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1 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Der Einsatz pflanzlicher Zubereitungen bei zahhrerc Beschwerden und Krankheiten
ist seit vielen Jahrhunderten weit verbreitet. Béaiube, dass pflanzliche Arzneimittel
im Gegensatz zu synthetisch hergestellten Wirkstofficherer sind, hat besonders in
den letzten Jahren zu einer grof3en BeliebtheitRlgriopharmaka gefihrt.

Indischer WeihrauchBoswellia serrataiist ein traditionelles pflanzliches Arzneimittel,
welches in der indischen ayurvedischen MedizinBeinandlung diverser entzindlicher
Erkrankungen angewendet wird. Es ist eines der geenitraditionell angewandten
pflanzlichen Arzneimittel, bei denen die fur die apmakologische Wirksamkeit

verantwortlichen Inhaltsstoffe bekannt sind.

Es handelt sich dabei um lipophile pentazyklischtefpensauren, die Boswelliasauren,
deren antiinflammatorische Aktivitat durch die Heomg der 5-Lipoxygenase (5-LO),
der humanen Leukozytenelastase und desBNFignalwegs bedingt ist. Die beiden
ketylierten Boswelliasauren Acetyl-11-keffeBoswelliasaure (AKBA) und 11-Ketd-
Boswelliasaure (KBA) zeigem vitro die starkste Hemmung der 5-LO mits§NVerten
von 1,5 uM und 2,8 uM. Dartber hinaus konnte besviggliasduren eine antitumorale
Wirkung durch Induktion von Apoptose und Hemmungr d€opoisomerase
nachgewiesen werden.

Die Wirksamkeit von Weihrauchpraparaten war in tie@ klinischen Studien mit
Morbus Crohn- und Colitis Ulcerosa-Patienten mit @en Sulfasalazin und Mesalazin
vergleichbar. Im Rahmen einer Nutzen-Risiko-Analyss der Weihrauchextrakt der
Standardmedikation sogar Uberlegen. Auch erstaskhe Studien bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis und Asthma bronchiale zeigteslversprechende Ergebnisse.

Mit der Verleihung des Orphan Drug Status fir dieh&ndlung des peritumoralen
Hirnddems durch die EMEA 2002 nahm die BedeuturgyBieswellia serrateExtrakts
enorm zu.

Einige pharmakokinetische Studien mit Weihraucharagen wurden im Vorfeld
bereits durchgefihrt. Hierbei wurden selbst nadereginmaligen oralen Einnahme von
relativ hohen Dosierungen nur geringe Plasmakonaigohen an KBA bestimmt. Diese
betrugen nach der Einnahme von 1600 Bogwellia serrateExtrakt 1,6 uM. Auch im
Steady-state wurden geringe Plasmakonzentrationen 0,3 puM KBA und
0,1 uM AKBA nach der Einnahme vdoswellia serratéExtrakt detektiert.

In Ratten, welche 240 mBoswellia serrataExtrakt pro kg Korpergewicht erhielten,
wurden Plasmaspiegel von nur 0,4 uM KBA und 0,2 AKBA gemessen. Im Hirn der
Ratten wurden 99 ng KBA und 95 ng AKBA pro g Hiretektiert.

In allen pharmakokinetischen Untersuchungen wuriderVergleich zu denn vitro
bestimmten wirksamen Konzentrationen viel geringddesmaspiegel nachgewiesen.
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Kenntnisse Uber die Faktoren, die die Bioverfluigedrkeeinflussen, kbnnen erheblich
dazu beitragen pharmazeutische Formulierungen ztbessern. So wird die
Bioverfugbarkeit im Wesentlichen von drei Faktordseeinflusst: Loslichkeit,

Metabolismus und Permeabilitdt. Ziel der Arbeit wes daher, den Einfluss der
einzelnen Faktoren auf die Bioverfugbarkeit von\Beliasauren zu untersuchen.

Vor diesem Hintergrund widmet sich der erste Teit Arbeit der Auswirkung einer
verbesserten Ldslichkeit von Boswelliaextrakt aufe dPlasma-, Leber- und
Hirnkonzentration von KBA und AKBA. Hierzu soll enbestehende analytische
Methode, die es ermoglicht sehr geringe Mengen KBA und AKBA in relevanten
Biomatrices zu quantifizieren, optimiert werden.

Im Fokus des zweiten Teils der Arbeit stehen UnieEtangen zur metabolischen
Stabilitat von KBA und AKBA in Rattenlebermikrosome (RLM),
Humanlebermikrosomen (HLM) und Rattenhepatozyted)(Bowie die Identifizierung
der Metabolite von Boswelliasauren in RLM, RH undRattenplasma, -leber und -hirn.
Hierfir muss eine analytische Methode entwickelt rdea, die es erlaubt
Boswelliasduren und deren Metabolite in verschiedeBiomatrices zu identifizieren
und zu verifizieren. Des Weiteren soll Uberprifrden, ob die niedrigen Plasmaspiegel
von AKBA aus einer Deacetylierung zu KBA resultiere

Im dritten Teil steht der Einfluss der Permealiildaéf die Bioverflugbarkeit von KBA
und AKBA im Mittelpunkt der Untersuchungen. Durcherd Einsatz des gut
charakterisierten Caco-2-Zellmodells soll dim vivo-Absorption der beiden
Boswelliasduren abgeschéatzt werden. Es soll wantegbklart werden, ob es sich bei
KBA und AKBA um Pgp-Substrate handelt. Von Inteeesst aul3erdem, ob KBA und
AKBA in einer nanoskaligerBoswellia serrataFormulierung besser durch Caco-2-
Zellmonolayer permeieren.

Daruiber hinaus soll im Rahmen zweier zusatzlicheeréktionsstudien untersucht
werden, ob KBA und AKBA mit dem membransténdigenltMduug Resistance-related
Protein 2 (MRP2) und dem Organic Anion Transportiaypeptid 1B3 (OATP1B3)
interagieren und somit Wechselwirkungen mit andévemeistoffen zu erwarten sind.
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2 Einleitung

2.1 Allgemeine Einleitung zu Weihrauch

2.1.1 Einfuhrung

Weihrauch spielte bereits im Altertum eine wichtiBelle bei der Gotterverehrung
sowie als R&auchermittel fur kirchliche und meditatiZwecke. In Agypten galt der
Weihrauch nicht nur als Zeichen fur die Offenbaramger Gottheit sondern auch als
deren Verkorperung. Dies zeigt sich auch in derpigghen Bezeichnung, die mit
,Gottesduft“ oder auch ,der Stoff, der géttlich nhéciibersetzt wird

Weihrauch hatte jedoch nicht nur sakrale Bedeut&ngvar schon vor Jahrhunderten
wegen seiner positiven Effekte bei der Behandlummon \diversen entzindlichen
Erkrankungen bekarmt

Neben dem arabischen wurde auch der indische Weihtaereits sehr frih erwahnt. In
der traditionellen indischen Medizin (Ayurveda)teatVeihrauch, als Pulver oder Salbe
zubereitet, bei der Behandlung von Wunden und Gesan eine groRe Bedeutuing
Des Weiteren wurde indischer Weihrauch bei Erkragiem des Nervensystems, des
Gastrointestinaltrakts, der Atemwege, der Haut eown der Frauenheilkunde
eingesetZt

Auch heute erfreuen sich Extrakte des indischenhvslachs Boswellia serrata noch
grof3er Beliebtheit bei der Behandlung von entzichéin Erkrankungen wie Arthritis,
rheumatischen Beschwerden oder Gicht.

In Europa wurde man ebenfalls auf diese Arzneigiiaaufmerksam und begann in den
spaten 80er Jahren mit der Erforschung der Wirkmegbanismen von indischem
Weihrauch. Damals galt die von Ammenal gezeigte Leukotriensynthese-Hemmung
durch Boswellia serrataExtrakt als bis dahin wichtigster Wirkungsmechanis.
Heute werden allerdings mehrere Mechanismen disuti

Bereits im Erganzungsbuch zum Deutschen ArzneibGic(DAB 6, 1953) wurde

Weihrauchharz der StammpflanBoswellia carterii Birdwood monographiert. Die
pharmazeutische Qualitat der Droge wurde aber 2886 durch die Aufnahme der
Monographie ,Indischer Weihrauch* in den Deutschenneimittel-Codex (DAC) fur

Deutschland und ab September 2006 durch die Aufaatien Monographie ,Indian

Frankincense® in das Européische Arzneibuch 5, iergdgsband 7 (Ph. Eur. 5.7) fur
Europa definiert.

Fur Phytopharmaka gelten nach dem Arzneimittelgesi#¢selben Anforderungen
beziglich Wirksamkeit, Unbedenklichkeit und pharmascher Qualitat (AMG, 8§1)
wie fur synthetische Arzneimittel.

Die bisher durchgefiihrten klinischen Studien konntgvar zum Teil erfolgreich die
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit von Weihrauch eeigdie Anforderungen, die das
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Bundesinstitut fur Arzneimittel und MedizinprodukiBfArM) als Zulassungsbehorde
heute an klinische Studien stellt, erfullten seogh nicht.

Obwohl Weihrauchpraparate als Nahrungsergé&nzuniggmit beachtlicher Menge
vertrieben werden, kam es bisher in DeutschlandMasgel an ,validen® klinischen
Studien nicht zu einer Zulassung als Arzneimitteddiglich in Indien und in einem
Kanton der Schweiz sind Tabletten a@oswellia serrata Extrakt unter den
Handelsnamen Sallaki™, bzw. H15™-Ayurmedica fir &ehandlung chronischer
Polyarthritis zugelassén Es ist jedoch moglich, dieses Praparat (ber einen
Einzelimport nach 8 73 (3) des Arzneimittelgeset{AMG) als Arzneimittel in
geringen Mengen nach Deutschland einzufuhren.

Neben Studien zur Anwendung von indischem Weihradogi entzindlichen
Erkrankungen wurden Untersuchungen zur Wirksaniegiperitumoralen Hirnédemen
durchgefuhrt. In préklinischen Studien zeigte sa&he signifikante Reduktion des
Odemvolumens und im Tierversuch wurde bei Gliomtanperten Ratten eine
Reduktion des Tumorvolumens festgestélitDie Bedeutung vorBoswellia serrata
Extrakt als pflanzliches Heilmittel wurde im Dezeent2002 besonders hervorgehoben,
als sich die Europaische Zulassungsbehérde (,Earopdedicines Agency”, EMEA)
aufgrund dieser Erkenntnisse veranlasst ®dswellia serrataExtrakt den Orphan
Drug Status fiir die Behandlung des peritumoralendtiems zu verleihén

2.1.2 Inhaltsstoffe des Weihrauchs

Der Weihrauchbaum gehért zu der Familie der Balsamighse (Burseraceae). Die
Stammpflanze des indischen Weihrauch8s$wellia serratawelche primar in Indien
verbreitet ist. Somalia, Eritrea und Athiopien bietaen den afrikanischen Weihrauch
mit den Stammpflanze®Boswellia carterii und Boswellia frereana Der arabische
WeihrauchbaunBoswellia sacr&kommt hauptsachlich in Stidarabien?or

Durch Einschneiden der Rinde von Stamm und kréftiysten dieser Weihrauchbaume
tritt ein Milchsaft hervor, welcher an der Luft 2inem Gummiharz erhartet. Es wird
zwischen dem arabischen Harz (Olibanum) und denschdn Harz (Salai-Guggal)
unterschieden. Das Harz ist ein hochkomplexes Gémasis atherischem Ol (5-9 %),
Harzsauren (15-16 %), etherunldslichen (25-30 %0l @therldslichen (45-55 %)
Bestandteilen. In dem &therischen Ol wurden zatfieeiVerbindungen, zum Beispiel
mehrere Mono-, Di- und Sesquiterpene identifiziddie etherunldsliche Fraktion
enthalt neutrale und saure Polysaccharide, inttierléslichen Fraktion konnten héhere
Terpene identifiziert werden. Zu diesen Substarzinen auch die pentazyklischen
Triterpensduren, die Boswelliasauren, welche 50 &t dtherldslichen Fraktion
ausmachen und von denen bisher 14 genuin vorkomenafenhtifiziert wurdeff.
Abb. 2.1 zeigt die Strukturformeln der wichtigst®@aswelliasduren, welche sich in den
Ursan-Typ p-Boswelliasauren) und den Oleanan-TypBoswelliasduren) unterteilen
lassen.
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Ursan-Typ Oleanan-Typ

v e

ov ONNN
¥ COOoH ¥ CooH < COOoH
R=-H KBA R=-H BBA R=-H aBA
R = -Acetyl AKBA R =-Acetyl ABBA R =-Acetyl AaBA

Abb. 2.1: Strukturformeln der Boswelliasauren

11-Ketop-boswelliasaure (KBA) und 3-Acetyl-11-kefaboswelliasaure (AKBA)
gelten als die wirksamkeitsbestimmenden SubstadesnWeihrauchs. Daher fordern
die aktuellen Monographien des DAC und des Ph. Eurfur diese beiden Substanzen
einen Mindestgehalt von 1,0 %.

Die Zusammensetzung der Boswelliasauren in verdehiEn Weihrauchpraparaten
variiert stark und kann natirlichen Schwankungentenisgen. Wesentliche
Unterscheidungsmerkmale von afrikanischem und amgisn Weihrauchextrakt sind
jedoch die Konzentrationen von KBA und AKBA. Simnettal. wiesen in indischen

Weihrauchextrakten 3,0 % KBA und 2,2 % AKBAbzw. 4,7 % KBA und 2,9 %
AKBA? nach. Ein afrikanischer Weihrauchextrakt enthi@b % KBA und 3,3 %

AKBA3 ',

! Mittelwert aus 5 Chargen indischen Weihrauchexsrgk 15 ™-Ayurmedica, Pocking)
2 Mittelwert aus 4 Chargen indischen WeihrauchexsrgRr. Eichele, Koblenz)
% Mittelwert aus 2 Chargen afrikanischen Weihrauttzéxs (Dr. Fernando, Kraichtal-Gochsheim)
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2.1.3 Pharmakologische Wirkmechanismen von Weihrauch undoswelliasduren

2.1.3.1 Antiinflammatorische Wirkung

Obwohl Weihrauch bereits friih zur Behandlung dieemsntzindlicher Erkrankungen
eingesetzt wurde, stellten die 1986 von Singh utad publizierten Untersuchungen mit
indischem Weihrauchextrakt die ersten pharmakobbgis Ansatze zu einer
wissenschatftlichen Analyse der Wirkung von Weihrextrakten dar. Es wurden
antibdematdse und antiarthritische Wirkungen imriiedell gezeigt. Analgetische,
antipyretische und diuretische Eigenschaften kannteht festgestellt werden, weshalb
ein  Kortison- oder Prostaglandin-abhé&ngiger = Wirkhn@ggsmus  zunachst
ausgeschlossen wurde?

Einige Jahre spater waren es dann Amrabml, die die Arachidonsaurekaskade als
Angriffspunkt fir den Weihrauchextrakt wieder insi& brachten. Sie stellten fest, dass
ein Boswellia serrataExtrakt die von der 5-Lipoxygenase (5-LO) katatys Bildung
von Leukotrien B4 in polymorphen nuklearen Leukemy{PMNL) hemntt In darauf
folgenden Untersuchungen mit isolierten Boswellimsé konnten diese als wirksame
Inhaltsstoffe des Extrakts identifiziert werden, b&o sich die Keto-Boswelliasduren
KBA mit ICs¢-Werten von 2,8 bis 15 uM und AKBA mit igWerten von 1,5 bis
8 UM je nach experimenteller Anordnung als die pitsten erwieséfi> Die
Boswelliasduren wurden dementsprechend als spem®fisnicht redoxaktive, direkte
Hemmsubstanzen der 5-LO eingeordhet Durch den Einsatz von
Photoaffinitatslabeling wurde dann eine Calciumditegte allosterische Bindungsstelle
an der 5-LO fiir AKBA gefundéfi. Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen
mit Boswelliasduren und strukturverwandten penthbgsiken Triterpenen ergaben, dass
ein Substrat fiur diese Bindungsstelle ein 5-Ringt&y, eine Ketofunktion am C-11-
Atom und eine hydrophile Gruppe am C-4-Atom auferisnusy. Zur Hemmung der
5-LO werden in Zellhomogenaten hdhere Konzentratiobendtigt als in intakten
Zellen. Diese Tatsache spricht dafir, dass nebendaekten Hemmung weitere
Mechanismen bei der Inhibition des Enzyms involvénd (Tab. 2.1). Die Ergebnisse
der darauf folgenden Untersuchungen zu zellulangimlammatorischen Signalwegen
deuteten eher auf eine proinflammatorische Wirkdeg Boswelliasduren, besonders
der B-Boswelliasauren, hin. Ebenso stimulierten die Ketmoswelliasauren mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (MAPK) bei einer Konzatiosn von 30 pM und
mobilisierten intrazellulares €ain einer Konzentration von 10 uM in humanen
PMNL. In Thrombozyten zeigtep-Boswelliasdure dieselbe Wirkung in einer
Konzentration von 10 p#*2 In humanen Monozyten (Mono Mac 6) wiederum erwies
sich AKBA als Hemmstoff proinflammatorischer StimulDie Mobilisierung
intrazellularen Calciums wurde von AKBA konzentoasabhangig von 1-30 pM
inhibiert und die Aktivierung der MAPK gehemfht

AuBBerdem wurden bei den Boswelliasduren Interakhomit der 12-Lipoxygenase
(12-LO) in Thrombozyten nachgewie3&n
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Die genannten Studien zeigen, dass es bisher nicbh gelungen ist, den genauen
Mechanismus der zellularen 5-LO-Inhibition durchsBelliasauren aufzuklaren.

Tab. 2.1: IG-Werte zur Hemmung der 5-LO durch AKBA in Abhargjigles experimentellen

Aufbaug
IC5¢ (UM) Modell
1.kt Intakte PMNL
8 PMNL Zellhomogen:
16 Isolierte humane-LO
50 Cytosolische Fraktion von HL-60

und Mono Mac 6 Zellen

Neben der 5-LO-Signalkaskade wird derdBFSignalweg als Angriffspunkt fir die
antientziindliche Wirkung von Boswelliaséduren digkitit NF«B spielt beim Entstehen
und Fortschreiten von chronisch-entzindlichen Erkuagen eine entscheidende Rolle,
weil hierdurch diverse an EntziindungsprozesseniligeteGene reguliert werdéh
Acetyl-a-Boswelliasdure (ABA) und AKBA hemmten in humanen Monozyten die
LPS-induzierte Expression von TNF-durch direkte Inhibition desxkBa-Kinase-
Komplexes (IKK) bei Konzentrationen von 10 pMo@A) bzw. 3 pM (AKBAY?,
wodurch eine Aktivierung von NdB nicht mehr moglich ist.

In einer weiteren Arbeit wurde der Einfluss eirgsswellia serrataExtrakts auf die
Expression von TNF-abhangigen Genen in humanen microvascularen Egldetten
untersucht. Mittels eines Genom-Screens konnteigfenerden, dass dieser Extrakt
TNF-a induzierte Signalwege, welche zu Entziindungen Apabtose flihren kdnnen,
beeinflusst. Der Boswellia serrata Extrakt unterdrickte die TNE&- induzierte
Expression von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) unée Adh&sionsmolekile
VCAM-1 und ICAM-1, welche an Entziindungsprozessetetigt sind*.

Auch die humane Leukozytenelastase (HLE), die b#ammatorischen Vorgangen
vermehrt freigesetzt wird und zum Abbau des Stmgktieins Elastin fuhrt, wurde als
Angriffspunkt fur Boswelliasauren diskutiert. So nimaten Boswelliasduren die
aufgereinigte HLE, wobei AKBA mit einem ¥gWert von 15 pM am potentesten
war.
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Noxe
Granulozyt ﬂ
Eﬂyi:]l’](:)%%h;;/?e 7, . IKK \
NFxB * NFxB

(inaktiv) (aktiv)

Zellkern

Transkription de
TNF-a Gens

® p3sMA

\__ TACE
Selektine \ l
/ TNE-a Matrixmetallo- }

) — { proteinasen
NO,
Sauerstoffradikale ﬂ

Arachidonsaure

o 5-% ﬂcox \cetyltransferase

Leukotriene ] [ Prostaglandine ] [ PAF

Abb. 2.2: Vereinfachte schematische Darstellungeaeziindungskaskade. MB liegt im Zytoplasma
durch Bindung an ein Inhibitorprotein in inaktivEorm vor. Durch einen Reiz (Noxe) wird
IKK phosphoryliert und sorgt durch Degradierung dekibitorproteins fur die Aktivierung
von NFcB, welches im Zellkern u.a. fur die Transkripti@sd' NFa-Gens verantwortlich ist.
Die p38 MAP-Kinase translatiert die TN&~mRNA in das ProTNE-Protein. Das TNFg-
Converting Enzyme (TACE) spaltet von diesem einteiuntereinheit ab, wodurch dann
TNF-o aus der Zelle sezerniert werden kann. Durch TNg&mmt es zur Expression von
membrangebundenen Glycoproteinen (Selektinen)s&ming von Sauerstoffradikalen und
NO sowie zur Bildung von Matrixmetalloproteinasbhi{Ps). TNFe aktiviert auRerdem die
cytosolische Phospholipase, Avelche dann die Arachidonsaure aus Membranphdgptien
freisetzt. Aus der Arachidonséaure werden in Abhgikejt von der Enzymausstattung der
jeweiligen Zelle Leukotriene (durch 5-Lipoxygends€O), Prostaglandine (durch
Cyclooxygenasen, COX) oder der Plattchen-AktivideeRaktor (PAF, durch eine
Acetyltransferase) gebildet. Mdgliche Eingriffsovten Weihrauchzubereitungen sind
gekennzeichne®().
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2.1.3.2 Antitumorale Wirkung

Jinget al. zeigten 1992 erstmals, dass ein Boswellia carteriiisoliertes Gemisch aus
gleichen Teilen ABA und ABBA (BC-4) humane Leukamiezellen (HL-60) im
Wachstum hemmen kaffh Auch einzelnen Boswelliasauren wurden antiprodifiee
Effekte in HL-60 Zellen nachgewiesen £§C0,6 bis 7,1 uM), wobei AKBA die starkste
Inhibition auf das Zellwachstum zeigf&®

Daraufhin wurde der Einfluss von Boswelliasaurefh Aelldifferenzierung und -tod
untersucht. Boswelliasauren induzieren die Apoptodaumanen Gliomzelllinien (LN-
18, LN-229, LN-308, T98Gf, humanen Leukamiezellen (HL-60, K 562, U937,
MOLT-4, THP-1, CCRF-CRM, NB4, SKNO-1, ML-1}°*"*3 humanen Hepatomzellen
(HepG2§*, Kolonkarzinomzellen (HT-28%% Prostatakarzinomzellen (PC®3)und
humanen Fibrosarkomzellen (HT-1080) Fir die antitumorale Wirkung von
Boswelliasauren scheinen aber hohere Konzentratiolméwvendig zu sein als fur die
antiinflammatorische Wirkung. So zeigten isoliertBoswelliasduren erst bei
Konzentrationen von 10-40 uM apoptotische Effektepei sich AKBA als die am
starksten wirksame Boswelliasdure erwies. Eine i8tuchit Boswellia serrata
Gummiharz zeigte jedoch, dass dieser wiederum fmtats isolierte Boswelliasduren
wart,

Untersuchungen ergaben, dass die durch Bosweli@asanduzierte Apoptose lber die
Aktivierung des Caspase-8 Weges vermittelt %ifd Eine weitere Arbeit beschrieb die
direkte Hemmung von IKK durch Boswelliasauren, wamtiu die Bildung des
antiapoptotischen TranskriptionsfaktorsiFunterdriickt wird’".

Im Gegensatz zu Corticosteroiden, welche in Vertlatbhen die Wirksamkeit von
Chemotherapeutika negativ zu beeinflud§ekonnten Glaseet al. zeigen, dass deren
zytostatische Wirkung von Boswelliasduren nicht imtegchtigt wird®. Fir die
begleitende Therapie maligner Gliome mit Weihrawéppraten kann das von Vorteil
sein.

Es wird angenommen, dass Apoptose durch die Imbribder Topoisomerase ausgelost
werden kanff. AKBA inhibierte die Topoisomerase-l aus Kalbstusnund BC-4
zeigte inhibierende Aktivitat bei aus Mausen istéie Topoisomerase1® Diversen
pentazyklischen Triterpenen konnte eine direktedBig an die Topoisomerase-|
und -lla nachgewiesen werden. Die acetylierten Btissauren zeigten sich dabei am
potentesten mit I§-Werten von 30-50 uM fir AKBA und 13-30 uM fU3BA. AaBA
war mit IGsg-Werten von 1-3 uM die am starksten wirksame Suizst4" Ob die
Topoisomerase-Inhibition durch Boswelliasauren loerr Apoptose physiologisch
relevant ist, muss jedoch noithvivo nachgewiesen werden.
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2.1.4 Klinische Studien zu Weihrauch
2.1.4.1 Chronisch-entzindliche Erkrankungen

Rheumatoide Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (chronische Polyarthjitigehért zu den haufigsten
entziindlichen Erkrankungen der Gelenke. Betroffad sisbesondere Hand-, Finger-,
FuR-, Zeh-, Knie-, Schulter- und Hiftgelenke. InuBehland wird die Zahl der

Erkrankungen auf 800.000 geschatzt, wobei Frauem efreimal haufiger betroffen

sind als Manner. Die Krankheit wird den Autoimmuenikikheiten zugeordnet, obwohl
die Ursache bislang ungeklart ist. Neben der RheQhieugie, welche die schwersten
Gelenkveranderungen operativ behandelt, stellt dgzlikamentése Behandlung den
wichtigsten Teil der Therapie dar. Methotrexat gis Standardmedikament und wird
alleine oder in Kombination mit Sulfasalazin odeeflunomid eingesetzt. Neuere
Therapeutika sind die Biologika Infliximab, Adalimab, Etanercept und Anakinra, die
proinflammatorische Zytokine blockieren sollen. Denonoklonale Antikorper

Rituximab ist ein weiterer gegen B-Zellen gericatefTherapieansatz. Bei akuten
Schiuben werden zusétzlich nicht-steroidale Antinhetika und Glukokortikoide

eingesetZt.

Von 1985 bis 1990 wurden mehrere klinische Studieterschiedlichen Designs mit
375 Patienten an 11 Zentren in Indien und Deutschldurchgefthrt, um die
Wirksamkeit einesBoswellia serrata Extrakts (H1%) bei der Behandlung der
rheumatoiden Arthritis zu untersuchen. Es konmte signifikante Abnahme (p < 0,05)
der Gelenkschwellung und der Schmerzen gegenihemePlacebo gezeigt werden,
akute Schmerzen konnten jedoch nicht erfolgreittabdelt werdef.

Keine signifikante Verbesserung klinisch relevant&arameter zeigte eine
multizentrische, kontrollierte Studie mit 37 Patem mit chronischer Polyarthritis, die
hohe DosetBoswellia serrateExtrakt (H15) erhieltef.

An 30 Patienten mit Osteoarthritis in den Knien eudie Wirksamkeit einedBoswellia
serrata Extrakts (Wokvel™) in einer randomisierten, doppelt verblindeten,
kontrollierten Crossoverstudie gegen ein Placeberpifift. Die im Jahre 2003
veroffentlichten Ergebnisse zeigten eine signifteafp < 0,001) Verbesserung der
Schmerzen, einen Ruckgang der Schwellung sowie @édebesserung der
Beweglichkeit des Gelenks. Radiologisch konntenogéd keine Veranderungen
festgestellt werden,

4 1 Tablette enthalt 400 niBpswellia serrateExtrakt
® 1 Kapsel enthéalt 333 nigoswellia serrateExtrakt
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Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

In den letzten 20 Jahren hat die Pravalenz der n@ub-entzindlichen

Darmerkrankungen (CED) in Deutschland stetig zugenen. Die Zahl der

Erkrankungen liegt in Deutschland bei mehr als @00f°. Unter CED versteht man

rezidivierende oder kontinuierlich entzindliche farkkungen des Darms, deren
bekannteste Vertreter Morbus Crohn und Colitis tdlse sind. Anders als bei Morbus
Crohn, wo alle Abschnitte des Gastrointestinalgaketroffen sein kdnnen, ist die
Entziindung bei der Colitis Ulcerosa auf die Darneofhaut beschrankt. Sie breitet
sich kontinuierlich aus, wogegen Morbus Crohn dmkwierlich und segmental

auftritt. Die Ursache der Erkrankung ist weitgehentiekannt. Ahnlich wie bei Morbus
Crohn nimmt man bei der Colitis Ulcerosa eine kraafk gesteigerte Immunreaktion
gegen die Darmflora an.

Bei der medikamentbsen Therapie werden vor allem BiAminosalicylsaure-
Verbindungen Mesalazin und Sulfasalazin, welchePdagluktion proinflammatorischer
Prostaglandine und Leukotriene zu hemmen schemiegesetzt. Als Zusatztherapie
werden Glukokortikoide verwendet. Auch die Immurm@ssiva Azathioprin und
6-Mercaptopurin kommen haufig zum Einsatz. Neuetedi®n belegen auch die
Wirksamkeit der TNFe-Inhibitoren Infliximab und Adalimumab, die mit @m
Immunsuppressivum kombiniert werden. Bei den getemiherapeutika treten haufig
unerwinschte Arzneimittelwirkungen auf. Der Einsktmplementarer Therapeutika
wie Weihrauch ist daher sehr geff&gt

Von 1995 bis 1996 wurde in Indien eine offene, watantrollierte Studie mit 42
Patienten mit Colitis Ulcerosa durchgefiuihrt. Eineufpe von 34 Patienten erhielt
dreimal taglich 350 mgBoswellia serrataExtrakt. Die Kontrollgruppe wurde mit
dreimal téglich 1 g Sulfasalazin behandelt. Auchnmvein dieser Studie die
Uberlegenheit vorBoswellia serrataExtrakt gegeniiber Sulfasalazin statistisch nicht
belegt werden konnte, so zeigte sich doch, dasshihAleh eine vergleichbare
Wirksamkeit aufweist. Bei tber 80 % der mit Weilolabehandelten Patienten zeigte
sich ein Riickgang der klinischen Symptéfme

In einer &hnlich ausgelegten, offenen, nicht randmren Studie wurde die
Wirksamkeit von Weihrauch bei chronischer Colitrgarsucht. Von den 20 Patienten,
die dreimal taglich 300 m@oswellia serrataExtrakt erhielten, trat bei 18 Patienten
eine Verbesserung der klinischen Symptome auf. 8evon 10 Patienten der
Verumgruppe (dreimal taglich 1 g Sulfasalazin) kennahnliche Verbesserungen
beobachtet werdéh

In einer randomisierten, doppelt-verblindeten, wekantrollierten Studie mit 102
Morbus Crohn Patienten konnte unter Good Clinicalcice Bedingungen gezeigt
werden, dassBoswellia serrata Extrakt der Standardtherapie (Mesalazin) nicht
unterlegen ist. Im Rahmen der Nutzen-Risiko-Bewsgtuwvar der Weihrauchextrakt
aufgrund seiner besseren Vertraglichkeit Mesalsaiar tiberlegén

Weiterhin zeigte siclBoswellia serrateExtrakt, der Uber 6 Wochen dreimal taglich zu
400 mg eingenommen wurde, in einer placebokongtdin Studie mit 26 Patienten mit
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kollagener Colitis als klinisch effektiv. Bei Ub&0 % trat eine Verbesserung der
klinischen Symptome eifi

Asthma bronchiale

In Deutschland sind etwa 5 % der Erwachsenen usdzbil0 % der Kinder von
Asthma bronchiale, einer Verengung und chroniscketeiindung der Atemwege,
betroffen. Zur Therapie werden bisher hauptsachlpzghSympathomimetika als
Bronchodilatatoren und Glukokortikoide als Antipijlstika eingesetzt. Weitere
Ansatze sind die Hemmung der Cysteinyl-Leukotriarzéptoren durch Montelukast
oder die spezifische Inhibition der 5-LO durch dtien.

Da auch Boswelliasduren durch die Hemmung der 5S+L@ie Entzindungskaskade
eingreifen, wurde deren Wirksamkeit in einer doppelblindeten, placebo-
kontrollierten Studie Uberprtft. Eine Gruppe von B&ienten erhielt Gber 6 Wochen
dreimal taglich 300 md@oswellia serrataExtrakt. Weitere 40 Patienten erhielten ein
Placebo. Die Verumgruppe zeigte ein gegeniuber eiREwebo signifikant erhohtes,
forciertes exspiratorisches Volumen und verbesdeetk-flow-Raten. Ebenso war die
Anzahl der akuten Asthma-Anfalle erniedtigt

2.1.4.2 Glioblastom und peritumorales Hirnédem

In Deutschland erkranken jedes Jahr 4000-5000 Mems@n einem Glioblastoma
multiforme, welches fast 30 % der hirneigenen Tusrausmacht. Hirntumore und die
sie haufig begleitenden perifokalen Odeme fiihrenclduhren schnell steigenden
Platzbedarf zu erhohtem intrakraniellen Druck und zahlreichen neurologischen
Storungen. Trotz chirurgischer Eingriffe, Strahlemrd Chemotherapie, liegt die
Uberlebenszeit beim Glioblastoma multiforme bei ewva einem Jahr®

Diverse Untersuchungem vitro und in vivo zeigten eine Korrelation zwischen der
erhohten Leukotriensynthese im Tumorgewebe von b&gtom-Patienten und der
Ausdehnung des HirnddeMs® Daraufhin wurde gepriift, dBoswellia serrateExtrakt
(H15™-Ayurmedica), welcher die 5-LO hemmt, bei @&handlung von Glioblastom-
Patienten wirksam ist und in der palliativen Krélesapie eingesetzt werden kann.
Bisher werden hauptsachlich Glukokortikoide zur ikashentdsen Behandlung des
peritumoralen  Hirnddems  eingesetzt. Diese weisendocje ein  hohes
Nebenwirkungspotential auf und stehen im Verdachit Chemotherapeutika zu
interferierert®.

Eine prospektive, kontrollierte Studie an 29 Pagan mit malignen Gliomen
untersuchte die Wirkung ein®oswellia serratéExtrakts (H15™-Ayurmedica) auf das
perifokale Odem. In der Gruppe, die dreimal tagli@®0 mg H15™-Ayurmedica lber
7 Tage erhielt, kam es zu einer signifikanten Rédakdes Odemvolumens und zu
einer Verbesserung der klinischen Symptome. Einpatiferativer Effekt konnte
jedoch nicht gezeigt werdén
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Ferner konnten &hnliche Ergebnisse an 12 Patientén Astrozytomen gezeigt
werden’.

In einer weiteren Studie mit 19 Kindern mit intrakrellen Tumoren wurde durch Gabe
von H1% in einer Dosierung von 126 mg/kg Korpergewicht piag eine
Odemreduktion erreicht. Eine Reduktion des Tumammns konnte jedoch auch hier
nicht festgestellt werdéh

Wie aus den oben genannten Klinischen Studien htlisit konnten zum Tell
ermutigende Ergebnisse zur Demonstration der Winks# von Weihrauch-
zubereitungen bei rheumatoider Arthritis, chronisaltziindlichen Darmerkrankungen,
Asthma und dem peritumoralen Hirnédem erzielt werdgllerdings sollten weitere
Studien mit gro3eren Patientenzahlen durchgeflleriden, um genauere Aussagen
Uber die Wirksamkeit von Weihrauch treffen zu kdmne

2.1.4.3 Toxikologie und unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

Weihrauch hat sich in verschiedensten Anwendundpan die Jahrtausende als sicher
erwiesen. Erste toxikologische Untersuchungen miineme ethanolischen
Weihrauchextrakt beschrieben die mittlere letalesi®@LDsg) bei Ratten und Mausen
mit groRer als 2 g pro kg KérpergewithtEin Trockenextrakt wurde von Ratten und
Rhesusaffen in Dosen, die die Hochstdosis fur demddhen um ein Mehrfaches
Uberstiegen, gut vertragen. Es konnte keine akoatechronische Toxizitat festgestellt
werden. Dieser Extrakt zeigte im Ames-Test, Chramusnaberrations- und im
Zelltransformationstest kein gentoxisches oder timeaes PotentiAl.

In den bereits beschriebenen klinischen StudierderuiVeihrauchzubereitungen im
Allgemeinen gut vertragen. Es kam hauptsachlich milden gastrointestinalen
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, VéllegefiMhgenschmerzen, Sodbrennen,
Anorexie, Hyperaziditat und Schmerzen im Brustbein.

In einem Fall bildete sich nach topischer Anwendeier Creme, die u.8oswellia
serrataExtrakt enthielt, eine allergische Kontaktderns@us®.

AulRerdem wurden Hinweise auf Hepatotoxizitat eidésihrauchextrakts in HepG2-
Zellen und in M&usen gefund@n
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2.1.5 Bioverfugbarkeitsuntersuchungen mit Weihrauch

Zur Dosisfindung ist die Kenntnis Uber die Biovefbarkeit (2.2.1) von
Boswelliasauren, den wirksamkeitsbestimmenden Karapten von
Weihrauchextrakten, unerlasslich.

Jeonget al. bestimmten die orale Bioverfligbarkeit von Oleaéote, die mit den

Boswelliasduren strukturverwandt ist. Die orale gidlugbarkeit betrug 0,7 %.

Schlechte Absorption aus dem Gastrointestinaltrakd ein hepatischer First-pass-
Metabolismus wurden fiir die geringe Bioverfiigbarkerantwortlich gemacfit

Auch fur Boswelliasduren konnte nur eine geringevBifugbarkeit bestimmt werden.
Eine erste Plasmaspiegelmessung von KBA an einahaRden zeigte eine Stunde
nach der Gabe von 1600 mg einBeswellia serrata Extrakts eine maximale

Plasmakonzentration von etwa 800 ng/ml. AKBA wat der eingesetzten Methode
nicht bestimmb&f.

In einer unverdffentlichten Studie mit 6 Probanddie Boswellinextral®® in einer
Einmaldosis von 1600 mg einnahmen, wurden maxifksmaspiegel von 1000 ng/ml
KBA und 260 ng/ml AKBA gemessen.

In Indien wurde der Plasmaspiegel von 12 méannlicResbanden, die jeweils eine
Kapsel Wokvel™ erhielten, (ber 14 Stunden bestimmt. Die maximale
Plasmakonzentration von KBA lag bei 1281 ng/ml, AKBonnte dagegen im Plasma
nicht nachgewiesen werd&n

Inwieweit die Bioverfiigbarkeit von Boswelliasdureron der Nahrungsaufnahme
abhéangig ist, wurde in einer offenen Crossover-gtmiit 12 mannlichen Probanden
untersucht. Jeder Proband nahm 3 Kapseln BSE{#di8Einmaldosis ein, wobei 10 h
vor und 4 h nach der Einnahme keine Nahrung eingemen und nur Wasser getrunken
werden durfte. Die gleiche Dosis BSE-018 wurde naaier Auswaschphase von
7 Tagen mit einer fettreichen Mabhlzeit eingenommddie Bestimmung der
Plasmaspiegel Uber 60 h hinweg ergab, dass dieeBimbarkeit von KBA und AKBA
durch die Einnahme mit einer fettreichen Mabhlzetheblich gesteigert werden
konnté!(Tab. 2.2).

Die Steady-state-Plasmakonzentrationen eines Hirortpatienten, der 4*786 mg eines
Boswellia serrataExtrakts Uber 10 Tage hinweg erhielt, wurden trdiser hohen
Dosierung mit nur 160 ng/ml fir KBA und 51 ng/mt #KBA bestimmf®.

In Wistar-Ratten wurden nach einmaliger oraler Yesachung von H15™-
Ayurmedicd Tabletten in einer Dosierung von 240 mg/kg Kérpsnight maximale
Plasmaspiegel von 256 ng/ml und 114 ng/ml fur KBAy. AKBA detektiert.

® der Extrakt enthalt 5,1 % KBA und 6,8 % AKBA (R$cherer GmbH & Co. KG, Deutschland)
" eine Kapsel enthélt 333 nigpswellia serrateExtrakt (Pharmanza, Indien)

8 eine Kapsel enthélt 262 nigpswellia serrateExtrakt (CPM Contract Pharma, Deutschland)

° eine Tablette enthalt 400 rBpswellia serrateExtrakt (Gufic, Indien)
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Erstmalig konnten auch im Hirn der Tiere KBA und BK in Konzentrationen von
99 bzw. 95 ng pro g Hirngewebe bestimmt wePfien Tab. 2.2 sind die Ergebnisse der
oben erwahnten Bioverfugbarkeitsstudien detailti@rgestellt.

Tab. 2.2: Ergebnisse der bisherigen Bioverfligbdgstiidien mit Boswellia serrata Extrakt

KBA AKBA
Dosierung des Crmax tmax  AUC _., Cmax  tmax  AUC
Boswellia serrata - -
Extrakts (ng/m) () (ng*h/ml) (ng/ml)  (h)  (ng*h/mi)
Human
1600 m§? 800 1 - - . -
1600 mg 1000 - - 260 - -
333 mg® 1281 4,5 12872 n.d. n.d. n.d.
3*262 mg* 84 3,5 1661 B 20 154"
(fastend)
3262 mg* 227 4 3037 29 3,0 749
(fettreich)
4*786%° 160 - - 51 - -

(Steady-state)

Ratte

240 mg/kg KG&° 256 3 - 114 3
n.d nicht detektierbs

# nicht veroffentlich

+ Methode fiir diesen Konzentrationsbereich nichtdiert

Auffallig war bei allen Studien, dass AKBA in daall niedrigeren Konzentrationen
detektiert wurde als KBA, obwohl die getestetenr&die diese beiden Boswelliasduren
in vergleichbaren Konzentrationen enthielten.
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2.2 Allgemeine Einflussfaktoren auf die Bioverflugbarket

2.2.1 Einleitung

Ein Arzneistoff muss in hinreichender Konzentratiord Gber einen gewissen Zeitraum
am Wirkort vorliegen, um eine gewlnschte WirkungKrper erzielen zu kénnen. Das
Ausmald und die Geschwindigkeit, mit der der thentipeh wirksame Bestandteil aus
der pharmazeutischen Formulierung am Wirkort veséiigist, bezeichnet man als
Bioverfuigbarkeit. Abb. 2.3 gibt einen Uberblick @Rrozesse, die die Wirksamkeit
eines Arzneistoffs beeinflussen konnen.

Wirkstoff 4
— Dosis
Hilfsstoff Pharmazeutische
—— Verfahren Technologie
Arzneiformr
——— Freisetzung v
Absorption A
Verteilung
Konzentration
im Plasmi Pharmakokineti
Elimination
(Metabolisierung,
Konzentration Exkretion) v
am Wirkor 4
Rezeptor-
sensibilitit Pharmakodynam
Dauer und
Intensitat v
der Wirkung

Abb. 2.3: Prozesse, welche die Wirksamkeit vonelsiffen beeinflussen konién

Die Bioverfiuigbarkeit beeinflussende Faktoren weradknch das LADME-Modell
beschrieben. Die Freisetzung aus der Arzneifornbdiiation) wird unterteilt in den
Zerfall der Arzneiform (Disintegration) und die Adgung des Arzneistoffs in der am
Resorptionsort vorliegenden Flissigkeit (Dissolntio Bei der darauf folgenden
Aufnahme des freigesetzten Arzneistoffs aus dem tr@atestinaltrakt in den
systemischen Blutkreislauf muss die Zellmembrarchidnungen werden (Absorption).
Sobald der Arzneistoff im Blutkreislauf zirkuliertheginnt seine Verteilung, der
sogenannte Stofftransport, zwischen den verscheadeKorperflissigkeiten und
Geweben (Distribution). Umwandlungs- und Abbaupssee denen der Arzneistoff im
Korper unterliegt, werden als Metabolismus oderti@iosformation bezeichnet. Man
unterscheidet dabei zwischen Phase-I- und PhdRedktionen, die der
Hydrophilisierung dienen. Ziel dieser Prozesseiisé Verbesserung der Ausscheidung
des Arzneistoffes aus dem Organismus. Hauptortédvideabolisierung sind die Leber,
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das Blut, der Darm und die Schleimhdute. Die Ausshting (Exkretion) eines
Arzneistoffes und seiner Metabolite erfolgt zum/(gen Teil Gber die Nieren im Urin
und tiber die Gallenfliissigkeit in den Diinndarm aeit Faecés®®

Im Folgenden wird auf den Einfluss der Ldoslichketter Absorption und der
Metabolisierung auf die Bioverfugbarkeit von Arzsteffen eingegangen.

2.2.2 Loslichkeit von Arzneistoffen

Die Ldslichkeit von Arzneistoffen ist bei deren #mtklung von grol3er Bedeutung. So
wird der Loslichkeit bereits in der frihen Phaser déntwicklung erhdhte
Aufmerksamkeit geschenkt. Spatestens fir die erdtknischen Studien sind
verlassliche Daten zur Loslichkeit einer Prufsubstaunerlasslich, um den
Dosierungsbereich festlegen zu kémfiéh Um pharmakologisch aktiv zu sein, muss
ein Molekul eine gewisse Loslichkeit in physioladien Flussigkeiten aufweisen, damit
es aus seiner Zubereitung freigesetzt werden kamenLoslichkeit, bzw. Freisetzung
aus der Arzneiform, steht in direktem Zusammenhauiigder Bioverfugbarkeit. Bei
schlecht Ioslichen Substanzen ist auch mit einengen Bioverflugbarkeit zu rechnen.
Ein besonderes Problem stellt die sehr begrenzgchiéeit von pflanzlichen Extrakten
und Triterpenen in wassrigen Medien ddP Es ist daher ein Bestreben die Loslichkeit
zu erh6hen, um eine verbesserte Bioverfligbarkesrtzungen.

Eine Verbesserung der Loéslichkeit kann durch Omiomg der physikochemischen
Eigenschaften des Stoffes oder Veranderung der Wimmng erreicht werdéh™ Es
ist bekannt, dass die Arzneistoff-Absorption mihebmender PartikelgroRe stérgt
Auch wenn gezeigt werden konnte, dass liposomalemédcerungen effektive
Transportsysteme fur oral verabreichte Arzneista&n konnen, werden diese im
Gastrointestinaltrakt leicht zerstért, weshalb estiin alternative Formulierungen
entwickelt werdeff.

Eine vielversprechende Methode zur Verbesserung déslichkeit stellt die
Formulierung nanoskaliger Partikel dar. Bei diestthode handelt es sich um die
Umwandlung von hydrophoben Komplexen in wassedtsli Aggregate durch den
Einsatz von Detergentien. Schwer l6sliche Arznéistoder Extrakte werden mittels
dieser Technik in nanoskalige Partikel Gberfihrtl gladurch sowohl wasser- als auch
fettloslich. Die hydrophile Hulle der Partikel, doen lipophilen Extrakt umschliel3t,
erleichtert dabei die Passage des Arzneistoffexhdulie Epithelzellschicht. Aus
Geheimhaltungsgrinden kann jedoch in dieser Anielit n&her auf die nanoskalige
Formulierung eingegangen werden.

2.2.3 Absorption und Permeation

2.2.3.1 Epithelzellschicht

Unter Absorption versteht man die Aufnahme einedf& von einer Kérperoberflache
(z. B. Haut, Schleimhaute, Magen-Darm-Trakt) odels a&inem Gewebe (z. B.
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Muskelgewebe) in die Blutbahn oder das Lymphgewdhie. meisten Arzneistoffe
werden, da es fur den Patienten am angenehmst@oisipliance), peroral verabreicht.
So muss der Arzneistoff auf dem Weg in den Blusteeif durch die Membran des
Gastrointestinaltrakts  diffundieren, welche bedinglurch ihre Phospholipid-
Doppelschicht eine Lipidbarriere darstellt. In dieembran reichen nach dem Fluid-
Mosaik-Modell Proteinmolekiile, die die Funktion vdfransportern wahrnehmen
konneri®, Aufgrund seiner groRen Oberflache stellt der Riamm fiir Arzneistoffe den
Hauptabsorptionsort im Gastrointestinaltrakt danl{A2.4).

relative Oberfiachenvengrofierung

3 30

Zylinder Kerckringsche Darmzotten Mikrozotten
Falten (Villi} (Mikrovilli)

600

Abb. 2.4: VergroRerung der Dunndarmoberflache disphzielle morphologische Struktufen

Um die Phospholipid-Doppelschicht passieren zu kannmuss ein Arzneistoff
einerseits ausreichend lipophile Eigenschaftenttssi andererseits sind aber auch
hydrophile Eigenschaften notwendig, da nur in L@sumefindliche Arzneistoffe
absorbiert werden kdnnen. Es gibt verschiedene Wedalenen Stoffe die Barriere der
Epithelzellschicht des Diinndarms tiberwinden kéfthen

2.2.3.2 Absorptionsmechanismen

Arzneistoffe kdnnen die Membranen des Gastroimtaelitakts durch die Zellen
hindurch (transzellulédr) oder zwischen den Zellendtrch (parazelluléar) passieren
(Abb. 2.5).

Der parazellulare Absorptionsweg durch die Tigimtefions ist bei intaktem Epithel fur
Arzneistoffe von untergeordneter Bedeutung, da Hdght-junctions nur 0,1 % der
Oberflache des Darmepithels ausmaéhen

Der fur viele Arzneistoffe wichtigste Transportwegy der transzellulare Transport,
welcher wiederum in aktiven und passiven Transpoiterteilt werden kann.

Bei dem transzellularen passiven Transport erfdlgt Verteilung zwischen apikaler
und basolateraler Seite der Zellmembran ohne BEsmufivand entlang eines
Konzentrationsgradienten. Voraussetzung fur dersiypas Transport ist, dass der
Arzneistoff gel6st vorliegt und eine ausreichengephilie besitzt.
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Unter aktivem Transport versteht man den Transgegen ein Konzentrationsgefalle
mit Hilfe von Transportproteinen (Carriern) untareegieverbrauch. Der Transport lasst
sich sattigen und ist hemmbar.

Erfolgt der Transport in Richtung eines Konzentmasigeféalles mit Hilfe eines
Transporters unter Energieverbrauch, spricht manevieichterter Diffusion.

ne @
Basolateral

Abb. 2.5: Intestinale Transportmechanisfiem transzellularer passiver Transpog transzellularer
aktiver Transport3 erleichterte Diffusion4 parazellularer passiver Transport,
5 transzellularer passiver Transport unter Einflugs polarisierten Efflux-Mechanismen,
6 intestinaler First-pass-Metabolismus, gefolgt wt@r Absorption von Vorlaufer und
Metabolit, 7 rezeptorvermittelte Endocytose

Eine Vielzahl von Substanzen weist trotz ausreideerLipophilie nur eine geringe
Permeabilitdt durch die Membran des Gastrointdstaikds auf. Die Arzneistoffe
gelangen zwar in die Endothelzellen hinein, agieraber als Substrate
membransténdiger aktiver Transportproteine, die/Mdidkstoffe unter Energieverbrauch
zurtck in das Darmlumen transportieren. Somit gglamur ein kleiner Teil der
Arzneistoffmenge zur basolateralen Seite der Ejaéischicht, was zu einer
schlechten Bioverfluigbarkeit fihrt. Wichtige Trangpomteine, die im Dinndarm
vorkommen sind u.a. ABC-Transportproteine (ATP-nigdcassette) wie die Efflux-
Pumpen P-Glykoprotein (Pgp) und das Multidrug Resise-related Protein (MRE)

Die intestinale Absorption kann auf3erdem durch Momygenasen der Cytochrom-
P450-Familie (CYP) wie z.B. die Isoform CYP3A4 békisst werden. CYP3A4 wird
in Enterocyten exprimiert und ist das im menscldicidbarm am haufigsten auftretende
CYP-lsoenzym. Damit stellt es eine metabolischeaiBar zur Wirkstoffabsorption dar,
welche zwar im Vergleich zur hepatischen Metabetisng durch CYP gering ist, die
Absorption jedoch limitieren kafth

Bei der rezeptorvermittelten Endocytose werden Muadalekile aktiv durch
Einstilpungen der Membran aufgenommen. Fir Arzokgstst dieser Resorptionsweg
aber von untergeordneter Bedeutung.
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2.2.3.3 In vitro Modelle zur Untersuchung der Permeation von Astoéfien

durch Biomembranen
Unter der Permeation von (Arznei-)Stoffen verstetan deren Transport durch das
menschliche intestinale Epithel. Diese wird maldgbbldurch den Widerstand
charakterisiert, der dem intestinalen Wirkstoffgport entgegensteht.

Die FDA weist darauf hin, dass die PermeabilitdBexudurch aufwéandigen vivo
Methoden, wie intestinale Perfusion im Menschemnr aadieren, auclin vitro z.B. mit
Hilfe von Zellkulturen untersucht werden k&hnEs wurden diversin vitro-Modelle
entwickelt, die zum Ziel haben, die physiologischéerhéltnisse nachzuahmen. Mit
zunehmender Genauigkeit der eingesetzten Methodemnhigenerell auch deren
Komplexitat z°.

Neben Modellen mit isoliertem Gewebe, wie z. B dssing-Kammer, kommen auch
isolierte Enterozyten und Membranvesikel zum Eif84(® Der Parallel artificial
membrane permeability assay (PAMPA) wurde 1998 ediifyt und hat sich seitdem
als leistungsfahiges System fur Permeabilitatssntgrungen mit hohem Durchsatz
etablierf®. Caco-2- (Carcinoma coli-2) oder MDCK- (Madin-Dgricanine kidney)
Zelllinien sind jedoch die in den letzten Jahren baufigsten eingesetzten und am
besten charakterisierten Modelle zur Untersuchuog Vransportvorgdngen von
Arzneistoffen durch die intestinalen EnterozyferDas in dieser Arbeit genutzte
Caco-2-Zellmodell wird im Folgenden genauer besdiamn.

Das Caco-2-Zellmodell

Die humane Kolonkarzinomzelllinie Caco-2 wurde ausinem primaren
Kolonrektaladenokarzinom kultiviert, welches 1974neen 72-jahrigen Patienten
entnommen wurd&.

Diese Zelllinie hat diverse vorteilhafte Eigenst¢baf welche es zu einem der
meistgenutzten und am besten charakterisierten ratisosmodelle der vergangenen
20 Jahre gemacht RatSo sind Caco-2-Zellen relativ einfach zu kultieie und haften
sehr gut an Oberflachen, z.B. auf dem Kunststo#nmtvon Zellkulturflaschen oder
auch auf Filtermaterialien. Fur Absorptionsversuckierden die Zellen auf einer
Filtermembran ausgesat. Nach einigen Tagen bildeneme zusammenhangende
Schicht aus. Danach tritt die Polarisierung detefegin, d.h. die Zellen nehmen die fur
Epithelzellen charakteristische saulenformige Stnukan. Es bildet sich eine
Birstensaummembran aus und Transportproteine wendsimiert°® Ungefahr drei
Wochen nach dem Aussahen ist die Polarisierungseb@essen und die Zellen kdnnen
fur Resorptionsversuche verwendet werden.

Kolonepithelzellen stellen, durch eine sehr stakkebildung von Tight-junctions, eine
etwas dichtere Barriere dar als das Dunndarmepitimel spiegeln deshalb nicht
eindeutig die physiologischen Verhéltnisse wideergleichende Ermittlungen der
Permeationskoeffizienten zeigten aber eine ausedd Korrelation dem vivo- mit
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den in vitro-Ergebnissen. Arzneistoffe, die passiv transzealltdnsportiert werden,
zeigten sogar eine gute Korrelatior®’

Caco-2-Zellen kénnen im Laufe der Kaultivierung ihmmorphologischen und
funktionellen Eigenschaften (z.B. Expression voanBportproteinen) verandern. Diese
Heterogenitat der Zelllinie kann dazu fuhren, disgebnisse, die in verschiedenen
Laboratorien erzielt werden, nicht immer miteinandeergleichbar sind und
unterschiedliche Permeabilitatswerte fiir denselemeistoff gefunden werdéh Da
es bisher keine standardisierte Laborvorschriftt,gk®nnen weitere Faktoren die
Einheitlichkeit der Ergebnisse beeinflussen. Diesnd vor allem die
Kultivierungsbedingungen, Aussaatdichte, Passagenmar, das Alter der Monolayer,
die Phase der Differenzierung, Art der Filtermembmder Transportpuffer und dessen
pH-Wert, die Temperatur, die Agitationsgeschwinéigk und die Art der
Probennahnté.

Bedacht werden muss weiterhin, dass Caco-2-Zelkenim Darm in groRen Mengen
vorkommende CYP3A4 nur in geringer Menge exprimmer®ie Induktion der
Expression héherer CYP3A4-Level durch Zugabe vdB. 2/itamin D; ist zwar
beschrieben worden, Untersuchungen zum intestingletabolismus von Substanzen
bleiben dennoch problematisth

Trotz der genannten kritischen Punkte ist die Vewung des Caco-2-Modells
aufgrund seiner Kosten- und Zeiteffektivitat besensdn der industriellen Entwicklung
weit verbreitet. Der apparative Aufwand ist geringds bei Untersuchungen an
isoliertem Gewebe, weshalb eine hdhere Anzahl Wattrungen durchgefihrt und
somit Zeit und Kosten gespart werden kdonnen. Feiluditersuchungen sind auf3erdem
kleine Volumina ausreichend und somit auch kleimen&istoffmengen, was besonders
im Fruhstadium der Arzneistoffentwicklung wichtigt,i da hier nur sehr geringe
Arzneistoffmengen zur Verfiigung stef®n Abb. 2.6 zeigt einen typischen
Versuchsaufbau zur Bestimmung der Arzneistoffpebiigd anhand von
Transportversuchen durch Caco-2-Zellmonolayer.

Apikale Phas

Zellmonolaye

Polycarbonatmebrar

Basolateral Phas

Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Caco-2-Medel

Der Arzneistoff wird in geloster Form in das Donomnkpartiment gegeben (apikal oder
basolateral) und die Verdnderung der Arzneistoflemration im Akzeptor-

kompartiment (basolateral oder apikal) Uber diet deimessen. Aus der kumulativen
Arzneistoffkonzentration im  Akzeptorkompartiment nka der apparente
PermeationskoeffizienPap, als KenngréRe fur die Resorption bestimmt weten
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Dazu wird die kumulative Arzneistoffkonzentratiobeii die Zeit aufgetragen und aus
der Steigung der durch lineare Regression erhait@&saden die Permeation durch den
Zellmonolayer dc/dt bestimmt. Der apparente Pernmeskoeffizient wird dann nach
folgender Gleichung berechnet:

dcxV

= = Gtx AxC, @1

dc/dt = Substanzfluss durch den Monolayer (ug/ $ml*

V = Volumen der Akzeptorkammer (ml)

A = Oberflache der Monolayer (én

Co =Ausgangskonzentration im Donorkompartiment (pg/ml)

Die Kenntnis des apparenten Permeationskoeffizieatmoglicht es Aussagen dariber
zu treffen, ob fir den untersuchten Arzneistoff meiher guten, mittleren oder
schlechten intestinalen Absorption zu rechneriliab( 2.35".

Tab. 2.3: Beurteilung der Absorption von Substanzch Ye¥

Paop (CM/S) < 1*10° 1-10*10° > 10*1C*®

Erwartete in vivo-

Absorption schlecht (0-20 %) mittel (20-70 %) gut (70-100 %)
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2.2.4 Metabolismus

2.2.4.1 Definition und Bedeutung

Als Metabolismus oder auch Biotransformation wiigé t#mwandlung eines Stoffes
mittels Enzymsystemen in einem Organismus bezeicEneser Prozess hat zum Ziel,
lipophile Substanzen in hydrophilere, leichter @himrbare Substanzen zu
Uberfihren®. Diese Substanzen kénnen beim physiologischerfv&iohsel anfallen
(z.B. Gallenfarbstoffe, Steroidhormone) oder Fretwifis (Xenobiotika) sein, die dem
Organismus mit der Nahrung zugefuhrt werden (z.B.rznAistoffe,
Konservierungsmittel).

Die Metabolisierung von Arzneistoffen erfolgt gréfiteils in der Leber aber auch in
anderen Organen wie z.B. in der Darmwand des Ma&gem-Trakts. Die Reaktionen
der Biotransformation werden in Phase-I- und PiaBeaktionen unterteit?®

Phase-I-Reaktionen sind oxidative, reduktive odezhahydrolytische Umwandlungen
des Wirkstoffs, wie Hydroxylierung oder O-, N- u&dDesalkylierung, N-Oxidation,
Dehalogenierung, Desaminierung oder Epoxidierurige€ der wichtigsten Phase-I-
Enzymsysteme ist das im Kapitel 2.2.4.2 beschrieb@&ytochrom-P450, welches
zahlreiche Stoffe metabolisiert.

Phase-1I-Reaktionen sind Konjugationsreaktionen,i lgdenen die Stoffe mit

wasserloslichen Molekilen wie Glucuronséaure, Schigétire, Glutathion oder
Aminosauren verbunden und dann Uber die Niere dber die Galle ausgeschieden
werden (Tab. 2.4). Oftmals wird erst durch PhaRedktionen die Voraussetzung fur
Phase-1I-Reaktionen geschaffen. Wenn die entspnelemehydrophilen Gruppen bereits
vorhanden sind, kénnen die Konjugationen aber diretkt ablaufen.

Tab. 2.4: Beispiele haufig auftretender metabokscliReaktionen und der daflir verantwortlichen

Enzymé&™*
Phase-I-Reaktionen Phase-|I-
Reaktionen
Oxidationen Reduktionen Hydrolysen Konjugationen
P450 Monooxygenasen Redu2|er_ende Epoxid- Glutathion-
Dehalogenierung hydrolasen transferasen

Flavinhaltige Nitroreduktasen Esterasen UDP-Glucuronyl-
Monooxygenasen transferasen
Alkoholdehydrogenasen Azoreduktasen Amidasen foBahsferasen
Aldehyddehydrogenasen Acetyltransferasen

Unter Phase-llI-Reaktionen versteht man sowohl Beport der Fremdstoffkonjugate
mit Hilfe von Transportproteinen oder Efflux-Pumpams der Zelle als auch den finalen
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Export aus dem Organismus, z.B. die Exkretion Udier Niere, die Galle oder die
Atemluft und die intestinale Sekretithn

In der Regel resultieren aus den Phase-lI- und Hh&smaktionen hydrophilere
Metabolite, die rasch ausgeschieden werden. Daderfdigt im Allgemeinen eine
Entgiftung oder ein Wirkungsverlust des Arzneissff Neben solchen
Entgiftungsreaktionen kdnnen aber auch Aktivierumgen Stoffen stattfinden. Die
Bildung karzinogener, cytotoxischer oder mutageMatabolite wird als Giftung
bezeichnéf® Solche Giftungs- oder Aktivierungsreaktionen kémnaber genutzt
werden. Pharmakologisch unwirksame oder kaum winkes®rzneistoffe (Prodrugs)
werden nach Biotransformation im Organismus zu abeutisch wirksamen
Metaboliten umgesetzt.

Von einem First-pass-Effekt spricht man, wenn dexngistoff nach Aufnahme aus
dem Gastrointestinaltrakt Gber die Pfortader in ldéder gelangt und dort bereits vor
dem Eintritt in die systemische Zirkulation zu eingroRen Teil metabolisiert witd

Fur die Arzneistofftherapie kann sich neben demstipass-Effekt auch die
Induzierbarkeit von Enzymen negativ auswirken. Bastte Substanzen kénnen die
Expression eines Enzyms beeinflussen und somit denstarkten Abbau eines
Pharmakons bewirken. Auch der umgekehrte Fall estkdar. Eine Enzymhemmung
kann zu toxischem vivo-Konzentrationen von Arzneistoffen fliihren, besoadeenn
diese nur eine geringe therapeutische Breite asfmi

2.2.4.2 Cytochrom-P450

Die Cytochrom-P450-Proteine (CYPs) sind eine demmHPioteinen angehérende
Familie mischfunktioneller Enzyme, welche im Komplenit Kohlenmonoxid bei
450 nm eine charakteristische Absorptionsbande esém. Sie sind vor allem in der
Leber und der Nebennierenrinde aber auch im MagamET rakt lokalisiert.

CYP spielt eine wichtige Rolle bei der Biosynthegen Steroidhormonen und
Prostaglandinen sowie bei der Fremdstoffmetabolisgg Es katalysiert diverse
Reaktionen wie Epoxidierungen, Desaminierungen eowD-, N- und S-

Desalkylierungen. Am haufigsten wird es jedoch aliphatischen und aromatischen
Hydroxylierungsreaktionen in Verbindung gebracht.

Bei einer solchen Hydroxylierungsreaktion wird eBauerstoffaquivalent auf ein
Molekul Ubertragen. CYP-abhangige Oxidationsrealdiosind auf die Beteiligung von
NADPH, einem Flavoenzym (NADPH-Cytochrom-P450-Rddak) und anderen
Komponenten angewiesen, die die Elektronen zur Ridudes F& zum Fé* im CYP

liefern. Die reduzierte Form bindet molekularen &atoff. Nach erneuter Reduktion
durch Aufnahme eines weiteren Elektrons wird dasueBsoffmolekil unter

Protonenaufnahme und Wasserabspaltung gespaltes. déddastehende reaktive
Zwischenprodukt ist in der Lage, das Substrat diecischub des Sauerstoffatoms in
eine C-H- oder X-H-Bindung zu hydroxylieren. Glegeltig regeneriert sich der
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Fe’*-Komplex, der katalytische Zyklus ist durchlauferdikann erneut stattfind&f. In
Abb. 2.7 ist der katalytische Zyklus schematiscigdstellt.

NADPH ed—*Red
CYP
) Reduklase

s
nappr OXTTOX

-

Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Hydroxylerdurch CYF

Es existieren 18 CYP-Familien und 43 Unterfamiliemelche unterschiedliche

Substratspezifitaten aufweisen. Die Enzymaktiviéihnh CYP ist durch zahlreiche

Substanzen induzierbar und inhibierbar. Die Kordwzr endogener und exogener
Substrate um das gleiche Enzym ist die Ursacheeaeahér unerwinschter Wirkungen
von Arzneistoffen und vielen Arzneimittelinterakieni® In Tab. 2.5 und Tab. 2.6 sind

Beispiele fur Arzneistoffe genannt, welche mit CiviReragieren.

Auch die Relevanz genetischer Polymorphismen isAfizneimittelinteraktionen nicht
zu unterschéatzen. Die funf Isoenzyme CYP1A2, 2QCR P 2D6 und 3A4 sind fir die
Metabolisierung von Uber 90 % der gebrauchlichséemneistoffe verantwortlich.
Genetische Variationen sind besonders bei CYP2DQ6idyad.h. die Aktivitat dieses
Enzyms kann von Mensch zu Mensch grol3e Unterschadweisen. Schlechte
Metabolisierer (,poor metabolizers®) missen haufiganit unerwinschten
Arzneimittelwirkungen rechnen, bei ultraschnellenetlbolisierern (,ultra-rapid
metabolizers®) ist die Wirksamkeit von Arzneistaffeaufig herabgeset?®

Tab. 2.5: Prominente Beispiele von CYP-Indukt®r&Hi

Cytochrom-P450
Induktor (betroffene Beispiele fur klinisch relevante Interaktionen
Isoformen)

2B6, 2C9, 2C19,

Rifampicin 3A4. 3A5, 3A7 Glibenclamid, orale Kontrazeptiva
Phenytoin 3A4, 3A5, 3A7 Disopyramid, Cyclospoi@grticosteroide
Johanniskraut 3A4, 3A5, 3A7 Antikoagulantien vom Cumarintyp,

Cyclosporin, Indinavir, orale Kontrazeptiva
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Tab. 2.6: Prominente Beispiele von CYP-Inhibit8fétf

Cytochrom-P450

Inhibitor (betroffene Beispiele fir klinisch relevante Interaktionen
Isoformen)
Amiodaron 1A2, 2C9, 2D6, 3A4, Orale Antikoagulantien, Phenytoin, Digoxin,
3A5, 3A7 Cyclosporin
Indinavir 3A4, 3A5, 3A7 Itraconazol, Sildenafil
Itraconazol 3A4, 3A5, 3A7 Simvastatin, Chinidirrjazolam
Cyclosporin, Calciumantagonisten vom 1,4-
Grapefruitsaft 3A4, 3A5, 3A7 dihydropyridin-Typ, HMG CoA Reduktase-
Inhibitoren

2.2.4.3 Testsysteme zur Untersuchung desitro-Metabolismus von Arzneistoffen

Die Untersuchung des Metabolismus ist aufgrund reafler Variablen wie
unterschiedliche Substratspezifitdt sowie Induzekbit oder Inhibierbarkeit von
Enzymen, speziesbedingten Unterschieden in der r&Eaazgstattung, gewebe-
spezifischer Genexpression und genetischen Polymsmnen sehr komplex. Es ist
daher unerlasslich einige hinsichtlich dervivo-Situation vereinfachende Modelle in
einleitenden Untersuchungen zum Metabolismus vaméistoffen anzuwenden.

Die fur die Untersuchungen zur Verfigung stehendestsysteme reichen von
isolierten Enzymen bis hin zu Leberschnitten undfupelierten Organén’. Jedes
dieser Systeme hat sowohl Vor- als auch Nachtdike,bei der Auswahl eines oder
mehrerer Systeme fir die jeweilige Untersuchunglied werden mussen. Die heute
am haufigsten eingesetzten experimentellen Modeild in Tab. 2.7 dargestellt. Im
Folgenden werden Lebermikrosomen und Hepatozyteie, id dieser Arbeit
eingesetzten Modelle, genauer beschrieben.

Lebermikrosomen

Bei Lebermikrosomen handelt es sich um niedermddeku Partikel des glatten
Endoplasmatischen Retikulums, die bei der frakéden Zentrifugation von
Leberzellhomogenat gewonnen werden. Die mikrosofaglktion der Leber ist mit der
vollen Anzahl an CYP ausgestattet. Durch den Emsatevanter Cofaktoren und
Reaktionskomponenten kdnnen unterschiedliche Mésiamingsreaktionen untersucht
werden. Reaktionsansatze mit NADPH als Cofaktordiihin Lebermikrosomen zu
CYP-katalysierten Reaktionen. Der Zusatz von Urhlidiphospho-Glucuronséure
(UDPGA) fuhrt zu Reaktionen, die durch UDP-Glucyitransferasen (UGTS)
katalysiert werden.

Mikrosomen sind relativ einfach zu handhaben und d&ersuchsaufbau ist
unkompliziert. Ein weiterer Vorteil ist deren quasilimitierte Verfligbarkeit und die
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Mdoglichkeit, die Mikrosomen (bei -80° C) fur rehatange Zeit lagern zu kénnen, ohne
dass es zu einem wesentlichen Verlust enzymatisékévitat kommt. Auch das
Problem der verzdogerten Reaktionsgeschwindigkeitgihz), welches darin begrindet
liegt, dass viele mikrosomale Enzyme im Lumen deddplasmatischen Retikulums
lokalisiert sind und die Substrate erst durch Giibm oder spezielle Transportsysteme
dorthin gelangen muissen, hat man in den Griff bekem Durch Zusatz von
Detergenzien oder des antibiotischen Peptids Alaiciat werden Poren in der
Membran gebildet. Dadurch wird die Diffusion dehStiate zum Enzym erleicht&ft
Eine wesentliche Einschrankung dieses Modellsedbgh, dass nicht alle Arzneistoff
metabolisierenden Enzyme vorkommen und die Ergebnais Untersuchungen mit
Lebermikrosomen somit nur einen Teil des Stoffwethsges in vivo
reflektierer!t13.114

Hepatozyten

Untersuchungen des Arzneistoffmetabolismus mit kegyden zahlen zu den
Modellen, welche dien vivo-Situation am besten widerspiegeln. Hepatozytenmaeh
etwa 80 % des Lebervolumens ein und sind aufgrumer i Enzymausstattung
metabolisch stark aktiv. Sie enthalten ein umfadserSpektrum an Phase-I- und II-
Enzymen. Es ist daher moglich den gesamten Stoffeedeweg durch Inkubation von
Arzneistoffen mit isolierten Hepatozyten zu erfassAuch die Induktion einzelner
Enzyme kann mit diesem Modell untersucht wetdfeH?®

Humanhepatozyten waren in der Vergangenheit seltfiigbares Material. Erst
seitdem Leber, die nicht mehr fir die Transplaotatverwendbar ist, der Forschung
zuganglich gemacht wird, kénnen gro3ere Mengen amathhepatozyten isoliert
werdert'’. Die Isolierung von Human- und Rattenhepatozyteriolgt nach
Collagenase-Perfusion aus dem ganzen OtJafrisch isoliertes Material verliert
jedoch innerhalb weniger Stunden an enzymatischeivifit. So musste vor jedem
Versuchsansatz eine aufwendige Isolierung durclngefiierden. Erste Versuche zur
Kryokonservierung von Hepatozyten waren nicht adeinstellend. Der Einsatz von
kontrollierten Einfrierprogrammen und geeigneteyddonservierungs-Reagenzien wie
Dimethylsulfoxid jedoch fiihrte zu Fortschritten $ichtlich der Lebensfahigkeit und
der Enzymaktivitat. So ist es heute mdglich Hepgtaz in flissigem Stickstoff Gber
Jahre hinweg zu lagern, ohne dass Lebensfahigkeit Enzymaktivitat wesentlich
beeinflusst werdén’*?* Dennoch wurden im Rahmen dieser Arbeit friscHigsie
Hepatozyten eingesetzt, da sie nach wie vor amembeslie Situationin vivo
wiedergeben.

Die zeitlich auf wenige Stunden begrenzte Enzymdkti frisch isolierter oder
kryokonservierter Hepatozyten im Versuchsansatibtobber ein limitierender Faktor
bei der Untersuchung der Arzneistoffmetabolisierung
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Tab. 2.7: Vergleich verschiedener Testsysteme Waotersuchung des Arzneistoffmetabolismus
in vitro'%*
Vorteile Einschrankungen
cDNA-exprimierte -Einfaches System -Untersuchung nur einzelner
Enzyme (CYP) -Definierte Enzymaktivitat Enzyme

-Untersuchung der Affinitat zu
einzelnen Enzymen

Lebermikrosomen -Unbegrenzte Verfugbarkeit -Keine zellulare Organisation
-Leichte Praparation -Enzymausstattung begrenzt
-Einfaches Testsystem

Hepatozyten -Komplette Enzymausstattung -Relativ aufwendige Isolierung
-Untersuchungen zur -Schneller Verlust der
Enzyminduktion méglich enzymatischen Aktivitat

Leberschnitte -Komplette Enzymausstattung -Aufwendige Isolierung
-Untersuchungen zur -Schneller Verlust der
Enzyminduktion méglich enzymatischen Aktivitat

-Zellulare Organisation

Immortalisierte -Unlimitierte Verfugbarkeit -Expression der meisten
Zelllinien Enzyme niedrig oder nicht
vorhanden

In der Arzneistoffentwicklung hat die metaboliscigtabilitdt eines Arzneistoff-
kandidaten einen grof3en Einfluss auf seine Zukukftenn ein Kandidat in
Lebermikrosomen schnell und umfassend metabolisigitd, ist seine orale
Bioverfugbarkeitin vivo mit hoher Wahrscheinlichkeit sehr gering. Typist&tegsuche
zur metabolischen Stabilitdt messen die AbnahmeKdezentration der Testsubstanz
Uber die Zeit, d.h. die Menge an nicht durch disedigen Enzyme metabolisiertem
Substrat. Der Einsatz von Lebermikrosomen versemedSpezies bei der Bestimmung
der metabolischen Stabilitat kann hierbei wertvifermationen fur die Auswahl eines
geeigneten Tiermodells fiir pharmakokinetische Unielungen lieferd™.

Neben der metabolischen Stabilitat sind die Idemifung der Metabolite und die
Aufklarung der Stoffwechselwege von Arzneistoffkaladen von grofRem Interesse.
Neben den bereits genanntenvitro-Testsystemen kommen dabei haufig analytische
Methoden wie LC-MS (Kapitel 2.3) zum Eins&tz-?®

Auch wenn durch Einsatz von ,State-of-the-art-Meld@* zur Aufklarung des vitro-
Metabolismus bereits im frihen Stadium der Arzmdishtwicklung viele hilfreiche
Anhaltspunkte und wichtige Erkenntnisse gewonnerdere kbnnen, so ersetzen diese
Untersuchungen nicht die nétigen toxikologischendgin in vivo, auf deren Basis
klinische Studien gestaltet werden konnen.
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2.2.5 Interaktionsrelevante Transportsysteme in der Leber

Transportproteine spielen eine wichtige Rolle ber dbsorption, Verteilung und
Elimination zahlreicher Arzneistoffe. Im Folgendevird kurz auf die Rolle des
Multidrug Resistance-related Protein 2 und des QlogAnion Transport Polypeptide
1B3 bei Arzneimittelinteraktionen eingegangen.

2.2.5.1 Multidrug Resistance-related Protein 2 (MRP2)

MRP2 gehort zur Gruppe der Multidrug Resistancateel Proteine, welche zu der
Familie der ABC-Transporter zéhlen. Obwohl MRP2haut den Tubuluszellen der
Niere und in den Enterozyten vorkommt, so ist exhddauptsachlich in den
Hepatozyten lokalisiert, wo es fur die biliare Eeton zahlreicher endogener
organischer Anionen verantwortlich ist und so zuohu®z des Organismus beitragt.
Der Transport von Substraten geschieht unter Vadbraon ATP. MRP2 ist aul3erdem
in der Lage eine Vielzahl von glucuronidierten o&eidfat-konjugierten Stoffen (z.B.

sulfatierte Gallensalze) zu transportieren. AuchnofBotika wie Methotrexat,

Pravastatin und Vinblastin zahlen zu den Substrab@VIRP2%4%

Daher spielt MRP2 als Efflux-Pumpe eine entschalden Rolle bei

pharmakokinetischen Fragestellungen. So kdnnen der medikamentdsen
Kombinationstherapie Wechselwirkungen auftretemmwmehrere Pharmaka, wie z.B.
Cisplatin als Substrat und Cyclosporin als Inhihitmit MRP2 interagieren. Die
Ausscheidung von Cisplatin kann dadurch verzégeerden, was wiederum zu
toxischen Plasmaspiegeln fiihren k&fn

Forsteret al. entwickelten und validierten ein Testsystem, mlaiem Interaktionen
von Arzneistoffen mit MRP2 schnell untersucht werd@nnel?’. Das Prinzip basiert
darauf, dass 5-Chloromethylfluorescein-diacetatdkDA) aufgrund seiner Lipophilie
leicht durch Zellmembranen permeieren kann. In MDBZHlen, die MRP2
Uberexprimieren, wird es von Esterasen gespalteobeivsich als hydrophiles,
fluoreszierendes Zwischenprodukt 5-Chloromethyifhsacein (CMF) bildet. CMF
reagiert dann in einem zweiten Schritt mit intradéren Thiol-Gruppen zu dem sehr
hydrophilen Glutathion-Methylfluorescein (GSMF).d3es ist ein Substrat von MRP2
und wird aktiv aus der Zelle transportiert. Inhiieiede Effekte von Testsubstanzen, die
zusammen mit CMFDA dem Testsystem zugegeben werdesultieren in einer
erhohten intrazellularen Fluoreszenz. Als Posititkalle kann MK571 als potenter
Inhibitor von MRP2 verwendet werden.

2.2.5.2 Organic Anion Transport Polypeptide 1B3 (OATP1B3)

OATP1B3 ist ein Vertreter der Familie der Organiaign Transport Polypeptides
(OATPSs), welche innerhalb der Solute-Carrier-Faan({5LC) eine Gruppe Natrium-
unabhangiger Aufnahmetransporter fiir amphipatiscanische Anionen bildéf.
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OATP1B3 ist hauptsachlich in der Leber lokalisiemt spielt daher bei der Elimination
von Substanzen eine wichtige Rolle. Es transpontielben Bromosulfophthalein (BSP)
und Steroidhormon-Konjugaten auch Herzglykoside dindrse anionische Peptida

Mittels eines Fluoreszenz-basierten Testsyst&h$nnen mogliche Interaktionen von
Testsubstanzen mit OATP1B3 untersucht werden. Hieverden HEK-Zellen (Human

Embryonic Kidney Cells) mit der Testsubstanz undndBuoreszierenden Fluo-3
inkubiert, welches ein Substrat von OATP1B3 istedagiert die Testsubstanz mit
OATP1B3, so hat das eine verminderte Aufnahme van-B in die Zellen und damit

eine verminderte Fluoreszenz zur Folge. Als Pdsimrolle kann der OATP1B3-

Inhibitor BSP verwendet werden.

Da Boswelliaextrakt im Rahmen der Selbstmedikatigufig in Kombination mit
anderen Arzneimitteln eingenommen wird und beréditgeraktionen mit Pgp
nachgewiesen wurd&H, bot es sich an, auch mégliche WechselwirkungenMP2
und OATP1B3 mittels oben genannter Testsystementarsuchen.
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2.3 LC-MS in der Bioanalytik

2.3.1 Einleitung

In der Arzneistoffentwicklung herrscht der Trend r,voMetabolismus- und
Pharmakokinetik-Studien (DMPK) von der spaten Eodklingsphase in die frihe
Phase der Arzneistofffindung zu verschieben. Eg gibglichst frih Informationen
Uber die Absorption, die Verteilung, den Metabolismund die Ausscheidung von
Kandidaten zu bekommen, um Substanzen mit unvioaftdn pharmakokinetischen
Eigenschaften und folglich geringer Aussicht auftere Entwicklung friih zu erkennen
und somit Zeit und Kosten einzuspdrén

Die in Kapitel 2.2 erwdhnten Methoden bieten dieghtihkeit pharmakokinetische
Eigenschaften mit relativ geringem Aufwand vitro zu untersuchen. Bei der
analytischen Auswertung dieser Testsysteme sowie dee Untersuchung von
klinischenin vivo-Proben im spateren Entwicklungsprozess eines Astoffes hat sich

der Einsatz von LC-MS (Liquid chromatography-masgecsrometry) als ein

leistungsfahiges analytisches Verfahren bew&hrEs handelt sich dabei um die
Kopplung der Hochleistungs-Flussigkeitschromatogimp (HPLC) mit einem

Massenspektrometer (MS). Abb. 2.8 zeigt den Auiaas LC-MS-Systems.

Ein LC-MS-System zeichnet sich durch diverse vtirédie Eigenschaften aus. So sind
aufgrund der hohen Empfindlichkeit von LC-MS-Sysé&ermur geringe Probenmengen
notig. Die hohe Selektivitait ermdglicht zudem hgufieine vereinfachte

Probenaufarbeitung, wodurch Zeit gespart werden nkaDas Spektrum an

analysierbaren Substanzen durch LC-MS ist umfassétwia 80 % aller bekannten
organischen Verbindungen kénnen ohne vorherigevBisierung analytisch erfasst
werder®®. In den folgenden Kapiteln sollen die wesentlichEfemente eines

LC-MS-Systems genauer beschrieben werden.

Atmospharendruc

Vakuurnr
HPLC > lonenquell Massen- |l potekto H»f —Daten-
analysator erfassung
Auftrennung lonisierung Selektion Detektion

Abb. 2.8: Schematischer Aufbau eines LC-MS-Systems
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2.3.2 Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie

Die Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPL& ein chromatographisches
Verfahren, bei dem die zu untersuchenden Substaimzemem flissigen FlieRmittel

(mobile Phase) mit hohem Druck durch eine Trenmsésiationare Phase) gepumpt
werden. Unterschiedliche Wechselwirkungen versaned Substanzen mit der
stationaren Phase fuihren zu unterschiedlichen \ielaveern in dieser, wodurch es zur
chromatographischen Auftrennung kommt.

In der heute Uberwiegend angewendeten Umkehrpl@isematographie besteht die
stationdre Phase aus Kieselgel, dessen polareolgitappen mit Alkyldimethyl-
chlorsilanen substituiert wurden, um die Polafigtabzusetzen. Bei den am h&aufigsten
eingesetzten Octadecylsilan-Phasen sind die Sdammben mit C-18-Korpern
substituiert (Reversed phase-18, RP-18). NebenPadaritat der stationaren Phase
stellen die PorengréRe (70-300 A) und der Teilchectimesser (2-10 pm) weitere
Einflussfaktoren dar.

Fur LC-MS verwendete mobile Phasen und Puffereolgut verdampfbar sein. Diese
konnen sich sonst an Oberflachen der lonenquellagain und die lonisierung
beeinflussen oder die Einlassoffnung verstopferddnRegel werden Mischungen aus
Wasser und Methanol oder Acetonitril als FlieRrhitt;dd Ammoniumacetat und
-formiat als Puffer verwendet.

2.3.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Methode, d&i Molekiile ionisiert und im
Folgenden nach ihrem Masse-Ladungs-Verhaltnis mgetreind detektiert werden.
Mittels MS konnen Informationen zur Masse und Suukron Molekilen gewonnen
werden. Ein Massenspektrometer kann in mehrereidereaufgeteilt werden. Nach
dem Einbringen einer Probe muss diese ionisiertd@rer(lonenquelle). Die ionisierte
Probe wird daraufhin nach ihrem Masse-Ladungs-Migrisa getrennt

(Massenanalysator) und die lonen von einem Seketekironenvervielfacher
detektiert. Das ermittelte Massenspektrum ist egr@phische Darstellung der
detektierten lonen pro Zeiteinheit (cps) gegenMasse-Ladungs-Verhaltnis(2.

2.3.3.1 lonisierungsverfahren bei Atmospharendruck

Bei der Kopplung der HPLC mit einem Massenspekttemenlissen die geldsten
Molektle zu lonen in der Gasphase transferiert emrdDie grof3en Mengen an
Flie3mittel, welche beseitigt werden mussten ohase\dhkuum im Massenspektrometer
zu beeinflussen, stellten zunachst eine grof3e KEmalerung dar. Heute haben sich
dafir Methoden durchgesetzt, welche den AnalytenAb@ospharendruck ionisieren
(AP)'*. Neben schonender Verdampfung des FlieRmitteld kg der API ein groRer
Bereich an Flussraten der mobilen Phase toleBegtist fur die lonisierung von sowohl
teilweise flichtigen als auch nicht flichtigen Siabzen geeignet. Die unter anderem in
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der Bioanalytik routinemafig eingesetzten Verfahgr Elektrospray-lonisierung
(ESI) und der Chemischen lonisierung bei Atmospidmeck (APCI) werden im
folgenden Kapitel vorgestellt.

Elektrospray-lonisierung (ESI)

Das Prinzip des Elektrosprays beschreibt die D&pereiner Fllssigkeit in viele kleine
geladene Tropfchen mit Hilfe eines elektrostatiscifelde$®®. Bei Flussraten iber
20 pl/min wird das Versprihen der flissigen Probgcld einen beheizbaren
Stickstoffstrom unterstitzt, wodurch dann Flussraten bis zu 1 ml/min toleriert
werden konnen. In Abhangigkeit der angelegten Syagnentstehen positiv oder
negativ geladene Tropfchen, die durch VerdampfenFieR3mittels weiter verkleinert
werden und aus denen dann lonen freigesetzt we@dleh. 2.9). Auf die ndheren
thermodynamischen Prozesse und physikalischen @Guew der Elektrospray-
lonisierung soll hier nicht eingegangen werden. Bier beschriebene ESI stellt ein
derzeit gangiges und gut verstandenes Modell darddr Literatur werden jedoch
weitere theoretische Beschreibungen angesproctidiskutiert™”.

ESI ist vor allem fir polare, ionische Analyte ggwit, kann jedoch fir eine Vielzahl
von Verbindungen genutzt werden. Es scheint keimaitierung in der GroRRe der
Molekile zu geben, die durch ESI ionisierbar siBd.gilt aber zu beachten, dass die
lonenausbeute durch Puffer beeinflusst werden k&8orkann die Quantifizierung von
Proben mit hohem Salzgehalt (> 1 mM) problematssin. Auch Matrixeffekte fihren
bei der ESI haufiger zu Signalsuppressionseffeltemei der APCI, da die lonisierung
des Analyten aufgrund von Konkurrenzreaktionen mantekt werden karfri®

Analyt-lonen

Metallkapillare Taylor-Konus +
, +

gg Mo _.‘_.@%+++

Anode \® z

@ Kathode

Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Bildungtpogeladener lonen mittels ESI in drei Stuféh
1 Bildung geladener Lésungsmitteltropfchen am Eretekapillare, 2 Reduzierung der GréRRe
der Losungsmitteltropfchen bis zum UberschreitenRigleigh-Limits3 Bildung freier lonen
in der Gasphase nach Coulomb-Explosionen
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Chemische lonisierung bei Atmosphéarendruck (APCI)

Im Gegensatz zur ESI findet die lonisierung bei &8CI nicht zwingend in der

flissigen Phase sondern in der Gasphase durch sttenionisierung statt. Der Analyt
wird dabei samt FlieBmittel, unterstitzt durch €erstaubergas, in eine auf bis zu
550° C erhitzte Quarzkapillare gespruht. Dies fireiner schnellen Verdampfung des
FlieBmittels. Um die thermische Zersetzung des Weal an der Kapillarwand zu

verhindern, wird diese von innen mit einem Hilfsgesspult. Auf diese Weise in die

Gasphase Uberfihrte Analyten gelangen im Gasstweiner Corona-Entladungsnadel
(,Corona discharge needle*). Wenn an diese eineeh8pannung angelegt wird,
entstehen durch elektrische Entladung Elektroneelcive auf die im Uberschuss
vorliegenden Molekille des Stickstoffgasstromes utels FlieBmittels treffen.

AnschlieRend kommt es zur lonisierung durch einestdPentransfer zwischen den
ionisierten FlieBmittelmolekilen und dem Analyt®foraussetzung fur diesen Transfer
ist, dass der Analyt [M] eine hohere Protonenafiinals das FlieRmittel [F] H&P:

FH' + M > F+ [ MH]'

Im negativen lonisierungsmodus werden an der CeEoitadungsnadel durch
Elektronen Superoxidanionen {D erzeugt, welche Protonen von starkeren S&uren
aufnehmen und so negativ geladene Analyt-lonerugege

Abb. 2.10 zeigt das Prinzip der Bildung positivenén durch APCI.

Analyt- und
Lésungsmitteldampf

(M+H]*

S enen / um
— —T e — Massen-
[——T —_— H,0 analysator
[ ] + .
s \ H;0 Kollisionsgas-
Verneblergas Heizblock R region
Coronaentladungs- (plasma)
region

e
Ausdehnung der Coronaentladungs- (plasma)
region
H,O H,O*
N, (H,0)H
N
0, 2
H,O
Corona-
entladungs-
nadel

Abb. 2.10:Bildung positiver lonen mittels APEH*
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Auch die APCI ist ein schonendes lonisierungsvedah Allerdings sollten die
Analyten aufgrund der im Vergleich zur ESI hohertiermischen Belastung eine
gewisse Thermostabilitat aufweisen. Weiterhin redgilie APCI weniger empfindlich
auf Matrixbelastungen. Dagegen ist eine Flussrab@ wnindestens 0,2 ml/min
notwendig, die aber auf bis zu 2 ml/min gesteigestden kann. Unpolare Substanzen
konnen mit der APCI meist besser ionisiert werdenmait der ESI. Limitierungen
ergeben sich aber beim Molekulargewicht von Verbimgkn. Da im Gegensatz zur ESI
bevorzugt einfach geladene lonen erzeugt werdéndies APCl hauptsachlich fur
Verbindungen von bis zu 1500 u geeigfet®

2.3.3.2 Massenanalysatoren

Nach der Beschleunigung der lonen aus der lonelegudtirch ein schwaches
elektrisches Feld werden diese durch ein Poteefidglle weiter beschleunigt, durch
eine Eintritts6ffnung des Massenanalysators gelene durch elektrostatische Felder
fokussiert. Die Geschwindigkeit der lonen hangt ‘mer Masse, ihrer Ladung und der
Beschleunigungsspannung ab. Zur Trennung von lamaterschiedlicher Massen
kommen verschiedene Prinzipien zum Einsatz, voremlemer nur die géngigsten
angesprochen werden.

Die vom Konzept her einfachsten Massenanalysatenath die Flugzeitanalysatoren
(,Time of flight*, TOF). Sie nutzen die Tatsacheggss die Geschwindigkeit von lonen
gleicher Ladung massenabhangig ist, wenn dieséenigleichen Energie beschleunigt
werden. TOF-Analysatoren arbeiten gepulst und wertaufig mit der ebenfalls

gepulsten Matrix-unterstiitzten-Laser-Desorptiomssierung (MALDI) gekoppelt®

Ein weiterer Massenanalysator ist die lonenfallori;trap®) (Abb. 2.11), von der
mehrere Varianten existieren. Die lonen werden irera dreidimensionalen Raum
durch elektrische Felder, die von einer Ringeleldroerzeugt werden, auf
berechenbaren stabilen Bahnen gehalten. Durch ¥erdng der Spannungen werden
lonen einer bestimmten Masse destabilisiert unevgegen die lonenfalle zu verlassen,
wodurch sie detektiert werden kdnnen. Es ist madlomen einer bestimmten Masse in
der Falle zu isolieren und durch resonante Anregund der damit verbundenen
Erhéhung derer Geschwindigkeit eine Fragmentierdogch ein Kollisionsgas zu
erreichen. Die gebildeten Fragment-lonen kdnnem daiederum stabilisiert, isoliert
und erneut fragmentiert werden. Dieser Vorgang kdmeoretisch n-fach (M$
wiederholt werden, wodurch hohere Zerfallsspektrenstande kommen. Der
limitierende Faktor ist dabei die Menge der in dealle befindlichen lonen.
Dreidimensionale lonenfallen haben durch ihr eihésc Design und den moderaten
Preis einen festen Platz in der Routineanalytikgemommen. Die Auflésung von
lonenfallen ist mit der von Quadrupol-Massenandtysm vergleichbar (1 u). Gleiches
gilt fir die Massengenauigkeit (0,1 u) und den Masgreich (50-2000 u). Vorteile der
lonenfalle sind die hohe Empfindlichkeit beim Meassnes Massenbereichs (Scan).
lonenfallen arbeiten gepulst, da immer nur eindileste Anzahl an lonen in dem
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dreidimensionalen Raum gehalten werden kann. BeiQantifizierung entstehen
dadurch haufiger Probleme als bei kontinuierlidieitenden Massenanalysatdrér>2

Eingangs- Ausgangs-
Endkappe 1 w,;/ ? Endkappe
o, TR b
) "',-/ »F
lonen- lonen-
Einlass p “***t*®  Auslass

Elektrode

Abb. 2.11: Schematischer Aufbau einer dreidimers@nlonenfalle

Bei der linearen lonenfalle werden die lonen nioh¢inem dreidimensionalen sondern
in einem zweidimensionalen Quadrupolfeld gehaltén. zusatzliches Randfeld wird
angelegt, um die lonen in der Falle zu halten. $peicherkapazitat der lonenfalle und
damit auch die Nachweisempfindlichkeit kann dadwadioht werden.

Die Robustheit und einfache Handhabung im Daueadietnaben den Quadrupol zu
dem wohl am weitest verbreiteten Massenanalysaéodewn lassen. Dieser besteht aus
vier parallel angeordneten Staben zwischen denemrilge eine Wechsel- und eine
Gleichspannung anliegen. Gegenuberliegende Stétenhdabei die gleiche Polaritat
der Gleichspannung und die gleiche Phase der Wisplasmung. Durch die Variation
der Wechsel- und Gleichspannung wird erreicht, dasdonen mit einem bestimmten
Masse-Ladungs-Verhaltnis den Quadrupol passieranéd Die Ubrigen lonen werden
auf ihrer Bahn destabilisiert und an den Quadrigiében entladen. Durch Variation
der elektrischen Felder kdnnen lonen mit untersilitieen Massen nacheinander auf
stabile Flugbahnen gebracht und detektiert werdéih.(2.12).

Quadrupol-Massenanalysatoren kdnnen ahnlich wie enfatlen fur einen
Massenbereich von 50 bis 2000 u eingesetzt werdg@gim Messen eines
Massenbereichs sind sie den lonenfallen unterledgshMessen einer einzelnen Masse
jedoch erfolgt mit hoherer Empfindlichkeit. QuadolyMassenanalysatoren kénnen
kontinuierlich messen, wodurch mehr Datenpunkte fa$ den diskontinuierlich
messenden lonenfallen generiert werden, was b&dantifizierung von Vorteil ist.
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Abb. 2.12: Arbeitsprinzip eines Quadrupéis

In modernen Geraten werden haufig mehrere Analyaataniteinander gekoppelt
angewandt. Weit verbreitete Kopplungen sind diee®iQuadrupols mit einem
Flugzeitanalysator (QTOF), mehrerer Quadrupole imateder (Triple-Quadrupol,

QqQ) sowie eines Quadrupols mit einer linearen néalke (QTrap). Die lineare

lonenfalle der QTrap kann auch als Quadrupol furegieweswegen QTraps auch als
QQqQ eingesetzt werden.

Durch die Kopplung mehrerer Quadrupol-Massenantdysa konnen neben der
Massenaufklarung auch Strukturinformationen geworwmerden. Beim Produkt-lonen-
Scan wird im ersten Quadrupol (Q1) die Masse elors herausgefiltert. Bevor das
Molekul in den zweiten Quadrupol (Q3) gelangt, pas®s eine Kollisionszelle (g2), in
die ein Kollisionsgas eingeleitet werden kann. Paméar gebildete lon zerféallt nach
einer Kollision mit dem inerten Gas (Argon odercstoff) in ein oder mehrere
Fragmente (Produkt-lonen), welche im zweiten Quaalr(Q3) erneut gefiltert werden
konnen. Diese Art der Fragmentierung wird Kolliganduzierte-Dissoziation (CID)
genannt. CID kann zum Verlust eines Neutralteilsh&ihren, aber auch die Bildung
von Radikalen ist mdglich. Welches Produkt-lon ialehem Ausmald entsteht, hangt
malfdgeblich von der Kollisionsenergie ab. Diese kdarch die Beschleunigung der
lonen in die Kollisionszelle und die Teilchendichdes Kollisionsgases beeinflusst
werden. Beim Neutralverlust-Scan wird eine fest gestellte Massendifferenz
(Abspaltung eines Neutralteilchens im g2) zwiscligh und Q3 registriert. Beim
Vorlaufer-lonen-Scan wird im Q3 ein festgelegtearctt CID im g2 entstandenes,
Produkt-lon beobachtet. Wenn dies entsteht, wirll @ entsprechende Vorlaufer-
Masse geschlossen. Bei der Quantifizierung wirdjauid seiner Selektivitat haufig der
MRM (,Multiple reaction monitoring“) -Modus gewahltm Q1 selektierte lonen einer
bestimmten Masse werden im @2 fragmentiert und ader mehrere bestimmte
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Fragmente im Q3 wiederum selektiert. In Abb. 2<t3ine Ubersicht Giber die MS/MS-
Modi dargestellt.

Q1 g2 Q3 Q1 g2 Q3
Cot| v ——— , S T e ,
® ——o - ./ » o /—a -» /
. ; f| > /» o / e 7 ®
o s | 4 Cez| e -
;3 @ —@ -» »* @ e -» -
& / o - | ®__ __,l - |

Abb. 2.13: MS/MS-Modi eines Triple-Quadrupol-Mamsgeektrometeré® 1 Produkt-lonen-Scan,
2 Neutralverlust-Scar8 Vorlaufer-lonen-Scard MRM

Bei einer QTrap sind die Messmodi des Triple-Qupdisl um einige Varianten
erweitert. So kann der Q3 als lineare lonenfalle hoher Scan-Sensitivitat und
-Geschwindigkeit oder hoher Auflosung genutzt ward&/enn der Q3 bei einem
Produkt-lonen-Scan als lineare lonenfalle im Scadi¥ fungiert, kann dessen erhdhte

Speicherkapazitat fur lonen zu einer besseren HEwilpfhkeit bei der Detektion von
Produkt-lonen fuhren.
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3 Material und Methoden

3.1 Analytik

Im Folgenden werden in der Analytik verwendete Refesubstanzen, hergestellte
Loésungen sowie in der Arbeit angewandte analytiaoheé mathematische Methoden
aufgefuhrt.

3.1.1 Referenzsubstanzen und hergestellte Losungen

3.1.1.1 Referenzsubstanzen

Standards (Reinheit > 99 %, HPLC) Phytoplan, Deutschland

KBA 11-Ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 0212301, 06080202)

AKBA 3-Acetyl-11-ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 0212201, 06080402)
BBA B-Boswelliasaure (Ch. B.: 0503502)

ABBA 3-AcetylB-boswelliasdure (Ch. B.: 0408202)

aBA a-Boswelliasaure (Ch. B.: 0408102)

AoBA 3-Acetyl-a-boswelliasdure (Ch. B.: 0301701)

Interner Standard Aldrich, USA

ASI Asiatische Saure (Ch.B.: 13603A0)

Stamm- und Arbeitsldsungen

Zur Herstellung der Stammlésungen wurden bekanndé@gdn von etwa 10 mg des
jeweiligen Standards und des internen Standardgeimgen und mit Methanol auf ein
Volumen von 10,0 ml gebracht. Die Arbeitslosungéndie Kalibrierfunktion und die
Qualitatskontrollproben wurden aus den Stammldsungs KBA (Ch. B.: 0212301)
und AKBA (Ch. B.: 0212201) durch Verdinnen mit Mol gewonnen. Die
Kalibrierfunktion aus Plasma, Leber und Hirn wurideden Konzentrationen 1500,
1200, 1000, 750, 500, 100, 50, 10, 5 ng/40 pl teefje Die Konzentrationen der
Arbeitslésungen fir die Qualitatskontrollproben &lasma und Leber betrugen 1300,
800 und 15 ng/40 pl und die aus Hirn 800, 400 umehg/40 pl. Die Asiatische Saure
wurde in einer Konzentration von 5 pg/25 ul MetHaarmgewendet. Eine methanolische
Loésung von jeweils 5 pg/ml KBA, AKBA und AsiatisaheSaure wurde zur
Uberprifung der Systemeignung der LC-MS-Messgenéatgestellt. Die Stamm- und
Arbeitsldsungen wurden bei einer Temperatur vori @elagert.
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3.1.1.2 Kalibrierstandard-, Qualitatskontroll- und Analypeoben

Citratplasma Blutspendedienst Frankfurt, Dehltsa
Schweineleber Metzgerei Friedrich Schreibent®ehland
Schweinehirn Metzgerei Friedrich Schreiber, Sebland

Herstellung des Tris-Puffers (5 mM, pH 7,4)

Es wurden 605,7 mg Tris-Base eingewogen, in einB2dherglas mit Magnetrihrer
dberfuhrt, mit bidestilliertem Wasser auf ca. 900 amfgefillt und gel6st. Nach
Einstellen des pH-Werts auf pH 7,4 wurde die Losmmgbidestilliertem Wasser auf
1 | gebracht.

Herstellung der Schweinelebersuspension

Frische Schweineleber wurde mit Tris-Puffer (5 mpH 7,4) gespult, wobei das
Gewebe kuhl gehalten werden musste. 1,0 g-1,2 griwbrden mit der entsprechenden
Menge Tris-Puffer (5 mM, pH 7,4) versetzt, so dassl Puffer 100 mg Lebermatrix
enthielt. Die Homogenisierung erfolgte in einer tBoeApparatur bei 1100
Umdrehungen pro Minute (Upm). Die erhaltene Suspenwurde in 15 ml Falcon
Rohrchen Gberfuhrt und bei -20° C gelagert.

Herstellung der Schweinehirnsuspension

Frisches Schweinehirn wurde von der auf3eren Hitninad den Blutgefal3en mit einer
Pinzette befreit und mit Tris-Puffer (5 mM, pH 7gBspult. Es wurde darauf geachtet,
dass das Hirn wahrend des gesamten Bearbeiturrgszeg kihl gehalten wurde.
1,0 g-1,3 g Hirnmaterial wurden mit der entspredesnMenge Tris-Puffer (5 mM,
pH 7,4) versetzt, so dass 100 mg Hirnmatrix auf L Faffer kommen. Die
Homogenisierung erfolgte in einer Potter-Apparab@ 1100 Upm. Die erhaltene
Suspension wurde in 15 ml Falcon Réhrchen tbertiratbei -20° C gelagert.

Kalibrierstandards

Vor jeder Probenaufarbeitung wurden 1 ml Plasmamlil Schweinehirn- oder
Schweinelebersuspension mit 40 ul der entsprecherdeeitslosung (KBA und
AKBA) und 25 ul Arbeitslosung mit internem Standa@siatische Saure) flr die
Kalibrierfunktion dotiert.

Qualitatskontrollproben

Zur Herstellung der Qualitatskontrollproben fur $?ea, Schweinhirnsuspension und
Schweinelebersuspension wurden 125 ml der jewailigdatrix mit 5 ml der
entsprechenden Arbeitslosung fur Qualitatskontrobpn versetzt und 5 min kraftig
geruhrt. Aus diesem Vorrat wurden Aliquote von 1Q40entnommen, in Braunglas
Schraubdeckel-Probenglaser tberfuhrt und bis ztraktxon bei -20° C gelagert.
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Analysenproben

Alle zu untersuchenden Proben wurden bei -20° @gget. Zur Untersuchung wurden
die Proben im Wasserbad bei 25° C aufgetaut uncdbgemsiert. Zur Extraktion wurde
je 1 ml entnommen.

3.1.2 Analytische Methoden

3.1.2.1 Quantitative LC-MS-Methode

Chromatographische Bedingungen (PE Series 200)

Mobile Phase: Methanol : Wasser : Eisessig (B@;1v/v/v)
Saule: Hypersil BDS C-18,16n, 150*4,0 mm
Temperatur: 40° C

Flussrate: 1 ml/min

Injektionsvolumen: 5@l

Chromatographiedauer: 7 min

Autosamplertemperatur: 10° C

Massenspektrometrische Bedingungen (API 300)
lonenquellenabhéngige Parameter

lonisierung APCI
Polaritat Positiv
Messmodus MRM
Massenubergange KBA: 471-3 95,2

AKBA: 513,32 95,3

ASI: 489,39 205,1
Temperatur 425° C
Stromstarke an der Corona 3,0 HA
Substanzabhangige Parameter KBA AKBA ASI
Declustering Potential 36,0 31,0 1,0
Focusing Potential 170,0 170,0 110,0
Entrance Potential (V) 12,0 9,5 6,0
Collision cell entrance Potential (V) 20,0 20,0 as,
Collision Energie (V) 47,0 51,0 25,0
Collision cells exit Potential (V) 6,0 6,0 10,0

Quantifizierung

Der Gehalt der Analyseproben wurde mittels gewiente Regression der
Kalibrierfunktion berechnet. Der Wichtungsfaktox?£rwies sich dabei als am besten
geeignet.
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Akzeptanzkriterien eines Analysenlaufs

Fiur die Auswertung eines Laufs mussten mindesteven5/ (Laufe mit Hirngewebe)
bzw. 6 von 9 (Laufe mit Plasma bzw. Lebergewebe)zdelickgerechneten Ergebnisse
der Kalibrierfunktion innerhalb von = 15 % (x 20 %n der unteren
Quantifizierungsgrenze, ,Lower limit of quantifiocan“, LLOQ) des nominalen
Konzentrationswerts liegen. Aus der Kalibrierfuoktiausgeschlossene Werte durften
das Wichtungsmodell der Regressionsberechnung nierindern. Gefordert war
weiterhin ein Korrelationskoeffizient von gréf3es &,985. Von den innerhalb eines
Laufs verteilten Qualitatskontrollproben solltemihéstens zwei Drittel auswertbar sein
und nicht um mehr als 15 % von ihrer nominalen Kammation abweichen. Innerhalb
eines Konzentrationsniveaus durfen nicht mehr alse dHalfte der
Qualitatskontrollproben auf3erhalb von + 15 % denimellen Konzentration liegen.

3.1.2.2 Qualitative LC-MS-Methode 1

Chromatographische Bedingungen (Agilent 1100)

Mobile Phase: A: Wasser : Methanol (99:1, v/v)

B: Methanol : Wasser (99:1, v/v)
Saule: Ultracarb ODS (30), 5 um, 3.2*30 mm
Temperatur: RT
Flussrate: 0,6 ml/min
Injektionsvolumen: 1Ql
Chromatographiedauer: 22 min
Autosamplertemperatur: 10° C
Gradienten: KBA, AKBA aBA, BBA, AoBA, ABBA
t (min) A (%) B (%) t (min) A (%) B (%)
0>12 5090 509100 0>10 5090 509100
1216 0 100 116 0 100
1617 050 100950 16217 0250 100950

17222 50 50 1222 50 50
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Massenspektrometrische Bedingungen (QTrap 4000)

lonenquellenabhéangige Parameter

lonisierung

Polaritat

Temperatur

Stromstérke an der Corona
Interface heater

Substanzabhangige Parameter

Declustering Potential (V)
Entrance Potential (V)
Kollisionsenergie (V)

APCI

Negativ

450° C

-3,0 A

an

KBA AKBA oBA (BA AoBA ABBA
-120 -85 -170  -170 -65 65-
-10 -10 -10 -10 -10 -10
-55 -20 -50 -50 -20 -20

3.1.2.3 Qualitative LC-MS-Methode 2

Chromatographische Bedingungen (PE Series 200)

Mobile Phase:

Saule:

Temperatur:

Flussrate:
Injektionsvolumen:
Chromatographiedauer:
Autosamplertemperatur:
Gradient:

B:

t (min) A (%) B (%)
095 3090 709100
5910 0 100
10911 0930 106970
1120 30 70

A: Wasser : Methanol (99:1, v/v)

RT
1,0 ml/min
2Ql

20 min
10° C

Massenspektrometrische Bedingungen (API 300)

lonenquellenabhéangige Parameter

lonisierung

Polaritat

Temperatur

Stromstarke an der Corona

Substanzabhangige Parameter

Declustering Potential
Focusing Potential
Entrance Potential (V)

APCI
Negativ
425° C
-3,0 A
KBA
-41,0

-180,0
-6,0

Methanol : Wasser (99:1, v/v)
Hypersil BDS C-18,16n, 150*4,0 mm

AKBA

-1,0
-120,0
-3,0
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3.1.2.4 HPLC-UV-Methode 1 (Bestimmung von KBA und AKBA inveérsen
Zubereitungen in Anlehnung an die Monographie idoder Weihrauch*
Ph.Eur. 5.7)

Chromatographische Bedingungen (PE Series 200)

Mobile Phase: A: Wasser : Phosphorsaure (99,97)
B: Acetonitril : Phosphorsaure (99,9:0,1, v/v)
Saule: Nucleodur Sphinx C-18u, 250*4,0 mm
Temperatur: RT
Flussrate: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 2l
Chromatographiedauer: 45 min
Detektionswellenlénge: 250 nm
Autosamplertemperatur: 10° C
Gradient:
t (min) A (%) B (%)
0125 2096 80294
12,5135 630 949100
13,5928 0 100
28930 0220 100980
3045 20 80

3.1.2.5 HPLC-UV-Methode 2 (Bestimmung der Konzentration WA und AKBA
in diversen Medien und Lésungen)

Chromatographische Bedingungen (PE Series 200)

Mobile Phase: A: Wasser : Phosphorsaure (99,91)
B: Acetonitril : Phosphorsaure (99,9:0,1, v/v)
Zusammensetzung: A : B (20:80, v/v)
Saule: Nucleodur Sphinx C-18u, 250*4,0 mm
Temperatur: 40° C
Flussrate: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 5@l
Chromatographiedauer: 9 min
Detektionswellenlénge: 250 nm

Autosamplertemperatur: RT
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3.1.2.6 HPLC-UV-Methode 3 (Bestimmung von 7-Ethoxycoumarin,
7-Hydroxycoumarin und 7-Hydroxycoumarinsulfat ieptozyten)

Chromatographische Bedingungen (PE Series 200)

Mobile Phase: A: Wasser : Methanol : Trifluorgsaure
(99:1:0,1, viviv)
B: Methanol : Wasser : Trifluoressigsaure
(99:1:0,1, viviv)
Saule: Nucleodur Sphinx C-18u, 250*4,0 mm
Temperatur: 45° C
Flussrate: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 5@l
Chromatographiedauer: 25 min
Detektionswellenlange: 320 nm
Autosamplertemperatur: 10° C
Gradient:
t (min) A (%) B (%)
010 80935 20965
10>14 35 65
14915 3580 65920
15925 80 20

3.1.2.7 HPLC-UV-Methode 4 (Bestimmung von Propranolol age&2-Zellen)

Chromatographische Bedingungen (PE Series 200)

Mobile Phase: A: Natriumdihydrogenphosphatlésung
(0,2 M, pH 3)
B: Methanol
Zusammensetzung: A : B (40:60, v/v)
Saule: Purospher C-18e, 5um, 125*4,0 mm
Temperatur: RT
Flussrate: 0,8 ml/min
Injektionsvolumen: 2l
Chromatographiedauer: 6 min
Detektionswellenlénge: 230 nm

Autosamplertemperatur: 10° C
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3.1.3 Statistische und mathematische Methoden
Standardabweichurg Variationskoeffizient CV (%)
_S
(3.1) CVv =—0noo (3.2)
X
X: Mittelwert S: Standardabweichung
X : Einzelwert X: Mittelwert
n: Grole der Stichprobe
Relative Wiederfindung & Richtigkeit de| (bias)
— Xextr. ‘ X B X ‘
R. =100 33 d,=—2 'poo (34
)("Ef XsoII
Xowr ~ Mittlere Wiederfindung aus Matrix Xson  Sollwert (nominal)
(Dotiert vor Extraktion) X Mittelwert
X  Wiederfindung aus Matrix
(Dotiert nach Extraktion)
Korrelationskoeffizient r t-Test

Z{(x-i)(yi‘yj}

= [Z(X . )2} {Z[yl _yﬂ}; (3.5)

X Einzelwert Variable 1
Mittelwert Variable 1
Einzelwert Variable 2
Mittelwert Variable 2

x|

< <

Statistische Vergleiche von
Mittelwerten wurden mittels
unpaarigen zweiseitigen t-Tests
durchgefuhrt. Das Signifikanz-
niveau wurde auf 95 % festgelegt.
Zur Auswertung wurde die
Software ,GraphPad Prism* version
4.00 fur Windows eingesetzt.
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3.2 Bioanalytische Untersuchungen zur Auswirkung der L&lichkeit
von Weihrauchpraparaten auf diein vivo-Konzentrationen von
KBA und AKBA

Im Folgenden werden die Substanzen und die angeeramdethoden aufgefihrt, die
bei der Durchfihrung der Tierversuche zu den Kiugtiersuchungen und darauf
folgender Probenaufarbeitung genutzt wurden.

3.2.1 Substanzen und untersuchte Tiere
3.2.1.1 Referenzsubstanzen (siehe 3.1.1.1)

3.2.1.2 Prufsubstanzen

Boswellia serrateExtrakt N.N.
NanoskaligeBoswellia serratd=ormulierung

(enthalt 10 ¥Boswellia serratéxtrakt) N.N.

3.2.1.3 Untersuchte Tiere
Albino Wistar-Ratten, weiblich

(Gewicht 105 g-153 g) Charles river laboratories,
Grol3britannien

3.2.2 Humane Plasma- und Tumorproben

Plasma- und Tumorproben von 27 Glioblastom-Patie(2eTumorproben) wurden von
der Neurochirurgischen Klinik des Universitatsiimms Giessen und Marburg GmbH
zur Verfugung gestellt. Die Proben wurden untemBitung der Kiihlkette von Giessen
nach Eschborn versendet. Nach Eingang im Zentall&keutscher Apotheker (ZL)

wurden die Tumorproben in Tris-Puffer (5 mM, pH )7t¥omogenisiert (1 ml Puffer

enthalt 100 mg Tumorgewebe) und bis zur Aufarbejtoai -20° C gelagert.

3.2.3 Bestimmung der Loslichkeit

FUr den Bezugswert (100 % Lo6slichkeit) wurden KBY¥SBA und die Prifsubstanzen
zu 10 pg/ml in Methanol gelést.

Loslichkeit von KBA und AKBA als Reinsubstanzen

Es wurden 250 pl der Stammibésungen (3.1.1.1) vonAKEnd AKBA unter
Stickstoffstrom bei 40° C zur Trockene eingeengt um 500 pl Dimethylsulfoxid
(DMSO) aufgenommen.
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Die Losungen wurden mit Krebs-Ringer-Puffer pH RB) auf ein Volumen von
25 ml gebracht, so dass der DMSO-Gehalt einer Karaigon von 2 % entsprach. Die
Lésungen wurden anschlie3end in 50 ml Erlenmeybsgtobei 120 Upm und 37° C im
Wasserbad eine Stunde lang geschittelt, in FaldédnwdRen Uberfihrt und bei
Raumtemperatur und 8000 g fir 15 min zentrifugié@®er Uberstand wurde in
Probenglaser dberfihrt und der Gehalt von KBA undBA mittels HPLC-UV-
Methode 2 (3.1.2.5) bestimmt.

Loslichkeit von KBA und AKBA aus dem Extrakt und rdeanoskaligerBoswellia
serrataFormulierung

530,5 mg de8Boswellia serrataExtrakts wurden mit 20 ml Methanol versetzt, 10 mi
lang im Ultraschallbad behandelt und fir 30 min 20 Upm geschattelt. Von dieser
Suspension wurde ein Aliguot abgenommen und fUMiftuten bei Raumtemperatur
und 2000 g zentrifugiert. Mit 250 pl des Uberstandeurde verfahren wie unter
,Loslichkeit von KBA und AKBA als Reinsubstanzenédxchrieben.

66,3 mg der nanoskaligddoswellia serrataFormulierung wurden im Wasserbad auf
37° C erwarmt und in 20 ml 37° C warmen KRB mit 2 BMSO durch Ruhren
eingearbeitet. Sobald die Formulierung gelést wande mit KRB (2 % DMSO) zu
25 ml ergénzt. Der Gehalt von KBA und AKBA wurdettais HPLC-UV-Methode 2
(3.1.2.5) bestimmt.

3.2.4 Tierversuch

Alle Tierexperimente erfolgten in Konformitat mited Richtlinien des Deutschen
Tierschutzgesetzes (Deutsches Tierschutzgesetz| B@B, Part I, No.30, S.1105 ff.).

Weibliche Albino Ratten wurden unter Standardbedigggn an der Universitat
Frankfurt gehalten. Sie erhielten Standardtierfuited Wasser zur freien Verfigung.

Es wurden zwei wassrige Agarosegelsuspensionefo0(&/v) mit jeweils einer der
Prufsubstanzen Bpswellia serrata Extrakt, nanoskalige Boswellia serrata
Formulierung) hergestellt. Als Placebo wurde ein@éssvige Agarosegelsuspension
0,2 % (w/v) verwendet. Den 5 Tieren der Kontrollgse wurden 0,5 ml der
Placebosuspension via Schlundsonde verabreichiwlEden 2 Verumgruppen von
jeweils 15 Tieren gebildet. Via Schlundsonde wueleeils eine Gruppe mit einer der
zwei Prifsubstanzen in einer Einmaldosis von 240kgd<orpergewicht geflttert,
wobei ein maximales Volumen von 0,6 ml nicht tbbkrgten wurde. 2, 4 und 6 h nach
oraler Gabe wurden jeweils 5 Tiere jeder Verumgeuppttels Guillotine getotet. Die
Tiere der Kontrollgruppe wurden nach 2,5 h dekegiti

Das Hirn wurde entnommen, mit Tris-Puffer (5 mM, @i4) gewaschen und von der
auf3eren Hirnhaut und den BlutgeféalRen befreit. Nigch Wiegen (1,00 g-1,28 g) wurde
das gesamte Gehirn in Tris-Puffer (5 mM, pH 7,4) der Potter-Apparatur
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homogenisiert (1 ml Puffer enthélt 100 mg Gehiie Hirnsuspensionen wurden bis
zur Aufarbeitung bei -20° C gelagert.

Die Leber wurde entnommen und mit Tris-Puffer (5 np¥ 7,4) gewaschen. 1,00 g-
1,20 g Leber wurden abgewogen und im Folgenden evuvde mit den
Hirnsuspensionen verfahren. Die restliche Leberdewbenfalls bei -20° C gelagert.
Das bei der Dekapitation gewonnene Blut wurde ihrBigen, welche zur Vermeidung
der Koagulation 0,03 ml Heparin (50 IE/ml) entleelt aufgefangen und fir 10 min
(2000 g, 4° C) zentrifugiert. Die aus dem Uberstarigaltene Plasmafraktion wurde
abgenommen und bei -20° C bis zur Aufarbeitungggata

3.2.5 Probenaufarbeitung

Die Analysenproben, die Qualitatskontrollproben igowie jeweiligen Matrices zur
Erstellung der Kalibriergeraden und der Blank-Prolelasma, Schweineleber-, bzw.
Schweinehirnsuspension) wurden vor der Analyse ias$®rbad bei 20° C aufgetaut.
Fur die Kalibrierfunktion wurden 1 ml Aliquote dgeweiligen Matrices mit der
entsprechenden Arbeitslosung dotiert. Die 1 ml édigg der Blind- und
Analysenproben wurden mit 40 ul Methanol versetid, Doppelblindproben mit 65 pl
Methanol. Kalibrierstandards, Qualitatskontrollpgab Analysenproben sowie die
Blindproben wurden mit 25 pl der Arbeitslésung desrnen Standards versetzt. Nach
dreiminatigem Schutteln bei 1000 Upm wurden diebBro15 min lang auf mit 0,8 g
Extreluf® NT gefilllte Glasséulen geladen. Die Analyte wurdeschlieRend mit 8 ml
Extraktionsmittel (THF: n-Hexan: Ethylacetat: 2-paool; 160:160:160:15, v/v/v/v)
eluiert, die aufgefangenen Losungen unter Stickstoin bei 40° C eingeengt und in
150 pul Methanol aufgenommen. Nach Schitteln (3 ben 1000-2000 Upm) und
Behandeln der Proben im Ultraschallbad fir 10 snkem die Proben fir 10 min (4° C
und 2000 g) zentrifugiert werden. Der Uberstand deurmittels quantitativer
LC-MS-Methode (3.1.2.1) analysiert.
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3.3 Metabolismusuntersuchungen mit Lebermikrosomen

Im Folgenden werden die Substanzen, Lebermikrosomed die angewandten
Methoden aufgefuhrt, welche fur die vitro-Untersuchungen mit Lebermikrosomen
und der darauf folgenden Probenaufarbeitung gemuirdien. Um die Lebensfahigkeit
der Lebermikrosomen nicht negativ zu beeinflusseude bei allen durchgefihrten
Versuchen darauf geachtet, dass der Anteil an @mgaem Losungsmittel in den
Ansatzen 2 % nicht Uberstieg.

3.3.1 Substanzen und Lebermikrosomen

3.3.1.1 Referenzsubstanzen (siehe 3.1.1.1)

3.3.1.2 Priufsubstanzen Phytoplan, Deutschland
KBA 11-Ketof-boswelliasadure (Ch. B.: 0212301)

AKBA 3-Acetyl-11-ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 0212201)

BBA B-Boswelliasaure (Ch. B.: 0503502)

ABBA 3-AcetylB-boswelliasdure (Ch. B.: 0408202)

aBA a-Boswelliasaure (Ch. B.: 0408102)

AoBA 3-Acetyl-a-boswelliasdure (Ch. B.: 0301701)

Arbeitsldsungen

Jeweils 125 pl der Stammlosungen (3.1.1.1) wurdénemem Methanol-Wasser-
Gemisch (50:50, v/v) zu 500 pl verdunnt, so dassrdsultierenden Arbeitslésungen
eine Konzentration von 250 pg/ml aufwiesen.

3.3.1.3 Lebermikrosomen und Cofaktoren
HLM, Mischprobe von mehr als 25 Spendern

(Ch. B.: H161) BD Biosciences, USA
RLM, Mischprobe von mannlichen

Sprague Dawley Ratten (Ch. B.: 045K0563) Sigma, USA
NADPH-Regenerierungssystem-Losung A

(Ch. B.: 75632) BD Biosciences, USA
NADPH-Regenerierungssystem-Ldsung B

(Ch. B.: 73002) BD Biosciences, USA

UGT-Reaktionsgemisch-Losung A
(Ch. B.: 64196) BD Biosciences, USA
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UGT-Reaktionsgemisch-Losung B
(Ch. B.: 56380) BD Biosciences, USA

Herstellung der KbPOy-Pufferldsung 50 mM, pH 7,4

141,44 mg KHPO, und 562,32 mg N#&PO, wurden eingewogen, mit 90 ml
bidestilliertem Wasser versetzt und gelost. Naamsteilen des pH-Werts auf pH 7,4
wurde mit bidestilliertem Wasser auf 100,0 ml atifige

3.3.2 Quantitativer Assay mit RLM und HLM

3.3.2.1 Metabolische Stabilitat von KBA und AKBA, Phase-¢&ktionen

Die bei -70° C gelagerten RLM und HLM wurden im Weasbad bei 20° C aufgetaut. In
einem Eppendorf Reaktionsgefal3 wurden 217,5 pbRQO4#Pufferlosung (50 mM,
pH 7,4), 12,5 ul RLM bzw. HLM, 12,5 ul NADPH-Regemungssystem (NRS)-
Lésung A und 2,5 pl NRS-Lésung B zusammen pipéttgamischt und im Wasserbad
bei 37° C fur 5 min vorinkubiert. Nachfolgend wundB pl der Arbeitslosungen von
KBA bzw. AKBA (3.3.1.2) zu den Inkubationsansatzgageben. Es wurde kurz
gemischt und fir 120 min im Wasserbad bei 37° Culidet. Die finalen
Konzentrationen im Inkubationsansatz waren:

Prifsubstanz 5 pg/ml
RLM bzw. HLM 1 mg/ml
NRS-Lsg A:

MgCl, 3,3 mM
NADP 1,3 mM
Glucose-6-phosphat 3,3mM
NRS-Lsg B:

Glucose-6-phosphat- 0.4 U/ml
dehydrogenase

Kontrollinkubationen enthielten keine der NRS-Légen. Es wurde stattdessen eine
hohere Menge an KiROs-Pufferlosung, 232,5 ul, pipettiert. Nach je 15, 80 und 120
min wurden von jedem Inkubationsansatz 50 pl abgemen und mit 50 pl einer
eiskalten Losung Asiatischer Saure in Methanol(@0ml) versetzt, um die Reaktion zu
stoppen (die Kontrollinkubationen wurden nach 12¢h mgestoppt), anschliel3end
gemischt, 15 min auf Eis inkubiert und schliel3Wegitere 15 min bei 8000 g und 4° C
zentrifugiert. Der Uberstand war direkt der Anatyzigéanglich.

3.3.2.2 Metabolische Stabilitdt von KBA und AKBA, PhaseGlucuronidierung

Die bei -70° C gelagerten RLM und HLM wurden im Weabad bei 20° C aufgetaut. In
einem Eppendorf Reaktionsgefald wurden 162,5 ulshbitlertes Wasser, 12,5 ul RLM
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bzw. HLM, 20 pl UGT Reaktionsgemisch (UGT)-LésunguAd 50 pl UGT-LAsung B

zusammen pipettiert, gemischt und im Wasserbad3B&iC fir 5 min vorinkubiert.

Nachfolgend wurden 5 pl der Arbeitslésungen von KigAv. AKBA (3.3.1.2) zu den

Inkubationsansatzen gegeben. Es wurde kurz gemuschtir 120 min im Wasserbad
bei 37° C inkubiert. Die finalen Konzentrationen limkubationsansatz waren:

Prifsubstanz 5 pg/ml
RLM bzw. HLM 1 mg/ml
UGT-Lsg A:

Uridin 5 -Plphospho- 2 mM
Glucuronsaure

UGT-Lsqg B:

MgCl, 8 mM
Tris-HCI 50 mM
Alamethicin 25 pg/ml

Kontrollinkubationen enthielten keine der UGT-Logen. Es wurde stattdessen eine
gréRere Menge an bidestilliertem Wasser, 232,%pipkttiert. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 250 pl einer eiskalten Losung tissiaer Saure in Methanol
(10 pug/ml) gestoppt, anschlieend gemischt, 15 aminEis inkubiert und schlie3lich
weitere 15 min bei 8000 g und 4° C zentrifugiererDJberstand war direkt der
Analytik zuganglich.

3.3.3 Qualitativer Assay mit RLM

Die bei -70° C gelagerten RLM wurden im Wasserbad20° C aufgetaut. In einem
Eppendorf Reaktionsgefal? wurden 217,5 ul,R@,-Pufferlosung (50 mM, pH 7,4),
12,5 pl RLM, 12,5 pl NRS-L6sung A und 2,5 pul NRSsuag B zusammen pipettiert,
gemischt und im Wasserbad bei 37° C fur 5 min \kuioert. Nachfolgend wurden je

5 ul der sechs Arbeitslosungen (3.3.1.2) zu denldakonsansatzen gegeben, so dass
jeder Ansatz eine der sechs Boswelliasdure-Prifsobsn enthielt. Es wurde kurz
gemischt und fir 60 min im Wasserbad bei 37° C lbmnd. Die finalen
Konzentrationen im Inkubationsansatz beliefen aigh

Prufsubstanz 5 pg/ml
RLM 1 mg/ml
NRS-Lsg A:

MgCl, 3,3mM
NADP 1,3 mM
Glucose-6-phosphat 3,3 mM
NRS-Lsg B:

Glucose-6-phosphat-

dehydrogenase 0,4 U/ml
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Kontrollinkubationen enthielten keine der NRS-Logen. Es wurde stattdessen eine
hohere Menge an KIROy-Pufferlésung, 232,5 ul, pipettiert. Die Reaktionrde durch
Zugabe von 250 pl eiskaltem Methanol gestoppt, dgmischt und fir 15 min auf Eis
inkubiert. Es folgte eine 15 miniitige Zentrifugatioei 8000 g und 4° C. Der Uberstand
wurde mittels Festphasenextraktion aufgereinigt.

3.3.4 Festphasenextraktion und Analytik

Zur Aufreinigung der zuvor gewonnenen Proben (3.3urden zunachst
Oasi€ HLB 1cc 10 mg Festphasenextraktionssaulen mit 1Methanol und 2 ml
bidestilliertem Wasser aquilibriert. AnschlieBendurden zu je 400 pl der
Probelésungen 600 pl bidestilliertes Wasser gegedzedass der Methanolgehalt 20 %
betrug. Die Proben wurden auf die Sdulen gegebdmminl ml bidestilliertem Wasser
gewaschen und schlie3lich mit 1 ml Methanol eluibre aufgefangene Losung wurde
unter Stickstoffstrom bei 40° C zur Trockene eimggeund in 400 pl eines Methanol-
Wasser-Gemisches (50:50, v/v) aufgenommen, fir 3 i#oei 1000-2000 Upm
geschattelt und fir 10 Sekunden im Ultraschallbelandelt. Nach einer 10 minttigen
Zentrifugation (4° C und 2000 g) war der UberstdadAnalytik zuganglich.

Die Bestimmung der KBA- und AKBA-Konzentrationen iden quantitativen
Untersuchungen wurde mittels quantitativer LC-MStiele (3.1.2.1) durchgefihrt.
Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Asiatisen S&ure als Internem Standard (IS)
und Bezug der KBA- bzw. AKBA-IS-Ratio der jeweiligeZeitpunkte (15, 30, 60,
120 min) auf die KBA- bzw. AKBA-IS-Ratio zum Ausggseeitpunkt (t-Null).

Fur die Suche nach Metaboliten und deren Verifimgrim qualitativen Assay wurden
die qualitativen LC-MS-Methoden 1 und 2 (3.1.2.2yewandt.
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3.4 Metabolismusuntersuchungen mit Hepatozyten

Im Folgenden werden die Substanzen, Losungen wndldthoden aufgefihrt, die bei
der Isolierung der Hepatozyten sowie bei der Duhehing der Untersuchungen zur
metabolischen Stabilitat und anschlielBender Analgihgewandt wurden. Um die
Lebensfahigkeit der Hepatozyten nicht negativ zwirfeissen, wurde bei allen
durchgefihrten Assays darauf geachtet, dass deail/am organischem Ldsungsmittel
in den Ansétzen 0,9 % nicht Uberstieg.

3.4.1 Substanzen und Pufferlésungen

3.4.1.1 Referenzsubstanzen (siehe 3.1.1.1)

Standards fur die Positivkontrolle

7-Ethoxycoumarin (Ch. B.: 126K3746) Sigma, USA
7-Hydroxycoumarin (Ch. B.: 376-80B) Supelco, USA
7-Hydroxycoumarin-Sulfat (Ch. B.: 116K3252)  SigruksA

3.4.1.2 Prufsubstanzen Phytoplan, Deutschland
KBA 11-Ketof3-boswelliasadure (Ch. B.: 06080202)
AKBA 3-Acetyl-11-ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 06080402)

7-Ethoxycoumarin (Ch. B.: 126K3746) Sigma, USA

Pruflésungen

500 pl der Stammlésungen (3.1.1.1) von KBA und AK®Arden im Stickstoffstrom
zur Trockene eingedampft, in 90 pl Methanol geldsd mit 4910 ul Krebs-Henseleit-
Puffer (KHB) verdinnt. Die resultierenden Priflégen hatten Konzentrationen von
100 pg/ml und einen Methanolanteil von 1,8 %.

Lésung fur den Reaktionsstopp

1,25 ml Stammldsung (3.1.1.1) der Asiatischen S@&urelen mit Methanol zu 50 ml
verdunnt. Die resultierende Losung hatte eine Kotraéon von 25 pg/ml.

Losung fir die Positivkontrolle

Zur Herstellung einer Stammlésung wurden 19 mg heEgcoumarin in Methanol
gel6ést und zu 5,0 ml verdinnt. 100 pl dieser Staimsomg wurden mit KHB auf ein
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Volumen von 10,0 ml gebracht. Die resultierendeunishatte eine Konzentration von
38 pg/ml und einen Methanolanteil von 1,0 %.

Herstellung des KHB pH 7.4 (incl. Fructose und @Giyc

D-Glucose 20g
Magnesiumsulfat (wasserfrei) 0,141 ¢
Kaliumdihydrogenphosphat 0,16 g
Kaliumchlorid 0,359
Natriumchlorid 6,99
Calciumchlorid-dihydrat 0,373 g
Natriumhydrogencarbonat 21g
Fructose 1,89
Glycin 0,225¢
Wasser ad 1000 ml

Der pH Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Herstellung der Perfusionslésung (Tyrode-L&sung)
Stammldsung | (Natriumchlorid, 200 g/I; Kaliumchtbr5 g/l;

Magnesiumchlorid-hexahydrat, 5,34 g/l) 40 mi
Stammldsung Il (Natriumhydrogencarbonat, 50 g/l) 20 ml
Stammldsung Il (Natriumhydrogenphosphat-dihydésbs g/l) 10 mi
Glucose-monohydrat 109
Wasser ad 1000 ml

Der pH Wert sollte bei einer Temperatur von 37° @d uCarbogenbegasung
(0295 %, CQ 5 %) bei 7,4 liegen.

3.4.2 Isolierung der Hepatozyten aus Rattenleber

Die Isolierung der Hepatozyten wurde am Institut Rharmakologie der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt mittels Cgk@ase-Perfusion in Anlehnung an
die Methode zur ,Isolierung von Leber-Parenchynezeltler Ratte” nach Bermt al.
durchgefiihrt'®.

Eine méannliche Wistar-Ratte wurde mit Nembutal #m&sert (100 mg/kg KG, i.p.)

und das Abdomen geotffnet. Die Portalvene wurde lkemiund eine Ligation der Vena
cava inferior auf dem Niveau der renalen Venen @onognmen. Die Perfusion der
Leber erfolgte mit einer Perfusionslésung ohne BEreyunter Zuhilfenahme einer
Perfusionspumpe (Flussrate: ca. 2 ml/min). Dieear&0 ml wurden verworfen. Sobald
Zelltrimmer und Blutreste aus der Leber gespultewawurden 0,05 % Collagenase
und 0,1 % Hyaluronidase zu der Perfusionslosungelgey und die Perfusion

fortgesetzt. Nach ca. 15 min trat Flussigkeit dutdadh Leberoberflache und sammelte
sich im Bauchraum. Nach ca. 40 bis 45 min hatth die Farbe und Konsistenz der
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Leber verandert, sie wurde heller und weicher. theraxiale Bereich der Vena cava
inferior wurde darauf hin durchtrennt, die Perfusiieendet und die Leber vorsichtig in
eine mit Perfusionslésung (mit Enzymen) gefilltériBehale auf Eis gelegt. Die Leber
wurde anschlieRend zerkleinert und die Suspensimohdein Nylonnetz filtriert. Das
Filtrat wurde in Falcon-Réhrchen Uberfuhrt und B8ig fir 2 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in frisdRerfusionslésung (ohne Enzyme)
bei 4° C suspendiert. Der Anteil an lebenden Zelamrde mittels Trypan-Blau-
Farbung und anschlieBender Auszéahlung in einer &leelkammer bestimmt.

3.4.3 Assay mit Rattenhepatozyten

3.4.3.1 Metabolische Stabilitat von KBA und AKBA

Die frisch isolierten Hepatozyten (3.4.2) wurdem @0 g fur 5 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in KHB pH 7,4cli Fructose und Glycin) bei
4° C resuspendiert, so dass eine Zelldichte vor0®1Zellen/ml gegeben war. 100 pl
dieser Zellsuspension wurden in 24-well Platterefiprt und im Brutschrank bei 37° C
und 95 % Luft / 5 % Cevorinkubiert. Nach Ablauf von 15 min wurden 100KBA-
bzw. AKBA-Pruflésung (3.4.1.2), welche zuvor auf’3Z erwarmt worden war, zu der
Hepatozytensuspension gegeben und fur 15, 30, 60120 min im Brutschrank
inkubiert. Die finalen Konzentrationen im Inkubatsansatz waren:

Prufsubstanz 50 pg/ml
Hepatozyten 0,5*10Zellen/ml

Zu jedem Prifzeitpunkt wurde eine 24-well Plattendgrutschrank entnommen und die
Reaktion mit 200 ul gekuhlter Losung fur den Reatdstopp (3.4.1.2) versetzt.

Zur Simulation eines Reaktionsabbruchs zum Zeitptl wurden zunachst 200 pl
kalte Losung fur den Reaktionsstopp vorgelegt undschlieBend 100 ul
Hepatozytensuspension und weitere 100 ul der Ruirily) zugefihrt. Die gestoppten
Reaktionsansatze wurden schliel3lich alle in EppeiRieaktionsgefalie tberfuhrt und
Uber Nacht bei -20° C gelagert. Danach wurde fiurniid bei 4° C und 8000 ¢
zentrifugiert. Der Uberstand konnte direkt fiir diealytik verwendet werden.

3.4.3.2 Metabolisches Profil von KBA und AKBA

Die nach 60 min Inkubationszeit gestoppten Reaktiomon KBA und AKBA wurden
zusatzlich mittels qualitativer LC-MS-Methode 21(2.3) untersucht.
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3.4.3.3 Negativkontrolle

Um eine eventuelle nicht-enzymatische DegradiemegPrifsubstanzen ausschlie3en
zu kénnen, wurden die Prifsubstanzen fir 120 mirkidB im Brutschrank bei 37° C
und 95 % Luft / 5 % C@inkubiert und die Konzentrationen mit denen voisch
hergestellter Prifsubstanz in KHB verglichen.

3.4.3.4 Positivkontrolle

Um die Aktivitat der CYP-Enzyme und der Sulfotrarsisen (SULT) in den RH Uber
den Inkubationszeitraum Dbeurteilen zu konnen, wurderen Fahigkeit 7-
Ethoxycoumarin zu 7-Hydroxycoumarin und zu 7-Hydmmoumarin-Sulfat zu
metabolisieren beurteilt. Aktivitdt Uber den gesamtnkubationszeitraum ist dann
gewéhrleistet,  wenn die Konzentration an 7-Hydraxyuoarin und
7-Hydroxycoumarin-Sulfat Uber die Zeit ansteigt. ei2u wurden 100 pl der
Hepatozytensuspension mit 100 ul der Lésung fur Rbsitivkontrolle (3.4.1.2) im
Brutschrank inkubiert. Zu jedem Prifzeitpunkt (8, B0, 60 und 120 min) wurde die
Reaktion durch Zugabe von 100 ul gekuhltem Methgestoppt und dann analog zu
den Stabilitdtsuntersuchungen (3.4.3.1) verfahren.

3.4.4 Analytik

KBA- und AKBA-Konzentrationen im Assay zur Bestimng derer metabolischen
Stabilitat sowie in der Negativkontrolle wurden tali¢ quantitativer LC-MS-Methode
(3.1.2.1) ermittelt. Die Quantifizierung erfolgteitnHilfe der Asiatischen Saure als
Internem Standard (IS) und Bezug der KBA- bzw. AKBA Ratio der jeweiligen
Zeitpunkte (15, 30, 60, 120 min) auf die KBA- bzwKBA-IS Ratio zum
Ausgangszeitpunkt  (t-Null). Die Bestimmung der Kenizationen von
7-Ethoxycoumarin, 7-Hydroxycoumarin und 7-Hydroxyomarin-Sulfat fur die
Positivkontrolle erfolgte mittels HPLC-UV-Methode(3.1.2.6). Fur die Erstellung des
metabolischen Profils von KBA und AKBA in RH wurd#ie qualitative LC-MS-
Methode 2 (3.1.2.3) verwendet.
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3.5 Invivo-Untersuchungen zum Metabolismus

Im Folgenden werden die Substanzen und die ange¢eramdethoden aufgefihrt, die
bei der Durchfuihrung der Tierversuche zu den Mdisimoisuntersuchungen und darauf
folgender Probenaufarbeitung genutzt wurden.

3.5.1 Substanzen und untersuchte Tiere

3.5.1.1 Referenzsubstanzen (siehe 3.1.1.1)

3.5.1.2 Priufsubstanzen Phytoplan, Deutschland
KBA 11-Ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 06080202)
AKBA 3-Acetyl-11-ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 06080402)

3.5.1.3 Untersuchte Tiere
Albino Wistar-Ratten, weiblich

(Gewicht 108 g-170 g) Charles River Laboratorien,
Grol3britannien

3.5.2 Tierversuch

Alle Tierexperimente erfolgten in Konformitat mited Richtlinien des Deutschen
Tierschutzgesetzes (Deutsches Tierschutzgesetz| B&B, Part I, No.30, S.1105 ff.).

Weibliche Albino Ratten wurden unter Standardbediggen an der Universitat
Frankfurt gehalten. Sie erhielten Standardtierfuited Wasser zur freien Verfigung.

Es wurden zwei wassrige Agarosegelsuspensioneto §2/v) mit KBA- bzw. AKBA-
Prufsubstanz hergestellt. Als Placebo wurde eingskige Agarosegelsuspension 0,2 %
(w/v) verwendet. Den 6 Tieren der Kontrollgruppe rden 0,3 ml der
Placebosuspension via Schlundsonde verabreichtwiEden 2 Verumgruppen von
jeweils 6 Tieren gebildet. Via Schlundsonde wurthereGruppe KBA-Suspension und
einer Gruppe AKBA-Suspension in einer Einmaldosia 12,5 mg/kg Kérpergewicht
verabreicht, wobei ein maximales Volumen von 0,4%oht Uberschritten wurde. 2 h
nach oraler Gabe wurden die Tiere mittels Guilegetotet.

Das Hirn wurde entnommen, mit Tris-Puffer (5 mM, @) gewaschen und von der
auf3eren Hirnhaut und den Blutgeféal3en befreit. Nigch Wiegen (1,18 g-1,35 g) wurde
das gesamte Gehirn in Tris-Puffer (5 mM, pH 7,4der Potter-Apparatur bei 1100
Upm homogenisiert (1 ml Puffer enthélt 100 mg GehiDie Hirnsuspensionen wurden
bis zur Aufarbeitung bei -20° C gelagert.
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Die Leber wurde entnommen und mit Tris-Puffer (5 W 7,4) gewaschen. 1,00 g-
1,10 g Leber wurden abgewogen und in Tris-Puffem{d, pH 7,4) in der Potter-
Apparatur bei 1100 Upm homogenisiert (1 ml Puffethélt 100 mg Leber). Die
Lebersuspensionen wurden bis zur Aufarbeitung BeP -C gelagert. Die restliche
Leber wurde ebenfalls bei -20° C gelagert.

Das bei der Dekapitation gewonnene Blut wurde ihrBigen, welche zur Vermeidung
der Koagulation 0,03 ml Heparin (50 IE/ml) entleelt aufgefangen und fir 10 min
(2000 g, 4° C) zentrifugiert. Die aus dem Uberstanaltene Plasmafraktion wurde
abgenommen und bei -20° C bis zur Aufarbeitungggata

3.5.3 Probenaufarbeitung

Die Analysenproben wurden vor der Analyse im Wdssgrbei 20° C aufgetaut. Es
wurden 6 ml der Hirn- und Leberproben und 1 milasmaproben durch Schitteln bei
1000 Upm fir 1 Minute homogenisiert. Etwa 0,8 greki® NT wurden in NT1
Glasséaulen gefullt und mit den Plasmaproben fumib beladen. Die Analyte wurden
schlieBlich mit 6 ml Extraktionsmittel (THF: n-Hexa Ethylacetat: 2-Propanol;
160:160:160:15, v/viviv) eluiert, die aufgefangehnésungen unter Stickstoffstrom bei
40° C eingeengt und in 150 pl Methanol aufgenomnidinn- und Plasmaproben
wurden fraktioniert, auf mit etwa 5 g ExtréluNT gefiillte NT3 Glassaulen gegeben
(3 ml pro Saule) und fir 15 min beladen. Die Amalyturden dann mit 15 ml
Extraktionsmittel (THF: n-Hexan: Ethylacetat: 2-panol; 160:160:160:15 v/v/v/v) pro
Saule eluiert. Die Eluate der auf zwei Fraktionefgateilten Proben wurden jeweils
wieder vereint, unter Stickstoffstrom bei 40° C Zuiockene eingeengt und in 150 pl
Methanol aufgenommen. Nach Schutteln (3 min beD12T@00 Upm) und Behandlung
der Proben im Ultraschallbad fir 10 s wurden di@bBn fir 15 min in ein
Eiswasserbad gestellt, bevor sie fir 10 min (41@ 2000 g) zentrifugiert wurden. Der
Uberstand wurde mittels qualitativer LC-MS-Methdd¢8.1.2.2) analysiert.
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3.6 Permeationsuntersuchungen mit Caco-2-Zellen

Die fur die Transportversuche verwendeten Substanzésungen, Puffer sowie die
dafir angewandten Methoden sind im Folgenden aiifigefFir die Kultivierung der
Zellen wurden sterile Medien und Zusatze verwendrlls erforderlich wurden
Materialen durch Autoklavieren (t = 20 min; T = 22€; p = 2 bar) sterilisiert und
aseptische Arbeitsschritte unter einer Laminar-Flerkbank durchgefihrt.

3.6.1 Substanzen und Pufferlésungen

3.6.1.1 Referenzsubstanzen (siehe 3.1.1.1)

3.6.1.2 Prufsubstanzen Phytoplan, Deutschland
KBA 11-Ketof-boswelliasadure (Ch. B.: 06080202)

AKBA 3-Acetyl-11-ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 06080402)
Boswellia serrateExtrakt N.N.
NanoskaligeBoswellia serratd=ormulierung

(enthalt 10 ¥Boswellia serratéxtrakt) N.N.

Untersuchungslésung der Reinsubstanzen

In Anlehnung an 3.2.3 ,L6slichkeit von KBA und AKBAIs Reinsubstanzen® wurden
Lésungen von KBA und AKBA in einer Konzentrationnvd@0 pg/ml hergestellt. Fur
die Hemmung des P-Glycoproteins (Pgp) wurde VerdparKRB geldst (50 uM) und
diese Losung zum Verdiinnen verwendet.

Untersuchungslésung aus dem Extrakt und der nahgskaBoswellia serrata
Formulierung

In Anlehnung an 3.2.3 ,Lo6slichkeit von KBA und AKBAus dem Extrakt und der
nanoskaligerBoswellia serrataFormulierung® wurden Losungen aus dem Extrakt und
der nanoskaligen Formulierung hergestellt, die KBA einer Konzentration von
10 pg/ml und AKBA in einer Konzentration von 9,5 /my enthielten. Fur die
Hemmung des Pgp wurde Verapamil in KRB gel6st (M) und diese Losung zum
Verdinnen verwendet.

Herstellung des KRB, pH 7,4

NaCl 8,39
KCl 0,224 g
K,HPOy*3H,0 0,343 g

HEPES 249
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D-Glucose, wasserfrei 0,72 g
MgClz*6H20 0,244 g
CaCp*2H,0 0,207 ¢
Wasser ad 1000 ml

Der pH Wert wurde mit 1 M NaOH auf pH 7,4 eingdstel

3.6.2 Vorbereitung der Caco-2-Zellmonolayer

Die Vorbereitung und Durchfiihrung der Transportuehe fand am Institut fur
Pharmazeutische Technologie und Pharmakologie depreRht-Karls-Universitat
Heidelberg statt.

3.6.2.1 Kultivierung

Die Zellen wurden aus flissigem Stickstoff entnomnued auf 37° C erwarmt. Die
Zellsuspension wurde in eine Kulturflasche tbertitiie 430 ml Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), 50 ml fétales KalberserumK&), 5 ml Natriumpyruvat,
5 ml L-Glutamin (200 mM), 5 ml Penicillin/Streptoriyn (10000 U/ml) und 5 ml nicht
essentielle Aminosauren enthielt. Nach 24 StundeBiutschrank bei 37° C, in einer
Atmosphéare von 10 % COund 90 % relativer Luftfeuchteerfolgte der erste
Medienwechsel, welcher danach dreimal wochentliggafiihrt wurde. Das Wachstum
der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert. Sobalsich ein einheitlicher
Zellmonolayer bildete (Konfluenz), wirde die Zeffdrenzierung einsetzen. Um dies
zu verhindern, sollten die Zellen passagiert (sitbkert) werden.

3.6.2.2 Coaten
Die Transwelf Platten wurden mit 5 pg Kollagen pro Titber Nacht gecoatet.

3.6.2.3 Passagieren

Das Kulturmedium wurde komplett abgesaugt und dééled mit ca. 15 ml Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) gewaschen. Anschtieeurden ca. 3 ml TrypLE
Express (Trypsinersatz) zu den Zellen gegeben iggkdn den Brutschrank gestellt.
Nach etwa 15 Minuten begannen die Zellen sich varaler und dem Untergrund zu
l6sen. Die Flasche wurde vorsichtig geschwenkt, Idealt durch Spilen mit 15 ml
Kulturmedium in ein Falcon-Réhrchen Uberfihrt unigk 5 min bei 1000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und dellen in 10 ml Kulturmedium
resuspendiert. Mithilfe einer Neubauerkammer wurdger dem Mikroskop die
Zelldichte bestimmt und die Zellen dann fir dierReationsversuche mit einer Dichte
von 6,5*1¢ Zellen/cnf auf frisch gecoatete Transwell Platten mit einer
Polycarbonatfilteroberflache von 1 émnd einer Porenweite von 0,4 um ausgesét. Die
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Zellen wurden Uber einen Zeitraum von mindesten®&/&hen kultiviert. In diesem
Zeitraum entwickeln die Zellen einen Monolayer utifferenzieren sich vollstandig
aus. Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte inatie&eit dreimal wochentlich. Die
Untersuchungen sollten mit 21-28 Tage alten Zal@rchgefuhrt werden.

3.6.2.4 Untersuchung der Integritat des Zellmonolayers

Vor und nach der Durchfiihrung der Transportuntdrsngen musste die Dichtigkeit
des Zellmonolayers uberprift werden. Dazu wurde tdemnsepitheliale Widerstand
(TEER) des Monolayers unter Berlcksichtigung déemiwiderstandes mit Hilfe eines
epithelialen Voltohmmeters direkt nach dem Mediurchgel bestimmt. Filterkammern
mit Werten von weniger als 300 Ohm*¢mvurden nicht fiir die Untersuchungen
verwendet.

3.6.3 Durchfuihrung der Permeationsuntersuchungen

3.6.3.1 Untersuchung der Permeabilitat von KBA und AKBA

Zunachst wurde das Kulturmedium aus den TranSwikitten abgesaugt und KRB in
die Kompartimente gegeben, leicht geschwenkt und Rigfer wieder abgesaugt.
Anschlie3end wurden in das basolaterale Kompartinie¢h ml und in das apikale
Kompartiment 0,5 ml auf 37° C temperierter KRB dage und 30 min auf einem
Schittler (120 Upm) im Brutschrank bei 37° C, ineziAtmosphére von 10 % GOei
90 % relativer Luftfeuchte, aquilibriert. In diesefeitraum (aber nicht vor Ablauf von
15 min) wurden die TEER-Werte der Zellmonolayer tioesit. Nach Ablauf der
Vorinkubationszeit wurden die Lésungen auf beideiteé®d der Membran entfernt. Fir
die Versuche, in denen der Stofftransport von dekaden zur basolateralen Seite
untersucht werden sollte, wurden 0,5 ml der jegeili Untersuchungslésung in das
apikale Kompartiment gegeben. In das basolateralagartiment (Akzeptor) wurden
1,5 ml temperierter KRB gegeben und fur 60 Minuaem einem Schittler (120 Upm)
im Brutschrank bei 37° C, in einer Atmosphare vdh% CQ bei 90 % relativer
Luftfeuchte, inkubiert. Zur Untersuchung des Stafisports von basolateraler zu
apikaler Seite wurden 1,5 ml der vortemperiertentethuchungslésung in das
basolaterale Kompartiment (Donor) gegeben. Fir Tiansportversuche mit Pgp-
Inhibitor (Verapamil) wurde dem Transportpuffer (BR50 uM Verapamil zugefihrt.
Ferner wurde wie zuvor beschrieben verfahren. Jrane von apikaler zu basolateraler
Seite ohne Pgp-Inhibitor wurden aufRerdem bei 4°u@hdefihrt. Hierfir wurde fur
60 min auf dem Schittler im Kuhlschrank inkubi&tach Ablauf der Transportzeit von
60 min wurden die Lésungen apikal und basolataralAnalyse entnommen und durch
KRB ersetzt, bevor erneut der TEER-Wert bestimmtoeu
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3.6.3.2 Bestimmung der apparenten PermeationskoeffizieararKBA und AKBA

Die Transporte wurden bei 37° C von der apikalerdeubasolateralen Seite mit und
ohne Pgp-Inhibitor (Verapamil 50 uM) durchgefiiidach den Inkubationszeiten von
30, 60 und 90 min im Brutschrank wurden die Filtesétze aus den TranswelPlatten
entnommen und in mit frischem KRB beflllte 12-wielatten umgesetzt. Die Losungen
der basolateralen Kompartimente wurden zum jewasligPrufzeitpunkt zur
Bestimmung des apparenten Permeationskoeffizigflgy zur Analyse entnommen.
Nach 90 min wurden zusétzlich die Losungen deraeik Kompartimente entnommen
und analysiert. Nach Beendigung der Transportvaesweurden die Zellen mit KRB
gewaschen und der TEER-Wert bestimmit.

3.6.3.3 Bestimmung der Verteilung von KBA und AKBA im CaleModell

Zur Bestimmung der intrazellularen Konzentrationr derifsubstanzen wurde
nachfolgend zu 3.6.3.2 noch zweimal mit KRB gewasalnd die Caco-2-Zellen durch
Zugabe von 500 ul Methanol lysiert. Die Zelltrimnveurden samt Methanol in ein
Eppendorf Reaktionsgefald tberfuhrt und 5 min labgezhselnd im Ultraschallbad
behandelt und mittels Vortex-Mischer homogenisillidch Zentrifugieren fir 10 min
bei 8000 g wurde der klare Uberstand analysiert.

3.6.3.4 Adsorption an der Polycarbonat-Filtermembran

Es galt auszuschlieRen, dass die PriufsubstanzdanarPolycarbonatfilter adsorbieren.
Hierzu wurden 0,5 ml der in KRB geldsten Prifsubzatam auf die apikale Seite von
Transwelf-Platten ohne Zellmonolayer gegeben. In das basalat Kompartiment
wurden 1,5 ml KRB pipettiert. Nach einer Inkubatieon 90 min im Brutschrank bei
37° C wurden die Konzentrationen der apikalen wgrdb@dsolateralen Seite bestimmit.

3.6.3.5 Positivkontrolle

Die Permeabilitat von Propranolol wurde in einemKentration von 148 pg/ml von
apikaler zu basolateraler Seite bei 37° C untetsidch Inkubationszeiten von 30, 60
und 90 min im Brutschrank erfolgte die Probennaligebei den Prifsubstanzen durch
Umsetzen der Filtereinsatze in mit frischem KRB lied Platten. Die permeierte
Menge an Propranolol wurde auf der basolateraldte $mch 30, 60 und 90 min
bestimmt.

3.6.3.6 Analytik

Alle abgenommenen Proben wurden 1 zu 1 mit Methegidetzt und gemischt. Zu den
lysierten Zellen wurde in gleichem Verhaltnis KREggben und gemischt. Die
erhaltenen Ldsungen waren direkt der quantitatived-MS-Analytik (3.1.2.1)
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zuganglich. Die Proben der Positivkontrolle wurdeirekt mittels HPLC-UV-
Methode 4 (3.1.2.7) quantifiziert.

3.7 Untersuchungen zur Interaktion von KBA und AKBA mit MRP2
und OATP1B3

Die Durchfuihrung der folgenden Untersuchungen famdinstitut fir Pharmazeutische
Technologie und Pharmakologie der Ruprecht-Karlgisitat Heidelberg statt.

Die fur die Interaktionsstudien verwendeten Submgan Losungen sowie die dafur
angewandten Methoden sind im Folgenden aufgef&iirtdie Kultivierung der Zellen

wurden sterile Medien und Zusatze verwendet. Fatisrderlich wurden Materialen

durch Autoklavieren (t = 20 min; T = 121° C; p =bar) sterilisiert und aseptische
Arbeitsschritte unter einer Laminar-Flow-Werkbankahgefihrt.

3.7.1 Substanzen und Pufferlésungen

3.7.1.1 Prufsubstanzen Phytoplan, Deutschland
KBA 11-Ketof-boswelliasadure (Ch. B.: 06080202)

AKBA 3-Acetyl-11-ketof-boswelliasdure (Ch. B.: 06080402)
Boswellia serratéExtrakt N.N.

Untersuchungsldésung der Reinsubstanzen

KBA und AKBA wurden in DMSO geldst und mit KRB (fidie MRP2-Versuche) bzw.
Aufnahme-Puffer (fir die OATP1B3-Versuche) zu Komzationen von 1, 3 und
10 pg/ml verdinnt.

Untersuchungslésung aus dem Extrakt

Der Extrakt wurde in DMSO gel6st und mit KRB (furedVIRP2-Versuche) bzw.
Aufnahme-Puffer (fir die OATP1B3-Versuche) zu Komzationen von 1, 3 und
10 pg/ml KBA und 0,95, 2,85 und 9,5 pg/ml AKBA véruht.

Alle resultierenden Losungen enthielten 1 % DMSQurdb Kontrollexperimente
konnte gezeigt werden, dass bei dieser Konzentrakeine Beeinflussung des
Testsystems zu erwarten war.

3.7.2 Untersuchung der Interaktion von KBA und AKBA mit M RP2

Die MDCKII-MRP2 Zellen wurden in 96-well-Platten lkwiert und vor den Transport-
experimenten zweimal mit 37° C warmem KRB gewaschen
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Die Zellen wurden dann mit 1 uM CMFDA in Ab- und vesenheit der Testlésungen
fur 90 min auf einem Schittler (50 Upm) im Brutsafik bei 37° C inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten aig gelagert und das Medium aus
dem apikalen Kompartiment entnommen. Nach zweiraaligVaschen mit eiskaltem
KRB wurden die Zellen durch die Zugabe von 200 ptoh X-100 (1 % in KRB)
lysiert und darauf folgend 30 min geschdttelt.

Die anschlieBende Quantifizierung erfolgte mit erfduoreszenz-Plattenleser bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissiefienlange von 516 nm.

3.7.3 Untersuchung der Interaktion von KBA und AKBA mit O ATP1B3

HEK293 Zellen wurden in Minimal Essential Medium EM), welchem 10 % FKS,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0,8 mMGlutamin und 400 pg/ml
G418 (Geneticin) zugesetzt wurde, bei 37° C, 10@% hd 85 % relativer Luftfeuchte
kultiviert.

Fur die Aufnahmeversuche wurden die Zellen in noityfD-Lysin gecoatete 96-well-
Platten in einer Dichte von 8*{@ellen/well ausgesét. Die Expression von OATP1B3
wurde durch eine 24-stindige Inkubation mit 10 metriimbutyrat verstarkt. Vor den
Aufnahmeexperimenten wurden die Zellen mit 200 pifrahme-Puffer (142 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM KHPQ,, 1,2 mM MgSQ, 1,5 mM CaCJ, 5 mM Glucose und
12,5 mM HEPES, pH 7,4) gewaschen und mit dieseneifig’ Stunde inkubiert. Durch
Zugabe von 2 uM Fluo-3 und der jeweiligen Testsanmstin Aufnahme-Puffer wurde
die Reaktion gestartet und nach einer Stunde dimeimaliges Waschen mit eiskaltem
Aufnahme-Puffer beendet. Die Zellen wurden daraufhit 1 mM CaCj-Lésung, die
0,05 % Natriumdodecylsulfat (SDS) enthielt, lysiartd bei 37° C und 100 Upm fur
30 min geschiittelt.

Die Quantifizierung der Aufnahme von Fluo-3 in dfellen erfolgte mit einem
Fluoreszenz-Plattenleser bei einer Anregungsweélieg@ von 485 nm und einer
Emissionswellenlange von 530 nm.
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3.8 Chemikalien, Materialien und Laborgerate

Chemikalien fiir die Analytik

Acetonitril, p.a.
Dimethylsulfoxid, p.a.
Essigsaure 100 %, p.a.
Ethanol 96 %
Ethylacetat, p.a.
n-Hexan, p.a.
Methanol p.a.

Milli-Q Wasser
Natriumhydroxid-Lésung 27 %
Ortho-Phosphorsaure
2-Propanol, p.a.
Salzsaure 1 M

THF, p.a.
Trifluoressigsaure
Wasser, bidestilliert

Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma Aldrich, USA
Merck, Deutschland
Millipore, USA
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Riedel de Haen; Deutschland
Acros, Deutschland
Sigma Aldrich, USA
ZL, Deutschland

Chemikalien und Lésungen fir Puffer-, Kultur- unchiisportmedien

Calciumchlorid-dihydrat
Collagenase

D-Glucose
Dinatriumhydrogenphosphat
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Fructose

Glucosemonohydrat

Glycin

Hank’s balanced salt solution
Hyaluronidase

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat-trihydrat
Krebs-Henseleit-Puffer
Magnesiumchlorid-hexahydrat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat-dihydrat
Tris fur Molekularbiologie

Sigma, USA
Roche, Schweiz
Sigma, USA
Merck, Deutschland
Biochrom, Detitand
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Biochrom, Deutaotl
Roche, Schweiz
Sigma, USA
Merck, Deutschland
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Applichem, Deutschthn
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HPLC-Saulen

Hypersil BDS C-18, ,um, 150*4,0 mm
Hypersil BDS C-18, ,um, 150*4,0 mm

Nucleodur Sphinx RP-18, 5um, 250*4 mm

Purospher C-18e, 5um, 125*4,0 mm
Ultracarb ODS (30), 5 um, 30*3,2 mm

Flissig-Flissig-Extraktionssaulen

Extreluf®-NT1, 1 ml Saule
Extreluf’-NT3, 3 ml Saule
Extreluf® NT Fullmaterial
Stericaff Gr.14, 0,6 x 30 mm

Festphasen-Extraktionsséulen

Oasi€ HLB 1cc 10 mg
Manifold

Sonstige Materialien

Bordelkappen

Braunglas Schraubdeckel Probenglaser
Einmalskalpell, Cutifi{

Falcon Gefal3e 15 ml
Mikroeinsétze Standard 5 x 30 mm
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale 1,5 ml

Ritips®

Schraubdeckelglaser

Weil3glas Probenglaser N11-1
Zentrifugenglaser 10 ml
Transwelf-Platten

Well-Platten

Laborgeréte

Analysenwaage CP224S-0CE
Autosampler Agilent 1100
Autosampler Series 200
Degaser Series 200

Degaser Agilent 1100
Eppendorf-Multipette
Eppendorf-Pipette

MZ-Analysentechnik, Deutschland

Thermo, Deutschland
Machereyélageutschland
Merck, Deutschla
PhenomenexAUS

Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Braun, Deutschland

Waters, Irland
Macherey Nagel, Deutschland

Macherey Nagel, Deutschland
Agilent, USA
Braun, Deutschland
Greiner-Bio-One, Deutsahlan
Macherey Ndgeltschland
Eppendorf. Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Ritter, Deutschland
Merck, Deutschland
Macherey Nagel, Dblasd
Hannes und Konig, Dehltstd
Corning, Niederlande
Corning, Niederlande

Sartorius, Deutschland
Agilent, USA

Perkin Elmer, USA
Perkin Elmer USA
Agilent, USA
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
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HPLC-Pumpe Series 200
HPLC-Pumpe Agilent 1100
Infusionspumpe

lonenquelle Heated Nebulizer
lonenquelle Turbo V

Potter S

Probenkonzentrator DB 3D
Massenspektrometer AP 300
Massenspektrometer QTRAP 4000
Saulenofen Jetstream 2
Saulenofen Mistral
Schittelgerat VF2
Schittelgerat VX2
Stickstoff-Generator
Ultraschallbad Sonorex TK 52
UV/VIS Detektor 785A
Zentrifuge Rotina 48 R
Zentrifuge Microfuge R

Software

Analyst 1.4.1

GraphPad Prism Version 4.00
MS Office 2003

Reference Manager Version 10

Perkin Elmer, USA
Agilent, USA
Harvard, USA
MDS Sciex, Kanada
MDS Sciex, Kanada
B. Braun, Deutschland
Techne, Deutschland
MDS Sciex, Kanada
MDS Sciex, Kanada
Jasco, Japan
Spark, Holland
Janke und Kunkel, Deutschland
Janke und Kunkel, Deutschland
Whatman, Grol3britannien
Bandelin, Deutsctilan
Perkin Elmer, USA
Hettich, Deutschland
Beckmann, Deutschland

Applied Biosystems, USA
GraphPad Softwaré, US
Microsoft, USA
ISI Research S&#8 U
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4 Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchuagem Einfluss der Loéslichkeit,
des Metabolismus und der Permeabilitat auf die &id\gbarkeit von Boswelliasauren
aufgefihrt.

4.1  Auswirkung einer verbesserten Ldslichkeit von Weihauch-
praparaten auf diein vivo-Konzentrationen von KBA und
AKBA

4.1.1 KBA- und AKBA-Konzentrationen im Plasma und Hirn vo n Patienten mit
Glioblastom

Im Jahre 2002 erhieBoswellia serrateéExtrakt von der EMEA den Orphan Drug Status

zur Behandlung des peritumoralen Hirnédems und vsettdem im Rahmen der

adjuvanten Krebstherapie eingesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 27 Patienten beedezin Glioblastom diagnostiziert
wurde untersucht. Auch wenn Uber die Compliancenékdnformationen vorlagen,
nahmen laut Protokoll alle Patienten Weihrauchpdtea (Indischen- oder
Afrikanischen Weihrauch) tber einen langeren Zeitraregelmaliig ein, weshalb die
gemessenen Konzentrationen als Steady-state-Plpiggelsanzusehen sind.

Mittels in Kapitel 4.1.4 beschriebener Probenawddumg und anschlieRender
LC-MS-Analytik konnte KBA in 24 von 27 Patienteneyhalb des LLOQ detektiert
werden. Es wurden Konzentrationen von 6,1 bis 780/nl gemessen. AKBA wurde
in 15 Fallen nachgewiesen. Hier wurden Konzentngiio von 5,1 bis
233,4 ng/ml bestimmt. Bei acht Patienten waren Bliasmaspiegel unterhalb des
LLOQ, bei vier Patienten konnte AKBA nicht nachgesen werden. Die Dosierung der
Weihrauchpraparate schwankte erheblich, die Norredasy von 3-4 x 1000-2000 mg
Extrakt wurde jedoch von einem Grol3teil der Pagier@ingehalten.

Da die Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke imriorgewebe beeintrachtigt sein
kann, lag es auf der Hand zu Uberprufen, ob dieglzdhten Konzentrationen von KBA
und AKBA im Hirn fiihrt*%. Es liegen bisher nur Daten aus einer Studie gstigden
Wistar-Ratten von Reisingt al. vor, in der KBA und AKBA erstmals im Hirn von
gesunden Wistar-Ratten nachgewiesen wdfderFir diese Arbeit standen
Tumorgewebeproben von zwei Patienten zur Verfugwelche wie in Kapitel 3.2.2
beschrieben extrahiert und analysiert wurden. Esitem aber weder KBA noch AKBA
im Tumorgewebe oberhalb des LLOQ nachgewiesen werde

Tab. 4.1 zeigt die KBA- und AKBA-Konzentration imlaBma und im Hirn in
steigender KBA-Konzentration von 27 Patienten nlibkdastom.
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Tab. 4.1: Plasma- und Hirnspiegel von Patienten Glibblastom. Die Patienten haben Préaparate mit
Boswellia serrata Extrakt (B.s.E.) oder Boswellaterii Extrakt (B.c.E.) eingenommen

Patient Extrakt (Praparat) Dosierung/Tac Plasme
(Angaben laut KBA AKBA
(ID-Nr.) Patienten) (ng/ml) (ng/ml)
7 B.s.E. (Vita Well 3 x 2000 m n.d n.d
14 B.s.E. (Bioxere 2x1200 m n.d n.d
15 B.s.E. (H15 3x1200 m n.d 10,¢
16 B.s.E. (H15 3x1200 m 6,1 n.d
18 B.s.E. (H15 3x1200 m 7,7 11,2
19 B.s.E. (AKBAmMax 2 x 2 Teeloffe 11,1 <LLOQ
17 B.s.E. (H15 4 x 1200 m 16,¢ <LLOQ
22 B.c.E. (boscar 3 x 2000 my 17,7 <LLOQ
9 k.A. k.A. 18,4 <LLOQ
6 B.s.E. (H15 4 x 1600 mi 18,4 5,1
13 B.s.E. (H15 k.A. 22,¢ <LLOQ
26 B.s.E. (H15 3 x 400 my 30,1 <LLOQ
4 B.s.E. (H15 3x1200 m 34,¢ 11,8
27 B.s.E. (AKBAmMax 2 x 3 Tabl.: 35,4 <LLOQ
1 B.s.E 4 x 1600 mi 49,1 11,4
10 B.c.E. (Lebona 3 x 3000 m 71,¢ 8,C
12 k.A. k.A. 76,2 <LLOQ
25 B.s.E. (H15 4 x 1400 m 80,1 10,2
11 B.s.E. (H15 3 x 1600 m 108,¢ 16,2
8 B.c.E. (boscar 3 x1600 m 116,C nd.
5 B.sE. (Eichele 4 x 1600 mi 136,( 16,4
3 B.s.E. (H15 4 x 1600 mi 1441 12,4
24 B.s.E. (H15 3 x 1050 m 152,( 10,€
2 B.s.E 4 x 1600 m 2702 11,¢
21 B.s.E. (AKBAmMax 6 x 1 Essloffe 331,¢ 24.:
23 B.s.E. (AKBAmMax 3 x 1 Teeloffe 489,1 82,2
20 B.s.E. (AKBAmax 3-4 x 12 Tabl. 790,( 233,¢
Hirn
(ng/g) (ng/g)
24 B.s.E. (H15 3 x 1050 m <LLOQ <LLOQ
25 B.s.E. (H15 4 x 1400 mi <LLOQ n.d
k.A. keine Angabel
n.d nicht detektierbz

* Gehalt unbekan
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Angesichts dieser sehr niedrigen KBA- und AKBA-Kenirationen im Plasma und
Hirn trotz mehrmaliger Einnahme von hohen Extrakidaungen wurde Uberprift,
inwiefern eine verbesserte Ldslichkeit zu einer driéh Bioverfligbarkeit beitragen
kann.

4.1.2 Loslichkeit von KBA und AKBA im Extrakt und in ein er nanoskaligen
Boswellia serrata Formulierung
Die Loslichkeit in wassrigen Medien ist einer deaugtindikatoren fur die Loslichkeit
in der Intestinalflissigkéit. Deshalb wurde die Loslichkeit von KBA und AKBAen
wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen Boswellia serrata Extrakt, auch im
Hinblick auf noch folgende Untersuchungen in KRBeausucht, welches ein gangiges
Medium fir in vitro-Untersuchungen mit Zellsystemen darstellt. Zur unis-
vermittiung wurden 2 % DMSO zugesetzt. In diesen&entration ist bei den meisten
Zellsystemen keine Beeinflussung der Ergebnisse adeleLebensfahigkeit von Zellen
Zu erwarten.

Untersucht wurde die Lo6slichkeit der Reinsubstan@ainheit > 99 %), die eines
handelsiblicherBoswellia serrataExtrakts, der 3,77 % KBA und 3,57 % AKBA,
bestimmt mit HPLC-UV (3.1.2.4), enthielt und di@&i nanoskaligeBoswellia serrata
Formulierung, bestehend aus 10 % Beswellia serrataExtrakts, der in nanoskalige
Partikel Uberfuhrt wurde.

Die Loslichkeit von KBA und AKBA in Methanol wirdm Ph. Eur. 6.0 mit 1 g
Substanz in 1 bis 10 ml Losungsmittel angegeben karmh somit als ,gut 16slich®
betrachtet werden. Da fur dim vitro-Versuche im Rahmen dieser Arbeit eine
Prufkonzentration von 10 pg/ml gewahlt wurde, kentie Loslichkeit in Methanol als
100 % gesetzt werden und diente bei der Auswerti@ndergebnisse als Bezugswert.

Von den eingesetzten 10 pg lésten sich in 1 ml KBB pg KBA- und
8,1 ug AKBA-Reinsubstanz. Die Loéslichkeit von KBAdi AKBA im Extrakt lag bei
3,3 pg/ml und 2,7 pg/ml. Die nanoskalige Formuligru zeigte fur beide
Boswelliasauren eine Loslichkeit von 100 %. In Albl sind die Ergebnisse der
Loslichkeitsuntersuchungen dargestellt.

Im Rahmen der folgenden Tierstudie wurde gepriiftdie verbesserte Loslichkeit von
KBA und AKBA in Form einer nanoskaligen Formuliegunm Vergleich zum
unbehandelten Extrakt zu einer erhdhten Bioverfilghafihrt. Im Vorfeld missen die
hierbei verwendeten bioanalytischen Methoden vatidierden.
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Abb. 4.1: Ld&slichkeit von KBA und AKBA (LéslichkeiMethanol entspricht 100 %) in KRB mit Zusatz
von 2 % DMSO. Die Fehlerbalken geben die Standasgéthung der Einzelwerte (n=6) an

4.1.3 Bioanalytik zur Bestimmung von KBA und AKBA in Ratt enplasma, -hirn

und —leber
Zu Beginn dieser Arbeit standen zur Bestimmung WBA und AKBA aus
biologischen Matrices bereits diverse analytischethdden zur Verfigufig® >4
Eine 2005 entwickelte Methode zur Bestimmung vorAkKiBid AKBA aus Plasma und
Hirn mittels LC-MS® erwies sich mit einem LLOQ von 5 ng/ml als die
leistungsfahigste. Basierend auf dieser Methodedevuvie in Abb. 4.2 dargestellt der
neue MRM-Ubergangn/z513,3%95,3 fir AKBA festgelegt, welcher deutlich hohere
Signalintensitatswerte und ein besseres SignaldRaderhaltnis lieferte. Der MRM-
Ubergangn/z471,3%95,2 fir KBA wurde nicht verandert.
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Abb. 4.2: A Produkt-lonen-Spektrum von AKBA im positiven lienisigsmodusB Chromatogramme
von AKBA (Konz.: 5 ug/ ml) mit zwei unterschiedtictMRM-Ubergangen
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4.1.4 Probenaufarbeitung

Biologische Matrices sind komplexe Gemische mitlene Bestandteilen, die die
Analytik beeintrachtigen kénnen. Es ist daher ratsdiese in einem der Analytik
vorgeschalteten Extraktionsschritt abzutrennen. Aid Entwicklung einer neuen
Extraktionsmethode wurde verzichtet, da in der rhitigr bereits ein praktikables
Verfahren beschrieben War Es handelt sich dabei um eine sorbensgestiititesig}
Flussig-Extraktion mit Kieselgur (Extrefjt und anschlieRender Festphasenextraktion
mit Graphitsdule. Bei der sorbensgestitzten FliSKigsig-Extraktion wird die
wassrige Probe auf die Kieselgurmatrix aufgebraeit dann mit einem organischen
Losungsmittel extrahiert. Reisingt al. haben gezeigt, dass diese Extraktionsmethode
nach geringfligiger Modifikation fir die anschlieBenLC-MS-Analytik geeignet ist.
Aufgrund erhohter Selektivitat gegenuber der HPLZ-Ahalytik kann auf eine
Aufreinigung mit Graphitsdule bei der LC-MS-Anak/tim MRM-Modus verzichtet
werdert® (Abb. 4.3).

Eluieren mit 8 ml
EXtrelut® Extraktionsmedium

=

1 ml Probe 150 pl Methanol

15 min
U—> U—> u—»u —> U—PLCMS/MS

Abb. 4.3: Schema der sorbensgestiitzten FlussigsitExtraktion von KBA und AKBA aus Plasma,
Hirn- und Lebersuspension nach Reising eéfal.

4.1.5 Validierung der analytischen Methode zur Bestimmungvon KBA und

AKBA aus Lebergewebe
Vor erstmaliger Anwendung der im Rahmen dieser Arbetwickelten Methode zur
quantitativen Bestimmung von KBA und AKBA aus Lefpewebe erfolgte eine
Vorstudienvalidierung in Anlehnung an die FDA-Riafien fur bioanalytische
Methodenvalidieruntf®. Die Validierung dient dem formellen und dokumertén
Nachweis, dass eine analytische Methode fiir ihiasaEzzweck geeignet ist und die an
sie gestellten Anforderungen erfllt.

Es wurden die Parameter Spezifitdt, Linearitat, (L ®owie die intra- und interday-
Richtigkeit und Prazision geprift. Zusatzlich wudie Stabilitdt von KBA und AKBA
in Leberhomogenat und in den aufgearbeiteten Lésungntersucht und die
Wiederfindung aus dem Lebergewebe bestimmt. AlsriMaturde, um die Zahl der
Versuchstiere zu reduzieren, Schweineleber verwenBee Ubertragbarkeit der
Methode von Schweinelebergewebe auf Rattenlebelgeewirde durch Vergleichen
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der Kalibriergeraden beider Spezies verifiziert. saalich wurden die
Qualitatskontrollproben aus Rattenlebergewebe ImitteKalibriergeraden aus
Schweinelebergewebe ausgewertet.

4.1.5.1 Spezifitat

Die Spezifitdt einer analytischen Methode beschrddren Fahigkeit den Analyt in
Anwesenheit weiterer Komponenten von diesen ziewdiffzieren und quantifizieren.
Hierfur wurden Doppelblindproben (native Matrix) rnvosechs wirkstofffreien
Leberproben unterschiedlicher Herkunft analysi&s. konnten keine signifikanten
Interferenzen in den Chromatogrammen von KBA, AKBAd internem Standard
(Asiatische Saure) detektiert werden. Die Methodarde somit als spezifisch
angesehen.

4.1.5.2 Linearitat

Innerhalb eines festgelegten Messbereiches mussrfénMethode Linearitat, Prazision
und Richtigkeit bewiesen werden. Der Messbereichdié Leberproben wurde analog
zu dem der Plasmaproben von 5 ng/ml bis 1500 ntgstjelegt, da in der Leber mit
dem Plasma vergleichbare Analytkonzentrationen zwamen sind, wie die
Untersuchung einzelner Leberproben ergab. Die kit@&avurde durch Erstellen von
Kalibriergeraden an funf Tagen untersucht. Die Aspag der Geradengleichung y = a
+ bx erfolgte mittels gewichteter Regression mind&ichtungsfaktor 1A

Folgende Akzeptanzkriterien fiir die Linearitat galals international anerkantit
= + 15 % Abweichung der Kalibrierstandards vom noriémeWert, am LLOQ
+20 %
= Mindestens vier von sechs Kalibrierstandards musseerhalb der oben
genannten Grenzen liegen, kleinster und grof3teibKalstandard dirfen nicht
aul3erhalb liegen
» Ausschluss eines Kalibrierpunkts darf das statisesModell nicht verandern
= Korrelationskoeffizient 0,985
Diese Kriterien wurden bei der Bestimmung von KBAdUAKBA aus Lebergewebe

erfullt. Tab. 4.2 gibt die Werte zur Linearitat iBinzelnen wieder. Eine reprasentative
Kalibrierfunktion von KBA und AKBA ist in Abb. 4.4largestellt.



4 Ergebnisse

75

Tab. 4.2: Tabellarische Zusammenfassung der Ergsbnizur Linearitdt von KBA und AKBA aus

Lebergewebe
KBA AKBA

nominal X Ccv Bias X CcVv Bias
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (ng/ml) (%) (%)
5 5,C 2,6 -0,¢ 51 3,5 2,6
10 10,z 5.C 2,C 9,5 7,3 -4,8
50 50,7 3.4 14 50,7 2,3 14
10C 95,¢ 5,3 -4,1 92,2 4.C -7,7
50C 496,: 3,5 -0,7 486,: 3,9 -2,7
75C 741,k 5.C -1,1 724,¢ 4,3 -3,4
100C 1031, 6,8 3,1 1073,¢ 7,8 7,3
120C 1205,: 2,8 0,4 1237,¢ 4,6 3,2
150( 1499,; 54 -0,1 1561,¢ 4.8 4,1

I min 0,997¢ 0,995«

I mas 0,999: 0,999:

I mitel 0,998¢ 0,992

KBA AKBA

51 r=09921

Peakflachenverhaltnis
w
L

y=0.0032x+ 0.0057

Peakflachenverhaltnis

Abb. 4.4: Repréasentative Kalibrierfunktion von KBd AKBA aus Lebergewebe

4.1.5.3 Untere Quantifizierungsgrenze (LLOQ)

500

1000

Konzentration (ng/ml)

1500

| y=0.0038x-0.0083

r=0.9968

Konzentration (ng/ml)

1500

Der LLOQ-Wert einer bioanalytischen Methode besititrdie kleinste Konzentration,
die mit einer Prazision von 20 % und einer Richgigkon 80-120 % bestimmt werden
kann. Er wurde durch die Messung von funf unablg@rgneinander aufgearbeiteten
Proben mit einer Konzentration von je 5 ng/ml bestt. Die in Tab. 4.3 dargestellten
Ergebnisse zeigen, dass die Anforderungen der FiAtithie erfillt wurden.
LC-MS/MS-Chromatogramme von KBA und AKBA am LLOQ vee ein
Chromatogramm des internen Standards sind in Ablgezeigt.
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Tab. 4.3: Zusammenfassung der Daten zur Bestimmes$LOQ aus Lebergewebe mitn =5

KBA AKBA
nominal X Ccv Bias X Ccv Bias
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (ng/ml) (%) (%)
5 4.9 3,¢ -2,1 5,5 6,7 9,8
600
A
é 400
B
;é; 200
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Zeit (min)
_ B
2 300
— 3
£ 2003
g 3
= 100 §
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Zeit (min)
1,0et C
m
g
= 6,0e3
.‘%
g
£ 2,0e?
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Zeit (min)

Abb. 4.5; LC-MS/MS-Chromatogramme aus Lebergewaie LLOQ, A MRM: m/z 471,3 95,2
Asiatische Saure (t=1,7 min) und KBA (t=2,9 miB) MRM: m/z 513,3 95,3 AKBA
(t=4,1 min)C MRM: m/z 489,3 205,1 Asiatische Saure (t=1,7 min)

4.1.5.4 Intra- und interday-Prazision und Richtigkeit

Die Richtigkeit erlaubt es, eine Aussage Uber disvéichung eines ermittelten Werts
vom nominalen Wert zu treffen (systematischer Fghleind wird Uber die
Ergebnisabweichung (Bias) ausgedrickt. Die Prazisiodie Streuung der Einzelwerte
um den Mittelwert; ausgedriickt als Standardabweigh@uflliger Fehleff®4’

Die FDA-Richtlinie fordert die Bestimmung der Pigion und Richtigkeit innerhalb
eines Tages (intraday) und Uber mehrere Tage hifitgday). Die intraday-Prazision
und -Richtigkeit wurde durch die Analyse von funuadtatskontrollproben (QC-
Proben), jeweils im tiefen, mittleren und hohen iB@rbereich, untersucht. Die
Konzentrationen der QC-Proben im niedrigen Kalitéeeich sollten um den Faktor
drei Uber dem LLOQ, die hdochste QC-Probe im ob&mstiel des Messbereiches und
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eine weitere QC-Probe zwischen diesen beiden Kdratemen liegen. Fur die
Bestimmung der interday-Prazision und Richtigkeitréen aus den Ergebnissen der

QC-Proben an drei verschiedenen Tagen der Vargitaeffizient (CV) und der Bias
berechnet.

Fur die intra- und interday-Prazision darf der adnskoeffizient nicht groer als
15 % sein, die Richtigkeit darf eine Abweichung vbori5 % vom nominellen Wert
aufweisen. Tab. 4.4 zeigt, dass KBA und AKBA mitseaichender Prazision und
Richtigkeit aus Lebergewebe bestimmt werden konnte.

Tab. 4.4: Intra- und interday-Préazision und Riclkégt in Lebergewebe

Intraday -Prazision und Richtigkeit (n=5]

KBA AKBA
nominal X Ccv Bias X Ccv Bias
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (ng/ml) (%) (%)
15 14.¢€ 51 -0,€ 15,¢ 54 2,3
80C 812,2 8,7 1,5 787,¢ 11,¢ -1,E
130( 1286.t 6,4 -1,C 1286,( 2,6 -1.1

Interday -Prazision und Richtigkeit (d=3)

KBA AKBA
nominal X CcVv Bias X CcVv Bias
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (ng/ml) (%) (%)
15 15,1 1,2 0,8 15,¢ 2.4 5,2
80C 783,( 6,C -2,1 769,k 4.6 -3,8

130C 1278,( 5,8 -1,7 1281,: 5,4 -1,4
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4.1.5.5 Relative Wiederfindung

Die relative Wiederfindung beriicksichtigt storerignalsuppressionseffekte, welche
durch Lebermatrix hervorgerufen werden. Hierzu wardQC-Proben der drei

Konzentrationsbereiche (jeweils n = 5) mit Blindpea verglichen, die nach der
Aufarbeitung mit KBA und AKBA in den entsprechend&onzentrationen dotiert

wurden. Die mittlere relative Wiederfindung von KBM&d AKBA aus Lebergewebe

war mit der von Reising bestimmten relativen Widddung aus Plasma und Hirn
vergleichbar (Tab. 4.5).

Tab. 4.5: Relative Wiederfindung von KBA und AKBA Blasma, Hirn- und Lebergewebe

Plasm&** Hirn *4* Leber
KBA AKBA KBA AKBA KBA AKBA
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
QC-T 50,9 62,5 57,7 62,9 58,k 55,1
QC-M 57,8 49,6 66,5 59,2 53,C 50,¢
QC-H 62,3 51,0 63,0 51,5 68,1 64,4

4.1.5.6 Stabilitat

Die Stabilitat von KBA und AKBA in Lebergewebe wardei Raumtemperatur nach
24 h sowie nach drei Einfrier- und Auftauzyklen ensticht. Aul3erdem wurde die
Stabilitat tber einen Zeitraum von funf Monaten H#)° C lberpruft. Die Stabilitat
aufgearbeiteter Proben wurde nach Lagerung fur 24ein10° C im Autosampler
bestimmt. Alle Stabilititsdaten wurden mittels Q@ien der drei

Konzentrationsbereiche in Dreifachbestimmung esthittEin Toleranzbereich von
+ 15 % wird im Allgemeinen als akzeptabel erachtBie Tab. 4.6 gibt die

Stabilitatsdaten fur KBA und AKBA detailliert wiedend zeigt fir beide Analyte eine
hinreichende Stabilitat in Lebergewebe.
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Tab. 4.6: Stabilitaitsdaten von KBA und AKBA in Ligbevebe

KBA AKBA

nominal X CcVv Bias X CcvVv Bias

(ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (ng/ml) (%) (%)
Kurzzeitstabilitat 15 15,9 26 61 16,6 23 108
bei Raum- 800 8251 42 31 869,1 5,0 8,6
temperatur
(24h)n=3 1300 13797 25 6.1 14235 58 95
Stabilitat im Auto- 149 41 09 142 43 55
sampler bei 10 °C 800 71655 22 -104 722,9 24 96
(24h)n=5 1300 12711 6,0 -22 13075 81 06
Langzeitstabilitat 15 159 2,9 58 163 56 8.7
bei -20° C 800 8253 46 32 879,7 15 10,0
(5Monate)n=3 45, 13646 42 50 14603 23 123

Stabilitat nach dem Einfrieren/Auftauen (n = 3)

" 15 153 20 21 166 39 105
Stabilitat nach

einmaligem 800 840,4 7,9 51 841,3 8,9 5,2
Einfrieren/Auftauen ) 5 12779 41 17 12658 38 26
Stabilitat nach 15 161 84 73 164 66 91
dreimaligem 800 751,5 51 -6,1 768,5 7,3 -3,9
Einfrieren/Auftauen ) 5 14105 35 85 14469 42 113

4.1.5.7 Speziesvergleich

Da die Methodenvalidierung mit Schweineleber etmmlgin folgenden Versuchen
jedoch Ratten untersucht wurden, wurde die Ubdsaidgpit der Methode gepriift. An
drei unterschiedlichen Tagen wurden Kalibriergeradaus Schweine- und
Rattenlebergewebe erstellt und Steigung und Y-Acdisechnitt miteinander
verglichen. Hierbei konnten keine signifikanten &hsthiede festgestellt werden.
Reprasentative Kalibrierfunktionen sind in Abb. wi@dergegeben.
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KBA AKBA
10 & Schweineleber m Rattenleber 10 @ Schweineleber m Rattenleber
9 9 1 -
£ 84 2
g7 s
g %7 9
& 51 o
S 44 S
£ 3 g
g 24 3
[a 8 14 [a
0 T T 1 0 T T 1
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Konzentration (ng/ml) Konzentration (ng/ml)
Schweineleber: y = 0,0055x-0,0197 Schweineleber:  y =0,0065x-0,0394
Rattenleber: y = 0,0059x-0,0505 Rattenleber: y = 0,0066x-0,0542

Abb. 4.6: Reprasentative Kalibrierfunktionen von AKRind AKBA aus Schweinelebergewebe und
Rattenlebergewebe

Zur Bestatigung der Vergleichbarkeit der Kalibrigrktionen wurden an drei
unterschiedlichen Tagen mittels Rattenleber heefjesst QC-Proben der drei
Konzentrationsbereiche mit einer mittels Schweineteerstellten Kalibrierfunktion
ausgewertet. Es galten die Vorgaben der PrazisidrRichtigkeit (Tab. 4.7).

Tab. 4.7: QC-Proben aus Rattenlebergewebe, welcimit einer Kalibrierfunktion aus
Schweinelebergewebe ausgewertet wurden

Interday (d=3)

KBA AKBA
nominal X Ccv Bias X Ccv Bias
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (ng/ml) (%) (%)
15 15,5 4,6 34 15,2 3,3 1,1
80C 778,4 1,C -2,7 759,72 8,8 51
130C 1281, 3,€E -1,4 1244+ 5,6 -4.3

Es konnte gezeigt werden, dass mit dieser Method®A Kund AKBA aus
Rattenlebergewebe mittels Kalibriergerade aus Sikielebergewebe valide zu
guantifizieren sind.
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4.1.6 Revalidierung der Methode zur Bestimmung von KBA wnd AKBA aus

Plasma und Hirngewebe
Die erwahnte analytische Methd8ieur Bestimmung von KBA und AKBA aus Plasma
und Hirngewebe war bereits validiert worden. Eineg ftlen verdnderten MRM-
Ubergang von AKBA im Umfang gekiirzte ValidierungefRilidierung) wurde daher in
diesen Fallen als ausreichend erachtet (Tab. 48 ah. 4.9).

Tab. 4.8: Tabellarische Zusammenfassung der Ergsbriur Linearitat von KBA und AKBA in Plasma
und Hirngewebe

Plasme Hirn
KBA AKBA KBA AKBA
nominal X Bias X Bias X Bias X Bias
(ng/ml) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
5 5,C -0,¢ 5,C 0,7 5,C 0,3 5,3 6,4
10 10,1 0,€ 10,C -0,1 10,1 1,3 8,7 -12,7
50 53,¢ 7,8 50,C 0,C 46,2 -7,E 50,C 0,C
10C 94,¢€ -5,4 85,¢€ -14,4 92,7 -7,3 97,C -3,C
50C 497 ( -0,€ 458t -8,3 553,( 10,€ 561t 12,2
75C 770,: 2,7 785,: 4.7 764,: 1,¢ 756,¢ 0,8
100c 1009,( 0,¢ 1061, 6,1 1007,( 0,7 961,( -3,¢
120C 1204¢ 0,4 1258,¢ 4.9 - - - -
150C 1414t -5,7 1596,( 6,4 - - - -
r 0,999( 0,997( 0,297¢€ 0,996:

Tab. 4.9: Prazision und Richtigkeit in Plasma unidngewebe

Plasma intraday (n=5

KBA AKBA
nominal X Ccv Bias X Ccv Bias
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (ng/ml) (%) (%)
15 15,1 7.1 0,7 16,5 5,¢ 10,C
80C 803,2 6,6 0,4 827,2 4.8 34
130cC 1228,( 5,6 -5,E 1268,( 2,C -2,E

Hirn intraday (n=5)

15 14,4 6,2 -4,3 14,1 7,9 -5,8
400 403,0 4,7 0,7 405,6 111 14
800 764,8 3,5 -4,4 750,2 5,8 -6,2
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4.1.7 Pharmakokinetische Studie mit Ratten

In einer pharmakokinetischen Studie mit Ratten wurdntersucht, ob eine
Verbesserung der Loslichkeit voBoswellia serrataExtrakt zu einer verbesserten
Bioverfugbarkeit fihren kann. Hierfir wurden die KBund AKBA-Konzentrationen
im Plasma, der Leber und dem Hirn von Ratten naelbeGzwei verschiedener
Formulierungen Uber acht Stunden untersucht. Wigtdten wurdeBoswellia serrata
Extrakt oder die nanoskaliggoswellia serrataFormulierung in einer Einmalgabe oral
per Schlundsonde verabreicht. Der Extrakt wurd&nalogie zu bereits durchgefihrten
Studier?® mit 240 mg/kg Korpergewicht dosiert. In dieser Kentration konnte eine
signifikante Reduktion des Odem- und Tumorvolumestwvie eine verlangerte
Uberlebenszeit bei Gliom-implantierten Ratten ggzeierdef. Die verabreichte
nanoskalige Formulierung enthielt dBoswellia serrataExtrakt zu 10 % und wurde
demzufolge in einer Dosis von 2,4 g/kg Korpergewichierabreicht. Die
Untersuchungen wurden mit 35 gesunden Wistar-Rattenhgefuhrt, von denen 15
Tiere mit dem Extrakt gefuttert wurden, 15 Tieree dianoskalige Formulierung
erhielten und 5 Tiere als Kontrollgruppe ein PlacéBgarosesuspension) bekamen.
Die Plasma-, Leber- und Hirnkonzentrationen von KidgAl AKBA wurden bei jeweils
funf Tieren der Verumgruppen nach zwei, vier unkit &tunden bestimmt (Abb. 4.7).

Im Plasma, der Leber und dem Hirn der Tiere der tidgruppe wurden nach
zweieinhalb Stunden weder KBA noch AKBA nachgewmese

B. serrataExtrakt, 240 mg/kg p.o. 2.4.8h Entnahme von
— ~ —» Plasma, Hiin—— Extraktion

NanoskaligeB. serrata und Leber

Formulierung, 2,4 g/kg Wist IDQ tt
IStar-ratten

(110-150 g)
Abb. 4.7: Schema der Bioverfligbarkeitsstudie mit&iRatten

Im Plasma der mitBoswellia serrata Extrakt geflutterten Tiere wurden KBA-
Konzentrationen von 7,0 bis 91,4 ng/ml gemessen, Zveei Tieren lag die
Konzentration unterhalb des LLOQ, AKBA konnte in rig@ntrationen von 14,6 bis
191,0 ng/ml nachgewiesen werden. Die KBA-Konzeignatler mit der nanoskaligen
Boswellia serrataFormulierung gefutterten Tiere reichte von 21,8 18,1 ng/ml und
fur AKBA von 43,6 bis 241,1 ng/ml. In Tab. 4.10 didie Plasmakonzentrationen im
Einzelnen aufgefuhrt. Abb. 4.8 zeigt den Verlaufr dEBA- und AKBA-
Konzentrationen lber die Zeit. Die Extrakt-Gruppereieht einen maximalen
PlasmaspiegelX ausn = 5) von 48,4 ng/ml KBA und 133,2 ng/ml AKBA naezlvei
Stunden. Die Gruppe, die die nanoskalige Formuligrbekam, erreicht nach zwei
Stunden einen durchschnittlichen Plasmaspiegel4®@ ng/ml KBA und 152,3 ng/ml
AKBA. Danach fallen die Wirkstoffspiegel beider @pen wieder ab. Nach vier
Stunden steigen die Spiegel der Gruppe, die dieskatige Formulierung bekam aber



4 Ergebnisse 83

erneut leicht an, um nach acht Stunden einen PEsegel von 67,1 ng/ml KBA und
156,8 ng/ml AKBA zu erreichen.

Tab. 4.10: Konzentration von KBA und AKBA im Plaswoa Wistar-Ratten nach einmaliger oraler
Gabe von Boswellia serrata als Extrakt (Dosierung02mg/kg Koérpergewicht) oder
nanoskaliger Formulierung (Dosierung 2,4 g/kg Kagewicht)

B. serrata Extrakt Nanoskalige B. serrata Formulierung
t  Ratte KBA AKBA KBA AKBA
(h) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
2a 37,3 119,0 28,2 43,6
2b 45,0 176,9 74,3 241,1
2 2c 914 191,0 27,8 84,1
2d 13,9 25,2 65,1 166,0
2e 54,6 154,2 54,2 227,0
4a 24,8 71,0 56,8 1443
4b 61,7 93,5 31,3 124,0
4 4c 20,7 43,0 24,9 94,3
4d 22,4 79,2 32,5 161,0
de 47,2 90,5 21,8 82,6
8a <LLOQ 48,4 59,1 2245
8b <LLOQ 14,6 315 75,8
8 8c 7,0 22,3 118,1 165,0
8d 17,2 55,0 72,7 148,9

8e 31,6 69,7 54,3 169,7
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In der Leber der mitBoswellia serrataExtrakt gefltterten Tiere wurden KBA-
Konzentrationen von 72,3 bis 475,0 ng/g Lebergewgdraessen. Bei zwei Tieren lag
die Konzentration unterhalb des LLOQ. AKBA wurdeKkonzentrationen von 71,8 bis
924,8 ng/g Lebergewebe detektiert. Die KBA-Konzatn der mit nanoskaliger
Boswellia serrataFormulierung gefutterten Tiere reichte von 210j¢ 638,0 ng/g
Lebergewebe, wobei der Wert eines der Tiere unitedes LLOQ lag. AKBA wurde in
dieser Gruppe in Konzentrationen von 186,3 bis J28Q/g Leber detektiert. Tab. 4.11
zeigt die Konzentrationen von KBA und AKBA in Lelewebe detailliert. Die
Leberspiegelkurven sind in Abb. 4.8 dargestellt.e DiExtrakt-Gruppe erreicht
Konzentrationen von 280,2 ng KBA/g Lebergewebe naeh Stunden und 626,4 ng/g
AKBA nach zwei Stunden X ausn = 5). In der Gruppe, die die nanoskalige
Formulierung bekam, wurden Konzentrationen von 368/g KBA und 845,7 ng/g
AKBA nach acht Stunden detektierk (ausn = 5). Der Verlauf der Kurven ist mit den
Plasmaspiegelkurven vergleichbar.

Tab. 4.11: Konzentration von KBA und AKBA in debérevon Wistar-Ratten nach einmaliger oraler
Gabe von Boswellia serrata als Extrakt (Dosierung02mg/kg Koérpergewicht) oder
nanoskaliger Formulierung (Dosierung 2,4 g/kg Kagewicht)

B. serrata Extrakt Nanoskalige B. serrata Formulierung

t  Ratte KBA AKBA KBA AKBA

(h) (ng/g Gewebe) (ng/g Gewebe) (ng/g Gewebe)  glgmGewebe)
2a 188,5 578,8 226,7 264,8
2b 269,3 924,8 638,0 1150,0

2 2c 371,8 896,1 263,1 489,3
2d 92,2 71,8 394,2 584,5
2e 399,0 658,7 335,6 1040,6
4a 178,6 331,1 382,5 877,7
4b 475,0 511,0 251,5 704,9

4 4c 437,9 619,4 210,4 566,0
4d 175,0 380,8 301,9 688,5
de 134,6 212,5 <LLOQ 186,3
8a <LLOQ 377,1 303,7 1035,5
8b <LLOQ 129,8 303,9 569,9

8 8c 72,3 216,8 567,6 661,8
8d 153,3 275,7 615,9 741,1

8e 230,1 465,0 550,5 1220,0
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Im Hirn der mitBoswellia serrataExtrakt gefutterten Tiere konnten in nur vier von
funfzehn Tieren KBA-Konzentrationen oberhalb deOlQQ gemessen werden (56,4 bis
86,9 ng/g Hirn), AKBA wurde in Konzentrationen v&0,3 bis 335,5 ng/g Hirn
nachgewiesen. Die mit nanoskaliggoswellia serrataFormulierung gefltterten Tiere
wiesen KBA-Hirnspiegel auf, die in sieben von fletim Fallen oberhalb der LLOQ
lagen (58,8 bis 150,8 ng/g Hirn), AKBA konnte in fa@ntrationen von 159,7 bis
438,1 ng/g Hirn nachgewiesen werden. In Tab. 4id@ die Konzentrationen von KBA
und AKBA in Hirngewebe detailliert aufgefuhrt.

Die Konzentrations-Zeit-Kurven fur KBA und AKBA ginn Abb. 4.8 dargestellt.

Tab. 4.12: Konzentration von KBA und AKBA im HionwVistar-Ratten nach einfacher oraler Gabe
von Boswellia serrata als Extrakt (Dosierung 240/kagKorpergewicht) oder nanoskaliger
Formulierung (Dosierung 2,4 g/kg Korpergewicht)

B. serrata Extrakt Nanoskalige B. serrata Formulierung

t Ratte KBA AKBA KBA AKBA

(h) (ng/g Gewebe) (ng/g Gewebe) (ng/g Gewebe)  glmGewebe)
2a <LLOQ 188,8 <LLOQ 159,7
2b 56.4 335,5 < LLOQ 249,6

2 2c <LLOQ 201,8 <LLOQ 200,0
2d <LLOQ 90,3 <LLOQ 239,8
2e 61,8 246,4 63.7 348,3
4da <LLOQ 220,7 72,3 306,6
4b 86.9 300,9 < LLOQ 291,3

4 4c <LLOQ 144,4 <LLOQ 277,0
4d <LLOQ 215,2 <LLOQ 400,0
de 66,0 255,1 150,8 374,2
8a <LLOQ 264,0 58,8 358,9
8b <LLOQ 98,3 <LLOQ 232,2

8 8c <LLOQ 121,0 67,2 213,3
8d <LLOQ 167,3 65,5 266,1

8e < LLOQ 201,7 73,1 438,1
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Abb. 4.8: Konzentration von KBA und AKBA in Plasrhaber und Hirn von Wistar-Ratten nach
einmaliger oraler Gabe von Boswellia serrata ExtréRosierung 240 mg/ kg Kérpergewicht)
oder nanoskaliger Boswellia serrata Formulierungp@erung 2,4 g/ kg Kérpergewicht)
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4.2 Metabolismusuntersuchungenn vitro und in vivo

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchurgem Metabolismus von
Boswelliasauren aufgefuhrt. Aus den Resultatenesokrste Hinweise gewonnen
werden, inwieweit der Metabolismus der Boswelliaséu Einfluss auf deren
Bioverfugbarkeit hat.

4.2.1 Metabolische Stabilitat von KBA und AKBA in vitro

Um bewerten zu kdnnen, welchen Anteil die hepatiddietabolisierung der beiden am
starksten wirksamen Boswelliasauren, KBA und AKBAn deren geringen
Bioverfugbarkeit hat, wurde die metabolische Sttitiln RLM, HLM und Hepatozyten
untersucht.

4.2.1.1 Metabolische Stabilitat in Ratten- und Humanleb&rosomen

KBA und AKBA wurden in Dreifachbestimmung mit RLMhd HLM inkubiert und die
Abnahme der Ausgangskonzentration Uber die Zeilysieat. In Abb. 4.9 ist die
Durchfuhrung der Inkubation mit RLM und HLM schemsah dargestellt.

Probe Methanol
15, 30, 60, 120 min Zentrifugieren
_—> _— > —» LC-MS/MS
37°C Proteinfallung

Abb. 4.9: Schema der Inkubation von KBA und AKBA RbLM und HLM zur Bestimmung der
metabolischen Stabilitat

KBA unterlag sowohl in RLM als auch in HLM einem sgepragten Phase-I-
Metabolismus. In RLM wurden bereits nach 15 min medls 80 % der

Ausgangskonzentration metabolisiert und wenigerlaf% waren nach zwei Stunden
Inkubation noch detektierbar. In HLM wurden nachmih bereits 60 % metabolisiert,
nach zwei Stunden waren nur noch knapp 10 % dergaagskonzentration im
Inkubationsansatz Ubrig. AKBA hingegen erwies salb weniger empfindlich far

Phase-I-Metabolisierungen. In RLM und HLM konntem &nde der Inkubationszeit
noch tber 80 % der eingesetzten Konzentration tetelverden (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Metabolische Phase-I-Stabilitdit von KB und AKBA @&) in RLM und HLM. Die
Fehlerbalken zeigen die Abweichungen der Einzebw@t3) vom Mittelwert.

In einem weiteren Experiment sollte mit Hilfe vohM® und HLM untersucht werden,
ob KBA und AKBA Phase-II-Glucuronidierungsreaktionenterliegen und welchen
Einfluss diese auf die metabolische Stabilitdt hmabBurch Einsatz von UDP-
Glucuronséaure anstelle von NAPDH als Cofaktor waréaase-II-Glucuronidierungs-
reaktionen katalysiert. Weder in RLM noch in HLMrkie nach einer Inkubationszeit
von 60 min fur KBA und AKBA eine Abnahme der Ausgakonzentration festgestellt
werden. Auch Uber ein Screening nach Metabolitemien keine KBA- oder AKBA-
Glucuronide (4.2.3.1) identifiziert werden.

4.2.1.2 Metabolische Stabilitat in Rattenhepatozyten (RH)

Die in dieser Arbeit verwendeten Hepatozyten wurdas einer méannlichen Wistar-
Ratte frisch isoliert und wiesen eine Lebensfahigken mehr als 85 % auf. Die RH
wurden mit KBA und AKBA in Sechsfachbestimmung ibiert und die Abnahme der
Konzentration Uber die Zeit untersucht (Abb. 4.Tlig Aktivitat der CYP-Enzyme und
der Sulfotransferasen (SULT) wurde Uber deren Hditig 7-Ethoxycoumarin zu

7-Hydroxycoumarin und 7-Hydroxycoumarin-Sulfat zuetabolisieren in zwei

Anséatzen beurteilt. Die SULT wurden als TestgroBevghlt, weil diese in der Ratte
eine hohere Aktivitat als die UDP-Glucuronyltramafen aufweisen.

Probe Brutschrank Methanol
15, 30, 60, 120 min Zentrifugieren
—_— > —_— > ——» LC-MS/MS
37°C Proteinfallun

Luft:CO, (95:5)

Abb. 4.11: Schema der Inkubation von KBA und AKBA RH zur Bestimmung der metabolischen
Stabilitat
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Die metabolische Stabilitdét von KBA und AKBA in R¥erhalt sich ahnlich wie in

RLM und HLM. Abb. 4.12 zeigt, dass KBA nach 30 nidereits zu tUber 80 %
metabolisiert worden war und nach zwei Stunden gemials 10 % der

Ausgangskonzentration Ubrig waren. AKBA erscheinthain RH metabolisch stabiler
als KBA, so kdnnen mehr als 80 % der Anfangskomaéinh nach zwei Stunden noch
nachgewiesen werden.

=
S 2} [o5) o
o o (=) o
" " "

% der Ausgangskonzentration
N
o

o

0 15 30 60 120
Zeit (min)

Abb. 4.12: Metabolische Stabilitat von KB&) (und AKBA @) in RH. Die Fehlerbalken zeigen die
Abweichungen der Einzelwerte (n=6) vom Mittelwert.

Zur Identifizierung der gebildeten Metabolite wurdeeine geeignete
massenspektrometrische Methode entwickelt

4.2.2 Entwicklung einer massenspektrometrischen Methodeur Identifizierung

von Metaboliten der Boswelliasduren
In dieser Arbeit wurde fir die Entwicklung und sg@ét Anwendung der Methode zur
Identifizierung von Metaboliten der Boswelliasduesne QTrap genutzt. Das Vereinen
der Vorteile zweier Massenanalysatoren erlaubt didentifizierung und
Charakterisierung von Metaboliten in einer einzigessundf>*?3 Abb. 4.13 zeigt den
schematischen Aufbau des genutzten analytischaei8ys

||/ Q1 q2 Q3/UT
| l | l
| HPLC APCI ":I

”\ |0 | | :l?

Kollisionsgas Detektor

Abb. 4.13: Schematische Darstellung einer QTrapvarigeschalteter HPLC und APCI-Quelle
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In dieser Arbeit wurde der Metabolismus von seclsviglliasduren untersucht. Die
bereits zur Verfigung stehende LC-MS-Methode voisiRget al. detektiert KBA und
AKBA durch lonisierung mittels APCI im positiven Ma<°. Um das
massenspektrometrische Verhalten von sechs Boaséliien (KBA, AKBA,
a-Boswelliasaure o BA), Acetyl-a-Boswelliasaure (ABA), B-Boswelliasaure fBA),
Acetyl-B-Boswelliasaure (BBA)) erfassen zu kdénnen, wurden die Analyte in &ine
Methanol-Wasser-Gemisch (50:50, v/v) gelost undr idiee Pumpe direkt in die mit
einer APCI-Quelle ausgestatteten QTrap infundiddie Boswelliasauren ohne
Ketofunktion zeigten im positiven Modus eine nuhrsgeringe Signalintensitat der
[M+H]*-lonen. Im negativen Modus hingegen war diese bédena sechs
Boswelliasauren ausreichend hoch. Vor diesem Hjnted wurde fiur die folgenden
Untersuchungen der negative lonisierungsmodus dewahrab. 4.13 sind die fir die
Identifizierung der Metabolite detektierten [M-Hpnen der Boswelliasduren
dargestellt.

Tab. 4.13: [M-HJ-lonen der Boswelliasauren

KBA AKBA aBA AaBA BBA ABBA
(m/2) (m/2) (m/2) (m/2) (m/2) (m/2)

[M-H]~ 469,2 511,3 455,3 497,3 455,3 497,3

Um eine ausreichende Ionenausbeute der Analyte #angen wurden die
substanzspezifischen Parameter flr jede der sedssvedliasduren optimiert. Die
acetylierten Boswelliasauren benétigten hierbei dmggere  Spannungen an der
Eintritts6ffnung zum QO (Orifice) als die Boswell&uren ohne Acetyl-Gruppe. Die
optimale Spannung am Fokussierungsring war jedectalten sechs gleich. Auch die
Energie, mit der die Boswelliasduren in die Kotlisszelle (g2) beschleunigt werden
mussten, um eine optimale Produkt-lonen-Ausbeute edangen, war bei den
Boswelliasduren mit Acetyl-Gruppe geringer als bden nicht acetylierten
Boswelliasauren. Die optimierten Spannungseinstgba sind unter 3.1.2.2 aufgefuhrt.

Zur lIdentifizierung von Metaboliten wurde nach @men Massen (,Multiple lon

Monitoring“, MI) der vermuteten, durch oxidative &ionen der Cytochrom-P450-
Enzyme gebildeten Metabolite gescreent. Die lindanenfalle der QTrap wurde fur
die Suche nach weiteren Metaboliten genutzt. Sradglicht das Scannen eines
Massenbereichs mit hoher Sensitivitat (,Enhanced &8gle MS*, EMS). Die

identifizierten Metabolite wurden durch AufnahmenviMS/MS-Spektren verifiziert.

Die im Produkt-lonen-Modus (,Enhanced Product IgnEPI) detektierten Produkt-
lonen wiesen ein fur die Metabolite und fir die Weliasauren charakteristisches
Fragmentierungsverhalten auf. Durch Kenntnis des Boswelliasduren und deren
Metabolite entstandenen Fragmente konnten aul3ewdstare ,unvoreingenommene*”
Scans nach weiteren Metaboliten im Vorlaufer-loMwdus (,Precursor lon Scan®,
PreclS) durchgefuhrt werden. Dadurch konnten akaldolite, welche ein bestimmtes,
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gemeinsames Fragment bilden, in einer Messung tirtekverden. Nach Phase-II-
Metaboliten wie Glucuroniden, Sulfaten oder AminogaKonjugaten wurde auf3er im
MI- und EMS-Modus auch im Neutralverlust-Modus (\Nal Loss”, NL) gescreent.
Dadurch kénnen alle Phase-lI-Metabolite, die dufdfiisions-induzierte-Dissoziation
(CID) im g2 z.B. Glucuronséure oder verschiedeneinsauren verlieren, detektiert
werden. Eine besonders hilfreiche Funktion der @Tisa die ,Information dependent
acquisition” (IDA). Mit dieser Methode kénnen vengadene Modi miteinander
kombiniert werden. Zur Identifizierung von Metalteh wurde ein EMS-Scan
durchgefuhrt. Die Software hat daraufhin eine vothestimmte Anzahl der héchsten
Peaks herausgefiltert und fir diese mittels EPeBdiber Produkt-lonen aufgenommen
(EMS-IDA-EPI), wodurch Metabolite innerhalb einer ebsung identifiziert und
verifiziert werden konnten. Durch die Anwendung vdRA konnte aul3erdem
Probenmaterial gespart werden. Tab. 4.14 zeigtlébsesicht der angewandten Modi.

Tab. 4.14: Angewandte Modi zur Identifizierung Wetdifizierung von Metaboliten mittels LC-MS

Modus

Arbeitsweise der Massenanalysatoren

Anwendg

Single/ Multiple
lon Monitoring
(SIM/ M)

Enhanced Q3
Single MS (EMS)

Product lon Scan
(PIS)

Enhanced Product
lon Scan (EPI)

Precursor lon
Scan (PreclS)

Neutral Loss Scan
(NL)

Information
Dependent
Acquisition (IDA)

Im Q1 werden ein oder mehrere Vorlaufer-lonen
herausgefiltert, im g2 und Q3 sind nur
Hilfsspannungen zur Durchleitung angelegt

Im Q1 und g2 sind nur Hilfsspannungen zur
Durchleitung angelegt. Q3 operiert als lineare
lonenfalle, in der lonen gesammelt und dann
gescannt werden

Festgelegtes Vorlaufer-lon wird im Q1
herausgefiltert, im g2 mittels CID dissoziiert ute
entstandenen Produkt-lonen im Q3 gescannt

Analog PIS, Q3 fungiert jedoch als lineare lon#defa
es resultiert eine erhéhte Sensitivitat gegentber P

Im Q3 wird ein festgelegtes, durch CID im g2
entstandenes, Produkt-lon beobachtet. Wenn dies
entsteht, wird auf die entsprechenden Vorlaufer-
Massen geschlossen

Registrierung einer fest eingestellten
Massendifferenz (Abspaltung eines Neutralteilchens
im g2) zwischen Q1 und Q3

Verschiedene Scan Methoden kénnen spezifisch
miteinander kombiniert werden, um mit einer
Injektion mdglichst viele Daten zu sammeln

Identifizierung
erwarteter Metabolite

Identifizierung sonstiger
Metabolite

Verifizierung der
identifizierten
Metabolite

Verifizierung der
identifizierten
Metabolite

Unvoreingenommene
Detektion von
Metaboliten

Identifizierung von
Phase Il Metaboliten

EMS-IDA-EPI
NL-IDA-EPI
PreclS-IDA-EPI
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Die in der Literatur fur Boswelliasauren beschrisdr® HPLC-Methoden sind

Umkehrphasen-Systeme mit RP-18 Trenns&af8i>°°18 Fiir die LC-MS-Methode

zur ldentifizierung und Verifizierung von Metabelit der Boswelliasduren erwies sich
eine RP-18-Trennsaule mit 30 mm Saulenldnge, 3,2 Durchmesser und einer
KorngroRe von 5 um als geeignet. Die mobile Phatetes sich aus Methanol und
Wasser zusammen. Auf Zusatz von S&ure musste kegziaverden, weil die

lonenausbeute der schwach sauren Boswelliasduremibdrigen pH-Werten im

negativen lonisierungsmodus geringer ist und dddki€inere Signale resultierten. Um
eine hinreichende chromatographische Auftrennumgedeeiligen Boswelliasaure und
ihrer Metabolite zu erlangen, wurden zwei Gradieptegramme entwickelt (3.1.2.2).
Die Elution beginnt mit einer polaren Mischung &disthanol und Wasser (50:50, v/v),
welche in einem linearen Gradienten in kurzer Zeil00 % Methanol wechselt. Polare
Metabolite werden dadurch vor, unpolare Metabolitach der jeweiligen

Boswelliasaure eluiert. Eine Flussgeschwindigkesn V0,6 ml/min erwies sich in

Kombination mit der relativ kurzen Trennsdule aleeignet. Mit diesem

chromatographischen System konnten die Boswelliasawon ihren Metaboliten

ausreichend abgetrennt werden, so dass eine emelddentifizierung mdglich war.

Die Analysenzeit lag mit 22 min fur eine Gradientdation in einem vertretbaren

Rahmen.

4.2.3 Identifizierung der Metabolite von Boswelliasaurenin vitro

4.2.3.1 Identifizierung der Metabolite von sechs Boswe#iagn in RLM

KBA, AKBA, aBA, AaBA, BBA und ABBA wurden in Doppelbestimmung mit RLM
nach dem in Abb. 4.14 dargestellten Schema inkulidenrch Zugabe des NRS wurden
Phase-I-Metabolisierungsreaktionen katalysiert. Dm¢ersuchungen zur metabolischen
Stabilitat haben gezeigt, dass 60 min fur die Bigluon Metaboliten ausreichend sind.

Probe Methanol
60 min Zentrifugieren
> > > » LC-MS/MS
]
37°C Proteinfallung Festphase-

extraktion

Abb. 4.14: Schema der Inkubation von Boswelliasdumit RLM zur Identifizierung der Metabolite

Fur KBA (Abb. 4.15 A) konnten Metabolite mit den 8&enverschiebungen von +16,
+32 und +14 u zu KBA detektiert werden. Auf der BErsspum/z485,3 (entsprechend
+16 u Massenverschiebung) konnten drei Metabokteldiert werden (Abb. 4.15 B).
Da diese vor KBA eluierten, handelt es sich wahesdith um monohydroxylierte
KBA-Derivate, welche hydrophiler als KBA sind. Ded/ermutung wird durch den
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Vergleich der MS/MS-Spektren von KBA und diesen abetiten gestarkt. Wahrend
das MS/MS-Spektrum von KBA Fragmente mitz 376,4, 391,3, 407,3 und 451,3
(Abb. 4.15 E) zeigte, erzeugten die drei monohydiexten Derivate dieselben
Fragmente mitm/z 392,2, 407,2, 423,2 und 467,3 (Abb. 4.15 F) mitr de
charakteristischen Massenverschiebung von +16 & stark auf eine zusatzliche
Hydroxyl-Gruppe hindeutet. Auf der Massenspurfz 501,2 (entsprechend +32 u)
konnten diverse Metabolite bei t = 2,4 bis 7,8 meatektiert werden, die im MS/MS-
Spektrum Produkt-lonen mit einer charakteristiscMassenverschiebung von +32 u
im Vergleich zu denen von KBA bei/z408,2, 423,1 und 439,3 ergaben (Abb. 4.15 C,
G). Diese Ergebnisse deuten auf zwei zusatzlichdrdxyl-Gruppen hin. Weiterhin
wurden zwei Signale bei t = 5,4 und 8,0 min miteen[M-H]-lon mit m/z 483,2
detektiert (Abb. 4.15 D), was einer VerschiebungMasse von +14 u entspricht. Wie
auch schon zuvor zeigt sich im MS/MS-Spektrum wiedige charakteristische
Verschiebung der Fragmentmassen um +14 u zu denRB§menten mitn/z 390,2,
405,2 und 421,3 (Abb. 4.15 H), woraus zu schlieiBerdass diese Produkte aus KBA
gebildet wurden. Die Peaks bei 10,9, 11,1 und t#lfv stammen nicht von KBA, weil
sie auch in der Kontrolle sichtbar waren und nidas fir KBA charakteristische
Fragmentierungsmuster zeigten.

Wie bereits erwahnt (4.2.1.1) wurde der Versuchsanszur Bestimmung der
metabolischen Stabilitdt bei Phase-lI-Glucuronulgsreaktionen auch auf die
Anwesenheit von Glucuronsaure-Konjugaten untersubhirch NL-Scans (NL176)
wurde nach Glucuronsdure-Konjugaten von KBA oderenleMetaboliten gesucht.
AulRerdem erfolgten PreclS-Scans basierend auf d&h-FRragmenten mitm/z 391,
407, 423 und 421. Weder von KBA noch von KBA-Metigiea konnten Konjugate mit
Glucuronsaure detektiert werden.
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Abb. 4.15: SIM-Chromatogramme und Produkt-loneakBpn von KBA (A, E) und den entsprechenden
Metaboliten mit Massenverschiebungen von +16 uHB,+32 u (C,G) und +14 u (D,H)

in vitro im negativen lonisierungsmodus
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Die Untersuchungen zur metabolischen StabilitdRliM und RH haben gezeigt, dass
die metabolische Umwandlungsrate von AKBA gerinigeials die von KBA. Folglich
wurden fir AKBA in RLM (Abb. 4.16 A) auch nur Metalte mit einer
Massenverschiebung von +16 u detektiert. Die Magsenm/z 527,3 zeigte drei
monohydroxylierte AKBA-Derivate bei t = 7,7, 8,2d18,4 min (Abb. 4.16 B). Wie bei
KBA wurde die Zuordnung der Metabolite zu AKBA dbré1S/MS-Daten bestétigt.
Die MS/MS-Spektren von AKBA (Abb. 4.16 C) und dengietaboliten (Abb. 4.16 D)
zeigten beide als charakteristisches Fragment loigsspaltene Acetat-lon bei/z 59,0,
was stark darauf hindeutet, dass diese Metabolite AKBA gebildet wurden. Die
Peaks bei 11,2 und 13,6 min stammen nicht von AKB@&i| sie auch in der Kontrolle
sichtbar waren und nicht das flir AKBA charaktesigtie Fragment zeigten.

Auch fur AKBA wurde die inkubierte Lésung zur Besthung der metabolischen
Stabilitat bei Phase-II-Glucuronidierungsreaktior{ér2.1.1) auf die Anwesenheit von
Glucuronsaure-Konjugaten untersucht. Die Analytifolgte wie fir KBA durch NL-
Scans (NL176) und PreclS-Scans (basierend auf ménb9-Fragment). Weder von
AKBA noch von AKBA-Metaboliten konnten Konjugate tmslucuronsaure detektiert

werden.
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Abb. 4.16: SIM-Chromatogramme und Produkt-loneak8pn von AKBA (A, C) und des entsprechenden
Metaboliten mit der Massenverschiebung von +16 y [@B in vitro im negativen

lonisierungsmodus
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Die Inkubation vonoBA (Abb. 4.17 A) mit RLM fuhrte zur Bildung diverse
Metabolite mit Massenverschiebungen von +16 und #32Auf der Massenspur
m/z471,3 wurden drei Metabolite detektiert (Abb. 4B)7 Da diese vouBA eluieren,
handelt es sich wahrscheinlich um monohydroylieB&-Derivate, welche hydrophiler
als aBA sind. Bei Vergleich der MS/MS-Spektren sind dieagmente voruBA bei
m/z361,3, 393,3, 409,3 und 437,3 (Abb. 4.17 D) um t#th&rschoben (Abb. 4.17 E),
was wiederum auf eine zuséatzliche Hydroxyl-Gruppeléutet. Weiterhin wurden bei
m/z 487,3 (entsprechend +32 u Massenverschiebung)dimgdroxylierte Metabolite
detektiert (Abb. 4.17 C), welche die charaktergdten um +32 u verschobenen
Fragmentierungschemas veBA zeigten (Abb. 4.17 F).
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Abb. 4.17: SIM-Chromatogramme und Produkt-loneak8pn voruBA (A, D) und den entsprechenden
Metaboliten mit Massenverschiebungen von +16 uEBund +32 u (C, F) in vitro im
negativen lonisierungsmodus

Abb. 4.18 A, B und C zeigen die SIM-Chromatogramman BBA, der mono-
hydroxylierten pBA-Derivate und der dihydroxylierteABA-Derivate, die analog der
aBA-Derivate gebildet wurden. Die MS/MS-Spektren pAR.18 E, F und G) zeigten
die bekannten fur die Metabolite verschobenen Fesierungsmuster. Zusatzlich
wurde auf der Massenspo/z 503,2 (entsprechend + 48 u Massenverschiebung) ein
weiterer Metabolit bei t = 4,5 min detektiert (AbB.18 D), der zwei fUrBBA
charakteristische Fragmente zeigte, welche um tt ¥&schoben waren und somit auf
ein trihydroxyliertes Derivat voABA hindeuteten (Abb. 4.18 H). Der Peak bei 0,3 min
stammt nicht vofiBA, weil er auch in der Kontrolle sichtbar war umdht das fUpBA
charakteristische Fragmentierungsmuster zeigte.

Weder fur AtBA noch fiur A3BA konnten durch Inkubation mit RLM Metabolite
detektiert werden.
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Abb. 4.18: SIM-Chromatogramme und Produkt-lonenk8pe vonsBA (A, E) und den entsprechenden
Metaboliten mit Massenverschiebungen von +16 uRB+32 u (C, G) und +48 u (D, H)
in vitro im negativen lonisierungsmodus

Da in keiner der Kontrollinkubationen die oben gaman Metabolite detektierbar
waren, wird angenommen, dass die identifizierted warifizierten Boswelliasaure-
Derivate (Tab. 4.15) durch enzymatische Metabalisigsreaktionen entstanden sind.

4.2.3.2 ldentifizierung der Metabolite von KBA und AKBA iRattenhepatozyten

Fur diese Untersuchungen stand die QTrap nichtVaufigung. Es wurde daher ein
QQqQ fur die Analytik genutzt. EMS-Scans wurdentstait der linearen lonenfalle mit
dem Q1 durchgefuhrt. Der EPI-Modus der QTrap wuddech den PIS-Modus des
QqQ-Instruments ersetzt. IDA war nicht moéglich,ealibrigen Scan-Modi konnten
unverandert durchgefihrt werden. Da bei diesemmunmsgnt mit geringerer Sensitivitat
als bei der QTrap zu rechnen war, wurden die Inkaban mit héheren KBA- und
AKBA-Konzentrationen durchgefuhrt. Ausgewertet wemddie Analysenansétze der
metabolischen Stabilitdt von KBA und AKBA in RH 60 min Inkubation (4.2.1.2).
Nach dieser Zeit war der Grof3teil der eingeset®BA- und AKBA-Konzentration
von den Hepatozyten metabolisiert.

Fir KBA konnten drei monohydroxylierte (t = 5,6,77und 7,9 min), drei
dihydroxylierte (t = 2,5, 4,4 und 7,8 min) und éithydroxylierter Metabolit (t = 2,0
min) detektiert werden. Die MS/MS-Spektren zeigies fir KBA-Metabolite schon in
den RLM detektierte Fragmentierungsmuster und desséerschiebungen.
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Mittels NL-Scans (NL176, NL80, NL129, NL75, NL57)unde nach Glucuronsaure-,
Sulfat-, Glutathion- und Glycin-Konjugaten gesucAufRerdem erfolgten Vorlaufer-
lonen-Scans basierend auf den KBA-Fragmentem 391, 407, 423 und 421. Es
konnten jedoch keine Phase-II-Metabolite von KBArtifiziert werden.

AKBA wurde in den RH nur zu einem monohydroxyliert®erivat (t = 8,1 min)
metabolisiert, was durch Auswertung der MS/MS-Siaekin Analogie zu den RLM
bestatigt werden konnte. Die Suche nach Phase-&idddten von AKBA erfolgte wie
bei KBA. Die Vorlaufer-lonen-Scans erfolgten auf sia desm/z 59-Fragments.
Tab. 4.15 gibt einen Uberblick (iber alle identdizen und verifizierten Metabolite der
sechs Boswelliasauren vitro.

Die oben genannten Metabolite wurden in keinerkaartrollinkubationen detektiert.

Tab. 4.15: Ubersicht tber die identifizierten undrifizierten Metabolite von sechs Boswelliasduren
in vitro

Vorlaufer-

Substanz Metabolite

Mono- Di- Tri- Hydroxyliert
hydroxyliert  hydroxyliert — hydroxyliert + Dehydriert

Rattenlebermikrosom:i

KBA + + + - +
AKBA + + - - -
aBA + + + - -
BBA + + + + -
AaBA + - - - -
ABBA + - - - -
Rattenhepatozyt

KBA + + + + -

AKBA + + ] ] ]
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4.2.4 Identifizierung der Metabolite von Boswelliasaurenin vivo

4.2.4.1 Probenaufarbeitung und analytische Methode

Die Probenaufarbeitung erfolgte mittels der beraitsKapitel 4.1.4 beschriebenen
sorbensgestutzten Flussig-Flussig-Extraktion vonAKiBhd AKBA aus biologischen
Matrices. Es wurde jedoch die sechsfache Probeneneng Extraktion eingesetzt,
wodurch eine Aufkonzentrierung der Probe erreictdt mahlreiche Metabolite detektiert
werden konnten. Die ldentifizierung der Metabol@dolgte mittels der im Rahmen
dieser Arbeit entwickelten, in Kapitel 4.2.2 besebenen LC-MS-Methode.

4.2.4.2 Tierstudie

Im Rahmen einer Tierstudie (Abb. 4.19) wurden dieRiatten aus KBA und AKBA
gebildeten Metabolite identifiziert, verifiziert drdas metabolische Profil mit dem der
in vitro-Versuche verglichen. Die gewéhlte Dosis von 12¢pKBA oder AKBA pro kg
Kdrpergewicht entspricht einer Dosis von 240 mgrakt pro kg Korpergewicht,
welche in bisherigen Studien verwendet wurde. Deesvchsdauer wurde auf Basis der
Erkenntnisse zur metabolischen StabilitAvitro sowie derin vivo-Studie mit Wistar-
Ratten von Reising festgelédt

12,5 mg/kg KG 2h Entnahme von
e ——> , 0 —— Plasma, Hirn——— Extraktion
AKBA p.o. ("
—_— und Leber
Wistar-Ratten
(100-125 g)

Abb. 4.19: Schematischer Uberblick zum Studiegdedier Metabolismusuntersuchungen mit Wistar-
Ratten

4.2.4.3 Identifizierung der Metabolite von KBA und AKB# vivo

Nach der oralen Gabe von KBA wurden diverse Meitdbah der Leber identifiziert
(Abb. 4.20 A). Neben drei monohydroxylierten (t 7,57,7 und 8,0 min; Abb. 4.20 B)
wurden vier dihydroxylierte KBA-Derivate (t = 2,8,4, 4,4 und 7,8 min; Abb. 4.20 C)
und ein trihydroxylierter Metabolit (t = 1,8 min;bA. 4.20 D) detektiert. Die MS/MS-
Spektren der Metabolite korrelierten sehr gut megneh von KBA und die
Fragmentierungsmuster wiesen die fir KBA charagtischen Massenverschiebungen
auf (Abb. 4.20 E-H). Phase-lI-Metabolite von KBArkden im Lebergewebe nicht
entdeckt werden. Die Peaks bei 6,0, 9,1, 10,8,,1113(5, 13,9 und 14,0 min kdnnen
KBA nicht zugeordnet werden, weil sie auch in demkolle sichtbar waren und nicht
das fur KBA charakteristische Fragmentierungsmuzgegten. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die Leber eine wichtige RolledsgiMetabolisierung von KBA spielt.

In der AKBA-Gruppe konnte AKBA zwar in der Leberrd@atten detektiert werden,
doch gab es keine Hinweise auf Metabolite.
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Abb. 4.20: SIM-Chromatogramme und Produkt-lonenk8pa von KBA (A, E) und deren Metabolite mit
Massenverschiebungen von +16 u (B, F), +32 u (&J +48 u (D, H) in Rattenleber im
negativen lonisierungsmodus
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Im Plasma der Tiere, die mit KBA geflttert wurd&onnten zwei monohydroxylierte
(t = 5,7 und 8,1 min) und ein dihydroxylierter Metdit (t = 7,8 min) erfasst werden.
Ihre MS/MS-Spektren zeigten die charakteristischissenverschiebungen von KBA,
was die Zuordnung dieser Metabolite zu KBA unteistit. Phase-II-Metabolite von
KBA konnten im Plasma nicht entdeckt werden.

In der Gruppe, die mit AKBA gefuttert wurde, konrtevar AKBA im Plasma der
Ratten detektiert werden jedoch keinerlei AKBA-Mwmdhte.

Wahrend KBA im Hirn der Ratten, die KBA erhieltamchgewiesen werden konnte,
wurden keine Metabolite von KBA detektiert. Im Hiler Ratten, die AKBA erhielten,
konnte ebenfalls nur AKBA detektiert werden undnkeMetabolite.

In der Leber, im Plasma oder im Hirn der Tiere identroligruppe wurden weder KBA
noch AKBA oder einer der Metabolite detektiert.

Die in vitro-identifizierten Metabolite korrelierten sehr guttrdenin vivo im Plasma
und in der Leber gefundenen Metaboliten. Ein Ubekbliber alle von KBA und
AKBA identifizierten Metabolite ist in Tab. 4.16 apestellt.

Tab. 4.16: Ubersicht iber die identifizierten Matéite von KBA und AKBA in vitro und in vivo

In vitro In vivo

Rattenleber- Ratten-

: Plasma Leber Hirn
mikrosomen  hepatozyten

KBA + + + + +
Monohydroxylier + + + +
Dihydroxyliert + + + +
Trihydroxylier - + - +
Hydroxyliert Dehydrier +

AKBA + + + + +
Monohydroxylier + +

4.2.5 Deacetylierung von AKBA zu KBA

Nach Inkubation von AKBA mit RH konnten nur gerinljiengen an KBA detektiert
werden. Weniger als 2 % der AKBA-Ausgangskonzemmnat wurden nach
zweistuindiger Inkubation (4.2.1.2) zu KBA deacedstli Da das lonisierungsverhalten
von KBA und AKBA ahnlich ist, wurden ihre Peakflash direkt miteinander
verglichen (Abb. 4.21).

Die Plasma-, Leber- und Hirnproben der Tiere, dkBA erhielten, wurden auf die
Anwesenheit von KBA untersucht. Im Plasma war KB&tfnicht detektierbar und in



4 Ergebnisse 102

der Leber verhielt es sich @hnlich wie in RH. Imr@hatogramm von KBA (Abb. 4.22

C, D), sind bei t = 11,2 min nur sehr geringe Meng@®A detektierbar. Die Peaks bei
t=29,7, 99, 10,6 und 12,8 min stammen nicht v@dAKda sie auch in der Kontrolle

vorhanden waren und nicht die fur KBA charaktesidtien Fragmente zeigten. Im Hirn
der Ratten, die AKBA erhielten, konnte kein KBA indiéiziert werden.

125 4
c AKBA
S 1m0 T AKBA
B T
g 75 A
g 2
g
X 25-
0]
o] KBA KBA
S o ==
Onin 120 min

Abb. 4.21: Deacetylierung von AKBA zu KBA in Rl Behlerbalken geben die Standardabweichung
der Einzelwerte (n=6) an
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Abb. 4.22: SIM-Chromatogramme und Produkt-lonenk8pe von AKBA (A, B) und KBA (C, D) in der
Leber von Ratten, die mit AKBA gefiittert wurden
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4.3 Permeationsuntersuchungenn vitro

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln der Emfldesr Loslichkeit und des
Metabolismus auf die Bioverfligbarkeit von Boswealiaren untersucht wurde, befasst
sich dieses Kapitel mit der Absorption bzw. Pernogatder beiden am starksten
wirksamen Boswelliasduren, KBA und AKBA, durch Biembranen. Aus den
folgenden Versuchen sollen Hinweise gewonnen werthevieweit die Permeabilitat
der beiden Boswelliasduren Einfluss auf deren Bitgbarkeit hat.

Die Validitat des Caco-2-Testsystems wurde durehMessung des TEER-Werts vor
und nach den Transporten sowie durch mikroskopis@egutachtung der
Zellmonolayer belegt. Als Positivkontrolle dienteopranolol, welches als lipophile
Substanz sehr gut transzellular transportiert.iDigieser Studie ermittelteP,p-Werte
fur Propranolol liegen mit 17,0*10cm/s (n = 3, CV = 1,7 %) in dem Bereich von 11,0
bis 35,6*10° cm/s, wie sie in anderen Studien ermittelt werkdamteri”-*4%:1>

Weberet al. haben zuvoBoswellia serrateéExtrakt, KBA und AKBA als potente Pgp-
Inhibitoren identifiziet®. Um zu klaren, ob die Boswelliasauren selbst Sabsion
Pgp sind oder die Hemmung allosterisch erfolgt,deumit Hilfe von Caco-2-Zellen,
welche Pgp auf der Oberseite des konfluenten Myrataexprimierett’, tiberpriift, ob
die Anwesenheit des Pgp-Inhibitors Verapamil zieeegrhéhten Permeation durch den
Zellmonolayer fuhrt.

Die Permeationsversuche wurden auf3er mit den Restemwzen KBA und AKBA auch
mit dem Boswellia serrataExtrakt und mit der nanoskaligeBoswellia serrata
Formulierung durchgefuhrt. Der Vergleich sollterkld ob der Extrakt in nanoskaliger
Formulierung besser durch Zellmonolayer permei&sm.

Es lagen keine Toxizitdtsdaten von Boswelliasdume¥Merbindung mit Caco-2-Zellen
vor. Um eine negative Beeinflussung des Zellsystanszuschliel3en und der geringen
Loslichkeit des Extrakts in wassrigen Medien getexhwerden, wurde eine niedrige
Probenkonzentration gewahlt. Damit auf der Akzegdibe die erwartet geringen
Mengen an KBA oder AKBA detektiert werden konntemnrde die bereits erwahnte
quantitative LC-MS-Methode angewandt (3.1.2.1). Diethode lies bei einem LLOQ
von 5 ng/ml und dem Einsatz von 10 pg/ml Substaok der Donorseite die
Bestimmung von bis zu 0,05 % permeierter SubstanBazug auf die aufgegebene
Konzentration von KBA oder AKBA auf die Donorsete.

In anfanglichen Untersuchungen wurde der LC-MS-pilaleine Probenaufarbeitung
mittels Extreluf (3.2.5) vorgeschaltet, um im Transportpuffer (KRBjthaltenes

Phosphat abzutrennen. Phosphate kénnen zu eingbliefen Signalsuppression bei
der massenspektrometrischen Detektion fiiferDie Permeationsuntersuchungen
offenbarten jedoch, dass KRB als Losungsmittel @uade relevanten Signalsuppression
fuhrte. Der Vergleich von mittels Extrefutaufgearbeiteten Proben mit direkt mit
Methanol verdinnten Proben zeigte keinen Unterdcimeder Signalintensitat. Um

sicherzustellen, dass die Phosphat-lonen die kmisg der Analyten Uber einen
gesamten Analysenlauf nicht beeinflussten, wurde Slystemeignungslésung (3.1.1)
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am Anfang und am Ende jedes Analysenlaufs sechsfgidiert und die mittleren
Peakflachen miteinander verglichen. Es konntenekéibweichungen der Mittelwerte
von mehr als 2 % festgestellt werden.

4.3.1 Transportversuche im Caco-2-Modell

Folgende Transportversuche wurden mit frisch heéefjesn Priflosungen von KBA,
AKBA, Boswellia serrataExtrakt und nanoskaligdBoswellia serrataFormulierung
(3.6.1) jeweils in sechs Ansatzen durchgeflhrt:

37°C Apikal > Basolateral

37°C Apikal > Basolateral + 50 uM Verapamil
37° C Basolateral > Apikal

37°C Basolateral > Apikal + 50 uM Verapamil
4°C Apikal > Basolateral

4.3.1.1 Bestimmung der Permeabilitat von KBA

Bei den Transportversuchen bei 37° C in absorptRiehtung konnten 0,87 % der
apikal zugegebenen KBA-Reinsubstanzlosung und O@B@er zugegebenen KBA-
Extraktlosung auf der basolateralen Seite nachgenigverden.

Die Transporte von basolateraler nach apikaler eSaieigten fiur die KBA-
Reinsubstanzlésung sowie fur die KBA-Extraktlésugige Permeation von jeweils
weniger als 0,10 % der basolateral eingesetzterz&dnation.

Bei 4° C permeierte KBA als Reinsubstanz zu 0,48 aus dem Extrakt zu 0,77 %
von der apikalen zu der basolateralen Seite.

In Anwesenheit des Pgp-Inhibitors Verapamil konrikeine Veranderung der
Permeation von KBA weder in absorptiver noch inregkischer Richtung festgestellt
werden. Bei den Transportversuchen mit der KBA-&tbsung jedoch wurde eine
erniedrigte Permeation von 0,47 % von der apikafterdie basolaterale Richtung
beobachtet. Abb. 4.23 zeigt die Ergebnisse der aionsversuche von KBA.

4.3.1.2 Bestimmung der Permeabilitat von AKBA

AKBA konnte bei den Transporten bei 37° C von dpikalen zu der basolateralen
Seite im Akzeptorkompartiment nicht detektiert weardin Gegenwart von Verapamil
wurde AKBA nur aus der AKBA-Extraktlosung auf deradolateralen Seite
nachgewiesen (0,20 %). Weder bei den Transportenbasolateraler nach apikaler
Seite noch bei 4° C konnte AKBA im Akzeptorkompaueint detektiert werden.
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Abb. 4.23: Permeation von KBA als Reinsubstanz amsl Boswellia serrata Extrakt durch Caco-2-
Zellmonolayer bei verschiedenen Versuchsbedingundeie Fehlerbalken geben die
Standardabweichung der Einzelwerte (n = 6) an. €01

4.3.1.3 Bestimmung der apparenten PermeationskoeffizieardarKBA und AKBA

Aus der kumulativen Arzneistoffkonzentration im Agorkompartiment wurde fur
KBA als Reinsubstanz eiR,,sWert von 1,69*10 cm/s ermittelt. In Gegenwart von
Verapamil betrug dieser 1,52*2@m/s. Aus dem Extrakt zeigte KBA einég,Wert
von 2,14*10° cm/s, mit Verapamil wurden 1,21*P@m/s ermittelt (Abb. 4.24).

AKBA konnte weder als Reinsubstanz noch aus demrakixtzu einem der
Prufzeitpunkte im Akzeptorkompartiment nachgewieserrden, somit war die
Bestimmung deBqprWerts nicht moglich.
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Abb. 4.24: Permeation von KBA als ReinsubstanzausiBoswellia serrata Extrakt. Die Fehlerbalken

geben die Standardabweichung der Einzelwerte () a3 Die angelegten Geraden wurden
durch lineare Regression ohne Wichtung erhalten

4.3.1.4 Bestimmung der Verteilung von KBA und AKBA im CaeModell

Nach Abschluss der Transportversuche von apikaéete 3n basolaterale Richtung
wurde bei dem Vergleich der Konzentrationen von Kigfl AKBA in der Donor- und
der Akzeptorkammer ein erheblicher Verlust in deaskenbilanz beobachtet. Daher
wurde zusatzlich untersucht, welche Menge an Pbstsmnz in die Zellen aufgenommen
oder an den Zellen adsorbiert wurde. Die eingesetzKonzentrationen der
Pruflosungen dienten als 100 %-Wert.

79 % der eingesetzten Konzentration an KBA wuraedam lysierten Zellhomogenat
nachgewiesen. Auf der apikalen Seite verbliebenhn86-minutiger Inkubation
ca. 11 % KBA, weniger als 2 % permeierten durch deflen in das basolaterale
Kompartiment (Abb. 4.25 A). Aus dem Extrakt konn#h % KBA auf der apikalen
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Seite und 43 % in dem lysierten Zellhomogenat wigeieinden werden. Die
Permeation lag bei etwa 2 % (Abb. 4.25 C).

AKBA konnte in dem lysierten Zellhomogenat zu 92\#&dergefunden werden. Etwa
3 % verblieben im apikalen Kompartiment, basolateveurde kein AKBA
nachgewiesen (Abb. 4.25 B). Aus dem Extrakt wurdehapikaler Seite ca. 56 % der
eingesetzten Konzentration an AKBA detektiert, iand lysierten Zellhomogenat
befanden sich etwa 24 % AKBA. Im basolateralen Kariment wurde kein AKBA
nachgewiesen (Abb. 4.25 D).

Verapamil hatte auf die Verteilung von KBA und AKB&inen signifikanten Einfluss.

Transportversuche ohne Caco-2-Zellen wurden dufiihge um auszuschliel3en, dass
KBA und AKBA an der Polycarbonat-Filtermembran atdigéeren und die Ergebnisse
verfalschen. Es wurde jedoch keine bedeutsame Atisnrfestgestellt.
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Abb. 4.25: Verteilung von KBA (A) und AKBA (B)@aco-2-Modell nach apikaler Probenaufgabe der
Reinsubstanzen und anschliel3ender, 90-minitigexbltion im Brutschrank bei 37° C. Die
Verteilung von KBA und AKBA nach apikaler Probegabk des Boswellia serrata Extrakts
zeigen C und D. Die Fehlerbalken geben die Staratasgichung der Einzelwerte (n = 3) an
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4.3.1.5 Der Einfluss verbesserter Loslichkeit auf die Pexbilg&t von KBA und

AKBA
Die Transportversuche mit der nanoskaliggmswellia serrataFormulierung zeigten
keine Verbesserung der Permeabilitdt von KBA unBAK

Bei 37° C wurden nach den Transporten von apikadeh basolateraler Seite 0,14 %
KBA in der Akzeptorkammer nachgewiesen, in Gegehwan Verapamil waren es
0,30 %. Bei 4° C permeierten 0,53 % durch den Cabtenolayer. Die KBA-
Konzentrationen nach den Transporten von basolatereach apikaler Seite lagen
unterhalb des LLOQ (entspr. < 0,05 %).

AKBA konnte aus der nanoskaligen Formulierung beingm der Versuche in der
Akzeptorkammer nachgewiesen werden.

Die TEER-Werte der Zellmonolayer, die mit der Pogting der nanoskaligen
Formulierung inkubiert wurden, waren nach 60 min 66380 % niedriger. Da die
TEER-Werte zu Beginn der Untersuchungen bei 200en®m? lagen, konnten die
Versuche mit der nanoskaligen Formulierung denrausgewertet werden.
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4.4 |nteraktionen von KBA und AKBA mit MRP2 und OATP1B3

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchuagetten Interaktionsstudien von
KBA und AKBA mit den Transportproteinen MRP2 und OR1LB3 aufgefuhrt. Aus

den Resultaten sollen erste Hinweise gewonnen weirdeieweit Wechselwirkungen
mit anderen Arzneimitteln auftreten konnen.

4.4.1 Interaktionen von KBA und AKBA mit MRP2

Der Transport von GSMF war in Gegenwart von jewéilgM und 3 uM KBA und
AKBA signifikant erhoht. Auch der Extrakt hatte beonzentrationen von 1 pM und
3 UM eine aktivierende Wirkung auf den Transpom ¥@SMF jedoch in geringerem
Ausmalf} als die Reinsubstanzen. Bei hoheren Koratemten kann man insbesondere
bei KBA eine Tendenz zur Hemmung des Transports W@8MF erkennen
(Abb. 4.26).
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Abb. 4.26: Der Einfluss von KBA, AKBA und Boswedkrrata Extrakt auf den GSMF-Efflux in MDCK-
Zellen. Die Fluoreszenz der Kontrolle (Inkubationt fuffer) dient als 100 %-Wert und
MK571 dient als Positivkontrolle. Werte, die groRals 100 % sind, weisen auf eine
Hemmung von MRP2 hin. Werte, die kleiner als 108i8d, deuten auf eine Aktivierung von
MRP2 hin. Die Daten sind als Mittelwerte +* SEM fiB Experimente, die in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden, angegeber0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

4.4.2 Interaktionen von KBA und AKBA mit OATP1B3

Abb. 4.27 zeigt, dass sowohl KBA und AKBA als auddr Boswellia serrataExtrakt
die Aufnahme von Fluo-3 hemmen. Die Starke der Hanmgndurch AKBA und den
Extrakt in allen getesteten Konzentrationen ist dat des OATP1B3-Inhibitors BSP
(1 uM) vergleichbar. KBA zeigt in hoheren Konzetibaen eine mit 1 uM BSP
vergleichbare Wirkung.
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OATP1B3-Assay
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Abb. 4.27: Der Einflull von KBA, AKBA und BosweBierrata Extrakt auf die Fluo-3-Aufnahme in
HEK292-Zellen. Die Fluoreszenz der Kontrolle (In&tibn mit Puffer) dient als 100 %-Wert
und BSP dient als Positivkontrolle. Werte, diendeials 100 % sind, zeigen eine Hemmung
von OATP1B3 an. Die Daten sind als Mittelwerte +MBElr 8 Experimente, die in
Dreifachbestimmung durchgefuhrt wurden, angegeb&ite Proben unterschieden sich
signifikant (p<0,001) von der Kontrolle
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5 Diskussion

Auswirkung einer verbesserten Loslichkeit auf dieiov@rfigbarkeit von
Boswelliasduren

Die Gewahrleistung der Linearitat am LLOQ ist gerdmbi bioanalytischen Methoden
nicht unproblematisch. Haufig miissen Analysen-LagemaR FDA-Richtlinit®
abgelehnt und wiederholt werden, weil es aufgrutd &leiner Peakflachen am LLOQ
zu hohen Schwankungen kommt. Die Vorgaben zur Iit@&a Prazision und
Richtigkeit konnen dann haufig nicht eingehaltemdee.

Daher wurde die von Reisirg al. entwickelte LC-MS Method® zur Bestimmung von
KBA und AKBA aus Plasma und Hirngewebe hinsichtldgs MRM-Massenlbergangs
von AKBA madifiziert.

Durch den modifizierten MRM-Massenibergang konntee e Erh6hung der
Signalflache um den Faktor vier (Tab. 5.1) und efieebesserung des Signal-Rausch-
Verhaltnisses fur AKBA am LLOQ erzielt werden. Dsegnalflachen wurden dadurch
konstanter und Analysenlaufe erfullten haufiger dorgaben der FDA-Richtlinie. Die
modifizierte LC-MS-Methode wurde zur Bestimmung vaiKBA aus Plasma und
Hirngewebe revalidiert. Die Methode zur Bestimmwmn KBA und AKBA aus
Lebergewebe wurde gemaR? FDA-Richtlififen vollem Umfang erfolgreich validiert
und KBA und AKBA erstmals in der Leber von Wistaatien quantifiziert.

Tab. 5.1: Peakflachen von AKBA bei zwei untersdicieen MRM-Ubergéangen

Peakflache (cp
m/z513=» 91, m/z513=>» 95,2

3,1*1C° 1,3*1C°

Die Steady-state-Plasmakonzentrationen der 27 sudleten Glioblastom-Patienten
waren wenig einheitlich. Das kann in erster Linemit begriindet werden, dass die
Dosierung nicht normiert war und die Patienten ratf@edliche Weihrauchpréparate
mit abweichenden Inhaltsstoffen eingenommen hatidawohl die Patienten teilweise
groBe Mengen an Weihrauchextrakt einnahmen, so tkondoch, wie in bereits

verdffentlichten Studien nur niedrige Plasmakonzeitnen detektiert werd&n®®

Vor diesem Hintergrund wurde in einer Tierstudidamd der modifizierten LC-MS-
Methode untersucht, ob die verbesserte Loslichkgier nanoskaligerBoswellia
serrata Formulierung zu héheren Plasma-, Leber- und Hinakatrationen von KBA
und AKBA flhrt.
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In den ersten Stunden gleichen sich sowohl fur KB auch fir AKBA die
Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven der Extrakt-Grupped der Gruppe, die die
nanoskalige Formulierung bekam. Laut Literaturdist maximale Plasmaspiegel nach
oraler Einmalgabe nach ein bis drei Stunden zu mewa® Die Extrakt-Gruppe
erreicht maximale Plasmaspiegel von KBA und AKBAmawei Stunden, woraufhin
es zu einem steten Abfall der Plasmakonzentratidkenmt. Die Plasmaspiegel der
Gruppe, die die nanoskalige Formulierung bekamleriakwar nach zwei Stunden
wieder leicht ab, nach vier Stunden steigen sie @&peeut an und sind nach acht
Stunden sogar hoher als beim ersten Maximum naclei z®&unden. Die
Plasmakonzentrationen sind jedoch in den erstem Si@nden nach Gabe der
nanoskaligen Formulierung aufgrund der hohen Stalatbaveichungen der Einzelwerte
nicht signifikant héher als die der Extrakt-Gruppe.

Die Leberspiegelkurven in Abb. 4.8 lassen eine gswi Ahnlichkeit zu den
Plasmaspiegelkurven erkennen. In der Extrakt-Gruppgedoch das Maximum der
KBA-Konzentration erst nach vier Stunden erreicdgs Maximum der AKBA-
Konzentration analog zu den Plasmawerten beredls maei Stunden. Die Kurven der
Gruppe, die die nanoskalige Formulierung bekam,seveidas bereits bei den
Plasmaproben beobachtete zweite Maximum ebenso aebh Stunden auf. Die
maximalen Konzentrationen von KBA und AKBA im Legewebe der Tiere, die mit
der nanoskaligen Formulierung geflttert wurdend siber in den ersten vier Stunden
nicht signifikant hoher als die der Tiere, die dedrakt bekamen.

Der zweite Anstieg der Plasmaspiegel- und Lebeggthkerrven der Ratten, die mit der
nanoskaligen Formulierung gefuttert wurden, kantnm@e Ursachen haben. Méglich
ware, dass die beiden Boswelliasauren einem erd@padischen Kreislauf unterliegen,
was den Kurvenverlauf erklaren koénnte. Ob die Bdissfiuren tatséchlich einem
solchen Mechanismus unterliegen, kann jedoch oleiterg Untersuchungen, wie die
Bestimmung der KBA- und AKBA-Konzentration in deral®, nicht festgestellt

werdert®>**® Besonders fraglich ware, warum KBA und AKBA nur manoskaliger

Form, nicht aber in Extraktform, einem enterohegudiien Kreislauf unterliegen sollten.

Wabhrscheinlicher ist eine verzogerte Freisetzung WBA und AKBA aus der
nanoskaligen Formulierung. Es ist denkbar, dass alie Emulgator bestehenden
Partikel KBA und AKBA verzégert und Uber einen l&ngn Zeitraum abgeben.

In dieser Arbeit wurde fir KBA eine mittlere undrflAKBA eine schlechte
Permeabilitdin vitro bestimmt. Da die Untersuchungen jedoch auf eirgtradim von
90 min beschrankt blieben, ist es nicht auszudgétie dass KBA und AKBA bei
verzogerter Freisetzung nach einem langeren Zeitraine hdohere Permeabilitat aus
der nanoskaligen Formulierung aufweisen. Wéahrenide hdonzentrationen an KBA
und AKBA aus dem Extrakt die TransportmechanisnmeiGastrointestinaltrakt schnell
sattigen konnen, wirde eine solche Sattigung dulgnstante, niedrigere
Konzentrationen im Darm verhindert werden. Die gabie wirde daftir aber tber einen
langeren Zeitraum verlaufen, was zu einer groReFRddche unter der Kurve
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(LArea under the curve“, AUC) fihren wirde und sbrauch eine verbesserte
Bioverfugbarkeit bewirken kénnte.

Obwohl die nanoskalige Formulierung die maximalenlas®a- und
Leberkonzentrationen nicht signifikant beeinflussg scheint es jedoch zu einem
Retardierungseffekt zu kommen. Um den Einfluss deizogerten Freisetzung der
nanoskaligen Formulierung auf die Bioverfigbarkgénauer bewerten zu kénnen,
missten mehr Datenpunkte lber einen langeren dmitrals acht Stunden erhoben
werden. Durch die Bestimmung der AUC der beidemftdierungen wére dann ein
direkter Vergleich der Bioverfiigbarkeit des unbetedten Extrakts mit der der
nanoskaligen Formulierung méglich.

Die Hirnkonzentrations-Zeit-Kurven (Abb. 4.8) zeig&ir beide Gruppen sowohl fur
KBA als auch fir AKBA ein Maximum nach vier StundeDie mittleren KBA-
Konzentrationen im Hirn der Extrakt-Gruppe liegeadgch unterhalb des LLOQ.
AKBA scheint die Blut-Hirn-Schranke in der nanosgah Formulierung leichter
Uberwinden zu kdnnen als in Extraktform. Die Kortzatonen im Hirn sind nach Gabe
der nanoskaligen Formulierung im Vergleich zum &hitisignifikant erhdohtg < 0,05).

Bei der Untersuchung der Hirngangigkeit von KBA uhiIBA stellten Reisinget al.
fest, dass KBA und AKBA in Wistar-Ratten vergleieinb Konzentrationen im Hirn
erreichten, obwohl die Plasmakonzentration von Kditlich hoher war als die von
AKBA. Nach Gleichung (5.1) ergaben sich Hirn-Plas@wotienten von 0,5 fir KBA
und 0,8 fiir AKBA*,

Hirn — Plasma— Quotient= Coenend N9/ 9)

Co (NQ/ M) ®.1)

Obwohl diese Bestimmung des Hirn-Plasma-Quotientem die Konzentrations-
verhéltnisse zu einem Einnahmezeitpunkt wiedergeher die Bildung des
Verhéltnisses der AUCs von Hirn- und Plasmakonagiom sinnvoller wére, so gibt
dieser Vergleich doch erste Hinweise auf das Merigsverhalten der beiden
Boswelliasauren zwischen Blut und Hirngewebe.

In dieser Arbeit wurden fur AKBA mit 3,2 (Extraktund 2,3 (nanoskalige
Formulierung) ebenfalls deutlich hthere Hirn-Plagthatienten als fir KBA mit 1,3
(Extrakt) und 1,1 (nanoskalige Formulierung) bestimDiese Ergebnisse stehen im
Einklang mit denen der vorherigen Studie und begétdie Annahme, dass die erhodhte
Lipophilie von AKBA im Vergleich zu KBA auch zu en besseren Hirnpenetration
fuhrt. Auffallig ist, dass der Hirn-Plasma-Quotiesain AKBA in der Extrakt-Gruppe in
der Zeit zwischen der zweiten und der achten Sturaddn oraler Gabe stetig steigt,
wohingegen die Hirn-Plasma-Quotienten von AKBA @&uppe, die die nanoskalige
Formulierung bekam, sowie die von KBA konstant tidei.
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Begrundet ist dies jedoch nicht mit einer Akkumialatvon AKBA im Hirn. Vielmehr
fallen nach einmaliger oraler Gabe deBoswellia serrata Extrakts die
Plasmakonzentrationen schneller ab als die Hirndwoinationen und fuhren somit zu
einem Uber die Zeit steigenden Hirn-Plasma-QuaienNach einmaliger oraler Gabe
der nanoskaligemoswellia serrataFormulierung fallen sowohl die Plasma- als auch
die Hirnkonzentration von AKBA in gleichem Malie akeshalb die Hirn-Plasma-
Quotienten Uber die Zeit weitestgehend konstanbéte(Tab. 5.2).

Tab. 5.2: Hirn-Plasma-Quotienten von KBA und AKRA der Tierstudie mit Wistar-Ratten

t Extrakt NanoskaligquaNeIIia serrata
Formulierung

(h) KBA AKBA KBA AKBA

2 1,19 1,95 1,18 2,01

4 1,41 3,05 1,27 2,88

8 1,30 4,71 0,95 2,06

X 1,30 3,24 1,13 2,32

Im Gegensatz zu bisherigen Studien mit Ratten unendghe?’®® waren die
Plasmakonzentrationen von AKBA in dieser Studiednddis die von KBA. Funktion
und Morphologie des Gastrointestinaltrakts konnieh sei jungen und erwachsenen
Tieren unterscheidém'*> Der Einsatz von noch sehr jungen Wistar-Rattediéser
Studie kénnte demnach fur das modulierte Absorptierhalten von KBA und AKBA
verantwortlich sein.

Wie zuvor erwdhnt wurde im Rahmen dieser Arbeiniimorgewebe-Proben von zwei
Glioblastom-Patienten analysiert. Die Patientendait ID-Nr. 24 und 25 wiesen KBA-
Plasmakonzentrationen von 152,0 bzw. 80,1 ng/mi\Afghn man die bei den Patienten
24 und 25 in dieser Arbeit ermittelten mittlerenridPlasma-Quotienten von 1,3 bei
Ratten (Extrakt) zugrunde legt, sollten im Tumorgber KBA-Konzentrationen von
etwa 200 bzw. 105 ng/g Gewebe detektierbar seiBAKurde im Plasma von Patient
24 mit 10,6 ng/ml und bei Patient 25 mit 10,2 nghmathgewiesen. Bei einem Hirn-
Plasma-Quotienten von 3,2 sollten im Tumorgewehéebdatienten ca. 30 ng AKBA
pro g Gewebe detektierbar sein.

Die Tatsache, dass im Hirngewebe der beiden Patiemeder KBA noch AKBA in
quantifizierbaren Mengen gefunden wurden, zeigtRtigblematik direkter Vergleiche
von Tier- und Humandaten b& vivo-Experimenten. Inwieweit die beschriebenen
antiinflammatorischen und antitumoralen Wirkmeckaren von KBA und AKBA bei
Glioblastom-Patienten, fur dia vitro-Konzentrationen im pM-Bereich notwendig sind
(Kapitel 2.1.3), klinisch relevant sind, bleibt Hinsicht auf die geringen Hirnspiegel
fraglich. Da aber nur von zwei Patienten Tumormakeur Verfigung stand, sind diese
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Daten allenfalls ein Hinweis auf sehr niedrige homaHirnkonzentrationen der
Boswelliasauren. Fir eine genauere Bestimmung derzé&nhtration von KBA und
AKBA im Hirn sind Untersuchungen an mehreren Pagemotwendig.

Durch die verbesserte Loslichkeit der nanoskali@aswellia serrataFormulierung
sollte eine Vervielfachung sowohl der maximalen sRiaspiegel als auch der
Bioverfugbarkeit des Extrakts erreicht werden. Bienzentrations-Zeit-Kurven von
KBA und AKBA aus Plasma und Leber geben zwar demwdis, dass die AUC der
beiden Analyte in nanoskaliger Form grol3er istals dem Extrakt, die praktische
Relevanz der nanoskaligen Formulierung von KBA AKBA ist dennoch fragwirdig.
Durch das eingesetzte Verfahren konnen nur gelitgiggen an Extrakt in nanoskalige
Form Uberfuhrt werden, so dass die resultierendemédterung lediglich 10 %
Boswellia serrataExtrakt enthélt. Bei Einsatz der nanoskaligen Rdmnung musste
daher die bereits sehr hohe Dosierung des Extréktymdosierung: 3-4*1000-
2000 mg/Tag) verzehnfacht werden. Dennoch gebeWeliguche mit der nanoskaligen
Formulierung erste Hinweise auf eine mogliche Biessung der Pharmakokinetik von
Boswelliasdauren mit Hilfe einer geeigneten Formulng. Des Weiteren wird
ersichtlich, dass die schlechte Ldslichkeit der viBglBasauren nicht der alleinige
limitierende Faktor fur die schlechte Bioverfugheitidieser Wirkstoffe ist.

AulBer der Loslichkeit konnen auch der Metabolismod die Permeabilitat erheblichen
Einfluss auf die Bioverfluigbarkeit von Arzneistoffeaben. Daher wurden im Anschluss
an die bioanalytischen Untersuchungen der Metaiaksvon KBA und AKBAIn vitro
undin vivo untersucht sowie die Permeabilitét der beiden Bd@gauren im Caco-2-
Modell bestimmt.
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Einfluss des Metabolismus auf die Bioverfligbarkeit Boswelliasauren

Erste Erkenntnisse zu Wechselwirkungen der Bosagglliren mit metabolisierenden
Enzymen zeigten Franlet al. durch Interaktionsstudien mit isolierten Enzymen.
Extrakte vonBoswellia serrata Boswellia frereangaBoswellia sacraund Boswellia
carterii hemmten nicht-selektiv die CYP-Isoenzyme 1A2, 2289, 2C19, 2D6 und
3A4. Es wird jedoch vermutet, dass die Boswelliaséwnicht alleine fur die starke
Hemmung der verschiedenen CYP-Isoenzyme in demaudaten Weihrauchextrakten
verantwortlich sin&®. Bisher wurde der Metabolismus von Boswelliasawakgrdings
nicht untersucht.

Der Metabolismus ist ein wichtiger Faktor fur die®Berfigbarkeit von Arzneistoffen.

So kann eine extensive Metabolisierung die Biowgéirkeit von Arzneistoffen sehr
stark herabsetzen. In der vorliegenden Arbeit wuteleEinfluss des Metabolismus auf
die Bioverfugbarkeit von Boswelliasduren erstmatadliert untersucht.

Die pharmakologischen Effekte voBoswellia serratawerden hauptséchlich den
Boswelliasdauren KBA und AKBA zugeschrieben. Die é&mstichungen dieser Arbeit
konzentrierten sich daher auf die Bestimmung delabwdischen Stabilitat dieser zwei
Boswelliasduren. Die metabolische Stabilitat wurde RLM untersucht. Die
Cytochrom-P450-Enzyme der Lebermikrosomen katalgsiein Anwesenheit des
Cofaktors NADPH hauptséchlich Phase-I-Metabolisigaieaktionen. Das eingesetzte
NRS generierte NADPH aus NADPin situ durch die Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase was gegenuber reinem NADPH den Vdrtgte, dass konstante
NADPH-Konzentrationen Uber den Zeitraum der Inkidragarantiert wurden. Phase-
[I-Glucuronidierungsreaktionen wurden durch Zugabe UDP-Glucuronsaure anstelle
von NAPDH zu den RLM katalysiert.

Die erhohte Selektivitat des eingesetzten MRM-Moidug/ergleich zu den SIM- oder

EMS-Modi ermdglichte es, auf eine zeitaufwendigefrémigung der Probe zu

verzichten. Die Quantifizierung war bei regelmégigeinigung des QO, welcher durch
die erhéhte Matrixbelastung schneller verunreinigtde, problemlos maéglich.

Da den Lebermikrosomen zahlreiche Enzyme und CofeRki die in der Leber
vorkommen fehlen, wurde die metabolische Stabibéth in RH untersucht und mit
der in Lebermikrosomen verglichen. Weiterhin biekégpatozyten die Mdglichkeit zu
untersuchen, ob weitere Phase-lI-Metabolisieruraggi@nen, wie Sulfatierungen oder
Konjugationen mit Aminosauren, ablaufen oder olzie&ombinierten Phase-I- und II-
Reaktionen kommt.

Durch Optimierung der Kryokonservierung und dertAuf und Stabilisationsmethoden
sind tiefgefrorene Hepatozyten den frisch isoliemattlerweile nahezu ebenbirtig was
Zellintegritat, Lebensfahigkeit und metabolische tidikat betrifft. Da durch die
Einfrier- und Auftauschritte jedoch nach wie vorchiige Enzymsysteme geschéadigt
werden kénnen und somit flr den Assay nicht mehNarfligung stehen, wurden die
in dieser Arbeit verwendeten RH frisch isoltaft®
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Als Spezies wurde die Ratte gewahlt, damit einesktir Vergleichbarkeit zu
nachfolgendern vivo-Studien gegeben war. Um aber auch eine erste allorsg Uber
die hepatische Metabolisierungsrate von KBA und AKiBr Menschen zu bekommen,
wurde die metabolische Stabilitdt zusatzlich in Huktersucht.

Die Untersuchungen zur metabolischen Stabilitdehakrkennen lassen, dass KBA in
RLM, HLM und RH einem betrachtlichen Phase-I-Met&mus unterliegt, wobei die
metabolische Umsatzgeschwindigkeit in allen dreidslen vergleichbar war. KBA
wurde bereits nach 30 min zu mehr als 80 % metsibdl Diese ausgepragte
metabolische Umwandlung kann einer der Hauptgrufidgle die geringe orale
Bioverfugbarkeit sein, die in Ratten und im Menstheach Gabe von sehr hohen
Mengen von Boswellia serrata Extrakt beobachtet wurde. Gegentber Phase-II-
Glucuronidierungsreaktionen in RLM und HLM scheffBA jedoch stabil zu sein.

Das pharmakokinetische Verhalten von AKBA hingegeinft einige Fragen auf.
Obwohl deren Konzentration in Weihrauchextraktert d@r von KBA vergleichbar
oder sogar hoher iSt'®® konnte AKBA im Vergleich zu KBA in Ratten- und
Humanplasma nur in geringeren Konzentrationen dietekverdefi®®

Dabei ist AKBA lipophiler als KBA und sollte besspermeabel sein. Eine mogliche
Erklarung fur die niedrigen AKBA-Plasmaspiegel ktsein ausgepragter First-pass-
Metabolismus sein. Obwohl sich die Strukturen deidén Substanzen nur durch die
Acetylierung der Hydroxyl-Gruppe am C-3-Atom untdrsiden, differieren AKBA und
KBA jedoch erheblich in ihrem metabolischen Veréalt AKBA zeigte sich mit
weniger als 20 % metabolischer Umwandlung nach &wenden in RLM und HLM
weitaus stabiler gegeniber Phase-I-Enzymen, bzwRHngegentber Phase-I- und II-
Enzymen. Ein ausgepréagter hepatischer Metabolidans daher nicht der Grund fur
die niedrige systemische Bioverflugbarkeit von AKB&in.

Fur die Identifizierung und Verifizierung der Metdibe von Boswelliasauren konnten
erfolgreich zwei LC-MS-Methoden entwickelt werdeBei jeder Methode wurden

diverse Mess-Modi wie MI, EMS, EPI, NL, PreclS sewdie Kombination dieser

mittels IDA eingesetzt. Dadurch war eine effiziebBtetektion der Boswelliasauren und
deren Derivate sowie eine zweifelsfreie Bestimmudgy Metabolite in einem

vertretbaren Zeitrahmen maglich.

Weil nicht alle sechs untersuchten Boswelliasdueame Keto-Gruppe aufweisen,
erfolgte die lonisierung nicht im positiven Modusei dem die Protonierung der
Analyte wahrscheinlich aufgrund der hohen Elektrmhehte an der Keto-Gruppe
erfolgt, sondern im negativen Modus mit einer wehesnlichen Deprotonierung der
Analyte an der Carboxyl-Gruppe des C-4-Atoms (Ahf).
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Abb. 5.1: Vermutete lonisierung der Keto-Bosws#izren im A positiven und B negativen
lonisierungsmodus mittels APCI

Die Kollisionsenergie, welche fur die Fragmentigguer Analyte notwendig ist, ist bei
acetylierten Boswelliasauren deutlich niedriger b denen ohne Acetyl-Gruppe.
Diese scheint leicht vom Molekil abgespalten zudeerund ist dann im negativen
Produkt-lonen-Spektrum als Acetat-lon sichtbar, egen das Ubrige Gerlst im
Spektrum nicht sichtbar ist. Wahrscheinlich weil Ber Fragmentierung ein neutrales
Molekil entsteht.

Die Fragmente der Boswelliasduren ohne Acetyl-Geugipd nicht eindeutig erklarbar.
Fur KBA ist zwar eine Wasserabspaltung erkennbaiche zu dem Fragment mit
m/z 451 fuhrt, das Fragment mith/z 407 kann jedoch schwer aus der weiteren
Abspaltung der Carboxyl-Gruppe resultieren, da sime funktionelle Gruppe fir die
negative Ladung vorhanden ware. Auch das Fragmeninkz 391 kann nicht erklart
werden. Am Beispiel der Kontrollgruppe konnte alaeisgeschlossen werden, dass
diese Fragmente von einem anderen Molekul als KBBildet wurden, weshalb die
Strukturaufklarung der Fragmente fir die Identdrzing der Metabolite nicht
notwendig war.

Da fur die Identifizierung von Metaboliten der Badliasauren nicht im selektiven
MRM-Modus gearbeitet werden konnte, musstenimlieitro-Proben nach Beendigung
der Inkubationszeit mittels Festphasenextraktiofgereinigt werden, um stérende
Matrixeffekte zu minimieren. Fir die Festphaseragtion wurde eine Copolymer-
Phase (Divinylbenzol und N-Vinylpyrrolidon) gewéhlDie Phase bot durch ihre
ausgeglichenen hydrophilen und lipophilen Eigeniehagegeniber C-18-Phasen eine
bessere Reproduzierbarkeit bezlglich der Reterdiem Boswelliasduren und deren
Metabolite. Diein vivo-Proben waren der Festphasenextraktion nicht zligngla
diese die Festphasensaulen schnell verstopften.w8rden daher mittels sorbens-
gestutzter Flussig-Flussig-Extraktion aufgereinigt.

Die Identifizierung der Metabolite von Boswelliaséom wurde in RLM und RH
durchgefuhrt. Obwohl diega vitro-Modelle allgemein anerkannt und etabliert sindt, is
fur eine vollstandige Aussage uber alle gebildeidetabolite einer Substanz das
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Tiermodell nach wie vor unerlasslitfi’® Daher wurden die Untersuchungen
zusatzlichin vivoin Rattenplasma, -leber und —hirn durchgefihrt.

Die Inkubation von sechs Boswelliasauren mit PHaSezymenin vitro zeigte, dass
oxidative Reaktionen zu mono-, di- und in mancheitlei auch trihydroxylierten
Derivaten die bevorzugten metabolischen Wege vorA KBKBA, oBA und BA
darstellen. Die in dieser Arbeit identifizierten d3B-I-Metabolite stehen in
Ubereinstimmung mit den fiir die Oleanolsaure bésbkenen Metaboliten Hydroxyl-
und Dihydroxyl-Oleanolsédure und zeigen zusammendait Arbeit von Jeongt al.
einen ersten detaillierten Einblick in den Metaswliis von Triterpenéh

Fir KBA wurden in RLM neben mono- und dihydroxytesm Metaboliten zwei
Derivate mit einer Massenverschiebung von +14 wekdiert, welche vor KBA
eluierten. Unter Beachtung des chromatographiscMarhaltens, welches auf
hydrophilere Eigenschaften im Vergleich zu KBA hentket, kénnte es sich dabei um
ein Keto-Derivat oder kombinierte Dehydrierung uhtydroxylierung von KBA
handeln. Das metabolische Profil von KBA\vitro war mit demin vivo vergleichbar,
so wurden ausschlie3lich Phase-I- jedoch keine eRliddetabolite detektiert. Mono-
und dihydroxylierte KBA-Metabolite wurden sowohl RLM und RH als auch in
Rattenplasma und Rattenleber nachgewiesen. In #ttmiriRl der Rattenleber wurden
zusatzlich in geringen Mengen trihydroxylierte Mmibte von KBA gefunden. Im
Rattenhirn hingegen wurden keine KBA-Metaboliteeftéert, was auf die erhdhte
Hydrophilie der hydroxylierten Derivate zurtickgeffiiverden kann. Dies wirde die
Passage durch die Blut-Hirn-Schranke erheblichhevscen.

Die Untersuchungen zur metabolischen StabilitdRiiM und RH haben gezeigt, dass
die metabolische Umwandlungsrate von AKBA gerinigéials die von KBA. Folglich
wurden fur AKBA in vitro auch nur monohydroxylierte Metabolite detektiént.vivo
konnten weder im Plasma noch in der Leber oder im #éer Ratten AKBA-Metabolite
nachgewiesen werden. Die begrenzte Metabolisienmmgy AKBA durch Phase-I-
Enzyme steht im Einklang mit den Ergebnissen deenfls acetylierten
Boswelliasauren, 4BA und ABBA, fur die nach der Inkubation mit RLM keine
Metabolite detektiert wurden. Offenbar scheint tudte Acetylierung der Hydroxyl-
Gruppe am C-3-Atom die Metabolisierung behindertvenden. Die Tatsache, dass aus
AKBA einige Hydroxyl-Derivate gebildet wurden, k&enauf deren Keto-Gruppe am
C-11-Atom zurlckzufuhren sein, welch@BA und ABBA nicht aufweisen. Genau wie
bei KBA konnten fur AKBA wederin vitro noch in vivo Phase-ll-Metabolite
nachgewiesen werden. Es scheint, dass AKBA ebenso KBA nur Phase-I-
Metabolisierungen unterliegt.

Bisher wurde davon ausgegangen, dass AKBAivo zu KBA deacetyliert wird. In
einigen pharmakokinetischen Studeff konnte AKBA im Plasma der Probanden nicht
nachgewiesen werden, was die Theorie, dass AkB®vo abgebaut wird und somit
nicht mehr detektiert werden kann, unterstitzte Tatsache, dass AKBA ein Acetyl-
Derivat von KBA ist, verleitet zu der Annahme, da&SBA zu KBA umgewandelt
wird und somit am Wirkort nicht mehr zur Verfugusight. Die Untersuchungen in RH
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zeigten, dass AKBA jedoch nur in sehr geringen Me#ngu KBA deacetyliert wird
(< 2 %). Im Plasma und in der Leber der Ratten, AKBA erhielten, war KBA fast
nicht detektierbar. Die Deacetylierung von AKBA KBA in Hepatozyten undh vivo
ist also zu vernachlassigen. Sie stellt keine ealey Variante einer mdglichen
Metabolisierung dar und kann nicht fur die gerimystemische Bioverfiigbarkeit von
AKBA verantwortlich sein, wie bisher angenommen eeur

Fur viele Substanzen sind die Dauer und das Ausinedt Wirkung durch die
metabolische Stabilitat limitiert. Die Charakteeigsing des metabolischen Verhaltens ist
daher ein Kernpunkt bei der Bewertung des therégmen Effekts von Arzneistoffen.
Aus dieser Arbeit kann abgeleitet werden, dass dasgepragte hepatische
Metabolismus von KBA wohl einen gro3en Einfluss defen Bioverfiigbarkeit hat.
Nach den vorliegenden Ergebnissen kann jedoch wetdeausgepragter Metabolismus
noch eine Deacetylierung fur die geringe systeneisBioverfigbarkeit von AKBA
verantwortlich gemacht werden.

Ein weiterer, fur die Bioverfugbarkeit von Substanzausschlaggebender Faktor, kann
die Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt s@iral verabreichte Substanzen wie die
Boswelliasduren mussen durch die Epithelzellschdelst Darms permeieren, um in den
systemischen Kreislauf zu gelangen. Ist die Perthggaleiner Substanz gering, ist auch
mit niedrigen systemischen Konzentrationen zu reohrWenn die Substanz ein
Substrat von Efflux-Proteinen ist, kann dessen PBahbiitat dadurch entscheidend
beeinflusst werden. Pgp ist ein in der apikalen Mem des Dunndarms lokalisiertes
ABC-Tranportprotein, dass fir die Exkretion vielérzneistoffe zurtick in das
Darmlumen verantwortlich igf2

Weber et al habenBoswellia serrataExtrakt, KBA und AKBA als potente Pgp-
Inhibitoren in  Schweinehirn-KapillarendothelzellefPBCEC) und humanen
parenteralen Leukamiezelllinien (VLB) identifizitft AKBA inhibierte Pgp bei
Konzentrationen von 3 uM in PBCEC- und 10 uM in VEBllen. KBA hingegen
zeigte nur bei einer Konzentration von 10 uM in BE&CZellen inhibierende Effekte, in
VLB-Zellen konnte keine signifikante Pgp-Inhibitiorachgewiesen werden. Da der in
der Studie eingesetzte Calcein-AM-Assay nicht zhesc Pgp-Substraten und
-Inhibitoren unterscheiden konnte, ist bisher utépgkob die Boswelliasduren selbst
ein Substrat von Pgp sind oder die Hemmung allssteerfolgt.

Nachfolgend wurde untersucht, inwiefern die Absorptoder die Interaktion mit Pgp
einen Beitrag zu der schlechten BioverflugbarkeitRteswelliasduren leistet.
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Einfluss der Permeabilitét auf die Bioverfigbarkeih KBA und AKBA

Nachdem zunachst der Einfluss des hepatischen bletatus auf die Bioverfugbarkeit
von Boswelliasauren erértert wurde, widmeten siahadf folgende Untersuchungen
dem Einfluss der intestinalen Absorption auf distegnische Verfluigbarkeit von KBA
und AKBA. Zur Vorhersage der intestinalen Absorptiavurden Permeations-
untersuchungen mit dem Caco-2-Zellmodell durchg#fiih

Bei physiologischen Bedingungen (37° C, pH 7,4) di@ Permeation von KBA als
Reinsubstanz und aus dem Extrakt in der Absorpiidmsing (apikal nach basolateral)
mit 0,87 % bzw. 0,80 % signifikant héher (p < 0,&E3 in der Sekretionsrichtung
(basolateral nach apikal) mit weniger als 0,10 %w.b@,15 %. Basierend auf der
geringen Sekretion kann man schlieRen, dass KBAekei Efflux-Mechanismus
unterliegt.

Bei 4° C war die Permeabilitdt von KBA als Reingabgz von apikaler nach

basolateraler Seite mit 0,43 % signifikant (p <1Q,6rniedrigt, was darauf hindeutet,
dass KBA zumindest teilweise mit Transportproteiigeragiert. Die Permeation von

KBA aus dem Extrakt hingegen unterschied sich n@0®6 bei 37° C nicht signifikant

zu der bei 4° C mit 0,77 %. Hierfur ist moglicherseedie hohe Standardabweichung
der Einzelwerte bei den 4° C-Versuchen verantwadrili

Weber et al®®' beobachteten eine Hemmung von Pgp durch KBA, AKBAd
Boswellia serrata Extrakt. Die Zugabe des Pgp-Inhibitors Verapami #dem
Transportpuffer fuhrte jedoch weder von apikalecmdasolateraler Seite noch in
umgekehrter Richtung zu einer erhdhten Permeation KBA. Es kann daher
angenommen werden, dass KBA kein Substrat vonRgp i

Bei den Transporten mit dem Extrakt jedoch konntee esignifikant niedrigere
Permeabilitat festgestellt werden (p < 0,05). An€i880 % permeierten in Anwesenheit
von Verapamil nur 0,43 % KBA von apikaler nach Basoaler Seite. Fur diese
Erscheinung liegt bisher keine Erklarung vor.

AKBA permeierte in beide Richtungen zu weniger @|85 % durch den Caco-2-
Monolayer. Eine Permeation von 0,05 % entsprichin deLOQ der eingesetzten
Methode. Auch die Zugabe von Verapamil zu dem Tparipuffer fihrte zu keiner
Verbesserung der Permeabilitat. Lediglich bei 37/Ro@nte AKBA aus dem Extrakt in
Anwesenheit von Verapamil von apikaler nach bascdd¢r Seite in sehr geringen
Mengen permeieren. Diese Ergebnisse lassen darhlié(3en, dass AKBA schlechter
permeabel als KBA und, genau wie KBA, kein Pgp-$uatbsst.

Trotz der von Webeet al** gezeigten Interaktion von Boswelliasauren mit Rgpnte

in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass né€B& noch AKBA Substrate dieses
Efflux-Proteins sind. Es kann daher angenommen everdass die von Webet al***
beobachtete Hemmung des Pgp durch KBA und AKBA aurfe allosterische
Hemmung zuriickzufhren ist. Zusammen mit der Erkeandass der sekretorische
Transport von KBA und AKBA geringer ist als der aljgtive, kann eine limitierende
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Wirkung auf die orale Bioverfugbarkeit durch Efflivkechanismen von Pgp
ausgeschlossen werden.

Gemal der Einteilung nach Yee gilt KBA bei einexvatetenin vivo-Absorption von
20-70 % als Substanz mit mittlerer Permeabilita€BA gilt als schlecht permealiél

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Permealiliiden einen wichtigen Baustein
zur weiteren Aufklarung des pharmakokinetischenhgltens von KBA und AKBA
und koénnen die bereits verdffentlichten Konzentragn in Plasma und Hirn bei
Menschen und Ratten zum Teil erkld&®. Es ist eine weit verbreitete Meinung, dass
die meisten lipophilen Substanzen gut durch dignhbran des intestinalen Epithels,
welches die Hauptbarriere fir die orale Absorptieon Arzneistoffen darstellt,
permeieren. Die Untersuchungen dieser Arbeit gajestoch Hinweise auf eine
verminderte Fahigkeit lipophiler Substanzen, wie AKBund AKBA, Caco-2-
Zellmonolayer zu (berwinden. Die niedrigen systemem Konzentrationen der
metabolisch stabilen AKBA sind demnach wohl zu mingrof3en Teil auf deren
schlechte Permeation aus dem Gastrointestinaltakickzufihren. Demgegenuber ist
die begrenzte systemische Verfugbarkeit von KBA reltas Ergebnis eines
umfangreichen hepatischen Metabolismus in Verbigduit einer mittleren Absorption
aus dem Gastrointestinaltrakt.

Am Ende der Transportversuche wurde interessaniszvegne deutliche Diskrepanz in

der Massenbilanz festgestellt. Die Summe der aufagé&alen und der basolateralen
Seite detektierten Stoffmengen war fir KBA und AKB#s Reinsubstanzen geringer
als 15 % und fur den Extrakt weniger als 60 % veneaingesetzten Stoffmenge. Daher
wurde die Menge an Probesubstanz bestimmt, wefcdesiZellen aufgenommen bzw.

an den Zellen adsorbiert worden war.

Sowohl KBA als auch AKBA wurden als Reinsubstanzen mehr als 75 % der
aufgegebenen Menge in dem Zellhomogenat wiederdefurAus dem Extrakt wurden
mit 20-40 % etwas geringere Mengen in dem Zellhoenag gefunden. Der Zusatz von
Verapamil hat keinen signifikanten Einfluss auf Werteilung.

Da weder KBA noch AKBA bei diesen Untersuchungen Rgeblich an der
Polycarbonat-Filtermembran der TransWellatten adsorbierten, wird angenommen,
dass die beiden Boswelliasduren hauptsachlicherzdilen aufgenommen werden und
dort akkumulieren oder an den Zellen adsorbieren.

Der eingesetzteBoswellia serrataExtrakt scheint offensichtlich Komponenten zu
enthalten, welche die Akkumulierung oder die Adsorpvon KBA und AKBA in oder
an den Caco-2-Zellen verhindert, was erklaren windeim KBA und AKBA aus dem
Extrakt in geringeren Mengen im Zellhomogenat gdém wurden als die
Reinsubstanzen. Eine Unterscheidung zwischen aofgerener und adsorbierter
Substanz war mit der eingesetzten Methode nichtiofig

Die Untersuchungen zur Verteilung von KBA und AKBA Caco-2-Modell sind ein
weiterer Hinweis auf die F&higkeit von Caco-2-Zelldipophile Arzneistoffe
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zuriickzuhalten. Ahnliche Verluste in der Mengenilavurden fur den lipophilen,
nicht-steroidalen antiinflammatorischen Arzneistofiomethacin bericht&®.

Sterk et al konnten zeigen, dass die Einnahme \Boswellia serrata Extrakt
zusammen mit fettreicher Nahrung zu einer ZunahereBibverfugbarkeit von KBA
und AKBA um ein Vielfaches filhft& Bei der Durchfiihrung weiterer klinischer
Studien sollte daher vor allem auf die standardessidettreiche Nahrung geachtet
werden.

Weiterhin ist es mdglich, durch die Entwicklung avativer Arzneistoffformulierungen
eine verbesserte Absorption von Arzneistoffen awsn dGastrointestinaltrakt zu
erreichen. Durch den Einsatz nichtionischer TensigePolysorbat konnte in diversen
Untersuchungen eine verbesserte Permeation vonestaffen durch Biomembranen
erreicht werden. So konnte die Permeabilitdt vgoghilen und schwer I6slichen
Carotinoiden und Tocopherolen durch Zusatz vondwhaten verbessert werden, ohne
toxisch auf die Caco-2-Zellen zu wirkéh

Es wurde daher untersucht, ob die erhdhte Loslichke Boswellia serrateéExtrakt als
nanoskalige Formulierung auch zu einer verbesseRermeation durch Caco-2-
Monolayer fuhrt. Die hydrophile Hulle der Nanopked, die den lipophilen Extrakt
umschlief3t, soll auRerdem die Passage des Arzfiesstdurch die Epithelzellschicht
verbessern.

In den in dieser Arbeit durchgefiuihrten Untersuclamdonnte der nanoskaligen
Boswellia serrata=ormulierung jedoch keine Verbesserung der Perititéalyon KBA
und AKBA zugeschrieben werden, auch wenn die Likkt des Extrakts in wassrigen
Medien erheblich gesteigert werden konnte.

Im Gegensatz zu den Transportversuchen mit KBAAIKBA als Reinsubstanzen und
dem Extrakt, bei denen die TEER-Werte tUber denrgesa Untersuchungszeitraum
konstant blieben, fielen die TEER-Werte durch Bgufiig der nanoskaligen
Formulierung auf die apikale Seite innerhalb vom86 um 60-80 % (Tab. 5.3).

Tab. 5.3: TEER-Werte der Caco-2-Zellmonolayer vod wmach der Inkubation mit der Emulgator-
haltigen nanoskaligen Boswellia serrata Formuliegun

Vor Inkubation (n=6) Nach Inkubation (n=6)
MW SD MW SD
TEER-Wert
) 2049,7 +254 363,6 +23,3
(Ohm*cm®)

Die Zellen des Darmepithels sind durch Tight-jumies miteinander verbunden. Sie
dienen als Barriere zwischen der apikalen und bés@llen Membran. Lediglich kleine,
nicht-ionisierte, hydrophile Molekile wie Wasselly€&rol oder Ethanol kdnnen diese
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ungehindert passieren. Der hydrostatische und aschet Druck ist hierbei die
treibende Kraft.

Dieser parazellulare Absorptionsweg ist bei intakt&pithel fur Arzneistoffe von
untergeordneter Bedeutung, da die Tight-junctions 8,1 % der Oberflache des
Darmepithels ausmach®&nEs besteht jedoch die Méglichkeit die Tight-juons, z. B.
durch die Applikation von Absorptionsverbessergeilweise zu 6ffnetf°. Auch eine
pathologische Veranderung der Tight-junctions kaaneinem teilweisen Verlust der
Barrierefunktion der Zellschicht fuhr&fi

Der in der nanoskaligen Formulierung enthaltene Igatar scheint mit Komponenten
der Tight-junctions zu interagieren, was zu einafweitung dieser fihrt und somit den
parazellularen Absorptionsweg 6ffnet. Ahnliche Eféesind fur Emulgatoren bereits
beobachtet wordéf. Ein dadurch erleichterter parazellularer Transpaoler
Boswelliasauren hatte ebenfalls zu erhéhten Plasnzantrationen gefiihrt. Da jedoch
der Abfall der TEER-Werte nicht mit einer erhoh#&sorption einherging, scheint die
parazellulare Absorption von KBA und AKBA aus denadBointestinaltrakt wie fir
viele lipophile Arzneistoffe nur von untergeordme®edeutung zu seth Vielmehr
wird der transzellulare Weg die entscheidende Rbataler Permeation von KBA und
AKBA durch die Epithelzellschicht sein.

Diverse Untersuchungen zeigen, dass der in derskahgen Formulierung enthaltene
Emulgator nicht nur lI6sungsvermittelnde Eigensdrafhat, sondern auch das Pgp
hemmt®®* Da in den Permeabilititsuntersuchungen jedochgdstellt werden
konnte, dass weder KBA noch AKBA Substrate diest#kpEProteins sind, hat die
Pgp-Hemmung durch die nanoskalige Formulierungegeiainfluss auf die Absorption
der beiden Boswelliasduren aus dem Magen-Darm-Trakt

Auch wenn die Verarbeitung voBoswellia serrataExtrakt in nanoskalige Partikel
nicht der fir Boswelliasduren geeignete Weg zu selreint, so zeigen die Ergebnisse
doch, dass das Augenmerk auf die Entwicklung vormikberungen gelegt werden
sollte, die die Permeabilitat der Boswelliasaurarch die intestinale Epithelzellschicht
verbessern. Da Boswelliasauren mit fettreicher Niadpr eine verbesserte
Bioverfugbarkeit aufweisen, ware die EntwicklungnvArzneistofftragern auf Lipid-
Basis die logische Folgerung, die Bioverfluigbarkeit Boswelliasauren zu verbessern.

Eine solche Mdglichkeit stellt die Formulierung vgBelf-emulsifying drug delivery

systems* (SEDDS) dar. Die Bioverfugbarkeit zahlneic lipophiler schwer |6slicher
Arzneistoffe konnte durch diese Technik signifikaatbessert werdéf?.
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Wechselwirkung von KBA und AKBA mit MRP2 und OATP3B

Das ABC-Transportprotein MRP2 ist im Darm, in deefé und vor allem in der Leber
fur die Exkretion diverser organischer Molekuleargwortlich.

In zahlreichen Studien wurde eine Aktivierung voBQG\Transportern, unter denen
auch MRP2 war, durch Substanzen in niedrigen Kanagonen beobachtet, die bei
hoéheren Konzentrationen abnahmen. Da die eingegseGaibstanzen zwar mit MRP2
interagierten, jedoch selbst nicht transportierrden, gehen die Autoren davon aus,
dass eine fir die allosterische Inhibierung odetividdrung zustandige Bindungstasche
existiert, welche die Affinitat des Transportersrz8ubstrat reguliett.

Ahnliche Effekte wurden auch bei Phenylbutazon lbebbet, welches MRP2 durch
eine allosterische Bindung bei niedrigen Konzeitren aktiviert und bei hoheren
Konzentrationen inhibiet?

Vor diesem Hintergrund scheint der erhéhte EfflonvGSMF in Gegenwart von
niedrigen Konzentrationen an KBA, AKBA oder ddoswellia serrataExtrakt durch
eine allosterische Bindung dieser Substanzen an MRé&vorgerufen zu werden,
welche das Transportprotein aktiviert. Bei hohern€onzentrationen nimmt die
Aktivierung ab und unterscheidet sich bei 10 pMhhimehr signifikant von der
Kontrolle.

In der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten plagakinetischen Studie wurden in
der Leber von Ratten nach oraler Gabe Boswellia serrateExtrakt KBA und AKBA

in Konzentrationen von 1 uM bzw. 2 uM detektiera PIRP2 hauptséachlich in der
Leber exprimiert wird, kann nicht ausgeschlossender®, dass KBA und AKBA das
pharmakokinetische Verhalten von gleichzeitig enmayemenen Arzneistoffen
beeinflussen kdnnen. So konnte es z.B. durch Cdwgadin von Boswellia serrata
Extrakt mit Methotrexat, welches ebenfalls Gber NMR&Risgeschieden wird, zu einer
erhohten biliaren Exkretion des Cytostatikums kompveas wiederum zu erniedrigten
Plasmaspiegeln fuhren wirde.

Es ware auch denkbar, dass KBA und AKBA ihre eigeiwerfigbarkeit vermindern,
indem sie bei niedrigen Konzentrationen MRP2 unchisdhre eigene hepatische
Exkretion stimulieren.

Im Gastrointestinaltrakt hingegen sind keine MRE2wslierenden Effekte zu erwarten,
weil hier nach oraler Gabe mit sehr viel h6heremz@mtrationen gerechnet werden
muss. Obwohl die KBA- und AKBA-Konzentrationen ima§irointestinaltrakt nicht
bekannt sind, ist es bei einer Normdosierung vo4t1800-2000 mg Extrakt sehr
wahrscheinlich, dass die erreichten Konzentratiomen KBA und AKBA 10 uM
Uberschreiten und somit keine Aktivierung von MR#®éhr stattfindet.

Eine Untersuchung der Wirkung von hoheren Konzéotran von KBA und AKBA
auf die MRP2-Aktivitat ware mit Sicherheit sehrargssant, konnte jedoch aufgrund
der schlechten Léslichkeit der Boswelliasauren dewhBoswellia serrateéExtrakt nicht
durchgefuhrt werden.
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Ahnlich wie MRP2 spielt das in der Leber lokalisseOATP1B3 bei der Elimination
zahlreicher Substanzen eine wichtige Rolle.

Die verminderte Aufnahme von Fluo-3 im angewandiestsystem deutet darauf hin,
dass KBA, AKBA undBoswellia serrataExtrakt potente Modulatoren von OATP1B3
sind. So ist die Starke der Hemmung mit der des P¥I3-Inhibitors BSP
vergleichbar. Bei KBA und in geringerem Mal3e auchi lFAKBA ist eine
konzentrationsabhangige Hemmung von OATP1B3 zuneske, wobei die Hemmung
mit steigender Konzentration zunimmt. Der Extradttesnt OATP1B3 unabhéangig von
der eingesetzten Konzentration zu hemmen.

Wie bereits erwahnt wurden im Rahmen einer pharkiaktischen Studie in der Leber
von Ratten KBA und AKBA in Konzentrationen von 1 pidw. 2 uM detektiert. Diese
Konzentrationen reichen aus, um OATP1B¥ivo nach oraler Einnahme zu hemmen.

Basierend auf diesen Resultaten sollte die Mégédhkon Interaktionen voBoswellia
serrata Extrakten mit anderen anionischen Arzneistoffemcdudie Modulation von
OATP1B3 in Betracht gezogen werden, um negative witisingen auf die
Pharmakotherapie zu vermeiden.

Die transportervermittelte Aufnahme von Arzneistoff in Zellen oder die
Ausschleusung aus Zellen sind, genau wie die Ligdit, der Metabolismus und die
Permeabilitat, weitere wichtige Faktoren, die dievBrfigbarkeit von Arzneistoffen
beeinflussen kbnnen. Die im Rahmen dieser Arbaitityefihrten Interaktionsstudien
haben gezeigt, dass KBA und AKBA das Potential halneit Substraten von MRP2
und OATP1B3 zu interagieren.

Methotrexat, welches bei vielen Tumorerkrankungemd uauch bei chronisch-
entziindlichen Erkrankungen wie rheumatoider AihriMorbus Crohn oder Colitis
Ulcerosa zur Standardmedikation zahlt, ist ein 8abson MRP2 und interagiert mit
OATP1B3. Dies sollte bei der Comedikation Baswellia serrateéExtrakt, der sich in
einigen klinischen Studien bei diesen Erkrankungfeenfalls als wirksam erwiesen hat,
unbedingt bertcksichtigt werden.
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Fazit

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untemsngen zum Metabolismus
haben gezeigt, dass mangelnde metabolische Siabitih KBA die Ursache fur deren
geringe Bioverfugbarkeit darstellt. Die Untersuchem zur Permeabilitat ergaben, dass
die geringe Bioverfugbarkeit der metabolisch s&biAKBA hingegen durch deren
schlechte Permeabilitat hervorgerufen wird.

Obwohl eine Verbesserung der Loslichkeit alleinehnizu einer Erhéhung der
Bioverfugbarkeit fuhrt, so zeigt diese Arbeit doagss mit Hilfe einer geeigneten
Formulierung sehr wohl die Bioverfigbarkeit von Befliasauren verbessert werden
konnte.

Angesichts der beobachteten niedrigervivo-Konzentrationen von KBA und AKBA
stellt sich jedoch die Frage, inwieweit die antanfimatorische Wirksamkeit von
Weihrauchextrakten tatséachlich durch KBA und AKBAdu mittels der bisher
beschriebenen Mechanismen hervorgerufen wird.

Die Konzentrationen, die fur die 5-LO-Hemmuimgvitro notwendig sind, reichten fur
die am starksten wirksame Boswelliasdure AKBA jelaxperimentellem Modell von
1,5 bis 50 pM. Der N#&B-Signalweg wurde von den Boswelliasduren in
Konzentrationen von 3-10 uM gehemmt und die HLEdeuam starksten durch AKBA
gehemmt, deren KgWert 15 uM betrug.

Da diein vivo gemessenen Konzentrationen von AKBA jedoch 0,1heiMenschen
und 0,2 pM bei Ratten nicht Uberschritten, ist ashtn auszuschliel3en, dass
Weihrauchextrakt durch andere als die bisher bedwdmen Mechanismen seine
antiinflammatorische Wirksamkeit ausubt.

Nach einer mindlichen Auskunft von Professor Div€@|Werz gibt es Hinweise, dass
nicht nur die ketylierten sondern auch die nichiykerten B-Boswelliasauren eine
Wirkung auf ein weiteres Ziel mit pharmakologischi®elevanz ausiiben. Wenn sich
herausstellt, dass diese Interaktionen bereitadr@molaren Konzentrationen ablaufen,
konnte das einen weiteren Schritt zur Aufklarung aetiinflammatorischen Wirkung
von Weihrauchzubereitungen darstellen. Zukinftigedi®n sollten daher noch starker
als bisher auf die nicht ketylierten Boswellias#@ui@kussiert sein.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Der Extrakt des indischen WeihrauchBogwellia serrata ist eines der wenigen
pflanzlichen Heilmittel, dem von der EMEA der OrphBrug Status zur Behandlung
des peritumoralen Hirnédems verliehen wurde.

Boswellia serrataExtrakt und die Boswelliasduren, welche als daksame Prinzip
von Weihrauch identifiziert wurden, zeigten in zeldhenin vitro-Untersuchungen
antiinflammatorische Wirksamkeit durch Interaktionmit der 5-LO, dem N&B und
der humanen Leukozytenelastase. Den Boswelliasdumente au3erdem antitumorale
Aktivitat nachgewiesen werden.

Die Wirksamkeit von Weihrauchpraparaten konnte ghreren klinischen Studien bei
Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, rheumatoider Atierund Asthma gezeigt werden.

Untersuchungen zum pharmakokinetischen Verhalten Bteswelliasduren wurden

weitaus seltener durchgefihrt und zeigten alles ddsihrauch nur eine geringe orale
Bioverfugbarkeit aufweist. Trotz hoher Dosen konntgie in vitro am starksten

wirksamen Boswelliasduren KBA und AKBA nur in geggem Konzentrationen von

1,6 uM KBA und 0,1 puM AKBA im Plasma von Patientamd Probanden

nachgewiesen werden. Auch in einer pharmakokiretisStudie mit Ratten konnten
nach Gabe von hoch dosiertedBoswellia serrataExtrakt nur niedrige Plasma- und
Hirnkonzentrationen detektiert werden.

Weihrauchextrakt wird haufig von Glioblastom-Patean in Comedikation zur
Zytostatikatherapie eingenommen. Die im Rahmen ediesrbeit im Steady-state
gemessenen KBA- und AKBA-Plasmakonzentrationen 2@nGlioblastom-Patienten
waren trotz hoher Dosierung gering. Im Hirngewelelches von zwei Patienten zur
Verfigung stand, konnten weder KBA noch AKBA detefttwerden.

Die Bioverfugbarkeit einer Substanz kann im Wesemtn durch deren Loéslichkeit,

Metabolismus und Permeabilitat beeinflusst werd&el. der Arbeit war es daher, den
Einfluss dieser Faktoren auf die Bioverfugbarkeh\Boswelliasauren zu untersuchen.
Weihrauchextrakte sind in wassrigen Medien schldgklich. In einer Rattenstudie

wurde deshalb untersucht, inwieweit die verbesdeitdichkeit des Extrakts in einer

nanoskaligerBoswellia serrataFormulierung zu einer verbesserten Bioverflugbarkei
fuhrt.

Eine bestehende LC-MS-Methode zur Bestimmung voiA KIBd AKBA aus Plasma
und Hirngewebe wurde hinsichtlich des MRM-Massengéegs von AKBA optimiert

und revalidiert. Zur Vervollstandigung des pharmiaketischen Profils wurden KBA-
und AKBA-Konzentrationen auch in der Leber der Batbestimmt. Die analytische
Methode wurde hierfir nach den anerkannten FDA{Rncen erfolgreich validiert. Es

war somit erstmals moglich KBA und AKBA in Lebergelwe zu quantifizieren.
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Die Plasma- und Leberkonzentrationen waren jedoeh den Ratten, die die
nanoskaligeBoswellia serrataFormulierung bekamen, in den ersten Stunden nach d
oralen Verabreichung nicht signifikant hoher alsden Ratten, die den unbehandelten
Extrakt erhielten. Wéahrend hingegen die Plasmaspiegch acht Stunden bei der
unverarbeiteten Extraktformulierung stark abfielstiegen sie nach der Einnahme der
nanoskaligen Formulierung erneut an. Dies ist véiohu auf die verzdgerte
Freisetzung von KBA und AKBA aus der nanoskaligemniulierung zurtickzufthren.
Dennoch fiihrte die Gabe der nanoskaligen Formulgerau keiner signifikanten
Erh6hung der Plasma-, Leber- und Hirnspiegel. Ridexhte Loslichkeit des Extrakts
stellte demnach nicht den einzigen limitierendektétafiir die Bioverfigbarkeit dar.

Die Bioverfugbarkeit eines Arzneistoffes wird auffen seiner Loslichkeit auch von
seinem metabolischen Verhalten beeinflusst. So g#tzahlreiche Beispiele fur
Arzneistoffe deren schlechte Bioverfiigbarkeit amem rapiden metabolischen Abbau
resultiert. Eine genaue Kenntnis des Metabolismsti$ir die Entwicklung von neuen
Formulierungen von entscheidender Bedeutung. Dabhette im Rahmen dieser Arbeit
weiterhin der Einfluss des Metabolismus auf dievBifligbarkeit von Boswelliasauren
untersucht.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungean metabolischen Stabilitdt von
KBA und AKBA in Rattenlebermikrosomen (RLM), Humablermikrosomen (HLM)

und frisch isolierten Rattenhepatozyten (RH) zeigtelass KBA einer stark
ausgepragten hepatischen Metabolisierung unterliéd¢BA hingegen erscheint
metabolisch relativ stabil, obwohl sie sich struktunur durch die Acetylierung der
Hydroxyl-Gruppe am C-3-Atom von KBA unterscheideDie metabolischen

Umwandlungsraten waren dabei in allen drei Modelergleichbar.

Fur die Identifizierung der Metabolite wurden zw&i-MS-Methoden entwickelt, die
eine effiziente Identifizierung und Verifizierungow Boswelliasauren und ihren
Metaboliten in diversen Biomatrices erlaubten.

Die Untersuchungen in RLM ergaben, dass Boswelli@sa hauptsachlich Phase-I-
Metabolite bilden. Oxidative Reaktionen zu mono-i-, dund seltener auch
trinydroxylierten Metaboliten waren die bevorzugteetabolischen Wege von KBA,
AKBA, oBA und BBA in vitro. Von AaBA und ABBA konnten keine Metabolite
detektiert werden. Das metabolische Profil von KBAd AKBA wurde aul3erdem in
RH untersucht und war mit dem in RLM vergleichbar.einer Rattenstudie konnten
dann im Plasma und in der Leber jedoch nicht iTnHiler Ratten KBA-Metabolite
nachgewiesen werden, wahrend fir AKBAvivo keine Metabolite detektiert wurden.
Phase-II-Metabolite von KBA und AKBA konnten weder vitro noch in vivo
nachgewiesen werden, was darauf schlieRen lasst, dlase beiden Boswelliasduren
ausschlief3lich durch Phase-I-Reaktionen metabdlisierden.

Bisher war man davon ausgegangen, dass die niadRtgsmakonzentrationen von
AKBA in vivo durch eine Deacetylierung zu KBA zustande komnigiese These
konnte im Rahmen dieser Arbeit widerlegt werden.e DErgebnisse der
Metabolismusuntersuchungen ergaben, dass weniger2al% AKBA zu KBA
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umgewandelt werden. Eine Deacetylierung kann demmnaicht fur die geringe
Bioverflugbarkeit von AKBA verantwortlich sein.

Aus den Metabolismusuntersuchungen kann geschlagsaden, dass die ausgepragte
hepatische Metabolisierung von KBA erheblich zuedegeringen Bioverfugbarkeit
beitragt. Fir AKBA hingegen scheint der Metabolismicht der limitierende Faktor
fur die Bioverfugbarkeit zu sein.

Als weitere pharmakokinetische Kenngrol3e kann didsofption aus dem
Gastrointestinaltrakt die Bioverfluigbarkeit einegzigistoffes maRRgeblich beeinflussen.
Daher wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss deermeabilitdit auf die
Bioverfugbarkeit von KBA und AKBA untersucht.

Im Caco-2-Zellmodell wurde fiir KBA bei 37° C eRy,sWert von 1,69*1F cm/s in
Absorptionsrichtung bestimmt, was einer mittlerearrReabilitéat entspricht. Es konnte
gezeigt werden, dass KBA und AKBA offensichtlich inem Efflux-Transport
unterliegen. AKBA erwies sich sowohl in absorptiverd sekretorischer Richtung als
auch bei 4° C als schlecht permeabel. Die BestingmeinesP,,sWerts war nicht
maoglich, weil die Konzentrationen im Akzeptorkomggraent unterhalb des LLOQ von
5 ng/ml der analytischen Methoden blieben.

Da KBA und AKBA die Aktivitdt des ABC-Transportpeihs Pgp modulieren, wurde
in dieser Arbeit Uberpruft, ob diese beiden Bosaséluren auch Substrate des Pgp
sind. Die Permeation von KBA und AKBA war in Anweseit des Pgp-Inhibitors
Verapamil jedoch nicht signifikant verandert, waaralif hindeutet, dass KBA und
AKBA keine Pgp-Substrate sind. Die in vorherigend&¢n beobachtete Hemmung von
Pgp ist daher eher auf eine allosterische Wechdelng zurtickzufiihren.

Anhand der nanoskaligen Formulierung wurde weitettnerprift, ob KBA und AKBA
aus dieser besser durch den Caco-2-Zellmonolayengieren konnen. Der in der
nanoskaligen Formulierung enthaltene Emulgatortéiibu einer Aufweitung der Tight-
junctions, was sich in einem Abfall der TEER-Webtemerkbar machte. Da es aber
nicht zu einer Verbesserung der Permeation kana e parazellulare Route fur KBA
und AKBA nicht den relevanten Transportweg durchs d&pithel des
Gastrointestinaltrakts darstellen. Wie zahlreichmelesle Arzneistoffe auch scheinen
KBA und AKBA, transzellular aufgenommen zu werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden einen wichti@austein zur weiteren Aufklarung
des pharmakokinetischen Verhaltens von KBA und AKBZ%0 ist die begrenzte
systemische Verfiigbarkeit von KBA auf eine mittle®bsorption aus dem
Gastrointestinaltrakt in  Kombination mit der umfagighen hepatischen
Metabolisierung zurtickzufihren. Die niedrigen sysgehen Konzentrationen von
AKBA hingegen liegen eher in der schlechten Absorpbegriindet.

Da die Bioverfugbarkeit von AKBA durch Einnahme raiber fettreichen Mahlzeit um
ein Vielfaches gesteigert werden kann, sind Lipgibrte Arzneistofftrager, wie die
bereits bei diversen lipophilen Arzneistoffen egfelich eingesetzten SEDDS, wohl
eine vielversprechende Mdoglichkeit die Bioverfudtear von AKBA zu verbessern.
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Auf der Basis der extensiven Metabolisierung von AKRind der schlechten
Permeabilitdt von AKBA stellt sich im Allgemeinetedrrage nach dem tatsachlichen
Wirkmechanismus von KBA und AKBA. In keiner pharmoslnetischen Studie
konnten die in vitro pharmakologisch aktiven Konzentrationen dieserddiei
Boswelliasduren erzielt werden. Es ist daher nalizuschlielen, dass auch andere
Wirkmechanismen als die bisher beschriebenen ersesti Des Weiteren kdnnen auch
andere Boswelliasduren an diesen Wirkmechanismeteilige sein. Zukinftige
pharmakologische als auch klinische Studien soligimer das Augenmerk ebenso auf
nicht ketylierte Boswelliasauren richten.

Unter dem Gesichtspunkt moglicher Arzneimitteliat¢ionen wurde die Wirkung von
KBA und AKBA auf die hauptsachlich in der Leber kommende Efflux-Pumpe
MRP2 und das in der Leber fur die Elimination zeidner Arzneistoffe verantwortliche
OATP1B3 in zwei zellbasierten Assays untersucht.kBsnte gezeigt werden, dass
KBA und AKBA die Aktivitdt von MRP2 und OATP1B3 irKonzentrationen
modulieren, welche im Rahmen dieser Arbeit in debdr von Ratten nachgewiesen
wurden.

Da Weihrauchextrakt haufig in Comedikation verweanged, sollte im Hinblick auf
die Arzneimittelsicherheit in Zukunft geprift werdeob es zu praxisrelevanten
Arzneimittelinteraktionen mit klinisch relevantenR®2- und OATP1B3-Substraten
wie Methotrexat, welches insbesondere zur Behagdiien rheumatoiden Arthritis aber
auch bei Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa eingaseird, kommt.
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ABSTRACT:

Boswellia serrata resin dry extract is among the few herbal reme-
dies designated with an orphan drug status for the treatment of
peritumoral brain edema. In addition, boswellic acids (BAs), the
main active ingredients of B. serrata extracts, have potent anti-
inflammatory properties, and may represent promising agents for
the tr 1t of ir tory di: Pharmacokinetic studies,
however, r led poor bi ilability, especially of 11-keto-pB-
boswellic acid (KBA) and 3-acetyl-11-keto-B-boswellic acid
(AKBA), the most potent BAs. To address the question of whether
BAs are extensively metabolized, we determined the metabolic
stability of KBA and AKBA in vitro, investigated the in vitro metab-

olism of BAs, and compared the metabolic profiles of KBA and
AKBA with those obtained in rats in vivo. In rat liver microsomes
and hepatocytes as well as in human liver microsomes, we found
that KBA but not AKBA undergoes extensive phase | metabolism.
Oxidation to hydroxylated metabolites is the principal metabolic
route. In vitro, KBA yielded metabolic profiles similar to those
obtained in vivo in rat plasma and liver, whereas no metabolites of
AKBA could be identified in vivo. Furthermore, AKBA is not
deacetylated to KBA. This study indicates that the efficacy of B.
serrata extract may be enhanced by increasing the bioavailability
of AKBA.

Pentacyclic triterpenes have gained significant importance because
their chemical structures resemble those of steroids. In particular,
boswellic acids (BAs). the main active components of the gum resin
extract of Boswellia serrata (Salai guggal), have received consider-
able attention. Based on positive data on the treatment of peritumoral
brain edema accompanying gliomas (Winking et al., 2000), the Eu-
ropean Medicines Agency designated an orphan drug status to B.
serrata dry resin extract in 2002, thus boosting the status of B. serrata
extract as an herbal remedy.

Traditionally, B. serrata extract is used in Indian ayurvedic medi-
cine for the treatment of inflammatory and arthritic diseases (Gupta et
al., 1998; Culioli et al., 2003). BAs possess potent anti-inflammatory
properties by inhibiting 5-lipoxygenase, human leukocyte elastase and
the nuclear factor-«kB pathway, without exerting the adverse effects
known for steroids (Safayhi et al., 1992, 1997; Gupta et al., 1997;
Syrovets et al., 2005: Poeckel and Werz, 2006). Among the six most
important derivatives of BAs (see Fig. 4), KBA and AKBA are the
most potent inhibitors of S-lipoxygenase with ICs, values of 2.8 and
1.5 uM, respectively (Safayhi et al., 1992; Sailer et al., 1996). In
several clinical trials the efficacy of B. serrata extract was comparable
with that of sulfasalazine and mesalazine for the treatment of Crohn’s

Article, publication date, and citation information can be found at
http://dmd.aspetjournals.org.

doi:10.1124/dmd.107.018424.

disease and ulcerative colitis, with a risk-benefit analysis in favor of
BAs (Gupta et al., 1997, 2001; Gerhardt et al., 2001). Efficacy,
however, could not be clearly demonstrated for other inflammatory
diseases such as asthma and polyarthritis (Gupta et al., 1998; Sander
et al., 1998). Moreover, B. serrata extract also exhibited antiprolif-
erative and cytotoxic effects (Poeckel and Werz, 2006).

Preliminary pharmacokinetic studies found only very low concen-
trations of KBA in human plasma after oral administration of B.
serrata extract, ranging from 0.17 uM after a single dose adminis-
tration of 786 mg (Sterk et al., 2004), to 1.6 uM after taking 1600 mg
(Abdel Tawab et al., 2001), to 2.7 uM subsequent to the intake of 333
mg (Sharma et al., 2004). AKBA, the most potent BA, was deter-
mined at a concentration of 0.1 uM after a multiple-dose administra-
tion of 786 mg of B. serrata extract (Biichele and Simmet, 2003). In
the pharmacokinetic study carried out by Sharma et al. (2004), AKBA
was not detected in plasma, possibly because of the deacetylation of
AKBA to KBA in vivo. In rats dosed with 240 mg/kg of B. serrata
extract, plasma levels of KBA and AKBA were determined to be 0.4
and 0.2 uM, respectively, whereas they reached concentrations of 0.3
M in the brain (corresponding to 99 and 95 ng of KBA and AKBA
per g of brain, respectively) (Reising et al., 2005). The studies men-
tioned above clearly suggest a substantial potential of BAs for the
treatment of inflammatory diseases and central nervous system ma-
lignancies, if sufficient systemic concentrations can be achieved.

Among many factors affecting bioavailability, poor absorption,

ABBREVIATIONS: BA, boswellic acid; KBA, 11-keto-B-boswellic acid; AKBA, 3-acetyl-11-keto-B-boswellic acid; RLM, rat liver microsome(s);
HLM, human liver microsome(s); aBA, a-boswellic acid; BBA, B-boswellic acid; AaBA, 3-acetyl-a-boswellic acid; ABBA, 3-acetyl-B-boswellic acid;
LC, liquid chromatography; MS/MS, tandem mass spectrometry; Pgp, P-glycoprotein; PBCEC, porcine brain capillary endothelial cell.
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and/or extensive metabolism may play a crucial role in limiting the
systemic availability of BAs. The present study will focus on the
contribution of hepatic metabolism to the low bioavailability observed
with KBA and AKBA. To date. no data describing the metabolism of
pentacyclic triterpenes, including BAs, is available. To our knowl-
edge, only the metabolism of oleanolic acid, leading to the formation
of hydroxylated metabolites upon incubation with rat liver micro-
somes. has been described (Jeong et al., 2007). Furthermore, the fate
of the most potent BA, AKBA, is not known. It is unclear whether
AKBA is predominantly deacetylated to the pharmacologically active
KBA or whether it is metabolized via other pathways. Based on the
particular therapeutic importance of B. serrata extracts, the present
study has three objectives: first, to investigate the metabolic stability
of KBA and AKBA in rat liver microsomes (RLM), rat hepatocytes,
and human liver microsomes (HLM): second, to determine whether
AKBA is deacetylated to KBA in vivo; and finally, to identify the
metabolites of BAs in vitro and to compare the in vitro metabolic
profiles of the most potent BAs, KBA and AKBA, with those in rat
plasma, liver. and brain after oral administration.

Methods and Materials

Chemicals and Reagents. Boswellic acids [a-boswellic acid (aBA),
(3@)-3-hydroxy-olean-12-en-23-oic acid; B-boswellic acid (BBA), (3a,4B)-3-
hydroxyurs-12-en-23-oic acid; 3-acetyl-a-boswellic acid (AaBA), (3a)-
3-acetoxy-olean-12-en-23-oic acid: 3-acetyl-B-boswellic acid (ABBA),
(3a)-3-acetoxy-urs-12-en-23-oic acid; 3-acetyl-11-keto-B-boswellic acid
(AKBA), (3a)-3-acetoxy-urs-12-en-11-keto-23-oic acid; and 11-keto-B-
boswellic acid (KBA), (3a)-3-hydroxy-urs-12-en-11-keto-23-oic acid] (pu-
rity > 99%) were purchased from Phytoplan (Heidelberg, Germany). All
solvents were of analytical grade. Methanol, acetonitrile, tetrahydrofurane,
n-hexane, 2-propanol, and ethyl acetate were from Caledon (Georgetown,
ON, Canada). Water was collected from a Milli-Q organic free water
system (Millipore Corporation, Bedford, MA). Extrelut NT was obtained
from VWR (Darmstadt, Germany). Solid-phase extraction cartridges were
obtained from Waters (Milford, MA, USA). Tris buffer was acquired from
Applichem (Darmstadt, Germany). Pooled HLM (>25 donor livers),
NADPH-regenerating solutions A and B, and UGT Reaction Mix solutions
A and B were purchased from BD Biosciences (San Jose, CA). Potassium
phosphate monobasic, Krebs-Henseleit buffer, 7-ethoxycoumarin, 7-hy-
droxycoumarin, 7-hydroxycoumarinsulfate, asiatic acid, and pooled male
RLM were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Microsomal Incubation and Sample Preparation. Stock solutions of each
BA were prepared at concentrations of 500 uM in methanol-water (50:50, v/v).
The NADPH-regenerating system was used in this study because it provides
constant NADPH levels over the entire incubation period. The final incubation
solutions consisted of 50 mM potassium phosphate buffer containing 1 mg/ml
microsomal protein, 10 uM BA, 1.3 uM NADP", 3.3 mM glucose 6-phos-
phate, 3.3 mM MgCl, and 0.4 U/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase. The
total volume was 250 ul. Controls were incubated without the NADPH-
regenerating system. The solutions were incubated at 37°C in a water bath.
After 60 min, the metabolic reaction was stopped by adding 250 ul of ice-cold
acetonitrile. The solutions were vortex-mixed, put on ice for 15 min, and
centrifuged for 10 min at 8000g at 4°C. Aliquots of the supernatants were
diluted to 500 ul with water. The sample solutions containing 20% or less
acetonitrile were transferred to a solid-phase extraction cartridge. After wash-
ing with 1 ml of water, the metabolites were eluted from the cartridges with 1
ml of methanol. After solvent evaporation, the samples were redissolved in 200
wl of methanol-water (50:50, v/v) and used for LC-MS/MS analysis.

Metabolic Stability. The incubation conditions for the phase I reactions
were the same as described above, but the incubation time was extended to 2 h,
to allow sufficient time for the reactions. For the glucuronidation reactions,
solutions containing 1 mg/ml microsomal protein, 10 uM KBA or AKBA, 2
mM UDP-glucuronic acid cofactor, 50 mM Tris-HCI, 8 mM MgCl,, and 25
pg/ml alamethicin in deionized water were incubated as described previously.
The total volume was 250 pl. Aliquots (50 ul) of the reaction mixtures were
drawn at 15, 30, 60, and 120 min, and the reaction was stopped by adding equal
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amounts of ice-cold acetonitrile containing asiatic acid (10 wuM) as an internal
standard, followed by centrifugation for 10 min at 8000g at 4°C. The super-
natants were analyzed directly by LC-MS/MS in the multiple reaction moni-
toring mode. Controls were incubated without the cofactors.

For determining the metabolic stability in rat hepatocytes, 100 uM KBA or
100 uM AKBA was added to freshly isolated hepatocyte suspensions, which
were previously incubated for 15 min at 37°C in an atmosphere of 5% CO, and
95% 0O,. The incubation mixture was then kept for 2 h under the same
incubation conditions. The metabolic capacity was monitored by determining
the ability of the hepatocytes to metabolize 7-ethoxycoumarin. Cytochrome
P450, UDP glucuronosyltransferase, and sulfotransferases were shown to be
active over the entire incubation period. Incubations were stopped at 0, 15, 30
60, and 120 min by adding 200 ul of cold methanol. Afterward, the terminated
incubation samples were vortex-mixed, put on ice for 15 min, and centrifuged
for 10 min at 8000g at 4°C. The supernatants were stored at —20°C until they
were analyzed by LC-MS/MS. The metabolic stability of KBA and AKBA was
calculated on the basis of six determinations, at each time point, respectively.

Isolation of Rat Hepatocytes. A male Wistar rat was anesthetized with
pentobarbital before abdominal midline incision and liver cannulation. Hepa-
tocytes were then isolated by collagenase perfusion (Berry and Friend, 1969).
Isolated hepatocytes were suspended in Krebs-H leit buffer suppl d
with 10 mM fructose and 3 mM glycine (pH 7.4), at a cell density of 1 X 10°
cells/ml. The viability of hepatocytes, based on trypan blue exclusion, was
>85%.

Animal Study. Female albino Wistar rats ranging from 101 to 125 g in
body weight were supplied by Charles River Laboratories (Wilmington, UK).
The animals were housed under standard conditions, with standard chow diet
and water freely available. Fifteen milligrams of KBA and AKBA were
suspended in 3 g of aqueous 0.2% agarose gel (w/v). To enhance bioavail-
ability, 30 ul of neutral oil was added as a lipophilic component (Sterk et al.,
2004). The control group was given only agarose gel. The second group was
given KBA suspension at a dose of 12.5 mg/kg [corresponding to the dose of
240 mg of B. serrata extract/kg applied in previous studies (Reising et al.,
2005, Winking et al., 2000)], and the third group received AKBA suspension
at the same dose. Each group consisted of four rats. The treatment was
administered once by oral gavage via a pharyngeal tube with a maximal
application volume of 0.43 ml. Oral application was chosen because it is the
most common application route of frankincense. All experiments were carried
out by appropriately trained individuals according to the guidelines of the
German Protection of Animals Act (Deutsches Tierschutzgesetz, BGBI 1998,
Part I, 30, S. 1105ff.), in accordance with the Declaration of Helsinki. Two
hours after the oral administration, the rats were decapitated, and brain and
liver were isolated. The brain samples (weight range = 1.18-1.35g)and 1.2 g
of the livers were rinsed and homogenized in 5 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4),
yielding suspensions containing 200 mg of brain and 200 mg of liver/ml of
buffer, respectively. The homogenates were stored at —20°C before sample
preparation. The blood samples were collected from the trunk immediately
after decapitation and transferred to tubes containing 0.03 ml of heparin to
avoid coagulation. They were centrifuged at 2000g for 10 min to obtain the
plasma fractions, which were then stored at —20°C until analysis.

Preparation of in Vivo Samples. Based on the method described by
Biichele and Simmet (2003), 0.8 g of Extrelut NT/ml of plasma was used for
sorbent assisted liquid-liquid extraction in Extrelut glass columns. For the
extraction, 6 ml of brain or liver homogenate were passed through the Extrelut
NT3 glass columns containing 5 g of Extrelut. After 15 min, KBA and AKBA
were eluted with a solvent mixture consisting of tetrahydrofurane-n-hexane-
ethyl acetate-2-propanol (160:160:160:15, v/v/v/v). The plasma samples were
eluted with 6 ml of solvent, whereas 30 ml was used for the elution of brain
and liver samples. The eluates were dried under a stream of nitrogen at 40°C,
and the residues were reconstituted in 150 ul of methanol and cooled on ice for
15 min before centrifugation at 2000g (4°C) for 10 min. The clear supernatants
were used for LC-MS/MS analysis.

LC-MS/MS. For the experiments on the metabolic stability of KBA and
AKBA, isocratic separation was performed on a PerkinElmer series 200
high-performance liquid chromatography system with a reversed-phase 18
column (Hypersil BDS, 150 X 4 mm, 5 um particles; MZ-Analysentechnik,
Mainz, Germany) at 40°C and a flow rate of 1 ml/min. The mobile phase
consisted of methanol-water-glacial acetic acid (8:1:0.4, v/v/v). Mass spectro-
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metric analysis was performed on a triple quadrupole mass spectrometer (API
300; MDS Sciex, Concord, ON, Canada) equipped with an atmospheric pres-
sure chemical ionization interface operating in positive ionization mode at
425°C. Multiple reaction monitoring was used to quantify KBA and AKBA in
RLM, HLM, and rat hepatocytes, using asiatic acid as the internal standard.
The details of the method have been published elsewhere (Reising et al., 2005).
Screening for glucuronides was performed in the full scan mode followed by
product ion scanning. Additionally, neutral loss scans (for glucuronides, sul-
fates, and amino acid conjugates via neutral losses of 176, 80, 129, 75, and
57 u) and precursor ion scans (based on the KBA fragment ions at m/z 391,
407, 423, and 421 and the AKBA fragment ion at m/z 59) were performed in
the negative ionization mode. Data acquisition and processing was conducted
using Analyst 1.4.1 software.

For metabolite identification, a sensitive LC-MS/MS method was estab-
lished, providing rapid and comprehensive screening for metabolites with
simultaneous data-dependent acquisition of MS/MS data for potential candi-
dates. Liquid chromatography was carried out on an Agilent 1100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) high-performance liquid chromatography sys-
tem using a reversed-phase 18 column [Ultracarb ODS (30), 30 X 3.2 mm, §
um; Phenomenex, Torrance, CA] for the separation of BAs and their metab-
olites at a flow rate of 0.6 ml/min. The injection volume was 10 ul. The mobile
phase consisted of water (A) and methanol (B). Three gradient programs were
used to achieve adequate retention behavior for the different BAs. The gradient
programs started with 50% B and changed to 100% B within 12 min for KBA
and AKBA and within 10 min for aBA, BBA, AaBA, and ABBA, respec-
tively. This gradient was then held for 4 min for KBA and AKBA and 6 min
for the remaining four BAs. Finally it was changed to 50% B within 1 min
followed by 5 min of equilibration at 50% B before the next injection. The
mass spectrometry experiments were conducted on a hybrid triple quadrupole
linear ion trap mass spectrometer (QTRAP 4000; MDS Sciex) equipped with
a Turbo V atmospheric pressure chemical ionization interface operating in
negative ionization mode with the following source parameters: needle current,
—3 pA: curtain gas, 20 psi; temperature, 450°C; and gas 1, 30 psi. Data
acquisition and processing was performed with the Analyst 1.4.1 software. The
mass spectrometric conditions were optimized by infusing standard solutions
of the respective BA using a syringe pump (Harvard Apparatus Inc., South
Natick, MA). The following parameters were obtained for the declustering
potential (volts) and the collision energy (volts), respectively: KBA, —120,
—55; AKBA, —85, —20; aBA, —170, —50; BBA, —170, —50; AaBA, —65,
—20; and ABBA, —65, —20. Screening for metabolites was performed in the
linear ion trap mode, with information dependent acquisition in the enhanced
product ion mode. In the enhanced product ion mode, the precursor ion was
selected in QI and the collision-induced dissociation was conducted in the
collision cell g2. The product ions were detected in the linear ion trap,
providing enhanced sensitivity over traditional triple quadrupole experiments.
Some metabolites were not seen in the information dependent acquisition
experiments because of matrix interferences. These metabolites could be
observed, however, by narrowing the QI isolation window to increase
selectivity.

Identification of metabolites was based on comparing the MS/MS spectra
with those of BAs. Only if the same fragmentation pattern was obtained, the
metabolites were assigned to the corresponding BA. Furthermore, the peaks of
the metabolites should not be detectable in the respective control group.

Results

Metabolic Stability of KBA and AKBA. After 15 min of incuba-
tion with RLM, more than 80% of the initial KBA concentration was
metabolized and less than 1% of the starting concentration remained
after 120 min. Extensive phase I metabolism was also observed in
HLM. After 15 min, more than 60% of the initial KBA concentration
was metabolized and less than 10% of the starting concentration
remained after 120 min (Fig. 1). On the other hand, AKBA was less
susceptible to phase I metabolism than KBA, with approximately 80%
of the starting concentration still remaining 120 min after incubation
with RLM and HLM, respectively (Fig. 1).

The direct glucuronidation experiments performed in RLM and
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FiG. 1. Metabolic stability of KBA (M) and AKBA (A) in RLM. HLM. and rat

hepatocytes (RH). The error bars represent the S.D.s of three individual experiments
for RLM and HLM and six individual experiments for rat hepatocytes. The meta-
bolic stability curves in RLM and HLM result from phase I metabolism of KBA and
AKBA, whereas the metabolic stability curve in rat hepatocytes is based on phase
I and Il metabolism.

HLM in parallel revealed no decrease in the initial concentrations of
KBA and AKBA. Furthermore, KBA and AKBA glucuronides could
not be detected upon screening with LC-MS/MS (data not shown).
This finding clearly indicates that KBA and AKBA are subjected
mainly to phase I metabolism. Moreover, no substantial differences
between RLM and HLM were observed in their metabolic turnover
rates.

Upon incubation of KBA and AKBA with rat hepatocytes, meta-
bolic turnover rates similar to those described above for RLM and
HLM were obtained (Fig. 1). Also, for rat hepatocytes more than 80%
of the initial KBA was metabolized after 30 min, whereas approxi-
mately 80% of the starting AKBA concentration still remained after
120 min.

Identification of the KBA Metabolites in Vitro. The initial
screening of the in vitro RLM reaction medium revealed the formation
of metabolites with mass shifts of +16, +32, and +14 u in compar-
ison to KBA. Upon screening for m/z 485.4 (corresponding to mass
shifts of +16 u), three major metabolites eluting earlier than KBA
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(Fig. 2A) were detected (Fig. 2B), indicating the presence of deriva-
tives with more hydrophilic properties than the parent compound.
Because these peaks were absent in the control incubations, they can
be clearly assigned to metabolic conversions of KBA.

This assumption is further supported by comparing the MS/MS
spectra of KBA and its metabolites. providing consistent structure-
specific fragmentation patterns. Whereas the MS/MS of KBA pro-
duced fragments at m/z 376.4, 391.3, 407.3, and 451.3 (Fig. 2E), the

three metabolites yielded the same fragment species with a charac-
teristic mass shift of 16 u at m/z 392.3, 407.2, 423.2, and 467.3 (Fig.
2F). The peaks at 10.9 and 11.1 min could not be related to KBA, as
they were also present in the control group and did not show the
characteristic fragmentation pattern of KBA.

Upon screening for m/z 501.4 (corresponding to a +32 u mass
shift), various signals were observed between retention times r = 2.4
and 7.8 min (Fig. 2C), exhibiting characteristic fragment ion shifts of
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TABLE 1

Overview of all metabolites of KBA and AKBA detected in vivo in comparison
with those identified in vitro

In Vitro In Vivo
Boswellic Acid
RILM  Hepatocytes  Plasma  Liver  Brain
KBA + + + + +
Monohydroxylated KBA + + + + -
derivatives
Dihydroxylated KBA derivatives + + + + -
Trihydroxylated KBA derivatives = + = + -
Hydroxylated and dehydrogenated + S - - -
KBA derivatives
AKBA + + + + +
Monohydroxylated AKBA + + - - -
derivatives

+32 u, in comparison with those of KBA at m/z 408.2, 423.1, and
439.3 (Fig. 2G). Furthermore, the two peaks at + = 5.4 and 8.0 min
(Fig. 2D) (M — H] ™ at m/z 483.4) were not present in the control,
suggesting metabolites corresponding to a mass shift of +14 u. As
expected. the fragmentation pattern of these products (fragment ions
at m/z 390.2, 405.2, and 421.3) again resembled that of KBA, indi-
cating a link to KBA. The peak at 12.7 min could not be related to
KBA.

Incubation of KBA with hepatocytes yielded only phase I metab-
olites, represented by KBA derivatives with mass shifts of +16u (1 =
5.6. 7.7. and 7.9 min) and +32 u (t = 2.5. 4.4, and 7.8 min) as well
as +48 u (+ = 2.0 min). No phase II metabolites could be identified,
either by screening for glucuronides, sulfates, and amino acid conju-
gates or by precursor ion scanning.

Metabolites of KBA in Vivo in Rat Plasma, Liver and Brain in
Comparison with Its Metabolites in Vitro. After the identification
of the KBA metabolites in vitro, the metabolites of KBA were further
explored in vivo in the course of a feeding study. To ensure sufficient
metabolic conversion of KBA, screening for the in vivo metabolites in
rats was carried out 2 h after oral administration of KBA suspension.
This time interval was chosen on the basis of previous pharmacoki-
netic studies (Reising et al., 2005) and the rapid metabolism of KBA
observed in vitro upon incubation with RLM.

In rat plasma. two derivatives with a mass shift of +16u (att = 5.7
and 8.1 min) and one derivative with a mass shift of +32 u (r = 7.8)
were detected. in addition to the parent compound KBA. All MS/MS
spectra of these metabolites correlated well with the corresponding
spectra of KBA and its metabolites obtained in vitro after microsomal
incubation, indicating that these metabolites were identical.

The analysis of the rat liver revealed the formation of various
metabolites showing the same fragmentation pattern as KBA and its
metabolites in vitro. In addition to KBA, three metabolites with a
mass shift of +16 u (+ = 5.7, 7.7, and 8.0 min) and four KBA
derivatives exhibiting a mass shift of +32u (r = 2.8,3.4,4.4,and 7.8
min) were detected as well as one derivative corresponding to KBA
+48 u (+ = 1.8 min). These results suggest that the liver plays an
important role in the metabolism of KBA. The analysis of the rat brain
revealed the presence of KBA, but no metabolites could be detected.

Moreover, the rat plasma, liver, and brain were screened for the
occurrence of phase I metabolism of KBA and/or KBA metabolites
but no conjugates were found. In the control group consisting of rats
fed with agarose suspension only, neither KBA nor any metabolite
were identified in rat plasma, liver, or brain. Table 1 presents an
overview of all metabolites of KBA detected in vivo in comparison
with those identified in vitro.

Identification of AKBA Metabolites in Vitro. The experiments
on the metabolic stability of AKBA in the liver microsomes described
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in the previous section showed that the transformation rate of AKBA
is much lower than that of KBA. Hence, the initial screening of the
RLM in vitro reaction medium revealed the formation of derivatives
with mass shifts of only +16 u. Upon screening for m/z 527.3,
corresponding to a +16 u mass shift, three different metabolites with
retention times of 7 = 7.7, 8.2, and 9.4 min were detected, which were
absent in the control incubations. As the MS/MS spectra of AKBA as
well as those of the metabolites observed showed a characteristic
fragment at m/z 59 (acetic acid anion), these metabolites can be
assigned to AKBA. In hepatocytes, AKBA yielded only one AKBA
derivative with a mass shift of +16 u (r = 8.1). Again, no phase I
metabolites could be detected.

Metabolites of AKBA in Vivo in Rat Plasma, Liver, and Brain
in Comparison to Its Metabolites in Vitro. Only AKBA but no
metabolites were detected in rat plasma, liver, and brain 2 h after oral
administration of AKBA suspension. A representative selected ion
monitoring (SIM) chromatogram and product ion spectrum of AKBA
(t = 12.3) in the rat liver is shown in Fig. 3, A and B. The peaks at
t=12.8,10.6, and 9.5 are not derived from AKBA. as they were also
present in the control animals and did not show the characteristic
fragmentation pattern of AKBA. Screening the plasma, liver, and
brain samples for the occurrence of phase II metabolism of AKBA
and AKBA metabolites, no evidence for phase II metabolism could be
found, as in the case of KBA.

Checking for Deacetylation as an Alternative Metabolic Path-
way for AKBA. Because AKBA represents an acetyl derivative of
KBA, it could be metabolized to KBA via deacetylation. AKBA
incubated with rat hepatocytes, however, yielded only very small
amounts of KBA, not exceeding 2% of the initial AKBA concentra-
tion. Also, the plasma, liver and brain of the rats fed with AKBA were
screened for the presence of KBA. In the plasma, KBA was almost
undetectable. As shown in the SIM chromatogram of KBA in Fig. 3C,
KBA (1 = 11.2) was detected only in negligible amounts in the liver,
not exceeding those determined in hepatocytes, indicating that
deacetylation of AKBA to KBA takes place in the liver to a minor
extent only. The peaks at 1 = 9.7 and 9.9 were also present in the
control group and did not show the characteristic fragmentation pat-
tern of KBA represented in Fig. 3D. Therefore, they cannot be related
to KBA. Furthermore, no KBA was detected in the brain samples of
the rats fed with AKBA.

Identification of Metabolites of aBA, BBA and Their Acety-
lated Derivatives in Vitro. The incubation of aBA and BBA with rat
liver microsomal preparations and its subsequent analysis by LC-
MS/MS revealed the formation of various metabolites. In addition to
metabolites with +16 and +32 u mass shifts seen for both BA
derivatives, metabolites with a mass shift of +48 u were observed for
BBA. No metabolites were detected on incubation of AaBA and
ABBA with microsomal enzymes.

Discussion

To date only one study exists on the microsomal incubation of
Boswellia species, which focused on investigating the inhibitory effect
of Boswellia extract on cytochrome P450 enzymes (Frank and Unger,
2006). Our study represents the first investigation of BA metabolism.
An overview of all phase I metabolites obtained in vitro from different
BAs and their respective retention times and mass shifts is given in
Fig. 4.

In general, the incubation of BAs with phase I enzymes in vitro
revealed that oxidation, yielding derivatives with mass shifts of +16
and +32 u and in some cases of +48 u, corresponding to mono-, di-,
and trihydroxylated metabolites, respectively, is the principal meta-
bolic route of KBA, AKBA, aBA, and BBA. The phase I metabolites



of BAs identified in this study are in agreement with the phase I
metabolites described for oleanolic acid, which have been character-
ized as hydroxyl- and dihydroxyloleanolic acid (Jeong et al., 2007).
Together, this previous investigation and the present study represent
the first detailed insight into the metabolism of pentacyclic triterpenes.

The incubation of KBA with RLM yielded three monohydroxylated
and six dihydroxylated metabolites as well as two additional metab-
olites, exhibiting a +14 u mass shift. Taking the chromatographic
elution behavior of these metabolites into consideration, indicating
more hydrophilic properties in comparison to KBA, the mass shift of
+14 u may be attributed to ketone formation or dehydrogenation and
hydroxylation of KBA. The incubation of KBA with hepatocytes
yielded similar metabolites represented by three mono- and three
dihydroxylated KBA derivatives as well as one trihydroxylated
metabolite.

In vivo hydroxylated derivatives of KBA were detected only in rat
plasma and liver. The observed absence of KBA metabolites in rat
brain may be attributed to the increased hydrophilicity of the hydroxy-
lated derivatives, not allowing them to pass the blood-brain barrier.
Both the in vitro experiments in RLM and hepatocytes as well as the
in vivo feeding study revealed the formation of the same metabolic
profiles suggesting that no phase Il metabolism is taking place.

For AKBA, only derivatives with a mass shift of +16 u, corre-
sponding to monohydroxylated metabolites, were detected in vitro,
and no metabolites were identified in vivo. The limited metabolism of
AKBA by phase I enzymes coincides with observations made for
other acetylated BAs (AaBA and ABBA), for which no phase 1
metabolites were identified at all in vitro. Obviously, the acetyl group
at position 3 is responsible for the impeded phase I metabolism.
Nevertheless, some hydroxylated metabolites were identified for
AKBA in vitro compared with AaBA and ABBA. This result may be
attributed to the presence of a keto group at position 11.

In general. microsomes and hepatocytes are used not only for the

elucidation of drug metabolism but are also typically applied during
the drug-screening process for determining metabolic stability
(Shearer et al., 2005). Because the pharmacological effects of B.
serrata are attributed mainly to KBA and AKBA. this study focused
on the metabolic stability of these two BAs in rat liver microsomes
and hepatocytes. In addition, the metabolic stability was also deter-
mined in HLM to get a preliminary idea about the hepatic transfor-
mation rate of KBA and AKBA in humans.

The present study revealed that KBA undergoes extensive hepatic
phase I metabolism. This might represent one of the major reasons for
the low systemic KBA bioavailability observed in rats and humans
after the oral administration of very high doses of Boswellia extract.
In contrast, the pharmacokinetic behavior of AKBA raises several
questions. Although the concentration of AKBA is equivalent or even
exceeds that of KBA in Boswellia extracts, AKBA was detected in rat
and human plasma at even lower concentration levels than KBA
(Biichele et al., 2003; Reising et al., 2005). This finding is surprising,
because AKBA is more lipophilic than KBA and should therefore be
more easily absorbed. A possible explanation could be extensive
first-pass metabolism. However, the present study revealed that al-
though AKBA differs from KBA only by acetylation of the hydroxyl
group at position 3, its metabolic behavior is completely different.
AKBA was more stable toward phase I enzymes than KBA. There-
fore, extensive hepatic metabolism could not explain the low systemic
availability of AKBA.

Furthermore, the present study revealed that deacetylation of
AKBA to KBA takes place only to a minor extent and thus cannot be
responsible for the low systemic availability of AKBA as assumed
previously (Abdel Tawab et al., 2001; Sharma et al., 2004).

A further reason for the lower plasma levels of AKBA compared
with KBA might be the greater volume of distribution of AKBA
associated with its greater lipophilicity. Indeed, the brain/plasma ratio
determined for AKBA (0.8) in a previous study (Reising et al., 2005)
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Three monohydroxylated metabolites
m/z +16; =5.7,7.7, 8.1

Six dihydroxylated metabolites
m/z+32;t=2.4,2.8,4.4,55,7.3,7.8

Two monohydroxylated+dehydro-

m/7 469.4 [M-H| t=11.3min genated metabolites m/z +14; t=5.4, 8.0

COCH

m/z 511.4 [M-H|” t=12.2min

aBA
m/z 455.3 [M-H] t=11.6min

HO™

BBA

No metabolites

"“coom

AuBA
m/7 497.3 [IM-H| t=12.5min

No metabolites

m/z497.3 [M-H|” t=12.7min

was higher than that of KBA (0.5), although only half the plasma
levels of KBA were determined for AKBA. These are very promising
results, as they suggest a higher brain penetration of AKBA compared
with that for KBA. Based on these findings, the metabolic stability
determined for AKBA is of particular importance. Finally, the influ-
ence of intestinal metabolism and poor absorption on limiting the
systemic availability of BAs should not be underestimated. Initial
results of subsequent in vitro permeability studies using Caco-2 cells,
which are still in progress, suggest poor absorption of KBA and
AKBA from the gastrointestinal tract. It seems that the poor systemic

Three morn;)hydro;&yrlat'ed» metabolites

/m/:: +16; t=8.5,8.9,9.3
_—

Three dihydroxylated metabolites
m/z +32; =5.0, 6.5, 7.0

Three trihydroxylated metabolites
m/z 455.3 I[M-H| t=11.8min m/z +48; t=4.5, 5.6

, Three monohydroxylated metabolites
m/z +16; =7.7,8.2,9.4

Three monohydroxylated metabolites

S m/z+16; =8.4,9.2,9.6
T, Three dihydroxylated metabolites

m/z +32; t=5.3, 6.6, 7.3

FiG. 4. Chemical structures of the six most
important  derivatives of BAs. KBA.
AKBA. aBA. BBA. AaBA. and ABBA.
and their corresponding phase I metabolites
in vitro.

availability of AKBA may be attributed mainly to its poor absorption
and the low bioavailability of KBA results from its metabolic insta-
bility and poor absorption (P. Krueger, J. Kanzer, J. Hummel,
G. Fricker, and M. Abdel-Tawab, unpublished observations).

In a previous study B. serrata extract, as well as KBA and AKBA,
was identified as potent inhibitors of P-glycoprotein (Pgp) in porcine
brain capillary endothelial cells (PBCECs) and human lymphocytic
leukemia parenteral (VLB) cell lines (Weber et al., 2006). AKBA
produced a significant inhibition of Pgp at concentrations of 3 and 10
uM in PBCECs and VLB cells, respectively, whereas KBA exerted
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significant Pgp inhibition at a concentration of 10 uM in PBCECs but
not in VLB cells compared with untreated cells. As this study could
not differentiate whether substrate inhibitor or allosteric effects were
responsible for the observed Pgp inhibition, the relevance of Pgp
efflux. as a possible factor affecting the bioavailability of KBA and
AKBA., cannot be assessed at present.

For numerous drugs, the duration and intensity of action is deter-
mined by their metabolic rate. Characterizing the metabolic behavior
is therefore an important issue to assess the therapeutic effect of drugs.
Considering the results of this study, it can be concluded that the
observed extensive hepatic metabolism of KBA strongly contributes
to its low bioavailability. However, the low bioavailability of the more
lipophilic AKBA, which may not be attributed to extensive hepatic
metabolism, will surely represent a pivotal question in further studies
addressing the permeability of boswellic acids.
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