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1 Einleitung und theoretische Grundlagen

1 Einleitung und theoretische Grundlagen

1.1 Curcuminoide

Curcuminoide sind sekunddre Pflanzeninhaltsstoffe, die in den Rhizomen verschiedener
Curcuma-Gewéchse wie z.B. Curcuma longa vorkommen. Unter dem Begriff Curcuminoide
werden die drei Substanzen Curcumin (CUR), Demethoxycurcumin (Demethoxy-CUR) und

Bisdemethoxycurcumin (Bisdemethoxy-CUR) zusammengefasst.

1.1.1 Chemische Struktur

Chemisch betrachtet handelt es sich bei den Curcuminoiden um konjugierte Diarylheptanoide.
Die drei Curcuminoide unterscheiden sich lediglich in der Anzahl ihrer Methoxygruppen
(Abb. 1).

R | R
CUR OCHgs OCH3
Demethoxy-CUR H OCH3
Bisdemethoxy-CUR H H

Abbildung 1: Chemische Struktur der Curcuminoide.
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Aufgrund ihres konjugierten Doppelbindungssystems sind die Curcuminoide intensiv gelb ge-
farbt. Der aliphatische Molekiilteil enthélt ein auflergewthnliches 8-Diketo-Strukturelement,
wodurch die Curcuminoide einer Keto-Enol-Tautomerisierung unterliegen. Die Diketone lie-
gen in gelostem und in festem Zustand ausschliefllich in der Enol-Form vor [Matthes et al.,
1980; Roughley und Whiting, 1973; Sharma et al., 2005; Tgnnesen et al., 1982; Tgnnesen, 1992;
Unterhalt, 1980]. Die Enolisierung wird bevorzugt, da sie aufgrund der Ausbildung von Reso-
nanzstrukturen sowie intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert und damit
energetisch begiinstigt wird. Dadurch kann ein pseudo-aromatischer Zustand (Abb. 1) aus-
gebildet werden [Cooper et al., 1994; Tgnnesen und Karlsen, 1983; Unterhalt, 1980]. Zudem

kann die Enolform als vinyloge Carboxylsdure angesehen werden.

Kristallstruktur-Untersuchungen von CUR haben ergeben, dass das Wasserstoffatom statis-
tisch zwischen den beiden aliphatischen Sauerstoffatomen verteilt ist, anstatt an ein ein-
ziges Sauerstoffatom gebunden zu sein. Beide Sauerstoffatome konnen als Tréger des Enol-
Wasserstoffs fungieren. Der intramolekulare Wechsel zwischen den &dquivalenten Enolen findet
in Losung vermutlich sehr schnell statt [Roughley und Whiting, 1973]. Beide Sauerstoffatome
des Enolrings sowie die phenolischen Hydroxylgruppen koénnen intermolekulare Wechselwir-
kungen eingehen [Tonnesen et al., 1982; Tonnesen, 1992]. Bei rekristallisiertem Bisdemethoxy-
CUR (Hydrat, Methanol-Komplex) ist das Wasserstoffatom der Keto-Enol-Struktur an ein
einziges Sauerstoffatom gebunden und das andere Sauerstoffatom kann intermolekulare Was-
serstoffbriicken ausbilden [Karlsen et al., 1988; Tg¢nnesen et al., 1983; Tgnnesen, 1992].

1.1.2 Chemische und physikalische Eigenschaften

Einen Uberblick {iber die physikalischen und chemischen Eigenschaften der Curcuminoide
gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Physikalische und chemische Eigenschaften von Curcuminoiden [Govindarajan,
1980; Pedersen et al., 1985; Tgnnesen et al., 1995].

Trivialname CUR ‘ Demethoxy-CUR ‘ Bisdemethoxy-CUR
4-Hydroxycinnamoyl- Bis-4-Hydroxy-

Chemischer Name Diferuloylmethan feruloylmethan cinnamoylmethan

Summenformel C21H2004 C20H15805 C19H1604

Molekulargewicht (g/mol) 368,39 338,36 308,33

gelbes, kristallines orange-gelbes,

Aussehen Pulver amorphes Produkt gelbe Platten

Schmelzpunkt (°C) 182-183 172-174 223-224

Absorptionsmax. (EtOH) 427 424 418

unloslich in Wasser, Hexan, Ether;
Loslichkeit 16slich in Alkohol, Aceton, Eisessig, organischen Losungsmitteln
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Die Farbe von CUR in wissrigen Medien oder organischen Losungsmitteln ist aufgrund von
Anderungen des Dissoziationsgrades oder des Zerfalls (s.u.) nicht konstant. Bei pH 1-7 weist
CUR in Losung eine gelbe Farbe auf, die im basischen Milieu durch Salzbildung mit den
Alkalien zu rot-braun bis tiefrot iibergeht [Tgnnesen, 1992]. Die Curcuminoide besitzen eine

Fluoreszenz. Die Anregung erfolgt bei 435 nm, die Emission bei 520 nm [Govindarajan, 1980)].

CUR-Komplexe

Die Keto-Enol-Einheit der Curcuminoide stellt den reaktiven Teil dieser Verbindungen dar.
Curcuminoide sind starke Komplexbildner. Als enolisierbare 1,3-Diketone sind sie in der Lage
mit Borsdure unter Bildung eines sechsgliedrigen Ringes zu einem charakteristischen roten
Komplex zu reagieren. Die Nachweisreaktion von Boraten mit Curcuma-Papier stellt einen
altbekannten und sensitiven Test dar [Cooper et al., 1994; Roth und Miller, 1964a,b; Umland
und Pottkamp, 1968]. Auch bei der chemischen Synthese von Curcuminoid-Derivaten macht
man sich die Komplexierung von Boraten mit Diketonen zu Nutze, um eine selektive Reaktion
des entsprechend substituierten Benzaldehyds mit den terminalen Enden des Diketons zu
gewéhrleisten. Der Borsdure-Komplex (Abb. 2) wird anschlieBend durch saure Hydrolyse
unter Freisetzung des Produkts zerstort [Gomes de et al., 2002; Pabon, 1964; Pedersen et al.,
1985].

®
HO 7 OH

OCHj OCHj

Abbildung 2: Postulierte chemische Struktur des CUR-Bor-Komplexes bei der CUR-Synthese
nach Pabon [1964].

Von vielen anderen Metallen (Fe, Cu, Ni, Zn, Sn, K, Al) ist bekannt, dass sie mit Curcumi-
noiden Chelate bilden kénnen [Sorenson, 2002; Tennesen, 1992]. Schwiichere Komplexe bildet
Curcumin mit Magnesium und Calcium. Chelatbildner sind in vivo als Katalysatoren sowie

als Inhibitoren biochemischer Prozesse von Bedeutung [Cooper et al., 1994; Tgnnesen, 1992].
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Chemische Stabilitat

Die Keto-Enol-Struktur stellt zudem die instabile Stelle des CUR-Molekiils dar. Die chemi-
sche Stabilitdt von CUR in wéssrigen Losungen ist pH- und zeitabhéngig. Unter neutralen
bis basischen Bedingungen ist CUR in wiéssriger Losung nicht stabil. In alkalischer Losung
erfolgt zuerst die Dissoziation des Enols (pK, 7,8), wodurch die negative Ladung iiber
den Aromaten stabilisiert und die konjugierte Dien-Struktur zerstort wird. Im Alkalischen
folgt weiterhin die sukzessive Dissoziation der Phenole (pK, 8,5 und 9,0) [Tennesen und
Karlsen, 1985b]. Da die Hydroxylgruppen bei saurem pH-Wert in undissoziierter Form
vorliegen, weisen die Curcuminoide in diesem Milieu eine hohere Stabilitdt auf. Produkte
des CUR-Zerfalls bei pH>7 sind Ferulasiure, Feruloylmethan, Vanillin und Aceton (Abb. 3)
[Price und Buescher, 1997; Tgnnesen und Karlsen, 1985a; Wang et al., 1997]. Der Zerfall von
CUR in alkalischem Milieu ist sehr komplex, mitunter ist die Bildung gelber bis gelb-brauner
Kondensationsprodukte von Feruloylmethan beschrieben [Tgnnesen und Karlsen, 1985a]. Als
weiteres Abbauprodukt von CUR wird trans-6-(4’-Hydroxy-3’-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-
hexenal genannt (Abb. 3). Die Anwesenheit von fétalem Kélberserum (FKS) oder Humanblut
reduziert diesen Zerfall von CUR bei pH>7 in Kulturmedium oder Phosphat-Puffer. In
Anwesenheit von 10% FKS oder Humanblut waren weniger als 20% des CUR in 1 h zerfallen,
im Vergleich zu 90% nach 30 min in serumfreiem Medium (pH 7,2, 37°C) [Wang et al., 1997].

phenyl)-2,4-dioxo-5-hexenal

OH

o}

H3C°]<jr \\)\/U\/\CEOCH3
HO OH

CUR
HO.__CHO / \
o) | O OH Os_-CHs
7 7 7 CHO
o)
_— + )J\

H3CO H3CO H3CO H3CO Aceton

OH OH OH

trans-6-(4"-Hydroxy-3'-methoxy- Ferulasdure Feruloylmethan Vanillin

Abbildung 3: Zerfallsprodukte von CUR in wissrigen Systemen [Tgnnesen und Karlsen, 1985a;
Wang et al., 1997].

Da CUR eine lipophile und polyphenolische Verbindung darstellt, ist es zur Interaktion mit
Makromolekiilen imstande. Zur Bindung zwischen CUR und Serumalbumin liegen einige Stu-
dien vor [Barik et al., 2003; Pulla Reddy et al., 1999; Zsila et al., 2003a,b]. CUR wird in einer
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tiefen hydrophoben Tasche des Proteins komplexiert, wodurch der hydrolytische Zerfall von
CUR in biologischen Systemen reduziert wird, z.T. vermutlich dadurch, dass die Zugénglich-

keit von Wassermolekiilen behindert wird.

Desweiteren wird die Stabilitdt von CUR in Phosphat-Puffer (pH 7,4) durch Zusatz von
Antioxidantien wie Ascorbinsdure, N-Acetylcystein und Glutathion oder durch Rattenleber-

Mikrosomen bzw. Cytosol verbessert [Oetari et al., 1996].

Waéhrend die Stabilitéit von CUR untersucht wurde, gibt es fiir andere Curcuminoid-
Kongenere kaum vergleichende Untersuchungen. Die beiden demethoxylierten Komponen-
ten Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR besitzen in alkalischer Losung hoéhere Halb-
wertszeiten als CUR, wobei Bisdemethoxy-CUR stabiler als Demethoxy-CUR ist [Price und
Buescher, 1997].

1.1.3 Vorkommen und Verwendung

Die Curcuminoide sind in den Rhizomen der asiatischen Curcuma-Pflanze enthalten. Die
Gattung Curcuma gehort zur Pflanzenfamilie der Zingiberaceae (Ingwergewichse). Dieser
Gattung gehort eine Vielzahl von Arten wie z.B. Curcuma longa, Curcuma xanthorrhiza,
Curcuma aromatica und Curcuma zedoaria an. Die Curcuma-Gewéchse werden hauptsich-
lich in asiatischen Léndern wie Indien, Indonesien und China kultiviert. Die Curcuminoide
sind durchschnittlich mit 2-5% im Rhizom enthalten und fiir die gelb-orange Farbe ver-
antwortlich. Die Farbpigmente werden durch Extraktion aus dem Rhizom gewonnen. Der
Hauptbestandteil des Curcuma-Extrakts ist das CUR (50-60%) zusammen mit Demethoxy-
CUR (20-30%) und Bisdemethoxy-CUR (7-20%) [Govindarajan, 1980]. Bei kommerziell er-
héltlichem ,,Curcumin® handelt es sich meist um ein Gemisch der drei Curcuminoide mit
CUR als Hauptkomponente [Tonnesen, 1992]. Die gelbe Farbe der Curcuminoide, ihr scharfer
Geschmack sowie ihre biogene Wirkung (s. Kap. 1.1.4) bedingen ihren vielfiltigen Einsatz.
Zumeist wird das getrocknete und gemahlene Rhizom als Pulver verwendet. Aufgrund der
intensiven gelben Farbe werden die Curcuminoide als Farbstoff fiir Lebensmittel, Kosmetika
und Textilien eingesetzt. In Deutschland ist Curcumin (E100) im Rahmen der Zusatzstoff-
Zulassungsverordnung als Farbstoff fiir bestimmte Lebensmittel zugelassen. Curcuminoide
finden auch als Gewiirz Anwendung. Beispielsweise verleihen die Curcuminoide dem Curry-
pulver oder auch dem Speisesenf [Unterhalt, 1980] seine charakteristische Farbe und berei-

chern das Aroma.

1.1.4 Biologische Wirkungen

Der Curcuma-Pflanze und ihren Inhaltsstoffen werden nach traditionellen und neueren Er-
kenntnissen arzneiliche Wirkungen nachgesagt. In der traditionellen indischen (Ayurveda)

und chinesischen Medizin wurde die Curcuma-Pflanze bereits vor Tausenden von Jahren zur
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Heilung verschiedener Krankheiten eingesetzt [Scartezzini und Speroni, 2000]. Das Curcuma-
Pulver wird z.B. topisch zur Behandlung von Wunden, Entziindungen, Schwellungen, Verstau-
chungen und Verrenkungen sowie zur Heilung von Rheuma, Husten, Ikterus etc. angewendet
[Ammon und Wahl, 1991; Sharma et al., 2005]. Die Wirkung als Choleretikum (erhohte Galle-
produktion) und Cholekinetikum (verstiarkter Galleabfluf), die zu einer verbesserten Fettver-
dauung fiihrt, ist ebenfalls seit langem bekannt [Ammon und Wahl, 1991; Deters et al., 1999;
Platel und Srinivasan, 1996]. Obwohl neben den Curcuminoiden z.B. dtherische Ole (15-20%)
weitere Inhaltsstoffe des Curcuma-Rhizoms darstellen [Govindarajan, 1980], werden haupt-

séchlich die Curcuminoide als die biologisch aktiven Substanzen angesehen.

Aufgrund des enormen Spektrums an biologischen Aktivitdten ist CUR in den letzten Jahr-
zehnten Gegenstand hunderter Publikationen, die sich mit seinen antioxidativen, antiinflam-
matorischen und antikanzerogenen Eigenschaften beschéftigen. In den letzten Jahren sind ins-
besondere die Pharmakologie und die potentielle chemotherapeutische Wirkung von CUR in
den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses geriickt. Der heutige Kenntnisstand basiert
auf in vitro-Studien, Tiermodellen und Humanstudien [Aggarwal et al., 2003; Ammon und
Wahl, 1991; Araujo und Leon, 2001; Conney et al., 1997; Joe et al., 2004; Lin et al., 2000;
Lin und Lin-Shiau, 2001; Miquel et al., 2002; Nakatani, 2000; Sharma et al., 2005].

Als Pflanzenpolyphenol besitzt CUR antioxidative Eigenschaften, die neben den phenolischen
Hydroxygruppen zusitzlich durch die S-Diketo-Struktur und die Bildung relativ stabiler freier
Radikale aufgrund der konjugierten Doppelbindungsstruktur vermittelt werden [Jovanovic
et al., 1999, 2001; Naidu und Thippeswamy, 2002; Patro et al., 2002; Wright, 2002]. CUR
fungiert als Radikalfinger fiir reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie z.B. Superoxidanionen-
radikale und Hydroxylradikale [Chen et al., 2005b; Kunchandy und Rao, 1990] und interagiert
mit der Lipidperoxidation [Donatus et al., 1990; Masuda et al., 2001; Naidu und Thippes-
wamy, 2002; Okada et al., 2001; Patro et al., 2002; Reddy und Lokesh, 1992; Sharma, 1976;
Sharma et al., 2001a; Sreejayan und Rao, 1994] und kann so Lipide und DNA vor oxidativen
Schéden schiitzen. AuBlerdem inhibiert CUR die Stickoxid-Synthase (iNOS), die bei Entziin-
dungsprozessen induziert wird [Brouet und Ohshima, 1995; Chan et al., 1998; Rao et al.,
1999]. Die antiinflammatorische Wirkung von CUR [Chainani-Wu, 2003] wird z.B. durch die
Beeinflussung der am Entziindungsprozess beteiligten Enzyme der Prostaglandin-Biosynthese
(Cyclooxygenase (COX), Lipoxygenase (LOX)) hervorgerufen [Began et al., 1998; Huang
et al., 1991a; Lin und Lin-Shiau, 2001; Skrzypczak-Jankun et al., 2003, 2000]. Beispielsweise
inhibiert CUR die COX-2-Expression und hemmt damit nicht die Enzymaktivitét, sondern
bereits auf der Ebene der Transkription [Ireson et al., 2001; Zhang et al., 1999]. Im Folgenden
sind weitere Effekte von CUR beispielhaft aufgelistet:

e Cholesterol-senkende Wirkung [Asai und Miyazawa, 2001; Hussain und Chandrasekha-
ra, 1992; Rao et al., 1970; Soni und Kuttan, 1992; Soudamini et al., 1992; Yasni et al.,
1993]
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e Antibakterieller und antiviraler Effekt [Dahl et al., 1989; Lutomski et al., 1974; Sharma
et al., 2000]

e Antiproliferative Effekte in Zellkulturen [Aggarwal et al., 2003; Chen und Huang, 1998;
Chen et al., 1999; Mori et al., 2001; Shao et al., 2002; Verma et al., 1997], z.B. durch
Zellzyklus-Arrest [van Erk et al., 2004; Hanif et al., 1997; Holy, 2002; Shishodia et al.,
2005] oder Induktion von Apoptose [Anto et al., 2002; Bush et al., 2001; Dorai et al.,
2001; Jana et al., 2004; Jiang et al., 1996b; Kuo et al., 1996; Pan et al., 2001; Yan et al.,
2005

e Inhibitor der Mutagenese und chemisch induzierten Kanzerogenese nach topischer An-
wendung [Huang et al., 1995, 1997; Li et al., 2002] sowie nach Aufnahme iiber den
Gastrointestinaltrakt [Inano et al., 1999, 2000; Kawamori et al., 1999; Rao et al., 1995;
Shukla et al., 2002] im Tiermodell; CUR kann dabei Einflufl auf die Tumor-Initiation,

Promotion und Progression haben.

e Effekte auf Phase I- und Phase II-metabolisierende Enzyme [Dinkova-Kostova und Ta-
lalay, 1999; Igbal et al., 2003; van der Logt et al., 2003; Thapliyal et al., 2002], z.B.
Inhibition von Cytochrom P450 (CYP)-Isoenzymen (Schutz vor Kanzerogenen) [Cioli-
no et al., 1998; Firozi et al., 1996; Oetari et al., 1996; Thapliyal und Maru, 2001] oder
Induktion von Glutathion-S-Transferase (GST) [Nijhoff et al., 1993; Piper et al., 1998;
Sharma et al., 2001a; Singh et al., 1998; Susan und Rao, 1992] sowie Inhibition von
Sulfotransferase (SULT) [Vietri et al., 2003]

e Inhibition der Angiogenese [Arbiser et al., 1998; Robinson et al., 2003; Thaloor et al.,
1998]

e Inhibition von DNA-Topoisomerase II [Martin-Cordero et al., 2003]

Die molekularen Wirkmechanismen von CUR sind komplex und vielfiltig. Bisher bekannte
Mechanismen basieren auf der Modulation diverser Signaltransduktionswege, die bei der
Tumorentstehung eine Rolle spielen. Die Angriffsorte von CUR befinden sich dabei auf
verschiedenen Regulationsebenen und reichen von der Enzymebene iiber die mRNA-
Ebene bis hin zur DNA-Ebene [Gescher et al., 2001; Joe et al., 2004; Leu und Maa,
2002; Lin und Lin-Shiau, 2001; Lu et al., 1994]. CUR supprimiert die Aktivitéten von
Protein-Kinasen [Korutla und Kumar, 1994; Korutla et al., 1995; Reddy und Aggarwal,
1994] wie z.B. Protein-Kinase C [Liu et al., 1993] und Protein-Tyrosin-Kinase [Chen und
Huang, 1998]. Weiterhin hat CUR Einfluf§ auf verschiedene Transkriptionsfaktoren [Chen
und Tan, 1998; Dickinson et al., 2003; Huang et al., 1991b; Kakar und Roy, 1994; Lu
et al., 1994]. Beispielsweise kann CUR in die Signaliibertragung des Transkriptionsfaktors
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Nuclear Factor kB (NF-£B), der bei Entziindungsprozessen, der Regulation der Immunant-
wort, sowie bei der Zell-Proliferation und Differenzierung eine wichtige Rolle spielt, ein-
greifen [Belakavadi und Salimath, 2005; Shishodia et al., 2005; Singh und Aggarwal, 1995].
Die Aktivierung von NF-xB kann beispielsweise durch den Tumornekrosefaktor-a (TNF-«)
ausgelost werden. NF-xB liegt in inaktiver Form als cytosolischer Komplex mit 1B vor.
Durch Phosphorylierung von IkB durch die aktivierte IxB-Kinase und anschliefende Ubiqui-
tinilierung wird IxB abgespalten und damit NF-xB aktiviert. Nach Translokation von NF-xB
in den Zellkern reguliert dieser letztendlich die Freisetzung von z.B. Zytokinen, wie beispiels-
weise Interleukin-la (IL-1av), sowie iNOS oder COX-2. CUR greift in diese Signalkaskade an
diversen Stellen ein und bewirkt eine Suppression der Aktivierung von NF-xB. Im Folgenden

sind einige der bisher bekannten Angriffsorte von CUR genannt:

e Inhibition von TNF-a [Abe et al., 1999; Chan, 1995]

e Inhibition der von NF-xB regulierten Gene wie z.B. IL-1a [Abe et al., 1999; Kang et al.,
1999, 2004]

e direkte Interaktion mit der p50-Untereinheit von NF-xB, wodurch die Abspaltung von
IxB verhindert wird [Brennan und O’Neill, 1998]

e Hemmung der aktivierten IxB-Kinase, wodurch die Phosphorylierung von IxB verhin-
dert wird [Jobin et al., 1999; Plummer et al., 1999]

e Verhinderung der Aktivierung (Phosphorylierung) der IxB-Kinase [Jobin et al., 1999]

Da die iiber NF-xB regulierten Gene bei der Entziindungsreaktion sowie der Steuerung des
Zellzykluses eine wichtige Rolle spielen, kann die Suppression der NF-xB-Aktivierung die anti-
inflammatorischen Eigenschaften sowie antiproliferative und Apoptose-induzierende Effekte

von CUR teilweise erklaren.

Aufler zur Krebstherapie ist der positive EinfluB von CUR fiir diverse andere Krankheiten
beschrieben. Beispielsweise supprimiert CUR die Symptome von Typ II-Diabetes [Babu und
Srinivasan, 1995, 1997; Srinivasan, 1972, rheumatischer Arthritis [Deodhar et al., 1980],
Multipler Sklerose [Natarajan und Bright, 2002], Alzheimer [Frautschy et al., 2001; Lim et al.,
2001; Park und Kim, 2002] und inhibiert die HIV-Replikation [Barthelemy et al., 1998; Jiang
et al., 1996a; Jordan und Drew, 1996; Li et al., 1993; Mazumder et al., 1997; Sui et al., 1993].

CUR wird als gesundheitsférderndes Priaparat unter Namen wie ,Vita Curcumin®“ und mit
Schlagworten wie ,Life Extension - Super Curcumin®“ in Form von Curcuma-Kapseln (z.B.
500 mg/Kapsel) angeboten. Es handelt sich hiufig um einen Extrakt mit einem Curcuminoid-
Anteil von mind. 95%. Problematisch dabei ist, dass weder ausreichende Studien zur Wirk-
samkeit noch zur Pharmakologie und Toxikologie fiir solche Préparate vorgelegt werden
miissen. Daher sind genaue Kenntnisse {iber Metabolismus, Elimination und Toxikologie sowie

Reaktivitdt der Metabolite von allgemeinem Interesse.
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1.1.5 Bisherige Erkenntnisse zur Pharmakokinetik

Die Resorption, Distribution, Eliminierung und der Metabolismus von CUR war in den letzten
Jahrzehnten bereits Gegenstand einiger Studien, allerdings ist das Schicksal von CUR im

Séugerorganismus bisher nicht vollsténdig geklart.

1.1.5.1 Pharmakokinetische Untersuchungen im Tiermodell

In vivo-Studien mit Ratten zeigten, dass CUR nach oraler Aufnahme im Darm nur schlecht
resorbiert wird. Nach Verabreichung einer einmaligen hohen Dosis von 1 g/kg CUR wurden
durchschnittlich 75% des CUR unverdndert iiber die Féces ausgeschieden [Wahlstrom und
Blennow, 1978], wihrend nach Einmal-Dosen bis zu 400 mg CUR 60-66% resorbiert wurden.
Da die Resorptionsrate unabhéngig von der Dosis war, ldsst dies auf einen passiven Diffusions-
prozess schlieflen [Ravindranath und Chandrasekhara, 1980, 1982].

CUR unterliegt einer presystemischen Transformation, da es bereits wihrend der Resorption
an der Darmmukosa metabolisiert wird (First-pass-Effekt). Insgesamt gelangt nur ein sehr
geringer Teil des CUR unveréndert ins Blut, wiahrend der grofite Teil in transformierter Form
ins Plasma iibergeht. Maximale Plasmakonzentrationen der konjugierten Metaboliten wurden
15-60 min nach Verabreichung erreicht [Ravindranath und Chandrasekhara, 1980, 1981, 1982;
Wahlstrom und Blennow, 1978].

In Geweben wie Leber und Niere wurden nur unbedeutende CUR-Konzentrationen gefunden.
Die hochsten Konzentrationen wurden im Intestinaltrakt gemessen. Trotz des hoch lipophilen
Charakters von CUR findet keine Verteilung der Substanz im Korperfett statt [Ravindranath
und Chandrasekhara, 1980, 1981, 1982; Sharma et al., 2001a]. Nach Gabe von hohen CUR-
Dosen (2% im Futter) tiber 14 Tage an Ratten wurden im Plasma nur niedrige nanomolare
CUR-Level detektiert und in der Leber und Darmmukosa lagen die Konzentrationen im Be-
reich von 0,1-0,9 nmol/g Gewebe und 0,2-1,8 pmol/g Gewebe [Sharma et al., 2001a].

CUR wird hauptséichlich bilidr eliminiert. Im Urin dagegen konnten hdchstens Spuren der
Substanz nachgewiesen werden [Ravindranath und Chandrasekhara, 1980, 1982; Wahlstrém
und Blennow, 1978].

Die geringe Resorptionsquote und der hohe Grad der Metabolisierung deuten auf eine geringe
orale Bioverfiigbarkeit und schnelle Ausscheidung von CUR iiber die Galle in Form von Kon-

jugaten in Nagern hin.

1.1.5.2 Untersuchungen zum Metabolismus

Der Phase I- und Phase II-Metabolismus von CUR wurde hauptséichlich in Nagern in vivo
und in vitro untersucht [Asai und Miyazawa, 2000; Holder et al., 1978; Ireson et al., 2001,
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2002; Pan et al., 1999]. In neuerer Zeit wurde der CUR-Metabolismus auch im Menschen
in vitro mit hepatischen und intestinalen Zellen und Zellfraktionen untersucht [Ireson et al.,

2001, 2002]. Der gegenwirtige Kenntnisstand kann wie folgt zusammengefasst werden:

Im Phase I-Metabolismus unterliegt CUR der sukzessiven Reduktion der vier Doppel-
bindungen der Heptatrienon-Kette durch ein endogenes Reduktase-System (Abb. 4).
Tetrahydrocurcumin (Tetrahydro-CUR) und Hexahydrocurcumin (Hexahydro-CUR) stellen
in den meisten Studien [Asai und Miyazawa, 2000; Holder et al., 1978; Ireson et al., 2001,
2002; Pan et al., 1999] die Hauptprodukte dar, wihrend Dihydrocurcumin (Dihydro-CUR)
und Octahydrocurcumin (Octahydro-CUR, auch Hexahydrocurcuminol genannt) Nebenpro-
dukte reprisentieren oder nicht gebildet werden. Die fiir die Reduktion verantwortlichen
Enzyme sind im Cytosol von Leber- und Darmgewebe lokalisiert und schliefen Alkohol-
dehydrogenase ein [Ireson et al., 2002]. Die Reduktion der aliphatischen Doppelbindungen
fiithrt zur Eliminierung des konjugierten Systems und letztendlich der Keto-Enol-Tautomerie,
wodurch eine Stabilisierung des Molekiils resultiert [Pan et al., 1999]. Die reduktiven

Metaboliten stellen farblose Substanzen mit erhohter Polaritiat dar.
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Abbildung 4: Reduktiver Phase I-Metabolismus von CUR [Asai und Miyazawa, 2000; Holder
et al., 1978; Ireson et al., 2001, 2002; Pan et al., 1999].

CUR und seine reduktiven Metaboliten unterliegen weiterhin einem Phase II-Metabolismus
(Abb. 5). Bei CUR wird von einem Monoglucuronid und einem Monosulfat sowie von einem
gemischten Glucuronsiure/Sulfat-Konjugat (Sulfoglucuronid) berichtet [Asai und Miyazawa,
2000; Ireson et al., 2001, 2002; Pan et al., 1999]. Die reduktiven Metaboliten werden bevor-
zugt glucuronidiert. Beispielsweise stellen die Glucuronide der beiden reduktiven Metaboliten
Tetrahydro-CUR und Hexahydro-CUR nach intravenoser Injektion von CUR in Ratten die

10
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bilidiren Hauptausscheidungsprodukte dar [Holder et al., 1978].

Obwohl teilweise Massenspektren der Phase II-Metabolite von CUR publiziert wurden, ist
die genaue chemische Struktur dieser Glucuronide noch nicht aufgekldrt [Ireson et al., 2001,
2002; Pan et al., 1999]. Bisher werden die Monoglucuronide und Monosulfate als phenolische
Konjugate betrachtet [Pan et al., 1999; Sharma et al., 2005].

y CUR-Glucuronid %‘

CUR CUR-Sulfoglucuronid

S CUR-Sulfat  —G&T

Dihydro-CUR ~ ——YST o Dihydro-CUR-Glucuronid

'

Tetrahydro-CUR — T Tetrahydro-CUR-Glucuronid
I
! UGT .
Hexahydro-CUR ~ ———— >  Hexahydro-CUR-Glucuronid
I
Y
Octahydro-CUR
Phase | Phase Il

Abbildung 5: Phase I- und Phase II-Metabolite von CUR. Postulierte Metabolismuswege
aus in vivo-Studien mit Nagern und ex vivo-Studien mit Zellfraktionen und Hepatocyten von
Ratte und Mensch [Asai und Miyazawa, 2000; Ireson et al., 2001, 2002; Pan et al., 1999]. UGT,
UDP-Glucuronyltransferasen; SULT, Sulfotransferasen.

Die Reduktion, Glucuronidierung und Sulfatierung von CUR findet sowohl in der Leber als
auch im Darm von Mensch und Ratte statt. Es werden die gleichen Metaboliten gebildet,
jedoch ist das Ausmafl der Metabolisierung bei Mensch und Ratte sowie in Leber und Darm
unterschiedlich [Ireson et al., 2001, 2002].

Zum Metabolismus von Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR liegen bis dato keine
Untersuchungen vor. Im Gegensatz zu CUR (Kap. 1.1.4) wurde die biologische Aktivitét
der Metaboliten bisher nur unzureichend untersucht. Das bioaktive Potential der reduktiven
CUR-Metaboliten wird bislang kontrovers betrachtet [Huang et al., 1995; Ireson et al., 2001;
Okada et al., 2001; Osawa et al., 1995; Pan et al., 2000; Sugiyama et al., 1996].

1.1.5.3 Klinische Humanstudien

Die Pharmakokinetik von CUR wurde in einigen neueren Studien mit Probanden, bei denen

es sich aufgrund der potentiellen chemopréaventiven Wirkung von CUR hauptséchlich um

11
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Krebspatienten handelt, untersucht [Cheng et al., 2001; Garcea et al., 2004, 2005; Ruffin
et al., 2003; Sharma et al., 2001b, 2004; Shoba et al., 1998]. Alle diese klinischen Studien
weisen, dhnlich wie im Rattenmodell (Kap. 1.1.5.1), auf eine geringe systemische Bioverfiig-
barkeit nach oraler Aufnahme von CUR hin. Auch nach hohen oralen CUR-Dosen (max. 8 g)
bei téglicher Aufnahme {iber einen lingeren Zeitraum (7 Tage bis 4 Monate) lagen die
CUR-Plasmakonzentrationen nur im nanomolaren Bereich. In einigen Fillen wurden #hn-
lich niedrige Konzentrationen von CUR-Glucuronid und CUR-Sulfat beobachtet. Wahrend
in kolorektalem Gewebe Konzentrationen von CUR, CUR-Glucuronid und CUR-Sulfat in
Groflenordnungen von nmol/g Gewebe gemessen wurden, waren diese Substanzen in Leber-
gewebe nicht nachweisbar. Im Urin waren CUR und CUR-Konjugate nicht oder nur in Spuren
vorhanden. Die Bildung reduktiver Metaboliten wurde in diesen klinischen Studien bisher
nicht beachtet. Somit ist der Verbleib von CUR im menschlichen Organismus bislang unge-

niigend geklart.

1.2 UDP-Glucuronyltransferasen

Die Konjugation mit Glucuronsiure wird von UDP-Glucuronyltransferasen (UGTs,
EC 2.4.1.17) katalysiert. Die Konjugationsreaktion hat die Aufgabe lipophile Substanzen in
wasserlosliche Verbindungen umzuwandeln und ihre Ausscheidung zu férdern. Substrate fiir
die Glucuronidierung sind eine Vielzahl strukturell nicht verwandter endogener und exogener
Substanzen. Zu den endogenen Substraten gehoren beispielsweise Steroide, Gallensduren, Hor-
mone, Bilirubin und Retinoide [Czernik et al., 2000; Little et al., 1997; Matern et al., 1984].
Exogene Substrate sind diverse Xenobiotika wie Arzneimittel (z.B. Nicht-steroidale anti-
inflammatorische Substanzen (NSAIDs), Opiate, Acetaminophen), Umweltschadstoffe oder
Karzinogene sowie Lebensmittelinhaltsstoffe wie z.B. Pflanzensteroide [King et al., 2000;
Kuehl et al., 2005]. Auch fiir CUR und seine reduktiven Metaboliten stellt die Glucuroni-

dierung einen wichtigen Metabolisierungsweg dar.

1.2.1 Konjugationsreaktion und allgemeine Merkmale

Die UGTs verwenden als Kosubstrat die aktivierte Glucuronsdure Uridin-5’-diphospho-
glucuronsiure (UDPGA) und transferieren sie auf nukleophile Substrate unter Bildung von
(B-D-Glucuroniden (Abb. 6). Die 8-D-Glucuronide kénnen mit Phenolen, aliphatischen Alko-
holen, Carbonséuren (z.B. NSAIDs), Thiolen und priméren, sekundéiren und tertiiren Aminen
und sogar mit nukleophilen Kohlenstoffatomen gebildet werden [Miners und Mackenzie, 1991;
Tukey und Strassburg, 2000]. Bei der Ubertragung des Kosubstrats auf phenolische oder ali-
phatische Hydroxylgruppen entstehen Ether-3-Glucuronide.

Die Carboxylfunktion der Glucuronséure spielt bei der Elimination eine wichtige Rolle, da

sie bei physiologischem pH-Wert deprotoniert vorliegt und somit eine zusétzliche, verbesserte

12
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Wasserloslichkeit bedingt. Die polaren Glucuronide werden renal oder biliér ausgeschieden.
Bei der Eliminierung iiber die Galle kénnen sie einem enterohepatischen Kreislauf unter-
liegen, aufgrund der durch [-Glucuronidase katalysierten Hydrolyse und anschlieBenden
intestinalen Reabsorption der Muttersubstanz [Burchell und Coughtrie, 1992; Fisher et al.,
2001; King et al., 2000; Tukey und Strassburg, 2000].

HOOC o /_\ HOOC o
T
H%MH + HX-R e H%MX—R + UDP
OH OH

uppga  O~UDP B-D-Glucuronid
X=0,S,N,CO

Abbildung 6: Enzymatische Bildung eines S-D-Glucuronids.

UGTs stellen membrangebundene Enzyme dar, die auf der luminalen Seite des endoplas-
matischen Retikulums (ER) lokalisiert sind. Dadurch sind die UGTs optimal platziert, um
Produkte aus dem Phase I-Metabolismus umzusetzen. Die luminale Lokalisation fiithrt zur
sog. Latenz, da die ER-Membran eine Barriere fiir den Zugang von Substrat und Kosub-
strat sowie den Abtransport der Metabolite und Nebenprodukte reprisentiert [Burchell und
Coughtrie, 1992; Radominska-Pandya et al., 1999; Tephly und Burchell, 1990; Tukey und
Strassburg, 2000]. Die Latenz der UGTSs stellt bei in vitro-Experimenten ein Hindernis dar.
Sie kann durch den Einsatz von Detergenzien verringert werden. Eine elegante Methode ist
die Verwendung des Peptid-Antibiotikums Alamethicin aus dem Schimmelpilz Trichoderma
viride, das definierte Poren in der ER-Membran erzeugt und im Gegensatz zu Detergenzien
CYP-haltige Enzyme nicht inhibiert [Bechinger, 1997; Fisher et al., 2000a]. Es wurden auch
UGTs in der Kernmembran nachgewiesen. Jedoch ist deren physiologische Bedeutung noch
nicht bekannt [Dutton, 1980].

Zur Untersuchung der Glucuronidierung in vitro kénnen die UGTs in Form von Mikrosomen
eingesetzt werden. Mikrosomen sind Membranvesikel des ER, die durch Zellfraktionierung
aus Geweben wie z.B. Leber oder Darm gewonnen werden. Mit Hilfe der derzeit zur Ver-
fligung stehenden rekombinanten DNA-Methodik ist es moglich, die cDNA einzelner UGT-
Isoenzyme in Zelllinien, die keine oder minimale UGT-Level besitzen, spezifisch zu expri-
mieren. Die rekombinante DNA kann dabei durch transiente Transfektion von Zellen [Woos-
ter et al., 1993] oder durch Infektion mit einem UGT-rekombinanten Virus (z.B. Baculovirus)
in Insektenzellen (Spodoptera frugiperda) eingebracht werden [Nguyen und Tukey, 1997]. Die
rekombinanten Zellen kénnen intakt oder als Mikrosomen in vitro verwendet werden. Fast

alle humanen Isoenzyme sind derzeit in rekombinanter Form verfiigbar.
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1.2.2 UGT-Gen-Superfamilie

Ahnlich wie bei den CYP-Isoenzymen handelt es sich bei den UGTSs ebenfalls um eine kom-
plexe Enzymfamilie. Die UGTs gehoren zur Superfamilie der UDP-Glykosyltransferasen. Die
UGTSs werden basierend auf Sequenzhomologien der kodierenden Gene (ca. 60% Identitét)
in Familien eingeteilt. Beim Menschen gibt es zwei Familien — UGT1 und UGT2 — und
drei Subfamilien: UGT1A, 2A und 2B. Das individuelle Gen-Transkript wird durch Anfiigen
einer zweiten arabischen Zahl an diese Nomenklatur charakterisiert, beispielsweise UGT1A1
[Mackenzie et al., 2005; Tukey und Strassburg, 2000].

Der Genlocus der UGT1A-Subfamilie ist auf Chromosom 2q37 lokalisiert. Alle Mitglieder der
UGT1A-Subfamilie werden von einem einzigen Gen kodiert, das aus einem variablen Exon 1
am 5’-Ende und vier identischen Exons (Exons 2-5) am 3’-Ende besteht (Exon sharing). Die
Isoenzyme der UGT1A-Subfamilie unterscheiden sich am N-terminalen Ende des Proteins,
welches von Exon 1 kodiert wird. Das C-terminale Ende ist fiir alle Isoenzyme dieser Familie
identisch und wird von den Exons 2-5 kodiert. Zur humanen UGT1A-Subfamilie gehtren
neun funktionsfihige Isoenzyme (UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A5, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10) und
vier Pseudogene (UGT1A2P, 1A11P, 1A12P, 1A13P).

Im Gegensatz zur UGT1A-Subfamilie wird jedes UGT2B-Isoenzym durch ein individuelles
Gen kodiert, das aus 6 Exons besteht. Die UGT2B-Gene sind auf Chromosom 4q13 lokalisiert.
Die Region der UGT2B-Proteine, die von den Exons 1 und 2 kodiert wird, ist dquivalent
zu der die durch das variable Exon 1 der UGT1A-Isoenzyme kodiert wird. Zur humanen
UGT2B-Familie gehoren sieben aktive Isoenzyme (UGT2B4, 2B7, 2B10, 2B11, 2B15, 2B17,
2B28) und fiinf inaktive Transkripte (UGT2B24P, 2B25P, 2B26P, 2B27P, 2B29P). Von der
UGT2A-Familie sind drei Isoenzyme (UGT2A1, 2A2, 2A3) bekannt [Mackenzie et al., 2005;
Radominska-Pandya et al., 1999; Tukey und Strassburg, 2000].

Die UGT-Isoenzyme haben eine Gréfle von 50-55 kD und bestehen aus 529-534 Aminoséuren.
Das N-terminale Ende reprisentiert die luminale Doméne, besteht aus ca. 280 Aminoséduren
und enthélt die Substrat-Bindungsstelle. Das C-terminale Ende stellt die restliche luminale
Domaine, die Transmembran-Doméne und den cytosolischen Rest des Proteins dar, besteht
aus rund 250 Aminosduren und beinhaltet die UDPGA-Bindungsstelle. Die Aminoséure-
sequenzen der C-terminalen Doménen der UGT1- und UGT2-Proteine weisen eine hohe Iden-
titdt auf, was auf eine konservierte Funktion schliefen ldsst [Radominska-Pandya et al., 1999;
Tukey und Strassburg, 2000].

Zur Zeit sind insgesamt 117 Sduger-Gene der UGT-Superfamilie bekannt. Dazu zéhlen 28
humane Gene, von denen 19 funktionsfihige UGT-Isoenzyme und 9 Pseudogene darstellen.
Verschiedene UGT-Isoenzyme sind beispielsweise auch von Ratte, Maus, Meerschweinchen
und Affe bekannt. Die Nomenklatur bei anderen Siugern entspricht dabei der des Menschen
[Mackenzie et al., 2005; Tukey und Strassburg, 2000].
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1.2.3 Gewebeverteilung

Die UGT-Isoenzyme werden in hepatischem und extrahepatischen Geweben exprimiert.
Abbildung 7 zeigt die Gewebeverteilung verschiedener UGT-Isoformen in der Leber und im

Gastrointestinaltrakt beim Menschen.

Leber Esophagus
UGT1A1 UGT1A7
UGT1A3 UGT1A8
UGT1A4 UGT1A9
UGT1A6 UGT1A10
UGT1A9 UGT2B7
UGT2B4 UGT2B10
UGT2B7 UGT2B15
UGT2B10
UGT2B11
UGT2B15 Magen
UGT1A1
UGT1A3
Ga"e UGT1A6
UGT1AT UGT1A7
UGT1A3 UGT1A10
UGT1A4
UGT1A6
UGT1A10 Kolon
UGT1A1
UGT1A3
UGT1A4
Diinndarm Bg} 22
UGT1AT UGT1A9
UGT1A4 UGT1A10
UGT1A8

Abbildung 7: Gewebeverteilung humaner UGT-Isoenzyme [Tukey und Strassburg, 2000].

Interessanterweise besitzt UGT1A1l im Gastrointestinaltrakt #hnliche Expressionslevel und
Aktivitéiten wie in der Leber [Fisher et al., 2000b; Strassburg et al., 1999]. Die drei spezifischen
extrahepatischen Isoenzyme der UGT1A-Subfamilie sind UGT1A7, 1A8 und 1A10 [Cheng
et al., 1999; Mojarrabi und Mackenzie, 1998; Strassburg et al., 1998a]. Im humanen Darm sind
die UGTs ausschliellich in den Epithelzellen lokalisiert. Unter den UGT-Isoenzymen besitzt
vor allem das extrahepatische UGT1A10 eine sehr breite Substratspezifitit, die von einfachen
Phenolen bis hin zu Steroiden reicht und liefert damit Hinweise, dass extrahepatisches Gewebe
eine wesentliche Rolle fiir die Glucuronidierung von endogenen und xenobiotischen Stoffen
spielt [Tukey und Strassburg, 2000]. Es lisst sich daher vermuten, dass die Glucuronidierung
in extrahepatischen Geweben moglicherweise einen signifikanten Einflufl auf die Pharmako-

kinetik und Bioverfiigbarkeit von UGT-Substraten haben kénnte und der Intestinaltrakt einen
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wichtigen Beitrag zum First-pass-Metabolismus leistet. Ein solcher Effekt ist insbesondere
bei der Entgiftung von Toxinen vorteilhaft, kann jedoch fiir die Wirkung von Arzneimitteln
Nachteile haben.

Humane UGTs kommen zusédtzlich in anderen Geweben wie z.B. Niere, Lunge, Pankreas,
Gehirn, Prostata oder olfaktorischem Gewebe vor [Czernik et al., 2000; King et al., 2000; Tu-
key und Strassburg, 2000]. Beispielsweise wurde UGT1A9 in der Niere [McGurk et al., 1998;
Sutherland et al., 1993] und UGT1A6 im menschlichen Gehirn [Suleman et al., 1998] nach-
gewiesen. UGT2A1 wurde in der nasalen Mukosa gefunden und ist fiir die Biotransformation
von Geruchsmolekiilen zustéindig [Jedlitschky et al., 1999; Lazard et al., 1991].

Auflergewohnlich ist, dass UGT2B-Enzyme in reichlichen Mengen in Steroidhormon-
sensitiven Zielgeweben wie Prostata und Brustdriisen exprimiert werden. Beispielsweise
wurden UGT2B10, 2B11, 2B15 und 2B17 in der humanen Prostata identifiziert; UGT2B11
kommt zusitzlich im Brustdriisengewebe vor [Tukey und Strassburg, 2000; Turgeon et al.,
2001].

1.2.4 Substratspezifitaten

Die UGT-Familien weisen einen breiten und iiberlappenden Bereich von Substratspezifitdten
auf. UGT1A-Isoenzyme glucuronidieren ein breites Spektrum von phenolischen Substraten.
Alle Vertreter dieser Familie, mit Ausnahme von UGT1A4, glucuronidieren beispielsweise das
Cumarin-Derivat 4-Methylumbelliferon, welches aufgrund dieser Eigenschaft oft als Positiv-
kontrolle zum Einsatz kommt [Uchaipichat et al., 2004]. Zudem stellen Arzneimittel unter-
schiedlichster Struktur, z.B. tertiire Amine oder Carbonsiuren, Substrate der UGT1A-
Enzyme dar [King et al., 2000; Radominska-Pandya et al., 1999]. Jedoch kénnen einige
Mitglieder der UGT1A-Familie auch endogene Substrate wie z.B. Steroidhormone, Gallen-
siuren, Retinoide und Thyroid-Hormone glucuronidieren [Gall et al., 1999; Radominska-
Pandya et al., 1999]. Im Gegensatz zu den UGT1A-Isoformen sind die UGT2B-Isoenzyme
vermutlich weniger fiir die Glucuronidierung von Xenobiotika verantwortlich, sondern weisen
priméar Aktivitdten fiir Steroidhormone, Gallenséduren, hydroxylierte Fettsiuren und andere
endogene Substrate auf [Burchell et al., 1991; Gall et al., 1999; Radominska-Pandya et al.,
1999; Turgeon et al., 2001]. Trotz der iiberschneidenden Spezifitdten sind einige wenige Sub-
strate beschrieben, die fiir einzelne UGT-Isoenzyme spezifisch sind. Einen Einblick in die

Substratspezifitdten einiger ausgewihlter UGT-Isoenzyme gibt Tabelle 2.
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Tabelle 2: Endogene und exogene Substratspezifititen verschiedener UGT-Isoenzyme [Basu
et al., 2004c; Cheng et al., 1999; Ebner und Burchell, 1993; Ethell et al., 2001; Kessler et al.,
2002; King et al., 2000; Radominska-Pandya et al., 1999; Sakaguchi et al., 2004; Tukey und
Strassburg, 2000]. * spezifisches Substrat.

Isoenzym | Substrate

Bilirubin*, 178-Estradiol (E2, 3-HO-Position)*, Catecholestrogene,

UGT1Al Flavonoide, Cumarine, Anthrachinone

Lithocholsdure, Catecholestrogene, Flavonoide, Anthrachinone,
UGT1A3

primédre Amine, Carbonsduren

UGT1A4 | Tigogenin*, priméire, sekundéire und tertiire Amine, Androgene

kleine planare phenolische Verbindungen, z.B. Acetaminophen®,
Serotonin

UGT1A6

sperrige aromatische planare Verbindungen, z.B. Benz[a]pyren;

UGTIAT7 Phenole, Cumarine

UGT1A8 Catecholestrogene, Phenole, Cumarine, Flavonoide, Anthrachinone

sperrige, nicht-planare Phenole, z.B. Propofol*; Thyroid-Hormone,

UGTIA9 Carbonsauren, Flavonoide, Anthrachinone
A Epigallocatechin-3- O-gallat®, Catecholestrogene, Cumarine, Flavo-
UGTLA10 noide, Anthrachinone, Phenole
Morphin*, Codein*, Estrogene, Catecholestrogene, Androgene,
UGT2B7

Retinoide, Carbonséiuren

1.2.5 Wichtige Eigenschaften

Kennzeichnend fiir humane UGT-Isoenzyme ist, dass sie eine hohe interindividuelle
Variabilitiat aufweisen, die durch Unterschiede in den Expressionsleveln und/oder durch die
Anwesenheit alleler Varianten eines Enzyms hervorgerufen wird [Fisher et al., 2000b; Little
et al., 1999].

Induktion und Inhibition

Ahnlich wie bei den CYPs kann die Aktivitit der UGTs durch Induktion und Inhibition
moduliert werden. Die Induktion von UGT-Isoenzymen wurde bisher in intestinalen und
hepatischen Zelllinien (CaCo-2, HepG2) in wvitro beschrieben. Beispielsweise wurden die
Isoenzyme UGT1A1, 1A6, 1A9 und 2B7 in der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie CaCo-2
mit Chrysin, ¢-Butylhydrochinon und 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) induziert
[Galijatovic et al., 2000; Munzel et al., 1999]. Die Induktion von UGT1A1 ist in Primérkul-
turen menschlicher Hepatocyten mit Phenobarbital, Oltipraz und 3-Methylcholanthren be-
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schrieben [Ritter et al., 1999]. Eine Studie [van der Logt et al., 2003] berichtet von einer er-
hohten UGT-Aktivitat nach oraler Gabe von CUR in intestinalem und hepatischem Gewebe

von Ratten.

Die Inhibition von UGT-Aktivitdten kann sowohl die Glucuronidierung endogener (z.B.
Bilirubin) als auch exogener (z.B. Arzneistoffe) Verbindungen beeintréchtigen und hat
damit Einflufl auf deren Ausscheidung. Als potenter Inhibitor hepatischer UGTs in wvitro
gilt 7,7,7- Triphenylheptyl-UDP. Dem Mechanismus liegt vermutlich eine kompetitive
Interaktion mit der UDP-Bindungsstelle des Enzyms zugrunde [Said et al., 1992]. Des-
weiteren werden z.B. die Aktivitdten verschiedener humaner UGT-Isoenzyme durch die
Arzneimittel Diclofenac und Probenecid in wvitro nicht-selektiv gehemmt. Es handelt sich
hier wahrscheinlich ebenfalls um eine kompetitive Inhibition [Miners und Mackenzie, 1991;
Uchaipichat et al., 2004]. Fiir CUR ist beispielsweise ein transienter inhibitorischer Effekt
auf die in witro-Glucuronidierung von Mycophenolsédure, einem Immunsuppressivum, in
humanen Kolonkarzinomzellen beschrieben. Dabei sind hauptséchlich Isoenzyme des Gastro-
intestinaltrakts (UGT1A7, 1A8, 1A9, 1A10) betroffen. CUR besitzt damit moglicherweise
das Potential die therapeutische Wirkung des Arzneimittels in vivo zu verstirken [Basu
et al., 2004b].

Kinetische Profile und Dimerisierung

Fin interessantes Phédnomen der UGTs ist, dass die Glucuronidierungsreaktion nicht aus-
schliefflich nach einer Michaelis-Menten-Kinetik verlduft. Atypische kinetische Profile sind
bisher fiir einige UGT-Substrate in witro beschrieben. Beispiele sind die Bildung des
E2-3-Glucuronids und Acetaminophen- O-Glucuronids durch UGT1A1 [Court et al., 2001;
Fisher et al., 2000a,b; Williams et al., 2002] sowie des Morphin-6- und Morphin-3-Glucuronids
durch UGT2B7 [Fisher et al., 2000a; Soars et al., 2003; Stone et al., 2003].

Die Kenntnis kinetischer Parameter aus in wvitro-Untersuchungen ist wichtig, um Metabo-
lismuswege in vivo voraussagen zu koénnen. Eine bedeutende Grofle stellt die Intrinsische
Clearance bzw. katalytische Effizienz dar, welche die tatséchliche metabolische Inaktivierung
eines Substrates beschreibt, ohne dass eine Séttigung des Enzyms erreicht wird. Die Clearance
wird in pl/min/mg Protein ausgedriickt und kann auf die in vivo-Gegebenheiten hochgerech-
net werden [Houston und Kenworthy, 2000; Soars et al., 2002].

Atypische kinetische Profile werden oft mit der Hill-Gleichung, bei der die Produktbildung
einem sigmoidalen Kurvenverlauf folgt, beschrieben [Houston und Kenworthy, 2000]. Zur
Unterscheidung, ob die Enzymkinetik fiir ein bestimmtes Substrat nach Michaelis-Menten
oder Hill verlauft, ist eine Auftragung nach Eadie-Hofstee geeignet. Hier ergibt die Hill-
Kinetik eine hakenférmige Kurve, wiahrend bei einer Michaelis-Menten-Kinetik ein linearer
Zusammenhang besteht [Weiss, 1997]. Uber den molekularen Mechanismus fiir die Abwei-

chung von der Michaelis-Menten-Kinetik wird derzeit noch debattiert. Es gibt Vorstellungen,
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dass die atypische Kinetik auf der Bindung von zwei Substratmolekiilen beruht. Dabei besteht
die Moglichkeit, dass die Bindungsstellen von zwei gleichen Substratmolekiilen (Autakti-
vierung, homotrope Kooperation) oder zwei verschiedenen Substratmolekiilen (heterotrope
Kooperation) besetzt werden. Die beiden Bindungsstellen kénnen auf demselben Enzym oder
auf verschiedenen Untereinheiten eines Dimers oder Oligomers lokalisiert sein, die miteinan-
der kooperieren [Bisswanger, 2002; Neet, 1995; Parkin, 2003; Stone et al., 2003; Weiss, 1997;
Williams et al., 2002].

Fiir UGTs gibt es einige Hinweise, dass diese Isoenzyme in vivo moglicherweise als Dimere
oder Oligomere vorliegen. Die Ausbildung funktionsfahiger Homo- und Heterodimere einiger
UGTs ist beschrieben [Ikushiro et al., 1997; Kurkela et al., 2003; Meech und Mackenzie,
1997]; fir UGT1A1 wird sogar ein Tetra- oder Hexamer vermutet [Bruni und Chang, 1999;
Peters et al., 1984].

Polymorphismen und genetische Defekte

Fiir die meisten humanen UGT-Isoenzyme sind Polymorphismen bekannt [Burchell et al.,
1991, 2000; Coffman et al., 1998; Guillemette, 2003; Strassburg et al., 1998b, 2000]. Poly-
morphismen konnen zu teilweise aktiven oder inaktiven Proteinen fithren. Beim Menschen
sind solche Mutationen im Exon 1 des UGT1A1-Genlocus bekannt. UGT1A1 ist fiir die
Glucuronidierung von endogenem Bilirubin, welches ein Abbauprodukt von Hiémproteinen
darstellt, verantwortlich. Die Ausscheidung als wasserlosliches Bilirubin-Diglucuronid ist ein
essentieller Metabolisierungsweg im menschlichen Stoffwechsel [Bissel, 1986]. Da eine Sub-
stitution der Bilirubin-Glucuronidierung durch andere Isoenzyme nicht moglich ist, kann ein
Defekt im UGT1A1-Gen zur Akkumulation von unkonjugiertem Bilirubin im menschlichen
Korper fiihren [Bosma et al., 1994].

Beim Menschen bekannte Krankheitsbilder sind das Crigler-Najjar Syndrom und das Gilbert’s
Syndrom. Charakterisiert werden diese Krankheiten durch fehlende UGT1A1-Bildung oder
Produktion eines inaktiven Proteins. Die Krankheitssymptome sind Hyperbilirubindmie
(>35 pmol Bilirubin/l Serum) und Ikterus [Brierley und Burchell, 1993; Hall et al.,
1999a]. Beim Crigler-Najjar Syndrom unterscheidet man zwischen Typ I und Typ IL
Typ I ist durch den kompletten Verlust der UGT1A1-Aktivitdt charakterisiert, wihrend
beim Typ II noch eine geringfiigige Bilirubin-Glucuronidierung (mind. 10%) stattfindet.
Beim Gilbert’s Syndrom befindet sich die Mutation in der Promotorregion. Die Bilirubin-
Glucuronidierungsaktivitéit betridgt 60-70% des Normalwertes. Eine durch das Gilbert’s
Syndrom verursachte Hyperbilirubindmie tritt bei 2-12% einer Durchschnittspopulation auf
[Monaghan et al., 1996; Tukey und Strassburg, 2000].

Die polymorphe Expression einer UGT-Isoform kann moglicherweise einen signifikanten Ein-
flu} auf die Toleranz und den Metabolismus von Arzneimitteln wie z.B. Acetaminophen haben
[Ciotti et al., 1997; Court et al., 2001].
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1.2.6 Biologisch aktive und toxische Glucuronide

Die Glucuronidierung wird i.A. als Detoxifizierungsreaktion angesehen, welche die biologische
Aktivitdt eines Substrates eliminiert. In neuerer Zeit wird die Glucuronidierung jedoch auch
als Toxifizierungs- oder Aktivierungsmechanismus betrachtet, da sie zur Bildung biologisch
aktiver oder toxischer Metabolite fithren kann [Mulder, 1992; Ritter, 2000]. Ein Beispiel stellt
das Morphin-6-Glucuronid dar, welches eine hohere analgetische Wirkung als Morphin besitzt
und als eigentlicher biologisch aktiver Metabolit angesehen wird [Gong et al., 1991; Mulder,
1992; Paul et al., 1989]. Toxische Glucuronide stellen beispielsweise die D-Ring-Glucuronide
von Steroiden (E2, Estron, Testosteron) dar, da sie zu Cholestase (Verminderung des
Galleabflusses) fithren kénnen, wihrend das gleiche Steroid den entgegengesetzten Effekt hat
und den Galleflu8 erhoht, wenn es an der 3-HO-Gruppe konjugiert ist [Meyers et al., 1980,
1981; Vore et al., 1983].

Acylglucuronide

Acylglucuronide stellen Esterglucuronide dar und sind das Produkt der Konjugation einer
Carboxylgruppe mit Glucuronsiure (Abb. 8). Diese Metaboliten besitzen toxikologische
Relevanz und werden z.T. mit den unerwiinschten Nebenwirkungen von Medikamenten in
Verbindung gebracht [Bailey und Dickinson, 2003; Boelsterli et al., 1995; Boelsterli, 2002;
Sakaguchi et al., 2004]. Acylglucuronide werden sowohl aus endogenen Substraten (z.B.
Bilirubin, Retinolsdure, Lithocholsdure) als auch aus einer ganzen Reihe von Xenobiotika
gebildet. Zu dieser Gruppe gehoren einige hiaufig angewendete Arzneistoffe zur Behandlung
von Schmerzen und Entziindungen, wie beispielsweise die NSAIDs, zu denen z.B. Diclofenac
und Ketoprofen zéhlen [King et al., 2001; Sakaguchi et al., 2004; Terrier et al., 1999; Tukey
und Strassburg, 2000].

HOOC
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Abbildung 8: Chemische Struktur eines Acylglucuronids.

Beim Menschen wurden einige UGT-Isoenzyme, die die Glucuronidierung der Carboxylséiure-
funktion katalysieren, identifiziert. Beispielsweise katalysiert UGT1A1 die Glucuronidierung
der Carboxylgruppe von Bilirubin [Ebner und Burchell, 1993; King et al., 1996]. Die humanen
Isoenzyme UGT1A3, 1A9 und 2B7 katalysieren die Glucuronidierung vieler NSAIDs [Basu
et al., 2004c; Ebner und Burchell, 1993; Green et al., 1998; Jin et al., 1993; Kuehl et al.,
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2005; Sakaguchi et al., 2004; Sallustio et al., 2000]. Von diesen drei Isoenzymen katalysiert
UGT2B7 die Reaktion i.A. besser als UGT1A3 und 1A9 [Sakaguchi et al., 2004]. AuBlerdem
ist das hepatische UGT2B4 zur Bildung einiger Acylglucuronide fihig [Kuehl et al., 2005].
Interessanterweise konnen auch die extrahepatischen Isoformen UGT1A7 und 1A10 die Glu-

curonidierung einiger Carbonséuren katalysieren [Sakaguchi et al., 2004].

Reaktivitat von Acylglucuroniden Die Konjugation einer Carboxylgruppe mit Glucuron-
sdure stellt einen Aktivierungsschritt fiir das Aglykon dar. Acylglucuronide sind elektrophile,
chemisch sehr reaktive Verbindungen. Ihre Reaktivitét ergibt sich aus der Chemie der Ester-
gruppe und der inhérenten Reaktivitdt der Monosaccharide [Sallustio et al., 2000]. Das Koh-
lenstoffatom der Estergruppe ist elektrophil und kann daher nukleophil angegriffen werden.
Das reaktive Verhalten von Acylglucuroniden ist fiir die Glucuronide der NSAIDs in witro
und in vivo bereits griindlich erforscht [Bailey und Dickinson, 1996, 2003; Fenselau, 1994;
Ruelius et al., 1986; Sallustio et al., 2000; Smith et al., 1990; Spahn-Langguth und Benet,
1992]. Die Metaboliten der NSAIDs sind bei physiologischem pH-Wert chemisch instabil und

konnen folgende typischen nicht-enzymatischen Reaktionen eingehen:

e Spontane Hydrolyse der Esterbindung unter Freisetzung des Zuckers und des Aglykons
(Abb. 9) [van Breemen und Fenselau, 1985; Ruelius et al., 1986; Spahn-Langguth und

Benet, 1992]
HOOC OH-
HOOC
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HO E—— HO
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1-O-B-Acylglucuronid Aglykon Glucuronsaure

Abbildung 9: Hydrolysereaktion.

e Intramolekulare Umlagerung zu [-Glucuronidase-resistenten 2-, 3-, und 4-Acyl-Iso-
meren (Acyl-Migration, Abb. 10) [Sallustio et al., 2000; Spahn-Langguth und Benet,
1992]

C2-Isomer C3-Isomer C4-Isomer

Abbildung 10: Acyl-Migration.
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e Transacylierungsreaktionen mit nukleophilen Gruppen (-SH, -OH, -NHs) von endo-
genen Makromolekiilen (z.B. Proteine) unter Bildung von Addukten mit kovalentem
Bindungscharakter (Abb. 11) [Fenselau, 1994; Spahn-Langguth und Benet, 1992;
Zia-Amirhosseini et al., 1994]

NH,

HOOC, ( HN. R HOOC,
HON 0 R ——= T+ M\ on
on 0 OH

o] . .
Protein-Addukt Glucuronséaure

Abbildung 11: Transacylierungsreaktion.

Durch Acyl-Migration und die damit verbundene Freilegung der Halbacetalgruppe ergeben
sich zwei weitere mogliche Reaktionen, die iiber die offenkettige Form (Aldehyd) des Zucker-

molekiils verlaufen:

e Anomerisierung (Gleichgewicht von a- und [S-Anomer, Abb. 12) [Akira et al., 2002;
Spahn-Langguth und Benet, 1992]

HOOC HOOC HOOC

o) OH o)
HOMOH -— HO%O -— Hooﬁ&‘
,< OH /< OH /< OH

R O R R OH

o) e]
C3-B-Isomer Aldose C3-a-Isomer

Abbildung 12: Anomerisierungsreaktion am Beispiel des C3-Isomers.

e Glycierungsreaktionen, die iiber die Reaktion von Proteinen (z.B. e-Aminogruppe
des Lysinrestes) mit dem Aldehyd unter Bildung einer Schiff’schen Base verlaufen.
Dieses Imin ist wiederum in der Lage unter Ringschluss des Zuckers oder durch
Amadori-Umlagerung zu einem stabileren Aminoketon weiterzureagieren (Abb. 13)
[Sallustio et al., 2000; Smith et al., 1990; Spahn-Langguth und Benet, 1992].

22



1 Einleitung und theoretische Grundlagen

H,N

HOOC HoOC HOOC
o OH OH
HOM/OH -~ HO%O B— HO%N
OH OH OH
R R R

i
S
@
5

o o o HoOC . |
C3-Isomer Aldose Imin HOO NH
(Schiff'sche Base) RK a)
© Amadori-
Produkt

Abbildung 13: Glycierungsreaktionen am Beispiel des C3-Isomers.

Wiéhrend beim Glycierungsmechanismus notwendigerweise die Isomere als Substrat involviert
sind, wird die Transacylierung von den intakten Acylglucuroniden favorisiert, da die Ester-
gruppe aufgrund der Néhe des Ring-Sauerstoffatoms des Glucuronséurerestes aktivierter fiir

nukleophile Angriffe ist.

Toxikologische Relevanz von Acylglucuroniden Die Toxizitdt der Acylglucuronide beruht
hauptséichlich auf deren Reaktion mit endogenen Proteinen. Da die kovalente Bindung an ein
Protein eine Konformationséinderung und den Verlust der Funktionsfahigkeit des Proteins
bedeutet, kann sich die toxische Wirkung je nach Funktion des betroffenen Proteins im Zell-

stoffwechsel in vielfiltiger Weise manifestieren.

Irreversible kovalente Bindungen mit Plasmaproteinen sind fiir die Acylglucuronide vieler
NSAIDs wie Ketoprofen [Presle et al., 1996], Tolmetin [Hyneck et al., 1988], Zomepirac [Smith
et al., 1990], Ibuprofen und Ibufenac [Castillo und Smith, 1995] sowie Benoxaprofen [Qiu
et al., 1998] beschrieben [Benet et al., 1993]. Gewebeproteine kénnen ebenfalls Angriffsorte
fiir die Acylierung darstellen. Betroffen sind insbesondere Proteine in Hepatocyten, da die
Leber hohe UGT-Aktivititen aufweist und damit den bevorzugten Bildungsort fiir reaktive
Acylglucuronide darstellt. Beispielsweise wurden Proteinaddukte in der Leber von Nagern
nach oraler Verabreichung der NSAIDs Diclofenac [Hargus et al., 1994; Pumford et al., 1993,;
Seitz et al., 1998] oder Diflunisal [Dickinson und King, 1993; King und Dickinson, 1993; Wang
und Dickinson, 1998] nachgewiesen. Es wurde sogar gezeigt, dass die UGTSs selbst potentielle
Partner fiir die Adduktbildung darstellen [Terrier et al., 1999].

Desweiteren wurde Tubulin als intrahepatisches Zielprotein der Acylglucuronid-vermittelten
Bildung von Proteinaddukten identifiziert. Das Protein Tubulin ist Bestandteil des Cyto-
skeletts und ubiquitdr in eukaryotischen Zellen présent. Tubulin besteht aus dimeren
a-/B-Untereinheiten, die durch Polymerisation Mikrotubuli ausbilden. Die Mikrotubuli sind

beim Aufbau der Mitosespindel beteiligt und wirken u.a. weiterhin bei intrazelluléren Trans-
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portvorgingen [Amos und Baker, 1979; Mandelkow et al., 1986a,b]. Fiir den Aufbau des
Mikrotubulus sind eine Reihe weiterer Proteine erforderlich, die als Mikrotubuli-assoziierte
Proteine (MAP) bezeichnet werden. Das heterodimere Tubulin und die MAP werden zu-
sammen als mikrotubulére Proteine (MTP) bezeichnet. Fiir zellfreie in vitro-Untersuchungen
kann Tubulin z.B. aus Rinder- oder Pferdehirn isoliert werden. Bestimmte Stoffe besitzen die
Fahigkeit die Polymerisation (Bsp. Colchicin) oder die Depolymerisierung (Bsp. Taxol) zu
inhibieren. Beispielsweise wurde durch die kovalente Modifikation der MTP aus Rinderhirn
durch das Acylglucuronid des NSAID Zomepirac, sowie durch das durch intramolekulare Acyl-
Migration entstandene Acyl-Isomeren-Gemisch, die Aufbau- als auch die Abbaureaktion des
Tubulingeriistes im zellfreien System konzentrationsabhingig gehemmt [Bailey et al., 1998].
Aber auch die Acylglucuronide endogener Carboxylsduren, wie z.B. das Acylglucuronid der
Gallensdure Lithocholsdure, gehen kovalente Bindungen mit Proteinen ein und fiithren zu einer

unerwiinschten cholestatischen Wirkung [Ikegawa et al., 1999; Oelberg et al., 1984].

Acylglucuronide kénnen zudem Immunreaktionen auslosen. Der molekulare Mechanismus ist
bisher nicht aufgeklirt. Es wird daher die Hapten-Hypothese [Park et al., 1987] vertreten,
wonach die durch die Acylglucuronide vermittelte Modifikation von Makromolekiilen in vivo
zur Produktion zirkulierender Antikorper fiihren kann, die an der Immunantwort beteiligt
sein konnten [Bougie et al., 1997; Spahn-Langguth und Benet, 1992; Worrall und Dickinson,
1995]. Ferner wird beschrieben, dass einige Acylglucuronide von NSAIDs Addukte mit
der DNA bilden kénnen [Sabordo et al., 2000]. Ein weiterer moéglicher Mechanismus ist
die direkte Aktivierung von Neutrophilen und Makrophagen sowie die Induzierung der
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und anderer Faktoren. Dieser Effekt wurde
beim Acylglucuronid des Immunsuppressivums Mycophenolsiure beobachtet, welches die
Transkription und Freisetzung von TNF-a und IL-6 in menschlichen Leukocyten induzierte
[Wieland et al., 2000].
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Curcuminoide sind sekundére Inhaltsstoffe der Curcuma-Pflanze, deren Hauptbestandteil das
Curcumin (CUR) darstellt. Dem CUR werden aufgrund einer Fiille von in vitro- und in vivo-
Studien vielféltige gesundheitsférdernde Wirkungen zugeschrieben. Neben den antiinflamma-
torischen und antioxidativen Eigenschaften riickt CUR heutzutage, insbesondere aufgrund
seiner antikanzerogenen Wirkungen und damit als potentieller Kandidat fiir die Chemo-
pravention, immer deutlicher in das Interesse der Forschung. Als Folge ihrer biologischen
Aktivitdten sind Curcuminoide heute nicht nur als farb- und geschmacksgebende Komponen-
ten von Lebensmitteln wie z.B. dem Currygewiirz, sondern auch in konzentrierter Form, z.B.

als Nahrungsergidnzungsmittel, im Handel.

Wihrend der wissenschaftliche Schwerpunkt derzeit eindeutig auf den chemopraventiven
Figenschaften von CUR liegt, ist der Kenntnisstand iiber die Metabolisierung der Curcu-
minoide noch liickenhaft. Insbesondere klinische Humanstudien, in denen oral verabreichtes
CUR regelrecht ,,verschwindet®, werfen die Frage nach dem Verbleib der Substanz im Organis-
mus auf. Zum Metabolismus der beiden Curcuminoide Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-
CUR, die in CUR-Priparaten stets zusammen mit CUR vorkommen und bis zu 30% ausma-
chen konnen, liegen bis dato keine Untersuchungen vor. Dariiber hinaus fehlen ausreichende
Kenntnisse iiber potentielle biologische Aktivitédten sowie zur Toxizitdt von Curcuminoid-
Metaboliten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Phase I- und Phase II-Metabolismus der drei Curcu-
minoide CUR, Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR in vitro zu untersuchen. Da solche
Untersuchungen unter physiologischen Bedingungen ablaufen, bei denen CUR, chemisch nicht
stabil ist, soll das Verhalten diverser Curcuminoid-Kongenere in physiologischen Fliissigkeiten
untersucht werden. Fiir die Studien zum Metabolismus sollen Prizisions-Gewebeschnitte aus
Rattenleber eingesetzt werden, die den Vorteil haben, dass sie der in wvivo-Situation sehr
nahe sind. Ergédnzend sollen Zellfraktionen aus Leber- und Darmgewebe sowie Supersomen,
welche die Betrachtung der metabolischen Aktivitit eines einzelnen Isoenzyms ermoglichen,
verwendet werden. Dies erfordert die Etablierung geeigneter Methoden. Weiterhin sollen die
Metaboliten ndher untersucht und charakterisiert werden. Vor dem Hintergrund der Ergeb-
nisse zum Metabolismus soll die potentielle Reaktivitit relevanter Curcuminoid-Metaboliten

untersucht werden und eine Einschétzung zur toxikologischen Relevanz erfolgen.
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3.1 Charakterisierung von Curcuminoid-Derivaten

Folgende Substanzen wurden durch chemische Synthese nach Pabon [1964](Kap. 6.2.2.1) dar-
gestellt:

e CUR

Bisdemethoxy-CUR

Iso-CUR

Dimethyl-CUR

Dimethyl-bisdemethoxy-CUR

CUR und Bisdemethoxy-CUR stellen natiirlich vorkommende Curcuminoide dar, wihrend
Iso-CUR, Dimethyl-CUR und Dimethyl-bisdemethoxy-CUR (Abb. 14) rein synthetische
Curcuminoid-Derivate repréisentieren. Bei Iso-CUR sind im Vergleich zu CUR die Positionen
der Hydroxy- und Methoxy-Substituenten an beiden Aromaten vertauscht. Bei Dimethyl-
CUR und Dimethyl-bisdemethoxy-CUR befinden sich an der Position der beiden phenolischen
Hydroxygruppen der entsprechenden natiirlichen Analoga Methoxygruppen, die eine erhohte

Lipophilie dieser Substanzen bedingen.

OH O
HO O ™ NN Z O OH
H3CO OCH3
Iso-CUR
OH O OH O
oY goYTC
H3CO ) OCHz HsCO . ) OCHj3
Dimethyl-CUR Dimethyl-bisdemethoxy-CUR

Abbildung 14: Chemische Strukturen der synthetischen Curcuminoid-Derivate Iso-CUR,
Dimethyl-CUR und Dimethyl-bisdemethoxy-CUR.

Die spektroskopischen und chromatographischen Eigenschaften aller in dieser Arbeit relevan-

ten Curcuminoid-Derivate sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Schmelzpunkte, spektroskopische und chromatographische Eigenschaften von
Curcuminoid-Derivaten. HPLC-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.2. ¢ Gradient 1 fiir alle Sub-
stanzen mit Ausnahme der drei Dimethyl-CUR-Derivate, fiir die Gradient 4 verwendet wurde;
b zwei Isomere; ¢ durch chemische Synthese dargestellt; ¢ nach Uehara et al. [1987]; ¢ isoliert
aus Curcuma; 7 nach Pedersen et al. [1985]; ¢ durch enzymatische Reaktion dargestellt; k.A.,

keine Angabe.

UV /Vis-Spektrum HPLC? in min

Substanz Smp. in °C Amag 1IN NM (Isomeren-
(einl x mol™! x em™1) Verhiltnis)®

CUR* 179-181 428 (58530) in MeOH 25,4
Dihydro-CUR? k.A. 376 (32000), 285 (7500) in EtOH? 24.6; 26,0°
Tetrahydro-CURS 92-94 281 (15100) in MeOH 23,3
Hexahydro-CUR® k.A. 282 (7400) in MeOH 11,4
Octahydro-CUR® k.A. 282 (ca. 7400) im HPLC-Eluent | 8,8; 9,1 (1 : 2,5)°
Demethoxy-CUR® 172173/ 424 (54800) in MeOH 24,7
Hexahydro- .
demethoxy-CURY k.A. 282 (ca. 7100) im HPLC-Eluent 11,1
Octahydro- . . . b
domethosy-CUR® k.A. 982 (ca. 7100) im HPLC-Eluent | 8,6; 8,9 (1 : 2,5)
Bisdemethoxy-CUR*® 224-225 416 (46400) in MeOH 24,0
Hexahydro- .
bisdemethory-CUR® k.A. 280 (6000) in MeOH 10,8
Octahydro- . ] b
bisdemethoxy-CUR® k.A. 280 (ca. 6000) im HPLC-Eluent 8,3;8,7(1:4)
Iso-CUR® 186 419 (59241) in EtOH 25,6
Hexahydro-iso-CUR® k.A. 282 (ca. 7400) in MeOH 13,1
Octahydro-iso-CUR* k.A. 282 (ca. 7400) im HPLC-Eluent 10,5; 11,0
Dimethyl-CUR® 128-130 418 (56188) in EtOH 30,7
Hexahydro-dimethyl- k.A. 280 (5086) in MeOH 17,3
CUR
Octahydro-dimethyl- k.A. 280 (ca. 5086) im HPLC-Eluent 14,6
CUR
Dimethyl- .
bisdemethoxy-CUR® 165 415 im HPLC-Eluent 27,7

Die Hexahydro-Produkte der synthetisierten Verbindungen, mit Ausnahme von Dimethyl-
bisdemethoxy-CUR, wurden durch katalytische Hydrierung (Kap. 6.2.2.2) und die Octahydro-
Produkte der natiirlichen Curcuminoide durch chemische Reduktion (Kap. 6.2.2.4) herge-
stellt.
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Die Charakterisierung der synthetisierten Substanzen erfolgte durch Bestimmung des
Schmelzpunktes bei Feststoffen, Aufnahme des UV /Vis-Spektrums und Bestimmung des
Extinktionskoeffizienten am Absorptionsmaximum sowie HPLC/DAD-Analyse (Kap. 6.2.1.2
und 6.2.2.5). Die Struktur der thermostabilen Hexahydro- und Octahydro-Verbindungen
wurde durch GC/MS-Analyse (Kap. 6.2.1.1) bestétigt, die Struktur von CUR und Iso-CUR
zusétzlich mittels NMR (s. Anhang A.5). In einigen wenigen Fillen wurde auf bekannte

Literaturwerte zuriickgegriffen.

3.2 Untersuchungen zur Stabilitdt von Curcuminoiden in physiologischen
Fliissigkeiten

Die chemische Instabilitit von CUR in wéssrigem Milieu ist Gegenstand einiger Studien
[Pfeiffer et al., 2003; Tgnnesen und Karlsen, 1985b; Wang et al., 1997] und wurde auch im-
mer wieder wihrend eigenen Untersuchungen beobachtet. Da Metabolismusstudien in wvitro
unter physiologischen Bedingungen ablaufen, wurde das Verhalten von Curcuminoiden in ver-
schiedenen physiologischen Fliissigkeiten untersucht. Im Gegensatz zu den Literaturquellen,
die sich fast ausnahmslos mit CUR. beschéftigen, wurden in der vorliegenden Arbeit zusétz-
lich die verwandten Curcuminoid-Derivate Demethoxy-CUR, Bisdemethoxy-CUR, Iso-CUR,
Hexahydro-CUR und Tetrahydro-CUR in die Untersuchungen einbezogen.

Die Untersuchungen zur Stabilitdt wurden wie unter 6.2.4.1 und 6.2.4.2 beschrieben durch-
gefithrt. Abbildung 15 zeigt das Verhalten verschiedener Curcuminoid-Derivate in Kalium-
Phosphat-Puffer pH 7,4 (links) und in Kulturmedium ohne FKS (rechts) bei 37°C in einem
Zeitfenster bis zu 24 h. Um eine vollstindige Loslichkeit der schlecht wasserloslichen Cur-
cuminoide zu gewéhrleisten, wurden Substrat-Endkonzentrationen von 20 uM bzw. 30 uM

eingesetzt.

In beiden wissrigen Systemen war ein zeitabhéingiger Verlust der drei Curcuminoide zu
beobachten. Der Zerfall war am deutlichsten bei CUR ausgeprigt: Im Puffer waren nach
Langzeit-Inkubation nur noch 3% CUR und im Medium noch 13% CUR présent. Wihrend
Bisdemethoxy-CUR und das synthetische Iso-CUR, im Puffer ebenfalls nicht stabil waren,
war im Medium nahezu kein Zerfall dieser beiden Derivate zu verzeichnen. Im Gegensatz zu
den instabilen Curcuminoiden war Hexahydro-CUR in beiden physiologischen Fliissigkeiten
stabil. Erstaunlich war der signifikante Stabilitdtsunterschied zwischen CUR und seinem syn-
thetischen Analogon Iso-CUR, die sich in ihrer chemischen Struktur nur durch den Austausch
der Methoxy- und Hydroxy-Substituenten an den beiden Aromaten unterscheiden. Die Zer-
fallsraten waren im Medium ohne FKS trotz niedrigerer Substanzkonzentration im Vergleich

zum Puffer geringer.

28



3 Ergebnisse

n
o

120

R, A 100+--

=)
o
»
NERTLY
=}
L
O

/
/

R* X 80
£ £
% 60 §\ Phosphat-Puffer % 60 Kulturmedium
7 — Z
Q0 1 0 T
@ 40- @ 404
.
20 -] ; 20 I
0 T T T T\T 0 T T T T T T
Oh 1h 2h 3h 24 h Oh 1h 2h 3h 4h 21h

|+CUR —w— Demethoxy-CUR —e— Bisdemethoxy-CUR —*—Iso-CUR & Hexahydro-CUR --< Tetrahydro—CUR|

Abbildung 15: Zeitabhéingiger Substanzverlust von Curcuminoid-Derivaten in 0,1 M Kalium-
Phosphat-Puffer pH 7,4 (links) und in Kulturmedium ohne FKS (rechts). Die Substanzkon-
zentrationen betrugen 30 pM im Puffer und 20 pM im Medium. Die Daten représentieren
Mittelwerte + Spannweite aus zwei unabhéingigen Bestimmungen pro Substrat und Zeitpunkt.

3.2.1 Zerfallsprodukte

Der starke Zerfall von CUR war vom zeitabhéingigen Auftreten mehrerer Abbauprodukte
begleitet. Es tauchten insgesamt 10 neue Peaks bei der UV-Detektion bei 280 nm in den
HPLC-Chromatogrammen auf (Abb. 16).

Das Spektrum der CUR-Zerfallsprodukte war sowohl in Kalium-Phosphat-Puffer als auch
in Kulturmedium reproduzierbar. Vanillin, Ferulasdure und Feruloylmethan wurden als Ab-
bauprodukte von CUR, durch Vergleich von HPLC-Retentionszeiten und UV /Vis-Spektren
(s. Anhang A.1.1, Tab. 16) sowie GC-Retentionszeiten und der Fragmentierung in der GC/MS
nach Trimethylsilylierung (s. Anhang A.1.2, Tab. 17) mit authentischen Referenzsubstanzen,

identifiziert.

Der Zerfall des instabilen Demethoxy-CUR, war komplexer, da aufgrund der beiden unter-
schiedlich substituierten Aromaten dieses Curcuminoids vielfiltigere Abbauprodukte entste-
hen koénnen. Eine partielle Zersetzung (drei Produkte) des deutlich stabileren Bisdemethoxy-
CUR wurde nur unter drastischen Bedingungen (Phosphat-Puffer pH 12 fiir mind. 3 Tage
bei 37°C) erreicht. Ahnlich stabil erwies sich das synthetische Iso-CUR bei dem zwei Zersetz-
ungsprodukte nach 60 h in Puffer bei 37°C beobachtet wurden. Eines dieser beiden Produkte
wurde anhand von Retentionszeit-Vergleichen in der HPLC tendenziell als Isovanillin ange-
nommen, da aufgrund der geringen Menge weitere Methoden zur Identifizierung nicht moglich

wareln.
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Abbildung 16: Reprisentatives HPLC-Profil der Abbauprodukte von CUR nach 21 h-
Inkubation bei 37°C in Kulturmedium. Insert: Identifizierte Abbauprodukte von CUR. HPLC-
Bedingungen siche Kapitel 6.2.1.2 (Gradient 1).

Diverse aromatische Referenzsubstanzen (s. Anhang A.1) mit einer den Curcuminoiden ver-
wandten chemischen Struktur (fir CUR und Demethoxy-CUR: Guajacol, Eugenol, Ferula-
aldehyd, Vanillinsdure, 2-Methoxy-4-Methylphenol; fiir Demethoxy-CUR, und Bisdemethoxy-
CUR: 4-Hydroxy-Benzaldehyd, p-Cumarsidure) wurden durch Cochromatographie in der
HPLC als potentielle Abbauprodukte der Curcuminoide ausgeschlossen. Die Aufklirung der
Struktur weiterer Abbauprodukte von CUR nach Fraktionierung an der HPLC, Trimethyl-
silylierung und Analyse mittels GC/MS lieferte keine charakteristischen EI-Massenspektren
und damit keine Hinweise auf die chemische Struktur. Moglicherweise waren die Abbaupro-
dukte selbst thermolabil oder fiir eine Derivatisierung nicht zugénglich und deshalb fiir eine
GC/MS-Analyse ungeeignet.

3.2.2 EinfluB von FKS und Zellen

Der Effekt von FKS und Zellen auf den zeitabhingigen Zerfall der Curcuminoide im Kul-
turmedium wurde, wie in Kapitel 6.2.4.2 beschrieben, untersucht und ist in Abbildung 17
beispielhaft fiir CUR gezeigt. In Kurzzeit-Inkubationen bis zu 4 h wurde bei Zusatz von 5%
FKS bzw. in Anwesenheit von Zellen im Inkubationsmedium ein verlangsamter Zerfall von
CUR im Vergleich zum reinen Medium beobachtet. Dieser ,,stabilisierende* Effekt war in An-
wesenheit von 5% FKS und Zellen am stirksten ausgepréigt: Es wurden zwei- bis dreimal
hohere CUR-Mengen nachgewiesen als im Medium ohne Zusdtze. Im Gegensatz dazu war

nach Langzeit-Inkubation von CUR fiir 21 h, unabhéngig von den Inkubationsbedingungen,
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die Substanz nahezu vollsténdig zerfallen (<10%).

Demethoxy-CUR verhielt sich gegeniiber den Zusétzen &hnlich wie CUR; insgesamt wurde
jedoch eine etwas stéirkere ,Stabilisierung® beobachtet. Die Gehalte der stabilen Derivate
Bisdemethoxy-CUR, Iso-CUR, Hexahydro-CUR und Tetrahydro-CUR. wurden von der Ab-
oder Anwesenheit von FKS bzw. Zellen nicht signifikant beeinflusst (Daten nicht dargestellt).

100 [ Kulturmedium
alleine
1 Kulturmedium
80 +5% FKS
[ Kulturmedium
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Abbildung 17: Einflu von FKS und Zellen auf den Zerfall von CUR in Kulturmedium. Die
CUR-Konzentration betrug 20 puM. Die Sdulen reprisentieren Mittelwerte + S.D. aus drei
unabhéngigen Bestimmungen.

3.3 Metabolismusstudien in Prazisions-Leberschnitten

Prézisions-Gewebeschnitte stellen ein niitzliches Modellsystem fiir Metabolismusstudien dar,
da sie gewéhrleisten, dass die Zellen mit ihrer kompletten Enzymausstattung in ihrem physio-
logischen Gewebeverband belassen werden und z.B. die Zell-Zell-Kommunikation sowie Zell-
Matrix-Interaktionen aufrechterhalten bleiben. Somit wird die in vivo-Situation hinsichtlich
des Phase I- und Phase IT-Metabolismus in Leberschnitten sehr gut widergespiegelt [Gebhardt
et al., 2003]. Der Curcuminoid-Metabolismus wurde mit Priizisions-Leberschnitten ménnli-

cher und weiblicher Sprague-Dawley-Ratten untersucht.

3.3.1 Optimierung der Versuchsbedingungen

In ersten Vorversuchen wurde ein kommerzielles Curcuminoid-Gemisch, bestehend aus 75%
CUR, 18% Demethoxy-CUR und 7% Bisdemethoxy-CUR. in Endkonzentrationen von 100 uM

und 200 uM mit frisch priparierten Leberschnitten ménnlicher und weiblicher Ratten fiir 24 h
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bei 37°C unter Gasatmosphére (95% Oz, 5% CO3) inkubiert und anschliefend das Kultur-
medium auf Phase I- und Phase II-Metabolite mittels HPLC/DAD analysiert. Die Phase I-
Metaboliten wurden direkt aus dem Inkubationsansatz durch Extraktion mit Ethylacetat
in unkonjugierter Form erfasst, wihrend Glucuronide und Sulfate vor der Extraktion einer

enzymatischen Hydrolyse unterworfen und in freier Form bestimmt wurden (Kap. 6.2.5.3).

Unter den gewéhlten Versuchsbedingungen fand eine Metabolisierung der Curcuminoide in
Leberschnitten ménnlicher und weiblicher Ratten statt. In den HPLC-Chromatogrammen
beider Geschlechter wurden insgesamt jeweils fiinf Metabolitengruppen nach enzymatischer
Hydrolyse beobachtet, die aus jeweils drei Peaks bestanden und durch eine &hnliche Zusam-
mensetzung wie das eingesetzte Curcuminoid-Gemisch charakterisiert waren. Diese Peaks
waren in der Kontrolle mit Substanz aber ohne Gewebeschnitt (Substanzkontrolle), sowie in
der Kontrolle mit Leberschnitt und DMSO anstelle von Substrat (Leerwert), nicht sichtbar.

Die Metaboliten lagen iiberwiegend in Form ihrer Konjugate vor.

Geringere Substratkonzentrationen als 200 uM lieferten nach 24-stiindiger Inkubation schlech-
tere Metabolitenausbeuten sowie geringere Wiederfindungen von Muttersubstanzen und

Metaboliten relativ zur eingesetzten Substanzmenge.

Nach 24-stiindiger Inkubation des Curcuminoid-Gemisches mit einem Leberschnitt war die
Zusammensetzung des Ausgangsgemisches verindert: Es war eine Verschiebung der Zusam-
mensetzung von CUR in Richtung Bisdemethoxy-CUR sichtbar (Abb. 18). Dieser Effekt war
in der Substanzkontrolle ohne Leberschnitt noch deutlicher ausgepréigt und zeigte die unter-

schiedliche Stabilitdt der drei Curcuminoide im verwendeten Testsystem an.

Ausgangsgemisch mit Leberschnitt ohne Leberschnitt

% 718 75 21 27 52 42 47 11

Abbildung 18: HPLC-Profile des kommerziellen Curcuminoid-Gemisches ohne Inkubation
(links) und nach 24 h-Inkubation mit einem Leberschnitt (Mitte) und ohne Leberschnitt in der
Substanzkontrolle (rechts). Elutionsreihenfolge: Bisdemethoxy-CUR, Demethoxy-CUR, CUR.
HPLC-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.2 (Gradient 1).
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Die Inkubation des Curcuminoid-Gemisches war, insbesondere in Abwesenheit eines Gewebe-
schnittes, mit der Bildung der charakteristischen CUR-Abbauprodukte Vanillin und z.T.

Ferulasdure (Kap. 3.2.1) verbunden.

Aufgrund der chemischen Instabilitéit der Curcuminoide (Kap. 3.2) war die Wahl geeigneter
Inkubationsbedingungen wichtig, insbesondere hinsichtlich der Inkubationszeit. Deswegen
wurden in zusdtzlichen Versuchen Leberschnitte einer ménnlichen Ratte fiir 2 h, 4 h und
6 h mit 200 uM CUR inkubiert. Es zeigte sich ein #hnliches Metabolitenmuster wie nach
24 h, allerdings waren die Metabolitenausbeuten geringer und der Anteil an unmetaboli-
siertem CUR hoher. Die Wiederfindungen der Muttersubstanz und Metaboliten beziiglich
der eingesetzten Substanzmenge waren jedoch bei kiirzerer Inkubation hcher. Ebenso resul-
tierten bei 6 h-Inkubationen mit 200 uM Demethoxy-CUR bzw. 200 uM Bisdemethoxy-CUR
geringe Metabolitenausbeuten (Tab. 4).

Tabelle 4: Umsétze und Wiederfindungen von CUR, Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-
CUR bei Kurzzeit- und Langzeit-Inkubationen mit Leberschnitten von ménnlichen Ratten nach
Hydrolyse der Konjugate mit S-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Heliz pomatia (Kap. 6.2.5.3,
Methode I). Die Wiederfindungen setzen sich aus Muttersubstanz und zugehérigen Metaboliten
(unkonjugiert und konjugiert) zusammen und sind in Prozent der eingesetzten Substanzmenge
angegeben. Die Umsétze sind in Prozent der gesamten wiedergefundenen Substanz in Form
von unkonjugierten und konjugierten Metaboliten dargestellt. n.b., nicht bestimmt.

Curcuminoid Zeit | Umsatz in % | Wiederfindung in %
2h 4,3 77,0
4 h 9,6 77,5
CUR
6 h 16,7 68,5
24 h 48,0 53,7
6 h 11,1 n.b.
Demethoxy-CUR
24 h 43,1 52,7
5,0 n.b.
Bisdemethoxy-CUR
24 h 37,5 76,3

3.3.2 Phase I-Metabolismus von CUR

Frisch préparierte Leberschnitte von je zwei ménnlichen und zwei weiblichen Ratten wurden
mit 200 puM CUR fiir 24 h inkubiert und das Medium mittels HPLC auf Phase I-
und Phase [I-Metabolite, wie unter 6.2.5.3 beschrieben, untersucht. Reprisentative HPLC-
Chromatogramme der Phase I-Metaboliten von CUR in der ménnlichen und weiblichen
Rattenleber sind nach Hydrolyse der Konjugate in Abbildung 19 wiedergegeben. Referenz-
substanzen waren fiir die reduktiven CUR-Metaboliten Tetrahydro-CUR, Hexahydro-CUR
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und Octahydro-CUR vorhanden, die sich in ihren HPLC-

nicht aber in ihrem Absorptionsmaximum (Tab. 3).

Retentionszeiten unterscheiden,
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Abbildung 19: HPLC-Profile der Phase I-Metaboliten von CUR, nach 24 h-Inkubation von
200 uM CUR mit dem Leberschnitt einer ménnlichen (oben) und einer weiblichen (unten) Ratte

und enzymatischer Hydrolyse der Konjugate. TMBPA (3,5,3
interner Standard. HPLC-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.2 (G
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3 Ergebnisse

Um die reduktiven CUR-Metaboliten zu erfassen, wurde die Absorption bei 280 nm gewihlt,
da die chromophore Diarylheptatrienon-Kette des CUR-Molekiils, welche bei 420 nm absor-
biert, durch die Reduktion zerstort wird. Der dominante Metabolitenpeak beider Geschlechter
mit einer HPLC-Retentionszeit von 11,4 min coeluierte mit authentischem Hexahydro-CUR
und wies das identische UV /Vis-Spektrum auf. Eine GC/MS-Analyse dieses Peaks lieferte
zudem eine {ibereinstimmende GC-Retentionszeit und Fragmentierung mit synthetischem
Hexahydro-CUR. Die beiden Peaks der ménnlichen Ratte, die nach 8,8 und 9,1 min bei
der HPLC-Analyse eluierten (Abb. 19, oben), wurden auf gleiche Weise anhand ihrer HPLC-
und GC-Retentionszeiten, ihrer UV /Vis-Spektren und mittels GC/MS als Octahydro-CUR
identifiziert. Die Fragmentierung bei der GC/MS-Analyse lieferte fiir diese beiden Peaks ein
identisches Spektrum an Fragmentionen, aufgrund dessen sie als Isomere angesehen wur-
den. Das Octahydro-CUR-Molekiil besitzt zwei Chiralitdtszentren, welche die aliphatischen
Hydroxylgruppen tragen, die zu zwei Diastereomeren fithren. Die beiden Diastereomere von
Octahydro-CUR entstanden im Verhéltnis 1:3. Der zweitgréfite Peak des weiblichen Tiers
eluierte nach 23,3 min (Abb. 19, unten) und wies die HPLC-Retentionszeit, das UV /Vis-
Spektrum und das GC/MS-Fragmentierungsmuster von synthetischem Tetrahydro-CUR auf.
Zwei kleinere Peaks, die in Abbildung 19 bei 24,6 und 26,0 min sichtbar sind, wurden auf-
grund ihres identischen Absorptionsmaximums bei 376 nm, das mit dem fiir Dihydro-CUR
publizierten UV /Vis-Spektrum in Ethanol [Uehara et al., 1987] iibereinstimmt, tendenziell
als Isomere von Dihydro-CUR bestimmt. Die Bildung zweier Isomere ist durch Reduktion
der allylischen oder der enolischen Doppelbindung im CUR-Molekiil moglich. Keiner dieser
identifizierten HPLC-Peaks wurde in Medien von Kontroll-Inkubationen, welche CUR aber
keinen Leberschnitt, sowie einen Leberschnitt aber kein CUR enthielten, detektiert. Jedoch
hatte die Inkubation von CUR ohne Leberschnitt das Auftreten bekannter Zerfallsprodukte
wie Vanillin und Ferulasiure [Pfeiffer et al., 2003; Tgnnesen und Karlsen, 1985a; Wang et al.,
1997] zur Folge, die auch in den vollstéindigen Inkubationsansétzen entstanden (Abb. 19).

Ein Ziel dieser Arbeit war die Suche nach oxidativen CUR-Metaboliten wie z.B. aromati-
schen Hydroxylierungs- oder Demethylierungsprodukten. Es gab keinerlei Hinweise in den
HPLC-Chromatogrammen auf solche Produkte deren Detektion bei 420 nm stattfand, da bei
oxidativen Verdnderungen das gelb-gefirbte CUR-Chromophor intakt bleibt. Beruhend auf
der Nachweisgrenze fiir CUR bei dieser Wellenlénge, hitten oxidative Metaboliten detektiert

werden kénnen, wenn mindestens 0,01% des CUR umgewandelt worden wiren.

Weiterhin ist eine zusétzliche oxidative Metabolisierung der reduktiven CUR-Metaboliten
vorstellbar. Solche polaren Produkte wurden ebenfalls nicht beobachtet. Thre Nachweisgrenzen
bei 280 nm lagen fiir Tetrahydro-CUR, bei 0,03% und fiir Hexahydro-CUR, und Octahydro-
CUR bei 0,05% der eingesetzten Substanzmenge.
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3.3.3 Phase I-Metabolismus von Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR

Wurden 200 uM Demethoxy-CUR, bzw. Bisdemethoxy-CUR unter den gleichen Bedingungen
wie CUR mit Leberschnitten ménnlicher und weiblicher Ratten inkubiert und die Medien per
HPLC/DAD analysiert, ergab sich fiir die beiden Demethoxy-Derivate jeweils ein dhnliches
Metabolitenmuster wie fiir CUR: Insgesamt wurden vier Phase I-Metaboliten gefunden, wobei
die Hauptprodukte die Hexahydro-Derivate darstellten, welche durch Cochromatographie mit
den entsprechenden Referenzsubstanzen in der HPLC und GC sowie anhand ihrer UV /Vis-
und Massenspektren identifiziert wurden. Die Octahydro- und Tetrahydro-Produkte wurden
anhand ihrer HPLC- und GC-Retentionszeiten, ihren UV /Vis- und Massenspektren aufge-
klért. Die beiden Isomere der Dihydro-Produkte wurden vorlaufig aufgrund ihrer identischen

UV/Vis-Spektren zugewiesen.

In Einklang mit den Befunden fiir CUR wurden auch keine oxidativen Metaboliten der
demethoxylierten Curcuminoide gefunden. Ebenso gab es keine Hinweise auf eine oxidative

Modifizierung der reduktiven Metaboliten.

3.3.4 Aufklarung der Phase I-Metaboliten mittels GC/MS-Analyse

Fir die GC/MS-Analyse wurde das Inkubationsmedium nach Hydrolyse der Konjugate
extrahiert und der gesamte oder fraktionierte Extrakt verwendet. Die Metaboliten wurden in
Form ihrer Trimethylsilylether erfasst (Kap. 6.2.1.1). Die GC-Retentionszeiten und GC/MS-
Fragmentierungsmuster befinden sich im Anhang (A.3.1, Tab. 20).

Die Massenspektren der Hexahydro-Metaboliten aller drei Curcuminoide wiesen sehr kleine
Molekiilionen, sowie den Verlust von 90 Masseneinheiten von den Molekiilionen aufgrund
der Eliminierung von Trimethylsilanol (M-90), auf. Weitere charakteristische Fragmente ent-

standen aus der Spaltung der benzylischen Bindungen (Abb. 20).

Die EI-Massenspektren der Octahydro-Curcuminoide waren durch zwei sukzessive Abspal-
tungen von Trimethylsilanol sowie der Spaltung der benzylischen Positionen gekennzeichnet.
Eine weitere bedeutende Fragmentierung der Octahydro-Curcuminoide, die zu m/z 262 und
232 fiihrte, trat in der aliphatischen Kette nach Verlust der beiden Trimethylsilanol-Molekiile

auf.

Im Gegensatz zu den Hexahydro- und Octahydro-Metaboliten zeigten die Massenspektren der
Tetrahydro-Curcuminoide keinen Abgang von Trimethylsilanol. Stattdessen waren charakter-
istische Tonen mit m/z 365 und 335 sichtbar, die aus der Spaltung der aliphatischen Kette
ohne Verlust der Trimethylsilyl-Gruppe resultieren. Benzylische Spaltungen wurden ebenfalls
beobachtet.
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Abbildung 20: Repriisentative GC/MS-Fragmentierungsmuster der trimethylsilylierten
Hauptmetaboliten Hexahydro-CUR (oben), Hexahydro-demethoxy-CUR (Mitte) und Hexa-

hydro-bisdemethoxy-CUR (unten). GC/MS-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.1.
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3.3.5 Phase I- und Phase II-Metaboliten der Curcuminoide

Fine quantitative Betrachtung iiber die Phase I-Metaboliten der drei Curcuminoide und
das Ausmaf} ihrer Konjugation in Leberschnitten von ménnlichen und weiblichen Ratten
liefert Abbildung 21. Die Daten wurden nach enzymatischer Spaltung mit einem Gemisch aus
B-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helixz pomatia erhalten, so dass die Séulen der Konjugat-

Fraktionen jeweils die Summe aus Glucuroniden und Sulfaten représentieren.
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Abbildung 21: Zusammensetzung der reduktiven Metaboliten von CUR, Demethoxy-CUR
und Bisdemethoxy-CUR im Inkubationsmedium von Leberschnitten ménnlicher (oben) und
weiblicher (unten) Ratten nach 24 h-Inkubation mit den Curcuminoiden (200 pM). Fiir jeden
Metabolit wurde der unkonjugierte (ungemusterter Teil der Séule) und konjugierte (gemusterter
Teil der Sdule) Anteil durch Hydrolyse mit 3-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Heliz pomatia
(Kap. 6.2.5.3, Methode I) bestimmt. Die Werte sind in Prozent der Summe aus wiedergefun-
denem Curcuminoid plus Metaboliten dargestellt und représentieren den Mittelwert + Spann-
weite von zwei Ratten pro Geschlecht, sowie drei unabhéingig inkubierten Schnitten pro Ratte.
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Das Schaubild zeigt, dass die Hexahydro-Produkte aller drei Curcuminoide iiberwiegend
(>90%) als hydrophile Konjugate vorlagen, welche die vorherrschenden Metaboliten in
Leberschnitten von ménnlichen und weiblichen Ratten darstellten. Die beiden Isomere
der Dihydro-Verbindungen wurden von beiden Geschlechtern in geringen Mengen gebildet
(2-9% aller Metaboliten). Bemerkenswert war, dass ein Isomer vollstéindig konjugiert wurde
(Dihydro-CUR1), withrend das andere offensichtlich ein schlechtes Substrat fiir die Konjuga-
tion darstellte und ausschliefllich in freier Form vorlag (Dihydro-CUR2). Ein interessanter
Unterschied zwischen den Geschlechtern trat im Phase I-Metabolismus fiir die Tetrahydro-
und Octahydro-Produkte auf: Ménnliche Ratten bildeten gréflere Mengen Octahydro-
Metabolite, aber weniger Tetrahydro-Produkte als weibliche Tiere. Die Tetrahydro- und
Octahydro-Verbindungen waren fast ausschlieBlich in Form ihrer Konjugate vorhanden.
Anders als fiir die reduktiven Curcuminoid-Metaboliten, wurden nach 16-stiindiger enzymati-

scher Hydrolyse (Kap. 6.2.5.3, Methode I) keine Konjugate der Curcuminoide selbst gefunden.

Wiederfindungen

Zusiétzlich zu den Metaboliten wurde der Gehalt der Muttersubstanzen in den 24 h-Inkuba-
tionen mit Gewebeschnitten quantifiziert. Die Ausgangssubstanzen lagen grofiteils in unkon-
jugierter Form vor. Der Umsatz zu reduktiven Metaboliten und Konjugaten lag im Bereich
von 30-50% (Tab. 5). Der Vergleich zwischen der Summe aus wiedergefundener Mutter-
substanz und gebildeten Metaboliten mit der eingesetzten Menge zeigte, dass ein betrédcht-
licher Teil der Substanz nicht nachweisbar war. Die Wiederfindungen betrugen ca. 50% fiir
CUR und Demethoxy-CUR sowie ungefihr 75% fiir Bisdemethoxy-CUR in Inkubationen
mit Leberschnitten ménnlicher und weiblicher Ratten, d.h. die Halfte des eingesetzten CUR
und Demethoxy-CUR, sowie ein Viertel des eingesetzten Bisdemethoxy-CUR , gingen ver-
loren® (Tab. 5). Verluste fiir die einzelnen Curcuminoide waren auch nach 24-stiindiger Inku-
bation der Substanzen im Medium ohne Gewebeschnitt zu verzeichnen. Hier war die unter-
schiedliche Stabilitéit der drei Curcuminoide, die sich bereits in den Vorversuchen mit dem
kommerziellen Curcuminoid-Gemisch andeutete (Kap. 3.3.1), insbesondere anhand der sehr
geringen Wiederfindung fiir CUR (ca. 10%), noch ausgeprégter zu erkennen. Diese Beobach-
tungen stehen im Einklang mit fritheren Studien [Pfeiffer et al., 2003; Wang et al., 1997],
welche die Instabilitdt der Curcuminoide in wéssrigen Systemen beschreiben, wobei CUR das

am wenigsten stabilste und Bisdemethoxy-CUR das stabilste Curcuminoid darstellt.
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Tabelle 5: Wiederfindungen der Curcuminoide und ihrer reduktiven Metaboliten (unkonju-
giert und konjugiert) aus 24 h-Inkubationen mit Leberschnitten ménnlicher und weiblicher
Ratten nach Hydrolyse der Konjugate mit S-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Heliz pomatia
(Kap. 6.2.5.3, Methode I). Die Werte sind in Prozent der eingesetzten Curcuminoid-Menge
dargestellt und représentieren den Mittelwert + Spannweite aus zwei unabhéngigen Experi-
menten. * Die Umsétze sind in Prozent der gesamten wiedergefundenen Substanz in Form von
reduktiven und konjugierten Metaboliten dargestellt.

Curcuminoid Geschlecht Mutter- Redulktive Wieder- Umsatz*
substanz | Metaboliten findung

ménnlich 27,9 £ 3,2 25,8 £29 53,7 £ 6,1 48,0 £ 0,1

CUR weiblich 29,7 £ 11,6 12,1+ 1,1 41,8 + 10,5 || 31,6 &+ 10,7
Demethoxy- ménnlich 30,5 £ 7,9 222+ 13 527 £ 9,2 43,1 £ 5,1
CUR weiblich 26,1 + 6,6 20,1 £ 0,5 46,2 + 7,1 443 + 5,7
Bisdemethoxy- ménnlich 48,8 + 16,0 274+ 1,1 76,3 £ 17,1 || 37,5 £ 7,0
CUR weiblich 46,4 + 9,7 282 + 4,1 74,6 £ 13,8 || 38,1 £ 1,5

3.3.6 Detaillierte Untersuchung des CUR-Metabolismus

Zur naheren Untersuchung des CUR-Metabolismus wurden zusétzlich zu CUR die beiden
reduktiven Metaboliten Tetrahydro-CUR (200 pM) und Hexahydro-CUR (50 uM) fiir 24 h
mit Leberschnitten einer ménnlichen und einer weiblichen Sprague-Dawley-Ratte inkubiert.
Um die Konjugate genauer zu charakterisieren wurde die enzymatische Hydrolyse modifi-
ziert, indem eine separate Spaltung mit $-Glucuronidase und Sulfatase mit einer verkiirzten
Einwirkzeit von 2 h (Kap. 6.2.5.3, Methode II) durchgefiithrt wurde. Die Ergebnisse dieser

Experimente sind in Abbildung 22 zusammengefasst.

CUR In Inkubationen mit 200 uM CUR (Abb. 22, oben) waren die dominanten
Phase I-Metaboliten, wie bereits zuvor beschrieben (Kap. 3.3.2), Hexahydro-, Tetrahydro-
und Octahydro-CUR. Den bevorzugten Konjugationsweg dieser drei reduktiven Metaboliten
stellte die Glucuronidierung dar. Fiir Hexahydro-CUR wurden jedoch auch Sulfate in
signifikanten Mengen gefunden. Glucuronide und Sulfate waren in beachtlichen Mengen
auch fiir CUR selbst zu beobachten. Dieser Befund steht in deutlichem Gegensatz
zu den fritheren Experimenten bei Verwendung von [-Glucuronidase/Arylsulfatase aus
Heliz pomatia (Kap. 6.2.5.3, Methode I), in denen die Curcuminoide nur in unkonjugierter
Form erfasst wurden (vgl. Kap. 3.3.5). Die Umsatzraten ménnlicher und weiblicher Ratten
fiir CUR, einschlieflich der Phase II-Metaboliten von CUR, finden sich in Tabelle 6.
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Tetrahydro-CUR und Metaboliten in % CUR und Metaboliten in %
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Abbildung 22: Konjugat-Muster von CUR (oben, n=2), Tetrahydro-CUR (Mitte, n=1)
und Hexahydro-CUR (unten, n=1) im Medium nach 24 h-Inkubation mit Leberschnitten von
ménnlichen (links) und weiblichen (rechts) Ratten. Die Daten sind in Prozent der gesamten
detektierten Substanzen (Muttersubstanz + Metabolite) angegeben und reprisentieren den
Mittelwert £ Spannweite einer Doppelbestimmung aus drei unabhéingig inkubierten Schnitten
pro Ratte. n, Anzahl der Tiere pro Geschlecht.
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Tetrahydro-CUR Nach 24 h-Inkubation von 200 uM Tetrahydro-CUR (Abb. 22, Mitte)
waren neben geringfiigigen Mengen unverinderter Muttersubstanz, hauptséichlich Hexahydro-
CUR (>80%) und geringe Mengen Octahydro-CUR im Kulturmedium nachweisbar. Wieder-
um bildeten ménnliche Ratten mehr Octahydro-CUR, als weibliche Ratten und als Konjugate
wurden bevorzugt Glucuronide gebildet. Oxidative Demethylierungen sowie aromatische und
aliphatische Hydroxylierungen von Tetrahydro-CUR konnten nicht beobachtet werden. Im
Vergleich zu CUR wies Tetrahydro-CUR eine deutlich hohere Umsatzrate (Tab. 6) und hohere
Wiederfindungen (>90%) von Muttersubstanz und Metaboliten auf.

Hexahydro-CUR Die Fihigkeit ménnlicher Ratten Hexahydro-CUR effizienter zu Octa-
hydro-CUR zu reduzieren als weibliche Ratten, wurde erneut bei Inkubation von 50 uM
Hexahydro-CUR mit Leberschnitten ménnlicher und weiblicher Ratten beobachtet (Abb. 22,
unten): Wihrend iiber 95% von Hexahydro-CUR als Konjugate in der weiblichen Rattenleber
vorlagen, waren es beim ménnlichen Tier nur noch 57%. Hinweise auf oxidative Hexahydro-
CUR-Metaboliten gab es nicht. Die Wiederfindungen von Muttersubstanz und Metaboliten
betrugen nahezu 100%.

Der Vergleich des Metabolismus von Tetrahydro-CUR und Hexahydro-CUR (Abb. 22) ver-
deutlicht, dass Tetrahydro-CUR, von der méannlichen und weiblichen Rattenleber sehr effi-
zient zu Hexahydro-CUR, reduziert wurde. Die weitere Reduktion zu Octahydro-CUR war
bei beiden Geschlechtern weniger wirkungsvoll; dies betraf besonders die weibliche Ratte.
Die Glucuronidierung wurde gegeniiber der Sulfatierung bei der Konjugation der reduk-
tiven Metaboliten bevorzugt. Es gab zudem Hinweise auf die Bildung von Sulfoglucuroniden
von Hexahydro-CUR: Die Summe an freiwerdendem Hexahydro-CUR nach separater Hydro-
lyse mit B-Glucuronidase und Sulfatase war immer kleiner als die Menge an freigesetztem

Hexahydro-CUR nach simultaner Spaltung mit beiden Enzymen.

3.3.7 Metabolisierung synthetischer CUR-Derivate

Parallel zu den Experimenten mit CUR wurden die synthetischen CUR-Derivate Dimethyl-
CUR (200 uM) und Iso-CUR (200 pM) mit Leberschnitten einer ménnlichen und einer
weiblichen Sprague-Dawley-Ratte fiir 24 h inkubiert und das Medium mittels HPLC/DAD
analysiert. Die enzymatische Hydrolyse erfolgte separat mit 3-Glucuronidase und Sulfatase
(Kap. 6.2.5.3, Methode II).

Dimethyl-CUR Bei Dimethyl-CUR sind die beiden phenolischen Hydoxylgruppen von CUR
methyliert (Abb. 14). Dimethyl-CUR wurde von der ménnlichen und weiblichen Rattenleber
metabolisiert, im Vergleich zu CUR allerdings mit deutlich geringeren Umsatzraten (Tab. 6).
Als Referenzsubstanzen standen Hexahydro- und Octahydro-dimethyl-CUR, zur Verfiigung.
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Nur diese beiden Produkte wurden als Phase I-Metaboliten von Dimethyl-CUR nachgewie-
sen. Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich ihrer HPLC- und GC-Retentionszeiten sowie
der UV /Vis- und GC-Massenspektren (s. Anhang A.3.2, Tab. 21) mit denen der Referenzsub-
stanzen. Die Menge des Octahydro-Metaboliten (6-9%) iiberwog die des Hexahydro-dimethyl-
CUR (3-4%) um ca. das Doppelte. Diese beiden reduktiven Metaboliten waren ausschlief3-
lich als Glucuronide nachweisbar. Ebenso war Dimethyl-CUR selbst in betrichtlichem Aus-
maf (10-21%) glucuronidiert. Interessanterweise handelt es sich bei den Glucuroniden von
Dimethyl-CUR und den resultierenden reduktiven Metaboliten nicht um phenolische Glucu-
ronide, da ausschliellich die OH-Gruppe der aliphatischen Kette fiir eine Konjugation zur
Verfiigung steht. Hinweise auf oxidative Demethylierungs- sowie Hydroxylierungsprodukte
der Muttersubstanz und der reduktiven Metaboliten gab es nicht. Es wurden ca. 61% der

eingesetzten Substanz in unverdnderter Form und in Form von Metaboliten wiedergefunden.

Tabelle 6: Umsiitze von CUR (n=2), Tetrahydro- (n=1), Hexahydro- (n=1), Dimethyl- (n=1)
und Iso-CUR (n=1) nach 24 h-Inkubation mit Leberschnitten ménnlicher und weiblicher Rat-
ten und Konjugathydrolyse mit S-Glucuronidase und Sulfatase (Kap. 6.2.5.3, Methode II). Die
Umsétze sind in Prozent der gesamten wiedergefundenen Substanz (Muttersubstanz + Meta-
bolite) angegeben und représentieren den Mittelwert + Spannweite einer Doppelbestimmung
aus drei unabhéngig inkubierten Schnitten pro Ratte. Die Substratkonzentrationen betrugen
200 uM fiir CUR, Tetrahydro-, Dimethyl- und Iso-CUR und 50 uM fiir Hexahydro-CUR. n,
Anzahl der Tiere pro Geschlecht; n.n., nicht nachweisbar.

Umsatz in %
Curcuminoid méinnliche Ratte ‘ weibliche Ratte
| CUR | ms+s57 | 493+140 |
Tetrahydro-CUR 95,6 + 0,5 941+ 14
Hexahydro-CUR 100 100
| DimethylCUR |  192+60 | 335+19 |
| Iso-CUR | nn. | N, |

Iso-CUR Iso-CUR unterscheidet sich von CUR, dadurch, dass die Hydroxy- und Methoxy-
gruppen an beiden Aromaten vertauscht sind (Abb. 14). Im Unterschied zu CUR, das von
der ménnlichen und weiblichen Rattenleber stark metabolisiert wurde, fand unter gleichen
Bedingungen keine Metabolisierung von Iso-CUR statt: Es waren keine reduktiven oder oxi-
dativen Phase I-Metaboliten und keine Glucuronide oder Sulfate von Iso-CUR selbst nach-
weisbar. Das synthetische Derivat war in den 24 h-Inkubationen mit Gewebeschnitt sowie in
den Kontrollen ohne Gewebeschnitt deutlich stabiler als CUR. Die Wiederfindungen fiir Iso-
CUR nach Inkubation in Anwesenheit eines Gewebeschnitts lagen bei ca. 72% im Vergleich
zu ca. 50% fiir CUR. Iso-CUR erwies sich damit als dhnlich stabil wie Bisdemethoxy-CUR
(vgl. Tab. 5), welches das Stabilste der drei Curcuminoide darstellt. Bei der Untersuchung
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der HPLC-Chromatogramme auf potentielle Abbauprodukte von Iso-CUR analog zum CUR-
Zerfall, waren keine solchen Produkte nachweisbar, vermutlich aufgrund der hoheren Stabili-
tat von Iso-CUR.

3.4 Metabolismusstudien mit Zellfraktionen und Zellen
3.4.1 Oxidativer Metabolismus

Fin gingiges Modellsystem fiir die Untersuchung des oxidativen Metabolismus in wvitro,
stellen Mikrosomen dar, in denen das fiir den Fremdstoffmetabolismus wichtige CYP-
abhingige Monooxygenase-System lokalisiert ist. Da keine aromatischen Hydroxylierungs-
und Demethylierungsprodukte im Curcuminoid-Metabolismus in Leberschnitten beobach-
tet wurden (Kap. 3.3.2), wurde zusétzlich mit Lebermikrosomen von unbehandelten und
Aroclor-behandelten Ratten {iiberpriift, ob die Rattenleber die Fiahigkeit besitzt oxida-
tive Curcuminoid-Metaboliten zu bilden. Die Umsetzungen (Tab. 7) wurden mit einem
Curcuminoid-Gemisch in Anwesenheit eines NADPH-generierenden Systems, wie unter
6.2.6.1 beschrieben, durchgefiihrt.

Neben den unverdnderten Curcuminoiden wurden nur Spuren der reduktiven Metaboliten,
hauptséchlich Hexahydro-Curcuminoide, beim FEinsatz nicht-induzierter sowie Aroclor-
induzierter Rattenlebermikrosomen im Extrakt mittels HPLC/DAD nachgewiesen. Die Nach-
weisgrenze fiir oxidative Curcuminoid-Metaboliten lag bei 0,01% der eingesetzten Curcumi-

noide.

Zusatzlich wurde der oxidative Metabolismus des reduktiven CUR-Hauptmetaboliten
Hexahydro-CUR mit Lebermikrosomen von Sprague-Dawley- und Wistar-Ratten untersucht
(Tab. 7). Da im Hexahydro-CUR-Molekiil die Doppelbindungen in der aliphatischen Kette
vollstéindig entfernt wurden (Abb. 4), besteht die Moglichkeit aliphatischer Hydroxylier-
ungen an der Kette. Bei Verwendung nicht-induzierter Rattenlebermikrosomen von Sprague-
Dawley-Ratten waren keine solchen oxidativen Produkte von Hexahydro-CUR nachweis-
bar (Nachweisgrenze 0,05% des eingesetzten Hexahydro-CUR). Auch die Reduktion von
Hexahydro-CUR zu Octahydro-CUR, die nach Ireson et al. [2002] mit Mikrosomen/NADPH
moglich ist, konnte mit Mikrosomen von Sprague-Dawley-Ratten nicht beobachtet werden,
jedoch mit Mikrosomen von Wistar-Ratten. Die beiden Isomere von Octahydro-CUR waren
mit nicht-induzierten sowie mit Aroclor-induzierten Mikrosomen von Wistar-Ratten nach-
weisbar. Zuséatzlich wurden mehrere kleine Peaks, die kiirzere Retentionszeiten und dhnliche
Peakmuster wie die beiden Octahydro-Isomere aufwiesen und die in den Kontrollen nicht vor-
handen waren, detektiert. Das Elutionsverhalten 148t darauf schliefen, dass es sich bei diesen
Produkten eher um oxidative Metaboliten der Octahydro-CUR-Isomere als von Hexahydro-
CUR handelt.
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Um sicherzustellen, dass in den Mikrosomen Monooxygenase-Aktivitdt vorhanden war,
wurden Inkubationen mit Testosteron durchgefiihrt, die das erwartete Spektrum an oxidati-
ven Metaboliten lieferten [Pfeiffer und Metzler, 2004]. Curcuminoide und vermutlich auch der
reduktive Metabolit Hexahydro-CUR stellen damit keine Substrate dieser Monooxygenasen
dar. Das Ausmaf} der nebenbei beobachteten Reduktion von Hexahydro-CUR zu Octahydro-

CUR héngt zudem vom verwendeten Rattenstamm ab.

Tabelle 7: Untersuchungen zum Phase I-Metabolismus mit Mikrosomen und Cytosol
aus Lebern ménnlicher Sprague-Dawley- (SD) und Wistar-Ratten (W), mit Cytosol aus
humaner Leber und mit Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber. Experimentelle Details
siche Kapitel 6.2.6.1 und 6.2.6.2. * CYP-Gehalt 0,84 nmol/mg mikrosomales Protein;
® NADPH-generierendes System; ¢ bestehend aus 75% CUR, 18% Demethoxy-CUR und
7% Bisdemethoxy-CUR; ¢ CYP-Gehalt 0,57 nmol/mg mikrosomales Protein; ¢ CYP-Gehalt
1,63 nmol/mg mikrosomales Protein; nicht-ind., nicht-induziert; ind., Aroclor-induziert.

Testsystem Substrat Ergebnisse aus HPLC/DAD-Analyse
Curcuminoid- | Curcuminoide, keine oxidativen Metaboliten, Spuren
Mikrosomen(SD), Gemisch® von Hexahydro-Curcuminoiden
nicht-ind.*/NADPH® Hexahydro- Hexahydro-CUR, keine oxidativen und reduktiven
CUR Metaboliten
Mikrosomen(W), Hexahydro- Hexahydro-CUR, Octahydro-CUR und kleine unbe-
nicht-ind.¢/NADPH? | CUR kannte Metabolitenpeaks
Curcuminoid- | Curcuminoide, keine oxidativen Metaboliten, Spuren
Mikrosomen(W), Gemisch® von Hexahydro-Curcuminoiden
ind.©/NADPH" Hexahydro- Hexahydro-CUR, Octahydro-CUR und kleine unbe-
CUR kannte Metabolitenpeaks
Alkoholdehydrogenase/| Curcuminoid-| Reduktive Curcuminoid-Metaboliten (Hexahydro > Te-
NADH Gemisch® trahydro = Octahydro >> Dihydro-1 und Dihydro-2)
Curcuminoid- | Reduktive Curcuminoid-Metaboliten (Hexahydro > Te-
Gemisch® trahydro 2 Octahydro >> Dihydro-1 und Dihydro-2)
Ratten-Cytosol(SD)/ Reduktive CUR-Metaboliten (Hexahydro > Tetra-
NADH CUR hydro)
Reduktive Iso-CUR-Metaboliten (Hexahydro > Tetra-
ISO-CUR hydro)
Curcuminoid- | Reduktive Curcuminoid-Metaboliten (Hexahydro > Te-
Gemisch® trahydro & Octahydro >> Dihydro-1 und Dihydro-2)
Human-Cytosol/ Tetrahydro- . .
NADH CUR Reduktive Metaboliten (Hexahydro > Octahydro)
Hexahydro- . .
CUR Reduktiver Metabolit Octahydro-CUR
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3.4.2 Reduktiver Metabolismus

Reduktionsreaktionen werden v.a. von cytosolischen Enzymen katalysiert. Die in wvitro-
Experimente zum reduktiven Curcuminoid-Metabolismus sind in Tabelle 7 zusammengestellt.
Die Curcuminoide wurden mit Ratten- und humanem Lebercytosol bzw. isolierter Alkoholde-
hydrogenase (aus Pferdeleber) in Gegenwart von NADH, wie in Kapitel 6.2.6.2 beschrieben,
inkubiert und mittels HPLC/DAD analysiert. Das gesamte Spektrum an reduktiven Phase I-
Metaboliten, die in den Leberschnitten gebildet wurden (Kap. 3.3), wurde in allen Umsetz-

ungen beobachtet. Die dominierenden Metaboliten waren die Hexahydro-Produkte.

Entsprechende Umsetzungen von reinem CUR und synthetischem Iso-CUR mit Ratten-
lebercytosol ergaben fiir Iso-CUR ein analoges Muster an reduktiven Metaboliten wie fiir
CUR. In Inkubationen der reduktiven Metaboliten Tetrahydro-CUR und Hexahydro-CUR
mit humanem Cytosol wurden beachtliche Mengen Octahydro-CUR, gebildet.

CUR kann durch 16sliche Enzyme des Cytosols offensichtlich vollstdndig bis zum Octahydro-
CUR reduziert werden. Da die mikrosomalen Enzyme von Sprague-Dawley-Ratten im Gegen-
satz zu Wistar-Ratten keine reduktiven Aktivitéten besafien (Kap. 3.4.1), deutet dies darauf
hin, dass der cytosolischen Reduktion eine grofiere Bedeutung im Curcuminoid-Metabolismus

zukommt, als der durch Mikrosomen vermittelten.

3.4.3 Sulfatierung

Die Konjugation mit Sulfat ist neben der Glucuronidierung (s. Kap. 3.5) eine weitere
Phase II-Reaktion, die von 16slichen Sulfotransferasen katalysiert wird. Da in den Leberschnit-
ten Sulfate von CUR und Hexahydro-CUR beobachtet wurden (Kap. 3.3.6), wurde die Sulfa-
tierung dieser beiden Substrate mit Cytosol aus Rattenleber und aktiviertem Sulfat (PAPS)
in vitro verfolgt. Um die starke Dissoziation der Sulfat-Gruppe bei der HPLC/DAD-Analyse

zuriickzudréngen, enthielt der Eluent zur Erfassung der Sulfate ein lonenpaar-Reagenz.

Die Sulfatierung von Hexahydro-CUR, wurde nach Hydrolyse mit Sulfatase durch Zunahme
bzw. Wiederauftreten des Hexahydro-CUR-Peaks in den HPLC-Chromatogrammen nachge-
wiesen. Die eindeutige Zuordnung des Hexahydro-CUR-Sulfat-Peaks vor der enzymatischen
Spaltung war nicht moglich, da dieser Peak vermutlich mit anderen Komponenten der inji-
zierten Probeltsung coeluierte. Ein CUR-Sulfat war vor und nach enzymatischer Hydrolyse

unter vergleichbaren Bedingungen nicht detektierbar.

Die Sulfotransferase-Aktivitit des Cytosols wurde durch Inkubation mit 4-Methylumbel-
liferon, dessen Sulfat als Referenzsubstanz zur Verfiigung stand, nachgewiesen. Zusétzlich
wurde mit Hilfe des 4-Methylumbelliferon-Sulfats die Aktivitdt der Sulfatase sichergestellt.
Der reduktive Metabolit Hexahydro-CUR scheint ein besseres Substrat fiir die Sulfatierung

i vitro darzustellen als die Muttersubstanz.
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3.4.4 Intestinaler Phase I-Metabolismus

Obwohl die Leber als wichtigstes metabolisches Organ angesehen wird, ist insbesondere fiir
viele Pflanzeninhaltsstoffe bekannt, dass die Metabolisierung im Gastrointestinaltrakt eine
bedeutende Rolle spielt [Chen et al., 2003, 2005a]. Aus diesem Grund wurde der Phase I-
Metabolismus von CUR mit S9-Fraktion (enthilt cytosolisches und mikrosomales Protein)

aus dem Darm ménnlicher Sprague-Dawley-Ratten im Vergleich zur Leber untersucht.

Nach Inkubation von CUR mit dieser Zellfraktion in Anwesenheit von NADH, wurde das kom-
plette Spektrum an reduktiven CUR-Metaboliten erhalten. Die CUR-reduzierende Fahigkeit
intestinaler Enzyme war im Vergleich zur hepatischen Reduktion um Faktor 2,5 geringer.
Dieser Effekt wurde zusétzlich anhand des Metabolitenspektrums deutlich. Im Darm stellten
Tetrahydro-CUR und Hexahydro-CUR die dominanten Metaboliten dar (50% bzw. 38% aller
Metaboliten), wihrend in der Leber unter gleichen Bedingungen Hexahydro-CUR eindeutig
das Hauptprodukt (69% aller Metaboliten) war.

Bei Einsatz von NADPH-generierendem System anstelle von NADH wurden ebenfalls nur die
reduktiven Metaboliten beobachtet. Oxidative Metaboliten von CUR und seinen reduktiven

Produkten waren auch im Darm nicht nachweisbar.

3.4.5 Untersuchungen in Zellkultur

Bei der Inkubation verschiedener Curcuminoid-Derivate mit menschlichen Endometrium-
Karzinomzellen (Ishikawa-Zellen) wurden, neben dem stabilisierenden Effekt der Zellen, der
bereits in Kapitel 3.2.2 Erwdhnung fand, reduktive Metaboliten im Inkubationsmedium
nach 21 h-Inkubation mittels HPLC/DAD-Analyse nachgewiesen. Die Substanzinkubationen
(20 uM) fanden dabei unter nicht zytotoxischen Bedingungen statt. Die Identifizierung der
Metaboliten erfolgte durch Vergleich der HPLC- und GC-Retentionszeiten, der UV /Vis-
Spektren und nach Fraktionierung der Metabolitenpeaks an der HPLC und anschlieender
GC/MS-Analyse der Trimethylsilylether mit Referenzsubstanzen. Einen qualitativen Uber-
blick iiber die von den Zellen gebildeten Metaboliten gibt Tabelle 8.

Insbesondere der stabile Metabolit Tetrahydro-CUR wurde schnell zu Hexahydro-CUR redu-
ziert. Bereits nach 2-stiindiger Inkubation waren 27% metabolisiert und nach 21 h waren nur
noch 12% in unverénderter Form vorhanden. Hingegen verlief die Reduktion von Hexahydro-
CUR zu Octahydro-CUR deutlich ineffizienter. Hier wurden erst nach 21 h signifikante
Mengen (16%) Octahydro-CUR detektiert.

Humane Zellen waren damit in der Lage die Testsubstanzen aufzunehmen, zu metaboli-
sieren und die reduktiven Metaboliten anschliefend aus der Zelle zu schleusen. Die Reduktion

erfolgte dabei vermutlich durch zelleigene unspezifische Reduktasen.
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Tabelle 8: Qualitatives Spektrum reduktiver Metaboliten im Medium nach Inkubation von
Ishikawa-Zellen mit CUR, Demethoxy-, Bisdemethoxy-, Iso-, Tetrahydro- und Hexahydro-CUR
fiir 21 h bei 37°C. entf., entfillt.

Metabolit
Substrat Tetrahydro- | Hexahydro- | Octahydro-
CUR + e +
Demethoxy-CUR + ++ +
Bisdemethoxy-CUR + ++ +
Iso-CUR - ++ +
Tetrahydro-CUR entf. ++ +
Hexahydro-CUR entf. entf. +

3.5 Mikrosomale Glucuronidierung

Die Metabolismusuntersuchungen mit CUR und seinen reduktiven Metaboliten in Préazisions-
Leberschnitten von Sprague-Dawley-Ratten (Kap. 3.3) wiesen darauf hin, dass CUR
und insbesondere seine reduktiven Metaboliten offensichtlich gute Substrate fiir UDP-
Glucuronyltransferasen darstellen und damit ihre Glucuronidierung eine zentrale Rolle im
Metabolismus spielt. Die in vitro-Glucuronidierung von CUR wurde deshalb mit verschiede-

nen Mikrosomen, wie unter 6.2.7.1 beschrieben, detaillierter untersucht (Tab. 9).

3.5.1 Umsetzung von CUR mit Rattenlebermikrosomen

Bei der Glucuronidierung von CUR mit hepatischen Rattenmikrosomen in Anwesenheit
von UDPGA wurden die Proteine nach der Inkubation mit Trichloressigsdure (TCA) pré-
zipitiert und der Uberstand nach Neutralisation ohne Extraktion mittels HPLC/DAD
analysiert, um Glucuronid-Verluste zu vermeiden. Im HPLC-Chromatogramm tauchte bei
einer Detektionswellenlinge von 420 nm ein neues Produkt (Absorptionsmaximum bei
423 nm) mit kiirzerer Retentionszeit (18,8 min) als CUR auf, welches nach Spaltung mit
(B-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Heliz pomatia verschwand und vermutlich das CUR-
Glucuronid A reprisentierte (Abb. 23). Jedoch war die Fldche des CUR-Peaks nach Hydro-
lyse kleiner als die Fliche der Summe des CUR-Peaks und des Glucuronid-Peaks vor der
Hydrolyse. Diese Beobachtung untermauerte die in den Leberschnitten aufgezeigten Diskre-
panzen fiir die Gehalte an CUR-Konjugaten in Abhéingigkeit der verwendeten enzymatischen
Hydrolysemethode (Kap. 3.3.5 und 3.3.6) und ist vermutlich der Instabilitét des freiwerden-
den CUR zuzuschreiben. Eine eindeutige Identifizierung des CUR-Glucuronids wurde mittels
LC/MS/MS erreicht (s. Kap. 3.5.8).
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Abbildung 23: Reprisentatives HPLC-Profil des wiissrigen Uberstandes nach Proteinpriizi-
pitation mit TCA und Neutralisation einer Inkubation von CUR (100 uM) mit Rattenleber-
mikrosomen/UDPGA. HPLC-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.2 (Gradient 1).

3.5.2 Umsetzung von CUR mit humanen Lebermikrosomen

Wurde die Glucuronidierung von CUR nicht mit Rattenlebermikrosomen sondern mit
humanen Lebermikrosomen und anschlieBender HPLC/DAD-Analyse des Uberstandes
nach Proteinfillung mit TCA und Neutralisation durchgefithrt, war in den HPLC-
Chromatogrammen neben dem in der Rattenleber identifizierten CUR-Glucuronid A-Peak
ein weiterer kleinerer Peak B mit kiirzerer Retentionszeit (8,8 min) bei 420 nm (Absorptions-
maximum bei 418 nm) sichtbar (Abb. 24).

Durch Hydrolyse mit 3-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Heliz pomatia wurde dieser Peak
vorldufig als weiteres CUR-Glucuronid B angesehen. Die Bildung von zwei verschiedenen
Monoglucuroniden aus CUR ist aufgrund der chemischen Struktur moglich: Die Konju-
gation der aromatischen Hydroxylgruppen fiihrt jeweils zu einem identischen phenolischen
Glucuronid, die der enolischen Hydroxylgruppe hingegen zu einem aliphatischen Glucuro-
nid (Abb. 25). Da die kurze Elutionszeit des CUR-Glucuronid B im Vergleich zum CUR-
Glucuronid A die hohe Polaritéit dieses Konjugats charakterisiert, lag die Vermutung nahe,
dass es sich um ein Diglucuronid handelte, welches unter den in vitro-Bedingungen entstanden
war. Diese Moglichkeit wurde jedoch durch eine spitere LC/MS/MS-Analyse nicht bestétigt
(s. Kap. 3.5.8).
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Abbildung 24: Reprisentatives HPLC-Profil des wiissrigen Uberstandes nach Proteinpréizipi-
tation mit TCA und Neutralisation einer Inkubation von CUR (100 uM) mit humanen Leber-
mikrosomen/UDPGA. HPLC-Bedingungen siche Kapitel 6.2.1.2 (Gradient 1).
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Abbildung 25: Chemische Struktur der CUR-Glucuronide A (links) und B (rechts).

3.5.3 Glucuronidierung reduktiver CUR-Metaboliten

Um neben der Glucuronidierung von CUR die Konjugation der reduktiven Metaboliten zu
beriicksichtigen, wurden diese in situ durch simultane Inkubation von CUR mit Cytosol/
NADH und Mikrosomen/UDPGA erzeugt. Auf diese Weise wurde das dominante CUR-
Glucuronid A gemeinsam mit geringen Mengen unkonjugierter reduktiver CUR-Metaboliten
im neutralisierten Uberstand nach Proteinfillung und vor enzymatischer Hydrolyse mittels
HPLC/DAD detektiert. In den Kontroll-Inkubationen ohne UDPGA wurden die reduktiven
CUR-Metaboliten Tetrahydro-, Hexahydro- und Octahydro-CUR in deutlichen Mengen nach-
gewiesen. Nach Spaltung mit §-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix pomatia war der CUR-
Glucuronid-Peak verschwunden und die Peaks der reduktiven Metaboliten hatten deutlich zu-
genommen. Es wird angenommen, dass die Glucuronide der reduktiven Metaboliten aufgrund
ihrer hohen Polaritdt unter den verwendeten HPLC-Bedingungen (Kap. 6.2.1.2, Gradient 1)

mit der Losungsmittelfront eluierten.
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In diesem Testsystem zeichnete sich, gleichfalls wie in den Leberschnitten, eine effiziente Glu-
curonidierung der reduktiven CUR-Metaboliten ab. Umsetzungen mit hepatischen Ratten-
und Human-Mikrosomen lieferten hierbei fiir die reduktiven CUR-Metaboliten qualitativ das

gleiche Glucuronidierungsprofil (Tab. 9).

Tabelle 9: Untersuchungen zur Glucuronidierung von CUR mit hepatischen Mikrosomen und
Cytosol von Ratte (RLM, RLC) und Mensch (HLM, HLC) sowie mit intestinaler S9-Fraktion
der Ratte (RI-S9). Experimentelle Details sieche Kapitel 6.2.7.1-6.2.7.3.

‘ Testsystem ‘ Aufarbeitung ‘ Ergebnisse aus HPLC/DAD-Analyse
Proteinfillung CUR-Peak und CUR-Glucuronid A-Peak
RLM/UDPGA Proteinfiallung und | CUR-Peak mit geringerer Fliche als die Summe aus
Konjugathydrolyse | CUR-Peak und CUR-Glucuronid A-Peak
Proteinfallung CUR-Peak und CUR-Glucuronid A- und B-Peak
HLM/UDPGA Proteinfdllung und | CUR-Peak mit geringerer Fliche als die Summe aus
Konjugathydrolyse | CUR-Peak, CUR-Glucuronid A- und B-Peak
Lo CUR-Peak und CUR-Glucuronid A-Peak; kleiner Peak
RLC/NADH + Proteinfallung von unkonjugiertem Hexahydro-CUR
RLM/UDPGA Proteinfidllung und | CUR-Peak und Peaks von Hexahydro-, Tetrahydro-
Konjugathydrolyse | und Octahydro-CUR
o CUR-Peak und CUR-Glucuronid A- und B-Peak;
HLC/NADH + Proteinféllung kleiner Peak von unkonjugiertem Hexahydro-CUR,
HLM/UDPGA Proteinfiallung und | CUR-Peak und Peaks von Hexahydro-, Tetrahydro-
Konjugathydrolyse | und Octahydro-CUR
. CUR-Peak und CUR~Glucuronid A-Peak; Umsatz im
Proteinfallung Vergleich zur Leber &hnlich
RI-S9/UDPGA - — - ;
Proteinfdllung und | CUR-~Peak mit geringerer Fliche als die Summe aus
Konjugathydrolyse | CUR-Peak und CUR-Glucuronid A-Peak

3.5.4 Intestinale Glucuronidierung

Neben der hepatischen CUR-Glucuronidierung wurden Inkubationen mit CUR und S9-
Fraktion (enthilt mikrosomales und cytosolisches Protein) aus dem Diinndarm von Ratten
in Gegenwart von UDPGA, wie unter 6.2.7.3 beschrieben, durchgefiihrt und nach Protein-
fallung mit TCA mittels HPLC/DAD analysiert. Um einen Vergleich mit der hepatischen
Glucuronidierung zu ermoglichen, wurde die Glucuronidierungsreaktion auf gleiche Weise
mit S9-Fraktion aus Rattenleber durchgefiihrt.

Unter den Versuchsbedingungen wurde im Darm und in der Leber ausschliefflich das CUR-
Glucuronid A gebildet (Tab. 9). Das Ausmafl der CUR-Glucuronidierung war im Darm #hn-
lich hoch wie in der Leber. Wurden beispielsweise 100 puM CUR eingesetzt, waren im Darm
54% des detektierten CUR glucuronidiert, in der Leber lagen 58% als CUR-Glucuronid vor.
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Da bereits eine intestinale Reduktion von CUR mit Darmgewebe von Ratten festgestellt
wurde (Kap. 3.4.4), wurde zusétzlich der reduktive Hauptmetabolit Hexahydro-CUR einge-
setzt. Die intestinalen Glucuronyltransferasen zeigten auch gegeniiber Hexahydro-CUR, Akti-
vitét. Diese Beobachtungen liefern Hinweise, dass oral aufgenommenes CUR bereits im Darm

ohne oder nach vorausgehender Reduktion effizient glucuronidiert werden kann.

3.5.5 Etablierung geeigneter Bedingungen fiir CUR und CUR-Glucuronide

Der Nachweis der CUR-Glucuronide erfolgte aus dem wissrigen Uberstand des Inkuba-
tionsansatzes nach vorangehender Proteinprizipitation mit 20%iger wissriger TCA und an-
schlieBender Riickneutralisation (pH 6-7) mit 1 M wissriger NaOH (s. Kap. 6.2.7.1). Diese
konventionelle Methode findet hdufig Anwendung, um stérende Proteine zu entfernen und

saure Hydrolysereaktionen der Glucuronide zu vermeiden.

Die quantitative Betrachtung des Uberstandes nach HPLC/DAD-Analyse verdeutlichte je-
doch, dass mit der Proteinfillung mit TCA enorme Substanzverluste einhergingen: Nach
Proteinfillung wurden nur ca. 20% der eingesetzten Substanz in Form von CUR und CUR-
Glucuroniden mittels HPLC/DAD detektiert, d.h. der Hauptteil der Substanz wurde nicht
erfasst. Wurde hingegen auf den Einsatz von TCA verzichtet und der Uberstand nach Zentri-
fugation analysiert, war die Wiederfindung von CUR und CUR-Glucuroniden deutlich héher
(65-95%).

Der Substanzverlust im Uberstand konnte zusiitzlich anhand der starken Gelbfirbung
der ausgefiillten Proteine verfolgt werden. Um nicht-kovalent anhaftendes CUR zu ent-
fernen, wurde das Protein-Pellet mit Ethylacetat extrahiert. Neben CUR wurden im
Extrakt des Niederschlages geringe Mengen CUR-Glucuronid A (<10% der gesam-
ten wiedergefundenen Substanz in Losung und Niederschlag) nachgewiesen. Eine voll-
standige Entfirbung des Pellets wurde nicht erreicht. Eine starke, eventuell kovalente
Interaktion von CUR oder seines Glucuronids mit den mikrosomalen Proteinen
[Barik et al., 2003; Oetari et al., 1996; Tonnesen, 1992] oder eine Einlagerung von CUR in
die ER-Membran [Jaruga et al., 1998a,b] liefern eine mogliche Erkldrung fiir die nicht erfasste

Substanz.

Wurde der Uberstand ohne (pH 7,4) oder nach Zusatz von TCA/NaOH (pH 6-7) mit Ethyl-
acetat extrahiert fiel auf, dass neben CUR auflergewthnliche Mengen CUR-Glucuronid A
im Extrakt mittels HPLC/DAD nachgewiesen wurden. Der iiberwiegende Teil des Konjugats
war erwartungsgeméafl hydrophil und wurde in der zuriickbleibenden gelben wissrigen Losung
detektiert. Der ungewohnlich ,lipophile“ Charakter des CUR-Glucuronid A und die daraus
resultierende Extrahierbarkeit des Glucuronids wurde durch Anderung der Aufarbeitung be-
einflusst. Wurde nach Zugabe von TCA auf eine Neutralisation mit NaOH verzichtet und

direkt aus saurer Losung (pH 2-3) extrahiert, zeigte sich, dass der extrahierbare Anteil des
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CUR-Glucuronids erhht, aber nicht vollstdndig war. Zur Schaffung eines gepufferten sauren
Milieus mit definiertem pH-Wert wurde in Anlehnung an Matern et al. [1994] die TCA-Fillung
durch die Verwendung von Glycin-HCI-Puffer ersetzt. Die Funktionsfihigkeit dieses Systems
wurde anhand der Glucuronidierung von Testosteron iiberpriift, fiir dessen Glucuronid eine
vollstéindige Extrahierbarkeit unter diesen Bedingungen beschrieben ist [Matern et al., 1994].
Als optimal fiir die vollstéindige Extraktion von CUR-Glucuronid A erwies sich ein pH-Wert
des Ansatzes von 1,8. Im Gegensatz dazu verblieb das polare CUR-Glucuronid B vollstandig
im Wasser. Durch Verwendung des Glycin-HCl-Puffers wurden die durch TCA-Féllung her-
vorgerufenen Substanzverluste zudem verringert. Die vollsténdige Extrahierbarkeit des CUR-
Glucuronid A unter diesen Bedingungen bot mehrere Vorteile: Die HPLC-Analyse konnte aus
methanolischer Losung erfolgen, was insbesondere von Nutzem war, wenn hohe Proteinkon-
zentrationen verwendet werden mussten und es war eine Stabilisierung und Aufkonzentrierung
des CUR-Glucuronid A méglich (s. Kap. 3.8). Zudem konnten durch Einsatz des Porenbildners
Alamethicin die Proteinkonzentrationen verringert und die Glucuronidausbeuten gesteigert

werden.

3.5.6 Spezies- und gewebespezifische CUR-Glucuronidierung

Die in wvitro-Glucuronidierung von CUR, wurde mit Mikrosomen aus Leber-, Darm- und
Nierengewebe von ménnlichen Ratten sowie mit humanen hepatischen und intestinalen Mikro-
somen untersucht (Tab. 10). Um die beiden CUR-Glucuronide A und B simultan zu erfassen,
erfolgte die HPLC/DAD-Analyse ohne Extraktion und ohne Ansiuern aus dem Uberstand
nach Zentrifugation (s. Kap. 6.2.7.4).

Tabelle 10: Bildung der CUR-Glucuronide A und B in verschiedenen Geweben von Ratte
und Mensch. Der Nachweis erfolgte im wiissrigen Uberstand nach Zentrifugation. +-++, >50%;
++, <50%; 4, <25% bezogen auf beide Glucuronide; ( ), Bildung des Glucuronids von den
Versuchsbedingungen abhingig.

Spezies Gewebe CUR-Glucuronid A | CUR-Glucuronid B

Leber, nicht-induziert +++ (+)
Leber, Aroclor-induziert +++ +

Ratte
Darm +++ —
Niere +++ -
Leber +++ ++

Mensch
Darm RIS _

Neben der Leber war auch in der Niere und im Darm eine Glucuronidierung von CUR mdglich.

Das Hauptprodukt war bei allen getesteten Mikrosomen das ,lipophile“ CUR-Glucuronid A.
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Die grofiten Mengen an polarem Glucuronid B wurden mit humanen Lebermikrosomen beob-
achtet. Im Vergleich dazu waren Rattennierenmikrosomen unter gleichen Bedingungen nicht
fahig dieses Glucuronid zu bilden. Diese Befunde deuteten darauf hin, dass CUR ein Sub-
strat verschiedener spezies- und gewebespezifischer UGT-Isoenzyme ist, die moglicherweise

bevorzugt die Bildung des einen oder des anderen CUR-Glucuronids katalysieren.

3.5.7 Umsetzungen mit Curcuminoid-Derivaten

Zusétzlich zu CUR wurde die Glucuronidierung weiterer Curcuminoid-Derivate mit Ratten-
lebermikrosomen untersucht. Die Identifizierung der Glucuronide erfolgte durch Spaltung mit
B-Glucuronidase und anhand ihrer UV /Vis-Spektren (s. Anhang A.2.1) und Retentionszei-
ten in der HPLC (Tab. 3). In manchen Fillen wurde zusétzlich eine LC/MS/MS-Analyse
durchgefiihrt (s. Kap. 3.5.8). Einen Uberblick der getesteten Substanzen gibt Tabelle 11.

Tabelle 11: Glucuronide diverser Curcuminoid-Derivate nach Umsetzung mit Rattenleber-
mikrosomen und HPLC/DAD-Analyse der wissrigen Phase ggf. nach Zentrifugation. n.n.,
nicht nachweisbar (Nachweisgrenze 0,5 pmol Dimethyl-bisdemethoxy-CUR); ( ), Bildung des
zweiten Glucuronids von den Versuchsbedingungen abhéngig.

Glucuronide ‘ Anzahl ‘ Strukturelle Merkmale
CUR 1-(2) unterschiedliche chemische Struktur A und B
Demethoxy-CUR 1-(2) unterschiedliche chemische Struktur A und B
Bisdemethoxy-CUR 1-(2) unterschiedliche chemische Struktur A und B
Dimethyl-CUR 1 enolische Struktur
Dimethyl-bisdemethoxy-CUR n.n. —
Iso-CUR 2 unterschiedliche chemische Struktur A und B
Hexahydro-CUR 1 phenolische oder aliphatische Struktur moéglich
. unterschiedliche chemische Struktur oder Isomere
Hexahydro-bisdemethoxy-CUR 2 eines Glucuronids méglich
Hexahydro-dimethyl-CUR 2 aliphatische Struktur; Isomere
. unterschiedliche chemische Struktur oder Isomere
Hexahydro-iso-CUR 2 eines Glucuronids méoglich
unterschiedliche chemische Struktur oder Disso-
Tetrahydro-CUR 2 ziationseffekt moglich

Da mit Ausnahme der synthetischen dimethylierten Derivate alle Substrate mehr als eine
Hydroxylgruppe tragen, sind grundsétzlich mehrere Monoglucuronide eines Substrates mog-
lich. Zwei Glucuronid-Peaks waren fiir alle moglichen Substrate bis auf Hexahydro-CUR in
den HPLC-Chromatogrammen sichtbar. Eine Besonderheit stellte Hexahydro-dimethyl-CUR

dar, das obwohl es nur eine aliphatische OH-Gruppe besitzt, zwei Glucuronide bildete. Dabei
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handelt es sich vermutlich um zwei Isomere, die durch das asymmetrische C-Atom der alipha-
tischen Kette, welche die OH-Gruppe trigt und einem zusétzlichen Chiralitdtszentrum in der

Glucuronséure zu erklaren sind.

Das synthetisch hergestellte Dimethyl-bisdemethoxy-CUR, wurde unter den gewihlten Be-
dingungen nicht glucuronidiert. Dementsprechend war das synthetische Dimethyl-CUR ein
sehr schlechtes UGT-Substrat. Das Dimethyl-CUR-Glucuronid stellt ein enolisches Glucuro-
nid dar, da die beiden phenolischen Hydroxylgruppen in diesem synthetischen CUR-Derivat
nicht vorhanden sind (Abb. 14). Im Gegensatz dazu wurde das synthetische Iso-CUR nur
in etwas geringerem Umfang wie CUR konjugiert, wobei im Vergleich zu CUR mit Ratten-
lebermikrosomen stets das polarere Glucuronid neben dem dominanten Produkt nachgewiesen

wurde.

Die beiden demethoxylierten Curcuminoide Demethoxy- und Bisdemethoxy-CUR wurden
analog zu CUR umgesetzt, jedoch wies das Ausmafl der Glucuronidierung deutliche Un-
terschiede auf: CUR wurde am effizientesten glucuronidiert, Bisdemethoxy-CUR war das
schlechteste Substrat.

Als sehr gute Substrate der Glucuronyltransferasen mit héheren Glucuronidierungsraten als
CUR erwiesen sich die beiden reduktiven Metaboliten Tetrahydro- und Hexahydro-CUR. Dies
ist mit den Beobachtungen in den Prézisions-Leberschnitten (Kap. 3.3) und im kombinier-
ten Reduktions-Glucuronidierungs-Ansatz (Kap. 3.5.3) konform. Die Glucuronidierung von
Tetrahydro-CUR war problematisch, da Tetrahydro-CUR in der HPLC mit UV-Detektion
als unsymmetrischer Peak mit einer breiten Schulter und zwei Peakmaxima erfasst wurde.
Aufgrund dieses Phénomens, das auch von Ireson et al. [2002] beobachtet wurde, war nicht
auszuschliefen, dass es sich bei den beiden Glucuronid-Peaks von Tetrahydro-CUR um das

identische Glucuronid handelte.

Die in Tabelle 11 aufgefithrten Curcuminoid-Derivate stellten ebenfalls Substrate humaner
Glucuronyltransferasen dar. Im Unterschied zur Ratte bildeten die beiden Curcuminoide
Demethoxy- und Bisdemethoxy-CUR, wie fiir CUR, beschrieben (Kap. 3.5.2), mit humanen
Lebermikrosomen immer ein zweites polares Glucuronid B. Fiir Iso-CUR wurde, ebenfalls
analog zu CUR, nach saurer Extraktion ein wasserlosliches und ein extrahierbares Glucu-
ronid nachgewiesen. Dimethyl-CUR wurde auch von humanen Glucuronyltransferasen am

schlechtesten umgesetzt.

Das Verhalten einiger Curcuminoid-Glucuronide gegeniiber der Extraktion mit Ethylacetat
aus saurer Losung nach Zugabe von Glycin-HCl-Puffer wurde getestet (Abb. 26). Die Glucu-
ronide wurden dazu, wie in Kapitel 6.2.7.4 beschrieben, im modifizierten Glucuronidierungs-

assay hergestellt und die Extraktionsprozedur erfolgte wie unter 6.2.8.1 dargestellt.
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Abbildung 26: Extrahierbarkeit verschiedener Curcuminoid-Glucuronide aus saurer Puffer-
16sung nach Behandlung mit Glycin-HCl-Puffer.

Bei den drei Curcuminoiden und Iso-CUR, wurden ausschliefllich jeweils die dominanten
Glucuronide A betrachtet. Die beiden Glucuronid-Peaks von Hexahydro-iso-CUR wurden

als Summe erfasst.

Die drei Curcuminoid-Glucuronide und das Dimethyl-CUR-Glucuronid waren nahezu ohne
Verluste (>97%) im organischen Extrakt nachweisbar. Die Glucuronséure-Konjugation, deren
Aufgabe darin besteht, Substanzen in wasserlésliche und ausscheidbare Produkte umzuwan-
deln, fithrte bei diesen Substraten hingegen zu lipophilen Konjugaten. Eine geringere Lipo-
philie wies das Glucuronid A von synthetischem Iso-CUR auf, von dem 28% nach Extraktion
im Puffer zuriickblieben. Im Gegensatz dazu war der Grof3teil der Glucuronide der Hexahydro-
Metaboliten (55% bzw. 64%) nicht extrahierbar und damit hydrophiler.

Die Glucuronidierung von synthetischem Dimethyl-CUR zeigte, dass eine Konjugation der
enolischen Hydroxylgruppe moglich ist. Da dieses synthetische Derivat sich bei Extraktion
aus saurer Losung wie die lipophilen Glucuronide der drei Curcuminoide verhielt, 1483t dies

eine dhnliche chemische Struktur dieser Konjugate vermuten.

Wurden im Vergleich zu den Glucuroniden der Curcuminoid-Derivate die phenolischen Glucu-
ronide der beiden Cumarine Umbelliferon und Scopoletin (Methoxygruppe in ortho-Stellung
zur Hydroxylgruppe) unter den gleichen sauren Bedingungen extrahiert, befanden sich nur
29% des Umbelliferon-Glucuronids und 15% des Scopoletin-Glucuronids im Extrakt. Ebenso
war das Glucuronid des CUR-Abbauproduktes Vanillin kaum extrahierbar.

Die Tatsache, dass die Glucuronide der Hexahydro-Metaboliten in dhnlichem Ausmafi wie

die phenolischen Glucuronide der Cumarine extrahiert wurden, sowie die Beobachtung, dass
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die Proteinprézipitation mit TCA nicht, wie fiir CUR beschrieben (Kap. 3.5.5), zu Verlusten
an Hexahydro-CUR und seinem Glucuronid fiithrten, lieferten Anhaltspunkte, dass sich die

Glucuronide von CUR und Hexahydro-CUR in ihrer chemischen Struktur unterscheiden.

Desweiteren wurden einige Auffilligkeiten des CUR-Glucuronid A im Gegensatz zum
Hexahydro-CUR-Glucuronid beobachtet, wie z.B. die Bindung an Mikrosomen und damit
eine mogliche Reaktivitit gegeniiber Proteinen und Membranen sowie die Instabilitédt des
Glucuronids in wéssrigen Medien, auf die in dieser Arbeit in Kapitel 3.8 genauer eingegangen
wird. Ahnliche Reaktivititen (kovalente Bindung an Proteine, kurze Halbwertszeiten) sind
fiir Acylglucuronide beschrieben [Spahn-Langguth und Benet, 1992; Zia-Amirhosseini et al.,
1994], die aliphatische Glucuronide darstellen, da die Konjugation an der Hydroxylgruppe
einer Carboxylfunktion erfolgt. Strukturell gesehen verhilt sich CUR als vinyloge Carbon-

sdure bei der Glucuronidierung moglicherweise dhnlich wie iibliche Carbonséduren.

Entgegen der in der Literatur [Pan et al., 1999] vertretenen Auffassung, dass die Konju-
gation mit Glucuronsédure an einer der phenolischen Hydroxylgruppen stattfindet, lieferten
die genannten Beobachtungen verschiedene Hinweise, dass es sich beim dominanten CUR-

Glucuronid A eher um ein aliphatisches CUR-Glucuronid handelt.

3.5.8 Strukturaufklarung der Glucuronide mittels LC/MS/MS-Analyse

Um die oben beschriebenen Hinweise auf die unterschiedliche chemische Struktur der beiden
CUR-Glucuronide A und B einerseits, sowie von extrahierbarem CUR-Glucuronid A und
polarem Hexahydro-CUR-Glucuronid andererseits zu untermauern, wurden die Glucuronide
von CUR, Bisdemethoxy-CUR und Dimethyl-CUR sowie die Glucuronide ihrer entsprechen-
den Hexahydro-Metaboliten im Glucuronidierungsassay (Kap. 6.2.7.4) hergestellt und die
Inkubationslosung einer HPLC/ESI/MS/MS-Analyse, wie unter 6.2.1.3 beschrieben, unter-

worfen.

Die Tochterionen-Spektren aller Glucuronide (s. Anhang A.4) wiesen [M-H]™-Ionen bei m/z
175 auf, die der Glucuronsiure entsprechen. Die Molekularmasse der Molekiilionen zeigte,
dass jedes der gebildeten Glucuronide nur eine Glucuronséure enthielt, d.h. es handelte sich

ausschlieflich um Monoglucuronide.

Die Massenspektren der beiden CUR-Glucuronide zeigten ein @hnliches Fragmentierungs-
muster und waren vom Verlust der Glucuronséure dominiert. Charakteristisch war zudem ein
Verlust von 150 Masseneinheiten vom Molekiilion, der fiir CUR sowie das lipophile CUR-
Glucuronid A beobachtet wurde und auf eine benzylische Spaltung unter Erhaltung des
Aromaten in unverénderter Form zuriickzufiihren war (Abb. 27, oben). Bisdemethoxy-CUR
und seine beiden Glucuronide verhielten sich analog zu CUR und wiesen eine Abspaltung von
120 Masseneinheiten auf. Beim enolischen Dimethyl-CUR-Glucuronid (Dimethyl-CUR besitzt

keine phenolischen OH-Gruppen) war ebenfalls der Abgang der Glucuronsédure dominant.
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Abbildung 27: LC/MS- und LC/MS/MS-Spektren des Glucuronids von CUR (oben) und von
Hexahydro-CUR (unten). LC/MS-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.3.

Im Gegensatz dazu war nach Fragmentierung der Glucuronide von Hexahydro-CUR (Abb. 27,
unten) und Hexahydro-bisdemethoxy-CUR neben dem Verlust der Glucuronsiure eine Was-
serabspaltung (M-18) sichtbar, die auf eine freie aliphatische Hydroxylgruppe hinwies. Da
dieser Wasserverlust nicht resultiert, wenn die aliphatische OH-Gruppe mit Glucuronsiure
konjugiert ist, handelt es sich bei den hydrophileren Glucuroniden dieser Hexahydro-Derivate
um phenolische Glucuronide. Diesen Befund bestéitigte das Tochterionen-Spektrum des
aliphatischen Hexahydro-dimethyl-CUR-Glucuronids, welches diese Wasserabspaltung
nicht zeigte. Der Verlust von Wasser wurde jedoch nicht nur bei den Glucuroniden der
Hexahydro-Metaboliten, sondern z.B. auch bei Hexahydro-CUR selbst festgestellt, wihrend
CUR und seine beiden Glucuronide, die eine ungeséttigte aliphatische Kette besitzen, diesen
nicht aufwiesen. Die LC/MS/MS-Analyse der beiden Curcuminoid-Glucuronide war mit den
unter 3.5.7 prisentierten Beobachtungen konsistent, die zu der Annahme fiihrten, dass das
dominante lipophile Curcuminoid-Glucuronid A das enolische Glucuronid darstellt, fiihrte
aber nicht zu einem eindeutigen Beweis dieser Hypothese. Uber die strukturellen Merkmale

der verschiedenen Curcuminoid-Glucuronide gibt Abbildung 28 zusammenfassend Auskunft.
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Abbildung 28: Chemische Strukturen der Monoglucuronide verschiedener Curcuminoid-
Derivate. Beim enolischen (A) und phenolischen (B) CUR-Glucuronid handelt es sich um pos-
tulierte Strukturen. Links, enolische bzw. aliphatische Glucuronide; rechts, phenolische Glucu-
ronide.

3.6 Glucuronidierung mit humanen rekombinanten UGTs

Glucuronidierungsreaktionen werden von der UGT-Superfamilie, zu der mehrere Isoenzyme
gehoren, katalysiert. Da die Glucuronidierung im Metabolismus von Curcuminoiden von Be-
deutung ist, war von Interesse welche UGTs beim Menschen bei der Glucuronidierung der

Curcuminoide und ihrer Metabolite involviert sind.

Die Glucuronidierung verschiedener Curcuminoid-Derivate wurde mit den humanen rekom-
binanten UGT-Isoenzymen UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10 und 2B7, wie
in Kapitel 6.2.7.5 beschrieben, untersucht. Die HPLC/DAD-Analyse erfolgte aus der wéss-
rigen Gesamtlosung, ggf. nach Abtrennung der Proteine, um das aliphatische und pheno-
lische Curcuminoid-Glucuronid nebeneinander zu erfassen. Da die Glucuronidierung von
4-(Trifluormethyl)umbelliferon (TFMU) von vielen humanen UGT-Isoformen katalysiert
wird, représentiert TFMU eine geeignete Substanz fiir den Vergleich von Glucuronidierungs-
aktivititen von rekombinanten Enzymen sowie von Geweben [Baranczewski et al., 2004;
Uchaipichat et al., 2004]. Die Aktivitéit jeder UGT-Isoform wurde durch Glucuronidierung von
TFMU oder E2 und im Falle von UGT1A9 zusiitzlich mit Propofol (2,6-Diisopropylphenol)
als spezifisches Substrat [King et al., 2000] tiberpriift. Die 2% DMSO, die notwendig waren

um eine vollsténdige Solvatisierung der Curcuminoide zu gewéhrleisten, hatten einen ver-
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nachléssigbaren Effekt auf die katalytische Aktivitat der UGTSs. Fiir jedes Substrat und jedes
Isoenzym wurde sichergestellt, dass die Glucuronid-Bildung linear verlief. Die spezifischen
Glucuronidierungsaktivititen der Testsubstanzen und Kontrollen sind in Tabelle 12 wieder-

gegeben.

Die Glucuronide wurden durch Spaltung mit 3-Glucuronidase und anhand ihrer UV /Vis-
Spektren (s. Anhang A.2.1) und Retentionszeiten in der HPLC (Tab. 3) identifiziert.
Das 3-HO-Glucuronid von E2 war als Referenzsubstanz vorhanden und wurde mittels
Cochromatographie zugewiesen. Das Hauptprodukt war fiir die drei Curcuminoide immer
das aliphatische lipophile Glucuronid A. Bei Bildung mehrerer Produkte ist die Aktivitéit in
Tabelle 12 als Summe der Einzel-Aktivitdten angegeben.

Die drei Curcuminoide und der CUR-Hauptmetabolit Hexahydro-CUR waren Substrate der
meisten Isoenzyme. Die hochsten Aktivitdten wurden i.A. fiir CUR und die geringsten fiir
Hexahydro-bisdemethoxy-CUR und Dimethyl-CUR, beobachtet. Wichtige UGTs fiir die Glu-
curonidierung von CUR und Demethoxy-CUR, waren die Isoformen UGT1A1, 1A8 und 1A10.
Wihrend UGT1A1 ein wichtiges Isoenzym der humanen Leber darstellt, sind UGT1A8 und
1A10 dort nicht zu finden, sondern werden im Gastrointestinaltrakt exprimiert. Im Vergleich
dazu spielte neben hepatischem UGT1A1 fiir die Glucuronidierung von Bisdemethoxy-CUR
UGT1A3 eine bedeutendere Rolle als das extrahepatische UGT1AS.

Der reduktive Metabolit Hexahydro-CUR wurde hauptséchlich von UGT1AS8 sowie von
UGT1A9 und 2B7 konjugiert, wihrend die Glucuronidierung von Hexahydro-bisdemethoxy-
CUR unter den gewihlten Bedingungen nur mit UGT1A1, 1A9 und 2B7 nachgewiesen wurde.
Die Konjugation der enolischen Hydroxylgruppe von Dimethyl-CUR wurde von UGT1A1 und
1A9 in geringem Ausmaf} katalysiert.

UGT1A3, 1A7 und 2B7 wiesen fiir die meisten Testsubstanzen im Vergleich zu den Positiv-
kontrollen moderate Aktivitdten auf. Dagegen war die Glucuronidierung durch UGT1A6 un-
bedeutend. UGT1A4 war gegeniiber CUR und Hexahydro-CUR inaktiv, die i.A. gute Sub-
strate fiilr UGTs darstellten, weshalb auf eine Glucuronidierung der iibrigen Testsubstanzen
verzichtet wurde. Die Aktivitidt von UGT1A4 wurde anhand der Glucuronidierung von E2
[King et al., 2000] sichergestellt, da laut Literatur [Baranczewski et al., 2004; Uchaipichat
et al., 2004] TFMU als Positivkontrolle fiir UGT1A4 nicht geeignet ist. Da UGT1A4 jedoch
primér N-Glucuronidierungen durchfiihrt [King et al., 2000], war die fehlende Aktivitit gegen-

iiber den Curcuminoiden zu erwarten.

Die detaillierten Glucuronidierungsprofile der wichtigsten UGTs des Curcuminoid-
Metabolismus représentiert Abbildung 29. UGT1A1, 1A8 und 1A10 (links und Mitte) zeigten
signifikant hchere Enzymaktivitdten fiir CUR als fiir die Positivkontrollen. Dagegen lagen
die Aktivitédten von UGT1A9 und 2B7 (rechts) fiir die Curcuminoid-Derivate deutlich unter
denen fiir die Positivkontrollen TFMU bzw. Propofol. Hexahydro-CUR stellte fiir diese beiden

Isoenzyme das beste Substrat unter den Curcuminoid-Derivaten dar.
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Abbildung 29: Glucuronidierungsprofile von UGT1A1, 1A8, 1A9, 1A10 und 2B7 fiir Positiv-
kontrollen und Testsubstrate. Die Aktivititen reprisentieren Mittelwerte & S.D. aus drei un-
abhéngigen Bestimmungen pro Substrat und Isoenzym. Die Substratkonzentrationen betrugen
jeweils 20 uM. * Propofol; TFMU, 4-(Trifluormethyl)umbelliferon; E2-3G, 3-HO-Glucuronid
von E2; DMC, Demethoxy-CUR; BDMC, Bisdemethoxy-CUR; HHCUR, Hexahydro-CUR;
HHBDMC, Hexahydro-bisdemethoxy-CUR; DiMeCUR, Dimethyl-CUR.

Die Untersuchungen zeigten, dass die Glucuronidierung der Curcuminoide und Hexahydro-
Produkte nicht spezifisch von einem bestimmten Isoenzym katalysiert wurde, sondern dass die

UGTs fiir jedes Substrat iiberlappende Spezifitdten aufwiesen. Neben hepatischen Isoformen
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spielten die UGTs des Gastrointestinaltrakts im Curcuminoid-Metabolismus eine bedeutende
Rolle.

Der direkte Vergleich der UGT-Aktivitdten fiir CUR bzw. Bisdemethoxy-CUR und die
Analoga Hexahydro-CUR bzw. Hexahydro-bisdemethoxy-CUR ist in Abbildung 30 fiir einige
Isoenzyme dargestellt. Wahrend CUR und Bisdemethoxy-CUR von UGT1A1, 1A8 und 1A10
(Abb. 30, links) effizient zu den aliphatischen Glucuroniden umgesetzt wurden, waren fiir
UGT1A9 und 2B7 (Abb. 30, rechts) Hexahydro-CUR bzw. Hexahydro-bisdemethoxy-CUR
unter Bildung phenolischer Glucuronide die bevorzugten Substrate. Beispielsweise glucuro-
nidierte UGT1A9 den CUR-Metabolit Hexahydro-CUR, 8 Mal besser als CUR, hingegen
war UGT1A1 4 Mal aktiver gegeniiber CUR als gegeniiber Hexahydro-CUR. Auflerdem
war UGT1A1l eines der wenigen Isoenzyme das fihig war, das enolische Dimethyl-CUR-
Glucuronid zu bilden (Tab. 12). Trotz iiberlappender Substratspezifititen war damit eine
gewisse Tendenz der humanen Isoenzyme zu erkennen: Alle Isoenzyme favorisierten die
Bildung aliphatischer Curcuminoid-Glucuronide mit Ausnahme von UGT1A9 und 2B7, die
bevorzugt phenolische Hydroxylgruppen von Hexahydro-Verbindungen konjugierten.
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Abbildung 30: Spezifische Glucuronidierungsaktivitéiten einiger humaner UGTs fiir CUR und
Hexahydro-CUR bzw. Bisdemethoxy-CUR und Hexahydro-bisdemethoxy-CUR, im Vergleich.
Die Aktivitdten reprisentieren Mittelwerte + S.D. aus drei unabhéingigen Bestimmungen pro
Substrat und Isoenzym. Die Substratkonzentrationen betrugen jeweils 20 uM.

3.6.1 Phenolisches Curcuminoid-Glucuronid

UGT1A9 war das einzige Isoenzym, welches das phenolische Glucuronid B fiir jedes der drei

Curcuminoide zusétzlich zu den aliphatischen Glucuroniden A in merklichen Anteilen bil-
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dete (Tab. 12). Eine detaillierte Betrachtung der spezifischen Glucuronidierungsaktivititen
von UGT1A9 fiir die Bildung der phenolischen und aliphatischen Curcuminoid-Glucuronide
liefert Abbildung 31. Die anteilig gréfite Menge an polarem phenolischen Glucuronid B im
Vergleich zum lipophilen aliphatischen Glucuronid A war fiir Bisdemethoxy-CUR zu ver-
zeichnen, bei dem ca. drei Viertel der gebildeten Glucuronide phenolisch waren, wihrend die
Zusammensetzung bei Demethoxy-CUR ausgeglichen war. Bei CUR verschob sich das Ver-
héltnis wieder zugunsten des aliphatischen Glucuronids, so dass nur noch ca. ein Fiinftel der
Konjugate das phenolische CUR-Glucuronid représentierten. Zusétzlich war bei den aktivs-
ten Isoformen UGT1A1, 1A8 und 1A10 eine geringfiigige Nebenaktivitét fiir die Bildung von
phenolischem CUR-Glucuronid B zu beobachten, die aber im Vergleich zum aliphatischen

Glucuronid A zu vernachldssigen war.

aliphatisches Glucuronid A
Il phenolisches Glucuronid B

90
80 o [

70

60 -

50 -

40 -
0 J
204

UGT1A9-Aktivirat in pmol/min/mg Protein

CUR Demethoxy-CUR Bisdemethoxy-CUR

Abbildung 31: Spezifische Aktivititen von UGT1A9 fiir das aliphatische (A) und pheno-
lische (B) Glucuronid von CUR, Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR. Die Aktivititen
reprisentieren Mittelwerte + S.D. aus drei unabhéngigen Bestimmungen pro Substrat. Die
Substratkonzentrationen betrugen jeweils 20 uM.

Inhibitorischer Effekt von Propofol auf die phenolische CUR-Glucuronidierung

Propofol ist in der Literatur als spezifisches Substrat fiir UGT1A9 [King et al., 2000]
mit einem K,,-Wert von 170 uM [Ebner und Burchell, 1993] und einem ICsp-Wert von
55 uM [Mano et al., 2004] beschrieben. Die gemessene Glucuronidierungsaktivitit von
UGT1A9 fiir Propofol (20 uM) betrug 2263 + 129 pmol/min/mg Protein. Da sich CUR
als deutlich schlechteres Substrat fiir UGT1A9 (Gesamtaktivitdt fiir beide Glucuronide
97 £ 15 pmol/min/mg Protein) als Propofol erwies, fithrte dies zu der Annahme, dass
UGT1A9 fiir CUR eine geringere Affinitéit besitzt als fiir Propofol. Deshalb wurde gepriift,
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ob Propofol das Potential besitzt mit der Glucuronidierung von CUR, zum phenolischen
Glucuronid B zu interagieren. Aufgrund der oben genannten Daten sollte eine Reduktion

der phenolischen Glucuronidierung von CUR mdglich sein.

Deshalb wurden in Kompetitionsexperimenten CUR und Propofol mit humanen Leber-
mikrosomen glucuronidiert. Es wurden humane Lebermikrosomen verwendet, da diese ebenso
wie UGT1A9 imstande waren das phenolische CUR-Glucuronid B zu bilden (Kap. 3.5.2) und
ihre Menge nicht limitiert war. Die Aktivitit der humanen Lebermikrosomen fiir Propofol
(20 uM) betrug 182 + 17 pmol/min/mg Protein.

In den HPLC-Chromatogrammen war bei konstanter CUR-Konzentration (100 pM) mit stei-
gender Propofol-Konzentration (0-200 uM) eine signifikante Abnahme des Peaks des polaren
phenolischen CUR-Glucuronids zu sehen. Die Bildung des polaren CUR-Glucuronids wurde
mit 50 uM Propofol durchschnittlich um 40%, mit 100 uM um 58% und mit 200 uM um
67% relativ zur Kontroll-Inkubation in Abwesenheit von Propofol inhibiert. Die notwendige
Propofol-Konzentration um eine 50%ige Hemmung der phenolischen CUR-Glucuronidierung
hervorzurufen, lag damit im Bereich von 50-100 uM. In diesem Konzentrationsbereich liegt
auch der von Mano et al. [2004] veroffentlichte 1C50-Wert. Eine deutlich weniger ausge-
priagte und bei hoheren Propofol-Konzentrationen stagnierende Inhibierung wurde fiir das
aliphatische CUR-Glucuronid A beobachtet (max. 17% Inhibition).

Unter Beriicksichtigung, dass der inhibitorische Effekt in humanen Lebermikrosomen, die
neben UGT1A9 diverse andere Isoenzyme enthalten, die CUR glucuronidieren kénnen, fest-
gestellt wurde, und unter der Annahme, dass die geringeren Ausbeuten an phenolischem
CUR-Glucuronid auf die spezifische Hemmung von UGT1A9 durch Propofol zuriickzufithren
waren, bedeutet dies, dass die Entstehung des polaren CUR-Glucuronids B in den humanen
Lebermikrosomen auf UGT1A9 zuriickzufithren war. Dass die Bildung des polaren CUR-
Glucuronids mit Rattenlebermikrosomen nur teilweise stattfand (Kap. 3.5.6), liegt moglicher-
weise daran, dass das homologe Isoenzym UGT1A9p der Ratte ein Pseudogen und damit
inaktiv ist. Die geringfiigige Bildung des phenolischen CUR-~Glucuronids bei der Ratte wird

vermutlich durch andere Isoenzyme hervorgerufen.

3.6.2 Vergleichende Untersuchungen mit hepatischen und intestinalen Mikrosomen

verschiedener Spezies

Die Glucuronidierung wurde mit Mikrosomen aus hepatischem und intestinalem Gewebe
verschiedener Spezies, wie unter 6.2.7.6 dargestellt, durchgefithrt. Die spezifischen UGT-
Aktivitdten der Gewebe fiir die Positivkontrollen und Curcuminoid-Kongenere sind in
Tabelle 13 zusammengefasst, wobei bei der Bildung mehrerer Glucuronide aus einem

Substrat, die Werte wiederum die Summe der Einzel-Aktivitéiten reprisentieren.
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Tabelle 13: Spezifische Glucuronidierungsaktivititen in pmol/min/mg Protein von hepati-
schen Mikrosomen von Mensch und Ratte und intestinalen Mikrosomen von Mensch, Ratte
und Schwein fiir verschiedene Substrate. Die Aktivitdten sind als Mittelwerte + S.D. aus drei
unabhéngigen Bestimmungen fiir jedes Substrat und jede mikrosomale Fraktion angegeben.
Die Substratkonzentrationen betrugen jeweils 20 uM. * Es wurden zwei Glucuronide gebildet;
die Aktivitdt ist als Summe der beiden Einzel-Aktivititen angegeben.

Leber Darm
Substrat Human | Ratte || Human | Ratte | Schwein
24079 29654 10326 13817 7096
TFMU
+ 1361 | £ 859 + 499 + 640 + 577
o 534* 1145* 5029 120 7402
+ 38 + 102 + 248 + 14 + 713
4641%* 4589 12687 3933 4635
CUR
+ 126 + 170 + 1138 | £+ 104 + 449
2777 3480 6917 2603 3966
Demethoxy-CUR
+ 221 + 59 + 341 + 72 + 191
658* 1637 3592 843 2297
Bisdemethoxy-CUR
+ 29 + 168 + 182 + 93 + 136
4036 7935 5145 3863 787
Hexahydro-CUR
+ 214 + 343 + 238 + 53 + 61
Hexahydro- 385 1704 264 956 47
bisdemethoxy-CUR + 60 + 187 + 39 + 109 + 8
76 100 36 59 12
Dimethyl-CUR
+5 +5 +6 + 2 +1

Jede mikrosomale Fraktion glucuronidierte jedes Testsubstrat. Die enolische Glucuronidie-
rung von Dimethyl-CUR wurde stets am schlechtesten katalysiert. Die Produkte der Curcu-
minoide waren fast ausschliellich die lipophilen aliphatischen Glucuronide. Eine Ausnahme
bildete die humane Leber in der zusétzlich geringe Mengen des polaren phenolischen CUR-
Glucuronids entstanden. Trotz des unterschiedlichen UGT-Expressionsmusters in Leber und
Darm einer Spezies war kein verdndertes Glucuronidierungsprofil fiir die Substrate in den
beiden Organen zu erkennen. Die humane Leber sowie die Rattenleber glucuronidierten CUR
dhnlich effizient, im Vergleich zur Positivkontrolle TFMU aber um Faktor 5 schlechter. Im
Gegensatz zur humanen Leber war die Rattenleber i.A. etwas aktiver und bildete bevor-
zugt die phenolischen Hexahydro-Glucuronide. Beispielsweise glucuronidierte die Rattenleber

Hexahydro-CUR. doppelt so schnell wie die humane Leber.
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Im Darm dagegen wurden die hochsten Aktivitdten beim Menschen festgestellt. Besonders
die drei Curcuminoide stellten gute Substrate dar. Die UGT-Aktivitéit fiir das aliphatische
CUR-Glucuronid war im humanen Darm 3 Mal hoher als in der humanen Leber, sowie in
intestinalem Gewebe von Ratte und Schwein und lag im Bereich der Positivkontrolle TFMU.
Im Gegensatz dazu wurde die phenolische Glucuronidierung der Hexahydro-Curcuminoide
in Darm und Leber vom Mensch in vergleichbarem Ausmaf katalysiert. Obwohl die Mikro-
somen aus Schweinediinndarm geringere Aktivitdten als das menschliche Darmgewebe auf-
wiesen, war das Glucuronidierungsprofil dhnlich. Im Gegensatz zur Ratte war die phenolische

Glucuronidierung der Hexahydro-Metaboliten im Schweinediinndarm deutlich reduziert.

Wihrend bei der Ratte die Glucuronidierung in Leber und Darm &hnlich effizient ablief, spiel-

te beim Menschen die intestinale Glucuronidierung eine wichtigere Rolle als die hepatische

Metabolisierung.
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Abbildung 32: Spezifische Aktivitdten von humanen hepatischen (oben) und intestinalen
(unten) Mikrosomen und UGTs im Vergleich. Die Aktivitéiten repréisentieren Mittelwerte + S.D.
aus drei unabhéngigen Bestimmungen pro Substrat und mikrosomaler Fraktion. Die Substrat-
konzentrationen betrugen jeweils 20 uM. HLM, Humane Lebermikrosomen; HIM, Humane
intestinale Mikrosomen.
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Die Glucuronidierungsprofile von humanem Leber- und Darmgewebe fiir die Curcuminoid-
Derivate stimmten mit den Glucuronid-Mustern der gewebespezifischen UGT-Isoenzyme
iiberein (Abb. 32). Die Gegeniiberstellung von Gewebe und Isoenzymen verdeutlicht, dass
die hohe Bildungsrate zum phenolischen Hexahydro-CUR-Glucuronid in der humanen Leber
auf die Isoenzyme UGT1A9 und 2B7 zuriickzufiithren war, die wie die Leber hohe Aktivitdten
fiir TFMU aufwiesen (Tab. 12 und 13). Anhand der Glucuronidierungsprofile des humanen
Darms und der intestinalen Isoenzyme fiir Bisdemethoxy-CUR und Hexahydro-CUR ist zu
erkennen, dass im Darm die extrahepatischen Isoenzyme UGT1AS8 und 1A10 stirker an der
Glucuronidierung beteiligt sind als UGT1A1.

3.6.3 EinfluB der Curcuminoid-Struktur

Allen in wvitro-Glucuronidierungen mit Leber- und Darmmikrosomen verschiedener Spezies
sowie mit den rekombinanten humanen Isoenzymen war gemein, dass die Aktivitat fiir die
Bildung der dominanten aliphatischen Curcuminoid-Glucuronide vom Methoxylierungsgrad
des Curcuminoids abhing (Abb. 29 und 32): CUR (zwei Methoxygruppen) war stets das
beste UGT-Substrat, gefolgt von Demethoxy-CUR (eine Methoxygruppe) und schlieBlich
Bisdemethoxy-CUR, das keine Methoxygruppe besitzt, als schlechtestes Substrat. Ahnliche
Beobachtungen beschreibt eine Studie von Ireson et al. [2002] mit intestinalen Mikrosomen
fiir die drei Curcuminoide, allerdings unter der Annahme, dass die Glucuronidierung der
Curcuminoide an einer der phenolischen OH-Gruppen erfolgte. Die zunehmende Resistenz
gegeniiber einer Konjugation bei Entfernung der Methoxygruppen war auch fiir die phe-
nolischen Glucuronide von Hexahydro-CUR und Hexahydro-bisdemethoxy-CUR sichtbar.
Beispielsweise katalysierten humane Lebermikrosomen die Glucuronidierung der methoxy-
lierten Derivate CUR und Hexahydro-CUR 7 bzw. 10 Mal effizienter als die der vollstdndig
demethoxylierten Kongenere. Die Anzahl der Methoxygruppen beeinflusste die Glucuronid-
ausbeute offensichtlich unabhéngig von der chemischen Struktur des gebildeten Glucuronids.
Da die Anwesenheit der Methoxygruppen keine sterische Hinderung darstellte, sondern zu
einer erhthten Enzymaktivitédt fithrte, ist anzunehmen, dass die Methoxygruppen fiir die

Bindung des Substrates an das Enzym von Bedeutung sind.

3.6.4 Stabilitat

Da die Glucuronidierungen unter physiologischen Bedingungen stattfanden, bei denen die
chemische Instabilitét der Curcuminoide (Kap. 3.2) zum Tragen kommt, wurden die Wieder-
findungen der Curcuminoide in den Glucuronidierungsansétzen mit humanen rekombinanten
UGTSs bzw. spezies- und gewebespezifischen Mikrosomen quantifiziert. Fiir die Curcuminoide
zeichneten sich, wie bei den Inkubationen mit Leberschnitten (Kap. 3.3.5), deutliche Sub-
stanzverluste ab. Die Wiederfindungen betrugen durchschnittlich 50-70% fiir die drei Cur-
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cuminoide, wobei fiir Bisdemethoxy-CUR die htéchsten Wiederfindungen erhalten wurden
(Tab. 14). Die Verluste an synthetischem Dimethyl-CUR waren i.A. etwas geringer (<30%)
und fiir die stabilen Hexahydro-Curcuminoide wurden, auch nach Abzentrifugieren der
Proteine, keine signifikanten Substanzverluste beobachtet. Allgemein war zu bemerken, dass
Umsetzungen mit zunehmenden Inkubationszeiten sowie mit abnehmenden Proteinkonzen-
trationen in geringeren Wiederfindungen der Curcuminoide resultierten, jedoch blieb das

Verhaltnis von Glucuronid zu Muttersubstanz unveriandert.

Zusétzlich wurde das Verhalten der instabilen Curcuminoid-Derivate, wie unter 6.2.4.3 be-
schrieben, in Tris-Puffer pH 7,5 alleine und in einem Modellansatz, der Mikrosomen enthielt,
bestimmt. Es erfolgte keine Inkubation bei 37°C, sondern die HPLC/DAD-Analyse wurde
sofort nach dem Pipettieren des Ansatzes durchgefiihrt. In reinem Puffer wurde fiir jedes
der drei Curcuminoide nur ca. die Hilfte der eingesetzten Menge nachgewiesen. In Anwe-
senheit von Mikrosomen lagen die Wiederfindungen dagegen bis zu 20% dariiber und zeigten
eine dhnliche Groflenordnung wie in den Glucuronidierungsansitzen (Tab. 14). Dies bedeutet,
dass die max. 70% Substanz, die fiir eine Reaktion zur Verfiigung standen, nur geringfiigig
zusétzlichen, inkubationsbedingten Verlusten unterlagen. Hohere Wiederfindungen als die
Curcuminoide lieferte wiederum das synthetische Dimethyl-CUR mit und ohne Mikrosomen.
Offensichtlich wurden die Curcuminoide durch die Anwesenheit von Mikrosomen, &hnlich wie
fiir FKS und Zellen (Kap. 3.2.2) beobachtet, ,stabilisiert“. Im Gegensatz dazu zeigten die

Hexahydro-Metaboliten keine Interaktionen mit den Mikrosomen.

Tabelle 14: Wiederfindungen von CUR, Demethoxy-, Bisdemethoxy- und Dimethyl-CUR in
Tris-Puffer pH 7,5 in Ab- und Anwesenheit von Mikrosomen und in Glucuronidierungsansétzen
mit Mikrosomen bzw. Supersomen. Die Wiederfindungen sind in Prozent der eingesetzten Sub-
stanzmenge angegeben und représentieren in Tris-Puffer ohne und mit Mikrosomen Mittelwerte
4+ Spannweite aus zwei unabhéingigen Bestimmungen und in den Glucuronidierungsanséitzen
Mittelwerte aller Bestimmungen (drei unabhingige Bestimmungen fiir jede mikrosomale
Fraktion).

Wiederfindung in %
Curcuminoid . Tris-Puffer 4+ Ansatz mit Ansatz mit
Tris-Puffer . .

Mikrosomen Mikrosomen Supersomen
CUR 54,6 + 0,3 65,4 = 0,8 62,4 + 6,0 49,5 + 16,3
Demethoxy-CUR 51,3 £ 1,9 71,4 £ 0,1 59,8 &+ 3,8 67,3 £ 15,1
Bisdemethoxy-CUR 53,1 £ 2,3 70,2 £ 0,3 60,8 = 7,2 71,6 £ 12,0
Dimethyl-CUR 81,2 + 3,9 92,8 £ 1,9 73,4 + 1,6 78,0 £ 5,7
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3.7 Kinetik der Glucuronidierung von CUR

Die Glucuronidierungskinetik von CUR wurde in humanen Lebermikrosomen und mit
humanem rekombinantem UGT1AS8, als Stellvertreter fiir die extrahepatische CUR-
Glucuronidierung, untersucht. Die Glucuronidierungen wurden mit verschiedenen CUR-
Konzentrationen (0,1-50 uM), wie unter 6.2.7.8 beschrieben, durchgefiihrt und die Reaktions-
geschwindigkeit V der Bildung des dominanten CUR-Glucuronids fiir jede Konzentration
berechnet. Das polare CUR-Glucuronid entstand in seltenen Féllen in vernachléssigbaren
Mengen. Wie das kinetische Profil in Abbildung 33 am Beispiel der humanen Leber zeigt,
folgte die Glucuronidierung im Bereich von 0,1-50 uM CUR  einer Michaelis-Menten-Kinetik.
Die Auftragung im Eadie-Hofstee-Plot fithrt zu einer linearen Abhéngigkeit und unterstiitzt
damit das kinetische Profil nach Michaelis-Menten. Die Glucuronidierung durch UGT1AS8
verlief ebenfalls nach Michaelis-Menten (s. Anhang A.2.3, Abb. 43).

6000

v
5000y
¥

4000

> 3000

2000

1000

1000

UGT-Aktivitat in pmol/min/mg Protein
w
o
8
1

0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
VIS

T T T T T T
30 40 50

CUR in uM

Abbildung 33: Kinetisches Profil der Glucuronidierung von CUR mit humanen Lebermikro-
somen. Die Kurvenanpassung erfolgte nach der Michaelis-Menten-Gleichung. Jeder Datenpunkt
reprasentiert den Mittelwert aus drei unabhingigen Bestimmungen. Insert: Eadie-Hofstee-Plot.
V, Reaktionsgeschwindigkeit in pmol/min/mg Protein; S, Substratkonzentration in pM.

Die Berechnung der kinetischen Parameter mit Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung wies
UGT1AS8 als Enzym mit hoher Affinitdt und hoher Kapazitéit fiir CUR aus. Die gleichen
Charakteristika zeigten die humanen Lebermikrosomen in ausgepriagterer Form (Tab. 15).
Das Verhéltnis V4. /K, gibt die katalytische Effizienz bzw. intrinsische Clearance an. Sie

ist ein niitzlicher Parameter zur Extrapolation von in vitro-Daten auf die in vivo-Situation.
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Erwihnenswert ist die besonders hohe katalytische Effizienz von 5484,8 ul/min/mg Protein

der humanen Lebermikrosomen.

Tabelle 15: Kinetische Parameter der CUR-Glucuronidierung mit humanen Lebermikrosomen
(HLM) und extrahepatischem rekombinantem UGT1AS8. Die kinetischen Parameter wurden mit
der Michaelis-Menten-Gleichung aus Aktivitdten bei Substratkonzentrationen von 0,1-50 pM
berechnet. Die Daten représentieren Mittelwerte & S.D. aus drei bzw. zwei unabhéngigen
Bestimmungen fiir HLM bzw. UGT1AS.

Mikrosomen/ K, Viaz Vinaz/Km
Supersomen (uM) (pmol/min/mg Protein) | (ul/min/mg Protein)
HLM 0,9 £0,2 5122,5 £ 190,2 5484,8
UGTI1AS 14,5 + 3,6 92486,3 + 218,2 171,5

3.8 Interaktion von Curcuminoid-Glucuroniden mit Mikrotubuli-Proteinen
3.8.1 Stabilitdt von Curcuminoid-Glucuroniden

Acylglucuronide kénnen unter physiologischen Bedingungen unter Freisetzung der Glucuron-
siure und Riickbildung des Aglykons hydrolysieren [Zia-Amirhosseini et al., 1994]. Instabile
Glucuronide besitzen in der Regel ein hohes Vermogen kovalente Bindungen mit Proteinen
einzugehen. Da zwischen der Stabilitéit von Acylglucuroniden und ihrer Reaktivitit gegeniiber
Proteinen, die aus dem elektrophilen Charakter des Carbonyl-Kohlenstoffs der Esterbindung
resultiert, ein Zusammenhang besteht, kann die Stabilitit eines Glucuronids Hinweise auf die
potentielle Reaktivitét liefern [Bolze et al., 2002; Bolze, 2004].

Das Verhalten der Glucuronide verschiedener Curcuminoid-Derivate wurde bei 37°C in
Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4, im Vergleich zum Acylglucuronid des NSAID Ketoprofen,
iiber einen Zeitraum von 24 h untersucht. Die verwendeten Glucuronide wurden wie unter
6.2.7.4 hergestellt. Zusétzlich zu den Glucuroniden wurde die Stabilitédt der Muttersubstanzen
betrachtet (Abb. 34).

Die Glucuronidierung der Positivkontrolle Ketoprofen lieferte zwei Produkte, die durch
Spaltung mit [G-Glucuronidase als Glucuronide identifiziert wurden. Da Ketoprofen als
Racemat vorliegt, also ein inhérentes Chiralitdtszentrum besitzt, resultierte die Glucuroni-
dierung aufgrund des zusétzlichen asymmetrischen Kohlenstoffatoms der Glucuronséure in
zwei diastereomeren Acylglucuroniden (Abb. 35), die chromatographisch getrennt werden
konnen. In den Untersuchungen wurde zwischen den beiden Glucuroniden des Ketoprofens

nicht unterschieden, sondern die Summe beider Produkte berechnet.
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Abbildung 34: Hydrolytische Stabilitit von Curcuminoid-Derivaten bzw. Ketoprofen und
zugehorigen Glucuroniden in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer bei pH 7,4. Die Sdulen repri-
sentieren Mittelwerte + Spannweite aus zwei unabhéingigen Bestimmungen. Die Substanz-
Ausgangskonzentrationen betrugen 30 uM.

Die Acylglucuronide von Ketoprofen zeigten wie zu erwarten einen zeitabhingigen Sub-
stanzverlust, jedoch ohne Riickbildung von Ketoprofen. Im Gegensatz zur glucuronidierten
Form war freies Ketoprofen iiber 3 h stabil und zeigte nach 24 h einen Verlust von 16%,
wihrend die Glucuronide zu diesem Zeitpunkt zu 95% abgebaut waren. Die aliphatischen

Glucuronide von CUR und Bisdemethoxy-CUR wiesen ebenfalls einen zeitabhingigen
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Zerfall auf und waren deutlich instabiler als die Ketoprofen-Acylglucuronide. Insbeson-
dere das Bisdemethoxy-CUR-Glucuronid zeigte eine hohe Zerfallsrate: Bereits nach 3 h
konnte das Glucuronid nicht mehr nachgewiesen werden. Trotz des starken Zerfalls dieser
beiden Curcuminoid-Glucuronide wurde auch hier eine hydrolysebedingte Riickbildung der
Muttersubstanzen nicht beobachtet. Wiahrend CUR selbst nur geringfiigig stabiler als das
zugehorige Glucuronid war, wies Bisdemethoxy-CUR im Vergleich zu seinem Glucuronid
und zu CUR eine signifikant hohere Stabilitéit auf.

Abbildung 35: Chemische Struktur der Ketoprofen-Acylglucuronide.

Im Vergleich zu CUR verhielt sich das synthetische Iso-CUR, in freier und glucuronidierter
Form wahrend des zeitabhéngigen Zerfalls nicht unterschiedlich und nach 24 h war noch ca. ein
Drittel der Ausgangsmenge prasent. Damit war das Glucuronid von Iso-CUR auch stabiler als
die Ketoprofen-Acylglucuronide. Das phenolische Glucuronid des stabilen reduktiven CUR-
Metaboliten Hexahydro-CUR zeigte wie das Aglykon iiber den gesamten Inkubationszeitraum

keine merklichen Verluste.

Die erhohte Instabilitdt der Ketoprofen-Acylglucuronide und der natiirlichen Curcuminoid-
Glucuronide stellt einen Aktivierungsschritt dar und bekréftigt frithere Vermutungen
(Kap. 3.5.5), dass die enolischen Curcuminoid-Glucuronide zu potentiellen Interaktionen mit

Proteinen fihig sind.

3.8.2 Hemmung der Mikrotubuli-Polymerisation durch Glucuronide von Curcuminoiden

Der Effekt verschiedener Curcuminoid-Glucuronide sowie der zugehtrigen Muttersubstanzen
auf die Polymerisation von MTP zu Mikrotubuli wurde, wie in Kapitel 6.2.10 beschrieben, im
zellfreien System mit Tubulin, das wie unter 6.2.9 dargestellt, aus Rinderhirn isoliert wurde,
untersucht. Die verwendeten Glucuronide wurden enzymatisch, wie unter 6.2.8.2 beschrieben,
hergestellt und angereichert. Die Muttersubstanzen wurden in mindestens der gleichen Kon-
zentration wie die Glucuronide eingesetzt, jedoch waren die Konzentrationen der drei Curcu-
minoide sowie des synthetischen Dimethyl-CUR. aufgrund ihrer schlechten Wasserloslichkeit
limitiert (max. 100 uM). Als Positivkontrolle wurde das Alkaloid Colchicin (2 pM) aus Colchi-
cum autumnale (Herbstzeitlose), das die Mikrotubuli-Bildung durch nicht-kovalente Bindung
hemmt [Andreu und Timasheff, 1982; Little und Luduena, 1985; Saltarelli und Pantaloni,
1982; Wallin et al., 1988], eingesetzt. Weiterhin dienten die Acylglucuronide von Ketoprofen
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als Positivkontrolle, da diese zu Reaktionen mit Proteinen fihig sind [Presle et al., 1996;
Terrier et al., 1999].

Teilweise wurde wihrend der Vorinkubation der Testsubstanz mit den MTP eine Zunahme
der Triibung beobachtet, die vermutlich auf zu hohe GTP-Restkonzentrationen, welche bei der
Tubulin-Praparation nicht entfernt wurden, zuriickzufithren war. Aus diesem Grund wurde
zusétzlich zu den ersten beiden Polymerisationszyklen eine dritte Polymerisation durchge-
fiithrt. Die Polymerisation der MTP zu Mikrotubuli wurde nach Vorinkubation fiir 20 min bei
Raumtemperatur durch Zugabe von GTP gestartet.

Die Curcuminoid-Derivate mit intaktem konjugiertem Doppelbindungssystem wiesen bei der
Wellenlénge von 350 nm, bei der die Triibungsmessung stattfand, eine Eigenabsorption auf.
Um diese zu korrigieren wurde parallel eine Curcuminoid-Probe in Abwesenheit von GTP
inkubiert und damit die Vergleichbarkeit der graphisch dargestellten Polymerisationskurven
fiir verschiedene Substanzen gewihrleistet. Eine représentative Polymerisationskurve ist in
Abbildung 36 beispielhaft fiir CUR und das CUR-~Glucuronid dargestellt.
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Abbildung 36: Polymerisationskurve der Mikrotubuli im zellfreien System in Anwesenheit von

CUR (40 uM) bzw. CUR-Glucuronid (40 uM). Dargestellt ist der zweite und dritte Polymeri-
sationszyklus bei 35°C fiir 30 min. Die Depolymerisation erfolgte bei 4°C fiir 30 min.

Beide Polymerisationszyklen zeigen, dass durch Vorinkubation mit 40 uM CUR-Glucuronid
die Polymerisation zu Mikrotubuli gehemmt wurde. Relativ zur DMSO-Kontrolle betrug
die Hemmung durch das CUR-Glucuronid im Mittel 58% und lag damit im Bereich der
Ketoprofen-Acylglucuronide, die bei einer Endkonzentration von 36 uM zu einer Hemmung
von 57% relativ zur Kontrolle fiithrten. 40 uM freies CUR hingegen hatte, ebenso wie unkon-
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jugiertes Ketoprofen, keinen Effekt auf die Polymerisation. Ebenso beeinflusste die doppelte
CUR-Konzentration die Mikrotubuli-Bildung nicht (s. Anhang A.6.2).

Die Effekte weiterer Curcuminoid-Muttersubstanzen und ihrer respektiven Glucuronide auf
die Mikrotubuli-Polymerisation sind in Abbildung 37 zusammengefasst. Die Messungenauig-
keiten bei der Bestimmung der Triibung konnen bis zu 10% betragen, so dass Inhibitionen
<10% nicht signifikant sind und teilweise negative Werte resultieren. Die detaillierten Poly-

merisationskurven befinden sich im Anhang (s. Kap. A.6).

Jedes der getesteten Glucuronide, mit Ausnahme des phenolischen Hexahydro-CUR-
Glucuronids, war in der Lage die Mikrotubuli-Polymerisation zu inhibieren. Der Hemmeffekt
war konzentrationsabhéngig. Die verbleibende Polymerisation war bei allen potenten Glucuro-
niden in der Kilte nahezu reversibel. Die beiden aliphatischen Glucuronide der demethoxylier-
ten CUR-Kongenere Demethoxy-CUR, und Bisdemethoxy-CUR zeigten ebenso wie CUR eine
konzentrationsabhéngige Inhibition der Mikrotubuli-Bildung. Ein besonders hohes Potential
zur Hemmung besafl das duflerst instabile Glucuronid von Bisdemethoxy-CUR (Kap. 3.8.1).
Bereits eine Konzentration von 10 uM dieses Glucuronids fiihrte zu einer 50%igen Inhibi-
tion der Tubulin-Polymerisation relativ zur DMSO-Kontrolle. Fiir das Aglykon ergab sich
ebenfalls ein Effekt, da jedoch bei der doppelten Konzentration an Bisdemethoxy-CUR keine
Steigerung der Inhibition zu beobachten war (s. Anhang A.6.4) und die Methode einen relativ
groflen Schwankungsbereich aufweist, handelt es sich vermutlich eher um eine Messungenau-

igkeit als um eine tatséchliche Inhibition.
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Abbildung 37: Mittlere Hemmung der Mikrotubuli-Polymerisation durch verschiedene Cur-
cuminoide und Curcuminoid-Glucuronide relativ zur DMSO-Kontrolle (100% Polymerisation).
COL, Colchicin; DMC, Demethoxy-CUR; BDMC, Bisdemethoxy-CUR; DiMeCUR, Dimethyl-
CUR; HHCUR, Hexahydro-CUR.
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Obwohl Dimethyl-CUR, als schlechtes UGT-Substrat nicht vollstindig zum enolischen Glu-
curonid umgesetzt werden konnte (max. 40% Umsatz), war der inhibitorische Effekt dem
Glucuronid und nicht dem Aglykon zuzuschreiben, da hohere Konzentrationen von freiem
Dimethyl-CUR (80 uM), als sie in der Glucuronid-Lésung vorhanden waren, die Polymerisa-
tion nicht beeinflussten (s. Anhang A.6.5).

Im Vergleich zu den Glucuroniden zeigten die Muttersubstanzen sowie das phenolische Glu-
curonid des reduktiven CUR-Metaboliten Hexahydro-CUR, bei gleicher oder hoherer Kon-
zentration keine Interaktion mit der Polymerisation bzw. Depolymerisation der MTP zu
Mikrotubuli. Desweiteren wurden die beiden CUR-Abbauprodukte Vanillin und Ferulaséure
(200 uM) im Polymerisationsassay getestet. Eine Hemmung durch diese Substanzen wurde
nicht festgestellt (Daten nicht dargestellt).

Die Glucuronidierung von Curcuminoid-Derivaten mit intaktem Doppelbindungssystem zu
enolischen Konjugaten stellt offensichtlich eine Aktivierung dar. Diese Glucuronide waren
damit in der Lage, durch Reaktion mit nukleophilen funktionellen Gruppen der MTP,
diese Proteine zu verdndern. Die Instabilitit und Reaktivitdt von freien ungeséttigten
Curcuminoid-Derivaten reichte im Gegensatz dazu nicht aus, um die Polymerisation von
MTP zu Mikrotubuli zu hemmen. Das stabile Hexahydro-CUR war in freier und konjugierter

Form nicht reaktiv.

3.8.3 Beeinflussung der CUR-Stabilitat durch Bestandteile des Polymerisationsansatzes

Bei der Durchfithrung des Polymerisationsassays war auflergewohnlich, dass die Eigenabsorp-
tion der Curcuminoid-Derivate sich wihrend der gesamten Versuchsdauer nicht énderte und
die Substanzen damit in diesem Testsystem stabil erschienen. Da die Art der Puffersubstanz
(Phosphat- oder MES-Puffer) keinen merklichen Effekt auf die Instabilitdt von CUR in Puffer
hatte, wurde am Beispiel von CUR der Einflul des pH-Wertes und des REA-Pufferzusatzes
EGTA in Kalium-Phosphat-Puffer auf den Substanzzerfall untersucht. Die Absorption von
CUR wurde photometrisch bei 420 nm iiber einen Zeitraum von 60 min bei 37°C bestimmt.
Als Vergleichslosung diente eine methanolische CUR-Losung, da CUR in diesem Medium
chemisch stabil ist (Abb. 38).

Eine starke Reduktion des rapiden CUR-Zerfalls in Puffer ohne Zusétze (ca. Faktor 4) fand
bereits bei Erniedrigung des neutralen pH-Werts um eine pH-Wert-Einheit statt. Diese Be-
obachtung stand im Einklang mit Angaben anderer Autoren [Tonnesen und Karlsen, 1985b;
Wang et al., 1997]. Durch Zusatz des Komplexbildners EGTA wurde dieser stabilisierende Ef-
fekt weiter verstéarkt. Im Gegensatz zu den Substanzverlusten in den wéssrigen Losungen, war
in Methanol eine Aufkonzentrierung zu erkennen, die durch das zeitabhingige Verdampfen

dieses leicht fliichtigen Losungsmittels bedingt war.
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Abbildung 38: Zeitabhingige CUR-Verluste in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und
pH 6,4 in Ab- und Anwesenheit von EGTA. Die CUR-Ausgangskonzentration betrug 30 puM.
Methanol représentiert ein Medium in dem CUR nicht zerféllt.

Da der pH-Wert von 6,4 und der EGTA-Zusatz den Zerfall von CUR nicht vollstéindig verhin-
derten, wurde weiterhin der Effekt der MTP auf die chemische Stabilitéit von CUR untersucht.
Dazu wurde Kalium-Phosphat-Puffer mit MTP (0,2 mg/ml) versetzt und das Absorptions-
spektrum im Bereich von 350-550 nm iiber 2 h bei 37°C aufgenommen (Abb. 39).

Die Anwesenheit der MTP fiihrte zu einer deutlichen Stabilisierung von CUR. Im Gegensatz
zu reinem Puffer, in dem nach 5 min bereits iiber 60% des CUR nicht mehr nachweisbar waren,
waren in Anwesenheit von MTP nach 2 h noch ca. 65% der Ausgangsmenge vorhanden. Es
ist bekannt, dass CUR mit Proteinen wie z.B. Serumalbumin interagieren kann und dies
einen stabilisierenden Effekt auf CUR ausiibt [Barik et al., 2003; Pulla Reddy et al., 1999;
Zsila et al., 2003a]. Analoge Untersuchungen mit Rinderserumalbumin (BSA) zeigten, dass
eine Reduktion des CUR-Verlustes auch mit 1 mg/ml BSA méglich war, aber nicht in dem
Ausmafl wie mit 0,2 mg/ml MTP (Daten nicht dargestellt). Die MTP scheinen damit ein

grofleres Potential fiir die Stabilisierung von Curcuminoiden zu besitzen als Serumproteine.
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Abbildung 39: Uberlagerte UV /Vis-Spektren einer 30 pM CUR-Loésung in 0,1 M Kalium-
Phosphat-Puffer pH 7,4 in Ab- und Anwesenheit von 0,2 mg/ml MTP bei 37°C. Die Aufnahme
erfolgte nach 0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min, 60 min und 120 min.

Die chemische Stabilitdt der Curcuminoide wiahrend der Durchfithrung des Polymerisations-

assays beruhte damit auf einer kombinatorischen Wirkung von schwach saurem Milieu und

den stabilisierenden Effekten von EGTA und MTP.
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4 Diskussion

4.1 Stabilitdt von Curcuminoiden

In allen in vitro-FExperimenten, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrt wurden, wurde die
Instabilitdt der Curcuminoide unter physiologischen Bedingungen deutlich. Bei den néiheren
Untersuchungen zur Stabilitit der Curcuminoide in verschiedenen physiologischen Fliissig-
keiten wurde erstmalig ein Vergleich zwischen der chemischen Stabilitéit von CUR und den bei-
den Demethoxy-Analoga Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR sowie seinen reduktiven
Metaboliten Hexahydro-CUR, und Tetrahydro-CUR, gezogen. Die reduzierten Verbindungen
waren in allen Testsystemen — auch bei den Metabolismusuntersuchungen — chemisch stabil,
im Gegensatz zu den drei Curcuminoiden unter denen Bisdemethoxy-CUR (keine Methoxy-
gruppe) eine hohere Stabilitéit als Demethoxy-CUR (eine Methoxygruppe) und CUR (zwei
Methoxygruppen) aufwies (Abb. 15). Diese Tendenz ist auch bei der zeitabhéngigen Inkuba-
tion verschiedener Curcuminoid-Mischungen in Kulturmedium zu beobachten [Pfeiffer et al.,
2003]. Zudem beschreiben Price und Buescher [1997] die unterschiedliche Stabilitét der drei
Curcuminoide in alkalischen Pufferlésungen (pH 7,5-13). Offensichtlich reduziert die Anwe-
senheit von Methoxygruppen die Stabilitéit der Curcuminoide. Uber 95% des CUR. (30 uM)
war nach einstiindiger Inkubation in Phosphat-Puffer bei 37°C zerfallen. Vom spontanen zeit-
und pH-abhéngigen Zerfall berichten auch Wang et al. [1997], die bereits nach 30-miniitiger
Inkubation von 100 uM CUR bei 37°C in Phosphat-Puffer pH 7,2 weniger als 10% CUR
nachwiesen. Solche hohen Verluste fanden Oetari et al. [1996] bereits nach 10 min mit 25 uM
CUR in Phosphat-Puffer pH 7,4 bei Raumtemperatur.

Die instabilen Curcuminoide waren in Anwesenheit von FKS oder Zellen im Kulturmedium
stabiler als in serumfreiem Medium. Einen solchen stabilisierenden Effekt beobachteten Wang
et al. [1997] fiir CUR zusétzlich durch humanes Serum. Eine weitere Studie [Oetari et al.,
1996] beschreibt die Reduktion des CUR-Zerfalls in Puffer durch Zusatz von Cytosol oder
Mikrosomen aus Rattenleber. Dieser Effekt konnte auch bei den Umsetzungen mit Zellfrak-
tionen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrt wurden, beobachtet werden (Tab. 14).
Die instabilen Curcuminoide sind offenbar zur Interaktion mit Protein- und/oder Membran-
strukturen fihig, aus der eine Stabilisierung resultiert. Zur gleichen Schlussfolgerung kam
Tennesen [1992], die bei in vitro-Experimenten, Interaktionen von CUR mit biologischen

Makromolekiilen, wie z.B. Serumproteinen, Albumin oder Hyaluronsidure, beobachtete.

Da die Zerfallsprodukte von CUR bei einer Wellenldnge von 280 nm erfasst wurden, war der
Zerfall mit einer Zerstorung des konjugierten Diarylheptanoid-Chromophors von CUR ver-
bunden. Aufler den bekannten Zerfallsprodukten Vanillin, Ferulasdure und Feruloylmethan
wurde eine Anzahl weiterer Zerfallsprodukte von CUR beobachtet. Es wurde ausgeschlos-
sen, dass es sich bei diesen Verbindungen um Zerfallsprodukte wie z.B. Ferulaaldehyd oder
Vanillinséure, die bei der Photooxidation von CUR gebildet werden [Khurana und Ho, 1988;
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Tennesen et al., 1986], handelt. Die Struktur weiterer Zerfallsprodukte konnte mit Hilfe der
GC/MS nicht aufgeklidrt werden. Es wird vermutet, dass es sich bei diesen Produkten zum
Teil um instabile Intermediate handelt, die die Aufarbeitung (Extraktion und Evaporation)
nicht intakt {iberstehen, diese Verbindungen thermolabil sind oder aufgrund ihrer Struktur
(z.B. Kettenbruchstiicke) nicht derivatisiert werden kénnen und deshalb nicht gaschroma-
tographierbar sind. Da beim CUR-Zerfall reaktive Substanzen wie Aldehyde und Ketone
entstehen konnen, besteht zudem die Moglichkeit, dass Dimere oder héhere Oligomere sowie
Kondensationsprodukte gebildet werden. Das Auftreten von Kondensationsprodukten von
Feruloylmethan aus dem CUR-Zerfall wurde in alkalischer Losung beobachtet [Tennesen und
Karlsen, 1985a]. Desweiteren ist die Bildung eines CUR-Dimers mit intakter Chromophor-
struktur tiber einen radikalischen Mechanismus beschrieben [Masuda et al., 1999]. Aufgrund
der Absorption dieser Verbindungen im sichtbaren Bereich, konnen diese Substanzen als mog-

liche Zersetzungsprodukte ebenfalls ausgeschlossen werden.

Die hohere chemische Stabilitdt der synthetischen CUR-Derivate Iso-CUR und Dimethyl-
CUR sowie ihrer Glucuronide, im Vergleich zu CUR bzw. CUR-Glucuronid, héngt mit der
chemischen Struktur zusammen. Das Fehlen der para-stdndigen Hydroxylgruppen fithrt zu
einer geringeren Delokalisierung der Elektronen iiber das konjugierte Doppelbindungssystem,
da die Mesomeriestabilisierung der para-stdndigen Hydroxylgruppen mit dem Keto-Enol-

Strukturelement nicht mehr moglich ist.

Die Kenntnis iiber die chemische Instabilitit der Curcuminoide unter in vitro-Bedingungen
ist insbesondere bei der Beurteilung biologischer Effekte relevant. Es ist nicht auszuschlielen,
dass der hervorgerufene Effekt, der z.B. dem CUR zugeschrieben wird, nicht durch seine
Zerfallsprodukte moduliert wird (s. Kap. 4.6).

4.2 Metabolismus von Curcuminoiden in Prazisions-Leberschnitten und
Zellfraktionen

4.2.1 Phase |I-Metabolismus von CUR

Die Untersuchung des CUR-Metabolismus in Prézisions-Leberschnitten von ménnlichen und
weiblichen Sprague-Dawley-Ratten und mit hepatischen Mikrosomen und Cytosol hat friithere
Befunde anderer Laboratorien [Holder et al., 1978; Ireson et al., 2001, 2002; Pan et al., 1999]
bestéitigt, dass die sukzessive Reduktion des aliphatischen Molekiilteils von CUR der ein-
zige Weg der Phase I-Metabolisierung ist. Es wurden keine Hinweise auf die Bildung von
Hydroxylierungs- bzw. Demethylierungsprodukten von CUR in den Experimenten erhalten.
Obwohl keine Referenzsubstanzen fiir solche oxidativen CUR-Metaboliten zur Verfiigung stan-
den, hitten diese aufgrund ihrer mutmaflich &hnlichen Absorption wie CUR und anhand ihrer
erwarteten verkiirzten Retentionszeiten auf der Reversed Phase-Sdule mit dem verwendeten
HPLC/DAD-System detektiert werden koénnen. Der dominante Metabolit in Leberschnit-
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ten und mit Lebercytosol war Hexahydro-CUR, der zusammen mit geringeren Mengen an
Tetrahydro-CUR, und Octahydro-CUR auftrat. Dies stimmt mit einer Studie von Holder
et al. [1978] iiberein, die Glucuronide von Hexahydro-CUR und Tetrahydro-CUR als die vor-
herrschenden bilifiren Metaboliten nach intraventser Injektion von Tritium-markiertem CUR
in ménnliche Sprague-Dawley-Ratten beschreibt. Nach intraperitonealer Injektion von CUR
in weibliche BALB/c-Méuse waren Glucuronide von Tetrahydro-CUR und Dihydro-CUR die
iiberwiegenden Phase I-Metaboliten im Plasma [Pan et al., 1999]. Ireson et al. [2001] berich-
teten, dass CUR zu Hexahydro-CUR und Octahydro-CUR in Hepatocyten von méannlichen

und weiblichen Fischer 344-Ratten metabolisiert wird.

Ein eindeutiger Unterschied zwischen den Geschlechtern war bei der Reduktion von CUR
zu erkennen: Wihrend Hexahydro-CUR der Hauptmetabolit bei mé&nnlichen und weib-
lichen Ratten war, bildeten ménnliche Ratten immer mehr Octahydro-CUR und weniger
Tetrahydro-CUR als weibliche Ratten. Dieser Unterschied beruht moglicherweise auf einer
geschlechtsspezifisch unterschiedlichen Ausstattung an den fiir die Reduktion verantwort-
lichen Enzymen und/oder auf geschlechtsspezifisch unterschiedlichen Aktivitdten dieser
Enzyme. Bisher ist weitgehend ungeklért, welche Enzyme fiir die Reduktion von CUR ver-
antwortlich sind. Es gibt Hinweise, dass cytosolische Proteine, u.a. Alkoholdehydrogenase be-
teiligt sind [Ireson et al., 2002]. Eventuelle Auswirkungen dieser ungleichen Metabolisierung
konnen nicht eingeschéitzt werden, da die biologischen Wirkungen der Phase I-Metaboliten
von CUR unzureichend gekldrt sind (s. Kap. 4.6).

Das metabolische als auch das synthetische Octahydro-CUR setzte sich aus zwei Isomeren
mit identischen UV /Vis-Spektren und GC-Massenspektren zusammen, die als Diastereomere
angesehen wurden, da diese aufgrund der beiden neu entstandenen Chiralitétszentren in der
aliphatischen Kette von CUR moglich sind. Zwei Isomere mit iibereinstimmenden UV /Vis-
Spektren wurden auch fiir Dihydro-CUR beobachtet; in diesem Fall ist es wahrscheinlich, dass
diese aus der Reduktion verschiedener olefinischer Doppelbindungen resultieren, beispiels-

weise der allylischen oder der enolischen Doppelbindung von CUR.

4.2.2 Phase |I-Metabolismus von CUR

Zusétzlich zur Reduktion unterlagen CUR und seine reduktiven Metaboliten der Konjugation
mit Glucuronsédure und Sulfat in Leberschnitten. Die Bildung solcher Konjugate wurde auch
von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, z.B. von Asai und Miyazawa [2000] im Plasma von
Ratten, sowie von Ireson et al. [2001] in Ratten-Hepatocyten in vitro und in Ratten in vivo,
von Holder et al. [1978] in der Galle von Ratten mit gelegtem Gallengang und von Pan et al.
[1999] im Blutplasma von M#usen. Die Art der Konjugation wurde meist durch Spaltung mit
(B-Glucuronidase oder Sulfatase nachgewiesen. In einigen Féllen wurden Massenspektren der
Glucuronide und Sulfate mittels LC/MS bzw. LC/MS/MS erhalten [Ireson et al., 2001, 2002;
Pan et al., 1999].
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Anders als in den Leberschnitten wurde die Sulfatierung von CUR bei Verwendung von Leber-
cytosol ménnlicher Sprague-Dawley-Ratten nicht beobachtet. Die Bildung von CUR-Sulfat
wurde jedoch in vitro mit hepatischem und intestinalem Cytosol von ménnlichen F344-Ratten
sowie mit humanem hepatischem und intestinalem Cytosol und mit rekombinanten Phenol-
Sulfotransferasen (SULT1A1, SULT1A3) nachgewiesen [Ireson et al., 2002]. Auch in vivo
wurde beim Menschen nach oraler Verabreichung CUR-Sulfat in geringen Mengen im Blut
und im Urin mittels LC/MS nachgewiesen [Garcea et al., 2004; Sharma et al., 2004]. In der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch die Sulfatierung von Hexahydro-CUR mit Rattenleber-
cytosol und in den Leberschnitten nachgewiesen. Die Entstehung von Hexahydro-CUR-Sulfat
ist bisher in der Literatur nicht beschrieben. Allerdings ist beispielsweise bekannt, dass die
Sulfatierung von Ferulasiure, einem Abbauprodukt von CUR, in der Ratte den Hauptaus-
scheidungsweg darstellt [Rondini et al., 2002].

Neben der Bildung von Monokonjugaten wurden im Plasma von Ratten nach oraler Verab-
reichung auch Sulfoglucuronide von CUR gefunden [Asai und Miyazawa, 2000; Ireson et al.,
2001]. Hinweise auf die Bildung solcher gemischten Konjugate gab es in den Leberschnitten
anstatt fiir CUR, fiir den reduktiven Hauptmetabolit Hexahydro-CUR. Eine mogliche Erkli-
rung fiir diesen Befund liefert die geringere chemische Stabilitdt von CUR im Vergleich zu
Hexahydro-CUR (Abb. 15).

Die Analyse der Kulturmedien auf Konjugate erfolgte zuerst nach enzymatischer Spal-
tung mit einem (-Glucuronidase/Arylsulfatase-Gemisch aus Helix pomatia fiir 16 h bei
37°C (Kap. 6.2.5.3, Methode I). Mit dieser etablierten Hydrolysemethode wurden ausschlief3-
lich Konjugate der reduktiven Curcuminoid-Metaboliten in hohem Ausmafl nachgewiesen.
Der Nachweis von Curcuminoid-Konjugaten war nicht moglich, obwohl verschiedene Arbeits-
gruppen iiber die Bildung von CUR-Glucuroniden und Sulfaten berichten [Asai und Miya-
zawa, 2000; Ireson et al., 2001, 2002; Pan et al., 1999]. Um eine detaillierte Analyse der
Konjugate vorzunehmen, wurde eine separate Hydrolyse der Glucuronide und Sulfate durch
den Einsatz von (-Glucuronidase und Sulfatase mit einer verkiirzten Inkubationszeit von 2 h
(Kap. 6.2.5.3, Methode II) durchgefiihrt. Signifikante Mengen an Glucuroniden und Sulfaten
der reduktiven Metaboliten sowie CUR-Glucuronide und Sulfate wurden unter diesen Bedin-
gungen nachgewiesen (Abb. 22). Diese Diskrepanz beruht hauptséchlich auf der chemischen
Instabilitét von CUR (Kap. 3.2). Offensichtlich war nach 16-stiindiger Inkubation das aus den
Glucuronsdure- und Sulfat-Konjugaten freigesetzte CUR, bereits wieder vollstédndig zerfallen,
wihrend dieser Abbau nach 2 h noch nicht stattgefunden hatte. Dieser Befund wird durch
dhnliche Beobachtungen von Asai und Miyazawa [2000] gestiitzt, die Curcuminoid-Verluste
von bis zu 30%, wihrend einer maximalen enzymatischen Hydrolysedauer von 4 h, beschrei-
ben. Im Gegensatz zu CUR, wurden von den reduktiven Metaboliten #hnliche Mengen an
Konjugaten nach 16-stiindiger und nach 2-stiindiger Hydrolyse gefunden, was auf eine hohere
Stabilitat der reduktiven Metaboliten hinweist und damit in Einklang mit den Befunden der
separaten Untersuchungen zur Stabilitét (Abb. 15) steht. Pan et al. [1999] berichten, dass
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Tetrahydro-CUR im Vergleich zu CUR in Puffer deutlich stabiler ist. Diese Ergebnisse zeigen,
dass sich die weitverbreitete Hydrolyse mit -Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix pomatia

nicht fiir jedes Substrat eignet.

4.2.3 Metabolismus von Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR

Gegenwértig existieren in der Literatur keine Berichte {iber den Phase I-Metabolismus von
Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR, die in kommerziellen Curcuma-Préparaten bis zu
30% ausmachen konnen. Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmalig, dass diese Curcumi-
noide dem gleichen Schicksal wie CUR unterliegen: Es wurden keine oxidativen Metaboliten
beobachtet und das Muster der reduktiven Produkte war dem von CUR sehr #hnlich. Fiir
die reduktiven Hauptmetaboliten von Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR lieferten die
nach GC/MS-Analyse der trimethylsilylierten Verbindungen erhaltenen EI-Massenspektren
charakteristische Merkmale, die fiir die eindeutige Identifizierung geeignet waren (Anhang
A3, Tab. 20).

4.3 Glucuronidierung von Curcuminoiden
4.3.1 Aligemeine Merkmale

Bei der Etablierung und Optimierung des Glucuronidierungsassays zeigte sich, dass der
Einsatz von Alamethicin zur Reduktion der Latenz der UGTSs fiir die Glucuronidierung
der Curcuminoide essentiell war. Ohne Alamethicin war z.T. kein Umsatz nachweisbar
und die Anreicherung der Curcuminoid-Glucuronide, die fiir den Einsatz im Mikrotubuli-

Polymerisationsassay notwendig war, wére nicht méglich gewesen.

Insbesondere CUR. erwies sich als gutes Substrat fiir die Glucuronidierung in wvitro. Eine
effiziente Glucuronidierung von CUR ist auch in vivo vorstellbar, da durch die hohe Lipidlos-
lichkeit von CUR moglicherweise die Penetration des Curcuminoids durch die ER-Membran
und damit der Zugang zur Substrat-Bindungsstelle, im Vergleich zu weniger lipophilen UGT-

Substraten, erleichtert ist.

Die Glucuronidierung ist ein metabolischer Schliisselprozess, der darauf ausgelegt ist, endo-
gene und exogene Substanzen aus dem Koérper zu eliminieren. Die Aufgabe der UGTs ist
es, unpolare und lipidlésliche Substanzen in wasserlésliche Verbindungen umzuwandeln, um
eine anschliefende Eliminierung iiber den Urin oder die Galle zu erméglichen. Bei CUR fiihrt
dieser Prozess jedoch hauptséchlich zur Bildung eines Glucuronids mit lipophilem Charakter.
Dieses Glucuronid zeichnet sich dadurch aus, dass es unter physiologischen Bedingungen
(pH 7,4) teilweise und aus saurem Milieu (pH 1,8) vollstédndig in den organischen Extrakt
iiberfithrt wird. Weshalb die Konjugation der Curcuminoide mit Glucuronsiure nicht zu

einer ausreichenden Polarititssteigerung fiithrt, 1483t sich anhand der chemischen Struktur des
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Curcuminoid-Molekiils nicht erkléren. Moglicherweise hingt die Extrahierbarkeit der Glucu-
ronide mit der Art der Konjugation (phenolisch oder aliphatisch) zusammen. Beispielsweise
ist das phenolische Hexahydro-CUR-Glucuronid schlecht extrahierbar, wihrend das alipha-
tische Dimethyl-CUR~Glucuronid vollsténdig extrahierbar ist. Gleichermaflen unterscheiden
sich die beiden CUR-~Glucuronide in ihrer Extrahierbarkeit aus saurer Losung: Das in geringen
Mengen gebildete polarere CUR-Glucuronid ist im Gegensatz zum dominanten Glucuronid
nicht extrahierbar. Dieser Aspekt fithrte in Verbindung mit der mittels Dimethyl-CUR nach-
gewiesenen Bildung aliphatischer Curcuminoid-Glucuronide und der vermuteten Interaktion
des dominanten CUR-Glucuronids mit Membranen und/oder Proteinen dazu, dass das lipo-
phile CUR-~Glucuronid als enolisches Glucuronid angesehen wurde. Die eindeutige Aufklarung
der chemischen Struktur der beiden CUR-Glucuronide steht jedoch noch aus.

Die verwendeten humanen Lebermikrosomen wurden aus der Leber eines Individuums ge-
wonnen. Aufgrund der i.A. grofien interindividuellen Variabilitdt der Enzymaktivitdten beim
Menschen, wurde anhand der E2- und Propofol-Kontrollen sichergestellt, dass die untersuchte
Leber reprasentativ war. Die katalytischen Aktivitdten der verwendeten Leber fiir die E2-
Glucuronidierung (534 + 38 pmol/min/mg Protein) lagen im Bereich publizierter Werte fiir
Lebermikrosomen verschiedener Individuen (797 £ 573 pmol/min/mg Protein). Das Verhalt-
nis des 3-HO- und 17-HO-E2-Glucuronids #dhnelte ebenfalls den veroffentlichten Daten. Die
Kinetik der 3-HO-Glucuronidierung von E2 folgte der iiblichen Hill-Kinetik (Daten nicht
dargestellt). Im Vergleich zum verwendeten Pool intestinaler humaner Mikrosomen war die
Bildungsrate fiir das 3-HO-E2-Glucuronid in der humanen Leber, wie in der Literatur be-
schrieben, mehrfach niedriger [Fisher et al., 2000b]. Die Aktivitéit der humanen Lebermikro-
somen fiir das spezifische Substrat Propofol lag ebenfalls in der fiir menschliche Leber iiblichen
Groflenordnung (0,2 nmol/min/mg Protein) [Ethell et al., 2001; Soars et al., 2001].

4.3.2 Einsatz von humanen rekombinanten UGTs

Die detaillierte Untersuchung der Glucuronidierung mit humanen rekombinanten UGT-
Isoenzymen zeigte, dass die Konjugation von Curcuminoiden, ihren Hexahydro-Metaboliten
sowie des synthetischen Derivats Dimethyl-CUR mit Glucuronsdure von mehreren Isoen-
zymen katalysiert wird. Curcuminoide stellen damit keine spezifischen Substrate fiir eine
bestimmte humane Isoform dar. Eine Priferenz der wichtigsten Isoenzyme fiir die Bildung
enolischer Glucuronide durch UGT1A1, 1A8 und 1A10 oder phenolischer Glucuronide durch
UGT1A9 und 2B7 war jedoch zu erkennen.

Von humanem UGT1A9 ist bekannt, dass dieses Isoenzym bevorzugt die Glucuronidierung
phenolischer OH-Gruppen sperriger Substrate katalysiert [Ebner und Burchell, 1993]. Dieses
Isoenzym war hauptverantwortlich fiir die Bildung der phenolischen Glucuronide der Hexa-
hydro-Metaboliten und besafl als einziges Isoenzym die Fihigkeit wesentliche Mengen des

phenolischen Curcuminoid-Glucuronids neben dem aliphatischen Glucuronid zu bilden. Die
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Bildung des phenolischen CUR-~Glucuronids war in geringem Ausmaf} auch in der humanen
Leber moglich. Die geringe Aktivitédt der humanen Lebermikrosomen fiir dieses Glucuronid ist
vermutlich auf die niedrige Expression von UGT1A9 in den hepatischen Mikrosomen zuriick-
zufithren. Der Vergleich der Glucuronidierungsaktivititen fiir Propofol, dem spezifischen Sub-
strat von UGT1A9, in den humanen Lebermikrosomen und in den UGT1A9-exprimierenden
Supersomen zeigt, dass Propofol von den humanen Lebermikrosomen ca. 12 Mal schlechter
glucuronidiert wurde (HLM, 182 pmol/min/mg Protein; UGT1A9, 2263 pmol/min/mg
Protein). Ahnliche Aktivititsunterschiede zwischen humanen Lebermikrosomen und in V79-
Zellen exprimiertem UGT1A9 beobachteten Ethell et al. [2001]. UGT1A9 wird auBer in der
Leber auch in vielen extrahepatischen Geweben exprimiert. Hohe mRNA-Level wurden in der
humanen Niere mit bis zu dreimal hoheren Gehalten als in der humanen Leber beobachtet
[Ethell et al., 2001; Sutherland et al., 1993]. Obwohl die Bildung des polaren phenolischen
Curcuminoid-Glucuronids in der humanen Leber eine untergeordnete Rolle spielt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass dieser Metabolit in der Niere des Menschen in bedeutenden

Mengen gebildet wird.

4.3.3 Kinetische Untersuchungen mit CUR

Die Bildung des dominanten CUR-Glucuronids folgte einer typischen Michaelis-Menten-
Kinetik. Die kinetischen Parameter der Glucuronidierung mit humanen Lebermikrosomen und
extrahepatischem UGT1AS8 zeigten, dass hepatische als auch intestinale Glucuronyltransfer-
asen hohe Affinitéten und Glucuronidierungskapazitéten fiir CUR aufweisen. In Ubereinstim-
mung mit den Befunden dieser Arbeit beschreibt eine Studie [Basu et al., 2004a] mit Homo-
genaten von COS-1-Zellen, die mit der cDNA von UGT1A1, 1A7, 1A8 und 1A10 transfiziert
wurden, fiir diese Isoenzyme des Gastrointestinaltrakts ebenfalls einen kinetischen Verlauf
nach Michaelis-Menten. Jedoch wird im Vergleich zur vorliegenden Arbeit (K,,-Wert, 15 uM;
Vimaz, 2486 pmol/min/mg Protein) von deutlich héheren K,,-Werten (100 uM) und einer
signifikant geringeren maximalen Reaktionsgeschwindigkeit von nur 13 pmol/min/mg Protein
fiir UGT1AS8 berichtet. Diese Unterschiede beruhen vermutlich darauf, dass die Aktivitéit der
COS-1-Zellen auf den Gesamtproteingehalt und im Falle der in dieser Arbeit verwendeten
rekombinanten Isoenzyme auf mikrosomales Protein bezogen wurde und kénnten weiterhin
das Ergebnis eines hoheren Expressionslevels der UGTs in den Sf9-Zellen, als in den COS-1-
Zellen, sein. Aulerdem waren vermutlich niedrigere Nachweisgrenzen (0,5 pmol CUR) bei der
verwendeten DAD-Detektion aufgrund des hohen Extinktionskoeffizienten von CUR mdglich,

als bei Diinnschichtchromatographie mit radioaktiv-markierten Substanzen.

Die CUR~Glucuronidierung mit humanen Lebermikrosomen 148t sich mit Hilfe der in witro
ermittelten kinetischen Parameter auf die gesamte Leber hochrechnen und liefert damit eine
Einschéitzung der Situation in vivo. Unter Einbezug der von Soars et al. [2002] publizierten

Angaben, dass 45 mg mikrosomales Protein in einem Gramm Leber und 20 g Leber pro kg
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Korpergewicht enthalten sind, berechnet sich die katalytische Effizienz der menschlichen Leber
fiir CUR zu dem enormen Wert von 4,9 1/min/kg Koérpergewicht. Die Clearance von CUR
liegt unter dem in vivo beobachteten hepatischen Blutflu}, der mit 20 1/min/kg Korpergewicht
limitiert ist [Fisher et al., 2001].

FEin Vergleich der kinetischen Parameter der CUR-Glucuronidierung durch humane Leber-
mikrosomen mit anderen Substraten ist aufgrund unterschiedlicher Versuchsbedingungen
(insbesondere Vorbehandlung mit Alamethicin) und aufgrund der individuellen Unterschiede
humaner Gewebeproben sehr problematisch. Dennoch zeigte die Recherche, dass solche hohen
katalytischen Effizienzen, wie fiir CUR ermittelt, nicht zu finden waren. Sogar fiir das Breit-
bandsubstrat 4-Methylumbelliferon [Miners et al., 1988; Uchaipichat et al., 2004] oder auch fiir
die dem aliphatischen CUR-~Glucuronid strukturell verwandten Acylglucuronide von NSAIDs
[King et al., 2001; Kumar et al., 2002; Soars et al., 2001, 2002] lagen die Glucuronidierungs-

effizienzen bis zu einer Groflenordnung niedriger.

Die extrem hohe Affinitét (niedriger K,,-Wert) von UGTs fiir CUR  fiihrt zu der Schlussfol-
gerung, dass CUR mit der Glucuronidierung anderer UGT-Substrate interagieren kann und
als bevorzugtes Substrat moglicherweise deren Glucuronidierung inhibiert. Eine reversible
und konzentrationsabhéngige Inhibition der UGT-Aktivitdt durch CUR fiir die Substrate
Fugenol, Phloretin, Capsaicin, Epigallocatechin-3- O-Gallat, Bilirubin, Anthraflavinsiure und
Mycophenolsiure wurde von Basu et al. [2003, 2004a,b,c], nach Behandlung von Kolon-Zellen
mit CUR, in vitro aufgezeigt. Beispielsweise regulierte 50 uM CUR die Glucuronidierung von
Capsaicin um 50-90% innerhalb von 15 min in LS180- und HT29-Kolon-Zellen herunter,
unter vollstandiger Wiedergewinnung der Aktivitdt nach 24 h. Diese Beobachtungen im Zu-
sammenhang mit der Kenntnis, dass CUR, wie in Kapitel 3.6 demonstriert, Substrat vieler
UGT-Enzyme ist, bekriftigen die Vermutung, dass der Pflanzenstoff CUR die Aufnahme und
Glucuronidierung von Substanzen mit unterschiedlichster chemischer Struktur beeinflussen
kann. Eine verzogerte Ausscheidung von Substanzen, bei denen die Glucuronidierung als Ent-
giftungsreaktion notwendig ist, kann zu potentiellen toxischen Effekten fithren. Beispielsweise
kann die Hemmung der UGT1A1-vermittelten Glucuronidierung des endogenen Himoglobin-
Abbauprodukts Bilirubin zu Ikterus fithren [Burchell et al., 2000]. Andererseits ist eine verbes-
serte Aufnahme und ldngere Prisenz im Organismus, insbesondere bei manchen Arzneimitteln
erwiinscht, um eine moglichst effektive und lang anhaltende Wirkung zu erzielen. Vom Effekt
von CUR auf die therapeutische Wirkung von Mycophenolsidure, die als Immunsuppressivum
Anwendung findet, wird in einer Studie [Basu et al., 2004b] berichtet. Demnach besitzt CUR
das Potential die Glucuronidierung der Mycophenolsdure in vitro zu inhibieren und erhoht
damit die Bioverfiigbarkeit des freien Arzneimittels, wodurch die immunsuppressive Wirkung
verstiarkt wird. Zusétzlich wird die Entstehung des toxischen Acylglucuronids der Mycophe-
nolséure reduziert [Basu et al., 2004b]. Die Glucuronidierung von CUR und Mycophenolsidure
wird hauptséchlich von den extrahepatischen humanen Isoenzymen UGT1A8 und 1A10 kata-

lysiert. Diese Ubereinstimmung, zusammen mit den in dieser Arbeit ermittelten kinetischen
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Parametern der CUR-Glucuronidierung, deuten auf eine kompetitive Hemmung durch CUR
als Mechanismus hin. Basu et al. [2004a] beobachteten bei der Inhibition der Capsaicin-
Glucuronidierung mit CUR gleichzeitig eine zeitabhéngige Zunahme des CUR-Glucuronids.
Trotzdem erklirt diese Arbeitsgruppe [Basu et al., 2003] die Inhibition durch die Wirkung
von CUR als Proteinkinase-Inhibitor [Chen und Huang, 1998|, da eine Phosphorylierung fiir
die UGT-Aktivitdt essentiell ist [Basu et al., 2005].

4.4 Hepatischer Curcuminoid-Metabolismus bei Ratte und Mensch

Die Untersuchung des reduktiven Curcuminoid-Metabolismus mit hepatischem Cytosol von
Ratte und Mensch hat gezeigt, dass der Mensch die gleichen reduktiven Metaboliten wie
die Ratte bildet. Bei der Kombination von hepatischer Reduktion und Glucuronidierung
von CUR wurden fiir den Menschen ebenfalls keine anderen Metaboliten wie fiir die Ratte
gefunden. Unterschiede zwischen den beiden Spezies waren jedoch bei genauerer Untersuchung
der hepatischen Glucuronidierung mit Mikrosomen von Mensch und Ratte zu beobachten. Bei
der Ratte ist eine Préferenz fiir die phenolische Glucuronidierung, also die Konjugation der

Hexahydro-Produkte, sichtbar, die beim Menschen nicht auftritt.

Auflerdem scheint die mikrosomal-vermittelte hepatische Reduktion von Hexahydro-CUR zu
Octahydro-CUR der Ratte vom verwendeten Rattenstamm abzuhingen. Sprague-Dawley-
Ratten sind nicht in der Lage diese Reduktion vorzunehmen, Wistar-Ratten hingegen sind
potent. Ebenso beschreibt eine Studie mit Mikrosomen von F344-Ratten diesen Reaktions-
schritt [Ireson et al., 2002].

4.5 Intestinaler Curcuminoid-Metabolismus und Bioverfiigbarkeit

Der Diinndarm dient prinzipiell zur Resorption von N#hrstoffen sowie niitzlichen als auch
potentiell schiddlichen Xenobiotika, exprimiert aber auch metabolische Enzyme der Phase I
und II sowie assoziierte Transporter, die in den Epithelzellen der Darmmukosa lokalisiert
sind [Kaminsky und Zhang, 2003]. Studien aus den 70er und 80er Jahren [Ravindranath
und Chandrasekhara, 1980; Wahlstréom und Blennow, 1978] berichten, dass nach oraler Gabe
von CUR an Ratten 40-85% der Substanz unverindert iiber die Fices ausgeschieden wur-
den. Zusitzlich deuten diese Studien darauf hin, dass eine Metabolisierung von CUR an
der Darmmukosa stattfindet [Ravindranath und Chandrasekhara, 1980, 1981, 1982; Wahl-
strom und Blennow, 1978]. Die Untersuchung des intestinalen Phase I-Metabolismus von
CUR mit S9-Fraktion aus dem Diinndarm mé&nnlicher Sprague-Dawley-Ratten lieferte alle
fiir die Leber beschriebenen reduktiven CUR-Metaboliten. Jedoch war das Ausmaf der intes-
tinalen Reduktion geringer als in der Leber. Ireson et al. [2002] fanden mit intestinalem
Cytosol von ménnlichen F344-Ratten die beiden reduktiven Metaboliten Tetrahydro-CUR
und Hexahydro-CUR.
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Obwohl die Leber als Hauptmetabolisierungsorgan angesehen wird, demonstriert die Glucuro-
nidierung von CUR mit S9-Fraktion aus Rattendarm, dass ferner der Darm im Curcuminoid-
Metabolismus eine entscheidende Rolle spielt. Weitere Glucuronidierungen der drei Curcu-
minoide sowie der Hexahydro-Produkte von CUR und Bisdemethoxy-CUR mit intestina-
len Mikrosomen von Mensch, Ratte und Schwein waren stark ausgeprigt und bestéitigen
die wesentliche Bedeutung der intestinalen Mukosa. Ireson et al. [2002] wiesen in der oben
erwahnten Studie mit intestinalen Ratten- und Human-Mikrosomen ebenfalls ein CUR-

Glucuronid in vitro nach.

Waéhrend die intestinalen UGTs der Ratte die Bildung von Hexahydro-curcuminoid-
Glucuroniden und Curcuminoid-Glucuroniden in vergleichbarem Ausmafl katalysieren, steht
beim Mensch im Darm die Glucuronidierung der Curcuminoide deutlich im Vordergrund.
Im Vergleich zum Menschen wird damit die Curcuminoid-Glucuronidierung im Darm bei
Verwendung von Rattenmikrosomen unterbewertet, so dass die Ratte als in wvitro-Modell
fiir die Gegebenheiten im humanen Organismus nicht geeignet ist. Es wurden Mikrosomen
aus Schweinediinndarm hergestellt, unter der Annahme, dass das Schwein als Omnivor dem
Menschen im Metabolismus nahe steht. Trotz deutlich geringerer Enzymaktivitdten &hnelte
das Glucuronidierungsprofil des Schweinediinndarms dem des Menschen. Darmmikrosomen
aus Schwein sind deshalb als in vitro-Modell fiir die Curcuminoid-Glucuronidierung geeignet
und kénnen humane Darmproben, die schwer zuginglich sind, substituieren. Der Einsatz von
Schweinedarm als in vitro-System zur Untersuchung intestinaler Metabolismuswege ist in der
Literatur nicht weit verbreitet, stellt aber moéglicherweise auch fiir andere Pflanzeninhalts-
stoffe ein niitzliches Modell dar. Zwei dltere Quellen [Gétze et al., 1971; Grube et al., 1971]
berichten beispielsweise von der Bestimmung der E2-Glucuronidierungsaktivitéit und -kinetik
mit Mikrosomen aus Schweinediinndarm. Die dem Menschen homologen UGTs des Schweins

sind bisher noch nicht identifiziert.

Die detaillierte Untersuchung der Glucuronidierung der Curcuminoide mit humanen rekombi-
nanten Isoenzymen zeigte, dass hauptséchlich die intestinalen Isoformen UGT1A8 und 1A10
verantwortlich sind. Die signifikant hchere Glucuronidierungsaktivitit des humanen Darms
fiir die drei Curcuminoide im Vergleich zur humanen Leber ist auf die Expression dieser beiden
UGTSs zuriickzufiihren, die vermutlich auch in vivo bedeutend sein kénnten. UGT1A8 und
1A10 kommen ausschlieilich in extrahepatischen Geweben vor, v.a. im Diinn- und Dickdarm,
werden in geringen Mengen aber z.B. auch im Esophagus exprimiert. Diese beiden Isoenzyme
besitzen neben ihrer hohen Aktivitdt fiir Curcuminoide, fiir eine Vielzahl anderer natiirlich
vorkommender und biologisch aktiver Verbindungen, wie Flavonoide, z.B. das Isoflavon Geni-
stein, Anthrachinone oder Cumarine, wie z.B. Scopoletin, hohe Glucuronidierungseffizienzen
[Cheng et al., 1999]. Dagegen ist die Curcuminoid-Glucuronidierung durch UGT1A1, welches
das am stirksten exprimierte UGT im humanen Diinndarm mit hoheren Aktivitéiten als in
der Leber darstellt [Fisher et al., 2000b], weniger bedeutend.
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Die intestinale Mukosa reprisentiert den ersten Expositionsort fiir Xenobiotika und kénnte im
First-pass-Metabolismus von Curcuminoiden eine wichtige Rolle spielen. Uber die reduktive
Metabolisierungskapazitét in der Darmmukosa ist wenig bekannt. In den Metabolismusunter-
suchungen dieser Arbeit wurde im Falle von CUR gezeigt, dass bei der Ratte die Reduktion
in der Leber effizienter ablduft als im Darm. Ireson et al. [2002] zeigten zudem, dass humanes
intestinales Gewebe eine deutlich hohere reduktive Kapazitit fiir CUR (Faktor 18) besitzt
als das entsprechende Gewebe aus F344-Ratten. Desweiteren wurde fiir die Curcuminoide
gezeigt, dass die Aktivitidt von Konjugationsenzymen im Darm, die der Leber sogar iiber-
trifft. Die hochste intestinale Glucuronidierungskapazitit wurde beim Menschen festgestellt.
Diese Beobachtung impliziert, dass vor allem die intestinale Glucuronidierung einen grofien
Beitrag zum First-pass-Metabolismus der Curcuminoide leistet. Dass dem Intestinaltrakt eine
bedeutendere Rolle im Metabolismus zukommt als der Leber, wurde bereits bei einigen Arz-
neimitteln festgestellt [Back und Rogers, 1987; Doherty und Pang, 1997; Hall et al., 1999b;
Lin et al., 1999]. Angesichts der presystemischen Eliminierung durch die UGTs ist vermutlich

die Bioverfiigbarkeit von Curcuminoiden nach oraler Aufnahme reduziert.

Aufgrund der starken Metabolisierung der Curcuminoide an der intestinalen Mukosa, die
insbesondere beim Menschen stark ausgeprigt zu sein scheint, ist anzunehmen, dass die anti-
kanzerogene Wirkung, die dem CUR zugeschrieben wird, beim Menschen in vivo nach oraler
Aufnahme auf den Gastrointestinaltrakt beschrankt bleibt, da nur lokal pharmakologisch
effektive CUR-Konzentrationen erreicht werden kénnen. Eine aktuelle Studie von Garcea et al.
[2005] mit Darmkrebs-Patienten belegt diese Vermutung. Es wurde eine Verringerung von
DNA-Addukten bei Konzentrationen von 8 nmol CUR/g kolorektalem Gewebe beobachtet,
die nach einwdchiger oraler Gabe von téglich 3,6 g CUR erreicht wurde. Auerhalb des Darms

waren nur unbedeutende CUR-Konzentrationen vorhanden.

Auf eine geringe systemische Bioverfiigbarkeit von CUR nach oraler Verabreichung deuten
derzeit auch die in klinischen Humanstudien [Cheng et al., 2001; Garcea et al., 2004, 2005;
Ruffin et al., 2003; Sharma et al., 2001b, 2004; Shoba et al., 1998] festgestellten sehr geringen
Konzentrationen von CUR und CUR-Konjugaten im Blut und Urin der Patienten hin. Die
starke Metabolisierung, aber auch die chemische Instabilitdt von CUR, kénnten den Misserfolg
dieser Studien signifikante Mengen an CUR im Plasma und Urin der Patienten auch nach
extrem hoher Dosierung nachzuweisen, zumindest teilweise erkliren. Beispielsweise wurden
nur maximale Konzentrationen von 1,8 pmol/l CUR im Plasma nach oraler Gabe von 8 g CUR
iiber drei Monate erreicht; im Urin konnte kein CUR detektiert werden [Cheng et al., 2001].
Nach téglichen oralen Dosen von 180 mg CUR an Darmkrebs-Patienten {iber vier Monate war
kein CUR im Plasma oder Urin nachweisbar [Sharma et al., 2001b]. In einer weiteren Studie
von Sharma et al. [2004] mit Darmkrebs-Patienten, denen téglich 3,6 g CUR iiber vier Monate
verabreicht wurden, lagen die maximalen Plasmakonzentrationen bei 11, 16 und 9 nmol/1 fiir
CUR, CUR-Glucuronid bzw. CUR-Sulfat. Im Urin derselben Patienten lagen die héchsten

Konzentrationen im Bereich von 1 umol/1, 500 und 40 nmol/1. Unter Beriicksichtigung der in
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der vorliegenden Arbeit beschriebenen héheren chemischen Stabilitdt der reduktiven CUR-
Metaboliten, im Vergleich zu CUR, fiihrt dies zu dem Schluss, dass sich die Glucuronide von
Hexahydro-CUR und Octahydro-CUR als Marker fiir die systemische Bioverfiigbarkeit von
CUR in kiinftigen klinischen Studien eignen wiirden. Diese dominanten CUR-Metaboliten

haben zudem den Vorteil, dass sie den extensiven Metabolismus von CUR, beriicksichtigen.

4.6 Biologische Wirkungen der Metabolite und Zerfallsprodukte von CUR

In Anbetracht des Zerfalls von CUR in physiologischen Fliissigkeiten und des exzessiven
Metabolismus sollte bedacht werden, dass die diversen biologischen Effekte moglicherweise
nicht einzig und allein dem CUR zuzuschreiben sind, sondern teilweise durch Metaboliten
und/oder Zerfallsprodukte von CUR vermittelt sein kénnten. Obwohl sich unzéhlige Studien
mit den positiven biologischen Effekten von CUR, im Speziellen im Hinblick auf eine poten-
tielle antikanzerogene Wirkung beschéftigen (s. Kap. 1.1.4), wurden antiinflammatorische und
antioxidative Effekte von reduktiven CUR-Metaboliten bisher nur in einigen wenigen Studien

untersucht, die zudem z.T. kontroverse Befunde beziiglich der biologischen Funktion liefern.

Beispielsweise zeigten Pan et al. [2000], dass Tetrahydro-, Hexahydro- und Octahydro-CUR
eine Hemmung der iNOS bewirken, welche bei Entziindungen induziert wird, jedoch mit
schwiicherem Effekt als CUR. Ahnliche Befunde lieferte eine Studie [Ireson et al., 2001], die
die Inhibition der COX-2 untersuchte, wobei zuséitzlich CUR-Sulfat erfasst wurde, ebenfalls
mit geringerem Effekt als CUR. Huang et al. [1995] fanden, dass CUR und Demethoxy-CUR
die TPA-induzierte Tumorpromotion stark inhibieren, wihrend Tetrahydro-CUR weniger
aktiv war. Hingegen zeigte die Untersuchung antioxidativer Effekte von Tetrahydro-CUR,
dass dieser Metabolit in vitro ein grofleres Potential zur Hemmung der Lipidperoxidation
besitzt als CUR [Osawa et al., 1995; Sugiyama et al., 1996]. In Tierversuchen war nach oraler
Verabreichung von Tetrahydro-CUR ebenfalls die Bildung von Lipidperoxidationsprodukten
inhibiert und Tetrahydro-CUR wurde im Serum und in der Leber hauptséchlich in Form
von Glucuroniden und Sulfaten wiedergefunden [Naito et al., 2002; Okada et al., 2001]. Es
wird deshalb vermutet, dass Tetrahydro-CUR &hnliche physiologische und pharmakologische
Aktivitdten wie CUR in vivo besitzt und eine biologisch aktive Form der Muttersubstanz re-
prasentiert. Die Kldrung, ob Curcuminoid-Glucuronide und Konjugate der Metaboliten, die
in vitro und vermutlich auch in vivo die vorherrschenden Verbindungen darstellen, biologische

Effekte aufweisen, steht bislang noch aus.

Bei der Frage der biologischen Aktivitdt von CUR ist es zudem erforderlich die Zerfalls-
produkte von CUR, die unter physiologischen Bedingungen resultieren, in die Uberlegungen
einzubeziehen. Zum Beispiel stellt Vanillin ein bekanntes Antioxidans dar, das die Fiahigkeit

besitzt Superoxid- und Hydroxyl-Radikale einzufangen [Liu und Mori, 1993].
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Eine endgiiltige Aussage iiber die pharmakologische Wirksamkeit von CUR ist aufgrund des
unzureichenden Kenntnisstandes iiber potentielle Effekte der Metabolisierungs- und Zerfalls-

produkte von CUR derzeit nicht moglich.

4.7 Untersuchungen mit synthetischem Iso-CUR

Die Untersuchungen zur Stabilitdt haben gezeigt, dass das synthetische Derivat Iso-CUR
in wéssrigem Milieu signifikant stabiler ist als CUR, obwohl bei diesen beiden Kongeneren
lediglich die zwei Substituenten der beiden aromatischen Ringe vertauscht sind (Abb. 1 und
14). Wihrend CUR in den Rattenleberschnitten einem starken Metabolismus unterlag, wurde
das synthetische Iso-CUR im selben System nicht metabolisiert. Jedoch zeigten Metabolis-
musstudien mit Cytosol und Mikrosomen, dass Iso-CUR analog zu CUR verstoffwechselt
wird: Es werden reduktive Iso-CUR-Metaboliten sowie zwei Iso-CUR-Glucuronide gebildet.
Weiterhin wurde gezeigt, dass auch der reduktive Hauptmetabolit Hexahydro-iso-CUR glucu-
ronidiert wird. Obwohl das dominante Iso-CUR~Glucuronid dhnliche Wechselwirkungen mit
der stationdren Phase bei der HPLC-Analyse sowie ein vergleichbares UV /Vis-Spektrum wie
das dominante CUR-Glucuronid aufwies, ist dieses Glucuronid deutlich hydrophiler, d.h.
aus saurer Losung unvollstindig extrahierbar und zusétzlich stabiler als das lipophile CUR-
Glucuronid. Die erhdhte Stabilitéit von Iso-CUR und seinem Glucuronid unter physiologischen
Bedingungen (Abb. 34) fiithrt zu der Annahme, dass méglicherweise hohere Konzentrationen
dieses synthetischen CUR-Derivats in vivo erreicht werden kénnen und durch Substitution
von CUR durch Iso-CUR die geringe Bioverfiighbarkeit von CUR umgangen werden konnte.
Als Maf fiir die Reaktivitdt gegeniiber Proteinen 148t die hohere Stabilitdt des Iso-CUR-
Glucuronids vermuten, dass dieser Metabolit wahrscheinlich unbedenklicher als das CUR-
Glucuronid (s. Kap. 4.8) ist. Falls diese Annahme zutrifft, wére es von Interesse, zu unter-
suchen, ob Iso-CUR #hnliche biologische Aktivititen wie CUR besitzt. Moglicherweise stellt
dieses stabilere und vermutlich weniger reaktive synthetische CUR-Kongener einen vielver-

sprechenden Kandidaten fiir die Chemopréavention dar.

4.8 Toxikologische Relevanz von Curcuminoid-Glucuroniden

Die Untersuchungen zur Interaktion von Curcuminoiden und Curcuminoid-Glucuroniden mit
der Mikrotubuli-Polymerisation zeigen erstmals, dass die dominanten Glucuronide der drei
natiirlich vorkommenden Curcuminoide CUR, Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR
reaktive Verbindungen représentieren. Sie besitzen das Potential die Mikrotubuli-Bildung
aus MTP im zellfreien System konzentrationsabhéngig zu hemmen. Im Gegensatz dazu inter-
agieren die Muttersubstanzen und das phenolische Hexahydro-CUR-Glucuronid nicht mit den
MTP.
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Fiir die Bildung von reaktiven Glucuroniden scheint das konjugierte Doppelbindungssystem,
das durch die Substituenten der beiden Aromaten beeinflusst wird, eine entscheidende
Rolle zu spielen. Dies wird auch durch die unterschiedliche Stabilitdt der Glucuronide
dieser Curcuminoid-Kongenere gestiitzt. Im Fall von Dimethyl-CUR, dem die para-standigen
Hydroxylgruppen der Aromaten fehlen, konnen diese Elektronenpaare nicht mehr in das kon-
jugierte Doppelbindungssystem miteinbezogen werden. Es wird vermutet, dass sich dadurch

insgesamt die Reaktivitdt der Verbindung verringert.

Bei den dominanten Glucuroniden der Curcuminoide ist die Glucuronséure an der enolischen
Hydroxylgruppe lokalisiert, die eine vinyloge Carboxylsdurefunktion représentiert. Diese
enolischen Glucuronide der Curcuminoide, nicht aber das phenolische Glucuronid des Meta-
boliten Hexahydro-CUR, dhneln damit strukturell den Acylglucuroniden klassischer NSAIDs,
wie z.B. Ketoprofen, bei denen es sich um Carbonsduren handelt. Acylglucuronide sind
elektrophile Metabolite und besitzen eine intrinsische Reaktivitdt, die in spontanen Reak-
tionen resultieren kann und beispielsweise die Bildung kovalenter Proteinaddukte beinhaltet
[Sallustio et al., 2000; Smith et al., 1990].

Die MTP sind als Zielproteine solcher Adduktbildungen beispielsweise fiir die Acylglucuronide
der NSAIDs Zomepirac und Valproinsiure [Bailey et al., 1998; Cannell et al., 2002] beschrie-
ben. Die MTP stellen die Hauptkomponenten der Mikrotubuli dar und bestehen aus a- und
[B-Tubulin (ca. 80%) und verschiedenen MAP (ca. 20%). Sowohl die Tubulin-Heterodimere
als auch die MAP stellen Reaktionspartner fiir die Acylglucuronide von NSAIDs dar. Eine
Arbeitsgruppe [Cannell et al., 2002] berichtet von der konzentrationsabhéngigen Hemmung
der Polymerisation von MTP aus Rinderhirn zu Mikrotubuli in vitro durch das Acylglucu-
ronid des Antiepilleptikums Valproinsdure, die vermutlich durch kovalente als auch durch
reversible Bindungen, vordergriindig mit den MAP, hervorgerufen wurde. Im gleichen zell-
freien System wies diese Arbeitsgruppe weiterhin die konzentrationsabhingige Hemmung der
Mikrotubuli-Bildung durch das Acylglucuronid des Schmerzmittels Zomepirac und die damit
verbundene kovalente Adduktbildung mit den MTP nach. Zudem wurde in vivo im Leber-
cytosol von Ratten eine durch das Acylglucuronid von Zomepirac vermittelte Modifikation

von Tubulin nach oraler Verabreichung von Zomepirac gefunden [Bailey et al., 1998].

Der Auf- und Abbauprozess der Mikrotubuli ist fiir viele zellulire Funktionen essentiell, wie
z.B. den Erhalt der Zell-Konformation und Motilitdt und ist insbesondere bei der Mitose fiir
die Ausbildung der Mitosespindel wichtig. Ein Eingriff in die Mitose wurde bei der Inkuba-
tion von humanen MCF-7-Brustkrebszellen mit CUR in Zellkultur beobachtet, der auf einer
gestorten Ausbildung der Mitosespindel beruhte und mit der Induktion von Mikrokernen ver-
bunden war [Holy, 2002]. Aufgrund der nachgewiesenen Reaktivitit des CUR~Glucuronids,
nicht aber von freiem CUR, gegeniiber MTP, besteht die Moglichkeit, dass ein solcher Effekt
nicht auf unverindertes CUR, sondern auf den glucuronidierten Metabolit zuriickzufiihren ist,
da MCF-7-Zellen UGTs exprimieren [Adams et al., 1989]. Desweiteren sind die Mikrotubuli
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am trans- und intrahepatischen Transport vieler Biomolekiile (z.B. Gallenséduren, Bilirubin-
Glucuronid) involviert [Andreini et al., 1994; Crawford und Gollan, 1988]. Moglicherweise
besteht zwischen manchen Aspekten der Toxizitdt von NSAIDs und der Stérung der Mikro-

tubuli ein Zusammenhang.

Die Hemmung der Mikrotubuli-Polymerisation kann durch eine nicht-kovalente (z.B. Colchi-
cin, Taxol) [Wallin et al., 1988] oder eine kovalente Bindung (z.B. Thiocyanat) [Bai et al.,
1989] hervorgerufen werden. Fiir die Acylglucuronide von NSAIDs wird iiberwiegend von
kovalenten Bindungen mit den MTP berichtet [Bailey et al., 1998; Cannell et al., 2002]. Die
durch Acylglucuronide vermittelte Bildung eines Proteinadduktes verlauft fiir das intakte
Acylglucuronid meistens iiber eine direkte Transacylierung des Proteins unter Freisetzung
der Glucuronsédure (Abb. 11). Aber auch ein Glycierungsmechanismus ist moglich, der durch
die spontane Isomerisierung des Acylglucuronids unter physiologischen Bedingungen ermég-
licht wird und zur Bildung eines Imins fiihrt, wobei die Glucuronsédure im Addukt verbleibt
(Abb. 13).

Die Reaktion der elektrophilen Acylglucuronide findet an nukleophilen Stellen des Proteins,
bevorzugt mit der e-Aminogruppe von Lysinresten bzw. terminalen Aminogruppen oder auch
mit Tyrosin- und Cysteinresten, statt [Kretz-Rommel und Boelsterli, 1993; Presle et al., 1996;
Smith et al., 1990]. Die [-Untereinheit von Tubulin besitzt bestimmte Thiolgruppen, die
fiir die Polymerisation der MTP zu Mikrotubuli essentiell sind [Krauhs et al., 1981]. Diese
Reste stellen vermutlich auch potentielle Angriffsorte fiir die Curcuminoid-Glucuronide dar.
Dabei ist es moglich, dass die durch die Curcuminoid-Glucuronide hervorgerufene Inhibition
der Mikrotubuli-Bildung durch eine kovalente oder nicht-kovalente Modifikation der MTP

hervorgerufen wird.

Neben Tubulin ist die Reaktivitéit der Acylglucuronide von NSAIDs nur gegeniiber wenigen
anderen intrazelluldren Proteinen beschrieben. Interessant ist, dass die Acylglucuronide in
vitro unmittelbar an ihrem Bildungsort mit ihren Erzeugern, den UGTs, unter Bildung
irreversibler mikrosomaler Addukte, abreagieren kénnen. Es gibt Hinweise, dass die Reak-
tion in der hoch konservierten UDPGA-Bindungsstelle stattfindet, so dass dadurch nahezu
alle Isoenzyme betroffen wiren [Terrier et al., 1999]. Ein partieller Funktionsverlust der UGTs
konnte moglicherweise fatale Folgen haben, da dadurch zusétzlich die Eliminierung anderer
UGT-Substrate beeintrachtigt wird. Als weiterer Reaktionspartner fiir die Acylglucuronid-
vermittelte Adduktbildung ist das Plasmamembranprotein Dipeptidylpeptidase IV beschrie-
ben. Ein kovalentes 110 kD-Addukt wurde bei Gabe von Diclofenac an Ratten nach Aktivier-
ung zum Acylglucuronid durch die UGTs im Leberhomogenat nachgewiesen [Hargus et al.,
1994; McCaughan et al., 1990]. Eingehender untersucht ist bisher die Bindung von NSAID-
Acylglucuroniden an extrazellulire Proteine wie Serumalbumin. Eine irreversible Bindung an
Serumalbumin ist beispielsweise fiir die Acylglucuronide von Ketoprofen [Dubois et al., 1993;

Presle et al., 1996] und Zomepirac [Smith et al., 1990] in vitro gezeigt. Die Nebenwirkungen
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von NSAIDs werden teilweise mit der Modifikation von Proteinen durch ihre Acylglucuronid-
Metaboliten in Verbindung gebracht, da die Adduktbildung die Funktionsfahigkeit eines Pro-
teins beeintrichtigen bzw. inaktivieren kann oder sich in einer Immunantwort bzw. in Form
anderer toxischer Auswirkungen in vivo manifestieren kann [Bougie et al., 1997; Worrall und
Dickinson, 1995].

Insbesondere zelluldre Proteine der Leber sind aufgrund ihrer hohen metabolischen Enzym-
aktivitdten Angriffspunkte fiir Acylglucuronide von NSAIDs [Bailey und Dickinson, 2003;
Hargus et al., 1994; Kretz-Rommel und Boelsterli, 1993, 1994; Wang und Dickinson, 1998].
Im Falle von reaktiven Curcuminoid-Glucuroniden sind beim Menschen aber moglicherweise
zelluldre Proteine des Intestinaltrakts stiarker betroffen als intrahepatische Proteine, da die
humane intestinale Mukosa besonders hohe Glucuronidierungsaktivitdten und -kapazitéiten

fiir die Curcuminoide (Tab. 13 und 15) aufweist.

Die Acylglucuronide von NSAIDs reagieren unspezifisch mit verschiedenen Proteinen und
besitzen die Féahigkeit sowohl extrazelluldre als auch intrazelluldre Proteine zu modifizieren.
Beispielsweise wurden fiir das Acylglucuronid von Zomepirac zusétzlich zur Adduktbildung
mit MTP auch Addukte mit Serumalbumin und hepatischen Proteinen nachgewiesen [Bailey
und Dickinson, 1996; Bailey et al., 1998; Smith et al., 1990]. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass auch die reaktiven Glucuronide der Curcuminoide, fiir die in dieser Arbeit die
Hemmung der Mikrotubuli-Polymerisation in vitro gezeigt wurde, das Potential besitzen mit
anderen zelluldren Proteinen zu reagieren. Die Féhigkeit von Curcuminoid-Glucuroniden an
Proteine zu binden, koénnte auch eine Erklarung fiir die geringen Wiederfindungen bei den in

vitro-Untersuchungen zum Curcuminoid-Metabolismus (Tab. 5 und 14) liefern.

Die durch Curcuminoid-Glucuronide vermittelte Inhibition der Mikrotubuli-Polymerisation
liefert erste konkrete Hinweise auf eine toxikologische Relevanz der Curcuminoide nach Akti-
vierung durch die UGTs, die moéglicherweise auch in vivo beim Menschen nach oraler Auf-
nahme eine Rolle spielen kénnte. Um mogliche biologische Konsequenzen evaluieren zu kénnen
sind weitere Untersuchungen, welche die Identifizierung weiterer Reaktionspartner sowie die
Klarung des Bindungscharakters (kovalent oder nicht-kovalent) der Proteinaddukte beinhal-
ten sollten, notwendig. Wenn kovalente Proteinaddukte in intakten Zellen gebildet werden,
konnte dies wichtige pharmakologische und toxikologische Auswirkungen fiir die Curcumi-

noide in vivo haben.
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5 Zusammenfassung

Curcumin (CUR) und seine natiirlichen Kongenere sind aufgrund ihrer vermeintlichen krebs-
praventiven Eigenschaften von aktuellem Interesse, jedoch sind Kenntnisse iiber ihre Biotrans-
formation ungeniigend. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich deshalb mit dem Metabolismus
von Curcuminoiden in vitro, wobei ein Schwerpunkt auf der Glucuronidierung liegt. Auf der
Grundlage der Ergebnisse zur Glucuronidierung wurde die Reaktivitdt von Curcuminoid-

Glucuroniden anhand ihres Effekts auf die Mikrotubuli-Polymerisation untersucht.

In vitro-Studien zum Metabolismus laufen unter physiologischen Bedingungen ab, bei denen
CUR chemisch instabil ist. Bei Stabilitdtsuntersuchungen in Phosphat-Puffer und Kultur-
medium war ein zeitabhéngiger Verlust der drei Curcuminoide CUR, Demethoxy-CUR und
Bisdemethoxy-CUR zu verzeichnen, wobei CUR die instabilste Verbindung représentierte und
der Zerfall im Puffer starker war als im Medium. Der CUR-Zerfall war mit der Bildung von bis
zu 10 Produkten verbunden, von denen Vanillin, Ferulasiure und Feruloylmethan identifiziert
wurden, die auch bei den Metabolismusstudien immer wieder auftraten. Durch die Anwesen-
heit von fotalem Kilberserum bzw. Zellen im Kulturmedium, sowie durch Mikrosomen im
Puffer, wurde der Zerfall von CUR reduziert. Im Gegensatz zu CUR war Hexahydro-CUR
chemisch stabil. Auch das synthetische Iso-CUR, dass sich von CUR nur durch die inversen

Substituenten an den Aromaten unterscheidet, war in beiden Testsystemen stabiler als CUR.

Bei der Untersuchung des Phase I- und Phase II-Metabolismus mit Prézisions-Leberschnitten
ménnlicher und weiblicher Sprague-Dawley-Ratten wurden fiinf reduktive, aber keine oxi-
dativen Metaboliten von CUR, und seinen Demethoxy- und Bisdemethoxy-Analoga be-
obachtet. Die Identifizierung erfolgte mittels HPLC/DAD- und GC/MS-Analyse, haupt-
séchlich durch Vergleich mit authentischen Referenzsubstanzen, die durch chemische Syn-
these hergestellt wurden. Reduktive Hauptmetaboliten waren bei mé&nnlichen und weib-
lichen Ratten die Hexahydro-Curcuminoide. Ménnliche Ratten bildeten mehr Octahydro- als
Tetrahydro-Curcuminoide und weibliche Ratten mehr Tetrahydro- als Octahydro-Produkte.
Die Tetrahydro-, Hexahydro- und Octahydro-Curcuminoide lagen hauptséchlich in Form ihrer
Glucuronide vor, es wurden aber zuséitzlich signifikante Mengen an Sulfat-Konjugaten beob-
achtet. Oxidative Metaboliten der Curcuminoide traten in Leberschnitten nicht auf. Ihre
fehlende Bildung durch Cytochrom P450-abhingige Monooxygenasen wurde durch den Ein-
satz von Rattenlebermikrosomen bestétigt. Die reduktiven Metaboliten konnten auch durch
Rattenlebercytosol sowie durch Alkoholdehydrogenase hergestellt werden. Die Sulfatierung
von Hexahydro-CUR wurde zusétzlich mit Rattenlebercytosol und aktiviertem Sulfat als Ko-
faktor nachgewiesen. Die Ergebnisse der enzymatischen Konjugathydrolyse, die unterschied-
lich durchgefithrt wurde, zeigten, dass CUR und Demethoxy-CUR weniger stabil sind als
Bisdemethoxy-CUR, wobei die reduktiven Metaboliten aller drei Curcuminoide stabile Ver-

bindungen représentieren; dies steht im Einklang mit den Untersuchungen zur Stabilitét.
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5 Zusammenfassung

Wegen der chemischen Instabilitdt der Muttersubstanzen eignen sich die stabilen reduktiven
Phase I-Metaboliten, v.a. die Hexahydro-Curcuminoide, als Biomarker fiir die Exposition in

klinischen Studien.

AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass der Intestinaltrakt der Ratte sowie kultivierte Zellen
(Ishikawa-Zellen) die Féhigkeit besitzen die reduktiven Curcuminoid-Metaboliten zu bilden.
Metabolismusstudien mit den synthetischen CUR-Derivaten Iso-CUR und Dimethyl-CUR

fiihrten ebenfalls zu reduktiven Phase I-Metaboliten und Glucuroniden.

In Anbetracht der hohen Glucuronidierungsraten fiir die Curcuminoide und ihre redukti-
ven Metaboliten in den Leberschnitten wurde die Glucuronidierung im Folgenden mit ver-
schiedenen spezies- und gewebespezifischen Mikrosomen sowie mit humanen rekombinanten
Uridindiphospho-Glucuronyltransferasen (UGTs, Supersomen) detaillierter untersucht. Die
hepatische Curcuminoid-Glucuronidierung fithrte bei der Ratte vorwiegend zu einem Glucu-
ronid, wohingegen beim Menschen ein zweites polareres Glucuronid in geringeren Mengen
gebildet wurde. Das dominante CUR-Glucuronid wies eine erhohte Lipophilie auf, da es
schon aus neutraler wéssriger Losung teilweise mit Ethylacetat extrahiert werden konnte. Um
eine quantitative Analyse der Curcuminoide und ihrer Glucuronide zu gewéhrleisten, wurde
eine Methode zur nahezu vollstdndigen Extraktion der dominanten Curcuminoid-Glucuronide
entwickelt, wihrend das zweite Glucuronid in der wissrigen Phase verblieb. Die Glucuro-
nide der Hexahydro-Curcuminoide waren im Gegensatz zu den dominanten Curcuminoid-
Glucuroniden nur teilweise extrahierbar, was auf eine unterschiedliche chemische Struktur
der Glucuronide hindeutete, da die Glucuronsiure an den beiden phenolischen sowie an der
aliphatischen Hydroxylgruppe des Curcuminoid-Molekiils lokalisiert sein kann. Die LC/MS-
Analyse der Glucuronide von CUR, Bisdemethoxy-CUR und Dimethyl-CUR sowie der Glucu-
ronide der entsprechenden Hexahydro-Curcuminoide zeigte, dass ausschliefSlich Monoglucuro-
nide entstanden und die Hexahydro-Curcuminoide phenolische Glucuronide bildeten. Da die
dominanten Curcuminoid-Glucuronide und das enolische Dimethyl-CUR-Glucuronid (pheno-
lische Hydroxylgruppen fehlen) extrahierbar waren, wurde dieses CUR-Glucuronid als ali-

phatisches und das nicht-extrahierbare Glucuronid als phenolisches Konjugat betrachtet.

Die detaillierte Untersuchung der Glucuronidierung mit humanen rekombinanten UGTs
zeigte, dass alle getesteten Isoenzyme — ausgenommen UGT1A4 — Aktivitéiten fiir die
Curcuminoid-Derivate aufwiesen. Wahrend hepatisches UGT1A1 und die intestinalen Isofor-
men UGT1AS8 und 1A10 eine Préferenz fiir die Glucuronidierung der Curcuminoide zeigten,
wurde die Bildung phenolischer Hexahydro-Glucuronide bevorzugt von UGT1A9, 2B7 sowie
1AS8 katalysiert. Hexahydro-bisdemethoxy-CUR, und Dimethyl-CUR stellten schlechte UGT-
Substrate dar. UGT1A9 représentierte das einzige Isoenzym, welches beide Curcuminoid-
Glucuronide (phenolisch und aliphatisch) mit &hnlichen Aktivitéten bildete und war damit
vermutlich fiir die Bildung des zweiten Curcuminoid-Glucuronids beim Menschen verant-

wortlich. Diese Annahme wurde durch die Inhibition der Bildung dieses CUR-Glucuronids
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5 Zusammenfassung

mit dem spezifischen UGT1A9-Substrat Propofol bestéitigt. Die bedeutende Rolle intes-
tinaler UGTs im Curcuminoid-Metabolismus belegten weitere Glucuronidierungen mit intes-
tinalen bzw. hepatischen Mikrosomen von Mensch, Ratte und Schwein. Hier wurden ins-
besondere die hohen Glucuronidierungsaktivitdten des humanen Gastrointestinaltrakts fiir
die Curcuminoide deutlich, welche die der Leber iibertrafen. Da die Ratte bevorzugt pheno-
lische Hexahydro-Curcuminoide in der Leber und im Darm bildete, erwiesen sich Schweine-
diinndarmmikrosomen als geeigneter zur Imitation der Gegebenheiten beim Menschen. Bei
allen in vitro-Glucuronidierungen war zu beobachten, dass Curcuminoid-Kongenere mit zwei
Methoxygruppen stets die besten und Analoga ohne Methoxygruppen die schlechtesten UGT-

Substrate repréisentierten.

Die Glucuronidierungsreaktion von CUR, folgte — bei Verwendung von humanen Leber-
mikrosomen sowie intestinalem UGT1A8 — einer Michaelis-Menten-Kinetik. Die kinetischen
Parameter zeigten sehr hohe Glucuronidierungseffizienzen an, die auch in vivo in beiden

Geweben zu erwarten sind.

Im Hinblick auf die untypische Struktur der aliphatischen Glucuronide der Curcuminoide,
deren Keto-Enol-Teil eine vinyloge Carbonsdure reprisentiert, dhneln diese strukturell
klassischen Acylglucuroniden, die aus nicht-steroidalen antiinflammatorischen Substanzen
(NSAIDs), wie z.B. Ketoprofen, generiert werden. Acylglucuronide sind elektrophile Meta-
bolite, die kovalente Proteinaddukte bilden konnen. Da u.a. Tubulin als Partner solcher
Reaktionen identifiziert wurde, wurde der Effekt von Curcuminoid-Glucuroniden auf die
Polymerisation der Tubulin-Heterodimere zu Mikrotubuli unter zellfreien Bedingungen unter-
sucht. Die hohe Instabilitidt der Curcuminoid-Glucuronide deutete bereits auf eine potenti-
elle Reaktivitidt dieser Verbindungen hin. Fiir die Glucuronide von CUR, Demethoxy-CUR
und Bisdemethoxy-CUR wurde gezeigt, dass diese die Mikrotubuli-Bildung konzentrations-
abhéngig hemmen. Der stérkste Effekt wurde fiir das Bisdemethoxy-CUR-Glucuronid mit
einem ICso-Wert von ca. 10 uM beobachtet, wihrend das phenolische Hexahydro-CUR-
Glucuronid und die unkonjugierten Muttersubstanzen keine Hemmung der Mikrotubuli-
Polymerisation zeigten. Die Acylglucuronide von Ketoprofen wurden als Positivkontrolle
eingesetzt und inhibierten die Polymerisation etwa in #dhnlichem Ausmafli wie das CUR-
Glucuronid. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Curcuminoide reaktive Glucuronide bilden,
die moglicherweise kovalent an Tubulin binden konnen. Die Bildung solcher Proteinaddukte
in intakten Zellen kénnte pharmakologische und toxikologische Folgen fiir die Curcuminoide
haben.
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6 Experimenteller Teil

6 Experimenteller Teil

6.1 Gerate, Chemikalien und L6sungen

6.1.1 Gerate und Hilfsmittel

Synthese

Zellfraktionierung

Zellkultur

Photometrie

Exsikator
Magnetrithrer Tkamag RCT (IKA Labortechnik)

Rotationsverdampfer Rotavapor Re 111 mit Wasserbad (Bii-
chi) und Membran-Vakuumpumpe mit Druckregler CVC24
(Vacuubrand)

Schmelzpunktbestimmungsapparat nach Dr. Tottoli (Biichi);
Silikonol AK 200 (Fa. Wacker)

Pinzette

Potter S, B. Braun (Biotech International)
Schere

Stabmixer

Ultrazentrifuge Centrikon T-1080 (Kontron Instruments)

Autoklav (F. Gosser, Medizin- und Labortechnik)
Brutschrank Hera Cell (Heraeus)
Handz&éhlgeréte

Phasenkontrastmikroskop Axiovert 40 C; Objektive: 5x/0.12
Ph0, 10x/0.25 Phl (Zeiss)

Pipetus (Hirschmann Laborgeriite)

Sterilbank Hera Safe (Heraeus)

Prazisions-Kiivetten aus Quarzglas Suprasﬂ®; Typ QS 1.000;
Schichttiefe 10,00 mm (Hellma)

UV /Vis Photometer V-550; Software SpectraManager 1.53 M
(Jasco); mit Thermostat julabo 5 (Julabo Labortechnik)

UV/Vis Photometer Uvikon 860; Software: Version 8832
(Kontron Instruments); mit Thermostat colora K3 (Colora
Messtechnik)
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Tissue Slicer-System Schneide-Einheit und ,Dynamic Organ Culture* (DOC)-
Rotationsinkubator (Vitron Inc., Tucson, AZ, USA)

Edelstahlnetze
Hohlzylinder

Szintillationsglédschen (20 ml) mit Plastikschraubdeckeln
mit einem 2 mm-Loch in der Mitte

Biofreezer (GFL)
Evaporatorzentrifuge RC 10.10 mit Kiihlfalle RCT 90 (Jouan)
Kiihlschrank Premium (Liebherr)
pH-Meter CG 817 mit pH-Elektrode BlueLine 12 (Schott)
Pipetten Eppendorf Reference 0,5-10 pl, 10-100 pl, 50-200 wl,
100-1000 pl
Eppendorf Research 2-20 pl, 20-200 pl, 500-5000 pul
Thermomixer Eppendorf 5436
Eppendorf comfort
Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
Waagen Analysenwaage Sartorius handy; Typ H51

Prizisionswaage Sartorius excellence; Typ E2000D

Prézisionswaage Sartorius portable; Typ PT 1200
Zentrifugen Centrifuge 5417R (Eppendorf)

Megafuge 1.0R (Heraeus)

Mikroliter (Hettich)

6.1.2 Verbrauchsmaterial

Cryordhrchen 2 ml (NeoLab)
Halb-Mikro-Kiivetten Plastik (Sarstedt)

Pipettenspitzen Plastik 10 ul, 200 pl, 1000 pl (Sarstedt)
Reaktionsgefifle 1,5 ml, 2 ml (Sarstedt)

Rundfilter 595, @ 55 mm (Schleicher & Schiill)
Zellkulturschalen ) 100 mm (Biochrom AG)
Zentrifugenréhrchen 15 ml (Sarstedt), 50 ml (Greiner)
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6.1.3 Chemikalien

Nicht n#her spezifizierte Chemikalien stammten von VWR/Merck (Darmstadt), Fluka/
Sigma/Aldrich/Serva (Taufkirchen) oder Carl Roth (Karlsruhe) in der Reinheit mind. ,zur

Analyse“.

Curcuminoid-Standards

kommerzielles ,,Curcumin*

CUR

Demethoxy-CUR

Bisdemethoxy-CUR

Iso-CUR

Dimethyl-CUR
Dimethyl-bisdemethoxy-CUR
Tetrahydro-CUR

Tetrahydro-demethoxy-CUR
Tetrahydro-bisdemethoxy-CUR
Hexahydro-CUR
Hexahydro-demethoxy-CUR
Hexahydro-bisdemethoxy-CUR
Hexahydro-iso-CUR
Hexahydro-dimethyl-CUR
Octahydro-CUR
Octahydro-demethoxy-CUR
Octahydro-bisdemethoxy-CUR

Zusammensetzung laut HPLC-Analyse: 75%
CUR, 18% Demethoxy-CUR, 7% Bisdemethoxy-
CUR (Fluka)

aus Curcuma isoliert und s#ulenchromatogra-
phisch aufgereinigt; Reinheit mind. 99% (Arizona
Center for Phytomedicine Research, Tucson, AZ,
USA) bzw. chemische Synthese (s. Kap. 6.2.2.1)

aus Clurcuma isoliert und s#dulenchromatogra-
phisch aufgereinigt; Reinheit mind. 99% (Arizona
Center for Phytomedicine Research, Tucson, AZ,
USA)

aus Curcuma isoliert und s#ulenchromatogra-
phisch aufgereinigt; Reinheit mind. 99% (Arizona
Center for Phytomedicine Research, Tucson, AZ,
USA) bzw. chemische Synthese (s. Kap. 6.2.2.1)

chemische Synthese (s. Kap. 6.2.2.1)
chemische Synthese (s. Kap. 6.2.2.1)
chemische Synthese (s. Kap. 6.2.2.1)

chemische Synthese (Sabinsa Corporation, Pay-
son, UT, USA)

enzymatische Reduktion (s. Kap. 6.2.2.3)
enzymatische Reduktion (s. Kap. 6.2.2.3)
katalytische Hydrierung (s. Kap. 6.2.2.2)
enzymatische Reduktion (s. Kap. 6.2.2.3)
katalytische Hydrierung (s. Kap. 6.2.2.2)
katalytische Hydrierung (s. Kap. 6.2.2.2)
katalytische Hydrierung (s. Kap. 6.2.2.2)
chemische Reduktion (s. Kap. 6.2.2.4)

chemische Reduktion (s. Kap. 6.2.2.4)

chemische Reduktion (s. Kap. 6.2.2.4)
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Enzyme

f-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Heliz pomatia (Roche)

fB-Glucuronidase Typ B-1 aus Rinderleber (Sigma)

Sulfatase Typ VI aus Acetobacter aerogenes; gelost in Glycerin
(Sigma)

Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (Sigma)

Kulturmedien und Zusaitze

DMEM/F12 mit Phenolrot, L-Glutamin und 15 mM HEPES; ohne
Natriumcarbonat (Sigma)

Waymouth MB 752/1 (Gibco BRL)

FKS (Gibco BRL)

Gentamicin Losung; 50 mg/ml (Gibco BRL)
Penicillin/Streptomycin  Losung; 5000 U Penicillin, 5 mg/ml Streptomycin (Sigma)

Gase

Helium 4.6 (Air Liquide)
Kohlenmonoxid 3.7 (Air Liquide)
Stickstoff 5.0 (Air Liquide)
Wasserstoff 5.0 (Air Liquide)

6.1.4 Versuchstiere und biologisches Material

Versuchstiere

Ménnliche und weibliche Sprague-Dawley- und Wistar-Ratten wurden von der Harlan Win-
kelmann GmbH (Borchen) bezogen. Die Tiere wurden in Standard-Kéfigen unter einem Hell-
Dunkel-Zyklus von 12 h gehalten und bekamen Wasser und kommerzielles Labor-Futter ad

libitum.

Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht von 200-300 g wurden fiir die Préaparation von

Prazisions-Gewebeschnitten und Zellfraktionen verwendet.

Ménnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 300-350 g wurden zur Préparation von
Mikrosomen eingesetzt. Die Ratten wurden zuvor in zwei Gruppen aufgeteilt, von denen eine
mit Aroclor 1254 behandelt wurde.
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Zellfraktionen

Die verwendeten Supersomen™ (UGT Control, UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1AS6,
UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B7) sowie die humanen intestinalen Mikro-
somen wurden von der Firma Gentest (Woburn, MA, USA) iiber NanuTec (Frankfurt/Main)

bezogen.

Zelllinie

Ishikawa-Zellen Humane endometriale Adenokarzinom-Zellen; kultiviert in DMEM/
F12-Medium mit 10 % FKS

6.1.5 Pufferlosungen und Kulturmedien

Wenn nicht anders angegeben, wurde entionisiertes Wasser aus der Hausversorgung ver-

wendet.

6.1.5.1 Aligemeine Pufferlésungen

0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4

17,418 g/1 KoHPO,
13,609 g/1 KHyPO,

Vorlegen der basischen Komponente und mit der sauren Komponente auf pH 7,4 einstellen

und mit entionisiertem Wasser auf 1 1 auffiillen.

50 mM Tris-Puffer pH 7,5

6,057 g/1 Tris in entionisiertem Wasser 16sen; der pH-Wert wird mit 1 M HCI eingestellt.

6.1.5.2 Puffer fiir Praparation von Zellfraktionen

Mic-I-Puffer
Reagenzien g/1 mM
KCl1 11,18 150
Tris 6,06 50
NasEDTA x 2 HyO 0,372 1

Losen, mit HCly,,, auf pH 7,4 einstellen und mit entionisiertem Wasser auf 1 1 auffiillen.
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Mic-11-Puffer
Reagenzien g/1 mM
HEPES 5,96 25
Na,EDTA x 2 HyO 0,558 1,5
1,4-Dithiothreitol 0,154 1
NaCl 5,84 100

Losen, mit NaOH auf pH 7,6 einstellen und nach Zugabe von 115 ml Glycerin (87%) mit

entionisiertem Wasser auf 1 1 auffiillen.

6.1.5.3 Puffer und Kulturmedium fiir Prazisions-Gewebeschnitte

Krebs-Henseleit-Puffer (auf Natrium-Bicarbonat-Basis)

Reagenzien g/1 mM
NaCl 6,9 118,0
KCl 0,36 48
KHyPO, 0,13 0,95
NaHCOs3 2,0 23,8
D-Glucose 4,5 25,0
MgSO4 x 7 HyO 0,295 1,2
CaCly x 6 HyO 0,498 2,89
Gentamicin (50 mg/ml) 1ml/1 50 mg/1

Der pH-Wert wird mit NaOH oder HCI auf pH 7,2 eingestellt und sterilfiltriert (pH 7,4).

Kulturmedium nach Waymouth

Reagenzien g/l mM
Waymouth MB 752/1 13,84 —
NaHCO; 2.24 26,67
L-Glutamin 0,35 2,40
Gentamicin (50 mg/ml) 1 ml/l 50 mg/1

Lésen in bidestilliertem Wasser, Sterilfiltrieren und Zusatz von 10% FKS.
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6.1.5.4 Kulturmedium fur Ishikawa-Zellen

DMEM/F12-Kulturmedium

Reagenzien Endkonz.
DMEM/F12 15,6 g/1
Streptomycin 0,1 mg/ml
Penicillin 100 U

Losen in bidestilliertem Wasser, Sterilfiltrieren und Zusatz von 10% FKS.

6.1.5.5 Puffer fir MTP-Prdparation und Polymerisationsassay

REA-Puffer REA-4 M-Puffer | REA-8 M-Puffer
Reagenzien
g/l mM g/l mM g/l mM
MES 19,520 100 19,520 100 19,520 100
EGTA 0,308 1 0,308 1 0,308 1
MgCly x 6 HyO 0,101 0,5 0,101 0,5 0,101 0,5
Glycerin — — 368,4 4000 736,8 8000

Der pH-Wert wird mit NaOH auf pH 6,4 eingestellt.
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6.2 Methoden
6.2.1 Analytik

6.2.1.1 GC/MS

Kapillargaschromatograph mit Ionenfalle als Massenanalysator der Serie GCQ Finnigan MAT
(Thermo Finnigan) und programmierbarem Injektor Optic 2 (Al Qualitek LTD); die Auf-
nahme, Analyse und Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GCQ Analysis, Version
2.31 und GCQ Data Processing, Version 2.3.

Eine Analyse mittels GC/MS war nur von den reduzierten Curcuminoid-Derivaten
(Tetrahydro-, Hexahydro- und Octahydro-Produkte) moglich, da diese im Gegensatz zu den

Curcuminoiden thermostabil sind.

Derivatisierung

Die methanolische Probeltsung wurde in ein GC-Gléschen iiberfiihrt. Nach Entfernen des Los-
ungsmittels im No-Strom erfolgte die Trimethylsilylierung mit 30 pl N, O-Bis(Trimethylsilyl)-
trifluoracetamid (BSTFA), die zu einer Massenerhthung von 72 Masseneinheiten pro
OH-Gruppe fithrt. Nach Derivatisierung iiber Nacht bei Raumtemperatur erfolgte die
GC/MS-Analyse der in BSTFA gelosten Probe mittels Splitless-Injektion.

Identifizierung von Syntheseprodukten

Fiir die synthetisierten reduzierten Curcuminoid-Derivate (s. Kap. 6.2.2.1-6.2.2.4) wurden
nach Trimethylsilylierung charakteristische Fragmentionen-Spektren erhalten, die zur
eindeutigen Identifizierung der Substanzen herangezogen wurden. Die beiden Isomere der
Octahydro-Derivate lieferten hierbei eine identische Fragmentierung, die sich jedoch in den
Intensitdten der einzelnen Fragmentionen unterschied. Im Anhang (A.3, Tab. 20) sind die

GC/MS-Daten des dominanten Octahydro-Isomers angegeben.

Identifizierung von Curcuminoid-Metaboliten

Die Curcuminoid-Metabolite wurden als Metaboliten-Gemisch aus den Inkubationen mit
Leberschnitten (Kap. 3.3) durch Extraktion oder nach Fraktionierung des Gemisches an der
HPLC und Extraktion mit Ethylacetat isoliert und anschliefend das Losungsmittel an der
Evaporatorzentrifuge entfernt und der Riickstand in Methanol aufgenommen. Die so erhalte-
nen methanolischen Metaboliten-Losungen wurden zur Derivatisierung eingesetzt. Die Meta-
boliten wurden durch den Vergleich ihrer GC-Retentionszeiten und ihrer Massenspektren mit

den synthetischen Referenzsubstanzen identifiziert.
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Identifizierung von CUR-Zerfallsprodukten

Die bei den Stabilitdtsuntersuchungen aus dem CUR-Zerfall (Kap. 3.2.1) resultierenden Peaks
wurden an der HPLC fraktioniert, extrahiert, das Ethylacetat an der Evaporatorzentrifuge
entfernt und der Riickstand in Methanol gelost. Nach Derivatisierung mit BSTFA wurden
Vanillin, Ferulasdure und Feruloylmethan durch den Vergleich ihrer GC-Retentionszeiten

und ihrer Massenspektren mit authentischen Referenzsubstanzen identifiziert.

GC/MS-Bedingungen

Saule: MDN-5S Fused Silica, 5% Phenylmethyl, 30 x 0,25 mm
i.d., 0,25 uM Filmdicke (Supelco)

Triagergas: Helium (83 kPa)

Injektorprogramm: Initialtemperatur: 60°C
Aufheizrate: 5°C/s
Endtemperatur: 275°C

Injektionsvolumen: 1 ul

Transferline-Temperatur: 275°C

Transferline-Druck: 83 kPa

Temperatur der Ionenquelle:  250°C

Tonisation: Electron Impact (EI) bei 70 eV

Massenbereich: m/z 50-650

Scanrate: 0,5 s/Scan

Operierender Modus: Full Scan

Temperaturprogramm 1: Analyse von Tetrahydro-, Hexahydro- und Octahydro-Curcu-

minoiden.

Initialtemperatur: 150°C
Isotherme 1: 1 min
Aufheizrate: 10°C/min
Endtemperatur: 295°C

Isotherme 2: 10 min
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Temperaturprogramm 2: Analyse von CUR-Zerfallsprodukten.

Initialtemperatur:

Isotherme 1:
Auftheizrate:
Endtemperatur:

Isotherme 2:

80°C

4 min

8°C/min
240°C

1 min

6.2.1.2 HPLC/DAD

Analytisches Hochdruckgradientensystem der Serie HP 1100 mit Degasser, bindrer Pumpe
und Dioden-Array-Detektor (DAD); die Aufnahme und Analyse der Daten erfolgte mit der
Software HP ChemStation, Version Rev.A.07.01 (Agilent Technologies).

Autosampler:

Manueller Injektor:

Vorsaule:

Reversed Phase-Saulen:

Flufirate:
Eluent A:

Eluent B:

717plus (Waters)

Injektionsventil Modell 77251 (Rheodyne)

SecurityGuard C18 (ODS), 4,0 x 3,0 mm i.d. (Phenomenex)
Prodigy 50DS(2), 250 x 4,6 mm i.d., 5 um Partikelgrofie;

Luna C18(2), 250 x 4,6 mm i.d., 5 pm Partikelgrofie (Pheno-
menex)

1 ml/min

entionisiertes Wasser pH 3,0, eingestellt mit konz. Ameisen-
saure

Acetonitril

Fiir die Detektion von Sulfaten enthielt der Eluent A zusétzlich 5 mM Tetrabutylammonium-

dihydrogenphosphat als Ionenpaar-Reagenz.

Gradient 1: Phase I-Metabolite von Curcuminoiden und Iso-CUR; Glucuronidierung von
Curcuminoiden, Iso-CUR und Dimethyl-bisdemethoxy-CUR; Sulfatierung von CUR; Glucu-
ronidierung von Ketoprofen.

Zeit (min) 0|35
Eluent A (%) || 70 | 30
Eluent B (%) || 30 | 70

Detektion: DAD (260 nm, 280 nm, 420 nm)
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Gradient 2: Glucuronidierung von Hexahydro-CUR.

Zeit (min) 0|6 |7 |17 32

Eluent A (%) || 85 | 85 | 70 | 65 | 55
Eluent B (%) || 15 | 15 | 30 | 35 | 45

Detektion: DAD (280 nm)

Gradient 3: Glucuronidierung von Hexahydro-bisdemethoxy-CUR.

Zeit (min) 0|5 |15]20

Eluent A (%) || 70 | 70 | 67 | 62
Eluent B (%) || 30 | 30 | 33 | 38

Detektion: DAD (280 nm)

Gradient 4: Phase I-Metabolite von Dimethyl-CUR; Glucuronidierung von Dimethyl-CUR.

Zeit (min) 0 |35
Eluent A (%) || 70 | 20
Eluent B (%) || 30 | 80

Detektion: DAD (280 nm, 420 nm)

Gradient 5: Glucuronidierung von Hexahydro-dimethyl-CUR.

Zeit (min) 0|5 |30

Eluent A (%) || 65 | 65 | 45
Eluent B (%) || 35 | 35 | 55

Detektion: DAD (280 nm)

Gradient 6: Glucuronidierung von E2.

Zeit (min) 029 |16 22

Eluent A (%) || 83 | 83 |55 | 50 | 0
Eluent B (%) || 17 | 17 | 45 | 50 | 100

Detektion: DAD (280 nm)
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Gradient 7: Sulfatierung von 4-Methylumbelliferon; Glucuronidierung von TFMU.

Zeit (min) 0|6 | 7|24
Eluent A (%) || 85 | 85 | 70 | 35
Eluent B (%) || 15 | 15 | 30 | 65

Detektion: DAD (320 nm, 325 nm)

Gradient 8: Sulfatierung von Hexahydro-CUR.

Zeit (min) 0|6 | 7 |17]32]40

Eluent A (%) || 85 | 85 | 70 | 65 | 55 | 40
Eluent B (%) || 15 | 15 | 30 | 35 | 45 | 60

Detektion: DAD (280 nm)

Die Nachweisgrenzen bei der Detektion mittels DAD bei der jeweiligen optimalen Wellenlédnge
betrugen 1 pmol fiir die Curcuminoide, 3 pmol fiir die Tetrahydro-Curcuminoide, 5 pmol fiir
die Hexahydro- und Octahydro-Curcuminoide und 0,5 pmol fiir Dimethyl-CUR. Als Bestim-

mungsgrenze wurde die dreifache Nachweisgrenze festgelegt.

6.2.1.3 HPLC/ESI/MS/MS

HPLC-System

Analytisches Hochdruckgradientensystem der Serie HP 1100 mit Degasser, quarternérer
Pumpe, Saulenthermostat, Autosampler und DAD; die Aufnahme und Analyse der Daten
erfolgte mit der Software HP ChemStation (Agilent Technologies).

Vorséule: SecurityGuard C18 (ODS), 4,0 x 3,0 mm i.d. (Phenomenex)

Reversed Phase-Séule:  Synergy Hydro, 250 x 4,6 mm i.d., 4 um PartikelgroBe (Pheno-
menex)

Séulenthermostat: 25°C

FluBirate: 1 ml/min

Eluent A: entionisiertes Wasser mit 0,05% Essigsdure

Eluent B: Acetonitril mit 0,05% Essigsdure

Detektion: DAD (250 nm, 280 nm, 370 nm, 420 nm)
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Massenspektrometer

Ionenfalle MSD Trap SL als Massenanalysator (Agilent Technologies)

Tonisation: Electrospray-Ionisation (ESI) im negativen Modus
Trocknungsgasflufi: 10 1/min Ny

Verspriiherdruck: 60 psi

Trocknungsgastemperatur:  200°C

Kapillarspannung: 4500 V

Kapillarstromstérke: 18,3 nA

Massenbereich: m,/z 60-1000

Nach der Trennung der Curcuminoid-Glucuronide und ihrer Muttersubstanzen auf der HPLC-
Saule, wurde der Eluent gesplittet und ein Teil nach Ionisierung mittels MS und MS/MS
analysiert. MS™-Experimente wurden im AutoMS(n)-Modus durchgefiihrt. Die erste Auf-
nahme erfolgte im Full MS Scan-Modus. Danach wurden ein oder zwei Vorldufer-Ionen aus

der Messung des Full Scans ausgewahlt, isoliert und in der Ionenfalle selektiv fragmentiert.

6.2.1.4 NMR

NMR-Spektrometer DRX 500 (Bruker)

Je 20 mg CUR bzw. Iso-CUR wurden in 1 ml Aceton-dg gelost. Die Aufnahme der
'H-NMR-Spektren erfolgte bei 500 MHz, die der '3C-NMR-Spektren bei 125 MHz. Als
interner Standard (ISTD) diente das deuterierte Losungsmittel. Die Zuordnung der Signale

zu den Atomen wurde durch zweidimensionale COSY-Experimente bestétigt.

6.2.2 Darstellung von Curcuminoid-Derivaten

6.2.2.1 Chemische Synthese

Die Synthese der natiirlich vorkommenden Curcuminoide CUR und Bisdemethoxy-CUR sowie
der artifiziellen Derivate Iso-CUR (1,7-Bis(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-
dion), Dimethyl-CUR (1,7-Bis(3,4-Methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion) und Dimethyl-
bisdemethoxy-CUR (1,7-Bis(4-Methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion), erfolgte nach der
Methode von Pabon [1964]. 2,5 ml Acetylaceton (25 mmol) wurden mit 1,25 g Borsédure-
anhydrid (17 mmol) eine halbe Stunde lang geriihrt bis sich eine zdhfliissige Paste
bildete, zu welcher 10 ml iiber NaSOy4 getrocknetes Ethylacetat zugegeben wurden. Dieses
Gemisch wurde zu einer Losung aus 50 mmol des entsprechend substituierten Benzal-
dehydes (7,6 g Vanillin fir CUR, 6,1 g 4-Hydroxy-Benzaldehyd fiir Bisdemethoxy-CUR,
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8,3 g 3,4-Dimethoxy-Benzaldehyd fiir Dimethyl-CUR, 7,6 g Isovanillin fiir Iso-CUR, 6,8 g
4-Dimethoxy-Benzaldehyd fiir Dimethyl-bisdemethoxy-CUR) und 26,2 ml Tributylborat
(100 mmol) in 15 ml trockenem Ethylacetat hinzugefiigt. Nach zehnminiitigem Riihren
wurden 0,5 ml n-Butylamin (5 mmol) iiber einen Zeitraum von 10 min zugetropft und fiir
weitere 4 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde ohne Riihren iiber Nacht stehengelassen.
Anschliefend wurden 37,5 ml 0,6 N wéssrige 60°C heifle HCI zugegeben und 1 h zur Hydro-
lyse des Reaktionsproduktes geriihrt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wéssrige
Phase dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
entionisiertem Wasser sdurefrei gewaschen, iiber NaSO,4 getrocknet und das Losungsmittel
unter Vakuum entfernt. Das Syntheseprodukt wurde aus Methanol bei 4°C rekristallisiert,
durch Filtration abgetrennt und mehrmals mit kaltem Methanol und entionisiertem Wasser
gewaschen, um Spuren nicht-reagierter Aldehyde zu entfernen. Das Produkt wurde im Exsi-
kator iiber Kieselgel getrocknet. Aus den Feststoffen wurden Stammlésungen mit definierter

Konzentration hergestellt, die in den Metabolismusuntersuchungen eingesetzt wurden.

6.2.2.2 Katalytische Hydrierung

Als Ausgangssubstanzen wurden Tetrahydro-CUR, Bisdemethoxy-CUR, Dimethyl-CUR und
Iso-CUR eingesetzt. Die Hydrierung zu den entsprechenden Hexahydro-Produkten wurde
nach der Methode von Uehara et al. [1987] durchgefiihrt. Eine Losung von 20 mg des je-
weiligen Curcuminoids in 20 ml Methanol wurde mit 10 mg eines Pd-Katalysators (5% Pd
auf Aktivkohle) versetzt und unter Ho-Atmosphire bei Raumtemperatur fiir 8 h, bzw. 5 h
bei Einsatz von Tetrahydro-CUR, geriihrt. Der Katalysator wurde durch Filtration entfernt
und das Filtrat in vacuo verdampft. Hexahydro-CUR, Hexahydro-bisdemethoxy-CUR und
Hexahydro-iso-CUR stellten farblose Produkte mit olartiger Konsistenz dar, wohingegen
Hexahydro-dimethyl-CUR einen farblosen Feststoff reprisentierte. Da bei der katalytischen
Hydrierung geringfiigige Mengen an Octahydro-Produkten nicht vermieden werden konnten,
wurde die Reinheit der Hexahydro-Produkte mittels HPLC-Analyse mit UV-Detektion bei
280 nm iiber das Peakflichen-Verhéltnis des Hexahydro- und Octahydro-Produktes bestimmt,
wobei fiir beide Derivate die identische Absorption angenommen wurde. Alle Hexahydro-
Produkte wurden mit mind. 95%iger Reinheit hergestellt. Die chemische Struktur der synthe-
tischen Hexahydro-Produkte wurde mittels GC/MS-Analyse nach Trimethylsilylierung besté-
tigt (Kap. 6.2.1.1). Es wurden Stammlésungen mit definierter Konzentration von Hexahydro-
CUR, Hexahydro-bisdemethoxy-CUR, Hexahydro-dimethyl-CUR und Hexahydro-iso-CUR

hergestellt und fiir die Untersuchung des Metabolismus verwendet.
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6.2.2.3 Enzymatische Reduktion

Durch enzymatische Reduktion mit Cytosol wurde Tetrahydro-demethoxy-CUR und
Hexahydro-demethoxy-CUR, aus Demethoxy-CUR sowie Tetrahydro-bisdemethoxy-CUR aus
Bisdemethoxy-CUR dargestellt. Die Inkubationen zur Gewinnung der Tetrahydro-Produkte
wurden in einem Endvolumen von 1 ml, die 100 uM Demethoxy-CUR bzw. Bisdemethoxy-
CUR in DMSO (Endkonzentration 2%), 10 mg/ml cytosolisches Protein aus Rattenleber
und 10 mM NADH in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 enthielten, durchgefiihrt. Die
Inkubationen zur Darstellung von Hexahydro-demethoxy-CUR fanden in einem Endvolumen
von 0,5 ml statt und enthielten 100 uM Demethoxy-CUR in DMSO (Endkonzentration 1%),
4 mg/ml cytosolisches Protein aus humaner Leber und 10 mM NADH in 0,1 M Kalium-
Phosphat-Puffer pH 7,4. Nach einer Vorinkubation fiir 5 min bei 37°C wurde die Reaktion
durch Zugabe von NADH gestartet und das Gemisch fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Extraktion mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat abgestoppt. Die vereinigten Extrakte
wurden an der Evaporatorzentrifuge bis zur Trockne verdampft, der Riickstand in 50 pl
Methanol aufgenommen und mittels HPLC/DAD analysiert. Die mutmaflichen Produkt-
Peaks wurden aufgefangen, mit Ethylacetat extrahiert und nach Derivatisierung die Struktur
mittels GC/MS (Kap. 6.2.1.1) bestétigt.

6.2.2.4 Chemische Reduktion

Octahydro-CUR und Octahydro-bisdemethoxy-CUR wurden aus einer 100 uM Hexahydro-
CUR- bzw. 50 uM Hexahydro-bisdemethoxy-CUR-LGsung dargestellt, wihrend Octahydro-
demethoxy-CUR aus einer durch enzymatische Reduktion gewonnenen methanolischen
Hexahydro-demethoxy-CUR-Losung (Kap. 6.2.2.3) hergestellt wurde. Die Reaktion wurde
in 0,2 ml Methanol durchgefiihrt und durch Zugabe einer ca. zehnfachen dquimolaren Menge
Natriumborhydrid gestartet. Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur bis zum Erlie-
gen der Gasentwicklung stehengelassen und anschliefend mit wéssriger 1 M HCI neutralisiert.
Das Produkt wurde mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat extrahiert, der Extrakt unter Vakuum zur
Trockne eingeengt und in 25 pul Methanol aufgenommen. Die Analyse mittels HPLC bei
280 nm und GC/MS nach Trimethylsilylierung (Kap. 6.2.1.1) wies zwei Produkte mit iden-
tischen UV /Vis-Spektren sowie Massenspektren auf, die in Einklang mit der Struktur von
Octahydro-CUR bzw. Octahydro-bisdemethoxy-CUR waren. Die beiden Octahydro-Produkte
stellen jeweils Diastereomere dar, die auf den zwei chiralen C-Atomen beruhen, welche die

beiden aliphatischen OH-Gruppen tragen.
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6.2.2.5 Charakterisierung der Syntheseprodukte

Zur Charakterisierung der synthetisierten Substanzen wurden verschiedene physiko-chemische

Eigenschaften bestimmt.

UV/Vis-Spektrum. Die Substanz wurde in Alkohol (Methanol oder Ethanol) gelost und das
UV /Vis-Spektrum im Wellenléingenbereich von 200-600 nm gegen Methanol bzw. Ethanol als
Blindwert aufgenommen bzw. im HPLC-Eluent mittels DAD erfasst.

Ermittlung des Extinktionskoeffizienten. Von den Feststoffen wurde eine Losung in Alkohol
(Methanol oder Ethanol) im Konzentrationsbereich von 2,5-30 uM fiir Substanzen mit kon-
jugiertem Doppelbindungssystem (CUR, Bisdemethoxy-CUR, Iso-CUR und Dimethyl-CUR)
und 50-250 pM fiir Hexahydro-dimethyl-CUR hergestellt und die Extinktion photometrisch
am jeweiligen Absorptionsmaximum gegen Methanol bzw. Ethanol als Blindwert gemessen.
Die Berechnung des Extinktionskoeffizienten erfolgte iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz. Fiir
Hexahydro-CUR war in der Literatur [Uehara et al., 1987] ein Extinktionskoeffizient angege-
ben, der nach Uberpriifung iibernommen wurde. Der Extinktionskoeffizient von Hexahydro-
bisdemethoxy-CUR wurde im Vergleich mit Hexahydro-CUR theoretisch abgeschéitzt.

Bestimmung des Schmelzpunktes bei Feststoffen. Einige Kérnchen der Substanz wurden
in ein Schmelzpunktbestimmungsrohrchen iiberfithrt und dieses in Silikonol erhitzt. Der

Ubergang vom Aggregatzustand fest nach fliissig wurde visuell erfasst.

Falls Literaturdaten vorhanden waren, erfolgte eine Priifung dieser auf Ubereinstimmung mit

eigenen Daten.

6.2.3 Prdparation und Charakterisierung von Zellfraktionen

6.2.3.1 Prédparation aus Lebergewebe

Die Isolierung von Mikrosomen und Cytosol wurde aus Leber unbehandelter ménnlicher
Sprague-Dawley-Ratten (200-300 g Korpergewicht), aus Leber Aroclor-behandelter ménn-
licher Wistar-Ratten (300-350 g Korpergewicht) und aus der Leber eines ménnlichen Spenders
in Anlehnung an Lake [1987] vorgenommen. Die Rattenleber wurde frisch nach der Entnahme
verwendet. Die humane Leber war bei -80°C gelagert und wurde fiir die Praparation aufge-
taut. Das Gewebe wurde in eisgekiihltem Mic-I-Puffer gewogen, mit einer Schere grob zerklei-
nert und mit der dreifachen Menge (W/V) Mic-I-Puffer unter Eiskithlung im BRAUN-Potter
bei ca. 500 rpm homogenisiert. Durch Zentrifugation des Homogenats bei 9000 x g (15 min,
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4°C) wurden grobe Zellbestandteile (nicht aufgebrochene Zellen, Zellkerne, Mitochondrien
etc.) abgetrennt. Ein Teil des Uberstands (sog. S9-Fraktion) wurde ggf. aliquotiert, mit fliis-
sigem Stickstoff schockgefroren und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert. Die S9-Fraktion
wurde bei 105000 x g fiir 60 min bei 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Mikrosomen-Pellet
wurde vorsichtig unter Zuriicklassen eines glasigen Glykogen-Riickstandes aufgeschlammt.
Die Suspension wurde in ein neues Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und nochmals fiir 60 min
bei 105000 x g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand (Cytosol) abdekantiert und gemischt.
Das Pellet (Mikrosomen) wurde in Mic-II-Puffer (0,75 ml/g Leber) aufgenommen und homo-
genisiert. Die Zellfraktionen wurden aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

6.2.3.2 Praparation aus Darmgewebe

Fiir die Préparation intestinaler Mikrosomen und S9-Fraktion wurde der komplette Diinn-
darm (Duodenum, Jejunum, Ileum) unbehandelter ménnlicher Sprague-Dawley-Ratten
(200-300 g Korpergewicht) bzw. ein Jejunum-Abschnitt aus Schweinediinndarm verwendet.
Die Gewinnung der Darmmukosa erfolgte in Anlehnung an Yang et al. [1992]. Die frisch ent-
nommenen Dirme wurden entleert, mit eisgekiihlter 0,9%iger Kochsalzlésung gespiilt, léings
mit einer Schere getffnet und nochmals vorsichtig mit gekiihlter Kochsalzlgsung gereinigt.
Das Gewebe wurde gewogen und die Mukosa vorsichtig mit einem Objekttriger auf einer
ebenen Korkunterlage abgeschabt. Die Mukosa wurde 1:1 (W/V) in eiskaltem Mic-I-Puffer
aufgenommen und unter Eiskiihlung im BRAUN-Potter bei ca. 500 rpm homogenisiert. Die
S9-Fraktion wurde durch Zentrifugation des Homogenats bei 9000 x g fiir 15 min bei 4°C als
Uberstand erhalten. Der Uberstand wurde aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefros-
tet und bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C aufbewahrt. Zur Herstellung der Mikrosomen
wurde der S9-Uberstand zusitzlich bei 105000 x g fiir 60 min bei 4°C zentrifugiert. Das
Mikrosomen-Pellet wurde in Mic-II-Puffer (0,1 ml/g Darm) aufgenommen und homogeni-
siert. Die Mikrosomensuspension wurde aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

6.2.3.3 Praparation aus Niere

Die Mikrosomen-Préiparation wurde aus den Nieren unbehandelter ménnlicher Sprague-
Dawley-Ratten (200-300 g Korpergewicht) geméfl der Praparation aus Leber, wie in Kapitel
6.2.3.1 beschrieben, durchgefiihrt. Aufgrund des niedrigen Glykogengehalts von Nieren ent-
fallt die letzte Ultrazentrifugation.

114



6 Experimenteller Teil

6.2.3.4 Bestimmung des Proteingehalts

Die Proteinbestimmung der Zellfraktionen wurde nach der Methode von Bradford [1976]
durchgefiihrt, die auf dem Prinzip beruht, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue
G-250 nach Bindung an Proteine im sauren Milieu eine Verschiebung des Absorptionsma-
ximums von 465 nm nach 595 nm aufweist. Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wird

die Extinktionsédnderung bei 595 nm gemessen.

Reagenz: 10 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 in 5 ml Ethanol 16sen, 10 ml ortho-
Phosphorséure (85%) zugeben und mit entionisiertem Wasser auf 100 ml auf-
fiillen und filtrieren

FEine geeignete Verdiinnung der Proteinprobe wurde in 100 pl entionisiertem Wasser herge-
stellt und mit 1 ml Reagenzlosung durchmischt. Die photometrische Messung erfolgte nach
5 min bei Raumtemperatur bei 595 nm gegen den Reagenzienblindwert. Die externe Kali-
brierung erfolgte zwischen 1-150 pg/ml Protein mit BSA als Standard. Die Standardlésungen

und die Proben wurden jeweils als Dreifachbestimmung ausgefiihrt.

6.2.3.5 Bestimmung des Cytochrom P450-Gehalts

Der CYP-Gehalt der Lebermikrosomen wurde in Anlehnung an Omura und Sato [1964] an-
hand des Kohlenmonoxid-Differenzspektrums nach Dithionit-Reduktion bestimmt. Die Be-
stimmung beruht darauf, dass die Bindung von Kohlenmonoxid an das zweiwertige Eisen der
prosthetischen Gruppe der Cytochrome eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von

420 nm nach 450 nm bewirkt, die photometrisch verfolgt werden kann.

100 ul Mikrosomensuspension wurden mit 2,0 ml 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4
verdiinnt und jeweils 850 ul dieser Losung in zwei Halb-Mikro-Kiivetten tiberfiihrt, die fiir
5 min im Photometer bei Raumtemperatur dquilibriert wurden. Nach Aufnahme der Null-
linie zwischen 400-500 nm wurden beide Losungen mit einer Spatelspitze Natriumdithionit
versetzt und in die MeBkiivette zuséitzlich 40 s lang Kohlenmonoxid eingeleitet und erneut

ein Differenzspektrum zwischen 400-500 nm aufgenommen.

Die Berechnung des Gesamt-Cytochrom-Gehalts erfolgte gem#fl des Lambert-Beer’schen

Gesetzes mit einem molaren Extinktionskoeffizient von ¢ = 91 1 x mol~! x em~1!.
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6.2.4 Stabilitdtsuntersuchungen

6.2.4.1 Untersuchungen in Kalium-Phosphat-Puffer

Die Untersuchungen zur Stabilitéit verschiedener Curcuminoide und ihrer Glucuronide sowie
von Ketoprofen und Ketoprofen-Acylglucuroniden wurden in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer
pH 7,4 mit 30 uM Substanz (CUR, Bisdemethoxy-CUR, Iso-CUR, Hexahydro-CUR,
Ketoprofen und zugehorige Glucuronide) durchgefiihrt.

Muttersubstanzen

Nach Vorinkubation von 470 ul Phosphat-Puffer bei 37°C im Thermomixer wurden
30 pl einer 0,5 mM Aglykon-Losung in DMSO zugegeben, gemischt und ein Aliquot (20 ul)
sofort oder nach Inkubation bei 37°C fiir 1 h, 2 h, 3 h und 24 h mittels HPLC/DAD analysiert.

Glucuronide

Es wurden konzentrierte Glucuronid-Stammlésungen in DMSO mit definierter Konzentration
verwendet die, wie unter 6.2.8.2 beschrieben, hergestellt wurden. Das benétigte Volumen
an Glucuronid-Stammlosung fiir eine Endkonzentration von 30 uM im Puffer und einem
Endvolumen von 0,5 ml wurde berechnet. Das komplementéire Volumen Phosphat-Puffer
wurde bei 37°C vortemperiert, das berechnete Volumen Glucuronid-Stammlésung in DMSO
zugegeben und die Glucuronide ohne oder nach Inkubation fiir 1 h, 2 h, 3 h und 24 h mittels
HPLC/DAD analysiert.

Die Stabilitdtsuntersuchungen wurden fiir jede Muttersubstanz und jedes Glucuronid als
Doppelbestimmungen ausgefiithrt. Die Quantifizierung der Muttersubstanzen und Glucuro-
nide erfolgte iiber die Peakflichen und wurde relativ zur Substanzmenge ohne Inkubation

berechnet.

6.2.4.2 Untersuchungen in Kulturmedium

Die Stabilitdtsuntersuchungen wurden in DMEM /F12-Kulturmedium, das (i) kein FKS, (ii)
5% FKS, (iii) kein FKS, aber Ishikawa-Zellen und (iv) 5% FKS und Ishikawa-Zellen enthielt,
mit verschiedenen Curcuminoid-Derivaten (CUR, Demethoxy-CUR, Bisdemethoxy-CUR,
Iso-CUR, Tetrahydro-CUR, Hexahydro-CUR) durchgefiihrt.

Inkubationen ohne Zellen

Bei Inkubation der Substanzen (20 puM) in Kulturmedium ohne Zellen, wurde 3,5,3,5'-
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Tetramethyl-bisphenol A (TMBPA) (10 pul 5 mM TMBPA in DMSO pro ml Medium)
als ISTD vor der Inkubation zugefiigt und gemischt (DMSO Endkonzentration 2%). Ein
0,5 ml-Aliquot des Mediums wurde ohne Inkubation mit 1 ml Ethylacetat extrahiert, der
Extrakt an der Evaporatorzentrifuge bis zur Trockne eingeengt, der Riickstand in 50 pl
Methanol aufgenommen und mittels HPLC/DAD analysiert. Das restliche Medium wurde
fir 1 h, 2 h, 4 h und 21 h mit der Substanz bei 37°C im Thermomixer inkubiert und zu jedem
Zeitpunkt ein 0,5 ml-Aliquot, wie beschrieben, extrahiert und analysiert. Die Quantifizierung

erfolgte iiber das Peakflichen-Verhéltnis von Testsubstanz zu ISTD.

Inkubationen mit Zellen

Fiir die Inkubationen mit Zellen wurden 8 x 10° oder 1 x 105 Ishikawa-Zellen ausge-
streut und mit DMEM /F12-Medium mit 10% FKS fiir 2 Tage kultiviert. Am 3. Tag (ca.
1,9-2,4 x 10° Zellen) wurde das Medium durch DMEM/F12-Medium ohne bzw. mit 5%
FKS, das jeweils 20 uM Substanz (DMSO Endkonzentration 1%) enthielt, ersetzt. Ein
0,5 ml-Aliquot dieses Mediums wurde ohne Inkubation oder nach Inkubation fiir 1 h,
2 h, 4 h und 21 h bei 37°C mit den Zellen, wie oben fiir die Inkubation ohne Zellen
beschrieben, extrahiert und mittels HPLC/DAD analysiert. In Anwesenheit von Zellen war
die Zugabe des ISTD erst nach Inkubation separat zu den einzelnen Aliquots méglich und
fithrte aufgrund des sehr geringen Pipettiervolumens (1-2 pl) zu nicht reproduzierbaren
Schwankungen, wodurch eine Auswertung iiber den ISTD nicht geeignet war. Deshalb wurde

in den Inkubationen mit Zellen iiber die Peakflichen quantifiziert.

Die Stabilitdtsuntersuchungen wurden fiir jede Substanz und jede Zusammensetzung
des Mediums als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Substanzmenge der inkubierten

Ansitze wurde relativ zur Substanzmenge ohne Inkubation berechnet.

6.2.4.3 EinfluB von Mikrosomen

In Anlehnung an die Umsetzungen mit Supersomen (Kap. 6.2.7.5) bzw. gewebe- und spezies-
spezifischen Mikrosomen (Kap. 6.2.7.6) wurden weitere Untersuchungen zur Stabilitdt der
drei Curcuminoide CUR, Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR und des synthetischen
Derivats Dimethyl-CUR. in 50 mM Tris-Puffer pH 7,5 durchgefiihrt. Das Testsystem I enthielt
ausschliefllich die Substanz in Tris-Puffer ohne Zusétze. Im Testsystem II, welches weitgehend
die Bedingungen der mikrosomalen Umsetzungen imitierte, waren zusétzlich 0,25 mg/ml
mikrosomales Protein aus ménnlicher Rattenleber und 10 mM Magnesiumchlorid im Tris-
Puffer enthalten. Die Substratkonzentrationen betrugen 20 uM (DMSO Endkonzentration
2%). Die Losungen wurden sofort nach dem Ansetzen mittels HPLC/DAD analysiert. Die

Quantifizierung der Substanzen erfolgte iiber eine externe Kalibrierung (s. Anhang A.2.2
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Tab. 19) und wurde relativ zur eingesetzten Substanzmenge berechnet.

6.2.4.4 EinfluB von pH-Wert und Pufferzusitzen

Effekt von pH-Wert und Komplexbildner EGTA

30 uM CUR wurde in folgenden Loésungen bei 37°C fiir 60 min im UV /Vis-Photometer

inkubiert:

(1) 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4
(2) 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 6,4
(3) 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 + 1 mM EGTA
(4) 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 6,4 + 1 mM EGTA
(5)

5) Methanol

Die Extinktion von CUR wurde bei 420 nm gegen Luft {iber einen Zeitraum von 60 min in
Intervallen von 5 min photometrisch bestimmt. Die methanolische CUR-L&sung diente als
Vergleich, da CUR in Methanol stabil ist.

Effekt von MTP

Nach Vortemperieren von 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 in Ab- oder Anwesenheit
von 0,2 mg/ml MTP fiir 15 min im Photometer bei 37°C, wurde CUR zugegeben (Endkon-
zentration in der Kiivette 30 uM) und gemischt. Das UV /Vis-Spektrum wurde im Bereich
von 350-550 nm zu den Zeitpunkten 0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min,

60 min und 120 min gegen Luft aufgenommen.
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6.2.5 In vitro-Studien mit Prazisions-Gewebeschnitten

Die Préparation und Inkubation von Prézisions-Gewebeschnitten wurde mit dem VITRON

Tissue Slicer-System durchgefiihrt und ist in Abbildung 40 schematisch zusammengefasst.

Schneiden Inkubieren

[ RPN

Eiskiihlung

Gewebekerne

Schnitte

Abbildung 40: VITRON Tissue Slicer-System. [1] Hohlzylinder zum Ausstanzen von Gewebe-
kegeln; [2] zylindrischer Schneidearm; [3] rotierendes Rasiermesser; [4] Mikrometerschraube;
[5] Szintillationsgldschen mit Leberschnitt auf Edelstahlnetz; [6] DOC-Rotationsinkubator.

6.2.5.1 Prdparation von Leberschnitten

Die Leber von ménnlichen oder weiblichen unbehandelten Sprague-Dawley-Ratten wurde,
nach dem T6ten durch Genickbruch, entnommen und sofort in eisgekiihlten Krebs-Henseleit-
Puffer pH 7,4 (Schneide-Puffer) gelegt. Gewebekegel mit einem Durchmesser von 8 mm
wurden mit einem geschéirften Hohlzylinder unter stdndigem Drehen und méfSigem Druck
auf einer Korkunterlage aus den Leberlappen ausgestanzt (Abb. 40, [1]). Die Gewebekerne
wurden sofort wieder in den Schneide-Puffer gelegt und dort bis zum Schneiden belassen.
Der gesamte Schneide-Prozess wurde in eisgekiihltem und mit Sauerstoff (95% Oa, 5% CO2)
begastem Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 durchgefiithrt. Die Gewebekerne wurden in einen
zylindrischen Schneidearm (Abb. 40, [2]) eingebracht und mechanisch durch langsames Be-
wegen des Schneidehalters iiber ein rotierendes Rasiermesser (Abb. 40, [3]) in Scheiben von
200 um Dicke und 13-25 mg Nassgewicht geschnitten. Die Einstellung der Schnittdicke erfolgte
mittels einer Mikrometerschraube (Abb. 40, [4]).
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6.2.5.2 Inkubation von Leberschnitten

Fiir das kommerzielle Curcuminoid-Gemisch (75% CUR, 18% Demethoxy-CUR, 7% Bis-
demethoxy-CUR) sowie fiir jedes der drei Curcuminoide wurden mindestens zwei unab-
héngige Experimente fiir jedes Geschlecht mit Schnitten verschiedener Tiere durchgefiihrt.
Fiir die reduktiven Metaboliten Tetrahydro-CUR und Hexahydro-CUR, sowie die syntheti-
schen CUR-Verbindungen Dimethyl-CUR und Iso-CUR, wurden zwei unabhingige Versuche
mit Schnitten einer ménnlichen und einer weiblichen Ratte durchgefiihrt. In jedem Experi-

ment wurden pro Testsubstanz drei Schnitte separat inkubiert.

Die Inkubation erfolgte nach der Methode von Fisher et al. [1990]. Nach Entnahme der
Schnitte mit dem Puffer am Auslasshahn der Scheideeinheit wurde jeweils ein einzelner
Schnitt auf einem sterilen Edelstahl-Netz in einem Hohlzylinder aus Teflon platziert und dieser
horizontal in ein steriles 20 ml-Szintillationsgléschen, welches 1,7 ml Waymouth’s Medium
supplementiert mit 10% FKS und 50 pg/ml Gentamicin enthielt, eingebracht (Abb. 40, [5]).
Die Glédschen wurden mit Plastikdeckeln in deren Mitte sich ein 2 mm grofles Loch befand
verschlossen, um den Gasaustausch mit der Umgebung zu gewéhrleisten. Die Schnitte wurden
in einem Rotationsinkubator (9 rpm) bei 37°C unter einer Atmosphére von 95% Oz und 5%
COgy inkubiert. Dieses sog. DOC-System gewéhrleistet, dass sich die beiden Schnittoberflichen
wéhrend der gesamten Kultivierung abwechselnd im Medium und in der Gasphase befinden
(Abb. 40, [6]). Nach einer zweistiindigen Vorinkubation wurden die Hohlzylinder mit den
Schnitten in neue Gléschen, die frisches Kulturmedium und die Testsubstanzen in DMSO
(Endkonzentration 1%) gelost enthielten, iiberfiihrt. Die Substanz-Endkonzentrationen waren
50 uM, 100 uM bzw. 200 uM. Zwei Arten von Kontroll-Kulturen wurden mitgefiihrt: Eine mit
Substrat aber ohne Leberschnitt (Substanzkontrolle) und die andere mit Leberschnitt und
DMSO anstelle der Testsubstanz (Leerwert). Die Schnitte wurden fiir 2 h, 4 h, 6 h oder 24 h
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Medien von drei Schnitten aus jedem Experiment

vereinigt, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur Analyse gelagert.

6.2.5.3 Enzymatische Hydrolyse und Extraktion

Zu den aufgetauten vereinigten Medien wurden vor der Aufarbeitung 10 ul einer 5 mM
TMBPA-Losung in DMSO als ISTD pro ml Medium gegeben. Zwei verschiedene enzymatische
Hydrolysemethoden wurden durchgefiihrt.

Methode I: Fiir die Untersuchung auf unkonjugierte Metabolite (Fraktion TA) wurde ein
0,5 ml-Aliquot des Mediums mit jeweils 3 x 0,5 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
Extrakte wurden unter Vakuum an der Evaporatorzentrifuge verdampft, der Riickstand in
50 pl Methanol aufgenommen und ein 10-20 pl-Aliquot mittels HPLC/DAD analysiert. Fiir

die Bestimmung der Summe aus unkonjugierten und konjugierten Metaboliten (Fraktion IB)
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wurde ein weiteres 0,5 ml-Aliquot des Mediums mit 0,2 ml 0,15 M Acetat-Puffer pH 5,0
gemischt und mit 10 pl eines Gemisches aus S-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Heliz pomatia
im Thermomixer bei 37°C fiir 16 h inkubiert. Danach erfolgte die Extraktion mit Ethylacetat
und die HPLC/DAD-Analyse wie oben beschrieben. Die Menge an Konjugaten wurde als die

Differenz zwischen den Fraktionen IB und IA berechnet.

Methode II: Diese Hydrolysemethode ermoéglichte es durch separate Behandlung des
Mediums mit (-Glucuronidase und Sulfatase die Art der Konjugate aufzukliaren. Fiir die
Analyse unkonjugierter Metabolite (Fraktion ITA) wurden 0,2 ml Medium mit 0,2 ml
0,15 M Acetat-Puffer pH 5,0 ohne Enzym vor der Extraktion mit Ethylacetat versetzt. Zur
Hydrolyse der Glucuronide wurde ein weiteres 0,2 ml-Aliquot des Mediums mit 0,2 ml 0,15 M
Acetat-Puffer pH 5,0 gemischt und mit 5000 Fishman U der (-Glucuronidase Typ B-1
aus Rinderleber vor der Extraktion mit Ethylacetat inkubiert (Fraktion IIB). Zur Unter-
suchung der Sulfate wurden 0,2 ml Medium mit 0,2 ml 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer
pH 7,1 und 0,1 U der Sulfatase Typ VI aus Acetobacter aerogenes inkubiert und extrahiert
(Fraktion IIC). Fiir die Erfassung aller Metabolite (Fraktion IID), wie z.B. unkonjugierten
Produkten, Glucuroniden und Sulfaten, wurde ein 0,2 ml-Aliquot des Mediums mit 5000
Fishman U der -Glucuronidase Typ B-1 und 0,1 U der Sulfatase Typ VI in 0,2 ml 0,15 M
Acetat-Puffer pH 5,0 inkubiert. Alle enzymatischen Hydrolysen erfolgten bei 37°C fiir 2 h,
gefolgt von der Extraktion mit Ethylacetat und der HPLC/DAD-Analyse wie oben fiir
Methode I beschrieben. Die Differenz zwischen Fraktion IIB und IIA ergab die Menge an
Glucuroniden und die Differenz zwischen Fraktion IIC und ITA die Menge an Sulfaten.
Die Summe aus unkonjugierten Metaboliten, Glucuroniden und Sulfaten, die aus diesen
Berechnungen erhalten wurden, stimmte gut mit Fraktion IID iiberein, welche zusétzlich

zum Vergleich mit Fraktion IB aus Methode I herangezogen wurde.

Die Auswertung der natiirlichen und synthetischen Curcuminoide erfolgte bei einer Wellen-
léinge von 420 nm, die der reduktiven Metaboliten und des ISTD bei 280 nm. Die Peaks
wurden durch Vergleich ihrer HPLC-Retentionszeiten und Absorptionsspektren mit den
synthetischen Referenzsubstanzen sowie durch Cochromatographie mit diesen identifiziert.
Die Quantifizierung erfolgte iiber das Verhiltnis der Peakflichen (Testsubstanz zu ISTD),
wobei fiir die Curcuminoide und ihre reduktiven Metabolite unterschiedliche Extinktions-
koeffizienten beriicksichtigt wurden (Tab. 3). Da sich die Absorption von Hexahydro-CUR
und Hexahydro-bisdemethoxy-CUR nach Reduktion mit Natriumborhydrid zu Octahydro-
CUR und Octahydro-bisdemethoxy-CUR, nicht &nderte, wurden fiir die Quantifizierung der
Octahydro-Curcuminoide die Extinktionskoeffizienten der Hexahydro-Produkte angenom-

men. Die Peakflichen der beiden Octahydro-Diastereomere wurden addiert.

Die Wiederfindungen der Substanzen in den Inkubationen mit und ohne Leberschnitt wurden
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beziiglich der eingesetzten Substanzmenge ohne Inkubation und nach sofortiger Extraktion
des Mediums berechnet. In den Substanzinkubationen mit Leberschnitt repriasentiert die Wie-

derfindung die Summe aus Muttersubstanz plus Metabolite (unkonjugiert und konjugiert).

6.2.6 In vitro-Assays mit Zellfraktionen: Phase |-Reaktionen

6.2.6.1 Oxidative Umsetzungen

Die mikrosomalen Inkubationen zur Untersuchung des oxidativen in vitro-Metabolismus der
Curcuminoide wurden in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 in einem Gesamtvolumen
von 1 ml mit Lebermikrosomen von méinnlichen unbehandelten Sprague-Dawley-Ratten
oder mit unbehandelten sowie mit Aroclor 1254-behandelten Wistar-Ratten durchgefiihrt.
Die Inkubationen enthielten 0,5-1,0 mg/ml mikrosomales Protein, Substrat (50 puM und
100 uM Curcuminoid-Gemisch bestehend aus 75% CUR, 18% Demethoxy-CUR und 7%
Bisdemethoxy-CUR, 50 uM Hexahydro-CUR) in DMSO (Endkonzentration 1%) und ein
NADPH-generierendes System. Das NADPH-generierende System wurde jeweils unmittelbar

vor Versuchsbeginn hergestellt und setzte sich wie folgt zusammen:

Volumen bzw. Endkonz.

Reagenzien Einwaage im Ansatz
Isocitrat-Dehydrogenase (20 U/ml) 500 upl 09U
Isocitrat (2,33 M) 90 ul 9,4 mM
NADP* 25 mg 1,21 mM
Magnesiumchlorid (1 M) 100 pl 4,3 mM
Kalium-Phosphat-Puffer (0,1 M) pH 7,4 100 pl —

Nach einer Vorinkubation von 5 min bei 37°C wurden 70 ul NADPH-generierendes System
zugegeben und das Gemisch fiir 40 min bei 37°C inkubiert. Die Inkubation wurde durch
Extraktion mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat abgestoppt und die vereinigten Extrakte an der Eva-
poratorzentrifuge zur Trockne eingeengt, der Riickstand in 50 ul Methanol gelost und ein
Aliquot zur HPLC/DAD-Analyse eingesetzt.

Alle Inkubationen wurden mindestens als Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Als Negativkon-
trollen dienten Inkubationen ohne NADPH-generierendes System oder mit hitzeinaktivierten
Mikrosomen. Um die Aktivitdt der Mikrosomen zu iiberpriifen, wurden zusétzlich Kontroll-
Inkubationen mit 100 uM Testosteron durchgefiithrt und wie bei Pfeiffer und Metzler [2004]

beschrieben analysiert.
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6.2.6.2 Reduktive Umsetzungen

Der reduktive Curcuminoid-Metabolismus wurde mit Rattenlebercytosol, humanem Leber-
cytosol und mit cytosolischer Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber und NADH als Kosub-
strat untersucht. Die Inkubationen wurden in einem Endvolumen von 0,5 ml durchgefiithrt und
setzten sich aus dem Substrat (100 pM Curcuminoid-Gemisch bestehend aus 75% CUR, 18%
Demethoxy-CUR und 7% Bisdemethoxy-CUR, 100 uM Hexahydro-CUR, 100 uM Tetrahydro-
CUR, 50 uM CUR, 50 pM Iso-CUR) in DMSO (Endkonzentration 1%), 1 mg/ml cytosolisches
Protein oder 5 U Alkoholdehydrogenase und 10 mM NADH in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer
pH 7,4 zusammen. Nach einer Vorinkubation von 5 min bei 37°C wurde die Reaktion durch
Zugabe von NADH gestartet und 1 h bzw. 2 h bei 37°C im Thermomixer inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Extraktion mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat gestoppt, die vereinigten Ex-
trakte unter reduziertem Druck in der Evaporatorzentrifuge verdampft, der Riickstand in 50

ul Methanol aufgenommen und ein Aliquot mittels HPLC/DAD analysiert.

Die Inkubationen wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt. In Kontroll-Inkubationen
wurde das Substrat mit nativem Cytosol, aber ohne NADH bzw. mit NADH, aber ohne
Alkoholdehydrogenase, eingesetzt.

6.2.6.3 Umsetzungen mit intestinaler S9-Fraktion

Der oxidative und reduktive CUR-Metabolismus wurde in vitro mit S9-Fraktion (enthélt
mikrosomales und cytosolisches Protein) untersucht, die wie unter 6.2.3.2 beschrieben, aus
dem Diinndarm ménnlicher Sprague-Dawley-Ratten pripariert wurde. Die Reaktionen fanden
in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 mit 50 uM bzw. 100 uM CUR in DMSO (Endkon-
zentration 1%) und 10 mM Magnesiumchlorid in einem Gesamtvolumen von 1 ml statt. Jeder
Reaktionsansatz enthielt 1 mg/ml Gesamtprotein und (i) ein NADPH-generierendes System,
wie unter 6.2.6.1 beschrieben, fiir die Monooxygenierung oder (ii) 10 mM NADH fiir die Re-
duktion. Nach 5 min Vorinkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Kosubstrat-Zugabe
gestartet und die Inkubation 1 h bei 37°C fortgesetzt. Die Reaktion wurde durch Extraktion
mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat gestoppt, die vereinigten Extrakte an der Evaporatorzentrifuge
zur Trockne eingeengt, der Riickstand in 50 pl Methanol aufgenommen und ein Aliquot zur
HPLC/DAD-Analyse verwendet.

Alle Inkubationen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Kontroll-Inkubationen
fanden mit S9-Fraktion in Abwesenheit von NADPH-generierendem System bzw. NADH
statt. Parallel zu den Versuchen mit S9-Fraktion aus Rattendarm wurden analoge Umsetz-

ungen mit S9-Fraktion aus ménnlicher Rattenleber durchgefiihrt.
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6.2.7 In vitro-Assays mit Zellfraktionen: Phase |l-Reaktionen

6.2.7.1 Konventioneller Glucuronidierungsassay

Die ersten Glucuronidierungsreaktionen fanden mit hepatischen Mikrosomen von Ratte und
Mensch in einem Gesamtvolumen von 0,2 ml 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 statt. Die
Versuchsbedingungen wurden unter dem Gesichtspunkt gewéhlt eine hohe Produktbildung
zu gewihrleisten. Die Reaktionsansitze enthielten 100 uM Substrat (CUR, Demethoxy-CUR,
Bisdemethoxy-CUR, Hexahydro-CUR, Tetrahydro-CUR) in DMSO (Endkonzentration 1%),
1-3 mg/ml mikrosomales Protein, 4 mM UDPGA und 10 mM Magnesiumchlorid. Nach einer
Vorinkubation fiir 5 min bei 37°C im Thermomixer wurde die Reaktion durch Zugabe von
UDPGA gestartet und der Ansatz fiir 40 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das
mikrosomale Protein durch Zugabe von 25 ul 20%iger wissriger TCA ausgefillt und die
Losung mit 25 pul 1 M wéssriger NaOH neutralisiert. Die Aufarbeitung vor der HPLC/DAD-

Analyse wurde auf zwei unterschiedliche Weisen vorgenommen:

(i) Extraktion mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat. Die Ethylacetatreste wurden unter einem No-
Strom von der wéssrigen Phase entfernt, die ausgefiillten Proteine abzentrifugiert und der
Uberstand zur HPLC /DAD-Analyse eingesetzt. Die vereinigten Extrakte wurden an der Eva-
poratorzentrifuge bis zur Trockne eingeengt, der Riickstand in 50 pl Methanol aufgenommen
und ebenfalls mittels HPLC/DAD analysiert.

(ii) Abtrennung der Proteine durch Zentrifugation (3 min bei ca. 1000 x g) und HPLC/DAD-
Analyse des Uberstandes.

Die Identifizierung der Glucuronide fand durch Hydrolyse mit einem S-Glucuroni-
dase/Arylsulfatase-Gemisch aus Helix pomatia statt (Methode I). Dazu wurde der restliche
wiissrige Glucuronid-Uberstand mit 0,2 ml 0,15 M Acetat-Puffer pH 5,0 gemischt und mit
10 pl des [-Glucuronidase/Arylsulfatase-Gemisches im Thermomixer bei 37°C fiir 16 h inku-
biert. Danach erfolgte die Extraktion mit Ethylacetat und die HPLC/DAD-Analyse wie oben

beschrieben.

Als Positivkontrolle diente die Glucuronidierung von 4-Methylumbelliferon, da das 4-Methyl-
umbelliferon-Glucuronid als Referenzsubstanz zur Verfiigung stand. Negativkontrollen wur-
den in Abwesenheit von UDPGA durchgefiihrt.

6.2.7.2 Kombinierter Reduktions- und Glucuronidierungsassay

Zur Erfassung von Glucuroniden der reduktiven CUR-Metaboliten wurde die Reduktion und
Glucuronidierung von CUR simultan in einem kombinierten Reaktionsansatz mit Cytosol und
Mikrosomen aus Rattenleber bzw. Humanleber untersucht. Dabei wurden die Versuchsbe-

dingungen der Einzelreaktionen (Kap. 6.2.6.2 und 6.2.7.1) modifiziert. Alle Inkubationen
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wurden in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 in einem Gesamtvolumen von 1 ml durch-
gefithrt. Der kombinierte Ansatz enthielt 100 pM CUR in DMSO (Endkonzentration 1%),
1 mg/ml cytosolisches Protein, 1 mg/ml mikrosomales Protein, 10 mM NADH, 4 mM UDPGA
und 10 mM Magnesiumchlorid. Nach Vorinkubation fiir 5 min bei 37°C wurden die Kofaktoren
zugegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde durch Zugabe von 25 pl
20%iger TCA die Reaktion abgebrochen, mit 25 ul 1 M wiissriger NaOH neutralisiert und
die priizipitierten Proteine durch Zentrifugation (3 min bei ca. 1000 x g) entfernt. Der Uber-
stand wurde direkt oder nach enzymatischer Hydrolyse der Konjugate mittels HPLC/DAD
analysiert. Fiir die Hydrolyse wurde ein 0,2 ml-Aliquot des Uberstandes eingesetzt. Die Spal-
tung wurde mit einem (3-Glucuronidase/Arylsulfatase-Gemisch aus Heliz pomatia in 0,2 ml
Acetat-Puffer pH 5,0, wie fiir Methode I unter 6.2.7.1 beschrieben, durchgefiihrt.

Es wurden drei verschiedene Kontrollen mit Cytosol und Mikrosomen, aber in Abwesenheit
von (i) UDPDA (reduktiver Metabolismus), (ii) NADH (Glucuronidierung) und (iii) beiden
Kofaktoren (Leerwert), mitgefiihrt.

6.2.7.3 Glucuronidierungen mit intestinaler S9-Fraktion

Die in vitro-Glucuronidierung von CUR wurde mit S9-Fraktion (enthélt mikrosomales und
cytosolisches Protein) aus dem Diinndarm ménnlicher Sprague-Dawley-Ratten untersucht.
Die Inkubationen wurden in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,4 mit 50 uM und 100 uM
CUR bzw. 20 uM Hexahydro-CUR in DMSO (Endkonzentration 1%), 2 mg/ml Gesamt-
protein, 4 mM UDPGA und 10 mM Magnesiumchlorid in einem Endvolumen von 0,5 ml
durchgefithrt. Nach Vorinkubation fiir 5 min bei 37°C wurde UDPGA zugegeben und fiir
40 min bei 37°C im Thermomixer inkubiert. Anschlieend wurde durch Zugabe von 25 ul
20%iger TCA die Reaktion abgebrochen, mit 25 ul 1 M wiissriger NaOH neutralisiert und
die priizipitierten Proteine durch Zentrifugation (3 min bei ca. 1000 x g) entfernt. Der Uber-
stand wurde direkt und nach enzymatischer Hydrolyse der Glucuronide in einem Aliquot des
Uberstandes, mit einem [B-Glucuronidase/Arylsulfatase-Gemisch aus Heliz pomatia in 0,2 ml
Acetat-Puffer pH 5,0, wie fiir Methode I in Kapitel 6.2.7.1 beschrieben, mittels HPLC/DAD

analysiert.

Die Negativkontrollen enthielten S9-Fraktion aber kein UDPGA. Vergleichend wurden

analoge Umsetzungen mit S9-Fraktion aus ménnlicher Rattenleber parallel durchgefiihrt.

6.2.7.4 Maoadifizierter Glucuronidierungsassay
Da die etablierte Fillung der mikrosomalen Proteine mit TCA den Nachweis der Cur-

cuminoide und ihrer Glucuronide storte und eine Quantifizierung nicht ermoglichte,

war eine Modifizierung und Optimierung des urspriinglichen Glucuronidierungsassays
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(Kap. 6.2.7.1) notwendig. Die Inkubationen wurden in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer,
der das Substrat (20-100 uM CUR, Demethoxy-CUR, Bisdemethoxy-CUR, Dimethyl-
CUR, Dimethyl-bisdemethoxy-CUR, Iso-CUR, Hexahydro-CUR, Hexahydro-bisdemethoxy-
CUR, Hexahydro-dimethyl-CUR, Hexahydro-iso-CUR, Tetrahydro-CUR) in DMSO (End-
konzentration 2%), 0,1-1,0 mg/ml mikrosomales Protein, 20 mM UDPGA, 25 pg/ml Ala-
methicin, 10 mM Saccharinséure-1,4-lacton und 10 mM Magnesiumchlorid enthielt, in
einem Endvolumen von 0,2 ml durchgefiihrt. Durch Einsatz des Porenbildners Alamethicin
konnten die Proteinkonzentrationen reduziert werden. Saccharinsidure-1,4-lacton wirkt als
(B-Glucuronidase-Inhibitor. Die Loésungsmittelkonzentration wurde auf 2% erhéht, um eine
bessere Loslichkeit der Curcuminoide zu gewéhrleisten. Es erfolgte eine Vorinkubation der
Mikrosomen mit Alamethicin fiir 15 min auf Eis. Danach wurden die iibrigen Komponenten
zugegeben, wobei darauf geachtet wurde, dass das Substrat (Instabilitit) zuletzt hinzuge-
fiigt wurde. Die Inkubationszeiten betrugen bis zu 60 min. Die HPLC/DAD-Analyse erfolgte
je nach Fragestellung (i) nach Zentrifugation (3 min bei ca. 1000 x g) des Ansatzes aus
dem wiissrigen Uberstand oder (ii) in Anlehnung an Matern et al. [1994] nach Extraktion
der Curcuminoid-Glucuronide aus saurer Losung. Fiir die saure Extraktion der Glucuronide
wurden 0,2 ml 0,7 M Glycin-HCI-Puffer pH 1,2 zum Inkubationsansatz gegeben und gemischt
(pH 1,8) und dann mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat extrahiert. Die Glucuronide wurden durch
Einengen der vereinigten Extrakte unter Vakuum bis zur Trockne und Aufnahme des Riick-

standes in Methanol angereichert.

Die Identifizierung der Glucuronide erfolgte anhand der HPLC-Retentionszeit und des
UV /Vis-Spektrums sowie durch Spaltung mit (3-Glucuronidase Typ B-1 aus Rinderleber
(Methode Il). Ein Aliquot des wiissrigen Glucuronid-Uberstandes wurde mit 0,2 ml 0,15 M
Acetat-Puffer pH 5,0 gemischt und mit 5000 Fishman U der 5-Glucuronidase vor der Extrak-
tion mit Ethylacetat fiir 2 h inkubiert und anschlieBend mittels HPLC/DAD analysiert.

6.2.7.5 Umsetzungen mit rekombinanten humanen UGTs

Der Assay wurde mit kommerziell erhéltlichen Supersomen (Gentest) durchgefiihrt. Super-
somen stellen mikrosomale Fraktionen aus Sf9-Insektenzellen (Spodoptera frugiperda) dar, die
durch Infektion mit einem Baculovirus-Stamm, der die cDNA eines humanen UGT-Isoenzyms
tragt, transfiziert wurden. Eingesetzt wurden die humanen Isoenzyme UGT1A1, UGT1A3,
UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10 und UGT2B7. Die einzelnen
Isoenzym-Fraktionen wurden vor Verwendung in geeignete Aliquots aufgeteilt, um zu haufige

Auftau-Einfrier-Zyklen zu vermeiden und bei -80°C gelagert.

Die Glucuronidierung wurde in 50 mM Tris-Puffer pH 7,5, der 0,05-1,0 mg/ml mikrosomales
Protein, 2 mM UDPGA, 20 uM Substrat (CUR, Demethoxy-CUR, Bisdemethoxy-CUR,
Hexahydro-CUR, Hexahydro-bisdemethoxy-CUR, Dimethyl-CUR), 25 pg/ml Alamethicin

und 10 mM Magnesiumchlorid enthielt, in einem Endvolumen von 0,2 ml durchgefiihrt. Die

126



6 Experimenteller Teil

Substrate waren in DMSO gelést, das mit einer Endkonzentration von 2% eingesetzt wurde,
um ein vollstéindiges Losen der Curcuminoide zu gewéhrleisten. Die Mikrosomen wurden mit
dem Porenbildner Alamethicin 10 min auf Eis vorinkubiert. Die restlichen Komponenten mit
Ausnahme des Substrates (Instabilitit) wurden bei 37°C vorinkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe des Substrates gestartet. Die Inkubationen fanden bei 37°C im Thermomixer
unter leichtem Schiitteln bis zu 2 h mit linearer Produktbildung statt. Die Reaktion wurde
durch Eiskiihlung abgestoppt und ein Aliquot der wissrigen Losung sofort zur HPLC/DAD-
Analyse eingesetzt. Die Analyse der Hexahydro-Verbindungen erfolgte nach Abtrennung der
Proteine durch Zentrifugation (3 min bei ca. 1000 x g).

Alle Inkubationen wurden als Dreifachbestimmungen ausgefiihrt. Als Positivkontrollen
dienten TFMU und E2 sowie ggf. Propofol. TFMU stellt fiir fast alle Isoenzyme ein gutes
Substrat dar [Baranczewski et al., 2004], wéhrend E2 ein spezifisches Substrat fiir UGT1A1
unter Bildung des 3-HO-Glucuronids ist [Fisher et al., 2000b; Senafi et al., 1994] und Propofol
ein spezifisches Substrat von UGT1A9 représentiert [King et al., 2000]. Die Negativkontrolle
enthielt alle Komponenten und wurde mit einer mikrosomalen Fraktion aus Baculovirus-

infizierten Insektenzellen ohne rekombinantes UGT-Isoenzym (UGT Control) durchgefiihrt.

Aufgrund der hohen Nachweisgrenze von E2 bei UV-Detektion erfolgte die HPLC/DAD-
Analyse von E2 nach Aufkonzentrierung durch Extraktion mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat aus
saurer Losung nach Zugabe von 0,2 ml 0,7 M Glycin-HCI-Puffer pH 1,2. Das Losungsmittel

wurde an der Evaporatorzentrifuge verdampft und der Riickstand in Methanol aufgenommen.

Die Identifizierung der Glucuronide erfolgte anhand der HPLC-Retentionszeit und des
UV /Vis-Spektrums sowie durch die Hydrolysemethode IT (Kap. 6.2.7.4) mit S-Glucuronidase
Typ B-1 in einem Aliquot der wéssrigen Glucuronid-Losung. Das 3-HO-Glucuronid von E2

stand zusétzlich als Referenzsubstanz zur Verfiigung.

Die Glucuronidausbeute und die spezifische katalytische Aktivitidt wurden auf der Grund-
lage des erhaltenen HPLC-Chromatogramms {iber das Verhéltnis der Peakflichen von Mut-
tersubstanz und zugehérigem(n) Glucuronid(en) berechnet. Dabei wurde fiir die Glucuro-
nide der Extinktionskoeffizient der Muttersubstanz angenommen. Eine Ausnahme stellte das
3-HO-Glucuronid von E2 dar, das iiber eine eigene externe Kalibiergerade (s. Anhang A.2.2,
Tab. 19) ausgewertet wurde, da sich der Extinktionskoeffizient von Glucuronid und Mutter-

substanz unterscheidet.

Die Wiederfindungen der drei Curcuminoide CUR, Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR
sowie von synthetischem Dimethyl-CUR, wurden {iber die externe Kalibrierung der Mutter-
substanzen (s. Anhang A.2.2, Tab. 19), als Summe aus Muttersubstanz plus Glucuronid(e),

beziiglich der eingesetzten Substanzmenge berechnet.
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6.2.7.6 Umsetzungen mit gewebe- und speziesspezifischen Mikrosomen

Die Glucuronidierungen wurden mit Mikrosomen aus Lebergewebe von Mensch und Ratte
sowie aus Darmgewebe von Mensch, Ratte und Schwein durchgefiihrt, die wie unter 6.2.3.1
bzw. 6.2.3.2 beschrieben, prapariert wurden. Die verwendeten humanen intestinalen Mikro-
somen wurden kommerziell erworben (Gentest). Es handelte sich um einen Mikrosomen-Pool
aus dem Duodenum und Jejunum von fiinf Spendern (ménnlich und weiblich, Kaukasier
und Afro-Amerikaner). Die Umsetzungen wurden analog zu den Glucuronidierungen mit re-
kombinanten humanen UGTs in Kapitel 6.2.7.5 durchgefiihrt und ausgewertet. Abweichend
von diesem Assay enthielten die Ansédtze zusétzlich 10 mM Saccharinsidure-1,4-lacton als
(B-Glucuronidase-Inhibitor. Die verwendeten Proteinkonzentrationen lagen im Bereich von
0,05-0,5 mg/ml mikrosomalem Protein. Als Negativkontrollen dienten die vollstindigen An-

sitze mit nativen Mikrosomen, aber in Abwesenheit von UDPGA.

6.2.7.7 Inhibitionsassay

Da Propofol als spezifisches Substrat fiir UGT1A9 bekannt ist [King et al., 2000] und der
Verdacht bestand, dass dieses Isoenzym fiir die phenolische CUR-Glucuronidierung verant-
wortlich ist, wurde der Effekt zunehmender Propofol-Konzentrationen (0 uM, 50 uM, 100 pM
und 200 uM) auf die Glucuronidierung von CUR (100 uM) untersucht. Die Inkubationen
wurden bei 37°C fiir 15 min in Anwesenheit von 1 mg/ml mikrosomalem Protein aus humaner
Leber, 2 mM UDPGA, 25 pg/ml Alamethicin, 10 mM Saccharinsidure-1,4-lacton und 10 mM
Magnesiumchlorid in 50 mM Tris-Puffer pH 7,5 mit einem Endvolumen von 0,2 ml durchge-
fithrt. In den vollstdndigen Anséitzen waren beide Substrate enthalten, wobei die Propofol-
Konzentration variabel war. In den Kontroll-Inkubationen war kein Propofol enthalten. Die
DMSO-Endkonzentration im Ansatz betrug 2%. Die Reaktion wurde durch Eiskiihlung ter-
miniert, die Proteine abzentrifugiert (3 min bei ca. 1000 x g) und die CUR-Glucuronide in
einem Aliquot des Uberstandes mittels HPLC/DAD analysiert.

Alle Inkubationen wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Die Berechnung erfolgte fiir
das phenolische und aliphatische CUR-Glucuronid separat. Die Inhibition wurde aus der
Menge des in Anwesenheit von Propofol gebildeten CUR-Glucuronids, beziiglich der vor-
handenen CUR-Glucuronid-Menge nach Inkubation von CUR ohne Propofol, iiber die Peak-

flaichen berechnet.

6.2.7.8 Kinetische Untersuchungen
Die Untersuchungen zur Kinetik der aliphatischen CUR-Glucuronidierung wurden mit

humanen Lebermikrosomen und mit rekombinantem humanem UGT1A8 (Supersomen)

durchgefiihrt. Die CUR-Konzentrationen lagen im Bereich von 0,1-50 uM bei Verwendung von
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humanen Lebermikrosomen und 5-50 uM bei Einsatz von UGT1AS8. Die Glucuronidierung
und Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeiten (spezifische Glucuronidierungsaktivitéiten)
fand fiir jede CUR-Konzentration, wie in Kapitel 6.2.7.5 bzw. 6.2.7.6 beschrieben, statt. Die
Kurvenanpassung und Berechnung der kinetischen Parameter erfolgte mit Hilfe des Compu-
terprogramms OriginPro 6.0 (OriginLab Corporation) durch nichtlineare Regressionsanalyse.
Es wurde die Michaelis-Menten-Gleichung unter Verwendung der spezifischen Aktivititen bei
0,1-50 uM bzw. 5-50 uM CUR angewendet:

Vmaa:'S
K,+S

wobei K, die Michaelis-Menten-Konstante, V,,,, die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
und S die Substratkonzentration darstellt. Die Glucuronidierungsreaktionen wurden fiir jede
CUR-Konzentration und fiir jede mikrosomale Fraktion mindestens als Doppelbestimmungen

ausgefiihrt.

6.2.7.9 Sulfatierungsassay

Die Sulfatierungen mit Rattenlebercytosol fanden in Anlehnung an Asai und Miyazawa [2000]
statt. Die Inkubationen wurden in einem Gesamtvolumen von 0,2 ml in 0,1 M Kalium-
Phosphat-Puffer pH 7,4 durchgefiihrt und enthielten das Substrat (40 uM und 100 uM CUR,
100 M Hexahydro-CUR) in DMSO (Endkonzentration 2%), 1 mg/ml cytosolisches Protein,
0,4 mM 3’-Phosphoadenosin-5-phosphosulfat (PAPS) und 10 mM Magnesiumchlorid. Der
Reaktionsansatz wurde 3 min bei 37°C vorinkubiert, die Reaktion durch Zugabe von PAPS
gestartet und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Eiskiihlung abgestoppt
und der Ansatz zentrifugiert (3 min bei ca. 1000 x g). Der Uberstand wurde direkt und
nach enzymatischer Hydrolyse der Sulfate mittels HPLC/DAD analysiert. Fiir die Hydrolyse
wurde ein Aliquot des Uberstandes mit 0,1 U Sulfatase Typ IV aus Acetobacter aerogenes in
0,2 ml Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,1 gemischt, fiir 2 h bei 37°C inkubiert und anschliefend

mit 3 x 0,5 ml Ethylacetat extrahiert und analysiert.

Alle Inkubationen wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Negativkontrollen wurden
in Abwesenheit von PAPS durchgefiihrt. Die Sulfotransferase-Aktivitdt des Cytosols wurde
durch Umsetzung von 100 uM 4-Methylumbelliferon sichergestellt, da das 4-Methyl-

umbelliferon-Sulfat als Referenzsubstanz vorhanden war.
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6.2.8 Allgemeine Methoden fiir Glucuronide

6.2.8.1 Extraktion von Glucuroniden

Zur Untersuchung auf Extrahierbarkeit der Glucuronide von CUR, Demethoxy-CUR,
Bisdemethoxy-CUR, Dimethyl-CUR, Iso-CUR, Hexahydro-CUR, Hexahydro-iso-CUR,
Tetrahydro-CUR und Ketoprofen aus saurer Losung wurden die Glucuronide im modifizierten
Glucuronidierungsassay (Kap. 6.2.7.4) unter Bedingungen, die moglichst hohe Glucuronid-
ausbeuten lieferten, hergestellt. Die Substrate wurden mit Endkonzentrationen von 100 uM
(DMSO Endkonzentration 2%) eingesetzt.

Nach der Reaktion wurde mit 0,2 ml 0,7 M Glycin-HCI-Puffer pH 1,2 angeséduert und mit
2 x 0,4 ml Ethylacetat extrahiert. Vom empfindlicheren wissrigen Extraktionsriickstand
wurde das restliche Ethylacetat unter einem Nj-Strom entfernt (ca. 1 min), die Proteine
bei 4°C abzentrifugiert (10 min, 20800 rcf) und anschlieBend 30 ul des Uberstandes mittels
HPLC/DAD analysiert. Die Extrakte wurden wiihrenddessen auf Eis gelagert, an der Eva-
poratorzentrifuge zur Trockne eingeengt, mit Methanol aufgenommen und anschlieend ein
Aliquot zur HPLC/DAD-Analyse eingesetzt.

Die Glucuronid-Menge im Extrakt und im wissrigen Extraktionsriickstand wurde iiber die
Peakflichen der Glucuronide anhand der externen Kalibrierung fiir die Muttersubstanzen
(s. Anhang A.2.2, Tab. 19), unter der Annahme, dass sich die Extinktionskoeffizienten von

Muttersubstanz und Glucuronid nicht unterscheiden, quantifiziert.

6.2.8.2 Anreicherung von Glucuroniden

Zur Anreicherung von Curcuminoid- und Ketoprofen-Glucuroniden wurden die Mutter-
substanzen in mehreren 0,2 ml Parallelanséitzen im modifizierten Glucuronidierungsassay
(Kap. 6.2.7.4), unter Bedingungen, die eine nahezu vollstindige Umsetzung lieferten, ein-
gesetzt. Die Konzentration der Muttersubstanzen (CUR, Demethoxy-CUR, Bisdemethoxy-
CUR, Dimethyl-CUR, Iso-CUR, Hexahydro-CUR, Hexahydro-iso-CUR, Ketoprofen) betrug
jeweils 100 uM (DMSO Endkonzentration 2%). Es wurden hepatische Mikrosomen ménn-
licher Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Die Proteinkonzentrationen lagen im Bereich von
2,0-6,5 mg/ml mikrosomalem Protein und die Inkubationszeiten betrugen max. 90 min. Fiir
alle Substrate aufler Dimethyl-CUR lagen die Umsiitze zwischen 80% und 100%. Der max.
Umsatz fiir Dimethyl-CUR betrug 40%.

Nach der Reaktion wurde mit 0,2 ml 0,7 M Glycin-HCl-Puffer pH 1,2 angesduert und
mit 2 x 0,4 ml Ethylacetat extrahiert. Die Extrakte der Parallelansitze eines Substrates
wurden vereinigt, das Ethylacetat an der Evaporatorzentrifuge entfernt und der Glucuronid-

Riickstand in DMSO (25 pul) aufgenommen. Aus den so erhaltenen konzentrierten Glucuronid-
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Stammlésungen (mM-Bereich) wurde fiir die Konzentrationsbestimmung mittels HPLC/DAD
eine 1:25-Verdiinnung in Methanol hergestellt. Die Ermittlung der Glucuronid-Konzentration
erfolgte iiber die externe Kalibrierung der Muttersubstanzen (s. Anhang A.2.2, Tab. 19), unter
der Annahme, dass sich die Extinktionskoeffizienten von Aglykon und Glucuronid nicht unter-

scheiden.

Die so hergestellten konzentrierten Glucuronid-Lésungen in DMSO wurden im Mikrotubuli-

Polymerisationsassay (Kap. 6.2.10) eingesetzt.

6.2.9 Prdparation von mikrotubuldren Proteinen aus Rinderhirn

Die Praparation der MTP erfolgte aus frischem Rinderhirn durch zwei Polymerisations-
Depolymerisationszyklen in Anlehnung an Shelanski et al. [1973]. Das frisch entnommene
Rinderhirn wurde auf Eis transportiert, Hirnhdute und Blutgefisse mit einer Pinzette unter
Eiskiihlung entfernt und das Hirn anschliefend mit eiskaltem REA-Puffer gewaschen. Klein-
hirn und unbrauchbare Hirnbestandteile wurden entfernt und das Gewebe in eiskaltem REA-
Puffer gewogen. Das Hirn wurde mit der Schere in eiskaltem REA-4 M-Puffer (0,75 ml/g Hirn)
zerkleinert und anschliefend mit einem Stabmixer unter Eiskiihlung homogenisiert. Das
Homogenat wurde bei 6500 x g (4°C, 10 min) zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und
der Uberstand bei 100000 x g fiir 60 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach
Zugabe einer 50 mM GTP-Losung in REA-Puffer (Endkonzentration 1 mM) bei 37°C fiir
30 min im Wasserbad zur Polymerisation gebracht. Die Suspension wurde fiir 60 min bei
100000 x g und 30°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in eis-
kaltem REA-Puffer (i Volumen des Uberstandes der ersten Ultrazentrifugation) suspendiert,
durch sanftes Pottern homogenisiert und auf Eis fiir 30 min zur Depolymerisation gebracht.
Dieser Polymerisations-Depolymerisationszyklus wurde ein weiteres Mal wiederholt, wobei
der Uberstand zur Polymerisation im gleichen Volumen REA-8 M-Puffer suspendiert wurde.
Nach Beendigung der zweiten Depolymerisation wurde ein letztes Mal bei 100000 x g fiir
60 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff schock-

gefroren und bis zur Verwendung in fliissigem Stickstoff gelagert.

Die Konzentrationsbestimmung der praparierten MTP erfolgte photometrisch. 450 wul
REA-Puffer wurden in einer Quarzkiivette vorgelegt, mit 50 pl MTP-Suspension ver-
setzt und die Extinktion bei 276 nm gegen Luft gemessen. Die Ermittlung der MTP-
Konzentration erfolgte iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz mit einem Extinktionskoeffizient

vone = 1201 x mmol~! x em~ L.

6.2.10 Mikrotubuli-Polymerisationsassay

Der Mikrotubuli-Polymerisationsassay wurde in Anlehnung an Gaskin [1982] unter zellfreien

Bedingungen in wvitro durchgefiithrt. Er dient dazu, festzustellen, ob Substanzen die Poly-
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merisation von MTP zu Mikrotubuli beeinflussen kénnen. Diese Polymerisation ist mit einer
Triibung verbunden, die bei 350 nm photometrisch erfasst werden kann. Die Extinktions-

zunahme ist der Menge an gebildeten Mikrotubuli direkt proportional.

Die Polymerisation der Mikrotubuli wurde mit frisch aufgetauten MTP aus Rinderhirn durch-
gefithrt, die wie in Kapitel 6.2.9 beschrieben, prapariert wurden. Es wurden MTP-Chargen
verschiedener Priparationen verwendet. Die Messung fand in REA-Puffer, der 10 uM MTP
enthielt, in einem Endvolumen von 0,5 ml statt. Da sechs Ansétze parallel gemessen wurden,
wurden die MTP in einem entsprechend grofien Volumen REA-Puffer suspendiert und jeweils
480 pl in den sechs Kiivetten vorgelegt. Vor Zugabe der Testsubstanzen wurde die Absorption
bei 276 nm bestimmt, um zu gewéhrleisten, dass sich in jeder Kiivette annihernd die gleiche
MTP-Menge befand.

Die Testsubstanzen (CUR, Demethoxy-CUR, Bisdemethoxy-CUR, Iso-CUR, Dimethyl-CUR,
Hexahydro-CUR, Vanillin, Ferulasidure, Ketoprofen, Colchicin) wurden in freier Form und
als Glucuronide in DMSO (Endkonzentration 2%) eingesetzt. Die verwendeten Glucuronid-
Losungen wurden, wie unter 6.2.8.2 beschrieben, hergestellt. Die Endkonzentrationen der
Curcuminoide und des Ketoprofens lagen im Bereich von 40-100 uM, die der Glucuronide
zwischen 9 und 80 uM. Die Endkonzentrationen der beiden CUR-Abbauprodukte Vanillin
und Ferulasiure betrugen 200 uM, die von Colchicin 2 pM.

Nach Zugabe der Testsubstanzen wurden diese 20 min bei Raumtemperatur mit den MTP
inkubiert, um eine Reaktion zu ermoglichen. Nach dieser Vorinkubation wurde die Polymeri-
sation durch Zugabe von in REA-Puffer gelostem GTP (Endkonzentration 0,5 mM) gestartet
und die Tritbungszunahme bei 350 nm iiber 30 min in 5 min-Intervallen bei 35°C gemessen.
Anschlieend erfolgte die Depolymerisation bei 4°C fiir 30 min. Es wurde ein zweiter und
dritter Polymerisations-Depolymerisationszyklus ohne zusétzliche GTP-Zugabe angeschlos-

sen, um zwischen normaler Mikrotubuli-Bildung und Aggregation zu unterscheiden.

Die Kontroll-Inkubationen enthielten DMSO anstelle der Testsubstanz. Beim Einsatz von
Curcuminoid-Derivaten mit intaktem konjugiertem Doppelbindungssystem musste aufgrund
der Eigenabsorption eine zusétzliche Kontrolle, welche die Testsubstanz, aber kein GTP ent-
hielt, durchgefiithrt werden. Als Positivkontrollen fiir die Hemmung der Polymerisation dienten

Colchicin sowie die Acylglucuronide des NSAID Ketoprofen.

Abbildung 41 représentiert einen iiblichen Polymerisationsverlauf auf dessen Grundlage die
Auswertung erfolgte. Die Berechnung wurde anhand des zweiten und dritten Polymerisations-
zyklus vorgenommen, da teilweise wihrend der Vorinkubation eine Extinktionszunahme beob-
achtet wurde, wodurch die erste Polymerisation ungeeignet war. Die Auswertung des zweiten

und dritten Polymerisationszyklus wurde wie folgt vorgenommen:

II. Polymerisationszyklus: AE;; = E4-E3
III. Polymerisationszyklus: AE;rr = Eg-E5
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Die Extinktionswerte Eg und Ej jeder Testsubstanz wurden auf null normiert und die Hem-
mung relativ zur DMSO-Kontrolle, die als Referenz diente (100% Polymerisation), berechnet.
Die Extinktionswerte der absorbierenden Curcuminoid-Derivate wurden um die Eigenabsorp-
tion berichtigt. Die Inhibition der Polymerisation wurde aus der Hemmung der zweiten und

dritten Polymerisation durch Mittelwertbildung berechnet.
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Abbildung 41: Graphische Auftragung des MTP-Polymerisationsverlaufs. Dargestellt sind
drei Polymerisationszyklen (30 min, 35°C) und zwei Depolymerisationszyklen (30 min, 4°C).
RT, Raumtemperatur.
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A Anhang

A.1 Analytische Daten zu Produkten des Curcuminoid-Zerfalls

o o IO
Hscojg/\* H3C0:<j/\)J\OH H3CO:©/\)
HO HO HO
Feruloylmethan* Ferulasaure* Ferulaaldehyd
0o
H3CO H3CO H3CO HO
3 :@/\o 3 D)I\OH 3 :@/\/ :@AO
HO HO HO H3CO
Vanillin* Vanillinsaure Eugenol Isovanillin®
o]
H3CO H3CO
DY o QA\* "
HO HO HO HO
Guajacol 2-Methoxy- 4-Hydroxy- p-Cumarsaure
4-Methylphenol Benzaldehyd

Abbildung 42: Chemische Strukturen potentieller Produkte aus dem Zerfall von Curcumi-
noiden. * mittels HPLC/DAD- und GC/MS-Analyse identifiziert; (*) mittels HPLC/DAD-
Analyse tendentiell identifiziert.

A.1.1 HPLC/DAD

Tabelle 16: Chromatographische und spektroskopische FEigenschaften von potentiellen
Curcuminoid-Abbauprodukten. Die UV /Vis-Spektren wurden im HPLC-Eluent aufgenommen.
HPLC-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.2 (Gradient 1). * mittels HPLC/DAD- und GC/MS-
Analyse identifiziert; *) mittels HPLC/DAD-Analyse tendentiell identifiziert.

HPLC DAD

Substanz . . .
tg in min | )\, ., in nm

Vanillinsdure 5,1 296, 262
p-Cumarséure 6,4 313
Ferulasiure* 6,6 325, 299
Isovanillin(*) 6,9 314, 280
4-Hydroxy-Benzaldehyd 7,0 286
Vanillin* 7,2 312, 280
Ferulaaldehyd 9,0 342, 306
Feruloylmethan* 9,3 330
Guajacol 10,2 277
2-Methoxy-4-Methylphenol 13,7 283
Eugenol 19,5 283
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A.1.2 GC/MS

Tabelle 17: Chromatographische und massenspektrometrische Eigenschaften von CUR-
Zerfallsprodukten in Form ihrer Trimethylsilylether bei Analyse mittels GC/MS. GC/MS-

Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.1.

GC Fragmentierung nach Trimethylsilylierung
Substanz . . . X
tr in min | m/z (relative Intensitét)
Vanillin 15,4 224 (M, 20), 209 (66), 194 (100), 165 (7), 73 (3)
338 (M*, 63), 323 (100), 308 (75), 293 (78), 279 (36), 264 (14),
Ferulasaure 233 | 949 (79), 219 (25), 192 (16), 179 (27), 145 (16), 73 (31)
264 (M*, 53), 249 (60), 234 (100), 219 (62), 191 (13), 175 (15),
Feruloylmethan 21,2 145 (26), 117 (12), 73 (28)

A.2 Curcuminoide und Curcuminoid-Glucuronide

A.2.1 UV/Vis-Spektren

Tabelle 18: Absorptionsmaxima von Curcuminoid-Derivaten und zugehorigen Glucuroniden.
Die Aufnahme der UV/Vis-Spektren erfolgte im HPLC-Eluent. A, dominantes lipophiles

Glucuronid; B, polares Glucuronid.

Absorptionsmaxima in nm
Curcuminoid Muttersubstanz Glucuronid
CUR 428, 266 A: 423, 263; B: 418
Demethoxy-CUR 424, 251 A: 419, 248; B: 410
Bisdemethoxy-CUR 419, 249 A: 415, 248; B: 405
Iso-CUR 423, 262 A: 420, 257
Dimethyl-CUR 424, 265 411, 270
Hexahydro-CUR 282 281
Hexahydro-bisdemethoxy-CUR 279 277
Hexahydro-dimethyl-CUR 281 281
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A.2.2 Externe Kalibrierungen

Tabelle 19: Parameter zu den externen Kalibrierungen fiir verschiedene Curcuminoid-Derivate
sowie das 3-HO-Glucuronid von E2 bei UV /Vis-Detektion mittels DAD. Die Kurvenanpassung
und Berechnung erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms OriginPro 6.0 durch lineare
Regressionsanalyse. * Das 3-HO-Glucuronid von E2 wurde separat kalibriert, da sich die
Extinktionskoeffizienten von Glucuronid und Muttersubstanz unterscheiden. A, integrierte
Peakfléche; n, injizierte Stoffmenge.

Wellenldnge | Kalibrierbereich .
Substanz ) ) Geradengleichung R?
in nm in nmol
CUR 420 0,0025 — 2,0 A = 2620,264 1 — 6,588 | 0,99984
Demethoxy-CUR 420 01— 1,5 A = 2756,620 n — 17,161 | 0,99997
Bisdemethoxy-
CEReme Xy 420 0,05 — 1,5 A = 2696,848 n — 11,206 | 0,99952
Hexahydro-CUR 280 0,1 — 4,0 A =304,037 0 — 1,875 | 0,99976
Hexahydro-
bi‘:{i ert;f)xy_CUR 280 0,1 — 2,0 A=217944n + 0,291 | 0,99997
Dimethyl-CUR, 420 0,01 — 0,5 A = 2703,590 n + 3,472 | 0,99974
“HO-G1 id
ion%; tenront 280 01— 1,0 A = 44,659 n — 0,496 0,99859
A.2.3 Kinetik UGT1A8
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Abbildung 43: Kinetisches Profil der Glucuronidierung von CUR mit humanem rekombi-
nantem UGT1A8. Die Kurvenanpassung erfolgte nach der Michaelis-Menten-Gleichung. Jeder
Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert aus zwei unabhéngigen Bestimmungen. Insert: Eadie-
Hofstee-Plot. V, Reaktionsgeschwindigkeit in pmol/min/mg Protein; S, Substratkonzentration
in uM.
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A.3 GC/MS: Fragmentierungsmuster

A.3.1 Metaboliten natiirlicher Curcuminoide

Tabelle 20: Chromatographische und massenspektrometrische Eigenschaften von thermosta-
bilen Curcuminoid-Metaboliten in Form ihrer Trimethylsilylether bei Analyse mittels GC/MS.
GC/MS-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.1. n.n., nicht nachweisbar.

Substanz

GC

tr in min

Fragmentierung nach Trimethylsilylierung

m/z (relative Intensitét)

588 (M, 0,4), 573 (10), 365 (15), 323 (5), 223 (5), 209 (100),

bisdemethoxy-CUR,

Tetrahydro-CUR 23,4 193 (8), 179 (13), 73 (19)
590 (M, 2), 500 (18), 291 (19), 278 (9), 263 (4), 251 (6), 249
Hexahydro-CUR 21,5 (9), 235 (17), 209 (100), 195 (9), 193 (7), 192 (6), 179 (18),
73 (24)
664 (M*, 0,1), 574 (15), 484 (2 ) 324 (19), 275 (18), 262
Octahydro-CUR 20,6; 21,3 | (98), 247 (23), 235 (29), 232 (11), 222 (10), 209 (100), 205
(8), 195 (11), 193 (7), 192 (1 ), 9 (27), 73 (53)
Tetrahydro- 913 558 (M*, n.n.), 543 (28), 365 (21), 335 (18), 323 (6), 223 (5),
demethoxy-CUR ’ 219 (4), 209 (100), 193 (13), 192 (15), 179 (62), 73 (37)
Hexahydro- 560 (M*, 5), 470 (43), 291 (15), 278 (8), 263 (11), 261 (8),
demethoxy-CUR 20,5 249 (34), 248 (7), 235 (44), 219 (19), 209 (84), 205 (12), 195
(10), 193 (14), 192 (11), 179 (100), 73 (57)
Octahydro- 634 (M™, 0,1), 544 (10), 454 (23), 386 (5), 324 (14), 294 (5),
demethoxy-CUR 20,0; 20,3 | 275 (11), 262 (100), 258 (8), 247 (17), 235 (15), 232 (27), 222
(16), 209 (44), 205 (15), 192 (10), 179 (60), 73 (44)
Tetrahydro- 10.5 528 (M, 0,4), 513 (14), 335 (61), 293 (9), 219 (4), 192 (10),
bisdemethoxy-CUR ’ 179 (100), 73 (30)
Hexahydro- 10.9 530 (M™*, 0,01), 440 (19), 261 (18), 249 (9), 248 (43), 219
bisdemethoxy-CUR ’ (13), 205 (11), 193 (4), 192 (15), 179 (100), 73 (51)
Octahydro- YRTY 604 (MT, n.n.), 514 (16), 424 (25), 356 (11), 294 (11), 258
i (11), 232 (100), 205 (28), 192 (158), 179 (83), 73 (52)
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A.3.2 Metaboliten synthetischer Curcuminoide

Tabelle 21: Chromatographische und massenspektrometrische Eigenschaften von thermosta-
bilen Metaboliten synthetischer CUR-Derivate in Form ihrer Trimethylsilylether bei Analyse
mittels GC/MS. GC/MS-Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.1. * durch katalytische Hydrierung
hergestellt; ® Metabolit bei Inkubation mit Zellen; ¢ Nebenprodukt der katalytischen Hydrie-
rung; n.n., nicht nachweisbar.

GC Fragmentierung nach Trimethylsilylierung
Substanz . . . .
tg in min | m/z (relative Intensitét)

590 (M*, 0,6), 500 (13), 291 (13), 278 (6), 263 (2), 251 (8),
Hexahydro-iso-CUR® 21,3 249 (6), 235 (18), 209 (100), 195 (9), 193 (8), 192 (10), 179
(26), 73 (11)

664 (M*, nn.), 574 (9), 484 (20), 324 (10), 275 (14), 262
Octahydro-iso-CUR? 20,5 (53), 247 (15), 235 (17), 232 (6), 222 (8 ) 209 (100), 205 (6),
179 (31), 73 (24)

195 (1 ) 193 (8), 192 (10),
Hexahydro-dimethyl- 013 474 (M, 6), 384 (26), 233 (27), 220 (9), 193 (10), 191 (19),
CUR® ’ 177 (1 ) 164 (9), 151 (100), 121 (3), 107 (6), 73 (4)
Octahydro-dimethyl- 548 (M*, n.n.), 458 (22), 368 (100), 217 (24), 189 (16), 177
CUR® 19,5 (18), 174 (12), 151 (11), 147 (36), 134 (23), 121 (29), 107

(24), 73 (38)

A.4 HPLC/ESI/MS/MS: Fragmentierungsmuster

Tabelle 22: Chromatographische und massenspektrometrische Eigenschaften von Curcu-
minoid-Glucuroniden bei Analyse mittels LC/MS und LC/MS/MS. HPLC- und MS-
Bedingungen siehe Kapitel 6.2.1.2 und 6.2.1.3. A, dominantes lipophiles Glucuronid; B, polares
Glucuronid.

HPLC/DAD | LC/MS | LC/MS/MS-Fragmentierung
Glucuronid
tr in min [M-H]~ | m/z (relative Intensitéit)

451 (1 ) 393 (25), 367 (100), 353 (13),
CUR B 8,8 543 | 367 (100) 217 (86)
Bisdemethoxy-CUR A 16,4 483 | 363 (68), 307 (100), 257 (7), 175 (64)
Bisdemethoxy-CUR B 8,3 483 | 363 (33), 307 (77), 215 (21), 175 (100)
Dimethyl-CUR 15,3 571 | 571 (7), 395 (100), 175 (6)

549 (19), 531 (100), 513 (12), 373 (13),
Hexahydro-CUR 16,4 549 359 (23), 175 (29)
Hexahydro-bisdemethoxy- 8.7: 0.7 489 489 (9), 471 (36), 339 (18), 313 (21),
CUR 59, 295 (10), 175 (100)
Hexahydro-dimethyl-CUR 17,3 577 | 392 (5), 193 (100), 175 (6)
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A.5 NMR-Spektren

A.5.1 CUR

!H-NMR (500 MHz, Aceton-dg)

0 (ppm) J (Hz) Kohlenstoff
3.94 (6H, s) ~OCH;
6.00 (1H, s) C-1, C-1
6.73 (2H, d) 16 C-3, C-3
6.91 (2H, d) C-9, C-9
7.21 (2H, dd) 8,2 C-10, C-10°
7.36 (2H, d) 2 C-6, C-6’
7.62 (2H, d) 16 C-4, C-4
8.21 (2H, brs)

A.5.2 Iso-CUR

'H-NMR (500 MHz, Aceton-d)

J (ppm) J (Hz) Kohlenstoff
3.92 (6H, s) -OCH;

6.05 (1H, s) C-1, C-I’
6.71 (2H, d) 16 C-3, C-3
7.03 (2H, d) C-9, C-9
7.17 (2H, dd) 8, 2 C-10, C-10’
7.23 (2H, d) 2 C-6, C-6’
7.60 (2H, d) 16 C4, C-4
7.85 (2H, brs)
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R | R
CUR OCH; | OH
lso-CUR | OH OCHs

13C-NMR (125 MHz, Aceton-dg)

0 (ppm) Kohlenstoff
55.4 -OCHj;
100.8 C-1, C-1’
110.7 C-6, C-6’
115.3 C-9, C-9’
121.4 C-3, C-3’
123.3 C-10, C-10°
127.5 C-5, C-5’
140.5 C-4, C-4
147.9 C-7, C-7
149.0 C-8, C-8’
183.7 C-2, C-2’

13C-NMR (125 MHz, Aceton-d;)

0 (ppm) Kohlenstoff
55.4 -OCHj;
101.1 C-1, C-1’
1115 C-6, C-6'
113.5 C-9, C-9
121.6 C-3, C-3
122.0 C-10, C-10’
128.4 C-5, C-5'
140.3 C-4, C-4’
147.0 C-7, C-7
149.7 C-8, C-8’
183.6 C-2, C-2’
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A.6 Polymerisationskurven

A.6.1 Ketoprofen und Ketoprofen-Acylglucuronide
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A.6.3 Demethoxy-CUR und Demethoxy-CUR-Glucuronid

Tribung (Extinktion bei 350 nm)
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A.6.5 Dimethyl-CUR und Dimethyl-CUR-Glucuronid
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