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1 Einleitung und Zielsetzung

Seit ihrer Entdeckung vor mehr als einhundert Jahren haben Cyclodextrine durch ihre
Fahigkeit zur Bildung von Einschlusskomplexen in vielen Bereichen eine sehr hohe
Bedeutung erlangt. Dies ist nicht zuletzt darauf zurtckzufiihren, dass es sich um
Produkte handelt, die aus dem nachwachsenden Rohstoff Starke mit Hilfe einer relativ
einfachen enzymatischen Reaktion gewonnen werden kénnen. Die Mdglichkeit zur
industriellen Herstellung hat dazu beigetragen, dass der anfangs sehr hohe Preis der
Cyclodextrine auf ein wirtschaftliches Niveau fiel, und so ihre breite Anwendung
ermdglichte. Die falschlichen toxikologischen Bedenken, die den Durchbruch dieser
Molekiilklasse lange Zeit verhinderten, konnten zudem ausgerdumt werden. So werden
Cyclodextrine und ihre Derivate heute in vielen Lebensmitteln, Kosmetika und
Arzneimitteln zu unterschiedlichsten Zwecken eingesetzt. [1]

Die zunehmende Bedeutung der Cyclodextrine im pharmazeutischen Bereich ist auch an
der Aufnahme der Cyclodextrine und bestimmter Derivate in die bedeutendsten
Arzneiblicher wie das Europaische Arzneibuch oder die United States Pharmacopeia und
den Japanese Pharmaceutical Codex ersichtlich [2].

Aufgrund ihres viel versprechenden Potentials, wurden bislang unzahlige
Untersuchungen zu Cyclodextrinen und verschiedensten Gastmolekilen durchgefihrt,
was sich in einer immensen Anzahl an Verdffentlichungen widerspiegelt [1]. Hinzu
kommt, dass viele verschiedene Arbeitsgruppen in diesem Forschungsgebiet tatig waren.
Haufig wurden nur punktuelle Aspekte unter unterschiedlichsten Versuchsbedingungen
betrachtet, was einen Vergleich zwischen verschiedenen Gastmolekilen nur
eingeschrankt ermdoglicht.

Bei Betrachtung der Patentsituation bietet sich ein &hnliches Bild. Die vorhandenen
Patente befassen sich hauptséchlich mit vier Aspekten, darunter die Produktion der
Cyclodextrine, die pharmazeutische Anwendung von Cyclodextrinderivaten, die
Verbesserung der Leistung der Cyclodextrine und spezifische Wirkstoff-Cyclodextrin-
Kombinationen. Letzteres betrifft mehr als ein Drittel der Patente, so dass auch hier nur
eine sehr punktuelle Betrachtung stattfindet. [2]

Interessant waren hingegen systematische Studien mit Gastmolekilen bestimmter
struktureller Merkmale, so dass Aussagen getroffen werden kénnen, inwiefern bestimmte
Grundstrukturen oder funktionelle Gruppen den Komplexierungsvorgang mit
Cyclodextrinen beeinflussen. Dies ware wiinschenswert, um bessere Vorhersagen zu
den Komplexierungseigenschaften bestimmter Gastmolekile zu treffen und somit

Entwicklungszeit zu sparen.
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2 Theorie und Stand der Forschung

2.1 Cyclodextrine

Cyclodextrine sind zyklische Oligosaccharide, die als Abbauprodukt der Starke
entstehen. Gelegentlich werden sie auch als Schardinger Dextrine, Cycloamylosen oder
Cycloglucane bezeichnet [3]. Im européischen Arzneibuch findet man B-Cyclodextrin
beispielsweise auch unter dem Namen ,Betadex® [4]. Neben den naturlich

vorkommenden Cyclodextrinen sind auRerdem chemisch modifizierte Derivate erhaltlich.

2.1.1 Molekulstruktur der natirlichen Cyclodextrine

Abb. 2.1: a-Cyclodextrin [5] Abb. 2.2: B-Cyclodextrin [6] Abb. 2.3: y-Cyclodextrin [7]

Natlrliche Cyclodextrine bestehen aus zyklisch a-1,4-glykosidisch verknipften
Glucopyranoseeinheiten. Zu ihnen gehéren a-, B- und y-Cyclodextrin mit sechs, sieben

und acht Glucoseeinheiten (Abb. 2.1-2.3) [1].
Die “C;-Sesselkonformation [8] der Glucoseeinheiten bedingt, dass alle sekundéren
Hydroxylgruppen auf der einen Seite des Molekils angeordnet sind, wahrend sich alle
primaren Hydroxylgruppen auf der anderen Seite befinden. Da der Umfang beider
_ Hydroxylgruppenrander unter-

/ Primarer Hydroxylgruppenrand ) ) ) ]
schiedlich grof3 ist, lasst sich
Apolarer Hohlraum die geometrische Form der
Cyclodextrine schematisch als
— Sekundarer Hydroxylgruppenrand

abgeschnittener Kegelstumpf
darstellen (Abb. 2.4) [3].

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der konischen Form, nach [3]

Abbildung 2.5 zeigt die rdumliche Orientierung der Atome, wenn man davon ausgeht,

dass die glykosidischen Sauerstoffbriicken in einer Ebene liegen.
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0-3

C-6

Abb. 2.5: Struktur und Nummerierung der Atome der Glucopyranosebausteine, nach [9]

2.1.2 Historischer Hintergrund

Szejtli teilt die Geschichte der Cyclodextrine grob in drei Abschnitte ein [1]: die erste
Phase stellt die Entdeckungsperiode beginnend am Ende des 19. Jahrhunderts bis etwa
1930 dar, woran sich eine Phase der Erforschung mit systematischen Studien der
Cyclodextrine und ihrer Einschlusskomplexe bis hinein in die siebziger Jahre des letzten
Jahrhunderts anschlief3t. Erst in den Folgejahren wurde die industrielle Produktion und
eine intensive Nutzung der Cyclodextrine in den unterschiedlichsten Bereichen méglich.
Cyclodextrine wurden erstmals 1891 von Villiers nach der Behandlung von Starke mit
Bacillus amylobacter isoliert [10]. Er identifizierte sie als Dextrine und nannte sie
»Cellulosine”. Heute geht man davon aus, dass es sich hierbei um eine Mischung aus
a- und B-Cyclodextrin handelte [2].

1903 verdéffentlichte der Mikrobiologe Schardinger einen Artikel, in dem er zwei kristalline
Substanzen beschrieb, die er aus Kartoffelstarke isoliert hatte und als Villiers ,Cellulosine’
identifizierte. Er bezeichnete sie als ,Krystallisiertes Dextrin® [11] und flhrte seine
Untersuchungen an diesen Substanzen bis 1911 fort, womit er den Grundstein fir die
Cyclodextrinchemie legte. Deshalb wurden Cyclodextrine lange Zeit auch als
.Schardinger Dextrine” bezeichnet [2]. Aufbauend darauf wurden in der Folge erste
Erkenntnisse zur Komplexbildung mit organischen Komponenten von Pringsheim
veroffentlicht [1].

1935 entdeckten Freudenberg und Jacobi y-Cyclodextrin [12]. Drei Jahre spater zeigten
Freudenberg und Meyer-Delius, dass Cyclodextrine eine Ringstruktur aus ao-1,4-
verknupften Glucoseeinheiten mit einer zentralen Kavitdt aufweisen [13]. Die
Molekulargewichte der Cyclodextrine wurden 1942 bestimmt [14,15]. 1954 verdffentlichte
Cramer ein Buch Uber verschiedene Einschlussverbindungen, in dem er auch alle
strukturellen und physikochemischen Eigenschaften der Cyclodextrine beschrieb [16].

Einer industriellen Nutzung von Cyclodextrinen standen damals zum einen toxikologische
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Bedenken entgegen, die sich hauptsachlich auf Aufzeichnungen von Thomas und French
begriindeten, spater aber widerlegt werden konnten [1,17]. Zum anderen ermdglichten
erst Fortschritte in der Biotechnologie in den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts
die quantitative Herstellung von hochreinen Cyclodextrinen.

Danach setzten sich Cyclodextrine zuerst in Japan als Bestandteil von Nahrungsmitteln
und Kosmetika durch. Hier wurde auch das weltweit erste cyclodextrinhaltige
pharmazeutische Produkt ,Prostarmon E™“vermarktet [2].

Die europaische und amerikanische Industrie zog erst in den friilhen Neunzigerjahre nach
[2]. Heute sind Cyclodextrine Bestandteil verschiedenster pharmazeutischer Produkte.
Ihre Akzeptanz und steigende Bedeutung in diesem Sektor spiegelt sich auch in ihrem
regulatorischen Status wider. In das europdaische Arzneibuch [4] wurden a-, B- und
Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin aufgenommen. Dariber hinaus sind Monographien Uber
Cyclodextrine auch in der United States Pharmacopeia [18] und im Japanese
Pharmaceutical Codex zu finden [2,19]. Von der FDA wird B-Cyclodextrin unter
Einhaltung bestimmter Voraussetzungen als sicher betrachtet (generally recognized as
safe, GRAS). Aus regulatorischer Sicht werden Cyclodextrine im Allgemeinen als
Hilfsstoff und nicht als Teil des Wirkstoffes betrachtet [2].

2.1.3 Gewinnung von Cyclodextrinen

Cyclodextrine entstehen durch den enzymatischen Abbau von Starke mit Hilfe von
Cyclodextrin-Glucosyl-Transferasen (CGTase). Die erste CGTase, die entdeckt wurde,
stammte aus Bacillus macerans. Solche Enzyme werden unter anderem aber auch von
Klebsiella oxytoca oder Bacillus circulans produziert [1]. Die Behandlung von Starke mit
nativen Enzymen fuhrt zu einer schwierig aufzureinigenden Mischung aus a-, B- und y-
Cyclodextrin im Verhéaltnis von etwa 60:20:20 und kleinerer Mengen hdhergliedriger
Cyclodextrine [2]. Aufgrund des biotechnologischen Fortschritts stehen mittlerweile
jedoch spezifischere Enzyme zur Verfigung, was zu einer Erleichterung in der
Produktion von Cyclodextrinen gefihrt hat [2].

Die Produktion der Cyclodextrine (s. Abb. 2.6) gliedert sich in verschiedene Stufen [1,20]:
Zunachst werden die CGTase produzierenden Mikroorganismen kultiviert. Die gebildeten
Enzyme werden abgetrennt, aufkonzentriert und gereinigt. Die bei erhéhter Temperatur
verflissigte und vorhydrolysierte Starke, die keine Glucose oder niedermolekulare
Oligosaccharide mehr enthalten darf, wird mit Hilfe der CGTase zu Cyclodextrinen
abgebaut. Bei der so genannten ,non-solvent‘-Technologie missen die a-, B- und y-

Cyclodextrine anschlieBend einzeln abgetrennt werden.
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wahrend der enzymatischen Umsetzung geeignete

Bei der ,solvent‘-Technologie werden schon
{ Aufkonzentrierung der CGTase

Produktion, Abfiltration und ’

| Substanzen zugegeben, die mit einem der
Vorhydrolysierte Starke ’

* naturlichen Cyclodextrine schwerlgsliche Komplexe

SR bilden. Dadurch wird das gewiinschte Homolog
¥ dem Gleichgewicht der enzymatischen Reaktion
[ Cyclodextrinmischung ] entzogen, und so seine Nachbildung gesteigert.

‘+K°mp'exi9fungsage“5 Ublicherweise werden zur Produktion von a-

{ a-, B- oder y-Cyclodextrinkomplex ] Cyclodextrin 1-Decanol, von B-Cyclodextrin Toluol

und von y-Cyclodextrin  Cyclohexadecenol

Filtration

A

Suspendieren des Komplexes in
Wasser

’ verwendet. Die unléslichen Komplexe werden

durch Filtration von der Mischung abgetrennt, in

Wasser suspendiert und das komplexbildende

Verdampfung des ’
Komplexierungsagens Agens mit Hilfe von Destillation oder Extraktion
Filtration/Kristallisation entfernt. Die Abtrennung der Cyclodextrine aus
y dieser LoOsung erfolgt durch Kristallisation und

[ a-, B- oder y-Cyclodextrin ] . . . . .
Filtration. Auf diese Weise konnen Produkte

Abb. 2.6: Gewinnung der natiirlichen . . . . "
Cyclodextrine [1] 9 erhalten werden, die eine Reinheit von Uber 99 %

aufweisen [1].

2.1.4 Molekuleigenschaften

Nattrliche Cyclodextrine sind kristalline, homogene und nicht hygroskopische
Substanzen, die unterschiedlich stabile Hydrate bilden [3]. Wie Saccharide sind sie
chirale Molekiile [21].

Cyclodextrine besitzen keinen definierten Schmelzpunkt, sondern zersetzen sich ab etwa
200C. Die thermoanalytischen Eigenschaften hangen ab von Wassergehalt,
Kristallstruktur, Heizrate und den Umgebungsbedingungen [3,22].

Sie sind stabil im alkalischen Medium, im Sauren kommt es jedoch zur Hydrolyse [23,24].
Die C2- und C3-Hydroxylgruppen weisen pK,-Werte von tber 12 auf [25,26]. Weiterhin
besitzen die Cyclodextrine keine reduzierenden Endgruppen [3].

Die Anzahl an Wassermolekilen in der Kavitat (Tab. 2.1) steigt mit zunehmender
RinggréRe. Je mehr Wassermolekile hier lokalisiert sind, desto geringer ist der
energetische Unterschied zum Bulkwasser ausgepragt [3].

Die Eigenschaften der natirlichen Cyclodextrine sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.
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Tab. 2.1: Charakteristische Eigenschaften der natiirlichen Cyclodextrine

a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Anzahl der Glucoseeinheiten [3] 6 7 8
Molare Masse [g/mol] [5][6][7] 973 1135 1297
Hohlraumdurchmesser [A] [8] 4.7-53 6.0-6.5 7.5-8.3
Hoéhe des Kegelstumpfes [A] [8] 7.910.1 7.940.1 7.9+0.1
Volumen des Hohlraumes [A?] [8] 174 262 472
Wassermolekile in der Kavitét [21] 6 11 17
pKa-Wert (Potentiometrie, 25C) [25][26] 12.332 12.202 12.081
Loslichkeit in Wasser (25C) [g/l] [5][6][7] 145 18 .5 232
Kristallform [3] hex'figonale monoklinische quad_ratische

Plattchen Parallelogramme Prismen

Die bedeutendste Eigenschaft der Cyclodextrine ist ihre Féhigkeit Einschlusskomplexe zu
bilden, welche sich aufgrund der speziellen Verteilung von hydrophilen und hydrophoben
Molekdlteilen ergibt. Die Kavitat weist namlich in Relation zum wéassrigen Medium einen
lipophilen Charakter auf. Dies ist zum einen auf die C3-, C5- und C6-Wasserstoffatome
zurickzufuhren, zum anderen auf die etherartigen Sauerstoffbriicken der glykosidischen
Bindungen [8]. lhre nichtbindenden Elektronenpaare sind in das Innere des Hohlraums
gerichtet, was zu einer erhdhten Elektronendichte fihrt und der Kavitdt den Charakter
einer Lewis-Base verleiht [3].

Betrachtet man die Wasserloslichkeit der natlrlichen Cyclodextrine (Tab. 2.1), so fallt die
deutlich niedrigere Loéslichkeit des B-Cyclodextrins im Vergleich zu seinen Homologen
auf. Eine mdgliche Erklarung ist die besondere intramolekulare Organisation der
Wasserstoffbriickenbindungen. Am sekundaren Hydroxylgruppenrand bildet sich hier ein
Gurtel von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den C2- und C3-Hydroxylgruppen
aus, was dem siebengliedrigen Ring eine starrere Struktur verleiht. Im a-Cyclodextrin-
molekdl ist dies aus sterischen Grinden nicht méglich, da eine Glucoseeinheit stark
geneigt ist. y-Cyclodextrin weist aufgrund seiner héheren Flexibilitt eine nicht-coplanare
Struktur, und somit die hochste Wasserloslichkeit auf. [1] Bestimmte Gastmolekile
vermogen jedoch die Wasserldslichkeit des 3-Cyclodextrins zu erhdhen [27,28].

Die konformelle Flexibilitdit der Cyclodextrine wurde lange Zeit kontrovers diskutiert.
Aufgrund von réntgendiffraktometrischen Untersuchungen ging man davon aus, dass sie
eine starre Struktur aufweisen, was jedoch mit der Fahigkeit zur Komplexbildung mit
verschiedensten Gasten nur schwer vereinbar ist [29]. Kernresonanzspektroskopische
Messungen [30,31] sowie Molekulardynamik-Studien [32] deuten hingegen darauf hin,
dass Cyclodextrine einen flexiblen Charakter aufweisen. Zudem unterliegen die
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den sekundaren Hydroxylgruppen des
Cyclodextrins einem sog. ,Flip-Flop“-Mechanismus [33]. Darunter versteht man einen
schnellen Richtungswechsel der Wasserstoffbriickenbindungen, wahrend dem sich die
Geometrie der Cyclodextrine @ndern kann, was auf einen signifikanten Grad an

Flexibilitat hinweist [29].
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2.1.5 Cyclodextrin-Derivate

Durch die chemische Modifikation der natirlichen Cyclodextrine kénnen Cyclodextrin-
Derivate hergestellt werden. Somit kann einerseits auf die physikochemischen
Eigenschaften der Cyclodextrine, andererseits aber auch auf ihr Verhalten gegentber
potentiellen Gastmolekilen Einfluss genommen werden.

Die natirlichen Cyclodextrine besitzen 18, 21 oder 24 Hydroxylgruppen, die einer
chemischen Modifikation durch Veretherung oder Veresterung zugénglich sind (s. Abb.
2.7). Die C6-Hydroxylgruppen sind hierbei am reaktivsten. [3]

Im Handel sind meist statistisch modifizierte Derivate erhaltlich. Es besteht jedoch auch
die Moglichkeit der selektiven Substitution an nur einer der Hydroxylgruppen [34].
Daruber hinaus kdnnen einzelne Bausteine der Cyclodextrine ausgetauscht werden [35]

oder mehrere Cyclodextrine in Form von Polymeren verbunden sein [3].

Abb. 2.7: Veretherbare und veresterbare Positionen des B-Cyclodextrins, nach [4,6]

Bis 1998 wurden mehr als 1500 Derivate synthetisiert, von denen bis jetzt jedoch
aufgrund kostspieliger  toxikologischer  Untersuchungen und komplizierter
Herstellungsweisen nur wenige pharmazeutische Anwendung gefunden haben [2]. Dazu
zahlen Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin (HP-B-CD), Hydroxypropyl-y-Cyclodextrin (HP-y-
CD), Methyl-B-Cyclodextrin (RM- B-CD) und Sulfobutylether-B-Cyclodextrin (SBE-3-CD)
[2].

Eine Derivatisierung des B-Cyclodextrins bietet sich an, da auf diese Weise dessen
geringe Wasserloslichkeit durch die Stérung der Wasserstoffbriickenbindungen an den

sekundéaren Hydroxylgruppen erheblich gesteigert werden kann (Tab. 2.2) [2].
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Tab. 2.2: Wasserldslichkeit pharmazeutisch
relevanter Cyclodextrin-Derivate [2]

Derivat Léslichkeit (g/l) (25C)
HP-B-CD > 600
RM-B-CD > 500
HP-y-CD > 500
SBE- B-CD > 500

Cyclodextrinderivate werden unter anderem als Separationsagenzien in der
Chromatographie, als Katalysatoren, als Detergentien oder zur Einstellung der Viskositat

eingesetzt [1].

2.1.6 Einsatzgebiete

Cyclodextrine finden heute vielfaltige Anwendung in der Lebensmittel-, Kosmetik-, Textil-
und Verpackungsindustrie [36]. Im pharmazeutischen Bereich werden sie meist als
Hilfsstoff in den verschiedensten Darreichungsformen, wie beispielsweise in festen
Arzneiformen, flissigen Zubereitungen zur peroralen Einnahme, aber auch in
parenteralen Zubereitungen, Dermatika, Rektalia, Vaginalia sowie in flissigen
Zubereitungen zur Anwendung am Auge oder in der Nase eingesetzt [3].

Dabei erfilllen Cyclodextrine mehrere Funktionen. Sie kénnen Aromen oder gasformige
Stoffe fixieren oder fliissige Substanzen in den festen Zustand Uberfuhren. So wird
beispielsweise Knoblauchdl mit B-Cyclodextrin in fester, geruchsarmer Form gebunden
[3]. Dartber hinaus kénnen Cyclodextrine die Stabilitat von Wirkstoffen gegenlber Licht,
Temperatur, Hydrolyse oder Oxidation erhthen [37]. Als Beispiele seien hier
Prostaglandin E; und E, genannt [38].

Durch den Einschluss in Cyclodextrine kénnen zudem Reaktionen des Gastmolekils mit
anderen Stoffen unterbunden werden. So soll eine Verringerung von Inkompatibilitéten in
einer Arzneiform zwischen Wirk- und Hilfsstoffen erreicht werden [3].

Sehr haufig werden Cyclodextrine und ihre Derivate zur Steigerung der Loslichkeit von
schwerldslichen Substanzen eingesetzt (s. Kap. 2.1.5) [3]. Dies kann sich positiv auf die
Bioverfugbarkeit von Wirkstoffen auswirken, die grundsatzlich Uber eine gute
Membranpermeabilitdt verfigen, deren Resorption aber durch die geringe
Wasserloslichkeit limitiert wird [39].

Auch eine Kontrolle der Wirkstofffreisetzung wird durch den Einsatz von Cyclodextrinen
ermoglicht. Schlecht I6sliche Substanzen konnen mit Hilfe von hydrophilen Cyclo-
dextrinen sofort freigesetzt werden, wahrend ethylierte Cyclodextrine bei gut wasser-
I6slichen Substanzen mit kurzer Halbwertszeit eine verlangerte Freisetzung bewirken
kénnen. Auch modifizierte Freisetzungsprofile durch Kombination verschiedener

Cyclodextrinkomplexe sowie eine Verzdgerung der Wirkstofffreisetzung sind maéglich [40].
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2.2 Cyclodextrinkomplexe

2.2.1 Supramolekulare Verbindungen

Wirt-Gast-Komplexe, zu denen auch Cyclodextrinkomplexe gehéren, sind so genannte
supramolekulare Verbindungen. Die supramolekulare Chemie ist ein interdisziplindres
Forschungsgebiet, dessen Grundstein von Charles J. Pedersen, Jean-Marie Lehn und
Donald J. Cram gegen Ende der 60er Jahre des letzten Jahrhunderts gelegt wurde [41].
Im Gegensatz zu Einzelmolekilen, in denen kovalente Bindungen fur den Zusammenhalt
verantwortlich sind, herrschen in supramolekularen Verbindungen schwache, reversible
Wechselwirkungen zwischen mehreren Molekilen vor [41]. Dabei kénnen Coulomb-
Wechselwirkungen, Wasserstoffbrickenbindungen, Van-der-Waals-Wechselwirkungen,
hydrophobe Wechselwirkungen und n-Wechselwirkungen beteiligt sein [41]. Die
Gesamtheit all dieser Interaktionen st fur die strukturelle Ordnung dieser
Molekulverbéande verantwortlich [42]. In diesem Zusammenhang spielt das Ph&nomen
der so genannten molekularen Erkennung (molecular recognition) eine besondere Rolle,
da supramolekulare Verbindungen aufgrund von passgenauen Bindungsstellen
bestimmter Grofl3e und Form Molekule selektieren kdnnen [41].

2.2.2 Komplexbildung

2.2.2.1 Thermodynamische Grundlagen

Der Vorgang der Komplexbildung zwischen Cyclodextrin (CD) und Gastmolekil (G) ist
ein Gleichgewichtsprozess, bei dem der Gast entweder in freier oder gebundener Form
vorliegt [3]:

—
G+CD < ~ CDG (Gl. 2.1)
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Danach berechnet sich die Assoziationkonstante K, nach:

= ICDIC] (Gl. 2.2)
[CD]OC]
und die Dissoziationskonstante Ky nach:
_ = [CDITC] (Gl 2.3)
[CD 6]

Die Assoziationskonstante K, zeigt hierbei die Stabilitat des Komplexes an. Die Werte
liegen meist im Bereich von 0 bis 10° M, kénnen in Einzelféllen jedoch noch héher sein
[43]. Ob die Komplexbildung ein spontaner Prozess ist, hangt von der Freien
Reaktionsenthalpie AG ab, die sich aus einem enthalpischen und einem entropischen
Beitrag zusammensetzt [44], was in der Gibbs-Helmholtz-Gleichung zum Ausdruck

gebracht wird:

AG = AH-TAS (Gl. 2.4)

Zwischen der Freien Reaktionsenthalpie AG und der Assoziationskonstanten K, besteht

folgende Beziehung [45]:

AG =-RTOnK, (Gl. 2.5)

Nimmt AG Werte von < 0 an, liegt eine exergonische Reaktion vor, die spontan ablauft.
Bei einer endergonischen Reaktion sind die Werte fir AG > 0 und die Reaktion lauft nicht
spontan ab. Die Komplexbildung kann sowohl enthalpie- als auch entropiegetrieben sein.
Da die Werte sowohl fir AH® als auch fir AS®° h&ufig negativ sind, wird die

Komplexbildung im Allgemeinen als enthalpiegetrieben betrachtet [46].

2.2.2.2  Triebkréafte und Ablauf der Komplexbildung

Bei der Komplexbildung steht eine Neuordnung der energetisch ungilnstigen
Hydrathillen des freien, in Wasser schlecht léslichen Gastmolekils und des
Cyclodextrins im Vordergrund. Der relativ apolare Gast verdrangt dabei die
enthalpiereichen Wassermolekiile aus der Kavitat, die sich ihrerseits wieder im

Bulkwasser einordnen [3,47]. Es wurde aulBerdem gezeigt, dass zusatzlich zu den
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hydrophoben Wechselwirkungen auch Wasserstoffbriickenbindungen dem Komplex
zusatzliche Stabilitat verleihen kdnnen. Dies ist vor allem dann der Fall, wenn hydrophile
Molekiilteile, wie beispielsweise aromatische Hydroxylgruppen aus dem Cyclodextrin
herausragen und mit dessen Hydroxylgruppen in Wechselwirkung treten [47,48]. Weitere
Beitrage koénnen aus Konformationsdnderungen oder einer nachlassenden
Ringspannung des Cyclodextrins entstehen [47].

Der Ablauf der Komplexbildung lasst sich modellhaft in einzelne Schritte unterteilen [3]:

1) Die Wassermolekile verlassen die Cyclodextrinkavitat und nehmen den
Energiezustand von Wassermolekullen in der Gasphase an. Entsprechend sinkt
die Anzahl der Van-der-Waals'schen Wechselwirkungen und der Wasserstoff-
briickenbindungen, die die Wassermolekile mit dem Cyclodextrin eingehen,
wahrend die Freiheitsgrade der translationalen und drei-dimensionalen Rotation
der freien Wassermolekile steigen.

2) Handelt es sich um a-Cyclodextrin, sinkt die Konformationsenergie des
Cyclodextrinrings.

3) Das hydrophobe Gastmolekil wird ebenfalls aus seiner Hydrathiille freigesetzt
und erlangt den Zustand eines idealen Gases.

4) Das Gastmolekil dringt in die leere Cyclodextrinkavitdt ein und der Komplex
stabilisiert sich durch Van-der-Waals’ sche Interaktionen oder Wasserstoff-
briickenbindungen.

5) Die freigesetzten Wassermolekiile kondensieren, werden somit in den fliissigen
Zustand zurticktberfiihrt und ordnen sich im Bulkwasser ein.

6) Der gebildete Komplex wird als Ganzes wieder von einer Hydrathille
umschlossen.

Die Molekdlstrukturen von Gast und Wirt wirken sich natirlich erheblich auf die oben
genannten Vorgange aus. Das so genannte ,size-fit-Konzept sagt aus, dass der
Komplex umso stabiler ist, je besser das Gastmolekil aufgrund seiner GroR3e in die
Cyclodextrinkavitat passt. Dartber hinaus kénnen Van-der-Waals-Krafte umso besser

wirken, je exakter sich die Form des Gastmolekils an den Hohlraum anpasst. [47]

2.2.2.3 Bindungskrafte in Cyclodextrinkomplexen

Zu den wichtigsten in Cyclodextrinkomplexen vorkommenden Bindungskraften zahlen
nicht-kovalente Wechselwirkungen wie Van-der-Waals-Kréfte, hydrophobe Wechsel-
wirkungen und in einigen Fallen auch Wasserstoffbriickenbindungen [49]. Es handelt sich
bei den genannten Typen um relativ schwache Kréfte, was an der Bindungsenergie
erkennbar ist (Tab. 2.3). Diese liegt am niedrigsten fur hydrophobe Wechselwirkungen,

worunter man die Verdrangung von Wassermolekilen aus dem Bindungsbereich durch
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die Bildung von Aggregaten apolarer Strukturen versteht [50].

Van-der-Waals-Krafte werden in drei weitere Kategorien unterteilt [51]. Unter London-
Kréften versteht man Dispersionskrafte, die bei nichtpolaren Molekilen auftreten. Es
kommt hierbei zu einer gegenseitigen Beeinflussung der Elektronenbewegung. Man
spricht auch von wechselseitig induzierten Dipolen. Bei Keesom-Kréften handelt es sich
hingegen um Wechselwirkungen zwischen zwei bestehenden Dipolen, wahrend Debye-
Kréafte durch dipol-induzierte Dipole entstehen. Es liegt hier also ein permanenter Dipol
vor, welcher in der Lage ist, einen Dipol in einem apolaren Molekll zu erzeugen. [50,51]
Unter Wasserstoffbriickenbindungen versteht man nichtkovalente Bindungen von
positivierten Wasserstoffatomen an zwei oder mehrere andere Atome hdherer

Elektronegativitat. Sie kénnen sowohl intra- als auch intermolekular vorliegen [50].

Tab. 2.3: Intermolekulare Bindungskréfte in Cyclodextrinkomplexen [50]

Bindungstyp Bindungsenergie [kJ/mol]
Hydrophobe Wechselwirkung 0-10
London-Kréfte (Dispersionskrafte) 1-20
Debye-Krafte (Dipol-induz. Dipolkrafte) 1-50
Keesom-Kréafte (Dipol-Dipol-Kréafte) 1-50
Wasserstoffbriickenbindung 1-50

zum Vergleich: kovalente Bindung 100 — 1000

2.2.2.4 Enthalpie-Entropie-Kompensation

Unter dem Begriff Enthalpie-Entropie-Kompensation versteht man das Auftreten eines
annahernd linearen Zusammenhangs zwischen den thermodynamischen GréRen TAS’
und AHC fiir eine Reihe von an sich unabhdngigen Reaktionen. Fiir ein bestimmtes
Cyclodextrin wiirde dies beispielsweise bedeuten, dass mit verschiedenen Gasten
unterschiedlich hohe enthalpische Beitrage (AAH) zur Komplexbildung erhalten werden,
die mit einer proportionalen Anderung der entropischen Beitrdge (AAS®) einhergehen
[47,52]. Dieser Zusammenhang kann mit Hilfe des Proportionalitatsfaktors a ausgedrickt

werden:

TIAAS® = a [DAH° (Gl. 2.6)

Durch Integration erhalt man:

TIAS® = o [AH® + TAS? (Gl. 2.7)

Durch Kombination mit

AG°® = AAH® - TAAS® (Gl. 2.8)
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erhalt man:

AAG® = (1-a)AAH® (Gl. 2.9)

Die Steigung a zeigt an, zu welchem Teil eine Erhdhung des Enthalpiegewinns (AAHO)
durch Steigerung des Entropieverlustes (AAS®) kompensiert wird. 1-a gibt an, welcher
Anteil einer Enthalpiesteigerung zur Komplexstabilitdt beitrdgt. Ein  positiver
Achsenabschnitt TAS®, impliziert, dass der Komplex auch stabil ist, wenn theoretisch kein
Enthalpiegewinn (AH=0) vorlage. Die Steigung a und der Achsenabschnitt TAS®, kénnen
hinsichtlich der Starke der Konformationsanderung und dem Ausmald der Desolvatation
interpretiert werden [47,52].

Dieser Effekt wurde fur die Komplexbildung mit Cyclodextrinen, aber auch fir andere
Systeme beobachtet. Da dieser Zusammenhang mit Hilfe von thermodynamischen
Grundlagen nicht begrindbar ist, wird dieses Phadnomen haufig kontrovers diskutiert.
Hauptkritikpunkt ist, dass die Bestimmung von Enthalpie- und Entropiednderungen nicht
unabhangig voneinander durchgefihrt werden kann [47,52].

Rekharsky hat die Enthalpie-Entropie-Kompensation der natirlichen Cyclodextrine
anhand von 1070 Datensétzen untersucht. Die Steigungen fur die natirlichen Cyclo-
dextrine betrugen 0,79 fir a-Cyclodextrin, 0,80 fur B-Cyclodextrin und 0,97 fur y-
Cyclodextrin [47,52].

Mit steigender RinggréRe nimmt also der Anteil des Enthalpiegewinns, der zur
Komplexstabilitdt beitragt ab. Dies kann auf die zunehmende Ringflexibilitat, aber auch
auf die wachsende Anzahl an Wassermolekilen, deren Eigenschaften sich dem

Bulkwasser immer mehr annéhern, zuriickgefihrt werden [47].

2.2.25 ,Induced-Fit"

Mit Hilfe von Rontgenkristallstruktur-Untersuchungen konnte Saenger zeigen, dass o-
Cyclodextrin-Komplexe sowohl in gespannter, als auch in relaxierter Form bildet [53].
Dies deutet darauf hin, dass es wahrend der Komplexbildung zu Konformations-
anderungen des Wirtes kommen kann. Dieses Phadnomen wurde auch bei Enzym-
Substrat-Bindungen beobachtet und wird ,Induced-Fit* genannt [54].

Die ,Induced-Fit“-Theorie wurde von Koshland, aufbauend auf dem von Emil Fischer
postulierten Schlussel-Schloss-Prinzip entwickelt [54]. Wahrend beim Schlissel-Schloss-
Prinzip Substrat und Enzym als starr betrachtet wurden, konnte mit Hilfe von spektros-
kopischen und rontgendiffraktometrischen Methoden gezeigt werden, dass durch
Annaherung und Bindung eines Substrates an die aktive Bindungsstelle des Enzyms
Konformationsénderungen ausgeldst werden kénnen [53].

Saenger hat dieses Konzept auf Cyclodextrinkomplexe Ubertragen und folgerte, dass der
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Entropiegewinn wahrend der Komplexbildung nicht allein aus der Freisetzung von
Wassermolekilen aus der Cyclodextrinkavitdt, sondern auch aus der induzierten
Konformationsé&nderung resultiert [53].

Die Ergebnisse anderer Experimente deuten ebenfalls auf das Auftreten eines Induced-
Fit hin. Beispielsweise konnten bei der Komplexbildung von Rocuronium mit einem y-
Cyclodextrinderivat Konformationsanderungen mit Hilfe von kalorimetrischen, UV-
spektroskopischen und NMR-spektroskopischen Untersuchungen beobachtet werden
[55]. Zudem zeigten theoretische Molekulardynamik-Simulationen das Auftreten eines
Induced-Fit bei Komplexen aus B-Cyclodextrin und Puerarin oder Daidzin [56].

Eine Berlcksichtigung dieser mdglichen Konformationséanderungen ist also gerade bei
theoretischen Betrachtungen von Cyclodextrinkomplexen nétig, um dem vorliegenden

System gerecht zu werden [54].
2.2.3 Eigenschaften von Wirt-Gast-Komplexen

2.2.3.1 Komplexstruktur

Cyclodextrinkomplexe kénnen in Abhangigkeit von Cyclodextrin, Gast und den auf3eren
Bedingungen in unterschiedlichen Formen auftreten. Eingeschlossene Gastmolekile
nehmen im Allgemeinen eine Orientierung in der Cyclodextrinkavitat ein, die zu einer
grolRtmoglichen Kontaktflache zwischen den apolaren Molekilteilen des Gastes und dem
Inneren der Kavitat fuhrt. Hydrophile Teile des Gastmolekiils orientieren sich in der Regel
zum Lésungsmittel und zu den Hydroxylgruppen des Cyclodextrins hin [3].

Bei groReren Gastmolekilen kénnen auch nur bestimmte Gruppen oder Seitenketten des
Molekils eingeschlossen werden. So sind verschiedene theoretische Einschluss-
topologien denkbar:

axialer Einschluss
sandwichartiger Einschluss

partieller Einschluss vollstandiger Einschluss

Abb. 2.9: Verschiedene Topologien von Einschlusskomplexen, nach [3,38,57]
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Auch aul3erhalb der Kavitat sind Wechselwirkungen zwischen beteiligten Molekilen
moglich. Dies kann zu sogenannten Nicht-Einschlusskomplexen, aber auch zu héheren

Strukturen aus freien und ungebundenen Formen der Reaktionspartner fihren [58].

Abb. 2.10: Hohere Strukturen aus Cyclodextrin und Gastmolekiilen,

nach [58] (grau: eingeschlossener  Wirkstoff; rot:  nicht

eingeschlossener Wirkstoff)
Der einfachste Fall ist, dass genau ein Cyclodextrin mit einem Gast in Wechselwirkung
tritt. Neben solchen 1:1-Komplexen (Wirt : Gast), wie sie haufig in sehr verdiinnten
Lésungen vorliegen, kénnen in Abhéngigkeit von Cyclodextrin, Gast und den &ulReren
Bedingungen auch Komplexe hdherer Ordnung bezlglich des Cyclodextrin- oder des
Gastmolekils mit Stéchiometrien wie z. B. 2:1, 1:2 oder 2:2 auftreten. [3]
Die Zusammensetzung der Komplexe in Losung ist stark abhéngig von der Konzentration
der Reaktionspartner und kann sich von den Verhdltnissen im festen Zustand
unterscheiden. Auch kénnen mehrere verschiedene Komplexstochiometrien
nebeneinander vorliegen. [3]
Kristalline Einschlusskomplexe kdnnen in drei verschiedenen Packungsarten vorliegen.
Dazu gehoren der Kéfig-, der Schicht- und der Kanal-Typ — letzterer wird auch in ,Kopf-
an-Kopf* und ,Kopf-an-Ende“ unterteilt (Abb. 2.11) [9]. Der Kafig-Typ mit
fischgratenartiger Anordnung wird haufig bei kleinen Gastmolekilen, die vollstandig in
das Cyclodextrin eingeschlossen werden kénnen, beobachtet. Die Kanalstruktur bildet
eine Art Rohre, in die lange Molekile eingeschlossen werden kdnnen. Der Schichttyp
bildet sich dann aus, wenn das Gastmolekil so grof3 ist, dass ein Teil davon nicht
eingeschlossen werden kann. Die Cyclodextrine liegen dabei in aneinander
angrenzenden Ebenen, die um etwa ein halbes Molekul gegeneinander verschoben sind.

Der nichteingeschlossene Teil des Gastes ragt dabei in den intermolekularen Raum

hinein und steht in Kontakt mit dem Cyclodextrinmolekul der nachsten Ebene.
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Abb. 2.11: Packungsarten von Cyclodextrinmolekulen in der Kristallstruktur, nach [9]

2.2.3.2 Konsequenzen der Komplexbildung fir das Gas  tmolekll

Durch die Komplexbildung kann es zu zahlreichen Eigenschaftsdnderungen des
Gastmolekils kommen, die vor allem fir die Durchfiihrung analytischer Untersuchungen
bedeutend sind.

So kdnnen sich beispielsweise spektrale Eigenschaften des eingeschlossenen Molekiils
andern, was sich in der UV/Vis-Spektroskopie in Anderungen der spezifischen Absorption
und damit in Signalverschiebungen bemerkbar machen kann. Dariiber hinaus kann es
zur Verstarkung von Fluoreszenz, Phosphoreszenz oder Lumineszenz sowie zur
Induktion eines Zirkulardichroismus kommen. Besonders haufig macht man sich
Anderungen von Signalen in Kernresonanzspektren zur Untersuchung von
Cyclodextrinkomplexen zu Nutze. [3]

Des Weiteren kann die chromatographische Mobilitdt durch Hydrophilisierung
hydrophober Gaste durch Komplexbildung beeinflusst werden. [3]

Auch stoffklassenabhangige Merkmale sind betroffen. Im Fall organischer Sauren oder
Phenole kann sich zum Beispiel der pKa-Wert in wassriger Losung um mehr als eine
Einheit verschieben, wéahrend sich beim Einschluss oberflachenaktiver Substanzen
Anderungen in der Grenzflachenspannung oder der kritischen Mizellbildungs-
konzentration ergeben kdnnen. [3]

Aufgrund des erhdhten Molekulargewichts des Komplexes im Vergleich zum Gastmolekdl
kann es zu einer verénderten Diffusion kommen, was in Hinblick auf die Resorption
bedeutsam ist. Auch der Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient ist vermindert, wenn
Cyclodextrin in der wassrigen Phase vorliegt. [3]

Die Reaktivitat der Gastmolekile kann durch die Abschirmung bestimmter Molekiilteile
eingeschrankt werden, was stabilisierende Effekte zur Folge haben kann.

Im festen Zustand liegt die Gastkomponente molekulardispers verteilt in einer

Kohlenhydratmatrix vor und stellt ein mikrokristallines oder amorphes Pulver dar,
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wodurch die Aufldsungsgeschwindigkeit erhoht werden kann. Dies ist auch mit
gasformigen Gastmolekulen der Fall, bei denen so die Fluchtigkeit reduziert wird. [3]

Am bedeutendsten ist die Verbesserung der Wasserl6slichkeit lipophiler Gastmolekiile,
die durch den Einschluss in das exohydrophile Cyclodextrin hervorgerufen wird.

2.2.4 Herstellung von Cyclodextrin-Komplexen

Fir die Entstehung von Einschlusskomplexen spielt die Anwesenheit von Wasser eine
besondere Rolle, da es die beiden Haupttriebkrafte zur Komplexbildung liefert. Im
wassrigen Medium bilden sich bei Zugabe der Reaktionspartner spontan Komplexe aus,
die anschlieRend mit einem geeigneten Verfahren in fester Form isoliert werden kénnen.
Da es sich hierbei um einen Gleichgewichtsprozess (Abb. 2.12) handelt, bei dem immer
ein Teil der beteiligten Molekule in ungebundener Form vorliegt, kann es trotz in Losung
nachgewiesener Komplexbildung sein, dass das isolierte Produkt lediglich eine Mischung
aus Cyclodextrin und Gast darstellt. Die Bestimmung des eingeschlossenen Anteils des

Gastmolekdls ist somit nétig [3].
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Abb. 2.12: Gleichgewichte wahrend der Komplexbildung in wassriger Lésung, nach [3,57,59]

Zur Herstellung von Cyclodextrinkomplexen werden am héaufigsten die folgenden

Methoden angewendet [3,43,60,61,62]:

= Herstellung in Lésungsmittel:
Da organische Losungsmittel oftmals selbst als Gastmolekile fungieren, werden
meist wassrige Losungen, die Cyclodextrin und Gastmolekil enthalten, geschittelt
oder geruhrt. Die Bedingungen bei der Komplexbildung (Temperatur, pH-Wert, etc.)
kénnen dabei variieren. Bei der haufig durchgefihrten Kopréazipitationsmethode wird

zu einer wassrigen Cyclodextrinlésung eine organische Ldosung der Gastsubstanz
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gegeben und ausfallender Komplex abgetrennt. Gerade bei dem in Wasser relativ
schlecht léslichen B-Cyclodextrin bietet sich der Einsatz einer Cyclodextrinsuspension
(slurry method) an.
=  Knetmethode:
Aus Cyclodextrin, Gastmolekil und einer geringen Menge Wasser wird mit Hilfe von
High-Shear-Mischern, Planetenmischern oder mit Morser und Pistill eine pastenartige
Komplexzubereitung hergestellt, welche anschlie3end getrocknet wird.
DarlUber hinaus sollen schon bei der Mischung von reinem Cyclodextrin und Gast in
Abwesenheit von Wasser Komplexe entstehen (dry mixing/co-grinding) [43,60]. Diese
Methode hat sich jedoch als ineffizient erwiesen, da die Mischungszeit mehrere Tage in
Anspruch nehmen kann [43]. Sie ist nur fir wenige Ausnahmen, wie zum Beispiel Ole
geeignet, die hier als Solvens fur das Cyclodextrin fungieren [60]. Erwahnt werden soll
aulRerdem die so genannte ,Melting in solution’-Technik, bei der die feste Gastsubstanz
Zu einer erwarmten wassrigen Cyclodextrinldsung gegeben wird [63]. Voraussetzung ist
daflr, dass der Schmelzpunkt der Gastkomponente unterhalb der Temperatur der
erwarmten Losung liegt.
Unabhangig von der gewahlten Methode kann die Trocknung der abgetrennten
Komplexe unter anderem durch Abdampfung des Ldsungsmittels, im Hei3luftofen, durch
Lyophilisation oder Spruhtrocknung erfolgen [43]. AnschlielBend kann der Komplex mit

organischen Losungsmitteln gewaschen werden [64].
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2.3 Loslichkeitsstudien zur Untersuchung von Wirt- Gast-
Wechselwirkungen

Das Ziel vieler Untersuchungen ist das Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen Wirt
und Gast und der wirkenden Krafte in Losung, sowie die Charakterisierung von festen,
isolierten Komplexen. Dabei steht h&ufig die Berechnung der Assoziationskonstanten
sowie thermodynamischer Grof3en, dariber hinaus aber auch die Bestimmung der
Komplexstdchiometrie im Mittelpunkt. Zahlreiche verschiedene analytische Methoden,
wie  Spektroskopie  (UV/Vis-Spektroskopie, NMR-Titrationen, CD-Spektroskopie,
Fluoreszenz etc.), Kalorimetrie, Potentiometrie oder Chromatographie kommen dabei
zum Einsatz [3,47].

Bei der Charakterisierung von festen Komplexen wird h&ufig ein Vergleich mit einer
entsprechenden physikalischen Mischung der Reinsubstanzen gezogen. Zentrale
Aspekte sind hier die Aufklarung der Struktur des Komplexes sowie die Bestimmung des
eingeschlossenen Anteils des Gastmolekiils. Haufig werden hier unter anderem NMR-
Spektroskopie, thermoanalytische Methoden, FT-IR-Spektroskopie, Massenspektrometrie
sowie Rontgendiffraktometrie eingesetzt. [60]

Zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen Wirts- und Gastmolekil von
Cyclodextrinkomplexen werden haufig Studien des Loéslichkeitsverhaltens durchgefihrt,
in denen die Loslichkeit des Gastes in Abhangigkeit von der Cyclodextrinkonzentration
untersucht wird. Man geht dabei davon aus, dass Loéslichkeitsénderungen des Gastes nur
auf Komplexbildung zuruckzufilhren sind. Dazu wird ein Uberschuss der
Gastkomponente zu Cyclodextrinldsungen ansteigender Konzentrationen gegeben. Nach
Gleichgewichtseinstellung bei konstanter Temperatur werden ungeldste Anteile
abgetrennt und der Gehalt des Gastes in Lésung mit einem geeigneten Verfahren
bestimmt [59,65]. Durch graphische Auftragung der Ergebnisse entstehen so genannte
Loslichkeitsisothermen oder Phasendiagramme (s. Kap. 2.3.1) [66].

Die von Higuchi und Connors entwickelte und 1965 verdffentlichte Methode
bertcksichtigt das Gibbs’ sche Phasengesetz (Gl. 2.10) und wird deshalb in der Literatur
als ,phase-solubility analysis’ bezeichnet [66]. Mit Hilfe der Phasenregel lasst sich die
Anzahl der Freiheitsgrade in Abhangigkeit der vorhandenen Komponenten C sowie der

nebeneinander vorliegenden Phasen P berechnen:

F=C-P+2 (Gl. 2.10) F Anzahl der Freiheitsgrade
C Anzahl der Komponenten
P Anzahl der Phasen
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Neben der Charakterisierung des Loslichkeitsverhaltens anhand des entstehenden
Phasendiagramms kann aufRerdem die Assoziationskonstante berechnet werden und in

bestimmten Féllen eine Abschéatzung der Stochiometrie erfolgen [66].

2.3.1. Einteilung der Phasendiagramme

Phasendiagramme werden erhalten, indem die beobachtete molare Konzentration des
Gastmolekills gegen die molare Konzentration des vorgelegten Cyclodextrins
aufgetragen wird. Die entstehenden Profile lassen sich in zwei Hauptklassen, A- und B-
Typ, einteilen [59,65,66]:
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Abb. 2.13: Mdgliche Profile in Léslichkeitsstudien; links: A-Typ, rechts: B-Typ, nach [66]

In Profilen des A-Typs steigt die scheinbare Loslichkeit des Gastmolekiils mit der
Cyclodextrinkonzentration im gesamten untersuchten Bereich an. A_-Profile zeigen einen
linearen Anstieg der scheinbaren Loéslichkeit. Nach Higuchi und Connors ist ein solcher
Verlauf theoretisch zu erwarten, wenn alle sich bildenden Komplexe genau ein
Cyclodextrinmolekdl L enthalten, z. B. SL, S,L, SsL etc. (S=Gastmolekul). Entstehen
Komplexe héherer Ordnung in Bezug auf das Cyclodextrinmolekl, z. B. SL,, SL; etc., so
entstehen Profile des Ap-Typs. Die Entstehung einer negativen Abweichung (Ay) ist nicht
abschlieend geklart. Sie konnte einerseits auf die Abnahme der
Komplexbildungskonstante, andererseits aber auch auf eihe so genannte
Selbstassoziation der Cyclodextrinmoleklle bei hdheren Konzentrationen hinweisen.
Diagramme des A-Typs konnen entweder bei kompletter Solubilisierung des
Gastmolekiils oder bei Uberschreitung der Sattigungsléslichkeit des Wirtsmolekiils einen
Knickpunkt erreichen [59,66].

Komplexe, deren Loéslichkeiten unter der des Wirtsmolekils liegen, zeigen B-Typ-Profile.

Bei Bs-Typen ist der Komplex begrenzt l6slich, wéhrend Bi-Diagramme fir im Medium
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unlgsliche Assoziate erhalten werden. Das Diagramm des Bs-Typs (s. Abb. 2.13) l&sst

sich in drei verschiedene Segmente unterteilen [59,66]:

" So-a: Hier ahnelt der Verlauf dem A-Typ-Diagramm, d. h. mit steigender
Cyclodextrinkonzentration nimmt die Loslichkeit des Gastmolekils zu. An
Punkt a ist die Loslichkeitsgrenze des Komplexes erreicht.

. a-b: Dieses Segment stellt ein Plateau dar. Eine weitere Zugabe von
Cyclodextrin resultiert hier in der Prazipitation des Komplexes. Die
Gastkonzentration in Losung bleibt konstant, da bis zum Punkt b ein
Uberschuss an festem Gastmolekiil vorliegt.

" b-c:  Weitere Zugabe von Cyclodextrin fuhrt zur Ausfallung der verbliebenen
freien Gastmolekile bis nur noch Iéslicher Komplex vorliegt.

Hat der ausfallende Komplex dieselbe Stéchiometrie wie der flr den initialen Anstieg

verantwortliche, so musste theoretisch die Loslichkeitssteigerung (a-Sp) dem Niveau ¢

entsprechen. Beim B-Profil ist keine initiale Léslichkeitssteigerung zu verzeichnen. Die

Plateauhdhe entspricht deshalb der intrinsischen Loslichkeit des Gastmolekiils. [66]

Eine interessante Erkenntnis leitet sich aus der Anwendung des Gibbs’ schen

Phasengesetzes auf das Bs-Diagramm ab [66]:

Tab. 2.4: Anwendung des Gibbs’schen Phasengesetzes auf das Bs-Diagramm

Segment C P F Freiheitsgrade
So-a 3 2 3 T, P*, CL
a-b 3 3 2 T, P*

b-c 3 2 3 T, P*, Cs

Anmerkung: P* = Druck [Pa]

Im dritten Segment des Bs-Diagrammes konnen nur zwei Phasen gleichzeitig
nebeneinander vorliegen, da drei Freiheitsgrade gegeben sein missen. Dies wirde
bedeuten, dass an einem gegebenen Punkt dieses Segments nur ein Komplex ausfallen
kann. Mehrere Komplexe unterschiedlicher Stdchiometrien kénnten hdchstens als feste

Losung ausfallen [66].

2.3.2 Herleitung und Berechnung der Assoziationskon stanten

Unter der Annahme, dass ein einzelner Komplex SyL, fur die Loslichkeitssteigerung des
Gastmolekiils verantwortlich ist, kann nach Higuchi und Connors aus den Diagrammen
der A-Typ-lsothermen sowie des linearen Teils des Bs-Profils die Assoziationskonstante

berechnet werden [66]. Aus dem Massenwirkungsgesetz ergibt sich:

[S] Konzentration des Gastmolekdls [M]
- [Sml—n] Gl. 2.11 [L] Konzentration des Cyclodextrins [M]
- SIMLT ( t e ) [SmLn) Konzentration des Komplexes [M]
[ ] [ ] m Anzahl der Gastmolekiile im Komplex
n Anzahl der Cyclodextrinmolekule im Komplex
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Die einzelnen Konzentrationen der Komponenten konnen dabei folgendermal3en

ausgedrickt werden [66]:

[S] = So (Gl. 2.12) So Sattigungsloslichkeit des Gastmolekils in
Abwesenheit von L [M]
S -S St Gesamtkonzentration des gelosten Gast-
=t 0 molekiils [M]
[San] m (GI' 2'13) L Konzentration des zugegebenen Wirts-
molekils [M]
[L]=L,-n(S,L,] (Gl. 2.14)

Fur den Fall, dass es sich um Komplexe erster Ordnung bezogen auf das Wirtsmolekal
handelt (n=1) ergibt sich durch Einsetzen von 2.12 — 2.14 in Gl. 2.11 und auflésen nach
S, folgende Geradengleichung mit Sy als Ordinatenabschnitt [66]:

=MESBe &y o (GI. 2.15)
1+K 5,
Die Steigung entspricht [66]:
Steigung - MK, (Gl. 2.16)
1+K By

Liegen Komplexe im Verhéltnis 1:1 vor (m=1), ergibt sich fir die Assoziationskonstante:

_ Steigung
S, [{1- Steigung)

" (Gl. 2.17)

2.3.3 Abschatzung der Stochiometrie

Aus den erhaltenen Loslichkeitsisothermen kann unter bestimmten Voraussetzungen die
Stochiometrie eines Komplexes berechnet werden. Problematisch erscheint jedoch die
Tatsache, dass haufig Komplexe unterschiedlicher Zusammensetzung nebeneinander
existieren, wortber die Loslichkeitsprofile keine Auskunft geben kénnen. Hier kann nur
ein gewichteter Durchschnitt der vorhandenen Stéchiometrien errechnet werden. [59,66]
Zunachst kann die Steigung des initialen Anstiegs Auskunft Uber mogliche
stdchiometrische Verhéaltnisse geben. Dies trifft sowohl auf Profile des A-Typs als auch
des Bs-Typs zu. Ist die Steigung groler als eins, kann man zum Beispiel davon
ausgehen, dass m grol3er als 1 ist. [59,66]

Die Zusammensetzung von Komplexen, die das Ldslichkeitsverhalten eines A-Typs
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aufweisen, kann dann berechnet werden, wenn das Ld&slichkeitsprofil einen Knickpunkt

aufweist (s. Kap. 2.3.1.1). Dabei wird das Verhéltnis der absoluten molaren

Loslichkeitssteigerung beider Komponenten, die sich durch die Komplexbildung ergibt,

ermittelt [66]:

- [Sel
m_ M (Gl. 2.18) [So]
n L[] L

Konzentration des Gastmolekiils am Knickpunkt [M]
Intrinsische Loslichkeit des Gastmolekils [M]
Konzentration des Cyclodextrins am Knickpunkt [M]
Intrinsische Loslichkeit des Cyclodextrins [M]

Die Plateaulange einer B-Typ-Isothermen ist abhangig von der Menge des Uberschusses

der Gastkomponente und der Stéchiometrie des ausfallenden Komplexes. Wird im

untersuchten Bereich das Ende des Plateaus erreicht, kann die Zusammensetzung des

ausfallenden Komplexes berechnet werden [59,66]:

— [S]
m_15:1718.0 g 519 ]
N i

Gesamte Konzentration an zugegebenem Gastmolekil [M]
Konzentration des geldsten Gastmolekils an Punkt a [M]
Konzentration des Cyclodextrins an Punkt b [M]
Konzentration des Cyclodextrins an Punkt a [M]



THEORIE UND STAND DER FORSCHUNG 25

2.4 Grundlagen der Computerchemie

2.4.1 Grundlegende computerchemische Operationen

Computerchemische Methoden werden seit einigen Jahren in vielen Bereichen der
Chemie angewendet. So werden auch im Bereich der Cyclodextrinforschung
verschiedenste Techniken des Molecular Modelings eingesetzt.

Diese lassen sich prinzipiell in quantenmechanische (quantum mechanics, QM) und
molekularmechanische Methoden (molecular mechanics, MM) unterteilen. Die
Quantenmechanik zielt darauf ab, durch Losung der Schrddingergleichung die
raumlichen Positionen aller Elektronen und Kerne des Molekuls zu beschreiben. Bei so
genannten ab initio Methoden wird eine vollstandige Lésung der Gleichung angestrebt,
was jedoch bei steigender MolekulgrofRe mit erheblichem Rechenaufwand verbunden ist.
Semiempirische Verfahren arbeiten hingegen mit Naherungen und Abschéatzungen von
Teilergebnissen, um auch gréfRere Systeme erfassen zu kénnen [67].

In der Molekularmechanik hingegen wird auf eine explizite Behandlung der Elektronen
verzichtet und stattdessen mit empirischen Kraftfeldern (force fields) gearbeitet. Diesem
Ansatz liegen die Gesetze der klassischen Mechanik zu Grunde. Auch
Molekulardynamiksimulationen greifen darauf zuriick [67].

Die theoretischen Grundlagen der in der vorliegenden Arbeit angewendeten

computerchemischen Techniken sollen im Folgenden genauer beschrieben werden.

2.4.1.1 Optimierung von Molekdlstrukturen mit Hilfe von Kraftfeldern

Die Geometrieoptimierung von Molekdilstrukturen erfolgt haufig mit
molekularmechanischen Methoden, bei denen verschiedene Atomtypen modellhaft als
Massepunkte unterschiedlicher GroRRe, die Uber Federn variierender LaAnge miteinander
verbunden sind, betrachtet werden [67].

Die Gesamtenergie eines Molekils E;; setzt sich je nach verwendetem Kraftfeld aus

verschiedenen Beitrdgen zusammen [67]:
Etot= Estr+ Ebend + Etors+ Evdw+ Eelec+ (GI 220)

Dabei stellt Eg, den Energieterm fir die Bindungslange, Epeng flr den Bindungswinkel und
E.ors fur die Torsionswinkel dar. Zu den nichtbindenden Beitrdgen gehdren unter anderem
die Van-der-Waals-Energie (E,wq) sowie die elektrostatische Energie (Eeiec) [67].

Es wird angenommen, dass die interatomaren Krafte harmonisch sind, so dass von einer

guadratischen Funktion zur Berechnung ihrer Energien ausgegangen wird:
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1 2 Kp Kraftkonstante
Estr =5 [kb Eﬂb - bo) (Gl. 2.21) b Bindungslénge
2 bo Gleichgewichtsabstand
1 2 ke Kraftkonstante
Ebend == [ke Eﬂe - 90) (Gl. 2.22) 0 Bindungswinkel
2 8o Gleichgewichtswinkel

Der Torsionsenergie liegt eine Cosinus-Funktion zugrunde [67]:

1 Ko Kraftkonstante
Etors =— [E(¢ ml+ cos(nd) - ¢0 )) (Gl. 2.23) [0) Torsionswinkel
2 ®o Gleichgewichtstorsions-
winkel
n Periodizitat

Zur Beschreibung der Van-der-Waals'schen Interaktionen wird ein Lennard-Jones-

Potential herangezogen [67]:

A, B, A AbstoRungkoeffizient
E. = Z — = (Gl. 2.24) Bj Anziehungskoeffizient
p I, i Abstand zwischen den
Atomeniundj

Der elektrostatische Term wird mit Hilfe der Coulomb-Gleichung beschrieben [67]:

1 Q [Q Qi Q Ladungen der Atome
Eelec === (GI_ 2_25) £ Dielektrizitatskonstante
€ r interatomarer Abstand

Die der Molekularmechanik zugrunde liegende Idee ist, dass fir Bindungen ideale Winkel
und Langen existieren, die durch die Kraftkonstanten des jeweiligen Kraftfeldes definiert
und als Kraftfeldparameter bezeichnet werden. Die Startgeometrie eines Molekdls fuhrt in
der Regel zu einem Anfangsenergiezustand, der sich von dem fir das Molekdl
charakteristischen Energieminimum unterscheidet.

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Beitragen konnen auch weitere Terme,

beispielsweise fur Wasserstoffbriickenbindungen, mit einbezogen werden. [67]

2.4.1.2 Molekulardynamik-Simulationen

Zur Durchfuhrung von Konformationsanalysen kénnen verschiedene Techniken
herangezogen werden. Problematisch sind hierbei vor allem Molekile mit einer hohen
Anzahl an rotierenden Bindungen. So resultieren aus systematischen
Konformationsanalysen sehr groRe Datenmengen, wahrend bei einer statistischen Suche
wie der Monte Carlo Methode sehr hohe Rechenzeiten erforderlich sind. Diese Nachteile

kénnen mit Hilfe von Molekulardynamik-Simulationen umgangen werden. Mit Hilfe von
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Kraftfeldern wird das zeitabhangige Bewegungsverhalten eines Molekils simuliert. Dazu
wird in regelméaRigen Zeitabstdnden die durch das zweite Newton'schen Gesetz

gegebene Bewegungsgleichung geldst:

Fi(t) = m; -a(t) (Gl. 2.26) Fi Kraft auf Atom i zum Zeitpunkt t
mi Masse des Atoms i
a; Beschleunigung des Atoms i zum
Zeitpunkt t

Basierend auf den Anfangskoordinaten eines Systems kénnen Position und
Geschwindigkeit der Atome zum Zeitpunkt t berechnet werden, wodurch neue
Konformere entstehen. Haufig werden solche Simulationen bei erhdhter Temperatur
durchgefiihrt, da so Energiebarrieren zwischen verschiedenen Konformationen leichter

Uberwunden werden kénnen [67].

2.4.1.3 Berechnung von Molekiloberflachen

Héaufig werden in der Computerchemie Oberflachenbetrachtungen zur Charakterisierung
von Molekiilen herangezogen. Unter anderem werden die Van-der-Waals-Oberflache, die
Connolly-Oberflache und die dem Loésungsmittel zugangliche Molekiloberflache (solvent
accessible surface) eines Molekiils berechnet (Abb.2.14). Zur Bestimmung der Van-der-
Waals-Oberflache werden die Van-der-Waals-Radien der einzelnen Atome
herangezogen. Die Kugeln durchdringen sich dabei gegenseitig. Die Connolly-Oberflache
ist hingegen glatter. Sie entsteht, indem eine Kugel, die schematisch das L&sungsmittel
darstellt, Uber die Van-der-Waals-Oberflache rollt. Sie besteht zum einen aus der
Kontaktflache zwischen Van-der-Waals-Oberflache und Losungsmittel, zum anderen aus
konkaven Segmenten, an denen keine Berlhrung zwischen Lésungsmittel und Van-der-
Waals-Oberflache besteht. Die I6sungsmittelzugéngliche Oberflache entsteht durch die
Verbindung der Mittelpunkte der Losungsmittelkugeln und ist deshalb gré3er als die Van-
der-Waals-Oberflache (Abb. 2.14) [68].

Abb. 2.14: Darstellung von Oberflachen; links: Van-der-Waals-Oberflache (schwarz); rechts: Connolly-Oberflache
(rot); die solvent-accesible surface entsteht durch Verbindung der Mittelpunkte der Lésungsmittelkugeln bei deren
Abrollen Uber die Van-der-Waals-Oberfllache, nach [68]
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2.4.2 Cyclodextrine in der Computerchemie

In den letzten beiden Jahrzehnten wurde mit Hilfe computerchemischer Methoden durch
unterschiedlichste Herangehensweisen versucht, zahlreiche zentrale Fragestellungen der
Cyclodextrinforschung zu beantworten [69].

Von grofRem Interesse ist dabei die Untersuchung von strukturellen Eigenschaften der
Cyclodextrine, wie beispielsweise die Flexibilitdt der glykosidischen Bindungen, die
Orientierung  der  sekunddren  Hydroxylgruppen, elektrostatische  Wiederer-
kennungsmuster [70], ihre Symmetrie [71,72], aber auch ihre Lipophilie [71] sowie der
Vergleich mit anderen Cyclooligosacchariden [73]. Auch der Vergleich von
Kristallstrukturen sowie die Erstellung von weiteren Initialstrukturen ist Gegenstand
solcher Untersuchungen [69].

Dynamische Aspekte der Cyclodextrinstruktur wurden vor allem mit Hilfe zahlreicher
Molekulardynamik-Simulationen untersucht [68,69,70,74,75,76]. Der in Kapitel 2.1.4
erwahnte Flip-Flop-Mechanismus konnte so beobachtet werden [70]. In ,quenched
dynamics" konnte bei erhéhter Temperatur eine héhere Anzahl an Konformeren erhalten
werden [69,76].

Daneben zielen viele Studien natirlich auf ein Verstandnis der Wechselwirkungen
zwischen Wirt und Gast ab. Dabei stehen energetische und strukturelle Gesichtspunkte
im Vordergrund. Hinsichtlich der Bindungsenergien stellt sich vor allem die Frage,
inwiefern sich die Energie eines Systems durch den Einschluss eines Gastmolekils
andert und welche enthalpischen und entropischen Beitrage vorliegen [69]. Eine wichtige
Rolle spielt die Untersuchung von quantitativen Struktur-Aktivitatsbeziehungen, so
genannte QSAR-Analysen, in denen mit Hilfe mathematischer Modelle verschiedene
Einflisse auf den Bindungsprozess erfasst werden, und so die Vorhersage fir den
Einschluss unbekannter Molekile ermdglicht werden soll [69]. Fir detaillierte
Informationen wurden jedoch meist Methoden der Molekularmechanik und -dynamik
genutzt. Eine weitere interessante Vorgehensweise ist die so genannte .free energy
perturbation”. Dabei werden Molekulardynamik-Simulationen durchgefthrt, in denen sich
verwandte Molekile mit unterschiedlichen Substituenten ineinander umwandeln, wobei
AAG (AAG = AGgeakiion 1 — AGreakiion 2) berechnet wird [77]. Dariber hinaus wird das
Gastmolekil haufig im Rahmen von Docking-Studien und Molekulardynamik-
Simulationen schrittweise durch den Cyclodextrinhohlraum geschleust. Dabei wird an
verschiedenen Punkten die Energie berechnet [69,78,79]. Energieplots kdénnen dann
zeigen, welche Seite des Cyclodextrins fir den Eintritt des Gastes bevorzugt wird [69].
Strukturelle Betrachtungen wurden angestellt, um zum einen die relative Orientierung des

Gastes und somit wirksame Bindungskrafte abzuschéatzen, zum anderen aber auch um
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die Form des Cyclodextrins vor und nach der Komplexbildung auf das Auftreten eines
Jinduced-fit'" hin zu untersuchen [69,80]. Auch Berechnungen der Kontaktflachen konnen
Aufschluss lber die Komplexstruktur geben [81].

Darlber hinaus wurden viele Anstrengungen unternommen, die Mechanismen der so ge-
nannten Molekularen Wiedererkennung (molecular recognition) zu verstehen [69]. Dabei
wurde unter anderem der Einfluss von Substituenten des Wirtsmolekuls mit unterschied-
licher Gréf3e, Ladung und Polarisierbarkeit untersucht, um Vorhersagen zu ermdglichen,
welche Cyclodextrineigenschaften den Einschluss eines Gastmolekils positiv
beeinflussen [69,82]. Computerchemische Studien kénnen auch die Interpretation von
Daten aus NMR- oder UV/Vis-Spektren erleichtern [69].

Fur alle Methoden trifft allerdings zu, dass aufgrund der MolektilgréfRe der Cyclodextrine
und ihrer zahlreichen rotierbaren Bindungen die zur Verfugung stehenden Techniken der
Computerchemie teilweise nur bedingt nutzbar sind [69]. So sind laut Dodziuk [83]
guantenmechanische Berechnungen ungeeignet, da sie die nichtbindenden
Wechselwirkungen in Cyclodextrin-Gast-Komplexen nicht bertcksichtigen. Zudem wird
der entropische Beitrag der Komplexierungsreaktion vernachlassigt [83]. Ein weiteres
Problem stellt die Durchfiihrung der Berechnungen im Medium Wasser dar.

Haufiger werden molekularmechanische Methoden angewendet. Hier ist die Auswahl
eines fur Kohlenhydrate geeigneten Kraftfeldes problematisch. Der grof3te Schwachpunkt
der meisten Kraftfelder liegt darin, gleichzeitig Konformation sowie intermolekulare
Wechselwirkungen der Molekile korrekt zu beschreiben [84]. Mehrere Arbeiten haben
sich mit dieser Problematik beschaftigt. So wurden verschiedene Kraftfelder und
Parametersets zur Anwendung bei Kohlenhydraten verglichen [85] oder Versuche
unternommen, vorhandene Kraftfelder zu modifizieren [86].

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass Cyclodextrine sehr viele Minima auf ihrer
potentiellen Energieoberflache haben, so dass es nicht ausreicht, nur ein einzelnes

Konformer in die Untersuchungen einzubeziehen [78].

2.4.3 Docking-Studien und AutoDock

Das Ziel von Docking-Studien ist die Vorhersage der rdumlichen Anordnung von
miteinander wechselwirkenden Molekilen. Nachdem unter Anwendung eines Docking-
Algorithmus eine Reihe mdglicher Strukturen generiert wird, erfolgt die Einordnung und
Bewertung dieser Ergebnisse mit Hilfe einer so genannten Scoring-Funktion [87]. Meist
werden in Docking-Studien nur Konformationséanderungen des Liganden berucksichtigt
[88], was bei Cyclodextrinen, die sehr viele rotierbare Bindungen besitzen problematisch
erscheint. Um dem Rechnung zu tragen, wurde beispielsweise die Strategie des inversen

Dockings entwickelt, in dem der Ligand starr gehalten wird, und sich das Cyclodextrin um
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den Wirkstoff herum anpasst [89].

Im verwendeten Docking-Programm AutoDock 3.0.5 [90] kommt ein so genannter
,genetic algorithm’ zum Einsatz. Diese Art von Suchalgorithmen nutzt Ideen, die auf den
Prinzipien der naturlichen Genetik aufbauen. So stellen Zustandsvariablen wie
Translation, Orientierung und Konformation des Liganden den Genotyp dar, wahrend
seine Koordinaten den Phéanotyp wiedergeben. Als Scoring-Funktion wird die auf den
Grundlagen der Molekularmechanik basierende Freie Bindungsenthalpie herangezogen
[90]. Nach dem Hess’' schen Satz [45], der festlegt, dass die Anderung der Freien
Bindungsenthalpie zwischen zwei Zustanden unabhangig vom Weg stets gleich ist

(Abb.2.15), ergibt sich diese aus folgenden Teilbeitragen [91]:

@ + O AG binding, vacﬁo @C)

+H,0

ABpinding, solvation (R+L) + H.O [AG ining, solvation (RL)

l A J
(0]
AG, . o .
+ p bmdmg,soh.rﬂ: @ + o0
(0]

@ Rezeptor O Ligand

Abb. 2.15: Thermodynamik der Rezeptor-Ligand-Bindung in Lésung und Ersatzprozesse nach [91]

Ac-:'Bind/Lsg = Ac-:'Bind/Vakuum +AGSO|V(RL) _AGSoIv(R+L) (GI 227)

Da wahrend der Docking-Simulation die Anderung der Freien Bindungsenthalpie in
Vakuum AGginavawum berechnet wird, und die Anderung der Freien Solvatationsenthalpie
far die einzelnen Komponenten AGsgyr+) Sowie fir den Komplex AGsq gy berechnet
werden konnen, ist es moglich die Anderung der Freien Bindungsenthalpie in Losung
AGgingiLsg zU erhalten. Die Platzierung des Liganden erfolgt mit Hilfe eines vorher um den
Rezeptor konstruierten Gitters, das eine bestimmte Anzahl von Gitterpunkten in
definierten Abstdnden besitzt, in Form so genannter ,grid maps’ (s. Anh. 8.4.5) [91]. An
jedem Gitterpunkt wird die Affinitat zu verschiedenen Atomtypen berechnet und daraus

eine plausible Position des Liganden ermittelt.
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2.5 Veroffentlichungen zu Cyclodextrinen

Die vorhandene Literatur zu Cyclodextrinen und ihren Komplexen ist aufgrund des
grolRen Potentials dieser Stoffklasse sehr umfangreich. Die meisten Veroffentlichungen
lassen sich grob vier groRen Bereichen zuordnen. Ein Grof3teil beschaftigt sich mit den
Grundlagen der Cyclodextrinchemie und -technologie, also ihren physikochemischen,
chemischen und toxikologischen Eigenschaften sowie mit ihrer Enzymologie, Produktion
und mdoglichen Derivatisierungen. Des Weiteren sind natirlich alle Arten von
Einschlusskomplexen, die Cyclodextrine bilden kdnnen, und deren Eigenschaften von
Interesse. Pharmazeutische Anwendungen und analytische Verfahren mit Cyclodextrinen
sind ebenfalls haufig zu finden [1].

Schon 1998 verwies Szejtli auf den Umfang der Cyclodextrinliteratur und auf die
Problematik, die eine Literaturrecherche zu diesem Thema aufwirft. Schon damals war es
aufgrund der Fille an Publikationen fur Wissenschaftler nahezu unmoglich, die
vorhandene Cyclodextrinliteratur komplett zu erfassen, korrekt zu interpretieren und
wichtige Texte von so genannten ,me-too“-papers, die keine neuen Aspekte beinhalten,
zu unterscheiden [1]. 1998 lag die Anzahl der Publikationen bei Uber 15000 [1].
Insgesamt kann ein exponentieller Anstieg verzeichnet werden. Wurden im Jahr 1951
lediglich zwei Arbeiten veroéffentlicht, so waren es im Jahr 1997 1708 und im Jahr 2009
sogar 4004 Publikationen. Eine Recherche mit Hilfe des SciFinder Scholar (Stand:
24.02.2011) lieferte bei der Eingabe des Schlagwortes ,cyclodextrin® 55863 Treffer.
Davon waren etwa 80 % Verdffentlichungen in Journals. Erschwerend kommt hinzu, dass
hier nicht nur Arbeiten von Cyclodextrinexperten enthalten sind, sondern haufig
Ergebnisse von Arbeitsgruppen vorliegen, bei denen der Einsatz von Cyclodextrinen nur
einer von mehreren Aspekten ist. Zudem sind die Fragestellungen haufig sehr punktuell.
Viele Arbeitsgruppen beschéftigen sich lediglich mit einem oder zwei Gastmolekiilen, so
dass die Ubergreifende Bewertung einer Wirkstoffstoffgruppe nicht moglich ist. Ein
Vergleich von Ergebnissen verschiedener Herkunft kann aufgrund unterschiedlicher
Methodik und Vorgehensweise oft nur eingeschrankt erfolgen. Tabelle 2.5 liefert Daten

zur Literatur der Gastmolekile dieser Arbeit.



32

THEORIE UND STAND DER FORSCHUNG

Tab. 2.5: Daten zur Literaturrecherche mit SciFinder Scholar (Stand: 24.02.2011)

Anzahl der Anzahl der Jahr der Anzahl der
Treffer Treffer nach hdchsten -
. . . Jahr der ersten o insgesamt
(Suche: Einschrankung o Publikations- o
: Publikation beteiligten
Wirkstoff + auf B- zahl Autoren
Cyclodextrin) Cyclodextrin (Anzahl)
Ibuprofen 543 428 1977 2008 (48) 1473
Ketoprofen 364 292 1977 2008 (28) 916
Naproxen 367 289 1987 2008 (24) 727
Flurbiprofen 230 171 1981 2004 (15) 567
Fenbufen 33 21 1984 2005 (6) 101
Felbinac 33 22 1989 2010 (4) 86

Es wird deutlich, dass mit jedem der Gastmolekiile schon Versuche durchgefiihrt wurden.
Die meiste Literatur liegt fur Ibuprofen vor. Es fallt auf, dass die Anzahl der Publikationen
vom Jahr der ersten Verdéffentlichung standig anstieg, und in den letzten Jahren ihren
Hohepunkt erreicht hat. Besonders problematisch zu bewerten ist dabei die Anzahl der
insgesamt an den Veroffentlichungen beteiligten Autoren. So waren an 543
Veréffentlichungen zu lbuprofen 1473 verschiedene Autoren beteiligt. Dies zeigt, dass
sich sehr viele verschiedene Arbeitsgruppen mit der Thematik beschaftigen und so
zwangslaufig unterschiedliche Versuchsbedingungen vorliegen. Dies ist von Bedeutung
da beispielsweise der pH-Wert bei sauren Gastmolekilen fir die Tendenz zur
Komplexbildung eine erhebliche Rolle spielt.

Ein detaillierter Uberblick, welche Versuche fir die einzelnen Gastmolekile schon
durchgefuhrt wurden und welche Arbeitsgruppen daran beteiligt waren, ist in Anhang 8.1

in tabellarischer Form dargestellt.
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3 Arbeitskonzept

Obwohl schon viele Studien zu Cyclodextrinen und ihren Komplexen durchgefihrt
wurden (s. Kap. 2.5) ist eine abschlieBende Beurteilung aufgrund der punktuellen
Datenlage und verschiedenen Versuchsbedingungen bislang nicht méglich. Es ist auch
heute nicht vorhersehbar, welche strukturellen und physikochemischen Eigenschaften
der Komplex eines bestimmten Gastes mit einem gewahlten Cyclodextrin haben wird.
Dies ware jedoch fir eine breite Anwendung dieser vielseitigen Hilfsstoffklasse
Voraussetzung.

In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb die Wechselwirkungen einer ausgewahlten
Arzneistoffgruppe  mit den natlrlichen Cyclodextrinen unter vergleichbaren
Versuchsbedingungen untersucht werden und somit punktuelle oder unvollstandige
Ergebnisse ergénzt werden.

Um den Einfluss einerseits verschiedener Grundgeriste und andererseits
unterschiedlicher funktioneller Gruppen auf die Komplexbildung zu untersuchen, wurde
die Gruppe der nichtsteroidalen Antiphlogistika mit den Wirkstoffen Ibuprofen,
Ketoprofen, Naproxen, Flurbiprofen, Felbinac sowie Fenbufen ausgewdhlt. All diese
Gastmolekile weisen dieselbe funktionelle Gruppe als Gemeinsamkeit auf,
unterscheiden sich in der tGbrigen Molekulstruktur jedoch teilweise erheblich. Ibuprofen
weist eine Benzolstruktur, Ketoprofen ein Benzophenongeriist, Naproxen ein
Naphthalingerist und Flurbiprofen eine Biphenylstruktur auf. Die beiden Wirkstoffe
Felbinac und Fenbufen gehdren ebenfalls letzterer Gruppe an, tragen jedoch

verschiedene Substituenten.

Die zur Aufklarung der Komplexbildung und -struktur durchgefiihrten Experimente

gliedern sich in drei Bereiche:

" Untersuchung der Wechselwirkungen im wassrigen Medium

Nach Klarung, welches Cyclodextrin die starksten Wechselwirkungen mit dem jeweiligen
Wirkstoff eingeht, sollten das Ldéslichkeitsverhalten des Komplexes sowie verschiedene
Einflisse, wie Temperatur oder pH-Wert auf den Komplexierungsvorgang untersucht
werden.  Thermodynamische Daten sollten mit Hilfe der Isothermalen
Titrationskalorimetrie gewonnen werden. Dartiber hinaus sollten kernresonanz-
spektroskopische Untersuchungen Hinweise auf die Komplexstéchiometrie liefern und

zur strukturellen Aufklarung des Komplexes im wassrigen Medium beitragen.
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" Entwicklung eines computerchemischen Modells zur Durchfiihrung von
Dockingstudien

Im Rahmen von Experimenten der Molekularmechanik durchgefiihrte Docking-Studien

sollten nach energetischen und strukturellen Aspekten bewertet werden. Zudem sollte mit

Hilfe von Molekulardynamik-Simulationen die Komplexstabilitdt beurteilt werden. Eine

zentrale Frage sollte sein, ob das gewahlte Modell Ubereinstimmungen mit den

experimentell erhaltenen Ergebnissen bietet und somit zu einer ersten Vorhersage der

Wirts-Gast-Wechselwirkung geeignet ware.

" Herstellung und Untersuchung von festen Komplexen

FT-IR-Spektren der Komplexe und ihrer physikalischen Mischungen sollten einen Beitrag
zur strukturellen Aufklarung hinsichtlich der Orientierung des Gastmolekils im
Cyclodextrin, liefern. Eine quantitative Bestimmung des in die Kavitéat eingeschlossenen

Wirkstoffanteils sollte mit Hilfe thermoanalytischer Methoden erfolgen.

Mit Hilfe dieser Arbeit sollte geklart werden, ob sich die Wechselwirkungen von
Arzneistoffen mit natirlichen Cyclodextrinen auf strukturelle Eigenschaften wie
Grundgerist oder funktionelle Gruppen oder auf physikochemische Eigenschaften
zurickfuhren lassen, und ob eine Vorhersage solcher Wechselwirkungen aufgrund im
Vorfeld ermittelter Daten auch fir weitere Molekile moglich wéare. Es soll damit ein
Beitrag geleistet werden, dass Cyclodextrine in der Entwicklung von festen Arzneiformen
gezielter eingesetzt werden kénnen. Es ware zum Beispiel denkbar, die Wirkstoffe fester
Arzneiformen durchgehend in Cyclodextrine einzuschliel3en. So kdnnten aufgrund der
Ausschaltung des Reaktionspotentials Inkompatibilitdten mit Hilfsstoffen oder anderen
Wirkstoffen vermieden werden. Die Entwicklung der Arzneiformen kdnnte unter diesen
Bedingungen unabhéngig von der chemischen Natur des Wirkstoffes erfolgen und

aufwandige Stabilitatsuntersuchungen kdnnten auf ein Minimum reduziert werden.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Cyclodextrine

Die drei natiirlichen Cyclodextrine a-, B- und y-Cyclodextrin (Cavamax® W6 Pharma,
Cavamax® W7 Pharma, Cavamax® W8 Pharma) wurden von der Wacker Chemie AG,

Minchen bezogen. Die Produkteigenschaften sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tab. 4.1: Eigenschaften der CAVAMAX®-CycIodextrine [5,6,7]

a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Gehalt [%] 98,0 - 101,0 98,0 - 101,0 min. 98,0
Wassergehalt [%0] max. 10 max. 14 max. 11
Spezifische Rotation ap° [9 147 — 152 160 — 164 174 — 180
Loslichkeit [g/1] 145 18,5 232
Molare Masse [g/mol] 973 1135 1297

Die jeweils verwendeten Chargen und CAS-Nummern sind in Anhang 8.2.1 aufgefihrt.

4.1.2 Gastmolekile

Die untersuchten Modellsubstanzen gehéren zur Gruppe der nichtsteroidalen
Antiphlogistika  (NSAIDs). Diese  Wirkstoffe greifen im  Korper in die
Prostaglandinsynthese ein. Sie hemmen die Cyclooxygenasen (COX-1, COX-2) und
damit die Uberfiihrung der Arachidonséure in zyklische Endoperoxide, die Vorstufen der
Prostaglandine. Dadurch wirken NSAIDs analgetisch, antipyretisch und antiphlogistisch.
[92]

Als Gastmolekile (Abb. 4.1) wurden zum einen die vier zur Gruppe der Arylpropionsaure-
derivate gehérenden Arzneistoffe (RS)-Ibuprofen, (RS)-Ketoprofen (RS)-Flurbiprofen und
(S)-Naproxen gewahlt. Sie alle sind durch ein chirales Zentrum und einen a-
Methylsubstituenten am Phenylessigsauregerist gekennzeichnet. lhre Molekulstruktur
unterscheidet sich hauptsachlich in ihrem aromatischen Grundkérper. Wahrend dem
Ibuprofen eine einfache Benzolstruktur zugrunde liegt, hat Ketoprofen ein
Benzophenongerist, Naproxen ein Naphthalingeriist und Flurbiprofen ein Biphenylgerist.
Zum anderen wurden noch Felbinac und sein Prodrug Fenbufen als Gastmolekile
ausgewahlt, die wie Flurbiprofen eine Biphenylstruktur aufweisen. Gemeinsames

Merkmal aller Gastmolekiile ist ihre Saurefunktion.
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Abb. 4.1: Strukturformeln der als Gastmolekiile ausgewahlten NSAIDs

Laut europaischem Arzneibuch sind diese Substanzen ,praktisch unldslich in Wasser’ [4].
Lediglich Fenbufen wird als schwach in Wasser l6slich eingestuft. Die Wasserloslichkeit
wurde im Rahmen dieser Arbeit bestimmt (s. Kap. 4.2.1.1 und 5.1.1).

Weitere, fur die Durchfihrung der Experimente und die Interpretation der Ergebnisse

relevante Eigenschaften der Gastmolekile sind in nachfolgender Tabelle aufgefihrt.

Tab. 4.2: Eigenschaften der Modellsubstanzen

Wirkstoff Molare Masse [4] [g/mol] Schmelzpunkt [4] [C] log P pK a-Wert
lbuprofen 206,3 75 - 78 3,7[93] 4,55 [93]
Ketoprofen 254,3 94 - 97 2,7 [93] 4,18 [93]
Naproxen 230,3 154 - 158 3,0 [93] 4,20 [93]
Fenbufen 254,3 186 - 189 3,1[93] 5,60 [93]
Flurbiprofen 244.3 114 - 117 3,8 [93] 4,20 [93]
Felbinac 2122 162 - 164 3,26 [94] 4,29 [94]

Anmerkung: Zum log P- und pKa-Wert liegen in der Literatur verschiedene Angaben vor. Soweit vorhanden, wurden Werte
aus [93] angegeben.

Es handelt sich bei allen Substanzen um schwache Séauren [95]. Die pKs-Werte liegen in
einem Bereich von 4,18 bis 5,60. Dies fihrt dazu, dass sie im alkalischen Medium
deprotoniert vorliegen und sich gut l16sen. Die Substanzen sind bei Raumtemperatur
stabil. Lieferanten, verwendete Chargen sowie CAS-Nummern sind in Anhang 8.2.2

aufgefihrt.
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4.2 Untersuchungen zur Komplexbildung in Lésung

4.2.1 Untersuchung der Wechselwirkung von Wirts- un  d Gastmolekdl

Zunachst wurden die Interaktionen der Cyclodextrine mit den verschiedenen
Gastmolekilen mit Hilfe von Léslichkeitsstudien untersucht. Dabei wurde der Einfluss der
RinggréRe des Cyclodextrins, des pH-Wertes und der Temperatur auf die
Komplexbildung bestimmt. Die grundlegende Vorgehensweise und Probenaufbereitung

der Ldslichkeitsstudien soll im Folgenden dargestellt werden.

4.2.1.1 Sattigungsléslichkeit der Gastmolekiile

Zur Bestimmung der Wasserlgslichkeit der Arzneistoffe wurden geséttigte Lésungen
hergestellt. Eine ausreichende Menge an Substanz wurde in einem Messkolben
vorgelegt und mit demineralisiertem Wasser versetzt. Diese Suspensionen wurden fir 30
Minuten im Ultraschallbad behandelt und anschliel3end fur mindestens 24 Stunden mit
einem Magnetrihrer im Wasserbad mit 1000 Umdrehungen pro Minute bei der jeweiligen
Temperatur (25C, 35C und 45%C) geruhrt. Danach wu rden die Ldsungen bei
gleichbleibender Temperatur, jedoch ohne Rihren flr mindestens sechs Tage im
Wasserbad belassen, so dass sich ein Gleichgewichtszustand zwischen Bodensatz und
Uberstehender Loésung einstellen konnte. Vor der photometrischen Gehaltsbestimmung
wurden die Loésungen durch Membranfilter (Rotilabo® Spritzenfilter CME) mit einer
Porenweite von 0,22 um filtriert und mit einer entsprechenden Masse NaOH 10 % (m/m)
versetzt, so dass eine Gesamtkonzentration von 0,1 M NaOH vorlag. Die Lésungen
wurden mit 0,1 M NaOH erganzt und gegebenenfalls weiter verdiinnt. Die photometrische
Gehaltsbestimmung des Wirkstoffes erfolgte jeweils am Absorptionsmaximum (s. Anh.
8.3.1) der Wirkstoffe in 0,1 M NaOH mit dem Gerat Perkin EImer UV/Vis Spectrometer
Lambda 14. Die Geradengleichungen der Kalibriergeraden sind in Anhang 8.3.1
aufgefihrt.

4.2.1.2 Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts der Cyc  lodextrine

Fur die Herstellung von Lésungen definierten Cyclodextringehalts, wurde zunéchst die
Feuchtigkeit der Cyclodextrine mit einem Halogen Moisture Analyzer HR73 (Mettler
Toledo) bestimmt. Als Trocknungsprogramm wurde die Standardtrocknung bei einer
Temperatur von 120C verwendet. Zur automatischen Beendigung wurde
Abschaltkriterium 3 gewahlt. Somit endete die Trocknung, sobald die mittlere

Gewichtsabnahme geringer als 1 mg in 50 s war.
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4.2.1.3 Herstellung von Pufferlésungen

Zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf die Wechselwirkungen zwischen
Arzneistoffen und Cyclodextrinen wurden 0,05 M Phosphatpufferldésungen mit den pH-
Werten 4,5, 5,5 und 6,5 mit Natriumdihydrogenphosphat (Monohydrat) hergestellt [4]. Die
Einstellung des jeweiligen pH-Werts erfolgte gegebenenfalls mit Natronlauge oder

Phosphorsaure am pH-Meter Mettler Toledo Fe 20.

4.2.1.4 Herstellung von Losungen aus Cyclodextrinu  nd Gastmolekl

Die unter Einbeziehung des Feuchtigkeitsgehalts berechnete Cyclodextrinmasse wurde
in einem Messkolben vorgelegt und mit demineralisiertem Wasser oder Pufferlésung bis
zum erforderlichen Volumen aufgefillt. Die Losungen bzw. Suspensionen wurden mit
einem Uberschuss an Wirkstoff versetzt und mindestens 48 h mit 1000 Umdrehungen pro
Minute bei der erforderlichen Temperatur (25C, 35° C oder 45C) im Wasserbad gerihrt.

4.2.1.5 Probenaufbereitung und Gehaltsbestimmung

Die Loésungen bzw. Suspensionen wurden durch Einmalspritzenfilter (Rotilabo®
Spritzenfilter CME) der Porenweite 0,22 um filtriert und ein definiertes Volumen des
Filtrats in einen Messkolben pipettiert. Dieses wurde mit einer entsprechenden Masse
NaOH 10 % (m/m) versetzt, so dass die Losungen eine Konzentration von 0,1 M NaOH
aufwiesen. AnschlieRend wurde der Messkolben mit 0,1 M NaOH aufgeflllt und die
Losung gegebenenfalls weiter verdinnt. Die photometrische Gehaltsbestimmung des
Wirkstoffes erfolgte mit einem Perkin Elmer UV/Vis Spectrometer Lambda 14 jeweils am
Absorptionsmaximum der Wirkstoffe in 0,1 M NaOH (vgl. Anh. 8.3.1).

4.2.2 Isothermale Titrationskalorimetrie

Die Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) eignet sich zur Erstellung eines
thermodynamischen Profils von Wirt-Gast-Komplexen. Haufig wird dabei die Losung des
Wirtsmoleklls zu einer Losung des Gastmolekuls titriert und der Warmeumsatz bei
konstanter Temperatur ermittelt [67]. Neben der Stéchiometrie der Komplexe kann eine
Reihe von thermodynamischen Parametern, wie zum Beispiel die Assoziationskonstante
oder die Bindungsenthalpie bestimmt werden. Aus diesen Gréfien kdnnen dann die freie
Reaktionsenthalpie sowie die Entropieanderung berechnet werden [67]. Dies ermdglicht
eine Beurteilung, ob die vorliegende Reaktion eher enthalpie- oder entropiegetrieben ist.

In Abbildung 4.2 ist das Ergebnis eines typischen ITC-Experiments dargestellt.
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Abb. 4.2: Ergebnis eines typischen ITC-Experiments

Der obere Teil der Abbildung zeigt die Rohdaten einer Messung in pcal/sec in
Abhangigkeit von der Zeit. Jedes Signal steht hierbei fiir eine Injektion. Darunter ist das
Ergebnis der Integration der einzelnen Peaks abgebildet. Dieses wird gegen das molare
Verhaltnis von Cyclodextrin zu Gastmolekll aufgetragen. Typisch ist ein sigmoidaler
Kurvenverlauf, aus dem die thermodynamischen GréRRen berechnet werden [96,97].
Problematisch ist, dass auch weitere Prozesse zur Warmetdnung beitragen, die nicht aus
der Komplexbildung resultieren, weshalb zusatzliche Verdinnungsexperimente durch-
gefuhrt werden sollten [67].

Zur exakten Bestimmung einer Bindungskonstante muss zum einen die Wechselwirkung
zwischen Wirt und Gast stark genug sein, zum anderen ist die Ld&slichkeit der
Komponenten ein limitierender Faktor. Der Wert fir die Bindungskonstante sollte
zwischen 10° und 10® M liegen [52]. Zudem sollte der so genannte c-Wert (Gl. 4.1), der
eine Abschatzung ermdglicht, ob eine akkurate Bestimmung mdglich ist, Werte zwischen
1 und 1000 annehmen [67].

c =K, M]1 (Gl. 4.1) Ka Assoziationskonstante
M] Konzentration des Makromolekuls
n Stochiometrie
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Die kalorimetrischen Titrationsexperimente wurden

mit dem Gerat VP-ITC von MicroCal am Rudolf-
Virchow-Zentrum in Wiurzburg durchgefihrt. Das =

{:5 Injektor
Gerat besteht aus einer Referenz- und einer /
Probenzelle, die von einem adiabatischen Mantel - =i
umhdallt sind (s. Abb. 4.3). Wahrend eines Versuches
ist die Referenzzelle mit 1,6 ml Puffer beflllt, die s disbatischer
Probenzelle mit 1,6 ml Arzneistofflésung. Alle Marte
Lésungen wurden in Puffer mit einem pH-Wert von | Refererzzelle
4,5 hergestellt. In der Spritze befindet sich die H L Probenzele
Cyclodextrinldsung, die schrittweise zutitriert werden @
soll. Es wurden Konzentrationen gewahlt, die
mindestens 30-fach hoher waren als die der Abb. 4.3: Aufbau eines ITC-Gerits

Arzneistofflosung.

Vor der Durchfiihrung eines Experiments wurden alle benutzten Losungen durch einen
Membranfilter (Rotilabo® Spritzenfilter CME) der Porenweite 0,22 pm filtriert und unter
Vakuum entgast, so dass keine Luftblasen mehr vorhanden waren. Die Zellen wurden vor
der Beflllung mit Wasser, die Spritze mit Pufferlésung gespult. Die Spritze wurde zur
Entfernung von Luftblasen nach dem Aufziehen der Cyclodextrinlésung mindestens
einmal automatisch entleert.

Die Titration erfolgte vollautomatisch bei einer Temperatur von 25C. Fir das Experiment
wurde eine Anfangsverzogerung von 60 s eingestellt. Die Ruhrgeschwindigkeit betrug
260 Umdrehungen pro Minute. Fur das Ansprechverhalten (Feedback) wurde die
Einstellung ,high”, fir die Gleichgewichtseinstellung der Komplexierungsreaktion ,fast
equilibration” gewahlt.

Es wurden jeweils 30 Injektionen durchgefuhrt. Das Volumen der ersten Injektion betrug
3,5 I, bei allen weiteren 10 ul. Der zeitliche Abstand zwischen den Injektionen wurde auf
270 s eingestellt, die Filterperiode auf 2 s.

Fur jede Cyclodextrinkonzentration wurde auferdem ein Verdlinnungsexperiment
durchgefuihrt. Dazu wurde in der Zelle reine Pufferldsung vorgelegt und die jeweilige
Cyclodextrinldsung zutitriert.

Die Auswertung erfolgte mit einem Zusatzprogramm von Origin 7® [98]. Es wurde dabei

jeweils das Verdinnungsexperiment subtrahiert.



MATERIALIEN UND METHODEN 41

4.2.3 Kernresonanzspektroskopie

Da es haufig schwierig ist, einzelne Kristalle von Cyclodextrinkomplexen fir eine
Rontgenstrukturanalyse zu gewinnen, und andere Methoden oft nur indirekte
Informationen tUber die Komplexbildung liefern, ist die Kernresonanzspektroskopie (NMR-
Spektroskopie) zu einer der bedeutendsten Methoden im Bereich der
Cyclodextrinforschung geworden [98]. Untersuchungen der Komplexe in Loésung kénnen
mit Hilfe von 'H-NMR- sowie *C-NMR-spektroskopischen Methoden durchgefiihrt
werden. Wahrend mit eindimensionalen Experimenten meist Daten zur Komplexbildung
gesammelt werden, gewéhren zweidimensionale Experimente einen Einblick in die
Struktur des Komplexes. Die folgende Abhandlung beschrénkt sich ausschlielich auf *H-

NMR-spektroskopische Methoden, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden.

4.2.3.1 Grundlagen der ‘H-NMR-Spektroskopie

Voraussetzung fur die Durchfihrung von NMR-Versuchen ist ein permanentes
magnetisches Moment der zu untersuchenden Kerne, die durch einen sog. Kernspin
(Drehimpuls) hervorgerufen werden. Darunter versteht man die Drehung eines Kerns um
seine eigene Achse. Ob ein Atom einen Kernspin besitzt hdngt von seiner Ordnungs- und
seiner Massenzahl ab. Sind beide Zahlen gerade, so tritt kein Kernspin auf. Der Kernspin

kann mit folgender Gleichung beschrieben werden [100]:

P Kernspin

— h a/ h Plancksche Konstante
P= E-[ I +1) (Gl. 4.2) I Spinquantenzahl

Kerne mit einer Spinquantenzahl von 0 weisen keinen Spin auf, wahrend Kerne mit einer
Spinquantenzahl von >0 ein magnetisches Moment besitzen. Wasserstoffkerne haben
eine Spinquantenzahl von ¥z [100]. Bringt man diese in ein Magnetfeld ein, so kénnen sie
einen energiearmeren und einen energiereicheren Zustand einnehmen. Da mehr
Molektle im energiedrmeren Zustand vorliegen ergibt sich ein Besetzungsunterschied.
Durch Zufuhr von Energie in Form von Radiowellen kbnnen Wasserstoffatome in den
energiereicheren Zustand Ubergehen (= Kernresonanz). Die Frequenz des Senders muss
dabei der Prazessionsfrequenz des Kerns entsprechen. Liegt vor Einstrahlung der
Radiowellen eine longitudinale Magnetisierung der Kerne vor, so tritt danach eine
Quermagnetisierung derselben auf, d. h. die Achse des Prazessionsdoppelkegels eines
Wasserstoffkerns ist nicht mehr in Richtung des auf3eren Feldes ausgerichtet, sondern
transversal dazu. Der Feldvektor rotiert dann senkrecht zum auf3eren Magnetfeld und

schneidet so die Empfangerspule wodurch ein sog. Kernresonzsignal detektiert werden
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kann. Die Protonen fallen anschlieRend wieder in ihren Ausgangzustand zuriick. Dies
bezeichnet man als Relaxation. Im Wesentlichen unterscheidet man hierbei die Spin-
Gitter-Relaxation, bei der die Energie an die Umgebung der Substanz abgegeben wird,
und die Spin-Spin-Relaxation, bei der die Energie an andere Kerne der Probe abgegeben
wird [100,101].

Im 'H-NMR-Spektrum wird die registrierte Energieaufnahme gegen die Stirke des
auReren Magnetfeldes aufgetragen. Die nétige Energie zur Uberfiihrung eines Protons in
einen hoéheren Energiezustand hangt von den Bindungsverhaltnissen der Atome ab,
woraus sich dann die Lage eines Kernresonanzsignals im Spektrum ergibt. Dabei wird
die chemische Verschiebung & des Signals im Magnetfeld in ppm (parts per million)
angegeben. Sie ist unter anderem abhangig von der Elektronendichte am
Kohlenstoffatom, von Mesomerie- und Anisotropieeffekten, elektrischen Dipolen oder
Van-der-Waals-Kraften. Die Auswertung eines ‘H-NMR-Spektrums erfolgt unter
Zuhilfenahme der chemischen Verschiebung, der Integrationskurve und der
Signalaufspaltungen, die sich durch Spin-Spin-Kopplungen ergeben [100,101].

Heute wird hauptsachlich die Puls-Fourier-Transformations-NMR-Spektroskopie
eingesetzt, welche im Gegensatz zur friiher angewendeten Continuous-wave-Technik
eine hohere Empfindlichkeit aufweist. Hierbei werden mit einem breiten
Hochfrequenzimpuls alle Protonen gleichzeitig angeregt, wodurch es zu einer
Quermagnetisierung der Kerne kommt. Diese wird nach Beenden des Pulses wieder
aufgehoben. Das abklingende Signal, auch als freier Induktionsabfall (free induction
decay; FID) bezeichnet, wird in Abhangigkeit von der Zeit aufgenommen. Die
Ubertragung der Zeitdoméane in die Frequenzdoméne erfolgt mit Hilfe einer Fourier-
Transformation. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass in kurzer Zeit eine Vielzahl von
Abklingkurven aufgezeichnet und anschlieBend addiert werden kénnen [100,101].

Bei NMR-Untersuchungen von Cyclodextrinkomplexen sind einige Besonderheiten zu
bedenken. Da meist die Komplexbildung im wassrigen Milieu von Interesse ist, werden
solche Experimente in D,O durchgefthrt. Ein zu starkes Restwasser-Signal, das um ein
vielfaches starker ist als die Signale der zu analysierenden Probe, kann Stérungen des
FID hervorrufen. Dem kann einerseits durch mehrfache Lyophilisation der Probe und
Wiederaufnahme in D,O begegnet werden [102]. Andererseits gibt es verschiedene
Methoden, um das Wassersignal zu unterdriicken, wie beispielsweise die ,Presaturation“-
Methode. Hier wird vor dem eigentlichen Anregungspuls ein schwacher Puls in die Probe
eingestrahlt, der exakt auf der Frequenz des HDO-Signals liegt. So wird der
Besetzungsunterschied der Losungsmittelprotonen aufgehoben und eine Sattigung der
Losungsmittelprotonen erreicht. Da sich die Relaxationszeit der Protonen des

Wassersignals stark von der Relaxationszeit der Ubrigen Protonen unterscheidet, liegen
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bei der Datenaufnahme nur noch die Losungsmittelprotonen im gesattigten Zustand vor,
so dass kein HDO-Signal mehr entsteht. [102,103]

Des Weiteren gilt zu beachten, dass Cyclodextrine auch mit internen
Standardsubstanzen wie TSP (3-(Trimethylsilyl)-Propionséaure-D,) Wechselwirkungen
eingehen konnen. Alternativ kann auf das HDO-Signal referenziert werden oder auf

externe Standards zurtickgegriffen werden [102,104].

4.2.3.2 Probenvorbereitung

Zunéachst wurde je eine wassrige p-Cyclodextrinldsung und eine wassrige Wirkstofflésung
mit gleicher molarer Konzentration in 0,1 M Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,5
hergestellt. Diese Losungen wurden in den gewiinschten Verhéltnissen gemischt. Jeweils
4 ml der Mischungen wurden in Vials mit Hilfe von flissigem Stickstoff eingefroren und
anschlieend mit einem Gefriertrockner Christ Alpha 1-4 lyophilisiert. Es wurde ein
Vakuum von 0,160 mbar eingestellt. Das erhaltene Lyophilisat wurde mit 4 ml D,O (99,92
% D, Deutero GmbH, Kastellaun) versetzt, gelost und erneut in flissigem Stickstoff
eingefroren und lyophilisiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt mindestens viermal

wiederholt, um das Restwasser und somit das HDO-Signal mdglichst stark zu reduzieren.

4.2.3.2 ,Complexation induced chemical shifts* (CIC S)

Die Komplexbildung kann mit der Verdnderung der chemischen Verschiebung
einhergehen, was zur Charakterisierung von Cyclodextrinkomplexen genutzt werden
kann. So kann die Stochiometrie von Cyclodextrinkomplexen unter anderem mit Hilfe der
Methode der kontinuierlichen Variationen von molaren Konzentrationsverhaltnissen
(Job’s Plot) abgeschatzt werden [105]. Dazu werden eindimensionale *H-NMR-
Experimente mit Losungen, in denen das molare Verhaltnis von Wirt zu Gast variiert wird,
die Summe der Konzentrationen aber konstant bleibt, durchgefihrt. Anschlielend wird
die Veranderung chemischer Verschiebungen A& von Protonen, die von der
Komplexierung betroffen sind, bestimmt. Bei Cyclodextrinkomplexen eignen sich hierbei
die Wasserstoffatome H3 und H5 des Cyclodextrins, da diese in die Kavitat hineinragen
und somit Wechselwirkungen mit den eingeschlossenen Gastmolekilen am
ausgepragtesten sein missten. Zur Abschatzung der Stochiometrie wird das Produkt aus
molarem Cyclodextrinanteil Xy und A& gegen den molaren Cyclodextrinanteil Xy
aufgetragen (s. Abb. 4.4). Die durchschnittliche Komplexstdchiometrie kann am Maximum

der Kurve abgelesen werden [105].
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Abb. 4.4: Darstellung eines Job’s Plots nach [105]

Zur Bestimmung von chemischen Verschiebungen wurden eindimensionale *H-NMR-
Spektren mit dem Bruker Avance Ill (400MHz) mit Breitbandprobenkopf bei 298 K am
Lehrstuhl fur Pharmazeutische Chemie der Universitat Wirzburg aufgenommen. Die
untersuchten Proben wiesen molare Verhéltnisse (Cyclodextrin : Wirkstoff) von 3:1, 2:1,
3:2, 1:1, 2:3, 1:2 und 1:3 auf, wobei die molare Gesamtkonzentration von Cyclodextrin
und Wirkstoff zusammen innerhalb der Messreihe eines Wirkstoffes konstant blieb. In
Tabelle 4.3 ist jeweils die gewahlte wirkstoffabhangige Gesamtkonzentration dargestellt.
AuRRerdem wurde eine Probe vermessen, die nur B-Cyclodextrin enthielt. Zur Analyse
wurden jeweils 0,75 ml dieser Lésungen in ein Schott Economic® Probenrdhrchen
Uberfihrt. Die einzelnen Messparameter sind in Anhang 8.3.4.1 dargestellt. Die
Auswertung der chemischen Verschiebungen erfolgte im Programm Bruker Topspin® 3.0
[106]. Betrachtet wurden hierbei die Verschiebungen der H3- und H5-Wasserstoffatome
des Cyclodextrins. Die Spektren wurden mit Hilfe des HDO-Signals Ubereinander gelegt,

da kein interner Standard zugesetzt wurde.

Tab. 4.3: Gesamtkonzentration von Cyclodextrin und Wirkstoff einer Messreihe
Gastmolekl Ketoprofen | Fenbufen | Felbinac | Ibuprofen |Flurbiprofen| Naproxen
Gesamtkonzentration [mmol/Il] 3 0,3 3 3 3 3

4.2.3.3 2D-NMR-Experimente

Mit Hilfe von zweidimensionalen NMR-Experimenten kbnnen zum einen
Resonanziberlagerungen Uberwunden werden, zum anderen konnen aber auch
Korrelationen zwischen Kernen aufgrund rdumlicher N&he oder aufgrund skalarer

Kopplungen beobachtet werden. Die Aufnahme von zweidimensionalen NMR-Spektren
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erfolgt in der Zeitdoméne, wobei zwei Zeitdimensionen (Evolutionszeit und
Detektionszeit) vorliegen, die durch eine zweifache Fourier-Transformation in die
Frequenzdomaéne Uberfiihrt werden [101,107].

Die prinzipielle Pulsfolge, die den zweidimensionalen NMR-Experimenten zugrunde liegt,
ist in Abbildung 4.5 dargestellt [106].

Praparation - Evolution (t;) = Mischung > Detektion (t,)

Abb. 4.5: Phasen von zweidimensionalen NMR-Experimenten nach [106]

Wahrend der Prdparation werden transversale Magnetisierungen erzeugt. In der
Evolutionszeit entwickeln sich diese unter Einwirkung des Magnetfeldes. Die Dauer der
Phase t; wird schrittweise verlangert (inkrementiert). Sie stellt die zusatzliche
Zeitdimension dar. Nach der sich anschlieBenden Mischzeit, die konstant gehalten wird,
erfolgt wie im eindimensionalen NMR-Experiment die Detektionsphase t, [101,107].

Das entstehende zweidimensionale Spektrum stellt eine Aneinanderreihung von
mehreren eindimensionalen Spektren dar, die sich in der Evolutionsdauer unterscheiden
[106]. In Abhangigkeit von der gewahlten Pulsfolge kdnnen verschiedene
zweidimensionale Versuche durchgefiihrt werden. Dazu gehdéren TOCSY (Total
correlation spectroscopy), COSY (Correlation spectroscopy), NOESY (Nuclear
overhauser enhancement and exchange spectroscopy) und ROESY (Rotating frame
Overhauser enhancement spectroscopy). Bei TOCSY koénnen Kopplungen aller
verbundenen Wasserstoffkerne eines Spin-Systems beobachtet werden, wahrend sie bei
COSY uber zwei bis drei Bindungen sichtbar gemacht werden kénnen [101]. Bei NOESY
und ROESY wird der so genannte Kern-Overhauser-Effekt (nuclear overhauser effect,
NOE) ausgenutzt. Darunter versteht man die Signaldnderung einer Kernsorte aufgrund
einer Verschiebung des Populationsgleichgewichts einer anderen. Dieser Effekt tritt
zwischen Kernen auf, die sich in rAumlicher N&he zueinander befinden (Abstand < ca. 3
A). Die Pulsfolge eines ROESY-Experiments ist in Abbildung 4.6 dargestellt
[100,101,107].

ag- t1 t2

Spin-Lock

Abb. 4.6: Pulsfolge eines ROESY-Experimentes, nach [102,107]
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Sie beginnt mit einem 90%Puls, an die sich die Evo lutionszeit t; anschliel3t. Wahrend
einer nachfolgenden Spin-Lock-Phase, die wahrend der Mischungszeit andauert,
befinden sich die Kerne im schwachen Hochfrequenzfeld. Die Verschiebungsdifferenz
der Protonen ist dadurch sehr klein, so dass sich Spinzustdnde mischen und
Magnetisierung tbertragen werden kann. [101]

In Abbildung 4.7 ist ein reprasentatives zweidimensionales NMR-Spektrum dargestellt.
Die eingezeichnete Diagonale enthalt die Information des eindimensionalen Spektrums.
Die symmetrisch verteilten Kreuzsignale geben Hinweise auf miteinander koppelnde

Kerne. Es ergeben sich hierbei so genannte Korrelationsquadrate. [100]
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Abb. 4.7: Zweidimensionales NMR-Spektrum mit Korrelationsquadraten

Die zweidimensionalen *H-NMR-Spektren wurden im Institut fir Organische Chemie der
Universitat Wiirzburg an einem Bruker Avance DMX (600 MHz) mit einem 5mm **C/*H
Cryo-Probenkopf bei 298 K aufgenommen. Die untersuchten Proben enthielten jeweils -
Cyclodextrin und Gastmolekil im Verhaltnis von 1:1. Von den Ldsungen wurden jeweils
0,75 ml in Probenrdéhrchen der Marke Wilmad 507-PP Uberflhrt und zur Entfernung von
elementarem Sauerstoff mindestens eine Minute im Ultraschallbad bei gleichzeitiger
Begasung mit Argon behandelt. Die Messparameter sowie die Konzentrationen der
Probenlésungen sind in Anhang 8.3.4.5 dargestellt. Ausgehend von *H-NMR-Spektren
wurden 'H-'H-COSY- und ROESY-Spektren aufgenommen. Das noch vorhandene
HDO-Signal wurde durch die Presaturation-Methode unterdriickt. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm Bruker Topspin® 3.0[106].
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4.3 Computerchemische Untersuchungen zur Komplexbil dung

Die computerchemischen Versuche wurden am Lehrstuhl fir Pharmazeutische Chemie
der Universitat Wirzburg im Arbeitskreis Prof. Sotriffer durchgefiihrt. Vorangegangene
Versuche zeigten, dass alle Modellsubstanzen mit B-Cyclodextrin die starksten
Wechselwirkungen eingehen. Deshalb wurden die im Folgenden beschriebenen
Untersuchungen ausschlie3lich mit diesem Wirt durchgefiihrt. Abbildung 4.8 stellt die
zugrunde liegende Vorgehensweise dar. Alle Ergebnisse wurden in elektronischer Form
gespeichert (s. Anh. 8.4.1).

Erstellung von zehn (- Erstellung der Arzneistoff-
Cyclodextrin- molekiile in verschiedenen
konformationen Ladungszustanden

Y

Docking-Studien

Komplex mit niedrigster Freier Bindungsenthalpie

A 4 h A

Auswertung nach Auswertung nach
strukturellen energetischen
Gesichtspunkten Gesichtspunkten

| |

A 4

MD-Simulation zur Uberpriifung der Komplexstabilitt

Abb. 4.8: Schematische Darstellung der Vorgehensweise

4.3.1 Erstellung der Gastmolekulstrukturen

Die Strukturen der Gastmolekile wurden im Programm Molecular Operating Environment
(MOE) [108] mit Hilfe des Molecule Builders erstellt und im mol2-Format gespeichert.
Nach einer Energieminimierung mit dem Kraftfeld MMFF94x [109] bis zu einem RMS-
Gradienten von 0,05 wurden in SYBYL 8.0 [110] Gasteiger-Marsili-Ladungen
hinzugefigt.

4.3.2 Erstellung verschiedener Konformationen des B-Cyclodextrins

Die Generierung der Cyclodextrinkonformere erfolgte in Zusammenarbeit mit Schlee [28].
Als Ausgangsmolekil wurde eine Rontgenkristallstruktur (BUVSEQO1) [111] aus der
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Cambridge Structural Database [112] verwendet. Es erfolgte eine Geometrieoptimierung
mit dem Kraftfeld MMFF94x [109] bis zu einem RMS-Gradienten von 0,05. Das
Cycldextrinmolekil wurde anschlie3end einer Molekulardynamik-Simulation bei 600 K in
MOE [108] unterworfen, wobei es mit einer kubischen Wasserbox mit einer Seitenlange
von 24,36 A und einer ,wall’ mit einer Gewichtung von 300 umgeben wurde, um ein
Auseinanderdriften des Systems zu unterbinden. Uber einen Zeitraum von 500 ps
wurden in Abstdanden von 0,5 ps Schnappschiisse aufgezeichnet. Die erhaltenen
Konformationen ~ wurden nach  Entfernen der Wasserbox erneut einer
Geometrieoptimierung mit dem Kraftfeld MMFF94x [109] (RMS-Gradient 0,05) bei einer
Dielektrizitatskonstante von 80 unterzogen.

AnschlieRend wurden fur alle Strukturen die
Torsionswinkel @ (H1-C1-O4’-C4’) und ¥ (C1-O4'-
C4’-H4") (s. Abb. 4.9) [113] der sieben glykosidischen
Bindungen bestimmt (s. Anh. 8.4.2). Der Betrag der
Summe wvon ® und ¥, im Folgenden

Einzelwinkelsumme genannt, stellt ein Mal3 fir die

Neigung zweier benachbarter Glucosebausteine

Abb. 4.9: Bestimmung der Torsionswinkel

zueinander dar. Alle Cyclodextrinstrukturen, die

mindestens eine Einzelwinkelsumme Uber 60° aufwiese n, wurden aus der Datenbank
entfernt, um zu extreme Konformationen, die sich wahrend der Simulation bei erhdhter
Temperatur ergeben hatten, auszuschliel3en.

Die verbliebenen Cyclodextrinmolekile wurden nach ihrer Gesamtwinkelsumme (Summe
der Einzelwinkelsummen) sortiert, welche sich Uber einen Wertebereich von 127,0° bis
334,9° erstreckte. Unter der Annahme, dass mit stei gender Gesamtwinkelsumme immer
asymmetrischere Konformationen vorliegen, wurde diese Spanne in neun Kategorien
eingeteilt. Aus jeder Kategorie wurde die Struktur mit der niedrigsten potentiellen Energie
als Rezeptormolekul fur die Docking-Studien ausgewahlt. Zusammen mit der
Rontgenkristallstruktur wurden zehn Cyclodextrinstrukturen erhalten, die mit steigender
Gesamtwinkelsumme von 1 bis 10 durchnummeriert wurden. Die Rontgenkristallstruktur
erhielt demnach die Bezeichnung Cyclodextrin 2, da sie eine hdohere

Gesamtwinkelsumme als Cyclodextrin 1 aufweist.
4.3.3 Docking-Studien

4.3.3.1 Vorbereitung der Gastmolekiile

Mit dem Programm Autotors 3.0.5 [90] wurden die im mol2-Format gespeicherten

Gastmolekile bearbeitet. Hierbei wurden starre Anteile des Molekils festgelegt und alle
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vorgeschlagenen Torsionen wahrend des Dockings zugelassen (s. Anh. 8.4.3).
AnschlieRend wurde ein Docking Parameter File (s. Anh. 8.4.4) erstellt, in dem eine

Anzahl von 100 Laufen festgelegt wurde.

4.3.3.2 Vorbereitung der Rezeptormolekile

Aus technischen Grinden wurden die Wasserstoffatome der Cyclodextrinmolekile
entfernt und die Strukturen im pdb-Format gespeichert. Mit dem Programm
AutodockTools 1.4.5 [90] wurden die Wasserstoffatome wieder hinzugefigt,
anschlielend Gasteiger-Marsili-Ladungen berechnet und nichtpolare Wasserstoffatome
entfernt. Die erhaltenen Molekile wurden im pdbg-Format gespeichert und anschlie3end
ins pdbgs-Format tberfiihrt.

Mit Hilfe der Grid Parameter Files (1.gpf und 2.gpf) (s. Anh. 8.4.5) wurden mit dem
Programm Autogrid 3.0.5 [90] Potentialgitter mit 50° Gitterpunkten in Abstanden von
0,375 A uiber die Cyclodextrinmolekiile gelegt. Als Gitterzentrum wurden die Koordinaten

eines zentralen Punktes im jeweiligen Rezeptormolekil gewahlt (s. Anh. 8.4.6).

4.3.3.3 Docking

Mit dem Programm Autodock 3.0 [90] wurde fur jedes erstellte Gastmolekil jeweils eine
Docking-Studie mit jedem der zehn Cyclodextrinkonformere durchgefiihrt. Die
entstandenen Komplexe wurden mit dem Programm Pymol 099.rc6 [114] visualisiert. Die

Auswertung erfolgte nach energetischen und strukturellen Aspekten.

4.3.4 Molekulardynamik-Simulation

Die Stabilitat der Komplexe, die in den Docking-Studien fur jeden Gast die niedrigste
Freie Bindungsenthalpie AGgjhgmin €rzielten, wurde in MD-Simulationen bei 300 K
Uberprift. Der Komplex wurde mit einer kubischen Wasserbox mit einer Seitenlange von
24,36 A und mit einer ,wall’ einer Gewichtung von 300 umgeben. Die Simulation wurde
Uber einen Zeitraum von 500 ps durchgefihrt, wobei alle 0,5 ps ein Schnappschuss
aufgezeichnet wurde. Die strukturelle Integritdt wurde mit Hilfe des durch Komplexbildung
bedingten relativen Oberflachenverlustes [81] bestimmt. Hierzu werden die Oberflachen
der Einzelkomponenten sowie des Komplexes mit der Deskriptorfunktion ASA (accesible
surface area) ermittelt. Die Oberflache des Komplexes wird dann von der Summe der
Oberflachen der Einzelkomponenten subtrahiert. Der sich somit ergebende

Flachenverlust wird in Relation zur Summe der EinzelmolekUloberflachen gesetzt.
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4.4 Herstellung von festen Komplexen

441 Knetmethode

In eine Fantaschale wurden jeweils 1 mmol B-Cyclodextrin und Wirkstoff eingewogen. Es
wurde zunadchst 1 ml Wasser zugegeben und die Bestandteile zu einer Paste vermengt.
Weitere 0,5 ml Wasser wurden zugegeben und eingearbeitet. Die Paste wurde

anschliel3end bei 40C fiir 24 h im Heissluftschrank getrocknet.

4.4.2 Koprazipitation

1 mmol Wirkstoff wurde in 20 ml Ethanol p.a. gelost, wahrend 1 mmol des Cyclodextrins
in 20 ml Wasser geldst wurde. Die Wirkstofflosung wurde unter RUhren langsam zur
Cyclodextrinldsung getropft. Die Mischung wurde weitere 24 h gerihrt. Anschliel3end

wurde das Lésungsmittel abgedampft.

4.4.3 Gefriertrocknung von Losungen und Suspensione n

Es wurden wassrige Cyclodextrin-Wirkstoff-Suspensionen mit einem Gehalt von 1 mmol/I
jeder Substanz hergestellt, die 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt und danach 24 h
bei 25C und 1000 upm gerthrt wurden. Die entstande nen Suspensionen wurden
anschlieRend Uber einen Membranfilter (Rotilabo® Spritzenfilter CME) der Porenweite
0,22 um filtriert. Ein Teil des Filtrats wurde mit flissigem Stickstoff, ein zweiter im
Gefrierfach eingefroren und anschlie3end lyophilisiert.

Da es wahrscheinlich ist, dass durch die Filtration der oben hergestellten Suspensionen
auch ausgefallener Komplex entfernt wurde, wurden dartber hinaus nicht filtrierte

Suspensionen auf gleiche Weise eingefroren und lyophilisiert.
4.5 Untersuchung der Komplexe

4.5.1 Bestimmung des Wirkstoffgehalts

Eine ausreichende Probenmenge wurde in NaOH 0,1 M eingewogen und geldst. Eine
Zweifachbestimmung des Wirkstoffgehalts erfolgte photometrisch mit einem Perkin Elmer
UV/Vis Spectrometer Lambda 14.

4.5.2 Herstellung von physikalischen Mischungen

Zur Herstellung physikalischer Mischungen, die jeweils den Wirkstoffgehalt der zu
untersuchenden Komplexzubereitung aufweisen sollten, wurden getrocknetes -

Cyclodextrin und Gastmolekil in einer Reibschale im gewlnschten Verhaltnis
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eingewogen und bis zur Homogenitat gemischt.

Zur Herstellung der physikalischen Mischungen, deren Gehalt den Komplexen, die mittels
Koprézipitation oder Knetmethode hergestellt wurden entspricht, erfolgte die der
Homogenisierung vorangehende Trocknung von B-Cyclodextrin im Trockenschrank.

Fur die physikalischen Mischungen der entsprechenden gefriergetrockneten Komplexe
wurden die Bestandteile zuvor getrennt in Wasser gelost und lyophilisiert, wobei das
Einfrieren, analog zur Komplexherstellung, entweder in flissigem Stickstoff oder im

Gefrierfach erfolgte.

4.5.3 Thermoanalytische Untersuchungen

Mit Hilfe thermoanalytischer Untersuchungen konnen endotherme und exotherme
Phasentransformationen wahrend eines Temperaturprogrammes gemessen werden. Bei
der Differenzthermoanalyse (DTA) werden Referenz- und Probentiegel gleichzeitig in
einem Ofen aufgeheizt, und nehmen pro Zeiteinheit die gleiche Warmemenge auf. Die im
Probentiegel enthaltene Substanz bewirkt jedoch eine Temperaturdifferenz, welche so
lange konstant ist, bis sich die Warmekapazitat der Probe @ndert [100].

Die thermoanalytische Untersuchung von Cyclodextrinkomplexen soll zur Abschéatzung
des in Komplexen gebundenen Anteils der Gastmolekile beitragen [3]. Dabei wird im
Allgemeinen die Schmelzenthalpie am Schmelzpunkt des Gastmolekils der
Komplexzubereitungen mit der einer zugehdrigen physikalischen Mischung verglichen.
Dabei geht man davon aus, dass mit zunehmendem Einschluss des Gastmolekils die
Schmelzenthalpie abnimmt. Dies kann allerdings auch bei Anderungen der Kristallinitat
oder Zersetzung des Wirkstoffs beobachtet werden, was héaufig zu Fehlinterpretationen
fhrt [115].

Die Abschétzung des frei vorliegenden Wirkstoffanteils in den Komplexzubereitungen
erfolgte an zwei Geraten des Typs Setaram TGA DTA 92-12 mit Steuergerat CS 32 in
Stickstoffatmosphére. Die jeweiligen Temperatur- und Empfindlichkeitskorrekturfaktoren
der Gerate sind in Anhang 8.5.1.1 angegeben.

Unter Berucksichtigung der Schmelzpunkte der Gastmolekile (s. Tab. 4.2, Kap. 4.1.2)
wurden mit dem Programm Setsoft 2000 Version 3.0 (Aquisition) [116] verschiedene
Prozesse erstellt (siehe Anh. 8.5.1.2), wobei im Bereich des Schmelzpunktes stets eine
Heizrate von 1 K/min gewahlt wurde.

Zur Durchfihrung einer Messung wurde die jeweilige Probe in einen Platintiegel
eingewogen. Fir jeden Prozess wurde eine Referenzmessung mit demselben leeren
Tiegel durchgefihrt.

Es wurde jeweils der Warmefluss des reinen Wirkstoffs, der Komplexzubereitung und der

zugehorigen physikalischen Mischungen aufgezeichnet. War im Diagramm der
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Komplexzubereitung ein Schmelzpeak sichtbar, so wurde eine Kalibriergerade mit der
entsprechenden physikalischen Mischungen erstellt, indem die Schmelzenthalpie [J]
gegen die enthaltene Wirkstoffmasse [mg] aufgetragen wurde.

Bei der Auswertung mit dem Programm Setsoft 2000 Version 3.0 (Processing) [116]
wurde die Kurve der Referenzmessung von der Warmeflusskurve der Probe subtrahiert.
Durch Integration des Schmelzpeaks erfolgt die Berechnung der Schmelzenthalpie.
Diese wurde in die Kalibriergerade eingesetzt, wodurch der detektierbare und somit freie
Anteil des Wirkstoffs in der Komplexzubereitung bestimmt werden konnte. Die Differenz
zwischen detektiertem und tatsachlichem Gehalt des Gastmolekils wurde als im

Cyclodextrin gebunden betrachtet.

45.4 FT-IR-Spektroskopie

Durch Absorption von Strahlung des infraroten Spektralbereiches, der Wellenzahlen von
12500 bis 200 cm™ umfasst, werden Molekiilschwingungen hervorgerufen. Diese kénnen

wie folgt eingeteilt werden:

Valenzschwingungen Deformationsschwingungen
stretching vibration bending vibration rocking vibration wagging vibration twisting vibration

Abb. 4.10: Mégliche durch Infrarotstrahlung hervorgerufene Molekilschwingungen, nach [108]

In der Praxis wird meist Strahlung des mittleren IR-Bereiches (4000 bis 200 cm™)
eingesetzt [100,117]. Das IR-Spektrum, in dem typischerweise die Transmission gegen
die Wellenzahl aufgetragen wird, lasst sich grob in zwei Bereiche einteilen. Bei
Wellenzahlen unterhalb 1300 cm™ treten vorwiegend Geriistschwingungen auf, an denen
alle Atome eines Molekuls beteiligt sind. Dieser Bereich wird auch ,fingerprint“-Bereich
genannt, da er typisch fur das jeweilige Molekil ist. Oberhalb von 1300 cm™ befinden
sich die fur bestimmte Bindungsstrukturen typischen Gruppenfrequenzen. Generell sind
Valenzschwingungen bei hoéheren Wellenzahlen zu beobachten als Deformations-
schwingungen, da diese auch bei geringerer Energiezufuhr entstehen kénnen [100,117].

Sehr haufig erfolgt die Aufnahme von IR-Spektren fest vorliegender Stoffe durch
Herstellung von Kaliumbromid-Presslingen [100,117]. Bei dem in der vorliegenden Arbeit
verwendeten FT-IR-Spektrometer erfolgte die Aufnahme hingegen direkt an der festen
Substanz durch Mehrfachreflexion (attenuated total reflectance; ATR) [118]. Dabei wird

der Infrarotstrahl durch ein optisch dichteres Medium, beispielsweise einem Diamant, in
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die darauf liegende Probe eingestrahlt und von dieser reflektiert. Anstelle von
monochromatischem Licht wird Strahlung des gesamten Infrarotbereichs gleichzeitig in
die Probe eingestrahlt und die aus der Probe austretende Lichtintensitat in Abhangigkeit
von der Zeit registriert. Zwischen Lichtquelle und Probe befindet sich ein Michelson-
Interferometer, mit dem ein Messsignal in der Zeitdomane erzeugt wird. Das erhaltene
Interferogramm wird nach der Detektion mittels Fourier-Transformation in die
Frequenzdoméne Uberfihrt. Bei dieser Methode kann mit kleineren Probenmengen eine
hohere Empfindlichkeit und Prazision in kiirzeren Messzeiten erreicht werden [100,117].
Durch den Einschluss von Gastmolekilen in Cyclodextrine kann es zur Abschwéchung
oder Verschiebung von Signalen im IR-Spektrum kommen [119]. Anhand des Vergleichs
mit Spektren physikalischer Mischungen kann beurteilt werden, ob ein Einschluss-
komplex entstanden ist, und welche Gruppen oder Molekiilteile des Gastes an der
Komplexbildung beteiligt sind.

Voraussetzung ist jedoch, dass die betreffenden Signale im Mischspektrum eindeutig
abzugrenzen und nicht von starken Absorptionsbanden des Cyclodextrins Uberdeckt
werden. Sehr haufig werden die Schwingungen von Carbonylgruppen bei Wellenzahlen
von etwa 1600 cm™ herangezogen, da sie eine hohe relative Absorption besitzen und
Cyclodextrine in diesem Bereich im Allgemeinen keine Signale aufweisen [3,119].
Darlber hinaus eignen sich zur Untersuchung von Einschlusskomplexen auch die out-of-
plane-Schwingungen aromatischer C-H-Bindungen, deren Banden im Allgemeinen
zwischen 700 und 800 cm™ liegen [119].

Die Durchfilhrung der Versuche erfolgte mit einem Thermo Nicolet® 380 des
Unternehmens Pharma Stulln GmbH. Auf dem Smart Orbit® (Diamant 30000-200 cm™),
wurden die Proben direkt aufgebracht. Die Messungen erfolgten in einem Bereich von
4000 bis 400 cm™. Es wurden jeweils 32 Scans durchgefiihrt und in regelmaRigen
Abstdnden ein Referenzspektrum der Atmosphare aufgenommen. Untersucht wurden
jeweils der reine Wirkstoff, die hergestellten Komplexzubereitungen sowie die
zugehdorigen physikalischen Mischungen.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der zugehérigen Software Omnic® 7.0 [120],
wobei vorab jeweils eine Basislinienkorrektur durchgefiihrt wurde. Die Zuordnung der
Signale der einzelnen Wirkstoffe, die die Grundlage zur Auswertung der Spektren bildet,
ist in Anhang 8.5.2.2 dargestellt. Zur Beurteilung, ob eine Komplexbildung erfolgte und
welche Molekiilteile davon betroffen sind, wurden Abschwéchungen, Verschiebungen
und sich &andernde Intensitatsverhaltnisse der Signale betrachtet. Besonderes
Augenmerk wurde auf den Vergleich von Komplex und zugehériger physikalischer

Mischung gelegt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Untersuchung der Komplexbildung in wassriger L6 sung

Mit Hilfe verschiedener Methoden sollten moglichst préazise Informationen Uber die
Komplexbildung der natirlichen Cyclodextrine mit den gewdahlten Gastmolekilen in
wassriger Losung gesammelt werden. Dabei sollten vor allem das Ausmald dieser
intermolekularen Wechselwirkungen sowie der Einfluss gewéahlter Bedingungen im Fokus
stehen.

Ein besonderes Augenmerk lag bei der Durchfihrung dieser Versuche auf einer
systematischen Vorgehensweise, das heildt, die Untersuchung der Wechselwirkungen
aller Gastmolekile mit den naturlichen Cyclodextrinen erfolgte unter identischen
Bedingungen, um den Einfluss von strukturellen und physikochemischen Eigenschaften
der Gastmolekule auf die Komplexbildung zu bestimmen. Die Mehrheit der bisherigen
Publikationen beinhalten hingegen hauptsachlich punktuelle Ergebnisse (s. Anh. 8.1).

Um einen einheitlichen Bezugspunkt fir alle Gastmolekile zu schaffen, wurde zunachst
die Sattigungsldslichkeit (= intrinsische Loslichkeit) der einzelnen Substanzen bestimmt.
Zur Quantifizierung der Wechselwirkungen wurden Loslichkeitsstudien nach der Methode
von Higuchi und Connors [66] durchgefiihrt, in denen die Loslichkeit des Gastmolekils in
Abhangigkeit von der Cyclodextrinkonzentration gemessen wird. So wurde zunachst das
Ausmall der Wechselwirkungen der Gastmolekile mit den drei natirlichen
Cyclodextrinen verglichen und anschlieRend eine Lo&slichkeitsisotherme (ber einen
grolReren  Konzentrationsbereich mit dem Cyclodextrin, das die starksten
Wechselwirkungen hervorrief, erstellt. Davon ausgehend wurde der Einfluss
verschiedener pH-Werte und Temperaturen auf die Komplexbildung untersucht.

Die Durchfihrung der Bestimmung des Gesamtgehalts von gelostem freien und
gebundenem Gastmolekll erfolgte im alkalischen Medium. Dies geschah, um das
Gleichgewicht in Richtung des frei vorliegenden Gastmoleklls zu verschieben, und so
Absorptionseffekte aufgrund von Komplexbildung zu minimieren.

Die gewahlte Methode erlaubt es, in angemessener Zeit mit geringem apparativem
Aufwand Einblick in die Komplexbildung zu gewinnen. Zudem kdnnen auf einfache Weise
verschiedene Rahmenbedingungen geschaffen werden. Die Auswertung erfolgte Uber
das Loslichkeitsprofil, die Assoziationskonstante und die relative Léslichkeitssteigerung.
DarlUber hinaus sollten kalorimetrische Versuche die Bestimmung thermodynamischer
Parameter ermdglichen und NMR-Untersuchungen Hinweise auf Struktur und

Stochiometrie der Komplexe in wassriger Losung liefern.
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5.1.1 Sattigungsldslichkeit der Gastmolekule

Bei den gewahlten Gastmolekilen handelt es sich durchgehend um in Wasser schwach
I6sliche Substanzen. Obwohl in der Literatur zum Teil schon Daten zur Laslichkeit
vorliegen, diese jedoch haufig aus unterschiedlichen Quellen stammen, wurde die
Sattigungsloslichkeit der Gastmolekiile im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter
konstanten Bedingungen bei verschiedenen Temperaturen (25C, 35T, 45C) bestimmit.
So konnte fir alle Gastmolekile ein Bezugspunkt fur die Interpretation der weiteren
Untersuchungen und die Berechnung der Assoziationskonstanten geschaffen werden.

Bei der Bestimmung der Sattigungsloslichkeit, insbesondere von schlecht l6slichen
Stoffen, treten haufig hohe Schwankungen in den Ergebnissen auf. Um dies
weitestgehend zu vermeiden, wurden die gesattigten Losungen zunachst im
Ultraschallbad behandelt, anschlieRend fiir mindestens 24 Stunden bei der gewinschten
Temperatur gerihrt und dann sechs Tage im temperierten Wasserbad bis zur Einstellung
eines Gleichgewichts belassen. Die ermittelten Sattigungsléslichkeiten sind in Tabelle 5.1
und Abbildung 5.1 dargestellt (vgl. Anh. 8.3.2.1).

Tab. 5.1: Sattigungsloslichkeiten der Gastmolekile in Wasser in [mmol/l]

Temperatur [K] | Ibuprofen Ketoprofen Naproxen Flurbiprofen Felbinac Fenbufen
298,15 0,49 0,47 0,12 0,08 0,08 0,013
308,15 0,80 0,68 0,18 0,11 0,14 0,032
318,15 0,97 0,99 0,27 0,16 0,16 0,032

029815 K
m 230815 K
W318 15 K| ||

Loslichkeit [mamol1]

D‘ T T T T T T

|ouprofen Ketoprofen Maproxen Flurbiprofen Felbinac Fenbufen

Abb. 5.1: Séattigungsldslichkeiten der Gastmolekile
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Obwohl alle Gastmolekiile den schlecht |6slichen Stoffen zuzuordnen sind, sind deutliche
Unterschiede vorhanden. So ist die Loslichkeit von Ibuprofen in Wasser nahezu 40-fach
hoher als die von Fenbufen. Dies ist zum einen bedeutend fir die Bewertung der
Komplexbildung, zum anderen aber auch wichtig fur die Durchfiihrbarkeit weiterer
Versuche, da die Loslichkeit vor allem bei der Durchfihrung von kalorimetrischen
Titrations- und NMR-Versuchen ein limitierender Faktor sein kann.

Ein Van't Hoff Plot [121] sollte weitere Hinweise auf das Lo6slichkeitsverhalten der
Gastmolekile in Form von thermodynamischen Parametern liefern. Tabelle 5.2 (vgl. Anh.

8.3.2.2) zeigt die Ergebnisse der Auftragung von InS, gegen 1/T [K™].

Tab. 5.2: Thermodynamische Parameter des Losungsprozesses der Gastmolekile in Wasser

Ibuprofen Ketoprofen Naproxen Flurbiprofen Felbinac Fenbufen
AG? [kJ/mol] +18,87 +18,99 +22,34 +23,48 +23,56 +27,89
AS° [J/(mol-K)] +26,81 +34,03 +29,78 +17,44 +22,76 +25,17
AH? [kd/mol] +26,86 +29,13 +31,22 +28,68 +30,34 +35,40
r 0,9492 0,9996 0,9969 0,9993 0,8877 0,7523

Bei allen Gastmolekillen ist AG® > 0. Dies bedeutet, dass es sich um einen

endergonischen, und somit nicht spontan ablaufenden Prozess handelt.

5.1.2 Wechselwirkungen mit den nattrlichen Cyclodex  trinen

Zunachst sollte untersucht werden, zu welchem der drei natirlichen Cyclodextrine das
jeweilige Gastmolekul die starksten Wechselwirkungen in reinem Wasser ausbildet. Dazu
wurde die Loéslichkeitssteigerung der Gastmolekile bei Cyclodextrinkonzentrationen von
1 und 5 mmol/l mit der intrinsischen Ld&slichkeit S, (Cyclodextrinkonzentration = 0)
verglichen.

Wird nachfolgend der Begriff Ldslichkeit verwendet, so ist bei Anwesenheit von
Cyclodextrin die Summe aus freiem und gebundenem Wirkstoff zu verstehen, also die
Gesamtkonzentration an Gastmolekul in Lésung. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.2
und 5.3 dargestellt (vgl. Anh. 8.3.2.3).
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Abb. 5.2: Loslichkeitssteigerung von Ibuprofen, Ketoprofen und Naproxen mit verschiedenen
Konzentrationen der natiirlichen Cyclodextrine im Vergleich zur intrinsischen Loslichkeit, T=298 K
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Abb. 5.3: Loslichkeitssteigerung von Flurbiprofen, Felbinac und Fenbufen mit verschiedenen
Konzentrationen der nattrlichen Cyclodextrine im Vergleich zur intrinsischen Loslichkeit, T=298 K

Alle untersuchten Gastmoleklile zeigen mit B-Cyclodextrin die ausgepragtesten
Wechselwirkungen, was schon vorhandene Ergebnisse aus der Literatur bestatigt (vgl.
Anh. 8.1). Mit steigender Konzentration von a- und y-Cyclodextrin sind hingegen nur
geringe Anstiege der Wirkstoffléslichkeit zu beobachten. Das Gastmolekil Flurbiprofen
nimmt allerdings eine Sonderstellung ein. Zum einen ist es das einzige Gastmolekail,
dessen Loslichkeit bei einer B-Cyclodextrinkonzentration von 5 mmol/l geringer ist als bei
einer Konzentration von 1 mmol/l, was bedeutet, dass das Ld&slichkeitsmaximum des
gebildeten Komplexes scheinbar schon bei einer Cyclodextrinkonzentration von weniger
als 5 mmol/l erreicht wurde. Zum anderen fallt auf, dass die Loslichkeit bei Anwesenheit

von y-Cyclodextrin bei einer Konzentration von 5 mmol/l relativ stark ansteigt, was auf

eine gewisse Wechselwirkung beider Substanzen hindeutet.
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Auffallig ist dartber hinaus, dass die Ldslichkeit der Gastmolekile, die eine
Biphenylgrundstruktur aufweisen, nicht tber 1 mmol/l gesteigert werden kann, wahrend
sie bei den anderen Wirkstoffen bei Zugabe von 5 mmol/l B-Cyclodextrin sogar bis zu
etwa 4,5 mmol/l steigen kann.

Nachdem sich bestétigt hat, dass die Interaktionen mit 3-Cyclodextrin am starksten sind,
sollten nun Ld&slichkeitsprofile mit den gewahlten Gastsubstanzen erstellt werden. Ziel
war dabei einerseits die Bestimmung des Isothermentyps und somit die
Charakterisierung des Komplexes in wassriger Ldsung hinsichtlich seines
Loslichkeitsverhaltens.  Andererseits sollten aus den Ldslichkeitsisothermen die
Komplexbildungskonstanten erhalten werden, um die Stabilitdt der Komplexe abschatzen
zu konnen. Dazu wurde fur B-Cyclodextrin stets ein Konzentrationsbereich von 0 bis 25
mmol/l gewahlt. Einzige Ausnahme stellt Ibuprofen dar. Hier erwies sich ein Bereich bis
20 mmol/l als ausreichend.

In den Abbildungen 5.4 bis 5.9 sind die Loéslichkeitsprofile der verschiedenen
Gastmolekile bei 25T dargestellt. Die Einzelergebnisse sind in Anhang 8.3.2.4
aufgefiihrt. Sie lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Ibuprofen, Ketoprofen, Flurbiprofen
und Felbinac werden dem so genannten Bs-Typ (s. Kap. 2.3.1.) zugeordnet. Das heif3t,
es handelt sich um Komplexe, die nur begrenzt in Wasser l6slich sind. Die typische
Plateauphase im Isothermenverlauf konnte fur Ibuprofen und Ketoprofen bis zum Ende
verfolgt werden. Hierbei gilt zu beachten, dass die Plateauldange nattrlich durch die
Versuchsbedingungen, genauer durch den zugegebenen Uberschuss an Gastsubstanz
bestimmt wird.

Auch die Ldslichkeitsprofile von Naproxen und Fenbufen zeigen jeweils eine
Loslichkeitsgrenze. Diese beginnt jedoch im Gegensatz zu den anderen Gastmolekilen
erst oberhalb der Sattigungsloslichkeit von B-Cylcodextrin in Wasser, die etwa bei 16,3
mmol/l liegt [6], weshalb diese Isothermen den so genannten A.-Typ-Profilen zuzuordnen
sind. Das heil3t es handelt sich hier um Idsliche Komplexe. Interessant erscheint dabei
die Fahigkeit der beiden Gastmolekile, die Loslichkeit von B-Cyclodextrin zu erhéhen. Es
kénnte sich dabei um das schon von Schlee [28] beobachtete und untersuchte
Phanomen der .synergistischen Ldslichkeitseffekte*, die auch bei

Sulfonamidarzneistoffen als Gastmolekile auftreten, handeln.
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Die maximale Loéslichkeit der Gastmolekiile mit Biphenylgrundgerist liegt zwischen etwa
0,5 und 0,8 mmol/l. Demgegentiber stehen die anderen Gastmolekiile, deren maximale
Loslichkeit mit 4 bis 5 mmol/l deutlich hdher liegt. Das Erscheinungsbild der Ldslichkeits-
profile der Biphenyle ist heterogen. So zeigt der 3-Cyclodextrin-Komplex mit Flurbiprofen
im Gegensatz zu dem mit Felbinac ein sehr kurzes Plateau, welches durch ein Maximum
reprasentiert wird, das bei einer 3-Cyclodextrinkonzentration von 0,75 mmol/l liegt.

Die maximalen relativen Ld&slichkeitssteigerungen, die durch die Zugabe von -
Cyclodextrin fur die Gastmoleklle erreicht werden kénnen, fallen unterschiedlich hoch
aus (Tab. 5.3). Wahrend die Gastmolekile Ibuprofen, Ketoprofen, Flurbiprofen und
Felbinac lediglich eine Loslichkeitssteigerung um einen Faktor von maximal 10 erfahren,
kann die Ldslichkeit von Naproxen um das 34,9-fache und von Fenbufen sogar auf das
58,4-fache gesteigert werden. Die hohen Werte der letztgenannten Substanzen liegen in
der hohen Loslichkeit der Komplexe begriindet. Es handelt sich namlich um die beiden
Gaste bei denen synergistische Loslichkeitseffekte zum Tragen kommen und so ein
erheblich langerer Anstieg der Isothermen bis zum Erreichen einer Loslichkeitsgrenze

vorliegt.

Tab. 5.3: Maximale Loslichkeitssteigerung durch Cyclodextrinzugabe

Gastmolekiil ) lv_laxim_ale re_lative Cyclodextrinkor)zentration des
Léslichkeitssteigerung Plateaubereichs [mmol/l]
Ibuprofen 8,7 5-15
Ketoprofen 10,0 12-15
Naproxen 34,9 ab 20
Flurbiprofen 6,2 ab1
Felbinac 7,6 ab 2
Fenbufen 58,4 ab 20

Die maximale Loslichkeitssteigerung ist jedoch nicht dazu geeignet, eine Aussage Uber
die Starke der Wechselwirkungen zwischen Wirts- und Gastmolekdl zu treffen. Zu diesem
Zweck wurde die Assoziationskonstante K;; (s. Tab. 5.4) aus dem initialen, linearen
Anstieg des Ldslichkeitsprofils, unter der Annahme, dass ausschliel3lich Komplexe der
Stochiometrie 1:1 vorliegen, nach Gl. 2.17 berechnet (s. Kap. 2.3.2). Zusatzlich wurde
aus den Assoziationskonstanten die Gibbs'sche Freie Enthalpie nach Gleichung 2.5
berechnet (s. Tab. 5.4).
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Tab. 5.4: Ky.1 und AG® bei 25T

Gastmolekdl K 11 [M7] AG° K1 [M7] (Lit)*
Ibuprofen 41657 -26,4 -
Ketoprofen 1407 -18,0 -
Naproxen 2130 -19,0 1702 [122]
Flurbiprofen 14247 -23,7 5100 [123]
Felbinac 4808 -21,0 -
Fenbufen 3195 -20,0

*Anmerkung: Es wurden nur Werte beriicksichtigt, die ebenfalls in reinem Wasser bestimmt wurden.

Die Assoziationskonstanten K;.; nehmen fur die sechs verschiedenen Gastmolekile sehr
unterschiedliche Werte an und erstrecken sich {iber einen Wertebereich von 1407 M™ bis
41657 M. Die Referenzwerte aus der Literatur weichen erheblich ab; solche Differenzen
kénnten in der Berechnungsweise von K., begriindet liegen, da hier schon minimal
abweichende Isothermensteigungen erhebliche Veranderungen bedingen kénnen.

Da AG? fiir alle Gastmolekiile < 0 ist, ist davon auszugehen, dass die Bildung von
Einschlusskomplexen ein spontaner Prozess ist, der thermodynamisch ginstiger ist als
die Auflosung der freien Gastmolekile in Wasser (s. Tab 5.1). Die Reihenfolge der

Neigung der Gastmolekulle Einschlusskomplexe zu bilden, ist nachfolgend aufgefihrt:
Ketoprofen < Naproxen < Fenbufen < Felbinac < Flurbiprofen < Ibuprofen

Die Assoziationskonstanten lassen sich nicht mit der Schwerldslichkeit der Substanzen
korrelieren. So weist Ibuprofen die starksten Wechselwirkungen mit 3-Cyclodextrin auf,
obwohl fir diesen Gast noch die hdchsten Konzentrationen in Wasser erreicht werden
kénnen. Vielmehr scheinen starkere intermolekulare Bindungskrafte die Loslichkeit des
gebildeten Komplexes zu begrenzen. Hingegen scheint aber die Lipophilie der
Gastmolekiile eine Rolle hinsichtlich der Starke der Wechselwirkungen mit 3-Cyclodextrin
zu spielen. Dies wird ersichtlich bei der Betrachtung der Oktanol-Wasser-Koeffizienten (s.
Kap. 4.1.2, Tab. 4.2 [93,94]) der Gastmolekile in Verbindung mit der
Assoziationskonstante K;;. So scheint die Bereitschaft zur Bildung von
Einschlusskomplexen mit B-Cyclodextrin mit steigenden Werten fir log P und damit
einhergehender steigender Lipophilie des Gastmolekils zuzunehmen.

Die Ldslichkeitsuntersuchungen in reinem Wasser bei 25C konnten erste Einblicke in die
Komplexbildung der Gastmolekile mit den natirlichen Cyclodextrinen liefern. Anhand der
Ergebnisse hat sich herausgestellt, dass der Oktanol-Wasser-Koeffizient eine wichtige
Einflussgrof3e bei der Vorhersage der Assoziationskonstante sein kénnte.

Die gewahlte Methode der Loslichkeitsuntersuchungen ist prinzipiell geeignet zur
Berechnung der Assoziationskonstante. Fir die Mehrzahl der Substanzen ergaben sich

nur sehr geringe Standardabweichungen und damit eine gute Reproduzierbarkeit.
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Lediglich die Messreihen von Flurbiprofen und Ibuprofen zeichneten sich durch erhéhte

Streuungen aus.

5.1.3 Einfluss des pH-Werts auf die Komplexbildung

Die Gastmolekile sind aufgrund ihrer Carboxylgruppe schwache Sauren, die in
Abhéangigkeit vom pH-Wert ungeladen oder deprotoniert vorliegen koénnen. Der
Protonierungsgrad hat erheblichen Einfluss auf Molekileigenschaften wie beispielsweise
Loslichkeit oder Polaritdt. Somit ist klar, dass sich der pH-Wert auch auf das
Komplexbildungsgeschehen mit Cyclodextrinen auswirken kann.

Deshalb wurden nicht nur Ldslichkeitsuntersuchungen in reinem Wasser, sondern auch
in gepufferten Losungen bei den pH-Werten 4,5, 5,5 und 6,5 bei 25T durchgefihrt. Es
wurden dazu Cyclodextrinkonzentrationen des linearen ansteigenden Bereichs der
Loslichkeitsisothermen flr die Wechselwirkungen der Gastmolekile mit 3-Cyclodextrin in
reinem Wasser gewahlt.

In Tabelle 5.5 ist der jeweilige Dissoziationsgrad der Gastmolekile bei den

verschiedenen pH-Werten angegeben. Er errechnet sich nach [50]:

1
o0=— Gl. 5.1
1+10P "
Im Gegensatz zu den ubrigen Substanzen liegt Fenbufen durch seinen vergleichsweise
hohen pK-Wert bei einem pH-Wert von 4,5 nur zu etwa 6 % dissoziiert vor, wahrend hier

bei den anderen Gastmolekiilen schon etwa die Hélfte der Molekile deprotoniert ist.

Tab. 5.5: Dissoziationsgrad der Gastmolekile in Abhangigkeit vom pH-Wert
Dissoziationsgrad [%] bei

Gastmolekdl pK a-Wert PH 45 DH 5.5 PH 6.5
Ibuprofen 4,55 [93] 47,1 89,9 98,9
Ketoprofen 4,18 [93] 67,6 95,4 99,5
Naproxen 4,20 [93] 66,6 95,2 99,5
Flurbiprofen 4,20 [93] 66,6 95,2 99,5
Felbinac 4,29 [94] 61,9 94,2 99,5
Fenbufen 5,70 [93] 59 38,7 86,3

Im folgenden Diagramm sind exemplarisch die Loslichkeitsisothermen von Ketoprofen bei
den pH-Werten 4,5, 5,5 und 6,5 abgebildet (Abb. 5.10). Alle weiteren Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Anhang 8.3.2.5 dargestellt. Man erkennt, dass sich die
intrinsische Loslichkeit des sauren Gastmolekils erwartungsgemafl mit steigendem pH-
Wert erhoht, was den Isothermenverlauf vertikal verschiebt.

Aufschlussreicher ist die Betrachtung der Steigungen der Isothermen (Tab. 5.6). Je
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grol3er die Steigung ist, desto grof3er ist die Stoffmenge an Gastmolekil, die durch die
Zugabe eines Mols Cyclodextrin in Losung gebracht werden kann. Die Werte der
Steigungen der Loslichkeitsisothermen aller Gastmolekile bei den verschiedenen pH-

Werten sind in Tabelle 5.6 angegeben.
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Abb. 5.10: Loéslichkeitsisothermen fiir Ketoprofen bei verschiedenen pH-Werten

Tab. 5.6: Steigungen der Léslichkeitsisothermen bei 25T in Ab hangigkeit vom pH-Wert

. Steigungen

Gastmolekil DH 45 DH 5.5 PH 6.5
Ibuprofen 1,7129 0,9839 0,6746
Ketoprofen 0,3962 0,3731 0,2157
Naproxen 0,2057 0,2113 0,3109
Flurbiprofen 0,4970 0,4599 0,3878
Felbinac 0,2802 0,4349 0,5358
Fenbufen 0,0452 0,0876 0,4365

Die Gastmolekile lassen sich hinsichtlich der Steigungsénderung in Abh&ngigkeit vom
pH-Wert in zwei Kategorien einteilen. Fir Ibuprofen, Ketoprofen und Flurbiprofen nimmt
die Steigung mit zunehmenden pH-Wert ab. Fir die Gaste Naproxen, Felbinac und
Fenbufen hingegen steigt sie an (Tab. 5.6). Abbildung 5.11 fur Fenbufen zeigt somit ein
ganz anderes Bild als Abbildung 5.10.
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Abb. 5.11: Léslichkeitsisothermen fur Fenbufen bei verschiedenen pH-Werten
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Bei hoheren pH-Werten scheint also fur Fenbufen eine erhdhte Affinitat zum Cyclodextrin
zu bestehen. Der Wirt kann hier also noch starker als Lodsungsvermittler dienen.

Erganzend wurden auch hier die Assoziationskonstanten Ky.; nach GI. 2.17 berechnet.

Tab. 5.7: Assoziationskonstanten bei 25T in Abhéngigkeit vom pH-Wert

. Ky [MT]
Gastmolekdl DH 45 DH 55 PH 6.5
Ibuprofen n. b. 19959 215
Ketoprofen 1039 400 31
Naproxen 1230 373 105
Flurbiprofen 9593 1664 169
Felbinac 4479 1475 329
Fenbufen 4697 2812 2304

Anmerkung: fUr Ibuprofen nach Gl. 2.17 nicht berechenbar, da Steigung > 1

Die in Tabelle 5.7 aufgefihrten Werte zeigen, dass die Komplexbildung mit
zunehmendem pH-Wert des Ldsungsmittels fur alle Gastmoleklle thermodynamisch
ungunstiger wird.

Die Werte fur K;.; nehmen durchgehend mit steigendem pH-Wert ab. Obwohl, wie oben
beschrieben, die Steigung fiur einige Gaste zunimmt, bedingt die in die Berechnung von
Ky einflieBende gesteigerte Loslichkeit diesen Trend. Er ist jedoch bei Fenbufen,

Naproxen und Felbinac nicht so stark ausgepragt.

pH-Wert

v

Dissoziation
Assoziationskonstante
Steigung der Isotherme:

Ibuprofen, Ketoprofen, Flurbiprofen

> < <>

Naproxen, Felbinac, Fenbufen

Abb. 5.12: Darstellung der wichtigsten Zusammenhéange

Abbildung 5.12 fasst die wichtigsten Ergebnisse zusammen. Es stellt sich nun die Frage,
wodurch das unterschiedliche Verhalten der Gastmoleklle bedingt wird. Eine mégliche
Erklarung stellt das pH-abhéngige Auftreten unterschiedlicher Komplexstéchiometrien
dar. Die Unterschiede in der Ladung der Gaste kénnten verschiedene Komplexstrukturen
bedingen, deren molekulare Zusammensetzung die Steigung der Isothermen bestimmen

wirde.
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5.1.4 Einfluss der Temperatur auf die Komplexbildun g

Loslichkeitsuntersuchungen zur Abschatzung des Einflusses der Temperatur auf die
Komplexbildung erfolgten in ungepuffertem Wasser bei Cyclodextrinkonzentrationen im
ansteigenden, linearen Teil der Ldslichkeitsisotherme bei 25C. Es liegt die Annahme
zugrunde, dass aufgrund der mit steigender Temperatur einhergehenden steigenden
Wasserloslichkeit der Gastmolekiile ihr Bestreben, in die Kavitat des Cyclodextrins
einzudringen, nachlasst. Dies bedeutet, dass die Assoziationskonstanten mit
zunehmender Temperatur abnehmen mussten.

In Abbildung 5.13 ist exemplarisch der typische Verlauf der Loslichkeitsisothermen bei
unterschiedlichen Temperaturen fur Felbinac dargestellt. Dieser tritt weitestgehend auch
bei den anderen Gastmolekilen auf (vgl. Anh. 8.3.2.6). Wie auch schon bei den
vorherigen Versuchen treten bei Ibuprofen und Flurbiprofen starkere Standard-

abweichungen auf.
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Abb. 5.1 3: Léslichkeitsisothermen fur Felbinac bei verschiedenen Temperaturen

In Tabelle 5.8 sind die Assoziationskonstanten fir die Gastmolekile bei den einzelnen
Temperaturen angegeben. Entgegen der Erwartungen war nicht bei allen

Gastsubstanzen die erwartete Tendenz festzustellen.

Tab. 5.8: K11 [M’l] in Abhangigkeit von der Temperatur

Gastmolekdl 25C 35C 45T
Ibuprofen 41657 n. b. n. b.
Ketoprofen 1407 1237 1110
Naproxen 2130 1885 1512
Flurbiprofen 14247 10259 18368
Felbinac 4808 2904 3431
Fenbufen 3195 1875 2637

Lediglich Ketoprofen und Naproxen zeigen den erwarteten Verlauf. Fur das Gastmolekl
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Ibuprofen war eine Berechnung der Komplexierungskonstanten nach Gl. 2.17 bei 35C
und 45T nicht moglich, da die Steigung einen Wert von 1 uberschreitet. Fir die drei
Biphenyl-Gastmolekile ergibt sich kein lineares Absinken der Assoziationskonstante. Bei

der Betrachtung der Steigungen der Isothermen ergibt sich jedoch ein einheitliches Bild:

Tab. 5.9: Steigungen der Isothermen in Abhangigkeit von der Temperatur

Gastmolekil 25T 35T 45C
Ibuprofen 0,9537 3,7828 8,3886
Ketoprofen 0,3989 0,4573 0,5229
Naproxen 0,2059 0,2495 0,2889
Flurbiprofen 0,5228 0,5386 0,7450
Felbinac 0,2640 0,2895 0,3547
Fenbufen 0,0398 0,0567 0,0767

Fir Naproxen und Ketoprofen wurden die thermodynamischen GroRen AG®, AS® und AH°
durch einen linearen Van't Hoff Plot [78] (s. Anh. 8.3.2.7), also mittels Auftragung von In
K11 gegen 1/T, bestimmt. Hier liegt die Annahme zugrunde, dass AH im gewahlten

Temperaturbereich konstant ist.

Tab. 5.10: Ergebnisse des Van't Hoff Plots (T=298,15 K)

Ketoprofen Naproxen
AG® [kd/mol] -18,0 -19,0
AS° [J/(mol-K)] +12,4 +13,5
AHC [kJ/mol] -14,3 -15,0
r° 0,9990 0,9882

Ergebnisse zeigen, dass die Komplexbildung ein spontaner Prozess ist, der in beiden
Fallen hauptsachlich enthalpiegetrieben ist, aber auch durch einen entropischen Beitrag
begtnstigt wird. Diese Interpretation lasst sich mit Daten der Literatur vereinbaren. In
Tabelle 5.11 sind zum Vergleich thermodynamische GroRen bei verschiedenen pH-

Werten, aus verschiedenen Quellen, angegeben.

Tab. 5.11: Vergleich mit Ergebnissen aus der Literatur

Ketoprofen Naproxen
pH2[124] | pH4[124] | pH6[125] | pH 2[124] | pH 4[124] | pH 6 [125]
AG® [kd/mol] -16,3 -15,9 -16,6 -18,1 -17,5 -18,5
AS° [J/(mol-K)] +10,8 +5,9 +38,4 +17,2 +15,1 +17,6
AHC [kJ/mol] -12,8 -13,8 -5,1 -12,8 -15,2 -13,2
Anmerkung: pH 6 bedeutet laut Autor, dass ungepuffertes Wasser verwendet wurde.
Durchgehend ergibt sich wie in den Versuchen dieser Arbeit eine positive

Entropiednderung. Da die Werte aus verschiedenen Publikationen stammen, ist jedoch

eine vergleichende Interpretation nur unter Einschrankungen maoglich.
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5.1.5 Isothermale Titrationskalorimetrie

Zur weiteren Bestimmung thermodynamischer Parameter wurden kalorimetrische
Titrationsversuche durchgefuhrt. Diese erfolgten mit Losungen, die auf einen pH-Wert
von 4,5 eingestellt wurden, da hier stéarkere Wechselwirkungen beobachtet wurden, als
bei héheren pH-Werten, was fir die Detektierbarkeit von Vorteil ist.

Da die Ldsung, die in die adiabatische Zelle hinzu titriert wird, héher konzentriert sein
sollte als die vorgelegte Losung, wurde das besser losliche Cyclodextrin in mehreren
Schritten zu einer Wirkstofflosung gegeben.

Die Reaktionen zwischen den Gastmolekilen und B-Cyclodextrin waren durchweg exo-
thermer Natur. Dies lasst sich mit den Ergebnissen der Ldslichkeitsversuche vereinbaren.
Die Ergebnisse fur Ibuprofen zeigten im Gegensatz zu den anderen Gastmolekilen eine
gute Reproduzierbarkeit und dartber hinaus wie auch schon in den Ld&slichkeits-
versuchen die starksten Wechselwirkungen. Aufgrund des beobachteten Kurvenverlaufs
stellt sich fur die Ubrigen Gastmolekiile die Frage, ob eventuell eine andere Stéchiometrie
als 1:1 vorliegt. Um hier eine genauere Aussage treffen zu kénnen, missten eventuell
kleinere Cyclodextrinmengen zutitriert werden. Fir Fenbufen lagen relativ schwache
Wechselwirkungen vor, was eine Auswertung zusatzlich erschwerte. Abbildung 5.14 zeigt

den charakteristischen Verlauf einer Titration fur lbuprofen:
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Abb. 5.14: Kalorimetrische Titration fur Ibuprofen mit B-Cyclodextrin fir N=1
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Die Auswertung mit Origin® 7.0 ergab eine Stéchiometrie von N=1,3. Das heiflit es
kommen 1,3 Cyclodextrinmolekiile auf 1 Gastmolekiil. Da der Job-Plot bei einem pH-
Wert von 6,5 eine Stochiometrie von 1:1 fur den Ibuprofen-B-Cyclodextrinkomplex erge-
ben hatte (s. Kap. 5.1.6.1), wurden die thermodynamischen GréRRen fur beide Falle be-
rechnet (s. Tab. 5.12). Es wurde dabei der Mittelwert aus drei Experimenten gebildet (s.
Anh. 8.3.3).

Tab. 5.12: Ergebnisse der isothermalen Titrationskalorimetrie fir Ibuprofen

N=1 N=1,3
AG® [kd/mol] -26,7 -23,8
AS° [J/molK] +39,7 +32,1
AHC [kJ/mol] -14,9 -14,3
K [M7] 37467 19400

Die Werte fiir AG® und K liegen fiir eine angenommene Stdéchiometrie von 1:1 sehr nahe
an den Werten, die mit Hilfe der Ldslichkeitsstudien in reinem Wasser erhalten wurden.
Es wird deutlich, dass die Reaktion fur beide in Betracht kommenden Stdchiometrien
sowohl enthalpie- als auch entropiegetrieben ist, wie dies auch flr Naproxen und
Ketoprofen (Kap. 5.1.4) der Fall ist.

Zu diesem Schluss kommen auch Xing et al. [126], die die Reaktion fir lbuprofen bei
einem pH-Wert von 7,0 untersucht haben. Experimente, die mit Naproxen und Flurbi-
profen von Todorova et al. [127] bei den pH-Werten 6,1 und 7,1 durchgefiihrt wurden,
zeigten hohere enthalpische Beitrége fir Flurbiprofen aufgrund der grol3eren Flexibilitat
der Biphenylringe im Vergleich zum Naphthalingertist. Im Vergleich zu Ibuprofen liegt AG
hier niedriger. Ahnlich fiigen sich die Ergebnisse der Versuche firr Ketoprofen, lbuprofen,
und Flurbiprofen bei pH 8 von Waters et al. [128] ins Bild. Ketoprofen zeigt hier, wie Nap-
roxen in [127] und bei den Léslichkeitsstudien eine vergleichsweise schwache Reaktion.
Zur Beurteilung, ob die bei Ibuprofen beobachteten Gemeinsamkeiten mit den
Ergebnissen der Loslichkeitsstudien auch auf die anderen Gastmolekiile Ubertragbar sind
und zur besseren ErschlielBung der Datenlage fur Felbinac und Fenbufen, fir die noch
keine Daten vorliegen, missten weitere Versuche durchgefiihrt werden, in denen, wie

schon beschrieben, kleinere Cyclodextrinaliquots zutitriert werden mussten.

5.1.6 'H-NMR-Spektroskopie

Zum einen sollten mit Hilfe von Job’s Plots die Stéchiometrie der Wirt-Gast-Komplexe in
Losung abgeschatzt werden. Zum anderen sollten zweidimensionale ROESY-Aufnahmen
Hinweise auf die Komplexstruktur in wassriger Losung liefern.

Die Probenvorbereitung erfolgte fur beide Versuchsreihen gleichartig. Da das Verhalten

der Komplexe im Medium Wasser von Interesse ist, wurden die Messungen in
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Deuteriumoxid durchgefihrt. Es wurden dazu zundchst getrennte wassrige
Pufferlosungen beider Komponenten hergestellt. Um eine hdhere Konzentration der
Gastmolekille zu erreichen und somit ein geringeres Signal-Rausch-Verhaltnis im
Spektrum zu erhalten, wurde ein pH-Wert von 6,5 gewahlt. Die Proben wurden mehrfach
lyophilisiert und jeweils mit D,O versetzt, um das Wasser moglichst komplett aus der
Probe zu entfernen. Da Cyclodextrine potentiell auch Komplexe mit internen
Standardsubstanzen bilden kénnen, wurde auf das HDO-Signal referenziert.

Bei B-Cyclodextrin sind insbesondere die Signale von Verschiebungen der Protonen H3
und H5, die ins Innere der Cyclodextrinkavitat gerichtet sind, betroffen. Die Zuordnung

der Signale von B-Cyclodextrin ist in Anhang 8.3.4.2 aufgefihrt.

5.1.6.1 Job’s Plots

Im Rahmen von Job’s Plots konnen Veranderungen von chemischen Verschiebungen
(Ad), so genannte ,complexation induced chemical shifts”, Auskunft Uber die durch-
schnittliche Stochiometrie der vorliegenden Komplexe (s. Kap. 4.2.3.2) geben. Dazu wur-
den 'H-NMR-Spektren von Lésungen mit definierten Verhaltnissen von Cyclodextrin und
Gastmolekil aufgenommen und die Verdnderung der chemischen Verschiebungen von
ausgewahlten Signalen bestimmt. In der vorliegenden Arbeit wurden die Signale der Pro-
tonen H3 und H5 von B-Cyclodextrin herangezogen, da diese einerseits auch nach Kom-
plexbildung noch eindeutig zugeordnet werden konnten, andererseits im Falle der Bild-
ung von Einschlusskomplexen in jedem Fall von einer Veranderung der Verschiebung
betroffen sein missen. Im Verlauf der Auswertungen hat sich herausgestellt, dass es bei
dem Signal des Protons H5 durch die Komplexbildung zu Signalaufspaltungen kommt,
was eine exakte Auswertung erschwert. Aus diesem Grund wurden zur Beurteilung der
Komplexstochiometrie letztendlich ausschlielich die Signale des Protons H3
herangezogen.

Die Ermittlung der Komplexstdchiometrie erfolgt graphisch (s. Kap. 4.2.3.2). Sie wird
durch das Maximum der Auftragung von Ad- Xcp gegen Xcp dargestellt (s. Abb. 5.15).
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Abb. 5.15: Job's Plot fiir Flurbiprofen/B-Cyclodextrin
Der Job’s Plot fur Flurbiprofen zeigt, dass es sich hier um einen Komplex mit einer
Stochiometrie von 1:1 handelt. Die Ergebnisse der CICS-Messungen sowie die Job’s
Plots der weiteren Gastmolekiile sind in den Anhangen 8.3.4.3 und 8.3.4.4 dargestellt. In
der nachfolgenden Tabelle sind die durch unterschiedliche Methoden erhaltenen,
stdchiometrischen Verhéaltnisse fir alle Gastmolekile und die in der Literatur gefundenen

Angaben aufgefihrt.

Tab. 5.13: Stéchiometrische Verhaltnisse der Cyclodextrinkomplexe (CD : G)

Gastmolekl Jc;)mssl?fl)ot LOS"CthVe;SS;gS’UChe Vergleich Literatur
Ibuprofen 1:1 1.1 Gl. 2.19, Wert 0,86) 1:1[126]

Ketoprofen 3:2-2:3 1:1 (Gl. 2.19, Wert 1,05) 1:1 (pH 7,5) [129]
Naproxen 2:1-1:2 1:1 (Gl. 2.18, Wert: 1,12) | +1 (Na'sa'i)'l‘zgg‘g;'['l"s?lt]h"de” [130]

Flurbiprofen 1:1 n. b. 1:1 (Na-Salz) [132]
Felbinac 1:1 n. b. 1:1 (D,O/NaOD) [133]
Fenbufen 3:2 5:1 (Gl. 2.18, Wert: 0,21) 1:1 (Na-Salz) [134]

Anmerkung: Fur Felbinac und Flurbiprofen konnten die stéchiometrischen Verhaltnisse aus den Loslichkeitsversuchen
nicht bestimmt werden, da die Plateaus im untersuchten Bereich nicht abgeschlossen waren.

Die Werte in Tab. 5.13 zeigen, dass eine eindeutige Bestimmung der Stochiometrie mit
Hilfe eines Job’s Plots nicht immer mdoglich ist. Die graphische Darstellung fir das
Gastmolekil Ketoprofen (s. Abb. 5.16) zeigt z. B. kein eindeutiges Maximum. Das
bedeutet, dass eventuell mehrere Stochiometrien nebeneinander vorliegen kdnnen.
Mdglicherweise hatten Mehrfachbestimmungen zu genaueren Ergebnissen gefiihrt, was

jedoch aufgrund der Kapazitaten am Messgeréat nicht moglich war.
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Abb. 5.16: Job’s Plot fur Ketoprofen/B-Cyclodextrin

Insgesamt deuten Messwerte und Literaturangaben in den meisten Fallen auf das
Vorliegen einer bevorzugen Stéchiometrie von 1:1 hin. Schwankungen kénnten neben
Messungenauigkeiten auch in den teilweise abweichenden Bedingungen begrindet

liegen.

5.1.6.2  Strukturelle Analyse mittels ROESY

Die Aufnahme von ROESY-Spektren sollte Hinweise auf mogliche Orientierungen des
Gastes im Cyclodextrin geben. Zur Auswertung wurden zunachst alle im Spektrum
auftretenden Signale den einzelnen Protonen des Gastmolekils zugeordnet. Dies
erfolgte anhand der Integrale der eindimensionalen *H-NMR-Spektren und der zuséatzlich
aufgenommenen COSY-Spektren, aber auch durch sichtbare Wechselwirkungen in den
ROESY-Spektren selbst und unter Zuhilfenahme diverser Literaturstellen (s. Anh.
8.3.4.6).

Fur alle untersuchten Gastmolekile war eine Auswertung moglich. Es wurde
vereinfachend eine Komplexstdchiometrie von 1:1 angenommen. Da die Versuche bei
einem pH-Wert von 6,5 stattfanden, liegen die Gastmolekille zum Grof3teil deprotoniert
vor. Zudem waren nicht deprotonierte Carboxylgruppen durch das Saure-Base-
Gleichgewicht bei der Aufnahme in D,O deuteriert worden, was insgesamt zur Folge hat,
dass die Signale der Carboxylgruppen nicht mehr vorhanden sind, und somit eine
definitive Bestimmung ihrer Orientierung entfallen muss. Da in Nachbarschaft zur
Carboxylgruppe zumeist andere Protonen liegen, deren Signale auswertbar sind, konnte
zumindest eine Abschéatzung der Orientierung der Saurefunktion erfolgen.

Mogliche Komplexstrukturen, entsprechend der Ergebnisse der Wirt-Gast-Komplexe sind
in Abbildung 5.17 dargestellt. Die Tatsache, dass bei allen Gasten Verschiebungen der
Signale von H3 und H5 von B-Cyclodextrin auftraten, deutet auf wirkliche

Einschlusskomplexe hin. Dabei dringt der aromatische Teil des Molekiils stets ganz oder
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zumindest teilweise in die Kavitat des Cyclodextrins ein.

Bei Ibuprofen ist zusatzlich die Alkylkette des Isobutylrests in den Cyclodextrinhohlraum
eingeschlossen, wahrend die Methylgruppe nach aul3en orientiert ist. Diese im
Phosphatpuffer (pH-Wert 6,5) beobachtete Orientierung lasst sich mit den Ergebnissen
von Nunez-Aguero et al. [135] in reinem Wasser vereinbaren.

Ketoprofen verhalt sich &hnlich wie Ibuprofen. Auch hier ist der Aromat zu grofRen Teilen
eingeschlossen (Abb. 5.17), wahrend die Methylgruppe auf der Seite des primaren
Hydroxylgruppenrandes aus der Kavitat herausragt. Allerdings sind hier verschiedene
Orientierungen des Gastmolekiils denkbar. So kénnte das andere Ende des Molekils
entweder auf der Seite des primaren oder des sekundaren Hydroxylgruppenrandes aus
dem Cyclodextrin herausragen. Bei Durchfiihrung der Versuche bei pH 7,5 wurde von

Diaz et al. lediglich ein teilweiser Einschluss festgestellt [129].
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Abb. 5.17: Mdgliche Komplexstrukturen in wassriger Lésung

Die Saurefunktion von Naproxen ist in Richtung der H3-Wasserstoffe und somit der
aufgeweiteten Seite des Cyclodextrins orientiert. Die Methoxygruppe ragt aus der Kavitat
heraus. Wang et al. [130] geben hingegen eine umgekehrte Orientierung des Naproxen-
Natriumsalzes im Cyclodextrin an, wahrend Sadlej-Sosnowska et al. [136] beide
Einschlussarten fir méglich halten.

Die Biphenylderivate weisen keine einheitliche Struktur auf. Zwar ist hier stets ein Teil
des Biphenylgrundgerists in der Cyclodextrinkavitat lokalisiert, allerdings liegt die
Methylengruppe von Felbinac innerhalb des Cyclodextrinhohlraumes, wahrend die
Methylengruppen von Fenbufen scheinbar auBerhalb liegen. Die Carboxylgruppen ragen
vermutlich jedoch in beiden Féllen auf der Seite des sekundéaren Hydroxylgruppenrandes
aus dem Cyclodextrin heraus, wobei dies bei Felbinac nicht eindeutig festzulegen ist. Bei

Flurbiprofen hingegen ist die Carboxylgruppe in Richtung des priméaren



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 75

Hydroxylgruppenrandes der Cyclodextrine orientiert. Ahnlich wie bei lbuprofen und
Ketoprofen ragt auch hier die Methylgruppe aus dem Cyclodextrin heraus. In [132] wird
die Struktur des Flurbiprofen-B-Cyclodextrinkomplexes als Dimer aus zwei Komplexen
mit einer Head-to-tail-Struktur beschrieben, was sich auch mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit vereinbaren lassen wirde.

Die Sonderstellung von Fenbufen und Naproxen hinsichtlich ihrer F&higkeit, die
Loslichkeit von B-Cyclodextrin zu steigern, kann durch ihre Komplexstruktur erklart
werden. Die Carboxylgruppen beider Molekile sind auf der Seite der sekundaren
Hydroxylgruppen des Cyclodextrins lokalisiert. So koénnten die Sauregruppen
maoglicherweise in Wechselwirkung mit diesen Hydroxylgruppen treten und somit den fir
die schlechte Wasserl6slichkeit des p-Cyclodextrins verantwortlichen Gurtel aus
Wasserstoffbriickenbindungen 16sen und damit die Ld&slichkeitssteigerung des J-

Cyclodextrins bedingen.
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5.1.7 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Komple  xstruktur

Bei Betrachtung der sechs verschiedenen Gastmolekile fallt auf, dass alle Biphenyle
eine sehr niedrige Sattigungsléslichkeit in Wasser im Vergleich zu den anderen
Gastmolekillen aufweisen und sich auch durch niedrige Komplexldslichkeiten
auszeichnen. Alle Substanzen zeigen die starksten Wechselwirkungen mit (-
Cyclodextrin, wobei die Gaste Naproxen und Fenbufen die limitierte Loéslichkeit des
Wirtsmolekils zu steigern vermégen. Sie zeichnen sich jedoch im Gegenzug durch relativ
niedrige Assoziationskonstanten aus. Die Hohe der Werte von K;.; scheint zudem nicht
von der Sattigungsloslichkeit der Gastmolekile abzuh&ngen, sondern korreliert eher mit
den log P-Werten der Gastmolekule. K;.; sinkt bei Erhéhung des pH-Wertes, wahrend die
Steigung und damit die Affinitéat der Wirkstoffe zum Cyclodextrin durch Ladung zu- oder
abnehmen kann. Bei Temperaturerhéhung werden erwartungsgemal niedrigere Werte
fur Ky, erhalten, wahrend die Steigung der Isothermen durchgehend zunimmt. Insgesamt
ist die Komplexbildung im Gegensatz zum Ldseprozess der Substanzen ein spontan
ablaufender Vorgang. Die Komplexe weisen dabei haufig eine Stochiometrie von 1:1 auf,
wobei dies wahrscheinlich von den auf3eren Bedingungen abhangt und zudem mehrere
Stéchiometrien nebeneinander vorliegen kénnen. Moglicherweise ist fir das besondere
Verhalten von Fenbufen und Naproxen die Komplexstruktur ausschlaggebend, was mit

Hilfe von computerchemischen Versuchen noch genauer untersucht werden soll.
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5.2 Computerchemische Untersuchungen zur Komplexbil dung

Das Ziel der computerchemischen Experimente war die Erstellung plausibler Modelle von
Cyclodextrin-Wirkstoff-Komplexen.  Darlber hinaus sollte der Einfluss der
Cyclodextrinkonformation sowie des Ladungszustands und der Konfiguration des
Gastmolekdls auf die Komplexbildung charakterisiert werden. Da héhere Stéchiometrien
mit dem gewahlten Modell nur unzureichend darzustellen sind, wurde vorab festgelegt,
dass je ein Gastmolekil mit einem B-Cyclodextrinmolekil reagiert, so dass ausschliellich
Komplexe mit einem Verhdltnis von 1:1 entstehen.

Die erhaltenen Komplexstrukturen sollen auch im Kontext zu den Resultaten praktischer

Versuche betrachtet werden.

5.2.1 Charakterisierung der erhaltenen  B-Cyclodextrin-Konformationen

Im Programm Autodock 3.0 [90] werden die Rezeptormolekile starr gehalten. Die
Struktur der Cyclodextrine weist in der Realitéat jedoch einen dynamischen Charakter auf
(s. Kap. 2.1.4) [29]. So kann wahrend der Komplexbildung auch ein sogenannter
Jnduced-fit* (s. Kap. 2.2.2.5) auftreten. Um dieser Flexibilitdit zumindest teilweise
Rechnung zu tragen, sollten zehn verschiedene Konformationen des p-Cyclodextrins als
Rezeptormolekile eingesetzt werden. Diese wurden in einer Molekulardynamik
Simulation mit expliziten Wassermolekilen erstellt, um die Verhdltnisse in wassriger
Lésung mdoglichst gut darzustellen [137]. Es wurde eine Temperatur von 600 K gewahlt,
um gentgend Energie in das System einzubringen, so dass moglichst viele verschiedene
Molektlkonformationen entstehen konnten.

Zunachst werden die erhaltenen Strukturen hinsichtlich ihrer geometrischen
Eigenschaften wie Verdrillung, Konizitdt und Exzentrizitat, dariber hinaus aber auch
hinsichtlich der Stellung der Hydroxylgruppen sowie ihrer potentiellen Energie
charakterisiert. Nach Auswertung der Docking-Studien sollten so Faktoren bestimmt

werden, die sich guinstig auf die Komplexbildung mit den Modellsubstanzen auswirken.

Verdrillung
Die Verdrillung eines Cyclodextrinmolekils kann Uber die relative Neigung der Glucose-

bausteine zueinander beschrieben werden. Dazu kann die Gesamtwinkelsumme (s. Tab.
5.14), die schon zur Auswahl der Cyclodextrinkonformationen aus der Trajektorie der
Molekulardynamik-Simulation herangezogen wurde, genutzt werden. Sie ergibt sich aus
den Torsionswinkeln ® (H;-C1-0O4-Cy4) und W (C;-04-C4'-H4) [113] der glykosidischen
Bindungen des Cyclodextrins (s. Abb. 4.9 u. Anh. 8.4.2). Es liegt die Annahme zugrunde,

dass die Verdrillung des Molekils mit steigender Gesamtwinkelsumme zunimmt.
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Tab. 5.14: Gesamtwinkelsummen der ausgewahlten Cyclodextrinkonformationen

Cyclodextrin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gesamtwinkelsumme [ |127,4 | 166,2 | 166,2 | 185,6 | 215,9 | 235,5 | 250,8 | 269,5 | 291,1 | 318,0

Die Gesamtwinkelsummen der zehn Konformationen verteilen sich gleichm&Rig tber den
Wertebereich (127,0° bis 334,99 aller aus der MD-S imulation erhaltenen
Cyclodextrinmolektle. Cyclodextrin 2 weist anndhernd den gleichen Wert auf wie

Cyclodextrin 3, da es sich um die zusatzlich eingefugte Rontgenkristallstruktur handelt.

Konizitat
Wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben, haben Cyclodextrine die Form eines Kegelstumpfes,
wobei der Umfang des sekundaren Hydroxylgruppenrandes normalerweise grofer ist als
der des primaren [1].

Mit der Bestimmung der Konizitdt kann beurteilt werden,
ob die generierten Cyclodextrine eher kegelférmig oder
zylindrisch geformt sind. Dies hat Einfluss auf die Form
des Hohlraumes und konnte sich somit auch auf den

Einschluss der Wirkstoffe auswirken.

Dazu wurden in Pymol 099.rc6 [114] zum einen die
Abstande der Sauerstoffatome (05-O5’), zum anderen die ~ APP- 5-18: Bestimmung der Konizitat
Abstande der C2-Atome (C2-C2’) gemessen und getrennt voneinander zum jeweiligen
Umfang aufsummiert (Abb. 5.18). Die Konizitat berechnet sich aus dem Verhéltnis der

beiden Summen:

> Abstande(C2-C2)
Konizitat =
" Abstande(05 - 05')

Die Einzelwerte dieser Berechnung sind in Anhang 8.4.7 aufgefiihrt. An den Werten in
Tabelle 5.15 kann man erkennen, dass die Konizitatswerte der Cyclodextrinstrukturen nur

gering von 1, und somit von einer zylindrischen Form, abweichen.

Tab. 5.15: Koniziat der Cyclodextrin-Strukturen

Cyclodextrin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Konizitét 1,06 1,02 0,95 1,07 1,03 0,99 1,01 0,97 0,98 1,05
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Exzentrizitat

Die Abweichung von der idealen Kreisform wird als
Exzentrizitdt bezeichnet. Zur Beurteilung der Form
der Kavitat eines Cyclodextrins wurden in Pymol
099.rc6 [114] die sieben Distanzen (Abb. 5.19)
zwischen den gegenuberliegenden Sauerstoff-
atomen O; und O3 der glykosidischen Bindungen
bestimmt. Die Standardabweichung der sieben

Abstande dient als Mal fir die Exzentrizitat, wobei

die Abweichung von der idealen Kreisform mit

steigender Standardabweichung zunimmt.

Abb. 5.19: Distanzmessung

Die Werte in Tabelle 5.16 zeigen, dass die Exzentrizitat tendenziell mit steigender
Gesamtwinkelsumme zunimmt (s. Anh. 8.4.8). Cyclodextrin 3 stellt hier eine Ausnahme
dar. Es hat eine relativ niedrige Gesamtwinkelsumme, weist aber die zweithtchste

Exzentrizitat auf.

Tab. 5.16: Werte der Standardabweichungen zur Beurteilung der Exzentrizitat

Cyclodextrin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
sdv 0,37 0,23 1,22 0,54 0,64 0,96 0,92 1,02 0,95 1,3

Stellung der Hydroxylgruppen

Die Stellung der im Cyclodextrinmolekil vorhandenen primaren Hydroxylgruppen kann
Form und Grol3e der Kavitat in erheblichem MaR beeinflussen [3]. Im Gegensatz zu den
sekundaren Hydroxylgruppen sind sie uUber eine Methylengruppe mit der Ringstruktur
verknupft und kdnnen somit weiter in den Hohlraum ragen. Zudem sind sie frei drehbar,
wahrend die Anordnung der sekundéaren Hydroxylgruppen durch die Sesselkonformation
[5] der Glucoseeinheiten vorgegeben ist. In den generierten Cyclodextrinkonformationen
wurde deshalb die Anzahl der primaren Hydroxylgruppen, die deutlich in den Hohlraum

hineinragen visuell bestimmt (Tab. 5.17).

Tab. 5.17: Anzahl der in den Hohlraum hineinragenden priméaren Hydroxylgruppen

Cyclodextrin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Anzahl 0 0 0 1 1 1 2 2 0 1

Aus sterischen Grinden ragen maximal zwei Hydroxylgruppen ins Innere des Cyclo-
dextrins. In Abbildung 5.20 sind die drei auftretenden Falle dargestellt. Betrachtet man
beispielsweise Cyclodextrin 7, so kann festgestellt werden, dass die beiden Hydroxyl-

gruppen das einem Gastmolekl zur Verfligung stehende Volumen beschréanken.
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Cyclodextrin 3 Cyclodextrin 5 Cyclodextrin 7

Abb. 5.20: Darstellung der unterschiedlichen Hydroxylgruppenpositionen

5.2.2 Auswertung der Docking-Studien

Es wurden Docking-Studien mit Fenbufen, Felbinac und (S)-Naproxen sowie jeweils den
(R)- und (S)-Konfigurationen der Molekile Ibuprofen, Ketoprofen und Flurbiprofen,
sowohl als freie Saure als auch in deprotonierter Form durchgefiihrt.

Bei der Bewertung der Docking-Studien sollte zum einen die Freie Bindungsenthalpie als
Mal3 fur die Starke der Komplexbindung herangezogen werden. Zum anderen sollte die
Auswertung der Komplexstrukturen der einzelnen Docking-Studien Auskunft Uber

praferierte Positionen der Gastmolekule im 3-Cyclodextrin geben.

5.2.2.1 Energetische Aspekte

Das Ergebnis jedes Docking-Laufs ist neben dem Bindungsmodus eine Abschéatzung der
Freien Bindungsenthalpie (estimated free energy of binding), im nachfolgenden AGging
genannt. Fir jede Studie wurde aus 100 Laufen der Komplex mit der niedrigsten Freien
Bindungsenthalpie (AGgingmin) bestimmt. Es handelt sich dabei um den gro3ten negativen
Betrag und somit um die glnstigste Wechselwirkung. Die Unterschiede zwischen den
Ergebnissen sind teilweise kleiner als der Standardfehler [90] der Energiefunktion.
Trotzdem soll die berechnete Freie Bindungsenthalpie als Mal3 fur die Starke der
Komplexbildung herangezogen werden, da dies die fassbare GroéRe des Docking-
Ergebnisses darstellt. Die Einzelergebnisse sind in Anhang 8.4.9 aufgelistet. Abbildung
5.21 zeigt exemplarisch die Werte fur die ungeladene Form der Gastmolekiile.
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Abb. 5.21: AGgingmin der Komplexe mit den ungeladenen Gastmolekulen

Die Kurven der einzelnen Wirkstoffe verlaufen sehr &hnlich, jedoch nicht exakt parallel.

Die Lage des Minimums zeigt an, welche Cyclodextrinkonformation am gunstigsten be-

wertet wird. Der absolute Wert wird durch den Liganden festgelegt. So erstreckt sich bei-

spielsweise der Wertebereich von (S)-Ibuprofen von -20,5 kJ/mol bis -26,9 kJ/mol, wéhr-

end der von (R)-Ketoprofen zwischen -24,1 und -32,0 kJ/mol liegt. Anhand des Dia-

gramms zeichnet sich ab, dass die niedrigsten Freien Bindungsenergien und somit die

starksten Bindungen mit den Cyclodextrinen 7 und 8 erreicht wurden. Auch die Ergeb-

nisse in Tabelle 5.18, in der fir jedes Gastmolekil aufgefihrt ist, mit welchem Cyclo-

dextrin die starkste Wechselwirkung vorliegt, spiegeln dies wieder. Die starksten

Bindungen werden durchgehend mit Cyclodextrin 7 und 8 erhalten. Tabelle 5.18 zeigt fur

jeden Gast, mit welchem Cyclodextrin die niedrigste AGgingmin €rreicht wurde. Nur in zwei

Fallen bevorzugt die deprotonierte Form ein anderes Cyclodextrin als die freie Saure.

Tab. 5.18: Bevorzugte Cyclodextrinkonformation der Gastmolekiile

Freie Saure Deprotonierte Form
Felbinac CDh7 CDh7
Fenbufen CD7 CD7
(R)-Flurbiprofen CD8 CD8
(S)-Flurbiprofen CDh8 CDh8
(R)-Ketoprofen CD7 CD8
(S)-Ketoprofen CDh7 CDh7
(R)-Ibuprofen CDh7 CDh7
(S)-Ibuprofen CD7 CD7
(S)-Naproxen CDh7 CDh8
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Die Kurven von AGgihgmin flr die verschiedenen Ladungszustande eines Gastes verlaufen
anndhernd parallel (s. Abb. 5.22).
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Abb. 5.22: Vergleich von AGgingmin der Komplexe von (R)-lbuprofen

Die Einzelwerte fur AGgingmin der ungeladenen Molekile liegen in der Regel (bei 75 von
90 Werten) etwas niedriger als die der deprotonierten Molekile. Ungeladene Molekiile
scheinen also aufgrund ihrer eingeschrankten Wasserl6slichkeit  starkere
Wechselwirkungen mit dem Wirt einzugehen. Dies stimmt auch mit den Ergebnissen
praktischer Versuche Uberein (Kap. 5.1.3). Hier wurden mit den ungeladenen Molekilen
hohere Komplexierungskonstanten beobachtet.

Eine Ausnahme stellt Fenbufen dar. Hier liegen die Werte fir AGgpngmin flUr die
deprotonierte Form haufig niedriger. Passenderweise ist Fenbufen auch das einzige
Gastmolekil, das in den Loslichkeitsstudien bei héheren pH-Werten noch relativ hohe
Komplexierungskonstanten aufweist (s. Kap. 5.1.3).

In Einzelféllen bestehen erhebliche Unterschiede fiir AGgingmin ZWischen ungeladener und
deprotonierter Form. Dies trifft hauptséchlich fir Komplexe von Cyclodextrin 5 mit den
Gastmolekilen Felbinac, (S)-Flurbiprofen, (R)-Flurbiprofen, (S)-Ibuprofen und in
geringem Ausmald auch mit (R)-lIbuprofen zu. Abbildung 5.23 zeigt, dass (S)-Flurbiprofen
beispielsweise nur in seiner ungeladenen Form auch mit Cyclodextrin 5 sehr starke

Wechselwirkungen eingeht.
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Abb. 5.23: Vergleich von AGgijamin der Komplexe von (S)-Flurbiprofen

Zwischen den R- und S-Enantiomeren der Liganden ist kein signifikanter Unterschied zu
verzeichnen. Die Enantiomerenpaare bevorzugen mit Ausnahme des deprotonierten
Ketoprofens stets dasselbe Cyclodextrinkonformer (Tab. 5.19).

Insgesamt fallt auf, dass die Cyclodextrine 7 und 8 die starksten Bindungen mit den
Gastmolekiilen eingehen. Zum einen zeichnen sich diese Konformere durch eine mittlere
bis hthere Gesamtwinkelsumme aus. Ein gewisses Mal? an Verdrillung des Cyclodextrins
scheint sich positiv auf die Bindungsstarke von Cyclodextrinen mit den Gastmolekilen
auszuwirken.

Analog verhalt es sich mit der Exzentrizitat. Die ideale Kreisform, welcher Cyclodextrin 2
am nachsten kommt, scheint flr eine starke Wirts-Gast-Wechselwirkung nicht
ausschlaggebend zu sein, da Cyclodextrin 7 und 8 starker als die anderen Molekile von
dieser abweichen. Die Konizitatswerte von Cyclodextrin 7 mit 1,01 und Cyclodextrin 8 mit
0,97 zeigen, dass die Formen der beiden Cyclodextrine kaum von der zylindrischen Form
abweichen. Am auffalligsten erscheint jedoch die Tatsache, dass Cyclodextrin 7 und 8

die einzigen Molekile sind, in deren Kavitat zwei Hydroxylgruppen hineinragen.

5.2.2.2  Strukturelle Aspekte

Zur Beurteilung der strukturellen Aspekte der einzelnen Docking-Studien wurden jeweils
alle 100 Komplexstrukturen, die wahrend eines Dockings entstanden sind, visuell in

Pymol 099.rc6 [114] ausgewertet und in grundlegende Orientierungen eingeteilt. Die
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Ergebnisse dieser Auswertung sind in Anhang 8.4.10 dargestellt.

Die Vorgehensweise soll am Beispiel von Naproxen erlautert werden. Alle entstandenen
Komplexstrukturen des Naproxens lassen sich acht verschiedenen Orientierungen
zuordnen (Abb. 5.24).

Orientierung 5

Orientierung 7 Orientierung 8

Abb. 5.24: Orientierungen der aus den Docking-Studien erhaltenen Komplexstrukturen am Beispiel von Naproxen

Bei den Orientierungen 1 bis 3 ist die Carboxylgruppe des Gastmolekils in Richtung des
sekundaren Hydroxylgruppenrandes ausgerichtet. Dabei ist die Sauregruppe in
Orientierung 1 auf Hohe der Hydroxylgruppen platziert, in Orientierung 2 ragt sie aus der
Cyclodextrinkavitat hinaus und in Orientierung 3 ist sie weiter in den Hohlraum hinein
verschoben. Den Orientierungen 4 bis 6 wurden Komplexe zugeordnet, bei denen die
Carboxylgruppe in Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes zeigt. Die zusatzlichen
Orientierungen 7 und 8 stellen hingegen Komplexstrukturen dar, bei denen das
Gastmolekul nur zu einem sehr geringen Teil eingeschlossen ist. Es liegt auf der Seite
des sekundaren Hydroxylgruppenrandes, wobei entweder die Carboxylgruppe oder die
Methoxygruppe in die Kavitat des Cyclodextrins hineinragt.

Diese Einteilung wurde im Prinzip auch fur die Komplexstrukturen der anderen Molekile

vorgenommen (s. Anh. 8.4.10), wobei die Orientierungen 1 bis 6 fur alle Gastmolekile



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 85

analog sind. In Einzelféllen treten fir einige Gaste weitere Orientierungen auf. So auch
beim oben abgebildeten Beispiel Naproxen. Hier sind die Orientierungen 7 und 8 nur bei
dieser Substanz zu finden.

Unter Einbeziehung der jeweils energetisch glnstigsten Komplexe aus allen
Dockingstudien, fallt auf, dass die Orientierungen 1 und 4 am haufigsten auftreten. Beide
sind dadurch gekennzeichnet, dass sich ihre Carboxylgruppe auf der Héhe der
Cyclodextrinhydroxylgruppen bewegt. Insgesamt ist die Carboxylgruppe in etwa der
Hélfte der Falle in die Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes ausgerichtet, bei
45 % in Richtung des sekundaren Hydroxylgruppenrandes und nur ein geringer Teil zeigt
zudem auch Orientierungen, bei denen der Ligand kaum eingeschlossen ist.

Betrachtet man  hingegen nur die Komplexe mit der  glnstigsten
Cyclodextrinkonformation, wird deutlich, dass die Liganden in 13 von 18 Fallen (s. Abb.
5.25) mit ihrer Carboxylgruppe in Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes

ausgerichtet sind, wobei die Orientierung 4 am haufigsten auftritt (Tab. 5.19).
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(R)-Flurbiprofen-deprotoniert (CD 8) (S)-Flurbiprofen-deprotoniert (CD 8) (S)-Naproxen-deprotoniert (CD 8)

Abb. 5.25: Strukturen der Komplexe mit der niedrigsten Freien Bindungsenthalpie
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Tab. 5.19: Anzahl der bevorzugten Orientierungen der energetisch glinstigsten Komplexe

Orientierung

1

2

3

4

5

Anzahl

4

1

0

9

3

Beim Vergleich von freier Saure und deprotonierter Form der Molekule wird deutlich, dass
in sechs von neun Fallen die prinzipielle Orientierung der Saurefunktion gleich ist. Die
Konfiguration wirkt sich auf die Orientierung des Liganden in unterschiedlichem Ausmal}
aus. Die Saurefunktion des R-Enantiomers von lbuprofen orientiert sich beispielsweise in
Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes, wéhrend die des S-Enantiomers in die
entgegengesetzte Richtung ragt. Die Enantiomere des Flurbiprofens nehmen dagegen
vergleichbare Positionen in der Kavitat des Cyclodextrins ein.

Insgesamt wird deutlich, dass Orientierungen bevorzugt werden, in denen die
Carboxylgruppe in Richtung der primaren Hydroxylgruppen ausgerichtet ist. Sie liegt
vorzugsweise auf Hohe dieser Hydroxylgruppen, was die Ausbildung von
intermolekularen Wechselwirkungen begunstigt und damit die Komplexstabilitat erhéhen

konnte.

5.2.3 Beurteilung der strukturellen Integritat

Die Stabilitat der energetisch ginstigsten Komplexe aus den Docking-Studien wurde mit
Hilfe einer MD-Simulation, bei der der Komplex in einer Wasserbox platziert wurde
Uberpruft.

Aus den Ergebnissen der MD-Simulation wurde eine reprasentative Struktur bestimmit.
Dazu wurden alle Eintrage der Datenbank entfernt, bei denen die Solltemperatur von 300
K wahrend der anfanglichen Temperaturschwankungen um mehr als 100 K abwich. Die
verbliebenen Komplexe wurden in Cyclodextrin und Gastmolekil aufgespalten. Fiur beide
Komponenten wurde jeweils getrennt der RMSD-Wert bezogen auf ihre Position im
Komplex aus dem Docking berechnet und jeweils ein Mittelwert der RMSD-Werte
gebildet. Die relative Abweichung jedes RMSD-Wertes vom zugehdorigen Mittelwert wurde
bestimmt. Fur jeden Komplex wurden die relativen Abweichungen von Cyclodextrin und
Gast addiert. Der Komplex, der die kleinste Summe aufwies wurde als reprasentative
Struktur herangezogen.

Mit Hilfe der Deskriptorfunktion ASA (accessible surface area) (s. Kap. 4.3.5) wird der
Flachenverlust infolge von Komplexbildung sowohl fur den aus der Docking-Studie als
auch aus der MD-Simulation erhaltenen Komplex in Anlehnung an die Connolly-Methode
bestimmt [81] (s. Anh. 8.4.11).
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Der relative Flachenverlust wird folgendermaf3en berechnet:

_ ASA(CD) + ASA(Gast) — ASA(Komplex)
ASA(CD) + ASA(Gast)

rFvV

(Gl. 5.2)

Je groRer der relative Flachenverlust ist, desto groRer ist die Kontaktflache
beziehungsweise die Eindringtiefe des Gastmolekils in das Cyclodextrin.
Das Verhaltnis des relativen Flachenverlustes durch Komplexbildung wird als MaR fir die

Stabilitat der reprasentativen Komplexstruktur in wassriger LOsung angenommen.

rFV(MD)

Stabilitat = ——————
rFV(Docking)

(Gl. 5.3)

Ist der Wert fir die strukturelle Integritat gro3er als eins, so bedeutet dies, dass das
Gastmolekil wahrend der MD-Simulation tiefer in das Cyclodextrin eindringt. Liegt der
Wert unterhalb von eins, so ist dies ein Zeichen dafiir, dass sich die Eindringtiefe des
Gastmolekdls verringert.

Die Einzelergebnisse dieser Berechnungen sind in Anhang 8.4.12 dargestellt. Die
Stabilitatswerte der untersuchten Komplexe liegen in einem Bereich von 0.92 bis 1.05. Es
liegen also auch wahrend der Dauer der Molekulardynamik-Simulation
Einschlussverbindungen vor. Somit werden die aus den Docking-Studien erhaltenen

Komplexe als stabil betrachtet.

5.2.4 Vergleich mit experimentellen Ergebnissen

Die Auswertung der Dockingstudien nach energetischen Gesichtspunkten zeigt, dass ein
Vergleich mit den Ergebnissen, die in experimentellen Versuchen erhalten wurden, nicht
uneingeschrankt gezogen werden kann. Dies verdeutlicht folgende Tabelle, in der die
Werte fur die minimale freie Bindungsenthalpie (AGgingmin) @us den Docking-Studien den

Werten aus den praktischen Versuchen gegenibergestellt werden.

Tab. 5.20: Vergleich von AGgind/min und AGP fur ungeladene Gastmolekiile

. AGgind/min [kJ/moI] 0
Gastmolekul R-Enantiomer S-Enantiomer AG"[kJ/mol]

Ibuprofen -26,86 -25,73 -26,4
Ketoprofen -31,97 -31,38 -18,0
Naproxen - -28,20 -19,0
Flurbiprofen -31,90 -29,87 -23,7
Felbinac -27,41 -21,0
Fenbufen -29,62 -20,0

Anmerkung: Felbinac und Fenbufen besitzen kein chirales Zentrum.
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Beim Vergleich der beiden GréRen muss berticksichtigt werden, dass die Werte aus den
Dockingstudien im Vergleich zur Freien Bindungsenthalpie aus den experimentellen
Versuchen meist deutlich erhoht sind. Lediglich fir Ibuprofen wird eine gute
Ubereinstimmung der Werte festgestellt.

Vereinbar mit den experimentellen Versuchen ist die Tatsache, dass die
Wechselwirkungen zwischen deprotonierten Gasten und B-Cyclodextrin nicht so stark
ausgepragt sind wie die mit ungeladenen Substanzen. Der Unterschied tritt jedoch bei
den theoretischen Ergebnissen nicht so stark zu Tage, wie dies bei den experimentellen
Ergebnissen der Fall ist.

Ein Grund fur diese Abweichungen koénnte in der Parametrisierung des
Dockingprogramms Autodock liegen, da dieses fur die Wechselwirkungen von Proteinen
und Liganden erstellt wurde. Zudem sind die Unterschiede der minimalen Freien
Bindungsenthalpie der einzelnen Komplexe nur sehr gering, so dass haufig die
Standardabweichung hdher ist als die Differenz verschiedener Werte. Dies hat zur Folge,
dass zwei aus den Dockingstudien erhaltene Komplexe, voéllig unterschiedliche
Strukturen aufweisen, der energetische Unterschied aber so gering ist, so dass nicht mit
abschliel3ender Sicherheit gesagt werden kann, welche Komplexstruktur letztendlich die
energetisch gunstigere ist. Moglicherweise ware die Anwendung einer fir Cyclodextrine
entwickelte Scoringfunktion sinnvoll.

Trotzdem konnen aus den erhaltenen Strukturen Hinweise auf die Wechselwirkungen
zwischen Wirts- und Gastmolekiilen gewonnen werden.

Die Charakterisierung der Cyclodextrine hatte ergeben, dass sich vor allem jene
Cyclodextrine gut als Wirtsmolekile eignen, die sich durch zwei in die Kavitat
hineinragende primare Hydroxylgruppen (Cyclodextrin 7 und 8) auszeichnen. Diese
kénnten fur starkere Wechselwirkungen zwischen Wirts- und Gastmolekul verantwortlich
sein, da die Carboxylgruppen so mit den Hydroxylgruppen Wasserstoffbriickenbindungen
ausbilden kénnen. Dafir spricht auch, dass in 13 von 18 Féllen die Carboxylgruppe in die
Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes gerichtet ist (Abb. 5.27).

Interessant ist ein Vergleich der aus den Dockingstudien erhaltenen Strukturen mit den
Ergebnissen der ROESY-Experimente. Es werden hierbei allerdings nur die Komplexe
der deprotonierten Gastmolekile zum Vergleich herangezogen, da die ROESY-
Experimente bei einem pH-Wert von 6,5 durchgefihrt wurden und somit die
Gastmolekile fast vollstandig dissoziiert vorlagen. Die Ergebnisse sollen hinsichtlich der
Lage des Gastmolekils im Cyclodextrin anhand der Orientierung der Carboxylgruppe

verglichen werden (Tab. 5.21).
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Tab. 5.21: Orientierung der Carboxylgruppe hinsichtlich des Hydroxylgruppenrandes des Cyclodextrins

Gastmolekil ROESY-Experimente Docking-Studien
Ibuprofen priméar primér/sekundér
Ketoprofen primar primar
Naproxen sekundar primér
Flurbiprofen primar primér
Felbinac sekundér sekundér
Fenbufen sekundar primar

Die Ergebnisse aus den Docking-Studien stimmen dabei teilweise mit den Informationen
die die ROESY-Spektren liefern, tberein. Sowohl die ROESY-Experimente als auch die
Strukturen aus den Docking-Studien zeigen Komplexe, in denen die aromatische Einheit
des Gastmolekils in das Cyclodextrin eingeschlossen ist. Dabei stimmt die Lage der
Saurefunktion nur fur Ketoprofen, Felbinac, Flurbiprofen und teilweise fur Ibuprofen
Uberein.

Fur Ibuprofen, Ketoprofen und Flurbiprofen, deren Saurefunktion in Richtung des
primaren Hydroxylgruppenrandes orientiert sind, wird deutlich, dass auf der Seite der
sekundaren Hydroxylgruppen ausschlie3lich lipophile Molekilteile der Gastsubstanzen
zu finden sind, die nicht mit den Hydroxylgruppen in Wechselwirkung treten kénnen (s.
Abb. 5.27). Die Sauregruppe von Felbinac hingegen ware in der Lage mit den
sekundaren Cyclodextrinhydroxylgruppen zu interagieren. Dies vermag in diesem Fall
jedoch nicht die Ldslichkeit des Cyclodextrins zu steigern, wie Fenbufen und Naproxen
dies tun.

Eine mdogliche Erklarung fur abweichende Orientierungen, konnte die wahrend des
Dockings fehlende Beweglichkeit des Cyclodextrins sein, so dass ein in der Realitat
stattfindender Induced Fit, der die Orientierung des Gastmolekiils beeinflussen kénnte,

nicht bertcksichtigt wird.
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5.3 Untersuchungen von festen Komplexen

Die Herstellung und Untersuchung von festen Cyclodextrin-Wirkstoff-Komplexen sollte
Aufschluss uber die Eigenschaften und die Struktur der Komplexe im festen Zustand,
also in Abwesenheit von Wasser, geben.

Hierzu werden haufig spektroskopische und thermische Verfahren sowie
Rontgendiffraktometrie eingesetzt. Es erfolgt dazu meist ein Vergleich der Eigenschaften
des Komplexes mit einer physikalischen Mischung, die die gleiche Zusammensetzung
aufweist, jedoch ohne Zusatz von Wasser hergestellt wurde, so dass eine
Komplexbildung ausbleibt. Problematisch erscheint bei dieser Vorgehensweise haufig die
Tatsache, dass die Herstellung der physikalischen Mischungen aus den Reinsubstanzen
erfolgt. Dies kann zu Fehlinterpretationen filhren, da so Eigenschaftsanderungen des
behandelten Wirkstoffes, die beispielsweise auf eine Anderung der Kristallinitat wahrend
der Herstellung zurtickzufiihren sind, falschlicherweise mit Komplexbildung gleichgesetzt
werden kénnen. Zudem gehen die Untersuchungen haufig nicht Gber die rein qualitative
Feststellung, dass Komplexbildung stattfindet, hinaus. Eine quantitative Abschatzung der
beobachteten Effekte bleibt oft aus.

In der vorliegenden Arbeit wurden von allen Gastmolekilen Komplexzubereitungen
mittels Knetmethode, Koprazipitation und Gefriertrocknung von Lésungen und
Suspensionen, die entweder in flissigem Stickstoff oder im Gefrierfach eingefroren
wurden, hergestellt. Das molare Verhéltnis von Cyclodextrin zu Wirkstoff betrug dabei
jeweils 1:1, um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Die Lyophilisation sowohl von
Losungen als auch Suspensionen erfolgte, um abschatzen zu kénnen, ob der Komplex
zur Prazipitation neigt oder I6slich ist. Die Behandlung der Zubereitungen mit flissigem
Stickstoff ermdglichte ein sofortiges Einfrieren der Losungen, wodurch der Zustand der
Proben nach der Gleichgewichtseinstellung mdéglichst gut ,konserviert* werden sollte.
Wahrend des vergleichsweise langsamen Einfrierens der Proben im Gefrierschrank
waren hingegen noch langerfristige Gleichgewichtsverschiebungen denkbar. Es sollte so
Uberpruft werden, ob niedrigere Temperaturen einen starkeren Einschluss des
Gastmolekdls hervorrufen, da die Assoziationskonstante theoretisch zunehmen misste.
Um den oben erwahnten Aspekten der physikalischen Mischungen Rechnung zu tragen,
wurden Lésungen der Einzelkomponenten der physikalischen Mischungen, die mit den
durch Lyophilisation hergestellten Komplexzubereitungen verglichen werden sollten,
ebenfalls gefriergetrocknet und erst anschlieBend gemischt. So sollte sichergestellt
werden, dass Verdnderungen des Schmelzverhaltens, die nur durch das Herstellungs-
verfahren bedingt wéren, nicht falschlicherweise als Zeichen von Komplexbildung

gewertet wirden.
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Die Charakterisierung der festen Komplexzubereitungen sollte zum einen mit Hilfe
thermoanalytischer Untersuchungen Aufschluss uber den in die Cyclodextrinkavitat
eingeschlossenen Wirkstoffanteil in Abhangigkeit des Herstellungsverfahrens geben.
Zum anderen soll mit Hilfe infrarotspektroskopischer Untersuchungen bestimmt werden,
welche Molekilteile an der Komplexbildung beteiligt sind, und ein Vergleich der
strukturellen Eigenschaften von festen und in Losung vorliegenden Komplexen erfolgen.

Zunachst wurde der Gesamtwirkstoffgehalt der festen Komplexe bestimmt.

5.3.1 Wirkstoffgehalt der Komplexe

Um einen Bezugspunkt fir eine Abschatzung des eingeschlossenen Wirkstoffanteils zu
schaffen wurde zunadchst der Gesamtwirkstoffgehalt der Komplexzubereitungen,
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.22 dargestellt.

Der Wirkstoffgehalt der Komplexe, die mit Hilfe der Knetmethode, durch Koprazipitation
oder durch Gefriertrocknung von Suspensionen hergestellt wurden, sollte relativ ahnlich
sein, da hier jeweils die gleichen Massen der Komponenten eingewogen wurden und
keine Trennung von gelosten und ungelosten Anteilen stattgefunden hat. Der
Wirkstoffgehalt der durch Lyophilisation von Lésungen entstandenen Komplexe ist jedoch
erwartungsgemalr niedriger, da hier durch Filtration ungeléste Anteile des Komplexes,

des Cyclodextrins, aber auch des Wirkstoffes abgetrennt wurden.

Tab. 5.22: Wirkstoffgehalt [%)] der hergestellten Komplexe in Abhéngigkeit vom Herstellungsverfahren

Gefriertrocknung

Gastmolekil | Knetmethode oprazipitation Suspension Loésung (Filtrat)
N2 GF N2 GF
Ibuprofen 13,6 18,5 18,2 17,3 13,6 13,5
Ketoprofen 17,5 17,0 16,8 16,7 15,2 15,6
Naproxen 14,8 13,4 12,9 11,1 5,6 5,7
Flurbiprofen 15,7 17,3 13,3 13,9 10,0 9,5
Felbinac 11,2 14,3 10,4 8,8 5,0 4,9
Fenbufen 15,4 14,3 9,9 7,1 1,1 1,2

Der Unterschied zwischen den jeweiligen Wirkstoffkonzentrationen der Suspensionen
und Lésungen gibt Aufschluss dartiber, ob es sich um Komplexe handelt, die gut I6slich
sind, oder ob diese eher zur Prazipitation neigen.

So liegt der Wirkstoffgehalt der Komplexzubereitungen von Fenbufen aus dem Filtrat bei
nur etwa einem Prozent. Dies lasst sich einerseits auf die schlechte maximale Ldslichkeit
des Wirkstoffs an sich, andererseits auf die schlechte Léslichkeit des Komplexes
zurickfuhren. Das Gegenteil trifft fur Ketoprofen zu. Hier unterscheidet sich der
Gesamtwirkstoffgehalt der beiden Zubereitungen nur wenig, was an der besseren
maximalen Komplexldslichkeit liegen kann, so dass bei der Filtration weniger ungeldster

Komplex abgetrennt wird. Fir die folgenden Untersuchungen wurden jeweils
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physikalische Mischungen aus Wirkstoff und B-Cyclodextrin hergestellt, deren

Wirkstoffanteil mit dem im Komplex vorhandenen, identisch war.

5.3.2 Thermoanalytische Untersuchungen

Da bei der Herstellung von festen Cyclodextrin-Wirkstoffkomplexen kein reiner Komplex
entsteht, sondern meist eine Mischung aus Komplex, freiem Cyclodextrin und unge-
bundenem Wirkstoff vorliegt, ist die Bestimmung des eingeschlossenen Wirkstoffanteils
und somit die Abschatzung des Komplexierungserfolges von besonderem Interesse.
Besonders bei Cyclodextrinkomplexen, die zum Zwecke der Stabilitdtserhdhung oder zur
Verminderung der Reaktivitdt der eingeschlossenen Komponente hergestellt werden,
ware ein vollstandiger Einschluss des Gastmolekiils winschenswert.

Mit Hilfe der Differenzthermoanalyse sollte eine Methode entwickelt werden, mit der eine
Abschéatzung des eingeschlossenen Wirkstoffanteils durchgefihrt werden kann, um
letztendlich zu beurteilen, welche Herstellungsmethode den Einschluss des Gastmolekils
am meisten begunstigt. Dazu werden die Flachen der Schmelzpeaks des Komplexes und
seiner entsprechenden physikalischen Mischungen untersucht. In Abbildung 5.26 ist der
Vergleich des Flurbiprofen-Komplexes, der mit Hilfe der Knetmethode hergestellt wurde,

mit seiner entsprechenden physikalischen Mischung dargestellt.
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Abb. 5.26: Thermogramm einer Flurbiprofen-Komplexzubereitung (Herstellung durch Knetmethode)
(Einwaage: 10,314 mg) und seiner zugehdrigen physikalischen Mischung (Einwaage: 8,167 mg).
Beide Zubereitungen weisen einen Wirkstoffgehalt von 15,7 % auf.

Trotz der voneinander abweichenden Einwaagen von Komplex und physikalischer
Mischung wird deutlich, dass die Flache des Schmelzpeaks des Komplexes deutlich

geringer als die der physikalischen Mischung ist.



94 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Dabei existieren unterschiedliche Ansatze der Beurteilung. Oftmals wird das
Verschwinden des Schmelzpeaks schon mit Komplexbildung gleichgesetzt. Es liegen
aber auch Versuche zur Berechnung des eingeschlossenen Anteils vor. Orgovanyi et al.
[138] haben dazu physikalische Mischungen aus Cyclodextrin und Wirkstoff
unterschiedlicher Zusammensetzung hergestellt und jeweils ihre Schmelzenthalpie
gemessen. Durch die Auftragung gegen den prozentualen Wirkstoffanteil wurde eine
Kalibriergerade erstellt, mit der nach Bestimmung der Schmelzenthalpie der
Komplexzubereitung der noch frei vorliegende Wirkstoffanteil berechnet werden konnte.
Diese Vorgehensweise wurde in der vorliegenden Arbeit modifiziert. Um zu vermeiden,
dass allein durch unterschiedliche prozentuale Zusammensetzungen der physikalischen
Mischungen Anderungen des Schmelzverhaltens der Gastmolekiile hervorgerufen
werden, wurde jeweils eine physikalische Mischung herangezogen, deren Wirkstoffgehalt
der zugehdrigen Komplexzubereitung entspricht. Von dieser wurde die Schmelzenthalpie
in Abhéangigkeit verschiedener Einwaagen bestimmt. Es wurde eine Kalbriergerade
erstellt, indem die Schmelzenthalpie gegen die in der physikalischen Mischung
vorhandene reine Wirkstoffmasse aufgetragen wurde.

Die schon oben beschriebene Vorbehandlung der Komponenten der physikalischen
Mischungen sollte dariiber hinaus Fehlinterpretationen verhindern.

In Abbildung 5.27 soll mit Hilfe der Thermogramme der physikalischen Mischungen von
Ketoprofen gezeigt werden, dass die Flache des Schmelzpeaks von der Wirkstoffmasse
abhéangig ist. Der Gehalt der physikalischen Mischungen betrug jeweils 17,5 %. Im

Diagramm sind jeweils die Gesamteinwaagen der Mischungen angegeben.

020
0,00 4 —
-0,20 1
-0,40 1
-0,60
-0,80
-1,00
-1,20

Warmefluss [miv]

2,281 mg
— 10,518 mg
-1.60 — 5,015 mag
-1,80 T T T T

82,00 87,00 92,00 97,00 102,00

Temperatur [*C]

1,40

Abb. 5.27: Abhéangigkeit der Flache des Schmelzpeaks von der Einwaage einer physikalischen
Mischung von Ketoprofen (Gehalt: 17,5 %)



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 95

In Tabelle 5.23 st der detektierbare Anteil an Wirkstoff in den einzelnen
Komplexzubereitungen mit Bezug auf die vorliegende Gesamtwirkstoffmasse angegeben.
Diese kann jedoch nicht uneingeschrankt mit dem Begriff ,freier Wirkstoffanteil
gleichgesetzt werden, was implizieren wirde, dass der restliche Wirkstoff in jedem Fall
eingeschlossen ware. Details der Ergebnisse und Versuchsdurchfihrung sind in Anhang
8.5.1 dargestellt.

Tab. 5.23: Detektierter Wirkstoffanteil [%)] der hergestellten Komplexe

Gefriertrocknung
Gastmolekdl Knetmethode Koprazipitation Suspension Losung (Filtrat)
N> GF N> GF
Ibuprofen 14,6 19,1 0 0 0 17,4
Ketoprofen 39,6 15,4 22,7 29,3 0 0
Naproxen n.ax* 28,2 35,1 51,8 n. a. 0
Flurbiprofen 26,9 n. a. n. a. 57,9 0 0
Felbinac 30,3 0 0 0 2,7 0
Fenbufen n.a.* 7,3 n. a. 29,6 n. a. 0

*Anmerkung: nicht auswertbar, da Schmelzenthalpie des Wirkstoffs in der Komplexzubereitung héher war als
in der physikalischen Mischung

Es wird deutlich, dass der detektierbare Anteil des Wirkstoffs von der Herstellungs-
methode abhangt. So werden vor allem in Komplexzubereitungen, die mittels Knetme-
thode oder Koprazipitation hergestellt wurden, relativ hohe Anteile an frei vorliegenden
Wirkstoff vorgefunden. Dies ist zudem auch bei Komplexen, die durch Lyophilisation
einer im Gefrierfach eingefrorenen Suspension erhalten wurden, zu beobachten. Diese
wiesen haufiger und héhere freie Wirkstoffanteile auf, als die analog zusammengesetzten
Kom-plexe, die in Stickstoff eingefroren wurden. Obwohl der Gesamtwirkstoffanteil beider
Komplexe gleich ist, werden also je nach Art des Einfrierens unterschiedliche Wirkstoff-
anteile bestimmt. Geht man davon aus, dass durch das augenblickliche Einfrieren in
Stickstoff die vorhandenen Gleichgewichte weitgehend beibehalten werden, wirde dies
bedeuten, dass sich diese wahrend eines langsamen Einfrierens noch @ndern kdnnen,
und somit bereits in Cyclodextrin eingeschlossener Wirkstoff entgegen der Erwartungen
wieder frei wird. Dartiber hinaus darf allerdings nicht auRer Acht gelassen werden, dass
auch eine Anderung der Kiristallinitit erfolgen kann, die ein solches Ergebnis bedingen
kbnnte.

Komplexe, die durch Gefriertrocknung von Lésungen entstanden sind, weisen wenn
Uberhaupt nur sehr geringe freie Wirkstoffanteile auf. Dies kann zum einen daran liegen,
dass in den ungelosten Bestandteilen der Suspensionen mehr freier Wirkstoff vorliegt,
der aus der Losung durch Filtration abgetrennt wurde. Zum anderen ist die
Gesamtwirkstoffkonzentration oft deutlich geringer als bei den aus Suspensionen
erhaltenen Komplexzubereitungen, wie z. B. bei Fenbufen, wo der Gesamtwirkstoffgehalt

nur noch etwa 1 % betragt. Da dies moglicherweise unterhalb der Nachweisgrenze liegt,
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ist es schwierig zu beurteilen, ob der Wirkstoff eingeschlossen ist oder nicht. Dartber
hinaus spielt auch die Hohe der Einwaage der Komplexzubereitungen in den Tiegel eine
Rolle. Diese ist aufgrund der geringen Feststoffdichte von gefriergetrockneten
Komplexen, limitiert. Zudem ist ein Komplex, der einen derart niedrigen Wirkstoffgehalt
aufweist, fir einen pharmazeutischen Einsatz nicht relevant.

Besonders interessant erscheint der Fall des Ketoprofens. Im Gegensatz zu den anderen
Wirkstoffen  weisen alle gefriergetrockneten  Zubereitungen nur  geringfligig
unterschiedliche Gesamtwirkstoffkonzentrationen (s. Tab. 5.23) auf. Trotzdem kdnnen
betrachtliche Unterschiede hinsichtlich des mittels Differenzthermoanalyse detektierbaren
Wirkstoffanteils beobachtet werden. Waéhrend dieser bei den lyophilisierten
Suspensionen zwischen 20 und 30 % liegt, wird bei den Ldsungen kein Wirkstoff
detektiert. Dies kdnnte daran liegen, dass die in Lésung vorliegenden Gleichgewichte
mehr in Richtung Komplex verschoben sind, wahrend in der Suspension im ungeldsten
Anteil mehr freier Wirkstoff vorhanden ist.

Bei der Bewertung und Diskussion dieser Ergebnisse wird deutlich, dass einige Infor-
mationen aus der Durchfihrung thermoanalytischer Untersuchungen gezogen werden
kénnen. Allerdings ist ein alleiniges Verschwinden des Schmelzpeaks nicht uneinge-
schrankt mit vollstandigem Einschluss des Gastmolekiils gleichzusetzen, wie es haufig in
der Literatur geschieht. Aspekte, wie beispielsweise eine produkt- oder ausbeutebedingte
geringe Einwaage, aber auch eine Anderung des Schmelzverhaltens aufgrund von
Anderungen des kristallinen Zustands, diirfen bei der Beurteilung der Ergebnisse nicht
auf3er Acht gelassen werden. Zudem darf nicht vernachléassigt werden, dass in wenigen
Fallen eine Auswertung nicht moglich war, da die Schmelzenthalpie des Gastmolekuls in

der Komplexzubereitung héher war als in der physikalischen Mischung (s. Anh. 8.1.3).

5.3.3 Infrarotspektroskopische Untersuchungen

Mit Hilfe von FT-IR-Untersuchungen sollten Informationen tber die Komplexstruktur und
die Orientierung des Gastmolekils im Cyclodextrin im festen Zustand gewonnen und der
Einfluss verschiedener Herstellungsverfahren auf die Struktur untersucht werden. Dabei
sollte ebenfalls ein Vergleich mit den Ergebnissen aus den ROESY-Versuchen in Losung
(s. Kap. 5.1.6.2) gezogen werden. In der Literatur liegen schon Ergebnisse von FT-IR-
Untersuchungen zu den ausgewéhlten Gastmolektlen vor. Allerdings wird hier haufig nur
die C=0 Valenzschwingung betrachtet, wahrend andere Anderungen des Spektrums
unbertcksichtigt bleiben.

Die Zuordnung einzelner funktioneller Gruppen zu den Signalen erfolgte mit Hilfe des
Spektrums der Reinsubstanz (s. Anh. 8.5.2.1 u. 8.5.2.2). Im Anschluss wurde fur jede

Komplexzubereitung ein Vergleich der Signale mit der jeweiligen physikalischen
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Mischung gleichen Wirkstoffgehalts durchgefihrt. Da immer Mischspektren aus
Cyclodextrin und Wirkstoff erhalten werden, konnte auf diese Weise ausgeschlossen
werden, dass ein Wirkstoffsignal von einem Cyclodextrinsignal tberlagert wird und nur
aufgrund eines zu niedrigen Wirkstoffgehalts verschwindet. Aul3erdem sollten so auch
Fehlinterpretationen aufgrund von Polymorphieeffekten vermieden werden.

Eine quantitative Bestimmung des eingeschlossenen Anteils ist mit dieser Methode kaum
maoglich. Es kann nur eine qualitative Aussage getroffen werden, welche funktionellen
Gruppen an der Komplexbildung beteiligt sind, und durch die Anderung der Verhaltnisse

einzelner Peaks zueinander beurteilt werden, welche Gruppen starker betroffen sind.

5.3.3.1 Ibuprofen

Bei allen untersuchten Komplexen aus Ibuprofen und B-Cyclodextrin kommt es zu
Signalanderungen im Vergleich zu den jeweiligen physikalischen Mischungen. Am
starksten ist dabei die C=0 Valenzschwingungen (1704 cm™) betroffen. Aber auch die
Signale der C-C-H-Deformationsschwingungen, der CH,-Twisting-Schwingungen und der
C-C-Streckschwingungen (1415 cm™) sowie der C-OH-in-plane-Schwingungen
(1265 cm™, 1230 cm™), C-H-Deformationsschwingungen (1265 cm™) und CHs-Rocking-
Schwingungen (778 cm™) sind Anderungen durch die Komplexbildung unterworfen.

Bei Betrachtung der einzelnen Herstellungsverfahren wird deutlich, dass der Komplex,
welcher mittels Knetmethode hergestellt wurde, nur sehr geringfigige Unterschiede im
Vergleich zu seiner physikalischen Mischung aufweist, und die Signalabschwachungen
gering sind. Bei den koprazipitierten Komplexzubereitungen sind im Gegensatz zu den
anderen Komplexarten nahezu alle Signale betroffen, was darauf hinweisen kénnte, dass
der Wirkstoff anders im Cyclodextrinmolekil platziert ist. Hierflr spricht auch, dass
haufiger Signale des aliphatischen Restes betroffen sind als bei den anderen Komplexen.
Ein Unterschied zwischen den lyophilisierten Komplexzubereitungen hinsichtlich des
Einfrierverfahrens konnte nicht festgestellt werden.

Aus den ROESY-Versuchen geht hervor, dass der Komplex in Losung eine &ahnliche
Struktur aufweist wie der feste Komplex, da auch hier Aromat, Sauregruppe und die
Methyleneinheit eingeschlossen sind. Die beiden CH;-Gruppen am aliphatischen Rest
von lbuprofen kénnten hier jedoch starker in Richtung H6 des Cyclodextrins orientiert
sein und sich so von H5 oder H3 und damit dem Inneren der Kavitat entfernen. Auch bei
den IR-Versuchen erfolgten hier Signalanderungen nicht so haufig wie bei den anderen

funktionellen Gruppen.

In der Literatur liegen schon zahlreiche FT-IR-Untersuchungen von Komplexen aus

Ibuprofen mit B-Cyclodextrin vor, bei denen das Hauptaugenmerk jedoch meist nur auf
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die Veranderung des C=0 Signals gelegt wurde [64,125,139,140]. Haufig wurde hier eine
Verschiebung des Signals zu hoheren Frequenzen beobachtet, was auf das
Verschwinden von  Wasserstoffbriickenbindungen  zwischen  Ibuprofendimeren

zurlckzufuhren ist [64].

5.3.3.2 Ketoprofen

Bei allen hergestellten  Ketoprofen-B-

KET-GT-F-GF
Cyclodextrin-Komplexzubereitungen  zeigen KET-PM-F-GF

die beiden Signale der C=0 Valenz-
schwingungen (1691 cm™, 1652 cm™) die
starkste Abschwéachung im Vergleich zur
physikalischen Mischung. Dariber hinaus

sind vor allem die den beiden Aromaten
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zuzuordnenden Schwingungen wie zum
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Abb. 5.28: Signal fir die Ketogruppen von Ketoprofen
beeinflusst. So sind die Streckschwingungen
im hoheren Wellenzahlbereich (2996 cm™) sowie die CHz-Deformationsschwingungen
(1480 cm™, 1456 cm™) und die CHs-Rockingschwingungen (z. B. 1078 cm™, 1060 cm™,
966 cm™, 865 cm™) fast unveréandert vorhanden. Diese Beobachtungen lassen sich auch
mit den Ergebnissen der ROESY-Versuche vereinbaren, in denen keine Wechselwirkung
der Methylgruppe mit den Protonen des Cyclodextrinmolekils festgestellt werden konnte.
Die Methylgruppe liegt deshalb wahrscheinlich sowohl im festen Komplex als auch in

geloster Form aul3erhalb des Cyclodextrins.

5.3.3.3 Naproxen

Die mittels Knetmethode hergestellten Komplexe von Naproxen mit B-Cyclodextrin
weisen im Vergleich zu den schon besprochenen Gastmolekilen eine Besonderheit auf.
Es ist hier kein signifikanter Unterschied zwischen dem Spektrum der
Komplexzubereitungen und dem der physikalischen Mischung erkennbar. Dies kdnnte
bedeuten, dass kaum Einschlusskomplex aus den beiden Komponenten gebildet wird,
was auch die Ergebnisse der thermoanalytischen Untersuchungen zeigen. Hier war eine

Berechnung des eingeschlossenen Gehalts nicht mdglich, da die Peakflache des
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Komplexes grofier als die der physikalischen Mischung war.

Die anderen Komplexe zeigen im IR-Spektrum eine starke Abschwachung des Signals
der C=0 Streckschwingung (1725 cm™) und der zugehdrigen C-O-
Deformationsschwingung der Carboxylgruppe (1174 cm™). Auch fiir aromatische
Gruppen typische Schwingungen (z. B. 818 cm™, 793 cm™) werden durch die
Komplexbildung abgeschwécht. Die Streckschwingungen der Methylgruppen (2963 cm™,
2938 cm™) sind hingegen kaum betroffen, ebenso wie die C-O-C-Valenzschwingungen,
also die Verbindung des Naphthalingeriists mit der Methoxygruppe, die bei 1027 cm™
keine und bei 854 cm™ nur teilweise schwache Intensitatsabnahmen erfahren.

Das Molekiil liegt demnach so im Cyclodextrin, dass die Methoxygruppe entweder, wie im
wassrigen Medium, aus der Kavitédt herausragt und die Methylgruppe des aliphatischen
Rests in der Kavitéat liegt, oder dass das Molekil senkrecht in der Kavitat liegt und die
beiden Methylgruppen auf unterschiedlichen Seiten herausragen. Denkbar wére auch
eine horizontale Ausrichtung des Gastmolekdls, so dass die CHs-Gruppen auf derselben

Seite des Cyclodextrins herausragen.

5.3.3.4  Flurbiprofen

Bei Komplexzubereitungen mit Flurbiprofen sind Schwingungsanderungen von fast allen
Molekdilteilen zu verzeichnen. Es sind durchgehend starke Signalabschwachungen der
Carbonylgruppen (1694 cm™) sowie der C-C-Valenzschwingung der Aromaten, der C-H-
Deformationsschwingung und der C-F-Valenzschwingung (1414 cm™) zu erkennen.
Weitere, die Benzolringe betreffende Schwingungen (1222 cm™, 1215 cm™, 800 cm™, 765
cm™, 695 cm™) sowie die Schwingungen der CH,-Gruppe (1461 cm™, 923 cm™) erfahren
bei den mittels Knetmethode und Koprazipitation hergestellten Komplexzubereitungen,
sowie bei den lyophilisierten Suspensionen starkere Abschwachungen als bei den
lyophilisierten Lésungen. Hier scheint vor allem ein Unterschied in der Orientierung der

Methylgruppe vorzuliegen.
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Abb. 5.29: Von der Komplexbildung betroffene Signale von Flurbiprofen;
Schwingungen der Ketogruppe (links) und der Methylgruppe (rechts)

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der ROESY-Versuche zeigt, dass sich der Zustand
der festen Komplexe je nach gewéhltem Herstellungsverfahren von der Struktur im
wassrigen Medium, wo sich die Methylgruppe des Flurbiprofens aufRerhalb der

Cyclodextrinkavitat befindet, unterscheidet.

5.3.3.5 Felbinac

Bei den Komplexzubereitungen aus Felbinac und B-Cyclodextrin fallt auf, dass die
Unterschiede der Signale zwischen den Komplexen und der zugehorigen physikalischen
Mischungen nicht so stark ausgepragt sind wie bei den ubrigen Gastmolekilen.
Allerdings sind aufgrund der Zusammensetzung die Signale in der physikalischen
Mischung an sich nicht sehr stark ausgeprégt. Das Signal der C=0 Valenzschwingung
(1681 cm™) wird von der Komplexbildung kaum, bei den mittels Knetmethode
hergestellten Komplexen sogar tberhaupt nicht beeinflusst. Dies kdnnte bedeuten, dass
die Carboxylgruppe weiter aus der Cyclodextrinkavitat herausragt als bei den anderen

Gastmolektlen.
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Abb. 5.30: Signal fir die Keto-
gruppe von Felbinac (Knetmethode)

5.3.3.6  Fenbufen

Zur strukturellen Auswertung der Fenbufen-B-Cyclodextrinkomplexzubereitungen kénnen
nur die mittels Koprazipitation und die durch Lyophilisation von Suspensionen erhaltenen
Komplexe herangezogen werden. Die mittels Knetmethode hergestellten Komplexe
zeigen ebenso wie bei Naproxen keinen Unterschied zur physikalischen Mischung.
Dasselbe gilt fur die lyophilisierten Lésungen, was jedoch mit grol3er Wahrscheinlichkeit
auf den sehr niedrigen Wirkstoffgehalt unter 1 % zurlickzuftihren ist.

Wie auch bei den meisten anderen Gastmolekilen verandern sich hier vor allem die
Signale der beiden Carbonylgruppen (1703 cm™, 1671 cm™). Die typischen
Schwingungen der Aromaten sind ebenfalls betroffen (v. a.
951 cm™, 943 cm™). Deutliche Signalanderungen der Valenzschwingung der Bindung
zwischen Aromat und aliphatischen Rest, sowie der CH,-wagging und —twisting-
Schwingungen (1265 cm™, 1238 cm™) der Seitenkette sind sichtbar. Dies weist darauf
hin, dass diese sowie der sich daran anschlieBende Benzolring in der Kavitat des
Cyclodextrins liegen, und sich der zweite Benzolring gro3tenteils auRerhalb befindet. Im
Widerspruch dazu waren in den ROESY-Versuchen nur leichte Wechselwirkungen der
Methylengruppen der Seitenkette mit den H3-Wasserstoffatomen des Cyclodextrins zu
erkennen, was darauf hindeutet, dass sich die Carbonylgruppen im geldsten Zustand
wahrscheinlich auRerhalb des Cyclodextrins befinden, um so mit dem Lésungsmittel zu

interagieren.
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5.3.3.7 Fazit

Mit Hilfe der FT-IR-Untersuchungen konnten einige Hinweise auf die Struktur der
Komplexe im festen Zustand gewonnen werden. So geht hervor, dass meist die
Carbonylgruppe sowie der aromatische Teil des Gastmolekills vom Einschluss ins Cyclo-
dextrin betroffen sind. Zudem konnte bei einigen Gasten ein Vergleich mit der Komplex-
struktur im flissigen Medium (s. Kap. 5.1.6.2) gezogen werden. Eine quantitative
Auswertung der IR-Spektren hinsichtlich des eingeschlossenen Anteils ist jedoch mit der
gewdahlten Methode nicht mdglich. Unterschiede in der Komplexbildung von
lyophilisierten Komplexzubereitungen durch unterschiedliche Einfriermethoden konnten
nicht festgestellt werden.

Es zeigte sich weiterhin, dass neben der Betrachtung der stark ausgepréagten Signale der
Carbonylgruppe auch andere Teile des FT-IR-Spektrums von Komplexzubereitungen fur
die Interpretation der Verhaltnisse im Komplex herangezogen werden kdnnen. So kénnen
aus diesen Versuchen allein zwar keine Aussagen zur rdumlichen Anordnung von Wirts-
und Gastmolekil zueinander getroffen werden; die Ergebnisse kdnnen jedoch in den
meisten Fallen mit den Erkenntnissen aus anderen Versuchen in Einklang gebracht
werden und kénnen so als unterstitzende Hinweise auf die Komplexstruktur angesehen

werden.
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6 Zusammenfassende Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit verschiedenen Methoden die
Wechselwirkungen zwischen natlrlichen Cyclodextrinen und einer Reihe von
Gastmolekilen charakterisiert. Ausgehend davon sollte beurteilt werden, ob anhand der
Grundstruktur oder der funktionellen Gruppen eines Gastes vorhergesagt werden kann,
in welchem Ausmald diese intermolekularen Wechselwirkungen auftreten und welche
Struktur die sich bildenden Komplexe aufweisen.

Als Gastmolekile wurden die Substanzen Ibuprofen, Ketoprofen, Naproxen, Flurbiprofen,
Felbinac und Fenbufen aus der Gruppe der nichtsteroidalen Antiphlogistika gewahlt, die
alle eine Saurefunktion besitzen. Wahrend die Arylpropionsaurederivate I|buprofen,
Ketoprofen, Naproxen und Flurbiprofen unterschiedliche Grundgeriste aufweisen,
besitzen die Molekile Flurbiprofen, Felbinac und Fenbufen ein Biphenylgrundgerist mit
variierenden Substituenten. Alle Gastmolekiile, insbesondere die Biphenylsubstanzen,

zeichnen sich durch sehr niedrige Sattigungsldslichkeiten in Wasser aus.

Zunachst wurden die Wechselwirkungen zwischen den nattrlichen Cyclodextrinen und
den Gastmolekilen in wassriger Losung untersucht. Alle Substanzen weisen die
starksten Wechselwirkungen mit B-Cyclodextrin auf. Lediglich Flurbiprofen bildet auch mit
y-Cyclodextrin in groBerem Umfang Komplexe. Fur die Mehrzahl der Gastmolekile
werden Isothermen vom Bgs-Typ, flr Fenbufen und Naproxen hingegen A-Typ-Isothermen
erhalten. Durch die gute Ldoslichkeit der Komplexe kann eine deutliche
Loslichkeitssteigerung fur diese beiden Gastmolekile in Wasser erreicht werden. Der
Vorgang der Komplexbildung ist fur alle Gastsubstanzen ein spontan ablaufender
Prozess. Die Assoziationskonstanten K;.; bei 25T bewegen sich zwischen 1000 M 1 und
5000 M, fir Flurbiprofen betragt sie etwa 14000 M™ und fiir Ibuprofen sogar iiber 40000
M™. Eine Betrachtung des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten legt nahe, dass die
Lipophilie der Gastmolekiile eine entscheidende Grole fiur das Ausmall der
Komplexbildung darstellen kdnnte.

Die Komplexbildung wurde bei variierenden pH-Werten untersucht. Steigende pH-Werte
und ein damit erhohter Dissoziationsgrad der Gastmolekile fuhrten durchgehend zu
abnehmenden Assoziationskonstanten. Erstaunlicherweise erhohte sich die Steigung der
Loslichkeitsisothermen fir Naproxen, Felbinac und Fenbufen, was bedeutet, dass pro
Cyclodextrinmolekil mehr Wirkstoff in LOsung gebracht werden kann als bei niedrigeren
pH-Werten. Fir die Gastmolekile Ibuprofen, Ketoprofen und Flurbiprofen kam es

hingegen zu einer Abnahme der Steigungen.
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Loslichkeitsstudien bei verschiedenen Temperaturen zeigten entgegen des erwarteten
Absinkens der Assoziationskonstanten mit steigender Temperatur keine eindeutige
Tendenz. Fur Naproxen und Ketoprofen konnten lineare Van't Hoff Plots erstellt werden.
Kalorimetrische Versuche lieferten fir Ibuprofen ergédnzende Werte fur die
Assoziationskonstante und die Gibbs’sche Freie Enthalpie, die mit den Ergebnissen der
Loslichkeitsstudien vergleichbar waren. Danach ist die Komplexbildung fir diese Stoffe
enthalpie- und entropiegetrieben.

Job’s Plots, die mit Hilfe eindimensionaler *H-NMR-Experimente erstellt wurden, deuten
auf eine Stéchiometrie von 1:1 fir Ibuprofen, Flurbiprofen und Felbinac hin. Obwohl es in
der Literatur Hinweise darauf gibt, dass fir die anderen Molekiile dieselbe Stdchiometrie
vorliegt, sind nach den Ergebnissen auch Komplexe héherer Ordnung mdaglich.

Mit Hilfe von Docking-Studien sollte ein Modell zur Vorhersage der Komplexbildung
erstellt werden. Die Ergebnisse wurden nach energetischen und strukturellen
Gesichtspunkten ausgewertet. Ein Vergleich von AG aus den Loéslichkeitsstudien mit der
ermittelten minimalen freien Bindungsenthalpie kann hierbei nicht erfolgen.
Maoglicherweise ware eine modifizierte auf Cyclodextrine abgestimmte Scoring-Funktion
notig. Trotzdem liefern die Versuche plausible Komplexstrukturen. Sie deuten auf das
Auftreten eines Induced-Fit's des Cyclodextrins und die Ausbildung von intermolekularen

Wasserstoffbriickenbindungen hin.

Verschiedene Techniken wurden angewendet, um feste Komplexzubereitungen
herzustellen, um weitere Informationen tber die gebildeten Komplexe im festen Zustand
zu erhalten. Mittels thermoanalytischer Verfahren wurde versucht, den im Cyclodextrin
eingeschlossenen Gastmolekiilanteil zu bestimmen. In lyophilisierten Lésungen lag der
noch als ungebunden detektierbare Wirkstoffanteil meistens am niedrigsten. Fr
Fenbufen und Naproxen gelang eine Bestimmung des eingeschlossenen Anteils nicht.
Moglicherweise spielen hier Anderungen der Kristallinitét eine Rolle.

FT-IR-Spektren der Komplexzubereitungen und ihrer physikalischen Mischungen zeigten,
dass auch im festen Zustand meist Einschlusskomplexe gebildet werden, bei denen der
aromatische Teil des Gastes und die Carbonylgruppe in der Cyclodextrinkavitat lokalisiert
sind. Lediglich Felbinac weist ein davon abweichendes Verhalten auf.

Diese Erkenntnisse werden meist durch die Ergebnisse der zweidimensionalen *H-NMR-
Studien bestétigt, die Einblick in die Komplexstruktur im wassrigen Medium gewahrten.
Hier nehmen die Modellsubstanzen verschiedene Orientierungen in  der
Cyclodextrinkavitat ein. Moglicherweise liefern diese einen Erklarungsansatz fur das
besondere Verhalten der Gastmolekile Naproxen und Fenbufen in den

Loslichkeitsstudien. Die Carboxylgruppe nimmt eine Position ein, in der eine Stérung der
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intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen des Cyclodextrins mdglich wird, was fur
die erhohte Loslichkeit des Wirtes verantwortlich sein kdnnte. Die Strukturen sind

teilweise mit den Komplexen aus den Docking-Studien vergleichbar.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass die Grundstruktur und die funktionellen Gruppen des
Gastmolekils erheblichen Einfluss auf die Struktur und die Eigenschaften ihrer
Cyclodextrinkomplexe und auf die Starke der Wechselwirkung zwischen Wirt und Gast
haben. Die Lipophilie der Gastmolekile scheint zudem eine tragende Rolle zu spielen.

Da die Auspragung der Komplexbildung somit eine Summe aus vielen Einzelfaktoren ist,
kénnen Vorhersagen fir ein vorliegendes System nur unter erheblichen Einschrankungen
getroffen werden und es qilt, immer den Einzelfall zu betrachten. Eine
Vorabentscheidung flr oder gegen den Einsatz von Cyclodextrinen fir einen bestimmten

Zweck scheint deshalb nicht méglich zu sein.

Zum Verstandnis der Komplexbildung der Modellsubstanzen dieser Arbeit kénnte eine
Ausweitung der Experimente beitragen. Kalorimetrische und kernresonanz-
spektroskopische Versuche bei verschiedenen pH-Werten kénnten die Ergebnisse der
Loslichkeitsstudien erganzen und den Einfluss der Ladung der Molekile auf die
Komplexstruktur aufzeigen.

Der Einsatz von Cyclodextrinderivaten kdnnte moglicherweise die niedrige Loslichkeit der
Komplexe einiger Modellsubstanzen verbessern. Zudem kénnten weitere Einflisse auf
den Komplexierungsvorgang, wie beispielsweise verschiedene Kosolventien oder der
Zusatz von Salzen untersucht werden.

Die gewahlten Modellsubstanzen weisen teilweise einzelne voneinander abweichende
Substituenten auf, die die Wechselwirkung mit dem Cyclodextrin ebenfalls mitbestimmen
kénnen. Alternativ kdnnten Gastmolekiile gewahlt werden, die ebenfalls verschiedene
Grundstrukturen aufweisen, jedoch nur einen gemeinsamen Substituenten, wie
beispielsweise eine Hydroxyl- oder Methylgruppe aufweisen. So kénnten Einflisse durch

andere Molekiilteile vernachlassigt werden.
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7 Summary

In this thesis various analytical methods were applied to characterise the interactions
between natural cyclodextrins and a group of guest molecules. The results were analyzed
in order to find out, if predictions for the extent of the association and structure of the
formed complexes can be deduced from the basic structure or the functional groups of
the guest.

The nonsteroidal anti-inflammatory drugs ibuprofen, ketoprofen, naproxen, flurbiprofen,
felbinac, and fenbufen were chosen as model substances. lIbuprofen, ketoprofen,
naproxen and flurbiprofen are aryl propionic acid derivatives with varying basic structure
while flurbiprofen, fenbufen and felbinac carry different substituents on their common
biphenylic basic structure. Solubility determination showed that all model substances —

particularly the biphenyl derivatives — are of extreme low solubility in water.

First of all, complex formation of the three natural cyclodextrins and the model
substances in aqueous solution was investigated. All guests preferably form complexes
with B-cyclodextrin. Only flurbiprofen gains a notable solubility enhancement by addition
of y-cyclodextrin. For the majority of the model substances a Bs-isotherm is obtained
while fenbufen and naproxen exhibit A-type isotherms. From this, a distinct solubility
enhancement can be achieved for the latter guests in solution. For the whole group
complex formation is a spontaneous process. Their association constants at 25 range
from 1000 to 5000 M™, for flurbiprofen up to 14000 M™ and for ibuprofen even over 40000
M™. A correlation of drug partition coefficient and association constants seems to imply
that guest polarity could be an important factor for the extent of the inclusion process.
Complex formation was investigated at several pH values. Increasing pH values and thus
a higher degree of acid dissociation consequently led to decreasing complexation
constants. Astonishingly, the slopes of the isotherms for naproxen, fenbufen and felbinac
get steeper augmenting the molar drug solubility enhancement per cyclodextrin molecule,
while those for ibuprofen, ketoprofen and flurbiprofen are lowered.

Phase-solubility analysis at different temperatures showed unexpectedly no uniform
tendency in the association constants. For naproxen and ketoprofen linear Van't Hoff
plots could be obtained. In addition, calorimetric studies provided thermodynamic data
comparable to phase-solubility analysis for ibuprofen. From there complex formation with
these guests is driven both by enthalpy and entropy.

Job’s plots by NMR spectroscopy indicate a 1:1 complex stoichiometry for ibuprofen,

flurbiprofen and felbinac. Although the same composition can be found for the other
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molecules in literature the formation of higher order complexes seems to be possible.

Docking studies were applied to develop a molecular modeling procedure for the
prediction of complex formation. The results were evaluated by considering structural and
energetic aspects. A direct comparison of the free energy of binding to the results of
practical experiments seems unappropriate. A modified scoring function especially for
cyclodextrins could probably provide more realistic thermodynamic properties.
Nevertheless, plausible molecular arrangements were derived indicating an induced fit of

the cyclodextrin and possibly intermolecular hydrogen bonding.

Several techniques were applied to obtain solid complex preparations in order to gather
additional information about the formed complexes in the solid state. Thermal analysis
was used for the determination of the inclusion yield. The lowest fraction of free guest
was observed in freeze dried solutions. For fenbufen and naproxen the determination
was nhot successful probably caused by changes in cristallinity.

FT-IR spectra of the solid complex preparations and physical mixtures indicated the
inclusion of the guest’'s aromatic part and carbonyl group into the cavity except for
felbinac.

In most cases these findings are supported by twodimensional NMR-spectra. Here the
guest molecules occupy variable orientations inside the cyclodextrin cavity. From the
results one can deduce possible explanations for the unusual form of the phase solubility
isotherms of naproxen and fenbufen. The carboxylic acid group is positioned possibly
allowing a disturbance of the cyclodextrins intramolecular hydrogen binding system and
thus causing an increased solubility of the host. The structures derived from these
practical experiments are in some cases comparable to the theoretical complex

arrangements from molecular modeling.

To summarize, the basic structure and functional groups of the guest molecule are of
particular importance for the structure and the properties of the complexes formed with
cyclodextrins and for the extent of the host guest interactions. Possibly the lipophilicity of
the guest molecules can be applied for a vague estimation of attraction. As complex
formation is driven by a diversity of different factors predictions for a system are only
possible under certain limitations. Complex formation should always be regarded as a
single case. A general decision for or against the application of cyclodextrins is not

feasible.
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For the model substances of this thesis an extension of the experiments could lead to
more detailed information about the complexes. Calorimetric studies and NMR
experiments at varying pH values could support the results of phase solubility analysis
and demonstrate the influence of molecular charge on complex formation.

Application of cyclodextrin derivatives would be a possible way to overcome the low
solubility of the complexes formed by some of the model substances. Furthermore the
consequences of the addition of cosolvents or electrolytes could be investigated.

As a consequence of their pharmaceutical origin some of the model substances carry
deviating substituents that can possibly contribute to complex formation. Alternatively, it
could be interesting to choose guest molecules of various basic structures carrying the
same substituents as a hydroxyl or a methyl group. Thus other molecular contributions

would be negligible.
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8 Anhang

8.1 Literaturrecherche

Die Literaturrecherche erfolgte mit Hilfe des SciFinder Scholar am 24.02.2011 mit den Suchbegriffen ,8-cyclodextrin’ und
dem jeweiligen Wirkstoffnamen. Aus den erhaltenen Treffern wurde mit Hilfe folgender Schlagworte eine Literaturrecherche
durchgefuhrt:

phase solubility

Loslichkeitsuntersuchungen different pH
solubility isotherm

thermodynamics
Thermodynamik temperature dependency
Van't Hoff (plot)

ITC

calorimetry

isothermal titration calorimetry
calorimetric study

NMR

Job plot

Job-Plot continuous variations
complexation induced chemical shift

NMR
Strukturelle Untersuchungen mittels ROESY 2D NMR
ROESY
kneading method
preparation

Herstellung fester Komplexe paste o
coprecipitation
solution

Isothermale Titrationskalorimetrie

. differential scanning calorimetry
Thermoanalytische Untersuchungen thermal analysis

infrared spectroscopy

FT-IR-Spektroskopische Untersuchungen FT-IR
inclusion yield

computational chemistry
docking
Computerchemische Untersuchungen molecular dynamics
molecular mechanics
molecular modeling
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Ibuprofen
Loftsson et al. [141]: B-Cyclodextrin und Derivate, 30°C, Durchfuihrung auch mit Naproxen
Khan et al. [142]: mit B-Cyclodextrin bei 23T und 37<C
Htadon et al. [143]: mit B-Cyclodextrin bei 20C
Loftsson et al. [144]: mit Cyclodextrinderivaten
Léslichkeits- Al Omari et al. [145]: Durchfiihrung mit Ibuprofen Tromethamin-Salz
untersuchungen Menard et al. [146]: Einfluss von pH und Temperatur

Nerurkar et al. [147]: 25°und 37T, Cyclodextrinde rivate

Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, pH 6, Temp. 25, 37, 45°C, Durchfuihrung mit
Ibuprofen und Ketoprofen

Salustio et al. [64]: mit B-Cyclodextrin, pH 6

Thermodynamik

Al Omari et al. [145]: Durchfiihrung mit Ibuprofen Tromethamin-Salz

Menard et al. [146]: Einfluss von pH und Temperatur

Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, pH 6, Temp. 25, 37, 45°C, Durchfiihrung mit
Ibuprofen und Ketoprofen

Isothermale
Titrationskalorimetrie

Waters et al [128]: mit -Cyclodextrin und Derivaten, verschiedene Temperaturen, pH 8,
Durchfuhrung auch mit Ketoprofen und Flurbiprofen
Xing et al. [126]: pH 7, mit a-, B- und y-Cyclodextrin

Job-Plot/H-NMR

Loftsson et al. [141]: B-Cyclodextrin und Derivate, Untersuchung auch mit Naproxen,
Vorhersage der Struktur des Komplexes mit Hilfe von CICS, 24 C

Loftsson et al. [144]: mit Cyclodextrinderivaten

Al Omari et al. [145]: Durchfuihrung mit Ibuprofen Tromethamin-Salz

Gauvrilin et al. [148]: mit B-Cyclodextrin

Salustio et al. [64]: strukturelle Vorhersage anhand der Verschiebungen von -Cyclodextrin
Xing et al. [126]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin

Wang et al. [149]: strukturelle Vorhersage anhand der Verschiebungen von B-Cyclodextrin

Strukturelle
Untersuchungen
mittels ROESY

Nunez-Aguero et al. [135]: NOESY-Untersuchung mit 3-Cyclodextrin

Herstellung fester

Bratu et al.. [139]: Komplexe aus Kopréazipitation und Lyophilisation und Feuchtgranulation, KBr-
Technik, Vgl. mit Ibuprofen

Braga et al. [140]: mit 3-Cyclodextrin, Herstellung Uber Suspension, 2:1

Khan et al. [142]: mit -Cyclodextrin, 1:3 und 2:3

Htadon et al. [143]: mit B-Cyclodextrin, Kopréazipitation

Al Omari et al. [145]: Durchfuhrung mit Ibuprofen Tromethamin-Salz, Gefriertrocknung

Komplexe Nerurkar et al. [147]: mit Cyclodextrinderivaten
Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, Kolyophilisation/Gefriertrocknung, Durchfiihrung
mit Ibuprofen und Ketoprofen
Gauvrilin et al. [148]: mit B-Cyclodextrin
Salustio et al. [64]: mit B-Cyclodextrin, Sprihtrocknung, Gefriertrocknung
Braga et al. [140]: mit 3-Cyclodextrin
Khan et al. [142]: mit -Cyclodextrin
Htadon et al. [143]: mit B-Cyclodextrin
Thermoanalytische Al Omari et al. [145]: Durchfuihrung mit Ibuprofen Tromethamin-Salz
Untersuchungen Nerurkar et al. [147]: mit Cyclodextrinderivaten
Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, Kolyophilisation/Gefriertrocknung, Durchfiihrung
mit Ibuprofen und Ketoprofen
Salustio et al [64]: mit B-Cyclodextrin
Bratu et al. [139]: Komplexe aus Koprazipitation und Lyophilisation und Feuchtgranulation, KBr-
Technik, Vgl. mit Ibuprofen
FT-IR- Braga et al [140]: mit B-Cyclodextrin
Spektroskopische Al Omari et al [145]: Durchfuhrung mit Ibuprofen Tromethamin-Salz
Untersuchungen Mura et al [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, Kolyophilisation/Gefriertrocknung, Durchfiihrung

mit Ibuprofen und Ketoprofen
Salustio et al [64]: mit B-Cyclodextrin

Computerchemische
Untersuchungen

Klein et al. [150]: QSPR, Vorhersage der Freien Energie (mit Fenbufen, Flurbiprofen, Ketoprofen
und Ibuprofen

Loftsson et al. [144]: mit Cyclodextrinderivaten, Docking

Al Omari et al. [145]: Durchfuhrung mit Ibuprofen Tromethamin-Salz, Berechnung von
Bindungsenergien, Amber Force Field

Menard et al. [146]: Abschatzung thermodynamischer Parameter

Faucci et al. [81]: Bestimmung theoretischer Parameter, Berechnung von Molekuloberflachen,
Durchfuihrung mit Ketoprofen, Naproxen und Ibuprofen

Ninez-Aguero et al. [135]: mit B-Cyclodextrin, Berechnung von AAG, verschiedene
Penetrationsmodi, AMBER Force Field

Xing et al. [126]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin, Kalkulation der Bindungsenergie je nach
Einschlussrichtung
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Ketoprofen

Orienti et al. [124]: pH-Werte 2, 4 und 6,5, Temperatur 5, 25 und 37 < (auch mit Naproxen)
Saleh et al. [151]: mit 3- und Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin bei 20 C, nur in Wasser

Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, pH 6, Temp. 25, 37, 45°C, Durchfuihrung mit
Loslichkeits- Ibuprofen und Ketoprofen

untersuchungen

Orienti et al. [124]: pH-Werte 2, 4 und 6,5, Temperatur 5, 25 und 37 C (auch mit Naproxen)
Diaz et al. [129]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin: Van't Hoff Plot pH 7,5
Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, pH 6, Temp. 25, 37, 45°C, Durchfiihrung mit

Thermodynamik Ibuprofen und Ketoprofen

Waters et al. [128]: mit -Cyclodextrin und Derivaten, verschiedene Temperaturen, pH 8,
Durchfuhrung auch mit Ibuprofen und Flurbiprofen

Isothermale
Titrationskalorimetrie

Vavia et al. [152]: qualitative Auswertung von Verschiebungen

Job-Plot/NMR

Diaz et al. [129]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin (NOESY) pH 7,5

Strukturelle

Untersuchungen
mittels ROESY
Saleh et al. [151]: mit - und Hydroxypropyl-3-Cyclodextrin, Co-grinding, Co-grinding in
Anwesenheit von Wasser, Abdampfung unter Vakuum, Lyophilisation, Spriihtrocknung, 1:1-
Komplexe
Vavia et al. [152]: mit B- und Hydroxypropyl--Cyclodextrin, 1:1-Komplexe, Knetmethode,
Herstellung fester Kopréazipitation, Lyophilisation
Komplexe Mura et al. [153], Mura et al. [154]: 1:1-Komplexe mit 8- und Methyl-B-Cyclodextrin; Grinding,

Knetmethode, Kolyophilisation, Sealed-Heated Komplexe,

Cirri et al. [155]: Komplexe mit B- und Methyl-B-Cyclodextrin im Taumelmischer, 1:1

Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, Kolyophilisation/Gefriertrocknung, Durchfiihrung
mit Ibuprofen und Ketoprofen

Saleh et al. [151]: mit 3- und Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin, 1:1-Komplexe

Vavia et al. [152]: mit - und Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin, 1:1-Komplexe

Mura et al. [153], Mura et al. [154]: 1:1-Komplexe mit B- und Methyl-B-Cyclodextrin
Thermoanalytische Marini et al. [156]: mit -Cyclodextrin, 1:1, 2:1 und 1:2,

Untersuchungen Cirri et al. [155]: Komplexe mit 8- und Methyl-B-Cyclodextrin im Taumelmischer, 1:1

Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, Kolyophilisation/Gefriertrocknung, Durchfiihrung
mit Ibuprofen und Ketoprofen

Saleh et al. [151]: mit 3- und Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin, 1:1-Komplexe
Vavia et al. [152]: mit 8- und Hydroxypropyl--Cyclodextrin, 1:1-Komplexe
Mura et al. [153], Mura et al. [154]: 1:1-Komplexe mit 8- und Methyl-B-Cyclodextrin

ngth;osko ische Marini et al. [156]: mit B-Cyclodextrin, 1:1, 2:1 und 1:2,
Up P Mura et al. [125]: B-Cyclodextrin und Derivate, Kolyophilisation/Gefriertrocknung, Durchfiihrung
ntersuchungen

mit Ibuprofen und Ketoprofen

Klein et al. [150]: QSPR, Vorhersage der Freien Energie (mit Fenbufen, Flurbiprofen, Ketoprofen
und Ibuprofen

Diaz et al. [129]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin, Molecular Mechanics, Geometrieoptimierung
Computerchemische | Faucci et al. [81]: Bestimmung theoretischer Parameter, Berechnung von Molekuloberflachen,
Untersuchungen Durchfuihrung mit Ketoprofen, Naproxen und Ibuprofen
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Naproxen
Orienti et al. [124]: pH-Werte 2, 4 und 6,5, Temperatur 5, 25 und 37 < (auch mit Ketoprofen)
Liequn et al. [157]: verschiedene Temperaturen
Bettinetti et al. [121]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin bei 25, 32 und 37C
Léslichkeits- Blanco et al. [158]: mit a-, #-, y-, Hydroxypropyl-B- und Dimethyl-3-Cyclodextrin, pH=1
untersuchungen Loftsson et al. [141]: B-Cyclodextrin und Derivate, 30C, Durchfiihrung auch mit Ibuprofen

Otero-Espinar et al. [159]: mit B-Cyclodextrin, pH-Werte 1, 3, 5und 7
Cirri et al. [160]: mit B-Cyclodextrin und Derivaten, pH von 1,1 bis 6,5

Thermodynamik

Orienti et al. [124]: pH-Werte 2, 4 und 6,5, Temperatur 5, 25 und 37 C (auch mit Ketoprofen)
Liequn et al. [157]: verschiedene Temperaturen

Blanco et al. [158]: mit a-, 3-, y-, Hydroxypropyl-B- und Dimethyl-3-Cyclodextrin, pH=1

Masson et al. [161]: mit Hydroxypropyl-B-cyclodextrin, Bestimmung von K bei verschiedenen pH-
Werten

Cirri et al. [160]: mit B-Cyclodextrin und Derivaten, pH von 1,1 bis 6,5

Isothermale
Titrationskalorimetrie

Todorova et al. [127]: pH 6,1 und 7,1; auch mit Flurbiprofen durchgefuhrt

Liequn et al. [157]: Job Plot mit Hilfe von UV-Spektroskopie

Sotiris et al. [162]: mit B-Cyclodextrin

Wang et al. [130]: pD 7 mit Naproxen-Natrium, Komplexierungskonstante, bei 30C

Loftsson et al. [141]: B-Cyclodextrin und Derivate, Untersuchung auch mit Ibuprofen, Vorhersage

Job-Plo/NMR der Struktur des Komplexes mit Hilfe von CICS, 24 °C
Ganza-Gonzalez et al. [131]: Vorhersage der Struktur und der Stochiometrie aufgrund von CICS,
pD 9
Wang et al. [130]: keine Angabe zu pD-Wert
Sadlej-Sosnowska et al. [136]: interner Standard d,-TSPA
Strukturelle
Untersuchungen

mittels ROESY

Herstellung fester

Bettinetti et al. [121]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin, Herstellung durch Knetmethode, Coground-
Mix, in L6sung mit anschlieBender Verdampfung oder Lyophilisation

Zhang et al. [163]: mit B-Cyclodextrin, Ldsungsmethode

Blanco et al. [158]: mit a-, -, y-, Hydroxypropyl-- und Dimethyl-B-Cyclodextrin, Herstellung durch
Knetmethode, Spriihtrocknung, Gefriertrocknung

Komplexe Junco et al. [164]: mit B-Cyclodextrin, Knetmethode, Lyophilisation, Spriihtrocknung,
Uberkritisches CO,
Otero-Espinar et al. [159]: mit B-Cyclodextrin, Knetmethode, Lyophilisation, Spriihtrocknung
Bettinetti et al. [121]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin
Blanco et al. [158]: mit a-, 3-, y-, Hydroxypropyl-B- und Dimethyl-3-Cyclodextrin

Thermoanalytische Junco et al. [164]: mit B-Cyclodextrin

Untersuchungen Otero-Espinar et al. [159]: mit B-Cyclodextrin
Bettinetti et al. [121]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin
Zhang et al. [163]: mit B-Cyclodextrin

FT-IR- Blanco et al. [158]: mit a-, B-, y-, HydroxypropylB- und DimethylB-Cyclodextrin

. Junco et al. [164]: mit B-Cyclodextrin
Spektroskopische Otero-Espinar et al. [159]: mit B-Cyclodextrin
Untersuchungen

Computerchemische
Untersuchungen

Klein et al. [150]: QSPR, Vorhersage der Freien Energie (mit Fenbufen, Flurbiprofen, Ketoprofen
und Ibuprofen)

Otero-Espinar et al. [159]: Molecular graphics, SYBYL

Ganza-Gonzalez et al. [131]: Untersuchung des Komplexes auf Grund der NMR-
spektroskopischen Ergebnisse

Chen et al. [165]: Kalkulation von Freier Energie und Entropie, Durchfiihrung auch mit
Flurbiprofen

Faucci et al. [81]: Bestimmung theoretischer Parameter, Berechnung von Molekuloberflachen,
Durchfuihrung mit Ketoprofen, Naproxen und Ibuprofen
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Flurbiprofen

Loslichkeits-
untersuchungen

Cirri et al. [166]: pH 4,5 und 5,5, mit 3-Cyclodextrin und Derivaten, bei 25 und 37C
Otagiri et al. [123]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin bei 25 C

Cirri et al. [167]: B-Cyclodextrin und Derivate

Govindarajan et al. [168]: mit Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin, bei 27

Thermodynamik

Cirri et al. [166]: pH 4,5 und 5,5, mit B-Cyclodextrin und Derivaten, bei 25 und 37C
Otagiri et al. [123]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin bei 25 C

Todorova et al. [127]: pH 6,1 und 7,1; auch mit Naproxen durchgefiihrt
Waters et al. [128]: mit B-Cyclodextrin und Derivaten, verschiedene Temperaturen, pH 8,
Durchfuhrung auch mit Ibuprofen und Ketoprofen

Isothermale
Titrationskalorimetrie
Salvadori et al. [132]: Vergleich von (S)- und (R)-Flurbiprofen
Govindarajan et al. [168]: mit Hydroxypropyl-3-Cyclodextrin
Job-Plot/NMR

Strukturelle
Untersuchungen
mittels ROESY

Salvadori et al. [132]: Vergleich von (S)- und (R)-Flurbiprofen

Herstellung fester

Otagiri et al. [123]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin, Ldsungsmethode

Cirri et al. [167]: B-Cyclodextrin und Derivate, Mischung im Turbulamischer, Knetmethode,
Koevaporation, sealed-heating-Methode, Lyophilisation

Govindarajan et al. [168]: mit Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin, Co-Grinding, Knetmethode,

Komplexe Koevaporation, Lyophilisation
Otagiri et al. [123]: mit a-, - und y-Cyclodextrin
Cirri et al. [167]: B-Cyclodextrin und Derivate,
Govindarajan et al. [168]: mit Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin
Thermoanalytische
Untersuchungen
Otagiri et al. [123]: mit a-, B- und y-Cyclodextrin
Cirri et al. [167]: B-Cyclodextrin und Derivate,
FT-IR- Govindarajan et al. [168]: mit Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin
Spektroskopische
Untersuchungen

Computerchemische
Untersuchungen

Klein et al. [150]: QSPR, Vorhersage der Freien Energie (mit Fenbufen, Flurbiprofen,
Ketoprofen und Ibuprofen)

Lipkowitz et al. [169]: Molecular mechanics, Enantiomerentrennung

Chen et al. [165]: Kalkulation von Freier Energie und Entropie, Durchfiihrung auch mit
Naproxen

Cirri et al. [166]: mit B-Cyclodextrin und Derivaten, INSIGHT II, Berechnung von Docking-
Energien

El-Barghouthi et al. [180]: Molecular Mechanics, Amber force fields, a-, 3- und y-Cyclodextrin
Leherte et al. [170]: Bestimmung der Elektronendichte
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Fenbufen

Loslichkeits-
untersuchungen

Thermodynamik

Bratu et al.. [134]: Bestimmung von K mittels H-NMR mit 3-Cyclodextrin
Bratu et al. [171]: Bestimmung von K mittels H-NMR mit a-und y-Cyclodextrin

Isothermale
Titrationskalorimetrie

Job-Plot

Bratu et al.. [134]: im Wassrigen mit 3-Cyclodextrin

Bratu et al. [171]: im Wéssrigen mit a-und y-Cyclodextrin

Sortino et al. [172]: pH 7,4, auBerdem Bestimmung der Stéchiometrie mittels Floureszenz, CD
und Steady state absorption

Strukturelle
Untersuchungen
mittels ROESY

Herstellung fester
Komplexe

Bratu et al.. [139]: Komplexe aus Kopréazipitation, Lyophilisation und Feuchtgranulation, KBr-
Technik, Vgl. mit Ibuprofen

Thermoanalytische
Untersuchungen

FT-IR-
Spektroskopische
Untersuchungen

Bratu et al.. [139]: Komplexe aus Kopréazipitation, Lyophilisation und Feuchtgranulation, KBr-
Technik, Vgl. mit Ibuprofen

Computerchemische
Untersuchungen

Bratu et al.. [134]: Molecular Mechanics mit 3-Cyclodextrin

Bratu et al. [171]: Molecular Mechanics mit a-und y-Cyclodextrin

Klein et al. [150]: QSPR, Vorhersage der Freien Energie (mit Fenbufen, Flurbiprofen, Ketoprofen
und Ibuprofen)
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Felbinac

Puglisi et al. [133]: B-Cyclodextrin, 30C

Ventura et al. [173]: B-Cyclodextrin und Cyclodextrin-Derivate, pH-Werte 1,1, 4 und 7,4 bei 37 C
Léslichkeits-
untersuchungen

Thermodynamik

Ventura et al. [173]: B-Cyclodextrin und Cyclodextrin-Derivate, pH-Werte 1,1, 4 und 7,4 bei 37 C

Isothermale
Titrationskalorimetrie

Job-Plot/NMR

Puglisi et al. [133]: Abschatzung der Struktur durch Verschiebungen der Protonen von §3-
Cyclodextrin, Stéchiometrie

Ventura et al. [173]: B-Cyclodextrin und Cyclodextrin-Derivate, Abschatzung der Struktur durch
Verschiebungen der Protonen des Cyclodextrins, Stochiometrie

Strukturelle
Untersuchungen
mittels ROESY

Herstellung fester

Puglisi et al. [133]: B-Cyclodextrin, Koprazipitation
Ventura et al. [173]: B-Cyclodextrin und Cyclodextrin-Derivate, Gefriertrocknung, Knetmethode

Komplexe

Puglisi et al. [133]: B-Cyclodextrin

Ventura et al. [173]: B-Cyclodextrin und Cyclodextrin-Derivate
Thermoanalytische
Untersuchungen

Puglisi et al. [133]: B-Cyclodextrin

Ventura et al. [173]: B-Cyclodextrin und Cyclodextrin-Derivate
FT-IR-
Spektroskopische
Untersuchungen

Computerchemische
Untersuchungen
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8.2 Materialien

8.2.1 Cyclodextrine

Wirkstoff Lieferant CAS-Nummer Chargenbezeichnungen
a-Cyclodextrin Wacker Chemie AG 10016-20-3 60P304
B-Cyclodextrin Wacker Chemie AG 7585-39-9 70P255, 70P277
y-Cyclodextrin Wacker Chemie AG 17465-86-0 80P223

8.2.2 Gastmolekile

Wirkstoff Lieferant CAS-Nummer Chargenbezeichnungen
. . . 026H1368V
(R,S)-Ibuprofen Sigma-Aldrich Chemie GmbH 15687-27-1 026H1368
(R,S)-Ketoprofen TCI Europe N.V: 22071-15-4 GLo1
(S)-Naproxen Sigma-Aldrich Chemie GmbH 22204-53-1 078K1629
058K1170
. . . . 049K1040
(R,S)-Flurbiprofen Sigma-Aldrich Chemie GmbH 5104-49-4 020M1157
040M1733
Fenbufen Sigma-Aldrich Chemie GmbH 36330-85-5 048F0508
Felbinac Sigma-Aldrich Chemie GmbH 5728-52-9 09108TE
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8.3 Untersuchung der Komplexbildung in L6sung

8.3.1 Kalibriergeraden und Absorptionsmaxima der Ar zneistoffe

Die Kalibriergeraden der Gastmolekiile wurden mit Losungen in Natronlauge 0,1 mol/l erstellt.

Wirkstoff Absorptionsmaximum [nm] Kalibriergerade r 2
Ibuprofen 264 y =0,0019 x + 0,0034 0,9995
Ketoprofen 260 y =0,0634 x + 0,0033 0,9983
Naproxen 271 y =0,022 x + 0,0141 0,9978
Flurbiprofen 247 y =0,094 x - 0,0739 0,9793
Felbinac 254 y = 0,0965 x + 0,0042 0,9993
Fenbufen 285 y =0,0897 x + 0,009 0,9994

8.3.2 Einzelwerte der Loslichkeitsbestimmungen

8.3.2.1  Sattigungsloslichkeit der Gastmolekile

Ibuprofen

Temperatur [K]

Séttigungsloslichkeit

[mmol/l] sdv [mmol/l] Anzahl der durchgefiihrten Versuche
298,15 0,494 0,0762 6
308,15 0,804 0,4149 9
318,15 0,974 0,1410 6
Ketoprofen
Temperatur [K Atti osli i
P <1 Satt'glfr?]ﬁgz]ll‘:hke't sdv [mmol/l] Anzahl der durchgefiihrten Versuche
298,15 0,472 0,0380 6
308,15 0,681 0,0278 6
318,15 0,987 0,1845 6
Naproxen
Temperatur [K atti osli i
P (<] Sattlglfr?]gns]gﬁ]“(:hken sdv [mmol/l] Anzahl der durchgefiihrten Versuche
298,15 0,122 0,0041 3
308,15 0,176 0,0122 3
318,15 0,269 0,0066 3
Flurbiprofen
Temperatur [K atti osli i
P (<] Sattlglfggn?gﬁ]“(:hken sdv [mmol/l] Anzahl der durchgefiihrten Versuche
298,15 0,077 0,0038 3
308,15 0,114 0,0112 3
318,15 0,159 0,0069 3
Felbinac
Temperatur [K Atti osli i
P <1 Satt|glfggr§|0ciz]hchkelt sdv [mmol/l] Anzahl der durchgefiihrten Versuche
298,15 0,075 0,0072 6
308,15 0,140 0,0298 6
318,15 0,160 0,0085 6
Fenbufen
Temperatur [K Atti dsli i
P <1 Satt'glfr?]ﬁgz]ll‘:hke't sdv [mmol/l] Anzahl der durchgefiihrten Versuche
298,15 0,013 0,0026 9
308,15 0,032 0,0199 9
318,15 0,032 0,0114 9




120 ANHANG
8.3.2.2 Van't Hoff Plots zum Lésungsvorgang der Gas  tmolekile
25T 35T 45T . )
— — — Steigung r
/T [1/K] 3,35 - 10 3,25 - 10 3,14 - 10

Ibuprofen -7,61 7,13 -6,93 -3231 0,9492
Ketoprofen -7,66 -7,29 -6,92 -3504 0,9996
Naproxen n S, -9,01 -8,64 -8,22 -3756 0,9969
Flurbiprofen -9,47 -9,08 -8,75 -3450 0,9993
Felbinac -9,50 -8,87 -8,70 -3649 0,8872
Fenbufen -11,25 -10,35 -10,37 -4258 0,7523
Anmerkung: Spin [mol/l]

Gleichungen zur Berechnung der Ergebnisse in Tab. 5.2 (Ergebnisteil):

AH = (-Steigung (8,314 ——)/1000
mo

AH

AS =RONK,, +—
=

AG = AH-TAS

J
| K
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8.3.2.3 Wechselwirkungen der Gastmolekile mit den n  atirlichen Cyclodextrinen

Ibuprofen a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Konzentration CD [mmol/l] 1 5 1 5 1 5
Konzentration G [mmol/I] 1,43 1,41 1,85 4,42 0,92 1,54
n 3 3 6 5 3 3
sdv [mmol/l] 0,22 0,24 0,78 1,87 0,057 0,082
Ketoprofen a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Konzentration CD [mmol/l] 1 5 1 5 1 5
Konzentration G [mmol/[] 0,87 0,88 1,04 2,51 0,88 1,08
n 3 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,34 0,24 0,13 0,07 0,26 0,25
Naproxen a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Konzentration CD [mmol/l] 1 5 1 5 1 5
Konzentration G [mmol/[] 0,17 0,17 0,40 1,32 0,18 0,26
n 3 3 3 4 3 3
sdv [mmol/l] 0,015 0,015 0,045 0,209 0,008 0,019
Flurbiprofen a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Konzentration CD [mmol/l] 1 5 1 5 1 5
Konzentration G [mmol/I] 0,17 0,13 0,47 0,25 0,16 0,4
n 6 3 12 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,111 0,039 0,097 0,024 0,02 0,058
Felbinac a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Konzentration CD [mmol/l] 1 5 1 5 1 5
Konzentration G [mmol/I] 0,12 0,11 0,33 0,55 0,17 0,19
n 3 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,048 0,017 0,015 0,038 0,073 0,069
Fenbufen a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin y-Cyclodextrin
Konzentration CD [mmol/l] 1 5 1 5 1 5
Konzentration G [mmol/[] 0,022 0,025 0,062 0,22 0,029 0,047
n 3 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,0026 0,0023 0,0033 0,0104 0,0073 0,0041
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8.3.2.4 Wechselwirkungen mit B-Cyclodextrin

Ibuprofen
Konzentration CD [mmol/l] 1 2 3 5 7 9
Konzentration WS [mmol/l] 1,85 2,38 3,50 4,42 3,65 4,21
n 6 3 3 5 3 5
sdv [mmol/l] 0,78 0,29 0,38 1,87 0,26 0,99
Konzentration CD [mmol/l] 11 13 15 17 20
Konzentration WS [mmol/l] 3,92 4,94 4,61 1,75 2,0
n 3 6 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,48 0,94 0,87 0,25 1,14
Ketoprofen
Konzentration CD [mmol/l] 3 5 7 9 12 15
Konzentration WS [mmol/l] 1,66 2,51 3,24 3,90 4,70 4,75
n 3 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,03 0,07 0,12 0,03 0,31 0,24
Konzentration CD [mmol/l] 17 20 25
Konzentration WS [mmol/l] 4,21 3,84 3,63
n 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,23 0,17 0,02
Naproxen
Konzentration CD [mmol/l] 5 10 15 20 25
Konzentration WS [mmol/l] 1,32 2,32 3,33 4,26 4,24
n 4 4 4 4 9
sdv [mmol/l] 0,21 0,08 0,12 0,04 0,44

Flurbiprofen

Konzentration CD [mmol/l] 0,25 0,5 0,75 1 2 3
Konzentration WS [mmol/l] 0,29 0,38 0,48 0,47 0,34 0,32
n 9 9 9 12 3 3
sdv [mmol/l] 0,06 0,13 0,04 0,08 0,08 0,02
Konzentration CD [mmol/l] 4 5 10 15 20 25
Konzentration WS [mmol/l] 0,29 0,25 0,25 0,26 0,28 0,26
n 3 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,06 0,02 0,02 0,02 0,06 0,01
Felbinac
Konzentration CD [mmol/l] 0,5 1 1,5 2 5 10
Konzentration WS [mmol/l] 0,19 0,33 0,44 0,61 0,55 0,62
n 3 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,01 0,01 0,03 0,02 0,53 0,09
Konzentration CD [mmol/l] 15 20 25
Konzentration WS [mmol/l] 0,59 0,52 0,52
n 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,05 0,01 0,01
Fenbufen
Konzentration CD [mmol/l] 3 7 11 15 20 25
Konzentration WS [mmol/l] 0,12 0,28 0,45 0,67 0,77 0,74
n 3 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,001 0,004 0,003 0,022 0,017 0,031
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8.3.2.5 Einfluss des pH-Wertes auf die Komplexierun ¢
Ibuprofen pH 4,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 1 2 3
Konzentration WS [mmol/l] 2,30 5,86 6,14 7,91
n 9 9 9 9
sdv [mmol/l] 2,17 1,15 1,08 1,31
Ibuprofen pH 5,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 1 2 3
Konzentration WS [mmol/l] 3,05 4,05 4,72 6,10
n 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,31 0,4 0,41 0,51
Ibuprofen pH 6,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 1 2 3
Konzentration WS [mmol/l] 9,65 12,3 10,16 12,62
n 3 3 3 3
sdv [mmol/I] 2,10 2,08 4,23 3,05

Anmerkung: Ergebnisse fir lbuprofen nicht reproduzierbar, insbesondere bei pH 4,5, deshalb wurden hier mehrere
Einzelexperimente durchgefiihrt. Zudem zeigt sich bei pH 4,5 und pH 5,5 ein den Erwartungen umgekehrtes Ergebnis.

Ketoprofen pH 4,5

Konzentration CD [mmol/l] 0 3 5 7 9
Konzentration WS [mmol/I] 0,63 1,89 2,70 3,42 4,22
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,02 0,02 0,07 0,08 0,02
Ketoprofen pH 5,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 3 5 7 9
Konzentration WS [mmol/l] 1,49 2,55 3,18 4,13 4,81
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,09 0,03 0,3 0,10 0,26
Ketoprofen pH 6,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 3 5 7 9
Konzentration WS [mmol/l] 8,98 9,17 9,74 10,19 10,90
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,03 0,10 0,25 0,38 0,08
Naproxen pH 4,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 5 10 15 20
Konzentration WS [mmol/I] 0,21 1,41 2,47 3,42 4,35
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,10 0,05 0,13 0,05 0,03
Naproxen pH 5,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 5 10 15 20
Konzentration WS [mmol/l] 0,72 1,79 3,00 4,05 4,87
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,03 0,06 0,10 0,21 0,06
Naproxen pH 6,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 5 10 15 20
Konzentration WS [mmol/l] 4,29 6,46 7,95 9,29 10,66
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,28 0,25 0,09 0,05 0,10
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Flurbiprofen pH 4,5

Konzentration CD [mmol/l] 0 0,25 0,5 0,75 1
Konzentration G [mmol/l] 0,10 0,22 0,30 0,49 0,59
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,02 0,01 0,01 0,07 0,05
Flurbiprofen pH 5,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 0,25 0,5 0,75 1
Konzentration G [mmol/l] 0,51 0,69 0,77 0,89 0,98
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,03 0,02 0,01 0,02 0,02
Flurbiprofen pH 6,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 0,25 0,5 0,75 1
Konzentration G [mmol/l] 3,74 3,84 4,12 3,95 4,18
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,18 0,17 0,14 0,12 0,27
Felbinac pH 4,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 0,5 1 15 2
Konzentration G [mmol/l] 0,09 0,21 0,35 0,50 0,64
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,01 0,01 0,02 0,03 0,02
Felbinac pH 5,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 0,5 1 15 2
Konzentration G [mmol/l] 0,52 0,66 0,85 1,08 1,40
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,05 0,03 0,04 0,25 0,15
Felbinac pH 6,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 0,5 1 15 2
Konzentration G [mmol/l] 3,51 3,81 4,06 4,36 4,57
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,06 0,05 0,06 0,08 0,13
Fenbufen pH 4,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 3 7 11 15
Konzentration G [mmol/l] 0,01 0,12 0,3 0,48 0,69
n 9 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Fenbufen pH 5,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 3 7 11 15
Konzentration G [mmol/l] 0,03 0,36 0,74 1,05 1,35
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,01 0,005 0,01 0,02 0,05
Fenbufen pH 6,5
Konzentration CD [mmol/l] 0 3 7 11 15
Konzentration G [mmol/l] 0,34 1,88 4,19 5,56 6,83
n 3 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,02 0,18 0,11 0,26 0,09
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8.3.2.6  Einfluss der Temperatur auf die Komplexbild  ung

Ibuprofen 35 T

Konzentration CD [mmol/l] 1 2 3
Konzentration G [mmol/l] 7,65 7,59 13,43
n 3 3 3
sdv [mmol/l] 1,43 1,90 5,06
Ibuprofen 45 T
Konzentration CD [mmol/l] 1 2 3
Konzentration G [mmol/l] 17,71 26,09 26,15
n 3 6 6
sdv [mmol/l] 6,70 5,76 4,71

Ketoprofen 35 C

Konzentration CD [mmol/l] 3 5 7 9
Konzentration G [mmol/l] 2,12 3,08 3,95 4,79
n 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,06 0,10 0,09 0,26
Ketoprofen 45 C
Konzentration CD [mmol/l] 3 5 7 9
Konzentration G [mmol/l] 2,70 3,73 4,87 5,64
n 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,04 0,13 0,08 0,22

Naproxen 35 C

Konzentration CD [mmol/l] 5 10 15 20
Konzentration G [mmol/l] 1,60 2,86 3,92 5,08
n 4 4 4 4
sdv [mmol/l] 0,06 0,03 0,14 0,04
Naproxen 45 C
Konzentration CD [mmol/l] 5 10 15 20
Konzentration G [mmol/l] 2,22 4,37 5,01 5,90
n 4 4 4 4
sdv [mmol/l] 0,35 1,38 0,25 0,19

Flurbiprofen 35 €

Konzentration CD [mmol/l] 0,25 0,5 0,75 1
Konzentration G [mmol/l] 0,35 0,44 0,53 0,66
n 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,01 0,03 0,04 0,02
Flurbiprofen 45 €
Konzentration CD [mmol/l] 0,25 0,5 0,75 1
Konzentration G [mmol/l] 0,43 0,52 0,75 0,76
n 6 6 6 6
sdv [mmol/l] 0,12 0,04 0,05 0,03
Felbinac 35 T
Konzentration CD [mmol/l] 0,5 1 15 2
Konzentration G [mmol/l] 0,28 0,41 0,56 0,72
n 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,01 0,004 0,01 0,02
Felbinac 45 T
Konzentration CD [mmol/l] 0,5 1 15 2
Konzentration G [mmol/l] 0,40 0,56 0,73 0,88
n 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,03 0,01 0,02 0,04
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Fenbufen 35 C

Konzentration CD [mmol/l] 3 7 11 15
Konzentration G [mmol/l] 0,17 0,39 0,64 0,87
n 3 3 3 3
sdv [mmol/I] 0,01 0,02 0,02 0,01
Fenbufen 45 C
Konzentration CD [mmol/l] 3 7 11 15
Konzentration G [mmol/l] 0,23 0,53 0,85 1,17
n 3 3 3 3
sdv [mmol/l] 0,003 0,03 0,01 0,02
8.3.2.7 Van't Hoff Plot fir Komplexierungsprozess
25C 35C 45C
Gastmolekil r? UT [1K] 3,35 - 10° 3,25 - 10° 3,14 - 10°
Naproxen 0,9882 In K 7,66 7,50 7,28
Ketoprofen 0,999 In K 7,25 7,12 7,01
8.3.3 Isothermale Titrationskalorimetrie
Ibuprofen 1 2 3
N 1,00 1,00 1,00
AS? [cal/molK] 9,87 9,60 8,96
AH? [cal/mol] -3263 +108,1 -3411 + 82,16 -3565 + 72,01

KM 35400 +5,53 - 10° 39700 + 4,02 - 10° 37300 +3,4 - 10°
N 1,34 +0,00522 1,26+0,0164 1,24 +0,0321
AS? [cal/molK] 8,03 7,46 7,50
AH° [cal/mol] -3353 + 6,762 -3651 + 19,90 -3678 + 40,26
KM 16300 + 207 20300 + 740 21600 + 1,58 - 10°
8.3.4 Kernresonanzspektroskopie
8.3.4.1 Messparameter der CICS-Messungen
Akquisition

Datenpunkte (td) 65536

Anzahl der Scans (ns) 128

Dummy Scans (ds) 2

Spektrale Bandbreite (sw/swh)

20,5524 ppm / 8223,685 Hz

Akquisitionszeit (AQ) 3,985s
Offset (O1) 2471,00 Hz
90%Pulslénge (p1) 8,00 ps
90%Pulsleistung (pl1) -15,05 dB
Prozessierung

Datenpunkte (Sl) 65536
Fensterfunktion (WDW) EM
Phasenkorrektur no
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8.3.4.2

'H-NMR-Spektrum von B-Cyclodextrin

4.6 4.4 42 4.0 38
Signalzuordnung nach [98]

& [ppm] Aufspaltungsmuster Zuordnung
3,50
3,53 t H4
3,55
3,575
3,684
3.600 dd H2
3,609
3,79 H5
3,81 H6
3,88
3,91 t H3
3,93
5,01
502 d H1

T
36

[PPm]

I=1

0.6

a5

0.4

0.3

oz

18]

(1]
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8.3.4.3 Ergebnisse der CICS-Messungen
. Stdchiometrisches Verhéltnis in den Probeldsungen ( CD:G)
Gastmolekl
1:3 1:2 2:3 1:1 3:2 2:1 31
X(CD) 0,25 0,33 0,4 0,5 0,6 0,66 0,75
louprofen ) 3,797884 3,80277 3,80874 3,82036 3,83628 3,85171 3,87058
(60:3,90629) Ad 0,10845 0,10352 0,09755 0,08593 0,07001 0,05485 0,03571
X Ad 0,02711 0,03451 0,03902 0,04297 0,04201 0,03639 0,02678
Ketoprofen 5 3,80248 | 3,81122 | 3,79623 | 3,81938 | 3,83225 | 3,84867 | 3,86081
(80=3,90533) Ad 0,10285 0,09411 0,1091 0,08595 0,07308 0,05666 0,04452
X Ad 0,02571 0,03137 0,04364 0,04298 0,04384 0,03777 0,03339
Naproxen 5 379818 | 3,80375 | 3,83788 | 3,84235 | 3,85186 | 3,85294 | 3,8668
(80=3,90631) Ad 0,10813 0,10256 0,06843 0,06396 0,05445 0,05337 0,03951
X Ad 0,02703 0,03419 0,02737 0,03198 0,03267 0,03558 0,02963
Flurbiprofen 5 373118 | 3,72918 | 3,74355 | 3,75641 | 3,79368 | 3,81626 | 3,84428
(80=3,90567) Ad 0,17449 0,17649 0,16212 0,14926 0,11199 0,08942 0,06139
X Ad 0,04362 0,05883 0,06485 0,07463 0,06719 0,05961 0,04604
Felbinac 5 3,74107 | 3,75365 | 3,76991 3,7794 3,80914 | 3,82851 | 3,85212
(80=3,90661) Ad 0,16554 0,15296 0,1367 0,12721 0,09747 0,0781 0,05499
X Ad 0,04139 0,05099 0,05468 0,06361 0,05848 0,0521 0,04087
Fenbufen 5 3,82792 | 3,82668 3,8345 3,85706 | 3,84102 3,8709 3,87241
(80=3,9056) Ad 0,07768 0,07892 0,0711 0,04854 0,06458 0,0347 0,03391
X Ad 0,01942 0,02631 0,02844 0,02427 0,03875 0,02313 0,02489
Anmerkung: Ad=0- &
8.3.4.4 Graphische Darstellung der Job’s Plots
0,045 0,045
. n
0,040 -
_ ' . 0,040 4
8 0,035 - " g
il = 0,035 - =
'3 0,030 A i 2 . -
0,025 " 0,030 A .
u [ ]
0,020 - - - - - 0,025 , , , , ,
02 03 04 05 0 07 08 02 03 04 05 0§ 07 08
X{CD) X{CD)
Ibuprofen Naproxen
0,075 0,040 .
0065 4 - 0,035 -
g = g 0,030 |
= 0055 n . = -
3 . 2 0025 | - -
0045 -
- . 0020 { m
0,035 ' T ' ' ' 0,015 . . : : :
o2 03 04 05 0OF 07 08 ' 02 03 04 05 0B 07 08
X(CD} X(CD)
Felbinac Fenbufen

Anmerkung: Job’s Plots von Ketoprofen und Flurbiprofen sind in Kapitel 6.1.6.1 dargestellt.
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8.3.4.5 Messparameter der ROESY-Experimente

Fenbufen Naproxen Flurbiprofen Felbinac Ketoprofen Ibuprofen
Gesamtkonzentration
(B-Cyclodextrin + 0,3 3 3 3 6 3
Wirktstoff) [mmol/l]
Akquisition F1
Datenpunkte (td) 512 512 512 512 512 512
Spektrale Bandbreite 11,9705 11,9705 11,9705 10,0138 11,9705 11,9705
(sw/swh) [ppm/Hz] 7183,908 7183,908 7183,908 6009,015 7183,908 7183,908
Akquisitionszeit (AQ) [s] 0,0356352 0,0356352 0,0356352 0,042598 0,0356352 0,0356352
Offset (O1) [Hz] 2818,00 2818,15 2818,15 2818,10 2819,90 2818,16
Prozessierung F1
Datenpunkte (SI) 2048
Fensterfunktion (WDW) QSINE
Verschiebung der 5
Fensterfunktion (SSB)
Akquisition F2
Datenpunkte (td) 8192 8192 8192 8192 8192 8192
Anzahl der Scans (ns) 128 56 56 40 24 32
Dummy Scans (ds) 64 64 64 64 64 64
Spektrale Bandbreite 11,9705 11,9705 11,9705 10,0138 11,9705 11,9705
(sw/swh) [ppm/Hz] 7183,908 7183,908 7183,908 6009,615 7183,908 7183,908
Akquisitonszeit (AQ) [s] 0,5702132 0,5702132 0,5702132 0,6816244 0,5702132 0,5702132
Offset (O1) [Hz] 2818,00 2818,15 2818,15 2818,10 2819,90 2818,16
90%Pulslange (p1) [us] 10,50 10,60 10,60 10,70 10,94 10,90
180*Pulsléange (p25) [us] 140 140 140 140 140 140
Mischungszeit (p15) [ms] 250 250 250 250 250 250
Prozessierung F2
Datenpunkte (SI) 4096
Fensterfunktion (WDW) QSINE
Verschiebung der 5

Fensterfunktion (SSB)
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8.3.4.6  Zuordnung der Wasserstoffatome der ROESY-Sp  ektren

Da die Signale des Wirkstoffes bei Komplexbildung Verschiebungen unterworfen sind, ist im Folgenden die Zuordnung der

Signale des Wirkstoffs aus dem Mischspektrum dargestellt.

Ibuprofen
|
=
(=1
o
2
=]
l_JL A \ =
(=1
e e e e S S S S S S S S S p e m S e m B E LA
T i 5 4 3 2 [ppm]
Signalzuordnung
& [ppm] Aufspaltungsmuster Anzahl Zuordnung Symbol
Wasserstoffatome
0,794
0.805 d 6 2 x CHs A
1,289
1,294
1301 q 3 1xCHs B
1,306
1,69 -1,77 m 1 1xH C
2,363
2374 d 2 2xH D
ca. 3,5 x* 1 1xH E
6,96
6.97 d 2 2 X H (Aromat) F
7,14
7,15 t 2 2 x H (Aromat) G
7,16
Anmerkung:

x": Da dieses Signal im Bereich der Signale des Cyclodextrins auftritt und es zu Uberlagerungen kommt, kann eine

eindeutige Zuordnung der Verschiebung sowie des Aufspaltungsmusters nicht stattfinden.
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Wechselwirkungen der Wasserstoffatome mit den Wasse rstoffatome des Cyclodextrins

A H5, H3, (H6)

B H6

C -

D H3, H5

E H6

F H3, H5, H6

G H3, H5, H6 (schwécher als F)
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Ketoprofen

Signalzuordnung

Anzahl
& [ppm] Aufspaltungsmuster Wasserstoffatome Zuordnung Symbol

1,380
iggg q 3 1xCHz A
1,398
g:g? q.0d) 1 1xH B
;ig m 1 1 x H (Aromat)

7,428 -7,464 m 1 1 x H (Aromat) D
7,479
7,492 t 2 2 x H (Aromat) E
7,504
7,623
7,640 m 4 4 x H (Aromat) F ()
7,654
7,670
7,683 t 1 1xH G
7,695

Anmerkung:

[rel]

o4

0.3

0.2

a1

0.0

x": Da dieses Signal im Bereich der Signale des Cyclodextrins auftritt und es zu Uberlagerungen kommt, kann eine

eindeutige Zuordnung der Verschiebung sowie des Aufspaltungsmusters nicht stattfinden.

x%: keine eindeutige Zuordnung méglich
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Wechselwirkungen der Wasserstoffatome mit den Wasse  rstoffatome des Cyclodextrins

A -

B H5

C (H5)

D (H3)

E H3, H5

F H5, (H3, H6)
G
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Naproxen

T T
[rel]

012

10

—
T T T 1 T T 1]
0.04 0.06 0os

Signalzuordnung nach [136]
8 [ppm] Aufspaltungsmuster Anzahl Zuordnung Symbol
Wasserstoffatome
1,39
141 d 3 1 x CHs A
3,69
3,73 x* 1 1xH B
3,74
3,86 S 3 1 x CHs C
7,132
7,136
7147 dd 1 1 x H (Aromat) D
7,151
7,188
7192 d 1 1 x H (Aromat) E
7,435
7,437
7.449 dd 1 1 x H (Aromat) F
7,452
7,641 S 1 1 x H (Aromat) G
7,716
7701 d 1 1 x H (Aromat) H
7,725
7740 d 1 1 x H (Aromat) |

Anmerkung:
x": Da dieses Signal im Bereich der Signale des Cyclodextrins auftritt und es zu Uberlagerungen kommt, kann eine

eindeutige Zuordnung der Verschiebung sowie des Aufspaltungsmusters nicht stattfinden.
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Wechselwirkungen der Wasserstoffatome mit den Wasse rstoffatome des Cyclodextrins

A H3, (H5)

B x*

C -

D (H5)

E H5

F -

G H3, H5

H (H3), H5

| (H3), H5

x: Da dieses Signal im Bereich der Signale des Cyclodextrins auftritt und es zu Uberlagerungen kommt, kann eine

eindeutige Zuordnung der Verschiebung sowie des Aufspaltungsmusters nicht stattfinden.
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Flurbiprofen

T
[rel]

10

T 4 3 2
Signalzuordnung
8 [ppm] Aufspaltungsmuster Anzahl Zuordnung Symbol
Wasserstoffatome
1,353
iggg q 3 1 x CHs A
1,370
3,585
3,596
3,606 m 1 1xH B
3,617
3,630
7,13-7,17 m 2 2 x H (Aromat) C
7,25
7,26 t 1 1 x (Aromat) D
7,28
7,36 — 7,46 m 5 5 x (Aromat) E
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Wechselwirkungen der Wasserstoffatome mit den Wasse rstoffatomen des Cyclodextrins

A evtl. H6

B H5

C (H3), H5, H6
D (H3), H5
E H3, H5, H6
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Felbinac
|5
5
=]
m =
I =
=
L=
L=
JLJ \L | 8
[=]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ™
7 @ 5 4 [ppm]
Signalzuordnung
Anzahl
& [ppm] Aufspaltungsmuster Wasserstoffatome Zuordnung Symbol
3,476 x* 2 2xH A

7,304 2

7317 d 5 5 x H (Aromat) B (x°)

7,441 2

7.454 d 4 4 x H (Aromat) C (xX9)

Anmerkung:

x: Da dieses Signal im Bereich der Signale des Cyclodextrins auftritt und es zu Uberlagerungen kommt, kann eine
eindeutige Zuordnung der Verschiebung sowie des Aufspaltungsmusters nicht stattfinden.

x%: nicht eindeutig zuzuordnen, Annahme

Wechselwirkungen der Wasserstoffatome mit den Wasse rstoffatome des Cyclodextrins
A H1, H3, (H5)
B H3, H5
C H3, H5
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Fenbufen
3
[ =
-2
[ ©
]
o
[ ©
[ o
-2
-]
|| 8
| “ | o
‘ . \ i
I | | L
‘nl I I K
| | | g
i L L R
w PPN g W V8 ¢ o P .
S L M
=
[ ©
[ o
]
[ ©
I o
ipj Lm—s
[ ©
¥ T ——————— [T T
8 7 8 5 4 3 [ppm]
Signalzuordnung
8 [ppm] Aufspaltungsmuster Anzahl Zuordnung Symbol
Wasserstoffatome
2,49 i
250 X 2 2xH A
ca. 3,28 x* 2 2xH B
7,408
7,421 t 1 1 x H (Aromat) C
7,433
7,470
7,483 t 2 2 x H (Aromat) D
7,495
7,645
7657 d 2 2 x H (Aromat) E
7,711
7726 d 2 2 x H (Aromat) F
8,023
8037 d 2 2 x H (Aromat) G
Anmerkung:

X*: kein eindeutiges Aufspaltungsmuster zuzuordnen
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Wechselwirkungen der Wasserstoffatome mit den Wasse rstoffatomen des Cyclodextrins
A (H3)
B (H3)
C -
D (H6)
E H5, (H3, H6)
F H5, (H3, H6)
G H3, H5

8.3.4.7 ROESY-Spektren

Auf den folgenden Seiten sind die ROESY-Spektren der einzelnen Gastmolekile mit B-Cyclodextrin
abgebildet.
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Ibuprofen

[udd] | 4 F4 £ ¥ 5

|In.am.,_i._:_.._. L

=1 e

F2 [ppm]

i
1

:&{t'

Ketoprofen

N S .

B LR R Ml e |
1-m - n s |

& RN T
i~ IR — T = g =

F2 [ppm]

T
2




ANHANG

142

Naproxen
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Felbinac
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8.4 Computerchemische Untersuchungen

8.4.1 Ubersicht der Rohdaten in elektronischer Form

Um die einzelnen Schritte der Vorgehensweise nachvollziehen zu kénnen, wurden die Rohdaten auf einer CD gespeichert.

Nachfolgende Tabelle soll zur besseren Ubersicht iiber die gespeicherten Daten dienen.

Name des Ordners

Dateiname/Unterordner |

nhalt

Cyclodextrine

Rontgenkristallstruktur

Kristallstruktur aus der Cambridge Structural
Database

Konformationssuche

Ergebnisse und Auswertung der MD-Simulation
zur Erstellung der Cyclodextrin-Initialstrukturen

Cyclodextrin-Strukturen

Cyclodextrine als mol2-Dateien und pdb-Dateien,
benannt: CD1 bis CD10

Dockingstudien

Docking-geladen

Docking-neutral

fur jede Dockingstudie ein Ordner, in dem alle
zur Durchfuihrung benétigten Dateien sowie
Skripte und Ausgangsstrukturen enthalten sind;
benannt mit Hilfe unten aufgefuhrter
Abkirzungen.

Auffuhrung der Bindungsenergien der

MD-Simulation-Stabilitat

Rohdatenauswertung Dockingstudien; Darstellung des
Dockingergebnisses aus der Ergebnisdatei
Datenbank mit den Ergebnissen der

MDStabilitat durchgefiihrten MD-Simulation zur Uberpriifung

der Stabilitat

MDStabilitatAW

Datenbank nach Auswertung

mdergebnis.mdb

Ergebnis der Bewertung der Stabilitat

Auswertungen

Cyclodextrine.xls

Charakterisierung der Cyclodextrine

Docking.xls

Auswertung der Docking-Studien nach
strukturellen und energetischen Aspekten

Benutzte Abkirzungen fir die Gastmolekile

Gastmolekul Abkurzung fur die freie Saure Abkiirzung fur deprotoniertes Molekl
Fenbufen fen feng

Felbinac fel felg

(S)-Ibuprofen sibu sibug

(R)-Ibuprofen ribu ribug
(S)-Flurbiprofen sflu sflug
(R)-Flurbiprofen rflu rflug
(S)-Ketoprofen sket sketg
(R)-Ketoprofen rket rketg

(S)-Naproxen shap shapg
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8.4.2 Einzel- und Gesamtwinkelsummen der Cyclodextr  inkonformere
Torsionswinkel der glykosidischen Bindungen [q
CD1 CD 2 CD3 CD4 CD5 CD6 CD7 CD8 CD9 CD 10
D (1) -14,5698 | -11,2360| -20,1405| 19,8521 | 47,1782| 33,8486| 41,3329| 52,6443| 59,9379| 52,7242
Y (1) 27,6731| 43,5828| 16,0027| -0,4611| -2,5983| 13,9539| 15,6610| -14,3038| -27,5534| -8,1552
P (2) 14,1484 0,2280| 39,3839 -7,8713| -3,7053| 19,2180 30,3968| 27,9682| -31,0150| -7,2392
¥ (2) -9,1758 | -19,1895 2,0617| 39,3606 | -14,0750 -0,3796 2,2320 1,4998 -5,8970 | -33,9103
P (3) -16,7957| 14,3923 0,6332| 19,1930 -7,4484| -37,6490| -32,4831| -13,1759| 38,9262| -17,9879
¥ (3) 47,7443 | 32,1977| -7,0081 3,2233| 27,0309 -7,9909| -18,6042| -26,7139| 17,0996 5,3641
D (4) 9,4542| 12,0161 -19,0771| -7,7077| 12,1578| 38,3858 -0,6436| -18,0610| -22,5800| -35,2704
Y (4) -21,9178| -13,7758| -24,3942| -30,1312| -46,3575| -5,1980| -29,5855| -27,6690 | -25,1352| -23,8243
® (5) -8,7219 7,4359| 55,8493| -4,8391| -13,9858| 17,8198 -10,9140| 15,6573| 32,3551| -27,3810
Y (5) -9,1503 | -42,1103| -17,3499| 34,2287 | 40,0616 | -35,8180| 27,8419| 38,0334 4,3432 | 83,2428
P (6) -2,7163 | -18,5923 9,0565| 20,7815| 10,7271 -20,0028| -27,2392| 20,2016| 38,4609| 36,0540
¥ (6) 41,8156 | 42,6096 | -16,8552 3,5908 | 14,7929| 32,7281| 38,3639| -30,8058| -12,3788| 18,5258
P (7) 7,7443 3,8715| 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
Einzelwinkelsummen (| ®+W¥|)
1 13,1033 | 32,3469 4,1378| 19,3911| 44,5799 | 47,8025| 56,9940| 38,3405| 32,3845 44,5690
2 4,9726| 18,9615 41,4456| 31,4893| 17,7803 | 18,8384 | 32,6288| 29,4680| 36,9120| 41,1496
3 30,9486 | 46,5900 6,3749| 22,4164| 19,5824 | 45,6399| 51,0873| 39,8898 | 56,0258| 12,6239
4 12,4636 1,7597| 43,4713| 37,8389| 34,1997| 33,1878| 30,2291 45,7301| 47,7152| 59,0948
5 17,8722 | 34,6743| 38,4994| 29,3869 | 26,0757| 17,9981| 16,9280| 53,6908| 36,6983| 55,8618
6 39,0992 | 24,0173 7,7988| 24,3724| 25,5199| 12,7253| 11,1247| 10,6041 | 26,0821| 54,5798
7 8,9601 7,8116| 24,4463| 20,7038| 48,1407| 59,2931| 51,7870| 51,8069| 55,3251| 50,1492
Gesamtwinkelsumme

z | 127,4196 | 166,1613 | 166,1743 | 185,6014 | 215,8786 | 235,4851| 250,7788 | 269,5302 | 291,1429 | 318,0279

8.4.3 Vorbereitung der Gastmolekile

Starre Molekiilteile (,root atoms*) sind in den abgebildeten Strukturformeln farbig umrandet.

COOH
i |
S (

H.C

Felbinac

Ibuprofen

/4

R

T

Fenbufen

CH,

i
]

“COCH

(e
N

Ketoprofen

i
P

Flurbiprofen

Naproxen

"COOH

“COOH
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8.4.4 Reprasentatives Docking-Parameter-File

seed time pid

types CAOH

fld griddata.maps.fld
map C.map

map A.map

map O.map

map H.map

map e.map

move fel.pdbq

about 0.2927.760 1.768

# Initial Translation, Quaternion and Torsions

tran0 random
quat0O random
ndihe 4

dihe0O random

torsdof 4 0.3113

# for random number generator
# atom type names

# grid data file

# C-atomic affinity map file

# A-atomic affinity map file

# O-atomic affinity map file

# H-atomic affinity map file

# electrostatics map file

# small molecule file
# small molecule center

# initial coordinates/A or "random"
# initial quaternion or "random"

# number of initial torsions

# initial torsions

# num. non-Hydrogen torsional DOF & coeff.

# 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.

# 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

#intelec

outlev 1

4.00 0.0222750
4.00 0.0222750
3.60 0.0257202
3.00 0.0081378
4.00 0.0222750
3.60 0.0257202
3.00 0.0081378
3.20 0.0297000
1.90 0.3280000
2.00 0.0029700

12
12
12
12
12
12
12
12
12 10
12 6

OO OO,

# translation step/A

# quaternion step/deg

# torsion step/deg

# trans reduction factor/per cycle
# quat reduction factor/per cycle
# tors reduction factor/per cycle

#C-C |j
HC-A |j
#C-O|j
HC-H |j
#A-A |
#A-O |j
#AH |j
#0-0 |j
#O-H hb
#H-H |

# calculate internal electrostatic energy

# diagnostic output level

# Docked Conformation Clustering Parameters for "analysis" command

rmstol 1.0

rmsref fel.pdbq

#rmsnosym
write_all

extnrg

1000.

# 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

eOmax 0. 10000# 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

# 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
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ga_cauchy B 1
set_ga

# ~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_Ib_rho 0.01
Is_search_freq 0.06
set_pswl

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 this many GA or LGA runs

# do cluster analysis on results

8.45 Grid-Parameter-Files

1.gpf

receptor cdl.pdbgs
gridfld griddata.maps.fld
npts 505050
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 3.75 0.0230026 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 3.70 0.0181874 12
sol_par 12.77 0.6844

constant 0.000

map A.map

nbp_r_eps 4.00 0.0222750 12
nbp_r_eps 3.75 0.0230026 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 3.70 0.0181874 12
sol_par 10.80 0.1027

constant 0.000

map N.map

nbp_r_eps 3.75 0.0230026 12
nbp_r_eps 3.50 0.0237600 12
nbp_r_eps 3.35 0.0265667 12
nbp_r_eps 3.75 0.0265667 12
nbp_r_eps 2.75 0.0084051 12
nbp_r_eps 3.850.0265667 12
nbp_r_eps 3.450.0187839 12
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.000

map O.map

nbp_r_eps 3.60 0.0257202 12
nbp_r_eps 3.35 0.0265667 12
nbp_r_eps 3.20 0.0297000 12
nbp_r_eps 3.60 0.0297000 12

(o)) Ne) oo )Mo Ne)] DO OO, DOV OO,

[e2 >N e Ne)]

#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 |]

#C-0O |j

#C-S |j

#C-H |]

#C-X |j (X: Phosphorus in DNA)

#C-M |j (Met: Mg/Mn)

#C atomic fragmental volume, solv. param.

#C grid map constant energy
#filename of grid map

#A-Cj

#A-N |j

#A-0 |]

A-S

#A-H |j

#A-X lj (X: Phosphorus in DNA)

#A-M |j (Met: Mg/Mn)

#A atomic fragmental volume, solv. param.

#A grid map constant energy

#filename of grid map

#N-C |]

#N-N ]

#N-O |j

#N-S |j

#N-H |]

#N-X |lj (X: Phosphorus in DNA)

#N-M |j (Met: Mg/Mn)

#N atomic fragmental volume, solv. param.

#N grid map constant energy

#filename of grid map

#0O-C |j

#0O-N |j

#0-0 |j

#0O-S |j
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nbp_r_eps 1.90 0.3280000 12 10
nbp_r_eps 3.70 0.0297000 12 6
nbp_r_eps 3.300.0210010 12 6
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.236

map S.map

nbp_r_eps 4.00 0.0257202 12 6
nbp_r_eps 3.75 0.0265667 12 6
nbp_r_eps 3.60 0.0297000 12 6
nbp_r_eps 4.00 0.0297000 12 6
nbp_r_eps 2.50 0.0656000 12 10
nbp_r_eps 4.10 0.0297000 12 6
nbp_r_eps 3.70 0.0210010 12 6
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.000

map H.map

nbp_r_eps 3.00 0.0081378 12 6
nbp_r_eps 2.750.0084051 12 6
nbp_r_eps 1.90 0.3280000 12 10
nbp_r_eps 2.50 0.0656000 12 10
nbp_r_eps 2.00 0.0029700 12 6
nbp_r_eps 3.10 0.0093920 12 6
nbp_r_eps 2.70 0.0066411 12 6
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.118

elecmap e.map

dielectric -0.1146

#fmap f.map

#0O-H hb
#0O-X Ij (X: Phosphorus in DNA)
#0O-M |j (Met: Mg/Mn)
#0O atomic fragmental volume, solv. param.
#0O grid map constant energy
#filename of grid map
#S-C |j
#S-N |j
#S-0O |j
#S-S |j
#S-H hb
#S-X Ij (X: Phosphorus in DNA)
#S-M |j (Met: Mg/Mn)
#S atomic fragmental volume, solv. param.
#S grid map constant energy
#filename of grid map
#H-C |j
#H-N [j
#H-O hb
#H-S hb
#H-H [j
#H-X 1j (X: Phosphorus in DNA)
#H-M |j (Met: Mg/Mn)
#H atomic fragmental volume, solv. param.
#H grid map constant energy
#electrostatic potential map
#<0,distance-dep.diel; >0,constant
#floating grid

2.gpf

receptor cdl.pdbgs
gridfld griddata.maps.fld
npts 505050
spacing 0.375
gridcenter 14.249 0.66874 0.82082
types FcbM

smooth 0.500

map F.map

nbp_r_eps 3.54 0.0162608 12
nbp_r_eps 3.29 0.0167954 12
nbp_r_eps 3.150.0187853 12
nbp_r_eps 3.54 0.0187853 12
nbp_r_eps 2.54 0.0059400 12
nbp_r_eps 3.650.0187110 12
nbp_r_eps 3.24 0.0132822 12
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.000

map c.map

nbp_r_eps 4.04 0.0302198 12
nbp_r_eps 3.79 0.0311999 12
nbp_r_eps 3.65 0.0348827 12
nbp_r_eps 4.04 0.0348827 12
nbp_r_eps 3.04 0.0110336 12
nbp_r_eps 4.14 0.0348975 12
nbp_r_eps 3.74 0.0246706 12
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.000

map b.map

nbp_r_eps 4.17 0.0358776 12
nbp_r_eps 3.92 0.0370508 12
nbp_r_eps 3.77 0.0414167 12
nbp_r_eps 4.17 0.0414167 12
nbp_r_eps 3.17 0.0130977 12
nbp_r_eps 4.14 0.0348975 12

(o))l e e )N e )N e) o)) DOV OHOO OO

[e)le) e )Nl e )Mo}

#macromolecule

#grid_data_file

#num.grid points in xyz

#spacing (Angstroms)

#xyz-coordinates or "auto"

#atom type names (halogens)

#store minimum energy within radius (Ang)
#filename of grid map (FLUORINE)

#F-C

#F-N

#F-O

#F-S

#F-H

#F-X (X: Phosphorus in DNA)

#F-M (Met: Mg/Mn)

#F atomic fragmental volume, solv. param.
#F grid map constant energy

#filename of grid map (CHLORINE)

#c-C

#c-N

#c-O

#c-S

#c-H

#c-X (X: Phosphorus in DNA)

#c-M (Met: Mg/Mn)

#c atomic fragmental volume, solv. param.
#c grid map constant energy

#filename of grid map (BROMINE)

#b-C

#b-N

#b-O

#b-S

#b-H

#b-X (X: Phosphorus in DNA) ### taken from chlorine!!
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nbp_r_eps 3.74 0.0246706 12
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.000

map M.map

nbp_r_eps 3.70 0.0181874 12
nbp_r_eps 3.450.0187839 12
nbp_r_eps 3.30 0.0210010 12
nbp_r_eps 3.70 0.0210010 12
nbp_r_eps 2.70 0.0066411 12
nbp_r_eps 4.20 0.0210004 12
nbp_r_eps 3.40 0.0148499 12
sol_par 0.00 0.0000

constant 0.000

elecmap e.map.remove
dielectric -0.1146

#fmap f.map

(o>l e) el e )N erNe)]

#b-M (Met: Mg/Mn) ### taken from chlorine!!
#b atomic fragmental volume, solv. param.

#b grid map constant energy

#filename of grid map (MAGNESIUM)

#M-C

#M-N

#M-O --- parameter berechnet nach formel im manual ---
#M-S

#M-H

#M-X (X: Phosphorus in DNA)

#M-M (Met: Mg/Mn)

#M atomic fragmental volume, solv. param.

#M grid map constant energy

#electrostatic potential map

#<0,distance-dep.diel; >0,constant

#floating grid

Anmerkung: Die C-, b und M-maps (fuir die Atome CI, Br und Mg) wurden fiir die durchgefuhrten Versuche nicht bendtigt.

8.4.6 Koordinaten der Gitterzentren

X Y z
CDh1 14,249 0,669 0,821
CD2 14,397 0,679 0,483
CD3 20,243 6,518 3,107
CDh4 16,800 2,400 2,000
CD5 14,912 0,528 1,147
CD6 19,566 7,294 2,413
CD7 20,174 7,312 2,075
CD 8 20,564 7,200 2,125
CD9 17,768 2,036 2,006
CD 10 16,709 2,265 1,671
8.4.7 Konizitat
Abstande zwischen den C2-Atomen [A]
CDh1 CD2 CD3 CDh4 CD5 CD6 CD7 CDhs8 CD9 CD 10
Distanz 1 5,24 5,16 5,38 5,75 5,77 5,14 5,13 5,13 5,05 5.00
Distanz 2 5,72 5,90 5,07 5,36 5,51 5,55 6,08 5,48 514 5.48
Distanz 3 4,99 5,18 5,52 5,24 5,84 6,03 5,91 5,42 5,45 5.21
Distanz 4 5,70 5,22 5,35 5,75 4,95 511 5,30 534 5,17 6.24
Distanz 5 512 5,31 4,89 5,04 5,55 4,94 5,58 5,16 5,84 5.90
Distanz 6 5,74 511 5,81 6,11 514 5,82 5,09 4,94 5,06 5.83
Distanz 7 5,51 5,73 5,16 5,10 5,15 5,33 5,20 5,69 5,88 5.36
Summe 38,02 37,61 37,18 38,35 37,91 37,92 38,29 37,16 37,59 39.02
Absténde zwischen den O5-Atomen [A]
Distanz 1 5,35 4,60 5,36 4,82 5,33 5,73 5,68 5,26 5,77 5.88
Distanz 2 4,73 5,58 5,69 5,39 4,64 5,46 5,66 5,32 571 5.01
Distanz 3 5,42 5,44 5,09 4,52 ,5,76 4,97 4,81 5,44 5,15 5.63
Distanz 4 4,75 5,13 5,98 5,47 4,88 5,80 5,01 5,57 5,61 4.52
Distanz 5 5,37 5,24 5,71 4,94 5,32 5,90 5,68 5,93 5,03 5.13
Distanz 6 5,53 4,60 5,91 5,41 5,67 5,01 5,30 5,07 6,02 5.26
Distanz 7 4,65 5,33 5,30 5,45 5,07 5,47 5,61 5,56 5,09 5.61
Summe 35,8 36,92 39,04 36 36,67 38,34 37,75 38,15 38,38 37.04
Konizitat
XAC2/ZA05 1,06 1,02 0,95 1,07 1,03 0,99 1,01 0,97 0,98 1,05
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8.4.8 Exzentrizitat

Absténde zwischen den gegeniiberliegenden O-Atomen d  er glykosidischen Bindungen [A]
Oi= Oiss CD1 CD 2 CD3 CD 4 CD5 CD6 CD7 CD 8 CD9 CD 10
Distanz 1 9,91 9,38 9,15 9,00 10,00 9,09 8,99 9,68 10,11 10,34
Distanz 2 9,32 9,45 8,21 8,86 8,47 9,70 9,83 10,21 7,81 10,91
Distanz 3 9,07 9,34 10,49 9,77 9,28 8,48 8,17 7,70 9,78 7,86
Distanz 4 9,70 9,19 10,93 9,43 9,87 7,68 7,85 9,27 10,02 9,72
Distanz 5 9,68 9,72 7,96 8,52 9,10 8,74 10,07 9,94 9,13 11,24
Distanz 6 8,87 9,67 9,53 9,87 8,44 7,64 8,76 8,86 8,31 9,44
Distanz 7 9,50 9,08 10,83 9,87 9,71 10,19 7,75 7,71 10,18 8,14
o 0,37 0,23 1,22 0,54 0,64 0,96 0,92 1,02 0,95 1,3

8.4.9 Werte fur die minimale Freie Bindungsenthalpi e

AGBind,min [kJ/moI]

\L/Jv?ieslt%?fine cb1 | cpb2 | cpb3 | cb4 | cpbs| cDs6 cD7 cD8 cD9 | cD10
Felbinac 22,97 | 24,94 | 2565 | -24.27 | -27,07| -26,36 | 27,41 | 27,28 | 2577 | -24,27
Fenbufen 23,60 | 26,11 | -25,10 | -24,43 | -24,69 | -26,11 | -29.62 | -27,74 | -2598 | -23,56
(S)-Naproxen 2418 | 27,20 | 27,20 | -26,49 | 27,57 | 27,70 | 2820 | 27,95 | 26,94 | -24,18
(R)-Flurbiprofen 25,06 | 27,20 | -27,70 | -26,23 | -29,46 | -27,66 | -29,37 | -31,09 | -27,53 | -26,19
(S)-Flurbiprofen 2448 | 2586 | 27,87 | 26,82 | 29,41 | 27,45 | 2845 | 29,87 | 27,91 | -2594
(R)-Ketoprofen 24,06 | 26,48 | 26,78 | -27,03 | 26,57 | -28,37 | 381,97 | 30,42 | 27,74 | -2565
(S)-Ketoprofen 2435 | 2577 | 26,53 | -26,19 | -27,57 | -28,83 | -31,38 | 29,37 | -28,66 | -24,44
(R)-Ibuprofen 20,46 | 22,38 | 21,76 | -21,07 | 23,89 | 2427 | 26,86 | 2544 | 22,43 | -21,34
(S)-Ibuprofen 20,13 | 22,97 | -22,34 | -22,80 | -2456 | -2356 | -2573 | -2510 | -22,59 | -21,34
\?v?rpk’;‘ttoof?ée’te cb1 | cpb2 | cpb3 | cb4 | cpbs| cDs6 cD7 cD8 cD9 | cD10
Felbinac 22,84 | 24,10 | -24,69 | -23,64 |-24,64 | -2556 | -26,86 | -2682 | -24,85 | -23,35
Fenbufen 2364 | 24,06 | 24,64 | 23,97 | 24,98 | -26,44 | 2950 | 26,94 | 26,23 | -24,02
(S)-Naproxen 2326 | 24,77 | 26,23 | -24,64 | 25,73 | 2753 | 27,11 | 27,70 | 26,28 | -23,43
(R)-Flurbiprofen 2464 | 2536 | -26,57 | -25,48 | -26,61 | -27,24 | -28.37 | -28,62 | -26,99 | -24,94
(S)-Flurbiprofen 2456 | 2561 | 26,40 | -25,86 | 26,40 | -27,03 | 28,07 | 29,66 | -27,36 | -24,89
(R)-Ketoprofen 23,64 | 2523 | -2548 | -25,56 | -25,90 | -28,45 | -29,58 | -30,50 | -27,78 | -25,69
(S)-Ketoprofen 23,68 | 24,64 | -2540 | -2515 | -26,19 | -27,49 | -30,54 | -29,00 | -27,82 | -27,73
(R)-Ibuprofen 20,00 | 20,88 | 21,42 | 21,13 | 21,76 | -23,47 | 2540 | 23,97 | 21,59 | -21,59

(S)-Ibuprofen -20,08 | -20,46 | -21,84 | -21,09 |-21,63| -24,23 -25,19 -24,43 -21,67 -21,67
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8.4.10 Bevorzugte Orientierungen der Gastmolekile

Fur jedes Gastmolekdl ist die Orientierung der Komplexe mit der niedrigsten Freien Bindungsenthalpie fir die

zehn verschiedenen Cyclodextrine angegeben. Zudem ist die Orientierung des energetisch insgesamt

glnstigsten Komplexes sowie das zugehorige Cyclodextrin aufgefiihrt. Die Einteilung erfolgt in sechs

grundlegende Orientierungen. Fir bestimmte Gastmolekile zusétzlich auftretende Orientierungen werden

gesondert aufgefiihrt.

Orientierung 1:

Orientierung 2:

Orientierung 3:

Orientierung 4:

Orientierung 5:

Orientierung 6:

Sauregruppe des Gastes zeigt in Richtung des  sekundaren
Hydroxylgruppenrandes und liegt auf Hohe der sekundéaren Hydroxylgruppen
siehe Orientierung 1, allerdings ragt die Sauregruppe weiter aus dem Cyclodextrin
hinaus

siehe Orientierung 1, allerdings ist die S&auregruppe in das Cyclodextrin
hineinverschoben

Sauregruppe des Gastes zeigt in Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes
und liegt auf Hohe der priméren Hyroxylgruppen

siehe Orientierung 4, allerdings ragt die Sauregruppe weiter aus dem Cyclodextrin
hinaus

siehe Orientierung 4, allerdings ist die S&auregruppe in das Cyclodextrin

hineinverschoben

Felbinac
Orientierung des
CD1 | CD2 | CD3 | CD4 | CD5|CD6 | CD7 | CD8 | CD9 | CD10 energetisch
gunstigsten
Komplexes
ungeladen 1 2 4 1 1 2 2 4(CD7)
deprotoniert 4 5 5 1 1 1 1(CD7)
Fenbufen
Orientierung des
energetisch
cCbl1 | Cb2 |CD3 | CD4 | CD5 | CD6 | CD7 | CD8 | CD9 | CD10 giinstigsten
Komplexes
ungeladen 1 1 1 6 2 5 2 5 1 5(CD7)
deprotoniert 5 1 1 5 2 5 2 5 5 5(CD7)

Zusatzlich beobachtete Orientierungen:

¢ sowohl

Sauregruppe als auch Biphenylgerist

ragen auf der Seite des sekundéaren

Hydroxylgruppenrandes hinaus

« wie Orientierung 5, allerdings liegt Gastmolekil fast auRerhalb des Cyclodextrins
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(S)-Naproxen
Orientierung des
CD1 | cp2 | cp3|cp4|cbs | cbe | cp7 | cps| cp9 | cp1o energetisch
giinstigsten
Komplexes
ungeladen 1 2 4 6 6 4 2 4 2 2 2(CD7)
deprotoniert 5 5 5 2 5 4 5 4 4 1 4 (CD8)

Zusatzlich beobachtete Orientierungen:

¢« Gastmolekul liegt nahezu komplett aul3erhalb des Cyclodextrinmolekiils auf der Seite des

sekundéren Hydroxylgruppensaumes, Sauregruppe zeigt in die Mitte der Kavitat

« Gastmolekul liegt nahezu komplett aul3erhalb des Cyclodextrinmolekils auf der Seite des

sekundaren Hydroxylgruppensaumes, Methoxygruppe zeigt in die Mitte der Kavitat

(R)-Flurbiprofen

Orientierung des

cp1 | cp2 | cp3|cpa | cps | cbe|cp7 | cps|cpe| cpio energetisch

glinstigsten

Komplexes
ungeladen 1 4 2 6 6 4 6 4 2 2 4 (CD 8)
deprotoniert 4 1 4 6 2 6 4 2 1 4 (CD 8)

Zusatzlich beobachtete Orientierung:

e Sauregruppe des Gastes zeigt prinizipiell in Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes,

allerdings ist das Gastmolekiil kaum eingeschlossen

(S)-Flurbiprofen

Orientierung des
energetisch
Chbl | Ch2 | CD3 | CD4 | CD5 | CD6 | CD7 | CD8 | CD9 | CD10 giinstigsten
Komplexes
ungeladen 1 2 1 6 6 2 4 4 2 1 4 (CD 8)
deprotoniert 4 2 2 2 6 2 2 4 4 6 4 (CD8)

Zusatzlich beobachtete Orientierungen:

e Sauregruppe des Gastes zeigt prinizipiell in Richtung des primaren Hydroxylgruppenrandes,

allerdings ist das Gastmolekiil kaum eingeschlossen

e Sauregruppe des Gastes zeigt prinzipiell in Richtung des sekundaren Hydroxylgruppenrandes,

allerdings ist das Gastmolekiil kaum eingeschlossen
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(R)-Ketoprofen

Orientierung des
cb1 | cp2 | cos | cpa|cps|coe| cp7 | cos | cpo| cpio| — energetisch
giinstigsten
Komplexes
ungeladen 2 1 2 2 X2 2 1 4 1 x* 1(CD7)
deprotoniert 4 6 5 2 X2 2 5 4 4 x* 4(CD 8)

Zusatzlich beobachtete Orientierungen:

Sauregruppe des Gastes zeigt in Richtung des sekundaren Hydroxylgruppenrandes, ein Benzolring
der Benzophenongrundstruktur liegt auferhalb des Cyclodextrinmolekils, so dass sich eine
gebogene Struktur des Wirkstoffmolekiils ergibt (x*)

Gastmolekil liegt nahezu komplett auerhalb des Cyclodextrinmolekils auf der Seite des
sekundaren Hydroxylgruppensaumes (x°)

Gastmolekil liegt nahezu komplett au3erhalb des Cyclodextrinmolekiils auf der Seite des priméren

Hydroxylgruppenrandes

(S)-Ketoprofen

Orientierung des
cp1 | cp2 | cp3 | cpa|cps | cpe|cp7 | cps | cpo| cpio| — Energetisch
glinstigsten
Komplexes
ungeladen 1 [ X[ a [ ¥ ] ¥ 1 4 4 4 1 4(CD7)
deprotoniert 6 5 6 1 2 > 2 5 2 2 5(CD7)

Zusatzlich beobachtete Orientierungen:

Sauregruppe des Gastes zeigt in Richtung des sekundaren Hydroxylgruppenrandes, ein Benzolring
der Benzophenongrundstruktur liegt auferhalb des Cyclodextrinmolekils, so dass sich eine
geknickte Struktur des Wirkstoffmolekiils ergibt (x")

Gastmolekil liegt nahezu auferhalb des Cyclodextrinmolekuls auf der Seite des sekundaren
Hydroxylgruppensaumes (x%)

Gastmolekil liegt nahezu auRerhalb des Cyclodextrinmolekils auf der Seite des priméren

Hydroxylgruppenrandes
(R)-Ibuprofen
Orientierung des
cb1| cp2 | cos | cpa|cps|cpe| cp7 | cos | cpo | cpio|  energetisch
glnstigsten
Komplexes
ungeladen 1 1 6 1 6 4 4 4 4 1 4(CD7)
deprotoniert 6 2 6 1 6 4 6 1 6 1 6 (CD7)

Zusatzlich beobachtete Orientierung:

Gastmolekil liegt auf Seite des sekundaren Hydroxylgruppenrandes, ist aber kaum eingeschlossen
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(S)-1buprofen
Orientierung des
CD1 | cp2 | cp3|cp4|cbs | cbe | cp7 | cps| cp9 | cp1o energetisch
giinstigsten
Komplexes
ungeladen 6 1 3 6 6 1 1 4 6 4 1(CD7)
deprotoniert 6 1 6 1 4 4 1 1 6 4 1(CD7)

Zusatzlich beobachtete Orientierung:

«  Gastmolekul liegt auf Seite des sekundaren Hydroxylgruppenrandes, ist aber kaum eingeschlossen

8.4.11 Bestimmung des Flachenverlustes

Gastmolekl Komplex (Docking) Komplex (MD-Simulatio n)
Deprotoniert ASA  Komplex ASAcp ASAgast Averiust AS Akomplex ASAcp ASAgast Averiust
Felbinac 1079,4618 | 1158,1158 | 434,5046 | 513,1587 | 1076,4369 | 1144,0490 | 438,2588 | 505,8708
Fenbufen 1099,7411 | 1158,1158 | 492,6155 | 550,9903 1100,0011 | 1123,1295 | 500,6456 | 523,7740

(R)-Flurbiprofen 1086,7939 | 1159,3339 | 463,4932 | 536,0334 | 1125,3988 | 1182,7676 | 455,7288 | 513,0975

(S)-Flurbiprofen 1085,9410 | 1159,3339 | 466,6626 | 540,0554 | 1096,9122 | 1159,9850 | 457,5480 | 520,6208

(R)-Ibuprofen 1094,9812 | 1158,1158 | 444,4618 | 507,5964 | 1096,2384 | 1204,5295 | 434,2574 | 542,5486

(S)-Ibuprofen 1074,6395 | 1158,1158 | 441,0459 | 524,5223 | 1087,4634 | 1162,5803 | 451,9969 | 527,1138

(R)-Ketoprofen 1093,2563 | 1159,3339 | 483,5732 | 549,6506 | 1092,6934 | 1150,3070 | 476,0765 | 533,6901

(S)-Ketoprofen 1091,3768 | 1158,1158 | 486,9002 | 553,6392 | 1161,4952 | 1199,1829 | 484,7093 | 522,3969

(S)-Naproxen 1090,5555 | 1159,3339 | 452,8824 | 521,6606 | 1111,5101 | 1163,4263 | 447,7364 | 499,6526
Freie Saure AS Akomplex ASAcp ASAgast Averlust AS Akomplex ASAcp ASAGast Averlust

Felbinac 1099,7844 | 1158,1158 | 438,5156 | 496,8470 | 1085,9985 | 1151,3859 | 442,1015 | 507,4888
Fenbufen 1100,3619 | 1158,1158 | 497,2545 | 555,0084 1117,0757 | 1196,8197 | 498,6415 578,3856

(R)-Flurbiprofen 1085,5243 | 1159,3339 | 465,5681 | 539,3777 | 1093,7609 | 1164,8207 | 465,4451 | 536,5049

(S)-Flurbiprofen 1084,6279 | 1159,3339 | 468,5506 | 543,2565 | 1086,9094 | 1158,5874 | 451,1840 | 522,8619

(R)-Ibuprofen 1075,9012 | 1158,1158 | 443,7288 | 525,9434 | 1077,2498 | 1175,2646 | 445,0738 | 543,0887

(S)-Ibuprofen 1076,2256 | 1158,1158 | 449,9571 | 531,8474 | 1078,8026 | 1148,6294 | 441,7772 | 511,6039

(R)-Ketoprofen 1087,8600 | 1158,1158 | 481,5083 | 551,7642 | 1105,2936 | 1168,9052 | 479,9830 | 543,5946

(S)-Ketoprofen 1094,6919 | 1158,1158 | 486,1009 | 549,5248 | 1107,8431 | 1175,626 | 477,5846 | 545,3630

(S)-Naproxen 1088,5748 | 1158,1158 | 448,1113 | 517,6523 | 1065,5728 | 1158,9003 | 439,3112 | 532,6387

Anmerkung: AVerIust = ASACD + ASAGast - ASAKompIex
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8.4.12 Berechnung zur Beurteilung der Stabilitat

Gastmolekil Relativer Flachenverlust Relativer Flachenverlust Stabilitit
(Docking) (MD-Simulation)
Deprotonierte Gastmolekile
Felbinac 0,3222 0,3197 0,9922
Fenbufen 0,3338 0,3226 0,9664
(R)-Flurbiprofen 0,3303 0,3132 0,9481
(S)-Flurbiprofen 0,3321 0,3219 0,9691
(R)-Ibuprofen 0,3167 0,3311 1,0452
(S)-Ibuprofen 0,3280 0,3265 0,9953
(R)-Ketoprofen 0,3346 0,3281 0,9808
(S)-Ketoprofen 0,3366 0,3102 0,9218
(S)-Naproxen 0,3236 0,3101 0,9584
Freie Saure
Felbinac 0,3112 0,3185 1,0234
Fenbufen 0,3353 0,3411 1,0175
(R)-Flurbiprofen 0,3319 0,3291 0,9914
(S)-Flurbiprofen 0,3337 0,3248 0,9733
(R)-Ibuprofen 0,3283 0,3352 1,0208
(S)-Ibuprofen 0,3307 0,3217 0,9726
P
(R)-Ketoprofen 0,3365 0,3297 0,9797
(S)-Ketoprofen 0,3342 0,3299 0,9870
(S)-Naproxen 0,3223 0,3333 1,0341
p
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8.5 Untersuchung fester Komplexzubereitungen

8.5.1 DTA

8.5.1.1 Korrekturfaktoren

Die verwendeten Korrekturfaktoren wurden von C. Raffauf bestimmt.

Temperaturkoeffizienten Empfindlichkeitskoeffizient en
Gerat 1 Gerat 2 Gerat 1 Gerat 2
BO -3,36631 1,17303 | AO 1,79738 5,86145
B1 0,0217303 2,19218 - 10° | Al 0,086793 0,0285374
B2 -0,0337674 0,147049 | A2 -3,79454 - 10 -1,54921 - 10"
B3 0 -7,10918 - 10° | A3 4,49278 - 10”7 1,91593 - 107
Ad 0 0
85.1.2 Prozesse
Fenbufen Felbinac
Gerat: DTA 2 Gerat: DTA 2
Temperaturanstieg Dauer Heizrate Temperaturanstieg Dauer Heizrate
[C] [s] [K/min] [C] [s] [K/min]
Zone 1 Zone 1
30-30 120 30-30 120
Zone 2 Zone 2
30-90 360 10 30-90 360 10
90 -90 1200 90 -90 1200
90-170 960 5 90 - 150 720 5
170 -170 60 150 — 150 60
170 - 210 2400 1 150 - 190 2400 1
210 -210 60 190 - 190 60
210 - 230 240 5 190 - 230 480 5
230 - 230 60 230 - 230 60
230-30 1200 -10 230-30 1200 -10
Zone 3 Zone 3
30-30 600 30-30 600
Ketoprofen Flurbiprofen
Gerat: DTA 2 Gerat: DTA 2
Temperaturanstieg Dauer Heizrate Temperaturanstieg Dauer Heizrate
[C] [s] [K/min] [C] [s] [K/min]
Zone 1 Zone 1
30-30 120 30-30 120
Zone 2 Zone 2
30-80 300 10 30-90 360 10
80 -80 2400 90 - 90 1200
80— 120 2400 1 90 - 130 2400 1
120 -120 60 130 -130 60
120 - 230 1320 5 130 - 230 1200 5
230 — 230 60 230 - 230 60
230-30 1200 -10 230-30 1200 -10
Zone 3 Zone 3
30-30 600 30-30 600
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Naproxen Ibuprofen
Geréat: DTA 2 Gerat: DTA1
Temperaturanstieg Dauer Heizrate Temperaturanstieg Dauer Heizrate
[C] [s] [K/min] [C] [s] [K/min]
Zone 1 Zone 1
30-30 120 30-30 | 120
Zone 2 Zone 2
30-90 360 10 30-30 60
90-90 1200 30-65 1200 10
90 - 130 960 5 65 — 65 720
130 - 130 60 65—110 60 1
130-170 2400 1 110 - 110 2400
170 - 170 60 110 - 230 60 10
170 - 230 240 5 230 - 230 480
230 - 230 60 230-30 60 -10
230-30 1200 -10 30-30 1200
Zone 3
30-30 600

8.5.1.3 Bestimmung des eingeschlossenen Wirkstoffan

teils

Die Bestimmung der Schmelzenthalpie der Komplexzubereitungen wurde mindestens zweimal durchgefiihrt. Zuséatzlich

wurde jeweils einmal die physikalische Mischung untersucht. Zeigten die Komplexzubereitungen keinen Schmelzpeak, so

wurden mit der physikalischen Mischung keine weiteren Bestimmungen durchgefiihrt.

Konnte die Flache der

Schmelzpeaks jedoch bestimmt werden, so wurde ein zusatzlicher Versuch mit der Komplexzubereitung durchgefiihrt und

eine Kalibriergerade mit Hilfe der physikalischen Mischung (PM) aus mindestens drei Messungen erstellt. In diese wurden

die Flachen der Schmelzpeaks der Komplexzubereitungen eingesetzt, und so die noch detektiere Wirkstoffmasse

berechnet.

Anmerkung: Da bei der Herstellung der Komplexe teilweise nur eine begrenzte Ausbeute erzielt werden konnte, musste in

einigen Fallen auf weitere Versuche verzichtet werden. Sie sind gekennzeichnet mit dem Kiirzel n. g. s. (nicht geniigend

Substanz).
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Ibuprofen
Gefriertrocknung
Knetmethode |Koprazipitation Suspension L6ésung (Filtrat)
N2 GF N2 GF
Wirkstoffgehalt
Komplex [%] 13,6 18,5 18,2 17,3 13,7 13,5
W'rksmﬁ[go/‘j]ha't PM 13,7 18,4 18,2 17,2 13,6 135
Kalibriergerade
y=Peakflache y=0,1395x- y=0,1722x+ y=0,1445x
x=reine Wirkstoffmasse 0,0226 0,0699 +0,0253
[mg]
R* 0,9492 0,9909 0,977
Untersuchung d.
Komplexes
Einwaage 1 [mg] 21,665 24,843 11,716 11,966 15,343 7,073
Peakflache 1 0,0764 0,0786 0 0 0 0,0040
Einwaage 2 [mg] 15,101 33,875 16,567 9,715 10,62 11,581
Peakflache 2 0,0574 0,079 0 0 0 0,0053
Einwaage 3 [mg] 17,81 18,8 n.g.s.
Peakflache 3 0,0851 0,0784
Detektierter
Wirkstoffanteil [%] 146 19.1 0 0 0 174
Eingeschlossener
Wirkstoffanteil [%] 85,4 80,9 82,6
n 3 3 2
o [%] 3,41 5,5 54
Ketoprofen
Gefriertrocknung
Knetmethode |Kopréazipitation Suspension Losung (Filtrat)
N2 GF N2 GF
Wirkstoffgehalt
Komplex [%] 17,5 17,0 16,8 16,7 15,2 15,6
W'rkStOﬁ[go/‘j]ha't PM 17,5 17,2 16,9 16,7 15,2 15,6
Kalibriergerade
y=Peakflache y=0,0914x- _ y=0,0842 | y=0,0778
x=reine Wirkstoffmasse 7.10° y=0.097x+0,006 x+0,0196 | x+0,0106
[mg]
R’ 0,9999 0,9979 0,9904 0,9967
Untersuchung d.
Komplexes
Einwaage 1 [mg] 7,297 20,575 15,179 12,798 12,504 14,519
Peakflache 1 0,0376 0 0,0149 0,0281 0 0
Einwaage 2 [mg] 7,522 20,423 8,779 5,976 9,397 6,655
Peakflache 2 0,0600 0,0687 0,0097 0,0139 0 0
Einwaage 3 [mg] 12,447 38,977 6,653 4,852
Peakflache 3 0,0737 0,1492 0,0072 0,0102
Detektierter
Wirkstoffanteil [%] 39.6 154 22,7 29.3 0 0
Eingeschlossener
Wirkstoffanteil [%] 60,4 84,6 3 0.7
n 3 3 3 3
o [%)] 9,1 13,4 6,3 5,2
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Naproxen
Gefriertrocknung
Knetmethode |Koprazipitation Suspension L6ésung (Filtrat)
N2 GF N2 GF
Wirkstoffgehalt
Komplex [%] 14,8 13,4 12,9 11,1 5,6 57
W""S“’ﬁ[go/‘j]ha't PM 14,8 13,4 12,9 11,2 5,7 5,7
Kalibriergerade
y=Peakflache y=0,0723x- y=0,0816x- y=0,0735x- | y=0,0855x
x=reine Wirkstoffmasse 0,0153 0,002 0,0024 +0,0058
[mg]
R* 0,9772 0,9979 0,9999 0,9971
Untersuchung d.
Komplexes
Einwaage 1 [mg] 11,874 24,251 9,532 12,896 11,587 13,896
Peakflache 1 0,2125 0,0716 0,0326 0,0585 0 0
Einwaage 2 [mg] 17,899 30,311 13,578 12,797 9,298 13,104
Peakflache 2 0,2900 0,0884 0,0499 0,0575 n. a. (X) 0
Einwaage 3 [mg] 11,77 28,612 10,663 13,291
Peakflache 3 0,1971 0,0650 0,0377 0,0583
Detektierter
Wirkstoffanteil [%] 28,2 35,1 518 0 0
Eingeschlossener 1
Wirkstoffanteil [%] n-a. (x) 718 64.9 48.2
n 3 (X)) 3 3
o [%)] 9,3 1,7 0,9

x*: Nicht auswertbar, da sich ein eingeschlossener Wirkstoffanteil von mehr als 100 % ergeben wiirde.

x%: Es wurden 4 Versuche durchgefiihrt, da sich die Form des ersten Schmelzpeaks von den Folgenden unterschied. Zur

Auswertung wurden die drei Versuche herangezogen, die gleichartige Schmelzpeaks aufwiesen.

x*: Aufgrund der Form des Schmelzpeaks nicht auswertbar.
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Flurbiprofen

Gefriertrocknung

Knetmethode |Koprazipitation Suspension L6ésung (Filtrat)
N2 GF N2 GF
Wirkstoffgehalt
Komplex [%] 15,7 17,3 13,3 13,9 10,0 9,5
W'rksmﬁ[go/‘:]ha't PM 15,7 17,2 133 14,2 10,0 9,4
Kalibriergerade
y=Peakflache y=0,105x- y=0,0494
x=reine Wirkstoffmasse 0,0009 Xx+0,0042
[mg]
R® 0,9958 0,9934
Untersuchung d.
Komplexes
Einwaage 1 [mg] 10,314 7,419 4,385 6,384 10,230 12,571
Peakflache 1 0,0436 0 0’82;8 0,0222 0 0
Einwaage 2 [mg] 11,409 15,781 1,416 3,246 8,353 11,08
Peakflache 2 0,0572 0,0013 (xz) 0 0,0082 0 0
Einwaage 3 [mg] 14,516 0,857
Peakflache 3 0,0624 0
Detektierter
Wirkstoffanteil [%] 26,9 579 0 0
Eingeschlossener 1
Wirkstoffanteil [%] 3.1 42,1 (<)
n 3 2
o [%] 2,6 3,2

x" wurde nur aus den ersten zwei Werten berechnet, da beim dritten die Einwaage sehr gering war, und somit nicht

reprasentativ war

x%: keine Kalibriergerade erstellt, da Werte sehr niedrig sind, und Peaks schwierig auszuwerten waren

Felbinac
Gefriertrocknung
Knetmethode |Koprazipitation Suspension Loésung (Filtrat)
N. | GF N, GF
Wirkstoffgehalt
Komplex [%] 11,2 14,3 10,4 8,8 5,0 5
erkstoff[go/((;):]halt PM 113 14.0 104 8.8 5.0 5
Kalibriergerade
y=Peakflache y=0,0979x+1, y=0,0178
x=reine Wirkstoffmasse 5.10° x-0,0011
[mg]
R® 0,9968 0,9940
Untersuchung d.
Komplexes
Einwaage 1 [mg] 21,859 9,9993 13,534 14,108 12,653 10,482
Peakflache 1 0,0795 0 n. a. (x) 0 0,0017 0
Einwaage 2 [mg] 19,483 33,84 5,243 14,562 11,617 11,522
Peakflache 2 0,0558 0 0 0 0 0
Einwaage 3 [mg] 28,929 n.g.s.
Peakflache 3 0,0946
Detektierter
Wirkstoffanteil [%] 30,3 0 0 0 2.7 0
Eingeschlossener
Wirkstoffanteil [%] 69,7 97.3
n 3 2
o [%] 35 38

x*: aufgrund PeakgréRe und -form nur schwierig auswertbar
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Fenbufen
Gefriertrocknung
Knetmethode |Koprazipitation Suspension Losung (Filtrat)
N2 GF N2 GF
Wirkstoffgehalt
Komplex [%] 15,4 9,9 7,1 1,1 1,2
erkstoff[go/i]halt PM 154 143 9.9 6.8 11 12
Kalibriergerade
y=Peakflache y=0,1164x- y=0,1139x- y=0,0389 | y=0,0781
x=reine Wirkstoffmasse 7,4-10° 0,0006 x-0,0029 | x-0,0043
[mg]
R® 0,9949 0,9936 0,9727 0,9592
Untersuchung d.
Komplexes
Einwaage 1 [mg] 12,196 19,139 10,912 11,669 10,526
Peakflache 1 0,2647 0,0441 0,0078 0,0057 0
Einwaage 2 [mg] 25,922 16,846 2,795 9,613 8,151
Peakflache 2 0,5595 0,0344 0,0015 0,0347 0
Einwaage 3 [mg] 19,118 33,203 n.g.s. n.g.s.
Peakflache 3 0,3993 0,0524
Detektierter
Wirkstoffanteil [%] "3 29.6 0
Eingeschlossener 1 1 2
Wirkstoffanteil [%] n.a. (x) 92,7 n. a. (x7) 70,4 n.a. (x°)
n 3 2
o [%] 6,5 38,8

Anmerkung: Werte von Fenbufen insgesamt problematisch auszuwerten, da Schmelzpunkt normalerweise zwischen 186

und 189C liegt; oft Verbreiterungen oder Verschieb ungen zu beobachten

x: nicht auswertbar, da sich ein eingeschlossener Wirkstoffanteil von mehr als 100 % ergeben wiirde

x%: nicht auswertbar, siehe allgemeine Anmerkung
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8.5.2 FT-IR

8.5.2.1 Spektren der Reinsubstanzen

Ibuprofen

[1:]
(=]

bt

&

% Tranemisson
M [ni] A Jd o i
[=] Lol [=] o [=] [}
L bt b b b b b bl g

e
oh

4000 2500 000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzanlen jcm-1)

Ketoprofen

% Transmiszon
o8 8 8 @ 8 B

40
4000 3500 000 2500 2000 1500 1000 500
Wellerzahlen {cm-1}

Naproxen

o]
h

o]
(=]

% Tranamisson
Jd Jd ] o i
[=] w [=] w [=]
Ll la bl bl gl

i

4000 3500 3100 2500 2000 1500 1000 S00
Wellenzanlen jcm-1)




ANHANG 163

Flurbiprofen
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8.5.2.2  Signalzuordnung

Ibuprofen
Die Zuordnung der Signale erfolgte, auRer fiir den Fall, dass eine andere Literaturstelle angegeben ist, nach [174].
Wellenzahl (cm %) Zuordnung
2991 v CH;s (Rest 2)
2879 vCH;
2869 v C-H (Rest 2)
1704 v C=0
1508 v C-C (zwischen Aromat und aliphatischen Resten)
1460 8 CH; (Rest 1)
1450 5 CH3 (Rest 2)
1415 & C-C-H (Aromat-Rest 1), CH,, v C-C
1377 5 CH3 (Rest 1)
1366 8 C-H (Rest 1), v C-C-O
1320 8 C-H (Rest 1), CO-H in-plane
1265 8 C-H (Rest 1), CO-H in-plane
1230 CO-H in-plane
1182 y (CH-CHs), y CH, [175]
1167 CH in-plane, v C-C (Aromat-Rest 1)
1123 v C-O, CO-H in-plane
1091 p CHs (Rest 2), v (C-Atome von Rest 2)
1073 T CH,, p CH; (Rest 1 u. 2), v C-H (Rest 2)
1068 t CH,, p CH; (Rest 1)
1008 CH in-plane
969 p CH; (Rest 1), vC-C-C (Rest 1)
934/944 H-C-C-H out of phase (Aromat), p CH; (Rest 2), 8 CO-H
880 p CH,, p CHs (Rest 2), 5 CH (Rest 2)
865 v CH, p CHs
778 p CHs, vy C-H
690 v CO-H, v C-C (Aromat-Rest 1), y Aromat
636 y OH
586 vy Aromat, 6 C-C-OH
521 vy Aromat, 36 CO-H
482 in-plane, 5 C-C-OH
421 y Aromat, § C(C-C-C) (Rest 2)
Anmerkung:

Rest 1: aliphatischer Rest mit SAuregruppe

Rest 2: Isobutylrest
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Ketoprofen

Wellenzahl (cm ™) Zuordnung
2996 v CH3 [176]
2976 v C-H [176]
1691 v C=0 (Carboxylgruppe) [156,176]
1652 v C=0 (Ketogruppe) [156,176]
1597 v C-C (Aromat) [156,176]
1583 v C-C (Aromat) [156,176]
1574 v C-C (Aromat) [176]
1480 v C-C (Aromat), 8 CH; [176]
1456 3 CH; [176]
1441 v C-C (Aromat) [176]
1416 v C-C (Aromat), 6 C-C-H [176]
1368 8 C-C-H [176]
1308 CH in-plane [176]
1281 & Ring, v C-C-C [176]
1226 C-O-H in-plane, C-H in-plane [176]
1194 3 Ring, v C-C [176]
1175 C-H in-plane [176]
1156 C-H in-plane [176]
1133 v Aromat-C-Aromat (Streckschwingung) [176]
1078 p CHs, v C-CHjs, C-O-H in-plane [176]
1060 p CHs [176]
1024 C-H in-plane Schwingung[176]
1003 3 Ring [176]
986 v C-H out-of-plane [176]
966 p CHjs, Ringdeformation, C-H [176]
928 v C-H [176]
915 v C-H [176]
865 C-O-H in-plane Schwingung, p CH3 [176]
827 v C-H [176]
810 v C-H out-of-plane waggingschwingung [176]
786 p CHs, y C-H out-of-plane waggingschwingung [176]
713 vy C-H [176]
702 vy C-H [176]
689 vy C-H [176]
587 C-O-H [176]
514 C-0O-H Bindungsschwingung, y Bindungsschwingung [176]
440 y Bindungsschwingung [176]
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Naproxen
Die Zuordnung der Signale erfolgte, aulRer fir den Fall, dass eine andere Literaturstelle angegeben wurde, nach [177].
Wellenzahl (cm ™) Zuordnung
2963 8 CHs
2938 8 CHs
1725 v C=0
1681 v C-C (Aromat)
1602 v C-C (Aromat)
1505 v C-C (Aromat)
1393 v C=0
1263 v C=0
1226* C-O-H in-plane, C-H in-plane
1192* 3 Ring, v C-C
1174 C-O-Schwingung
1027 C-0O-C-Schwingung
862 C-0O-C-Schwingung
854 C-0O-C-Schwingung
818* vy C-H
793* vy C-H
422* vy C-H

Anmerkung: * Zuordnung der Signale aufgrund von Querverbindungen zu mindestens einem der anderen untersuchten
Molekile
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Flurbiprofen
Die Zuordnung erfolgte nach [178].

Wellenzahl (cm ™) Zuordnung
2973 v C-H (Aromat)

2930 v C-H

1694 v C=0

1620 v C-C (Aromat),

1579 v C-C (Aromat)

1563 v C-C (Aromat), 5 C-H

1513 v C-C (Aromat), 8 C-H, v C-F
1482 v C-C (Aromat), 8 C-H, v C-F
1461 8 CH3

1452 8 C-H, 3 C-O0

1414 8 C-H, v C-F, v C-C (Aromat),
1378 8 C-OH, 5 C-C-H,

1324 w C-H

1299 w C-H

1267 v C-C, w C-H (Aromat)

1257 8 C-OH, v C-O, w C-H (Aromat)
1222 w C-H

1215 w C-H, v C-F

1159 w C-H (Aromat)

1150 w C-H (Aromat)

1127 w C-H (Aromat)

1073 CHs, v C-C

1062 CH3, 8 C-C, w C-H

1035 8 CHs, v (O-CO-CHs)

1011 v (O-CO-CHg), w C-C (Aromat)
957 v (OH...0)

923 6 CHs3, 86 C-C

873 p C-H (Aromat)

851 8 C-H, 6 CH3

833 vy C-H

800 vy C-H

765* vy C-H

724 8 C-C, y C-H (Aromat)

695 & C-C (Aromat), y C-H (Aromat)
682 8 CH3, 8 COOH

625 & CHjs, y C-C (Aromat)

597 8 CH3, 8 COOH

575 vy C-C (Aromat)

524 vy C-C (Aromat)

471 p COOH, y C-C (Aromat)
453 8 O-CO-CHjs, y C-C (Aromat)

Anmerkung: * Zuordnung der Signale aufgrund von Querverbindungen zu mindestens einem der anderen untersuchten
Molekile
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Felbinac
Wellenzahl (cm %) Zuordnung

3024* v C-H

2954* v C-H

2925* v C-H

1681* v C=0

924* 5 C-C

763 y C-H

739* 5 C-C, y C-H (Aromat)

486+ yCH

435+ yCH

421 yCH

Anmerkung: * Zuordnung der Signale aufgrund von Querverbindungen zu mindestens einem der anderen untersuchten

Molekile




ANHANG

169

Fenbufen

Die Zuordnung erfolgte nach [179].

Wellenzahl (cm %) Zuordnung
3021 v CH
2918 v CH;
1703 v C=0 (Carboxylgruppe)
1671 v C=0 (Carbonylgruppe)
1602 v C=0 (Carbonylgruppe), v C-C
1581 v C=0 (Carbonylgruppe), v C-C
1563 v C-C
1484 v C-C, 8 C-C-H, 8 CH;
1434 8 CHy, 1 H-C-C-H, 1 O-C-C-H
1402 8 CH, 86 C-O-H, v C-C
1362 5 C-C-H
1342 8 C-O-H, 6 C-C-H
1298 § CHy, 8 C-C-C, v Aromat-C
1265 K CHz, v Aromat-C
1238 7 CHa, 6 C-O-H
1197 v C-C, 5 C-C-H
1182 v C-C, 5 C-C-H
1172 v C-C, v Aromat-C
1163 & C-C-H, v Aromat-C
1120 vC-C, 3 C-C-H
1076 3 C-C-C, 1 CH;
1058 T CH,, 8 C-C-H
1024 vC-C-C,vC-C,vC-O
991 1 C-C-C-H, v C-C (Kette)
951/943 T H-C-C-H, v C-C (Kette)
856 1 C-C-C-H, t H-C-C-H
826 1 C-C-C-H, § CH,
763 t© C-C-C-H
723 1 C-C-C-C, § CH,, t HOC=0
687 t© C-C-C-H, § C-C-C, 5 O-C=0
579 1t C-C-OH, t HOC=0
561 5 C-O-H
526 5 O-C=0, 1 C-C-C-H
507 t C-C-C-H, t H-O-C-C, 1 C-C-C
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8.5.2.3 FT-IR-Spektren der Komplexe und ihrer physi  kalischen Mischungen
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Ketoprofen
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Naproxen
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Flurbiprofen
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Felbinac
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Fenbufen

FEN-GT-F-GF

FEN-GT-FN2

il ‘W’-@L;’:“W

3800 3600

3400

3200

3000

2800

2600

2400

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
(em-1)

T Transmission

[FEN-GT-5-GF

FEN-GT-5N2

3800 3600

3200

3000

2800

2600

2400

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
fem-1)

[FENKOP

FEN-KM

3800 3600

3400

3200

3000

2800

2600

2400

2200 2000 1800 1800 1400 1200
Wellenzahlen (cm-1)




176 ANHANG




LITERATURVERZEICHNIS 177

9O Literaturverzeichnis

(1]

(2]

(3]

[4]

[5]

[6]

[7]

(8]

9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Szeijtli, J.: Introduction and general overview of cyclodextrin chemistry. Chemical Reviews 98 (1998),
S. 1743-1753

Loftsson, T., Duchéne, D.: Cyclodextrins and their pharmaceutical applications. International Journal
of Pharmaceutics 329 (2007), S. 1-11

Fromming, K.-H., Szejtli, J.: Cyclodextrins in Pharmacy. 1. Auflage, Dordrecht: Kluwer acedemic
publishers, 1994

European Pharmacopeia 7th Edition (7.2); online-Zugriff tber Bibliothek der Universitat Wirzburg
Wacker Chemie AG: Technical data sheet for CAVAMAX® W6 Pharma. Version 1.3, 07.01.2008
Wacker Chemie AG: Technical data sheet for CAVAMAX® W7 Pharma. Version 1.0, 16.11.2007
Wacker Chemie AG: Technical data sheet for CAVAMAX® W8 Pharma. Version 1.1, 10.01.2008

Saenger, W., Jacob, J., Gessler, K., Steiner T., Hoffmann, D., Sanbe, H., Koizumi, K., Smith, S. M.,
Takaha, T.: Structures of the common cyclodextrins and their larger analogues - beyond the doughnut.
Chemical Reviews 98 (1998), S. 1787-1802

Harata, K.: Crystallographic study of cyclodextrins and their inclusion complexes. In: Cyclodextrins and
Their Complexes. Edited by H. Dodziuk, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, 2006

Villiers, A.: Sur la fermentation de la fécule par I'action du ferment butyrique. Comptes Rendus de
I’Académie des Sciences 112 (1891), S. 536-538, zitiert in [2]

Schardinger, F.: Uber thermophile Bakterien aus verschiedenen Speisen und Milch, sowie iber einige
Umsetzungsprodukte derselben in kohlenhydrathaltigen Nahrldsungen, darunter krystallisierte
Polysaccharide (Dextrine) aus Starke. Zeitschrift fir Untersuchung der Nahrungs- und Genussmittel 6
(1903), S. 865-880, zitiert in [2]

Freudenberg, K., Jacobi, R.: Uber Schardinger Dextrine aus Stérke. Liebigs Annalen der Chemie 518
(1935), S. 102-108, zitiert in [2]

Freudenberg, K., Meyer-Delius, M.: Uber die Schardinger-Dextrine aus Starke. Berichte der deutschen
chemischen Gesellschaft 71 (1938), S.1596-1600

French, D., Rundle, R. E.: The molecular weights of the Schardinger alpha and beta dextrins. Journal
of the American Chemical Society 64 (1942), S. 1651-1653

Freudenberg, K., Cramer, F.: Die Konstitution der Schardinger-Dextrine a, 8 und y. Zeitschrift fir
Naturforschung 3b (1948), S. 464

Cramer, F.: Einschlussverbindungen. Springer-Verlag, Berlin, Gottingen, Heidelberg, 1954

Szejtli, J., Sebestyén, G.: Resorption, metabolism, and toxicology studies on the peroral application of
beta-cyclodextrin. Starch/Starke 31 (1979), Nr. 11, S. 385-389

United States Pharmacopeia 28th Edition (2005), zitiert in [2]

Japanese Pharmaceutical Codex, zitiert in [2]



178

LITERATURVERZEICHNIS

[20]

[21]

[22]

(23]
[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

Szeijtli, J.: Cyclodextrin technology. Chinoin Pharrmaceutical Chemical-Works. Budapest, Hungary;
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1988

Dodziuk, H.: Molecules with Holes — Cyclodextrins. In: Cyclodextrins and Their Complexes. Edited by
H. Dodziuk, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, 2006

Trotta, F., Zanetti, M., Camino, G.: Thermal degradation of cyclodextrins. Polymer Degradation and
Stability 69 (2000), S. 373-379

Szeijtli, J.: Interaction of hydrochloric acid with cyclodextrin. Die Starke 29 (1977), Nr. 12, S. 410-413
French, D.: The Schardinger dextrins. Advances in Carbohydrate Chemistry 12 (1957), S. 189-280

Gelb, R. I., Schwartz, L. M., Bradshaw, J. J., Laufer, D. A.: Acid dissociation of cyclohexaamylose and

cycloheptaamylose. Bioorganic Chemistry 9 (1980), S. 299-304

Gelb, R. I, Schwartz, L. M., Laufer, D. A.: Acid dissociation of cyclooctaamylose. Bioorganic
Chemistry 11 (1982), S. 274-280

Buvari-Barcza, A., Barcza, L.: Changes in the solubility of B-cyclodextrin on complex formation: guest
enforced solubility of B-cyclodextrin inclusion complexes. Journal of Inclusion Phenomena and
Macrocyclic Chemistry 36 (2000), S. 355-370

Schlee, C.: Untersuchungen zu Cyclodextrinkomplexen von Sulfonamidarzneistoffen. Dissertation,
Wirzburg 2011

Dodziuk, H.: Rigidity versus flexibility. A review of experimental and theoretical studies pertaining to
the cyclodextrin nonrigidity. Journal of Molecular Structure 614 (2002), S. 33-45

Inoue, Y., Okuda, G., Ch(jd, R.: A high-resolution C.P.-M.A.S. *C-N.M.R. study of solid-state
cyclomaltohexaose inclusion-complexes: chemical shifts and structure of the host cyclomaltohexaose.
Carbohydrate Research, 141 (1985), S. 179-190

Usha, M. G., Wittebort, R. J.: Structural and dynamical studies of the hydrate, exchangeable
hydrogens, and included molecules in 8- and y-cyclodextrins by powder and single-crystal deuterium

magnetic resonance. Journal of the American Chemical Society 114 (1992) Nr. 5, S. 1541-1548

Prabhakaran, M., Harvey, S. C.: Asymmetric oscillations in cyclodextrin — a molecular dynamics study.
Biopolymers 26 (1987), S. 1087-1096

Saenger, W., Betzel, C., Hingerty, B., Brown, G. M.: Flip-Flop Hydrogen Bonds in 8-Cyclodextrin — A
generally valid Principle in Polysaccharides? Angewandte Chemie International Edition in English 22
(1983) Nr. 11, S.883-884

Khan, A. R., Forgo, P., Stine, K. J., D'Sozua, V. T.: Methods for selective modifications of
cyclodextrins. Chemical Reviews 98 (1998), S. 1977-1996

Gattuso, G., Nepogodiev, S. A., Stoddart, J. F.: Synthetic cyclic oligosaccharides. Chemical Reviews
(98) 1998, S. 1919-1958

Hashimoto, H.: Cyclodextrin applications in food, cosmetic, toiletry, textile and wrapping material
fields. In: Cyclodextrins and Their Complexes. Edited by H. Dodziuk, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim, 2006

Challa, R., Ahuja, A., Ali, J., Khar, R. K.: Cyclodextrins in drug delivery: an updated review. AAPS



LITERATURVERZEICHNIS 179

(38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

PharmSciTech 6 (2) Artikel 43 (2005), S. E329-E357

Davis, M. E., Brewster, M. E.: Cylodextrin-based pharmaceutics: past, present and future. Nature
reviews 3 (2004), S.1023-1035

Loftsson, T:, Brewster, M. E., Masson, M.: Role of cyclodextrins in improving oral drug delivery.
American Journal of drug delivery 2 (2004), Nr. 4, S. 261-275

Uekama, K., Hirayama F., Arima, H. Pharmaceutical applications of cyclodextrins and their derivatives.
In: Cyclodextrins and Their Complexes. Edited by H. Dodziuk, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim, 2006

Gloe, K., Gloe, K., HeRBke, H, Lindoy, L. F.: Supramolekulare Chemie: Vom Einzelmolekil zur
komplexen Funktionseinheit. Wissenschaftliche Zeitschrift der Technischen Universitat Dresden
(Nanowelt) 56 (2007) Nr. 1-2, S. 32-38

Mullen, K.: Supramolekulare organische Chemie — Wege zu neuen Materialien. Akademie-Journal 1
(2003), S. 26-30

Miller, L. A., Carrier, R. L., Ahmed, |.: Practical considerations in development of solid dosage forms

that contain cyclodextrin. Journal of pharmaceutical sciences 96 (2007), S.1691-1707

Bissantz, C., Kuhn, B., Stahl, M.: A medicinal chemist's guide to molecular interactions. Journal of
medicinal chemistry 53 (2010), S. 5061-5084

Reich, R.: Thermodynamik. Grundlagen und Anwendungen in der allgemeinen Chemie. VCH

Verlagsgesellschaft mbH, Weinheim 1993, 2. Auflage

Connors, K. A.: The stability of cyclodextrin complexes in solution. Chemical Reviews 97 (1997), S.
1325-1357

Rekharsky, M. V., Inoue, Y.: Complexation thermodynamics of cyclodextrins. Chemical Reviews 98
(1998), S. 1875-1917

Ross, P. D., Rekharsky, M. V.: Thermodynamics of hydrogen bond and hydrophobic interactions in
cyclodextrin complexes. Biophysical Journal 71 (1996), S. 2144-2154

Charumanee, S., Titwan, A., Sirithunyalug, J., Weiss-Greiler, P., Wolschmann, P., Viernstein, H.,
Okonogi, S.: Thermodynamics of the encapsulation by cyclodextrins. Journal of chemical technology
and biotechnology 81 (2006), S. 523-529

Leuenberger, H. (Hrsg.): Martin — Physikalische Pharmazie. Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft
mbH, Stuttgart, 2002, 4. Auflage

Ammon, H. P. T.: Hunnius — Pharmazeutisches Wérterbuch. Walter de Gruyter, Berlin, New York,
2004, 9. Auflage

Rekharsky, M. V., Inoue, Y.: Microcalorimetry. In: Cyclodextrins and Their Complexes. Edited by H.
Dodziuk, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, 2006

Saenger, W., Noltemeyer, M. Manor, P. C., Hingerty, B., Klar, B.: “Induced-Fit‘-type complex formation
of the model enzyme a-cyclodextrin. Bioorganic Chemistry 5 (1976), S. 187-195

Koshland, D. E. (Jr.): The key-lock theory and the induced fit theory. Angewandte Chemie, Int. Ed.
Engl. 33 (1994), S 2375-2378



180

LITERATURVERZEICHNIS

[55]

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]
[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

Cooper, A., Nutley, M, MacLean, E. J., Cameron, K., Fielding, L, Mestres, J., Palin, R.: Mutual induced

fit in cyclodextrin-rocuronium complexes. Organic & Biomolecular Chemistry 3 (2005), S. 1863-1871

Zhang, H., Feng, W., Li, C., Tan, T.: Investigation of the inclusions of puerarin and daidzin with 8-
cyclodextrin by molecular dynamics simulation. Journal of Physical Chemistry B 114 (2010), S. 4876-
4883

Krees, S.: Wirt-Gast-Komplexe mit Cyclodextrinen — Strukturelle Merkmale und didaktisches
Potenzial. Bergische Universitat Wuppertal, Dissertation, 2009

Loftsson, T., Jarho, P., Masson, M., Jarvinen, T.: Cyclodextrins in drug delivery. Expert Opinion on
Drug Delivery 2 (2005), Nr.2, S. 335-351

Brewster, M. E., Loftsson, T.: Cyclodextrins as pharmaceutical solubilizers. Advanced Drug Delivery
Reviews 59 (2007), S. 645-666

Hedges, A. R.: Industrial applications of cyclodextrins. Chemical Reviews 98 (1998), S. 2035-2044
Wacker Chemie AG: Complexation with natural CAVAMAX® Cyclodextrins. Version 2.00, 15.09.2005

Wacker Chemie AG: Complexation with CAVASOL® Cyclodextrin Derivatives. Version 2.00,
15.09.2005

Orgovanyi, J., H.-Otta, K., Péppl, L, Fenyvesi, E., Zaray, G.: Spectrophotometric and thermoanalytical

study of cypermethrin/cyclodextrin complexes. Microchemical Journal 79 (2005), S. 77-82

Salustio, P. J., Feio, G. Figueirinhas, J. L., Pinto, J. F., Cabral Marques, H. M.: The influence of the
preparation methods on the inclusion of model drugs in a B-cyclodextrin cavity. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics 71 (2009), S. 377-386

Connors, K. A.: Binding Constants — The Measurement of molecular complex stability. John Wiley &
Sons, 1987, 2. Auflage

Higuchi, T., Connors, K. A.: Phase-Solubility Techniques. Advances in Analytical Chemistry and
Instrumentation 4 (1965), S. 117-212

Holtje, H.-D., Sippl, W., Rognan, D., Folkers, G.: Molecular Modeling. Basic Principles and
Applications. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KgaA, Weinheim, 2003, 2. Auflage

Gasteiger, J., Engel, T.: Cheminformatics. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KgaA, Weinheim, 2003

Lipkowitz, K. B.: Applications of computational chemistry to the study of cyclodextrins. Chemical
Reviews 98 (1998), S. 1829-1873

Kozar, T., Venanzi, C. A.: Reconsidering the conformational flexibility of 8-Cyclodextrin. Journal of
Molecular Structure (Theochem) 395-396 (1997), S. 451-468

Immel, S., Brickmann, J., Lichtenthaler, F. W.: Small-Ring Cyclodextrins: Their geometries and
hydrophobic topographies. Liebigs Annalen (1995), S. 929-942

Lipkowitz, K. B., Green, K., Yang, J.-A.: Structural characteristics of cyclodextrins in the solid state.
Chirality 4 (1992), S. 205-215, zitiert in [83]

Lichtenthaler, F. W., Immel, S.: Cyclodextrins, Cyclomannins, and cyclogalactins with five and six
(1—4)-linked sugar units: a comparative assessment of their conformations and hydrophobicity
potential profiles. Tetrahedron: Asymmetry 5 (1994), Nr. 11, S. 2045-2060



LITERATURVERZEICHNIS 181

[74]

[75]

[76]

[77]

(78]

[79]

(80]

[81]

(82]

[83]

(84]

[85]

[86]

[87]

Koehler, J. E. H., Saenger, W., Van Gunsteren, W. F.: Molecular dynamics simulation of crystalline -
cyclodextrin dodecahydrate at 293 K and 120 K. European Biophysics Journal 15 (1987), S. 211-224

Van Helden, S. P., Van Eijck, B. P., Janssen, L. H. M.: The conformational behaviour of complexes of
alpha-cyclodextrin with p-chlorophenol and p-hydroxybenzoic acid in water as studied by molecular
dynamics simulations. Journal of Biomolecular Structure & Dynamics 9 (1992) Nr. 6, S. 1269-1283

Wertz, D. A., Shi, S.-H., Venanzi, C. A.: A comparison of distance geometry and molecular dynamics
simulation techniques for conformational analysis of B-cyclodextrin. Journal of computational
chemistry 13 (1992), Nr. 1, S. 41-56

Mark, A. E., Van Helden, S. P., Smith, P. E., Janssen, L. H. M., van Gunsteren, W. F. J.: Convergence
Properties of free energy calculations: a-Cyclodextrin complexes as a case study. Journal of American
chemical society 116 (1994), S. 6293-6302, zitiert in [83]

Lu, Z., Chen, R., Liu, H., Hu, Y., Cheng, B., Zou, G.: Study of the complexation of resveratrol with
cyclodextrins by spectroscopy and molecular modeling. Journal of Inclusion Phenomena and
Macrocyclic Chemistry 63 (2009), S. 295-300

Yu, Y., Chipot, C., Cai, W., Shao, X.: Molecular dynamics study of the inclusion of cholesterol into
cyclodextrins. Journal of Physical Chemistry B 110 (2006), S. 6372-6378

Kitagawa, M., Hoshi, H., Sakurai, M., Inoue, Y., Ch(jé, R.: A molcecular orbital study of cyclodextrin
inclusion complexes. |I. The calculation of the dipole moments of a-cyclodextrin-aromatic guest
complexes. Bulletin of the chemical society of Japan 61 (1988), S. 4225-4229, zitiert in [83]

Faucci, M. T., Melani, F., Mura, P.: Computer-aided molecular modeling techniques for predicting the
stability of drug-cyclodextrin inclusion complexes in aqueous solutions. Chemical Physics Letters 358
(2002), S. 383-390

Steffen, A., Thiele, C., Tietze, S., Strassnig, C., Kdmper, A., Lengauer, T., Wenz, G., Apostolakis, J.:
Improved cyclodextrin-based receptors for camptothecin by inverse virtual screening. Chemistry — A
european Jounal 13 (2007), S. 6801-6809

Dodziuk, H.: Modeling of CyDs and their complexes. In: Cyclodextrins and Their Complexes. Edited by
H. Dodziuk, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, 2006

Castro, E. A., Barbiric, D. A. J.: Molecular Modeling and Cyclodextrins: A relationship strengthened by
complexes. Current Organic Chemistry 10 (2006), S. 715-729

Pérez, S., Imberty, A., Engelsen, S. B., Grza, J., Mazeau, K., Jimenez-Barbero, J., Poveda, a.,
Espinosa, J.-F., van Eyck, B. P., Johnson, G., French, A. D., Kouwijzer, M. L. C.E., Grootenuis, P.
D.jJ., Bernardi, A., Raimondi, L., Senderowitz, H., Durier, V., Vergoten, G., Rasmussen, L.: A
comparison and chemometric analysis of several molecular mechanics force fields and parameter sets
applied to carbohydrates. Carbohydrate Research 314 (1998), S. 141-155

Momany, F. A., Willett, J.L.: Computational studies on carbohydrates: in vacuo studies using a revised
AMBER force field, AMB99C, designed for a-(1—4) linkages. Carbohydrate Research 326 (2000), S.
194-209

Leach, A. R.: Molecular Modelling: Principles and Applications. Prentice Hall, Pearson Education
Limited, 2. Auflage, 2001



182

LITERATURVERZEICHNIS

(88]

(89]

[90]

[91]

[92]

(93]

[94]

[95]

[96]

[97]

(98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

Lengauer, T., Rarey, M.: Computational methods for biomolecular docking. Current Opinion in
structural biology 6 (1996), S. 402-406

Kamper, A., Apostolakis, J., Rarey, M. Marian, C. M., Lengauer, T.: Fully automated flexible docking of
ligands into flexible synthetic receptors using forward and inverse docking strategies. Journal of
Chemical Information and Modeling 46 (2006), S. 903-911

Morris, G. M., Goodsell, D. S., Halliday, R. S., Huey, R., Hart, W. E., Belew, R. K., Olson, A. J.:
Automated Docking using a Lamarckian Genetic Algorithm and an empirical free energy function.
Journal of Computational Chemistry 19 (1998), Nr. 14, S. 1639-1662

Morris, G. M., Goodsell, D. S., Huey, R., Hart, W. E., Halliday, S., Belew, R., Olson, A. J.: AutoDock —
User's Guide. The Scripps Research Institute. Internetseite: www.scripps.edu

Mutschler, E., Geisslinger, G., Kroemer, H. K., Ruth, P., Schéafer-Korting, M.: Mutschler
Arzneimittelwirkungen.  Lehrbuch der Pharmakologie und Toxikologie. Wissenschaftliche

Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, 2008, 9. Auflage

Péhourcq, F., Matoga, M., Jarry, C., Bannwarth, B.: Study of the lipophilicity of arylpropionic non-
steroidal anti-inflammatory drugs. A comparison between Ic retention data on a polymer-based column
and octanol-water partition coefficients. Journal of Liquid chromatography and related technology 24
(14) (2001), S. 2177-2186

Hartke, K., Hartke, H., Wichtl, M., Bracher, F., Heisig, P., Langguth, P., Mutschler, E., Rucker, G.,
Scriba, G., Stahl-Biskup, E., Troschiitz, R. (Hrsg.): Kommentar zum Europaischen Arzneibuch.
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart, Govi-Verlag — Pharmazeutischer Verlag GmbH
Eschborn, 38. Aktualisierungslieferung 2011, Stand: Kommentar zur Ph. Eur. 6.0, 30. Lfg, 2008

Mortimer, C. E.: Chemie. Das Basiswissen der Chemie. Ubersetzt und bearbeitet von Ulrich Miiller.
Georg Thieme Verlag, Stuttgart, New York, 2001, 7. Auflage

Schmidtchen, F. P.: Isothermal titration calorimetry in supramolecular chemistry. In: Analytical
methods in supramolecular chemistry. Edited by C. A. Schalley. Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.KgaA,
Weinheim, 2007

Pierce, M. M., Raman, C. S., Nall, B. T.: Isothermal titration calorimetry of protein-protein interactions.
Methods 19 (1999), S. 213-221

Origin 7®, Version 7.0, Januar 2004, OriginLab corporation, Northhampton, USA

Schneider, H.-J., Hacket, F., Rudiger, V., lkeda, H.: NMR Studies of cyclodextrins and cyclodextrin
complexes. Chemical Reviews 98 (1998), S. 1755-1785

Rucker, G., Neugebauer, M., Willems, G. G.: Instrumentelle pharmazeutische Analytik.
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, 2001, 3. Auflage

Friebolin, H.: Ein- und zweidimensionale NMR-Spektroskopie. Wiley-VCH, Weinheim, 1999, 3. Auflage

Waibel, B.: NMR-Methoden zur Identifizierung von Maktromolekiil-Ligand-Interaktionen. Dissertation,
Universitat Wirzburg, 2008

Guéron, M., Plateau, P., Decorps, M.: Solvent signal suppression in NMR. Progress in NMR
Spectroscopy 23 (1991) S. 135-209

Li, Z.-Z., Guo, Q.-X., Ren, T., ZHU, X.-Q., Liu, Y.-C.: Can TMS and DSS be used as NMR references



LITERATURVERZEICHNIS 183

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

for cyclodextrin species in aqueous solution? Journal of Inclusion Phenomena and Molecular
recognition in chemistry 15 (1993), S. 37-42

Fielding, L.: Determination of association constants (Ka) from solution NMR data. Tetrahedron Report
Number 536, Tetrahedron 56 (2000), S. 6151-6170

Bruker Biospin GmbH: Topspin 3.0

Kessler, H., Gehrke, M., Griesinger, C.. Zweidimensionale NMR-Spektroskopie, Grundlagen und
Ubersicht iiber die Experimente. Angewandte Chemie 100 (1988), S.507-554

Chemical Computing Group Inc., Montreal: MOE (Molecular Operating Environment) 2007_09, 2008-

10 und 2009-10; www.chemcomp.com

Halgren, T. A., Nachbar, R. B.: Merck Molecular Force Field. IV. Conformational energies and
geometries for MMFF94*. Journal of Computational Chemistry, Vol. 17 (1996), Nr. 5&6, S. 587-615

Tripos Inc., St. Louis: SYBYL 8.0; www.tripos.com

Steiner, T., Koellner, G.: Crystalline B-cyclodextrin hydrate at various humidities: fast, continuous, and
reversible dehydration studied by x-ray diffraction. Journal of the American Chemical Society, 116
(1994), S. 5122-5128; CSD-Code: BUVSEQO1

Cambridge Crystallographic Data Centre: Cambridge Structural Database. Cambridge, Version 5.30,
Stand: November 2008

Naidoo, K. J., Gamildien, M. R., Chen, J. Y.-J., Widmalm, G. Maliniak, A.: Glucose orientation and
dynamics in a-, 8- and y-Cyclodextrins. Journal of Physical Chemistry B 112 (2008), S. 15151-15157

Schrédinger, LLC, The PyMOL Molecular Graphics System, Version 0.99rc6, www.pymol.org

Miller, L. A., Carrier, R. L., Ahmed, |.: Practical considerations in development of solid dosage forms
that contain cyclodextrin. Journal of Pharmaceutical Sciences 96 (2007), Nr. 7, S. 1691-1707

Setaram Instrumentation: Setsoft 2000, Version 3.0 Révision 5

Ehlers, E.: Analytik II: Kurzlehrbuch Quantitative und instrumentelle pharmazeutische Analytik.
Deutscher Apotheker Verlag, Stuttgart, 2002, 10. Auflage

Perkin  Elmer: FT-IR Spectroscopy - Attenuated total reflectance (ATR). 2005,
las.perkinelmer.com/content/Technicallnfo/TCH_FTIRATR.pdf, Stand: 10.08.2010

Garcia-Zubiri, I., Gonzélez-Gaitano, G., Sanchez, M., Isasi, J.-R.: Infrared study of solid dispersions of
B-cyclodextrin with naphthalene derivatives. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic
Chemistry 49 (2004), S. 291-302

Thermo Electron Corporation: Omnic 7.0, Copyright 1992 - 2003

Kortim, G., Lachmann, H.: Einfihrung in die chemische Thermodynamik — Phanomenologische und
statistische Behandlung. Weinheim, Deerfield Beach, Florida, Basel: Verlag Chemie; Goéttingen:
Vandenhoeck & Rupprecht, 1981, 7. Auflage

Bettinetti, G. P., Mura, P., Liguori, A., Bramanti, G.: Solubilization and interaction of naproxen with
cyclodextrins in aqueous solution and in the solid state. Il farmaco 44 (2) (1989), S. 195-213

Otagiri, M., Imai, T., Hirayama, F., Uekama, K., Yamasaki, M.: Inclusion complex formations of the



184

LITERATURVERZEICHNIS

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

antiinflammatory drug flurbiprofen with cyclodextrins in aqueous solution and in solid state. Acta
pharmaceutica suecica 20 (1983), S. 11-20

Orienti, |., Fini, A., Bertasi, V., Zecchi, V.: Inclusion complexes between non steroidal antiinflammatory
drugs and B-cyclodextrin. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 37 (2) (1991), S.
110-112

Mura, P., Bettinetti, G.P., Manderioli, A., Faucci, M. T., Bramanti, G., Sorrenti, M.: Interactions of
ketoprofen and ibuprofen with B-cyclodextrins in solution and in the solid state. International Journal of
Pharmaceutics 166 (1998), S. 189-203

Xing, S., Zhang, Q., Zhang, C., Zhao, Q., Ai, H., Sun, D.: Isothermal titration calorimetry and
theoretical studies on host-guest interaction of ibuprofen with a-, 8- and y-cyclodextrin. Journal of
Solution Chemistry 38 (2009), S. 531-543

Todorova, N. A., Schwarz, F. P.: The role of water in the thermodynamics of drug binding to
cyclodextrin. Journal of chemical Thermodynamics 39 (2007), S. 1038-1048

Waters, L. J., Bedford, S., Parkes, G.M.B., Mitchell, J. C.: Influence of lipophilicity on drug-cyclodextrin
interactions: a calorimetric study. Thermochimica Acta 511 (2010), S. 102-106

Diaz, D., Lianos, C. M. E., Bernad, M. J. B., Mora J. G.: Binding, molecular mechanics, and
thermodynamics of cyclodextrin inclusion complexes with ketoprofen in aqueous medium.
Pharmaceutical Development and Technology 3 (3) (1998), S. 307-313

Wang, J., Warner, I. M.: Studies of the naproxen:B-cyclodextrin inclusion complex. Microchemical
Journal 48 (1993), S. 229-239

Ganza-Gonzalez, A., Vila-Jato, J. L., Anguiano-igea, S., Otero-Espinar, F. J., Blanco-Méndez, J.: A
proton nuclear magnetic resonance study of the inclusion complex of naproxen with S-cyclodextrin.
International Journal of Pharmaceutics 106 (1994), S. 179-185

Salvadori, P., Uccello-Barretta, G., Balzano, F., Bertucci, C., Chiavacci, C.: NMR investigation of the
interaction of (+)- and (-)-flurbiprofen with B-cyclodextrin. Chirality 8 (1996), S. 423-429

Puglisi, G., Santagati, N. A., Pignatello, R., Ventura, C., Bottino, F. A., Mangiafico, S., Mazzone, G.:
Inclusion complexation of 4-biphenylacetic acid with S-cyclodextrin. Drug Development and Industrial
Pharmacy 16 (3) (1990), S. 395-413

Bratu, |., Gavira-Vallejo, J. M., Hernanz, A., Bogdan, M., Bora, GH.: Inclusion complex of fenbufen
with B-cyclodextrin. Biopolymers 73 (2004), S. 451-456

Ninez-Aguero, C.-J., Escobar-Llanos, C-M., Diaz, D., Jaime, C., Garduno-Juarez, R.: Chiral
discrimination of ibuprofen isomers in B-cyclodextrin inclusion complexes: experimental (NMR) and
theoretical (MD, MM/GBSA) studies. Tetrahedron 62 (2006), S. 4162-4172

Sadlej-Sosnowska, N., Kozerski, L, Bednarek, E., Sitkowski, J.: Fluorometric and NMR studies of the
naproxen-cyclodextrin inclusion complexes in aqueous solutions. Journal of Inclusion Phenomena and
Macrocyclic Chemistry 37 (2000), S. 383-394

Koehler, J. E. H., Saenger, W., Van Gunsteren, W. F.: Conformational differences between a-
cyclodextrin in aqueous solution and in crystalline form. Jounal of Molecular Biology 203 (1988), S.
241-250



LITERATURVERZEICHNIS 185

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

Orgovanyi, J., Poppl, L., H.-Otta, K, Lovas, G. A.: Thermoanalytical method for studying the guest
content in cyclodextrin inclusion complexes. Journal of thermal analysis and calorimetry 81 (2005), S.
261-266

Bratu, I., Hernanz, A., Gavira, J. M., Bora, GH.: FT-IR Spectroscopy of inclusion complexes of -
cyclodextrin with fenbufen and ibuprofen. Romanian Journal of Physics 50 (2005), S. 1063-1069

Braga, S. S., Gongalves, I. S., Herdtweck, E., Teixeira-Dias, J. J. C.: Solid state inclusion compound of
S-ibuprofen in B-cyclodextrin: structure and characterisation. New Journal of Chemistry 27 (2003), S.
597-601

Loftsson, T., Olafsdéttir, B. J., Fridriksdéttir, H., Jonsdattir, S.: Cyclodextrin complexation of NSAIDs:
physicochemical characteristics. European Journal of Pharmaceutical Science 1 (1993), S. 95-101

Khan, G. M., Zhu, J.-B.: Ibuprofen-g-cyclodextrin inclusion complex: preparation, characterization,
physico-chemical properties and in vitro dissolution behaviour. Journal of Chinese Pharmaceutical
Sciences 7 (2) (1998), S. 72-79

Hiadon, T., Pawlaczyk, J., Szafran, B.: Stability of ibuprofen in its inclusion complex with -

cyclodextrin. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry 36 (2000), S. 1-8

Loftsson, T., Magnusdéttir, A., Masson, M., Sigurjénsdéttir, J. F.: Self-association and cyclodextrin
solubilization of drugs. Journal of Pharmaceutical Sciences 91 (11) (2001), S. 2307-2316

Al Omari, M. M., Daraghmeh, N. H., EI-Barghouthi, M I., Zughul, M. B., Chowdhry, B. Z., Leharne, S.
A., Badwan, A. A.: Novel inclusion complex of ibuprofen tromethamine with cyclodextrins: Physico-
chemical characterization. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 50 (2009), S. 449-458

Menard, F. A., Dedhiya, M. G., Rhodes, C. T.: Physico-chemical aspects of the complexation of some

drugs with cyclodextrins. Drug Development and Industrial Pharmacy 16 (1) (1990), S. 91-113

Nerurkar, J., Beach, J. W.: Solubility of (+)-ibuprofen and S (+)-ibuprofen in the presence of cosolvents
and cyclodextrins. Pharmaceutical Development and Technology 10 (2005), S. 413-421

Gavrillin, M. V., Pogrebnyak, A. V.: Synthesis, characterization, and evaluation of the local irritant
action of an ibuprofen-B-cyclodextrin inclusion complex. Pharmaceutical Chemistry Journal 35 (7)
(2001), S. 395-396

Wang, E., Chen, G, Peng, M.: NMR studies of chiral discrimination of ibuprofen enantiomers in §3-

cyclodextrin inclusion complexes. Chinese Journal of Magnetic Resonance 26 (2) (2009), S. 216-222

Klein, C. T., Polheim, D., Viernstein, H., Wolschmann, P.: Predicting the free energies of complexation
between cyclodextrins and guest molecules: linear versus nonlinear models. Pharmaceutical
Research 17 (3) (2000), S. 358-365

Saleh, S. I., Stamm, A.: Inclusion complexation of ketoprofen with B-cyclodextrin and hydroxypropyl 8-

cyclodextrin in water and in solid state. Saudi Pharmaceutical Journal 2 (1) (1994), S. 2-7

Vavia, P. R., Tayade, P. T.: Inclusion complexation of ketoprofen with B-cyclodextrins. Indian Journal
of Pharmaceutical Sciences 62 (2) (1999), S. 97-99

Mura, P., Faucci, M. T., Parrini, P. L.: Effects of grinding with microcrystalline cellulose and
cyclodextrins on the ketoprofen physicochemical properties. Drug Development and Industrial
Pharmacy 27 (2) (2001), S. 119-128



186

LITERATURVERZEICHNIS

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

Mura, P., Faucci, M. T., Parrini, P. L., Furlanetto, S., Pinzauti, S.: Influence of the preparation method
on the physicochemical properties of ketoprofen-cyclodextrin binary systems. International Journal of
Pharmaceutics 179 (1999), S. 117-128

Cirri, M., Maestrelli, F., Mennini, N., Mura, P.: Physical-chemical characterization of binary and ternary
systems of ketoprofen with cyclodextrins and phospholipids. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 50 (2009), S. 683-689

Marini, A., Berbenni, V., Bruni, G., Mustarelli, P.: Thermoanalytical and spectroscopic characterization
of B-cyclodextrin/ketoprofen inclusion complexes. Journal of Inclusion Phenomena and Molecular
Recognition in Chemistry 22 (1995), S. 221-234

Liequn, W., Shu, J., Hongyu, Z., Yan, P., Jing, M.: Inclusion complex between naproxen and g-
cyclodextrin. Zhongguo-yaoxue-zazhi 30 (1) (1995), S. 25-28

Blanco, J., Vila-Jato, J. L., Otero, F., Anguiano, S.: Influence of method of preparation on inclusion
complexes of naproxen with different cyclodextrins. Development and industrial Pharmacy 17 (7)
(1991), S. 943-957

Otero-Espinar, F. J., Anguiano-lgea, S., Garcia-Gonzalez, N., Vila-Jato, J. L., Blanco-Méndez, J.:
Interaction of naproxen with S-cyclodextrin in solution and in the solid state. International Journal of
Pharmaceutics 79 (1992), S. 149-157

Cirri, M., Maestrelli, F., Corti, G., Furlanetto, S., Mura, P.: Simultaneous effect of cyclodextrin
complexation, pH, and hydrophilic polymers on naproxen solubilization. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 42 (2006), S. 126-131

Masson, M., Sigurdardéttir, B. V., Matthiasson, K., Loftsson, T.: Investigation of drug-cyclodextrin
complexes by a phase-distribution method: some theoretical and practical considerations. Chemical &
Pharmaceutical Bulletin 53 (8) (2005), S. 958-964

Sotiris, M, Ekaterini, A.-V.: The contribution of simple NMR Spectroscopy techniques in the study of
supramolecular interactions of cyclodextrins with various drugs. Pharmakeutike 12 (3) (1999), S. 79-89

Zhang, G.-P., Pan, D.-L.: Preparation of naproxen-g-cyclodextrin inclusion complex. Chinese Journal
of synthetic Chemistry 15 (1) (2007), S. 65-68

Junco, S., Casimiro, T., Ribeiro, N., Da Ponte, M. N., Cabral Marques, H.: A comparative study of
naproxen — beta cyclodextrin complexes prepared by conventional methods and using supercritical

carbon dioxide. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry 44 (2002), S. 117-121

Chen, W., Chang, C.-E., Gilson, M. K.: Calculation of cyclodextrin binding affinities: energy, entropy,
and implications for drug design. Biophysical Journal 87 (2004), S. 3035-3049

Cirri, M., Maestrelli, F., Orlandini, S., Furlanetto, S., Pinzauti, S., Mura, P.: Determination of stability
constant values of flurbiprofen-cyclodextrin complexes using different techniques. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis 37 (2005), S. 995-1002

Cirri, M., Rangoni, C., Maestrelli, F., Corti, G., Mura. P.: Development of fast-dissolving tablets of
flurbiprofen-cyclodextrin complexes. Drug Development and Industrial Pharmacy 31 (2005), S. 697-
707

Govindarajan, R., Nagarsenker, M. S.: Influence of preparation methodology on solid-state properties



LITERATURVERZEICHNIS 187

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

of an acidic drug-cyclodextrin system. Journal of Pharmacy and Pharmacology 56 (2004), S. 725-733

Lipkowitz, K. B., Green, K. M., Yang, J.-A., Pearl, G., Peterson, M. A.: Theoretical study of
enantiodifferentiation in solid state cyclodextrins. Chirality 5 (1993), S. 51-57

Leherte, L., Latour, Th., Vercauteren, D. P.: Topological analysis of electron density maps of chiral
cyclodextrin-guest complexes: a steric interaction evaluation. Supramolecular Science 2 (1995), S.
209-217

Bratu, |., Gavira-Vallejo, J. M., Hernanz, A.: "H-NMR study of the inclusion processes for a- and y-
cyclodextrin with fenbufen. Biopolymers 77 (2005), S. 361-367

Sortino, S., Giuffrida, S., Fazio, S., Monti, S.: Spectroscopic characterization and photochemical
behavior of host-guest complexes between B-cyclodextrin and drugs containing a biphenyl-like
chromophore. New Journal of Chemistry 25 (2001), S. 707-713

Ventura, C. A., Puglisi, G., Giammona, G., Bottino, F. A.: Comparative study on inclusion compounds
of 4-Biphenylacetic acid with B-cyclodextrin, hydroxypropylated-g-cyclodextrins, and methylate-3-
cyclodextrins. Drug Development and Industrial Pharmacy 20 (14) (1994), S. 2245-2265

Vueba, M. L., Pina, M. E., Batista de Carvalho, L. A. E.: Conformational stability of ibuprofen:
assessed by DFT calculations and optical vibrational spectroscopy. Journal of Pharmaceutical
Sciences 97 (2008), S. 845-859

Bondesson, L., Mikkelsen, K. V., Luo, Y., Garberg, P., Agren, H.: Hydrogen bonding effects on
infrared and raman spectra of drug molecules. Spectrochimica Acta Part A 66 (2007), S. 213-224

Vueba, M. L., Pina, M. E., Veiga, F., Sousa, J. J., Batista de Carvalho, L. A. E.: Conformational study
of ketoprofen by combined DFT calculations and Raman spectroscopy. International Journal of
Pharmaceutics 307 (2006), S. 56-65

Wei, M., Shi, S., Wang, J., Li, Y., Duan, X.: Studies on the intercalation of naproxen into layered
double hydroxide and its thermal decomposition by in situ FT-IR and in situ HT-XRD. Journal of Solid
State Chemistry 177 (2004), S. 2534-2541

Sagdinc, S., Pir, H.: Spectroscopic and DFT studies of flurbiprofen as dimer and its Cu(ll) and Hg (II)
complexes. Spectrochimica Acta Part A 73 (2009), S. 181-194

Haman Bayari, S., Sagdinc, S.: Molecular structure and vibrational spectra of y-oxo [1,1-biphenyl]-4-
butanoic acid (fenbufen) and its interaction with ofloxacin. Journal of structural Chemistry 19 (2008), S.
381-390

El-Barghouthi, M. I., Al-Degs, Y. S.: Interactions of some organic compounds with a-, 8- and y-

cyclodextrins: a molecular mechanics study. Asian Journal of Chemistry 16 (1) (2004), S. 207-212



