durch die zugesetzten Lipide wird die mizellare Struktur bei den
mischmizellaren NaGDC- oder HTAB-Systeme daher dichter gepackt und hoher
geordnet, insbesondere in der Kopfgruppenregion. Im Falle der Br35-Systeme hat die
untere Schicht der unhydratisierten Zone [259] der Polyoxyethylengruppen nur eine
begrenzte Kapazitat bezliglich der Wechselwirkung mit den polaren Kopfgruppen der
solubilisierten Stoffe. Folglich verringert sich die Solubilisation der verwendeten Steroide
in den ternéren Systemen gegeniiber den bindren Systemen.

Aus den erreichten hohen Solubilisationen von TE in allen untersuchten Systemen und
zugleich den daraus trotz Filtration entstandenen milchig triiben Lésungen lasst sich ein
anderer Mechanismus fur die Solubilisation des TE in diesen Konzentrationen vermuten.
Durch die amphiphile Struktur und die glinstig mittelgrof3e Esterkette des TE-Molekiils
in Gegenwart der Tenside mit ggfs. den anderen amphiphilen Lipiden ist hier die
Entstehung anderer solubilisierter Aggregate wie z.B. Vesikel beguinstigt und somit sehr
wahrscheinlich.

Br35 zeigte die besten Solubilisationen mit T und dem kurzkettigen TP sowie gute
Solubilisationen mit den langkettigeren TE und TU gegenuber den anderen unter-
suchten nichtionischen Tensiden Abb. 17. Entscheidend fur die Auswahl von Br35 fir
die weiteren Optimierungen war aber nicht nur dieser Befund, sondern auch, dass er die
beste Solubilisation von OS gegeniiber Tw20 aufwies, dessen Molekiil einen vergleich-
baren Seitenkette wie Br35 hat (C12), sowie gegeniber Tw80, welches selber einen
Monooleatseitenkette in seiner chemischen Struktur enthélt. Nichtionische Tenside wie
n-Alkyl-Polyoxyethylenether besitzen die Fahigkeit, auch ohne Verwendung eines
Cotensids stabile Microemulsionen zu bilden [259]. Basierend auf dieser Eigenschaft
kann man hier im Falle von Br35 und mit dem Molenbruch der OS von xsg 0,55 (ca.
30% W/W OS/Br35) von einem Mikroemulsionssystem ausgehen. Ausgehend von der
Tatsache, dass eine definierte physikochemische Unterscheidung zwischen Mikro-
emulsionen und solubilisatgeschwollenen Mizellen (solute-swollen micelles) als noch
weit umstritten gilt [259], durfte dieses System bei der Optimierung weiter eingesetzt
werden. Etwa 80 % Verbesserung der Solubilisation von TP in diesem System gegenuber
dem Olsaurefreien mizellaren Br35 System rechtfertigte des Weiteren diese
Entscheidung (Abb. 24). Die Erh6hung des OS-Gehalts im Falle von TP (Abb. 24) sowie
die Zunahme der Kettenldnge bzw. der Lipophilie der Testosteronester in den OS-
haltigen Losungen (Abb. 26) resultierten bei Br35 Systemen in einer Verbesserung der
Solubilisation. Dies deutet darauf hin [259], dass die OS-Molekiile grof3enteils nicht weit
in die unhydratisierte Polyoxyethylenzone eindringen, wo sie mit den Wirkstoffen um die
Solubilisationsstellen innerhalb dieser Schicht konkurrieren. Stattdessen wechselwirken
ihre hydrophilen Kopfgruppen tber Wasserstoffbrickenbindungen mit dem untersten
Teil der Polyoxyethylenschicht, wahrend ihre Kohlenwasserstoffketten zusammen mit
den hydrophoben Seitenketten der Tensidmolekiile eine Olmasse im Kern des
Aggregats bilden (sieche Abb. 36 ). Durch die hohe Loslichkeit lipophiler Wirkstoffe in
dieser Olmasse, die wiederum mit Erhéhung der Esterkettenlange (bis zu einer
bestimmten Lénge; hier bei TE R=6C) bzw. der Lipophilie zunimmt, kommt es im
Endeffekt zur beobachteten Verbesserung der Solubilisation. Diese Auffassung wurde
spater durch DLS- und MAKE- Untersuchungen bekréftigt.
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Naylor et al. [34,35] stellten fest, dass ungeséttigte Lecithine die Solubilisation stark
lipophiler Steroide in GS-Mischmizellen verbessern. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit stimmen damit Uberein (Abb. 26). NaDC- und NaGDC-Systeme zeigten identische
Solubilisationskapazitaten fir das ungesattigte P90G (Abb. 21). Weiterhin lief3 sich
herausstellen (Abb. 17), dass sich das NaDC-System am besten unter den untersuchten
GS-Systemen fir die Solubilisierung der verwendeten Steroide eignet. Aus Kosten-
grinden und unter Einbeziehung der mit ihm erhaltenen guten Solubilisationen der
Steroide wurde jedoch NaGDC in den weiteren Untersuchungen eingesetzt. Martis et al.
[260] schlieflen aus ihrer Untersuchung fir die Solubilisation von T im Trihydroxy-
gallensalz, Natriumglycocholat, dass T dabei hochstwahrscheinlich nicht in der un-
polaren Innenregion der Mizelle solubilisiert wird, die sich aus den hydrophoben Ruick-
seiten der Glycocholatmolekiile bildet, und damit von der Mizelle eingeschlossen wird,
sondern sich aktiv an der Bildung komplexer solubilisierter Aggregate mischmizellarer
Natur beteiligt. Diese Schlussfolgerung stitzte sich auf eigene Ergebnisse sowie ahnliche
Befunde anderer bei ihnen zitierter Arbeiten, bei denen eine Solubilisation von T
unterhalb der scheinbaren binéren kritischen mizellaren Konzentration (apparent Critical
Micelle Concentration) des Systems beobachtet wurde. Dies wurde von ihnen auf eine
Oberflachenaktivitat der T-Molekile zurtickgefuhrt, welche auch eine aktive Beteiligung
des T an der Bildung mischmizellarer oder eventuell pramizellarer Aggregate bedingt.

Das Solubilisationsverhalten des T und seiner Cholesterin  Phospholipid
Ester zeigte in fast allen untersuchten mizellaren l / -
Systemen grofle Ahnlichkeit mit dem Solubili- § v § § . %
sationsverhalten dieser Stoffreihe in den Lipid-
doppelschichten der Ei-Lecithine, dass von
Stevens & Green [261] untersucht wurde. Die
letzten bemerkten eine Zunahme der Solubili-
sation mit Zunahme der Esterkettenlédnge bis zu
8-9 C-Atomen. Uber diese Kettenlénge hinaus :
nahm die Solubilisation wieder ab. Uber eine % % ’ % %
angenommene Ahnlichkeit mit der bekannten -
gglublllsat{on des Cholesterins lr.l. den Mer.nbr.an- Abb. 27 Schematische Darstellung der
ppelschichten (Abb. 27) begriindeten sie ihre - . Einbettung vom Membran-
Befunde wie folgt: Die Esterketten der in den sterol in den Lipiddoppelschichten
Lipiddoppelschichten eingebetteten Testosteron-
ester konnen sich mit Zunahme der Kettenldnge von einer Seite der Doppelschicht bis
zur anderen durch die Kontaktflache hinweg nicht frei erstrecken. Die Packung der
Kohlenwasserstoffketten in der Mitte der Doppelschichtregion wird sonst sehr dicht, und
somit wird die Anpassungsfahigkeit der Lipidketten eingeschrénkt, die fir eine maximale
Wechselwirkung zwischen den Schichten benétigt wird. Die Solubilisation der Steroide in
der Lipiddoppelschicht wird im Endeffekt davon bestimmt. Nach Stevens & Green sollte
dies daher im Falle der Monoschichten nicht gelten. Die o.g. Ahnlichkeit hinsichtlich des
Solubilisationsverhaltens léasst sich im Falle der L-GS-Mischmizellen mit der Anwendung
des bekannten Mischdiskmodells (mixed disk model) [19] oder des Modells der radialen
Schale (radial shell model) [24] sowie auch anderer Modelle [22,23] erklaren (Abb. 28).
Diese Modelle fithren alle zur Annahme, dass die Steroide in den Mischmizellen zwischen
den Lecithinmolekulen solubilisiert werden, indem sich ihre Ketogruppen an der hydro-
philen Seite der Mizelle verankern, wahrend sich ihre steroidalen Ringsysteme und Ester-
ketten zwischen den Kohlenwasserstoffketten der Lipide einordnen. Dabei wird die
Einbettung der Testosteronester in den Mischmizellen wahrscheinlich durch eine

Lipid-Doppelschicht
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Wechselwirkung ihrer Esterfunktion mit der Doppelbindung der ungesattigten Fettreste
im Lecithinmolekill besonders beglinstigt. Die Einbettung der Testosteronester mit
langeren Esterketten in diesen Strukturen ist nach dieser Vorstellung nur begrenzt
moglich. Dies hangt ebenfalls von der Esterkettenlange ab und kann mdglicherweise wie
bei der oben beschriebenen Solubilisation in den Lipiddoppelschichten zur Instabilitét
des Systems fiihren und somit zur Reduzierung der Solubilisation.

Bei den HTAB-Systemen scheint die Esterkettenlange bzw. die Lipophilie des Testos-
teronesters die Hauptrolle in der Verbesserung der Solubilisation unterhalb einer Ketten-
lange von ca. 7 C-Atomen zu spielen. Dies kann innerhalb dieses Bereiches auf eine
Verbesserung der Solubilisation des Molekiils im hydrophoben Kern der Mizelle zuriick-
gefuhrt werden. Oberhalb dieser Esterkettenldnge scheint der sterische Faktor (die
Molekiilgrof3e) und ihr Stérungseffekt fir die Stabilitdt der Aggregate die anderen
Faktoren wie die Lipophilie zu Uberwiegen und die Hauptrolle als solubilisationsbestim-

2 ’%:-' ":g'
» AR

Abb. 28 Modellvorstellungen zur Struktur von Lecithin(L)-Gallensalz(GS)-Mischmizellen, a: ,,mixed
disk“-Modell nach Mazer et al. [19], b: ,stacked disk“-Modell nach Shankland [18], c: ,radial
shell“-Modell nach dlmius et al. [20]

mender Faktor wieder zu ilbernehmen. Das abweichende Solubilisationsverhalten des T
in den HTAB-Systemen (Abb. 26) steht im Einklang mit der ,Theorie der reguléren
Losung®, nach deren Aussagen eine Abnahme der Solubilisation in bindren MMS zweier
oberflachenaktiven Stoffe mit starker gegenseitiger Anziehung gegentber den einfachen
Tensidsystemen erwartet wird. Dies kann auch analog zu Treiner et al. [262] durch die
Polaritat der T-Molekule erklart werden. Ein T-Molekill ist fast halb so lang wie ein HTAB-
Molekul und besitzt im Gegensatz zu den anderen hier verglichenen Steroiden keine
Esterkette, die das Molekul wegen ihrer Lipophilie tiefer in die Mizelle zieht. Wegen ihrer
gewissen Amphiphilie ordnen sich die neutralen T-Molekile vermutlich in einer voran-
schreitenden Position in der oberen mizellaren Schicht ein. Sie lindern dadurch die
Abstof3ung zwischen den gleich positiv geladenen HTAB-Kopfgruppen und fiillen durch
ihre relativ kleine Grof3e die Rdume dazwischen (siehe Abb. 33, IV.2.2). Damit fungieren
sie wie ein Cotensid und tragen zur Stabilisierung des Systems bei. Hingegen bewirken
die OS-Kopfgruppen im Falle der binaren HTAB-Systeme mdglicherweise wegen ihrer
gegensatzlichen negativen Ladungen eine Zunahme der Ordnung bzw. der Packung in
der Kopfgruppenregion und somit die Senkung der Solubilisation des T. Eine weitere
geringe Verbesserung der Solubilisation des T mit Zugabe von P90G bei dem ternéaren
System HOP bekréftigt diese Vermutung (Entspannung in der Kopfgruppenregion).
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IV.2 Bestimmung der mizellaren GrofSe mittels DLS

Die Anderung der mizellaren Gré3e in Abhéngigkeit vom Inhalt des mizellaren Systems
an den verschiedenen Komponenten wurde hier untersucht. Die dadurch erhaltenen
Informationen dienten zur Unterstitzung einiger in IV.1 gezogenen Schlisse sowie
anschliefSend zur Entwicklung einer Modellvorstellung Giber den Bau der resultierenden

mizellaren Systeme.

IV.2.1 Ergebnisse
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Abb. 32 Beispiel fiir die erhaltenen unterschiedlichen Verteilungen bei
den zwei angewandten CONTIN-Verfahren

Fur diese Untersuchungsreihe kamen die in V.1 entwickelten MMS mit den optimalen
Zusammensetzungen der Komponente zum Einsatz. Diese waren die Systeme GP, BO
und HO (siehe Tabelle 12, IV.1.1.5). Die Versuche wurden dementsprechend je nach
verwendetem Tensid in drei Gruppen unterteilt. Die fir den Vergleich verwendete molare
Wirkstoffkonzentration in allen Systemen wurde hauptséchlich von der kleinsten
erhaltenen Wirkstoffsolubilisation unter den untersuchten Systemen bestimmt. Diese war
die Solubilisation des T im System G der Gallensalzsysteme sowie TU-Solubilisationen in
den Systemen B der Br35-Systeme und HO der HTAB-Systeme (Abb. 26, IV.1.1.5). Es
wurden in einzelnen Féllen auch andere Wirkstoffkonzentrationen oder sogar geséttigte
Systeme verwendet, um den Einfluss dieser Konzentrationsénderung auf die mizellare
Grof3e zu untersuchen. Die Ergebnisse sind in Abb. 29, Abb. 30 und Abb. 31 dargestellt.
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Die CONTIN-Analyse ergab im Falle aller 6lsaurehaltigen HTAB -Systeme sowie fast aller
mit Steroid gesattigten Systeme zwei Verteilungen (Abb. 32) der Funktion G(I') bei der
intensitatsgemittelten Methode und eine Verteilung bei der zahlengemittelten Methode.

IV.2.2 Diskussion

Ergebnisse tiber Untersuchungen von GS- bzw. L-GS-Mischmizellen sind in der Literatur
haufig anzutreffen. Das resultiert in einer grof3en Anzahl an vorgeschlagenen Aggrega-
tionsmodellen und Strukturerklarungstheorien [17,19,25-27,263,264]. Einige davon sind
in IV.1.2 abgebilet (Abb. 28). Small zeigte in seiner Arbeit [17], dass NaGDC Molektile
unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen zur Bildung kleiner Aggregate mit
einer Aggregationszahl von ca. 2 bis 10 neigen. Das Programm ACD/ChemSketch
(Vr. 5.12, Advanced Chemistry Development Inc., Canada) errechnet fiir das NaGDC-
Molekil eine Lange von ca. 18 A und eine Breite von ca. 5-6 A. Unter Einbeziehung des
von Small beschriebenen Aggregationsmodells kommt man durch den ermittelten
hydrodynamischen mizellaren Radius (=18 A) fir das einfache G-System (Abb. 29) auf
eine Aggregation von ca. 2-6 Molekulen pro Mizelle. In analoger Weise héangt der ermit-
telte grof3e mizellare hydrodynamische Radius (R, = 29 A) des binéren GP-Systems mit
der Entstehung grof3erer Aggregatformen, wie in Abb. 28 dargestellt, zusammen. Bei
den einfachen und bindren NaGDC-Systemen und nach Zugabe der verwendeten
Steroide (0,3 umol/ml) ergaben sich keine deutlichen Anderungen der mizellaren Grof3e
in Gegenwart der Steroide oder in Abhéngigkeit von der Esterkettenlange, sondern nur
eine kleine Grof3enabnahme gegenliber dem entsprechenden wirkstofffreien einfachen
bzw. bindren System. Daraus lasst sich schlief3en, dass die Steroidmolekile durch ihre
Amphiphilie hochstwahrscheinlich die Rolle eines Cotensids tibernehmen, und somit
eine bessere Packung der Mizellen bewirken. Im Endeffekt fuhrt dies dazu, dass sich das
Mizellvolumen nach Steroidzugabe nicht wesentlich &ndert und sich sogar durch die
dichtere Packung geringfiigig reduziert. Die Unabhéangigkeit der mizellaren Grof3e von
der Esterkettenlange weist auf identische Mizellstrukturen bzw. Solubilisierungsstellen
innerhalb (siehe auch IV.4) der mizellaren Struktur hin und erklart damit die Abnahme
der Solubilisationskapazitat der GP-Systeme nach einer bestimmten Esterkettenlédnge
des Steroids, die in IV.1.2 mit zunehmender Instabilitédt solcher Systeme erklart wurde.
Mit anderen Worten, diese Feststellung unterstitzt die in IV.1.2 eingefiihrte Erkléarung fir
das Solubilisationsverhalten der verwendeten Steroide in Abhéangigkeit von ihrer Ester-
kettenlange und somit die ihr zugrunde liegende Modellvorstellungen (Abb. 28, IV.1.2).
Bei den Systemen, bei denen eine Uberdurchschnittliche aktive Beteiligung des Steroid-
molekuls an der Mizellbildung erwartet (NaGDC-Systeme mit T) oder die beste Eignung
der Steroidstruktur fur die Solubilisation vermutet wurde (TE) (siehe IV.1), kam es zu
einer relativen kleinen Reduzierung der mizellaren Grof3e gegenuber den mit den
anderen Estern (TP und Td) beladenen Systemen. Dies wurde in diesen Féllen als ein
Hinweis auf verstérkte Packung der Mizellen betrachtet. Die deutliche Abnahme der
mizellaren Grof3e nach der Sattigung des GP-Systems mit T sowie die o.g. allgemeine
Abnahme der mizellaren Grof3en der einfachen und bindren NaGDC-Systeme nach
Zugabe der unterschiedlich amphiphilen Testosteronanaloga verstarkten diese An-
nahme. Beim T kann dies auch mit der Entstehung kleinerer Aggregatformen erkléart
werden (siehe z.B. die starke Abnahme der Mizellgrof3e im GP-System nach der
Séattigung mit T in Abb. 29), was wiederum mit der Amphiphilie des T zusammenhéngt.
Die Zunahme der mizellaren Gréf3e mit steigenden TP-Konzentrationen beim GP-System
spricht moglicherweise fir eine zunehmende Anzahl an den eingebetteten TP-Molekilen
in der Mizelle.
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Nichtionische Tenside mit langen Polyoxyethylenketten bilden stébchenférmige Mizellen
[265], abgeplattete ellipsenférmige oder auch nichtklassische sphéarische Mizellen [266].
Der Polyoxyethylenrest hat die Form einer ausgedehnten kegelférmigen Spirale, deren
Spitze an der Grenzflache mit dem Kohlenwasserstoffkern hangt. Ein theoretischer
Querschnitt in den Mizellen dieses Tensids soll eine ganze Variation an Schichten zeigen,
deren Polaritat sich stufenweise ab der ganz polaren wassrigen Phase Uber die hoch-
hydratisierte Oberschicht und die néachste mit zunehmend unhydratisierten Polyoxy-
ethylenketten dicht gestaute Schicht hindurch bis zum ganz unpolaren Kohlenwasser-
stoffkern [267] andert (siehe Abb. 36 , IV.4). Die unterschiedlich polaren Schichten
bieten dementsprechend ein breites Spektrum an Solubilisierungsstellen innerhalb der
Mizelle fur Stoffe unterschiedlicher Polaritaten [267,268]. Je unpolarer ein eingebettetes
Steroid ist, umso mehr lasst es sich in diesen Tensidsystemen solubilisieren. Mit der Ver-
langerung der Polyoxyethylenkette des Tensids reduziert sich die Solubilisation unpolarer
Steroide deutlich. Grof3e, Hydratationsgrad und Anzahl der Mizellen nehmen hingegen
zu. Andererseits hat die Anwesenheit des Solubilisats bzw. Steroids im System kaum
oder Uberhaupt keinen Einfluss auf diese Merkmale [267]. Die oben dargestellten
Ergebnisse (Abb. 30) zeigten bei kleinen und identischen molaren Steroidkonzent-
rationen in guter {bereinstimmung mit Barry & El Eini (1976) auch keine Anderung der
mizellaren Grof3e der steroidhaltigen einfachen oder bindren Systeme gegentber den
entsprechenden wirkstofffreien Systemen. Laut Malcolmson et al. (1998) [259], je
kleiner das Olmolekil und langer die hydrophobe Tensidkette sind, umso tiefer dringt
das Olmolekiil in die Polyoxyethylenschicht ein und tibernimmt die Rolle eines Cotensids
und somit éndert sich die Packung der Mizelle. Dies bewirkt vermutlich eine fur die
Solubilisation schédliche Verdiinnung der unhydratisierten konzentrierten Polyoxy-
ethylenschicht. Die Solubilisierung dieser kleinmolekularen Ole in diesen Tensid-
systemen, auch in kleinen Konzentrationen, ergibt folglich asymmetrische ellipsen-
formige Aggregate. Mit Erhohung der Olkonzentration oder bei der Solubilisierung von
Olen mit grofiem Molekularvolumen wachsen diese Aggregate in spharische Formen
hinein (siehe hierzu auch [269]). Bei den letztgenannten Aggregaten lagern sich die
Olmolekiile hauptséchlich im hydrophoben Inneren ein und bilden dadurch, zusammen
mit den hydrophoben Teilen der Tensidmolekiile, einen ausgepragten 6ligen Kern im
Aggregat. Die beobachtete Zunahme der mizellaren Gréf3e nach Zugabe von OS (Abb.
30) unterstiitzt diese Auffassung und steht im Einklang mit den Befunden und
Schlussfolgerungen in IV.1. Malcolmson et al. (1998) vertreten die Ansicht, dass sich
die meisten Wirkstoffe prinzipiell in der o.g. unhydratisierten konzentrierten Polyoxy-
ethylenregion nahe beim hydrophoben mizellaren Kern solubilisieren. Dies wurde bereits
zuvor im Falle der Steroide bestétigt [267,268]. Nur lipophile Wirkstoffe (log P>5-6)
zeigen ebenfalls eine signifikante Solubilisation im hydrophoben Kern dieser Aggregate
[270]. Auf3er wenn ein Wirkstoff eine gewisse Solubilisation in der dispergierten 6ligen
Phase aufweist und diese sich in den Kern des Aggregats lagert, bietet die Verwendung
der bindren Systeme solcher Art keinen Vorteil gegeniiber dem einfachen Tensidsystem
beziiglich der Solubilisationsverbesserung und erweist sich somit als zwecklos [259].
Trotz der deutlichen Erhéhung der TP-Konzentration im BO-System von 0,4 umol/ml
auf 1 umol/ml kam es zu keiner deutlichen Zunahme der mizellaren Grof3e (Abb. 30).
Betrachtet man die hohe Lipophilie des TP (log P=4,69 [134]), deuten die 0.g. Angaben
auf eine gewisse Solubilisierung der TP-Molekiile im 6ligen hydrophoben Aggregatkern
hin. Dadurch lasst sich wiederum die erhaltene Solubilisationsverbesserung der Steroide
bei der Verwendung dieser Systeme (IV.1) erklaren. Bemerkenswert war hier die
Abnahme der Aggregatgrofe der OS-freien, mit Steroiden gesattigten Systeme im
Vergleich zu den éhnlichen weniger konzentrierten Systemen (0,4 umol/ml) sowie die
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Steigerung dieses Effekts mit Zunahme der Esterkettenlédnge der solubilisierten Steroide
(Abb. 30). Moglicherweise teilen sich die Mizellen bei solchen hohen Konzentrationen der
Steroide in kleinere Aggregate mit einem geringen Steroidinhalt pro Aggregat (z.B. 1-3
Steroidmolekiile), um méglichst in Wechselwirkung mit dem ganzen Uberschuss der
Steroidmolekile zu treten. Dieser Effekt steigert sich dementsprechend mit Zunahme
der Molekiilgréf3e, da nun weniger Molekiile in ein Aggregat passen konnen. Beispiels-
weise errechnet die Software ACD/ChemSketch fur TU-Molektile eine theoretische Léange
von ca. 23 A, wahrend die DLS-Messungen fur die Mizellgrof3en in diesem gesattigten
System einen R, von nur ca. 25,3 A ergaben. Der Ruckgang der Solubilisation der
Testosteronester mit zunehmenden Esterkettenléngen (TU) gegenuiber den kleinkettigen
Estern im einfachen B-System (Abb. 26, IV.1.1.5) bekraftigte diese Schlussfolgerung
und deutete auf eine erschwerte Solubilisation mit der Erh6hung der Esterkettenlange
des Steroids hin.

Tenside mit grof3en hydrophilen Kopfgruppen wie N-methylierte quaternéare Alkylammo-
niumhalogenide neigen vorzugsweise zur Bildung spharischer Mizellen [271,272]. In
zusatzfreien wassrigen Losungen sind HTAB-Mizellen jedoch anisotrop [273,274].
Weiterhin nimmt ihre ,scheinbare” Grof3e nach geringem Zusatz von Benzol zu [273].
Smith & Alexander [275] stellten bei ihrer Untersuchung der Solubilisation verschie-
dener Aromaten in der Losung des kationischen Tensids Cetylpyridiniumchlorid fest,
dass Aromaten die Bildung von langen stébchenformigen Mischmizellen férdern. Dieses
wurde auch von Eriksson & Uillberg [276] bestétigt und auf eine gewisse Polarisier-
barkeit der Benzolmolekile zuriickgeftihrt, die einem Teil dieser Molekiile die Solubili-
sation in einer zu den polaren Tensidkopfgruppen sehr nahen Region sowie auch die
Bildung von Wasserstoffbriicken mit den dort penetrierten Wassermolektile ermdglicht.
Die Autoren vermuteten auch bei der Solubilisation des Benzols in hoheren Konzentra-
tionen eine Steigerung der Wechselwirkung zwischen den Kohlenwasserstoffketten im
Mizellinneren mit entsprechender Erniedrigung deren thermaler Mobilitat bei der Ent-
wicklung zu stabchenférmigen Mischmizellen infolge der Solubilisation des Benzols in
dieser Region. Mit zunehmender Konzentration des Tensids HTAB entstehen in seinen
Systemen zumeist stébchenférmige Mizellen [271,272,276-284]. Viele Faktoren wie pH,
Temperatur und die Gegenwart anderer Zusatze in der Losung wie z.B. Salze kénnen
diesen Vorgang beeinflussen. Besonders die Art und Konzentration solcher Salze beein-
flussen die Entstehung der stabchenférmigen Mizellen [279]. Uber Mischungen von Fett-
sauren wie OS mit Alkyltrimethylammoniumhalogeniden ist in der Literatur wenig
bekannt. Jedoch findet man zahlreiche Publikationen, die von Mischungen gegensatzlich
geladener Tenside wie z.B. HTAB und Natriumdodecylsulfat (NaDS) handeln [262,285-
290]. Tomasi¢ et al. [291] zitierten viele Arbeiten in diesem Zusammenhang. In
Mischungen von entgegengesetzt geladenen Tensiden kann es zur Bildung von Nieder-
schlagen (lonenpaarbildung aus Tensiden), kristallinen Phasen, Vesikeln oder Mizellen
kommen. Was sich bildet, hangt in erster Linie von der Konzentration der Tenside und
ihrem molaren Verhaltnis, Art der Gegenionen und strukturellen Eigenschaften der
Tenside (wie elektrostatischer Wechselwirkung zwischen den Kopfgruppen und Asym-
metrie in den Kettenldngen zwischen den beiden Tensiden) ab. Durch die Anderung
eines dieser Faktoren kann es zu einer Phasenumwandlung von ebenen kristallinen zu
gekrimmten lamellaren Phasen bis hin zu Vesikeln und Mischmizellen kommen. Dabei
wurde auch eine gleichzeitige Koexistenz unterschiedlicher Phasen Uber einen breiten
Bereich der Zusammensetzung festgestellt [291]. Bei der Solubilisation der Steroide in
den einfachen H-Systemen (1,5 umol/ml) zeigte sich nur im Falle von TU eine gering-
fiigige Anderung der mizellaren Gréf3e gegeniiber dem wirkstofffreien System (Abb. 31).
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Dies deutet darauf hin, dass die eingebetteten Steroidmolekiile keinen signifikanten
Einfluss auf die mizellare Struktur der einfachen lipidfreien H-Systeme haben. Die
Molekule der Testosteronester ordnen sich innerhalb der mizellaren Gebilde hochst-
wahrscheinlich (im Gegensatz zu den T-Molekiilen) mit der Ketofunktion nach auf3en an
und richten damit ihre hydrophoben Esterketten nach innen. Bei den Solubilisations-
untersuchungen kam es zu einem ungewohnlichen Solubilisationsverhalten (Abb. 26,
IV.1.1.5), das sich in einer deutlich groferen Solubilisation von T gegeniiber den
Testosteronestern zeigte, was auch in IV.1.2 diskutiert wurde. Mit Veresterung des T
steigt die Grof3e sowie die Lipophilie des Molekils und verschiebt sich seine Solubili-
sationsstelle im Vergleich zum T mehr in Richtung Mizellkern. Dadurch wird die Dichte
im Inneren der Mizellen grof3er und es steigt die AbstofSung zwischen den gleich
geladenen HTAB Kopfgruppen sowie folglich die Krummung der Mizelle wieder.
Infolgedessen reduzieren sich die Lebensdauer und Bestandigkeit der Aggregate und
somit die Solubilisation der Testosteronester gegentiber der des T betrachtlich. Dies hat
aber offenbar keinen Einfluss auf die mizellare Grof3e bis auf TU, dessen Grofde
anscheinend die Entstehung etwas grof3erer Mizellen bewirkt. Der Befund, dass die sehr
grof3e Solubilisation des T in dem einfachen H-System trotzdem keinen deutlichen
Einfluss auf die Mizellgrof3e hat und mit Zugabe von OS sehr deutlich abnimmt, hangt
wieder mit seiner Polaritat und somit seiner voranschreitenden Solubilisationsstelle in der
Mizelle zusammen und steht dementsprechend im sehr guten Einklang mit den
Schlussfolgerungen von Treiner et al. [262]. Neben der Hydroxylgruppe im T-Molekil
und der Esterfunktion in den Testosteronestern besitzt die Ketogruppe auch ein
Dipolmoment und damit eine Polaritat, die durch eine konjugierte Doppelbindung im
selben Ring sogar noch verstarkt wird. Aus der Tatsache, dass sich diese polaren
Funktionen an den gegeniberliegenden Enden des T-Molekuls befinden, lasst sich
schlief3en, dass sich diese Molekile vermutlich paarweise anordnen, um sich im
mizellaren GerUst integrieren zu kdnnen, besonders wenn keine andere Bindungsalter-
native von der Umgebung wie z.B. die Doppelbindung der ungesattigten Lipide
angeboten wird. Hierbei lagern sich die polaren Funktionen auf der Innenseite des
Molekulpaars moglicherweise aneinander, wahrend die hydrophoben Auf3enseiten in
Wechselwirkung mit den hydrophoben Alkylketten des Tensids treten und dadurch die
Einbettung der Molekiile in die Mizellen erméglichen (Abb. 33 ). Die Aggregatstruktur
wird in erster Linie von der molekularen Struktur des Tensids bzw. von geometrischen
Kenngrof3en bestimmt. Diese Kenngrof3en sind das Volumen (V) und die Lange (L) des
hydrophoben Molekiilteils sowie die effektive Querschnittsoberfliche der hydrophilen
Kopfgruppe (A). Gl. IV.2-1 fasst diese Faktoren unter dem Begriff Packungsparameter
PP zusammen [292,293].

pp—_V Gl. IV.2-1
AXL
Es lief3 sich in diesem Zusammenhang herausstellen, dass sich Aggregate mit um so
grofderer Grenzflachenkrimmung bilden, je kleiner der PP des Tensids ist und umge-
kehrt. Bei grofien Grenzflachenkrimmungen entstehen vorzugsweise Aggregatformen
wie Mizellen, wahrend sich bei kleinen Grenzflachenkrimmungen eher flache Doppel-
schichten und Vesikel bilden [294-296]. Wegen der Bildung dicht gepackter lonenpaare
zwischen den elektrisch entgegengesetzt geladenen Kopfgruppen in den Mischungen
kationischer und anionischer Tenside, v.a. in den dquimolaren Mischungen, reduziert
sich A und steigt V gegenuber ihren Werten fur die einzelnen Tensidmolekiile. Dies
resultiert in einem gréf3eren PP-Wert und fuhrt vorzugsweise zur Entstehung flacherer
Aggregatstrukturen. Je symmetrischer die Kohlenwasserstoffkettenléngen der beiden
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Tenside sind, desto dichter wird ihre Packung und desto flachere Strukturen wie
kristalline Geruste entstehen. Der Abstand zwischen den benachbarten Tensidmolekiilen
nimmt proportional zur Differenz in der Kettenlange der beiden Tenside zu. Obwohl
solche Anderungen normalerweise sehr klein sind, haben sie grofen Einfluss auf die
Aggregateigenschaften. Selbst kleine Abweichungen von der Aquimolaritdt kénnen
infolge einer Stérung des elektrostatischen Gleichgewichts eine drastische Anderung der
Aggregatstruktur hervorrufen. Mit einem (berschuss vom kationischen Tensid entwickelt
sich eine positive elektrische Ladungsdichte auf der Aggregatoberflache und wachst die
elektrostatische AbstofSung in der Kopfgruppenregion. Es entstehen demzufolge
vorzugsweise Aggregatstrukturen wie Mischmizellen oder Vesikel, bei denen die Kopf-
gruppen eine dgrofiere effektive Oberflache als bei den flacheren Strukturen zur
Verfiigung haben [291].

|

T Ester(T) OS HTAB

Abb. 33 Schematische Modellvorstellung zur Solubilisation in HTAB-Mizellen: einfache HTAB-
Systeme mit Testosteron (a), einem kleinkettigen (b) oder einem langkettigen (c) Testosteron-
ester; d: Solubilisation von Testosteron und seinen Estern in stabchenféormigen HO-Mischmizellen

Die verschiedenen bei der CONTIN-Analyse erhaltenen Verteilungen (Abb. 32) weisen
generell auf zwei mogliche Aggregatformen hin: Schnell diffundierende Aggregate, die
mit separierten Mischmizellen assoziiert werden koénnen, und langsam diffundierende
Aggregate, die mit der Entstehung flacherer Makrostrukturen, wie langen ellipsen-
formigen oder zylindrischen Mischmizellen, oder mit einer Cluster-Bildung aus mehreren
Aggregaten verbunden werden kénnen. Die Anhaufung der Aggregate stieg bei diesen
Untersuchungen mit zunehmendem Gehalt an T bzw. Testosteronester und fiihrte nach
einer gewissen Lagerungszeit und Uberschreitung der Solubilisationskapazitét, v.a. im
Falle der OS-haltigen HTAB-Systeme oder Systeme mit TE, zur Cluster-Bildung und zur
Instabilitdt des Systems in Form von Ausflockung der angehauften Aggregate oder
Entwicklung schleimiger L6sungen. Die Mizellgrof3en der HO-Systeme waren viel grof3er
als die der entsprechenden OS-freien. Sie stiegen auch analog zum Solubilisations-
verhalten der Testosteronestergruppe mit zunehmender Esterkettenlange bzw. Grof3e
und Lipophilie des Steroids bis zur Anzahl von etwa 7 C Atomen in der unverzweigten
Esterkette und sanken wieder Uiber diese Kettenlénge hinaus (Abb. 31). Zum einen fallt
die Ahnlichkeit zwischen den hier untersuchten Steroiden und den o.g. Aromaten als
auch lipophile Ringstrukturen mit Polarisierbarkeit auf. Zum anderen kommen die grof3e
Symmetrie zwischen den Kettenlangen von HTAB und OS und die gegensatzliche
Ladung ihrer Kopfgruppen in Betracht. Betrachtet man zudem die erhaltenen zwei
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verschiedenen Verteilungen bei der CONTIN-Analyse, ist diese drastische Anderung in
der Mizellgrof3e basierend auf der oben eingeleiteten Diskussion hdchstwahrscheinlich
auf die Entstehung grof3er stabchenférmiger (rod-like) Mischmizellen nach der Mischung
mit OS zurlGckzufiihren [262].

Die Solubilisation der hier untersuchten Steroide und die flache Struktur der
stdbchenférmigen Aggregate scheinen sich auch gegenseitig zu begtlinstigen. Einerseits
gibt es mehr Platz in den flacheren Strukturen der erhaltenen grof3en Mischmizellen mit
OS v.a. fur die grofieren und lipophilen Estermolekiile (unterhalb ca. 7 C), deren
Solubilisation wegen der Abnahme des Laplace-Drucks [262,285,297] im Mizellinneren
mehr begulinstigt wird. Dies spiegelte sich wiederum in einer Verbesserung der Solubili-
sation dieser Testosteronester in den HO-Systemen gegeniber den entsprechenden
OS-freien (Abb. 25 und Abb. 26, IV.1.1.5) wider. Andererseits tragen diese Steroide mit
ihren amphiphilen Strukturen zur Stabilisierung des Systems sowie zur Erhéhung des PP
(v.a. die Testosteronester mit grofiem V der Esterketten) und somit der Entstehung
flacherer Aggregatformen bei. Weiterhin kann die Solubilisationsverbesserung der
Testosteronester in den HO-Systemen (siehe IV.1) auch auf eine Beglinstigung ihrer
Einbettung in den mizellaren Bau Uber die Wechselwirkung der polaren Esterfunktionen
in ihrer Struktur mit der OS-Doppelbindung bzw. Uber Van-der-Waals'sche Bindungen
auf dieser Ebene zurtickgefiihrt werden. Die Mizelle wurde dementsprechend mit
Zunahme der Grof3e, Konzentration (vergleich TP in Abb. 31) oder Solubilisation des
Steroides auch grofier. Jedoch reduziert sich die Mizellgrof3e wieder oberhalb einer
Esterkettenlédnge von ca. 7 C parallel zur Abnahme der Steroidsolubilisation.

IV.3 Bestimmung der Kapazitdtsfaktoren mittels MAKE

Ziel dieser Untersuchungsreihe war es, den Unterschied zwischen den einfachen und den
binédren mizellaren Systemen hinsichtlich der Affinitat des Steroids zu Mizellen zu charak-
terisieren. Dadurch war es aber auch mdglich, Rickschlisse auf die Verteilung der
geladenen Zweitkomponente (OS) in der Mizelle zu ziehen, insbesondere im Falle der
neutralen Br35-Systeme.

IV.3.1 Ergebnisse

Tabelle 13 Darstellung der mittels MAKE erhaltenen Ergebnisse und Vergleich mit der
Solubilisation des T in den entsprechenden Systemen

System n K+ SA Mg 107 SA(ur).107 | Sol.(T) = SA
(+DMSO +SIII) B [cm?/Sec.V] [cm?/Sec.V] [umol/ml]
G+T 4| 4,19+0,05 -2,17 +16,48 0,31+0,03
GP+T 4| 4,39%0,06 2,16 +8,84 0,76+0,03
H+T 3| 14,71+0,45 2,01 +7,90 3,51+0,08
HO+T 3| 12,30+0,14 1,99 +6,86 2,4+0,26

Diese Versuche konnten nur mit T durchgefiihrt werden, da es das einzige unter den
anderen hier verwendeten Steroiden ist, welches eine gewisse Loslichkeit in SPB aufweist
und somit einen Substanzpeak im Elektropherogramm ergeben kann. Dabei wurde T in
Konzentrationen von 45 ug/ml (ca. 156 uM) eingesetzt. Diese Konzentration wurde so
ausgewahlt, dass sie weit tUber der Loslichkeit des T im reinen SPB lag, aber trotzdem so
gering blieb, dass deren Einfluss auf die mizellare Gr6f3e ausgeschlossen wurde. Dies
traf v.a. bei Systemen wie z.B. HO-Systemen zu, deren Mizellgrof3e sich schon als emp-
findlich gegentiber der Steroidkonzentration erwiesen hat (IV.2). Die Ergebnisse der MMS
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der ionischen Tenside NaGDC und HTAB sind in Tabelle 13 und Tabelle 14 zusammen-
gefasst, wahrend Abb. 34 die Elektropherogramme der MMS der BO-Systeme zeigt.

Tabelle 14 Vergleich der erhaltenen Migrationszeiten in den
Elektropherogrammen  mischmizellarer = Systeme ionischer
Tenside mittels MAKE nach Einsatz von DMSO und SIII als Marker

System tox SA:n t..£SA:n

(+DMSO+SII) (DMSO) [min] (SIII) [min]
G+T 5,15+0,10: 5 16,25+0,82: 4
GP+T 5,17+0,05: 6 16,33+0,52: 4
H+T 6,26+0,10: 4 18,92+0,80: 3
HO+T 6,93+0,02: 7 26,40+0,36: 3

IV.3.2 Diskussion

Kapazitatsfaktoren in MAKE geben eine Vorstellung Uber die Verteilung eines Wirkstoffes
zwischen der wassrigen Phase und den Mizellen und nehmen normalerweise mit
steigender ,quantitativer” Affinitdt zu den Mizellen zu. Tabelle 13 zeigt, dass diese
Affinitat mit der Solubilisation des Wirkstoffes in dem entsprechenden System korreliert.
Bei der Bildung der L-GS-Mischmizellen nimmt die Mizellgrof3e (Abb. 29, 1IV.2.1) und
somit bekanntlich die Aggregationszahl der GS-Molekiile gegentiber den einfachen GS-
Mizellen deutlich zu. Dadurch kommt es zu einer Zunahme der negativen Ladung der
Mizelle. Die Untersuchungen mittels MAKE lieferten jedoch beinahe identische Mig-
rationszeiten (t,,.) fur beide Systeme (Tabelle 14). Nach der Lecithinzugabe zu den GS-
Mizellen verringert sich die Nettoladungsdichte auf der mizellaren Oberflache [184,298].
Diese Verringerung kommt moglicherweise durch die gemeinsame Einlagerung der GS-
und der Lecithinmolekile in die mizellare Struktur zustande, was zur Verringerung der
Anzahl der GS-Molekille pro Flacheneinheit fihrt. Dabei ist eine Beteiligung der
eingebetteten Lecithinmolekile an dieser Verringerung durch den positiv geladenen
Trimethylaminkopf an ihrem hydrophilen Ende nicht ausgeschlossen (sieche Abb. 28).
Méglicherweise gleichen die Verringerung der Nettoladungsdichte und die Zunahme der
mizellaren Grof3e den Effekt der GS-bedingten Zunahme der negativen Oberflachen-
ladung auf die erhaltenen Migrationszeiten bei der MAKE aus, weshalb es hier zu
vergleichbaren Elektropherogramme bei der Untersuchung beider Systeme kam.

Bei den HTAB-Systemen zeigte sich hingegen ein grof3er Unterschied in ¢,. zwischen
den einfachen und den bindren Systemen (Tabelle 14). In der Literatur findet man nur
wenige und nicht zufriedenstellende Angaben zum pKs der OS in wassrigen Medien
[254,299-307]. Auferdem handelt es sich bei den meisten der hier zitierten Arbeiten um
die Ermittlung des scheinbaren (apparent) pKs der OS in bestimmten Mischungen oder
unter bestimmten Bedingungen. Jedoch liegen die meisten erhaltenen pKs-Werte
zwischen 4,8 und 5,2 bis auf Kanicky & Shah (2002) [254], die dafiir einen Wert von
9,85 angeben. Die Software ACD/pKa v7.02 (ACD/I-Lab service, Advanced Chemistry
Development Inc., Canada) errechnet einen pKs fur OS in H,O bei 20 °C von ca. 4,84.
Ausgehend von einem pKs von ca. 5 sollte der grofdte Teil der OS-Molekile in den hier
verwendeten Tensidsystemen (pH=7,4) nach Henderson-Hasselbalch in seiner deproto-
nierten Form vorliegen. Dies gilt insbesondere im Falle der HTAB-Systeme, denn die
elektrolytische Dissoziation der aliphatischen und v.a. der hydrophoben Carbonséuren
steigt deutlich in den mizellaren Losungen von HTAB [308]. Es kam hier aber trotz der
erwarteten Verringerung der positiven Ladung der mizellaren Oberflache durch Zugabe
der OS zu einer sehr signifikanten Zunahme der ¢,,. bei HO-Mizellen gegentiber den OS-
freien Mizellen. Dies wurde in erster Linie auf die durch OS-Zugabe erzeugte signifikante
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Anderung in der mizellaren Gréfe (Abb. 31, IV.2.1) und Struktur (IV.2.2) bzw. auf eine
starke Zunahme der Aggregationszahl der positiv geladenen HTAB-Molekile pro Mizelle
zurUckgefuhrt.
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Abb. 34 Elektropherogramme des gleichen BO-Systems
mit T mittels MAKE bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen,
220 nm (oben) und 243 nm (unten), und Zugabe von EOF-
und Mizellenmarkern (DMSO und SIII)

Beim System BO sollte eine Trennung der verschiedenen Peaks auf Grund des grof3en
Gehalts an den negativ geladenen OS-Molekiilen in den Aggregaten erfolgen. Wie es
aber aus den Elektropherogrammen der BO-Systeme in Abb. 34 zu ersehen ist, kam es
hier trotzdem zu keiner betrachtlichen Trennung des mizellaren Peaks vom Peak des T
und beide Peaks lagen in der unmittelbaren Nahe vom EOF-Peak. Dies steht im
Einklang mit den aufgefiihrten Schlussfolgerungen in IV.1.2 bzw. IV.2.2 und beweist,
dass die OS-Molekiile abgeschirmt tief und wahrscheinlich deswegen undissoziiert im
Kern des Aggregats lagerten, so dass sie keinen Einfluss auf die Ladung der Aggregat-
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oberflache haben konnten. Demzufolge blieb diese Oberflache elektrisch neutral und die
Wanderung zum Detektor erfolgte nur auf Grund der EOF-Strémung.

IV.4 Ermittlung der cybotaktischen relativen Polaritdt mittels Z-Wert-
Bestimmungen

Zusammen mit den Solubilisations-, MAKE- und Lichtstreuungsuntersuchungen sowie
den verfuigbaren Informationen Giber ahnliche Systeme aus der Literatur ermdglichte es
diese Methode, Rickschliisse tiber die Einordnung der solubilisierten Steroide in den
Mizellen zu ziehen und damit ihr Solubilisationsverhalten unter Einbeziehung der
mizellaren Bau zu erkléaren.

Ergebnisse und Diskussion:

Negative Steigungen in den erhaltenen
Regressionen (E,, Z) (Tabelle 15) weisen
auf einen elektronischen (bergang
~lransition* der Art n—=n* hin [202,209],

Tabelle 15 errechnete Regressionsparameter
(a, b) und Regressionskoeffizienten R? nach der
linearen Anpassung der ermittelten {bergangs-
energien in verschiedenen Medien fiir die
Berechnung der Z-Werte verschiedener Steroide

der hier mit der konjugierten Ketofunktion

im Ring A der untersuchten Steroide zu- |—Steroid __Z=aE+b: RZ'

sammenhangt. Der Z-Wert steigt bekannt- T1;> :;;gg E; 2?223 88;
lich mit zunehmender Polaritat in der un- TE a=-3,70, b= 522,31: 0,96
mittelbaren Umgebung der Chromophore. TU a=-3,84, b= 537,31: 0,97

Die Position des solubilisierten Molekuls innerhalb der Aggregatstruktur wird u.a. von
geometrischen Faktoren bestimmt. Je nach chemischer Struktur der Tenside und
eventuell der anderen beteiligten Molekule éndert sich u.a. das Angebot an hydrophoben
oder hydrophilen Bindungsstellen innerhalb des Aggregatgerustes, die Packungsdichte
und die resultierte Mizellgrof3e bzw. Mizellstruktur. Ein solubilisiertes Molektil sucht sich
locker gepackte Stellen im Aggregat, wo seine Einbettung moglichst durch Wechsel-
wirkungen mit den o.g. Bindungsstellen besonders beglinstigt wird und seine Position
einen Kompromiss zwischen allen treibenden Kréften darstellt. Im Falle der Testosteron-
ester zahlt die Anziehungskraft ihrer polaren Ketofunktion in Richtung Mizelloberflache zu
diesen Kraften sowie auch die Anziehungskraft ihrer lipophilen Kohlenwasserstoffkette
zum Mizellkern. Der Solubilisationsort soll genug Platz fir diese relativ grof3en Molektile
und idealerweise Bindungsstellen fir beglinstigte Wechselwirkung mit ihrer polaren
Esterfunktion bieten.

Die ermittelten Z-Werte fiir das T in den Systemen des Tensides NaGDC und v.a. in den
bindren MMS wiesen eine sehr hohe cybotaktische Polaritat um die Ketofunktion auf
(Abb. 35) und naherten sich sehr deutlich dem Z-Wert einer wéassrigen Umgebung
(Vergleich mit Tabelle 3, 1l1.4.2). Dies zeigte in sehr guter (bereinstimmung mit den in
IV.1.2 eingefiihrten Schlussfolgerungen von Martis et al. [260], dass hier die T-Molekiile
nicht innerhalb der Mizellen eingeschlossen waren, sondern sie standen in unmittel-
barem Kontakt mit der wéassrigen Phase. Vermutlich ist die Anordnung der T-Molekdle in
diesem Fall vergleichbar mit der Anordnung der Gallensalzmolekiile in diesen
Strukturen. Hingegen zeigten die Z-Werte fir die Testosteronester und v.a. das extrem
lipophile Td, dass sich diese Molekile im Gegensatz zum T innerhalb der Mizelle ein-
betten lief3en. Die Z-Werte aller untersuchten Steroide in den GP-Systemen zeigten eine
allgemeine Zunahme gegenuiber denen in den einfachen G-Systemen. Die Einbettung in
die bindren Strukturen scheint hier den Steroiden einen grof3eren Kontakt mit der
wassrigen Phase im Vergleich zu den einfachen Strukturen zu ermdéglichen. Basierend
auf den zuvor eingefiihrten Modellen zur ErschliefSung der Struktur von L-GS-
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Mischmizellen (Abb. 28, IV.1.2) bietet sich die folgende Erklérung fur das Verhalten der
ermittelten Z-Werte der Testosteronester in den GP- Systemen an:

95 T T T T T !
T
EZAaTP
90+ B TE -
B TU
S 854 R
£ 85
©
Q
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=
N
75 R
70 4
B BO HO
System

Abb. 35 Anderung der Z-Werte des Testosterons und seiner Ester in
verschiedenen mizellaren Systemen

Mit Zunahme der aliphatischen Esterkettenldnge bis zu einer bestimmten Grenze
(vermutlich ca. 7-9 C Atomen) wird das eingebettete Molekil in Richtung der mizellaren
Oberflache verschoben, bis die damit zunehmende Lipophilie des Molekuls die anderen
Faktoren tUberwiegt und es somit tiefer in die Mizelle hineinzieht. Beim System G zeigen
die ermittelten Z-Werte fir die untersuchten Steroide ein &hnliches Verhalten wie beim
System GP. Die Mizellgrof3en der steroidhaltigen G-Systeme waren vergleichbar mit der
des steroidfreien Systems G (Abb. 29, IV.2.1) (kein Hinweis auf eine Anderung der
mizellaren Struktur durch die Einbettung der Testosteronester). In Abwesenheit aus-
reichender Informationen und Strukturvorstellungen zu den testosteronesterhaltigen GS-
Mizellen kann die o.g. Erklarung jedoch auf die Ergebnisse der Testosteronester in den
einfachen G-Systemen nicht Gbertragen werden.

In den Br35-Mizellen lassen sich die Steroide hauptsachlich in der unhydratisierten
konzentrierten Polyoxyethylenregion solubilisieren. Bei der Verwendung binérer Br35-
Systeme mit OS werden Br35-Aggregate etwas grof3er und es wird diesen Steroiden bei
hoher Konzentration je nach ihrer Lipophilie ein zweiter Solubilisationsort im 6ligen
lipophilen Aggregatkern angeboten; folglich verbessert sich ihre Solubilisation (IV.2.2).
Wegen der hohen Polaritét der Hydroxylfunktion lassen sich die T-Molektle héchstwahr-
scheinlich umgekehrt im Vergleich zu den Testosteronestern im Aggregatgertist aus-
richten, wobei die Hydroxylgruppe nach auf3en und die Ketofunktion zum Aggregats-
zentrum orientiert werden. Verglichen mit den Ketofunktionen der Testosteronester
platzierte sich die Ketofunktion des T auf Grund dieser umgekehrten Orientierung in der
unpolarsten Umgebung bzw. der tiefsten Position innerhalb der o.g. Polyoxyethylen-
schicht (Abb. 36 ), wie sich anhand der Z-Wert-Messungen gezeigt hat (Abb. 35). Bei
den einfachen B-Systemen scheint die lipophile Alkylkettenregion im Mizellkern dicht
gepackt zu sein, so dass der steroidale Ring und damit die Ketofunktion der Testos-
teronester mit zunehmenden Esterkettenlangen eher in die gegensatzliche Richtung
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nach den polareren Polyoxyethylenschichten verschoben werden miissen. Mit Ausnahme
vom Td zeigten die Z-Wert-Messungen allgemein eine polarere Umgebung der Keto-
funktionen der Steroide bei den BO-Systemen als die bei den einfachen B-Systemen. Mit
der Zunahme des mizellaren Radius oder auch eventuell durch die Penetration einiger
OS-Molekiile in die unhydratisierte Polyoxyethylenschicht kommt es vermutlich zur
Lockerung der Packung in dieser Schicht, wodurch einige Wassermolekilen in diese
Schicht tiefer eindringen kénnen und somit eine Zunahme der Hydratation bzw. der
relativen Polaritat in der Umgebung bewirken. Nach Zusatz der OS und Zunahme der
Aggregatgrofie mit der Lagerung der OS im 6ligen Aggregatkern tiberwiegt anscheinend
die hohe Lipophilie des TU-Molekils die anderen Faktoren. Infolgedessen wird es tiefer
zum oligen lipophilen Aggregatkern gezogen und der hydrophobe Mizellkern wird zur
Hauptsolubilisationsstelle fir TU, wie sich anhand der deutlichen Senkung seines Z-
Werts im Systemn BO gegeniiber dem System B herausstellen lasst. Mit einem Z-Wert
von ca. 82,2 kcal.mol! lag dennoch seine Ketofunktion immer noch in einer relativ
polaren Region, die fast der Polaritat eines 90%-igen EtOH-Wasser-Gemisches (V/V)
entspricht (Tabelle 3, 1l.4.2). Aufgrund dieser Polaritat und der hohen Lipophilie dieses
Molekiils liegt die Vermutung nahe, dass es sich hier um die nachsten Polyoxyethylen-
schichten zur Kontaktschicht mit der Olmasse im Aggregatkern handelt. Besonders
durch die hohe Lipophilie des wegen der OS gréfieren und lockerer gepackten
Aggregatkerns sowie auch eine mdgliche Wechselwirkung der Doppelbindung der OS
mit der Esterfunktion in der TU-Struktur wird die Solubilisation der grof3en und
lipophilen TU-Molekiile hier begunstigt.
Stark
hydratisierte Zone

Zunehmend
unhydratisierte Zone -

Abb. 36 Schematische Darstellung der wahrscheinlichen Anordnung verschiedener Komponenten
in der mizellaren Struktur der einfachen Br35-Systeme (A) und der bindren OS-Br35-Systeme (B)

Eine umgekehrte Orientierung der T-Molekile wird ebenso in den HTAB-Systemen
erwartet und erklart hier ihre relativ kleinen Z-Werte gegeniiber den untersuchten
Testosteronestern (Abb. 35) trotz der erwarteten voranschreitenden Position zwischen
den Tensidkopfgruppen (siehe IV.1.2). Die Mizellgrof3e bei den einfachen H-Systemen
blieb grofdtenteils unabhéangig von dem eingebetteten Steroid bzw. seiner Gréf3e (Abb.
31, IV.2.1), wahrend der Z-Wert mit zunehmender Esterkettenlange stieg (Abb. 35). Dies
fahrt zur Annahme, dass die lipophile Alkylkettenregion im Mizellkern so dicht gepackt
ist, dass der steroidale Ring und damit die Ketofunktion der Testosteronester mit
zunehmenden Esterkettenlangen in die gegensatzliche Richtung, d.h. in Richtung der
mizellaren Oberflache, verschoben werden muss (Abb. 33, a, b und c). Die Packung der
Ketten im Mizellinneren wird mit Einfiigung der OS-Molekule vermutlich lockerer (siehe
IV.1.2), was dementsprechend eine tiefere Penetration der untersuchten Steroide im
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mizellaren Gerlst ermoglicht. Dies trifft aber ganz besonders auf Testosteronester
erhohter Lipophilie wie TU zu. Aufgrund der hohen Lipophilie dieser Steroide kénnen
ihre Molekile den Packungswiderstand im Mizellinneren uUberwinden und somit
vergleichsweise tiefer in die Mizelle eindringen (Abb. 35).

IV.5 Zusammenfassung zur Solubilisation und Mizellbildung

In diesem Teil der Arbeit wurden Formulierungen mizellarer bzw. mischmizellarer
Systeme zum Einsatz in den Resorptionsuntersuchungen im zweiten Teil der Arbeit
entwickelt. Weiterhin wurde der Versuch unternommen, durch den mizellaren Bau,
Erklarungen fur das Solubilisationsverhalten der untersuchten Steroide (T und Testos-
teronester) in diesen Systemen zu finden. Neben dem einen anionischen, kationischen
oder neutralen Tensid sollten die Mischsysteme ein oder mehrere Lipide (Fettsdure und
Lecithine) enthalten. Dafir kamen hier gesattigte und ungesattigte Sojalecithine sowie
Olsaure und Stearinsaure zum Finsatz. Neben den erhaltenen Ergebnissen der hier
angewandeten Messmethoden bauten die Erklarungen auch auf den vorhandenen
Informationen und Modellvorstellungen zum mizellaren Bau ahnlicher Systeme aus der
Literatur auf. Hierbei unterschieden sich bereits die angenommenen Modellvorstellungen
je nach verwendeter Tensidart oder Systemmischung.

Es hat sich in diesem Zusammenhang herausgestellt, dass sich unabhéngig vom ver-
wendeten Tensid die ungeséttigten Lipide besser als die geséttigten fur die Mizellbildung
eignen. Hochstwahrscheinlich wird die Einbettung der Steroide in die Aggregate Uiber
Wechselwirkungen ihrer polaren Funktionen mit der Doppelbindung der ungeséttigten
Lipide beglinstigt. Weiterhin zeigte es sich, dass die optimierten bindren Systeme besser
als die einfachen und die ternéaren fiir die Solubilisierung lipophiler neutral geladener
Steroide sind (Ausnahme: Solubilisierung des T in HTAB). Die besten Solubilisationen
der untersuchten Steroidreihe wurden jedoch allgemein in den Systemen des kationi-
schen Tensids HTAB erzielt. Bei der Entwicklung der terndren Systeme mit den
Tensiden Br35 und HTAB konnte kein deutlicher gegenseitiger Einfluss der Lipide auf
ihre Solubilisationen festgestellt werden, wéahrend die Mischung der NaGDC-Systeme mit
dem einen Lipid zu einer deutlichen Verringerung der Splubilisierungskapazitat des
Systems fur den zweiten fuhrte. Wegen seiner strukturellen Eigenschaften, insbesondere
seiner mittelgrof3en Esterkettenldnge, erwies sich TE als am besten geeignet fur die
Aggregatbildung unter den verglichenen Steroiden. Dies verdeutlichte sich in erster Linie
durch seine deutlich héheren Sattigungskonzentrationen in allen untersuchten Systemen
im Vergleich zu den anderen untersuchten Steroiden. Die Sattigung der untersuchten
Systeme mit TE ergab jedoch trotz der Filtration solubilisierte milchig tribe Aggregat-
systeme. Dies bedeutet eine deutliche Abweichung von der mizellaren Struktur bei
diesen Konzentrationen und weist womdglich auf die Entstehung von Vesikelsystemen
hin.

Auch durch die Einbettung verschieden grof3er Steroide lief3en sich die mizellaren
Grof3en der einfachen Systeme nicht entscheidend éndern. Eine deutliche Zunahme der
Aggregatgrofie ergab sich aber erst nach Lipidzugabe zu den verschiedenen Systemen.
Bei den Br35- und NaGDC-Systemen blieb diese Anderung im allgemeinen unabhéngig
von der Molekilgréf3e des Steroids, sie reduzierte sich jedoch geringfigig bei den
NaGDC-Systemen gegeniiber dem entsprechenden binéren steroidfreien System. Die
Zunahme der Mizellgrof3e bei den NaGDC-Systemen nach Zugabe des P90G steht im
Zusammenhang mit der Entstehung grof3er L-GS-Mischmizellen, deren Eigenschaften
und mogliche Strukturen in der Literatur noch umstritten sind. Bei den Br35-Systemen
war diese Anderung der Aggregatgrofie relativ klein im Vergleich zu den anderen unter-
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suchten Systemen und wurde mit der Lagerung der OS im lipophilen Aggregatkern in
Zusammenhang gebracht. Die deutliche Zunahme der Mizellgr6f3e und der positiven
Ladung der Mizelle bei den HTAB-Systemen nach Zugabe der OS wurde hier auf die
Entstehung deutlich gréf3erer stabchenférmiger Mischmizellen zurtckgefihrt. Bemer-
kenswert war dabei aber, dass diese Anderung der Mizellgrofe eine Abhangigkeit von
der Molekilgrof3e des solubilisierten Steroids aufwies. Dies wurde basierend auf den
amphiphilen Eigenschaften dieser Steroide mit ihrer aktiven Unterstiitzung der Bildung
stabchenférmiger Mischmizellen und Erhéhung des Packungsparameters (PP) mit
zunehmender Esterkettenlange begrundet.

Durch die Bildung der grof3en P90G-NaGDC-MMS bzw. die Zunahme der Anzahl von
aggregierten negativ geladenen Tensidmolekilen pro Mizelle wird eine Zunahme der
negativen Oberflachenladung erwartet. Die grof3e Anzahl eingebetteter Lecithinmolekile
im mizellaren Gerust (u, = 0,5) gleicht aber diesen Effekt durch die Verringerung der
Nettoladungsdichte auf der mizellaren Oberflache (siehe z.B. das ,radial shell“-Modell
nach Ulmius et al. (1982) in Abb. 28) und womdglich auch durch die positiv geladenen
Trimethylaminkopfgruppen der PL aus. Es kommt daher schlief3lich zu keiner deutlichen
Anderung der erhaltenen effektiven Mobilitit der Mischmizellen gegeniiber den einfachen
lipidfreien NaGDC-Mizellen bei der MAKE. Die OS-Molekile lagern sich bei den Br35-
Systemen im lipophilen 6ligen Aggregatkern, so dass es zu keiner Anderung der elekt-
rischen Oberflachenladung der Aggregate kommt. Bei den HTAB-Systemen nimmt die
positive effektive Oberflachenladung durch die Bildung grofer OS-HTAB-MMS bzw.
durch die erhohte Aggregationszahl der HTAB-Molekile mit relativ kleiner Anzahl der
eingebetteten OS-Molekiile deutlich zu.

Weiterhin fuhrt die Lipidzugabe bei NaGDC- und Br35-Systemen zur Erhéhung der
Polaritat bzw. des Hydratationsgrades der duf3eren Aggregatschicht im Vergleich zu den
einfachen lipidfreien Systemen. Aufgrund der Anderungen im mizellaren Bau und
Verringerung der Kettenadhésion im hydrophoben Mizellinneren nach der OS-Zugabe
bei den HTAB-Systemen verschieben sich die Solubilisationsstellen der eingebetteten
Steroidmolekiile tiefer zu lipophileren Positionen innerhalb des mizellaren GerUstes.

Wegen seiner gewissen amphiphilen Eigenschaften und relativ kleinen Molekulgrof3e
unterscheidet sich das T wesentlich von seinen Estern hinsichtlich der Einbettung bzw.
der Solublisationsstellen im Aggregatgertist. Wéahrend sich alle Testosteronester in den
lipophilen Seiten innerhalb der Aggregatstrukturen einordnen, lésst sich T aus diesem
Grund eher in den hydrophilen Seiten einbetten. Dies zeigte sich am deutlichsten in den
NaGDC-Systemen, wobei sogar starke Hinweise auf seine vollstandige Einordnung in der
mizellaren Oberflaiche gefunden wurden. Bei den HTAB-Systemen fiihrte dies auch
dazu, dass sich das T in einer voranschreitenden Position zwischen den sich gegenseitig
abstofenden Kopfgruppen des HTAB einordnete, wodurch sich wiederum die o.g.
Abweichung des Solubilisationsverhaltens des T und seine grofe Solubilisation im ein-
fachen HTAB-System begriuinden lief3en. Bei den Br35-Systemen ergaben sich aus dem
gleichen Grund auch Hinweise, dass sich T hauptsachlich weiter auf3en in der unhydra-
tisierten Polyoxyethylenschicht im Vergleich zu den Testosteronestern solubilisieren lasst.
Daruber hinaus unterscheidet sich das T-Molekul von den untersuchten Testosteron-
estern auch in seiner umgekehrten Orientierung innerhalb der Aggregate, wobei die
Ketofunktion zum Mizellkern und die Hydroxylgruppe zur mizellaren Oberflédche gerichtet
werden.
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Mit Ausnahme der Solubilisation des T im HTAB-System wurde ein einheitliches
Solubilisationsverhalten der Steroide bei allen Systemen festgestellt. Dies zeigt sich in
einer Zunahme der Solubilisation mit zunehmender Lipophilie bzw. Esterkettenlénge, bis
die Grof3e des Molekiils eine Grenze erreicht (ca. 7-9 C-Atomen in der unverzweigten
Esterkette), tiber die hinaus die Solubilisation wieder abnimmt. Ein Zusammenhang
zwischen der Solubilisation und der Affinitat des Steroids zur mizellaren Phase wurde
ebenfalls demonstriert. Neben Struktur und Grofde der Aggregate spielen auch die
strukturellen Eigenschaften des Steroids wie seine Grof3e, Lipophilie und Verteilung der
polaren und lipophilen Stellen in seiner Struktur eine wichtige Rolle in seiner
Solubilisation und bestimmen seine Einbettungsweise innerhalb der Aggregate.
Wahrend sich beispielsweise die polaren Funktionen des Steroids wie die Hydroxyl-
gruppe oder die konjugierte Ketofunktion die hydrophilen Stellen in den Aggregaten
suchen und das Steroidmolekil in die Richtung der Aggregatoberflache ziehen, suchen
sich sein hydrophober steroidaler Ring und ggfs. sein hydrophober Esterrest die
lipophilen Stellen im Aggregatinneren und ziehen es dementsprechend tiefer in die
Gegenrichtung. Die Einbettung wird daher auch besonders begiinstigt, wenn die
zweitpolare Stelle in der Steroidstruktur wie die Ketogruppe oder gdfs. die Estergruppe in
Wechselwirkung mit anderen polarisierbaren Stellen in der Umgebung wie z.B. der
Doppelbindung der eingebetteten ungesattigten Lipide treten kann. Mit zunehmender
Esterkettenlédnge steigt die Lipophilie, aber auch die Grof3e des Testosteronesters an.
Die letzten zwei Faktoren beeinflussen die Einbettung dieser Molekiile entgegengesetzt.
Einerseits zieht die hohere Lipophilie das Molekiil tiefer in das Aggregat und verbessert
seine Solubilisation im lipophilen Aggregatinneren. Andererseits muss das Steroid-
molekil aufgrund seiner wachsenden Grofde weiter in Richtung Mizelloberflache
verschoben werden, v.a. wenn der lipophile mizellare Kern klein oder dicht gepackt ist.
Infolgedessen verringert sich wieder die Solubilisation grof3erer Ester wie TU. Einen
weiteren wichtigen Faktor stellt daher die Dichte der Packung der Kohlenwasserstoff-
reste im hydrophoben Mizellinneren dar, die meist durch Einfigung der ungesattigten
Lipide aufgelockert wird. Die Endposition des solubilisierten Steroids im Aggregatbau
sowie sein Solubilisationsverhalten werden im Endeffekt von der Wirkungssumme all
dieser Faktoren zusammen bestimmt und spiegeln demzufolge den Kompromiss
zwischen ihnen wider.
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KAPITEL V
Resorptionsuntersuchungen

Durch die Besonderheit des untersuchten Themas, die in der Verwendung stark lipo-
philer Arzneistoffe und mizellarer Tensidsysteme besteht, ergaben sich Schwierigkeiten
in der Modellierung des Transports bei diesen Untersuchungen. Die klassischen /n-vitro-
Methoden basieren alle auf der Aufnahme des Wirkstoffes in die wassrige Losung des
AK, sowie auf einer durchschnittlichen Affinitat des Wirkstoffes zur Modellmembran,
wobei aber die Freigabe des diffundierenden Wirkstoffes an der Akzeptorseite trotzdem
gewabhrleistet bleibt. Dabei baut sich anschlief3end ein quasi-stationédrer Zustand im
Permeationsmodell (Steady-State) auf, wodurch eine quantitative Beschreibung des
Transports und die Errechnung der scheinbaren Permeabilitatskoeffizienten mithilfe
einer aus dem ersten Fick’schen Diffusionsgesetz abgeleiteten Funktion maoglich
werden. Die schlechte Loslichkeit der untersuchten Modellstoffe in einfachen wassrigen
Medien erforderte die Suche nach einem wassrigen Losungsmittel fir das AK bei den
Untersuchungen mit der Ussing-Kammer und die Entwicklung der dazugehérigen
Analytik. Das ausgewéhlte Losungsmittel im AK darf der verwendeten Membranen keine
Schéaden zufligen und muss zugleich fir ausreichende Aufnahme der diffundierenden
Wirkstoffe bzw. Sinkbedingungen auf der Akzeptorseite sorgen. Andere Schwierigkeiten
bei der Modellierung der Resorption ergaben sich durch die zu hohe Affinitat der stark
lipophilen Wirkstoffe zu den verwendeten Membranen (erschwerte Freigabe an der
Akzeptorseite), den membranschéadlichen Effekt der mizellaren Tensidsystemen v.a. auf
die biologischen Membranen (weshalb hier beispielsweise die Verwendung von Caco-2-
Monolayern nicht mdglich war [163,235,309]; siehe hierzu auch I.7), und durch den
metabolischen Abbau der Steroide wahrend der Resorption durch die Biomembranen.
Dazu ergaben sich bei den pharmakokinetischen [n-situ-Untersuchungen auch
Schwierigkeiten, die spéater im betreffenden Abschnitt (V.1.3) diskutiert werden. Bei der
Diskussion der erhaltenen Ergebnisse wird in der vorliegenden Arbeit von der Theorie
ausgegangen, dass die (Ibergabe der stark lipophilen schwerléslichen Steroide prinzipiell
durch die Berihrung oder Kollision der mizellaren Tréagern mit der Epithelmembran
erfolgt.

V.1 Ergebnisse und Diskussion

V.1.1 Untersuchungen zur passiven Diffusion mithilfe des Permeations-
modells nach Fiirst-Neubert

Die Wirkstoffresorption im GIT ist ein komplizierter Prozess, der die (Uberwindung
verschiedener Barrieren beinhaltet, wie es zuvor im KAPITEL Il dargestellt wurde. Die
Hauptbarriere fir die Resorption nichtionischer lipophiler und v.a. extrem lipophiler
Substanzen ist jedoch die intestinale Epithelmembran [5]. Die Resorption dieser
Substanzen durch die Lipidmembranen der Epithelzellen in GIT erfolgt hauptsachlich
Uber passive Transportvorgéange (Diffusion). Fir die Untersuchung des Einflusses der
Einbettung dieser Substanzen in mischmizellaren Tréagern auf diese Vorgénge wurde hier
das Permeationsmodell nach Fiirst-Neubert eingesetzt, bei dem die Dodecanol-
Collodium-Membranen als rein physikalische Lipidbarrieren dienen.

In den Proben des AK zu den verschiedenen Entnahmezeiten konnten keine Testos-
teronester nachgewiesen werden. Nur beim System TP/BO konnten nach einer gewissen
Zeit sehr geringfiigige Konzentrationen von TP im AK gefunden werden (unterhalb der
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BG), deren Anderungen wahrend des Versuchsverlaufes unsignifikant blieben. Da damit
die Bedingung des quasi-stationdren Zustands unerfillt bleibt, kann Gl. I1.8-1 fur die
Beschreibung der Permeation nicht angewandt werden, und es kommt hier an ihrer
Stelle Gl. 1I.8-3 zum Einsatz. Durch die Umstellung der letzen Gleichung erhéalt man die
Differentialgleichung Gl. V.1-1:

1
dM,, = [_FKCD\/&]t 2.dt Gl V.1-1
T

Die partikulare Losung dieser Gleichung fir das Intervall [t,=0;t,=t] ergibt die
Funktion Gl. V.1-2.

D. L
My = Mpo) = _ZFKCD\/7Mt ? Gl V.1-2

Da Mp = V}, Cp, wobei V}, das Lésungsvolumen im DK ist, kann Gl. V.1-2 in Gl. V.1-3
umgeformt werden.

Dy -t
T

My = (—ZFK

+ VDJCD Gl V.1-3

Da die untersuchten stark lipophilen Wirkstoffe unloslich in Wasser sind, wird K hier als
der Verteilungskoeffizient (Membran/Mizellen) betrachtet. Mithilfe dieser Funktion und
eines geeigneten Programms fur nichtlineare Kurvenanpassung (hier wurde die Software
Origin® angewandt) kénnen dann die Parameter K und D, uber die Messdaten
geschatzt werden. Abb. 37 zeigt die Messdaten mit den zugehdrigen Anpassungskurven,
wahrend Abb. 38 die geschatzten Diffusions- und Verteilungskoeffizienten der
untersuchten Testosteronester bei der Verwendung verschiedener MMS zusammenfasst.
Die erhaltenen %2- und R>-Werte (Tabelle 16) zeigen eine sehr gute Anpassung der hier
abgeleiteten Funktion (Gl. V.1-3) an die Messdaten.

Der nicht nachweisbare Diffusion der resorbierten Testosteronester zum AK kann einer-
seits auf die hohe Lipophilie dieser Stoffe und dementsprechend auf ihre hohe Affinit&t
zur Lipidmembran zuriickgefiihrt werden. Andererseits kann der (bergang der diffundie-
renden Testosteronester innerhalb der Membran zur mizellaren Phase auf der Akzeptor-
seite moglicherweise durch die Grenzschichtbarriere auf der Membranoberflache auf
dieser Seite verhindert werden, insbesondere bei den elektrisch geladenen Mizellen (I1.4).

Mit zunehmender Solubilisierungskraft des Tensides fiir die Steroide (siehe Abb. 17 oder
Abb. 26) nahm die Resorption der Testosteronester ab (Abb. 37). Ebenso nahmen damit
allgemein auch die Werte der Diffusions- und Verteilungskoeffizienten abgesehen vom
verwendeten Testosteronester bzw. seiner Lipophilie ab (Abb. 38). Dieser Effekt zeigt
sich jedoch noch deutlicher bei den lipophileren Estern (Abb. 37, Abb. 38). Bei den
Untersuchungen mit dem System TE/HO ergaben sich wahrend des Versuchsverlaufes
keine signifikanten Anderungen der Konzentration vom TE im DK (weshalb dieser
Versuch in der Abb. 37 nicht prasentiert wurde). Dies deutet allgemein auf eine
zunehmend erschwerte (bergabe der Testosteronester von den Mischmizellen an die
Membran wegen der erhohten Affinitdt zur mizellaren Phase infolge der Erhéhung
sowohl der Wirkstofflipophilie als auch der Solubilisierungskapazitét des betrachteten
mizellaren Systems hin. Allein durch die Solubilisierungskapazitaten der mizellaren
Systeme kann man jedoch keine einheitliche Erklarung fur die erhaltenen Resorptions-
ergebnisse bieten.
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Stoffmenge im Donator [umol]
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Abb. 37 Normiertes zeitabhangiges Abnahmeprofil der Konzentrationen solubilisierter Steroide in
verschiedenen mischmizellaren Systemen im DK (n=3, Y + SA) bei 37 °C mittels des Transport-
modells nach Fiirst-Neubert

Tabelle 16 Erhaltene x2- und R?-Werte bei der nichtlinearen Kurvenanpassung der ermittelten
Resorptionsdaten (Abb. 37) nach Gl. V.1-3 als Indikatoren fiir die Gute der Anpassung

TP/GP TP/BO TP/HO TE/GP TE/BO
22 0,0017 0,0009 0,0006 0,0072 0,0039
R2 0,985 0,986 0,98 0,952 0,917

0,65 T . T . T 1,25x10°
] < —_
0,60- S K(TP) @
< 4 K(TE) %
bt O D,(TP) =
5 0,55- @® o D(TE) ] 1,00x10 gf
S < £
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3 0 :
[e]
5 0,451 D H7.50x10° £
= @
t -9

(] (7]
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° 5 a
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Mischmizellares System

Abb. 38 Mithilfe der nicht linearen Regression nach Gl. V.1-3 (Abb. 37) bestimmten Verteilungs-
und Diffusionskoeffizienten verschiedener Testosteronester in verschiedenen MMS
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Obwohl nach der Lipidzugabe zu den mizellaren Systemen das NaGDC-System eine
deutlich héhere Solubilisationskapazitét fur TP als das Br35-Systems aufwies (Abb. 26),
wurde mit dem System GP einen besseren Wirkstofftransport als mit BO erreicht (Abb.
37). Dies fuhrte zur Differenzierung zwischen einer quantitativen Affinitat eines mizellaren
Tensidsystems fiir einen gegebenen Wirkstoff im Sinne von der Solubilisierungskapazitét
und einer qualitativen im Sinne von der Stérke der wirkstoffbindenden Wechsel-
wirkungen, wie die Diskussion spéater anhand des Beispieles mit den HTAB-Systemen in
V.1.2.2 auch zeigen wird.

Beim System GP fiihrte die Verwendung lipophileren Testosteronesters zur Verbesserung
der Resorption. Moglicherweise kommt dies aufgrund einer entsprechend erhéhten
Affinitat zur Membran zustande. Diese Schlussfolgerung kann anhand der erhaltenen K-
und D,-Werte fur dieses System (Abb. 38) bekraftigt werden. Bei GP blieb der Dy-Wert
trotz der Verwendung eines lipophileren Esters konstant, wahrend der K-Wert dadurch
sehr deutlich zunahm, was eine Verschiebung der Wirkstoffverteilung zugunsten der
Membran bedeutet.

Bei dem System BO hingegen bewirkte die Erhéhung der Lipophilie eine Verringerung
der Resorption, mdglicherweise, weil die Affinitdt zur mizellaren Phase hoher wird.
Anscheinend bieten die BO-Mizellen innerhalb ihrer Struktur eine lipophilere Umgebung
oder starkere intermolekulare Wechselwirkungen mit dem Wirkstoff als die Membran
oder die NaGDC-Systeme an. Dies wird durch die erhaltenen K-Werte der Systeme
TP/BO und TE/BO gestitzt (beide waren unterhalb 0,5) (Abb. 38). Bei der Verwendung
von lipophileren Estern andert sich der K-Wert nur geringfiigig, wahrend sich unerwartet
der D,, deutlich verringert. Neben der erwarteten Zunahme der Affinitat zum lipophilen
Mizellinneren bei Zunahme der Lipophilie des eingebetteten Wirkstoffes ist hier auch mit
einem zunehmend erschwerten Ubergang der Wirkstoffmolekiile vom Mitzellinneren zur
Membran zu rechnen, da diese bei ihrer Diffusion einen entsprechend erhéhten Wider-
stand der polaren, hoch hydratisierten, duf3eren mizellaren Schale (siehe Abb. 36 und
IV.2.2) und der Grenzschichtbarriere Uberwinden missen. Dies kann hier eine ent-
scheidende Rolle beim Transport spielen und mdglicherweise der unerwarteten Herab-
setzung des erhaltenen D,-Wertes zugrunde liegen.

V.1.2 Resorptionsuntersuchungen mit Hilfe der Ussing-Kammer

Die Untersuchung der Wechselwirkung der mischmizellaren Trager mit den nattrlichen
Barrieren der Darmmukosa und des dadurch bedingten Transports der eingebetteten
Wirkstoffe erfordert die Verwendung von nativen Dinndarmsegmenten. Dies erfolgte
mittels der Ussing-Kammer-Technik, die trotz gewisser Einschrankungen (siehe II1.9)
hinsichtlich des hier angestrebten Versuchszwecks eine zufriedenstellende Nachbildung
des physiologischen intestinalen Transportprozesses ermoglichte.

V.1.2.1 Einfluss des eingesetzten mizellaren Systems auf den
Transport des Testosterons durch Mause-Diinndarm-Abschnitte

Fur diese Untersuchungsreihe wurde T als Modellstoff verwendet. Zum einen demonst-
rierte dieses bekanntlich anhand unterschiedlicher Untersuchungen (siehe I1.5 und I1.6)
gute Permeationseigenschaften durch die Epithelmembranen und weist trotz seiner
Lipophilie eine gewisse Wasserloslichkeit (IV.1) auf. Dies ermdglichte es, den Transport
durch Vermessen von Proben aus dem AK zu untersuchen und das transportierte T bei
der Verwendung verschiedener mizellarer L6sungen mit seinem Transport in einer
tensidfreien Losung (Kontrolllosung, Ktrl.) zu vergleichen. Zum anderen ermoglicht die
Verfugbarkeit von radioaktivmarkiertem T durch die hohe Empfindlichkeit der Flussig-
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szintillationsmethode, Messungen mit erhohter Genauigkeit und kleinen NG vorzu-
nehmen. Ohne Einbeziehung des Einflusses des metabolischen Abbaus und der
Membrantransporter (II.5, I.6) auf die Konzentrationsprofile des T in beiden Kammern
kénnen hier aber keine quantitativen Aussagen Uiber den Transport getroffen werden.
D.h., die Gleichung Gl. 11.8-1 konnte auch hier fiir die Berechnung des scheinbaren
Permeabilitétskoeffizienten P, nicht angewandt werden. Der Vergleich der Transport-
eigenschaften der verschiedenen mizellaren Systeme erfolgte daher einfach anhand der
Konzentrationsdiagramme des T (Abb. 39). Dabei wurde angenommen, dass die
gemessene Radioaktivitat im AK nur von den Transporteigenschaften der verglichenen
mizellaren Trager abhédngt. In anderen Worten, dass dggdfs. Sondereinfliisse der
Tensidsysteme auf Membrantransporter und Verstoffwechselung der Steroide bei diesen

Untersuchungen alle gleich vernachlassigbar sind.
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Abb. 39 Normierte Zunahmeprofile der [’H]T-Konzentrationen in der Akzeptorkammer in
Abhdngigkeit vom verwendeten mizellaren System bei Ussing-Kammer-Untersuchungen durch
Mause-Dinndarm-Abschnitte, Ktrl.: Kontrolle (reine KRBP Losung)

Die Messungen zeigen eine deutliche Verringerung des Transports des T infolge des
mizellaren Einschlusses gegeniiber seinem Transport in der einfachen KRPB-L6sung
(Ktrl.), insbesondere bei den MMS. Friihere Arbeiten zeigten auch eine Verringerung der
intestinalen Resorption lipophiler Arzneistoffe wie Griseofulvin, Ketoconazol und
Dantrolene (log D ~ 1,3-1,5) bei der Anwesenheit von einfachen und mischmizellaren
GS-Systemen gegeniiber den waéssrigen tensidfreien Losungen [149,151,185]. Dies
wurde bei den eben genannten Arbeiten auf die Zunahme der Solubilisation in den
Mizellen zurtickgefiihrt. Wie sich im Laufe der Diskussion zeigen wird, lasst sich diese
Erklarung aber nicht bedingungslos auf alle anderen Systeme Ubertragen. Zwar ist die
Solubilisierungskraft eines mizellaren Systems fiir einen eingebetteten Wirkstoff von
entscheidender Bedeutung fir seinen Transport, diese nimmt aber in der Regel mit
zunehmender Affinitat des Wirkstoffes zu den Mizellen zu (IV.3.1), wobei eine hohe
Affinitét zu den Mizellen auch eine erschwerte Freigabe des eingeschlossenen Wirkstoffes

91



Kapitel V Resorptionsuntersuchungen

beim Kontakt mit den Membranen und damit die Reduzierung seines Transports
bedeutet. Zur Erhéhung des Anteils frei verfigbarer Wirkstoffmolekule in der Lésung,
v.a. in der unmittelbaren Nahe der Zellmembran (siehe II.7), ist die Herabsetzung des
Verteilungskoeffizienten (Mizellen/Lésung) erforderlich. Dies kann bei hydrophilen
Substanzen durch den Zusatz eines sog. Zweitsolubilisats (z.B. Lipide) erfolgen [182-
184]. Extrem lipophile Arzneistoffe lassen sich jedoch nur in der mizellaren Phase
solubilisieren und damit zur Epithelmembran der Darmmukosa transportieren, wobei
ihre Solubilisation bzw. ihre Affinitdt zur mizellaren Phase durch den Lipidzusatz zumeist
auch verbessert wird, weshalb die o.g. Methode des Zweitsolubilisats hier nicht ange-
wandt werden kann. Da aber die Zugabe der OS zum HTAB-System zur Reduzierung der
Solubilisation des T fuhrt (Abb. 26), welches in seiner freien Form eine gewisse Loslich-
keit im Wasser besitzt, wurde erwartet, dass seine Resorption bei der Verwendung des
HO-Systems gegeniiber dem einfachen H-System wieder zunimmt. Dies war aber hier
nicht der Fall, was einen deutlichen Hinweis auf die Mitwirkung anderer wichtiger
Faktoren neben der Solubilisation/Affinitat bei diesem Transportprozess darstellt.

Schon die vorherigen Untersuchungen mittels des Permeationsmodells nach Flirst-
Neubert (V.1.1) ergaben einen Hinweis darauf, dass die Diffusion der eingebetteten Wirk-
stoffmolekile durch einen Hinderungseffekt der &uf3eren Mizellschicht und der Grenz-
schichtbarriere beeinflusst werden kann. Die Z-Wert-Messungen (IV.4) demonstrierten
diesbezliglich, dass die eingebetteten Steroidmolekile im HO-System im Vergleich zum
einfachen H-System deutlich tiefer in die Mizellen eindringen, was hier eine dickere
Umhtllung fir diese Molekile in den Mizellen und verstarkte hydrophobe Bindungen mit
dem Mizellinneren bedeuten kann. Aus Untersuchungen mithilfe der MAKE kamen
weiterhin Hinweise auf eine deutliche Zunahme der positiven Oberflaichenladung der
Mizellen analog der Zunahme ihrer Grof3e (IV.3). Dadurch lasst sich vermuten, dass die
elektrostatische Abstofungskraft zwischen diesen Mizellen und der positiv geladenen
Oberflache der Zellmembran (I1.5) oder der Grenzschichtbarriere (I1.4) auch deutlich
ansteigt und den Transport demzufolge verhindert. Die Grenzschichtbarriere kann sich
eventuell auf allen lipophilen Oberflachen in der Mukosa und v.a. auf der Mukus-
oberflache bilden. Wie weit auch die Erhohung der Mizellgrof3e des HO-Systems gegen-
Uber dem einfachen H-System (Abb. 31) einen Einfluss auf die Diffusion der Mizellen
durch die MuS ausiiben kann (rdumliche Verhinderung beim Durchgang in die MuS), ist
anhand der hier verfigbaren Daten unmdglich zu beurteilen.

Die Abnahme der Resorption des T aus dem System BO im Vergleich zum System B
(Abb. 39) kann ebenfalls mit einer erhéhten mizellaren Solubilisation (Abb. 26) erklart
werden. Aus den Z-Wert-Untersuchungen (IV.4) geht zudem eine Zunahme des Hydrata-
tionsgrades bzw. der Polaritéat sowie eventuell auch der Dicke der hydratisierten Polyoxy-
ethylenschicht der Mischmizellen des Systems BO gegeniiber den einfachen lipidfreien
Br35-Mizellen hervor. Hochstwahrscheinlich tragt auch dies durch eine Verringerung der
Diffusion an der Membran zur Reduzierung der Resorption bei, wie vorher diskutiert
wurde (V.1.1).

Z-Wert-Messungen lieferten einen Beweis fur eine deutlich erhohte Polaritdt um die
konjugierten Ketofunktionen der untersuchten Steroide beim System GP, was mit einer
Erh6éhung der Hydratation in der &uf3eren mizellaren Schicht bei diesen Systemen (IV.4)
gegenuber den entsprechenden G-Systemen erklart wurde. Auch die Solubilisation des T
nimmt beim System GP deutlich zu (Abb. 26). Auf3erdem fiihrt die Vergréf3erung bzw.
erhohte Aggregationszahl der GP-Mizellen zu keiner effektiven Zunahme der negativen
Oberflachenladung der Mizellen (IV.3), und somit ist keine Zunahme der Resorption auf
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der Basis einer zunehmenden elektrostatischen Anziehung zur Membranoberflache zu
erwarten. Hingegen ist in Anlehnung an die vorher diskutierten Beispiele eine Herab-
setzung der Resorption bei der Solubilisierung im bindren System GP gegeniiber dem
einfachen System G aufgrund der Zunahme der Solubilisation und des Hydratations-
grades zu erwarten, was sich anhand der erhaltenen Ergebnisse (Abb. 39) als zutreffend
erweist.

Die allgemein erhohte Resorption bei den einfachen lipidfreien mizellaren Systemen
gegeniuber den bindren lipidhaltigen Systemen kann darUber hinaus auf die erhéhte
Aggressivitat der ersten Systeme gegen die Epithelmembran zurlickgefiihrt werden, die
durch gewisse Membranschadigungen gréf3ere Anderungen in der Permeabilitét als bei
den binaren Tensidsystemen hervorrufen kann (siehe I1.7).

V.1.2.2 Einfluss der Kettenlinge bzw. der Lipophilie des in
mischmizellaren Systemen eingebetteten Steroids auf den
Transport durch Mause-Diinndarm-Abschnitte

E
°
S
=
o ——T/HO
L
Py —=-T/GP
8 —o—TE/BO
E o8 —x—TP/HO
N 1 —a—TP/BO
E 0,7 - —e—TP/GP
@ ——TE/B
T 06 —o—TE/GP
€
5 0,5 Y
P4

0,4 T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit [min]

Abb. 40 Abnahmeprofile der Konzentrationen solubilisierter Steroide in verschiedenen mizellaren
Systemen im Donatorkompartiment bei Ussing-Kammer-Untersuchungen an Méuse-Diinndarm-
Abschnitte

Bei diesen Untersuchungen konnten auch keine Testosteronester im AK nachgewiesen
werden, was auf die hohe Affinitat dieser stark lipophilen Stoffe zur Epithelmembran und
mogliche Proteinbindungen in den Epithelzellen und den darunter liegenden Schichten
zurlckgefuhrt wird. Der Vergleich erfolgte daher mithilfe der Konzentrationsdigramme
im DK. In-vivo werden die resorbierten Testosteronester von der Darmmukosa tuber den
lymphatischen Weg in Form von Chylomikronen zur Blutbahn weiter transportiert (sieche
I1.6). Anhand von Messungen der in der Membran resorbierten Steroide am Versuchs-
ende konnten leider keine Zusammenhénge zwischen diesen und den verwendeten
mizellaren Systemen etabliert werden. Ab der Membranaufarbeitung am Versuchsende
bis zu den Verfahren der Extraktion und Probevorbereitung ergeben sich zahlreiche
mogliche Fehlerquellen, deren Einfluss sich nur mit sehr grofSem Aufwand verringern
lasst. Diese spiegelten sich in grofien Schwankungen der Messdaten der Versuchs-
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wiederholungen wider. Durch diese Messungen konnten aber geringe Mengen vom T in
den Darmabschnitten nachgewiesen werden. Auch in den Akzeptorkompartimenten
wurde T nachgewiesen. Beides brachte den Beweis fur eine bedeutende Biotrans-
formation der Testosteronester wahrend des Transportsprozesses in diesen Unter-
suchungen, die mit der Abspaltung des T begann (siehe I1.6). Im Einklang mit der
vorherigen Versuchsreihe mit den kuinstlichen Lipidmembranen gab es hier bei der
Untersuchung des TE-Transports im System HO auch keine signifikante Anderungen
der Konzentration im DK.

Beim System GP stieg die Resorption mit Zunahme der Lipophilie des solubilisierten
Steroids (T<TP<TE), wie anhand Abb. 40 zu sehen ist. In Analogie zu den erhaltenen
Ergebnissen in V.1.1 bietet sich die folgende Erklarung an. Der Affinitat der Steroidreihe
zur mizellaren Phase ist ihre Affinitdt zur Epithelmembran hier auch tberlegen
(moglicherweise aufgrund lipophilerer Eigenschaften der Membran), so dass sich die
Wirkstoffverteilung mit zunehmender Lipophilie des solubilisierten Wirkstoffes ebenfalls
zugunsten der Membran verschiebt.

Beim System BO hingegen verlauft die Verteilung zugunsten der Mischmizellen, so dass
eine Erhohung der Wirkstofflipophilie zur Verringerung der Resorption fihrt (Vergleich
TP/BO und TE/BO in Abb. 40). Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde der Transport
des stark lipophilen TE im System B untersucht, wobei es sich eine sehr deutliche
Erhéhung der Resorption gegeniiber dem System BO gezeigt hat (Vergleich TE/B und
TE/BO in Abb. 40).

Das gleiche Prinzip gilt auch fir die Erklarung der starken Transportabnahme beim
HO-System nach Verwendung des lipophileren Steroids TE statt TP. Warum aber der
Transport des TP bei diesem System trotz seiner erhéhten Lipophilie gegentiber dem T
deutlich besser als der Transport des Letzteren blieb, lasst sich nur unter Einbeziehung
der intermolekularen Wechselwirkungen dieser Steroide innerhalb der mizellaren
Struktur erklaren. Aus den Untersuchungen zur Mizellbildung im KAPITEL IV geht hervor,
dass sich T hinsichtlich der Einbettung in den HTAB-Systemen von den anderen unter-
suchten Testosteronestern unterscheidet. Wahrend der Einschluss der Testosteronester
hier hauptsachlich Uber hydrophobe Wechselwirkungen der Molekile innerhalb der
Mizellen geht, erfolgt die Einbindung der T-Molekule durch sowohl hydrophobe als auch
starke hydrophile Wechselwirkungen seiner Hydroxylgruppe mit der polaren geladenen
Region der Tensidkopfgruppen in der Mizelle. Daher haben die T-Molekile eine sehr
hohe Affinitat zu den HTAB-Mizellen, wie sich anhand der Solubilisationsuntersuchungen
(Abb. 26, IV.1) und der erschwerten Freigabe in dieser Untersuchungsreihe gezeigt hat.
Die Einlagerung der OS-Molekiile in die mizellare Struktur fuhrt durch die Verdichtung
der Packung in der Kopfgruppenregion und ihre Konkurrenz mit dem T um die
hydrophilen Bindungsstellen innerhalb der o.g. Kopfgruppenregion zur Verringerung
seiner Solubilisation. Diese hat aber anscheinend keinen bedeutenden Einfluss auf die
Affinitdét des T zu den Mizellen im Sinne von Qualitdt und Stérke der Bindungen.
Vielmehr besteht auch die Moglichkeit, dass die Bindung des T durch Van-der-Waals’
sche Wechselwirkungen seiner konjugierten Ketogruppe mit der Doppelbindung der OS
noch verstarkt wird. Die erschwerte Freigabe der T-Molekile aus den HO-Mizellen
infolge dieser hohen Affinitat ist unter diesem Gesichtspunkt hier auch leicht nachvoll-
ziehbar (hierzu siehe auch V.1.2.1). Offensichtlich bedingt die Veresterung des T-
Molekiils nicht nur die Anderung seiner Polaritat sondern auch seiner Bindungsstellen
und -art innerhalb der mizellaren Struktur und trifft damit v.a. seine o.g. starken hydro-
philen Wechselwirkungen mit der polaren Kopfgruppenregion. Méglicherweise verringert
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sich deshalb die Gesamtaffinitét des Molekuls zu den Mizellen, v.a. bei den kurzkettigen
Estern, um wieder mit Erhéhung der Esterkettenlange aufgrund wachsender hydro-
phober Wechselwirkungen mit dem Mizellinneren zu steigen, wie es bei TE der Fall ist.

Der Einfluss der Lipophilie des in den MMS eingebetteten Steroids auf seinen Transport
héngt also in erster Linie von der resultierten Differenz zwischen seiner Affinitdten zu den
Mizellen und zur Membran ab. Ob die Zunahme der Lipophilie zur Zunahme oder
Abnahme der Wirkstoffaffinitdt zu der mizellaren Phase fiihrt, bleibt eine Frage der
molekularen Eigenschaften des Wirkstoffes und des verwendeten mizellaren Systems.
Eine erhohte Wirkstofflipophilie bedingt dartiber hinaus nicht immer eine bessere
Permeabilitdt durch die Epithelmembran, was ebenso von den molekularen Eigen-
schaften des Wirkstoffes abhéngt. Wils et al. [5] beispielsweise berichteten von der
Abnahme der Permeabilitat ihrer untersuchten radioaktivmarkierten Substanzen durch
die Epithelmembran der Caco-2-Monolayer unter guten Durchmischungsbedingungen
mit Zunahme ihrer Lipophilie im Bereich 2,8-5,2 (ausgedrickt in log D). Daraus
schliefen sie, dass die hohe Lipophilie eines Wirkstoffes (log D> ca. 3) seinen intes-
tinalen Transport durch die Epithelzellen verringert, und dass die Hauptbarriere fur den
Transport solcher stark lipophilen Wirkstoffe das intestinale Epithel ist. Im Zusammen-
hang mit der in diesem Abschnitt eingeleiteten Diskussion kann man hier bei den von
Wils et al. untersuchten Verbindungen vermutlich von einem Beispiel einer verminderten
Aufnahme oder Diffusion in der Epithelmembran trotz einer hohen Wirkstofflipophilie
sprechen. Dieser Teil der Arbeit bietet andererseits Beispiele an, wo die Erhéhung der
Lipophilie in Abhéngigkeit vom verwendeten mizellaren System den Transport
verbessern oder auch verschlechtern kann. Weiterhin zeigte dieser Abschnitt anhand des
Beispiels mit T/HO und TP/HO, dass eine verbesserte Affinitdt im Sinne der
Solubilisationskapazitdt eines mizellaren Systems fir einen Wirkstoff nicht unbedingt
eine bessere Affinitdt im Sinne der Starke der Wirkstoffbindungen mit dem mizellaren
Gerust bedeuten muss.

V.1.3 Resorptionsuntersuchungen am Kaninchen-Modell

Diese Untersuchungen wurden mit dem Ziel vorgenommen, die bei V.1.1 und V.1.2
gezogenen Schlussfolgerungen unter /n-situ-Bedingungen zu Uberprifen, die sich den
physiologischen Bedingungen in-vivo sehr anndhern. Die Versuchsanordnung wurde
von Fritzsch [235] ausflihrlich beschrieben, weshalb hier im experimentellen Teil darauf
nicht weiter eingegangen wurde. Die Aufarbeitung der Proben und die Analytik erfolgten
nach den Methoden A2 und HPLC-2 (lll.5.3) mit der Annahme, dass diese auf Proben
aus Kaninchenplasma Ubertragbar sind. Fur die i.v. Bolusinjektion der Kontrolldosis
wurde ein liposomales System entwickelt (Il.3), da liposomale Tragersysteme allgemein
i.v. vertraglicher als mizellare Systeme sind und ausreichende Mengen an lipophilen
Wirkstoffen enthalten kénnen. Bei der ersten Untersuchungsreihe handelte es sich um
die Systeme TE/GP, TE/BO und TE/HO.

Messungen der Konzentrationen vom Wirkstoff im Plasma nach der i.v. Verabreichung
der liposomalen Kontrollldsung und den intestinalen Perfusionsuntersuchungen ergaben
wahrend des Versuchsverlaufes nur Spuren von TE und T, die im Bereich der NG der
analytischen Methode (lll.5.3.2) lagen. Die Verfolgung der Konzentrationsanderung im
Plasma war aus diesem Grund nicht méglich. Dies fiihrte zur Annahme, dass der stark
lipophile Wirkstoff schnell nach der i.v. Injektion von den Fettgeweben aufgenommen
wird oder die Liposomen werden von den endothelialen Leberzellen aufgenommen und
dadurch aus dem Blutkreislauf schnell entfernt. Bezliglich der Perfusionsunter-
suchungen wird angenommen, dass der Anteil des resorbierten stark lipophilen Testos-

95




Kapitel V Resorptionsuntersuchungen

teronesters in der Darmmukosa entweder verstoffwechselt oder intakt lymphatisch
transportiert wird, wie in Il.5 und 1.6 aufgefihrt wurde. Der lymphatisch transportierte
Anteil wird v.a. in den Fettgeweben gespeichert und allméahlich in die Blutbahn -
hochstwahrscheinlich in einer hydrolisierten Form — freigesetzt. Eine Langzeitbeo-
bachtung des Plasmaspiegels des freigesetzten T war aber leider nicht moglich, da die
Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen des Versuchstieres tiber Tage nach der Durch-
fihrung der intraduodenalen Perfusion nicht mdglich ist. Es wird deshalb fur die
Bestimmung der transportierten Wirkstoffmenge bei derartigen Untersuchungen
empfohlen, Messungen des Wirkstoffes und seiner Metabolite in der afferenten intesti-
nalen Lymphsekretion vorzunehmen, die durch eine Kanulierung des mesenterialen
Lymphgangs oder des Brustlymphgangs gewonnen wird.

V.2 Zusammenfassung der Resorptionsuntersuchungen

Die im ersten Teil der Arbeit optimierten und charakterisierten mischmizellaren Systeme
fur die Verbesserung der Solubilisation lipophiler wasserunléslicher Steroide wurden in
diesem Teil auf ihren Einfluss auf die Resorption der eingebetteten Wirkstoffe gepruft.
Dadurch wurde die Vermutung Uberpruft, ob die Verbesserung der wassrigen Solubilisa-
tion dieser Stoffe und ihr Einschluss in mischmizellaren Trégersystemen auch zur
Verbesserung ihres Transports durch die Darmmukosa fiithren kann.

Aus diesen Untersuchungen und mit Hilfe der im ersten Teil der Arbeit (KAPITEL IV)
gewonnen Informationen Uber den mdglichen molekularen Aufbau der verwendeten
mischmizellaren Systeme lief3en sich Schlussfolgerungen tber die Faktoren ziehen, die
Einflisse auf den Transport ausiben kénnen. Gemeinsamkeit all dieser Faktoren ist,
dass sie vom mizellaren Bau des verwendeten Systems sowie der Lipophilie und den
molekularen Eigenschaften des eingebetteten Wirkstoffes abhéngen, und dass ihre
Wirkungen durch Anderungen in den Verteilungskoeffizienten Membran/Mizellen (K)
und/oder der Diffusionskoeffizienten des Wirkstoffes in der Membran (D,) zum Ausdruck
kommen. Eine auf dem zweiten Fick’schen Diffusionsgesetz basierende nichtlineare
Funktion wurde hier abgeleitet, welche die Resorption stark lipophiler Wirkstoffe in
mizellaren Systemen beim Permeationsmodell nach Fiirst-Neubert in Abhangigkeit von
Zeit beschreiben kann. Die abgeleitete Funktion zeigte eine sehr gute Anpassung an die
erhaltenen Messdaten und eignet sich mithilfe des o.g. Permeationsmodells fir die
Untersuchung méglicher Anderungen in K und D,, in Abhéangigkeit vom verwendeten
mizellaren System und den Eigenschaften des eingebetteten stark lipophilen Wirkstoffes.
Einen der wichtigsten o.g. Faktoren stellt die Differenz zwischen den jeweiligen
Wirkstoffaffinitdten zur Membran und zur mizellaren Phase dar, die besonders durch K
zum Ausdruck kommt. Die Affinitdt soll nicht nur quantitativ im Sinne der Solubili-
sierungskapazitat fir den Wirkstoff aufgefasst werden, sondern auch qualitativ im Sinne
der Starke der molekularen Bindungen zwischen der betrachteten Phase und dem
Wirkstoff. Zu den hier diskutierten Faktoren, die besonders D,, beeinflussen kénnen,
zahlen Polaritat bzw. Hydratation und Dicke der mizellaren Umhillung, die effektive
elektrische Oberflachenladung der Mizellen und der Widerstand der Grenzschicht-
barriere.

Die Untersuchungen zeigten eine Verringerung des Transports des T infolge der
Verwendung mizellarer Systeme im Vergleich zu einer einfachen Pufferlésung des T,
wobei dieser Effekt bei der Verwendung binarer mischmizellarer Systeme weiter steigt.
Auch bei den stark lipophilen Testosteronestern verringert sich die Resorption in den
bindren mischmizellaren Systemen gegeniiber den einfachen lipidfreien Systemen.
Dieser Effekt héangt in erster Linie mit der Erhéhung der Affinitat des Wirkstoffes zur
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mizellaren Phase zusammen. Moglicherweise spielt dabei auch der erh6hte membran-
schadliche Effekt der lipidfreien mizellaren Systemen gegeniber den lipidhaltigen
Mischsystemen eine Rolle. Anhand der Untersuchungen v.a. mit den HTAB-Systemen
oder mittels des Permeationsmodells zeigte sich jedoch, dass daran auch andere
wichtige Faktoren wie der Hydratationsgrad der auf3eren Aggregatschicht, die mizellare
Oberflachenladung oder die Bildung einer Grenzschichtbarriere beteiligt sein konnen.

Der Einfluss der Wirkstofflipophilie auf den mizellaren Wirkstofftransport éndert sich
weitgehend in Abhéngigkeit vom verwendeten mizellaren System. Bei den L-GS-
Mischmizellen bewirkt die Erhéhung der Lipophilie des Wirkstoffes die Zunahme seiner
Resorption, wéahrend diese bei den oOlséurehaltigen Br35- oder HTAB-Systemen in der
Regel zur Verringerung der Resorption fiihrt. Der o.g. Einfluss hangt aber auch von den
physikochemischen bzw. strukturellen Eigenschaften des Wirkstoffes ab, die seine
Aufnahme in den jeweiligen Phasen (Membran oder Mizellen) sowie seinen Durchgang
durch die polaren hydratisierten Schichten der Mizellen oder eventuell der Grenzschicht-
barierre beeinflussen kénnen.

Aus den intraduodenalen Perfusionsuntersuchungen am Kaninchenmodell lief3en sich
Schlussfolgerungen ziehen, die zur Entwicklung der Methodik bei der Anwendung auf
Untersuchungen des Transports stark lipophiler Arzneistoffe in mizellaren Tensidsys-
temen in-situ dienen koénnen.
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KAPITEL VI
Zusammenfassung

Bekanntlich kénnen die lipidhaltigen mischmizellaren Systeme auf Grund ihrer viel-
faltigen und vorteilhaften Eigenschaften als Wirkstofftragersysteme zur Verbesserung der
Wasserl6slichkeit und des Transports lipophiler Arzneistoffe eingesetzt werden. Weniger
bekannt sind jedoch die Faktoren, die zur Verbesserung der Solubilisation stark lipo-
philer Arzneistoffe oder ihrer Resorption an den biologischen Membranen und v.a. der
intestinalen Mukosa mit Hilfe dieser Systeme fiihren kénnen. In der vorliegenden Arbeit
wird daher der Versuch unternommen, die Solubilisation stark lipophiler Modellwirkstoffe
durch die Optimierung lipidhaltiger mischmizellarer Systeme (MMS) der drei Haupt-
tensidgruppen (je nach elektrischer Ladung der hydrophilen Kopfgruppe, kationische,
anionische oder neutrale Tenside) zu verbessern, den Einfluss der optimierten Systeme
auf den intestinalen Resorptionsprozess dieser Wirkstoffe zu untersuchen, und Einfluss-
faktoren von Bedeutung aufzuzeigen. Als stark lipophile Modellwirkstoffe dienen hier das
Testosteron (T) und seine Propionat-, Enanthat und Undecanoatester. Als Lipide
kommen die Sojalecithine P90G (ungeséttigt) und P9OH (gesattigt) sowie die Stearin-
und Olsaure (OS) zum Einsatz.

Die optimalen mizellaren Lipidsolubilisationen erreicht man durch die Verwendung der
ungesattigten Lipide (P90G und OS) unabhangig vom verwendeten Tensid. Die
ungesattigten Lipide beglinstigen moglicherweise die Einbettung der Steroide in die
Aggregate durch Wechselwirkungen ihrer Doppelbindungen mit den polaren Funktionen
der Steroide, Lockerung der Packung und Erhéhung der Lipophilie innerhalb der
Mizellen. Die besten Solubilisationen der untersuchten Steroidreihe erzielt man in den
Systemen des kationischen Tensids HTAB (unter den untersuchten Tensidsystemen).
Bei der Herstellung der terndren MMS der Tenside HTAB und Br35 haben die
solubilisierten Lipide (P90G und OS) jeweils keinen deutlichen Einfluss auf ihre gegen-
seitige Solubilisation. Hingegen beim Tensid NaGDC fiuhrt die Einlagerung des einen
Lipids in die Mizellen zu einer deutlichen Verringerung der Solubilisationskapazitét des
Systems fur das andere Lipid. Fur die Verbesserung der Solubilisation der untersuchten
Steroide sind die bindaren MMS besser geeignet als die ternaren. Unter den untersuchten
lipidhaltigen MMS ergeben sich die optimalen Solubilisationen der Modellwirkstoffe in
der optimierten mizellaren Mischung des Tensids NaGDC mit P90G sowie in den
optimierten mizellaren Mischungen der Tenside Br35 und HTAB jeweils mit OS.

Eine deutliche Zunahme der Aggregatgrof3e ergibt sich erst nach Lipidzugabe zu den
verschiedenen Systemen. Diese Grof3enédnderung steht in Zusammenhang mit
Anderungen in der mizellaren Struktur aller Systeme. Bei NaGDC entstehen die
bekannten grofien L-GS-Mischmizellen (umstrittene Modellvorstellungen fir den
mizellaren Bau in der Literatur). Bei Br35 kommt es zur Vergrof3erung der Aggregate
durch die Einlagerung der OS-Molekiile in den lipophilen Aggregatkern, bei HTAB durch
die Entstehung grofier stabchenformiger Mischmizellen. Die Anderung der mizellaren
Grof3e bleibt bei den bindren NaGDC- und Br35-Systemen im allgemeinen unabhéangig
von der Molekiilgréf3e des eingeschlossenen Steroids. Aufgrund ihrer strukturellen
Eigenschaften unterstiitzen die eingebetteten Steroide innerhalb der binaren HTAB-MMS
die o.g. stdbchenférmige mischmizellare Bildung durch ihren Einfluss auf den Packungs-
parameter (PP). Bei diesen Systemen weist die mizellare Grof3e deshalb eine Abhéngig-
keit vom eingebetteten Steroid auf. Durch die Einbettung der Lecithinmolekiile in das
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mizellare Gerust der P90G-NaGDC-MMS kommt es bei der MAKE trotz der erhdhten
Aggregationszahl der negativ geladenen Tensidmolekiile zu keiner deutlichen Anderung
der effektiven Mobilitat der Mischmizellen gegenuiber den einfachen lipidfreien NaGDC-
Mizellen. Wegen der Einlagerung der OS-Molekule innerhalb des Aggregatkerns beim
Br35-System ergibt sich keine Anderung der elektrischen Oberflachenladung der
Aggregate. Hingegen nimmt bei HTAB-Systemen die positive effektive Oberflachen-
ladung durch die Entstehung grofifer MMS mit einer hohen Aggregationszahl der
Tensidmolekiile und relativ kleiner Anzahl der eingebetteten OS-Molekile deutlich zu.
Durch die Lipidzugabe kommt es weiterhin bei den NaGDC- und Br35-Systemen zur
Erhéhung des Hydratationsgrades in der duf3eren Aggregatschicht. Bei HTAB-Systemen
fuhrt diese Zugabe zu einer tieferen Penetration der Steroide im mizellaren Gerust.

Wahrend sich alle Testosteronester in den lipophilen Stellen innerhalb der Aggregat-
strukturen einordnen, lasst sich T wegen seiner gewissen Polaritdt und relativ kleinen
Molekilgrof3e eher in den hydrophilen Stellen einbetten. Des Weiteren richtet T seine
Ketofunktion nach dem Aggregatkern und seine Hydroxylgruppe nach der Aggregat-
oberflache aus, wodurch sich eine umgekehrte Orientierung der T-Molekiile in den
Aggregaten im Vergleich zu den Testosteronestern ergibt. Diese Unterschiede erklaren
das abweichende Solubilisationsverhalten des T in den HTAB-Systemen und spiegeln
sich in den ermittelten cybotaktischen Polaritdten um die Ketofunktion dieser Steroide
wider.

Mit nur einer Ausnahme (Solubilisation des T im HTAB-System) wird bei allen Tensid-
systemen ein einheitliches Solubilisationsverhalten der untersuchten Steroide beo-
bachtet. Dies zeigt sich in einer Zunahme der Solubilisation mit zunehmender Lipophilie
bzw. Esterkettenldnge, bis die Grof3e des Molekils eine Grenze erreicht (ca. 7-9 C-
Atomen in der unverzweigten Esterkette), Uber die hinaus die Solubilisation wieder ab-
nimmt. Neben Struktur und Gréf3e der Aggregate spielen auch andere wichtige Faktoren
wie die Packungsdichte oder die Verteilung der polaren und lipophilen Solubilisations-
stellen innerhalb des Aggregatgerusts eine wichtige Rolle bei der Einbettung der
solubilisierten Wirkstoffe. Die Lipophilie und andere Eigenschaften des Wirkstoffes wie
seine Grof3e und die Verteilung der polaren und lipophilen Stellen in seiner Struktur sind
auch Faktoren von wichtiger Bedeutung fir die Solubilisation bzw. den mizellaren
Einschluss des Wirkstoffes. Mit zunehmender Lipophilie eines Wirkstoffes steigt seine
Affinitat zu den lipophilen Solubilisationsstellen innerhalb der Aggregate. Folglich
verbessert sich seine Solubilisation im System. Stark lipophile und zu grof3e Molekiile
lassen sich jedoch in den mizellaren Systemen schwerer einschlieffen und stoéren
allgemein durch ihre Grof3e die gesamte Aggredatstruktur. Sie dringen tiefer in die
lipophilen Stellen im Aggregatkern ein. Dort erhohen sie die Packungsdichte und
verringern die Anpassungsfahigkeit der Ketten, die fir eine optimale intermolekulare
Wechselwirkung benétigt wird. Die Aggregate werden demzufolge instabiler und es
verringert sich vergleichsweise die Solubilisierungskapazitét des Systems. Das Solubilisa-
tionsverhalten der untersuchten Steroidreihe bietet ein gutes Beispiel dafur, wie die
Gegen- oder Mitwirkung der o.g. Faktoren die Solubilisation der Wirkstoffe beeinflussen
kann. Bei der Entwicklung der MMS und ggfs. der Auswahl des zu solubilisierenden
Wirkstoffes ist daher ein Kompromiss zwischen den o.g. Faktoren nétig, um eine
optimale Solubilisation fur den Wirkstoff zu erreichen. Unter den verglichenen Steroiden
zeigt TE folglich durch seine Struktur bzw. seine mittelgrof3e Esterkettenlédnge, die am
besten geeigneten Eigenschaften fir den mizellaren Einschluss und die Aggregat-
bildung. TE ergibt demnach die besten Solubilisationen in den untersuchten mizellaren
Systemen. Aus dem gleichen Grund aber kénnen Substanzen mit vergleichbaren
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Kapitel VI Zusammenfassung

Eigenschaften wie TE in Konzentrationen oberhalb der mizellaren Kapazitat zur Bildung
hoch aggregierter Strukturen wie z.B. Vesikelsysteme fiihren.

Beim mizellaren Transport stark lipophiler Wirkstoffe an die biologischen Epithel-
membranen stellt die Differenz zwischen den Wirkstoffaffinitdten zu der Membran und
der mizellaren Phase einen der wichtigsten Einflussfaktoren dar. Dieser Faktor kommt
besonders durch den Verteilungskoeffizienten K (Membran/Mizellen) zum Ausdruck.
Anderungen, die zu einer Zunahme der Solubilisation oder Starke der Wirkstoffbindung
zur mizellaren Phase ohne parallele Zunahme der Wirkstoffaffinitat zur Membran fihren
(wie z.B. Lipidzugabe), bewirken deshalb eine Verringerung der mizellaren Wirkstoff-
freigabe an die Membran. Eine Zunahme der Wirkstofflipophilie fihrt daher bei K> 0,5
meist zur Verbesserung des mizellaren Transports an die Membran (wie bei den NaGDC-
Systemen), bei K < 0,5 hingegen zur Verschlechterung (Br35- und HTAB-Systeme).

Eine in der vorliegenden Arbeit abgeleitete nichtlineare Funktion dient mit Hilfe des
Permeationsmodells nach Fiirst-Neubert zur Bestimmung der Parameter K und D,
(Diffusionskoeffizient des Wirkstoffes in die Membran) und zur Untersuchung ihrer
moglichen Anderungen in Abhéangigkeit vom verwendeten mizellaren Tragersystem. Die
Funktion zeigte eine gute Anpassung an die erhaltenen Messdaten in dieser Arbeit.

Die ermittelten K-Werte fir TP und TE bei den Br35-MMS sind vergleichbar, wéhrend
sich Dy, fur TE gegentuiber TP deutlich verringert. Dies deutet auf die wichtige Rolle eines
anderen Faktors hier als nur die wachsende Wirkstoffaffinitét zur mizellaren Phase hin.
Dieser ist die hohe Polaritat der hydratisierten Zone der Polyoxyethylenschicht, deren
Widerstand beim Ubergang des Wirkstoffes zur Membran mit zunehmender Wirkstoff-
lipophilie auch wéchst.

Nach OS-Zugabe und Bildung der HTAB-MMS nimmt die hohe Solubilisationskapazitat
(Affinitat) dieser Systeme fir die untersuchten stark lipophilen Wirkstoffe sowie ihre
Grof3e und effektive Oberflachenladung (wie oben erwéhnt) deutlich zu, wahrend der
Wirkstofftransport noch schlechter wird. Des Weiteren besitzen die HTAB-Mizellen eine
vergleichsweise hoch polare &uf3eren Schicht. Diese Beobachtungen weisen auf eine
mogliche Beteiligung dieser Faktoren neben der hohen Wirkstoffaffinitdét an der
Verschlechterung des Wirkstofftransports hin. Insbesondere die Oberflachenladung kann
hier aufgrund elektrostatischer Abstofung mit der positiv geladenen Epithelmembran
oder mit der Grenzschichtbarriere den Transport negativ beeinflussen.

Ein ideales mizellares Tragersystem fir den Transport stark lipophiler Wirkstoffe soll
daher maoglichst eine kleinere oder vergleichbare Affinitat zum Wirkstoff gegentber der
Membran und einen kleinen Hydratationsgrad der obersten mizellaren Schicht, sowie
eventuell eine neutrale oder negative Oberflachenladung aufweisen. Daraus ergibt sich
allerdings ein Problem bei der Entwicklung dieser Systeme, denn von einem idealen
mizellaren System wird in diesem Fall auch eine moglichst erhéhte Solubilisierungs-
kapazitat fur diese Problemarzneistoffe erwartet. Weiterhin erfordert die Verbesserung der
physiologischen Vertraglichkeit der mizellaren Tensidsysteme die Mischung mit einem
Lipidzusatz, was zumeist auch zur Erhéhung der Affinitat der stark lipophilen Wirkstoffe
zur mizellaren Phase bzw. zur Erhéhung ihrer Solubilisation sowie in mehreren Féllen zur
Erhéhung des Hydratationsgrades der oberen mizellaren Schicht fuhrt. Es ist demzu-
folge hier auch ein Kompromiss zwischen diesen Faktoren nétig, um durch die Ver-
wendung dieser Tragersysteme eine optimierte Resorption zu erreichen. Solange die
erhdhte Solubilisation nicht zur vollstandigen Blockierung der Wirkstofffreigabe an der
Membran fuhrt, bleibt die Verbesserung der Solubilisation sehr vorteilhaft. Sie ist bei
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Kapitel VI Zusammenfassung

diesen Problemarzneistoffen unerlasslich zur {berwindung der MuS und eine wichtige
Voraussetzung fur die Transportverbesserung, v.a. wenn die Freisetzung des Wirkstoffes
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fur den Transport darstellt.
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Summary of the Work

Solubilization of Highly Lipophilic Drugs in Mixed Micellar Systems
and its Influence upon Drug Absorption Process

It is well known that lipid containing mixed micelles show many beneficial features as
pharmaceutical carrier systems, especially because of their ability to improve drug
absorption in general and the aqueous solubility of lipophilic compounds in particular.
This in turn implies their use as very promising carrier systems for highly lipophilic drugs.
However, it is less known about the factors which may influence the incorporation of
such drugs within the structure of such systems and thus may affect drug solubility in
them. The same applies also to the factors, which may affect the delivery process of
highly lipophilic drugs carried by these vehicles at biological membranes, especially the
mucosal membrane of the gastrointestinal Tract. Therefore, these factors were subject
of investigation throughout the present thesis work.

Surface active agents used to develop the micellar systems were chosen among the fre-
quently used surfactants for pharmaceutical purposes. Systematical solubilization tests
were conducted to select one representative of each of the main three surfactant groups,
the anionics, the cationics and the nonionics, for further experimentation. Lipids added
to form binary and ternary mixed micellar systems were saturated and unsaturated Soya
lecithins (P9OH and P90G respectively) as well as stearic acid (SS) and oleic acid (OS).
The most important used surfactants were Brij® 35 (Br35), sodium glycodeoxycholate
(NaGDC) and hexadecyltrimethylamonium bromide (HTAB). Testosterone and its
propionate, enanthate and undecanoate esters (T, TP, TE, and TU) were used as model
drugs to investigate the solubilization and absorption of highly lipophilic drugs.

First, the solubilization of lipids in simple surfactant systems and in binary
(lipid+surfactant) systems was tested. The solubilization of the unsaturated lipids (P90G
and OS) in the studied micellar systems was distinctly higher than it was for their
saturated analogues (P9OH and SS), regardless of the used surfactant. In the case of
HTAB or Br35, added P90G and OS in order to form ternary systems were found to
have no significant interactive influence on their mutual solubilization values. In contrast,
the addition of one lipid to the micellar system of sodium glycodeoxycholate (NaGDC)
decreased considerably its solubilizing capacity for the other added lipid.

Based on the results of first experiment series the solubilization of the drugs was
investigated in micellar systems (drug/surfactant) and in binary mixed micellar systems
(drug/lipid +surfactant). Among the studied surfactants, the highest solubilization results
of testosterone and its esters were achieved in the micellar and the developed mixed
micellar systems of HTAB. With the exception of one case, which is the solubilization of
testosterone in the micellar systems of HTAB, a marked improvement in the
solubilization of the studied steroids was achieved using the mixed micellar systems in
comparison with their lipid free analogues. This was ascribed mainly to an increased
lipophilicity in the interior of aggregates as well as to the growth in aggregate sizes
following the lipid addition. Moreover, the double bonds of the added unsaturated lipids
were accounted for a facilitated embedding of the steroid molecules within the
aggregates by reducing the adhesion of the hydrocarbon chains or the Laplace pressure
inside the aggregates, and by interacting with the polar functions of embedded steroids.
The optimized binary systems showed the best solubilizing capacities toward the tested
model drugs, as compared to their corresponding ternary mixed micellar systems. These
optimized binary Systems were mixtures of OS with HTAB or Br35 as well as the mixture
of P90G with NaGDC.
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In all selected surfactant systems, no substantial changes in aggregate sizes were
noticed after the addition of steroids in concentrations adequately below the saturation
values. A remarkable increase in aggregate sizes was first obtainable after lipid addition.
This was associated in the case of NaGDC with the formation of the well known large
bile salt-lecithin mixed micelles whose structure is still to date a subject of wide argu-
ment. In the case of Br35, the aggregate growth was interpreted by the incorporation of
OS molecules into the region of surfactant hydrocarbon moieties to form together a
distinct fluid-like hydrophobic core in the aggregate interior, and thereby leading to an
enlargement of the whole aggregate. The increase of the micellar size following OS
addition to the HTAB system was attributed to the formation of rod-like mixed micelles.

The change in the micellar size was independent of the added model drugs to the lipid-
containing binary systems of NaGDC or Br35, whereas it showed a dependency on the
molecular characteristics of added steroids (i.e. ester chain length and lipophilicity) in
the case of OS containing HTAB mixed systems. The last observation was considered to
confirm an active contribution of the added testosterone derivatives to the formation of
the rod-like micellar structure, brought about most likely by increasing the packing
parameter (PP) in the micellar assembly as a direct result of the amphiphilic character of
these drugs.

Although the growth in the micellar size in the case of the mixed micellar systems of
NaGDC is coupled with an increase in the aggregation number of the surfactant
molecules, the measurements with micellar affinity capillary electrophoresis indicated no
significant change in the effective mobility of the micelles. This was ascribed, in
compliance with other works, to a decrease in the net surface charge density of the
micelles, induced by the incorporation of lecithin molecules. Despite the high amount of
solubilized OS in Br35 systems, no significant change was detected in the surface
electric charge of aggregates. Accordingly, this confirmed the inclusion of almost all OS
molecules into the aggregate core, in a way that they were not able to effectively
influence the surface electric charge. In contrast, the low amounts of solubilized OS
molecules in HTAB systems induced a considerable increase of surface positive electric
charge of micelles due to the formation of large rod-like structures with a high
aggregation number of surfactant molecules.

Furthermore, measurements of the cybotactic polarity in the vicinity of the conjugated
cyclic ketone functions of the solubilized steroids indicated an increase in the polarity of
the surrounding environment after lipid addition to NaGDC and Br35 systems (except for
solubilizing Td in Br35 systems), whereas this addition in the case of HTAB systems led
to a decrease in the cybotactic polarity around the mentioned ketone functions. The first
observation was attributed to an increased hydratation grade at the superficial layers of
aggregates, whereas the second observation pertained most likely to a shift of steroids
embedding sites to deeper positions in the micellar structure due to a reduced adhesion
between the hydrocarbon chains in the micellar interior following the lipid addition.

The obtained results suggested also that testosterone differs entirely from its esters in
their arrangement ways within the aggregates. Whereas its polarity and relatively small
molecular size cause testosterone to be embedded in the more hydrophilic solubilizing
sites adjacent to the layer of polar surfactant head groups in the aggregates, its esters
incorporate themselves deeper in more hydrophobic sites within the aggregate interior
due to their increased lipophilicity and molecular sizes. It was additionally concluded,
that the testosterone molecule arranges itself within the aggregates in an entirely
opposite way as compared with its esters by directing its ketone group toward the
aggregate interior while its hydroxyl group remains anchored within the superficial polar
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layers of aggregates. These differences reflected themselves particularly in the obtained
cybotactic polarity results and they were accounted for the aforementioned exceptional
solubilization behavior of testosterone in HTAB systems.

Except for the last case (testosterone in HTAB systems), the results revealed a similar
solubilization behavior for steroids in all studied surfactant systems. That is an increasing
solubilization of the testosterone derivatives along with the increase in their side chain
length, and thus their lipophilicity, up to a defined number of carbon atoms in the
straight side chain (about 7-9 C atoms) after which any further increase in the side chain
length leads to a decline in the solubilization. Discussing this finding in the light of other
results in this work, especially the corresponding cybotactic polarity changes, it was
stated that, besides the structure and size of aggregates and the distribution of polar and
apolar sites in drug and aggregate structures, other structural factors could play here an
important role in the solubilization of studied model drugs. These factors are the size
and lipophilicity of drug molecules as well as the strength of adhesion between the
different hydrocarbon moieties within the aggregate interior. With increasing drug
lipophilicity, the drug affinity to the lipophilic solubilizing sites within the aggregates
grows too, leading accordingly to an improvement of drug solubilization in the aggregate
system. However, it becomes more difficult to incorporate highly lipophilic drugs with
very large molecules, since they may hereby disturb the whole aggregate structure. They
may penetrate deep into the aggregate core, causing the packing of hydrocarbon
moieties there to become very tight, and thus hinder the conformational adaptations
needed for optimal molecular interactions within the aggregate structure. Consequently,
the aggregates become less stable and the solubilization of drug molecules in the
system declines. In conclusion, a compromise between all above-mentioned factors
should be achieved, while developing such mixtures, in order to obtain optimal drug
solubilization. Among the compared testosterone esters, TE best fulfills the structural
requirements for the incorporation within the studied aggregate systems due to its
medium side chain length and it gives accordingly the best solubilization results.
However, for the same reason, the saturation of the different micellar surfactant systems
with TE gave despite the filtration (& 45 um) milky, over days stable dispersions,
indicating thus the formation of highly aggregated structures such as vesicles at such
high drug concentrations.

One of the most important factors influencing the micellar delivery of highly lipophilic
drugs to lipid membranes was found to be the difference in drug affinities between both
phases, the membrane and the micellar phase. This factor finds particularly an
expression in the drug partition coefficient K (membrane/micelles). Accordingly, changes
leading to an increase in drug solubilization or rather in drug binding interactions with
the aggregate phase without a similar increase in drug affinity to the membrane (i.e. lipid
addition to the micellar system) brought about a decrease in drug delivery to the
membrane. Furthermore, increasing drug lipophilicity while K > 0.5 led in general to an
enhancement of the micellar drug delivery to the membranes (i.e. NaGDC systems) The
same increase in drug lipophilicity led to a decrease in drug absorption when K < 0.5
(i.e. Br35 and HTAB systems).

A known equation based on the second Fick’s law describing the unsteady diffusion into
an almost impermeable membrane for a given compound was used in this work to
derive a nonlinear function describing time dependant changes in drug concentrations
at the donator side of a diffusion model. Using the permeation model of Fiirst-Neubert,
the function was applied to estimate the values of K and D,, (Diffusion coefficient of drug
in the membrane) and to test their possible changes in relationship to the used micellar
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carriers. The derived function demonstrated an excellent fitting to the absorption data
obtained in this work by using the mentioned permeation model. The obtained K values
for TP and TE carried by Br35 mixed micellar systems were almost identical, whereas
detected D,, for TE was, unexpectedly, significantly smaller as compared with it for TP.
This revealed that besides the increased drug affinity to the micellar phase, other
important factors are possibly involved in this case. The most likely ones are the high
polarity of the hydrated polyoxyethylen layer of Br35 micelles or an interfacial surfactant
boundary layer developed on the membrane surface which may exhibit upon an increase
in drug lipophilicity an increasing resistance to drug transfer from the aggregate interior
into the membrane.

Further experiments were conducted using the Ussing chamber and excised segments
from mice small intestine in order to study the influence of drug lipophilicity and used
micellar carriers on drug delivery in small intestine. The above mentioned rule of
differences in drug affinities proved to be valid here as well, both quantitatively, in term
of drug solubilization, and qualitatively, in term of strength of drug binding interactions
with a considered phase. Accordingly, a weak drug delivery was obtained by using the
micellar systems of HTAB as drug carriers for testosterone and TP, whereas no delivery
was detected with the more lipophilic esters such as TE. This was simply attributed to
the aforementioned high solubilizing capacity of those systems toward the studied highly
lipophilic drugs, which naturally increases with lipid addition or increasing drug
lipophilicity. However, other factors were believed to contribute to the reduced drug
delivery here such as the high polarity of the superficial micellar layer, as indicated by the
cybotactic polarity measurements, and the electrostatic repulsion between the positively
charged micelles and membrane surfaces.

In summary, an ideal micellar carrier system for the delivery of highly lipophilic drugs to
a mucosal membrane should demonstrate an almost identical affinity to the drug as
compared to the epithelial cell membrane, and a rather small hydratation grade or
polarity in its superficial layers as well as a possibly neutral or negative surface electric
charge. This may seem contradictory for the development of such systems, since one
expects in this case from an ideal micellar system to present also a high solubilizing
capacity for such drugs. Furthermore, the membrane damaging effect known to be
induced by surfactants and in particular their micellar systems gives rise to lipid addition
to these systems, based on the known protective or mitigating role of lipids in such
cases. However, this addition leads in most cases to an enhancement of the solubili-
zation of highly lipophilic drugs (increasing drug affinity to the micelles) and to a possible
increase in the hydratation grade of the superficial micellar layers, as seen in cases
studied in this work. Therefore, the formulation of the mixture should take those factors
also into account and try to find a compromise between them in order to achieve an
optimal drug delivery by means of these carrier systems. Nevertheless, the improvement
of the solubilization of highly lipophilic drugs by using such lipid-containing mixed
micellar systems as drug carriers remains beneficial and particularly attractive under
many aspects and as long as the drug inclusion within the micelles does not lead to a
strong hindrance of the drug delivery to the membranes. One of the most important
reasons is that these systems enable highly lipophilic drugs to overcome the mucus
layer, one of the most crucial barriers to their transport to the epithelial cell membrane in
the gastrointestinal tract. Furthermore, these Systems usually help to solubilize such
drugs in sufficient amounts and to improve drug dissolution rate, which could be in
many instances, and particularly here in the case of such drugs, the rate limiting step for
drug transport, thereby leading finally to a substantial improvement of drug absorption.
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Anhang

Bestimmung der Vesikelgrof3e des fir das Kaninchenmodell entwickelten liposomalen
Systems: Messgeratsausdruck

MALVERN ANALYSIS REPORT

Calculated from Data from accumulation file

Temperature 20.5 Viscosity 0.9910 Refractive Index (Liquid) 1.000 Angle 90.0
Particle Refractive Index (real) 0,000 (imag) %0.331E+ %9
Count rate 81,8 (1000’s /sec)

DISTRIBUTION OF NUMBER

% 50 + + + + + + + + + +
20 + + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + + +

5 + + + + + + + + + +

2 + + + + + + + + + +

1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 5000
PARTICLE SIZE DISTRIBUTION (nm) {log gra}
z Avarage Mean Poly 0.637

PARTICLE SIZE DISTRIBUITION (nm)

DISTRIBUTION OF NUMBER
Class : amount % below Class : amount % below
20.6 - 2b5.7 0.0 : 0.0 291.1 - 363.0 00 : 99.9
25.7 - 32.0 0.0 : 0.0 363.0 — 452.6 00 : 99.9
32.0 - 399 0.0 : 0.0 452.6 - 564.5 00 : 99.9
399 - 4938 0.0 : 0.0 564.5 — 703.9 00 : 99.9
49.8 - 62.1 0.0 : 0.0 7039 - 877.8 00 : 99.9
62.1 - 774 0.0 : 0.0 877.8 — 1094.6 00 : 99.9
774 - 96.5 719 : 0.0 1094.6 - 1365.0 00 : 99.9
96.5 - 1204 28.0 : 719 1365.0 - 1702.2 00 : 99.9
120.4 - 150.1 0.0 : 999 1702.2 - 2122.7 0.0 : 100.0
150.1 - 187.2 0.0 : 99.9 2122.7 - 2647.1 0.0 : 100.0
187.2 - 2334 0.0 : 999 2647.1 - 3301.0 0.0 : 100.0
2334 - 291.1 0.0 : 999 3301.0 - 41164 0.0 : 100.0
Dist. Mean 93.9 St.Dev. 51.0
Analysis Range 200 Fit 2.65E-02 Channels 18 Spacing 1.20
Peaks : 92.4 [99.9] fwhm 429.8 [ 0.0] fwhm 114.2 1665.7

107



“I often quote myself, it adds spice to my conversation.”

Ueorge Bernard Shaw

“When you steal from one author, it's plagiarism;
if you steal from many, it's research.”

Wilson Mizner (1876-1933)
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