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Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Seit ihrer Entdeckung vor Uber einhundert Jahren haben sich Cyclodextrine zu einer der
weltweit meist untersuchten Substanzgruppen entwickelt. Nachdem die lange Zeit
bestehenden Bedenken bezuglich ihrer Toxizitat ausgeraumt waren, nahm das Interesse an
ihnen rasant zu und die Forschung auf diesem Gebiet wird seit einigen Jahrzehnten intensiv
betrieben. lhre besonderen Eigenschaften kénnen in vielen Bereichen genutzt werden.
Cyclodextrine begegnen uns heute unter anderem in Kosmetika, Lebensmitteln oder
Arzneimitteln [1].

Gerade als Hilfsstoffe in der Arzneimittelentwicklung konnen Cyclodextrine aufgrund der
Fahigkeit zur Bildung von Einschlussverbindungen mit organischen Molekilen, sogenannten
Wirt-Gast-Komplexen, zu unterschiedlichsten Zwecken verwendet werden. Am haufigsten
werden Cyclodextrine eingesetzt, um eine Ldslichkeitssteigerung zu erzielen, da solche
Komplexe in der Regel besser in Wasser [6slich sind als die reine Gastkomponente. Die
Suche nach neuen Arzneistoffen fihrt namlich oft zu Molekilen mit hdherer molekularer
Masse und starker hydrophobem Charakter. Ohne Strategien zur Ldslichkeitsverbesserung
wlrde die eingeschrankte Resorption im Korper viele hochpotente Kandidaten durch das
Raster fallen lassen [2]. Aber Cyclodextrine leisten noch viel mehr. Sie kdnnen
beispielsweise die umhillten Molekile vor duReren Einflissen wie Sauerstoff oder UV-
Strahlung schiitzen und damit die Haltbarkeit von Zubereitungen mit anfalligen Inhaltsstoffen
steigern oder die Freisetzungsgeschwindigkeit aus der Arzneiform beeinflussen [3].
Allerdings stellt die Formulierung von Arzneistoffzubereitungen mit Cyclodextrinen den
Entwickler vor einige Herausforderungen, weil die Komplexbildner nicht nur mit der
gewulnschten, sondern potentiell auch mit allen sonstigen Komponenten in Wechselwirkung
treten koénnen. Eine genaue Kenntnis der Voraussetzungen fir und der Einflisse auf die

Komplexbildung ist deshalb unabdingbar, um unerwiinschte Nebeneffekte zu vermeiden.

In der Literatur findet sich zwar eine gro3e und standig wachsende Menge an Publikationen
zu Cyclodextrinen und ihren Komplexen [4], die genauen Vorgange der Komplexbildung sind
aber immer noch nicht ganz aufgeklart worden [5,6]. Vor allem die Unvorhersehbarkeit der
Eigenschaften, die ein gebildeter Komplex letztendlich haben wird, lasst viele Entwickler
zbgern, Cyclodextrine als mogliche Hilfsstoffe in Betracht zu ziehen. Die Problematik wird
dadurch verstarkt, dass die vorhandene Literatur sehr oft nur punktuelle Ergebnisse zu
einem einzelnen Gast und einem bestimmten Cyclodextrin liefert, deren Wechselwirkungen
unter einer speziellen Fragestellung charakterisiert wurden. Es ist eher selten, zu einem
bestimmten Gastmolekiil keine Publikation zu finden, ein konsequentes Abarbeiten einer

ganzen Substanzgruppe mit einer umfassenden Beschreibung des Wirt-Gast-Systems, die



2 Einleitung und Zielsetzung

Ruickschlisse zu anderen Gasten zulassen wirde, stellt hingegen die Ausnahme dar. Es hat
sich auch kein Standardvorgehen fiir die Untersuchungen etabliert. Die Auswahl der
analytischen Methoden erfolgt somit unsystematisch und orientiert sich meist am
Gastmolekiil, der Fragestellung und bei alteren Veroéffentlichungen am damaligen Stand der
Technik. Diese Heterogenitat und Punktualitdt erschweren es erheblich, eine klare Richtung

in der Cyclodextrinforschung auszumachen [1].

Es ware wunschenswert, ausgehend von einheitlichen Versuchsreihen an groferen
Gruppen von Gastmolekilen, Vorhersagen zu weiteren chemisch vergleichbaren Gasten
oder sogar allgemeinerer Art treffen zu kdnnen. Ein Verstandnis aller Einflussfaktoren auf die
Komplexbildung ware von grollem Wert, weil man so gegebenenfalls vorab entscheiden
kénnte, ob ein Einsatz von Cyclodextrinen Uberhaupt in Betracht kdme, und wenn ja,

welches Cyclodextrin den beabsichtigten Effekt brachte.
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2 Theorie und Stand der Forschung

21 Cyclodextrine allgemein

2.1.1 Grundstrukturen der Cyclodextrine

Beim enzymatischen Abbau von Starke, z.B. durch das Enzym Amylase, entsteht eine
Vielzahl an Abbauprodukten, die sich in MolekilgréRe und Verzweigungsgrad
unterscheiden. Hierbei handelt es sich in der Regel um eine Mischung aus Glucose, Maltose
und diversen Oligosacchariden. Zusammengefasst werden diese unter dem allgemeinen
Begriff ,Dextrine’. Erfolgt der Starkeabbau durch spezielle Enzyme, die Cyclodextrin-
Glycosyltransferasen (CGTasen), so kénnen neben kettenartigen Oligosacchariden auch
cyclische Dextrine gebildet werden, sogenannte Cyclodextrine [7]. Unter der Einwirkung
dieser CGTasen, die in der Natur in bestimmten Bakterienarten vorkommen, entsteht ein
Gemisch aus verschieden grof3en ringférmigen Strukturen mit 6, 7 oder 8 Glucoseeinheiten
[8]. Sie bilden die Gruppe der natlrlichen Cyclodextrine. Die Nomenklatur sieht vor, dass
das kleinste Molekil ,a-Cyclodextrin® genannt wird. Cyclodextrine mit sieben Glucose-

einheiten erhalten ,3-’, diejenigen mit acht ,y-’ als Prafix.

Abb. 2.1: Strukturformeln der natiirlichen Cyclodextrine mit 6, 7 und 8 Glucoseeinheiten [9,10,11]

Synthetisch sind auch weitere Cyclodextrinhomologe zuganglich. Obwohl lange Zeit
angenommen wurde, dass Cyclodextrine mit weniger als sechs Glucosebausteinen aus
sterischen Grunden nicht stabil waren [6], ist die Darstellung eines funfgliedrigen Molekuls
gelungen [12]. Hb6here Homologe als y-Cyclodextrin kénnen gewonnen werden, eine
vollstandige Isolierung ist aber fast unmdglich [7].

Zudem sind Cyclodextrine mit einer oder zwei Glycosylseitenketten, sogenannte ,branched
cyclodextrins’, bekannt. Sie entstehen beim natirlichen Starkeabbau in Spuren, wenn der
Ring aus Amylopektinabbauprodukten mit Verzweigungsstellen aufgebaut wird. Sie zeichnen

sich durch eine erhdhte Wasserldslichkeit aus [7].
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21.2 Cyclodextrinderivate

Neben den natlrlichen Cyclodextrinen werden heute verschiedene chemisch modifizierte
Cyclodextrine hergestellt und eingesetzt. Diese sogenannten ,Derivate’ bestehen im
einfachsten Fall aus dem Gerilst eines natirlichen Cyclodextrins, dessen freie
Hydroxylgruppen mit anderen funktionellen Einheiten verethert wurden. Ein Beispiel hierfir
ist das im Europaischen Arzneibuch monographierte Hydroxypropylbetadex, also ein
B-Cyclodextrin, dessen Hydroxylgruppen den Rest —[CH,-CH(CH;)-O].-H tragen [13]. Da
Cyclodextrine pro Glucosebaustein drei veretherbare Hydroxylgruppen besitzen

(vgl. Abb. 2.2), sind sehr viele verschiedene Substitutionsmuster denkbar, die sich qualitativ

und quantitativ unterscheiden. So kann RO

einerseits mit verschiedenartigen Resten o RO
verethert werden, andererseits kann der o OR
Substitutionsgrad ~ variiert  werden.  Bei RO e ? ORO oo
kommerziell erhaltlichen Derivaten wird in m o5 i
letzterem Fall die durchschnittliche Anzahl an 5 OR OR OR
veretherten Hydroxylgruppen pro Glucose- RO &R RO a
einheit angegeben, da die Substitution an den ol - RO =

18 bis 24 Sauerstoffatomen statistisch verlauft. 4. RO 0. o

In einem solchem Produkt liegen deshalb 0 OR
mehrere  Fraktionen  verschieden  stark OR

veretherter Cyclodextrine nebeneinander vor. Abb. 2.2: Veretherbare Positionen des B-Cyclodextrins [13]
Es sind jedoch auch einige Synthesestrategien entwickelt worden, bei denen definierte
Substitutionsmuster erzielt werden kénnen [14]. Cyclodextrinderivate, die denselben Rest an
verschiedenen Positionen tragen, weisen namlich auch haufig unterschiedliche
Eigenschaften auf [5].

Uber die einfachen Modifikationen hinaus gibt es aber auch Strukturen mit mehreren
Cyclodextrinmolekilen, sogenannte Cyclodextrinpolymere, die Uber die veretherten Reste
kettenartig oder netzwerkartig miteinander verbunden sind [7]. Auch Variationen der
Verknupfungsart der Monomere oder das Einbringen anderer Bausteine sind mdglich [15].
Ziel der Derivatisierung ist es immer, die physikalisch-chemischen Eigenschaften der
naturlichen Cyclodextrine an die jeweilige Zielsetzung anzupassen. Derivate des
B-Cyclodextrins sind beispielsweise um ein Vielfaches wasserléslicher als die Grundstruktur.
Auch ist es moglich, fur den favorisierten Gast ein optimiertes Wirtsmolekll zu schaffen,

welches mit ihm selektivere und starker ausgepragte Wechselwirkungen eingehen kann [5].
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2.1.3 Entdeckung und geschichtliche Entwicklung

Die Entdeckung der Molekilklasse der Cyclodextrine liegt schon Uber einhundert Jahre
zurtick. Schon 1891 beschrieb Villiers eine Substanz, die beim Abbau natirlicher Starke
durch bestimmte Bakterien entsteht, und nannte sie ,Cellulosine’. Man geht heute davon
aus, dass es sich hierbei um ein Gemisch aus a- und B-Cyclodextrin handelte [16]. Weitere
Erkenntnisse lieferte Schardinger in den Jahren von 1903 bis 1911. Nach ihm wurden
Cyclodextrine anfangs auch ,Schardinger-Dextrine’ genannt. Zu dieser Zeit war jedoch sehr
wenig uber die Eigenschaften dieser Molekile und potentielle Anwendungen bekannt.

Erst 1938 wurde von Freudenberg et al. eine Ringstruktur postuliert [17] und in den
Folgejahren nachgewiesen. Die Molekulargewichte von a- und B-Cyclodextrin wurden 1942
[18] und fur y-Cyclodextrin 1948 [19] bestimmt. Auch die Fahigkeit, Komplexe mit anderen
Substanzen zu bilden, wurde in den Folgejahren entdeckt. 1954 veréffentlichte Cramer das
Buch ,Einschlussverbindungen’, in dem auch Cyclodextrine als Komplexbildner beschrieben
werden [16].

Bis Cyclodextrine in Lebensmitteln und Arzneimitteln zum Einsatz kamen, dauerte es jedoch
aus mehreren Grinden noch sehr lange. Zum einen waren die Herstellungsverfahren noch
nicht ausgereift, weshalb die Cyclodextrine weder qualitativ noch quantitativ ausreichend zur
Verflgung standen. Besonders die Aufreinigung des bei der Herstellung anfallenden
Gemisches aus verschiedenen Cyclodextrinen zusammen mit Proteinen und anderen
Verunreinigungen stellte eine Herausforderung dar. Hier hat jedoch der Fortschritt in der
Biotechnologie seit den siebziger Jahren Abhilfe geschaffen, weshalb heute qualitativ
hochwertige Cyclodextrine in grollen Mengen hergestellt und zu wirtschaftlichen Preisen
angeboten werden kdnnen [16]. Daneben waren lange Zeit widersprichliche Angaben zur
Toxizitat der Cyclodextrine im Umlauf. Besonders eine Veroffentlichung von French wurde in
diesem Zusammenhang immer wieder zitiert. Er beschrieb, dass ganze Reihen von
Laborratten nach Futterungsversuchen mit B-Cyclodextrin binnen einer Woche starben.
Deshalb wurden Cyclodextrine von ihm als toxisch eingestuft [20]. Spatere Arbeiten
widerlegten seinen Befund und schufen die Grundlage fiir eine breite Anwendung [21,22].
Mittlerweile geht man davon aus, dass der Tod der Versuchstiere durch Toluol
hervorgerufen wurde, welches herstellungsbedingt noch den Cyclodextrinen beigemischt
war [4].

Arzneimittel mit Cyclodextrinen als Hilfsstoffe sind heute weltweit verbreitet und ihre Zahl ist
ansteigend. So wurden auch in die gangigen Arzneiblicher entsprechende Monographien
eingefiigt [16]. In der aktuellen Ausgabe des Europaischen Arzneibuchs findet man Eintrage
zu o-Cyclodextrin (Alfadex), B-Cyclodextrin (Betadex), Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin
(Hydroxypropylbetadex) und Dimethyl-B-Cyclodextrin [13].
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2.1.4 Herstellung von Cyclodextrinen

Die technische Gewinnung von Cyclodextrinen hohen Reinheitsgrades ist heute in

industriellem MaRstab moglich. Die Produktion erfolgt allgemein in vier Phasen [8]:

-> Kultivierung der Mikroorganismen, die das CGTase-Enzym exprimieren
- Isolierung und Aufreinigung der Enzyme
- Enzymatischer Starkeabbau

-> Trennung, Reinigung und Kristallisation der Cyclodextrine

Fir den Abbau wird eine Starkesuspension mit a-Amylase versetzt, um die
Polysaccharidketten zu zerkleinern. Die Amylasetatigkeit wird vor der Zugabe der CGTase-
Enzyme durch Erwarmen beendet. Mit den natlrlich in Bacillus macerans oder anderen
Bakterienarten vorkommenden CGTasen entsteht ohne weitere Einflussnahme ein Gemisch
aus allen drei natirlichen Cyclodextrinen und einigen Nebenprodukten, dessen
Zusammensetzung durch das eingesetzte CGTase-Enzym festgelegt wird. Eine
Aufreinigung ist somit ndétig. Sie erfolgt durch Fallung der einzelnen Fraktionen mit
organischen Gasten, die selektiv mit einem bestimmten Cyclodextrin kristalline Komplexe
bilden. Beispiele fur eingesetzte Reagenzien sind 1-Decanol fur a-Cyclodextrin, Toluol fur
B-Cyclodextrin oder Cyclohexadecenol fur y-Cyclodextrin [4,7].

Die Zusammensetzung des entstehenden Cyclodextringemisches lasst sich auf zwei
verschiedene Arten beeinflussen. Setzt man die naturlichen Enzyme ein, so ist es mdglich,
die Ausbeute an einem der drei Cyclodextrine dadurch zu steigern, dass man wahrend der
enzymatischen Umsetzung durch CGTasen oben genannte Gaste zugibt, die nur mit genau
dem gewinschten Cyclodextrin schwer |6sliche Komplexe bilden. Dadurch wird dem
Gleichgewicht ein Reaktionsprodukt entzogen und so seine Nachbildung geférdert. Die
Gastmolekile werden nach Abtrennung der Komplexe wieder aus den Cyclodextrinen
herausgel6st. Eine Methode zur vollstandigen Entfernung des Gastes ist hier nétig [4,7].
Mittlerweile ist es durch die Aufklarung der Gensequenz der CGTasen moglich geworden,
selektivere Enzyme zu gewinnen, mit denen eine Ausbeute an jeweils einem der drei
Cyclodextrine zu annahernd 100 % erreicht werden kann. Diese Art der Herstellung bietet
aufgrund der wegfallenden Auftrennung der Fraktionen deutliche Vorteile und wird von den
Herstellern in groRem Malfstab durchgefiihrt [16,23,24].
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2.2 Molekuleigenschaften der naturlichen Cyclodextrine

2.21 Strukturelle Eigenschaften

Cyclodextrine bestehen aus einer bestimmten Zahl
an Glucoseeinheiten in Sesselform, die jeweils
die Atome C1 und C4

miteinander zu einem Ring verbunden sind [7].

a-glycosidisch  Uber

Jede Untereinheit eines Cyclodextrins tragt zwei

sekundare Hydroxylgruppen an den Atomen C2 und L In
C3, wahrend am C6 eine primare Hydroxylgruppe Abb. 2.3: Glucopyranosebaustein
vorhanden ist. Die Lage der primaren OH-Gruppe ist durch freie Rotation der Bindung C5-C6
sehr variabel. Die sekundaren OH-Gruppen kénnen dagegen Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen zwei Ringgliedern ausbilden, was die raumliche Ausrichtung zweier benachbarter
Bausteine zueinander mitbestimmt [8].
Diese strukturellen Eigenschaften ver-
die

ristische Struktur eines Kegelstumpfes, bei

Apolare Kavitat Priméarer Hydroxylgruppenrand

leihen  Cyclodextrinen charakte-
dem sich die primaren und die sekundaren
Hydroxylgruppen jeweils an einem Rand

anordnen (vgl. Abb. 2.4). Im Inneren bildet

sich durch diese Anordnung ein Hohlraum,

. e Sekundérer Hydroxylgruppenrand
die sogenannte Kavitat, deren Ausmalle yeroxyiariep

von der Anzahl der Glucosebausteine des Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Molekiilstruktur, nach [7]

Cyclodextrins abhangen. Sie wird von den glycosidischen Etherbriicken und den
Wasserstoffatomen an C3 und C5 dominiert [7]. Wahrend die beiden Rander aufgrund der
vielen Hydroxylgruppen polare Eigenschaften besitzen, ist das Innere der Kavitat im
Vergleich zum Medium Wasser relativ apolar. In der Literatur wird oft eine mit Ethanol-
Wasser-Gemischen vergleichbare Polaritat angegeben [25].

Aus dem Kegelstumpfmodell ergeben sich geometrische Eigenschaften, die allerdings die

Flexibilitat der Cyclodextrine (vgl. Kapitel 2.2.4) aul3er Acht lassen.

Tab. 2.1: Geometrische Eigenschaften der natirlichen Cyclodextrine [7,8]

Eigenschaft a-Cyclodextrin | B-Cyclodextrin | y-Cyclodextrin
Glucoseeinheiten 6 7 8
Molekildurchmesser (Peripherie) [A] 146 +0,4 15,4+04 17,5+£04
Hohe des Kegelstumpfes [A] 79+0,1 7,9%0,1 7,9+0,1
Durchmesser der Kavitat [A] 47-53 6,0-6,5 7,5-8,3
Annaherndes Volumen der Kavitét [A%] 174 262 427
Wassermolekiile in der Kavitat 6 11 17
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2.2.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften und Reaktivitat

Die natlrlichen Cyclodextrine sind fiir sich genommen relativ reaktionstrage Molekile. Die
ringférmige Anordnung bedingt, dass sie keine reduzierenden Eigenschaften aufweisen [7].
Sie besitzen weiterhin eine sehr schwache Saure-Base-Aktivitat. Der pKs-Wert der
sekundaren Hydroxylgruppen der Glucosebausteine wird fir alle drei Cyclodextrine im
Bereich von 12,0 bis 12,4 angegeben [26,27]. Die nichtbindenden Elektronenpaare der
glycosidischen Sauerstoffbriicken ragen in das Innere der Kavitat und verleihen ihr durch die
erhohte Elektronendichte einen leichten Lewis-Basencharakter [4]. In neutraler und
basischer Losung sind Cyclodextrine stabil. Unter Saureeinfluss setzt Hydrolyse ein [20,28].
Durch ihren Aufbau aus Kohlenhydraten und deren Verknipfung sind Cyclodextrine chirale
Molekule [5]. Diese Eigenschaft macht man sich ebenfalls zu Nutze (vgl. Kapitel 2.3.5.5).
Das thermische Verhalten der Cyclodextrine im festen Aggregatzustand hangt von
Wassergehalt, Kristallform und Art der Warmebehandlung ab. Sie besitzen keine definierten

Schmelzpunkte. Stattdessen zersetzen sie sich ab etwa 200-300 °C [7,29].

2.2.3 Loslichkeit der naturlichen Cyclodextrine in Wasser

Die naturlichen Cyclodextrine I6sen sich unterschiedlich gut in Wasser. Wahrend a- und
y-Cyclodextrin eine vergleichbare molare Loéslichkeit aufweisen, ist B-Cyclodextrin um eine

Zehnerpotenz schlechter 18slich.

Tab. 2.2: Daten zur Léslichkeit der natirlichen Cyclodextrine in Wasser bei 25 °C [9,10,11,30]

a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Loslichkeit [g/1] 145,0 18,5 232,0
Loslichkeit [mol/I] 0,149 0,0163 0,179
AH’so, [keal/mol] 7,67 8,31 7,73
ASo, [cal/(mol - K)] 13,8 11,7 14,7

Diese Differenz ist erstaunlich, da die drei Molekiile eine homologe Reihe darstellen und
somit identische chemische Konstitution und Reaktivitdt besitzen, was vergleichbare
Lésungseigenschaften erwarten liele. B-Cyclodextrin ist zusammen mit seinen Derivaten
das am haufigsten eingesetzte Cyclodextrin. Deshalb ist die Aufklarung des beschriebenen
Phanomens von grolem Interesse; die Literatur liefert einige wenige Erklarungsansatze. Bei
allen stehen die Hydroxylgruppen der natirlichen Cyclodextrine und deren Fahigkeit zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen im Mittelpunkt. Dies ist logisch, da eine
Derivatisierung (vgl. Kap. 2.1.2) von B-Cyclodextrin im Allgemeinen zu einer deutlichen
Loslichkeitssteigerung fuhrt.

Die Verteilung der Hydroxylgruppen Uber das Cyclodextrinmolekil bestimmt gleichzeitig die
Anordnung der Monomereinheiten zueinander und damit die Gesamtform der ringférmigen

Verbindung. Besonders die Mdglichkeit der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
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zwischen den Hydroxylgruppen an den Atomen C2 und C3 beeinflusst die Konformation
entscheidend [31].

Zwischen den drei natlrlichen Cyclodextrinen bestehen hier allerdings Unterschiede.
Nur B-Cyclodextrin kann einen kompletten Girtel aus Wasserstoffbrickenbindungen
ausbilden. Dies verleiht dem siebengliedrigen Ring eine auflerordentliche Starrheit und
stabilisiert den festen Zustand [32]. Die Starrheit wird als mogliche Ursache fur die
mangelnde Interaktion mit der Wasserstruktur beschrieben. Die eingeschrankte
Beweglichkeit des Ringes sorgt dafur, dass die umgebenden Wassermolekile einen
Zustand hoherer Ordnung einnehmen, was die Solvatisierung von [(-Cyclodextrin
energetisch erschwert [33,34]. Die einzelnen Cyclodextrinmolekile bilden deshalb
Aggregate. Die Tatsache, dass der Zusatz von Strukturbrechern wie Harnstoff die
Wasserloslichkeit von 3-Cyclodextrin erhéht, unterstitzt die These [35].

Bei a-Cyclodextrin ist die Ausbildung eines solchen kompletten Giurtels aus Wasserstoff-
briickenbindungen nicht mdglich. Aus sterischen Grinden ragt einer der sechs
Glucopyranoseringe mit der primaren Hydroxylgruppe in die Kavitat, wahrend sich seine
sekundaren Hydroxylgruppen von den benachbarten Ringen entfernen. Somit kénnen nur
vier der sechs moglichen Wasserstoffbrickenbindungen realisiert werden [8,31].
y-Cyclodextrin dagegen besitzt keinen koplanaren Ring. Das Molekul zeichnet sich durch
eine hoéhere Flexibilitat im Vergleich zu den anderen aus und kann so besser mit der Struktur

des Wassers interagieren [7].

2.2.4 Rigiditat und Flexibilitat

Die schematische Darstellung der Cyclodextrine in Kegelstumpfform kénnte grundsatzlich
eine sehr starre, symmetrische Form der Ringsysteme suggerieren (s. Abb. 2.4). Rontgen-
strukturanalysen an Kristallen der natirlichen Cyclodextrine stiitzen diese Annahme.
Besonders das B-Cyclodextrin zeichnet sich hier durch eine ausgepragte Symmetrie aus.
Die Sauerstoffatome der glycosidischen Bindungen liegen fast in einer Ebene. Es wird sogar
von annahernder C,-Symmetrie gesprochen, wobei n fiir die Anzahl an Glucoseeinheiten
steht. Ausgehend von diesen Ergebnissen fur den festen Aggregatzustand wurde abgeleitet,
dass Cyclodextrine auch in Losung sehr rigide Konformationen einnehmen und beibehalten
wlrden [36]. Die Fahigkeit zur Ausbildung intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen
und die den Glucoseeinheiten innewohnende Starrheit wurden als Hauptgriinde dafir
angesehen [31,37]. Hierzu passt, dass von Cyclodextrinderivaten mit hohem Substitutions-
grad aufgrund der eingeschrankten Fahigkeit zur Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen den Hydroxylgruppen an C2 und C3 deutlich asymmetrischere
Kristallstrukturen erhalten werden [38,39,40].
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Das Aufkommen computerchemischer Verfahren belebte die Diskussion, inwieweit die
Annahme dieser ausgepragten Rigiditat der nattrlichen Cyclodextrine vor allem in Losung zu
halten sei [41]. Die Ergebnisse verschiedener Ansatze deuten auf eine nicht zu
unterschatzende Flexibilitdt hin und legen nahe, dass Kristallstrukturen eher als eine von
vielen mdglichen Konformationen anzusehen seien [42,43,44]. Diese Erkenntnisse werden
auch durch kernspinresonanzspektroskopische Untersuchungen, im festen Zustand wie in
Lésung, unterstutzt [45,46]. Aulerdem spricht die Fahigkeit eines definierten Cyclodextrin-
molekils, mit ganz unterschiedlichen Gasten Einschlusskomplexe bilden zu kénnen, dafir,
dass die Cyclodextrine sich ihrem Bindungspartner anzupassen vermdgen, indem sie eine
neue Konformation einnehmen (s. Kap. 2.3.4) [36].

Die Molekulstruktur der natlurlichen Cyclodextrine enthalt drei Variablen, die eine
Konformationsanderung zulassen (vgl. Abb. 2.5). Die Ausrichtung der primaren Hydroxyl-
gruppen (a) ist aufgrund der Rotation der C5-C6-Bindung sehr flexibel. Intramolekulare
Wechselwirkungen sind hier selten [33]. Am sekundaren Hydroxylgruppenrand dominiert die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den benachbarten Glucose-
einheiten, aber auch mit eingeschlossenen Gasten oder mit Wassermolekilen. Dies wird
durch die Rotation der Hydroxylgruppen an C2 und C3 (b) beglnstigt [31]. Charakteristisch
fur B-Cyclodextrin ist hier ein sogenannter flip-flop’-Mechanismus zwischen allen 14
Sauerstoffatomen (02 und O3) [47]. Die Starke dieser intramolekularen Anziehungskrafte
wirkt der Variation der Orientierung der Glucoseringe zueinander durch Rotation um die

glycosidische Bindung (c) entgegen.

Abb. 2.5: Mdgliche Rotationen im Cyclodextrinmolekiil, nach [33]

Cyclodextrinderivate kdnnen durch das Einbringen weiterer flexibler Molekilteile und die
Stérung des Systems der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen viel mehr

Freiheitsgrade aufweisen als naturliche Cyclodextrine [5].
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2.3 Cyclodextrine als Komplexbildner

Das bedeutendste Merkmal der Cyclodextrine ist ihre Fahigkeit zur Bildung von
Einschlusskomplexen mit unterschiedlichsten Gasten. In solchen Wirt-Gast-Systemen
kénnen sich die Eigenschaften der Einzelkomponenten erheblich verandern. Deshalb ist
eine genaue Kenntnis der Voraussetzungen fir diese Vorgange und der dabei ablaufenden
Prozesse von Interesse. Trotz der langen Geschichte der Cyclodextrine sind diesbezlglich

noch immer Fragen offen [6].

2.3.1 Supramolekulare Chemie

Die Komplexbildung zwischen Cyclodextrinen und ihren Gasten gehdrt in den Bereich der
,Supramolekularen Chemie’. Bei dieser Teildisziplin der Chemie stehen Wechselwirkungen
zwischen Atomen oder Molekilen, die ohne Ausbildung einer kovalenten, ionischen oder
metallischen Bindung zustande kommen, im Vordergrund. Dazu z&hlen unter anderem
Saure-Base-Wechselwirkungen, Wasserstoffbrickenbindungen, Metall-Ligand-Wechselwir-
kungen und Van-der-Waals-Krafte. Aus energetischer Sicht handelt es sich um relativ
schwache Krafte. Der Begriff Wirt-Gast-Chemie (host-guest-chemistry) wird benutzt, wenn
Einlagerungsvorgange zwischen Reaktionspartnern unterschiedlicher Molekulgrofle statt-
finden. Cyclodextrine, Kronenether und Calixarene sind die am haufigsten untersuchten
Wirtsmolekule [4,48].

2.3.2 Komplexbildung zwischen Cyclodextrinen und Gastmolekiilen

2.3.2.1 Allgemeines zur Komplexbildung

Cyclodextrine sind verhaltnismaflig unspezifische Wirtsmolekile. Die im Vergleich zu
Wasser relativ apolare Kavitat dient als Bindungsstelle fir verschiedenste Gaste. Der
Vorgang der Komplexbildung ist ein dynamisches System. In Lésung liegen Wirt und Gast in
einem schnellen Gleichgewicht zwischen gebundener und freier Form vor [7,49,50]. Somit
existieren unbesetzte Cyclodextrine, ungebundene Gastmolekile und Assoziate von beiden
nebeneinander. Die Lage dieses Gleichgewichts wird durch die Komplexierungskonstante K,

eine Assoziationskonstante, beschrieben:

m Gast + n Cyclodextrin PELSEN [Gast,,,Cyclodextrin, ] Gl. 2.1

[Gast,,,Cyclodextrin, ]

= Gl. 2.2
[Gast]™ - [Cyclodextrin]"

Die chemische Natur des Cyclodextrins einerseits und des Gastes andererseits entscheidet

daruber, ob eine Komplexbildung Uberhaupt stattfinden kann. Das Ausmal wird durch das
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umgebende Medium mit seinen Eigenschaften, wie pH-Wert und Zusammensetzung, oder
durch die vorherrschende Temperatur mitbestimmt [51,52].

Im System spielen neben der Komplexbildung noch weitere Gleichgewichte eine Rolle:

Lésung Komplexassoziation
Ggelc‘ist + CDgeIést — [G_CD]geIc‘ist
Komplexdissoziation
Feststoff vl Vi Y
Gungelést CDungeIést [G_CD]ungelést

Abb. 2.6: Gleichgewichte im Wirt-Gast-System zwischen Gastmolekil (G) und Cyclodextrin (CD),
nach [52,53]

Man verbindet die Bildung von Cyclodextrinkomplexen zwar in erster Linie mit einer
Loslichkeitssteigerung des Gastes in Wasser, es kann aber auch das genaue Gegenteil
eintreten. Gerade Komplexe mit natirlichen Cyclodextrinen zeichnen sich unter Umstanden

durch eine extrem niedrige Wasserldslichkeit aus [54].

2.3.2.2 Zusammensetzung und Stochiometrie der gebildeten Komplexe

Im einfachsten Fall bildet ein Cyclodextrinmolekil einen Komplex mit genau einem
Gastmolekul. Dieser Fall tritt zwar sehr haufig auf, in Abhangigkeit von der GrolRe des
Gastmolekils kann diese Komplexstdchiometrie allerdings variieren [8]. Die Anzahl der an
der Komplexbildung beteiligten Molekile wird auch als die Ordnung bezuglich einer
Komponente bezeichnet. Ein Cyclodextrinmolekul kann als Wirt fir mehrere kleine
Gastmolekile dienen, wahrend grélRere Gaste auch mit zwei oder noch mehr
Cyclodextrinmolekilen in Wechselwirkung treten konnen. DarUber hinaus sind auch
Komplexstrukturen héherer Ordnung bezlglich des Gastes und des Wirtes zugleich bekannt.
Die allgemeine Formulierung der Komplexzusammensetzung lautet S.L,, wobei hier S
(Substrat) flr das Gastmolekil und L (Ligand) fir das Cyclodextrinmolekil steht. Daneben ist
die Angabe in der Form [Wirt:Gast] gebrauchlich [55].

In der Literatur ist eine groRe Anzahl von ganz verschiedenen Komplexstdchiometrien zu
finden. Das groRRe Spironolactonmolekil bildet zum Beispiel feste Komplexe mit drei
B-Cyclodextrinmolekilen (3:1 Cyclodextrin:Spironolacton) [56], wahrend in y-Cyclodextrin
zwei oder sogar vier Salicylsauremolekile eingelagert werden kénnen [57].

Die Stochiometrie in dem gebildeten Komplex zwischen einem Cyclodextrin und seinem
Gast wird von mehreren Faktoren bestimmt. Die Grofzenverhaltnisse zwischen Wirt und Gast
und die Verteilung von polaren und apolaren Bereichen Uber das einzuschlielfiende Molekdl
sind zwar entscheidend. Aber auch das Medium und die vorliegenden Konzentrationen von

Cyclodextrin und Gast haben einen Einfluss [7].
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Es koénnen Komplexe verschiedener Stdochiometrien nebeneinander vorliegen. Wird die
Zusammensetzung der Komplexe experimentell ermittelt, erhdlt man die gewichtete,
durchschnittliche Stéchiometrie. Ein Ergebnis von 1,5 Wirtsmolekulen pro Gastmolekul kann
beispielsweise auf 3:2 Komplexe hinweisen, aber auch auf 1:1 und 2:1 Komplexe zu
gleichen Teilen. Komplexstéchiometrien héherer Ordnung bezuglich beider Molekile, wie
etwa 2:2, kommen auch durch die Interaktion mehrerer einzelner Komplexe niedrigerer
Ordnung zustande [58].

Cyclodextrinkomplexe kénnen zudem von mehr als zwei Komponenten gebildet werden. Es
sind terndare Komplexe mit Alkoholen [59], Tensiden [60] oder hoher molekularen
Zweitgasten’ [61] bekannt. Diese kénnen hier quasi als Raumfiller dienen und damit die
Passgenauigkeit des ,Erstgastes’ erhéhen [6]. Auch Komplexe verschiedener Cyclodextrine

mit einem Gastmolekl sind moglich [62].

2.3.2.3 Selbstassoziation und Nichteinschlusskomplexe (non-inclusion-complexes)

Neben der beschriebenen Bildung von Einschlusskomplexen koénnen noch weitere
Wechselwirkungen zwischen den Komponenten auftreten.

Cyclodextrine neigen zur Selbstassoziation - natlrliche Cyclodextrine starker als die im
Allgemeinen hydrophileren Derivate. Sie stehen damit der Komplexbildung nur
eingeschrankt zur Verflgung [63,64].

Neben der Bildung von Einschlusskomplexen besteht die Mdglichkeit, dass der Gast ohne
wirkliches Eindringen in die Kavitdt mit Cyclodextrinmolekillen oder schon gebildeten
Einschlusskomplexen in Interaktion tritt. Diese ,non-inclusion’-Komplexe kdnnen zur

Loslichkeitssteigerung des Gastes zusatzlich beitragen [65,66].

%% (]D D = Gast ungebunden

| % % %%% []D @D =Gastin ,Non-inclusion’

@ = Gastin Komplex

45 =¥ = Cyclodextrin

Abb. 2.7: Wechselwirkungen zwischen Gast und Cyclodextrin; in Reihe | die freien Molekule und ihre
Aggregate, in Reihe Il Einschlusskomplexe und deren Aggregate, in Reihe Ill mégliche Formen von
,Nichteinschlusskomplexen, nach [51]
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2.3.3 Voraussetzungen und thermodynamische Aspekte der Komplexbildung

Von besonderem Interesse ist, was aus energetischer Sicht wahrend der Komplexbildung
zwischen Cyclodextrin und Gast passiert und welche Einflisse auf Zustandekommen und
Ausmald der Wechselwirkungen bestehen. In Cyclodextrinkomplexen werden keinerlei
kovalente Bindungen ausgebildet. Der Einschluss muss deshalb auf schwacheren Kraften
beruhen, die in der Summe aber dennoch ausreichen, um das Gastmolekil festzuhalten. Die
einzelnen Beitrdge zu der Reaktion sind grofitenteils bekannt. Ihre Abhangigkeiten sind
jedoch noch nicht ganz geklart [67].

Eine Reaktion wie die Wirt-Gast-Komplexbildung lauft nur dann freiwillig ab, wenn durch sie
ein thermodynamisch gunstigerer Zustand erreicht wird. Nach der Definition der Gibbs’schen

freien Energie muss gelten:
AG =AH -T-AS <0 Gl. 2.3

Die Komplexbildung ist prinzipiell enthalpiegetrieben; AH ist also generell negativ. Daneben
spielen aber auch entropische Effekte eine Rolle. AS kann in Abhangigkeit vom Gast
negative oder positive Werte annehmen. Die bedeutendsten Beitrdge zu den
thermodynamischen GroRen liefern Van-der-Waals-Krafte und hydrophobe Wechsel-
wirkungen. Wasserstoffbrickenbindungen und sterische Effekte kdnnen in Abhangigkeit vom
Gast hinzukommen. Der Vorgang der Komplexbildung lasst sich modellhaft in mehrere
Ersatzprozesse aufteilen (s. Abb. 2.8) [7,67]:

e Freisetzung der Wassermolekule aus der Kavitat

¢ Relaxation des Cyclodextrins

e Freisetzung des Gastes aus seiner Hydrathdille

e Eindringen des Gastes in die Kavitat

e Stabilisierung des Komplexes durch Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast
e Einordnung der freigesetzten Wassermolekule im Medium

e Solvatation des Komplexes

Im Vordergrund steht also eine Entfernung und Neuordnung der Hydrathille der beteiligten
Moleklle. Die Solvatation des fertigen Komplexes ist glnstiger als die Summe der
Hydratisierungen von Gast und Cyclodextrin jeweils getrennt voneinander. Es handelt sich
daher um eine hydrophobe Wechselwirkung, die eher auf der Kohasion des Wassers als auf
der Anziehung der Reaktionspartner beruht [67].

Neben dem schlecht I16slichen Gastmolekiil stellt namlich auch die Kavitat der Cyclodextrine
einen Bereich dar, der nicht perfekt solvatisiert ist. Durch den Austausch des dort

vorhandenen, enthalpiereichen Wassers gegen das Gastmolekil, wird die Kontaktflache
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beider Moleklle zum Lésungsmittel minimiert [8]. In diesem Zuge werden zwar Van-der-
Waals-Krafte und Wasserstoffbriickenbindungen aufgehoben. Die Wassermolekile kénnen
aber anschlief3end neue Wasserstoffbrickenbindungen im Medium ausbilden [67].

Das Cyclodextrin erlangt zusatzliche Freiheitsgrade und die Entropie im Gesamtsystem
nimmt durch den Austausch gegen den Gast zu. Die Entspannung des Cyclodextrins kann
zusatzlich durch den Gewinn an Konformationsenergie einen enthalpischen Beitrag zur
Komplexbildung leisten. Vor allem das starker unter Spannung stehende a-Cyclodextrin liegt
in Losung in einem Zustand hoherer Energie vor. Im Zuge des Einschlusses des Gastes

kann eine gunstigere Konformation eingenommen werden [7].

Einschluss

b ] A W
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Abb. 2.8: Neuordnung der Hydrathullen wahrend der Komplexbildung, nach [51]

Neben diesen Grundprinzipien der Komplexbildung ist die chemische Natur des
Gastmolekils von entscheidender Bedeutung. Grundsatzlich legt dessen Molekllgrofe fest,
ob Uberhaupt mit einem bestimmten Cyclodextrin Komplexbildung moglich ist. In der
Literatur wird hierbei von dem sogenannten ,size-fit-Konzept gesprochen [67]. So kann
Toluol in a- und in B-Cyclodextrin eingeschlossen werden. Naphthalin bildet Komplexe mit
B- und y-, Anthracen jedoch nur mit y-Cyclodextrin [68]. Die Funktionalititen des Gastes
spielen danach eine untergeordnete Rolle, solange sich die beiden Molekile stereo-
elektrisch erganzen [8]. Allerdings kann auch die Fahigkeit zu Wechselwirkungen aul3erhalb
der Kavitadt, hauptsachlich Wasserstoffbriickenbindungen zu den Hydroxylgruppen des
Cyclodextrins, mit einer Komplexstabilisierung einhergehen. Gaste, die eine gewisse
Flexibilitat aufweisen, leisten zudem einen entropischen Beitrag, da mehrere Konformere fir

die Komplexbildung zur Verfigung stehen [67].
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2.3.4 Struktur und Eigenschaften der gebildeten Komplexe

Aus den beschriebenen Triebkraften der Komplexbildung leiten sich auch die Grundsatze
der Struktur der gebildeten Assoziate ab. Die hydrophoben Bereiche der Molekiloberflache
des Gastes werden soweit wie mdglich im Inneren der Kavitat platziert, um den Verlust an
Kontaktflache zum Wasser zu maximieren. Hydrophile Gruppen ragen dagegen in das
Medium hinaus [8]. Je nach chemischer Struktur des Gastes konnen mit den
Hydroxylgruppen an den Randern des Cyclodextrins zusatzlich Wasserstoffbriicken-
bindungen eingegangen werden, die die Komplexstabilitat weiter erhdhen. Das
Sauerstoffatom der glycosidischen Bindung (O4) ist hierfir sterisch meist zu stark
abgeschirmt [69]. Wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, sind Cyclodextrine aufgrund ihrer
Flexibilitat in der Lage, verschiedene Konformationen einzunehmen. Im Zuge der
Komplexbildung kann der Wirt seine Molekulstruktur deshalb in gewissem Mal an den Gast
anpassen, um die Wechselwirkungen zwischen den Molekilen zu optimieren [41]. Dieses
Phanomen wird auch als ,induced-fit' [5] bezeichnet, ein Begriff, der von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen Ubernommen wurde, wo die Bindung eines Liganden mit einer
Konformationsanderung seines Rezeptors einhergehen kann [70,71]. Dieser Effekt wird nicht
nur bei den flexibleren Derivaten [72], sondern auch bei den natlrlichen Cyclodextrinen [73]
beschrieben.

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Gesamtkomplexes bestimmt vorwiegend
der Gast [5], aber auch die Zusammensetzung des umgebenden Mediums ist von
Bedeutung [6]. Die bekannteste Konsequenz fir den Gast ist eine augenscheinliche

Anderung seiner Wasserléslichkeit. Weitere Effekte sind [4]:

e Beeinflussung der spektralen Eigenschaften; durch die Veranderung der direkten
Umgebung des Gastmolekiils kommt es zu detektierbaren Verschiebungen in den
Signalen spektroskopischer Verfahren.

¢ Modifikation der Reaktivitait der Gastkomponente; stabilisierende Effekte flr das
eingeschlossene Molekul sind moglich [3,7]. Cyclodextrine konnen jedoch auch die
Geschwindigkeit von Reaktionen steigern (s. Kap. 2.3.5.6).

e Einschrankung der Diffusionseigenschaften oder der Flichtigkeit des Gastes.

e Feste Komplexe sind im Allgemeinen hydrophil und in Wasser rasch aufzunehmen.

Fur die Cyclodextrine ergeben sich Ublicherweise keine direkten Folgen. Bestimmte Gaste,
die entweder geladen sind oder Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kdnnen, sind
allerdings in der Lage, auch die Léslichkeit der Cyclodextrine, also des eigentlichen

Loslichkeitsvermittlers, selbst zu erhéhen [7].



Theorie und Stand der Forschung 17

2.3.5 Praktische Anwendungen von Cyclodextrinkomplexen

Den Anwendungsmdglichkeiten von Cyclodextrinen sind keine Grenzen gesetzt. Die
unendliche Zahl an denkbaren Derivaten mit unterschiedlichsten Eigenschaften bietet fir die
Zukunft mit Sicherheit noch weitere Perspektiven. Im Folgenden sollen nur einige etablierte

Einsatzgebiete mit nahem Bezug zur pharmazeutischen Anwendung dargestellt werden.

2.3.5.1 Loslichkeitsverbesserung

Die Erhdhung der Wasserloslichkeit eingeschlossener Substanzen ist ein haufiger Grund fur
den Einsatz von Cyclodextrinen. In einer ganzen Reihe von Arzneimitteln werden sie
deshalb heute als Hilfsstoff eingesetzt [74]. Dabei macht man es sich vor allem zu Nutze,
dass der im Cyclodextrin eingebettete Wirkstoff nicht nur eine gesteigerte Wasserloslichkeit
aufweisen, sondern sich auch seine Auflésungsgeschwindigkeit steigern kann. Die Komplex-
bildung kann so in erheblichem MalRR die biopharmazeutischen Eigenschaften des
Arzneimittels, vor allem die Pharmakokinetik enthaltener schwerléslicher Wirkstoffe, positiv

beeinflussen [51].

2.3.5.2 Geruchs- und Geschmacksmaskierung

Bestimmte Arzneistoffe zeichnen sich durch einen flir den Menschen unangenehmen
Geschmack oder Geruch aus. Dies hat zur Folge, dass bestimmte Applikationswege hier
ungeeignet sind. Ein extrem bitterer Geschmack schlie3t beispielsweise eine Kautablette als
Arzneiform im Grunde aus. Der Einschluss solcher Substanzen in Cyclodextrine kann mit
einer Geruchs- bzw. Geschmacksmaskierung einhergehen [1]. Es kénnen so Darreichungs-
formen entwickelt werden, die ohne diese Kaschierung nur schwer zu etablieren waren.

Ein bekanntes Beispiel dafiur ist Nicotin zur Raucherentwdhnung. Nicotin hat stark
adstringierende und irritierende Wirkungen an der Mundschleimhaut. Durch den Einsatz von
B-Cyclodextrin/Nicotin-Komplexen ist es jedoch mdglich, diese Effekte zu unterbinden und

Nicotin in Form von Sublingualtabletten zu verabreichen [1].

2.3.5.3 Stabilisierung

Viele Wirkstoffe in Arzneimitteln und Kosmetika unterliegen einem rapiden Gehaltsverlust im
Zuge von Abbaureaktionen, die durch verschiedene Faktoren begunstigt werden. Mit
Cyclodextrinen ist es mdglich, die Stabilitat einiger Stoffe erheblich zu steigern [74]. Dies
kann einerseits durch den Einschluss der fir eine Abbaureaktion entscheidenden
funktionellen Gruppe des Gastmolekiils geschehen. So lasst sich die saurebedingte
Hydrolyse des Herzglycosids Digoxin in Losung deutlich verlangsamen [75]. Andererseits

kénnen in festen oder halbfesten Zubereitungen durch die molekulardisperse Verteilung der
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Gastmolekile Instabilitaten aufgrund von unerwiinschten Kristallisationsvorgangen, wie der

Nadelbildung von Nifedipin, unterbunden werden [76].

2.3.5.4 Selektive Komplexbildung (molecular recognition)

Ein Teilgebiet der Cyclodextrinforschung befasst sich mit der Synthese von
Cyclodextrinderivaten, die eine hohe, selektive Affinitat zu bestimmten Gasten aufweisen.
Ein anschauliches Beispiel hierflir stammt aus der Nahrungsmittelindustrie. Zur Herstellung
von cholesterolarmer Butter wird dieser Bestandteil mit B-Cyclodextrin aus dem Milchfett
entfernt [4].

In der Medizin macht man sich dieses Prinzip beim Einsatz von Sugammadex zu Nutze.
Hierbei handelt es sich um ein Derivat des y-Cyclodextrins, dessen Hydroxylgruppen der C6-
Atome durch [-S-CH,-CH,-COONa]-Gruppen ersetzt wurden. Dieses Wirtsmolekll besitzt
eine hohe Affinitdt zu Rocuronium, einem nicht-depolarisierenden Muskelrelaxans. Dessen
Narkosewirkung kann durch Injektion von Sugammadex innerhalb von Minuten beendet
werden, da die im Komplex gebundenen Wirkstoffmolekile nicht mehr als Antagonisten von

Acetylcholin fungieren kénnen [77,78].

2.3.5.5 Enantiomerentrennung (chiral recognition)

Viele Arzneistoffe enthalten optisch aktive Zentren. Es existieren also zwei Enantiomere, die
pharmakologische Unterschiede aufweisen kénnen. Die Trennung dieser spiegelbildlichen
Paare mit chromatographischen Verfahren ist deshalb von groRRer Bedeutung [5].
Cyclodextrine bilden als ebenfalls chirale Molekiile mit Enantiomerenpaaren Komplexe von
diastereomerem Charakter. Die rein stereochemischen Unterschiede in der Struktur der
Gaste konnen geringe Differenzen in der Assoziationskonstante bedingen [5]. Diese
genugen allerdings, um eine Auftrennung mit Cyclodextrinen als mobile [79] oder stationare
[80] Phase zu erreichen. Im Handel sind HPLC-Saulen erhaltlich, die kovalent an
Kieselgelpartikel gebundene, natlrliche Cyclodextrine enthalten [81,82].

Eine genaue Vorhersage, ob ein Cyclodextrin Selektivitdt bezuglich eines Enantiomers
aufweist und wie stark die Differenzierung ausfallt, ist jedoch kaum zu treffen. Es scheint
stark auf die strukturelle Lage des Chiralitdtszentrums im Hinblick auf die Verteilung von

hydrophoben und hydrophilen Bereichen Uber das Molekil des Gastes anzukommen [83].

2.3.5.6 Steigerung der Selektivitat und Katalyse chemischer Reaktionen

Mit Hilfe von Cyclodextrinen und ihren Derivaten ist es mdglich, die Selektivitat organischer
Reaktionen zu steigern oder sie zu katalysieren [84,85].
Durch den Einschluss in ein Cyclodextrin werden Teile des Gastmolekils raumlich

abgeschirmt, was die Regioselektivitdt von Additionen, Substitutionen und anderen
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Reaktionen steuern kann. Ein anschauliches Beispiel stellt die selektive para-Carboxilierung
von Phenol in B-Cyclodextrin dar. Der Aromat wird in das Cyclodextrin eingeschlossen,
wahrend die Hydroxylgruppe zum Losungsmittel hin orientiert ist. Diese Stellung exponiert
die para-Position fir eine Substitutionsreaktion, beispielweise mit Tetrachlorkohlenstoff.
Nach weiteren Syntheseschritten wird auf diesem Weg nahezu ausschlieRlich para-
Hydroxybenzoesaure erhalten [86].

Zur Katalyse nutzt man meist die Moglichkeit, ein unter Ausbilden kovalenter Bindungen
entstehendes Zwischenprodukt aus Cyclodextrin und einem der Reaktanden zu erstellen,
welches als kinstliches Enzym’ Reaktionen mit weiteren Molekllen ermoglicht. Ein Beispiel
hierfur ist die Umsetzung von a-Ketocarbonsauren zu a-Aminosauren unter Katalyse durch

ein an eine primare Hydroxylgruppe von B-Cyclodextrin gebundenes Pyridoxamin [87].
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2.4 Charakterisierung von Cyclodextrinkomplexen

In der Literatur werden sehr viele Methoden zur Untersuchung der Komplexbildung mit
Cyclodextrinen beschrieben. Eine umfassende Darstellung ist im Rahmen dieser Arbeit nicht
moglich. Die Flut an Publikationen zu jeweils einem bestimmten Gastmolekil oder
Cyclodextrin sorgt fur ein heterogenes Gesamtbild. Die folgende Abhandlung beschrankt
sich deshalb auf die im Zuge dieser Arbeit angewandten Methoden und ihre Grundlagen.
Allgemeine Ansatze werden anhand der im konkreten Fall angewandten Messtechnik erklart.
Bei vielen Verfahren steht das Erfassen einer sich aufgrund von Komplexbildung dndernden
Eigenschaft des eingeschlossenen Gastes oder des Cyclodextrins im Vordergrund. Aus den
Ergebnissen verschiedener Untersuchungsmethoden kann ein Gesamtbild der Komplex-

bildung erhalten werden.

241 Herstellung und Isolierung von Cyclodextrinkomplexen

Prinzipiell werden zur Herstellung eines Einschlusskomplexes zwischen Gast und
Cyclodextrin nur die einzelnen Komponenten und in der Regel eine bestimmte
Wassermenge bendtigt [3]. In wassriger Losung stellt sich umgehend das Gleichgewicht der
Komplexbildung (vgl. Kap. 2.3.2) ein. Ist jedoch die Herstellung fester, mdglichst reiner
Komplexe das Ziel, werden in der Literatur mehrere Herstellungstechniken angefiihrt, die
sich im Grunde nur durch die eingesetzte Wassermenge unterscheiden. Das polare Medium
liefert einerseits die Triebkraft flr die Assoziation zwischen Wirt und Gast, es bietet jedoch
zusatzlich die Umgebung, in der die beiden geldst aufeinander treffen. Zudem enthalten
einige Komplexe eine definierte Zahl an Wassermolekilen. Diese kénnen durch das
Ausbilden von Wasserstoffbriickenbindungen am Komplexierungsgeschehen beteiligt und
damit fester Bestandteil des erhaltenen Produkts sein [3]. Die gangigen Bezeichnungen flr
die einzelnen Verfahren richten sich nach der Beschaffenheit des Ansatzes wahrend der
Herstellung [3,88,89]:

e Komplexierung in Lésung (coprecipitation method)
Hierbei befinden sich beide Reaktionspartner in Losung. Lost sich der Gast nicht
ausreichend in Wasser, kann er auch in einem organischen Losungsmittel
zugegeben werden, das wahrend des Verfahrens wieder entfernt wird. Ausfallende
Komplexe werden aus dem Ansatz abgetrennt. Gegebenenfalls wird die Prazipitation

durch Temperaturerniedrigung gesteigert.
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e Komplexierung in Suspension (slurry method)
Der Einsatz einer Cyclodextrinsuspension ermdglicht eine maximale Konzentration in
der flissigen Phase. Dies bietet sich vor allem bei dem relativ schwerldslichen
B-Cyclodextrin an.

e Komplexierung als Paste (paste/kneading method)
Bei dieser Methode kommt sehr wenig Wasser zum Einsatz. Das Mischen kann im
Labormalistab im Mérser stattfinden, bei groReren Ansatzen auch in maschinellen
Mischern.

¢ Komplexierung durch Mischen der trockenen Substanzen (dry mixing/cogrinding)
Bei einigen Gastsubstanzen kann ein Einschlusskomplex auch ohne Zugabe von
Wasser gebildet werden. Der Erfolg ist oft begrenzt und hangt von der

Umgebungsfeuchte und dem Wassergehalt der Cyclodextrintrockensubstanz ab.

Am Ende des Prozesses steht in den meisten Fallen ein geeignetes Trocknungsverfahren.
Hierbei bieten sich unter anderem Spriih- oder Gefriertrocknung an [89]. Ziel ist die schnelle
und quantitative Entfernung des Losungsmittels, da selbst kleinste Mengen an Wasser
ausreichen, um den Gast wieder dem Gleichgewicht zwischen Komplex und freier Form
zuzufihren [3].

Verschiedene Faktoren haben Einfluss auf die Effektivitat der beschriebenen Verfahren und
es bedarf einer Optimierung der Prozessparameter, um quantitativ reine Komplexe zu
erhalten. Es gilt, wirkliche Komplexe von einer feindispersen Mischung aus Cyclodextrin und
Gast zu unterscheiden. Dennoch wird kaum auszuschlieBen sein, dass eine Komplex-
zubereitung nach obigen Herstellungsverfahren einen gewissen Anteil an freier
Gastkomponente oder unbesetzten Cyclodextrinen enthalt [8]. In der Literatur findet aus
diesem Grund oft ein Methodenvergleich zwischen einzelnen Herstellungsverfahren statt.
Die erhaltenen Komplexe werden mit einem analytischen Messverfahren (meist DSC oder
DTA, s. Kap. 2.4.5) im Vergleich zu physikalischen Mischungen der Bestandteile untersucht

und die Effizienz des Herstellungsverfahrens bewertet [4].

2.4.2 Loslichkeitsmethode

Eine vielfach angewendete Methode zur Untersuchung von Cyclodextrineinschluss-
komplexen ist die Ldslichkeitsmethode nach Higuchi und Connors [90]. Sie eignet sich, um
die Wechselwirkungen zwischen Molekulen anhand von Loslichkeitseffekten zu
quantifizieren und verschiedene Informationen Uber die stattfindende Reaktion zu sammeln.
Die englische Bezeichnung ,phase-solubility analysis’ ist gebrauchlich, da bei diesem Ansatz

die Phasenregel nach Gibbs [91] mit einbezogen wird:
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F=C-P+2 Gl. 2.4

Sie besagt, dass in einem System, das sich im thermodynamischen Gleichgewicht befindet,
nicht beliebig viele Phasen nebeneinander vorliegen koénnen. Aus der Anzahl der
Komponenten im System C und der koexistenten Phasen P lasst sich berechnen, wie viele
Freiheitsgrade F vorliegen [91].

In Abhangigkeit vom vorliegenden System kénnen Ldslichkeitsstudien nach verschiedenen
Methoden durchgefihrt werden. Im Idealfall wirden die Ld&slichkeiten der Einzel-
komponenten von der Konzentration der anderen Komponenten unbeeinflusst bleiben. Der
maximale Gehalt an gelésten Stoffen wirde sich dann additiv aus den Sattigungs-
I6slichkeiten der Einzelsubstanzen zusammensetzen. Vor diesem Hintergrund kann
beispielsweise die Reinheit der geldsten Substanz untersucht werden [90].

Diese Idealbedingungen treffen fur die meisten Mehrkomponentensysteme nicht zu.
Zwischen organischen Molekulen koénnen Wechselwirkungen unterschiedlichster Art
auftreten, die mit I6slichkeitssteigernden oder -senkenden Effekten fur eine oder mehrere
Komponenten einhergehen. Loslichkeitsstudien nutzen dies zur experimentellen
Charakterisierung und Quantifizierung der Vorgange. Die Gesamtldslichkeit einer
Komponente wird in Abhangigkeit von der Konzentration einer anderen bei konstanter
Temperatur bestimmt. Die gegenseitige, graphische Auftragung der Konzentrationen wird
deshalb als Isotherme bezeichnet [55,90].

In der Praxis wird ein Uberschuss einer Komponente, bei der Untersuchung von Cyclo-
dextrinkomplexen meist des Gastes, zu Lésungen aufsteigenden Gehalts der anderen
Komponente zugegeben. Nach Gleichgewichtseinstellung erfolgt eine Gehaltsbestimmung
der Gastkomponente an der gesattigten Losung. Eine analytische Methode, die nicht durch
die Wechselwirkungen der Molekule gestort wird, ist hierzu nétig [55]. Die folgenden
Ausfuhrungen beschranken sich auf die Komplexbildung von Cyclodextrinen mit ihren

Gasten; in Loslichkeitsstudien kdnnen aber auch kompliziertere Systeme untersucht werden.

2.4.2.1 Einteilung und Interpretation der Isothermentypen

Tragt man die Ergebnisse flir die Loslichkeit des Gastes gegen die Cyclo-
dextrinkonzentration auf, so konnen sich verschiedene, charakteristische Verlaufe der
Isothermen ergeben. Fiur diese hat sich eine allgemeine Terminologie etabliert [52].

Die sogenannten A-Typ-Isothermen (s. Abb. 2.9) zeichnen sich durch einen stetigen Anstieg
der Gastldslichkeit mit steigender Wirtskonzentration im untersuchten Bereich aus. Der
y-Achsenabschnitt entspricht der Loslichkeit des Gastes im reinen Lésungsmittel, die auch
als intrinsische Ldslichkeit Sg bezeichnet wird. Der Wirt bildet also mit dem Gast einen im

Medium I8slichen Komplex aus. Die Kurve steigt an, solange die Konzentration an
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Wirtsmolekilen noch weiter erhoht werden
kann. Der Punkt, ab dem dies nicht mehr Ao
moglich ist, muss jedoch nicht zwangslaufig
der Sattigungsloslichkeit des Wirtes ent-
sprechen. Komplexbildung kann auch mit
einer Loslichkeitssteigerung fur das Cyclo-

dextrin einhergehen (s. Kap. 2.3.4).

Konzentration (Gast)

Im Idealfall ist ein linearer Zusammenhang

mit konstanter Steigung festzustellen, was
SO

der A -Kurve entspricht. Diese Kurvenform

musste theoretisch erhalten werden, wenn Konzentration (Wirt)

ausschlieRlich Komplexe erster Ordnung APP-29: A-Typ-lsothermen aus Loslichkeitsstudien, nach [90]
bezlglich des Wirtes gebildet wirden [51,90]. Positive Abweichungen von der linearen Form
(Ap-Isotherme) deuten darauf hin, dass mit steigender Cyclodextrinkonzentration auch
Komplexe héherer Ordnung beziglich des Wirtes entstehen. Was hingegen eine Abflachung
der Isotherme (An-Isotherme) bedingen kann, ist nicht endglltig geklart [51]. So kénnte eine
Selbstaggregation des Wirtes infolge steigender Konzentration dazu fihren, dass ein Teil
dieser Komponente nicht mehr zur Komplexbildung zur Verfliigung stiinde [55,90]. Weiterhin
kommen Anderungen von Eigenschaften des Lésungsmittels, wie Viskositat, Oberflachen-
spannung oder Leitfahigkeit, in Betracht. Bei Wasser als Losungsmittel kdnnen zusatzlich

chaotrope oder kosmotrope Effekte mogliche Ursachen darstellen [52].

In manchen Wirt-Gast-Systemen werden allerdings im Medium schlecht oder gar unlésliche
Assoziate gebildet. Dies druckt sich auch im Verlauf der Isothermen aus. Die sogenannten
B-Typ-Isothermen (s. Abb. 2.10) zeichnen sich durch das Vorhandensein eines Plateaus
aus, welches der Ldslichkeitsgrenze des gebildeten Komplexes entspricht [55].

Ein Bs-Typ (s steht hier fur soluble) zeigt an, dass der Komplex zwar schwer I3slich ist,
immerhin aber Uber eine messbare Loslichkeit verfigt. Deshalb steigt die Isotherme von der
intrinsischen Loslichkeit des Gastes aus anfangs mit steigender Wirtskonzentration an. Am
Punkt a beginnt der Komplex jedoch auszufallen. Im Bereich des Plateaus (a = b) bleibt die
Gastkonzentration in Lésung konstant, wahrend Uberschissiger Komplex ausfallt. Die
Plateaulange ist von dem zugegebenen Uberschuss des Gastes abhangig. Je mehr feste,
freie Substanz noch vorhanden ist, desto langer wird es. Am Plateauende ist das Reservoir
des Uberschusses gerade erschdpft. Ab Punkt b sinkt die Konzentration des Gastes wieder
ab bis zu einem Minimum. In diesem Abschnitt fallen Gberschissige Wirtsmolekile alle frei
in Loésung befindlichen Gastmolekile aus, bis nur noch |8sliche Komplexe neben

unbesetzten Wirtsmolekulen in der Losung vorhanden sind. Idealerweise wirde dieses
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Niveau der initialen Steigerung der
Loslichkeit (S = a) entsprechen,
vorausgesetzt der ausfallende Komplex

weist dieselbe Stochiometrie auf wie der im

initialen Bereich in LOosung gegangene.

B Der Bi-Typ stellt den Extremfall des Bs-Typs

o

Konzentration (Gast)

S, dar. Der gebildete Komplex ist im

Lésungsmittel komplett unldslich und fallt

quantitativ aus. Somit entspricht die Héhe

Konzentration (Wirt) des Plateaus genau der intrinsischen
Abb. 2.10: B-Typ-Isothermen aus Loslichkeitsstudien, nach [90] Loslichkeit S [90]
o .

Mit Cyclodextrinen als Wirt kdnnen sich in Abhangigkeit vom Gast alle beschriebenen
Isothermentypen ergeben. B-Cyclodextrin bildet meist schwer |6sliche Komplexe. Bei

Cyclodextrinderivaten hingegen liegen Ublicherweise A-Typ-Isothermen vor [54].

2.4.2.2 Berechnung der Komplexstochiometrie aus Loslichkeitsstudien

Aus den Isothermen kann die Stochiometrie (vgl. Kap. 2.3.2.2) der gebildeten Komplexe
anndhernd berechnet werden. Einschrdnkend muss man hier allerdings anfilhren, dass die
im Folgenden vorgestellten Methoden nicht dazu geeignet sind, zwischen verschiedenen,
nebeneinander existierenden Stochiometrien zu differenzieren [90].

Bei A-Typ-Isothermen ist es mdglich, vorab aus der Steigung der Kurve Aussagen Uber den
gebildeten Komplex abzuleiten. Liegt eine Steigung > 1 vor, gehen also mehrere
Gastmolekile pro Wirtsmolekil in Lésung, so muss mindestens ein Komplex mit m > 1
vorliegen. Es konnen hier also nicht nur 1:1 Komplexe entstehen. Steigungen < 1 kénnen
zwar auf eine solche Stdchiometrie hinweisen, stellen aber keinen Beweis fiir ihre alleinige
Existenz dar [90].

Diese recht groben Einschatzungen koénnen fiir A-Typ-lsothermen bei Auftreten eines
Plateaus oberhalb der Ldslichkeitsgrenze des Wirtes konkretisiert werden. Unter der
Annahme, dass sich die Ldslichkeiten der freien und der am Komplex beteiligten Gast- und
Wirtsmolekile jeweils additiv verhalten, gibt das Verhaltnis der Ldslichkeitssteigerungen der
beiden Komponenten die durchschnittliche Komplexstdchiometrie an.

Komplexstéchiometrie (A — Typ) = oP1 ~[Sel _m Gl. 2.5

Lel-ILo] n

Sp und Lp stehen fir die molaren Konzentrationen am Beginn des Plateaus, S, und L, sind

die intrinsischen, molaren Loéslichkeiten von Wirt (L) und Gast (S).
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Die Lange des Plateaus von B-Typ-Isothermen ist abhangig von der Menge des
zugegebenen Uberschusses der Gastkomponente. Wird im untersuchten Konzentrations-
bereich das Ende dieses Abschnitts erreicht, so kann die Komplexstdchiometrie aus dem
Verhaltnis der Stoffmengen berechnet werden, die wahrend des Plateaus als Komplex
ausfallen. Die Stoffmenge des Wirtes entspricht der Plateauldnge, also der Differenz der
Stoffmengen an Punkt b (L,) und Punkt a (L,). Die Stoffmenge des Gastes errechnet sich
aus der insgesamt als Uberschuss zugegebenen Stoffmenge S, abziiglich der bis zum Punkt
a in Lésung gegangenen Stoffmenge S, (vgl. Abb. 2.9) [90].

Komplexstdchiometrie (B — Typ) = Se=Sa _m Gl. 2.6

L,-L, n

Beide Methoden liefern einen Wert fur die gewichtete durchschnittliche Komplex-

stochiometrie (vgl. Kap. 2.3.2.2).

2.4.2.3 Berechnung der Assoziationskonstanten aus Ldslichkeitsstudien

Die Gleichgewichtskonstante K der Komplexbildung (vgl. Kap. 2.3.2.1) kann aus den
Ergebnissen der Ldslichkeitsstudien berechnet werden. Sie definiert sich als
Assoziationskonstante nach Gleichung 2.2 durch die im Gleichgewicht vorliegenden

Konzentrationen von Komplex [SyL,], unbesetztem Wirt [L] und freiem Gast [S] [90]:

K= LSmbnl Gl. 2.7
[SILLY

Fir die Berechnung von K fur 1:1 - Komplexe werden folgende Annahmen getroffen:
¢ die Konzentration freier Gastmolekiile [S] entspricht der intrinsischen Loéslichkeit [Se].
[S]1=[S¢] Gl. 2.8

¢ jeweils m Gastmolekile werden zusatzlich zur intrinsischen Loéslichkeit [Sq] pro Komplex

gebunden, was die Gesamtkonzentration des Gastes [S+] in der Lésung erhoht.

_[S11-[So]
[Smbn] = Gl. 2.9

¢ die Konzentration der freien Wirtsmolekiile [L] entspricht deren Gesamtkonzentration [Lt]

abzlglich der an der Komplexbildung beteiligten.

[L1=[L]-n-[SL,] Gl. 2.10
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e der gebildete Komplex ist erster Ordnung bezlglich des Wirtes.
n="1 Gl. 2.11

Fasst man die Gleichungen 2.7 — 2.11 zusammen, so ergibt sich eine Geradengleichung der

Isotherme in der Formy =b - x + .

m
[8;1= MKl s, Gl 2.12
1+K-[Sp]™
Die Steigung entspricht:
m
b= MK [Sol” Gl. 2.13
1+K-[So]™
Fir den Fall m = 1 kann nach K (mit m, n = 1 &> Ky.;) aufgeldst werden [90]:
b
Ky =r—"a Gl. 2.14
(1-b)-[So]

Die Berechnung von K;.; erfolgt also aus der Steigung und dem y-Achsenabschnitt der
Léslichkeitskurve. Fur A_-Typ-lsothermen wird die Steigung des gesamten untersuchten
Bereichs mit einbezogen. Bei Vorliegen eines B¢-Typs wird nur der initiale Bereich bis zum
Punkt a (vgl. Abb. 2.9) betrachtet und analog zum A -Typ in Gleichung 2.14 behandelt. Fur
das von der Idealform abweichende Ap-Profil kann K ebenfalls abgeleitet werden [52].

Fur die Berechnung der Assoziationskonstante fir andere Stdochiometrien wird auf die
Literatur verwiesen [52,55,90]. In sehr vielen Publikationen wird nur eine ,scheinbare’
Gleichgewichtskonstante Ki.; unter der Annahme einer solchen Stéchiometrie angegeben,
da die wahre Komplexstochiometrie nicht immer experimentell zuganglich ist. Diese
Vereinfachung kann getroffen werden, da Cyclodextrine sehr oft 1:1-Komplexe bilden.

Ausgehend von der Assoziationskonstante kann zusammen mit der allgemeinen
Gaskonstante R und der absoluten Temperatur T die Gibbs’sche freie Energie AG berechnet

werden:

AG =-R-T-In(Ky) Gl 2.15
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2.4.3 Infrarotspektroskopie

Aus Veranderungen im Infrarotspektrum eines in ein Cyclodextrin eingeschlossenen

Moleklls kénnen strukturelle Aussagen Uber den gebildeten Komplex abgeleitet werden.

2.4.3.1 Grundlagen der Infrarotspektroskopie

Die Absorption von Strahlung aus dem mittleren Infrarotbereich (Wellenlédnge 2,5 bis 50 ym)
durch organische Molekile fuhrt zu mechanischen Schwingungen der Atome. Man
unterscheidet Valenzschwingungen, die durch Dehnung oder Stauchung von Bindungen
zustande kommen, und Deformationsschwingungen, bei denen Bindungswinkel variieren.
Man grenzt weiterhin symmetrische und asymmetrische Schwingungen ab, je nachdem, ob
wahrend der  Vibration die

. ) ) Tab. 2.3: Schwingungsarten im Infrarotspektrum, nach [92,93]
MoleklUlsymmetrie erhalten bleibt

Schwingung Bezeichnung Symbol
oder nicht. Somit lassen sich sechs
verschiedene  Schwingungsarten /7 N\ Valenz- oder Streckschwingung,
symmetrisch oder asymmetrisch Vsy, Vas
unterscheiden (s. Tab. 2.3). (stretching vibration) ’

Detektierbar (,IR-aktiv’) sind alle

Schwingungen, die mit einer
Deformations- oder Biegeschwingung S

Anderung des Dipolmoments des (bending vibration, in plane)

>

!
l

Molekuls einhergehen.

Je nach Art der beteiligten Atome

Schaukel- oder Pendelschwingung

und der Starke ihrer Verknupfung (rocking vibration) p

>

sind verschiedene Energiebetrage,

}
l

also bestimmte Wellenlangen, zur

Anregung der Schwingungen ndétig. Kipp- oder Nickschwingung

>

. . (wagging vibration) K
Die Messung der Absorption von < <

Infrarotstrahlung unter Variation der

Wellenlange liefert das charakte- Torsions- oder Drillschwingung ;
ristische  Infrarotspektrum  einer (twisting vibration)

+ -

Substanz. Daraus konnen vor allem

Uber die vorhandenen funktionellen Gruppen Aussagen getroffen werden, da diese meistens
IR-aktiv sind. AuRerdem liefern Aromaten Uber die out-of-plane-Schwingungen (Symbol v)
konkrete Hinweise auf ihr Substitutionsmuster [93].

Die Aufnahme der Spektren kann per Transmission erfolgen. Moderne Spektrometer
arbeiten aber meistens nach der Mehrfachreflexionsmethode (attenuated total reflexion,

ATR). Hier wird der Infrarotstrahl beim Ubergang aus einem optisch dichteren Medium wie
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beispielsweise Zinkselenid oder Diamant in die Probe in Folge von Totalreflexion reflektiert.
Die direkte Auftragung erleichtert die Probenvorbereitung erheblich [94].

Der Einsatz der FTIR-Spektroskopie bringt weitere Vorteile mit sich. Der Wellen-
langenbereich wird hier nicht mit monochromatischem Licht abgearbeitet. Stattdessen wird
der Strahl mit einem Interferometer, meist einem Michelson-Interferometer, moduliert.
Dadurch wird der gesamte Wellenlangenbereich auf einmal eingestrahlt. Das resultierende
Interferogramm wird mathematisch mittels Fourier-Transformation in das zugehdrige
Spektrogramm umgewandelt. Vor allem die Zeitersparnis und der damit verbundene hdhere

Probendurchsatz, aber auch die héhere Prazision sprechen fir diese Methode [93].

A

i

ﬂW/ |‘y‘f~ ‘;‘“Y |
e

Transmission

Intensitat des IR-Strahls

Position des Spiegels [cm] Wellenzahl [cm™]

Abb. 2.11: Prinzip der FTIR-Spektroskopie

2.4.3.2 Infrarotspektroskopie zur Untersuchung von Cyclodextrinkomplexen

Die Bildung eines Einschlusskomplexes wirkt sich auf die IR-Aktivitdt des Gastmolekils aus.
Die Banden der Molekiilteile des Gastes, die an der Komplexbildung beteiligt sind, kénnen
verschoben oder in ihrer Intensitat beeinflusst werden, wahrend das Spekirum des
Cyclodextrins weitgehend unverandert bleibt [7,95]. Dieser Effekt beruht auf Ein-
schrankungen bezuglich der Vibration und der Rotation des eingeschlossenen Gastes im
Komplex. Es kann also darauf geschlossen werden, welcher Teil eines Gastmolekils in die
Kavitat eingelagert wird [96,97]. Natirlich sind hier nur diejenigen Bereiche des Spektrums
geeignet, in denen das Cyclodextrin nicht oder nur sehr geringe Absorption zeigt. Dazu
zadhlen zum Beispiel Carbonylgruppen, die ein scharfes Signal mit hoher spezifischer
Absorption im Bereich von 2000 bis 1600 cm™ aufweisen und zusatzlich sehr stark auf
Veranderungen ihrer direkten Umgebung reagieren [98]. Weiterhin kann die Komplexbildung
aromatischer Verbindungen an den out-of-plane-Schwingungen der Wasserstoffatome im
Bereich von 1000 bis 600 cm™ nachvollzogen werden [99].

Bei Vorliegen von gebundenem neben freiem Gast erhdlt man ein Mischspektrum aus
beiden. Deshalb eignet sich die IR-Spektroskopie auch dazu, den Komplexierungserfolg
einer Herstellungsmethode, also den Anteil an eingeschlossenem Gast, im festen oder auch
im flissigen Zustand zu uberprifen. Je starker sich die Banden des Gastmolekiils

abschwachen oder verschieben, desto grofier ist der eingeschlossene Anteil [98].
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2.4.4 Kernspinresonanzspektroskopie

Die Kernspinresonanzspektroskopie hat sich mit ihren vielfaltigen Anwendungsmaglichkeiten
und der Weiterentwicklungen der letzten Jahrzehnte zu der wahrscheinlich bedeutendsten
Methode zur Untersuchung von Cyclodextrinkomplexen entwickelt. Die Moéglichkeit, neben
qualitativen und quantitativen Informationen zur Komplexbildung auch Daten zur Struktur
des Komplexes in Losung und im Feststoff zu sammeln, stellt eine unverzichtbare
Erganzung zu den Ergebnissen anderer Untersuchungsverfahren dar [100]. Teilweise wird
die NMR-Spektroskopie als die einzige Moglichkeit angesehen, Komplexbildung wirklich

nachzuweisen [3].

2.4.4.1 Grundlagen der NMR-Spektroskopie

In der Kernspinresonanzspektroskopie wird das Verhalten von Atomkernen mit Kernspin,
meistens 'H- und '®C-Kernen, im Magnetfeld untersucht. Mittels elektromagnetischer
Strahlung werden die Kerne in einen energiereicheren Zustand versetzt (Kernresonanz).
Man misst die Energieaufnahme in Abhangigkeit von der Starke des aulieren Feldes. Diese
sogenannte chemische Verschiebung 5, also die Frequenz, bei der Kernresonanz auftritt,
hangt von den Bindungszustanden im Molekdl ab [93].

Das Ergebnis des einfachsten, eindimensionalen "H-NMR-Versuchs ist ein Spektrum, das
fur jede Gruppe von magnetisch aquivalenten Wasserstoffatomen ein Signal enthalt. Mit
Hilfe der chemischen Verschiebung lasst sich auf die Art der chemischen Bindung schlieen.
Das Ausmal} der Verschiebung hangt von Ent- und Abschirmungseffekten auf die einzelnen

Atomkerne ab. Die Einheit ppm (= parts per million) wurde gewahlt, um das Spektrum von

der technischen Beschaffenheit des
Spektrometers unabhangig zu machen.
Sie gibt an, um wie viele Millionstel die
Feldstarke des &ufleren Magnetfelds,

ausgehend vom verwendeten Standard-

signal, erniedrigt werden muss, um die
Resonanz eines anderen Kerns hervor- ! U\ M\}
U

o J W

zurufen. Die Aufspaltung in mehrere

T
tppm)

symmetrisch verteilte Signale (Spin- /:bb. 2.12: Ei;ndimensionaI;s1H-NMR gpektrum vo:B-CycIodextrin
Spin-Kopplung) weist auf die Bindungsverhaltnisse in direkter Umgebung der Kerne hin. Die
Integrationsflache unter der Kurve dient als Mal} fir die Anzahl der jeweiligen Kerne im
Molekul [92,93,101].

Heute wird fast ausschliel3lich die Puls-Fourier-Transformations-NMR-Spektroskopie (PFT-

NMR) angewendet. Hier wird im Gegensatz zu den é&lteren Continuous-Wave-Verfahren
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nicht mehr eine Frequenz nach der anderen, sondern ein einziger breiter
Hochfrequenzimpuls eingestrahlt, der alle vorhandenen Kerne gleichzeitig anregt. Das
Abklingen des Induktionssignals (free induction decay = FID) wird nach Beendigung des
Impulses aufgezeichnet und kann mittels Fourier-Transformation von einer Zeitdomane in
eine Frequenzdomane uberfuhrt werden [93].

Neben der klassischen eindimensionalen Methode wurde eine Reihe von zweidimen-
sionalen Messexperimenten auf Basis der PFT-NMR entwickelt. Mit ihnen ist es moglich,
eine hohere Auflésung zu erreichen und dariber hinaus Informationen zu erhalten, die
anders nicht zuganglich waren [93,102]. Zweidimensionale NMR-Experimente stellen ein
Abbild der Ubertragung von Kohérenzen, also Ubergdngen zwischen Zusténden, dar. Sie
gliedern sich in mehrere Phasen (Abb. 2.13), wobei die Evolutionsphase und die

Detektionsphase variabel sind.

2xFT
Praparation Evolution Mischzeit Detektion X—P Auswertung

—_— —_—
t1 t2

Abb. 2.13: Allgemeine Phaseneinteilung zweidimensionaler NMR-Experimente, nach [103]

In der Praparationsphase werden Koharenzen durch einen Radiowellenpuls erzeugt. In der
anschlieRenden Evolutionszeit t; entwickeln sich diese. Ublicherweise schlieRt sich daran
eine Mischungsphase an, wahrend der Koharenzen zwischen Kernen Ubertragen werden
kénnen. In der Detektionszeit t, findet die Aufzeichnung des Signals analog zu
eindimensionalen Versuchen statt [102,103]. Das erhaltene Signal ist somit von den beiden
Zeiten t; und t; abhangig. Die zweidimensionale Datenmatrix besteht aus jeweils einem FID
pro Evolutionszeit. Durch zweifache Fourier-Transformation wird ein dreidimensionales
Spektrum erhalten, bei dem auf zwei Achsen eine chemische Verschiebung aufgetragen

wird. Die gemessenen Signale treten aus der aufgespannten Ebene heraus.

L

F1 [ppm]

b oot

T
4

— 77—
7 6 5 4 F2[ppm]

Abb. 2.14: Beispiel eines 2D-NMR-Spektrums in drei- und zweidimensionaler Darstellung (*H,'"H-COSY)
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Die Diagonale der Ebene liefert mit ihren Peaks dieselbe Information wie das
eindimensionale Spektrum. Kreuzsignale aufierhalb der Diagonalen zeigen den Austausch
von Koharenzen an. Sie lassen eine Aussage Uber Kopplungen, Bindungen oder raumliche
Abstande der Kerne zu. Hoherdimensionale Verfahren, die weitere Perspektiven bieten, sind
theoretisch mdglich [103].

Es gibt zwei Spin-Spin-Wechselwirkungen, die bei der Ubertragung von Koharenzen genutzt
werden koénnen. Die skalare Spin-Spin-Kopplung (J-Kopplung) tritt zwischen Spins auf, die
durch wenige Bindungen im Molekil voneinander getrennt sind. Daneben kann bei dipolaren
Kopplungen der Nuclear-Overhauser-Enhancement-(NOE)-Effekt zwischen raumlich nahe-
stehenden Kernen ausgenutzt werden. Dieser dufert sich in einer Intensitatsdnderung des
Signals eines Kerns nach Stérung der Population der Spinzustdnde eines anderen. Da
dieser Effekt von der Distanz der Kerne abhangig ist, werden Abstédnde zwischen einzelnen

Atomen bei der Strukturanalyse von Molekiilen messbar [103].

2.4.4.2 NMR-Untersuchungen an Cyclodextrinkomplexen

Neben der Bestimmung der Struktur und Molekulgestalt der Cyclodextrine selbst und vor
allem ihrer Derivate ist die qualitative und quantitative Analyse der Komplexbildung von
besonderem Interesse. Hier bietet sich die NMR-Spektroskopie an, da sie zum einen fir
solche Wechselwirkungen sensitiv ist und zum anderen, weil die Versuche in dem fir die
Komplexbildung essentiellen Medium Wasser, aber auch an festen Proben, durchgefihrt
werden koénnen [5,100,104].

Es ist mdglich, durch im Spektrum des Cyclodextrins oder seines Gastes auftretende
Verschiebungen einzelner Signale Komplexbildung nachzuweisen [105] und dariber hinaus
anhand des Ausmalles die Assoziationskonstante K und die Stéchiometrie der gebildeten
Komplexe zu bestimmen. Diese Shifts (complexation induced chemical shift, CICS [106])
rihren von Veranderungen im Magnetfeld der betroffenen Kerne her, also von
Entschirmungs- oder Abschirmungseffekten, die erst im Zuge der Komplexbildung
entstehen. Beispielsweise flhrt der Einschluss einer aromatischen Verbindung in die Kavitat
des Cyclodextrins in der Regel zu Verschiebungen der Signale der Wasserstoffatome des
Aromaten und der ins Innere der Kavitat gerichteten Atome H3 und H5 des Cyclodextrins.
Da es sich bei dem vorliegenden Gleichgewicht um eine auf der NMR-Zeitskala schnelle
Reaktion handelt, werden im Spektrum nicht mehrere diskrete Signale fir die jeweiligen
Zustande erhalten, sondern ein gewichteter Durchschnitt. Dies ermdglicht unter anderem
NMR-Shift-Titrationen, wobei hier auf die Literatur verwiesen wird [106]. Daneben kann eine
Bestimmung der vorliegenden Komplexstéchiometrie nach der Methode der fortwahrenden

Variation (continuous variations, Job’s Plot) erfolgen. Hierbei werden L&sungen mit
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variierendem Stoffmengenverhaltnis von Wirt zu Gast, aber 4
1:1
konstanter Gesamtmolaritdt, auf Veranderungen der
chemischen Verschiebungen (As, CICS) untersucht. Die

Auftragung des Molenbruchs X gegen Ad « X fuhrt zu einer < -

A

Kurve, an deren Maximum die durchschnittliche
Zusammensetzung der Komplexe abgelesen werden kann

(Abb. 2.15). Je starker die Wechselwirkungen ausgepragt

v

sind, desto scharfer tritt das Maximum hervor. Job’s Plots oe

konnen auch mit anderen Messmethoden durchgefiihrt Molenbruch X
werden; das Auftreten mehrerer unabhangiger Signale, die Q:rb Kﬁ,ﬁs.efj f,i‘i?t’;?s“jgbf’s‘?;.ﬁfﬁﬁ?ﬂé@}e
fur die Auswertung genutzt werden konnen, spricht jedoch fir die Anwendung der NMR-
Spektroskopie [5,100,104,107].

Fur Aussagen zur Komplexstruktur bietet sich vor allem ROESY (rotating frame overhauser
enhancement spectroscopy) [108], ein zweidimensionales NMR-Experiment, an. Hier
werden auftretende NOE-Effekte zwischen Wirt und Gast genutzt, um einen Einblick in die
Positionierung des Gastes in der Kavitat zu gewinnen. Fur die gegebenen MolekulgroRen ist
diese Methode anderen vorzuziehen, da hier die Signale herkdmmlicher NOE-Messungen
haufig sehr niedrig ausfallen oder Uberhaupt nicht detektiert werden kénnen. ROE-Signale
sind dagegen starker und stets positiv.

Die Pulssequenz (P39) dieses Experiments setzt sich aus einem 90°-Puls und einer
variablen Evolutionszeit t; zusammen. Vor der eigentlichen Detektionsphase wird fur eine

gewisse Dauer ein Lockfeld (spinlock) angelegt.

t, t

I spinlock /\ /\ /\ ho
Ik

Abb. 2.16: Pulssequenz des ROESY - Experiments, nach [103]

ROESY-Signale treten nur zwischen Kernen auf, deren Distanz 3 A nicht Ubersteigt. Mit der
Kenntnis, welche Atome sich den Wasserstoffen des Cyclodextrins auf diese Entfernung
annahern, kann unter Umstanden die Orientierung und Positionierung des Gastes bestimmt
werden [104]. Ergebnisse dieser Technik lassen sich mit Versuchen der Molekulardynamik

sehr gut kombinieren [100].
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2.4.5 Thermische Analyse

Zur Untersuchung von festen Cyclodextrinkomplexzubereitungen bieten sich thermische
Verfahren an, bei denen die Probe mittels Heizvorrichtung einem Temperaturprogramm
unterworfen wird, um physikalische oder chemische Eigenschaften als Funktion der
Temperatur oder Zeit zu messen. Bei der Differenzthermoanalyse (DTA) wird die
Temperaturdifferenz zwischen Probe und einer Referenz bestimmt, wahrend bei der
dynamischen Differenzkalorimetrie (DSC) die zum Temperaturangleich der Probe ndtige
Leistung gemessen wird [93]. Wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben, kdnnen in Abhangigkeit vom
gewahlten Verfahren bei der Isolierung von festen Cyclodextrinkomplexen im Produkt freie
Cyclodextrine und Gastmolekule neben den gebildeten Komplexen vorliegen. Die Ermittlung
des eingeschlossenen Anteils kann anhand des Ausbleibens des Schmelzvorgangs bei den
molekular in Cyclodextrinkomplexen verteilten Gastmolekilen erfolgen, wobei die Differenz
zwischen zu erwartender und gemessener Schmelzenthalpie als MessgroRe dient. Der
Vergleich mit einer physikalischen Mischung gleicher Zusammensetzung wird hier zur
Referenzierung herangezogen. Voraussetzung ist, dass der Gast sich vor dem Schmelzen
nicht thermisch zersetzt und dass sein Schmelzpunkt deutlich unter der
Zersetzungstemperatur der Cyclodextrine liegt [3].

Diese Methode wird von den meisten Autoren sehr unkritisch eingesetzt. Der partielle
Verlust des Schmelzpeaks kann namlich auch auf einen Verlust an Kristallinitat oder eine
schon stattgefundene Zersetzung wahrend des Herstellungsverfahrens zurtickzufiihren sein

[89]. Es kdnnte also falschlicherweise von Komplexbildung ausgegangen werden.

24.6 Computerchemische Ansatze

Wie in vielen Bereichen der Chemie kommen auch bei der Cyclodextrinforschung
computerchemische Verfahren zum Einsatz. Das sogenannte Molecular Modeling wurde
durch die rasante Entwicklung in der Computertechnik und der damit verfigbaren
Rechenleistung in groRBen Schritten vorangebracht. Der Versuch einer modellhaften
Wiedergabe der Realitat ist zwar heute immer noch auf die experimentelle Prifung der
Ergebnisse im Labor angewiesen; dennoch liefern die erhaltenen Daten Einsicht in
Vorgadnge und Mechanismen auf molekularer Ebene, die die praktisch erhaltenen
Ergebnisse unterstitzen oder Erklarungen flr beobachtete Phanomene liefern kénnen. Als
Teil einer rationalen Wirkstoffentwicklung hat sich die Computerchemie im Bereich der
Pharmazie bereits etabliert [109,110,111]. Im folgenden Kapitel soll nach kurzer Darstellung
einiger Grundelemente und einem Einblick in die Herangehensweise bei Cyclodextrinen
besonderes Augenmerk auf Dockingstrategien am Beispiel des in dieser Arbeit benutzten

Programms Autodock [112] gelegt werden.
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2.4.6.1 Computerchemische Grundlagen und Methoden

Um virtuelle Molekulstrukturen zu generieren, werden entweder geeignete Editoren oder
experimentell erhaltene Koordinaten, meist aus rontgendiffraktometrischen Untersuchungen,
eingesetzt. Zur Berechnung der Molekileigenschaften stehen zwei grundlegende Modelle
zur Verfigung, auf deren Basis Methoden entwickelt werden kénnen.

Quantenmechanische (quantum mechanics, QM) Verfahren basieren auf der Lésung der
Schrédingergleichung fir Atome, was zu Wellenfunktionen fiihrt, die die Verteilung der
Elektronen im Molekil angeben. Dadurch Iasst sich im Idealfall die rdumliche Positionierung
aller Kerne und Elektronen im System beschreiben. Die Elektronen werden also explizit
behandelt. Bei den sogenannten ab-initio-Methoden ist die komplette Ldsung der
Gleichungen ohne Naherungen das erklarte Ziel. Da dies jedoch mit erheblichem
Rechenaufwand verbunden ist, der gerade bei groReren Molekilen kaum ohne Naherungen
auskommt, wurden die sogenannten semi-empirischen Verfahren entwickelt. Das Vorgehen
entspricht im Grunde den ab-initio-Methoden; allerdings werden hier Teilldsungen besonders
aufwendiger Rechnungen oder der Verlauf der Wellenfunktionen abgeschatzt, um die
Rechenzeit zu verkirzen. Auf diese Weise kdnnen auch groRere Molekile untersucht
werden [41,109,113].

Die Molekularmechanik (molecular mechanics, MM) behandelt Atome als Massepunkte,
deren Bindungen als Federn definierter Federharte aufgefasst werden. So werden mit Hilfe
der Gesetze der Mechanik Molekile ohne explizite Berucksichtigung der Elektronen
beschrieben. Zur Beschreibung der potentiellen Energie der Molekile und der
elektrostatischen Potentiale (potential energy surface, PES) kommen sogenannte
empirische Kraftfelder (empirical forcefield, EFF) zum Einsatz. Ein Kraftfeld ist ein Satz an
Konstanten und Parametern flir Teilschritte der Berechnung der potentiellen Energie der
Atome. Hierzu zahlen einerseits die aus den Bindungsverhaltnissen resultierenden Beitrage
(Bindungslange, -winkel, -torsion) und andererseits nichtbindende Faktoren wie Van-der-
Waals-Krafte, elektrostatische Krafte und Wasserstoffbriickenbindungen. Die erhaltene
potentielle Energie eines Systems gibt im Grunde die Abweichung der enthaltenen
Bindungen vom ihrem hypothetischen  Gleichgewichtszustand  (Bindungslange,
Bindungswinkel, Torsion) an. lhr Zahlenwert stellt einen relativen Bezugspunkt zur
energetischen Bewertung des Zustands eines Systems dar, der sich aus der
Parametrisierung errechnet [41,109,113].

Ausgehend von diesen grundsatzlichen Ansatzen haben sich aus verschiedenen
Fragestellungen spezielle Versuchstypen entwickelt. Sie haben alle gemeinsam, dass das
Ergebnis sehr stark von der Parametrisierung abhangt. So muss zum Beispiel ein gewahltes

Kraftfeld fur die vorliegende Art der Molekule geeignet sein.
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Die am haufigsten angewendeten Methoden sind:

Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen (quantitative structure activity relationship,
QSAR)

Diese schon vor dem Computerzeitalter bekannte Methodik schatzt Molekil-
eigenschaften anhand von bekannten Daten anderer Moleklle ab. Diese kdnnen
physikalischer, chemischer oder auch pharmakologischer Natur sein [109].
Molekuloberflachenbetrachtung (molecular surfaces)

Oberflachendarstellungen liefern Hinweise auf mogliche Wechselwirkungen mit anderen
Molekulen und auf intrinsische Eigenschaften des Molekuls. Die bekanntesten
Oberflachen sind die molekularen elektrostatischen Potentiale (molecular electrostatic
potential, MEP), die Van-der-Waals-Oberflache (vdWSA) oder die Connolly-Oberflache
(solvent excluded surface) [109].

Konformationssuche (conformational analysis)

Die Erstellung weiterer Energieminima flir eine gegebene Struktur kann nach
verschiedenen Methoden erfolgen. Eine systematische Konformationssuche verandert
alle im Molekudl vorhandenen Torsionswinkel systematisch und bewertet das Ergebnis.
Neben dieser zeitaufwendigen Variante sind verschiedene rationellere Varianten
moglich. Monte Carlo Simulationen arbeiten beispielsweise mit zufallig generierten
Konformeren [109].

Molekulardynamik (molecular dynamics, MD)

Bei dieser Art der Simulation wird die Bewegung von Atomen durch die Newton’schen
Bewegungsgesetze beschrieben. Die auf ein Atom wirkenden Kréfte werden
Ublicherweise mit Hilfe eines empirischen Kraftfelds bestimmt, da quantenchemische
Verfahren sehr hohe Rechenleistung erfordern. Durch die kinetische Energie kénnen
Druck und Temperatur bestimmt werden. Das Ergebnis ist eine Aufnahme von diskreten
Zustanden des Systems (trajectory) [113]. Deren Aussagekraft hangt von vielen
Faktoren, wie dem gewahlten Modell, dem verwendeten Kraftfeld, der Simulationszeit
und der eingesetzten Software ab [114].

Dockingstrategien (s. Kap. 2.4.6.3)

Mittels Dockingversuchen wird untersucht, wie die Wechselwirkungen zwischen
Molekulen von ihrer rdumlichen Positionierung zueinander abhangen. Meist steht der
Bindungsmodus eines Liganden an seinen Rezeptor im Fokus. Nach bestimmten
Algorithmen wird eine plausible Positionierung der Moleklle zueinander erstellt und
mittels einer Scoring-Funktion energetisch beurteilt. Routinemalig werden Docking-

studien zur Wirkstoffsuche fur bestimmte Targets, meist Proteine, eingesetzt [115].
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2.4.6.2 Einsatzmoglichkeiten zur Untersuchung von Cyclodextrinen und ihren Komplexen

Generell kann man sagen, dass Cyclodextrine fur den Computerchemiker eine
Herausforderung darstellen. Aufgrund ihrer relativ hohen Molekiilmasse und den vielen
mdglichen Torsionen stoRen viele Methoden an ihre Grenzen. Erschwerend kommt hinzu,
dass das Hauptinteresse meist nicht am isolierten Molekull, sondern an den Wechsel-
wirkungen mit anderen Molekilen im umgebenden Medium liegt.

Quantenmechanische Berechnungen sind aus mehreren Grinden kaum geeignet. Zum
einen koénnen nichtbindende Wechselwirkungen nicht ausreichend beschrieben werden.
Zum anderen wird hier nur der enthalpische Beitrag berlcksichtigt, wahrend der entropische
vernachlassigt wird. Dies ist jedoch gerade im Hinblick auf die Flexibilitdt des Cyclodextrins
und die Moglichkeit des Auftretens eines ,induced-fit' (vgl. Kap. 2.2.4, 2.3.4) nicht sinnvoll.
Zudem ist die Berlicksichtigung des Reaktionsmediums Wasser problematisch [5,116].

Aus diesen Grinden werden hauptsachlich Methoden der Molekularmechanik angewendet.
Hier stellt sich die Frage nach der Wahl eines passenden Kraftfelds. Nach Literaturangaben
hat sich keines der bekannten Kraftfelder fur die Untersuchung von Cyclodextrinen
durchgesetzt [41,117]. Der Vergleich verschiedener Kraftfelder im Hinblick auf ihren Einsatz
fur Kohlenhydrate fuhrte nicht zu einem Favoriten [118]. Deshalb werden oft bestehende
Kraftfelder, die zumindest von ihrer Anlage her geeignet scheinen, unverandert als
Kompromiss herangezogen. Darlber hinaus gibt es Ansatze, die Parameter bestehender
Kraftfelder an die Anforderungen der Cyclodextrine anzupassen [119]. Doch auch hier wird
oft mit starken Vereinfachungen der Cyclodextrineigenschaften gearbeitet, um das System
fassbar zu halten. So wird haufig die Flexibilitait zumindest groRer Molekilteile des
Cyclodextrins vernachlassigt [5]. Die meisten Untersuchungen lassen sich anhand der
Fragestellung in zwei Kategorien einteilen.

Zum einen sind die strukturellen und dynamischen Eigenschaften der Cyclodextrine und
ihrer Derivate selbst von Interesse. Viele Publikationen beschaftigen sich mit der Eignung
verschiedener Methoden. In der Molekularmechanik ist zum Beispiel der Vergleich von
verschiedenen Kraftfeldern notig [5]. Mit der gewdahlten Methode kann dann die
Charakterisierung der Cyclodextrinstrukturen mit ihren fundamentalen Eigenschaften wie
MEP oder Lipophilie, erfolgen [33,120,121]. Ausgehend davon wird haufig der Vergleich
zwischen den einzelnen Homologen [33,122] und anderen Oligosacchariden [120]
angestellt. Die Einbeziehung des Ldsungsmittels Wasser schliet sich daran an [123].
Besonderer Fokus liegt zudem auf den Konsequenzen einer chemischen Modifizierung des
Ausgangsmolekils im Hinblick auf die gezielte Entwicklung von speziellen Derivaten
[124,125]. Daneben wurden die dynamischen Aspekte der Cyclodextrinstruktur, vor allem

ihre Flexibilitadt, durch computerchemische Untersuchungen naher beleuchtet [126,127,128].
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Mit Hilfe der Molekulardynamik wurden mégliche Ubergénge zwischen den energetischen

Minima gesucht und Methoden zur Konformationssuche entwickelt. In Simulationen bei

deutlich erhdhten Temperaturen, sogenannten ,quenched dynamics’ [41] wurde die

Ausbeute an weiteren Konformeren durch die Uberwindung weiterer Energiebarrieren
deutlich erhoht [129,130].

Zum anderen sind naturlich die Wechselwirkungen der Cyclodextrine mit ihren Gasten aus

verschiedenen Griinden von Interesse [41]:

Energetische und strukturelle Aspekte der Komplexbildung

Die Frage, welche thermodynamischen Beitrage in Abhangigkeit von Gast und Wirt zur
Komplexbildung vorliegen, wird hier auf verschiedene Weise angegangen. Das gewahlte
Modell oder Kraftfeld haben hier natirlich erhebliche Auswirkungen auf das Ergebnis.
Neben QSAR-Analysen [131], Docking-Strategien [132], Oberflachenbetrachtungen [133]
und Molekulardynamik Simulationen [134] wird oft der Transit des Gastmolekiils durch
die Kavitat des Cyclodextrins energetisch verfolgt. Das einzuschlieRende Molekil wird
schrittweise entlang einer senkrecht in der Kavitat stehenden Achse von einer Seite des
Wirtes zur anderen bewegt. Die Auftragung der aufgezeichneten Energie, die mit Hilfe
eines empirischen Kraftfelds berechnet wird, kann Hinweise auf das Zustandekommen
des Komplexes liefern [135]. Bei der Interpretation solcher Ergebnisse muss genau
differenziert werden, ob wirklich echte thermodynamische Daten oder modellinterne
Grolien wie die potentielle Energie der Molekularmechanik erhalten werden.

Strategien der molecular recognition (vgl. Kap. 2.3.5.4)

Um einen moglichst guten Einschluss in Cyclodextrine zu gewahrleisten, ist es sinnvoll,
ein optimiertes Cyclodextrinderivat einzusetzen. Mit Hilfe computerchemischer Methoden
ist es moglich, vorab zu bestimmen, welche Eigenschaften oder welches Substitutions-
muster das Derivat aufweisen muss. Ein Beispiel fir ein solches ,inverse virtual
screening’ stellt zum Beispiel die Entwicklung eines passenden Wirtsmolekils fir
Camptothecin dar [136].

Unterstlitzung von experimentell erhaltenen Daten

Mithilfe der Computerchemie lassen sich aus der strukturellen und energetischen
Betrachtungen Deutungen von praktischen Befunden ableiten. Besonders bietet sich
dies bei Strukturanalysen wie Roéntgendiffraktometrie oder NMR-Untersuchungen an
[100]. In der Literatur sind sehr viele Beispiele zu finden, bei denen so die Datenlage zu

dem jeweiligen Gast komplettiert wurde [137,138,139].

Die absichtlich sehr knapp gehaltene Zusammenfassung zeigt, wie vielfaltig die

Herangehensweise im Bereich der Computerchemie zur Charakterisierung von
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Cyclodextrinkomplexen sein kann. Eine komplette Darstellung aller Aspekte ist nicht
moglich. Hierfir wird auf die Literatur verwiesen [41,117]. Zusammenfassend kann man
jedoch sagen, dass die Auswahl der Methoden und die Parametrisierung des Systems
immer in die Interpretation der Ergebnisse mit einbezogen werden muss. Die experimentelle
Bestatigung der Ergebnisse bleibt trotz der steten Weiterentwicklung der computer-

chemischen Verfahren unentbehrlich [5].

2.4.6.3 Dockingstrategien am Beispiel des verwendeten Programms Autodock 3.05

Der Begriff Docking beschreibt eine Methode der Computerchemie, deren Ziel die
Vorhersage der Positionierung eines Moleklls relativ zu einem anderen unter Ausbildung
einer stabilen, nichtkovalenten Bindung ist [115].

Zur Methode gehort ein Suchalgorithmus, der das Vorgehen bei der Platzierung des
Liganden und das erlaubte Mal} an Flexibilitat festlegt. Die anschlielende Bewertung der in
Frage kommenden Liganden (virtual screening) findet nach programmabhangigen
Parametern (scoring function) statt [115]. Ubliche Dockingprogramme erlauben meist nur
Konformationsanderungen des Liganden. Gerade bei so flexiblen Rezeptormolekulen wie
Cyclodextrinen bietet es sich allerdings an, auch hier Konformationsdnderungen im Zuge der
Komplexbildung zuzulassen [140].

Das in dieser Arbeit verwendete Programm Autodock 3.05 [112] arbeitet mit einem Gitter,
das anhand des starr gehaltenen Rezeptormolekiils erstellt wird. An jedem Gitterpunkt
werden die Affinitat bezliglich aller gegebenen Atomtypen und das elektrostatische Potential
bestimmt. Die Platzierung des Liganden, dessen Torsionen einzeln unterbunden werden
kénnen, ist nach verschiedenen Methoden durchflihrbar. Die einzelnen Positionierungen
werden mit Hilfe einer empirischen Funktion flir die freie Bindungsenergie in Lésung (free
energy of binding, AG pinding, solution) DEWeETrtet. Sie berechnet sich nach dem Hess’schen Satz
aus Ersatzprozessen, namlich der Bindung von Rezeptor und Ligand im Vakuum
AG pinging, vacuo, der Solvatation des Komplexes AG sonaion g1y Und den Solvationen der

Einzelmolekule AG sovation g+1) [141]:

AGbinding, solution = AGbinding, vacuo T Ac':‘solvation(EI) _AGsolvation(E+I) Gl. 2.16

Nach diesem Vorgehen werden im Zuge einer Dockingstudie eine vorgegebene Anzahl an
Laufen (docking runs) durchgefuhrt. Als Ergebnis erhalt man die statistische Auswertung der
Laufe als Histogramm. Obwohl diese Methode eigentlich fiir Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen ausgelegt ist, sind auch Anwendungen auf Cyclodextrine zu finden. Hier findet

allerdings meist eine anschlieffiende energetische Neubewertung (rescoring) statt.
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2.5 Cyclodextrinkomplexe von Sulfonamiden

In der Literatur finden sich zu Sulfonamiden, die in dieser Arbeit als Modellsubstanzen
gewahlt wurden, genauso wie zu fast allen bekannten Arzneistoffen Veroéffentlichungen zur
Komplexbildung mit Cyclodextrinen. Die folgende Zusammenstellung soll einen Uberblick
Uber schon bekannte Aspekte liefern, daneben aber auch die Punktualitat der Datenlage und
Kritikpunkte aufzeigen. Der Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit findet in Kapitel 5
statt.

Dass Sulfonamide mit Cyclodextrinen Wechselwirkungen eingehen, die die Léslichkeit der
Gaste erhodhen, ist schon seit den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts bekannt. Auch
wurden erste thermodynamische Untersuchungen hierzu ausgefihrt [142].

Uekama et al. publizierten spater spektroskopische Daten zu Absorptionsphanomenen und
zum Verlauf der Ldslichkeitsisothermen flir Komplexe aus B-Cyclodextrin und einigen
Sulfonamiden, darunter Sulfadiazin, Sulfamerazin, Sulfafurazol, Sulfanilamid und
Sulfathiazol [143]. Fur den letzteren Gast wurde eine Stéchiometrie von 1:1 bestimmt, was
auf die ganze Gruppe Ubertragen wurde. Davon ausgehend konnten thermodynamische
Grofien zur Komplexbildung berechnet werden. Diese Annahme ohne weitere Bestimmung
der Komplexstéchiometrie erscheint gewagt, da die Sulfonamide Substituenten mit stark
variierender MolekllgroRRe tragen.

Hardee et al. bestimmten per Mikrokalorimetrie die thermodynamischen Grélen fir die
Komplexbildung von [B-Cyclodextrin und einer Reihe verschiedener Wirkstoffe, unter
anderem Sulfathiazol [151]. Aus dem Vergleich der entropischen Beitrage wurde gefolgert,
dass Gaste unverzweigter Molekulstruktur leichter in die Kavitat eindringen konnen als
grélRere mit Seitenketten.

Ahmed et al. lieferten eine Methode, zur Auftrennung von Sulfonamiden mit Hilfe einer
B-Cyclodextrin-haltigen stationdren Phase per HPLC [145]. Sie beruht auf verschieden
starken Wechselwirkungen mit dem Wirtsmolekul.

Danil de Namor et al. untersuchten den Einfluss der Komplexbildung mit 3-Cyclodextrin auf
den Ubergang einiger Sulfonamide von Wasser in Chloroform [146]. Thermodynamische
Daten zur Komplexbildung wurden zuvor mittels Titrationsmikrokalorimetrie bestimmt.

Caira et al. verodffentlichten die Rontgenkristallstruktur eines B-Cyclodextrin/Sulfathiazol-
Komplexes [147]. Die 1:1-Komplexe bilden Schichten aus, die Uber Wasserstoff-
briickenbindungen miteinander verbunden sind. Der Benzolring des Gastes steht fast
senkrecht in der Kavitat, wahrend der Thiazolring im Raum zwischen den Schichten
positioniert ist (s. Abb. 5.3).

Szafran et al. untersuchten gefriergetrocknete Komplexe von [B-Cyclodextrin mit

Sulfaguanidin und Sulfathiazol neben einigen anderen Gasten mittels Infrarot- und 'H-NMR-
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Spektroskopie [95]. Veranderungen in den Spektren wurden als Beweis flir Komplexbildung
gewertet. Eine Interpretation Uber diese Feststellung hinaus fand nicht statt.

Sourbaji et al. charakterisierten das mikroskopische Aussehen, thermische Eigenschaften
und das Aufléseverhalten fester B-Cyclodextrin/Sulfadimidin-Komplexe, die als Paste
(vgl. Kapitel 2.4.1) hergestellt wurden, im Vergleich zu physikalischen Mischungen [148]. In
dieser Publikation wurde allerdings weder auf die Wechselwirkungen an sich eingegangen,
noch wurden die Ergebnisse weiter interpretiert. Auch die thermische Zersetzung des
Sulfonamids wurde nicht berucksichtigt.

Granero et al. versuchten in Ld&slichkeitsstudien den Einfluss des pH-Wertes und der
Konzentration an Triethanolamin auf die Komplexbildung von Sulfafurazol mit Hydroxy-
propyl-B-Cyclodextrin zu ermitteln [149]. Die reine Betrachtung der Assoziationskonstante
bei der Bewertung der Wechselwirkungen erscheint hier allerdings nicht ausreichend (vgl.
Kapitel 5.1.2). Feste, gefriergetrocknete Komplexe wurden zusatzlich mittels thermischer
Verfahren und Infrarotspektroskopie untersucht, doch auch in dieser Veréffentlichung wurde
der Thermolabilitat des Gastmolekiils keine Rechnung getragen.

Mura et al. flhrten flr Sulfadiazin, Sulfamethoxazol und zusatzlich Trimethoprim
Loslichkeitsstudien mit den drei natlrlichen und methylierten Cyclodextrinen bei
verschiedenen Temperaturen durch, um thermodynamische GrofRen zu erhalten [150].
Weiter wurden hier im Handmorser verriebene Mischungen mit physikalischen Mischungen
aus Wirt- und Gastkomponente mittels dynamischer Differenzkalorimetrie und Pulver-
rontgendiffraktometrie verglichen. Das hier gewahlte Komplexierungsverfahren erscheint
nicht geeignet, um quantitativ Einschlusskomplexe zu erhalten (vgl. Kapitel 2.4.1). Eine
strukturierte Auswertung der rontgendiffraktometrischen Ergebnisse fand nicht statt.

Mora Diez et al. fuhrten fluorimetrische Messungen an Komplexen von B-Cyclodextrin mit
Sulfaguanidin und Sulfamethoxazol durch [151]. Eine Stdchiometrie von 1:1 und
Assoziationskonstanten von 361 bzw. 414 (mol/l)" wurden ermittelt. Eine theoretische
Struktur der Komplexe wurde quantenmechanisch (AM 1) konstruiert.

De Araujo et al. bedienten sich ebenfalls der Quantenmechanik (PM 6, RM1), um plausible
Strukturen fur Komplexe von Sulfadiazin mit Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin im Vakuum und
in Losung zu erstellen [137]. Besonderes Augenmerk wurde hier auf die Orientierung der
einzelnen Molekilteile des Gastes und die sich daraus ergebenden energetischen
Differenzen gelegt. Zusatzlich zu Loslichkeitsstudien wurden ROESY-Spektren auf-
genommen. Nach der Suspensionsmethode (s. Kap. 2.4.1) hergestellte, feste Komplexe
wurden mit thermischen Verfahren und Rontgendiffraktometrie untersucht.

Zoppi et al. bestimmten fir Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfamerazin die Assoziations-

konstanten mit B-Cyclodextrin in Loslichkeitsstudien und "H-NMR-Messungen [152]. Hierbei
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wurde allerdings keine Bestimmung der Komplexstochiometrie durchgefiihrt. Weiterhin ist
fraglich, ob bei der spektroskopischen Gehaltsbestimmung die mogliche Veranderung der
spezifischen Absorption durch Komplexbildung bericksichtigt wurde. Erganzend wurden in
Dockingversuchen Komplexstrukturen erstellt und durch Molekulardynamikstudien verfeinert.
Hierbei wurde allerdings das jeweilige Gastmolekul ohne jegliche Moglichkeit der Torsion
behandelt, was bei Sulfonamiden nicht als sinnvoll erscheint.

Prabhu et al. untersuchten mit spektroskopischen Verfahren (UV-Vis, Fluorimetrie, FTIR,
'H-NMR) die Komplexbildung von Sulfafurazol, Sulfamethoxazol, Sulfanilamid und
Sulfathiazol mit B-Cyclodextrin in verschiedenen Lésungsmitteln und bei verschiedenen pH-
Werten [97]. Zur Herstellung fester Komplexe wurde die Methode der Koprazipitation (vgl.
Kapitel 2.4.1) gewahlt. Die festen Komplexe wurden mittels Elektronenmikroskopie, "H-NMR-
und Infrarotspektroskopie charakterisiert. Eine 1:1-Stdchiometrie, bei der der Heterozyklus

innerhalb und der Benzolring aul3erhalb der Kavitat liegen, wurde bestimmt.

Die Literatur zu Cyclodextrin-Sulfonamid-Komplexen ist ein klassisches Beispiel fur die
Heterogenitdt der Datenlage in der gesamten Cyclodextrinforschung. Viele Ver-
offentlichungen beschaftigen sich mit einzelnen Gastmolekilen, ohne eine ganze
Stoffgruppe systematisch abzuarbeiten und damit allgemeine Folgerungen zu ziehen. Die
angewandten Methoden variieren aufgrund unterschiedlichen Alters und Herkunft der
Publikationen [4].

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Wechselwirkungen zwischen Sulfonamiden
und Cyclodextrinen relativ schwach, aber von Bedeutung sind. Meist wird experimentell eine
1:1-Stéchiometrie bestimmt. Aus den Kristallstrukturen, NMR-Studien und sonstigen
Untersuchungen zur Komplexstruktur kann ein gemeinsamer Bindungsmodus nicht
abgeleitet werden. Ein Vergleich des Einflusses des Substituenten an der Sulfonamidgruppe
findet nicht statt, obwohl die teilweise sehr grolen Reste wahrscheinlich eine erhebliche

Rolle bei der Ausbildung der Wechselwirkungen zum Cyclodextrin spielen.
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3  Arbeitshypothese

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine moglichst genaue Charakterisierung der
Wechselwirkungen von Cyclodextrinen mit typischen Wirkstoffmolekilen zu erarbeiten. Die
potentiellen Gaste sollten eine homologe Reihe darstellen, um den Einfluss sich gering
andernder Molekileigenschaften auf eine mdogliche Komplexbildung erfassen zu kénnen. Im
Mittelpunkt sollten hierbei strukturelle und energetische Merkmale des Prozesses unter
praktischen Gesichtspunkten hinsichtlich des Einsatzes von Cyclodextrinen als Hilfsstoff in
der Arzneimittelformulierung stehen.

Die Modellsubstanzen fur diese Arbeit wurden aufgrund mehrerer Argumente aus den
Sulfonamidarzneistoffen ausgewahlt: Bei Sulfonamiden handelt es sich um typische
Wirkstoffe niederen Molekulargewichts, deren MolekulgroRe sie fur eine Komplexbildung mit
Cyclodextrinen pradestiniert. Sie bilden ausgehend vom Sulfanilamid eine homogene
Gruppe, deren Vertreter sich nur in der Substitution an der Sulfonamidgruppe unterscheiden.
Damit weisen sie ahnliche Ausmafe und chemische Reaktivitdten auf. Bei der
Versuchsplanung ist von Vorteil, dass die physikalisch-chemischen und analytischen
Eigenschaften dieser seit langem bekannten Verbindungsklasse in der Literatur gut
dokumentiert sind. Sulfonamide sind relativ ungiftig und stehen in grollen Mengen zur
Verfigung. Die Literatur zu Wechselwirkungen mit Cyclodextrinen beschrankt sich auf einige
wenige, meist altere Publikationen, oft nur zu einem einzigen Vertreter (s. Kap. 2.5).

Die Auswahl der Modellsubstanzen orientierte sich weitestgehend an den im aktuellen
Europaischen Arzneibuch monographierten Substanzen. Es wurden neun Kandidaten
ausgewahlt, um im Vergleich zu anderen Publikationen deutlich weiter gefasste Aussagen
treffen zu kdnnen. Auf Seiten der Wirtsmolekule sollten sich die Versuche auf die natirlichen
Cyclodextrine beschranken, da die unmodifizierten Cyclodextrine definierte Systeme ohne
Abhangigkeit von Substitutionsgrad oder Herstellungsverfahren darstellen.

Die Auswahl der Methoden sollte sich zunachst an Literaturstellen zu anderen
Gastmolekulen orientieren, im Verlauf der Arbeit jedoch auf das vorliegende System
abgestimmt werden. Erklartes Ziel war es, die Methodik der Molekularmechanik
anzuwenden, um Einblick in das Geschehen der Komplexbildung zu erhalten, und mit Hilfe
der Kernspinresonanzspektroskopie Hinweise auf die Struktur der gebildeten Komplexe zu
erlangen.

Letztendlich stellte sich die Frage, ob es anhand der erhaltenen Ergebnisse mit den
gewahlten Modellsubstanzen mdglich ware, allgemeine Rickschlisse auf einen rationellen
Einsatz von Cyclodextrinen als Hilfsstoff in Arzneimitteln ziehen zu kénnen, bei dem die

Entwicklung der Arzneiform im Grunde unabhangig vom tatsachlich enthaltenen Wirkstoff
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erfolgen konne. Eine solche Herangehensweise kdnnte das Auftreten von Inkompatibilitaten
zwischen einzelnen Rezepturbestandteilen und dem Wirkstoff, die in festen Arzneiformen
teilweise erst nach Jahren in Langzeituntersuchungen sichtbar werden, verhindern.
Voraussetzung hierfir ware allerdings, dass die Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast
klar definierbar und vorhersagbar waren und mit einem geeigneten Herstellungsverfahren
ein kompletter Einschluss des Arzneistoffs in das Cyclodextrin unter absoluter Ausschaltung

seines Reaktionspotentials erfolgen wurde.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

411 Cyclodextrine

Die natlrlichen Cyclodextrine wurden von der Wacker Chemie AG, Miinchen bezogen. Als
einziger Anbieter aller drei naturlichen Cyclodextrine bietet Wacker diese in den Qualitaten
Standard, Food und Pharma an. Fur die Experimente wurde die ,Pharma-Qualitdt’ gewahlt,
da es sich hierbei um das Produkt mit den héchsten Anforderungen an Reinheit handelt
[153]. Die Chargenbezeichnungen der verwendeten Cyclodextrine sind im Anhang 8.1.1

hinterlegt.

4.1.1.1 Cavamax® W6 Pharma (a-Cyclodextrin) [9,13]

¢

\%FW CAS-Nummer : 10016-20-3
e Summenformel : Cs6Hs0030
2 Molare Masse : 973 g/mol
_> v A Loslichkeit in Wasser bei 25 °C : 145 g/l
i w'f Spezifische optische Drehung ap® (H20): 147-152
%' ﬂ\ Wassergehalt: max. 10 %
o “_';,D‘irv J o1
r-(\/
Abb. 4.1: Strukturformel von a-Cyclodextrin [9]
4.1.1.2 Cavamax® W7 Pharma (8-Cyclodextrin) [10,13]
%“’W CAS-Nummer : 7585-39-9
e e Summenformel : C42H70035
< N7 Molare Masse : 1135 g/mol
) E Léslichkeit in Wasser bei 25 °C : 18,5 g/l
\f 4”';\ Spezifische optische Drehung ap® (H20): 160-164
'\—LQ ) [ Wassergehalt: max. 14 %
Abb. 4.2: Strukturformel von B-Cyclodextrin [10]
4.1.1.3 Cavamax® W8 Pharma (y-Cyclodextrin) [11]
e LA W CAS-Nummer : 17465-86-0
‘/K % Summenformel : CagHa0040
‘i‘ ,L/‘ Molare Masse : 1297 g/mol
o\ Loslichkeit in Wasser bei 25 °C : 232 g/l
% f«“\ Spezifische optische Drehung ap® (H20): 174-180
. I\‘Q ,/(// Wassergehalt: max. 11 %
- ‘:,.,._f'__‘ / /‘-1'..,1

Abb. 4.3: Strukturformel von y-Cyclodextrin [11]
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4.1.2 Sulfonamidarzneistoffe

Die verwendeten Substanzen wurden von der Sigma Aldrich Chemie GmbH bzw. tber TCI

Europe N.V. bezogen. Die Chargenbezeichnungen sind im Anhang 8.1.2 hinterlegt.

4.1.2.1 Die Arzneistoffqgruppe der Sulfonamide

Als Modellsubstanzen wurden Sulfonamide gewahlt, eine Arzneistoffgruppe, die sich
einerseits durch die gemeinsame Grundstruktur des Sulfanilamids, andererseits durch eine
Vielfalt an verfugbaren Wirkstoffen auszeichnet.

Die gewahlten Vertreter gehéren zu den antibakteriell wirkenden Derivaten, die zahlenmalig
die Gruppe der Sulfonamidwirkstoffe dominieren. |hr Wirkmechanismus beruht auf der
Hemmung der bakteriellen Folsauresynthese, wo sie als kompetitive Antagonisten der
p-Aminobenzoesaure an der 7,8-Dihydropteroat-Synthase agieren. Da der menschliche
Korper kein entsprechendes Target bietet, kommt eine selektive Schadigung der Bakterien
zustande. Sulfonamide werden allerdings aufgrund von fortschreitender Resistenz-
entwicklung und nicht unerheblichen Nebenwirkungen nur noch eingeschrankt, als
Monosubstanz praktisch Uberhaupt nicht mehr, eingesetzt. Fixe Kombinationen von
Sulfonamiden mit einer Halbwertszeit von etwa zehn Stunden mit Trimethoprim, einem
Hemmstoff der Dihydrofolat-Reduktase, also einem weiteren Schritt in der bakteriellen
Folsauresynthese, werden vor allem bei Harnwegsinfektionen, Polynephritis und
Pneumocystis-carinii-Pneunomie angewendet. Weiterhin sind Sulfonamide gegen einige
Protozoen, wie Toxoplasmen oder Plasmodien, wirksam und werden vereinzelt zur
Malariaprophylaxe oder -therapie genutzt. Andere Sulfonamidderivate werden als orale
Antidiabetika, Diuretika und Basistherapeutika verwendet [154,155].

4.1.2.2 Gemeinsame chemische Eigenschaften

Die als Chemotherapeutika verwendeten, aromatischen Sulfonamide leiten sich vom
4-Aminobenzolsulfonsaureamid ab. Die aromatische Aminogruppe in para-Stellung zur
Sulfonsauregruppe kann gelegentlich auch acetyliert sein.

Sulfonamide sind amphotere Verbindungen. Die Moleklle kdénnen deshalb als Kationen,
Anionen oder ungeladen vorliegen. Die Anilinstruktur weist schwach basische Eigenschaften
auf, was mit starken Sauren zur Salzbildung fihrt. Der induktive Effekt der SO,-Gruppe ist
der Grund fur die NH-Aciditat des Sulfonsaureamids. Das gleichzeitige Vorliegen saurer und
basischer Gruppen bedingt in Lésung ein vom pH-Wert abhangiges Gleichgewicht der

verschiedenen Protonierungszustéande des jeweiligen Molekdls [155].
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Abb. 4.4: Gleichgewicht der Protonierungszustande am Beispiel des Sulfadiazins, nach [156]

Abbildung 4.4 zeigt mogliche Zustande eines aromatischen Sulfonamids am Beispiel des
Sulfadiazins. Durch ihre gemeinsamen, amphoteren Eigenschaften kénnen alle
Modellsubstanzen dieser Arbeit ungeladen, einfach protoniert an der aromatischen
Aminogruppe oder einfach deprotoniert an der Sulfonamidgruppe vorliegen. Fir eine zweite
Protonierung ist ein Substituent mit einer weiteren basischen Funktionalitat im Substituenten
an der Sulfonamidgruppe Bedingung.

Sulfonamide sind in Wasser generell schlecht bis sehr schlecht, in polaren organischen
Losungsmitteln hingegen gut und in lipophilen Ldésungsmitteln wenig bis schlecht 16slich
[155]. Die Loslichkeit in Alkalilaugen hangt stark vom Substituenten an der
Sulfonamidgruppe ab. Ist das Stickstoffatom sekundar substituiert, erfolgt mit Alkalilaugen
Salzbildung; liegt eine tertiare Substitution vor, ist keine Ldslichkeit gegeben. Hinsichtlich der
NH-Aciditat ist eine breite Streuung an pKss-Werten zu verzeichnen, wobei das
unsubstituierte Sulfanilamid die geringste Aciditat aufweist [155]. Der Substituent an der
Amidgruppe bestimmt daneben wesentlich die renale Eliminationsgeschwindigkeit und damit
auch die Halbwertszeit [154]. Aufgrund des induktiven Effekts der SO,-Gruppe ist die
aromatische Aminogruppe nur schwach basisch. Die pKs;-Werte variieren zwischen den
einzelnen Derivaten nur gering [155]. Eine Einflihrung von Substituenten an dieser
Aminogruppe fuhrt zum Wirkungsverlust [154].

Sulfonamide sind generell recht stabile Verbindungen. Unter dem Einfluss von S&uren kann
eine Spaltung der S-N-Bindung, seltener die Spaltung der N-C-Bindung an der
Sulfonamidgruppe erfolgen [155].

4.1.2.3 Sulfadiazin (SDZ)

— CAS-Nummer : 68-35-9
O\\ //O N/j Summenformel : C10H10N4O2S
S. )\ Molare Masse : 250,3 g/mol [13]
/Q/ N" N Schmelzpunkt : | 255 °C (Zersetzung) [13]
pKs — Werte : pKs2 = 2,0 - 2,21, pKs3 = 6,3 - 6,5 [156];
HoN pKss = 6,5 [157]
Abb. 4.5: Strukturformel von Sulfadiazin [13] Wasserloslichkeit : | praktisch unléslich [13]
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4.1.2.4 Sulfadimidin (SDD)

CHj;

=z
2 1)

S.
/O/ N~ N7 CH,
H
H,N

Abb. 4.6: Strukturformel von Sulfadimidin [13]

4.1.2.5 Sulfafurazol (SFZ)

oo oN
\\W/4 \ CH
S, S 3
N
H
CHs
HoN

Abb. 4.7: Strukturformel von Sulfafurazol [13]

4.1.2.6 Sulfaguanidin (SGD)

O O NH

\W4
s
H
HoN

Abb. 4.8: Strukturformel von Sulfaguanidin [13]

CAS-Nummer : 57-68-1

Synonyme : Sulfamethazin

Summenformel : C12H14N4O2S

Molare Masse : 278,3 g/mol [13]

Schmelzpunkt : 197 °C (Zersetzung)[13]

pKs — Werte : pKs1< 0, pKs2 = 2,36, pKs3 = 7,38 [156];

pKs2 = 2,65, pKs3z = 7,4 [157]

Wasserloslichkeit :

sehr schwer [6slich [13]

CAS-Nummer : 127-69-5
Synonyme : Sulfisoxazol
Summenformel : C11H13N303S

Molare Masse :

267,3 g/mol [13]

Schmelzpunkt :

197 °C (Zersetzung) [13]

pKs — Werte :

pKs2 = 1,55, pKsz = 5,00 - 5,10 [156];
pKss = 4,9 [157]

Wasserloslichkeit :

praktisch unléslich [13]

CAS-Nummer :

56-67-0

Summenformel :

C7H10N40O2S

Molare Masse :

214,3 g/mol [13]

Schmelzpunkt :

189 — 193 °C [13]

pKs— Werte :

szz = 2,75 [155];
pKsz = 9,9, 11,3 - 12,1 [156]

Wasserloslichkeit :

sehr schwer 16slich [13]

Sulfaguanidin stellt eine Ausnahme in der chemischen Reaktivitat dar. Als einzige

Modellsubstanz bildet es in wassriger Lésung keine Salze mit Laugen. Die Guanidinstruktur

reagiert dagegen basisch [155].

4.1.2.7 Sulfamerazin (SMR)

CHj
N =
- N
N N
/O/ "
H,N

Abb. 4.9: Strukturformel von Sulfamerazin [13]

CAS-Nummer :

127-79-7

Summenformel :

C11H12N402S

Molare Masse :

264,3 g/mol [13]

Schmelzpunkt :

235 °C (Zersetzung) [13]

pKs — Werte :

pKsz2 = 2,25, pKss = 7,0 [156];
pKss = 7,1 [157]

Wasserloslichkeit :

sehr schwer 16slich [13]
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4.1.2.8 Sulfameter (SMT)

o o NZ OCHj,
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Abb. 4.10: Strukturformel von Sulfameter [157]

4.1.2.9 Sulfamethoxazol (SMZ)

CH3
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Abb. 4.11: Strukturformel von Sulfamethoxazol [13]

4.1.2.10 Sulfanilamid (SNA)

\W

S\
/©/ v
HoN

Abb. 4.12: Strukturformel von Sulfanilamid [13]

4.1.2.11 Sulfathiazol (STZ)

0 0 Nx
\ 7/ |
Oyt
H
HoN

Abb. 4.13: Strukturformel von Sulfathiazol [13]

CAS-Nummer : 651-06-9
Synonyme : Sulfametoxydiazin
Summenformel : C11H12N403S

Molare Masse :

280,3 g/mol [157]

Schmelzpunkt :

207-216 °C [157]

pKs — Werte :

pKss = 7,0 [157]

Wasserloslichkeit :

sehr schwer 16slich [157]

CAS-Nummer :

723-46-6

Summenformel :

C10H11N303S

Molare Masse :

253,3 g/mol [13]

Schmelzpunkt :

169 — 172 °C [13]

pKs — Werte :

pKss = 5,6 [156,157]

Wasserloslichkeit :

praktisch unléslich [13]

CAS-Nummer :

63-74-1

Summenformel :

CsHgN202S

Molare Masse :

172,2 g/mol [13]

Schmelzpunkt :

164,5 - 166,0 °C [13]

pKs — Werte :

pKs2 = 2,30, pKs3 = 10,26 [156];
pKss = 10,4 - 11,63 [157]

Wasserloslichkeit :

schwer l6slich [13]

CAS-Nummer : 72-14-0
Summenformel : CgHgN302S»
Molare Masse : 255,3 g/mol [13]
Schmelzpunkt : 200 -203 °C

pKs — Werte :

pKsz = 2,36, pKss = 7,12 [156];
pKss = 7,1-7,2 [157]

Wasserloslichkeit :

praktisch unléslich [13]

Hinweis: Die Strukturformeln der Modellsubstanzen sind zusatzlich auf dem Faltblatt am

Ende der Arbeit angegeben.
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4.2 Allgemeine Methoden

4.21 Identifizierung der Cyclodextrine mittels Polarimetrie

Die natirlichen Cyclodextrine kénnen anhand ihrer spezifischen optischen Drehung ap?®
identifiziert werden (vgl. Kap. 4.1.1). Die optische Drehung a [°] von wassrigen Lésungen der
drei Cyclodextrine wurde mit einem Zeiss Kreispolarimeter 0.05° bei 20 +1 °C bestimmt.
Unter Berlcksichtigung des Wassergehalts (s. Kap 4.2.2) wurde mit der Lange der
Messrohre | [dm] und der Konzentration der Lésung ¢ [g/l] die spezifische optische Drehung

ap?’ nach Methode 2.2.7 des Europaischen Arzneibuches [13] berechnet:

o 210|00~0 Gl. 4.1
-C

4.2.2 Bestimmung des Wassergehalts der Cyclodextrine

Der Wassergehalt der naturlichen Cyclodextrine kann je nach Lagerbedingungen Uber
10 % [m/m] steigen (vgl. Kap. 4.1.1). Deshalb wurde regelmafig der Wassergehalt mittels
Dreifachbestimmung auf der Feuchtigkeitswaage Mettler Toledo HR73 Halogen Moisture

Analyzer bestimmt und bei allen Einwaagen berticksichtigt.

4.2.3 Identifizierung der Arzneistoffe mittels Infrarotspektroskopie

Infrarotspektren der gewahlten Modellsubstanzen wurden an einem Thermo Nicolet 380
FTIR Spektrometer aufgenommen (Methodik siehe 4.4.5). Die erhaltenen Spektren wurden
mit Referenzspektren der Auswertungssoftware OMNIC® 7.0 [158] und Vergleichsspektren

aus der pharmazeutischen Fachliteratur [156,157] verglichen.

424 Bestimmung des Wassergehalts der Arzneistoffe

Der Wassergehalt der Arzneistoffe wurde mittels Karl-Fischer-Titration bestimmt. An einem
Schott Titroline® KF wurden Proben der Arzneistoffe in Hydranal® Solvent gelést und
anschlieRend automatisiert mit Hydranal® Titrant titriert. Das Ergebnis wurde bei allen

Berechnungen bertcksichtigt.

4.2.5 Gehaltsbestimmung der Arzneistoffe in wassriger Losung

Die Gehaltsbestimmungen wurde an einem Perkin Elmer UV-Vis Spectrometer Lambda® 14
durchgeflhrt. Flr das vorliegende System gilt es, einige Besonderheiten zu beachten. Die
spezifische Absorption der Modellsubstanzen bei vorgegebener Wellenlange, ist aufgrund
der amphoteren Eigenschaften stark vom pH-Wert abhangig. Auch kann die Einbettung in

ein Cyclodextrin zu erheblichen Verschiebungen im Spektrum des Gastmolekils fuhren [8].
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Aus diesen Grinden wurde die gesamte Analytik in 0,5 M - Salzsaure durchgefiihrt. Dies
sollte einerseits das ausschlieRliche Auftreten der einfach protonierten Form (vgl. Abb. 4.4)
der Arzneistoffe sicherstellen. Andererseits sollte auf diesem Weg das Gleichgewicht
zwischen komplexiertem und freiem Wirkstoff zur ungebundenen Form hin verschoben
werden, zum einen durch die Verschiebung der Gleichgewichtslage der Komplexbildung und
zum anderen durch die sdurebedingte Hydrolyse der Cyclodextrine.

Das Spektrum der jeweiligen Substanz wurde im Bereich von 200 bis 500 nm in 0,5 M -
Salzsaure aufgenommen und eine Messwellenlange ausgewahlt, an der ein Maximum in der

Absorptionskurve aufgetreten war.

Tab. 4.1: Wellenlangen zur Gehaltsbestimmung mittels UV-Vis-Spektroskopie
Arzneistoff SDZ SDD SFZ SGD SMR SMT SMZ SNA STZ
Wellenlange [nm] 242,0 2440 219,0 | 222,0 243,0 219,0 | 2150 | 217,0 | 280,0

An diesen Wellenlangen wurden Eichgeraden in 0,5 M - Salzsaure fir jeden Arzneistoff
durch Vermessen aufsteigender Arzneistoffkonzentrationen aufgestellt. Die zugehérigen
Geradengleichungen sind im Anhang 8.2.1 aufgefuhrt.
Um den Arzneistoffgehalt der wassrigen Proben aus den verschiedenen Versuchen nach
dieser Methodik bestimmen zu konnen, wurden die Proben mit einer vorher berechneten
Menge konzentrierter Salzsaure (37% m/m) zu einem Gehalt von 0,5 mol/l angesauert.
AnschlieRende Verdunnungen wurden mit 0,5 M - Salzsaure ausgeflhrt.
Die Vermessung im Spektrometer fand gegen 0,5 M - Salzsdure nach Nullabgleich statt. Es
wurde jeweils eine Zweifachbestimmung ausgefiihrt. Aus der gemessenen Absorption A, der
Steigung der Eichgeraden b [(mol/l)'"], dem y-Achsenabschnitt der Eichgeraden t und der
stattgefundenen Verdinnung (1:D) wurde der Gehalt der Probe nach Gleichung 4.2
berechnet:

C= (A=Y, D Gl. 4.2

b

Absorptionseffekte infolge der Cyclodextrinkonzentration konnten aufgrund der nétigen
hohen Verdunnung der Proben vernachlassigt werden. Dass die Anwesenheit von
Cyclodextrin keinen Einfluss auf das Messergebnis der Gehaltsbestimmung haben wiirde,
wurde an drei reprasentativen Arzneistoffen (SDZ, SGD, SMZ) untersucht. Eine bestimmte
Menge des Arzneistoffs wurde in Wasser gelost. Nach Zugabe von (-Cyclodextrin
(10 mmol/l) wurde die beschriebene Gehaltsbestimmung durchgefiihrt. Das gemessene
Ergebnis fir die Arzneistoffkonzentration wurde mit der sich aus der Einwaage ergebenden
verglichen. Es zeigten sich keine signifikanten Abweichungen zwischen theoretischer und

gemessener Konzentration (siehe Anh. 8.2.2).
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4.3 Untersuchungen zur Komplexbildung in Losung

4.3.1 Loslichkeitsstudien in Wasser

4.3.1.1 Grundlegendes Vorgehen

Die Léslichkeit der Arzneistoffe in demineralisiertem Wasser wurde in Abhangigkeit von der
Cyclodextrinkonzentration gemessen. Um bei dieser Methode eine héhere Genauigkeit zu
erzielen, wurden alle Berechnungen mit Arzneistoff- oder Cyclodextringehalt in der Einheit
[mol/kg] ausgeflhrt. Dies sollte die hdhere Genauigkeit der Wagung im Vergleich zur rein
volumetrischen Methodik ausnitzen.

Durch Auflésen entsprechender Mengen des jeweiligen Cyclodextrins in demineralisiertem
Wasser wurden Probelésungen aufsteigenden Gehalts hergestellt. Zu jeweils 20 ml wurde
ein Uberschuss des jeweiligen Arzneistoffs zugegeben, der die zur Séattigung der
vorliegenden Losung noétige Menge mindestens um das Dreifache Uberstieg. Die Gefalle
wurden nach Zugabe von Magnetrihrstabchen mit einem Naturkautschukstopfen und
zusatzlich mit Laborfilm verschlossen. In einem Thermo Scientific Ruhr-Badthermostat 15.20
wurden die Ansatze bei 25,0 °C mindestens 48 Stunden mit 1000 Umdrehungen pro Minute
geruhrt. Nach diesem Zeitraum wurde die Suspension mit einer Spritze mit Kanile
aufgenommen und anschlieBend durch einen Rotilabo® - Spritzenfilter (Firma Carl Roth,
CME, 0,22 um) filtriert. Vom Filtrat wurde ein definiertes Volumen per Hubpipette in einen
tarierten 25 ml Messkolben Uberfihrt und gewogen, was die simultane Gehaltsbestimmung
(s. Kap. 4.2.5) in den Einheiten [mol/l] und [mol/kg] ermdglichte.

Die Arzneistoffkonzentration in [mol/kg] wurde gegen die Cyclodextrinkonzentration in
[mol/kg] aufgetragen. Im ansteigenden Bereich (vgl. Kap. 2.4.2) wurde eine Regressions-
gerade ermittelt und die Geradengleichung aufgestellt. Aus der Steigung dieser Isothermen
b [ ] und der gemessenen intrinsischen Wasserldslichkeit So [mol/l] (s. Kap. 4.3.1.2) wurde
nach Gleichung 4.3 K4 in der allgemein Ublichen Einheit [(moI/I)'1] berechnet
(vgl. Kap. 2.4.2.3).

b

Kyg=———— Gl. 4.3
(1-b)-[So]

Aus dem Wert fur K41 wurde weiterhin die Gibbs’sche freie Energie AG° [kJ/mol] berechnet:

AG? = R-T-In(Ky) Gl. 4.4
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4.3.1.2 Bestimmung der Wasserloslichkeit der Arzneistoffe

Die Wasserldslichkeit der Arzneistoffe So; wurde analog zu der in Kapitel 4.3.1.1
beschriebenen Methode der Ldslichkeitsstudie in reinem demineralisiertem Wasser ermittelt.
Die erhaltenen Werte wurden bei der weiteren Auswertung als Teil der Isothermen
behandelt, da es sich hierbei im Grunde um die Proben mit einer Cyclodextrinkonzentration
0 mol/kg handelte. Um eine héhere Genauigkeit zu erzielen, wurde jeweils mindestens eine

Funffachbestimmung durchgeflihrt.

4.3.1.3 Vergleich des Ausmales der Wechselwirkungen mit den natiirlichen Cyclodextrinen

Um zu bestimmen, mit welchen der drei naturlichen Cyclodextrine Uberhaupt Wechsel-
wirkungen zu verzeichnen sind und in welchem Ausmal3, wurden Vorversuche mit allen drei
moglichen Wirtsmolekulen durchgefuhrt.

Dazu wurden Léslichkeitsstudien mit 0, 5 und 10 mmol/kg Cyclodextrin erstellt. Fur SDZ,
SGD und SMZ wurden zuséatzlich die Konzentrationen 1, 2, 3 und 4 mmol/kg untersucht.
Durch die Messpunkte wurde mit linearer Regression eine Gerade als Isotherme gelegt und
deren Steigung bestimmt. Hieraus wurde nach Gleichung 4.3 K;.; und nach Gleichung 4.4
AG® fiir die Komplexbildung berechnet. Aus den Werten konnte das Cyclodextrin bestimmt

werden, mit dem das jeweilige Sulfonamid die starksten Wechselwirkungen ausbildet.

4.3.1.4 Aufnahme der Isothermen fiir -Cyclodextrin bis zu seiner Loslichkeitsgrenze

Bei allen Modellsubstanzen ergab sich aus den Vorversuchen fiir B-Cyclodextrin der héchste
Wert fir Kq.1 (s. Kap. 5.1.1). Der Verlauf der Isotherme wurde Uber den kompletten Bereich
bis zur Loslichkeitsgrenze von B-Cyclodextrin (etwa 16,3 mmol/l [10]) untersucht, um den
Isothermentyp (vgl. Kap. 2.4.2) bestimmen zu kdnnen. Dazu wurde die Ld&slichkeit des
Arzneistoffs in Lésungen mit einem Cyclodextringehalt von 4, 8, 12 und 16 mmol/g

untersucht, woraus eine genauere Berechnung von K., und AG° erfolgen konnte.

4.3.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Komplexbildung

Léslichkeitsstudien analog zu der in Kapitel 4.3.1 beschriebenen Methode wurden in
Pufferldsungen verschiedener pH-Werte (4,0; 6,5; 9,0) mit einem festen B-Cyclodextringehalt
von 0, 4, 8 und 12 mmol/l durchgeflihrt. Die Methode in der Einheit [mol/kg] wurde hier zu
Gunsten der weniger genauen volumetrischen aufgegeben. Dies geschah aus praktischen
Grinden, da so eine schnellere Herstellung der mikrobiell anfalligen Proben mdglich wurde
und zusatzlich die Ergebnisse durch die Verwendung derselben Losung besser vergleichbar
waren. Zur pH-Wert-Einstellung wurden folgende Pufferlésungen aus dem Europaischen
Arzneibuch [13] verwendet, die hinsichtlich lonenkonzentration oder pH-Wert modifiziert

wurden, um Einflisse auf die Komplexbildung vergleichbar zu halten:
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e pH4,0: Ph.Eur. 0,05M - Phosphatpuffer pH 4,5 (Nr. 4009000)
Durch die doppelte Einwaage wurde die Konzentration auf 0,1 mol/l erhéht; bei
der Herstellung wurde die Lésung auf pH 4,0 statt 4,5 eingestellt.

e pH®6,5: Ph. Eur. 0,1 M - Phosphatpuffer pH 6,5 (Nr. 4010800)

e pH9,0: Ph. Eur. Pufferldsung (Phosphat) pH 9,0 (Nr. 4008300)

Durch Einwaagekorrektur wurde eine Konzentration von 0,1 mol/l eingestellt.

Die Uberschussige Einwaage an Arzneistoff musste bei hdherem pH-Wert an die steigende
Loslichkeit der sauren Modellsubstanzen angepasst werden. Um zu prifen, ob die
Pufferkapazitat der Lésungen ausreichend war, den pH-Wert trotz der Anwesenheit der
Arzneistoffe mit sauren und basischen Eigenschaften zu halten, wurde nach der Rihrzeit der
pH-Wert mit einem Mettler Toledo FE20/EL20 pH-Messgerat Uberpriift.

Die Analytik wurde unmodifiziert ausgefihrt. Die Pufferung der Lésungen konnte hier
vernachlassigt werden, da die Saurezugabe und die anschlieRende Verdinnung die
Pufferkapazitat auf annahernd Null reduzierten. Zur Absicherung wurde auch hier
stichprobenartig der pH-Wert der zu vermessenden Proben mit dem Mettler Toledo
FE20/EL20 pH-Messgerat Uberprift. Anschliefiend wurde, wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben,

die Isotherme erstellt, die Steigung bestimmt und jeweils K;.1 und AG° berechnet.

4.3.3 Einfluss der Temperatur auf die Komplexbildung

Loslichkeitsstudien wurden analog zu der in Kapitel 4.3.1 beschriebenen Methode bei
Temperaturen von 35,0 °C und 45,0 °C durchgefihrt. Fir jeden Arzneistoff wurden die
intrinsische Ldslichkeit und die Ldslichkeiten bei 4, 8 und 12 mmol/kg (fir STZ 1, 2, 3 und
4 mmol/kg) B-Cyclodextrinkonzentration untersucht. Bei der Bestimmung bei 45,0 °C wurde
abweichend von der beschriebenen Methodik eine Ruhrzeit von 24 h gewahilt.

Um die gesteigerte Loslichkeit der Modellsubstanzen bei hdherer Temperatur zu
beriicksichtigen, wurde der Uberschuss an Arzneistoff weiter erhoht. Die analytische
Auswertung wurde beibehalten. Bei der Filtration wurde besonderer Wert auf rasches
Filtrieren und Einwiegen gelegt, da eine Abkuhlung wahrend der weiteren Behandlung zu
Ausfallungen und damit zu schwankenden Ergebnissen hatte fuhren kdnnen.

Die Steigung der Isothermen wurde durch lineare Regression bestimmt und daraus nach
den Gleichungen 4.3 und 4.4 Werte fir K4.; und AG° berechnet. Aus der Auftragung von 1/T
gegen In(Ky;) wurden nach Gleichung 4.5 die Standardenthalpie AH° und die
Standardentropie AS° der Komplexbildung berechnet (Van’t Hoff Plot) [135].

AH®  AS°

—+ Gl. 4.5
R-T R

In(Ky) =~



Material und Methoden 55

4.3.4 Synergistische Loslichkeitseffekte zwischen Gast und Cyclodextrin

4.3.4.1 Loslichkeitsstudien jenseits der Loslichkeitsgrenze von B-Cyclodextrin

Wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben, wurden Proben mit bestimmten [(-Cyclodextrin-
konzentrationen in demineralisiertem Wasser hergestellt. Fir das weitere Verfolgen des
Isothermenverlaufs wurden mit 20, 24, 28 und 32 mmol/kg Konzentrationen weit oberhalb
der natuirlichen Léslichkeitsgrenze von B-Cyclodextrin gewahlt. Deshalb lag das Cyclodextrin
anfangs teilweise ungelost vor. Zu diesen Suspensionen wurde wie in Kapitel 4.3.1
beschrieben, ein Uberschuss an Arzneistoff gegeben und dessen Konzentration nach 48 h
Ruhren bei 25 °C bestimmt. Die zugegebene Arzneistoffmenge wurde gegebenenfalls
erhoht. Die Gehaltsbestimmung fand unverandert statt. Diese Versuche wurden fir alle

Gastmolekule aul3er Sulfathiazol durchgefuhrt.

4.3.4.2 Bestimmung der Loslichkeitssteigerung von B-Cyclodextrin in Wasser

Um die Loslichkeitssteigerung des Wirtes messbar zu machen, wurde die Menge an
B-Cyclodextrin bestimmt, die in Abhangigkeit vom Gastmolekil zusatzlich in Ldsung
gebracht werden konnte. Dazu wurde eine bei 25,0 °C gesattigte, wassrige B-Cyclo-
dextrinlosung unter Rihren im Wasserbad fir 24 Stunden hergestellt. Die weitere
Behandlung erfolgte analog zu den Léslichkeitsstudien in Kapitel 4.3.1. Nach 24 Stunden
Ruhrzeit wurde eine photometrische Gehaltsbestimmung bezlglich des Gastes durch-
gefuhrt. Zusatzlich wurde an einem Zeiss Kreispolarimeter 0,05° die optische Drehung der
filtrierten L&sung a4 [°] Nnach Nullabgleich bestimmt. Zu dem Filtrat wurde anschliel3end ein
Uberschuss an im Trockenschrank bei 60 °C getrocknetem B-Cyclodextrin gegeben. Nach
weiteren 24 Stunden Rihren bei 25,0 °C wurde wieder filtriert und die optische Drehung aysn
[°] nach Nullabgleich bestimmt. Unter der Annahme, dass eine Steigerung der optischen
Drehung ausschlieBlich von zuséatzlich in Lésung gegangenem [-Cyclodextrin herrihre,
wurde fur jeden Arzneistoff die relative Loslichkeitssteigerung L* des Cyclodextrins im
Verhaltnis zu dessen intrinsischer Loslichkeit unter Einbeziehung der optischen Drehung der

gesattigten Cyclodextrinlésung ag [°] berechnet:

L, = MH Gl. 4.6
qO

Weiterhin wurde unter Einbeziehung der intrinsischen Loslichkeit von B-Cyclodextrin bei

25 °C (16,3 mmol/l [10]) berechnet, in welchem molaren Verhaltnis L*xs die erhéhte

Cyclodextrinkonzentration zum vorliegenden Arzneistoffgehalt S; [mmol/l] steht.

(Lye; —1)-16,3 mmol /1
St

Gl. 4.7

L/as =
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4.3.4.3 Bestimmung der Ldslichkeitssteigerung in Abhangigkeit vom pH-Wert

Die in Kapitel 4.3.4.2 beschriebene Methode wurde unter Verwendung von zwei
Phosphatpuffern mit pH 4,0 und pH 9,0 (vgl. Kap. 4.3.3) durchgefiihrt. Um die héhere
Loslichkeit der sauren Arzneistoffe zu berlcksichtigen, wurde deren Einwaage im
Uberschuss entsprechend angepasst. Analog wurde nach den Gleichungen 4.6 und 4.7 die

Léslichkeitssteigerung berechnet.

4.3.5 Kernspinresonanzspektroskopische Versuche

4.3.5.1 Job’s Plots zur Bestimmung der Komplexstochiometrie mittels NMR-Spektroskopie

Von jedem Arzneistoff wurden eine Lésung in 0,1 M - Phosphatpuffer pH 6,5 und eine
B-Cyclodextrinlésung gleichen molaren Gehalts hergestellt. Die beiden Lésungen wurden in
verschiedenen Verhaltnissen gemischt, sodass die molaren Verhaltnisse (Wirt zu Gast) von
4:1, 311, 2.1, 1:1, 1:2, 1:3 und 1:4 (fur SGD abweichend) vorlagen, die Gesamtmolaritat
jedoch Uber alle Proben hinweg konstant blieb. Die Hohe der Konzentration richtete sich
nach der Ldslichkeit der Arzneistoffe [55,107,159]:

Tab. 4.2: Konzentrationen der Probenlésungen fiir die Job’s Plots

Gast SDZ | SDD | SFZ | SGD | SMR | SMT | SMZ | SNA | STZ
Konzentration [mmol/l] | 0,3 1,0 1,0 4,0 0,3 0,3 1,0 1,0 1,0

Das Ansatzvolumen betrug jeweils 4 ml. Die Losungen wurden in Vials gefullt, mit flissigem
Stickstoff eingefroren und in einem Christ Alpha 1-4 Lyophilisator gefriergetrocknet. Nach
Prozessende wurden die Lyophilisate in 4 ml Deuteriumoxid (99,92 % D, Deutero GmbH,
Kastellaun) aufgenommen und geldst. Der Ansatz wurde wiederum gefriergetrocknet. Dieses
Vorgehen wurde fur alle Proben mindestens dreifach durchgefuhrt. Anschliellend wurden die
verschlossenen Proben im Exsiccator Uber Blaugel unter Vakuum und Lichtausschluss
gelagert. Zur Vermessung wurden die Ansatze wiederum in 4ml D,O aufgenommen. 0,75 ml
wurden in Schott Economic® Probenrdhrchen iberfiihrt. An einem Bruker Avance Il (400
MHz) mit BBO (broadband observer) wurde bei 298 K ein eindimensionales 'H-NMR-
Spektrum aufgenommen. Die genauen Parameter der Messungen befinden sich im Anhang
8.2.7.2. Die Auswertung erfolgte mit der Software Bruker Topspin® [160]. Da keine
Referenzsubstanz zugesetzt worden war, wurden die erhaltenen Spektren anhand des
HDO-Signals quantifiziert. Die Zuordnung der einzelnen Peaks zu den Protonen erfolgte
anhand von Angaben in der Literatur [100,185] (s. Anh. 8.2.7.1). Das Ausmal} des Shifts der
chemischen Verschiebung Ad (s. Kap. 2.4.4) der H3- und H5-Signale von B-Cyclodextrin und
aller Signale des Gastes wurde gemessen. Das Produkt aus Ad und dem Molenbruch X der
jeweiligen Komponente wurde gegen den Molenbruch X aufgetragen [107,159]. Aus Zeit-

und Kapazitatsgrinden am Messgerat wurden nur Einfachmessungen durchgefihrt.



Material und Methoden 57

4.3.5.2 ROESY - Experimente

Die aquimolaren (1:1) Lésungen aus den in Kapitel 4.3.5.1 beschriebenen Versuchen
wurden ebenfalls fur die Aufnahme zweidimensionaler Spektren verwendet. Nach Einfrieren
in flissigem Stickstoff und Gefriertrocknung in einem Christ Alpha 1-4 wurden die
Lyophilisate in 4 ml D,O (99,92 % D, Deutero GmbH, Kastellaun) aufgenommen und
vollstandig geldst. Dieser Vorgang wurde mindestens dreimal flr jede Probe durchgefihrt.

Zur Probenvorbereitung vor der Messung wurde die trockene Probe wiederum in 4 ml D,O
aufgenommen. Nach komplettem Auflésen wurden 0,75 ml davon in ein Wilmad 507-PP
Probenrdohrchen Uberfihrt. Zur Entfernung elementaren Sauerstoffs wurden die Proben fir
etwa 3 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt und gleichzeitig mit Argon begast und
Uberschichtet. Die Messungen erfolgten an einem Bruker Avance DMX 600 MHz mit einem
5 mm "C/'H Cryo-Probenkopf am Institut fiir Organische Chemie der Universitit Wiirzburg
bei 298 K. Es wurde jeweils ein "H-Spektrum aufgenommen und ausgehend davon die
Experimente 'H,"H-COSY und ROESY durchgefihrt. Zur Aufnahme von ROESY musste das
noch immer sehr starke HDO-Signal unterdruckt werden. Abwechselnde 180°-Pulse
wahrend einer Mischungsphase von 250 ms sollten unerwiinschte TOCSY-Signale (total
correlation spectroscopy) vermeiden [161,162]. Die genauen Messparameter sind im

Anhang 8.2.7.4 hinterlegt. Die Auswertung erfolgte mit der Software Topspin® [160].
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4.4 Untersuchungen an festen Arzneistoffkomplexen

4.41 Herstellung fester Komplexe mittels Gefriertrocknung

Um Komplexe der Modellsubstanzen mit 3-Cyclodextrin in fester Form zu erhalten, wurden
wassrige LOosungen mit festgelegtem Cyclodextringehalt unter den Bedingungen der
Loslichkeitsstudien mit Arzneistoff gesattigt. Dazu wurden, wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben,
Loésungen mit 5, 10 ,15 um 20 mmol/kg B-Cyclodextrin hergestellt. Ein Uberschuss an
Arzneistoff wurde zugegeben. Die Proben wurden fur 48 Stunden bei 25,0 °C im Wasserbad
mit 1000 Umdrehungen pro Minute gerthrt. Nach dieser Zeitspanne wurden die
Suspensionen filtriert. Von jedem Ansatz wurde eine Probe fir eine Gehaltsbestimmung der
Gastkomponente (s. Kap. 4.2.5) entnommen. Das restliche Filtrat wurde in Portionen von
etwa 10 ml in Kunststoffpetrischalen Uberfiihrt. Von jeder Losung wurde ein Ansatz im
Eisfach bei -17 °C £ 3 °C und ein Ansatz durch Eintauchen in flissigen Stickstoff
eingefroren. Nach vollstandiger Erstarrung wurden die Proben in einem Christ Alpha 1-4
gefriergetrocknet. Die fertigen Lyophilisate wurden in Probenglaschen uberfihrt und im

Exsikkator Uber Blaugel unter Vakuum gelagert.

4.4.2 Gehaltsbestimmung der festen Komplexe

Eine Teilmenge der Lyophilisate wurde in 0,5 M - Salzsdure aufgenommen und verdinnt.
AnschlielRend wurde der Gehalt durch UV-Vis-Spektroskopie bestimmt (s. Kap. 4.2.5). Die

Ergebnisse sind im Anhang 8.3.2 zu finden.

4.4.3 Herstellung physikalischer Mischungen

Um feste Mischungen aus Arzneistoff und B-Cyclodextrin ohne stattfindende Komplexbildung
herzustellen, wurden aus den jeweiligen Substanzen physikalische Mischungen hergestellt,
deren Zusammensetzung [% (m/m)] den obigen Lyophilisaten entsprechen sollte.

Hierzu wurden, unter Berlcksichtigung des jeweils gemessenen Arzneistoffgehalts der
Komplexproben (vgl. Kapitel 4.4.2), Mischungen aus vorher gefriergetrocknetem
Cyclodextrin (gesattigte Losung, Methode analog zu Kapitel 4.4.1) und dem Arzneistoff
durch Vermahlen in einem Achatmorser hergestellt. Die fertigen Mischungen wurden in

Probenglaschen aus Glas im Exsikkator tUber Blaugel unter Vakuum gelagert.

4.4.4 Lichtmikroskopische Aufnahmen

Die Lyophilisate von Sulfaguanidin wurden unter einem Olympus SZ 1145 Stereomikroskop
mit angeschlossener Olympus Camedia C3040ZOOM Digitalkamera bei etwa 110-facher

Vergrolerung betrachtet und fotografiert.
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4.4.5 Infrarotspektroskopie

Von den Lyophilisaten wurden Infrarotspektren aufgenommen. Hierzu wurde ein Thermo
Nicolet® 380 mit Smart Orbit® (Diamond 30000 — 200 cm™') der Firma Pharma Stulln GmbH
zur FTIR-Spektroskopie unter Anwendung der ATR-Technik benutzt. Die Proben wurden
direkt auf den Probentrager aufgebracht, fixiert und im Bereich von 4000 bis 400 cm™ mit
jeweils 32 Aufnahmen (scans) vermessen. In regelmafigen Abstidnden wurden Referenz-
spektren der Umgebung (background) aufgenommen, die von der Software automatisch in
die Spektren der Proben einbezogen wurden.

Die Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme der zum Gerat gehdérenden Software
OMNIC® 7.0 [158]. Um die Spektren untereinander besser vergleichbar zu machen, wurde
der aus der Umgebung resultierende Kohlendioxidpeak im Bereich von 2400-2250 cm’
manuell geglattet. AnschlieRend wurde eine automatische Basislinienkorrektur durchgefihrt.
Fir die Zuordnung einzelner Bereiche und Signale zu Molekulteilen und funktionellen
Gruppen wurden die Spektren der Arzneistoffe und von B-Cyclodextrin vorab anhand von
Literaturangaben interpretiert (s. Anh. 8.3.4). Die Spektren der Lyophilisate wurden jeweils
mit den Spektren physikalischer Mischungen gleicher Zusammensetzung verglichen. Hierbei
wurde besonderes Augenmerk auf sich abschwachende oder verschiebende Peaks der
Gastkomponente gelegt. Weiterhin wurden die einzelnen Spektren zu jeder Modellsubstanz
auf Entwicklungen im Zuge des theoretisch zunehmenden Komplexgehaltes (s. Kap. 5.2)
untersucht. Dabei wurden die beiden Reihen der Lyophilisate (Einfrieren mit flissigem
Stickstoff und im Gefrierschrank) getrennt betrachtet, anschlieRend aber miteinander

verglichen.

4.4.6 Thermische Analyse von -Cyclodextrin/Sulfanilamid-Komplexen

Alle Versuche wurden an einem Setaram TGA 92-12 mit Steuergerat CS32 unter
Stickstoffatmosphare durchgeflhrt. Nach Bestimmung des Schmelzpunktes von Sulfanilamid
bei ca. 165 °C wurde eine Versuchsprozedur erstellt, die die Probe im Platintiegel im Bereich
von 150 °C bis 175 °C mit einer Geschwindigkeit von 1,0 °C/min beheizte. An jeder
Probenzubereitung wurde eine Dreifachbestimmung durchgeflihrt, wobei eine Leermessung
des Tiegels zur Basislinienkorrektur diente. Die zum Schmelzvorgang gehérenden Peaks
der Warmeflusskurve (heat flow) wurden anschlieRend integriert, wobei Beginn und Ende

des Signals anhand der ersten Ableitung der Kurve bestimmt wurden (s. Anh. 8.3.3).
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4.5 Computerchemische Untersuchungen

Die hier beschriebenen Arbeiten wurden, sofern nicht anders angegeben, mit dem
Softwarepaket Molecular Operating Environment (MOE) [163] in der zum jeweiligen
Zeitpunkt aktuellen Version im Arbeitskreis Professor Sofriffer der Pharmazeutischen
Chemie in Wurzburg durchgefuhrt. Die Generierung der Cyclodextrinkonformere
(s. Kap. 4.5.2) geschah in Zusammenarbeit mit Schauer [164]. Alle Rohdaten und

Ergebnisse wurden elektronisch gespeichert (s. Anh. 8.4.1).

4.51 Erzeugung der Koordinatensatze der Arzneistoffmolekiile

Mit dem in MOE enthaltenen Molekuleditor Molecule Builder wurden die einzelnen
Arzneistoffmolekule in ihren verschiedenen Ladungszustanden (s. Anh. 8.4.2) im mol2-
Format erstellt und unter Verwendung des MMFF94x — Kraftfelds [165] bis zu einem RMS-

Gradienten von 0,05 minimiert.

4.5.2 Generierung verschiedener Konformere des 3-Cyclodextrins

Fir die weiteren Versuche wurde ein Set aus zehn Konformeren des 3-Cyclodextrins erstellt.
Hierzu wurde der Cambrigde Structural Database (CSD) [166] eine Rdontgenkristallstruktur
[167] entnommen und mit dem MMFF94x — Kraftfeld [164] bis zu einem RMS-Gradienten
von 0,05 minimiert. Die erhaltene Struktur wurde in eine kubischen Wasserbox mit einer
Seitenlange von 24,36 A platziert. Um diesen Wiirfel wurde eine wall mit einer Gewichtung
von 300 erstellt. Das System wurde in einer Molekulardynamik Simulation bei 600 K Uber
einen Zeitraum von 500 ps mit expliziter Wasserumgebung simuliert, wobei in Abstanden
von 0,5 ps Snapshots aufgezeichnet wurden. Die erhaltenen Konformere wurden aus der
Wasserbox abgetrennt und mit dem verwendeten Kraftfeld bei einer Dielektrizitatskonstante
von 80 bis zu einem RMS-Gradienten von 0,05 minimiert. Fir alle sieben glycosidischen
Bindungen wurden jeweils die beiden Torsionswinkel ® (H1-C1-04’-C4’) und W (C1-0O4’-C4'-
H4’) [33] bestimmt. Die beiden Winkel jeder Bindung wurden addiert und anschlielend der
Betrag gebildet. Durch die konsequente Auswahl der Atome konnte so der absolute Winkel
bestimmt werden, den die beiden Wasserstoffatome an einer glycosidischen Bindung
miteinander unter Einbeziehung der Ebene der glycosidischen Bindung bilden (vgl. Abb. 2.5,
Abb. 5.30).

Alle Strukturen mit mindestens einer solchen ,Einzelwinkelsumme’ Gber 60° wurden nicht fur
die weitere Betrachtung herangezogen, da Strukturen mit gréfReren Einzelwinkeln nicht fur
Wechselwirkungen mit einem  Gastmolekil geeignet erschienen. Die sieben
Einzelwinkelsummen jedes verbleibenden Molekils wurden anschlieBend zu einer

,Gesamtwinkelsumme’ addiert.
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Anhand ihrer Gesamtwinkelsumme wurden die Konformere in neun gleich groRle
Wertebereiche eingeteilt. Aus jedem Wertebereich wurde jeweils die Struktur mit der
niedrigsten potentiellen Energie bestimmt und zusammen mit der minimierten Kristallstruktur
als Rezeptormolekul flir das Docking ausgewahlt. Die zehn Cyclodextrine wurden nach
aufsteigender Gesamtwinkelsumme von CD 1 bis CD 10 durchnummeriert. Die
Kristallstruktur erhielt dabei die Bezeichnung CD 2. Diese Benennung wird auch in den

folgenden Abschnitten verwendet (s. Anh. 8.4.3).
4.5.3 Geometrische Charakterisierung der generierten Strukturen

4.5.3.1 Bewertung der Konizitdt der Kavitat der B-Cyclodextrinkonformationen

Fir jede Struktur wurden die Abstande
zwischen den C3- und C5-Atomen der jeweils
benachbarten Glucopyranoseeinheiten be-
stimmt. Die sich ergebenden sieben Abstande
wurden fur C3 und C5 jeweils aufsummiert.
Das Verhaltnis beider Summen (3 (C3)/>(C5))

wurde als Mal} fur die Konizitdt der Kavitat

gewahlt [168]. Abb. 4.14: Abstandsmessung flir Konizitét

4.5.3.2 Bewertung der Exzentrizitdt der Ringstruktur der B-Cyclodextrinkonformationen

Fir jede glycosidische Bindung der zehn aus-
gewahlten Konformere wurden zwei Atom-
distanzen C4; - C4, und C1iy > Cliy zum
gegenuberliegenden Glucopyranosering paarweise
bestimmt. Der Index i stellt unter der Betrachtung
wie in Abb. 4.15 eine Durchnummerierung der
Glucoseringe im Uhrzeigersinn dar. Somit wurde
von jedem C-Atom der C1-O4-C4’-Bindungen die

Entfernung zu zwei anderen Atomen im Ring

gemessen. Die Standardabweichung der erhal-

Abb. 4.15: Innenradiusmessung fir Exzentrizitit - tanan vierzehn Innendurchmesser wurde als MaR

fur die Exzentrizitat, also die Abweichung von der idealen Kreisform, herangezogen [128].
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4.5.4 Dockingversuche und ihre Auswertung

Mit dem Programm Autodock 3.0 [112] wurden flr die gewahlten Protonierungszustande der
Arzneistoffmolekiile als Ligand mit jeder einzelnen der zehn Cyclodextrinstrukturen als

Rezeptor eine Dockingstudie durchgeflihrt.

4.5.4.1 Vorbereitung der Liganden

Die Liganden wurden als mol2-Dateien im Programm SYBYL 8.0 [169] mit Gasteiger-Marsili-
Ladungen versehen. Mit dem Programm Autotors 3.0.5 wurden fir jedes Arzneistoffmolekdl
starre Bereiche und erlaubte Torsionen festgelegt. Hierbei wurde durchgehend der
Benzolring zusammen mit der Aminogruppe als root, also als Ausgangspunkt fur die
Ermittlung moglicher Torsionen, festgelegt, wahrend alle vorgeschlagenen Torsionen
beibehalten wurden. Nur bei Sulfaguanidin wurde die Torsion an der Doppelbindung der
Guanidingruppe unterbunden. Unter Verwendung eines vorgefertigten Skriptes
(create_dpf.awk) wurde das docking parameter file erstellt und 100 Runs angesetzt. Anhang
8.4.6 zeigt ein reprasentatives docking parameter file, wie es durchgehend verwendet

wurde.

4.5.4.2 Vorbereitung der Rezeptoren (B-Cyclodextrinkonformere)

Die Wasserstoffatome der Cyclodextrinstrukturen wurden aus technischen Grinden in MOE
geléscht und die Molekile im pdb-Format gespeichert. Mit dem Programm
AutodockTools 1.4.5 wurden die Wasserstoffatome wieder erganzt, Gasteigerladungen
berechnet, anschliel’end die nichtpolaren Wasserstoffe wieder entfernt. Das Ergebnis wurde
im pdbgs-Format gespeichert. Mit Hilfe eines im Arbeitskreis Sotriffer vorhandenen grid
parameter files (s. Anh. 8.4.7) wurden im Programm Autogrid 3.0.5 die grid maps, also die
Potentialgitter, mit einer GréRe von 502 Gitterpunkten erstellt, wobei der Abstand zwischen
zwei Gitterpunkten 0,375 A entsprach. Als Zentrum des Gitters wurde jeweils ein Punkt im

zentralen Bereich des Cyclodextrinmolekils gewanhlt (s. Anh. 8.4.8).

4.5.4.3 Auswertung der Dockingergebnisse

Die Dockingergebnisse wurden mit dem Programm PyMOL 0.99rc6 [170] visualisiert und
ausgewertet. Die Komplexstrukturen aus den Docking-Clustern wurden Uber die relative
Lage des Arzneistoffs in der Kavitat in Kategorien (s. Abb. 5.33) eingeteilt. Anschlielend
wurde fir jede Dockingstudie jeweils die Komplexstruktur mit der niedrigsten estimated free
energy of binding (EFB,i) bestimmt. Weiterhin wurde fir jeden Gast der Komplex mit der
insgesamt niedrigsten EFB,» aus den Dockings mit allen zehn Rezeptoren bestimmt und als

gunstigster Komplex des Gastmolekils ausgewabhilt.
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4.5.5 MD Simulationen zur strukturellen Integritat der Komplexe

Fir jeden Ladungszustand der Arzneistoffe wurde der Komplex mit der niedrigsten EFBn,
bestehend aus Cyclodextrin- und Gastmolekiil, zentriert in einer kubischen Wasserbox mit
einer Seitenldnge von 24,36 A platziert. Das System wurde mit einer wall einer Gewichtung
von 300 umgeben und einer MD Simulation Uber 500 ps bei 300 K mit expliziten
Wassermolekilen unterworfen. In Abstanden von 0,5 ps wurden Snapshots aufgezeichnet.

Aus den resultierenden Datenbanken wurden alle wahrend der molekulardynamischen
Simulationen aufgezeichneten Eintrage geloscht, bis die anfanglichen Temperatur-
schwankungen wahrend der Equilibrierung des Systems maximal £ 100 K betrugen. Aus den
Molekulsystemen der Snapshots wurden das Cyclodextrin und der Gast einzeln abgetrennt
und jeweils RMSD-Werte (RMSDas fur den Gast, RMSD¢p fur das Cyclodextrin) bezlglich
der Position der Ausgangsmolekule (t=0) berechnet. Aus diesen GréRen wurde ein Wert fur
die Gesamtabweichung der Komplexe unter Ausschluss des Startpunktes (t=0) vom

strukturellen Mittelwert berechnet:

Gl. 4.8

RMSD,, ~-RMSDZ"| |RMSD,; —-RMSD}s"
+
RMSDTe" RMSDTe"

GesAbw =

Da die Komplexe im Verlauf der Simulationen keinen starken strukturellen Schwankungen
unterlagen, war es so mdglich, die Struktur mit dem niedrigsten Ergebnis fur GesAbw

annahernd als strukturellen Mittelwert anzunehmen.

Fir die Komplexstruktur aus dem Docking und
den Snapshot aus der MD Simulation wurden mit
der Deskriptorfunktion ASA (accessible surface
area) jeweils fur das Gastmolekil, das
Cyclodextrin, sowie fur den erhaltenen Komplex
einzeln, die dem Ldsungsmittel zugangige
Oberflache bestimmt. Diese Oberflache ist eng
mit der Connolly-Oberflache (solvent-excluded

surface) verwandt, die in Abbildung 4.16 am

Beispiel von CD 2 zu sehen ist.

Abb. 4.16: Connolly — Oberflache von CD 2
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Daraus wurde flir jede Struktur aus dem Docking und den zugehérigen Snapshot aus den
Simulationen eine GroRe fir die relative Oberflachendifferenz rDiff zwischen Komplex und

Einzelmolekulen nach der Connolly-Methode [133] berechnet:

ASAcp + ASA ag

rDiff = Gl. 4.9

Hierbei steht ASA jeweils flr die dem Loésungsmittel zugdngige Oberflache des
Gastmolekuls (ASAass), des Cyclodextrins (ASAcp) und des Komplexes (ASAkowm).

Fir eine Aussage Uber die Erhaltung der strukturellen Integritdt des Komplexes wahrend der
MD Simulation wurde die GréRe Strint gewahlt, die den relativen Oberflachenverlust beim
Einschluss nach dem Docking (rDiffopock) und wahrend Simulation (rDiffyp) ins Verhaltnis

setzt:

rDiffyp

Strint = Gl. 4.10

Die Grolde Strint diente als Mal fir die Erhaltung des Einschlusskomplexes.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1  Untersuchungen zur Komplexbildung in wassriger Losung

Ziel der im Folgenden beschriebenen Versuche war es, die Komplexbildung zwischen den
gewahlten Modellsubstanzen und den natirlichen Cyclodextrinen in wassriger Losung
moglichst gut mit verschiedenen Methoden zu charakterisieren und Einflisse auf das
Ausmal} dieser Wechselwirkungen zu identifizieren. Dies ist von besonderem Interesse, da
das Loésungsmittel Wasser in der Arzneimittelformulierung eine bedeutende Rolle spielt [23].
Anders als in vielen Publikationen sollte ein systematischer Vergleich der Ergebnisse von
Léslichkeitsstudien unter verschiedenen Bedingungen fir eine gréRere Anzahl an Gasten
erfolgen, um die Abhangigkeit der Komplexbildung von deren Molekilstruktur und von der
Umgebung zu erfassen. Daruber hinaus sollten mdglichst viele Informationen Uber die
Struktur der Komplexe in Lé6sung gesammelt werden.

Als grundlegende Methode wurden Ldslichkeitsstudien (in der Literatur phase solubility
analysis genannt [90]) gewahlt, von deren Ergebnissen das weitere Vorgehen abhangig
gemacht werden sollte. Diese Methode ist dazu geeignet, mit geringem apparativem
Aufwand Wechselwirkungen zwischen Cyclodextrin und Gast zu detektieren und unter der
Gewinnung thermodynamischer Daten zu quantifizieren. Auflerdem kdnnen aus dem Verlauf
der Isothermen leicht die Gegebenheiten in einer hergestellten Losung abgelesen und
vorhergesagt werden (vgl. Kap. 2.4.2).

Die Proben wurden Uber 48 Stunden bei 25 °C gerihrt. Dieser Zeitraum wurde als
Kompromiss gewahlt, da in der Literatur differierende Aussagen Uber den nétigen Zeitraum
bis zur Gleichgewichtseinstellung vorliegen [55]. Grundsatzlich waren hier langere
Ruhrzeiten zu bevorzugen, da mit zunehmender Dauer des Experiments die
Wahrscheinlichkeit zunimmt, dass sich die Gleichgewichte vollstandig eingestellt haben.
Dem gegenuber stehen zwei Aspekte. Einerseits muss die Stabilitdt der Gastmolekile
gewabhrleistet bleiben. Zu Sulfonamiden existieren hierzu widerspriichliche Angaben [155].
Andererseits sollte aus den Versuchen in angemessener Zeit eine méglichst grole Menge
an Daten erhalten werden. Die Messwerte nach 48 Stunden unterlagen durchweg nur sehr
geringen Schwankungen. Weiterhin zeigten Vorversuche, dass Ruihrzeiten von 72 Stunden
keine abweichenden oder praziseren Ergebnisse lieferten. Deshalb wurde eine Rihrdauer
von 48 Stunden als Standardzeit beibehalten, um von endglltiger Gleichgewichtseinstellung
auszugehen.

Im Folgenden wird oft der Begriff Loslichkeit verwendet. Es gilt hier aber zu beachten, dass
es sich um die aktuelle Konzentration des Gastmoleklls in einer wassrigen

Cyclodextrinldsung, frei oder in einem Komplex gebunden, handelt.
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5.1.1 Komplexbildung in reinem Wasser

Zuerst wurde die Komplexbildung in reinem Wasser untersucht, um mdglichst alle

zusatzlichen Einflisse auszublenden. Die Einzelergebnisse sind in Anhang 8.2.3 zu finden.

5.1.1.1  Wechselwirkungen der Modellsubstanzen mit den drei natiirlichen Cyclodextrinen

In Léslichkeitsstudien beschrankten Ausmalies sollte abgeklart werden, mit welchem der
drei natlrlichen Cyclodextrine die gewahlten Modellsubstanzen Uberhaupt Wechsel-
wirkungen eingehen. Aus der Literatur ist bekannt, dass Gaste mit einem einfachen
Benzolgrundgerust, wie zum Beispiel Sulfonamidarzneistoffe, vorwiegend mit
B-Cyclodextrin Komplexe bilden [68].

Die Ergebnisse der Ldslichkeitsstudien bei niedrigen Cyclodextrinkonzentrationen bestatigen
dies. Fur die gesamte Gruppe der Modellsubstanzen wurde mit B-Cyclodextrin der starkste
Anstieg der Loslichkeit des Gastes festgestelll, was an der Steigung der
Regressionsgeraden durch die Messpunkte und an den daraus berechneten K;.;-Werten
(Tab. 5.1) abzulesen ist. Abbildung 5.1 zeigt exemplarisch die Isothermen von Sulfaguanidin

fur die Komplexbildung mit jeweils einem der drei natirlichen Cyclodextrine.
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Abb. 5.1: Wechselwirkungen von Sulfaguanidin mit den nattrlichen Cyclodextrinen (25 °C)

Es ist offensichtlich, dass mit B-Cyclodextrin ein starker Anstieg der Loslichkeit in
Abhangigkeit von der vorliegenden Cyclodextrinkonzentration zu verzeichnen ist. Mit a- oder
y-Cyclodextrin hingegen ist keine signifikante Steigerung messbar. Man kann also davon
ausgehen, dass mit diesen Wirten keine oder nur in geringem Mall Komplexbildung
stattfindet.

In Tabelle 5.1 sind die nach Gleichung 4.3 berechneten Assoziationskonstanten Kq.4 in der

Einheit [(mol/ly"] fiir die Komplexbildung zwischen den Modellsubstanzen und den
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natlrlichen Cyclodextrinen aufgefihrt. Fir a-Cyclodextrin war durchgehend keine
Loslichkeitserhdhung messbar, die verwertbare Daten liefern konnte. Mit y-Cyclodextrin sind
teilweise starkere Effekte zu beobachten. Die drei Substanzen mit flnfgliedrigen
Heteroaromaten als Rest an der Sulfonamidgruppe (Sulfafurazol, Sulfamethoxazol und
Sulfathiazol) gehen mit diesem Wirt sehr schwache Wechselwirkungen ein. Die Werte fir
Sulfaguanidin, Sulfamerazin und Sulfameter sind zu vernachlassigen, da eine so schwache
Loslichkeitssteigerung auch durch Messungenauigkeiten bedingt sein konnte.

Die Spalte flr B-Cyclodextrin enthalt bereits die Werte fur K;.1, die in den anschliefenden
Studien mit noch hoherer Cyclodextrinkonzentration erhalten wurden. Da sich fur
Sulfathiazol ab etwa 3 mmol/kg B-Cyclodextrin keine weitere Loslichkeitssteigerung mehr

ergab, wurden fur diesen Gast nur die Messwerte bis zu diesem Punkt bertcksichtigt.

Tab. 5.1: K11 [(mol/l) "] in Abhangigkeit vom eingesetzten Cyclodextrin

a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Sulfadiazin n.v. 350 n.v.
Sulfadimidin n.v. 92 n.v.
Sulfafurazol n.v. 549 196
Sulfaguanidin n.v. 381 26
Sulfamerazin n.v. 200 22
Sulfameter n.v. 247 13
Sulfamethoxazol n.v. 446 81
Sulfanilamid n.v. 141 n.v.
Sulfathiazol n.v. 1825 57

Erwartungsgemal® wird B-Cyclodextrin durchgehend von allen Gasten als Wirtsmolekul
bevorzugt. Deshalb wurden alle Folgeversuche dieser Arbeit nur mit diesem Wirt
durchgefuhrt. Die starksten Wechselwirkungen ergeben sich mit Sulfathiazol, die
schwachsten mit Sulfadimidin. K., bewegt sich allerdings mit bis zu 2000 (mol/l)” in einem
relativ niedrigen Bereich. Mit anderen Gastmolekuilen sind Assoziationskonstanten Uber
10000 (mol/l)™* keine Seltenheit [67].

Bemerkenswert bei diesen Versuchen sind die niedrigen Standardabweichungen und das
hohe Bestimmtheitsmal® der Regressionsgeraden. Ein annahernd linearer Anstieg der
Léslichkeit in Abhangigkeit von der B-Cyclodextrinkonzentration liegt bei allen Substanzen
vor. Dies zeugt von hoher Reproduzierbarkeit. Auch der y-Achsenabschnitt, also die
intrinsische Wasserloslichkeit des Arzneistoffes, liegt bei den meisten Gasten direkt auf der

Geraden.
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5.1.1.2 Verlauf der Isothermen (25 °C) flur B-Cyclodextrin

Zur Bestimmung des Isothermentyps und zur weiteren Charakterisierung der sich bildenden
Komplexe wurde der Verlauf der Isothermen fir p-Cyclodextrin und dem jeweiligen Gast
Uber die in Kapitel 5.1.1.1 beschriebene Konzentrationsspanne hinaus weiter verfolgt. Dies
diente zum einen zur Bestimmung des Isothermentyps (s. Kap. 2.4.2). Er charakterisiert den
gebildeten Wirt-Gast-Komplex und definiert dessen Loéslichkeitsgrenze, mit deren Hilfe
Vorhersagen zur Gleichgewichtseinstellung in Ldsung getroffen werden koénnen. Eine
niedrige Komplexldslichkeit ermdglicht zum Beispiel eine einfache Herstellung fester
Komplexe. Zum anderen erhohte die groliere Menge an Messwerten die Genauigkeit der
Regressionsgeraden und damit auch die Aussagekraft der berechneten Gleichgewichts-
konstanten.

Fir alle Arzneistoffe wurden Ldslichkeitsstudien bis zur nominellen Ldslichkeitsgrenze von
B-Cyclodextrin, die in etwa bei 16,3 mmol/l [10] liegt, durchgefihrt. Der Verlauf der
Isothermen bietet mit einer Ausnahme ein homogenes Bild.

Die Isotherme von Sulfathiazol gehdrt zu der Kategorie des Bs-Typs. Es liegt also ein
Komplex mit limitierter Wasserldslichkeit vor. Trotzdem kann die maximale Konzentration

von Sulfathiazol in Wasser mit B-Cyclodextrin mehr als verdoppelt werden.
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Abb. 5.2: Isotherme (25 °C) fir STZ und B-Cyclodextrin

Die Loslichkeit von Sulfathiazol steigt mit wachsender Cyclodextrinkonzentration zuerst stark
an. Aus der Steigung von etwa 0,75 lasst sich ablesen, dass in diesem Bereich durch
Zugabe von vier B-Cyclodextrinmolekilen im Schnitt drei weitere Arzneistoffmolekile in
Lésung gehen. Diese relativ starke Wechselwirkung drickt sich auch in der hohen

Assoziationskonstante Ki.; = 1800 (mol/l)" aus. Ab einem Cyclodextringehalt von etwa
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3 mmol/kg findet der lineare Anstieg allerdings ein abruptes Ende. Von diesem Punkt an wird
in den Proben ein konstanter Arzneistoffgehalt auf dem Niveau der 3 mmol/kg — Probe
gefunden. Die Hoéhe dieses Plateaus spiegelt die Grenze der Komplexléslichkeit in Wasser
wider. Zusatzlich gebildete Komplexe fallen als Feststoff wieder aus. Der Gehalt am Plateau
bleibt nach dem initialen Anstieg Uber den gesamten untersuchten Bereich konstant. Das
bedeutet, dass die im Uberschuss zugegebene Wirkstoffmenge so hoch gewahlt wurde,
dass damit einerseits die Loésung gesattigt und zusatzlich die gesamte 3 mmol/kg
Ubersteigende Cyclodextrinmenge als Komplex ausgefallt werden konnte. Ware eine
geringere Wirkstoffmenge gewahlt worden, so hatte moglicherweise der abfallende Teil der
Bs-Isotherme aufgenommen werden konnen. Anhand der Plateauldnge hatte auch die
Komplexstdchiometrie bestimmt werden kénnen. Auf eine Anpassung der Arzneistoffmenge
wurde verzichtet, da ein hoher Uberschuss der Gastkomponente fiir die Einstellung der
Gleichgewichte unabdingbar ist. Die hohen Schwankungen der Messwerte im spateren
Verlauf der Isotherme deuten dies schon an. Zudem sollte die Stéchiometrie in
Folgeversuchen mit anderen Methoden bestimmt werden.

Die Befunde lassen sich sehr gut damit vereinbaren, dass nur fir Sulfathiazol eine

Rontgenkristallstruktur eines Komplexes mit B-Cyclodextrin in der Literatur [147] zu finden

ist. Dies lasst auf eine gute Fallbarkeit als Feststoff
rickschlielen. Abb. 5.3 zeigt die Packung der
Komplexe anhand der zugehoérigen Daten der
Cambrigde Structural Database (CSD) [166]. Man
erkennt, dass eine 1:1 Stdchiometrie vorliegt. Die
Komplexe bilden eine Schichtstruktur aus. Der

Benzolring des Gastes steht fast senkrecht in der

Kavitdt des Cyclodextrins. Der Thiazolring liegt
zwischen den Cyclodextrinen. Die benachbarten
Cyclodextrinmoleklle Uberlappen sich, was eine
undbliche Form der Kristallbildung darstellt [147]. Die
Struktur wird durch inter- und intramolekulare
Wasserstoffbriicken stabilisiert. An den Interaktionen
sind der Gast, das Cyclodextrin und einige

Wassermolekule (nicht dargestellt) beteiligt. Sie

lagern sich zwischen den Schichten ein. Der Kristall
. Abb. 5.3: B-Cyclodextrin/Sulfathiazolkomplex im
fallt deshalb als 8,3-faches Hydrat an. Welche Kristall nach [147], erstellt mit Mercury 2.3 [171]

Wechselwirkungen die niedrige Wasserldslichkeit des Komplexes bestimmen, bleibt unklar.

Ein mdglicher Ansatzpunkt ist, dass Sulfathiazol als Reinsubstanz eine ausgepragte
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Neigung zur Ausbildung verschiedener Kristallformen und Solvate hat. Vielfaltige
intermolekulare Wechselwirkungen sind daher denkbar [156,172].

Fur die restlichen acht Modellsubstanzen ergaben sich durchweg lineare LOs-
lichkeitssteigerungen in Abhangigkeit von der B-Cyclodextrinkonzentration im gesamten
untersuchten Bereich bis knapp unter die Loslichkeitsgrenze von B-Cyclodextrin. Es liegen
somit A -Isothermen vor. Auch bei héheren Konzentrationen zeichnen sich die Ergebnisse
durch niedrige Standardabweichungen und hohe Korrelationskoeffizienten der Regressions-
geraden aus. Abbildung 5.4 verdeutlicht dies an der Isotherme von Sulfaguanidin. Es handelt

hierbei sich um den Gast, flr den die meisten Einzelwerte gemessen wurden.
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Abb. 5.4: Isotherme (25 °C) fir SGD bis zur Loslichkeitsgrenze von 3-Cyclodextrin

Um zu klaren, ob die Loslichkeitsgrenze von B-Cyclodextrin auch den Endpunkt der
Isothermen dieser acht Gastmolekile festlegt, wurden die Léslichkeitsstudien Uber diesen
Punkt hinaus ausgedehnt. Das Cyclodextrin lag hier in den Proben anfangs suspendiert vor.
Eine weitere Steigerung der Konzentration des Gastes in der Probenlésung muss also durch
eine Losungsvermittlung fur das Cyclodextrin infolge der Komplexbildung mit dem jeweiligen
Gast hervorgerufen werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse flr den Verlauf der
Isothermen bis zu einem Cyclodextringehalt von 32 mmol/kg, was in etwa der doppelten
Konzentration im Vergleich zur intrinsischen Ldslichkeit von B-Cyclodextrin entspricht, nach
der Starke der Wechselwirkungen gruppiert, dargestellit.

Die Steigung der Isothermen bis zum Knickpunkt nimmt in der Gruppe der Modellsubstanzen
sehr unterschiedliche Werte an. Ein Vergleich dieser Grofde ist sinnvoll, da sie, anders als
K;.1, unabhangig von der intrinsischen Ldslichkeit der jeweiligen Substanz ist und angibt, wie
viele Cyclodextrinmolekule nétig sind, um ein zusatzliches Gastmolekul in Losung zu halten.

Anhand der Steigung kdnnen auch erste Einschatzungen vorgenommen werden, welche
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Stochiometrie in den gebildeten Komplexen vorliegt. Eine Steigung von 1 wirde
beispielsweise fiur das Auftreten von 1:1-Komplexen sprechen, es jedoch nicht endguiltig
beweisen. Hierzu dienen andere Methoden (s. Kap. 5.1.5.1). Insgesamt konnen drei
Gruppen ahnlicher Steigungen unterschieden werden.

Die Isothermen der strukturell eng verwandten Gaste Sulfadimidin, Sulfadiazin, Sulfamerazin
und Sulfameter zeigen mit Steigungen von 0,07 bis 0,14, dass diese Gaste nur eine geringe

Tendenz haben, mit B-Cyclodextrin Komplexe zu bilden.
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Abb. 5.5: Isothermen (25 °C) fir SDD, SDZ, SMR und SMT mit 3-Cyclodextrin

Die Kurven erreichen alle bei einer p-Cyclodextrinkonzentration von etwa 20 mmol/kg den
Punkt der maximalen Loslichkeit des Einschlusskomplexes. Der vergleichbare Verlauf kann
wahrscheinlich auf gemeinsame Strukturmerkmale zurtckgefuhrt werden. Sulfadiazin,
Sulfamerazin und Sulfadimidin unterscheiden sich nur durch die zunehmende Methylierung
am Pyrimidinring im Rest der Sulfonamidgruppe. Die zugehdrigen Kurven verlaufen
annahernd parallel, nur um die Differenz der intrinsischen Lo&slichkeiten versetzt. Aus den
Steigungen lasst sich ableiten, dass in etwa zehn 3-Cyclodextrinmolekile nétig sind, um ein
weiteres Gastmolekil in Lésung zu halten. Damit kann ausgeschlossen werden, dass die
Steigungen < 1 nur dem Auftreten von Komplexen héherer Ordnung, also einer
Stochiometrie unter der Beteiligung mehrerer Cyclodextrine, zuzurechnen sind.

Sulfafurazol und Sulfamethoxazol tragen vergleichbare Reste an ihrer Sulfonamidgruppe,
die sich durch die Verteilung der Heteroatome im Ringsystem und eine Methylgruppe
unterscheiden. Die ahnliche Molekulstruktur flhrt zu vergleichbaren Steigungen der
Isothermen (s. Abb. 5.6), die mit ca. 0,25 starker als bei den vorher beschriebenen
Gastmolekulen ausfallt und damit auch héhere Ky..-Werte bedingt. Mit 446 bzw. 549 (moI/I)'1

handelt es sich dennoch um schwache Wechselwirkungen.
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Abb. 5.6: Isothermen (25 °C) fir SFZ und SMZ mit 3-Cyclodextrin

Wahrend die Isotherme von Sulfafurazol wie bei SDZ, SDD, SMR und SMT im Bereich um
20 mmol/kg in einem Plateau endet, wird ein solches bei Sulfamethoxazol erst deutlich
spater erreicht. Fir dieses Gastmolekul ist also auch noch bei hdheren Cyclodextrin-
konzentrationen eine Loslichkeitssteigerung zu verzeichnen. Hier stellt sich die Frage nach

dem Grund fir diesen abweichenden Befund.

Die hochsten Isothermensteigungen weisen diejenigen Gaste auf, die an ihrer
Sulfonamidgruppe einen einfacheren Rest ohne Aromaten tragen. Fir Sulfaguanidin betragt
die Steigung etwa 0,65; fir die Grundstruktur Sulfanilamid, die nur ein Wasserstoffatom als
Rest tragt, liegt sie mit Abstand am hdchsten bei etwa 0,875. Paradoxerweise weisen also
genau diejenigen Substanzen, die selbst liber eine gewisse Wasserloslichkeit verfliigen, den
steilsten Anstieg infolge von Cyclodextrinzugabe auf. Dies schlagt sich allerdings nicht in
ebenso hohen Werten fir K4.1 nieder, was auf die hohe intrinsische Wasserloslichkeit dieser
beiden Molekile zurlckzufuhren ist. Sie betragt fir Sulfanilamid (0,048 mol/kg) etwa das
Flnfzigfache der Ld&slichkeit der anderen Sulfonamide. Die dadurch bedingte hohe
Konzentration der Gastkomponente in der Probeldsung fiihrte wahrscheinlich auch zu
unzureichenden Gleichgewichtseinstellungen und damit zu ungewdhnlich hohen
Schwankungen in den Messergebnissen. Abb. 5.7 und 5.8 zeigen die Isothermen fur
Sulfaguanidin und Sulfanilamid. Man erkennt, dass diese Substanzen trotz des steileren
Anstiegs der Isothermen im Bezug auf die intrinsische Léslichkeit nur eine vergleichsweise

niedrige relative Ldslichkeitssteigerung erfahren (s. Kap. 5.1.1.3).
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Die Loslichkeitsgrenze fur diese beiden Komplexpaare wurde im untersuchten Bereich nicht
erreicht. Die Kurven kdnnten also bei einem noch gréReren Angebot an Cyclodextrin ihren
Verlauf weiter fortsetzen und die Loslichkeit der Gaste und auch des Cyclodextrins kdnnte

sich weiter erhohen.

Man erkennt aus diesen Versuchen, dass die Eigenschaften des Gastes erheblichen
Einfluss auf das Ausmall der Komplexbildung und auch auf die Eigenschaften des
gebildeten Assoziats haben. Die Molekile, deren Struktur und deren physikalisch-
chemischen Eigenschaften vergleichbar sind, liefern zwar ahnliche Ergebnisse; es bestehen
trotzdem nicht zu vernachléssigende Differenzen. Die bisher dargestellten Versuche
erfolgten alle in ungepufferter Losung. Dies ermdglicht zwar direkte Aussagen zur
Komplexbildung in reinem Wasser. Es liegt jedoch auf der Hand, dass bei den vorliegenden
Gastmolekulen der pH-Wert einen entscheidenden Einfluss auf die Komplexbildung haben
muss. Dieser Faktor sollte in weiteren Experimenten untersucht werden (s. Kap. 5.1.2).

Das Auftreten einer Loslichkeitssteigerung des Cyclodextrins stellt gerade bei den
natirlichen Cyclodextrinen eine Ausnahme dar [54]. Es stellt sich die Frage, in welchem
Ausmald dies in Abhangigkeit vom Gastmolekil geschieht und welche Eigenschaften der
einzelnen Sulfonamide dies ermoéglichen. Diese Aspekte sollten experimentell weiter verfolgt

werden (s. Kap. 5.1.4).
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5.1.1.3 Betrachtung der relativen Loslichkeitssteigerung

Aus den Ergebnissen der Ldslichkeitsstudien kénnen auch rein praktische Aspekte des
Einsatzes von Cyclodextrinen als Losungsvermittler abgelesen werden. Bei der Entwicklung
einer Arzneiform ware es beispielsweise von Interesse, welche maximale Konzentration flr
einen Wirkstoff mit einem bestimmten Cyclodextrin in Lésung Uberhaupt erreicht werden
kann. In Abb. 5.9 ist die maximale relative Loslichkeitssteigerung, also das Verhaltnis der am
Knickpunkt der Isothermen vorliegenden Gastkonzentration und seiner intrinsischen
Loslichkeit in reinem Wasser, flr die Modellsubstanzen dargestellt. Flr Sulfaguanidin (SGD)
und Sulfanilamid (SNA) kénnen hier nur die maximal erreichten Werte angegeben werden,
obwohl mit weiterer Cyclodextrinzugabe méglicherweise eine noch hdhere Konzentration

erreichbar gewesen ware (mit * markiert).

10

Relative Loslichkeitssteigerung

sDz SDD SFZ SGD* SMR SMT SMZ SNA* STZ

Gastmolekiil

Abb. 5.9: Maximale relative Loslichkeitssteigerung mit B-Cyclodextrin in Wasser; die
gestrichelte Linie bei 1 entspricht der intrinsischen Loslichkeit des Gastes

Sulfafurazol (SFZ) und Sulfamethoxazol (SMZ) erfahren mit einer Erhéhung auf das
Neunfache die starkste relative Loslichkeitssteigerung. Am niedrigsten fiel der Wert fir
Sulfanilamid (SNA) aus, obwohl hier absolut die meisten Gastmolekiile in Lésung gebracht
werden konnen. Interessant ist, dass selbst die Ldslichkeit des Sulfathiazols (STZ), das als
einziges Molekll schwerldsliche Komplexe bildet, mehr als verdoppelt werden kann. Die
Werte fur die restlichen Molekile liegen mit 2,5 bis 7,5 dazwischen. Fir die Reihe
Sulfadiazin (SDZ), Sulfamerazin (SMR) und Sulfadimidin (SDD) sinken sie mit steigender
Methylierung. Insgesamt wird deutlich, dass mit B-Cyclodextrin, trotz niedriger
Assoziationskonstanten, aufgrund der ausgepragten Loéslichkeit der gebildeten Komplexe

eine erheblich hohere Konzentration der Sulfonamide in Losung erzielt werden kann.
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5.1.1.4 Bestimmung der durchschnittlichen Komplexstochiometrie aus den Isothermen

Wie in Kapitel 2.4.2.2 beschrieben, kann aus den Isothermen die durchschnittliche
Komplexstochiometrie berechnet werden. Dies ist mit den in den Versuchen ermittelten
Daten allerdings nicht fur alle Modellsubstanzen moglich. Fir Sulfathiazol musste die
Plateauldnge in Abhangigkeit von der Menge an Uberschuss der Gastkomponente bestimmt
werden, fir Sulfaguanidin und Sulfanilamid ware der weitere Verlauf der Isothermen bis zum
Auftreten eines Knickpunkts noétig. Fur die dbrigen Modellsubstanzen wurde aus den
erhaltenen Kurven das durchschnittliche Verhaltnis (Wirt zu Gast) in den Komplexen nach
Gleichung 2.5 berechnet, wobei fir die Léslichkeit von B-Cyclodextrin L, der Literaturwert
16,3 mmol/l

Extrapolation der Isothermen vor und nach dem Knickpunkt erhalten (s. Anh. 8.2.3.10).

[10] angenommen wurde. Der genaue Plateaubeginn P wurde durch

Tab. 5.2: Schatzwerte fir die Komplexstéchiometrie aus den Ldslichkeitsstudien

SDZ SDD SFZ SMR SMT SMZ
Verhaltnis m/n 0,84 0,83 1,41 0,64 0,54 0,84
Stochiometrie (CD:Gast) | 3:2-1:1 | 3:2-1:1 2:3 3:2 2:1 3:2-11

Man erkennt, dass in den meisten Fallen eine 1:1 Stochiometrie in Betracht kommt. Fuir
einige Gaste bestehen allerdings auch Hinweise, dass zumindest eine andere Stdéchiometrie
eine Rolle spielen kdnnte. Allerdings ist die angewendete Berechnung nicht geeignet, um
prazise Aussagen treffen zu kénnen. Die Bestimmung ist neben Messungenauigkeiten mit
sehr vielen Fehlern, die unter anderem bei der Bestimmung des Punktes P entstehen
kénnen, behaftet. Somit kdbnnen die Ergebnisse nur als erste Richtwerte angesehen werden

und eine weitere Methode zur Bestimmung der Stochiometrie ist nétig (s. Kap. 5.1.5.1).

5.1.1.5 Berechnung der Gibbs’schen freien Energie aus der Assoziationskonstante

Aus den Assoziationskonstanten Ki.1 (s. Tab. 5.1) kénnen die Gibbs’schen freien Energien
der Reaktion von Wirt und Gast, unter der Annahme einer ausschliefdlichen Komplex-
stéchiometrie von 1:1, nach Gleichung 2.15 berechnet werden. Obwohl hier keine Korrektur
der Sauredissoziation ausgefihrt wurde, sind die Werte mit Daten aus der Literatur
vergleichbar. Diese stammen allerdings aus verschiedenen Publikationen (Tab. 5.3) und

wurden entweder kalorimetrisch oder ebenfalls aus Léslichkeitsstudien gewonnen.

Tab. 5.3: Gibbs’sche freie Energie [kJ/mol] aus den Léslichkeitsstudien im Vergleich zu Literaturwerten

Gast| SDZ SDD SFZ SGD SMR SMT SMZ SNA STZ
0
AGT | 45 | 112 | -156 | -147 | -131 437 | -15.1 23 | -186
(exp.)
18,6 [143]
AG® |-14.4 [143] 15,6 [142] |-14,6 [142]|-11,8 [142] -15,8 [146]
(Lit) |-14.4 (146 1181142 16 0 [146]|-14.6 [151] |-12.4 [143] | ™V |49 pise] 114 1142 :18'; ng}
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5.1.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Komplexbildung

Sulfonamide sind amphotere Moleklle (vgl. Kap. 4.1.2). Sie liegen deshalb in wassriger
Lésung in Abhangigkeit vom vorherrschenden pH-Wert in verschiedenen Protonierungs-
zustanden vor (vgl. Kap. 4.1.2, Anh. 8.2.4.10). Mit der Aufnahme und Abgabe von Protonen
verandern sich neben der Ladung verschiedene Molekileigenschaften wie die Oberflache,
Ladungsverteilung und Wasserloslichkeit, was auch Auswirkungen auf die Komplexbildung
mit Cyclodextrinen haben kann [173]. Fir die Modellsubstanzen sollte dies anhand von
Loslichkeitsstudien bei verschiedenen pH-Werten in Pufferlésungen untersucht werden, die
im Hinblick auf Konzentration und Art der eingesetzten lonen vergleichbar sein sollten. Es
wurden Phosphatpuffer aus dem Arzneibuch ausgewahlt, da hier keine Wechselwirkungen
mit B-Cyclodextrin zu erwarten sind [174]. Ausgehend von den pKss;-Werten der Sulfonamide
war anzunehmen, dass sich die intrinsische Ldslichkeit der schwach sauren Gastmolekule
mit steigendem pH-Wert in Abhangigkeit von ihrer Saurestarke erhdohen wirde. Da dies
alleine schon den Wert der Assoziationskonstante aufgrund der Art ihrer Berechnung
beeinflusst (s. GIl. 4.3), wurde neben Ki; auch die Steigung der Isothermen in die
Betrachtung der Wechselwirkungen mit einbezogen. Die Einzelergebnisse der

Léslichkeitsstudien sind im Anhang 8.2.4 enthalten.

Diejenigen Molekule mit einem pKss-Wert von etwa 7 (SDZ, SDD, SMR, SMT und STZ)
erfahren zwischen pH 4,0 und 6,5 eine nur sehr geringe, zwischen pH 6,5 und 9,0 eine umso
deutlichere Steigerung ihrer intrinsischen Loslichkeit, da in diesem Bereich der
Dissoziationsgrad sprunghaft ansteigt. Die Steigung der Isothermen nimmt mit der Erhéhung

des pH-Wertes leicht zu, wie am Beispiel von Sulfadiazin zu sehen ist.
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Abb. 5.10: Léslichkeitsisothermen (25 °C) von Sulfadiazin bei verschiedenen pH-Werten
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Die am starksten sauren Gaste Sulfafurazol (SFZ) und Sulfamethoxazol (SMZ) |6sen sich
aufgrund friherer Erhohung des Dissoziationsgrades schon bei pH 6,5 deutlich besser als
bei 4,0. Aber auch bis pH 9,0 ist noch einmal eine deutliche Konzentrationssteigerung
festzustellen. Auch hier nimmt die Loslichkeitsisotherme einen leicht steileren Verlauf.

Fir Sulfaguanidin und Sulfanilamid liegen die Isothermen in den Pufferldsungen und in
reinem Wasser direkt aufeinander. Dies liegt zum einen in dem hohen pKss-Wert der beiden
Substanzen, die nur Uber eine sehr schwache N-H-Aciditat verfugen, begrindet. Selbst bei
pH-Wert 9 liegen sie nur zu etwa 1 % deprotoniert vor. Zum anderen findet auch keine pH-
abhangige Veranderung der Steigung der Léslichkeitsisothermen statt.

Insgesamt ergaben sich aus den Messwerten lineare Loslichkeitszunahmen mit steigender
B-Cyclodextrinkonzentration. Durchgehend zeichnen sich die Regressionsgeraden durch
sehr hohe Korrelationskoeffizienten und niedrige Standardabweichungen aus. Bemerkens-
wert ist, dass auch flr Sulfathiazol, das in reinem Wasser schwerlésliche Komplexe bildet,

bei pH 6,5 und 9,0 ein ununterbrochener Anstieg zu verzeichnen ist.

Tab. 5.4: Steigung der Isothermen (25 °C) und Ky.1 in Abhangigkeit vom pH-Wert; * = s. Anh. 8.2.4

pH 4,0 pH 6,5 pH 9,0 Wasser

Gast Steigung [(m}f)1|:/1|)'1] Steigung [(m}f)1I:/1I)'1] Steigung [(m}f)1I:/1I)'1] Steigung [(mfl?l)’1]
SDZ 0,0985 426 0,1023 213 0,1877 33 0,0959 338
SDD 0,1763 138 0,1581 120 0,2001 45 0,1426 90
SFZ 0,2390 641 0,4161 64 0,3839* 11* 0,2452 569
SGD 0,6613 489 0,6472 437 0,6576 443 0,6521 404
SMR 0,1658 262 0,1654 206 0,2264 40 0,1445 188
SMT 0,0938 461 0,0802 234 0,1389 28 0,0688 224
SMZ 0,2897 412 0,4283 141 0,4494* 27* 0,3407 447
SNA 0,9308 291 0,9016 208 0,9327 299 0,8576 128
STZ 0,8453* 3046* 0,8359 2521 0,7069 266 0,7812 1859

Der K1.1-Wert ist zwar prinzipiell geeignet, die Wechselwirkungen zwischen Cyclodextrin und
Gastmolekul zu charakterisieren. Ein direkter Vergleich ist hier jedoch schwierig, da bei der
Berechnung nicht zwischen dissoziierter und undissoziierter Form unterschieden wird.

Man erkennt, dass die Steigungen der Isothermen im gewahlten pH-Bereich fast konstant
bleiben. Der leicht steilere Verlauf, der bei den meisten Substanzen mit steigendem pH-Wert
auftritt,

wahrscheinlich zu erhdhter Wasserléslichkeit und damit zu geringerer Komplexbildung

widerspricht der Erwartung, dass ein hoherer Anteil an geladenem Gast
fuhren sollte. Es kommen mehrere Ursachen in Frage. Einerseits konnte die Ladung im
Zentrum des Gastmolekuls die Bildung von Komplexen héherer Ordnung unterbinden und so
die Steigung der Isothermen erhdhen. Andererseits wird in der Literatur auch berichtet, dass
geladene, aromatische Gaste manchmal eine hoéhere Affinitat zu Cyclodextrinen haben, als

ihre ungeladenen Pendants [175,176].
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5.1.3 Einfluss der Temperatur auf die Komplexbildung und Van’t Hoff Plot

Die beschriebenen Léslichkeitsstudien in Wasser wurden bei zwei weiteren Temperaturen
(35 °C, 45 °C) durchgefiihrt. Uber einen Van’t Hoff Plot sollten thermodynamische Daten
gesammelt werden, um den Vorgang der Komplexbildung zwischen den Modellsubstanzen
und B-Cyclodextrin naher zu charakterisieren. Die Durchfiihrung bei héheren Temperaturen
sorgte flir eine starkere Streuung der Messergebnisse. Die Standardabweichungen und
Korrelationskoeffizienten der Isothermen sind trotzdem zufriedenstellend. Die Ergebnisse
sind im Anhang 8.2.5 enthalten.

Die intrinsische Loslichkeit der Gaste erhohte sich mit steigender Temperatur, die Steigung
der Loslichkeitsisothermen nahm leicht zu. Einzige Ausnahme stellt Sulfanilamid dar, dessen
Isothermen sich mit steigender Temperatur abflachten. Abb. 5.11 zeigt den typischen

Kurvenverlauf am Beispiel der Isothermen von Sulfaguanidin.
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Abb. 5.11: Loslichkeitsisothermen fir Sulfaguanidin bei 25 °C, 35 °C und 45 °C

Unter der Annahme, dass die Enthalpieanderung im untersuchten Temperaturbereich
annahernd konstant bleiben wirde, wurde mittels Van't Hoff Plot der Zusammenhang
zwischen Temperatur und Assoziationskonstante bestimmt. Dieses Vorgehen wird in der
Literatur zwar oft gewahlt; es ignoriert allerdings, dass AH bei vielen Prozessen nicht
konstant ist. Deshalb sind kalorimetrische Versuche vorzuziehen, falls sie zuganglich sind
[177]. Die Messung der geringen Energieumsatze bei der Komplexbildung mit
Cyclodextrinen setzt jedoch eine Empfindlichkeit voraus, die von den meisten Geraten nicht
erreicht wird. Am haufigsten wird die Mikrokalorimetrie in Form von isothermalen Titrationen
eingesetzt. Aber auch fir diese sehr empfindliche Methode ist eine Assoziationskontante im

Bereich von 10 bis 10® nétig [5]. Dieser Wert wird erheblich unterschritten, da die
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Wechselwirkungen zwischen Sulfonamiden und B-Cyclodextrin selbst fliir Cyclodextrin-
komplexe sehr schwach sind. Bei der Bewertung der Ergebnisse gilt es also zu beachten,
dass die Methode der Lo&slichkeitsstudien einen Kompromiss zur Erlangung thermo-
dynamischer GréRRen darstellt.

Aus der Geradengleichung der Auftragung T gegen In(K:.1) wurden enthalpischer und
entropischer Beitrag zur Komplexbildung nach Gleichung 4.5 abgeschatzt. Wie erwartet
sinken die Werte flr die Assoziationskonstante mit steigender Temperatur. Das
Gleichgewicht wird in Richtung der freien Komponenten verschoben. Die Korrelations-
koeffizienten der Van't Hoff Plots liegen sehr hoch. Es werden teilweise mit den Referenzen
vergleichbare Werte flr Enthalpie- und Entropiednderung erhalten. Man erkennt jedoch an
den hohen Abweichungen fur einige Gaste (vor allem SNA), dass diese Methode ohne

weitere Experimente nur eingeschrankt sinnvolle Werte liefert.

Tab. 5.5: Ergebnisse der Van't Hoff Plots im Vergleich zu Literaturwerten; * = kalorimetrische Daten

Gast | K11 (25 °C) [ K11 (35 °C) | K11 (45 °C) r2 AH® AS° AH® (Lit.) | ASO(Lit.)
[(moI/I)'1] [(moI/I)'1] [(moI/I)'1] (Van’t Hoff) | [kd/mol] | [J/mol'K] | [kJ/mol] [J/molK]
i ) 27,5 [143] | -44,0 [143]
Sbz 350 244 128 0,9675 39,4 829 | g5 [46]|  -6.9*[146]
SDD 92 76 63 0,9998 15,0 | -12,9 | -27,6 [142]| -52,7 [142]
i ) -18,4 [142]| -9,7 [142]
SFz 549 349 248 0,9962 31,4 529 | pg'0r [146] | -40.4* [146]
SGD 381 236 169 0,9929 -32,0 | -582 |-46,0 [142] |-105,3 [142]
i ) 29,3 [142] | -58,0 [142]
SMR 200 156 129 0,9967 17,4 144 1 73, [143]| 31 [143]
SMT 247 161 155 0,8313 186 | -17,2 n. v. n. v.
SMZ 448 307 156 0,9676 415 | -881 | -22,5%[146]| -22,4*[146]
SNA 145 18 9 0,9223 | -108,2 | -323,3 | -39,3 [142] | -93,6 [142]
-42,3 [143]| -79,1 [143]
STZ 1825 1432 517 0,8760 494 | -102,2 | -354*[144] | -58,0*[144]
-29,8*[146] | -35,4*[146]

Man erkennt, dass nicht nur zwischen Versuchsdaten und den Literaturangaben, sondern
auch zwischen den einzelnen Referenzen erhebliche Differenzen auftreten. Griinde hierfir
sind wahrscheinlich in den unterschiedlichen Bestimmungsmethoden zu suchen. Allen Daten
ist allerdings gemeinsam, dass Enthalpie- und Entropieterm ein negatives Vorzeichen
tragen. Die Komplexbildung resultiert also in einer héheren Ordnung des Systems, was

durch den enthalpischen Beitrag ausgeglichen wird.
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In der Literatur zur Thermodynamik der Komplexbildung mit Cyclodextrinen wird haufig das
Phanomen der Enthalpie-Entropie-Kompensation beschrieben [67]. Es handelt sich hierbei
um das Auftreten einer anndhernd linearen Abhéngigkeit zwischen den GréRen AH° und
T-AS® fir die Komplexbildung verschiedener Gastmolekiile. Obwohl theoretisch kein
erklarbarer Zusammenhang zwischen den Gréflien gegeben ist, wird diese Beziehung zum
weiteren Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen Cyclodextrinen und ihren Gasten
herangezogen. Die Steigung der Kompensationskurve zeigt an, in welchem Ausmal}
energetische Differenzen zwischen den Komplexen verschiedener Gastmolekule durch
einen Verlust an Entropie verloren gehen. Es kann also nur der Anteil (1-b) zur Bildung eines
stabileren Komplexes beitragen. Daneben kann an einem positiven y-Achsenabschnitt t
(T-AS°(0)) der Geraden die inhdrente Komplexstabilitat abgelesen werden, woraus abgeleitet
werden kann, dass ein Komplex selbst ohne enthalpischen Beitrag (AH%=0) stabilisiert wiirde
[5]. Auch an den Ergebnissen flir die Modellsubstanzen kann ein solcher Zusammenhang

beobachtet werden.
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Abb. 5.12: Enthalpie-Entropie-Kompensation bei der Bildung der Komplexe der Sulfonamide

Die Steigung von 1 sagt aus, dass jeglicher energetische Gewinn, der durch eine ginstigere
Molekulgestalt des Gastes gewonnen wird, durch entropische Verluste infolge der nétigen
Konformationsanderungen verloren geht. Bezieht man die Ungenauigkeit der Bestimmung
mit ein, so sollte man vorsichtiger formulieren, dass zumindest ein Grofteil verloren geht. Im
Gegenzug wird die Komplexbildung aber immer noch durch die Desolvatation des Gastes
begulnstigt [178].
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5.1.4 Quantifizierung der synergistischen Loslichkeitseffekte

An den in Kapitel 5.1.1.2 enthaltenen Isothermen ist ersichtlich, dass bei einigen
Modellsubstanzen eine Ldslichkeitssteigerung auch oberhalb der eigentlichen Léslichkeits-
grenze von B-Cyclodextrin moéglich ist. Im Zuge der Komplexbildung mit den betreffenden
Sulfonamiden scheint es also zu einer synergistischen Loslichkeitssteigerung von Wirt und
Gast zu kommen. Dieses Phanomen tritt beim Einsatz natirlicher Cyclodextrine nur in
Einzelfallen auf. Die Bildung von schwer loslichen Komplexen mit vielen Gasten ist ein
Hauptgrund flr die Notwendigkeit der Derivatisierung der Cyclodextrine [14].

Ein besseres Verstandnis sollten Versuche zur Quantifizierung dieses Effektes in
Abhangigkeit vom Gastmolekdl liefern. Aus den Ergebnissen sollten Hinweise gesammelt
werden, welcher Mechanismus als Ursache fur die Loslichkeitssteigerung in Frage kame. Es
wurde bestimmt, wie viel B-Cyclodextrin eine Losung zusatzlich aufnehmen kann, die zuvor
mit B-Cyclodextrin gesattigt wurde und anschlieend die maximal mdgliche Menge des
Gastes aufgenommen hatte. Sulfathiazol wurde hier vernachlassigt, da es schwerl6sliche
Komplexe bildet. Die Bestimmung der Cyclodextrinkonzentration erfolgte mittels
Polarimetrie. Hierbei handelt es sich zwar um eine vergleichsweise unempfindliche Methode;
fur die Detektion des deutlichen Anstiegs der optischen Drehung war sie jedoch aus-

reichend. Die Einzelergebnisse sind im Anhang 8.2.6 zu finden.

5.1.4.1 Quantifizierung der Loslichkeitssteigerung von B-Cyclodextrin in Wasser

Zuerst sollte die Bestimmung in reinem Wasser erfolgen. Die relative Steigerung L* der

intrinsischen Loslichkeit von B-Cyclodextrin fiel unterschiedlich hoch aus:

Relative Loslichkeitssteigerung

i

Gastmolekiil

SNA

Abb. 5.13: Relative Loslichkeitssteigerung L*.; von B-Cyclodextrin in Abhangigkeit vom Gast
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Mit den Gasten Sulfadiazin (SDZ), Sulfadimidin (SDD), Sulfamerazin (SMR) und Sulfameter
(SMT) bewegt sich der Wert im Bereich von 1,0 - 1,2. Fir Sulfafurazol (SFZ) und
Sulfamethoxazol (SMZ) liegen die Ergebnisse mit 1,27 bzw. 1,41 etwas hoher. Fir diese
Substanzen wird also eine leichte, aber dennoch signifikante Konzentrationssteigerung von
B-Cyclodextrin beobachtet. Deutlich héher fallt das Ergebnis fur Sulfaguanidin (SGD) aus.
Hier wird mit 1,85 die Loslichkeit fast verdoppelt. Das Maximum in diesem Versuch erreichte
Sulfanilamid (SNA) mit einer anndhernden Vervierfachung der intrinsischen Léslichkeit von
B-Cyclodextrin.

Diese Zahlenwerte dricken aus, bis zu welchem Absolutwert die p-Cyclodextrin-
konzentration gesteigert werden konnte. Bei der Betrachtung des Ausmales gilt es aber
auch, die tatsachliche Konzentration des Gastes zu bericksichtigen, mit der diese
Steigerung erreicht wurde. Sulfanilamid besitzt beispielsweise eine erheblich hdhere
Wasserloslichkeit. Somit lag in den Probenlésungen auch eine viel héhere Menge des
Gastes vor. Um einen direkten Vergleich ziehen zu kénnen, wurde berechnet, wie viele
Molekile B-Cyclodextrin pro vorliegendem Gastmolekil zusatzlich in Lésung gingen. Dieses

molare Verhaltnis L*,as zeichnet ein einheitlicheres Bild:

Tab. 5.6: Relative, molare Loslichkeitssteigerung L*/as von B-Cyclodextrin
SDz SDD SFz SGD SMR SMT SMz SNA
1,12 0,76 1,00 1,17 0,97 0,96 1,13 0,78

Die Werte fir alle Arzneistoffe liegen nahe beieinander und schwanken um 1,0. Den
niedrigsten Wert erzielt gerade die Substanz, bei der die hochste absolute
Loslichkeitssteigerung zu verzeichnen war, namlich Sulfanilamid. Es zeigt sich also, dass
alle Sulfonamide in etwa dieselbe Ld&slichkeitssteigerung bewirken kénnen. Fir jedes
Gastmolekul geht durchschnittlich ein weiteres B-Cyclodextrinmolekil in Lésung. Dies
scheint trotz der relativ schwachen Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast mdglich zu
sein. Die Starke dieser Wechselwirkungen hat kaum Einfluss darauf, wobei jedoch auffallt,
dass mit Sulfadimidin und Sulfanilamid diejenigen Gaste am niedrigsten liegen, die auch die
kleinsten K;.;-Werte aufweisen (vgl. Kap. 5.1.1). Es lasst sich daraus ableiten, dass sich die
Konzentrationen der freien und der an der Komplexbildung beteiligten B-Cyclodextrin-
molekile annahernd additiv verhalten. Statistisch liegt also immer die Konzentration der
intrinsischen Ldslichkeit an B-Cyclodextrin ohne eingeschlossenen Gast neben einer von der
Gastkonzentration bestimmten Menge an Einschlusskomplexen vor. Diese Betrachtung
liefert jedoch noch keine Hinweise, durch welche Eigenschaften Sulfonamide diesen Effekt
hervorrufen kénnen und in welchem Protonierungszustand sie dies tun. Deshalb wurde

dieser Versuch bei verschiedenen pH-Werten wiederholt.



Ergebnisse und Diskussion 83

5.1.4.2 Quantifizierung der Loslichkeitssteigerung in Abhangigkeit vom pH-Wert

In Kapitel 2.3.4 werden verschiedene Ansatze beschrieben, eine Ldslichkeitserhéhung von
Cyclodextrinen infolge von Komplexbildung zu erklaren. Die Ladung des Gastes kann hierbei
eine Rolle spielen [7].

Das zuvor in Wasser durchgefuhrte Experiment wurde in zwei Puffern wiederholt, die schon
in den Ld&slichkeitsstudien verwendet wurden. Die pH-Werte 4,0 und 9,0 boten sich aus
mehreren Grinden an. Oberhalb von pH 3,0 ist noch keine Hydrolyse der Cyclodextrine zu
erwarten. Die intrinsische L&slichkeit der Sulfonamide liegt bei pH 9,0 noch in einem
moderaten Bereich. Am wichtigsten ist aber, dass die pKssz-Werte der Sulfonamide mit
Ausnahme von Sulfaguanidin (SGD) und Sulfanilamid (SNA) zwischen den beiden
gewahlten pH-Werten liegen. Somit Uberwiegt in den Pufferldsungen einmal die an der
Sulfonamidgruppe protonierte und einmal die deprotonierte Form (vgl. Anh. 8.2.4.10). Damit
sollte es moglich sein, eine Aussage abzuleiten, welcher Ladungszustand fur den
I6slichkeitssteigernden Effekt verantwortlich ist. Anders als bei den Versuchen in reinem
Wasser sind hier deutliche Unterschiede in den molaren Ldslichkeitssteigerungen zwischen

den einzelnen Arzneistoffen vor allem bei pH 4,0 zu beobachten.

Tab. 5.7: Loslichkeitssteigerung von 3-Cyclodextrin in Abhangigkeit von Gast und pH-Wert

pH 4,0 pH 9,0
Crs! L*rel L*/as L*rel L*as
SDz 1,14 1,42 1,37 0,70
SDD 1,27 1,19 1,28 0,63
SFz 1,24 1,00 3,28 0,79
SGD 1,81 0,99 1,86 1,05
SMR 1,16 0,88 1,39 0,68
SMT 1,07 0,78 1,22 0,56
SMZ 1,34 1,05 2,19 0,65
SNA 3,70 0,77 3,73 0,88

Die Ergebnisse zeigen, dass der beschriebene Effekt pH-unabhangig auftritt. Bei
Sulfaguanidin und Sulfanilamid ist zusatzlich das Ausmall der Loslichkeitssteigerung
unabhangig vom pH-Wert. Diese Gastmolekile liegen bei beiden pH-Werten fast
ausschliellich in der protonierten Form vor. Anhand der relativen molaren
Loslichkeitssteigerung ist ersichtlich, dass durchweg ein zusatzliches Cyclodextrin pro
vorhandenem Gastmolekdl in Lé6sung geht.

Bei den anderen untersuchten Sulfonamiden bestehen in vergleichbarem Ausmaf
Differenzen zwischen den Werten bei den zwei gewahlten pH-Werten. Die deprotonierten
Gaste scheinen unabhangig von ihrer Molekulsubstitution in gleichem Ausmal® die
Léslichkeit von B-Cyclodextrin zu erhdhen. Die relative, molare Steigerung liegt hier
durchschnittlich bei 0,66. Bei pH 4,0 sind jedoch verschieden hohe Steigerungen zu

verzeichnen. Sulfadiazin (SDZ) erreicht hier mit einem Wert von uber 1,4 das Maximum, was
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fur das Auftreten hoherer Komplexstochiometrien spricht. Die ungeladene Form der
Molekile scheint also besser in der Lage zu sein, fiir das Cyclodextrin als Losungsvermittler
zu dienen. Tragt man die relative molare Ldslichkeitssteigerung L*as gegen den pKss-Wert

der Arzneistoffe auf, so lasst sich hier ein Trend vermuten:

1.8
= pH 4.0

1.6 | pH 9.0
1.4 J:
1.2 4 {
SGD
0.8 =
SFZ SNA
0.6 - sbz

0.4

0.2

Loslichkeitssteigerung (rel., mol.)
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pKs - Wert des Gastmolekiils

Abb. 5.14: Relative, molare Léslichkeitssteigerung L* s von B-Cyclodextrin in Abhangigkeit
vom pKss-Wert des Gastmolekils bei verschiedenen pH-Werten

Fir alle sechs genannten Gastmolekiile liegt die Loslichkeitssteigerung bei pH 4,0 héher als
bei pH 9,0. FUr Sulfamerazin (SMR) und Sulfameter (SMT) unterscheiden sich die beiden
Werte aber kaum. In der Reihenfolge des pKss-Wertes ist allerdings fur Sulfafurazol (SFZ),
Sulfamethoxazol (SMZ), Sulfadimidin (SDD) und Sulfadiazin (SDZ) ein Anstieg dieser
Differenz zu beobachten, was folgendermalien gedeutet werden kdnnte:

Alle sechs Substanzen erhdhen unabhangig von ihrem Ladungszustand die L&slichkeit von
B-Cyclodextrin in gewissem Mal. Sulfamerazin (SMR) und Sulfameter (SMT) bilden sowohl
in der protonierten als auch in der deprotonierten Form denselben Komplex, der die
Loslichkeit positiv  beeinflusst. Mit den restlichen Substanzen sind umso hohere
B-Cyclodextrinkonzentrationen zu erreichen, je quantitativer sie als ungeladenes Molekdl
vorliegen. Die Werte > 1 zeigen, dass die Prasenz eines solchen neutralen Gastmolekils
mehr als einem Cyclodextrinmolekil zur Léslichkeit verhilft. Dies legt nahe, dass die neutrale
Form Komplexe mit mehreren Cyclodextrinmolekilen gleichzeitig bilden kann, wohingegen
die deprotonierte und damit negativ geladene dazu nicht in der Lage ist. Dieses Ergebnis
lasst sich gut mit den Steigungen der Isothermen bei verschiedenen pH-Werten

(vgl. Kap. 5.1.2) vereinbaren. Hier lagen bei pH 9,0 die héchsten Kurvensteigungen vor.



Ergebnisse und Diskussion 85

Insgesamt haben die Versuche zur Ld&slichkeitssteigerung gezeigt, dass diejenigen
Sulfonamide, die lésliche Komplexe mit B-Cyclodextrin bilden, in der Lage sind, unter
verschiedenen Bedingungen eine Loslichkeitssteigerung ihres Wirtes hervorzurufen. Die
Betrachtung bei verschiedenen pH-Werten zeigte, dass es erheblich von den
Molekuleigenschaften abhangt, in welchem Ausmald dieser Effekt unter den gegebenen
Bedingungen eintritt. Bei der Interpretation der Ergebnisse gilt es jedoch einige
Einschrankungen zu beachten. Die Einzelergebnisse wichen teilweise erheblich voneinander
ab, was an den Standardabweichungen zu erkennen ist. Ursache ist wahrscheinlich, dass
sich die Verhaltnisse in Losung wahrend der einzelnen Phasen der Gleichgewichts-
einstellung immer am Loslichkeitsmaximum mindestens einer Komponente bewegten.
Darlber hinaus wurde die Annahme getroffen, dass die Steigerung der optischen Drehung
direkt der erhdhten Cyclodextrinkonzentration zugeordnet werden kann. Eventuelle
Anderungen der spezifischen Drehung infolge von Komplexbildung wurden vernachlassigt.
Auch eine mdgliche Verschiebung des Saure-Base-Gleichgewichts im Wechselspiel mit der
Komplexbildung wurde nicht berlcksichtigt.

Die Frage, welche Molekileigenschaften die Léslichkeitssteigerung hervorrufen, konnte mit
den verschiedenen Protonierungszustanden nicht endgultig beantwortet werden. Die Daten
legen allerdings den Schluss nahe, dass die Modellsubstanzen je nach Ladungszustand
verschieden stark mit einem oder mehreren B-Cyclodextrinmolekilen interagieren, die dann
ihrerseits additiv zur intrinsischen Loéslichkeit in der Losung vorliegen kdnnen. Bezlglich der
quantitativen Aussage der erhaltenen Daten bleibt allerdings zu bemerken, dass hier nur ein
Schritt der Ld&slichkeitssteigerung beobachtet wurde. Méoglicherweise hatten in den
Probeldsungen durch wechselnde Zugabe von Cyclodextrin und Gast noch hohere
Konzentrationen erreicht werden kdnnen, da das zusatzlich in Ldsung gegangene
B-Cyclodextrin prinzipiell auch wieder der Komplexbildung zur Verfigung stehen konnte.
Dies wird am Verlauf der Ldslichkeitsisothermen mit Cyclodextrinmengen oberhalb der
Loslichkeitsgrenze von B-Cyclodextrin deutlich (vgl. Kap. 5.1.1). Die hier vorgestellten Werte
enthalten also nicht die maximal durch das jeweilige Gastmolekil erreichbare Konzentration
an B-Cyclodextrin. Diese wirde wahrscheinlich vor allem fur Sulfaguanidin und Sulfanilamid

noch erheblich hoéher liegen.
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5.1.5 'H-NMR-Untersuchungen

Die Kernspinresonanzspektroskopie stellt eine der wichtigsten Methoden dar, um
Cyclodextrine und ihre Komplexe zu charakterisieren (vgl. Kap. 2.4.4). Mit ihrer Hilfe sollte
zum einen die Komplexstochiometrie erganzend zu den Ldslichkeitsstudien bestimmt
werden und zusatzlich sollten in zweidimensionalen Versuchen Informationen Uber die
Struktur der Komplexe gesammelt werden. Die Zuordnung der Signale aller beteiligten
Molekdule ist in Anhang 8.2.7.1 enthalten.

Das 'H-NMR-Spektrum der natiirlichen Cyclodextrine beschrankt sich auf einige wenige
Signale, weil mehrere magnetisch aquivalente Wasserstoffatome in den Molekilen
vorhanden sind [100]. Deshalb ist die Zuordnung im

Vergleich zu Cyclodextrinderivaten, bei denen das

Substitutionscluster das erhaltene Spektrum bestimmt,

vergleichsweise unkompliziert. Fir die folgenden

Versuche sind die beiden in das Innere der Kavitat

ragenden Wasserstoffatome (H3 und H5) entscheidend,

da sie eingeschlossenen Gasten sehr nahe kommen.

Standardmallig wird den Proben in der NMR-

Spektroskopie eine Referenzsubstanz zugesetzt, auf

deren Signal die chemische Verschiebung bezogen wird. H5

Unter anderem werden hier Tetramethylsilan (TMS) in Abb. 5.15. Wassersioffatome. im Inneren
organischen Ldsungsmitteln oder Trimethylsilylpropionat- der Kavitat natirlicher Cyclodextrine

D, (TSP) in wassriger Losung eingesetzt. Die Fahigkeit der Cyclodextrine, Einschluss-
komplexe zu bilden, macht vor diesen Substanzen allerdings nicht halt [179]. Dies kann zur
Folge haben, dass in der Lésung mehrere Gaste um die Komplexbildung konkurrieren, was
gerade die CICS-Messungen beeintrachtigen kann. Abhilfe kann das Arbeiten mit externer
Referenzierung schaffen, wobei Probenréhrchen mit einem Zweikammersystem zum Einsatz
kommen [180]. Die groRe Probenanzahl, die fiir die Job’s Plots nétig war, sprach jedoch fir
den Kompromiss, sich am HDO(Restwasser)-Signal zu orientieren. Da diese Peaks trotz
Gefriertrocknung noch gut zu erkennen und kaum gegeneinander verschoben waren, wurde
ihre Uberlagerung zur Referenzierung gewahit.

Das Arbeiten im deuterierten, aber dennoch wassrigen Losungsmittel hat zur Folge, dass bei
der Einstellung der Saure-/Base-Gleichgewichte alle daran beteiligten Protonen durch das
Isotop ausgetauscht werden. Es verschwinden damit alle entsprechenden Signale, bei den
Sulfonamiden also die der aromatischen Aminogruppe und des sauren Protons der
Sulfonamidgruppe. Die Zuordnung des restlichen Spektrums fand anhand von Literatur-

stellen statt.
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5.1.5.1 Bestimmung der Komplexstochiometrie mittels Job’s Plot

Bei der Durchfilhrung von Job’s Plots mittels "H-NMR-Spektroskopie wird das AusmaR einer
aufgrund von Komplexbildung auftretenden Veranderung der chemischen Verschiebung (Ad)
einzelner Kerne in Abhangigkeit von der Zusammensetzung einer Probe untersucht.
Natlrlich ist dies nur bei denjenigen Wasserstoffkernen sinnvoll, die auch an der
Komplexbildung beteiligt sind. Da die Struktur der Komplexe der Sulfonamide nicht bekannt
war, wurden alle Signale der Arzneistoffe hinsichtlich ihrer Signalverschiebung untersucht.
Daneben wurden standardmaRig die Atome H3 und H5 von B-Cyclodextrin mit einbezogen.
Die Plots letzterer lieferten fast durchgehend auswertbare Kurven. Dies kann auch als
direkter Beweis fir stattfindende Komplexbildung gewertet werden. Die Kurven fir die
Signale der Gastmoleklle nehmen hingegen teilweise nicht die zu erwartende Form ein. Bei
den betreffenden Signalen kann davon ausgegangen werden, dass hier kein CICS erhalten
wird und deshalb auch keine Aussage zur Stéchiometrie der Komplexe abgeleitet werden
kann. Die Einzelergebnisse aller Messungen sind im Anhang 8.2.7.3 zu finden.

Das konsistenteste Ergebnis ergab sich fir Sulfaguanidin. Hier zeigen drei der vier Plots an,

dass eine Komplexstdchiometrie von 1:1 anzunehmen ist:
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Abb. 5.16: Job’s Plot - Diagramme zu Sulfaguanidin und B-Cyclodextrin

Insgesamt zeichnen sich die Kurven nicht immer durch ein eindeutiges Maximum aus, was
in der schwachen Auspragung der Wechselwirkungen zwischen den Sulfonamiden und
B-Cyclodextrin begriindet liegen durfte. Daneben liefern die Verschiebungen der einzelnen

Signale eines Gastmolekiils in einigen Fallen unterschiedliche Stéchiometrien. Ein Grund
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hierfir kdnnte das geringe absolute Ausmal} der auftretenden Shifts sein, weshalb schon
geringe Schwankungen in der Messreihe das Ergebnis erheblich beeinflussen kénnen. Die
Lage des urspringlichen Signals bestimmt zudem die Form der erhaltenen Job’s Plot-Kurve
erheblich, da dessen Wert in jeden Punkt eingerechnet wird.

In Tabelle 5.8 sind die einzelnen Ergebnisse flur die Stochiometrie in Abhangigkeit vom
untersuchten Wasserstoffkern angegeben. Eine Festlegung zu Gunsten einer vor-
herrschenden Stochiometrie ist nicht immer moglich. Auch weichen die Ergebnisse zum Teil
von den aus den Léslichkeitsstudien (Spalte PS) erhaltenen Komplexstéchiometrien ab
(vgl. Kap. 5.1.1.5). Fehlende Angaben (n. v.) konnten nicht mit den gewahlten Methoden

bestimmt werden oder es ergab sich kein verwertbares Ergebnis.

Tab. 5.8: Ergebnisse der Job’s Plots im Vergleich zu den Léslichkeitsstudien und Literatur

PS H3 (CD) | H5(CD) | H3,5(G) | H2,6 (G) Sonstige Signale Literatur
SDZ | 3:2-1:1 1:1 1:1 1:1 n.v. 1:2 (H b Pyr) 1:1[152]
SDD |3:2-1:1 | 2:1-1:2 2:1 1:2 n. v. 1:1 (CHs) 1:1[152]
SFZ 2:3 2:1 2:1-1:1 1:1 n. v. 1:1 (CHz a), 1:2 (CH3 b) 1:1[97]
SGD n. v. 1:1 1:1 1:1 1:1 n.v. 1:1 [151]
SMR 3:2 2:1-1:1 2:1 21 2:1-1:1 1:1 (H b Pyr) 1:1[152]
SMT 21 21-1:2 n.v. 1:2 n.v. n.v. n.v.
SMZ |32-1:1 | 11-12 | 21-1:1 | 1:11-1:2 1:1 1:1 (CHs), 1:2 (H Iso) 1:1[97,151]
SNA n. v. 1:1-1:2 1:1 1:2 1:2 n.v. 1:1 [97]
STZ n.v. 1:1 1:1 n.v. n.v. n.v. 1:1[97,143,147]

Die Ergebnisse legen nahe, dass Sulfonamide mit B-Cyclodextrin hauptsachlich 1:1-
Komplexe bilden. Deshalb kann die vereinfachte Betrachtung unter der Beschrankung auf
eine solche Stdchiometrie weiter bestehen. Allerdings liegen bei denjenigen Vertretern mit
einem grofRen aromatischen Rest an der Sulfonamidgruppe Hinweise vor, dass auch
Komplexe héherer Ordnung in Abhangigkeit vom Milieu eine Rolle spielen kénnten.
Einschrankend ist einerseits die fehlende Mehrfachbestimmung. Andererseits sind
moglicherweise die Wechselwirkungen zwischen den Sulfonamiden und B-Cyclodextrin zu
gering, um in Job’s Plots die Komplexstdchiometrie eindeutig zu bestimmen. Unterstitzt wird
diese These dadurch, dass die einheitlichsten Ergebnisse mit den Sulfonamiden mit den
hochsten Ky..-Werten (SGD, SMZ und STZ) erhalten werden.

Insgesamt hat sich die Bestimmung des CICS aber als gute Mdoglichkeit erwiesen,
Komplexbildung an sich nachzuweisen. Die Bestimmung der Stéchiometrie gelingt, ist aber

eine aufgrund von Messungenauigkeiten fur Fehler sehr anfallige Methode.
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5.1.5.2 Aussagen zur Komplexstruktur aus 2D-NMR-Versuchen

Die ROESY-Experimente sollten Uber die reine Feststellung, dass Komplexbildung
stattfindet, hinaus einen Einblick in die Orientierung des Gastes in der Kavitat des
Cyclodextrins geben. Auftretende Signale zeigen hier eine Entfernung von bis zu etwa 3 A
[101] an. Da die Wasserstoffatome des B-Cyclodextrins, die in das Innere der Kavitat
hineinragen (H3 und H5), in etwa 7,5 - 8,5 A voneinander entfernt sind, sollten bei einem
Einschluss von gréReren Gastmolekilen (mindestens der GroRe eines Benzolrings) NOE-
Effekte mit deren Wasserstoffatomen zu registrieren sein (s. Anh. 8.2.7.6).

Fur die Sulfonamide gilt es hier einige Besonderheiten zu beachten. Da die Signale fir alle
sauren und basischen Wasserstoffatome in D,O durch Deuterierung verloren gehen, bleiben
fur einige der Modellsubstanzen nur wenige Signale erhalten, mit denen ihre Positionierung
in der Kavitat bestimmt werden kann, flr Sulfanilamid zum Beispiel nur die der aromatischen
Wasserstoffe. Daneben schranken die niedrige Loslichkeit und die schwachen
Wechselwirkungen mit dem Cyclodextrin die Signalintensitat so stark ein, dass fir einige der
Gastmolekule (Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfamerazin) unter den Versuchsbedingungen
Uberhaupt keine Aussage getroffen werden konnte. Fir die anderen Gastmolekile ist es
jedoch mdglich, abzuschatzen, wie sie sich in der Kavitat orientieren und welcher Molekiilteil
eingeschlossen wird. Fir eine eindeutige Zuordnung der Molekdilteile wird der aromatische
Ring der Grundstruktur als Anilinring bezeichnet. Es bietet sich hier ein heterogenes Bild des

Bindungsmodus. Die einzelnen Spektren sind im Anhang 8.2.7.5 zu finden.

Fir beide Paare der aromatischen Protonen (H3,5 und H2,6) von Sulfanilamid und

Sulfaguanidin werden Kreuzsignale mit den Atomen H3 und H5 des Cyclodextrins erhalten.

Dies koénnte auf eine zentrale Position des NHR
Anilinrings mit Ausrichtung der beiden para- |
standigen Substituenten entlang der Symmetrie- L H5 o H5—
achse des Cyclodextrins hindeuten.
H5 H2
Wahrscheinlicher ist aber, dass die Achse des
—H3 H3—

Gastes schrag auf der des Cyclodextrins steht NH
und sich so zwei gegenuberliegende Wasser- Abb. 5.17: Schematische Darstellung der Orientierung
stoffatome im Raum zwischen H3 und H5 des von Sulfaguanidin in der Kavitat von B-Cyclodextrin

Cyclodextrins einordnen (Abb. 5.17). Es ware mdglich, dass ein solcher Einschluss die
aromatische Aminogruppe in eine Position brachte, von der aus sie mit den sekundaren
Hydroxylgruppen des Cyclodextrins Wechselwirkungen eingehen konnte, was zur
Komplexstabilisierung beitragen wirde. Insgesamt spiegelt diese Anordnung der Molekule
die typische Ausrichtung der hydrophoben wund hydrophilen Bereiche eines

eingeschlossenen Gastes im Komplex mit einem Cyclodextrin wider.
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Sulfameter tragt an seiner Sulfonamidgruppe einen weiteren Aromaten. Aus dem Spektrum
kann auch auf seine relative Lage riickgeschlossen werden. Es wird ein Kreuzsignal fir die
an dem Heteroaromaten gebundenen Wasserstoffe und H5 des Cyclodextrins erhalten.
Zusatzlich ist ein schwaches Signal zwischen
OCH;

den Wasserstoffen H2,6 des Anilinrings von
N/ \ H Sulfameter und H3 von B-Cyclodextrin zu

L H5 >:N H5- erkennen. Danach sitzt der Anilinring nicht
HN zentral in der Kavitdt, sondern ragt am
\

sekundaren Hydroxylgruppenrand heraus. Der

$O; .
H2

—H3 Heteroaromat hingegen liegt am primaren Rand

(Abb. 5.18). Diese Struktur widerspricht der
ublichen Ansicht, dass die hydrophoben
NH, Molekiilbereiche des Gastes mdglichst innerhalb

Abb. 5.18: Schematische Darstellung der Orientierung der Kavitat Ilegen' MOgIICherwelse findet hier im

von Sulfameter in der Kavitat von B-Cyclodextrin Zuge der Komplexbildung ein deutlicher induced-

fit statt, der eine hohere Kontaktflache maoglich macht. Daneben kénnten auch héhere
Ordnungen der Komplexstochiometrie oder non-inclusion-Vorgange (s. Kap. 2.3.2.3) eine

Rolle spielen.

Fir Sulfathiazol wurden die Aussagen des ROESY-Spekirums mit der Roéntgenkristall-
struktur aus [147] verglichen, um festzustellen, ob die Verhaltnisse in Losung eine andere
Struktur bedingen [41]. Aufgrund der starkeren Wechselwirkungen dieses Gastes mit
B-Cyclodextrin sind die ROESY-Signale im Spektrum deutlich ausgepragt. Fur die
Wasserstoffatome H2,6 des Anilinrings sind Kreuzsignale mit H3 und H5 des Cyclodextrins
vorhanden; fur H3,5 nur mit H5. Zusatzlich ist ein schwaches Signal zwischen einem der
Protonen am Thiazolring und H3 zu erkennen.
Diese Ergebnisse sind mit der Kristallstruktur gut
vereinbar. Die Absténde der betreffenden Wasser-
stoffpaare bewegen sich hier ebenfalls im Bereich
von 2 bis 3 A. Einzig das Proton des Thiazolrings
ist mit 3,5 bis 4,5 A weiter als die NOE-Distanz
von den Wasserstoffatomen des Cyclodextrins
entfernt. Allerdings liegt der Heterozyklus in der

Kristallstruktur zwischen zwei Cyclodextrinen und

kénnte so vielleicht zu einer anderen
. . . Abb. 5.19: Abstdnde der Wasserstoffatome in der
Konformation gezwungen werden als in Lésung. Réntgenkristallstruktur [147]
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Bei der Interpretation der Ergebnisse flr Sulfafurazol und Sulfamethoxazol ist zu beachten,
dass die starker sauren Molekile bei einem pH-Wert von 6,5 im Gegensatz zu den anderen
Sulfonamiden groRtenteils deprotoniert vorliegen (vgl. Anh. 2.4.10). Moglicherweise hat
dieser Umstand Einfluss auf die Struktur des Komplexes. Die zwei Molekile ahnlicher
Strukturformel nehmen annahernd dieselbe Position in der Kavitat ein.

In beiden Spektren sind Kreuzsignale zwischen den Wasserstoffatomen H2,6 am Anilinring
und sowohl H3 als auch H5 des Cyclodextrins zu erkennen. Zusatzlich ist ein Signal
zwischen den anderen aromatischen Wasserstoffen H3,5 und H5 vorhanden. Dies legt eine

Orientierung wie in Abb. 5.20 gezeigt

NH- nahe. Daneben zeigen sich im
H3 Spektrum von  Sulfafurazol sehr
L H5 H5— schwache Kreuzsignale zwischen den
H2 Methylgruppen des Heterozyklus und
H3 des Cyclodextrins, was die dar-
SO, .
estellte Anordnung unterstutzt. Der
—H3  / H3 ° o e
HN apolare Teil der Molekule ist somit
groBtenteils innerha er avita
\R Ofdtenteils i halb d Kavitat

eingebettet. Sollte der Gast als negativ
Abb. 5.20: Schematische Darstellung der Orientierung von . . .
Sulfafurazol und Sulfamethoxazol in der Kavitét von B-Cyclodextrin geladenes Molekll binden, so wiurde
sich die Ladung an der deprotonierten Sulfonamidgruppe zum Medium hin orientieren. Der

Heterozyklus steht am sekundaren Hydroxylgruppenrand heraus.

Die zweidimensionalen 1H-NMR-Experimente vermitteln einen Eindruck, wie einige der
Sulfonamidgaste in der Kavitat von B-Cyclodextrin liegen. Sie beweisen, dass Komplex-
bildung stattfindet und dass der Anilinring der Sulfonamide erwartungsgemafy zu grof3en
Teilen in der Kavitat des Cyclodextrins liegt. Allerdings muss beachtet werden, dass dies nur
fur die gewahlte Konzentration und das vorliegende Lésungsmittel gilt. In einem Puffer mit
einem anderen pH-Wert oder in einem nicht-wassrigen System kdnnte der Komplex eine
ganz andere Form annehmen. Die Verwendung eines Losungsmittels, in dem die Signale
der sauren und basischen Protonen nicht verloren gehen, kdnnte eine prazisere Aussage
zur Struktur liefern, da so noch mehr Anhaltspunkte gesammelt werden kdnnten - allerdings

nicht zu den Verhéaltnissen in Wasser.
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5.2 Untersuchungen an festen Komplexen

Die Versuche an selbst hergestellten, festen Komplexen hatten das Ziel, Informationen tber
deren Eigenschaften und Struktur auf molekularer Ebene im festen Aggregatzustand zu
sammeln. Wie auch bei den Versuchen in Losung ist das Prinzip hier meist, analytische
Unterschiede zwischen dem Komplex und den Einzelkomponenten (oder einer Mischung
dieser) festzustellen. In der Literatur wird sehr haufig schlicht das erhaltene Produkt mit einer
physikalischen Mischung gleicher Zusammensetzung verglichen. Eine hier punktuell
auftretende Variation des Messergebnisses wird als Beweis fur Komplexbildung gewertet.
Ob eine solche Beobachtung wirklich vom Auftreten von Einschlusskomplexen zeugt, oder
einfach vom Herstellungsverfahren oder der Beschaffenheit der Proben herruhrt, wird oft
nicht experimentell geklart. Eine weitere Interpretation der Effekte oder eine Quantifizierung
findet meist nicht statt. Im Gegensatz dazu sollte in dieser Arbeit eine systematischere
Herangehensweise erfolgen.

Die Wahl eines geeigneten Herstellungsverfahrens stellt hier die erste Herausforderung dar
(vgl. Kapitel 2.4.1). Es mussen die Besonderheiten des vorliegenden Wirt-Gast-Systems
beachtet werden. Die Methode sollte sich durch eine hohe Komplexbildungseffizienz
auszeichnen; ein moglichst groRer Anteil der enthaltenen Gastkomponente sollte also in
Einschlusskomplexen gebunden werden. Die Komplexe der Sulfonamide mit B-Cyclodextrin
zeichnen sich durch eine hohe Wasserloslichkeit aus (vgl. Kap. 5.1.1). Alle Verfahren, die
auf einer SchwerlGslichkeit der Komplexe beruhen, wie das Ausfallen aus gesattigten
Lésungen durch Temperaturerniedrigung, sind somit hier nicht anwendbar. Zudem sind die
Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast relativ schwach. Es liegt im Gleichgewicht in
wassriger Lésung also ein relativ grofer Anteil der Gastkomponente im ungebundenen
Zustand vor. Dies kann Signale der Komplexbildung zwar Uberdecken, auf der anderen Seite
kann aber auch am schwindenden Einfluss der freien Komponente der Komplexierungs-
erfolg festgemacht werden.

Fir jede Modellsubstanz wurden mehrere feste Proben hergestellt, die theoretisch einen
ansteigenden, relativen Anteil an Einschlusskomplexen im Vergleich zu den ungebundenen
Spezies enthalten sollten. Die Veranderung eines analytischen Merkmals sollte mit
steigendem Komplexgehalt verfolgt werden, um den Beweis zu flihren, dass dieses Merkmal
wirklich auf Komplexbildung hindeutet.

Zur Realisierung wurden an verschiedenen Punkten der Isothermen der Loéslichkeitsstudien
Ansatze hergestellt, filtriert und anschlieRend gefriergetrocknet. Die Lyophilisation wurde
gewahlt, da hier das zur Komplexbildung nétige Wasser quantitativ und schonend aus dem

System entfernt wird.
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Anhand der Loslichkeitsisotherme vom A-Typ (s. Abb. 5.21) ist ersichtlich, dass in den
Lésungen mit steigendem Cyclodextringehalt immer mehr komplexierter Wirkstoff im
Verhaltnis zu freiem vorliegen sollte. Ware es moglich, diesen Zustand unverandert in fester
Form zu konservieren, sollten die Eigenschaften des eingeschlossenen Gastes immer mehr

Gewicht bekommen.

2

} S,

Konzentration (Gast)

J

f s

Konzentration (Cyclodextrin)

Abb. 5.21: Unterschiedliche Zusammensetzung der Lyophilisate

Der Vergleich der Konzentrationsverhaltnisse an Punkt 1 und 2 zeigt, dass der Anteil von
Gastmolekulen, die aufgrund der Anwesenheit des Wirtes in LOsung gehen, gemessen an

der Gesamtzahl bei einer héheren Wirtskonzentration zunimmt. Es gilt:

S, N S,
S, +Sy  S$41+95,

Gl. 5.1

Im Ansatz 2 sollte also ein durch Komplexbildung entstehendes, analytisches Merkmal
deutlicher ausgepragt sein als bei Ansatz 1.

Bei der Gefriertrocknung wird dem System das Wasser entzogen. Ausgehend von den
bekannten Konzentrationen von Wirt und Gast ist es deshalb leicht mdglich, die
Massenverhaltnisse im trockenen Lyophilisat zu berechnen. Die teilweise sehr niedrigen
Steigungen der Isothermen und die molaren Massen der beteiligten Molekile haben zur
Folge, dass sich das Massenverhdltnis von Cyclodextrin zu Arzneistoff bei steigendem
Cyclodextringehalt immer mehr zu Gunsten des Wirtes verschiebt. Mit steigendem
Cyclodextringehalt in der Ausgangslésung sollte somit zwar die absolute Menge an
Gastkomponente im Lyophilisat steigen, der relative Gehalt in der Probe aber abnehmen
(Beispielrechnung s. Anh. 8.3.1).
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Die Gleichgewichtslage der Komplexbildung ist stark temperaturabhangig (vgl. Kapitel 5.1.3).
Aus diesem Grund wirde sich im Zuge des Einfrierens vor der eigentlichen Trocknung der
Anteil an gebundenem Arzneistoff steigern. Um auch diesen Faktor in die Betrachtung mit
einzubeziehen, wurde von jedem Ansatz eine Probe im Gefrierschrank, eine andere in
flissigem Stickstoff eingefroren. Das schnellere Einfrieren im Stickstoff sollte den
Gleichgewichtszustand besser konservieren und auf diese Weise die Gegebenheiten in
Lésung besser wiedergeben als die langsame AbklUhlung im Gefrierschrank. Dennoch ist
nicht auszuschlielen, dass in den festen Komplexen eine andere Gleichgewichtslage oder
eine neue Komplexstdchiometrie auftreten kénnte. Bei der Bezeichnung der Proben werden
durchgehend die Kirzel \KS’ fur die im Gefrierschrank und ,N2’ fir die in Stickstoff

eingefrorenen Proben verwendet.

Als Methoden zur Charakterisierung von festen Cyclodextrinkomplexen werden in der
Literatur vor allem spektroskopische Verfahren, thermische Analyse und Rd&ntgen-
diffraktometrie eingesetzt. Nicht alle der genannten Methoden sind auf die hier hergestellten
Proben anwendbar. Die Qualitat der Ergebnisse von réntgendiffraktometrischen Messungen
hangt stark von der Beschaffenheit der festen Probe ab. Die L&sungseigenschaften der
vorliegenden Komplexe und die Methode der Gefriertrocknung bedingen, dass die Proben
fur diese Methode nicht geeignet sind, da hier in unvorhersehbaren Anteilen kristalline und
amorphe Anteile enthalten sein kdnnen. Vorversuche an einigen Komplexen bestatigten
dies.

Die thermische Analyse mittels Differenzthermoanalyse (DTA) oder Dynamischer
Differenzkalorimetrie (DSC) bietet die Moglichkeit, den Erfolg der Komplexierung quantitativ
zu erfassen (s. Kap. 2.4.5). Dies setzt aber voraus, dass die Gastkomponente auch
unverandert schmilzt. Die gewahlten Modellsubstanzen zeichnen sich aber bis auf
Sulfanilamid durch eine ausgepragte Thermolabilitat aus. Deshalb wurde diese Methode nur
mit den Komplexen von Sulfanilamid durchgefuhrt. Die anderen Substanzen lieferten keine
brauchbaren Ergebnisse, da die thermische Zersetzung der Sulfonamide mit einer
Verkohlung der gesamten Probe einherging. Zusatzlich wurden FTIR-Spektren der Proben
aufgenommen, anhand derer auch auf molekularer Ebene Informationen Uber den
Einschlusskomplex gesammelt werden kénnen (vgl. Kap. 2.4.3). Zu diesem Zweck wurden
physikalische Mischungen der Komponenten hergestellt, die anndhernd dieselbe
Zusammensetzung wie die Komplexzubereitungen enthielten.

Die mikroskopische Betrachtung der Komplexzubereitungen flhrte zu keinen brauchbaren
Erkenntnissen. Im Lichtmikroskop waren zwar fir einige Gaste Unterschiede in Partikelform
und GroRe zu erkennen, die auf einen abnehmenden Anteil an freiem Wirkstoff hindeuten

koénnten. Es sind jedoch analytische Verfahren nétig, um dies auch zu beweisen.
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5.21 Thermische Analyse des Komplexierungserfolges bei Sulfanilamid

Anhand des Schmelzverhaltens der Gastkomponente sollte der Komplexierungserfolg, also
der im Cyclodextrin eingeschlossene Anteil, gemessen werden. In der Literatur wird diese
Methode sehr oft zur qualitativen Aussage, dass Komplexbildung stattfindet, herangezogen;
quantitative Ansatze sind selten. Die im Folgenden vorgestellten Versuche hatten das Ziel,
einerseits den freien Anteil des Gastes zu bestimmen, aber auch zu prifen, ob dieses
Analyseverfahren flr quantitative Aussagen Uberhaupt geeignet ist. Die Bestimmung erfolgte
ausschlie8lich mit Sulfanilamid, da alle anderen Modellsubstanzen fiir diese Bestimmung
aufgrund ihrer Thermolabilitdt nicht geeignet sind. Die Einzelergebnisse sind im Anhang
8.3.3 zu finden.

In Abb. 5.22 ist exemplarisch der Schmelzbereich einiger Komplexzubereitungen im
Vergleich mit der Reinsubstanz dargestellt. Man erkennt, wie die Flache des Schmelzpeaks
mit zunehmendem Cyclodextringehalt der Ausgangslosung abnimmt. Die Kurven kdnnen
allerdings nicht uneingeschrankt direkt verglichen werden, da die absolut enthaltene
Arzneistoffmenge unterschiedlich hoch lag (nach den Gehaltbestimmungen fur KS 0/5/10/15:
2,397 mg, 2,673 mg, 2,529 bzw. 3,160 mg Sulfanilamid). Auf diese tatsachlich vorliegende

Masse muss die gemessene Schmelzenthalpie bezogen werden.

T T T T T T T T
Sample temperature/°C

#Heat FlowimW
/[\ Exo

? SNA-GT-KS-10-1

SNA-GT-KS-0-1 /

Timels

4500 5000 5200 5400 5600 5800
1 1 1 1 1 1

Abb. 5.22: Schmelzkurven verschiedener Komplexzubereitungen im Vergleich mit reinem, gefrierge-
trocknetem Sulfanilamid

Auf diese Weise konnte fir die beiden Probenreihen die Schmelzenthalpie AHschmer:
berechnet werden, die fur die Verflissigung des enthaltenen Arzneistoffes aufgenommen

wurde. Mit Bezug auf die absolute Masse des enthaltenen Arzneistoffes zeigt sich, dass die
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aufgenommene Schmelzenthalpie mit zunehmender Cyclodextrinkonzentration in der Aus-

gangslésung immer weiter abnimmt.

Tab. 5.9: Schmelzenthalpie der festen Proben bezogen auf Sulfanilamidgehalt

Probe | Gehalt SNA [% m/m] | AHschmelz [J/mg] | Probe | Gehalt SNA [% m/m] | AHschmelz [J/mg]
GT 0KS 98,37 0,1352 GT 0Nz 96,73 0,1190
GT 5KS 59,71 0,1068 GT 5N, 56,00 0,177
GT 10 KS 40,11 0,0674 GT 10 N 43,56 0,0707
GT 15 KS 39,15 0,0531 GT 15 N, 34,99 0,0385
GT 20 KS 27,75 0,0534 GT 20 N, 30,58 0,0275

Als Bezugswert fur die Berechnung des Komplexierungserfolges wurde die Nullprobe, also
der cyclodextrinfreie Ansatz, der jeweiligen Probenreihe gewahlt. Dadurch sollten jegliche
aus dem Herstellungsverfahren herrihrenden Faktoren mit einbezogen werden. Fur jede
Probe wurde mit Bezug auf diesen Nullwert ein Sollwert fur die Schmelzenthalpie berechnet,
die man eigentlich vom Gehalt an Sulfanilamid her erwarten musste. Der relative Verlust an
zuzufihrender Schmelzenthalpie kann der Anwesenheit von B-Cyclodextrin zugeschrieben
werden. Wie erwartet ergab sich hierflr ein mit steigender Cyclodextrinmenge absinkender
Wert (s. Abb. 5.23), wobei zwischen den beiden Probenreihen deutliche Unterschiede
bestehen. Dies kdnnte mehrere Ursachen haben. Da bei den Messungen relative hohe
Schwankungen zwischen den Einzelbestimmungen auftreten, kdnnten diese Differenzen im
Messverfahren begrindet liegen. Eine andere Erklarung ist, dass beim Einfrieren in
Stickstoff viel niedrigere Temperaturen in der Lésung bis zur Erstarrung erreicht werden als
im Gefrierschrank. Das Gleichgewicht wiirde in diesem Fall in Richtung Komplex verschoben

werden und eine geringere Schmelzenthalpie ware zu erwarten.

—a— KS
100 {| =~ N2
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Schmelzenthalpie [%]
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R-Cyclodextrinkonzentration [mmol/l]

Abb. 5.23: Relative Schmelzenthalpieabnahme in Abhangig-
keit von der B-Cyclodextrinkonzentration der Ausgangslésung

Betrachtet man die Kurve fir die in Stickstoff eingefrorenen Proben, so wiirde man

interpretieren, dass bei einer Cyclodextrinmenge von 20 mmol/l bis zu 80 % der
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Gastmolekile in Komplexe mit B-Cyclodextrin eingeschlossen waren. Diese einzelnen, nicht
mehr zu Feststoffpartikeln aus Sulfanilamid verbundenen Moleklle benétigten keine Energie
mehr, um am Schmelzpunkt aus ihrem ,Gitter’ freigesetzt zu werden. Diese Betrachtung
setzt allerdings die Annahme voraus, dass eine Abnahme der aufgenommenen
Schmelzenthalpie einzig durch Komplexbildung hervorgerufen wird, nicht aber durch die
Beschaffenheit der Probe an sich. Alle herstellungsbedingten Einflisse auf die Kristallinitat

der Probe werden so vernachlassigt.

Aus den Konzentrationsverhaltnissen in den Ausgangslésungen kann berechnet werden,
welcher Anteil der Gastmolekile bei einer bestimmten Cyclodextrinkonzentration und einer
vorherrschenden Komplexstéchiometrie bei statischer Betrachtung in Komplexen gebunden
ware. Flr Sulfanilamid wurden in Kap. 5.1.5.1 Hinweise auf eine Komplexstéchiometrie von
1:1 - 1:2 vorgestellt. Berechnet man fiir beide Falle den prozentual im Komplex gebundenen
Anteil unter der Annahme der vollstandigen Besetzung der vorhandenen Cyclodextrine so
zeigt sich, dass die Werte fur eine 1:2-Stéchiometrie besser zu den aus den thermischen
Experimenten erhaltenen Zahlen passen. Dies konnte auf eine solche Zusammensetzung

der Komplexe im festen Zustand hindeuten.

Tab. 5.10: Vergleich des prozentualen, freien Anteils an Sulfanilamid in den thermischen Versuchen mit der
theoretischen Zusammensetzung der Ausgangslésungen bei verschiedenen Komplexstdéchiometrien

Probe | Thermisch - KS [%] | Thermisch - N2 [%] | Gehalt (Stéch.: 1:1) [%] | Gehalt (Stéch.: 1:2) [%]
GT 5 74,47 98,88 90,15 80,73
GT 10 49,87 59,40 82,48 64,96
GT 15 39,26 32,31 75,24 50,48
GT 20 39,49 23,11 70,03 40,05

Es kénnte also sein, dass wahrend der Abkuhlung der Lésungen die 1:2-Stéchiometrie zur
dominierenden Zusammensetzung der Komplexe wird. Da es sich bei Sulfanilamid um das
kleinste der Gastmolekiile handelt, ware dies aus raumlichen Aspekten zumindest denkbar.
Eine andere Mdoglichkeit ware die Einlagerung einzelner Molekule in die Zwischenrdume der

Cyclodextrine, was ebenfalls eine Kristallisation des Wirkstoffes verhindern kénnte.
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5.2.2 FTIR - Messungen an den festen Komplexzubereitungen

Bei den vorliegenden Proben gilt es, einige Besonderheiten bei der Auswertung der FTIR-
Spektren zu beachten. In den Lyophilisaten liegen immer in unterschiedlichen Anteilen freies
Cyclodextrin, freie Gastmolekiile und Komplexe beider nebeneinander vor (vgl. Kap. 5.2). Es
wird deshalb ein Mischspektrum erhalten, zu dem jede Komponente ihrem Gehalt
entsprechend einen Beitrag leistet. Diese Uberlagerung kann bedeuten, dass Signale niedrig
konzentrierter Bestandteile Giberdeckt werden oder so gering ausfallen, dass sie nicht mehr
aufgelost werden kénnen. Da einige der Sulfonamide in Wasser kaum l6slich sind, ist der
Gehalt in den Proben bei diesen Substanzen sehr gering. Die Schwingungen des
Cyclodextrins dominieren deshalb in vielen Fallen das Spektrum. Da die Oligosaccharide
jedoch nur wenige Eigensignale zeigen und sich in manchen Bereichen des Spektrums
Uberhaupt keine Peaks ergeben, ist es trotzdem mdglich, geringe Anteile des Gastes zu
identifizieren [3]. Dazu ist allerdings eine starke VergréfRerung in der Bearbeitungssoftware
[158] notig. Weiterhin treten bei einigen Sulfonamiden nach der Gefriertrocknung auch ohne
Anwesenheit von Cyclodextrinen Verschiebungen im Spektrum auf, die wahrscheinlich auf
die Polymorphie dieser Substanzgruppe zurickzufihren sind. Die Einbeziehung des
Spektrums der ebenfalls aus wassriger Losung gefriergetrockneten Reinsubstanz bietet sich
aus diesem Grund an. Bei der Bewertung der Abschwachung einzelner Signale muss zudem
immer berlcksichtigt werden, dass auch ein innerhalb der Probenreihen abfallender
Arzneistoffgehalt daflir verantwortlich sein kann. Die interpretierten Spektren der
Reinsubstanzen sind in Anhang 8.3.4 enthalten.

Die direkte Probenauftragung auf den Messdiamanten machte die Herstellung eines
Kaliumbromidpresslings unnétig. Eine Beeinflussung des Spekirums durch diese weitere
Komponente wurde so ausgeschlossen. Nachteilig war allerdings, dass die Schichtdicke der
Probe variierte und so die Absorption sich von Messung zu Messung veranderte. Bei einer
rein qualitativen Betrachtung spielt dies eine untergeordnete Rolle, da der mit Hilfe der
Software [158] ausfluhrbare Absorptionsabgleich den Vergleich von Proben unterschiedlicher
Schichtdicke zulasst. Die Interpretation der Spektren identifiziert Molekulteile der Gaste, die
von der Komplexbildung direkt betroffen sind. Aus den einzelnen Hinweisen kann die
Orientierung des Gastes abgeschatzt werden. Der an mehreren Stellen stattfindende
Vergleich mit den Ergebnissen der ROESY-Versuche (s. Kap. 5.1.5.2) kann die
Interpretation des Bindungsmodus zwar unterstlitzen, man muss jedoch beachten, dass
zwischen den festen Komplexen und den Verhaltnissen in Losung erhebliche Unterschiede
bestehen kdénnen. Wie schon in vorherigen Kapiteln wird zum Zweck der eindeutigen
Zuordnung der Benzolring der Grundstruktur als Anilinring, ein gegebenenfalls weiteres

Ringelement nach seiner Grundstruktur benannt.
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5.2.2.1 Sulfanilamid

Sulfanilamid 18st sich gut in Wasser. Der Arzneistoffgehalt der Proben lag daher sehr hoch.
Anhand der wenigen funktionellen Gruppen im Molekul kann der zunehmende Gehalt an
Einschlusskomplexen in den Proben verfolgt werden. Es ist allerdings nicht verwunderlich,
dass bei diesem relativ kleinen Molekil, das komplett in der Kavitdt von
B-Cyclodextrin Platz finden wirde, im Grunde alle Schwingungen des Molekiils von der
Komplexbildung betroffen sind.

Die N-H-Streckschwingungen der Amino- und Amidgruppe ebnen sich mit steigendem

Cyclodextringehalt zunehmend ein. Der Ver- "
gleich mit den physikalischen Mischungen zeigt,
dass diese Entwicklung nicht nur auf den
fallenden Wirkstoffgehalt zurlckzufiihren sein
kann. In Abbildung 5.24 ist der entsprechende -
Teil der Spektren von Sulfanilamid (GT-KS-0),

zwei Komplexzubereitungen (GT-KS-10/20) und
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den dazu passenden physikalischen Mi-
schungen (PM-40/30) zu sehen. Die N-H-

Schwingung der Aminogruppe ist starker

SNA-GT-KS-0

betroffen als die der Sulfonamidgruppe. Eine SNA-PM-40
SNA-GT-KS-20

mogliche Deutung im Kontext zur aus den SNAPMC

) 3500 3000
ROESY-Ergebnissen erhaltenen  Komplex- Wavenumbers (cm-1)

Abb. 5.24: N-H-Streckschwingungen der Sulfanilamid-
proben und der zugehdérigen physikalischen Mischungen

strukur (Abb. 5.17) ware, dass die Aminogruppe
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Cyclodextrin einginge, wahrend die Wasserstoffe der
Sulfonamidgruppe aus der Kavitdt herausragen wirden. Eine solche Orientierung wirde
allerdings voraussetzen, dass die Sauerstoffatome zum Cyclodextrin hin ausgerichtet waren.
Die Abschwachung sowohl der S-O-Streck- und S-O-Deformationsschwingungen als auch
der S-N-Streckvibration kdnnten diese Position des Gastes bestatigen.

Daneben spricht die Absenkung der Signale aller dem Aromaten und seinen Protonen
zuzuordnenden Schwingungen flir eine zentrale Position des Ringsystems innerhalb des

Cyclodextrins.

5.2.2.2 Sulfaguanidin

Die fir Sulfanilamid angefiihrten Grundsatze gelten auch fir Sulfaguanidin. Es I6st sich zwar
etwas schlechter in Wasser. Trotzdem lag auch hier der Gehalt der Proben noch sehr hoch.
Der Rest an der Sulfonamidgruppe umfasst nur die zusatzlichen Atome der Guanidin-

struktur. Deshalb erscheinen nur wenige zusatzliche Schwingungen im Spektrum.
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Auch hier zeigt sich, dass das gesamte Molekull in der
\ Kavitat eingeschlossen ist. Die C-C-Streckschwingungen
) des Aromaten und die N-H-Streckschwingungen der

Sulfonamidgruppe sind stark abgeschwacht. An den

Banden der S-O-Valenzschwingungen ist der wachsende
Anteil an eingeschlossenem Wirkstoff sehr deutlich zu
sehen. Abbildung 5.25 zeigt einen Ausschnitt der Spektren
des gefriergetrockneten Reinstoffs (GT-KS-0) und der im
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Gefrierschrank eingefrorenen Komplexzubereitungen (GT-
KS-5/10/15/20) zusammen mit dem einer physikalischen
Mischung (PM-15), deren Gehalt in etwa den Proben 10,

SGD-GT-KS-0
SGD-GT-KS-5 15 und 20 entspricht. Man erkennt, dass sich die
onar o asymmetrische S-O-Streckschwingung bei etwa 1230 cm™
i%DC_);M% 1000 immer mehr abschwacht. Das symmetrische Pendant bei
Wavenumbers (cm-1) 1123 cm™ fallt im Vergleich zur C-O-Streckschwingung des
o Sctraaminmronas o SOBAN - cyclodextrins bei 1153 cm immer geringer aus. Diese

Gruppe ist also wahrscheinlich wie bei Sulfanilamid an der Komplexstabilisierung beteiligt.

Im Bereich der N-H-Valenzschwingungen werden die Vibrationen der aromatischen
Aminogruppe deutlich starker behindert als die der Guanidingruppe. Die flr dieses Molekll
typischen C-N-C-Streckschwingungen bleiben von der Komplexbildung annahernd unan-
getastet. Eine ahnliche Orientierung des Gastes wie bei Sulfanilamid liegt nahe. Die
stickstoffgebundenen Wasserstoffatome der Guanidingruppe scheinen frei zu sein, wahrend

die Aminogruppe in starkere Wechselwirkungen mit einem Teil des Cyclodextrins tritt.

5.2.2.3 Sulfafurazol und Sulfamethoxazol

Sulfafurazol und Sulfamethoxazol sind strukturell eng verwandt. Aus diesem Grund ergibt
sich ein ahnliches Bild. Wahrend in der physikalischen Mischung die sehr starken Peaks der
N-H-Streckschwingungen und -Deformationsschwingungen noch gut erhalten sind,
verschwinden diese schon in den Proben mit niedrigerem Cyclodextringehalt fast vollstandig.
Die S-O-Streckschwingungen werden stark abgeschwacht. Die dem Heteroaromaten
zuzurechnenden Ringvibrationen werden abgeflacht. Allerdings sind kaum Veranderungen
der aromatischen C-C-Schwingungen des Sechsrings zu verzeichnen. Auch die zugehorigen
out-of-plane-Schwingungen sind nur marginal betroffen. Wie auch die ROESY-Spektren
deutet dies auf einen teilweisen Einschluss des kleineren Ringsystems in die Kavitat hin.

Dagegen spricht das Verschwinden der Banden der aromatischen Aminogruppe.
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Auffallig ist, dass der Einfluss der Steigerung des Komplexgehaltes in den Proben auf das
Infrarotspektrum trotz eines mittleren Arzneistoffgehalts nicht mehr zu identifizieren ist. Die
Spektren verandern sich mit ansteigender Cyclodextrinkonzentration kaum mehr. Die fur den
Gast spezifischen Banden sind schon in den Proben niederer Wirtskonzentration kaum mehr
zu sehen. Dies lasst sich moglicherweise mit den Werten fur die Assoziationskonstanten
begriinden. Sulfamethoxazol und Sulfafurazol erzielten in den Lédslichkeitsstudien die
hochsten Werte fur Ky (s. Kapitel 5.1.1). Beim Abkuhlen kdnnte das Gleichgewicht bei
diesen Stoffen starker auf die Seite des Komplexes verschoben werden als bei den anderen
Sulfonamiden, sodass kaum noch freier Arzneistoff vorliegt. Der Vergleich der beiden

Probenreihen (KS/N2) ergab keine offensichtlichen Differenzen.

5.2.2.4 Sulfadiazin

Durch die geringe Wasserloslichkeit von Sulfadiazin und die schwache Ld&slichkeits-
steigerung durch B-Cyclodextrin bedingt, lag der Arzneistoffgehalt der Proben sehr niedrig
(2-3 %). Die Signale sind deshalb schwach ausgepragt, aber dennoch identifizieren.

Bei diesem Gast lassen sich Unterschiede zwischen den beiden Probenreihen (KS/N2)
erkennen. Mdglicherweise sorgt eine langsame Temperatursenkung im Gefrierschrank fur
andere Verhaltnisse im fertigen Lyophilisat. Bei beiden Reihen verschwinden die sehr
starken N-H-Valenzschwingungen der Aminogruppe mit sinkendem Gehalt. Dies ist bei den
N2-Proben deutlicher ausgepragt. Weiterhin betroffen sind die C-C-Streckschwingungen des
Anilinrings, was auf einen Einschluss in die Kavitat hindeutet. Die C-N-Streckschwingungen

des Pyrimidinrings sind interessanterweise im Spektrum der N2-Proben eindeutig starker

abgeschwacht. In Abb. 5.26 ist der Bereich der .

Ringvibrationen und der S-O-Streckschwingungen 11 /\ / b /\ / EJ;/J
der Spektren einiger Proben beider Messreihen zu ; -"‘kj [E,f v 11,/"

sehen. Es wird deutlich, dass die drei zum m

Pyrimidinring gehérenden Banden (1573, 1438, %W\’;jmf //
1404 cm™) relativ zu den Peaks des Anilinrings E /m “*”“1\/’\,\\\}%/
(1591, 1485 cm™) in den N2-Proben abfallen. Die © N

Abflachung der S-O-Vibrationen (1323, 1261 cm™) " NVW\/\;

ist hier deutlicher zu sehen. Im Bereich der out-of- SR

plane-Schwingungen der Ringsysteme (nicht dar- SDz.aTABAD

gestellt) zeigt sich ebenfalls der Trend, dass sich . .

die Banden des Anilinrings in beiden Probenreihen, 1600 Wavenum;i?so(cm-ﬁ

die des Pyrlmldlnrlngs haUptsaCh“Ch in den Abb. 5.26: Spektren von Sulfadiazinkomplexen aus

Spektren der N2-Ansatze abschwachen. beiden Probenreihen (KS/N2)
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Die Spektren kénnen folgendermalien gedeutet werden. Fir Komplexe von Sulfadiazin mit
B-Cyclodextrin liegt in wassriger Losung zwar eine 1:1-Stochiometrie vor (s. Kap. 5.1.5.1),
diese kdnnte sich wahrend der Abkihlung jedoch andern. Der Einschluss kénnte hier durch
zwei Wirtsmolekule erfolgen. Dass dieser Effekt nur in den N2-Proben auftritt, kdnnte mit der
erheblich niedrigeren Temperatur, die in flissigem Stickstoff vorliegt, erklart werden.
Demnach wirde das Gleichgewicht sprungartig bis zur Erstarrung der Probe in Richtung der
neuen Komplexstdéchiometrie verschoben werden, wahrend im Gefrierschrank dafir immer

noch zu hohe Temperaturen herrschen.

5.2.2.5 Sulfameter

Auch in den Proben von Sulfameter lag der Arzneistoffgehalt sehr niedrig. Wahrend die
Spektren der KS-Proben sich kaum voneinander unterscheiden, ist bei den N2-Proben eine
zunehmende Abschwachung einiger Peaks mit steigendem Cyclodextringehalt zu erkennen.
Sowohl die dem Anilinring zugeordneten C-C-Streckschwingungen als auch die den C-N-
Vibrationen des Pyrimidinrings zugeordneten Banden flachen sich in unterschiedlichem
Ausmal} ab. Die out-of-plane-Schwingungen der beiden Ringsysteme Uberlagern sich;
zwischen ihnen kann nicht differenziert werden. Die S-O-Streckschwingungen verschwinden
mit steigendem Komplexanteil komplett. Festzustellen ist nur, dass diese Banden sich

erheblich abschwachen.

N Die Ergebnisse flir die Stéchiometrie der Komplexe aus
ﬂ,ﬂ[ B-Cyclodextrin und Sulfameter (s. Kap. 5.1.5.1) waren nicht
;' eindeutig. Auf das Auftreten hdherer Komplexstrukturen in
,fw\ den festen Komplexen deutet das gleichzeitige, allmahliche
Verschwinden der Signale der aromatischen Aminogruppe

und der Methoxygruppe trotz anndhernd konstanten Gehalts

/W hin. In Abbildung 5.27 sind die zugehoérigen Bereiche in den

Spektren der N2-Proben zu sehen. Da diese Gruppen sehr
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\ J ,/ ! Vo ‘“J
{ / 1.'{ ."J / weit im Moleklil voneinander entfernt sind, muss entweder
i o L Ala f . ) ) . .
N aly / eine Konformation eingenommen werden, in der auch die
SMT-GT-N2-0 1':|‘.: zweite Gruppe mit dem ersten Cyclodextrinmolekil in
SMT-GT-N2-5 [}
; Wechselwirkung treten kann, oder es muss ein zweites
SMT-GT-N2-15 v
SM-GT-N220 11 — Wirtsmolekil beteiligt sein. Da sich Sulfameter von
3500 3200 1000 800 o _ S
cm-1 Sulfadiazin nur durch die Methoxygruppe am Pyrimidinring in

Abb. 5.27: Schwingungen der Amino- para-Stellung zur Sulfonamidgruppe unterscheidet, kommt
und der Methoxygruppe in den Proben . . .
von Sulfameter auch hier der dort beschriebene Effekt in Betracht.
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5.2.2.6 _Sulfamerazin

Fir Sulfamerazin lagen bei der Bestimmung der StGchiometrie SUR-CT N0
Hinweise auf Komplexe hdherer Ordnung vor (s. Kap. 5.1.5.1). SRS

Eine solche Komplexstruktur wirde aus sterischen Grinden
wahrscheinlich eine senkrechte Stellung des Anilinrings des A f\f\/
Sulfonamids in der Kavitat bedingen, wahrend der Pyrimidinring v
Uber das erste Cyclodextrin hinaus in die Kavitdt des zweiten

hineinragen wurde. Die Annahme einer solchen Positionierung
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wird durch die Infrarotspektren unterstitzt. Weder die Streck- V\M
noch die Deformationsschwingungen der aromatischen Amino- t‘
gruppe werden eingeschrankt. Dies zeigt, dass diese Gruppe

relativ frei sein und einige Distanz zu den Hydroxyl- \j

gruppenrandern des Cyclodextrins haben muss. Die Intensitaten

der Signale beider Aromaten und der Sulfonamidgruppe dagegen 1400

werden erniedrigt. Besonders ausgepragt ist dies bei den out-of- Wavenumbers (cm-1)

Abb. 5.28: Vergleich des Signals
der Methylgruppe von Sulfa-
merazin in Probe und Mischung

plane-Schwingungen. In allen Proben der beiden Reihen sind
diese Banden kaum noch zu erkennen. Die Methylgruppe am
Pyrimidinring scheint bei der Komplexbildung dem Cyclodextrin sehr nahe zu kommen. Der
zugehdrige Peak flacht sich erheblich im Vergleich zur physikalischen Mischung ab. In
Abbildung 5.28 ist dies an den Spektren einer physikalischen Mischung (PM-5) mit den
gefriergetrockneten Reinsubstanzen (GT-N2-0, B-CD-GT) und einer ausgewahlten
Komplexzubereitung (GT-N2-10) zu sehen. Die deutliche Abschwachung der Bande kdnnte

darauf hindeuten, dass die Methylgruppe innerhalb der Kavitat des Cyclodextrins liegt.

5.2.2.7 Sulfadimidin

Mit steigendem Komplexgehalt verschob sich das Maximum des breiten Ausschlags, der
sich im Bereich von 3500 cm™ bis 3000 cm™ aus den O-H-Valenzschwingungen des
Cyclodextrins und den N-H-Streckschwingungen des Sulfonamids ergibt, und ndherte sich
dem Maximum der B-Cyclodextrinreinsubstanz an. Diese Entwicklung kommt durch einen
abnehmenden Beitrag der N-H-Streckschwingung der Sulfonamidgruppe zustande. Die
Signale der Aminogruppe bleiben dagegen weitgehend erhalten. Die starke Bande der C-C-
Valenzschwingungen des Anilinrings wird relativ zu den N-H-Deformationsschwingungen
stark abgeschwacht. Nicht ganz so deutlich zu erkennen ist das allmahliche Verschwinden
der C-N-Streckschwingungen des Pyrimidinrings. Die S-O- und S-N-Streckschwingungen

sind kaum mehr zu erkennen. Die out-of-plane-Schwingungen der beiden Aromaten
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verandern sich in unterschiedlichem Ausmall. Der Peak des Anilinrings wird starker
abgeschwacht als der des Pyrimidinrings.

Auch diese Ergebnisse deuten auf eine ahnliche Komplexstruktur hin wie bei Sulfadiazin und
Sulfameter. Der Anilinring und die Sulfonamidgruppe scheinen direkt vom Einschluss in den
Wirt betroffen zu sein. Aus dem fast unveranderten Auftreten der Deformationsschwingung
der Aminogruppe kann gefolgert werden, dass diese Gruppe im Komplex exponiert steht.
Bei diesem Arzneistoff treten diese Effekte allerdings, anders als bei den vorangegangenen,
in den Spektren der KS-Proben starker auf. Die Bestimmung der Komplexstdchiometrie
(s. Kap. 5.1.5.1) ergab fur Sulfadimidin kein einheitliches Bild. Moglicherweise wurden schon

bei héheren Temperaturen vor dem Einfrieren Komplexe héherer Ordnung gebildet.

5.2.2.8 Sulfathiazol

Da Sulfathiazol schwerlésliche Komplexe mit B-Cyclodextrin bildet, wurde mit niedrigeren
Cyclodextrinkonzentrationen (1, 2, 3 und 10 mmol/l) gearbeitet. Zusammen mit der hohen
initialen Steigung der Ld&slichkeitsisotherme hatte dies einen anfangs hohen, aber schnell
abfallenden Arzneistoffgehalt in den Probenreihen zur Folge. Bei den Proben mit 10 mmol/l
Cyclodextringehalt ist zu beachten, dass hier schon Komplexe aus der Ldsung ausgefallt
wurden. Die Verschiebungen in den FTIR-Spektren lassen sich gut mit den Ergebnissen der
ROESY-Experimente (s. Kap. 5.1.5.2) und der Kristallstruktur [147] vereinbaren.

Wahrend die Schwingungen der aromatischen Aminogruppe kaum beeintrachtigt werden,

sind die Vibrationen der beiden Ring- \
systeme stark eingeschrankt. Am | | | | b

eindeutigsten ist dies an der C-S- , ,-‘; ] f’i‘gj - /ﬁ\;’r\ Al
kf : |I / l }
1 | a / '

erkennen. Abbildung 5.29 zeigt die ‘-.": \f Y
Spektren der KS-Proben (KS-1/2/3/10) I
im Vergleich mit den physikalischen
Mischungen (PM-35/30/20) und den

Streckschwingung bei 628 cm™ zu
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gefriergetrockneten Ausgangsstoffen.

[ 7™ H'xf! Y \/V‘“w.
5 / \ l}‘ R
Man sieht deutlich, dass der Peak bei L A ; - /\\/\f

628 cm”', der ausschlieBlich von “ﬂ\ﬂ\\
Sulfathiazol stammt, relativ zu dem von oo ESTZ-GT-KS-O ‘\_\/\
beiden Molekilen erzeugten Signal bei ST7.CT K3 EBTZ_pH_ZG

607 cm” abnimmt. Dies ist einerseits SISl 500 {CRCT 500

zwar der Abnahme an Arzneistoffgehalt Wavenumbers (cm-1)

Abb. 5.29: C-S-Streckschwingungen in den Spektren der Sulfa-

geSChUIdet; der VerglelCh mit  den thiazolproben im Vergleich zu physikalischen Mischungen
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physikalischen Mischungen beweist aber den Beitrag der Komplexbildung. Daneben werden
auch die Banden der S-O-Streckschwingungen der schwefelgebundenen Sauerstoffe
abgeschwacht.

Eine Anordnung wie in der Kristallstruktur (s. Abb. 5.3) kénnte nach diesen Ergebnissen
plausibel sein, bei der der Anilinring senkrecht in der Kavitat steht. Die Aminogruppe ragt
relativ frei aus dem Wirtsmolekll heraus. Der Thiazolring liegt durch die Torsion der
Sulfonamidgruppe am sekundaren Hydroxylgruppenrand des Cyclodextrins. Die Sauerstoff-
atome der Sulfonamidgruppe ragen leicht aus der Kavitat heraus, liegen aber noch sehr

nahe zu den Atomen des Wirtes.

5.2.2.9 Zusammenfassung

Aus den Ergebnissen fir die einzelnen Gastmolekiile lassen sich einige Gemeinsamkeiten
ersehen. Generell ist der aromatische Anilinring, den alle Molekile gemeinsam haben,
immer von der Komplexbildung betroffen. Eine Position im Inneren der Kavitat liegt nahe, da
sich sowohl die C-C-Streckschwingungen des Rings als auch die aromatischen C-H-
Deformationsschwingungen deutlich abschwachen. Die aromatische Aminogruppe ist bei
den Gasten mit einem groRen Rest an der Sulfonamidgruppe meistens kaum an der
Komplexbildung beteiligt. Durch die gewinkelte Anordnung der Sauerstoffatome kommen
diese dem Cyclodextrin bei jeder Anordnung sehr nahe und kénnen mit diesem
Wechselwirkungen eingehen. Diese Anndherung fuhrt dazu, dass bei den meisten Gasten
die N-H-Streckschwingung der angrenzenden Sulfonamidgruppe ebenso betroffen ist.

Fir die Gaste, die mit einem teilweise noch substituierten Pyrimidinring einen sehr grof3en
Rest tragen, sind Hinweise gefunden worden, dass unter den Bedingungen der Komplex-
herstellung eine andere Stéchiometrie vorliegen konnte als in Losung.

Die Herstellung von Proben ansteigenden Cyclodextringehaltes hat sich als sinnvoll
erwiesen, da auf diese Weise die auftretenden Effekte klar der immer starkeren
Konzentration an Einschlusskomplexen zugeordnet werden konnten. Die parallele
Herstellung der Lyophilisate mit verschiedenen Einfrierverfahren lieferte hingegen nur selten
weitere Erkenntnisse. Sie zeigt jedoch, dass das Herstellungsverfahren einen nicht zu
vernachlassigenden Effekt auf die gebildeten Komplexe haben kann.

Allerdings sind bei der Deutung der Ergebnisse einige Einschrdnkungen zu bertcksichtigen.
Die Methode ist zwar prinzipiell in der Lage, klare Hinweise auf eine mdgliche
Komplexstruktur zu liefern, dennoch liegen einige ihrer Schwachpunkte auf der Hand. Die
rein visuelle Interpretation der Veradnderungen im Spektrum aufgrund von Komplexbildung
stellt keine quantitativen Messwerte dar. Eine klare Aussage Uber die Komplexierungs-

effizienz daraus abzuleiten ist nicht moglich.
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5.3 Computerchemische Untersuchungen

Ziel der im Folgenden beschriebenen Versuche war es, mit Hilfe von computerchemischen
Verfahren plausible Strukturen flir Komplexe aus B-Cyclodextrin und den Modellsubstanzen
unter der Annahme einer Komplexstdchiometrie von 1:1 zu generieren und diese zu

bewerten - auch im Kontext zu den Ergebnissen der praktischen Versuche.

5.3.1 Generierung verschiedener Konformationen des B-Cyclodextrins

Um mogliche Komplexstrukturen fir die gewahlten Gastmolekile zu erhalten, sollten die
Arzneistoffmolekile mit dem Programm Autodock 3.0 [112] in der Kavitat von B-Cyclodextrin
platziert werden.

Bei solchen Versuchen mit Cyclodextrinen gilt es, vorab einige strukturelle Besonderheiten
dieser Molekule in den Versuchsansatz mit einzubeziehen. Um der Flexibilitat (s. Kap. 2.1.4)
und dem mdglichen Auftreten eines induced-fit (s. Kap. 2.3.4) Rechnung zu tragen, sollte
nicht nur eine Struktur des B-Cyclodextrins als Rezeptor fiir die Dockingversuche verwendet
werden, sondern ein Set von zehn verschiedenen aus einer Kristallstruktur [167] der
Cambrigde Structural Database [166] generierten Konformere. Diese sollten die ringférmige
Anordnung der Glucoseeinheiten weitestgehend beibehalten, sich aber trotzdem hinsichtlich
ihrer Molekilgestalt in gewissem MalRR unterscheiden. Die Gruppe aus starren
Einzelstrukturen sollte zusammen die Flexibilitat des B-Cyclodextrins in wassriger Lésung
widerspiegeln. Natrlich ist eine so geringe Zahl an Strukturen nicht in der Lage, die
Bandbreite an denkbaren Konformationen darzustellen. Allerdings ist es auch nahezu
unmaglich, in angemessener Zeit alle denkbaren Strukturen fur Molekile mit derart vielen
Bindungen zu generieren und zu bericksichtigen [181].

Die Erstellung der weiteren Konformere sollte mittels einer MD Simulation in einer
Wasserbox geschehen, um die Verhaltnisse in Losung maoglichst gut mit einzubeziehen. Die
Simulation wurde bei 600 K durchgefiihrt, um dem System die nétige Energie zu geben, in
kirzerer Zeit moglichst viele verschiedene
Konformationen einnehmen zu kénnen [182]. Es
hatte sich namlich gezeigt, dass sich bei 300 K
neue Konformationen nur sehr langsam
einstellten und diese sich strukturell kaum
unterschieden.

Um die erhaltenen Strukturen bewerten zu
kénnen, wurden die Torsionswinkel ® (H1-C1-
04’-C4’) und WY (C1-04’-C4’-H4’) [33] als

o . . . . Abb. 5.30: Die Torsionswinkel @ und @ an einer
Kriterium fir die Asymmetrie gewahlt. Zusammen glycosidischen Bindung des B-Cyclodextrin, nach [33]
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beschreiben sie die relative Neigung zweier Glucoseeinheiten im Cyclodextrinring
zueinander (s. Abb. 5.30). In der Literatur sind auch andere Definitionen dieser Winkel zu
finden, die jedoch im Grunde dasselbe aussagen [41].

Die Summe aller sieben in der jeweiligen B-Cyclodextrinkonformation vorkommenden
Neigungswinkel wurde als Unterscheidungsmerkmal bezlglich der Asymmetrie des
gesamten Ringes benutzt. Diese rein geometrische Bewertung wurde gewahlt, um die
flexible Struktur der Cyclodextrine zu kategorisieren. Aus Abb. 5.31 ist ersichtlich, dass es
gelungen war, mit Hilfe der durchgefihrten Simulation ein breites Spektrum an

verschiedenen Gesamtwinkelsummen zu generieren.

100 200 300 400 500 600 700 800 300 1000

Konformere; ierung nach

Abb. 5.31: Gesamtwinkelsummen der Konformere

Um zu extreme Konformationen aus der weiteren Betrachtung auszuschliel3en, wurden alle
Konformere mit einem oder mehreren Einzelwinkeln Gber 60° geléscht. Diese Festlegung
geschah willkirlich, da dies augenscheinlich zu plausibleren Strukturen fiihrte und die Skala

der verfigbaren Gesamtwinkelsummen kaum einschrankte (Abb. 5.32).

Gesamtwinkelsumme

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
Konformere; ierung nach igender il

Abb. 5.32: Gesamtwinkelsummen nach Ldschung der Konformationen
mit Einzelwinkelsummen > 60°

Um das Spektrum an Gesamtwinkelsummen maoglichst gut abzudecken, wurden neben der

Kristallstruktur [167] neun weitere Konformere ausgewahlt (s. Kap. 4.5.2, Anh. 8.4.3).
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Um die strukturellen Unterschiede der gewahlten Konformere genauer zu fassen, wurde
deren aullere Form naher charakterisiert. Abb. 5.33 zeigt anhand von drei
B-Cyclodextrinmolekilen aus dem Set der Rezeptoren fiir das Docking, wie sich eine

gréRere Gesamtwinkelsumme (GWS) auf die Konformation auswirkt.

O} i
A B

CD 10

R

Abb. 5.33: Ausgewahlte B-Cyclodextrinstrukturen in Aufsicht und Seitenansicht

Die Glucoseringe stehen in CD 1 (GWS: 127°) fast senkrecht zur Ringebene des Molekdls.
Bei CD 5 (GWS: 216°) neigen sich einige Glucoseeinheiten leicht und die Symmetrie geht
verloren. In CD 10 (GWS: 318°) nimmt die Neigung einzelner Glucoseeinheiten weiter zu;
ein Ringglied steht fast waagrecht in die Kavitat hinein.

An Abb. 5.33 ist auch ersichtlich, dass sich im Laufe der Simulation erhebliche
Veranderungen der Ausmale der Kavitdt ergeben hatten. Um deren Form zu
charakterisieren, wurden GroRen fir die Konizitdt (s. Kap. 4.5.3.1) und die Exzentrizitat
(s. Kap. 4.5.3.2) der Cyclodextrine berechnet. Eine Anderung der Konizitat des Cyclodextrins
hat Auswirkungen auf die Verteilung des verfigbaren Volumens der Kavitat zwischen
primarem und sekundarem Hydroxylgruppenrand und somit auch auf die Art, wie sich ein
Gast hier einlagern kann [120,168]. Tabelle 5.11 zeigt, dass sich die Absolutwerte innerhalb
der Gruppe der zehn Strukturen nicht signifikant unterschieden (s. Anh. 8.4.4).

Tab. 5.11: Konizitat der B-Cyclodextrinkonformere

Cyclodextrin | CD 1 CD2 CD3 CD 4 CD5 CD 6 CD7 CD 8 CD9 | CD10
2(C3)/3(Cs) 1.05 1.03 0.94 1.05 1.01 1.00 1.02 0.97 0.95 1.04

Drei der Cyclodextrinstrukturen haben Werte < 1. Die Abstande der gewahlten Atome sind
also in der Summe am primaren OH-Gruppenrand gréRer als am sekundaren Rand. Die

Form der Kavitat dieser Strukturen bewegt sich also am weitesten von der Konusform weg.
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Eine Steigerung der Exzentrizitat des Cyclodextrinrings verandert dessen Durchmesser,
aber auch das Volumen der inneren Kavitat und damit den Platz, der einem Gastmolekul zur
Verfugung steht. Wie in Abb. 5.34 zu sehen, nimmt mit steigender Gesamtwinkelsumme die
Streuung der Innenradien des p-Cyclodextrins tendenziell zu. Die Cyclodextrinringe
entfernen sich in dieser Entwicklung also immer weiter von der idealen Kreisform. Einen
Ausreiller stellt CD 3 dar, welches sich durch eine relativ niedrige Gesamtwinkelsumme,
dagegen aber durch die zweithochste Exzentrizitat auszeichnet (s. Anh. 8.4.5). Die
Kristallstruktur nimmt hier mit ihrem fast planaren, kreisrunden Ring, in dem die

Glucoseringe alle aufrecht stehen, den niedrigsten Wert ein.
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Abb. 5.34: Exzentrizitat in Abhangigkeit von der Gesamtwinkelsumme der Cyclodextrinstrukturen

Die geometrische Auswertung zeigt, dass es mit Hilfe der Simulation bei erhoéhter
Temperatur gelungen war, sich deutlich unterscheidende Konformationen von B-Cyclodextrin
zu erstellen. Die Gesamtwinkelsumme scheint eine passende Grolte darzustellen, um die
Abweichung von der symmetrischen Molekulgestalt auszudrticken.

Durch die Ausflhrung in explizitem Wasser und anschlieRende Minimierung sollten die
ausgewahlten Strukturen zusammen die Flexibilitat dieses Wirtes im Zuge eines moglichen
induced-fit in wassriger Losung darstellen. Theoretisch hatten die Versuche naturlich um
beliebig viele weitere Rezeptormolekule erweitert werden konnen. Es handelt sich bei
diesem Vorgehen allerdings nur um einen Kompromiss, der eingegangen wurde, da
Autodock 3.05 [112] nur mit starren Rezeptoren arbeitet. Ein Dockingprogramm, das die
Flexibilitdt der Cyclodextrine auf plausible Weise bericksichtigen wirde, wirde diesen

Schritt unnétig machen.
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5.3.2 Ergebnisse der Dockingexperimente

Mit den zehn ausgewahlten [B-Cyclodextrinstrukturen als Rezeptoren wurden fir die
Sulfonamidarzneistoffe in den verschiedenen Protonierungstufen (vgl. Kap. 4.1.2.2,
Anh. 8.4.2) Dockingstudien durchgefiihrt. Die Berlicksichtigung der geladenen Zustande
erscheint auf den ersten Blick nicht unbedingt angebracht. Man wirde eigentlich davon
ausgehen, dass jeweils die ungeladene und damit am schlechtesten wasserldsliche Form
Komplexe mit Cyclodextrinen bildet. Wie jedoch in Kaptitel 5.1.2 aufgezeigt, liegen Hinweise
vor, dass auch andere Zustdnde der Sulfonamide Komplexe mit Cyclodextrinen bilden
kénnen. Deshalb wurden bei den im Folgenden beschriebenen Versuchen alle denkbaren
Protonierungszustande bericksichtigt, auch wenn ihr Auftreten in Ldsung nur unter

drastischen Bedingungen, unter denen auch Cyclodextrine instabil waren, moglich ist.

5.3.2.1 Energetische Betrachtung

Die Auswertung der Dockingergebnisse erfolgte zuerst energetisch. Die estimated free
energy of binding (EFB) wurde als Mal fir die Starke der Komplexbindung herangezogen.
Fir jede Kombination aus einem der zehn Cyclodextrinkonformere und dem jeweiligen
Gastmolekul wurde die Komplexstruktur mit der niedrigsten EFB, also diejenige mit dem
gréRten negativen Betrag, (EFB.,,) bestimmt (s. Anh. 8.4.8). Daneben wurde aus allen zehn
Dockingstudien derjenige Komplex bestimmt, der insgesamt die niedrigste EFB,,,, erzielte
und dessen Struktur somit als gunstigste und plausibelste fir den jeweiligen Gast
angesehen werden kann.

In Tabelle 5.12 sind die niedrigsten erzielten EFB,,-Werte fur die ungeladenen Sulfonamide
im Vergleich zu Referenzen angegeben. Die Absolutwerte der EFB liegen in einem
ahnlichen Bereich mit dem Minimum far Sulfanilamid (SNA). Sie sind allerdings gegenuber

den experimentell bestimmten Werten und Literaturangaben etwa um den Faktor 2 zu hoch.

Tab. 5.12: Freie Energie aus praktischen Experimenten, Literatur und computerchemischen Versuchen

SDZ | SDD | SFZ | SGD | SMR | SMT | SMZ | SNA | sTz
EFB (Docking, ungeladen) | 54 4 | 345 | 307 | 282 | -324 | -305 | -31.3 | -25.7 | -30.3
[kJ/mol]
0 R
RS (el 145 | 112 | 156 | 151 | 131 | 137 | 151 | -12.3 | -18.6
[kJ/mol]
0,1 .
ACpLiteratnior] 157 | 118 | 156 | 146 | 144 | nv. | 158 | -11.4 | -19.2
[kJ/mol]

Der Grund fur die erwahnten signifikanten Abweichungen ist wahrscheinlich, dass das
verwendete Dockingprogramm Autodock 3.0 nicht optimal fir die Wechselwirkungen
zwischen Cyclodextrinen und ihren Gasten parametrisiert ist, sondern fir die

Charakterisierung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen ausgelegt ist. Generell muss man
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bei der Betrachtung der energetischen Ergebnisse der Dockingstudien ohnehin einige
Einschrankungen vorwegschicken. Die Ergebnisse der einzelnen Dockingldufe liegen sehr
nahe beieinander. Teilweise liegt die Standardabweichung der Parametrisierung des
Programms hoher als die Differenz einzelner Werte untereinander. Es ist in einem solchen
Fall eigentlich nicht moglich, die eine oder die andere Struktur zur gunstigsten zu
bestimmen. Es ware sinnvoll, eine alternative, auf Cyclodextrine abgestimmte
Scoringfunktion anzuwenden. Auf eine solche Erweiterung der Versuche wurde aus
Zeitgrinden allerdings verzichtet. Die erhaltenen Werte fur EFB konnen als relativer
Bezugspunkt bei der weiteren Auswertung gesehen werden. Sie stellen aber definitiv keine
thermodynamische GréRe fir die Komplexbildung dar.

Der Vergleich der EFB,,, aus den zehn Dockingversuchen fir jedes Gastmolekil sollte
zeigen, mit welchem der Cyclodextrinkonformere die stabilsten Komplexe gebildet werden
kénnen. In Abbildung 5.35 sind die erhaltenen EFB,, flr die einzelnen Arzneistoffe in ihrer

ungeladenen Form dargestellt.
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Abb. 5.35: EFBnin als Dockingergebnis fur die ungeladenen Arzneistoffe

Die Kurven fir die einzelnen Cyclodextrine zeichnen sich durch einen dhnlichen Verlauf aus.
Fir jeden Arzneistoff liegen die Werte jeweils in einer Spanne von etwa 5 kdJ/mol. Die Lage
dieses Wertebereichs wird durch den Gast vorgegeben. Beispielsweise liegen alle Werte flr
Sulfanilamid (SNA) hdher als jene flr Sulfamethoxazol (SMZ). Aber auch die Form des
Cyclodextrins hat Einfluss auf die berechnete freie Energie. Zwischen den einzelnen
Cyclodextrinkonformeren liegen deutliche Unterschiede in EFB., flir den jeweiligen
Arzneistoff vor. Ware fir alle Sulfonamidmolekiile dieselbe Cyclodextrinkonformation am
glnstigsten, so musste sich ein paralleler Kurvenverlauf ergeben, bei dem immer dasselbe

Cyclodextrin die niedrigste EFB.i, erzielen wiirde. Die Kurven schneiden sich aber mehrfach
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und somit ist je nach Arzneistoff ein anderes Konformer die glinstigste. Die Form der Kavitat
des Cyclodextrins hat demnach Auswirkungen auf die Bildung des Einschlusskomplexes mit
dem Gast. Dies deutet darauf hin, dass ein induced-fit (s. Kap. 2.3.4) des Cyclodextrins zur
Komplexstabilitat beitragen kann. Insgesamt scheinen die ungeladenen Sulfonamide aber
einige der Cyclodextrinkonformere als Wirt zu bevorzugen. Die drei Kurven der Strukturen 6,
7 und 8 liegen fur fast alle Arzneistoffe unter den anderen.

Es wurden weiter die berechneten EFB, fir die verschiedenen Protonierungszustande der
Arzneistoffe Uber die Cyclodextrinspanne hinweg miteinander verglichen. Hier zeigt sich fur

alle Arzneistoffe ein ahnliches Bild.
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Abb. 5.36: Dockingergebnis EFB, furr die vier Protonierungsstufen des Sulfadiazins

Aus Abbildung 5.36 ist am Beispiel des Sulfadiazins (SDZ) ersichtlich, dass sich EFB,, flir
die Protonierungszustande des Arzneistoffs in ihren Absolutwerten unterscheidet. Die
Kurven ahneln sich vom Verlauf her stark, es gibt jedoch auch Kreuzungpunkte. Dies lasst
sich so deuten, dass die Starke der Komplexbildung zuerst von der Cyclodextrinform
vorgegeben wird. Es ergeben sich jedoch aufgrund der unterschiedlichen Ladung und den
damit verbundenen Eigenschaften des Gastmolekuls erhebliche Auswirkungen auf die freie
Energie. In obigem Beispiel bewegen sich die Wechselwirkungen mit CD 1 fur alle
Ladungszustande in einem Bereich von 3 kd/mol, wahrend sich bei CD 3 eine Spannweite
von fast 6 kJ/mol ergibt. Allerdings bevorzugen die Protonierungszustande eines
Arzneistoffes nicht immer dieselbe Cyclodextrinform. Insgesamt Iasst sich also festhalten,
dass auch der Ladungszustand einen Einfluss auf das Komplexbildungsverhalten haben

muss. Die protonierten Zustande liefern jedoch die niedrigsten Werte flr EFBn.
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Bei der Betrachtung, welches Cyclodextrinkonformer in Abhangigkeit vom Gast die
insgesamt niedrigste EFB.;, erzielt, ergibt sich ein eindeutiges Bild. Die Strukturen mit
mittlerer Gesamtwinkelsumme bilden durchweg die stabilsten Komplexe mit den
Sulfonamiden. Sowohl die Konformere mit planarer und geordneter Struktur als auch die
sehr verdrehten und unsymmetrischen Konformationen erzielten kleinere Betrage fir EFBpn.
In Tabelle 5.13 ist fir die Protonierungszustédnde jedes Arzneistoffs das bevorzugte

Konformer aufgefuhrt.

Tab. 5.13: Bevorzugte Konformere flr die einzelnen Arzneistoffe und ihre Protonierungszustande

Gast SDz SDD SFZ SGD SMR SMT SMz SNA STz
Deprotoniert Ch7 | CD7 | CD6 - CDh6 | CD6 [CD6/7| CD7 | CD®6
Ungeladen cbe/7| Ccbheé | Cbh6 | CD7 | CD7 | CD6 | CD7 | CD7 | CD8
Einfach protoniert cbg8 | Cbe6 | CD6 | CD9 | CD6 | CD8 | CD7 | CD7 | CD8
Zweifach protoniert CD6 CD6 - CDh7 Ch7 CD6 - -—- -

Die Ergebnisse legen nahe, dass B-Cyclodextrin wahrend der Komplexbildung mit den
Sulfonamidgasten eine Konformation einnimmt, die sich deutlich von der Kristallstruktur
unterscheidet. Eine zu starke Abweichung hin zu asymmetrischeren Formen scheint die

Bindung der Sulfonamide hingegen zu erschweren.

5.3.2.2 Strukturelle Auswertung

Um Einblick in die Art zu bekommen, wie Sulfonamide Komplexe mit Cyclodextrinen bilden,
sollten auch die erhaltenen Komplexstrukturen bewertet werden. Hierbei sollte vor allem die
Orientierung der funktionellen Gruppen des Gastes Beachtung finden, da hier ein méglicher
Erklarungsansatz fur die synergistischen Loslichkeitseffekte (s. Kap. 5.1.4) besteht.

Cyclodextrine als Dockingrezeptoren zeichnen einige Besonderheiten im Unterschied zu den
Verhaltnissen bei Protein-Ligand-Wechselwirkungen aus. Cyclodextrine sind in ihrer
Idealform prinzipiell C,-symmetrisch. Das bedeutet, dass eine Verbindung nach Drehung um
360/n° um eine Achse, die senkrecht im Zentrum der Kavitat steht, deckungsgleich ist.
Weiterhin sind bei Cyclodextrinen keine unsymmetrisch verteilten Reaktivitaten vorhanden,
d.h. es existieren keine speziellen Wechselwirkungsbereiche an bestimmten Punkten der
Kavitat, wie es in Bindungstaschen von Proteinen der Fall ist. Im Wesentlichen kommen als
Bindungsstellen der relativ hydrophobe Gurtel im Inneren der Kavitat, die beiden
Hydroxylgruppenrander und die Kontaktflachen zum Lésungsmittel in Frage. Die Umgebung
eines in der Kavitat befindlichen Gastes ist also in vielerlei Hinsicht raumlich homogen
aufgebaut. Eine Rotation des Gastes um die Symmetrieachse des Cyclodextrins ergibt keine
Anderung der chemischen Umgebung. Die Orientierung des Gastes wird deshalb nicht durch

spezifische Wechselwirkungen raumlich festgelegt.
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Deshalb wurden die erhaltenen Komplexe aus jedem einzelnen Dockinglauf beziglich der
relativen Lage des Gastmolekils in der Kavitat in Kategorien eingeteilt, wobei die absolute
Position des Gastes vernachlassigt wurde. Die Zuordnung fand anhand der Orientierung der
aromatischen Aminogruppe und des Restes an der Sulfonamidgruppe im Bezug zum
Cyclodextrin statt. Insgesamt dominieren sechs verschiedene, bevorzugte Orientierungen,
die in Abb. 5.37 dargestellt sind.

Primare

Hydrowylgruppen n
A ~ \

Sekundare x
Hydroxylgruppen

Primare
Hydroxylgruppen

Sekundare
Hydroxylgruppen

Abb. 5.37: Bevorzugte Orientierungen der Sulfonamide in der Kavitat am Beispiel des Sulfadiazins

Man erkennt, dass sich jeweils zwei Orientierungen paarweise zusammenfassen lassen, da
sie sich wie am Cyclodextrinring gespiegelt verhalten. Fir die Strukturen 1 und 2 bedeutet

dies beispielsweise, dass die Aminogruppe einmal am primaren und einmal am sekundaren

Hydroxylgruppenrand schrag aus der Kavitat
hinausragt. Diese grobe und rein visuelle "
Einteilung stellt natlrlich eine starke
Vereinfachung der Ergebnisse dar. Es ware 50 |
sicherlich moglich, eine noch feinere
Unterscheidung nach weiteren Kiriterien
zwischen einzelnen Strukturen zu finden. %1

Dennoch reicht diese Einteilung aus, um die

Ergebnisse der Dockingstudien bewerten
und reflektieren zu kénnen. 1 2 3 4 5 6
Abb. 5.38 zeigt am Beispiel der 100 Orientierung
Dockinglaufe von Sulfafurazol mit CD 3, wie Abb. 5.38: Summenverteilung fiir Sulfafurazol mit CD 3

sich die Summenverteilung der bevorzugten Orientierungen fir dieses Experiment darstellt.
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Das Dockingprogramm errechnet mit Abstand am haufigsten Komplexstrukturen der
Orientierungen 1 und 2. Die anderen sind nur vereinzelt vertreten. In Abbildung 5.39 sind die
vertretenen Orientierungstypen anhand einzelner Ergebnisse aus diesem Dockingversuch
zu sehen. Allen ist gemeinsam, dass ein groler Teil des Gastmolekils im Inneren der

Kavitat positioniert ist. Der dem Medium zugewandte Teil variiert entsprechend.

Abb. 5.39: Beispielkomplexe aus den strukturellen Kategorien von Sulfafurazol mit CD 3

Die Verteilung der bevorzugten Orientierungen variiert von Gast zu Gast und von
Cyclodextrin- zu Cyclodextrinkonformer. Insgesamt stellt man aber fest, dass fir alle Gaste
samtliche Orientierungen vertreten sein kdnnen. Von Interesse ware im Grunde nur die
Struktur des Dockinglaufs mit der niedrigsten EFB. Da aber die Energien der verschiedenen
Orientierungen so nahe beieinander liegen, dass eine Entscheidung zu Gunsten der einen
unter Beachtung der Standardabweichung der Programme gar nicht méglich ist, sollen sie
nicht vernachlassigt werden.

Betrachtet man ausschlieRlich die Komplexstrukturen mit der niedrigsten erzielten estimated
free energy of binding (EFB.ix) flr jede Kombination aus Gast und Cyclodextrin, so zeigt sich
ein einheitlicheres Bild. Hier dominieren eindeutig die Orientierungen 1 und 2. Die anderen
werden nur vereinzelt mit der niedrigsten EFB,,i, bewertet. Tabelle 5.14 zeigt, um bei obigem
Beispiel zu bleiben, welche Orientierung Sulfafurazol in seinen Ladungszustanden in

Abhangigkeit von der Cyclodextrinkonformation einnimmt.

Tab. 5.14: Orientierung von Sulfafurazol im jeweiligen B-Cyclodextrinkonformer nach Ladungszustand

CD 1 CD 2 CD3 CD 4 CD 5 CD 6 Ch7 | Ch8 | CD9 | CD10

deprotoniert 1 1 1 2 5 2 4 2 1 4
ungeladen 1 1 1 5 1 1 2 2 1 4
protoniert 1 1 2 2 1 1 2 2 1 2
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In 24 der 30 Dockings erzielt entweder Orientierung 1 oder 2 die niedrigste EFB. Insgesamt
wurden die niedrigsten Werte fir EFB., bei allen drei Zustidnden mit CD 6 in den
Orientierungen 1 und 2 berechnet. Dieses Bild der Verteilung zeigt sich durchgehend bei
allen untersuchten Sulfonamiden; es fallt meist noch starker zu Gunsten der Orientierungen
1 und 2 aus als es bei Sulfafurazol der Fall ist. Sulfamethoxazol und Sulfafurazol, die ja
strukturell eng verwandt sind, sind die einzigen Gaste, bei denen Uberhaupt andere
Orientierungen fur EFB.,, vermehrt auftreten (s. Anh. 8.4.9). Summiert man die bevorzugte
Orientierung Uber alle Dockings auf, so ergibt sich ein eindeutiges Bild (Tab. 5.15). Bei der
Uberwiegenden Mehrheit der Versuche ergibt sich entweder 1 oder 2 als gunstigste

Orientierung.

Tab. 5.15: Bevorzugte Orientierungen aus allen Dockingversuchen

Orientierung 1 2 3 4 5 6 1&2 | 3&4 | 58&6
> Anzahl 159 | 123 0 13 15 1 282 13 16

Noch klarer wird das Ergebnis, wenn man sich fiur jeden Gast, also fir jeden
Ladungszustand einer Modellsubstanz, nur die insgesamt Uber alle zehn
Cyclodextrinkonformere hinweg energetisch giinstigste Komplexstruktur betrachtet
(Tab. 5.16). FUr das ungeladene Sulfamethoxazol wird als einzige Ausnahme nicht mit den

Orientierungen 1 und 2 die niedrigste EFB, erzielt.

Tab. 5.16: Bevorzugte Orientierung der Komplexstrukturen mit der insgesamt niedrigsten EFBmin

Orientierung 1 2 3 4 5 6 1&2 3&4 5&6
> Anzahl 16* 15* 0 1 0 0 30* 1 0
*das deprotonierte Sulfamethoxazol wurde bei CD 6 und CD 7 mit der gleichen EFBmi, bewertet

Die Komplexe mit den Orientierungen 1 und 2 sind also nach den Dockingergebnissen als
die gunstigsten und damit bevorzugten anzusehen. Hier wirkt sich wahrscheinlich die zur
Komplexstabilisierung beitragende Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Hydroxylgruppen des Cyclodextrins und der aromatischen Aminogruppe positiv aus.
Interessant ist, dass bei der Entscheidung zwischen 1 und 2 das Cyclodextrin eine
entscheidende Rolle zu spielen scheint. Wahrend bei den Cyclodextrinen 1, 2, 5, 6, 9 und 10
Orientierung 1 Uberwiegt, scheint bei den Cyclodextrinen 3, 4, 7 und 8 Orientierung 2
glnstiger zu sein (s. Anh. 8.4.9). Dies unterstreicht, dass die endgiltige Gestalt des

Einschlusskomplexes sowohl vom Gast als auch vom Cyclodextrinmolekil abhangig ist.
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5.3.3 Prifung der strukturellen Integritat der erhaltenen Komplexe

Bei der Komplexbildung zwischen Cyclodextrin und Arzneistoff spielt das umgebende Milieu
eine entscheidende Rolle. Vor allem ist Wasser als Lésungsmittel hier von Interesse. Um zu
Uberprifen, ob die aus den Dockings erhaltenen Wirt-Gast-Komplexe in wassriger Losung
Uberhaupt energetisch glnstig sind und auch als Einschlusskomplexe erhalten bleiben,
wurden MD Simulationen in explizitem Wasser durchgefiihrt. AnschlieRend wurde Uber eine
Oberflachenbetrachtung analog zur Connolly-Methode [133] die Eindringtiefe des Gastes in
die Kavitat des Cyclodextrins bestimmt und eine GroRe fir die strukturelle Integritdt wahrend
der Simulation berechnet. Bei dieser Methode wird der Verlust an fir das Lésungsmittel
zuganglicher Oberflache der beiden beteiligten Molekile als Mal fur die Eindringtiefe des
Gastes in die Kavitat des Cyclodextrins herangezogen. Zur Bewertung wird der relative
Oberflachenverlust des Komplexes aus dem Docking mit dem eines ausgewahlten,
strukturellen Mittelwertes aus der MD Simulation verglichen. Diese Methode unterscheidet
jedoch nicht, welcher Teil des Molekils zum Oberflachenverlust bei der Komplexbildung
beitragt. Somit kdnnte eine Verschiebung des Gastmolekiils auch unter Beibehaltung der
Oberflachenverhaltnisse geschehen.

Fir alle untersuchten Komplexe blieb die Eindringtiefe wahrend der Simulation fast
unverandert. Der als Mal} fur die strukturelle Integritédt berechnete Faktor bewegte sich im
Bereich von 0,96 bis 1,04. Das bedeutet, dass das eingeschlossene Molekll wahrend der
Simulation im Mittel um maximal 4 % besser oder schlechter fur Losungsmittelmolekile
zuganglich war als es in der Struktur aus dem Docking der Fall war (s. Anh. 8.4.10). Somit
kdnnen die Komplexe aus dem Docking unter den gewahlten Bedingungen als in Wasser
stabil angesehen werden.

Einschrankend muss allerdings beachtet werden, dass der mit Hilfe von RMSD-Werten aus
den Simulationen gewonnene strukturelle Mittelwert nicht die Anforderungen eines
,Reprasentativen Snapshots’ erflllt. RMSD-Werte geben nur die relative Abweichung der
Koordinaten eines Moleklls zu den Koordinaten einer Referenzstruktur an. Es kénnen sich
also hinter einem RMSD-Wert verschiedene Konformere verstecken, die aber relativ in der
Summe gleich weit von der Ausgangsstruktur abweichen. Dieser Kompromiss wurde
eingegangen, da die Auswertung der in MOE [163] durchgefihrten Simulationen den Einsatz

weiterer Programme erfordert hatte. Dies war aus zeitlichen Grinden nicht moglich.
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5.3.4 Rickschlisse im Kontext zu experimentellen Daten

Wie in Kapitel 5.3.2 ausgefihrt, kdnnen die energetischen Groflien der Dockingexperimente
aus mehreren Grinden nicht mit den Ergebnissen der praktischen Versuche verglichen
werden. Sie koénnen aber innerhalb der Versuchsreihen als relatives Kriterium zur
Bestimmung energetisch gunstiger Komplexe genutzt werden.

Die Struktur der hier rein theoretisch erstellten Einschlusskomplexe lasst sich bei einigen
Gastmolekilen sehr gut mit den Ergebnissen der ROESY-Experimente (s. Kap. 5.1.5.2)
vereinbaren. Der Anilinring der Sulfonamide ist meist grotenteils in der Kavitat eingelagert,
wahrend seine Substituenten in verschiedene Richtungen herausragen. Fur Sulfaguanidin,
Sulfameter und Sulfamethoxazol kann an den NMR-Spektren sogar dieselbe Orientierung
abgelesen werden, wie sie der ungeladene Gast in den aus dem Docking hervorgegangenen
Komplexen einnimmt. Das verwendete Dockingprogramm ist also in der Lage, fur die
Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast in Wasser eine sinnvolle Lésung anzubieten.
Abb. 5.40 zeigt den aus dem Docking gewonnenen Komplex fur das ungeladene

Sulfaguanidin, dessen Struktur den Aussagen des ROESY-Spektrums entspricht.

Abb. 5.40: B-Cyclodextrin/Sulfaguanidin-Komplex mit CD 7 in Orientierung 1

Die Praferenz der Gaste fur die Cyclodextrinkonformere mittlerer Gesamtwinkelsumme kann
als Zeichen des Auftretens eines induced-fit gewertet werden. Es gilt jedoch zu beachten,
dass die zehn ausgewahlten Cyclodextrinstrukturen die Flexibilitdt dieser Molekile nicht
ganzlich wiedergeben kénnen.

Die favorisierte Positionierung der Gaste und die Anderung der Cyclodextrinkonformation
geben Spielraum fir Interpretationen im Hinblick auf die in Kapitel 5.1.4 untersuchten
synergistischen Loslichkeitseffekte zwischen Wirt und Gast. Bei den in den Docking-
versuchen erhaltenen Orientierungen (vor allem bei 1, 2, 4 und 5) sind verschiedene

funktionelle Gruppen der Gastmolekile so in der Kavitat von B-Cyclodextrin positioniert,
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dass die Distanz zu den Hydroxylgruppen des Wirtes zu einer Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindungen fiihren konnte. Hier kommen die aromatische Aminogruppe in den
Orientierungen 1 und 5, die schwefelgebundenen Sauerstoffatome in den Orientierungen 2
und 4 und eventuell sonstige im Rest an der Sulfonamidgruppe vorhandene polare Gruppen
in Frage. FUr eine Aminogruppe als Donor musste die Distanz zum Beispiel in etwa bei 2,8-
3,0 A liegen [183]. Wahrend diese Entfernung im oben gezeigten Komplex (iberschritten
wird, ist am Komplex von Sulfanilamid mit CD 7 (Abb. 5.41) ersichtlich, wie an beiden

Hydroxylgruppenrandern Wechselwirkungen auftreten kénnen.

Abb. 5.41: H-Briickenbindungen zwischen Amino- und Amidgruppe von Sulfanilamid und B-Cyclodextrin

Der Anilinring liegt zentral in der Kavitat. Die funktionellen Gruppen in para-Stellung stehen
an den Hydroxylgruppenrandern heraus. Hierbei kommen die Amid- bzw. Aminogruppe
raumlich den Hydroxylgruppen sehr nahe. Abbildung 5.41 zeigt die Abstande der Stickstoff-
und Sauerstoffatome.

Wie in Kapitel 2.2.3 berichtet, stellt eine Storung der intra- und intermolekularen
Wasserstoffbriickenbildung an den Hydroxylgruppenrandern eine maogliche Ursache fir eine
Léslichkeitssteigerung des Cyclodextrins durch Komplexbildung dar. Genau dies kdnnte
beim Einschluss von Sulfonamiden der Fall sein. Die erhaltenen Komplexstrukturen aus den
computerchemischen Versuchen weisen in vielen Fallen eine Orientierung des Gastes in der
Kavitat auf, die eine Interaktion mit den Hydroxylgruppen ermdglichen wirde. Die
Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungen zwischen mehreren Cyclodextrinen
koénnte also unterbunden oder zumindest abgeschwacht werden und sich so deren maximale
Léslichkeit in Wasser erhdhen, wie es auch durch die Veretherung bei Cyclodextrinderivaten
geschieht. Die gemeinsame Struktur mit zwei relativ freistehenden, polaren Gruppen in para-
Stellung an einem Benzolring sorgt wahrscheinlich daflr, dass dieser Effekt bei acht der
neun Modellsubstanzen auftritt.

Nach den Ergebnissen aus den Kapiteln 5.1.2 und 5.1.4.2 ist die deprotonierte Form der

Sulfonamide zwar auch dazu in der Lage, dem Cyclodextrin zu einer Léslichkeitssteigerung
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zu verhelfen, allerdings in geringerem Umfang als die ungeladene. Dieser Unterschied ftritt
vor allem bei den Gasten auf, die mit einem Pyrimidinring einen volumintéseren Rest an der
Sulfonamidgruppe aufweisen. Das vermehrte Auftreten einer hoéheren Komplex-
stdéchiometrie im ungeladenen Zustand ist denkbar. Bei den Dockingversuchen konnte eine
solche Komplexstruktur nicht erstellt werden, da beide Cyclodextrine in einer festgelegten
Anordnung als Rezeptor hatten vorgegeben werden missen. Aus einigen Komplex-
strukturen mit den negativ geladenen Gasten, die allerdings nicht mit der niedrigsten EFB
bewertet wurden, kann trotzdem abgeleitet werden, weshalb mit diesen Gasten eine hohere
Stéchiometrie nicht zustande kommt. Die folgende Abbildung zeigt einen Komplex des
deprotonierten Sulfadimidin mit CD 4. Man erkennt, dass die negative Ladung zum

Lésungsmittel hin gerichtet ist, wahrend der Anilinring fast senkrecht in der Kavitat steht.

Abb. 5.42: B-Cyclodextrin/Sulfadimidin-Komplex mit CD 4 (deprotonierter Gast)

Die Ausrichtung der negativen Ladung zum polaren Medium macht eine Einlagerung des

zweiten Ringsystems in die Kavitat eines weiteren Cyclodextrins raumlich unmdglich.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die computerchemischen Untersuchungen bei
allen Einschrankungen, die sich aus den verwendeten Methoden und der Auswertung
heraus ergeben, einen tieferen Einblick in den Vorgang der Komplexbildung auf molekularer
Ebene ermdglicht haben. Die verwendeten Programme sind prinzipiell zwar auf Protein-
Ligand-Wechselwirkungen ausgelegt und parametrisiert, dennoch liefern sie plausible
Ergebnisse, die interpretiert werden konnen. Die Resultate lassen sich mit den
experimentellen Untersuchungen vereinbaren und liefern gerade bei der Erklarung der
synergistischen Léslichkeitseffekte Erklarungsansatze. Die Ergebnisse und Folgerungen aus
diesen Versuchen bleiben allerdings Hypothesen, die sich aus Modellen und deren Ansatz

heraus ergeben haben.
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6 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe verschiedener Methoden Informationen zu den
Einschlusskomplexen gesammelt, die natirliche Cyclodextrine mit typischen Sulfonamid-
arzneistoffen bilden. Als Modellsubstanzen wurden Sulfadiazin, Sulfadimidin, Sulfafurazol,
Sulfaguanidin, Sulfamerazin, Sulfameter, Sulfamethoxazol, Sulfanilamid und Sulfathiazol
gewahlt. Aufgrund ihrer Molekllgrofie bilden die gewahlten Gaste in wassriger Losung
bevorzugt mit dem siebengliedrigen B-Cyclodextrin Komplexe im Verhaltnis 1:1. Die

Wechselwirkungen sind im Vergleich mit anderen Gastmolekulen jedoch relativ schwach.

Im Rahmen von Léslichkeitsstudien wurden verschiedene Einflisse auf die Komplexbildung
in Losung untersucht. Mit a- und y-Cyclodextrin waren keine bzw. nur in Einzelféllen extrem
schwache Wechselwirkungen zu verzeichnen. Mit B-Cyclodextrin hingegen zeigten alle
Wirkstoffe die starkste Neigung zur Komplexbildung mit Assoziationskonstanten von 100 —
2000 (mol/l)"*. Die Komplexe der Modellsubstanzen, mit Ausnahme von Sulfathiazol, sind in
Wasser sehr gut I6slich, was flr nattrliche Cyclodextrine selten ist [54]. Mit Hilfe von Van't
Hoff Plots wurden die thermodynamischen GroRen der Komplexbildung bestimmt, die
demnach enthalpiegetrieben ist und mit einem Entropieverlust einhergeht. Am linearen
Zusammenhang dieser Beitrdge konnte das Phanomen der Enthalpie-Entropie-
Kompensation beobachtet werden.

Durch Léslichkeitsstudien in verschiedenen Puffersystemen wurde gezeigt, dass die
Komplexbildung unabhangig vom pH-Wert erfolgt. Die Assoziationskonstanten nehmen mit
steigendem pH-Wert zwar ab, die Steigung der Loslichkeitsisothermen allerdings zu. Dies ist
entweder starkerer Komplexbildung oder sich andernder Komplexstdochiometrie zuzu-
schreiben. Insgesamt bieten die Loslichkeitsstudien einen detaillierten Einblick in die
Komplexbildung zwischen den natirlichen Cyclodextrinen und den Sulfonamiden. Die

Ergebnisse wurden als Grundlage fir alle folgenden Experimente herangezogen.

Die Komplexbildung geht im Fall der Sulfonamide meist nicht nur mit einer
Loslichkeitssteigerung des Gastes, sondern auch des nur eingeschrankt wasserléslichen
B-Cyclodextrins einher. Dieser Effekt wurde quantifiziert und tritt bei allen Gastmolekdilen, mit
Ausnahme von Sulfathiazol, in vergleichbarem Umfang auf. Die Bestimmung bei
verschiedenen pH-Werten demonstrierte aber, dass das Ausmalf auch vom Protonierungs-
zustand des Gastes abhangt. So wurde fur die neutrale Form der Sulfonamide oft eine
starkere Loslichkeitssteigerung beobachtet. Unter Ausnutzung dieses Phanomens kann je
nach Gast eine Konzentration des Wirtes in Losung erreicht werden, die ein Vielfaches

seiner intrinsischen Loslichkeit betragt.



122 Zusammenfassende Diskussion

Die Stochiometrie der Komplexe wurde einerseits aus den Isothermen der Léslichkeits-
studien, andererseits aber auch in Job’s Plots mit Hilfe der '"H-NMR-Spektroskopie bestimmit.
Die Ergebnisse dieser Versuche deuten auf das vorwiegende Auftreten von 1:1-Komplexen
hin.

Sowohl in Lésung als auch im Feststoff wurde die Struktur der Einschlusskomplexe mit
spektroskopischen Verfahren untersucht. ROESY-Spektren zeigten, dass die chemisch sehr
ahnlichen Gastmolekdle teilweise erheblich von einander abweichende Positionen und
Orientierungen in der Kavitat des Cyclodextrins einnehmen. So ist der Benzolring, der die
aromatische Aminogruppe tragt, stets zu einem gewissen Anteil eingeschlossen, je nach
Rest an der Sulfonamidgruppe unterscheidet sich seine Eindringtiefe aber erheblich. Obwohl
in festen Komplexen andere Einfliisse und Verhaltnisse vorherrschen kdnnen, unterstitzen
die FTIR-Spektren fester Komplexzubereitungen die detaillierteren NMR-Ergebnisse fur die
meisten Gaste.

Erganzend wurden mit Hilfe von molekularmechanischen Methoden theoretisch plausible
Komplexstrukturen erstellt. Dabei wurde die Flexibilitat der Cyclodextrinmolekiile und das
maogliche Auftreten eines induced-fit durch die Generierung verschiedenartiger Konformere
des B-Cyclodextrins simuliert. In Dockingstudien wurde nach dem Bindungsmodus fiir die
Sulfonamide gesucht. Unter den Versuchsbedingungen dominieren Orientierungen, bei
denen die aromatische Aminogruppe und die schwefelgebundenen Sauerstoffatome mit den
Hydroxylgruppen des Wirtes Wasserstoffbrickenbindungen aufbauen koénnen. Die
resultierende Stoérung der intra- und intermolekularen Wechselwirkungen des Cyclodextrins
stellt eine mdgliche Erklarung der synergistischen Loéslichkeitseffekte zwischen Wirt und
Gast dar.

Die Herstellung verschiedener fester Komplexzubereitungen mittels Gefriertrocknung lieferte
Proben, die theoretisch in steigendem Mal} Einschlusskomplexe enthalten sollten. Die
Untersuchungen mit FTIR-Spektroskopie und thermischen Verfahren brachten hier keine
endglltige quantitative Aussage zum Komplexierungserfolg. Die Ergebnisse weisen
allerdings darauf hin, dass das Herstellungsverfahren erheblichen Einfluss auf die
Ergebnisse dieser Methoden hat. Ein einfacher Vergleich zwischen physikalischen
Mischungen und mutmallichen Einschlusskomplexen, wie er in vielen Publikationen
gezogen wird, ist deshalb wahrscheinlich nicht geeignet, um Aussagen uber eine

stattfindende Komplexbildung zu treffen.

Insgesamt wurde durch die Betrachtung einer so groRen Gruppe an Modellsubstanzen
ahnlicher chemischer Eigenschaften und Molekulstruktur ein Eindruck gewonnen, wie stark
die Vorgange bei der Komplexbildung mit Cyclodextrinen schon innerhalb einer relativ

homogenen Gruppe variieren kénnen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist zu
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folgern, dass Vorhersagen zur Komplexbildung mit Cyclodextrinen anhand von
Untersuchungen mit vergleichbaren Modellsubstanzen nicht endglltig zu treffen sind,
sondern immer von einem vom Gastmolekll abhangigen Einzelfall auszugehen ist. Warum
beispielsweise gerade Sulfathiazol als einzige Modellsubstanz in Wasser schwerl6sliche
Komplexe mit B-Cyclodextrin bildet, ist aufgrund der Strukturformel des Gastes nicht
vorhersagbar. Das Gastmolekul bestimmt die Eigenschaften des gebildeten Komplexes
mafgeblich mit. An den Komplexstrukturen aus theoretischen und praktischen Versuchen ist
ersichtlich, dass die sehr variable Positionierung des Gastes in der Kavitat eine pauschale
Aussage zur Ausschaltung des Reaktionspotentials der eingeschlossenen Komponente
nach auflen ausschlie3t. Bei einigen Sulfonamiden ragen namlich grof’e Molekilteile aus
dem Komplex heraus. Reaktionen mit anderen Molekilen auf3erhalb der Kavitat sind also
nicht auszuschlieRen. Eine standardisierte Arzneiformenentwicklung mit den naturlichen
Cyclodextrinen, bei der verschiedene Wirkstoffe frei austauschbar waren, ist aus genannten

Grinden kaum denkbar.

Die gewonnenen Daten stellen eine Grundlage zur Charakterisierung der Komplexbildung
von Sulfonamiden mit natlrlichen Cyclodextrinen dar. Alle Modellsubstanzen wurden mit
denselben Methoden untersucht, was eine vergleichende Betrachtung ermdglicht. Es
konnten jedoch bei weitem nicht alle denkbaren Einflisse auf die Komplexbildung, wie
beispielsweise lonenkonzentration oder Kosolventien, untersucht werden. Mit einer
Ausdehnung der NMR-Experimente Uber einen grélkeren pH-Bereich kénnten Stochiometrie
und Struktur der Komplexe in Abhangigkeit vom Protonierungszustand des Gastes
untersucht werden. Fir die Herstellung fester Komplexe der Sulfonamide, die l6sliche
Komplexe bilden, kénnte nach Alternativen mit hdheren Ausbeuten gesucht werden. Zudem
kénnten zusatzliche computerchemische Versuche mit Programmen, die speziell auf das
vorliegende System abgestimmt wurden, weitere energetische Daten liefern. Eine
Aufklarung der Grunde fur die Schwerloslichkeit der Sulfathiazolkomplexe ware daruber
hinaus winschenswert. So kdénnten mdglicherweise im Gegenzug die Theorien zur
ausgepragten Loslichkeit der Komplexe der Ubrigen Substanzen bestatigt oder erganzt
werden. Der Einsatz von Cyclodextrinderivaten mit einer genauen Beschreibung der
Auswirkungen der Substitution auf die Komplexbildung bietet sicherlich weitere
Perspektiven.

Die Sulfonamide bilden eine chemisch sehr homogene Gruppe mit ahnlicher Grundstruktur.
Die Versuche mit diesen Substanzen sollten zeigen, wie sich verschiedene Substituenten
am gleichen Grundgerust auf die Komplexbildung auswirken. Mdglicherweise ware aber ein
Vergleich von verschiedenen Grundstrukturen, die dieselben funktionellen Gruppen tragen,

eher dazu geeignet, Vorhersagen fur andere Verbindungen zu treffen.
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7 Summary and Perspective

In this thesis various methods were applied to gather information about complexes formed
by natural cyclodextrins and typical sulfa drugs. Sulfadiazine, sulfadimidine, sulfafurazole,
sulfaguanidine, sulfamerazine, sulfameter, sulfamethoxazole, sulfanilamide and sulfathiazole
were chosen as model substances. Owing to their molecular size these guests form
complexes preferably with B-cyclodextrin at a ratio of 1:1 in aqueous solution. The

interactions are relatively weak compared with other guest molecules.

Phase solubility analysis was used to investigate several effects on complexation in solution.
a-Cyclodextrin and y-cyclodextrin show no or, in individual cases, extremely low interactions
with the model substances. Consistently, the inclusion in B-cyclodextrin was favoured by all
drugs with association constants of 100 - 2000 M. The complexes of the model substances,
with exception of sulfathiazole, are well soluble in water. This result is uncommon for natural
cyclodextrins [54]. The thermodynamic parameters for the complexation were derived from
linear van’t Hoff plots. Generally speaking, the process can be described as enthalpy-driven,
combined with a loss of entropy. The linear correlation of these quantities indicates the
presence of the enthalpy-entropy-compensation phenomenon.

Phase solubility analysis in different buffer solutions showed that complex formation occurs
independently of the current pH value. The association constants decrease with increasing
pH values while the slope of the isotherms gets steeper. This can be attributed either to
higher rates of complex formation or shifts in complex stoichiometry. In summary, the phase
solubility studies provided deeper insight into complexation of sulfa drugs by natural

cyclodextrins. The obtained data served as a basis for the subsequent experiments.

For most sulfa drugs complexation not only results in a solubility enhancement of the guest,
but also increases the low intrinsic solubility of B-cyclodextrin itself. This effect was quantified
within the course of this work. It is of comparable extent for all guest molecules with
exception of sulfathiazole. Quantification at several pH-values showed a dependency on the
guest’s protonation state. A higher solubility enhancement was observed for the neutral form.
Making use of the described phenomenon one can achieve B-cyclodextrin concentrations

many times higher than its intrinsic solubility in solution.

The complex stoichiometry was derived both from phase solubility isotherms and from Job’s
plots employing 'H-NMR-spectroscopy. The results indicate a predominant occurance of 1:1

complexes.

The structure of the inclusion complexes was examined in solution and in the solid state

using the means of spectroscopy. ROESY spectra of some model substances show that the
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chemically related molecules occupy considerably different positions and orientations inside
the cyclodextrin’s cavity. The benzene ring carrying the aromatic amino group is always at
least partially included. Inclusion depth varies with substitution of the guest. Although there
are differing influences and conditions in the solid state, FTIR spectra of solid complex
formulations support the more detailed NMR-results in most cases.

In addition, theoretical structures for the inclusion complexes were created by molecular
mechanics. Cyclodextrin flexibility and a possible ‘induced-fit’ were simulated by generating
multiple conformations of -cyclodextrin. Docking experiments were carried out in order to
characterize the inclusion mode of the sulfonamides. Under the experimental conditions we
observed those orientations to be predominant where the aromatic amino group and the
oxygen atoms of the sulfonamide are able to establish H-bonds to the host’s hydroxyl
groups. The resulting disturbance of the intermolecular and intramolecular H-bonds of
B-cyclodextrin is one possible explanation for the synergistic solubility effects between host
and guest.

The preparation of different solid complex formulations by freeze drying provided samples of
increasing content of inclusion complexes. FTIR spectra and thermal analysis were not
applicable to quantify the success of inclusion ultimately. However, the experiments suggest
that the choice of preparation method does have a considerable contribution to the results of
these methods. Therefore, a simple comparison of probable inclusion complexes with
physical mixtures, as carried out in many publications, may not be the appropriate method

for the detection of complexation.

Overall, studying a larger group of model substances of similar chemical properties and
molecular structure showed the variations of the inclusion process even in such a
homogenous group of guests. The results of this thesis make it obvious that predictions
concerning complex formation with cyclodextrins are not possible by considering
investigations of related model substances. Instead, complex formation should always be
regarded as an individual case. For example, the limited solubility of B-cyclodextrin/
sulfathiazole cannot simply be deduced from the guest’s molecular structure. Thus, a
cyclodextrin’s guest determines substantially the properties of the formed complex. In
addition, complex structures from practical and theoretical studies suggest a variable
position of molecules inside the cavity. From there, a complete deactivation of the guest’s
reactive potential is improbable. For instance, some sulfonamides expose large parts of the
molecule to the medium even if complexed by cyclodextrin. Reactions with other species
outside the cavity are possible. For these reasons, standardization of dosage form
development using natural cyclodextrins where the active ingredient is freely

interchangeable may not be feasible.
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The data obtained forms a foundation for the characterization of the complexation process of
sulfonamides and natural cyclodextrins. All model substances were investigated applying the
same methods allowing a comparative interpretation. By far not all effects on complexation
like ionic strength or cosolvents could be considered. An extension of NMR experiments
towards a wider range of pH values could be used to determine complex stoichiometry and
structure as a function of protonation state of the guest. Methods for preparation of solid
complexes at high yields with the sulfa drugs forming high soluble complexes could be
developed. The molecular modeling results could be refined using programs parameterized
for the special host-guest-system in order to obtain additional energetic values. A clarification
of the low solubility of sulfathiazole complexes could affirm or amend the theories for the
synergistic solubility effects. The application of cyclodextrin derivatives accompanied by an
accurate investigation of the consequences of chemical substitution on complex formation
would probably exhibit more perspectives.

Sulfonamides form a chemical quite homogenous group of molecules of related basic
structure. The experiments of this thesis were aimed at the effect of different substitutes of
one basic molecule on complex formation. Perhaps, a comparison of different basic
structures carrying the same functional groups could be more applicable to make prediction

for other guest molecules.
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8 Anhang

8.1 Verwendete Materialen

8.1.1 Cyclodextrine

Stoff Lieferant Charge(n)

a-Cyclodextrin (Cavamax® W6 Pharma) | Wacker Chemie AG | 60P304

B-Cyclodextrin (Cavamax® W7 Pharma) | Wacker Chemie AG | 70P255, 70P277

y-Cyclodextrin (Cavamax® W8 Pharma) | Wacker Chemie AG | 80P223

8.1.2 Arzneistoffe

Arzneistoff Lieferant Charge(n)
Sulfadiazin (SDZ) Sigma Aldrich Chemie GmbH | 027K2064
Sulfadimidin (SDD) TCI Europe N.V. FEMEE
Sulfafurazol (SFZ) Sigma Aldrich Chemie GmbH | 128K1087

Sulfaguanidin (SGD) Sigma Aldrich Chemie GmbH | 026K0679, 098K0683

Sulfamerazin (SMR) Sigma Aldrich Chemie GmbH | 078K1607
Sulfameter (SMT) Sigma Aldrich Chemie GmbH | 107F0910
Sulfamethoxazol (SMZ) | Sigma Aldrich Chemie GmbH | 048K0124, 066K0776, BCBB6423
Sulfanilamid (SNA) Sigma Aldrich Chemie GmbH | 038K0806

Sulfathiazol (STZ) TCI Europe N.V. GBO1
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8.2 Untersuchungen zur Komplexbildung in Losung

8.2.1 Eichgeraden

In folgender Tabelle sind die Steigung und der y-Achsenabschnitt der experimentell
bestimmten Eichgeraden zur Gehaltsbestimmung fur die Modellsubstanzen in 0,5 M -
Salzsaure mittels UV-Vis-Spektroskopie angegeben, durch die der Zusammenhang

zwischen Arzneistoffkonzentration [mol/l] und Absorption ausgedriickt wird.

Arzneistoff Wellenlénge [nm] | Steigung [(mol/l)"] | y-Achsenabschnitt [] r2
Sulfadiazin (SDZ) 242,0 15105,091 -0,008 0,9992
Sulfadimidin (SDD) 2440 14451,414 -0,003 0,9987
Sulfaguanidin (SGD) 219,0 11696,080 0,010 0,9999
Sulfafurazol (SFZ) 222,0 10597,110 0,028 0,9997
Sulfamerazin (SMR) 243,0 15761,171 0,002 0,9994
Sulfameter (SMT) 219,0 16291,544 0,008 0,9884
Sulfamethoxazol (SMZ) 215,0 12597,943 0,072 0,9804
Sulfanilamid (SNA) 217,0 10027,700 0,004 0,9997
Sulfathiazol (STZ) 280,0 12441,060 -0,020 0,9998

8.2.2 Uberpriifung der Methodik zur Gehaltsbestimmung

Konzentration [mol/l] | Soll - Absorption | n (Ist - Absorption) | rel. Abweichung [%]
Sulfadiazin
2,151-10° 0,3171 0,3155 0,49
2,947-10° 0,4374 0,4475 2,31
3,569-10° 0,5312 0,5373 1,14
4,301-10° 0,6419 0,6516 1,50
Sulfaguanidin
2,801-10° 0,3251 0,3168 2,55
3,734:10° 0,4241 0,4288 1,13
4,66810° 0,5230 0,5350 2,30
5,394-10° 0,5999 0,6170 2,84
Sulfamethoxazol
1,991-10° 0,3228 0,3149 2,44
2,884:10° 0,4353 0,4166 4,30
3,417-10° 0,5025 0,4937 1,74
4,060-10° 0,5834 0,5867 0,57
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8.2.3 Einzelergebnisse der Loslichkeitsstudien in Wasser bei 25 °C
8.2.3.1 Sulfadiazin
Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SDZ)
[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Léslichkeit Sq 10 3,044-10" 3,638:10° 3,024-10" 3,622:10°
a-Cyclodextrin*
0,001 1,001-107 3 3,073-10* 7,252:10° 3,051-10" 7,541-10°
0,002 2,002:10° 3 2,918-10™ 1,174-10° 2,895-10™ 1,167-107°
0,003 2,998:10° 3 2,881-10 1,337-10° 2,855-10 1,348:107
0,004 3,993:10° 3 2,849-10™ 9,901-10°® 2,847-10™ 9,87510°
0,005 4,985-10° 3 3,298:10™ 3,617:10° 3,291-10™ 3,587-10°
0,010 9,919:10° 3 3,053:10* 7,548:10°° 3,011-10% 7,182:10°
B-Cyclodextrin b = 0,0962; t = 3,060-10* mol/kg; r? = 0,995
0,001 1,001-10° 3 3,986:10™ 8,583:10°° 3,965:10™ 8,355:10°
0,002 1,999-10° 3 4,819-10™ 1,047-10° 4,773-10™ 1,022:10°
0,003 2,997-10° 3 5,772:10™ 3,262:10° 5,720-10™ 3,277-10°
0,004 3,086:10° 3 6,730-107 3,409-10° 6,668:10 3,290-10°
0,005 4,97810° 3 8,205-10™ 7,683:10° 8,144-10™ 7,632:10°
0,006 5,964:10° 3 9,552:10™ 6,925:10° 9,442:10™ 6,809:10°
0,007 6,949-10° 3 9,620-10™ 2,784-10° 9,535-10™ 2,9716-10°
0,008 7,932:10° 3 1,060-10° 6,614:10° 1,051-10° 6,571-10°
0,009 8,913:10° 3 1,174-10° 9,739:10° 1,163-10° 1,237-10°
0,010 9,893:10° 3 1,276-10° 7,710-10° 1,267-10° 7,673:-10°
0,011 1,086-107 3 1,339-10° 6,230:10° 1,325-10° 6,214:10°
0,012 1,184-10 3 1,499-10° 4,122-10° 1,488-107 4,205-10°
0,013 1,281-10% 3 1,581-10° 6,632:10° 1,562:10° 6,912:10°
0,014 1,378-107 3 1,589-10° 1,204-10° 1,570-10° 1,224-107
0,015 1,474-10 3 1,828-10° 1,217-10™ 1,805-107 1,198-10™
0,016 1,570-107 3 1,916-10° 1,005-10™ 1,885-10° 9,391-10°
0,017 1,666-107 3 1,900-10° 9,694:10°° 1,870-10° 9,885:10°
0,018 1,762:10 3 2,042-10° 8,667-10° 2,007-10° 8,554-10°
0,019 1,858-107 3 2,049-10° 1,473-10™ 2,022:10° 1,451-10™
0,020 1,953-10 3 2,212:10° 1,942-10™ 2,179-10° 1,920-10™
0,024 2,331-10? 3 1,975-10° 1,554-10° 1,968-10° 3,141-10°
0,028 2,705-10° 3 2,071-10° 1,389-10™ 2,058:10° 1,253-10™
0,032 3,076-107 3 2,126:107 5,227-10° 2,103-107 4,486-10°
y-Cyclodextrin*
0,001 1,000-107 3 3,026-10™ 2,581-10° 2,996:10™ 2,560-10°
0,002 2,001-10° 3 3,086:10™ 1,687-10° 3,052:10™ 1,731-10°
0,003 2,993:10° 3 3,069:10™ 8,280:10°° 3,037:10* 8,208:10°°
0,004 3,988:10° 3 3,129-10™ 1,806-10° 3,101-10™ 1,787-10°
0,005 4,974-10° 3 3,365:10™ 1,193-10° 3,331:10™ 1,183-107
0,010 9,884:10° 3 3,634:10* 1,287-10° 3,581:10 1,214-10°
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8.2.3.2 Sulfadimidin

Cyclodextringehalt

Arzneistoffgehalt (SDD)

[mol/l] | [mol/kg] . M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Loslichkeit So 5 1,832:10° 1,691-10™ 1,827107 1,697-10™
a-Cyclodextrin*
0,005 4,99310° 3 1,624:107 3,196°10° 1,614:107 2,92410°
0,010 9,921-10° 3 1,627-10° 2,223'10° 1,617-10° 2,392'10°
B-Cyclodextrin b =0,1442; t = 1,819:10° mol/kg; r? = 0,991
0,004 3,994-10™ 3 2,304'10° 1,18310™ 2,298'107 1,09410*
0,008 7,92910" 3 3,12810° 4,56710™ 3,10410° 4,66810™
0,012 1,183:107 3 3,566°10° 1,770-10™ 3,54910° 2,035-10™
0,016 1,570°10° 3 3,95310° 6,397°10° 3,956°10° 9,420-10°
0,020 1,95310° 3 4,731-10° 1,01510™ 4,68410° 9,75010°
0,024 2,330107 3 4,48410° 0,576:10™ 4,449-10° 4,750°107
0,028 2,70510° 3 4,65310° 7,267°10° 4,56310° 7,590-10°
0,032 3,07610° 3 4,70510° 9,866°10° 4,599:10° 9,52810°
y-Cyclodextrin*
0,005 4,97310° 3 1,719:10° 3,03610° 1,712:10° 3,141-10°
0,010 9,879'10° 3 1,84810° 2,959'10° 1,83910° 2,797°10°
8.2.3.3 Sulfafurazol
Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SFZ)
[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Loslichkeit Sq 5 6,092-10™ 1,415107 6,089-10™ 1,328'107
a-Cyclodextrin*
0,005 4,989'107 3 5,806°10™ 3,417°10° 5,814'10™ 2,726'10°
0,010 9,926'10° 3 5,87010™ 2,44410° 5,901-10" 1,582:107
B-Cyclodextrin b = 0,2449; t = 5,526-10"* mol/kg; r? = 0,999
0,004 3,990-10° 3 1,541-10° 4,250°10° 1,542:10° 3,197°10°
0,008 7,93410° 3 2,482:10° 4,841-10° 2,47410° 4,77510°
0,012 1,184102 3 3,507°10° 9,304'10° 3,508'107 8,283'10°
0,016 1,571°107 3 4,480°10° 5,05210° 4,46810° 4,870°10°
0,020 1,952:107 3 5,497-10° 3,26310° 5,496-10° 1,787-10°
0,024 2,331'10? 3 5,279:10° 1,23210™ 5,249:10° 1,170-10™
0,028 2,705:107 3 5,520-10° 3,941-10" 5,40510° 3,841-10"
0,032 3,076'107 3 5,54810° 1,336°10™ 5,43810° 1,152:10™
y-Cyclodextrin b =0,1065; t = 5,947:10™* mol/kg; r? = 0,998
0,005 4,98810° 3 1,098:107 4,152:107 1,097:107 3,91410°
0,010 9,888'10° 3 1,658:10° 4,719:10° 1,662:10° 2,800°10°
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8.2.3.4 Sulfaguanidin
Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SGD)
[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Loslichkeit Sq 10 4,056'10° 1,09510™ 4,032:10° 1,068:10™
a-Cyclodextrin*
0,001 9,999-10* 3 4,288'10° 1,699:10™ 4,259'10° 1,658:10™
0,002 2,001-10° 3 4,32710° 1,18810™ 4,326'10° 1,329-10™
0,003 2,998'10° 3 4,327°10° 6,614'10° 4,294'10 6,67510°
0,004 3,991-10° 3 4,31010° 3,318'10™ 4,262:10° 3,297-10™
0,005 4,978'10° 3 4,45210° 1,27010™ 4,383'10° 1,252:10™
0,010 9,919:10° 3 4,45310° 9,249'10° 4,541-10° 1,661:107
B-Cyclodextrin b = 0,6072; t = 4,2y51-10° mol/kg; r> = 0,997
0,001 1,001-10° 3 4,794'10° 1,11810™ 4,749'10° 1,086°10™
0,002 2,002:10° 3 5,454-10° 2,173:10™ 5,393'10° 2,008:10™
0,003 2,993'10° 3 6,160'10° 1,23410™ 6,120'10° 1,180'10™
0,004 3,99110° 3 6,874'10° 1,211-10™ 6,838'10° 1,371-10™
0,005 4,981-10° 3 7,377°10° 1,667-10™ 7,356°10° 1,402:10™
0,006 5,96510° 3 8,036'10° 1,47310™ 7,96510° 1,566°10™
0,007 6,953'10° 3 8,444'10° 1,958:10™ 8,383:10° 1,863:10™
0,008 7,93510° 3 9,277:10° 3,531°10™ 9,102'10° 3,10510™
0,009 8,913'10° 3 9,810:10° 3,147°10™ 9,730'10° 3,002:10™
0,010 9,892:10° 3 1,052:10 1,328:10™ 1,04510 1,642:10™
0,011 1,086°107 3 1,087-107 2,860°10™ 1,083-10 2,499'10™
0,012 1,184:107 3 1,159-107 1,220-10™ 1,151-10 1,19510™
0,013 1,281:107 3 1,200°107 2,83310™ 1,188:107 2,631-10"
0,014 1,378'107 3 1,286'107 5,764'10™ 1,273107 5,380'10™
0,015 1,474:107 3 1,380°10 9,147:10™ 1,363:107 8,612:10™
0,016 1,571-10% 3 1,373107 5,789'10™ 1,35310 6,370°10™
0,017 1,666°107 3 1,413-107 1,155107 1,393-107 1,124:10°
0,018 1,762:107 3 1,509-10 8,071:10™ 1,491-10 8,230'10™
0,019 1,858107 3 1,603-107 1,12510° 1,574:107 1,129'10°
0,020 1,953-107 3 1,626'107 6,244'10™ 1,600-107 6,236'10™
0,024 2,331:107 3 1,830°107 1,084:10™ 1,810°107 1,071-10™
0,028 2,705107 3 2,108'107 2,646'10™ 2,078'107 1,731-10*
0,032 3,076:10% 3 2,379'107 1,137:10° 2,298'107 7,026:10™
y-Cyclodextrin b = 0,09420; t = 4,136:10° mol/kg; r> = 0,964
0,001 1,004:10° 3 4,284'10° 4,052:10° 4,274:10° 7,303:10°
0,002 1,996'10° 3 4,41810° 6,664'10° 4,41210° 8,44510°
0,003 2,996'10° 3 4,406'10° 2,280'10° 4,40110° 3,633'10°
0,004 3,992:10° 3 4,530'10° 5,45510° 4,522:10° 5,697°10°
0,005 4,983'10° 3 4,61710° 1,42910° 4,606'10° 5,670'10°
0,010 9,92510° 3 5,106:10° 5,06510° 5,050'10° 4,403-10°
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8.2.3.5 Sulfamerazin

Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SMR)
[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Loslichkeit Sq 5 8,632:10™ 7,751:10° 8,650°10™ 7,770°10°
a-Cyclodextrin*
0,005 4,976'10° 3 8,708'10™ 6,548'10° 8,693:10™ 6,522:10°
0,010 9,916'10° 3 8,444-10™ 3,439'10° 8,386'10™ 3,302'10°
B-Cyclodextrin b =0,1471; t = 8,864:10™ mol/kg; r? = 0,997
0,004 3,088'10° 3 1,465107 5,017:10° 1,452:10° 4,832:10°
0,008 7,936:10° 3 2,078'10° 4,40510° 2,073-10° 4,471-10°
0,012 1,184:107 3 2,664'10° 7,970'10° 2,658'10° 8,162:10°
0,016 1,570°107 3 3,291-10° 1,613:10™ 3,27410° 1,648'10™
0,020 1,952:107 3 3,689:10° 1,17310* 3,67310° 1,186°10™
0,024 2,331'10% 3 3,930:10° 6,282:10° 3,87510° 1,749-107°
0,028 2,70510* 3 3,906'10° 1,53710™ 3,838'10° 1,363:10™
0,032 3,07510? 3 3,890'10° 1,141-10™ 3,837°10° 1,211-10™
y-Cyclodextrin b = 0,01828; t = 8,597°10™* mol/kg; r> = 0,990
0,005 4,984'10° 3 9,403'10™ 4,366'10° 9,400:10™ 4,859'10°
0,010 9,887:10° 3 1,052:10° 7,384'10° 1,046°10° 6,651'10°
8.2.3.6 Sulfameter
Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SMT)
[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Léslichkeit Sq 5 3,093:10* 4,712:10° 3,096:10* 4,67310°
a-Cyclodextrin*
0,005 4,993:10° 3 2,842:107 1,27510° 2,850-10 1,397:10°
0,010 9,91510° 3 2,97410™ 3,510'10° 2,958'10™ 3,316'10°
B-Cyclodextrin b = 0,07106; t = 3,222:10™* mol/kg; r> = 0,990
0,004 3,088'10° 3 5,77310™ 3,546'10° 5,75510™ 3,330'10°
0,008 7,934'10° 3 8,924'10™ 7,867°10° 8,930'10™ 7,647°10°
0,012 1,184:10 3 1,200-10° 9,102:10° 1,214:10° 1,171-10™
0,016 1,570:107 3 1,484:10° 1,329'10™ 1,501-10° 1,114'10™*
0,020 1,952:10 3 1,62310° 7,351'10° 1,631-10° 6,612:10°
0,024 2,330°107 3 1,863:107 3,412:10™ 1,832:107 3,309-10"
0,028 2,705107 3 1,572:10° 1,683:10° 1,541-10° 1,853:107
0,032 3,07510% 3 1,57510° 2,449:10° 1,5652:107 2,643:10°
y-Cyclodextrin b = 0,003992; t = 3,088:10™ mol/kg; r2 = 0,995
0,005 4,989'10° 3 3,280:10™ 2,804'10° 3,27110* 3,582:10°
0,010 9,890-10° 3 3,52910™ 2,782:10° 3,491-10™ 2,730-10°
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8.2.3.7 Sulfamethoxazol
Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SMZ)
[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Loslichkeit Sq 10 1,159-10° 2,952:10° 1,14810° 3,024'10°
a-Cyclodextrin*
0,001 9,999-10* 3 1,092:10° 4,172:10° 1,081-10° 3,846'10°
0,002 2,004'10° 3 1,10510° 3,011'10° 1,098-10° 3,22510°
0,003 2,998'10° 3 1,072:10° 5,652:10° 1,063-10° 5,60510°
0,004 3,088'10° 3 1,153-10° 4,318'10° 1,14510° 4,293-10°
0,005 4,984'10° 3 1,220-10° 2,603'10° 1,213:10° 2,151-10°
0,010 9,910'10° 3 1,377-10° 9,166'10° 1,36510° 7,890°10°
B-Cyclodextrin b = 0,3408; t = 1,110-10"° mol/kg; r? = 0,996
0,001 9,99310™ 3 1,337-10° 7,222:10° 1,329-10° 7,123'10°
0,002 2,004:10° 3 1,79510° 7,340°10° 1,777-10° 7,362:10°
0,003 2,99510° 3 2,19310° 7,709'10° 2,172:10° 7,448:10°
0,004 3,984'10° 3 2,40510° 9,73510° 2,379'10° 9,923'10°
0,005 4,976:10° 3 2,682:107 1,143:10™ 2,644:10° 1,119-10™
0,006 5,962'10° 3 3,21810° 3,539'10° 3,166'10° 3,817'10°
0,007 6,953'10° 3 3,557°10° 5,469'10° 3,51510° 5,437:10°
0,008 7,93310° 3 3,96110° 2,177°10° 3,900110° 2,116:10°
0,009 8,914'10° 3 4,38510° 1,604:10™ 4,343'10° 1,50510™
0,010 9,892:10° 3 4,743:10° 6,05510° 4,664'10° 6,400°10°
0,011 1,086°107 3 5,130:10° 1,04810™ 5,03510° 1,073-10™
0,012 1,184:107 3 5,18510° 5,723'10™ 5,133:10° 5,888'10™
0,013 1,281-10 3 5,291-10° 1,821-10™ 5,241-10° 1,77510™
0,014 1,378'107 3 6,011°10° 2,90510" 5,904'10° 2,854'10™
0,015 1,475107 3 6,020°10° 4,941-10" 5,911-10° 4,961-10™
0,016 1,570107 3 6,530'10° 3,292'10™ 6,430'10° 3,603'10™
0,017 1,666°107 3 6,81510° 3,422:10™ 6,709'10° 3,328'10™
0,018 1,763:107 3 7,19310° 3,942:10™ 7,08510° 3,819'10™
0,019 1,858107 3 7,567°10° 5,020'10™ 7.47510° 4,581-10™
0,020 1,953-107 3 7,940:10° 5,701:10™ 7,826:10° 5,606'10™
0,024 2,330107 3 9,289-10° 1,700°10™ 9,160-10° 1,096°10™
0,028 2,705107 3 1,028'107 3,933:10™ 1,012:107 3,691'10™
0,032 3,076:10% 3 1,038'107 5,371:10" 1,022:10 547310
y-Cyclodextrin b = 0,08588; t = 1,082:10° mol/kg; r> = 0,970
0,001 1,004:10° 3 1,154:10° 1,322:10™ 1,14810° 1,319-10™
0,002 1,999:10° 3 1,284:10° 1,269'10™ 1,27410° 1,25510™
0,003 2,994'10° 3 1,263-10° 1,406°10™ 1,252:10° 1,409:10™
0,004 3,08510° 3 1,450-107 1,334:10™ 1,43810° 1,319-10™
0,005 4,97110° 3 1,492:10° 9,252'10° 1,482:10° 9,205'10°
0,010 9,880'10° 3 1,980-10° 1,38510™ 1,962:10° 1,377:10™
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8.2.3.8 Sulfanilamid

Cyclodextringehalt

Arzneistoffgehalt (SNA)

[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Loslichkeit Sq 5 4,819'107 1,879-107 4,794'10% 1,729-10°
a-Cyclodextrin*
0,005 4,987-10° 3 4,467107 2,827°10° 4,435107 2,482:10°
0,010 9,91510° 3 4,104'107 5154'10° 417610 5,653'10°
B-Cyclodextrin b =0,8718; t = 4,651°10 mol/kg; r? = 0,934
0,004 3,987-10° 3 4,785107 8,123-10™ 4,749-10° 741510
0,008 7,939:10° 3 5,339:102 3,749'10° 5,278'102 3,776'10°
0,012 1,184:107 3 5,967°10 5,859'10° 5,902:10 5,707°10°
0,016 1,570107 3 6,139'107 3,498'10° 6,050'10 3,456'10°
0,020 1,953-107 3 6,273'107 2,229'10° 6,272:10* 3,682'10°
0,024 2,330°107 3 6,733'107 3,824'10° 6,621:10° 3,822:10°
0,028 2,70510 3 7,390°102 3,595'10° 7,29310 3,914'10°
0,032 3,07510% 3 7,487:10 1,072:10° 7,353:10% 1,277107
y-Cyclodextrin*
0,005 4,981'10° 3 4,633'107 2,388'10° 4,641'10* 2,948'10°
0,010 9,890-10° 3 5,023-102 3,892:10° 5,00510° 4,035:107
8.2.3.9 Sulfathiazol
Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (STZ)
[mol/l] | [mol/kg] M [mol/l] o [mol/l] M [mol/kg] o [mol/kg]
Intrinsische Léslichkeit So 5 1,939:10° 7,328:10° 1,946:10° 8,670-10°
a-Cyclodextrin*
0,005 4,990°10° 3 1,966°107 2,571-10° 1,945:107 2,908:10°
0,010 9,91510° 3 2,058'10° 6,366'10° 2,068'10° 3,303'10°
B-Cyclodextrin b=0,7797; t=1,917-10" mol/kg; r? = 0,998 (Bereich bis 3 mmol/kg)
0,001 9,99310™ 3 2,668'10° 10™ 2,652:10° 3,624'10°
0,002 2,001-10° 3 3,464'10° 0™ 3,450'10° 4,596'10°
0,0025 2,499:10° 3 3,896°10° “10™ 3,889-10° 2,35010°
0,030 2,994'10° 3 4,254'10° 10™ 4,257°10° 1,765107
0,040 3,08510° 6 4,229'10° 0™ 4,228'10° 2,181:10™
0,060 5,963'10° 3 4,14810° 10™ 4145107 8,349:10°
0,080 7,93310° 6 4,330'10° 10™ 4,362:10° 2,692:10™
0,010 9,892:10° 3 4,21010° 0™ 4,220'10° 1,919-10™
0,012 1,184:107 3 4,29510° 10™ 4,283'10° 8,226'10°
0,016 1,570-107 3 4,304'10° 0™ 4,28510° 1,467:10™
0,020 1,952:107 3 3,966°10° “10™ 3,97410° 7,094-10"
y-Cyclodextrin b =0,1001; t = 1,933:10° mol/kg; r? = 0,998
0,005 4,985107 3 2,389:10° 3,204:10° 2,408:107 8,507-10°
0,010 9,895'10° 3 2,926'10° 3,912'10° 2,936'10° 2,299'10°

* Mit a- oder y-Cyclodextrin wurden hier keine verwertbaren Steigerungen der Loslichkeit

erhalten.
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8.2.3.10 Extrapolation zur Bestimmung des Plateaubeginns P der Isothermen (25 °C)

Fur den Konzentrationsbereich A bis zum Knickpunkt und das anschlieRende Plateau B

wurde jeweils mittels linearer Regression eine Geradengleichung der Formy = b -

erstellt. Uberschneidungen der Bereiche wurden absichtlich gewahlt, wenn Messwerte nicht

eindeutig einem der beiden Abschnitte zugeordnet werden konnten.

Gast | A [mmol/l] b(A) t(A) [mol/l] | B [mmol/l] b(B) t(B) [mol/l] | P [mmol/l]
SDz 0-20 0,0956 0,000313 18-32 0,00120 0,00205 18,4
SDD 0-20 0,142 0,00183 20-32 0,00228 0,00458 19,7
SFZ 0-20 0,245 0,000570 20-32 0,00982 0,00521 19,7
SMR 0-20 0,144 0,000899 24-32 -0,00502 0,00405 211
SMT 0-20 0,0686 0,000329 16-32 0,00325 0,00155 18,7
SMZ 0-28 0,330 0,00118 28-32 0,0227 0,00965 27.2

Nach Gleichung 2.5 wurde aus den Loslichkeitssteigerungen von Wirt und Gast bis zum

Erreichen des Plateaus das Verhaltnis im Komplex berechnet. Aus dem Zahlenwert Iasst

sich die durchschnittliche Stochiometrie ablesen.

Gast | So[mol/l] | Sp[mol/l] | Lp [mol/l] | AS =Sp -S,[mol/l] | AL =Lp-16,3 [mol/l]] | AS/AL = m/n
SDZ | 0,000304 0,00207 0,0184 0,00177 0,0021 0,84
SDD | 0,001830 0,00463 0,0197 0,00280 0,0034 0,83
SFZ | 0,000609 0,00540 0,0197 0,00479 0,0034 1,41
SMR | 0,000863 0,00394 0,0211 0,00308 0,0048 0,64
SMT | 0,000309 0,00161 0,0187 0,00130 0,0024 0,54
SMZ | 0,001160 0,01030 0,0272 0,00914 0,0109 0,84
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8.2.4 Einzelergebnisse - Einfluss des pH-Wertes

Bei drei Kurven (SFZ pH 9,0; SMZ pH 9,0, STZ pH 4,0) wurden die mit * gekennzeichneten
Werte als Ausreiller behandelt und bei den weiteren Berechnungen nicht bertcksichtigt. Im
Fall von STZ pH 4,0 kénnte ein Ausfallen des Komplexes die Ursache sein, da die
Einzelwerte hier um zwei verschiedene Mittelwerte schwankten — einen, der zur Geraden
passen wurde und einen sehr viel niedrigeren. In den Ubrigen Fallen ist wahrscheinlich eine
Ubersattigung der cyclodextrinfreien Lésung eingetreten. Die hohen Korrelations-

koeffizienten der Regressionsgeraden durch die Ubrigen Werte unterstiitzen dieses

Vorgehen.

8.2.4.1 Sulfadiazin

B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SDZ)
[molil] p [mol/l] | o [molll]
pH-Wert 4,0 b = 0,09850; t = 2,581-10* mol/l; r2 = 0,999
0,000 3 2,56510™ 3,710110°
0,004 3 6,159-10* 1,066°107
0,008 3 1,051-107 3,13510°
0,012 3 1,437:107 5,13710°
pH-Wert 6,5 b = 0,1023; t = 5,288-10™* mol/l; r> = 0,999
0,000 3 5,337-10™ 1,652:107
0,004 3 9,323'10™ 4,25910°
0,008 3 1,343:10° 1,638'10°
0,012 3 1,760:107 4,543-107
pH-Wert 9,0 b = 0,1877; t = 6,959-10"° mol/l; r> = 0,998
0,000 3 6,649-10° 2,04510"
0,004 3 7,702:10° 1,374'10™
0,008 3 8,51510° 7,49310°
0,012 3 9,17810° 7,08310°
8.2.4.2 Sulfadimidin
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SDD)
[molll] p [molll] | o [molll]
pH-Wert 4,0 b =0,1763; t = 1,595:10"° mol/l; r> = 0,996
0,000 3 1,546:107 8,72810°
0,004 3 2,352:10° 7,406°10°
0,008 3 3,050'107 4,607-10°
0,012 3 3,664:10° 5,571-10°
pH-Wert 6,5 b =0,1581; t = 1,528:10"° mol/l; r> = 0,998
0,000 3 1,560107 3,05510°
0,004 3 2,26510° 1,46310™
0,008 3 2,80810° 1,77710°
0,012 3 3,487-10° 1,21510™
pH-Wert 9,0 b = 0,2001; t = 5,437-10"° mol/l; r> = 0,985
0,000 3 5,540-10° 1,411-10™
0,004 3 6,053-10° 1,153:10™
0,008 3 7,09510° 6,621-10°
0,012 3 7,861-10° 9,22810°
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8.2.4.3 Sulfafurazol

B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SFZ)
[mol/l] M [mol/l] | o [mol/l]
pH-Wert 4,0 b = 0,2390; t = 4,939-10™* mol/l; r2 = 0,999
0,000 3 4,896'10™ 2,673'10°
0,004 3 1,453107 9,92210°
0,008 3 2,413-10° 3,340-10°
0,012 3 3,356°10° 4,331-10°
pH-Wert 6,5 b =0,4161; t = 1,132-10 mol/l; r2 = 0,995
0,000 3 1,118107 9,153'10°
0,004 3 1,318:107 2,73510"
0,008 3 1,468107 1,193-10*
0,012 3 1,623:107 8,57810°
pH-Wert 9,0 b = 0,3839; t = 5,049-10” mol/l; r2 = 0,999*
0,000* 3 5,489'10% 3,448'10™*
0,004 3 5,203-102 9,09510™
0,008 3 5,355'107 5,497°10™
0,012 3 5,510102 7,49310"

8.2.4.4 Sulfaguanidin

B-Cyclodextringehalt

Arzneistoffgehalt (SGD)

[molil] p [mol/l] | o [molll]
pH-Wert 4,0 b =0,6613; t = 3,961-10° mol/l; r> = 0,999
0,000 3 3,993-10° 7,500°10°
0,004 3 6,542:10° 1,235'10™
0,008 3 9,283-10° 5,639-10°
0,012 3 1,190°1072 1,100°10™
pH-Wert 6,5 b = 0,6472; t = 4,168:10"° mol/l; r> = 0,998
0,000 3 4,19510° 6,18810°
0,004 3 6,815-10° 9,666°10°
0,008 3 9,144:10° 6,200'10°
0,012 3 1,205°1072 1,045:10™
pH-Wert 9,0 b = 0,6576; t = 4,300-10"° mol/l; r> = 0,998
0,000 3 4,331:10° 2,380°10°
0,004 3 6,981-10° 1,861-10™
0,008 3 9,367°10° 1,308'10™
0,012 3 1,230°107 8,32210°
8.2.4.5 Sulfamerazin
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SMR)
[molil] p [mol/l] | o [molll]
pH-Wert 4,0 b = 0,1658; t = 7,331-10™* mol/l; r> = 0,998
0,000 3 7,58310™ 1,984:10°
0,004 3 1,38510° 1,558:10°
0,008 3 2,007-10° 5,34910°
0,012 3 2,761-10° 1,358'107
pH-Wert 6,5 b = 0,1654; t = 9,873-10™* mol/l; r> = 0,998
0,000 3 9,612:10* 1,960°107
0,004 3 1,700-107 3,460'10°
0,008 3 2,286°10° 4,921-10°
0,012 3 2,972:10° 5,666°10°
pH-Wert 9,0 b = 0,2264; t = 7,316-10"° mol/l; r> = 0,995
0,000 3 7,35310° 2,04410"
0,004 3 8,227°10° 3,133'10™
0,008 3 9,01010° 8,64510°
0,012 3 1,011-107 1,71810™
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8.2.4.6 Sulfameter

B-Cyclodextringehalt

Arzneistoffgehalt (SMT)

[mol/l] u [mol/l] | o [mol/l]
pH-Wert 4,0 b = 0,09375; t = 2,148-10™* mol/l; r2 = 0,992
0,000 3 2,24610™* 6,975'10°
0,004 3 6,06510™ 6,75310°
0,008 3 9,017-10* 1,157-10™
0,012 3 1,376'107 4,040-10°
pH-Wert 6,5 b = 0,08020; t = 3,804-10* mol/l; r2 = 0,988
0,000 3 3,72510* 7,811-10°
0,004 3 6,79710" 3,11810°
0,008 3 1,089:107 1,453:10™
0,012 3 1,306°107 1,376'10™
pH-Wert 9,0 b = 0,1389; t = 5,604-10"° mol/l; r> = 0,962
0,000 3 5,724'10° 7,44910°
0,004 3 5,951-10° 1,132:10™
0,008 3 6,76810° 1,095:10™
0,012 3 7,303:10° 9,943'10°

8.2.4.7 Sulfamethoxazol

B-Cyclodextringehalt

Arzneistoffgehalt (SMZ)

[mol/1] u [mol/l] | o [mol/l]
pH-Wert 4,0 b = 0,2899; t = 1,097-10"° mol/l; r2 = 0,993
0,000 3 9,909'10™ 3,311°10°
0,004 3 2,35510° 2,17510°
0,008 3 3,537-10° 4,609:107°
0,012 3 4,462:10° 1,309:10°°
pH-Wert 6,5 b = 0,4283; t = 5,081-10"° mol/l; r2 = 0,988
0,000 3 5,309-10° 6,656°10°
0,004 3 6,506°10° 5,41010°
0,008 3 8,400-10° 4,324:10°
0,012 3 1,039:1072 2,367-10"
pH-Wert 9,0 b = 0,4494; t = 2,903-10” mol/l; r2 = 0,999*
0,000* 3 2,999'10% 7,206'10*
0,004 3 2,864:107 3,599-10"
0,008 3 3,033-102 1,13510™
0,012 3 3,224'10% 2,554'10™
8.2.4.8 Sulfanilamid
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SNA)
[mol/1] u [molll] | o [mol/l]
pH-Wert 4,0 b = 0,9308; t = 4,564-10 mol/l; r2 = 0,980
0,000 3 4,621-107 1,407-10°
0,004 3 4,837-107 1,383:10™
0,008 3 5,337°107 4,211-10™
0,012 3 5,696°10 1,10510°
pH-Wert 6,5 b = 0,9016; t = 4,455-10 mol/l; r2 = 0,982
0,000 3 4,411-107 7,915-10™
0,004 3 4,844107 5,055'10™
0,008 3 5,251'107 1,54010™
0,012 3 5478102 4,362:10™
pH-Wert 9,0 b = 0,9327; t = 4,605-10 mol/l; r = 0,988
0,000 3 4,63310 3,87510"
0,004 3 4,909:107 1,255'107
0,008 3 5,402:107 591610
0,012 3 5,712:102 2,652:10"
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8.2.4.9 Sulfathiazol

B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (STZ)
[molll] p [molll] | o [molll]
pH-Wert 4,0 b = 0,8453; t = 2,789-10"° mol/l; r2 = 0,999*
0,000 3 1,79310° 1,77310°
0,004 3 5,081-10° 6,259-10°
0,008 3 8,556°10° 9,24510°
0,012* 6 6,77510°% 3,82310°*
pH-Wert 6,5 b = 0,8359; t = 1,957-10"° mol/l; r> = 0,999
0,000 3 2,02210° 1,916:10°
0,004 3 5,158-10° 6,83510°
0,008 3 8,79810° 1,386°10™
0,012 3 1,194:107 8,966°10°
pH-Wert 9,0 b = 0,7069; t = 8,874:10"° mol/l; r> = 0,975
0,000 3 9,080-10° 7,33410°
0,004 3 1,182:107 8,03310°
0,008 3 1,369:107 8,019-10"
0,012 3 1,788:107 1,895'107

8.2.4.10 Dissoziationsgrad der Gastmolekiile in Abhangigkeit vom pH-Wert

Der Dissoziationsgrad einer Saure errechnet sich in Abhangigkeit vom pH-Wert nach [184]:

a

1

IR

Bei einigen Modellsubstanzen liegen in der Literatur mehrere pKss-Werte vor. Hier wurde der

Mittelwert gebildet. Somit ergibt sich bei den gewahlten pH-Werten:

Molekiil pKss Dissgziationsgrad Diss<_>ziationsgrad Dissgziationsgrad
bei pH 4,0 [%)] bei pH 6,5 [%] bei pH 9,0 [%)]
SDz 7,40 0,04 11,18 97,55
SDD 6,45 0,35 52,88 99,72
SFz 5,00 9,09 96,93 99,99
SGD 10,80 0,00 0,01 1,56
SMR 7,05 0,09 21,99 98,89
SMT 7,00 0,10 24,03 99,01
SMz 5,60 2,45 88,82 99,96
SNA 10,95 0,00 0,00 1,12
STZ 7,14 0,07 18,64 98,64
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8.2.5 Einzelergebnisse - Einfluss der Temperatur und Van’t Hoff Plot

8.2.5.1 Sulfadiazin

B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SDZ)
[molll] | [mollkg] p [mol/l] | omoll] |  u[molikg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b = 0,1106; t = 4,750-10"* mol/kg; r? = 0,997
0,000 0,000 3 5,086:10™ 2,680'10° 5,052:10™ 3,060°10°
0,004 3,989-10° 3 8,881-10™* 4,900°107 8,798-10™ 4,356°107
0,008 7,939:10° 3 1,332:10° 1,083:10™ 1,33410° 8,023'10°
0,012 1,184:107 3 1,789-10° 3,44510° 1,809-10° 6,076'10°
Temperatur 45 °C b=0,1022; t = 8,747:10™ mol/kg; r? = 0,999
0,000 0,000 3 8,866°10™ 1,483:10™ 8,74510™ 1,46510™
0,004 3,990-10° 3 1,335:107 1,579:10™ 1,295:107 1,520°10™
0,008 7,93310° 3 1,70510° 5,92510° 1,662:10° 5,774'10°
0,012 1,184:107 3 2,17410° 9,096'10° 2,097:10° 8,721:10°
8.2.5.2 Sulfadimidin
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SDD)
[molll] | [mollkg] p [molll] | omoll] |  u[molikg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b =0,1553; t = 2,358-10° mol/kg; r* = 0,999
0,000 0,000 3 2,422:10° 3,197°10° 2,378'10° 2,487°10°
0,004 3,088'10° 3 2,93510° 5,261'10° 2,957-10° 2,384'10°
0,008 7,936:10° 3 3,63310° 6,453'10° 3,57310° 6,468'10°
0,012 1,184:10 3 4,232:10° 1,491-10™ 4,21510° 7,469'10°
Temperatur 45 °C b = 0,1723; t = 3,276-10"° mol/kg; r? = 0,999
0,000 0,000 3 3,31510° 1,650°10™ 3,249:10° 1,721-10™
0,004 3,087°10° 3 4,062:10° 1,936:10™ 3,997°10° 1,340-10™
0,008 7,93310° 3 4,792'10° 1,43810™ 4,65510° 1,102:10™
0,012 1,184:107 3 5,487-10° 743110 5,296'10° 7,261'10°
8.2.5.3 Sulfafurazol
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SFZ)
[molll] | [mollkg] p [moll] | omoll] |  p[molkg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b =0,2634;t= 1,026'1()'3 mol/kg; r* = 0,999
0,000 0,000 3 1,02510° 2,166'10° 1,009-10° 5,558'10°
0,004 3,08510° 3 2,120°10° 7,280°10° 2,11510° 3,471:10°
0,008 7,94110° 3 3,132:10° 9,831'10° 3,09110° 8,454'10°
0,012 1,184:107 3 4,188'10° 1,532:10™ 4,149'10° 1,220-10™
Temperatur 45 °C b = 0,2796; t = 1,522-10° mol/kg; r* = 0,999
0,000 0,000 3 1,565107 1,064:10™ 1,527-10° 1,017:-10*
0,004 3,990'10° 3 2,704'10° 6,481:10° 2,647-10° 5,346'10°
0,008 7,932:10° 3 3,836:10° 6,494'10° 3,702'10° 5,938'10°
0,012 1,185107 3 4,940'10° 1,144:10™ 4,85510° 1,502:10™
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8.2.5.4 Sulfaguanidin
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SGD)
[molil] | [mollkg] p [mol/l] | omoll] |  p[molkg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b =0,6348;t= 7,423'1()'3 mol/kg; r* = 0,995
0,000 0,000 3 7,35510° 2,65810" 7,297-10° 2,62410"
0,004 3,992:10° 3 1,038:107 3,05410™ 1,026:107 3,14810™*
0,008 7,932:10° 3 1,249:107 5,28810™ 1,222:107 5,383-10"
0,012 1,183:107 3 1,530°1072 6,74410" 1,499:107 6,579-10"
Temperatur 45 °C b = 0,6657; t = 1,206-107 mol/kg; r? = 0,961
0,000 0,000 3 1,175:107 8,426°10™ 1,148:107 8,723-10"
0,004 3,990-10° 3 1,614:107 9,240-10° 1,571:107 4,474-107°
0,008 7,93810° 3 1,740:107 8,67310" 1,712:107% 7,162:10™
0,012 1,184:107 3 2,047-107 1,04310° 1,976:107 8,602:10"
8.2.5.5 Sulfamerazin
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SMR)
[mol/] | [mol/kg] p [mol/] | omolm | p [mol/kg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b=0,1615;t = 1,245'10'3 mol/kg; r* = 0,999
0,000 0,000 3 1,237-10° 6,799'10° 1,244:10° 5,924'10°
0,004 3,992:10° 3 1,870:10° 1,050°10™ 1,898:107 5,667°10°
0,008 7,937°10° 3 2,54710° 1,14310* 2515107 7,887:10°
0,012 1,184:107 3 3,241-10° 1,006°10™ 3,162:10° 9,30810°
Temperatur 45 °C b=0,1791; t = 1,636'1()'3 mol/kg; r* = 0,999
0,000 0,000 3 1,697°10° 2,500°10° 1,652:10° 1,980'107
0,004 3,992:10° 3 2,39310° 8,852:10° 2,317-10° 8,94310°
0,008 7,936'107 3 3,163:107 1,28610™ 3,079'10° 9,829'10°
0,012 1,184:107 3 3,81310° 1,21310™ 3,75410° 3,186°10°
8.2.5.6 Sulfameter
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SMT)
[mol/l] | [mol/kg] p [molll] | omoll] |  p[molkg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b = 0,08492; t = 5,682:10™ mol/kg; r? = 0,999
0,000 0,000 3 5,74610™ 9,682:10° 5,634:10" 9,25710°
0,004 3,993-10° 3 9,18510™ 4,189:10° 9,071-10" 3,31710°
0,008 7,941-10° 3 1,254:10° 1,693:107 1,257-107 4,139:107°
0,012 1,184:107 3 1,529:10° 6,347°10° 1,564:10° 3,45210°
Temperatur 45 °C b=0,1048; t = 7,786'10"1 mol/kg; r* = 0,983
0,000 0,000 3 7,561-10" 7,508:10° 7,363-10" 6,852:10°
0,004 3,992:10° 3 1,25310° 5,77710° 1,217-10° 5,31410°
0,008 7,93610° 3 1,759:10° 1,276°10™ 1,699:107 1,249-10™
0,012 1,184:107 3 2,016:10° 2,90810° 1,95310° 2,37710°
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8.2.5.7 Sulfamethoxazol

B-Cyclodextringehalt

Arzneistoffgehalt (SMZ)

[molil] | [mollkg] p [mol/l] | omoll] |  p[molkg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b =0,3925;t= 2,013'1()'3 mol/kg; r* = 0,996
0,000 0,000 3 2,10710° 3,74710° 2,03410° 4,00810°
0,004 3,986°10° 3 3,584:10° 4,652:107° 3,467-10° 4,850°107
0,008 7,93510° 3 5,461-10° 8,891-10° 5,28810° 7,186°10°
0,012 1,183:107 3 6,804:10° 5,72310° 6,588:107 5,529-10°
Temperatur 45 °C b =0,3721; t = 3,859-10° mol/kg; r* = 0,989
0,000 0,000 3 3,807-10° 4,13310™ 3,66910° 3,997-10"
0,004 3,986'10° 3 5,82310° 3,235'10° 5,586°10° 3,268:10°
0,008 7,93410° 3 7,18510° 3,566°10™ 6,898:10° 3,35510™
0,012 1,184:107 3 8,48210° 1,94510™ 8,12610° 1,732:10™
8.2.5.8 Sulfanilamid
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (SNA)
[mol/] | [mol/kg] p [mol/] | omolm | p [mol/kg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b =0,5449; t = 6,948'10'2 mol/kg; r* = 0,867
0,000 0,000 3 6,728107 1,97310° 6,954107 2,23510°
0,004 3,989-10° 3 7,094:102 2,66310° 7,081-107 1,434107
0,008 7,937°10° 3 7,647°107 8,779'10° 7,532:107 8,077°10°
0,012 1,184:107 3 7,522:102 6,78310° 7,520°10 9,51510°
Temperatur 45 °C b =0,4950; t = 1,051'1()'1 mol/kg; r* = 0,465
0,000 0,000 3 1,03510" 1,246°107 1,02610" 1,222:107
0,004 3,987-10° 3 1,111-10" 3,80410° 1,098:10” 5,26510°
0,008 7,934'10° 3 1,139:10" 1,613102 1,108:10" 1,470°107
0,012 1,184:107 3 1,101-10" 7,499-10° 1,087:10" 6,66310°
8.2.5.9 Sulfathiazol
B-Cyclodextringehalt n Arzneistoffgehalt (STZ)
[mol/l] | [mol/kg] p [molll] | omoll] |  p[molkg] | o [molikg]
Temperatur 35 °C b=0,8101; t = 2,955:10° mol/kg; r? = 0,991
0,000 0,000 3 2,979-10° 5,14510° 2,949-10° 7,82510°
0,001 1,00010° 3 3,949-10° 9,681:10° 3,894:10° 1,062:10™
0,002 1,996:107 3 4,39410° 3,688:10™ 4,376°10° 3,364:10™
0,003 2,996°10° 3 5,461-10° 6,77810° 5,40910° 6,042:10°
0,004 3,98510° 3 6,301-10° 1,925'107 6,227-10° 2,85110°
Temperatur 45 °C b = 0,7108; t = 4,621°-10”° mol/kg; r* = 0,996
0,000 0,000 3 4,75610° 1,108'10™ 4,60810° 1,239:10™
0,001 9,991-10° 3 5,531-10° 3,501-10™ 5,390-10° 2,834:10™
0,002 1,99810° 3 6,14410° 2,68910° 5,971-10° 4,616:107°
0,003 2,991-10° 3 7,030-10° 5,63010° 6,781-107 4,464-107
0,004 3,988'107 3 7,623'10° 7,552:10™ 7,454'10° 7,302:10"
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8.2.6 Einzelergebnisse - Loslichkeitssteigerung

8.2.6.1 Loslichkeitssteigerung in Wasser
Probe Ol24n Olash L¥rel n [ c (Gast) [mol/l] | L¥as 1 [
sDzl |570 | 621 | 1,09 1,87°10° 0,82
sDzll | 570 | 642 | 1,13 | 1,12 | 2,42:107 1,64:10° 1,32 | 1,12 | 2,6110"
sDZIl | 584 | 659 | 1,14 1,88107 1,21
sDDI | 6,00 | 6,74 | 1,14 3,96'107 0,56
sDDIl | 548 | 6,83 | 1,25 | 1,19 | 567107 4,04-10° 1,00 | 0,76 | 2,22"10"
sDDIll | 590 | 6,84 | 1,17 3,95107 0,72
SFZ |1 592 | 7,43 | 1,28 4,4110° 1,03
SFZIl | 589 | 729 | 126 | 1,27 | 9,77110° 4,53-10° 0,93 | 1,00 | 581102
SFZIl | 590 | 7,37 | 1,27 4,2810° 1,04
SGDI | 6,24 | 10,68 | 1,82 1,22:10° 1,10
SGDIl | 6,17 | 10,85 | 1,87 | 1,85 | 2,46:10? 1,1810% 120 | 1,17 | 6,31'102
SGDIIl | 598 | 10,64 | 1,86 1,16:107 1,20
SMRI |589 | 672 | 1,16 3,29107 0,77
SMRIl | 547 | 6,75 | 1,24 | 1,19 | 4,02:10? 3,14'10° 122 | 097 | 2,32110"
SMR1I | 589 | 6,91 | 1,19 3,40'107 0,91
SMTI |[573 | 623 | 1,09 1,4310° 1,06
SMTIl | 584 | 643 | 1,11 | 1,09 | 2,16:10? 1,74:10° 1,03 | 0,9 | 1,3610"
SMTII | 576 | 6,12 | 1,07 1,35:10° 0,81
smMz1 | 6,07 | 805 | 1,37 5,94'107 1,01
sMzll | 592 | 824 | 143 | 1,41 | 3,72:107 5,84'107 1,20 | 1,13 | 1,06-10"
SMzll | 585 | 818 | 1,43 5,98'107 1,17
SNAI | 6,18 | 22,90 | 4,09 6,46102 0,78
SNAIl | 6,18 | 22,88 | 4,09 | 3,98 | 1,97-10" 6,38:102 0,79 | 0,78 | 4,77:10°
SNAII | 6,25 | 21,12 | 3,75 572107 0,78

8.2.6.2 Loslichkeitssteigerung bei pH 4,0 (Phosphatpuffer)
Probe | da | dasn | L'm 1 G c (Gast) [mol/l] | L¥as I3 c
sDzl |576 | 655 | 1,13 1,95107 1,21
SDZIl | 560 | 644 | 1,14 | 1,14 | 4,4810° 1,72:10° 147 | 1,42 | 1,8310"
sDzll | 571 | 654 | 1,14 1,58:10° 1,57
sDDI | 582 | 761 | 1,30 4,1410° 1,30
sDDIl | 551 | 698 | 1,25 | 1,27 | 2,73:10? 3,89'107 114 | 1,19 | 9,73102
sDDIl | 575 | 7,35 | 1,27 4,26'10° 1,13
SFZI 573 | 7,25 | 1,26 4,37'10° 1,05
SFZIl | 578 | 7,34 | 1,26 | 1,24 | 3,15:107 4,2510° 111 | 1,01 | 1,2810"
SFZIl | 6,06 | 7,28 | 1,21 4,2710° 0,86
SGDI | 6,30 | 10,94 | 1,78 1,45°107 0,97
sGDIl | 620 | 11,10 | 1,83 | 1,81 | 2,19-107 1,46:10° 1,01 | 0,99 | 2,34102
SGDIIl | 6,15 | 10,93 | 1,81 1,46:107 0,99
SMRI |592 | 695 | 1,17 3,2510° 0,95
SMRII | 59 | 691 | 1,16 | 1,16 | 85610 3,43'10° 0,83 | 0,88 | 6,1310?
SMRII | 592 | 6,85 | 1,16 3,27°10° 0,86
SMTI |592 | 633 | 1,07 1,76:10° 0,70
sSMTIl | 581 | 628 | 1,08 | 1,07 | 9,70:10° 1,46:10° 0,98 | 0,78 | 1,7810"
SMTII | 590 | 6,26 | 1,06 1,67°10° 0,65
SMZ1 | 607 | 814 | 1,35 5,94:107 1,05
sMzll | 6,08 | 812 | 1,34 | 1,34 | 56310° 577107 1,06 | 1,05 | 1,16:102
sSmMz1l | 6,08 | 808 | 1,34 579107 1,04
SNAI | 6,13 | 21,94 | 3,67 6,30102 0,76
SNAIl | 6,13 | 22,40 | 3,75 | 3,70 | 4,08:10? 6,29:102 0,78 | 0,77 | 1,1510?
SNAIIl | 6,24 | 22,15 | 3,69 6,24'107 0,77
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8.2.6.3 Loslichkeitssteigerung bei pH 9,0 (Phosphatpuffer)

Probe | daan COlsh L*rel n [ c (Gast) [mol/l] | L¥as 1 [
sDz1 |6,33 | 862 | 1,37 9,9810° 0,69

spzll | 628 | 864 | 1,37 | 1,37 | 9,30:10° 9,9410° 0,71 | 0,70 | 1,55'107
sDzIll | 6,34 | 858 | 1,36 9,86'107 0,68

SDDI | 6,30 | 7,91 | 1,26 8,23:10° 0,59

spDDIl | 597 | 791 | 1,31 | 1,28 | 2,6810? 8,4410° 0,69 | 0,63 | 54710?
sbDDIl | 616 | 7,95 | 1,28 8,7310° 0,62

SFZ| 6,52 | 20,80 | 3,27 5,31'107 0,81

SFZIl | 6,62 | 20,90 | 327 | 3,28 | 6,86:10° 5,55'107 0,78 | 0,80 | 1,78'107?
SFZIl | 6,42 | 20,77 | 3,28 5,42:107 0,80

SGDI | 646 | 11,98 | 1,88 1,52:107 1,09

SGDIl | 662 | 12,07 | 1,86 | 1,86 | 1761107 1,59:107 1,04 | 1,05 | 3,80102
SGDIIl | 6,68 | 11,98 | 1,84 1,57107 1,02

SMRI | 6,23 | 887 | 1,42 1,07°10° 0,74

SMRIl |633 | 852 | 1,35 | 1,39 | 3,621107 1,09'102 0,61 | 0,68 | 6,77°10°
SMRIIl | 6,30 | 8,80 | 1,40 1,09:10” 0,69

SMTI |620 | 7,58 | 1,22 7,36'107 0,56

SMTIl | 619 | 759 | 122 | 1,22 | 4,70:10° 7,42-10° 0,57 | 0,56 | 4,63-10°
SMTII | 6,20 | 7,54 | 1,21 7,2310° 0,56

SMZ1 | 634 | 14,01 | 2,22 3,50107 0,66

SMZIl | 6,31 | 14,06 | 2,23 | 2,19 | 6,11:10? 3,45107 0,68 | 0,65 | 3,10'10
SMz Il | 6,37 | 13,42 | 2,12 3,45107 0,62

SNAI | 6,47 | 23,66 | 3,73 6,46:107 0,80

SNAIl | 6,55 | 23,84 | 375 | 3,73 | 2,17:10? 6,35'102 0,82 | 0,88 | 1,2510"
SNAIIl | 643 | 2344 | 3,71 5,00107 1,03
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8.2.7

NMR-Messungen

8.2.7.1 Zuordnung der Signale zu den Protonen der einzelnen Stoffe

B-Cyclodextrin [100]

& [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung
5,01 d 7 H1
3,91 t 7 H3
3,82 s 14 H6
3,79 S 7 H5
3,59 dd 7 H2
3,53 t 7 H4
5.‘0 ‘ ‘ ‘ ‘ 4.‘5 ‘ ' ‘ ' 4.‘0 ‘ ' ‘ ' 6.‘5 [Ippm]
Sulfadiazin (SDZ) [185] .
¥ N
& [ppm] | Typ n(H) | Zuordnung s o\\S//o )N\/j
8,33 d 2 | -Ha,c (Pyr) : NS
7,65 d 2 | -H2,6 (Ani) Q/ H
6,88 t 1| -Hb (Pyr) HN- s
6,77 d 2 | -H3,5 (Ani)
a.‘s B.‘O 7.‘5 7.‘0 [Ippm]
Sulfadimidin (SDD) [185] CHj
& [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung o o N7 H
7,68 d 2 | -H2,6 (Ani) A \\S//\N)\N‘ o
6,78 d 2 | -H3,5 (Ani) Q/ H °
6,67 s 1| -H (Pyn HNT Y
2,29 s 6 -CHjs (Pyr)
| I UL -
T 7 s s T 3 " pem
Sulfafurazol (SFZ) [185] o-N
& [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung s O\\S//? chs
7,54 d 2 | -H2,6 (Ani) O ML
6,77 d 2 | -H3,5 (Ani) HNT Y .
2,00 s 3 -CH3 b (Iso)
1,59 s 3 -CHj3 a (Iso)

,
[ppm]

|
®
@
IS
@
n

Sulfaguanidin (SGD) nach [185]

& [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung
7,59 d 2 -H2,6 (Ani)
6,81 d 2 -H3,5 (Ani)

—
Ippm]
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Sulfamerazin (SMR) [185] CHa
d [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung NG
8,14 d 1| -Ha (Pyn) LV i |
7,67 d 2 | -H2,6 (Ani) 7 S‘” SN
6,80 d 1| -Hb (Pyn) N
6,78 d 2| -H35 (An)
2,34 s 3 | -CH; (Pyn)

[ppm]

Sulfameter (SMT) nach [185]
& [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung
8,12 s 2 | -H3,5 (Pyr)
7,65 d 2 | -H2,6 (Ani)
6,77 d 2 | -H3,5 (Ani)
3,78 s 3 | -OCH; (Pyr)
[ =~ 7 T e Ty T eem
Sulfamethoxazol (SMZ) [185] H CHj
& [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung LR /o
7,57 d 2 | -H2,6 (Ani) NS S
6,78 d 2 | -H3,5 (Ani) H
5,72 s 1| -H (1s0) HN- s
2,17 s 3 -CH; (Iso)
s 7 e T T T e

Sulfanilamid (SNA) nach [185] o o
8 [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung X

s.
7,626 d 2 | -H2,6 (Ani) Q/ NHz
6,832 d 2 | -H3,5 (Ani) HoN :

80 75 70 65 [ppm]

Sulfathiazol (STZ) [185] 3
3 [ppm] | Typ* | n(H) | Zuordnung 5 o\\s/P JI\@
7,64 d 2 | -H2,6 (Ani) ; s
7,11 d 1| -Hb (Thi) .

. H2N 3
6,80 d 2 | -H3,5 (Ani)
6,72 d 1 | -Ha (Thi)

78 76 74 72 70 68 66 64  [ppm]

* Bedeutung der Abkirzungen: s = Singulett; d = Dublett; t = Triplett, dd = Dublett vom Dublett
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8.2.7.2 Messparameter fir den Job’s Plot

Akquisition

Prozessierung

Spektrale Bandbreite (SW)

20,5524 -20,6885 ppm

Akquisitionszeit (AQ)

3,954243 - 3,9846387 s

90°-Pulslange (p1)

8,00 - 8,80 ps

8.2.7.3 Ergebnisse des Job’s Plots

Datenpunkte (TD) 65536 Prozessierte Datenpunkte (SI) | 32768 - 65536
Anzahl der Scans (NS) 128 Fensterfunktion (WDW) EM
Dummy Scans (DS) 2

Bei Signalaufspaltungen wurde jeweils eines der Signale zur Messung des CICS bestimmit.

Bei Dubletts wurde immer das tiefere Signal gewahlt, bei Tripletts das zentrale. Um die

Molekllteile eindeutig zuzuordnen,

wurde der

Benzolring des Grundgerustes der

Modellsubstanzen als Anilinring (Ani) bezeichnet. Ein eventueller zweiter Aromat wurde

entsprechend seiner unsubstituierten Grundstruktur Pyrimidin (Pyr) oder Isoxazol (Iso)

bezeichnet.

Sulfadiazin (SDZ)

Atome CD:G do 4:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90663 | 3,90035 | 3,90132 | 3,90066 | 3,89753 | 3,89568 | 3,89660 | 3,89407
XAS [ppm] - 0,00502 | 0,00398 | 0,00398 | 0,00455 | 0,00365 | 0,00251 | 0,00251
H5 (CD) 3 [ppm] 3,79379 | 3,78407 | 3,78531 | 3,78340 | 3,77933 | 3,77750 | 3,77933 | 3,77742
XAS [ppm] - 0,00776 | 0,00636 | 0,00693 | 0,00723 | 0,00543 | 0,00362 | 0,00327
H3.,5 (Ani) 3 [ppm] 6,78365 | 6,76421 | 6,76585 | 6,76798 | 6,77085 | 6,77518 | 6,77832 | 6,77708
X-Ad [ppm] - 0,00389 | 0,00455 | 0,00522 | 0,00640 | 0,00565 | 0,00400 | 0,00526
H2.,6 (Ani) 3 [ppm] 7,66144 | 7,66554 | 7,66614 | 7,66584 | 7,66397 | 7,66427 | 7,66427 | 7,66964
X-Ad [ppm] - 0,00082 | 0,00118 | 0,00147 | 0,00127 | 0,00189 | 0,00212 | 0,00656
H ac (Pyr) 3 [ppm] 8,32626 | 8,34228 | 8,34294 | 8,34133 | 8,33854 | 8,33633 | 8,33442 | 8,33508
X'AS [ppm] - 0,00320 | 0,00417 | 0,00502 | 0,00614 | 0,00671 | 0,00612 | 0,00706
Hb (Pyr) 3 [ppm] 6,87837 | 6,90187 | 6,90160 | 6,89968 | 6,89654 | 6,89404 | 6,89153 | 6,89308
XAS [ppm] - 0,00470 | 0,00581 | 0,00710 | 0,00909 | 0,0104 | 0,00987 | 0,01177
Sulfadimidin (SDD)
Atome CD:G do 4:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90570 | 3,90030 | 3,90035 | 3,89782 | 3,89596 | 3,89070 | 3,89094 | 3,89031
X-AS [ppm] - 0,00432 | 0,00401 | 0,00525 | 0,00487 | 0,00500 | 0,00369 | 0,00308
H5 (CD) 3 [ppm] 3,79280 | 3,78526 | 3,78556 | 3,78243 | 3,78025 | 3,77519 | 3,77522 | 3,77396
X-A3 [ppm] - 0,00603 | 0,00543 | 0,00691 | 0,00628 | 0,00587 | 0,00440 | 0,00377
H3.5 (Ani) 3 [ppm] 6,79560 | 6,76859 | 6,77299 | 6,77409 | 6,77960 | 6,78300 | 6,78678 | 6,78743
X-Ad [ppm] - 0,00540 | 0,00565 | 0,00717 | 0,00800 | 0,00840 | 0,00662 | 0,00654
H2.,6 (Ani) 3 [ppm] 7,69403 | 7,69374 | 7,69468 | 7,69403 | 7,69373 | 7,69240 | 7,69310 | 7,69187
XAd [ppm] - 0,00006 | 0,00016 | 0,00000 | 0,00015 | 0,00109 | 0,00070 | 0,00173
H (Pyr) 3 [ppm] 6,66821 | 6,67018 | 6,67088 | 6,67010 | 6,66918 | 6,66729 | 6,66736 | 6,66653
XAS [ppm] - 0,00039 | 0,00067 | 0,00063 | 0,00049 | 0,00061 | 0,00064 | 0,00134
CHs (Pyr) 3 [ppm] 2,29282 | 2,29845 | 2,29848 | 2,29717 | 2,29600 | 2,29431 | 2,29404 | 2,29312
X-AS [ppm] - 0,00113 | 0,00142 | 0,00145 | 0,00159 | 0,00099 | 0,00092 | 0,00024
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Sulfafurazol (SFZ)

Atome CD:G do 4:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90596 | 3,90376 | 3,90312 | 3,90199 | 3,90127 | 3,89970 | 3,89938 | 3,90005
XAS [ppm] - 0,00176 | 0,00213 | 0,00265 | 0,00235 | 0,00209 | 0,00165 | 0,00118
H5 (CD) 3 [ppm] 3,79316 | 3,78649 | 3,78540 | 3,78256 | 3,77939 | 3,77617 | 3,77491 | 3,77595
X-AS [ppm] - 0,00534 | 0,00582 | 0,00707 | 0,00689 | 0,00566 | 0,00456 | 0,00344
H3,5 (Ani) 3 [ppm] 6,78300 | 6,76461 | 6,76578 | 6,76670 | 6,77139 | 6,77524 | 6,77772 | 6,77987
X'AS [ppm] - 0,00368 | 0,00431 | 0,00543 | 0,00581 | 0,00517 | 0,00396 | 0,00250
H2.6 (Ani) 3 [ppm] 7,55419 | 7,55575 | 7,55551 | 7,55481 | 7,55480 | 7,55419 | 7,55419 | 7,55450
XAS [ppm] - 0,00031 | 0,00033 | 0,00021 | 0,00031 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00025
CHs a (Iso) 3 [ppm] 1,58530 | 1,58876 | 1,58845 | 1,58751 | 1,58713 | 1,58625 | 1,58625 | 1,58625
XAS [ppm] - 0,00069 | 0,00079 | 0,00074 | 0,00092 | 0,00063 | 0,00071 | 0,00076
CHs b (Iso) 3 [ppm] 1,99455 | 1,99927 | 1,99895 | 1,99802 | 1,99802 | 1,99739 | 1,99645 | 1,99645
X-AS [ppm] - 0,00094 | 0,00110 | 0,00116 | 0,00173 | 0,00189 | 0,00142 | 0,00152
Sulfaguanidin (SGD)
Atome CD:G do 3:1 2:1 1,5:1 1:1 1:1,5 1:2 1:3
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90280 | 3,89079 | 3,88636 | 3,88134 | 3,87691 | 3,87173 | 3,86846 | 3,86425
XAS [ppm] - 0,00901 | 0,01096 | 0,01288 | 0,01295 | 0,01243 | 0,01145 | 0,00964
H5 (CD) 3 [ppm] 3,78990 | 3,77640 | 3,76720 | 3,75500 | 3,74030 | 3,72340 | 3,71320 | 3,69980
X'AS [ppm] - 0,01012 | 0,01513 | 0,02094 | 0,02480 | 0,02660 | 0,02557 | 0,02252
H3.5 (Ani) 3 [ppm] 6,81840 | 6,72750 | 6,73450 | 6,74210 | 6,75530 | 6,76730 | 6,77670 | 6,78690
X-AS [ppm] - 0,02272 | 0,02797 | 0,03052 | 0,03155 | 0,03066 | 0,02780 | 0,02362
H2.6 (Ani) 3 [ppm] 7,60450 | 7,55708 | 7,56097 | 7,56420 | 7,57159 | 7,57738 | 7,58240 | 7,58743
XAS [ppm] - 0,01185 | 0,01451 | 0,01612 | 0,01646 | 0,01627 | 0,01473 | 0,01280
Sulfamerazin (SMR)
Atome CD:G o 4:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90354 | 3,90138 | 3,90095 | 3,89932 | 3,89767 | 3,89660 | 3,89628 | 3,89681
XAS [ppm] - 0,00173 | 0,00194 | 0,00281 | 0,00294 | 0,00231 | 0,00182 | 0,00135
H5 (CD) 3 [ppm] 3,79055 | 3,78625 | 3,78555 | 3,78273 | 3,78093 | 3,77987 | 3,77899 | 3,77991
XAS [ppm] - 0,00344 | 0,00375 | 0,00521 | 0,00481 | 0,00356 | 0,00289 | 0,00213
H3.5 (Ani) 3 [ppm] 6,76953 | 6,75291 | 6,75421 | 6,75543 | 6,75769 | 6,76076 | 6,76293 | 6,76420
XAS [ppm] - 0,00332 | 0,00383 | 0,00470 | 0,00592 | 0,00585 | 0,00495 | 0,00426
H2.,6 (Ani) 3 [ppm] 7,68117 | 7,68089 | 7,68148 | 7,68088 | 7,67993 | 7,67993 | 7,68025 | 7,68056
XAS [ppm] - 0,00006 | 0,00008 | 0,00010 | 0,00062 | 0,00083 | 0,00069 | 0,00049
Ha (Pyr) 3 [ppm] 8,13716 | 8,14972 | 8,14879 | 8,14818 | 8,14534 | 8,14281 | 8,14220 | 8,14156
XAS [ppm] - 0,00251 | 0,00291 | 0,00367 | 0,00409 | 0,00377 | 0,00378 | 0,00352
H b (Pyr) 3 [ppm] 6,80880 | 6,80999 | 6,80999 | 6,80369 | 6,80812 | 6,80656 | 6,80621 | 6,80621
X A8 [ppm] - 0,00238 | 0,00298 | 0,00170 | 0,00034 | 0,00149 | 0,00194 | 0,00207
CHs (Pyr) 3 [ppm] 2,34144 | 2,34580 | 2,34580 | 2,34541 | 2,34422 | 2,34331 | 2,34360 | 2,34360
XAS [ppm] - 0,00087 | 0,00109 | 0,00133 | 0,00139 | 0,00125 | 0,00162 | 0,00173
Sulfameter (SMT)
Atome CD:G do 4:1 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90353 | 3,90175 | 3,90097 | 3,89906 | 3,89878 | 3,89597 | 3,89809 | 3,89841
XAS [ppm] - 0,00142 | 0,00192 | 0,00298 | 0,00238 | 0,00252 | 0,00136 | 0,00102
H5 (CD) 3 [ppm] 3,7904 | 3,81598 | 3,81595 | 3,81092 | 3,81060 | 3,80763 | 3,80947 | 3,81016
X-AS [ppm] - 0,02046 | 0,01916 | 0,01368 | 0,01010 | 0,00574 | 0,00476 | 0,00395
H3.5 (Ani) 3 [ppm] 6,77455 | 6,75950 | 6,76044 | 6,76748 | 6,76484 | 6,76512 | 6,76983 | 6,76958
XAS [ppm] - 0,00301 | 0,00353 | 0,00460 | 0,00485 | 0,00629 | 0,00354 | 0,00398
H2.6 (Ani) 3 [ppm] 7,63099 | 7,63542 | 7,63508 | 7,63415 | 7,63385 | 7,63225 | 7,63323 | 7,63287
X-AS [ppm] - 0,00089 | 0,00102 | 0,00105 | 0,00143 | 0,00084 | 0,00168 | 0,00150
H (Pyn) 3 [ppm] 8,11733 | 8,12996 | 8,12903 | 8,12745 | 8,12587 | 8,12369 | 8,12336 | 8,12274
XAS [ppm] - 0,00253 | 0,00293 | 0,00337 | 0,00427 | 0,00424 | 0,00452 | 0,00433
OCHs (Pyr) 3 [ppm] 3,78114 | 3,78401 | 3,78355 | 3,78212 | 3,78212 | 3,78023 | 3,78178 | 3,78147
XAS [ppm] - 0,00057 | 0,00060 | 0,00033 | 0,00049 | 0,00061 | 0,00048 | 0,00026
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Sulfamethoxazol (SMZ)

Atome CD:G do 4:1 3:1 2:1 1:1 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90263 | 3,90096 | 3,90114 | 3,90017 | 3,89320 | 3,89595 | 3,89644 | 3,89560
X-Ad [ppm] - 0,00134 | 0,00112 | 0,00164 | 0,00222 | 0,00223 | 0,00155 | 0,00141
H5 (CD) 3 [ppm] 3,78963 | 3,78370 | 3,78352 | 3,78085 | 3,77807 | 3,77369 | 3,77393 | 3,76982
X-Ad [ppm] - 0,00474 | 0,00458 | 0,00585 | 0,00578 | 0,00531 | 0,00393 | 0,00396
H3.5 (Ani) 3 [ppm] 6,79119 | 6,76802 | 6,77171 | 6,77358 | 6,77865 | 6,78173 | 6,78441 | 6,78550
XAS [ppm] - 0,00463 | 0,00487 | 0,00587 | 0,00627 | 0,00631 | 0,00509 | 0,00455
H2.6 (Ani) 3 [ppm] 7,57754 | 7,57741 | 7,57782 | 7,57801 | 7,57801 | 7,57765 | 7,57765 | 7,57741
X-AS [ppm] - 0,00003 | 0,00007 | 0,00016 | 0,00024 | 0,00007 | 0,00008 | 0,00010
H (Iso) 3 [ppm] 5,71458 | 5,74430 | 5,74122 | 5,73968 | 5,73414 | 5,73036 | 5,72744 | 5,72590
X-Ad [ppm] - 0,00594 | 0,00666 | 0,00837 | 0,00978 | 0,01052 | 0,00965 | 0,00906
CHs (Is0) 3 [ppm] 2,16890 | 2,18682 | 2,18489 | 2,18332 | 2,17929 | 2,17616 | 2,17428 | 2,17300
X-Ad [ppm] - 0,00358 | 0,00400 | 0,00481 | 0,00520 | 0,00484 | 0,00404 | 0,00328
Sulfanilamid (SNA)
Atome CD:G do 4:1 3:1 2:1 1:1 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90293 | 3,90156 | 3,90069 | 3,90004 | 3,89598 | 3,89286 | 3,89146 | 3,89124
X-Ad [ppm] - 0,00110 | 0,00168 | 0,00193 | 0,00348 | 0,00336 | 0,00287 | 0,00234
H5 (CD) 3 [ppm] 3,78992 | 3,78769 | 3,78707 | 3,78624 | 3,78216 | 3,77986 | 3,77868 | 3,77868
X-Ad [ppm] - 0,00178 | 0,00214 | 0,00245 | 0,00388 | 0,00335 | 0,00281 | 0,00225
H3.5 (Ani) 3 [ppm] 6,84322 | 6,83758 | 6,83789 | 6,83884 | 6,83912 | 6,83972 | 6,84012 | 6,84108
XAS [ppm] - 0,00113 | 0,00133 | 0,00146 | 0,00205 | 0,00233 | 0,00233 | 0,00171
H2.6 (Ani) 3 [ppm] 7,63760 | 7,62693 | 7,62756 | 7,62914 | 7,63034 | 7,63165 | 7,63258 | 7,63416
XAS [ppm] - 0,00213 | 0,00251 | 0,00282 | 0,00363 | 0,00397 | 0,00377 | 0,00275
Sulfathiazol (STZ)
Atome CD:G do 4:1 3:1 2:1 1:1 1:3 1:4
H3 (CD) 3 [ppm] 3,90323 | 3,90192 | 3,90066 | 3,89973 | 3,89642 | 3,89377 | 3,89196 | 3,89125
X'AS [ppm] - 0,00105 | 0,00193 | 0,00233 | 0,00341 | 0,00315 | 0,00282 | 0,00240
H5 (CD) 3 [ppm] 3,79024 | 3,78808 | 3,78682 | 3,78587 | 3,78243 | 3,78055 | 3,77874 | 3,77836
X-A3 [ppm] - 0,00173 | 0,00257 | 0,00291 | 0,00391 | 0,00323 | 0,00288 | 0,00238
H3.5 (Ani) 3 [ppm] 6,80193 | 6,84073 | 6,84049 | 6,83854 | 6,83948 | 6,84073 | 6,83549 | 6,83603
X-Ad [ppm] - 0,00596 | 0,00739 | 0,00920 | 0,01427 | 0,01987 | 0,01842 | 0,02008
H2.,6 (Ani) 3 [ppm] 7,64921 | 7,62757 | 7,62787 | 7,62882 | 7,63071 | 7,63290 | 7,63327 | 7,63351
X-Ad [ppm] - 0,00433 | 0,00534 | 0,00680 | 0,00925 | 0,01087 | 0,01196 | 0,01256
8.2.7.4 Messparameter der zweidimensionalen NMR-Experimente
Prozessierung F2 Prozessierung F1
Prozessierte Datenpunkte (Sl) 4096 Prozessierte Datenpunkte (SI) 2048
Fensterfunktion (WDW) QSINE Fensterfunktion (WDW) QSINE
Verschiebung (SSB) 2 Verschiebung (SSB) 2
Akquisition F2 Akquisition F1
Datenpunkte (TD) 8192 Datenpunkte (TD) 512
Spektrale Bandbreite (SW) 11,9705 ppm Spektrale Bandbreite (SW) 11,9705 ppm
Akquisitionszeit (AQ) 0,5702103 s Akquisitionszeit (AQ) 0,0356352 s
Offset (O1) 2818.00 - 2818,50 Hz | Offset (O1) 2818.16 - 2818,50 Hz
Anzahl der Scans (NS) 32-88
Dummy Scans (DS) 64
90°-Pulslénge (p1) 10,65 - 10,89 ps
Mixing Time (p15) 250 ms
180°-Pulslange (p25) 140 ps
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8.2.7.5 ROESY-Spektren
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8.2.7.6 NOE-Effekte aufgrund von Komplexbildung

NOE-Effekte zwischen Wasserstoffkernen sind bis zu einer Distanz von etwa 3 A zu
erwarten. Anhand der Ausmalle der Kavitat einer Kristallstruktur von -Cyclodextrin [167]
soll verdeutlicht werden, dass der Einschluss eines Gastmolekills von der Grofle eines

Benzolrings theoretisch zu Kreuzsignalen im ROESY-Experiment fuhren muss.

Die Distanz jedes H3i-Atoms zu dem H3-Atom der Glucoseeinheit i+3 (s. Abb.) wurde
bestimmt. Sie betragt im Mittel 8,16 A (c = 0,602 A). Fiur die H5-Wasserstoffe ergibt sich
nach gleichem Vorgehen ein Mittelwert von 7,64 A
(c = 0,888 A). Wenn man davon ausgeht, dass
zwei an einen Benzolring gebundene Wasser-
stoffatome in meta-Stellung etwa 4,2 - 4,3 A, in
para-Stellung knapp 5,0 A voneinander entfernt
sind, kann man sich ausrechnen, dass diese bei
einer zentralen Positionierung des Aromaten in
der Kavitat den Wasserstoffen des Cyclodextrins

auf beiden Seiten naher als 3 A kommen miissen.

Auch bei einer gestaffelten Anordnung, bei der

sich die Wasserstoffe des Aromaten zwischen H3 und H5 des Cyclodextrins legen, muss der
Abstand kleiner als 3 A werden. Die Distanz zwischen H3 und H5 der Glucoseeinheiten
betragt in der Kristallstruktur durchschnittlich 2,67 A (¢ = 0,363 A), weshalb ein Wasserstoff-
atom, das sich zwischen den beiden Kernen
positioniert, auch mit beiden Kreuzsignale
liefern muss.

Die raumlichen Verhaltnisse verdeutlichen auch,
warum (-Cyclodextrin fur Gaste mit Benzol-
ringgerust sehr gut geeignet ist. Diese
Betrachtung lasst die Moglichkeit eines induced-
fit (s. Kap. 2.3.4) auBer Acht. Eine deutliche

Konformationsdnderung im Zuge der Komplex-

bildung kénnte die Ausmalfle der Kavitat und
auch die raumliche Verteilung der Wasser-
stoffatome innerhalb der Kavitat verandern. So kénnten moglicherweise auch groRere

Moleklle eingeschlossen werden.
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8.3 Untersuchungen an festen Arzneistoffkomplexen

8.3.1 Beispielrechnung zum Gehalt der Lyophilisate

Anhand einiger reprasentativer Probenzusammensetzungen von Sulfaguanidin soll gezeigt
werden, welche Verhaltnisse in Losung theoretisch vorliegen, und wie sie sich auf die
Zusammensetzung (Massenanteile) der Lyophilisatproben auswirken. Die Werte fur die

Gastkonzentrationen stammen aus den Loslichkeitsstudien in Wasser bei 25 °C.

B-Cyclodextrin- |SGD - Gehalt A SGD- SGD SGD im Massenanteil | Massenanteil
gehalt [mmol/l] [mol/l] Gehalt [mol/l] | frei [%] [Komplex [%]| SGD [% (m/m)] (B-CD [% (m/m)]

0 4,056'10° 0 100,00 0,00 100,00 0,00

4 6,874'10° 2,818'10° 59,00 41,00 24,50 75,50

8 9,227-10° 5171107 43,96 56,04 17,88 82,12

12 1,159:10° 7,534'10° 35,00 65,00 15,42 84,58

16 1,373:107 9,674'10° 29,54 70,46 13,94 86,06

20 1,626107 1,22010° 24,97 75,03 13,31 86,69

Es zeigt sich, dass der Massenanteil der Gastkomponente in den Feststoffen sinkt, obwohl
der Gehalt in Lésung steigt. Grinde hierflr sind die deutlich héhere molare Masse des
Cyclodextrins (M(SGD) = 214,3 g/mol; M(B-CD) = 1135 g/mol) und die Steigung der
Léslichkeitsisothermen < 1 (ca. 0,6). Bei anderen Gasten mit niedrigeren Steigungen und
niedrigerer intrinsischer Loslichkeit ist diese Entwicklung noch starker ausgepragt. Stellt man
die gleiche Berechnung zum Beispiel fur Sulfadiazin an, so nimmt der Massenanteil des

Gastes schon in den Proben niedriger Cyclodextrinkonzentrationen sehr geringe Werte an.

B-Cyclodextrin- |SDZ - Gehalt A SDZ- SDzZ SDZ im Massenanteil | Massenanteil
gehalt [mmol/l] [mol/l] Gehalt [mol/l] | frei [%] [Komplex [%]| SDZ [% (m/m)] [R-CD [% (m/m)]

0 3,044'10™ 0 100,00 0,00 100,00 0,00

4 6,730°10™ 3,686'10™ 4523 54,77 3,58 96,42

8 1,06010° | 7,556:107 28,72 71,28 2,84 97,16

12 1,499-10° 1,19510° 20,28 79,72 2,68 97,32

16 1,916107 1,612:107 25,87 84,13 2,57 97,43

20 2,212:10° 1,908:107 23,74 86,26 2,38 97,62

Bei beiden Modellrechnungen wird davon ausgegangen, dass nur der zusatzlich aufgrund
der Cyclodextrinkonzentration in Losung gegangene Anteil der Gastmolekiile in Komplexen

gebunden ist, wahrend der Anteil, der der intrinsischen Léslichkeit entspricht, frei vorliegt.
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8.3.2 Arzneistoffgehalt der Lyophilisate und physikalischen Mischungen

& B Gehalt Gast in Gehalt Gast im B Gehalt Gast in Gehalt Gast im
Lésung [mol/l] | Feststoff [%(m/m)] Lésung [mol/l] | Feststoff [%(m/m)]
GT 5KS 6,688'10™ 2,91 GT 5N2 6,688'10™ 2,46
spz | GT10KS 1,28310° 2,34 GT 10 N2 1,266°107 2,32
GT 15KS 1,800-107 2,11 GT 15 N2 1,611°10° 1,98
GT 20 KS 2,178:10° 2,36 GT 20 N2 2,178:10° 2,30
GT 5KS 2,332'10° 10,19 GT 5N2 2,365'10° 8,85
spp | GT 10KS 3,136'10° 6,26 GT 10 N2 3,102:10° 6,15
GT 15KS 4,007°10° 5,27 GT 15 N2 3,922'10° 548
GT 20 KS 4,49310° 5,40 GT 20 N2 4,461°10° 5,06
GT 5KS 1,770°10” 7,39 GT 5N2 1,770:10° 7,53
SFz | GT10KS 3,094'10° 6,22 GT 10 N2 3,094'10° 6,43
GT 15KS 4,270°10° 5,85 GT 15 N2 4,270°10° 5,63
GT 20 KS 5430107 5,36 GT 20 N2 5430'10° 5,64
GT 5KS 7,177°10° 36,88 GT 5N2 7,177°10° 35,93
sgp | .GT 10KS 1,055107 13,01 GT 10 N2 1,055'107 15,33
GT 15KS 1,326°107 13,82 GT 15 N2 1,326°107 13,59
GT 20 KS 1,647-107 13,61 GT 20 N2 1,647°107 11,50
GT 5KS 1,519:10” 5,68 GT 5N2 1,554'107 6,27
SMR | .GT 10KS 2,292'10° 4,63 GT 10 N2 2,347°10° 4,66
GT 15KS 2,787°10° 4,35 GT 15 N2 3,27510° 4,42
GT 20 KS 3,862:10° 4,37 GT 20 N2 3,86610° 4,19
GT 5KS 6,359'10" 2,63 GT 5N2 6,173'10" 2,70
smT LGT 10KS 9,866°10™ 2,13 GT 10 N2 9,74610” 2,23
GT 15KS 1,361°10° 2,15 GT 15 N2 1,387°10° 2,13
GT 20 KS 1,548:107 2,01 GT 20 N2 1,589:107 2,07
GT 5KS 251710 11,02 GT 5N2 2,517'10° 10,22
smz | GT10KS 4,822:10° 7,69 GT 10 N2 4,822°107 8,39
GT 15KS 5,783'10° 7,62 GT 15 N2 5,783:10° 8,14
GT 20 KS 7,762:10° 7,38 GT 20 N2 7,762:10° 7,95
GT 5KS 519110 59,71 GT 5N2 5,191-10™ 56,00
SNA | GT10KS 5,707°107 40,11 GT 10 N2 5,707°107 4346
GT 15 KS 6,058°107 39,15 GT 15 N2 6,058'107 34,99
GT 20 KS 6,672°10° 27,75 GT 20 N2 6,672:107 30,58
GT 1KS 2,623107 35,80 GT 1N2 2,62310° 34,64
sTz |GT 2KS 3,503'10° 16,65 GT 2N2 3,503'10° 32,41
GT 3KS 4,361-10° 22,72 GT 3N2 4,361°107 23,19
GT 10 KS 3,582'10° 18,77 GT 10 N2 3,582°107 20,21
8.3.3 Thermische Analyse von Sulfanilamidkomplexen
Probe n 1 (AHschmeiz/m(SNA)) [J/img] | o [J/mol] | p (Anteil vom Sollwert) [%] o [%]
GT 0 KS 3 1,352:10" 4,192:10°
GT 5KS 3 1,007°10™ 2,526°10 74,47 1,869:10™
GT10KS | 3 6,742:10% 9,480'10° 49,87 7,012:10%
GT15KS| 3 5,308:107 2,324107 39,26 1,719:10"
GT20KS | 3 5,339'10? 1,194:107 39,49 8,832'107
GTON2 | 3 1,190:10™ 1,461-107
GT5N2 | 3 1,177-10” 2,059'10* 98,85 1,73010”
GT10N2 | 3 7,071:10% 1,018:107 59,40 8,554'107
GT15N2 | 3 3,846:107 5,692:10° 32,31 4,782:107
GT20N2 | 3 2,751-10* 8,027:103 23,11 6,743:102
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8.3.4 FTIR-Spektren der Reinsubstanzen mit Zuordnung

Wavenumbers (cm-1)

Sulfadiazin 90]Sulfadiazin M
Peak [cm™] Zuordnung o0l
3420 V,s N-H (Anilin) [186,187,188,189%]
3350 vy N-H (Anilin) [186,187,188,189*] 70] N\M/\/\/
3257 v N-H (Sulfonamid) [186,189%]
3074 v C-H (Pyrimidin) [190*] g 60]
1651 3 N-H (Anilin) [188,191%] g
1591, 1485 v C-C (Anilin) [188,192] E 501
1573, 1438, 1404 |v C-N (Pyrimidin) [190*,191%] 5,
1323, 1306, 1261 |v. S-O [188,191%] 401
1185, 1147 vy S-0 [188,192,193] 20]
1089 8 C-H (Anilin) [190%]
995, 937, 678 v S-N [192*,194*,197%] 20
841 v 1,4 disub. Aromat [93%]
717 y monosub. Aromat [93*] 1000 000 000 1000
542 3 8-0 [1947195%] Wavenumbers (cm-1)
Sulfadimidin 907Sulfadimidin
Peak [cm™] Zuordnung 651
3439 vas N-H (Anilin) [188,192,196] aoWW
3338 vy N-H (Anilin) [188,192,196] o]
3227 v N-H (Sulfonamid) [188,196]
3059 v C-H (Pyrimidin) [190*] g "
1637 3 N-H (Anilin) [188,192] § 65
1593, 1510 v C-C (Anilin) [188,192] % o]
1558, 1473, 1423 |v C-N (Pyrimidin) [190%,191%] § 551
1375, 1325, 1299 | v, S-O [188,192] 501
1191, 1144 vy S-0 [188,192]
1074 3 C-H (Anilin)) [190*] 1
1004, 969, 678 | v S-N [192,197*] 401
862 v 1,3,5 trisub. Aromat [93*] 359
836 v 1,4 disub. Aromat [93*]
4000 3000 2000 1000
526 3 8-0 [194%,1957] Wavenumbers (cm-1)
Sulfafurazol Sulfafurazol
Peak [cm] Zuordnung 9OWWM M‘w
3486 Ve N-H (Anilin) [93*] o5
3378 vy N-H (Anilin) [93*,97]
3214 v N-H (Sulfonamid) [188*,196*] 80
3093 v C-H (Aromat) [97] g 5]
1645 3 N-H (Anilin) [149] £
1626, 1435, 1382 |v C-N-O (Oxazolring) [194*,195%] g 70
1593, 1505 v C-C (Anilin) [97,149,198] = o]
1321, 1300 v,s S-0 [97,149]
1185, 1155 vy S-0 [149] 60
1090 3 C-H (Anilin) [97] ol
1017, 922, 686 v S-N [97]
839 v 1,4 disub. Aromat [93*,149] 50]
545 55-0 [194" 195 4000 3000 2000 1000
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Sulfaguanidin 901Sulfaguanidin
Peak [cm"] Zuordnung 851
3417 v N-H (Anilin) [189,199] 80]
3395 v,y N-H (Anilin) [189,199] 751
3359 v N-H (Sulfonamid) [189,199] o
3213 v N-H (Guanidin) [199] 3
1613 & N-H (Anilin & Guanidin) [199] 5 5
1635 v C-N-C (Guanidin) [199] 5 60]
1596, 1499 v C-C (Anilin) [199] g 5.
1530 v,, C-N-C (Guanidin) [199] .
1306, 1228 V. S-O [188,192"]
1177, 1123, 1049 | v, S-O [188,192"] 1
1083 § C-H (Anilin) [190*] 401
1007, 966, 678 | v S-N [192%,197] 35]
820 v 1,4 disub. Aromat [93*]
4000 3000 2000 1000
536 8 S-0 [194*,195"] Wavenumbers (cm-1)
Sulfamerazin 951{Sulfamerazin
Peak [cm™] Zuordnung 9%
3495 v N-H (Anilin) [188,192] "
3480 v, N-H (Anilin) [188,192]
3375 v N-H (Sulfonamid) [188,192] 80]
3077 v C-H (Pyrimidin) [190*] L
1626 & N-H (Anilin) [188,191*,192] g
1594, 1505 v C-C (Anilin) [188] § 0
1563, 1489, 1444 |v C-N (Pyrimidin) [190*,191%] § 65]
1408 5 C-H (Methyl) [93"] R "
1372, 1322, 1302 |v,, S-O [188,192]
1189, 1151 vy, S-0 [188,192] 55
1090 5 C-H (Anilin) [190] 5ol
1005, 964, 678 | v S-N [192,197]
835 v 1.4 disub. Aromat [93°] 45
795 v 1,3 disub. Aromat [93*] 40
4000 3000 2000 1000
542 8 S-O [194",195%] Wavenumbers (cm-1)
Sulfameter goisulfameter M
Peak [cm™] Zuordnung WM
3461 Vs N-H (Anilin) [189*,190] 85]
3369 v, N-H (Anilin) [189*,190]
3223 v N-H (Sulfonamid) [189*,190] 80y
3068 v C-H (Pyrimidin) [190] ]
3016, 2939, 2839 | v C-H (Methoxy) [200*] g
1632 & N-H (Anilin) [190] § 0]
1594, 1502 v C-C (Anilin) [190] g
1566, 1461, 1423 |v C-N (Pyrimidin) [190] &5 69
1319, 1300, 1248 |v, S-O [190,192*] % 50
1205 p C-H (Methoxy) [200%]
1151, 1129 v, S-0 [190,192%] 551
1090 & C-H (Anilin) [190]
1035 v O-C (Methoxy) [200*] 501
1011, 680 v S-N [192%,197] ]
923 8 C-H (Methoxy) [93%]
837 v 1,4 disub. Aromat [93%] 4000 2000 2000 1000
542 8 S-0 [1947,1957] Wavenumbers (cm-1)




Anhang

159

Sulfamethoxazol 907Sulfametho><azo\
Peak [cm™] Zuordnung o
3464 v N-H (Anilin) [194,195,201,202]
3374 v, N-H (Anilin) [194,195,201,202] 80;
3297 v N-H (Sulfonamid) [194,195,201] 751
2930 v C-H (Methyl) [97] -
1615 & N-H (Anilin) [194,202] H
1615, 1470, 1380 |v C-N-O (Oxazol) [194,195,201] £ 5
1596, 1503 v C-C (Anilin) [194,195] § 60]
1469 s C-H (Methyl) [97] R
1362, 1338,1303 | v,, S-O [194,195,201,202] ol
1188, 1142 v,, S-0 [97,192*,195]
1089 § C-H (Aromat) [190*] 454
1025, 925,683 | v S-N [192%] 40
881 5 C-H [97] 25]
827 v 1,4 disub. Aromat [93%] 4000 3000 2000 1000
543 3 S-0[194,195] Wavenumbers (cm-1)
Sulfanilamid g5 Sulfanilamid
Peak [cm™] Zuordnung M
3473 v N-H (Anilin) [97,188,191,197%] %0
3372 v, N-H (Anilin) [188,189,191,197*] g5
3261 v N-H (Sulfonamid) [191,197*,203]
3215 vy N-H (Sulfonamid) [203] o 801
3138, 3090, 3067 |v C-C (Aromat) [204,205] < .
1629 & N-H (Anilin) [97,188,191,204] E
1594, 1505, 1439 |v C-C (Anilin) [97,188,191,204] § 70]
1573 § N-H (Sulfonamid) [204,205] ®
1322, 1303 Ve S-O [188,197*,204,205] 651
1187, 1144 v,, S-O [188,197*,204,205] o]
1002 & C-H (Anilin) [204,205]
969, 897, 679 v S-N [192*,197*,204,205] 55]
836 § C-H [204,205]
821 v 1,4 disub. Aromat [93*,204] i%’oo = = —
623, 560, 536 § S-0 [204,205] Wavenumbers (cm-1)
Sulfathiazol 907Sulfath\azol J
Peak [cm™] Zuordnung sl /MN \/&j \
3350 v N-H (Anilin) [189*,191,197] W/WW AN
3317 v, N-H (Anilin) [189*,191,197] 801 ‘
3276 v N-H (Sulfonamid) [189*,191,197] 75] | J )
1591 & N-H (Anilin) [188,191,192*] g o] |
1591, 1496 v C-C (Anilin) [188,191] s I |
1575, 1531 v C-N (Thiazol) [191,197] §
1374, 1322, 1268 |v., S-O [188,191,192* 197] = 60} , ’
1177, 1133 v,, S-O [188,191,192*,197] - \
1087 3 C-H (Anilin) [190*] ol [
1012, 702 v S-N [192*,197]
817 v 1,4 disub. Aromat [93*] 451 |
628 v C-S (Thiazol) [197] 40} ‘
551 550 [1 94*’195*] 4000 3000 2000 1000

Wavenumbers (cm-1)




160

Anhang

B-Cyclodextrin

%Transmittance

Peak [cm™] Zuordnung
3300 v O-H [206]
2920 v C-H [206]
1360-1290 5 C-H [206]
1245, 1204 5 O-H [206]
1153 v C-O [206]
1077, 1020 v C-O, v C-C [206]
944,754, 703 v C-C (Pyranosering) [206]
840 8 C-H (Anomere) [206]

-Cyclodextrin
957 e

90
85
80
75
70
65
60
551
50

451

/”/\M\V

4000

3000

2000
Wavenumbers (cm-1)

1000

* = Zuordnung nach einer Quelle, die sich nicht explizit auf das jeweilige Molekiil bezieht.
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8.3.5 FTIR-Spektren der hergestellten Komplexe

8.3.5.1 Sulfadiazin - Einfrieren im Gefrierschrank

Transmittance

L

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.2 Sulfadiazin - Einfrieren in flissigem Stickstoff

SDZ-GT-N2-0
SDZ-GT-N2-5

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.3 Sulfadimidin - Einfrieren im Gefrierschrank

SDD-GT-KS-0
SDD-GT-KS-5

SDD-GT-KS-20

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
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8.3.5.4 Sulfadimidin - Einfrieren in flissigem Stickstoff

SDD-GT-N2-0
SDD-GT-N2-5

SDD-GT-N2-15
SDD-GT-N2-20

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
8.3.5.5 Sulfafurazol - Einfrieren im Gefrierschrank
SFZ-CT-KS-D
SFZ-CT-KS-S
SFZ-GT-KS-15
SFZ-GT-KS-20
g
2
£
c
]
[
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
8.3.5.6 Sulfafurazol - Einfrieren in flissigem Stickstoff
SFZ-GT-KS-15
SFZ-GT-KS-20
g
2
E
c
o
[
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)
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8.3.5.7 Sulfaguanidin - Einfrieren im Gefrierschrank

SGD-GT-KS-0
5-5

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.8 Sulfaguanidin - Einfrieren in fliissigem Stickstoff

SCO-GT-H2-0
SGD-GT-H2-5

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.9 Sulfamerazin - Einfrieren im Gefrierschrank

SMR-GT-KS-0
SMR-GT-KS-5

SMR-GT-KS-15
SMR-GT-KS-20

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
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8.3.5.10 Sulfamerazin - Einfrieren in flissigem Stickstoff

SMR-GT-N2-0
SMR-GT-N2-5

SMR-GT-N2-15
SMR-GT-N2-20

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.11 Sulfameter - Einfrieren im Gefrierschrank

SMT-GT-K5-0
SMT-GT-KS-5
SMT-GT-KS-10

SMT-GT-KS-20

——

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.12 Sulfameter - Einfrieren in fliissigem Stickstoff

Transmittance

R

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
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8.3.5.13 Sulfamethoxazol - Einfrieren im Gefrierschrank

SMZ-GT-KS-0
SM 55

SMZ-GT-KS-15
SMZ-GT-KS-20

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.14 Sulfamethoxazol - Einfrieren in flissigem Stickstoff

SMZ-GT-NZD
SMZ

GT-N2-5

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.15 Sulfanilamid - Einfrieren im Gefrierschrank

SNA-GT-KS-0
SMA-GT-KS-5

SHNA-GT-K5-15
SHNA-GT-KS-20

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
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8.3.5.16 Sulfanilamid - Einfrieren in flissigem Stickstoff

SHNA-GT-N2-0
SHA-GT-M2-5

SHNA-GT-MN2-15

SNA-GT-M2-20

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.17 Sulfathiazol - Einfrieren im Gefrierschrank

STZ-GT-KS-0

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

8.3.5.18 Sulfathiazol - Einfrieren in fliissigem Stickstoff

STZ-GT-N20

STZ-GT-N2-

STZ-GT-N2-3
STZ-GT-N2-10

Transmittance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
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8.4

8.4.1

Computerchemische Untersuchungen

Datei-Verzeichnis

Aus Grunden der Nachvollziehbarkeit sind hier die wichtigsten Rohdateien und ihr Inhalt

angegeben. Alle Dateien sind in elektronischer Form mit den Gbrigen Rohdaten archiviert.

Dateiname Funktion, Inhalt
BUVSEQO01.mol2 Kristallstruktur des B-Cyclodextrins; Originaldatei der CSD
600K.mdb Ergebnis der MD Simulation zur Generierung weiterer Konformere

cdstrukturen.mdb

Datenbank mit den zehn ausgewahlten Cyclodextrinkonformere

sulfonamide.mdb

Datenbank mit selbst generierten Gastmolekiilen

1.gpf

grid parameter file; 1.gpf enthalt die Parameter fur C-, N-, O- und H- und einige weitere
Atome

create_dpf.awk

Skript zur Erstellung der docking parameter files

[Gastkiirzel]CD[Nr].dlg

Dockingeinzelergebnisse

kom[Gastkiirzel]CD[Nr].mdb

Datenbanken mit Snapshots wahrend der MD Simulation

stabilitaet_sauer.mdb,
stabilitaet_ungeladen.mdb,
stabilitaet_basisch1.mdb,
stabilitaet _basisch2.mdb

Datenbanken zur Oberflachenbetrachtung der Komplexe aus den Dockingversuchen und
den MD-Simulationen

8.4.2 Zuordnung und Bezeichnung der Protonierungszustande

Die Kirzel

nach der

Stoffkurzbezeichnung stehen fiir den Protonierungszustand.

,S’ bedeutet, dass die Sulfonamidgruppe ein Proton abgegeben hat. ,B1’ steht fiir einfach
protoniert. Hier wurde vorwiegend durch die Anilingruppe ein Proton aufgenommen.
Sulfaguanidin ist als einzige Ausnahme an der Guanidingruppe protoniert. ,B2’ heif3t, dass
eine weitere Protonierung im Rest an der Sulfonsauregruppe stattgefunden hat, bei

Sulfaguanidin entsprechend an der Aminogruppe (vgl. Kap. 4.1.2).

Zustand SDz SDD SFz SGD SMR SMT SMz SNA STZ
deprotoniert SDzSs SDDS SFzS SMRS SMTS SMZS SNAS STZS
ungeladen SDz SDD SFz SGD SMR SMT SMz SNA STZ
einfach protoniert SDZBA1 SDDB1 SFZB1 SGDB1 SMRBH1 SMTBH1 SMZBA1 SNAB1 STZB1
zweifach protoniert SDzB2 SDDB2 - SGDB2 | SMRB2 SMTB2 - - -
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8.4.3 Gesamtwinkelsummen der ausgewahlten Cyclodextrinkonformere

Die Winkel [°] wurden anhand der glycosidischen Bindungen durchnummeriert.

CD1 CD 2 CD 3 CD 4 CD5 CD 6 CD7 CD 8 CD9 | CD10
® (1) |-14,5698 | -11,2360 | -20,1405 | 19,8521 | 47,1782 [ 33,8486 | 41,3329 [ 52,6443 [ 59,9379 [ 52,7242
W (1) | 27,6731 | 43,5828 | 16,0027 | -0,4611 | -2,5983 | 13,9539 | 15,6610 |-14,3038 | -27,5534 | -8,1552
®(2) | 14,1484 | 0,2280 | 39,3839 | -7,8713 | -3,7053 | 19,2180 | 30,3968 | 27,9682 | -31,0150 | -7,2392
W(2) | 91758 |-19,1895 | 2,0617 | 39,3606 |-14,0750 | -0,3796 | 2,2320 | 1,4998 | -5,8970 |-33,9103
®(3) |-16,7957 | 14,3923 | 0,6332 | 19,1930 | -7,4484 | -37,6490 | -32,4831 | -13,1759 | 38,9262 |-17,9879
W (3) | 47,7443 | 32,1977 | -7,0081 | 3,2233 | 27,0309 | -7,9909 |-18,6042 | -26,7139 | 17,0996 | 5,3641
®(4) | 94542 | 12,0161 |-19,0771 | -7,7077 | 12,1578 | 38,3858 | -0,6436 | -18,0610 | -22,5800 | -35,2704
W (4) | 21,9178 | -13,7758 | 24,3942 | -30,1312 | -46,3575 | -5,1980 | -29,5855 | -27,6690 | -25,1352 | -23,8243
®(5) | 87219 | 7,4359 | 558493 | -4,8391 | -139858 | 17,8198 | -10,9140 | 15,6573 | 32,3551 | -27,3810
W(5) | -9,1503 | -42,1103 | -17,3499 | 34,2287 | 40,0616 |-35,8180 | 27,8419 | 38,0334 | 4,3432 | 83,2428
®(6) | -2,7163 |-185923 | 9,0565 | 20,7815 | 10,7271 | -20,0028 | -27,2392 | 20,2016 | 38,4609 | 36,0540
W(6) | 41,8156 | 42,6096 | -16,8552 | 3,5908 | 14,7929 | 32,7281 | 38,3639 |-30,8058 | -12,3788 | 18,5258
(7) 7,743 | 38715 | 11,5161 | -42,6289 | -29,9061 | -24,3813 | -5,1879 | -31,3613 | -40,1676 | -26,3319
W(7) |-16,7044 | -11,6831 | -35,9624 | 21,9251 | -18,2346 | -34,9118 | -46,5991 | -20,4456 | -15,1574 | -23,8172

©+W(1)] 13,1033 | 32,3469 | 4,1378 | 19,3911 | 44,5799 | 47,8025 | 56,9940 | 38,3405 | 32,3845 | 44,5690

©+W(2)| 49726 | 189615 | 41,4456 | 31,4893 | 17,7803 | 18,8384 | 32,6288 | 29,4680 | 36,9120 | 41,1496

®+W(3) | 30,9486 | 46,5900 | 6,3749 | 22,4164 | 19,5824 | 45,6399 | 51,0873 | 39,8898 | 56,0258 | 12,6239

©+W(4) | 12,4636 | 1,7597 | 43,4713 | 37,8389 | 34,1997 | 33,1878 | 30,2291 | 45,7301 | 47,7152 | 59,0948

©+W(5) | 17,8722 | 34,6743 | 38,4994 | 29,3896 | 26,0757 | 17,9981 | 16,9280 | 53,6908 | 36,6983 | 55,8618

©+W(6) | 39,0992 | 24,0173 | 7,7988 | 24,3724 | 25,5199 | 12,7253 | 11,1247 | 10,6041 | 26,0821 | 54,5798

O+W(7)| 89601 | 7,8116 | 24,4463 | 20,7038 | 48,1407 | 59,2931 | 51,7870 | 51,8069 | 55,3251 | 50,1492
GWS [ 127,4196 | 166,1613 | 166,1743 | 185,6014 | 215,8796 | 235,4851 | 250,7788 | 269,5302 | 291,1429 | 318,0279

8.4.4 Bewertung der Konizitat

Die Abstande [A] wurden nach den Glucoseeinheiten durchnummeriert.

CD1 | CD2 | CD3 [ CD4 | CD5 | CD6 | CD7 | CD8 [ CD9 [ CD10
Dis.(C5>C5)1 | 458 4,52 5,66 4,54 4,27 4,43 4,62 4,30 4,17 4,49
Dis.(C5>C5)2 | 421 4,66 4,63 4,52 4,48 4,88 4,87 4,55 5,15 4,47
Dis.(C5>C5)3 | 4,70 4,22 5,22 4,34 4,94 4,61 4,88 4,49 4,40 4,59
Dis.(C5>C5)4 | 4,13 4,56 4,53 4,86 4,35 4,02 3,84 4,46 4,89 5,02
Dis. (C5 > C5)5 | 451 4,12 4,57 3,61 4,52 4,75 4,25 4,66 4,79 4,50
Dis. (C5>C5)6 | 4,39 4,60 5,08 4,72 4,23 5,29 4,63 5,07 4,42 4,91
Dis.(C5>C5)7 | 4,41 4,31 4,03 4,49 4,83 4,10 4,50 4,44 4,74 4,35
¥ (C5) 30,93 | 30,99 | 33,72 | 31,08 | 31,62 | 32,08 | 3159 | 31,97 | 32,56 | 32,33
Dis. (C3>C3)1 | 4725 5,06 3,69 4,90 4,34 5,64 3,89 5,56 4,07 4,09
Dis.(C3>C3)2 | 478 4,30 4,43 4,18 5,34 4,97 3,97 3,67 514 5,11
Dis.(C3>C3)3 | 5,19 4,21 5,00 5,44 3,91 4,17 4,82 3,97 3,75 3,73
Dis.(C3>C3)4 | 4,19 4,08 5,09 4,27 4,48 3,94 4,39 4,66 5,39 4,57
Dis.(C3>C3)5 | 484 4,59 3,73 4,80 4,58 5,45 4,73 4,92 3,74 5,26
Dis.(C3>C3)6 | 4,26 5,28 4,48 4,11 4,32 3,74 5,62 4,27 4,01 5,43
Dis.(C3>C3)7 | 4383 4,25 5,26 4,79 5,12 4,08 4,67 4,05 4,93 5,47
¥ (C3) 32,34 | 31,77 | 31,68 | 32,49 | 32,09 | 31,99 | 32,09 | 31,0 | 31,03 | 33,66
Y (C3)/y(C5) | 1,05 1,03 0,94 1,05 1,01 1,00 1,02 0,97 0,95 1,04
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8.4.5 Einzelwerte fir die Bewertung der Exzentrizitat

Die Distanzen [A] wurden nach den sieben glycosidischen Bindungen durchnummeriert; a ist
hierbei die Streckelange C4; > C4..4, b die Streckenlange C1i.1 > C1i4.

CD1 CD 2 CD3 CD 4 CD5 CD 6 CD7 CD 8 CD9 CD 10

Dis. 1a 11,37 11,44 9,72 11,71 10,52 12,38 10,63 11,23 12,17 10,50
Dis. 1b 10,58 9,76 9,68 11,74 10,30 10,95 9,40 9,67 10,81 11,47
Dis. 2a 11,88 10,97 10,57 10,82 12,31 10,55 9,64 12,03 12,16 9,44
Dis. 2b 10,47 10,62 12,00 9,22 10,81 10,02 9,16 11,256 11,63 9,87
Dis. 3a 11,57 12,24 12,70 10,75 11,17 9,55 10,68 9,07 10,79 12,36
Dis. 3b 11,09 10,22 12,46 10,54 10,55 9,10 11,27 11,29 9,50 10,89
Dis. 4a 11,07 11,21 9,65 12,57 10,78 11,46 10,25 10,13 10,00 12,27
Dis. 4b 9,58 10,45 11,13 10,69 9,89 10,93 11,15 9,73 10,76 12,14
Dis. 5a 11,41 11,37 9,86 11,06 11,68 11,67 10,41 10,73 10,79 11,20
Dis. 5b 10,89 10,54 10,19 10,46 10,05 10,34 9,31 12,51 11,66 9,12
Dis. 6a 12,42 11,39 11,96 10,91 11,76 10,60 9,94 10,34 12,50 10,02
Dis. 6b 10,67 10,09 13,02 10,01 11,74 9,45 9,25 10,98 11,27 10,38
Dis. 7a 10,91 11,55 10,82 11,69 11,21 9,77 12,03 9,98 9,28 12,46
Dis. 7b 10,04 11,19 12,31 10,14 9,37 9,57 11,10 9,23 9,69 12,68
n 11,00 10,93 11,55 10,88 10,87 10,45 10,30 10,58 10,93 11,06

c 0,732 0,678 1,163 0,850 0,829 0,953 0,891 1,025 1,034 1,202

8.4.6 Reprasentatives docking parameter file

seed time pid # for random number generator
types ANOSH # atom type names

fld griddata.maps.fld # grid data file

map A.map # A-atomic affinity map file

map N.map # N-atomic affinity map file
map O.map # O-atomic affinity map file
map S.map # S-atomic affinity map file

map H.map # H-atomic affinity map file
map e.map # electrostatics map file

move snab1.pdbg # small molecule file

about 1.324 0.702 -0.080 # small molecule center

# Initial Translation, Quaternion and Torsions

tran0 random # initial coordinates/A or "random"
quat0 random # initial quaternion or "random"
ndihe 2 # number of initial torsions
dihe0 random # initial torsions

torsdof 2 0.3113
# Initial Translation, Quaternion and Torsion Step Sizes and Reduction Factors

tstep 2.0
gstep 50.0
dstep 50.0
trnrf 1.
quarf 1.
dihrf 1

# Hard Toréion Constraints

#hardtorcon 1

-180. 30.

# Internal Non-Bonded Parameters

intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps
intnbp_r_eps

4.00 0.0222750
3.750.0230026
3.60 0.0257202
4.00 0.0257202
3.00 0.0081378
3.50 0.0237600
3.35 0.0265667
3.750.0265667
2.750.0084051
3.20 0.0297000
3.60 0.0297000
1.90 0.3280000
4.00 0.0297000
2.50 0.0656000

-
N
[N >NeNe>Ne>NeNe)Ne)Ne N e)Ne)

1210

# num. non-Hydrogen torsional DOF & coeff.

# translation step/A

# quaternion step/deg

# torsion step/deg

# trans reduction factor/per cycle
# quat reduction factor/per cycle
# tors reduction factor/per cycle

# constrain torsion, num., angle(deg), range(deg)

#AA )
#AN |j
#A-O |j
#AS|j
#AH |j
#N-N |j
#N-O |j
#N-S |j
#N-H |j
#0-0 |j
#O-S |j
#0-H hb
#S-S|j
#S-H hb
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intnbp_r_eps 2.00 0.0029700 12 6  #H-H ]
#intelec
# Simulated Annealing Parameters

# calculate internal electrostatic energy

# SA: initial RT

# SA: RT reduction factor/per cycle
# SA: do not use geometric cooling
# SA: number of runs

# SA: cycles

# SA: steps accepted

# SA: steps rejected

# SA: minimum or last

# trajectory frequency

# start trj output at cycle

# end trj output at cycle

# trajectory file

# A=acc only;E=either acc or rej
# real-time monitoring file

#rt0 616.

#rtrf 0.95

#linear_schedule

#runs 10

#cycles 50

#accs 100

#rejs 100

#select m

# Trajectory Parameters (Simulated Annealing Only)
#trifrq 100

#tribeg 1

#triend 50

#trjout  <smimol>.trj

#trisel E

#watch  <smimol>.watch.pdb
outlev 1

# diagnostic output level

# Docked Conformation Clustering Parameters for "analysis" command

rmstol 1.0

rmsref  snab1.pdbq
#rmsnosym

write_all

extnrg  1000.
eOmax 0. 10000

# cluster tolerance (Angstroms)

# reference structure file for RMS calc.

# do no symmetry checking in RMS calc.

# write all conformations in a cluster

# external grid energy

# max. allowable initial energy, max. num. retries

# Genetic Algorithm (GA) and Lamarckian Genetic Algorithm Parameters (LGA)

ga_pop_size 50
ga_num_evals 1000000
ga_num_generations 27000
ga_elitism 1
ga_mutation_rate 0.02
ga_crossover_rate 0.80
ga_window_size 10
ga_cauchy_alpha 0
ga_cauchy_beta 1

set_ga

# number of individuals in population

# maximum number of energy evaluations

# maximum number of generations

# num. of top individuals that automatically survive
# rate of gene mutation

# rate of crossover

# num. of generations for picking worst individual

# ~mean of Cauchy distribution for gene mutation

# ~variance of Cauchy distribution for gene mutation
# set the above parameters for GA or LGA

# Local Search (Solis & Wets) Parameters (for LS alone and for LGA)

sw_max_its 300
SW_max_succ 4
sw_max_fail 4
sw_rho 1.0
sw_Ilb_rho 0.01
Is_search_freq 0.06
set_psw1

# Perform Dockings
#do_local_only 50
#simanneal

ga_run 100

# Perform Cluster Analysis analysis

# number of iterations of Solis & Wets local search

# number of consecutive successes before changing rho
# number of consecutive failures before changing rho

# size of local search space to sample

# lower bound on rho

# probability of performing local search on an indiv.

# set the above pseudo-Solis & Wets parameters

# do only local search

# do as many SA runs as set by the "runs" command above
# do this many GA or LGA runs

# do cluster analysis on results

8.4.7 Reprasentatives grid parameter file

receptor cd1.pdbgs
gridfld griddata.maps.fld
npts 50 50 50

spacing 0.375
gridcenter 14.249 0.66874 0.82082
types CANOSH

smooth 0.500

map C.map

nbp_r_eps 4.00 0.0222750 12
nbp_r_eps 3.750.0230026 12
nbp_r_eps 3.60 0.0257202 12
nbp_r_eps 4.00 0.0257202 12
nbp_r_eps 3.00 0.0081378 12
nbp_r_eps 4.10 0.0257202 12
nbp_r_eps 3.700.0181874 12

[e)Ne>Ne)Ne)Ne)Ne)Ne)l

#macromolecule
#grid_data_file

#num.grid points in xyz
#spacing (Angstroms)
#xyz-coordinates or "auto"
#atom type names

#store minimum energy within radius (Ang)
#filename of grid map

#C-C |j

#C-N |j

#C-O |j

#C-S |j

#C-H |j

#C-X lj (X: Phosphorus in DNA)
#C-M lj (Met: Mg/Mn)
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sol_par 12.77 0.6844 #C atomic fragmental volume, solv. param.
constant 0.000 #C grid map constant energy

map A.map #filename of grid map

nbp_r_eps 4.00 0.0222750 12 6 #A-C |j

nbp_r_eps 3.750.0230026 12 6 #A-N |j

nbp_r_eps 3.60 0.0257202 12 6 #A-O |j

nbp_r_eps 4.00 0.0257202 12 6 #A-S |j

nbp_r_eps 3.000.0081378 12 6 #A-H |j

nbp_r_eps 4.10 0.0257202 12 6 #A-X lj (X: Phosphorus in DNA)
nbp_r_eps 3.700.0181874 12 6 #A-M |j (Met: Mg/Mn)

sol_par 10.80 0.1027 #A atomic fragmental volume, solv. param.
constant 0.000 #A grid map constant energy

map N.map #filename of grid map

nbp_r_eps 3.750.0230026 12 6 #N-C |j

nbp_r_eps 3.50 0.0237600 12 6 #N-N |j

nbp_r_eps 3.350.0265667 12 6 #N-O |j

nbp_r_eps 3.750.0265667 12 6 #N-S |j

nbp_r_eps 2.750.0084051 12 6 #N-H |j

nbp_r_eps 3.850.0265667 12 6 #N-X Ij (X: Phosphorus in DNA)

nbp_r _eps 3.450.0187839 12 6 #N-M |j (Met: Mg/Mn)

sol_par 0.00 0.0000 #N atomic fragmental volume, solv. param.
constant 0.000 #N grid map constant energy

map O.map #filename of grid map

nbp_r_eps 3.60 0.0257202 12 6 #0O-C |j

nbp_r_eps 3.350.0265667 12 6 #O-N lj

nbp_r_eps 3.20 0.0297000 12 6 #0O-0O |j

nbp_r_eps 3.60 0.0297000 12 6 #0O-S |j

nbp_r_eps 1.90 0.3280000 12 10 #0O-H hb

nbp_r_eps 3.70 0.0297000 12 6 #0-X |j (X: Phosphorus in DNA)
nbp_r_eps 3.30 0.0210010 12 6 #0-M |j (Met: Mg/Mn)

sol_par 0.00 0.0000 #0O atomic fragmental volume, solv. param.
constant 0.236 #0O grid map constant energy

map S.map #filename of grid map

nbp_r_eps 4.00 0.0257202 12 6 #S-C |j

nbp_r_eps 3.750.0265667 12 6 #S-N |

nbp_r_eps 3.60 0.0297000 12 6 #S-O |j

nbp_r_eps 4.00 0.0297000 12 6 #S-S|j

nbp_r_eps 2.50 0.0656000 12 10 #S-H hb

nbp_r_eps 4.10 0.0297000 12 6 #S-X lj (X: Phosphorus in DNA)
nbp_r_eps 3.70 0.0210010 12 6 #S-M |j (Met: Mg/Mn)

sol_par 0.00 0.0000 #S atomic fragmental volume, solv. param.
constant 0.000 #S grid map constant energy

map H.map #filename of grid map

nbp_r_eps 3.00 0.0081378 12 6 #H-C |j

nbp_r_eps 2.750.0084051 12 6 #H-N |j

nbp_r_eps 1.90 0.3280000 12 10 #H-O hb

nbp_r_eps 2.50 0.0656000 12 10 #H-S hb

nbp_r_eps 2.00 0.0029700 12 6 #H-H |j

nbp_r_eps 3.10 0.0093920 12 6 #H-X lj (X: Phosphorus in DNA)
nbp_r_eps 2.70 0.0066411 12 6 #H-M |j (Met: Mg/Mn)

sol_par 0.00 0.0000 #H atomic fragmental volume, solv. param.
constant 0.118 #H grid map constant energy

elecmap e.map #electrostatic potential map

dielectric -0.1146 #<0,distance-dep.diel; >0,constant

#fmap f.map #floating grid

8.4.8 Koordinaten der Gitterzentren fiir das Docking zu jedem Cyclodextrin

CD1 CD 2 CD 3 CD 4 CD 5 CD 6 CD7 CD 8 CD9 CD 10
14,249 | 14,937 | 20,243 | 16,800 | 14,912 | 19,566 | 20,174 | 20,564 | 17,768 | 16,790
0,669 | 0,679 | 6,518 | 2,400 | 0,528 | 7,294 | 7,312 | 7,200 | 2,036 2,265
z 0,821 0,483 | 3,107 | 2,000 1,147 | 2,413 | 2,075 | 2,125 | 2,006 1,671

<[ X
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8.4.9 EFB, und bevorzugte Orientierung fiir alle Dockings

Die fur jeden Gast niedrigste EFBi, [kJ/mol] aus allen zehn Dockings ist hervorgehoben. In

Klammern ist die Orientierung des Gastmolekiils (vgl. Abb. 5.37) in der Kavitat angegeben.

Gast CD1 CD 2 CD 3 CD 4 CD5 CD 6 CD7 CD 8 CD9 CD 10
SDZS |-26,36 (1) |-28,70 (1) | -28,12 (2) |-27,91 (2) | -28,20 (5) |-30,08 (1) | -30,12 (1) |-29,58 (2) | -27,95 (1) | -25,65 (1)
SDz -27,32 (1) | -29,00 (1) |-28,95 (2) | -28,03 (2) |-27,07 (1) | -31,13 (1) | -31,13 (1) | -30,79 (2) |-28,58 (2) | -26,86 (2)
SDzB1 |-27,53 (1) |-30,42 (1) |-30,71 (2) [-29,00 (2) | -28,70 (2) |-32,05 (1) | -31,92 (*) | -32,26 (2) |-29,83 (1) | -26,99 (1)
SDzB2 |-28,16 (1) |-31,55 (1) |-33,60 (2) [-29,79 (1) | -29,83 (2) |-33,35 (1) | -33,64 (2) |-33,39 (2) | -31,63 (1) | -28,03 (1)
SDDS |-29,25 (1) |-30,79 (1) | -30,00 (2) |-30,29 (2) | -29,29 (1) | -33,30 (2) |-32,22 (2) |-31,63 (2) |-30,38 (1) | -27,53 (1)
SDD -29,92 (1) |-30,88 (1) [-31,05 (2) | -30,46 (2) |-29,83 (1) | -34,18 (2) |-32,93 (1) |-32,93 (2) |-30,67 (1) | -28,53 (1)
SDDB1 |-29,58 (1) [-32,72 (1) |-32,89 (2) |-31,92 (1) | -30,46 (2) |-34,94 (1) | -33,56 (2) |-34,43 (2) |-32,51 (2) | -28,12 (1)
SDDB2 |-29,33 (1) |-32,89 (1) | -35,52 (2) |-32,89 (1) | -31,21 (2) | -35,82 (1) |-35,40 (2) |-34,85 (2) | -33,30 (1) | -29,46 (2)
SFZS |-26,69 (1) |-28,28 (1) |-27,82 (1) |-28,58 (2) | -27,95 (5) | -30,75 (2) | -29,58 (4) |-29,12 (2) | -28,74 (1) | -26,11 (4)
SFzZ -27,57 (1) | -28,91 (1) |-28,28 (1) | -26,78 (5) |-28,20 (1) | -30,71 (1) |-29,62 (2) | -30,54 (2) |-29,08 (1) | -26,48 (4)
SFZB1 |-28,62 (1) [-30,75 (1) |-30,21 (2) |-27,57 (2) | -29,20 (1) |-32,01 (1) | -31,05 (2) |-31,67 (2) | -30,50 (1) | -26,78 (2)
SGD -23,14 (1) | -24,35 (1) | -25,90 (2) | -23,89 (1) |-24,31 (2) | -26,15 (2) | -28,16 (1) | -26,53 (2) |-26,44 (1) | -21,88 (4)
SGDB1 |-23,18 (1) |-25,40 (1) | -26,57 (1) |-23,77 (2) | -24,98 (2) |-26,28 (1) |-28,20 (1) |-27,82 (2) | -28,41 (1) | -23,01 (4)
SGDB2 |-24,27 (1) |-27,82 (1) | -27,78 (2) |-25,86 (2) | -27,66 (2) |-27,66 (5) | -29,66 (2) |-28,95 (2) | -29,58 (1) | -23,30 (4)
SMRS |-27,70 (1) [-29,79 (1) | -29,16 (2) |-29,37 (2) | -29,12 (5) | -31,51 (1) | -31,25 (1) |-30,75 (2) | -29,41 (1) | -26,74 (1)
SMR -28,53 (1) | -30,08 (1) [-30,21 (2) | -28,91 (2) |-28,95 (1) | -31,92 (2) | -32,43 (1) | -31,67 (2) |-29,96 (1) | -27,95 (1)
SMRB1 |-28,58 (1) |-31,80 (1) |-31,88 (1) [-30,12 (1) | -29,87 (1) |-33,56 (1) |-33,14 (1) |-33,51 (2) | -31,55 (1) | -27,74 (1)
SMRB2 |-29,29 (1) |-31,30 (1) |-32,38 (2) |-30,21 (2) | -30,50 (1) |-33,97 (2) | -34,89 (2) |-33,35(2) |-32,38 (1) | -28,45 (1)
SMTS |-25,73 (1) |-28,07 (1) | -26,74 (2) |-27,53 (2) | -27,32 (5) | -29,54 (1) |-29,16 (2) |-28,74 (2) | -27,41 (1) | -25,90 (1)
SMT -26,74 (1) | -29,16 (1) | -27,66 (2) | -28,20 (1) |-27,32 (1) | -30,54 (1) |-30,00 (1) | -29,75 (2) |-28,41 (1) | -26,99 (1)
SMTB1 |-26,86 (1) |-29,08 (1) |-30,00 (2) |-28,24 (2) |-28,20 (1) |-31,30 (1) | -30,96 (4) |-31,34 (2) | -29,41 (2) | -27,41 (1)
SMTB2 |-28,91 (5) |-29,87 (1) |-32,09 (2) |-29,25 (2) | -29,41 (2) |-32,68 (1) |-32,47 (2) |-31,38 (2) | -30,21 (1) | -28,79 (1)
SMZS |-25,36 (5) |-27,49 (1) | -26,48 (2) | -26,78 (2) | -26,86 (5) | -29,12 (2) | -29,12 (1) |-28,58 (2) | -27,32 (1) | -25,06 (1)
SMz -25,98 (5) | -28,33 (1) |-26,82 (4) | -26,78 (5) |-27,61 (5) | -30,54 (2) |-31,25 (4) | -29,83 (1) |-28,07 (4) | -26,07 (1)
SMZB1 |-26,82 (1) |-29,00 (1) | -29,04 (2) |-27,07 (2) | -28,12 (5) |-30,92 (2) | -32,89 (2) |-31,30 (2) | -29,33 (4) | -26,11 (2)
SNAS |-21,00 (1) |-21,55 (1) |-21,13 (2) |-20,79 (2) | -21,17 (1) |-23,22 (1) | -24,39 (2) |-23,72 (2) | -22,09 (1) | -20,75 (2)
SNA -21,30 (4) |-21,59 (1) |-21,97 (2) | -21,51 (2) | -21,63 (4) |-24,06 (2) | -25,73 (2) | -24,73 (2) |-22,59 (1) | -20,84 (2)
SNAB1 |-21,05 (1) [-22,93 (1) | -23,77 (2) |-22,84 (2) | -23,93 (2) |-25,02 (1) | -27,24 (2) |-25,56 (6) | -24,52 (2) | -21,34 (2)
STZS |-25,56 (1) [-27,95 (1) | -26,82 (2) |-27,20 (1) | -26,02 (5) |-29,20 (1) |-28,70 (1) |-28,91 (2) | -27,24 (1) | -24,64 (1)
STZ -26,36 (1) | -28,24 (1) |-27,53 (2) | -26,48 (1) |-26,07 (5) | -30,25 (1) [-30,25 (1) | -30,33 (2) |-27,74 (1) | -25,61 (1)
STZB1 |-26,57 (1) [-29,75 (1) |-29,79 (2) |-27,11 (2) | -27,61 (2) |-31,55 (1) | -31,51 (2) | -31,67 (2) | -29,16 (2) | -25,82 (2)
* hier waren Orientierung 1 und 2 mit gleicher EFB,» bewertet worden

Aufsummierung der Orientierungen bei EFBnmin nach Cyclodextrin geordnet:
Orientierung | CD1 ([CD2 |[CD3 |[CD4 [CD5 |[CD6 | CD7 ([CD8 |[CD9 | CD
1 27 31 5 7 11 20 13 1 25 19
2 0 0 25 22 10 10 16 29 4 7
3 3 0 0 2 9 1 0 0 0 0
4 1 0 1 0 1 0 3 0 2 5
5 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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8.4.10 Bewertung der strukturellen Integritat nach der Connolly-Methode
Komplex ASA ASA ASA rDiff ASA ASA ASA rDiff Strint
(KomDock) | (CDDock) | (ASDock) | Dock |(KomMD) | (CDMD) | (ASMD) MD

SDZSCD7 1085,50 1158,58 447,25 0,3240 1076,72 1141,67 444,74 0,3213 0,9915
SDZCDé6 1105,33 1211,38 420,69 0,3227 1099,58 1188,86 426,60 0,3193 0,9895
SDZB1CD8 1097,60 1163,79 442,35 0,3166 1109,24 1184,81 433,96 0,3148 0,9941
SDzZB2CD7 1110,88 1158,58 455,92 0,3119 1144,92 1200,71 461,87 0,3114 0,9981
SDDSCD6 1110,46 1211,38 479,81 0,3434 1096,90 1195,61 475,49 0,3436 1,0007
SDDCD6 1104,17 1211,38 482,81 0,3483 1097,76 1217,27 483,92 0,3547 1,0185
SDDB1CD6 1108,95 1211,38 492,28 0,3491 1084,91 1182,88 475,62 0,3458 0,9907
SDDB2CD6 1109,57 1211,38 496,13 0,3502 1108,36 1215,80 484,95 0,3483 0,9946
SFZSCD6 | 111220 | 1211,38 | 44536 | 0,3287 | 1112,88 | 1221,25 | 448,88 | 0,3337 | 1,0151
SFZCD6 1107,28 1211,38 448,17 0,3328 1082,41 1202,69 446,43 0,3436 1,0326
SFZB1CD6 | 1110,98 | 1211,38 | 456,71 | 0,3340 | 1090,90 | 1169,07 | 464,39 | 0,3322 | 0,9945
SGDCD7 1080,34 1158,57 403,90 0,3086 1082,04 1165,36 393,57 0,3059 0,9914
SGDB1CD9 | 110598 | 1207,58 | 404,98 | 03141 | 1107,23 | 1191,96 | 40599 | 03071 | 0,9775
SGDB2CD7 1080,14 1158,58 404,94 0,3092 1108,77 1197,78 431,94 0,3197 1,0340
SMRSCD6 | 1107,94 | 1211,38 | 45502 | 03351 | 1091,78 | 1181,52 | 440,37 | 0,3269 | 0,9753
SMRCD7 1091,08 | 1158,58 | 480,97 | 0,3345 | 1101,99 | 1163,37 | 491,71 | 03342 | 0,9990
SMRB1CD6 | 1106,28 1211,38 456,72 0,3368 1110,49 1209,35 477,53 0,3417 1,0145
SMRB2CD7 1117,10 1158,58 488,70 0,3218 1156,05 | 1204,50 501,49 0,3224 1,0016
SMTSCD6 118,91 1211,38 468,15 0,3338 1114,43 1180,02 483,94 0,3303 0,9894
SMTCD6 1121,94 1211,38 471,20 0,3332 1102,54 1211,95 459,34 0,3403 1,0213
SMTB1CD8 | 112141 | 1163,79 | 490,16 | 0,3220 | 1111,75 | 1160,85 | 48550 | 0,3247 | 1,0085
SMTB2CD6 1126,95 1211,38 482,29 0,3346 1109,54 1193,38 475,15 0,3350 1,0012
SMZSCD6 | 1127,26 | 1211,38 | 448,76 | 03210 | 1096,55 | 1189,58 | 443,55 | 0,3286 | 1,0236
SMZSCD7 1090,03 1158,58 450,29 0,3225 1085,14 1164,99 445,84 0,3263 1,0120
SMzcD7 110482 | 115858 | 454,00 | 03149 [ 111628 | 115263 | 452,80 | 0,3047 [ 0,9676
SMzZB1CD7 1106,42 1158,58 459,63 0,3163 1114,84 1191,82 459,77 0,3250 1,0276
SNASCD7 | 1079,69 | 115858 | 330,84 | 02751 | 105528 | 113518 | 33342 | 02814 | 1,0231
SNACD7 1077,86 | 1158,58 | 332,26 | 0,2770 | 111223 | 1211,12 | 338,70 | 02823 | 1,0193
SNAB1CD7 1076,63 1158,58 339,52 0,2813 1103,57 1210,00 343,91 0,2898 1,0301
STZSCD6 1117,57 1211,38 420,57 0,3152 1081,19 1177,03 420,60 0,3233 1,0256
STZCD8 1099,71 1163,79 427,03 0,3087 1097,46 1180,00 425,37 0,3164 1,0248
STZB1CD8 | 1096,07 | 116379 | 428,13 | 03115 | 1094,93 | 1166,07 | 432,66 | 03151 | 1,0117
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