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Zusammenfassung

Neben ihrer unbestrittenen Bedeutung fiir die Beurteilung von Qualitit und Stabilitit werden
In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen auch fir eine Prognose der In-vivo-Situationen herange-
zogen. Aus diesem Grund wurden die bekannten In-vitro-Variablen pH-Wert, Osmolaritit,
Rithrgeschwindigkeit und Zusatz von Tensiden fiir ein Theophyllin (CAS 58-55-9)-Retardpra-
parat (Bronchoretard®) untersucht. Dariiber hinaus wurde durch Wechsel des pH-Wertes und
den Zusatz von Humangalle zu bestimmten Zeitpunkten ein der physiologischen Situation des
Gastro-Intestinal-Traktes niher angepal3tes Modell gewéhlt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dafl dic In-vitro-Freisetzung des Retardpriparates hin-
sichtlich der Parameter pH-Wert, Osmolaritdt und Rithrgeschwindigkeit innerhalb der in vivo
verifizierten Freisetzungsgrenzen nur geringfiigige Unterschiede aufwiesen. Nach Zusatz von
Natriumlaurylsulfat waren Unterschiede im Freisetzungsverhalten festzustellen, nicht aber
beim Zusatz der unter physiologischen Bedingungen oberflichenaktiv wirkenden Gallenfliis-
sigkeit.

Durch den Vergleich mit In-vivo-Daten wurde belegt, dal der Zusatz synthetischer Tenside
zum Freisetzungsmedium keine relevanten Aussagen tiber das Pharmakokinetikprofil der Arz-
neiform gewahrleistet. Nur der physiologischen Situation angepalite Modelle erlauben aussa-
gekraftige Prognosen fir die In-vivo-Situation. Die Bedeutung von In-vitro-Freisetzungsunter-
suchungen bleibt daher insbesondere aul die Entwicklung von Arzneiformen und die Beurtei-
lung von Qualitat und Stabilitit von Arzneimitteln beschrankt. Fiir die Beurteilung des In-
vivo-Verhaltens miissen die In-vitro-Ergebnisse durch Pharmakokinetikstudien belegt werden.

Summary

Influence of Different Variables on the in vitro Dissolution of a Sustained Release
Theophylline Dosage Form

In vitro dissolution studies are valuable tools to judge quality and stability of sustained release
dosage forms and are often utilised to predict the in vivo performance. For this reason, in
vitro dissolution experiments with varying pH, osmolarity, rotation speed, and with addition
of surfactants were performed with a sustained release theophylline (CAS 58-55-9) dosage
form (Bronchoretard®). In order to mimic the physiological situation of the gastrointestinal
tract more closely, the pH of the dissolution media was changed and human bile was added
at different time points.

The results obtained show that the in vitro dissolution of the dosage form differs only slightly
for the parameters pH, osmolarity and stirring speed and always lies within in vivo verified
dissolution limits. However, the addition of sodium dodecyl sulphate to the dissolution me-
dium markedly altered the dissolution rate whereas addition of the physiologically surface
active human bile did not change the dissolution rate.

A comparison with in vivo results indicated, that only the physiologically adapted model
guarantees reliable results whereas the addition of synthetic surfactants cannot allow for the
prediction of bile or food effects. The meaning of in vitro dissolution tests thus is limited to
development studies of dosage forms and to routine quality and stability control testing. For
judging the in vivo characteristics in vitro studies have only limited value and have to be
verified by pharmacokinetic studies.

Key words  Antiasthmatics - Bronchoretard® - CAS 58-55-9 - Theophylline, in vitro dissolu-
tion, sustained release
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1. Einleitung

In-vitro-Untersuchungen von Arzneiformen sind
seit 1925 wichtige Instrumente der pharmazeuti-
schen Technologie und werden fiir vielféltige Fra-
gestellungen eingesetzt [1]. Unbestritten ist ihre Be-
deutung bei der Entwicklung von Arzneiformen,
bei der Validierung von Prozeparametern sowie
fir die Beurteilung von Qualitit und Stabilitdt von
Arzneiformen [2].

Dariiber hinaus wurde bei Theophyllin (CAS 58-
55-9) 1950 als erster Substanz erkannt, dal} In-vi-
tro-Freisetzungsprofile mit dem Verhalten im
menschlichen Organismus in Verbindung stehen
konnen [3]. Die Aussagekraft von In-vitro-Unter-
suchungen beziiglich der Erforschung und Inter-
pretation von Wirksamkeit und Sicherheit in vivo
bleibt allerdings bis heute umstritten. Einerseits
werden In-vitro-Untersuchungen als effektive Mit-
tel zur Beurteilung des In-vivo-Verhaltens be-
stimmter retardierter Arzneiformen eingestuft [4,
5]. Dem steht die Aulfassung gegentber, dal3 In-
vitro-Untersuchungen zwar wertvolle Hinweise
iber den Freisetzungsmechanismus der Arznei-
form geben, aber nur unzureichende Informatio-
nen iiber die Beurteilung der In-vivo-Situation wie
z. B. Nahrungsmitteleinfliisse liefern [6, 7].
Limitiert wird die Aussagekraft derartiger In-vitro-
Untersuchungen prinzipiell dadurch, daB3 einfach
aufgebaute In-vitro-Untersuchungen die physiolo-
gischen Vorgidnge im Gastrointestinaltrakt nicht
oder nur grob vereinfacht wiedergeben. Aus diesem
Grund wurden im Lauf der letzten Jahre verschie-
dene Testmodelle entwickelt, die besser an die In-
vivo-Situation adaptiert sind. So wurden standar-
disierte Fliissignahrung [8], Milch [9], verschiedene
pH-Gradienten und Tenside [10] sowie die Vorbe-
handlung der Arzneiform mit Fettsduren [11] ein-
gesetzt, um die In-vitro-Modelle besser an die phy-
siologische Situation anzupassen. All diese Verbes-
serungen waren dennoch nicht in der Lage, mog-
liche Nahrungsmitteleffekte in vivo vorherzusagen
[12].

Aufgrund dieser unbefriedigenden Situation wird
in dieser Arbeit von einer Weiterentwicklung der
In-vitro-Systeme unter Einsatz von nativer Hu-
mangalle berichtet. Entsprechend dem gastrointe-
stinalen pH-Gradienten wurde die untersuchte
Arzneiform von Theophyllin? die ersten beiden
Stunden einem pH von 1,2 und im Anschlul3 daran
einem pH von 6,8 ausgesetzt. Analog einer physio-
logischen Gallenkontraktion verbunden mit der
Ausschiittung von Gallensalzen in die basische
Diinndarmfliissigkeit wurde dem Freisetzungsme-
dium Humangalle zu verschiedenen Zeitpunkten
zugesetzt.

Die Gesamtheit der durchgefiihrten Tn-vitro-Un-
tersuchungen wird schlieBlich in Zusammenhang
mit den In-vivo-Daten des Priifpriparates ge-
bracht, um die Aussagekraft der verschiedenen In-
vitro-Testsysteme zu beurteilen.

D Bronchoretard®; Hersteller: Klinge Pharma GmbH,
Miinchen.
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2. Material und Methoden

2.1. In-vitro-Untersuchungen

Als Priifmodell fiir das gesamte Untersuchungspro-
gramm wurde die Drehkdérbchenapparatur nach DAB 10
eingesetzt. Versuchsbedingungen und verwendete Gerite
sind in Tab. 1 aufgefiihrt, die Zusammensetzung der ver-
wendeten Puffer zeigt Tab. 2. Eine detaillierte Beschrei-
bung der eingesetzten Analytik bei Verwendung von Hu-
mangalle ist an anderer Stelle [13] publiziert. Die Freiset-
zungspriifung erfolgte entweder iiber den gesamten
Priifzeitraum im gleichen Medium oder mit Medien-
wechsel nach 2 h von pH 1,2 zu pH 6,8 fiir den restlichen
Untersuchungszeitraum. Zur Herstellung der Prufme-
dien (Tab. 2) wurden KH,PO, zur Pufferung und ver-
schiedene Mengen NaCl zur Einstellung des osmoti-
schen Drucks eingesetzt. Die Uberpriifung des osmoti-
schen Druckes erfolgte mit einem Halbmikro-Osmome-
ter (Knauer GmbH, Berlin). Die Einstellung des pH-
Wertes crfolgte mit HCl bzw. NaOH mit einer Genauig-
keit von + 0,05 pH-Einheiten. Zur Variation der Obel-
flachenspannung wurde das anionische Tensid Natrium-
laurylsulfat (SDS, Fluka AG, Neu-Ulm) verwendet. Die
Wahl der Konzentration (0,1 %) folgte publizierten
Empfehlungen [18]. Bei den In-vitro-Untersuchungen
unter Verwendung von Humangalle wurde ein auf 0,1
mmol Gesamtgallensdure standardisiertes Volumen dem
Freisetzungsmedium pH 6,8 nach 2, 4 und 6 h zugesetzt.

Tab. 1. Gerdte und Versuchsbedingungen.

Geriit: HP Automated Dissolution
Testing System (HP8452A)
Volumen: 1000 ml
Temperatur: 37°C (£0,5°C)
Umdrehungsgeschwindig- | 100 min™ (+ 1 min™!)
keit:
Probenzug: nach 0,5, 1,2,3,4,5, 6und 7h
Gehaltsbestimmung: spektralphotometrisch
bei 290 nm

Tub. 2: Ubersicht der verwendeten Freisetzungsmedien.

pH-Wert Zusammensetzung (osmot. Druck)
1,2 + 2 g NaCl/l (255 mosmol/kg)
3.5 0,05 molarer KH,PO,-Puffer
+ NacCl (280 mosmol/kg)
4,5 0,05 molarer KH,PO,-Puffer
+ NaCl (280 mosmol/kg)
6.8 0,05 molarer KH,PO,-Puffer
+ NaCl (280 mosmol/kg)

2.2. Gewinnung von Humangalle

Die Gewinnung von Humangalle erfolgte im Klinikum
Ludwigshafen nach ausfithrlicher Aufklirung und Ein-
willigung der Patienten. Zum AbschluB3 einer endosko-
pisch-retrograden Cholangiopankreatographie (ERCP)
wurde eine nasobildre Sonde (Durchmesser 5 French)
transpapillar in den Gallengang eingefiihrt und anschlie-
Bend tber die Nase ausgeleitet. Die tiber die Sonde ab-
flieBende Gallenfliissigkeit wurde in Standardbehiltern
aufgefangen und diese zwolfstiindlich in einen kiihl gela-
gerten (4 °C) Sammelbehilter entleert. Im Anschlul3
daran wurde die gewonnene Gallenfliissigkeit physika-
lisch-chemisch charakterisiert, wobei Volumen, pH-
Wert, Oberflichenspannung, Osmolaritit, Cholesterin-
gehalt und die Konzentration an Gesamtgallensiduren
nach [14] bestimmt wurden.
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3. Ergebnisse
3.1. Charakterisierung der Humangalle

Bei dem untersuchten Patientenkollektiv wurden
400-600 ml reine Gallenflissigkeit mit einem pH-
Wert von 6,5-7,0 und ciner Osmolaritit von 300—
330 mosmol gewonnen. Die Oberflichenspannung
betrug 30-40 mN/m. Die gewonnenen Gallenpro-
ben enthielten eine Gallensdurekonzentration von
1-10 mmol/l.

3.2. In-vitro-Freisetzung

Den EinfluB unterschiedlicher pH-Bedingungen,
Osmolaritaten, Rithrgeschwindigkeiten, Tensidzu-
satz (0,1 % SDS) und Humangalle auf die In-vitro-
Freisetzung des untersuchten Theophyllin-Retard-
priaparates zeigen Abb. 1-5.

Anderungen des In-vitro-Freisetzungsprofiles bei
unterschiedlichen pH-Werten wurden nicht beob-
achtet (Abb. 1). Ebenso blieben unterschiedliche
Osmolaritiat (Abb. 2) und Rithrgeschwindigkeiten
(Abb. 3) ohne nennenswerte Auswirkungen auf die
Retardierung der Wirkstoftfreigabe.

Der Zusatz des Tensides SDS verdndert die In-vi-
tro-Freisetzungkurve hingegen drastisch (Abb. 4).
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Abb. 1: In-vitro-Freisetzung bei unterschiedlichen pH-Bedin-
gungen (Basket, 1000 ml, 37 °C, 100 U/min).
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Abb. 2: In-vitro-Freisetzung bei unterschiedlicher Osmolaritit
(Basket, 1000 ml, 37 °C, 100 U/min).
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Innerhalb von 1 h nach Freisetzungsbeginn waren
iiber 80 % Theophyllin aus der Pellet-Arzneiform
freigesetzt. Humangalle als physiologisches Tensid
beeinfluBBt das Freisetzungsprofil hingegen nicht
(Abb. 5). Hier wurden analoge Freisetzungskurven
im Vergleich zur Kontrollmessung gefunden.
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Abb. 3: In-vitro-Freisetzung bei unterschiedlichen Riihrge-
schwindigkeiten (Basket, 1000 ml, 37 °C).
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Abb. 4: In-vitro-Freisetzung mit und ohne Zusatz von Natrium-
laurylsulfat (SDS) (Basket, 1000 ml, 37 °C, 100 U/min, pH 6.8,
gepulfertes Medium).

100 4

90
pH1.2 pH 6.8
80 /o
70 -
& 60
£
2 50 -
S
S
@
<]
=]
® Kontrolle ohne Galle
O Gallenséurenzusatz: 2 - 7 Stunden
O Gallensaurenzusatz: 4 - 7 Stunden
4 Gallensaurenzusatz: 6 - 7 Stunden
T T T T 1
3 4 5 6 7

Zeit [Std)]
Abb. 5: In-vitro-Freisetzung mit und ohne Zusatz von Human-
galle (0,1 mmol) (Basket, 1000 ml, 37 °C, 100 U/min).
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4, Diskussion

Mit Ausnahme der Untersuchungen mit Human-
galle folgen die durchgefiihrten In-vitro-Freiset-
zungsuntersuchungen den Empfehlungen fiir die
In-vitro-Charakterisierung von Theophyllin-Re-
tardprdparaten gemall dem AAPS/FDA/FIP/USP
Workshop, der Japanischen Guideline und dem ZL
Expertentreffen [15].

Diesen Empfehlungen liegt die Modellvorstellung
zugrunde, daB unterschiedliche In-vitro-Bedingun-
gen je einer physiologischen Variable des Gastroin-
testinaltraktes zugeordnet werden konnen [2]. Un-
terschiedliche pH-Werte der Freisetzungsmedien
entsprechen demzufolge dem pH-Profil des Ma-
gen-Darm-Traktes und erlauben somit den Riick-
schluB auf Unabhingigkeit der Wirkstofffreiset-
zung wahrend der Magen-Darm-Passage und evtl.
auch von Nahrungsmitteleffekten. Die unter-
schiedlichen In-vitro-Riihrgeschwindigkeiten simu-
lieren die Peristaltik und Scherkrifte des Magen-
Darm-Traktes und sollen dic mechanische Robust-
heit und Belastbarkeit der Arzneiform beurteilen
helfen. Der Zusatz oberflachenaktiver Substanzen
wie SDS soll die Ausschiittung von Gallensalzen
in den Diinndarm simulieren, die in vivo nach fett-
reicher Kost durch das endogene Hormon Chole-
cystokinin ausgelost wird. Aus unterschiedlichen
In-vitro-Freisetzungsprofilen wird dann auf Bio-
verfligbarkeitsdifferenzen, auf Einflisse durch
Nahrungsmitteleinnahme (,,food effects”) und
nicht zuletzt auf unterschiedliche Sicherheitsprofile
der getesteten Arzneiformen geschlossen [2]. In-
vivo-Daten als Beleg der angefiihrten Thesen lie-
gen allerdings nicht vor, ebenso fehlen auch allge-
meinverbindliche Malistdbe zur Interpretation der-
artiger In-vitro-Freisetzungsdaten.

Fir das untersuchte Priparat lieferten die durch-
geflihrten In-vitro-Untersuchungen mit den Varia-
blen pH-Wert, Osmolaritdt, Rithrgeschwindigkeit
und Humangalle Freisetzungskurven innerhalb ei-
nes eng begrenzten Bereichs. In einer Biodquiva-
lenzstudie mit Chargen an der oberen, mittleren
und unteren Grenze der Freigabespezifikation
konnte zusdtzlich ein Freisetzungsbereich definiert
werden, der in vivo biodquivalente Konzentra-
tions-/Zeitprofile garantiert [16]. Eine beschleu-
nigte In-vitro-Freisetzung wurde nur bei Zusatz
hoher Konzentrationen von Natriumlaurylsulfat
beobachtet.

Daten aus der Literatur belegen, dal SDS-Zusatz
die In-vitro-Freisetzung von Retardformulierungen
mit Polymethacrylaten als Diffusionsmembran in
Abhingigkeit von der zugesetzten Konzentration
sowohl verlangsamen als auch beschleunigen kann
[17-19]. Fir diesen Effekt wird eine ionische
Wechselwirkung von Tensid und Polymer disku-
tiert, die eine verminderte Quellung des Polymers
bzw. eine Zerstérung des Retardfilms zur Folge ha-
ben kann [17].

Dal} dieser ,artifizielle” In-vitro-Effekt mit dem
Tensid Natriumlaurylsulfat keine Relevanz fiir die
In-vivo-Situation besitzt, zeigt das physiologisch
optimierte Modell mit dem Zusatz von Human-
galle, bei dem keine Beeinflussung des In-vitro-
Freisetzungsprofils beobachtet wurde. Dartiber
hinaus belegen In-vivo-Daten des untersuchten
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Abb. 6: Theophyllin-Konzentrationen (arith. Mittel + SA, n =
12) im Plasma nach einmaliger Gabe von 500 mg Theophyllin
niichtern, bei ca. 50 % und ca. 95 % Entleerung der Gallenblase.

Préaparates, dal die Ausschiittung von Gallenfliis-
sigkeit keine relevanten Verdnderungen des Phar-
makokinetikprofils nach sich zieht [20]. An 12 ge-
sunden Probanden wurde eine physiologische Gal-
lenblasenkontraktion von circa 50 % durch ein
Standardfrithstiick und eine maximale Gallenbla-
senkontraktion von ca. 95 % durch die intramus-
kuldre Applikation von Cholecystokinin ausgelost.
Auch unter diesen Extrembedingungen und der da-
mit verbundenen Ausschiittung der oberflichenak-
tiven Gallensalze in das Duodenum blieben die ge-
messenen Konzentrations-/Zeitprofile dieser Arz-
neiform unbeeinflufit (Abb. 6).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 das ver-
einfachte In-vitro-Modell mit dem Zusatz von Na-
triumlaurylsulfat irrefithrende Vorhersagen zur In-
vivo-Situation liefert. Das in dieser Arbeit vorge-
stellte Modell mit dem Zusatz von Humangalle lie-
fert hingegen beim untersuchten Prifpriaparat ana-
loge Ergebnisse zur In-vivo-Situation. Nur eine
Annidherung des In-vitro-Freisetzungsmodells an
die komplexen physiologischen Vorginge des Ga-
strointestinalsystems ermoglicht somit im Falle des
Tensidzusatzes eine aussagekriftige Information
Uber das In-vivo-Verhalten der Arzneiform. Auf-
grund des komplizierten Versuchsaufbaus, der um-
standlichen Gallegewinnung und der schw1er1gen
Standardisierung bietet das vorgeschlagene In-vi-
tro-Modell allerdings keinen befriedigenden Ersatz
fur die Beurteilung der Qualitdt einer Retardarz-
neiform in vivo. Nur durch entsprechende pharma-
kokinetische Untersuchungen konnen schliissige
Aussagen iiber Wirksamkeit und Sicherheit getrof-
fen werden.
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Zusammenfassung

Unter Berlcksichtigung des engen therapeutischen Bereiches und der Pharmakologie von
Theophyllin (CAS 58-55-9) kommt der galenischen Qualitdt von Retardpréparaten besondere
Bedeutung zu. Als Qualitatskriterien zur Beurteilung der Produktqualitit haben sich die fol-
genden klinisch-pharmakokinetischen Studien zur Uberprifung von Reproduzierbarkeit und
Sicherheit einerseits und fiir ein optimales Konzentrationsprofil andererseits durchgesetzt:
Biodquivalenz von Charge zu Charge, Unabhéngigkeit der Resorption von Nahrungsmittelein-
flisssen, Unabhéngigkeit der Resorption von Magen-pH-Wert und Gallensiduren, Pharmakoki-
netikprofil bei Einmalgabe und Zweimalgabe sowie Pharmakokinetik in Spezialkollektiven mit
beschleunigter Clearance.

Nur die Handelspriparate, die allen Anforderungen gentigen, kénnen fiir sich in Anspruch
nehmen, kalkulierbare, reproduzierbare und sichere Theophyllin-Konzentrationen sicherzu-
stellen und individuelle Resorptionsunterschiede weitgehend auszugleichen. Mit derart quali-
tativ hochwertigen galenischen Formulierungen kann bei einer bronchodilatatorischen Thera-
pie das Drug Monitoring auf ein Minimum beschriankt und bei einer antientziindlichen Thera-
pie im niederen Konzentrationsbereich u. U. ganz auf Drug Monitoring verzichtet werden.
Damit steht dem Arzt ein unkompliziertes und sicheres Antiasthmatikum zur Verfiigung.
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